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ABSTRAKT

Ptedlozena disertacni prace se zabyva studiem degradace biogennich amini
V potravinach v zavislosti na vybranych technologickych parametrech. Hlavnim
cilem prace bylo zjistit a zmapovat, jak kombinace riznych technologickych
parametrti ovliviiuji schopnost kmene Lacticaseibacillus casei CCDM 198
degradovat biogenni aminy jak za in vitro podminek, tak v realné
potravin¢€ — V mléce. Pro tyto ucely bylo sledovano 5 biogennich amini, které se
nejcastéji vyskytuji v potravinach, a to konkrétn¢ histamin, fenylethylamin,
tyramin, putrescin a kadaverin. Jejich mnozstvi, respektive ubytek, bylo nasledné
ve vzorcich kultivovanych s Lacticaseibacillus casei CCDM 198 za rtiznych
podminek analyzovano pomoci HPLC/DAD po pfedchozi derivatizaci
dansylchloridem. Dale bylo cilem prace dokazat 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 aminti
za studovanych kombinaci podminek ve srovnani s pocate¢ni koncentraci
na zacatku kultivace (v ¢ase 0) byla: ibytek histaminu o vice nez 70 % v bujonu
a 0 39 % v mléce, tyraminu o 69 % V bujéonu 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 o 55 % in vitro a 32 % v mléce. U studovaného kmene byla také
prokazana ptitomnost enzymu multicopperoxidazy (MCO). Ke stanoveni byly
pouzity dvé metody (spektrofotometrické stanoveni aktivity a detekce aktivity
Vv nativnim gelu) a dva substraty. Ziskané vysledky dokazuji pfitomnost a aktivitu
MCO, subtypu lakazy, u Lacticaseibacillus casei CCDM 198. Kromé toho byla
také zjiSténa zmeéna aktivity v zavislosti na dob¢ kultivace. Nejvyssi enzymaticka
aktivita byla zjiSténa po 48 hodinach kultivace, kdy byl zaznamenan nartst
aktivity o vice nez polovinu ve srovnani s pocate¢nim 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 piredloZzené disertacni prace bylo cilem vypracovat aktualni
literarni reSersi zaméfenou na charakterizaci biogennich amind a moznosti jejich
redukce v potravinach. Byly zpracovany poznatky o toxicité biogennich amin,
ptitomnosti v jednotlivych potravinach, faktorech ovliviiujicich jejich produkci
vcetné moznosti vyuziti mikroorganismi, které enzymaticky redukuji biogenni
aminy Vv potravinach.

Cilem experimentalni ¢4sti disertacni prace bylo nalézt potencialni bakterialni
kmen schopny enzymaticky degradovat biogenni aminy v potravinach.

K naplnéni tohoto cile predchazelo nékolik dil¢ich projekti:

* Sledovani vlivu technologickych parametri na degradaéni schopnost
vybraného bakterialniho kmene in vitro.

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

» Detekce pritomnosti enzymu a stanoveni enzymové  aktivity
multicopperoxidazy.

« Statisticka analyza ziskanych vysledki.



UVOD

Kvalita a bezpe¢nost potravin mize byt ovlivnéna zvySenou pritomnosti
biogennich aminii (BA). BA vznikaji v potravinach pifevazné mikrobidlni
enzymatickou dekarboxylaci prisluSnych aminokyselin. Zdravotni rizika
pro konzumenty spocivaji v negativnich ucincich, 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 aminti v potravindch, a pfedevsim
na zdravotnim stavu konzumenta. Nefermentované potraviny lze obecné
povazovat za nizkorizikové v souvislosti s pfitomnosti BA. Jejich nadmérny
vyskyt v téchto potravinach je zpiisoben nezadouci mikrobidlni aktivitou, kterad
mize byt dana napiiklad nevhodnou manipulaci ¢i skladovaci teplotou. Opaénym
ptipadem jsou vSak fermentované vyrobky, kdy ptfitomnost BA je ptfevazné
zpusobena nezbytnymi mikroorganismy, které jsou zodpovédné za fermentaci.

Bylo publikovano nékolik strategii redukujicich hromadéni BA v potravinach,
a to naptriklad wvyuziti vhodnych obalovych technik, oSetfeni vysokym
hydrostatickym tlakem, ptidavek potravinarskych ptidatnych latek inhibujicich
rust dekarboxylédza-pozitivnich mikroorganismil 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 dob¢ dalsi vhodnou metodou se zdd byt aplikace
mikroorganism, které nepodporuji tvorbu BA a zaroven jsou schopné piipadné
vzniklé BA v potravinach redukovat. Vyznamné postaveni v této problematice
zaujimaji bakterie mlééného kvaSeni, které maji dlouhou historii bezpecného
pouzivani ve fermentacnich procesech. Pro tyto tcely 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 mikroorganismii podilejicich se na degradaci
BA.
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1. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

1.1 Biogenni aminy — charakteristika a rozdéleni

Biogenni aminy (BA) jsou organické nizkomolekularni dusikaté latky
produkované rostlinami, zivo€ichy, a predevsim také mikroorganismy, které jsou
soucasti jejich metabolickych a fyziologickych procesii. VSechny BA maji jeden
nebo vice kladnych naboji a hydrofobni kostru. Z pohledu potravinaiské
mikrobiologie a pro tcely této prace nejvyznamnéjSimi BA jsou histamin,
tyramin, tryptamin, putrescin, kadaverin ¢i fenylethylamin (Alvarez a Moreno-
Arribas, 2014).

BA lze délit podle chemického slozeni na: alifatické (napf. putrescin,
kadaverin), heterocyklické (napf. histamin, tryptamin) a aromatické
(napft. tyramin, fenylethylamin). V zavislosti na poc¢tu aminoskupin se nasledné
déli na monoaminy (tyramin, fenylethylamin), diaminy (histamin, tryptamin,
putrescin a kadaverin) a polyaminy (spermin, spermidin) (Santos, 1996; Alvarez
a Moreno-Arribas, 2014). Nékteré publikace mezi polyaminy fadi i putrescin
kvuli jeho roli prekurzoru obou ,,pravych® polyaminti sperminu i spermidinu
(Kala¢, 2009). Strukturni vzorce nejbézngjSich BA v potravinach a jejich
prekurzorti jsou zndzornény na Obr. 1.1.

Ahfatlcke aminy ] - Aromatlcke amin ]
0 D/Hr“” @\’(mi
NH,
J\/YL 1,0
Tyrosin Fenylalanin
Glutamin Lysin i l
i l D”‘Q_L Q/\
/\A[/k iy S Py s NH, s
Kadaverin Tyramin Fenylethylamin
Ormtm
NH
¢ P . [Heterocykllcke ammy
P NH Arginin  © 0 ks\)w/
H;N 1 OH
l \ l \ / e
. H i NH,
Putrescin N i ¢
"'\\r\\/\/\m: Tryptofan Histidin
i ~m,  Agmatin # ¢
NH, = NH.
. NH 3 )
BN S SN, e TN A 0 NH, \ HN\’/jv
N
Spermidin Spermin H
Tryptamin Histamin

Obr. 1.1: Struktura nejbéznéjsich biogennich aminii v potravindch a jejich a prekurzorii
produkované mikroorganismy (upraveno podle Li a Lu, 2020).
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1.2 Vznik a fyziologicka role biogennich amint

Biogenni aminy vznikaji predev§im dekarboxylaci pfislusnych aminokyselin
enzymy dekarboxylazami. Dekarboxylazy jsou skupina enzymi, ktera selektivné
plsobi na specifické aminokyseliny odstranénim karboxylové skupiny za vzniku
odpovidajicich aminti a uvolnéni CO,. Ackoliv BA mohou vznikat u vsech
organismil, nejveétsi a nejvyznamnéjsi dekarboxyldzova aktivita byla zjiSténa
u bakterii (Comas-Bast¢ et al., 2020). Vznik BA enzymem dekarboxylazou je
schematicky znazornén na Obr. 1.2.

CO,
70N
i"’ // “l
R—CH+C | > R—CH
[ ".\ N\ OH }’,«' [dekarhoxyléza ] l
NH2 \.\ ~~~~~~~~ . P NH2
Aminokyselina Biogenni amin

Obr. 1.2: Schéma dekarboxylace aminokyseliny enzymem dekarboxyldzou za vzniku
biogenniho aminu a wuvolnéni oxidu uhlicitého (upraveno podle
Comas-Baste et al., 2020).

Fyziologickd role BA u eukaryotickych organismi je relativné dobie
prozkoumana. FEukaryotické buiiky ptirozené produkuji BA, které piisobi
naptiklad jako prekurzory pro syntézu hormond, alkaloidii, nukleovych kyselin
a proteini. Maji také pozitivni u¢inky na lidské télo, kdy jsou zapojeny
do ovliviiovani lidské imunity, regulace dusevni Cinnosti a zvySeni vaskularni
aktivity. Polyaminy hraji zasadni roli v biologickych procesech jako je bunécny
rust a proliferace, stabilizace negativnich ndboji DNA, transkripce RNA,
regulace iontovych kanall, a to pfedevSim blokovanim draslikovych kanald.
Spermin a spermidin maji navic antioxidac¢ni uc¢inek, jehoz mechanismus spociva
v chelataci kovu, kterd brani tvorb& hydroperoxidi a zpozd'uje tvorbu
sekundarnich oxida¢nich sloucenin (Igarashi et al., 2001; Premont et al., 2001;
Linares et al., 2011; Toro-Funes et al., 2013; Mufioz-Esparza et al., 2019).

Na druhou stranu fyziologicka role biosyntézy BA u prokaryot neni doposud
zcela jednoznaéné objasnéna. Predpoklada se, Ze produkce BA u bakterii souvisi
s obrannymi mechanismy vici kyselému prostfedi. Dekarboxylazové enzymy,
které maji optimalni pH kolem 5,0, poméhaji obnovovat vnéjsi pH, a tim zvySuji
schopnost preziti bakterii v kyselém prostiedi (Schelp et al., 2001; Rhee et al.,
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2002). Navic autofi Schelp et al. (2001) ve své studii prokdzali, ze enzym
histidindekarboxylaza izolovana z Lactobacillus 30a je aktivni pouze pfi nizkém
pH. Neutralni az zdsadité¢ pH indukuje strukturdlni zmény enzymu zabranujici
navazani substratu do aktivniho mista. Pii nizkém pH dochazi k obnoveni
struktury a enzym se stava opét aktivni (Moreno-Arribas a Lonvaud-Funel, 2001;
Schelp et al., 2001; Linares et al., 2011). Syntéza BA u bakterii je také spojovana
se ziskavanim energie, kdy wvznikly produkt (biogenni amin) je zapojen
do antiportového mechanismus aminokyselina/amin, coz mize vést
ke generovani protonové hybné sily. Naptiklad pro bakterie mlé¢ného kvaseni
(LAB), které¢ postradaji dychaci fetézec, by tento mechanismus mohl pfedstavovat
zvySeni vytézku ATP (Molenaar et al., 1993; Schelp et al., 2001; Linares et al.,
2011).

1.3 Detoxifikacni systém

Hladina biogennich aminli u ¢lov€ka je udrZzovéna tfemi priméarnimi zdroji
(Bardocz, 1995; Kalac, 2009):

« endogenni (de novo) biosyntézou,
* produkci sttevnimi mikroorganismy,

* pfijmem z potravy.

Nejvyznamng€j$im a hlavnim zdrojem biogennich aminl pro organismus je
ptijem z potravy. Ac¢koliv jsou aminy nezbytné pro spravné fungovani organismu,
vzhledem k tomu, Ze hlavni pfijem BA pro ¢lovéka je exogenni, miize dochéazet
k jejich nadmérnému hromadéni. Biogenni aminy jsou odbouravany ptes
detoxifikacni systém prostiednictvim enzymi aminooxiddz: monoaminooxidaz
(MAO), diaminooxidaz (DAO) a polyaminoxidaz (PAO) (Bardocz, 1995; Kalac,
2009).

U clovéka jsou zndmé dvé degradacni cesty histaminu zahrnujici enzymy
histamin-N-methyltransferazu (HNMT) a diaminoxidazu (DAO) nazyvanou také
histamindza. Tento enzym je zodpovédny za degradaci extraceluldrniho
histaminu. Jedna se o homodimer se dvéma izoformami katalyzujici oxida¢ni
deaminaci primarni aminové skupiny histaminu. U c¢lovéka je jeho exprese
omezena pouze na ur¢ité tkané, a to zejména na tenké stfevo, tlusté stievo,
placentu a ledviny. Navic DAO neni specificky pouze pro histamin, ale miize také
metabolizovat dalsi BA, jako jsou putrescin a kadaverin. Naproti tomu enzym
HNMT je exprimovan v Siroké Skale lidskych tkani a je vysoce selektivni

13



pro histamin. HNMT katalyzuje methylaci sekundarni aminové skupiny
histaminového  imidazolového aromatického  heterocyklu za  Ucasti
S-adenosylmethioninu, ktery je donorem methylové skupiny. Vznikly produkt
reakce je poté substraitem aminooxidazy (MAO nebo DAO) odpovidajici
za tvorbu N-methylimidazol acetaldehydu, ktery je nakonec enzymem
aldehyddehydrogenazou (AD) redukovan na N-methylimidazol-octovou kyselinu
(Elmore et al., 2002; Finney et al., 2014; Fernandez-Reina et al., 2018;
Comas-Bast¢ et al., 2020).

Degrada¢ni metabolismus polyamint zahrnuje nékolik cest. Jednou z moznosti
je pifima transformace sperminu na spermidin FAD zéavislym enzymem
sperminoxidazou (SMO). Dalsi cesta pifemény sperminu na spermidin
(ste;né jako spermidinu =~ na  putrescin)  vyzaduje  pritomnost
spermidin/spermin  Nl-acetyltranferazy = (SSAT).  Vznikly = metabolit
N-acetylspermin (resp. N-acetylspermidin) mitize byt nasledné¢ substratem
pro polyaminoxidazy (PAO) za vzniku 3-acetamidopropanalu, H,O; a spermidinu
(resp. putrescinu) (Fernandez-Reina et al., 2018).

1.4 Toxicita biogennich amini

Je velmi obtizné stanovit piesnou hranici toxicity BA, protoze toxicka davka
siln€ zavisi na u€innosti detoxikacniho mechanismu kazdeho jedince. U zdravych
osob dochazi k dostatecné rychlé redukci potravou ziskanych biogennich amini,
avSak u osob s nizkou aktivitou aminooxidaz, ktera mize byt zpisobena
genetickou dysfunkci, pisobenim inhibitor (napt. antidepresiv, nékterych
dalSich 1ék1, alkoholu) nebo nadmérného ptijmu BA z potravy, dochazi k jejich
akumulaci a mohou mit nasledné negativni vliv na ¢lovéka a zpusobit intoxikaci
organismu. Obecné¢ se jednd o bolesti hlavy, kopiivku, sttevni potize, zvySeny
nebo snizeny krevni tlak. Navic nc¢které aminy mohou vytvafet karcinogenni
nitrosaminy (Santos, 1996; Ladero et al., 2010; Alvarez a Moreno-Arribas.,
2014). Symptomy zplsobené histaminem, tyraminem, putrescinem jsou
schematicky shrnuté na Obr. 1.3. Toxické G¢inky mohou mit rizné stupné
zdvaznosti v zavislosti na mnoZstvi pfijmu exogennich BA, na poméru
jednotlivych aminii v potraviné a na zdravotnim stavu konzumenta. PfestozZe
za potencialné nejvice nebezpecny je obecné povazovan histamin s tyraminem,
ostatni aminy mohou zesilovat toxicitu a negativni ucinky téchto amint (Sarkadi,
2019). Z tohoto divodu vyskyt BA v potravinach a moznosti jejich redukce je
pfedmétem intenzivniho badéani a z4jem o toto téma stale stoupa.

1.4.1 Histamin

Otrava histaminem, znama také pod nazvem scombroidni otrava, byla poprvé
popsana na konci 18. stoleti. Histaminova intoxikace je Spojovana predevsim
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s konzumaci ryb patticich do celedi Scombroidae a Scomberesocideae, konkrétné
makrely, tuiidka nebo sardinky. I pfestoze pfijem 10 mg histaminu je obecné
povazovan za bezpe¢né mnozstvi, u citlivych jedinci uz mnozstvi
5-10 mg histaminu mtze vyvolat nezadouci u¢inky (Taylor, 1986; Shalaby, 1996;
Papageorgiou et al., 2018). Histamin je také jediny biogenni amin, jehoZ mnozstvi
v potravinach je legislativné regulovdno. Natizeni Evropské komise
0 mikrobiologickych kritériich pro potraviny, nafizuje limity histaminu u ryb
(zejména u Celedi Scombridae, Clupeidae, Engraulidae, Coryfenidae,
Pomatomidae, Scombresosidae) na maximalni mnozstvi 100 mg-kg™ u Eerstvych
ryb a 200 mg-kg? u fermentovanych rybich produktii (EC ¢&. 2073/2005; Natizeni
Komise, 2005). Krom¢ zminénych ryb vSak existuji i jiné potraviny s vysokym
vyskytem histaminu, a to mimo jiné syry nebo fermentované klobasy (Stratton et
al., 1991; Shalaby, 1996). Intoxikace lidského organismu histaminem se muze
projevit pfiznaky jako je vyrazka, koptivka, otok, nevolnost, bolest a kiece bricha,
zvraceni, prijjem, bolest hlavy, dychaci obtize a porucha ob&hového systému
souvisejici s hypotenzi a hypertenzi. Histamin se v lidském téle vaze na
4 receptory H1, H2, H3 a H4 a spousti sled reakci vedoucich k vedlej$im u€inktam.
Tyto receptory jsou lokalizované v bunéénych membranach dychaciho,
kardiovaskularniho, gastrointestinalniho a hematologicko/imunologického
systému a v kiizi. Napiiklad histaminem indukovand kontrakce stfeva zplisobena
vazbou na receptor H1 odpovida za kiece v biiSe, prijem a zvraceni. Sekrece
zalude¢ni kyseliny je regulovana histaminem skrze receptory H2 umisténymi na
parietalnich buiikach. Naopak zarudnuti a svédéni pokoZzky souvisi se stimulaci
senzorickych a motorickych neuroni, které jsou ovlivnény prostfednictvim
receptort H3. Posledni H4 je nejnovéji objevenym receptorem, u které¢ho se
piedpoklada cast hlavné v prozanétlivych odpovédich (Karovi¢ova a Kohajdova,
2005; Thangam et al., 2018).

1.4.2 Tyramin

Otravy tyraminem byly poprvé objeveny ve spojitosti s konzumaci syri, a proto
se otrava tyraminem oznacuje jako tzv. ,,cheese reaction* nebo ,,cheese effect™.
Tyramin ma podobné negativnimi u¢inky na zdravi jedince jako histamin. Mezi
ptiznaky otravy tyraminem se fadi bolesti hlavy, neurologické poruchy,
nevolnost, zvraceni, poruchy dychani a hypertenze, nevolnost, prijjem atd.
(Bardocz, 1995; Karovi¢ova a Kohajdova, 2005; Alvarez et al., 2014). V soucasne
dobé z dlivodu nedostatkli informaci neexistuje limit tyraminu v potravinach.
Podle doporuceni EFSA (Evropsky tfad pro bezpecnost potravin) bezpecna
hladina tyraminu v potravinach je 600 mg tyraminu pro zdravé jedince neuzivajici
Iéky inhibitory monoaminooxidazy (MAOI), ale jen 50 mg tyraminu pro osoby
uzivajici 1éky tfeti generace MAOI, a dokonce pouze 6 mg tyraminu u osob
uzivajici klasické MAOI 1éky (EFSA, 2011).
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1.4.3 Sekundarni biogenni aminy

Ostatni biogenni aminy jako je putrescin, kadaverin a fenylethylamin jsou
obecné povazovany za méné toxické a stejné jako u tyraminu neni jasné
definovana limitni koncentrace téchto aminll v potravinach. Hlavni nebezpeci
spociva predevsSim ve skuteCnosti, Ze putrescin a kadaverin mohou zesilovat
negativni UC¢inky ostatnich aminid, a to predev§im histaminu. Navic tyto
sekundarni aminy v pfitomnosti dusitanit mohou reagovat za vzniku nitrosamin,
kter¢ jsou silnymi karcinogeny. Riziko tvorby nitrosamini se zvySuje konzumaci
potravin bohatych na BA a na dusitanové a dusi¢nanové soli, které se pouzivaji
jako konzervacni latky. Vznik karcinogennich latek je také podpoten piipadnym
zahfivanim téchto potravin (Shalaby, 1996, Halasz et al., 2004; Linares et al.,
2011; Wojcik et al., 2021).

Svédeéni, vyrazka, koprlvka,
zrudnuti obliceje

Resplracm Zvyseny srdecni Vydej
potlze a tachykardie
Pocenl

Bolestl hlavy \
Hypotenze
Nevolnost,
Zvraceni,
prujem

Karcmogennl
[Neurologické poruchy] ucinky

Obr. 1.3: Potencionalné nejvice toxické biogenni aminy (histamin, tyramin, putrescin)
a jejich negativni ucinky na lidsky organismus (upraveno podle Alvarez
a Moreno-Arribas, 2014).
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1.5 Biogenni aminy v potravinach

Nejbéznéjsimi biogennimi aminy, které byly detekované v potravinach, jsou
histamin, putrescin, kadaverin, tyramin, tryptamin, B-fenylethylamin, spermin
a spermidin (Santos, 1996). Jejich vyskyt je zptisoben pfitomnosti bakterii a jejich
substratové  specifickymi  dekarboxyldzovymi  enzymy lokalizovanymi
v cytoplazmé. U gramnegativnich bakterii, stejné jako u cCloveka, je aktivita
dekarboxylaz zavisla na pyridoxal-5-fosfatu. Naopak u grampozitivnich bakterii,
které mohou byt potencialné pfitomné ve stievech (napt. Lactobacillus sp. a nové
odvozené rody), je reakce katalyzovana nehomolognim enzymem zavislym
na pyruvoylu (Fernandez-Reina et al., 2018).

Biosyntéza  histaminu je  katalyzovana  prostfednictvim  enzymu
histidindekarboxyldzy, stejn¢ tak kadaverin vznikd z lysinu pomoci
lysindekarboxylazy. Naopak tyrosindekarboxyldza dava vznik dvou amintim.
Muze prevadét aminokyseliny tyrosin a fenylalanin na tyramin, respektive
fenylethylamin. Syntéza putrescinu muze probihat dvéma rliznymi cestami
z ornithinu nebo agmatinu v zavislosti na produk¢ni bakterii @ enzymech, které
vlastni. Prvni moznosti je pomoci enzymu ornithindekarboxylazy, ktery
katalyzuje pfeménu ornithinu na putrescin. Druhou variantou je biosyntéza
Z agmatinu, kterd probiha dvéma odliSnymi metabolickymi cestami. Prvni z nich
je biosynteticka cesta, pfi niZz je agmatin pfimo pfeménovan na mocovinu
a putrescin pusobenim enzymu agmatindzy. Druhd cesta produkce z agmatinu
vychdzi ze sekvencniho plisobeni tii enzymi za vzniku putrescinu a vedlejSiho
produktu mocoviny. Po produkci aminl v cytoplazmé nésleduje jejich vylu¢ovani
mimo bunku prostiednictvim aktivniho antiportniho systému prekurzorova
aminokyselina/biogenni amin. (Benkerroum, 2016; Doeun et al.,, 2017).
Zjednodusené schéma vzniku biogennich amini a uvolnéni do potravin je
popsano na Obr. 1.4.
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Obr. 1.4: Tvorba biogennich aminii v potravindch v diisledku mikrobidlni enzymatické
aktivity (upraveno podle Benkerroum, 2016).

1.6 Index kvality

Kontrola a sledovani biogennich amini Ize vyuzit jako ukazatele stupné
Cerstvosti U nékterych potravin nebo ke kontrole kvality béhem zpracovani
a vyvoje potravin a napoji. Cerstvé maso obsahuje velmi malé mnoZstvi téchto
slouc¢enin, avsak jejich koncentrace se v disledku rastu bakterii miize zvysovat
b&hem doby skladovani (Ruiz-Capillas a Herrero, 2019).

Existuje nékolik indexd kvality (BAIl: Biogenic Amine Index). Touto
problematikou se poprvé zabyvali autoti Mietz a Karmas ve studii z roku 1978,
kdy navrhli index pro ryby. Tento index kvality BAI = (histamin + putrescin +
kadaverin)/(1 + spermidin + spermin) je zaloZen na zvySeni mnoZstvi putrescinu,
kadaverinu a histaminu a sniZzeni mnozstvi sperminu se spermidinem b&hem
procesu skladovani ryb. Obecné hodnota BAI nizsi nez 1 sveéd¢i o velmi kvalitnich
rybéch, zatimco hodnoty BAI vy$$i nez 10 naznacuji rozklad produktu. Ukézalo
se v8ak, ze v ptipad¢ jinych potravin, jako jsou syry, maso a masné vyrobky, je
irelevantni, pfedev§im proto, ze nezahrnuje hladiny tyraminu, hlavniho
biogenniho aminu v téchto produktech (Mietz a Karmas, 1978).

O nékolik let pozdéji byl vytvoten alternativni BAI pro maso, ktery se sklada
ze souctu putrescinu, kadaverinu, histaminu a tyraminu (Hernandez-Jover et al.,
1996). Vzhledem k tomu Ze je potieba brat v potaz mnoho faktort tykajicich se
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napiiklad povahy produktu (Cerstvy, konzervovany, upravena atmosféra,
fermentovany atd.), stanovit univerzalni index biogennich amint, ktery spolehlivé
predpovidda kvalitu produktu, neni jednoduché. Piesto vSak snaha vyuZzit
individualnich nebo kombinaci riznych amind jako ukazatele kvality je stale
aktualnim tématem (Du et al., 2002; Benner et al., 2003; Sarkadi, 2019;
Ruiz-Capillas a Herrero, 2019).

1.7 Potraviny s vySSim obsahem biogennich aminu

Nejveétsim rizikem akumulace biogennich aminti v potravinach je skutecnost,
ze za urCitych podminek v disledku nekontrolované mikrobidlni aktivity se
mohou hromadit ve vysokych koncentracich, které pak mnohonasobn¢ piekracu;ji
kapacitu detoxika¢niho mechanismu konzumenta. Teoreticky u vSech potravin,
které obsahuji volné aminokyseliny nebo bilkoviny a jsou vystaveny podminkam
umoziujici mikrobidlni nebo biochemickou aktivitu, 1ze o€ekavat pritomnost BA.
Mnozstvi a profil jednotlivych amin se muize liSit v zavislosti na vnéjSich
a vnitinich faktorech béhem vyrobniho procesu, jako jsou podminky zrani,
fyzikalné-chemické a proteolytické parametry, a také pfitomnost a vyvoj
mikroflory. Vyznamny vliv hraje i ptivod produktu. Kazda zem¢ ma sva vlastni
tradi¢ni jidla, které se €asto 118, jak v mikrobidlnich vlastnostech, tak ve zpiisobu
vyroby a v metodach zpracovani. Kromé toho specifické klima pro danou zemi
také ovlivituje pfitomnost biogennich amini (Sarkadi, 2019; Papageorgiou et al.,
2018).

Dale existuji vyznamné rozdily ve sloZeni biogennich amint u fermentovanych
a nefermentovanych potravin. Obecné 1ze nefermentované potraviny povazovat
za nizkorizikové v souvislosti s pfitomnosti biogennich aminti. Nadmérny vyskyt
aminil u nefermentovanych potravin je znamkou nezaddouci mikrobidlni aktivity,
ktera miize byt zpiisobena naptiklad nevhodnou manipulaci a skladovaci teplotou.
Naopak produkty mikrobialni fermentace jako je vino, pivo, mlécné vyrobky,
fermentované masné vyrobky atd., jsou brany k tohoto pohledu jako rizikové;si,
praveé z diivodu ptitomnosti nezbytnych mikroorganismii. Dale obecné také plati,
Ze potraviny rostlinného ptivodu obsahuji vysoké mnozstvi putrescinu, sperminu
a spermidinu, ale podstatné niz§i mnozstvi histaminu nez potraviny pochazejici
z zivoCichu (Sarkadi, 2019; Papageorgiou et al., 2018).

1.7.1 Ryby a morské plody

Mezi nejrizikovéjsi se fadi moiské plody a ryby. Histamin, tyramin, kadaverin
a putrescin jsou nejcastéjSimi BA nachazejicich se v téchto potravinach. Hladiny
aminii v Cerstvé ulovenych rybach jsou obecné nizké, naptiklad mnozstvi
histaminu je obvykle pod 1 mg-kg®. Nasledné $patné zachazeni s Cerstvymi
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rybami (napf. Spatna teplota skladovdni) mulze vést k tvorbé amind
grampozitivnimi a gramnegativnimi bakteriemi, které se piirozené nachdzi
na kazi, zabrech nebo v zazivacim traktu a mohou se b&hem porazky,
vykuchavani a nechténému prasknuti a rozliti obsahu gastrointestinalniho traktu
dostat do svalové tkané. Piitomnost konkrétnich bakterii zavisi na podminkach
piirozeného prostfedi. Nejcastéji se jedna o Enterobacteriaceae zahrnujici
mezofilni a psychrotolerantni bakterie, jako jsou Enterobacter, Morganella,
Proteus nebo Hafnia. Dale také Pseudomonas spp. a bakterie mlé¢ného kvaseni
patiici do rodtu Lactobacillus (a od néj odvozenych novych rodi) a Enterococcus
(Du et al., 2002; Emborg et al., 2006; Papageorgiou et al., 2018; Visciano et al.,
2020). Navic variabilita BA souvisi také s pfitomnosti aminokyselin
a ptfevladajicim typem svaloviny. Ryba s pfevazné tmavym svalstvem bude
obsahovat vice histidinu, a tim padem poté 1 vice akumulovat histamin pfi zvySené
teplot¢ ve srovnani s bilymi typem, ktery muize naopak vykazovat vyssi
koncentrace kadaverinu a putrescinu (Du et al., 2002). Diky tomu lze vyuzit
vybrané aminy jako indikator kvality — viz kapitola 1.6 Index kvality.
U hlavonozcl (napi. sépie nebo chobotnice) se pro detekci kvality pouziva
agmatin, zatimco v ptipad¢ koryst, krevet a humrd je vhodnéj$i putrescin
a kadaverin (Benner et al., 2003; Prester et al., 2010; Sedaghati a Mooraki, 2019).
Ve studii z roku 2015 (Bilgin a Gengcelep, 2015) byla zkoumana pfitomnost
jednotlivych BA v rybich produktech (konzervy sardinek, makrel, tunaka
a marinovanych ancovicek). Celkova hladina biogennich aminii se pohybovala
Vv rozmezi od 26,58 do 406,55 mg-kg?. Ve vzorcich syrovych sladkovodnich
a moiskych ryb a Zivodichii nabizenych v restauracich v Ceské republice bylo
v urc¢itych vzorcich nalezeno celkové mnozstvi BA ptesahujici mnoZzstvi
1000 mg-kg™, navic s koncentraci histaminu, zdkonem piekracujici limit, vy3si
jak 200 mg-kg* (Burika et al., 2013).

1.7.2 Mlécné produkty

Mléko a mlécné vyrobky patii mezi dilezitou slozku stravy ¢lovéka po celém
svété. Vzhledem ke svému bohatému a vyvdzenému chemickému sloZeni
poskytuje dostatetné meédium pro rist prakticky vSech mikroorganismi, vcetné
téch, které produkuji toxické metabolity. Biogenni aminy nejsou produkovane
pouze mikrobidlnimi kontaminanty, ale také technologickou mikroflorou
(bakterie mlé¢éného kvaseni, kvasinky a plisn€) nezbytnou pii fermentaci a / nebo
zrani mlé¢nych vyrobkl, které pak zvySuji celkové mnozstvi aminli v mléce,
respektive mléénych vyrobcich. Kromé toho obsah BA v mléénych vyrobcich
ovlivituje 1 n€kolik faktort, véetné typu mléka, doby a podminek zrani, typu
oSetfeni mléka (napf. pasterizace, homogenizace), pH, koncentrace NaCl, ale také
ptitomnost prekurzorovych aminokyselin, které mohou byt pfirozené piitomny
vV mléce ve volném stavu nebo mohou byt uvolnény hydrolyzou z mlécnych
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proteini (Gardini et al., 2001; Novella-Rodriguez et al., 2003; Papageorgiou
et al., 2018; Mahmoudzadeh et al., 2022).

Bylo publikovdano mnoho studii zabyvajici se produkci BA v syrech
(Valsamaki et al., 2000; Novella-Rodriguez et al., 2003; Fernandez et al., 2006;
Fernandez et al., 2007; Linares et al., 2011). Jedna se predevsim o tyramin
s histaminem a kadaverinem, ale i ostatni aminy, jako jsou putrescin, tryptamin
a fenylethylamin. Obsah jednotlivych aminti zavisi pfedevsim na typu syru, a také
na vyrobnim procesu. Pravé Cas zrani je kritickym faktorem, kdy delsi doba vede
k proteolyze syra, ¢imZ se zvySuje dostupnost aminokyselin, které mohou byt
dekarboxylovany mikrobialnimi enzymy za vzniku BA. Novella-Rodriguez et al.
(2003) ve své studii porovnavali obsah biogennich amini u nezrajicich a zrajicich
typt syru. Na zaklad¢ vysledki autofi dospé€li k zaveru, Ze mnozstvi vSech aminti
bylo vyss$i u zrajicich nez u nezrajicich syrech, kdy hlavnimi aminy ve zrajicim
syru byly tyramin, kadaverin a putrescin. Navic bylo dokazano, ze variabilita
aminti mize byt rozdilna nejen u jednotlivych druht, ale dokonce i mezi riznymi
¢astmi stejného syra (Novella-Rodriguez et al., 2003).

1.7.3 Maso a fermentované masné produkty

Dalsi dulezitou slozkou stravy Clovéka je maso a masné vyrobky. Ackoliv
Cerstvé maso je pfirozenym zdrojem substratu pro tvorbu BA, obsahuje pouze
malé mnozstvi téchto aminti vznikajicich v prubéhu skladovani, kdy piipadné
nadmérné mnoZzstvi 1ze vyuzit jako indikator kvality a Cerstvosti. Opacny piipad
jsou vsak fermentovan€¢ masné vyrobky, kter¢ mohou ptedstavovat zdravotni
rizika predevsim kvili hromadéni tyraminu, histaminu, putrescinu a kadaverinu.
Obecné se jedna o vyrobky, ve kterych lze nalézt znacné mnozstvi BA v diisledku
pouziti vstupnich surovin, kontaminace, nevhodnych podminek pfi zpracovani
a skladovani, pfitomnost mikroorganismi odpovédné za fermentacni procesy
(Sarkadi, 2019; Papageorgiou et al., 2018). Naptiklad autofi Papavergou
et al. (2012) ve své publikaci dokazali piitomnost tyraminu v rozmezi
0 az 510 mg-kg?, putrescinu (0 az 505 mg-kg™?), histaminu (0 az 515 mg-kg™)
a kadaverinu (0 az 690 mg-kg™?) v suchych fermentovanych uzeninach.

Také zdroj masa hraje diileZitou roli ve vysledném profilu a koncentraci amint.
Autofi publikace z roku 2014 zkoumali zmény v koncentraci biogennich aminti
ve vzorkach evropskych uzenin vyrobenych z koniského, hovéziho a krtittho masa
po 28 dnech skladovanych pii 4 °C. Nejvétsi mnoZstvi BA bylo zjisténo v kratich
klobasach, kdy byla detekovana pfitomnost putrescinu o mnoZzstvi 285 mg-kg™,
histaminu 263 mg-kg™ a celkové mnozstvi v§ech zkoumanych biogennich amind
dosahovalo 730 mg-kg?. V hovézich klobasich bylo naméfeno maximalni
mnozstvi 500 mg-kg? celkovych biogennich aminli (nejvice zastoupeny byl
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putrescin 278 mg-kg?), ale pouze 130 mg-kg? celkovych amint v kofiskych
produktech (Rabie et al., 2014).

1.7.4 Alkoholické napoje

Rizikovymi produkty z pohledu akumulace BA jsou také alkoholické napoje,
pfedevSim vino, pivo. Stejn¢ jako u ostatnich produktd existuji rozdily
ve variabilit¢ obsahu amint, které jsou ovlivnény vyrobnim procesem, ¢asem
a skladovacimi podminkami, kvalitou surovin (chmel, slad, hrozny) a moznou
mikrobidlni kontaminaci béhem vyroby. Bylo také zjistény vyznamné rozdily
mezi vyrobnimi Sarzemi alkoholickych napoju (Lonvaud-Funel, 2001; Landete
et al., 2005; Spano et al., 2010; Doeun et al., 2017; Poveda, 2019; Lorencova et
al., 2020).

Ve vin¢ bylo identifikovano n€kolik aminti (pfedevsim histamin, tyramin
a putrescin) s celkovou koncentraci v rozmezi od ng-1? do piiblizné 50 mg-1™*
v zavislosti na kvalité a druhu vina (Spano et al., 2010; Doeun et al., 2017). Podle
autorti Henriquez-Aedo et al. (2012) detekovana mnozstvi celkovych BA v bilém
vin€ jsou niZ8i ve srovnani s ¢ervenym vinem.

V piipadé piva byl zjistén vyskyt histaminu, kadaverinu, putrescinu a tyraminu,
ale i spermidinu, fenylethylaminu a sperminu, které lze ptirozené nalézt ve sladu
¢i chmelu. Bylo prokazano, ze delsi doba skladovani produktu mtize podporovat
tvorbu BA v pivu. V roce 2020 byla provedena rozsahla studie vyhodnocujici
vyskyt 8 biogennich amint ve 115 riznych vzorcich piva vyrobenych
v pivovarech v Ceské republice. Bylo zjisténo, Ze se na konci data minimalni
trvanlivosti doSlo ke zvySeni koncentrace BA. U vice nez 30 % testovanych
vzorkil byl detekovan celkovy obsah BA v rozmezi 50-100 mg-1* a dokonce
u 18 % vzorkll celkové mnozstvi BA piesahovalo 100 mg-1t. Nejcastéji
detekovanym BA ve vSech testovanych vzorcich s nejvyssimi koncentracemi byl
tyramin (Lorencova et al., 2020).

I kdyZ jsou v alkoholickych népojich hlaSeny nizsi hladiny biogennich amint
ve srovnani s ostatnimi uvedenymi potravinami, kvili synergickym t¢inklim mezi
BA a alkoholem se mohou objevit negativni uc¢inky uz v rozmezi
8 az 20 mg-1? u histaminu, 25 az 40 mg-1* v pfipadé tyraminu a pfi 3 mg-1*
u fenylethylaminu (Poveda, 2019; Mahmoudzadeh et al., 2022).

22



1.8 Detekce biogennich amini

Z hlediska kontroly kvality a bezpe¢nosti potravin a také pro ureni
potencidlniho toxického ucinku BA je dulezité znat hladinu jednotlivych BA.
Detekci amintt v konkrétnich potravinach komplikuje nékolik skutec¢nosti.
Naftiklad siln€ polarni charakter amini ma za nasledek vyssi rozpustnost ve vodé
nez v Casto pouzivanych organickych rozpoustédlech, ale i1 slozitost matrice
vzorku ¢i variabilni rozsah koncentraci, ktery je ¢asto velmi nizky. V neposledni
fad¢ detekci amind ovlifiuje 1 pfitomnost potencidlné interferujicich slouceni
a vyskyt nékolika biogennich amini soucasn& (Onal, 2007; Papageorgiou et al.,
2018). Prvnim krokem, ktery mize negativné ovlivnit vytéznost je samotnd
extrakce aminti z potravin vhodnymi extrakénimi rozpoustédly. Bylo publikovano
mnoho studii, které pro extrakci vyuZzivaji riznych rozpoustédel, jako je kyselina
chlorovodikova, kyselina trichloroctovd, kyselina trichloroctova, kyselina
chlorista, kyselina methansulfonova a dalsi organicka rozpoustédla (Sméla et al.,
2004; Cinquina et al., 2004; Pastore et al., 2005; Onal, 2007). Pro analyzu
a kvantifikaci byla navrZena celd fada metod jako je chromatografie na tenké
vrstvé (TLC), iontoméni¢ova chromatografie (IEC), plynova chromatografie
(GC), vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) nebo kapilarni zonova
elektroforéza (CZE), ale také enzymova imunoanalyza (Pastore et al., 2005;
Dadakova et al., 2009; Ahmad et al., 2020; Papageorgiou et al., 2018).

1.8.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

V soucasné dobé nejbeéznéjsi a nejrozsitencjsi technikou pro stanoveni BA je
vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) s rliznym typem detektoru
(nejcastéji fluorescencni, UV a elektrochemicky), obvykle s kolonou C18
s reverzni fazi a mobilni fazi acetonitril/voda (65-90 % acetonitril). Vyhodou
HPLC je moznost analyzy Siroké $kaly BA v riznych matricich s vysokou
citlivosti a rozliSenim, velkou vSestrannosti a relativné jednoduchym
zpracovanim vzorkll. Navic se jednd o uznanou referencni metodu schvalenou
Evropskou komisi (EC ¢. 2073/2005; Natizeni Komise, 2005). ProtoZe biogenni
aminy nevykazuji uspokojivou absorpci zafeni ve viditelné nebo ultrafialové
oblasti spektra, a ani nevykazuji fluorescenci, obvykle pro samotnou analyzu je
potieba provést piedkolonovou nebo pokolonovou derivatizace vzorkl, ktera
zvySuje selektivitu a citlivost detekce (Vidal-Carou et al., 2003).
Jako derivatiza¢ni ¢inidla se nejbéznéji pouzivaji o-ftalaldehyd (OPA)
(Papavergou et al., 2012) a dansylchlorid (Daddkova et al., 2009), ptipadné
dabsylchlorid, benzoyl chlorid, fluorescein, 9-fluorenylmethylchlorformiat nebo
naftalen-2,3-dikarboxaldehyd a jiné. OPA je jedno z fluorogennich ¢inidel, jehoz
hlavni nevyhody spocivaji v tom, Ze reaguje pouze s primarnimi aminy
v pritomnosti redukéniho c¢inidla (N-acetylcytein nebo 2-merkaptoethanol)
a vzniklé fluorescencni derivaty nejsou piili§ stabilni. Na rozdil od OPA,

23



dansylchlorid reaguje jak s primarnimi, tak i se sekundarnimi aminoskupinami
a poskytuje velmi stabilni produkty (Loukou a Zotou, 2003; Dadakova et al.,
2009; Proestos et al., 2008). Reakce dansylchloridu s BA je znazornéna
na Obr. 1.5.

Pokroky v oblasti kapalinové chromatografie umoziuji vyuziti modernich
separacnich technik jako je UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography).
Analyza BA UPLC ve srovnani s HPLC ma mnoho vyhod, véetn€ zkraceni doby
analyzy, mensi spotieby rozpoustédla a zvySeni maximalni kapacity diky pouZziti
velmi vysokym tlakim (az 1000 bar) a kratkych kolon (5 cm) s velikosti
castic <2 um (Nguyen et al., 2007; Dadakova et al., 2009).

R R,
O0=—=S—=0 O——=S——0
H
+ N —_— + HCI
R1/ ™~ R,
N N
[ Dansylchlorid ] [ Biogenni amin ] [ Stabilni derivat ]

Obr. 1.5: Reakce derivatizacniho cinidla dansylchloridu s biogennim aminem za vzniku
stabilniho derivatu (upraveno podle Mantoanelli et al., 2020).
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1.9 Faktory ovliviiujici tvorbu biogennich amint

Tvorba biogennich amint je ovlivnéna a zavisi na nékolika faktorech, jako je
pritomnost  prekurzorovych aminokyselin, pfitomnost mikroorganismi
s dekarboxylazovou aktivitou a vhodné podminky pro riust téchto
mikroorganismti. Tyto faktory jsou dany vstupnim surovym materialem,
zpracovanim a skladovanim potravin (Ruiz-Capillas a Herrero, 2019). VVztah mezi
jednotlivymi faktory a tvorbou biogennich amini je popsan na Obr 1.6.

Volné aminokyseliny Surovy material Zpracovani a skladovani

* Histidin « Fenylalanin |ge—7u| MnoZstvi proteinll |meep| s  Soleni, fermentace
* Tyrosin * Arginin avolnych AMK * Konzervacni latky
* Tryptofan « Ornithin * Regulace teploty
*  Lysin Vodm aktivita, atd, *  Ogzafovani, baleni, atd.
" Dekarboxyliza
AL Yoz Mikroorganismy
: Hlsthmdekarboxyl’aza Bakterie mlé¢ného kvaseni
» Tyrosindekarboxylaza .
. Enterobacteriaceae
* Tryptofandekarboxylaza .
: , Photobacterium
N\ lyjilie o ke it e, Pseudomonadaceae, atd.
v

Biogenni aminy ) ]
Histamin e Argatin / Kvalita Otl‘aVll]

Tyramin Putrescin

Tryptamin ¢ Spermin
Kadaverin = Spermidin \

Fenylethylamin

Bezpeénost potravin

Obr. 1.6: Faktory ovlivijici tvorbu biogennich aminii v potravindach (upraveno
podle Ruiz-Capillas a Herrero, 2019).

1.9.1 Volné aminokyseliny

Jednim z limitujicich faktorG pro syntézu BA je dostupnost volnych
aminokyselin, které jsou stavebnimi kameny vSech bilkovin, peptidii a mnoha
dal$ich slou¢enin. Volné aminokyseliny se v potraving vyskytuji béZné nebo jsou
vysledkem proteolytickych reakci béhem zpracovani ¢i skladovéani. Bylo
publikovéano né€kolik studii zabyvajicich se vlivem doby zrani syrli na mnozstvi
BA (Valsamaki et al., 2000; Galgano et al., 2001; Fernandez et al., 2006;
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Komprda et al., 2007). Po dobu zrani dochazi k proteolyze kaseinu, a tim
k uvolnovani aminokyselin, které mohou byt nasledn¢ mikrobialng
dekarboxylovany na BA (Linares et al., 2011). V publikaci z roku 2006 autofi
studovali $pané€lsky modry syr zrajici po dobu 90 dnti. V prvnich dnech zrani byla
koncentrace prekurzorovych aminokyselin velmi nizka a BA nebyly detekovany.
Po 15 dnech byla pozorovana zvySena koncentrace aminokyselin a poté byla
prokazana i pritomnost BA v syru (Fernandez et al., 2006).

1.9.2 Mikroorganismy s dekarboxylazovou aktivitou

Existuje mnoho mikroorganismi schopnych produkovat biogenni aminy. Jedna
se 0 grampozitivni a gramnegativni bakterie, ale 1 nékteré kvasinky. V pribéhu
n¢kolika desitek let byly provedeny rozsahlé studie a bylo zvefejnéno mnoho
publikaci zabyvajicich se identifikaci mikroorganismii produkujicich BA
Vv potravinach. Jedna se o bakterialni druhy mnoha rodd, jako jsou napt. Bacillus,
Citrobacter, Clostridium, Klebsiella, Escherichia, Proteus, Pseudomonas,
Salmonella, Streptococcus thermophilus, Shigella, Photobacterium, Hafnia alvei,
E. coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia spp., ale pravé i bakterie mlécného
kvaSeni Lactobacillus (a nové rody odvozené od rodu Lactobacillus),
Pediococcus a Streptococcus aj. (Durlu-Ozkaya et al., 2001; Pessione et al., 2005;
Kung et al., 2007; Pircher et al., 2007; Gezginc et al., 2013; Doeun et al., 2017).

Hlavnimi producenty jsou vSak grampozitivni bakterie, a to hlavné nékteré
kmeny bakterii mlécného kvaseni (LAB). Jsou pfitomny v pfirozené¢ mikrobioté
vstupni suroviny (napf. mléka) nebo jsou nezbytnou soucasti startérovych
a doplnkovych kultur u fermentovanych potravin. Za producenta zejména
tyraminu a histaminu v jogurtu byl identifikovan Streptococcus thermophilus
(Gezginc et al., 2013). Izolaty z vina byvalého rodu Lactobacillus 30a a w53 byly
oznaceny za producenty histaminu, putrescinu a kadaverinu (Pessione et al.,
2005). Produkce histaminu v sojovém fermentovaném produktu miso je
zpuasobena Staphylococcus pasteuri, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis
a Bacillus megaterium (Kung et al., 2007). Jedna se o pomérné¢ probadanou
problematiku a bylo publikovdno nespocet publikaci, které identifikuji bakterie
produkujici aminy v riznych potravinach (Pessione et al., 2005; Fernandez et al.,
2007; Kung et al., 2007; Linares et al., 2011; Gezginc et al., 2013; Doeun et al.,
2017).
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1.9.3 Podminky pro rist mikroorganismii

Rist bakterii je zavisly na tfadé¢ podminek. Jednou z moznych strategii
pro kontrolu koncentrace biogennich amint je zvolit vhodné podminky béhem
zpracovani a skladovéani, které reguluji mikrobidlni riist nebo inhibuji
dekarboxyldzovou aktivitu. Mezi hlavni faktory se obecné fadi teplota, pH,
aktivita vody, dostupnost kysliku, koncentrace NaCl, nékteré ptidatné ¢i
konzervacni latky, konkurenceschopnost mezi mikroorganismy nebo vhodné
metody baleni ¢i ozafovani. Vhodna kombinace metod s ohledem na danou
potravinu poté¢ muize eliminovat mnozstvi aminii a zajistit vyS§i bezpecnost
potraviny (Naila et al., 2010; Chong et al., 2011).

Chlazeni a mrazeni

Nejbéznéjsi a také nejvice studovanou metodou, ktera ovlivituje produkci BA,
je regulace teplotou. Nizké teploty zpomaluji mikrobialni rist a zamezuji tvorbé
aminl, kdy za dostateCnou je povaZovana teplota niz$i nez 5 °C. Naopak
skladovaci teplota vyssi nez 5 °C jejich rist v potravinach miize podporovat, coz
ma za nasledek zvySeni proteolyzy ve svalové tkani, zvySeni enzymove aktivity
dekarboxylaz. Autofi Klausen a Lund (1986) ve své studii uvadéji, Ze mnozstvi
histaminu, kadaverinu, putrescinu a spermidinu ve sledi a makrele skladovanych
pti 10 °C je 2-20krat vyssi nez ve vzorcich skladovanych pii 2 °C za stejnou dobu.
K podobnym vysledkim dospéli 1 autofi jiné studie, kde detekovali nizsi hladinu
putrescinu, tyraminu a kadaverinu v syru eidamského typu zrajicim pii 5 °C
ve srovnani s teplotou 10 °C (Buiikova et al., 2010).

Skladovani pfi nizkych a mrazirenskych teplotach proto pfispiva ke zlepSeni
kvality a delsi trvanlivosti produkti (Callejon et al., 2015; Ruiz-Capillas
a Herrero, 2019). AvSak vzhledem k tomu, ze nékteré Dbakterie
(napt. Photobacterium spp.) mohou produkovat biogenni aminy i pfi teplotach
niz8ich nez 5 °C, nebo chlazeni nemusi byt dostupné, nelze tuto strategii globalné
aplikovat na vSechny potraviny (Emborg et al., 2006).

Vliv pH

Hodnota pH prosttedi je dalsim vyznamnym faktorem ovlivilujici rust
mikroorganismu a aktivitu enzymu. Optimalni hodnota pH a tolerance vii¢i nému
je specificka pro dany organismus. Bylo zjisténo, ze optimdlni hodnoty
dekarboxylaz jsou v rozmezi 4,0 — 5 (Moreno-Arribas a Lonvaud-Funel, 2001,
Schelp et al., 2001; Rhee et al., 2002). Navic nizké pH pravdépodobné ovliviuje
expresi genu kodujici dekarboxylazy. ZvySena produkce tyraminu
u Enterococcus durans byla vyvolana indukci exprese genti dekarboxylazy (tdcA)
pi1 nizkém pH. V piipad€ neutrdlniho pH prostfedi k expresi nedochézelo.
Podobn¢ indukovany jsou i geny zapojené do produkce tyraminu a putrescinu
u bakterie L. brevis (Linares et al., 2009, 2012).
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Piidavné a konzervaéni latky

Dalsi moznosti, jak regulovat pifitomnost amini je aplikace ptidavnych
a konzervacnich latek. Piidavani chloridu sodného je béZznou metodou slouzici
Kk regulaci rdstu patogenti a zamezeni kazeni potravy, kterou lze aplikovat
I pro redukci BA. Bylo publikovano nékolik studii dokazujicich snizeni mnozstvi
amint pomoci chloridu sodného v riznych potravinach (Chander et al., 1989;
Sumner et al., 1990; Gardini et al., 2001; Roseiro et al., 2006; Linares et al., 2012).
Daéle bylo také prokazano, Ze latky jako zazvor, Cesnek, cibule, Cervena paprika,
hiebicek, skofice, ale 1 cukr a glycin zpomaluji produkci biogennich amint
(Shakilaetal., 1995; Bover-Cid et al., 2001; Mah a Hwang 2009; Mah et al., 2009;
Naila et al., 2010).

Ozarovani

Ozatovani je jednou z metod umoziujicich prodlouZeni trvanlivosti potravin
bez pouziti ptidavnych chemickych latek. NejCastéji se vyuziva gama zafeni.
Jde o bezpecnou metodu schvalenou ve vice jak 50 zemich (do 10 kGy), ktera se
vyuziva k oSetfeni n€kolika druhii potravin, jako jsou masné vyrobky, ryby,
moiské plody a cCerstva zelenina (WHO, 1994; Rabie et al., 2010). Primarni
mechanismus U¢inku ionizujiciho zafeni spociva v deaktivaci mikroorganismu
poskozenim nukleovych kyselin (Farkas, 2006; Chong et al., 2011).

V roce 2004 byla provedena rozsahla studie na toto téma. Autofi ¢lanku
prokazali degradaci BA v modelovém systému (vodni roztok) v rozmezi
5 az 100 % behem ozafeni pii 2,5; 5; 10; 20 a 25 kGy (Kim et al., 2004).
Dalsi publikace popisuji u€inky zafeni na jednotlivé potraviny. K redukci amint
doslo v mletém vepfovém a hovézim mase, ve feferonkovych klobasach nebo
ve fermentované sdjové pasté (Kim et al., 2005a, 2005b; Min et al., 2007; Naila
et al., 2010). Nevyhodou je, Ze vys§i davky =zafeni mohou ovliviiovat
organoleptické vlastnosti potravin (Schirmer et al., 2009).

Baleni

Popularni technikou konzervace je baleni v modifikované atmosféie.
Principem je zména sloZeni plynu, ktery obklopuje baleny potravinaisky vyrobek.
Obvykle se vyuziva kyslik, dusik a oxid uhli¢ity a jejich spole¢né kombinace
(Chong et al., 2011).

Vyznamny vliv na redukci biogennich amind ma oxid uhli¢ity. Jedna se o plyn
S bakteriostatickymi a fungistatickymi vlastnostmi a miZe zpomalovat ristovou
ktivku mikroorganismi s dekarboxylazovou aktivitou. Na druhou stranu
schopnost produkce amind je ovéfena jak u anaerobnich, tak i aerobnich bakterii.
Navic bylo zjisténo, Ze enzym histidindekarboxylaza je vice ucinny
V nepfitomnosti kysliku, zatimco histamindza (enzym schopny oxidovat histamin)
je ucinna v aecrobnim prostiedi (Kapeller-Adler, 1941). Z tohoto divodu je velmi
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obtizné presné urcit slozeni plynu, a zajistit rovnovahu mezi mikrobidlni riistem
a aktivitou enzymu (Naila et al., 2010; Chong et al., 2011).

Aplikace mikroorganismii

Dalsi strategie spo€iva nejen v oOvliviiovani tvorby aminti, ale také
ve schopnosti fizené odbouravat uz vytvorené¢ aminy. Mezi tyto metody fadime
aplikaci startérovych nebo doplnkovych kultur (Ruiz-Capillas a Herrero, 2019;
Visciano et al., 2020).

Pii vyrobé fermentovanych potravin se ke vstupni suroviné obvykle piidava
startérova kultura. Duvodem je urychleni procesu fermentace, ziskani lepsi
skladovatelnosti a zadoucich strukturnich a organoleptickych vlastnosti (Leroy
a De Vuyst, 2004). Komer¢ni startérové kultury nejcastéji vyuzivaji smés kment
bakterii mlééného kvaSeni, stafylokokti a mikrokokd (Hugas a Monfort, 1997).
Avsak tyto kultury mohou byt producenty biogennich aminti. Vzhledem k tomu,
Zze béhem fermentace je tvorba biogennich amind casto ovlivnéna témito
kulturami, je snaha nelézt vhodné&jsi kandidaty (Chong et al., 2011). Prvni
moznosti je aplikace bakterii, které nejsou schopné dekarboxylovat
aminokyseliny na biogenni aminy, ptipadné bakterii s nizkou dekarboxylazovou
aktivitou. Druhou moznosti je vybér bakterii s aminooxidujicimi enzymy, které
naopak aktivné piispivaji k redukci aminti. Existuji takeé bakterie, které spliuji
ob¢ tyto podminky (Naila et al., 2010).

1.10 Mikroorganismy se schopnosti degradovat aminy

Spolu se vzristajicim trendem aplikace startérovych a doplnkovych kultur
pii vyrob¢ fermentovanych produkti je vhodné vybirat takové mikroorganismy,
které jsou schopné degradovat biogenni aminy. Tyto bakterie vSak vyzaduji
optimalni ristové podminky, aby mohly dominovat nad bakteriemi produkujicimi
biogenni aminy a kontaminanty (Xu et al., 2010; Naila et al., 2010).

Existuje  velké mnozstvi publikaci zabyvajicich se identifikaci
aminooxidujicich mikroorganismti. V roce 1998 byl proveden screening
potravinovych izolatti na schopnost degradovat tyramin a histamin in vitro. Autofi
¢lanku uvadi aktivitu enzymu tyraminoxidaza u kmend Pediococcus acidilactici,
Rhodococcus sp., Arthrobacter sp., Micrococcus sp., Brevibacterium linens,
a Geotrichum candidum. V piipad¢ laktobacili (a novych rodi odvozenych
od nich) nebyla prokdzana vyznamna degradace histaminu ani tyraminu
(Leuschner et al., 1998). V pozdé¢jsich publikacich vsak byly publikovany studie
s odlisnym tvrzenim tykajici se laktobacild a reklasifikovanych rodd — viz
podkapitola 1.10.1 Bakterie mlé¢ného kvaSeni.

V soucasné dobé bylo nalezeno nespocet mikroorganismill podilejicich se
na odbouravani amini v modelovém systému nebo v potravinach. Konkrétné
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se jedna naptiklad o Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis, Staphylococcus
carnosus, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus intermedius,
Lacticaseibacillus casei (diive Lactobacillus casei), Lactiplantibacillus
plantarum (diive Lactobacillus plantarum), Lentilactobacillus hilgardii
(diive Lactobacillus hilgardii), Kocuria varians nebo Micrococcus varians c¢i
Pediococcus acidilactici (Martuscelli et al., 2000; Gardini et al., 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).

1.10.1 Bakterie mlééného kvaSeni

Vyznamné postaveni ve strategiich zabyvajicich se redukci BA zaujimaji
bakterie mlééného kvaSeni (LAB). Jednd se o heterogenni skupinu, kterd ma
spole¢né morfologické, metabolické a fyziologické znaky. Bakterie zahrnuté
ve skupiné jsou grampozitivni, nesporulujici, anaerobni (ale aerotolerantni) koky
nebo tyCinky produkujici kyselinu mlé€nou jako hlavni kone¢ny produkt béhem
fermentace sacharidd (Salminen et al., 2004).

LAB maji dlouhou historii bezpecného pouziti ve fermentacnich procesech,
jsou soucasti pfirozené mikrobioty fermentovanych potravin a také stfevniho
mikrobiotu Clovéka. Vyhodou je 1 skuteCnost, ze drtiva vétSina ma status
,.Generally Recognized As Safe” (GRAS) podle amerického Utadu pro kontrolu
potravin a 1é¢iv (FDA) a Evropsky tfad pro bezpecnost potravin (EFSA) rovnéz
ud¢lil status ,,Qualified Presumption of Safety” (QPS) velkému mnoZstvi LAB
zatazenych do rodt Carnobacterium, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus a byvalého rodu Lactobacillus reklasifikovaného
do 25 novych rodi (EFSA, 2020; Barcenilla et al., 2022). Krom¢ toho LAB
produkuji rtizné mikrobicidni slouceniny v€etné organickych kyselin, diacetylu,
reuterinu a mikrobialnich proteinil bakteriocintl, které také témto LAB pomahaji
soutézit s nefermentujicimi mikroby a inhibovat rist aminoprodukujicich
mikroorganismi. Dalsi vyhodou jsou jejich probiotické vlastnosti (Galvez et al.,
2010; Ozogul a Hamed, 2018).

Byly nalezeny kmeny Latilactobacillus sakei (dfive Lactobacillus sakei)
izolovanych z rybi pasty, které jsou schopné rozlozit histamin v modelovém
systému a fermentované rybi kasi (Dapkevicius et al., 2000). Za degradéry byly
také oznaceny né¢které kmeny Lacticaseibacillus casei (dfive Lactobacillus casei)
a Lactiplantibacillus plantarum (dfive Lactobacillus plantarum) ziskané
z fermentovanych klobas (Fadda et al., 2001). Herrero-Fresno et al. (2012)
identifikovali (sekvenovanim 16S rRNA) 17 izolatd ze syrt, které byly schopny
degradovat tyramin a histamin v bujonu, jako kmeny Lacticaseibacillus casei.
U dvou kmend (Lacticaseibacillus casei 4aEM76 a 5b) dokazali sniZeni
akumulace BA az 0 40 % v modelu minisyru podobného Cabrales.

30



Callejon et al. v roce 2014 provedli rozsdhlou studii zabyvajici se degradaci
BA bakteriemi mlééného kvaseni izolovanych z vina. 40 kmenti z celkovych
76 testovanych kmenl vykazovalo degradacni aktivitu vaci smési BA
(tyraminu, histaminu a putrescinu) v nativnim gelu. Pozitivni reakce byly
zjisttny u  nékterych kmeni z druhu  Enterococcus  faecium,
Levilactobacillus brevis (diive Lactobacillus brevis), Secundilactobacillus
collinoides (diive Lactobacillus collinoides), Lactobacillus delbrueckii,
Companilactobacillus  farciminis  (dfive  Lactobacillus  farciminis),
Lentilactobacillus hilgardii (diive Lactobacillus hilgardii), Liquorilactobacillus
mali (drive Lactobacillus mali), Lacticaseibacillus paracasei
(diive Lactobacillus paracasei), Lactiplantibacillus pentosus (diive Lactobacillus
pentosus), Lactiplantibacillus plantarum (dfive Lactobacillus plantarum),
Liquorilactobacillus vini (dfive Lactobacillus vini), Pediococcus acidilactici,
Pediococcus parvulus a Pediococcus pentosaceus. Vybrané kmeny nasledné
autofi testovali v médiu a ve viné. Nejvétsi degradacni schopnost ve ving
vykazoval kmen Lactiplantibacillus plantarum, kdy doslo k degradaci histaminu
a tyraminu az o 30 %, putrescinu az 0 41 % po 1 tydnu (Callejoén et al., 2014).

Avsak, coz potvrzuje 1 vySe uvedena studie z roku 2014, ne vSechny LAB
dokdazou BA degradovat. Napiiklad nékteré kmeny patiici k druhim
Levilactobacillus brevis (diive Lactobacillus brevis) a Lentilactobacillus
hilgardii (diive Lactobacillus hilgardii) jsou producenty BA (Landete et al., 2007;
Herrero-Fresno et al., 2012; Li a Lu, 2020).

1.11 Enzymy podilejici se na odbouravani BA u bakterii

Ackoliv enzymaticka redukce amin u ¢lovéka je dobie charakterizovana,
mnozstvi informaci tykajicich se identifikace mikrobialniho mechanismu redukce
biogennich amint v potravinach je velmi vzacna. VétsSina dosavadnich studii tyto
enzymatické aktivity pfipisovala ptredev§im monoaminooxidazam (MAOQO)
a diaminoxidazam (DAO). Toto tvrzeni ve své studii vyvratili autofi Callejon et
al. (2014), kteti dokazali pritomnost enzymu multicopperoxidazy (MCO), ktera
je také schopna degradovat BA u bakterii mlécného kvaseni. Teoreticky model
znazornujici vztah mezi degradujicimi enzymy a BA je popsan na Obr. 1.7.
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Obr. 1.7: Predpoklidany vztah mezi biogennimi aminy a enzymy, které je degraduji
a faktory ovliviiujici jejich tvorbu ve fermentovanych potravindach a napojich
(upraveno podle Li a Lu, 2020).

1.11.1 Aminooxidazy

Aminooxidazy (AO) patii do tfidy oxidoreduktaz, kterd zahrnuje rozsirené
skupiny monoaminooxidazy obsahujici flavin (MAO) a diaminoxidazy (DAO).
AOQ za ptitomnosti molekularniho kysliku rozkladaji BA na odpovidajici aldehyd,
amoniak a peroxid vodiku podle nasledujici rovnice (Li a Lu, 2020):

R-CH;NH, + O, + H,O — R-CHO + NH3 + H,0O,

Prvni poznatky o AO nachazejicich se v mikroorganismech pochazi ze 70. let
20. stoleti, kdy tym védcti Yamada et al. (1965a, 1965b, 1967) purifikovali
a charakterizovali aminooxidazu z Aspergillus niger, putrescinoxidazu z Kocuria
rosea (dfive Micrococcus rubens) a tyraminoxidazu z Micrococcus luteus
(dfive Sarcina lutea). Dale byla popsana membranové vazand monoaminooxidaza
katalyzujici degradaci tyraminu, oktopaminu, dopaminu a norepinefrinu
u gramnegativnich bakterii (Murooka et al., 1979). U Aspergillus niger byla
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nalezena a identifikovana nova monoaminooxidaza, které je prototypem dvou
sav¢ich isoforem MAO-A a MAO-B (Schilling et al., 1995). Sekiguchi et al.
(2004) purifikovali a identifikovali histaminoxidazu z aktinobakterie
Arthrobacter crystallopoietes KAIT-B-007. V roce 2015 v dalsi publikaci byla
charakterizovana putrescinoxidaza izolovana z Kocuria varians LTH 1540.
Autofi prace zjistili, Ze optimdlni teplota a pH je 45 °C a 8,5. V pftipad¢
substratové specifity enzym dokazal oxidovat diaminy (putrescin a kadaverin),
v men$i mife také polyaminy (spermidin), avSak nedegradoval monoaminy
(Callejon et al., 2015).

1.11.2 Lakazy (multicopperoxidazy)

Dalsimi degrada¢nimi enzymy jsou lakazy, které se fadi do rozmanité skupiny
multicopperoxidaz rozsitenych ptedevsim u hub, vyssich rostlin a bakterii. Jejich
Katalytické centrum obsahuje Cétyfi reaktivni atomy médi, coZz jim dava
charakteristickou modrou barvu (Riva, 2006). Tyto enzymy zprosttedkovavaji
oxidaci Siroké skaly substratd napf. fenolt, jako jsou methoxyfenoly, polyfenoly
a nefenolovych substratli, véetné aromatickych amint, arylamint, anilint, thiolt
a nékterych kovovych komplexti kyanidi za soucasné redukce molekularniho
kysliku na vodu. U hub jsou lakazy soucasti enzymatickych drah ftady
fyziologickych roli, véetné¢ morfogeneze, interakce patogenni houby s rostlinnym
hostitelem, obrany proti stresu a degradace ligninu. U rostlin se nachazi ve dreve,
kde se ucastni biosyntézy ligninu (Bao et al., 1993; Thurston, 1994; Giardina et
al., 2010). Vzhledem k jejich Siroké enzymové specifité jsou zapojeny
v biotechnologickych aplikacich, konkrétn€ pii zpracovani papiru a celuldzy,
Vv textilnim a petrochemickém primyslu nebo bioremediaci kontaminovanych pid
a detoxikaci primyslovych odpadnich vod. Navic se oznacuji za ekologické
enzymy, diky tomu, Ze produkuji jako jediny vedlejsi produkt vodu (Riva, 2006;
Callejon et al., 2017).

I ptestoze jsou enzymy MCO v ptirodé Siroce rozsifeny, moznost jejich vyuziti
pii redukci biogennich aminl v potravinach byla publikovana az v roce 2014,
Callejon et al. (2014) prokazali pfitomnost MCO u Lactiplantibacillus plantarum
(diive Lactobacillus plantarum) a Pediococcus acidilactici izolovanych z vin
a oznalili je za enzymy odpovédné za eliminaci BA. Autofi v pozdégjSich
publikacich purifikovali a nasledné identifikovali a charakterizovali tyto enzymy,
které specifikovali jako lakazy. Enzymy vykazovaly spektroskopické vlastnosti
charakteristické pro multicopperoxidazy - intenzivni modré zabarveni, absorp¢ni
maximum pit 590 nm a aktivitu vici typickym lakdzovym substratim,
a to 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonové kyselin¢) (ABTS)
a 2,6-dimethoxyfenolu (DMP). Rekombinantni lakdza z Lactiplantibacillus
plantarum J16 (CECT 8944) o molekulové hmotnosti kolem 62,5 kDa méla
optimalni pH pro katalyzu substratu ABTS 3,5 a substratu DMP 7,0. Optimalni
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pH u rekombinantni lakazy z Pediococcus acidilactici CECT 5930 (Lpa5930)
0 molekulové hmotnost 60 kDa bylo pro ABST okolo hodnoty pH 4. V obou
studiich byla zkouména degrada¢ni schopnost enzymu vici biogennim aminiim
tyraminu, putrescinu a histaminu. Oba enzymy vykazovaly velmi podobnou
katalytickou schopnost vii¢i tyraminu. Optimalni teplota pro degradaci tyraminu
lakézou z Lactiplantibacillus plantarum byla 28 °C, avsak degradacni aktivita
byla prokézéana 1 pti 4 °C (snizeni tyraminu o 44 %). Optimalni hodnota pH byla
4 a 9,5. Stejné optimdlni hodnoty byly zjistény 1 pro rekombinantni lakdzu
z Pediococcus acidilactici (optimalni pH 4 a 9,5, optimalni teplota 28 °C). Rozdil
byl zjistén v substratové specifit¢, kdy rekombinantni enzym lakaza
z Pediococcus acidilactici neni zjevné schopna degradovat histamin a putrescin,
na rozdil od rekombinantni lakazy z Lactiplantibacillus plantarum, ktera navic
katalyzuje oxidaci histaminu a putrescinu, pfi¢emz nejlepSim aminovym
substratem je stale tyramin (Callejon et al., 2016, 2017).

V soucasné dob¢ roste zajem 0 lakazy a mikroorganismy disponujici témito
enzymy pro potencialni aplikaci v potravinaiském primyslu. Avsak dostupné
publikace poukazuji na skutecnost, Ze bakteridlni MCO vykazuji Sirokou
substratovou specifitu a jejich optimalni pH a teplota se 1iSi v zavislosti
na ednotlivych substratech véetné BA. Navic vyplyva, ze katalyticka schopnost
lakaz vuci stejnym BA je u jednotlivych mikroorganismii 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 enzymu v praxi je stale
omezené. Pied realnou aplikaci konkrétniho kmene LAB je vzdy nutné
experimentalné analyzovat jeho degradacni schopnost za specifickych podminek,
které jsou dané konkrétni potravinovou matrici.
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2. MATERIAL A PRISTROJE

2.1 Pristroje a vybaveni

Analytické vahy Denver Instrument SI - 64A (USA); Asepticky laminarni box
Telstar (Spanélsko); Automatické mikropipety Eppendorf Research (Némecko);
Bio Vortex V1 Biotech (Ceska republika); b&Zné laboratorni sklo a pomiicky
vyuzivané v mikrobiologickych a biochemickych laboratofich, Centrifuga
Eppendorf Mini Spin plus (Némecko); Centrifuga Jouan MR23i (USA);
Centrifuga Hettich Rotanta 460 R (Némecko); Centrifuga laboratorni chlazena
HERMLE Z 300 K (Hermle Labor Technik); Elektroforeticka aparatura vertikalni
Mini-PROTEAN Tetra Cell (Ceska republika); Filtry Millex GS Filter Unit
0,22 um (Merck, Némecko); Chromatograficky systém Agilent 1260 Infinity 11
s detektorem diodového pole a fluorescen¢nim detektorem (USA); kolona Agilent
Zorbax RRHD Eclipse Plus C18 s parametry 50 x 3,0 mm, s velikosti ¢astic
1,8 um (USA); Kombinovana chladni¢ka Beko (Turecko); Laboratorni sterilizator
Wolf SANOclav (Némecko); Laboratorni vahy 440-47N KERN (Némecko); pH
metr inoLab pH/ION 735 se sklenénou elektrodou SenTix 81(Némecko);
Mikrovlnna trouba Electrolux (CR); TECAN Sunrise TW/TC (Tecan, Ménnedorf,
Svycarsko); Termostat BT 120 (Ceska republika); T¥epacka Vortex GENIE 2 200
V MO-BIO Laboratories, Inc. (USA).

2.2 Mikroorganismus

Pro studium degradace biogennich aminli byl zvolen bakteridlni kmen
Lacticaseibacillus casei (diive Lactobacillus casei) CCDM 198 ziskany ze Sbirky
mlékarenskych mikroorganismti Laktoflora (Culture Collection of Dairy
Microorganisms — CCDM). Testovany kmen byl vybran na zakladé
piedchézejiciho screeningu, ve kterém vykazoval nejvétsi degradacni schopnost
v kultivatnim médiu za optimdlnich podminek ve srovndni s ostatnimi
zkoumanymi degradéry.

Zmrazena lyofilizovand bakterialni kultura byla za sterilnich podminek
prenesena do sterilniho MRS bujonu a ponechana k anaerobni kultivaci po dobu
24 h pii 30 £ 1 °C. Po 24 hodinach bylo inokulum bakterie kiizovym roztérem
pfeoCkovano na Petriho misku s tuhym MRS agarem. Pied jednotlivymi
metodami byl studovany kmen z tuhé pidy asepticky resuspendovan v MRS
bujonu a 24 h anaerobné kultivovan pii 30 + 1 °C.
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2.3 Kultiva¢ni média a roztoky

2.3.1 Kaultiva¢ni médium

MRS bujon

Pro potieby disertacni prace byl jako kultivaéni médium pouzit MRS (De Man,
Rogosa and Sharpe) bujon o dvou riiznych koncentracich: s koncentraci
doporuc¢enou vyrobcem (Uplny MRS bujon) a s modifikovanou polovi¢ni
koncentraci (neuplny MRS bujon). Pozadované mnozstvi MRS broth (Merck,

Némecko) bylo navazeno a rozpusténo v 1 1 destilované H,O (Tabulka 2.1)
a nasledné sterilizovano v autoklavu pii 120 °C do dobu 20 minut.

MRS agar

52,2 g MRS broth (Merck, Némecko) spolu s 20 g agaru (HiMedia, Indie) bylo
rozpusténo ve 1000 ml destilované vod¢ a sterilizovano v autoklavu
(121 °C, 20 minut).

Tabulka 2.1 Mnozstvi MRS broth pro ptipravu kultivaéniho média
Kultivaéni Mnozstvi MRS broth (g) Destilovana H20 (ml)

médium

MRS bujon 52,2 1000
(aplny)

MRS bujon 26,1 1000

(netplny)

zkratky: MRS-De Man, Rogosa and Sharpe

2.3.2 Roztok biogennich amint

Podle Tabulky 2.2 byl pfipraven 20x koncentrovany zasobni roztok biogennich
amind. Jednotlivé biogenni aminy histamin, fenylethylamin, tyramin, putrescin,
kadaverin (vSechny Sigma-Aldrich, Némecko), byly navazeny a rozpustény
v 1 1 destilované vody a vznikly roztok nasledné autoklavovan (120 °C, 20 minut).
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Tabulka 2.2 Mnozstvi jednotlivych biogennich amind pro ptipravu 1 1 roztoku
1x koncentrovany a 20x koncentrovany
Biogenni aminy 1x koncentrovany (g) 20 x koncentrovany (g)

Tyramin 0,2 4
Putrescin 0,2 4
Kadaverin 0,2 4
Histamin 0,2 4
Fenylethylamin 0,2 4

2.3.3 Priprava zasobniho roztoku cysteinu

5 g L-cysteinu hydrochlorid (Sigma-Aldrich, Némecko) bylo rozpusténo
ve 100 ml destilované vody a sterilizovano mikrofiltraci pies stiikackovy filtr
s porozitou 0,22 pum.

2.3.4 Fyziologicky roztok

1,7 g NaCl (Lach-Ner, CR) bylo rozpusténo v 200 ml destilované vody
a sterilizovano v autoklavu (121 °C, 20 minut).

2.3.5 Roztoky pro derivatizaci dansylchloridem
Roztok dansylchloridu

1,6 g dansylchloridu (Merck, Némecko) bylo rozpusténo v 320 ml acetonu
(CHROMASOLV Plus, for HPLC, > 99,9%, Sigma-Aldrich, Némecko).
Roztok byl ptipraven vzdy Cerstvy pred samotnou derivatizaci.

Karbonatovy pufr o pH 9,2

Do 230 ml roztoku A byl postupné piidavan roztok B do ustéleni pH 9,2.
Z takto upravené¢ho pufru o pozadovaném pH bylo odlito 240 ml a pfisypano
79,92 g K,CO3 (Merck, Némecko). Karbonatovy pufr byl pfipraven vzdy Cerstvy
v den derivatizace.

Roztok A: 0,5 mol-1t NaHCO;z; (Merck, Némecko) v destilované vode.
Roztok B: 0,5 mol-1" Na,CO3 (Merck, Némecko) v destilované vodg.
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Vnitini standard

250 mg 1,7-heptandiamin (Sigma-Aldrich, Némecko) bylo rozpusténo
v 500 ml 0,6 mol-1"t HCIO4 (Merck, Némecko).

2.3.6 Roztoky pro extrakci enzymu
Zasobni 0,2 mol-1? sodnofosfatového pufru o pH 7,4

6,240 g NaH;P04.2H,O (Sigma-Aldrich, Némecko) bylo rozpusténo
Vv cca 100 ml destilované¢ vody, upraveno pH na 7,4 pomoci NaOH
(Sigma-Aldrich, Némecko) a doplnéno do objemu 200 ml. Zasobni roztok byl
uchovavan pti 4 °C a vyuzivan pro piipravu 50 mmol-1* sodnofosfatového pufru
0 pH 7,4.

50 mmol-1? sodnofosfatovy pufr o pH 7,4 s PMSF

Do 100 ml 50 mmol-1? sodnofosfatového pufru o pH 7,4 bylo pfidiano
17 mg PMSF (Sigma-Aldrich, Némecko). Roztok byl uchovavan v lednici.

2.3.7 Roztoky pro stanoveni aktivity spektrofotometricky
100 mmol 1" pufr octanu sodného o pH 4

0,82 g octanu sodného (CH3;COONa, Sigma-Aldrich, Némecko) bylo
rozpusténo v destilované vod¢, upraveno pH na poZadovanou hodnotu a doplnéno
do objemu 100 ml. Puftr byl skladovan pii 4 °C.

2.3.8 Roztok pro stanoveni koncentrace proteinii metodou Bradfordové

50 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich, Némecko) bylo
ptidano do 25 ml 95 % methanolu (Sigma-Aldrich, Némecko) a 50 ml 85% H;PO,
(Merck, Némecko) a dopInéno do objemu 500 ml.

2.3.9 Roztoky pro nativni elektroforézu a detekci enzymu
Roztok 50 mmol-1* Tris-HCl o pH 6,8

1,2114 g Tris (Sigma-Aldrich, Némecko) bylo rozpusténo v 100 ml vody,
upraveno pH na 6,8 pomoci HC1 (Merck, Némecko) a doplnéno vodou na 200 ml.
Ptipraveny roztok byl uchovavan v lednici.
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Pufr do zaostrovaciho/stacking gelu

3,03 g Tris (Sigma-Aldrich, Némecko) bylo rozpusténo ve 40 ml vody,
pH upraveno na 6,8 pomoci HCI (Merck, Némecko) a doplnéno destilovanou
vodou na 50 ml. Uchovavano se pti 4 °C.

Pufr do déliciho/running gelu

36,33 g Tris (Sigma-Aldrich, Némecko) bylo rozpusténo ve 150 ml destilované
vody, pH upraveno na 8,8 pomoci HCI (Merck, Némecko) a doplnéno vodou
na 200 ml. Pufr byl uchovavan pti 4 °C.

Roztok 10% persiranu amonného

0,1 g APS (Sigma-Aldrich, Némecko) bylo rozpusténo v 1 ml vody. Roztok byl
vzdy pfipraven Cerstvy v potfebném mnoZzstvi.

Elektrodovy pufr pro nativni elektroforézu

6,055 g Tris (Sigma-Aldrich, Némecko) a 28,823 g glycinu (Sigma-Aldrich,
Némecko) bylo rozpusténo v 1 | vody, a doplnéno vodou na 2 |. Roztok byl
uchovavan pii 4 °C.

100 mmol‘l? acetiatovy pufr octanu sodného o pH 4 s 10 mmol-1?
2,6-dimethoxyfenolu (DMP)

0,82 g octanu sodného (CH3;COONa, Sigma-Aldrich, Némecko) bylo
rozpusténo v destilované vodé, piidano 154,16 mg 2,6-dimethoxyfenolu (DMP,
Sigma-Aldrich, Némecko), upraveno pH a doplnéno do obejmu 100 ml. Pufr byl
skladovan pii 4 °C.

39



3. METODIKA

3.1 Experiment I — Vliv vybranych faktori na redukc¢ni
schopnost Lacticaseibacillus casei in vitro

V ramci experimentu [ byl studovan vliv vybranych faktorti na redukcni
schopnost bakterie Lacticaseibacillus casei CCDM 198 in vitro. Vsechny metody
v ramci experimentu I jsou popsané v nasledujicich podkapitolach a schematicky
znazornéné na konci kapitoly na Obr. 3.1.

3.1.1 Kultivace mikroorganismu za studovanych podminek

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-ml. Mikroorganismus byl kultivovan v. MRS bujénu
za studovanych podminek a odebiran v piislusnych ¢asovych intervalech tak, jak
je blize popsano v kapitole 3.1.2 Studované faktory a casy odbéru. Jako kontrola
(¢as 0 h) slouzil bujon s biogennimi aminy, ktery nebyl zaoCkovan bakterii.
Odbéry byly provadény ve tiech paralelnich zkumavkach, v pfipad¢é kontroly
(¢as 0 h) ve dvou. V pripadé sad s obsahem cysteinu byl navic pied zaockovanim
bakterii pfidan cystein o koncentraci 1 % (w/v) (Sigma-Aldrich, Némecko).

V experimentdlné¢ zvolenych casech byly vzorky postupné odebirdny
a nasledné centrifugovany (4600 otac¢ek/min, 7 minut). Z kazdé zkumavky bylo
odebrano 650 pl supernatantu do dvou mikrozkumavek a piidano 1,2 mol-1*
HCIO4 v poméru 1:1 (Merck, Némecko). Takto upravené vzorky byly zamrazeny
pii -80 °C a skladovany pro nasledujici experimenty (3.1.3 Piedkolonova
derivatizace dansylchloridem a 3.1.4 Stanoveni mnoZstvi biogennich amind
pomoci HPLC/DAD).

3.1.2 Studované faktory a ¢asy odbéri

Byly zkoumény nasledujici faktory a jejich spolecné kombinace (dohromady
72 kombinaci) in vitro pro pfiblizeni moznych realnych podminek béhem vyroby
fermentovanych produkti:

- pH7,0£0,1;62+0,1a54+0,1

- teplotall+1°C;23+1°Ca30+1°C

- koncentrace kazdého BA 0,2 g:1*a 0,4 g-1'

- dostupnost zivin Vv kultivacnim médiu (uplny MRS bujon — MRS;
a MRS bujon s netiplnym obsahem zivin — %2 MRS)

- ptidavek cysteinu o vysledné koncentraci 1 % (w/v)
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Vzorky byly pribézné odebirdny v jednotlivych experimentilné urcenych
casech — viz. Tabulka 3.1. V Tabulka 3.2 jsou popsany konkrétni podminky

pro jednotlivé testované sady faktort.

Tabulka 3.1 Casy odbérii vzorki pro sledované teploty

teplota ¢as odbéru (h)

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

Tabulka 3.2 Popis jednotlivych sad s kombinacemi zkoumanych faktora

vV MRS médiu.
sada teplota pH kultivaéni BA cystein
(°C) médium (g-17)
1. 11, 23, 30 5,4 MRS 0,2 X
2. 11, 23, 30 5,4 MRS 0,2 prit.
3. 11, 23, 30 5,4 MRS 0,4 X
4, 11, 23, 30 5,4 MRS 0,4 prit.
5. 11, 23, 30 5,4 72 MRS 0,2 X
6. 11,23,30 54 15 MRS 0,2 piit.
1. 11, 23, 30 5,4 72 MRS 0,4 X
8. 11, 23, 30 5,4 72 MRS 0,4 prit.
Q. 11, 23, 30 6,2 MRS 0,2 X
10. 11, 23, 30 6,2 MRS 0,2 prit.
11. 11, 23, 30 6,2 MRS 0,4 X
12. 11, 23, 30 6,2 MRS 0,4 prit.
13. 11,23,30 6,2 %2 MRS 0,2 X
14, 11, 23, 30 6,2 2 MRS 0,2 prit.
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sada teplota pH Kultivacni BA cystein
°O) médium (g-1?h)
15. 11, 23, 30 6,2 72 MRS 0,4 X
16. 11, 23, 30 6,2 72 MRS 0,4 prit.
17, 11, 23, 30 7,0 MRS 0,2 X
18. 11, 23, 30 7,0 MRS 0,2 prit.
19. 11, 23, 30 7,0 MRS 0,4 X
20. 11, 23, 30 7,0 MRS 0,4 prit.
21. 11, 23, 30 7,0 72 MRS 0,2 X
22. | 11,23,30 7,0 14 MRS 0,2 piit.
23. 11, 23, 30 7,0 72 MRS 0,4 X
24, 11, 23, 30 7,0 72 MRS 0,4 prit.

Zkratky: piit. — kultivaéni médium s pfidavkem cysteinu o vysledné koncentraci 1 %;
x — kultivacni médium bez cysteinu; MRS — uplny MRS bujon; 2 MRS — MRS bujon se
snizenym (polovicnim) mnozstvim zivin

3.1.3 Predkolonova derivatizace dansylchloridem

Vhledem k tomu, ze biogenni aminy neabsorbuji zafeni v UV/VIS oblasti
spektra, pfed samotnym stanovenim mnozstvi biogennich amini pomoci HPLC
je potteba vzorky nejprve zderivatizovat. Jako derivatiza¢ni Cinidlo byl pouzit
dansylchlorid, ktery vytvari pii pokojové teplot€ stabilni barevné produkty, ktere
je mozné detekovat pii vinové délce 254 nm.

Derivatizace dansylchloridem byla provedena podle metodiky publikované
v ¢lanku Dadakova et al. (2009). Do derivatiza¢ni nadoby byl napipetovan
1 ml vzorku, 100 pl vnitiniho standardu a 1,5 ml karbonatového pufru
0 pH 11,1 — 11,2. Nasledn¢ byl pfidan 1 ml roztoku dansylchloridu a cely obsah
byl ponechéan 20 h ve tmé na tfepacce. Po této dobé bylo ptfiddno 200 pl roztoku
prolinu o koncentraci 0,9 mol-1"t (Merck, Némecko) a vzoky byly ponechany dalsi
1 h ve tmé za neustdlého tfepani. Po uplynuti 1 hodiny byly pfipipetovany
3 ml heptanu (CHROMASOLYV, pro HPLC, > 99%; Sigma-Aldrich, Némecko)
a cely obsah byl ru¢né tiepan po dobu 3 minut. 1 ml horni heptanové vrstvy
obsahujici biogenni aminy byl pfenesen do malych vialek a obsah byl odpafen
pii teplot¢ 65 °C pod proudem dusiku. Vznikly odparek byl rozpustén
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v 1,5 ml acetonitrilu (CHROMASOLYV Plus, pro HPLC, > 99,9%, Sigma-Aldrich,
Némecko) a uchovéan pii teploté -18 °C do samotné analyzy.

3.1.4 Stanoveni mnoZstvi biogennich amini pomoci HPLC/DAD

Zderivatizované vzorky podle kapitoly 3.1.3 Pfedkolonova derivatizace
dansylchloridem byly pted samotnou analyzou zfiltrovany ptes stiikackovy filtr
s porozitou 0,22 pm. Standardy pro HPLC byly pouzity: histamin,
fenylethylamin, tyramin, putrescin dihydrochlorid, kadaverin, spermin,
tryptamin, 1,7-diaminoheptan (vSechny Sigma-Aldrich, Némecko). Koncentrace
biogennich amini byly analyzovany podle publikace Sméla et al. (2004) pomoci
HPLC/DAD — gradientova eluce (10% acetonitril ve vodé&/acetonitril,
Tabulka 3.3) na kolon¢ Agilent Zorbax RRHD Eclipse Plus C18 s parametry
50 x 3,0 mm, s velikosti ¢astic 1,8 um (Agilent, Palo Alto, USA), pratokem
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 ¢ase byla
vyjadiena jako relativni obsah jednotlivych BA v % (vztaZzeno k plvodni
koncentraci v ¢ase 0).

Tabulka 3.3 Gradientovy elu¢ni program vyuzivany pii analyze biogennich
aminil metodou HPLC.

¢as (min) 10% acetonitril ve vodé (%) acetonitril (%0)
0,0 39 61
0,1 39 61
14 30 70
2,5 17 83
4,0 0 100
9,5 0 100
11,5 39 61
15,5 39 61
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[ Kultivace mikroorganismu za studovanych podminek v médiu ]

Lacticaseibacillus casei
CCDM 198

kultivaéni | __
M. | & médium
e
> MR
23°C 22 MRS
30°C @ Viechny
— histamin, — moZné

i=__‘.7 0 \ | pridavek —

1% cysteinu
Odbér vzorku

¢ BA tyramin kombinace
— 1102 g-1-! || fenylethylamin, faktori
pH 0,4 g1 putrescin a
5,4 / kadaverin
0,2

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

!

[ Derivatizace a analyza pomoci HPLC/DAD ]

Obr. 3.1: Schématické shrnuti metodického postupu pri studiu vIivu vybranych faktorii
na redukcni schopnosti bakterie Lacticaseibacillus casei CCDM 198
V kultivacnim MRS bujonu.
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3.2 Experiment II — Vliv vybranych faktori na redukéni
schopnost Lacticaseibacillus casei v realné potraviné

V ramci disertacni prace byla také zjiStovana schopnost bakterialniho kmene
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 redukovat vSech 5 studovanych biogennich
aminl v zavislosti na kombinaci faktort v realné potravin¢. Zkoumanou realnou
potravinou bylo mléko (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 zndzornéni metod
v ramci tohoto experimentu je uvedeno na konci kapitoly na Obr. 3.2.

3.2.1 Kultivace mikroorganismu za vybranych podminek v mléce
a stanoveni obsahu biogennich amint

ZaoCkovani a kultivace studované bakterie v mléce bylo metodicky provedeno
stejné jako u kultivace in vitro. V Tabulce 3.4 jsou uvedeny jednotlivé
sady obsahujici studované faktory v mléce a jejich spolecné kombinace
(celkem 27 moznych kombinaci):

- pH7,0£0,1;6,2+0,1a54+0,1
- teplotall+1°C;23+1°Ca30+1°C
- koncentrace kazdého BA 0,2 g-1*

Tabulka 3.4 Sady pro studium degradace BA v mléce.

sada teplota pH  Kultivacni BA
O médium (g1
1. 11, 23, 30 5,4 mléko 0,2
2. 11, 23, 30 5,4 mléko 0,2
3. 11, 23, 30 5,4 mléko 0,2
4, 11, 23, 30 6,2 mléko 0,2
5. 11, 23, 30 6,2 mléko 0,2
6. 11, 23, 30 6,2 mléko 0,2
1. 11, 23, 30 7,0 mléko 0,2
8. 11, 23, 30 7,0 mléko 0,2
Q. 11, 23, 30 7,0 mléko 0,2
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Intervaly odbéru pro jednotlivé teploty zaoCkovaného mléka byly totozné
s Casy odbéru za in vitro podminek tak, jak je uvedeno v Tabulce 3.1. VVzorky byly
zcentrifugovany (4600 otacek/min, 7 minut), k supernatantu byla ptfidana
1,2 mol-1 HCIO4 v poméru 1:1 (Merck, Némecko) a vzorky byly zamrazeny
pti -80 °C.

Stanoveni mnozstvi jednotlivych biogennich amint bylo provedeno metodou
HPLC po ptedchozi derivatizaci dansylchloridem podle metodiky v kapitolach
3.1.3 Piedkolonové derivatizace dansylchloridem a 3.1.4 Stanoveni mnoZzstvi
biogennich aminti pomoci HPLC/DAD.

[ Kultivace mikroorganismu za studovanych podminek v mléce ]

Lacticaseibacillus casei
CCDM 198

teplota ﬂirj
11 ‘;C c BA
g 021" v
30 °C VSechny
\ histamin, mozné
tyramin kombinace
fenylethylamin, faktori
H putrescin a
p kadaverin
5,4 /
6,2
o W, |
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 0O 8 12 24 28 32 36 48 72
[ Derivatizace a analyza pomoci HPLC/DAD ]

Obr. 3.2: Schématické shrnuti metodického postupu pri studiu vlivu vybranych faktori
na redukcni schopnosti bakterie Lacticaseibacillus casei CCDM 198

vV mlece.
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3.3 Experiment III — detekce enzymu multicopperoxidazy

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

3.3.1 Extrakce

50 ml bakterialni kultury v MRS bujonu narostlé ptes noc (pii 30 = 1 °C)
s pocate¢nim poctem bungk 5,9 + 0,2 log CFU-ml? bylo zcentrifugovéano
(6 500 otacek/min, 20 minut) a nasledn¢ byl pelet dvakrat promyt 25 ml
50 mmol-1? sodnofosfore¢nanovym pufrem o pH 7,4 a resuspendovan ve 500 ul
stejného pufru s ptidavkem 1 mmol-1? fenylmethylsulfonylfluoridu (PMSF).
Lyze bungk 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 pouzit ke studiu
enzymu metodami popsanymi V kapitolach 3.3.3 Stanoveni pfitomnosti enzymu
v polyakrylamidovém gelu a 3.3.4 Stanoveni aktivity enzymu
spektrofotometricky. Koncentrace proteind byla stanovena metodou Bradfordové
(3.3.2 Stanoveni mnozstvi proteinti dle metody Bradfordové).

3.3.2 Stanoveni mnoZzstvi proteinti dle metody Bradfordové

Pro stanoveni koncentrace celkovych proteinli ve vzorku byla pouZita metoda
Bradfordové (Bradford, 1976). Do jednotlivych jamek 96 jamkové mikrotitraéni
desticky bylo napipetovano 45 ul deionizované vody, 5 ul bezbunééného extraktu
nebo v ptipadé kalibracniho standardu hovézi sérovy albumin (BSA) o piislusné
koncentraci a ptidano 200 pl ¢inidla Bradfordové. Nasledné po 10minutové
inkubaci pti laboratorni teploté byla zmétena absorbance pii 595 nm.

Koncentrace kalibracnich standardu BSA: 0,025; 0,05; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8;
1,0 mg-ml?

3.3.3 Stanoveni pritomnosti enzymu Vv polyakrylamidovém gelu

Pfitomnost enzymu MCO u Lacticaseibacillus casei CCDM 198 byla
studovana z bezbunécného extraktu ziskaného po ptedchozi kultivaci v ¢ase 0, 24,
48 a 72 hodin. Byla provedena nativni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
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skladajici se 4% zaostfovaciho a 8% déliciho gelu. SloZeni obou geld je popséno
v Tabulce 3.5. Vzorek byl smichan se vzorkovacim pufrem (10% glycerol,
50 mmol-1? Tris-HCI, pH 6,8, bromfenolovd modi) a nanesen do jamek gelu.
Napéti pro prichod vzorku zaostiovacim gelem pii pribéhu elektroforézy bylo
50 V, napéti pro prichod vzorku délicim gelem bylo 80 V. Po dobu separace byla
aparatura umisténa v lednici (teplota 4 °C).

Po elektroforéze byl gel umistén do 100 mmol-1? acetatového pufru
0 pH 4 s 10 mmol-1? 2,6-dimethoxyfenolu (DMP; Sigma-Aldrich, Némecko).
Po 5 minutich byl roztok nahrazen novym stejnym pufrem obsahujicim
navic 1 mmol-1". CuSQ,. Piitomnost enzymu MCO byla prokdzana oranzové
zlutym zabarvenim V misté enzymu.

Tabulka 3.5 Slozeni a objemy jednotlivych roztokti pro piipravu gelu
(4% zaostrovaciho a 8% d¢liciho). Objemy roztoki jsou uvedeny v ml.

typ gelu AA/BIS trisHCI trisHCI destilovana TEMED APS
voda
309%/0,8% 15M, 0,5M,
pH 8,8 pH 6,8
4% 0,325 - 0,625 1,475 0,005 0,05
zaostifovaci
8% délici 1,3 1,25 - 2,3 0,005 0,075

zkratky: AA/BIS - pomér akrylamidu a N,N'-methylbisakrylamidu, APS - peroxydisiran
amonny, TEMED - N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin

3.3.4 Stanoveni aktivity enzymu spektrofotometricky

Aktivita MCO byla stanovena monitorovanim nardstu absorbance pii 420 nm
béhem oxidace substratu ABTS (Sigma-Aldrich, USA). Méteni reakéni smési
20 pl vzorku (bezbunéény extrakt), 160 pl 100 mmol-1? octanového pufru o pH 4
a 20 pl 5 mmol-1T ABST (Sigma-Aldrich, Némecko) bylo provadéno
v 96 jamkovych mikrotitra¢nich destickach na ptistroji TECAN In-finite M200
PRO po dobu 12 minut. Jednotka enzymové aktivity byla vyjadiena jako mnozstvi
enzymu potiebného k oxidaci 1 umol ABTS za minutu. Vypocitana enzymova
aktivita byla poté vynesena jako procentualni relativni aktivita vztazena
k maximalni enzymatické aktivité 100 % ve studovanych casech (0, 24,48 a 72 h).
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3.3.5 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 (Wilcoxonuv test a Kruskal-Wallisuv test). Data byla
vyhodnocena za pomoci softwaru Unistat® 6.5 (software Unistat, London, UK)
s hladinou vyznamnosti 0,05.
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4. VYSLEDKY

4.1 Vysledky experimentu I — VIiv vybranych faktoru
na redukc¢ni schopnost Lacticaseibacillus casei in vitro

V predkladané disertacni praci prvnim cilem bylo zmapovat vliv vybranych
technologickych faktorti na schopnost testované kultury Lacticaseibacillus casei
CCDM 198 degradovat vybrané biogenni aminy in vitro. Degradovanymi aminy
byly histamin, tyramin, fenylethylamin, kadaverin a putrescin. Testovanymi
faktory byly rozdilna teplota kultivace (11 °C; 23 °C a 30 °C), rozdilné pH
kultivaéniho média (pH 5.4; 6,2 a 7,0), po¢atecni koncentrace jednotlivych BA
(0,2 g1t a 04 gl1%), mnozstvi dostupnych Zzivin (Gplné slozeni MRS
bujonu — MRS; a nelplné slozeni MRS bujonu — 2 MRS) a cas kultivace
(interval 0-72 hodin; 0-96 hodin resp. 0-336 hodin). Netuplny MRS bujon je MRS
bujon piipraveny z poloviéni navazky, ktera je doporucena vyrobcem, a tedy se
jedna o kultivaéni médium, které ma o polovinu niz§im mnozstvim zivin. Ubytek
koncentrace amint Vv ¢ase byl detekovan metodou HPLC/DAD s piedkolonovou
derivatizaci dansylchloridem. Naméfené koncentrace aminll jsou vyjadieny
Vv relativnich procentech (rel. %) vztazené K ptivodni koncentraci v ¢ase 0 (100 %).
Ziskané vysledky jsou rozdéleny do nasledujicich podkapitol podle jednotlivych
BA. Posledni podkapitola shrnuje experimentalné ziskana data zabyvajici se
vlivem cysteinu na redukéni schopnost L. casei CCDM 198 in vitro.

4.1.1 Vliv faktora na redukci histaminu in vitro
Histamin je uvadény jako nejrizikovéj$i biogenni amin vyskytujici se
v potravinach. Nasledujici ¢ast vysledki se proto zabyva schopnosti bakterie

L. casei CCDM 198 redukovat histamin v ¢ase v zavislosti na slozeni kultiva¢niho
meédia, na inkubacni teploté, pH média a na pocatecni koncentraci aminu.

Nejprve byl zmapovan vyvoj histaminu v aplném MRS bujonu (Obr. 4.1 a 4.2).
Obr. 4.1 popisuje cely vyvoj relativniho obsahu (rel. %) v uplném MRS bujonu
pii pocatecni koncentraci histaminu 0,2 g-17. Pii teploté 11 °C nejvyssi redukce
histaminu byla zjiSténa 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 %. Pti zbylych dvou testovanych
pH hodnotach redukce histaminu na konci kultivace byla okolo 20 %. Kultiva¢ni
teplota 30 °C také podporovala degrada¢ni schopnosti studované bakterie.
Nejvhodné€j§im prostiedim pti této teploté bylo médium o pH 6,2, ve kterém
bakterie L. casei CCDM 198 po 72 hodinach enzymaticky odbouravala histamin
témei o 40 %. Teplota 23 °C byla nejméné vhodnou teplotou ze studovanych
teplot v Gplném MRS bujonu, kdy maximalni redukce histaminu dosahovala
pouze 23 % pii vSech testovanych pH hodnotach. Na Obr. 4.2 je zndzornén pritbéh
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degradace histaminu v Gplném MRS bujonu pfi pocateéni koncentraci 0,4 g-17.
Jak je patrné z grafli k nejvyznamnégjSimu snizeni histaminu (P < 0,05) doslo
v médiu o pH 5,4 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
nepiesdhla pres 17 % za stejnych podminek. Stejné jako u nizs$i pocatecni
koncentraci pii teplot¢ 30 °C dochazelo 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 faktorti na redukéni schopnost L. casei CCDM 198 in vitro byla také
sledovana Vv kultivaénim médiu s neuplnym slozenim zivin (1/2 MRS). Vysledky
jsou graficky shrnuty na Obr. 4.3 a 4.4. Vysledky naznacuji, ze L. casei CCDM
198 dosahl signifikantn¢ (P < 0,05) vyssiho ubytku histaminu v neuplném médiu
pii niz8i pocatecni koncentraci (Obr. 4.3), kdy nejvyznamnéjs$i degradace byla
detekovana pfi teploté 30 °C. Po 72hodinové kultivaci doslo ke sniZzeni mnoZstvi
0 vice nez 51 % v médiu o pH 6,2 a o 30 % pfti zbylych dvou zkoumanych
hodnotach (pH 5,4 a 7,0). Dalsi signifikantni sniZeni bylo zaznamenano pfi teploté
11 °C. Bakterialni kultura L. casei CCDM 198 snizila koncentraci histaminu
témef o 36 % nezavisle na pH ve srovnani v ¢asem 0. K vyznamné redukci doslo
I pti zkoumané teploté 23 °C v médiu o pH 6,2 (snizZeni 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 pii vySsi po€atecni koncentraci nebyl ve vétSiné ptripadii detekovan
ubytek histaminu o vice nez 20 %, S vyjimkou nasledujicich kombinacich
podminek: kultivacni teplota 11 °C a 23 °C v médiu o pH 6,4 a teplota 30 °C
v mediu o pH 5,4 (Ubytek ptiblizné o 24 %).
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Obr. 4.1: Vyvoj relativniho obsahu histaminu (rvel. %) 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 ¢ase nula byl vzdy 100 %. Inkubace byla provdadéna pri pH = 5,4
(casti A), pH = 6,2 (c¢asti B) a pH = 7,0 (¢asti C). Vysledky jsou prezentoviny
pomoci primeéri a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 4.2: Vyvoj relativniho obsahu histaminu (vel. %) pri degradaci bakterii

Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v uplném MRS bujonu s pocatecni
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 c¢ase nula byl vzdy 100 %. Inkubace byla provadéna pri pH = 5,4
(casti A), pH = 6,2 (¢asti B) a pH = 7,0 (casti C). Vysledky jsou prezentovany
pomoci prumeri a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 4.3: Vyvoj relativniho obsahu histaminu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v neuplném MRS bujonu S pocdtecni
koncentraci histaminu 0,2 g-I'*" zavislosti na dobé kultivace (h) pro inkubacni
teploty 71 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah histaminu v c¢ase nula
byl vidy 100 %. Inkubace byla provadena pri pH = 5,4 (casti A), pH = 6,2
(¢asti B) a pH = 7,0 (¢asti C). Vysledky jsou prezentovany pomoci priumeéri
a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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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; pocdtecni relativni obsah
histaminu v ¢ase nula byl vzdy 100 %. Inkubace byla provadena pri pH = 5,4
(casti A), pH = 6,2 (¢asti B) a pH = 7,0 (¢asti C). Vysledky jsou prezentovany
pomoci prumeri a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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4.1.2 Vliv faktori na redukci tyraminu in vitro

Dalsim zkoumanym biogennim aminem byl tyramin. Po histaminu se uvadi
syri. Vyvoj relativniho obsahu tyraminu (rel. %) in vitro v zavislosti na Case
kultivace, teplot¢, pH kultivatniho média, slozeni kultivacniho média
a na pocatecni koncentraci tyraminu je graficky znazornén na Obr. 4.5-4.8.

Ze ziskanych vysledka vyplyva, ze degradacni schopnost bakteridlniho kmene
L. casei CCDM 198 enzymaticky odbouravat tyramin za studovanych podminek
In vitro ve vétSing piipadi nezpusobila vétsi ubytek nez 20 % s vyjimkou
kultivace za nasledujicich podminek:

a) Kultivace v aplném MRS bujénu (Obr. 4.5 a 4.6):

e Vv MRS bujénu 0 pH 6,2 s pocateéni koncentraci tyraminu 0,4 g-1*
pii kultivaéni teploté 23 °C a 30 °C.

e Vv MRS bujonu o pH 7,0 také s vyssi pocatecni koncentraci tyraminu
(0,4 g-1"%) pti teploté kultivace 11 °C.

b) Kultivace v neuplném MRS bujénu (Obr. 4.7 a 4.8):

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

e VvV MRS bujonu o pH 6,2 pti teplotach 23 °C a 30 °C opét pii pocatecni
koncentraci tyraminu 0,2 g-17.

Avsak 1 za téchto vySe uvedenych podminek nebyl zaznamendn vyssi Ubytek
tyraminu nez 0 27 % ve srovnani s poc¢atecni koncentraci na zac¢atku kultivace
Vv Case 0.
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Obr. 4.5: Vyvoj relativniho obsahu tyraminu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v uplném MRS bujonu S pocatecni
koncentraci tyraminu 0,2 gI' v zavislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah
histaminu v c¢ase nula byl vzdy 100 %. Inkubace byla provadéna pri pH = 5,4
(casti A), pH = 6,2 (¢asti B) a pH = 7,0 (¢asti C). Vysledky jsou prezentoviny
pomoci primerii a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 4.6: Vyvoj relativniho obsahu tyraminu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v uplném MRS bujonu S pocatecni
koncentraci tyraminu 0,4 g-I'*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 provadeéna pri pH = 5,4 (Casti A), pH = 6,2
(¢asti B) a pH = 7,0 (casti C). Vysledky jsou prezentovany pomoci priimeri
a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 4.7: Vyvoj relativniho obsahu tyraminu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v neuplném MRS bujonu S pocatecni
koncentract tyraminu 0,2 §-I'* v zdvislosti na dobé kultivace (h) pro inkubacni
teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah tyraminu v ¢ase nula
byl vidy 100 %. Inkubace byla provadéna pri pH = 5,4 (casti A), pH = 6,2
(¢asti B) a pH = 7,0 (casti C). Vysledky jsou prezentovany pomoci primeri
a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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4.8: Vyvoj relativniho obsahu tyraminu (rel. %) pri degradaci bakterii

Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v neuplném MRS bujonu S pocdtecni
koncentraci tyraminu 0,4 g-I'* v zavislosti na dobé kultivace (h) pro inkubacni
teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah tyraminu v case nula
byl vidy 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 primeri
a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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4.1.3 Vliv faktora na redukci putrescinu in vitro

Reduk¢ni schopnost bakterialniho kmene L. casei CCDM 198 byla in vitro
mapovana 1 vi¢i biogennimu aminu putrescinu. Studovanymi faktory bylo opét
rozdilné sloZeni kultiva¢niho média, inkubacéni teplota, pH média, pocatecni
koncentrace putrescinu a ¢as odbéru. Relativni obsah putrescinu (rel. %) v ¢ase
v zavislosti na studovanych faktorech in vitro popisuji grafy na Obr. 4.9-4.12.
Stejné jako v predchozich ptipadech kazdy Obr. 4.9-4.12 obsahuje jednotlivé
grafy, které jsou rozdéleny podle pH kultivacniho média.

Vliv faktord na redukci putrescinu v tGplném MRS bujonu je znazornén
na Obr. 49 a 4.10. Ziskané vysledky dokazuji redukci putrescinu
bakterii L. casei CCDM 198 v pribéhu inkubace pfi vSech studovanych teplotach
vV Gplném MRS bujonu, kdy nejvyssi redukce pii jednotlivych teplotach byly
dosazeny pii vys§i pocateéni koncentraci putrescinu (0,4 g-17). Nejvyssi ubytek
za studovanych podminek v Giplném MRS bujonu byl naméten béhem kultivaéni
teploty 11 °C. Pti této teplot¢ L. casei CCDM 198 na konci inkubace snizil
putrescin témért o 45 % pii pH 5,4 a téméft o 33 % pii pH 6,2 a 7. Pii niZ8i pocatecni
testované koncentraci (0,2 g-17) ubytek putrescinu nepiesahl 13 %. Pfi kultivaéni
teploté 23 °C nejvyssi redukce byla naméfena v médiu takeé S vyssi pocatecni
koncentraci putrescinu (maximalni ubytek ptes 32 %), avSak pouze v médiu o pH
5,4 a7,0. Naopak v kultivaénim médiu o pH 6,2 bakterialni kmen L. casei CCDM
198 putrescin neredukoval (P < 0,05). Béhem kultiva¢ni teploty 30 °C bylo
detekovano snizeni putrescinu o vice nez 31 % v kultivaénim médiu s poc¢atecni
koncentraci putrescinu 0,4 g-17 pfi vSech testovanych hodnotach pH kultiva¢niho
média.

Naopak niz§i pocate¢ni koncentrace putrescinu (0,2 g-1%) byla vhodné&jsi
pro L. casei CCDM 198 pii podminkach v kultivatnim médiu se snizenym
mnozstvim zivin (V netplném MRS bujonu; Obr. 4.11). Nejsignifikantnéjsi
ubytek putrescinu za téchto podminek byl zaznamenan pfi teploté 30 °C v médiu
0 pH 6,2 s pocateéni koncentraci aminu 0,2 g-1%. Uz po 12 hodinach byl
zaznamendn ubytek putrescinu téméf o 32 % a po dalSich 24 hodinéch bylo
snizeni o vice jak 60 % ve srovnani s ¢asem 0 (100 %) s tim, Ze do konce kultivace,
resp. v Casech odbéru 36 hodin — 72 hodin, uz k dalSimu vyznamnému ubytku
putrescinu nedochazelo. Teplota 11 °C také podporovala reduk¢ni schopnost
zkoumané bakterie, kdy sniZzeni koncentrace na konci kultivace bylo v rozmezi
od 27 % az po 44 %. Nejméné vhodné podminky pro redukci putrescinu bakterii
L. casei CCDM 198 byly detekovany pfi teploté 23 °C. Kombinace vsech
zkoumanych faktort pii této teploté dosahovaly maximalni redukce pouze o 21 %.
V neuplném MRS bujonu pii vyssi zkoumané pocateéni koncentraci putrescinu
(0,4 g-1't) redukce pfi testovanych podminkach neptesahla 27 % (Obr. 4.12).
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Obr. 4.9: Vyvoj relativniho obsahu putrescinu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v uplném MRS bujonu S pocatecni
koncentraci putrescinu 0,2 g1t v zavislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocdtecni relativni obsah
putrescinu v case nula byl vidy 100 %. Inkubace byla providena
pripH = 5,4 (casti A), pH = 6,2 (casti B) a pH = 7,0 (casti C). Vysledky jsou
prezentovany pomoci prumerti a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 4.10: Vyvoj relativniho obsahu putrescinu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v uplném MRS bujonu S pocatecni
koncentraci putrescinu 0,4 gt v zdvislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah
putrescinu v case nula byl vidy 100 %. Inkubace byla provadena
pripH = 5,4 (¢asti A), pH = 6,2 (¢asti B) a pH = 7,0 (¢asti C). Vysledky jsou
prezentovany pomoci prumeéru a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 4.11: Vyvoj relativniho obsahu putrescinu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v neuplném MRS bujonu S pocdtecni
koncentraci putrescinu 0,2 g-I' v zdvislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah
putrescinu 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 pruméri a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).

64



100
80
60
40

- 20

=

= 100

£

S’

2
£ 80
£
=
2 60
=
]
7]

< 40

'S

Z

£ 20

3

&

100

80

60

40

20

O11°C
T xX23°C
1 030 °C

1 M | gy 1 " 1 M | "
T Ed T

0 50 100 200 250 300 350
Cas kultivace (h)

Obr. 4.12: Vyvoj relativniho obsahu putrescinu (rel. %) pri degradaci bakterii

Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v neuplném MRS bujonu S pocatecni
koncentraci putrescinu 0,4 g-I* v zdvislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah
putrescinu v case nula byl vidy 100 %. Inkubace byla provadena
pripH = 5,4 (¢asti A), pH = 6,2 (¢asti B) a pH = 7,0 (¢asti C). Vysledky jsou
prezentovany pomoci pruméri a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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4.1.4 Vliv faktoru na redukci kadaverinu in vitro

Dalsim zkoumanym biogennim aminem, ktery muize negativné ovliviiovat
kvalitu potravin, byl kadaverin. Ziskané vysledky studia vlivu faktorti na reduk¢ni
schopnost kmene L. casei CCDM 198 vuci kadaverinu jsou v shrnuty
na Obr. 4.13-4.16. Testované faktory byly opét slozeni kultivaéniho média, doba
kultivace, inkubacni teplota, pH média a rozdilnd pocatecni koncentrace
kadaverinu.

Jak je patrné z grafti na Obr. 4.13 a 4.14 byly naméfeny vyznamné degradace
kadaverinu v aplném MRS bujonu. Nejvétsi redukce byla dosazena pii kultivaéni
teplot¢ 11 °C v médiu o pH 5,4 s vyssi zkoumanou pocatecni koncentraci
kadaverinu. Za téchto podminek byl detekovan ubytek o vice nez 44 % na konci
kultivace. Signifikantni redukce byla také zjisténa i pfi zbylych dvou hodnotach
pH v médiu s vyssi pocateni koncentraci, a to ubytek v rozmezi od 28 %
az do témér 33 %. Naopak pii nizsi pocatecni koncentraci za téchto podminek
pii teplot¢ 11 °C tubytek kadaverinu neptesahl 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 zévislosti
na kombinaci jednotlivych faktord. Pti teploté 30 °C bakterie L. casei CCDM 198
vyznamné katalyzovala koncentraci putrescinu v MRS bujénu o pH 54
s pocate¢ni koncentraci 0,4 g-1" (redukce 0 34 %) a v MRS bujénu 0 pH 7,0 s nizsi
pocatecni koncentraci (redukce o 30 %) na konci kultivace. V ostatnich piipadech
pii této teploté byl zaznamendn maximalni tbytek o 20 %.

Vyznamny pokles koncentrace kadaverinu pomoci studované bakterie byl
dosazen také v netplném MRS bujénu (Obr. 4.15 a 4.16), predevsim MRS bujonu
S nizS8i pocatecni koncentraci kadaverinu. Nejvyznamnéjsi 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 pfi teploté 30 °C a témgf
0 34 % po 96 hodinach pti kultivacni teploté 23 °C; a v médiu o pH 5,4 také
pii podateéni koncentraci kadaverinu 0,2 g-17 o vice jak 44 % na konci kultivace
pii teploté 11 °C (po 336 h). Pii vyssi pocate¢ni koncentraci kadaverinu bakterie
L. casei CCDM 198 snizila pfitomnost aminu maximalné o necelych 31 %
ve srovnani s koncentraci v ¢ase 0 (pii pH kultiva¢niho média 6,2 a teploté 11 °C).
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Obr. 4.13: Vyvoj relativniho obsahu kadaverinu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v uplném MRS bujonu S pocatecni
koncentraci kadaverinu 0,2 gt v zdvislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah
kadaverinu v case nula byl vidy 100 %. Inkubace byla provadena
pripH = 5,4 (¢asti A), pH = 6,2 (¢asti B) a pH = 7,0 (¢asti C). Vysledky jsou
prezentovany pomoci pruméri a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 4.14: Vyvoj relativniho obsahu kadaverinu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v uplném MRS bujonu S pocatecni
koncentraci kadaverinu 0,4 gt v zavislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocdtecni relativni obsah
kadaverinu v case nula byl vidy 100 %. Inkubace byla providena
pripH = 5,4 (¢asti A), pH = 6,2 (¢asti B) a pH = 7,0 (¢asti C). Vysledky jsou
prezentovany pomoci priuméri a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 4.15: Vyvoj relativniho obsahu kadaverinu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v neuplném MRS bujonu S pocatecni
koncentraci kadaverinu 0,2 gt v zdvislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocdtecni relativni obsah
kadaverinu v case nula byl vidy 100 %. Inkubace byla providéna
pripH = 5,4 (¢asti A), pH = 6,2 (¢asti B) a pH = 7,0 (¢asti C). Vysledky jsou
prezentovany pomoci priumeéri a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 4.16: Vyvoj relativniho obsahu kadaverinu (rel. %) pri degradaci bakterii

Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v neuplném MRS bujonu S pocdtecni
koncentraci kadaverinu 0,4 g1 v zavislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11°C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah
kadaverinu v case nula byl vidy 100 %. Inkubace byla providéna
pripH = 5,4 (¢asti A), pH = 6,2 (¢asti B) a pH = 7,0 (¢asti C). Vysledky jsou
prezentovany pomoci pruméri a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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4.1.5 Vliv faktora na redukci fenylethylaminu in vitro

Poslednim zkoumanym biogennim aminem byl fenylethylamin. Schopnost
bakterie L. casei CCDM 198 redukovat fenylethylamin byl opét stejné jako
v ptedeslych ptipadech zjistovan pii kombinaci riznych faktordi (doba odbéru,
mnozstvi zivin v kultivatnim médiu, inkubacni teplota, pH kultiva¢niho média
a pocateCni koncentrace fenylethylaminu). Ziskané vysledky jsou shrnuty
na Obr. 4.17-4.20.

Z vysledkt uvedenych v grafech je patrné, ze stejné jako v piipadé tyraminu
za vétsiny testovanych podminek redukce fenylethylaminu bakterii L. casei
CCDM 198 neptesahla 20 % s vyjimkou niZze uvedenych podminek:

a) Kultivace v uplném MRS bujénu (Obr. 4.17 a 4.18):

e Vv MRS bujonu o pH 6,2 pti poc¢atecni koncentraci fenylethylaminu
0,4 g-1* a kultivaéni teploté 23 °C a 30 °C. V pribéhu inkubace
pii teploté 23 °C v médiu o pH 6,2. L. casei CCDM 198 odbouraval
fenylethylamin o vice nez 35 % uz po 30 hodindch a nasledné
do konce kultivace uz nedoslo k signifikantnimu snizeni. Obdobny
trend za téchto podminek byl zaznamenan i b&hem Kkultivace
pfi teploté 30 °C, kdy k signifikantni redukci doslo uz po 12 hodinach
(abytek pres 20 %) a také do konce kultivace nebyl detekovan
signifikantni ubytek.

e v MRS bujonu o pH 7,0 pii jeho pocatecni koncentraci

fenylethylaminu 0,4 g-1" a kultivaéni teploté 23 °C a 11 °C s redukci
dosahujici vSak maximalné 22 %.

b) Kultivace v neiplném MRS bujénu (Obr. 4.19 a 4.20):

e VvV MRS bujonu o pH 6,2 pti nizsi studované pocatecni koncentraci
fenylethylaminu a kultivaéni teploté 30 °C (snizeni témét o 30 %).
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Obr. 4.17: Vyvoj relativniho obsahu fenylethylaminu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v uplném MRS bujonu S pocatecni
koncentraci fenylethylaminu 0,2 gI'* v zavislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah
fenylethylaminu v case nula byl vzdy 100 %. Inkubace byla providéna
pripH = 5,4 (¢asti A), pH = 6,2 (¢asti B) a pH = 7,0 (¢asti C). Vysledky jsou
prezentovany pomoci priumeéri a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 4.18: Vyvoj relativniho obsahu fenylethylaminu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v uplném MRS bujonu S pocatecni
koncentraci fenylethylaminu 0,4 g-I''* v zavislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah
fenylethylaminu v case nula byl vzdy 100 %. Inkubace byla provadéna
pripH = 5,4 (¢asti A), pH = 6,2 (¢asti B) a pH = 7,0 (¢asti C). Vysledky jsou
prezentovany pomoci pruméri a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 4.19: Vyvoj relativniho obsahu fenylethylaminu (rel. %) pri degradaci bakterii

Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v neuplném MRS bujonu S pocdtecni
koncentraci fenylaethylaminu 0,2 g-I'* v zavislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah
fenylethylaminu v case nula byl vzdy 100 %. Inkubace byla providéna
pripH = 5,4 (¢asti A), pH = 6,2 (¢asti B) a pH = 7,0 (¢asti C). Vysledky jsou
prezentovany pomoci pruméri a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 4.20: Vyvoj relativniho obsahu fenylethylaminu (rel. %) pri degradaci bakterii

Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v neuplném MRS bujonu S pocatecni
koncentraci fenylaethylaminu 0,4 g-I* v zavislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11°C, 23 °C a 30 °C; pocdtecni relativni obsah
fenylethylaminu v case nula byl vzdy 100 %. Inkubace byla providéna
pripH = 5,4 (¢asti 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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4.1.6 Vliv cysteinu na redukci biogennich amint

Posledni ¢ast experimentu in Vvitro se zabyvala moznosti vlivu redukéniho
¢inidla cysteinu na ubytek biogennich aminl. Pro podporu ristu studovaného
kmene je doporuc¢ovan dodavatelem Laktoflora ptidavek cysteinu o koncentraci
1 % (w/v). Pro studium byly proto vytvoiené paralelni sady se stejnymi
kombinacemi faktort, které navic obsahovaly cystein o této koncentraci.

Vliv cysteinu (Piiloha I) na redukci vSech zkoumanych biogennich amint
(histaminu, tyraminu, putrescinu, kadaverinu a fenylethylaminu) byl zmapovan
Vv piitomnosti ostatnich testovanych faktort, a to teplota kultivace (11 °C; 23 °C
a 30 °C), rozdilné pH kultiva¢niho média (pH 5.4; 6,2 a 7), po¢ate¢ni koncentrace
biogennich amint (0,2 g-1t a 0,4 g-1"!), mnozstvi dostupnych Zivin (aplné slozeni
kultiva¢niho média - MRS; a nelplné sloZeni kultivacniho média - 2 MRS) a ¢as
kultivace (interval 0-72 hodin; 0-96 hodin resp. 0-336 hodin).

K vyznamné redukci dochazelo pti kultivaéni teploté¢ 30 °C v MRS bujonu
(jak tplném, tak netplném) o pH 5,4 s pocatecni koncentraci biogennich amint
0,2 g-1't. Piidavek cysteinu za té&chto podminek zvysil redukéni schopnost L. casei
CCDM 198 vii¢i vSem testovanym aminim ve srovnani s redukci za stejnych
podminek bez jeho pridavku. S vyjimkou tyraminu, u které¢ho byl tento trend
pozorovan pouze v uplném MRS bujonu. Na konci kultivace (po 72 hodinach) byl
zjistén rozdil v degradacich (za stejnych podminek bez cysteinu a s cysteinem)
v rozmezi od 13 % az do 65 % Vv zavislosti na studovaném aminu.

Pti zbylych dvou zkoumanych teplotach byl také zjiStén vyznamny ubytek
jednotlivych amini vlivem cysteinu, a to pfedev§im v médiu o pH 6,2.
Pii kultivaci o teploté 23 °C v neuplném MRS bujonu s pH hodnotou 6,2
a s pocateéni koncentraci biogennich amint 0,2 ¢-1? byla detekovana vys$si
redukéni schopnost bakterie L. casei CCDM 198 po piidavku cysteinu vici vsem
5 testovanym aminiim. Ptidavek cysteinu za stejnych podminek zvysil redukci
histaminu, tyraminu, kadaverinu, fenylethylaminu a putrescinu také pii teploté
11 °C, kdy navic ve srovnani s teplotou 23 °C bakterie L. casei CCDM 198
signifikantné¢ (P < 0,05) odbourdvala opét vSechny studované aminy také
I V netplném MRS bujonu.

Z namétenych dat a ze statistického vyhodnoceni vyplyva, ze ptidavek cysteinu
signifikantn¢ (P < 0,05) podporoval redukci biogennich amini bakterii L. casei
CCDM 198, avSak interakce jednotlivych faktori a pfitomnost cysteinu
vyznamné redukci vSech amind neovliviiovala (P < 0,05). Z tohoto davodu
pro dalsi experiment II vliv cysteinu nebyl dale zkouman.
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4.2 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
v mléce za riznych podminek. Degradovanymi aminy byly histamin, tyramin,
kadaverin, putrescin a fenylethylamin. Redukce aminti byla studovana v ¢asovém
intervalu 0 hodin az 336 hodin v zavislosti na studované teplot¢ (11 °C;
23 °C a 30 °C), pii pocateéni koncentraci amin@i 0,2 g-1" béhem rizné hodnoty
pH mléka (5,4; 6,2 a 7,0). Mnozstvi biogennich aminti bylo detekovano metodou
HPLC/DAD po ptredchozi derivatizaci dansylchloridem. Vysledky popisujici vliv
faktorti na katalytickou aktivitu L. casei CCDM 198 viici aminiim jsou rozd¢leny
do jednotlivych podkapitol podle zkoumanych biogennich aminti. Jednotlivé Obr.
jsou nasledné rozdé€leny do ¢asti (grafii) podle pH mléka. Priibéh redukce v mléce
opH5,4jevcasti A, opH 6,2 v ¢asti Bao pH 7 v ¢asti C.

4.2.1 Vliv faktori na redukci histaminu a tyraminu v mléce

Nasledujici podkapitola se zabyva redukcni schopnosti L. casei CCDM 198
vuci histaminu a tyraminu v mléce v zavislosti na inkubacni teploté a pH mléka.

Redukce histaminu

Vliv L. casei CCDM 198 na relativni koncentraci histaminu v mléce je graficky
znazornén na Obr. 4.21. Z vysledki je patrné, Ze v mléce doslo k signifikantnimu
snizeni (P < 0,05) histaminu béhem kombinaci vSech studovanych faktord,
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 o pH 5,4 pii kultivacni teploté 11 °C, stejné tak
I pii kultivaci o teploté 23 °C (Obr. 4.21A); av mléce s pH hodnotou 6,2 pfi teploté
23 °C (Obr. 4.21B) na konci doby kultivace (po 336 hodinach
resp. po 86 hodinach).

Redukce tyraminu

Redukce tyraminu pii studovanych podminkach v mléce je zmapovana
na Obr. 4.22. Z uvedenych grafii vyplyva, Ze na konci kultivace byla detekovana
signifikantni redukce (P < 0,05) v mléce o pH 7,0 pfi vSech testovanych teplotach
(Obr. 4.22C). Avsak za téchto podminek doslo k maximalnimu snizeni o pouhych
19 % pfti srovnani s vychozi koncentraci na zac¢atku kultivace v ¢ase 0. Hodnoty
pH mléka 5,4 a 6,2 nepodporovaly degradaéni schopnost L. casei CCDM 198
a Vv prib&hu kultivace pti studovanych teplotach nebyl zjistén signifikantni ubytek
tyraminu v prib¢hu casu (Obr. 4.22A,B).
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Obr. 4.21: 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 0 pH 5,4 (¢ast A); 6,2 (cast B) a 7,0 (¢ast C).
Pocatecni relativni obsah histaminu v case nula byl vidy 100 %. Vysledky

jsou  prezentovdny  pomoci
(sloupce; n = 6).
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4.22: Vyvoj relativniho obsahu tyraminu (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 (cast A); 6,2 (cast B) a 7,0 (cast C).
Pocatecni relativni obsah tyraminu v ¢ase nula byl vidy 100 %. Vysledky jsou
prezentovany pomoci priumeéri a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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4.2.2 Vliv faktoru na redukci putrescinu, kadaverinu a fenylethylaminu
v mléce

Moznost redukce biogennich aminii v mléce pomoci bakteridlniho kmene
L. casei CCDM 198 byla také testovana vuci putrescinu, kadaverinu
a fenylethylaminu za kombinace riznych technologickych podminek. Vysledky
jsou shrnuty podle biogennich amint v zéavislosti na rizné hodnoté pH mléka
na Obr. 4.23-4.25.

Redukce putrescinu

Relativni koncentrace dan¢ho BA v Case V zévislosti na rizné hodnoté¢ pH
mléka a teploté je shrnuta na Obr. 4.23. Z vysledki lze vy¢ist, ze L. casei CCDM
198 vyznamné (P < 0,05) degradoval putrescin za vsech testovanych kultivacnich
podminek (degradace putrescinu se na konci inkubace pohybovala od 25 %
do téméi 49 %). Nejvhodnéjsi podminky pro redukci putrescinu byly zjistény
Vv mléce o pH 5,4 a 6,2. Pti téchto hodnotach pH mléka doslo ke sniZeni o vice
nez 34 % pii teploté 30 °C a témet 0 49 % pii teploté¢ 23 °C a 11 °C
(Obr. 4.23A,B). Nejméné vhodné podminky byly zaznamenany u mléka o pH 7,
kdy pokles putrescinu nepiesahl 27 % pii vSech testovanych teplotach
(Obr. 4.23C).

Redukce kadaverinu

Kadaverin byl dalsim biogennim aminem, u kterého byl zmapovan relativni
ubytek v Casovém intervalu za vyse uvedenych kultiva¢nich podminek. Jak je
patrné z grafii na Obr. 4.24, L. casei CCDM 198 ma vyznamnou (P < 0,05)
reduk¢éni schopnost viéi kadaverinu pii vSech studovanych kombinacich, kdy
redukce kadaverinu se pohybovala v rozmezi od 30 % po 40 % na konci kultivace
ve srovnani s poc¢atecni koncentraci v Case 0.

Redukce fenylethylaminu

Na Obr. 4.25 1ze sledovat vyvoj koncentrace v ¢ase za studovanych podminek
posledniho testovaného biogenniho aminu, a to fenylethylaminu. Pro jeho redukci
bakterialnimu kmeni L. casei CCDM 198 nejvice vyhovovaly podminky v mléce
0 pH 7 (Obr. 4.25C). Pti této hodnoté pH doslo k signifikantnimu ubytku
fenylethylaminu (P < 0,05) na konci kultivace pii vSech tfech studovanych
teplotach v rozmezi od vice nez 22 % az do 32 % ve srovnani s pocatecni
koncentraci v ¢ase 0. Naopak pi1 zbylych dvou testovanych hodnotach pH mléka
54 a 6,2 k vyznamné redukci v pribéhu testovanych teplot nedochazelo
(Obr. 4.25A,B).
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Obr. 4.23: Vyvoj relativniho obsahu putrescinu (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 (cast A); 6,2 (cast B) a 7,0 (cast C).
Pocatecni relativni obsah putrescinu v case nula byl vidy 100 %.
Vysledky jsou prezemtovany pomoci pruméri a standardnich odchylek
(sloupce; n = 6).
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Obr. 4.24 Vyvoj relativniho obsahu kadaverinu (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 kadaverinu v case nula byl vzdy 100 %.
Vysledky jsou prezenmtovany pomoci prumeéerii a standardnich odchylek
(sloupce; n = 6).
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Obr. 4.25 Vyvoj relativniho obsahu fenylethylaminu (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 (cast A); 6,2 (cast B) a 7,0 (cast C).
Pocatecni relativni obsah fenylethylaminu v case nula byl vzdy 100 %.
Vysledky jsou prezemtovany pomoci pruméri a standardnich odchylek
(sloupce; n =6).
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4.3 Experiment III — detekce enzymu multicopperoxidazy

Na zaklad¢ dostupnych informaci z literatury schopnost LAB redukovat
biogenni aminy souvisi s aktivitou enzymu multicopperoxidazy (MCO), subtypu
lakazy. Pro podporu vysledk ziskanych z HPLC z ptedchozich experimentii se
¢ast vyzkumu v ramci predlozené disertacni prace VvV rdmci experimentu III
zaméfila na detekci tohoto enzymu a jeho enzymatickou aktivitou u studovaného
bakterialniho kmene Lacticaseibacillus casei CCDM 198. Detekce enzymu byla
provedena z bezbunééného extraktu ziskané¢ho z bakterialni kultury po 0, 24,
48 a 72hodinové kultivaci pii teploté¢ 30 = 1 °C. Pro studium byly pouzity dvé
metody, které bylo potfeba nejprve zoptimalizovat a nove zavést podle metodiky
Callejon et al., (2014, 2017). Na Obr. 4.26 jsou uvedeny ziskané vysledky z obou
metod.

4.3.1 Stanoveni pritomnosti enzymu multicopperoxidazy v gelu

Prvni zvolenou metodou bylo stanoveni pfitomnosti enzymu MCO
vV polyakrylamidovém gelu po elektroforéze za nativnich podminek. Diky
nedenaturujicimu prostiedi, které je zajiSténo bcéhem separace, Si protein
zachovava svou pfirozenou 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 znazornéné na Obr. 4.26A. Jak lze vidét,
pozitivni reakce byla odhalena hnédo-oranZovym zabarvenim zplsobenym
oxidaci substratu DMP enzymem laké4zou. Ptitomnost a aktivita tohoto enzymu
byla ve studovaném kmeni prokazana ve vSech testovanych casech kultivace
(0, 24, 48 a 72 hodin). Prestoze byla detekovana aktivita enzymu, na zakladé
ziskanych vysledkl se ndm nepodaftilo jednoznac¢né nalézt statisticky vyznamné
rozdily v aktivit¢ enzymu v pribéhu kultivace. Z tohoto divodu, a také
pro potvrzeni vysledkli z nativniho gelu dokazujici ptitomnost enzymu MCO
u kmene L. casei CCDM 198 byla pouzita i dal$i metoda.

4.3.2 Spektrofotometrické stanoveni aktivity enzymu
multicopperoxidazy

Druhou zvolenou metodou pro detekci aktivity MCO bylo spektrofotometrické
stanoveni. Aktivita enzymu MCO byla prokdzana nartistem absorbance pti vlnové
délce 420 nm pii oxidaci ABTS, rovnéz dal§im typickym substratem pro lakazu.
Zmény aktivity enzymu v ¢asovém pritbéhu po 0, 24, 48 a 72 hodinach inkubace
jsou graficky znazornény na Obr. 4.26B. Namétena hodnota aktivity enzymu
v prib¢hu casu je vynesena jako procentudlni relativni aktivita vztazena
k maximalni naméfené aktivité vyjadiena jako 100 % (% relativni aktivity). Stejné
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jako v prvnim piipadé pii stanoveni pfitomnosti enzymu Vv gelu byla
u studovaného kmene detekovana ptitomnost a aktivita enzymu MCO. Navic, coz
se nepodafilo v gelu (Obr. 4.26A) jednoznacné prokazat, pomoci
spektrofotometrického stanoveni byly detekovany zmény v aktivité enzymu
v zavislosti na Case. Jak lze vycist z grafu, doSlo ke statisticky vyznamnému
(P < 0,05) nartstu enzymové aktivity ve vSech ¢asech (po 24, 48 a 72 hodinach
kultivace) ve srovnani s kontrolou (¢as 0 hodin). Uz po 24hodinové inkubaci doslo
k vyznamnému zvySeni aktivity enzymu a zaroven nejvyssi aktivita byla zjiSténa
po 48 hodinéch kultivace, kdy doSlo k vice nez 45% zvySeni aktivity ve srovnani
S pocate¢nim casem O.
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Obr. 4.26: Detekce pritomnosti enzymu multicopperoxidazy (MCO) a jeho enzymatické
aktivity u bakterialniho kmene Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v case
kultivace 0, 24,48 a 72 hodin. Cdst A popisuje pritomnost enzymu MCO
V polyakrylamidovém gelu po elektroforéze za nativnich podminek viici
substratu 2,6-dimethoxyfenolu (DMP). Pozitivni reakce je prokdazana
oranzové  Zlutym  zabarvenim.  Cast B graficky  zndzoriuje
spektrofotometrickou detekci zmény % relativni aktivity enzymu MCO v case
pri oxidaci substratu ABTS. Absorbance byla mérena pri vinové délce
420 nm. Aktivita enzymu v pribéhu casu je vyjadrena jako procentudlni
relativni aktivita vztazena K maximadlni namérené aktivite 100 % (% relativni
aktivity). Vysledky byly vyjadreny pomoci priméri a standardnich odchylek.
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5. DISKUSE

Potraviny kromé 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 ptitomnost BA vyuzit jako ukazatel cerstvosti.
Avsak u fermentovanych potravin je jejich vyskyt velmi Casty kvili nezbytné
ptitomnost mikroorganismil podilejici se na fermentacnich procesech. Vzhledem
K riziktim spojenych s jejich konzumaci je snaha redukovat mnozstvi jednotlivych
BA Vv téchto potravinach. Bylo navrZzeno nékolik strategii zahrnujici snizeni
teploty, ozafovani, vhodnou obalovou atmosféru ¢i aplikaci piidavnych 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 pfedevs§im redukci
mikroorganismli, které je produkuji. Vhodnéjsi a efektivnéj$i taktikou
pro fermentované potraviny je vyuZziti mikroorganismil, které tyto nezadouci latky
enzymaticky odbouravaji. Pro moZnou realnou aplikaci je potieba experimentalné
vytipovat takové mikroorganismy, kter¢ jsou vhodné pro danou potravinu
a zaroven dosahuji vyznamné degradacni aktivity za konkrétnich technologickych
podminek (Herrero-Fresno et al., 2012).

V predlozené disertacni praci byla za studovanou bakterii zvolena bakterie
mlécného kvaseni (LAB) Lacticaseibacillus casei CCDM 198. V roce 2018 byl
proveden rozsahly screening 54 kmenii bakterii vyuzZivanych v mlékarenstvi
a ziskanych ze Sbirky mlékarenskych mikroorganismi (CCDM), kdy bakterie
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 vykazovala za optimalnich rtstovych
podminek nejvétsi aktivitu ve srovnani s ostatnimi degradéry (Benes, 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). Autofti ¢lanku vyizolovali 17 bakterii ze tii riznych syra — 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 a jsou uvedeny v seznamu QPS (Qualified Presumption
of Safety lists; EFSA, 2020).

BA mohou byt Vv potravinach odbourdvany enzymatickym aparatem daného
mikroorganismu. Mezi tyto enzymy fadime aminooxidazy a multicopperoxidazy,
konkrétn¢ subtyp lakazy. Existuje n¢kolik publikaci zabyvajici se charakterizaci
téchto enzymut (Murooka et al., 1979; Sekiguchi et al., 2004; Callejon et al., 2016,
2017; Li et al., 2020). Prestoze prvni zminka o tom, ze lakazy 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 zamérit. Experiment vychazel z poznatki z roku 2020,
kdy byla prokazana piitomnost 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 piitomnost 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 kvasSeni, a to
napiiklad u Lacticaseibacillus paracasei, Limosilactobacillus fermentum
(dfive Lactobacillus fermentum), Lactiplantibacillus paraplantarum (diive
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 realném potravinovém
systétmu — odstifedéném mléce a nalézt nejvhodnéj$i podminky pro nejvetsi
degradacni aktivitu zvoleného kmene. Interval kultivace a jednotlivé ¢asy odbéru
pro jednotlivé teploty byly experimentalné ureny na zaklad¢ ristovych kiivek
studované kultury za optimalnich podminek. Pokles jednotlivych BA v Case byl
stanoven HPLC/DAD, uznanou referen¢ni metodou schvalenou Evropskou
komisi (EC ¢. 2073/2005; Natizeni Komise, 2005). Na zakladé 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 amint, nejen u citlivych jedincti, mtze
vyvolavat specifické priznaky, jako je naptiklad nauzea, hypertenze a hypotenze,
vyrazky, tres, bolesti hlavy, stfevni 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 zarovenl obecné povazovan za nejnebezpecnéjsi, je stale
histamin, a to navic pouze u ryb a rybich produktii (EC ¢. 2073/2005; Natizeni
Komise, 2005). Pravdépodobné hlavnim problémem pro urceni limitnich hodnot
je skutecnost, Ze mira nezadoucich UCinki zavisi na aktuadlnim a individualnim
stavu kaZzdého 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 spottebitele (Sarkadi, 2019). Na zakladé vysledki bylo prokazano,
ze testovany kmen L. casei CCDM 198 za studovanych podminek 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
muze kombinace jednotlivych technologickych faktorli ovlivnit degradacni
aktivitu tohoto bakteridlniho kmene. Testovani vzajemné kombinace rtiznych
faktori na redukéni schopnost kmene vici BA je dilezité vzhledem k tomu,
ze realné vzorky potravin obsahuji také kombinaci nékolik faktori/proménny.
Zkoumanymi faktory a jejich vzajemnymi kombinacemi za in vitro podminek
byly teplota kultivace, pH prostiedi, poc¢atecni koncentrace biogennich aminti,
mnozstvi dostupnych Zivin v prostfedi, ptfidavek redukujiciho ¢inidla a cas
kultivace. Rozdilné teploty, pH prostiedi, pocateéni koncentrace biogennich
amind a snizeny obsah zivin (1/2 MRS) mél ptiblizit realnéjSi podminky
V potravinach, navic u niz$i koncentrace potiebnych zivin byl zkoumén mozny
ptedpoklad vyssi redukce jednotlivych BA z diivodu nedostatecné koncentrace
potfebnych Zivin. Dal§im studovanym faktorem byla pfitomnost cysteinu.
Na zéklad¢é doporuceni dodavatele testované kultury byl riist podpoten piidavkem
1% cysteinu. Existuji publikace potvrzujici rychlejsi riast u fakultativné
anaerobnich bakterii mlécného kvaSeni pisobenim redukujicich ¢inidel (cystein,
kyselina askorbova atd.) (Lozo et al., 2008; Shu et al., 2013). Pfedmétem
vyzkumu bylo také zjistit, zda rychlejsi rist 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 faktorti s cysteinem redukci
nezvySovala.

Soucasti vyzkumu bylo také popsat vliv vybranych faktori (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 kultivaénim médiem pro L. casel
CCDM 198. Degradace amint v mlécnych produktech pomoci mikroorganismii
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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 zéaroven neobsahovali geny
pro histidindekarboxylazu (hdc) a tyrosindekarboxylazu (tdc). Kromé mlécnych
vyrobkll bakterie mlécného kvaSeni redukuji pfitomnost biogennich amini
I v jinych potravinach a napojich, a to naptiklad uz ve zminéném viné
(Garcia-Ruiz et al., 2011; Callejon et al., 2014), ale i v rybi silazi (Dapkevicius et
al., 2000), ve fermentované pasté¢ ze Sojovych bobu (Lee et al., 2016) nebo
v kysaném zeli (Rabie et al., 2011). PfestoZe byl potvrzen vyznamny tbytek 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 vyssi degradacni schopnost L. casei viaci 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 mohla 1épe ptizpisobit tomuto prostiedi. Na druhou stranu vino obsahuje
ethanol, ktery mize ovlivnit schopnost bakterii redukovat BA (Wang et al., 2022).
Wang et al. (2022) zkoumali také vliv jednotlivych potravinovych matric (rybi
surimi, hroznova stava 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 dilezit¢ ovéfit redukéni schopnost zkoumaného bakteridlniho kmene
vV konkrétni potravinové matrici. NaSe vysledky potvrzuji pfedpoklad vhodnosti
pro moznou aplikaci L. casei CCDM 198 do fermentovanych mlé¢nych vyrobki.

Teplota a pH jsou dalsimi faktory, které maji vyznamny vliv nejen na rust
mikroorganismu, ale také na aktivitu MCO, a tim 1 naslednou hladinu BA
vV systému. Vybrané testované teploty byly zvoleny tak, aby reprezentovaly
nejb&zn€j$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 nespravn¢ skladovany. Zatimco testované hodnoty pH mély
pokryt Siroky rozsah pH prosttedi kyselych i1 nekyselych potravin. Na zakladé
naméfenych vysledkli ma teplota a pH a jejich kombinace vyznamny vliv
(P <0,05) na vyvoj jednotlivych BA. Zaroven vSak nebyl nalezen spolecny trend
pro redukci vSech testovanych aminti. Navic byla zjiSténa odliSna schopnost
L. casei CCDM 198 snizovat pocet jednotlivych aminti v zavislosti na riznych
kombinacich faktori. Pro nékteré aminy vSak byly zjiS§tény podobnosti v redukci.
Napftiklad putrescin a kadaverin vykazovaly podobny trend, stejné¢ tak byla
nalezena podobnost pii redukci tyraminu s fenylethylaminem, zatimco se zda,
ze histamin dosahoval maximalni ubytky pfi jinych optimalnich podminkach nez
ostatni aminy. Z tohoto zjisténi vyplyva, ze by rychlost redukce mohla souviset
se strukturou amind. 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 skute¢nost 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 zplsobovat docasné¢ konformaéni zmény
v aktivnim misté enzymu MCO, ¢imZ by mohlo dojit k ovlivnéni navdzani
konkrétniho substratu na enzym. Vytvoiend hypotéza se opird také o ziskané
vysledky v publikaci Tepkasikul et al. (2022). Ve studii autofi zkoumali reduk¢éni
schopnost Bacillus piscicola FBU1786 vuci riznym BA, a také dosli k zavéru,
ze degradace BA je selektivni, minimalné na zaklad¢ struktury jednotlivych BA.
Bacillus piscicola FBU1786 nejprve degradoval alifatické aminy s kratkym
fetézcem (v poradi putrescin a poté kadaverin), nasledn¢ histamin a aromatické
aminy (v poradi zjisténé redukce fenylethylamin a tyramin) a poté alifatické
aminy s dlouhym fetézcem (jako je spermin a spermidin, které byly degradovany
velmi malo). Nase vysledky jsou také v souladu i s jinymi nedavnymi studiemi,
které poukazuji na fakt, ze bakterialni MCO ma vétsi afinitu k jednomu substratu
nez jinému (vCetné jednotlivych BA) a ze jednotlivé substrdty maji rtizné
optimalni pH hodnoty a teplotu. Navic na zakladé 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 substratd 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 2DMP. 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
piiblizn€ 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 dulezité zvolit vhodné
podminky prostiedi, kdy nevhodna kombinace faktord nepodporuje degradacéni
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 piipadé substratu ABTS
(Li et al., 2020). Autofi prace Tepkasikul et al. (2022) studovali G¢inky faktorQ
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 pti 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) prokazali vyssi redukei histaminu a tyraminu v neutralnim prostedi nez
vV kyselém prostfedi pomoci enzymu MCO, cozZ jsou odlisné pH podminky
pro optimalni degradaci tyraminu lakazou z Lactiplantibacillus plantarum
(Callejon et al., 2016). Olmeda et al. (2021) zkoumali redukei jednotlivych amint
lakdzami z Pediococcus laccases 5930 a Pediococcus pentosaceus 4816.
Ve své studii zjistili, ze ob& testované lakazy nebyly schopny degradovat
histamin, putrescin ani fenylethylamin, ale byly schopny oxidovat tyramin, avSak
pouze v pritomnosti mediatoru.

Ziskané vysledky v ramci predlozené disertacni 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 mlé¢ného
kvaseni. Existuje tedy realny potencial pro aplikace zkoumané kultury
do fermentovanych mléénych produkti za tcelem redukce nezadoucich BA.
Navic na zdkladé¢ publikaci aplikace kment degradujici BA (vcetné
Lacticaseibacillus casei CCDM 198) vyznamné neovliviuje zakladni chemické
parametry (hodnoty pH, obsah suSiny, obsah soli, obsah tuku v suSin¢) nebo
texturu (tvrdost) prirodnich syrt (Guarcello et al., 2016; Adamek et al., 2021).
Vyuziti vhodnych degradérii piedstavuje efektivni strategii pro redukci
nezadoucich BA a néslednou minimalizaci rizik spojenych s nezddoucimi Gc¢inky
na konzumenta.
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6. ZAVER

Disertacni 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 biogennich amint
za in vitro podminek a v realné potraviné — v mléce. V neposledni fad¢ byla také
studovana pritomnost a aktivita enzymu multicopperoxidazy (MCO), ktery je
zodpovédny za degradaci biogennich aminti.

Z vysledkt a diskuse prace vyplyvaji nasledujici zavéry:

U kmenu L. casei CCDM 198 byla potvrzena degradacni aktivita in vitro
vuci vSem studovanym biogennim amintim, kdy nejvétsi redukéni
schopnost byla zjisténa viic¢i kadaverinu (redukce az o 73 %), nasledné
histaminu (redukce o 70 %), tyraminu (ibytek o 69 %), putrescinu
(0 67 %) a fenylethylaminu (snizeni 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
K maximalnimu ubytku putrescinu az o 48 %, kadaverinu az o 40 %,
histaminu o0 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 rozdilnd schopnost bakterie L. casei CCDM 198
degradovat jednotlivé aminy pfi stejnych technologickych podminkach
jak in vitro, tak i v realné potraving.

Piidavek cysteinu do MRS bujonu mél signifikantni (P < 0,05) vliv
na redukci vSech studovanych BA, avSak kombinace jednotlivych

faktorii s cysteinem redukci vyznamné nezvySovaly.

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

e Na zéklad¢ spektrofotometrického méieni byly zjiStény také rozdily
v aktivité¢ enzymu MCO v zavislosti na ¢ase kultivace.

e Nejvyssi aktivita enzymu MCO byla detekovana po 48 hodinach
kultivace, kdy doSlo k vice nez 45% zvySeni aktivity ve srovnani
S pocatecnim casem 0.

Zavérem 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 dulezité zvolit
vhodné podminky prosttedi, kdy nevhodna kombinace faktorli nepodporovala
degradac¢ni schopnost bakterie. Diky této studii existuje realny potencial
pro aplikaci zkoumané kultury Lacticaseibacillus casei CCDM 198
V potravinaiském priimyslu. Pouziti vhodnych degradérti by mohlo byt u¢innou
strategii k minimalizaci rizik spojenych s nadmérnym vyskytem biogennich
aminil v potravinach.
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7. PRINOS PRO VEDU A PRAXI

Nadmérné mnozstvi biogennich aminii ve fermentovanych potravinach
pfedstavuje zdravotni riziko pro konzumenta. Jedna z aktualnich moZnosti, jak
ovlivnit pfitomnost téchto nezadoucich latek v potravinach, je aplikace
bakterialnich kmeni, které enzymaticky tyto biogenni aminy odbouravaji.
Pro redlnou a cilenou aplikaci do konkrétnich potravin je dilezité experimentalné
popsat reduk¢ni schopnost U daného mikroorganismu, a také pochopit jeho
enzymaticky aparat zapojeny do odbouravani biogennich amint.

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

e Bylo provedeno rozsdhlé zmapovani degrada¢niho chovéani kmene
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 vii¢i 5 biogennim amintim in Vitro
a Vv realn¢ potraving.

e U studovaného kmene byla potvrzena vyznamna reduk¢ni schopnost
In vitro a také v mléce, vyznamnym vychozim materidlem
pro fermentované mlé¢né produkty.

e Byl popsan vliv technologickych faktord na degrada¢ni schopnost tohoto
kmene.

e Bylo prokazano, ze Lacticaseibacillus casei CCDM 198 ma rozdilnou
degradacni aktivitu viici jednotlivym studovanym biogennim aminim.

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

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

e Vysledky poukazuji na vhodnost aplikace kmene Lacticaseibacillus

casei CCDM 198 v potravinaiském prumyslu jako na moznou strategii
pii redukci biogennich amind ve fermentovanych potravinach.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AA
ABTS
AD
AO
APS
BA
BAI
BIS
BSA
CCDM
CZE
DAO
DMP
EFSA
FAD
FDA
GC
GRAS
hdc
HNMT
HPLC/DAD

IEC
LAB
MAO

akrylamid

2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)

Aldehyddehydrogendza

Aminooxidaza

Peroxydisiran amonny

Biogenni aminy

Biogenic amine index

N, N’-methylenbisakrylamid

hovézi sérovy albumin

Culture Collection of Dairy Microorganisms
Kapilarni zoénova elektroforéza
Diaminooxidaza

dimethoxyfenol

Evropsky ufad pro bezpecnost potravin
Flavinadenindinukleotid

Utadu pro kontrolu potravin a 1&¢iv
Plynova chromatografie

Generally recognized as safe

Geny histidindekarboxylazy
Histamin-N-methyltransferaza
Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s detektorem
diodového pole

Iontoménicova chromatografie
Bakterie mlé¢ného kvaseni

Monoaminooxidazy
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MOC Multicopperoxidaza

MRS De Man, Rogosa a Sharpe agar/médium
OPA O-ftalaldehyd

PAO Polyaminooxidazy

PMSF Fenylmethylsulfonylfluorid

QPS Qualified Presumption of Safety lists
SMO Sperminoxidaza

SSAT Spermidin/spermin N1-acetyltranferaza
tdcA Geny dekarboxylazy

TEMED N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin
TLC Chromatografie na tenké vrstveé

UHT Ultra-high temperature processing
UPLC Ultra vysokou¢inna kapalinova chromatografie
WHO Svétova zdravotnicka organizace
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Obr. 1: Vyvoj relativniho obsahu histaminu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 po pridavku 1% cysteinu v uplném MRS bujonu
S podcatecni koncentraci histaminu 0,2 gI' 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 provideéna pri pH = 5,4 (casti A), pH = 6,2
(casti B) a pH = 7,0 (casti C). Vysledky jsou prezentovany pomoci priuméru
a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 2: Vyvoj relativniho obsahu histaminu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 po pridavku 1% cysteinu v uplném MRS bujonu
s pocatecni koncentraci histaminu 0,4 gl v zavislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocdtecni relativni obsah histaminu v case
nula byl vidy 100 %. Inkubace byla proviadéna pri pH = 5,4 (casti A), pH = 6,2
(casti B) a pH = 7,0 (casti C). Vysledky jsou prezentoviny pomoci primeéri
a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 3: Vyvoj relativniho obsahu histaminu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 po pridavku 1% cysteinu v neuplném MRS bujonu
S podcatecni koncentraci histaminu 0,2 gI' 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 proviadéna pri pH = 5,4 (casti A), pH = 6,2
(casti B) a pH = 7,0 (casti C). Vysledky jsou prezentovany pomoci prumerii
a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 4: Vyvoj relativniho obsahu histaminu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 po pridavku 1% cysteinu v neuplném MRS bujonu
S pocatecni koncentraci histaminu 0,4 g v zavislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocdtecni relativni obsah histaminu v case
nula byl vidy 100 %. Inkubace byla proviadéna pri pH = 5,4 (casti A), pH = 6,2
(casti B) a pH = 7,0 (casti C). Vysledky jsou prezentovdany pomoci prumeérii
a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 5: Vyvoj relativniho obsahu tyraminu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 po pridavku 1% cysteinu v uplném MRS bujonu
S pocateéni koncentraci tyraminu 0,2 g/t v zdvislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocdtecni relativni obsah tyraminu v case
nula byl vidy 100 %. Inkubace byla proviadéna pri pH = 5,4 (casti A), pH = 6,2
(casti B) a pH = 7,0 (casti C). Vysledky jsou prezentovany pomoci priumeéru
a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 6: Vyvoj relativniho obsahu tyraminu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 po pridavku 1% cysteinu v uplném MRS bujonu
s pocatecni koncentraci tyraminu 0,4 g/ v zdvislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocdatecni relativni obsah tyraminu v case
nula byl vidy 100 %. Inkubace byla provadena pri pH = 5,4 (casti A), pH = 6,2
(casti B) a pH = 7,0 (casti C). Vysledky jsou prezentovdany pomoci prumeérii
a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 7: Vyvoj relativniho obsahu tyraminu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 po pridavku 1% cysteinu v neuplném MRS bujonu
S pocatecni koncentraci tyraminu 0,2 gt v zdvislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocdtecni relativni obsah tyraminu v case
nula byl vidy 100 %. Inkubace byla proviadéna pri pH = 5,4 (casti A), pH = 6,2
(casti B) a pH = 7,0 (casti C). Vysledky jsou prezentovany pomoci priumeéru
a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 8: Wyvoj relativniho obsahu tyraminu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 po pridavku 1% cysteinu v neuplném MRS bujonu
s pocatecni koncentraci tyraminu 0,4 g/ v zdvislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah tyraminu v case
nula byl vidy 100 %. Inkubace byla provadena pri pH = 5,4 (casti A), pH = 6,2
(casti B) a pH = 7,0 (casti C). Vysledky jsou prezentovdany pomoci prumeérii
a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 9: Vyvoj relativniho obsahu putrescinu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 po pridavku 1% cysteinu v uplném MRS bujonu
S podatecni koncentraci putrescinu 0,2 gt v zdvislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah putrescinu v c¢ase
nula byl vidy 100 %. Inkubace byla providena pri pH = 5,4 (casti A), pH = 6,2
(casti B) a pH = 7,0 (casti C). Vysledky jsou prezentovany pomoci prumerii
a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 10: Vyvoj relativniho obsahu putrescinu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 po pridavku 1% cysteinu v uplném MRS bujonu
S podcdtecni koncentraci putrescinu 0,4 gt v zavislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah putrescinu v case
nula byl vidy 100 %. Inkubace byla proviadéna pri pH = 5,4 (casti A), pH = 6,2
(casti B) a pH = 7,0 (casti C). Vysledky jsou prezentovdany pomoci prumeérii
a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 11: Vyvoj relativniho obsahu putrescinu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 po pridavku 1% cysteinu v neuplném MRS bujonu
S podatecni koncentraci putrescinu 0,2 gt v zdvislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah putrescinu v c¢ase
nula byl vidy 100 %. Inkubace byla proviadéna pri pH = 5,4 (casti A), pH = 6,2
(casti B) a pH = 7,0 (casti C). Vysledky jsou prezentovany pomoci prumeérii
a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 12: Vyvoj relativniho obsahu putrescinu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 po pridavku 1% cysteinu v neuplném MRS bujonu
S podcdtecni koncentraci putrescinu 0,4 gt v zavislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah putrescinu v c¢ase
nula byl vidy 100 %. Inkubace byla providéna pri pH = 5,4 (casti A), pH = 6,2
(casti B) a pH = 7,0 (casti C). Vysledky jsou prezentovdany pomoci prumeérii
a Standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 13: Vyvoj relativniho obsahu kadaverinu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 po pridavku 1% cysteinu v uplném MRS bujonu
s pocatecni koncentraci kadaverinu 0,2 gI' v zavislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah kadaverinu v case
nula byl vidy 100 %. Inkubace byla proviadéna pri pH = 5,4 (casti A), pH = 6,2
(casti B) a pH = 7,0 (casti C). Vysledky jsou prezentovany pomoci priiméri
a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 14: Vyvoj relativniho obsahu kadaverinu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 po pridavku 1% cysteinu v uplném MRS bujonu
s pocdtecni koncentraci kadaverinu 0,4 gt v zdvislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah kadaverinu v ¢ase
nula byl vidy 100 %. Inkubace byla proviadéna pri pH = 5,4 (casti A), pH = 6,2
(casti B) a pH = 7,0 (casti C). Vysledky jsou prezentovany pomoci primeéri
a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).

136



80 @% .
60 %%ig ? % @ il i @ -
w0l % 011°C |
| X 23 :C
, o ®30°C
B

=]
=]
1
1

e
=

()
=]
.
N

Relativni obsah kadaverinu (rel. %)
=)
=]

100 W

T % 214 g

80 -

K.
§§§g§§ ;

60 +

40 + .

20 ; : ‘ | f—
0 50 100 200 250 300 350
Cas kultivace (h)

Obr. 15: Vyvoj relativniho obsahu kadaverinu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 po pridavku 1% cysteinu v neuplném MRS bujonu
s pocatecni koncentraci kadaverinu 0,2 g-I' v zavislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah kadaverinu v case
nula byl vidy 100 %. Inkubace byla proviadéna pri pH = 5,4 (casti A), pH = 6,2
(casti B) a pH = 7,0 (casti C). Vysledky jsou prezentovany pomoci primeéri
a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 16: Vyvoj relativniho obsahu kadaverinu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 po pridavku 1% cysteinu v neuplném MRS bujonu
s pocatecni koncentraci kadaverinu 0,4 g v zavislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah Kadaverinu v case
nula byl vidy 100 %. Inkubace byla provadena pri pH = 5,4 (casti A), pH = 6,2
(casti B) a pH = 7,0 (casti C). Vysledky jsou prezentovany pomoci prumeéri
a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 17: Vyvoj relativniho obsahu fenylethylaminu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 po pridavku 1% cysteinu v uplném MRS bujonu
s pocatecni koncentraci fenylethylaminu 0,2 gt v zavislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah fenylethylaminu
v case nula byl vzdy 100 %. Inkubace byla provadena pri pH = 5,4 (casti A), pH = 6,2
(casti B) a pH = 7,0 (casti C). Vysledky jsou prezentovany pomoci priumerii
a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 18: Vyvoj relativniho obsahu fenylethylaminu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 po pridavku 1% cysteinu v uplném MRS bujonu
s pocdatecni koncentraci fenylethylaminu 0,4 g-I'* v zdavislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah fenylethylaminu
v case nula byl vzdy 100 %. Inkubace byla provadena pri pH = 5,4 (casti A), pH = 6,2
(casti B) a pH = 7,0 (casti C). Vysledky jsou prezentoviny pomoci primeéri
a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 19: Vyvoj relativniho obsahu fenylethylaminu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 po pridavku 1% cysteinu v neuplném MRS bujonu
s pocdtecni koncentraci fenylethylaminu 0,2 g-I't v zdvislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah fenylethylaminu
v Case nula byl vzdy 100 %. Inkubace byla provadena pri pH = 5,4 (casti A), pH = 6,2
(casti B) a pH = 7,0 (casti C). Vysledky jsou prezentovany pomoci priuméru
a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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Obr. 20: Vyvoj relativniho obsahu fenylethylaminu (rel. %) pri degradaci bakterii
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 po pridavku 1% cysteinu v neuplném MRS bujonu
s pocdtecni koncentraci fenylethylaminu 0,2 gt v zavislosti na dobé kultivace (h)
pro inkubacni teploty 11 °C, 23 °C a 30 °C; pocatecni relativni obsah fenylethylaminu
v ¢ase nula byl vidy 100 %. Inkubace byla provadena pri pH = 5,4 (casti A), pH = 6,2
(casti B) a pH = 7,0 (casti C). Vysledky jsou prezentovdany pomoci prumeérii
a standardnich odchylek (sloupce; n = 6).
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