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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva sledovanim vlivu nisinu a protektivnich bakterii na produkci biogen-
nich amint u vybranych bakterii. Teoreticka ¢ast je zaméfena na biogenni aminy, jejich
vznik, vyznam, vyskyt, produkci a moznosti eliminace. Dale jsou popsany bakteriociny

a jejich vyznam, vyskyt, produkce a vyuziti v potravinaistvi.

V praktické ¢asti této prace byla sledovana produkce biogennich amini v podminkach
invitro u kmenu Lactobacillus plantarum P89, Lb. brevis P93, Lb. plantarum P96, Lb.
curvatus subsp. curvatus T3, Lb. curvatus T15, Lb. curvatus subsp. curvatus T36 za pii-
davku nisinu a protektivnich kultur Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
CCDM 670, L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686, L. lactis subsp. lactis
biovar diacetylactis CCDM 689, L. lactis subsp. lactis CCDM 731, L. lactis subsp. lactis
CCDM 71, L. lactis subsp. lactis CCDM 702. Produkce biogennich amint byla analyzova-
na po 24 a 48 hodinach kultivace pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s UV
detekci po piedchozi derivatizaci dansylchloridem. Z vysledk je patrné, ze piidavek bakte-
riocinu nebo protektivnich kultur vedl ve vétsing ptipadi k poklesu produkce biogennich

aminu.

Klicova slova: biogenni aminy, bakteriociny, protektivni kultury



ABSTRACT

This work deals with monitoring effect of nisin and protective cultures on production
of biogenic amines in selected bacteria. The theoretical part is focused on biogenic amines,
their characteristic, origin, producers and possibility of elimination. The following

describes bacteriocins, their characteristic, producers and use in food processing.

In the practical part of this work was monitored production of biogenic amines in vitro
on strains Lactobacillus plantarum P89, Lb. brevis P93, Lb. plantarum P96, Lb. curva-
tus subsp. curvatus T3, Lb. curvatus T15, Lb. curvatus subsp. curvatus T36 with nisin and
protective cultures Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 670, L.
lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686, L. lactis subsp. lactis biovar diacety-
lactis CCDM 689, L. lactis subsp. lactis CCDM 731, L. lactis subsp. lactis CCDM 71, L.
lactis subsp. lactis CCDM 702. Production of biogenic amines was analyzed by high per-
formance liquid chromatography with UV detection after derivatization with dansylchlori-
de. The results show that the addition of the bacteriocin or protective cultures resulted

to a decrease in production of biogenic amines in the majority of cases.

Keywords: biogenic amines, bacteriocins, protective cultures
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UvVOD

Biogenni aminy jsou nizkomolekuldrni zasadité dusikaté latky, které se vyskytuji
v bunkach rostlinnych i zivocisnych tkani. Jejich vyskyt je ale sledovéan predevsim u potra-
vin, kde jsou povazovany za indikatory bakteridlniho kazeni. Jejich piijem ve vysokych
koncentracich miize mit negativni u¢inky na organizmus, mezi které patfi hypotenze, hy-
pertenze, zvraceni, buSeni srdce, migrény a dychaci potize. Z téchto divodi v poslednich
dvou desetiletich znacné zesilil zdjem o vyzkum podminek jejich vzniku. Vyskytuji se
V potravinach, které obsahuji proteiny nebo volné aminokyseliny. Biogenni aminy vznikaji
dekarboxylaci téchto aminokyselin plisobenim zivych organizmu za ucasti enzymut dekar-

boxylaz.

Bakteriociny jsou latky peptidové povahy produkované velkym mnozstvim grampozitiv-
nich i gramnegativnich bakterii v prubéhu jejich rastového cyklu. Maji inhibi¢ni ucinek
a pusobi prevazné na Uzké spektrum mikroorganizmi. Jejich vyznam spocivéa piedevsim
V tom, ze pusobi proti patogennim bakteriim nebo proti bakteriim, které se podileji na ka-
zeni potravin. Tento pfedpoklad vede k rozvoji novych technologii, pti kterych se bakterio-
ciny vyuzivaji jako ptirodni konzervaéni latky potlacujici rist nezadoucich mikroorganiz-

mu a tim prodluzuji trvanlivost potravin.
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1 BIOGENNI AMINY

1.1 Charakteristika biogennich aminu

Biogenni aminy jsou zasadité dusikaté slouceniny vznikajici dekarboxylaci aminokyselin,
aminaci nebo transaminaci aldehydi a ketond. Jsou to organické baze o nizké molekulové
hmotnosti vyskytujici se v buiikach rostlinnych a zivocisnych tkani. Maji dilezitou fyzio-
logickou funkci, ale v nadmérném mnozstvi mohou zptuisobovat nezadouci az toxické ucin-

Ky. Patfi mezi ukazatele bakteridlniho kaZeni a jejich vyskyt je sledovan piedevS§im

u potravin. V nizkych koncentracich jsou pfirozenou soucasti potravin, ale vysoké koncen-

vvvvvv

tujicimi se v potravinach, jsou histamin, putrescin, kadaverin, tyramin, tryptamin, beta-
fenyletylamin, spermin a spermidin [1]. Jejich strukturni vzorce, systematické a trivialni

nazvy jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1. Strukturni vzorce a nazvy vybranych biogennich amint [1]

Triviilni
Strukturni vzorec nizey — Nizev systematicky
zkratka
CHyCr, b,
i Eﬁf]am'“ = | 2-(1H-imidazol-5-yl)etanamin
1;12-:‘H._,.‘|.'~12
| : :::{,’;;“‘"' 4-(2-aminoetyl) fenol
OH
f{HaCHaN Fenyletylam
| = in— 2-fenyletanamin
o PEA
CHoCH N, )
3 :l]:ll;}’hﬁtamm ~ | 2-(1H-indol-3-yl)ctanamin
Halo e Putrescin — b 1 dodiami
: NH; PUT utan-1,4-diamin
P i P ) o
i R igﬁtm 1-(4-aminobutyl)guanidin
. . Kadaverin - _
e CAD pentan-1,5-diamin
H Spermidin — | N-(3-aminopropyl)butan-1_4-
i g SPD diamin
- | Spermin - N‘I‘.q -bis(3-
R S BT aminopropyl)butan-1,4-
) diamin
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1.2 Vznik biogennich amini

Biogenni aminy (BA) vznikaji z aminokyselin dekarboxylaci za ucasti enzymu dekarboxy-
laz. Dekarboxylace je d¢j, pfi kterém se odbourava karboxylova skupina aminokyseliny.
Dojde k odstépeni oxidu uhli¢itého z karboxylové skupiny za pfitomnosti enzymu dekar-
boxylazy, vzniké bazicky amin. Dekarboxylazy katalyzujici pfeménu aminokyselin obsahu-
ji jako kofaktor pyridoxalfosfat, ktery se reakce pfimo tcastni. Dal$i mozny zplisob vzniku

je transaminace aldehydu a ketonu [4,5,6].

Jednotlivé aminokyseliny, ze kterych vznikaji vybrané biogenni aminy, jsou uvedeny

v tabulce ¢. 2. Obrazky 1,2 a 3 znazoriuji reakce vzniku nékterych biogennich amini [3].

Tvorbu biogennich aminii v potravinach ovliviiuje také aktivita mikrobialnich dekarboxy-
lacnich enzymu. Tu ovliviiuje mnoho faktora - teplota, doba skladovani potravin, aktivita

vody, pH, redoxni potencial nebo obsah soli [4].

Tabulka 2. Biogenni aminy a jejich prekurzory [3]

Biogenni amin | Pivodni aminokyselina

histamin histidin

kadaverin lyzin

putrescin arginin, ornitin

agmatin arginin

fenyletylamin fenylalanin

tyramin tyrozin

dopamin 3,4 - dihydroxyfenylalanin

tryptamin tryptofan

NH,
o
NH, B + €O
OH HO
Tyrozin Tyramin

Obrazek 1. Vznik tyraminu z aminokyseliny tyrozinu za pfitomnosti enzymu tyrozindekar-
boxylazy (TDC) [3]
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HO
H

H

o N\ HDC eN N
| /> — | > + co
NH Y/ 2

2 N N

histidin histamin

Obrazek 2. Vznik histaminu z aminokyseliny histidinu za pfitomnosti enzymu histidinde-
karboxyldzy (HDC) [3]

HO
. NH,  LDC HN A~ ~_N2 + co,

NH .
2 kadaverin

lyzin

Obrazek 3. Vznik kadaverinu z aminokyseliny lyzinu za ptitomnosti enzymu lyzindekarbo-
xylazy (LDC) [3]

1.3 Vyznam biogennich amini

V malych koncentracich jsou biogenni aminy nezbytnou souc¢asti zivo¢iSnych a rostlinnych
tkani a vykonavaji fadu dtleZitych funkci [7]. Jejich pfijem ve vySSich koncentracich ma
ale na organizmus negativni U¢inky. Pfi béZznych podminkach je organizmus schopny pte-
bytecné biogenni aminy odbouravat, tato schopnost je ale ovlivnéna celou fadou faktort.
Naptiklad malé déti, jedinci se zhorSenou funkci jater nebo jedinci, ktefi uzivaji nékteré
druhy 1€k, jako jsou antidepresiva a antiparkinsonika, maji sniZenou schopnost detoxikace
biogennich aminl. Mechanizmus odbouravani mize také ovlivitovat soucasny ptijem alko-
holu s nadmérnym mnozstvim biogennich amini. Detoxikac¢ni schopnost organizmu je

zna¢n¢ individualni [8].

1.3.1 Pisobeni biogennich amini na organizmus

Biogenni aminy jsou zdrojem dusiku v biochemickych reakcich, také plisobi jako prekurzo-
ry pro syntézu hormoni, nukleovych kyselin, proteint a alkaloidf. Polyaminy, mezi které
patfi putrescin, spermidin a spermin, maji vliv na regulaci bunécného ristu, diferenciaci

bunék a metabolickou aktivitu stiev [7].
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Histamin ovlivituje sekreci zaludecnich $tav a podili se na anafylaktickém Soku a alergic-
kych reakcich. Také ptisobi na krevni tlak, zptisobuje jeho pokles, tzv. hypotenzi. Naopak
tyramin krevni tlak zvySuje, zplisobuje tzv. hypertenzi. Mimo krevniho tlaku ma tyramin
také vliv na kontrakci hladkého svalstva, je to lokalni tkanovy hormon a prekurzor dopa-

minu. Tryptamin ma vliv na peristaltiku stfev a na psychické funkce [8, 9].

1.3.2 Toxické uéinky

Histamin a tyramin patfi k nejvice toxickym biogennim amintim. Jejich Skodlivé Gcinky
mohou byt zvySeny i soucasnym piijmem jinych biogennich amint, zejména putrescinu
a kadaverinu. Toxické U€inky na organizmus mohou mit ale také spermin, spermidin a fe-
nyletylamin. Pfi nadmérném piijmu nebo snizené schopnosti detoxikace mohou zptisobo-
vat bolesti hlavy, migrény, buSeni srdce, poceni, dychaci potize, bfi$ni kiece, zvraceni, pri-
jem, vyrazky. U sperminu a spermidinu je mozny vznik N-nitrosamint reakci s Kyselinou

dusitou. N-nitrosamintim je pfipisovana karcinogenita, mutagenita a teratogenita [7, 8].

1.4 Vyskyt biogennich amint

Biogenni aminy mizeme najit v riznych typech potravin, zejména v potravinach bohatych
na bilkoviny. Nizké koncentrace biogennich amin jsou soucasti fady potravin. Vétsi vy-
skyt se ptfedpoklada u fermentovanych potravin, na jejichz vyrobé se podileji mikroorga-
nizmy. Zv1asté pokud potravina poskytuje vhodné prostiedi pro jejich biochemickou aktivi-
tu [10, 11]. Obsah biogennich amini se méni ve velmi rozsdhlém rozmezi, proto neni
mozné uvést primérné hodnoty v konkrétnim druhu potraviny. Obsah muze kolisat v roz-
mezi az n¢kolika fadi. Biogenni aminy davaji potravinam typickou chut’ zralych potravin

a jsou prekurzory ur¢itych aromatickych sloucenin [12].

Pro vznik biogennich amint v potravinach musi byt splnény ti'i zékladni podminky [5]:
1. Pfitomnost aminokyselin v substratu

2. Ptitomnost mikroorganizmi s dekarboxylazovou aktivitou

3. Vhodné podminky pro rist a mnozeni mikroorganizmtl.
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14.1 Fermentované potraviny

U této skupiny potravin jsou biogenni aminy produkovany hlavné béhem fermentace a do-
zravani. Radime zde zralé syry, fermentované alkoholické napoje (vino, pivo), fermentova-
nou zeleninu, fermentované masné vyrobky a ryby a rybi vyrobky. Bakterie, které¢ jsou
zodpovédné za produkci BA u fermentovanych potravin, jsou zejména grampozitivni bak-
terie rodu Lactobacillus. Gramnegativni bakterie jsou vétsinou inhibovany samotnym pro-

cesem fermentace [13].

1411 Syry

Velmi dobrym prostiedim pro tvorbu biogennich aminti jsou syry, a to z divodu proteolyzy
mlécnych bilkovin pfi jejich zrani. Pfi proteolyze jsou mlécné bilkoviny rozkladany az
na aminokyseliny. Dekarboxylaci volnych aminokyselin za ¢innosti bakterialnich dekarbo-
xyldz mohou vznikat toxickd mnozstvi biogennich aminti. MnoZstvi biogennich amini
v syrech ovliviiuje fada faktort, jako je napiiklad druh syrt, doba zrani, pH, mikrofléra,
koncentrace soli, teplota. V syrech se nejcastéji vyskytuje histamin, tyramin, kadaverin,

putrescin, tryptamin a 2-fenyletylamin [14, 15].

1.4.1.2 Alkoholické napoje (vino, pivo)

Pfitomnost biogennich amind ve viné je spojovana s plisobenim kvasinek pii primarni fer-
mentaci, pritomnosti bakterii mlécného kvaseni a jable¢no-mléénym kvaSenim, které za-
jistuje odkyseleni vina. Castymi biogennimi aminy, které se vyskytuji ve ving, jsou tyra-
min, putrescin, kadaverin, histamin a 2-fenyletylamin. Mnozstvi biogennich aminti se miize
liSit v zavislosti na kvalité pouZitych surovin, mozné mikrobialni kontaminaci v pribéhu
vyroby a dob¢ a podminkach skladovani [16, 17]. Celkovy obsah biogennich amini ve viné
se muze pohybovat od n¢kolika mg/l do zhruba 50 mg/l. Zatim nebyly legislativné stano-
veny nejvyssi piipustné limity pro obsah biogennich aminti ve ving, ale horni hranice obsa-
hu histaminu se doporucuje 2-10 mg/l. Jejich vyssi obsah miize negativné ovlivnit kvalitu

vina a zplisobit mozna zdravotni rizika pro spotiebitele [18, 19].

Obsah biogennich aminil v pivu zavisi na mnozstvi mikroorganizmii v mladinég, typu sladu
a jinych surovin, technologickém postupu vyroby, mikrobidlni kontaminaci béhem procesu
vyroby a podminkéch skladovani [20]. N¢které biogenni aminy, jako putrescin, agmatin,

spermin a spermidin, mohou pochazet z ptivodnich surovin, jako je naptiklad slad. Jsou
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proto béznou soucasti piva. Naopak histamin, tyramin a kadaverin ukazuji na nezadouci
kontaminaci pfi procesu vyroby. Nejvice biogennich amint v pivu se tvoii béhem hlavni
fermentace, nejCastéji se tak tvori tyramin, histamin a kadaverin. Nejbéznéjsi je vyskyt ty-

raminu [21].

1.4.2 Nefermentované potraviny

U této skupiny potravin vznikaji biogenni aminy pievazn¢ piisobenim hnilobnych bakterii.
Nejcastéji se vyskytuji v mase, kde vznikaji v disledku nespravného skladovani. Biogenni

aminy se nachdzeji i v ovoci, zelenin¢ a houbach v pokrocilém stadiu kazeni [12].

1.4.2.1 Maso

V mase jsou pfirozené piitomné biogenni aminy spermin a spermidin, v disledku sklado-
vani se vSak mohou vyskytnout i jiné biogenni aminy, pfedev§im tyramin, kadaverin, pu-
trescin a histamin. Maso je velmi bohaté na bilkoviny a volné aminokyseliny, které funguji
jako prekurzory pro tvorbu biogennich aminti. Jejich vyskyt v mase je ovlivnén fadou fak-
tord, mezi které patii kvalita suroviny, spravné a peclivé oSetieni pii zpracovani a dodrzo-
vani vyhovujicich hygienickych podminek [22].

U cerstvych ryb jsou biogenni aminy obsazeny ve velmi nizké koncentraci. V pribéhu
skladovani, ptisobenim ¢innosti mikroorganizmi, dochazi k pfemén¢ histidinu na histamin.
Tento d€j mize byt zna¢né€ urychlen, pokud neni rybi maso fadné skladovano. Histamin je
z pohledu toxikologie povazovan za nejrizikovéjsi biogenni amin v rybim mase. U ryb Ce-
ledi Scombroidae a Scomberesoideae se prumérny obsah histaminu pohybuje v koncentraci
1-15mg/100g rybiho masa. Pokud ale nejsou dodrzeny spravné skladovaci podminky, kon-
centrace histaminu muze pifevysit hodnotu 100mg/100g rybiho masa. Kromé histaminu
muze rybi maso obsahovat mnoho dalsich biogennich amint, jako jsou napiiklad putrescin

a kadaverin [23, 24].

1.4.2.2 Potraviny rostlinného pitvodu

V ovoci a zelening se biogenni aminy nachéazeji ve velmi malém mnozstvi, které zpravidla
nema negativni ucinky pro organizmus. ZvySené hodnoty v téchto potravinach se miiZzou
vyskytnout, pokud ovoce a zelenina nebyly fadné skladovany nebo s nimi bylo nespravné

manipulovano. Koncentrace biogennich aminil v ovoci a zeleniné je také zavislé na stupni
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zralosti. Byly zjistény rozdily v koncentraci biogennich aminii mezi rtizné¢ zralym ovocem
stejného druhu. Nejcasteji se v ovoci a zeleniné vyskytuje tyramin. Mezi dal$i biogenni

aminy, které se nachazeji v téchto potravinach, fadime histamin, fenyletylamin a putrescin.

Urcitd mnozstvi biogennich amint se miizou vyskytovat i v potravinach jako jsou cokola-

da, kakao, houby anebo tfeba i koteni [12, 17].

1.5 Legislativni limity

Legislativni limity jsou v riiznych zemich odligné. V Ceské republice je momentalné platna
vyhlaska 305/2004 Sb., kterd stanovuje druhy kontaminujicich a toxikologicky vyznam-
nych latek a jejich pfipustné mnozstvi v potravinach vydana Ministerstvem zdravotnictvi.
Tato vyhlaska uvadi pfipustné mnozstvi histaminu Vv rybach a rybich vyrobcich, které je
stanoveno na 100 mg/l s povolenim piekrocit tento limit o 100 % u dvou vzorku z deviti.
Limitem histaminu v rybach a rybich vyrobcich se zabyva i1 Natizeni komise (ES)
¢.2073/2005, ktera ustanovila pfipustné mnozstvi histaminu v produktech rybolovu
na 100 mg/l a v produktech rybolovu, které bylo oSetfeno enzymatickym zranim v laku
na 200 mg/I [25, 26].

1.6 Produkce biogennich amini

Hlavni podminkou pro tvorbu biogennich aminl v potravinach je pfitomnost mikroorga-
nizma s dekarboxylazovou aktivitou a vhodné podminky pro jejich rist a mnozeni. Mnoz-
stvi a typ produkovaného biogenniho aminu zavisi na druhu mikroorganizmu a potraviny,
ve které se dany mikroorganizmus nachéazi. Aktivita dekarboxylacnich enzyml zavisi
na spousté faktort. Jednim z téchto faktort je pH, dekarboxylaénim mikroorganizmim
vyhovuje pH 4,0-5,5. Dalsimi faktory jsou napiiklad slozeni média, teplota nebo rustova
faze mikroorganizmu. Nejvétsi aktivita dekarboxylacnich enzymi byla zjisténa ve stacio-
narni fazi ristu. Také pfitomnost soli ma vliv na tvorbu biogennich amind, chlorid sodny
inhibuje jejich produkci. MnoZstvi biogennich amini zavisi i na dobé skladovani potravin,
¢im déle je potravina skladovéana, tim vice biogennich amini se v ni zpravidla nachazi [4,

27].
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Dekarboxylazy aminokyselin nejsou u bakterii tplné obvyklé. Vyskytuji se u roda Bacillus,
Citrobacter, Clostridium, Escherichia, Klebsiella, Photobacterium, Proteus, Pseudomo-
nas, Salmonella, Shigella a mlé¢nych bakterii rodu Lactobacillus, Pediococcus a Entero-

coccus. Bakterie, které jsou schopny dekarboxylovat aminokyseliny a potraviny, ve kterych

se mohou nachéazet, jsou uvedeny v tabulce 3 [12].

Tabulka 3 Pritomnost biogennich aminti a bakterii, které je produkuji, v potravinach [12]

Potraviny Bakterie Vytvarené aminy
Morganella morganii, Klebsiella pneumoniae, . . . .
4 i - histamin, tyramin, kadaverin,
Hafnia alvei, Proteus mirabilis, Proteus vulga- . . :
Ryby ris, Clostridium perfringens, Enterobacter ae- putrescin, agmatin, spermin,
' . ’ spermidin
rogenes, Bacillus spp., Staphylococcus xylosus
Lactobacillus buchneri, L. bulgaricus, L. plan- | , . : . :
. . . histamin, kadaverin, putrescin,
, tarum, L. casei, L. acidophilus, Enterococcus . i
Syry tyramin, fenyletylamin,

faecium, Streptococcus mitis, Paenibacillus
macerans, Propionibacterium spp.

tryptamin

Maso a masné

rody Pediococcus, Lactobacillus, Pseudomo-

histamin, kadaverin, putrescin,
tyramin, fenyletylamin,

vyrobky nas, Micrococcus, ¢eled” Enterobacteriaceae :
tryptamin
Fermentovana | Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesen- | histamin, kadaverin, putrescin,
zelenina teroides, Pediococcus spp. tyramin, tryptamin
Fermentované Rhizopus oligosporus, Trichosporon beiglli, histamin, kadaverin, putrescin,
produkty ze séje |Lactobacillus plantarum tyramin, tryptamin

1.7 Moznosti eliminace biogennich amini v potravinach

S ohledem na bezpecnost potravin a zdravi konzumenta je potieba predejit hromadéni bio-
gennich amind v potravinach. K jejich snizeni nebo minimalizaci vyskytu 1ze pouzit amin-
negativni (neprodukujici) nebo amin-oxidujici (degradujici) mikroorganizmy nebo enzymy,
které biogenni aminy oxiduji. K dal§im vyznamnym metodam patii vybér startérovych kul-
tur, obalovych materiall, oSetfeni vysokym hydrostatickym tlakem, ozafeni nebo pouZziti

nékterych piidatnych latek [28, 29].
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1.7.1 Startérové kultury

Vybér vhodné startérové kultury je povazovan za jeden z nejucinnéjSich zplisobt snizeni
koncentrace biogennich amini v potravinach. Startérova kultura je komer¢ni preparat ob-
sahujici zivé mikroorganizmy, které jsou pouzivany pii vyrobé fermentovanych potravin,
kde se vyuziva jejich metabolické aktivity. Odbouravaji sacharidy na organické kyseliny
a tim snizuji pH, $tépi lipidy a bilkoviny, také redukuji dusi¢nany na dusitany. Diky starté-
rovym kulturdm se ve vyrobku tvoii typické aroma a chut. NejcCastéji startérové kultury

obsahuji bakterie mlé¢ného kvaseni, které tvoii [29]:

e kyselinu mlé¢nou ze sacharidli
¢ antimikrobni latky — bakteriociny

o latky aromatické a chut'ové

Nékteré kmeny bakterii, které mohou byt vyuzivany pfi vyrobé fermentovanych potravin
jako startérové kultury, tvofi biogenni aminy. Proto je jednim z pozadavkl pouZiti startéro-
vych kultur bez dekarboxyldzové aktivity. Tyto kultury nejsou schopné dekarboxylovat

aminokyseliny za vzniku biogennich amind, jsou tzv. amin-negativni [13].

Existuje ale také skupina amin-oxidac¢nich startérovych kultur. Tyto kultury jsou schopné

oxidovat biogenni aminy na aldehyd, peroxid vodiku a amoniak [29].

Mnohé studie potvrdily moznost sniZzeni obsahu biogennich aminti v dsledku pouziti urci-
té startérové kultury. Napiiklad k podstatnému snizeni obsahu tyraminu doslo pfi pouZiti
Kocuria varians jako startérové kultury pfi vyrobé fermentovanych uzenin. Lactobacillus
plantarum uc¢inné potlacoval produkci tyraminu, putrescinu a kadaverinu v kysaném zeli

[29, 30, 31].
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1.7.2 Degradace biogennich amini

K degradaci jiz vzniklych biogennich amini v potravinach lze vyuZzit enzymu aminooxida-
za. Aminooxiddza muze byt izolovana z organti prasat (jatra, ledviny), z lidské placenty
a krevni plazmy nebo ze samotnych mikroorganizmi [32]. K degradaci biogennich amini
lze pfimo pouzit i bakterie, které tento enzym vytvareji. Schopnost degradovat biogenni
aminy za pomoci enzymu aminooxidéazy byla prokazana u nékterych bakterii roda [34]:

e Bacillus

e Brevibacterium
Lactobacillus
Micrococcus

Staphylococcus
Halomonas

Aktivita aminooxida¢nich enzymu bakterii zavisi na riznych faktorech. Mezi tyto faktory

patii napiiklad koncentrace soli v potraviné nebo teplota skladovani [32].

Aktivitou grampozitivni fakultativné anaerobni bakterie Staphylococcus xylosus doslo

ke sniZeni histaminu a tyraminu v solenych a fermentovanych ancovickach [33].

Studie, ktera byla provedena na rybi pasté¢ Rihaakuru pfipravované z tundka, tradi¢nim po-
krmu maledivské kuchyné, prokdzala degradaci histaminu z 30-50% za pouZiti bakterii
Lactobacillus sakei a Vergibacillus halodonitrificans. Podstatné lepsiho vysledku pfi de-
gradaci histaminu docilili pouZzitim diaminooxiddzy izolované z prasecich jater. Koncen-
trace histaminu pii pouZiti tohoto enzymu byla pod detekénim limitem (<0,1 ppm).
V tomto piipadé€ bylo tedy pro vyssi i€innost vyhodnéjsi pouzit pfimo enzym diaminooxi-
dazu. Nejlepsim feSenim by ovSem bylo zabranit riistu mikroorganizmt jiz u syrového ma-
sa pii skladovani. Nicméné tohle neni vzdy mozné, protoze Rihaakuru se vyrabi z ryb

s nizkou kvalitou masa a Casto nejsou zajiStény vyhovujici podminky ke skladovani [34].
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2 BAKTERIOCINY

2.1 Charakteristika bakteriocinu

Velké mnozstvi grampozitivnich i gramnegativnich bakterii v pribéhu jejich rtstového
cyklu produkuje latky peptidové povahy, tzv. bakteriociny. Tyto latky maji antimikrobidlni
povahu. Inhibi¢ni ucinek bakteriocinii pisobi pievazné na tizké spektrum mikroorganizmii,
které jsou Casto rodové piibuzné. Timto se odliSuji od antibiotik, kterd maji Sir§i spektrum
ucinnosti. Mimoto bakteriociny jsou syntetizovany v primarni rastové fazi, ale antibiotika
jsou obvykle sekundarnimi metabolity. Bakteriociny se vyznacuji nizkou molekulovou
hmotnosti, jsou tepelné stabilni a lepsi antibakterialni u¢inek vykazuji pfi niz§im pH (<5).

Muzeme je rozdélit na 4 zakladni tfidy: [35]
Ttida I.: lantibiotika (2-4 kDa)
Ttida II.: nizkomolekularni bakteriociny (do 10 kDa)
Ttida II1.: vysokomolekularni bakteriociny (<30 kDa)

Ttida IV.: komplexni bakteriociny

2.2 Vyznam bakteriocini

Snahou potravinaiského primyslu je produkce potravin s dlouhou trvanlivosti, vhodnymi
nutricnimi a organoleptickymi vlastnostmi. Spottebitel preferuje potraviny, které byly vy-
robeny Setrnymi technologickymi postupy a do kterych bylo pfidano co nejméné chemic-
kych ptisad. Vzrostla poptavka po konzervacénich latkach ptirodniho piivodu. Bakteriociny
potlacuji rist nezadoucich patogennich mikroorganizmi v potravinach, ale sou€asné jsou
schopny nenarusit rist téch zadoucich. Tyto predpoklady ptispély k rozvoji novych techno-

logii s vyuzitim bakteriocinll k potlaceni ristu neZadoucich mikroorganizmt [36, 37].
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2.3 Produkce bakteriocinu

2.3.1 Bakteriociny gramnegativnich bakterii

Oproti bakteriocinim grampozitivnich bakterii maji vétsi molekulovou hmotnost. Nejlépe
prostudovanymi bakteriociny, které produkuji gramnegativni bakterie z ¢eledi Enterobacte-

riaceae, jsou koliciny a mikrociny [35].

2.3.1.1 Koliciny

Koliciny jsou bakteriociny produkované kolicinogennimi kmeny bakterie Escherichia coli.
Jejich molekulova hmotnost je 25-80 kDa a jsou tedy podstatné vétsi neZ mikrociny. Koli-
ciny jsou vysoce ucinné latky, produkované bunkou pii stresu, naptiklad pti nizké hlading
Zivin v prostiedi. Pusobi proti bakteriim ¢eledi Enterobacteriaceae, jako naptiklad Shigella
dysenteriae. Jejich inhibi¢ni G¢inek pusobi ptes specifické receptory v bunécéné sténé. Pod-
le letalniho uc¢inku mizeme koliciny rozdélit do 4 skupin [35, 36]:

I. Koliciny, které depolarizuji plazmatickou membranu

Il. Koliciny s DNA endonukleazovou aktivitou

I11. Koliciny, které blokuji proteosyntézu
IV. Koliciny, které degraduji peptidoglykan

V soucasnosti je zndmo 34 kolicint, z toho je popsano jen 26 [35].

2.3.1.2 Mikrociny

Mikrociny maji molekulovou hmotnost do 10 kDa. Jsou vlastnostmi podobné kolicinim,
ale mikrociny nepoSkozuji DNA. Jejich ucinek spociva v tvorbé port nebo prerusenim po-
tencialu bunééné membrany. Plisobi pfevazné proti bakteriim z ¢eledi Enterobacteriaceae

135, 37].

2.3.1.3 Pyociny

Pyociny jsou z 90 % produkovany bakterii Pseudomonas aeruginosa. Jsou popsany tii typy
pyocini a rod Pseudomonas obvykle produkuje vice neZ jeden typ. Pyociny jsou kodovany
na chromozomech, stejn¢ tak jako imunitni proteiny, které chrani buiiku pted vlastnim bak-

teriocinem [35].
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2.3.2 Bakteriociny grampozitivnich bakterii

V poslednich letech se bakteriociny grampozitivnich bakterii dostaly do popfedi zajmu
z davodu vyuziti pii konzervaci potravin. Jsou to ribozomalné syntetizované peptidy, obsa-
huji 30 az 60 aminokyselin a vétSina z nich je tepelné stabilni. Tyto peptidy jsou v mnoha
ohledech zcela odlisné od kolicinti a jinych bakteriocinii produkovanych gramnegativnimi
bakteriemi. Byl popséan velky pocet bakteriocini produkovanych grampozitivnimi bakteri-
emi, ale ne mnoho jich bylo podrobné prozkoumano. Antibakterialni G¢inek na citlivé bun-
ky grampozitivnich bakterii spo¢iva v destabilizaci funkci membrany. Vybrané bakterioci-
ny a bakterie, které tyto bakteriociny produkuji, jsou uvedeny v tabulce 4 i s mikroorga-

nizmy, na které tyto bakteriociny inhibi¢né ptisobi [36, 38].

Tabulka 4 Piiklady bakteriocind [35, 36, 38, 40]

Bakteriocin Producenti Inhibiéni adinek

bakterie mlééného kvaseni, Lis-
teria, Bacillus, Clostridium

Nisin (E 234) | Lactococcus lactis subsp. lactis

Acetobacter, Bacillus,
Clostridium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Listeria

Lacticin 3147 |Lactococcus lactis DPC3147

Lactobacillus sp., Leuconostoc
Leucocin H Leuconostoc MF215B sp., Carnobacterium sp., Lacto-
coccus sp., Listeria sp.,

bakterie mlé¢ného kvasenti,

Lactococcin G | Lactococcus lactis LMG 2081 .
Clostridium

Clostridium tyrobutyricum, En-
Enterococcus faecalis BFE 1071, |terococcus durans, Entero-
FAIR-E 309 coccus faecalis, Lactobacillus
salivarius

Enterocin 1071

Lactobacillus acidophilus, Lb.
Lactacin F Lactobacillus johnsonii VPI111088 |amylovorus, Lb. crispatus, Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus

Plantaricin EF . Pediococcus, Lactobacillus,
Lactobacillus plantarum C-11 i
aJK Carnobacterium

Streptococcus sobrinus, Str.
Mutacin IV Streptococcus mutans UA140 sanguinis, Str. oralis, Str. gor-
donii, Str. mitis




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

2.3.2.1 Nisin

Nisin je produkovan nékterymi bakteriemi mlécného kvaseni, konkrétné zastupci rodu
Lactococcus. Patii do 1. tfidy baktericiocintl, mezi lantibiotika. Sklada se z 34 aminokyse-
linovych zbytkli. Zatimco vétSina bakteriocinli se vyznacuje uzkym spektrem ucinnosti,
nisin je vyjimkou a je povazovan za Sirokospektralni bakteriocin ptisobici proti mnoha
grampozitivnim bakteriim. Gramnegativni bakterie jsou proti nisinu chranény vné¢j$i mem-
branou. Nisin se vyuziva v potravinarstvi jako konzervant s ozna¢enim E234. Mazeme ho
najit v pudincich ze semoliny a tapioky a v podobnych vyrobcich, ve zrajicich syrech,
v tavenych syrech, v ¢erstvém syru Mascarpone a v tekutych pasterizovanych vejcich [39,

40].

Leu
. 5 15 -
Nisin Ala | Met

IIeLeu .
H— lle Q\”M“ a @@ IIe’

Dha

(ys) =

OH

Obrazek 4 Nisin [50]
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CILPRACE

Cilem teoretické Casti této prace bylo charakterizovat biogenni aminy, popsat jejich vy-
znam, vyskyt, produkci a moznosti eliminace, charakterizovat bakteriociny a také popsat

jejich vyznam, vyskyt, produkci a moznosti jejich vyuziti.

Cilem praktické casti bylo sledovani vlivu bakteriocini a bakterii tvoficich bakteriociny
na produkci biogennich aminti u mikroorganismt rodu Lactobacillus. Biogenni aminy byly
stanoveny pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) s UV detekci po pied-

chozi derivatizaci danzylchloridem.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

4 MATERIAL A METODY

4.1 Pouzité mikroorganizmy

4.1.1 Kmeny produkujici biogenni aminy

Byly pouzity dekarboxylaza pozitivni bakteridlni kultury izolované z piva, které byly zis-
kany z Vyzkumného ustavu pivovarského a sladarského v Praze. Dale byly pouzity kultury
izolované ze syri ze Sbirky mlékéarenskych mikroorganizmti Laktoflora Tabor. Testované

kmeny jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5 Testované kmeny produkujici biogenni aminy

Izolaty z piva Izolaty ze syru
Lactobacillus plantarum P89 Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T3
Lactobacillus brevis P93 Lactobacillus curvatus T15
Lactobacillus plantarum P96 Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T36

4.1.2 Inhibi¢ni kmeny produkujici nisin

Inhibi¢ni kmeny produkujici nisin byly izolovany ze syril a tyto izolaty byly ziskany z Ces-
ké sbirky mlékarenskych mikroorganizmi Laktoflora Tébor. Testované kmeny jsou uvede-

ny v tabulce 6.

Tabulka 6 Inhibi¢ni kmeny produkujici nisin

Izolaty ze syru
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 670
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 689
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 731
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 71
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 702

4.2 Kultiva¢ni média a roztoky

Aminokyseliny a danzylchlorid byly pofizeny od spole¢nosti Sigma-Aldrich — St. Louis

USA a kultiva¢ni média od spole¢nosti Merck — Darmstadt Némecko.
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4.2.1 MRS bujén

Pro kultivaci a sledovani dekarboxyldzové aktivity vybranych kment bakterii byla pfipra-
vena tekutd zivna pida MRS s pfidavkem pfislusnych aminokyselin (tyrozin a arginin),
které slouzily jako prekurzory pfislusnych biogennich aminti. Kazdd z aminokyselin byla
navazena v koncentraci 0,3 % (w/v) a pfidana k roztoku MRS Broth a deionizované vody.
Takto pfipravend smes byla rozlita do zkumavek vzdy po 7 ml. Po uzavieni byly zkumavky

sterilovany v autoklavu pii 121 °C po dobu 20 minut.

4.2.2 Bujén M17

Bujon M17 byl pouzit pro kultivaci inhibi¢nich kment rodu Lactococcus. Byl piipraven
obdobnym zptsobem jako bujon MRS, také s ptisluSnym ptidavkem aminokyselin (tyrozin

a arginin) v koncentraci 0,3 % (w/v).

4.2.3 M17 a MRS Agar

M17 a MRS Agar byl pouZit pro stanoveni poctu bun€k. Bylo navdZeno vypocitané mnoz-
stvi zivné pidy a rozpusténo ve 400 ml vody spolecné s agarem. Roztok byl sterilovan
v autoklavu pfi 121 °C po dobu 20 minut. Sterilované pudy byly promichany a za aseptic-

kych podminek rozlity na Petriho misky.

4.2.4 Fyziologicky roztok

Fyziologicky roztok byl pouzit pro desitkové fedéni vzorka. K piipraveé byl pouzit chlorid
sodny v koncentraci 8,5 g/l. Takto pfipraveny roztok byl pipetovan do zkumavek po 4,5 ml

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

4.25 Nisin

Bylo navazeno 20 mg nisinu a rozpus§téno v 20 ml sterilni vody tak, aby vysledna koncen-
trace roztoku byla 1000 mg/l. Po rozpusténi byl roztok nisinu zfiltrovan pomoci sterilniho
stiikackového filtru o porozité¢ 0,22 pum. Takto pfipraveny sterilni roztok byl pipetovan

po 1,5 ml do sterilnich eppendortkovych zkumavek a zmrazen pro pozd€jsi pouziti.
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4.3 Priprava supernatantu kment produkujicich nisin

Bylo odebrano 100 ul bakterialni suspenze rodu Lactococcus a naockovano do ptislusného
kultivacniho média M17 piipravené¢ho v plastovych centrifugacnich zkumavkach. Tyto
zkumavky byly kultivovany pti 30 °C po dobu 72 hodin a po kultivaci zcentrifugovany
pii 10 000g 15 minut. Ziskany supernatant byl odebran do 50 ml kadinky a bylo upraveno
pH supernatantu na hodnotu 6,0 + 0,2. Nasledné byl supernatant zfiltrovan pies stiikackovy

filtr o porozité¢ 0,22 um.

4.4 Sledovani produkce biogennich aminii v pritomnosti bakteriocinu

nisinu nebo inhibi¢ni kultury

Bylo odebrano 100 pl bakteridlni suspenze kmene produkujiciho biogenni aminy a naoc-
kovano do zkumavek s kultivaénim médiem MRS s pfidavkem aminokyselin. Zkumavky
byly kultivovany 24 hodin pii 30 °C. Tento postup byl opakovan jesté jednou za ucelem
indukce buné¢k k produkci BA. Z téchto kultur bylo provedeno desitkové fedéni pro zjisténi
CFU/ml. Redéni bylo provedeno na 104,10°,10°®. Pro vlastni experiment bylo odebrano
100 pl bakterialni suspenze kmene produkujiciho BA a naockovéano do kultiva¢niho média

MRS s aminokyselinami, ke kterému bylo piidano:

a) bez ptidavku jakékoliv latky (kontrolni vzorky),

b) nisin v celkové koncentraci 50 mg/l - k 7 ml média bylo pfidano 350 pl nisinu
0 koncentraci 1000 mg/I,

C) supernatant, ktery byl ziskan po kultivaci inhibi¢niho kmene - k 7 ml média bylo
ptidano 500 pl supernatantu,

d) kultura inhibiéniho kmene, ktera byla narostla ptes noc — k 7 ml média bylo ptidano

100 pl kultury.

Kazdy ze 4 faktorti se opakoval ve 3 zkumavkach a odbér byl proveden ve 2 Casech: 24
a 48 hodin. Jeden faktor byl tedy u kazdého kmene sledovan v 6 zkumavkach. Bylo testo-
vano 6 kment produkujicich biogenni aminy a 6 inhibi¢nich kmeni produkujicich nisin.
Celkem bylo analyzovano 1728 vzorkl. VSechny zaockované zkumavky byly kultivovany

pii 30 °C. Po 24 a nésledné po 48 hodinach byly odebrany ptislusné 3 zkumavky a odstie-
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dény pii 4600 ot/min pfii teploté 15 °C po dobu 15 minut. Ziskany supernatant byl rozdélen
do dvou eppendortkovych zkumavek po 750 ul. K supernatantim byla pfidana kyselina
chlorista o koncentraci 1,2 mol/l v poméru 1:1 — k 750 pl supernatantu bylo pfidano 750 ul
kyseliny chloristé. Vzorky byly zamrazeny a ptipraveny k derivatizaci. Schéma experimen-

tu je znazornéno na obrazku 4.

Kmeny produkujici BA (rodu Lactobacillus) [ Ziistenipoctu bunek (CFU/ml) ]

Inokulace (z bujénu Bujon MRS + AK (0,3% w/v) ::> Bujon MRS + AK (0,3% w/v)
nebo pevné pldy) kultivace 30 °C, 24-48 hodin kultivace 30 °C, 24-48 hodin
| . J

Indukce bunék ["wybuzeni" k produkci BA)

Inhibiéni kmeny produkujici nisin
(rodu Lactococcus) { Zaotkovani zkumavek (&as 0) ]

Bujon M17
kultivace 30 °C, 24-48 hodin
Zaockovani 100 pl

1

w

[ Zjisténi poctu bunék (CFU/mI) ]

Piidavek faktord *
(bez pfidavku, nisin, suspenze
bunék, supernatant)

Bujon M17
kultivace 30 °C, 72 hodin

{

Pfiprava supernatantu
Zaotkovani 500 pl

Odbér v &ase 24 a 48 hodin ke
stanoveni BA
Centrifugace a piidavek
kyseliny chloristé

Obrazek 5 Schéma ptipravy vzorkl

4.5 Derivatizace vzorku

Ke kazdému vzorku supernatantu bylo pfidano 100 ul 1,7-heptandiaminu (Sigma-Aldrich)
v koncentraci 500 mg/l jako interniho standardu. Nasledné byl 1 ml vzorku odpipetovan
do derivatiza¢ni nadobky a ptidano 1,5 ml karbonatového pufru s pH 11,1 — 11,2. Ke vzor-

ku bylo pfidano 2 ml Cerstvé ptipraveného roztoku danzylchloridu (Sigma-Aldrich) o kon-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

centraci 5 g/l v acetonu (Merck). Derivatiza¢ni nadobka byla dobfe uzaviena a nechala se

tiepat v temnu 20 hodin.

Po uplynuti potiebné doby tiepani bylo ke vzorku pfidano 200 ul prolinu (Sigma-Aldrich),
derivatiza¢ni nadobka byla dobfe uzaviena a byla tfepana dalsi hodinu. Poté bylo ke vzorku
pfidano 3 ml heptanu a 3 minuty bylo se vzorkem ruc¢né tfepano. Nasledné bylo odpipeto-
vano 1 ml heptanové vrstvy do Sroubovaci vialky. Obsah vialky byl odpaten pfi teploté 60
°C do sucha pod proudem dusiku a suchy odparek byl ziedén 1,5 ml acetonitrilu (Sigma-
Aldrich). Vialky byly uchovavany v mrazicim zatizeni pfi teplotach -18 °C do doby analy-
zy.

4.6 Vlastni chromatografické stanoveni

Bezprostiedné pied analyzou byly vzorky prefiltrovany ptes stiikackovy filtr s porozitou
0,22 um a davkovany do chromatografického systému. Vyskyt biogennich amint byl vy-
hodnocen pomoci mobilni a stacionarni faze na koloné¢ Zorbax C18 RRHD s rozméry
3 x 50 mm a pérovitosti 1,8 um. Pratok kolonou byl 0,45 ml/min. Stanoveni bylo provadé-
no pii teploté 30 °C a vlnové délce 254 nm (UV/VIS-DAD detektorem). Vysledky obsahu
biogennich amind byly hodnoceny pomoci softwaru CLARITY [41].
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 VIliv nisinu a protektivnich bakterii na produkci biogennich amint u

kmene Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T3

U sledovaného kmene Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T3 byla pozorovana produk-
ce tyraminu, sperminu, putrescinu a tryptaminu. Produkované mnozstvi téchto biogennich
amint, s pfidavkem nisinu a riznych kment produkujicich bakteriociny, je uvedeno
na obrazku 6. U kontrolniho média, bez piidavku nisinu nebo bakterii produkujicich bakte-
riociny, byl po 24 hodinové kultivaci detekovan tyramin v mnozstvi 14,7 mg/l a spermin
Vv mnozstvi 66,8 mg/l. Po 48 hodinové kultivaci mnozstvi tyraminu vzrostlo o 2,2 %
na 15,1 mg/l a mnozstvi sperminu o 9,7 % na hodnotu 73,3 mg/l. S ptidavkem nisinu se
snizil obsah sperminu, po 24 hodinové kultivaci byl obsah sperminu 49,9 mg/l (oproti kon-
trole snizen zhruba o ¢tvrtinu) a po 48 hodinové kultivaci 47,1 mg/1 (oproti kontrole snize-
ni na cca dvé tretiny). Obsah tyraminu se s pfidavkem nisinu oproti kontrole vyrazné ne-

zménil.

S ptidavkem bakterii produkujicich bakteriociny nebo jejich supernatantii doSlo ve vSech
ptipadech v kultivaénim médiu k poklesu obsahu tyraminu i sperminu. S ptidavkem super-
natantu bakterie Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686 (v obraz-
ku 5 oznaceno jako S686) doslo po 24 hodinové kultivaci k poklesu tyraminu o 36,6 %
a sperminu o 52,5 % oproti kontrole, po 48 hodinach kultivace doslo k poklesu tyraminu
016,6 % a sperminu o cca pétinu. S pridavkem bakterie L. lactis CCDM 686 doslo
k poklesu tyraminu po 24 hodinové kultivaci o 27,1 % a sperminu o 60,7 % oproti kontro-
le. Zéaroven to byl nejvétsi zaznamenany pokles sperminu produkovaného touto bakterii.
Po 48 hodinové kultivaci se snizil obsah tyraminu o 28,3 % a obsah sperminu zhruba
0 tfetinu. Nejvétsi pokles tyraminu byl detekovan v bujonech po kultivaci s protektivni
bakterii L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 689, a to 0 82,1 % oproti kontro-
le. Spermin a tyramin nebyly viibec detekovany v médiich po kultivaci produkéniho kmene
Lb. curvatus T3 spiidavkem protektivnich kultur L. lactis subsp. lactis bi-
ovar diacetylactis CCDM 670 a L. lactis subsp. lactis CCDM 71 a jejich supernatantt. Ty-
ramin nebyl detekovan také u vzorkll s pfidavkem supernatantu a kultury L. lac-
tis subsp. lactis CCDM 731 (na obrazku 5 oznaceno jako S731 a 71) a L. lac-
tis subsp. lactis CCDM 702 (na obrazku 5 oznaceno jako S702 a 702).
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Produkce putrescinu byla u kontrolnich vzorkt bez ptidavku bakteriocinu nebo protektiv-
nich kultur po 24 hodinové kultivaci 2,4 mg/l a tryptaminu 11,1 mg/l. Po 48 hodinové kul-
tivaci doslo k navySeni putrescinu i tryptaminu (putrescinu o 17,9 % na hodnotu 2,8 mg/I
a tryptaminu o 11,6 % na hodnotu 12,4 mg/l). S pfidavkem nisinu doslo ke snizeni obsahu
putrescinu i tryptaminu oproti kontrole. Po 24 hodinach kultivace doslo ke sniZzeni pu-
trescinu o 13,3 % a snizeni tryptaminu o 4,1 % oproti kontrole. Po 48 hodinach doslo ke
sniZeni putrescinu o 2,5 % a snizeni tryptaminu o 15,1 % oproti kontrole. S pfidavkem su-
pernatantu a kultury L. lactis. CCDM 686 doslo ke snizeni vyprodukovaného tryptaminu
u produk¢niho kmene Lb. curvatus T3 kultivovaného 24 hodin i 48 hodin. Obsah putrescin
byl snizen u vzorkd s pfidavkem kultury v obou odbérovych casech, také byl snizen
u vzorkt s pridavkem supernatantu po 24 hodinach, avSak po 48 hodinach kultivace doslo
k navyseni oproti kontrole na hodnotu 3,6 mg/l. K navySeni obsahu putrescinu oproti kon-
trole doslo také u vzork s ptidavkem supernatantu a kultury L. lactis. CCDM 670 v obou
Casech. Naopak pfi pfidavku dal$ich supernatanti a kultur (CCDM 689, CCDM 731,
CCDM 71 a CCDM 702) putrescin nebyl detekovan.

Tryptamin nebyl detekovan, jestlize byl Lb. curvatus T3 kultivovan s pfidavkem kultur L.
lactis CCDM 670 a L. lactis subsp. lactis CCDM 71 a jejich supernatantti. Tryptamin nebyl
detekovan také u vzorka kultivovanych 24 hodin s pfidavkem supernatantu a kultury L.
lactis CCDM 689. U vzorku kultivovanych 48 hodin byl obsah tryptaminu s pfidavkem
supernatantu této kultury vyrazné snizen na hodnotu 1,3 mg/l, coz je o 89,4 % méné oproti
kontrole a s pfidavkem kultury doslo po 48 hodinové kultivace rovnéz k vyraznému pokle-
su obsahu tohoto biogenniho aminu (o 82,1 % oproti kontrole). K navySeni obsahu trypta-
minu doslo u vzorkd kultivovanych 24 hodin s pfidavkem supernatantu L. lac-
tis subsp. lactis CCDM 702 (o 29,9 % oproti kontrole) i s ptidavkem samotné kultury
(0 15,2 % oproti kontrole). Snizeni bylo zaznamenano az po 48 hodinové kultivaci, a

to s ptidavkem supernatantu o 18,4 % oproti kontrole a s ptidavkem kultury o 14,9 %.



36

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka
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Obrazek 6 Produkce biogennich amind u kmene Lactobacillus curvatus subsp.

4

curvatus T3 v zavislosti na pridavku nisinu a protektivnich kultur
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5.2 Vliv nisinu a protektivnich bakterii na produkci biogennich amint u

kmene Lactobacillus curvatus T15

U sledovaného kmene Lactobacillus curvatus T15 byla pozorovana produkce tyraminu
a sperminu. Produkované mnozstvi téchto biogennich amind, s ptidavkem nisinu a rtiznych
kmenii produkujicich bakteriociny, je uvedeno na obrazku 7. U kontrolniho média, bez
pfidavku nisinu nebo bakterii produkujicich bakteriociny, byl po 24 hodinové kultivaci
detekovan tyramin v mnozstvi 786,1 mg/I a spermin v mnozstvi 4,2 mg/l. Grafy na obrazku
6 jsou v odlisnych mefitkach. Po 48 hodinové kultivaci mnozstvi tyraminu vzrostlo o 11,4
% na 875,9 mg/l a mnozstvi sperminu o 4,8 % na hodnotu 4,4 mg/l. S ptidavkem nisinu se
snizil obsah tyraminu (po 24 hodinové kultivaci o témét 60 % a po 48 hodinové kultivaci

0 vice nez 30 %), ale vyrazné vzrostl obsah sperminu.

S ptidavkem bakterii produkujicich bakteriociny nebo jejich supernatantti doslo ve vSech
ptipadech v kultivaénim médiu k poklesu obsahu tyraminu i sperminu s vyjimkou pfidavku
supernatantu a kultury L. lactis subsp. lactis CCDM 702, kde bylo zaznamenano zvySeni
sperminu. Spermin nebyl detekovan, jestlize byl Lb. curvatus T15 kultivovan s piidavkem
kultur L. lactis. CCDM 686, L. lactis CCDM 670, L. lactis CCDM 689 a L. lactis subsp.
lactis CCDM 71 a jejich supernatantt. U kultivace Lb. curvatus T15 s pfidavkem superna-
tantu a kultury L. lactis subsp. lactis CCDM 731 doslo k poklesu sperminu (u vzorku se
supernatantem pii 24 hodinové kultivaci o 55,7 %, po 48 hodinové kultivaci o 43,7 %
a u vzorkt s ptidavkem kultury po 24 hodinové kultivaci o 53,3 %, po 48 hodinové kulti-
vaci o 42,4 %). Tyramin nebyl detekovan, jestlize byl Lb. curvatus T15 kultivovan
s ptidavkem kultur L. lactis subsp. lactis CCDM 71 a L. lactis subsp. lactis CCDM 702.
Béhem 24 hodinové kultivace Lb. curvatus T15 s pridavkem supernatantu a kultury L. lac-
tis subsp. lactis CCDM 731 nebyl tyramin detekovan, pii 48 hodinové kultivaci doslo
k poklesu u vzorkl s pfidavkem supernatantu o 92,6 % a u vzorkl s pfidavkem kultury
0 96,5 % oproti kontrole. Pii ptidavku dalSich supernatantti a kultur (CCDM 686, CCDM
670, CCDM 689) doslo k poklesu tyraminu o maximalné 10 %.
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Obrazek 7 Produkce biogennich amind u kmene Lactobacillus curvatus T15

v zavislosti na ptidavku nisinu a protektivnich kultur
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5.3 Vliv nisinu a protektivnich bakterii na produkci biogennich amini u

kmene Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T36

U kmene Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T36 byla pozorovana produkce tyraminu,
sperminu a tryptaminu. Produkované mnozstvi téchto biogennich amint, s ptidavkem nisi-
nu a rtiznych kmena produkujicich bakteriociny, je uvedeno na obrazku 8. U kontrolniho
média, bez pridavku nisinu nebo bakterii produkujicich bakteriociny, byl po 24 hodinové
kultivaci detekovan tyramin v mnozstvi 16,4 mg/l, spermin v mnozstvi 67,7 mg/l a trypta-
min v mnozstvi 10,5 mg/l. Po 48 hodinové kultivaci mnozstvi tyraminu vzrostlo o 10,5 %
na 18,1 mg/l, mnozstvi sperminu o 2,9 % na hodnotu 69,6 mg/l a mnozstvi tryptaminu
00,2 % na 10,5 mg/l. S pfidavkem nisinu se snizil obsah vsech tfi produkovanych biogen-
nich aminii. MnozZstvi tyraminu se s ptfidavkem nisinu po 24 hodinové kultivaci snizilo
oproti kontrole o 3,5 % na 15,8 mg/l a po 48 hodinové kultivaci o 4,7 % na 17,3 mg/l.
Mnozstvi sperminu se s pfidavkem nisinu po 24 hodinové kultivaci snizilo oproti kontrole
0 35,5 % na 43,6 mg/l a po 48 hodinové¢ kultivaci o 15,6 % na 58,7 mg/l. Mnozstvi trypta-
minu se s piidavkem nisinu po 24 hodinové kultivaci snizilo minimalné, oproti kontrole

0 0,5 % na 10,4 mg/1 a po 48 hodinové kultivaci 0 1,0 % na 10,3 mg/I.

S ptidavkem bakterii produkujicich bakteriociny nebo jejich supernatantli doSlo ve vSech
ptipadech v kultivaénim médiu k poklesu obsahu tyraminu. Nejvétsi pokles mnozstvi ty-
raminu byl zaznamenan, jestlize byl Lb. curvatus subsp. curvatus T36 kultivovan s piidav-
kem kultur L. lactis CCDM 689 a L. lactis CCDM 670. U vzorku s piidavkem supernatan-
tu kultury L. lactis. CCDM 689 doslo po 24 hodinové kultivaci k poklesu vyprodukované-
ho tyraminu o 62,7 % na 6,1 mg/l a po 48 hodinové kultivaci o 89,9 % na 1,8 mg/l.
U vzorkl s ptidavkem kultury L. lactis. CCDM 689 po 24 hodinové kultivaci doslo
k poklesu obsahu tyraminu o 62,9 % na 6,1 mg/l a po 48 hodinové kultivaci o 78,8 %
na 3,8 mg/l. U vzorku kultivovanych 24 hodin s pfidavkem kultury L. lactis CCDM 670
a jejiho supernatantu tyramin nebyl detekovan. Po 48 hodinové kultivaci s ptidavkem su-
pernatantu bylo mnozstvi tyraminu o 74,4 % niZsi oproti kontrole, niz§i mnozstvi tyraminu
bylo také u vzorku s pfidavkem kultury, a to o 72,5 %. Tyramin nebyl detekovan, jestlize
byl Lb. curvatus subsp.curvatus T36 kultivovan s pfidavkem kultur L. lac-
tis subsp. lactis CCDM 731, L. lactis subsp. lactis CCDM 71, L. lactis subsp. lactis CCDM
702 a jejich supernatantil (obrazek 7).
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U vzorki s pfidavkem bakterii produkujicich bakteriociny nebo jejich supernatanti doslo
také ve vsech piipadech v kultivaénim médiu k poklesu obsahu sperminu, pouze u vzorki
kultivovanych 24 hodin s pfidavkem supernatantu bakterie L. lactis. CCDM 689 doslo
K mirnému zvyseni obsahu sperminu oproti kontrole. S pfidavkem supernatantu bakterie L.
lactis. CCDM 686 doslo po 24 hodinové kultivaci k poklesu sperminu o0 60,1 %, tryptamin
nebyl detekovan, po 48 hodinach kultivace doslo k poklesu obsahu sperminu o 20,2 %
a tryptaminu o 91,0 %. S piidavkem kultury L. lactis. CCDM 686 doslo po 24 hodinové
kultivaci k poklesu mnozstvi vyprodukovaného sperminu o 59,8 %, tryptaminu o 95,6 %
a po 48 hodinach kultivace doslo k poklesu sperminu o téméf Ctvrtinu a tryptaminu o 91,6
%. S ptidavkem supernatantu bakterie L. lactis subsp. lactis CCDM 731 doslo po 24 hodi-
nové kultivaci k poklesu obsahu sperminu o 18,1 %, ale k mirnému navySeni mnoZzstvi
tryptaminu (o 6,5 %), po 48 hodinach kultivace doslo k poklesu sperminu o 11,5 %, ale
opét k mirnému zvyseni tryptaminu, a to o 1,1 %. S pfidavkem kultury L. lactis subsp. lac-
tis CCDM 731 doslo po 24 hodinové kultivaci k poklesu obsahu sperminu o 25,1 %,
tryptaminu o 0,6 % a po 48 hodinach kultivace byl pozorovan pokles mnoZstvi sperminu
0 9,4 % a tryptaminu o 0,3 %. Spermin a tryptamin nebyly detekovany, jestlize byl Lb. cur-
vatus subsp. curvatus T36 kultivovan s piidavkem kultury L. lactis subsp. lactis CCDM 71
a jejiho supernatantu. Tryptamin nebyl detekovéan ani pii kultivaci za ptidavku kultury L.
lactis CCDM 670 a jejiho supernatantu. Naopak se obsah tryptaminu zvySoval, jestlize byl
Lb. curvatus subsp. curvatus T36 kultivovan s pfidavkem kultury L. lactis subsp. lactis
CCDM 702, po 24 hodinové kultivaci se za ptidavku supernatantu zvysil obsah tryptaminu
v kultivacnim médiu o téméf 40 % a po 48 hodinové kultivaci o 4,7 % oproti kontrole,
za ptidavku kultury se po 24 hodinové kultivaci zvysil obsah tryptaminu o 22,8 % a po 48
hodinové kultivaci o 4,9 %. Mnozstvi sperminu se snizovalo, jestlize byl Lb. curvatus
subsp. curvatus T36 kultivovan s pfidavkem kultury L. lactis subsp. lactis CCDM 702,
po 24 hodinové kultivaci se za pridavku supernatantu snizil obsah sperminu o 7,3 %
a po 48 hodinové kultivaci o 8,4 % oproti kontrole, za ptidavku kultury se po 24 hodinové

kultivaci snizil obsah sperminu o 52,8 % a po 48 hodinov¢ kultivaci 0 53,2 %.
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Obrazek 8 Produkce biogennich amini u kmene Lactobacillus curvatus subsp.

curvatus T36 v zavislosti na ptidavku nisinu a protektivnich kultur
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5.4 Vliv nisinu a protektivnich bakterii na produkci biogennich amini u

kmene Lactobacillus plantarum P89

U sledovaného kmene Lactobacillus plantarum P89 byla pozorovana produkce tyraminu,
sperminu, putrescinu a tryptaminu. Produkovana mmnozstvi téchto biogennich amind,
s piidavkem nisinu a raznych kment syntetizujicich bakteriociny, jsou uvedena na obrazku
9. U kontrolniho média, bez ptfidavku nisinu nebo bakterii produkujicich bakteriociny, byl
po 24 hodinové¢ kultivaci detekovan tyramin v mnozstvi 248,9 mg/l a spermin v mnozstvi
52,8 mg/l. Po 48 hodinové kultivaci mnozstvi tyraminu vzrostlo o cca tetinu na 331,1 mg/I
a mnozstvi sperminu o cca tietinu na hodnotu 66,4 mg/l. S pifidavkem nisinu se sniZil ob-
sah tyraminu i sperminu, po 24 hodinové kultivaci byl obsah tyraminu 164,7 mg/l (oproti
kontrole snizen zhruba o tietinu) a po 48 hodinové kultivaci 285,9 mg/l (oproti kontrole
snizeni 0 16,6 %). Obsah sperminu byl po 24 hodinové kultivaci 46,6 mg/l (oproti kontrole

sniZzeni o 11,8 %) a po 48 hodinové kultivaci 58,1 mg/1 (oproti kontrole snizen o 12,6 %).

S ptidavkem bakterii produkujicich bakteriociny nebo jejich supernatantii doslo ve vSech
ptipadech v kultivaénim médiu k poklesu obsahu tyraminu i sperminu. S piidavkem super-
natantu bakterie Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686 (v obraz-
ku 8 oznaceno jako S686) doslo po 24 hodinové kultivaci ke zna¢nému poklesu vyprodu-
kovaného tyraminu (o 98,1 % oproti kontrole), spermin nebyl detekovan, po 48 hodinach
kultivace doslo rovnéz ke zna¢nému poklesu obsahu tyraminu (o 98,1 %) a sperminu
095,5 % oproti kontrole. S ptidavkem bakterie L. lactis CCDM 686 doslo k poklesu
mnozstvi tyraminu po 24 hodinové kultivaci o 78,4 % oproti kontrole, spermin nebyl dete-
kovén, po 48 hodinové kultivaci se snizil obsah tyraminu o 78,0 % a obsah sperminu
0 61,8 % oproti kontrole. S ptidavkem supernatantu bakterie L. lactis CCDM 670 (v ob-
razku 8 oznaceno jako S670) doslo po 24 hodinové kultivaci k poklesu tyraminu 0 94,0 %
a sperminu o 2,3 % oproti kontrole, po 48 hodinach kultivace doslo k vyraznému poklesu
obsahu tyraminu o 95,3 % a sperminu o 16,2 % oproti kontrole. S pfidavkem bakterie
L. lactis CCDM 686 doslo k poklesu tyraminu po 24 hodinové kultivaci o0 92,2 % a sper-
minu o 14,0 % oproti kontrole, po 48 hodinové kultivaci se snizil obsah tyraminu o 93,3 %
a obsah sperminu o 24,5 % oproti kontrole. Tyramin nebyl viibec detekovan v médiich
po kultivaci produkéniho kmene Lactobacillus plantarum P89 s pridavkem protektivnich
kultur L. lactis subsp. lactis CCDM 731, L. lactis subsp. lactis CCDM 71, L. lac-
tis subsp. lactis CCDM 702 a jejich supernatant.
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U kontrolniho média, bez ptidavku nisinu nebo bakterii produkujicich bakteriociny, byl po
24 hodinové¢ kultivaci detekovan putrescin v mnozstvi 2,1 mg/l a tryptamin v mnoZzstvi
11,0 mg/l. Po 48 hodinové kultivaci mnozstvi putrescinu vzrostlo o 14,1 % na 2,4 mg/I
a mnozstvi tryptaminu o 9,7 % na hodnotu 12,1 mg/l. S pfidavkem nisinu se snizil obsah
tryptaminu, po 24 hodinov¢ kultivaci byl obsah tryptaminu 6,3 mg/I (oproti kontrole snizen
0 43,1 %) a po 48 hodinové kultivaci 6,4 mg/1 (oproti kontrole snizeni o 47,2 %). Obsah
putrescinu byl po 24 hodinové kultivaci 4,1 mg/l (oproti kontrole zvySeni o 97,1 %)

a po 48 hodinové kultivaci 2,8 mg/1 (oproti kontrole zvyseni o 18,7 %).

S piidavkem supernatantu bakterie L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686
doslo po 24 hodinové kultivaci k naristu obsahu putrescinu o 43,2 % oproti kontrole,
tryptamin nebyl detekovan, po 48 hodinach kultivace doslo ke zvySeni produkce putresci-
nu, a naopak ke sniZzeni obsahu tryptaminu (o 84,1 % oproti kontrole). S piidavkem bakte-
rie L. lactis CCDM 686 doslo k poklesu putrescinu po 24 hodinové kultivaci oproti kontro-
le téméf o polovinu, tryptamin nebyl detekovan, po 48 hodinové kultivaci se snizil obsah
putrescinu o 54,5 % a obsah tryptaminu o 90,7 % oproti kontrole. Putrescin a tryptamin
nebyly detekovany v médiich po kultivaci produkéniho kmene Lb.plantarum P89 s pridav-
kem protektivni kultury L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 670 a jejiho su-
pernatantu. Tryptamin nebyl detekovan také u vzorku s ptidavkem supernatantu a kultury
L. lactis subsp. lactis CCDM 71, kde byla ale zjisténa produkce putrescinu. Po 24 hodino-
vé kultivaci s pridavkem supernatantu byl obsah putrescinu 1,7 mg/l (sniZzeni o 16,5 %
oproti kontrole), po 48 hodinové kultivaci 1,0 mg/l (snizeni o 56,3 % oproti kontrole).
Po 24 hodinové kultivaci s pfidavkem kultury byl obsah putrescinu 1,6 mg/l (sniZeni o cca
¢tvrtinu oproti kontrole), po 48 hodinové kultivaci byl obsah putrescinu na hranici detek¢-
niho limitu pfistroje. U vzorka s ptidavkem supernatantu kultury L. lactis. CCDM 689 do-
§lo po 24 hodinové kultivaci k poklesu obsahu putrescinu o 15,1 % na 1,8 mg/l a tryptami-
nu o 91,5 % na 0,9 mg/l, po 48 hodinové kultivaci doslo k poklesu putrescinu o 56,4 %
na 1,0 mg/l a tryptaminu o0 91,9% na 0,9 mg/l. U vzorku s ptidavkem kultury L. lactis.
CCDM 689 po 24 hodinové kultivaci doslo k poklesu putrescinu o 27,0 % na 1,5 mg/l
a tryptaminu o 83,9 % na 1,8 mg/l, u 48 hodinové kultivaci doslo k poklesu putrescinu

0 22,0 % na 1,8 mg/l a tryptaminu o0 82,1 % na 2,2 mg/I.
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5.5 Vliv nisinu a protektivnich bakterii na produkci biogennich amini u

kmene Lactobacillus brevis P93

U sledovaného kmene Lactobacillus brevis P93 byla pozorovana produkce tyraminu,
sperminu, tryptaminu a fenyetylaminu. Produkovand mnozstvi téchto biogennich amind,
s piidavkem nisinu a rtiznych kment produkujicich bakteriociny, jsou uvedena na obrazku
10. U kontrolniho média, bez pridavku nisinu nebo bakterii produkujicich bakteriociny, byl
po 24 hodinové¢ kultivaci detekovan tyramin v mnozstvi 588,5 mg/l a spermin v mnozstvi
82,9 mg/l. Po 48 hodinové kultivaci mnozstvi tyraminu vzrostlo o cca ¢tvrtinu na
727,9 mg/l a mnozstvi sperminu o 13,4 % na hodnotu 94,1 mg/l. S pfidavkem nisinu se
snizil obsah tyraminu i sperminu, po 24 hodinové kultivaci byl obsah tyraminu 143,5 mg/I
(oproti kontrole sniZeni na ¢tvrtinu) a po 48 hodinové kultivaci 181,4 mg/l (oproti kontrole
snizeni 0 75,1 %). Obsah sperminu byl po 24 hodinové kultivaci 46,5 mg/l (oproti kontrole
sniZeni 0 44,0 %) a po 48 hodinové kultivaci 57,1 mg/1 (oproti kontrole snizen o 39,3 %).

S ptidavkem supernatantu bakterie L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686
doslo po 24 hodinové kultivaci ke snizeni tyraminu o 94,3 % a sperminu o 91,5 % oproti
kontrole, po 48 hodinach kultivace doSlo ke sniZzeni tyraminu o 93,1 % a sperminu
0 90,1 % oproti kontrole. S ptidavkem bakterie L. lactis CCDM 686 doslo k poklesu obsa-
hu tyraminu po 24 hodinové kultivaci o 78,3 % a sperminu o 93,8 % oproti kontrole, po 48
hodinové kultivaci se snizil obsah tyraminu o 71,3 % a obsah sperminu o 81,3 % oproti
kontrole. S ptidavkem supernatantu bakterie L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
CCDM 670 doslo po 24 hodinové kultivaci k vyraznému snizeni tyraminu (o 96,4 %)
a sperminu o 58,8 % oproti kontrole, po 48 hodinach kultivace doSlo k podobnému snizeni
tyraminu jako po 24 hodinové kultivaci (o 96,9 %) a sperminu o0 3,7 % oproti kontrole.
S ptidavkem bakterie L. lactis CCDM 670 doslo k poklesu tyraminu po 24 hodinové kulti-
vaci 0 94,0 % a sperminu o 33,0 % oproti kontrole, po 48 hodinové kultivaci se sniZil ob-
sah tyraminu o 94,7 % a obsah sperminu se zvysil 0 9,9 % oproti kontrole. Tyramin nebyl
detekovan, jestlize byl Lb. brevis P93 kultivovan s piidavkem kultur L. lactis subsp. lactis
CCDM 731, L. lactis subsp. lactis CCDM 71, L. lactis subsp. lactis CCDM 702 a jejich
supernatanti a mnozstvi vyprodukovaného sperminu bylo pii kultivaci Lb. brevis P93
s témito pridavky kultur a jejich supernatantti vzdy snizeno. Nejvétsi snizeni sperminu bylo
zaznamenano pii 24 hodinové kultivaci Lb. brevis P93 s pridavkem supernatantu bakterie

L. lactis subsp. lactis CCDM 731.
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U kontrolniho média, bez piidavku nisinu nebo bakterii produkujicich bakteriociny, byl
po 24 hodinové kultivaci detekovan tryptamin v mnozstvi 9,4 mg/l a fenyletylamin
Vv mnozstvi 6,4 mg/l. Po 48 hodinové kultivaci mnozstvi tryptaminu vzrostlo o 11,9 % na
10,6 mg/l a mnozstvi fenyletylaminu o 18,8 % na hodnotu 7,6 mg/l. S pfidavkem nisinu se
snizil obsah tryptaminu i fenyletylaminu, po 24 hodinové kultivaci byl obsah tryptaminu
8,4 mg/1 (oproti kontrole snizen o 11,2 %) a po 48 hodinov¢ kultivaci 8,9 mg/l (oproti kon-
trole snizeni o 15,3 %). Obsah fenyletylaminu byl po 24 hodinové kultivaci 2,5 mg/l (opro-
ti kontrole snizeni o 60,5 %) a po 48 hodinové kultivaci 3,2 mg/l (oproti kontrole snizen
0 58,3 %). Tryptamin nebyl detekovan, jestlize byl Lactobacillus brevis P93 kultivovan
s ptidavkem kultur L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686, L. lactis subsp.
lactis biovar diacetylactis CCDM 670, L. lactis subsp. lactis CCDM 71 a jejich superna-
tantti. Fenyletylamin nebyl detekovan, jestlize byl Lb. brevis P93 kultivovan s piidavkem
kultur L. lactis subsp. lactis CCDM 731, L. lactis subsp. lactis CCDM 71, L. lactis subsp.
lactis CCDM 702 a jejich supernatanti. Vyznamné snizeni tryptaminu bylo zaznamenano,
jestli byl Lb. brevis P93 kultivovan s piidavkem kultury L. lactis subsp. lactis bi-
ovar diacetylactis CCDM 689 a jejiho supernatantu (o vice nez 70% oproti kontrole), men-
§i snizeni bylo zaznamenano u vzorku s ptidavkem kultury L. lactis subsp. lactis CCDM
702 a jejiho supernatantu (o maximalné 6 % oproti kontrole). Naopak zvyseni tryptaminu
bylo pozorovano, pokud byl Lb. brevis P93 kultivovan s pfidavkem kultury L. lactis
subsp. lactis CCDM 731 a jejiho supernatantu. S pfidavkem bakterii produkujicich bakte-
riociny nebo jejich supernatantti doslo ve vSech piipadech v kultiva¢nim médiu k poklesu
obsahu fenyletylaminu. Nejvétsi pokles byl zaznamenan u vzorkt s ptidavkem kultury L.
lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 689 a jejiho supernatantu, kdy doslo po 24
hodinové kultivaci vzorkll s pfidavkem supernatantu ke sniZeni obsahu fenyletylaminu
0 88,9 % oproti kontrole, po 48 hodinach kultivace o 88,2 % oproti kontrole. S ptidavkem
kultury doslo k poklesu fenyletylaminu po 24 hodinové kultivaci o 88,8 % oproti kontrole,

po 48 hodinové kultivaci o 86,8 % oproti kontrole.
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5.6 Vliv nisinu a protektivnich bakterii na produkci biogennich amini u

kmene Lactobacillus plantarum P96

U sledovaného kmene Lactobacillus plantarum P96 byla pozorovana produkce tyraminu,
sperminu a tryptaminu. Produkovana mnozstvi téchto biogennich amint, s pfidavkem nisi-
nu a ruznych kmenta produkujicich bakteriociny, jsou uvedena na obrazku 11. U kontrolni-
ho média, bez ptidavku nisinu nebo bakterii produkujicich bakteriociny, byl po 24 hodino-
vé kultivaci detekovan tyramin v mnozstvi 15,2 mg/l, spermin v mnozstvi 70,6 mg/l
a tryptamin v mnozstvi 11,3 mg/l. Po 48 hodinové kultivaci mnoZstvi tyraminu vzrostlo
07,9 % na 16,4 mg/l, mnoZzstvi sperminu o 15,5 % na hodnotu 80,9 mg/l a mnozZstvi
tryptaminu 0 5,7 % na 11,9 mg/Il. S ptidavkem nisinu se oproti kontrole snizil obsah vSech
tti produkovanych biogennich aminti. MnozZstvi tyraminu se s ptidavkem nisinu po 24 ho-
dinové kultivaci snizilo oproti kontrole o 14,9 % na 12,9 mg/l a po 48 hodinové kultivaci
0 7,1% na 15,2 mg/l. MnozZstvi sperminu se s pfidavkem nisinu po 24 hodinové kultivaci
snizilo oproti kontrole o 17,7 % na 57,6 mg/l a po 48 hodinové kultivaci o 25,8 %
na 60,1 mg/l. Mnozstvi tryptaminu se s pfidavkem nisinu po 24 hodinové¢ kultivaci sniZilo
oproti kontrole 0 21,1% na 8,9 mg/l a po 48 hodinové kultivaci zhruba o ¢tvrtinu

na 8,9 mg/l.

Tyramin nebyl detekovan, jestlize byl Lactobacillus plantarum P96 kultivovan
s pridavkem kultur L. lactis subsp. lactis CCDM 731, L. lactis subsp. lactis CCDM 71, L.
lactis subsp. lactis CCDM 702 a jejich supernatantt a také s pridavkem supernatantu bak-
terie L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686 v obou ¢asech. Pii kultivaci
s kulturou L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686 byl obsah tyraminu snizen
pti 24 hodinové kultivaci o 43,5 % a po 48 hodinové kultivaci o 8,4 % oproti kontrole.
Tryptamin nebyl detekovan, jestlize byl Lb. plantarum P96 kultivovan s pfidavkem kultur
L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 670 a L. lactis subsp. lactis CCDM 71
ajejich supernatantii a spermin nebyl detekovan u vzorkd s ptidavkem kultury L. lactis
subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686 a jejiho supernatantu a kultury L. lactis
subsp. lactis CCDM 71. Nejvétsi pokles tyraminu byl zaznamenan u vzorkd s ptidavkem
kultry L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 670 a jejiho supernatantu, kdy
po 24 hodinové kultivaci vzorkl s pfidavkem kultury doslo k vyraznému poklesu obsahu
tyraminu (0 96,6 % na hodnotu 0,5 mg/l) a po 48 hodinové kultivaci nebyl tyramin deteko-

van. U vzorki s pfidavkem supernatantu doSlo k poklesu po 24 hodinové kultivaci
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0 83,9 % na hodnotu 2,4 mg/l a po 48 hodinové kultivaci o 76,2 % na hodnotu 3,9 mg/l.
Nejveétsi pokles tryptaminu byl zaznamenan, jestlize byl Lb. plantarum P96 kultivovan
s ptidavkem kultury L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686 a jejiho super-
natantu. Pti 24 hodinové kultivaci vzorktl s pridavkem supernatantu nebyl tryptamin dete-
kovan vibec a pii 48 hodinové kultivaci bylo zaznamenano snizeni o 83,9 % oproti kontro-
le na hodnotu 1,9 mg/l. Pfi 24 hodinové kultivaci vzorkid s ptidavkem kultury nebyl
tryptamin opét detekovan a pti 48 hodinové kultivaci bylo zaznamenano sniZeni o 90,5 %
oproti kontrole na hodnotu 1,1 mg/l. Nejmensi pokles tryptaminu byl zaznamenan, jestlize
byl Lb. plantarum P96 kultivovan s pfidavkem kultury L. lactis subsp. lactis CCDM 702
ajejiho supernatantu. Pfi 24 hodinové kultivaci vzorkd s pfidavkem supernatantu byl
tryptamin sniZen pouze o 2,8 % oproti kontrole na hodnotu 11,00 mg/l a po 48 hodinové
kultivaci o 4,5 % oproti kontrole na hodnotu 11,4 mg/l. Pti 24 hodinové kultivaci vzorki
s ptfidavkem kultury byl obsah tryptaminu sniZzen o 1,1 % oproti kontrole na hodnotu
11,2 mg/l a po 48 hodinové kultivaci o 13,7 % oproti kontrole na hodnotu 10,3 mg/I.
S ptidavkem bakterii produkujicich bakteriociny nebo jejich supernatantli také doslo
ve vSech piipadech v kultivatnim médiu k poklesu obsahu sperminu. Nejvétsi pokles
sperminu byl zaznamenan, jestlize byl Lb. plantarum P96 kultivovan s ptidavkem kultury
L. lactis subsp. lactis CCDM 731, v obou ¢asech s piidavkem kultury i jejiho supernatantu
doslo k poklesu sperminu vzdy o vice nez 99 %. Jestlize byl Lb. plantarum P96 kultivovan
s piidavkem supernatantu bakterie L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 689,
doslo k poklesu obsahu sperminu po 24 hodinové kultivaci o 9,9 % oproti kontrole na hod-
notu 63,1 mg/l, po 48 hodinové¢ kultivaci o 37,6 % na hodnotu 50,5 mg/l a u vzorkl kulti-
vovanych 24 hodin s pfidavkem samotné kultury o 8,3 % na hodnotu 64,2 mg/l, u 48 hodi-

nové kultivace o 23,3 % na hodnotu 62,1 mg/I.
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5.7 Diskuze

Detekci dekarboxylédza-pozitivnich mikroorganizmii se zabyva mnoho studii. Produkce
biogennich amintl je spojena s grampozitivnimi 1 gramnegativnimi bakteriemi a kvasinka-
mi, ¢asto jsou producenti biogennich aminii bakterie mlééného kvaseni (kmeny z rodi
Lactococcus, Enterococcus, Lactobacillus, atd.). Obvyklymi producenty biogennich amint
jsou také gramnegativni bakterie kontaminujici potraviny (z ¢eledi Enterobacteriaceae
a Pseudomonas spp.) V potravinach jsou biogenni aminy tvofeny z volnych aminokyselin
predevsim diky dekarboxylazové aktivité mikroorganizmu. Pfitomnost téchto dekarboxyla-
za-pozitivnich mikroorganizmli v potravinach je znaénym bezpecnostnim problémem.
Nizké koncentrace biogennich aminli nemaji negativni vliv na lidsky organizmus, protoze
jsou organizmem snadno metabolizovany, problém nastava pii ptijmu vyssich koncentraci
v disledku nekontrolovatelného ristu mikroorganizmii v potravinach. Navic detoxikace
biogennich amint je u lidského organizmu zna¢né individualni, jeji snizena schopnost mi-
ze byt zptisobena mnoha faktory, mezi které patii naptiklad uzivani nékterych 1ékt (antihis-
tamika, antidepresiva) nebo piijem alkoholu soucasné s vyssi koncentraci biogennich ami-

nti [43, 44].

Na druhou stranu se uz nékolik studii zabyva mikroorganizmy, které jsou schopny degra-
dovat biogenni aminy pomoci enzymu aminooxidazy, ktery vytvarfeji. Mikroorganizmy
jsou schopné oxidovat biogenni aminy na aldehyd, peroxid vodiku a amoniak. Tyto pro-
dukty mohou byt vyuzity jako zdroj uhliku nebo dusiku. Nékteré kmeny bakterii mlééného
kvaSeni (napf. Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Pediococcus acidilactici),
aktinobakterie (Brevibacterium linens, Rhodococcus spp., Arthrobacter spp.), archaea (Na-
trinema gari, Methanosarcina barkery) nebo houby (Candida spp., Penicillium citrinum,
Alternaria spp., Phoma spp.) jsou schopny degradovat histamin a tyramin, nékteré z nich
maji také schopnost degradovat putrescin. Histamin a tyramin, stejné tak jako putrescin
a kadaverin, mohou byt degradovany koagulaza-negativnimi stafylokoky (napt. St. car-
nosus nebo St. xylosus), jinymi koky (Kocuria varians, Micrococcus luteus) nebo bacily (B.
polymyxa, B. subtilis, B. idriensis). Mikroorganizmy, které jsou schopny degradovat bio-
genni aminy, mohou produkovat histaminoxidazu, putrescinoxidazu, tyraminuoxidazu me-
tylaminoxidazu nebo monoaminooxidazu. Mikroorganizmy, které jsou schopny degradace

biogennich amini, 1ze do potravin pfidavat v prubéhu zpracovani nebo jako startérové kul-
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tury ve fermentovanych potravinach, a tim snizit nebo uplné¢ eliminovat biogenni aminy

[45, 46].

Moznostem degradace biogennich aminil v potravinach by mélo byt vénovano vice pozor-
nosti. Pouze n€kolik praci se zabyva kontrolou biogennich aminll za pomoci nejriznéjSich
mechanizmi: inhibici nebo snizenim amin produkujicich bakterii s pouzitim piirodnich
antimikrobidlnich latek nebo jinych potravinaiskych aditiv a konzervacnich latek, ptidav-
kem mikroorganizmii, které biogenni aminy vyuzivaji (degraduji), aplikaci specifickych
enzymtl, omezenim dostupnosti aminokyselin jako prekurzori pro biogenni aminy, anebo

pouzitim fyzikdlnich metod (hydrostaticky tlak, zafeni) [47, 48].

V této praci byl sledovéan vliv nisinu a protektivnich kultur na produkci biogennich amini

u 6 mikroorganizmu rodu Lactobacillus, které byly izolovany z piva a ptirodnich syri.

Ze ziskanych vysledki je patrné, ze vSechny testované kmeny produkovaly tyramin a sper-
min v rizném mnozstvi a s vyjimkou kmene Lactobacillus curvatus T15 produkovaly
vSechny kmeny také tryptamin. U kment Lb. curvatus subsp. curvatus T3 a Lb. planta-
rum P89 byla také, v malém mnozstvi oproti mnozstvi ostatnich biogennich amint, za-
znamenana produkce putrescinu a u kmene Lb. brevis P93 byla zaznamenana i produkce
fenyletylaminu. Nejvétsi mnozstvi tyraminu v piipadé kontrolnich vzorka (kultivace bez
ptidavku nisinu nebo protektivni kultury) produkoval kmen Lb. curvatus T36. Naopak ne-
jmensi mnozstvi tyraminu bylo detekovano u kmene Lb. curvatus subsp. curvatus T3, roz-
dil v produkei tyrminu u téchto dvou kmend ¢inil cca o 700 mg/l. Produkce sperminu se
pohybovala u v§ech kment fadové v desitkach mg/l. Nejvétsi mnozstvi sperminu bylo de-
tekovano v médiu po kultivaci bez ptidavku nisinu nebo protektivni kultury u kmene
Lactobacillus brevis P93, naopak nejmensi mnozstvi sperminu bylo zaznamenano béhem
kultivace kmene Lactobacillus curvatus T15. Z grafi na obrazcich ve vysledkové casti
prace je rovnéz patrné, Zze po 48 hodinové kultivaci byl obsah vSech detekovanych biogen-
nich amint vys$$i nez po 24 hodinové kultivaci. Nartust mnozstvi vyprodukovanych amint
po 48 hodinové kultivaci byl oproti jednodenni kultivaci u vSech biogennich aminti max.

30%.

S ptidavkem nisinu dochazelo zpravidla k poklesu produkce biogennich amind oproti kon-

trole, coz je v souladu se studii Tabanelli et al. [47], ktefi rovnéz zjistili niz§i produkci bio-
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gennich amint, pokud byl bakteriim produkujicim biogenni aminy aplikovan bakteriocin.
Nejveétsi pokles tyraminu byl zaznamenan v nasi studii u vzorkd s pfidavkem nisinu
u kmene Lb. brevis P93, pokles oproti kontrole v obou sledovanych ¢asech byl cca 75%.
Naopak mirné navySeni obsahu tyraminu bylo pozovovano u kmene Lb. curva-
tus subsp. curvatus T3, v obou ¢asech do 10 % oproti kontrole. Nejvétsi pokles sperminu
u vzorku s ptidavkem nisinu byl zaznamenan také u kmene Lb. brevis P93, pokles oproti
kontrole byl po jednodenni i dvoudenni kultivaci o cca 40 %. Naopak zna¢ny nardst sper-
minu byl pozorovan u kmene Lb. curvatus T15. Nejvétsi pokles tryptaminu u vzorkl
s ptidavkem nisinu byl zaznamenan u kmene Lb. plantarum P89, a to oproti kontrole o cca
45 % v obou odbérovych ¢asech. Mnozstvi vyprodukovaného putrescinu bylo snizeno
u vzorku s piidavkem nisinu u kmene Lb. curvatus subsp. curvatus T3 v obou sledovanych
Casech, ale mirn¢ navySen u kmene Lactobacillus plantarum P89. U kmene Lb. brevis P93,
ktery jako jediny produkoval fenyletylamin, doslo po ptidavku nisinu do kultiva¢niho mé-
dia ke sniZeni produkce tohoto biogenniho aminu. Z vysledki je patrné, ze délka kultivace
laktobacilti v médiu s pfidavkem nisinu neméla vyznamnéjsi vliv na snizeni produkce bio-
gennich amind. Nisin byl do média pfidan v koncentraci, kterd zcela neinhibovala bakterie
produkujici biogenni aminy, pouze jejich rist zpomalovala. Od pocatku kultivace tak byly
bakterie pravdépodobné vystaveny stresovym podminkam, v disledku kterych byl omezen

jejich rast, metabolizmus a také produkce biogennich amint.

Protektivni kultura Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686 a jeji
supernatant snizovala produkci biogennich aminti oproti kontrole u vSech testovanych
kmeni S vyjimkou putrescinu. Nejveétsi snizeni biogennich aminti bylo zaznamenano, jest-
lize byl kmen Lactobacillus plantarum P96 kultivovan pravé se supernatantem kultury L.
lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686. V tomto piipad¢ tyramin a spermin
V obou casech a tryptamin u vzorki kultivovanych 24 hodin nebyly viibec detekovany,
uvzorkll kultivovanych 48 hodin byl tryptamin snizen o cca 83 % oproti kontrole.
K podobnému snizeni sperminu a tryptaminu doslo, jestlize byl kmen Lb. plantarum P96

kultivovan s piidavkem kultury L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686.

S vyjimkou putrescinu, produkovaného bakterii Lb. curvatus subsp. curvatus T3, kde byl
pozorovan narist oproti kontrole, protektivni kultura Lactococcus lactis subsp. lactis bi-
ovar diacetylactis CCDM 670 a jeji supernatant snizovala produkci biogennich amint

oproti kontrole u vSech testovanych kmenti. Tyramin nebyl detekovan viibec, anebo doslo
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k poklesu oproti kontrole o vice nez 90 %, vyjimkou byla bakterie Lb. curvatus T15, kde
pokles oproti kontrole ¢inil max. 10 %. Jestlize byl do kultivacniho média aplikovan bakte-
riocin-produkujici kmen L. lactis CCDM 670, nebyl u kmenu Lb. curvatus subsp. curvatus
T3 a Lb. curvatus T15 detekovan spermin, u ostatnich kment nebylo snizeni tohoto aminu

tak vyrazné.

Diky ptidavku protektivni kultury L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 689
a jejiho supernatantu doslo ke sniZeni produkce vsech biogennich amint u vSech testova-
nych kment. Nejvétsi snizeni obsahu tyraminu bylo pozorovano diky ptidavku kultury L.
lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 689 a jejiho supernatantu k bakterii Lb. cur-
vatus subsp. curvatus T36. Pokles mnozstvi tyraminu u vzorki s ptidavkem supernatantu
byl velmi podobny poklesu tyraminu u vzorku s pfidavkem samotné kultury. S prodluzujici
se dobou kultivace koncentrace tyraminu jesté vice klesala, tento trend byl pozorovan
I U snizovani obsahu sperminu a putrescinu. Snizeni fenyletylaminu bylo oproti kontrole
vzdy o cca 88 %, nebyla pozorovdna zména v ¢ase ani zména pii pouziti inhibi¢ni kultury,

tj. zivotaschopnych bunék, ¢i pouze ptislusného supernatantu.

Po aplikaci protektivni kultury L. lactis subsp. lactis CCDM 731 a jejiho supernatantu byla
produkce tyraminu uplné inhibovana u vSech testovanych kultur s vyjimkou 48 hodinové
kultivace bakterie Lb. curvatus T15, kde vsak doslo ke sniZzeni obsahu tohoto biogenniho
aminu o vice nez 90 %. Nejvétsi snizeni produkce sperminu za ptidavku kultury Lacto-
coccus lactis subsp. lactis CCDM 731 a jejiho supernatantu bylo zjisténo u kmene Lacto-
bacillus plantarum P96, ve vsech ptipadech byl pokles vétsi nez 99 %. Naopak ve vétsing
ptipadd doslo k nartistu obsahu tryptaminu a to az o 26 % oproti kontrole. Nicméné dete-
kovana mnozstvi tryptaminu byla pomérné nizka, v mnohych ptipadech nelze zcela vylou-

Cit, Ze se jedna o chybu stanoveni.

Pii pridavku protektivni kultury Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 71 doslo k tplné
inhibici produkce vSech biogennich amint u vzorki s kulturami Lb.curvatus subsp. curva-
tus T3, Lb. curvatus T15 a Lb. curvatus subsp. curvatus T36, k uplné inhibici tyraminu
a tryptaminu u vzorku s kulturami Lb. plantarum P96, Lb. brevis P93 a Lb. plantarum P89
a K uplné inhibici fenyletylaminu u kmene Lactobacillus brevis P93. Obsah sperminu
| putrescinu produkovanych kulturou Lb. plantarum P89 byl snizen diky ptidavku protek-
tivni kultury L. lactis subsp. lactis CCDM 71, spermin maximalné 0 24 % a putrescin ma-

ximalné 0 77 %. S prodluzujici se dobou kultivace dochazelo k vétsimu poklesu vyprodu-
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kovanych aminti a samotna kultura byla ke sniZeni G¢inné&jsi nez jeji supernatant. Tento jev
muze byt zplsoben tim, ze protektivni kmen produkoval bakteriocin ve vyssi koncentraci,
nez byla v samotném supernatantu. Navic s prodluzujici se dobou kultivace se pravdépo-

dobné také zvySovalo mnozstvi vyprodukovaného bakteriocinu.

Diky ptidavku protektivni kultury Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 702 a jejiho su-
pernatantu doslo v médiu po kultivaci bakterii produkujicich biogenni aminy K Giplnému
snizeni obsahu tyraminu u vSech testovanych kultur a k uplnému sniZzeni obsahu fenylety-
laminu produkovaného bakterii Lactobacillus brevis P93. U vsech testovanych kultur doslo
také ke snizeni vyprodukovaného sperminu s vyjimkou bakterie Lb, curvatus T15. Navyse-
ni bylo pozorovano také u obsahu tryptaminu produkovaného bakterii Lactobacillus curva-
tus subsp. curvatus T36. Obsah ostatnich biogennich amini u testovanych mikroorganizmi
se snizoval. VEét§i zména byla zaznamenana pii pouziti samotné kultury, coz ukazuje na to,
ze tato protektivni kultura ptisobila na produkcéni kmeny obdobnym zpiisobem jako kultura

L. lactis subsp. lactis CCDM 71.

Obecné lze ficl, ze piidavek nisinu nebo inhibiéniho kmene ¢i jeho supernatantu ma vliv na
snizeni produkce biogennich amini. Zalezi ale na konkrétnim biogennim aminu a také, zda
je pouzita inhibi¢ni kultura nebo jen pfisluSny supernatant. SniZeni obsahu biogennich
amin pomoci inhibi¢ni kultury miize mit n¢kolik divodt. Inhibi¢ni kultura mtze produ-
kovat dostatecné mnoZstvi nisinu, ktery ma pozitivni vliv na sniZeni bakterialni populace,
a tim i vyprodukovanych biogennich amint. Dal$im divodem miZze byt dispozice inhibic-

niho kmene amin-oxidazou, ktera degraduje biogenni aminy.

Cappozzi et. al. [45] se zabyvali studii degradace biogennich amint in vitro za pouziti
kmene Lactobacillus plantarum ve vinu. V této studii bylo analyzovano 26 kment Lacto-
bacillus plantarum pro svou schopnost degradovat biogenni aminy bézné se vyskytujici
Vv pribehu kvaseni vina. Zkumavky s MRS bujonem, obohacenym ptislusnymi aminokyse-
linami jako prekurzory biogennich amint, byly zaockovany degrada¢nimi kmeny Lacto-
bacillus plantarum a ponechany 24 hodinové kultivaci. Obsah biogennich amint byl sta-
noven pomoci HPLC. Dva kmeny izolath z ¢ervené¢ho vina Lb. plantarum degradovaly
putrescin a tyramin. Byl také potvrzen dikaz o tom, Ze schopnost degradovat biogenni

aminy je specificka pro urcity druh i kmen [45].
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Bover-Cid et. al. [41] prokazali sniZzeni mnozstvi putrescinu, kadaverinu a tyraminu ve
Spanélskych salamech s pouzitim smési startovacich kultur (Lactobacillus sakei, Staphylo-
coccus carnosus a Staphylococcus xylosus). Za pouziti této kultury slozené z laktobacilt
a koagulaza-negativnich stafylokokd doslo k poklesu obsahu téchto biogennich amini az
0 90%. Snizeni obsahu tyraminu, kadaverinu a histaminu za pouziti amin-negativni smési
slozené ze stejnych rodia bakterii (Stafylococcus a Lactobacillus) v salamech také pozoro-

vali Maijala et. al. [41].

Wu et. al. [49] prokazali snizeni obsahu biogennich amind pii vyrobé kysaného zeli
za pouziti kultur Lactobacillus plantarum a Zygosacharomyces rouxii. Snizena produkce
biogennich amintl byla sledovana na rozdilu mnozstvi biogennich amint u kvaseného zeli
bez piidavku kultur a u zeli s pfidavkem vySe uvedenych kultur. Obsah biogennich aminti
byl sledovan po celou dobu vyroby zeli. Po 8 dnech fermentace byla Groven putrescinu 13x
niz8i nez u spontanni fermentace bez ptidavku kultur. Podobné vysledky byly ziskany

I v ptipadé kadaverinu a tyraminu [49].
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ZAVER

Bakalatska prace byla zaméfena na sledovani vlivu bakteriocini a bakterii tvoticich bakte-

riociny na produkci biogennich aminti u mikroorganizmu rodu Lactobacillus izolovanych

z potravin (syru a piva).

Na zaklad¢ ziskanych vysledki 1ze konstatovat, Ze:

mnozstvi detekovanych BA bylo nizsi u kontrolnich vzorka (bez ptidavku nisinu nebo
protektivni kultury) odebranych 24h od zacatku kultivace neZ u vzorkti odebranych
48h od pocatku kultivace,

citlivost vii¢i plisobeni nisinu a inhibi¢ni kultury byla rozdilna v rdmci druhu i kmene,
piidavek nisinu nebo bakterii produkujicich bakteriociny ve vétsiné piipadd snizoval
produkci BA oproti kontrole,

vSechny testované kmeny produkovaly tyramin a spermin,

vSechny testované kmeny s vyjimkou kmene Lactobacillus curvatus T15 produkovaly
také tryptamin,

kmeny Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T3 a Lb. plantarum P89 produkovaly
putrescin,

casové intervaly odbérli u vzorkl s pfidavkem nisinu nebo bakterii produkujicich bak-
teriociny nemély jednoznaény vliv na obsah biogennich amint,

ptidavek kultury Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 71 mél nejvétsi inhibicni
ucinek na produkci sledovanych biogennich amint,

nejvetsi obsah tyraminu byl detekovan u kontrolnich vzorkti kmene Lactobacillus cur-
vatus T15 po 48 hodinové¢ kultivaci v mnozstvi 875,95 mg/1,

nejvetsi obsah sperminu byl detekovan u kontrolnich vzorkd kmene Lactobacillus bre-
vis P93 po 48 hodinové kultivaci v mnozstvi 94,10 mg/1,

nejvetsi obsah tryptaminu byl detekovan u kontrolnich vzorkti kmene Lactobacillus
curvatus subsp. curvatus T3 po 48 hodinové kultivaci v mnozstvi 12,42 mg/1,

u kmene Lactobacillus brevis P93 byla detekovana produkce fenyletylaminu v maxi-

malnim mnozstvi 7,56 mg/l (kontrolni vzorky po 48 hodinov¢ kultivaci).
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLIOJ A ZKRATEK
BA Biogenni aminy
BMK  Bakterie mlé¢ného kvaseni

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
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