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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva sledovanim produkce biogennich aminii bakteriemi
Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 a Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T3
Vv zéavislosti na ptidavku bakteriocinu nisinu. Teoreticka ¢ast je zamétena na bakterie mléc-
ného kvaseni, jejich charakteristiku, jednotlivé druhy a vyuziti v potravinafstvi. Dale jsou
zde popsany bakteriociny produkované témito bakteriemi se zamétenim na nisin. Nakonec

je vénovana pozornost charakteristice, funkci a vyskytu biogennich amin.

V praktické ¢asti byl proveden skrining 21 kment bakterii izolovanych z piva a ze syru na
jejich dekarboxylazovou aktivitu. Na zaklad¢ ziskanych vysledki byly vybrany 2 kmeny
vykazujici nejvyssi dekarboxylazovou aktivitu. U téchto kment byla sledovana produkce
biogennich amint (tyraminu, sperminu) v zavislosti na vybranych faktorech (ptidavek nisi-
nu, teplota). Produkce biogennich amint byla analyzovana pomoci vysokou¢inné kapalino-
vé chromatografie s UV/VIS detekci po predchozi derivatizaci dansylchloridem. U obou
kmeni byl obsah biogennich aminti vyssi béhem kultivace pii 30 °C. S pfidavkem nisinu o
vys$$i koncentraci doslo ke snizeni obsahu biogennich amint. Pfidavek nisinu v riiznych

¢asovych intervalech nemél jednoznacny vliv na obsah biogennich aminti v bujonu.

Klicova slova: bakterie mlé¢ného kvaseni, bakteriociny, biogenni aminy.



ABSTRACT

This thesis deals with monitoring of biogenic amines production by bacteria Lactobacillus
plantarum RIBM 2-89 and Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T3 depending on the
addition of bacteriocin nisin. The theoretical part is focused on lactic acid bacteria, their
characteristics, species and use in food processing. Further there is description of the bacte-
riocins produces by these bacteria, focusing on nisin. Finally, attention is beeing paid to the

characteristics, function and the occurrence of biogenic amines in food.

In practical part there was perfomed screening of 21 bacterial strains isolated from beer and
cheese on their decarboxylase activity. On the basis of the obtained results have been selec-
ted 2 strains with the highest decarboxylase activity. In these strains was monitored produ-
ction of biogenic amines (tyramine, spermine) depending on selected factors (addition of
nisin, temperature). Production of biogenic amines was analyzed by high performance
liquid chromatography with UV/VIS detection after derivatization with dansylchloride. For
both strains was the content of biogenic amines higher during cultivation at 30 °C. With
the addition of higher concentration of nisin came to a reduction of the content of biogenic
amines. The addition of nisin in different time intervals didn’t have a clear effect on the

content of biogenic amines in medium.

Keywords: lactic acid bacteria, bacteriocins, biogenic amines.
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UvVOD

Bakterie mlé¢ného kvaSeni lze charakterizovat jako grampozitivni, aerotolerantni, nesporu-
lujici, katalaza-negativni bakterie naro¢né na ziviny. Nejcastéji se vyskytuji ve formée kokt
nebo tyCinek. Jednd se o jednu znejvice primyslové vyznamnych skupin bakterii.
V potravinaistvi maji Siroké spektrum vyuziti. Pouzivaji se pii vyrobé fermentovanych
potravin. Béhem fermentace ptfeménuji sacharidy na kyselinu mlé¢nou a dalsi vedlejsi pro-
dukty, jako je kyselina octova, ethanol, oxid uhli¢ity, aceton, diacetyl. Vzniklé produkty se
vyrazné podili na chuti a vini potravin. Tyto bakterie se vyskytuji nejéastéji v pivu, vinu,
mléku, mléénych vyrobcich, mase, masnych vyrobcich ¢i fermentované zelening. Kromé
potravin jsou soucasti bézné mikroflory ¢lovéka a zvirat. Mezi bakterie mlééného kvaseni
fadime rody Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Ente-
rococcus. Carnobacterium, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella a dalsi
[1, 2, 3].

Bakteriociny jsou latky s antibiotickymi t¢inky produkované piedevsim bakteriemi mléc-
ného kvaseni. Jedna se o ribozomalné syntetizované peptidy, které jsou §tépeny proteazami
v lidském zazivacim traktu. Casto jsou zamé&iovany s antibiotiky. Hlavnim rozdilem je, e
antibiotika nejsou ribozomalné syntetizovana. Dale se 1i§i ve spektru a mechanizmu G¢in-
nosti ¢i toxicité. VeEtSinu bakteriocint tvoii kationtové, hydrofobni nebo amfifilni molekuly
slozené z 20 az 60 aminokyselin. Tyto latky pisobi inhibi¢né zejména na druhoveé podobné
bakterie. Dilezité je, ze pisobi proti patogennim bakteriim nebo bakteriim podilejicich se

na kazeni potravin a tim prodluzuji trvanlivost potravin [4, 5, 6].

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni dusikaté latky vznikajici dekarboxylaci aminokyse-
lin nebo aminaci aldehydt a ketontl. Vyskytuji se v rostlinnych a zivo¢isnych burkach, kde
zajistuji fadu dalezitych funkci. V malém mnozstvi jsou pro lidsky organismus nepostrada-
telné, ale ve vysokych koncentracich se mohou projevit jako latky psychoaktivni a vazoak-
tivni. K hlavnim pfiznakiim p#i nadmérné konzumaci biogennich amini patii hypotenze,
hypertenze, buseni srdce, zvraceni, dychaci potize nebo migrény. Vyskytuji se v Sirokém
sortimentu potravin, nejcastéji je nalezneme v mléénych vyrobcich, masnych vyrobcich,

pivu ¢i vinu [7, 8, 9].
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1 BAKTERIE MLECNEHO KVASENI

Bakterie mlécného kvaseni (BMK) zahrnuji heterogenni skupinu mikroorganizmi, jejichz
spole¢nym znakem je produkce kyseliny mlééné ze sacharidd. BMK jsou grampozitivni,
nesporulujici, kataldza-negativni, mikroaerofilni bakterie narocné¢ na Zziviny. Ke svému
rastu vyzaduji pfitomnost laktozy, aminokyselin, vitaminu B a dal$ich riznorodych latek.
Tyto ziviny si nejsou BMK schopny samy syntetizovat. Poskytuji jim je potraviny ¢i roz-
kladajici se rostliny. Tyto skupiny bakterii se vyskytuji nejcastéji ve tvaru ty¢inek ¢i kokd.
Mezi nejznaméjsi bakterie mlécného kvaSeni patii rody Lactobacillus, Lactococcus, Strep-

tococcus, Leuconostoc, Enterococcus [10, 11, 12, 13].

Z potravinaiského hlediska maji tyto bakterie velky technologicky vyznam. Vyskytuji se v
riznych potravindch jak rostlinného, tak zivoc¢isného pivodu. BMK jsou diilezitou soucasti
technologicky vyznamnych spolecenstev mikroorganizmii, které se vyuzivaji pii fermen-
tacnich procesech pii kvaseni potravin. Jako tradi¢ni startovaci kultury pro fermentaci se
podili na tvorbe textury a aroma vySe zminénych potravin. Kromé potravin 1ze BMK nalézt
v zazivacim traktu ¢loveéka nebo zvifat, ¢i v rozkladajicich se rostlinach [14, 15, 16, 17].
Béhem fermentacniho procesu produkuji latky Skodlivé pro ostatni nezadouci bakterie a
vytvaii prostfedi nevhodné pro rist téchto bakterii. Z tohoto divodu se mohou pouzivat ke
konzervaci potravin. Dal$im vyznamnym faktorem BMK béhem fermentace je schopnost
sniZit pH prostiedi aZ na hodnotu pH 4 a méné, ¢imz také inhibuji riist neZadoucich bakte-
rii. BMK maji lipolytické a proteolytické vlastnosti. Dokazi ve svém metabolizmu tvofit
Stépné produkty z bilkovin - peptidy a aminokyseliny, které slouzi jako zdroj dusiku [17,
18].

Béhem fermentace potravin dochazi k pfeméné jednoduchych cukrii na kyselinu mlécnou a
celou fadu dalsich latek, jako jsou acetoin, diacetyl, 2,3-butandiol, které se podili na tvorbé
chuti dané potraviny. Enzymatické reakce probihajici béhem fermentace upravuji také or-

ganoleptické, reologické a nutri¢ni vlastnosti potravin [18].

1.1 Druhy bakterii mlé¢ného kvasSeni

BMK lIze tfidit podle hlavnich a vedlejSich produkti fermentace na homofermentativni a
heterofermentativni. Spole¢nym znakem obou skupin je tvorba kyseliny mlécné ze zkvasi-

telnych sacharidii. Homofermentativni BMK pteménuji sacharidy téméi vyluéné na kyseli-
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nu mléénou, kdeZto pii heterofermentativnim metabolizmu vznikaji kromé kyseliny mlééné
i dalsi produkty jako je kyselina octova, oxid uhli¢ity a za urcitych podminek i ethanol.
Podminkou heterofermentativniho metabolizmu je, Zze kyselina mlé¢na musi tvofit nejméné
50% z celkového mnozstvi vznikajicich produkt. Z morfologického hlediska jsou si bak-
terie mlécného kvaSeni podobné. Vyskytuji se ve formé kokl nebo tycCinek, které mohou

byt usporadany v parech, kratkych ¢i dlouhych fetézcich nebo palickach [18].

1.1.1 Rod Streptococcus

Jedna se o sférické nebo ovoidni nepohyblivé buiiky s primérem mens$im nez 2 pm. Tyto
bakterie nejsou schopny tvofit spory. Nejcastéji jsou uspoiadany ve dvojicich ¢i kratkych
nebo deldich fetdzcich. Radi se mezi mezofilni mikroorganizmy (MO), coZ znamena, Ze
optimalni teplota jejich rustu je 37 °C. Bakterie rodu Streptococcus (obr. 1) jsou homofer-
mentativni a naro¢né na ziviny. Pro svij rist vyzaduji Siroké spektrum zivin — aminokyse-
liny, peptidy, puriny, pyrimidiny a vitaminy. Né&které druhy fermentuji kromé sacharidi i
organické kyseliny (malonova, citronovd) a aminokyseliny (arginin a serin).
V laboratornich podminkéch rostou na polotuhych médiich s pfidavkem krevniho séra a
glukézy ve formé drobnych, vétSinou bezbarvych kolonii. Vyskytuji se v dychacim a zazi-
vacim traktu ¢i na pokozce lidi i zvitat. Z potravinaiského hlediska se vyskytuji v mléku,
mlécnych vyrobcich, plodech rostlin. V posledni dob¢ byly z rodu Streptococcus vyclenény

2 samostatné rody: Lactococcus a Enterococcus [1, 18, 19].

Obr. 1. Streptococcus pneumoniae [20]

1.1.2 Rod Lactococcus

Buiiky tohoto rodu jsou ovoidni nebo sférické vyskytujici se po dvou nebo v kratkych te-
tizcich. Tyto bakterie jsou katalaza i oxidaza-negativni, nepohyblivé a bez pouzder. Opti-

malni teplota ristu je 37 °C. Rostou i pii 10 °C, ale pti 45 °C jiz nikoliv. Nerostou také pfi
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vysoké koncentraci chloridu sodného (asi 6,5 %). Pro lidsky organismus jsou povazovany
za nepatogenni. Vyskytuji se nejcastéji v mléce a mléénych vyrobcich, kde se vyuzivaji
jako startovaci kultury. Dale se vyskytuji na rostlinnych materialech. Na obr. 2 mizeme

vidét bakterie rodu Lactococcus [1, 18, 19].

Obr. 2. Lactococcus lactis [21]

1.1.3 Rod Enterococcus

Bakterie tohoto rodu jsou velmi odolné vii¢i nejriznéjSim podminkdm v prostfedi. Rostou
Vv §irokém rozmezi teplot (10 az 45 °C), pti pH 9,6 a v bujonu s ptitomnosti 6,5% chloridu
sodného nebo 40% zluce. Jedna se o termorezistentni bakterie - mohou piezivat zahtev az
60 °C po dobu 30 minut. Ackoliv enterokoky nejsou technologicky vyznamné mikroorga-
nizmy, v potravinach rostlinného i Zivo¢isného ptivodu se vyskytuji ve znacném mnozstvi
jako ptvodni mikroflora. Naptiklad tvoii soucast ptirozené mikroflory syru, fermentova-
nych salamt a Sunek. V potravinafstvi se pouZzivaji nékteré skupiny enterokoki jako indi-
katory fekalniho znec€isténi pitné vody. Tvar bunék enterokokti mizeme vidét na obr. 3 [18,

19].

Obr. 3. Enterococcus faecalis [22]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

1.1.4 Rod Leuconostoc

Leukonostoky jsou heterofermentativni bakterie kulatého nebo ¢ockovitého tvaru uspora-
dané po dvou nebo v fetizcich (viz obr. 4). Na kultiva¢nich ptdach tvoii zpravidla drobné
kulaté hladké Sedobilé kolonie. Nékteré z téchto bakterii snasi prostfedi vysokou koncen-
traci sachardzy (55 az 60 %), a proto mohou kontaminovat sladké potraviny (limonady,
slazené mineralni vody). Tyto bakterie se ucastni fermentace zeleniny (napf. zeli), masa a

masnych vyrobku [8, 19, 23].

Obr. 4. Leuconostoc mesenteroides [24]

1.1.5 Rod Pediococcus

Bakterie rodu Pediococcus (obr. 5.) jsou homofermentativni kokovité buiky uspoiadané ve
dvou na sobé kolmych rovinach (tetradach). Nejcastéji byvaji uspotadany v parech. Na
zivnych pudach tvoii hladké okrouhlé Sedé kolonie s primérem 1 az 2,5 mm. Jejich pa-
vodni vyskyt je v rostlinach, ze kterych se dostavaji do danych potravin. V nékterych po-
travinach jsou zadouci a jsou soucasti fermentacni mikroflory, jinde nezddouci. Diky jejich
halotolerantnosti se uplatiiuji pii vyrobé salami, klobas, okurek a zeli. NeZadouci jsou
v pivu, kde produkuji acetoin, ktery se pii kontaktu se vzdusnym kyslikem méni na diacetyl

a ten nepftizniveé ovliviiuje chut piva [1, 18, 19].

Obr. 5. Pediococcus [25]
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1.1.6 Rod Lactobacillus

Tyto bunky maji tvar pravidelnych, obvykle delSich, ty¢inek. Mohou byt i kokovitého tvaru
usporadané v palisadach nebo kratkych fetézcich (viz obr. 6). Optimalni ristova teplota
téchto mikroorganizmi je 30 az 40 °C a optimalni pH se pohybuje mezi 5,5 az 6,2. Na aga-
rovych piidach rostou ve formé mlécnych hladkych lesklych kolonii o priméru 2 az 5 mm.
Laktobacily jsou Siroce rozsitené v prostiedi, obzvlasté v nejriznéjsich potravinach zivo-
¢iSného nebo rostlinného piivodu, v napojich, Cisté 1 znecisténé vodée, kysaném zeli, sila-
zich. Bézné osidluji gastrointestinalni trakt ptakd a savcl, véetné cloveka. V piirodé se
nachazeji v malém mnozstvi na povrchu neporuSenych rostlin. Ve velkém mnozstvi se vy-
skytuji v rozkladajicim rostlinném materialu — zejména v kazicim se ovoci. Dale je nalez-
neme Vv mléce, mléénych vyrobcich, mase, masnych vyrobcich a v marinovanych rybich

vyrobcich [18, 19, 20].

Obr. 6. Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis [26]

Na zakladé¢ koneénych produkti fermentace je mozné rozdélit laktobacily na 3 skupiny [18,
19].:

a) 1. skupina — obligatné homofermentativni: tato skupina fermentuje hex6zy vyhradné

na kyselinu mlé¢nou, pentdzy ani glukonat nefermentuje. Do této skupiny patii tyto
bakterie: Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii, Lactobacillus delbrueckii
subsp. lactis, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus aci-

dophilus, Lactobacillus helveticus.

b) 1lI. skupina — fakultativné heterofermentativni: tato skupina fermetuje hexozy na ky-

selinu mléénou nebo na smés kyseliny mlé¢né, octové, mravenéi a ethanolu. Fer-
mentuje také pentdzy na kyselinu mlécnou a octovou. Do této skupiny fadime tyto

bakterie: Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sake.
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c) HI. skupina — obligitné heterofermentativni: tato skupina fermentuje hexozy na

smés kyseliny mlécné, octové a oxidu uhli¢itého. Pentdzy fermentuji na kyselinu
mlécnou a octovou. Do této skupiny patii bakterie: Lactobacillus buchneri, Lacto-

bacillus fermentum, Lactobacillus kefir [18, 19].

1.1.7 Rod Bifidobacterium

Tento rod se piimo nefadi mezi bakterie mlécného kvaseni. Jedna se o fylogeneticky nepii-
buzné bakterie, které maji podobné vlastnosti jako mlécné bakterie, ale taxonomicky se
fadi do skupiny jiné. Bifidobakterie (obr. 7) maji nepravidelny tvar a nejéastéji se vyskytuji
ve tvaru ty¢inek. Rostou jednotlivé, v fetizcich ¢i v hvézdicovitém nebo palisadovém uspo-
fadani. Na kultivaénim médiu rostou ve form¢ hladkych vypouklych lesklych bilych kolo-
nii s hladkymi okraji. Nerostou za ptistupu kysliku. Tyto bakterie jsou pfirozenou soucasti
mikroflory v lidském organismu, podporuji zde traveni a posiluji imunitni systém. Vy-
znamnou roli hraji v intestindlnim traktu novorozenct, kde produkuji kyselinu mlé¢nou a
octovou, které¢ inhibuji rist nezadoucich bakterii a stimuluji intestinalni peristaltiku [1, 18,

19].

Obr 7. Bifidobacterium bifidum [27]

1.2 Probiotické kultury

Termin probiotika je odvozen z feckého jazyka a v ptekladu znamend "pro zivot". Poprvé
byl pouzit v roce 1965 k popisu latky vyluc¢ované jednim mikroorganizmem, ktera stimulu-

je rust dal$ich mikroorganizmu [28].
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Probiotika jsou zivé mikroorganizmy, které se zamérné piidavaji do potravin s cilem pod-
porfit zdravi konzumenta. Tyto latky jsou stale vice vyuzivany, jelikoZ pisobi pozitivné na
udrzovani zdravé stfevni mikroflory. Dale mohou chranit lidsky organismus pied zaziva-
cimi poruchami, véetné infekci a zanétlivych onemocnéni stfev. Kmeny téchto bakterii
inhibuji patogenni bakterie. Probiotika jsou schopny pfiléhat na stfevni sténu a tim zabra-
fuji pfilnuti stfevnim patogentim a naslednému onemocnéni. Jsou schopné produkovat
antimikrobialni latky, které snizi pocet nezadoucich Zivotaschopnych bunék. Produkuji
zejména kyselinu mlé¢nou, kyselinu octovou, oxid uhli¢ity nebo peroxid vodiku [2, 16, 29,

30].
Uginna probiotika by méla mit tyto vlastnosti:

- vyvijet pfiznivy u¢inek na zdravi hostitele,

byt nepatogenni a netoxicka,

udrzovat svoji Zivotaschopnost béhem skladovani a zpracovani,

mit dobré senzorické vlastnosti.

Zdravotni vyhody spojené s ptijmem téchto latek spocivaji ve zvySeni odolnosti proti in-
fekénim onemocnénim zazivaciho traktu, potlaceni rakoviny, snizeni hladiny cholesterolu

¢i zlepSeni traveni [2, 18].

Mezi nejznaméjsi bakterie S probiotickymi G¢inky patii: Lactobacillus acidophilus, Lacto-
bacillus casei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus lactis, Bifi-

dobacterium sp., Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve [18].

Potraviny obsahujici probiotika jsou oznacovany jako "funkéni potraviny”. V poslednich
letech doslo diky rozsahlym vyzkumim ke zvySeni mnoZstvi téchto potravin. Funkéni po-
traviny jsou pouzivany za ucelem prevence civilizacnich chorob. Probiotické kultury jsou

nejéastéji pridavany do jogurti a dalSich fermentovanych mléénych vyrobku [31].

Dalsi vyuziti téchto kultur ma vynam u jedinci, ktefi trpi intoleranci na laktozu. Tito jedin-
ci nemaji schopnost sami si vytvofit enzym B-galaktozidazu, ktery $tépi disacharid laktozu.
Nestraveny cukr ve stfevech je zdrojem zivin pro stfevni bakterie, které tento cukr preme-
nuji na plyny a dalsi latky drazdici tlusté stievo a zpusobuji nadymani ¢i prajem. Bylo
dokazano, ze pritomnost zivotaschopnych startovacich kultur v jogurtu mize byt pro tyto

jedince pfinosem. Vyplyva to z ptitomnosti B-galaktozidazy v bakterialnich bunkach. Bak-
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terie prochazi zaludkem a pii vstupu do tenkého stfeva dochazi k interakci se zluéi, zvysi
se prostupnost bun€k, ¢imz se umozni vstup laktézy do bunék a nasledné dojde k jeji hyd-
rolyze. Aby byla tato metoda G¢inna, je dulezita vysoka aktivita B-galaktozidazy v jogurto-
vych kulturach a zachovani této aktivity béhem piepravy a skladovani téchto vyrobku. Toto

Vyuziti je ov§em pouze vyjimeéné [10].

V soucasné dob¢ roste zajem vyuziti probiotik v krmivech pro hospodarska zvirata. Hlav-
nim potencialem je nahrada antibiotik. Dilezita je spravna kombinace smési jednotlivych
bakterialnich druht, aby bylo dosazeno pozadovaného uc¢inku. Probiotika u hospodaiskych
zvifat nejen inhibuji stfevni patogeny, ale mohou poskytnout nékteré specifické ziviny,

které podporuji rust zvirat nebo zvysuji chut k jidlu [10].

Vyzkum téchto kultur bude probihat neustéle, jelikoZ roste poptavka po probiotickych vy-
robcich. Budou zkoumany ucinky probiotik v souvislosti s alergiemi a riznymi druhy one-

mocnéni. Snaha bude i o zajisténi vEtsi Zivotaschopnosti a stability téchto kultur [32].

1.3 Vyuziti bakterii mlééného kvaSeni

BMK maji Siroké spektrum vyuziti. Ve velkém méfitku se uplatiuji v potravinaiském
prumyslu. Cilem potravinatstvi je hledani a vybér nejvhodnéjSich kmeni BMK pro dosa-
zeni dlouhodobé vysoké kvality vyrobkl. Pied pouZitim kmenli v potravinafstvi je nutné
dané kmeny identifikovat a charakterizovat. Nejcastéji se pouzivaji k vyrobé fermentova-
nych potravin (tab. 1). Fermentaci Ize povazovat za jeden z nejstarSich zptisobt pro dosa-
zeni pozadované trvanlivosti a senzorické hodnoty potravin. BMK zkracuji dobu zrani
téchto vyrobkll, minimalizuji vyrobni ztraty, zlepSuji senzorické vlastnosti a potlacuji rist
nezadoucich mikroorganizmu. Fermenta¢ni proces musi byt fizen a kontrolovan, aby nedo-
§lo k tvorbé nadmérného mnozstvi kyseliny mlécné a tim ptili§ vysoké kyselosti vyrobku

[12].

Ve fermentovanych vyrobcich se pouZivaji jako tzv. startovaci kultury. Kultury mohou byt
dodany ve form¢ tekuté, zmrazené ¢i susené. Startovaci kultury se mohou dale délit na za-
klad¢ jejich teplot ristu na mezofilni a termofilni. Mezofilni kultury maji optimalni teplotu
rustu pii teploté¢ 30 °C a Ize mezi né zatadit bakterie Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris,

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, Leuconostoc lactis. Pravé pii teploté 30 °C
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produkuji tyto bakterie nejvice kyseliny mlééné. Termofilni kultury nejlépe rostou pii tep-
loté 45 °C. Mezi tyto druhy patii bakterie Streptococcus thermophilus, Lactobacillus de-

brueckii, Lactobacillus helveticus [12].

1.3.1 BMK ve fermentovanych mléénych vyrobcich

Startovaci kultury v mléénych vyrobcich se mohou skladat z jednotlivych kment pouzitych

samostatné nebo Vv jejich kombinované smési [10].

Jogurt patii k celosvétove nejrozsifenéj$im fermentovanym vyrobkiim s vyuzitim termofil-
ni kultury. Ve vétsiné zemi je jogurt definovan jako produkt ziskany kvasenim mléka
s jogurtovou mikrobialni kulturou, ktera zahrnuje kmeny Lactobacillus debrueckii subsp.
bulgaricus a Streptococcus thermophilus. Jedna se o termofilni bakterie, které pro sviyj rist
vyZzaduji teplotu 45 °C. Obvykle se pfidavaji v pomé&ru 1:1. Tyto MO Ziji v symbiotickém
vztahu. Nejdiive rostou bakterie Streptococcus thermophilus, které vyprodukuji kyselinu
mlé¢nou a soucasné snizi mnozstvi kysliku, ¢imz vytvoii prostiedi vhodné pro rist bakterii
Lactobacillus debrueckii subsp. bulgaricus. Ty nasledn¢ §tépi bilkoviny na peptidy a ami-
nokyseliny, které znovu vyuziva Streptococcus thermophilus. Ten je citlivéjsi na kyselé
prostiedi, proto béhem skladovani jogurti muze dojit k jeho poklesu. Fermentace jogurti
muze probihat ve fermentacnim tanku a poté nasleduje plnéni do oballi nebo pfimo ve spo-

tiebitelskych obalech [10].

Kysané podmasli se vyrabi kysanim mléka. Pfi jeho vyrob¢ se pouzivaji smési mezofilnich
BMK produkujicich jak kyselinu mléénou, tak i jiné aromatické latky, zejména diacetyl.
Tuto latku ziskavaji z kyseliny citronové, proto se do mléka pfi vyrobé podmasli mize pfi-
davat malé mnozstvi citratu sodného. K vyrobé se vyuzivaji druhy Lactococcus lactis
subsp. cremoris, Leuconostoc mesenteroides, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar dia-
cetylactis. Posledni dva zminéné kmeny produkuji diacetyl a vyznamné se podili na tvorbé

aroma podmasli [10].

Acidofilni mléko je fermentovany mlécny vyrobek s vyraznou vini. Zékladni kulturou pro
vyrobu je Lactobacillus acidophilus. Tento kmen pozitivné ptisobi na lidsky organismus.
Nevyhodou je vysoka produkce kyseliny mlécné, coz ma za nasledek piili§ vysokou kyse-

lost vyrobku. Proto je konzumace tohoto vyrobku omezena [10].
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Kefir se vyrabi z mléka s pfidavkem zakysovych kultur z puvodnich kefirovych zrn nebo
z kultur uméle vytvorenych. Kefirova zrna jsou slozena z polysacharidd, biomasy kvasinek
a bakterii. Zrna vyzaduji naleZitou péci a hygienu, aby nedoslo k vyskytu koliformnich bak-
terii, které by mely negativni vliv na vysledny produkt. Biomasu kvasinek tvoii Saccharo-
myces kefyr, Candida kefyr. Z bakterii jsou pfitomny laktokoky, laktobacily a leukonosto-
ky. Typické aroma tvoii rovnovaha vzniklych produktt — kyselina mlééna, diacetyl, acetal-
dehyd, ethanol. Béhem kvaSeni vznika oxid uhli¢ity, ktery dodava kefiru Sumivy charakter
[10].

Syry tvofi rozsahlou skupinu mlé¢nych vyrobkll. Volba startovacich kultur zavisi na poZa-
dovaném mnozstvi kyseliny mlééné béhem vyroby, proteolytické aktivité vybranych kment
a podminkach béhem vyroby a skladovani (pH, teplota, mnozstvi NaCl). Jako primarni
kultury se pouzivaji bakterie Lactococcus lactis, Leuconostoc sp., Streptococcus thermo-
philus, Lactobacillus debrueckii subsp. lactis, Lactobacillus debrueckii subsp. bulgaricus,
Lactobacillus helveticus. Prvni dva zminéné MO se pouzivaji u vétsiny syru, zatimco zbylé
se pouzivaji u syrti oSetienych vyssi teplotou — Emental nebo Cedar. Primarni kultury maji
za ukol pfeménovat laktézu na kyselinu mléénou a tim snizovat pH surovin. Kromé pri-
marnich kultur se vyuZzivaji i tzv. kultury sekundarni, které vytvaii typické aroma pro dany
druh syru. U syra s vysokodohiivanou syfeninou se vyuzivaji kultury Propionibacterium
freundenreichii vytvatejici oxid uhli¢ity podilejici se na tvorbé syrovych ok. U syru s plisni
na povrchu se pouziva pliseni Penicillium camemberti nebo Penicillium caisecolum. Pro
syry s plisni v tésté je typicka plisent Penicillium roqueforti. U syra zrajicich pod mazem se
pouzivaji jako sekundarni kultury kvasinky Debaryomyces hansenii, Geotrichum candi-
dum, které vytvoti vhodné podminky pro rist bakterie Brevibacterium linens, tvofici na

povrchu syru typicky zlutooranzovy maz [10, 33, 34, 35].

1.3.2 BMK ve fermentovanych masnych vyrobcich

Fermentované masné vyrobky jsou definovany jako masné vyrobky slozené z masa, tuku,
soli, dusi¢nanti nebo dusitanti a kofeni. Tyto suroviny se smichaji a vznikla smeés se plni do
oball. Pfidaji se startovaci kultury a probiha fermentace. Nasleduje suSeni a zrani. Takto
ziskané vyrobky maji dlouhou dobu trvanlivosti. Diive se startovaci kultury nepfidavaly,
fermentace probihala pomoci mikroorganizmii pfitomnych v ptivodnich surovinach, MO

pochézejicich z nafadi pouzivaného béhem vyroby nebo MO z prostfedi. Tento zplsob
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vyroby byl pfilis dlouhy, proto se pfeslo na modernéjsi zptuisob vyroby pomoci piidavku
startovacich kultur. Jako startovaci kultury se vyuzivaji rody Pediococcus (P. acidilactici,
P. pentosaceus), Leuconostoc, Lactobacillus (L. plantarum, L. curvatus, L. sake). Kromé
BMK se zde vyuzivaji i mikrokoky a stafylokoky. Zastupci stafylokokt jsou zodpovédni za
lipolyzu, ¢imz ptispivaji k uvolnéni mastnych kyselin. U zrajicich uzenin s plisni na po-

vrchu vyrobku se pouzivaji rody Penicillium nalgiovense, P. chrysogenum [35, 36, 37].

1.3.3 BMK ve fermentované zeleniné

Fermentace rostlinného materialu je starovékd metoda konzervace, jejiz pocatky pochdzi
z Asie. V Evropé existuje asi 21 druht kvasené zeleniny, mezi nejznaméjsi patii kysané
zeli, okurky a olivy. Na rostlinném materialu byly nalezeny tyto bakterie: Lactobacillus
(L. brevis, L. casei, L. plantarum, L. buchneri, L. fermentum, L. mesenteroides), Pedio-
coccus (P. acidilactici, P. pentosaceus), Leuconostoc, Enterococcus (E. faecalis), Lacto-
coccus (L. lactis). Prestoze byly z rostlinného materialu izolovany rody Lactococcus a En-
terococcus, jejich podil na ve spontannim kvaseni je témét nulovy. Dominujici jsou rody
Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus. Béhem fermentace, zejména u zeli, muze dojit

k produkci nezadouciho slizu. Tento sliz je produkovan bakterii L. mesenteroides [2, 35].
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Tabulka 1: Bakterie mlééného kvaseni ve fermentovanych produktech [3]

Fermentované produkty Bakterie mlé¢ného kvaseni

Tvrdé syry bez ok L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris

L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. lactis var.
Syry s malymi oky diacetlylactis, L. lactis subsp. cremoris, Leuc.

mesenteroides subsp. cremoris

Lb. debrueckii subsp. lactis, Lb. casei, Lb. hel-
Svycarské a italské syry veticus, Lb. debrueckii subsp. bulgaricus, S.

thermophilus

L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. lactis var.
Maslo a podmasli diacetlylactis, L. lactis subsp. cremoris, Leuc.

mesenteroides subsp. cremoris

Lb. debrueckii subsp. bulgaricus, S. thermo-
Jogurty ohilus

Lb. casei, Lb. acidophilus, Lb. rhamnosus, Lb.
Fermentované probiotické mléko ) . ) .
johnsonii, B. lactis, B. bifidum, B. breve

Kefir Lb. kefir, Lb. kefiranofacies, Lb. brevis

Lb. casei, Lb. curvatus, P. acidilactici,
Fermentované parky 5
.pentosaceus

Leuc. mesenteroides, Lb.plantarum, P. aci-
Kysané zeli o
dlactici

. Leuc. mesenteroides, Lb.plantarum, Lb. pen-
Fermentované olivy
tosus

. P. acidilactici, P.pentosaceus, Lb.plantarum, Lb.
Fermentovana zelenina
fermentum

Vino 0O.oeni, Lb. sake

B. = Bifidobacterium, L. = Lactococcus, Lb. = Lactobacillus, Leuc. = Leuconostoc, O. =

Oenococccus, P. = Pediococcus, S. = Streptococcus
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2 BAKTERIOCINY

Bakteriociny jsou malé antimikrobialni peptidy nebo proteiny produkované bakteriemi.
Prvnim objevenym bakteriocinem byl v roce 1925 tzv. kolicin produkovany kulturami bak-
terii Escherichia coli. Pivodni vyznam terminu bakteriocin byl do jisté miry ovlivnén
ucinky kolicinu — to znamena, ze bakteriociny byly puvodné definovany jako bakteriocidni
proteiny vyznacujici se smrtici u¢inkem na tzky rozsah piibuznych bakterii. Pozd¢ji byly
mezi t€mito druhy rozpoznany rozdily. Bakteriociny produkované grampozitivnimi bakte-

riemi maji $ir$i spektrum G¢inku a niz8$i molekulovou hmotnost [4, 5, 38, 39, 40].

Za normalnich okolnosti jsou bakteriociny produkované BMK kationtové, hydrofobni nebo
amfifilni molekuly slozené z 20-60 aminokyselinovych zbytku. Jejich antimikrobialni uci-
nek ptisobi na Siroké spektrum mikroorganizmu pfispivajicich ke kazeni potravin nebo
potravinové patogeny, jako je Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus nebo gram-
negativni bakterie Escherichia coli a Salmonella. Mnoho bakteriocinii zptusobuje letalni
ucinek porusenim permeability membrany cilového organismu nebo porusenim bunécné
stény. Prioritné pusobi proti peptidoglykanu grampozitivnich bakterii, protoze gramnega-
tivni bakterie se proti jejich u¢inkiim chrani bunécnou sténou, ktera ma jiné slozeni nez u
bakterii grampozitivnich. Bakteriociny mohou byt v potravinaiském priamyslu vyproduko-
vany béhem spontanni fermentace potravin. V mnohem vyS$im mnoZstvi jsou produkovany
béhem fizené fermentace in vitro za optimalnich fyzikalnich a chemickych podminek. Ci-
lem je absence limitujicich faktord, jako je silna difuze, inaktivace protedazami ¢i adsorpce
na Casti potravin. Napiiklad snizenim pH se snizi adsorpce bakteriocini na molekuly po-
travin a tim se zvysi jejich biologicka dostupnost. ZvySenim koncentrace NaCl dojde ke
snizeni biologické dostupnosti. Purifikace bakteriocinti probiha nejcastéji srazenim siranem
amonnym, extrakci chloroformem nebo methanolem a nasledné vysokotlakou kapalinovou

chromatografii na reverzni fazi. [4, 5, 38, 39, 40, 41].

2.1 Déleni bakteriocinu

Bakteriociny jsou rozdéleny podle velikosti molekuly do 4 tid.
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2.1.1 Bakteirociny I. tFidy -lantibiotika

Do prvni tfidy fadime tzv. lantibiotika. Jedna se o malé peptidy s molekulovou hmotnosti
< 5 kDa obsahujici 19 az 50 aminokyselin. Tyto peptidy obsahuji neobvyklou polycyklic-
kou thioetherovou aminokyselinu lanthionin nebo methyllanthionin. Dale obsahuji nenasy-
cené aminokyseliny dehydroalanin a dehydrobutyrin. Lantibiotika se dale déli podle che-
mické struktury a antimikrobialni aktivity na typ A a typ B (obr. 8). Lantibiotika typu A
jsou flexibilni, prodlouzené peptidy s pozitivnim nabojem. Sviij ucinek projevuji vytvoie-
nim péru v bakterialni membrané. Lantibiotika typu B jsou mensi kulovité peptidy s nega-
tivnim nebo nulovym nébojem. Do této tfidy mizeme zatadit nisin, epidermin, gallidermin,
lacticin 3147 ¢i subtilin. Lantibiotika maji potencialni vyuziti v potravinafstvi diky jejich
Sirokému spektru ucinnosti, vysoké stabilité, autoregulacnimu systému — jsou schopny pii-

zpusobit se okolnim podminkam a jsou cenové dostupné [5, 6, 42, 43, 44].

Obr. 8. Sekvence aminokyselin lantibiotik typu A a B [43]
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2.1.2 Bakteriociny II. tfidy — nizkomolekularni bakteriociny

Jedna se o malé tepelné stabilni hydrofobni peptidy s molekulovou hmotnosti < 10 kDa.
Peptidy jsou obvykle slozeny z 30 az 100 aminokyselin. Tyto latky neobsahuji lanthionin a

tvori nejvétsi skupinu bakteriocint. Jsou rozdéleny do 3 podskupin [5, 44].

Podskupina lla zahrnuje pediocinové baktericociny s N-terminalni koncovou sekvenci Tyr-
Gly-Asn-Gly-Val-Cys. Pediociny jsou produkovany rodem Pediocccus. Pediokoky se pou-
Zivaji jako startovaci kultury ve fermentovaném mase, masnych vyrobcich a fermentované
zelening. Této podskupiné je vénovana velka pozornost diky jejich ptisobeni proti patogen-
ni Listeria monocytogenes. Bakteriociny této podskupiny maji ve srovnani s lantibiotiky
uzsi spektrum G¢innosti. Jsou aktivni proti bakteriim Enterococcus, Lactobacillus, Pedio-
coccus. Rezistentni viéi této podskupiné jsou zastupci rodu Lactococcus. Tyto bakterioci-
ny jsou spolecné S bakteriociny I. tfidy stabilni v kyselém prostiedi a se zvysSujicim se pH
Klesa jejich tepelna stabilita. Prototypem této téidy je pediocin PA-1/AcH. Podobny tomuto
bakteriocinu je sakacin 674 produkovany bakterii L. sake. Do této podskupiny patii dale

bakteriociny leucocin A ¢i enterocin P [5, 44].

Podskupina b zahrnuje bakteriociny skladajici se ze dvou peptidt a patii sem napf. lacto-
coccin G nebo lacticin F. Podskupinu llc tvofi ostatni bakteriociny, fadime sem napf. lacto-

coccin A ¢i plantaricin A [5, 44].

2.1.3 Bakteriociny III. tfidy — vysokomolekulirni bakteriociny

Tuto tfidu tvoii tepelné€ labilni bakteriociny s molekulovou hmotnosti > 30 kDa. O této
tiidé bakteriocini neni dostate¢né mnozstvi informaci. Patfi sem napt. helveticin J nebo

caseicin 80 [5].

2.1.4 Bakteriociny IV. tfidy — komplexni bakteriociny

Tyto bakteriociny obsahuji kromé proteinové ¢asti jednu nebo vice ¢asti neproteinovych —
sacharidovych nebo lipidovych. Do této skupiny fadime napf. lactocin 27, pediocin SJ-1,

plantaricin [5].
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2.2 Nisin

Jedna se o polypeptid s nizkou molekulovou hmotnosti pouzivany ke konzervaci potravin
ptes vice nez 50 let. Byl objeven v roce 1928. Strukturu tvoii 34 aminokyselinovy polypep-
tid s molekulovou hmotnosti 3510 daltont. Nisin se fadi mezi lantibiotika. Je produkovan
bakterii mlé¢né startovaci kultury Lactococcus lactis subsp. lactis. Ma mnohem S§irsi spek-
trum Gcinnosti oproti jinym bakteriocinim a vysokou uroven bezpecnosti. Pasobi proti
riznym rodim grampozitivnich bakterii. Dllezité je, ze ptisobi i proti sporotvornym bakte-
riim Bacillus a Clostridium. Diky jeho uc¢innosti proti témto sporotvornym bakteriim se
vyuzivé jako konzervaéni prostfedek u pasterizovanych nebo jinak tepelné oSetfenych po-
travin, které nejsou plné sterilizovany. Spory jsou na nisin citlivéjsi neZ samostatné bunky
a k citlivosti také ptispiva vyssi kyselost prostiedi. Dalsim faktorem ovlivitujicim citlivost
spor je teplota. Spory, které prezily zahiev 121 °C po dobu 3 minut, jsou K nisinu 10 krat
citlivéjsi nez spory, které nebyly tepelné oSetfeny. Tento bakteriocin neni ucinny proti
gramnegativnim bakteriim, kvasinkdm a plisnim. Dlouhd 1éta byly provadény vyzkumy
tykajici se bezpeénosti nisinu pro lidské zdravi a v roce 1962 byly publikovany vysledky
prokazujici bezpecnost této latky. Od roku 1969 byl schvélen svétovou zdravotnickou or-
ganizaci (WHO) ptidavek nisinu do potravin. Jako pfidatna latka se vyskytuje pod kodem
E234. Existuje 6 forem nisinu oznacenych A, B, C, D, E, Z. Nisin A je charakterizovan
nejvyssi aktivitou. Forma Z je ptirodni varianta nisinu lisici se od formy A substituci zbyt-

ku histidinu kyselinou asparagovou [5, 6, 38].

Tento primarni metabolit vyroben ribozomalni transkripci a translaci se nevyuZziva v lidské
a veterinarni medicing ani jako ptisada do krmeni pro zvifata. Bylo dokazano, Ze nisin ne-
ptispiva k rezistenci vici antibiotikiim. Komeréné se dodava nejcastéji v praskové formé.
Nisin ve formé prasku je extrémné stabilni, pokud je skladovan pii teploté do 25 °C a chra-
nén proti pifimému sluneénimu zafeni. Rozpustnost a stabilita je ovlivnéna hodnotou pH
roztoku. Optimalni tepelna stabilita je pfi pH 3-3,5. Rozpustnost je lepsi pii nizkych hod-
notach pH. Pii pH 2,2 je rozpustnost 56 mg/l, pti zvySeni pH na 6 dochazi k poklesu roz-
pustnosti na 1,5 mg/1 a pii hodnoté pH 8,5 je rozpustnost nisinu pouze 0,25 mg/l [5, 38].

2.2.1 Aktivita nisinu

Aktivita nisinu se uvadi v jednotkach pg/l nebo pg/kg. Cisty nisin je povazovéan pro pouZiti

Vv potravinach za pfili$ silny, proto se pouzivaji jeho koncentraty obsahujici nejméné 2,5 %
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této latky. Jeho aktivita v ramci potravinového systému zavisi na mnoha faktorech — pH,
tepelném zpracovani, aktivité¢ vody, ochranné atmosféte, ostatnich pridatnych latkach. Me-
zi obsahem vody a timto bakteriocinem je synergicky vztah. Nisin funguje Iépe
Vv kapalnych nebo homogennich potravinach ve srovnani s pevnymi heterogennimi vyrob-
Ky. V prvnim ptipad¢ dojde k rovnomérnému rozlozeni bakteriocinu v celé potravinové
matrici. Tuto latku vSak neni vhodné pouzivat v kombinaci s nékterymi potravinovymi
pridatnymi latkami. Nisin je degradovan v piitomnosti disifi¢itanu sodného pouzivaného
jako antioxidantu nebo bélidla a oxidu titani¢itého. U¢innost nisinu snizuji i polyvalentni
kationty Ca**, Mg?*. Na druhou stranu s nékterymi slou¢eninami mé synergicky vztah. Me-
zi tyto slouceniny patii esencialni oleje, organické kyseliny, jiné bakteriociny, ¢esnekovy
extrakt, lysozym, chelataéni ¢inidla, laktoperoxidaza, neionogenni amfoterni povrchové

aktivni latky a emulgatory [5, 6, 38].

Béhem skladovani potravin dochazi k poklesu obsahu nisinu. Pokles zavisi na teploté
skladovani, pti¢emz béhem chladirenského skladovani je mnozstvi relativné stabilni oproti
skladovani pfi teploté okoli. V tepelné neoSetfenych potravinaich muize byt snizeno
mnozstvi nisinu kvili proteolytickym enzymim ziskanym z mikrobialnich, zivocisnych
nebo rostlinnych bunék z potravin. Mezi enzymy schopné degradovat nisin patii pankreatin
a a-chymotrypsin. Pro stanoveni vhodné koncentrace nisinu se pouziva difuzni test. Jako
indikatorovy mikroorganizmus se pouziva grampozitivni bakterie Micrococcus luteus,
ktera dobie roste pii 30 °C a je velmi citliva na nisin. V pfitomnosti nisinu dochazi

K tvorbé inhibi¢nich zon, u nichz se méfi jejich pramér [5, 38].

2.2.2 VyuZiti nisinu

Pasterizované mléko a mlécné produkty: Zajem o pouZiti nisinu v téchto vyrobcich pochazi
Casto ze zemi s teplym podnebim, které nema;ji dostate¢né chladirenské zatizeni a chlaze-
nou dopravu. Nisin zde mize chranit vyrobky proti vy$$im teplotam a prodlouzit tak jejich
trvanlivost. Vyuziva se i v ostatnich zemich pii skladovani za chladirenskych teplot. Lak-
tokoky produkujici nisin se pfirozené vyskytuji v mléce, proto zde miize byt v nizké kon-
centraci nisin pfitomen. Napf. u pasterizovaného mléka oSetieného teplotou 72 °C po dobu
15 sekund se vyrazné zvysila doba trvanlivosti pii skladovaci teploté 10 °C a pfidavku ni-
sinu 1 pg/ml. Nisin mize byt pfidan do pasterizovanych mléénych dezertd. Pfidanim

3,75 ug/g této ucinné latky byla prodlouzena trvanlivost téchto vyrobkl skladovanych pii
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teploté 12 °C z 6 dnii na 35. Ve zmrzlinach snizuje béhem vyrobniho procesu a skladovani
pfi teploté 18 °C po dobu 3 mésicti mnozstvi bakterie Listerie monocytogenes. Z ostatnich

mléénych vyrobki se tento bakteriocin uplatiiuje ve Slehaéce, smetané ¢i jogurtu [38].

V mase a masnych vyrobcich se pouziva jako konzervaéni prosttedek spolecné s chelatac-
nimi ¢inidly, kdy pusobi na patogenni bakterie E. coli O157, Listeria monocytogenes, Sal-
monella Typhimurium a Staphylococcus aureus. Prvni studie pouziti nisinu ve varenych
masnych vyrobcich byly zaméfeny na snizeni hladiny dusitanti, které musi byt pfidavany do
masnych vyrobkll z diivodu tvorby pozadované riizové barvy. Tato latka je ucinnéjsi ve

vyrobcich s vy$§im podilem libové svaloviny. Vyuziva se v klobasach a Sunkach [38].

Ryby a motské produkty: Je patrné, ze realnym problémem cerstvych moiskych produktii
je psychrotrofni patogen Listeria monocytogenes. VétSina téchto produktti neni pied spo-
tiebou tepelné opracovana. Typickymi zastupci jsou uzeny losos nebo pstruh. Moiské vy-
robky jsou obvykle baleny vakuové nebo v modifikované atmosféte, kdy je z obalu odstra-
nén kyslik a nahrazen oxidem uhli¢itym. Obsah NaCl je < 5% a pH vyssi nez 5. Nisin
v kombinaci s atmosférou oxidu uhli¢itého zpisobuje zvySenou ucinnost proti tomuto pa-
togenu. Pouziti nisinu nema negativni vliv na senzorickou kvalitu ryb - pfijatelné smyslové

vlastnosti jsou zachovany po dobu jednoho tydne i vice [38].

Nisin se muze vyuzivat v alkoholickych napojich jako je pivo ¢i vino [38].
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3 AMINY

Aminy jsou slouceniny vyskytujici se Vv zivych organismech jako produkty metabolizmu.
Jedna se o derivaty amoniaku, ve kterych dochazi k nahrazeni atomt vodiku uhlovodiko-
vymi zbytky. Podle stupné substituce atoml vodikil 1ze rozli§it aminy na Ctyfi tfidy
(obr. 9):

- Primarni aminy: R1NH;

Sekundarni aminy: RoNH>

Terciarni aminy: R3NH,

- Kvartérni amoniové soli: R4N*(OH)’

H f’H3 CHa CHs
. -
H.C—N HiC—N HaC—N HC—ll—CA;
CH
3
. H CH,
primarni aminy sekundarn i aminy terciarni aminy kvarterni amoniove soli
(methylamin) (dimethylamin) (trimethylamin) (tetramethyvlamonium - chlorid)

Obr. 9. Struktura amint [45]

Primarni aminy vznikaji dekarboxylaci aminokyselin katalyzovanou dekarboxylazami nebo
jako produkty jinych enzymov¢ katalyzovanych reakci - aminaci ¢i transaminaci aldehydu.
K dekarboxylaci aminokyselin dochézi hlavné v Zivoc¢iSnych materidlech, kdezto vznik
aminu z aldehydi se uplatiiuje predevsim v rostlinnych materialech (obr. 10). Sekundarni a

terciarni aminy nevznikaji z aminokyselin, ale z jinych prekurzori [45, 46].

dekarboxylace
MNHo -CO4
aminokyselina amin
aminace redukce
R—CH=0 e R—CH=NH — = R—CH;=NH;
- 2H )
aldehyd MNH 3- Hzo imin amin
1
_ R—HC— .
R—CH=0 + HCI: COOH transaminace R—CH,—NH, + RLCrCDOH
MH4 il 1
aldehyd aminokyselina amin 2 - oxokyselina

Obr. 10. Vznik amind [45]
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Aminy obsahujici ve své struktufe 1 az 5 uhlikii maji fyzikalni vlastnosti velmi podobné
amoniaku. Vyznacuji se vysokou rozpustnosti ve vodé a charakteristickym zapachem po
amoniaku. Jejich rozpustnost zna¢né klesa se zvySujici se molekulovou hmotnosti. Aminy
se mohou vyskytovat ve formé acyklické nebo aromatické. Aromatické aminy jsou zpravi-
dla husté kapaliny nebo pevné latky, nerozpustné ve vod¢ s typickou vyraznou viini.
Acyklické aminy methylamin, dimethylamin, trimethylmin a ethylamin maji pfi pokojové

teploté plynnou povahu. Ostatni acyklické aminy jsou kapaliny ¢i pevné latky [45, 46].

Dulezité jsou aminokyseliny obsahujici alifaticky nebo aromaticky fetézec, jehoz soucasti
je aminoskupina NH; a karboxylova skupina COOH. Pii rozkladu se uvoliuji vice ¢i méné
slozité aminy charakteristické hnilobnym zapachem. Ty se mohou dale rozlozit az na oxid

uhlicity a amoniak [45, 46].

3.1 Vyskyt a vyuziti amini

Velké mnozstvi amint i jejich derivatl se vyskytuje bézné v zivé piirod€. Z rostlin bylo
izolovano pies pét tisic alkaloidd, které jsou ze strukturniho hlediska fazeny mezi aminy.
Jedna se o latky s vysokou biologickou aktivitou. Mezi nejznaméjsi patii toxicky nikotin
obsaZeny v tabaku, chinin slouzici k 1é¢b€ malarie ¢i kokain, ktery je stimulantem nervo-
vého systému. DileZité jsou tzv. neurotransmitery podilejici se na pfenosu vzruchu u zivo-
¢ichl, mezi které Ize zaradit adrenalin, hormon stresové reakce vylu¢ovany nadledvinkami
nebo serotonin, coz je hormon syntetizovany v mozku ovliviiyjici naladu ¢&i krevni srazli-
vost. Aminy tvofi v mnoha potravinach typické aroma, slouzi tedy jako vonné latky a to
hlavné u potravin zivo¢isného piivodu jako jsou syry, maso, ryby a vodni Zivo¢ichové [45,
46].

Tyto latky maji Siroké spektrum vyuziti. Pouzivaji se jako insekticidy, fungicidy, barviva,
povrchove aktivni latky, herbicidy, inhibitory koroze a maji uplatnéni ve farmaceutickém

pramyslu [45].
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4 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy (BA) jsou nizkomolekularni organické baze vykazujici biologickou aktivi-
tu. Jedna se o produkty béZné metabolické aktivity rostlin, Zivoc¢ichti a mikroorganizmad.
Nekteré z téchto latek maji vyznamné biologické vlastnosti, nebot’ se uplatiuji jako tkano-
vé hormony (histamin), stavebni latky, které se Gcastni biosyntézy dal$ich hormont zivoci-

chu, fytohormony, auxiny, alkaloidy ¢i dalsi sekundarni metabolity rostlin [7, 8, 47].

V potravinach vznikaji pfedevS§im dekarboxylaci pfirozenych aminokyselin pusobenim
enzymu dekarboxylaz (tabulka 2), kterymi jsou vybaveny ¢etné druhy hnilobnych bakterii,
ale také fada bakterii mlé¢ného kvaSeni. Dale mohou vznikat aminaci nebo transaminaci

z aminokyselin a karbonylovych slouc¢enin ptisobenim enzymi transaminas [7, 47].

Tabulka 2: Prekurzory biogennich aminti [45]

Pivodni aminokyselina Vznikly biogenni amin

Histidin Histamin

Lysin Kadaverin

Arginin via ornitin, citrulin Putrescin
Arginin Agmatin

Fenylalanin Fenylethylamin

Tyrosin Tyramin

Tryptofan Tryptamin

V nizkych koncentracich jsou pfirozenou sloZkou potravin a jsou pro clovéka dulezité,
avsak ve vysokych koncentracich puisobi jako latky vasoaktivni a psychoaktivni. Psychoak-
tivni aminy pusobi jako pfenase¢i V centralnim nervovém systému a vasoaktivni aminy
mohou plisobit pfimo ¢i nepfimo na vaskularni systém. Mezi nejcastéjsi piiznaky pii poziti
vysokého mnozstvi BA patii hypertenze ¢i hypotenze, buSeni srdce, zvraceni, dychaci poti-

Ze ¢i migrény [7, 8, 47].

Podle chemické struktury 1ze BA rozdélit na aromatické, alifatické, heterocyklické a poly-

aminy (tabulka 3) [47].
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Tabulka 3: Rozd¢leni biogennich amind [47]

Aromatické biogenni aminy Tyramin, 2-fenylethylamin
Alifatické biogenni aminy Putrescin, kadaverin
Heterocyklické biogenni aminy Histamin, tryptamin
Polyaminy Spermin, spermidin

4.1 Faktory ovliviiujici tvorbu biogennich amini

Vzhledem k tomu, ze jsou BA tvofeny dekarboxyldzovou aktivitou danych bakterii, mé¢lo
by dojit k maximalnimu zamezeni bakteridlniho riistu. Béhem vyrobniho procesu by mély
byt dodrZeny hygienické podminky a tim zamezit kontaminaci vyrabéné potraviny. Dulezi-
tymi faktory jsou dostupnost substratu pro dané¢ MO, pH, teplota a koncentrace soli. Pti-
tomnost zkvasitelnych cukrt, jako je glukoza, zvySuje intenzitu ristu bakterii a také jejich
dekarboxylazovou aktivitu. Optimalni koncentrace glukoézy pro rist bakterii by se méla
pohybovat od 0,5% do 2%. Pti vyssi koncentraci (3%) je dekarboxylazova aktivita inhibo-

vana. Tvorba biogennich amint je vyssi v kyselém prostedi, idealni je pH 4-5,5 [8, 9].

Dulezité je také dodrzovat vhodnou teplotu béhem skladovani. Pti pfili§ vysoké teploté
dojde k ristu a mnozeni MO a nasledné ke zvyseni produkce BA. Naptiklad snizenim tep-
loty z 10 °C na 2 °C se mnozstvi BA sniZzilo az dvacetkrat. Optimalni teplota pro rast MO
s dekarboxylazovou aktivitou je 20-37 °C. Bylo zji$téno, ze s rostoucim obsahem NaCl

byla produkce BA potla¢ena [8, 9].
Dalsim vyznamnym faktorem ovliviiujicim biosyntézu BA je ptistup kysliku. Vétsina MO
podilejici se na produkci BA jsou fakultativné anaerobni, z ¢ehoz Ize odvodit, ze za piistu-

pu kysliku bude produkce BA vyssi kvili rychlejsimu ristu bakterii [8, 48].

4.2 Funkce biogennich amint

Hlavni funkci BA je ucast na latkové pfeméné u ¢lovéka, zvitat, rostlin a mikroorganizmd.
Tim mohou ovliviiovat spoustu procest probihajicich v organizmu (napf. udrzovat té€lesnou

teplotu, krevni tlak ¢i pfijem potravy). Pisobi jako antioxidanty, ¢imz dochazi k zneskod-
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néni volnych radikali. Jsou také vyznamnym zdrojem dusiku a prekurzory pro rtizné synté-

zy, jako je syntéza proteinti, hormoni, nukleovych kyselin a alkaloida [48].

Polyaminy spermin a spermidin plni jako vicefunk¢ni kationty fadu vyznamnych biologic-
kych funkci. Ugastni se proteosyntézy a biosyntézy nukleovych kyselin, tzn. pfi rastu a
dé€leni bun¢k. Polyaminy podilejici se na biologickych pochodech u Zivoc¢ichti mohou po-
chézet ze tiech zdroji: produkované mikroflorou traviciho traktu, endogenné vytvorené
v bunikach nebo piijimané potravou. Zvyseny piijem potravnich polyamint je zadouci pro
urychlené hojeni ran, popélenin, vyvoj a obnovu stfevni mukdzy. Naopak osoby s nadoro-
je vjatrech a ledvinach. Lze fici, ze v potravinach zivoc¢isného pivodu je vice sperminu

nez spermidinu, kdezto u produkti rostlinnych je tomu naopak [45].

4.3 Vyskyt biogennich amint

Prakticky ve vSech potravindch, kde se vyskytuji bilkoviny nebo volné aminokyseliny, mu-
zeme ocekavat vyskyt biogennich amind. Celkové mnozstvi BA zalezi na druhu dané po-
traviny a mnozstvi pfitomnych mikroorganizmu. Biogenni aminy Ize nalézt v Sirokém sor-
timentu potravin. Nejcastéji se nachazi ve fermentovanych potravinach, naptiklad v mléc-

nych vyrobcich (pfedevsim v syrech), masnych vyrobcich, rybach, vinu a pivu [8, 9].

U nefermentovanych potravin muze velké mnozstvi BA poukazovat na nezadouci mikrobi-
alni kontaminaci. Tim padem mohou byt BA pouzity v nefermentovanych potravinach jako
indikatory mikrobidlniho kaZzeni. Nicméné pfitomnost BA v téchto potravinach nemusi
korelovat s ristem mikroorganizmu zpasobujicich kazeni, jelikoz v§echny mikroorganizmy
nemusi byt dekarboxyldza-pozitivni. U fermentovanych potravin lze ptredpokladat obsah

vys§iho mnozstvi mikroorganizmi a také biogennich amint [8, 9].

4.3.1 Biogenni aminy ve vinu

Ve vinu bylo identifikovano vice nez 20 biogennich amind. Jejich celkova koncentrace se
pohybuje v rozmezi od nékolika malo mg/l az po 50 mg/1 v zavislosti na kvalité vina. Vari-
abilita aminl je zavisla na pouzité suroving, rozdilném procesu vyroby, délce a podmin-
kach skladovani. BA ve viné mohou pochazet ze suroviny nebo vznikat béhem fermentac-
niho procesu. Jiz v hroznech se vyskytuje histamin, tyramin, spermin a spermidin. Ve vyssi

koncentraci se ve viné nachazi histamin, tyramin, putrescin. Kadaverin a fenylethylamin se
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zde vyskytuji pouze v nizkych koncentracich. Putrescin a kadaverin jsou ¢asto spojovany s
nedostatecnou hygienou béhem zpracovani hrozni. Nejcastéji se na produkci BA ve vinu
podili bakterie rodu Pediococcus, Lactobacillus, Leuconostos a Oenococcus sp. Na pro-
dukci tyraminu a histaminu ma vysoky podil bakterie Leuconostoc mesenteroides. K cel-
kovému obsahu BA piispiva vyrazné¢ bakteric Oenococcus oeni. Mnozstvi BA je vys§i u
faktorem urcujicim biologickou aktivitu bakterii a jejich rozmanitost. S nartstajici hodno-
tou pH roste pocet MO a roste mnozstvi BA. Bild vina maji obvykle vyssi kyselost nez

vina ¢ervena, proto zde lze predpokladat nizsi koncentraci BA [49, 50].

Obecné plati, ze toxickad davka pro alkoholické népoje je 20 mg/l pro histamin, 40 mg/1 pro

tyramin. Jiz 3 mg/l fenylethylaminu mohou mit negativni fyziologické ti¢inky [49].

4.3.2 Biogenni aminy v pivu

Biogenni aminy obsazené v pivu mohou byt rozdéleny do dvou skupin. Prvni skupina za-
hrnuje putrescin, spermidin, spermin a agmatin a lze je povazovat za primarni slozky po-
chazejici ze sladu. Zatimco druhou skupinu tvoii BA vznikajici ¢innosti kontaminujici mi-
kroflory a fadime zde histamin, tyramin a kadaverin. Na tvorbé tyraminu a tryptaminu se
podili bakterie Pediococcus sp., pfedevs§im Pediococcus damnosus. Z laktobacild se na
tvorbé BA podili zejména Lactobacillus brevis. V nealkoholickych pivech se mnozstvi BA
vyrazné nelisi od alkoholickych, coz naznacuje, Ze odlisna vyroba neovlivni mnozstvi téch-
to latek. Vysoka spotfeba piva, zejména v Ceské republice (140 az 170 l/osobu/rok), miize

byt ptic¢inou nadmérného piijmu BA nasim organizmem [51].

4.3.3 Biogenni aminy v syrech

Hlavnimi producenty BA v syrech jsou grampozitivni bakterie. Bakterie mlééného kvaseni
se podili na produkci histaminu a tyraminu. Tyto dva biogenni aminy jsou v syrech zastou-
peny nejvice. Rody Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus prispivajici
k tvorbé BA mohou byt pfitomny v mléce nebo se do surovin dostavaji béhem zpracovani
(tab. 4). N¢které bakterie mohou byt soucasti startovacich kultur. Mnozstvi BA zalezi jak
na typu syru, tak na zpasobu vyroby. Mezi parametry ovlivitujici mnozstvi téchto latek
patii: pocet mikroorganizmu vV mléce, intenzita tepelného oSetieni, doba a podminky zrani

a nasledné skladovéani. Doba zrani je kritickym faktorem pro tvorbu BA, jelikoz dochazi
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Kk proteolyze, a tim k uvolnéni aminokyselin, které mohou byt nasledné dekarboxylovany a
vznikaji jiz zminéné BA. Z toho vyplyva, ze obsah BA ve zrajicich syrech je mnohem vyssi
nez v syrech nezrajicich. Obsah BA zélezi také na mnozstvi organickych kyselin. Tam, kde
je vysoky obsah organickych kyselin, je také vyssi koncentrace BA. Dalsimi faktory ovliv-
nujici mnozstvi BA v syrech jsou obsah soli a teplota skladovani. Vysoké koncentrace soli
inhibuji tvorbu BA. U syrt zrajicich pfi teploté¢ 16 °C doslo ke dvojnasobnému zvySeni
proteolytické aktivity MO nez u vzorka zrajicich pii teplot¢ 10 °C, a tim doslo
Kk intenzivnéjsi tvorbé BA. Bylo stanoveno, Ze zvySenim teploty béhem skladovani by se

mohla snizit doba zrani pfiblizné€ na jednu polovinu. Doslo by ov§em K narustu koncentrace

BA, ktera by mohla byt nebezpe¢na pro lidské zdravi [49, 52, 53].

4.3.4 Biogenni aminy v mase a masnych vyrobcich

Mezi nejrozsifenéjsi biogenni aminy v mase a masnych vyrobcich patfi tyramin, kadaverin,
putrescin a také histamin. U Cerstvého masa se vyskytuji ve vyznamném mnozstvi pouze
polyaminy spermin a spermidin. Obsah sperminu se pohybuje obvykle mezi 20-60 mg/kg.
Hladina spermidinu jen ziidka piekro¢i hranici 10 mg/kg. Tyramin, putrescin a kadaverin
se tvofi az v pribéhu skladovani. Nejvyssi koncentrace téchto latek je na povrchu masa a
muzZeme ji snizit G¢innym oplachem. Kromé mnoZstvi pfitomnych MO, pH, koncentraci
soli, ovliviiuje mnozstvi BA redoxni potencial, pfi¢emz snizeny redoxni potencial stimulu-
je produkcei histaminu. Existuje také vztah mezi obsahem BA a velikosti mastnych vyrob-
kd. Primér téchto vyrobki ovliviiuje prostiedi, ve kterém rostou mikroorganizmy, napt. u
masného vyrobku s vétsim primérem je nizsi koncentrace soli a vyssi aktivita vody. VEtsi
primér muze byt jednim z diivodt pro vyssi obsah ur¢itych amind — tyraminu a putrescinu.
Dilezité je vybrat vhodné startovaci kultury s aminooxidazovou aktivitou zabranujici tvor-
bé vysoké hladiny BA. Béhem skladovani masa dochéazi k nartistu tyraminu, putrescinu a

kadaverinu a sniZuje se obsah sperminu a spermidinu [54].
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Tabulka 4: Vyznamné mikroorganizmy produkujici biogenni aminy [7]

Potravina

Mikroorganizmy

Produkované biogenni
aminy

Ryby

Morganella morganii, Klebsiella pneu-
moniae, Hafnia alvei, Proteus mirabilis,
Proteus vulgaris, Clostridium perfrin-
gens, Enterobacter aerogenes, Bacillus
sp., Staphylococcus xylosus

Histamin, tyramin, kadave-
rin, putrescin, agmatin,
spermin, spermidin

Syry

Latobacillus buchneri, L. delbrueckii
subsp. bulgaricus, L. plantarum, L. casel,
L. acidophilus, Enterococcus faecium,
Streptococcus mitis, Bacillus macerans,
Propionibacterium sp.

Histamin, kadaverin, pu-
trescin, tyramin, tryptamin

Maso a masné

Pediococcus sp., Lactobacillus sp., Pseu-
domonas sp., Streptococcus sp., Micro-

Histamin, kadaverin, pu-
trescin, tyramin, fenylethy-

yrobky coccus sp., ¢eled’ Enterobacteriaceae lamin, tryptamin
Fermentovana | Lactobacillus plantarum, Leuconostoc H'St.a min, kat_:iaverln, pu-
. : : trescin, tyramin, fenylehy-
zelenina mesenteroides, Pediococcus sp. ; )
lamin, tryptamin
Fermentované . . . . . .
produkty ze Rhizopus oligosporus, Trichosporon Histamin, kadaverin pu-

sOj1

beigllii, Lactobacillus plantarum

trescin, tyramin, tryptamin
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem teoretické Casti prace bylo charakterizovat bakterie mlééného kvaseni, jejich vyznam
a vyskyt v potravinach. Dale zde byly popsany bakteriociny produkované témito bakteriemi

a biogenni aminy.

Cilem praktické ¢asti bylo zkoumat citlivost jednotlivych kmend bakterii produkujicich
biogenni aminy vici odlisSnym koncentracim nisinu pomoci diftiznich metod. Dalsim cilem
bylo provést po¢atecni skrining vybranych kultur mikroorganizmi na produkci biogennich
amind, na jehoz zéklad¢ byly vybrany 2 kmeny schopné vyprodukovat vyznamné;jsi dete-
kovatelna mnozstvi biogennich amini — Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 a Lacto-
bacillus curvatus subsp. curvatus T3. U téchto dvou kmenti byla studovana produkce bio-

gennich amin® tyraminu a sperminu v zavislosti na vnéj$ich podminkach:
» vliv pridavku nisinu v koncentracich: 14,3 pg/ml, 35,7 ug/ml, 71,5 pg/ml
» vliv pfidavku nisinu v danych koncentracich v riiznych ¢asovych intervalech
» teplota kultivace: 30 £1°Cal2+1°C

Biogenni aminy byly stanoveny pomoci vysokou¢inné kapalinové chromatografie (HPLC)

s UV/VIS detekci po predchozi derivatizaci dansylchloridem.
Na zaklad¢ ziskanych vysledk z jednotlivych méfeni byly formulovany zaveéry, které popi-
suji tvorbu biogennich amint sledovanymi kmeny bakterii mlééného kvaseni béhem kulti-

vace za riznych podminek.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41

6 MATERIAL A METODY

6.1 Pouzité mikroorganizmy

Byly pouzity bakterialni kultury (21 kment) izolované z piva — tyto kmeny byly ziskany
z Vyzkumného ustavu pivovarského a sladaiského v Praze (RIBM). Dale byly pouzity kul-
tury izolované ze syrit — tyto kmeny poskytl Vyzkumny ustav mlékarensky se sidlem

v Tabote (kmeny oznaceny pismenem T). Testované kmeny jsou shrnuty v tabulce 5.

Tabulka 5: Pouzité kmeny mikroorganizmu

Izolaty z piva Izolaty ze syri
Lactobacillus brevis RIBM 2-33 Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T2
Lactobacillus brevis RIBM 2-50 Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T3
Lactobacillus brevis RIBM 2-62 Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T8
Lactobacillus brevis RIBM 2-67 Lactobacillus curvatus T15
Lactobacillus brevis RIBM 2-68 Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T36

Lactobacillus brevis RIBM 2-69

Lactobacillus brevis RIBM 2-70

Lactobacillus brevis RIBM 2-72

Lactobacillus brevis RIBM 2-78

Lactobacillus brevis RIBM 2-93

Lactobacillus brevis RIBM 2-98

Lactobacillus brevis RIBM 2-101

Lactobacillus brevis RIBM 2-111

Lactobacillus plantarum RIBM 2-89

Lactobacillus plantarum RIBM 2-96

Lactobacillus plantarum RIBM 2-113
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6.2 Kultiva¢ni média a roztoky

Veskeré pouzité chemikalie byly potizeny od spole¢nosti Sigma-Aldrich — St. Louis USA a

Merck — Darmstadt Némecko.

6.2.1 MRS Agar

Bylo vypocitano a navazeno dané¢ mnozstvi zivné ptidy a rozpusténo ve 400 ml vody spo-
le¢né s agarem. Smés byla dikladné promichana a nasledné probéhla sterilace v autoklavu
pfi teploté 121 °C po dobu 20 minut. Sterilované pudy byly opét promichany a za aseptic-
kych podminek rozlity na Petriho misky.

6.2.2 Modifikovany MRS bujén

Dekarboxylazova aktivita danych kment byla zjisténa pomoci kultivace v tekuté zivné
pud¢ s ptislusnymi aminokyselinami (AMK; tyrozin, arginin) jako prekurzory pftislusnych
biogennich amint. Kazda aminokyselina byla navazena v koncentraci 0,3 % (w/v). V za-
vislosti na sledovanych vngjsich faktorech byly do uréitych zkumavek s bujonem MRS o
objemu 7 ml pfidany rizné koncentrace nisinu. Takto pfipravené zkumavky byly kultivo-
vany pii dané teploté a v urcitych ¢asovych intervalech byly provadény odbéry a piidavan

nisin (viz kapitola 6.4).

6.2.3 Fyziologicky roztok

Fyziologicky roztok byl pfipraven pro desitkové fedéni vzorkli. Na piipravu byl pouzit
chlorid sodny v koncentraci 8,5 g/l. Takto pfipraveny roztok byl rozpipetovan po 4,5 ml do

zkumavek a sterilovan v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 20 minut.

6.3 Stanoveni citlivosti vybranych mikroorganizmi

U vybranych kmenti byla zkoumana jejich citlivost k 5 odlisSnym koncentracim nisinu. Ni-
sin byl pouzit v nasledujicich koncentracich: 1000 mg/l, 500 mg/l, 250 mg/l, 125 mg/l,
62,5 mg/l.
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6.3.1 Priprava nisinu

Bylo navazeno 20 mg nisinu (Sigma-Aldrich) a rozpusténo v 20 ml sterilni vody, aby vy-
sledna koncentrace roztoku byla 1000 mg/l. Po rozpusténi byl roztok filtrovan pomoci ste-
rilniho st¥ikackového filtru o porozité 0,22 um a sterilni roztok byl odpipetovan po 1 ml do

sterilnich eppendorfkovych zkumavek a zmrazen.

6.3.2 Difazni metody

Na ovéfeni inhibi¢nich G¢inkl nisinu byla pouzita difuzni jamkova metoda na agarovych
plotnach. Kultura byla pfipravena z kiizovych roztért z pevnych pud tak, Ze byla odebrana
do fyziologického roztoku, aby kone¢na hodnota optické hustoty dle McFarlanda byla 0,5.
Nasledné bylo napipetovano 100 pl pfipravené testované kultury na sterilni Petriho misku a
ptelito dostatecné zchlazenou ptidou MRS. Po pfeliti doslo k rovnomérnému promichani
kultury s ptidou. Po utuhnuti bylo udélano do tuhého agaru sterilnim nastrojem 6 jamek pro
antimikrobialni latku. Do péti jamek byly nadavkovany odlisné koncentrace nisinu a Sesta
jamka slouzila jako kontrola (do této jamky byla davkovana sterilni destilovana voda).
Takto piipravené Petriho misky byly kultivovany v anaerostatu pfi teploté 30 °C po dobu
24 hodin. Po kultivaci byly méfeny priméry jednotlivych inhibi¢nich zon. Na zaklad¢ veli-

kosti inhibi¢nich zon byla zjisténa citlivost jednotlivych kment [55].

Déle byl pouzit diskovy difizni test na agarovych plotnach. Tento test spociva v ptiprave
pevné pidy MRS, na kterou bylo zaockovano 100 pl ptipravené testované kultury (kultura
ptipravena jako u difiizni jamkové metody — zakal 0,5 dle McFarlanda) a rovnomérné roze-
ttena pomoci sterilni hokejky. Dale byly pfipraveny dané koncentrace nisinu, které byly
aplikovany na sterilni disky z filtratniho papiru. Nasycené disky byly nasledné asepticky
polozeny pomoci pinzety na piipravené pidy s testovanymi mikroorganizmy. Takto piipra-
vené Petriho misky byly kultivovany v anaerostatu pfi teploté¢ 30 °C po dobu 24 hodin. Po
kultivaci byly méteny priméry inhibi¢nich zon. Na zaklad¢ velikosti inhibi¢nich zén byla

zjisténa citlivost jednotlivych kmenu [55].
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6.4 Sledovani vlivu pridavku nisinu na rust a dekarboxylazovou aktivi-

tu bakterii

6.4.1 Kaultiva¢ni podminky

Kultura z MRS agaru byla pieockovana do 7 ml MRS bujonu s danymi AMK a kultivova-
na 48 hodin pfi teploté 30 °C. Poté bylo pfeo¢kovano 100 ul kultury do 7 ml MRS bujénu s
AMK a kultivovano pii stejné teploté opét 48 hodin za ucelem indukce dekarboxylac¢nich
enzymu. Ze stejného duvodu nasledovalo jesté jedno pfeockovani. Po 24 hodinach kultiva-
ce byly veskeré zkumavky s MRS bujonem s AMK zaoc¢kovany 100 pl takto pfipravené
kultury. VSechny zaockované zkumavky (celkem 1132) byly kultivovany pii teploté
30+ 1 °C nebo 12 £1 °C. Pii teploté 30 °C byly vzorky odebirany po 0, 2, 5,9, 12, 24,48 a
72 hodinach kultivace a pfi teploté 12 °C po 0, 2, 4, 7, 9, 11, 14 a 16 dnech inkubace. Ve
stejnych ¢asovych intervalech byl do zaockovanych zkumavek ptidan nisin ve 3 koncentra-
cich a kultivace s takto pfipravenymi zkumavkami probihala az do konce experimentu
(72 hodin/ 16dnit). Pro experiment byly pouzity kmeny, které produkovaly biogenni aminy
a zaroven byly citlivé k nisinu (L. plantarum RIBM 2-89, L. curvatus subsp. curvatus T3).

Schéma experimentu mizeme vidét na obr. 11.

( Priprava bujénu MRS s AMK + nisin j

( Inokulace bujénu MRS s AMK jq Piedkultivace bakterii J

Kultivace pfiteploté:
t1=30%1°C, 72 hod.
t2=12#1°C, 16 dni

( Centrifugace bakteridlnich suspenzi j

( Odbér vzorkd pro analyzu ]d Stanoveni poétu MO [CFU/mil] j
Derivatizace dansylchloridem
Stanoveni biogennich amin HPLC

Obr. 11. Schéma experimentu
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6.4.2 Priprava vzorku pro derivatizaci

Po kultivaci byl MRS bujon s ptislusnymi kulturami zcentrifugovan pii 4600 ot/min po
dobu 15 minut pii teploté 15 °C. Ze ziskan¢ho supernatantu bylo odpipetovano 700 ul do
tii eppendorfovych zkumavek a zfedéno kyselinou chloristou (¢ = 1,2 mol/l, Merck)
v poméru 1:1 (w/v). Vzorky byly pted provedenim analyzy ulozeny v mrazicim zatizeni pii

teplote -18 °C.

6.4.3 Derivatizace vzorka

Derivatizace byla provedena dle navodu dostupného v laboratofi Ustavu technologie potra-

vin.

Ke vzorkiim supernatantl bujonti upravenym Kyselinou chloristou bylo pfidano 100 ul 1,7-
heptandiaminu (Sigma-Aldrich) v koncentraci 500 mg/l jako interniho standardu. Z této
smési byl odpipetovan 1 ml do derivatiza¢ni nadobky. Do vzorkd v derivatiza¢nich nadob-
kach bylo ptfidano 1,5 ml karbonéatového pufru o pH 11,1-11,2. Pro ptipravu pufru bylo
nejprve navazeno pottebné mnozstvi hydrogenuhli¢itanu sodného (Merck), ktery ma pH asi
8,5 a nasledn¢ k nému byl pfidavan uhlic¢itan sodny (Merck), ktery ma vyssi pH. Timto
bylo upraveno pH. Po ptidavku pufru byly pfidany 2 ml Cerstvé piipraveného roztoku dan-
sylchloridu (Sigma-Aldrich) o koncentraci 5 g/l v acetonu (Merck). Derivatizaéni nadobky
byly dobfe uzavieny a tfepany v temnu asi 20 hodin. Po uplynulé dobé¢ bylo ke vzorkiim
ptidano 200 pl prolinu (Sigma-Aldrich) a tfepano dalsi hodinu. Byly pfidany 3 ml heptanu
(Sigma-Aldrich) a v§echny nadobky byly ruéné tiepany asi 3 minuty. Do vialky byl odpipe-
tovan 1 ml heptanové vrstvy, obsah vialky byl odpafen do sucha pod proudem dusiku pfi
teploté 60 °C. Suchy odparek byl ztedén 1,5 ml acetonitrilu (Sigma-Aldrich). VVzorky byly
uloZeny v chladnicce pii teploté cca 4 °C [47, 56].

6.4.4 Vlastni chromatografické stanoveni

Pted analyzou byly vzorky pfefiltrovany pies stfikackovy filtr s porozitou 0,22 pm a dav-
kovany do chromatografického systému. Vysledky vyskytu biogennich amint byly vyhod-
noceny pomoci mobilni a stacionarni faze na koloné¢ Zorbax C18 RRHD s rozméry
3 x50 mm a poérovitosti 1,8 pm. Pritok kolonou byl 0,45 ml/min. Stanoveni se provadélo
pfi teploté 30 °C a vinové délce 254 nm (UV/VIS-DAD detektorem). Vysledky byly hod-
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noceny pomoci softwaru CLARITY. Byla stanovena produkce tyraminu a sperminu. Meto-

da pro stanoveni BA byla upravena dle Dadakové a kol. [56].

6.4.5 Stanoveni narustu bunék

Nartst bun€k byl sledovan plotnovou metodou na pidach MRS v pfislusnych casovych
intervalech. Odbér vzorkt probihal paralelné s odbérem vzork pro stanoveni mnozstvi
biogennich amint. Dany kmen byl zfedén desitkovym fedénim a zaockovan na misky. Tak-
to piipravené misky byly kultivovany pii teploté 30 °C po dobu 48 hodin. Ziskané vysled-
ky byly pfepocteny a vyjadieny jako celkovy pocet MO na mililitr (CFU/ml).

6.4.6 Statistické vyhodnoceni vysledki

Vysledky analyzy inhibi¢niho piisobeni nisinu v danych koncentracich na produkei biogen-
nich amint testovanymi bakteriemi byly statisticky vyhodnoceny pomoci neparametrickych
testt, konkrétné Kruskal-Wallisova testu a Wilcoxonova testu na hladiné vyznamnosti 5 %
(P < 0,05). Ke statistickému vyhodnoceni vysledkii byl pouZit software UNISTAT®, verze
6.5.04 (Unistat, Ltd., Londyn, Velka Britanie).
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Pocatecni skrining citlivosti dekarboxylaza-pozitivnich kmeni Kk ni-

sinu

V prvni ¢asti experimentu byl proveden skrining 21 kment bakterii mlééného kvaSeni pro-
dukujicich biogenni aminy vyizolovanych z piva a syru vuci inhibi¢nimu ptisobeni bakteri-
ocinu nisinu. U téchto kment byla sledovana inhibi¢ni aktivita nisinu v 5 koncentracich:
¢1 = 1000 mg/l, ¢, =500 mg/l, ¢z = 250 mg/l, ¢4 = 125 mg/l, ¢s = 62,5 mg/l. Vysledky poca-
tecniho skriningu inhibi¢ni aktivity jsou shrnuty v tabulkach 6 — 9. V tabulkach 6, 7 jsou
uvedeny pruméry inhibi¢nich zon pii pouziti difuzni jamkové metody. V tabulkach 8, 9

jsou uvedeny pruméry inhibi¢nich zon pii pouziti difizni diskové metody.

Tabulka 6: Primér inhibi¢nich zon pfi aplikaci nisinu v 5 koncentracich na kmeny

BMK izolované z piva zjistény pomoci diftizni jamkové metody

Kmeny izolované z piva

Primér inhibi¢nich zon [cm]

C1 C2 C3 Cq Cs

Lactobacillus brevis RIBM 2-33 0,9 0,7 0 0 0
Lactobacillus brevis RIBM 2-50 1,3 0,8 0 0 0
Lactobacillus brevis RIBM 2-62 1,5 0,9 0,8 0 0
Lactobacillus brevis RIBM 2-67 1,1 0,9 0,8 0 0
Lactobacillus brevis RIBM 2-68 1,1 0,8 0 0 0
Lactobacillus brevis RIBM 2-69 0,8 0,6 0 0 0
Lactobacillus brevis RIBM 2-70 0,9 0 0 0 0
Lactobacillus brevis RIBM 2-72 1 0,7 0,7 0 0
Lactobacillus brevis RIBM 2-78 1 0,7 0,7 0 0
Lactobacillus brevis RIBM 2-93 1 0 0 0 0
Lactobacillus brevis RIBM 2-98 0 0 0 0 0
Lactobacillus brevis RIBM 2-101 0,9 0,7 0 0 0
Lactobacillus brevis RIBM 2-111 0,8 0 0 0 0
Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 1,1 0,7 0,6 0 0
Lactobacillus plantarum RIBM 2-96 0,7 0 0 0 0
Lactobacillus plantarum RIBM 2-113 0,8 0 0 0 0

Kde: c; - koncentrace nisinu 1000 mg/l, ¢, — koncentrace nisinu 500 mg/l, c3 - koncentrace

nisinu 250 mg/l, ¢4 - koncentrace nisinu 125 mg/l, cs - koncentrace nisinu 62,5 mg/I.
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Tabulka 7: Primér inhibi¢nich zon pii aplikaci nisinu v 5 koncentracich na kmeny

BMK izolované ze syri zjistény pomoci difuzni jamkové metody

) i . Primér inhibi¢nich zon [cm]
Kmeny izolované ze syru
C1 C2 C3 Ca Cs
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T2 1,5 1,2 1 0,9 0,7
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T3 1,3 1,0 0,7 0 0
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T8 1,3 0,7 0,5 0 0
Lactobacillus curvatus T15 1,4 0,9 0,9 0,8 0,6
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T36 1,0 0,7 0,6 0 0

Kde: c; - koncentrace nisinu 1000 mg/l, ¢, — koncentrace nisinu 500 mg/l, c3 - koncentrace

nisinu 250 mg/l, ¢4 - koncentrace nisinu 125 mg/l, c¢s - koncentrace nisinu 62,5 mg/I.

Tabulka 8: Primér inhibi¢nich zo6n pii aplikaci nisinu v 5 koncentracich na kme-

ny BMK izolované z piva zjis§tény pomoci difuzni diskové metody

. L. Primér inhibi¢nich zon [cm]
Kmeny izolované z piva

C1 C2 C3 Cq Cs

Lactobacillus brevis RIBM 2-33 0,8 0,7 0,4 0 0
Lactobacillus brevis RIBM 2-50 1,2 0,7 0 0 0
Lactobacillus brevis RIBM 2-62 1,3 1,0 0,8 0 0
Lactobacillus brevis RIBM 2-67 1,2 0,8 0,6 0 0
Lactobacillus brevis RIBM 2-68 1,0 0,8 0,6 0 0
Lactobacillus brevis RIBM 2-69 0,7 0,6 0 0 0
Lactobacillus brevis RIBM 2-70 0,9 0 0 0 0
Lactobacillus brevis RIBM 2-72 1,0 0,7 0,6 0 0
Lactobacillus brevis RIBM 2-78 1,1 0,8 0,7 0 0
Lactobacillus brevis RIBM 2-93 1 0,6 0 0 0
Lactobacillus brevis RIBM 2-98 0 0 0 0 0
Lactobacillus brevis RIBM 2-101 0,9 0,8 0 0 0
Lactobacillus brevis RIBM 2-111 0,9 0 0 0 0
Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 1,0 0,8 0,7 0 0
Lactobacillus plantarum RIBM 2-96 0,6 0,4 0 0 0
Lactobacillus plantarum RIBM 2-113 0,7 0 0 0 0

Kde: c; - koncentrace nisinu 1000 mg/l, ¢, — koncentrace nisinu 500 mg/l, c3 - koncentrace

nisinu 250 mg/l, ¢4 - koncentrace nisinu 125 mg/l, cs - koncentrace nisinu 62,5 mg/I.
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Tabulka 9: Pramér inhibi¢nich zon pii aplikaci nisinu v 5 koncentracich na kme-

ny BMK izolované ze syru zjistény pomoci difuzni diskové metody

. i . Primér inhibi¢nich zon [cm]
Kmeny izolované ze syru

C1 C2 C3 Ca Cs
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T2 1,6 1,4 1 0,8 0,7
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T3 1,3 1,1 0,8 0 0
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T8 1,2 0,8 0,5 0 0
Lactobacillus curvatus T15 1,3 1,0 0,9 0,8 0,6
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T36 1,1 0,8 0,7 0 0

Kde: c; - koncentrace nisinu 1000 mg/l, ¢, — koncentrace nisinu 500 mg/l, c3 - koncentrace

nisinu 250 mg/l, ¢4 - koncentrace nisinu 125 mg/l, c¢s - koncentrace nisinu 62,5 mg/I.

Z tabulek 6 a 7 lze vidét, Ze u kment izolovanych ze syrt byl zjistén vétsi pramér inhibic-
nich zon. Lze tedy fici, ze tyto kmeny jsou vici pusobeni bakteriocinu nisinu citlivéjsi nez
kmeny izolované z piva. Nejvétsi praimér inhibi¢nich zoén byl naméfen u kmene Lacto-
bacillus curvatus subsp. curvatus T2. U tohoto mikroorganizmu byly zony méfitelné u
vsech testovanych koncentraci nisinu. U vSech aplikovanych koncentraci nisinu byly zoény
méfitelné i u bakterie Lactobacillus curvatus T15. U zbylych kment izolovanych ze syrt
(Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T3, Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T8,
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T36) byly zony méfitelné pouze tehdy, pokud byl

nisin aplikovan v koncentracich 1000 mg/l, 500 mg/l a 250 mg/I.

Z tabulky 6 lze urcit, ze u kmeni izolovanych z piva nebyly pozorovany zony, jestlize byl
bacillus brevis RIBM 2-93, Lactobacillus plantarum RIBM 2-96, Lactobacillus brevis
RIBM 2-111 a Lactobacillus plantarum RIBM 2-113 byla viditelna inhibi¢ni zéna pouze
pfi nejvyssi aplikované koncentraci nisinu (1000 mg/l). Zadna inhibiéni zéna nebyla pozo-
rovana u Lactobacillus brevis RIBM 2-98. Z toho vyplyva, Ze tento mikroorganizmus je
odolny vici ptsobeni nisinu. Viditelné inhibi¢ni zony pfi testovanych koncentracich bakte-
riocinu nisinu 1000 mg/l, 500 mg/l a 250 mg/l byly pozorovany u kment Lactobacillus
brevis RIBM 2-62, Lactobacillus brevis RIBM 2-67, Lactobacillus brevis RIBM 2-72,
Lactobacillus brevis RIBM 2-78, Lactobacillus plantarum RIBM 2-89.

Vysledky pfi pouziti diskového diftizniho testu byly podobné jako pii pouziti jamkové di-

fzni metody. Naméfené priméry zon se odliSovaly pouze minimalné. Jiny primér inhibic-
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nich z6n muZe byt zptsoben napiiklad odlisnou tloustkou vrstvy pevné pudy. Tyto vysled-

ky poukazuji na to, Ze k dosazeni inhibice postacuje i mensi mnozstvi aplikovaného nisinu.

7.2 Produkce biogennich aminii u vybranych bakterii izolovanych

Z piva a syri

Nasledné byla u vybranych 21 kment provedena analyza produkce 8 biogennich amind
(tryptaminu, fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu, tyraminu, spermidinu a
sperminu). Biogenni aminy tryptamin, fenyletylamin, kadaverin a histamin nebyly deteko-

vany u zadného z testovanych kment. Vysledky této analyzy jsou shrnuty v tabulce 10.

Tabulka 10: Produkce biogennich amint [mg/l] u analyzovanych kmeni BMK

Testované Biogenni aminy [mg/1] i
kmeny Putrescin Tyramin Spermidin Spermin

RIBM 2-33 - 5,74+0,19 0,32+0,01 | 0,36+0,01 6,42
RIBM 2-50 - 1,82+0,03 | 0,32+0,02 | 0,71+0,05 2,85
RIBM 2-62 - 3,4840,12 | 0,38+0,01 | 0,74+0,06 4,60
RIBM 2-67 - 1,9240,08 | 0,34+0,02 | 0,62+0,02 2,87
RIBM 2-68 - 1,5540,09 | 0,29+£0,01 | 0,59+0,03 2,43
RIBM 2-69 - 1,84+0,12 0,43+0,02 | 0,60+0,03 2,86
RIBM 2-70 - 1,55+0,07 0,40+0,02 | 2,53+0,24 4,48
RIBM 2-72 - 1,91+0,05 0,36+0,03 | 3,91+0,28 6,19
RIBM 2-78 - 1,27+0,04 0,30+0,01 | 0,55+0,02 2,12
RIBM 2-89 - 85,37+4,99 | 0,35+0,02 | 0,60+0,02 86,31
RIBM 2-93 - 87,23+4,95 0,37+0,03 | 0,69+0,04 88,29
RIBM 2-96 - 73,11£3,76 | 0,51+£0,02 | 0,45+0,02 74,06
RIBM 2-98 - 3,75+0,14 0,42+0,02 | 2,17+0,11 6,34
RIBM 2-101 - 1,46+0,03 0,28+0,02 | 1,68+0,09 3,41
RIBM 2-111 - 1,3340,06 0,31+0,00 | 0,52+0,01 2,17
RIBM 2-113 - 2,41+0,17 0,32+0,01 1,13+0,09 3,85
T2 - 1,99+0,09 0,32+0,02 | 2,51%0,09 4,82

T3 - 85,38+2,59 0,50+0,03 1,02+0,06 86,90

T8 - 1,81+0,14 0,21+0,02 1,49+0,04 3,51

T15 129,13+4,16 82,01«1,10 0,36+0,03 | 0,53%0,03 212,02
T36 - 77,81£3,63 0,47+0,04 | 1,13+0,10 79,40

Kde: - biogenni amin nebyl detekovan
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Dle mnozstvi produkce biogennich amini byly pro dalsi experimenty vybrany kmeny
Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 a Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T3. U téchto
kment byla provedena dals$i analyza produkce biogennich amind s pfidavkem odlisnych
koncentraci nisinu. Testované koncentrace bakteriocinu byly voleny tak, aby byly subopti-
malni, tzn., aby doslo k ¢astecné, nikoliv uplné, inhibici rastu (pfipadné produkce biogen-
nich amintl) vybranych testovanych bakterii izolovanych z piva a syru. Tento prvotni skri-
ning pusobeni nisinu na produkci biogennich amint byl proveden po kultivaci bakterii pti
optimalni teploté (30 °C). Biogenni aminy tryptamin, fenyletylamin, putrescin, kadaverin a
histamin nebyly detekovany u zddného z testovanych vzorki. Vysledky této analyzy jsou

shrnuty v tabulce 11.

Tabulka 11: Produkce biogennich amind [mg/l] analyzovanych kmenu s ptidavkem nisinu

Testované kmeny / Biogenni aminy [mg/1] -
koncentrace nisinu Tyramin Spermidin Spermin
RIBM -2-89 /71,5 ng/ml 5,25+0,3 2,4+0,1 - 6,65

RIBM - 2-89 /35,7 pg/ml 16,4+0,2 0,9+0,1 20,9+0,9 38,20
RIBM - 2-89 /14,3 pg/ml 18,17+0,5 1,3+0,1 28,7+0,8 48,17

RIBM - 2-89 / bez nisinu 192,5+6,3 1,6£0,1 11,6+0,3 205,70
T3 /71,5 pg/ml 13,21+0,9 1,4+0,1 28,12+1,2 42,73
T3 /35,7 pg/ml 14,3+0,9 140,1 37,3+0,8 52,60
T3 /14,3 pg/ml 17,15+0,5 1,240,1 38,3+1,1 56,65
T3/ bez nisinu 31,85+0,3 1,140,1 27,54+1,5 60,49

Kde: - biogenni amin nebyl detekovan

Z prvotnich vysledkti uvedenych v tabulce 11 je patrné, ze po kultivaci kmene Lacto-
bacillus plantarum RIBM 2-89 bylo detekovano vyssi mnozstvi biogennich aminti bez pii-
davku nisinu nez u kmene Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T3. U obou kment kle-
salo mnozstvi vyprodukovaného tyraminu s rostouci koncentraci nisinu. U kmene Lacto-

bacillus curvatus subsp. curvatus T3 bylo detekovano vy$si mnozstvi sperminu.

S vybranymi kmeny a koncentracemi nisinu byla zpracovana druha ¢ast praktické ¢asti, kde
byl pozorovan vliv vnéjsich podminek (teploty, pfidavku bakteriocinu nisinu v subopti-
malnich koncentracich a ptidavek nisinu k rostoucim bunkam v rtznych ¢asovych interva-

lech) na produkci BA.
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7.3 Vliv vnéjsich faktori na produkci biogennich amint u kmene

Lactobacillus plantarum RIBM 2-89

U sledovaného kmene byla pozorovana kinetika produkce biogennich amint v zavislosti na
odlisnych faktorech. Mezi tyto faktory byl zafazen ptidavek nisinu v koncentracich
14,3 pug/ml, 35,7 pg/ml, 71,5 pg/ml; vliv pfidavku nisinu v danych koncentracich k rostou-
cim bakteriim v 8 casovych intervalech; teplota kultivace 30 + 1 °C a 12 + 1 °C. Jako kon-
trola slouzily vzorky bez ptidavku nisinu. Z biogennich aminti a polyamint byly na zékladé
ptedchozich vysledki (kapitola 7. 2.) sledovany tyramin a spermin. Paraleln¢ se stanove-
nim obsahu biogennich aminti byl sledovén i celkovy pocet mikroorganizmu narostlych na
Petriho miskach s pidou MRS v daném ¢ase odbéru. Ristové kiivky mikroorganizmia md-
zeme vidét v piiloze P1. Srovname-li riistové kiivky a vyvoj produkce BA, tak je patrné, Ze

k rozvoji BA dochazi v exponencidlni a nasledné i stacionarni fazi ristu testované bakterie.

7.3.1 Produkce tyraminu béhem kultivace pri teploté 30 °C

Kdyz byl Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 kultivovan pii teplot¢ 30 °C, byly vzorky
odebirany po 0, 2, 5, 9, 12, 24, 48 a 72 hodinach. V kazdém case (mimo casy 48 a 72 ho-
din) byl do urcitych zkumavek s rostoucimi bunikami (vS§echny zkumavky zaockovany v

¢ase 0) pfidan nisin v testovanych koncentracich.
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Obr. 12. Vliv piidavku nisinu v ¢ase 0 na kinetiku produkce tyraminu u kmene L.

plantarum béhem kultivace pti 30 °C.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

Z obrazku 12 je patrné, ze v prubéhu 72 hodin dochazelo k navySeni mnozstvi vyproduko-
vaného tyraminu. V ¢ase byl u kontrolniho vzorku obsah tyraminu pouze 8,1 mg/l. Po 72
hodinach kultivace doslo k navySeni mnozstvi tyraminu na 440,6 mg/l. Ptidavek nisinu ve
vsech tfech koncentracich mél béhem prvnich 9 hodin kultivace minimalni vliv na obsah
tyraminu. Od 12. hodiny se mnozstvi tyraminu v supernatantu po kultivaci uvedeného
kmene snizilo vlivem ptidavku nisinu o koncentracich 35,7 a 71,5 pg/ml. Po ptidavku nisi-
nach vzrostlo na 382,3 mg/l. Po ptidavku 35,7 pg/ml nisinu byl obsah nisinu na pocatku
kultivace 10,2 mg/l a na konci vzrostl na 367,6 mg/l. Pii ptidavku nejvyssi koncentrace
nisinu bylo pocate¢ni mnozstvi tyraminu 7,5 mg/l a na konci kultivace dosahlo hodnoty
245 mg/l. Ve srovnani s kontrolou mél piidavek nisinu statisticky vyznamny vliv na pro-
dukci tyraminu (P<0,05). Pusobeni prvnich 2 koncentraci nisinu bylo srovnatelné (P>0,05),
zatimco pridavek nejvyssi koncentrace nisinu mél na produkci, resp. redukci, tyraminu

vyznamngjsi vliv (P<0,05).
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Obr. 13. Vliv pridavku nisinu v ¢ase 2 hodiny na kinetiku produkce tyraminu u

kmene L. plantarum béhem kultivace pii 30 °C.

Na obrazku 13 lIze vidét postupné navySovani produkce tyraminu kmenem L. plantarum
RIBM 2-89, kdy byl sledovan vliv pfidavku nisinu po 2 hodinach od pocatku kultivace
bunék. Mnozstvi tyraminu u kontrolnich vzorkt bylo stejné jako v pripadé, kdy byl bakte-
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riocin aplikovan ihned na pocatku kultivace po zaockovani bunék (viz obr. 11). Toto je
dano tim, ze cely experiment byl realizovan najednou (Kinetika produkce u 1 kmene pii
dané teplot¢) a tak mohla byt pouzita pouze jedna kontrolni série zkumavek se zaockova-
nym mikroorganizmem bez ptidavku nisinu. Z grafu lze ur€it, ze ¢im vyssi koncentrace
nisinu byla pfidéna, tim bylo mnozstvi vyprodukovaného tyraminu nizsi. Po 72 hodinach
kultivace bylo mnozstvi tyraminu, ktery byl detekovan v sedimentech bujonti po kultivaci
bun€k s ptidavkem 14,3 pg/ml nisinu niz8§i o 12,3% nez u kontroly, S pridavkem
35,7 pg/ml nisinu nizsi o 29,1% a s pridavkem 71,5 pg/ml nisinu kleslo mnozstvi tyraminu
0 59,8%. Ve srovnani s pifidavkem nisinu v ¢ase 0 doslo k poklesu obsahu tyraminu. Po 72
hodinach kultivace byl obsah tyraminu po pfidavku nisinu s nejvyssi koncentraci po 2 ho-

dinéch kultivace nizsi o 27,6 %, nez kdyz byl nisin ptidan na poc¢atku kultivace
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Obr. 14. Vliv pfidavku nisinu v ¢ase 12 hodin na Kinetiku produkce tyraminu u

kmene L. plantarum béhem kultivace pii 30 °C.

Z grafii (obr. 14, 15) vyplyva, ze obsah tyraminu, ktery vznikl dekarboxylaci aminokyseli-
ny tyrozinu, byl vys$i ve druhém ptipadu (obr. 15). Lze tedy fici, ze ptidavek nisinu
Vv pozdéjsich hodinach nesnizil obsah tyraminu tak, jako jeho pfidavek v hodinach diivéj-
Sich. Pokud byl bakteriocin pfidan aZ po 12 hodinach kultivace bakterii (obr. 14), doslo

k poklesu obsahu tyraminu v kultiva¢nim médiu oproti kontrole na konci kultivace (po 72
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hodinach) po ptidavku 14,3 pg/ml nisinu o 7,5%, po ptidavku 35,7 pg/ml nisinu o 24,9%,
po pridavku 71,5 pg/ml nisinu o 31,8%.
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Obr. 15. Vliv pfidavku nisinu v ¢ase 24 hodin na Kinetiku produkce tyraminu u

kmene L. plantarum béhem kultivace pii 30 °C.

Z obr. 15 je patrné, ze pokud byl nisin aplikovan do kultiva¢niho média s testovanym kme-
nem az po 1 dnu (24 hodinach), doslo na konci kultivace (po 72 hodinach) k poklesu pro-
dukce tyraminu ve srovnani s kontrolou po pifidavku 14,3 pg/ml nisinu o 25,5%, po pfi-
davku 35,7 pg/ml nisinu o 25,9%, po ptidavku 71,5 pg/ml nisinu o 26,8%. Po ptfidavku
nisinu v tomto ¢ase (obr. 14) se mnoZstvi tyraminu, ktery byl detekovan v bujonech s pfi-
davkem vsech tii testovanych koncentraci nisinu, li§ilo minimaln¢ (P>0,05). Zjisténa
mnozstvi tohoto biogenniho aminu se po 72 hodinach kultivace pohybovala v rozmezi 320-
330 mg/l (u kontroly byl obsah tyraminu 440,6 mg/l). U ptidavku nisinu po 12 i 24 hodi-
nach kultivace byl pozorovan statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolou a vSemi tfemi
aplikovanymi koncentracemi nisinu (P<0,05) — nisin mél vliv na snizeni produkce tyrami-
nu. Pfi srovnani jednotlivych koncentraci nisinu nebyl u¢inek signifikantni (P>0,05). Totéz

platilo, kdyZ byl nisin pfidan po 24 hodinéch.

Na zakladé vysledku patrnych z obrazkt 12 az 15 Ize konstatovat, Ze piidavek nisinu m¢l
vliv na obsah tyraminu (P<0,05), ktery byl vyprodukovan bakterii L. plantarum RIBM 2-

89. Lze tici, ze vétsinou platilo pravidlo, ¢im vys$si koncentrace nisinu byla ptidana, tim byl
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zjistény obsah tyraminu po Kkultivaci nizsi. Z vysledki rovnéz nelze jednozna¢né popsat
vliv pfidavku nisinu v jednotlivych casovych intervalech béhem kultivace testovaného

kmene, jelikoz jednou doslo k poklesu, jindy zase k navyseni obsahu tyraminu.

7.3.2 Produkce tyraminu béhem kultivace p¥i teploté 12 °C

Kdyz byl Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 kultivovan pii teplot¢ 12 °C, byly vzorky
odebirany po 0, 2, 4, 7,9, 11, 14 a 16 dnech. V kazdém ¢ase (mimo 14. a 16. den) byl do
urcitych zkumavek s rostoucimi buitkami (vSechny zkumavky zaoCkovany v ¢ase 0) pfidan

nisin v testovanych koncentracich.
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Obr. 16. Vliv ptidavku nisinu na pocatku kultivace na kinetiku produkce tyraminu u

kmene L. plantarum béhem kultivace pii 12 °C.

Z grafu na obr. 16 je patrné, ze obsah vyprodukovaného tyraminu ve vzorcich bujonu po
kultivaci L. plantarum RIBM 2-89 pfi teplot¢ 12 °C bez ptidavku nisinu postupné rostl.
Nejvyssi mnozstvi tohoto biogenniho aminu bylo detekovano 14. den kultivace
(34,1 mg/l). Nasledné mnozstvi kleslo na 29,1 mg/l (16. den). Béhem prvnich 4 dna kulti-
vace nedoslo vlivem ptidavku nisinu k vyraznéj§imu sniZeni obsahu tyraminu v superna-

tantech bujont (P>0,05). Od 11. dne doslo v duisledku pfidavkem nisinu K vyraznéjs$imu
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poklesu dekarboxylace aminokyseliny tyrozinu (P<0,05). Na konci kultivace (16. den) byla
zjisténa mnozstvi tyraminu v bujonech po kultivaci bun¢k nasledujici: s pridavkem
14,3 pg/ml nisinu 10,8 mg/l, tedy 0 62,9 % méné nez u kontroly, s ptidavkem 35,7 pg/ml
nisinu 9,9 mg/l (méné o 65,9 % nez u kontroly), s ptidavkem 71,5 pg/ml nisinu 11,3 mg/I
(méné€ o 61,2 % nez u kontroly). Z tohoto vyplyva, Ze nejvyssi koncentrace nisinu nesnizila

mnozstvi tyraminu vice nez prvni dvé koncentrace.
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Obr. 17. Vliv pridavku nisinu 7. den kultivace na kinetiku produkce tyraminu u

kmene L. plantarum béhem kultivace pii 12 °C.

Z grafii na obrazcich 17 a 18 je patrné, ze mnozstvi tyraminu, které testovany kmen bakte-
rie vyprodukoval, stoupalo do 14. dne kultivace a nasledné doslo k mirnému poklesu. Na
tyraminu, ktery vznikl v disledku metabolické aktivity L. plantarum RIBM 2-89, nejvyssi.
Avsak neplati zde zcela pravidlo, Ze s nejvyssi aplikovanou koncentraci nisinu bylo dete-
s ptidavkem nisinu o koncentraci 35,7 ng/ml. U pfidavku nisinu 7. den byl pozorovan sta-

tisticky vyznamny rozdil pouze mezi kontrolou a koncentraci nisinu 35,7 pg/ml (P<0,05).
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Obr. 18. Vliv pridavku nisinu 11. den kultivace na kinetiku produkce tyraminu u

kmene L. plantarum béhem kultivace pii 12 °C.

Z obr. 18 je patrné, Ze nejvyssi obsah tyraminu byl detekovan po pfidavku nisinu s nejvyssi
koncentraci. Pokud byl nisin k rostoucim buinkam piidan po 11 dnech kultivace, byl na
konci inkubace zaznamenan signifikantni rozdil mezi bujony bez nisinu (kontrola) a s pfi-
davkem bakteriocinu (P<0,05), pficemz jednotlivé koncentrace ovlivitovaly produkci tyra-
35,7 ug/ml nisinu. Z toho vyplyva, ze piidavek nisinu ve vyssi koncentraci nesnizil mnoz-
stvi dekarboxylazovou aktivitu testované bakterie vice, nez koncentrace niz§i (P>0,05).
Nejniz§i mnozstvi tyraminu bylo, z pohledu pfidavku nisinu v riznych ¢asech, vyproduko-
vano, pokud byl bakteriocin do média pfidan na pocatku kultivace. Po ptidavku nisinu 7.
den kultivace vzrostlo mnozstvi biogenniho aminu 0 39,5 % a nasledné po pridavku nisi-
nu 11. den kleslo 0 20,4 %. Na obr. 17 a 18 lze vidét, Ze nisin snizil obsah biogenniho ami-
nu v kultivaénim médiu, ale neplatilo, Ze vyssi koncentrace této latky inhibovala vice tyro-

zindekarboxylazu bakterie podilejici se na tvorbé tyraminu.
Pfi srovnani produkce tyraminu u L. plantarum RIBM 2-89 béhem kultivace pii teploté 30
a 12 °C byl pozorovan vyznamny rozdil. Kdyz byl tento kmen kultivovan pii vyssi teplotg,

bylo mnozstvi tyraminu, ktery byl vyprodukovan v bujoénu bez ptidavku nisinu, po 72 ho-
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dinach Kkultivace 440,6 mg/l, zatimco béhem Kultivace pii 12 °C bylo zjisténé mnozstvi po
16 dnech kultivace 29,1 mg/l. Pfi nizsi kultivacni teploté doslo k poklesu produkce tyrami-
nu 0 93,4%.

7.3.3 Produkce sperminu béhem kultivace p¥i teploté 30 °C

MnozZstvi sperminu v kultivaénim médiu bez piidavku nisinu se pohybovalo v rozmezi
5,4 — 39,1 mg/k (obr. 19).
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Obr. 19. Vliv piidavku nisinu v ¢ase 0 na kinetiku produkce sperminu u kmene L.

plantarum béhem kultivace pii 30 °C.

Z vysledki uvedenych na obr. 19 je patrné, Zze nejvys$si mnozstvi sperminu (39,1 mg/l) bylo
stanoveno v bujonu po 2. hodiné kultivace. Nejnizs§i mnozstvi tohoto polyaminu bylo v
bujonech detekovano na konci kultivace (po 72 hodinach). Po 48 a 72 hodinach kultivace
doslo k poklesu obsahu sperminu v kultiva¢nich médiich oproti po¢atku kultivace o 58,3%
a 79,5%. Vlivem ptidavku nisinu o riznych koncentracich nedoslo k poklesu sperminu v
kultiva¢nich médiich, jako tomu bylo u tyraminu (P>0,05). Po 72 hodinach kultivace byla
detekovana mnozstvi sperminu nasledujici: u kontroly bez piidavku bakteriocinu
5,4 mg/ml, s ptidavkem 14,3 pg/ml nisinu 3,1 mg/ml, s ptidavkem 35,7 pg/ml nisinu 4,6
mg/l a s ptidavkem 71,5 pg/ml nisinu 10 mg/l. Tudiz Ize konstatovat, ze pridavek vyssi

koncentrace nisinu zvysil obsah sperminu.
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Obr. 20. Vliv ptidavku nisinu v ¢ase 5 hodin na kinetiku produkce sperminu u

kmene L. plantarum béhem kultivace pii 30 °C.
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Obr. 21. Vliv ptidavku nisinu v ¢ase 24 hodin na kinetiku produkce sperminu u

kmene L. plantarum béhem kultivace pii 30 °C.
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Z grafickych vysledkti uvedenych na obrazcich 20 a 21 je patrné, Ze s rostouci dobou kulti-
vace klesalo mnozstvi sperminu. To miize byt zpuisobeno tim, ze Spermin inhibuje rtst de-
karboxylaza pozitivnich bakterii [57]. Nejniz§i mnozstvi polyaminu bylo detekovano po 72
hodinach kultivace s pfidavkem nisinu o koncentraci 14,3 pg/ml (4,8 mg/l, obr. 20). Z obr.
20 je ziejmé, ze ¢im byla koncentrace nisinu vyssi, tim byl detekovan vyssi obsah sperminu
v bujonu (P>0,05). Po pfidavku nisinu v 5. hodiné kultivace mély ve srovnani s kontrolou
dv¢ vyssi koncentrace nisinu prvni den kultivace statisticky prokazatelny vliv na produkci
sperminu (P<0,05). Na konci kultivace (72. hodina) nebyl v mnozstvi detekovaného sper-
minu mezi nejvyssi aplikovanou koncentraci bakteriocinu a kontrolou pozorovan statistic-

Ky vyznamny rozdil (P>0,05).

7.3.4 Produkce sperminu béhem kultivace p¥i teploté 12 °C

Mnozstvi sperminu, které bylo zjisténo v bujonech po kultivaci L. plantarum RIBM 2-89
pfti teploté¢ 12 °C bez ptidavku nisinu, se pohybovalo v relativné v malém rozmezi, a to
22,9 - 41,6 mg/l (obr. 22).
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Obr. 22. Vliv pfidavku nisinu na pocatku kultivace na kinetiku produkce sperminu

u kmene L. plantarum b&hem kultivace pti 12 °C.
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Z vysledkt uvedenych na obr. 22 je patrné, Ze obsah sperminu v bujonu rostl do 2. dne
kultivace, nasledné doslo k mirnému poklesu. Devaty den kultivace mnozstvi vyproduko-
vaného polyaminu opét stouplo, 11. den kleslo a po zbytek kultivace doslo k mirnému na-
vyseni. Na zacatku kultivace doslo ke snizeni obsahu sperminu pfidavkem 71,5 pg/ml nisi-
nu, avsak od 9. dne byl obsah sperminu v supernatantech po kultivaci bunék nejvyssi po

v

nisinu o koncentraci 35,7 pg/ml.

45

4

40

35
[ |

30 -—

X A

4

# kontrola

25
20 W 14,3 pg/ml nisinu

15 35,7 pg/ml nisinu

MnozZstvi sperminu [mg/l]
¢

10 » 71,5 pg/ml nisinu

0 T T T 1
0 5 10 15 20

Cas [dny]

Obr. 23. Vliv pifidavku nisinu 7. den kultivace na kinetiku produkce sperminu u

kmene L. plantarum béhem kultivace pii 12 °C
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Obr. 24. Vliv ptidavku nisinu 11. den kultivace na kinetiku produkce sperminu u

kmene L. plantarum béhem kultivace pii 12 °C

Na obr. 23 mizeme vidét, Ze mnozstvi sperminu, které bylo detekovano v médiich po kul-
tivaci testované bakterie, nejprve kleslo, poté se opét mirné zvysilo a od 14. dne kultivace
klesalo. V tomto piipadé piidavek nisinu o koncentraci 71,5 pg/ml po 7 dnech Kkultivace
bakterii snizil mnozstvi sperminu nejvice ze vSech tii testovanych koncentraci (P>0,05).
Nejvétsi obsah sperminu byl stanoven po piidavku 14,3 pg/ml nisinu (P>0,05). Na konci
kultivace (16 dni) testovaného kmene byly v bujonech s ptidavky bakteriocinu zazname-
nany nasledujici poklesy (oproti kontrole bez ptidavku nisinu) mnozstvi tohoto polyaminu:
po piidavku 14,3 ug/ml nisinu o 1,7 %, po pridavku 35,7 ug/ml nisinu nizsi o 6,5 % a po
ptidavku 71,5 pg/ml nisinu nizsi 0 18,2 %. Kdyz byl nisin pfidan po 11 dnech kultivace
(obr. 24), obsah sperminu byl ve vsech analyzovanych bujonech (s pfidavkem tii koncen-
mnozstvi bylo stanoveno po 14 dnech kultivace. Po ptidavku nisinu 7. den Kultivace nemé¢l
nisin vliv na produkci sperminu (P>0,05), zatimco po ptidavku nisinu 16. den mély vSech-

ny 3 koncentrace statisticky vyznamny vliv na obsah sperminu (P<0,05).

Z obr. 22, 23, 24 je patrné, ze pridavek nisinu v jednotlivych ¢asovych intervalech mél mi-
nimalni vliv na obsah sperminu (P>0,05). Mnozstvi sperminu v kultiva¢nich médiich bylo

obdobné, jak kdyz byl ptidan nisin na pocatku kultivace (P>0,05).
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Pfi srovnani produkce sperminu u L. plantarum RIBM 2-89 béhem kultivace pfi teplotach
30 a 12 °C nebyl pozorovan vyznamny rozdil v produkci polyaminu b&hem prvnich 24
hodinach/11 dni kultivace. Nasledné doslo k vyraznéj$imu snizeni obsahu sperminu béhem
kultivace pti 30 °C. Po 72 hodinach kultivace pii 30 °C byl obsah sperminu v bujonu nizsi
0 81,4% nez po 16 dnech kultivace pii 12 °C.

7.4 Vliv vnéjsich faktori na produkci biogennich amini u kmene

Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T3

U sledovaného kmene byla pozorovana produkce biogennich amind v zavislosti na vnéj-
Sich faktorech (stejné faktory jako u kmene L. plantarum RIBM 2-89). Jako kontrola slou-
zily opét vzorky bez pifidavku nisinu. Z biogennich aminti a polyaminti byly sledovany ty-
ramin a spermin, protoze tyto aminy byly detekovany pii prvotnim skriningu (kapitola
7.2.; tabulka 11). Paraleln¢ se stanovenim obsahu biogennich amint byl sledovan i celkovy
pocet mikroorganizmi narostlych na Petriho miskach s piidou MRS v daném c¢ase odbéru.
Ristove kiivky mikroorganizmii miizeme vidét v pfiloze P1 a po jejich srovnani s produkci
biogennich amind je opét patrné, Ze produkce obou detekovanych amind zapocala béhem

exponencialni faze riistu a pokracovala i ve fazi staciondrni.

7.4.1 Produkce tyraminu béhem kultivace p¥i teploté kultivace 30 °C

Béhem kultivace Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T3 pii teploté 30 °C byly vzorky
pro analyzu kinetiky produkce tyraminu odebirany po 0, 2, 5, 9, 12, 24, 48 a 72 hodinach.
V kazdém case (kromé poslednich dvou uvedenych) byl do ur€itych zkumavek piidavan

nisin v testovanych koncentracich.
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Obr. 25. Vliv ptidavku nisinu v ¢ase 0 na kinetiku produkce tyraminu u kmene

Lactobacillus curvatus béhem kultivace pti 30 °C.

Z obrazku 25 je patrné, ze v prab&hu Kultivace s narGstajicim ¢asem dochazelo k poklesu
mnozstvi vyprodukovaného tyraminu. Na pocatku experimentu byl u kontrolniho média
detekovan tyramin v mnozstvi 16,5 mg/l. Po 72 hodinach kultivace doslo k poklesu mnoz-
stvi tyraminu v bujonu na 12,3 mg/l. Pfidavek nisinu mé¢l vliv na obsah tyraminu béhem
celé doby kultivace, pfi¢emz béhem prvnich 12 hodin kultivace tento vliv nebyl vyznamny
(P>0,05), poté byl nejprve po 12 a 24 hodinach inkubace pozorovan vyznamny rozdil po
aplikaci dvou vyssich koncentraci (P<0,05) a od druhého dne kultiace jiz byl zjistén signi-
fikantni vliv mezi pfidavkem nisinu a kontrolnimi vzorky (P<0,05). S pfidavkem nisinu ve
vSech tiech testovanych koncentracich se snizil obsah tyraminu v bujonu po kultivaci bak-
terie. Pti ptidavku 14,3 ug/ml nisinu bylo pocateéni mnozstvi tyraminu 15,8 pg/ml a po 72
hodinach kleslo na 7,3 mg/l, coz je méné o 40,7 %. Pti piidavku 35,7 pg/ml nisinu byl ob-
sah tyraminu na pocatku kultivace 15,0 mg/l a na konci kultivace klesl na 6,7 mg/l (proti
kontrole méné o 45,5 %). Pti pridavku nejvyssi koncentrace nisinu bylo pocatecni mnoz-
stvi tyraminu 14,7 mg/l a na konci kultivace pouze 6,2 mg/l (ve srovnani s kontrolou méné
0 49,6 %).
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Obr. 26. Vliv pfidavku nisinu v ¢ase 12 hodin na Kinetiku produkce tyraminu u kmene

Lactobacillus curvatus béhem kultivace pii 30 °C.

Na obrazku 26 muzeme vidét, ze s pfidavkem nisinu K rostoucim bunikam v pozdé&jsi dobé
doslo v bujonech k mirnému navySeni tyraminu ve srovnani s pfidavkem bakteriocinu na
pocatku kultivace (obr. 25). MnozZstvi tyraminu u kontrolnich vzorka bylo z divodu jedné
sady kontrolnich zkumavek shodné jako v pfipadé sledovani produkce biogenniho aminu
po pridavku nisinu na pocatku kultivace (obr. 25). Z grafi na obrazku 25 a 26 lze vycist, ze
¢im vyss$i koncentrace nisinu byla K inkubovanym bunkam pfidana, tim bylo zjisténé
mnozstvi tyraminu niz$i. Po 72 hodinach kultivace bylo mnoZstvi tyraminu v MRS bujonu
po piidavku 14,3 pg/ml nisinu po 12 hodinach kultivace nizsi o 35,8 % nez u kontrolnich
vzorkl bez pfidavku bakteriocinu, po ptidavku 35,7 ng/ml nisinu po 12 hodinéach inkubace
nizsi o 45,5 % a po pridavku 71,5 pg/ml nisinu kleslo mnozstvi tyraminu o 69,1 %. Ve
srovnani s pridavkem nisinu na pocatku inkubace testovaného kmene (v Case 0) doslo
Vv piipadé pozdé¢jsiho piidavku bakteriocinu K mirnému zvySeni obsahu tyraminu po pfi-
davku dvou nizsich koncentraci nisinu, avSak po pfidavku nisinu nejvyssi koncentrace byl
obsah tyraminu niz§i. U pfidavku nisinu v 12. hodin¢ kultivace m¢ly vSechny koncentrace
nisinu po 72 hodinach inkubace statisticky vyznamny vliv na produkci tyraminu (P<0,05),

cv v

niho aminu (P<0,05).
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Obr. 27. Vliv piidavku nisinu v ¢ase 24 hodin na Kinetiku produkce tyraminu u

kmene Lactobacillus curvatus béhem kultivace pti 30 °C.

Z grafu na obr. 27 lze vyvaodit, ze s pfidavkem nisinu K rostoucim buiikdm po 24 hodinach
kultivace doslo k mirnému snizeni detekovaného tyraminu oproti pfidavku inhibi¢ni latky
po 12 hodinach kultivace (P>0,05). Kdyz byl pfidan nisin o nejnizsi testované koncentraci,
doslo k poklesu zjisténého mnozstvi tyraminu oproti kontrole o 39,8 %, po ptidavku nisinu

nejvyssi koncentrace doslo k poklesu o 74,8 %.

Z obrazku 25, 26, 27 lze usoudit, Ze piidavek nisinu mél vliv na obsah tyraminu v MRS po
kultivaci L. curvatus subsp. curvatus T3. Cim vyssi koncentrace nisinu byla pfidana, tim
byl zjistény obsah tyraminu niz$i. Nejnizs$i mnozstvi tyraminu bylo detekovano v médiu po
piidavku nisinu o nejvyssi koncentraci po 24 hodinach kultivace (3,1 mg/l). Nejvyssi obsah
tyraminu byl detekovan v bujonu po kultivaci bez pfidavku nisinu po 2 hodinach kultivace
testovaného bakterialniho kmene (17,6 mg/l). Kdyz byl bakteriocin piidan ke konci kulti-
vace (po 24 hodinach), mél na produkci tyraminu statisticky vyznamny vliv nisin ve vsech
koncentracich (P<0,05). Vliv 2 niz§ich koncentraci na produkci tyraminu byl obdobny

(P>0,05), zatimco ptidavek nejvyssi koncentrace se odlisoval (P<0,05).
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7.4.2 Produkce tyraminu béhem kultivace p¥i teploté kultivace 12 °C

Zjisténa mnozstvi tyraminu V bujonech po kultivaci bakterii bez ptidavku nisinu se pohy-

bovala v rozmezi 8,4 — 10,7 mg/l (obr. 28).
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Obr. 28. Vliv piidavku nisinu na pocatku kultivace na Kinetiku produkce tyraminu u

kmene Lactobacillus curvatus béhem kultivace pti 12 °C.

Na obr. 28 mizeme vidét, Ze mnozstvi tyraminu, ktery byl produkovan bunkami béhem
prvnich 2 hodin, vzrostlo, poté doslo k jeho snizeni (do 7. hodiny kultivace) a od 9. hodiny
kultivace opét rostlo. V tomto pfipadé¢ pfidavek nisinu o koncentraci 35,7 pg/ml
k inkubovanym bakteriim snizil mnozstvi tyraminu nejvice ze vSech tii aplikovanych kon-
centraci. Nejveétsi obsah tyraminu byl stanoven v médiu po piidavku 14,3 pg/ml nisinu.
Mnozstvi biogenniho aminu po 16 dnech kultivace bylo v MRS po piidavku 14,3 pg/ml
nisinu 0 10,5 % niz8i nez u kontrolnich vzorka (bez pfidavku bakteriocinu) (P>0,05), po

ptidavku 35,7 pg/ml nisinu bylo nizsi o 43,8 % a po ptidavku 71,5 pg/ml nisinu 0 36,2 %.
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Obr. 29. Vliv ptidavku nisinu 7. den kultivace na kinetiku produkce tyraminu u kmene

Lactobacillus curvatus béhem kultivace pti 12 °C.
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Obr. 30. Vliv pfidavku nisinu 11. den kultivace na kinetiku produkce tyraminu u kmene

Lactobacillus curvatus béhem kultivace pii 12 °C.

Na obr. 29 mtizeme vidét, Ze mnozstvi tyraminu, ktery byl produkovan L. curvatus, stoupa-
lo do 11. dne kultivace, nasledné doslo k poklesu a poté doslo opét k mirnému zvyseni.
V tomto piipadé mél na produkci tohoto biogenniho aminu nejvétsi vliv piidavek nisinu o

koncentraci 35,7 pg/ml (stejné jako u obr. 28), po jehoz aplikaci byl pozorovan nejvétsi
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pokles tohoto aminu v kultivaénim médiu (P<0,05). Obsah tyraminu byl v bujonu po kulti-
vaci testovaného kmene po ptidavku 14,3 pg/ml nisinu 8,8 mg/ml, po pfidavku 14,3 pg/ml
nisinu 8,1 mg/ml a po ptidavku 71,5 ng/ml nisinu 8,3 mg/l. Po pfidavku nisinu 7. den ne-
byl pozorovan vyznamny rozdil po pfidavku prvnich 2 koncetraci nisinu (P>0,05), zatimco
nisin s nejvyssi koncentraci statisticky vyznamné ovliviioval obsah tyraminu (P<0,05).
Z vysledkti uvedenych na obr. 30 lze vyvodit, ze obsah tyraminu Vv bujoénech od 11. dne
29) bylo stanoveno nejmensi mnozstvi tyraminu v MRS po ptidavku nisinu o nejvyssi apli-
kované koncentraci (o 40,0 % méné nez u kontroly po 16 dnech kultivace) (P<0,05). Po
11 dnech kultivace se ptidavek nisinu 2 nizsich koncentraci vyznamné neprojevil (P>0,05),
zatimco po 16 dnech kultivace m¢l pfidavek nisinu statisticky vyznamny vliv (P<0,05) na
produkci tyraminu. Kdyz byl nisin pfidan 14. den kultivace, koncentrace nisinu mély odlis-

vyznamny rozdil (P>0,05).

Pfi srovnani produkce tyraminu u L. curvatus subsp. curvatus T3 béhem kultivace pti 30 a
12 °C byl obsah vyssi v bujonech béhem kultivace pii teploté 30 °C. Kdyz byl tento kmen
kultivovan pii vyssi teploté, bylo zjisténé mnozstvi tyraminu po 72 hodinach inkubace
12,3 mg/l, zatimco béhem Kultivace pti teplot¢ 12 °C bylo po 16 dnech detekovano
10,5 mg/l tohoto biogenniho aminu. Pti nizsi kultivaéni teploté doslo k poklesu vyprodu-

kovaného tyraminu o 14,6 %.

7.4.3 Produkce sperminu béhem kultivace p¥i teploté kultivace 30 °C

Mnozstvi sperminu Se V bujonech bez ptidavku nisinu béhem kultivace L. curvatus subsp.

curvatus T3 pohybovalo v rozmezi 63,3 — 144,5 mg/l (obr. 31).
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Obr. 31. Vliv ptidavku nisinu v ¢ase 0 na kinetiku produkce sperminu u kmene

Lactobacillus curvatus béhem kultivace pii 30 °C.

Zobr. 31 je patrné, ze béhem prvnich 12 hodin kultivace nedoslo ke snizeni produkce
sperminu v dusledku piidavku nisinu v nejvyssi testované koncentraci, naopak v bujonu
byl obsah sperminu nejvyssi. Mnozstvi polyaminu pozvolna klesalo do 12. hodiny kultiva-
ce, poté se obsah mirn¢ zvysil a po 48 hodinach opét Klesl. Nejvyssi mnozstvi sperminu
(144,5 mg/l) bylo stanoveno na poc¢atku kultivace v MRS bez piidavku nisinu. Nejnizsi
mnozstvi bylo detekovano po 48 hodinach kultivace v bujonu s ptidavkem nisinu o nej-
vyssi testované koncentraci (29,7 mg/ml). Z toho Ize usoudit, Ze s rostouci dobou kultivace
m¢él ptidavek nisinu o nejvyssi koncentraci vliv na snizeni obsahu sperminu v kultivaénim
médiu (P<0,05). Vlivem piidavku nisinu o riznych koncentracich doslo ke konci kultivace
k poklesu obsahu sperminu v bujonech (po 48 a 72 hodinach), pficemz piidavek nisinu v
koncentraci 35,7 pg/l nemé¢l na pokles produkce signifikantni vliv (P>0,05), zatimco u
dvou zbyvajich koncentraci byl tento vliv statisticky vyznamny (P<0,05). Po 72 hodinach
byla stanovena nasledujici mnozstvi sperminu v MRS bujonech: u kontrolniho vzorku
100,3 mg/ml, s ptidavkem 14,3 pg/ml nisinu 56,8 mg/ml, s pfidavkem 35,7 pg/ml nisinu
74,6 mg/l, s ptidavkem 71,5 pg/ml nisinu 36,1 mg/I.
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Obr. 32. Vliv pridavku nisinu v ¢ase 5 hodin na kinetiku produkce sperminu u

kmene Lactobacillus curvatus béhem kultivace pii 30 °C.
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Obr. 33. Vliv pridavku nisinu v ¢ase 24 hodin na kinetiku produkce sperminu u

kmene Lactobacillus curvatus béhem kultivace pii 30 °C.

Z vysledkt na obrazcich 32 a 33 Ize vyvodit, Ze s rostouci dobou kultivace v kultiva¢nim
médiu klesalo mnozstvi sperminu. To muze byt zptsobeno tim, ze nisin inhibuje rist de-

karboxylaza pozitivnich bakterii [57]. Jestlize byl k rostoucim bunikam ptidan nisin o kon-
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centraci 71,5 pg/ml po 5 hodinach kultivace (obr. 32), bylo po 72 hodinach kultivace v
ce nisinu nezpusobila do 24. hodiny kultivace vyraznéjsi pokles sperminu v bujonu nez
koncentrace niz§i (P>0,05). Na obr. 33 lze vidét, ze vlivem nisinu o koncentraci 35,7 pg/ml
byl obsah sperminu oproti kontrolnim vzorkiim sniZen nejvice (P<0,05). Nejmén¢é spermi-
nu bylo v supernatantech po inkubaci bun¢k detekovano po 48 hodinach kultivace (22,3
mg/l). Po 72 hodinach kultivace (obr. 32) bylo mnozstvi sperminu v kultiva¢nim médiu
s pridavkem 14,3 pg/ml nisinu nizsi o 61,0 % nez u kontrolniho bujonu, s pridavkem 35,9
pug/ml nisinu byl obsah nizsi o 73,3 % a po piidavku 71,5 ug/ml nisinu o 71,3 %. Ptidavek
nisinu ve vSech koncentracich mél statisticky vyznamny vliv na produkei sperminu béhem

celé doby kultivace (P<0,05).

7.4.4  Produkce sperminu béhem kultivace p¥i teploté kultivace 12 °C

Béhem kultivace kmene L. curvatus subsp. curvatus T3 pii teploté 12 °C se obsah tyraminu

v bujonech bez piidavku nisinu pohyboval v rozmezi 41,9 — 74,6 mg/l (obr. 34).
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Obr. 34. Vliv pfidavku nisinu na poc¢atku kultivace na kinetiku produkce sperminu

u kmene Lactobacillus curvatus béhem kultivace pii 12 °C.
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Obsah sperminu v MRS u sledovaného kmene béhem kultivace kolisal, 16. den byl v MRS
obsah sperminu 41,9 mg/l (obr. 34). Nejvyssi mnozstvi tohoto polyaminu bylo detekovano
v médiu bez piidavku nisinu na poc¢atku kultivace (74,6 mg/l). Po 16 dnech kultivace klesl
obsah sperminu v bujonu bez pridavku nisinu téméf o polovinu (o 43,8 %). Vlivem ptidav-
ku dvou niz8ich koncentraci nisinu doslo v priabéhu kultivace kK statisticky nevyznamnému
poklesu sperminu oproti kontrole (P>0,05), zatimco pii aplikaci nejvyssi koncentrace byl
ve srovnani s kontrolou zaznamenan signifikantni rozdil (P<0,05). Po 72 hodinach kultiva-
ce byl v MRS s piidavkem 14,3 ug/ml nisinu detekovan spermin v mnozstvi 34,6 mg/ml (o
17,4 % méné nez v MRS bez ptidavku nisinu), s ptidavkem 75,9 pg/ml nisinu 29,0 mg/l (o
30,8 % mén¢ nez v MRS bez pridavku nisinu), s pfidavkem 71,5 pg/ml nisinu 22,7 mg/l (0

45,8 % méné nez Vv MRS bez piidavku nisinu).
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Obr. 35. Vliv ptidavku nisinu 7. den kultivace na kinetiku produkce sperminu u

kmene Lactobacillus curvatus béhem kultivace pii 12 °C
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Obr. 36. Vliv pfidavku nisinu 11. den kultivace na kinetiku produkce sperminu u

kmene Lactobacillus curvatus béhem kultivace pii 12 °C

Z vysledk, které jsou graficky uvedeny na obrazku 35 a 36, Ize vyvodit, Ze s rostouci do-
bou kultivace klesalo mnozstvi sperminu v kultivaénim médiu. Kdyz byl nisin k rostoucim
bunkam do média piidan pozdéji (11. den), doslo k mirnému zvyseni detekovaného mnoz-
stvi sperminu oproti tomu, kdyz byl bakteriocin ke studovanému kmenu laktobacilu pfidan
dtive (5. den). Nejnizs§i mnozstvi polyaminu bylo detekovano v MRS po piidavku nisinu 0
nejvyssi koncentraci po 16 dnech kultivace (obr. 35), a to 16,7 mg/l. Po 16 dnech kultivace
(obr. 36) bylo mnozstvi sperminu v bujonu s piidavkem 14,3 pg/ml nisinu nizsi o 27,0 %
nez u kontrolnich vzorku bez bakteriocinu, S pfidavkem 75,9 pg/ml nisinu byl obsah nizsi
0 31,3 % a po pridavku 71,5 pug/ml nisinu 0 55,1 %. Po 11 dnech kultivace se piidavek
nisinu o nejnizsi koncentraci vyznamné neprojevil (P>0,05), zatimco po 14 dnech kultivace
m¢él pfidavek nisinu statisticky vyznamny vliv (P<0,05) na produkci sperminu. Pfidavek
nisinu nejvyssi v koncentraci mél statisticky vyznamny vliv na produkci polyaminu béhem

celé doby kultivace (P<0,05).

Z obrazku 34 az 36 lze usoudit, ze odlisna koncentrace ptidaného nisinu méla vliv na ob-
sah sperminu v kultivaénim médiu. Zpravidla platilo, Ze ¢im vys$si koncentrace nisinu byla

do bujonu pridana, tim byl detekovan nizsi obsah sperminu.
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Pfi srovnani produkce sperminu u L. curvatus subsp. curvatus T3 béhem kultivace pii tep-
loté 30 a 12 °C doslo k poklesu obsahu sperminu v médiu béhem kultivace pti 12 °C. Kdyz
byl tento kmen kultivovan pii 30 °C, bylo zjisténo mnozstvi sperminu v médiu bez piidav-
ku nisinu po 72 hodinach 100,3 mg/l, zatimco béhem kultivace pii 12 °C bylo zjisténé
mnozstvi polyaminu po 16 dnech 41,9 mg/l. Pi niz$i kultivaéni teploté doslo v bujonech

po kultivaci testovanych bakterii k poklesu sperminu o vice nez polovinu (0 58,2 %).

7.5 Souhrnna diskuze

V diplomové praci byl sledovan vliv vnéjSich faktorti, predev§im piidavek bakteriocinu
nisinu ve tfech koncentracich v riiznych €asovych intervalech, na produkci biogennich
amint u dvou kmend laktobacilt, které byly izolovany z piva a ptirodniho syru. Tento ex-
periment byl provadén z divodu, Ze nisin je povolen pfidavat do potravin [58] a mohl by

mit pozitivni vliv na lidské zdravi tim, Ze snizi produkci biogennich amint.

Ze ziskanych vysledku je patrné, ze kmen L. plantarum RIBM 2-89 produkoval vyssi
mnozstvi tyraminu nez kmen L. curvatus subsp. curvatus T3, pfi¢emz vy$si produkce byla
u obou kment zjisténa béhem kultivace pii 30 °C. U kmene L. plantarum RIBM 2-89 do-
Slo béhem kultivace k vyraznému zvyseni vyprodukovaného tyraminu. U kmene L. curva-
tus subsp. curvatus T3 tomu bylo naopak, béhem kultivace doslo k mirnému snizeni obsa-
hu tyraminu v kultivaénim médiu. S pfidavkem nisinu v ¢ase doslo k poklesu tyraminu u
obou kmenti béhem kultivace pfi teploté 30 °C. Oproti tomu béhem Kultivace pfi nizsi tes-
tované teploté¢ doslo s ptfidavkem nisinu v ¢ase k mirnému navysSeni tyraminu v médiu.
Zpravidla platilo, ze ¢im vyssi koncentrace nisinu byla do bujonu k bakteriim ptidana, tim

byl obsah vyprodukovanych biogennich amind nizsi.

Vys8i obsah sperminu byl detekovan v bujonech po kultivaci kmene L. curvatus subsp.
curvatus T3. Nejvyssi produkce polyaminu byla u tohoto kmene zjisténa béhem kultivace
pii 30 °C. Na rozdil od téchto vysledkd, u kmene L. plantarum RIBM 2-89 bylo detekova-
no vyssi mnozstvi sperminu béhem kultivace pti 12 °C. U kmene L. curvatus subsp. curva-
tus T3 doslo v dusledku ptidavku nisinu v ¢ase k poklesu sperminu v bujonu, pricemz pla-
tilo, ze ¢im vyssi koncentrace nisinu byla do média ptidana, tim byl zjistény obsah spermi-
nu nizsi. U kmene L. plantarum RIBM 2-89 bylo dosazeno podobnych vysledku, ptidavek

nisinu v ¢ase rovnéz vedl K poklesu sperminu s tim rozdilem, Ze vzdy neplatilo, ze vyssi
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koncentrace nisinu vice snizovala obsah sperminu v bujonu. V tomto ptipad¢ po piidavku

niz8ich koncentraci nisinu byl v bujonu detekovan nizsi obsah sperminu.

Snizenim obsahu biogennich amind v potravinach se zabyva mnoho vyzkumnych pracov-
nikll a mezinarodnich agentur. Metody jsou zalozené na inhibici rGstu mikroorganizmii
nebo jejich dekarboxylazové ¢innosti s cilem zlepsit kvalitu potravin. Pfidavkem bakterio-
cinti, respektive nisinu, za ucelem snizeni produkce biogennich amint se doposud zabyvalo
minimum studii, tudiz je velmi obtizné porovnat vysledky ziskané v této diplomové praci S
jinymi vyzkumy. Z tohoto divodu se tedy diskuze bude vénovat prevazné jinym moznos-

tem sniZzeni produkce biogennich amint.

Autory Tabanelli et al. [59] byla zkoumana antimikrobialni aktivitu urcitych kment lakto-
kokd izolovanych z kravského mléka na jiné grampozitivni koky fazené rovnéz mezi
BMK. Na zaklad¢ jejich inhibi¢niho G¢inku byly vybrany 3 kmeny - Lactoccus lactis
subsp. lactis CG27, Lactoccus lactis subsp. lactis VR84, Lactoccus lactis subsp. lactis
EG46. Byla studovana jejich inhibi¢ni aktivita proti bakterii Enterococcus faecalis EF37
produkujici tyramin a bakterii Streptococcus thermophilus PRI60 produkujici histamin.
Bylo prokazano, ze vybrané 3 kmeny produkuji bakteriociny nisin Z a lakticin 481 schopné
inhibovat dekarboxylaza pozitivni bakterie. Produkce tyraminu bez ptidavku konkurenc-
nich produkénich kultur dosahla po 48 hodinach kultivace cca 300 mg/l, zatimco pfitom-
nost produkénich laktokokt produkei tyraminu snizila. Po 48 hodinach kultivace neptesah-
la koncentrace tyraminu 80 mg/l. Pouzit¢ kmeny laktokokt vykazovaly vétsi inhibiéni
ucinky proti bakterii Streptococcus thermophilus PRI60 produkujici histamin nez proti
bakterii Enterococcus faecalis EF37 produkujici tyramin. Zejména nisin Z, produkovany
kmenem Lactoccus lactis subsp. lactis VR84, zplsobil usmrceni streptokoki. Kmen
Lactoccus lactis subsp. lactis CG27 byl u¢inngjsi nez Lactoccus lactis subsp. lactis EG46.
Mnozstvi vyprodukovaného histaminu bez pouziti laktokokl ¢inilo po 48 hodinach kulti-
vace cca 200 mg/l, s piidavkem konkuren¢nich kultur klesl obsah histaminu pfi stejné kul-
tivacni dob¢€ na 75 mg/Il. Tato studie ukazala, ze produkce bakteriocinti pfidanymi kultura-
mi snizila mnozstvi biogennich amint. Dale mizeme fici, ze rizné typy bakteriocini mo-
hou mit odlisné ucinky na produkci biogennich aminti u dekarboxylaza pozitivnich kmend.
Autory Wu et al. [60] byl zkouman vliv pfidavku kultur Lactobacillus plantarum a Zygo-

sacharomyces rouxii béhem vyroby cinského zeli. Byl sledovan rozdil produkce biogen-

nich amind u spontanné kvaseného zeli (bez pridanych kultur) a u zeli s ptfidavkem vyse
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uvedenych kultur. Akumulace biogennich amint putrescinu, kadaverinu a tyraminu byla
sledovana po celou dobu vyroby zeli (8 dnt1). U spontanniho kvaseni rostl obsah putrescinu
s rostoucim Casem fermentace. Nejvy$Si mnozstvi putrescinu bylo zjisténo 4. den
(45,9 mg/kg). Nasledné hladina putrescinu mirn¢ klesala. Béhem celého kultiva¢niho pro-
cesu s piidavkem kultur hladina putrescinu prudce klesala. Po 8 dnech kultivace byla aro-
ven putrescinu 13x niz$i nez u spontanni fermentace. Podobné vysledky byly ziskany i v
ptipadé¢ dalSich biogennich amint kadaverinu a tyraminu. Tento vyzkum ukazuje, Ze kultu-
ry Lactobacillus plantarum a Zygosacharomyces rouxii mohou pfi vyrobé kysaného zeli

snizovat obsah biogennich amind.

Degradace histaminu halotolerantni bakterii Staphylococcus carnosus izolované z rybi
omacky byla zkoumana autory Zaman et al. [61]. Pfi této studii byl zkouman vliv pH na
rst a schopnost degradace histaminu této bakterie. Optimalni rast této bakterie byl pozo-
rovan pifi pH 8. Hodnota pH také ovliviiovala degradac¢ni ucinek. Nejvetsi degradace his-
taminu byla sledovana v rozmezi pH 5-7. Pii pH 6 byla degradace biogenniho aminu nej-
vyssi, po 24 hodinach kultivace S. carnosus pii 37 °C doslo ke snizeni mnozstvi histaminu
az 0 32,5 %. Ostatni hodnoty pH podporovaly degradaci histaminu méné. Pti pH 8 byla
zjisténa mira degradace histaminu 5,3 % a pti pH 9 pouze 1,2 %. Dale byl zkouman vliv
soli (NaCl) na rust a degradac¢ni schopnost Staphylococcus carnosus. Tato halotolerantni
bakterie rostla jak v ptitomnosti, tak i neptitomnosti soli. Optimalni rist byl zaznamenan
pti 9% koncentraci soli. Pfi 18% koncentraci soli sledovany kmen bakterie stale rostl,
avsak pocet bunék byl znatelné mensi. Nejvétsi mira degradace histaminu byla pozorovana
v prostiedi s 9% koncentraci soli — bylo degradovano az 39,1 % histaminu. Staphylococcus
carnosus vykazoval snizeni mnozstvi histaminu také pfi koncentraci soli 18 %, a to o
22,1 %. Kromé pH a obsahu soli byla zkoumana teplota vhodna k degradaci. Bakterie rost-
ly v rozmezi teplot 30-40 °C. Optimalni teplota ristu byla 35 °C. Pti teploté 45 °C byl rist
témér zastaven. Nejvyssi degradaéni aktivita byla zjisténa pfi teploté 40 °C, kdy bylo eli-
minovano 23,5 % histaminu. Zavérem lze fici, ze Staphylococcus carnosus po celou dobu
kultivace v podminkach in vitro (5 dni) degradoval obsah histaminu. Hladina histaminu se
mirné zvysila od tietiho dne kultivace, coz mohlo byt zptisobeno pfitomnosti dekarboxyla-
za pozitivnich bakterii. Testovany kmen S. carnosus miiz byt pouzit ke snizeni histaminu

béhem kvaseni potravin s vyssim obsahem soli.
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Autory Gardini et al. bylo [62] zkoumano pouziti bakterie Staphylococcus xylosus jako
startovaci kultury do klobas a jeji vliv na obsah biogennich aminti. V tomto vyzkumu byl
pouzit jako startovaci kultura krom¢ kmene Staphylococcus xylosus S81 jesté kmen Lacto-
bacillus sakei G20 zajist'ujici tradiéni senzorické vlastnosti klobas. Je znamo, Ze tento
kmen nema dekarboxylazovou aktivitu a v dusledku toho neni schopen tvofit biogenni
aminy. Byly vytvofeny 3 kombinace vzorka: vzorek A (kontrolni) - do klobas nebyly pfi-
dany startovaci kultury ani histamin, vzorek B - do klobas byl ptidan histamin (150 mg/kg)
a startovaci kultury ptidany nebyly, vzorek C - do klobas byl ptidan histamin (150 mg/kg) i
startovaci kultury (Staphylococcus xylosus S81, Lactobacillus sakei G20). Vzorky zraly 21
dni a v prub¢hu zrani byly detekovany biogenni aminy. U vzorku A nebyl histamin deteko-
van, coz znamena, ze prirozena mikroflora klobas tento amin neprodukovala. Ve vzorku B
doslo z pocatku fermentace ke snizeni obsahu histaminu (prvnich 6 dni zrani), av§ak po
21 dnech vzrostl jeho obsah na nejvyssi detekovanou koncentraci (241 mg/kg). U vzorku C
byla hladina histaminu prvnich 5 dni konstantni. Nasledné doslo ke zvySeni na maximalni
koncentraci histaminu (206 mg/kg). Dalsi dny se obsah histaminu snizoval a na konci zrani
byl zjistén obsah této latky 113 mg/kg. Kromé histaminu byly klobasy podrobeny analyze
také na putrescin a tyramin. Mnozstvi putrescinu bylo na konci zrani 3X vy$si u vzorku B
(307 mg/kg) nez u vzorku A (109 mg/kg). Ve vzorku C bylo mnoZstvi putrescinu pouze
11 mg/kg. Nejvyssi detekované mnozstvi tyraminu na konci zrani bylo u vzorku B
(523 mg/kg). Ve vzorku A byl obsah tyraminu 404 mg/kg a ve vzorku C 375 mg/kg.
Z dosazenych vysledku lze konstatovat, Ze piidavek kultury Staphylococcus xylosus S81

mél pozitivni vliv na obsah biogennich aminti — snizil jejich obsah.

Autory Garcia-Ruiz et al. [63] byl provadén vyzkum schopnosti bakterii mlééného kvaseni
degradovat ve viné biogenni aminy histamin, tyramin a putrescin. Celkem bylo pouzito
85 kment bakterii mlé¢ného kvaseni — Oenococcus oeni (42 kmenti), Pediococcus parvu-
lus (7 kmenti), Pediococcus pentosaceus (4 kmeny), Lactobacillus plantarum (6 kment),
Lactobacillus hilgardii (9 kment), Lactobacillus zeae (3 kmeny), Lactobacillus casei
(7 kment), Lactobacillus paracasei (5 kmenu), Leuconostoc mesenteroides (2 kmeny).
Z 85 testovanych kmend bylo 25 % schopno degradovat histamin, 18 % tyramin a pu-
trescin. K dalsim studiim bylo vybrano 9 kment, které degradovaly >10 % nékterého z
vySe uvedenych BA. Tyto kmeny byly schopné degradovat alesponi 2 ze 3 testovanych BA.

Lze fici, Ze putrescin byl degradovan ve vétsi mife neZ histamin a tyramin. Nejvétsi poten-
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cial pro degradaci BA m¢ly kmeny Lactobacillus a Pediococcus (zejména L. plantarum, L.
casei, P. pentosaceus). Bylo také zjisténo, ze kmeny Oenococcus oeni nemaji potencial k
degradaci biogennich aminu ve viné. Tato studie naznacuje, ze bakterie mlé¢ného kvaseni

vyskytujici se ve viné mohou mit vliv na snizeni produkce biogennich amint.

Redukci biogennich amint pouzitim vysokotlakého oSetfeni pii vyrobé syrii se zabyvali
Calzada et al. [64]. Pfi zpracovani byl pouzit hydrostaticky tlak 400 a 600 MPa. Vysokot-
laké oSetfeni bylo aplikovano na syrech po dobu 5 minut 21. a 35. den zrani. Vlivem vyso-
kého tlaku doslo ke snizeni poctu dekarboxylaza pozitivnich mikroorganizmu, a tim i ke
snizeni detekovaného mnozstvi BA. Pokles poc¢tu mikroorganizmt pii oSetfeni tlakem
600 MPa byl podstatn¢ vyraznéjsi nez pii aplikaci tlaku 400 MPa. Prvni den zrani byl ob-
sah biogennich aminid v syrech pod detek¢nim limitem. Nicméné 21. den zrani bylo
V neosetienych syrech detekovano 371 mg/kg biogennich aminti, 35. den bylo stanovené
zna¢né mnozstvi vyprodukovanych BA (740 mg/kg) a az do 60. dne se celkové mnozstvi
BA zvySovalo az na hodnotu 1089 mg/kg. V syrech osetfenych tlakem 400 MPa bylo cel-
kové mnozstvi BA po 60 dnech zrani 728-794 mg/kg a v syrech oSetfenych tlakem
600 MPa to bylo jesté méné (377-656 mg/kg). Celkovy obsah BA vzrostl pii chladiren-
ském skladovani syrt po 240 dnech az na koncentraci 3690 mg/kg Vv syrech neoSetfenych,
Vv syrech oSetfenych nizsi hodnotou tlaku (400 MPa) bylo zjisténé mnozstvi BA zhruba o
tietinu nizsi (2022-3276 mg/kg) a v syrech osetienych tlakem 600 MPa byly po 240dennim
skladovani detekovany biogenni aminy v méné jak tfetinovém podilu (896-1011 mg/kg).
Nejcastéji byly detekovany biogenni aminy tyramin, putrescin, kadaverin a tryptamin.

Spermin a spermidin nebyly stanoveny v zadném z testovanych vzorka.

Snizenim biogennich aminti pomoci bakterie Lactobacillus plantarum v masnych vyrob-
cich (klobasach z kapra) se zabyval Zhang et al. [65]. Lactobacillus plantarum ZY-40 byl
ziskan z fermentovanych rybich vyrobkd. Béhem fermentace pii vyrobé rybich klobas byl
sledovan rust mikroorganizmu, pH a pfitomnost biogennich amint. Byly ptipraveny 2 sarze
vyrobku - Sarze A byla zaoCkovana kmenem L. plantarum TY-40, sarze B byla kontrolni,
neobsahovala vyse uvedeny kmen. V Sarzi A byl béhem fermentace potlacen rust bakterii
Pseudomonas a enterobakterii. Dale byl sledovan pocet kvasinek, ktery se u obou Sarzi
témef nelisil. Z tohoto poznatku Ize vyvodit zavér, ze L. plantarum TY-40 nepotlacoval
rast kvasinek. Pfidany mikroorganizmus zpisobil rychlé okyseleni klobas, ¢imz také potla-

¢il rist urcitych neZzadoucich mikroorganizmii. Hlavnimi aminy vytvofenymi béhem fer-
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mentace téchto rybich klobas byly putrescin, kadaverin a tyramin. L. plantarum TY-40
vyrazné snizil obsah putrescinu a kadaverinu, a to az o 70 %., coz koreluje se snizenim
poctu enterobakterii, které se pravdépodobné podilely na tvorbé vétsiny detekovanych ami-
nd. Zjisténa mnozstvi tyraminu byla obdobna u Sarze A i B, coz naznacuje, ze L. plantarum
TY-40 ziejmé nebyl schopen inhibovat bakterie podilejici se na tvorbé tyraminu. Zavérem
lze fici, ze L. plantarum TY-40 zpusobil rychlé okyseleni klobas, inhiboval rist nezadou-

cich bakterii a snizil akumulaci biogennich amint putrescinu a kadaverinu.

Autory Kim et al. [66] byla zjisténa redukce obsahu biogennich amind v s6jové pasté po-
moci gama zafeni. Byl sledovan vliv obsahu soli a ddvka gama zareni béhem fermentace
pii teploté 25 °C po dobu 12 tydnt. Séjova pasta byla piipravena ve tfech modifikacich s
riznymi koncentracemi soli — 6, 8 a 12 %, kde pasta obsahujici 12 % NaCl slouzila jako
kontrola. Sojové pasty byly ozafeny tiemi davkami gama zatfeni (5, 10 a 15 kGy). Dulezi-
tym faktorem pro rast dekarboxyléza pozitivnich bakterii je pH. Vysledky ukéazaly, Ze nizsi
koncentrace soli zpusobila pokles pH. Ozafeni snizeni pH nezptisobilo. Proto malo solené
neozafené vzorky mohou mit optimalni pH pro rust bakterii podilejicich se na tvorbé BA.
V s6jové pasté byly detekovany BA putrescin, kadaverin, tryptamin, fenyethylamin, sper-
midin, histamin, tyramin, agmatin. U ozafenych vzorkl s niZ§im obsahem soli bylo dete-
kovano vyS$i mnoZstvi biogennich aminli nez u vzorkil s vy$§im obsahem soli. Také davka
zéteni ovlivnila bakterie produkujici BA. Cim byla ddvka gama zafeni vyssi, tim byla pro-
dukce BA niz$i. Ztéto studie vyplyva, Ze gama zafeni miize snizit mnozstvi BA

V potravinach.
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ZAVER

Diplomova prace byla zamétena na zmapovani kinetiky produkce biogennich amini kmeny

L. plantarum RIBM 2-89 a L. curvatus subsp. curvatus T3 v zavislosti na vnéjSich fakto-

rech. Pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie byly sledovany zmény obsahu bio-

gennich amind v zavislosti na piidavku nisinu ve 3 ruznych koncentracich (14,3 pg/ml,

35,7 ug/ml a 71,5 ug/ml), piidavku nisinu k rostoucim buiitkam v danych ¢asovych interva-
lech a teploty kultivace (30 + 1 °Ca 12 £ 1 °C).

Na zékladé této studie 1ze konstatovat tyto vysledky:

>

>

Oba testované kmeny produkovaly biogenni aminy tyramin a spermin.

Nejvyssi obsah tyraminu byl detekovan u kmene L. plantarum RIBM 2-89 po
72 hodinach kultivace pfi teploté 30 °C v bujonu bez piidavku nisinu (440,6 mg/l).
Kultivaéni teplota 12 °C zpomalovala rist mikroorganizmui a v disledku toho byla
zjisténa nizsi produkce tyraminu i sperminu.

Z vétsiny vysledkl je patrné, ze s pfidavkem nisinu o vys$si koncentraci doslo ke
sniZeni obsahu biogennich amini v bujonech po kultivaci sledovanych bakterii.

Vliv ptfidavku nisinu v riznych ¢asovych intervalech nemél jednoznaény vliv na

obsah biogennich aminti v kultivaénim médiu.

Nejvyssi obsah sperminu byl detekovan u kmene L. curvatus subsp. curvatus T3 na

pocatku kultivace pii 30 °C v bujonu bez piidavku nisinu (144,5 mg/l).

Béhem kultivace pfi teploté 12 °C byl stanoven nejvyssi obsah sperminu u kmene

L. curvatus subsp. curvatus T3 v bujonu bez pfidavku nisinu na poc¢atku kultivace.

Je dulezité sledovat mnozstvi biogennich aminti v potravinach a faktory ovliviiujici jejich

vznik, jelikoZ mohou slouzit jako indikatory kvality potravin.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
BMK Bakterie mlééného kvaseni.

Tzv.  Takzvané.

MO Mikroorganizmy.

BA Biogenni aminy.

NaCl Chlorid sodny.

AMK  Aminokyseliny.
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