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ABSTRAKT

Diplomova prace byla zaméfena na prozkoumani dekarboxylazové aktivity bakterii Lacto-
bacillus curvatus. Teoreticka ¢ast prace obsahuje charakteristiku biogennich amind, véetné
jejich vyznamu, toxickych ucinka a vyskytu v potravinach. Dale se zabyva vnéjsimi faktory
ovlivitujicimi produkci biogennich amind a metodami jejich stanoveni. V zavéru teoretické
Casti je vénovana pozornost charakteristice rodu Lactobacillus a jeho vyznamu v potravi-
nafstvi.

V praktické ¢asti byly aplikovany vybrané faktory (pH, obsah NaCl, obsah laktozy a teplota
kultivace) ovlivilujici rist bakterie Lactobacillus curvatus a jeji produkci biogennich ami-
nl. Produkce biogennich amint byla analyzovana pomoci vysokoucinné kapalinové chro-
matografie s UV/VIS detekci po derivatizaci danzylchloridem. Testovana bakterie produ-
kovala pouze tyramin a spermin. Tyramin byl produkovan v koncentracich 1,33 az
52,28 mg/l, kdy nejvyssi koncentrace tyraminu bylo dosazeno pii iniciatnim pH 6,8
v kombinaci s 4,80 % (w/v) laktdzy, bez ptidavku NaCl a teploté kultivace pii 37 °C. Pro-
dukce sperminu byla v pribéhu kultivace kolisava a nejvyssi mnozstvi bylo stanoveno pfi

teploté kultivace 10 °C v podminkach in vitro bez piidavku NaCl a laktozy.

Kli¢ova slova: biogenni aminy, Lactobacillus curvatus, dekarboxylazova aktivita, HPLC,

danzylchlorid, tyramin, spermin



ABSTRACT

This thesis was focused on the examination of decarboxylase activity of bacteria Lactoba-
cillus curvatus. Theoretical part of the thesis contains characterization of biogenic ammi-
nes, with their significancy, toxic effects and their occurence in food. It also deals with
external factors influencing the production of biogenic amines and methods of their deter-
mination. In the end of theoretical part, its paid attention to the characteristics of the genus

Lactobacillus and its importance in the food industry.

In the practical part of the thesis, selected factors were applied (pH, NaCl content, lactose
content and cultivation temperature) to affect the growth of bacteria Lactobacillus curvatus
and its production of biogenic amines. The production of biogenic amines was analysed by
high performance liquid chromatography with UV/VIS detection after derivatization with
dansyl chloride. The tested bacteria produced only tyramine and spermine. Tyramine was
produced in concentrations from 1,33 to 52,28 mg/l, where the highest concentration of
tyramine was achieved by initiating pH 6,8 in combination with 4,80 % (w/v) lactose, wi-
thout the addition of NaCl, and cultured at a temperature 37 °C. Production of spermine
was fluctuating during cultivation, and the highest rate was determined at 10 °C, culturing

in vitro without the addition of NaCl and lactose.

Keywords: biogenic amines, Lactobacillus curvatus, decarboxylase activity, HPLC, dan-

sylchloride, tyramine, spermine
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UvVOD

V soucastné dob¢ je v souvislosti s vyrobou, zpracovanim ¢i skladovanim potravin kladen
diraz na kvalitu, bezpecnost a zdravotni nezdvadnost vyrobka. Nezadouci latky se do po-
travin mohou dostat z vnéjsiho prostiedi nebo vznikaji ptimo v potraving ¢innosti nejriz-
n¢jSich mikroorganizmii. Prakticky vSechny potraviny, které¢ obsahuji proteiny nebo volné
aminokyseliny, a kde jsou ptitomny MO s dekarboxylazovou aktivitou, umoziuji tvorbu

biogennich amind.

Biogenni aminy jsou dusikaté slouceniny, v malém mnozstvi nepostradatelné pro zivé or-
ganizmy. V lidském organizmu maji fadu nezbytnych funkci, jsou dulezité pro rust, stavbu

a metabolismus kazdého organu v téle.

Vysoka koncentrace BA naopak vyvolava nezddouci vazoaktivni a psychoaktivni u¢inky,
napiiklad zmény krevniho tlaku, nevolnost, zvraceni, alergické reakce, dychaci potize, bo-
lesti hlavy, anafylakticky Sok a dalsi.

Dekarboxylazova ¢innost bakterii mize byt ovlivnéna nékterymi vnéjsimi faktory. Nejda-

vvvvvv

da, optimalni teplota, aero/anaerobni prostredi, pfitomnost rustovych faktort a jiné.

Problematikou vzniku a potla¢enim biogennich aminti se zabyva mnoho studii, které by
v budoucnu mohly pozitivné ovlivnit napfiklad technologii vyroby potravin, senzorické

vlastnosti potravin, a tim i zdravi ¢lovéka.
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. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA BIOGENNICH AMINU

Biogenni aminy (BA) jsou organické nizkomolekularni dusikaté baze, které jsou syntetizo-
vany mikrobidlnim, rostlinnym a zivo¢iSnym metabolismem. V soucasné dobé zname pfii-
blizn¢ 40 BA. Mezi nejznaméjsi patii histamin, tyramin, putrescin, kadaverin, tryptamin,
fenyletylamin, spermin a spermidin. V potravinach a napojich vznikaji pomoci enzymu ze
surovin nebo jsou tvoreny mikrobialni dekarboxylaci aminokyselin. Mohou byt pouzity
jako ukazatele stupné Cerstvosti nebo kazeni potravin, obecné lze BA povazovat za indika-

tory kvality potravin (Santos, 1996; Fialova a kol., 2013)

1.1 Struktura a vznik biogennich amint

Podle chemické struktury (Tabulka 1) se biogenni aminy déli na:
e alifatické (putrescin, kadaverin, spermin, spermidin)
e aromatické (tyramin, fenyletylamin)
e heterocyklické (histamin, tryptamin) (Mayer a kol., 2010)

Tabulka 1: Systematicky nazev a chem. struktura vybrani zastupci BA (Onal a kol., 2013).

Nazev trivialni Néazev systematicky Chemicka Strukturni vzorec
struktura
putrescin butan-1,4-diamin alifatické HZN/\/\/NHZ
kadaverin pentan-1,5-diamin alifatické HZN/W\NHQ
. N,N’-bis(3- o 1 y NH
. ’ N T N N N
Spermin aminopropyl)butan-1,4-diamin alifatické HaN N
- N-(3-aminopropyl)butan-1,4- o 1 H NH
spermidin diamin alifatické HN S SN N2
tyramin 4-(2-aminoetyl)fenol aromatické m H
HO 2
NH,
fenyletylamin 2-fenyletylamin aromatické @A/
N
histamin 2-(1H-imidazol-5-yl)etylamin | heterocyklické ( p
HN NH,
HO
tryptamin 2-(1H-indol-3-yl)etylamin heterocyklické \Qj/\r‘wz
N
H
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Biogenni aminy vznikaji pfedevsim dekarboxylaci aminokyselin pomoci dekarboxylaz
produkovanych mikroorganizmy (Obrazek 1, 3) nebo aminaci a transaminaci aldehydi
a ketonu (Santos, 1996). Pro vznik BA je dulezita fada enzymi ze skupiny EC 4.1.1. (tfida
dekarboxylaz) (Cerny a kol., 2009). Tyto enzymy jsou rozdilné pro rtizné druhy MO. Bak-
terialni dekarboxylazy jsou vétSinou specificky zaméfeny na urcité aminokyseliny, prede-
v§im L — formy (Greif a kol., 2006). Témito dekarboxylazami jsou vybaveny ¢etné druhy
proteolytickych bakterii, ale také fada druhi bakterii mlé¢ného kvaseni (Sméla a kol.,

2003).

bakteridlni
dekarboxvlasa

R-CH -COOH — R-CH; - NI, + COq
|
NH, biogenni amin

aminokyselina

Obrazek 1: Vznik biogenniho aminu z aminokyseliny (Hudcova, 2012).

Reakci aminoskupiny a-aminokyseliny s karbonylovou skupinou prostetické skupiny en-
zymu vznikaji pfechodné iminoslouéeniny nazyvané jako Schiffovy baze. Tyto slouceniny
jsou stabilizovany danymi kofaktory. Jako kofaktor se reakce zi¢astituje pyruvoylovy zby-
tek nebo pyridoxalfosfat. Vytvofena nova Schiffova baze je dekarboxylovana a eliminaci

vody vznika dany amin (viz Obrazek 2) (Shalaby, 1996).

H & i
R. |.C-0" ~= -
c R-—_;C_C L R—¢ + co,
- ! '
— 3
& OCIH HE, | H
P—0O—H Cxﬁw —— pP—0O—H.C L._-OH =—= P-0—HC. OH
H‘“N"T'A““CH ey |-ﬂ P
, ; N CH, N7 UCH,
H ! !

AK + Pyridoxalfosfat

HO |
P-O—HC. A, OH 4o LCH,
E.I — )
rlu CH, C
H

P—O—H:C\E N IOH
* N7 cH,
|
R—CHzNH,
Aminy

Obrazek 2: Dekarboxylace L-aminokyselin pies pyridoxalfostat (Kohajdova a kol., 2008).
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N-— COOH N-—
éNmHz ﬁ' <NpNH2

H co, H
Histidin Histamin
/@/\‘ CO0OH /@/\‘
i N
HO MHz HO Ha
Tyrozin Co; Tyramin
HO
N NHy——> MH2
H ¥ M
COy H
Tryptofan Tryptamin
COOH
HzN—C—(CHzJy—NH; ———————> HyM—C—(CHz)s—MHs
H ¥ Haz
CO, Kadaverin
$oc::|-| 'TIHE NHz
HaN—C—(CHaly—N—C=NH ————=* HzM—C—(CHz)z—N—C=MNH
H H Y Hz H
Arginin COq Agmatin
- HNE SN Ca
= HNT SNH
'!I:DOH
HzN—E_iCHz l3—MH; —T HEN_':':_'_(C Halz—MNHz
z
Crnitin COy Putrescin
&
!
1
i
¥
HyN—C—(CH; };—N—(CH);—C—NH, HaM—(CHz s —N—(CHz)he—N—(CHz)z—MNHz
Hy H Hz H H
Spermidin Spermin

Obrazek 3: Nejcastéji se vyskytujici biogenni aminy v potravinach a jejich vznik (Ko-
hajdova a kol., 2008)
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1.1.1 Monoaminy — tyramin a histamin

Dekarboxylace tyrozinu nékterymi bakteriemi mlécného kvaseni vede k nezadouci ptitom-
nosti tyraminu ve fermentovanych potravinach. Tyramin je nejcastéjsi biogenni amin pfi-
tomny v syrech a je také bézn¢€ se vyskytujici i v jinych fermentovanych potravinach a na-
pojich (Fernandez a kol., 2006). Mnoho bakterii mlé¢ného kvaSeni V potravinach tvoii
z tyrozinu tyramin. Tyto bakterie patii do rodd Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus,

Enterococcus nebo Carnobacterium (Lucas a kol., 2003).

Histamin je obsazen v Zirnych bunkach a bazofilech a jeho biologické ucinky jsou obvykle
znat pouze pii uvolnéni ve velkém mnozstvi v prubéhu alergické nebo dalSich reakcich.
Histamin se vaze na receptory bunéfnych membran v respira¢nim, Kardiovaskularnim,
gastrointestinalnim a imunologickém systému a kazi. Existuji tfi typy receptord Hj, H,
a Hs. Histamin zpusobuje dilataci perifernich cév, kapilar a tepen, coz vede k hypotenzi,

navalim horka a bolestem hlavy (Karovicova a Kohajdova, 2003).

1.1.2 Diaminy — kadaverin a putrescin

Kadaverin i putrescin se fadi mezi diaminy a podle chemické struktury mezi alifatické
aminy. ZvySené koncentrace kadaverinu a putrescinu lze pozorovat pii kazeni potravin
(Pircher a kol., 2007). Tyto diaminy nejsou toxické jako takové, ale mohou zvysit toxicitu
aromatickych aminQ (napf. tyraminu) tim, ze blokuji jejich detoxikaci nebo zvysuji jejich
absorpci (Bover Cid a kol., 2008).

1.1.3 Polyaminy — spermidin a spermin

Spermidin a spermin se fadi mezi alifatické polyaminy. Oba jsou nepostradatelné slozky
zivych bungk, dale jsou dulezité pro regulaci funkce nukleovych kyselin a syntézu bilkovin
a pravdépodobné také ke stabilizaci membran (Santos, 1996). Polyaminy se ziejmé podileji
1 na rastu a mnozeni bun€k. To se mize ptizniveé projevovat napiiklad pti hojeni ran nebo

nepiiznivé pro nezadouci rist nadorti (Sméla a kol., 2003).
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1.2 Toxicita biogennich amini a polyamint

Nékteré biogenni aminy, jako jsou histamin, tyramin a putrescin, jsou nezbytné pro mnoho
fyziologickych funkci u ¢lovéka a zvifat, nebot’ v zivych organizmech vykazuji vyznamnou
biologickou aktivitu. Pro zdravého ¢lovéka bézna mnozstvi téchto metabolitd v potravi-
nach a napojich (cca < 100 mg/kg ) nepiedstavuji vyznamnéjsi riziko, protoZe jsou metabo-

lizovany v lidském stfevnim traktu ¢innosti detoxika¢nich enzymu (Santos, 1996).

Konzumace potravin obsahujicich vysoké koncentrace miize mit toxické ucinky (Santos,
1996; Halasz a kol., 1994). Toxicka davka pro histamin je 70 — 100 mg/kg, pro tyramin
20 — 80 mg/kg. Celkovy obsah tyraminu, putrescinu, kadaverinu a histaminu by nemél
v dané potraving piekro¢it 900 mg/kg (Cerny a kol., 2009). Vysoka mnozstvi BA mohou
vyvolat nezadouci psychoaktivni a vazoaktivni G€inky, naptiklad kolisdni krevniho tlaku,
bolesti hlavy, nevolnost, zvraceni, dychaci potize, anafylakticky Sok a jiné (Mayer a kol.,
2010).

Nejznaméjsi potravinové intoxikace zplisobené biogennimi aminy se vztahuji na histamin
a tyramin (Santos, 1996, Deepika a kol., 2011), zejména co se ty¢e konzumace syri nebo
ryb (Santos, 1996, Shalaby, 1996; Cerny a kol., 2009). Na druhé strané je tieba vzit v uva-
hu, Zze sekundarni aminy, jako jsou putrescin a kadaverin, mohou reagovat s dusitany a tvo-

fit heterocyklické karcinogenni nitrosaminy (Santos, 1996).

Nékteré aminy mohou mit pfimy nebo nepiimy vliv na lidsky kardiovaskularni a nervovy
systém. Dalsi aminy, kadaverin a putrescin, hraji dalezZitou roli v potravinové intoxikaci,

protoZze mohou zesilovat toxicitu tyraminu a histaminu (Mayer a kol., 2010).

1.3 Legislativa

V posledni dob& je vénovana velkd pozornost sledovani vyskytu biogennich aminl
Vv riiznych potravinach a napojich. Legislativné je stanoven pouze obsah histaminu v rybach
a rybich vyrobcich a to Natfizenim komise (ES) ¢. 2073/2005. Pro produkty rybolovu a né-
které druhy ryb je povoleny limit 100 — 200 mg/kg. Pro produkty rybolovu a ryby s vyso-
kym obsahem histidinu, které byly oSetieny enzymatickym zranim v 1aku, je povoleny limit
200-400 mg/kg (Natfizenim komise (ES) ¢. 2073/2005).
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1.4 Fyziologicky vyznam

Kromé jejich biologické role jako zdroje dusiku a prekurzort pro syntézu hormont, alka-
loidt, nukleovych kyselin a proteint, jsou aminy také dulezité jako komponenty aroma
potravin. Polyaminy (putrescin, spermidin, spermin) jsou nepostradatelnymi slozkami
vSech zivych bunék. V rostlinach se putrescin a polyaminy spermidin a spermin podileji na
fad¢ fyziologickych procesu, jako je bunééné déleni, kveteni, rist ovoce, reakce na stres
a starnuti. Polyaminy jsou dilezité pro rast, stavbu a metabolismus kazdého organu v téle

(Karovicova a Kohajdova, 2003; Santos, 1996).

Polyaminy jsou nezbytné pro udrzeni vysoké metabolické aktivity normalné fungujiciho
imunologického systému ve stfevech. Spermin a spermidin se rovnéz podili na vyvoji
sttevni tkané. I kdyz kazda bunka ma urcitou schopnost syntetizovat polyaminy, zda se, Ze
télo také spoléha na stalou dodavku polyamint z potravy, z nichz vétSina neni uchovavana

ve stievni tkani, ale je rozd€lena do ruznych organt v téle (Santos, 1996).

Nekteré tfidy amint, katecholaminy, indolaminy a histamin, plni didlezité metabolické
funkce u lidi, a to zejména v nervovém systému a kontrole krevniho tlaku. Fenyletylamin
a tyramin jsou pric¢inou zvySeni krevniho tlaku, naopak histamin krevni tlak snizuje (San-
tos, 1996).

1.5 Vyskyt Vv potravinach

Biogenni aminy jsou obvykle pfitomné v zivych organizmech, v nefermentovanych potra-
vinach, naptiklad v rybéach a rybich produktech, v masu, mléku, vejcich, ovoci, zelening,
ofechach. Ve fermentovanych potravinach se vyskytuji naptiklad v syrech, sojovych pro-
duktech a dale pak v pivu, vinu, ¢okoladé (Deepika a kol., 2011; Santos, 1996; Fialova
a kol., 2013; Shalaby, 1996). Prakticky u vsech potravin, které¢ obsahuji proteiny nebo vol-
né aminokyseliny, a kde jsou pfitomny MO s dekarboxylazovou aktivitou, 1ze o¢ekavat, ze
tyto podminky budou umoznovat tvorbu biogennich amind. Celkové mnozstvi riznych
vytvoienych amind silné zavisi na povaze potraviny a na piitomnych mikroorganizmech
(Santos, 1996). Na mnozstvi biogennich aminti ve vybranych potravinach poukazuje Ercan

a kol., 2013 (Tabulka 2).
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Tabulka 2: Obsah histaminu, tyraminu, kadaverinu a putrescinu ve vybranych potravinach

(Ercan a kol., 2013)

Histamin Tyramin | Kadaverin | Putrescin
Obsah [mg/kg]

Ryby a rybi vyrobky
Tunak (konzervovany) 20 000,0 - 4 440,0 2 000,0
Fermentovana rybi pasta 640,0 376,0 35,0 -
Cerstva ryba 209,0 61,8 - -
Milécné vyrobky
Miléko - - 0,013 -
Syr Terrincho 15,6 15,6 349,7 217,8
Masné vyrobky
Klobasa Salchichon 7.3 280,5 11,7 55
Sunka 114,0 104,0 64,0 97,0
Trvanlivy salam 286,0 1500,0 396,0
Fermentované napoje
Pivo 3,0 3,6 1,3 7,6
Jable¢ny most 6,9 4,1 - 12,3
Vino 3,3 - 3,3 -
Portské vino 2,3 2,6 0,1 11,9

1.5.1 Fermentované potraviny

Z fermentovanych mlé¢nych vyrobki jsou nejvice sledované piirodni syry (Butikova a kol.,
2012). Syr obsahuje bilkoviny, enzymy, kofaktory, vodu, stil a bakterie, a proto pedstavuje
idealni prostiedi pro tvorbu biogennich amini (Karovi¢ova a Kohajdova, 2003). V syrech
dochdzi béhem zrani k proteolyze, kterd vede k hromadéni volnych aminokyselin. Tyto
aminokyseliny mohou byt pfeménény na biogenni aminy. Hlavnimi biogennimi aminy
v syrech jsou tyramin, histamin, kadaverin, putrescin a tryptamin (Mayer a kol., 2010).
V jogurtech, tvarohu a nezrajicich syrech byva mnozstvi BA nizké (maximalné desitky
mg/kg ) a vyss$i mnozstvi by se mohlo nachazet v ptipadé mikrobialni kontaminace nebo

kazeni (Bunikova a kol., 2012).

Alkoholické napoje (pivo, vino) predstavuji dalsi kategorii fermentovanych produktl, ve
kterych se vyskytuji biogenni aminy. Ve ving bylo zjiS§téno vice nez 20 rtiznych biogennich
amint (Zornikova, 2012). Ve viné mohou byt pfitomny BA ze tfi zdroju, jednak v mostu,

nebo jsou tvotreny kvasinkami, ptipadné bakteriemi zapojenymi do jable¢no-mlééného kva-
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Seni. Pfevazujici BA ve vin€ jsou histamin, tyramin, putrescin a f—fenylalanin (Karovi¢ova

a Kohajdova, 2003).

V syrech se pohybuje mnozstvi BA kolem 5 — 4500 mg/kg, ve vin¢ 5 — 130 mg/l, pivé
2,8 —13 mg/l a zeli 110 — 300 mg/kg (Karovi¢ova a Kohajdova, 2003).

U syrt vyrobenych z kravského a ovciho mléka je nejCastéji detekovany BA tyramin
v mnozstvi 7,2 — 207,1 mg/kg, druhym detekovanym BA byl kadaverin v mnozstvi
7,0 — 149,0 mg/kg. Dale putrescin v mnozstvi 12,2 -229,5 mg/kg (Burikova a kol., 2012).

V majonéze a tatarské omacce je mnozstvi BA na velmi nizké trovni, kde obsah tyraminu

u majonézy je 2,26 mg/kg, u tatarské omacky 1,22 mg/kg (Fialova a kol., 2013).

Fermentované masné vyrobky obsahuji také biogenni aminy, které mohou tvofit starterové
kultury nebo mikroorganizmy zpracovavané suroviny. V nékterych piipadech mohou tyto
vyrobky obsahovat i 100 az 1000 mg/kg histaminu (Velisek, 1999).

1.5.2 Nefermentované potraviny

Svalovina ryby rodu Scomber (makrela) obsahuje vysoké mnozstvi volného histidinu, ktery
mize byt mikroorganizmy pfeménén na histamin. U tunaka a dalSich druht ryb celedi
Scombridae a Clupeidae bylo zjisténo, ze obsahuji vysoké hladiny histaminu, a to napfi-
klad v dusledku nedostateéného zpracovani a skladovani. Zapach, ktery za normalnich
okolnosti signalizuje rozklad, mize byt snizen nebo eliminovan tepelnym zpracovanim,
a proto je histamin uZitecnym indikatorem rozkladu v makrelovitych rybach i u nékterych

dalsich ryb (Karovi¢ova a Kohajdova, 2003).

Cerstvé a zpracované vepiové maso obsahuje vysoké hladiny adrenalinu, spermidinu
a sperminu, ale nizké hladiny noradrenalinu, putrescinu, histaminu, kadaverinu a tyraminu.
Velké mnozstvi kadaverinu pfitomného v hovézim mase byva Casto spojeno s vyssim vy-
skytem bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae (Karovi¢ova a Kohajdova, 2003). Cerstvé vep-
fové maso napf. obsahuje do 7 mg/kg kadaverinu a putrescinu, zatimco zkazené maso

i vice nez 60 mg/kg (Velisek, 1999).

V ovoci a zeleniné je nejvice zastoupen tyramin (napt. v bananech a grepfruitech)
a vV menSim mnoZstvi dalsi biogenni aminy (Velisek, 1999). V nékterych rostlinach 1ze na-

1ézt derivaty biogennich amini fazenych mezi protoalkaloidy (VeliSek, 1999).
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2 VNEJSI FAKTORY OVLIVNUJICI TVORBU BIOGENNICH
AMINU

Akumulace biogennich aminti v potravinach vyzaduje pfitomnost mikroorganizmd, které
produkuji specifické aminokyselinové dekarboxylazy. Dostupnost aminokyselin a dalSich
faktort jako je teplota, pH, aktivita vody (a,), redox potencial a koncentrace NaCl maji
vliv na syntézu téchto enzym a jejich ¢innosti. Dekarboxylazové enzymy bakterii jim mo-

hou pomoci prezit a rast v kyselém prostiedi (Fernandez a kol., 2006).

2.1 VlivpH

Hodnota pH patii k dillezitym faktordm ovliviiujicim dekarboxyldzovou aktivitu. Zndme
dva protichiidné mechanizmy ptisobeni pH. ZvySenim kyselosti prosttedi dochazi k inhibici
ristu MO na jedné stran€ a na strané druhé nizké pH stimuluje bakterie k vyssi produkci
zasaditych biogennich amint jako jejich obranného mechanizmu proti kyselému prostiedi.
Je proto velmi dulezité najit rovnovazny stav mezi témito mechanizmy (EFSA, 2011). Pii
neutralnim a alkalickém pH jsou enzymy neaktivni, coz znamena, ze pH hraje dulezitou
roli pfi tvorbé biogennich amind (Fernandez a kol., 2006). Dekarboxylazova aktivita je
silnéj8i v kyselém prostiedi pti1 pH 4 — 5,5. V tomto prostfedi bakterie tvofi vice dekarbo-

xylazy jako soucast jejich ochranného mechanismu (Kohajdova a kol., 2008).

Naptiklad ptfi vyrobé suchych salamii se pouziva glukono-6-lakton, ktery zptisobuje snizeni
pH v uzeninach, coz zvySuje dekarboxylazovou aktivitu bakterii (Karovic¢ova a Kohajdova,

2003).

2.2 VIliv teploty

Teplota vyznamné ovliviiuje enzymatickou aktivitu mikroorganizmu a tim 1 vznik biogen-
nich amini (Kalhotka a kol., 2011). Vyssi teplota zpravidla umocnuje proteolytické a de-
karboxylacni reakce, coz se projevi zvySenou tvorbou BA. Vlivem nizkych teplot dochazi
Kk potlaceni mikrobialniho rastu a snizeni enzymové aktivity. Nasledkem je minimalni ku-
mulace biogennich amint v potravinach (EFSA, 2011). Optimalni teplota pro rust vétSiny
MO vybavenych dekarboxyldzami je 20 - 37 °C, nizké teploty jejich rlst zpomaluji, az
zastavuji (Kohajdova a kol., 2008). Naptiklad kmeny Bacillus licheniformis s vysokou de-

karboxyla¢ni aktivitou reakci s AMK pfi teploté¢ 6 °C jiz BA netvoii (Dosedél a kol.,
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2009). Produkce BA se snizuje pii teploté pod 5 °C nebo nad 40 °C, kdy dochazi k inhibici
ristu téchto bakterii (EFSA, 2011). Obecné je znamo, ze produkce biogennich amint je

umérna teploté a dob¢ skladovani (Kalhotka a kol., 2011).

2.3 VIiv koncentrace NacCl

Chemické latky ptidavané béhem vyroby do potravin také ovliviiuji produkci BA. Pfi
mikrobialnim rozmnozovani hraje dilezitou roli vodni aktivita. Nizsi koncentrace NaCl
tvorbu BA spise podporuje, vyssi koncentrace chloridu sodného vyrazné snizi kumulaci
biogennich amint. Pfitomnost chloridu sodného aktivuje tyrozin-dekarboxylazovou aktivi-
tu a inhibuje aktivitu histidin-dekarboxylaz. U Lactobacillus buchneri je tvorba histaminu
pfti 3,5% obsahu NaCl ¢aste¢né inhibovana a 5,0% obsah NaCl jeho tvorbu zastavi. | obsah
dusitanu sodného aktivuje tyrozin-dekarboxylazovou ¢innost (Karovi¢ova a Kohajdova,
2003; Kohajdova a kol., 2008).

Enterobacter aerogenes tvoti v bujonu GTY (glukdza, trypton, kvasni¢ni hydrolyzat) nej-
vice kadaverinu a histaminu pfi koncentraci NaCl 3,0 % a Enterobacter cloacae tvoti pou-
ze putrescin z ornitinu pii koncentraci NaCl 0,5 % a pH 6. Postupné zvySovani koncentrace
NaCl v intervalu od 0,6 — 3,0 % pisobi pifiznivé na aktivitu enzymi Enterobacter aeroge-
nes. Koncentrace NaCl 5,0 — 7,0 % zcela inhibuje L-ornitin-dekarboxylazu (Greif a kol.,
2006).

2.4 Vliv pritomnosti kysliku

Ptisun kysliku ma pravdépodobné také vyznamny vliv na syntézu biogennich aminti. Kaz-
dému mikroorganizmu vyhovuji jiné podminky pro rist a stejné tak i pro tvorbu biogen-
nich amind. Naptiklad Enterobacter cloacae produkuje asi poloviéni mnozstvi putrescinu
Vv anaerobnich podminkach oproti aecrobnim a Klebsiella pneumoniae syntetizuje za anae-
robnich podminek podstatné mén¢ kadaverinu, ale ziskava schopnost produkovat putrescin
(Karovi¢ova a Kohajdova, 2003). Lactococcus lactis produkuje za anaerobnich podminek
vy$§i mnoZstvi tyraminu neZ za aerobnich podminek (Bunikova, 2010). Podminky sniZujici
redox potencidl stimuluji produkci histaminu a histidin-dekarboxylazy jsou v pfitomnosti

kysliku inaktivovany nebo zni¢eny (Karovi¢ova a Kohajdova, 2003).
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2.5 Pritomnost sacharidu a dalSich faktoru

Ptitomnost zkvasitelnych sacharidd, jako je D-glukéza, zvysuje rist i dekarboxylazovou
¢innost bakterii. Obsah D-glukozy v rozmezi 0,5 az 2,0 % je povazovan za optimalni, za-

timco troven piesahujici 3,0 % zabranuje tvorbé enzymu (Karovicova a Kohajdova, 2003).
Mezi dalsi faktory ovliviiujici vznik BA patii pfitomnost ristovych faktort, riistova faze

bunék, chemické latky, napiiklad etanol, fenolické slou¢eniny nebo SO, (Burikova a kol.,
2010).
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3 METODY STANOVENI BIOGENNICH AMINU

Stanoveni biogennich amint je dulezité jak z hlediska kvality potravin, tak z hlediska po-
tencionalni toxicity pro ¢lovéka. Pro stanoveni biogennich amint existuje nékolik technik.
Jedna se napf. o tenkovrstevnou chromatografii (TLC), plynovou chromatografii (GC),
kapilarni elektroforézu (CE) nebo vysokou¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC)
(Sm¢la a kol., 2003). Dalsi moznosti je vyuziti molekularnich metod, jako napi. PCR nebo
imuno-enzymatickych metod (ELISA). Blize jsou tyto metody popsany v nasledujicich
kapitolach.

3.1 Chromatografické metody

Chromatografické metody jsou nejpfesnéj$i metody pro stanoveni biogennich amind
(Chang, 2012). Podstatou chromatografie je distribuce slozek smési mezi dvéma fazemi,
mezi mobilni a stacionarni. VéEtSina biogennich amind vyskytujicich se v potravinach ma
nizkou UV absorpci a jsou Casto pfitomny v nizkych koncentracich. Jejich stanoveni po-
moci spektrofotometrie je obtizné, proto se Casto pouziva oznaceni pomoci fluorescence ke
zvySeni citlivosti a selektivity. EXistuje mnoho rtznych typu ¢inidel pro derivatizaci
(o-ftaldialdenyd (OPA), 9-fluorenyl metylchlorformiat (FMOC), 5-furoylchinolin-3-
karboxaldehyd (FQ) 6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidyl karbamat (AQC), fenyl-
isotiokyanat ester (PITC), danzylchlorid (DNS - Cl)) a dalsi (Guoliang a kol., 2014).

3.1.1 Tenkovrstevna chromatografie (TLC)

Tenkovrstevnd chromatografie je jednoduchd, levna a rychld metoda ke stanoveni biogen-
nich amint. PouZziva se jako alternativa k HPLC (Romano a kol., 2012). Provadi se na ten-
ké vrstvé sorbentu (celuldza, silikagel) naneseného na vhodné podlozce (sklo, kovova f6-
lie). Detekce se provadi pomoci Cinidla, které po styku se vzorkem vytvoii barevnou slou-
¢eninu, nebo se pouzivaji vrstvy upravené fluorescen¢ni latkou, ktera fluoreskuje pod UV

svétlem (Kas a kol., 2005).

Tato metoda nevyzaduje zadné specialni zafizeni, avSak vysledky mohou byt méné piesné.
Pro stanoveni biogennich aminti po derivatizaci se pouziva smés chloroform-dietyleter-
trietylamin v poméru 6:4:1 a nasledné chloroform-trietylamin v poméru 6:1 (Onal a kol.,

2006). Romano a kol. (2012) pouzili ke stanoveni smés chloroform-trietylamin (4:1).
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3.1.2 Vysokoudinna kapalinova chromatografie (HPLC)

vvvvvv

vSechny déje v kondenzovanych fazich jsou pomalejsi a slozitéj$i nez ve fazi plynné. Vy-
hodou ovsem je to, ze komplex technik, které dohromady tvofi celek kapalinové chromato-
grafie, umoziuje délit pfinejmensim 80 % vSech znamych latek a slozitost systému umoz-

fiuje ladit podminky separace zménami stacionarni i mobilni faze (Stulik a kol., 2004).

Nejcastéji pouzivana metoda pro stanoveni biogennich aminii je vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie (HPLC). Stanovovany analyt je nutné pted detekci derivatizovat z divodu
chybgjiciho chromoforu. Derivatizace se provadi pted nasttikem na kolonu (pre-kolonova)
nebo aZ po vystupu z kolony (post-kolonova). Casto pouzivanymi &inidly k derivatizaci
jsou danzylchlorid a o-ftalaldehyd (Burdychova a Dohnal, 2007; Burika a kol., 2013). Re-
akce o-ftalaldehydu probiha téméf okamzité pii pokojové teploté¢ v alkalickém pH
v ptitomnosti 2-merkaptoetanolu (Kelly a kol., 2010). Tyto derivaty jsou vSak nestabilni,
a proto byla navrhnuta lepsi stabilni kombinace OPA-NAC (N-acetyl-L-cystein) pro stano-
veni biogennich amint v hroznech, vinu a medu (Kelly a kol., 2010). Sekundarni aminy
(spermin a spermidin) nereaguji s ftalaldehydem, proto se stanovuji pouze po derivatizaci
danzylchloridem (Sméla a kol.,, 2003). Dal$i moznosti je pouziti dabzylchloridu.
Dabzylchlorid reaguje s primarnimi i sekundarnimi aminy, vytvaii stabilni derivaty
a umoziuje citlivou detekci (Kelly a kol., 2010). Nevyhodou je ale dlouha doba derivatiza-

ce a pouziti amoniaku k odstranéni rusivych vedlejsich produkt (De Mey a kol., 2012)

K detekci se pouzivaji prevazné detektory UV-VIS (spektrofotometricky pii 254 nm)
(Chang, 2012; Bunka a kol., 2013) a fluorescenéni detektory (Marcobal a kol., 2005).

V posledni dob¢ se pouzivé ke stanoveni biogennich aminti i kapalinova chromatografie ve
spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS), ktera je velmi specificka
a citliva. Nevyhodou je vysoka cena piistroji a vyssi uroven technickych dovednosti (Kelly

akol., 2010).

3.1.3 Iontové vyménna chromatografie

Ionexova chromatografie je urCena pro separaci latek nesouci naboj. Ionty, které jsou elek-
trostaticky vazany k pevnému a chemicky inertnimu nosici, se reverzibilné vymeénuji za

ionty z roztoku (Kas a kol., 2005).
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R'A+B < R'B+A
Zakladem separace latek je fakt, ze afinita iontl k ionexu neni stejnd, ale zavisi na velikosti
naboje, na poloméru hydratovaného iontu a na dalSich vlivech. Latky, nesouci stejny naboj

jako ma ionex, Se na ionexu nezachyti. Desorpce latek se provadi zménou sloZeni elué¢niho

pufru, a to bud’ zménou pH nebo iontovou silou roztoku (Kas a kol., 2005).

Ke stanoveni biogennich amind byl pouzit analyzator aminokyselin s iontoménic¢ovou ko-
lonou, post-kolonovou derivatizaci ninhydrinem a spektrofotometrickou detekci pii 570 nm
(Csomos a Sarkadi, 2002; Rabie a kol., 2011). Cinquina a kol. (2004) stanovili biogenni
aminy pomoci ionexové chromatografie s konduktometrickou detekci. Je v§ak mozné pou-
zit 1 detektory, které nevyzaduji derivatizaci vzorku (pulzni amperometrické detekce (PAD)

a integrovana pulzni amperometricka detekce (IPAD) (Cinquina a kol., 2004).

3.1.4 Plynova chromatografie

Plynové chromatografie je jednoduchd, procesy v plynné fazi jsou rychlé, systém neni pftilis
vzdalen idedlnimu chovani a je tedy relativné snadné dospét k teoretickym modeliim a in-
terpretovat vysledky méteni. Je vSak omezena na latky, které 1ze bez rozkladu a za piijatel-
nych experimentélnich podminek pfevést do plynné faze - to neni vice nez asi 30 % zna-

mych latek (Stulik a kol., 2006).

Plynova chromatografie se pro stanoveni biogennich amint pfili§ nepouziva pro jeji obtiz-
nosti. Pfed vlastnim stanovenim se musi biogenni aminy derivatizovat, aby se staly dosta-

te¢né t€kavymi. Derivatizace zvySuje citlivost a selektivitu (K¥izek a Pelikanova, 1998).

3.2 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je vyznamna metoda, ktera je rychla, citliva a jedno-
ducha. Kromé toho jsou molekularni metody schopny zjistit potencialni tvorbu biogennich
aminu V potravinach jesté pted tim, nez je amin produkovan. Nevyhodou PCR je detekce
nezivotaschopnych bun€k. Schopnost rozlisovat mezi zivotaschopnymi a nezivymi organi-
zmy je dulezita pii pouziti PCR v potravinaiském zavodé pro posouzeni rizika akumulace

biogennich amini (Landete a kol., 2007).
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Princip PCR je detekce genu kodujiciho ptislusnou dekarboxylazu. Alternativou tradi¢ni
PCR je real-time PCR, kdy je mozné prubézné sledovani procesu amplifikace. Navic jsou

tyto metody méné ¢asoveé naro¢né (Landete a kol., 2007).

3.3 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je G¢inna analyticka separani metoda, kterd umoznuje separaci,
identifikaci a kvantifikaci nabitych iontl i neutralnich molekul, nebot’ zahrnuje nékolik

elektroforetickych technik lisicich se svym separaénim mechanizmem (Stulik a kol., 2006).

3.3.1 Zénova kapilarni elektroforéza

Kapilarni zénova elektroforéza je elektroforeticka technika, jejiz separacni mechanizmus je
zalozen vyhradné na rozdilnych elektroforetickych pohyblivostech analyzovanych iontt

(Stulik a kol., 2004).

Swann a kol. (2010) pouzili pro stanoveni biogennich amint kapilarni elektroforézu s de-
tektorem diodového pole. Kvasnicka a Voldfich (2006) pouzili elektroforeticky analyzator
s fluorovanym kopolymerem etylen-propylenem (FEP) a kontaktnim vodivostnim detekto-
rem. Li a kol. (2014) zase stanovili biogenni aminy pomoci kapilarni zonové elektroforézy

s kapacitn¢ vazanym bezkontaktnim vodivostnim detektorem.

3.3.2 Micelarni elektrokineticka chromatografie

Micelarni elektrokinetické chromatografie je elektromigracni metoda slouzici predevS§im
pro analyzu neutralnich molekul hydrofilni i hydrofobni povahy. Je zalozena na ptidavku
tenzidu, ktery pii nadkritické micelarni koncentraci vytvari v separa¢nim médiu nabité mi-
cely, jez umoznuji separaci neutralnich molekul v kapilarni elektroforéze na principu roz-

dilné distribuce mezi pseudostacionarni (micelarni) a vodnou fazi. (Stulik a kol., 2006).

Rodriguez a kol. (1996) stanovili biogenni aminy pomoci micelarni elektrokinetické chro-
matografie s fluorescen¢ni detekci. Optimalni separaci dosahli boritanovym pufrem
s dodecylsiranem sodnym (SDS). Detekce byla provedena po derivatizaci s fluorescein

isotiokyanatem (FITC).

Malinowska a kol. (2012) zjistili, ze nejlepsi separace vétSiny biogennich amint bylo dosa-

Zeno pii sloZzeni mobilni faze 0,02 M SDS — acetonitril (4:1 v/v).
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Feng a kol. (2008) vyvinuli novou metodu micelarni elektrokinetické chromatografie
s multifotonovou excitacni fluorescenéni detekci a uspé$né stanovili 6 biogennich amint.

Ty byly derivatizovany pomoci fluorescein isotiokyanatu (FITC).

3.4 Imuno-enzymatické metody

Imuno-enzymatické metody jsou zalozeny na interakci mezi antigenem a protilatkou
In vitro. Mezi jejich pfednosti patii vysoka specifita interakce antigen — protilatka (protilat-
ka vaze jen ten antigen, ktery vyvolal jeji vznik) a vysoka citlivost nékterych imunometod.
Heterogenni enzymova imunoanalyza neboli ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay) je metoda pouzivajici enzymy jako znacky. Kvantifikace predstavuje méteni zmény
absorbance (popi. fluorescence, chemiluminiscence) reakéniho roztoku, kterou zpusobil
vznikly produkt enzymové reakce. Nejcastéji se pouzivaji peroxidazy a alkalické fosfatazy
(Kas a kol., 2005). Koncentrace produktu je tmérna koncentraci antigenu nebo protilatky

ve vzorku.

Existuje mnoho komerc¢nich sad pro stanoveni histaminu. Reakce je napiiklad zalozena na
oxidaci histaminu rekombinantni histamin-dehydrogenazou. Barevna zména je detekovana
pti 450 nm (Hungerford a kol., 2011). Pro stanoveni histaminu byla pouzita ptima kompe-
titivni ELISA (Marcobal a kol., 2005, Hungerford a kol., 2011). Pro zastaveni enzymové
reakce se pouzilo 0,5 M HCI a detekce byla provedena pomoci absorbance pfi vinové délce
450 nm (Marcobal a kol., 2005).
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4 ROD LACTOBACILLUS

4.1 Charakteristika rodu Lactobacillus

Rod Lactobacillus je pomérné riznorody a sklada se z nékolika riznych druht (vice nez
80) s malymi shodnostmi. Spole¢nym taxonomickym znakem je jejich tyCinkovity tvar
(Obrazek 4) a jejich schopnost produkovat kyselinu mlé¢nou. Z tohoto duvodu se fadi se
bakterie mlééného kvaSeni (Hutkins, 2006; Robinson a kol., 2000). Laktobacily neprodu-
kuji katalazu, ktera katalyzuje rozklad peroxidu vodiku (Klaban, 2005).

Obrazek 4: Lactobacillus plantarum
(REM galerie).
4.2 Taxonomické zaiazeni rodu Lactobacillus

Taxonomicky se rod Lactobacillus fadi do domény Bacteria, kmene Firmicutes, ttidy Ba-

cilli, fadu Lactobacillales a ¢eledi Lactobacillaceae (Felis a Dellaglio, 2007).

Na obrazku 5 jsou uvedeny né€které druhy z tohoto druhu, které jsou fylogeneticky uspota-

dany na zaklad¢ sekvenc¢ni analyzy (Hutkins, 2006).
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Lactobacillus aviarius
_|:[ Lactobacillus salivarius subsp. salivarius
Lactobacillus salivarius subsp. salicinius

Lactobacillus ruminis
Lactobacillus agilis
Lactobacillus mali
Lactobacillus animalis
Lactobacillus murinus

Lactobacillus perolens

Lactobacillus sakei
Lactobacillus bifermentans
Lactobacillus coryniformis

Lactobacillus durianis
Lactobacillus manihotivorans

Lactobacillus rhamnosus

' Lactobacillus zeae
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
Lactobacillus casei subsp. casei

‘ I Lactobacillus sharpeae

Lactobacillus pantheris

Lactobacillus kunkeei
Lactobacillus brevis
Lactobacillus ferintoshensis

Lactobacillus kefiri
7 Cactobacils higarail
us hilgardi
Lactobacillus vermiforme

Lactobacillus fructivorans
t Lactobacillus lindneri
Lactobacillus sanfranciscensis

Lactobacillus versmoldensis
Lactobacillus farciminis

Lactobacillus mindensis
Lactobacillus alimentarius
Lactobacillus kimchii
Lactobacillus paralimentarius

[ Lactobacillus arizonensis
\———— Lactobacillus plantarum

Lactobacillus reuteri
_|___: Lactobacillus pontis

Lactobacillus frumenti

Lactobacillus mucosae
E Lactobacillus fermentum
Lactobacillus thermotolerans

Lactobacillus amylophilus
Lactobacillus acetotolerans

-

Lactobacillus amylolyticus
Lactobacillus gallinarum
Lactobacillus helveticus

Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus amylovorus
Lactobacillus crispatus

[— Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis

L= Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
— Lactobacillus psittaci

L

‘—————— Lactobacillus jensenii
[— Lactobacillus gasseri

— Lactobacillus johnsonii

Obrazek 5: Fylogeneze rodu Lactobacillus na zakladé¢ sekvenéni analyzy 16S rRNA

(Hutkins, 2006).
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4.3 Morfologie

Laktobacily jsou grampozitivni bakterie a netvofi spory. Buiiky jsou obvykle ty¢inkovitého
tvaru v rozmezi velikosti 0,5-1,2 X 1-10 um. Za urcitych rastovych podminek mohou vypa-

dat témét jako koky.

Existuji druhy, které maji tyCinky pomérn¢ kratké (1,5 um), zatimco jiné maji vice nez
5 um na délku (n€které z nich az 10 um). Mohou mit $tihly, zakfiveny nebo ohnuty vzhled.
Kolonie na agarovych plotnach byvaji také variabilni. Nékteré kmeny produkuji velké kula-

té kolonie a n¢které produkuji malé nebo nepravidelné kolonie (Robinson a kol., 2000).

4.4 Fyziologické vlastnosti

Laktobacily jsou fakultativné anaerobni, rostou $patné v acrobnim prostiedi, ale jejich rust
je podpoten 5% obsahem oxidu uhli¢itého v prostiedi. Jsou auxotrofni a rostou nejlépe
v bohatém komplexnim prostiedi. Jejich optimalni teplota rastu je 30 - 40 °C, ale mohou
rast i v rozsahu 5 — 53 °C. Jsou také acidofilni s optimalnim rastem v pH 5,5 - 5,8, ale

obecné plati, ze mohou rist i pii pH <5 (Robinson a kol., 2000; Sedlac¢ek, 2007).

Laktobacily se podle metabolizmu déli do tii skupin uvedenych v tabulce 3. Jsou to obli-
gatné homofermentativni druhy, fakultativné heterofermentativni druhy a obligatné hetero-
fermentativni druhy (Robinson a kol., 2000; Hutkins, 2006).

Mezi homofermentativni laktobacily patii L. delbrueckii, L. leichmannii a L. acidophilus.
Piikladem heterofermentativnich laktobacild je L. fermentum, L. brevis, L. casei a L. buch-
neri. 1 kdyz vSechny produkuji kyselinu mlécnou jako hlavni kone¢ny produkt, 1isi se
v isomerni smési. Nékteré produkuji vyhradné L(+) kyselinu mlénou a mezi né patfi
L. salivarius a L. casei. Jiné, naptiklad L. delbrueckii subsp. bulgaricus a L. jensenii pro-
dukuji jen D(-) kyselinu mlécnou a L. acidophilus a L. helveticus produkuji smés L(+)
a D(-) kyseliny mlééné. Dalsim vyznamnym kritériem pro rozliSeni laktobacill je produkce
plynu ze zdroji uhliku, véetné glukdzy a glukonatu. Daéle je zde velka mira rozmanitosti ve
schopnosti riznych laktobacilti zkvaSovat pentézové cukry, véetné ribozy a xylozy (Robin-
son a kol., 2000). Homofermemtativni a heterofermentativni metabolismus bakterii rodu

Lactobacillus je uvedeny na obrazku 6.
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Tabulka 3: Skupiny laktobacili a jejich vlastnosti (Salminen a kol., 2004).

: . .. | skupinall - fakulta- | skupina Ill - obli-
skupina | - obligatné | ;| ¢ I
Vlastnost ., | tivné heterofermenta- | gatné heterofer-
homofermentativni ., .,
tivni mentativni
Fermentace pentoz - + +
Tvorba CO, z glukozy - - +
Tyorba CO, z gluko- i + +
natu
FDP aldolaza + + -
Fosfoketolaza - + +
L. acidophillus L. casei L. brevis
L. bulgarlgus subsp. L. curvatus L. buchneri
delbrueckii
L. helveticus L. plantarum L. fermentum
L. salivarius L. sake L. reuteri
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Obrazek 6: Metabolizmus bakterii Lactobacillus, (A) homofermentativni — glykoly-

za/EMP draha, (B) heterofermentativn — 6-fosfoglukonat/fosfoketolazova draha (Salmi-

nen a kol., 2004)
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45 Vyskyt

V piirod¢ se laktobacily vyskytuji na mnoha mistech. Vyjimkou jsou velmi extrémni pod-
minky. Nékteré druhy se bézn¢ vyskytuji na rostlinach a v rostlinnych materialech, dale pak
v mléénych a masnych vyrobcich, v dzusu, kvasenych napojich a v obilnych vyrobcich.
Jejich pritomnost ve zvifecim a lidském gastrointestinalniho traktu (stejné jako v zaludku,
ustech a pochve) vedla k navrhu, ktery ziskal zna¢nou védeckou podporu, ze tyto bakterie
maji Sirokou "probiotickou aktivitu”. V potravinach se podileji na mnoha dulezitych fer-
mentacich, ale také Casto i na kazeni fermentovanych a nefermentovanych potravin (Hut-

kins, 2006; Robinson a kol., 2000; Gorner a Valik, 2004).

4.6 Vyznam a vyuZiti v potravinarstvi

Vzhledem k rozmanitosti metabolickych vlastnosti vykazovanych zastupci rodu Lactoba-
cillus, tyto bakterie ve fermentovanych vyrobcich pfispivaji k jejich konzervaci a chuti.
Laktobacily jsou pfidavany zamérné jako starterové kultury, nebo se podileji na fermentaci
v disledku jejich pfirozené piitomnosti ve vychozich substratech. Rada mléénych vyrobki
se vyrabi za pouziti laktobacild a to bud’ samostatné, nebo v kombinaci s dalSimi bakterie-
mi mlécného kvaseni. L. acidophilus se naptiklad pouziva pii vyrobé acidofilniho mléka.
L. delbrueckii subsp. bulgaricus v kombinaci se Streptococcus thermophilus se pouziva
k vyrobé jogurtu a rovnovaha mezi témito dvéma mikroorganizmy mohou mit vliv na kva-

litu vyrobku (Robinson a kol., 2000; Silhankova, 2008).

U zeleniny se laktobacily vyuzivaji pro vyrobu kysanych okurek, oliv a zeli. Zastupci rodu
Lactobacillus jsou piirodnimi kontaminanty vyskytujici se na zeleniny a zaujimaji své mis-
to v procesu kvaSeni zeleniny, jakoz i fada dalSich mikroorganizmi (Robinson a kol.,
2000).

Laktobacily hraji zasadni roli také pii peceni chleba a v téchto produktech byla identifiko-
vana fada specifickych kmenii. Mezi typické druhy laktobacilii uvedené v kynutém pecivu
patii L. acidophilus, L. farciminis, L. delbrueckii subsp. delbrueckii, L. casei, L. plantarum,
L. rhamnosus, L. brevis, L. sanfranciesco a L. fermentum. Pivodni laktobacily jsou schop-
ny do zna¢né miry pfekonat jinou zneciStujici mikrofléru. Béhem procesu fermentace se

kyselina mlécna hromadi na uroven blizici se 1 % s produkci malého mnozstvi kyseliny
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octové. Podet bakterii mlé¢ného kvaseni mize dosahnout az 10° CFU/g (Robinson a kol.,
2000).

4.7 Lactobacillus curvatus

Lactobacillus curvatus je fakultativné heterofermentativni bakterie mlééného kvaseni, kte-
ra se obycejné vyskytuje v masnych vyrobcich. Roste i pfi nizkych teplotach bliZici se bodu
mrazu (Gorner a Valik, 2004). Piedstavuje jednu z hlavnich populaci spojenych s fermen-
tovanymi masnymi vyrobky, vakuov¢é balenym chlazenym masem a v mensi mife S rybami
a dribezimi vyrobky. Byl naptiklad izolovan ze zkazeného lososa uzeného studenym kou-
fem. L. curvatus se pouziva jako startovaci kultura pro Cerstvé a zpracované maso a ryby.
Tento druh fylogeneticky blizce souvisi s Lactobacillus sakei, Lactobacillus fuchuensis
a Lactobacillus graminis. Tyto druhy se také pievazné vyskytuji v masnych vyrobcich.
Lactobacillus curvatus tvoii bakteriocin, konkrétné curvacin A, curvacin 13 a curvacin
FS47 (Xiraphy a kol., 2006; Ahmadova a kol., 2013; Hebert a kol., 2011).

Lactobacillus curvatus subsp. curvatus ma bunky ve tvaru ty¢inek fazolovité zaktivenych
Se zaoblenymi konci a vyskytujicich se v parech nebo v kratkych fetizcich. Nékteré kmeny
jsou pohyblivé, ale ztraci svou pohyblivost pti subkultivaci. VéEtSina kmenti roste v rozmezi
od 4 do 40 °C. Pii 45 °C nebyl rist zaznamenan. Vét§ina kmeni produkuje kyselinu
z amygdalinu, celobidzy, sachardzy a trehaldzy. Nékolik kmeni produkuje kyselinu z lak-
tozy a salicinu. Naopak ji nevyrabi z arabindzy, glukonatu, inositolu, mannitolu, melezito-
zy, melibidzy, rafindzy, rhamnozy, sorbitolu a xylozy. Vétsina kmenti neroste v pritomnosti

10% NaCl a neprodukuje acetoin z glukézy (Torriani a kol., 1996).
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem této prace bylo zmapovani kinetiky produkce biogennich aminti kmenem Lactoba-
cillus curvatus subsp. curvatus 10127-9 v podminkach in vitro a v mléce v zavislosti na
vng&jSich podminkach:

» pH5;6a7

» pridavek NaCl v koncentracich 0; 1 a 2 % (w/v)

» pridavek laktozy v koncentracich 0,00; 0,25; 0,50 a 1,00 % (w/v)

» teplota kultivace 37 a 10 °C

Dale vliv vné&jSich podminek na ristové chovani bakterii Lactobacillus curvatus subsp.
curvatus 10127-9 a zménu pH v pribéhu kultivace. Produkce biogennich amini byla sta-

novena pomoci RP-HPLC s UV/VIS detekci po derivatizaci danzylchloridem.
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6 MATERIAL A METODIKA

6.1 Pouzita kultura a jeji pomnoZeni

Vliv vnéjsich podminek na dekarboxylazovou aktivitu byl sledovan u kmene Lactobacillus
curvatus subsp. curvatus 10127-9. Tento kmen byl izolovan z vyroby syrt (holanského
typu) a byl ziskan z Vyzkumného ustavu mlékarenského, pobocky v Taboie (sbirka Lak-

toflora).

6.2 Kultiva¢ni média a roztoky

Veskeré pouzité chemikalie pro ptipravu byly od spolecnosti Sigma-Aldrich, Merck

a Lach-Ner.

6.2.1 MRS agar

Ptipravend piida byla sterilovana v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut a poté rozlita do
Petriho misek. Nasledné byla pouzita k rozizolovéani kultury a pro stanoveni celkového

poctu mikroorganizmii (CPM) v mléku.

Slozeni kultivaéniho média MRS agar je uvedené v tabulce 4.

Tabulka 4: Slozeni kultivaéniho média MRS agar.

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

6.2.2 MRS bujén s aminokyselinami

Ptipraveny bujon na pomnoZovani testovaného kmene byl rozlit po 7 ml do zkumavek a po

uzavieni sterilovan v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

Slozeni kultiva¢niho média MRS bujonu s aminokyselinami (AMK) je uvedené v tabulce

5.
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Tabulka 5: Slozeni kultivaéniho média MRS bujon s 0,3 % AMK.

Slozka Mnozstvi [g/1]
MRS Broth 52,2
Tyrozin 3,0
Lyzin 3,0
Arginin 3,0
Ornitin 3,0

6.2.3 Modifikovany bujéon MRS

Dekarboxylazova aktivita byla u Lactobacillus curvatus subsp. curvatus 10127-9 zjistova-
na pomoci kultivace v modifikovaném bujonu MRS, ktery obsahoval 4 aminokyseliny (ty-
rozin, lyzin, arginin a ornitin) jako prekurzory pfislusnych biogennich amint. Tyto amino-
kyseliny byly ptidany v koncentraci 0,3 % (w/v). Slozeni pouzitého MRS bujonu je uvede-

no v tabulce 6. Nasledné bylo provedeno 36 kombinaci - pro experiment I. byl pfidan:
> NacCl (0,0; 1,0 a 2,0 % (w/v))
» laktoza (0,00; 0,25; 0,50 a 1,00 % (w/v))
» HCI, NaOH pro upravu pH (5,0; 6,0a 7,0 + 0,2)

Pocet testovanych vzorki modifikovaného bujonu MRS byl 2016 a z toho 288 bylo vzorkt

kontrolnich (bez zaoCkovanych bakterii).

Pti Il. experimentu byl sledovan vliv vngjsich faktorti na produkci BA testovanym kmenem
v podminkach in vitro se zvysenym obsahem laktozy, ktera je analogicka s obsahem lakto-

zy v nezkvaSeném mléce. Zde byl ke kultivacnimu médiu pfidan:
» NaCl (0,0; 1,0 a 2,0 % (w/v))
> laktoza (4,80 % (w/v))
» HCI, NaOH pro tpravu pH (6,8 £ 0,2)

Pocet testovanych vzorki modifikovaného bujonu MRS byl 156 a z toho 12 bylo vzorkt

kontrolnich (bez zaoCkovanych bakterii).

Po upravé byl bujon rozpipetovan do zkumavek po 5 ml a sterilovan v autoklavu pfi

121 °C po dobu 15 minut a ulozen v chladnicce.
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Tabulka 6: SloZeni modifikovaného kultivaéniho média MRS.

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

6.2.4 Fyziologicky roztok

Fyziologicky roztok byl pfipraven pro fedéni zaockovaného mléka po kultivaci. Na ptipra-
vu byl pouzit chlorid sodny v mnozstvi 8,5 g/l. Takto ptipraveny roztok byl rozpipetovan
do zkumavek po 4,5 ml a nasledné po opatieni zatkou sterilovan v autoklavu pti 121 °C po

dobu 15 minut.

6.2.5 Miléko

Na piipravu 1000 ml mléka bylo potieba 50 g suseného odstiedéné mléka (Moravia Lacto
a.s., Jihlava). Do ptipraveného mléka byly pfidany v koncentraci 0,3 % (w/v) 4 aminokyse-
liny (tyrozin, lyzin, arginin, ornitin) jako prekurzory pfislusnych biogennich amint. Na-
sledné bylo pfipraveno 9 kombinaci média: byl pfidan chlorid sodny (0; 1 a2 % (w/v))
a upraveno pH (5,0; 6,0 a 7,0 £ 0,2). Dale bylo ptipraveno 32 vzorkd mléka a 32 vzorkt

mléka s piidavkem 0,3 % (w/v) aminokyselin (tyrozin, lyzin, arginin, ornitin).

Pocet testovanych vzorkt mléka byl 440 a z toho 12 bylo vzorkt kontrolnich (bez zaocko-

vanych bakterii).

Po tpravé bylo mléko rozpipetovano do zkumavek po 5 ml a sterilovano v autokladvu pfi

110 °C po dobu 10 minut a ulozeno v chladnicce.
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6.3 Teploty kultivace a odbérovy cas

Kultura z MRS agaru byla pfeockovana do 7 ml MRS bujonu s AMK a kultivovana
48 hodin pii 30 °C. Poté bylo pifeockovano 100 pl do 7 ml MRS bujonu s AMK a kultivo-
vana pii stejné teploté opét 48 hodin. Nasledné bylo pieockovano 250 ul do pottebného
mnozstvi zkumavek se 7 ml MRS bujonu s AMK. Po 24 hodinach kultivace byly 50 pl

takto ptipravené kultury zaoCkovany veskeré vzorky.

Vzorky se zaockovanym kmenem Lactobacillus curvatus subsp. curvatus 10127-9 byly
kultivovany pfi teplotach 37 £ 1 °C a 10 £ 1 °C. Pfi teploté 37 °C byly vzorky pro analyzy
odebirany po 2; 4; 6; 8; 10; 12; 24 a 48 hodinach a pii teploté 10 °C byly odebirany po 1; 2;
3; 6; 8; 10; 13 a 15 dnech kultivace.

6.4 Méreni optické hustoty, CPM a pH

Pro stanoveni bakterialni biomasy v bujonu bylo z kultivovanych zkumavek pii kazdém
odbéru odpipetovano 200 ul do piislusné jamky mikrotitracni desticky a byla zmétena op-
ticka hustota pii vinové délce 655 nm Vv pfistroji Benchmark. V ptipad¢ vzorkt mléka ne-
bylo vhodné pouziti optické hustoty pro tvorbu riistovych ktivek testovaného kmene, kvili
pritomnosti mnoha chromoforickych skupin a vysokému zékalu, proto byla pouzita plotno-

va metoda stanoveni CPM na Zivné ptidé MRS.

Po odstfedéni vzorkli a odpipetovani 750 ul na derivatizaci bylo v kazdém supernatantu

zmeteno pH.

6.5 Predderivatiza¢ni Gprava vzorki a derivatizace

MRS bujon po kultivaci testované bakterie byl zcentrifugovan pii 6000 ot./min po dobu
15 minut. Ziskany supernatant byl odpipetovan po 750 ul do eppendorfkovych zkumavek,
zakonzervovan a extrahovan V poméru 1:1 (v/v) kyselinou chloristou (¢ = 1,2 mol/l,

Merck) a ulozen v mrazicim zatizeni pii teplotach pod -18 °C.

Derivatizace upravenych vzorki byla provedena dle navodu dostupného v laboratofi Usta-

vu technologie potravin:

K upravenym vzorkim bylo pfidano 100 pl 1,7-heptadiaminu (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) v koncentraci 500 mg/1 jako interniho standardu. Z této smési byl odpipetovan 1 ml
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do derivatiza¢ni nadobky. Do vzorkt v derivatiza¢nich nadobkach bylo ptidano 1,5 ml uh-
licitanového pufru s pH 11,0 — 11,1 a 2 ml Cerstvé piipraveného roztoku danzylchloridu
o0 koncentraci 5 g/l v acetonu (Merck). Derivatiza¢ni nadobky byly dobie uzavieny a dany
tiepat 20 hodin v temnu. Nasledné bylo do kazdého vzorku pfidano 200 pl roztoku prolinu
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) ¢imz se zastavila derivatiza¢ni reakce. Smés s prolinem
se tfepala dal$i hodinu. Danzylderivaty byly extrahovany ru¢nim vytfepanim (3 minuty) do
3 ml heptanu (Sigma-Aldrich). Poté byl z derivatiza¢nich nadobek do vialek odpipetovan
1 ml heptanové vrstvy a odpaten do sucha pfi teploté 60 = 2 °C pod proudem dusiku. Su-
chy odparek byl ztedén 1,5 ml acetonitrilu (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) a vzorky se

uchovavaly do doby analyzy v mrazicim zatizeni pfi teplotach pod -18 °C.

6.6 Vlastni chromatografické stanoveni

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

nou Vv tabulce 7.

Tabulka 7: Gradientovy eluéni 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

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

nu, fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu, tyraminu, spermidinu a sperminu.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

Pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie na reverznich fazich byla stanovena pro-
dukce biogennich amint (tryptaminu, fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu,
tyraminu, spermidinu a sperminu) kmenem Lactobacillus curvatus subsp. curvatus 10127-
9. Tvorba BA byla sledovana pii rizném slozeni modifikovaného kultiva¢niho média ob-
sahujiciho 0,3 % (w/v) ornitinu, argininu, tyrozinu a lyzinu. Produkce BA byla sledovana
in vitro za pusobeni téchto vnéjsich faktort: pH 5,0; 6,0 a 7,0 = 0,2, koncentrace NaCl
0,0; 1,0; 2,0 % (wl/v), koncentrace laktozy 0,00; 0,25; 0,50; 1,00 % (w/v). Dale bylo pouzi-
to médium s vys$§im obsahem laktozy (4,8 % (w/v)) a pH 6,8, které je analogické
s obsahem laktézy v nezkvaseném mléce. Byla méfena i zména pH a hodnoty optické hus-

toty.

Tento kmen byl rovnéZz testovan i vmléce za pisobeni téchto vnéjSich faktort:
pH 5,0; 6,0 a 7,0 + 0,2 a koncentrace NaCl 0,0; 1,0; 2,0 % (w/v). Byla sledovana produkce
vyse uvedenych biogennich amini, zména pH a celkovy pocet mikroorganizmi (CPM).

Tyto faktory byly sledovany v obou piipadech pfi teplotach 37 a 10 °C.

Testovany byly vSechny kombinace uvedenych faktorti ve tfech opakovanich. Ziskané hod-

noty produkce biogennich aminll byly zprimérovany a vyhodnoceny ve formé grafi.

7.1 Produkce biogennich amini v podminkach in vitro

Dekarboxylazova aktivita sledovaného kmene Lactobacillus curvatus subsp. curvatus
10127-9 nebyla ptili§ vyrazna. Testovany kmen produkoval pouze tyramin za vsech sledo-
vanych podminek a dale spermin, ktery mél spiSe kolisavou produkci. Ostatni BA nebyly

detekovany nebo se vyskytovaly v minimalnich mnozstvich.

7.1.1 Produkce tyraminu pri kultivacni teploté 37 °C

Vliv pH
Na produkci tyraminu u Lactobacillus curvatus subsp. curvatus nemélo pH vyznamnéjsi

vliv. Vice tyraminu (7,81 + 0,66 mg/l) bylo detekovano po 48 hodinach kultivace v médiu

.....

v médiu s inicia¢nim pH 7,0 + 0,2 a nejméné pak s pH 5,0 £ 0,2 (5,69 + 1,06 mg/l), jak je

patrné z obrazku 7.
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Obrazek 7: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus curvatus subsp. curva-
tus 10127-9 in vitro pii 37 °C bez ptidavku laktozy a NaCl.

Vliv NaCl

Bez piidavku laktozy byla nejvyssi produkce tyraminu (7,81 + 0,66 mg/l) pfi iniciaénim pH
6,0 £ 0,2 za podminek bez ptidavku NaCl. ZvySeny obsah NaCl mél ¢aste¢né od 10. hodi-
ny kultivace inhibi¢ni G¢inek, jak je patrné na obrazku 8. Podobna kinetika produkce byla
i pfi inicianim pH 7,0 + 0,2. Obrazek 9 ukazuje vyvoj produkce pii iniciaénim
pH 5,0 £ 0,2, kde od 6. hodiny kultivace produkce tyraminu uz vyrazné nestoupala a nej-
vyssi detekované mnozstvi tyraminu (5,94 + 0,62 mg/1) po 48 hodinach kultivace bylo sta-

noveno Vv supernatantu po kultivaci pii koncentraci 1 % NaCl (w/v) v ristovém prostiedi.
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Obrazek 8: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus curvatus subsp. curva-
tus 10127-9 in vitro pii 37 °C bez ptidavku laktozy a pH 6.

HO0%NaCl ®1%NaCl 2% Nacl

Tyramin [mg/1]
w

2 4 6 8 10 12 24 48
t [hod]

Obrazek 9: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus curvatus subsp. curva-
tus 10127-9 in vitro pti 37 °C bez piidavku laktézy a pH 5.

Vliv laktozy

Piidavek laktozy mél na produkci TYR Vv ramci testovanych faktort vyznamnéjsi vliv. Bé-
hem kultivace pti vyssi teploté (37 °C) byla nejvyssi produkce tyraminu (9,18 + 0,77 mg/l)
po 48 hodinach kultivace u pH 7,0 + 0,2 za podminek s ptidavkem 0,50 % (w/v) laktozy
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(Obrazek 10). V piipadé pH 6,0 + 0,2 bylo v kultivaénim médiu stanoveno nejvice tyrami-
nu od 12. do 48 hodiny kultivace (az 7,81 + 0,66 mg/l) bez pridavku laktézy (Obrazek 11)
a pfi iniciaénim pH 5,0 £ 0,2 byla od 6. do 24. hodiny kultivace produkce tyraminu vyssi
v médiu bez ptidavku laktézy a po 48 hodinach byla produkce pfiblizné¢ stejnd jako
s pridavkem 1,00 % (w/v) laktozy (5,75 = 0,45 mg/l).

B 0,00% laktézy ®0,25% laktozy #0,50% laktozy 1,00 % laktozy

Tyramin [mg/I]
O L N W B U NN 0 Wo

2 4 6 8 10 12 24 48
t [hod]

Obrazek 10: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-
vatus 10127-9 in vitro pfi 37 °C bez piidavku NaCl a pH 7.

H0,00% laktozy ®0,25% laktézy W 0,50% laktézy ® 1,00 % laktozy

Tyramin [mg/I]
N w i~y w )] ~l co

[y

o

2 4 6 8 10 12 24 48
t [hod]

Obrazek 11: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-
vatus 10127-9 in vitro pii 37 °C bez ptidavku NaCl a pH 6.
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Produkce tyraminu byla ovlivnéna ptidavkem zkvasitelného cukru (laktozy) a to pomérné
vyraznym zpusobem. Ziejmy narust produkce je zvlasté¢ viditelny pii ptidavku laktozy
v koncentraci, kterd je analogicka s teoretickym obsahem laktozy v mléce (4,80 % wiv).

V tomto ptipad¢ byla produkce az 52,28 + 0,18 mg/I, jak je patrné z obrazku 12.

M0% NaCl ®1% NaCl 2% NacCl

u =]
[ (=]
1

I
o

Tyramin [mg/1]
(%] w
[aw] o]

s
a=}

an]

t [hod]

Obrazek 12: Vliv koncentrace NaCl na produkci tyraminu kmenem Lactobacillus curvatus
subsp. curvatus 10127-9 pii pH 6,8 s piidavkem 4,80 % (w/v) laktozy — 37 °C

Vliv kombinace faktoru

Nejvyraznéjsi dekarboxylazova aktivita kmene Lactobacillus curvatus subsp. curvatus
0,25 % (w/v) laktozy a 2,0 % (w/v) NaCl. Za poslednich 24 hodin kultivace se mnozstvi
vyprodukovano tyraminu zvedlo dvojnasobné az na 10,05 £+ 0,39 mg/l (Obrazek 13). Ob-
dobna kinetika produkce tyraminu byla pii stejné kombinaci faktord pii inicia¢nim

pH 6,0 £ 0,2. V tomto piipad¢ se za poslednich 24 hodin kultivace zvedlo jiZ jen o tfetinu

byly pro zvySenou produkci tyraminu od 10. hodiny kultivace vhodnéjsi prostiedi bez pii-
tomnosti NaCl a bylo detekovano mnozstvi 9,18 + 0,77 mg/l (Obrazek 14). Pti zadné jiné

kombinaci faktorti nebylo detekované mnozstvi vyssi nez 8 mg/1.
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Obrazek 13: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-
vatus 10127-9 in vitro pii 37 °C, 0,25 % (w/v) obsahu laktozy a pH 5.
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Obrazek 14: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-
vatus 10127-9 in vitro pii 37 °C, 0,50 % (w/v) obsahu laktozy a pH 7.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

7.1.2 Produkce sperminu p¥i kultivaéni teploté 37 °C

Kmen Lactobacillus curvatus subsp. curvatus 10127-9 produkoval kromé¢ jiz zminéného
tyraminu také spermin. Produkce sperminu byla po celou dobu kultivace kolisava. Nejvyssi

mnozstvi sperminu (19,72 + 1,77 mg/l) bylo stanoveno piekvapivé v kultivaénim médiu

.....

beni riznych faktord je uvedeno v tabulce 8.

Tabulka 8: Maximalni detekované mnozstvi sperminu pii 37 °C.

lakt6za/NaCl pH 5 pH 6 pH 7
[% (WV)] spermin [mg/I]

0,00/0 1,62 £0,29 11,94 £ 1,54 19,72 + 1,77
0,00/1 *ND 7,72+0,61 11,33 £0,33
0,00/2 4,20 £+ 0,06 10,46+ 0,62 13,97 + 1,24
0,25/0 *ND 8,49 £ 0,34 6,97 + 0,47
0,25/1 *ND 6,56 + 0,40 4,45 + 0,15
0,25/2 6,95+ 0,50 11,83 + 0,64 5,71+ 0,66
0,50/0 *ND 14,02 + 0,54 8,23+ 0,70
0,50/1 *ND 6,02 £ 0,01 1,71 £ 0,57
0,50/2 2,61+0,93 5,84+0,78 *ND
1,00/0 *ND 8,79 £ 0,50 10,03 £ 1,13
1,00/1 5,20+ 0,22 5,56 + 1,03 11,81 +1,37
1,00/2 7,83+ 1,05 11,18 £ 0,74 10,20+ 0,73

*ND — nebyl detekovan

7.1.3 Méreni naristu bunék pfri teploté 37 °C

Meéfenim optické hustoty bakteridlni suspenze byl sledovan rist testovaného kmene
Vv zavislosti na vybranych faktorech prostiedi. V pribéhu kultivace byl zaznamenan po-
stupny narast bakterialni biomasy. Ze tii testovanych hodnot pH bylo nejvysSich hodnot
dosazeno pfi inicia¢nim pH 5,0 £ 0,2 v kultivaénim médiu s ptidavkem 1,00 % (w/v) lak-

tozy a 1,0 % (w/v) NaCl, kde bylo dosazeno hodnoty 3,76. Nejmensi hodnota optické hus-

.......

i laktozy (Obréazek 15).

Na obrazcich 15 — 17 je zfejmé, ze v kultivaénim médiu pii pH 6,0 + 0,2 bylo docileno

nejvyssiho nartastu bunék bez obsahu NaCl v prostiedi s ptidavkem 1,00 % (w/v) laktdzy.
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Ve vzorcich, které obsahovaly 1,0 % (w/v) NaCl, byl nejvyssi nartst bun€k patrny jiz pii
snizené koncentraci laktozy 0,50 % (w/v) a pii piidavku 2,0 % (w/v) NaCl byl nartst nej-
vyssi ve vzorcich bez laktozy. Z téchto hodnot vyplyva, Ze rozvoj testovaného kmene byl
ovlivnén koncentraci soli a laktézy v ristovém prostiedi. V prostiedi s vyssi koncentraci
laktozy byl jeho rast podpoien v kombinaci s nizsi koncentraci soli a naopak V prostiedi
s vyssi koncentraci soli byl rist podpofen v kombinaci s niz$i koncentraci laktozy. Tato
kombinace koncentraci osmoaktivnich latek se zda byt vyhodna pro rist Lactobacillus cur-

vatus subsp. curvatus 10127-9.
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Obrazek 15: Vliv piidavku laktdzy na rust Lactobacillus curvatus subsp. curvatus 10127-9

in vitro pii 37 °C, pH 6.
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Obrazek 16: Vliv piidavku laktozy a 1 % (w/v) NaCl na rust Lactobacillus curvatus subsp.
curvatus 10127-9 in vitro pii 37 °C, pH 6.
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Obrazek 17: Vliv pridavku laktozy a 2 % (w/v) NaCl na rust Lactobacillus curvatus subsp.
curvatus 10127-9 in vitro pii 37 °C, pH 6.

7.1.4 Stanoveni pH kultiva¢niho média po kultivaci p¥i 37 °C

Dalsim sledovanym parametrem byly zmény pH kultiva¢nich médii po kultivaci testované-

ho kmene. Béhem kultivace doslo v disledku pomnozeni testovaného kmene pravdépo-
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dobné ke zvySeni produkce kyseliny mlé¢né a tim i ke zméné pH (Ptiloha I). V ptipadé
kultivacni teploty 37 °C dochazelo pouze k poklesu pH. S rostouci koncentraci laktozy
dochazelo k vyssimu poklesu pH. Vyraznéjsi pokles byl pravdépodobné zptisoben zvyse-
nou produkei kyseliny mlééné diky vyS$Simu mnozstvi piitomnych zkvasitelnych sacharidi.
Nejvyssi zména tedy nastala pii 1,00 % (w/v) koncentraci laktdzy. Koncentrace soli taktéz
ovlivnila vyvoj pH, pfi jiz zminéném 1,00 % (w/v) pridavku laktézy pii pH 7,0 £ 0,2 byl
nejvetsi pokles zaznamenan u vzorkli bez piidavku soli, coz naznacuje, Ze v prostredi

s ptidavkem NaCl byl ¢astecné inhibovan rast bakterii a fermentace laktozy.

7.1.5 Produkce tyraminu p¥i kultiva¢ni teploté 10 °C

Vliv pH

Pfi 10 °C meélo pH na produkci tyraminu vyraznéjsi vliv. Vyssi produkce tyraminu byla
detekovana po 15 dnech kultivace pii iniciatnim pH 5,0 + 0,2, kdy bylo vyprodukovano
16,13 + 1,83 mg/l tyraminu. Pfi inicia¢nim pH 6,0 + 0,2 bylo dosazeno o néco malo nizsi
produkce 15,14 + 1,38 mg/l. Testovany kmen nejméné produkoval tyramin pfi iniciaénim
pH 7,0 £ 0,2, kdy toto mnozstvi od 6. dne do 15. dne kultivace vyrazné nestouplo (Obrazek
18).

HpHS MpH6 MpH7

[ S T T S Sy )
o N B OO
1

Tyramin [mg/1]

o N B O ®

Obrazek 18: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-
vatus 10127-9 in vitro pii 10 °C bez piidavku laktozy a NaCl.
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Vliv soli

Bez piidavku laktdzy byla nejvyssi produkce tyraminu (16,13 + 1,83 mg/l) pfi inicia¢nim
pH 5,0 £+ 0,2 za podminek bez pfidavku NaCl. Do 13. dne kultivace byl ptevazujici obsah
tyraminu ve vzorcich s ptidavkem 2,0 % (w/v) NacCl, ale v poslednich 2 dnech kultivace se
obsah tyraminu vyrazné zvysil v médiu bez piidavku NaCl (Pfiloha Ill). Obrazek 19 ukazu-
je vyvoj produkce tyraminu pii iniciatnim pH 6,0 + 0,2, kde je ziejmé, ze vliv piidavku
NaCl prakticky nemél vyznamny vliv na tvorbu tyraminu. Pii pH 7,0 £ 0,2 mnozZstvi tyra-
minu v médiu bez ptidavku NaCl postupné vzristalo do 10. dne kultivace a nasledné se
toto mnozstvi uz vyrazngji neménilo do 15. dne Kkultivace. V médiu s pfidavkem
1,0 % (w/v) NaCl mnozstvi konstantn¢ vzrastalo az do 15. dne kultivace, kdy bylo stano-
veno 12,47 +0,03 mg/l. Obdobné¢ tomu bylo i u kultivatniho média s pridavkem
2,0 % (w/v) NaCl, avsak s 0 néco nizsi produkci a kone¢nym mnozstvim vyprodukovaného

tyraminu 10,35 + 0,09 mg/I.

HMO0%NaCl ®1%NaCl 2% NacCl

I T = S =
o N OB O

Tyramin [mg/1]

o N B OO ®

Obrazek 19: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-
vatus 10127-9 in vitro pii 10 °C bez obsahu laktozy a pH 6.
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HMO0%NaCl ®1%NaCl 2% NacCl

Tyramin [mg/l]

Obrazek 20: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-
vatus 10127-9 in vitro pii 10 °C bez obsahu laktozy a pH 7.

Vliv laktézy

V supernatantu ziskaném po kultivaci testovaného kmene pii nizsi teploté 10 °C byla sta-
novena nejvyssi produkce tyraminu pfi inicia¢nim pH 5,0 + 0,2 za podminek, kdy nebyla
do kultiva¢niho prostiedi ptidana laktoza (16,13 £ 1,83 mg/l) a nejniz$i mnozstvi tyraminu
(5,76 = 0,18 mg/l) bylo detekovano pfi iniciacnim pH 5,0 + 0,2 s pfidavkem 0,25 % (w/v)
laktozy po 15 dnech kultivace (Obrazek 21). Pti pH 6,0 + 0,2 mélo na produkci tyraminu
od 6. dne kultivace vyrazné&jsi vliv prostiedi bez piidavku laktozy (15,14 + 1,38 mg/l)
a Vv poslednim odbérovém ¢ase mél vyrazny vliv i piidavek 0,25 % (w/v) laktozy
(13,91 + 0,88 mg/l) (Obrazek 22). Jako v piedeslych dvou piipadech, tak i pfi inicia¢nim
pH 7,0 £ 0,2 byla nejvyssi produkce zaznamenana v kultivatnim médiu bez ptidavku lak-
tozy (Ptiloha Ill). Nartst produkce tyraminu pii pfidavku laktozy v koncentraci, ktera je
analogicka s teoretickym obsahem laktozy v mléce (4,8 % w/v), se piili§ nelisil od piidav-

ku 1,00 % (w/v) laktézy v kultivaénim médiu. Nejvyssi produkce byla 8,82 + 0,28 mg/I.
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Obrazek 21: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-
vatus 10127-9 in vitro pfi 10 °C bez piidavku NaCl a pH 5.
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Obrazek 22: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-
vatus 10127-9 in vitro pii 10 °C bez ptidavku NaCl a pH 6.

Vliv kombinace faktoru

Nejvyraznéjsi dekarboxylazova aktivita kmene Lactobacillus curvatus subsp. curvatus

.....

tozy a NaCl v médiu (Obrazek 21). Vyznamna Kinetika produkce tyraminu byla i pfi inici-
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aénim pH 6,0 £ 0,2 a to v prostedi s 0,25 az 1,00 % (w/v) laktozy. Vyrazné&jsi produkce
byla zaznamenana od 6. dne kultivace a maximalni po 15. dni, kdy pii nizs$i koncentraci
laktozy bylo detekovano vice tyraminu (13,91 + 0,88 mg/l) v kultivaénim médiu bez pii-
davku NaCl (Obrazek 23) a naopak pii vyssi koncentraci laktdzy v prostredi bylo stanove-
no vy$si mnozstvi tyraminu (12,89 — 13,19 mg/l) v kultivaénim médiu s piidavkem NaCl

(Obrazek 24).

HMO0%NaCl ®1%NaCl 2% NacCl

Tyramin [mg/I]

Obrazek 23: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 in vitro pii 10 °C s piidavkem 0,25 % (w/v) laktozy a pH 6.

HM0%NaCl ®1%NaCl 2% Nacl

Tyramin [mg/I]

Obrazek 24: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-
vatus 10127-9 in vitro pii 10 °C s piidavkem 1,00 % (w/v) laktozy a pH 6.
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7.1.6 Produkce sperminu p¥i kultivaéni teploté 10 °C

Produkce sperminu byla pii kultivacni teploté 10 = 1 °C rovnéz po celou dobu kultivace

kolisava. Nejvy$si mnozstvi sperminu (55,69 + 4,62 mg/l) bylo stanoveno v kultivaénim

.....

mnozstvi V zavislosti na riznych faktorech je uvedeno v tabulce 9.

Tabulka 9: Maximalni detekované mnozstvi sperminu pii 10 °C.

lakt6za/NaCl pHS pH 6 pH7
[%0 (W/V)] spermin [mg/I]
0,00/0 55,69 + 4,62 37,33+2,90 38,43 £ 0,09
0,00/1 31,67 +1,12 35,18 £2,49 30,56 + 0,22
0,00/2 36,81 + 3,62 29,79 £ 0,50 12,68 + 0,14
0,25/0 1,69+0,23 49,04 £ 4,84 34,96 + 3,03
0,25/1 7,09+ 0,49 7,20+ 0,74 23,08 +£2,11
0,25/2 14,03+ 0,90 4,61 +0,26 23,95+ 1,32
0,50/0 3,72+ 0,01 10,27 £ 0,02 39,06 + 2,64
0,50/1 3,25+0,19 3,61+0,40 31,24 +2.26
0,50/2 *ND *ND 22,06 +£ 0,97
1,00/0 6,39 £ 0,27 7,73 £0,38 50,20 £ 1,24
1,00/1 11,37+ 1,04 2,94+ 0,03 35,34 +£ 3,64
1,00/2 8,91+0,19 10,31 £ 0,49 36,39 + 3,30

*ND — nebyl detekovan

7.1.7 Méfeni naristu bunék béhem kultivaci pri 10 °C

V pribéhu kultivace byl zaznamenan postupny nariist bakteridlni biomasy. Ze tii testova-
nych hodnot pH bylo nejvyssSich hodnot dosazeno pfi iniciaénim pH 6,0 + 0,2 v kultivac-
nim médiu s piidavkem 0,50 % (w/v) laktozy a 1,0 % (w/v) NaCl po 8 dnech kultivace
a s pridavkem 1,00 % (w/v) laktozy a 1,0 % (w/v) NaCl po 15 dnech kultivace, kde bylo

dosazeno hodnot 3,364. Nejmensi hodnoty optické hustoty byly zaznamenany v médiu bez

.....

Na obrazcich 25 — 27 je zfejmé, Ze v kultivaénim médiu s ptidavkem 0,25 az 1,00 % (w/v)
laktozy a pH 6,0 + 0,2 doslo k maximalnimu nartstu bakteridlni biomasy do 6. az 8. dne

kultivace a nasledné uz nedochédzelo k narGstu a mnozstvi se spiSe snizovalo nebo mélo
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konstantni charakter. Vyjimkou bylo médium bez ptidavku laktézy, kdy byl zaznamenan

postupny nartst biomasy az k 15. dni kultivace.
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Obrazek 25: Vliv ptidavku laktozy na rist Lactobacillus curvatus subsp. curvatus 10127-9

in vitro pti 10 °C, pH 6.
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Obrazek 26: Vliv piidavku laktozy a 1 % (w/v) NaCl na rust Lactobacillus curvatus subsp.
curvatus 10127-9 in vitro pii 10 °C, pH 6.
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Obrazek 27: Vliv pfidavku laktozy a 2 % (w/v) NaCl na rast Lactobacillus curvatus subsp.
curvatus 10127-9 in vitro pii 10 °C, pH 6.

7.1.8 Stanoveni pH kultivaéniho média po kultivaci p¥i 10 °C
Nejvyssi pokles pH pfi kultivaéni teploté 10 °C byl u ptfidavku 1,00 % (w/v) laktozy

.....

). U koncentrace laktozy 0,50 % (w/v) byl pokles v praiméru o pH 0,5, zatimco pii koncen-
traci laktozy 0,25 % (w/v) se pH po 15 dnech kultivace mirn€ zvysilo primérné o pH 0,15,
coz by se dalo povazovat i za vykyv pH média. Ve vzorcich bez ptfitomnosti laktdézy nedo-

chézelo po celou dobu kultivace k zddné vyraznéjsi zméné pH.
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7.2 Produkce biogennich aminta v mléce

Z testovanych biogennich aminti byl v mléce stanoven pouze tyramin, ostatni BA byly za-

stoupeny minoritné nebo nebyly vibec detekovany.

7.2.1 Produkce biogennich aminii p¥i 37 °C

Vliv pH

Pfi iniciaénim pH 5,0 + 0,2 se produkce tyraminu do 10. hodiny kultivace pohybovala pod
hodnotou 1,5 mg/l a po 12. hodin¢ kultivace doslo k nartstu tyraminu, ktery dosahl maxi-
malni hodnoty (12,45 £+ 0,07 mg/l) po 24 hodinach kultivace. Nejniz$i produkce
(4,75 + 0,90 mg/l) byla pii pH 6,0 = 0,2 a pH 7,0 + 0,2, kdy se produkce tyraminu vyrazné

nezvySovala v priab¢hu celé kultivace, jak je patrné z obrazku 28.

HpHS EpHG6 MpH7

Tyramin [mg/1]

2 4 6 8 10 12 24 48
t [hod]

Obrazek 28: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 v mléce v zavislosti na pH pii 37 °C.

Vliv NaCl

.....

nu, coz se projevilo nizkou tvorbou (1,65 — 1,84 mg/l). Naproti tomu ve vzorcich bez pfi-
davku NaCl bylo vyprodukovano az 12,45 + 0,07 mg/l (Obrazek 29). Kmen Lactobacillus

curvatus subsp. curvatus 10127-9 tvofil tyramin do 12. hodiny kultivace v mnozstvi nepte-
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sahujici 2 mg/l a vy$§i mnozstvi tyraminu bylo vyprodukovano az po 24 hodinéach, kdy pfi

.....

loha 1V) a pfi iniciaénim pH 7,0 + 0,2 s pfidavkem 2 % (w/v) NaCl (Obrazek 30).

M0% NaCl ®1% NaCl 2% NacCl

Tyramin [mg/1]

2 4 6 8 10 12 24 48
t [hod]

Obrazek 29: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-
vatus 10127-9 v mléce v zavislosti na ptidavku NaCl pii 37 °C a pH 5.

HO0%NaCl ®1%NaCl 2% Nacl

Tyramin [mg/1]
w

t[hod]

Obrazek 30: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-
vatus 10127-9 v mléce v zavislosti na ptidavku NaCl pii 37 °C a pH 7.
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Vliv piidavku aminokyselin

Vyssi tvorba tyraminu byla podpofena ptidavkem 0,3 % (w/v) tyrozinu do mléka. V mléce
bez ptidavku aminokyseliny bylo stanoveno po 48 hodinach kultivace 4,87 + 0,22 mg/l
a mléce s tyrozinem 6,58 + 1,12 mg/l (Obrazek 31).

H mléko Hmléko+ AMK

[=a] =~
T

2 a4 6 8 10 12 24 48

t [hod]

Tyramin [mg/1]
N (8% = (2]

=
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Obrazek 31: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 v mléce v zavislosti na ptidavku aminokyselin pii 37 °C.

7.2.1.1 Stanoveni celkového poctu mikroorganizmit (CPM)

V ptipad¢ vzorkid mléka nebylo vhodné pouziti optické hustoty pro tvorbu ristovych kiivek
testovan¢ho kmene kviili pfitomnosti mnoha chromoforickych skupin a vysokému zékalu,
proto byla pouzita plotnova metoda stanoveni CPM na zivné pudé MRS. CPM byl stano-
ven pouze v neupraveném mléce, mléce s piidavkem 0,3 % (w/v) aminokyselin a mléce

s piidavkem 1,0 % (w/v) NaCl. Nejvyssi nartst bakterii byl zaznamenan ve vzorcich

v

7.2.1.2 Stanoveni pH kultivacniho média

V souvislosti s produkci biogennich aminti bylo méfeno i pH supernatantu (Pfiloha II). Ve

.....

Ve vSech vzorcich kleslo pH o 0,5. Naopak pfi iniciacnim pH 6,0 £+ 0,2 doslo u vzorkl

s pridavkem NaCl nejprve k poklesu pH a nasledn¢ po 12. hodinach kultivace k nartstu az
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na hodnoty pH 6,09 a 6,24. V dtsledku poklesu pH mohlo dojit k podpofe bakterialnich
dekarboxylaz a tim i zvySeni produkce zésaditych biogennich amind, coz vedlo
k opétovnému narustu pH. Pfi iniciaénim pH 7,0 + 0,2 vy$$i koncentrace NaCl zpiusobila

vyssi pokles pH média.

U vzorkii mléka obsahujici pfidané aminokyseliny byl zaznamenan pokles na pH 6,14
a nasledné narast pH na hodnotu 6,44 a u vzorki mléka bez ptidanych aminokyselin pH

postupn¢ klesalo az na 5,85.

7.2.2 Produkce biogennich amini p¥i 10 °C

Vliv pH

Pti 10 °C mélo pH na produkci tyraminu také vyznamny vliv. Vyssi produkce tyraminu

byla detekovana uz od 3. dne kultivace pfi iniciacnim pH 5,0 £ 0,2. Maximalni mnozstvi

a pH 7,0 £ 0,2 bylo dosaZzeno zhruba polovi¢ni mnozstvi (2,22 — 2,64 mg/l) (Obrazek 32).

HpHS MpH6 MpH7

Tyramin [mg/1]
w

Obrazek 32: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 v mléce v zavislosti na pH pii 10 °C.

Vliv NaCl

Pridavek chloridu sodného je dalsim faktorem, ktery ovlivnil produkci tyraminu v mléce.

Obrazky 33 — 35 ukazuji, Ze nejvyssi produkce tyraminu v mléce (5,13 + 0,42 mg/l) byla
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zaznamenana pii poc¢ateénim pH 5,0 = 0,2 v kultivaénim médiu bez ptidavku NaCl. Pti pH
6,0 = 0,2 bylo po 15 dnech kultivace stanoveno nejvice tyraminu (3,64 + 0,25 mg/l) pfi
aplikované koncentraci soli 2,0 % (w/v) a pii pH 7 zase u 1,0 % (w/v) soli
(3,43 £ 0,33 mg/l).

HM0% NaCl ®1% NaCl 2% NacCl

Tyramin [mg/1]
w

Obrazek 33: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 v mléce v zavislosti na ptidavku NaCl pii 10 °C a pH 5.

HMO0%NaCl ®1%NaCl 2% NacCl

1,5

Tyramin [mg/I]

[a=

L
]

o

Obrazek 34: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-
vatus 10127-9 v mléce v zavislosti na ptidavku NaCl pii 10 °C a pH 6.
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HMO0%NaCl ®1%NaCl 2% NacCl

Tyramin [mg/l]
N

Obrazek 35: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 v mléce v zavislosti na ptidavku NaCl pti 10 °C a pH 7.

Vliv pridavku aminokyselin

Vys§i tvorba tyraminu byla podpofena i1 ptidavkem 0,3 % (w/v) tyrozinu do mléka. V mlé-
ce bez ptidavku aminokyseliny bylo stanoveno po 15 dnech kultivace 1,33 + 0,08 mg/I
a mléce s tyrozinem 2,18 + 0,06 mg/1 (Ptiloha IV).

7.2.2.1 Stanoveni celkového poctu mikroorganizmii

Nejvyssi nartst bakterii pti 10 °C byl stanoven po 6 dnech kultivace ve vzorcich neuprave-
ného mléka, kdy v dal$ich dnech kultivace doSlo k mirnému poklesu po¢tu mikroorga-
nizmd. Niz$i narGst testovaného kmene byl pozorovan ve vzorcich mléka s piidavkem 0,3
% (w/v) aminokyselin a mléka s pfidavkem 1,0 % (w/v) NaCl, kdy ristové kiivky mély

velmi podobny charakter.

7.2.2.2 Stanoveni pH kultivacniho média

P#i méfeni nebyl stanoven zadny vzorek, ve kterém by doslo k naristu pH v prub&hu kulti-
vace. Nejvyssi pokles pH pii 10 °C byl u pocate¢niho pH 7,0 £ 0,2 a ptidavku soli
2,0 % (w/v), kdy pH kleslo az na 6,17 = 0,01. Nejnizs$i pokles byl u pocatecniho

pH 5,0 + 0,2, v tomto piipad¢ pH kleslo na 4,5. D4 se tedy fici, Ze se zvySujicim se poca-
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te¢nim pH byl pokles vyssi. Vliv NaCl na zménu pH byl taktéz patrny. S vySsim piidavkem
NaCl doslo k niz$imu poklesu pH.

7.3 Souhrnna diskuze

Vzniku biogennich aminil je v soucasné dobé vénovana nemala pozornost. Tyto nizkomo-
lekularni bazické dusikaté latky maji v organizmu ¢lovéka vyznamné fyziologické funkce,
napiiklad jako prekurzory hormoni nebo nukleovych kyselin. Avsak jejich vysoké mnoz-
stvi v potravinach vede k alimentarnim intoxikacim. Proto je jejich obsah sledovan a zaro-
venl je sledovana vhodnost pouziti kment starterovych a probiotickych mikroorganizmu

a jejich dekarboxylazova aktivita.

Tato prace byla zamétena na sledovani faktorti vnéjSiho prostiedi (riizné koncentrace lak-
tozy a NaCl, rozdilné pocate¢ni pH a teplota kultivace), které mohou ovlivitovat dekarbo-
xylazovou aktivitu kmene Lactobacillus curvatus subsp. curvatus 10127-9. Prace se sou-
stfedila na produkci biogennich amint v podminkach in vitro, kde byl sledovan vliv pii-
davku laktézy v koncentracich 0 — 1 % (w/v), chloridu sodného v koncentracich
0 -2 % (w/v), vliv pH a kultivaéni teploty. Dale byly tyto faktory (pfidavek 0 — 2 % (w/v)
NacCl, ptidavek 0,3 % AMK, pH a teplota) sledovany 1 v odstfedéném mléce.

Faktory a jejich trovné byly voleny tak, aby se pfiblizily podminkédm technologického pro-
cesu vyroby piirodnich syrt. Testovany kmen byl izolovan z vyroby syrti eidamského typu,
proto byl kultivovan pfi teploté 10 = 1 °C, kterd se vyuziva b&hem technologického proce-
su zrani pfirodnich syra (Buiikova a kol. 2010). Druhd kultivacni teplota byla zvolena tak,

aby odpovidala teploté gastrointestinalniho traktu ¢lovéka.

Produkce biogennich aminti je omezena dostupnymi aminokyselinami v prostiedi, proto
bylo kultiva¢ni médium obohaceno ptidavkem 0,3 % (w/v) aminokyselin (arginin, lyzin,

ornitin, tyrozin), které jsou prekurzory pro sledované biogenni aminy.

Jednim z nejvyznamnégjsich faktort ovlivitujicim dekarboxylazovou aktivitu je pH. Hodno-
ty pH byly méteny ve vSech odbérovych ¢asech a ménily se v disledku zkvasovani laktozy
a produkce biogennich amini v souvislosti naristu testovaného kmene. Snizovani pH mu-
ze podpotfit piitomnost sacharidli, v tomto ptipadé pouzitd laktoza. Existuji rizné ndzory na
produkci biogennich aminti v zavislosti na pH. Jednim z nich je fakt, Ze v kyselém prostie-

di se mikroorganizmy brani témto nevhodnym podminkam tim, Ze produkuji zasadité bio-
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genni aminy, aby docilily optimalniho pH (Spano, 2010). Naopak jiné studie dokazuji, ze
praveé nizké pH prostiedi zajistuje nizkou produkci biogennich amind (Bover-Cid a kol.,

2008).

V této praci bylo méteno pH v prabéhu kultivace a vysledky ukazuji, Ze dochéazelo prevaz-
né k poklesu pH. Nejvyraznéjsi vliv pH byl zjistén v pfipadé produkce tyraminu, kdy nej-
a to jak in vitro, tak u mléka. Vyjimkou byla kultivce pti 37 °C v podminkach in vitro, kdy
vys$ich hodnot bylo dosazeno pti pH 6 a 7. Morreno-Aribas a kol. (1999) ve své studii
uvadi, ze optimalni dekarboxylazova aktivita u Lactobacillus brevis je pii pH 5,0. Zabyvali
se vlivem pH vrozmezi 2,0 az 9,0 pii konstantni koncentraci substratu. Tyrozin-

dekarboxylaza byla aktivni v rozmezi pH 3,0 az 7,0 s optimalnim pH 5,0.

Dalsim sledovanym faktorem byl vliv NaCl. Nejvyssi produkce tyraminu in vitro pii 37 °C
bylo dosazeno pti pH 5 a 6 v kultivaénim médiu, které kombinovalo ptidavek 0,25 % (w/v)
laktozy a 2,0 % chloridu sodného. Tato kombinace se zdala byt pro produkci tyraminu nej-
vyhodnéjsi. Pii kultivaci pifi 10 °C byla nejvyssi tvorba tyraminu ve vzorcich obsahujicich
s ptidavkem 2,0 % (w/v) NaCl. Podobn¢ tomu bylo 1 pti pH 7,0, kdy bylo nejvice tyraminu
stanoveno ve vzorcich s 1% (w/v) pfidavkem NaCl a o néco méné pak s 2% (w/v) pridav-
kem NaCl. Bunikova a kol. (2010) prokézali, ze 3 z 5 testovanych kmenti (Lactococcus
lactis subsp. lactis CCDM 141 a Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 a CCDM
946) produkovaly tyramin v prostiedi s 0 — 2 % (w/v) soli a zbyvajici 2 kmeny (Lacto-
coccus lactis subsp. lactis CCDM 48 a CCDM 1004) produkovaly tyramin jen
Vv ptitomnosti 2 % (w/v) NaCl. Koncentrace soli 2 % odpovida obsahu NaCl v mnoha ty-
pech ptirodnich syrd. Podobné vysledky zjistili i Greif a kol. (2006), kteti zkoumali dekar-
boxylazovou aktivitu vybranych kment rodu Enterobacter. Zjistili, ze vice kadaverinu
a histaminu vznikalo v prostiedi s 1,2 az 3,0 % (w/v) NaCl nez v prostiedi s pfidavkem
0,2 % (w/v) NaCl. Zvyseni koncentrace soli na 4,5 a 6,8 % (w/v) NaCl vedlo ke snizeni
produkce biogennich amind. Pleva a kol. (2012) také zkoumali vliv pfidavku chloridu sod-
ného a zjistili, ze znatelny rozdil v produkci tyraminu u Enterococcus faecium byl pti kon-
centracich do 3,0 % (w/v) a nad 3,0 % (w/v) NaCl. Koncentrace 6 % (w/v) NaCl vyrazné
inhibovala produkci tyraminu. Pereira a kol. (2009) piisli s hypotézou, ze Na" ionty, které

se podileji na regulaci intracelularniho pH maji zasadni roli v tyrozin-dekarboxylazové
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draze. Na* ionty jsou dilezité pro Na*/H" antiportovy systém, protoze se vyméni za H'
ionty, které jsou odstranény z bunék. Timto jevem lze vysvétlit zvySenou produkci tyrami-

nu Vv prostiedi s chloridem sodnym.

V piipad¢ mléka byl vliv NaCl vyrazngjsi. Pfi obou kultivacnich teplotach bylo vyssi pro-
dukce dosazeno ve vzorcich bez ptidavku NaCl. Obsazeny NaCl piisobil pii iniciacnim pH
5,0 inhibi¢né na produkci tyraminu. Avsak pti pH 6,0 a 7,0 bylo stanoveno vys$i mnozstvi

tyraminu v mléce s piidavkem NaCl.

Mnozstvi laktézy v koncentracich 0,00; 0,25; 0,50 a 1,00 % (w/v) bylo pfidano z diivodu
podpory riistu bakterii a ptfipadné podpory produkce biogennich amind. Nejvyssi nartst
bakterii byl zaznamenan pfi ptidavku 0,50 a 1,00 % (w/v) laktoézy do kultivacniho média
teploté 37 °C byla zaznamenana pievazné bez ptidavku laktozy v médiu. Pii pocatecnim
pH 7,0 kultivacniho média byla nejvyssi produkce pii ptidavku 0,50 % (w/v) laktozy.
Ziejmy narust produkce je zvlasté viditelny pti ptidavku laktdézy v koncentraci, ktera je
analogicka s teoretickym obsahem laktozy v mléce (4,80 %) pii 37 °C teploty kultivace.
V tomto prostiedi byla produkce zdaleka nejvyssi (52,28 + 0,18 mg/l). Naproti tomu pii
teploté kultivace 10 °C, bylo stanovené mnozstvi tyraminu piiblizné stejné jak v ptipadé
koncentrace laktozy 1 % (w/v). Nejvyssi stanovené mnozstvi tyraminu bylo pii teploté
10 °C bez ptitomnosti laktoézy. Buiikova a kol. (2010) zjistili, ze u testovanych kment bak-
terii rodu Lactococcus koncentrace pridané laktozy 0,25 az 1,00 % (w/v) neméla vliv na
produkci biogennich aminti. Vyssi ptidavek 3,0 % (w/v) laktoézy vSak zpiisobuje inhibici
syntézy dekarboxylaz (Karovicova a Kohajdova, 2005). Vliv riiznych koncentraci laktozy

na produkci biogennich aminti nebyl do sou¢asné doby podrobnéji popsan a vysvétlen.

Tvorba biogennich amint je ovlivnéna také teplotou a dobou kultivace bakterii. Kalhotka
a kol. (2011) studovali vliv teploty a doby kultivace na dekarboxylazovou aktivitu u Bacil-
lus licheniformis a zjistili, Ze kultivaci pti 6 °C nebyla ani u jednoho z testovanych izolatt
zjiSténa dekarboxyldzova aktivita. Nejvyssi produkce biogennich aminli byla zjiSténa pfi
nejvyssi testované kultivaéni teploté 37 °C a dekarboxylazova aktivita rostla pfimo umérné
s ristem teploty kultivace. Teplota tedy vyznamné ovliviluje enzymatickou aktivitu mikro-
organizmu a tim 1 vznik biogennich aminii. Produkce biogennich amint byla v diplomové
praci pii 37 °C v prostiedi in vitro mén¢ vyrazna nez pii teplot¢ 10 °C a nejvyssi hodnoty

se pohybovaly v rozmezi 8,61 — 10,05 mg/l. Viibec nejvyssi mnozstvi tyraminu bylo zjisté-
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no pii kultivaéni teploté 10 °C a pH 5, kde bylo detekovano 16,13 + 1,83 mg/l tyraminu
Vv kultiva¢nim médiu bez pridavku soli a laktozy. Produkce tyraminu v mléce byla naopak
vyssi pti kultivacni teploté 37 °C.

Produkce sperminu byla piekvapivé vysokd. Nejvy$si mnozstvi sperminu
(55,69 % 4,62 mg/l) bylo v kultivaénim médiu bez ptidavku NaCl a laktozy pfi iniciaénim
pH 5. Zadna studie se v soucasné dobé nezabyvala studiem produkce sperminu u bakterii
rodu Lactobacillus, av§ak spermin byl v men$im mnozstvi stanoven u Lactobacillus i Lac-
tococcus spole¢né s dalsimi BA. Kuley a kol., (2012) stanovili u Lactococcus lactis subsp.
lactis spermin v mnozstvi 8,78 mg/l a Mangia a kol., (2013) detekovali u Lactobacillus

curvatus 5,2 mg/l sperminu.

Obecné se da shrnout, ze vySe popsané vné&jsi faktory maji vliv na produkci biogennich
amint. Mnozstvi vyprodukovaného tyraminu a sperminu kmenem Lactobacillus curvatus
subsp. curvatus 10127-9 bylo stanoveno v desitkach mg/l. Toto mnozstvi, s vyjimkou paci-
entli uzivajicich 1éky na inhibici detoxika¢niho enzymu MAO (monoaminoxidédzy), neni
pro lidské zdravi nebezpeéné. Piijem tyraminu pifesahujici 6 mg se povazuje pro tyto paci-
enty za nebezpe¢ny (Kala¢ a kol., 2002). Legislativa CR udava mnoZstvi pouze pro hista-
min Vv rybach a produktech z ryb. Obsah biogennich amind by mél byt z tohoto divodu

V potravinach sledovan, aby nedoslo k pfipadnym alimentarnim intoxikacim.

RovnéZ je vhodné dbat spravnosti hygienické praxe v prib¢hu technologie vyroby potra-
vin, protoze piipadna kontamina¢ni mikroflora miize mit vysokou dekarboxylazovou akti-
vitu. Av§ak nejen kontaminace miiZze byt pfi¢inou vyskytu biogennich aminli v potravinach.
Nekteré kmeny starterovych i1 probiotickych kultur mohou znamenat zna¢né riziko pii vy-
robé potravin z pohledu tvorby biogennich amin, proto je vhodné testovat tyto kmeny na
tvorbu biogennich amina a zvolit pouze ty, u kterych je dekarboxylazova aktivita velmi

nizka nebo zadna.
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ZAVER

Diplomova prace byla zaméfena na zmapovani kinetiky produkce biogennich aminti kme-
nem Lactobacillus curvatus subsp. curvatus 10127-9 v podminkach in vitro a v mléce
Vv zavislosti na vné&jsich faktorech. Pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie na
reverznich fazich byl sledovan vliv pH (5 - 7), koncentrace NaCl (0,0; 1,0 a 2,0 % w/v),
koncentrace laktozy (0,00; 0,25; 0,50, 1,00 a 4,80 % w/v) a teploty kultivace (37 a 10 °C)

na produkci biogennich amint testovaného kmene.
Shrnuti zjisténych vysledk:
» U kmene Lactobacillus curvatus subsp. curvatus 10127-9 byla zjisténa produkce ty-

raminu a sperminu.

» Tyramin byl produkovan ve vSech variantach kultiva¢niho média a s délkou kulti-
vace se koncentrace zvySovala. Produkce sperminu byla kolisava a v n¢kterych pfi-

padech nebyl detekovan.
» Ve vétsing piipadu kultivace v podminkach in vitro byla zaznamenana vyssi pro-
dukce tyraminu pfi inicia¢nim pH 6.

» Nejvyssi vyprodukované mnozstvi tyraminu (52,28 + 0,18 mg/l) bylo dosazeno pfi

.....

kultivace 37 °C.

» Nejvyssi detekované mnozstvi tyraminu (16,13 + 1,83 mg/l) pii kultivacni teploté

.....

» Nejvyssi mnozstvi sperminu (55,69 + 4,62 mg/l) bylo stanoveno pfi teploté kulti-
vace 10 °C a pfi kultivaéni teploté¢ 37 °C bylo stanoveno 19,72 + 1,77 mg/I
V podminkach in vitro bez pridavku NaCl a laktozy.

» V mléku byla vyrazna dekarboxyldzova aktivita pouze pfi iniciacnim pH 5 a bez
ptidavku NaCl, kdy testovany kmen vyprodukoval (12,45 £+ 0,07 mg/l) tyraminu.

V bujonu 1 mléce byla produkce BA pomérné nizka, avSak je otazka, jak se bude kmen

chovat v ptipadé déle zrajiciho syra.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BA Biogenni aminy

CO, Oxid uhlicity

MO Mikroorganizmy

ES Evropské spolecenstvi
aw Aktivita vody

AMK Aminokyseliny

GTY Glukoza, trypton, kvasni¢ni hydrolyzat
SO, Oxid sificity

TLC Tenkovrstevna chromatografie

GC Plynové chromatografie

CE Kapilérni elektroforéza

HPLC Vysokoucinnd kapalinova chromatografie
PCR Polymerazova fetézova redkce

ELISA Imuno-enzymaticka metoda

OPA o-ftaldialdehyd

FMOC 9-fluorenyl metylchlorformiat

FQ 5-furoylchinolin-3-karboxaldehyd
AQC 6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidyl karbamat
PITC Fenylisotiokyanat

DNS - Cl  Danzylchlorid

NAC N-acetyl-L-cystein

UV-VIS  Spektrofotometricky detektor
MS Hmotnostni spektrometr

PAD Pulzni amperometricka detekce
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IPAD
FEP
SDS
FITC
rRNA
FDP
ATP
ADP
NAD*
CoA
NaCl
CFU
CPM
RP-HPLC
MRS
DAD
TYR
MAO
Lak
M

A

Integrovana pulzni amperometricka detekce
Fluorovany kopolymer etylen-propylen
Dodecylsiranem sodnym

Fluorescein isotiokyanat

Ribozomalni ribonukleova kyselina
Frukt6za-1,6-bisfosfat
Adenosintrifosfat

Adenosindifosfat

Nikotinamid adenin dinukleotid
Koenzym A

Chlorid sodny

Celkovy pocet mikroorganizmii
Celkovy pocet mikroorganizmu
Chromatografie s reverznimi fazemi
Mangtv, Rogostiv a Sharpliv agar
Detektor diodového pole

Tyramin

Monoaminoxidazy

Laktoza

Mléko

Miéko s aminokyselinami
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P I: NAMERENE HODNOTY PH V PODMINKACH IN VITRO

Tabulka 10: Naméfené hodnoty pH v podminkach in vitro pfi iniciatnim pH 5,0 £ 0,2 a teploté kultivace 37 °C (Lak/NaCl/pH).

t [h] 0/0/5 0/1/5 0/2/5 | 0,25/0/5 | 0,25/1/5 ] 0,25/2/5] 0,5/0/5 | 0,5/1/5 | 0,5/2/5 1/0/5 1/1/5 1/2/5
kontrola | 5,12 5,05 5,06 511 5,05 5,07 511 5,05 5,05 5,09 5,07 5,05
2 5,10 5,03 5,03 5,09 5,04 5,07 5,09 5,03 5,03 5,07 5,05 5,03

4 5,08 5,01 5,01 5,06 5,01 5,04 5,05 5,00 5,01 5,04 5,01 5,01

6 5,08 5,00 5,01 5,06 5,00 5,03 5,05 4,99 5,00 5,05 5,00 4,99

8 5,05 4,99 4,99 5,04 4,98 5,00 5,01 4,96 4,98 5,01 4,98 4,99

10 5,04 4,97 4,96 4,98 4,93 4,98 4,96 491 4,95 4,95 4,92 4,94
12 5,07 5,02 5,01 4,99 4,94 5,00 4,99 491 4,98 4,94 4,90 4,95
24 5,06 5,00 4,99 4,65 4,64 4,65 4,60 4,35 4,44 4,42 4,33 4,39
48 5,09 5,02 5,01 4,84 4,77 4,77 4,39 4,42 4,42 4,31 4,23 4,29
Tabulka 11: Namétené hodnoty pH v podminkach in vitro pii iniciacnim pH 6,0 + 0,2 a teploté kultivace 37 °C (Lak/NaCl/pH).
t [h] 0/0/6 0/1/6 0/2/6 | 0,25/0/6 | 0,25/1/6 | 0,25/2/6 | 0,5/0/6 | 0,5/1/6 | 0,5/2/6 1/0/6 1/1/6 1/2/6
kontrola | 6,06 6,06 6,07 6,05 5,99 5,98 6,00 5,99 5,98 6,01 6,00 5,99
2 6,00 6,00 6,03 6,00 591 5,92 5,95 5,92 5,94 5,93 5,97 5,93

4 5,95 5,97 6,00 5,97 5,88 5,90 5,93 5,97 5,93 5,93 5,97 5,92

6 5,92 5,93 6,00 591 5,87 5,89 5,89 5,86 5,92 5,86 5,92 5,91

8 5,91 5,91 6,03 5,81 5,83 5,89 5,73 5,84 5,93 5,75 5,90 5,90

10 5,89 5,90 5,99 5,69 571 5,85 5,50 5,82 5,89 5,48 5,86 5,90
12 5,93 5,95 6,03 5,44 5,69 5,90 5,23 5,42 5,92 511 5,70 5,92
24 5,97 5,98 6,02 5,24 5,13 5,83 4,86 4,80 5,83 4,42 4,65 5,84
48 6,03 5,99 6,04 5,26 5,25 5,22 4,93 4,92 5,15 4,46 4,47 4,88




Tabulka 12: Naméfené hodnoty pH v podminkach in vitro pfi iniciatnim pH 7,0 £ 0,2 a teploté kultivace 37 °C (Lak/NaCl/pH).
t [h] 0/0/7 0/1/7 0/2/7 | 0,25/0/7 | 0,25/1/7 | 0,25/2/7 | 0,5/0/7 | 0,5/1/6 | 0,5/2/7 1/0/7 1/1/7 1/2/7
kontrola 7,13 7,12 7,10 6,98 6,95 6,95 7,01 7,00 6,98 7,01 6,99 7,00
2 7,07 7,10 7,08 6,91 6,92 6,92 7,00 6,99 6,97 6,98 6,99 7,01

4 7,01 7,08 7,08 6,84 6,91 6,90 6,92 6,94 6,97 6,91 6,98 6,97

6 6,95 7,04 7,04 6,75 6,88 6,90 6,84 6,89 6,96 6,84 6,96 6,95

8 6,95 7,10 7,06 6,47 6,85 6,91 6,45 6,81 6,92 6,36 6,93 7,00

10 6,91 7,02 7,04 6,46 6,83 6,90 6,29 6,61 6,93 5,86 6,93 6,88
12 6,96 7,05 7,02 6,23 6,81 6,91 6,55 6,77 6,92 6,45 6,94 6,94
24 6,99 7,07 7,07 5,80 6,86 6,89 5,40 6,86 6,92 5,87 6,91 6,92
48 6,99 7,02 7,06 6,52 6,82 6,86 5,57 6,84 6,90 5,12 6,90 6,87
Tabulka 13: Naméfené hodnoty pH v podminkach in vitro pfi iniciatnim pH 5,0 £ 0,2 a teploté kultivace 10 °C (Lak/NaCl/pH).
t [den] 0/0/5 0/1/5 0/2/5 | 0,25/0/5 | 0,25/1/5 ] 0,25/2/5] 0,5/0/5 | 0,5/1/5 | 0,5/2/5 1/0/5 1/1/5 1/2/5
kontrola 5,08 5,03 5,00 4,95 4,94 4,93 4,94 4,92 4,96 4,97 4,92 4,90
1 5,00 4,97 4,95 4,89 4,92 4,90 4,90 4,89 4,90 4,97 4,92 4,90

2 4,98 4,94 4,91 4,87 4,85 4,86 4,86 4,85 4,85 4,91 4,84 4,86

3 4,98 4,95 4,93 4,86 4,89 4,88 4,89 4,87 4,88 4,91 4,89 4,87

6 5,05 4,99 4,97 4,83 4,91 4,85 4,84 4,72 4,75 4,83 4,78 4,66

8 4,95 4,93 4,91 4,80 4,85 4,83 4,80 474 4,73 4,80 4,73 4,76

10 4,98 4,96 4,95 4,92 4,96 4,93 4,75 4,68 4,66 4,76 4,67 4,75
13 4,96 4,92 4,97 4,98 5,02 5,04 477 4,56 4,57 4,65 4,65 4,42
15 5,02 4,95 4,94 4,98 5,05 5,03 4,76 4,58 4,61 4,58 4,50 4,40




Tabulka 14:

Namétené hodnoty pH v podminkach in vitro pii inicia¢nim pH 6,0 + 0,2 a teploté kultivace 10 °C (Lak/NaCl/pH).

t [den] 0/0/6 0/1/6 0/2/6 | 0,25/0/6 | 0,25/1/6 ] 0,25/2/6 | 0,5/0/6 | 0,5/1/6 | 0,5/2/6 1/0/6 1/1/6 1/2/6
kontrola | 5,95 5,99 6,00 5,98 5,95 5,99 6,01 6,00 5,99 6,02 5,98 5,95
1 5,79 5,87 5,96 5,78 5,78 5,87 5,84 5,81 5,89 5,85 5,84 5,88

2 5,82 5,80 5,86 5,67 5,48 5,80 5,49 5,67 571 5,79 5,63 5,80

3 5,80 5,89 5,89 5,42 5,59 5,55 5,70 5,34 5,77 5,51 5,74 5,68

6 5,86 5,85 5,84 5,97 5,95 5,79 5,36 5,28 5,19 4,96 4,86 4,93

8 5,71 5,88 5,89 5,94 591 5,94 5,39 5,35 5,28 4,82 4,64 4,82

10 5,84 5,94 5,91 6,09 6,08 6,08 5,41 5,36 5,30 4,79 4,68 4,79
13 5,78 5,94 5,95 6,13 6,16 6,12 5,42 5,34 5,27 4,71 4,66 4,72
15 5,80 5,83 5,93 6,14 6,18 6,07 5,42 5,35 5,24 4,69 4,64 4,62
Tabulka 15: Namétené hodnoty pH v podminkach in vitro pfi iniciacnim pH 7,0 £ 0,2 a teploté kultivace 10 °C (Lak/NaCl/pH).
t [den] 0/0/7 o/1/7 0/2/7 | 0,25/0/7 | 0,25/1/7 ] 0,25/2/7 | 0,5/0/7 | 0,5/1/6 | 0,5/2/7 1/0/7 1/1/7 1/2/7
kontrola | 7,06 7,01 6,97 7,02 7,01 6,99 7,02 6,97 6,98 7,03 6,97 6,97
1 6,89 6,89 6,84 6,78 6,76 6,83 6,75 6,77 6,77 6,81 6,75 6,83

2 6,86 6,84 6,85 6,69 6,78 6,70 6,77 6,65 6,73 6,66 6,69 6,66

3 6,84 6,79 6,75 6,08 6,20 6,13 5,73 5,64 5,60 5,60 5,65 5,78

6 6,85 6,80 6,74 6,60 6,44 6,61 6,05 6,15 6,01 5,49 5,40 5,41

8 6,80 6,78 6,74 6,60 6,68 6,77 6,27 6,25 6,30 5,57 5,49 5,57

10 6,87 6,84 6,80 6,92 7,14 7,30 6,45 6,44 6,39 5,45 5,37 5,36
13 6,87 6,83 6,79 7,04 7,09 7,21 6,30 6,31 6,24 5,41 5,35 5,35
15 6,86 6,80 6,79 7,02 7,28 7,28 6,32 6,29 6,24 5,39 5,28 5,27




P II: NAMERENE HODNOTY PH V MLEKU

Tabulka 16: Naméfené hodnoty pH v mléku pfi teploté kultivace 37 °C (NaCl/pH).

t [h] 0/5 1/5 2/5 0/6 1/6 2/6 0/7 1/7 217 A M

kontrola 5,08 5,05 5,01 6,00 6,02 6,02 7,00 6,98 7,08 6,57 6,76

2 5,05 5,01 4,97 5,96 5,63 5,96 6,66 6,64 6,68 6,46 6,62

4 4,98 4,98 4,93 5,87 5,52 5,93 6,66 6,58 6,63 6,37 6,55

6 4,89 4,90 4,89 5,82 5,51 5,86 6,54 6,49 6,53 6,30 6,41

8 4,80 4,92 4,86 5,75 5,47 5,79 6,49 6,42 6,49 6,28 6,37

10 4,85 4,89 4,83 5,69 5,38 5,79 6,46 6,39 6,49 6,19 6,27

12 4,82 4,84 4,85 5,65 5,33 5,75 6,40 6,38 6,41 6,14 6,25

24 4,70 4,75 4,71 5,54 6,09 5,59 6,99 6,32 6,27 6,33 5,94

48 4,50 4,50 4,49 5,35 5,59 6,24 6,92 6,82 6,07 6,44 5,85

Tabulka 17: Namé&fené hodnoty pH v mléku pfi teploté kultivace 10 °C (NaCl/pH).

t [den] 0/5 1/5 2/5 0/6 1/6 2/6 0/7 1/7 2[7 A M

kontrola 5,07 5,06 5,02 6,05 6,05 6,03 6,96 6,97 6,96 6,63 6,85

1 4,88 4,89 4,86 5,83 5,90 5,86 6,70 6,75 6,77 6,36 6,49

2 4,89 4,84 4,81 5,81 5,81 5,80 6,70 6,71 6,68 6,41 6,55

3 4,83 4,81 4,79 5,79 5,81 5,76 6,65 6,68 6,62 6,39 6,52

6 4,67 4,65 4,64 5,66 5,74 5,65 6,60 6,54 6,46 6,17 6,38

8 4,63 4,59 4,58 5,61 5,61 5,62 6,53 6,46 6,45 6,20 6,30

10 4,72 4,65 4,60 5,58 5,54 5,50 6,54 6,46 6,36 6,14 6,32

13 4,58 4,52 4,54 5,55 5,50 5,46 6,57 6,36 6,31 6,11 6,12

15 4,52 451 4,54 5,52 5,48 5,41 6,59 6,26 6,17 6,05 6,06




P 111: KINETIKA PRODUKCE TYRAMINU IN VITRO
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Obrazek 36: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 in vitro pii 10 °C bez obsahu laktozy a pH 5.
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Obrazek 37: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-
vatus 10127-9 in vitro pii 10 °C bez ptidavku NaCl a pH 7.



P IV: KINETIKA PRODUKCE TYRAMINU V MLEKU
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Obrazek 38: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-
vatus 10127-9 v mléce v zavislosti na ptidavku NaCl pii 37 °C a pH 6.
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Obrazek 39: Kinetika produkce TYR béhem kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 v mléce v zavislosti na ptidavku aminokyselin pii 10 °C.



