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ABSTRAKT

Ptedlozena disertacni prace se zabyva studiem degradace biogennich aminii
V potravindch v zavislosti na vybranych technologickych parametrech. Hlavnim
cilem prace bylo zjistit a zmapovat, jak kombinace riznych technologickych
parametrd ovliviiuji schopnost kmene Lacticaseibacillus casei CCDM 198
degradovat biogenni aminy jak za in vVvitro podminek, tak v realné
potraviné — vV mléce. Pro tyto ucely bylo sledovdno 5 biogennich aminii, které se
nejcastéji vyskytuji v potravinach, a to konkrétné histamin, fenylethylamin,
tyramin, putrescin a kadaverin. Jejich mnozstvi, respektive Uibytek, bylo nasledné
ve vzorcich kultivovanych s Lacticaseibacillus casei CCDM 198 za rtznych
podminek analyzovano pomoci HPLC/DAD po ptedchozi derivatizaci
dansylchloridem. Dale bylo cilem prace dokdzat pfitomnost a aktivitu enzymu
multicopperoxidazy u studovaného kmene a popsat piipadné zmény
v enzymatické aktivité v zavislosti na dobé kultivace.

Ziskané vysledky potvrzuji schopnost kmene Lacticaseibacillus casei CCDM
198 odbouravat vSechny studované biogenni aminy in vitro i v mléce. Zaroven
byla zjisténa rozdilna schopnost bakterie Lacticaseibacillus casei CCDM 198
degradovat jednotlivé aminy pii stejnych technologickych podminkach v obou
matricich (v médiu 1 v mléce). Maximalni redukce jednotlivych biogennich amint
za studovanych kombinaci podminek ve srovnani s pocate¢ni koncentraci
na zacatku kultivace (v ¢ase 0) byla: tbytek histaminu o vice nez 70 % v bujonu
a 0 39 % v mléce, tyraminu 0 69 % V bujonu a o 19 % v mléce, putrescinu o 67 %
in vitro a 0 48 % v mléce, kadaverinu o 73 % Vv bujonu a o 40 % v mléce,
fenylethylaminu o0 55 % in vitro a 32 % v mléce. U studovaného kmene byla také
prokdzana piitomnost enzymu multicopperoxidazy (MCO). Ke stanoveni byly
pouzity dvé metody (spektrofotometrické stanoveni aktivity a detekce aktivity
V nativnim gelu) a dva substraty. Ziskané vysledky dokazuji pfitomnost a aktivitu
MCO, subtypu lakazy, u Lacticaseibacillus casei CCDM 198. Krom¢ toho byla
také zjiSténa zména aktivity v zavislosti na dobé kultivace. Nejvyssi enzymaticka
aktivita byla zjiSténa po 48 hodinach kultivace, kdy byl zaznamenan nartst
aktivity o vice nezZ polovinu ve srovnani s pocateCnim casem.



ABSTRACT

This dissertation is focused on the study of the degradation of biogenic amines
in food depending on selected technological parameters. The main aim of
the current work is to find out how the combination of technological parameters
affects the ability of the strain Lacticaseibacillus casei CCDM 198 to reduce
biogenic amines in vitro and in a real food system — skimmed milk. For these
purposes 5 biogenic amines that are most often found in food were chosen, namely
histamine, phenylethylamine, tyramine, putrescine and cadaverine. The decrease
of individual BAs over time was determined by HPLC/DAD after derivatization
with dansylchloride. Furthermore, another aim of the work was to prove
the presence of the multicopper oxidase enzyme in the studied strain and to
describe possible changes in the enzymatic activity depending on the time of
cultivation.

The obtained results confirm the ability of the strain Lacticaseibacillus casei
CCDM 198 to degrade all studied biogenic amines in the culture medium and
in milk. Moreover, a different ability of the strain Lacticaseibacillus casei CCDM
198 to degrade individual biogenic amines was found under the same
technological conditions in both matrices. The maximum reduction of individual
biogenic amines under the studied combinations compared to the initial
concentration at time 0 was: histamine decrease by more than 70% in medium and
by 39% in milk, tyramine by 69% in medium and by 19% in milk, putrescine by
67% in medium and by 48% in milk, cadaverine by 73% in medium and by 40%
in milk, phenylethylamine by 55% in medium and 32% in milk. The presence of
the multicopper oxidase enzyme (MCO) in the studied strain was also
demonstrated. Two methods and two substrates were used to determine this
enzyme activity. The obtained results prove the presence and activity of MCO,
a laccase subtype, in Lacticaseibacillus casei CCDM 198. In addition, a change
in activity depending on the time of cultivation was also detected. The highest
enzymatic activity was found after 48 hours of cultivation, when an increase
in activity by more than half compared to the initial time was recorded.
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CILE PRACE

V teoretické Casti predloZené disertacni prace bylo cilem vypracovat aktualni
literarni reSerSi zaméfenou na charakterizaci biogennich aminii a moznostech
jejich redukce v potravinach. Byly zpracovany poznatky o toxicité biogennich
aminll, pfitomnosti v jednotlivych potravinich, faktorech ovliviujici jejich
produkeci v€etné moznosti vyuziti mikroorganismi redukujici biogenni aminy.

Cilem experimentalni ¢asti disertacni prace bylo nalézt potencialni bakterialni
kmen schopny enzymaticky degradovat biogenni aminy v potravindch.
K naplnéni tohoto cile predchézelo nékolik dil¢ich projekti:

e Sledovani vlivu technologickych parametri na degradacni schopnost
vybraného bakterialniho kmene in vitro.

* Aplikace bakteridlntho kmene do redlné¢ potraviny a sledovani vlivu
technologickych parametrii na degrada¢ni schopnost v konkrétni potraving.

o Detekce pritomnosti enzymu a stanoveni enzymové  aktivity
multicopperoxidazy.

« Statisticka analyza ziskanych vysledki.



UVOD

Kvalita a bezpecnost potravin muize byt ovlivnéna zvySenou piitomnosti
biogennich aminii (BA). BA vznikaji v potravinach ptfevazné mikrobialni
enzymatickou dekarboxylaci prisluSnych aminokyselin. Zdravotni rizika
pro konzumenty spocivaji v negativnich Uc€incich, jako jsou bolesti hlavy,
kopftivka, sttevni potiZe, zvySeny nebo snizeny krevni tlak atd. Symptomy mohou
mit rtizné stupné zavaznosti v zavislosti na mnozstvi piijmu exogennich
biogennich amini, na poméru jednotlivych aminii v potravinach, a predevsim
na zdravotnim stavu konzumenta. Nefermentované potraviny lze obecné
povaZovat za nizkorizikové v souvislosti s pfitomnosti BA. Jejich nadmérny
vyskyt v téchto potravinach je zptisoben nezddouci mikrobialni aktivitou, ktera
muze byt dana napiiklad nevhodnou manipulaci ¢i skladovaci teplotou. Opacnym
pfipadem jsou vSak fermentované vyrobky, kdy pfitomnost BA je prevazné
zpusobena nezbytnymi mikroorganismy, které jsou zodpovédné za fermentaci.

Bylo publikovano nékolik strategii redukujicich hromadéni BA v potravinach,
a to napiiklad wvyuziti vhodnych obalovych technik, oSetfeni vysokym
hydrostatickym tlakem, ptidavek potravinarskych ptidatnych latek inhibujicich
rust dekarboxylaza-pozitivnich mikroorganismi atd. Vzhledem k tomu, Ze bylo
zjisténo, ze zvySeny vyskyt BA byva obecné detekovan ve fermentovanych
potravindch, a navic nékteré mikroorganismy jsou schopné enzymaticky BA
odbouravat, v soucasné dobé dalsi vhodnou metodou se zdd byt aplikace
mikroorganism, které nepodporuji tvorbu BA a zaroven jsou schopné piipadné
vzniklé BA v potravinadch redukovat. Vyznamné postaveni v této problematice
zaujimaji bakterie mlééného kvaSeni, které maji dlouhou historii bezpecného
pouzivani ve fermentac¢nich procesech. Pro tyto Gcely je potieba experimentalné
nalézt a vytipovat vhodné kandidaty a ovéfit jejich redukéni schopnost v redlnych
potravinach. V neposledni fadé je také dilezité pochopit a identifikovat
enzymaticky aparat u jednotlivych mikroorganismil podilejicich se na degradaci
BA.



1. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

1.1 Biogenni aminy — charakteristika rozdéleni

Biogenni aminy (BA) jsou organické nizkomolekularni dusikaté latky
produkované rostlinami, zivo€ichy, a predevsim také mikroorganismy, které jsou
soucasti jejich metabolickych a fyziologickych procest. Z pohledu potravinaiské
mikrobiologie a pro ucely diserta¢ni prace nejvyznamnéjsimi BA jsou histamin,
tyramin, tryptamin, putrescin, kadaverin ¢1 fenylethylamin (Alvarez
a Moreno-Arribas, 2014).

Biogenni aminy vznikaji pfedev§im dekarboxylaci piisluSnych aminokyselin
enzymy dekarboxylazami. Dekarboxyldzy jsou skupina enzymd, ktera selektivné
plisobi na specifické aminokyseliny odstranénim karboxylové skupiny za vzniku
odpovidajicich amint a uvolnéni CO; Ac€koliv mohou vznikat u vSech organismil,
nejvetsi a nejvyznamnéjsi dekarboxyldzova aktivita byla zjiSténa u bakterii
(Comas-Basté et al., 2020).

1.2 Toxicita biogennich amini

U zdravych osob dochazi k dostate¢né rychlé redukci potravou ziskanych
biogennich amint, avSak u osob s nizkou aktivitou aminooxidaz, ktera mize byt
zpusobena genetickou dysfunkci, plisobenim inhibitorii (napf. antidepresiv,
nekterych dalSich 1€k, alkoholu) nebo nadmérného piijmu BA z potravy, dochazi
K jejich akumulaci a mohou mit nasledné negativni vliv na ¢lovéka a zptsobit
intoxikaci organismu. Obecné se jednd o bolesti hlavy, koptivku, stfevni potize,
zvySeny nebo snizeny krevni tlak. Navic nékteré aminy mohou vytvaret
karcinogenni nitrosaminy (Santos, 1996; Ladero et al., 2010; Alvarez a Moreno-
Arribas., 2014). Toxické uéinky mohou mit rizné stupné zavaznosti v zavislosti
na mnozstvi pfijmu exogennich biogennich amint, na poméru jednotlivych amint
V potravin¢ a na zdravotnim stavu konzumenta (Sarkadi, 2019).

1.3 Potraviny s vy$Sim obsahem biogennich aminu

Nejvétsim rizikem akumulace biogennich amini v potravinach je skutec¢nost,
ze za urCitych podminek v disledku nekontrolované mikrobidlni aktivity se
mohou hromadit ve vysokych koncentracich, které pak mnohonasobné ptrekracuji
kapacitu detoxika¢niho mechanismu konzumenta. Teoreticky u vSech potraviny,
které obsahuji volné aminokyseliny nebo bilkoviny a jsou vystaveny podminkdm
umoziujici mikrobidlni nebo biochemickou aktivitu, 1ze o¢ekavat ptitomnost BA.
Mnozstvi a profil jednotlivych aminli se mize liSit v zdvislosti na vnéjSich
a vnitinich faktorech béhem vyrobniho procesu, jako jsou podminky zrani,
fyzikalné-chemické a proteolytické parametry a také ptitomnost a vyvoj
mikroflory. Vyznam hraje také piivod produktu ¢i zpiisob vyroby. Dale existuji



vyznamné rozdily ve slozeni biogennich amini u fermentovanych
a nefermentovanych potravin. Nefermentované potraviny Ize povazovat
za nizkorizikové v souvislosti s pfitomnosti biogennich aminii ve srovnani
s produkty mikrobialni fermentace (vino, pivo, mlé¢né vyrobky, fermentované
masné vyrobky), které ¢asto obsahuji vysoké mnozstvi téchto sloucenin a jsou
je znamkou nezadouci mikrobidlni aktivity, kterd miize byt zptisobena naptiklad
nevhodnou manipulaci a skladovaci teplotou (Sarkadi, 2019; Papageorgiou et al.,
2018).

1.4 Mikroorganismy se schopnosti degradovat aminy

Jedna ze strategii, jak G¢inné ovliviiovat tvorbu amint, je cilené enzymatické
odbouravani BA pomoci mikroorganismii. V soucasn¢ dob& bylo nalezeno
nespocet mikroorganismu podilejicich se na odbouravani aminii v modelovém
systému nebo v potravinach, a to napiiklad Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
subtilis, Staphylococcus carnosus, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus
intermedius,  Lacticaseibacillus  casei  (dfive Lactobacillus  casei),
Lactiplantibacillus plantarum (diive Lactobacillus plantarum),
Lentilactobacillus hilgardii (dive Lactobacillus hilgardii), Kocuria varians nebo
Micrococcus varians ¢i Pediococcus acidilactici (Martuscelli et al., 2000; Gardini
etal., 2002; Zaman et al., 2010, 2011; Herrero-Fresno et al., 2012; Capozzi et al.,
2012; Alvarez a Moreno-Arribas., 2014; Callejon et al., 2014; Eom et al., 2015).

1.5 Enzymy podilejici se na odbouravani BA u bakterii

Ackoliv enzymaticka redukce amini u clovéka je dobie charakterizovana,
mnozstvi informaci tykajicich se identifikace mikrobialniho mechanismu redukce
BA v potravinach je velmi vzacna. VéEtSina dosavadnich studii tyto enzymatické
aktivity ptipisovala pfedev§im aminooxidazam (AO). Toto tvrzeni vyvratili autofi
Callejon et al. (2014, 2016, 2017) ve svych studiich, ve kterych dokazali
pfitomnost enzymi multicopperoxiddz (MCO), subtypu lakazy. V soucasné dobé&
roste zajem o lakazy a mikroorganismy disponujici t€émito enzymy pro potencialni
aplikaci v potravinaiském primyslu. AvSak dostupné publikace poukazuji
na skuteCnost, Ze bakteridlni MCO vykazuji Sirokou substratovou specifitu
a jejich optimdlni pH a teplota se liSi v zavislosti na jednotlivych substratech
vcetné BA. Navic vyplyva, Ze katalyticka schopnost lakaz vii¢i stejnym BA je
U jednotlivych mikroorganismi odlisna (Callejon et al., 2016, 2017; Li et al.,
2020; Olmeda et al., 2021; Ni et al., 2022; Tepkasikul et al., 2022; Wang et al.,
2022). Z téchto diivodl pouziti téchto enzymil v praxi je stale omezené. Pied
redlnou aplikaci konkrétniho kmene LAB je vzdy nutné experimentalné
analyzovat jeho degradac¢ni schopnost za specifickych podminek, které jsou dané
konkrétni potravinovou matrici.
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2. MATERIAL A METODIKA

2.1 Mikroorganismus

Pro studium degradace biogennich amini byl zvolen bakteridlni kmen
Lacticaseibacillus casei (diive Lactobacillus casei) CCDM 198 ziskany ze Sbirky
mlékarenskych mikroorganismti Laktoflora (Culture Collection of Dairy
Microorganisms — CCDM) na zéklad¢ ptedchoziho screeningu. Pred jednotlivymi
metodami byl studovany kmen z tuhé pidy asepticky resuspendovan

v kultivaénim médiu MRS bujonu a 24 h anaerobné kultivovan pii teploté
30+1 °C.

2.2 Experiment I — Vliv vybranych faktori na redukéni
schopnost Lacticaseibacillus casei in vitro

V ramci experimentu I byl studovan vliv vybranych faktordi na redukéni
schopnost bakterie Lacticaseibacillus casei CCDM 198 in vitro vuci histaminu,
tyraminu, fenylethylaminu, putrescinu a kadaverinu (vSe Sigma-Aldrich,
Némecko) v kultivacnim médiu MRS bujonu. Testovanymi faktory byly rozdilna
teplota kultivace (11 £ 1 °C; 23+ 1 °C a 30 £ 1 °C), rozdilné pH kultiva¢niho
média (pH 5,4 + 0,1; 6,2 = 0,1 a 7,0 = 0,1), pocatecni koncentrace biogennich
amind (0,2 g1? a 04 g1?), mnozstvi dostupnych zivin (Gplné sloZeni
MRS bujonu — MRS; a netplné slozeni MRS bujonu — 2 MRS) a cas kultivace
(interval 0-72 hodin; 0-96 hodin resp. 0-336 hodin v zavislosti na studované
teploté kultivace). Netplny MRS bujon je MRS bujon piipraveny z poloviéni
navazky, ktera je doporu¢ena vyrobcem, a jedna se tedy 0 bujon 0 polovinu nizsim
mnozstvim Zivin. VSechny metody a vybrané technologické faktory v ramci
experimentu I, jsou schematicky znazornéné na Obr. 2.1.

Do 7 ml MRS bujonu se studovanymi faktory byla zao¢kovana 24hodinové
narostla bakterialni kultura tak, aby pocate¢ni koncentrace bun¢k v bujonu byla
5,9 £ 0,2 log CFU-mlt. Mikroorganismus byl kultivovan v. MRS bujonu
za studovanych podminek a odebiran v piislusnych ¢asovych intervalech tak, jak
je uvedeno na Obr. 2.1. Jako kontrola (¢as 0 h) slouzil bujon s BA, ktery nebyl
zaockovan bakterii. Odbéry byly provadény ve tfech paralelnich zkumavkéch,
v ptipadé kontroly (¢as 0 h) ve dvou. V ptipadé sad s obsahem cysteinu byl navic
pfed zaoCkovanim bakterii pfidan cystein o koncentraci 1 % (w/v)
(Sigma-Aldrich, Némecko). V experimentalné¢ zvolenych casech byly vzorky
postupn¢é odebirdny, centrifugovany (4600 otacek/min, 7 minut) a z kazdé
zkumavky bylo odebrano 650 pl supernatantu do dvou mikrozkumavek a ptidano
1,2 mol-1"t HCIO4 v poméru 1:1 (Merck Némecko). Takto upravené vzorky byly
zamrazeny pii -80 °C a uchovavany pro nasledujici experimenty.
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2.2.1 Predkolonova derivatizace dansylchloridem a stanoveni
biogennich amini pomoci HPLC/DAD

Derivatizace dansylchloridem byla provedena podle metodiky publikované
v Clanku Dadékova et al. (2009). Do derivatizacni nadoby byl napipetovan
1 ml vzorku, 100 pl vnitiniho standardu a 1,5 ml karbonatového pufru
o pH 11,1 — 11,2. Nasledn¢ byl pfidan 1 ml roztoku dansylchloridu a cely obsah
byl ponechén 20 h ve tm¢ na tiepacce. Po této dob¢ bylo piidano 200 ul roztoku
prolinu o koncentraci 0,9 mol-1 (Merck, Darmstadt, Némecko) a vzorky byly
ponechany dalsi 1 h ve tmé za neustalého tiepani. Po uplynuti 1 hodiny byly
ptipipetovany 3 ml heptanu (CHROMASOLYV, pro HPLC, > 99%; Sigma-
Aldrich, Némecko) a cely obsah byl ruéné tfepan po dobu 3 minut. 1 ml horni
heptanové vrstvy obsahujici biogenni aminy byl pfenesen do malych vialek
a obsah byl odpaten pfi teploté 65 °C pod proudem dusiku. Vznikly odparek byl
rozpustén v 1,5 ml acetonitrilu (CHROMASOLV Plus, pro HPLC, > 99,9%;
Sigma-Aldrich, Némecko) a uchovan pfi teploté -18°C do samotné analyzy.

Pted samotnou analyzou byly vzorky zfiltrovany pies stiikackovy filtr
S porozitou 0,22 um. Koncentrace biogennich amina byly analyzovany podle
publikace Smé¢la et al. (2004) pomoci HPLC/DAD - gradientova eluce
(10% acetonitril ve vodé&/acetonitril) na kolon¢ Agilent Zorbax RRHD Eclipse
Plus C18 s parametry 50 x 3,0 mm, s velikosti ¢astic 1,8 um (Agilent, Paolo Alto,
USA), priitokem kolonou 0,450 ml/min a teplotou 30 °C. Pro detekci byl pouzit
detektor diodového pole (DAD) (vlnova délka 254 nm). Ziskané vysledky byly
vyhodnoceny pomoci softwaru Agilent OpenLab Data Analysis. Degradace
jednotlivych BA v case byla vyjadiena jako relativni obsah jednotlivych
BA v % (vztazeno k ptivodni koncentraci v ¢ase 0 h).
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[ Kultivace mikroorganismu za studovanych podminek v médiu 1
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11 °C 0 48 96 144 192 240 288 336
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i

[ Derivatizace a analyza pomoci HPLC/DAD ]

Obr. 2.1: Schématické shrnuti metodického postupu pri studiu viivu vybranych faktoru

na redukcni schopnosti bakterie Lacticaseibacillus casei CCDM 198
V kultivacnim MRS bujonu.
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2.3 Experiment II — Vliv vybranych faktort na redukc¢ni
schopnost Lacticaseibacillus casei v realné potraviné

V ramci disertaéni prace byla také zjiStovana schopnost bakteridlniho kmene
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 redukovat vSech 5 studovanych biogennich
amint v zavislosti na kombinaci faktorti v realné potraviné — v mléce (UHT,
odstfedéné¢ 0,3% Progolaktos), které¢ je vychozi surovinou pii vyrobé
fermentovanych mléénych vyrobki, jako jsou naptiklad syry, ve kterych byly
detekovany biogenni aminy. Schématické znazornéni metod a vybrané
technologické faktory v ramci experimentu II je uvedeno na Obr. 2.2. Sbér vzorki
a nasledné stanoveni mnozstvi BA bylo provedeno podle metodiky v podkapitole
2.2.1 Piedkolonova derivatizace dansylchloridem a stanoveni biogennich amint
pomoci HPLC/DAD popsané za in vitro podminek.

[ Kultivace mikroorganismu za studovanych podminek v mléce }

Lacticaseibacillus casei
CCDM 198 _

teplota ﬂ'!1
11 °C
¢ BA
gg g 02gt | Viech
Sechny
\ histamin, ___ moZné
tyramin kombinace
fenylethylamin, faktori
H putrescin a
P kadaverin
5,4 /
6,2
7.0 N _
ﬂ Odbér vzorku
teplota ¢as odbéru (h)

11 °C 0 48 96 144 192 240 288 336
23°C 0 12 24 30 36 48 72 96
30°C 0 8 12 24 28 32 36 48 72

4

[ Derivatizace a analyza pomoci HPLC/DAD J

Obr. 2.2: Schématické shrnuti metodického postupu pri studiu vlivu vybranych faktorii
na redukcni schopnosti bakterie Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v mléce.
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2.4 Experiment II1 — detekce enzymu multicopperoxidazy

Experiment III byl zaméfen na detekci enzymu multicopperoxidazy (MCO)
zodpoveédného za degradaci biogennich aminti u Lacticaseibacillus casei CCDM
198. Byly zvoleny dvé metody detekce, a to stanoveni pifitomnosti enzymu
V polyakrylamidovém gelu a aktivity enzymu spektrometricky po predchozi
kultivaci v ¢ase 0, 24, 48 a 72 h pii teploté 30 + 1 °C. Detekce enzymu a stanoveni
enzymové aktivity byly optimalizovany a zavedeny podle metodik uvedenych
ve studiich Callejon et al. (2014, 2017).

2.4.1 Stanoveni pritomnosti a aktivity enzymu MCO

Extrakce

50 ml bakterialni kultury v MRS bujonu narostlé ptes noc (pii 30 + 1 °C)
s pocateénim poctem bunék 5,9 £ 0,2 log CFU-ml? bylo zcentrifugovéano
(6 500 otacek/min, 20 minut) a nasledné¢ byl pelet dvakrat promyt
25 ml 50 mmol-1"? sodnofosfore¢nanovym pufrem o pH 7,4 a resuspendovan
ve 500 pl stejného pufru s ptidavkem 1 mmol-1? fenylmethylsulfonylfluoridu
(PMSF). Lyze bunék byla provedena 1 g sklenénych kuli¢ek (Sigma-Aldrich,
Némecko): 3 cykly po 3 minutach, mezi cykly byly vzorky chlazeny 5 minut
V ledu. Po centrifugaci (12 000 otacek/min, 15 minut) byl supernatant pouZzit
ke stanoveni pfitomnosti enzymu v polyakrylamidovém gelu a stanoveni aktivity
enzymu spektrofotometricky. Koncentrace celkovych proteinii byla stanovena
metodou Bradfordové (Bradford, 1976).

Stanoveni pritomnosti enzymu v polyakrylamidovém gelu

Bezbunéény extrakt byl smichdn se vzorkovacim pufrem (10% glycerol,
50 mmol-1? Tris-HCI, pH 6,8, bromfenolovad modi) a nanesen do jamek gelu.
Po nativni elektroforéze (4% zaostfovaci a 8% délici gel, napéti
50 V Vv zaostiovacim a 80 V v délicim gelu) byl gel umistén do 100 mmol-1*
acetatového pufru o pH 4 s 10 mmol-1* 2,6-dimethoxyfenolu (DMP,
Sigma-Aldrich, Némecko). Po 5 minutach byl roztok nahrazen novym stejnym
pufrem obsahujici 1 mmol-1"? CuSQy,. Ptitomnost enzymu MCO byla prokazana
oranzov¢ zlutého zabarvenim vV misté enzymu.

Stanoveni aktivity spektrofotometricky

Aktivita MCO byla stanovena monitorovanim narastu absorbance pii 420 nm
béhem oxidace substratu ABTS (Sigma-Aldrich, USA). M¢étfeni reakéni smési
20 ul vzorku (bezbunéény extrakt), 160 ul 100 mmol-1* octanového pufru o pH 4
a 20 pul 5 mmol- It ABST (Sigma-Aldrich, Némecko) bylo provadéno
v 96 jamkovych mikrotitracnich destickach na pfistroji TECAN In-finite M200
PRO po dobu 12 minut. Jednotka enzymove¢ aktivity byla vyjadiena jako mnozstvi
enzymu potifebného k oxidaci 1 pmol ABTS za minutu. Vypocitand enzymova
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aktivita byla poté vynesena jako procentudlni relativni aktivita vztaZzena
k maximalni enzymatické aktivit¢ 100 % ve studovanych casech (0, 24,48 a 72 h).

2.5 Statistické vyhodnoceni dat

Pro statistické zpracovani byly pouzity nasledujici statistické metody: Dean
Dixontv test (Q-test) pro vylouceni odlehlych hodnot, parametricka analyza
rozptylu (ANOVA) pro porovnani sttednich hodnot testovanych skupin, nebo jeji
neparametické varianty (Wilcoxonlv test a Kruskal-Wallistiv test). Data byla
vyhodnocena za pomoci softwaru Unistat® 6.5 (software Unistat, London, UK)
s hladinou vyznamnosti 0,05.

3. VYSLEDKY PRACE

3.1 Vysledky experimentu I - Vliv vybranych faktori
na redukéni schopnost bakterie in vitro

V piedklddané disertacni préaci prvnim cilem bylo zmapovat vliv vybranych
technologickych faktorti na schopnost testované kultury Lacticaseibacillus casei
CCDM 198 degradovat biogenni aminy in vitro. Ziskané vysledky jsou rozdéleny
do podkapitol podle jednotlivych biogennich aminii. Posledni podkapitola shrnuje
experimentalné ziskana data zabyvajici se vlivem cysteinu na reduk¢éni schopnost
L. casei CCDM 198 in vitro.

3.1.1 Vliv faktori na redukci histaminu in vitro
Histamin je uvadény jako nejrizikovej$i biogenni amin vyskytujici se
vV potravinach. Nasledujici ¢ast vysledkli se proto zabyva schopnosti bakterie

L. casei CCDM 198 redukovat histamin v ¢ase v zavislosti na sloZeni kultiva¢niho
média, na inkubacni teploté, pH média a na po¢atecni koncentraci aminu.

Nejprve byl zmapovan vyvoj histaminu v iplném MRS bujonu (Obr. 3.1a 3.2).
Obr. 3.1 popisuje cely vyvoj relativniho obsahu (rel. %) v iplném MRS bujonu
pii pocatecni koncentraci histaminu 0,2 g-1™t. Pii teploté 11 °C nejvyssi redukce
histaminu byla zjis§téna v médiu o pH 7. Za téchto podminek doslo
k signifikantnimu (P < 0,05) sniZeni histaminu uz po 48 hodinach a do konce
kultivace doslo k maximalni redukci téméf o 40 %. Pfi zbylych dvou testovanych
pH hodnotéach redukce histaminu na konci kultivace byla okolo 20 %. Kultiva¢ni
teplota 30 °C také podporovala degradac¢ni schopnosti studované bakterie.
Nejvhodnéjsim prostredi pfi této teploté bylo médium o pH 6,2, ve kterém
bakterie L. casei CCDM 198 po 72 hodinach enzymaticky odbouravala histamin
témet o 40 %. Teplota 23 °C byla nejméné vhodnou teplotou ze studovanych
teplot v Gplném MRS bujonu, kdy maximalni redukce histaminu dosahovala
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pouze 23 % pii vSech testovanych pH hodnotach. Na Obr. 3.2 je znazornén pribeh
degradace histaminu v tplném MRS bujonu pfi pocateéni koncentraci 0,4 g-17.
Jak je patrné z grafii k nejvyznamnéj$Simu sniZeni histaminu (P < 0,05) doslo
v médiu o pH 54 a teplot¢ 11 °C. Vyznamna redukce byla zjiSténa uz
po 48 hodinach kultivace, kdy doslo ke snizeni o vice nez 23 % a nasledné o vice
nez 43 % na konci doby kultivace (po 336 hodindch) ve srovnani s pocatecni
koncentraci v ¢ase 0. Koncentrace histaminu méla signifikantni vliv (P < 0,05)
na redukci histaminu, kdy redukce histaminu s nizsi pocate¢ni koncentraci
nepiesahla pies 17 % za stejnych podminek. Stejné jako u nizs$i pocatecni
koncentraci pii teplot¢ 30 °C dochéazelo k vyznamné redukci pii vSech
studovanych teplotach v rozmezi od 28 % do 40 %. Nejmén¢ vhodnou teplotou
za téchto podminek byla opét teplota 23 °C.

Vliv faktori na redukéni schopnost L. casei CCDM 198 in vitro byla také
sledovéna v kultivaénim médiu s netiplnym sloZenim Zivin (1/2 MRS). Vysledky
jsou graficky shrnuty na Obr. 3.3 a 3.4. Vysledky naznacuji, ze L. casei CCDM
198 dosahl signifikantné (P < 0,05) vysSiho ubytku histaminu v netplném meédiu
pti nizsi pocatecni koncentraci (Obr. 3.3), kdy nejvyznamnéjsi degradace byla
detekovana pfi teploté 30 °C. Po 72hodinové¢ kultivaci doslo ke snizeni mnoZstvi
o vice nez 51 % v médiu o pH 6,2 a 0 30 % pi1 zbylych dvou zkoumanych
hodnotach (pH 5,4 a 7,0). Dalsi signifikantni sniZeni bylo zaznamenano pii teploté
11 °C. Bakterialni kultura L. casei CCDM 198 snizila koncentraci histaminu
témet o 36 % nezavisle na pH ve srovnani v asem 0. K vyznamné redukei doslo
I pti zkoumané teploté 23 °C v médiu o pH 6,2 (snizeni o vice nez 32 %) a pH 7,0
(snizeni o vice nez 27 %) na konci kultivace (po 96 hodinach). Jak lze vycist
z Obr. 4.4 pi1 vyssi po€ateni koncentraci nebyl ve vétSing€ piipadi detekovan
ubytek histaminu o vice nez 20 %, s vyjimkou nasledujicich kombinacich
podminek: kultivaéni teplota 11 °C a 23 °C v médiu o pH 6,4 a teplota 30 °C
v médiu o pH 5,4 (abytek piiblizné o 24 %).
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Obr. 3.1: Vyvoj relativniho obsahu histaminu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v uplném MRS bujonu s pocatecni
koncentraci histaminu 0,2 gt v zavislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah
histaminu v case nula byl vidy 100 %. Inkubace byla provaddéna
pri pH = 5,4 (casti A), pH = 6,2 (¢asti B) a pH = 7,0 (casti C). Vysledky
jsou prezentovdiny pomoci pruméri  a  standardnich  odchylek
(sloupce; n = 6).
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Obr. 3.2: Vyvoj relativniho obsahu histaminu (vel. %) pri degradaci bakterii

Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v uplném MRS bujonu s pocdtecni
koncentraci histaminu 0,4 g-I' v zavislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah
histaminu v ¢ase nula byl vzdy 100 %. Inkubace byla provadeéna pri pH = 5,4
(casti A), pH = 6,2 (¢asti B) a pH = 7,0 (casti C). Vysledky jsou prezentovany
pomoci prumeéri a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 3.3 Vyvoj relativniho obsahu histaminu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v neuplném MRS bujonu s pocdtecni
koncentraci histaminu 0,2 gt v zdvislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah
histaminu v case nula byl vidy 100 %. Inkubace byla provadéna
pripH = 5,4 (¢asti A), pH = 6,2 (¢asti B) a pH = 7,0 (¢asti C). Vysledky jsou
prezentovany pomoci prumeéri a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 3.4: Vyvoj relativniho obsahu histaminu (vel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v neuplném MRS bujonu s pocatecni
koncentraci histaminu 0,4 gt v zavislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah
histaminu v ¢ase nula byl vzdy 100 %. Inkubace byla provadeéna pri pH = 5,4
(casti A), pH = 6,2 (¢asti B) a pH = 7,0 (casti C). Vysledky jsou prezentovany
pomoci prumeérii a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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3.1.2  Vliv faktori na redukci ostatnich biogennich amini in vitro
Tyramin

Dalsi zkoumany biogenni amin byl tyramin. Ze ziskanych vysledkt vyplyva,
7e degradacéni schopnost bakteridlniho kmene L. casei CCDM 198 enzymaticky
odbouravat tyramin za studovanych podminek in vitro ve vétSiné pripadiu
nezpusobila vétsi ubytek nez 20 % s vyjimkou kultivace za nasledujicich
podminek:

a) Kultivace v uplném MRS bujénu:

e Vv MRS bujonu o pH 6,2 s pocateéni koncentraci tyraminu 0,4 g-1*
pfti Kultivaéni teploté 23 °C a 30 °C.

e VvV MRS bujonu o pH 7,0 také s vyssi pocatecni koncentraci tyraminu
(0,4 g-1'!) pfi teploté kultivace 11 °C.

b) Kultivace v neuplném MRS bujénu:

e VvV MRS bujénu o pH 5,4 a teploté¢ 30 °C s pocatecni koncentraci
tyraminu 0,2 g-1°%.

e Vv MRS bujonu o pH 6,2 pti teplotach 23 °C a 30 °C op¢t pii pocatecni
koncentraci tyraminu 0,2 g-17,

Avsak 1 za téchto vySe uvedenych podminek nebyl zaznamenan vyssi Ubytek
tyraminu nez o 27 % ve srovnani s pocatecni koncentraci na zacatku kultivace
Vv Case 0.

Putrescin

Reduk¢ni schopnost bakterialniho kmene L. casei CCDM 198 byla mapovana
I viéi biogennimu aminu putrescinu. Ziskané vysledky dokazuji redukci
putrescinu bakterii L. casei CCDM 198 v prubehu inkubace pii vSech
studovanych teplotich v Uplném MRS bujonu, kdy nejvyssi redukce
pi1 jednotlivych teplotach byly dosazeny pi1 vySSi pocateéni koncentraci
putrescinu (0,4 g-171). Nejvyssi tibytek za studovanych podminek v iplném MRS
bujonu byl naméfen béhem kultivaéni teploty 11 °C. Pii této teploté L. casei
CCDM 198 na konci inkubace snizil putrescin témét o 45 % pii pH 5,4 a téméer
033 % pti pH 6,2 a 7. Pfi niz§i pocateéni testované koncentraci (0,2 g-17?) ubytek
putrescinu nepiesahl 13 %. Pti kultivacni teploté 23 °C nejvyssi redukce byla
naméfena v médiu také s vysSi pocatecni koncentraci putrescinu (maximalni
ubytek pies 32 %), avSak pouze v médiu o pH 5,4 a 7,0. Naopak v kultiva¢nim
médiu o pH 6,2 bakterialni kmen L. casei CCDM 198 putrescin neredukoval
(P < 0,05). Béhem kultivacéni teploty 30 °C bylo detekovano sniZeni putrescinu
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0 vice nez 31 % Vv kultivatnim médiu s po¢ate¢ni koncentraci putrescinu 0,4 g-1*
pii vSech testovanych hodnotach pH kultiva¢niho média.

Naopak niz$i pocateéni koncentrace putrescinu (0,2 g-17%) byla vhodnéjsi
pro L. casei CCDM 198 pfi podminkach v kultivatnim médiu se snizenym
mnozstvim Zzivin (v netplném MRS bujonu). Nejsignifikantnéjsi tbytek
putrescinu za téchto podminek byl zaznamenan pii teploté 30 °C v médiu o pH 6,2
s po¢ate¢ni koncentraci aminu 0,2 g-1'™t. Teplota 11 °C také podporovala redukéni
schopnost zkoumané bakterie, kdy snizeni koncentrace na konci kultivace bylo
vrozmezi od 27 % az po 44 %. Nejmén¢ vhodné podminky pro redukci putrescinu
bakterii L. casei CCDM 198 byly detekovany pii teploté 23 °C. Kombinace vSech
zkoumanych faktort pti této teploté dosahovaly maximalni redukce pouze o 21 %.
V netplném MRS bujonu pii vyssi zkoumané pocatecni koncentraci putrescinu
(0,4 g-1"t) redukce pii testovanych podminkéach nepiesahla 27 %.

Kadaverin

Dalsim zkoumanym biogennim aminem, ktery muize negativné ovliviiovat
kvalitu potravin, byl kadaverin. Nejvétsi redukce v aplném MRS bujonu byla
dosazena pii kultivaéni teploté 11 °C o pH 5,4 s vys§i zkoumanou pocatecni
koncentraci kadaverinu. Za téchto podminek byl detekovan ubytek o vice nez
44 % na konci kultivace. Signifikantni redukce byla také zjiSténa 1 pii zbylych
dvou hodnotach pH v médiu s vyssi po€atecni koncentraci, a to ubytek v rozmezi
od 28 % az do téméi 33 %. Naopak pii nizsi pocateéni koncentraci za téchto
podminek pii teploté 11 °C tbytek kadaverinu nepiesahl 17 %. Teplota 23 °C také
podporovala degradac¢ni schopnost studované bakterie. Pti této teploté byl zjiStén
signifikantni Ubytek kadaverinu rozmezi 17 % az témét 33 % v zavislosti
na kombinaci jednotlivych faktort. Pti teploté 30 °C bakterie L. casei CCDM 198
vyznamn¢ katalyzovala koncentraci putrescinu v. MRS bujénu o pH 54
s podate¢ni koncentraci 0,4 g-1" (redukce 0 34 %) a v MRS bujonu o pH 7,0 s nizsi
pocatecni koncentraci (redukce o 30 %) na konci kultivace. V ostatnich piipadech
pii této teplote byl zaznamendn maximalni ubytek o 20 %.

Vyznamny pokles koncentrace kadaverinu pomoci studované bakterie byl
dosazen také v neuplném MRS bujonu, predevsim MRS bujénu s nizsi pocatecni
koncentraci kadaverinu. Nejvyznamngjsi redukce byla detekovana v kultivaénim
médiu o pH 6,2 s pocate¢ni koncentraci kadaverinu 0,2 g-1, a to 0 vice jak 58 %
po 72 hodinach kultivace pii teploté 30 °C a téméf o 34 % po 96 hodinach
pii kultivaéni teploté 23 °C; a v médiu o pH 5,4 také pii pocatecni koncentraci
kadaverinu 0,2 g-1" o vice jak 44 % na konci kultivace pii teploté 11 °C
(po 336 h) Pii vyssi poc¢atecni koncentraci kadaverinu bakterie L. casei CCDM
198 snizila pifitomnost aminu maximalné o necelych 31 % ve srovnani
s koncentraci v ¢ase 0 (pfi pH kultivaéniho média 6,2 a teploté 11 °C).
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Fenylethylamin

Poslednim zkoumanym biogennim aminem byl fenylethylamin. Redukce
fenylethylaminu za vétSiny testovanych podminek redukce fenylethylaminu
bakterii L. casei CCDM 198 nepfesahla 20 % s vyjimkou nize uvedenych
podminek:

a) Kultivace v aplném MRS bujonu:

e VvV MRS bujénu o pH 6,2 pii pocatecni koncentraci fenylethylaminu
0,4 g1 a kultiva¢ni teploté 23 °C a 30 °C. V prib&hu inkubace
pfi teploté 23 °C v médiu o pH 6,2. L. casei CCDM 198 odbouraval
fenylethylamin o vice nez 35 % uz po 30 hodinach a nésledné
do konce kultivace uz nedoslo k signifikantnimu snizeni. Obdobny
trend za téchto podminek byl zaznamenan i béhem Kkultivace
pti teploté 30 °C, kdy k signifikantni redukci doslo uz po 12 hodinach
(abytek ptes 20 %) a také do konce kultivace nebyl detekovan
signifikantni ubytek.

e Vv MRS bujonu o pH 7,0 pii jeho pocatecni koncentraci
fenylethylaminu 0,4 g-1" a kultiva¢ni teploté 23 °C a 11 °C s redukci
dosahujici vS§ak maximalné 22 %.

b) Kultivace v neuplném MRS bujénu:

e VvV MRS bujonu o pH 6,2 pfi nizsi studovaneé pocatecni koncentraci
fenylethylaminu a kultivacni teploté 30 °C (sniZeni témé&ft o 30 %).

3.1.3 Vliv cysteinu na redukci biogennich amini

Posledni Cast tohoto experimentu se zabyvala moznosti vlivu redukéniho
¢inidla cysteinu na ubytek biogennich aminfi. Pro podporu ristu studovaného
kmene je doporucovan dodavatelem Laktoflora ptidavek cysteinu o koncentraci
1 % (w/v). Byly proto vytvoiené paralelné sady se stejnymi kombinacemi faktort,
které navic obsahovaly cystein o této koncentraci.

Z naméienych dat a ze statistického vyhodnoceni vyplyva, Ze piidavek cysteinu
signifikantné (P < 0,05) podporoval redukci biogennich amint bakterii L. casei
CCDM 198, avsak interakce jednotlivych faktori a ptitomnost cysteinu
vyznamné jeji redukci neovlivitovala (P < 0,05). Z tohoto divodu pro dalsi
experiment Il vliv cysteinu nebyl dale zkouman.
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3.2 Vysledky experimentu II — Vliv technologickych parametru
na degradacni schopnost Lacticaseibacillus casei v mléce

Ptedchozi vysledky z experimentu I bylo potfeba ovéfit 1 v redlné potraving.
Proto soucasti experimentdlni C¢asti disertaCni prace byla také zjiStovana
schopnost Lacticaseibacillus casei CCDM 198 degradovat biogenni aminy
Vv mléce za riznych podminek.

3.2.1 Vliv faktoru na redukci histaminu v mléce

VIiv L. casei CCDM 198 na relativni koncentraci histaminu v mléce je graficky
znazornén na Obr. 3.5. V mléce doslo k signifikantnimu snizeni (P < 0,05)
histaminu béhem kombinaci vSech studovanych faktorti, a to v rozmezi od 16 %
do 39 % ve srovnani s pocatecni koncentraci v ¢ase 0. Nejvhodnéjsi podminky
pro redukci bakterii L. casei CCDM 198 byly zaznamenany v mléce 0 pH 5,4
pii kultivacni teploté 11 °C, stejné tak 1 pii kultivaci o teploté 23 °C; a v mléce
s pH hodnotou 6,2 pii teploté 23 °C na konci doby kultivace (po 336 hodinach
resp. po 86 hodinach).

3.2.2 Vliv faktori na redukci tyraminu v mléce

Dale byla zmapovana redukce v mléce pii studovanych podminkach.
Z experimentalné ziskanych dat vyplyva, ze na konci kultivace byla detekovana
signifikantni redukce (P < 0,05) v mléce o pH 7,0 pfi vSech testovanych teplotach.
AvSak za téchto podminek doSlo k maximdlnimu sniZzeni o pouhych 19 %
pfi srovnani s vychozi koncentraci na zacatku kultivace v ¢ase 0. Hodnoty pH
mléka 5,4 a 6,2 nepodporovaly degradacni schopnost L. casei CCDM 198
a v prubchu kultivace pfi studovanych teplotach nebyl zjistén signifikantni tbytek
tyraminu v prib¢hu Casu.
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Obr. 3.5: Vyvoj relativniho obsahu histaminu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v mléce. Kultivace probihaly za teploty
11 °C, 23 °C a 30 °C v mléce o pH 5,4 (¢ast A); 6,2 (cast B) a 7,0 (¢ast C).
Pocatecni relativni obsah histaminu v case nula byl vzdy 100 %. Vysledky
jsou  prezentovany pomoci prumerti a  standardnich  odchylek
(sloupce; n = 6).
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3.2.3 Redukce putrescinu v mléce

L. casei CCDM 198 vyznamné (P < 0,05) degradoval putrescin za vsech
testovanych kultiva¢nich podminek (sniZzeni putrescinu se na konci inkubace
pohybovala od 25 % do témét 49 %). Nejvhodnéjsi podminky pro redukci
putrescinu byly zjistény v mléce o pH 5,4 a 6,2. Pti téchto hodnotach pH mléka
doslo ke sniZeni o vice nez 34 % pfi teploté 30 °C a téméf o0 49 % pii teploté 23 °C
a 11 °C. Nejméné vhodné podminky byly zaznamenany u mléka pii pH 7, kdy
pokles putrescinu nepiesahl 27 % pti vSech testovanych teplotach.

3.2.4 Redukce kadaverin v mléce

Relativni Ubytek v Casovém intervalu za vySe uvedenych kultivacnich
podminek byl také zmapovan u kadaverinu. L. casei CCDM 198 ma vyznamnou
reduk¢ni schopnost vic¢i kadaverinu pii vSech studovanych kombinacich, kdy
redukce kadaverinu se pohybovala v rozmezi od 30 % po 40 % na konci kultivace
ve srovnani s po¢atecni koncentraci v ¢ase 0.

3.2.5 Redukce fenylethylaminu v mléce

Pro redukci fenylethylaminu bakterialnimu kmeni L. casei CCDM 198 nejvice
vyhovovaly podminky v mléce o pH 7 (Obr. 4.25C). Pii této hodnoté pH doslo
k signifikantnimu tbytku fenylethylaminu (P < 0,05) na konci kultivace pii v§ech
tiech studovanych teplotach v rozmezi od vice nez 22 % az do 32 % ve srovnani
S poc¢atecni koncentraci v ¢ase 0. Naopak pti zbylych dvou testovanych hodnotach
pH miléka 54 a 6,2 k vyznamné redukci v pribéhu testovanych teplot
nedochazelo.
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3.3 Experiment III — detekce aktivity multicopperoxidazy

Schopnost redukovat biogenni aminy souvisi s aktivitou enzymu
multicopperoxidazy (MCO), subtypu lakazy. Pro podporu vysledki ziskanych
z HPLC z ptedchozich experimentli se pfedlozend disertaCni prace v ramci
experimentu I1I zaméfila na detekci tohoto enzymu a jeho enzymatické aktivity
u studovaného bakterialniho kmene Lacticaseibacillus casei CCDM 198. Detekce
enzymu byla provedena z bezbunécného extraktu ziskaného z bakterialni kultury
po 0, 24, 48 a 72hodinov¢ kultivaci pti teploté 30 = 1 °C. Pro studium byly pouzity
dvé metody, které bylo potieba nejprve zoptimalizovat a nové zavést podle
metodiky Callejon et al., (2014, 2017).

3.3.1 Stanoveni pritomnosti enzymu multicopperoxidazy v gelu

Prvni zvolenou metodou bylo stanoveni pfitomnosti enzymu MCO
v polyakrylamidovém gelu po elektroforéze za nativnich podminek. Diky
nedenaturujicimu prostiedi, které je zajiSténo bchem separace, si protein
zachovava svou piirozenou strukturu a své vlastnosti véetné jeho katalyticke
aktivity. Po elektroforetické separaci byla ptritomnost MCO dokéazana
enzymatickou reakci s 2,6-dimethoxyfenolem (DMP), ktery je typickym
substratem pro lakazu. Vysledky jsou znazornény na Obr. 3.6A. Jak lze vidét,
pozitivni reakce byla odhalena hnédo-oranZovym zabarvenim zplsobenym
oxidaci substratu DMP enzymem lakézou. Ptitomnost a aktivita tohoto enzymu
byla ve studovaném kmeni prokazana ve vSech testovanych casech kultivace
(0, 24,48 a 72 h). Piestoze byla detekovana aktivita enzymu, na zakladé ziskanych
vysledkli se ndm nepodatilo jednoznacné nalézt statisticky vyznamné rozdily
v aktivité enzymu v pribéhu kultivace. Z tohoto divodu, a také pro potvrzeni
vysledki z nativniho gelu dokazujici pfitomnost enzymu MCO u kmene
L. casei CCDM 198 byla pouzita i dal§i metoda.

3.3.2 Spektrofotometrické stanoveni:

Druhou zvolenou metodou pro detekci aktivity MCO bylo spektrometrické
stanoveni (Obr. 3.6B). Zmény aktivity enzymu v ¢asovém prib¢hu po 0, 24,
48 a 72 hodinach inkubace jsou graficky znazornény na ODbr. 3.6B. Naméfena
hodnota aktivity enzymu v prubéhu ¢asu je vynesena jako procentualni relativni
aktivita vztazena k maximalni naméfené aktivit¢ vyjadiena jako 100 %
(% relativni aktivity). Stejné jako v prvnim piipad¢é pii stanoveni piitomnosti
enzymu v gelu byla u studovaného kmene detekovana pfitomnost a aktivita
enzymu MCO. Navic, coz se nepodaftilo v gelu (Obr. 3.6A) jednoznaéné prokazat,
pomoci spektrofotometrického stanoveni byly detekovany zmény v aktivité
enzymu Vv zavislosti na cCase. Jak lze vycCist z grafu, doslo ke statisticky
vyznamnému (P < 0,05) nartistu enzymové aktivity ve vSech Casech (po 24,
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48 a 72 hodinach kultivace) ve srovnani s kontrolou (¢as 0 h). Uz po 24hodinové
inkubaci doslo k vyznamnému zvySeni aktivity enzymu a zaroven nejvyssi
aktivita byla zjiSténa po 48 hodinach kultivace, kdy doslo k vice nez 45% zvySeni
aktivity ve srovnani s po¢atecnim ¢asem 0.

A 0h 24 h 48 h 72h
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Obr. 3.6: Detekce pritomnosti enzymu multicopperoxidazy (MCO) a jeho enzymatické
aktivity u bakteridlniho kmene Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v case
kultivace 0, 24,48 a 72 hodin. Cast A popisuje pritomnost enzymu MCO
V polyakrylamidovéem gelu po elektroforéze za nativnich podminek viici
substratu DMP. Pozitivni reakce je prokdzdna oranzové Zlutym bandem. Cast
B graficky znazornuje spektrofotometrickou detekci zmeny % relativni aktivity
enzymu MCO v case pri oxidaci substratu ABTS. Absorbance byla mérena pri
vinové délce 420 nm. Aktivita enzymu v pribéhu casu je vyjadiena jako
procentudlni relativni aktivita vztaZena k maximalni namerené aktivite 100 %
(% relativni  aktivity). Vysledky byly vyjadieny pomoci pruméru
a standardnich odchylek.
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4. DISKUSE

Potraviny krom¢ prospéSnych latek mohou obsahovat latky majici negativni
vliv na konzumenta. Mezi tyto latky se mimo jiné fadi i biogenni aminy (BA).
U nefermentovanych potravin lze pfitomnost BA vyuZit jako ukazatel Cerstvosti.
Avs$ak u fermentovanych potravin je jejich vyskyt velmi Casty kvili nezbytné
pfitomnost mikroorganismil podilejici se na fermentacnich procesech. Vzhledem
K riziktim spojenych s jejich konzumaci je snaha redukovat mnozstvi jednotlivych
BA Vv téchto potravindch. Bylo navrZzeno nékolik strategii zahrnujici sniZeni
teploty, ozafovani, vhodnou obalovou atmosféru ¢i aplikaci ptidavnych nebo
konzervacnich latek (Gardini et al., 2001; Kim et al., 2004; Roseiro et al., 2006;
Buiikova et al., 2010; Linares et al., 2012; Callejon et al., 2015). VSechny tyto
piistupy vSak pouze nepiimo ovliviiuji mnozstvi BA, a to pfedevsSim redukci
mikroorganismli, které je produkuji. Vhodnéjsi a efektivnéj$i taktikou
pro fermentované potraviny je vyuZziti mikroorganismi, které tyto nezadouci latky
enzymaticky odbouravaji. Pro moZnou realnou aplikaci je potieba experimentalné
vytipovat takové mikroorganismy, které jsou vhodné pro danou potravinu
a zaroven dosahuji vyznamné degradacni aktivity za konkrétnich technologickych
podminek (Herrero-Fresno et al., 2012).

V disertacni praci byla za studovanou bakterii zvolena bakterie mlééného
kvaseni (LAB) Lacticaseibacillus casei CCDM 198. V roce 2018 byl proveden
rozsahly screening 54 kment bakterii vyuZivanych v mlékarenstvi a ziskanych
ze Sbirky mlékarenskych mikroorganismii (CCDM), kdy bakterie
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 vykazovala za optimalnich rustovych
podminek nejvétsi aktivitu ve srovnani s ostatnimi degradéry (Bene§, 2018).
Mimo to, byla také vyvracena dekarboxylazova aktivita u 4 druhil
Lacticaseibacillus casei véetné CCDM 198 (Sokolova, 2019), coz je v souladu
I S dalsi publikaci (Tittarelli et al., 2019). Schopnost degradace byla u kmene
Lacticaseibacillus casei prokazana také napiiklad ve studii Herrero-Fresno et al.
(2012). Autoti ¢lanku vyizolovali 17 bakterii ze tii riznych syri — Zamorano,
Cabrales a Ementalu degradujici histamin a tyramin in vitro, kdy nasledna
identifikace pomoci sekvenovani 16S rRNA tyto bakterie oznacila za kmeny
nalezejici k druhu Lacticaseibacillus casei. Vyhodou LAB je skute¢nost, Ze jsou
klasifikovany jako GRAS (Generally Regarded As Safe) a jsou uvedeny
v seznamu QPS (Qualified Presumption of Safety lists; EFSA, 2020).

BA mohou byt v potravindch odbourdvany enzymatickym aparidtem dané¢ho
mikroorganismu. Mezi tyto enzymy fadime aminooxidazy a multicopperoxidazy,
konkrétné subtyp lakdzy. Existuje nékolik publikaci zabyvajici se charakterizaci
téchto enzymil (Murooka et al., 1979; Sekiguchi et al., 2004; Callejon et al., 2016,
2017; L1 et al., 2020). Pfestoze prvni zminka o tom, Ze lak4zy degraduji BA
u LAB, pochazi uz z roku 2014 (Callejon et al., 2014), existuje jen n€kolik studii
zabyvajici se touto problematikou. Vzhledem k tomu Ze v soucasné literatuie
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aktivita degradacniho systému L. casei CCDM 198 nebyla studovana, bylo nutné
se na tuto problematiku zaméfit. Experiment vychazel z poznatkii z roku 2020,
kdy byla prokazina ptitomnost genu MCO u studovaného kmene pomoci
molekularnich metod (Pistékova et al., 2020). Nyni byly pouzity
dvé metody a dva substraty (ABTS a DMP) k detekci enzymu MCO v L. casei
CCDM 198. Ziskané vysledky dokazuji  pfitomnost a  aktivitu
MCO v L. casei CCDM 198. Navic byla béhem inkubace detekovana i vyssi
enzymaticka aktivita ve srovnani s ¢asem 0, coz odpovida i zvySené relativni
genové expresi u tohoto kmene (Pistékova et al., 2020). Toto zjisténi je v souladu
s jinymi publikacemi, které popisuji enzymovou aktivitu nebo pfitomnost tohoto
enzymového genu v jinych bakteriich mlééného kvaSeni, a to
napiiklad u Lacticaseibacillus paracasei, Limosilactobacillus fermentum
(dfive Lactobacillus fermentum), Lactiplantibacillus paraplantarum (dfive
Lactobacillus paraplantarum), Lactiplantibacillus plantarum, Pediococcus
acidilactici, Pediococcus pentosaceus, Staphylococcus xylosus (Callejon et al.,
2014; Guarcello et al., 2016; Li et al., 2020).

Enzymatické procesy, a tim 1 redukce BA, mohou byt ovlivnény fadou faktora,
mimo jiné¢ dobou kultivace, kultivacni teplotou, pH prosttedi, dostupnosti Zivin
a kysliku nebo fazi mikrobidlniho ristu. Z tohoto divodu hlavnim cilem
predlozené disertacni prace bylo zmapovat degrada¢ni chovani L. casei CCDM
198 viici jednotlivym BA za riznych podminek in vitro a v redlném potravinovém
systétmu — odstifedéném mléce a nalézt nejvhodnéjsi podminky pro nejvetsi
degradac¢ni aktivitu zvoleného kmene. Interval kultivace a jednotlivé ¢asy odbéru
pro jednotlivé teploty byly experimentalné urCeny na zaklad¢ ristovych kiivek
studované kultury za optimalnich podminek. Pokles jednotlivych BA v €ase byl
stanoven HPLC/DAD, uznanou referencni metodou schvalenou Evropskou
komisi (EC ¢. 2073/2005; Nafizeni Komise, 2005). Na zaklad¢ dostupnych
publikaci byly vybrany BA, které se nejCastéji vyskytuji ve fermentovanych
potravinach. Konkrétné zkoumanymi BA byly histamin, tyramin, putrescin,
kadaverin a fenylethylamin. Poziti t€chto aminti, nejen u citlivych jedincti, mize
vyvolavat specifické ptiznaky, jako je naptiklad nauzea, hypertenze a hypotenze,
vyrazky, tres, bolesti hlavy, sttevni problémy, v zavislosti na mife intoxifikace
(Alvarez a Moreno-Arribas., 2014). Piestoze bylo publikovano nespocet
vyzkumut dokazujici nadmérny vyskyt BA v potravinach (Valsamaki et al., 2000;
Novella-Rodriguez et al., 2003; Fernandez et al., 2006, 2007; Spano et al., 2010;
Linares et al., 2011; Papavergou et al., 2012) jedinym regulovanym aminem
V potravindch, ktery je zdrovenl obecné povazovan za nejnebezpecnéjsi, je stale
histamin, a to navic pouze u ryb a rybich produkti (EC ¢. 2073/2005; Naftizeni
Komise, 2005). Pravdépodobné hlavnim problémem pro urceni limitnich hodnot
je skutecnost, Ze mira nezadoucich U€inki zavisi na aktuadlnim a individualnim
stavu kazdého konzumenta (funk¢nost detoxifikaéniho systému, uZivani
nékterych 1€k, konzumace alkoholu aj.), a také na synergickém ucinku
jednotlivych amini. Je proto velmi dileZité kontrolovat a snazit se snizit hladinu
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1 ostatnich amind, které se mohou zdat, Ze nemusi mit tak vyznamné negativni
vliv na zdravi spotiebitele (Sarkadi, 2019). Na zaklad¢ vysledkl bylo prokazano,
ze testovany kmen L. casei CCDM 198 za studovanych odminek vyznamné
snizoval pfitomnost vSech testovanych BA jak in vitro, tak v mléce. Nejvétsi
reduk¢ni schopnost in vitro byla zjisténa vici kadaverinu (redukce az o 73 %),
nasledné histaminu (redukce o 70 %) a tyraminu (Gbytek o 69 %), putrescinu
(0 67 %) a fenylethylaminu (sniZeni o 55 %). V mléce byla dosazena nizsi redukce
ve srovnani s redukéni schopnosti bakterie v kultivaénim médiu. V mléce byl
nejlépe odbourdvan putrescin (Ubytek na konci kultivace okolo 48 %), poté
histamin s kadaverinem (oba okolo 40 % na konci kultivace), fenylethylamin
(okolo 32 %) a nejmén¢ L. casei CCDM 198 degradoval tyramin, a to maximalné
o necelych 20 %.

Pro realné pouziti v potravinarském primyslu bylo také dulezité zjistit, jak
muize kombinace jednotlivych technologickych faktorli ovlivnit degradacéni
aktivitu tohoto bakteridlniho kmene. Testovani vzajemné kombinace riznych
faktorth na reduk¢éni schopnost kmene vici BA je dulezité vzhledem k tomu,
ze realné vzorky potravin obsahuji také kombinaci nékolik faktort/proménny.
Zkoumanymi faktory a jejich vzajemnymi kombinacemi za in vitro podminek
byly teplota kultivace, pH prostfedi, po¢atecni koncentrace biogennich aminii,
mnozstvi dostupnych zivin v prostiedi, pfidavek redukujiciho ¢inidla a Cas
kultivace. Rozdilné teploty, pH prostiedi, pocateéni koncentrace biogennich
amind a sniZzeny obsah zZivin (1/2 MRS) mél piiblizit realnéjsi podminky
V potravinach, navic u niz$i koncentrace potiebnych zivin byl zkoumén mozny
ptedpoklad vyssi redukce jednotlivych BA z diivodu nedostatecné koncentrace
potiebnych Zivin. Dal§im studovanym faktorem byla pfitomnost cysteinu.
Na zéklad¢é doporuceni dodavatele testované kultury byl riist podpoien ptidavkem
1% cysteinu. Existuji publikace potvrzujici rychlej§i rist u fakultativné
anaerobnich bakterii mlécného kvaseni ptisobenim redukujicich ¢inidel (cystein,
kyselina askorbova atd.) (Lozo et al., 2008; Shu et al., 2013). Predmétem
vyzkumu bylo také zjistit, zda rychlejsi rlst kultury ovlivni degradaci
zkoumanych BA. Z namétfenych vysledkll vyplyva, Ze ptidavek cysteinu
0 vysledné koncentraci 1 % mél signifikantni (P < 0,05) vliv na redukci vSech
studovanych BA, avSak kombinace jednotlivych faktord s cysteinem redukci
nezvySovala.

Soucasti vyzkumu bylo také popsat vliv vybranych faktort (teplota kultivace,
pH prostiedi a ¢as kultivace) na rist bakterie a degradaci aminti v mléce. Ml¢ko
bylo vybrano jako modelové prostiedi, protoze je vychozi surovinou pii vyrobe
fermentovanych mlé¢nych vyrobki, které obsahuji velké mnozZstvi BA, jako je
naptiklad syr (Linares et al., 2011). Navic pro jeho vybér ptispéla také skutecnost,
ze zvoleny kmen L. casei CCDM 198 je izolatem ze syru. Ziskané vysledky
ukazuji na skuteénost, ze mléko je vhodnym kultivacnim médiem pro L. casei
CCDM 198. Degradace aminli v mlé¢nych produktech pomoci mikroorganismu
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byla potvrzena i v jinych publikacich. SniZzeni biogennich amind v bujonu
I v modelovych syrech byla prokazana naptiklad kmeny Lacticaseibacillus casei
a Lactiplantibacillus plantarum (Herrero-Fresno et al., 2012; Adamek et al.,
2021). Rozsahlejsi studie zabyvajici se touto problematikou byla publikovéana
v roce 2016. 94 izolatd (patiicich k rodim Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus a Weissella)
Z ruznych italskych syrt redukovalo biogenni aminy v chemicky definovaném
médiu. Navic kmeny Lacticaseibacillus paracasei CB9CT nebo CACIO6CT
snizily obsah histaminu a tyraminu v modelovém syru (Guarcello et al., 2016).
Tittarelli et al. (2019) se ve své praci zabyvali nalezenim vhodnych bakterii
pro redukci histaminu a tyramin. Z 24 studovanych izolata ziskanych z ovciho
syru vykazovaly nejvyssi degradacni schopnost kmeny L. casei (EU626005)
a Enterococcus casseliflavus (KJ571214) a zaroven neobsahovaly geny
pro histidindeckarboxylazu (hdc) a tyrosindekarboxylazu (tdc). Krom¢é mlécnych
vyrobkll bakterie mlécného kvaSeni redukuji ptfitomnost biogennich amint
I v jinych potravinach a napojich, a to napiiklad uz ve zminéném viné (Garcia-
Ruiz et al., 2011; Callejon et al., 2014), ale 1 v rybi sildzi (Dapkevicius et al.,
2000), ve fermentované pasté ze sojovych bobu (Lee et al., 2016) nebo v kysaném
zeli (Rabie et al., 2011). PfestoZze byl potvrzen vyznamny ubytek vSech
studovanych BA v mléce, tato redukce byla nizsi ve srovnani s vysledky in vitro.
Tento trend u L. casei byl potvrzen i v jiné studii. Garcia-Ruiz et al. (2011) také
pozorovali vys$s§i degradani schopnost L. casei vuci histaminu, tyraminu
a putrescinu v médiu nez v realné potraving¢, konkrétn¢ ve ving. L. casei IFI-CA 52
degradoval v médiu histamin o 54 %, tyramin o 55 % a putrescin o0 65 %, zatimco
ve vin¢ doslo k poklesu koncentrace histaminu o 16 %, tyraminu o 15 %
a putrescinu 0 8 %. Ve srovnani s touto studii, mohlo by se zdat ze L. casei Iépe
redukuje BA v mléce nez ve ving. Jednim z moznych vysvétleni by mohla byt jiz
zminéna skutecnost, Ze bakterie L. casei je izolatem z mlécnych vyrobkd, a proto
by se 1épe mohla ptizplisobit tomuto prostiedi. Na druhou stranu vino obsahuje
ethanol, ktery mtize ovlivnit schopnost bakterii redukovat BA (Wang et al., 2022).
Wang et al. (2022) zkoumali také vliv jednotlivych potravinovych matric (rybi
surimi, hroznova §tava a tofu) na degradaci histaminu a tyraminu. Tato studie
prokazala, ze typ potravinové matrice vyznamné ovliviiuje katalytickou aktivitu
enzymu MCO. Napiiklad v rybim surimi dochazelo k redukci histaminu o 28 %,
zatimco v hroznové staveé degradace histaminu nebyla zjisténa. Z téchto divodi
je dualezité ovérit redukéni schopnost zkoumaného bakterialniho kmene
vV konkrétni potravinové matrici. NaSe vysledky potvrzuji pfedpoklad vhodnosti
pro moznou aplikaci L. casei CCDM 198 do fermentovanych mléénych vyrobkd.

Teplota a pH jsou dalSimi faktory, které maji vyznamny vliv nejen na riist
mikroorganismi, ale také na aktivitu MCO, a tim i ndslednou hladinu BA
v systému. Vybrané testované teploty byly zvoleny tak, aby reprezentovaly
nejb&znéj$i vyrobni a skladovaci teploty. Teplota 30 °C je optimalni teplota
pro studovany kmen, 11 °C pifedstavuje teplotu skladovani v chladu i teplotu zrani
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pro mnoho syrt a dalSich potravin, zatimco 23 °C je pokojova teplota, pti které
jsou potraviny ¢asto nespravné skladovany. Zatimco testované hodnoty pH mély
pokryt Siroky rozsah pH prostiedi kyselych 1 nekyselych potravin. Na zaklad¢
naméfenych vysledkli ma teplota a pH a jejich kombinace vyznamny vliv
(P <0,05) na vyvoj jednotlivych BA. Zaroven vSak nebyl nalezen spole¢ny trend
pro redukci vSech testovanych aminti. Navic byla zjiSténa odliSna schopnost
L. casei CCDM 198 snizovat pocet jednotlivych aminti v zavislosti na riznych
kombinacich faktord. Pro nékteré aminy vSak byly zjistény podobnosti v redukci.
Napftiklad putrescin a kadaverin vykazovaly podobny trend, stejné tak byla
nalezena podobnost pti redukci tyraminu s fenylethylaminem, zatimco se zda,
ze histamin dosahoval maximalni tbytky pfi jinych optimalnich podminkach nez
ostatni aminy. Z tohoto zjisténi vyplyva, ze by rychlost redukce mohla souviset
se strukturou amint. Putrescin a kadaverin jsou alifatické aminy s kratkym
fetézcem, fenylethylemin a tyramin jsou aromatické aminy (proto pravdépodobné
vykazovaly podobné¢ trendy v degradaci), zatimco histamin je heterocyklicky
amin. Tato skuteCnost by také mohla vysvétlit odliSné optimalni hodnoty pH
a teploty pro jednotlivé aminy béhem degradace L. casei CCDM 198. Je mozné,
ze konkrétni teplota a pH by mohly zpisobovat dofasné konformacni zmény
v aktivnim misté enzymu MCO, ¢imZ by mohlo dojit k ovlivnéni navdzani
konkrétniho substratu na enzym. Vytvofend hypotéza se opira také o ziskané
vysledky v publikaci Tepkasikul et al. (2022). Ve studii autoti zkoumali reduk¢ni
schopnost Bacillus piscicola FBU1786 vici riznym BA, a také dosli k zavéru,
ze degradace BA je selektivni, minimaln€ na zakladé¢ struktury jednotlivych BA.
Bacillus piscicola FBU1786 nejprve degradoval alifatické aminy s kratkym
fetézcem (v pofadi putrescin a poté kadaverin), nasledné histamin a aromaticke
aminy (v potadi zjisténé redukce fenylethylamin a tyramin) a poté alifatické
aminy s dlouhym fetézcem (jako je spermin a spermidin, které byly degradovany
velmi mélo). NaSe vysledky jsou také v souladu 1 s jinymi nedavnymi studiemi,
které poukazuji na fakt, ze bakteridlni MCO ma vétsi afinitu k jednomu substratu
nez jinému (vCetné jednotlivych BA) a ze jednotlivé substrdty maji rtizné
optimdlni pH hodnoty a teplotu. Navic na zaklad¢ dostupnych publikaci se také
zda, ze lakdzy jednotlivych mikroorganismi mohou mit odliSnou optimalnim pH
hodnotu a teplotu pro stejny substrat (Callejon et al., 2016, 2017; Li et al., 2020;
Olmeda et al., 2021; Ni et al., 2022; Tepkasikul et al., 2022; Wang et al., 2022).
Tyto rozdily se tykaji jak typickych substratii pro tyto enzymy, tak jednotlivych
BA, které degraduji. Rekombinantni lakaza z Lactiplantibacillus plantarum J16
(CECT 8944) vykazovala nejvétsi oxidacni aktivitu pii pH hodnoté 3,5
pro substrat ABTS a 7,0 pro DMP. Také bylo zjisténo, Ze optimalni teplota
pro substrat DMP je okolo 60 °C (Callejon et al., 2016). Optimalni pH
pro rekombinantni lakazu z Pediococcus acidilactici CECT 5930 (Lpa5930) bylo
piiblizné€ 4,0 pro ABST a maximalni aktivita byla zjisténa pti teploté okolo 28 °C
(Callejon et al., 2017). PfestoZze oba enzymy vykazovaly podobné optimalni
podminky pro redukci tyraminu (teplota okolo 28 °C a pH 4,0 a 9,5), zda se,
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ze pro oxidaci histaminu a putrescinu jsou vhodnéjsi jiné podminky.
Tato skuteCnost byla potvrzena i v této disertacni praci. Je dilezité zvolit vhodné
podminky prostiedi, kdy nevhodna kombinace faktorti nepodporuje degradacni
schopnost bakterie. Odlisné vysledky byly ziskany ve studii z roku 2020
pro rekombinantni lakazu (rLac) z Bacillus velezensis TCCC 111904. Optimalni
teplota a pH hodnota pro tuto lakazu byly 80 °C a 5,5 v ptipad¢ substratu ABTS
(L1 et al., 2020). Autoi1 prace Tepkasikul et al. (2022) studovali u¢inky faktori
prostfedi (v¢etné¢ pH a kultivaéni teploty) na degradaci histaminu enzymem
lakazou z Bacillus piscicola FBU1786. Snizeni histaminu bylo studovano
v rozmezi pH 4-10. Nejvyssi redukce byla zaznamenana v rozmezi pH hodnot
od 6 do 9, zatimco pii hodnotach pH 4; 5 a 10 nebyla zjisténa zadna nebo jen mala
redukéni  schopnost vic¢i histaminu. Pfi  zkoumanych teplotach 30;
37 a 45 °C bakterialni kmen FBU1786 zcela snizil hladinu histaminu. Wang et al.
(2022) prokézali vyssi redukci histaminu a tyraminu v neutralnim prostfedi nez
vV kyselém prostfedi pomoci enzymu MCO, coZ jsou odlisné pH podminky
pro optimalni degradaci tyraminu lakazou z Lactiplantibacillus plantarum
(Callejon et al., 2016). Olmeda et al. (2021) zkoumali redukci jednotlivych amint
lakdzami z Pediococcus laccases 5930 a Pediococcus pentosaceus 4816.
Ve své studii zjistili, ze ob¢ testované lakdzy nebyly schopny degradovat
histamin, putrescin ani fenylethylamin, ale byly schopny oxidovat tyramin, avSak
pouze v pritomnosti mediatoru.

Ziskané vysledky v ramci ptfedlozené disertani prace potvrzuji vyznamnou
degradac¢ni schopnost kmene Lacticaseibacillus casei CCDM 198, jak za in vitro
podminek, tak 1 v mléce, vychozi matrici pro fadu fermentovanych mlécnych
produkti. Také byla detekovana u studovaného kmene ptitomnost a katalyticka
aktivita enzymu MCO, ktery je zodpovédny za redukci BA u bakterii mlééného
kvaSeni. Existuje tedy redlny potencial pro aplikace zkoumané kultury
do fermentovanych mléénych produktd za ucelem redukce nezadoucich BA.
Navic na =zakladé¢ publikaci aplikace kmenli degradujici BA (vCetné
Lacticaseibacillus casei CCDM 198) vyznamné¢ neovliviuje zakladni chemické
parametry (hodnoty pH, obsah suSiny, obsah soli, obsah tuku v su$in¢) nebo
texturu (tvrdost) ptirodnich syrt (Guarcello et al., 2016; Adamek et al., 2021).
Vyuziti vhodnych degradéri piedstavuje efektivni strategii pro redukci
nezadoucich BA a néslednou minimalizaci rizik spojenych s nezddoucimi Gc¢inky
na konzumenta.
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5. ZAVER

Disertani prace byla zaméfena na studium degradace biogennich amint
v zavislosti na technologickych faktorech pomoci enzymatické degradace
mikrobidlnim kmenem Lacticaseibacillus casei CCDM 198. Byla zmapovana
a popsana degradacni aktivita studovaného kmene vici obsahu BA za in vitro
podminek a v realné potraviné — v mléce. V neposledni fadé byla také studovana
pfitomnost a aktivita enzymu multicopperoxidazy (MCO), ktery je zodpovédny
za degradaci BA.

Z vysledku a diskuse prace vyplyvaji nasledujici zavery:

U kmenu L. casei CCDM 198 byla potvrzena degradacni aktivita in vitro
vici vSem studovanym biogennim aminlim, kdy nejvEtsi redukéni
schopnost byla zji$téna vici kadaverinu (redukce az o 73 %), nasledné
histaminu (redukce o 70 %), tyraminu (Ubytek o 69 %), putrescinu
(0 67 %) a fenylethylaminu (sniZzeni o 55 %).

Schopnost odbouravat vSechny studované biogenni aminy kmenem
L. casei CCDM 198 byla potvrzena a zmapovana také v realné potraving.
Zde byla pozorovana nizsi degradacni schopnost ve srovnani s reduk¢ni
schopnosti bakterie rostouci v kultivaénim médiu. V mléce dochézelo
Kk maximalnimu ubytku putrescinu az o 48 %, kadaverinu az o 40 %,
histaminu 0 39 %, fenylethylaminu o0 32 %. Nejméné byl redukovan
tyramin, u kterého doslo k redukci nanejvys 0 19 %.

Bylo prokazano, Ze degradace vSech jednotlivych biogennich amint
zavisi na technologickych faktorech, kdy nevhodné zvolend kombinace
faktorti nepodporuje degrada¢ni schopnost bakterie L. casei CCDM 198.
Byla zjisténa rozdilna schopnost bakterie L. casei CCDM 198
degradovat jednotlivé aminy pfti stejnych technologickych podminkach
jak in vitro, tak i v realné potraving.

Ptidavek cysteinu do MRS bujénu mél signifikantni (P < 0,05) vliv
na redukci vSech studovanych BA, avSak kombinace jednotlivych
faktort s cysteinem redukci vyznamné nezvySovaly.

Byla prokéazana pfitomnost a aktivita enzymu multicopperoxidazy
(MCO), subtypu lakazy u studovaného kmene L. casei CCDM 198
pomoci spektrofotometrického stanoveni a detekce v nativnim
polyakrylamidovém gelu.

Na zaklad€ spektrofotometrického méfeni byly zjiStény také rozdily
v aktivité¢ enzymu MCO Vv zavislosti na Case kultivace.

Nejvyssi aktivita enzymu MCO byla detekovana po 48 hodinach
kultivace, kdy doSlo k vice nez 45% zvySeni aktivity ve srovnani
s poc¢atecnim Casem 0.
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Zaveérem lze fict, ze ziskané vysledky potvrzuji vliv prostiedi na schopnost
degradovat biogenni aminy pomoci bakteridlniho kmene L. casei CCDM 198
enzymem multicopperoxidazou (MCO). Jak bylo prokazano, je dilezité zvolit
vhodné podminky prostiedi, kdy nevhodnd kombinace faktorli nepodporovala
degradacni schopnost bakterie. Diky této studii existuje realny potencial
pro aplikaci zkoumané kultury Lacticaseibacillus casei CCDM 198
V potravinaiském pramyslu. Pouziti vhodnych degradérti by mohlo byt t¢innou
strategii k minimalizaci rizik spojenych s nadmérnym vyskytem biogennich
aminl v potravinach.

6. PRINOS PRO VEDU A PRAXI

Nadmérné mnozstvi biogennich amind ve fermentovanych potravinach
piedstavuje zdravotni riziko pro konzumenta. Jedna z aktudlnich moznosti, jak
ovlivnit pfitomnost téchto nezddoucich latek v potravindch, je aplikace
bakteridlnich kmeni, které enzymaticky tyto biogenni aminy odbourdvaji.
Pro redlnou a cilenou aplikaci do konkrétnich potravin je dillezité experimentalné
popsat redukéni schopnost u daného mikroorganismu, a také pochopit jeho
enzymaticky aparat zapojeny do odbouravani biogennich amin.

Ptedlozena disertacni prace se zabyvala uvedenymi aspekty a jeji vyplyvajici
piinos pro oblast védy a praxe lze shrnout do nasledujicich bodii:

e Bylo provedeno rozsédhlé zmapovani degradaéniho chovéani kmene
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 vuci 5 biogennim aminiim in vitro
a V redlné potraving.

e U studovaného kmene byla potvrzena vyznamna redukéni schopnost
in vitro a také v mléce, vyznamnym vychozim materidlem
pro fermentované mlécné produkty.

e Byl popsan vliv technologickych faktori na degradacni schopnost tohoto
kmene.

e Bylo prokazano, Zze Lacticaseibacillus casei CCDM 198 ma rozdilnou
degradac¢ni aktivitu viici jednotlivym studovanym biogennim aminiim.

e Byly optimalizovany metody (spektrofotometrické a detekce aktivity
v gelu) pro identifikaci pfitomnosti a aktivity enzymu
multicopperoxidazy, sybtypu lakazy.

e Jedna se o prvni studii detekujici u kmene Lacticaseibacillus casei
CCDM 198 ptitomnost a aktivitu enzymu multicopperoxidazy, subtypu
lakazy.

e Vysledky poukazuji na vhodnost aplikace kmene Lacticaseibacillus
casei CCDM 198 v potravinaiském primyslu jako na moznou strategii
pii redukci biogennich amintl ve fermentovanych potravinach.
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AO Aminooxidaza
BA Biogenni aminy
CCDM Culture Collection of Dairy Microorganisms
DMP 2,6-dimethoxyfenol
EC Evropska komise
GRAS Generally recognized as safe
HPLC/DAD Vysokoucinna kapalinova chromatografie s detektorem
diodového pole
MCO Multicopper oxiddza
MRS De Man, Rogosa a Sharpe agar/médium
PMSF fenylmethylsulfonylfluorid
QPS Qualified Presumption of Safety lists
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Obr. 2.1: Schématické shrnuti metodického postupu pri studiu viivu vybranych faktoru
na redukcni schopnosti bakterie Lacticaseibacillus casei CCDM 198
V kultivacnim MRS DUJORU............c..cccouoioiiiiiiiiii e e 13

Obr. 2.2: Schématické shrnuti metodického postupu pvi studiu viivu vybranych faktorii
na redukcni schopnosti bakterie Lacticaseibacillus casei CCDM 198
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Obr. 3.1: Vyvoj relativniho obsahu histaminu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v uplném MRS bujonu s pocatecni
koncentraci histaminu 0,2 gt v zdvislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah
histaminu v case nula byl vidy 100 %. Inkubace byla provadéna
pripH = 5,4 (¢asti A), pH = 6,2 (¢asti B) a pH = 7,0 (¢asti C). Vysledky jsou
prezentovany pomoci prumerii a standardnich odchylek
(SIOUPCE; M= 6) ettt e e e et e e e et e e et e e e ee e 2ee 20, 18

Obr. 3.2: Vyvoj relativniho obsahu histaminu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v uplném MRS bujonu s pocdatecni
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Obr. 3.3: Vyvoj relativniho obsahu histaminu (vel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v neuplném MRS bujonu s pocdtecni
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Obr. 3.4: Vyvoj relativniho obsahu histaminu (vel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v neuplném MRS bujonu s pocdatecni
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Obr. 3.5: Vyvoj relativniho obsahu histaminu (rvel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v mléce. Kultivace probihaly za teploty
11 °C, 23 °C a 30 °C v mléce o pH 5,4 (cast A); 6,2 (¢ast B) a 7,0 (cast C).
Pocatecni relativni obsah histaminu v ¢ase nula byl vzdy 100 %. Vysledky jsou

prezentovany pomoci prumert a standardnich odchylek
(sloupce; n =

Obr. 3.6: Detekce pritomnosti enzymu multicopperoxidazy (MCO) a jeho enzymatické
aktivity u bakteridlniho kmene Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v case
kultivace 0, 24,48 a 72 hodin. Cast A popisuje piitomnost enzymu MCO
V polyakrylamidovem gelu po elektroforéze za nativnich podminek viici
substratu DMP. Pozitivni reakce je prokdzdna oranzové Zlutym bandem. Cdst
B graficky zndzornuje spektrofotometrickou detekci zmeény % relativni aktivity
enzymu MCO v case pri oxidaci substratu ABTS. Absorbance byla mérena pri
vinové delce 420 nm. Aktivita enzymu v pribehu casu je vyjadrena jako
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