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ABSTRAKT

Diplomové prace navazuje na vyzkum provedeny v bakalatské praci a zabyva se faktory
ovlivityjicimi redukci obsahu biogennich aminii bakterii Lactobacillus casei. Teoretické ¢ast
zahrnuje charakteristiku a vyznam druhu Lactobacillus casei, popis biogennich amind, jejich
charakteristiku, tvorbu a vyskyt v prostiedi a moznostmi snizeni obsahu biogennich amint
v prostiedi. Praktickd ¢ast se zabyva kultivaci Lactobacillus casei v zavislosti na riznych
faktorech prostiedi, HPLC stanovenim obsahu biogennich amind v bujénu po kultivaci
Lactobacillus casei a vyhodnocenim vysledkii a formulaci zavért prace.

Byly zaznameniny ubytky obsahu biogennich aminti. Nejvyznamnéjsi ubytky byly
zaznamenany pii pH 5,4 pii 30 °C, kdy doslo k redukci vSech sledovanych amint alespon
o 20 %. Nejlépe byl degradovan histamin, jehoz koncentrace byla snizena v prubéhu
prvnich 24 hodin az o 50 %. Druhym nejlépe degradovanym aminem byl putrescin, jehoZ
koncentrace klesly v prvnich 8 hodinach o 30 % a za 24 hodin na 50 %. Koncentrace
fenylethylaminu klesly o 35 %. Byla zaznamenana i degradace kadaverinu a tyraminu

0 20%.

Klic¢ova slova: klicové slovo, klicové slovo

Biogenni aminy, Lactobacillus casei, faktory ovlivitujici degradaci, kultivace, HPLC



ABSTRACT

The diploma thesis follows up on the research carried out in the bachelor thesis and deals
with Selected Factors Influencing the Biogenic Amines Reduction by Lactobacillus casei.
The theoretical part includes the characteristics and significance of the species Lactobacillus
casei, a description of biogenic amines, their characteristics, formation and occurrence in the
environment and the possibilities of reducing the content of biogenic amines. The practical
part deals with the cultivation of Lactobacillus casei depending on various environmental
factors, HPLC determination of the content of biogenic amines in the broth after cultivation

of Lactobacillus casei and evaluation of the results and formulation of conclusions.

Decrease values were found. The most significant decreases were recorded
atpH 5.4 at 30 °C, when all monitored amines were reduced by at least 20%. The best
degradation was found in histamine, the concentration of which was reduced by up to
50 % during the first 24 hours. The second best degraded amine was putrescine, whose
concentrations dropped by 30% in the first 8 hours and to 50% in 24 hours. Phenylethylamine
concentrations decreased by 35%. Degradation of cadaverine and tyramine by 20% was also

noted.

Keywords: keywords, keywords

Biogenic amines, Lactobacillus casei, factors influencing degradation, culture, HPLC
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UvVOD

Zvyseny zajem o kontrolu a redukci biogennich aminii vyplyva z prohlubujicich se znalosti
pusobeni na clovéka. Prestoze jsou nepostradatelné, ve vysokych koncentracich mohou byt
pro télo toxické.

Pro sniZeni obsahu biogennich aminti byly navrzeny rizné strategie. Odstranéni biogennich
amint jiz vzniklych je velmi tézké, a proto se za nejvhodnéjsi povazuje dodrzovani
technologickych postupi a hygienickych podminek, které brani jejich vzniku.
teploty a doby skladovani. Snizeni akumulace BA Ize ale také dosahnout i jinymi zptsoby.

(Naila et al., 2010)

Pro sniZeni obsahu jiz pfitomnych biogennich amini Ize také vyuzit enzymua mikrorganizmii
s aminooxidazovou aktivitou. Casto se vyuZzivaji bakterie mlééného kvaseni s inhibi¢nimi
ucinky na dekarboxyldza-pozitivni mikroorganizmy. Velmi ¢asto se kombinuji s aplikaci
antimikrobnich latek a pouzitim technologickych zdkrok naptf. hydrostaticky tlak,

ozafovani, baleni. (Naila et al., 2010)

V diplomové praci byl zkouman druh Lactobacillus casei, ktery je jeden z mnoha druht
zatazenych do rodu Lactobacillus. Jedna se o velké grampozitivni tyCinky, které jsou
nesporulujici, nepohyblivé, katalaza, oxiddza a uredza negativni. (F. Minerviny, 2011;

Hill et al. 2018)



I. TEORETICKA CAST



I CHARAKTERISTIKA A VYZNAM DRUHU LACTOBACILLUS
CASEI

Druh Lactobacillus casei je jeden z mnoha druhil, které fadime do rodu Lactobacillus.
Taxonomicky nalezi do domény Bacteria, kmene Firmicutes, tfidy Bacilli, tadu
Lactobacillales, ¢eledi Lactobacillaceae. Diky jeho schopnosti zkvaSovat cukry na kyselinu

mlécnou jej také fadime k bakteriim mlé¢ného kvasSeni. (F. Minerviny, 2011; Hill et al. 2018)

Lactobacillus casei disponuje znanou genotypovou i fenotypovou heterogenitou.
V minulosti byla jeho klasifikace zalozena zejména na schopnosti fermentace sacharidi,
ale diky molekularné biologickym metodam, byl tento rod rozdélen do tii skupin a to:
Lactobacillus casei diive Lb. casei subsp. casei, Lactobacillus paracasei diive Lb. casei
subsp. alactosus a Lb. casei subsp. pseudoplantarum a Lactobacillus rhamnosus dtive

Lb. casei subsp. rhamnosus. (F. Minerviny, 2011; Hill et al. 2018)
1.1 Charakteristika

1.1.1 Morfologie

Rod Lactobacillus jsou velké grampozitivni tyCinky. Jsou nesporulujici, nepohyblivé.
Vyskytuji se jednotlivé, ale mohou tvorit dvojice nebo i fetizky. V jejich bunécné sténé

nebyla nalezena kyselina teichoova a typ bunécné stény je Lys- D- Asp. (F. Minerviny, 2011)

1.1.2 Metabolismus

Metabolismus laktobacilil je anaerobni aerotolerantni. Cytoplazma neobsahuje cytochromy,
ale obsahuje manganazu, proto jsou schopny piezit na vzduchu, ale energii ziskéavaji
kvasenim. (F. Minerviny, 2011)

Rod Lactobacillus je zatazen k bakteriim mléného kvaSeni. Tento nazev vznikl diky
schopnosti bakterii zkvaSovat glukozu ¢i galaktozu na laktat. Déle jsou také schopny
zkvasovat fruktozu, manitol, N-acetyl gluk6zamin a tagatozu. Bakterie druhu Lactobacillus
casei jsou heterofermentativni, kvaSenim produkuji kyselinu mléénou, v menSim mnoZzstvi
kyselinu octovou, etanol a oxid uhli¢ity (Obrazek 1). Jsou acidotolerantni az acidofilni.
Optimalni pH ristu je 5,5. Jsou schopny riist v rozmezi pH 4,6-7,6.(Cai, H. et al., 2007)
Mnohé laktobacily, v€etné Lb. casei jsou mezofilni. Nejlépe rostou v rozmezi teplot

25-40 °C, ale jsou schopny rust i v chladirenskych teplotach blizicich se bodu mrazu.

(Cai, H. et al., 2007)



Laktobacily jsou kataldza, oxiddza a uredza negativni, nedegraduji arginin za vzniku
amoniaku. Pro svilij rist vyzaduji riboflavin, kyselinu listovou, kyselinu pantotenovou,
niacin a vapnik. Né&které druhy také potiebuji pyridoxalfosfat nebo pyridoxalamin.

(F. Minerviny, 2011)

Heterofermentativni drdha
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Obrazek 1: Heterofermentativni draha (Obrazek prevzat z:

htip://zatamoko.cz/houby/teorie j.php?q=old/teorie j.php)



http://zatamoko.cz/houby/teorie_j.php?q=old/teorie_j.php

1.1.3 Kultivace a molekularné biologické metody

Laktobacily mimo MRS rostou napiiklad na krevnim agaru, nicméné jejich rist je dobré
podpofit anaerobni kultivaci. Ze selektivné diagnostickych pid se nejcastéji vyuziva
de Man Rogosa agar, zkraicené MRS se snizenym pH a vankomycinem. K zajisténi

anaerobniho prostfedi se také casto ptidava cystein. (F. Minerviny, 2011; Votava, 2003)

Jak jiz bylo diive zminéno, klasifikace je zaloZena na molekularné biologickych metodéach.
Molekularné biologické metody jsou také nejcastéji vyuzivané, a to praveé z divodu jejich
¢asové nenarocnosti v porovnani s kultivacnimi metodami. Nejcastéji vyuzivame metody
zalozené na PCR, jako je pulzni gelova elektroforéza, amplifikace, restrikéni analyza,

typizace, sekvenace.( Shixi Song et al., 2019)

1.2 Vyznam

Laktobacily jsou béznou soucasti mikroflory dutiny ustni, nosohltanu, tlustého stieva,
vaginy a kaze. Fyziologicky vyznam je ve zkvaSovani glykogenu a produkci kyseliny
mlécné. Snizovanim pH na sliznicich zabrafuji mnoZeni hnilobnych bakterii a dal$imu
pronikani infekce. Patogenni byvaji vzacné. Byvaji spojovany se zubnim kazem, mohou
zpusobit bakteriemii a sekundarn¢ endokarditidu. V 1ékarenstvi se uzivaji jako probiotika.

(Votava, 2003)

Prvni laktobacilus byl izolovan ze syru. Kmeny Lactobacillus casei se bézné vyskytuji
v Cerstvych i fermentovanych potravinach jako jsou ryby, maso, silaze, rostlinné a mlé¢éné
vyrobky. Velmi casto jsou vyuzivany jako startérové kultury kvili jejich schopnosti

degradovat biogenni aminy. Velmi casto se pouZzivaji jako dopliikové kultury v syrech

nebo fermentovanych rostlinnych vyrobcich. (Herero-Fresno et al., 2012)

Obrazek 2 Rod Lactobacillus (Upraveno podle: Erasmus MC. University Medical Centre
Rotterdam Dostupné z: http://microbe-canvas.com/Bacteria.php?p=1250)



http://microbe-canvas.com/Bacteria.php?p=1250

1.2.1 Schopnost redukce biogennich aminii kmeny Lactobacillus casei

Garcia — Ruiz et al. (2011) poukdzali na schopnost n¢kterych kment Lactobacillus casei
a Pediococcus izolovanych zvina redukovat histamin, tyramin a putrescin.
Alvarez et al. (2014) identifikovali kmen Lactobacillus casei, vhodny k vyuziti jako

doplikova kultura pti vyrobé syrt se schopnosti redukce histaminu a tyraminu.

Ve vyzkumu Herero- Fresno et al. (2012) bylo izolovano 300 kmeni z riznych druht syra.
Z toho byla u 17 kmenu L. casei prokadzana schopnost degradovat biogenni aminy.
Dva kmeny, které prokazaly silnou schopnost degradovat tyramin a histamin, byly
navrhnuty jako doplitkova kultura pfi vyrobé modrych syrt. Konkrétné se jednalo o L. casei
b5 a L. casei 4aEM76. Na aminooxiddzovou aktivitu kmenl L. casei v syru poukazaly

1 studie Corpillo et al. 2003, Leuschner et al. 1998.

Dapkevicus et al. (2000) izolovali kmeny L. casei a L. curvatus zrybi pasty schopné
degradace histaminu a vyuzili je k vyrob¢ rybich past. Také poukazali, ze tyto kmeny nejsou
schopny degradace pti pH vys$im nez 4,5. Proto je zde limitované vyuziti u potravin
s vysSim pH.

Fadda et al. (2001) se zabyvali kmeny L. casei se schopnosti degradovat tyramin.

V roce 2002 Gardini et al. vyuzili startérovou kulturu L. sakei G20 a Staphylococcus xylosus
S81 pfi vyrobé fermentovanych klobés, tato kombinace umoZznila snizit koncentrace

tyraminu, sperminu, spermidinu.

Larotte Moratalla et al. (2010) u Spanélského fuetu snizili obsah tyraminu az o 50 %

ptidavkem Lactobacillus casei v kombinaci se Staphylococcus xylosus.



2 BIOGENNI AMINY

2.1 Charakteristika

Biogenni aminy jsou organické, bazické slouCeniny produkovany zivymi organizmy.
S prohlubujicimi znalostmi jejich ptisobeni na ¢lovéka se zvysuje zajem o jejich vyzkum.
V organizmu maji rtizné biologické funkce a v nizkych koncentracich jsou nepostradatelné,
nicmén¢ pfi snizené schopnosti degradace nebo pii piijmu vysokych koncentracich mohou
pfedstavovat 1 znaéné  zdravotni  riziko. (Askar a  Treptow, 1986;

Herrero- Fresno, A. et al., 2012; Shalaby, 1996)

Biogenni aminy délime nejcastéji dle struktury na heterocyklické - histamin, tryptamin,
aromaticke - tyramin, fenyletylamin a alifatické - putrescin, kadaverin, spermin a spermidin.

(Herrero-Fresno, A. et al., 2012; Silla-Santos, 1996; Halasz et al., 1994)

2.1.1 Funkce

V lidském téle pasobi hlavné jako neurotransmitery. Jsou také prekurzory hormoni,
alkaloid, nukleovych kyselin a proteinti. Pisobi vazoaktivné a psychotropné. (Baiilisberger,
2015) Polyaminy jsou dulezité pro spravnou funkci imunitniho systému, bunéény rast,
reparaci a  stabilizaci bunéénych  membran. Maji  antioxidaéni  GCinky.

(Herrero- Fresno, A. et al., 2012; Silla-Santos, 1996; Halasz et al., 1994).

2.1.1.1 Histamin (2-(imidazol-4-yl)ethanamin)

Histamin se v klidovém stavu vyskytuje v granulech bazofili a mastocytl, je také
produkovan neurony. Uvolnuje se z téchto bunék, vétSinou po navazani IgE na Fas - ligand
receptor. Histamin poté reaguje s receptory spiaZzenymi s G- proteiny, podskupina H 1 - 4.
Dany Uc¢inek na organismus poté zavisi na receptoru, se kterym reaguje. Histamin
je medidtorem zanétu, funguje také jako neurotransmiter v mozku a zptisobuje uvolnéni
katecholaminti. Zptasobuje kontrakci hladkého svalstva délohy, stieva, prudusek. Ovliviiuje

také sekreci kyseliny chlorovodikové z parietalnich bun¢k Zaludku. (Yismaw, 2020)

2.1.1.2 Tyramin (4- (2-aminoethyl) fenol)

Tyramin ma, stejn€ jako histamin, afinitu k receptorim spiazenych s G-proteiny a ptsobi
pfevazné jako neurotransmiter v mozku, muiZe zplsobovat vazokonstrikci, ktera vede
k migrén€ nebo az k hypertenzni krizi. (Baiilisberger, 2015; Stadler a Linenback, 2009;
Silla-Santos, 1996)



2.1.1.3 Spermin (N,N-bis(3-aminopropyl) butan-1,4-diamin) a spermidin (N '-(3-
aminopropyl) butan-1,4-diamin)

Spermin a spermidin se podileji na regulaci genové exprese, prevenci fragmentace DNA
zprostiedkované endonukleazou a inhibice poskozeni DNA. (Baiilisberger, 2015;

Stadler a Linenback, 2009; Silla-Santos, 1996)

2.1.1.4 Fenylethylamin

Fenylethylamin blokuje bunécné transportéry a vezikularni transport, ¢imz umoznuje
uvolnéni noradrenalinu z nervového systému a zvySeni jeho koncentrace v synaptické

Stérbing. (Baiilisberger, 2015; Stadler a Linenback, 2009; Silla-Santos, 1996)

2.1.1.5 Putrescin a kadaverin

Putrescin a kadaverin vznikaji nejcastéji hnilobnym rozkladem a pti kazeni potravin.
Putrescin je dulezity zejména v bunécném rustu. Kadaverin je signalni molekulou a také
zajistuje spravny rast. Vzhledem k potfebé téchto latek pii bunééném rdstu, neni
pirekvapenim, ze zvySené hladiny téchto aminlii se objevuji pii nadorovém bujeni.

(Baiilisberger, 2015; Stadler a Linenback, 2009; Silla-Santos, 1996)

2.1.2 Zdravotni riziko

Zdravotnim rizikem jsou biogenni aminy pouze v piipad¢ piijeti vysokych koncentraci
a zvysené citlivosti jedince. Intolerance je tedy dusledkem nepoméru ptijmu, spotieby
jsou povazovany za nebezpe¢né pouze histamin a tyramin. Fenylethylamin a tryptamin
mohou také zptlisobit zdravotni potiZe, ale v mensi mife. Evropsky tfad pro bezpecnost
potravin stanovil maximalni mnoZstvi pro histamin v rybach a rybich vyrobcich 100 mg/kg.
Ptiznaky aminové intoxikace mohou byt rizné od bolesti hlavy, urtikaridlniho exantému,
zazivacim problémim, kolisani krevniho tlaku, potiZim s dychdnim, bronchidlniho astmatu
az po anafylakticky Sok. (Callejon, 2014, Baiilisberger, 2015; Stadler a Linenback, 2009;
Silla-Santos, 1996)

2.2 Tvorba

Biogenni aminy jsou nizkomolekuldrni bazické slouceniny odvozené od aminokyselin,
ze kterych vznikaji dekarboxylaci pisobenim ptislusnych dekarboxyldz. Kofaktorem této

reakce je pyridoxalfosfat. Biogenni aminy mohou také vznikat aminaci, transaminaci



aldehydu a ketond. Méné ¢asto hydrolytickou degradaci neproteinogennich dusikatych latek.
Pti dalsi transformaci na biologicky aktivni produkty se uplatiiuji také nékteré oxygenazy
a methyltransferazy. (Velisek, 2009; Baiilisberger, 2015)

Pro jejich vznik je nutnd piitomnost mikroorganizmt s dekarboxyldzovou aktivitou
a vhodné podminky pro rist a mnozeni. Nékteré mikroorganizmy vyuzivaji dekarboxylaci
kvtli ziskdni energie nebo k ochrané ptfed kyselym pH. Biogenni aminy také byvaji
syntetizovany mikrobialnim, rostlinnym a zivo¢iSnym metabolizmem. (Baiilisberger, 2015,
Halasz et al., 1994) Ptislusné reakce jsou uvedeny na Obrazku 3.

Z histidinu ~ vznikd pomoci histidindekarboxylazy  histamin, zlyzinu pomoci
lyzindekarboxylazy kadaverin. Z argininu arginindekarboxyldzou agmatin a dale putrescin,
ten mize také vznikat z ornitinu pomoci ornitindekarboxyldzy. Ornitin vznikad plisobenim
arginazy z argininu. Putrescin mize byt dale methylovan a vznika § - adenosylmethioninem
spermidin a dale pak spermin. (Velisek, 2009)

Z tryptofanu pomoci tryptofandekarboxyldzy vznika tryptamin, ze kterého dale vznika
serotonin a pomoci serotonin-N-acetyltransferdzy vznika N-acetylserotonin a piisobenim
hydroxyindol-O-methyltransferdzy vznikd hormon melatonin. (Velisek, 2009)

Z fenylalaninu pomoci fenylalanindekarboxyldzy vznika 2 - fenylethylamin, z tyrozinu
pot¢ vznikd Cinnosti tyrozindekarboxylazy tyramin a jeho oxidaci oktopamin.
Z dihydroxyfenylalaninu (DOPA) vznika piisobenim dihydroxyfenylalanindekarboxylazy
dopamin, dale oxidaci dopaminu vznikd hormon dfen¢ nadledvinek noradrenalin a jeho

reakci s S-adenosylmethioninem adrenalin. (Velisek, 2009)
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Obrazek 3 Vznik nejdiilezitejSich biogennich aminii z aminokyselin. (Upraveno podle

Halasz et al., 1994, Ledvina, 2010)



2.2.1 Sekundarni reakce

Béhem dlouhodobého skladovani vznikaji derivaty a dalsi slouceniny. Biogenni aminy (BA)
jsou znacné reaktivni latky. Béhem dlouhodobého skladovani nebo pii vysoké teploté mohou
vznikat amidy mastnych kyselin. Oxidativni deaminaci mohou vznikat aldehydy. Iminy
vznikaji pfi neenzymatickém hnédnuti nebo oxidaci aminil peroxidy nebo hydroxyperoxidy

mastnych kyselin. (Velisek, 2009)

Sekundarni aminy mohou reakci s oxidem dusiku vytvaret karcinogenni nitrosaminy.
S proteiny reaguji BA jako je fenylethylamin, putrescin, tyramin, spermidin a histamin
za vzniku [-N-substituovanych derivati diaminopropionové kyseliny. Patrnym
mechanizmem vzniku téchto derivati AMK je B-eliminace zbytkl cysteinu a nasledujici
adice aminu na dvojnou vazbu dehydroalaninu vznikajiciho totozn€ jako pfi vzniku

lysinoalaninu. (Velisek, 2009; Shukla et al., 2011)

2.3 Vyskyt v prostiredi

Protoze biogenni aminy vznikaji z bilkovin, lze je ofekédvat prakticky vsude. Ve vSech
rostlinach, zivocisich, mikroorganizmech. V potravinach je 1ze ocekéavat naptiklad v rybach,
masu, masnych vyrobcich, syru, ovoci a zelening, pivu nebo ving. Ve vys§ich mnozstvich
se nachazeji ve fermentovanych vyrobcich, a to hlavné z diivodu pouZiti startérovych kultur
a pfirozen¢ nachazejicich se mikroorganizmi v surovin€. (Stadnik a Dolanowski, 2010;
Vidal — Carou et al., 2010)

Vidal-Carou et al. (2010) uvadi, Ze nejcastéjSimi biogennimi aminy v potravinach
jsou histamin, tyramin, kadaverin, fenylethylamin, spermin a spermidin, putrescin,
tryptamin a agmatin. V mase a rybach miize byt vyskyt i oktopaminu nebo dopaminu.
Vysoky obsah proteini maji syry, ve kterych enzymatickou mikrobidlni proteolyzou
vznikaji volné aminokyseliny z kaseinu a nasledné biogenni aminy. (Silla-Santos, 1996;
Vidal-Carou et al., 2010)

Syry jsou povazovany za potraviny s vysokym obsahem proteinti, ve kterych diky
enzymatické a mikrobidlni aktivité vznikaji volné aminokyseliny a nasledné biogenni aminy.
Tato reakce je zodpovédna za vznik charakteristické chuti a textury. Nejvice se v syru
se vyskytuje tyramin, histamin v koncentracich 1 g/kg, vyskytuje se zde také putrescin,

kadaverin ve stovkach mg/kg. Nedavno byl identifikovan kmen Lactobacillus casei schopny



redukce koncentrace histaminu a tyraminu a lze jej vyuzit jako konkuren¢ni dopliikovou
kulturu. (Herrero-Fresno et al. 2012; Alvarez et al. 2014)

Biogenni aminy se vyskytuji i v nefermentovanych potravinach jako jsou maso, moiské
ryby, zelenina, ovoce. Vznikaji hlavné plisobenim kontaminujici mikroflory b&hem
skladovani. Obsah biogennich aminii mize byt ukazatelem jakosti vstupni suroviny a irovné
hygieny béhem vyrobniho procesu a skladovani. Vysoké koncentrace amintli se vyskytuji
v potravinach s pokrocilym stadiem kazeni. Biogenni aminy jsou pouzivany jako indikator

hygienického zpracovani, Cerstvosti a trvanlivosti potravin. (Baiilisberger, 2015)



3 MOZNOSTI SNIZENI OBSAHU BIOGENNICH AMINU
V PROSTREDI

Pro sniZeni obsahu biogennich aminti byly navrzeny rizné strategie. Odstranéni biogennich
aminu jiz vzniklych je velmi tézké, proto se za nejvhodnéjsi postup povazuje dodrzovani
technologickych postupi a hygienickych podminek, které brani jejich vzniku.
teploty a doby skladovani. Snizeni akumulace BA Ize ale také dosahnout i jinymi zptsoby.

(Naila et al., 2010)

3.1 FYZIKALNIi METODY

3.1.1 Teplota

Produkce biogennich aminti mikroorganizmy zéavisi na teploté. S klesajici teplotou
také klesa koncentrace biogennich amind, protoze dochézi k inhibici rastu. Nicméné nékteré
bakterie, jako naptiklad Photobacterium spp. jsou schopny rist a produkovat
histidindekarboxyldzu 1 pfi nizkych teplotich. (Emborg, Laursen a Dalgaard, 2005;
Neiet al., 2012) Mrazirenské teploty jsou vice ucinné. Vysoké teploty také napomahaji
ke sniZzeni obsahu biogennich aminl, protoZze dochazi k eliminaci mikroorganizmi.
Utinnost eliminace biogennich amini varem je u kazdé potraviny jina, vyZzaduje
experimentovani. V piipad¢ vareni nenaklicenych luSténin se biogenni aminy zcela pfenesly
do varici vody, nicméné pii vafeni naklicenych lusténin byl obsah BA sniZen minimalné.
(Shalaby 1996, Naila et al. 2010) Nicmén¢ biogenni aminy jsou velmi Casto termostabilni

a je velmi tézké, vétsinou az nemozné je varem z prostiedi odstranit. (Naila et al., 2010)

312 pH

pH ovliviiuje a v nékterych piripadech az inhibuje, rist mikrobidlni populace.
Dekarboxylazova aktivita je vyS$i predevSim v kyselém prostiedi. Optimalni pH

pro dekarboxylaéni mikroorganizmy je 4,0 - 5,5. (Silla-Santos, 1996)

3.1.3 Tlak

Zvyseny tlak naruSuje buné¢né membrany mikroorganizmi, coz vede k jejich eliminaci.
Tento zpusob se velmi Casto vyuziva pti konzervaci potravin s kombinaci vakuového baleni,

bézné u syrd, klobas, ryb nebo zeli. (Naila et al., 2010)



Inhibice tvorby biogennich aminti zavisi na urovni aplikovaného tlaku. Napiiklad, béhem
zrani syra pii nizkotlakém zpracovani 50 MPa pro 72 h se zvysil obsah biogennich amint.
Pfi vysokém tlaku 400 MPa po dobu 5 minut se wukdzal mirmny pokles.
(Novella- Rodriguez et al., 2002)

Celkoveé existuji omezené informace o ucinnosti tlaku na kontrolu biogennich amint.
Je mozné, ze zvyseny tlak ovliviiuje enzymy i bakterie, které zpiisobuji tvorbu biogennich
amind, 1 kdyZz tento aspekt zatim nebyl studovan. (Novella-Rodriguez et al., 2002;
Latorre- Moratalla et al., 2007; Ruiz-Capillas et al., 2007).

3.1.4 Zareni

K ozatovani se vyuzivaji nejCastéji gama paprsky a lze jimi docilit degradace biogennich
amint. Pro redukci 0 95% je potieba pouzit zafeni 20 kGy. Nicméné za bezpecné ozatrovani
potravin se povazuje davka 10 kGy. lonizujici zéafeni deaktivuje mikroorganizmy
poskozenim nukleovych kyselin, zafeni 1ze vyuzit pro samotnou degradaci biogennich

amint. (Naila et al., 2010; WHO 2014, Nei et al., 2012)

3.1.5 Antimikrobialni latky

Mezi antimikrobialni latky fadime konzervacni a piidavné latky, kofeni a soli. Bylo
prokazano, ze tyto latky mohou snizit obsah biogennich amini diky plsobeni

na mikroorganizmy a jejich dekarboxylazovou aktivitu. (Naila et al., 2010)

Sorbat sodny, kyselina citronové, jableCna a jantarova snizuji produkci histaminu
ve vyrobcich, jako jsou napiiklad makrely. Kyselina citronova se vyuziva v 1% koncentraci
pfi vyrobé kyselého zeli, bylo prokézano, ze jeji vyuZiti sniZzuje obsah biogennich amint
az o 10 %. Pti vyrobé klobas miize byt vyuzit sorban draselny, kyselina askorbova, dusitan
sodny. Delta-glukonolakton sniZzuje produkci putrescinu v mase. Také ptidavek cukru

redukuje kadaverin. (Kang a Park 1984; Shalaby 1996, Yuecel a Ueren 2008)

Pfirozené se vyskytujici antimikrobni latky miZeme najit v né¢kterych kotenich. Bylo také
prokdzano, ze inhibuji tvorbu biogennich aminti. Mezi takové latky patii kurkumin,
kapsaicin nebo piperin. Nevyhodou téchto latek je zna¢na ztrata i€innosti, ke které dochézi
pti vafeni (Komprda et al., 2004; Suresh a dalsi 2007). Tymol ma také antimikrobialni

a antioxidacni aktivitu. (Lee et al., 2008).

Bylo prokazano, ze latky v zazvoru, Cesneku, zelené cibuli, Cervené paprice, hiebicku

a skofici zpomaluji produkci biogennich aminti. (Mah et al., 2009).



Ptitomnost soli vétSinou inhibuje vznik BA. Tvorba histaminu a tyraminu mize byt
inhibovana pti koncentraci NaCl 3,5-5,5 %, zatimco pfi niz$ich koncentracich soli je inhibice

neucinnd. (Chong et al., 2011)

Ptitomnost sacharidit maze podporovat riist a dekarboxylazovou aktivitu bakterii. Optimalni
koncentrace glukézy pro rist a dekarboxylazovou aktivitu bakterii se pohybuje
od 0,5 % do 2 %, zatimco koncentrace nad 3 % zpravidla inhibuje syntézu dekarboxylaz.

(Silla-Santos, 1996)

Ackoli studie prokézaly inhibi¢ni uinky potravinaiskych piridatnych latek a konzervacni
latky na akumulaci biogennich aminti, néktefi autofi zdiraznili jejich potencidlni negativni
ucinky. Struéné feCeno, potravinarské piisady a konzervacni latky, které dobfe funguji,
vyzaduji dal$i zkoumani ucinnosti zpozdéni produkce biogennich amind. Potravinarské
ptidatné latky, které prokazaly a pozitivni G¢inek na zpozdéni tvorby biogennich aminit musi

byt testovano v riiznych potravinatskych systémech. (Naila et al., 2010)

3.1.6 Baleni a dostupnost kysliku

Baleni potravin do modifikované atmosféry zahrnuje zménu slozeni plynu a vyuziti
specidlnich oball. VyuZivaji se smé&si plynt kysliku, dusiku, oxidu uhli¢itého k zajiSténi
maximalni moznych bakteriostatickych a fungistatickych vlastnosti. Nejcastéji se vyuziva
pomér 60 % oxidu uhli¢itého, 40 % dusiku. Byly prok4zany vyssi inhibi¢ni G€inky pti baleni

v modifikované atmosféfe v porovnani s pouhym vakuovym balenim. (Naila et al., 2010)

3.2 Vyuziti mikroorganizmi se schopnosti degradovat biogenni aminy

V posledni dobé se vyuzivaji mikroorganizmy s aminooxiddzovou aktivitou.
Jedna se o amin negativni kmeny, které postradaji dekarboxylazovou aktivitu a maji
schopnost degradovat aminy a jejich prekurzory. Tyto mikroorganizmy maji ¢asto schopnost
produkovat aminooxidazy, které jsou zodpovédné za degradaci biogennich amint.
Tyto enzymy metabolizuji biogenni aminy deaminaci. V zavislosti na po¢tu aminokyselin
se déli na mono- (MAO-A, MAO-B) a diaminooxiddzy (DAO). Tyto enzymy
jsou také pfitomny na stfevni sliznici. Za normalnich podminek je pfijimany biogenni amin
z potravin rychle detoxikovdn aminooxiddzami stfevni sliznice. Histamin a katecholaminy
mohou byt také metabolizovany pomoci methyltransferdz (COMT) nebo acetyltransferaz

(NAT; obrazek 4). Cinnost miize byt ovlivnéna urovni metabolizmu jedince, funkci jater,



pfijatych koncentraci amind. Degradaci také negativné ovliviluji antidepresiva
nebo acetaldehyd, ktery vznikd v metabolismu alkoholi. (Naila et al., 2014;
Gardini et al., 2016)

Mikroorganizmy s aminooxiddzovou aktivitou velmi c¢asto vyuzivame jako startérové
kultury, mnoho z nich se tfadi k bakteriim mlééného kvaseni. Nékteré tyto kmeny maji
také probiotickou a bakteriocidni aktivitu. Mezi bakterie mlééného kvaSeni fadime
Sest cCeledi Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae,
Leuconostocaceae, Streptococcaceae obsahuji rody Aerococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Weissella, Lactococcus a Streptococcus (Holzapfel, 2014) Mezi nejcCastéji
pouzivané protektivni kmeny bakterii mlééného kvaSeni patii nisin produkéni kmeny
Lactococcus lactis subsp. lactis, kmeny pediokokti produkujici pediociny a laktobacily
s antibakterialni a antifungalni aktivitou Lactobacillus rhamnosus, L. plantarum, L. casei.

(Horackova et al., 2018; Hopzapfel et al., 2014; Naila et al., 2010))

Samoziejmé jako startérové kultury jsou vyuzivany i dal§i mikroorganizmy a to hlavné rody

Staphylococcus, Bacillus, Brevibacterium a Micrococcus. (Naila et al., 2010)
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Obrazek 4 Degradace norepinefrinu (Upraveno podle: Oades, 2007)



II. PRAKTICKA CAST



CiL PRACE
Cile teoretické casti byly stanoveny nasledné:
e charakteristika a vyznam druhu Lactobacillus casei,
e biogenni aminy jejich charakteristika, tvorba, vyskyt v prostiedi,
e moznosti snizeni obsahu biogennich amind v prostredi.
Cile praktické ¢asti byly nasledujici:
e kultivace Lactobacillus casei v z&vislosti na riznych faktorech prostedi,
o kultivaéni teplota,
o pH kultivaéniho média,

e HPLC stanoveni obsahu biogennich aminti v bujonu po kultivaci Lactobacillus casei,

e vyhodnoceni vysledkl a formulace zavérh prace.



4 KULTIVACE LACTOBACILLUS CASEI V ZAVISLOSTI NA
RUZNYCH FAKTORECH PROSTREDI

4.1 Pouzité mikroorganizmy

V diplomové praci byla sledovana degradacni aktivita kmenu Lactobacillus casei CCDM

198, ktery byl ziskdn ze Sbirky mlékarenskych mikroorganizmt Laktoflora v zavislosti

na ruaznych faktorech prostredi.

4.2 Pristroje a pomicky

Laboratorni vahy Adventurere Pro

pH metr

Sterilizator H+P Varioklav 135S

Mikrobiologicky inkubéator (Memmert)

Termoblok Benchmark Digital HEAT BLOCK

Laboratorni tfepacka LT2, KAVALIERGLASS, a. s., Sdazava

HPLC Agilent Technologies (sestava se sklada z binarni pumpy a autosampleru
LabAlliance),

DAD detektor Agilent Technologies 1260 Infinity a degaser
Kolona Zorbax Exlipce Plus C18 RRHD
Automatické mikropipety

Laboratorni sklo a plasty



4.3 Kultivacni media

Meédium MRS (De Man, Rogosa and Sharpe agar, HiMedia)
SloZeni na 1000 ml destilované vody: Hydrolyzat kaseinu 2,5 g

Pepton ... 25¢g
Soéjovy pepton ................. 5¢g
Kvasni¢ny extrakt ............. 25¢g
Masovy extrakt ................ S5¢
Kyselina askorbova ........... 0,5¢g
Siran hofecnaty ............... 0,25¢
Laktéza ........ccooevieinnenn. 5¢g
Glycerylfosfat sodny ........19 g

MRS bujon byl pfipraveny navdzenim 22,06 g pudy MRS broth (HiMedia) v 360 ml

destilované vody.

Roztok biogennich aminii 20x koncentrovany

Roztok biogennich amintl byl pfipraven navazenim ptislusného mnozstvi biogennich amini

(vSechny Sigma-Aldrich) a jejich rozpusténim v 400 ml destilované vody, pH roztoku bylo

upraveno pomoci HCI (Sigma-Aldrich) na 6,8.

Tyramin .......ccoeceevveenienieenieeeeneceeee 2g
Putrescin .......oocoveevcieeniieeeieeeeeeees 2g
Kadaverin ........cccevvieiiienieniieiee 2g
Histamin .......cccoevveeeiieniiieienicceee 2g
Fenylethylamin ...........ccccccoevvieinnnnnne. 2g
Tryptamin .......coceeveevieniienieeneenieeee, 2g

Degradace byla pozorovana v mediu MRS s biogennimi aminy a cysteinem, upraveném

na rizné pH a koncentrace dle Tabulky 1.



Tabulka 1: Popis jednotlivych sad s kombinacemi zkoumanych faktorii

Sada ¢. pH Pridavek Roztok Cystein
MRS media | biogennich amini
1 7 MRS 0,2 prit.
2 6,2 MRS 0,2 prit.
3 5,4 MRS 0,2 prit.

* pfit. — médium obsahuje cystein, x- médium neobsahuje cystein

4.4 Priprava bakterii a kultivace

Testovany kmen byl pomoci sterilni klicky asepticky pteveden z tuhé ptidy do zkumavek
s pfipravenymi sterilnimi bujony a kultivovan ptes noc anaerobné pii teploté 37 °C. Z takto
pfipravenych suspenzi bylo sterilné¢ odpipetovano 50 pl kultury nafedéné dle stupnice
McFarlanda na hodnotu 0,5 a pfidano 50 pl cysteinu do jednotlivych zkumavek
z ptipravenych sad. Kazda sada obsahovala celkem 25 vzorkd, které byly kultivovany
pararelné ve 3 opakovanich, celkem obsahovala 3x25 zkumavek. Kontrolnimi vzorky bylo
médium s pridanymi biogennimi aminy bez zaockované kultury. Jednotlivé vzorky byly

kultivovany dle Tabulky 2.



Tabulka 2 Parametry kultivace jednotlivych vzorkii

1 30°C kontrola
2 30°C 8 h

3 30°C 12 h

4 30°C24h

5 30°C 28 h

6 30°C32h

7 30°C 36h

8 30°C48 h

9 30°C72h

10 23°C12h

11 23°C 24h

12 23°C 30h

13 23°C36 h

14 23°C48h

15 23°C72h

16 23°C 96 h

17 11°C 48hod
18 11°C 4 dny
19 11°C 6 dni
20 11°C 8 dnil
21 11°C 10 dnti
22 11°C 12 dnti
23 11°C 14 dnt
24 23 °C kontrola
25 11°C kontrola




5 HPLC STANOVENI OBSAHU BIOGENNICH AMINU V BUJIONU
PO KULTIVACI LACTOBACILLUS CASEI

5.1 Priprava a odbér vzorki pro analyzu

Kmeny byly pomnozeny a sbéry byly provedeny zptisobem uvedenym v kapitole 4.4.
Vzorky byly centrifugovany (4600 otacek, 7 minut) a z kazdé zkumavky bylo odebrano
do 2 eppendorfovych zkumavek 650 ul kyseliny chloristé (Sigma-Aldrich) o koncentraci
1,2 mol/l a 650 pul supernatantu. Takto pfipravené vzorky byly protfepany, zamrazeny

a pfipraveny pro derivatizaci.

5.2 Derivatizace vzorku

Do derivatizacni nadobky bylo pipetovano 100ul vnitiniho standardu 1,7-heptandiaminu
(Sigma-Aldrich) o koncentraci 500 mg/l. Nasledné byl pipetovan 1ml vzorku a 1,5 ml
karbonatového pufru (pH 11,1-11,2) a 2 ml cerstvé pfipravené¢ho dansylchloridu
(Sigma- Aldrich) rozpusténého v acetonu (Merck) o koncentraci 5 g/l.

Zavickované derivatiza¢ni nddobky byly tiepany 20 hodin v temnu.

Druhy den bylo ke vzorkiim ptidano 200 pl prolinu (Sigma-Aldrich) a vzorky byly tfepany
dalsi hodinu. Nésledné byly ke vzorku ptidany 3 ml heptanu (Sigma-Aldrich) a po peclivém
uzavieni se vzorky tiepaly ru¢né 3 minuty. Poté byl odpipetovan 1 ml heptanové vrstvy
do vialek. Obsah vialek byl odpafen do sucha pod proudem dusiku pfi teploté¢ 65°C.
Nésledné bylo pfiddno 1,5 ml acetonitrilu (Sigma-Aldrich). Vialky byly zamrazeny
na teplotu -18 °C do doby analyzy.

5.3 Chromatografické stanoveni

Vzorky pred analyzou byly prefiltrovany ptes stiikackovy filtr s porozitou 0,22 pm
a davkovany do chromatografického systému. Biogenni aminy byly hodnoceny pomoci
mobilni a staciondrni faze na koloné¢ Zorbax C18 RRHD s rozméry 50 x 3 mm s porovitosti
1,8 um. Priatok kolonou byl 0,45 ml/min. Stanoveni bylo provadéno pfi teplote¢ 30 °C
a vinové délce 254 nm (UV/VIS DAD detektorem). Chromatogramy byly vyhodnoceny

pomoci programu Control Panel for OpenLab System.



6 VYHODNOCENI VYSLEDKU A FORMULACE ZAVERU PRACE

Schopnost redukovat biogenni aminy kmenem Lactobacillus casei subsp. casei CCDM 198
byla pozorovana béhem rUznych ristovych podminek. Byly pozorovany ubytky
fenylethylaminu, kadaverinu, putrescinu, histaminu, tyraminu. Mezi pozorované rustové
faktory patfily teplota (11°C, 23 °C, 30 °C), pH kultivaéniho média (5,4; 6,2; 7,0) a Cas
(jednotlivé odbérové Casy jsou uvedeny v tabulce 2, v kapitole 4.4). Byly vybrany konkrétné

tyto biogenni aminy za téchto podminek:

e Degradace fenylethylaminu pti 30 °C a rizném pH
e Degradace putrescinu pii 30 °C a rizném pH

e Degradace kadaverinu pti 30 °C a rizném pH

e Degradace histaminu pfi 30 °C a riizném pH

e Degradace tyraminu pii 30 °C a rizném pH

e Degradace fenylethylaminu pii 23 °C a riizném pH
e Degradace putrescinu pii 23 °C a rizném pH

e Degradace kadaverinu pfi 23 °C a rizném pH

e Degradace histaminu pii 23 °C a rlizném pH

e Degradace tyraminu pii 23 °C a rizném pH

e Degradace fenylethylaminu pii 11 °C a rizném pH
e Degradace putrescinu pii 11 °C a rizném pH

e Degradace kadaverinu pii 11 °C a rizném pH

e Degradace histaminu pii 11 °C a rlizném pH

e Degradace tyraminu pfi 11 °C a rizném pH



6.1 Degradace biogennich amini pfri teploté 30 °C

Z danych hodnot na obrazcich uvedenych nize lze predpokladat, ze nami sledovanému
kmenu nejvice vyhovuje kultivace pii nizkém pH. Vyssi koncentrace miizeme vysvétlit

netoleranci kmene ke kombinaci faktort, jez nemusely byt pro néj vyhodné.

6.1.1 Degradace fenylethylaminu pri 30 °C v médiu o ruzném pH

Obrazek 5 zndzoriiuje schopnost testovaného kmene degradovat fenylethylamin pti 30 °C
a danych hodnotach pH. Nejvyssi schopnost redukce byla zaznamenéna v médiu o pH 6,2,
kdy doslo k ubytku putrescinu o vice nez jednu pétinu a koncentrace se na této hodnoté
drzela béhem prvnich 24 hodin kultivace. V dalSich odbérovych ¢asech koncentrace nicméné
mirné vzrostly, ale tyto hodnoty jsou nepatrné. Vzhledem k ostatnim hodnotdm pH, Ize tedy
fici, Zze hodnota pH 6,2 méla na degradaci fenylethylaminu danym kmenem nejvyssi vliv.
V médiu o pH 7,0 nedoslo k rapidnimu zménam koncentrace fenylethylaminu b&hem
kultivace. Mnozstvi fenylethylaminu pfi kultivaci v médiu o pH 5,4 nejprve rychle kleslo,
na hodnotu nizsi o 20 % vici kontrole, ale nasledné vzrostlo a pohybovalo se v piiblizné

stejném rozmezi.
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Obrazek 5 Degradace fenylethylaminu pri 30 °C v médiu o ruzném pH



6.1.2 Degradace putrescinu pri 30 °C a rizném pH

Na Obrazku 6 je znazornéna degradace putrescinu o koncentraci 0,2 g/l pti 30 °C v médiu
o ruzném pH. Jak mizeme vidét, k nejvyssim tbytktiim dochézelo pti nejniz§im sledovaném
pH. Za 24 hodin byla koncentrace putrescinu vzhledem k ptivodni hodnoté nizsi ptiblizné
0 10 %. V dal$ich odbérovych Casech, ale koncentrace putrescinu vzrostla. V médiu o pH 6,2
v dalSich odbérovych casech byla naméfena piiblizné€ stejnd mnozstvi, stejné tak v médiu
o pH 7,0 kde koncentrace mirn¢ kolisaly, nicméné pro nami sledovanou problematiku

nejsou hodnoty vyznamné, a proto se jimi dale nebudeme zabyvat.
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Obrazek 6 Degradace putrescinu pri 30 °C a ruzném pH

6.1.3 Degradace kadaverinu p¥i 30 °C a riizném pH

Podobné jako u ptedchozich sledovanych amind probihala béhem kultivace degradace
kadaverinu. Na Obrazku 7 je patrné, Ze k nejvyss§imu poklesu dochazelo znovu prvnich
24 hodin kultivace pti pH 5,4, kdy koncentrace klesly 0 20 % k plivodni hodnoté a udrzovaly
se na priblizné stejné hodnoté. Po 28. hodiné¢ doSlo znovu k narGstu koncentrace,
pravdépodobné zplisobenému spotiebovanim nékterych zZivin v mediu a naslednymi

nevhodnymi podminkami pro degradaci. Nejvyssi degradace byla zaznamendna v médiu



o pH 6,2, podobné jako v pfedchozim ptipadé¢ u fenylethylaminu. Koncentrace byla
udrzovana na stejné hodnoté jako kontrola az do 24. hodiny, kdy doslo k poklesu o 20 %.
Ubytek se udrzoval i v nasledujicich odbérovych &asech a nakonec doslo k nartistu
koncentrace, ktera ale méla pouze pozvolny prabéh. Kmen tedy vyznamné redukoval obsah

kadaverinu pfi tomto pH a teploté 30 °C po urcité dob¢.

CAD 30°C

120

100 \/)—\/\‘—A/‘

Obsah BA (%)
N Y [e)) [0¢]
o o o o

o

0 8 12 24 28 32 36 48 72
Cas (hod)
—@—pH=7,0 pH=6,2 pH= 5,4

Obrazek 7 Degradace kadaverinu pri 30 °C a riiznéem pH
6.1.4 Degradace histaminu p¥i 30 °C a rizném pH

Degradace histaminu (Obrazek 8) probihala podobné¢ jako u ostatnich biogennich amini
za stejnych rastovych podminek. V médiu o pH 7,0 nedochazelo k velkym zménam
v mnozstvi histaminu. Kfivka pro hodnoty pH 6,2 méla podobny priibéh, byla zaznamenéana
pouze jedna vychylka ve 28. hoding, ale vzhledem k tomu, Ze hodnoty koncentrace se znovu

v

vratily do ptvodnich koncentraci, neni pro nas vyznamnd. Nejvyrazné€j$i ubytek byl
pii téchto testovanych podminkdch zjistén v médiu s nejniz§im pH, tedy 5.4.
Hned po 8 hodinach byl histamin redukovan ptiblizné o 40 % a tato hodnota koncentrace
dale mirn¢ stoupala, az po 28 hodinach byla témé&f stejna jako plivodni koncentrace a dale

vzrustala.
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Obrazek 8 Degradace histaminu p7i 30 °C a riizném pH

6.1.5 Degradace tyraminu pti 30 °C a riizném pH

Degradace tyraminu (Obrazek 9) byla podobna jako v pfedchozim piipad€é u histaminu.
V médiu o pH 5,4 doslo na zacatku k znacné redukci. V prvnich 8 hodindch byl tyramin
redukovéan asi o jednu tfetinu a degradace déle pokracovala az do 12. hodiny, kdy naméfena
koncentrace byla 60 % vic¢i ptivodni hodnoté. Nicméné znovu zde pravdépodobné doslo
k zméné podminek v médiu, protoze koncentrace dale zacala stoupat aZ na hodnoty 110 %
vuci pocateénim. Podobny pribéh jako u predchozich sledovanych amint byl zaznamenan
1 vmédiuopH 7,0 a6,2. V médiu o pH 7,0 byly po 3 dnech naméteny témeft totozné hodnoty
jako na za¢atku. V médiu o pH 6,2 kiivka méla proménny charakter a naméfené koncentrace

byly ve 24. — 36. hodin€ o 10 % niZsi nez na zacatku, hodnota nasledné mirné€ vzrostla.
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Obrazek 9 Degradace tyraminu pri 30 °C a rizném pH

6.2 Degradace biogennich amini pri teploté 23 °C

Béhem téchto kultivac¢nich podminek nedoslo k vyrazng&js§imu ubytku sledovanych amin.
Naméfené koncentrace byly velmi podobné koncentracim pocatecnim, nebo dokonce doslo
k jejich ristu. Lze ptedpokladat, Ze dané podminky nejsou vhodné pro kultivaci nami

sledovaného kmene Lactobacillus casei subsp. casei CCDM 198.

6.2.1 Degradace fenylethylaminu p¥i 23 °C a rtizném pH

Obrazek 10 znazornuje schopnost testovaného kmene degradovat fenylethylamin pii 23 °C
v kultivaénim médiu o danych hodnotach pH. Nejvyssi schopnost redukce byla
zaznamenana v médiu o pH 5,4, kdy doSlo k Ubytku fenylethylaminu, a to po 48 hodinach
kultivace. V dalSich dvou odbérovych ¢asech koncentrace mirné€ vzrostly, ale tyto hodnoty
jsou pomérné nepatrné a koncentrace se ptili§ nezménila. V médiu o pH 6,2 se koncentrace
pfili§ nezménila. Pti pH 7,0 hodnoty také mirné klesly po 24. hoding kultivace. Pii odbéru
ve 30. hodin¢ byla naméfena koncentrace nizsi skoro o 20 %, nicméné nésledné doslo

k mirnému narastu téchto hodnot.



Vzhledem k ostatnim hodnotam, kde koncentrace se ptilis neménily, 1ze tedy fici, ze hodnota

pH 7 méla v tomto ptipad¢ na degradaci fenylethylaminu danym kmenem nejvyssi vliv.
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Obrazek 10 Degradace fenylethylaminu pri 23 °C a rizném pH

6.2.2 Degradace kadaverinu pri 23 °C a riizném pH

Podobné¢ jako u fenylethylaminu probihala degradace i u kadaverinu. Jak mizeme vidét
na Obrazku 11, koncentrace vétSinou rostly, ale v médiu o pH 7,0 dochazelo k mirnym
ubytkiim. Za 24 hodin byla koncentrace kadaverinu o néco niz§i vzhledem k ptvodni
hodnoté. I v dal§ich odbérovych casech byla naméfena znovu niZz§i koncentrace
az do 48. hodiny, kde znovu mirné vzrostla. Koncentrace kadaverinu pfi ostatnich pH
prudce stoupla v prvnich 12 hodindch a jeho produkce déale mirné pokracovala

az do 30 - 36. hodiny, kdy koncentrace klesla a nakonec se ustalila.

Muzeme fici, Ze dané podminky nevyhovuji pro degrada¢ni kmen a degradace v tomto

piipadé nebyla vysoka nebo k ni viibec nedochézelo.
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Obrazek 11 Degradace kadaverinu pri 23 °C a riizném pH

6.2.3 Degradace putrescinu pri 23 °C a tfikrat rizném pH

Na obrazku 12 je znazornéna degradace putrescinu, kterd probihala podobné jako
u predchozich sledovanych amini. Degradace se skoro viibec neprojevila, jen pii pH 7,0
byly zaznamenany niz8i hodnoty po 12 hodinach kultivace, poté koncentrace mirn¢ vzrostla.
Pii pH 6,2 po 12 hodindch hodnoty vzrostly o 110 % a poté hodnoty mirné klesaly,
v 36. hodin¢ byla zaznamenana koncentrace niz$i o 15 % vuci kontrole, nicméné
koncentrace zaCaly znovu mirné stoupat, konecna hodnota koncentrace byla srovnatelna
s pocatecni. Pti pH 5,4 dochazelo také k produkci putrescinu. V tomto pifipad€é hodnoty
vzrostly o 15 % ptvodni hodnoty v prvnich 24 hodindch, nasledné koncentrace mirné klesla

az 0 20 %, kone¢na hodnota byla nizs§i o 10% vztaZena ke kontrole.



PUT 23°C

120
100 —
\ — ‘\./._—'
__ 80
§
o
L 60
©
(%]
e}
(@]
40
20
0
0 12 24 30 36 48 72 96
Cas (hod)
=@=pH=7,0 pH=6,2 pH=5,4

Obrazek 12 Degradace putrescinu pri 23 °C a riizném pH

6.2.4 Degradace histaminu pfi 23 °C a rizném pH

Z Obrazku 13 je patrné, ze stejné jako u ptredchozich sledovanych aminti nedochézelo
k vyrazné degradaci. Kone¢né hodnoty koncentraci byly o méné nez 10 % nizsi vuci

kontrole.

Nejvyssi degradace byla zaznamenana pii pH 7,0, kdy od 12. hodiny dochézelo k mirnému
ubytku. Nejnizsi koncentrace byla zaznamenana v 36. hodin€. Koncentrace histaminu byla
asi 0 10 % niZ§i nez pocatecni. Pfi pH 6,2 znovu nedochazelo k vyraznym zménidm
v koncentraci aminll. V tomto piipadé€ je zajimavé, Ze koncentrace histaminu zacaly mirné
klesat po 24. hodiné¢ kultivace. Jak muizeme vidét, koncentrace pii hodnoté¢ pH 5,4
Jjiz od zacatku mirn€ klesaly az na vykyv v 36. hodiné, ale poté se znovu hodnoty ustélily.

Z danych hodnot 1ze usoudit, Ze tyto podminky pfili§ nevyhovuji pro degradaci histaminu.
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Obrazek 13 Degradace histaminu pri 23 °C a riizném pH

6.2.5 Degradace tyraminu pfi 23 °C a riizném pH

Obrazek 14 znazoriiuje schopnost testovaného kmene degradovat tyramin pti 23 °C a danych
hodnotach pH. Stejn¢ jako u ptredchozich sledovanych aminti dané podminky pfili§
nevyhovuji pro degrada¢ni schopnosti testovaného kmene. Hodnoty tyraminu bud’ ziistaly

na koncentracich velmi podobnych pocate¢ni, nebo nepatrné vzrostly.

Pti pH 6,2 nedoslo k vyraznym zménam v koncentracich, kone¢na hodnota po 96 hodinach
rustu byla 96% vzhledem k ptivodni koncentraci. Pii pH 5,4 se koncentrace aminti vyrazné
nemeénila. PiipH 7,0 v prvnich 24 hodinach doslo k poklesu koncentrace tyraminu asio 5 %,

nicméné tato hodnota neni pfili§ vyznamna.
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Obrdazek 14 Degradace tyraminu pri 23 °C a riizném pH

6.3 Degradace biogennich amini p¥i teploté 11 °C

Pii téchto testovanych podminkach nedochazelo k vyraznéjSim zméndm v koncentraci
jednotlivych biogennich amind. K nejvyraznéjsi degradaci dochédzelo v prvnich 4 dnech,

kdy v nékterych ptipadech doslo k redukci aminii aZ na polovinu.

6.3.1 Degradace fenylethylaminu pri 11 °C a riizném pH

Vyrazngj$i redukce fenylethylaminu (Obrazek 15) byla zjiSténa v kultivacnich médiich
o pH 5,4 a 6,2, kdy po 2 dnech kultivace doslo k poklesu jeho koncentrace na 90 %
pii pHS5,4a 80 % pii pH 6,2. 4. den byla koncentrace fenylethylaminu jesté nizsi,
pfi obou pH byla koncentrace sniZena na polovinu. Dalsi 4 dny degradace stagnovala
a mnozstvi fenylethylaminu zacalo vzristat. Konecné hodnoty byly o néco nizsi
nez pocatecni koncentrace, asi o 5%. Pfi pH 7,0 nebyla zaznamenédna Zadna vyraznéjsi

zména.
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Obrdazek 15 Degradace fenylethylaminu pri 11 °C a riizném pH

6.3.2 Degradace kadaverinu pfi 11 °C a riizném pH

Podobné¢ jako u fenylethylaminuv médiu pti pH 7,0 nebyly zaznamenany vyrazné zmény
v mnozstvi kadaverinu. Na Obrazku 16 mGzeme videt, ze koncentrace kadaverinu vyrazné
klesla prvni 4 dny kultivace v médiu o pH 6,2. Druhy den kultivace byla zaznamendna
hodnota 77% koncentrace piivodniho média, koncentrace se dale snizovala, az dosédhla
nejnizs§i namefené hodnoty, 47 % a az do 10. dne zlstala neménnd, poté mirné stoupala
na kone¢nou hodnotu 76% po 14 dnech kultivace. Degradace v médiu o pH 5,4 byla
také pomérné vyznamnd, pokles koncentrace byl ale mirn€j$i. V prvnim sbéru, 2. den
kultivace, byla naméfena koncentrace 90 %, 4. den jesté klesla o 6 %. 10. den byla namétena
nejnizsi koncentrace, 75 %. Kone¢na hodnota koncentrace byla také nizsi o 20 % vici

puvodni hodnot¢.
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Obrazek 16 Degradace kadaverinu pri 11 °C a ruzném pH

6.3.3 Degradace putrescinu pri 11 °C a rizném pH

Podobné jako u fenylethylaminu a kadaverinu nebyly zaznamenany vyraznéjsi zmény
koncentrace putrescinu v médiu o pH 7,0.

Koncentrace putrescinu (Obrazek 17) vyrazné klesla béhem prvnich 4 dnt kultivace
v médiich o pH 5,4 a 6,2. V médiu o pH 5,4 bylo hned po 2 dnech dosaZeno vyrazného
poklesu mnozstvi putrescinu, o 20 %. Nasledovalo dal$i sniZzeni aZ 0 40 %. V dalSich 8 dnech
vSak degradace stagnovala a mnozstvi amini se od 4. dne zvySovalo. Kone¢né koncentrace
aminQ byla 80 % vuci kontrole. Druhy nejvyssi ubytek byl pozorovan v médiu s hodnotou
pH 6,2, v némz uZ po 2 dnech doslo k degradaci az o 20 % putrescinu. Po 4 dnech byla
koncentrace pfiblizné na 45 % a to bylo minimalni zjiSt€éné mnozstvi v tomto médiu.

Koncentrace se poté zvySovala.



PUT 11°C

120

Obsah BA (%)
[e))] 0]
o o

N
o

20

0 2 4 6 8 10 12 14
Cas hod)

—8—pH=7,0 pH=6,2 pH=5,4

Obrazek 17 Degradace putrescinu pri 11 °C a ruzném pH

6.3.4 Degradace histaminu p¥i 11 °C a rizném pH

Stejné jako u ptedchozich tii biogennich amind, i u histaminu (Obrazek 18) nedoslo v médiu
k vyraznému Ubytku, méné nez 10 %. Ale o 2 dny pozdéji koncentrace poklesla az
na celkovych 70 %, coz byl tbytek témét 20% behem 2 dnii. Nasledné bylo po 6 dnech
dosazeno hranice 63 %, coZ byla nejniz8§i zaznamenana koncentrace v mediu o pH 5,4.
Koncentrace ddle mirné stoupaly, az dosahly 87 % pocatecni hodnoty. Podobné jako
u predchozich dvou vyhodnoceni, nejvyraznéjsi hodnoty degradace vykazovala kultivace
v zivném médiu o pH 6,2. Zde doSlo k poklesu koncentrace po 2 dnech uz o 30 %
a po 4 dnech byla koncentrace jesté o 8 % nizsi. Po 6 dnech pak byla naméfena nejniZsi
hodnota koncentrace odpovidajici 52 % plvodniho mnoZstvi. Dale se koncentrace mirné

zvySovala a konecna koncentrace po 14dnech kultivace byla 67 % k pivodnimu mnozstvi.
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6.3.5 Degradace tyraminu pfi 11 °C a riizném pH

Podobné jako u predchozich sledovanych aminti,, koncentrace tyraminu (Obrazek 19)
vuci pocatecni hodnoté. V médiu o pH 5,4, byl zaznamenédn pokles koncentrace o 15 %
v prvnich dvou dnech. Pfi odbéru 4. den koncentrace dokonce klesla na 60 % vici ptivodni
hodnoté, dalsi dny se koncentrace zvySovala. Pti pH 6,2 doslo k nejvyssi degradaci tyraminu.
V prvnich dvou dnech koncentrace klesla o 30 %, dale pokracovala a 4. den kultivace byla
zaznamenana nejniz§i hodnota, 50 %. Koncentrace se poté dalsi dny pozvolna zvySovala,

aZz bylo dosazeno poc¢atecni koncentrace.
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7 DISKUZE

Druh Lactobacillus casei je jeden z mnoha druhti, které fadime do rodu Lactobacillus. Jedna
se o velké grampozitivni tyCinky, které jsou nesporulujici, nepohyblivé a nejCasteji
se vyskytuji jednotlivé. Mohou tvofit dvojice ¢i fetizky. Metabolismus je anaerobni
aerotolerantni, néktera literatura uvadi, Ze jsou mikroarerofilni, nicméné¢ nemaji cytochromy,
proto nejsou schopny metabolizovat kyslik. (F. Minerviny, 2011; Hill et al. 2018)
Laktobacily tadime k bakteriim mlééného kvaSeni. Kmeny Lacktobacillus casei jsou
heterofermentativni. Kvasenim produkuji nejen kyselinu mléénou, ale i kyselinu octovou,
etanol nebo oxid uhlicity. Jsou acidofilni, jejich pH optimum je 5,5. Jsou mezofilni, proto
nejlépe rostou pii teplotach 25- 40 °C, ale jsou schopny rlstu i v teplotach blizicich se bodu
mrazu. Jsou katalaza, oxid4za a uredza negativni.

Fyziologicky vyznam laktobacili spoc¢iva predevsim v jejich schopnosti zkvasovat glykogen
na kyselinu mlé¢nou a tim snizovat pH na sliznicich. Nizké pH poté brani ristu hnilobnym
bakteriim a tim také Sifeni infekce. Velmi Casto se vyuzivaji jako probiotika.

V potravinach lze laktobacily najit v rybach, masu, mléénych vyrobcich a silazich. (Herero-
Fresno et al., 2012) Velmi ¢asto se vyuzivaji jako startérové kultury, touto problematikou se
zabyval Garcia — Ruiz et al. (2011), ktefi zkoumali schopnost kmeni Lactobacillus casei
a Pediococcus izolovanych z vina redukovat histamin, tyramin a putrescin. Redukci
biogennich amintli v syrech pomoci kmenu L. casei se zabyval také Alvarez et al. (2014),
Herero-Fresno et al. (2012), prokéazali znacnou schopnost tohoto kmene redukovat obsah
histaminu a tyraminu. Dapkevicus et al. (2000) izolovali kmeny L. casei z rybi pasty, které
byly schopny degradace histaminu pii pH vys§im nez 4,5. Vyuzitim kment L. casei v masné
vyrobé se zabyvali Gardini et al.(2002). Larotte Moratalla et al. (2010) jej kombinovali se
Staphylococcus xylosus, aby doséhli optimalni synergie pro redukci tyraminu.

Biogenni aminy jsou organické latky na bazi dusiku. Vznikaji dekarboxylaci aminokyselin
nebo aminaci aldehydli a ketonil. Jsou syntetizovany mikroorganizmy, rostlinami
1 Zzivocichy. Vyznam tkvi pfedev§im v jejich funkci pii fyziologickych procesech.
Jsou prekurzory hormont, alkaloidl a nukleovych kyselin. Funguji jako neurotransmitery.
Jsou psychotropni a vazoaktivni a jsou dulezité pro spravnou funkci imunitniho systému,
bunéény rast, reparaci, stabilizaci bunéfnych membran. (Baiilisberger, 2015,
Herrero- Fresno, A. et al., 2012; Silla-Santos, 1996, s. 213; Halasz et al., 1994)

Protoze biogenni aminy vznikaji z bilkovin, 1ze je ocekavat prakticky vSude. Ve vSech

rostlinach, zivociSich, mikroorganizmech. V potravinach je 1ze o¢ekavat naptiklad v rybach,



masu, masnych vyrobcich, syru, ovoci a zelening, pivu, ving. Jejich celkové mnozstvi vSak
zavisi na povaze potraviny a dostupnych mikroorganizmech. (Stadnik a Dolanowski, 2010;
Vidal-Carou et al., 2010)

Biogenni aminy jsou v nizkych koncentracich nepostradatelné, ale v urcitych piipadech
mohou piedstavovat i znacné zdravotni riziko. Mezi potencialné nejtoxictejSi biogenni
aminy fadime histamin a dale tyramin. Problémem je, ze n¢které mikroorganizmy produkuji
znacné koncentrace biogennich amind, proto je dalezité zvolit spravny vybér startérovych
kultur. Symptomy ptedavkovani jsou rizné. Od bolesti hlavy, kolisani tlaku ptes zvraceni
az k anafylaktickému Soku. (EFSA, 2014, Callejon, 2014, Bailisberger, 2015;
Stadler a Linenback, 2009; Silla-Santos, 1996)

Pro sniZeni obsahu biogennich amintll byly navrZeny rizné strategie. Odstranéni biogennich
amint jiz vzniklych je velmi obtizné, proto se za nejvhodnéjsi postup povazuje dodrzovani
technologickych postupi a hygienickych podminek, které brani jejich vzniku.
teploty a doby skladovani. SniZzeni akumulace BA lze ale také dosdhnout i jinymi zpUsoby.
(Naila et al., 2010)

Pro snizeni obsahu jiz pfitomnych biogennich amint 1ze také vyuzit enzymt mikrorganismu
s aminooxidazovou aktivitou, které metabolizuji biogenni aminy deaminaci. Casto se
vyuzivaji bakterie mlééného kvaSeni s inhibi¢nimi ucinky na dekarboxyldza-pozitivni
mikroorganizmy. Velmi casto se kombinuji s aplikaci antimikrobnich latek, které plisobi
na dekarboxyldza-pozitivni mikroorganizmy napf. soli dusitanii a dusi¢nanil, kyselina
citronova, koteni a pouzitim technologickych zakrokl napt. hydrostaticky tlak, ozafovani,
baleni. (Naila et al., 2010)

Mnoho studii se zabyva se fizenim a kontrolou vyskytu biogennich aminti. N&kolik se jich
zabyva také mikroorganizmy, které jsou schopny inhibovat dekarboxylaza-pozitivni kmeny,
pomoci enzymi nebo degradacnich schopnosti. Mezi studované mikroorganizmy fadime
predevsim bakterie mlé¢ného kvaseni, které se pouZzivaji napiiklad jako startérové kultury
nebo jako probiotika. (Horackova et al., 2018; Holzapfel et al., 2014; Naila et al., 2010)

V experimentu byla ovéfovana schopnost degradovat biogenni aminy kmenem Lbc. casei
subsp. casei CCDM 198 metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC).
Byly pozorovany ubytky fenylethylaminu, kadaverinu, putrescinu, histaminu, tyraminu.
Mezi pozorované ristové faktory pattila kultivacni teplota (11°C, 23°C, 30°C), pH (5.4; 6,2;

7,0) a doba kultivace. Dany ubytek byl porovnavan s kontrolou, coz bylo zivné médium



s biogennimi aminy bez zao¢kovaného kmene. Jednotlivé hodnoty pH byly navic oveéfovany
v postupujicim case, konkrétné v minimalné¢ v 7 odbérovych Ccasech, které byly
pro jednotlivé teploty odlisné. Dohromady tedy doslo k vyhodnocovani kazdého biogenniho
aminu devét krat a pokazdé se jednalo o jinou kombinaci rastovych faktora. (Benes, 2020)
Pro nasi skupinu testovanych faktorti byla stanovena koncentrace jednotlivych amint 0,2 g/l
a zivné¢ médium MRS bylo optimdlni, tedy o koncentraci piedepsané vyrobcem.
Nejvyznamnéjsi ubytky byly zaznamenany v kultiva¢nim médiu o pH 5,4 pii 30 °C,
kdy doslo k redukci vSech sledovanych aminl alespoii o 20 %. Nejlépe byl degradovan
histamin, jehoz koncentrace byla sniZzena v pribéhu prvnich 24 hodin az o 50 %.
Druhym nejlépe degradovanym aminem byl putrescin, jehoz koncentrace klesly v prvnich
8 hodinach o 30 % a za 24 hodin na 50 %. Koncentrace fenylethylaminu
klesly o 35 %. Byla zaznamenana i degradace kadaverinu a tyraminu o 20 %.

Druhé nejlepsi ubytky byly zaznamenany v kultivaénim médiu o pH 6,2 béhem kultivace
pii 11°C. Nejlépe byl degradovan histamin. Zde doslo k poklesu koncentrace po 2 dnech
uz 030 % a po 4 dnech byla koncentrace jesté o dalSich 8 %. Po 6 dnech pak byla namétena
koncentrace byla 62 % ptvodniho media po 14 dnech kultivace. Druhy nejlépe degradovany
byl kadaverin, u kterého byla zaznamenana nejnizsi koncentrace ptiblizn¢ 45 % a konecny
ubytek 20 %. Byla zaznamenana degradace fenylethylaminu, putrescinu a tyraminu
pfi pH 6,2a11°C 0 50 %.

Pii kultivaci o teplot¢ 23 °C nebyla zaznamenana 74dna vyraznd redukce. Lze tedy
predpokladat, ze dané podminky nevyhovovaly pozadavkim na vhodné prostiedi pro
kultivaci amin degradac¢nich kmenti, v naSem piipadé kmenu Lactobacillus casei subsp.
casei CCDM 198.

Kultivaci a schopnosti degradace kment L. casei se zabyvala také fada zavérecnych praci.
V diplomové praci Sokolova (2019) se vénovala moznosti snizeni obsahu biogennich amini
bakteriemi izolovanymi z potravin. Byly sledovany ubytky biogennich amint pii 30 °C
v pudé MRS u bakterii kmenu Lactobacillus casei CCDM 422 a CCDM 802
a to fenyletylaminu a histaminu kolem 40 % a pii 37°C v polovi¢ni piidé MRS-C ubytek
fenyletylaminu o 70 %.

V diplomové praci Rezni¢kové (2019) byly sledovany mozZnosti sniZeni obsahu biogennich
aminl béhem zrani syrd pouZzitim protektivni kultury. Lactobacillus casei CCDM 198 byl
prokdzan jako nejucinnéj$i kmen pro vyrazné sniZeni obsahu histaminu, putrescinu,

kadaverinu a fenylethylaminu.



Diplomové prace Benese (2020) se zabyvala stejnym tématem. V experimentu bylo zjisténo,
ze nejvyrazn€ji byly kmenem Lactobacillus casei subsp. casei CCDM 198 degradovany
histamin, putrescin a kadaverin. U vSech tfi amina doslo k maximélnim ubytkim v médiu
o pH 6,2 s niz§im obsahem Zzivin pii jejich koncentraci 0,2 g/l a pii kultivacni teploté 30 °C.
Putrescin byl za téchto podminek degradovan o 66 %, kadaverin o 60 % a histamin o 51 %.
Vysledky této prace mohou byt pouzity pro dalsi studium degradace biogennich amint
testovanym kmenem. Degradacni schopnost vybranych kmenii na biogenni aminy byla
testovana v podminkach in vitro. Ty se mohou liSit od podminek redlnych vzorkii,
ve kterych se tyto testované bakterie mohou chovat zvlasté z divodu jinych vnéjSich

podminek jako je dostupnost kysliku, zivin, vodni aktivity a dal§ich ovliviujicich latek.



ZAVER
Diplomova prace navazovala na téma zpracované v ramci bakalaiské prace. (Babkova,

2019) Byl vybran jeden testovany subjekt, kmen Lactobacillus casei subsp. casei CCDM
198, ktery byl ziskan ze Sbirky mlékarenskych mikroorganizmii (CCDM).

Byla ovéfovana degradacni schopnost béhem riznych rastovych faktori a be&hem

experimentu byly kombinovany tyto podminky sledované v Case.

e teplota—11,232a30°C
e pH-54;62a7,0

Z danych namétenych hodnot mizeme usoudit, Ze byly zaznamenany tbytky jednotlivych
aminl. Nejvyznamnéjsi poklesy byly zaznamenany v médiich o pH 5,4 béhem kultivace
pii 30 °C, kdy doslo k redukci vSech sledovanych amint alesponi o 20 %. Nejlépe byl
degradovan histamin, jehoz koncentrace byla snizena v pribéhu prvnich 24 hodin az 0 50 %.
Druhym nejlépe degradovanym aminem byl tyramin, jehoZz koncentrace klesly v prvnich
12 hodinach o 25 % a za 24 hodin na 45 %. Koncentrace fenylethylaminu klesly o 35 %.
Byla zaznamenéna i degradace kadaverinu a tyraminu o 20 %.

Druhé nejlepsi ubytky byly zaznamendny v kultivaénim médiu o pH 6,2 pii 11°C.
Nejlépe byl degradovan histamin. Zde doslo k poklesu koncentrace po 2 dnech uz o0 30 %
hodnota koncentrace odpovidajici 52 % z ptivodniho mnozstvi. Kone¢na koncentrace byla
62 % puvodniho media po 14 dnech kultivace.

koncentrace pfiblizné 45 % a kone¢ny ubytek 20 %.

Byla zaznamenéna degradace fenylethylaminu, putrescinu a tyraminu v médiu o pH 6,2
behem kultivace pii 11°C o 50 %.

Pii kultivaci o teploté 23 °C nebyla zaznamendna vyraznéjsi redukce.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BA Biogenni aminy

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High — performance liquid
chromatography)

L. Lactobacillus

PEA Fenylethylamin

PUT Putrescin

CAD Kadaverin

HIS Histamin

TYR Tyramin
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