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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva sledovanim inhibi¢niho ptsobeni protektivnich kultur na mikroorga-
nizmy schopné produkovat biogenni aminy (s pozitivni dekarboxylazovou aktivitou). Sle-

dovani téchto mechanizm je se zaméfenim na vybrané bakterie mlééného kvaseni.

Teoreticka ¢ast popisuje vybrané rody bakterii mlééného kvaseni, jejich stru¢nou charakte-
ristiku a metabolizmus laktézy. Dale jsou popsany piirodni a mikroorganizmy produkova-
né inhibi¢ni latky, pozadavky a pramyslové vyuziti protektivnich kultur a nakonec charak-

teristika, producenti a biologické ucinky biogennich amint.

V praktické Casti této prace bylo zmapovano inhibi¢ni plsobeni protektivnich mikroorga-
nizmu na dekarboxylaza pozitivni bakterie metodou agar-well diffusion test. V dalsi casti
experimentu byla sledovana kinetika produkce biogennich aminid v podminkach in vitro u
kmene Lactobacillus plantarum za zvySujiciho se pfidavku protektivni kultury Lacto-
coccus lactis biovar. diacetylactis nebo jeho metabolitt v ¢ase. Vzniklé biogenni aminy
byly stanoveny pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s pre-kolonovou
derivatizaci danzylchloridem (DCI) a UV/VIS detekci.

Kli¢ova slova: bakterie mlécného kvaSeni, mikroorganizmus, protektivni kultury, inhibice,

bakteriocin, biogenni aminy



ABSTRACT

This work deals with monitoring the inhibitory effect of protective cultures for microorga-
nisms with can produce of biogenic amines (with positive decarboxylase activity).

Watching these mechanisms is specialization on chosen lactic acid bacteria.

The theoretical part describes genera of lactic acid bacteria, their brief characterization and
metabolism of lactose. The following describes the inhibitory substances produced by
microorganisms and from nature, the requirements and industrial use of protective cultures

and finally characteristic, producers and biological effects of biogenic amines.

In the practical part of this work was monitored inhibitory effect of protective microorga-
nism to bacteria with decarboxylase activity using agar-well diffusion test. In the next part
of the experiment was observed kinetics of production of biogenic amines in vitro on strain
Lactobacillus plantarum with increasing addition in time of protective cultures Lacto-
coccus lactis biovar. diacetylactis or their relevant metabolites (supernatants). The resul-
ting biogenic amines were determined by high performance liquid chromatography
(HPLC) with pre-column derivatization of dansyl-chloride (DCI) and UV / VIS detection.

Keywords: lactic acid bacteria, microorganisms, the protective culture, inhibition, biogenic

amines, bacteriocin



Rada bych podékovala vedouci mé diplomové prace doc. RNDr. Leon¢ Bunkové Ph.D., za

¢as, ochotu, cenné rady, pfipominky a materialy, které mi pfi vzniku prace poskytla.

Déle mé pode€kovani patii doc. Ing. FrantiSku Bunkovi Ph.D., za pomoc pfi zpracovani a
vyhodnoceni dosazenych vysledkti a také Ing. Khatantuul Pudevdorj a Ing. Ludmile Za-

leSakové za pomoc a rady pti méteni praktické ¢asti této diplomové prace.

Prohlasuji, Ze odevzdana verze bakalarské/diplomové prace a verze elektronickd nahrana

do IS/STAG jsou totozné.



OBSAH

LU Y0 ) D 2SR 11
I TEORETICKA CAST .....cooviiiiieeeeeeeteeeee ettt 12
1  CHARAKTERISTIKA BAKTERII MLECNEHO KVASENI .........ccccocovunnnne. 13
11 TAXONOMIE A KLASIFIKACE BAKTERII MLECNEHO KVASENI .....ccccvveeiiiiiieeeeciieeen. 13
1.2 VYSKYT A VYZNAM BAKTERII MLECNEHO KVASENT .....c.cvviiiiiiiiiccciiec e 14
1.3 METABOLIZMUS SACHARIDU BAKTERII MLECNEHO KVASENI .......cccccveiiiiiiieeeenee, 15
14 CHARAKTERISTIKA VYBRANYCH RODU BAKTERII MLECNEHO KVASENT ............... 17
1.4.1 RO LaCtODACHIUS .....c.vvveiiieiiiie e 17
1.4.2  ROO LACIOCOCCUS .....veeiuvierieitiicitee st et st sre e sbeesre e sraesbeesbaesbeesneesbeennnas 18
1.4.3 RO SIrEPLOCOCCUS. ....cuviurirtiiesiesiesie sttt 18
1.4.4  ROU ENEIOCOCCUS .....ccvviirieiiiecitie et esre e steeste b e s re e sreesbeesbeesbeesaeesbeesnees 19
145  ROU LEUCONOSIOC ......cvvieirieeitie e crie e ctee et sre et e s enre e s enreesnnee s 19
2 INHIBICNI LATKY PRODUKOVANE POTRAVINARSKY

VYZNAMNYMI MIKROORGANIZMY ..o 21
2.1 PRIRODNI INHIBICNT LATKY L.veiiiiiiiiie e st stie e e e s e siee e e s e e e e snvne e e s snnneeeens 21
00 S O |V 1 1<) o RO 22
2.1.2 VB B ettt 22
2.1.3  ROStHNNE MAtETIALY ...cooveiiiiiiiieiie e 23
2.2 INHIBICNi LATKY PRODUKOVANE MIKROORGANIZMY ...cccovvvireeniiireeeeiiinnneesainnenens 23
y 2 N N | OO POR PP RRORRO 26
2.2.2  LACHICINY ..cueiiiiiiiesieeiee ettt 28
P T I o (o Yol Yol o] | 1)V 2RSSO 28
2.2.4  ENEEIOCINY ..ouviiiiiiitieiieiieee ettt bbbt bbb 29
2.3 PRODUCENTI INHIBICNICH LATEK A VYUZITi V POTRAVINARSTVI ...cccvvviieeiieennnns 29
3 PROTEKTIVNI KULTURY ......ooouiiieteieeeeeeee ettt es s 31
3.1  CHARAKTERISTIKA A POZADAVKY NA PROTEKTIVNI KULTURY ....ccvvveenieennieeninnnnn 31
3.2 APLIKACE PROTEKTIVNICH KULTUR ....ccuiiiiiieiiie st 32

3.3 FAKTORY OVLIVNUJIC PRODUKCI ANTIMIKROBIALNICH LATEK A MOZNOSTI
MODIFIKACE .....uttieeeeettee e e e sttt e e e sttt e e e et e e e e sabaeeeesasseeeaeessseeeeesasseeeeaasreeeeeansrneeenns 33
4 PRODUKCE BIOGENNICH AMINU. .....coooiiiioiieeeteeeeeeeeeeeereeeeeevesereeeseneens 36
4.1 VZNIK A VYSKYT BIOGENNICH AMINU .....cciiuiiiiiiiiiieeesiireeeeesiieee e s sireeeessnreeeeesnnns 36
4.2 MIKROORGANIZMY PRODUKUIJICI BIOGENNI AMINY ......cvvvieiiiiieeeiiiiieeeeeiveeeeeennnns 37
4.3 BIOLOGICKE UCINKY BIOGENNICH AMINU ......ccciiiiiiieiiiiiieeeeiineeeessrneeeessneeeeessnnens 39
I PRAKTICKA CAST .....cooooiieieieeeeeeeee e 40
B CILPRACE ..o 41
6  MATERIAL A METODIKA ........cc.oooiiiiiiiiieieeeeeseeseee s ssesses s 42
6.1 POUZITE INHIBICNI BAKTERIALNT KULTURY ...vvveieiiiiieeeeiieeeeesitnreeessinreeeessnnnneesns 42
6.2 POUZITE DEKARBOXYLAZA POZITIVNI BAKTERIALNI KULTURY ...cccovvvireeniinnneens 43
6.3 KULTIVACNI MEDIA .....ciiiiitiiiee e ittt e e s ettt e e e ettee e e e eette e e e s sate e e e s sntaaeesssaaeeesenneeeeesansens 45
6.4 METODIKA EXPERIMENTU ..veviiiiiiiieieiitiieeeeeitteeeessteeeeessneeesessssaeeessnssnsesssnsssssessnsnns 46
6.4.1  Agar-well diffusion teSt..........ccccviiiiiiiiiiic e 46

6.4.2  Sledovani kinetiky tvorby biogennich amini ...........cccccoviiieiiiiincienn 47



6.4.2.1 Stanoveni produkce biogennich amind..........c.cccccvvviiiniiieniiiennieenn 50

7 VYSLEDKY A DISKUZE .......oooiioeieeeeeeeeeeeeeeeee et ee et ee e et eseeeseesen s, 52
7.1 INHIBICNI PUSOBEN{ PROTEKTIVNICH KULTUR NA VYBRANE BMK
PRODUKUJICI BIOGENNI AMINY w.vvviiiiiiiiiiiiiitieiiee e e s s sssbbbsseessesessssasssbesssssssssssnssssens 52
7.2 SLEDOVANI KINETIKY PRODUKCE BIOGENNICH AMINU ZA ZVYSUJICIHO SE
PRIDAVKU ANTIMIKROBIALNIHO KMENE CI JEHO METABOLITU ....vvvvveeeieeiiiinnnnnen. 59

7.2.1  Produkce sperminu kmenem Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 za
ptidavku inhibi¢ni kultury nebo supernatantu Lactococcus lactis
CCDM B8 .......cviiiieiieiieie ettt bbbttt bbb 59
7.2.2  Produkce sperminu kmenem Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 za
pridavku inhibiéni kultury nebo supernatantu Lactococcus lactis
CCDM B89 ......ciiiiiiieiieieie ettt sttt re e ens 62
7.2.3  Produkce tyraminu kmenem Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 za
ptidavku inhibiéni kultury nebo supernatantu Lactococcus lactis
CCDM B8 ......ecviiiieiieiieie ettt bbbttt bbb 65
7.2.4  Produkce tyraminu kmenem Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 za
ptidavku inhibi¢ni kultury nebo supernatantu Lactococcus lactis

CCODM B89 ...ttt ettt ettt ettt ettt et en et en e 68

7.3 D115 (U 74 =T 71
ZAVER ...cooooooeoeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt 76
SEZNAM POUZITE LITERATURY ...ooouiitotet oottt ettt en et es e s eeeeeneees 78
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK ........oovovieieeeeeeeeeeeeeeereeeeeeseenen, 85
SEZNAM OBRAZKU ..ottt sttt et n st en e een e enens 86
SEZNAM TABULEK ....coooittteteteeeeeet ettt ettt et s et et eee et es et e et et en et eseeee e 88

SEZNAM PRILOH .......ooooooooeeooeeeeee e e e 89



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 11

UvVOD

Skupina bakterii mlééného kvaseni piedstavuje heterogenni skupinu mikroorganizmi, vy-
skytujici se na rozmanitych stanovistich, od stievniho traktu teplokrevnych zivocicht, pies
zivotni prostiedi aZ po potraviny. Rada z t&chto mikroorganizmii plni dileZité technologic-
ké funkce pfi vyrob¢ potravin, jako soucast startovacich kultur. Vyuzivany jsou predevsim
jejich metabolity k dosazeni pozadovanych senzorickych a texturnich vlastnosti, prodlou-
zeni trvanlivosti, zdravotni nezdvadnosti €i zabranéni pomnoZeni patogenni a kontaminuji-
ci mikroflory. OvSem ne vSechny bakterie mlééného kvaSeni maji jen pozitivni vlastnosti.
Nékteré druhy nebo kmeny mohou byt nechténymi kontaminanty pii vyrob¢ potravin, sou-
¢asti takzvanych non-starterovych kultur, podilet se na kazeni potravin ¢i disponuji pozi-

tivni dekarboxyldzovou aktivitu s naslednou produkei biogennich amind.

Biogenni aminy jsou skupina latek pfirodniho ptivodu, které¢ vykazuji biologickou aktivitu
a pokud jsou pfijimany ve vysokych davkach, mohou mit negativni vliv na lidské zdravi.
Nejvyssi obsah byva zpravidla u fermentovanych potravin, jako jsou naptiklad fermento-
vané mléné a masné vyrobky, pivo, vino a u ryb. Pfed pouZitim je proto dilezité kultury

otestovat na dekarboxylazovou aktivitu.

Spottebitelé preferuji Cerstvé a nezédvadné potraviny. V poslednich letech vétSina konzu-
mentl zaujima negativni postoj pii pouziti chemickych latek k vyrobé a oSetteni potravin.
Pouziti vybranych startovacich kultur, ¢i mikroorganizmt produkujici bakteriociny je proto
jednim z nejperspektivnéjsich opatieni pro splnéni téchto pozadavki a k prevenci ¢i zabra-

néni (nebo alespon zpomaleni) tvorby biogennich aminti.
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. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA BAKTERII MLECNEHO KVASENI

Bakterie mlé¢ného kvaseni je oznaceni pro funkéné souvisejici skupinu mikroorganizmii,
jez maji nezastupitelny vyznam pii vyrob¢ potravin a napoji. Bakterie mlécného kvaseni
(BMK) souhrnné¢ tvofi skupinu grampozitivnich bakterii s podobnymi morfologickymi,
fyziologickymi, metabolickymi a ekologickymi vlastnostmi. Obecné se jedna o nesporulu-
jici, acidotolerantni, katalaza negativni, nepohyblivé, fakultativné anaerobni ty¢inky a ko-
ky (samostatné, v parech nebo fetézcich), které produkuji kyselinu mlécnou jako hlavni
kone¢ny produkt v prubéhu fermentace sacharidti. Vétsina BMK je zafazovana mezi mezo-
filni mikroorganizmy, ale jsou schopné rist i v rozmezi teplot 0od 10 do 45 °C. Pro svij rust
vyzaduji nutricné bohata média obsahujici sacharidy, aminokyseliny, peptidy, nukleotido-

vé baze, mastné kyseliny, vitaminy a mineralni latky [1, 2, 3].

Skupina téchto bakterii je v poslednich 50 letech pfedmétem mnoha védeckych studii a

dnes reprezentuji jednu z nejpodstatnéjSich a rychle se vyvijejicich oblasti v potravinaistvi
[6].

BMK jsou uméle vytvofend skupina fylogeneticky piibuznych rodi. Nékdy jsou do této
skupiny chybné zafazovany i rody Bifidobacterium, Brevibacterium a Propionibacterium,
ackoliv jde o mikroorganizmy fylogeneticky neptibuzné s odliSnym typem metabolizmu

[1, 4, 5].

1.1 Taxonomie a Kklasifikace bakterii mlééného kvaseni

Klasifikace BMK do rtiznych rodi je zalozena pfedev§im na morfologii, zptisobu fermen-
tace sacharidl, narokd na kyslik, pfitomnost riistovych faktorti, optimalni teploté ristu,
tvorbé riznych izomernich forem kyseliny mlééné (D(-), L(+) nebo obé formy), toleranci
vici kyselému nebo zasaditému prostiedi, schopnosti ristu pii vysokych koncentracich soli
a také dle slozeni bunééné stény [1, 7].

vvvvvv

zalozené na biochemickych a fenotypickych kritériich. Ackoliv tyto charakteristiky slouzi
jako prvotni identifika¢ni hledisko pfi posuzovani, nelze je povazovat za dostacujici a zce-
la objektivni. Dnes$ni sofistikované molekularné-biologické metody umoznuji podrobné
analyzovat jednotlivé rody 1 druhy na molekuldrni urovni a ptesné definovat fylogenetické

vztahy mikroorganizmti. Mezi nejcastéj$i metody patii sekvencovani genti, polymerazova
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fetézova reakce, DNA/DNA hybridizace a studium genti pro 16S rRNA. Diky vynalezu

téchto metod doslo v taxonomii BMK k velkym zménam a reklasifikaci [1, 6, 9].

BMK se tadi do kmene Firmicutes, tiidy Bacilli, fadu Lactobacillales, zahrnujici 7 ¢eledi.
Mezi technologicky nejvyznamnéjsi rody patii: Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus,
Leuconostoc, Enterococcus, Pediococcus, Carnobacterium, Oenococcus, Weissella,
Tetragenococcus, Aerococcus a Vagococcus. VSechny uvedené rody se fadi do kmene
S nizkym obsahem G+C < 50 % (podil guanino-cytosinového komplementarniho paru v

ramci ur¢ité DNA) [1, 3, 8].

1.2 Vyskyt a vyznam bakterii mlé¢ného kvaSeni

BMK patii mezi vS§eobecné hojné se vyskytujici mikroorganizmy. Zpravidla se nachazeji
Vv prostiedi bohatém na ziviny a vy$§im obsahem CO; v atmosféfe. V Zivotnim prostiedi
Jsou nejéastéji pritomny na tlejicich rostlinnych materialech, tvoii dominantni ¢ast mik-
roflory gastrointestinalniho a urogenitalniho traktu ¢lovéka i zvifat, tvofi ptirozenou mik-
rofloru na sliznicich Zenskych pohlavnich organi a v duting ustni. BMK byly izolovany i
Z poskozenych zivocisnych tkani, sildzi a chlévské mrvy. Pfirozené€ se nachéazeji i v potra-
vinach, napt. v mléku, téstu, napojich, ve fermentovanych mléénych (jogurty, syry, kysané
mlééné vyrobky) a masnych vyrobcich (trvanlivé fermentované salamy), zeleniné (olivy,

okurky, zeli) a krmivech [1, 6, 9, 10].

BMK patfily mezi prvni mikroorganizmy vyuZivané ¢lovékem ke zpracovani potravin.
Specifickych funk¢nich vlastnosti a vyslednych produktii metabolizmu se dodnes celosveé-
tove vyuziva pro vyrobu fermentovanych vyrobkill. NejenZe maji pozitivni vliv na organo-
leptické vlastnosti vyrobk, jako je chut, viing, textura a Casto i vyzivova hodnota, ale mo-
hou také slouzit jako pfirozeny nastroj k prodlouzeni trvanlivosti a zvySeni bezpecnosti
potravin tim, Ze produkuji pfirozené antibakterialni metabolity inhibujici patogenni mikro-
organizmy [6, 11, 12, 13]. Ackoliv jsou BMK obecné povazovany za prospésné a bezpec-
né, presto mohou mit i negativni zdravotni a technologicky dopad. Pfi zpracovani potravin
mohou pusobit jako kontaminanty a zhorSovat senzorické vlastnosti findlniho vyrobku. U
jistych BMK byla prokazana dekarboxyla¢ni ¢innost vedouci ke vzniku biogennich aminii,
které, pokud jsou konzumovany v piili§ vysoké koncentraci, mohou vyvolat alimentarni
intoxikace. Dalsi zastupci BMK, ptredev§im zrodu enterokokd a streptokokd, mohou
v ojedinélych piipadech mit patogenni efekt pfedevSim u starSich lidi a pacienti

s oslabenou imunitou [1, 2, 6, 14, 15].
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1.3 Metabolizmus sacharida bakterii mlééného kvaseni

Metabolizmus sacharidi BMK, neboli mlééné kvaSeni, je anaerobni pochod, pii kterém
bakterie spotiebovavaji jednoduché sacharidy za vzniku kyseliny mlééné. Substrat je fosfo-
rylovan a vznikla energie (ve formé adenozintrifosfatu) je spotfebovana pro biosyntetické

ucely bunky [1].

Transport sacharida pies cytoplazmatickou membranu je uskuteéiiovan dvéma zpuasoby.
Rod Lactococcus pomoci fosfotransferazového systému transportuje do buriky celou mole-
kulu sacharidu s naslednou fosforylaci a rozstépenim na glukézu a galaktozu-6-fosfat. Ro-
dy Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc a Bifidobacterium vyuzivaji nosice laktoza
permeazu, ktery je z bioenergetického pohledu vyhodnégjsi, a po vstupu do buiiky se sub-
strat $t€pi na glukozu a galaktozu. Glukdza je dale metabolizovéana glykolyzou, galaktdza
je fosforylovana a nasledné¢ pomoci Leloirovy drahy pfeménéna na glukdza-6-fosfat vstu-
pujici taktéz do glykolyzy, a nebo je galakt6za-6-fosfat podrobena dvojité fosforylaci na
tagatozu-1,6-difosfat, ktera je dale Stépena na dihydroxyacetonfosfat a glyceraldehyd-3-
fosfat vstupujici do glykolyzy. Dalsim sledem biochemickych reakci vznika v procesu gly-
kolyzy kyselina pyrohroznova (pyruvat), ktera je nasledné redukovéana za pomoci enzymu
laktatdehydrogendzy za vzniku kyseliny mlééné (laktatu) (obr. 1). Kyselina mlééna muze

byt v L (+), D (-) form¢, ptipadné ve smési obou forem. [1, 3, 13, 16].

Dle kone¢ného metabolitu fermentace sacharidii délime BMK do nékolika skupin:
o striktné homofermentativni
o striktné heterofermentativni

e fakultativné heterofermentativni
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Glukoza
Homofermentativni Heterofermentativni
Glukoza-6-P Glukdza-6-P
Fruktéza-6-P 6-fosfoglukonat
Fruktéza-1,6-DP RihuhIﬂ-S-P
Glyceraldehyd-3-P —\ Dihydroxyaceton-P Glyceraldehyd-3-P Acetyl-P
N
H-0 i &

2 Pyruvit Pyruvit Acetaldehyd
2 Laktat Laktat Etanol

Obrazek 1: Obecny mechanizmus fermentace glukézy u BMK [17, upraveno]

Striktné homofermentativni BMK metabolizuji vyhradné¢ Embden-Meyerhof-Parnasovou
(EMP) drahou. Kyselina mlééna tvoti vice nez 90 % finalnich produkti. Energeticky vyté-
zek z jednoho molu glukdzy jsou 2 moly kyseliny mlééné a 2 moly ATP. Do této skupiny
se fadi nékteré laktobacily, jako napt. Lactobacillus acidophilus, Lb. delbrueckii, Lb. hel-
veticus, Lb. jensenii [1, 3, 13, 16].

Striktn€  heterofermentativni BMK  uskutec¢iiuji  fermentaci sacharidi  pomoci
6-fosfoglukonat/fosfoketolazové drahy. Mezi produkty fermentace patii kyselina mlécna
(okolo 50 %), kyselina octova, oxid uhli¢ity, etanol a nékteré dal$i minoritni produkty.
Teoreticky vznika z 1 molu glukézy 1 mol kyseliny mlééné, CO, a etanolu a 2 moly ATP.
Do této skupiny se fadi nékteré laktobacily, napf. Lb. brevis, Lb. kefir, Lb. reuterei, Lb.
fermentum [1, 3, 7, 16].

Fakultativné heterofermentativni BMK disponuji enzymy umozilujici fermentaci hex6z po
obou metabolickych drahach. Nejcastéji dochazi k prechodu z homofermentativni na hete-
rofermentativni (a naopak) pii zmeén¢ rastovych podminek. Do této skupiny se fadi zastup-

ci rodt Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus, Vagococcus, Tetrageno-
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coccus a nékteré lactobacily (napf. Lb. casei, Lb. paracasei, Lb. curvatus, Lb. plantarum a
dalsi) [1, 3, 7, 13, 16, 18].

1.4 Charakteristika vybranych rodi bakterii mlé¢ného kvaSeni

1.4.1 Rod Lactobacillus

v

Lactobacillus je nejrozmanitéjsi a nejrozsahlejsi rod ve skupiné bakterii mlééného kvaseni.
V dobé psani této prace (fijen 2014) bylo do tohoto rodu platn¢ zahrnuto 223 druha [19].
Skupina téchto mikroorganizmu je zna¢né heterogenni, nebot” zahrnuje druhy s Sirokou
Skalou fenotypovych, biochemickych a fyziologickych vlastnosti. Nestejnorodost je mozné
dolozit na zakladé rizného obsahu G+C, které kolisa u riznych druhti v rozmezi 32-53 %.
Obecné se jedna o grampozitivni, nesporulujici obvykle delsi nepohyblivé ty€inky, zpravi-
dla rovné, obcas kokobacily. Uptfednostiiuji pfedev§im mezofilni ¢i mirné termofilni teplo-
ty, s horni hranici asi 40 °C. Pro svuj rast vyzaduji prostiedi nutriéné¢ bohaté s dostatkem
zkvasitelnych sacharidt, stépnych produktt bilkovin, nukleovych kyselin, estery mastnych
kyselin a vitaminy skupiny B. Laktobacily jsou acidotolerantni az acidofilni a produkty
svého metabolizmu dokézou snizit pH prostiedi az na 4,0. Je mozné je oznacit za vSudypii-
tomné, nebot” se pfirozené vyskytuji na rostlinnych materialech, v travicim traktu, vaging i
Vv duting ustni ¢loveka, ve vykalech a odpadnich vodach a taktéz ve fermentovanych nebo
kazicich se potravinach. Diky pozitivnim technologickym vlastnostem se vyuzivaji pro

vyrobu potravin [1, 3, 6].

Rod Lactobacillus byl poprvé popsan v roce 1901. Na zaklad¢ optimalni teploty rdstu a
zpusobu zkvasovani sacharidi byl v roce 1919 rozdélen do tii podroda (Thermobacterium,
Streptobacterium a Betabacterium). Diky neustalé identifikaci novych druhi a dokonalej-
§imu studiu mikroorganizmu, bylo nutné provést reklasifikaci a laktobacily rozdélit do tii
skupin jak je zname dnes — striktné homofermentativni, striktné heterofermentativni a fa-
kultativné heterofermentativni. S vyvojem novych molekularné-diagnostickych metod za-
loZenych na studiu gent pro 16S rRNA je mozné studovat Sirokou rozmanitost tohoto rodu
a urcit fylogenetické vztahy. V souc¢asné dobé mame k dispozici u ne¢kterych druhti kom-
pletni sekvence celého genomu, napt. Lactobacillus acidophilus NCFM, Lactobacillus
brevis ATCC367, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ATCCBAA365 a mnohé
dalsi [1, 4, 6, 8].
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1.4.2 Rod Lactococcus

Laktokoky jsou grampozitivni fakultativné anaerobni sférické nebo ovoidni koky, vétSinou
Vv parech nebo kratSich fetizcich. Lactococcus ma homofermentativni typ metabolizmu a
jako hlavni produkt L(+) kyselinu mlé¢nou. Z technologického hlediska je vyznamna pro-
dukce exopolysacharidil a diacetylu. Optimalni ristova teplota je 30 °C, avsak rist je moz-
ny i v rozmezi teplot od 10 do 40 °C. Nékteré druhy, napt. Lactococcus lactis subsp. lactis
dokaze dobte rist 1 pfi koncentraci NaCl 4 %. Tak jako vSechny BMK vyzZaduje nutriéné
bohata komplexni média obsahujici dostatek zkvasitelnych cukri, aminokyseliny, peptidy
a taktéz esencialni vitaminy skupiny B. lzolovany byly z rostlinnych materiald, povrcho-
vych vod, mléka a mlé¢nych vyrobka [1, 13, 16, 20].

Rod Lactococcus byl vytvoren az v roce 1986, nebot” diive byl zahrnovan do rodu strepto-
kokt (streptokoky sérologické skupiny N). OdliSeni bylo provedeno na zdkladné sérolo-
gické typizace N antigenu dle metody Lancefieldové. V soucasné dobé je popsano 13 dru-

[ 24

lactis subsp. lactis. Obsah G+C je v rozmezi 33-37 % [1, 3, 19, 20].

1.4.3 Rod Streptococcus

Pivodné se rod Stereptococcus rozliSoval na zékladé morfologickych, fyziologickych, sé-
rologickych a biochemickych charakteristik. Do tohoto rodu byla zahrnovana Siroka skala
mikroorganizmi, véetné téch vysoce patogennich Streptococcus pyogenes, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus pneumoniae, a dal$ich. Na zakladé novych poznatki byla po
roce 1980 provedena taxonomicka revize a reklasifikace a spole¢ny rod Streptococcus byl
rozdélen do jednotlivych rodi Lactococcus, Enterococcus, Vagococcus a Streptococcus.
V soucasné dob¢ zahrnuje tento rod 129 druhi [1, 16, 19].

Streptokoky jsou grampozitivni, anaerobni ¢i aerotolerantni, kataldza negativni, nesporulu-
jici, kulovité nebo vejCité buniky v parech nebo delSich fetizcich. Jsou homofermentativni,
sacharidy metabolizuji pfedevSim na L(+) kyselinu mléénou. Optimélni teplota rlistu se
pohybuje v rozmezi od 10 °C do 44 °C. Je schopny rust pii koncentraci NaCl do 6,5 % a
pii pH az 9,6. Vyzaduje komplexni zivna média s dostatkem nutrientd. Pfirozené se vysky-
tuje na pokoZzce, v travicim i urogenitalnim traktu ¢loveka, na rostlinach, v ptid€, mléce a
mlécnych vyrobcich. Z technologického hlediska ma nejvétsi vyznam Streptococcus ther-
mophilus, ktery je soucasti zakladni jogurtové kultury. Obsah G+C u tohoto druhu je 40 %
[1, 3, 16, 19, 21].
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1.4.4 Rod Enterococcus

Enterokoky byly plivodné zatazovany jako streptokoky sérologické skupiny D, nicméné
diky moznostem hybridizace DNA-DNA a DNA-RNA se ukazalo, ze jsou fylogeneticky
vzdalené a proto byly po roce 1980 vyclenény jako samostatny rod. V soucasné dob¢ je

znamo 54 druhu [19, 22].

Enterokoky jsou grampozitivni, katalaza negativni, aerotolerantni koky, kulovité nebo vej-
Cité, vétsinou v parech, kratkych fetizcich nebo ve shlucich. Nékteré druhy mohou byt po-
hyblivé. Disponuji pievazné homofermentativnim typem metabolizmu, hlavni produkt
L(+) kyselina mlé¢na bez tvorby plynu. Rostou v rozmezi teplot od 10 do 45 °C, nékteré
druhy ptezivaji i zahtfev po dobu 30 minut pii teploté 60 °C. VétSina enterokokt je schopna
rast i v pomérné extrémnich podminkach. Piezivaji v pfitomnosti NaCl o 6,5 % koncentra-
ci a také 40 % zlucové soli, pti pH 9,6. Radu vlastnosti sdileji s rody Streptococcus a Lac-
tococcus. Bakterie tohoto rodu jsou vSudypiitomné mikroorganizmy. Pievladajici stanovis-
té je v gastrointestinalnim traktu zvifat a lidi, dale byly izolovany z pady, rostlin, povrcho-
vych vod a také jako kontaminanty nékterych potravin (zpracované maso, mlékarenské
vyrobky). Naopak v fad¢ zrajicich syrii jsou Zadouci pro vyvoj typickych organoleptickych
vlastnosti, dale se mohou pouzivat jako souc¢ast probiotickych ¢i protektivnich kultur [15,
22].

Na rozdil od vétsiny BMK neni tento rod obecné povazovan za bezpecny. Nékteré kmeny
mohou byt rezistentni k antibiotiklim, mohou produkovat biogenni aminy ¢i vykazovat
patogenitu tim, Ze produkuji virulentni faktory. Proto je nutné a vysoce zddouci rozlisit
jednotlivé kmeny na zaklad¢ virulence a tim 1épe sledovat ptipadnou patogenitu této hete-

rogenni skupiny bakterii [15, 22].

1.45 Rod Leuconostoc

Rod Leuconostoc tvoii grampozitivni, nepohyblivé, katalaza negativni koky nebo tycinky
v parech a fetizcich. Radi se mezi fakultativné anaerobni, mezofilni bakterie s heterofer-
mentativnim typem metabolizmu produkujici D(-) kyselinu mlé¢nou, etanol, oxidu uhlici-
tého, diacetyl a dalsi senzoricky vyznamné latky. Optimalni teplota ristu je v rozmezi od
18 do 25 °C, ne¢které druhy jsou schopny rust pii teplotach i pod 10 °C. Snasi prostiedi
s koncentraci NaCl 7 %, nerostou pii hodnotach pH pod 4,8. Nékteré kmeny jsou znacné
osmotolerantni, coz mize v nekterych odvétvich primyslu pasobit znacné potize. Tento

rod byl taktéz podroben taxonomické revizi, nékteré druhy (napt. Oenococcus oeni) byly
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pfesunuty do jinych rodt. Obsah G+C se pohybuje v rozmezi 38-41 % a v soucasné dobé
je popsano 30 druhii [1, 3, 16, 23].

Leuconostoc tvoti soucast prirozené mikroflory na rostlinnych materidlech, dale byl izolo-
van z mléka a mlé¢nych vyrobki, masa, ryb, ovoce, zeleniny a obilovin. V pramyslu se
vyuziva piedevs§im jako prvek aromatvorné kultury a u nékterych vyrobka je zadouci tvor-
ba polysacharidii. Mozné je i vyuziti jako soucast probiotickych kultur a pozitivni vyzivo-
vy efekt mohou mit i jako producenti vitaminu K (Leuconostoc mesenteroides) a kyseliny
listové. Naopak jako nezadouci kontaminanty jsou posuzovany v cukrovarnictvi. Pavodné
byl tento rod povazovan za bezpe¢ny, nicméné v poslednich letech byly hlaSeny zpravy o
mozném zdroji infekce od této bakterie, a proto je v soucasnosti povazovan za oportunni
patogen, ktery je dokonce rezistentni na n¢ktera antibiotika. Kromé toho byla u tohoto rodu
prokazana dekarboxyla¢ni aktivita s naslednou produkeci biogennich aminit, které predsta-
vuji vazné zdravotni riziko. Na druhou stranu nékteré druhy je mozné vyuzit jako soucast
protektivnich kultur, nebot’ produkuji antimikrobidlni latky a bakteriociny, které inhibuji

patogenni mikroorganizmy [3, 16, 23].
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2 INHIBICNI LATKY PRODUKOVANE POTRAVINARSKY
VYZNAMNYMI MIKROORGANIZMY

Historie a snaha o uchovani potravin je aplikovéana jiz nékolik tisic let. VétSina potravin
predstavuje bohaty zdroj Zivin pro mikroorganizmy a jsou tedy pomérné nachylné ke zne-
hodnoceni a rozvoji nezadouci mikroflory. Mezi prvni metody konzervace patii suseni,
soleni, zmrazeni a fermentace. Diky technickému a védeckému pokroku se objevily i riizné
nové metody, mezi néz patii pouziti vysSich teplot (pasterace, sterilace), ozafovani a apli-
kace chemickych konzervacnich latek. Spotiebitelé vyzaduji potraviny, které maji nejdelsi
moznou dobu trvanlivosti bez jakychkoliv senzorickych zmén, neptedstavuji zadné zdra-
votni riziko, pokud mozno jsou minimalné zpracované a ptipadné¢ maji lepsi vyzivové a
organoleptické vlastnosti. U citlivéjSich jedinct se navic na nékteré chemické konzervacni
latky muze vyskytnout alergicka reakce nebo mohou slouzit jako prekurzory pro vznik
vedlejSich produktd, naptiklad nitrosaminy z dusi¢nant. Proto je vysoce Zadouci hledat

bezpecné a ptirodni konzervaéni latky, které maji minimum nezadoucich ucinkt [24].

Bioprezervace potravin zahrnuje pouziti bezpecnych mikroorganizmu a/nebo jejich meta-
bolitl pro prodlouzeni udrznosti potravin a je vhodnou alternativou k fyzikalnimu a che-
mickému oSetfeni. Obzvlasté zajimavé jsou v tomto ohledu bakterie mlécného kvaseni,
které vykazuji antagonistické vlastnosti viici mnohym neZzadoucim bakteriim. Jiz dfive
byla skupina téchto bakterii vyuzivana pro ptipravu fermentované¢ho mléka, masa i zele-
niny a jsou proto obecné povazovany za bezpecné. Produktem jejich metabolizmu je
z pfevazné Casti kyselina mlécna, dale kyselina octova, oxid uhlicity ¢i peroxid vodiku, coz
do zna¢né miry inhibuje rist nezadouci mikroflory. Navic mezi skupinou BMK je velky
pocet kmend, které produkuji ribozomaln¢ syntetizované antimikrobialni peptidy a protei-

ny, znamé jako bakteriociny [24, 25].

2.1 Prirodni inhibi¢ni latky

Ptirodni antimikrobidlni latky maji pomérné Cetné zastoupeni v prostiedi. Vyskytuji se u
zvifat 1 V rostlinach, kde plni primarni funkci jako obranné mechanizmy. Tyto slouceniny

vykazujici antimikrobidlni aktivitu se mohou vyskytovat jako pfirozené slozky v potraving,

a nebo mohou byt zdmérné pridavany [26].
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2.1.1 Miléko

MIléko je sekret mlécnych zlaz savci, ktery slouzi jako zdroj energie a K pfenosu imunity
Z matky na mlad¢. Profylaktické a terapeutické vyhody mléka, véetné jeho bioaktivnich
slozek byly vyuzivany po staleti. V poslednich letech se v mlékarenském pramyslu zacaly

z ruznych zdroju tyto latky zamérné izolovat [26].

Laktoferin (taktéz laktotransferin), je multifunkéni globularni glykoprotein, ktery je hojné
zastoupen V rtiznych télnich sekretech, jako jsou mléko, sliny, slzy ¢i vV nosnim sekretu.
Laktoferin je jednou ze slozek imunitniho systému, jehoZ primarni Glohou je vyvazat volné
zelezo, ¢imz odstrani jeden ze zakladnich substratl pro rust bakterii [27]. Laktoperoxidaza
je enzym spadajici do skupiny oxidoreduktaz, ktery predstavuje vyznamny obranny me-
chanizmus pti ochrané mlééné Zlazy pii laktaci. Inhibuje rust koliformnich bakterii, stafy-
lokoku a streptokokti. Mechanizmus pasobeni je zalozen na oxidaci tiokyanatu na hypotio-
kyanat, coz je vysoce reaktivni oxidacni Cinidlo destruujici bakteridlni membranu [28].
Laktoglobulin je hlavni syrovatkovy protein vykazujici Siroké antimikrobidlni pasobeni
proti Sirokému spektru mikrobialnich patogenti. Ackoliv jeho aplikace v potravinach ma
prozatim predevsim technologicky vyznam, zvazuje se jeho vyuziti i pro rizné potravinoveé
dopliky a specialni potravinaiské vyrobky. Laktolipidy mohou také slouzit jako antimik-
robialni Cinidla, které jsou soucasti predevsim obranného systému sliznic. Antimikrobialni
aktivita je zpisobena mastnymi kyselinami a monoacylglyceroly, které mohou pomérné

rychle destabilizovat bakteridlni membrany [26].

2.1.2 Vejce

Vejce je pomérné dobrym ptikladem produktu, které je za normalnich okolnosti dobte
chranéno jeho vlastnim antimikrobialnim systémem a to po pomérné dlouhou dobu [29].
Lysozym je enzym, jehoz nejvétsim zdrojem je vaje¢ny bilek, dale je obsaZzen ve slinach,
slzach, nosnim hlenu, krevni plazmé&, moci a matetském mléce. Patii do tfidy enzymd, kte-
ré hydrolyzuji bunééné stény grampozitivnich bakterii, a to konkrétn¢ vazbu B-1,4 mezi
N-acetylmuramovou kyselinou a N-acetyl-glukosaminem v peptidoglykanu. Lysozym je
pomérné atraktivni konzervacni prostfedek, nebot’ je pro ¢loveéka zcela neSkodny. Po smi-
seni se zloutkem se jeho aktivita snizuje [26, 28]. Ovotransferin je monomerni glykopro-
tein, jehoz antimikrobialni piisobeni spociva ve schopnosti reverzibiln¢ navazat ionty Zele-
za, ¢imZ odstrani jeden z nezbytnych ristovych faktorl pro patogenni mikroorganizmy.

Dale je zajimava skutecnost, Ze kyselou proteolyzou molekuly ovotransferinu vznikaji spe-
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cifické asparaginové sekvence, které taktéz vykazuji antimikrobialni aktivitu proti grampo-
zitivnim i gramnegativnim bakteriim [26, 30]. Avidin je zékladni glykoprotein v syrovém
vajeCném bilku, ktery je schopen inhibovat rist bakterii ¢i kvasinek a taktéz miize plisobit
jako lyticky enzym. Jeho antimikrobidlni efekt je dan schopnosti vazat az Ctyii molekuly

biotinu (rustovy faktor mikroorganizmi) s mimoradn¢ vysokou afinitou [26].

2.1.3 Rostlinné materialy

Fytochemikalie jsou latky vykazujici biologickou aktivitu, v¢éetné antimikrobialni, vysky-
tujici se ve stoncich rostlin, listech, kufe, kvétech a plodech. Koteni, byliny 1 jejich silice
maji riizny stupen biologické aktivity a Casto koncentrace antimikrobidlni latky je natolik
nizka, ze ptfimé pouziti by negativn¢ ovliviiovalo senzorické vlastnosti potravin. Nicméné
mohou ur¢itym podilem pftispivat k celkovému bariérovému systému. K G€innym latkdm
se fadi saponiny, coz jsou slouc¢eniny chranici rostliny pfed biotickym stresem a také vyvo-
lavaji antibakteridlni, antimykotické a antivirové aktivity, dale flavonoidy, isoflavonoidy,

tiosulfaty, katechiny a glukosinolaty [26, 30].

2.2 Inhibi¢ni latky produkované mikroorganizmy

Velka ¢ast mikroorganizmu je schopna produkovat zna¢né mnozstvi metabolitti (organické
kyseliny, toxiny, lytické enzymy, vitaminy, biogenni aminy, peroxid vodiku, diacetyl,
atp.). Nekteré z téchto latek mohou vykazovat inhibi¢ni G¢inky na rist jinych mikroorgani-
zmi. Inhibice jednoho kmene jinym miiZze byt zaloZena na rizném mechanizmu ucinku a

produkce je ¢asto ovlivnéna podminkami v ristovém prostiedi [16].

Nicméng, antimikrobialni latky, které pfitahuji nejvétsi pozornost, jsou bakteriociny. Prak-
ticky vSechny mikroorganizmy jsou schopny je produkovat. Bakteriociny je mozné defino-
vat jako ribozomalné syntetizované antimikrobialni latky proteinové povahy. Diky svym
antimikrobidlnim schopnostem piedstavuji velky potencidl pti bioprezervaci a prodluzova-
ni udrznosti potravinafskych vyrobkil bez pouziti tepelného ¢i chemického oSetieni, coz

splituje nejmodernéjsi pozadavky spotiebiteli [31].

Prvni objev existence bakteriocinti byl v roce 1925. Byl produkovan kmenem Escherichia
coli vuéi jiné kultute Escherichia coli a nazvan kolicin. Termin kolicin je nyni pouZivan
pro specificky baktericidni protein produkovany kmeny E. coli a uzce souvisejici s inhi-

bi¢ni aktivitou vici Celedi Enterobacteriaceae. V soucasné dobé se pojem bakteriociny
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pouziva k oznaceni baktericidnich bioaktivnich peptidi nebo proteinti produkovanych

mnoha bakterialnimi kmeny z grampozitivnich i gramnegativnich zastupct [32].

Chemicky se jedna o jedno fetézcové (n€kdy 1 dvou fetézcové) proteinové molekuly, které
se skladaji obvykle z20 az 60 aminokyselin, s molekulovou hmotnosti od 2 500 do
6 000 Da, ribozomaln¢ syntetizované, prochazejici pouze malymi posttranslacnimi Gpra-
vami. Za normalnich okolnosti jsou bakteriociny kationové, hydrofobni nebo amfifilni mo-
lekuly majici struktury Sroubovice nebo skladaného listu (pfipadné oboji) a mohou mit
volné tiolové, tioesterové ¢i disulfidické skupiny. Pfitomnost amfipatické alfa-helikalni
struktury s protilehlymi polarnimi a nepolarnimi skupinami podél hlavni osy umoziuje
bakteriocintim interagovat s hydrofilnimi ¢i hydrofobnimi skupinami, které jsou navazany
na membranovém povrchu bakteridlni buiiky, coz vede k destabilizaci funkénich struktur a
usmrceni. V soucasné dobé jsou zndmé aminokyselinové sekvence u 45 bakteriocinil a tyto
studie ukazaly, Ze nékteré z bakteriocint, které byly ptivodné uvedeny pod riznymi nazvy,
maji stejné aminokyselinové slozeni (napf. pediocin AcH a pediocin PA-1 nebo sarcin P a

bavaricin A) [28].

Pokud jde o inhibiéni spektrum, lze bakteriociny délit do dvou skupin. Prvni skupina zahr-
nuje bakteriociny, které maji spektrum ucinnosti pouze na uzce ptibuzné bakterie, které
patii do stejného rodu, naptiklad lactocin 21, lactocid B, diplococin, helveticin J. Do druhé
skupiny se fadi bakteriociny, které maji relativné Siroké spektrum ucinnosti, naptiklad ni-
sin, pediocin, leuconocin. Obecné vykazuji i pfi nizkych koncentracich pomémé vysokou

antimikrobialni u¢innost [1,28].
Nekteré dalsi obecné rysy bakteriocinti produkovanych BMK [1, 28]:
e Produkéni kmen je rezistentni vi¢i svému vlastnimu bakteriocinu, ale miiZze vyka-

zovat citlivost na jiné bakteriociny (napfiklad Pediococcus acidilactici produkujici
pediocin AcH je citlivy vii¢i nisinu A, ale rezistentni vici sarcinu A)
e Mikroorganizmus mutze produkovat vice nez jeden bakteriocin (napi. Lactococcus

lactis produkuje lactococcin A, B a M)

e Kmeny z riznych druhti a rodtt mohou produkovat stejné bakteriociny (napi. pedi-
ocin AcH je produkovan kmeny Pediococcus acidilactici, P. pentosaceus, Lactoba-

cillus plantarum, Bacillus coagulans)
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e Kmeny z riznych poddruhit mohou produkovat riizné bakteriociny (napt. odlisné

kmeny Lactococcus lactis subsp. lactis produkuji nisin A ¢i laktacin 481) [1, 28].

Co se ty¢e mechanizmu pusobeni, je obecné piijata hypotéza, Ze bakteriocin interaguje
s mikroorganizmem na zaklad¢ specifické ¢i nespecifické adsorpce na bunécném povrchu.
Primarnim cilem bakteriocinll je navazani se na cytoplazmatickou membranu a pozménéni
membranové struktury, coz ma za nasledek zménu v permeabilit¢ membrany. Dalsi me-
chanizmus spoc¢iva v naruseni membranového transportu a protonmotivni sily a tim vede

k potlaceni energetické produkce a biosyntézy proteint a nukleovych kyselin [31].

Nektefi autofi fadi bakteriociny do skupiny antibiotik, ale vzhledem k jejich mechanizmu
syntézy, struktury a funkce patii do samostatné a odliSné skupiny antimikrobidlnich latek.

Na zéakladé molekularnich struktur jsou rozdéleny do nékolika skupin [1]:
e Tr¥ida I — nizkomolekularni antibiotika [1, 28, 32]:
— Malé molekuly (<5 kDa)

— Obsahuji zbytky neobvyklych aminokyselin, jako je napfiklad 3-metyllanthionin,

lanthionin
— Tepelné stabilni
— Dalsi déleni do dvou skupin (lantibiotika typu A, lantibiotika typu B)
— Producenti z rodu Lactobacillus, Staphyloccocus, Streptococcus, Bacillus

— Nisin, epidermin, lactocin S, gallidermin

e Trida II — nizkomolekularni peptidické bakteriociny [1, 28, 32]:
— Nejvetsi skupina, ktera byla charakterizovana

— Malé molekuly (<10 kDa)

— Tepelng stabilni, nemodifikované

— Neobsahuji lanthionin

— Dalsi déleni do tfi skupin

— Producenti z roda Pediococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, Enterococcus
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Lasicin F, helvetin J, caseicin 80, leucocin A, enterocin P a dalsi

e Tr¥ida III — velké proteiny [1, 28, 32]:

— Velké proteiny (>30 kDa)

— Tepelné labilni

— Skupina neni tak dobte charakterizovéana jako predeslé

— Lactacin A a B aV-1829

e Tiida IV — komplexni bakteriociny [1, 28, 32]:
— Ke své aktivité vyzaduji ptitomnost sacharidové nebo lipidové skupiny

Tato skupina prozatim nebyla dostatecné charakterizovana na biochemické trovni [1,

28, 32].

2.2.1 Nisin

Nisin je jeden z nejznaméjSich a nejdulezitéjSich zastupct bakteriocind, fadicich se do tfi-
dy I, antibiotika typu A. Poprvé byl objeven v roce 1928, kdy produkéni mlééné koky zpi-
sobovaly problémy pfi vyrobé syra v disledku inhibice startovacich kultur. Jeho struktura

vSak byla objasnéna mnohem pozdéji a to az v roce 1971. Je produkovan nékolika kmeny

Lactococcus lactis subsp. lactis [1, 28, 32].

Nisin je polypeptid skladajici se z 34 aminokyselin s molekulovou hmotnosti 3510 Da.
Jeho struktura je atypicka tim, Ze obsahuje jeden lanthioninovy kruh a ¢tyfi methyllanthio-
ninov¢ kruhy (Obr. 2). Bylo objeveno a popsano 6 riznych forem (oznaceny jako nisin A,
B, C, D, E a Z). Nisin ma pfirozenou variantu ve form¢ Z, ktery se odliSuje od velmi struk-
turné podobné varianty A tim, ze aminokyselina histidin v poloze 27 je nahrazena aspara-
ginem. Tato zména ma vliv na rozpustnost a také na antimikrobidlni aktivitu, ktera se touto

substituci zvysuje [1, 25].
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COoH

Obrazek 2: Struktura nisinu A [1]

Nisin ma $iroké spektrum ptisobeni vi¢i grampozitivnim bakteriim. Baktericidni G¢inek
byl prokazan na vétsinu BMK, dale Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, vege-
tativni bunky Bacillus spp. a Clostridium spp., jakoz i na nékteré spory rodu Bacillus a
Clostridum. Primarnim mistem puasobeni je cytoplazmatickd membrana. U gramnegativ-
nich bakterii je U€inny pouze v piipadé, ze doslo k poskozeni membrany v disledku ptiso-
beni chelatacnich ¢inidel (napi. EDTA), nisin je pak schopen se navézat na ionty hoic¢iku
z lipopolysacharidové vrstvy vnéjsi membrany. Zptsob uc¢inku nisinu byl dlouhodobég in-
tenzivné studovan a bylo navrZzeno nékolik mechanizmil plisobeni. Bylo prokazano, Ze
inhibuje biosyntézu peptidoglykanu, interaguje s prekurzory lipidi v bunécné sténé a je
také schopen tvorby pori, coz vede k diftzi malych sloucenin (jako jsou aminokyseliny a
ATP), a nasledné k poruSeni protonmotivni sily a k zastaveni biosyntézy makromolekul
(jako jsou DNA, RNA a proteiny). Dale bylo prokazano, Ze je schopen indukovat autolyzu
u bunék stafylokokd [1, 3, 4, 28, 32].

Pouziti nisinu jako konzerva¢niho prostiedku v potravinach podléha schvaleni regulacnich
ufadit v jednotlivych zemich. Ve Spojeném kralovstvi a nékterych dalSich zemich, byl
k dispozici na trhu jiz od roku 1950, na druhou stranu v USA bylo pouzivani schvaleno az
v roce 1988. Dnes se jiz vi, Ze nisin je pro ¢loveéka neskodny, nebot” je v travicim traktu
Stépen protedzami a tim padem se stdva nefunkc¢ni. Nisin je tepelné stabilni, ¢ehoz se vyu-
ziva pti konzervaci tepelné opracovanych vyrobkii (hlavné tavené syry a konzervy), kde
zabranuje vykliceni mikrobidlnich spor. Déle se v nékterych zemich pouziva ve vyrobcich
jako je Slehacka, mlécné dezerty, kolace, pasterizované polévky a vejce, dresinky, omacky,

ovocné dzusy a pivo. Naopak je nutné kontrolovat produkci u startovacich kultur, nebot’
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muze dojit béhem vyroby k nechténé inhibici laktobacild (napft. pti vyrob¢ syri) [1, 4, 28,
32].

2.2.2 Lacticiny

Lacticin 3147 je bakteriocin produkovany Lactococcus lactis subsp. lactis v exponencialni
fazi ristu. Jedna se o tepelné stabilni bilkovinnou slouceninu, ktera se sklada ze dvou pep-
tidd (LtnAl a LtnA2). Pro plnou antimikrobidlni aktivitu je nutna jejich synergicka aktivi-
ta. LtnA1l je peptid skladajici se z 30 aminokyselin s molekulovou hmotnosti 3306 Da,
zatimco LtnA2 je peptid z 29 aminokyselin s molekulovou hmotnosti 2847 Da. Jsou kodo-
vany plazmidové a podléhaji komplexnim posttranslaénim Gpravam. Radi se do tiid lanti-
biotik, ale diky synergetickému pulsobeni se v n¢které literatuie fadi do tfidy II. Lacticin
3147 ma pomérné Siroké spektrum pisobeni. Inhibuje patogeny, jako jsou Listeria,
Clostridum, Staphylococcus, Streptococcus spp., tak i mnohé BMK (Lactococcus spp.,
Leuconostoc spp., Pediococcus spp.). Mechanizmus pisobeni je velmi podobny jako u
nisinu, tzn., ze- indukuje tvorbu pord v cytoplazmatické membrané, vazbou na lipidy zp-
sobuje konformacni zmény a také dokaze vytvaret pory v bunééné sténé. Nejcastéjsi apli-

kace je do mlécnych vyrobki [1, 25].

Lacticin 481 je bakteriocin s tzkym spektrem puisobeni produkovany Lactococcus lactis
subsp. lactis. Lantibiotikum lacticin 481 je syntetizovan ribozomaln¢, molekulova hmot-
nost je 2901 Da. Inhibi¢ni pisobeni vykazuje na vSechny druhy laktokoku, na nékteré lak-
tobacily a leukonostoky. Obzvlasté vysokou citlivost vykazuje Clostridium tyrobutyricum
[25].

2.2.3 Lactococciny

Lactococciny jsou bakteriociny nalezici do tiidy II, produkované Lactococcus lactis. Lac-
tococcin G je produkovan na konci exponencialni ristové faze a inhibuje rist predevsim
BMK a nékteré druhy klostridii. Je sloZen z jednotlivych peptidd a; (39 AMK) a B
(35 AMK) a vytvati spiralovitou strukturu. Kladné nabity C-konec peptidu alfa umoznuje
proniknuti do bunééné membrany citlivych mikroorganizmu a vznik poért, uvoliovani ion-
t a smrt bun¢k. Naproti tomu lactococcin 972 ma odlisny mechanizmus a to, ze vykazuje
svoji aktivitu pouze u délicich se bun¢k, kde inhibuje tvorbu septa. U nedélicich se bunck

nevykazuje Zadnou aktivitu. Lactococciny obecné maji uzsi spektrum pusobeni, coz pied-
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stavuje jistou vyhodu pfi primyslovych aplikacich, kdy nedochazi k inhibici startovacich

kultur [1, 24].

2.2.4 Enterociny

Enterociny jsou bakteriociny produkované Enterococcus faecalis, E. faecium a E. mundtii.
Charakterizovano bylo n¢kolik druhii a to enterocin A, AS-48, EJ97, L50, P, Q, 1071, en-
terolysin A, bakteriocin 31, mundticin a mudticin KS. N¢ktefi autofi je vSechny tadi do
jedné skupiny (bakteriociny tiidy II a IV), ale n€které z nich maji neobvyklé genetické
znaky a strukturu, coz vedlo k vytvofeni samostatného klasifikaéniho seskupeni. Jeden z
nejprostudovanéjsich bakteriocinti v této skupiné je enterocin AS-48. Jedna se o kruhovou
molekulu, kdy N-konec je navazan na C-konec a spojen pomoci amidové vazby. Je synte-
tizovan ribozomalné a poté podroben posttranslaénim Upravdm a cyklizaci. Je extrémné
tepelné stabilni (aktivni pfi teplot¢ do 80 °C, nebo i pod bodem mrazu) a snasi i pH
v rozmezi od 3 do 8. Je slozen ze 70 aminokyselin sestavenych do struktury péti alfa Srou-
bovic s vysokym podilem hydrofobnich aminokyselin (49 %) pfitomnych ve stfedu cyklic-
ké struktury, coz hraje dilezitou roli v antimikrobialni aktivité. Enterocin AS-48 vykazuje
mimofadné §iroké spektrum ucinku proti vétsiné grampozitivnich a gramnegativnich bak-
terii. Jako nejcitlivéjsi se ukazala L. monocytogenes. Diky tomuto rozsahlému plsobeni ma
velky potencial jako konzervacni prostiedek, napf. pfi vyrobé& syrt, fermentovanych uze-

nin, kondenzovaného mléka, atp. [1, 25, 32].

Enterolysin produkovany E. faecalis LMG 2333 je pomémn¢ velkd molekula tvofena
316 aminokyselinami, s molekulovou hmotnosti 34501 Da, tepelné labilni, fadici se do
tiidy III. Inhibi¢ni efekt vykazuje k enterokoktim, pediokokim, laktokokiim a laktobaci-
lim. Enterocin B se sklada z 53 aminokyselin, molekulova hmotnost 5463 Da a je u¢inny
proti S. aureus, L. monocytogenes, Enterococcus a Lactobacillus spp. Vyuziti je mozné pti

konzervaci piva a mlé¢nych vyrobkt [1, 24].

2.3 Producenti inhibi¢nich latek a vyuziti v potravinarstvi

Antimikrobidlni latky produkované mikroorganizmy, pfedev§im bakteriociny, maji na trhu
strategické postaveni a predstavuji velky potencial. Vyzkum pro vhodnou aplikaci probiha
jiz n€kolik desitek let a tyto latky mohou ptedstavovat lepsi a levnéj$i alternativu oproti
chemickym konzerva¢nim c¢inidlim. Bakteriociny produkované BMK jsou obecné pova-

zovany za bezpetné (vyjma cytolisinu vylu¢ovaného E. faecalis) a v travicim traktu do-
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chazi K jejich inaktivaci pusobenim protedz. Primarni divod pro pouziti je prodlouzeni
udrznosti, ¢imz dojde ke snizeni ekonomickych ztrat v disledku znehodnoceni potravin,
dale nahrada chemickych konzerva¢nich latek, snizeni intenzity fyzikalniho oSetieni, eli-
minace patogent, a uspokojit pozadavky zdkazniki po Cerstvych a minimaln¢ oSetfenych
potravinach. V nasledujici tabulce (Tab. 1) jsou shrnuty produkéni kmeny bakteriocinti a

moznosti aplikace [24, 25].

Tabulka 1: Vyuziti kultur produkujicich bakteriociny ke konzervaci potravin [1, 24, 25, 28,

31]

Produkéni kmen Bakteriocin Citlivy mikroorga- | Druh konzervované
nizmus potravin
L. lactis * nisin A G+* Zelenina, pecivo
L. lactis lacticin 3147 G+ mlécné vyrobky,
fermentované masné
vyrobky
L. lactis lacticin 481 BMK, klostridia syr, masné vyrobky,
zelenina
Lb. sakei 706 * sakacin A Listeria monocyto- | vakuové balené ma-
genes o)
E. faecalis A-48-32* |  enterocin AS-48 S. aureus mléko
L. lactis subsp. cre- nisin A L. monocytogenes cottage syr
moris 40FEL3
L. lactis IFPL 3593 lacticin 3147 Cl. tyrobutyricum* polotvrdé syry
Lb. sakei sakacin P L. monocytogenes fermentované sala-
my
L. lactis subsp. nisin Z, lacticin 481 Cl. feijerinckii OVCi syry
lactis INIA 415
E. mundtii mundticin L. monocytogenes uzeny losos

* G+ - grampozitivni bakterie
* L. —rod Lactococcus

* Lb. — rod Lactobacillus

* E. —rod Enterococcus

* Cl. —rod Clostridium
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3 PROTEKTIVNI KULTURY

Vyuziti bakterii mlééného kvaseni, které zpomaluji riist nezadoucich mikroorganizmii a
tim prodluzuji udrznost potravin, bylo praktikovano jiz od starovéku. Nejdiive intuitivné,
posléze se tyto praktiky opiely o védecké poznatky. Jeden z prvnich badatelt vénujicich
se této oblasti byl Louis Pasteur, ktery zkoumal mezibakteridlni inhibici (pravdépodobné u
Escherichia coli) naockovanych v moci. V prvni poloviné dvacatého stoleti byla provedena
zakladni charakteristika antimikrobialnich latek produkovanych mikroorganizmy (bakteri-
ociny). O n€kolik let pozdé&ji, v roce 1953 byl v Anglii jeden z nejvyznamnéjsich zastupct
bakteriocint, nisin, jako prvni uveden na trh. Pozd¢ji byl nisin schvalen EU a FDA (Food
and Drug Administration) ve vice nez 50 zemich. V poslednich tficeti letech se grampozi-
tivni bakterie a zejména BMK staly vyznamnou soucasti pti bioprezervaci potravin a sou-

¢asti protektivnich, tzv. ,,ochrannych* kultur [25, 33].

3.1 Charakteristika a pozadavky na protektivni kultury

Bioprezervace potravin zahrnuje procesy vedouci k prodlouzeni udrznosti potravin a za-
chovani ¢i zlepSeni zdravotni nezdvadnosti za pouziti mikroorganizmii nebo jejich extrace-
lularnich metaboliti, které jsou schopny inhibovat rist jinych mikroorganizmi v dusledku
aspekty, pfedev§im pokud se jednd o potraviny k piimé spotitebé. Startovaci kultura ma
vyznam hlavné technologicky (napfiklad cilena produkce kyseliny mlééné), zatimco pri-
marnim Ucelem aplikace protektivnich kultur je cilend produkce latek antimikrobidlnich,
jez maji nezanedbatelny potencidl pii zlepSeni mikrobiologické bezpe€nosti potravin, coz
podporuje systém spravné vyrobni praxe a tim dochazi ke sniZeni rizika ristu a pfezivani
patogend. Dulezitym pfedpokladem pro uspésnou aplikaci protektivnich kultur je jejich
schopnost produkovat dostatecné aktivni metabolity antagonistické proti Sirokému spektru
ptislusného patogenniho mikroorganizmu, ptvodcim znehodnocujicim potraviny nebo
plisnim [11, 12]. Obecné mechanizmy interference nejsou zatim zcela objasnény, ale pied-
poklada se, Ze mezi mikroorganizmy dochazi ke konkuren¢nimu boji o Ziviny (jsou schop-
ny vyuZzivat dostupné zdroje uhliku rychleji neZ nezddouci konkurence) a adhezni mista,
nepfiznivym zménam zivotniho prostiedi nebo ke kombinaci téchto jevu [25, 30]. Navic
kazda antimikrobidlni latka pouzita pro konzervaci potravin vétSinou neplisobi samostatné,
ale dochazi k synergetickému piisobeni, coz ma za nasledek zvySeni u€innosti a vznik tzv.

bariérového efektu [10].
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Ackoliv jsou nekteré BMK spojovany s piivodci kazeni potravin ¢i moznou patogenitou,
vétsina z nich je povazovana za neSkodnou. Mnohé kmeny BMK jsou na seznamu GRAS
(tzn., Ze jsou obecn¢ povazovany za bezpecné). Protektivni kultury museji spliovat nékolik

dalezitych aspekti:
e bezpecné (nesmi predstavovat zadné zdravotni riziko)
e schvélené (oznaceny GRAS)
e 74dny negativni vliv na senzorické vlastnosti produktu
e Ucinnost i pii nizkych koncentracich

e ekonomicky dostupné a jednoduché na piipravu

stabilni béhem zpracovani a skladovani [12, 25, 30 25, 30].

3.2 Aplikace protektivnich kultur

Protektivni a startovaci kultury BMK produkuji rozmanitou Skalu metaboliti s antimikro-
bidlni aktivitou. Mezi nejvyznamnéjsi latky patii pfedevS§im kyseliny mlécnda, octova a
propionova (snizeni pH), oxid uhli¢ity (potlaceni aerobni mikroflory), diacetyl, peroxid
vodiku, reuterin, fenylmlééna kyselina, cyklické dipeptidy, proteinové slouceniny (bakteri-

ociny, fungicidy), 3-hydroxy-mastné kyseliny, kyselina kapronova [10, 12, 25].

Jak bylo zminéno jiZ dfive, protektivni neboli ochranné kultury maji n€kolik dilezitych
funkei, které se vyuzivaji pii vyrobé a skladovani potravin. Jedna z nejdilezitéjSich je
schopnost zabranit rtistu a mnozeni nezadoucich mikroorganizmii pii vyrobé fermentova-
nych produkti. BMK dokazou inhibovat rist bakterii Listeria monocytogenes, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium sp., non-starterovych BMK,
kvasinek (Candida, Debaryomyces), plisni (Fusarium, Penicillium, Aspergillus) a taktéz
mikroorganizmi schopnych produkovat biogenni aminy [1, 34, 35]. Dalsi pozitivni vlast-
nosti je schopnost urychlit zrani syrii prostfednictvim zvysené lyze bun¢k zékysové kultu-
ry. Béhem tohoto procesu dochazi K uvolnéni intracelularnich proteinaz a peptidaz, coz
vede k rychlejsimu nastupu proteolyzy a tedy i k rychlej§im zménam bilkovin. Touto
schopnosti vynikaji pfedevsim nisin-produkujici kmeny [38]. Ackoliv vyuziti ochrannych
kultur se nabizi v riznych potravinaiskych komoditach, zcela nejvétsi vyznam ma pti pro-
dukci mlécnych a fermentovanych masnych vyrobkt [25]. Piiklady pramyslovych aplika-

ci, véetné inhibovanych mikroorganizmi jsou shrnuty v nasledujici tabulce (tabulka 2).
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Tabulka 2: Primyslové aplikace protektivnich kultur [25, 36, 37]

Bakterialni kultura Surovina Inhibovany mikro-
organizmus
E. faecalis A-48-32 | mléko, Cerstvy syr S. aureus
L. lactis ESI 515 mléko L. monocytogenes
L. lactis TAB 50 polotvrdé syry S. aureus

Lb. casei ATCC 393 suché salamy

E. faecium DPC syr Cedar L. monocytogenes
1146

L. lactisCL 1 polotvrdy syr L. monocytogenes

L. lactis IPLA 729 syr S. aureus
Lb. sakei fermentované masné produkujici BA
vyrobky

Pediococcus acidi- kruti klobasy L. monocytogenes

lactici

3.3 Faktory ovliviiujici produkci antimikrobialnich latek a moZnosti

modifikace

Stejné tak jako vnéjsi podminky ovliviiuji rist, rozmnozovani a metabolizmus bakterii,
maji tim padem i piimy dopad na produkci antimikrobialnich latek. Fermentacni média
mohou ovliviiovat schopnost kmene produkovat detekovatelnd mnozstvi inhibi¢ni latky,
jeji stabilitu &i citlivost nezadoucich mikroorganizmii. U&innost miize byt ovlivnéna délkou
a podminkami béhem skladovani (ackoliv stabilita inhibi¢nich latek je jeden z pozadavkl
pro jejich pouziti) a taktéz vlastnostmi surovin. Protektivni kultury nemuseji byt pro nékte-
ré potraviny vhodné, nebot” vykazuji napiiklad enzymovou ¢i chemickou aktivitu nebo
byly béhem zpracovani podrobeny fyzikdlnimu ¢i chemickému oSetfeni. TaktéZ vysoky
obsah tuku, na ktery se mohou antimikrobialni latky navazat pomoci nespecifické hydro-

fobni interakce, predstavuje problém [25, 26, 37, 39].

Teplota mé pfimy ucinek na rychlost bakteridlniho rlstu a tim paddem muZe ovlivnit pro-
dukei antimikrobidlnich latek. Vyssi teploty maji vliv na plazmidy obsahujici genetickou
informaci, ktera je potiebna pro produkci bakteriocini. Na druhé stran¢ vétSina bakterioci-
nl je dostatecné tepelné stabilni, tudiz mize zistat aktivni 1 v dobé&, kdy v médiu nejsou

pfitomny Zivotaschopné buiiky. Teplota ma navic vliv na tekutost membrany a mize vést
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ke snizeni u¢innosti tvorby pord u inhibovanych mikroorganizmi. Stacionarni faze rustu je
povétSinou doprovazena snizovanim antimikrobidlni aktivity a to z nékolika divodi:
V pozd¢jsich fazich rtstu dochazi k rozkladu latek ptisobenim ptitomnych proteinaz, diky
pritomnosti kyselin mtize dochazet k destabilizaci bakteriocinti a miize dochazet k adsorpci
bakteriocinti na slozky rtistového média ¢i v produkénich bunkach. Dal§im faktorem, ktery
ovlivituje produkci, mize byt hodnota pH. Obecné ma vétSina bakteriocint vyssi antimik-
robialni aktivitu pfi niz$ich hodnotach (pH < 5) v disledku zvySené rozpustnosti a mensi

agregaci hydrofilnich peptida [11, 25, 26].
Z téchto dlivodi je aplikace mozna tfemi zpiisoby:

e invitro: pfimé pouziti bakteriocinti, vyprodukovanych za standardizovanych rasto-

vych podminek a jejich nasledna izolace z fermenta¢niho média

e in situ: pfimé pouZiti mikroorganizmu produkujicich antimikrobialni latky k vyrobé

potravin (aplikace protektivnich, sekundarnich kultur)

e aplikace smésnych kultur produkujici rozliéné antimikrobidlni latky (respektive

bakteriociny) [25, 38].

Systémova biologie, ktera byla nazvana védou 21. stoleti, je relativné novy védecky smér
Vv biologii, ktery se zabyva studiem biologickych funkci a mechanizmt v zivych systé-
mech. Spojuje studium genomiky, transkriptomiky (popis kompletnich sad transkriptomt),
proteomiky a metaboliky, které popisuje komplexnim studiem téchto interakci, které jsou
vytvafeny matematickym modelovani s cilem vytvaiet modely pro biologickou interpretaci
a predikci chovani organizmu. Zakladnim bodem téchto poznatkt je sekvencovani geno-
mu, které poskytuje velké mnoZzstvi informaci. Systémova biologie diky témto poznatklim
poskytuje silny nastroj pro komplexni pohled na metabolicky aparat organizmi, spiSe nez
na konkrétni jednotlivé pochody v buiice a bude mit jisté obrovsky dopad na budouci vyvoj
startovacich a protektivnich kultur. Tyto znalosti budou tvofit zékladni screeningové pfi-
stupy pro rychlou detekci vice Zadoucich kment a umozni urcit, které kmeny jsou pro
konkrétni aplikaci vhodnéj$i. Bude mozné produkovat vyrobky s vice Zadoucimi vlast-
nostmi, jako je chut, textura, delsi trvanlivost ¢i vyrobky zdravi prospésné. Nové moleku-
larné-biologické metody umoziuji lepsi nahlédnuti do této problematiky a tim zvySovat
efektivitu vyuziti téchto organizmu. Dal§im moZnosti je zddana genetickd modifikace me-
tabolismu konkrétnich mikroorganizmu pro zlepseni jejich metabolické produktivity. Tato

strategie jiz byla Gispé$né€ pouzita naptiklad u kmene Lactococcus cremoris DPC 4268 pre-
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nosem plazmidu kodujici lacticin 3147 z kmene Lactococcus lactis DPC 3147 u startovaci
kultury pouzité k vyrobé syru cedar. I pfesto, ze byly provedeny mnohé uspésné provedené
pokusy, mohou nékteré modifikované kmeny otestované v laboratoii vykazovat vhodné
vlastnosti, nicméné po aplikaci do realnych systému (potravin) se mohou vyskytnout od-
chylky od zddanych vlastnosti. Nicméné problémem stale zistdva negativni pfistup spotie-
biteld k rekombinantnim technologiim a také regulacni a legislativni piekazky pro pouzi-
vani geneticky modifikovanych organizmii, které se navic v jednotlivych zemich lisi. Po-
dobné pozadavky na oznacCovani jsou velmi odlisné v riznych Castech svéta, a proto se
predpoklada, Ze i pfes velky potencial téchto metod bude feseni téchto otazek velmi poma-
1y proces a ziskané védecké poznatky budou dalece piedchazet pred prumyslovym vyuzi-

tim v potravinaiském primyslu [38, 40, 41].
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4 PRODUKCE BIOGENNiCH AMINU

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni organické dusikaté bazické slouceniny odvozené
od aminokyselin, které disponuji vysokou biologickou aktivitou a mohou byt syntetizova-
ny ¢i degradovany jako produkty bézné metabolické ¢innosti rostlin, zvifat ¢i mikroorgani-
zmu. Dle chemické struktury se mohou délit na alifatické (putrescin, kadaverin), aromatic-
ké (tyramin, B-fenyletylamin), heterocyklické (histamin, tryptamin) a polyaminy (spermin,

spermidin, putrescin, kadaverin, agmatin, tabulka 3) [42, 43].

4.1 Vznik a vyskyt biogennich amint

Biogenni aminy jsou syntetizovany v potravinach ze specifickych volnych aminokyselin
procesem dekarboxylace piisobenim enzymi dekarboxylaz (téida lyazy), pii kterém se od-

bourava karboxylova skupina aminokyseliny a odstépi se oxid uhlicity. Proces dekarboxy-

2

endogennich, pfirozen¢ se vyskytujicich enzymu v suroviné nebo ¢innosti exogennich mik-

robialnich enzymu [14, 42, 44].

Vznik biogennich amini v potravinach je zavisly na splnéni nékolika podminek:
e piitomnost dekarboxylaza pozitivnich mikroorganizm,
e piitomnost prekurzori (aminokyselin) v potraving,

¢ vhodné podminky pro mnoZzeni a riist mikroorganizmi [6, 42].
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Tabulka 3: Chemicka struktura a prekurzory biogennich amini [42, 46]
Prekurzorova Biogenni amin Chemicky vzorec
aminokyselina
aromatické tyrozin tyramin
m-QCHrchNf&
fenylalanin fenyletylamin
QCH:—CHTN'Hg
heterocyklické histidin histamin ///,N\\//\\/ NH;
.\l I,-'.I-'II
HM—
tryptofan tryptamin CHy,~CH,-NF
4w
N
H
alifatické arginin putrescin ('I_‘,HE—CHZ—-CHE—?HE
ornitin NH, NH,
citrulin
lyzin kadaverin PPN
H, M MNH,
polyamin putrescin spermin (CHp)y —NEH—(CHy), ~NH—(CHy);
. N NH.
spermidin H :
putrescin spermidin ((12H2}3 “NH—((IJI-IZ};.
spermin NH, NH;

Ptitomnost biogennich amind byla hlaSena v riznych potravinach. Obzvlasté vysoky obsah

byva v potravinach fermentovanych nebo bohatych na bilkoviny ¢i volné aminokyseliny,

jako jsou zrajici syry, mlécné vyrobky, maso a fermentované salamy, vino, jable¢ny most,

pivo, zelenina, kysané zeli, ryby, atp. [42, 43, 44].

4.2 Mikroorganizmy produkujici biogenni aminy

Mikroorganizmy schopné produkovat biogenni aminy disponujici enzymy zajist'ujici pozi-

tivni dekarboxylazovou aktivitu. Tyto mikroorganizmy se mohou v potravinach vyskytovat
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pfirozené jako soucast smésnych startovacich kultur. U nefermentovanych potravin jde
vétsinou o kontaminujici mikrofloru béhem vyroby a skladovani. Obsah biogennich amint
muze byt ukazatelem vstupni jakosti surovin a hygieny celého vyrobniho procesu, véetné
skladovani. Vysoké koncentrace téchto latek mohou byt indikatorem kontaminace a pokro-

¢ilého stupné kazeni [6, 42, 45].

Mnozstvi je obvykle zavislé na nékolika parametrech, vcetné kvalitativni a kvantitativni
slozeni mikroflory, dostupnosti Substratu (zejména aminokyselin, sacharida a pyridoxalfos-
fatu), teploté, pH (optimum pro dekarboxylazovou aktivitu se pohybuje v rozmezi 4 —5,5),
piitomnosti soli, kvalité vstupnich surovin, dob¢ skladovani ¢i zrani vyrobku (¢im je doba
skladovani delsi, tim je zpravidla i vyssi obsah biogennich amint), hygienickych podmin-
kach béhem vyroby, rozsahu proteolyzy (s rozsahlejsi proteolyzou se obsah biogennich
aminu zpravidla zvysuje), vyrobnich podminkach a taktéz na pouzitém druhu startovaci

kultury (je nutné vybirat kmeny s negativni dekarboxylazovou aktivitou) [44].

Mezi mikroorganizmy, které jsou schopny produkovat biogenni aminy, a vykazuji tedy
pozitivni dekarboxylaéni aktivitu se fadi nejcasté&ji rody nalezici do ¢eledi Enterobacteria-
ceae, Bacillaceae a Micrococaceae. Enterobakterie jsou povazovany za skupinu mikroor-
ganizmu s nejvyznamnéjsi dekarboxylaéni aktivitou. Mnoho zastupct produkuje obzvlaste
vysoké mnozstvi kadaverinu, putrescinu a histaminu. Mezi bakterie produkujici biogenni
aminy se fadi naptiklad Escherichia coli, Enterobacter (aerogenes, cloacae), Klebsiella
(pneumoniae, oxytoca, variicola) Proteus vulgaris, Serratia (marcescens, liquefaciens,
plymuthica, fonticola, grimesii), Morganella morganii, Salmonella, Hafnia alvei, Edward-
siella spp, Raoultella (ornithinolytica, planticola). Ze skupiny bakterii mlé¢ného kvaSeni
jsou rovnéz mnohé kmeny dekarboxylaza pozitivni produkujici tyramin, histamin, putres-
cin, kadaverin, spermin, spermidin ¢i fenyletylamin. Mezi hlavni producenty se fadi napfi-
klad Lactobacillus (brevis, hilgardii, malidelbrueckii subsp. bulgaricus, curvatus, brevis,
casei, paracasei, plantarum), Lactococcus (lactis, cremoris), Streptococcus thermophilus,
Leuconostoc pseudomesenteroides, Oenococcus. Mezi produkujici dale patii napiiklad
Staphylococcus (aureus, epidermidis, capitis, pasteuri), Bacillus (cereus, coagulans, subti-
lis, megaterium, amyloliquefaciens), Photobacterium (phosphoreum, damselae), Vibrio
spp, Aeromonas spp., Plesiomonas shigelloides a mnohé dalsi. Seznam dekarboxylaza po-
zitivnich mikroorganizmi se diky novym poznatkiim a modernim detekénim metoddm

neustale zvétsuje a je i nadale mozné ocekavat dalsi rozsiteni tohoto dlouhého seznamu [1,
14, 42, 44].
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4.3 Biologické ucinky biogennich aminu

Biogenni aminy ziskaly své oznaceni proto, Ze jsou vytvafeny metabolizmem zivych orga-
nizm, kde plni fadu dilezitych funkci. V nizkych koncentracich je jejich pfitomnost nutna
pro spravné fungovani organizmu a K zajisténi dilezitych biologickych funkci. Histamin se
podili na uvoliiovéani adrenalinu a noradrenalinu, stimuluje hladké svalstvo v déloze a tra-
vicim traktu, ¥idi sekreci zalude¢ni kyseliny. Tyramin zvySuje hladinu cukru v Krvi, uvol-
nuje noradrenalin, zvySuje srdecni frekvenci, zrychluje dychani. Putrescin a kadaverin maji
vliv na stabilizaci makromolekul, hypotenzi a zvysuji toxicitu jinych amind. Fenyletylamin

a tryptamin zvySuji krevni tlak a zpisobuje migrény [47].

Nadmeérny pfijem zapiicinény konzumaci potravin s vysokym obsahem téchto latek muize
viak piedstavovat pro lidské zdravi negativni toxikologické Gi¢inky. Skodlivost biogennich
aminu pro spotiebitele je znacné zavisla na pfijaté davce, veéku a zdravotnim stavu jednot-
liveh. Zdravotni riziko mtize taktéz predstavovat geneticka indispozice odbouravani téchto
latek. Obecné citlivejsi jsou déti, nemocni a starsi lidé. Mezi typické pfiznaky otravy patii
hypotenze nebo naopak hypertenze, bolest hlavy, nevolnost, alergické reakce, dychaci po-

tize, poceni, buseni srdce a ve vyjimecnych pfipadech i smrt [6, 42, 47].

Bézné koncentrace biogennich aminti piijatych ve stravé je za normalnich podminek orga-
nizmus bez problému schopen odbourat diky Gc¢innému detoxika¢nimu mechanizmu ve
sttevnim traktu. Jedna se o systém, ktery je zaloZeny piedev§im na €innosti enzyml mono-
aminooxidazy, diaminooxidazy, histidinmetyltransferazy a histaminazy. Pokud v$ak dojde
k jeho naruseni (vlivem nadmérné konzumace alkoholu, vysoky piijem biogennich amint
V potravé, jedinci se zhorSenou funkci jater, lidé uzivajici 1éky plsobici jako inhibitory
enzym, napi. antidepresiva, antiparkinsonika) a tim sniZeni detoxikacni kapacity, miize

dochazet ke zdravotnim problémim, piipadné az k intoxikaci [42, 47].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem prace bylo zmapovani inhibi¢niho ptisobeni protektivnich kultur produkujici bakte-

riociny na vybrané bakterie mlé¢ného kvaseni s pozitivni dekarboxylazovou aktivitou.
Dale byla u kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 monitorovana kinetika produkce
biogennich amin V ¢ase za zvySujiciho se pfidavku antimikrobialniho kmene ¢i jeho me-
tabolitd v podminkach in vitro.

Biogenni aminy byly stanoveny pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)

s pre-kolonovou derivatizaci danzychloridem a UV/VIS detekci.
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6 MATERIAL A METODIKA

6.1 Pouzité inhibi¢ni bakterialni kultury

V experimentalni ¢asti bylo pouzito celkem 22 kmeni ziskanych ze Sbirky Cistych mlékat-

skych mikroorganizmi Laktoflora (Culture Collection of Diary Microorganisms - CCDM)

MILCOM a.s., v Praze. Konkrétni pouzité kmeny jsou uvedeny v tabulce 4, véetné meta-

bolitli inhibujici rast jinych mikroorganizmii (dle informaci od poskytovatele kultur).

Tabulka 4: Pouzité kmeny inhibi¢nich kultur

Oznaceni kme- Rod Druh Produkce metabolith
ne
CCDM 945 | Enterococcus faecium
CCDM 79 Lactobacillus acidophilus peroxid vodiku, acidocin
C20079
CCDM 149 | Lactobacillus acidophilus bakteriocin podobné latky
CCDM 377 | Lactobacillus gasseri protein s mol.hmotnosti
>50 kDa
CCDM 340 | Lactobacillus gasseri
CCDM 214 | Lactobacillus gasseri bakteriocin podobné latky
CCDM 215 | Lactobacillus gasseri bakteriocin podobné latky
CCDM 62 Lactobacillus helveticus
CCDM 82 Lactobacillus helveticus bakteriocin podobné latky
CCDM 125 | Lactobacillus helveticus
CCDM 670 Lactococcus | lactis biovar. diacetylactis nisin
CCDM 686 Lactococcus | lactis biovar. diacetylactis nisin
CCDM 689 Lactococcus | lactis biovar. diacetylactis nisin
CCDM 695 Lactococcus | lactis biovar. diacetylactis nisin
CCDM 698 Lactococcus | lactis biovar. diacetylactis nisin
CCDM 731 Lactococcus lactis subsp. lactis nisin
CCDM 71 Lactococcus lactis subsp. lactis nisin
CCDM 414 Lactococcus lactis subsp. lactis nisin
CCDM 418 Lactococcus lactis subsp. lactis nisin
CCDM 416 Lactococcus lactis subsp. lactis nisin
CCDM 702 Lactococcus lactis subsp. lactis nisin
CCDM 671 Lactococcus lactis subsp. lactis nisin




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 43

6.2 Pouzité dekarboxylaza pozitivni bakterialni kultury

V experimentalni ¢asti bylo pouzito celkem 53 kmend, z toho 11 izolath ziskanych ze sbir-
ky bakterii Ustavu inZenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi, Univerzity Tomase Bati ve
Zling, 15 izolath ziskanych z MILCOM a.s., pobocky v Tabote (oznaceny pismenem T),
19 kment izolovanych jako kontaminanty piva (ziskany ze sbirky mikroorganizmii Vy-
zkumného ustavu pivovarského a sladaiského v praze — RIBM) a 8 kment ziskanych ze
Sbirky Cistych mlékatskych mikroorganizmti Laktoflora (CCDM) MILCOM a.s., v Praze.

Jednotlivé kmeny, piivod a oznadeni jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5: Pouzité kmeny dekarboxylaza pozitivnich kultur

Oznaceni kmene Rod Druh Pavod
CCDM 53 Enterococcus durans sbirkovy kmen
CCDM 48 Lactococcus lactis subsp. lactis sbirkovy kmen

CCDM 141 Lactococcus lactis subsp. lactis sbirkovy kmen
CCDM 824 Lactococcus lactis subsp. cremo- sbirkovy kmen
ris
CCDM 946 Lactococcus lactis subsp. cremo- sbirkovy kmen
ris
CCDM 1004 Lactococcus lactis subsp. lactis sbirkovy kmen
CCDM 364 Lactobacillus delbrueckii subsp. sbirkovy kmen
bulgaricus
CCDM 224 Streptococcus thermophilus sbirkovy kmen
T2 Lactobacillus curvatus izolat ze syru
T3 Lactobacillus curvatus subsp. cur- izolat ze syru
vatus
T8 Lactobacillus curvatus subsp. cur- izolat ze syru
vatus
T15 Lactobacillus curvatus izolat ze syru
T19 Enterococcus sp. izolat ze syru
T20 Enterococcus sp. izolat ze syru
T24 Lactobacillus brevis izolat ze syru
T36 Lactobacillus curvatus subsp. cur- izolat ze syru
vatus
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T37 Lactobacillus curvatus subsp. cur- izolat ze syru
vatus

T41 Lactobacillus curvatus izolat ze syru
T43 Enterococcus faecalis izolat ze syru
T50 Lactobacillus paracasei izolat ze syru
T51 Lactobacillus paracasei izolat ze syru
T52 Lactobacillus paracasei izolat ze syru
T63 Leuconostoc pseudomesenteroides izolat ze syru
Al-3 Lactobacillus curvatus izolat ze syru
Al-7 Lactobacillus plantarum izolat ze syru
AlV-11 Lactobacillus casei/paracasei izolat ze syru
AlV-13 Lactobacillus casei/paracasei izolat ze syru
AlV-7 Lactobacillus plantarum izolat ze syru
RIBM 2-16 Lactobacillus brevis izolat z piva
RIBM 2-20 Lactobacillus brevis izolat z piva
RIBM 2-33 Lactobacillus brevis izolat z piva
RIBM 2-50 Lactobacillus brevis izolat z piva
RIBM 2-62 Lactobacillus brevis izolat z piva
RIBM 2-67 Lactobacillus brevis izolat z piva
RIBM 2-68 Lactobacillus brevis izolat z piva
RIBM 2-69 Lactobacillus brevis izolat z piva
RIBM 2-70 Lactobacillus brevis izolat z piva
RIBM 2-72 Lactobacillus brevis izolat z piva
RIBM 2-78 Lactobacillus brevis izolat z piva
RIBM 2-93 Lactobacillus brevis izolat z piva
RIBM 2-98 Lactobacillus brevis izolat z piva
RIBM 2-101 Lactobacillus brevis izolat z piva
RIBM 2-111 Lactobacillus brevis izolat z piva
RIBM 2-89 Lactobacillus plantarum izolat z piva
RIBM 2-94 Lactobacillus plantarum izolat z piva
RIBM 2-96 Lactobacillus plantarum izolat z piva
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RIBM 2-113 Lactobacillus casei/paracasei izolat z piva
B125 Lactobacillus brevis izolat z masa
B103 Lactobacillus sakeli izolat z masa
B170 Leuconostoc mesenteroides izolat z masa
B171 Leuconostoc mesenteroides izolat z masa
B149 Streptococcus salivarius izolat z masa
B150 Streptococcus salivarius izolat z masa

6.3 Kultivaéni média
Pouzité zivné pudy pro kultivaci mikroorganizmui byly vyrobeny spole¢nosti Merck.

MRS bujén byl ptipraven dle vyrobcem doporucené¢ho davkovani 52,2 g/l, rozlit do zku-

mavek a po uzavieni sterilovan v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 min.

MRS agar pro stanoveni celkového po¢tu mikroorganizmi (BMK) byl pfipraven rozpus-
ténim 52,2 g/l MRS Broth a 15 g/l agaru. Pfipravena ptuda byla sterilovana pii 121 °C po

dobu 15 minut a za aseptickych podminek rozlita do Petriho misek.

Modifikovany MRS bujén pro vyhodnoceni dekarboxylazové aktivity u Lactobacillus
plantarum byl pfipraven rozpusténim 52,2 g/l MRS Broth a dvou aminokyselin (tyrozinu a
argininu). Tyto aminokyseliny byly ptidany v koncentraci 0,3 % (w/v). Pfipravena pida

byla rozlita do zkumavek a po uzavieni sterilovana pii 121 °C po dobu 15 minut.

Modifikovany MRS agar pro stanoveni inhibi¢niho piisobeni protektivnich kultur byl
ptipraven rozpusSténim 52,2 g/l MRS Broth a 28,75 g/l agaru. Piipravena ptda byla sterilo-

vana pii 121 °C po dobu 15 minut a rozlita do Petriho misek.

M17 bujon byl ptripraven dle vyrobcem doporu¢ené¢ho davkovani 42,5 g/1, rozlit do zku-

mavek a po uzavieni sterilovan v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 min.

M17 agar pro stanoveni celkového poctu mikroorganizmii byl pfipraven rozpuSténim
42,5 g/l M17 Broth a 15 g/l agaru. Pfipravena puda byla sterilovana pii 121 °C po dobu

15 minut a asepticky rozlita do Petriho misek.

Modifikovany M17 agar pro stanoveni inhibi¢niho pisobeni protektivnich kultur byl pii-
praven rozpusténim 42,5 g/l MRS Broth a 25 g/l agaru. Pfipravena piida byla sterilovana
pii 121 °C po dobu 15 minut a rozlita do Petriho misek.
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6.4 Metodika experimentu

6.4.1 Agar-well diffusion test

Kultivacni bujony MRS a M17 se zaockovanou kulturou inhibi¢nich ¢i produkénich kme-
nu byly kultivovany za optimdlnich podminek pro zvoleny druh mikroorganizmu (pfi tep-
lot¢ 30 = 1 °C nebo 37 £ 1 °C, an/aerobni prostfedi) 72 hodin. Tyto podminky byly voleny

dle doporuceni poskytovatele kultur.

Produk¢ni kmeny byly po kultivaci nafedény desitkovou fadou az do fedéni 10, Na Petri-
ho misky byla davkovana v mnoZstvi 1 ml dvé fedéni, a to 10° a 10™ nasledn& byla sus-
penze bun¢k prelita sterilni zivnou pidou se zvySenym piidavkem agaru (modifikovany

MRS nebo M17 agar). Po utuhnuti byly do agaru vytvotreny jamky sterilnim nastrojem.

Inokulum vzniklé kultivaci inhibi¢nich kment bylo zcentrifugovano pti 10 000 ot/min,
teploté 15 °C, po dobu 12 minut. Ziskany supernatant byl odpipetovan do ¢istych zkuma-
vek a neutralizovan hydroxidem sodnym (c = 0,25 M) na pH 6+0,02. Takto upraveny su-
pernatant byl v mnozstvi 100 pl davkovan do piislusnych jamek vytvofenych v Petriho

miskach s inhibovanou kulturou. Schéma experimentu je shrnuto na obr. 3.

Kultivace probihala za podminek vhodnych pro inhibovany mikroorganizmus (pfi teploté
30+ 1°Cnebo 37 £ 1 °C, dle doporuceni poskytovatele kultur 24-48 hodin). Kazdy dekar-

boxyldza pozitivni kmen byl otestovan kazdym z 22 inhibi¢nich kmeni.

Vyhodnoceni bylo provedeno méfenim inhibi¢nich z6n a naslednym statistickym zpraco-
vanim pomoci neparametrickych testl, konkrétné Kruskal-Wallisova testu a Wilcoxonova
testu na hladiné vyznamnosti 5 % (P < 0,05). Ke statistickému vyhodnoceni vysledki byl
pouzit software UNISTAT®, verze 6.5.04 (Unistat, Ltd., Londyn, Velka Britanie).
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Kmen produkujici BA Inhibi¢ni kmen
[ Naredén desitkovou fadou ] [ Centrifugace ]
Davkovani 1 ml Uprava supernatantu na
inokula prelivem pH6 £0,02

U

Davkovani 100 pl
supernatantu do jamek

Kultivace za podminek
pro kmen produkujici BA

Obrazek 3: Schéma experimentu agar well-diffusion test

6.4.2 Sledovani kinetiky tvorby biogennich aminu

V experimentalni ¢asti této prace byl sledovan ucinek vybranych vnéjsich faktort (ptida-
vek inhibi¢ni kultury nebo pfislusného supernatantu) na produkci biogennich amind u
kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89. Inhibi¢ni kmeny byly zvoleny Lactococcus
lactis biovar. diacetylactis CCDM 686 a Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM

689. Schéma experimentu je shrnuto na obr. 4.

ZaoCkovanim 7 ml kultivaéniho média MRS s piidavkem 0,3 % (w/v) tyrozinu a argininu
(kazda aminokyselina /AMK/ v uvedené koncentraci), jako prekurzory piislusnych bio-
gennich amind, bylo pfipraveno inokulum, které bylo kultivovano pfi teploté 30 + 1 °C po

dobu 24-48 hodin. Poté bylo pteockovano 100 pl do 7 ml MRS bujont s AMK a kultivo-
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vany pfi stejnych podminkéch a nasledné byl stejny postup za ucelem indukce dekarboxy-

la¢nich enzymii opét opakovan.

Inhibi¢ni kmen byl pfipraven zaoCkovanim piislusné kultury do tekutého kultivacniho mé-
dia M17, které bylo kultivovano pfi teploté 30 + 1 °C 24-48 hodin. Supernatant byl ziskan
odstfedénim inokula pti 10 000 ot/min, teploté 15 °C, po dobu 12 minut.

Experiment byl rozdélen na 2 ¢asti — testovani inhibi¢ni kultury CCDM 686 a CCDM 689
a dale testovani supernatantu od piislusnych kultur. V ¢ase 0 byly vSechny zkumavky
s kultivatnim médiem (7 ml MRS bujonu), které byly analyzovany, zaockovany 100 pl

inokula Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 a kultivovany pii teploté 30 + 1 °C.

Ptidavek inhibi¢ni kultury (v mnozstvi 100 pl) nebo supernatantu (v mnozstvi 500 ul) byl
proveden v ¢asech po 0, 2, 5, 9, 12, 24, 48 a 72 hodinach kultivace. Inhibi¢ni kultura, resp.
supernatant, byla v uvedenych asech vzdy ptidavana do nové sady zkumavek se zaockova-
nym kmenem Lb. plantarum RIBM 2-89 (inokulace v ¢ase 0 hodin) byly testovany dekar-
boxylaza pozitivnim kmenem zaoCkovany vsechny zkumavky, které byly analyzovany.

Schéma experimentu je znazorné€no na obrazku 4.

Odbér vzorkil pro stanoveni poctu mikroorganizmi a vyhodnoceni riistové kiivky bakterii
probihal po 0, 2, 5, 9, 12, 24, 48 a 72 hodinéach kultivace. Odebrané vzorky byly nafedény
desitkovou fadou a v mnozstvi 100 ul o¢kovany na Petriho misky roztérem. Zivné pady
byly kultivovany pii 30 = 1 °C po dobu 47 - 72 hodin. Ziskané vysledky byly pfepoéteny a

vyjadieny jako celkovy pocet mikroorganizma na mililitr (vyjadienych jako log CFU/m).
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Produckni kmen L. plantarum

Bujén MRS + AK 0,3% (w/v) Bujén MRS + AK 0,3% (w/v) Bujon MRS + AK 0,3% (w/v)
kultivace 30 £ 1 °C, 24-48 hodin : kultivace 30 £1 °C, 24-48 hodin : kultivace 30 £1 °C, 24-48 hodin

indukce dekarbaxylaz u

zaockovany L plantarum
Kultivace 30 £1 °C,
24-48 hodin H

Pridavek (v case)
kultury 100 pl NEBO
supernatantu 500 pl

sz V Ease 0 viechny zkumavky
Inhibi¢ni kmen

Cas (hodiny)

— kontrola

inhibiéni

kmen /
supernat
ant

Odbér v ase ke stanoveni
poctu MO a BA

Obrazek 4: Schéma experimentu sledovani kinetiky tvorby BA

(modrou barvou znazornény odbéry u kontrolnich vzorkli bez pfidavku inhibi¢ni latky,
¢ernou odbéry u vzorki, ke kterym byla inhibi¢ni latka ptidana ihned na pocatku experi-
mentu — v case 0, a odstiny $edé vzorky, ke kterym byla inhibi¢ni latka pfidavana v jednot-

livych casovych intervalech).

Odbér vzorkt pro stanoveni biogennich aminti probihal po 0, 2, 5, 9, 12, 24, 48 a 72 hodi-
nach kultivace. Odebrané vzorky byly odstfedény pii 4 600 ot/min, teploté 15 °C, po dobu
15 minut. Ziskany supernatant byl rozdé€len do tfi eppendortkovych zkumavek po 750 ul a
ziedén kyselinou chloristou (c = 1,2 mol/l) v poméru 1:1 (bylo pfidano 750 ul kyseliny).

Pti aplikaci bakteridlni kultury jako pouzité inhibi¢ni latky bylo nutné provést odliSeni
ristu na kultivaénim médiu a stanoveni poctu jednotlivych mikroorganizmii (rod Lacto-
bacillus a Lactococcus). Z tohoto divodu byla provedena cilena modifikace kultivaénich
pud (uvedeno v tab. 6). Stanoveni po¢tu Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM
686 a Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 689 bylo ziskano odeétenim poctu

narostlych kolonii na pidé MRS od poctu kolonii na pidé M17.
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Tabulka 6: Pouzité kultiva¢ni ptidy pro stanoveni po¢tu mikroorganizmui

Inhibi¢ni Pouzita Kultivace Modifikace pudy pH
latka puda pudy
supernatant MRS Lb. plantarum RIBM 2- - 5,7+0,2
89
kultura MRS Lb. plantarum RIBM 2- | snizeni pH (NaOH, c= 0,25 | 4,5+0,2
89 M), ptidavek agaru 20 g/l
M17 Lb. plantarum RIBM 2- - 7,2+0,2
89, L. lactis CCDM 689

6.4.2.1 Stanoveni produkce biogennich amini
Vzorky byly upraveny dle nidvodu dostupného v laboratoti Ustavu technologie potravin:

K upravenym vzorkiim bylo ptidano 100 pl 1,7-heptandiaminu (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) v koncentraci 500 mg/I jako interniho standardu. Z této smési byl odpipetovan 1 ml
do derivatizacni nadobky. Do vzorkii v derivatizacnich nddobkéch bylo pfidano 1,5 ml
uhli-¢itanového pufru s pH 11,0 — 11,1 a 2 ml Cerstvé pfipraveného roztoku danzylchloridu
o koncentraci 5 g/l v acetonu (Merck). Derivatizacni nadobky byly dobie uzavieny a dany
ttepat 20 hodin v temnu. Nésledné bylo do kazdého vzorku ptfidano 200 pl roztoku prolinu
(Sigma-Aldrich) ¢imz se zastavila derivatizaéni reakce. Smés s prolinem se tiepala dalsi
hodinu. Danzylderivaty byly extrahovany ru¢nim vytfepanim (3 minuty) do 3 ml heptanu
(Sigma-Aldrich). Poté byl z derivatiza¢nich nadobek do vialek odpipetovan 1 ml heptano-
vé vrstvy a odpaten do sucha pfi teploté 60 + 2 °C pod proudem dusiku. Suchy odparek byl
zfedén 1,5 ml acetonitrilu (Sigma-Aldrich) a vzorky byly uchovavany do doby analyzy v

mrazicim zafizeni pfi teplotach pod -18 °C.

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

nou Vv tabulce 7.

Vysledky byly vyhodnoceny pomoci softwaru CLARITY. Byla stanovena produkce tyra-

minu a sperminu. Vyhodnoceni bylo provedeno méfenim inhibi¢nich zoén a naslednym
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statistickym zpracovanim pomoci neparametrickych testi, konkrétné Kruskal-Wallisova
testu a Wilcoxonova testu na hladiné vyznamnosti 5 % (P < 0,05). Ke statistickému vy-
hodnoceni vysledkt byl pouzit software UNISTAT®, verze 6.5.04 (Unistat, Ltd., Londyn,
Velka Britanie).

Tabulka 7: Gradientovy elu¢ni program HPLC

Cas [min] | 10% acetonitril [%)] | 100% acetonitril [%]
0,0 41 59
0,1 41 59
19 37 63
3,5 18 82
4,0 0 100
9,5 0 100
115 41 59
15,5 41 59
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Inhibi¢ni piisobeni protektivnich kultur na vybrané BMK produku-
jici biogenni aminy

Prvni faze experimentu spocivala v provedeni monitoringu 53 kmenti bakterii mlééného

kvaseni rizného piivodu produkujici biogenni aminy vii¢i inhibiénimu plsobeni 22 sbirko-

vych kmenti bakterii mlé¢ného kvaseni produkujici bakteriociny.

V nasledujicich tabulkach (tab. 8 - 13) jsou shrnuty ziskané vysledky velikosti inhibi¢nich
z6n. Uvedené vysledky jsou primérnou hodnotou velikosti inhibi¢ni zony na Petriho misce

pti pouziti agar well-diffusion test (difizni jamkova metoda).

Tabulka 8: Velikost inhibi¢nich zén (v mm) na sbirkové kmeny BMK

Protektivni Produkéni kmeny (sbirkové kmeny CCDM¥*)
kultury
*53 | *48 | *641 | *824 | *946 | *1004 | *364 | *224

CCDM945| 0 2,75 O 0 0 0 3 0
CCDM79 | O 0 0 0 0 0 0 0
CCDM 149 | 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM377| 0 1 |125] O 0 0 0 0
CCDM 340 | O 0 0 0 0 0 0 0
CCDM214| 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM?215| 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM62 | O 0 0 0 0 0 0 0
CCDM82 | 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM125| 0 0 0 0 2 0 2,5 0
CCDM670| O 0 0 0 0 0 4,5 0
CCDM 686 | 0 0 0 0 0 0 3,5 0
CCDM689 | 0 0 0 0 0 0 4,5 0
CCDM695 | 0 0 0 0 0 0 425 0
CCDM698 | 0 0 0 0 0 0 3,5 0
CCDM731| 0O 0 0 0 0 0 2,5 0
CCDM71 | O 0 0 0 0 0 3,5 0
CCDM414| 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM 418 | 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM416| 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM702| 0 0 0 0 0 0 3,5 0
CCDM&671| O 0 0 0 0 0 1,75 0

* Dekarboxylaza pozitivni kmeny ziskané ze sbirky Laktoflora (CCDM, stejné oznaceni

jako v tabulce 5)
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Z tabulky ¢islo 8 je na prvni pohled patrné, ze kmeny E. durans (CCDM 53), S. thermophi-
lus (CCDM 224) a L. lactis subsp. lactis (CCDM 1004) vykazuji zcela nulovou citlivost
vuci pusobeni inhibi¢nich kultur. Naopak kmen B016 Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
(CCDM 364), ktery je soucasti jogurtové kultury a potencionalni produkce tyraminu, vy-
kazoval znacnou citlivost obzvlasté vii¢i nékterym inhibi¢nim kmentim produkujici nisin.
U tohoto kmene byly naméfeny nejvétsi inhibi¢ni zony. U kment L. lactis subsp. lactis
(CCDM 48 a CCDM 141) byla prokazana inhibi¢ni aktivita pouze u pouzité protektivni
kultury CCDM 377 a v piipadé CCDM 945 pouze u kmene L. lactis subsp. lactis CCDM
48 (P>0,05). U kmenup L. lactis subsp. cremoris CCDM 824 a CCDM 946 byl shledan
statisticky nevyznamny rozdil (P>0,05) pfi pouziti inhibi¢ni kultury CCDM 125.
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Tabulka 9: Velikost inhibi¢nich zén (v mm) na vybrané¢ kmeny BMK izolované ze syrt

Protektivni Produk¢ni kmeny (izolaty ze syri)

kmeny T2 | T3 | T8 | T15|T19 | T20 | T24 | T36 | T37 | T4l
CCDM 945 | 2 2 |35 2 0 O |45 35|35 4
CCDM79 | O 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM149 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM377 15| 2 (15|15 | O 0 1 15115 |15
CCDM340| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM214 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM215| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM62 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM82 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM 125 | 2 3 0 3 0 0 4 3 4 0
CCDM&670 | 45 | 5 4 4 0 0O |45 | 4 4 4
CCDM 686 | 4 4 125135 0 0 1 (0,75 3 2
CCDM689 | 4 |3,75| 3 3 0 0 |275 35| 25| 3
CCDM 695 [3,75|325| 4 | 35| O 0O |15 2 | 25|35
CCDM 698 | 3,5 | 4,25 3 0 0 | 25| 2 | 25|35
CCDM731| 45| 5 |25] 5 0 0 | 35125|125| 4
CCDM 71 5 | 5535 5 0 0 4 (125| 15 |45
CCDM414 | O 0 |05] O 0 0O |05 O 0 | 15
CCDM 418 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM 416 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM702 | 25| 3 |25] 3 0 0 3 11,25 15| 4
CCDM671 | 1 2 15| 2 0 0 2 1025 0 |35
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Tabulka 10: Velikost inhibi¢nich zén (v mm) na vybrané kmeny BMK izolované ze syru

Protektivni Produk¢ni kmeny (izolaty ze syrt)
kmeny T43 | T50 | T51 | T52 | T63 | Al-3 | Al-7 | AIV-7 | AIV-11 | AIV-13

CCDM945| 0 2 2 2 1 |275] 25 0 2,5 2
CCDMT79 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM149 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCODM 377 | 1 0 0 0 0 1 1 2 1 0
CCDM340| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM214| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM215| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM62 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM82 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM125| O 2 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM 670 | O 0 0 0 0 4 35 | 4,75 4,75 4,75
CCDM 686 | O 0 0 0 0 2 |4,75| 45 4,5 5,5
CCDM689 | O 0 0 0 0 3 2,5 4 5,5 5,5
CCDM695 | 0 0 0 0 0 3 4 2,75 5 4,5
CCDM 698 | O 0 0 0 0 [ 35| 45| 425 5,5 5,25
CCDM731| O 0 0 0 0 4 55 | 475 5 4
CCDM71 | O 0 0 0 0 | 45 6 5 55 4
CCDM414 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM 418 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM416| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM702| O 0 0 0 0 | 45 6 55 6 4,5
CCDM&671| O 0 0 0 0 3 45 | 3,75 3,5 3,25

Vsechny produkéni kmeny BMK izolovanych ze syri nevykazovaly citlivost vici protek-
tivnim kulturam CCDM 79, 149, 340, 214, 215, 62 a 82. Rod Enterococcus (T19, T20,
T43) nebyl citlivy na psobeni inhibi¢nich kultur, pouze v piipadé E. faecalis (T43) byla
zaznamenana citlivost vii¢i CCDM 377, avSak naméfena zéna byla pouze 1 mm a tento
vysledek nebyl statisticky vyznamny (P>0,05). Nejvétsi namétené inhibi¢ni zony byly za-
znamenany u druhti rodu Lactobacillus, a to zejména v ptipad¢ testovani inhibi¢nich kultur
CCDM 670, 686, 689, 695, 698, 731, 71. Nejvétsi nameéfena zona byla zaznamenana u
kmene Lb. plantarum Al-7 viéi pisobeni CCDM 71 a 702 (L. lactis subsp. lactis) ve veli-
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kosti 6 mm (P<0,05), coz lze povazovat za statisticky vyznamny rozdil. Kmeny Lb. curva-
tus vykazovaly podobnou citlivost vic¢i ptisobeni protektivnich kultur, drobné rozdily ve
velikosti inhibi¢nich zén byly zaznamendny u kmene T8 a T41 na plsobeni CCDM 414
(P>0,05).

Tabulka 11: Velikost inhibi¢nich zon v milimetrech na vybrané kmeny BMK

izolované z piva

Protektivni Produkéni kmeny (izolaty z piva — RIBM*)

kmeny *2-16 | 2-20 | 2-33 | 2-50 | 2-62 | 2-67 | 2-68 | 2-69 | 2-70 | 2-72
CCDM 945 | 35 3 1225 3 3 1225| 0 3 3 3
CCDM 79 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM 149 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM 377 | 1,715 | 15 | 15 1 1 2 1225] 15 1 1,5
CCDM 340 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM 214 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM215| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM 62 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM 82 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM125| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ccbMe70| 25 (35 (135| 3 [37535 35|35 |35 | 4
CCDM 686 | 2,5 3 135 3 | 35|35 |25 ] 35375375

CCDM 689 | 2,75 | 325|425 | 4 4 |375| 35 |3,75|3,75|3,75

CCDMG695 | 25 | 25 3 |275| 3 |275]225] 25 |275| 3

CCDM 698 | 3 3 4 |35 | 4 3 3 35| 3 3,5

CCDM 731 | 45 | 45 [475] 5 5 4,5 4 45 | 4,25

CCDM 71 5 5,5 4 S |4,75|475| 45 | 45 | 45

CCDM 418 0 0 0 0 0 0 0 0

5
5
CCDM 414 | 35 4 0 0 0 0 0 0 0
0
0

CCDM 416 | O 0 0 0 0 0 0 0

0
0
0
3

CCDM 702 | 4 4,5 325|525| 25 | 35 4 | 3,75 | 4,25

CCDM 671 3 4 2,5 3 4 2 2 3 3 4

* Dekarboxylaza pozitivni kmeny ziskané z Vyzkumného ustavu pivovarského a sladaf-

ského v praze (RIBM; stejné oznaceni jako v tabulce 5).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 57

Tabulka 12: Velikost inhibi¢nich zén (v mm) na vybrané kmeny BMK

izolované z piva

Protektivni Produkéni kmeny (izolaty z piva — RIBM*)
kmeny *2-78 | 2-93 | 2-98 | 2-101 | 2-111 | 2-89 | 2-94 | 2-96 | 2-113

CCDM 945 | 2 3 275 3 25 [325| 3 |325| 2,75

CCDM 79 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM 149 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM 377 2 2,5 2 2 3 15115 | 15 1
CCDM 340 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM214| © 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM 215 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM 62 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM 82 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM 125 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM 670 | 45 3 2,5 | 0,75 4 2 2,5 | 0,75 1
CCDM 686 | 3,5 3 |275| 15 1,5 3 2 | 125|175
CCDM 689 | 4 35 (275 25 | 1,15 | 25 2 2 2
CCDM695 | 35 | 35 | 25| 25 3 2,5 2,25 225 3
CCDM 698 | 4 3 2 2,5 3 3 15 | 2,75 2
CCDM 731 | 4 55 (325 4 4,75 | 425 | 2,5 | 475 4
CCDM 71 4 6,25 | 3,25 4 45 | 45 |275| 5 4
CCDM 414 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM 418 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM 416 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCDM 702 | 35 5 [225] 35 4,5 4 1225 |4,75| 3,75

CCDM&671| 225 | 45 | 15 | 1,25 | 25 |225|125| 3 3

* Dekarboxylaza pozitivni kmeny ziskané z Vyzkumného ustavu pivovarského a sladaf-

ského v praze (RIBM; stejné oznaceni jako v tabulce 5).

U kmend izolovanych z piva nebyl zaznamenan zadny inhibi¢ni efekt u protektivnich kul-
tur CCDM 79, 149, 340, 214, 215, 62, 82, 414, 418 a 416. Obecn¢ lIze fici, ze vSechny iz0-
laty z piva vykazuji vétsi citlivost viici protektivnim kulturam z rodu Lactococcus nez vuci
Lactobacillus. Nejvétsi inhibi¢ni zony byly pozorovany u protektivni CCDM 71 (L. lactis
ssp. lactis), konkrétné u Lb. brevis RIBM 2-93 o velikosti 6,25 mm, coz lze povaZovat za

statisticky vyznamny rozdil (P<0,05).
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Tabulka 13: Velikost inhibi¢nich zéon (v mm) na vybrané

kmeny BMK izolované z masa

Protektivni Produkéni kmeny (izolaty z masa)

kmeny B125 | B103 | B170 | B171 | B149 | B150

CCDM 945 | 0 3 0 0 0,5 1,5

CCDM 702 | 45 2,5

CCDM 79 0 0 0 0 0 0
CCDM 149 | O 0 0 0 0 0
CCDM 377 | 1 2 0 0 0 0
CCDM 340 | O 0 0 0 0 0
CCDM214| 0 0 0 0 0 0
CCDM215| O 0 0 0 0 0
CCDM 62 0 0 0 0 0 0
CCDM 82 0 0 0 0 0 0
CCDM125| O 0 0 0 0 0
CCDM 670 | 5,5 4 0 0 0 0
CCDM686 | 45 | 35 0 0 0 0
CCDM 689 | 55 3 0 0 0 0
CCDMG695 | 55 | 25 0 0 0 0
CCDM 698 | 5,5 3 0 0 0 0
CCDM731| 25 | 35 0 0 0 0
CCDM 71 3 4 0 0 0 0
CCDM 414 | 25 1,5 0 0 0 0
CCDM 418 | O 0 0 0 0 0
CCDM416| 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0

0 0 0 0

CCDM671 | 15 2,5

Z tabulky ¢. 13 je na prvni pohled ziejmé, ze kmeny Leuc. mesenteroides B 170 a B171
nebyly citlivé na inhibi¢ni pasobeni vic¢i Zzadné z pouZitych protektivnich kultur. Kmeny
Streptococcus salivarius B149 a B150 vykazovaly citlivost pouze proti CCDM 945, a ac-
koliv rozdil ve velikosti inhibi¢ni zoény €inil 1 mm, neni tento vysledek povazovan za sta-
tisticky vyznamny (P>0,05). Kmeny B125 a B103, nalezici do rodu Lactobacillus byly
nejcitlivéjsi vici inhibiénim kulturam z rodu Lactococcus (CCDM 670, — 414, CCDM 702
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a CCDM 671). Kmeny B125 a B103 vykazovaly citlivost vuci stejnym inhibiénim kultu-
ram (rozdil zaznamenan pouze u CCDM 945), avsak ziskané vysledky se lisily ve velikosti
inhibi¢nich zo6n, které poukdazaly na statisticky vyznamné rozdily ve velikosti inhibi¢niho

G&inku (P<0,05).

7.2 Sledovani kinetiky produkce biogennich amini za zvySujiciho se

pridavku antimikrobiilniho kmene ¢i jeho metabolitii

U kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 byla béhem kultivace monitorovana Kineti-
ka produkce biogennich aminli Vv zavislosti na ptfidavku inhibi¢ni kultury Lactococcus
lactis biovar. diacetylactis CCDM 686 a Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM
689, Ci prislusnych supernatantd (metaboliti) danych kultur, a to v riznych ¢asovych in-
tervalech (0, 2, 5, 9, 12, 24, 48 a 72 hodin od poc¢atku kultivace produkéniho kmene) pii
teplot¢ 30 = 1 °C. Kontrolni vzorky byly kultivovany bez ptfidavku inhibi¢ni kultury ¢i
supernatantu. Biogenni aminy tryptamin, fenyletylamin, putrescin, kadaverin, histamin a
spermidin nebyly detekovany. Soucasné se stanovenim biogennich amind byl sledovan i
celkovy pocet mikroorganizmii v konkrétnim c¢ase odbéri vzorkl. Cely experiment byl
realizovan tak, ze se soubézné provadely veskeré pokusy s pouZzitim inhibi¢niho superna-
tantu a v druhé fazi inhibi¢ni kultury, tudiZ mohla byt pouzita jen jedna série kontrolnich

vzorkll pro dany inhibiéni ¢initel (bez pfidavku inhibi¢ni latky).

7.2.1 Produkce sperminu kmenem Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 za piidavku
inhibi¢ni kultury nebo supernatantu Lactococcus lactis CCDM 686

Béhem kultivace Lb. plantarum doslo k navySeni mnozstvi vyprodukovaného sperminu
(viz obrazek 5). U kontrolniho vzorku se béhem 72 hodin obsah zvysil jen nepatrné
(P>0,05) z ptivodni hodnoty 108,1 mg/l na kone¢nou hodnotu 109,8 mg/l. Ptidavek inhi-
bi¢ni kultury CCDM 686 mél takika zanedbatelny vliv na produkci sperminu (P>0,05).
Rozdil byl zaznamenan pouze v ¢ase 5 hodin (P>0,05), kdy kontrolni vzorek obsahoval
125,0 mg/l sperminu a vzorek s pridavkem inhibi¢ni kultury 141,4 mg/l a v ¢ase 24 hodin
kdy doslo ke snizeni mnozstvi vyprodukované¢ho sperminu (P>0,05) na 87,5 mg/l oproti
kontrolnimu vzorku 120,7 mg/l. Po ptidavku inhibi¢niho supernatantu ptislusné kultury byl
obsah sperminu na zacatku kultivace 48,5 mg/l a po 72 hodinach 80,17 mg/l (P<0,05).
Nejvetsi inhibicni efekt byl zaznamendn v ¢ase 5 hodin (P<0,05), kdy obsah sperminu ¢inil

61,7 mg/l oproti kontrolnimu vzorku 125,0 mg/l. Z obrazku je na prvni pohled zfejmé, Ze
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supernatant mé¢l vyznamny inhibi¢ni efekt pfedev§im v prvnich 9 hodinach kultivace

(P<0,05).
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Obrazek 5: Vliv ptidavku Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 686 v case 0

hodin na produkci sperminu u kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89
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Obrazek 6: Vliv ptidavku Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 686 v case 2

hodiny na produkci sperminu u kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89

Z grafu na obrazku 6 je na prvni pohled zfejmé, Ze piidavek inhibi¢niho supernatantu

CCDM 686 mél efekt na produkci sperminu, statisticky vyznamny rozdil ve snizeni pro-
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dukce nastal v ¢ase 9, 12, 24, 48 a 72 hodin (P<0,05). Oproti kontrolnimu vzorku doslo po
ptidavku supernatantu po 2 hodinach kultivace ke snizeni z pivodnich 113,3 mg/l na
84,5 mg/l, tedy o0 24,1 % (P>0,05). Po 72 hodinach ¢inil rozdil 69,8 % z pivodnich 109,8
mg/l na 33,2 mg/l. Naopak po ptidavku inhibi¢ni kultury doslo ke zvySeni mnozstvi sper-
minu, obzvlasté v prvnich 12 hodindch. Béhem dalsi kultivace se mnozstvi sperminu vy-
znamn¢ neménilo, oproti mnozstvi detekované v ¢ase 9 hodin, a po 72 hodinach byl obsah

oproti kontrolnimu vzorku navysen o 39,1 % na 152,7 mg/l (P<0,05).
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Obrazek 7: Vliv piidavku Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 686 v ¢ase 9

hodin na produkci sperminu u kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89

Pfidavek inhibi¢ni kultury (P>0,05) i supernatantu (P<0,05) v ¢ase 9 hodin m¢l inhibi¢ni
vliv na produkci sperminu (viz obrazek 7) ve srovnani s kontrolou. Po pfidavku superna-
tantu v ¢ase 9 hodin doslo ke snizeni vyprodukovaného sperminu na 13,6 mg/l, coz pied-
stavuje redukci o 87,5 %. V dalsim odbérovém c¢ase 12 hodin bylo zaznamenano mirné
navys$eni mnozstvi sperminu na 20,2 mg/l (P<0,05), ale posléze doslo opét ke snizeni jeho
obsahu a po zbyvajici ¢as kultivace se jeho obsah vyznamné neménil oproti prvni deteko-
vané hodnoté v ¢ase 9 hodin. Redukéni vliv na mnozstvi vyprodukovaného sperminu mél
taktéZ ptidavek inhibi¢ni kultury a to ve vSech odbérnych Casech. Nejvétsi rozdil byl za-
znamenan v ¢ase 9 hodin, a to snizeni na 86,5 mg/l, coZ ptedstavuje rozdil oproti kontrolni
hodnoté 20,2 % (P<0,05). V dalsich odbérnych ¢asech bylo zaznamenano mirné navyseni

mnozstvi a v ¢ase 72 hodin byl obsah oproti kontrolnimu vzorku snizen o 3,3 % (P>0,05).
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Ziskané vysledky po pfidavku inhibi¢ni kultury Lactococcus lactis biovar. diacetylactis
CCDM 686 nebo prislusného supernatantu jsou v souladu s poctem mikroorganizmt a
rastovou kiivkou (viz pfiloha 1) z které je viditelné, Zze ptidavek inhibi¢niho initele ma
pfimy vliv na sniZzeni po¢tu produk¢niho kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 a tim

padem i na obsah vyprodukovaného sperminu.

7.2.2 Produkce sperminu kmenem Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 za pridavku

inhibi¢ni kultury nebo supernatantu Lactococcus lactis CCDM 689

Na obréazku 8 lze pozorovat, ze u kontrolniho vzorku rostlo mnozstvi vyprodukovaného
sperminu Vv prvnich 5 hodinach (P<0,05). Nejvyssi detekované mnozstvi u kontroly bylo
zaznamenano v ¢ase 5 hodin a to 125,0 mg/l. Pfidavek inhibi¢niho supernatantu mél vliv
na snizeni v ¢asech 0, 2, 5, 24, 48 a 72 hodin. V ¢asech 9 a 12 hodin doslo po pridavku
supernatantu naopak k mirnému navyseni mnozstvi (P>0,05) vyprodukovaného sperminu o
3,2 % (9 hodin) a 2,4 % (12 hodin). V case 72 hodin bylo zaznamenano vyznamné snizeni
vyprodukovaného sperminu (P<0,05) na mnozstvi 75,7 mg/l coz odpovidd snizeni o
31,0 %. Po ptidavku inhibi¢ni kultury doslo v ¢asech 0 a 12 hodin k vyznamnému navyse-
ni mnozstvi sperminu (P<0,05). Nejvétsi inhibicni efekt byl zaznamenan v ¢ase 24 hodin,
kdy bylo detekovano 105,4 mg/l coz ptedstavuje redukci 0 12,7 % (P>0,05). V case

48 hodin bylo mnoZstvi sperminu s kontrolou takika totoZné.
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Obrazek 8: Vliv pridavku Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 689 v case 0

hodin na produkci sperminu u kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89
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Obrazek 9: Vliv piidavku Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 689 v ¢ase 5

hodin na produkci sperminu u kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89

Na obrazku 9 lze pozorovat, ze ptidavek supernatantu mél redukéni vliv na mnozstvi vy-
produkovaného sperminu. Ackoliv v ¢ase 9 hodin doslo k navySeni ve srovnéani s piidav-
kem v ¢ase 5 hodin (P<0,05), a to z 62,0 mg/l na 75,2 mg/l (0 17,6 %), v dalSich hodinach
mél jiz ptidavek vyznamny inhibi¢ni efekt (P<0,05). K prudkému poklesu doslo po ptidav-
ku po 12 hodinach, kdy se obsah snizil na 30,0 mg/l, coz ptfedstavuje redukci o 60,1 %
(oproti vzorku po ptridavku v ¢ase 5 hodin) a kone¢né mnozZstvi v ¢ase 72 hodin ¢inilo
14,8 mg/l, redukce oproti kontrole 86,5 % (P<0,05). Piidavek inhibi¢ni kultury v Zadném
case nevedl ke sniZeni mnoZstvi vyprodukovaného sperminu. Ve vSech piipadech doslo
naopak ke zvyseni jeho obsahu, kdy nejvétsi rozdil (P<0,05) byl pozorovan v ¢ase 48 ho-
din, kontrolni hodnota byla 110,5 mg/l a po piidavku kultury 144,9 mg/l (navyseni o
31,1 %). V Case 72 hodin byl obsah sperminu nejnizsi, a to 114,9 mg/l (ve srovnani po

pridavku inhibi¢ni kultury).
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Obrazek 10: Vliv pfidavku Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 689 v ¢ase 9
hodin na produkci sperminu u kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89

Na obrazku 10 je ziejmé, Ze inhibiéni vliv na produkci sperminu u kmene Lactobacillus
plantarum RIBM 2-89 byl zaznamenan po piidavku supernatantu i kultury a to ve vsech
Casech. Supernatant snizil obsah z 108,4 mg/l na 4,9 mg/l (oproti kontrole 0 95,5 %) v Case
9 hodin (P<0,05), na konci kultivace v ¢ase 72 hodin doslo k redukci (P<0,05)
z kontrolnich 109,8 mg/l na 7,1 mg/l, tedy o 93,6 %. Po ptidavku kultury byl taktéz za-
znamenan inhibi¢ni efekt, ktery vSak byl mén¢ patrny. Nicméné v ¢ase 9 hodin doslo ke
snizeni (P>0,05) oproti kontrole na 98,2 mg/l (redukce o 9,5 %) a v ¢ase 72 hodin na
96,8 mg/l (redukce 0 11,9 %). V case 48 hodin byl detekovan nejvyssi obsah sperminu ve
srovnani s jednotlivymi ptidavky v €ase u supernatantu v mnozstvi 7,2 mg/l a u inhibi¢ni

kultury 98,7 mg/l.

Vysledky kinetiky tvorby BA maji pfimou souvislost s poc¢tem Zivotaschopnych bun&k
produkéniho kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89. Z rtstovych kiivek (viz priloha
2) je patrné, ze po ptidavku inhibi¢ni kultury Lactococcus lactis biovar. diacetylactis
CCDM 689 nebo ptislusného supernatantu dochazi ke snizeni poctu Lb. plantarum RIBM

2-89a tim padem i ke sniZzeni produkce sperminu.
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7.2.3 Produkce tyraminu kmenem Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 za pridavku

inhibi¢ni kultury nebo supernatantu Lactococcus lactis CCDM 686

Na obrazku 11 je mozné sledovat vyvoj mnozstvi vyprodukovaného tyraminu po piidavku
inhibi¢niho Cinitele v ¢ase. U kontrolnich vzorka doslo k trvalému navySovani mnozstvi
tyraminu v ¢ase. Na prvni pohled je zfejmé, ze pridavek inhibi¢ni kultury mél vyznamny
vliv na redukci tyraminu (P<0,05), a to v ¢asech 0, 2, 9, 24, 48 a 72 hodin. Oproti kontrole
doslo po pridavku inhibi¢ni kultury k redukci mnozstvi vyprodukovaného tyraminu a to ve
vSech detekovanych Casech. Nejpatrnéjsi byl rozdil v mnozstvi tyraminu oproti kontrole
Vv ¢ase 72 hodin, kdy se mnozstvi snizilo z 130,7 mg/l na 14,6 mg/l, coz ptedstavuje reduk-
ci o0 88,8 %. Nejvyssi mnoZstvi tyraminu 22,4 mg/l bylo zaznamendno v ¢ase 48 hodin ve
srovnani s ostatnimi pfidavky inhibi¢ni kultury. Pfidavek inhibi¢niho supernatantu neme¢l
vyrazny efekt na snizeni produkce tyraminu. Pfidavek v ¢asech 0, 2, 9 a 24 hodin ved]l
K nepatrnému sniZeni jeho mnozstvi (P>0,05), v fadu jednotek, a naopak v ¢asech ptidavku
5, 12,48 a 72 hodin vedl ke zvySeni obsahu. Kone¢na hodnota v ¢ase 72 hodin byla oproti
kontrole vyssi o 4,6 % (P>0,05).
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Obrazek 11: Vliv ptidavku Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 686 v case 0

hodin na produkci tyraminu u kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89
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Obrazek 12: Vliv pfidavku Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 686 v ¢ase 9

hodin na produkci tyraminu u kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89

Na obrazku 12 je pozorovatelné, ze ptidavek inhibi¢ni kultury mél ve vSech Casech ziejmy

redukéni efekt (P<0,05) na mnozstvi vyprodukovaného tyraminu ve srovnani s kontrolnimi

vzorky. V ¢ase 12 hodin bylo detekovano nejvyssi zaznamenané mnozstvi ve vzorcich

S navySujicim se pfidavkem inhibi¢ni kultury, a to 26,5 mg/l, coz ale i pfesto vedlo

k redukci oproti kontrolnim vzorkim o 62,0 % (P<0,05). V ¢asech 9, 24, 48 a 72 hodin

nepiekrocilo mnoZzstvi tyraminu hodnotu 13,5 mg/l. Inhibi¢ni efekt supernatantu na mnoz-

stvi tyraminu oproti kontrolnim vzorkim byl zaznamenan (P>0,05) v ¢asech 9, 24 a

48 hodin. V ¢ase 12 hodin bylo mnozstvi tyraminu ve stejném mnozstvi jako u kontroly, a

to 69,6 mg/l. V case 72 hodin naopak doslo k navyseni mnozstvi (P<0,05) na 142,4 mg/l

coz predstavuje rozdil 9,0 %.
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Obrazek 13: Vliv piidavku Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 686 v ¢ase 12

hodin na produkci tyraminu u kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89

Ptidavek inhibi¢ni kultury mél ve v§ech monitorovanych ¢asech vliv na mnozstvi vypro-
dukovaného tyraminu ve srovnani s kontrolou (obrazek 13). V ¢ase 12 hodin bylo zazna-
menano mnozstvi 19,9 mg/l, v ¢ase 24 a 48 hodin doslo ke snizeni mnozstvi (P<0,05).
V Case 72 hodin byl obsah tyraminu nejvyssi 28,0 mg/l, ale zaroven v tomto Case byl za-
znamenana taktéz nejvétsi redukce 78,6 % oproti kontrolnimu vzorku (P<0,05). Po piidav-
ku inhibi¢niho supernatantu doslo v ¢ase 12 hodin k navySeni mnozstvi (P>0,05) oproti
kontrolnimu vzorku na 85,1 mg/l, ale v dalSich ¢asech mél ptidavek jiz redukéni vliv. Ko-

ne¢na hodnota v ¢ase 72 hodin byla o 28 % nizsi nez v kontrolnim vzorku (P>0,05).

Dosazené vysledky po pfidavku inhibi¢ni kultury Lactococcus lactis biovar. diacetylactis
CCDM 686 nebo piislusného supernatantu jsou v korelaci s po¢tem mikroorganizmii a
ristovou ktivkou kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 (viz ptiloha 1), z které je
patrné, ze ve srovnani s kontrolou byly po¢ty mikroorganizmi nizsi v obou ptipadech (po

ptridavku kultury nebo supernatantu).
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7.2.4 Produkce tyraminu kmenem Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 za pridavku

inhibi¢ni kultury nebo supernatantu Lactococcus lactis CCDM 689

Z obrazku 14 je patrné, ze po piidavku inhibi¢ni kultury doslo u kmene Lactobacillus plan-
tarum RIBM 2-89 ke snizeni vyprodukovaného tyraminu oproti srovnani s kontrolou ve
vSech ptipadech. V pocatecnich ptidavcich obsah tyraminu mirn€ stoupal a v ¢ase 9 hodin
byla detekovana nejvyssi hodnota tyraminu 23,2 mg/l. V dalsich ¢asech ptidavku jeho ob-
sah jiz postupné klesal a v kone¢ném ¢ase 72 hodin bylo zaznamenano mnozstvi 12,7 mg/1
coz predstavuje redukci (P<0,05) oproti kontrole 90,3 %. Po ptidavku supernatantu doslo
v ¢asech 0, 2 a 5 hodin k navySeni obsahu tyraminu, ale pozd¢jsi piidavky mély jiz inhibu-
jici efekt. Nejvyssi hodnota byla zaznamendna v ¢ase 72 hodin a to 105,6 mg/l. Nejvétsi

redukce 0 39,1 % byla v ¢ase 48 hodin (P>0,05).
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Obrazek 14: Vliv ptidavku Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 689 v ¢ase 0
hodin na produkci tyraminu u kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 69

140

120

100

80 |
*
60

L 2
|

# Kontrola

* B B Supernatant
40 L]

20 W4

0 T T T T T T T 1
0] 10 20 30 40 50 60 70 80

Kultura

Mnozstvi tyraminu [mg/1]

Cas [hodiny]

Obrazek 15: Vliv pfidavku Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 689 v ¢ase 2
hodiny na produkci tyraminu u kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89

Z obrazku 15 je ziejmé, ze ptidavek inhibi¢ni kultury mél vyznamny vliv (P<0,05) na sni-
zeni produkce tyraminu. K nejvétsi redukcei dochazelo s pozdé€jsimi ptidavky a to konkrét-
né v Casech 12, 24, 48 a 72 hodin. V ¢ase 2 a 5 hodin, nebyl pfidavek na inhibi¢ni aktivitu
prili§ patrny, pfesto vSak sniZzeni mnozstvi vyprodukovaného sperminu bylo statisticky
vyznamné (P<0,05). V ¢ase 72 hodin byl zaznamenan nejvétsi efekt (P<0,05) na snizeni
vyprodukovaného mnozstvi tyraminu ve srovnani s kontrolou, a to na 14,0 mg/l, coz pied-
stavuje redukci o 89,3 %. Naopak ptidavek supernatantu v ¢ase 12 hodin vedl ke zvySeni
mnozstvi vyprodukovaného tyraminu o 12,4 %. S pozdé€jsim piidavkem (Cas 24, 48 a
72 hodin) byl jiz patrny inhibi¢ni efekt ve srovnani s kontrolou. Vyznamnéjsi redukce byla
zaznamenana v ¢ase 24 hodin (P<0,05) na hodnotu 45,7 mg/l a v ¢ase 72 hodin na hodnotu
94,4 mgl/l.
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Obrazek 16: Vliv piidavku Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 689 v ¢ase 24

hodin na produkci tyraminu u kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89

Na obrazku 16 Ize pozorovat viditelny rozdil v mnozstvi vyprodukovaného tyraminu po
pfidavku inhibi¢ni kultury. Ve vSech cCasech doslo k vyznamnému snizeni produkce
(P<0,05) tohoto biogenniho aminu. Nejvyssi detekované mnozstvi nepiesahlo hodnotu
11,6 mg/l v ¢ase 24 hodin. Nejvétsi inhibi¢ni efekt je pozorovatelny v Case piidavku
72 hodin (P<0,05), kdy z puvodni kontrolni hodnoty 130,7 mg/l doslo k redukci na
10,8 mg/l coz predstavuje sniZzeni mnozstvi o 91,7 %. Pfidavek inhibi¢niho supernatantu
neni na prvni pohled tak patrny. V ¢ase 24 hodin doslo naopak k mirnému navySeni vypro-
dukovaného mnozstvi (P>0,05) 0 8,4 %, ale v pozd&jsich Casech byla jiz zaznamenana
inhibi¢ni aktivita. Nejvy$si naméfend hodnota 97,6 mg/l v €ase 72 hodin, pfedstavovala

zaroven i nejvétsi redukei (P>0,05) a to 0 25,3 %.

Souhrnné 1ze konstatovat, ze naméfené vysledky jsou v souvislosti s poctem mikroorgani-
zmu a s uvedenou rustovou kiivkou (viz ptiloha 2). Lze pozorovat, Ze po pfidavku inhibic-
ni kultury Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 689 dochazi k inhibici rastu
produkéniho kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 a tedy i ke snizeni produkce ty-
raminu. Pti porovnani ristové kiivky (viz ptiloha 2) s grafy produkce tyraminu po piidav-
ku inhibi¢niho €initele (obrazek 14 — 16) je patrna 1 souvislost, Ze inhibi¢ni kultura ma vy-

znamngj$i vliv na redukci mnozstvi tyraminu.
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7.3 Diskuze

V této diplomové praci byla sledovana inhibi¢ni aktivita vybranych bakterii mlécného kva-
Seni produkujici antimikrobidlni latky, pfedevSim bakteriociny, na vybrané bakterie mléc-

ného kvaSeni s pozitivni dekarboxyldzovou aktivitou.

Ze ziskanych dat, 1ze odvodit, ze taxonomicky piibuzny bakterialni druh produkujici bak-
teriocin je zpravidla vici inhibi¢nimu ptsobeni téhoZ rodu rezistentni, coz se prokazalo
Vv piipadé pouziti inhibi¢ni kultury Enterococcus faecium CCDM 945, ktera neinhibovala
rast Enterococcus durans CCDM 53, Enterococcus faecalis T43 ani Enterococcus sp. T19
a T20. Totéz se podafilo prokazat u rodu Lactobacillus, konkrétné roda Lb. acidophilus,
Lb. gasseri a Lb. helveticus, ktery ve vétsiné ptipadd neinhiboval rast Lactobacillus curva-
tus, Lb. brevis, Lb. plantarum, Lb. casei, Lb. paracasei ¢i Lb. sakei. Pouze u inhibi¢niho
kmene Lactobacillus gasseri CCDM 377 byla u vétsiny zminénych laktobacilti detekovana
je specificky protein se sofistikovanym inhibi¢énim mechanizmem, ktery pfedstavuje jistou
konkurenéni vyhodu. Béhem monitoringu citlivosti se také podatilo prokazat, Ze citlivost
vici inhibiénim latkdm je Castéji podobna v ramci uréitého druhu nez, Zze by byla tato
vlastnost typicka pro konkrétni rod. Kuptikladu vSechny testované kultury Lactobacillus
brevis vykazovaly inhibi¢ni ptisobeni vici kulturam CCDM 670, CCDM 686, CCDM 689,
CCDM 695, CCDM 698, CCDM 731, CCDM 71, CCDM 702 a CCDM 671. Nicmén¢ i
v ramci jednoho druhu mohou existovat rozdily v inhibi¢ni aktivité, dany pravdépodobné
rozdilnosti kmene, a vykazovat tedy rtiznou citlivost na pasobeni inhibi¢nich kultur. Na-
priklad L. lactis subsp. cremoris CCDM 946 byl inhibovan Lactobacillus helveticus
CCDM 125, ale L. lactis subsp. cremoris CCDM 824 nevykazoval zadnou citlivost vici
pusobeni této kultury. Takovéto odchylky mohou byt pravdépodobné zptisobeny riznymi
mutacemi Vv ramci uréitého bakterialniho kmene ¢i specifickymi degrada¢nimi procesy
uvnitf buiiky. Déle se podafilo zjistit, ze zvySena citlivost na inhibi¢ni latky je pravdépo-
dobnéjsi, pokud dochézi k inhibici u rozdilnych bakteridlnich rodf. V tomto ptipad¢ se
jedna konkrétné o inhibici rodem Lactococcus (ktery dle ptedchoziho screeningu produku-

je nisin) a vykazoval pomérné dobré inhibi¢ni ucinky na rod Lactobacillus.

Pii sledovani kinetiky tvorby biogennich aminti v ¢ase u Lactobacillus plantarum RIBM 2-

89 pii teploté kultivace 30 °C bylo zjisténo, Ze po pfidavku inhibi¢ni kultury nebo ptislus-
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ného supernatantu mél vliv na kone¢ny obsah vyprodukovaného sledovaného biogenniho

aminu. Obecné 1ze konstatovat, ze pfidavky v pozdéjsich ¢asech mély vyssi efekt.

Konkrétné ptidavek supernatantu kultury CCDM 686 mél inhibi¢ni efekt na rast produkc-
niho kmene a tim padem i na mnoZstvi vytvofeného sperminu. Nejniz§i zaznamenané
mnozstvi bylo v ptipadé aplikace supernatantu ve dvanacté hodiné€, kdy se mnozstvi sper-
minu snizilo po 72 hodinéch kultivace az na 4,3 mg/l. Naopak po ptidavku inhibi¢ni kultu-
ry CCDM 686 doslo ve vétsin€ pripadu k postupnému navysSeni mnoZzstvi vyprodukované-
ho sperminu a inhibi¢ni efekt byl minimalni. Z tohoto lze usoudit, Ze¢ inhibi¢ni kmen Lac-
tococcus lactis biovar. diacetylactis pravdépodobné taktéz disponuje dekarboxylacni akti-
vitou a tudiz doslo k akumulaci sperminu v kultiva¢nim bujonu. Pfi pouziti supernatantu
kultury CCDM 689 na produkci sperminu byl sledovan obdobny efekt. Supernatant vyka-
zoval inhibi¢ni vliv, a to pfedevsim v ptidavku v pozdéjSich casech, kdy se po 72 hodinach
obsah sperminu ve srovnani s kontrolnimi vzorky nékolikanasobné snizil. Pii pouziti inhi-
bi¢ni kultury, doslo pfedevsim v prvnich hodinach kultivace ke zvySeni mnozstvi sperminu
a taktéz az pozdgjsi pridavky zapfi€inily inhibicni plsobeni.

Opacny trend lze pozorovat po ptidavku inhibi¢niho supernatantu CCDM 686 na produkci
tyraminu. Pfidavky v prvnich hodinach kultivace nemély vyrazny vliv na zménu obsahu
tyraminu, ale v pozd¢jsich hodinach vykazovaly vzorky jiz vyraznéjsi rozdily. Od pridavku
inhibi¢ni kultury, respektive supernatantu v ¢ase 2, 5 a 12 hodin byl v kone¢ném case ob-
sah tyraminu niz§i ve srovnani s kontrolou, naopak od ptidavku v ¢asech 9 a 24 hodin se
koneény obsah navysil. Mnohem zajimavéjsi vysledky byly dosazeny, pfi testovani inhi-
bi¢ni kultury CCDM 686, nebot’ ve vSech piipadech byly detekovany nizsi hodnoty tyra-
minu ve srovnadni s kontrolou. Nejvyssi detekovand hodnota tyraminu byla od ptidavku ve

12 hodiné v kone¢ném c¢ase 28 mg/I.

Podobnych vysledkii bylo dosazeno 1 v pfipadé pouziti inhibi¢niho supernatantu kultury
CCDM 689, ktery nemél pfili§ vyznamny vliv na redukci vyprodukovaného mnozZstvi ty-
raminu. Ke snizeni konecného mnozstvi po 72 hodinéach kultivace doslo u vzorkt, do kte-
rych byl supernatant aplikovan od 0, 2, 9 a 24 hodin. Pii pouziti inhibi¢ni kultury CCDM
689 bylo mozné pozorovat vliv na sniZeni tyraminu jiz od prvnich hodin kultivace. Nejlep-

Sich vysledkl bylo dosazeno v pozdéjsich ¢asech aplikace.

Obecné lze shrnout, Ze ptidavek inhibi¢niho kmene ¢i supernatantu ma vliv na sniZeni pro-

dukce biogennich amind. Nicméné u konkrétnich biogennich aminti velmi zalezi, zda je
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pouzita inhibi¢ni kultura, tj. zivotaschopné buiiky, ¢i pouze pfislusny supernatant. Taktéz
je nutné otestovat pouzité kultury na dekarboxyldzovou aktivitu a zamezit tim ptfipadnému
nechténému zvyseni mnoZzstvi biogennich amini a zkresleni vysledkt. Pii pouziti inhibi¢ni
kultury CCDM 686 ¢i CCDM 689 se podafilo ve zkoumanych vzorcich snizit mnozstvi
vyprodukovaného tyraminu, coz si Ize vysvétlit n€kolika zptsoby. Inhibi¢ni kultura produ-
kovala dostate¢né mnozstvi inhibi¢ni latky, kterd méla pozitivni vliv na snizeni bakteridlni
populace (produkéniho Lb. plantarum RIBM 2-89) a tudiz pifimy vliv na snizeni vyprodu-
kovaného mnozstvi tyraminu. Dalsi moznosti je, Zze inhibi¢ni kmen disponuje tyramin oxi-
dazou vedouci k degradaci tohoto biogenniho aminu nebo, tyramin spotiebovavaji pro bi-

osyntetické pochody v bunce.

Diky nezadoucim G¢inkdim na zdravi konzumentt, je sledovani mnozstvi biogennich ami-
nu v potravinach v poslednich letech velmi aktualnim tématem. Na moznostech zastaveni
¢i alespon snizeni produkce a akumulace se podili mnoho vyzkumnych pracovnikl ¢i veé-
deckych pracovist. Jelikoz cesta k cili neni vzdy jednoducha a vyzkumy jsou zdlouhavé,
neni v soucasné dob¢ ani mnoho dostupnych studii, které by se zabyvaly sniZzeni produkce
biogennich amint za pouziti bakterii produkujici bakteriociny. Proto jsou Vv nasledujici

diskuzi pouzity ¢lanky alesponi s co nejblizsi tématikou.

Autor Zhang et al [45] vypracoval studii tykajici se schopnosti snizeni hromadéni biogen-
nich aminti pomoci dekarboxylaza negativni Lactobacillus plantarum ZY-40 béhem vy-
robniho procesu fermentovanych rybich klobas. Zaroven byly vyhodnoceny parametry
jako pocet mikroorganizmili, pH a obsah volnych aminokyselin. Jako vstupni surovina
slouzil Cerstvy tolstolobik, ktery prosel naslednym technologickym opracovanim, a vzniklé
dilo bylo rozdéleno do dvou Sarzi. Do prvni Sarze byla aplikovana kultura Lactobacillus
plantarum ZY-40 a jako kontrolni vzorky byly pouzity vyrobky z druhé sarze, které neob-
sahovaly vySe zminénou protektivni kulturu. Poté byly vyrobky podrobeny zracimu proce-
su za definovanych podminek a 3 nahodné vybrané vyrobky z kazdé sarze byly podrobeny
mikrobidlni a chemické analyze. U vyrobkt s protektivni kulturou z prvni Sarze bylo dosa-
Zeno po zracim procesu snizeni rustu nezadoucich bakterii Pseudomonas a Enterobacteria-
tomu Kk rychlému poklesu pH. Podafilo se také snizit obsah putrescinu a kadaverinu o vice
nez 70 %, ale akumulace tyraminu nebyla ovlivnéna. Dosazené vysledky lze odivodnit
tim, Ze snizeni poctu bakterii s pozitivni dekarboxylazovou aktivitou (Pseudomonas a En-

terobacteriaceae) vedlo taktéz k nizsi produkci biogennich aminti. Na druhou stranu Lb.
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plantarum nedokazal inhibovat rist bakterii schopnych produkovat tyramin. Pro vyrobu

nadmérné produkci a akumulaci biogennich aminti.

Capozzi et al. [48] se zabyval studiem degradace biogennich amint in vitro, s pouzitim
Lactobacillus plantarum a mozném potencionalnim vyuziti pro sniZeni jejich akumulace
ve vinu. Ve své praci analyzovali 26 kment Lactobacillus plantarum pro svou schopnost
degradovat biogenni aminy, které se bézné vyskytuji v pribéhu kvaseni vina. Zkumavky s
MRS bujénem (a piislusnymi aminokyselinami, jako prekurzory biogennich amini) byly
zaoCkovany degradacnim kmenem Lb. plantarum. Jako kontrolni vzorky byly pouzity
zkumavky bez ptidavku Lb. plantarum. VVzorky MRS bujonu byly odebirany po 24 hodi-
nach a obsah biogennich amint stanoven pomoci HPLC. Bylo zjisténo, ze dva kmeny izo-
lata z ¢erveného vina Lb. plantarum byly schopny degradovat putrescin a tyramin a tim
padem snizit jejich obsah v potenciondlnim findlnim vyrobku. Dale byl potvrzen védecky
dikaz o tom, Ze schopnost degradovat biogenni aminy je specificka vlastnost pro urcity

druh i kmen.

Autor Tabanelli et al. [35] zkoumal 25 bakterii mlé¢ného kvaseni izolovanych z mléka na
schopnost produkovat bakteriociny. Vysledky ukazaly, Ze tii kmeny Lactococcus lactis
subsp. lactis vyhovély témto kritériim a byly schopny bakteriociny produkovat. Syntetizo-
vané antimikrobidlni latky vykazovaly ucinnost proti dvéma bakteriim mléného kvaseni
s pozitivni dekarboxylazovou aktivitou. Konkrétné¢ se jednalo o Enterococcus faecalis
EF37 schopny produkovat tyramin a Streptococcus thermophilus PRI60 produkujici hista-
min. Zaockovany bujon s piislusnymi aminokyselinami, produkénim kmenem a inhibi¢nim
laktokokem byl po kultivaci analyzovan pomoci HPLC s pre-kolonovou derivatizaci na
stanoveni produkce biogennich amintll. Ze ziskanych dat bylo moZzné vyhodnotit, Ze spo-
le¢na kultivace E. faecalis EF37 spole¢né s laktokoky vedla k vyrazné inhibici ristu tohoto
produkéniho kmene, a tim padem byla sniZena 1 akumulace tyraminu. VSechny inhibi¢ni
laktokoky vykazovaly vétsi inhibiéni efekt vuci streptokokim ve srovnani s E. faecalis
EF37, zejména kmen L. lactis subsp. lactis VR84 dokazal streptokoky usmrtit. Dalsi dva
kmeny laktokokd nevykazovaly smrtici G¢inek proti S. thermophilus PRI60, ale byly
schopny inhibovat jeho riist a tim 1 snizit akumulaci histaminu. Déle tato pfedb&zna studie
potvrdila, Ze rizné bakteriociny mohou mit riizné u€inky na produkci BA na stejny kmen a
taktéZz, Ze inhibicni efekt je siln¢ zavisly na poméru na prvotni koncentraci bun¢k produk¢-

nich i inhibi¢nich kmenu.
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Autorka Latorre-Moratalla et al. [49] se zabyvala studiem moznosti snizeni biogennich
amini béhem vyroby tradicnich fermentovanych regionalnich klobas. Kontrolni vzorky
byly vyrobeny paralelné bez piidavku startovaci kultury. Jako startovaci kultury byly pou-
zity mikroorganizmy jiz diive izolované z téchto regionalnich masnych vyrobkl. U vSech
kment byla prokazana negativni dekarboxylazova aktivita. Vyrobené vzorky byly podro-
beny analyzam na stanoveni obsahu biogennich aminii ve tfech fazich vyroby (hotové dilo
pied plnénim, po fermentacnim procesu a findlni vyrobek piipraveny ke konzumaci po
zracim procesu). Snizeni mnozstvi akumulace biogennich amint byla siln¢ zavisla na pou-
zitém druhu a kmenu dané¢ho mikroorganizmu. Nejvétsiho snizeni tyraminu (62 %) a his-
taminu (71 %) bylo dosazeno za pouziti Lactobacillus sakei v fecké klobase thasou. Nao-
pak v portugalském chourisu se podafilo za pouziti kultury Staphylococcus equorum sni-
zeni mnozstvi kadaverinu o 45 %. Ve $panélském fuetu pii pouziti kombinace kultury Lb.
sakei CTC6626 a S. xylosus CTC6013 se podafilo snizit mnozstvi tyraminu o 19 % a pii
pouziti kmene Lb. sakei CTC494 a S. xylosus CTC6013 vedlo ke snizeni o 50 %. Celkové
proto lze fici, Ze aplikované vyrobni postupy, pouzité ptisady a vstupni suroviny maji u
vybranych produktli velmi odli§né G¢inky na snizeni mnozstvi biogennich aminti ve srov-

nani s kontrolnimi vzorky.

Rabie et al. [50] ve své praci zkoumal moznost sniZzeni obsahu biogennich amind ve spon-
tan¢ kvaseném zeli prostfednictvim piidavku specifickych kment bakterii mlé¢ného kva-
Seni. Pro tyto ucely byly vybrany kmeny Lactobacillus plantarum 2142, Lactobacillus ca-
sei subsp. casei 2763 a Lactobacillus curvatus 2771. Kvasené zeli zakoupené v komeréni
siti bylo pfendano do sklenénych lahvi, smiseno s roztokem chloridu sodného a zaoCkova-
no nékterym z uvedenych laktobacilii v mnozstvi 10° CFU/ml. Kontrolni vzorek byl bez
ptidavku kultury. Inkubace probihala 10 dni pfi teploté¢ 15 °C a doba skladovani €inila
45 dni pfi teploté 5 — 6 °C. Po uplynuti této doby bylo stanoveno mnozstvi volnych amino-
kyselin a biogennich amint. Ze ziskanych dat bylo zjisténo, Ze vSechny vzorky inokulova-
né laktobacily obsahovaly mensi obsah biogennich amint ve srovnani s kontrolou. Kazdy
z analyzovanych biogennich amint byl detekovan na hranici detekce (pod 100 ppm). U
kontrolniho vzorku byl zjistén obsah putrescinu a v mensim mnozstvi také tyraminu a his-
taminu. Zavérem lze fici, Ze vSechny testované kmeny se ukazaly jako vhodné protektivni

kultury.
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ZAVER

Diplomova prace byla zaméfena na zmapovani inhibi¢niho ptisobeni protektivnich kultur
na vybrané bakterie mlééného kvaSeni s pozitivni dekarboxyldzovou aktivitou a dale byla u
kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 monitorovana kinetika produkce biogennich

amint v Case za zvysujiciho se ptidavku antimikrobialniho kmene (Lactococcus lactis bio-

var. diacetylactis CCDM 686 / CCDM 689) ¢i jeho metabolitt v podminkéach in vitro.
Na zaklad¢ ziskanych vysledki 1ze konstatovat, Ze:
e citlivost vié¢i pasobeni inhibi¢ni kultury byla rozdilna v ramci rodu, druhu i kmene

e inhibi¢ni Enterococcus faecium CCDM 945 neinhiboval mikroorganizmy produku-

jici biogenni aminy v rdmci svého rodu

e pomoci kapalinové chromatografie byla stanovena produkce biogennich amint

sperminu a tyraminu u Lactobacillus plantarum RIBM 2-89

e produkce biogennich aminl tryptaminu, fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu,

histaminu a spermidinu nebyla u Lb. plantarum RIBM 2-89 zaznamenana

e priidavek supernatantu kultury Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 686

mél inhibi¢ni vliv na produkci sperminu u Lactobacillus plantarum RIBM 2-89

e piidavek supernatantu kultury Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 689

m¢l inhibi¢ni vliv na produkci sperminu u Lactobacillus plantarum RIBM 2-89

e piidavek kultury Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 686 mél inhibi¢ni

vliv na produkci tyraminu u Lactobacillus plantarum RIBM 2-89

e piidavek kultury Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 689 mél inhibi¢ni

vliv na produkci tyraminu u Lactobacillus plantarum RIBM 2-89

v

e obecné méli vyznamnéjsi inhibi¢ni efekt pridavky v pozdéjsim Case

DosaZené poznatky naznacuji vzajemné antagonistické plisobeni bakterii a moznosti snize-
ni akumulace biogennich aminii v potravinach s pouzitim protektivnich kultur. DosaZeni
bezpecnych a zdravotné nezavadnych potravin je dilezitym cilem pro vyrobce i konzu-
menty a vyuziti mechanizmil piisobeni inhibi¢nich kultur je moZnosti, jak tohoto dosahnout

pfirodni cestou. Urcite je dulezité tyto mechanizmy prozkoumat hloubéji, najit vzajemné
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vztahy mezi jednotlivymi organizmy a aplikovat tyto experimenty i do realnych systému

(potravin).
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v ¢ase 0 hodin na produkci tyraminu u kmene Lactobacillus plantarum RIBM

Obrazek 15: Vliv pfidavku Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 689

v ¢ase 2 hodiny na produkci tyraminu u kmene Lactobacillus plantarum RIBM
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Obrazek 16: Vliv pridavku Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 689
Vv ¢ase 24 hodin na produkci tyraminu u kmene Lactobacillus plantarum RIBM
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Ptiloha 2: Rustova kiivka u produkéniho kmene Lactobacillus plantarum RIBM

2-89 po pridavku inhibi¢ni kultury Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM

689 nebo prislusného supernatantu



