Vliv protektivni kultury na produkci vybranych
biogennich aminu u Lactobacillus curvatus
v podminkach in vitro a v mléce

Bc. Adéla Zalkova

Diplomova prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2017 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka

Ustav technologie potravin
akademicky rok: 2016/2017

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pfijmeni:  Bc. Adéla Zalkova
Osobni éislo: T15316
Studijni program:  N2901 Chemie a technologie potravin

Studijni obor: Technologie potravin
Forma studia: prezenéni
Téma prace: Vliv protektivni kultury na produkci vybranych biogennich amind

u Lactobacillus curvatus v podminkach invitro av mléce

Zasady pro vypracovani:

l. Teoreticka cast

1. Charakteristika bakterii mlééného kvaseni a protektivnich kultur.

2. Inhibiéni latky produkované v potravinarstvi.

3. Produkce biogennich amindi a moZnosti jejich sniZeni v potravinach.
Il. Prakticka cast

1. Sledovani vybranych faktori (pH prostfedi, pfidavku nisinu a protektivni kultury
Lactococcus lactis - subsp. lactis ) na produkei biogennich amind u kmene
Lactobacillus curvatus  subsp. curvatus v podminkach invitro av mléce.

2. Stanoveni biogennich aminii kapalinovou chromatografii.
3. Zpracovani vysledki.

4. Formulace zavéri na zakladé ziskanych vysledki.



Rozsah diplomové prace:
Rozsah pfiloh:
Forma zpracovéni diplomové prace: tisténa/elektronicka

Seznam odborné literatury:

[11 CHEN, H. a D. G. HOOVER. Bacteriocins and their Food Applications. Comprehensive
Reviews in Food Science and Food Safety, 2003, vol. 2, s. 82-100.

[21 HUTKINS, Robert W. Microbiology and technology of fermented foods. 1st ed. Ames,
lowa: Blackwell Pub., 2006, xi, 473 p. ISBN 978-081-3800-189.

[31 SALMINEN, Seppo, Atte von WRIGHT a Arthur OUWEHAND. Lactic acid bacteria:
microbiology and functional aspects. 3rd ed., rev. and expanded. New York: Marcel
Dekker, 2004, 633 p. Food science and technology (Marcel Dekker, Inc.), 139. ISBN
08-247-5332-1.

[4]1 BENKERROUM, Noreddine. Biogenic Amines in Dairy Products: Origin, Incidence, and
Control Means. Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety, 2016, vol. 15,
s. 801-826.

Vedouci diplomové prace: doc. RNDr. Leona Buiikova, Ph.D.
Ustav inZenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi

Datum zadani diplomové prace: 3. inora 2017
Termin odevzdani diplomové prace:  28. dubna 2017

Ve Zliné dne 3. tnora 2017

/';/
K (

doc. Ing. Frantisek Buiika, Ph.D.
fedilel tistavu

doc. Ing. Frantisek Burika, Ph.D.
dékan




f

Piijmeni a jméno: .. ZALKOVA  ADELA .. ... . i L

PROHLASENI
Prohlasuji, ze

*  beru na védomi, ze odevzdanim diplomové/bakalafské prace souhlasim se zvefejnénim
své prace podle zakona ¢. 111/1998 Sb. o vysokych Skolach a 0 zméné a doplnéni dalsich
zdkonu (zakon o vysokych skolach), ve znéni pozdg&jich pravnich piedpist, bez ohledu
na vysledek obhajoby ”;

*  beru na vé&domi, Zze diplomova/bakalafska prace bude ulozena v elektronické podobé v
univerzitnim  informaénim  systému  dostupnd  k nahlédnuti, Ze jeden wytisk
diplomové/bakalaiské price bude uloZen na pfisluném uastavu Fakulty technologické
UTB ve Zlin¢ a jeden vytisk bude uloZen u vedouciho prace;

»  byl/a jsem seznamen/a s tim, Ze na moji diplomovou/bakalafskou praci se plné vztahuje
zakon €. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a
0 zméné nékterych zakont (autorsky zakon) ve znéni pozdéjsich pravnich piedpisi, zejm.
§350dst. 37;

*  beru na védomi. ze podle § 60 ¥ odst. 1 autorského zdkona ma UTB ve Zling pravo na
uzavieni licenéni smlouvy o uziti §kolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského zakona;

«  beru na védomi, Ze podle § 60 ” odst. 2 a 3 mohu uzit své dilo — diplomovou/bakaldfskou
praci nebo poskytnout licenci k jejimu vyuziti jen s pfedchozim pisemnym souhlasem
Univerzity Tomase Bati ve Zling, kterd je opravnéna v takovém pfipadé ode mne
pozadovat piiméfeny piispévek na hradu ndkladd, které byly Univerzitou Tomase Bati
ve Zliné na vytvoreni dila vynaloZeny (az do jejich skuteéné vyse);

«  beru na védomi, Ze pokud bylo k vypracovani diplomové/bakalaiské prace vyuzito
softwaru poskytnutého Univerzitou Tomage Bati ve Zlin& nebo jinymi subjekty pouze ke
studijnim a vyzkumnym uéelim (tedy pouze k nekomerénimu vyuziti), nelze vysledky
diplomové/bakalaiské prace vyuzit ke komerénim Gcelim;

+  beru na védomi, Zze pokud je vystupem diplomové/bakalafské prace jakykoliv softwarovy
produkt, povazuji se za souddst prace rovnéz i zdrojové kédy, popf. soubory, ze kterych
se projekt skldda. Neodevzdani této soudasti mize byt divodem k neobhdjeni prace.

Ve Zling ..28.4.201%.

............ L A

U z6kon ¢ 111/1998 Sb. o vysokych $koldch a o zméné a dopinéni daisich zakon( (zdkon o vysokych $koldch), ve znéni pozdéjsich pravnich
piedpist, § 47 Zverejiiovdni zavérecnych praci: : ) ) . ' :
(1) Vysokd skola nevydéleéné zverejriuje disertacni, diplomové, bokaldfské a rigordzni préce, u kterych probéhla obhajoba, .ufefn_e {Jofudk‘u
oponentd a vysledku obhajoby prostfednictvim databdze kvalifikacnich praci, kterou spravuje. Zpusob zvefejnéni stanovf vnitrni predpis
vysoke skoly. 'y e ' .

(2) Disertaéni, diplomové, bakaldfské a rigorozni prace odevzdané uchazecem k obhajobé musi byt téZ nejmeneé pet‘pracaumch dni pf’ecf
kondnim obhajoby zvefejnény k nahlizeni vefejnosti v misté uréeném vnitfnim predpisem vysoké skoly nebo neni-li tak‘ uAn:eno,- v misté
pracovisté vysoké skoly, kde se md konat obhajoba prce. KoZdy si mife ze zvefejnéné prdce pofizovat na sve naklady vypisy, opisy nebo
rozmnoZeniny. ) ' ‘

(3) Plati, Ze odevzddnim prace outor souhlasi se zvefejnénim své prdce podle tohoto zdkona, bez ohledu na vys,‘ed‘ek otihojoby. )

2 z6kon ¢ 121/2000 Sh. o pravu autorském, o prdvech souvisejicich s pravem autorskym a 0 zméné nékterych zakond (autorsky zdgkon) ve

znéni pozdéjsich pravnich pfedpist, § 35 odst. 3:



(3) Do prdva autorskeho také nezasahuje 2kola nebo Skolské éi vzdéldvaci zafizeni, uZije-li nikoli za lcelem pfimého nebo nepfimého
hospoddfského nebe obchodniho prospéchu k vyuce nebo k vlastni potrebé dilo vytvofené Zdkem nebo studentem ke splnéni skolnich nebo
studijnich povinnosti vyplyvajicich z jeho prévniho vztahu ke Skole nebo 2kolskému ¢i vzdélavaciho zafizeni (Skolni dilo).

3 ;6kon & 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s prévem autorskym a o 2méné nékterych zdkont (autorsky zdkon) ve
znéni pozdéjiich prdavnich predpisu, § 60 Skolni dilo:

(1) $kola nebo Skolske ¢i vzdéidvaci zafizeni maji za obvyklych podminek prdvo na uzavieni licenéni smlouvy o uiiti Skolniho dila (§ 35
odst. 3). Odpird-li autor takového dila udélit svoleni bez vaZného divodu, mohou se tyto osoby doméhat nahrazeni chybéjiciho projevu jeho
viile u soudu. Ustanoveni § 35 odst. 3 zistdvd nedotceno.

(2) Neni-li sjednano jinak, muZe autor 2kolniho dila své dilo uit & poskytnout jinému licenci, neni-li to v rozporu s opravnénymi zdjmy Skoly
nebo kolského ¢i vzdéidvaciho zafizeni.

(3) Skola nebo skolské ci vzddldvaci zafizeni jsou oprdvnény poZadovat, aby jim autor gkolniho dila z vydélku jim dosaZeného v souvislosti s
uiitim dila & poskytnutim licence podle odstavce 2 pfimérené pfispél na dhradu ndkladd, které na vytvoreni dila vynaloZily, a to podle
okolnosti aZ do jejich skutecné vyse; pfitom se prihlédne k vysi vydélku dosaZeného skolou nebo skolskym ¢&i vzdéldvacim zafizenim z ufiti
$kolniho dila podle odstavce 1.



ABSTRAKT

Tato prace se zabyva sledovanim vybranych faktort ptisobicich na dekarboxylazovou akti-
vitu Lactobacillus curvatus subsp. curvatus v podminkach in vitro a v mléce. V teoretické
¢asti jsou charakterizovany bakterie mlécného kvaSeni a protektivni kultury, dale jsou
popsany inhibi¢ni latky produkované v potravinach, zejména bakteriociny a posledni kapi-

tola se zabyva biogennimi aminy a moznostmi jejich sniZeni.

V praktické casti byla sledovana kinetika produkce biogennich amint v podminkach
in vitro a v mléce u kmene Lactobacillus curvatus subsp. curvatus za pridavku nisinu, pro-
tektivni kultury Lactococcus lactis subsp. lactis nebo jejich metaboliti v ¢ase. Déle byl
sledovan i vliv pH prostfedi. Produkce biogennich amini tyraminu a sperminu byla stano-
vena pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s UV/VIS detekci po predchozi
derivatizaci dansylchloridem. V podminkéch in vitro nedoslo k inhibici produkce biogen-
nich amin® v pfitomnosti nisinu ani protektivnich kultur ¢i jejich metabolitl. Nicméné
v nékterych piipadech se snizila koncentrace tyraminu az o 81 % a sperminu o 25 %

po 72 hodinach kultivace po pridavku protektivnich kultur do mléka.

Klic¢ova slova: biogenni aminy, bakterie mlééného kvaseni, bakteriociny, protektivni kultu-

ry, nisin, HPLC



ABSTRACT

This thesis deals with monitoring influence of selected factors on decarboxylase activity
of Lactobacillus curvatus subsp. curvatus in vitro and in milk. The theoretical part
describes lactic acid bacteria and protective cultures, the following are described the inhi-
bitory substances produced by microorganisms in food, mainly bacteriocins and finally

part deals with biogenic amines and possibilities of their reduction.

In the practical part of this work was observed kinetics of production biogenic amines
in vitro and in milk on strain Lactobacillus curvatus subsp. curvatus with addition of nisin,
protective culture Lactococcus lactis subsp. lactis or their supernatants in time. The influ-
ence of pH was monitored too. The production of biogenic amines tyramine and spermine
was determined by high performance liquid chromatography with UV/VIS detection after
derivatization with dansylchloride. Nisin and protective cultures or their supernatants did
not inhibit the production of biogenic amines in vitro. However, in some cases addition of
protective cultures decreased the production of tyramine by 81 % and spermine by 25 %

for 72 hours of incubation in milk.

Keywords: biogenic amines, lactic acid bacteria, bacteriocin, protective culture, nisin,

HPLC
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UvVOD

Biogenni aminy jsou organické bazické dusikaté slouceniny vznikajici hlavné z aminoky-
selin dekarboxylazovou aktivitou mikroorganizmu. Vyskytuji se proto v mnoha druzich
potravin, které obsahuji bilkoviny. Lidé pfijimaji biogenni aminy v potravé kazdy den.
Problém miize nastat, pokud jsou detoxika¢ni enzymy (mono- a diaminooxiddzy)
v lidském téle inhibovany bud’ geneticky, nebo pfijmem alkoholu ¢i antidepresiv. Rovnéz
konzumace potravin s vyssi koncentraci biogennich amini mize zptisobit intoxikaci, mezi
jejiz symptomy patii naptiklad nevolnost, bolest hlavy, zvySeni nebo snizeni krevniho tla-
ku. Proto v soucasné dob¢ se mnoho studii zabyvd moznostmi, jak snizit obsah biogennich
aminQ v potravinach. Jednou z téchto mozZnosti je inhibice dekarboxyldza pozitivnich mi-
kroorganizmli pomoci bakteriocinli vyprodukovanych bakteriemi mlééného kvaseni (Alva-
rez a Moreno-Arribas, 2014; Karovi¢ova a Kohajdova, 2005; Linares et al., 2011; Van Ba
etal.; 2016).

Bakteriociny jsou antimikrobidlni peptidy syntetizované na bakteridlnich ribozomech.
Inhibuji rast jinych bakterii, vétSinou blizce ptibuznych druhti a rodd. Diky tomu by mohly
byt pouzivany jako potravinaiské konzervacéni latky. Jedinym bakteriocinem schvalenym
jako potravinatské aditivum je nisin, produkovany kmeny Lactococcus lactis subsp. lactis.
Nisin je aktivni proti mnoha grampozitivnim bakteriim a brani i germinaci spor (Alvarez-

Sieiro et al., 2016; Cleveland et al., 2001; Chen a Hoover, 2003; Davidson et al., 2005).

Bakterie mlécného kvaseni tvoti heterogenni skupinu mikroorganizmd, jejichz spole¢nym
znakem je fermentace sacharidi primarné na kyselinu mléénou. Tradi¢né se vyuzivaji
pfi vyrobé mnoha potravin a jsou povazovany obecné za prospésné mikroorganizmy. Bé-
hem fermentace produkuji nejen senzoricky aktivni latky, ale zajist'uji 1 bezpe€nost a skla-
dovatelnost potravin syntézou organickych kyselin, bakteriocinti, diacetylu a dalSich anti-
mikrobialn¢ pisobicich slouc¢enin (Holzapfel a Wood, 2014; Lacroix, 2011; Liu et al.,
2014; Salminen et al., 2012).
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I. TEORETICKA CAST
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1 BAKTERIE MLECNEHO KVASENI A PROTEKTIVNI KULTURY

Bakterie mlé¢ného kvaSeni (BMK) jsou definovany jako heterogenni skupina mikrobi,
které¢ fermentuji rizné ziviny primarné¢ na kyselinu mlé¢nou. Vyskytuji se v prostfedich
bohatych na cukry (potraviny, krmiva), ale i v lidskych a zvitecich dutinach a sliznicich,
rostlinnych materidlech a odpadnich vodach (Liu et al., 2014). Tradi¢né jsou spojeny
s vyrobou potravin a jsou povazovany obecn¢ za prospesné mikroorganizmy. Presto nékte-
ré druhy ¢i kmeny byly uznény za lidské a zvifeci podminéné patogeny (Salminen et al.,

2012).

1.1 Charakteristika bakterii mlé¢ného kvaSeni

BMK pfiedstavuji skupinu grampozitivnich, kataldza negativnich bakterii, které¢ maji spo-
le¢né urcité morfologické, metabolické a fyziologické vlastnosti. Jsou to nesporulujici,

nerespirujici, fakultativn€ anaerobni koky a ty€inky (Salminen et al., 2012).

Jsou popisovany vétSinou jako mezofilni, ale nékteré BMK mohou rist 1 pfi chladiren-
skych (4 °C) nebo naopak vyssich teplotach (45 °C). Obvykle preferuji pH v rozmezi
4 — 4,5, ale nekteré kmeny mohou tolerovat a rist i pti pH vySSich nez 9 nebo nizsich
nez 3,2. BMK jsou znacné tolerantni ke zvySené kyselosti prostfedi, coz je dilezité
pfi vyrobé potravin. VyZaduji ale k riistu bohaté a komplexni prostfedi obsahujici Ziviny
jako sacharidy, aminokyseliny, puriny, pyrimidiny, vitaminy skupiny B, mineralni latky a

dalsi ristove faktory (Bamforth, 2005; Holzapfel a Wood, 2014; Salminen et al., 2012).

1.1.1 Taxonomické zarazeni

Podle soucasné klasifikace se BMK fadi ke kmenu Firmicutes s nizkym obsahem guaninu
a cytozinu (G+C) v DNA (< 55 mol %), k tfid€ Bacilli, fadu Lactobacillales s 6 celedémi:
Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae,
Leuconostocaceae a Streptococcaceae zahrnujicimi 36 rodi a vice nez 200 druht, jejichz
pocet se stale zvySuje. BMK se fylogeneticky mohou délit na zdkladé podobnosti genomu
studovaného pomoci molekularné biologickych metod. Nové popsané rody se nejsnadnéji
urcuji pomoci oligonukleotidovych sond, polymerazovou fetézovou reakci nebo pfimym
sekvencovanim genu pro 16S rRNA. Na zaklad€ téchto analyz bylo zjiSténo napiiklad u
rodu Bifidobacterium, ktery je ¢asto mylné fazen mezi BMK, Ze jeho DNA obsahuje vice
nez 55 mol % G+C a Ze patii do kmene Actinobacteria. Klasifikace BMK do riiznych rodt

je z velké ¢asti zalozena také na morfologii, zpiisobu fermentace gluko6zy, konfiguraci pro-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

dukované kyseliny mlé¢né a schopnosti rist pfi riznych teplotach, rizném pH ¢i vysoké

koncentraci soli (Holzapfel a Wood, 2014; Salminen et al., 2004).

1.1.2 Metabolizmus bakterii mlééného kvaSeni

Vzhledem k tomu, ze BMK jsou nerespirujici, musi ziskavat energii na urovni fosforylace
substratu. Existuji 2 zakladni drdhy fermentace hexdéz. Homofermentativni metabolizuji
sacharidy prostfednictvim glykolyzy, kterd bézi po Embden-Meyerhof-Parnasové dréze,
kdy 95 % konecnych produktii pfedstavuje kyselina mléc¢nd, kdezto heterofermentativni
BMK vyuzivaji tzv. fosfoketoldzovou drahu, pfi niz vznika kromé kyseliny mlécné i kyse-
lina octova, etanol a oxid uhli¢ity. Zjednodusené¢ schéma téchto 2 drah je uvedeno
na Obr. 1, znéhoz je patrné, ze homofermentativni BMK ziskaji 2 moly ATP z 1 molu
glukézy, kdezto heterofermentativnim zplisobem pouze 1 mol ATP, pokud je acetylfosfat
redukovan na etanol, v pfipad¢ konverze na acetat vznikd dalsi 1 mol ATP (Bamforth,

2005; Salminen et al., 2012).

Glukoza
Homofermentativni Heterofermentativni
_1ATP -1 ATP
Glukoza-6-P Glukoza-6-P
Fruktoza-6-P 6-fosfoglukonat
-1 ATP i l -CO,
Fruktoza-1,6-P Ribuloza-5-P
Xyluloza-5-P
+1ATP
Glyceraldehyd-3-P 4— Dihydroxyaceton-P Glyceraldehyd-3-P Acetyl-P —w Acetit
—4AIPrA H,0 +2ATP ¢ ¢
2 Pyruvit Pyruvit Acetaldehyd
2 Laktat Laktat Ethanol

Obr. 1 Zjednodusené schéma fermentace glukozy (upraveno dle Bamforth, 2005)

Pentdzy mohou byt metabolizovany pouze heterofermentativné, kdy do fosfoketolazové
drahy vstupuji ribuldza-5-fosfat nebo xyluloza-5-fosfat, pak uz ale nevznikd CO> (Salmi-

nen et al., 2012).
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Typ fermentace je rovnéz dulezitym taxonomickym kritériem. Mezi obligatné heterofer-
mentativni rody se tadi Leuconostoc, Oenococcus, Weisella a nekteré laktobacily (Lbc.
brevis, Lbc. fermentum). Obligatné homofermentativni jsou pouze nékteré¢ druhy z rodu
Lactobacillus (naptiklad Lbc. delbrueckii, Lbc. helveticus). Ostatni rody BMK jsou fakul-
tativné heterofermentativni, kdy mohou fermentovat hex6zy i pentdézy (Salminen et al.,

2012).

Pro BMK je dilezity taky metabolizmus disacharidu laktézy z diivodu jeho piitomnosti
v mléce. Laktoza muze do bunky vstupovat bud’ prostfednictvim specifické permeazy a byt
metabolizovana Leloirovou drahou, nebo pomoci fosfoenolpyruvat dependentniho fosfo-
transferazového systému, kdy pii transportu dojde k fosforylaci cukru, ten je dale rozstépen
enzymem fosfo-B-D-galaktoziddzou na glukézu a galaktézu-6-fosfat, metabolizovanou
dréhou tagatéza-6-fosfat. Lactococcus lactis pouziva fosfotransferazovy systém, kdezto
pro vétsinu ostatnich rodt (leukonostoky, laktobacily) je typicky pfenos pomoci permeazy

(Holzapfel a Wood, 2014; Salminen et al., 2012).

1.1.3 Vyznam bakterii mlé¢ného kvaseni v potravinarstvi

Bakterie mlé¢ného kvaSeni jsou jednou z nejvice priimyslové vyuzivanych skupin bakterii.
Vetné vyroby potravin se pouzivaji i k syntéze makromolekul, enzymii a metabolitt, dale

se pouzivaji jako probiotika (Holzapfel a Wood, 2014).

Uz po celé staleti se vyuzivaji k vyrobé bezpe¢nych, skladovatelnych a organolepticky
pfijemnych potravin, zejména mléénych a masnych vyrobkl. Déle jsou nezbytné pro vyro-
bu vina, kakaa, kavy, kvasku, silaZze a fermentované zeleniny. Béhem procesu fermentace
vznikaji mimo kyselinu mlécnou i vyznamné senzoricky aktivni latky, které¢ ud€luji potra-
vin€ charakteristické aroma. Tyto slouceniny vznikaji nejen glykolyzou a pyruvatovym
metabolizmem, ale i lipolyzou a proteolyzou. Tyto biochemické procesy jsou dilezité
i pro texturu vyrobku (Holzapfel a Wood, 2014). Tradi¢né se vyuZzivala spontanni fermen-
tace pomoci pritomnych bakterii v suroving, v souc¢asné dob¢ se provadi vétSinou zamer-
nym piidanim startérové kultury, v disledku ¢ehoZ je mozna vétsi kontrola procesu a stan-

dardizace kone¢nych produktii (De Vuyst a Leroy, 2007).

Hlavnimi BMK v lidském stfevé jsou laktobacily a leukonostoky, coz je divod, proc¢
se zejména zastupci rodu Lactobacillus pouzivaji jako probiotika. Ta jsou definovana pod-

le FAO/WHO jako zZivé mikroorganizmy, které po podani v pfiméfeném mnozstvi posky-
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tuji zdravotni pifinos pro hostitele. V probiotickych mléénych vyrobcich najdeme casto
Lbc. acidophilus, Lbc. gasseri, Lbc. helveticus, Lbc. (para)casei a mnoho dalSich (Holzap-
fel a Wood, 2014).

1.2 Rod Lactococcus

Laktokoky maji charakteristicky ovoidni tvar bunék, které se vyskytuji samostatné, ve dvo-
jicich nebo fetizcich. Vyskytuji se hojné v rostlinach, rybach a jinych zvitatech. V potravi-
nach jsou nejhojnéjsi Le. lactis subsp. lactis a Le. lactis subsp. cremoris, které se pouzivaji
jako startéry ve fermentovanych mlécnych vyrobcich. Jejich hlavni roli béhem fermentace
je konzervace potravin diky jejich schopnosti produkovat organické kyseliny a bakterioci-
ny, hlavné nisin, dale také tvorba aroma produkci alkoholll a karbonylovych slouc¢enin me-
tabolizmem citratu, aminokyselin a lipidd, vznik syrovych ok u syrii s nizkodohtivanou
syfeninou a vyvoj textury produkci exopolysacharidi (Bamforth, 2005; Holzapfel a Wood,
2014). Hlavnimi rozdily mezi t€émito 2 druhy je jejich tolerance k soli a schopnost hydroly-

zovat arginin, kdy oboji je typické pro Lc. lactis subsp. lactis (Liu et al., 2014).

1.3 Rod Lactobacillus

Laktobacily tvofi nejvétsi skupinu BMK. Casto se organizuji do fetizkii a nachazeji
se v rozmanitych prostfedich, od potravin pfes rostliny, plidu az po lidské sliznice. Vyuzi-
vaji se v potravinaistvi jako startérové kultury pro vyrobu jogurtd, syra, kefiru, kysaného
zeli a nakladané zeleniny. Dulezité jsou i v pekarenstvi, kde se spole¢né s kvasinkami po-
dileji na vyrobé kvasku. V pivu a viné se mizou podilet na chuti napoje, ale zadroven mi-
Zou pusobit 1 jako kontaminanty. Naptiklad Lbc. sakei se pouziva ve fermentovanych mas-
nych vyrobcich a pfirozené se vyskytuje v Cerstvém mase a rybach. Druhy Lbc. plantarum
a Lbc. buchneri se pouZzivaji pti vyrob¢ silaze (Bamforth, 2005; Holzapfel a Wood, 2014;
Liu et al., 2014; Salminen et al., 2012).

Podobné¢ jako laktokoky produkei organickych kyselin snizuji pH a tim prodluzuji trvanli-
vost potravin. Mohou rovnéZz metabolizovat i bilkoviny (naptiklad kaseiny v mléce) nebo
lipidy, ¢imz Castecné urcuji strukturu a chut’ vyrobku a zlepsuji stravitelnost proteini (Hol-

zapfel a Wood, 2014).

Nékteré kmeny Lbc. curvatus mohou byt nejprve pohyblivé, ale pohyblivost pozdéji ztréci.

Bunky jsou zakiivené ve tvaru fazole o velikosti 0,7-0,9 x 1-2 um a vyskytuji se v parech
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nebo kratkych fetizcich. Izolaty byly ziskany z mléka, silaze, kysaného zeli, tésta a mas-

nych vyrobkt (Holzapfel a Wood, 2014).

1.4 Vyznam protektivnich kultur

V poslednich letech se stale vice spotiebitelli znepokojuje nad moznym negativnim pliso-
benim syntetickych potravinaiskych konzervacnich latek, na druhou stranu roste poptavka
po trvanlivych potravinach, coz mé za nasledek hledani pfirodnich konzervacnich cinidel

odvozenych z rostlinnych, zivo¢isnych a mikrobialnich zdroji (Lanciotti et al., 2003).

Biokonzervace je zkoumana jako prostfedek pro zvySeni trvanlivosti potravin, zejména
za ptitomnosti BMK, které¢ produkei riznych antimikrobidlnich latek mohou omezovat rist
jinych mikroorganizml. Mezi tyto latky lze zatadit zejména bakteriociny, o nichZz bude
pojednéano v dalsi kapitole. Krom¢ nich antimikrobidlné piisobi i organické kyseliny, pero-
xid vodiku, etanol, oxid uhli¢ity, diacetyl, reuterin a antifungalné také mastné kyseliny

(Bamforth, 2005; Holzapfel a Wood, 2014; Lacroix, 2011).

V disledku produkce organickych kyselin klesa pH, coZ pisobi inhibi¢né na mnoho mi-
kroorganizmt. Navic bylo prokazano, Ze nedisociované kyseliny snadno pronikaji bakteri-
alni cytoplazmatickou membranou, hromadi se v cytoplazmé a ovliviiuji metabolické pro-
cesy, ¢imz dochazi k inhibici ristu nebo dokonce az k zaniku bunky (Salminen et al.,

2012).

Protoze BMK postradaji katalazu, dochazi v prostfedi k hromadéni peroxidu vodiku, ktery
ma silny oxidaéni uc¢inek na membranové lipidy a bunééné proteiny. H>O» muze také akti-
vovat laktoperoxiddzovy systém v Cerstvém mléce a vyvolat tvorbu hypothiokyanatu a
dalSich antimikrobidlnich latek. Bohuzel flavoproteiny a peroxiddzy mohou rozkladat pe-
roxid vodiku, a tim padem snizovat jeho antibakteridlni aktivitu (Caplice a Fitzgerald,

1999).

Oxid uhlicity plisobi inhibi¢né zejména na aerobni mikroorganizmy, dale je schopen pro-

chézet pfes bunéénou membranu a snizovat vné&jsi i vnitini pH bunky. Pfi niz§ich koncen-

tracich muze vsak stimulovat rast nekterych bakterii (Caplice a Fitzgerald, 1999).

Diacetyl, zodpovédny za maslové aroma, je produktem citratového metabolizmu. Gramne-
gativni bakterie, plisn€ a kvasinky jsou na n¢&j citlivéj$i nez grampozitivni bakterie. Prav-

dépodobné narusuje utilizaci argininu (Caplice a Fitzgerald, 1999).
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Reuterin, sloucenina odvozena od glycerolu, je produkovan druhy rodu Lactobacillus,
konkrétn€ Lbc. reuteri, Lbc. brevis, Lbc. buchneri. Jedna se o Sirokospektralni antimikro-
bidlni slouceninu, ktera je aktivni proti grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim, kva-
sinkam, houbam, prvokiim a viram (Salminen et al., 2012). Jeho aktivita tkvi v inhibici

ribonukleotidreduktazy (Caplice a Fitzgerald, 1999).

Prispévek acetaldehydu k biokonzervaci je mensi, nebot’ prahova hodnota pro vnimani
chuti je niz$i nez hladina nezbytna pro dosazeni inhibice mikroorganizmui. Obdobn¢ je to 1

s etanolem kvili nizkému vyprodukovanému mnozstvi BMK (Caplice a Fitzgerald, 1999).

Je zadouci, aby protektivni kultury byly bezpecné pro lidské zdravi, stabilni béhem sklado-
vani, efektivni v nizkych koncentracich a Siroce uc¢inné proti hlavnim infekénim a potravi-
ny kazicim mikroorganizmiim a aby nemély negativni dopad na organoleptické vlastnosti

potraviny (Lacroix, 2011).
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2 BAKTERIOCINY

Bakteriociny jsou antimikrobialni peptidy syntetizovany na bakteridlnich ribozomech, kte-
ré mohou byt dale zpracovany posttranslacni modifikaci a poté exportovany do vné&jsiho

prostiedi (Alvarez-Sieiro et al., 2016).

Byvaji ¢asto zaménovany s antibiotiky, od nichz se ale lisi tim, ze maji ribozomalni ptivod
(antibiotika jsou sekundarni metabolity) a obecné uzkou specifi¢nost ucinku proti kmeniim
stejnych nebo blizce piibuznych druhii a rodd. Zatimco antibiotika maji variabilni spek-
trum Gcinku a jejich G¢innost spo¢iva v naruseni syntézy a funkce bunécné stény, cyto-
plazmatické membrany a intracelularnich metabolitli, bakteriociny narusuji cytoplazmatic-
kou membranu tvorbou pért a v nékterych ptipadech zasahuji do biosyntézy bunééné sté-
ny. Vyznamnym rozdilem je mechanizmus rezistence. Rezistence vici antibiotikiim je vét-
Sinou spojena s genetickymi determinanty, tudiz je usnadnén prenos rezistence mezi buii-
kami. Rezistence na bakteriocin se muze projevit fyziologickou zménou cytoplazmatické
membrany citlivé buiiky ¢i produkei enzymu nisindzy, degradujiciho nisin. Neni ale zcela
jasné, zda se jedna o zmény genetické nebo jsou pouze vysledkem adaptace. Tento fakt je
dalezity z hlediska pfipadné dlouhodobé vyuzitelnosti bakteriocinu v potravinadch kvuli
prevenci Sifeni rezistentnich bunék. Jejich dalsi vyhodou je také to, zZe nevyvolavaji aler-
gické reakce u lidi, jako je tomu v piipadé€ antibiotik. Navic jsou bakteriociny rychle stépe-
ny protedzami v lidském travicim Ustroji. Diky témto vlastnostem by mohly byt pouZivany
jako potravinaiské konzervacni latky (Alvarez-Sieiro et al., 2016; Cleveland et al., 2001;

Chen a Hoover, 2003).

Bakteriociny mohou produkovat gramnegativni i grampozitivni bakterie. Schopnost synté-
zy bakteriocinii miZe byt pro organizmus zna¢né vyhodna z diivodu eliminace konkurenc-
niho organizmu ze své ekologické niky. Producent je imunni vii¢i svému bakteriocinu

(Dufour et al., 2007; Chen a Hoover, 2003; Salminen et al., 2012).

Gratia v roce 1925 objevil ,,princip V* produkovany kmenem Escherichia coli proti jiné
kultufe E. coli. Tento objev byl v roce 1946 nazvan kolicinem. Pojem bakteriocin byl pou-
zit Jacobem v roce 1953 jako obecny termin pro vysoce specifické antibakterialni proteiny

(Chen a Hoover, 2003).
Bakteriociny tvofi heterogenni skupinu a to vedlo k jejich rozdéleni do 4 tfid: lantibiotika,
tepelné stabilni peptidy, tepelné labilni proteiny a komplexni bakteriociny skladajici se

z proteinu a dalsi latky. Nov¢jsi publikace spojuji tfidu III a IV, jiné navrhuji univerzalni
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klasifikaci, kterd by mohla byt aplikovana na vétSinu bakteriocinli, nehled€ na to, zda je
producentem grampozitivni ¢i gramnegativni bakterie. Toto schéma zahrnuje 4 tidy: I,
lantibiotika; II, nemodifikované peptidy; III, velké proteiny a IV, cyklické peptidy (Dufour
et al., 2007). I pres to nékteré bakteriociny nezapadaji do zadné tfidy, proto Alvarez-Sieiro
et al. (2016) mirn¢ upravili tuto klasifikaci, kdy do tfidy I fadi ribozoméln€ produkované a
posttranslaéné modifikované peptidy do velikosti 10 kDa. V nasledujicich kapitolach bude
kladen diiraz zejména na tfidy I (lantibiotika) a II, protoze s velkou pravdépodobnosti pra-

v¢ tyto bakteriociny by mohly byt pouzity v potravinaiskych aplikacich.

2.1 Bakteriociny I. tridy

Mezi bakteriociny 1. tfidy se fadi malé (< 5 kDa) peptidy, obsahujici neobvyklé aminoky-
seliny (Chen a Hoover, 2003).

Vsechna lantibiotika jsou syntetizovana z prekurzorového peptidu kdédovaného strukturnim
genem. Tento peptid je podroben enzymatické modifikaci, kdy dochazi k odstranéni
N-konce a dehydrataci serinu a treoninu, coz vede k tvorbé 2,3-didehydroalaninu (Dha) a
2,3-didehydrobutyrinu (Dhb). Thioetérovou vazbou mezi Dha, Dhb a cysteinem se vytvaii
lantionin (Lan), pfipadné 3-metyllantionin (MeLan). V dtsledku toho vznikaji polycyklic-
ké struktury, které napomahaji vclenéni bakteriocinu do membréany cilové bunky. Taky

.....

pelnou denaturaci (Dufour et al., 2007; Chen a Hoover, 2003).

Lantibiotika, produkovand grampozitivnimi bakteriemi, mohou obecné uplatnit svou anti-
mikrobidlni aktivitu pouze proti grampozitivnim bakteriim, u¢innost proti gramnegativnim

druhiim Ize pozorovat v ptipad¢ naruseni vnéj$i membrany (McAuliffe et al., 2001).

Lantibiotika se dale déli na typ A a B nejen podle chemické struktury, kterou lze vidét
na Obr. 2, ale 1 antimikrobidlni aktivity. Typ A zahrnuje velmi rozdilné struktury a mize
se délit jesté na 3 podtypy: Al protahlé a flexibilni (naptiklad nisin), AIl peptidy
s nemustkovym N-termindlnim zakoncenim a globularnim C-koncem (lakticin 481) a

Al skladajici se z 2 peptidl (laktocin S) (Dufour et al., 2007; Chen a Hoover, 2003).

2.1.1 Lantibiotika typu A

Lantibiotika typu A maji amfifilni linearni fetézec s pozitivnim nabojem, obsahujicim vét-
Sinou maximalné 34 aminokyselin, které se podobaji uspofadanim Lan mustkd. Jejich uci-

nek se projevuje vytvorenim pora v cytoplazmatické membranég, ¢imz zplsobi rozptyleni
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protonmotivni sily, tedy zbavi buniku esencidlniho zdroje energie, coz vede k bunééné smr-
ti. Bylo ale zjiSténo, ze napiiklad ucinnost nisinu zavisi na koncentraci lipidu II
v membran¢ citlivych bunék (Chen a Hoover, 2003; McAuliffe et al., 2001; Salminen et
al., 2012).

Nisin A

lantionin

@)

3-metyllantionin

Obr. 2 Struktura lantibiotik typu A (nisin A) a B (mersacidin)
(upraveno dle McAuliffe et al., 2001)
Nejvyznamnéj$im zastupcem lantibiotik typu A je nisin. Nisin je antibakteridlni polypeptid
obsahujici 34 aminokyselin s molekulovou hmotnosti 3510 Da produkovany kmeny Lacto-
coccus lactis subsp. lactis. Existuje nejméné 6 forem nisinu, oznacenych pismeny, kdy
forma A je nejaktivngj$i a vyuziva se komercné. Je zajimavé, Ze nisin objevil Rogers
uz v roce 1928, tedy o rok diive, nez byl objeven penicilin (Chen a Hoover, 2003; Lacroix,

2011).

Nisin je aktivni proti mnoha grampozitivnim bakteriim, které jsou uvedeny v Tab. 1, ale
bréani 1 germinaci spor bacill a klostridii. Spory byvaji obvykle citlivéjsi nez burky a jejich
citlivost se zvySuje jesté s klesajicim pH a tepelnym zpracovanim. OvSem nisin pravdépo-
dobné plisobi pouze sporostaticky, proto musi byt pfitomen po celou dobu pouzitelnosti
vyrobku. Vngj$i membrana U€inn¢ chrani gramnegativni bakterie pfed nisinem, proto
by musela byt nejprve naruSena napiiklad chelatatnim cinidlem (EDTA), subletalnim
ucinkem tepla, hydrostatickym tlakem, pulzujicim elektrickym polem nebo zmrazenim

(Davidson et al., 2005; Lacroix, 2011; McAuliffe et al., 2001).
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Tab. 1 Gramporzitivni druhy bakterii citlivé na nisin (upraveno dle Davidson et al., 2005)

Rod Druh Popis
Alicyclobacillus acidoterrestris Tvofi spory, zplsobuje
kazeni ovocnych $t'av.
Bacillus brevis, cereus, coagulans, licheniformis, | Tvoii spory, zpusobuje
macerans, megaterium, pumilus, subti- | kazeni potravin a nékteré
lis,sporothermodurans druhy 1 alimentarni into-
xikaci.
Brochothrix thermosphacta Zpisobuje kazeni masa.
Clostridium bifermentans, botulinum, butyricum, his- | Tvofi spory, zpisobuje
tolyticum,  pasteurianum, perfringens, | kazeni potravin a n¢které
putrificum, sordelli, sporogenes, terti- | druhy i alimentarni into-
um,thermosaccharolyticum, tyrobuty- | xikaci.
ricum
Desulfotomaculum | nigrificans Tvoii spory, zpusobuje
¢ernani konzerv.
Enterococcus faecalis, faecium Kazeni potravin
Geobacillus stearothermophilus Tvofi spory, zpusobuje
kazeni potravin.
Kocuria varians
Lactobacillus spp., bulgaricus, brevis, buchneri, casei, | Zpusobuje kazeni vétsi-
curvatus, helveticus, fermentum, lactis, | nou kyselych vyrobki
plantarum (vino, pivo, dresinky).
Leuconostoc mesenteroides
Listeria innocua, monocytogenes Podminény patogen
Micrococcus luteus
Oenococcus oeni
Pediococcus spp., damnosus, pentosaceus KazZeni piva, vina
Sporolactobacillus | inulinus Tvofi spory.
Staphylococcus aureus Alimentarni intoxikace

Jako konzervaéni ¢inidlo se zacal nisin pouZzivat v roce 1950, kdy m¢l zabranit klostridiim

v kazeni ementalu. Nyni je schvalen jako potravinaiska ptidatna latka ve vice nez 50 sta-

tech (Lacroix, 2011). Podle Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008

o potravinafskych ptidatnych latkach se nisin oznacuje kédem E234 a muze se piidavat

v maximalnim mnozstvi 12,5 mg/kg do zrajicich a tavenych syrd a vyrobkt, 10 mg/kg
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do mascarpone a clotted cream, 6,25 mg/kg do pasterizovanych tekutych vajec a 3 mg/kg

do pudinkt z krupice a tapioky a podobnych vyrobkt.

Nisin ve formé prasku vykazuje vynikajici stabilitu, pokud je chranén pied pfimym slu-
necnim zarenim, vlhkosti a teplotou vyssi nez 22 °C. Optimalni pH pro aktivni ptisobeni
nisinu je 3,0-3,5, kdy po autoklavovani si zanechéava vice nez 80 % své aktivity. Jeho roz-
pustnost téz zavisi na pH, kdy pii pH 2,2 je nejvyssi (56 mg/ml) a postupné klesa
az na 0,25 mg/ml pfi pH 8,5. V potravinach se pouzivaji mnohem nizsi koncentrace nisinu,
proto jeho rozpustnost neptfedstavuje pii vyrob¢ potravin problém (Davidson et al., 2005;

Lacroix, 2011).

Aktivita nisinu v potravinach zavisi na mnoho faktorech. V ramci bariérového efektu jeho
aktivitu zvySuji dalsi prekdzky, jako tepelné oSetfeni, nizkd aktivita vody, ochranné atmo-
sféra, nizké pH a teplota. Naopak ji mliZze snizovat pfitomnost sifi¢itanii nebo vicemocnych
kationti (Ca**, Mg?"). Nisin funguje lépe v tekutych a homogennich potravinach, kde
se mize 1épe a rovnomérné distribuovat. Béhem skladovéani dochazi k poklesu jeho mnoz-
stvi v zavislosti na teploté, kdy za chladu je relativné stabilni, ale pfi pokojové teploté je
ztrata aktivity mnohem rychlejsi. V tepeln€ neopracovanych potravinach miize byt degra-

dovan proteolytickymi enzymy mikroorganizmi, rostlin a zvitat (Davidson et al., 2005).

2.1.2 Lantibiotika typu B

Lantibiotika typu B, zahrnujici naptiklad mersacidin, cinnamycin, jsou globularni peptidy
s negativnim nebo Zadnym nébojem s maximaln€ 19 zbytky aminokyselin. Jejich antimi-
krobidlni aktivita souvisi s inhibici specifickych enzymii, naptiklad G€astnicich se biosyn-

tézy bunécné stény (Chen a Hoover, 2003; McAuliffe et al., 2001).

2.2 Bakteriociny II. tFidy

Bakteriociny II. tfidy jsou malé (<10 kDa), tepeln¢ stabilni peptidy, které neobsahuji lanti-
onin a nepodléhaji modifikaci. Déli se zpravidla do 3 podskupin: Ila obsahujici pediocinu
podobné peptidy se silnym antilisteriovym tc¢inkem, IIb zahrnuje bakteriociny vyZadujici

2 rizné peptidy k aktivité a Ilc zbyvajici peptidy této tfidy (Chen a Hoover, 2003).

2.2.1 Bakteriociny Ila. tridy

Pediocinu podobné bakteriociny Ila. tfidy maji Sirokospektralni antimikrobialni aktivitu,

zvlaste proti listeriim. Na kationtovém N-konci se nachazeji 2 cysteinové zbytky, spojené
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disulfidickou vazbou, a konstantni sekvence —Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys, ktera
se pravdépodobné podili na cilovych interakcich, protoze nahrazenim disulfidického must-
ku hydrofobni interakci se zachovala aktivita peptidu. Hydrofobni C-konec je méné kon-
zervativni a je nejspis zapojen do specifikace cilové buiiky. Tyto bakteriociny maji spolec-
nou strukturu, N-konec je ve formé B-skladaného listu zavéseného na a-helixu C-konce

(Alvarez-Sieiro et al., 2016; Salminen et al., 2012).

Tato skupina bakteriocinti mize byt dale ¢lenéna do 8 skupin podle chemické struktury.

Kazdopadné¢ nejvice studovanym zastupcem je pediocin PA-1 (Alvarez-Sieiro et al., 2016).

Mechanizmus uc¢inku se sklada z 3 krokl: pediocin se navaze na receptory manodza fosfo-
transferazového systému, vlozi se do cytoplazmatické membrany a nakonec vytvoii por

(Alvarez-Sieiro et al., 2016).

2.2.2 Bakteriociny IIb. tridy

Do tridy IIb patti bakteriociny skladajici se z 2 velmi odlisnych peptidii, kdy plné aktivita
vyzaduje pritomnost obou peptidi v pfiblizné stejném mnozstvi. Zastupcem je napiiklad
laktokocin G. V termofilinu 13 maji jednotlivé peptidy antimikrobialni aktivitu samy

0 sobg, ale jejich kombinaci se aktivita zvySuje (Alvarez-Sieiro et al., 2016).

Peptidy laktokocinu G pravdépodobné vytvaii strukturu helix-helix, kterd penetruje mem-
branou a interaguje s receptorem na membrang citlivych bakterii, coz zplsobi jeji netésnost

a unik bunécné hmoty do vnéjSiho prostiedi (Alvarez-Sieiro et al., 2016).

2.3 Bakteriociny III. tridy

Bakteriociny ttidy III jsou velké (> 10 kDa), tepelné nestabilni, nemodifikované proteiny,
sestavajici se z riznych domén. Mohou mit bakteriolyticky mechanizmus u¢inku, kdy na-
ptiklad enterolyzin A, millericin B $tépi vazby v peptidoglykanu. Na druhou stranu nely-
tické bakteriociny (tfeba dysgalakticin) se vazou na fosfotransferazové systémy cukri,
¢imZ inhibuji pfijem cukru a zplsobuji prostup malych molekul membranou (Alvarez-

Sieiro et al., 2016).

2.4 Uplatnéni bakteriocinii v potravinarstvi

Bezpecnost potravin je velkym svétovym problémem. Se zvySovanim masové vyroby
se prodluzuje doba ulozeni potravin v distribu¢nich fetézcich a to mize vést ke zvyseni

vyskytu alimentarnich nemoci. Spotfebitelé ale nechtéji vysoké davky chemickych synte-
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tickych konzervacnich latek v potravinach a hledaji kvalitni potraviny s dlouhou trvanli-
vosti, které budou ale minimalné zpracované. Reenim by mohly byt bakteriociny, které

prodlouzi udrznost potravin bez skodlivého ptisobeni (Davidson et al., 2005).

Prestoze bakteriociny mohou byt produkovdny mnoha bakteriemi, zvlastni pozornost
si ziskaly bakterie mléného kvaSeni vzhledem kjejich moznosti uplatnéni
v potravinaiském pramyslu. Tyto bakterie jsou obecné povazovany za bezpecné, proto
1 jejich metabolity a bakteriociny se povazuji za bezpecné slouceniny s dal§imi vyhodnymi
vlastnostmi, jako je naptiklad stabilita nebo ze neméni chut’ a vini vyrobku. Navic jejich
antibakterialni spektra zahrnuji vétSinou mikroorganizmy pfispivajici ke kazeni potravin a
patogeny pifenosné potravinami, jako naptiklad Listeria monocytogenes nebo Staphylo-
coccus aureus. Kromé toho by mély piispét i ke konkurenceschopnosti produkénich bunék

(Alvarez-Sieiro et al., 2016; Drider, 2007).

Produkce a ucinnost bakteriocinli v potravinach znacn€ zavisi na fyzikalné-chemickych
faktorech (pH, teplota, aktivita vody, redoxni potencial, ¢as) a na sloZeni a struktufe potra-

viny (Gélvez et al., 2007).
Bakteriociny mohou byt aplikovany do potravin tfemi zpisoby (Chen a Hoover, 2003):

— Inokulaci BMK, které produkuji dany bakteriocin, ptimo do potraviny,
— Pfidanim purifikovaného bakteriocinu,
— Pouzitim produktu jiz diive zkvaseného bakteriemi produkujicimi bakteriociny jako

ptisady pfi zpracovani potravin.

V posledni dobé& se bakteriociny stavaji i soucasti aktivnich obalovych folii pro kontrolu
ristu patogennich bakterii, kdy jsou bakteriociny postupné uvoliiovany do potraviny, ¢imz
se predchazi inaktivaci bakteriocinu interakci se sloZkami vyrobku. Bakteriocin mize byt
zaclenén pfimo do biodegradovatelnych proteinovych filmi z kukuftice ¢i s6ji, nebo mize
byt adsorbovan na povrchu polymerti (Alvarez-Sieiro et al., 2016; Santiago-Silva et al.,

2009; Zacharof a Lovitt, 2012).

Jedinym bakteriocinem schvalenym jako potravinarské aditivum zlstava nisin, ale Siroce
studovan je i pediocin PA-1/AcH, ktery neni sice ufedné uznéan jako konzervacni Cinidlo,
ale 1 pfesto se vyuziva v mase a masnych vyrobcich pro dekontaminaci ¢i kontrolu ristu
patogenu Listeria monocytogenes, ktery roste i pii chladirenskych teplotach nebo nizké

aktivité vody (Ahmad et al., 2017; Salminen et al., 2012; Woraprayote et al., 2016).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

Ekonomicky vyhodnym a praktickym feSenim pfi vyrob¢€ potravin je pouziti vice konzer-
vacnich metod, které vytvari fadu piekézek pro mikroorganizmy. Bylo prokazéano, ze pfi-
davek chemickych konzervacnich latek, zahiev, pulzni elektrické pole, vysoky hydrosta-
ticky tlak, baleni ve vakuu ¢i modifikované atmosféte zvysuje aktivitu mnoha bakterioci-
ni. Navic se zlepSuje bezpe¢nost, senzorické a nutri¢ni vlastnosti potravin (Woraprayote et

al., 2016).
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3 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy (BA) jsou organické bazické dusikaté slouceniny s biologickou aktivitou.
Vznikaji hlavné dekarboxylaci aminokyselin, didle aminaci nebo transaminaci aldehydu a
ketonii. Jsou produkovany metabolizmem rostlin, Zivo¢ichi a mikroorganizmu (Karovico-

va a Kohajdova, 2005; Linares et al., 2011).

Podle chemické struktury mohou byt BA d€leny na alifatické (putrescin, kadaverin, sper-
min, spermidin), aromatické (tyramin, fenyletylamin) a heterocyklické (histamin, trypta-
min). Nékteti autofi rozdéluji BA podle poctu aminovych skupin na monoaminy (tyramin,
fenyletylamin), diaminy (putrescin, kadaverin) a polyaminy (spermin a spermidin) (Karo-

vicova a Kohajdova, 2005; Linares et al., 2011).

3.1 Funkce biogennich amint

BA jsou zdrojem dusiku a prekurzory pro syntézu alkaloidd, hormonti, nukleovych kyselin,
proteinil nebo karcinogennich N-nitrososlouc¢enin. V organizmu mohou ovliviiovat fadu
procest, naptiklad regulaci télesné teploty, zvyseni ¢i snizeni krevniho tlaku, pfijem potra-

vy (Karovi¢ova a Kohajdova, 2005).

V rostlinach se putrescin, spermin a spermidin podileji na bunééném déleni, kveteni, vyvo-
ji plodu a reakci na stres. Polyaminy jsou diilezité pro riist, renovaci a metabolizmus kaz-
dého organu v téle a pro zachovani metabolické aktivity a imunity stfeva. Na druhou stranu
podporuji i rist nadorovych bungk, a proto jednim z hlavnich cilti vyzkumu 1é¢by rakoviny

je inhibice biosyntézy polyaminti (Karovi¢ova a Kohajdova, 2005).

V prokaryotickych bunikach neni funkce BA jasna. Pravdépodobné souvisi s mechanizmem
obrany bakterie v kyselém prostiedi, protoze dekarboxylazové enzymy jsou indukovany
pritomnosti kyselého prostredi a specifické aminokyseliny. Dekarboxylace zvySuje moz-
nost pieziti diky spotiebé protonti a vylouceni amini a CO> do prostiedi, ¢imz obnovuje
vnéjsi pH. Dale by mohly zprosttedkovavat osmotickou a oxidaéni reakci na stres (Bover

Cid et al., 2008; Linares et al., 2011).

3.2 Vyskyt biogennich amini v potravinach

Biogenni aminy se vyskytuji v mnoha druzich potravin jako disledek dekarboxylace vol-
nych aminokyselin pomoci enzyml dekarboxyldz, pochéazejicich ze startérovych kultur

(BMK) nebo bakterii zptisobujicich kaZeni potravin. Biogenni aminy tedy lidé pfijima;ji
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denné¢ v potravé a v tenkém stifeveé byvaji rychle detoxikovany pomoci enzymii mono- a
diaminooxidédz, histamin navic pomoci metyl- nebo acetyltransferdzy. Problém nastava
v ptipad¢ nefunkc¢nosti téchto enzymu, ktera muze byt zplisobena geneticky nebo piijmem
inhibitort v podob¢é alkoholu nebo antidepresiv. Také vysoké koncentrace BA
v potravinach mohou zpusobit intoxikaci, ktera se projevuje horeckou, bolesti hlavy, ne-
volnosti, busenim srdce, zvySenim ¢i snizenim krevniho tlaku (Alvarez a Moreno-Arribas,

2014; Van Ba et al., 2016).

Mezi potraviny obsahujici vysoké koncentrace biogennich amint patfi ryby a vyrobky
z nich, dale fermentované potraviny, zejména masné a mlééné vyrobky, nékteré druhy ze-
leniny, piva a vina. V nefermentovanych potravinach slouzi BA jako indikator mikrobial-

niho kazeni (Alvarez a Moreno-Arribas, 2014).

V soucasné dobé¢ je dan Natizenim komise (ES) ¢. 2073/2005 o mikrobiologickych kritéri-
ich pro potraviny, limit pouze pro histamin ve vysi 100 mg/kg v produktech rybolovu,
z druhl ryb spojovanych s vysokym mnozstvim histidinu (zejména celedi Scombridae,
Clupeidae, Engraulidae, Coryfenidae, Pomatomidae, Scombresosidae), ve vy$i 200 mg/ kg
v produktech rybolovu, které byly oSetfeny enzymatickym zranim v laku, vyrobené z dru-
ha ryb spojovanych s vysokym mnozstvim histidinu a ve vysi 400 mg/kg v rybi omacce
vyrobené fermentaci produktii rybolovu. Dané kritérium se vztahuje na produkty uvedené

na trh po dobu jejich GdrZnosti.

MnozZstvi jednotlivych biogennich aminii miZe byt stanoveno pomoci vysokouc¢inné kapa-
linové, tenkovrstvé ¢i plynové chromatografie nebo kapilarni elektroforézou, kdy analyzy
BA se provadi kvili kontrole surovin, meziprodukti a produkti nebo monitoringu prubéhu

fermentace (Onal, 2007).

3.3 Podminky vzniku biogennich amint

Protoze BA vznikaji v potravinach vétSinou kvili dekarboxyldzové aktivité mikroorganiz-
mu, podminky nutné pro jejich tvorbu jsou nasledujici: dostupnost volnych aminokyselin
(produkty proteolyzy), pfitomnost dekarboxyldza pozitivniho mikroorganizmu a vhodné
podminky pro jeho rist. Dillezitym faktorem je pfitomnost pyridoxal-5-fosfatu, nezbytné-
ho pro funkci dekarboxylazy (Bover Cid et al., 2008; Karovicova a Kohajdova, 2005).

Jak jiz bylo uvedeno vySe, dekarboxyldzova aktivita je siln€jsi v kyselém pH. Dale je tvor-

ba BA ovliviiovana mnoZstvim Zivin, teplotou (optimalni je 20 — 37 °C), pfitomnosti kysli-
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ku nebo obsahem soli (mlze zvySovat i snizovat, zalezi na konkrétnim mikroorganizmu a
dekarboxylaze). Pti vyrobé potravin je tedy produkce biogennich amind ovlivnéna vniti-
nimi (pH, aktivitou vody, velikosti a sloZenim potraviny) a vn¢j$Simi technologickymi fak-
tory (teplotou, relativni vlhkosti vzduchu, délkou vyrobniho procesu a skladovani) (Alva-
rez a Moreno-Arribas, 2014; Karovicovd a Kohajdova, 2005; Latorre-Moratalla et al.,

2012).

3.4 MozZnosti sniZeni obsahu biogennich aminu v potravinach

Histamin a tyramin jsou povazovany za nejtoxictéjsi BA, putrescin a kadaverin jejich
ucinky jesté zesiluji. Tyto aminy jsou navic termostabilni, a proto nejsou inaktivovany te-
pelnym oSetfenim. Z toho divodu se v souc¢asné dob¢ hledaji metody, které by umoznily
prevenci nebo fizeni tvorby BA pfi vyrobé potravin. V prvni fadé je dilezité dodrzovat
spravnou hygienickou a vyrobni praxi a zajistit dal$i otazky tykajici se bezpecnosti potra-
vin. Uchovavani potravin pod 5 °C, pouzivani potravinaiskych aditiv a konzervantl, vyso-
kého hydrostatického tlaku, ozatovani, baleni ve vakuu nebo v modifikované atmosféte
inhibuje bakterie nebo jejich dekarboxyldzovou aktivitu a tim zpozdi tvorbu BA v potravi-

nach (Alvarez a Moreno-Arribas, 2014; Naila et al., 2010).

Ruzné studie (Bover-Cid a Holzapfel, 1999; Shiling et al., 2016; Van Ba et al., 2016) zjisti-
ly, Ze dekarboxylazovou aktivitu vykazuji i bakterie mlé¢ného kvaseni, které se pouZivaji
jako startérové kultury. Vysoké pocty laktobacill a enterokokt koreluji s vysokou koncen-
traci BA, nékteré kmeny Lactobacillus curvatus, Lbc. brevis a Lbc. buchneri byly shledany
vyznamnymi producenty tyraminu. Proto se hledaji takové kultury, které neprodukuji BA a
které navic mohou kontrolovat a ptredchéazet tvorbé BA svou schopnosti produkovat anti-
mikrobialni latky a sniZovat pH prostiedi, které inhibuje rist dekarboxylaza pozitivnich

baktertii.

Naptiklad pti vyrobé syrt je hlavnim zdrojem dekarboxylaza pozitivnich bakterii syrové
mléko. Pocty téchto bakterii mohou byt snizeny baktofugaci, pasteraci, vysokotlakou ho-
mogenizaci a jejich riist mize byt inhibovadn pomoci startérové kultury produkujici bakte-
riociny (Calzada et al., 2013).

Dalsi moznosti je degradace vzniklych BA pomoci enzyml aminooxiddz, které byly

popsany napiiklad u Staphylococus xylosus, S. carnosus, které spole¢né s Lactobacillus

plantarum nebo Lbc. sakei jsou vhodnou startérovou kulturou pro vyrobu masnych fermen-
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tovanych vyrobkt s nizkym obsahem BA (Sun et al., 2016; Van Ba et al., 2016), u Bacillus
polymyxa (snizeni histaminu o 34 % bcéhem fermentace solenych rybich vyrobka (Lee et
al., 2016)) nebo u Lactobacillus casei (snizuje koncentraci histaminu a tyraminu v prabéhu
zrani syru (Herrero-Fresno et al., 2012)). Oxidativni deaminaci BA vznikd aldehyd, amo-

niak a peroxid vodiku (Zaman et al., 2011).
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIiLPRACE

Cilem této diplomové prace je sledovani vlivu vybranych faktorii na produkci biogennich

amint u kmene Lactobacillus curvatus subsp. curvatus v podminkach in vitro a v mléce.
Cilem teoretické ¢asti bylo:

— charakterizovat bakterie mlé¢ného kvaseni a protektivni kultury,
— definovat inhibi¢ni latky produkované v potravinach, zejména bakteriociny,

— popsat biogenni aminy a moznosti jejich sniZzeni v potravinach.
Cilem praktické ¢asti bylo:

— sledovat vliv vybranych faktorti (pH prostiedi, pfidavku nisinu a protektivni kultury
Lactococcus lactis subsp. lactis) na produkci vybranych biogennich amini u kmene
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus v podminkach in vitro a v mléce,

— stanovit produkei biogennich amind pomoci HPLC,

— zpracovat vysledky,

— formulovat zavéry na zéklad¢ ziskanych vysledk.
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5 MATERIAL, POMUCKY, METODY

5.1 Pouzité mikroorganizmy

V této praci byl sledovan vliv riznych faktord, zejména protektivni kultury, na produkci
vybranych biogennich amini u dekarboxyldza pozitivniho kmene Lactobacillus curvatus
subsp. curvatus T2, ktery byl ziskan z Vyzkumného ustavu mlékarenského, pobocky

v Tabore.

Jako protektivni kultury byly pouzity dva kmeny Lactococcus lactis subsp. lactis
s oznatenim CCDM 686 a CCDM 689, které byly ziskdny ze Sbirky mlékarskych mikro-
organizmti Laktoflora® (CCDM). Poskytovatel testovanych kmenti uvadi, Ze tyto 2 kmeny

produkuji nisin.
5.2 Kaultiva¢ni média a roztoky

5.2.1 Priprava tekutych pid

Dané mnozstvi média bylo navazeno (vahy Kern) a rozpusténo v pozadovaném objemu
destilované vody. Poté byl bujon M17 nadavkovan po 5 ml a bujon MRS po 6 ml do zku-
mavek, které byly nasledné sterilovany v autoklavu (Varioklav) pii teploté¢ 121 °C

po dobu 20 minut a ptipraveny pro kultivaci laktokoku a laktobacild.

M17 bujon
M17 Broth (HiMedia).................... 425¢g
Destilovana voda........cccoeeeeeeenen..... 1000ml

Dale bylo pfipraveno stejnym postupem i MRS s pfidavkem aminokyselin (AMK) feny-
lalaninu, tyrozinu, ornitinu a argininu, kazdé o koncentraci 0,2 % (w/v), které slouzilo

k ,,vybuzeni* laktobacilt k produkci BA pied vlastnim pokusem.
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5.2.2 Priprava tuhych pad

Navazené mnozstvi média a agaru bylo rozpusténo v urcitém objemu destilované vody a
sterilovano v autoklavu (Varioklav) pti 121 °C po dobu 20 minut. Tuhé ptdy byly pouzi-

vany k uchovéavani mikroorganizmi a stanoveni poctu kolonii.

MRS

MRS Broth (HiMedia)................... 522¢
Zivny agar ¢. 1 (HiMedia) ............. I5¢g
Destilovand voda..........ccccceeveennene 1000 ml
M17

M17 Broth (HiMedia).................... 425¢g
Zivny agar &. 1 (HiMedia) ............. I5¢
Destilovand voda..........ccccceeveennene 1000 ml

5.2.3 Fyziologicky roztok

Fyziologicky roztok byl pfipraven navazenim 8,5 g chloridu sodného (Penta) a rozpusté-
nim v 1000 ml destilované vody. Nasledné byl roztok nadavkovan do zkumavek po 4,5 ml

a sterilovan v autoklavu (Varioklav) pti 121 °C po dobu 20 minut.

5.2.4 Nisin

Bylo navédzeno 100 mg nisinu (Sigma-Aldrich) na analytickych vahach (Ohaus) a rozpus-
téno ve 100 ml destilované vody. Takto pfipraveny roztok o koncentraci 1000 mg/l byl
zfiltrovan pfies sterilni stiikackovy filtr o porozit€ 0,22 um do sterilnich zkumavek a zmra-

zen pro pozd&jsi pouziti.
5.2.5 Miléko a bujon MRS pro vlastni experiment

Vlastni experiment probihal:

— v obnoveném mléku bez ptidavku AMK (tiprava pH na hodnoty 5,5; 6,0 a 7,0),
— v obnoveném mléku s pfidavkem AMK o koncentraci 0,3 % (w/v) pouze pii pH 6,
— vbujonu MRS s pfidavkem aminokyselin rovnéz o koncentraci 0,3 % (w/v) a

pH 5,5; 6,0 a 7,0.
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Byly pouzity tyto aminokyseliny jako prekurzory BA (vSe Sigma-Aldrich):
L-tyrozin, L-arginin, L-lyzin monohydrochlorid, L-ornitinhydrochlorid, L-fenylalanin a
L-histidin.

MRS bujon byl piipraven podle postupu popsanym jiz vySe, dale bylo upraveno pH
(5,5; 6,0; 7,0) a pomoci davkovace byl rozplnén po 7 ml do zkumavek a sterilovan
pti 121°C po dobu 20 minut. Celkovy pocet analyzovanych zkumavek s bujonem s AMK
byl 384.

Na ptipravu 1000 ml obnoveného mléka bylo navazeno 100 g suseného odstfedéné¢ho mlé-
ka (Moravia Lacto a.s.), v n¢kterych ptipadech byly pfidany aminokyseliny, dale bylo
upraveno pH mléka (6,0; 7,0) a poté bylo nadavkovano do zkumavek po 7 ml a sterilovano

v autoklavu pfi teploté 110 °C po dobu 10 minut.

Obnovené mléko o pH 5,5 se pfi sterilaci srdzelo, protoZze se hodnota pH blizila
k izoelektrickému bodu kaseinti 4,6 a navic s klesajicim pH kles4d termostabilita mlé¢ka
(Burika et al., 2013, s. 108). Proto muselo byt pouzito UHT odstiedéné mléko (K-Classic),
u néhoz bylo upraveno pH na hodnotu 5,5 a rozpipetovano po 7 ml do sterilnich zkumavek
ve sterilnim prostiedi BioHazard boxu. Celkem bylo analyzovdno 408 zkumavek s mlékem

bez pfidavku aminokyselin a 144 zkumavek s mlékem s ptidavkem aminokyselin.

Bujon 1 mléko bylo pfipraveno 1 bez Gipravy pH jako kontrola.

5.3 Kaultivace mikroorganizmi

Dekarboxylaza pozitivni Lactobacillus curvatus subsp. curvatus a protektivni kultury
Lactococcus lactis subsp. lactis byly uchovavany na Petriho miskach s ptisluSnou ptadou
pfi 8 °C.

Kultury laktokokil z Petriho misek byly zaoCkovany 24 hodin pied zafatkem experimentu

do zkumavek s bujonem M 17 a kultivovany pfi teploté 30 °C v termostatu (Memmert).

Kultura laktobacilu z Petriho misky byla pfenesena nejprve do zkumavky s bujonem MRS
s aminokyselinami, aby do$lo k indukci bun€k. Po 24-hodinové kultivaci pfi 30 °C
v anaerobnim prostfedi bylo odpipetovano 100 pl suspenze do nové zkumavky s bujonem
MRS s ptidavkem AMK a byl kultivovén pfi stejnych podminkéach. Tento postup byl opa-
kovéan jesté jednou, tedy laktobacily byly nejprve ttikrat preockovany, aby doslo k ,,vybu-
zeni* bun€k k produkci BA a poté bylo z posledni zkumavky odpipetovano 100 pl do vice
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zkumavek s bujonem MRS bez AMK, které byly nasledné kultivovany pti 30 °C po dobu

24 hodin v anaerobnim prostredi.

5.4 Priprava supernatantu

Z narostlych protektivnich kultur, které¢ byly kultivovany 3 dny pti 30 °C, byl odstiedén
supernatant pfi 4 600 otd¢kach/min. po dobu 20 minut pii 15 °C na centrifuze (Rotanta
460R). Supernatant, obsahujici inhibi¢ni latky, byl upraven na pH 6 pomoci 10% NaOH
(Lach-ner), aby se zabranilo vlivu kyselého prostiedi na testované laktobacily a projevil se
jen ucinek nisinu. Po upravé pH byl supernatant zfiltrovan ptes sterilni stiikackovy filtr

o porozité 0,22 um do sterilnich zkumavek.

5.5 Sledovani produkce biogennich amint v pritomnosti protektivni

kultury nebo nisinu

Bylo odebrano 100 pl bakteridlni suspenze laktobacili produkujicich biogenni aminy a
zaoCkovano do mléka bez ptidavku ¢i s ptidavkem AMK, nebo do bujonu MRS s AMK,

k némuz bylo ptidano:

— bez ptidavku dalsi latky (kontrolni vzorky),

— 50 pl protektivni kultury, narostlé za 24 hodin,

— 500 pl supernatantu protektivni kultury,

— 350 pl nisinu o koncentraci 1000 mg/l, aby vyslednd koncentrace v médiu byla

50 mg/l.

Takto zaoCkované zkumavky byly kultivovany pti 30 °C a odbéry probihaly v ¢ase 0, 2, 5,
9,12, 24,48 a 72 hodin.

Kazda kombinace faktori byla opakovana ve 3 zkumavkach. Celkové bylo zanalyzovano
936 zkumavek. Pti odbéru v daném case byly odebrany piislusné zkumavky, v kazdé zku-
mavce bylo za aseptickych podminek zméteno tiikrat pH pomoci pH metru (CyberScan),
poté byly odstiedény na centrifuze pii 4 600 otiCkach/min. po dobu 20 minut
pti 15 °C. Z kazdé zkumavky bylo odebrdno 2 x 700 pl supernatantu a napipetovano
do 2 eppendorfkovych mikrozkumavek. K supernatantu byl pfidan stejny objem kyseliny
chloristé (Merck) o koncentraci 1,2 mol/l. Eppendorfkové mikrozkumavky se vzorky byly
uchovavany v mrazicim zatizeni pii -18 °C do doby derivatizace. Celkové bylo derivatizo-

vano 1 872 vzorku.
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Dale byl v priibéhu experimentu zjistovan plotnovou metodou narast bakterii a to pii odbé-
rech v Casech 0, 24 a 72 hodin. V médiu/ mléku o pH 5,5; 6,0 a 7,0 byly zjisStovany pocty
bun¢k pouze u zkumavek s ptidavkem supernatantu protektivni kultury a nisinu. Pocty

kolonii byly stanoveny plotnovou metodou nasledovné:

ze vsech 3 stejnych zkumavek byl odebran 1 ml do prazdné sterilni zkumavky,

— pomoci sterilniho fyziologického roztoku bylo provedeno desitkové fedéni,

— zpozadovaného fedéni bylo odebrano 50 pl na Petriho misku s MRS a rozetieno
pomoci sterilni hokejky po celé misce,

— inokulované Petriho misky byly kultivovany pii 30 °C po dobu 24 hodin v anae-

robnim prosttedi a poté vyhodnoceny a spoc¢itano CFU/ml.

5.6 Derivatizace vzorku

Derivatizace vzorki byla provedena podle navodu dostupného v laboratoti Ustavu techno-

logie potravin:

Do derivatizacni nadobky bylo nejprve napipetovano 100 pl vnitfniho standardu
1,7-diaminoheptanu (Sigma-Aldrich) v koncentraci 500 mg/l. K nému byl pfiddn 1 ml
vzorku. Dale byl pfidan 1,5 ml karbonatového pufru s pH 11,0 — 11,1 a 2 ml Cerstvé pfi-
pravené¢ho roztoku dansylchloridu (Sigma-Aldrich) v acetonu (Sigma-Aldrich) o koncen-
traci 5 g/l. Nadobky byly uzavieny a nechaly se tfepat 20 hodin v temnu. Po uplynuti této
doby bylo ptidano 200 pl prolinu (Merck) a nddobky byly opét uzavieny a tfepany 1 hodi-
nu. Poté byly pfidany 3 ml heptanu (Sigma-Aldrich) a nasledovalo 3-minutové rucni tfepa-
ni. Z heptanové vrstvy byl odpipetovan 1 ml do vialky a odpaten pfi teploté 60 °C do sucha
pod proudem dusiku. Suchy odparek byl ziedén 1,5 ml acetonitrilu (Sigma-Aldrich) a

uchovavan v mrazicim zafizeni pfi teploté -18 °C do doby analyzy.

5.7 Stanoveni biogennich aminti pomoci HPLC

Bezprosttedné pred analyzou byly vzorky prefiltrovany pies stiikackovy filtr s porozitou
0,22 pm a naneseny na kolonu (Zorbax C18 RRHD s rozméry 3 x 50 mm, pdrovitosti
1,8 pm a pritokem 0,45 ml/min) s chromatografickym systémem (binarni pumpa a au-
tosampler Agilent Technologies 1260 Infinity, USA) s degaserem, s UV/VIS-DAD detek-
torem pfi vinové délce 254 nm a termostatem (Agilent Technologies, USA) a byly promy-
vany gradientové mobilni fazi uvedenou v Tab. 2 pfi teploté 30 °C. Chromatogramy byly

vyhodnoceny pomoci softwaru Clarity. Byla stanovena produkce tyraminu a sperminu.
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Tab. 2 Linearni gradientovy elucni program HPLC

¢as [min] 10% acetonitril [%] | 100% acetonitril [%]
0,0 41 59
0,1 41 59
1,9 37 63
3,5 18 82
4,0 0 100
9,5 0 100
11,5 41 59
15,5 41 59

5.8 Statistické vyhodnoceni vysledki

Vysledky produkce biogennich amini kmenem Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T2
v bujonu MRS a v mléce byly statisticky vyhodnoceny pomoci neparametrickych testi,
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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6 VYSLEDKY A DISKUZE

V této praci byl zjistovan vliv 2 kmeni protektivni kultury Lactococcus lactis subsp. lactis
a jejich supernatantti na produkci biogennich amina v ¢ase u kmene Lactobacillus curvatus
subsp. curvatus T2 v bujonu MRS s pfidavkem AMK pfi iniciaénim pH 5,5; 6,0; 7,0 a
v mléce bez pridavku AMK pfti pH 5,5; 6,0; 7,0 a v mléce s pridavkem AMK pfti pH 6,0.
Dekarboxylazova aktivita laktobacila pti 30 °C byla stanovena pomoci vysokoucinné kapa-
linové chromatografie. Bylo zjisténo, ze kmen Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T2
produkuje zejména tyramin a spermin, zbyvajici BA byly bud produkovany
v zanedbatelném mnozstvi, nebo nebyly detekovany vibec. Kromé produkce BA byla

v prub¢hu experimentu sledovana také zména pH a celkovy pocet mikroorganizmi.

Vsechny kombinace uvedenych faktorti byly testovany ve 3 opakovanich. Ziskané hodnoty
produkce BA byly zprimérovany a vyhodnoceny ve form¢ grafii. Celkové bylo vyhodno-

ceno 1 872 vzorku.

6.1 Vliv vybranych faktori na produkci biogennich aminii u Lacto-

bacillus curvatus subsp. curvatus T2 v mléce

6.1.1 Experimenty v mléce bez pridavku aminokyselin

Byl sledovan vliv protektivni kultury a nisinu na produkeci tyraminu a sperminu u kmene
pH. Produkce tyraminu (nejvyssi hodnota 2,4 + 0,9 mg/l) byla mnohem niZsi nez produkce

sperminu (maximalni hodnota 44 + 6 mg/1).

Pfi1 iniciaénim pH 5,5 (viz Obr. 3) doslo po 72 hodinach k mirné inhibici produkce tyrami-
nu pridanymi protektivnimi kmeny 686 1 689 oproti kontrole, ale pouze v pfipadé kmene
689 byl rozdil statisticky vyznamny (P < 0,05). Produkce sperminu byla sniZena jen

po ptidavku nisinu, ale nejednalo se o signifikantni rozdil (P > 0,05).
Pti iniciacnim pH 6,0 (viz Obr. 4) doslo k statisticky nevyznamné inhibici (P > 0,05) pro-
dukce tyraminu po ptidavku protektivniho kmene 689.

.......

pH 7,0 (viz Obr. 5). Rovnéz produkce sperminu se snizila pouze po piidavku nisinu, jako

pii iniciaénim pH 5,5, ale zde se jednalo statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05). Prab¢&h
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produkce biogennich aminti pfi téchto dvou pH je podobny, jen pii pH 7,0 se po 72 hodi-
nach dosahuje nizsich koncentraci tyraminu i sperminu.

Tv w7

pii inicia¢nim pH 7,0, kdeZto nejvyssi mnozstvi BA byla vyprodukovana ve vétsiné pripa-
da pii pH 6,0, ttebaze v porovnani s pH 5,5 neni v produkci tyraminu (kromé ptridavku

nisinu) statisticky vyznamny rozdil (P > 0,05).
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Obr. 3 Grafy zavislosti produkce biogennich aminii na case v mléce pri iniciacnim pH 5,5

Ptidavek supernatantu produkci biogennich aminti nesnizoval, naopak koncentrace tyrami-
nu i sperminu pii pfidavku supernatantu byla jiz od pocatku vyssi a jeho vliv na produkci
BA byl nejednoznacny pti danych pH. Pii iniciacnim pH 5,5 produkce sperminu nejprve
stagnovala, po 24 hodinach zacala rast, pii pH 6,0 nejdiive klesala a opét po 24 hodinach
zacala stoupat, pti pH 7,0 nejprve vzrostla a po 24 hodinach se mnozstvi sperminu uz nijak

vyrazné neménilo.

Zjisténé koncentrace tyraminu nemaji oproti sperminu tak vyrazné trendy pravdépodobné

z ditvodu nizkych koncentraci a vysSich smérodatnych odchylek.
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Obr. 4 Grafy zavislosti produkce biogennich aminit na c¢ase v mléce pri iniciacnim pH 6,0
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Obr. 5 Grafy zavislosti produkce biogennich aminui na case v mléce pri iniciacnim pH 7,0
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6.1.2 Experimenty v mléce s pfidavkem aminokyselin

Ve druhé ¢asti experimentu byl sledovan vliv protektivni kultury a nisinu na produkci ty-
raminu a sperminu (viz Obr. 6) u kmene Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T2
v mléce s pridavkem AMK pfi iniciacnim pH 6,0. V porovnani s produkci BA v mléce
bez AMK je ihned patrny rozdil v koncentracich tyraminu i sperminu, kdy produkce sper-
minu se zvysila nejméné 10x a tyraminu 20x po ptidavku prekurzori biogennich amind.
Stejné jako v mléce bez AMK 1 zde je znacny rozdil mezi koncentraci tyraminu (nejvyssi

hodnota 39 + 3 mg/l) a sperminu (nejvyssi mnozstvi 499 + 47 mg/1).
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Obr. 6 Grafy zavislosti produkce BA na case v mléce s AMK pri iniciacnim pH 6,0

Produkce tyraminu byla mirné inhibovana protektivnimi kmeny i jejich supernatanty, kdy
v piipadech pfidavku kmene 686 a supernatantu 689 byly rozdily signifikantni oproti kon-
trole (P < 0,05). Naopak ptidavek nisinu koncentraci tyraminu, kterd byla od pocatku expe-

rimentu vyssi, nijak neovliviioval.

Koncentrace sperminu ve vSech piipadech nejprve poklesla a poté doslo k jeho zvyseni.
Po 72 hodinach kultivace byla hodnota sperminu ve vSech ptipadech nizsi oproti kontrole,
ale k statisticky vyznamné inhibici (P < 0,05) doslo zejména po ptidavku suspenze bunék
kmene 686.
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6.1.3 Stanoveni pH v priibéhu experimentii

Kromé dekarboxyldzové aktivity byla sledovana i zména pH v ¢ase. Na Obr. 7 1ze pozoro-
vat, ze pii vSech experimentech klesalo pH. Nejrychlejsi pokles pH aZ na hodnotu 4 byl
v pfitomnosti protektivnich kmeni laktokokil, nejpomalejsi v ptfitomnosti nisinu. U kon-

trolnich vzorkl doslo k vyraznému poklesu pH az po 24 hodinach.
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Obr. 7 Zména pH béhem experimentu kultivace Lbc. curvatus subsp. curvatus v mléce
bez AMK s iniciacnim pH 5,5; 6,0; 7,0 a v mléce s AMK pri pH 6,0 p¥i pridavku

protektivnich kultur a nisinu
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6.1.4 Stanoveni po¢tu mikroorganizmu

Pomoci plotnové metody byly zjisStovany béhem experimentll i pocty mikroorganizmt,
které jsou uvedeny v Tab. 3. V mléce bez AMK se pocet laktobacili zvysil az o 2 logarit-
mické fady do 72 hodin, s vyjimkou kontrolnich vzorki mléka, u kterych mirn¢€ poklesl
pocet kolonii tvoficich jednotek po 24 hodinach. Nisin v mléce pfi inicia¢nim pH 7,0 prav-
dépodobn¢ inhiboval 1. den rust laktobacilli, ale poté byl jeho ucinek piekonan a pocet
bakterii vzrostl. TotéZ plati i pro nisin v mléce s AMK pfi pH 6,0. V mléce s AMK kromé
nisinu doslo nejprve k nariistu bakterii o 1 logaritmicky ad po 24 hodinach a poté se jejich
pocet snizil.

Tab. 3 Pocet mikroorganizmii vyjadienych v log CFU/ml v zavislosti na case pro jednotlivé

dilci pokusy v mléce

0h 24 h 72 h
kontrola pro pH 5,5 6,86 7,87 7,66
pH 5,5 supernatant 686 6,40 8,00 8,41
pH 5,5 supernatant 689 7,20 7,60 8,43
pH 5,5 nisin 7,20 7,79 7,85
kontrola pro pH 6,0 a 7,0 7,20 7,81 7,76
pH 6,0 supernatant 686 7,18 7,26 8,82
pH 6,0 supernatant 689 6,76 6,76 7,69
pH 6,0 nisin 6,59 7,30 7,96
pH 7,0 supernatant 686 6,90 7,80 8,18
pH 7,0 supernatant 689 6,41 7,64 8,23
pH 7,0 nisin 6,53 6,15 7,68
kontrola pH 6,0 s AMK 7,66 8,85 8,28
pH 6,0 s AMK supernatant 686 7,76 8,98 8,63
pH 6,0 s AMK supernatant 689 7,73 8,79 8,30
pH 6,0 s AMK nisin 7,73 7,68 8,23

6.2 Vliv vybranych faktori na produkci biogennich aminii u Lacto-

bacillus curvatus subsp. curvatus T2 v podminkach in vitro

Vliv protektivnich kultur a nisinu na produkci tyraminu a sperminu u kmene Lactobacillus

.....

kach in vitro, ptesnéji v bujonu MRS s pfidavkem aminokyselin o koncentraci 0,3 % (w/v).
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V produkei tyraminu (nejvyssi hodnota 27 + 2 mg/l) a sperminu (32 + 2 mg/l) v bujonu
neni rozdil ve srovnani s experimenty v mléce a navic ve vétsing piipadi byl tyramin pro-
dukovan ve vétsi mife nez spermin. Obecné koncentrace tyraminu v bujonu je vyssi
nez v mléce bez AMK, ale nepatrn¢ nizs$i nez v mléce s AMK, kdezto obsah sperminu,

vyprodukovaného v podminkach in vitro, je nizsi nez v mléce s AMK i bez AMK.

Zadny ptidavek nisinu ani protektivniho kmene nebo jeho supernatantu nesnizil produkci
biogennich aminti oproti kontrole po 72 hodinach kultivace. Ve vétSiné pripadi se koncen-
trace tyraminu a sperminu od poc¢atku pokusu vyznamné nemenila.

Pti iniciaénim pH 5,5 (viz Obr. 8) je statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) v produkeci
tyraminu pii piidavku kmene 686 a kmene 689, zatimco u sperminu je tento rozdil statis-

.....

Na Obr. 9 Ize pozorovat produkci BA pii iniciaénim pH 6,0, kde naopak pti produkci
sperminu je statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) mezi pfidavky kmenti 686 a 689.
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Obr. 8 Grafy zavislosti produkce biogennich aminii na case in vitro pri iniciacnim pH 5,5
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Z vysledkt vyplyva, ze produkce BA v bujonu nebyla pfili§ zavisla na pH, protoze nelze

jednoznacné fici, Ze by pfi niz§im pH produkovaly vice tyraminu a sperminu jako v mléce.

6.2.1 Stanoveni pH v priibéhu experimenti

Béhem experimentu se pii kazdém odbéru sledovala i zména pH, kterd je znazornéna
v grafech na Obr. 11. V bujonu doslo ke snizeni pH podobné, jako tomu bylo u mléka.
Rozdil ale spocival v pribéhu poklesu pH. V mléce pH klesalo spiSe linearné, kdezto
v bujonu exponencialné, piesnéji doslo k rychlému zvysSeni kyselosti do 12 hodin, poté
se hodnota pH vyznamné¢ neménila. Tomuto modelu se vymyka pouze pokus s ptidavkem
nisinu, kdy pravdépodobné do 12 hodin nisin inhiboval rust laktobacilii, poté ale doslo

k velmi rychlému snizeni pH na tytéz hodnoty jako u jinych faktort.
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Obr. 11 Zmena pH béhem experimentii kultivace Lbc. curvatus subsp. curvatus v bujonu

s AMK s iniciacnim pH 5,5, 6,0; 7,0 a pridavkem protektivnich kultur a nisinu
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Nizsi pH na zacatku pokust neodpovidaji presné pH, na kterd byl bujon pred sterilaci
upraven. Pravdépodobné v pribéhu sterilace dochéazi k degradacim a chemickym reakcim

mezi slozkami bujonu, coz vede ke snizeni pH.

6.2.2 Stanoveni po¢tu mikroorganizmi

Béhem pokust byly zjistovany mimo jiné i pocty mikroorganizmi plotnovou metodou a
vysledky jsou uvedeny v Tab. 4. Ve vétsiné ptipadii se zvysil pocet laktobacilii dokonce
az o 2 logaritmické fady do 24 hodin, poté se jejich poCty snizily. Tento trend korespondu-
je s vyvojem pH, kdy dochazelo k rychlému poklesu pH ziejmé v dasledku rychlého po-
mnozeni laktobacilii a dosazeni stacionarni faze rustu, kdy se jiz pH neménilo a zacalo

pfevazovat odumirani bunék.
Vyjimkou je opét pokus snisinem, kdy pii pH 6,0 doSlo kvyraznému naristu
az po 72 hodinach a pii pH 7,0 se pocet laktobacili vyrazné od pocate€niho mnozstvi ne-

zvysil. Tento trend opét kopiruje trend zmény pH béhem experimentu.

Tab. 4 Pocet mikroorganizmii vyjadrenych v log CFU/ml v zavislosti na case pro jednotlivé

dilci pokusy v podminkach in vitro

0h 24 h 72 h
kontrola 7,74 9,30 7,76
pH 5,5 supernatant 686 7,72 9,54 8,04
pH 5,5 supernatant 689 7,60 9,56 9,15
pH 5,5 nisin 7,73 9,11 8,84
pH 6,0 supernatant 686 7,79 9,58 8,52
pH 6,0 supernatant 689 7,76 9,40 8,48
pH 6,0 nisin 7,46 7,90 9,18
pH 7,0 supernatant 686 7,82 9,41 8,45
pH 7,0 supernatant 689 7,64 9,38 8,72
pH 7,0 nisin 7,66 8,08 8,00

6.3 Diskuze

Vramci praktické casti byla sledovana kinetika produkce biogennich aminl v case

v podminkéch in vitro a v mléce u kmene Lactobacillus curvatus subsp. curvatus za pti-
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davku nisinu, 2 kment protektivni kultury Lactococcus lactis subsp. lactis nebo jejich su-

pernatantil v zavislosti na pH prostiedi (5,5; 6,0 a 7,0) a teploté 30 °C.

Dana teplota byla zvolena z divodu optimalni teploty riistu a hodnoty pH byly vybrany
tak, aby se co nejvice priblizovaly technologickym parametrim pii vyrobé ptirodnich syrt.
ProtoZe je produkce biogennich aminti zavisla na dostupnosti volnych aminokyselin (Fer-
nandéz et al., 2007; Gardini et al., 2001; Marcobal et al., 2006), byly aminokyseliny piida-
ny do kultivacniho média 1 mléka, aby v mléce simulovaly volné aminokyseliny vzniklé
proteolyzou v prubéhu zrani syrii. Fakt, ze dulezitym faktorem ovliviiujicim produkci BA
je mnozstvi volnych AMK, byl potvrzen pii experimentech v mléce bez pridavku/
s ptidavkem AMK, kdy produkce tyraminu a sperminu po ptidavku aminokyselin vzrostla

10krat az 20krat.

Dal$im faktorem ovliviiujicim dekarboxyldzovou aktivitu bakterii je pH prostiedi, protoze
dekarboxylazy jsou indukovany v kyselém pH a slouzi jako obranny mechanizmus bakte-
rie proti nepiiznivému kyselému pH, coz potvrzuje fada studii (Bover Cid et al., 2008;
Greif et al., 2006; Linares et al., 2011; Marcobal et al., 2006). Tento fakt souhlasi i s expe-
rimentem v mléce, kdy pfi iniciacnim pH 5,5 a 6,0 bylo vyprodukovano vice biogennich
amint nez pti pH 7,0. Dale pomoci zmény pH v pribéhu experimentu by mohla byt vy-
svétlena otazka, pro¢ ve vétSin€ piipadd ma kontrola nizsi produkci BA nez vzorky s pfi-
davky protektivnich kultur, kdyZ se o¢ekaval presny opak. Tento jev mohl nastat z diivodu
rychlejsiho poklesu pH u vzorki s ptidavky protektivnich kment neZ u kontroly, jejiz pH
bylo od pocatku vyssi a snizovalo se pozvolnéji. Naptiklad i Fernandéz et al. (2007) ve své
studii zjistil, Ze nejveétsi vliv na syntézu tyraminu u kmene Enterococcus durans mélo pra-
vé pH, kdy pii pH 5,0 bylo vyprodukovano nejvétsi mnoZstvi tyraminu, i pfestoze se sle-
dovany kmen enterokoka pii tomto pH mnoZil pomaleji nez pii pH 6,8. Naopak ve studii
Gardini et al. (2001), kde byla sledovana produkce BA Enterococcus faecalis
v odstfedéném mléce po 72 hodinach pii riiznych hodnotach pH a koncentracich NaCl,

bylo zji§téno, Ze produkce BA klesala se zvySujici se koncentraci soli a snizujicim se pH.

V podminkéch in vitro nemélo pH takovy vliv na produkci tyraminu a sperminu jako

pii experimentech v mléce.

Mezi dal$i vyznamné faktory patfi i1 teplota prostfedi, protoze ovliviiuje enzymatickou ak-
tivitu mikroorganizmt, tedy i produkci BA. Dekarboxylazova aktivita je tedy pfimoimérna

teploté a délce skladovani (Kalhotka et al., 2011). To potvrzuje i studie (Kim et al., 2011),
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ktera se zabyvala detekci BA v korejském ryzovém viné po dobu 30 dni pti 4 a 20 °C.
Pti vyssi teploté byly prvni biogenni aminy detekovany jiz 3. den a mnozstvi BA postupné

narustalo, kdezto pii 4 °C nebyly BA kromé putrescinu viibec detekovany.

Podle Fernandéz et al. (2007) a Moreno-Arribas a Lonvaud-Funel (1999) se aktivita dekar-
boxylazy snizuje se zvysujici se koncentraci dané¢ho biogenniho aminu. To by vysvétlova-
lo, pro¢ po dosazeni urcité koncentrace biogenniho aminu dochazelo ke stagnaci, jako na-
priklad koncentrace sperminu se po 24 hodinach kultivace vétSinou nemeénila v mléce

bez AMK.

V prubéhu kultivace dochazelo obcas i ke snizovani mnozstvi BA, coz si vysvétlovali
ve studii Greif et al. (2006) tim, ze pravdépodobné doslo k interakcim biogenniho aminu
se slozkami média a také Ze vlivem neptiznivého kyselého prostfedi mohlo dojit k lyzi

bunck, z nichZ se uvolnily aminooxidazy do prostiedi.

Santos et al. (2003) provadéli experiment v mléce a rovnéz zjistili, ze pii vyssi teploté do-
Slo k rychlejsimu poklesu pH a vétsi produkci BA. Nartst sperminu byl rapidnéj$i, coz
se o¢ekavalo, protoZe spermin a spermidin jsou esencidlni ristové faktory pro mnohé mi-
kroorganizmy. To by vysvétlovalo, pro¢ koncentrace sperminu v mléce byla o tolik vyssi
nez tyraminu. Navic spermin mlze byt syntetizovan z ornitinu i argininu. Igarashi a Ka-
shiwagi (2010) s Shah a Swiatlo (2008) popisuji, ze polyaminy jsou nezbytné nejen
pro normalni rast buné€k, ale mohou regulovat i biosyntézu, degradaci a transport nukleo-
vych kyselin, tvorbu biofirmu, ochranu pfed oxida¢nim a kyselym stresem a mnoho dalSich
funkei. Naopak in vitro se tato teorie nepotvrdila, koncentrace sperminu byla podobné ne-

bo niZ8i neZ tyraminu.

Podle Tabanelli et al. (2014) ma velky vliv na produkci BA pocate¢ni koncentrace dekar-
boxyldza pozitivnich bakterii, kdy pfi nizSich koncentracich Enterococcus faecalis
(2-4 log CFU/ml) doslo k vyrazné inhibici pomoci Lactococcus lactis subsp. lactis, produ-
kujiciho bakteriociny (pfidavek kmenli v mnozstvi 7 log CFU/ml), ale pfi vysSich koncen-
tracich (5-6 log CFU/ml) byla inhibice nepatrnd. Ale rast Streptococcus thermophilus byl
inhibovan pfi vSech pocatecnich koncentracich. Z toho vyplyva, Ze citlivost mikroorga-
nizmi na bakteriociny je variabilni a pravdépodobné Lactobacillus curvatus subsp. curva-
tus T2 neni tak citlivy na inhibi¢ni plisobeni nisinu a protektivnich kmena Lactococcus
lactis subsp. lactis 686 a 689, jak se predpokladdalo. Na druhou stranu je nutné si uvédomit

v navaznosti na tuto studii, Ze nisin byl v subletdlni koncentraci a ptidavek protektivniho
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kmene do zkumavek byl polovi¢ni oproti inokulu dekarboxylaza pozitivniho laktobacila,
proto nemuselo dojit k o¢ekdvanym vyznamnym inhibicim. Totéz plati i ve srovnani
se studii Joosten a Nufiez (1996), v niz zjistovali produkci histaminu Lactobacillus buch-
neri v syrech po 4 mésicich zrani, kdy do mléka byly pfidany i 3 kmeny produkujici bakte-
riociny. Ve vSech pfipadech doslo k inhibici ristu laktobacila a mnozstvi histaminu bylo
pod 10 mg/kg oproti kontrole, u niz byl zjistén histamin v mnozstvi 177 — 214 mg/kg
v zavislosti na vychozich koncentracich inokula (1,9; 19 a 190 CFU/ml), pfi¢emz ptidavek
protektivnich kmeni byl 1%. Takto nizké inokulum laktobacilii bylo zvoleno z toho divo-

du, Ze syrové mléko obsahuje obecné nizky pocet laktobacila.

Supernatanty protektivnich kultur ve vétSiné ptipadi neinhibovaly produkci tyraminu a
sperminu. Pouze supernatant kmene 689 pii pH 6,0 v mléce s AMK inhiboval tvorbu tyra-
minu o 33 % a sperminu o 20 %. Naproti tomu naptiklad po pfidavku supernatantu kmene
686 v mléce bez AMK o pH 5,5 se zvysila produkce tyraminu o 69 % a sperminu dokonce
o 145 % oproti kontrolnim vzorkim po 72 hodindch kultivace. Velmi rozdilné vysledky
ziskaly i1 ve studii Toy et al. (2015), kde zjist'ovali inhibi¢ni Gi¢inek supernatantl ziskanych
z Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, Pediococcus acidophilus, Lactococcus lac-
tis subsp. lactis a Streptococcus thermophilus, kdy supernatanty S. thermophilus a
P. acidophilus inhibovaly produkci tyraminu Sa/monella Paratyphi az o 98 %, nicméné
supernatanty L. mesenteroides subsp. cremoris a Lc. lactis subsp. lactis stimulovaly tvorbu
tyraminu u Listeria monocytogenes az o 160 %. V podobné studii Ozogul et al. (2015)
zkoumali inhibi¢ni pisobeni stejnych supernatantl na produkci BA z ornitinu a zjistili, Ze
ve vSech piipadech doslo ke sniZzeni koncentrace putrescinu minimaln€ o 65 %, na druhou
stranu se zvysilo mnozstvi jinych BA, zejména sperminu. Podobné jevy byly pozorovany i
pfi experimentech v mléce, napiiklad pfi pH 7,0 po pfidavku kmene 686 se snizila produk-
ce tyraminu kmenem Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T2 o 36 %, ale koncentrace

sperminu se zvySsila o 167 %.

Ve studiich Kuley a Ozogul (2011) a Ozogul (2011) dosli k zajimavému zavéru, Ze protek-
tivni kmeny BMK a dekarboxylaza pozitivni alimentarni patogeny by nemély byt ptitomny
spole¢né v potraving, protoze BMK mély stimula¢ni u¢inky na produkci BA patogeny, coz
neni zadouci v potravinaiském primyslu. Taktéz v této praci v mnoha piipadech doslo
k navySeni koncentrace BA po pfidavku protektivnich kultur pravdépodobné z divodu
rychlého snizeni pH, kdy tato stresova situace vyvolala tvorbu biogennich amint, aby

se zvysilo pH prostiedi.
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Pouzitim dekarboxyldza negativnich startérti a modifikaci vyroby se mize dosahnout sni-
zeni BA v potravinach, jako napiiklad ve studii Latorre-Moratalla et al. (2010), v niz zjisti-
li, Ze u¢innéjsi strategii bylo pouziti autochtonnich startéri nez zména typu a koncentrace
cukru. Dtlezitou roli hraji i technologické a hygienické podminky pii vyrobé, coz dosved-
cuje studie Latorre-Moratalla et al. (2012), kde tradi¢ni podminky zpracovani (maly pra-
meér klobas, nizké teploty a relativni vlhkost) byly vhodné&jsi nez priimyslové. Kazdopadné
aby se zabranilo rlstu potencidlnich aminogennich bakterii, tteba Lbc. curvatus, doporucu-
je se pouziti dekarboxyldza negativnich startéri. Rovnéz je diilezitd povaha a pocet dekar-
boxyldza pozitivnich mikroorganizmti v surovinach, na coz upozornili Roig-Sagués a Ee-
rola (1997). Podle nich pouzity startér Lactobacillus sakei inhiboval tvorbu pouze nékte-
rych biogennich amint, ale tvorbu histaminu a tyraminu nepotlacoval, tiebaze bakterie
produkujici tyto BA byly ve velmi nizkych koncentracich a startér byl pfevladajicim mi-
kroorganizmem. Proto je nutné vyrabét z kvalitnich surovin, které obsahuji nejen nizky
celkovy pocet mikroorganizml, ale také dekarboxylaza pozitivnich mikroorganizmu. Tyto
vysledky jsou v souladu se studiemi (Bover Cid et al., 2009 a Xie et al., 2016), ktefi uvadé-
ji, Ze dekarboxyldza negativni startérové kultury mély antagonisticky Gc¢inek na amino-
pozitivni bakterie, ovSem jejich G¢inek mtze byt snizen vysokymi pocty kontaminujicich
mikroorganizm, takze inhibice souvisela s poctem bunék bakterii, produkujicich BA, ni-

koliv s dekarboxylazovou aktivitou.

Je tedy nutné zvysit pozornost nejen pii vybéru kvalitnich surovin s nizkymi pocty mikro-
organizmi, vhodnych technologickych a hygienickych podminek pii vyrobé, ale i pfi vy-
béru startérti, aby byly dekarboxyldza negativni, inhibovaly rast kontaminujicich mikroor-
ganizmu a soucasn¢ aby jejich prostfednictvim bylo dosazeno pozadovanych organoleptic-
kych vlastnosti vyrobku. ProtoZe napiiklad ve studii (Van Ba et al., 2016) zkouSeli rizné
smési startért pii vyrob& fermentovanych klobas, a zjistili, Ze ve vSech pokusech se zvysila
vytéznost, doslo k poklesu pH, zlepsila se chut’ a snizil se obsah putrescinu, ale zvysila se

mira oxidace tuktli a v nékterych ptipadech se zvysil obsah tyraminu.

Produkce BA zavisi pfedevS§im na druhu pfitomné mikrofléry, dostupnosti prekurzori a
fyzikéalné chemickych faktorech, jako je teplota, pH, obsah kysliku, soli a cukru (Zaman et
al., 2009).

Na zaklad¢ téchto vysledkl 1ze pozorovat, ze produkci biogennich amint ovliviiuje fada

faktorti, a proto by méla byt studovana hlavné pti vyrobé realnych potravin.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

ZAVER

Cilem diplomové prace bylo sledovat kinetiku produkce biogennich amini v case

v podminkach in vitro a v mléce u kmene Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T2

za ptidavku nisinu, 2 kmenl protektivni kultury Lactococcus lactis subsp. lactis
CCDM 686 a CCDM 689 nebo jejich supernatantii v zavislosti na pH prostiedi (5,5; 6,0 a
7,0) a teploté 30 °C.

Zjisténé vysledky lze shrnout do nasledujicich bodu:

Pomoci HPLC byla stanovena produkce tyraminu a sperminu, ostatni biogenni
aminy byly detekovany v zanedbatelném mnoZzstvi nebo viibec.

Produkce biogennich amint v mléce s AMK vzrostla 10krat az 20krat oproti mléku
bez pridavku AMK.

Produkce sperminu v mléce byla mnohonasobné vyssi nez tyraminu.

Iniciaéni pH mléka mélo vyznamny vliv na produkci biogennich amind, pti pH 5,5
a 6,0 bylo vyprodukovano vétsi mnozstvi nez pii pH 7,0.

S klesajicim pH mléka v prabéhu kultivace se vétSinou zvySovala produkce bio-
gennich amint.

Kmen CCDM 686 inhiboval produkci tyraminu v mléce pifi pH 5,5; 7,0 a také
pii pH 6,0 s AMK az o 36 % a také snizil koncentraci sperminu pii pH 6,0 s AMK
0 25 %. Jeho supernatant produkci biogennich aminti nesnizoval.

Kmen CCDM 689 inhiboval vyznamné produkci tyraminu v mléce pii pH 5,5 a 7,0
az o 81 %, obsah sperminu byl snizen pouze piti pH 6,0 v mléce s pfidavkem AMK.
Jeho supernatant snizil produkci biogennich amint pouze v mléce s AMK, piesnéji
obsah tyraminu klesl 0 33 % a sperminu o 20 %.

Nisin inhiboval produkeci tyraminu pii pH 5,5 o 50 % a sperminu pii pH 5,5 0 35 %
a pti pH 7,0 dokonce o 56 %.

Nisin, protektivni kultury ani jejich supernatanty neinhibovaly produkci biogennich
amint v podminkéch in vitro.

Produkce biogennich aminll v bujonu nebyla zavisla na pH.

Z uvedenych vysledkl vyplyva, Ze produkei biogennich aminil v potravinach mize ovliv-

novat fada faktort. Protoze se Lactobacillus curvatus subsp. curvatus choval jinak v mléce

nez v bujonu, mél by byt vliv faktorli studovan pfimo pfi vyrobé potravin.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BMK  Bakterie mlééného kvaseni

BA Biogenni aminy

FAO Organizace pro vyzivu a zemédélstvi

WHO  Svétova zdravotnicka organizace

MRS De Man Rogosa Sharpe Agar

M17 M17 Broth

Lan Lanthionin

MeLan 3-methyllanthionin

Dha 2,3-didehydroalanin

Dhb 2,3-didehydrobutyrin

GRAS  Generally Recognized As Safe (VSeobecné povazované za bezpecné)

ATP Adenozintrifosfat

CCDM Czech Collection of Dairy Microorganisms (Sbirka mlékatrskych mikroorganiz-
mu)

AMK  Aminokyseliny

HPLC  Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Lbc. Lactobacillus

rRNA  Ribozomalni ribonukleova kyselina

DNA  Deoxyribonukleova kyselina

EDTA  Etylendiamintetraoctova kyselina
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