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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva biogennimi aminy, moZznosti snizeni jejich obsahu za pomoci
mikrobidlnich kultur. Cilem prace bylo otestovat 18 gram-pozitivnich mikrobialnich kultur
pouzivanych pfi vyrobé fermentovanych masnych vyrobkd a hledani kultur, které jsou
schopné degradovat biogenni aminy v zavislosti na dostupnosti zivin. Jako vyznamnymi
degradéry se ukazaly 3 mikrobidlni kultury s komerénimi ndzvy LHP DRY, SM-194 a
BFL-TO3. Dalsim cilem bylo sledovat schopnost degradace biogennich aminti v zavislosti
na slozeni a mnozstvi kultivaéniho média, vlivem rozdilného pH a kultivacni teploty.
Ubytek biogennich amint byl sledovan ve vybranych tekutych médiich pomoci

vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Experimentem bylo zjisténo, Ze kultura LHP DRY ma nejvétsi schopnost degradace
biogennich aminti v médiu MRS pii pH 7,2, po 12 hodinach kultivace, kdy dochéazelo
k poklesu jednotlivych biogennich aminti o 20 - 70 %. U kultury LHP DRY nebyl
jednoznaéné prokézéan vliv kultivacni teploty ani poloviéniho mnozstvi Zivin na degradaci
biogennich amint. Kultura SM-194 ma nejvétsi schopnost degradace vSech biogennich
aminti v médiu MRS s polovi¢nim mnozstvim zivin pii pH 7,0 a 7,2, a to o 20 az 60 %.
U kultury SM-194 byl prokédzan vliv kultivaéni teploty i poloviéniho mnozstvi zivin u

média MRS na degradaci biogennich amind.

Klicova slova: biogenni aminy, HPLC, startérové kultury, fermentované masné vyrobky,

degradace biogennich amint



ABSTRACT

Diploma thesis deals biogenic amines, the possibility of reducing the content of biogenic
amines using microbial cultures. The aim of the thesis was to test 18 gram-positive
microbial cultures used in the production of fermented meat products and to search for
cultures that are able of degrading biogenic amines depending on nutrient availability.
Important microbial cultures were 3 cultures with commercial names LHP DRY, SM-194
and BFL-TO3. Another aim was to monitor the biogenic amines degradation depending on
the composition and amount of culture medium, different pH and culture temperature. The
loss of biogenic amines was monitored in selected liquid media by high performance liquid

chromatography.

It was found by experiment that the LHP DRY culture has the greatest biogenic amine
degradation ability in MRS medium at pH 7.2, after 12 hours of cultivation from 20 % to
70 %. The effect of culture temperature and half of the nutrients on biogenic amine
degradation was not clearly demonstrated by the LHP DRY culture. The SM-194 culture
has the greatest degradation ability of all biogenic amines by the SM-194 culture in MRS
half-nutrient medium at pH 7.0 and 7.2 from 20 % to 60 %. The SM-194 culture, the
influence of the culture temperature and half the amount of nutrients in the MRS medium

on biogenic amine degradation was demonstrated.

Keywords: biogenic amines, HPLC, starter cultures, fermented meat products, biogenic

amine degradation
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UvVOD

Bezpecnost potravin mize byt ohrozena pfitomnosti nezadoucich mikroorganizmt nebo
produktii jejich metabolizmu, které mohou vykazovat za urcitych podminek toxické
ucinky. Mezi takové metabolity fadime biogenni aminy. Vyskytuji se v mnohych
potravinach, které obsahuji urcit¢é mnozstvi volnych aminokyselin nebo proteinii
podléhajicich mikrobidlnimu rozkladu. V nékterych potravinach jsou piirozené ptitomny,
avSak cCast¢ji vznikaji ¢innosti mikroorganizmu, které jsou zodpovédné za dekarboxylaci
aminokyselin. Schopnost dekarboxylace aminokyselin byla zji§téna u mikroorganizmu
disponujicich piislusSnymi enzymy. Mezi potravinaisky nejvyznamnéjsi bakterie s

dekarboxyldzovou aktivitou lze zatradit bakterie mlécného kvaseni a enterobakterie [52].

MozZnosti minimalizace hromadéni biogennich aminii mohou zahrnovat pouziti
neprodukujicich anebo degradujicich mikroorganizmli a pouziti enzyml k oxidaci
biogennich amind. Dal$i metodou, kterd mize vést ke snizeni vyskytu biogennich amind

v potravinach, mize byt pouziti vhodnych startérovych kultur [14].

Hygienicka kvalita masnych surovin a slozek je rozhodujici pro minimalizaci vyskytu
mikrobidlnich kontaminanti, a proto predstavuje klicovy bod pii kontrole tvorby
biogennich aminll u fermentovanych masnych vyrobkl [14,46,47]. Hygiena je nezbytna,
ale ovSem nedostate¢na podminka a jsou obvykle potiebna dalsi technologickd opatieni
zaméfena na kontrolu aminogenni aktivity endogennich mikrobidlnich organizma. Mezi
mozné technologické strategie lze zatradit pouziti startérovych kultur, které maji vliv na

hromadéni biogennich aminti béhem fermentace masnych vyrobki [46,47,48,49,50].

Startéry pouZzivané pro vyrobu fermentovanych potravin by mély byt bud’ aminonegativni
nebo disponovat aminooxiddzovou aktivitou a pfeménovat biogenni aminy na méné
toxické produkty. Tyto mikroorganizmy vyzaduji optimalni ristové podminky, aby mohly
prevladat nad dekarboxyldza-pozitivni mikroflérou. Mezi bioaktivni latky, které mohou
zcela inhibovat nebo zpomalovat rist dekarboxyldza-pozitivnich mikroorganizmi lze

zatadit napft. bakteriociny produkované fadou bakterii, v€etné téch startérovych [58,59].

Startérové kultury, které zplsobuji rychlé okyseleni masného dila, a které vedou k
pozadované smyslové kvalit¢ konecného produktu, se pouzivaji pro vyrobu
fermentovanych masnych vyrobkill. Funkéni startérové kultury nabizeji doplitkové funkce

ve srovnani s klasickymi startérovymi kulturami a predstavuji zplsob, jak zlepSit a
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optimalizovat proces fermentace masnych vyrobkii a dosdhnout tak chutnéjSich,

v

Jako startérové kultury lze v masném primyslu vyuzit bakterie mlécného kvaseni a
koaguldza-negativni stafylokoky, jez musi splilovat néktera technologicka kritéria, coz je
predevsim ptizplisobeni se fermentaci masa, schopnost konkurovat piirozené (endogenni)

mikrofléfe surovin a neschopnost dekarboxylace aminokyselin [45].
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1 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy (BA) jsou bazické dusikaté slouceniny tvofené prevazné dekarboxylaci
aminokyselin nebo aminaci a transaminaci aldehydt a ketonti [1]. Mohou byt tvofeny i
degradovany mikrobidlnimi, rostlinnymi a zivociSnymi metabolizmy [2]. Chemicka
struktura BA muize byt alifatickd (putrescin, kadaverin, spermidin, spermidin), aromaticka
(tyramin, fenyletylamin), heterocyklicka (histamin, tryptamin) a mezi polyaminy néktefi

autofi fadi kadaverin, putrescin, spermin a spermidin [3].

1.1 Funkce biogennich aminii

Biogenni aminy jsou zdrojem dusiku a prekurzort pro proteosyntézu hormont, alkaloidd,
spravnou funkci nukleovych kyselin a proteint [4]. Mohou také ovliviiovat procesy v téle,
jako je regulace télesné teploty, pfijem potravy a zvySeni nebo snizeni krevniho tlaku [2].
V rostlinach se diamin putrescin a polyaminy spermidin a spermin ucastni v fadé
fyziologickych procesii, jako je diferenciace bunck a reakce na stres [5]. Polyaminy jsou
dilezité pro riist a metabolizmus kazdého orgénu v téle a jsou nezbytné pro udrzeni vysoké

metabolické aktivity a normélniho fungovéani imunitniho systému stiev [4,6].

Mald mnoZstvi biogennich aminl jsou v organizmech metabolizovana bez jakéhokoliv
vlivu na zdravi jedince. Za normalnich podminek lidské spotfeby potravin ¢i napoji
obsahujicich tyto slouceniny nejsou toxické, protoze jsou rychle detoxikovéany aktivitou

aminovych oxida¢nich enzymi, monoaminooxidaz (MAO) a diaminooxidaz (DAO) [7].

Ovsem vysokd mnozstvi, kterd mohou byt pfijata potravinami, mohou obvykle zpusobit
fadu zdravotnich problém, napiiklad bolesti hlavy, zvySeni nebo sniZeni krevniho tlaku,
nevolnost, zvraceni a dal$i. Mohou také zpisobovat sniZovani jakosti a organoleptickych

vlastnosti potravin [8,9].

BA jsou potencialni prekurzory pro tvorbu karcinogennich N-nitrososloucenin [3]. Reakce
nitrozujicich €inidel s primarnimi aminy produkuji alkylaéni latky, které reaguji s jinymi
slozkami v potravinové matrici a jsou bez toxické aktivity. Nitrozovatelné sekundarni
aminy (agmatin, spermidin, spermidin) mohou vytvaret nitrosaminy reakci s dusitanem,

zatimco terciarni aminy produkuji fadu labilnich N-nitroso produkti [5].
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1.2 Podminky vzniku biogennich amini

Biogenni aminy v potravinach a napojich vznikaji pfedevSim dekarboxylaci piirozenych
aminokyselin za pisobeni dekarboxyldz, kterymi jsou vybaveny Cetné druhy hnilobnych
bakterii, ale také fada druhii bakterii mlééného kvaSeni. Enzym dekarboxyldza odstépi z

karboxylové skupiny aminokyseliny oxid uhli¢ity za vzniku biogenniho aminu [10,11].
Ptedpoklady pro tvorbu biogennich aminti za pomoci mikroorganizmi jsou [8]:

e dostupnost volnych aminokyselin,
e pfitomnost dekarboxyldza pozitivnich mikroorganizmd,

e podminky umoznujici rist bakterii a syntézu dekarboxylaz.

Monoaminy histamin (HIM), tyramin (TYM) a tryptamin (TRM) a diaminy (nebo
polyaminy) putrescin (PUT) a kadaverin (KAD) se tvofi z histidinu, tyrozinu, tryptofanu,
ornitinu a lyzinu. Polyaminy spermidin (SPD) a spermin (SPM) vznikaji z putrescinu

[12,13].

Aktivitu mikrobidlnich dekarboxyla¢nich enzymii ovlivituje mnoho faktord, napft. teplota,

doba skladovani potravin, vodni aktivita, pH, redoxni potencial ¢i obsah soli [5].

Aktivita dekarboxylaz je siln€jsi v kyselém prostiedi, pfi¢emz optimalni pH je mezi 4,0 a
5,5 [5]. Bakterie jsou v tomto prostiedi stimulovéany, aby tyto enzymy produkovaly jako

soucast svych obrannych mechanizmi proti okyseleni [14].

Pozornost je vénovana také vlivu glukonolaktonu na produkci BA v suchych saldmech.
Glukonolakton zplisobuje sniZzovani pH v saldmech, coz vede ke zvySeni dekarboxylazové

aktivity bakterii [13]. Také zvySuje produkci histaminu, tyraminu a putrescinu [14].

Ptitomnost fermentovatelnych sacharidd, jako je D-glukdza, zvySuje rist bakterii 1 aktivitu
jejich aminokyselinovych dekarboxyldz. Bylo zjisténo, Ze obsah D-glukézy v rozmezi 0,5-

2,0 % je optimalni, zatimco hladiny prevysujici 3 % tyto enzymy inhibuji [6].

Také ptitomnost kysliku ma zasadni vliv na biosyntézu BA. Enterobacter cloacae
produkuje asi polovinu mnoZzstvi putrescinu v anaerobnich podminkach v porovnani s
aerobnimi podminkami. Klebsiella pneumoniae syntetizuje vyrazné¢ méné kadaverinu za

aerobnich podminek, ale méa schopnost produkovat putrescin za anaerobnich podminek [5].
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Redoxni potencial média také ovliviiuje produkci BA. Stavy vedouci ke snizeni redoxniho
potencidlu stimuluji produkci histaminu a aktivita histidindekarboxylazy je inaktivovana

nebo redukovéna v ptitomnost kysliku [6].

Tvorba amint bakteriemi je rozhodujicim zptisobem ovlivnéna i teplotou. Teplota mezi
20 °C a 37 °C je optimalni pro rist vétSiny bakterii obsahujicich enzym dekarboxylazu a

snizenim teploty se zpomali jejich rust [14].

Ptitomnost  chloridu  sodného  aktivuje  tyrozindekarboxylazu a  inhibuje
histidindekarboxylazu [4]. Pti obsahu 3,5 % chloridu sodného je schopnost Lactobacillus
buchneri vytvaret histamin castecné inhibovana a pti obsahu 5,0 % jeho tvorba je

zastavena [15]. Dusitan sodny zase aktivuje tyrozinkarboxylazy [14].
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2 STANOVENI OBSAHU BIOGENNICH AMINU

Analytické metody pouzivané pro separaci a kvantifikaci BA jsou zaloZeny predevsim na
chromatografickych metodach. Patfi sem plynovd chromatografie (GC), tenkovrstva
chromatografie (TLC) a vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) s technikami

predkolonové nebo postkolonové derivatizace [19].

Alifatické BA nevykazuji vyraznou absorpci pasem v oblasti UV-VIS, takze nelze pouzit
obvyklé spektrometrické¢ detektory [19]. Pfimd analyza BA bez derivatizace pomoci
iontové vyménné chromatografie byla navrzena s pouzitim oktylaminu nebo
heptansulfonatu jako Cinidel iontovych part [18]. Pro oddéleni iontovych pard BA jsou

obvykle vhodné kolony s reverznimi fazemi [20].

Postupy HPLC zahrnuji pfedkolonovou nebo postkolonovou derivatizaci [16]. Pro analyzu
BA v postkolonové derivatizaci se pouzivaji ¢inidla jako je ninhydrin a o-ftalaldehyd a pro
predkolonovou  derivatizaci  dansylchlorid, benzoylchlorid, fluorescein a 9-

fluorenylmethylchlorformiat [17,19,21].

Dansylchlorid byl nejpouzivangjsi ¢inidlo pro derivatizaci BA analyzovanych pomoci
HPLC. Je citlivy na svétlo a ma omezenou stabilitu. AvSak benzoylchlorid je snadno

piistupny, levny, stabilni a jeho Cistota je méné kriticka nez u dansylchloridu [16].

Pro detekéni fluorescenci se pouzivaji UV a elektrochemické detektory. Elektrochemické

detektory jsou zaloZeny na oxidaci aminoskupin [21].

Ptehled procedur predbézného odbéru, stejné jako podminky HPLC, které se pouzivaji pro

stanoveni BA v potravinach, jsou uvedeny v nasledujici tabulce (tab. 1)
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Tabulka 1 - Odbeér a priprava vzorku fermentovanych masnych vyrobkit pro HPLC [25]

Biogenni aminy Riizné
Vzorek Fermentované salamy
OSetreni vzorku Extrakce 0,5 M kyselinou chloristou

Postkolonova derivatizace o-ftaldialdehydem a

Derivatizace
kyselinou 3-merkaptopropionovou
Kolona / stacionarni faze (250 mm x 4.6 mm) NUCLEOSIL 10 7 C18
A: 0,05 M kyselina hexansulfonova,
Mobilni faze 0,1 M dihydrogenfosfore¢nan sodny (pH 3,5)
B: eluent A a acetonitril (or =3: 1)
Detekce A Fluorimetricky (excitace 340 nm, emise 455 nm)

Metoda TLC je obzvlasté vyuzivana v biochemii rostlin [16]. TLC mé vyznam pro
semikvantitativni screening BA v potravinach [22]. TLC s pifedbéznym vycisténim vzorku
a derivatizaci BA mize byt pouzita k detekci chloridii, dansyl-3,5-dinitrobenzamidii a
fluoresceinovych derivati BA [1]. Dansylchlorid reaguje s primarnimi a sekundarnimi

aminoskupinami a fluorescein reaguje pouze s primarnimi aminoskupinami [20].

Dansylovand forma BA vyzafuje energii absorbovaného dlouhodobého ultrafialového
zafeni jako fluorescenéni svétlo, coz umoziiuyje detekovat na chromatogramu tyto
slouceniny 1 pfi nizkych urovnich. Fluorescenéni zony dansylovych derivat jsou
vizualizovany a oznaceny pomoci vhodného zdroje UV zatfeni (360 nm) [23]. Pro vizudlni
detekci eluovanych BA mohou byt pouzita rliznd detekéni Cinidla, jako je ninhydrin,

etanolicky roztok o-ftalaldehydu (pro chlorid BA) a naftylamin [22].

Stanoveni BA pomoci GC neni pfili§ ¢asté. Kolony pouzivané v GC jsou kapilarni nebo
plnici. Kapilarni sloupce umoznily lepsi oddéleni BA. Detektory pro stanoveni BA pomoci

GC jsou plamenova ionizace a zachyt elektront [1,4].
Také pouziti kapilarni elektroforézy (CE) pro separaci biogennich aminQ neni pfili§ ¢asté,

ale ma né&kolik vyhod. Stanoveni je jednoduché, rychlé, nakladové efektivni a spolehlivé

[17].
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Muze byt vyuzita i kapilarni izotachoforéza pro kvantifikaci BA histaminu v rybach a

ruznych BA v syrovatce [24].

Fluorometrické metody se pouzivaji diky fluorescenci BA pii urCitém pH a reakci BA s
vhodnymi ¢inidly na fluorescen¢ni derivaty. Histamin muize byt stanoven o-ftalaldehydem

a tyramin pomoci pB-naftolu [1].
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3 VYUZITI BAKTERII MLECNEHO KVASENI PRI FERMENTACI

Primarni funkci bakterii mlééného kvaseni (LAB) k tvorbé chuté je produkce kyseliny
mlécné a kyseliny octové, ackoli také produkuji dalSi senzoricky aktivni latky pii

fermentaci sacharidt [26].

Exopeptidazy laktobacilii izolovanych z masa ve spojitosti s aminopeptidazami ze svall

tvoti volné aminokyseliny, pfispivajici k aromatizaci vyrobku [27].

LAB izolované z teckych klobas vykazuji in vitro vysokou leucinovou a valinovou

aminopeptidazovou aktivitu [28].

Laktobacily a pediokoky vykazuji nizké aktivity katabolizmu aminokyselin s rozvétvenym
fetézcem, a proto nehraji hlavni roli pfi formovani typického klobasového aroma, jako je

3-methylbutanal, jak je tomu v piipad¢ stafylokoki [29].

O lipolytické aktivité laktobacili béhem fermentace klobas je k dispozici jen malo
informaci, ale nékteré aktivity in vitro byly dokumentovany pro Lactobacillus sakei,
Lactobacillus curvatus a Lactobacillus plantarum [28]. AvSak lipazy laktobacili Casto
vykazuji malou nebo Zadnou aktivitu [27], 1 kdyz se zda, Ze lipolytickd aktivita je

vyznamna pro zrani salamu [30].

Kromé laktobacilii miZe byt chut’ ovlivnéna 1 jinymi LAB, jako jsou naptiklad enterokoky,
které vykazuji n€kolik metabolickych aktivit, jako je hydrolyza proteind, lipidi a esteri
[31]. Hraji dualezitou Ulohu pfi dozravani a rozvoji chuti v nékolika tradi¢nich
sttedomoiskych syrech [32,33] a mohou mit také vyznam v tradi¢nich fermentovanych
klobasach [34].

Také ptidani Lactococcus lactis subsp. cremoris mize vést k vy$§imu mnozstvi volnych
aminokyselin [35].

Kmen Carnobacterium piscicola byl navrzen jako nova startovaci kultura kvili jeho
vysoké tvorb¢ aromatickych sloucenin odvozenych od metabolizmu leucinu, podobné jako

ty, které jsou tvoreny stafylokoky [29].
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4 VYUZITI GRAM-POZITIVNICH KATALAZA POZITIVNICH
KOKU PRI FERMENTACI

Stafylokoky, zejména Staphylococcus xylosus a Staphylococcus carnosus, tvoti aroma
konverzi aminokyselin (zejména aminokyselin s rozvétvenym fetézcem - leucinu,
izoleucinu a valinu) a volnych mastnych kyselin [36,37]. Tvorba aroma vSak zavisi na
pouzité technologii pro dany fermentovany masny vyrobek. Naptiklad u rychle zrajicich
klobas se zvySenou inokulaci stafylokokii se mulze zvysit produkce aldehydd s
rozvétvenym fetézcem, zatimco u pomalu zrajicich klobas je situace slozitéjsi. V druhém
pfipadé¢ je produkce aroma obzvlast vyraznd a zvySend inokulace podporuje tvorbu
methyl-rozvétvenych kyselin a sifi¢itanti, zatimco nizka inokulace tvorbu diacetylu a
ethylesterti [38]. Krom¢ piisad jako jsou dusi¢nany, dusitany a askorbany, je tedy mozné
upravit profil aroma salamu zménou urovné ockovani stafylokokovou startérovou kulturou

[37].

Pouziti spravné vybranych kment, které vytvareji velké mnozstvi aromatickych slozek, by
mohlo umoznit zlepSeni organoleptickych vlastnosti anebo urychleni fermentacniho
procesu. Vybér vhodnych stafylokokti s ohledem na aplikace bude rozhodujici. Kmeny
Staphyloccous  xylosus ptevladaji v jiznich evropskych saldmech, které jsou
charakterizované zaoblenou viini a méné kyselou chuti a byly doporuceny pii vyrobé velmi
aromatickych klobas [39]. Ukdazalo se, Ze tento druh produkuje mimo jiné 3-methyl-1-
butanol, diacetyl, 2-butanon, acetoin, benzaldehyd, acetofenon a methyl-rozvétvené ketony

[36].

U Staphylococcus carnosus se piedpoklada, ze pfevadi vice aminokyselin s rozvétvenym
fetézcem na methyl-rozvétvené aldehydy (3-methylbutanal, 2-methylbutanal a

2-methylpropanal) a jejich kyseliny [36].

Slouceniny 3-methyl-butanal a kyselina 3-methylbutanova odvozené od leucinu byly
rovnéz spojeny s aromatem klobéas [36]. Navic mohou byt déle ptfevedeny na ,,ovocné*
estery (napfiklad ethyl 2- nebo 3-methyl-butanoat), o kterych se ptedpoklada, Ze se
vyskytuji hlavné ve vyrobcich s vysokym obsahem kyselin a alkohol, a kde jsou
mikrobidlni esterové aktivity nizké [40].

Vedle pfispivani k chuti, gram-pozitivni kataldza pozitivni koky také zabraiuji tvorbé
nezadoucich aromatickych latek a mizou byt pouzity k regulaci oxidace nenasycenych

mastnych kyselin [40].
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5 VYUZITI PLiSNi A KVASINEK PRI FERMENTACI

Masné vyrobky s plisnémi jsou bézné predevSim ve Stiedomoii. Bylo prokazano, ze
povrchova inokulace masnych vyrobki plisnémi, napt. Penicillium nebo Mucor, ptispiva k
jejich smyslové kvalité¢ [41]. Tento pfispévek je zprostfedkovan oxidaci laktatu,
proteolyzou, degradaci aminokyselin, lipolyzou, lipooxidaci, a sniZzenim ztraty vody
zpusobené pomalej$im odparovanim [42,43]. Navic plisné ptispivaji k celkové ptitazlivosti
kone¢ného produktu, které maji charakteristicky bily nebo Sedy vzhled, piispivaji ke
stabilizaci barvy kataldzovou aktivitou, chrani vyrobek ptfed pisobenim kysliku a svétla.
Charakteristickd viné popcornu ve fermentovanych klobasach je pfipisovana
2-acetyl-1-pyrrolinu, ktery miize byt zpisoben konverzi prolinu plisnémi, a ktery se Casto

vyskytuje v kolagenovych obalech fermentovanych masnych vyrobku [42].

Stejné jako u bakteridlnich startérovych kultur, vybér plisnovych startérovych kmena by
mél byt proveden peclivé kvili proteolytické a lipolytické aktivité. Uinek na kone&ny

produkt se miize vyrazné liSit mezi kmeny a zavisi i na pouzité technologii [42].

Olesen a Stahnke [37] zjistili, Ze Candida utilis je schopna produkovat nékolik t€kavych
sloucenin, zejména estertt a alkoholl, které jsou pravdépodobné odvozeny od amind s
rozvétvenym ftetézcem kyseliny, zatimco Debaryomyces hansenii méa velmi maly vliv na
tvorbu tékavych sloucenin. V jinych studiich Debaryomyces spp. ovliviiuje proteolyzu a
tvorbu t€kavych sloucenin [44]. Vhodnd ockovaci dévka kultury Debaryomyces spp.
ovlivituje antioxida¢ni Uc¢inek a podporu tvorby ethylesterii. Nicméné pfili§ velké
mnozstvi Debaryomyces spp. muze vytvaret velké mnozstvi kyselin, naptiklad kyseliny
2-methyl-propanové a 2- a 3-methylbutanové. Také kvili fungistatickému ucinku ¢esneku
nebo pfitomnosti dalSich vychozich surovin, miiZze kvasinkova kultura ztratit
zivotaschopnost jesté predtim, nez skonCi proces dozravani a tim selze i1 zlepSovani

organoleptickych vlastnosti vyrobku [37].
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6 STARTEROVE KULTURY V MASNEM PRUMYSLU

Startérové kultury, které zpusobuji rychlé okyseleni masného dila, a které vedou k
pozadované smyslové kvalit¢ konecného produktu, se pouzivaji pro vyrobu
fermentovanych masnych vyrobktll. Funk¢éni startérové kultury nabizeji doplitkové funkce
ve srovnani s klasickymi startérovymi kulturami a pfedstavuji zplsob, jak zlepSit a
a zdrav¢jSich produktt. Piiklady zahrnuji mikroorganizmy, které vytvaieji senzoricky
aktivni slouceniny, bakteriociny nebo jiné antimikrobidlni latky a pfispivaji tak ke stalé
barvé masa, maji probiotické vlastnosti nebo postradaji negativni vlastnosti, jako je

produkce biogennich amint a toxickych sloucenin [45].

6.1 Vliv startérovych kultur na tvorbu biogennich amint p¥i fermentaci

masnych vyrobku

6.1.1 Technologicka role startérovych kultur

Hygienicka kvalita masnych surovin a slozek je rozhodujici pro minimalizaci vyskytu
mikrobidlnich kontaminantli, a proto pfedstavuje klicovy bod pii kontrole tvorby
biogennich amind u fermentovanych masnych vyrobki [14,46,47]. Hygiena je nezbytna,
ale ovSem nedostatecnd podminka a jsou obvykle pottebna dalsi technologicka opatteni
zaméfena na kontrolu aminogenni aktivity endogennich mikrobialnich organizmii. Mezi
mozné technologické strategie je pouZiti startérovych kultur, které maji vliv na hromadéni
biogennich amini béhem fermentace masnych vyrobkl [46,47,48,49,50]. Mechanizmus
pusobeni startérovych kultur je zalozen na zabranéni ristu potencidlnich aminogennich

endogennich bakterii spolu se svou vlastni neschopnosti produkovat biogenni aminy [48].

Kmeny LAB (bakterie mlééného kvaSeni) a CNS (koagulaza-negativni stafylokoky)
specidlné vybrané jako startérové kultury pro fermentované masné vyrobky musi spliiovat
nektera technologicka kritéria, coz je predevSim prizpisobeni se fermentaci masa,
schopnost konkurovat pfirozené (endogenni) mikrofléofe surovin a neschopnost
dekarboxylace aminokyselin [49,50]. N¢které kmeny LAB a CNS, které se obvykle
pouzivaji jako startérové masné kultury, napt. Lactobacillus curvatus a Staphylococcus

carnosus byly popsany jako silni producenti biogennich aminti, zejména tyraminu [50].
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Naproti tomu kmeny druhit jako Lactobacillus sakei, Lactobacillus plantarum a
Staphylococcus  xylosus jsou obvykle popsany jako slabsi nebo neaminogenni
mikroorganizmy [46,52,53]. Schopnost dekarboxylace aminokyselin je vlastnost zavisla na
kmeni [54]. Proto je nutné provést individudlni hodnoceni aminogenni aktivity kmen,

které maji byt vybrany jako amino-negativni vychozi kultury [49,55].

Potencial aminokyselinové dekarboxylace muze byt testovdn pomoci molekuldrnich
technik detekujicich specifické geny kodujici aminokyselinovou dekarboxylazu. Nicméné
aminogenni potencidl daného kmene by mél byt potvrzen studiem fenotypové exprese této
aktivity, a to jak in vitro (jako screeningovy postup), tak i v redlnych podminkéach

fermentace a dozravani masnych vyrobku [49].

6.2 Funk¢ni startérové kultury pro bezpecny produkt

6.2.1 Produkce bakteriocinu

Hlavnim antimikrobidlnim faktorem, ktery je zodpovédny za bezpecnost produktu, je
rychlost okyselovani syrového masa. N¢které antimikrobialni latky, jako jsou napiiklad
bakteriociny, mohou také hrat urcitou roli, zejména v mirné okyselenych produktech nebo
k odstranéni nezddoucich mikroorganizmi, které vykazuji kyselou toleranci napiiklad

Listeria monocytogenes [56].

Bakteriociny produkované LAB jsou antibakteridlni peptidy nebo proteiny, které zabijeji
nebo inhibuji riist jinych gram-pozitivnich bakterii [45,58,59]. Casto maji uzké inhibiéni
spektrum [60]. LAB produkuji rozmanité bakteriociny, obecné aktivni vici jinym LAB,
které ptispivaji ke konkurenceschopnosti producenta, ale také na patogeny jako je Listeria

monocytogenes [56].

Takzvané bakteriociny tfidy Ila jsou obzvlasté aktivni vici listeriim [61]. Aplikace LAB
produkujicich bakteriocin v masném pramyslu proto nabizi zplsob piirodniho
konzervovani potravin [62,63,64]. Laktobacily izolované zklobas casto produkuji
bakteriociny nebo bakteriocinové slouceniny, jak bylo dokdzano pro Lactobacillus sakei
[65,66,67], Lactobacillus curvatus [66], Lactobacillus plantarum [67,68] Lactobacillus
brevis [69] a Lactobacillus casei [70]. Pouziti bakteriocinu produkovaného Lactobacillus
sakei jako vychozi kultury umoziuje snizit hladiny listerii ve fermentovanych klobasach

[63,64,71].
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V urcitych produktech, napt. v klobasach amerického stylu, fermentovanych pfi vyssich
teplotach (27 °C — 38 °C versus 20 °C — 25 °C), produkuji bakteriociny spiSe pediokoky
nez laktobacily [72].

U enterokokli je zndmo, ze produkuji bakteriociny s vysokou termostabilitou [73,74].
Pouziti enterokokl produkujicich bakteriocin je dobie zdokumentovano pii vyrobé syrii
[75], ale informace o jejich potencidlu bioprotektivnich kultur v masném pramyslu jsou

vzacné [63].

Bakteriocin-produkujici  laktokoky [76] a  bakteriocin-produkujici  Leuconostoc
mesenteroides [77] byly izolovany také z fermentovanych klobas. Kmeny Lactococcus
lactis byly pouzity jako nové funkéni startérové kultury pro vyrobu klobas, pfestoze nejsou

zvlaste prizpisobeny masné technologii [78].

Pouzivani bakteriocinii produkovanych novymi startérovymi kulturami miiZe nabizet
znaéné vyhody v oblasti bezpe€nosti potravin bez rizika pro lidské zdravi v disledku
toxikologickych vedlejSich ucinkti [59]. Predstavuje pfirozeny bezpeény zpusob
konzumace potravin. Kromé& toho produkce bakteriocinii in situ obecné nevede k
organoleptickym nebo chutovym nedostatkiim a je niz8i nez lze ocekdvat z in vitro

experimentt [79].

Aktivita bakteriocini nemusi byt ve fermentovanych masnych vyrobcich dostate¢na. Miize
dojit k jejich nizké produkci, genetické nestabilité, neschopnosti distribuce bakteriocinu
v celém produktu, nizké rozpustnosti, inaktivaci protedzami z masa, odolnosti cilového
kmene, interakci se slozkami masa, anebo adsorpci na tukové ¢astice [59,80]. Doporucuje
se pouzivat kmeny, které jsou dobfe prizplisobené prostredi fermentovanych masnych
vyrobkd, napt. Lactobacillus sakei nebo Lactobacillus curvatus [81], Lactobacillus
curvatus LTH 1174 [82] a Lactobacillus curvatus 1442 [77] optimalné produkuji
bakteriociny za podminek pH a teploty, které prevladaji béhem fermentace evropskych
fermentovanych masnych vyrobkii. Také je potfeba vybrat vhodné kultury dle pouzité

technologie [63].

Pediokoky jsou vhodnéjsi nez laktobacily, je-li poZadovana rychla fermentace pii vyssi
teploté. RovnéZz vykon bakteriocinogennich LAB jako vychozi nebo spole¢né kultury
zavisi na slozkach produktii a pouzité¢ receptuie. Je zavisly na pouziti dusitanli nebo

dusi¢nanti, chloridu sodného nebo draselného [81].
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Je zfejmé, ze bakteriociny nejsou urceny k pouziti jako jediny prostiedek konzervovani
potravin, ale mély by byt pfiméfené integrovany do vicetroviiového konzervaéniho

systému po celou dobu s ohledem na spravnou vyrobni praxi [81].

4

6.2.2 Funk¢ni startérové kultury pro spolehlivéjsi produkéni proces

Pouziti startérovych kultur produkujicich bakteriocin nemusi pouze pfispivat k bezpecnosti
potravin, ale také k prevenci kazeni potravin. Zejména rast LAB, které produkuji peroxid
vodiku, zpusobuji sliznatost, odvzdusnéni nebo nepfijemné piichut¢, muize byt

inhibovan [61].

Pouziti kmenl s antioxida¢nimi vlastnostmi produkujicich kataldzy nebo superoxid
dismutézy, naptiklad Staphylococcus carnosus, mize pomahat inhibovat oxidaci lipidd a

zabranuje zhorSovani barvy a struktury, stejn¢ jako tvorbu toxickych sloucenin [83].

6.2.3 Startérové kultury s technologickymi vyhodami

Pouziti funkénich startérovych kultur mtze byt uzitecné ke snizeni tirovné dusitanti a
dusi¢nanii, o nichz se diskutuje kvili jejich podilu na tvorbé zdravotné¢ nezadoucich
nitrosamini. Dusitany a dusi¢nany se vyuzivaji ve fermentacni technologii
fermentovanych masnych vyrobka jako €inidla pro mikrobidlni stabilitu a tvorbu barvy
[84]. K odstranéni ¢asti konzerva¢niho ucinku mohou byt pouzity kmeny produkujici
bakteriociny. Zatimco pouziti kmeni schopnych produkovat nitrozylované derivaty
myoglobinu, coz jsou derivaty, které jsou schopny pievadét hnédy metmyoglobin na
cervené derivaty myoglobinu a mohou tak ¢aste¢né prevzit funkci inidel pro lepsi stabilitu
vyrobkll. Druhd moznost byla prokdzana u kmeni Lactobacillus fermentum v uzenych

salamech [85].

Také pouziti kment, které vedou ke zrychlenému zrani klobés, mize piinést technologické
vyhody, coz vede ke zkraceni doby skladovani a konkurenceschopnosti konecného
produktu. Lze pouzit bakterialni kmeny, jako jsou naptiklad laktokoky, které maji silnou

proteolytickou aktivitou béhem dozravani [86,87].
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6.2.4 Funkcni startérové kultury s probiotickymi vlastnostmi

S ohledem na nedadvny zajem o funkéni masné vyrobky [88], vypadaji probiotické
startérové kultury slibn€. Probiotika se skladaji ze zivych mikroorganizmu, které maji po
poziti dostatecného mnozstvi pfiznivy vliv na organizmus hostitele [89]. Nékteré kmeny
Lactobacillus jsou dobrymi kandidaty jako probiotické kultury, protoze jsou béznymi
komponenty stfevni mikroflory a podporuji zdravi ¢lovéka in vivo. Enterokoky jsou také
uvadény na trh jako probiotické ptipravky [90]. Pouziti probiotickych kmenl je jiz
v mlékarenském primyslu velmi bézné. V budoucnu by se mohly pouzivat probiotické

kmeny LAB pro funkéni probiotické masné vyrobky [91].

Kmeny s probiotickymi vlastnostmi by mély byt silnymi konkurenty proti pfirozené
mikroflofe masa, kterd mize mit negativni zdravotni G¢inky. Bylo prokézéano, Ze nékolik
laktobacila sttevniho piivodu pfeziva v procesu vyroby uzenin a mize byt detekovéano ve
vysokém pocétu v koneném produktu [92,93]. Intestinalni laktobacily Lactobacillus
rhamnosus FERM P-15120 a Lactobacillus paracasei subsp. paracasei FERM P-15121
mohou inhibovat rist a produkci enterotoxinu Staphylococcus aureus ve stejném rozsahu
jako komerc¢ni startérova kultura Lactobacillus sakei v uzenindch fermentovanych pii
20 °C nebo 35 °C. Na druhou stranu intestinalni kmen Lactobacillus acidophilus FERM
P-15119 nemohl uspokojive snizit pocty Staphylococcus aureus [93].
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7 BIOGENNI AMINY VE FERMENTOVANYCH MASNYCH
VYROBCICH

Fermentované masné vyrobky spolu s jinymi fermentovanymi potravinami nebo napoji
predstavuji jedny z potravinovych produkti, které mohou obsahovat vy$si mnozstvi

biogennich amint [48,49,94].

Tyramin je obvykle nejCastéji se vyskytujici biogenni amin nachézejici se ve
fermentovanych masnych vyrobcich. Pokud jde o primérné hodnoty, bylo zjisténo, zZe
fermentované klobasy vykazuji nejvyssi obsah tyraminu mezi fermentovanymi produkty
[49]. Ve fermentovanych masnych vyrobcich je tyramin produkovan zejména bakteriemi
mlécéného kvaSeni (vCetné laktobacilii a enterokokll) a méné pak koaguldza-negativnimi
stafylokoky [95,96,97,98,99,100]. Latorre-Moratalla a kol. uvadéji, ze 48 % LAB a 13 %
stafylokokil izolovanych ze spontanné fermentovanych klobas jsou schopny dekarboxylace

jedné nebo vice aminokyselin [99].

Fermentacni procesy mohou také vést k vyznamné akumulaci diaminii putrescinu a
kadaverinu. Pfestoze obsahy téchto diamint ve fermentovanych masnych vyrobcich jsou
relativné nizké, v nékterych piipadech jsou jejich urovné extrémné vysoké a prekracuji az
hodnoty tyraminu. Produkce diamind se obvykle pfipisuje gram-negativnim bakteriim,
jako jsou enterobakterie a pseudomonady [48,97,101]. Nicménég, fada publikaci ukazuje
nékolik kmentt LAB a CNS se silnou schopnosti produkovat putrescin nebo kadaverin

[95,97,99,102].

Naproti tomu je histamin ve fermentovanych masnych vyrobcich obvykle nalezen méné
¢asto. Nicméné v nékterych vzorcich mize dosdhnout pomérné vysokych urovni, obvykle
doprovdzenych vysokym mnozstvim jinych biogennich amind. Tvorba histaminu je
omezena na nékteré kmeny enterobakterii nebo LAB, které se béZné nenachazeji ve

vzorku, pokud ovSem nedojde ke kontaminaci [14,97,103,104].

Fenyletylamin a tryptamin mohou byt povaZzovany za méné vyznamné aminy vyskytujici
se ve fermentovanych masnych vyrobcich. Jejich hromadéni je zavislé na vyskytu
vysokého obsahu tyraminu spojeného s nékterymi LAB nebo CNS [105]. Urovng
biogennich aminli u fermentovanych masnych vyrobkd vykazuji velké rozdily mezi
riznymi typy produktii a produktli od stejného vyrobce. Vliv mikrobiologické kvality
surovin, kterd se méni v kazdé vyrobni Sarzi, je kliCovym parametrem pro vysvétleni této

variability. Navic je mohou ovliviiovat i dalsi faktory, jako jsou ptisady (cukr, kofeni atd.),
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tloustka fermentovaného masného vyrobku a technologické podminky (teplota a relativni
vlhkost), které jsou spojeny s aminogenezi, vCetné¢ mikrobiadlniho rlstu, kyselosti,

proteolyzy a aktivity dekarboxylaz [15,105,106,107,108].
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8 MOZNOSTI SNIiZENI OBSAHU BIOGENNICH AMINU

8.1 Enzymaticka degradace biogennich aminu

Monoaminooxidazy (MAO, E.C. 1.4.3.4.)) jsou flavoproteiny, které katalyzuji oxidacni
deaminaci fady biogennich monoamint tvoticich odpovidajici aldehydy, peroxid vodiku a
amoniak. U lidi existuji dvé samostatné MAO izoformy (MAO-A, MAO-B), naptiklad
intestinalni sliznice md mono- a diaminooxidazy, které katabolizuji BA a jsou dobie
charakterizovany. Nicmén¢ informace tykajici se identifikace a biochemické
charakterizace enzymatické aktivity spojené s redukci BA v potravindch jsou pomérné

vzacné [109].

8.2 Technologicky vyznam degradace biogennich amini p¥i vyrobé

fermentovanych potravin

Novym zplusobem snizeni obsahu BA v potravinach by bylo jejich odstranéni z
potravinové matrice. Mohlo by jit o strategii, ve které by se zabranilo pfitomnosti LAB
produkujiciho BA, protoZe ty jsou soucasti bézné mikroflory a BA jsou tedy pfitomny ve

finalnich fazich vyrobniho procesu [110].

Bylo navrZeno pouziti BA-degradujicich bakterii v produkci fermentovanych masnych
vyrobkl [110,111,112]. Bylo zjiSténo, Ze pfitomnost ur¢itych vychozich kultur snizuje
jejich obsah [111]. Produkce aminooxiddzy byla navrZena jako kritérium pii vybéru
startérovych kultur [113] a stejni autofi také zdlraziuji dileZzitost pouZiti spravnych

hygienickych a vyrobnich postupti.

8.3 Utinnost dekarboxyliza-negativnich kultur p¥i redukci obsahu

biogennich amint

Nékolik studii vyhodnotilo pouziti komer¢nich a experimentdlnich startérovych kultur ke
sniZzeni aminogeneze béhem fermentace masnych vyrobkl. Pfestoze fada studii prokazala
pfiznivy Uc€inek startérovych kultur pfi sniZovani akumulace biogennich amini
[15,114,115,116,117,118] jiné studie zase neprokazaly ucinnost vychozich kultur ke
snizeni pfitomnosti biogennich amint v nékterych fermentovanych masnych vyrobcich

[103,120,121,122].
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Obecné plati, ze startérové kultury obsahujici druhy LAB vykazovaly vy$si hodnoty
produkce biogennich aminll nez startérové kultury obsahujici pouze CNS [115]. LAB
startérové kultury by mohly vyvijet efektivn€j$i nahradu endogenni mikroflory s
potencialni aminogenni schopnosti, obvykle sestavajici z laktobacili a enterokoki.
Zejména u startérovych kultur, véetné¢ druhtt LAB, se uvadi, ze ty, které obsahuji
Lactobacillus sakei nebo Lactobacillus plantarum, vyznamné inhibuji akumulaci amin,
ackoli s rlznou intenzitou v zavislosti na kmeni a produktu [114,115,123,124,125].
Proteolytickd aktivita CNS miize stimulovat aminogenezi pomoci poskytnuti
aminokyselinovych prekurzort. Bover-Cid a kol. prokazali potencial proteolytickych

stafylokokt k inhibici produkce biogennich amini [126].

Kmeny Lactobacillus sakei jsou obvykle dobie pfizplisobeny fermentaci masa a jsou
konkurenceschopné mezi teplotami 15 a 25 °C, coz je teplotni rozsah pro vyrobu uzenin v
evropskych zemich [63,97]. Ve studii, kterou provedli Gonzalez-Fernandez a kol., mezi
vSemi testovanymi dekarboxyldza-negativnimi kmeny se Lactobacillus sakei K29 ukézal
nejucinnéjsi pii redukci produkce aminu, pravdépodobné proto, Ze tento kmen zplsobil
rychly pokles pH béhem fermentace masnych vyrobkid [127]. Bover-Cid a kol. také
popsali, ze negativni kmen Lactobacillus sakei CTC494 vykazuje silnou schopnost snizit
tvorbu biogennich aminll ve Spanélskych klobasach. AvSak kdyZ byl tento stejny kmen
(Lactobacillus sakei CTC494) kombinovan se Staphylococcus carnosus LHT 2102,
Staphylococcus xylosus CTC3037 nebo Staphylococcus xylosus CTC3050, bylo dosaZeno
jesté ucinngj$i redukce aminit ve srovnani s uclinkem kazdého pouzitého kmene
[97,126,128].

Komeréni startérové kultury pouzivané v prumyslové vyrobé nemusi byt plné
pfizplsobeny prostiedi pro fermentaci masa nebo k tradi€nim specifickym fermentacnim
podminkdm. V dne$ni dob€ se pro fermentaci femeslnych salamli doporucuje piidani
takzvanych autochtonnich startovacich kultur, které¢ se skladaji z vybranych kmeni
pochézejicich z kazdého specidlné fermentovaného masného produktu [100,129,130].
Autochtonni startérové kultury poméhaji udrzovat typické jedinecné vlastnosti drobnych
masnych vyrobktl. Tato lepsi adaptace a konkurenceschopnost autochtonnich startérit ve
srovnani s komerénimi startéry by mohla vysvétlit vétsi sniZeni obsahu biogennich amint u

produktl pochazejicich z tradi¢niho fermentovaného masa [100].

Komeréné dodavané smiSené startérové kultury kombinujici rizné druhy LAB a

stafylokoky [114,117,131] vykazovaly slabsi redukci aminti nez u pivodnich smiSenych
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autochtonnich startérovych kultur [99,130,132]. Talon a kol. [132] a Latorre-Moratalla a
kol. [99] vyhodnotili u¢inek autochtonnich startérii bez dekarboxylazové aktivity na
redukci biogennich aminti v riznych evropskych fermentovanych saldmech. Prace
prokazala dulezitost vybéru kmene piipad od piipadu, aby se dosdhlo dobrého
ptizpiisobeni prostfedi fermentace masa a ndsledn¢ dobré prevence vyskytu biogennich

aminu [110,111,112,133].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

34

II. PRAKTICKA CAST
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9 CIiLPRACE

Cilem teoretické Casti diplomové prace bylo popsat vliv startérovych kultur pii vyrobé
fermentovanych masnych vyrobkii, moznosti snizeni obsahu biogennich amint
v potravinach za pomoci mikrobidlnich kultur a také moznosti detekce biogennich amini

v potravinach.

Cilem praktické cCasti bylo otestovat celkem 18 gram-pozitivnich mikrobidlnich kultur
pouzivanych pfi vyrobé fermentovanych masnych vyrobki a hledani takovych kultur, které
jsou schopné degradovat biogenni aminy v zavislosti na dostupnosti zivin. Dal$im cilem
bylo sledovat schopnost degradace biogennich amint v zavislosti na sloZzeni a mnozstvi
kultivaéniho média, vlivem rozdilného pH a kultiva¢ni teploty. Ubytek biogennich aminii
byl sledovan ve vybranych tekutych médiich pomoci vysokolUcinné kapalinové

chromatografie.

Dil¢im cilem bylo popsat dalsi vlastnosti testovanych kultur, napt. morfologii bunék.
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10 MATERIAL A METODIKA PRACE

10.1 Vybér mikrobialnich kultur

V diplomové praci byly pouzity bézné mikrobidlni kultury vyuzivané jako startérové
kultury pfi vyrobé fermentovanych masnych vyrobka. Mikrobidlni kultury byly dodany od
spolecnosti Chr. Hansen (tab. 2) pod komer¢nimi nazvy a uchovavany v mikrobiologické

laboratoii Ustavu inZenyrstvi ochrany Zivotniho prosttedi Fakulty technologické.

Tabulka 2 - Testované mikrobidalni kultury

Chr. Hansen - Bactoferm®

Komeréni nizev Mikrobialni sloZeni
(dle informaci dodavatele)
1 Rubis Bioprotective culture
2 S-SX Staphylococcus xylosus
3 LHP DRY Pediococcus pentosaceus
5 CS-300 Staphylococcus carnosus
6 HPS DRY Pediococcus acidilactici
. SM-75 Staphylococcus carnosus,
Staphylococcus xylosus
g C-P-77 Staphylcoc'cus carnosus,
Lactobacillus pentosus
Staphylococcus carnosus,
9 F-SC-111
Lactobacillus sakei
10 SM-194 5 kment
1 T-SPX Pediococcus pentosaceus,
Staphylococcus xylosus

Chr. Hansen - SafePro®

12 B-LC-48 Lactobacillus curvatus
13 B-LC-20 Pediococcus acicilactici
14 B-2 Lactobacillus sakei
15 B-LC-007 neuvedeno

16 B-LC-78 neuvedeno

17 B-LC-77 neuvedeno

18 ImPorous neuvedeno

Chr. Hansen - Bactoflavor®

19

BFL-TO3

neuvedeno
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10.2 Pouzita kultivacni média a pristrojové vybaveni

10.2.1 Kultiva¢ni média
U vybranych mikrobialnich kultur byl sledovan rtist ve tiech kultivacnich médiich.
a) médium M17 (HiMedia)

Slozeni uvedeno na 1000 ml vody:

Tabulka 3 - Slozeni média M17

Hydrolyzat kaseinu 25¢g
Pepton 25¢g
Sojovy pepton 5¢
Kvasnic¢ni extrakt 25¢g
Masovy extrakt S¢g
Kyselina askorbova 0,5¢g
Siran hore¢naty 0,25 ¢g
Laktéza S5¢g
Glycerylfosfat sodny 19¢g

Vysledné pH pfti 25 °C je 7,1 = 01.
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b) médium MRS (De Man, Rogosa and Sharpe agar; HiMedia)

Slozeni uvedeno na 1000 ml vody:

Tabulka 4 - SloZeni média MRS

Pepton 10g
Kvasni¢ny extrakt 4¢g
Masovy extrakt 8g
Glukoza 20¢g
Hydrogenfosfore¢nan draselny 2g
Octan sodny 5¢
Citronan amonny 2g

Siran hore¢naty 02¢g

Siran manganaty 0,05¢g
Tween 80 lg

Vysledné pH pfi 25 °C je 5,7 £0,2.

¢) médium NB (Nutrient Broth; HiMedia)

SloZeni uvedeno na 1000 ml vody:

Tabulka 5 - SloZeni média Nutrient Broth

Masovy pepton 58

Hovézi extrakt 1,5¢g
Kvasni¢ny extrakt I,5g

Chlorid sodny S5¢g

Vysledné pH pfi 25 °C je 7,4 £0,2.

Pro nékteré experimenty byla pouZita tzv. ,,polovicni* média (M17 1/2, MRS 1/2 a NB
1/2), kdy byly pfipraveny polovi¢ni navazky téchto médii.
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d) Zdsobni roztok biogennich aminii

Zasobni roztok biogennich aminG byl pfipraven navazenim piislusného mnoZzstvi
biogennich aminii (kadaverinu, putrescinu, histaminu, tyraminu, fenyletylaminu; vse
Sigma-Aldrich) a jejich rozpusténim v 1000 ml destilované vody, pH roztoku bylo
upraveno pomoci 35% HCI (Penta) na hodnotu 6,8 + 0,2.

Tabulka 6 - Slozeni zasobniho roztoku BA

Tyramin 2g
Putrescin 2g
Kadaverin 2g
Histamin 2g
Fenyletylamin 2g

Degradace biogennich amini byla testovana v ptislusném kultivaénim médiu s piidavkem
biogennich amind. Koncentrace kazdého z biogennich amind v kultivaénim médiu byla
0,2 % (w/v). Nasledn¢ bylo kultivaéni médium rozplnéno do zkumavek po 4,5 ml a

sterilovano v autoklavu.

10.2.2 Pristrojové vybaveni

Bé&Zné laboratorni vybaveni pro mikrobiologickou praci (zkumavky, odmérné valce,
jednorazovy plastovy material), automatické pipety, pH metry, termostaty, inkubatory,
vortex, centrifuga, biohazard boxy, tfepatka, HPLC, pfistroj na zahtfivani a odpafovani

dusikem a dalsi.

10.3 Identifikace mikroorganizmi metodou MALDI-TOF MS

Neékteré mikroorganizmy byly identifikovany metodou MALDI-TOF MS (Matrix Assisted
Laser Desorption/lonization Time of Flight mass spektrometry - hmotnostni spektrometrie
s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice s priletovym analyzatorem). Kultury
narostlé na tuhém kultivaénim médiu (stejné sloZeni jako kultivacni média uvedena
v kapitole 10. 2. 1. plus pridavek agaru (HiMedia) v koncentraci 1,5 g/1) byly pteo¢kovany
pomoci kiizového roztéru k ziskani Cisté kultury. Po 48 hodinach kultivace pii 30 °C byla

kultura steriln€ klickou odebrana do sterilni eppendorfkové mikrozkumavky, do které bylo
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ptidano 500 pl sterilni destilované vody a 500 ul absolutniho etanolu (Sigma-Aldrich).
Ptipravené vzorky byly zamrazeny a nachystany na identifikaci, kterd byla provedena pod
vedenim prof. Ing. Miroslavy Kacaniové, PhD. na Katedfe mikrobiologie Fakulty

biotechnologie a potravinarstva Slovenské pol'nohospodarske univerzity v Nitfe.

10.4 Ovéreni schopnosti degradace vybranych mikroorganizmi

v kultiva¢nim médiu s biogennimi aminy

10.4.1 Pouzité mikrobialni kultury

Byly pouzity mikrobialni kultury vyuzivané jako startérové kultury pii vyrobé
fermentovanych masnych vyrobkl. Schopnost degradace téchto mikroorganizmli byla
zkoumana v kultiva¢nich médiich obohacenych o biogenni aminy a srovnavana s kontrolou

(ptislusné kultivacni médium s biogennimi aminy bez zaockované kultury).

10.4.2 Priprava a odbér vzorki na analyzu HPLC

Mikrobidlni kmeny byly pomnozeny v kultivaénich médiich bez ptidavku biogennich
aminu a dale pak v kultivacnich médiich obohacenych o biogenni aminy. Hodnoty pH byly
upraveny na 6,8 + 0,2 v zdkladnim experimentu a dale pak pfi sledovani vlivu pH na

degradaci BA byly hodnoty upraveny v rozmezi 6,6 az 7,2.
Degradace biogennich aminti byla sledovéna pfi teplotach 30 + 0,1 °C a 37 + 0,1 °C.

Odbéry vzorki byly provedeny ve stanovenych casech, a to po 6, 10, 24, 48 a 72 hodinach
vzdy ze 2 paralelnich zkumavek. Kontrolni odbér byl proveden vZdy ithned po zaockovani
(¢as 0 hod). Dale byly vzorky centrifugovany pii 4600 otdCkach za minutu po dobu 10
minut a z kazdé zkumavky bylo odebrano do 2 mikrozkumavek 650 pl supernatantu, ke
kterému bylo pfidano 650 pl kyseliny chloristé (Sigma-Aldrich) o koncentraci 1,2 mol/l.
Ptipravené vzorky byly nésledné zamrazeny pfi teploté¢ -18 °C a nachystany tak na

derivatizaci.
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10.4.3 Derivatizace vzorku

K pfipravenym vzorkiim supernatantu s kyselinou chloristou bylo pfidano 100 pl vnitiniho
standardu 1,7-heptandiaminu (Sigma-Aldrich) v koncentraci 500 mg/l. Dale byl
odpipetovan 1 ml vzorku do derivatizaéni nadobky a bylo pfidano 1,5 ml cCerstvé
pfipravené¢ho karbonatového pufru (pH 11,1 — 11,2) a 2 ml cerstvé pfipraveného
dansylchloridu (Sigma-Aldrich) o koncentraci 5 g/l v acetonu. Uzaviené nadobky byly
ttepany 20 hodin v temnu. Poté bylo ke vzorkiim ptidano 200 pl roztoku prolinu a vzorky
byly tfepany dalsi hodinu. Nasledn¢ byly ke vzorku piidany 3 ml heptanu (Sigma-Aldrich)
a po peclivém uzavieni nadobek se vzorky tfepaly 5 minut ru¢né. Poté bylo odpipetovano
1 ml heptanové vrstvy do vialek. Obsah vialek byl odpaten pfi teploté 65 °C do sucha pod
proudem dusiku a suchy odparek byl ziedén 1,5 ml acetonitrilu (Sigma-Aldrich). Vialky
byly zamrazeny na -18 °C do doby chromatografické analyzy.

10.4.4 Chromatografické stanoveni biogennich amini

Bezprostfedné pied analyzou HPLC byly vzorky priefiltrovany ptes stiikackovy filtr s
porozitou 0,22 pum. Separace byly provedeny gradientovou eluci (voda/acetonitril) na
kolon¢ Agilent Zorbax RRHD Eclipse Plus C18 s parametry 50 x 3,0 mm, porovitost 1,8
um (Agilent, Paolo Alto, USA) pfi teplot¢ 30 °C, priatok kolonou byl nastaven na 0,453
ml/min. Chromatograficky systém Dionex HPLC UltiMate 3000 byl tvofen odplyiovaci
jednotkou (degaserem), bindrni pumpou, autosamplerem, termostatem kolon a UV/VIS
detektorem (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Detekce probihala
pomoci UV/VIS detektoru pti vinové délce 254 nm. Chromatogramy byly vyhodnoceny
pomoci softwaru Chromeleon™ 6.8 a nasledné zpracovany do piehlednych tabulek a

grafli.
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11 VYSLEDKY A DISKUZE

V experimentalni casti diplomové prace byla zjisStovana degradace BA pomoci 18
gram-pozitivnich mikrobidlnich kultur vyuzivanych pii vyrobé fermentovanych masnych
vyrobkll. Nejprve byly z 18 mikrobidlnich kultur vybrany ty kultury, které byly schopné
nejlépe degradovat pét pfidanych biogennich aminti (FEM, PUT, KAD, HIM a TYM) po
48 hodinach kultivace v pfislusném kultivaénim médiu (Nutrient Broth, MRS a M17 a
polovi¢ni navazky téchto médii). U vybranych 3 mikrobidlnich kultur (komercni nazvy
LHP DRY, SM-194 a BFL-TO3) byl sledovan vliv doby kultivace (24 a 48 hodin) na
degradaci biogennich amint. Ze ziskanych vysledki byly vybrany 2 mikrobidlni kultury
(LHP DRY a SM-194), u kterych byl déle sledovan vliv teploty (30 °C a 37 °C), ¢asu (12,
24, 30, 36 a 48 hodin), pH (6,6; 6,8; 7,0 a 7,2) a kultivacniho média (MRS a MRS 1/2), na

degradaci biogennich amint.

11.1 Identifikace pomoci MALDI-TOF MS

Analyze pomoci MALDI-TOF MS byly podrobeny pouze mikrobidlni kultury, se kterymi
se provadely experimenty tykajici se faktor na vliv degradace biogennich amint.
Na identifikaci mikroorganizmii pomoci metody MALDI-TOF MS byly vybrany bilé

kolonie, které jsou typické pro bakterie mlééného kvaseni.

Vysledky jsou struéné shrnuty v nasledujici tabulce (tab. 7).
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Tabulka 7 - Slozeni kultur dle vyrobce a vysledky identifikace metodou MALDI-TOF MS

Chr. Hansen - Bactoferm®
Komeréni nizev Mikrobialni sloZeni Identifikace pomoci
(dle informaci dodavatele) MALDI-TOF MS
1 Rubis Bioprotective culture
2 S-SX Staphylococcus xylosus
Pedi t A
3 LHP DRY Pediococcus pentosaceus ¢ ufcoccus - en. 0:9 ace.u s
Pediococcus acidilactici
5 CS-300 Staphylococcus carnosus
6 HPS DRY Pediococcus acidilactici
7 SM.T5 Staphylococcus carnosus,
Staphylococcus xylosus
g C-p-77 Staphyloco‘ccus carnosus,
Lactobacillus pentosus
Staphylococcus carnosus,
9 F-SC-111
5 Lactobacillus sakei
10 SM-194 5 kmenii Pediococcus pentosaceus,
Staphylococcus carnosus
1 T.SPX Pediococcus pentosaceus,
Staphylococcus xylosus
Chr. Hansen - SafePro®
12 B-LC-48 Lactobacillus curvatus
13 B-LC-20 Pediococcus acicilactici
14 B-2 Lactobacillus sakei
15 B-LC-007 neuvedeno
16 B-LC-78 neuvedeno
17 B-LC-77 neuvedeno
18 ImPorous neuvedeno
Chr. Hansen - Bactoflavor®
19 BFL-TO3 neuvedeno Pediococcus pentosaceus,
Staphylococcus carnosus
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11.2 Ovéreni schopnosti degradace vybranych mikroorganizmii v

kultivaénim médiu s biogennimi aminy

Byly pouzity mikrobidlni kultury vyuzivané jako startérové kultury pii vyrobé
fermentovanych masnych vyrobkii. Schopnost degradace téchto mikroorganizmt byla
zkoumana v kultiva¢nich médiich obohacenych o biogenni aminy a srovndvana s kontrolou

(ptislusné kultiva¢ni médium s biogennimi aminy bez zao¢kované kultury).

11.2.1 Stanoveni ubytku BA 18 mikrobialnimi kulturami pomoci HPLC

Byl sledovan ubytek péti BA — fenyletylaminu (FEM), putrescinu (PUT), kadaverinu
(KAD), histaminu (HIM) a tyraminu (TYM) pomoci 18 gram-pozitivnich mikrobidlnich
kultur pouZivanych v masném pramyslu, po 48 hodinové kultivaci. Ubytek BA byl

srovnavan s kontrolou, coz bylo médium s BA bez zaockovanych mikroorganizmiti.

Vyznamnymi degradéry BA se ukdzaly 3 mikrobiélni kultury (komeréni nazvy LHP DRY,
SM-194 a BFL-TO3). VSechny podrobné vysledky degradace BA jsou shrnuty v piiloze

PL V nasledujici tabulce (tab. 8) jsou shrnuty obsahy BA nezavisle na kultivaénim médiu.

Tabulka 8 - Degradace BA 18 mikrobidalnimi kulturami

Zustatek BA v médiu [%)]

FEM PUT KAD HIM TYM
1 Rubis 63-75 51-70 66-94 47-69 69-77
2 S-SX 95-100 51-71 81-99 52-97 99-100
3 LHP DRY 55-98 51-76 60-97 52-75 60-98
5 CS-300 57-63 49-77 66-97 56-70 66-69
6 HPS DRY 64-100 49-76 68-99 52-83 72-92
7 SM-75 61-99 54-77 74-84 54-75 68-98
8 C-P-77 60-96 62-88 68-99 57-89 65-90
9 F-SC-111 65-100 65-79 70-95 54-89 70-95
10 SM-194 45-99 45-85 63-90 53-76 53-99
11 T-SPX 72-91 51-69 70-90 59-72 77-97
12 B-LC-48 62-72 51-67 69-98 49-83 70-96
13 B-LC-20 59-98 60-64 62-92 51-82 66-93
14 B-2 67-99 42-73 67-99 44-67 78-98
15 B-LC-007 59-62 34-88 50-63 34-73 59-70
16 B-LC-78 60-97 60-89 63-98 59-88 68-93
17 B-LC-77 72-100 65-89 73-96 53-77 81-100
18 Im Porous 69-99 65-93 69-91 49-68 79-95
19 BFL-TO3 52-93 55-98 62-65 36-66 47-87
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11.2.2 Degradace BA mikrobiilni kulturou oznacovanou LHP DRY

Schopnost degradace BA pomoci kultury oznacované komerénim nidzvem LHP DRY
v kultiva¢nich médiich NB, MRS, M17 a v médiich s polovi¢nimi navazkami s piidavkem

BA, upravé pH na hodnotu 6,8; odbéru po 24 a 48 hodinach, je uvedeno na obrazku 1.

Vseobecné lze tvrdit, jak vyplyva z vysledki, Ze se zvysujici se dobou kultivace byl ubytek
BA vétsi. Tedy schopnost degradace BA pomoci mikrobialni kultury LHP DRY se
zvySovala s cCasem. Nejvice nachylny k degradaci byl putrescin v médiu MRS po

24 hodinach. Po 48 hodinové kultivaci byl nachylny na degradaci opét putrescin, ovSem

v médiu Nutrient Broth s polovi¢ni navazkou.
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Obrazek 1 - Degradace BA pomoci mikrobialni kultury LHP DRY po 24

hod (A) a 48 hod (B) kultivace
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11.2.3 Degradace BA mikrobialni kulturou ozna¢ovanou SM-194

Schopnost degradace BA pomoci kultury oznacované pod komerénim ndzvem SM-194
v kultiva¢nich médiich NB, MRS, M17 a v médiich s polovi¢nimi navazkami s piidavkem

BA, upravé pH na hodnotu 6,8; odbéru po 24 a 48 hodinach, je uvedeno na obrazku 2.

Vseobecné lze tvrdit, jak vyplyva z vysledki, Ze se zvysujici se dobou kultivace byl ubytek
BA vétsi. Tedy schopnost degradace BA pomoci mikrobialni kultury SM-194 se zvySovala
s casem. Nejvice nachylny k degradaci byl putrescin v médiu M17 po 24 hodinach. Po 48
hodinové¢ kultivaci byl nachylny na degradaci opét putrescin, ovSem v médiu Nutrient

Broth.
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Obrazek 2 - Degradace BA pomoci mikrobialni kultury SM-194 po 24
hod (A) a 48 hod (B) kultivace
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11.2.4 Degradace BA mikrobialni kulturou ozna¢ovanou BFL-TO3

Schopnost degradace BA pomoci kultury oznacované pod komerénim nazvem BFL-TO3
v kultiva¢nich médiich NB, MRS, M17 a v médiich s polovi¢nimi navazkami s piidavkem

BA, upravé pH na hodnotu 6,8; odbéru po 24 a 48 hodinach, je uvedeno na obrazku 3.

Vseobecné lze tvrdit, jak vyplyva z vysledki, Ze se zvysujici se dobou kultivace byl ubytek
BA vétsi. Tedy schopnost degradace BA pomoci mikrobialni kultury BFL-TO3 se
zvySovala s Casem. Nejvice nachylny k degradaci byl putrescin v médiu M17 s polovicni
navazkou, po 24 hodinach. Po 48 hodinové kultivaci byl nachylny na degradaci opét

putrescin, ovsem v médiu MRS.
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Obrazek 3 - Degradace BA pomoci mikrobialni kultury BFL-TO3 po 24
hod (A) a 48 hod (B) kultivace
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11.3 Sledovani vlivu vybranych faktori na degradaci biogennich aminu

kulturou LHP DRY

Sledovani vlivu vybranych faktorii na degradaci biogennich aminii kulturou LHP DRY

jsou shrnuty v ptiloze II.

11.3.1 Degradace putrescinu kulturou LHP DRY v zavislosti na faktorech prostredi

Obrazek 4 znazornuje srovnani degradace putrescinu kulturou LHP DRY v zavislosti na
faktorech prostiedi. VSeobecné mizeme tvrdit, ze pii zvySené teploté (37 °C) se degradace
putrescinu kulturou LHP DRY zvySovala oproti teploté nizsi (30 °C). Pti teploté 30 °C byl
putrescin nejvice degradovan po 30 hodinach kultivace v médiu MRS pii pH 7,2, ato az o
70 %. Stejna mira degradace byla pozorovana v médiu MRS pfi hodnoté pH 6,6 po 12, 24 i
30 hodinach kultivace pfi teploté¢ 30 °C. Pii teploté 37 °C byl putrescin nejvice degradovan
v médiu MRS pii pH 7,2 a to hned po 12 hodinach kultivace az o 60 %. Lze tvrdit, Ze pfi
obou teplotach méla znacny vliv na degradaci i dostupnost Zivin, coz se projevilo v médiu
MRS s poloviénim mnozstvim zivin (MRS 1/2) s vyjimkou biogennich amind. Nejmensi
pokles putrescinu byl zaznamenan v médiu MRS o pH 6,8 pfi teploté 30 °C. V médiu MRS
s poloviénim mnoZzstvim Zzivin pii pH 7,2 a teplot€¢ 37 °C nedochazelo k degradaci
putrescinu vibec. Na zaklad¢ vysledki uvedenych na obrazku 4 lze konstatovat, ze nelze
jednoznacné oznacit podminky (kultivacni teplota, dostupnost Zivin a pH kultiva¢niho
média) ani dobu, za kterych by kulturou LHP DRY dochézelo k nejvyssi degradaci

putrescinu.
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Obrazek 4 - Degradace putrescinu kulturou LHP DRY p7i 30 °C (4) a 37 °C (B)
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11.3.2 Degradace fenyletylaminu kulturou LHP DRY v zavislosti na faktorech

prostredi

Obrazek 5 znazoriiuje srovnani degradace fenyletylaminu kulturou LHP DRY v zévislosti
na faktorech prostfedi. K vétsi degradaci biogennich amini dochazelo pii nizsi teploté
(30 °C). Prti teplote 30 °C byl fenyletylamin nejvice degradovan v médiu MRS pfti pH 6,6,
a to hned po 12 hodinach kultivace o 20 %, poté ale ovSem jeho obsah stoupal. Po 12
hodinov¢ kultivaci byly zaznamenany ubytky fenyletylaminu i u média MRS pii pH 7,0 a
7,2 a dale u média MRS s polovi¢nim mnoZzstvim zivin pii pH 6,8. Z obrazku 5 je patrné,
ze pri 30 °C nedochazelo k degradaci fenyletylaminu v médiu MRS pii pH 6,8 a v médiu
MRS spolovicnim mnozstvim zivin pii pH 7,0. Pfi teplot¢ 37 °C dochézelo
k vyznamngj$imu ubytku fenyletylaminu pouze v médiu MRS pfi pH 7,2, a to hned po 12
hodinach kultivace, podobné¢, jako tomu bylo 1 pfi teploté 30 °C. Pfi kultivacni teploté 37
°C nedochazelo k témér zadné degradaci fenyletylaminu ve vice nez poloviné zkoumanych
pud a hodnot pH. Na zékladé vysledki uvedenych na obrazku 5 Ize tvrdit, ze nejvhodné;si
kombinace vnéjSich faktori pro degradaci fenyletylaminu kulturou LHP DRY byla
kultivaéni teplota 30 °C, doba kultivace 12 hodin a kultivaéni médium MRS upraveno na
hodnotu pH 6,6. Nebyl zde ovSem prokazan vliv kultivaéniho média s polovicnim

mnozstvim Zivin na degradaci fenyletylaminu.
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Obrazek 5 - Degradace fenyletylaminu kulturou LHP DRY pri 30 °C (A) a 37 °C (B)
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11.3.3 Degradace kadaverinu kulturou LHP DRY v zavislosti na faktorech prosti-edi

Obrazek 6 znazoriuje srovnani degradace kadaverinu kulturou LHP DRY v zavislosti na
faktorech prostfedi. VSeobecné mizeme tvrdit, ze pti zvySené teploté (37 °C) se degradace
kadaverinu kulturou LHP DRY zvySovala oproti teploté nizsi (30 °C). Pti teploté 30 °C byl
kadaverin nejvice degradovan po 30 hodinach kultivace v médiu MRS upraveném na pH
7,2, a to o vice jak 60 %, poté zacal jeho obsah vysoce stoupat. Vyznamny ubytek
kadaverinu byl pozorovan i v médiu MRS pii pH 6,6, teploté¢ 30 °C, po 12 hodinach
kultivace, a to 0 40 %. Poté zacal obsah kadaverinu postupné¢ stoupat. Pii teploté 37 °C byl
kadaverin nejvice degradovan v médiu MRS pii pH 7,2, a to hned po 12 hodinach
kultivace o vice jak 60 %. Poté zacal jeho obsah postupné stoupat a zase klesat. Toto mize
byt zpiisobeno tim, ze po 24 hodindch zacala kultura vyuzivat jiné zdroje uhliku a dusiku
az do jejich vy€erpani, poté byl opét pozorovan ubytek biogennich amini. K vyznamnému
ubytku obsahu kadaverinu dochazelo pii 37 °C v médiu MRS s polovi¢nim mnozstvim
zivin pfi pH 6,8 po 24 hodinach kultivace, a to o 60 %. Pfi kultivacni teploté¢ 37 °C
nedochéazelo k zadné degradaci kadaverinu v médiu MRS s poloviénim mnoZstvim Zivin
pfi pH 7,2. Na zéklad¢ vysledkii uvedenych na obrazku 6 lze konstatovat, Ze optimalni
kombinace vnéjSich faktori na degradaci kadaverinu byla kultivac¢ni teplota 37 °C,

médium MRS o hodnoté pH 7,2 a doba kultivace pouze 12 hodin.
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Obrazek 6 - Degradace kadaverinu kulturou LHP DRY pri 30 °C (4) a 37 °C (B)
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11.3.4 Degradace histaminu kulturou LHP DRY v zavislosti na faktorech prostredi

Obréazek 7 znazoriiuje srovnani degradace histaminu kulturou LHP DRY v zavislosti na
faktorech prostiedi. Pii teplot¢ 30 °C byl histamin nejvice degradovan v médiu MRS 7,2
po 30 hodinové kultivaci, a to o 45 %. Dale pak v médiu MRS pfti pH 6,6, po 12 hodinové
kultivaci a pfi 30 °C, kdy byl ubytek histaminu 35 %. Poté jeho obsah zacal opét stoupat.
Pti kultivacni teploté 37 °C byl nejvice degradovan histamin v médiu MRS pfi pH 7,2 po
12 hodinové kultivaci o vice nez 40 %. Taktéz tomu bylo i v médiu MRS pii pH 6,8
s poloviénim mnoZstvim Zivin, ale aZ po 24 hodinach kultivace. Zadné tibytky histaminu
nebyly zaznamenany v médiich MRS pfti pH 6,8 v obou kultivaénich teplotach a déle pak
pti teplot¢ 37 °C v médiu MRS s polovicnim mnozstvim zivin. Na zéklad¢ vysledkt
uvedenych na obrazku 7 miizeme konstatovat, ze nejvhodnéjsi kombinace vnéjSich faktorii
na degradaci histaminu byla v médiu MRS pti pH 7,2, po 30 hodinové kultivaci a teploté

30 °C. Nebyl zde jednoznacéné prokazan vliv poloviéniho mnozstvi zivin u média MRS.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

55

100,00 —5— N - o
90,00 +— | - B EN H Ep N N NN B -
8000 - | - I Ef N g . _H_BN_ B , m 12 hod

_. 7000 — g I = - - = — — - 24 hod

S

< 6000 - n u B e - u | - = 30 hod

o
50,00 - - - - - . - - -

s 36 hod

240,00 — — — — = — — -

© 3000 SR | B B BRI B0 BRI =48hod
20,00 -+ - - - - . - - -

10,00 = - - - . - - -
0,00 -
2 2 2 2
K T N
& & > > 474, 4%) 474) %
-6 P R ) ) A )
[} & > >
29 P -0
Médium / pH
100,00 -
90,00 ~—— B N N S E -
80,00 "4 — I - N - m 12 hod

& 7000 TR B~ N I a - B 5 24 hod

< 60,00 - BN R . - - -

30 hod
£ 5000 - - _ u B n B ]

S 4000 NN SIS IS A A & 36 hod
30,00 TR R 1 S0 00 MR m48hod
20,00 -+ - - - . - - -

10,00 = - - . - - -
0,00 -
2 2 Z 2
%% B B % o S B %
o B Ty Ty Ty
e < 5 S > >
[} [} > >
s P o
Médium / pH

Obrazek 7 - Degradace histaminu kulturou LHP DRY p7i 30 °C (4) a 37 °C (B)
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11.3.5 Degradace tyraminu kulturou LHP DRY v zavislosti na faktorech prostiredi

Obréazek 8 znazoriuje srovnani degradace tyraminu kulturou LHP DRY v zavislosti na
faktorech prostfedi. Pfi teplot¢ 30 °C nedochazelo k vyraznéjSim ubytkliim tyraminu.
Ubytky nepiekrodily hranici 18 %. Vieobecné lIze ale tvrdit, Ze k témto ubytkim dochéazelo
jiz po 12, 24 a 48 hodinach kultivace a poté se jejich obsah zvySoval. Pti kultivaéni teploté
37 °C byl nejvice degradovan tyramin v médiu MRS pii pH 7,2, a to hned po 12 hodinach
kultivace. Zadné poklesy tyraminu nebyly zaznamenany v médiu MRS pii pH 6,8 a
kultivacni teploté¢ 30 °C a v médiu MRS pfi pH 6,8, dale pak v médiu MRS s polovi¢nim
mnozstvim zivin pii pH 6,6 a 7,2 a 37 °C. Na zéklad¢ vysledkti uvedenych na obrazku 8
lze konstatovat, ze nelze jednoznacné urcit podminky, za kterych by kulturou LHP DRY

dochazelo k nejvyssi degradaci tyraminu.
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Obrazek 8 - Degradace tyraminu kulturou LHP DRY pri 30 °C (4) a 37 °C (B)
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11.4 Sledovani vlivu vybranych faktoru na degradaci biogennich aminii u

kultury SM-194

Sledovani vlivu vybranych faktorti na degradaci biogennich amint kulturou SM-194 jsou

shrnuty v ptiloze III.

11.4.1 Degradace putrescinu kulturou SM-194 v zavislosti na faktorech prostredi

Obrazek 9 znazornuje srovnani degradace putrescinu kulturou SM-194 v zavislosti na
faktorech prostfedi. VSeobecné lze tvrdit, ze pii nizsi teploté (30 °C) dochazelo
k vyrazné€jsi degradaci putrescinu oproti teploté vyssi (37 °C). Pii kultivaéni teploté 30 °C
dochézelo k nejvétsim ubytklim putrescinu v médiu MRS s poloviénim mnoZzstvim Zivin
pii pH 7,0 a po 36 hodinach kultivace, a to az o 62 %. K vyraznym ubytkiim putrescinu
dochazelo pii 30 °C i v médiich MRS pfti pH 7 po 36 hodinach kultivace a v médiu MRS
s poloviénim mnozstvim Zivin pfi hodnotach pH 6,6 a 6.8, o vice jak 50 % po 36 hodinach
kultivace. Pti kultivacni teploté 37 °C byl nejvice degradovan putrescin v médiu MRS pfi
pH 6,8 a 7, a to 0 20 % po 12 hodinach kultivace. Na zakladé vysledki uvedenych na
obrazku 9 lze konstatovat, Ze na degradaci putrescinu méli vyrazny vliv jak teplota, tak i
dostupnost zivin, coz se projevilo v médiu MRS s poloviénim mnozstvim zivin. Lze tvrdit,
ze na degradaci putrescinu kulturou SM-194 byla vhodna kombinace nizsi teploty (30 °C),
poloviéni mnozstvi zivin kultivaéniho média MRS (nezévisle na hodnoté¢ pH) a doba

kultivace 36 hodin.
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Obrazek 9 - Degradace putrescinu kulturou SM-194 pri 30 °C (4) a 37 °C (B)
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11.4.2 Degradace fenyletylaminu kulturou SM-194 v zavislosti na faktorech prostiedi

Obrazek 10 znazoriiuje srovnani degradace fenyletylaminu kulturou SM-194 v zavislosti
na faktorech prostredi. VSeobecné nelze jednoznacné urcit teplotu, ktera méla na degradaci
fenyletylaminu vétsi vliv. Pii kultivacni teplot¢ 30 °C byl nejvice degradovan
fenyletylamin v médiu MRS pii pH 7,0 a 7,2, po 36 hodinach kultivace, a to o vice jak 30
%. Fenyletylamin byl nejméné degradovan v médiu MRS pii pH 6,6 a teplot¢ 30 °C.
Pti kultiva¢ni teploté 37 °C byl nejvice degradovan fenyletylamin v médiu MRS pii pH
7,0, a to hned po 12 hodinach kultivace o 30 %. Jak je patrné z obrazku 10, tak pfi
kultivaéni teploté¢ 37 °C m¢ély ubytky fenyletylaminu ve vétSiné pripada klesajici trend
sdelsi dobou kultivace. Na zdkladé vysledkli nelze jednozna¢né urcit nevhodnéjsi
kombinace podminek, za kterych by kulturou SM-194 dochazelo k nejvétsi degradaci

fenyletylaminu.
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Obrazek 10 - Degradace fenyletylaminu kulturou SM-194 pri 30 °C (4) a 37 °C (B)
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11.4.3 Degradace kadaverinu kulturou SM-194 v zavislosti na faktorech prostredi

Obrazek 11 znédzortiuje srovnani degradace kadaverinu kulturou SM-194 v zévislosti na
faktorech prostiedi. VSeobecné lze tvrdit, Ze pii nizsi teploté¢ (30 °C) dochazelo k vétsi
degradaci kadaverinu oproti teploté¢ vyssi (37 °C). Pii teploté¢ 30 °C nejvice degradoval
kadaverin v médiu MRS s polovicnim mnozstvim zivin pti pH 7,0 po 36 hodinach
kultivace, a to o 50 %. K vyraznym ubytkiim kadaverinu dochézelo pii 30 °C i v médiich
MRS pii pH 6,8; 7,0 a 7,2 po 36 hodindch kultivace a v médiu MRS s polovi¢nim
mnozstvim zivin pii hodnotach pH 6,8 a 7,0, o vice jak 40 % po 36 hodindch kultivace. Pii
kultivaéni teploté 37 °C nejvice degradoval kadaverin v médiu MRS pfi hodnoté pH 6,8 a
7,0 po 12 hodinach kultivace o 20 %. K zadnému ubytku kadaverinu nedochazelo v médiu
MRS pii pH 6,6 pii 30 °C, v médiu MRS pfi pH 7,2 a MRS s polovi¢nim mnoZstvim zivin
pii pH 7,2 a teploté 37 °C. Na zaklad¢ vysledkli uvedenych na obrazku 11 lze konstatovat,
ze na degradaci kadaverinu mély vyrazny vliv jak teplota, tak i dostupnost Zivin, coZ se
projevilo vmédiu MRS s polovicnim mnozstvim zivin. Lze tvrdit, Ze na degradaci
kadaverinu kulturou SM-194 byla vhodn4 kombinace nizsi teploty (30 °C), polovi¢niho
mnozstvi zivin v kultivaénim médiu MRS (nezévisle na hodnoté pH) a doba kultivace 36

hodin.
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11.4.4 Degradace histaminu kulturou SM-194 v zavislosti na faktorech prostiedi

Obrazek 12 znéazornuje srovnani degradace histaminu kulturou SM-194 v zavislosti na
faktorech prostiedi. VSeobecné lze tvrdit, Ze pii nizsi teploté¢ (30 °C) dochazelo k vétsi
degradaci histaminu oproti teploté¢ vyssi (37 °C). Pii teploté 30 °C nejvice degradoval
histamin v médiu MRS s polovi¢nim mnozstvim zivin pti pH 6,8 a 7,0 po 36 hodinach
kultivace, a to o 50 %. Pfi kultivacni teploté 37 °C nejvice degradoval histamin v médiu
MRS pii hodnoté pH 7,0 hned po 12 hodinéch kultivace, a to o 30 %. Nejméné degradoval
histamin pfi teplot¢ 30 °C v médiu MRS pfi pH 6,6 a dale pii 37 °C v médiu MRS
s polovi¢nim mnozstvim zivin pti pH 7,2. Na zéklad¢ vysledkti uvedenych na obrazku 12
1ze konstatovat, ze na degradaci histaminu mély vyrazny vliv jak teplota, tak i dostupnost
zivin, coz se projevilo v médiu MRS s polovicnim mnoZzstvim zivin. Lze tvrdit, Ze na
degradaci histaminu kulturou SM-194 byla vhodna kombinace niZsi teploty (30 °C),
poloviéni mnozstvi zivin v kultivaénim médiu MRS (nezavisle na hodnoté pH) a doba

kultivace 36 hodin.
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Obrazek 12 - Degradace histaminu kulturou SM-194 pri 30 °C (4) a 37 °C (B)
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11.4.5 Degradace tyraminu kulturou SM-194 v zavislosti na faktorech prostiedi

Obrazek 13 zndzorfuje srovnani degradace tyraminu kulturou SM-194 v zéavislosti na
faktorech prostiedi. Z obrazku je patrné, Ze nelze jednoznacné urcit teplotu, ktera méla na
degradaci tyraminu vétsi vliv. Pii teploté 30 °C dochazelo k nejvétsSim ubytkim tyraminu
po 36 hodinové kultivaci a to vrozmezi od 30 % do 50 %, pievazné u média MRS
s poloviénim mnozstvim zivin. Pfi teploté 37 °C byl nejvétsi tibytek tyraminu v médiu
MRS pii pH 7,0 po 12 hodinach kultivace, a to o 30 %. Nejméné degradoval tyramin
v médiu MRS pii hodnoté¢ pH 6,6 pfi kultivacni teplot¢ 30 °C. Na zaklad¢ vysledkt
uvedenych na obrazku 13 Ize konstatovat, ze na degradaci tyraminu mély vyrazny vliv jak
teplota, tak i dostupnost zivin, coz se projevilo v médiu MRS s polovicnim mnozstvim

Zivin.
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Obrazek 13 - Degradace tyraminu kulturou SM-194 p7i 30 °C (A) a 37 °C (B)
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12 SOUHRNNA DISKUZE

Bezpecnost potravin mize byt ohrozena pfitomnosti nezadoucich mikroorganizmt nebo
produktii jejich metabolizmu, které mohou vykazovat za urcitych podminek toxické
ucinky. Mezi takové metabolity fadime biogenni aminy. Vyskytuji se v mnohych
potravinach, které obsahuji urcit¢é mnozstvi volnych aminokyselin nebo proteini
podléhajicich mikrobidlnimu rozkladu. V nékterych potravinach jsou piirozené ptitomny,
avSak cCast¢ji vznikaji ¢innosti mikroorganizmu, které jsou zodpovédné za dekarboxylaci
aminokyselin. Schopnost dekarboxylace aminokyselin byla zjiS§téna u mikroorganizmu
disponujicich piislusSnymi enzymy. Mezi potravinaisky nejvyznamnéjsi bakterie s
dekarboxyldzovou aktivitou lze zatradit bakterie mlécného kvaseni a enterobakterie [52].

Biogenni aminy jsou bazické dusikaté slouceniny tvofené pievazné dekarboxylaci
aminokyselin nebo aminaci a transaminaci aldehydt a ketont [1]. Mohou byt tvofeny i

degradovany mikrobidlnimi, rostlinnymi a Zivo¢iSnymi metabolismy [2].

Mala mnozstvi biogennich amint jsou v organizmech metabolizovana bez vlivu na zdravi
jedince. Za normalnich podminek lidské spotfeby potravin ¢ ndpoji
obsahujicich tyto slouceniny nejsou toxické, protoze jsou rychle detoxikovany aktivitou
aminovych oxidacnich enzymil, monoaminooxidaz (MAO) a diaminooxidaz (DAO) [7].
Ovsem vysoka mnozstvi, ktera mohou byt pfijata potravinami, mohou casto zpusobit fadu
zdravotnich problémi, napiiklad bolesti hlavy, zvySeni nebo sniZeni krevniho tlaku,
nevolnost, zvraceni a dal$i. Mohou také zpiisobovat sniZovani jakosti a organoleptickych

vlastnosti potravin [8, 9].

Startérové kultury zpasobujici rychlé okyseleni masného dila, a kter¢ vedou k
pozadované smyslové kvalit¢ kone¢ného produktu, se pouzivaji pro vyrobu
fermentovanych masnych vyrobkll. Funkéni startérové kultury nabizeji doplitkové funkce
ve srovnani s klasickymi startérovymi kulturami a ptedstavuji zplsob, jak zlepSit a
a zdravéjSich produktl. Priklady zahrnuji mikroorganizmy, které vytvareji senzoricky
aktivni slouceniny, bakteriociny nebo jiné antimikrobidlni latky a pfispivaji tak ke stalé
barvé masa, maji probiotické vlastnosti nebo postradaji negativni vlastnosti, jako je

produkce biogennich amint a toxickych sloucenin [45].

Hygienickd kvalita masnych surovin a slozek je rozhodujici pro minimalizaci vyskytu

mikrobidlnich kontaminant, a proto piedstavuje kli¢ovy bod pii kontrole tvorby
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biogennich aminll u fermentovanych masnych vyrobkl [14,46,47]. Hygiena je nezbytna,
ale ovSem nedostatecna podminka a jsou obvykle potfebnd dalsi technologicka opatieni
zaméefend na kontrolu aminogenni aktivity endogennich mikrobialnich organizma. Mezi
mozné technologické strategie je pouziti startérovych kultur, které maji vliv na hromadéni
biogennich amini béhem fermentace masnych vyrobkt [46,47,48,49,50]. Mechanizmus
startérovych kultur je zaloZen na zabranéni riistu potencialnich aminogennich endogennich

bakterii spolu se svou vlastni neschopnosti produkovat biogenni aminy [48].

Kmeny LAB a CNS specidlné vybrané jako startérové kultury pro fermentované masné
vyrobky musi spliiovat néktera technologicka kritéria, coz je predev§im pfizplisobeni se
fermentaci masa, schopnost konkurovat pfirozené (endogenni) mikrofléfe surovin a
neschopnost dekarboxylace aminokyselin [49,50]. Nékteré kmeny LAB a CNS, které se
obvykle pouzivaji jako startérové masné kultury, napt. Lactobacillus curvatus a
Staphylococcus carnosus byly popsany jako silni producenti biogennich aminti, zejména

tyraminu [50].

Fermentacni procesy mohou také vést k vyznamné akumulaci diaminii putrescinu a
kadaverinu. Pfestoze obsahy téchto diamint ve fermentovanych masnych vyrobcich jsou
relativné nizké, v nékterych piipadech jsou jejich urovné extrémné vysoké a prekracuji az
hodnoty tyraminu. Produkce diaminii se obvykle pfipisuje gram-negativnim bakteriim,
jako jsou enterobakterie a pseudomonady [48,97,101]. Nicméné&, fada publikaci ukazuje
nékolik kmenli LAB a CNS se silnou schopnosti produkovat putrescin nebo kadaverin

[95,97,99,102].

Naproti tomu je histamin ve fermentovanych masnych vyrobcich nalezen méné casto.
Nicméné v nékterych vzorcich mize dosdhnout pomérné vysokych trovni, obvykle
doprovazenych vysokymi mnoZstvimi jinych biogennich aminl. Tvorba histaminu je
omezena na nékteré kmeny enterobakterii nebo LAB, které¢ se béZné nenachdzeji ve

vzorku, pokud ovSem nedojde ke kontaminaci [14,97,103,104].

Fenyletylamin a tryptamin mohou byt povazovany za méné vyznamné aminy vyskytujici
se ve fermentovanych masnych vyrobcich. Jejich hromadéni je zavislé na vyskytu
vysokého obsahu tyraminu spojeného s nékterymi LAB nebo CNS [105]. Urovné
biogennich aminii u fermentovanych masnych vyrobkii vykazuji velké rozdily mezi

riznymi typy produktl a produkti od stejného vyrobce [15].
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Kmeny Lactobacillus sakei jsou obvykle dobife pfizptisobeny fermentaci masa a jsou
konkurenceschopné mezi teplotami 15 a 25 °C, coz je teplotni rozsah pro vyrobu uzenin v
evropskych zemich [63,97]. Ve studii, kterou provedli Gonzalez-Fernandez a kol., se mezi
vSemi testovanymi dekarboxyldza-negativnimi kmeny ukazal Lactobacillus sakei K29 jako
nejucinnéjsi pii redukci produkce amint, pravdépodobné proto, Ze tento kmen zplsobil
rychly pokles pH béhem fermentace masnych vyrobkt [127]. Bover-Cid a kol. také
popsali, Zze amin-negativni kmen Lactobacillus sakei CTC494 vykazuje silnou schopnost
snizit tvorbu biogennich aminti ve Spanélskych klobasach. Avsak kdyz byl tento stejny
kmen (Lactobacillus sakei CTC494) kombinovan se Staphylococcus carnosus LHT 2102,
Staphylococcus xylosus CTC3037 nebo Staphylococcus xylosus CTC3050, bylo dosazeno
jesté ucinngj$i redukce amini ve srovnani s ufinkem kazdého pouzitého kmene
[97,126,128].

Cilem prvni ¢asti experimentalni prace bylo zjiSténi miry degradace biogennich amint
pomoci 18 grampozitivnich mikrobialnich kultur vyuzivanych pii vyrobé fermentovanych
masnych vyrobkl. Z 18 mikrobiédlnich kultur byly vybrany ty kultury, které byly schopné
nejlépe degradovat pét ptidanych biogennich amint (FEM, PUT, KAD, HIM a TYM) po
48 hodinové kultivaci v kultivaénim médiu (Nutrient Broth, MRS a M17 a média s
poloviénim mnozstvim Zivin). Ubytek BA byl srovnavan s kontrolou, coz bylo médium
s BA bez zaoCkovanych mikroorganizmi. Jako vyznamni degradéii BA se ukazaly 3
mikrobialni kultury (komer¢ni ndzvy LHP DRY, SM-194 a BFL-TO3). Dale byly tyto
kultury podrobeny identifika¢ni analyze pomoci MALDI-TOF MS. Na identifikaci
mikroorganizml pomoci metody MALDI-TOF MS byly vybrany bilé kolonie, které jsou
typické pro bakterie mlécného kvaseni. Dle vyrobce bylo sloZeni mikrobialni kultury LHP
DRY pouze Pediococcus pentosaceus, ovsem analyza prokazala ptitomnost 1 Pediococcus
acidilactici. U kultury SM-194 vyrobce garantuje sloZeni 5 kmentl, byla ov§em dokézéana
pritomnost pouze Pediococcus pentosaceus a Staphylococcus carnosus, ktery se b&zné
pouziva jako startérova kultura v masném pramyslu. U mikrobidlni kultury BFL-TO3 nam
vyrobce neudava slozeni mikrobidlni kultury, ale analyzou byla prokazéna piitomnost
Pediococcus pentosaceus a Staphylococcus carnosus. VSechny mikroorganizmy, které
byly MALDI-TOF MS analyzou identifikovany se vyuzivaji jako soucast startérovych
kultur pii1 vyrobé fermentovanych masnych vyrobki. Na druhou stranu analyza MALDI-
TOF MS nebyla schopna stoprocentné potvrdit sloZzeni udavané vyrobcem. Z divodu

dlouhého uchovavéani startérovych kultur mohlo dojit kusmrceni nékterych
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mikroorganizmi, tudiz je analyza nebyla schopna identifikovat anebo naopak mohlo dojit
k pomnozeni i jinych mikroorganizmt, jak zadoucich tak nezddoucich. Pouzitou metodou
neni mozné od sebe odlisit jednotlivé kmeny nalezici do téhoz druhu, proto 1 kdyz vyrobce
udavéa slozeni kultury z5 kmenii, nemusi toto byt v rozporu suvedenymi vysledky
z diivodu vyriability identifikovaného druhu. Nicméné pro piesnéjsi slozeni testovanych
kultur by bylo tfeba vysledky identifikace pomoci MALD-TOF MS potvrdit dal§immi
metodami, napf. sekvenaci genomu izolovanych kmenit mikroorganizmu. Staphylococcus
carnosus, tvofi aroma konverzi aminokyselin a volnych mastnych kyselin [36,37]. Tvorba
aroma vsak zdvisi na druhu pouzité technologie pro dany fermentovany masny vyrobek.
Napriklad pro rychle zrajici klobadsy se zvySenou inokulaci stafylokokii se miize zvysit
produkce aldehydii s rozvétvenym fetézcem, zatimco u pomalu zrajicich klobas je situace
podporuje tvorbu methyl-rozvétvenych kyselin a sifi¢itantl, zatimco nizka inokulace tvorbu

diacetylu a ethylesterti [38].

Druhy experiment byl zaméten na srovndni vlivu doby kultivace na degradaci biogennich
amintiu mikrobidlnimi kulturami LHP DRY, SM-194 a BFL-TO3, kdy byly odbéry
provadény po 24 a 48 hodinach kultivace. Schopnost degradace BA pomoci mikrobialni
kultury LHP DRY se zvySovala s ¢asem. Nejvice nachylny k degradaci byl putrescin
vmédiu MRS po 24 hodinach kultivace. Po 48 hodinové kultivaci byl nachylny na
degradaci opét putrescin, ovSem v médiu Nutrient Broth s polovicnim mnozstvim Zivin.
Schopnost degradace BA pomoci mikrobidlni kultury SM-194 se rovnéz zvySovala s
¢asem. Nejvice nachylny k degradaci byl putrescin v médiu M17 po 24 hodinach kultivace.
Po 48 hodinové kultivaci byl nachylny na degradaci opét putrescin, ovSem v médiu
Nutrient Broth. Schopnost degradace BA pomoci mikrobidlni kultury BFL-TO3 se
zvySovala s casem. Nejvice nachylny k degradaci byl putrescin v médiu M17 s poloviénim
mnozstvim zivin, po 24 hodinach kultivace. Po 48 hodinové kultivaci byl nachylny na
degradaci opét putrescin, ovSem v médiu MRS. Souhrnné Ize tvrdit, Ze schopnost
degradace BA testovanymi mikrobidlnimi kulturami se zvySovala s prodluzujici se dobou
kultivace. Nejvice nachylny na degradaci byl putrescin po 24 i 48 hodinové kultivaci, ale
nebyl zde jednoznaéné prokdzan vliv kultivaéniho média. Tudiz je vyhodné vyuZzivat kratsi

dobu kultivace.
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Tteti experiment byl zamétfen na sledovani vlivu vnéjsich faktorii na degradaci biogennich
amini mikrobidlnimi kulturami. Ze ziskanych vysledkii byly vybrany 2 mikrobidlni
kultury LHP DRY a SM-194, u kterych byl dale sledovan vliv teploty (30 °C a 37 °C),
Casu (12, 24, 30, 36 a 48 hodin), pH (6,6; 6,8; 7,0 a 7,2) a kultivatniho média (MRS a
MRS 1/2), na degradaci biogennich amint. Optimalni podminky degradace BA kulturami
LHP DRY a SM-194 jsou uvedeny v nasledujici tabulce (tab. 9).

Tabulka 9 — Optimalni podminky degradace biogennich aminii kulturami LHP DRY a SM-
194

Mikrobialni kultura
LHP DRY SM-194
Doba Obsah Doba Obsah
Teplota Kultivacni Teplota Kultivacni
pH kultivace BA pH kultivace BA
[ °C] médium [ °C] médium
[hod] [%] [hod] [%]
PUT 30 7,2 MRS 30 70 30 7,0 | MRS 1/2 36 62
FEM 30 6,6 MRS 12 20 30 7,0 MRS 36 30
KAD 37 7,2 MRS 12 60 30 7,0 | MRS 1/2 36 50
HIM 30 7,2 MRS 30 45 30 7,0 | MRS 1/2 36 50
TYR 37 7,2 MRS 12 18 30 - MRS 1/2 36 30-50

Z vysledkt je patrné, ze u kultury LHP DRY dochazelo k nejvétsim ubytkiim biogennich
amini v médiu MRS pii pH 7,2 po 12 ¢i 30 hodinach kultivace pti kultivacni teploté
30 °C. Zbytkovy obsah BA se pohyboval v rozmezi od 18 % do 70 %. U kultury SM-194
dochdzelo k nejvétsim ubytkim BA v médiu MRS s poloviénim mnoZstvim Zivin pfi
neutralnim pH, po 36 hodinach kultivace a teploté 30 °C. Obsah BA v kultivaénim médiu
se pohyboval v rozmezi od 30 % do 62 %. Lze tvrdit, ze u mikrobidlni kultury SM-194
probihala degradace BA Iépe pfi nizsi teplote, pH a v médiu s polovicnim mozstvim zZivin,
ale byla potieba delsi doba kultivace, tudiz je pro nas vyhodné pouziti této startéroveé
kultury z diivodu niZSich narokd na kultivaci. U vySe zminéné kultury se rovnéz potvrdil
predpoklad, ze v médiu s niz§im obsahem Zzivin bude degradace probihat rychleji, protoze
mikroorganizmy budou nuceny vyuzivat jako zdroj uhliku a dusiku pravé biogenni aminy.

Delsi doba odbouravéani biogennich amind také nemusi byt vyznamnéjsi piekazkou,
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protoze pokud by byla kultura aplikovana pfi vyrobé fermentovaného masného vyrobku,
tak zrani probihd pfi teplotach mezi 18 — 25 °C (dle typu vyrobku) po dobu nékolika dnti.
Pokud doslo ke zvySeni pH kultivaéniho média u kultury LHP DRY, bylo pozorovéano
snizeni doby kultivace potfebné k degradaci BA. Také lze tvrdit, Ze ob¢ kultury nejlépe
degradovaly putrescin. Naopak u kultury LHP DRY dochdzelo k nejmensim ¢i zadnym
ubytkim BA v MRS pfi pH 6,8 a v MRS s polovi¢énim mnozstvim zivin pii pH 6,6 a 7,2
(nezéavisle na teploté kultivace). Po 48 hodinové kultivaci jiz nedochazelo k degradaci
z4ddného z biogennich aminii u obou mikrobidlnich kultur, pravdépodobné¢ z divodu
vycerpani zivin kultivatniho média a zpomaleni nebo zastaveni latkové vymény u
testované kultury. Nejodolnéjsim BA proti degradaci se ukazal tyramin. Ani jedna z
testovanych mikrobidlnich kulur jej nebyla schopna ve vét§Sim mnozstvi degradovat,
pravdépodobné z divodu, ze nebyly nalezeny optimalni podminky degradace tohoto
(sloucenina s aromatickym kruhem). Tyramin je obvykle nejcastéji se vyskytujici biogenni
amin nachazejici se ve fermentovanych masnych vyrobcich. Pokud jde o primérné
hodnoty, bylo zjiSténo, ze fermentované klobasy vykazuji nejvyssi obsah tyraminu mezi
fermentovanymi produkty [49]. Ve fermentovanych masnych vyrobcich je tyramin
produkovan zejména bakteriemi mlééného kvaseni (LAB, vcetné laktobacilli a enterokokit)
a mén¢ pak koagulaza-negativnimi stafylokoky (CNS) [95,96,97,98,99,100]. Latorre-
Moratalla a kol. uvadégji, Ze 48 % LAB a 13 % stafylokoki izolovanych ze spontanné

fermentovanych klobas jsou schopny dekarboxylace jedné nebo vice aminokyselin [99].

Moznosti minimalizace hromadéni biogennich amini mohou zahrnovat pouziti
neprodukujicich anebo degradujicich mikroorganizmti a pouziti enzymli k oxidaci
biogennich amini. Jako dal$i metoda, kterd snizuje moznost vyskytu biogennich amini

v potravinach, mize byt pouziti vhodnych startérovych kultur [14].

Jako startérové kultury lze vyuzit bakterie mlééného kvaSeni a koaguldza-negativni
stafylokoky, jez musi spliiovat néktera technologickd kritéria, coz je predevSim
pfizplisobeni se fermentaci masa, schopnost konkurovat pfirozené¢ (endogenni) mikroflore

surovin a neschopnost dekarboxylace aminokyselin [45].

Schopnost degradace biogennich aminti byla v této praci studovana v kultivacnich médiich,
kterd jsou pro testované bakterie optimalnim prostiedim. Proto se mohou odliSovat od
podminek fermentovanych masnych vyrobkl, kde se tyto kultury, schopné degradace

aminli, mohou chovat jinak vlivem odliSného prostiedi. Vysledky této prace i ptes to
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mohou pfispét ke studiu schopnosti degradace biogennich amind testovanymi kulturami,

nicméng¢ je bude tfeba ovéfit v potravinovych matricich.
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ZAVER
Cilem diplomové prace bylo otestovat gram-pozitivni mikrobiadlni kultury

pouzivané pii vyrobé fermentovanych masnych vyrobki a hledani takovych kultur, které

jsou schopny degradovat biogenni aminy v zavislosti na dostupnosti Zivin.

Cilem prvniho experimentu bylo ovéfeni schopnosti degradace biogennich amind u 18
gram-pozitivnich mikrobidlnich kultur pouzivanych v masném prumyslu po 48 hodinach

kultivace. Na zéklad¢ ziskanych vysledku I1ze tvrdit, Ze:

e vyznamnymi degradéry biogennich aminli se ukazaly 3 mikrobialni kultury s

komer¢nimi ndzvy LHP DRY, SM-194 a BFL-TO3.

Druhy experiment byl zaméfen na srovnani Ubytku biogennich aminii v kultivacnim
médiu u mikrobidlnich kultur LHP DRY, SM-194 a BFL-TO3 po 24 a 48 hodinach

kultivace. Na zakladé uvedenych vysledki lze tvrdit, ze:

e schopnost degradace testovanych mikrobidlnich kultur se zvySovala s prodluzujici
se dobou kultivace,

e nejvice nachylny na degradaci testovanymi kulturami byl putrescin po 24 i 48
hodinach kultivace,

e nebyl zde jednoznaéné prokdzan vliv sloZzeni kultiva¢niho média ani polovi¢niho

mnozstvi zZivin.

Tteti experiment byl zaméten na sledovani vlivu vnéjSich faktorti na degradaci biogennich
amin u dvou mikrobidlnich kultur LHP DRY a SM-194, u kterych byl sledovéan vliv
teploty (30 °C a 37 °C), casu (12, 24, 30, 36 a 48 hodin), pH (6,6; 6,8; 7,0 a 7,2) a
dostupnosti zivin v kultivacnim médiu (MRS a MRS 1/2). Na zaklad¢ uvedenych vysledki

Ize tvrdit, ze:

e u kultury LHP DRY nebyl jednoznaéné prokadzan vliv kultivaéni teploty ani
polovi¢niho mnoZstvi Zivin na degradaci biogennich amint,

e nejvetsi schopnost degradace vSech biogennich amina kulturou LHP DRY byla
v médiu MRS pfti pH 7,2 po 12 hodinach kultivace (nezavisle na kultivaéni teploté),
ato o020 % az 70 %,

e nejvetsi schopnost degradace vSech biogennich aminli kulturou SM-194 byla
zjisténa v médiu MRS s poloviénim mnozstvim zivin pii pH 7,0 a 7,2, a to 0 20 %

az 60 %,
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e pii teplot¢ 30 °C dochazelo k degradaci biogennich amini kulturou SM-194
vetsinou az po 36 hodinach kultivace,

e pii teplot¢ 37 °C dochazelo k degradaci biogennich aminti kulturou SM-194 jiz po
12 hodinach kultivace,

e u kultury SM-194 byl jednozna¢né prokazan vliv kultivacni teploty 1 polovi¢niho

mnozstvi zivin na degradaci biogennich amind.
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PRILOHA P II: VLIV VYBRANYCH FAKTORU NA DEGRADACI
BA U KULTURY LHP DRY

LHP DRY / MRS pH 6,6 / 30 °C
100,00
90,00 — -
80,00 - — — — — -

K 7000 — — — — -~ mFEM

< 60,00 — — — — -

T 50,00 - — — — — - PUT

2 000 T B B B B ~ EKAD

s RRC AR FR M RR
10,00 — — — — - A
0,00 - = TYM

12 24 30 36 48
Cas [hod]
LHP DRY / MRS pH 6,8 / 30 °C
100,00 -
90,00 - -
80,00 - -

X 70,00 - - mFEM

< 60,00 -

© 50,00 - PUT

S 40,00 -

S 3000 - WKAD
20,00 + - HIM
10,00 + -

0,00 - = TYM
12 24 30 36 48
Cas [hod]
LHP DRY /MRS pH 7 /30 °C
100,00
90,00
80,00

< 70,00

X ’

: 60,00 ®FEM

;; 50,00 PUT

& 4000 m KAD

O 30,00
20,00 HIM
10,00 =TYM
0,00

12 24 30 36 48
Cas [hod]




LHP DRY / MRS pH 7,2 /30 °C

100,00
90,00
80,00
— 70,00
o\o ’
: 60,00 m FEM
;; 50,00 PUT
& 4000 m KAD
O 30,00
20,00 CTHIM
10,00 ®TYM
0,00
12 24 30 36 48
Cas [hod]
LHP DRY / MRS 1/2 pH 6,6 / 30 °C
100,00
90,00
80,00
x 70,00 B FEM
‘j; 60,00
Q50,00 PUT
®
3 40,00 m KAD
O 30,00
20,00 [THIM
10,00 ®TYM
0,00
12 24 30 36 48
Cas [hod]
LHP DRY /MRS 1/2 pH 7 /30 °C
100,00
90,00
80,00
— 70,00
o\° ’
Z 60,00 B FEM
;; 50,00 PUT
& 40,00 m KAD
O 30,00
20,00 CTHIM
10,00 2 TYM
0,00

12 24 30 36 48
Cas [hod]




LHP DRY / MRS 1/2 pH 7,2 /30 °C

100,00
90,00
80,00
— 70,00
o\o ’
,<_(, 60,00 m FEM
;; 50,00 PUT
& 4000 m KAD
O 30,00
20,00 CTHIM
10,00 m TYM
0,00
12 24 30 36 48
Cas [hod]
LHP DRY / MRS pH 6,6 / 37 °C
100,00
90,00
80,00
— 70,00
O\O ’
Z 60,00 m FEM
% 50,00 PUT
& 40,00 m KAD
O 30,00
20,00 CTHIM
10,00 = TYM
0,00
12 24 30 36 48
Cas [hod]
LHP DRY / MRS pH 6,8 / 37 °C
100,00
90,00
80,00
— 70,00
Q\° ’
: 60,00 ®m FEM
;; 50,00 PUT
& 4000 m KAD
O 30,00
20,00 CTHIM
10,00 ®TYM
0,00

12 24 30 36 48
Cas [hod]




LHP DRY / MRS pH 7 / 37 °C

100,00
90,00
80,00
— 70,00
Q\c 7
£ 60,00 ® FEM
;; 50,00 PUT
& 4000 m KAD
O 30,00
20,00 CTHIM
10,00 ®TYM
0,00
12 24 30 36 48
Cas [hod]
LHP DRY / MRS pH 7,2 / 37 °C
100,00
90,00
80,00
— 70,00
% 60,00 m FEM
;; 50,00 PUT
& 40,00 m KAD
O 30,00
20,00 [THIM
10,00 u TYM
0,00
12 24 30 36 48
Cas [hod]
LHP DRY /MRS 1/2 pH 6,6 / 37 °C
100,00
98,00
96,00
K 94,00 ®FEM
< 92,00
o ! PUT
S 90,00
é’ 88,00 m KAD
86,00 CTHIM
84,00 ® TYM
82,00

12 24 30
Cas [hod]

36

48




LHP DRY / MRS 1/2 pH 6,8 / 37 °C

100,00
90,00
80,00
—~ 70,00
Q\° ’
£ 60,00 ® FEM
;; 50,00 PUT
& 4000 m KAD
O 30,00
20,00 CTHIM
10,00 = TYM
0,00
12 24 30 36 48
Cas [hod]
LHP DRY / MRS 1/2 pH 7 / 37 °C
100,00 ~m— W — -
90,00 - — —
80,00
~ 70,00 -
% 60,00 - m FEM
;; 50,00 - PUT
& 40,00 - m KAD
O 30,00 -
20,00 - [THIM
10,00 - = TYM
0,00
12 24 30 36 48
Cas [hod]
LHP DRY /MRS 1/2 pH 7,2 /37 °C
100,00
90,00
80,00
~ 70,00
c\o ’
: 60,00 m FEM
% 50,00 PUT
& 40,00 m KAD
O 30,00
20,00 CTHIM
10,00 ®TYM
0,00

12 24 30 36 48
Cas [hod]




PRILOHA P III: VLIV VYBRANYCH FAKTORU NA DEGRADACI
BA U KULTURY SM-194

SM-194 / MRS pH 6,6 / 30 °C
100,00 -
90,00 — — — — -
80,00 — — — — -

£ 7000 - o o o o © mFEM

< 60,00 — — — — -

L 50,00 — — — — - PUT

S 40,00 | — — — — -

8 3000 - — — — — - mKAD
20,00 — — — — - HIM
10,00 -~ — — — — -

0,00 - =M
12 24 30 36 48
Cas [hod]
SM-194 / MRS pH 6,8 / 30 °C
100,00
90,00 -+ — —
80,00 — — — —

X 7000 -~ - - - - © EFEM

< 60,00 — — — — -

T 50,00 — — — — - PUT

% 40,00 + — — — — -

8 3000 - B B B B ~ mKAD
20,00 — — — — - HIM
10,00 -+ — — — — -

0,00 - mTYM
12 24 30 36 48
Cas [hod]
SM-194 / MRS pH 7 / 30 °C
100,00
90,00 —
80,00 — — -

¥ 7000 - - - "~ mFEM

< 60,00 — — — -

L 50,00 — — — - PUT

8 40,00 | — — — -

8 3000 — — — - WKAD
20,00 + — — — - HIM
10,00 -+ — — — -

0,00 - mTYM
12 24 30 36 48
Cas [hod]




SM-194 /MRS pH 7,2 /30 °C

12 24 30 36 48
Cas [hod]

100,00 -
90,00 -
80,00 -
— 70,00 -
Q\° ’
£ 60,00 | ® FEM
;; 50,00 - PUT
& 40,00 - m KAD
O 30,00 -
20,00 - HIM
10,00 - = TYM
0,00 -
12 24 30 36 48
Cas [hod]
SM-194 / MRS 1/2 pH 6,6 / 30 °C
100,00
90,00
80,00
—~ 70,00
% 60,00 m FEM
;; 50,00 PUT
& 40,00 m KAD
O 30,00
20,00 HIM
10,00 = TYM
0,00
12 24 30 36 48
Cas [hod]
SM-194 / MRS 1/2 pH 6,8 / 30 °C
100,00
90,00 -
80,00 -
~ 70,00 -
O\O ’
: 60,00 - ® FEM
% 50,00 - PUT
& 40,00 - m KAD
O 30,00 -
20,00 - HIM
10,00 - = TYM
0,00 -




Obsah BA [%]

100,00

SM-194 /MRS 1/2 pH 7 /30 °C

90,00 -
80,00 -
70,00 -
60,00 -
50,00 -
40,00 -
30,00 -
20,00 -
10,00 -

0,00 -

m FEM
PUT
m KAD
HIM
mTYM

12 24 30 36 48
Cas [hod]

Obsah BA [%]

SM-194 / MRS 1/2 pH 7,2 /30 °C

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

m FEM
PUT
m KAD
HIM
mTYM

12 24 30 36 48
Cas [hod]

Obsah BA [%]

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

SM-194 / MRS pH 6,6 / 37 °C

m FEM
PUT
m KAD
HIM
mTYM

12 24 30 36 48
Cas [hod]




SM-194 / MRS pH 6,8 / 37 °C

100,00
90,00
80,00
—~ 70,00
Q\c 7
£ 60,00 ® FEM
;; 50,00 PUT
& 4000 m KAD
O 30,00
20,00 HIM
10,00 = TYM
0,00
Cas [hod]
SM-194 / MRS pH 7 / 37 °C
100,00
90,00
80,00
—~ 70,00
% 60,00 m FEM
;; 50,00 PUT
& 40,00 m KAD
O 30,00
20,00 HIM
10,00 u TYM
0,00
Cas [hod]
SM-194 / MRS pH 7,2 / 37 °C
100,00
98,00
96,00
~ 94,00
c\o 7
: 92,00 ® FEM
;; 90,00 PUT
& 8800 m KAD
O 86,00
84,00 HIM
82,00 = TYM
80,00

12 24 30 36 48
Cas [hod]




SM-194 /MRS 1/2 pH 6,6 / 37 °C

100,00
90,00
80,00
—~ 70,00
Q\c 7
£ 60,00 ® FEM
;; 50,00 PUT
& 4000 m KAD
O 30,00
20,00 HIM
10,00 = TYM
0,00
12 24 30 36 48
Cas [hod]
SM-194 / MRS 1/2 pH 6,8 / 37 °C
100,00
90,00
80,00
—~ 70,00
% 60,00 m FEM
;; 50,00 PUT
& 40,00 m KAD
O 30,00
20,00 HIM
10,00 = TYM
0,00
12 24 30 36 48
Cas [%]
SM-194 /MRS 1/2 pH 7 /37 °C
100,00
90,00
80,00
— 70,00
O\O ’
: 60,00 ® FEM
% 50,00 PUT
& 4000 m KAD
O 30,00
20,00 HIM
10,00 = TYM
0,00

12 24 30 36 48
Cas [hod]




SM-194 /MRS 1/2 pH 7,2 /37 °C

100,00
90,00
80,00
~ 70,00
% 60.00 ® FEM
;; 50,00 PUT
& 40,00 m KAD
O 30,00
20,00 HIM
10,00 = TYM
0,00

12 24 30 36 48
Cas [hod]




