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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva sledovanim produkce biogennich aminti bakterii Lactobacillus brevis.
Teoreticka cast popisuje strukturu a vznik biogennich amind, jejich vyskyt v potravinach,
toxicitu a legislativni limity. Dale jsou popsany bakterie rodu Lactobacillus a nakonec ng-

které metody pouzivané ke stanoveni biogennich aminti.

V praktické ¢asti této prace byl sledovan vliv vybranych faktort (ptidavek laktozy, NaCl,
vliv teploty a pH) pusobicich na dekarboxylazovou aktivitu Lactobacillus brevis. Vzniklé
biogenni aminy byly stanoveny pomoci vysokou¢inné kapalinové chromatografie (HPLC)
s pre-kolonovou derivatizaci danzylchloridem (DCI) a UV/VIS detekci. Na zakladé namé-
fenych vysledkt byla stanovena produkce biogennich amini tyraminu a sperminu. Nejvyssi
namé&fené mnozstvi tyraminu bylo zjisténo v podminkach in vitro pii pocate¢nim pH 5,0
v médiu s pridavkem 0,25 % (w/v) laktézy a bez ptidavku soli. Produkce sperminu byla
Vv prub¢hu kultivace kolisava a nejvyssi naméfené mnozstvi bylo stanoveno v mléce pii kul-

vwr v

tivacni teploté 37 °C. Naopak nejniz$i mnozstvi bylo stanoveno in vitro pii 10 °C.

Klicova slova: biogenni aminy, dekarboxylace, Lactobacillus brevis, HPLC



ABSTRACT

This thesis deals with monitoring of biogenic amines production by Lactobacillus brevis.
The theoretical part describes the structure and formation of biogenic amines, their occur-
rence in foods, toxicity and legislative limits. In order are described bacteria of the genus
Lactobacillus and finally some of the methods used for the determination of biogenic

amines.

In the practical part of this work was observed the influence of selected factors (lactose and
NaCl concentration and the effect of temperature and pH) effect on the decarboxylase activ-
ity of Lactobacillus brevis. The formed biogenic amines were determined by high perfor-
mance liquid chromatography (HPLC) with pre-column derivatization by dansylchloride
(DCI) and UV/VIS detection. The production of biogenic amines tyramine and spermine
was determined by the base of measured results. Highest measured amount of tyramine
were found at 37° C in vitro at an initial pH of 5,0 in medium supplemented with
0,25 % (w/v) lactose and without added salt. Production of spermine was very fluctuating
during the cultivation and the highest quantity of spermin was determined during cultivation

in milk at 37° C. The lowest amount of spermine was determined in vitro at 10° C

Keywords: biogenic amines, decarboxylation, Lactobacillus brevis, HPLC
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UvVOD

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni bazické slouceniny, které jsou nezbytné pro fadu
fyziologickych funkci, avSak pii vyssich davkach jsou pro lidské zdravi nebezpeéné. Skupi-
nou lidi, pro kterou jsou tyto latky nebezpecné, jsou pacienti uzivajici psychofarmaka. Na-
sledkem uziti vy$$itho mnozstvi biogennich aminii v potravindch mohou u téchto lidi vyvolat

migrény, zvraceni, buSeni srdce, dychaci potize, atd. (Santos, 1996).

Vyskyt biogennich aminii mize ohrozovat bezpe€nost potravin témét ve vSech odvétvich
potravinarského primyslu. Riziko, které predstavuji, je mozné snizit vSude tam, kde je vy-
skyt biogennich amint dasledkem exogenni mikroflory. Kritické body, u kterych je pravdeé-
podobnost projeveni aktivity mikrobialnich dekarboxylaz, predstavuje skladovani surovin,

fermentacni proces a skladovani hotovych vyrobki. (Kohajdova a kol., 2008).

Pfitomnost biogennich amint v potravinach byva ¢asto dusledkem kaZeni potravin. Ve fer-
mentovanych potravinach vSak mohou byt produkovany starterovymi nebo probiotickymi
bakteriemi, které maji Casto vysokou dekarboxylazovou aktivitu. Je proto dulezité zjistit,

jak jednotlivé vnéjsi faktory ovliviuji produkci biogennich amint (Santos, 1996).

V této praci je sledovan vliv vnéjsich faktora, jako je pridavek laktozy a chloridu sodného,

teplota kultivace a pH, na produkci biogennich aminti v podminkach in vitro a v mléce.
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. TEORETICKA CAST
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1 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy (BA) jsou nizkomolekularni slou¢eniny, jejichz vyskyt v potravinach mize
souviset s kazenim potraviny nebo s fermenta¢nimi procesy a je zavisly pfedevsim na dekar-
boxylazové aktivit¢ mikroorganizmi (Burkova a kol., 2009; Santos, 1996). Tyto dulezité
dusikaté slouc¢eniny maji biologicky vyznam v zelenin¢, mikrobialnich a zivocisnych bun-
kach. Lepsi znalosti jejich vzniku pfi riznych vnéjsich podminkach jsou nezbytné pro zlep-
Seni kvality a bezpecnosti potravin (Santos, 1996). V nizkych koncentracich jsou nezbytné
pro mnoho fyziologickych funkci (Onal a kol., 2013).

1.1 Struktura a vznik

Biogenni aminy se mohou se délit podle své chemické struktury, a to na alifatické (putres-
cin, kadaverin, spermin a spermidin), aromatické (tyramin a fenyletylamin) anebo heterocyk-
lické (histamin a tryptamin) viz tabulka 1 (Spano, 2010; Santos, 1996). Podle jejich poctu
aminoskupin mohou byt rozdéleny na monoaminy (tyramin a fenyletylamin), diaminy

(putrescin a kadaverin) nebo polyaminy (spermin a spermidin) (Spano, 2010).

Vznikaji pfedevsim v prostiedi, kde je vétsi vyskyt prekurzoru (proteind nebo volnych ami-
nokyselin) viz obrazek 2 (Burikova a kol., 2009). Dalsim nezbytnym ptfedpokladem kromé
vyskytu proteinli v potravinach je pfitomnost mikroorganizmti s dekarboxylacni aktivitou

a vhodné podminky pro jejich rist a mnozeni.

Biogenni aminy v potravinach vznikaji pifedev§im dekarboxylaci z aminokyselin. Obecné

schéma vzniku je uvedeno na obrazku 1 (Onal a kol., 2013).

0
= C02
Rl—CH‘/< - R,——CH,
| on
NH, NH,

Obrazek 1: Obecna rovnice dekarboxylace aminokyselin

Mikroorganizmy, které produkuji dekarboxylazy, mohou byt pfirozené ptitomné v produk-
tech, anebo se tam mohou dostat pted technologickym zpracovanim, v pribéhu nebo po

skonceni vyroby (Greif a kol., 1999).
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Tabulka 1: Nazvy a vzorce jednotlivych biogennich aminti a polyamind (Hudcova, 2012)

TRIVIALNINAZEV| SYSTEMATICKY NAZEV VZOREC
H
N \
histamin 2-(1H-imidazol-5-yl)etanamin \
A\‘\N}\/\NHQ
tyramin 4-(2-aminoetyl)fenol /@/\I‘\IHQ
HO
tryptamin 2-(1H-1ndol-3-yl)etanamin / \ NH,
N
H
NH,
fenylethylamin 2-fenyletanamin O/\/
. . ... H-N NHM
agmatin 2-(4-aminobutyl)guanidin hd NHy
NH
kadaverin pentan-1,5-diamin HoNT Ny
. .. H
putrescin butan-1,4-diamin HQNWN
NH,
Spermidin N-(3-aminopropyl)butan-1_4-diamin H2N-v/‘“~v)\v/“‘“~v/“‘“ NH-)
NH,
Spermin N,N’-bis(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin H2N‘/“W NH-
NH-}
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H H
N N
W )
N N
Histidine decarboxylase CH,-CH-COOH CH,-CH,
CH, CH, | |
NH,

3 | A N
HC — KH, CH, 2 CO,
co, |
coo Nh,
Histidine Histamine phenylalanine - phenylethylamine

lysine - cadaverine Putrescine-ornithine

h
H H

HN CH2ICHC00H CH,CH,NH,
2!
)~y
\/\@\ ) ]
OH co, )

OH
co,

Tyrosin Tyramine Tryptophan Tryptamine

NH,

= N,
LY

Biosynthesis > H.C

S-adenosylmethionine % N
S§"—CH,
| (0]
Ch,

ornithine HC / ’
iosynthesis 2 I HO OH
e H
ax” >coo
+ S-adenosylmethioine
H NH,
+ ¥
HN \/\)\
(el 10} EC 4.1.1.50
—— Co,
L-ornithine
H,C
N
co, — Ado
+
H’N\/\/\+
NH,
putrescine +
H,N

S-adenosylmethioninamine

o H
HN *N.
\/\/ \/\/\+
NH,

Spermidine

5°-methylthioadenosine

H,C

AN
S—Ado
5’-methylthioadenosine

Spermidine

Obrazek 2: Biogenni aminy a jejich prekurzory a syntéza spermidinu (Anli a kol., 2008)
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1.2 Toxicita biogennich aminu

Konzumace potravin, obsahujicich velké mnozstvi biogennich aminti, miize mit toxikologic-
ké dasledky (Spano, 2010). Tyto problémy jsou vaznéjsi u spotiebitell s méné efektivnimi
detoxika¢nimi schopnostmi (Spano, 2010; Standarova a kol., 2009).

Histamin, tryptamin, p-fenyletylamin a tyramin jsou biologicky aktivni aminy, které maji
vyznamny fyziologicky ucinek na ¢lov€ka, obvykle bud’ psychoaktivni nebo vazoaktivni.
Psychoaktivni aminy ovliviiuji nervovy systém plisobenim na nervové transmitery, zatimco

vazoaktivni aminy ptisobi na cévni systém (Shalaby, 1996).

K nejznaméj$im otravdm z potravin zpusobené¢ BA patii otravy histaminem a tyraminem
a to v souvislosti s konzumaci ryb, popfipadé syri. Vysoké davky tyraminu zpusobuji na-

piiklad hypertenzi, buseni srdce, nevolnost nebo migrény (Standarova a kol., 2009).

1.3 Vyskyt a funkce

Biogenni aminy se vyskytuji prakticky ve vSech potravinach. Jsou to bézné produkty meta-
bolizmu (SZPI, 2003; Velisek, 1999). Ve vys$§im mnozstvi se nachazi ve fermentovanych
vyrobcich (napf. syrech, pivu, vinu), kde vznikaji enzymatickou ¢innosti pfitomnych mikro-

organizmi (SZPI, 2003).

V eukaryotickych bunkach je biosyntéza biogennich amini nezbytna, protoZze tyto slouceni-
ny slouzi jako prekurzory pro syntézu hormont, alkaloidt, nukleovych kyselin a proteint
(Spano, 2010). Nékteré BA se uplatiiuji jako neurotransmitery, zatimco jiné, napi. putrescin

a kadaverin jsou potiebné pro rtizné biologické funkce, jak uvadi tabulka 2 (Spano, 2010).

V prokaryotickych bunkach slouzi syntéza BA hlavné jako obranny mechanizmus bakterii,
pro které je pak snazsi vydrzet kyselé prosttedi (Spano, 2010). Nékteré z nich hraji dulezi-
tou roli v mnoha lidskych a zvifecich fyziologickych funkcich, jako je naptiklad regulace

télesné teploty, pH v Zaludku a ¢innosti mozku (Standarova a kol., 2009).
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Tabulka 2: Pfehled vybranych biogennich amind a jejich biologicky vyznam (Velisek, 1999)

Biogenni amin Biologicky vyznam

Histamin Lokalni tkafiovy hormon, vliv na krevni tlak, sekreci Zalude¢ni
stavy, ucast pii anafylaktickém Soku a alergickych reakcich

Kadaverin Stabilizace nukleovych kyselin, ribozomd, stimulace
diferenciace bunek, rostlinny hormon

Putrescin Stabilizace nukleovych kyselin, ribozomd, stimulace
diferenciace bunek, rostlinny hormon

Tyramin Prekurzor dopaminu, lokalni tkanovy hormon, vliv na krevni
tlak a kontrakce hladkého svalstva

1.3.1 Biogenni aminy v rostlinnych materialech

Biogenni aminy se pfirozené¢ vyskytuji v potravinach rostlinného ptivodu jako bézné pro-

dukty metabolizmu (Velisek, 1999)

Hlavnim BA v potravinach rostlinného pivodu byva tyramin (Velisek, 1999). V nékterych
rostlinach se nachazi ve vyznamném mnozZstvi rizné derivaty biogennich amint, které se

fadi mezi protoalkaloidy (Velisek, 1999).

Guerrini a kol. (2002) uvadi, ze u vina se koncentrace biogennich aminti zvySuje po jablec-
no-mlécném kvaseni a Cervena vina byvaji obvykle bohat$i na aminy nez vina bila. Dale zjis-
tili, ze Oenococcus oeni V raznych vzorcich vina tvofil pfedev§im histamin a u vybranych
vzorkt vina i vy$si koncentrace putrescinu. Nékteré aminy se jiz nachazeji v hroznech a to
histamin a tyramin. Putrescin a kadaverin byvaji obvykle spojovany se $patnymi hygienic-

kymi podminkami pfi vyrob¢ vina (Beneduce a kol., 2010).

V lahvovém pivu byla zjisténa produkce zejména tyraminu, ktera se zvySovala s dobou skla-

dovani (Kala¢ a kol., 2002).

V kecupu bylo zjisténo (Kala¢ a kol., 2002) vy$si mnozstvi tyraminu, kadaverinu a putresci-
nu. Histamin ve Spenatu byl pod detekénim limitem, oproti starSim vysledkiim (Héberle,
1987; Smith, 1981), kde byl stanoven ve §penatu v koncentraci az 400 mg/kg. Tyto rozdily

mohou byt disledkem rozdilného zpracovani, skladovani nebo hygieny pii vyrobe¢.

Kvasena zelenina piedstavuje dalsi tfidu potravin, ze které byly izolovany biogenni aminy.

Hlavni biogenni aminy v zeli jsou histamin, tyramin, putrescin a kadaverin (Shalaby, 1996).
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1.3.2 Biogenni aminy v Zivo¢iSnych materidlech a tkanich

V Zivo¢isnych materialech se mohou biogenni aminy vyskytovat v mase, masnych vyrob-
cich, syrech a dalSich zivo¢isSnych produktech a zkoumanim téchto potravin na pfitomnost
biogennich aminti se zabyva mnoho studii. Vyskyt mikroorganizmti a piiklady biogennich

amind v zivo¢iSnych materidlech uvadi tabulka 3.

Pti skladovani masa dochazi vlivem aktivity enzymut k ristu biogennich aminti. Tohoto 1ze
vyuZzit pfi stanoveni ¢erstvosti masa. Vinci a Antonelli (2002) stanovili, Ze obsah celkovych
biogennich aminti v ¢erveném a bilém mase po 30 dnech skladovani pii 4 °C je zhruba
u obou mas stejny, a to u ¢erven¢ho 238,1 mg/kg a u bilého 248,7 mg/kg, pricemz u Cerve-

ného byl nejvyssi obsah tyraminu a u bilého masa kadaverinu.

Rist BA lze pozorovat i pii vyrobé fermentovanych salamii. V klobasach byla zjiSténa vyssi
produkce tyraminu po 20 dnech skladovani pii 19 °C neZ pti 4 °C, kdy byla produkce zhru-
ba polovi¢ni (Bover-Cid a kol., 2001). Na tvorbu biogennich aminti v masnych vyrobcich se
zaméfili i Sméla a kol. (2003) a zjistili, Ze pii zrani salamu Herkules dochazelo hlavné
K tvorb¢ putrescinu a tyraminu, ostatni aminy byly detekovany v nizkém mnozstvi. Po

14 dnech zrani bylo zjisténo az 820 mg/kg putrescinu.

Syry predstavuji idealni prostiedi pro tvorbu biogennich amini a mohou obsahovat i vy-
znamna mnozstvi téchto latek (Rejchrtova a kol., 2010). Tvorba BA v syrech je zavisla na
koncentraci volnych aminokyselin nebo peptidd, na piitomnosti bakterii schopnych dekar-
boxylovat aminokyseliny a dalsich faktorech, jako je pH, koncentrace soli a vodni aktivita
(Rejchrtova a kol., 2010).

U syru feta byla stanovena nejvyssi produkce tyraminu a putrescinu a to po 120 dnech zrani
(Valsamaki a kol., 2000). V syrech hrozi pfevazné€ vznik tyraminu a histaminu, coz potvrzu-

je mnoho studii.

Pii rozkladu ryb, zejména pii Spatném skladovani za vysSich teplot nad 8 °C, dochazi
K tvorbé ruznych biogennich amint. Nejcastéji se vyskytujici biogenni aminy spojované
s kazenim ryb jsou histamin, tyramin, putrescin a kadaverin (Nehasilova, 2011). Histamin se
vyuziva jako indikator kvality ryb bohatych na histidin (ryby s tmavym masem) a putrescin
a kadaverin byvaji indikatorem kvality ryb chudych na histidin (ryby s bilym masem) (Ne-
hasilova, 2011).
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Tabulka 3: Vyskyt mikroorganizmti a biogennich aminti ve vybranych zivo¢isnych produktech (Veli-

sek)

Potravina

Mikroorganizmy

Produkované aminy

Ryby

Morganella morganii,
Klebsiella pneumoniae,
Proteus vulgaris,
Clostridium perfringens,
Enterobacter aerogenes,
Bacillus sp.,

Histamin, tyramin, kadaverin,
putrescin, spermin, spermidin

Syry

Lactobacillus buchneri,
Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus,
Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus casei,
Lactobacillus acidophilus,

Enterococcus faecium,
Propionibacterium sp.

Histamin, kadaverin,
putrescin, tyramin, tryptamin

Maso a masné vyrobky

Pediococcus sp., Lactobacillus
sp., Pseudomonas sp.,
Streptococcus sp.,
Micrococcus sp., ¢eled’
Enterobacteriaceae

Histamin, kadaverin,
putrescin, tyramin

1.4 Legislativni limity

V CR je stanoven limit jen pro histamin. Jeho maximalni piipustné mnozstvi v produktech

rybolovu stanovuje Natizeni komise (ES) ¢. 2073/2005 (Natizeni ES). Povoleny limit je

100 — 200 mg/kg. Pro produkty rybolovu, které byly oSetfeny enzymatickym zranim v laku

vyrobenych z ryb s vysokym obsahem histidinu je povoleny limit 200 - 400 mg/Kg.
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2  VNEJSI FAKTORY OVLIVNUJICI TVORBU BIOGENNICH
AMINU

Tvorba biogennich aminti v potravinach hodné zavisi na vhodnych podminkach pro mikro-
organizmy s dekarboxyla¢ni aktivitou. Mezi nejvyznamnéjsi faktory ovliviiujici tuto aktivitu
patii teplota, pH a obsah NaCl. Faktory ovliviiujici dekarboxylazovou aktivitu jsou uvedeny

v tabulce 4.

Tabulka 4: Faktory ovlivijici dekarboxylazovou aktivitu mikroorganizmt (Kohajdova,
2008)

Faktory Vliv na dekarboxylazovou aktivitu
pH dekarboxylazova aktivita je silngjs$i v kyselém prostiedi (pH 4 az 5,5)
obsah glukézy 0,5 az 2 % optimalni pro rust mikroorganizmt vybavenych dekarboxy-

lazami, 3 % inhibuje syntézu dekarboxylaz

teplota 20 az 37 °C je optimalni pro rast vétSiny mikroorganizmi vybavenych

dekarboxylazami, nizké teploty zastavuji jejich rtist

pritomnost NaCl aktivuje tyrozindekarboxylazu, inhibuje histidindekarboxylazy
pritomnost NaNO, aktivuje tyrozindekarboxylazu
pritomnost O, potiebny pro rast mikroorganizmii vybavenych dekarboxyldzami

mnoZstvi  biogennich | histamin, agmatin a putrescin inhibuji histidindekarboxylazu

amind

2.1 Teplota

Teplota ma vyznamny vliv na tvorbu biogennich amind i na jejich rust a aktivitu. Je schopna
zpomalit bun&¢ny rist, prodlouZit generacni dobu a itmérné tomu i tvorbu biogennich aminti
(Pleva a kol., 2012). Pii spravném dodrzovani chladirenskych teplot 1ze tvorbé biogennich
aminti zabranit. Cim je pro mikroorganizmy teplota optimalngjsi, tim je aktivn&jsi i jejich
dekarboxylazova aktivita. Mnoho studii uvadi, Ze s teplotou a dobou skladovani roste pro-
dukce biogennich aminti (Kalhotka, 2011; Sméla, 2003). Vyssi teplota podporuje i proteo-

lyzu a tedy i pfistupnost volnych aminokyselin. Pfi nizké teploté je naopak riist mikroorga-
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nizma a tvorba biogennich aminti potlacena (Karovicova, 2003; Dosed¢l, 2009). Optimalni
teplota pro dekarboxylazovou aktivitu mezofilnich bakterii je 20 az 37 °C, naopak teploty
pod 5 °C a nad 40 °C piusobi inhibicné (Dosedél, 2009; EFSA 2011).

2.2 pH

Dalsim faktorem, ktery vyrazné ovliviiuje tvorbu BA je pH. Pro vétSinu mikroorganizmii je
Kyselé prostiedi nevyhovujici a tvorbou zasaditych biogennich aminti se proti témto pod-
minkam brani (Burnikova a kol., 2011). Bakterialni dekarboxylazy maji pravdépodobné opti-
mum Vv rozmezi pH 4,0 az 5,0 (Santos, 1996). Pti vyrob¢ uzenin se piidava do vyrobku glu-
kono-d-lakton, ktery zpisobuje snizeni pH, coz mize mit také za nasledek zvyseni tvorby

biogennich amint (Karovi¢ova, 2003).

2.3 Obsah NaCl

Chlorid sodny je jednou z latek snizujici vodni aktivitu prostiedi. Tim brani rastu mikroor-
ganizmu i tvorbé biogennich amini. Avsak nizké hladiny NaCl mohou pusobit na produkci
BA stimula¢né. Uvadi se, ze koncentrace 0,5 — 2,0 % podporuje ¢innost dekarboxylaz (Gre-
if a kol., 2006). Ve vétsiné piipadd vysoké koncentrace soli v prostiedi potlacuji tvorbu
biogennich amint a to zejména 3,0 az 5,5 % (Greif a kol., 2006; Gardini a kol., 2001).

2.4 Ostatni faktory

Dal$im z faktorii ovlivitujici tvorbu BA je pfitomnost kysliku. V anaerobnim prosttedi je pro
anaerobni mikroorganizmy vhodné prostiedi pro rist a jejich ¢innost. Vyssi produkce tyra-
minu byla dokazana u Lactococcus lactis po kultivaci bez piistupu kysliku (Buiikova a kol.,
2010).

Obsah glukozy v rozmezi 0,5 az 2,0 % podporuje rust bakterii s dekarboxylazovou aktivi-
tou. Glukodza je bakteriemi zkvaSovana na kyselinu mlé¢nou a tim je docileno i snizeni pH.

Tyto dva faktory ptisobi pozitivné na tvorbu biogennich amint (Kohajdova, 2001).

Optimalni koncentrace substratu (naptf. aminokyselin) pro produkci biogennich aminti je

0,5 - 2,0 %. Vyssi koncentrace mohou dekarboxyla¢ni aktivitu potlacovat (Santos, 1996).
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3 BAKTERIE RODU LACTOBACILLUS

3.1 Obecna charakteristika

Rod Lactobacillus se sklada z vice nez osmdesati druhti (Salminen a kol., 2004). Bakterie
rodu Lactobacillus patii mezi bakterie mlécného kvaseni, kam se tadi i dalsi rody, napft.

Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus a dalsi (Bunkova a kol., 2009).

Vétsina druhi jsou mezofilni, ale najdou se mezi nimi i psychrotrofni, termofilni nebo ter-
motolerantni. Teplotni optima se velmi lisi, od 30 °C do 45 °C. N¢které druhy vykazuji vy-
sokou odolnost vici soli, osmotickému tlaku nebo nizké vodni aktivité. Spolecny rys lakto-
bacilii je acidotolerance. VétSina druhti je aerotolerantni, zatimco jiné vyzaduji striktni anae-

robni podminky (Salminen a kol., 2004).

3.2 Taxonomie a morfologie bakterii rodu Lactobacillus

Laktobacily jsou grampozitivni nepohyblivé tyCinky (Obrazek 3). Byvaji rovné, obcas spiSe
jako kokobacily. Zpravidla netvofi fetizky, nejsou pro né typické (Robinson a kol., 2000).

Doména: Bacteria
Kmen: Firmicutes
Ttida: Bacilli

Rad: Lactobacillales
Celed’: Lactobacillaceae

Rod: Lactobacillus

a K

Obrazek 3: Lactobacillus plantarum

3.3 Vyskyt a vyznam (REM galerie)

V ptirodé jsou laktobacily vSudyptitomné s vyjimkou extremnich podminek. Nachéazeji se na
rostlinach a rostlinnych materidlech, v mléce, masnych vyrobcich, v ovocnych §tavach i kva-
Senych napojich, v obili a obilnych vyrobecich. Kvili jejich pfitomnosti v gastrointestinalnim

traktu lidi a zvifat jsou fazeny mezi probiotické bakterie. L. acidophilus ma ptiznivy ucinek
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na Cinnost traviciho traktu, pouziva se pii vyrob¢ acidofilniho miléka nebo farmaceutickych
preparat pro obnoveni normalniho slozeni sttevni mikroflory po aplikaci antibiotik (napf.
L. acidophilus a L. casei). Pouzivaji se pro vyrobu fermentovanych potravin, ale mohou
zpusobovat i kazeni fermentovanych i nefermentovanych potravin (Hutkins, 2006).

Laktobacily maji i vyznamnou ulohu pii naklddani a zrani masa v ldku a pfi fermentaci te-
pelné neupravenych uzenin. Spolu se streptokoky, pediokoky, mikrokoky a specifickymi
stafylokoky jsou soucasti starteri v masnych kulturach. Zrajici syrové uzeniny obsahuji
L. plantarum, L. brevis, L. alimentarius a dalsi. Na marinovanych rybach mohou tvofit de-

karboxylaci aminokyselin histamin a dalsi biogenni aminy (Hutkins, 2006).

Ve velkém mnozstvi se pouzivaji pti vyrob¢ rostlinnych fermentovanych produkti — kvase-
ného zeli a okurek, kvasené zeleninové smési, silazi, piva, vina, ovocnych §tav (L. planta-
rum, L. brevis, L. sake, L. fermentum, L. curvatus). Pii kazeni piva se uplatiiuje L. brevis.
V mlékarenstvi se pouzivaji dva hlavni druhy jako startovaci kultury (L. helveticus a L. del-
brueckii subsp. bulgaricus) (Hutkins, 2006; Silhdnkova, 2008).

3.4 Metabolizmus

Hlavnim metabolitem fermentace sacharidl je kyselina mlécna, ale také kyselina octova,
etanol a oxid uhli¢ity. Nékteré kmeny vykazuji slabou lipolytickou aktivitu a nékteré druhy

mohou produkovat bakteriociny.
Laktobacily se déli do 3 t¥id (Hutkins, 2006; Salminen a kol., 2004):
1) Obligatné homofermentativni

— hexdzy jsou metabolizovany prostiednictvim Embden-Meyerhoffovy drahy viz obra-

zek 4, pentdzy nezvasuji
— vice nez 90 % substratu je pfeménéno na laktat

— Lactobacillus helveticus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus
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Obrazek 4: EMP draha vyuzivand homofermentativnimi bakteriemi mlé¢ného kvaseni (Hut-

kins, 2006)
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2)

3)

Fakultativné heterofermentativni

metabolizmus sacharidi probiha prostiednictvim obou drah, EMP drahou jsou me-

tabolizovany hex6zy a fosfoketolazovou drahou pentozy
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus caseli
Obligatn¢ heterofermentativni

hexdzy 1 pentdzy jsou metabolizovany prostiednictvim fosfoketolazové drahy viz

obrazek 5
pfitomnost fosfoketolaz a absence aldolaz
vznika ptiblizné ekvimolarni mnozstvi laktatu, acetatu, etanolu a CO,

Lactobacillus sanfranciscencis, Lactobacillus buchneri
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Obrazek 5: Fosfoketoldzova drdha vyuzivand heterofermentativnimi bakteriemi mlééného

kvaseni (Hutkins, 2006)
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3.5 Lactobacillus brevis

Lactobacillus brevis je druh bakterii mléc-
ného kvaseni, z nichz jsou vSechny gram-
pozitivni, nesporulujici, mikroaerofilni
mikroorganizmy, jejichz hlavni metabolic-
ka draha zahrnuje fermentaci hexoz za
vzniku kyseliny mlééné. Lactobacillus

brevis je obligatné heterofermentativni

bakterie, pfeménuje hexdzu na Kyselinu

-

Obrazek 6: Lactobacillus brevis v elektronovém
mikroskopu (Corkins, 2006)

mlécnou, CO, a etanol nebo kyselinu oc-
tovou v ekvimolarnim mnozstvi.

Buiiky maji tvar tyCinek se zaoblenymi
konci, vétsinou kratké a rovné. Vyznam vsech bakterii mléného kvaseni v prubéhu historie
az do dnesniho dne spociva v jejich metabolizmu, ktery se pouziva pro konzervovani potra-
vin a napoju. Spolu s dal$imi bakteriemi produkujicimi kyselinu mléénou hraje L. brevis
zasadni roli pfi fermentaci nékterych potravin jako je zeli a okurky a je také nejcastéjsi pfi-
¢inou kaZeni piva. L. brevis je mozno izolovat napiiklad z kimchi (Robinson a kol., 2000;
Magonova, 2011).

Lactobacillus brevis se vyskytuje pfevazné v potravinach. V pifirodé je mozné nalézt jej na
mléénych farmach v syrovém mléce a vykalech skotu. Jen ziidka jej Ize najit v symbiotickém
vztahu s eukaryotnimi mikroorganizmy. VétSinou se nachazi Vruznych potravinach
s ostatnimi bakteriemi mléného kvaseni. L. brevis se tadi mezi probiotika a zlepSuje imu-

nitni systém (Robinson a kol., 2000; Magonova, 2011).

3.5.1 Vyznam a pouZiti v potravinarstvi

L. brevis se konkrétné pouziva v prumyslové vyrobé jako startovaci kultura. Muze byt izo-
lovan z riznych prostiedi a ¢asto Se pouziva pii fermentaci silazi a pfi vyrobé riznych druht
piv. V napojich ziskanych alkoholovym kvasenim mohou laktobacily pispét ke kvalité vy-

robku, ale mohou také naopak zpusobit jeho znehodnoceni (Robinson a kol., 2000).
Nekteré kmeny L. brevis jsou odolné proti hotkym latkam, jako je napf. isohumulon a jsou
schopny rust v pivu. Jejich rlst ovliviiuje zakal, chut’ a vini piva. Kmeny L. brevis podilejici

se na kvaseni vina mohou produkovat biogenni aminy (Joint Genome Institution).
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4 METODY STANOVENI BIOGENNiCH AMINU

Pro stanoveni biogennich amind se bézné pouziva vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
(HPLC), kapilarni elektroforéza (CE) a plynova chromatografie (GC). Tyto metody pouzi-
vaji predevsim spektrofotometrickou nebo fluorometrickou detekci nebo se pouzivaji spo-
le¢né s hmotnostni spektrometrii (MS) (Anli a kol., 2008).

Dalsi moznosti stanoveni BA je vyuziti rychlych, pfimoc¢arych a miniaturizovanych analytic-
kych metod jako jsou imunoenzymatické metody a polymerazova fetézova reakce (PCR)
(Anli a kol., 2008).

Vzhledem k zasaditému charakteru se pro jejich extrakci pouziva kyselina chlorista nebo

trichloroctova (Kohajdova, 2001).

4.1 Chromatografické metody

Chromatografie je metoda zaloZena na separaci slozek obsazenych ve vzorku. Vzorek se
vnasi mezi dvé vzajemné nemisitelné faze — stacionarni a mobilni. Stacionarni faze je nepo-

hybliva a mobilni pohybliva (Klouda, 2003).

Podle polarity obou fazi je mozné d¢lit kapalinovou chromatografii na:
e normalni fazi - stacionarni fdze je polarné;jsi nez mobilni,
e reverzni fazi - stacionarni fize je méné polarni.

Pohybem mobilni faze ptes staciondrni fazi je vzorek undsen a jednotlivé slozky vzorku se
mohou zachycovat na stacionarni fazi a zdrzuji se v ni. Vice se zdrzuji ty, které jsou pouta-
ny silngji a timto dochazi k separaci. Na konci kolony je umistén detektor, ktery postupné

detekuje jednotlivé slozky v ¢ase, kdy opousti kolonu (Klouda, 2003).

4.1.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina a o separaci slozek rozhoduji nejen
jejich interakce se stacionarni fazi, ale velmi vyrazn& i pouZitd mobilni faze. Cas slozky stra-
veny v jedné nebo v druhé fazi zavisi na afinité analytu ke kazdé z nich (Klouda, 2003).

Mezi vyhody HPLC patii zejména Siroka oblast pouZitelnosti. Lze analyzovat ionty, latky

polarni i nepolarni, malo tékavé, tepelné nestabilni i vysokomolekularni (Stulik, 2004).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

V kapalinové chromatografii je pfi adsorpci z roztokti povrch adsorbentu obsazen vrstvou
molekul mobilni faze a molekuly analytu s nimi soutézi o aktivni mista na povrchu adsorben-
tu. Adsorpéni rovnovahu lze proto ovlivnit slozenim mobilni faze. NejbéznéjSim adsorben-

tem je silikagel. Je dostupny s riizné velkymi &asticemi (Stulik, 2004).

Biogenni aminy nelze stanovit ptimo v UV/VIS oblasti ani fluorimetricky, protoze neobsa-
huji chromofor nebo fluorofor. Z tohoto divodu se vyuziva pre-kolonové nebo post-
kolonové derivatizace. Nejcastéjsi derivatizacni Cinidla pro pre-kolonovou derivatizaci jsou
danzylchlorid, benzoylchlorid, isotiokyanat, fluorescein nebo dabzylchlorid a pro post-
kolonovou derivatizaci ninhydrin, o-ftalaldehyd (OPA) v prosttedi 2-merkaptoetanolu (Ko-
hajdova, 2001). K detekci se nejvice pouzivaji fluorescencni, UV a elektrochemické detek-

tory (EFSA, 2011).

H3C _CHas
~N
X O
O
0=S=0 =
[
Cl Obrazek 7: o-ftalaldehyd

Obrazek 8: Danzylchlorid

Dalsi moznosti stanoveni biogennich amin je ultraucinnd kapalinova chromatografie
(UPLC). Tato varianta kapalinové chromatografie je G¢innéj$i nez standardni HPLC diky
vy$§imu tlaku (az 100 MPa). Separace je mnohem rychlejsi a efektivnéjsi a doba se zkracuje
Z 20 az 30 minut na cca 6 minut (Dadakova, 2009).

4.1.2 Plynova chromatografie (GC)

V ptipad€ plynové chromatografie je mobilni f4zi nosny plyn. Vzorek se musi nejprve pre-
vést na plyn. V koloné se slozky vzorku oddéluji na zakladé adsorpce a rozpousténi, pii-
¢emz se prepoklada, ze toto rozdé€leni je rovnovazné. Signal z detektoru se vyhodnoti na
konci kolony a z ¢asového pribehu intenzity signalu se urci druh a kvantitativni zastoupeni
slozek (Klouda, 2003; Stulik, 2004). Jako detektory v plynové chromatografii se pouzivaji
napi. (Stulik, 2004):
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e Detektor tepelné¢ vodivosti (TCD) — méfici zmény tepelné vodivosti mobilni fize

zpusobené pritomnosti eluované latky

e Detektor elektronového zachytu (ECD) — vyuziva schopnost eluovanych latek vy-

tvofit negativni ion zachycenim nizkoenergetického elektronu

e Plamenové¢ ioniza¢ni detektor (FID) — méfi se zmény ioniza¢niho proudu vodiko-

vzduchového plamene zptsobené ptitomnosti eluované¢ho analytu

e Plamenové fotometricky detektor (FPD) — méfi intenzitu emise heteroatomu pfti-

tomnych v molekule analytu

e Hmotnostn¢ spektrometricky detektor (MS) — nej€astéji vyuzivany detektor v kom-

binaci s plynovou chromatografii pro stanoveni biogennich amint

Kolony pfi analyze jsou bud’ kapilarni, nebo napliiové. Separace na naplnovych kolonach
nedava uspokojivé vysledky z ditvodu nepravidelnych pikti. Kapilarni kolony se pouzivaji
vV kombinaci hmotnostnim detektorem. Tato varianta se vyznacuje vysokou citlivosti a se-

lektivitou, avSak zafizeni jsou zna¢né nakladné (Kohajdova, 2001).

Almeida a kol. (2012) pouzili ke stanoveni biogennich amint v pivech plynovou chromato-
grafii v kombinaci s hmotnostnim detektorem (GC — MS). Jako derivatiza¢ni ¢inidlo byl
pouzit izobutyl chloroformat (IBCF), acetonitril jako rozpoustédlo a toluen jako extrakcni
¢inidlo. Plynova chromatografie s hmotnostnim detektorem byla pouzita u vice studii zaby-

vajicimi se stanovenim biogennich amini (Fernandez, 2001; Hong, 2013).

4.1.3 lontové-vyménna chromatografie (IEC)

Stacionarni fazi v iontové-vyménné chromatografii je méni¢ iontii. Méni¢ iontii je makromo-
lekularni matrice s vhodnymi funkénimi skupinami kyselého nebo zasaditého charakteru.
Kazda funkéni skupina je pevn€ vazanym iontem, na ktery je iontovou vazbou ptipojen pro-
tiion s opaénym nabojem. Ten je vymé&hovan iontem obsazenym v mobilni fazi (Stulik, 2004;
Klouda, 2003).

Podstatou iontové vymeény jsou elektrostatické interakce, pfi nichz rozhodujici ulohu ma
velikost a naboj iontu, jeho koncentrace, relativni permitivita prostfedi, iontova sila, disoci-
acni konstanta ionogennich skupin ménice a analytu, a tim i pH mobilni faze. Krom¢ toho se

uplatiiuje 1 difize méniCem iontii, mohou se uplatiiovat i adsorp¢éni sily, piipadné i hydro-
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fobni interakce. Jako mobilni faze se pouzivaji vhodné tlumivé roztoky, jejichz ionty (protii-

onty) jsou v dynamické rovnovaze s ionty méniée (Stulik, 2004).
Iontoméni¢e mohou byt:

e Anexy — maji zasadité funk¢ni skupiny, které slouzi k vyméné aniontti (aminoskupi-

ny, kvartérni amoniové baze)
o Aminoskupina — slaby méni¢ aniontti (-NH,)
o Tetraalkylamoniova skupina — silny méni¢ aniontti (-N*(R)s3)
e Katexy — maji kyselé funk¢ni skupiny slouzici k vyméné kationtti (sulfoskupiny, kar-
boxylové skupiny)
o Karboxylova skupina - slaby méni¢ kationtii (-COOH)
o Sulfoskupina — silny méni¢ kationtd (-SOzH)
Iontové-vyménna chromatogravie je oblibena metoda pro separaci Ié¢iv, nukleovych kyse-
lin, aminokyselin, biogennich amind, atd. (Stulik, 2004).

Metoda iontové-vyménné chromatografie s konduktometrickou detekci byla vyvinuta pro
stanoveni Ctyf biogennich amini v rybach (putrescin, kadaverin, histamin a spermidin)
(Cinquina a kol., 2004).

Saccani a kol. (2005) pouzili pfi analyze biogennich amina v Cerstvém a zpracovaném mase
iontové-vyménnou chromatografii s hmotnostni detekci. Kolona obsahovala karboxylové
funk¢ni skupiny (slaby méni¢ kationttl) a jako eluent byla pouzita kyselina metansulfonova

(MSA). Pomoci jednostupiiového kvadrupdlového detektoru byla provedena detekce.

Dalsi varianta je analyza biogennich aminli na analyzatoru aminokyselin (AAA 400)
s iontoméni¢ovou kolonou, post-kolonovou derivatizaci ninhydrinem a spektrofotomentric-

kou detekei pii vinové délce 570 nm. (Csomos a kol., 2002, Rabie a kol., 2011).

4.2 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (CE) je metoda zalozena na elektroforetické migraci iontt
Vv elektrickém poli. Kapilara je naplnéna zakladnim elektrolytem, ktery vede proud a jeji
konce jsou ponofeny do zasobnikt s elektrolytem a elektrodami. lonty se rozd¢li podle své

pohyblivosti v elektrickém poli a jsou zachyceny detektorem (Klouda, 2003; Stulik, 2004).
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Detekce biogennich amini pfi kapilarni zonové elektroforéze se provadi amperometricky,
konduktometricky, bezkontaktni konduktomerii, elektrochemiluminiscenci, chemoluminis-
cenci, nebo hmotnostnimi detektory (Li a kol., 2014, Chiu a kol., 2006). Nepiima UV-VIS
absorpcni detekce a nepiima LIF detekce jsou dvé nejbéznéjsi nepiimé metody detekce

v CE (Chiu a kol., 2006).

Kapilarni elektromigracni metody vynikaji pfedev§im malou spotiebou vzorku a ¢inidel po-
tfebnych k separaci, velkou uc¢innosti separace, velkou rychlosti analyzy a kratkou dobou
potfebnou na optimalizaci separa¢nich podminek. Nevyhodou je mensi reprodukovatelnost

a trochu niz citlivost (Stulik, 2004).

Kapilarni elektroforéza se Casto pouziva pro stanoveni biogennich amini v rybach (Ko-
hajdova, 2001). Nekteré z téchto metod lze pouzit pro separaci iontt (kapilarni zonova
elektroforéza - CZE) nebo pro neutrdlni molekuly i ionty (micelarni elektrokineticka chro-

matografie - MEKC) (Stulik, 2004).

Separace biogennich aminii pomoci CZE byva n¢kdy neuspeésna, a to zejména proto, ze
biogenni aminy maji nizkou hydrofilitu, podobné hodnoty disocia¢nich konstant (K,) a sklon

k adsorpci na sténu kapilary. Proto se spiSe pouziva metoda MEKC (Chiu a kol., 2006).

Micelarni elektrokinetickd chromatografie se pouziva pro stanoveni nenabitych i1 nabitych

sloucenin. Jako povrchové aktivni latka pro tvorbu micel se pouziva dodecylsiran sodny
(SDS) (Bedia Erim a kol., 2013). Micely mohou mit hydrofilni nebo hydrofobni dutinu
(Klouda, 2003).
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Electrophoretic \nalvte Electronsmo tic Flow Detector

Velocity of the Micelle

Obrazek 9: Princip micelarni elektrokinetické chromatografie

(Rizvi a kol., 2011)

Pro kvantitativni stanoveni biogennich aminti byla navrzena metoda MEKC v kombinaci

s laserovée indukovanou fluorescenc¢ni detekei (LIF) (Bedia Erim a kol., 2013).
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4.3 DalSi metody

K dalsim metodam patii naptiklad imunoenzymatické metody, tzv. ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay) (Obrazek 10). Principem metody je imunochemicka reakce antigenu
s protilatkou. Tyto metody jsou kvalitativni & Vv praxi se pouzivaji ke stanoveni histaminu.

Detekce se provadi vizualné srovnanim s referen¢ni barevnou skalou (McMeeken, 2003).

Streptavidin-HRP

Capture

Antibody
LWL
LY /

VWA Y LY

Detection
Antibody

Target
Protain

Capturs
Antibody

Obrazek 10: Sendvicova ELISA (MitoSciences)

Metoda PCR slouZzi pro rychly skrining bakterii produkujicich biogenni aminy. Touto meto-
dou polymerazové fetézové reakce lze pomoci specifickych primera identifikovat sekvenci
gentl pro dekarboxylazy mikroorganizmii (napf. tyrozindekarboxylazy, histidindekarboxyla-
zy) (Buiikova, 2010).

Pfi stanoveni biogennich aminil elektrochemickymi biosenzory se vyuzivaji enzymy amino0-
xidazy, které jsou imobilizované do polymernich membran. Pisobenim téchto enzymil na
biogenni aminy dochazi k produkei peroxidu vodiku, ktery je potom mozny stanovit. Vzni-
kajici peroxid vodiku se detekuje platinovou elektrodou a argentochloridova elektroda je

pouzita jako porovnavaci (Kohajdova, 2001).
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem prace bylo zmapovani kinetiky biogennich amini u kmene Lactobacillus brevis

10185-3 pii riznych podminkéch kultivace a s riznymi faktory:

- vliv NaCl v koncentracich 0; 1,0; 2,0 % (w/v)

- vliv laktézy v koncentracich 0; 0,25; 0,50; 1,00 % (w/v)

-vlivpH-5;6;7

- vliv teploty — 10 °C a 37 °C

Tato produkce biogennich aminti byla sledovana v podminkach in vitro a v mléce.

Biogenni aminy byly stanoveny pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)
s pre-kolonovou derivatizaci danzychloridem a UV/VIS detekci.
Na zaklad¢ ziskanych vysledki z méfeni byly zformulovany zavéry, které popisuji tvorbu

biogennich aminii za sledovanych podminek.
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6 MATERIAL A METODIKA

6.1 Bakterialni kultura

V experimentalni ¢asti byl pouzit kmen Lactobacillus brevis 10185-3 (izolat ze syru holand-

ského typu ziskaného z Vyzkumného ustavu mlékarenského, pobocky v Tabofe).

6.2 Priprava kultury

Kultura narostla na Petriho misce byla nejprve pomnozena v modifikovaném MRS bujonu.
Do zkumavek po 7 ml bujonu bylo naoc¢kovano 100 ul inokula. Nao¢kovany bujon byl kul-
tivovan pii 37 °C 48 hodin. Nasledné bylo 250 ul z kultivovaného bujonu naockovano do
7 ml ¢erstvého bujonu a nasledné kultivovano pii 37 °C 48 hodin. Takto pomnoZenou kul-
turou byly v objemu 50 pl naockovany vSechny zkumavky, které byly pouzity v nize uvede-

nych experimentech.

6.3 Kultiva¢ni média

Veskeré pouzité chemikalie a slozky zivnych pud byly od vyrobce Sigma-Aldrich, Merck
a Lach-Ner

Modifikovany MRS bujon

Dekarboxylazova aktivita byla u Lactobacillus brevis 10185-3 zjistovana pomoci kultivace
Vv tekuté zivné pudé MRS, ktera obsahovala 4 aminokyseliny (lyzin, tyrozin, ornitin, arginin)
jako prekurzory pfisluSnych biogennich aminli. Tyto aminokyseliny byly pfidany
v koncentraci 0,3 % (w/v) (kazda aminokyselina). Slozeni pouzitého MRS bujonu je uvede-
no v tabulce 5. Nasledné bylo provedeno 36 kombinaci slozeni média: byl piidan chlorid
sodny (0; 1,0 a 2,0 % (w/v)), laktoza (0; 0,25; 0,50 a 1,00 % (w/v)) a upraveno
pH (5;6a7).

Po tpravé byl bujon rozpipetovan do zkumavek po 5 ml a sterilovan v autoklavu pfi
121 °C po dobu 15 minut a uloZen v chladni¢ce. Celkovy pocet analyzovanych vzorkt

(zkumavek) s upravenym bujonem byl 2016.
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MRS agar

Tabulka 5: SloZeni kultivaéniho média MRS

Slozka MnozZstvi [g/1]
Pepton 10,00
Beef extrakt 10,00
Yeast extrakt 5,00
Tween 80 1,00
Hydrogencitronan amonny 2,00
Octan sodny 5,00
Siran hotecnaty 0,10
Siran manganaty 0,05
Hydrogenfosfore¢nan didraselny 2,00
Arginin 3,00
Ornitin 3,00
Tyrozin 3,00
Lyzin 3,00

Pro stanoveni celkového poctu mikroorganizmi (CPM) v mléce byl pouzit MRS agar. Jeho

sloZeni je uvedeno v tabulce 6. Piipravend zivna ptuda byla sterilovana pti 121 °C po dobu

15 minut a rozlita do Petriho misek.

Tabulka 6: SloZeni kultivaéniho média MRS agar

Slozka Mnozstvi [g/1]
MRS Broth 52,2
Agar 15,0

Z celkového poctu mikroorganizmil V jednotlivych fedénich byly vytvotfeny rastové kiivky.

Fyziologicky roztok

Fyziologicky roztok byl pfipraven pro desitkové fedéni zaoCkovaného mléka po kultivaci.

Na ptipravu byl pouzit chlorid sodny v mnozstvi 0,9 g/l. Ptipraveny roztok byl sterilovan pii

121 °C po dobu 15 minut.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

Miéko

Na piipravu 1000 ml mléka bylo potieba 50,0 g suSeného odstfedéného mléka (Moravia
Lacto a.s., Jihlava, Ceska republika). Do piipraveného miéka byly piidany v koncentraci
0,3 % (w/v) 4 aminokyseliny (lyzin, tyrozin, ornitin, arginin) jako prekurzory pftislusnych
biogennich aminti. Nasledn¢ bylo provedeno 9 kombinaci média: byl ptidan chlorid sodny

(0; 1,0 22,0 % (w/v)) aupraveno pH (5; 6 a 7).

Po upravé bylo mléko rozpipetovano do zkumavek po 5 ml a sterilovano v autoklavu pii
110 °C po dobu 10 minut a ulozeno V chladni¢ce. Celkovy pocet analyzovanych vzorki

(zkumavek) s upravenym mlékem byl 440.

6.4 Teploty kultivace a odbérovy ¢as
Vsechny kombinace médii (MRS broth i ml¢ko) se zaoCkovanou kulturou byly kultivovany

pii teploté 37 °C a 10 °C. Pii teploté 37 °C byly vzorky odebirany po 2; 4; 6; 8; 10; 12; 24
a 48 hodinach a pfi teploté 10 °C byly odebirany po 1; 2; 3; 6; 8; 10; 13 a 15 dnech.

6.5 Méreni optické hustoty bunék, CPM a pH

Pro stanoveni rustové kiivky bakterii v bujonu bylo z kultivovanych zkumavek odpipetova-
no 200 ul do pfislusné jamky mikrotitra¢ni desti¢ky a byla zméfena opticka hustota pti vl-

nové délce 655 nm na pfistroji Benchmark.

U mléka byla pro tvorbu rastovych kiivek testovaného kmene pouzita plotnova metoda
stanoveni celkového poétu mikroorganizmii (CPM) na Zivné ptidé MRS agar. Zivna puda

byla kultivovédna pti 37 °C po dobu 48 hodin.

Po kultivaci a odstiedéni vzorki byly v supernatantu méfeny zmény pH.

6.6 Priprava vzorki pro derivatizaci

MRS bujon po kultivaci testované bakterie byl zcentrifugovan pii 4500 ot./min po dobu
15 minut. Ziskany supernatant byl rozdélen do tii eppendorfkovych zkumavek po 750 pl

a zfedén v poméru 1:1 (v/v) kyselinou chloristou (¢ = 1,2 mol/l, Merck).
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6.7 Derivatizace vzorku

Derivatizace upravenych vzorka byla provedena dle navodu dostupného V laboratoti Ustavu

technologie potravin:

K upravenym vzorkim bylo ptidano 100 pl 1,7-heptadiaminu (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) v koncentraci 500 mg/l jako interniho standardu. Z této smési byl odpipetovan 1 ml
do derivatiza¢ni nadobky. Do vzorkt v derivatiza¢nich nadobkach bylo pfidano 1,5 ml uhli-
¢itanového pufru spH 11,0 — 11,1 a 2 ml Cerstvé piipraveného roztoku danzylchloridu
0 koncentraci 5 g/l v acetonu (Merck). Derivatizaéni nadobky byly dobfe uzavieny a dany
ttepat 20 hodin v temnu. Nasledné bylo do kazdého vzorku pfiddno 200 pl roztoku prolinu
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) ¢imz se zastavila derivatiza¢ni reakce. Smés s prolinem se
tfepala dal$i hodinu. Danzylderivaty byly extrahovany ru¢nim vytfepanim (3 minuty) do
3 ml heptanu (Sigma-Aldrich). Poté byl z derivatiza¢nich nadobek do vialek odpipetovan
1 ml heptanové vrstvy a odpaten do sucha pii teploté 60 = 2 °C pod proudem dusiku. Suchy
odparek byl ziedén 1,5 ml acetonitrilu (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) a vzorky se ucho-

vavaly do doby analyzy v mrazicim zafizeni pti teplotach pod -18 °C.

6.8 Vlastni chromatografické stanoveni

Pied vlastni analyzou byly vzorky piefiltrovany pres sttikackovy filtr s porozitou 0,22 pm
a naneseny na kolonu (Zorbax ECLIPSE Plus C18, 50 mm x 3 mm, porovitost 1,8 um, pri-
tok 0,45 ml/min) s chromatografickym systémem (binarni pumpa a autosampler Agilent
Technologies 1260 Infinity, USA) s degaserem, s UV/VIS-DAD detektorem (A = 254 nm)
a termostatem (Agilent Technologies, USA) a promyvany gradientové mobilni fazi uvede-

nou v tabulce 7.
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Tabulka 7: Linearni gradientovy elu¢ni program HPLC

¢as [min] 10% acetonitril [%] 100% acetonitril [%]
0,0 41 59
0,1 41 59
1,9 37 63
3,5 18 82
4,0 0 100
9,5 0 100
115 41 59
15,5 41 59

Vysledky byly hodnoceny pomoci softwaru CLARITY. Byla stanovena produkce tryptami-

nu, fenylethylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu, tyraminu, spermidinu a sperminu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 42

7 VYSLEDKY A DISKUZE

Pomoci kapalinové chromatografie na reverznich fazich byla po kultivaci zjisStovana dekar-
boxylazova aktivita bakterii Lactobacillus brevis v médiu obohaceném o piislusné aminoky-
seliny v koncentraci 0,3 % (w/v). Kmen Lactobacillus brevis 10185-3 byl testovan na pro-
dukci biogennich aminti pii vnéjSich podminkach, jako je ptidavek chloridu sodného
Vv koncentracich 0; 1,0 a 2,0 % (wl/v), ptidavek laktozy 0; 0,25, 0, 50 a 1,00 % (w/v)
a pH 5,0, 6,0 a 7,0 £ 0,2. Tvorba biogennich aminti byla sledovana pti dvou kultiva¢nich

teplotach (37 £1 °C a 10 = 1 °C). Byla méfena i zména pH a opticka hustota.

Tento kmen byl testovan i vmléce za pusobeni téchto vnéjSich faktord: pH 5,0; 6,0
a 7,0 £ 0,2 a koncentrace NaCl 0; 1,0; 2,0 % (w/v). Byla sledovana produkce vyse uvede-

nych biogennich amint, zména pH a celkovy pocet mikroorganizmi (CPM).

Testovany byly vSechny kombinace uvedenych faktori ve tfech opakovanich. Ziskané hod-
noty produkce biogennich aminti byly zprimérovany a vyhodnoceny ve form¢ grafa. Cel-

kem bylo zpracovano 2456 vzork.

7.1 Vliv vnéjSich faktori na produkci biogennich aminu u Lactobacillus
brevis 10185-3 in vitro p¥i 37 °C

U sledovaného kmene Lactobacillus brevis 10185-3 byla pii kultivacni teploté 37 = 1 °C

detekovana vyssi dekarboxylazova aktivita nez pfi teploté 10 = 1 °C.

7.1.1 VlivpH

U vs8ech testovanych pH byla vyssi produkce tyraminu (TYR) v podminkach in vitro dosa-
Zena pii iniciacnim pH 5,0 £ 0,2. Tato produkce byla asi 4x vy$sinez u pH 6,0 + 0,2 a 17X
vysSi nez u pH 7,0 £ 0,2. Vyssi produkce byla zaznamenana az po 24 hodinach kultivace.
Nejvice tyraminu bylo vyprodukovéno pii inicianim pH 5,0 £ 0,2 po 48 hodinach kultivace
ato (519,0 + 33,3 mg/l) (Obrazek 11).
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Obrazek 11: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus brevis 10185-3 in vitro
—vliv pH (37 °C)

7.1.2 Vliv NaCl

Sul muze ve vyssSich koncentracich potlacovat rist bakterii a produkci biogennich amint,
avSak na produkci tyraminu u testovaného kmene Lactobacillus brevis 10185-3 pusobil
pozitivné piidavek 1,0 % (w/v) soli. B€hem kultivace doSlo po 48 hodinach u vSech testo-
vanych pH k nejvyssi produkci tyraminu pii pfidavku 1,0 % (w/v) soli. V kultivaénich médi-
6. hoding kultivace, kdy prevdzné pievazujici narist nastal u jiz zminéného ptidavku
1,0 % (w/v) NaCl (Obrazek 12 a 13). Kdezto u pH 7,0 + 0,2 byla sledovana kolisava pro-
dukce a po 12. hodiné kultivace se ve vzorcich s 2,0 % (w/v) NaCl produkce zvysila na
hodnotu 27,2 + 2,9 mg/l a v poslednim odbérovém ¢ase klesla na 21,4 + 2,3 mg/l, zatimco
u vzorku s pridavkem 1,0 % (w/v) NaCl se v poslednim odb&rovém case zvySila na

27,7 + 0,8 mg/l (Obrazek 14).
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Obrazek 12: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus brevis 10185-3 pfii
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Obrazek 13: Kinetika produkce TYR b&hem kultivace Lactobacillus brevis 10185-3 pti

.....
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Obrazek 14: Kinetika produkce tyraminu (TYR) béhem kultivace Lactobacillus brevis

10185-3 pfi inicia¢nim pH 7,0 (37 °C) s piidavkem riizné koncentrace soli.

7.1.3 Vliv laktozy

Mnozstvi vyprodukovaného tyraminu bylo také ovlivnéno riznou koncentraci laktozy, kdy

nejvetsi tvorba byla zaznamenana pfi iniciaénim pH 5,0 = 0,2 a pfidavku 0,25 % (w/v) lak-

vwr

.....

la¢ni aktivita vyrazné slabsi nez v ptfedchozich dvou piipadech a vliv laktdzy nebyl piili§
vyrazny. Po 24 a 48 hodinach kultivace byla produkce tyraminu jen mirné vys$si v médiu

s pridavkem soli 0,50 a 1,00 % (w/v) laktozy.
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Obrazek 15: Kinetika produkce tyraminu (TYR) béhem kultivace Lactobacillus brevis
10185-3 pii iniciacnim pH 5,0 — vliv laktozy (37 °C)
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Obrazek 16: Kinetika produkce tyraminu (TYR) b&éhem kultivace Lactobacillus brevis
10185-3 pfi inicia¢nim pH 6,0 — vliv laktozy (37 °C)

7.1.4 Vliv kombinace faktoru

.....

vyssi produkce tyraminu (470,9 + 27,1 mg/l) po 24 hodinach kultivace, kdy nejvyssi hod-
noty byly stanoveny v prostiedi s 1,0 % (w/v) chloridu sodného. Za nasledujicich 24 hodin

kultivace vyrazn¢ vzrostla produkce tyraminu i ve vzorcich s pfidavkem 2,0 (w/v) NaCl
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a kultiva¢ni média s pfidavkem chloridu sodného (Obrazek 18). Z obrazku 17 je patrné, ze
od 12. hodiny kultivace produkce tyraminu vyrazné stoupla a tato zména byla nejlépe pozo-
rovatelna Vv kultivaénim médiu bez pfidavku NaCl. V tomto médiu s 0,25 % (w/v) laktozy
bylo stanoveno pii 37 £ 1 °C maximalni mnozstvi tyraminu (594,6 = 17,1 mg/l) u Lactoba-

cillus brevis 10185-3.

Pfi inicianim pH 6,0 £ 0,2 byl patrny vliv NaCl na produkeci tyraminu. Bylo zde zjisténo, ze

nejvetsi vliv na produkcei méla 1,0% (w/v) pouzita koncentrace a to pti vSech aplikovanych

(R4

sodného (Obrazek 19).
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Obrazek 17: Kinetika produkce tyraminu (TYR) b&éhem kultivace Lactobacillus brevis
10185-3 pfi inicia¢nim pH 5,0 s pfidavkem 0,25 % (w/v) laktozy (37 °C)
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Obrazek 18: Kinetika produkce tyraminu (TYR) béhem kultivace Lactobacillus brevis
10185-3 pii iniciatnim pH 5,0 s piidavkem 0,50 % (w/v) laktozy (37 °C)
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Obrazek 19: Kinetika produkce tyraminu (TYR) béhem kultivace Lactobacillus brevis
10185-3 in vitro pfi iniciacnim pH 6,0 s piidavkem 1,00 % (w/v) laktozy (37 °C)

7.1.5 Meéreni narastu bunék

Meétenim optické hustoty ziskané bakteridlni biomasy byl zjistovan vliv vybranych faktort

na rast testovaného kmene. V pribehu kultivace byl zaznamenan postupny nartist bakterial-
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ni biomasy. Nejvetsi nartst pti 37 £ 1 °C byl stanoven po kultivaci bakterii v prostiedi
s pridavkem 0,25 % (w/v) laktozy (Obrazky 20 — 22).

Ze tii testovanych hodnot pH bylo nejvyssich hodnot dosazeno pii inicia¢nim pH 6,0 + 0,2
v kultiva¢nim médiu s pfidavkem 0,25 % (w/v) laktozy a 2,0 % (w/v) NaCl, kde bylo dosa-
zeno hodnoty 4,393. Nejmensich hodnot optické hustoty (2,147 — 2,491) bylo pfti vSech pH

dosazeno vzdy v médiu bez piidavku soli a s pfidavkem 1,00 % (w/v) laktozy.

+ 0% laktozy m0,25% laktozy 0,5%laktézy < 1%laktozy
4
3,5 U
3 O
[ | . L 4
2,5 |
% ** X
& RS X
o ? mE gy xX
= |
1,5 % X
X
1
0,5
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
cas [h]

Obrazek 20: Vliv ptidavku laktozy na rast Lactobacillus brevis 10185-3 bez ptidavku NaCl
apH®6,0-37°C
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Obrazek 21: Vliv ptidavku laktozy na rast Lactobacillus brevis 10185-3 pti piidavku 1,0 %
(w/v) NaCl a pH 6,0 — 37 °C
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Obrazek 22: Vliv ptidavku laktozy na rast Lactobacillus brevis 10185-3 p#i ptidavku 2,0 %
(w/v) NaClapH 6,0 — 37 °C
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7.1.6 Stanoveni pH kultiva¢niho média

Dalsim sledovanym parametrem byly zmény pH kultiva¢nich médii po kultivaci testovaného
kmene. Béhem kultivace doslo vlivem pomnoZeni testovaného kmene k vyraznéjsim zme-

nam pH a to piedevsim v nartstu pH (pfiloha I).

Narast pH pti 37 £ 1 °C byl nejvyrazngjsi u pH 5,0 v prostiedi bez laktozy a s 0,25 % (w/v)
laktézy. Ptidavek 0,50 a 1,00 % (w/v) koncentrace laktozy zadnou vyraznou zménu nevy-
volal, aZz na vyjimku, a to kultivaéni médium s pfidavkem 1,00 % (w/v) laktozy
a 2,0 % (w/v) NaCl, kdy pH po 24 hodinach kultivace vzrostlo na 5,92 a za dalsich 24 ho-
din kultivace opét kleslo na hodnotu 5,00. Pfi inicia¢nim pH 6,0 + 0,2 byl nartst nejvyraz-
néjSi po 24 hodinach kultivace a rozdily se pohybovaly v rozmezi 0,5 az 0,8 pH. Pti kultiva-

.....

nebo nartist mohl byt zpiisoben vykyvem pH média.

7.2 Vliv vnéjsich faktori na produkci biogennich amina u Lactobacillus
brevis 10185-3 in vitro pri 10 °C

7.2.1 VlivpH

Pti 10 £ 1 °C mélo pH na produkci tyraminu vyrazny vliv. Vyssi produkce tyraminu byla
detekovana po 15 dnech kultivace pfi iniciacnim pH 5,0 + 0,2, kdy bylo vyprodukovano
189,0 + 2,5 mg/l tyraminu. Pfi inicia¢nim pH 6,0 £ 0,2 a pH 7,0 + 0,2 byla dosaZena vyraz-

né nizsi produkce, ktera se pohybovala v rozmezi 15,6 az 23,7 mg/l (Obrazek 23).
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Obrazek 23: Kinetika produkce tyraminu (TYR) béhem kultivace Lactobacillus brevis
10185-3 in vitro — vliv pH (10 °C)

7.2.2 Vliv NaCl

Vliv chloridu sodného na produkci biogennich aminti byl hodnocen v kultivacnim médiu bez
piidavku laktozy, kde byla nejvyssi produkce tyraminu (235,8 + 28,2 mg/l) pii iniciaénim
tekovano u vzorku s ptidavkem 2,0 % (w/v) NaCl (Obr. 24). Obrazek 24 ukazuje vyvoj
produkce pfi iniciaénim pH 5,0 = 0,2, kde je zfejmé, Ze vyssi produkce tyraminu je viditena
az po 15 dnech kultivace. Pii pH 6,0 £ 0,2 a pH 7,0 + 0,2 méla produkce tyraminu kolisavy

charakter a maximalni mnozstvi tyraminu nepiesahlo 25,0 mg/l (Obrazek 25).
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Obrazek 24: Kinetika produkce tyraminu (TYR) béhem kultivace Lactobacillus brevis
10185-3 in vitro pfi iniciaénim pH 5,0 — vliv NaCl (10 °C)
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Obrazek 25: Kinetika produkce tyraminu (TYR) b&hem kultivace Lactobacillus brevis
10185-3 in vitro pfi inicia¢nim pH 6,0 — vliv NaCl (10 °C)

7.2.3  VIiv laktézy

vvvvvv

tyraminu pfi inicianim pH 5,0 + 0,2 za podminek, kdy bylo do kultiva¢niho prostiedi pfi-
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v

dano 0,25 % (w/v) laktézy (2355 + 6,8 mg/l). Nejniz§i mnozstvi tyraminu
(55,9 + 13,6 mg/l) bylo pfi iniciatnim pH 5,0 £ 0,2 detekovano V kultiva¢nim prostiedi
s ptidavkem 0,50 % (w/v) laktozy po 15 dnech kultivace, kdy se toto mnozstvi po celou
dobu kultivace oproti ostatnim koncentracim laktozy vyraznéji neménilo (Obrazek 26). Pii
pH 6,0 £ 0,2 mélo na produkci tyraminu od 2. dne kultivace vyznamnéjsi vliv prostredi
s pridavkem 1,00 % (w/v) laktozy, kdy po 13 dnech kultivace tato hodnota vzrostla az na
94,9 + 2,6 mg/1 (obr. 27). Pti inicia¢nim pH 7,0 £ 0,2 byla nejvyssi produkce zaznamenana
od prvniho odbéru az po 6. den kultivace v kultivatnim médiu s ptidavkem 0,25 % (w/v)
laktézy, avSak po 15 dnech bylo detekovano nejvice tyraminu ve vzorcich s ptfidavkem

0,50 % (w/v) laktozy (Obrazek 28).
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Obrazek 26: Kinetika produkce tyraminu (TYR) b&éhem kultivace Lactobacillus brevis
10185-3 in vitro pfi inicia¢nim pH 5,0 — vliv laktozy (10 °C)
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Obrazek 27: Kinetika produkce tyraminu (TYR) béhem kultivace Lactobacillus brevis
10185-3 in vitro pfi inicia¢nim pH 6,0 — vliv laktozy (10 °C)
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Obrazek 28: Kinetika produkce tyraminu (TYR) béhem kultivace Lactobacillus brevis
10185-3 in vitro pfi inicia¢nim pH 7,0 — vliv laktozy (10 °C)

7.2.4 Vliv kombinace faktoru

Nejvyraznéjsi dekarboxylazova aktivita kmene Lactobacillus brevis 10185-3 byla detekova-

.....

a 1,0 % (w/v) NaCl vmédiu (Obrazek 24) a rovnéz | vmédiu bez pridavku NaCl
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a 0,25 % (w/v) laktozy (235,5 + 6,8 mg/l) (Obrazek 29). Za povsimnuti stoji i produkce
tyraminu pfi inicia¢nim pH 6,0 £ 0,2 a to Vv prostiedi s 0,50 az 1,00 % (w/v) laktozy, kde
oproti niz8i koncentraci ptidané laktézy (mnozstvi TYR cca do 30 mg/l) byl detekovan ty-
ramin ve vy$§im mnozstvi (75,1 — 94,9 mg/l) a to v pievazné v kultivanim médiu bez pfi-

davku NaCl a s pridavkem 1,0 % (w/v) NaCl (Obrazek 31).

Vliv kombinace ruznych koncentraci laktozy a NaCl je vidét na obrazcich 29 — 31, kde bylo
pii nizsi aplikované koncentraci laktozy (0,25 % (w/v)) vyprodukovano vice tyraminu ve
vzorcich bez obsahu chloridu sodného a naproti tomu pii vyssi aplikované koncentraci lak-
tozy (0,50 % (w/v)) je daleko vice tyraminu ve vzorcich s ptidavkem 1,0 % (w/v) chloridu

sodného.
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Obrazek 29: Kinetika produkce tyraminu (TYR) b&éhem kultivace Lactobacillus brevis
10185-3 in vitro pfi inicia¢nim pH 5,0 s pfidavkem 0,25 % (w/v) laktozy (10 °C)
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Obrazek 30: Kinetika produkce tyraminu (TYR) béhem kultivace Lactobacillus brevis
10185-3 in vitro pii inicia¢nim pH 5,0 s ptidavkem 0,50 % (w/v) laktozy (10 °C)
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Obrazek 31: Kinetika produkce tyraminu (TYR) b&éhem kultivace Lactobacillus brevis
10185-3 in vitro pfi inicia¢nim pH 6,0 s piidavkem 1,00 % (w/v) laktozy (10 °C)

7.2.5 Meéreni narastu bunék

.......

Vv prostiedi s pridavkem 1,00 % (w/v) laktézy (Obrazky 32 - 34).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 58

Ze tii testovanych hodnot pH bylo nejvyssich hodnot dosazeno pii inicia¢nim pH 7,0 £ 0,2
v kultiva¢nim médiu s piidavkem 1,00 % (w/v) laktozy a 2,0 % (w/v) NaCl, kde bylo dosa-
zeno hodnoty 3,240. Nejmensich hodnot optické hustoty (1,753 — 2,186) bylo pti vSech pH

dosazeno vzdy v médiu bez ptidavku soli a s pfidavkem 0,25 a 0,50 % (w/v) laktozy.

4 0% laktozy WO0,25% laktozy 0,5%laktézy 1% laktozy
3,5
X
3 X
2,5 X
X
T 2 * 8
g° 5 [ v
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0
0 2 4 6 8 10 12 14 16
t[den]

Obrazek 32: Vliv ptidavku laktozy na rast Lactobacillus brevis 10185-3 bez ptidavku NaCl
apH 5,0 (10 °C)
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Obrazek 33: Vliv ptidavku laktozy na rast Lactobacillus brevis 10185-3 pti piidavku 1,0 %
(w/v) NaCl a pH 5,0 (10 °C)
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Obrazek 34: Vliv ptidavku laktozy na rast Lactobacillus brevis 10185-3 p#i ptidavku 2,0 %
(w/v) NaCl a pH 5,0 (10 °C)
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7.2.6 Stanoveni pH kultiva¢niho média

Nejvyssi zména (narust pH) pii 10 = 1 °C nastala u pH 5,0 = 0,2 v prostiedi bez obsahu
laktozy. Tento fakt mize byt odivodnén tim, ze testovany kmen nemél k dispozici zkvasi-
telnou laktézu a nemohlo tedy dojit ke snizeni pH a vlivem zasaditych biogennich amint
dochazelo pouze k nartstu pH. Ve vzorcich bez obsahu NaCl i laktézy doslo ke zvySeni
ptvodni hodnoty pH 5,01 az na pH 6,17 po 15 dnech kultivace. Pfi pH 6,0 £ 0,2 doslo
K vyraznéj$imu naristu pH vzdy v 10. dni kultivace. Ke zvySeni pH doslo napft.
V kultiva¢nim médiu bez ptidavku laktézy a 1,0 % (w/v) NaCl, kdy pocate¢ni hodnota pH

.....

pH 7,0 £ 0,2 k vyraznym zménam nedoslo.

7.3 Vliv vnéjsich faktort na produkci biogennich amint u Lactobacillus
brevis 10185-3 v mléce pii 37 °C

Lactobacillus brevis 10185-3 produkoval ve vzorcich mléka nejvice tyramin. Jeho produkce
vSak byla v mléce oproti MRS bujonu tadové nizsi. Nejvice tyraminu vznikalo u vSech

vzorkli mléka po 48 hodinach kultivace.

7.3.1 VlivpH

Z obrazku 35 je patrné, ze pickvapivé vice tyraminu bylo v mléce detekovano pfi iniciacnim
pH 6,0 £ 0,2 a 7,0 £ 0,2 a to po 24 a 48 hodinach kultivace. V kultivacnim médiu
aénim pH 5,0 £ 0,2 se produkce tyraminu po celou dobu kultivace pohybovala pod hodno-

tou 25 mg/l bez vyrazného nartstu.
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Obrazek 35: Kinetika produkce tyraminu (TYR) béhem kultivace Lactobacillus brevis
10185-3 v mléce — vliv pH (37 °C)

7.3.2 Vliv NaCl

.....

coz se projevilo vyssi tvorbou (42,2 + 0,4 mg/l) ve vzorcich s piidavkem 1,0 % (w/v) NaCl
u pH 5,0 + 0,2 a vmédiu s piidavkem 2,0 % (w/v) NaCl u pH 6,0 + 0,2 (56,4 = 1,2 mg/l)
(Obrazek 36 a 37).

45,00
40,00 [0 % Nacl

35,00 1% NacCl
30,00 B 2 % NadCl
25,00

20,00

TYR [mg/I]

15,00

10,00

5,00

o
12 24 48

0,00

mﬁ\\\\\\\\\\\\\\

 ¢[hod] *°

Obrazek 36: Kinetika produkce tyraminu (TYR) béhem kultivace Lactobacillus brevis
10185-3 v mléce pii iniciacnim pH 5,0 — vliv NaCl (37 °C)
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Obrazek 37: Kinetika produkce tyraminu (TYR) béhem kultivace Lactobacillus brevis
10185-3 v mléce pti iniciaénim pH 6,0 — vliv NaCl (37 °C)

7.3.3 Vliv pridavku aminokyselin

Ptidavek 0,3 % (w/v) tyrozinu do mléka nem¢l na produkci tyraminu vyznamny vliv (Obra-

zek 38).

40 B mléko B mléko + AMK
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12 24 48
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Obrazek 38: Kinetika produkce tyraminu (TYR) béhem kultivace Lactobacillus brevis
10185-3 v mléce a v mléce s pridavkem AMK (37 °C)
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7.3.4 Stanoveni celkového poctu mikroorganizmu (CPM)

Stanovenim CPM byl zjistovan vliv vybranych faktorti na rist sledovaného kmene v mléce.
V piipadé mléka nebylo vhodné pouziti optické hustoty pro tvorbu ristovych kiivek testo-
van¢ho kmene, kvili pfitomnosti mnoha chromoforickych skupin a vysokému zakalu, proto
byla pouzita plotnova metoda stanoveni CPM na zivné ptidé¢ MRS. CPM byl stanoven pou-
ze v neupraveném mléce, mléce s piidavkem 0,3 % (w/v) aminokyselin a mléce s ptidavkem
1,0 % (w/v) NaCl Nejvyssi nartst bakterii byl zaznamenan po 12 hodinach kultivace

vwr

né¢ho mléka a mléka s pridavkem AMK.

7.3.5 Stanoveni pH kultiva¢niho média

Spolu s produkci biogennich aminti bylo stanoveno i pH supernatantu ve vSech odbérovych
Casech (Priloha II). Ve vzorcich mléka pfi kultivacni teploté 37 + 1 °C dochazelo po celou
dobu kultivace k poklesim zhruba do 8. hodiny kultivace, nasledn¢ k nartstim pH a opé-
tovnému poklesu pH média. Tyto vykyvy mohou byt zapfi¢inény prvotnim zkvaSovanim
laktozy a tedy podporou bakteridlnich dekarboxylaz a tim i zvySeni produkce zasaditych

biogennich amind, coz nasledné vedlo k opétovnému nartstu pH.

7.4 Vliv vnéjsich faktoru na produkci biogennich aminu u Lactobacillus
brevis 10185-3 v mléce pii 10 °C

7.4.1 VlivpH

Pii 10 = 1 °C mélo pH na produkci tyraminu také vyznamny vliv. Vyssi produkce tyraminu
byla detekovana od 10. dne kultivace pfi iniciaénim pH 5,0 + 0,2. Maximalni mnozstvi ty-
raminu po 15 dnech kultivace bylo 85,8 + 0,9 mg/l. Pfi inicianim pH 6,0 £ 0,2
apH 7,0 + 0,2 bylo dosazeno zhruba ¢tvrtinové mnozstvi (17,1 — 18,6 mg/l) (Obrazek 39).
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Obrazek 39: Kinetika produkce tyraminu (TYR) béhem kultivace Lactobacillus brevis
10185-3 v mléce — vliv pH (10 °C)

7.4.2 Vliv NaCl

Obrazky 40 — 41 ukazuji, Ze nejvyssi produkce tyraminu v mléce (113,8 + 5,0 mg/l) byla
zaznamenana pii pocate¢nim pH 5,0 + 0,2 v kultiva¢nim médiu s ptidavkem 1,0 % (w/v)
NaCl. Pii pH 6,0 = 0,2 bylo po 15 dnech kultivace stanoveno nejvice tyraminu
(24,0 = 1,3 mg/l) v kultivaénim médiu bez pfidavku NaCl a pii pH 7,0 £ 0,2 rovnéz
Vv kultiva¢nim médiu bez ptidavku NaCl (24,6 = 0,2 mg/I).
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Obrazek 40: Kinetika produkce tyraminu (TYR) béhem kultivace Lactobacillus brevis
10185-3 v mléce pti iniciaénim pH 5,0 — vliv NaCl (10 °C)
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Obrazek 41: Kinetika produkce tyraminu (TYR) b&hem kultivace Lactobacillus brevis
10185-3 v mléce pii iniciacnim pH 6,0 — vliv NaCl (10 °C)
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7.4.3 Vliv pridavku aminokyselin

Ani v ptipadé kultivacni teploty 10 + 1 °C nemél ptidavek 0,3 % (w/v) tyrozinu do mléka na
produkci tyraminu vyznamny vliv (Obrazek 42). Mnozstvi tyraminu v mléce s piidavkem

aminokyselin bylo zhruba jen o 1 mg/l vyssi nez v neupraveném mléce.
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20
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Obrazek 42: Kinetika produkce tyraminu (TYR) béhem kultivace Lactobacillus brevis
10185-3 v mléce a v mléce s pridavkem AMK (10 °C)

7.4.4 Stanoveni celkového poctu mikroorganizmii

Nejvyssi nartst bakterii pii 10 = 1 °C byl stanoven po 15 dnech kultivace ve vzorcich neu-
praveného mléka a mléka s ptidavkem AMK. Nepatrné nizsi narist testovaného kmene byl

pozorovan ve vzorcich mléka s ptidavkem 1,0 % (w/v) NaCl.

7.4.5 Stanoveni pH kultiva¢niho média

K nartstu pH doslo v prubéhu kultivace prakticky u vSech vzork mléka (Pfiloha IT). Nej-

.....

.....

s pridavkem 2,0 % (w/v) NaCl, kde pH stouplo pouze na 7,13. D4 se tedy fici, ze se snizu-
jicim se pocatecnim pH byl nartist vyssi. Vliv NaCl na zménu pH byl taktéZ patrny. S vyS$Sim
pridavkem NaCl doslo k niz§imu nartstu pH. Jedinou vyjimkou, kdy doslo k poklesu pH je
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vzorek mléka bez pfidavku AMK. V tomto piipadé kleslo pH po 15 dnech kultivace
Z pocatecnich 6,77 na hodnotu 6,00.

7.5 Produkce ostatnich biogennich amini kmenem Lactobacillus brevis
10185-3

Kromé tyraminu byly v supernatantech kultiva¢nich médii zjistény i ostatni biogenni aminy.
Ty v8ak byly detekovany v zanedbatelném mnozstvi, nebo nebyly detekovany vibec (Tabul-
ka 8). Nejvice bylo vyprodukovano sperminu a to pii 37 £ 1 °C v mléce v mnozstvi

86,9 + 11,6 mg/I.

Tabulka 8: Nejvyssi naméfené mnozstvi biogennich aminti v mléce a v bujénu v posled-

nim odbérovém c¢ase

nejvyssi naméiené mnozstvi nejvyssi naméiené mnozstvi

biogenni amin [mg/1] v bujénu [mg/1] v mléce

37°C 10 °C 37°C 10 °C
tryptamin *ND *ND *ND *ND
fenyletylamin *ND *ND *ND *ND
putrescin *ND *ND 05+0,1 *ND
kadaverin 0,4+0,1 3,4+04 *ND *ND
histamin 0,8+0,2 1,2+0,2 *ND *ND
spermidin *ND 0,9+0,1 *ND *ND
spermin 20,0+ 1,9 35+0,5 86,9+ 11,6 21,1+3.5

*ND — nebyl detekovan

7.6 Souhrnna diskuze

Tato prace byla zaméfena na sledovani riistu a kinetiku produkce BA ovlivnéné faktory
u bakterii kmene Lactobacillus brevis 10185-3. Problematice biogennich amint je v dnesni
dob& vénovana znacnd pozornost a problematika vlivu faktort neni stéle jeSté prozkouma-
na, zvlasté vliv laktozy. Pro ucely tohoto experimentu byl vybran kmen Lactobacillus brevis

10185-3, ktery byl izolovan ptimo z vyroby syrii holandského typu.
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Faktory a jejich urovné byly zvoleny tak, aby se co nejvice pfiblizily podminkdm technolo-
gického procesu vyroby ptirodnich syrti a napomohly tak piedvidat tvorbu biogennich ami-
nu pii del§$im procesu zrani syri. Z tohoto duvodu byl testovany kmen Lactobacillus brevis
10185-3 kultivovan po dobu 15 dni pii teploté 10 °C. Tato teplota odpovida technologic-
kému procesu zrani prirodnich syrti. Druhd vybrana kultivacni teplota 37 °C je analogicka
s teplotou gastrointestinalniho traktu ¢lovéka a zaroven se pfiblizuje optimalni teploté rtstu

daného kmene.

Ve fermentovanych mlécnych vyrobcich, zejména v syrech, byvaji biogenni aminy zastoupe-
ny vice nez v nefermentovanych mléénych vyrobcich (Santos, 1996). Pouzivané bakterie
mlééného kvasSeni (Lactococcus, Lactobacillus a Enterococcus) maji mnohdy vysokou de-
karboxylazovou aktivitu. U nefermentovanych potravin je vyskyt biogennich amint obvykle

spojen a ptitomnosti kontaminujici mikroflory (Santos, 1996).

Produkce biogennich aminii je omezena dostupnymi aminokyselinami v prosttedi, proto
bylo kultivaéni médium obohaceno ptidavkem 0,3 % aminokyselin (tyrozin, lyzin, arginin,
ornitin). Pro podporu ristu bakterii a pfipadnou produkci biogennich amind bylo do kulti-

vacniho média pfidano mnozstvi laktézy v koncentracich 0,25; 0,50 a 1,00 % (w/v).

Prvnim zkoumanym faktorem ovlivitujicim dekarboxyldzovou aktivitu mikroorganizmi bylo
pH. Optimalni aktivita bakterialnich dekarboxylaz se pohybuje v kyselém prosttedi a slouzi
jako mechanizmus neutralizace prostfedi pied nadmérnym poklesem pH, které je nevhodné
pro rust bakterii (Marcobal a kol., 2006). Rust bakterii v kyselém prostiedi stimuluje tvorbu
dekarboxylaz a nasledné i biosyntézu biogennich aminti z aminokyselin a chrani je tak pied
kyselym prostiedim (Marcobal a kol., 2006). V této praci byla nejvyssi produkce zazname-
mléko kultivované pii 37 °C, kde bylo vice tyraminu zji§téno pii pH 6,0 a 7,0. Moreno-
Arribas a kol. (1999) ve své studii uvadi, ze nejvyssi dekarboxylazova aktivita u Lactobacil-
lus brevis je pti pH 5,0. Santos (1996) rovnéz uvadi, Zze pro bakterialni dekarboxylazy je
optimalni pH v rozmezi 4,0 — 5,0.

Dalsim sledovanym faktorem této prace byl vliv pfidavku laktozy. Laktoza byla do kulti-
vaéniho média ptidana jako zdroj energie pro pfitomné bakterie i jako ptipadna podpora
produkce biogennich amind. Nejvyssi produkce tyraminu in vitro byla u obou kultivacnich

teplot zaznamenana pii pridavku 0,25 % (w/v) laktozy v kultivaénim médiu s pocatecnim
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pH 5,0. Dal§im zvySovanim laktézy v médiu doslo ke snizeni produkce tyraminu, avSak
k zastaveni produkce nedoslo. Lorencova a kol. (2013) také sledovali vliv laktézy na pro-
dukci biogennich amint a zjistili, ze Vv kultivaénim médiu s pfidavkem laktozy je produkce
BA vyssi nez bez pfidavku. Obdobny vysledek zjistili i Butikova a kol. (2011). V této studii
bylo rovnéz zjisténo, ze bez ptidavku laktozy byl nartst bun€k nizsi, stejné tak i produkce
biogennich amind. Vibec nejvyssi produkce tyraminu bylo dosazeno pii kombinaci
0,25 % (w/v) laktozy a 1,0 % (w/v) NaCl. Stejny vysledek uvadi ve své studii 1 Lorencova
a kol. (2013), ve které byl sledovan vliv vnéjsich faktorii na produkeci biogennich amini

u bakterii rodu Bifidobacterium.

Nejvyssi nartist bunék 1 pH byl zaznamendn rovnéz v kultivatnim médiu s ptidavkem
0,25 % (w/v) laktoézy. Tento vysledek potvrzuje nejvyssi produkci tyraminu v prostiedi
$ 0,25 % (w/v) laktozy a pH 5,0.

V této praci byl dale sledovan vliv koncentrace NaCl na dekarboxylazovou aktivitu testova-
ného kmene. Kultivaéni médium bylo obohaceno chloridem sodnym o koncentracich
0 — 2 % (w/v). Nejvyssi pouzita koncentrace NaCl odpovida obsahu NaCl v syrech holand-
ského typu, které maji stfedni obsah soli 1,5 az 3,0 % (Kolektiv Cepac, 2007). Pti obou
sledovanych kultiva¢nich teplotach byl nejvétsi vliv NaCl zjistén v médiu s pocatecnim
pH 5,0. Nejvice tyraminu bylo stanoveno pii tomto pH ve vzorcich, které obsahovaly
1,0 % (w/v) chloridu sodného. Lze tudiz konstatovat, ze pfidavek 1,0 % (w/v) NaCl nejvice
pusobi na dekarboxylazovou aktivitu u Lactobacillus brevis 10185-3. Rovnéz Bunkova
a kol. 2011) zkoumali vliv pfidavku soli na produkci tyraminu u Enterococcus durans
CCDM 53. Nejvyssi produkce tyraminu byla zjiSténa ve vzorcich s nejvyssi aplikovanou
koncentraci soli (2,0 % w/v). Pereira a kol. (2009) piisli s hypotézou, ze Na" ionty podilejici
se na regulaci intracelularntho pH maji zasadni roli v tyrozindekarboxyldzové draze.
Na" ionty jsou ddlezité pro Na'/H" antiportovy systém, protoze se vyméni za H" ionty, které
jsou odstranény z bun¢k. Timto jevem lze vysvétlit zvySenou produkci tyraminu v prostiedi

s ptidavkem chloridu sodného.

V ptipadé mléka byl vliv NaCl témét stejny. Pii obou kultiva¢nich teplotach bylo nejvyssi
produkce dosazeno pti pocatecnim pH 5,0 ve vzorcich s pfidavkem 1,0 % (w/v) NaCl. Pti
kultivacni teploté 10 °C plisobil na produkei tyraminu obsazeny NaCl pfi iniciacnim pH 6,0

a 7,0 inhibicné. Gardini a kol. (2001) zkoumali vliv vnéjSich faktort na produkci BA u En-
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terococcus faecalis v odstiedéném mléce a zjistili, ze vice BA vznikalo v prostfedi s nizkou

koncentraci NaCl.

Dekarboxylazovou aktivitu mikroorganizmil vyznamné ovliviiuje i teplota a délka kultivace.
Pti vyssi teploté kultivace byla prokézana vyssi dekarboxylazova aktivita (Kim a kol., 2011;
Pinho a kol., 2001). Kalhotka a kol. (2011) se zamgfili na vliv teploty a doby kultivace na
produkci biogennich aminti u Bacillus licheniformis a zjistili, Ze vSechny testované kmeny
vykazovaly silnou dekarboxylazovou aktivitu vii¢i ornitinu, fenylalaninu a tyrozinu pti vSech
pouzitych teplotach, kromé¢ 6 °C. Optimalni dekarboxyldzova aktivita u tohoto kmene se
pohybovala mezi 30 a 37 °C. Obdobny vysledek uvadi 1 Pleva a kol. (2012), kde byly
zkoumany rovnéz faktory ovliviujici produkci BA. Bylo zjisténo, ze produkci tyraminu
podpotila kultiva¢ni teplota 30 °C oproti teploté 6 °C. Teplota je schopna zpomalit bunéény

rust, prodlouzit genera¢ni dobu a imérné tomu 1 produkci biogennich amind.

Rozdil v produkci tyraminu je znatelny pifi riznych kultivaénich teplotach. Nejvyssich hod-

not bylo v diplomové praci dosazeno pii kultivaéni teploté 37 °C. Produkce tyraminu

vvvvv

Obecné Ize shrnout, ze vySe popsané vnéjsi faktory maji vliv na produkci biogennich amin.
Mnozstvi vyprodukovanych biogennich amini kmenem Lactobacillus brevis 10185-3 bylo
stanoveno Ve stovkach mg/l (az 600 mg/l). Santos (1996) a Halasz (1994) udavaji, ze hod-
noty tyraminu v mnozstvi 100 az 800 mg/kg byly hlaseny jako toxické davky v potravinach.
Nafizeni komise (ES) 2073/2005 stanovuje pouze maximalni pfipustné mnozstvi histaminu

Vv rybach a produktech z ryb.

Biogenni aminy mohou byt ve fermentovanych potravinach produkovany starterovymi
i non-starterovymi mikroorganizmy, které byly pouzity pii vyrob&é nebo které se do nich
dostaly béhem jejich technologického zpracovéani. Je proto dilezité dodrzovat pti vyrobé
potravin pravidla spravné hygienické praxe a zamezit pfipadné kontaminaci surovin a vy-

robku.

Pritomnost vy$§iho mnoZstvi biogennich aminii v potravinach je z hlediska neptiznivych
ucinkd na lidské zdravi neZadouci. Proto je dilezité nadale zkoumat nova feseni eliminujici
jejich produkci. Jednim ze zptsobu je potlaceni ristu dekarboxylaza pozitivnich kmenti ne-
bo identifikace mikroorganizmi s vysokou dekarboxylazovou aktivitou, které jsou nahraze-

ny vhodné&j$imi kmeny.
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ZAVER

Tato prace byla zaméfena na vliv vnéjSich faktort ovliviljicich tvorbu biogennich amint

bakterialnim kmenem Lactobacillus brevis 10185-3 izolovaného ze syra holandského typu.

Byl sledovan vliv NaCl, laktozy, teploty a pH. Pouzité kultivacni médium bylo obohaceno

0 0,3 % (w/v) aminokyselin, které slouzi jako prekurzory biogennich amind.

Na zakladé naméfenych vysledkli pomoci kapalinové chromatografie byla stanovena

produkce biogennich amind tyraminu a sperminu.
Ostatni biogenni aminy byly detekovany v zanedbatelném mnozZstvi nebo viibec.

Nejvyssi naméfené mnozstvi tyraminu (594,6 + 17,1 mg/l) bylo zjisténo
v podminkach in vitro p#i pocatecnim pH 5,0 v médiu s pfidavkem 0,25 % (w/v)

laktozy a bez ptidavku soli.

Kultivaéni teplota 37 °C pulsobila na produkci tyraminu akceleracné a teplota

10 °C brzdila rust kultury i produkei biogennich amint.

Pocatecni pH média mélo na produkei tyraminu velmi vyrazny vliv a produkci tyra-

minu nejvice podpoiilo pH 5,0.

Pritomnost NaCl v kultiva¢nim médiu také podpoftila produkei tyraminu, kdy ve vét-

Sin¢ piipadi byla nejvyssi produkce pozorovana pii piidavku 1,0 % NaCl.

Laktoza, jakozto zdroj energie pro pritomné bakterie, méla vliv na riist testovaného
kmene i produkci tyraminu v prostiedi s pH 5,0 a 6,0. V piipadé pH 7,0 vyznamny

vliv na produkci tyraminu neméla.

Produkce sperminu byla v prib&hu kultivace kolisava a nejvyssi naméfené mnozstvi
(86,9 = 11,6 mg/l) bylo stanoveno v mléce pti kultivaéni teploté 37 °C. Naopak nej-

niz§i mnozstvi (3,5 £ 0,5 mg/l) bylo stanoveno in vitro pii 10 °C.

Koncentrace biogennich aminti je dilezitym ukazatelem kvality potravin a proto je snahou

sledovat jejich obsah i faktory, které by mohly jejich vznik ovlivnit.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BA
ES
NaCl
NaNO,
O,
CO,
AMK
MS
GC
CE
HPLC
PCR
UV/VIS
OPA
UPLC
MPa
TCD
ECD
FID
FPD
IBCF
AAA
MSA

LIF

biogenni aminy

Evropské spolecenstvi

chlorid sodny

dusitan sodny

Kyslik

oxid uhli¢ity

aminokyseliny

hmotnostni detektor

plynovéa chromatografie

Kapilarni elektroforéza
vysokoucinna kapalinova chromatografie
polymerazova fetézova reakce
spektrofotometricky detektor

o — ftalaldehyd

ultra G¢innd kapalinova chromatografie
mega Pascal

detektor tepelné vodivosti
detektor elektronového zachytu
plamenové ioniza¢ni detektor
plamenové fotometricky detektor
izobutyl chloroformat

analyzator aminokyselin
metansulfonova kyselina

laserové indukovana fluorescenéni detekce
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CZE

MEKC

SDS

ELISA

DNS-CI

RP-HPLC

MRS

DAD

CPM

TYR

USA

kapilarni zonova elektroforéza

micelarni elektrokineticka chromatografie
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PRILOHA |: NAMERENE HODNOTY pH IN VITRO

Tabulka 9: Hodnoty pH v podminkach in vitro pii 37 °C a pH 5,0.

¢as [hod] 0/0/5 0/1/5 0/2/5 0,25/0/5 | 0,25/1/5 | 0,25/2/5 | 0,5/0/5 0,5/1/5 0,5/2/5 1/0/5 1/1/5 1/2/5
2 5,01 5,05 5,00 5,13 5,06 5,06 5,02 5,04 5,06 5,03 5,01 5,01
4 5,06 5,04 4,98 5,12 5,04 5,04 5,02 5,01 5,02 5,04 5,03 5,00
6 5,19 5,04 5,01 5,17 5,06 5,07 5,09 5,07 5,04 511 5,05 5,03
8 5,20 5,10 5,04 5,15 5,06 5,06 5,14 5,06 5,07 5,12 5,05 5,05
10 5,18 5,08 5,04 5,15 5,06 5,07 5,14 5,06 5,04 5,12 5,04 5,01
12 5,18 5,07 5,02 5,15 5,06 5,06 5,14 5,06 5,04 511 5,04 5,01
24 5,52 6,33 6,32 5,99 5,14 5,35 517 5,07 5,17 5,13 5,04 5,92
48 5,54 6,32 5,55 5,23 5,19 6,20 5,19 5,08 5,33 511 5,03 5,00
kontrola 5,01 5,01 5,00 5,02 5,02 5,02 5,02 5,02 5,02 5,02 5,03 5,01
Tabulka 10: Hodnoty pH v podminkach in vitro p#i 37 °C a pH 6,0.
¢as [hod] 0/0/6 0/1/6 0/2/6 0,25/0/6 | 0,25/1/6 | 0,25/2/6 | 0,5/0/6 0,5/1/6 0,5/2/6 1/0/6 1/1/6 1/2/6
2 6,05 6,05 6,03 6,01 6,07 6,01 5,96 5,94 5,98 5,92 5,84 5,84
4 6,08 6,05 6,05 6,01 6,06 6,00 5,98 5,93 5,93 5,86 5,83 5,85
6 6,10 6,07 6,07 6,06 6,06 6,02 6,01 5,93 5,92 5,87 5,83 5,83
8 6,14 6,09 6,11 6,06 6,10 6,02 6,01 5,97 5,97 5,90 5,86 5,88
10 6,11 6,05 6,06 6,03 6,09 6,00 6,00 5,96 5,97 5,85 5,86 5,85
12 6,11 6,06 6,05 6,02 6,28 6,00 5,99 5,94 5,95 5,87 5,83 5,84
24 6,14 6,06 6,60 6,47 6,68 6,43 6,52 6,74 6,48 6,48 6,63 6,37
48 6,13 6,05 6,05 6,02 6,43 5,99 5,99 5,93 5,94 5,85 5,84 5,85
kontrola 5,99 5,99 5,99 6,01 6,04 5,99 5,98 5,98 5,98 6,00 6,02 6,01




Tabulka 11: Hodnoty pH v podminkach in vitro pfi 37 °C a pH 7,0.

¢as [hod] 0/0/7 0/1/7 0/2/7 0,25/0/7 | 0,25/1/7 | 0,25/2/7 0,5/0/7 0,5/1/7 0,5/2/7 1/0/7 117 1/2/7
2 7,02 6,98 6,99 6,92 7,02 7,02 6,99 7,02 6,99 7,01 6,99 7,01
4 7,06 6,97 6,98 6,88 7,04 7,06 7,06 6,84 6,98 7,02 7,01 7,01
6 7,09 6,98 6,99 6,93 7,06 7,10 7,17 6,95 7,00 7,02 7,02 7,01
8 7,05 6,98 6,99 6,87 7,09 7,04 7,09 6,84 7,01 7,04 7,02 7,01
10 7,00 6,98 6,99 6,85 6,88 7,03 7,10 6,85 7,02 7,05 7,14 7,09
12 7,04 6,98 6,98 6,86 6,84 7,01 7,03 6,80 6,96 7,05 7,24 7,08
24 7,04 6,97 6,97 6,87 6,93 7,06 7,06 6,84 6,94 7,06 7,28 7,19
48 6,99 6,97 6,99 6,85 6,99 7,03 7,26 6,99 6,90 7,10 7,32 7,20
kontrola 7,03 6,98 6,99 7,01 7,02 7,00 6,99 7,00 7,01 6,99 7,00 7,00
Tabulka 12: Hodnoty pH v podminkach in vitro pfi 10 °C a pH 5,0.
¢as [den] | 0/0/5 0/1/5 0/2/5 0,25/0/5 |0,25/1/5 |0,25/2/5 |0,5/0/5 0,5/1/5 0,5/2/5 1/0/5 1/1/5 1/2/5
1 5,01 5,05 5,01 5,06 5,07 5,05 5,08 5,05 5,05 5,05 5,09 5,09
2 5,04 5,07 5,03 5,06 5,09 5,07 5,10 5,07 5,07 5,08 5,12 511
3 5,05 5,08 5,03 5,08 5,07 5,06 5,09 5,04 5,07 5,08 5,10 511
6 5,02 5,09 5,02 5,05 5,05 5,06 5,06 5,03 5,03 5,03 5,06 5,09
8 4,97 5,01 4,97 5,03 5,04 5,02 5,04 5,02 5,04 5,03 5,07 5,09
10 511 5,35 5,16 5,21 5,12 5,35 5,10 5,23 5,13 5,22 521 5,47
13 5,10 5,20 5,17 5,08 511 5,15 5,09 517 5,08 5,06 5,10 5,14
15 6,17 6,05 5,80 5,37 5,28 5,33 5,13 5,20 521 5,12 5,22 5,29
kontrola 5,01 5,05 5,00 5,05 5,04 5,02 5,07 5,03 5,03 5,04 5,06 5,05




Tabulka 13: Hodnoty pH v podminkach in vitro pfi 10 °C a pH 6,0.

¢as [den] 0/0/6 0/1/6 0/2/6 0,25/0/6 | 0,25/1/6 | 0,25/2/6 | 0,5/0/6 0,5/1/6 0,5/2/6 1/0/6 1/1/6 1/2/6
1 6,16 6,13 6,13 6,14 6,09 6,11 6,05 6,05 6,05 5,96 5,95 5,96
2 6,20 6,16 6,15 6,16 6,06 6,13 6,10 6,09 6,08 6,00 6,00 5,99
3 6,21 6,20 6,17 6,17 6,13 6,15 6,09 6,07 6,09 6,02 6,07 6,04
6 6,16 6,16 6,12 6,16 6,09 6,12 6,13 6,03 6,02 5,96 5,94 5,99
8 6,27 6,22 6,26 6,26 6,25 6,21 6,26 6,36 6,27 6,32 6,36 6,30
10 6,51 6,80 6,44 6,77 6,47 6,69 6,46 6,78 6,50 6,68 6,51 6,65
13 6,21 6,31 6,19 6,33 6,15 6,23 6,11 6,20 6,08 6,21 6,00 6,20
15 6,53 6,60 6,38 6,46 6,27 6,37 6,20 6,25 6,19 6,14 6,09 6,17
kontrola 6,13 6,10 6,07 6,11 6,06 6,07 6,06 6,03 6,00 5,95 5,93 5,91
Tabulka 14: Hodnoty pH v podminkach in vitro p#i 10 °C a pH 7,0.
¢as [den] | 0/0/7 0/1/7 0/2/7 0,25/0/7 |0,25/1/7 |0,25/2/7 |0,5/0/7 0,5/1/7 0,5/2/7 1/0/7 1/1/7 1/2/7
1 7,05 7,02 7,04 7,01 7,02 7,03 7,03 7,02 7,01 7,01 7,04 7,09
2 7,06 7,02 7,04 7,03 7,03 7,04 7,04 7,02 7,04 7,02 7,05 7,10
3 7,05 7,01 7,01 7,03 7,02 7,02 7,04 7,02 7,05 7,06 7,06 7,07
6 6,99 6,95 6,96 6,98 6,96 6,97 6,99 6,96 6,97 7,01 7,01 7,06
8 6,98 6,94 6,96 6,99 6,98 6,97 7,03 6,98 6,99 7,04 7,03 7,04
10 6,99 6,95 6,96 6,99 6,98 6,98 7,03 7,00 7,02 7,04 7,12 7,10
13 7,01 6,97 6,98 7,00 7,02 6,99 7,10 7,02 7,06 7,01 7,17 7,06
15 7,05 7,06 7,03 7,13 7,08 7,07 7,14 7,13 7,13 7,29 7,33 7,33
kontrola 7,00 7,00 7,02 7,01 7,00 7,00 7,02 7,00 7,01 7,01 7,00 7,01




PRILOHA II: NAMERENE HODNOTY pH V MLECE

Tabulka 15: Hodnoty pH v mléce pti 37 °C

¢as [hod] | 0/5 1/5 2/5 0/6 1/6 2/6 0/7 1/7 217
2 5,07 5,03 511 6,03 6,01 6,04 6,91 7,05 6,96 6,66 6,46
4 4,99 5,04 5,12 6,08 6,00 6,02 6,78 6,92 6,85 6,44 6,70
6 5,04 4,95 511 5,97 5,95 6,00 6,56 6,69 6,75 6,47 6,63
8 4,93 4,72 5,07 5,25 6,07 6,09 6,54 6,42 6,78 6,61 6,47
10 4,96 4,96 5,05 6,12 5,93 5,04 5,93 6,50 6,84 6,45 6,61
12 4,88 5,04 5,09 6,17 6,01 5,29 6,46 6,72 6,31 6,46 6,55
24 4,76 5,05 5,21 6,25 4,98 5,62 5,66 6,92 5,68 6,51 6,57
48 4,79 4,79 4,93 4,45 5,73 5,22 5,82 6,88 6,89 6,40 6,67
kontrola 5,10 5,09 511 6,02 6,02 6,05 7,02 7,02 7,03 6,48 6,43
Tabulka 16: Hodnoty pH v mléce pti 10 °C
¢as [den] |0/5 1/5 2/5 0/6 1/6 2/6 0/7 1/7 27
1 5,37 5,21 5,24 6,27 6,24 6,31 6,96 6,95 6,98 6,58 6,77
2 5,40 5,25 5,26 6,26 6,26 6,31 6,98 7,04 7,08 6,60 6,75
3 5,46 5,23 5,22 6,27 6,22 6,27 6,98 6,91 6,94 6,57 6,71
6 5,53 5,39 5,39 6,37 6,29 6,31 6,99 6,91 6,93 6,59 6,68
8 5,53 5,34 5,32 6,27 6,22 6,27 6,94 6,89 6,89 6,59 6,73
10 5,81 5,76 5,82 6,69 6,60 6,60 7,01 6,94 6,94 6,86 6,46
13 6,19 6,15 6,04 6,96 6,71 6,75 7,18 7,07 7,04 6,73 6,66
15 6,52 6,47 6,46 7,32 7,19 7,20 7,31 7,18 7,13 7,60 6,00
kontrola 5,35 5,19 5,20 6,28 6,27 6,31 6,97 7,04 7,04 6,56 6,79




