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STANOVENI VYBRANYCH
AMINOKYSELIN V NiZKODOHRI-
VANYCH SYRECH BEHEM PROCE-
SU ZRANI TECHNIKOU KAPILARNI
ELEKTROFOREZY S UV DETEKCI

Ladislav Bar, Vladimir Drab, Miloslava Kavkova,
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Vyzkumny Ustav mlékdrensky s.r.o., Tabor

Determination of selected amino acids

in low-scalded cheeses during the ripening
process hy capillary electrophoresis technique
with UV detection

Abstrakt

Tato prace ovéfuje moznost vyuziti kapilarni elek-
troforézy s UV detekci pro stanoveni vybranych vol-
nych aminokyselin (AK) béhem procesu zrani syr.
Jako zaklad pro tento ucel byla pouZita modifikovana
metoda stanoveni AK kapilarni elektroforézou s UV
detekci zaloZzend na tvorbé Cu?** komplext v prostiedi
acetatového pufru s obsahem (2-Hydroxypropyl)-3-
cyclodextrinu pro zlepSeni separace jednotlivych AK
(Makeeva a kol. 2020). Metoda stanoveni AK byla
vylepsSena predevsim zavedenim korekce detekovanych
pika na interni standard (k. 2-amino-maselnou, 2-ABA)
a o vhodnéjsi kondicionacni sekvenci kapildry. Proces
Stépeni bilkovin postupné az na volné AK byl sledovian
béhem casového obdobi zrani 120 dnd u Etyr vybranych
pokusnych vyrob nizkodohfivanych syrd za vyuZiti
riznych kmenQ Lactobacillus helveticus, které se liSily
sekvenci slpH genu a antimikrobidlni aktivitou (Roubal
a kol. 2021). S prodluZujici se dobou zrani obsah vSech
monitorovanych volnych AK v syrech s vyjimkou argini-
nu stoupal. Mezi nejvice zastoupené AK patfila k. glu-
tamova (5,7-8,3 g/kg), lysin (3,3-5,3), leucin (3,5-5,0),
prolin (1,6-3,3), fenylalanin (1,8-2,5), asparagin (1,7-2,1)
a glutamin (1,6-2,2), jejichZ mnoZzstvi obsazena v syrech
po 120 dnech zrani jsou uvedena v zavorkach.

Klicova slova: aminokyseliny, nizkodohiivané syry,
kapilarni elektroforéza, B-cyclodextrin

Abstract

This work verifies the possibility of using capillary
electrophoresis with UV detection for the determination
of selected free amino acids (AA) during the cheese ripe-
ning process. There was used a modified for AAs determi-
nation, which based on the formation of Cu** complexes
in an acetate buffer containing (2-Hydroxypropyl)-f3-
cyclodextrin to improve the separation of individual AAs
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(Makeeva et al. 2020). The AA determination method was
improved mainly by introducing the correction of the de-
tected peaks to the internal standard (2-aminobutyric acid,
2-ABA) and by a more suitable conditioning sequence of
the capillary. The process of protein degradation to free
AA was monitored during 120 days of ripening in four
selected trial productions of low-scalded cheeses using
different strains of Lactobacillus helveticus. The strains
were diferent in the sequence of the s/pH gene and anti-
microbial activity (Roubal et al. 2021). The content of all
monitored free AA in cheeses (with the exception of argi-
nine) increased with increasing ripening time. Among the
most represented AA in were glutamic acid (5.7-8.3 g/
kg), lysine (3.3-5.3), leucine (3.5-5.0), proline (1.6-3.3),
phenylalanine (1.8-2.5), asparagine (1.7-2.1) and glu-
tamine (1.6-2.2). The amounts contained in cheeses after
120 days of ripening are listed in brackets.

Key words: amino acids, low-scalded cheeses, capil-
lary electrophoresis, -cyclodextrin

Uvod

Béhem procesu zrani syrd dochdzi k postupnému
Stépeni bilkovin postupné az na jednotlivé AK, coZ ma
mimo jiné vliv i na senzorické vlastnosti. Chut syra je
spottebitele, jeji vyvoj je vSak Casové velmi narocny
adrahy proces. Vyvoj chuti v syrech je komplexni proces,
pri kterém se enzymy z mléka, syfidla, startovacich kultur
a sekundarni fléry podileji na degradaci mlécénych bilko-
vin, tukll a sacharida (proteolyza, lipolyza a glykolyza).
Zejména proteolyza je casoveé nejvice narocna pri zrani
mnoha syru, zvlasté pak polotvrdych, a mnoho vyzkumu
se ubira smérem tyto procesy urychlit. V tomto sméru
mohou byt velmi uZitecné bakterie mlécného kvaSeni
(LAB), které urychluji peptidolyzu a tedy i uvolfiovani
AK (Christensen a kol. 1995), pricemzZ jejich katabolické
reakce jsou hlavnim procesem tvorby chuti v syru. Schop-
nost LAB degradovat AK pomoci transamina¢ni reakce
na o-ketokyseliny, které jsou pak dale degradovany na
dalsi aromatické slouceniny, je vysoce zavisla na kmeni
(Yvon a kol. 2001). Vznikajici aromatické slouceniny
jsou charakteristické pro kazdy druh syra (McSweeney
a kol. 2004). Vybér startovacich mlékarskych kultur méa
proto spolu s dobou a teplotou skladovéni zasadni vliv na
vyvoj chuti béhem zrani a dosazeni pozadovanych orga-
noleptickych vlastnosti (Farkye a kol. 1990). V syrech
eidamského typu jsou z AK nejhojnéji zastoupeny k. glu-
tamova, leucin, arginin, lysin, fenylalanin a serin. Druh
a mnozstvi volnych AK pritomnych v syru ovliviiuji jeho
chut a udavaji stddium zréni. SloZeni a spektrum volnych
AK zavisi na druhu a stafi syra. Béhem zrani syra jsou
koncentrace AK rostouci s vyjimkou argininu, jehoz
mnozstvi ve findlni dobé zrani klesa (McSweeney a kol.
2004). Volné AK samy o sobé rovnéz vyrazné prispivaji
k chuti syra, protoZe jsou soucasti senzorického spektra
(Lane a kol. 1997).

Pozornost v této praci byla zaméfena na zhodnoceni
moznosti vyuziti kapilarni elektroforézy s UV detekci,
jakozto velice ucinné separacni techniky pro stanoveni
Sirokého spektra latek, které je v prostredi zédkladniho
elektrolytu mozné zionizovat, pro stanoveni volnych
AK béhem procesu zrani nizkodohtivanych syrt. Kromé
reprodukovatelnosti metody bylo cilem zjistit, zda me-
toda stanoveni AK je dostatecné citlivd pro detekci
rozdil v obsahu volnych AK, vznikajicich pisobenim
aminopeptiddz vybranych kmend Lactobacillus helve-
ticus, v jednotlivych syrech, béhem 120denniho proce-
su jejich zrani. A déle, zdali se projevi zvySeny obsah
AK v dusledku lyze bakteridlnich bunék v piipadé
pouZiti bakteriocin produkujiciho kmene. Ziskané dis-
tribuce AK v case nadale poslouzi jako indikator pro-
cesu zrani syrt. Jako zaklad pro tento tcel byla pouzita
modifikovand metoda stanoveni volnych AK kapilarni
elektroforézou s UV detekci zalozend na tvorbé Cu*
komplexti v prostfedi acetitového pufru s obsahem
(2-Hydroxypropyl)-p-cyclodextrinu pro zlepSeni sepa-
race jednotlivych AK (Makeeva a kol. 2020). Vychozi
metoda byla modifikovana z hlediska vhodnosti pouZiti
pro stanoveni AK v syrech zejména v oblasti kondicio-
nace kapilary, pfipravy vzorku, pouZiti interniho standar-
du pro zlepseni opakovatelnosti a presnosti stanoveni.
Moznou alternativu k metodé stanoveni AK pomoci kapi-
larni elektroforézy predklada instrumentace HPLC, kdy
popisované metody jsou Casto zaloZeny na postkolonové
(Moore a kol. 1963) nebo predkolonové (Sarwar a kol.
1993) derivatizaci vzorku s naslednou VIS detekci. Jedna
se vSak o drazsi, instrumentalné a i s ohledem na pfipravu
vzorku také vyrazn€ naro¢né€js$i moznosti stanoveni.

Material a metody

Instrumentace

Mgéfeni probihala na pfistroji pro kapilarni elektroforé-
zu Agilent CE G7100 (Agilent Technologies, USA) s UV
detekci. K pripravé vzorkl a rozpousténi chemikalii byla
vyuzivana ultrazvukova lazen VWR B300 (VWR, USA).
K dpravam a méfeni pH byl pouzivan pH-metr WTW
3401 (WTW, Némecko). Pro filtrovani zakladniho ele-
ktrolytu byly pouzity polypropylenové filtry na injekcni
stfikacku o porozité 0,2 um (WTW, USA). Pro filtrovani
vzorkll byly pouZzity papirové sklddané filtry Vitrum V90
(VITRUM, CR) o praméru 110 mm, typ KA 1.

Cinidla a standardni roztoky

Pro pripravu zdkladniho elektrolytu byl pouzit octan
sodny (CH3COONa), pentahydrat siranu médnatého
(CuSOs - 5 Hy0), kyselina octova (CH;COOH) (vsSe
PENTA s.r.o., CR) a dale (2-Hydroxypropyl)-B-cyclo-
dextrin (C¢HgOs); - (C3H70)45 (Sigma Aldrich, Merck,
Némecko). Pro cisténi a kondicionaci kapilary byla
pouZivana kyselina chlorovodikova (PENTA s.r.o., CR),
k. ethylendiamintetraoctova (EDTA) (Merck, Némecko),
hydroxid sodny (PENTA s.r.0., CR) a deionizovan4 voda.

12

MLEKARSKE LISTY 195, VOL. 33, No. 6



VEDA, VYZKUM

Zasobni smés tvorici 19 AK o koncentraci
400 mg dm™ byla pfipravena za pouZiti zasob-
nich roztoku jednotlivych AK o koncentraci 10
000 mg dm= v 0,1 M roztoku HCI. Standardni
smés AK tvoril lysin (Lys), arginin (Arg), his-
tidin (His), glycin (Gly), asparagin (Asn), ala-
nin (Ala), serin (Ser), threonin (Thr), prolin
(Pro), phenylalanin (Phe), methionin (Met),
valin (Val), leucin (Leu), isoleucin (Ile), glu-
tamin (Gln), tyrosin (Tyr), tryptophan (Trp),
k. glutamova (Glu), k. asparagova (Asp). Jako
interni standard (ISTD) byla zvolena k. 2-ami-
nomaselnd (2-ABA) (vSe Sigma Aldrich, Mer-
ck, Némecko).

Podminky stanoveni aminokyselin
Pouzivany separacni acetatovy pufr byl ve
variant¢ A tvoren 20 mM octanem sodnym
(CH3COONa) a 50 mM siranem médnatym
(CuSO4) v deionizované vodé, pH elektro-
lytu bylo upraveno na hodnotu 4,3 pomoci 2
M kyseliny octové pii 20 °C. V piipadé vari-
anty B bylo sloZeni identické s variantou A,
pouze byl navic obsaZen (2-hydroxypropyl)-3-

40
14-17

elektrolyt bez 2-HP-B-CD

absorbance [mAU]

elektrolyt s pridavkem
2-HP-p-CD

19
18

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

migraéni éas [min]

Obr. 1 Elektroferogram standardni smési aminokyselin

sloZeni standardni smési AK (koncentrace 100 mg dm=): 1 — Lys;

2 - Arg; 3 - His; 4 — Gly; 5— Asn; 6 — Ala; 7 — Ser; 8 — Thr; 9 — Pro;
10 — Phe; 11 — Met; 12 —Val; 13 - Leu; 14 - lle; 15— Gin; 16 — Tyr;
17 — Trp; 18 — Glu; 19 — Asp; ISTD — 2-ABA

slozeni BGE: 20 mM CH;COONa, 50 mM CuSO., pH 4,3 (zdznam A)
a varianta elektrolytu s pfidavkem 10 mM 2-HP-pB-CD (zaznam B);
separacni napéti: +25 kV; UV detekce: 233 nm; efektivni délka

a prameér kapilary: 72 cm, 50 um; injekce vzorku: hydrodynamicka

cyclodextrin o koncentraci 10 mM. Pfipraveny
elektrolyt byl dale filtrovan za pouZiti 0,2 um
stiikackového filtru.

Pro vlastni separaci byla pouZivana kifemennd
nepotazena kapilara o vnitinim priméru 50 pm, celko-
vé délce 80,5 cm a efektivni délce 72 cm (CM Scien-
tific, USA). Pracovni teplota kapilary byla nastavena na
20 °C, na elektrody bylo vkladano napéti +25 kV, pri
kterém proud dosahoval hodnoty kolem 35 pA. Déavko-
vani vzorkil probihalo v hydrodynamickém moédu pri
tlaku 50 mbar po dobu 6 s. Vlnova délka pro pfimou de-
tekci AK byla nastavena na 233 nm (§ifka spektra 5 nm).
Frekvence snimani UV/VIS detektoru byla nastavena na
0,5 sekundy.

Nova kapildra byla kondiciovdna proplachovanim pfi
tlaku 950 mbar 0,2 M HCI (10 min), deionizovanou vo-
dou (10 min), dale pak 3 M NaOH (20 min) a nakonec
zakladnim elektrolytem (20 min). Mezi jednotlivymi
analyzami byla z dGvodu nutnosti obnoveni povrchu ka-
pilary nastavena nasledujici kondicionacni sekvence: 3
M NaOH (1 min), deionizovana voda (1 min), 10 mM
EDTA (1 min) a zakladni elektrolyt (5 min).

Priprava vzorki

Nejprve bylo 5 g najemno nastrouhaného a dikladné
promichaného vzorku syra prevedeno do 100ml odmérné
baniky (fedéni 1/20). Banika byla poté ze dvou tretin
doplnéna deionizovanou vodou a na 20 minut umisténa
do ultrazvukové 1azn€ vytemperované na 50 °C. Po zchla-
zeni byly do banky pridany 2 ml kyseliny 2-ABA o kon-
centraci 10 000 mg dm= (vysledna koncentrace interniho
standardu ve vzorku 200 mg dm), baika byla doplnéna
deionizovanou vodou pfi 20 °C a po promichani byl jeji

50 mbar, 6 s; teplota separace 20 °C

obsah zfiltrovéan ptes papirovy filtr. Filtrat byl pipetovan
primo do CE vialek.

Vysledky a diskuse

Charakteristiky CE stanoveni aminokyselin

Za optimalizovanych podminek byly pro jednotlivé
AK ziskany kalibra¢ni zavislosti. Pro tento ucel byly
nafedénim zdsobni smési AK pfipraveny kalibracni
standardy v deionizované vodé€ o koncentracich 1; 2; 5;
10; 20; 40; 60; 100; 150; 200 a 250 mg dm™ vzdy s kon-
stantnim obsahem interniho standardu 200 mg dm=.

Pfi vlnové délce 233 nm byly sledovany jak vysky,
tak plochy detekovanych piku ziskanych jak ve varianté
zakladniho eletrolytu A (bez -cyclodextrinu), tak varianté
B (s pfidavkem B-cyclodextrinu). Kazdy bod kalibra¢ni
urovné byl ziskdn ze tfi naslednych mérfeni. V pripadé,
7e dana varianta elektrolytu umoznovala stanoveni stejné
AK, byly kalibracni zévislosti pro tuto AK vyhodnoceny
paralelné, pficemz bylo zjiSténo, Ze kalibrace maji stejné
smérnice a nezdlezi na tom, ktery elektrolyt je pro stano-
veni pouzit. Obecné ve varianté elektrolytu s pfidavkem
B-cyclodextrinu (B) byl stanovovan pouze isoleucin, glu-
tamin, tyrosin a tryptophan, ve varianté bez 3-cyclodextrinu
(A) pak vsechny ostatni AK. Celkova doba jedné analyzy
se zapoctenim proplachovacich kroku kapildry trva cca
35 minut. Elektroferogramy standardu AK o koncentraci
100 mg dm™ ziskané pro obé varianty slozeni zdkladniho
elektrolytu jsou pro porovnani znazornény na obrazku 1.

Parametry kalibracnich zavislosti jednotlivych AK vy-
hodnocenych z ploch piki jsou uvedeny v tabulce 1. Zis-
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Tab. 1 Parametry kalibracnich zavislosti jednotlivych AK, vyhodnoceno
z ploch piki korigovanych na ISTD

Pro CE metodu stanoveni AK byly déle
zjisStény hodnoty opakovatelnosti mig-

rovnice linedm[ regrese LDR4 LOD . racnich ¢ast (MT), vySek a ploch dete-

: WS BRLIRLRE  kovanych pikda. Pro standard AK o kon-

1 Iy3|'n. y=000280 | + | 00011 | 09997 | 56-200 17 centraci 100 mg dm= a koncentraci ISTD
2| arginn y=O00261 | + | 00047 | 09985 | 63-250 | 10 200 by lolza o ftlizovany Chipods
3 h'St'_d'n y=000353 | + | 0012 | 0999 | 48-250 14 minek provedeno 10 naslednych méfeni,
4 | glycin : y=000640 | + 0,012 0,9976 | 2,9-300 0.8 kdy byla pro jednotlivé parametry urcena
5 aspe.lragln y=1000439 | - 00100 | 0,9936 | 45 -250 14 jejich relativni smérodatné odchylka (tabul-
E73 :Lar?r:n izgggigi : ggg?? gggg; Zé;gg ?2 ka 2). Opakovatelnosti migrac¢nich casu se
8 |threonin y = 0Y00410 4 0‘0118 0’9987 4‘2 -150 1,3 napfic jednotlivymi AK pohybuji mezi 3 a2
9 | prolin y= 0’00483 - 0‘0048 0’9991 4,7 - 250 1,4 3 %. Plochy (A) a vySky pikii (h) AK Casto
— ’ : ‘ : dosahuji hodnot horSich jak 10 % (vzdy pak

10 |phenylalanin | y =0,00281 | + | 0,02315 | 0,9912 | 5,1-200 15 0 vV ’Jgk ika). Pii ;uiiti (l))d(ilovg Il)<o—
11 | methionin y=0,00374 | + | 0,01164 | 0,9984 | 4,5-200 1,4 P y y. P > p P . .
15 Ivalin y=000432 | + | 002322 | 0.9982 | 456-200 14 rekce na interni standard naopak dochézi
13 |leucin y= 0’00383 N 0’01141 0’9993 5‘8 - 200 1'7 k velmi vyraznému zlepSeni opakovatelnosti
14 |isoleucin | y=0,00375 | + | 00069 | 09997 | 6,4-250 | 19 ik oy Gl wiiiehe @aisionannelil il
15 | glutamin y=000342 | + | 00025 | 09989 | 6,8-250 | 2,1 e e Ze aldclles 2l plivean
16 |tyrosin y=000580 | + | 00062 | 09932 | 3,6-250 11 vyska piku interniho standardu o definované
17 |tryptophan | y=0,00779 | + | 00111 | 0,999 | 27-200 | 08 koncenfra“ z d%‘}?ffo merent primo Odr?}Z{
18 |k glutamovd | y=000321 | + | 0,00561 | 0,9994 | 66-250 | 20 C"jlko"y stav méficiho systemu Zf}hmul}cf
19 |k asparagova | y = 0,00492 | + | 0,01672 | 09993 | 48-200 | 14 vykyvy mnoha parametrd (napf. davkovani

vzorku, stav kapilary, “opotfebeni* zéklad-
niho elektrolytu, migracni ¢as, vlastni opakovatelnost
metody).

kané plochy pikit AK byly vZdy korigovany na plochu
ISTD (2-ABA), tedy bylo pracovano s hodnotou podilu
plochy analytu a plochy ISTD v daném méteni. Linearni

dynamickeé rozsahy (LDR) se pro jednotlivé AK pohybuji
nejéastéji v rozmezi cca 5 az 250 mg dm pii dosazeni
dobrych linearit (R?>0,99). Meze detekce (LOD) a meze
stanovitelnosti (LOQ) byly urceny jako troj a desetinaso-
bek primérné hodnoty Sumu zékladni linie a prepocteny
na koncentrace pomoci kalibracnich zavislosti pro vysky
pikda.

Tab. 2 Opakovatelnost jednotlivych parametrii CE

Aplikace stanoveni na redlné vzorky

Modifikovand metoda stanoveni vybranych AK byla
pouzita pro sledovéani jejich distribuce v case béhem
procesu zrani nizkodohfivanych syri vyrobenych za
pouziti smetanové kultury FD (Chr. Hansen’s, Dansko)
s pridavkem vybranych kmenQ Lactobacillus helveticus
liSicich se sekvenci s/pH genu a antimikrobidlni aktivi-
tou (Roubal a kol. 2021). Vyroba NH4 byla kontrolni
vyroba vyrobend pouze s pouZitim smetanové kultury
FD, vyroba NH12 byla vyrobena s pouzitim kutury FD
s prfidavkem kmene L. helveticus H48, vyroba NH19
obsahovala kulturu FD a bakteriocin tvorici kmen L. hel-
veticus H09. Posledni sledovana vyroba NH22 pak obsa-
hovala vSechny tfi vySe uvedené kultury zarover.

Pokusné vyrobené kulaté syry o praméru cca 25 cm,
vySce cca 12 cm a vaze cca 4 kg zraly pfi konstantni
teploté¢ 14 °C ve zraci komote a vzdy v Casech 2, 15,
30, 45, 75 a 120 dni byly rozborovany. Pro komplexni
rozbor v daném case byla vzdy pouzita reprezentativni
1/4 vysec€ o vaze cca 1 kg. Z této Casti byla odkrojena
dalsi cca 1/4 vyseC syra, kterd byla najemno nastrou-
hana a nasledné pouzita pro stanoveni AK. Ukdzka
elektroferogramii ziskanych pro syr NH19 v ¢asech zrani
15, 75 a 120 dni pro variantu elektrolytu s pfidavkem
B-cyclodextrinu je zndzornéna na obrazku 2. Ziskané
hodnoty mnozstvi volnych AK pro pokusné vyroby
syrt NH4, NH12, NH19 a NH22 monitorované béhem
120 dni zrani jsou souhrnné uvedeny v tabulkach 3 a 4.
Vysledné hodnoty jsou vyjadfeny jako stfedni hodnoty
ze tii opakovanych méteni opatfené intervalem spolehli-
vosti na hladiné vyznamnosti 95 %. Z vysledki je obecné

stanoveni
1 | lysin 3,10 9,37 | 10,60 6,46 2,31
2 | arginin 3,27 9,34 10,63 2,56 1,57
3 | histidin 3,52 | 10,50 | 11,46 3,90 2,43
4 | glycin 3,52 8,89 | 11,54 3,47 2,11
5 | asparagin 3,65 6,02 11,03 4,89 1,76
6 | alanin 3,66 7,713 | 12,19 2,70 1,69
7 | serin 3,71 7,66 | 11,09 3,48 1,59
8 | threonin 3,76 6,13 | 10,87 4,45 1,45
9 | prolin 3,74 8,54 | 13,28 2,74 2,45
10 | phenylalanin 3,75 9,29 12,58 3,78 2,16
11 | methionin 3,78 10,15 | 13,25 4,56 2,45
12 | valin 3,84 8,56 | 11,08 3,54 1,86
13 | leucin 3,92 9,45 12,69 4,05 2,08
14 | isoleucin 3,98 10,07 | 12,99 6,00 3,21
15 | glutamin 4,02 8,96 10,38 4,87 2,21
16 | tyrosin 406 | 10,17 | 12,64 4,71 2,00
17 | tryptophan 410 9,26 11,07 2,02 0,95
18 | k. glutamova 4,77 8,40 12,09 3,86 1,80
19 | k. asparagova | 4,92 8,33 10,68 4,22 1,16
14
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Obr. 2 Elektroferogram obsahu aminokyselin v syru NH19 starém 15,

75 a 120 dni (elektrolyt s pfidavkem [3-cyclodextrinu)

1—Lys; 2—Arg; 3—His; 4— Gly; 5 Asn; 6 — Ala; 7 — Ser; 8 — Thr;

9 - Pro; 10— Phe; 11 — Met; 12— Val; 13 — Leu; 14 — lle; 15 — Gin;
16— Tyr; 17 — Trp; 18 — Glu; 19 — Asp; ISTD — 2-ABA

Doba zrani syra: 15 dni (zéznam A); 75 dni (zdznam B); 120 dni
(zdznam C)

sloZeni BGE: 20 mM CH;COONa, 50 mM CuSO,, 10 mM 2-HP-p-CD,

pH 4,3; separacéni napéti: +25 kV; UV detekce: 233 nm; efektivni délka
a prameér kapildry: 72 cm, 50 um; injekce vzorku: hydrodynamicka

50 mbar, 6 s; teplota separace 20 °C
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Obr. 3 Obsah aminokyselin v syru NH4 béhem zrani
(kontrolni vyroba, kultura FD)
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Obr. 4 Obsah aminokyselin v syru NH12 béhem zrani
(kultura FD + H48)

patrny naruist koncentraci vSech AK s rostoucim
Casem zrani syri s vyjimkou argininu. Mezi
nejvice zastoupené AK patfila k. glutamova, ly-
sin, leucin, prolin, fenylalanin, asparagin a glu-
tamin (Obr. 3, 4, 5 a 6). Suma mnozstvi volnych
AK naprfi¢ ¢asem zrani byla podle ocekavani
nejnizsi v kontrole NH4, ktera byla vyrobena
pouze za pouZziti smetanové kultury (Obr. 3).
V ptipadé vyrob NH12 a NH19 vyrobenych
s pfidavkem odli$nych kultur L. helveticus byly
obecné celkové sumy AK vzajemné srovnatelné
a pravdépodobné z divodu pisobeni amino-
peptidaz vyrazné vyssi nez v pripadé kontrolni
vyroby NH4 (Obr. 4 a 5). Ocekédvana nejvyssi
mnozstvi vyprodukovanych AK ve vyrobé
NH22, nasledkem lyze bakteridlnich bunck
z davodu puasobeni bakteriocin produkéniho
kmene L. helveticus HO9 na kmen H48 se
naopak nepotvrdila a vytézky jsou druhé
nejmensi po kontrole (Obr. 6). Z vySe popsa-
nych konstatovani nelze vzhledem k poctu pro-
vedenych vyrob délat postulatni zavéry nebo
pripadné statisticky porovnavat distribuce AK
v jednotlivych vyrobéach a cela véc bude pod-
robena dalSimu zkouméni. Popsanou metodu
lze zavérem zhodnotit jako dostatecné citlivou
pro detekci rozdild v obsahu volnych AK, vzni-
kajicich plsobenim vybranych kmeni LAB
v jednotlivych syrech, béhem 120 denniho pro-
cesu zrani.

Zaver

Tato prace se zabyva stanovenim volnych AK
v nizkodohtivanych syrech technikou kapilarni
elektroforézy s UV detekci. Metoda vyvinuta
(Makeeva a kol. 2020) byla dale modifikovana
a aplikovdna na sledovani distribuce volnych
AK v syrech béhem jejich procesu zréni. Za
ucelem ovéteni citlivosti metody byly vybrany
syry ze Ctyf pokusnych vyrob nizkodohtivanych
syrtt a v ¢asech 2, 15, 30, 45, 75 a 120 dni byly
rozborovany. Syry byly vyrobeny za pouziti
smetanové kultury FD (Chr. Hansen’s, Dansko)
s pridavkem vybranych kment Lactobacillus
helveticus lisicich se sekvenci s/pH genu a anti-
mikrobialni aktivitou (Roubal a kol. 2021).

Pouzitim korekce detekovanych piki na inter-
ni standard (2-ABA) byla vyrazné zlepSena opa-
kovatelnost a presnost analyz. Jednotlivé AK 1ze
nejcastéji stanovit v rozmezi cca 5 az 250 mg
dm= pfi dosazeni dobrych linearit kalibraénich
zavislosti (R? > 0,99). Z dosazenych vysledku
je obecné patrny nértst koncentraci vSech AK
s rostoucim casem zrani syrti s vyjimkou argi-
ninu. Mezi nejvice zastoupené AK patfila k.
glutamova, lysin, leucin, prolin, fenylalanin,

MLEKARSKE LISTY 195, VOL. 33, No. 6

15



VEDA, VYZKUM

asparagin a glutamin. Oproti kontrolni vyrobé
vyrobené pouze s kulturou FD byl ve vyrobach
A0 s obsahem L. helveticus potvrzen vyS$i obsah
105 volnych AK pravdépodobné z divodu puiso-
000 beni aminopeptiddz. Uvedenou metodu lze

zhodnotit jako dostatecné citlivou pro detekci
. r

rozdili v obsahu volnych AK v jednotlivych

koncentrace [mg/kg]

syrech béhem zrani.
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Obr. 5 Obsah aminokyselin v syru NH19 béhem zrani
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Obr. 6 Obsah aminokyselin v syru NH22 béhem zrani
(kultura FD + HO9 + H48)

Tab. 3 MnoZstvi AK v syrech béhem procesu zrani' v rozmezi 2 az 30 dni (n =3; p = 95 %)

stari syra 2 dny 15 dni 30 dni
AK NH4/12/19/22 NH4/12/19/22 NH4/12/19/22
mg/kg mg/kg mg/kg

1-Lys 168+12/313+25/289+21/312+28 523+44/976+54/789+64/961+35 881+64/1381+97/1443+98/1491+91
2-Arg <38/<38/<38/<38 54+12/87+15/76:11/143+12 81+9/104+11/124+10/154 =11
3-His <28/36+6/60+7/<28 66+9/165+12/92+10/160+13 72+8/260+20/27623/299+27
4-Gly <18/<18/30+5/25+4 57+8/100+9/132+8/80+10 114+8/143+9/240+£16/217+12
5-Asn 70+6/98+5/106+8/93+7 303+15/405+26/351+29/392+31 563+39/611+45/650+61/649+36
6-Ala 29+11/119+9/167 +10/142+11 185+12/260+20/271+13/190+14/300+21 231+21/345+15/399+28/312+22
7-Ser 27+8/108+9/53+7/29+11 241+17/236+21/172+18/195+19 309+26/339+15/299+18/243+21
8-Thr <26/82+12/53+8/49+9 229+16/275+18/123+15/239+21 210+19/401+26/278+25/291+23
9-Pro 105+9/239+14/182+15/177+14 291+21/619+45/428+32/487+15 443+29/806+85/828+62/697 +68
10-Phe 48+6/76:8/1649/57+8 208+15/371+29/230+17/325+31 432+18/683+44/544+49/545+28
11-Met <28/141+13/219+18/<28 120+14/140+13/85+7/110+10 123+8/197+9/199+7/193+11
12-Val <28/77+8/109+12/<28 233+17/401+29/279+25/358+18 452+25/701+54/621+48/565+58
13-Leu 141+17/158+14/204£15/90+10 551+60/885+75/711£58/918+59 1032:88/1392+105/1456298/1474 +125
14-lle 80+6/44+7/57+8/74=7 167+12/309+23/194+17/208 +11 280+18/402+31/368+28/365+22
15-GlIn 153+14/161+10/146+9/101 =11 518+32/666+44/426+32/535+44 639+46/896+65/822+71/829+45
16-Tyr 60+8/74+7/72+7/51+8 220+18/257+22/158+14/194+17 356:19/380+29/326-+32/298 +21
17-Trp <16/<16/<16/<16 31+8/31+11/<16/<16 36+8/41+12/19+10/<16
18-Glu 248+19/410+35/563+42/455+42 893+65/1523+121/1480+98/1630+115 | 1686+149/2209+174/2570+180/2455+210
19-Asp 32+11/<28/86+8/35+8 98+10/41+6/120+8/77+5 157+12/129+8/171+11/156 =14
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Tab. 4 Mnozstvi AK v syrech béhem procesu zrani v rozmezi 45 az 120 dni (n =3; p = 95 %)

stafi syra 45 dni
AK NH4Q g2//;99/22

1-Lys 112185/1798+118/2081+169/1897 =141
2-Arg 45+7/119+8/154+11/186+14
3-His 203+19/429+32/454+41/452+27
4-Gly 541+42/220+17/322+25/260+17
5-Asn 791+65/839+47/920+38/937+48
6-Ala 300+25/358+29/485+35/351+21
7-Ser 365+28/400+35/390+17/311+10
8-Thr 375+45/436+35/410+21/380+29
9-Pro 481+29/1059+54/1210+75/975+84
10-Phe 673+45/864+85/818+71/843+65
11-Met 280+22/333+28/296+11/234+15
12-Val 556+45/923+81/941+75/842+66
13-Leu 1473+98/1881+78/1988+147/2017+112
14-lle 383+28/493+41/59038/468+17
15-Gin 815+65/1047+71/1117+88/1063+74
16-Tyr 432+25/445+36/420+28/382+41
17-Trp 5011/57+13/72+8/28+6
18-Glu  |2280+175/3002+205/3280+269/3054 154
19-Asp 211£15/202+21/225+17/196 =16

75 dni

NH4/12/19/22
mg/kg

1954£121/2921+102/3215+98/2804£145
<38/244£17/179+9/268 24
328+21/826+45/686 +49/629+56
253+25/393+29/525+42/430+37
1123+89/1406112/1465+95/1297 =87
424+18/509+38/610+48/501+65
531+26/652+39/606+42/532+36
724+66/714+54/588+47/542+51
829+78/1703+95/2011£154/1663+121
1038+47/1453£85/1477+96/1300+68
410+27/469+31/389+25/434+29
1041£75/1489+81/1476+115/1285+87
2182+175/3040+251/3153+178/2938+195
497+47/794+85/901+65/676+58
1257+85/1549+113/1721x87/1224 =101
662+48/727+51/742+86/616+54
46+9/94+10/98+7/52+6
3674+185/5061+325/5248+251/4391+321
320+25/284+29/398+36/290+14

120 dni

NH4/12/19/22
mg/kg

3309+254/5132+425/5343+369/4812+287
<38/305+22/188+12/290+18
513+41/1270101/1271+98/1045+84
467 +28/733+65/878+71/751x72
1666+115/1952+145/2124+102/1956+98
578+44/865+74/934+89/782+61
767+58/985+85/896+105/841 61
939+69/1009+87/959+74/1104+95
1642+£127/2942 +254/3297 +198/2703+245
1765+115/2347 +178/2492 +164/2238 =136
561+51/830+62/805+69/641+54
1906+85/2579+135/2453+175/2326+165
3542+210/5038+415/4912+354/4539+254
992+101/1404+110/1687 +95/1415+121
1570+131/2046+154/2236+144/1842+132
1040£72/1241+83/1183+58/931+69
108+£21/171£11/145+13/131%9
5751+369/7627+547/8321+414/7260+369
512+29/569+41/654+38/481+26
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Antifungal activity of yeast against fungal
contaminants Aspergillus spp. and Penicillium

spp.
Abstrakt

Testovani a aplikace protektivnich latek prirodniho
puvodu nebo nezdvadnych a bezpecnych mikrobidl-
nich agens a jejich produktt se dostava, v navaznosti na
poptavku po potravinach bez chemickych konzervanti,
do popredi vyzkumu. Mezi takova agens patfi i druhy
kvasinek, které vykazuji antifungdlni aktivitu vici
plisnim. V na$i studii jsme testovali inhibicni aktivitu
péti izolath Wickerhamomyces anomalus, Sesti izolat
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