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ABSTRAKT

Diserta¢ni prace se zabyva sledovanim vlivu vybranych protektivnich kultur,
jejich bezbunéénych supernatantii (CFS) a nisinu na kinetiku produkce tyraminu
(TYM). Pro naplnéni cile prace byl nejprve zkoumédn inhibi¢ni UCinek
supernatanti z 22 protektivnich kultur a nisinu vic¢i producentim biogennich
amint (BA) 1zolovanych zriznych potravin. Antimikrobidlni aktivita
zneutralizovanych supernatanti a nisinu byla zji§tovana pomoci jamkové diftizni
metody. Na zdkladé ziskanych vysledkli byly vybrany 2 protektivni kultury
Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis CCDM 686 a CCDM 689
vykazujici nejvetsi antimikrobialni aktivitu viaéi zkoumanym producentiim
tyraminu. Vliv vybranych 2 protektivnich kment, jejich CFS a nisinu na produkci
tyraminu byl ndsledné sledovan u 2 kment, které prokazaly signifikantni citlivost
vici testovanym supernatantim z laktokokii a na nisin. Konkrétné se jednalo
o kmen Latilactobacillus curvatus T3 a Lactiplantibacillus plantarum RIBM 8§9.
Byly zvoleny dvé teploty kultivace: 30 £ 1 °C a 12 £ 1 °C. Rovnéz byl zkouman
vliv ptidavku protektivnich kultur, jejich supernatanti a nisinu k producentiim
tyraminu v riznych casovych intervalech kultivace. Kinetika produkce tyraminu
byla sledovana v in vitro podminkach v kultivatnim médiu a vyslednd mnozstvi
tyraminu byla analyzovana pomoci HPLC/UV po pfedchozi derivatizaci
dansylchloridem.

Oba testované kmeny (Lat. curvatus T3 a Lac. plantarum RIBM 89)
vykazovaly signifikantné vyssi produkci tyraminu pii teploté 30 °C nez pii teploté
12 °C (P<0,05). Pti obou teplotach kultivace byl pak zaznamenan nezanedbatelny
vliv na sniZeni produkce tyraminu po ptidavcich protektivnich kultur a jejich CFS.
Nejvetsi snizeni obsahu tyraminu (o 84 % oproti kontrole) bylo zjiSténo po
kultivaci kmene Lac. plantarum RIBM 89 s protektivni kulturou Lc. lactis ssp.
lactis CCDM 689 pii teploté 12 °C (€as inokulace obou kment 0 h). Z vysledki
sledovani vlivu komer¢niho nisinu na produkci TYM kmeny RIBM 89 a T3
plyne, Ze ptidavek nisinu ve vSech 3 koncentracich sniZil obsah TYM v téchto
vzorcich. Ve vétsiné pifipadi byl zaznamendn trend, ¢im vysSSi aplikovana
koncentrace nisinu, tim vyS$$i snizeni mnozstvi TYM vyprodukovanych BA-
produkénimi kmeny. Inokulace protektivnich kultur a jejich metabolitl (CFS
anisin) v pozd¢jsi fazi rastu BA-produkcénich kmend neméla inhibi¢ni vliv na
dekarboxylazovou aktivitu téchto kment. Zavérem lze fici, Ze k zdbranéni vzniku
a kumulace TYM ve fermentovanych potravinach lze vyuZit nisin-produkujici
kmeny a jejich metabolity (CFS a nisin), a tim zvysSit kvalitu a bezpecnost
fermentovanych potravin. Nicméné je tfeba proveést dalSi vyzkum za ucelem
vySetieni téchto protektivnich kmenl a jejich antagonistickych latek v realné
potravinové matrici.



ABSTRACT

In the present dissertation thesis, we investigated the influence of the selected
protective cultures, their cell-free supernatants (CFS) and nisin on tyramine
(TYM) production. Firstly, we examined the inhibitory effect of CFS from 22
protective cultures and nisin against biogenic amines producers isolated from
various foods. The antimicrobial activity of the neutralized supernatants and nisin
was determined by the agar-well diffusion method. Based on the obtained results,
2 protective cultures (Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis
CCDM 686 and CCDM 689) whose CFS showed the highest antimicrobial
activity on tyramine producers were further studied. The influence of these 2
protective strains, their respective CFS and nisin on tyramine production by 2
strains, namely Latilactobacillus curvatus T3 and Lactiplantibacillus plantarum
RIBM 89, was determined. These 2 strains were highly sensitive to the tested
supernatants from lactococci and to the nisin. In addition, the effect of two
cultivation temperatures (30 = 1 °C and 12 £ 1 °C) and the impact of a different
addition time of the protective cultures, their respective supernatants and nisin to
the tyramine producers were examined. The kinetics of tyramine production were
observed in vitro in the growth medium and the final amounts of tyramine were
analyzed by HPLC/UV after previous derivatization with dansyl-chloride.

The both tested strains (Lat. curvatus T3 and Lac. plantarum RIBM 89) showed
a significantly higher tyramine production at 30 °C than at 12 °C (P<0.05). The
addition of tested protective cultures and their respective CFS to the tyramine
producers led to a decrease of tyramine content in both cultivation temperatures.
The highest reduction of tyramine content (by 84% compared to the control) was
observed after the cultivation of Lac. plantarum RIBM 89 with protective culture
Lc. lactis ssp. lactis CCDM 689 at 12 °C (inoculation time of the both strains were
0 h). Based on the results obtained from the monitoring an impact of nisin on
TYM production by strains RIBM 89 and T3, it can be concluded that the addition
of nisin at all 3 concentrations reduced the TYM content in all cases. In all BA-
producing strains tested, a higher decrease of tyramine content was determined in
the environment with a higher applied concentration of nisin. Inoculation of
protective cultures and their metabolites (CFS and nisin) in the later growth phase
of BA-producing strains had no inhibitory effect on decarboxylase activity of
these strains. Consequently, in order to prevent formation and accumulation of
tyramine in high concentration in fermented food products, it is advisable to use
nisin-producing strain or its metabolites (CFS and nisin) to enhance safety and
quality of these fermented food products. However, further research should be
done in order to examine these Lactococcus strains and their CFSs in real food
system.
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1. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Vyzkum biogennich aminli (BA) zapocal pted vice jak 120 lety identifikaci
sperminu, putrescinu a kadaverinu (Sarkadi, 2008). Dnes jiz vime, Ze jsou to latky
pfirozené se vyskytujici v Zivych systémech, kde se za€astiiuji mnoha dilezitych
fyziologickych procesii. Na druhou stranu jejich nadmérny piijem v disledku
konzumace potravin s vysokym obsahem téchto latek mulZe pfedstavovat
potencialni riziko pro lidské zdravi (Ladero et al., 2010; del Rio et al., 2017; del
Rio etal., 2019). V nizkych koncentracich se BA mohou nachazet v nejriiznéjSich
potravinach. Vysoké koncentrace téchto latek lze ocekavat zejména ve
fermentovanych potravinach, kde vznikaji metabolickou ¢innosti pfitomnych
mikroorganizmi. Z tohoto divodu vysoké hladiny BA mohou, piedevs§im
u nefermentovanych potravin, znacit kazeni potravin a mnozstvi BA muze slouZit
jako indikator Cerstvosti a kvality potravin (Gardini et al., 2016; Durak-Dados et
al., 2020; Dabadé¢ et al., 2021). Intoxikace zplisobené biogennimi aminy jsou 1
v popiedi zajmu Evropského ttadu pro bezpe€nost potravin (EFSA), ktery v roce
2011 vydal stanovisko védeckého panelu pro biologicka rizika (BIOHAZ). Na
zdkladé tohoto kvalitativniho posouzeni rizik spojenych s vyskytem BA v
BA a relevantni pro bezpe¢nost potravin (EFSA, 2011). Navic toxicita téchto BA
mulZe byt umocnéna ptitomnosti dalSich BA, zejména kadaverinu a putrescinu
(Ladero et al., 2010).

PtestoZe ptitomnost BA v potravinach ptedstavuje hrozbu pro lidskeé zdravi,
legislativni limity upravujici jejich obsah v potravinach jsou stale nedostatecné.
V Evropské unii je totiz histamin jedinym biogennim aminem, pro ktery je
stanoven maximalni povoleny limit. Tento limit je navic stanoven pouze v rybach
a produktech rybolovu. Natizeni komise (ES) €. 2073/2005 povoluje v produktech
rybolovu z druhli ryb spojovanych s vysokym mnozstvim histidinu 100 mg/kg
histaminu. PfiCemzZ tento limit miZe byt ptekrocen ve 2 z 9 vzorkil z jedné Sarze
az na hodnotu 200 mg/kg. V produktech rybolovu, kter¢ byly oSetieny
enzymatickym zranim v laku je povoleny limit 200 mg/kg histaminu, pficemz
tento limit miuze byt pfekroCen ve 2 z 9 vzorkll zjedné Sarze aZ na hodnotu
400 mg/kg. Natizeni komise (ES) ¢. 1019/2013 upravuje Ptilohu 1 Natizeni
komise (EC) ¢. 2073/2005 a ptidava limit histaminu v rybich oméackach
vyrobenych fermentaci produktl rybolovu. V téchto produktech je povoleny limit
400 mg/kg.

Jelikoz neni pro obsah ostatnich biogennich amint legislativné stanoven limit,
nejsou tyto sekundarni metabolity pravidelné dozorovymi organy sledovany a
vyhodnocovany, coz by v ptipadé vyssiho obsahu tyraminu a dalSich BA mohlo
piedstavovat potencialni riziko pro konzumenta. Otravy tyraminem jsou po otrave
histaminem druhou nejcastéji hlaSenou potravinou intoxikaci. Tato intoxikace je
Casto spojovana s konzumaci riznych druhtt syri. DalSi rizikovou skupinou



potravin jsou fermentované masné vyrobky a fermentované alkoholické napoje
(EFSA, 2011).

1.1 Biogenni aminy a jejich vznik v potravinach

Biogenni aminy piedstavuji skupinu dusikatych latek s nizkou molekulovou
hmotnosti. Podle chemické struktury je lze rozdélit na aromatické
(2-fenyletylamin a tyramin), alifatick¢ (putrescin, kadaverin, spermidin
a spermin) a heterocyklické (histamin a tryptamin) slouceniny. Podle poctu
aminoskupin v molekule je mozné BA rovnéz klasifikovat jako monoaminy (2-
fenylatylamin, histamin, tyramin a tryptamin), diaminy (putrescin a kadaverin) a
polyaminy (spermin, spermidin a agmatin) (Bardocz, 1995; Silla Santos, 1996;
Stadnik a Dolatowski, 2010).

Biogenni aminy v potravinach vznikaji predevsim bakterialni dekarboxylaci
pfislusnych aminokyselin (Obr. 1). Tyto reakce jsou katalyzovany substratove
specifickymi enzymy — dekarboxyldzami (Shalaby, 1996). Dekarboxylazy patii
mezi skupinu enzymi, které mohou vyuzivat jako kofaktor pyridoxal-5-fosfat
(PLP) nebo pyruvoylovy zbytek. Pravé na tyto kofaktory se vaze pftislusna
L-aminokyselina za tvorby Shiffovy baze. Kladn€ nabité atomy dusiku
pyridinového kruhu odtahuji elektrony z C, uhliku L-aminokyseliny a tim se
vytvaii priznivy mezomerni efekt. Zaroven dochazi k destabilizaci vazeb
vychdzejicich z Cq uhliku a k odsStépeni oxidu uhlicitého. Ke stabilizaci
mezomerniho stavu pak dochazi prostfednictvim adice jednoho protonu na C,
a hydrolyzou Schiffovy baze na primarni amin (Markova a Kralova, 2004; EFSA,
2011; Ahmad et al., 2020).

Vzniklé biogenni aminy jsou pak nasledné vylouceny z cytoplazmy bunky
pomoci transportniho proteinu v cytoplazmatické membrané. Pfitomnost téchto
antiporteri byla zjiSténa naptiklad u Lactobacillus (nyni Lentilactobacillus)
buchneri ST2A a Streptococcus thermophilus (antiporter pro histidin/histamin),
Lactobacillus (nyni Levilactobacillus) brevis (antiport pro tyrozin/tyramin)
a Escherichia coli (antiport pro lyzin/kadaverin a ornitin/putrescin) (EFSA, 2011;
Linares et al., 2011).

1.2 Vyskyt BA ve vybranych fermentovanych potravinach a
napojich a faktory ovliviiujici jejich tvorbu

1.2.1 Fermentové masné vyrobky

Fermentace masnych vyrobkil vytvari vhodné podminky pro tvorbu biogennich
aminl. Vysoky obsah bilkovin a proteolytickd aktivita béhem zpracovani
masnych vyrobkll poskytuje prekurzory pro dekarboxyldzovou aktivitu
pfitomnych mikroorganizmii (Bover-Cid et al., 2001; Sarkadi, 2008). Nejcastéji
se vyskytujicim BA ve fermentovanych masnych vyrobcich byva tyramin (TYM).
Vyskyt histaminu (HIM) a diamint, putrescinu (PUT) a kadaverinu (CAD), je
rovnéz docela bézny (De Mey et al, 2014). V nékterych vyrobcich se mizou
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nachazet v malém mnoZstvi 1 2-fenyletylamin (PHM) a tryptamin (TRM) (Suzzi
a Gardini, 2003; Gloéria, 2005).

Histidin Histamin
A
0,
Histidin —/—>Hlstam|n
HDC .
Ornitin Ornitin H* Lyzm Lyzin
o P
0 /f‘— Y ; : >0
Vel ™ A ¥ N .
Putrescin . Kadaverln Kadaverin
Putrescin o,
Tyrozin ﬁi> Tyramin
3 TDC H
Tyrozin Tyramin

Obr. 1: Dekarboxylace aminokyselin za vzniku prislusnych BA a jejich transport pres
bunécnou membranu. Histidindekarboxylaza (HDC), lyzindekarboxyldza
(LDC), tyrozindekarboxylaza (TDC), ornitindekarboxyliaza (ODC)
(upraveno dle Gardini et al., 2016).

Béhem V}'/roby a skladovéni masnych Vyrobkﬁ ma na Vznik BA Vliv mnoho
zejmena kvalita syrového masa. V Cerstvém mase pouZitém pro vyrobu salamu
jsou ve vyznamnych mnoZstvich obsazené pouze spermidin, spermin a putrescin
(Stadnik a Dolatowski, 2010). Vysoké koncentrace téchto biogennich aminti jsou
pfipisovany mikrobialnimu ristu v zavislosti na Gerstvosti masa. Cerstvé maso
vystavené nevhodnym teplotnim podminkam je charakteristické vysokym poctem
enterokokll a bakterii z celedi Enterobacteriaceae. V disledku toho muze
dochazet ve vyrobku ke vzniku a akumulaci tyraminu (okolo 250 mg/kg),
kadaverinu (340 mg/kg) a putrescinu (80 mg/kg). Naopak salamy vyrobené¢ ze
zmrzlého masa se vyznacuji pfitomnosti pouze tyraminu, jehoZ maximalni
koncentrace miiZze dosahovat hodnot kolem 100 mg/kg (Gloria, 2005; Vidal-
Carou, 2007).

Vhodny vybér startovacich kultur je rovnéZz zasadni pro prevenci a akumulaci
BA ve fermentovanych masnych vyrobcich (Suzzi a Gardini, 2003; Hu et al.,
2007; Van Ba et al.,, 2016; Dominguez et al., 2016). Hojné vyuZivanymi
startérovymi kulturami v masném priumyslu byvaji bakterie mlééného kvaseni
(BMK) spolu s mikrokoky nebo s koaguldza-negativnimi stafylokoky. Hlavnim
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divodem, pro¢ se ptidavaji tyto mikroorganizmy do potravin, je bezpochybné
jejich schopnost svoji lipolytickou a proteolytickou ¢innosti dodat vyrobkiim
typickou strukturu, chut’ a vini. Na druhou stranu fada BMK patifi mezi
potencidlni producenty biogennich aminid. Proto je také dulezité tyto
mikroorganizmy provéfovat na schopnost tvorby biogennich aminli a pouZivat
pouze dekarboxyldza-negativni kmeny (Corsetti et al., 2014).

Z dalSich faktort ovliviiujicich tvorbu BA je nutné zminit pH, vodni aktivitu,
redoxni potencial, NaCl a teplotu (Sarkadi, 2008; Giiciikoglu a Kiipliilii, 2010;
Bunikova et al., 2011). Hodnota pH je jednim z dillezitych faktorti ovliviiujicich
dekarboxylazovou aktivitu. Existuji dva protichiidné mechanizmy piisobeni pH.
Rychly a prudky pokles pH ve fermentovanych masnych vyrobcich inhibuje
kontaminujici bakterie. Na stran¢ druhé nizké pH podporuje tvorbu BA
(napomaha dekarboxyla¢nim reakcim), a prave tyto latky chrani mikroorganizmy
pied neptiznivymi podminkami ristu (nizkému pH). Proto je velmi diilezité najit
rovnovazny stav mezi témito mechanizmy (Bover-Cid et al., 2008; EFSA, 2011).

Diulezitou roli hraje 1 mnozstvi vody a pomér soli béhem fermentace
a skladovani fermentovanych masnych vyrobkl. Stl brani produkci biogennich
aminl tim, Ze sniZuje vodni aktivitu. Mikroorganizmy poté nemaji dostatecné
mnozstvi volné vody potrebné ke svému preziti. Napiiklad Roseiro et al. (2006)
zkoumali vliv koncentrace soli (3 a 6 %) na tvorbu BA v portugalském
fermentovaném masném vyrobku Painho de Portalegre. Zjistili, Ze mnozstvi
kadaverinu, putrescinu, tyraminu a 2-fenyletylaminu ve vzorku saldmu
obsahujiciho 6 % NaCl se snizZilo o 83 %, 43 %, 28 % a o 98 % oproti salamu
obsahujiciho 3 % NaCl. K podobnému zavéru dosli 1 jini autofi (Chander et al.,
1989; Stratton et al., 1991).

DalSim neméné dilezitym faktorem je teplota. Zejména pak teplota béhem
skladovani sehrava dualezitou roli pii tvorbé BA. Optimalni teplota pro rist vétSiny
bakterii s dekarboxylazovou aktivitou se pohybuje v rozmezi 20-37 °C. Proto
vyS$§i teplota zpravidla umociiuje proteolytické a dekarboxylaéni reakce, cozZ se
projevi zvySenou koncentraci aminti. Naopak pti nizkych teplotach je v disledku
potla¢eni mikrobidlniho rlistu a sniZeni enzymové aktivity kumulace biogennich
aminll v potravin¢ minimalni (Karovicova a Kohajdova, 2005; Vidal-Carou,
2007).

Rovnéz bylo zjisténo, Ze existuje vztah mezi obsahem BA a velikosti
fermentovaného vyrobku. Primér vyrobku ovliviuje prostiedi, ve kterém rostou
mikroorganizmy. Riizny primér odpovida riznym stupiiim anaerobidzy, riznym
redoxnim potencialiim, koncentracim chloridu sodného a hodnotam aktivity vody.
V salamech s vétSim primérem je obvykle niZ8i koncentrace soli a vyssi vodni
aktivita. Ve vétSich salamech je obecné vysSi obsah biogennich aminli nez
v menSich salamech. VétSi primér tak muze byt divodem k vySSi tvorbé
nékterych biogennich amint, jako je tyramin nebo putrescin. Riizna je i distribuce
aminl v salamu. VEtsi mnozstvi bylo nalezeno uprostted, neZ na okraji salamu
(Bover-Cid et al., 1999; Parente et al., 2001; Suzzi a Gardini, 2003).
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1.2.2 Fermentované mlécné vyrobky

Z fermentovanych mléénych vyrobkidl predstavuji syry nejveétsi riziko pro
konzumenta. Jsou totiz vedle ryb nejcastéji uvadénou potravinou spojovanou
s intoxikaci BA. Tato intoxikace (viz podkapitola 1.3.2.) je Casto spojovana
s konzumaci rliznych druhii syrQi bohatych na obsah tyraminu (EFSA, 2011).
Stejné jako fermentované masné vyrobky piedstavuji totiz syry biologicky
a biochemicky dynamicky systém, ktery se neustdle meni a tim vytvareji idedlni
prostiedi pro tvorbu BA. MnoZstvi a zastoupeni jednotlivych BA se muZze liSit
nejen mezi riznymi druhy syri, ale také v ramci stejného typu. Obecné hlavnimi
BA v syrech byvaji tyramin, putrescin, kadaverin a histamin (Pachlova et al.,
2012, Bunikova et al., 2013; Schirone et al., 2013; Ma et al., 2020). Nicmén¢,
v nékterych vyrobcich lze detekovat v nizkych koncentracich i1 dals§i BA, tzn.
2-fenyletylamin, tryptamin, spermin a spermidin (Novella-Rodriguez et al., 2003;
Buiikova et al., 2012; Shirone et al., 2013; Kandasamy et al., 2021; Ma et al.,
2020).

Tvorba a akumulace BA v syrech zavisi pfedev§im na mnoZstvi a druhu
mikroorganizmd, na jejich proteolytické a dekarboxylazové aktivité, na tepelném
oSetfeni mléka pfed samotnou vyrobou syra a na podminkach a délce zrani. Dale
muze byt ovlivnéna 1 fyzikalné-chemickymi parametry syra (pH, dostupnost
aminokyselin, koncentrace soli, vodni aktivita a tu¢nost syra). Mikrobiologicka
v syrech (Novella-Rodriguez et al., 2003; Buiikova et al., 2012; Bogdanovic¢ et
al., 2020; Ma et al., 2020). V provozech s nedostate¢nou hygienickou trovni
dochazi pii zrani syrtt k vyrazné tvorbé BA vlivem kontaminujici mikroflory,
zejména z Celedi Enterobacteriaceae (Buiikkova et al., 2012; Shirone et al., 2013).
Naptiklad v italském syru Montasio tato skupina mikroorganizmi byla
detekovana po 120 dnech zrani a produkovala histamin, putrescin a kadaverin
(Maifreni et al., 2013). Pozitivni korelace mezi obsahem kadaverinu a vysokym
poctem enterobakterii byla také pozorovana v italskych syrech s modrou plisni
(Marino et al., 2000). V téchto syrech nejvétsi zastoupeni enterobakterii patfilo
rodu Enterobacter, Serratia a Escherichia; v minoritnim zastoupeni byly
ptitomny rody Hafnia, Arizona, Citrobacter a Kliebsiella. Celkem 104 kment
enterobakterii prokazalo schopnost produkce kadaverinu. Osmdesat devét procent
téchto izolath produkovalo CAD v koncentracich ptesahujicich 1300 mg/l.
VétSina izolath (96 %) také produkovala putrescin. Schopnost produkce
histaminu ve Spanélskych syrech byla zjiSténa u Hafnia alvei, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae a Serratia spp. (Roig-Sagués et al., 2002). Celkovy
mikrobialni obraz mléka, proto hraje vyznamnou roli pii tvorbé a akumulaci BA
v syrech. Tento fakt je podpofen 1 skute¢nosti, Ze vice BA byva zpravidla
detekovano v syrech vyrobenych z nepasterovaného mléka. Pasterace mléka je
jednou z nejpouzivanéjSich technik ke snizeni celkového poctu mikroorganizmi,
zejména kontaminujici mikroflory, a ptispiva tak ke sniZeni tvorby BA v syrech.
Naptiklad v italskych tradicnich syrech zregionu Abruzzo, které se vyrabi

13



z nepasterovaného ov¢iho mléka, se celkovy obsah biogennich aminid pohyboval
mezi 227-5861 mg/kg. Nejvice produkovanym BA byl histamin (11-761 mg/kg),
dale v potadi tyramin (8-1771 mg/kg), putrescin (0-986 mg/kg), kadaverin (0—
2128 mg/kg) a 2-fenyletylamin (0—232 mg/kg). Oproti tomu v syrech ze stejné
oblasti, ale vyrabénych z pasterovan¢ho ovciho mléka se celkovy obsah BA
pohyboval mezi 10-582 mg/kg (Shirone et al., 2013). Bunikova et al. (2013) také
uvadéji vyssi obsah BA v syrech z Ceskych a slovenskych farem, které se vyrabi
z nepasterovaného koziho mléka. Nékteii autofi vidi mozné odiivodnéni nizsiho
obsahu BA v syrech z pasterizovaného mléka také ve faktu, Ze pasteraci muize
dojit k destrukci pyridoxal-5-fosfatu. Tento kofaktor totiZ je nezbytny pro funkci
dekarboxylaz (Novella-Rodriguez et al., 2003; Linares et al., 2011; Benkerroum,
2016).

Vedle kontaminujici mikroflory biogenni aminy mohou byt rovnéz
produkovany startérovymi a non-startérovymi BMK, které byly pouZity pfii
vyrobé téchto vyrobkid nebo které se do nich dostaly béhem jejich
technologického zpracovani ze vstupnich surovin. V mléku se bézné nachaze;ji
v nizkém poctu 1 non-startérové BMK. Mohou pfezivat pasteraci a nasledné
b&hem zraci doby miize dochazet k jejich rychlému pomnozeni (10’-10% CFU/g).
Mohou tak produkovat vyznamné mnoZzstvi BA (Pachlova et al., 2018).
Schopnost tvorby BA byla popsdna u tfady zastupci BMK, zejména z rodu
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc a Streptococcus (Roig-
Sagués et al., 2002; Bunikova et al., 2010a, Linares et al., 2011; Lorencova et al.,
2012; Loizzo et al.,, 2013). Schopnost produkce tyraminu byla zjiSténa
u Lactococcus lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp. cremoris, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus a Streptococcus thermophilus (Buiikkova et al.,
2009; Ladero et al., 2015). Tyto kmeny se bézné pouzivaji jako zakysové kultury.
Tak jako u fermentovanych masnych vyrobki, je nutné provéfovat u startérovych
kultur dekarboxyldzovou aktivitu a pouzivat pouze BA-negativni kultury.
Schopnost produkce TYM byla rovnéz zjiSténa u non-startérovych kultur
nachazejici se bézné v syrech, zeyjména Lactobacillus (nyni Lacticaseibacillus)
casei/paracasei, Lactobacillus (nyni Latilactobacillus) curvatus a Lactobacillus
(nyni Lactiplantibacillus) plantarum (Bunikova et al., 2010a; Ladero et al., 2015;
Pachlova et al. 2018). DalSimi vyznamnymi producenty tyraminu jsou zastupci
rodu Enterococcus. V syru ¢edar a v syru holandského typu byly zjiStény jako
producenti TYM kmeny E. durans, E. faecium a E. faecalis (Rea et al., 2004;
Burdychova a Komprda, 2007). Stejni zastupci kromé tyraminu také produkovali
2-fenyletylamin v tradiénim italském syru Semicotto Caprino vyrabéného
z nepasterovaného koziho mléka (Galgano et al. 2001).

Jestlize srovname vyskyt BA v syrech Cerstvych a zrajicich, tak vysSi obsah
BA byva zjistén u syri zrajicich. Novella-Rodriguez et al. (2003) ve své studii
uvadi, Ze pét z dvaceti vzorka cCerstvych syrii neobsahovalo zadné biogenni
aminy, v ostatnich vzorcich byla detekovana produkce TYM, PUT a CAD.
Nicméné€ mnoZstvi téchto BA nepfesahovalo 3 mg/kg. Ostatni autofi také uvadeji
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podobny trend (Linares et al., 2011; Buiikova et al., 2013; Dabade¢ et al., 2021).
Tento trend lze ptisuzovat skuteCnosti, Ze u Cerstvych syrti nedochazi k tak
vyznamné proteolyze jako u syra zrajicich, a tudiz pfitomné mikroorganizmy
nemaji prekurzory pro tvorbu BA. Proto naptiklad syry s modrou plisni jsou
vysoce rizikovou skupinou syri nachylnou k vysoké akumulaci BA (EFSA,
2011). Béhem zrani téchto syrli dochazi totiz k velmi intenzivni lipolyze
a proteolyze cinnosti charakteristickych bakterialnich a plistovych kultur.
Naptiklad ve Spanélském syru Cabrales (syr s modrou plisni v tésté) bylo
detekovano az 1807 mg/kg tyraminu a 928 mg/kg histaminu (Roig-Sagués et al.,
2002). Dale v cerstvych syrech ptfitomnd mikrofléra s dekarboxylazovou
aktivitou nema dostatek Casu vyprodukovat vyznamna mnoZzstvi BA. Proto
obvykle s nariistajici dobou zrani nebo skladovani se u syrli koncentrace BA
zvysSuje (Galgano et al., 2008; Dabad¢ et al., 2021). Podminky zrani a skladovani
syri mohou rovnéz ovliviiovat tvorbu BA. Buiikova et al. (2010a) zjistili ve své
studii, Ze nejvyssi mnozstvi TYM, PUT a CAD bylo detekovano v eidamskych
blocich, které byly nechany zrat 98 dni pii 10 °C. Naproti tomu bloky syri, které
zraly nejprve 23 dni pii 10 °C a pak ve zbytku zraci doby pii 5 °C, obsahovaly
vyrazné€ nizsi mnozstvi uvedenych BA.

Riizn4 je 1 distribuce BA v jednotlivych ¢astech syra. VEtsi mnozstvi tyraminu,
putrescinu a kadaverinu bylo nalezeno v horni vrstvé (0,7 mm) bloku eidamského
typu nez uprostied. Tento trend byl pozorovan nezavisle na zracich a skladovacich
podminkach (Bunkova et al., 2010a). Autofi jako mozné vysvétleni tohoto trendu
vidi v poctu piitomnych BMK, kdy pravé ve svrchnich vrstvach eidamského
bloku detekovali vys$si pocet BMK nez uprostied. Rzné ¢asti syrii mohou
vytvaret odlisné podminky (riizné aktivita vody, obsah O a stupen proteolyzy),
které ovliviiuji rist a metabolizmus pfitomnych mikroorganizmi (Pachlova et al.,
2012).

1.2.3 Vyskyt BA ve fermentovanych alkoholickych napojich

Pivo se b&Zné tadi mezi potraviny a nédpoje, které mohou u nékterych osob
zpusobovat zdravotni problémy, a to z ditvodu pfitomnosti BA. Po konzumaci
bézného 1 nealkoholického piva u nékterych pacientll uzivajici léky inhibujici
detoxikacni enzym monoaminoxidazu (viz podkapitola 1.4.) byla pozorovana
hypertenzni krize v disledku zvySeného pifijmu tyraminu. Piijem TYM
pfesahujici 6 mg béhem 4 hodin nebo ptijem TYM z piva obsahujiciho vice nez
10 mg tohoto BA v litru se povazuje za nebezpecny pro tyto osoby. Pivo mize
byt rovnéz pfi¢inou bolesti hlavy u osob trpicich na migrény.
Alkohol a pravdépodobné néktere dalsi BA obsazené v pivu umociiuji G€inky
TYM. Na druhou stranu zadn¢ zdravotni problémy nebyly pozorovany u zdravych
konzumentt piva (Kalac et al., 2002).

Biogenni aminy nachazejici se v pivu lze rozdélit do dvou skupin. Prvni
skupina zahrnuje putrescin, spermin (SPM), spermidin (SPD) a agmatin (AGM)
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a lze tyto BA povazovat za ptirozené slozky piva primarné pochazejici ze sladu a
chmelu. Zatimco druha skupina, zejména HIM, TYM a CAD, je obvykle
vysledkem dekarboxylazové aktivity kontaminujici mikroflory, zeyména bakterii
mlécného kvaseni (Kalac a Ktizek, 2003; Poveda et al., 2017). Buiika et al. (2012)
zkoumali ptitomnost a mnozstvi BA celkem u 114 vzorka alkoholického a
nealkoholického lahvového piva vyrobeného ve 28 pivovarech v Ceské republice.
Piva byla analyzovédna ihned po ndkupu a poté na konci obdobi minimalni
trvanlivosti (skladovaci teplota 8 °C). Koncentrace HIM, PHM a TRM ve
studovanych vzorcich byly velmi nizké (vétSinou pod 30 mg/l). Spermin a
spermidin se také vyskytovaly v malém mnoZstvi, zatimco hladiny tyraminu,
putrescinu a kadaverinu dosdhly vyznamnych hodnot, zejména u alkoholickych
piv. U témét 25 % testovanych vzorkl alkoholickych piv (na konci obdobi
minimalniho trvanlivosti) bylo ptfekro¢eno celkové mnozstvi vSech sledovanych
BA 100 mg/l a u 6 % dokonce mnozstvi 200 mg/l. Podobné vysledky uvadi ve
své studii 1 Lorencova et al. (2020), ktefi analyzovali pfitomnost BA ve 115
vzorcich piva z minipovovart z Ceské republiky. Nejvice detekovanymi BA byly
tyramin, putrescin a kadaverin. Obsah téchto BA se s dobou skladovani piva
zvySoval. Pfed koncem data minimalni trvanlivosti u 30 % testovanych vzorkt
piv se obsah BA pohyboval mezi 50-100 mg/l au 18 % bylo detekovdno mnoZstvi
BA vys$si nez 100 mg/l (104-213 mg/1). S ohledem na b&Znou spottebu piva na
osobu a den, konzumace takovychto piv by mohlo, pfedstavovat zdravotni riziko
1 zdravych spotiebiteld.

Na druhou stranu Almeida et al. (2012) uvadi velmi nizké koncentrace BA ve
vzorcich piva z Portugalska. Nejdominantn€jSimi BA byly putrescin a tyramin.
MnozZstvi PUT se pohybovalo do 12,8 mg/l a mnoZstvi TYM do 5,9 mg/l. Aflaki
et al. (2014) pozorovali velmi nizké koncentrace u nealkoholickych piv z franu
s koncentracemi pod 2,56 mg/I1.

1.3 Fyziologické ucinky a toxicita BA

V eukaryotickych bunkach zastavaji biogenni aminy nepostradatelnou roli
v podobé prekurzorli pro syntézu hormont, alkaloid, nukleovych kyselin
a proteinil (Karovi¢ova a Kohajdova, 2005). V lidském organizmu se pak podili
na regulaci télesné teploty, ovliviiuji krevni tlak a reguluji traveni. Biogenni
aminy dopamin a serotonin téz slouzi jako neurotransmitery v centralni nervoveé
soustavé (Stadnik a Dolatowski, 2010). Polyaminy zase hraji dilezitou roli pii
ristu a diferenciaci bungk a stabilizaci membran (Onal, 2007).

Vyznam syntézy BA v prokaryotickych bunkach neni zatim zcela objasnény.
Nicméné nékteré studie poukazuji na moznost, ze dekarboxylaci aminokyselin na
pfislusny BA mohou nékteré mikroorganizmy ziskavat touto alternativni cestou
energii (Wolken et al., 2006; Trip et al.,, 2012). Taktéz se predpoklada, Ze
produkce urcitych biogennich aminii pfedstavuje obranny mechanismus

16



mikroorganizmi proti kyselému prostredi (Trip et al., 2012; Romano et al., 2014;
Perez et al., 2015).

1.3.1 Fyziologické ucinky a toxicita histaminu

Mezi nejvice toxické biogenni aminy patii jednozna¢né histamin. Histaminové
téle nachazi predevSim v zirnych bunkiach (mastocytech) a bazofilnich
granulocytech, kde je uchovavan ve specifickych granulich. Prostfednictvim
degranulace (vytésnénim granul) pak mize byt v reakci na rizné podnéty z bunék
uvolfiovdn ve znaéném mnozstvi. Siroké spektrum pisobeni histaminu je
umoznéno interakci se specifickymi receptory (Hi, H2, H3 a H4). Hi receptory se
nachazeji v mozku a v perifernich tkanich. V mozku reguluji cirkadianni rytmus
a pozornost. V perifernich tkdnich zase piisobi vazodilataci a bronchokonstrikci
jako disledek alergické reakce (Criado et al., 2010; Ladero et al., 2010).

PtestoZe jsou H» receptory pfitomny v mnoha rtiznych tkénich organizmu,
hlavnim Ukolem téchto receptori se zda byt sekrece ZaludeCnich Stav.
V pfitomnosti histaminu tyto receptory vylucuji Zalude¢ni Stavy a vyvolavaji
kontrakce hladké svaloviny stfeva s klinickymi projevy biiSnich kte¢i, prijmi
a zvraceni (Jutel et al., 2009; Ladero et al., 2010; O'Mahony et al., 2011).

Tteti typ histaminovych receptorti (H3) se vyskytuje pfevazné v centralnim
nervovém systému (CNS). Dale je miZeme nalézt v kardiovaskularnim systému
a gastrointestinalnim traktu (Mahdy a Webster, 2017). Hs receptory pusobi jako
autoreceptory na presynaptické membran¢ histaminergnich neuront CNS, kde
reguluji syntézu a uvoliiovani histaminu a dalSich neurotransmitert, jako jsou
noradrenalin, serotonin, dopamin a acetylcholin (Ladero et al., 2010; Mahdy a
Webster, 2017). Posledni objeveny histaminovy receptor (Hs) je exprimovan
pfedevS§im v bunkich imunitniho systému, pifedpoklada se, Ze se jedna
o modulator imunitnich reakci. Jednim z hlavnich pozorovanych procesli, na
kterych se podili tyto receptory, je histaminem indukovana chemotaxe Zirnych
bunék, eozinofill a dendritickych bunék (Parsons a Ganellin, 2006).

Intoxikace histaminem (tzv. ,,scombroid poisoning*) jsou ¢asto spojovany, jak
jiz anglicky nazev napovid4d, skonzumaci ryb Cceledi Scombridae
a Scomberesocidae (Feng et al., 2016). Tyto druhy ryb obecné obsahuji ve svem
téle vysoké hladiny volného histidinu (az 5 000-20 000 mg/kg), ze kterého pak
¢innosti bakterialnich dekarboxylaz dochazi ke kumulaci vyznamného mnozstvi
histaminu. Nicmén¢ intoxikace HIM byla zaznamenana 1 po konzumaci jinych
druhtt ryb nez z vyse uvadénych celedi (FAO/WHO, 2018). Dalsi rizikovou
skupinou potravin jsou syry, zejména Svycarskeé, které se vyrabé&ji
z nepasterizovane¢ho mléka (Feng et al., 2016). Koncentrace HIM v syrech, ktere
byly spojovany s ohniskem otravy HIM, se pohybovala od 850 do 1870 mg/kg
(EFSA, 2011). Klinické projevy intolerance a otravy histaminem spocivaji v
Siroké Skale nespecifickych gastrointestinalnich a extraintestinalnich symptomu v
dasledku distribuce ¢tyt vySe popsanych histaminovych receptorti v riiznych
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organech a tkanich téla (Hungerford, 2010). Schnedl a Enko (2020) ve své studii
komplexné analyzovali pfiznaky histaminové intolerance u 133 pacienti.
pozorovana u 92 % pacientll a postprandialni plnost, priijem, bolest bficha a zacpa
u 55-73 % pacientil. Na druhém misté byly zaznamenany poruchy nervového
a kardiovaskuldrniho systému (necitlivost nebo paleni ust, kovova chut’ v ustech,
zéavraté, bolesti hlavy, palpitace, tachykardie a arytmie) nasledované respiraCnimi
a dermatologickymi ptiznaky (astma, Cervenani a svédéni klize a vyrazky). Tyto
symptomy se vétSinou objevuji do 30 min po pozieni potraviny s vysokym
symptomy pretrvavat i n€kolik dni (Hungerford, 2010). Nizka specificita a slozita
variabilita symptomil nepochybné pfispivaji k obtizné¢ diagnostice intoxikace
HIM.

Co se tyka Cetnosti vyskytu intoxikace histaminem, mezi roky 2010-2016 bylo
oficialné hlaseno 221 ohnisek otravy HIM z €lenskych zemi EU. Nejcasté)si
pfi¢inou otravy byla konzumace ryb a produktl zrybiho masa, dale syry
a kombinace vice druhli potravin (EFSA, 2017). Nejnovéjsi udaje EFSA
a Evropského sttediska pro prevenci a kontrolu nemoci (ECDC) ukazuji, Ze v roce
2017 doslo k nartstu ohnisek o 22 % ve srovnani s pfedchozim rokem. Konkrétné
v roce 2017 bylo zaznamenano celkem 117 ohnisek intoxikace histaminem u 572
osob, z nichZ 9 % vyZzadovalo hospitalizaci. Nastésti nebylo zaznamenano zadné
umrti (EFSA a ECDC, 2018).

1.3.2 Fyziologické ucinky a toxicita tyraminu a dalSich stopovych BA

Biogenni aminy tyramin (TYM), tryptamin (TRM) a 2-fenyletylamin (PHM)
se nachazeji v lidském téle jen ve stopovém mnozstvi, a proto je n€kdy nazyvame
jako ,,stopové aminy — trace amines®. V centrdlnim nervovém systému tyto
biogenni aminy pusobi jako neurotransmitery a neuromodulatory (Branchek a
Blackburn, 2003; Broadley, 2010; Narang et al., 2011). ZvySen¢ mnozZstvi téchto
aminll nepiimo zplsobuje uvolnéni noradrenalinu ze sympatického nervového
systétmu s moznym disledkem hypertenzni krize, migren6znich bolesti hlavy,
v krajnich ptipadech aZ krvaceni do mozku a k selhani srdce (Joosten, 1988;
Shalaby, 1996; Naila et al.,2010).

Otravy tyraminem (tzv. ,,cheese reaction) jsou po otravé histaminem druhou
nejcastéji  hldSenou potravinou intoxikaci. Ptesto limit pro obsah TYM
v potravindch, zejména v syrech, neni legislativné stanoven. V 60. letech
dvacatého stoleti byly zaznamenany prvni ptiznaky otravy TYM po konzumaci
syru u pacientll lé¢enych inhibitory enzymu monoaminooxidazy — MAOI (Ladero
et al., 2010; EFSA, 2011). Proto je tato intoxikace Casto spojovéana s konzumaci
ruznych druht syrt. Dalsi rizikovou skupinou potravin jsou fermentované masné
vyrobky (EFSA, 2011). Mezi typické ptiznaky intoxikace TYM patii nevolnost,
bolesti hlavy, migrény, problémy s dychanim a zvySeni krevniho tlaku (Ruiz-
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Capillas a Herrero, 2019). Co se tyka toxické davky TYM, v dostupné literatuie
jsou uvadény rizne limitni hodnoty. Naptiklad Benkerroum et al. (2016) uvadi,
ze k vyznamnému zvySeni krevniho tlaku u zdravych jedinci je zapottebi davky
TYM v mnozstvi 600 mg az 2000 mg. Rafehi et al. (2019) ve své studii uvadi, Ze
peroralni podani 400 mg tyraminu muze u nékterych zdravych jedinct zvysit
systolicky krevni tlak az na 100 mmHg. Mnohem mensi mnoZzstvi tyraminu
v potravé vSak mlze mit toxicky ucinek na jedince 1é€ené leky MAOIL. U téchto
jedinci mize jiz 6 mg TYM vyvolat mirné symptomy a 10-25 mg TYM
zpusobovat vazné zdravotni komplikace (EFSA, 2011).

1.3.3 Fyziologické ucinky a toxicita diamini a polyamini

Putrescin (PUT) slouZzi jako prekurzor sperminu (SPM) a spermidinu (SPD).
Spolu s témito polyaminy se pak podili na regulaci rlstu a diferenciaci bunék
(Kala¢ a Krausova, 2005; Larqué et al., 2007, Ladero et al., 2010).
O fyziologickych funkcich kadaverinu se mnoho nevi, ale pfedpoklada se, ze
muZe nahrazovat funkci polyamini a udrzovat tak Zivotaschopnost bunék
v obdobi jejich deficitu (Holttd a Pohjanpelto, 1983). Negativni plsobeni téchto
diamin spo€iva hlavné v od¢erpani kapacity detoxikacnich enzymu. V disledku
tohoto jevu dochazi k zesileni uCinkil toxictéjSich BA, zejména histaminu
a tyraminu (Gloéria, 2005). Déle z téchto diamini mohou v potravinach vznikat
reakci s dusitany karcinogenni latky zvané N-nitrosaminy. Konkrétné€ putrescin je
prekurzorem pro vznik N-nitrosopiperidinu a kadaverin pro vznik
N-nitrosopyrrolidinu (De Mey et al., 2014).

Polyaminy jsou malé kladn€ nabité molekuly, které¢ miZeme najit prakticky
ve vSech zivych bunkach. Jsou totiz esencialni pro zivot eukaryotickych bunék.
Podileji se na mnoha krocich proteosyntézy. Maji vliv na biologické funkce
proteindl, stabilitu konformace nukleovych kyselin a procesy bunééného rlstu
a déleni (Gloria, 2005; Kalac¢ a Krausova, 2005; Larqué et al., 2007). Nadmérné
poZiti sperminu a spermidinu miZe mit negativni vliv na zdravi clovéka modulaci
epitelove sttevni bariéry. Miyake et al. (2006) uvedli, Ze 50 mmol/l SPM muze
zpusobit poskozeni stfevni sliznice. Byla pozorovana exfoliace a zmenSovani
epitelidlnich bungk stfevni sliznice. Vliv polyamini na rist a diferenciaci bunck
se miiZe negativné uplatnit pii ristu nadord, proto se polyaminy v posledni dobé
dostavaji do poptedi zajmu (Abdulhussein a Wallace, 2014; Mufioz-Esparza et
al., 2019).
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1.4 Detoxikace BA

Bézny prijem BA je nasSe télo schopno u€inné metabolizovat detoxikacnim
systtmem nachazejicim se predevSim v travicim traktu. Hlavni roli pfi tom hraji
enzymy monoaminooxidaza (EC 1.4.3.4), diamonooxidaza (EC 1.4.3.22),
polyaminooxidaza (EC 1.5.3.11) a histamin-N-metyltransferaza (EC 2.1.1.8).
Aminooxidazy jsou enzymy, které katalyzuji oxida¢ni deaminaci biogennich
aminil na pfislusné¢ aldehydy, amoniak a peroxid vodiku. Tyto metabolity jsou pro
organizmus toxické, proto jsou ihned konvertovany na dalSi latky. Vzniklé
aldehydy jsou vétSinou pfeménény na ptislusné kyseliny za katalyzy enzymem
aldehyddehydrogenaza (ALDH) a dale v téle metabolizovany (Finberg a Rabey,
2016; Rafehi et al., 2019; Santin et al., 2021). Peroxid vodiku je pfeménén na
vodu a kyslik enzymem kataldza v perifernich tkanich nebo enzymem
glutathionperoxiddza v mozkové tkéani (Sturza et al., 2019). Vznikly amoniak je
v téle bud’ pfeménén na glutamin enzymem glutaminsyntdza nebo vstupuje do
mocovinového cyklu v jaternich mitochondriich a je nasledné vylou¢en moci.

Monoaminooxidazy (MAO) se tfadi mezi flavoenzymy obsahujici ve své
sktruktute kovalentné vazany kofaktor flavinadenindinukleotid (FAD). Nachazeji
se na vngjSi mitochondridlni membrané a katalyzuji oxida¢ni deaminaci
neurotransmiterit a stopovych aminli. Existuji ve dvou isoformach, MAO-A
a MAO-B, kter¢ se lisi substratovou specifitou. MAO-A katalyzuje pirednostné
oxidaéni deaminaci serotoninu, zatimco MAO-B ma vétsi afinitu
k 2-fenylatylaminu. Obé& isoformy pak katalyzuji tyramin, tryptamin, dopamin,
noradrenalin a adrenalin (Corbineau et al., 2017; Santin et al, 2021). Oxidativni
deaminaci tyraminu vznik4d p-hydroxyfenylacetaldehyd, ktery je poté
konvertovan ALDH na kyselinu p-hydroxyfenyloctovou (Rafehi et al., 2019).
Dalsi BA tryptamin je oxidovan na indol-3-acetaldehyd a poté miize byt dal
konvertovan na indol-3-etanol (Yu et al., 2003). 2-fenyletylamin je degradovéan
na 2-fenylacetaldehyd a poté je tento aldehyd pfeménén na fenyloctovou kyselinu
(Panoutsopoulos et al., 2004).

Diaminooxidazy (DAO) jsou enzymy, které pro svoji funkci vyzaduji Cu®*
a katalyzuji oxida¢ni deaminaci primarni aminové skupiny histaminu a diamint
putrescinu a kadaverinu (Munoz-Esparza et al., 2019; Boehm et al., 2020; Comas-
Basté¢ et al., 2020). Putrescin je cinnosti téchto enzyml pifeménén na
4-aminobutanal a kadaverin na 5-aminopentanal. Tyto aldehydy podlehnou
spontanni cyklizaci za vzniku A'-pyrrolinu a Al-piperidinu (Pegg et al., 2013;
Boehm et al., 2020). Histamin je oxidativni deaminaci konvertovan na imidazol-
4-acetaldehyd a dale pteménén aldehyd-dehydrogenazou na imidazoloctovou
kyselinu. Pfi degradaci HIM muize také hrat roli enzym histamin-
N-metyltransferaza. Tento enzym katalyzuje metylaci HIM za vzniku
I-metylhistaminu. Dal$i pfemény tohoto metabolitu probihaji za Gc¢asti enzymi
DAO a ALDH. Nejprve vznika 1-metylimidazol-4-acetaldehyd, ktery je nasledné
konvertovan na ptislusnou kyselinu (Comas-Basté¢ et al., 2020).
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Polyaminooxidazy (PAO) se tadi mezi flavoenzymy obsahujici ve své
sktruktute kovalentné véazany kofaktor flavinadenindinukleotid (FAD). Tyto
aminooxidazy katalyzuji oxidaci sekundarnich aminoskupin polyamint, zejména
sperminu a spermidinu, za vzniku riznych produktli v zavislosti na druhu
organizmu (Salvi a Tavladoraki, 2020). Savéi PAO ptednostné oxiduji
Nl-acetylspermin a N!-acetylspermidin. Proto katabolizmus sperminu
a spermidinu zacind acetylaci téchto polyaminii za katalyzy enzymem
spermidin/spermin-N’-acetyltransferaza (SSAT). Tato acetylace snizuje kladny
naboj téchto BA. V diisledku tohoto déje dochazi ke sniZzeni schopnosti téchto BA
vazat se na zaporn¢ nabit¢ makromolekuly a je umoznéna jejich degradace.
Nl-acetylspermin je oxidaéné deaminovdn za katalyzy PAO na spermidin.
Nl-acetylspermidin je za katalyzy PAO konvertovan na putrescin. Jako vedlejsi
produkty vznikaji N-acetyl-3-aminopropanal a peroxid vodiku (Pegg, 2013;
Fernandez-Reina et al., 2018). N-acetyl-3-aminopropanal je pfemé&nén za katalazy
ALDH na N-acetyl-B-alanin, ktery je nasledné pomoci specifické hydrolazy
deacetylovan na B-alanin (Seiler, 2004).

Kapacita detoxika¢nich enzymu je vSak omezena a nadmérné mnozZstvi BA jiz
organizmy nedokazi metabolizovat. Mira schopnosti takto zneSkodinovat BA je
vSak velmi individudlni a miZze byt ovlivnéna taktéZ mnoha rliznymi faktory.
Prvnim z faktort je zdravotni stav jedince. U osob trpicimi nemocemi dychacich
cest nebo chorobami traviciho traktu (gastritida, syndrom drazdivého stieva,
Crohnova choroba a Zaludecni viedy) je vétSinou aktivita aminooxidaz niZ8i nez
u zdravych jedinct. DalSim faktorem jsou inhibitory aminooxiddz. U nékterych
jedincli byl pozorovan inhibi¢ni ucinek nékterych 1€k (I€ky proti bolesti,
antidepresiva a léky pouzivané pro 1écbu Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby)
na vySe uvedené enzymy (Joosten, 1988; Bardocz, 1995; Silla Santos, 1996;
Karovicova a Kohajdova, 2005; Stadnik a Dolatowski, 2010). Inhibitory
monoaminooxidazy (MAOI) byly objeveny v USA v 50. letech 20. stoleti
u pacientll 1é€enych iproniazidem proti tuberkuldze. V soucasné dobé MAOI lze
klasifikovat do tfi skupin: a) nevratné a neselektivni inhibitory jako je napf.
fenelzin; b) nevratné a selektivni inhibitory jako je napt. selegilin (MAO-B)
a klorygin (MAO-A); c) reverzibilni a selektivni inhibitory jako je moklobemid
(MAO-A) a lazabemid (MAO-B) (Feng et al., 2016).

RovnéZ kouteni a konzumace alkoholu miiZze snizovat aktivitu detoxikacnich
enzymil (Karovicova a Kohajdova, 2005; Ladero et al., 2010; Stadnik a
Dolatowski, 2010).
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1.5 Moznosti sniZeni biogennich aminu

Zdravotnich riziko spojené s konzumaci fermentovanych vyrobki s vysokym
obsahem BA vede k trvalému Usili o jejich snizeni na minimum. . Za timto t¢elem
byla navrZena fada opatfeni, ktera predevSim doporucuji na (Alvarez a Moreno-
Arribas, 2014; Gardini et al., 2016; Ahmad et al., 2020):

* omezeni nebo sniZeni tvorby prekurzor BA, napt. zkracenim doby
zrani fermentovanych potravin, zejména syru,

« zlepSeni hygienickych podminek pifi vyrobé a pak nasledné pii
skladovani téchto vyrobkil, aby se zamezilo vyskytu kontaminujici
mikroflory s dekarboxylazovou aktivitou,

* provefovani startovacich kultur na schopnost tvorby BA a pouZiti jen
dekarboxylaza-negativnich startovacich kultur,

* implementace faktort, které inhibuji dekarboxyldzovou aktivitu
pfitomnych mikroorganizmi, do technologického postupu.

V nasledujicich podkapitolach jsou uvedeny mozné strategie, ktere jsou dosud
uvadény v dostupne literatuie a které by mohly vést ke snizeni biogennich amint.

1.5.1 SniZovani BA za pouziti ionizujiciho zareni

Ozatovani potravin je jednou z technik konzervace potravin. Podle Vyhlasky
¢. 133/2044 Sb. lze k oSetfeni potravin a surovin vyuZzit ultrafialové zatfeni
o vlnové délce 250-270 nm a ionizujici zafeni tvorené casticemi nabitymi,
nenabitymi nebo obojimi, schopnymi pfimo nebo nepfimo ionizovat. Tato
konzervacni technika ma potencidlni vyuziti 1 pro regulaci mnozstvi BA
v potravinach. Pusobenim ionizujiciho zareni dochazi jednak ke sniZeni poctu
mikroorganizmi odpovédnych za produkci BA a jednak muiZe dochazek
k radiolyze biogennich aminii (Kim et al.,, 2004; Shalaby et al., 2016).
Radiolyticka degradace BA byla demonstrovdna v modelovém systému ve studii
Kim et al. (2004). Vodné roztoky 9 biogennich amint (HIM, CAD, PUT, TRM,
TYM, PHM, SPM, SPD a AGM) byly ozafeny ionizujicim zafeni o davkach 2,5;
5; 10; 20 a 25 kGy. Mira degradace jednotlivych BA se liSila v zavislosti na davce
ionizujiciho zafeni, pfi¢emZ se pohybovala mezi 5 a 100 %. Uplna degradace
putrescinu a sperminu byla pozorovéana pii davce 5 kGy a spermidinu pak pfi
davce 10 kGy. Radiolyza histaminu a 2-fenyletylaminu byla zaznamenana az pfi
davkach 15 kGy. Ostatni BA degradovaly az pti davce 20 kGy (Kim et al., 2004).

Studie dalSich autori poukazuji na sniZzeni obsahu riznych BA v potravinach
ozafenych riznymi davkami ionizujiciho zafeni. Rabie a Toliba (2013) zkoumali
vliv gama zafeni na tvorbu a akumulaci BA v egyptskych uzenych klobasach
béhem skladovani po dobu 90 dna pii 4 °C. Tyto klobasy byly ozafeny gama
zafenim o davce 2, 4 a 6 kGy. Celkové mnoZstvi BA v neozafenych klobasach se
pohybovalo 596 mg/kg na konci doby skladovani. [onizujici zafeni o davce 2 kGy
snizilo celkovy obsah BA v klobasach na 290 mg/kg, davka 4 kGy na 95 mg/kg
a davka 6 kGy na 26 mg/kg.

22



Dalsi studie zkoumala vliv gama zafeni na kvalitu a obsah BA ve vzorcich
egyptského syru Rumi béhem 6 mésicii skladovani (Shalaby et al., 2016). Vzorky
syri Rumi byly ozafeny gama zafenim o davce 5, 10 a 15 kGy a skladovany pfti
teploté 5 °C. V neozétenych vzorcich byla na konci doby skladovani sledovana
produkce TYM (931 mg/kg), CAD (67 mg/kg), PUT (41 mg/kg) a HIM
(10 mg/kg). Ozatfeni syrt Rumi davkou 5 kGy mélo vyrazny vliv na produkci
HIM a PUT, které byly detekovany v zanedbatelnych mnozstvich na konci doby
skladovani (0,6 mg/kg a 4 mg/kg). Ve vzorcich ozafenych davkou 10 kGy jiz
histamin nebyl detekovan a ostatni BA byly detekovany v mnoZstvi 2 mg/kg
(PUT), 6 mg/kg (CAD) a 10 mg/kg (TYM). Ve vzorcich ozatenych davkou
15 kGy kromé HIM nebyl detekovan PUT. Navic ostatni BA byly zjiStény
v zanedbatelnych mnozstvich. Celkovy obsah BA ¢inil v téchto vzorcich 4 mg/kg.

Studie dalSich autori také poukazuji na vliv ozafovani na sniZeni hladiny
biogennich amintl, zejména pak histaminu, u riznych druhti ryb (Mendes et al.,
2000; Mbarki et al., 2008) a u riznych druhti masa (Min et al., 2007a; Min et al.,
2007b; Biiytlikdeveci et al., 2019).

Ozatovani potravin riznymi davkami ionizujiciho zafeni vede ke sniZeni
obsahu biogennich aminli v téchto potravinach, Nicméné existuji jisté obavy
tykajici se nepfiznivého ovlivnéni vyzivovych hodnot a organoleptickych
vlastnosti potravin. Hlavni obavy se tykaji tvorby volnych radikalti a oxidace
lipidl a proteint vedouci ke zhorSeni nutri¢ni hodnoty potravinatskych produkti,
obzvlast’ pokud jsou potraviny vystaveny vySSim davkam ionizujiciho zafeni
(Brewer, 2009; Moini et al., 2009; Naila et al., 2010).

1.5.2 Mikroorganizmy schopné degradace BA

V dosud publikované literatufe (Dapkevicius et al., 2000; Martuscelli et al.,
2000; Zaman et al., 2010; Capozzi et al., 2012; Naila et al., 2012; Callejon et al.,
2014; Eom et al.,, 2015) byla schopnost degradace BA zjiSténa u ftady
bakteridlnich rodt (napt. Bacillus, Escherichia, Klebsiella, Lactobacillus,
Lactiplantibacillus, Latilactobacillus, Micrococcus, Pediococcus, Salmonella,
Serratia a Staphylococcus), ale také u nékterych plisni (Aspergillus niger,
A. oryzea, Alternaria sp., Epicoccum nigrum, Fusarium sporum, F. culmorum,
Penicillium citrinum, P. roqueforti, Phoma sp. a Ulocladium chartarum).
Degradacni schopnost téchto mikroorganizmii je umoznéna ptitomnosti nejcastéji
aminooxidaz (Adachi et al, 1966; Murooka et al., 1979; Leuschner et al., 1998;
Yogadina et al., 2002; Zaman et al., 2010; Cueva et al., 2012; Niu et al., 2019).

Bakterialni aminooxidazy katalyzuji tak, jako v lidském téle (viz podkapitola
1.4), oxidativni deaminaci BA na ptisluSné aldehydy, amoniak a peroxid vodiku
(Yogadina et al., 2002). Murooka et al. (1979) zkoumali distribuci membranové
vazanych monoaminooxiddz uriznych druhit mikroorganizmi. Zjistili
pfitomnost MAO u zastupct Celedi Enterobacteriaceae (Escherichia coli,
Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, K. aerogenes, Providencia
alcalifaciens, Salmonella typhimurium a Serratia marcescens) a dale u
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Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus a Brevibacterium (nyni
Corynebacterium) ammoniagenes. V¢EtSina téchto MAQO prokazala vysokou
katalytickou aktivitu vii¢i tyraminu, oktopaminu a dopaminu, v mensi mife pak
na noradrenalin. MAO z Enterobacter cloacae také oxidovala histamin. Surovy
enzymovy extrakt z Micrococcus (nyni Kocuria) varians LTH 1540 prokazal
vysokou katalytickou aktivitu vii¢i tyraminu (Leuschner et al., 1998). V mensi
mife byl oxida¢né¢ deaminovan 2-fenyletylamin a tryptamin. Autofi zjistili, Ze
tento enzym neni membranov€ vazany, ale nachazi se cytoplazmé. NejvéEtsi
aktivita byla zaznamenéna pii pH 7-8 a teploté 3740 °C. ZvySujici se
koncentrace soli inhibovala aktivitu enzymu. V piitomnosti 6% soli bylo
degradovano pouze 30 % TYM a v pfitomnosti 8% soli pouze 12 % TYM.
Inhibi¢ni G€inek na aktivitu enzymu byl pozorovan 1 v pfitomnosti latky
hydralazin. Adachi et al. (1966) izolovali putrescinoxiddzu z bakterie
Micrococcus rubens (nyni Kocuria rosea). Odhalili, Ze tato aminooxidéaza patii
mezi flavoproteiny a katalyzuje primarné oxidaci putrescinu, ale v mensi mife
1 kadaverinu a spermidinu. Niu et al. (2019) izolovali z ¢inského ryzoveého vina
kmen Lactobacillus plantarum CAU 3823 (nyni Lactiplantibacillus plantarum),
ktery prokazal schopnost degradace 8 biogennich amin (TYM, HIM, TRM,
CAD, PUT, PHM, SPM a SPD) v MRS (De Man, Rogosa a Sharpe) bujonu
obohaceném o prfislusné BA v koncentraci 50 mg/l. Mnozstvi jednotlivych BA
bylo sniZeno o 40-56 %. Degrada¢ni schopnost tohoto kmene byla potvrzena
1 v ¢inském ryZovém viné, kde byl tento kmen pfidan jako dopliikova startérova
kultura. Celkové mnoZstvi BA bylo sniZzeno o vice jak 40 %. Z tohoto kmene bylo
nasledné 1izolovano a charakterizovano 9 aminooxidaz, ztoho 8 bylo
identifikovano jako MAO obsahujici ve své sktruktuie kovalentné vazany
kofaktor FAD. Jejich molekulova hmotnost se pohybovala mezi 46 a 60 kDa. Tyto
enzymy se vyznacovaly vybornou termostabilitou, kdy si udrzely 50% aktivitu po
zahtati na 80 °C po dobu 2 hodin. Nejvétsi katalyticka aktivita (36,9 U/mg) byla
zjiSténa pii teploté 28 °C a pii pH 3—5. Naopak katalyticka aktivita téchto enzym
byla sniZena rliznou mérou piitomnosti dvojmocnych iontii (Zn**, Cu?*, Fe**, Ca**
a Mg*") v koncentraci 0,2 mol/l.

Dapkevicius et al. (2000) zkoumali aktivitu diaminooxiddzy a schopnost
48 kmenii BMK izolovanych z fermentované rybi pasty degradovat histamin
v modelovém systému 1 v sildZované rybi suspenzi. P& kmenl Lactobacillus
sakei (nyni Latilactobacillus sakei) prokazalo degradacni schopnost pouze
v modelovém systému (médium obsahujici 50 mg/l HIM, pH 6, teplota 30 °C).
MnozZstvi HIM bylo sniZzeno o 40-60 %. Degradace HIM enzymem DAO
(633,5 U/l) byla pozorovana v obou systémech, avSak vétsi degradace HIM byla
pozorovana v modelovém systému (fosfatovy pufr o pH 7). Byl sledovan vliv
ruznych teplot (37, 30,22 a 15 °C), vliv ptidavki NaCl (2 %) a sacharozy (12 %),
vliv pH 4,5 a vliv mikroaerofilniho prostfedi na aktivitu DAO. Nejvéetsi
degrada¢ni schopnost DAO byla sledovéana pfi teplotach 37 a 30 °C, ale byla
aktivni 1 pti1 teplotach 22 a 15 °C (60% a 40% ubytek HIM). Ptitomnost soli ani
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sachar6zy v uvedenych koncentracich nesnizila degrada¢ni schopnost enzymu
DAO (100% tbytek HIM béhem 3,5 a 5 h). Mikroaerofilni prostfedi jiz vyraznéji
ovlivnilo aktivitu DAO, kdy za stejny ¢as (5 h) byl pozorovan pouze 40% Ubytek
HIM. Aktivita DAO byla zcela inhibovana pH 4,5. Stejnou inhibici aktivity DAO
pozorovali autofi v sildZované rybi suspenzi. Autoii prepokladaji, ze pti tomto pH
dochazi k denaturaci tohoto enzymu.

Podobnou studii se zabyvali 1 Naila et al. (2012). Zkoumali degradac¢ni
schopnost 5 bakterii (Latilactobacillus sakei AGR46, AGR37, Lb706;
Arthrobacter crystallopoietes DSM20117 a Vergibacillus halodonitrificans
Nail8) a enzymu diaminooxidaza. Degradace histaminu studovanymi bakteriemi
byla sledovana v TSB (Tryptic soy broth) obsahujicim 500 mg/kg histaminu pfi
30 °C po dobu 9 dnti. U vSech kmenti, kromé A. crystallopoietes DSM 20117,
byla zjiSténa schopnost degradace histaminu. Kmen V. halodonitrificans Nail 8
sniZil obsah histaminu pfiblizné€ o 30 % a kmeny L. sakei 0 40-50 %. Degradac¢ni
aktivita enzymu diaminoxidéazy (2534 U/]) byla nejdiive sledovana v modelovéem
systemu (0,5M fosfatovy pufr o pH 6, 1% NaCl, 37 °C, 500 mg/kg HIM)
a nasledné v redlné potraving (tunakova polévka, pH 6, 1% NaCl, 37 °C,
500 mg/kg HIM). V obou systémech bylo sniZzeno mnozZstvi histaminu az na
nezjistitelnou troven.

Tt1 kmeny Bacillus subtilis prokdzaly schopnost degradace HIM a TYM v LB
(Luria-Bertani) bujonu obohaceném o 0,25 % HIM a TYM. Degradace HIM se
pohybovala od 19 do 48 %, degradace TYM od 26 do 33 % (Eom et al., 2015).
Dvacet jedna kmenl Staphylococcus xylosus izolovanych z tradicni italske
fermentované klobasy prokazalo schopnost degradace HIM a TYM na rizné
urovni. Degradacni schopnost téchto kmenli byla sledovana v 50 mmol/l
fosfatovéem pufru o pH 7 a obohaceném o TYM (3,46 mmol/l) a HIM
(1,63 mmol/l). Sedmnact kmenli degradovalo jak HIM, tak 1 TYM, ti1 kmeny
pouze HIM a jeden kmen pouze TYM. Kmen S. xyloxus S81 prokazal nejvétsi
degradacni schopnost. SniZil mnoZstvi histaminu aZ na nezjistitelnou uroven.
Déle kmeny S206, S79 a S90 snizily obsah HIM o 93 %, 68 % a 53 %. Vysokou
degradacni schopnost obou BA prokazal kmen S142, ktery sniZil obsah HIM
0 63 % a obsah TYM o0 47 % (Martuscelli et al., 2000).

Nékteré mikroorganizmy mohou vyuzivat k degradaci BA enzym lakazu
(Callejon et al., 2014). Lakazy (EC 1.10.3.2) patii do skupiny rozmanitych
enzymil nazyvanych jako ,,multicopper oxidaza* (MCO). Tyto enzymy jsou
v ptirod€ Siroce distribuované a zastadvaji rizné biologické funkce. Lakazy
obsahuji ve svych katalytickych centrech 4 atomy médi a oxiduji nejrizné;jsi
substraty za redukce molekuly kysliku na vodu (Callejon et al., 2016; Janusz et
al., 2020). Ptitomnost téchto enzymi byla zjiSténa u L. plantarum a Pediococcus
acidilactici. Tyto kmeny prokazaly degrada¢ni schopnost PUT, HIM a TYM
v Cerveném vin€ obohaceném o pfisluSné BA v koncentraci 40 mg/l. Kmen
L. plantarum J16 snizil obsah HIM o 13 %, obsah TYM o0 23 % a PUT o 27 %.
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Kmen P. acidilactici CECT 5930 snizil obsah stejnych BA o 14 %, 19 % a 36 %
(Callejon et al., 2014).

Kromé aminooxidaz byla zjiSténa mozna degradace nékterych amint za ucasti
dehydrogendz. Siddiqui et al. (2000) izolovali histamindehydrogenazu
z Nocardioides simplex 1FO 12069. Tento enzym katalyzuje, stejné jako
aminooxiddzy, oxidativni deaminaci histaminu na imidazol-4-acetaldehyd.
Nejvetsi katalytickd aktivita byla prokazana vici HIM, v mensi mite pak viici
putrescinu a agmatinu. Enzym byl nejvice aktivni v pufru Tris-HCIl o pH 8,5 a
nejvice stabilni ve fosfatovém pufru o pH 7. Plnou katalytickou aktivitu si
zachovala tato dehydrogenaza pfi zahfevu na 60 °C. Dehydrogenaza izolovana
z kmene Alcaligenes xylosoxidans 1FO13495 katalyzuje oxidativni deaminaci
histaminu, tyraminu, tryptaminu a 2-fenyletylaminu. Tento enzym byl stabilni
v rozmezi pH 5-12, pfiCemZ optimalni pH pro katalyzu oxidace uvedenych BA
bylo v mirn¢ alkalickém prostiedi (pH 8). Plnou aktivitu si tento enzym zachoval
1 po inkubaci pii teploté 70 °C po dobu 40 minut (Kondo et al., 2004). Lee et al.
(2015) zjistili schopnost degradace HIM u 8 izolath ze solenych ryb:
Rummeliibacillus stabekisii, Agrobacterium radiobacter (dtive Agrobacterium
tumefaciens), Bacillus licheniformis, B. cereus (2 kmeny), B. amyloliquefaciens,
B. subtilis a Paenibacillus polymyxa (dtive Bacillus polymyxa). Degradace byla
sledovana v TBS bujonu obohaceném o 50 mg/kg HIM a inkubace probihala pti
30 °C 24 hodin. Ubytek HIM byl pozorovan v rozmezi 52—100 %. Nejvétsi
degradacni schopnost prokazal kmen Paenibacillus polymyxa. Degradacni
schopnost tohoto kmene byla dale sledovana v zavislosti na rliznych teplotach
(4, 15, 25, 30, 37, a 45 °C), pH (pH 2-11) a koncentraci soli (0,5; 5; 10; 15 a
20 %). Nejvétsi aktivita histamindehydrogenazy (1,15 U/mg) byla sledovana pfi
teploté 30 °C a nasledné piti teploté 37 °C. Funkce enzymu byla zcela inhibovéana
pii 4 a 45 °C. Optimalni funkce enzymu pii 30 °C byla pozorovana v rozmezi pH
5-10, nejvétsi degradacni schopnost pak pifi pH 7. Nejvetsi aktivita
histamindehydrogenazy (1,16 U/mg) byla sledovéana pii koncentraci soli 0,5 %
as %.

1.5.3 Vyuziti protektivni kultur a jejich antimikrobialnich latek ke
sniZeni tvorby BA

V sou€asn¢ dob¢ stale vice spottebitelit preferuje ,,pfirozené potraviny*,
zdravotn€ nezdvadné, minimalné zpracované, s minimem nebo uplné bez
pfidatnych latek. Proto fada vyrobcli potravin opousti od zavedenych
technologickych postupii a hled4 alternativni feSeni, aby témto pozadavkim
vyhovéla. Jednou z vhodnych alternativ miize byt bioprezervace potravin
(Corsetti et al., 2014). Bioprezervace je zptisob konzervace potravin, kdy idrznost
potravin je zajiSténa aplikaci protektivnich kultur nebo jejich metabolitl, ktere
inhibuji rast nezddoucich mikroorganizmii (Reis et al., 2012). Obzvlaste
perspektivni se pak jevi aplikace bakterii mlé€ného kvaSeni a jejich metabolitl
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(zeyména pak bakteriociny). Vzhledem k jejich dlouhé historii vyuzivani
v potravindiskych produktech si fada BMK nese status GRAS (obecné
povazovano za bezpecn¢). Disponuji Sirokou Skalou antimikrobiédlnich latek, ktere
je mozné rozdélit do dvou hlavnich skupin: latky s molekulovou hmotnosti
<1000 Da a latky s molekulou hmotnosti > 1000 Da (Sugkovi¢ et al., 2010).

Antimikrobidlni latky s molekulovou hmotnosti niZsi nez 1000 Da

Organické kyseliny

Organickeé kyseliny (zejména mléénd a octovd) jsou hlavnimi produkty
fermentace hex6z bakteriemi mlééného kvaSeni. Homofermentativni BMK pfi
fermentaci hex6z tvofi ekvimolarni mnozstvi kyseliny mlé¢né. Naproti tomu
heterofermentativni BMK tvofi vedle kyseliny mlééné dalSi koneéné produkty.
Nejcastéji to byva kyselina octova, ethanol a oxid uhli¢ity (Jeevaratnam et al.,
2005).

V nedisociované formé mohou organické kyseliny snadnéji prochazet skrz
lipidovou dvojvrstvu v bunééné membrané. V cytoplazmé nasledné dochézi
k jejich disociaci a uvolnéni vodikového protonu. Dochazi tak kjejimu
okyselovani a posléze i k naruseni protonmotivni sily (Suskovi¢ et a., 2010).

Oxid uhlicity

Oxid uhlic¢ity vznika jako wvedlejsi produkt pii fermentaci cukri
heterofermentativnimi bakteriemi mlécného kvaSeni. Antimikrobialni plisobeni
CO. spocivd pifedevSim ve vytvafeni anaerobniho prosttedi nahradou

molekularniho kysliku. Také se miize ukladat ve fosfolipidové dvojvrstve, a tim
ovlivnit propustnost membrany (SuSkovic et a., 2010).

Peroxid vodiku

BMK mohou za pfitomnosti kysliku a za katalyzy flavinovych enzymu
produkovat peroxid vodiku (H20:). Mize také vznikat ze superoxidového
radikalu za pfitomnosti enzymu superoxid-dizmutazy. Tento enzym je pfitomny
u mnoha bakterii mlééného kvaSeni, zejména pak u bakterii rodu Lactococcus
(Kimoto-Nira et al., 2014).

Mikrobicidni ucinek H>O> spociva ptfedevSim v peroxidaci membranovych
lipid,, a tim 1 ve zvySeni membranové permeability. Rovnéz je soucasti
ochranného laktoperoxidazového systému v Cerstvém mléku. Tento systém je
slozen ze tfi synergicky pulsobicich slozek, a to zperoxidu vodiku,
laktoperoxidazy a thiokyanatu. Mechanizmus UCinku spociva vtom, ZzZe
laktoperoxidaza v ptitomnosti H20: oxiduje thiokyanat na hypothiokyanat.
Baktericidni uc€inek této latky spociva zejména v inhibici glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogendzy, enzymu zucastiujiciho se glykolyzy (Sisecioglu et al.,
2010).

27



Diacetyl

Diacetyl je latka zodpovédna za charakteristické aroma masla a je produkovan
nckterymi kmeny rodu Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus
a Pediococcus (Caplice a Fitzgerald, 1999). Obecné je znamo, Ze vici této latce
jsou vice citlivé gramnegativni neZ grampozitivni bakterie. MoZnym vysvétlenim
muzZe byt zjiSténi, Ze u gramnegativnich bakterii diacetyl inhibuje ptijem argininu,
diky schopnosti navazat se na jeho vazebné misto na proteinovém pienaSeci
(Corsetti et al., 2014).

Antimikrobidlni latky s molekulovou hmotnosti vys$si nez 1000 Da

Do této skupiny fadime Sirokou Skdlu ribozomaln€ syntetizovanych
extracelularné uvolnénych latek peptidové nebo proteinové povahy nazyvanych
bakteriociny. Bakteriociny produkované bakteriemi mlécného kvaSeni jsou
kationické amfifilni molekuly obsahujici 20 az 60 aminokyselinovych zbytkl
(Chen a Hoover, 2003; Barbosa et al., 2018). Tyto bakteriociny jsou termostabilni
a svoji aktivitu si uchovavaji 1 v Sirokém rozsahu hodnot pH. Jsou bezbarve, bez
zépachu, bez chuti, a navic jsou dobfe stravitelné v travicim traktu, a tak
nenarusuji slozeni stfevni mikroflory (Perez et al., 2014).

Obecné je uznavana klasifikace bakteriocinli do 3 nebo 4 tiid (Klaenhammer,
1993, Chen a Hoover, 2003):

e Ttida [ — malé membranové aktivni peptidy (<5 kDa).

e Triida II — malé membranové aktivni peptidy, které neobsahuji lanthionin
(<10 kDa); rozdéleni do 3 podtiid (I1a, 1Ib a Ilc).

e Ttida III — vysokomolekularni bakteriociny (<30 kDa) vcetné
bakteriolytickych extracelularnich enzymi.

e Ttida IV — komplexni bakteriociny.

Nicméné v soucasné dobé s objevem novych bakteriocini a novych poznatki
o jejich struktufe a funkci je snaha o reklasifikaci tohoto rozdéleni.
Nejradikalnéjsi déleni navrhl Cotter et al. (2005). Podle tohoto autora by mély byt
bakteriociny grampozitivnich bakterii rozdéleny do 2 tfid (na lanthibiotika
a nelanthibiotika) a bakteriolytické enzymy by mély tvofit samostatnou skupinu.
Ctvrta tiida je zcela vypusténa z diivodu absence zastupci.

Déle budou podrobnéji popsany pouze Ttidy I a II, do kterych patii vétSina
bakteriocint BMK. Ttida I zahrnuje malé termostabilni peptidy (<5 kDa), ktere
v diisledku posttranslacnich uprav obsahuji neobvyklé aminokyseliny (AMK),
jako jsou dehydroalanin, dehydrobutyrin, lanthionin a B-methyllanthionin. Proto
se také nazyvaji lantibiotika (Balciunas et al., 2013). Lantibiotika se dale déli na
dvé skupiny podle jejich struktury a zptsobu ucinku. Lantibiotika typu A jsou
flexibilni, linearni, amfipatické molekuly, jejichZ ¢innost je zaloZena na puisobeni
na cytoplazmatickou membranu. Jednim z nejzndméjSich zastupct je bezesporu
nisin (Parada et al., 2007). Z dalSich zastupci je to napiiklad laktocin S
(Latilactobacillus sakei) nebo lakticin 481(Lactococcus lactis). Lantibiotika typu
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B maji neohebnou globularni strukturu a inhibuji pomoci specifickych enzymi,
které vytvati komplexy s membranou (Chen a Hoover, 2003).

Do tfidy II jsou fazeny termostabilni peptidy (<10 kDa), u kterych vSak
nedochdzi k posttranslaénim {pravdam, a proto neobsahuji lanthionin
(nelantibiotika). Tato tfida je dale délena do 5 podttid (Nes et al., 2007). Zastupci
prvni podtfidy Ila jsou peptidy podobné pediocinu PA-1 (Pediococcus
acidilactici), ktery byl také prvnim charakterizovanym bakteriocinem této
podtiidy. V soucasnosti pfitahuji velkou pozornost diky antagonistickému
pusobeni vic¢i listeriim. Mimo néj sem patii napf. sakaciny A a P
(Latilactobacillus sakei) a entorocin A (Enterococcus faecium). Podttida IIb je
tvofena bakteriociny sloZenymi ze dvou rlznych peptidi. Dvoupeptidové
bakteriociny vyZzaduji oba peptidy k plné aktivité. Prikladem takovych
bakteriocinll jsou napftiklad lactococcin G (Lactococcus lactis) a plantaricin EF
(Lactiplantibacillus plantarum). Do tteti podttidy Ilc jsou fazeny tzv. ,,leaderless
bakteriociny. Poprvé byly identifikovany jako hemolytické peptidy u nékterych
zastupct rodu Streptococcus a Staphylococcus. Ctvrtou podtiidu I1d tvoii peptidy,
které vznikaji degradaci proteinli. Jeden z nejlépe prostudovanych zastupcii je
propionicin F (Propionibacterium freudenreichii). Posledni podttida Ile obsahuje
rozli¢nou fadu bakteriocind, které nebyly zatazeny do ptedchazejicich 4 podtrid.
Do této skupiny patii napt. acidocin B (Lactobacillus acidophilus; Nes et al.,
2007; Perez et al., 2014).

Nisin

Nisin (nisin A) je nizkomolekularni polypeptid tvofeny 34 aminokyselinovymi
zbytky. Obsahuje 5 cyklickych struktur: jeden lanthionovy a Ctyfi
B-methyllanthionové kruhy. Tyto cyklické struktury zaptjcuji nisinu strukturu
podobnou Sroubovici, ktera ma amfipaticky charakter (Bemena et al., 2014). Do
soucasné¢ doby bylo izolovano a identifikovano 9 ptirozenych variant nisinu.
Prvni byla identifikovana varianta A z kmene Lactococcus lactis, dale nisin
Z (Lc. lactis N1ZO 22186), nisin F (Lc. lactis F10), nisin Q (Lc. lactis 61-14),
nisin O1—04 (Blautia obeum A2-162), nisin U a U12 (Streptococcus uberis 42 a
D536), nisin P (Streptococcus gallolyticus subsp. pasteurianus), nisin J
(Staphylococcus capitis) a nisin H (Streptococcus hyointestinalis) (Reiners et al.,
2020).

V soucasnosti je nisin jediny bakteriocin grampozitivnich bakterii, ktery byl
schvaleny Evropskym tfadem pro bezpecnost potravin, Svétovou zdravotnickou
organizaci (WHO) a Ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv ve Spojenych statech
(FDA) pro vyuZiti v potravinaistvi jako konzervaéni latka E 234 (EFSA, 2017).
Producentem tohoto bakteriocinu je piredevSim Lactococcus lactis subsp. lactis,
ktery se bézné vyskytuje v mléku a mléénych vyrobcich. Je proto pro Clovéka
zcela netoxicky a potraviny obsahujici nisin, mohou nést oznaceni ,,konzervovano
piirozenou cestou* (Cleveland et al., 2001). Nisin disponuje Sirokym spektrem
plsobeni proti grampozitivnim bakteriim (Lactococcus sp., Lactobacillus sp.,
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Leuconostoc sp., Staphylococcus sp., Micrococcus sp. a Listeria sp.). Rovnéz
ucinné inhibuje rist sporotvornych bakterii rodu Bacillus a Clostridium, pticemz
spory téchto bakterii jsou na nisin citlivéjsi nez jejich vegetativni formy. Naopak
proti gramnegativnim bakteriim, kvasinkam a plisnim je nisin za béZnych
podminek net¢inny (Chen a Hoover, 2003).

Do potravin je doporu€ovano piidavat nisin ve formé komeréniho ptipravku
Nisaplin. Tento preparat byl vynalezen spoleCnosti Aplin & Barrett (nyni
Danisco) mezi 1éty 1962 az 1965. Obsahuje 2,5 % nisinu A, zbytek tvofti stl a
odtu¢néné susené mléko (Thomas et al., 2000; EFSA, 2006). V Tab. 1 je uveden
piehled nékterych potravin, kde je pfidavan nisin v podobé tohoto komeréniho
ptipravku k inhibici ur€itych typt mikroorganizmi.

Tab. 1 — Vycet nékterych potravin, kde se vyuziva nisin (komercni pripravek
Nisaplin) k bioprezervaci (Thomas et al., 2000)

Potravina [mg/lliZ?::; n Cilovy mikroorganizmus
Taveny syr 100-600 Bacillus sp.,
Clostridium sp.
Miéko a mlééné produkty 10-50 Bacillus (B.
sporothermodurans)
Tekute vajecné produkty 5-200 Bacillus (B. cereus)
Pasterizované polévky 100-250 Bacillus sp.
Livance 150-250 B. cereus
Ovocné dzusy 30-60 Alicyclobacillus acidoterrestris,
Konzervované potraviny 100-200 B. stearothermophilus,

Cl. thermosaccharolyticum,
Cl. botulinum

Dresinky a omacky 50-200 Bakterie mlé¢ného kvaSenti,
Bacillus sp.,
Clostridium sp.

Frankurtské parky a 200400 Bakterie mlécného kvasSeni,
Bolonsky salam Brochothrix thermosphacta,

Listeria monocytogenes
Ricotta 100200 L. monocytogenes

V Evropskeé unii je pouziti nisinu jako konzervacni latky regulovano Natizenim
komise (EC) ¢. 1129/2011 o potravinatiskych ptidatnych latkach a je povoleny pii
vyrobé nasledujicich potravin:

e Kysana smetana (max. limit: 10 mg/kg nebo mg/1).

e Mascarpone (max. limit: 10 mg/kg nebo mg/l).

e Tavené a zrajici syry (max. limit: 12,5 mg/kg nebo mg/1).

e Pasterizovand tekuta vajecnd melanz (max. limit: 6,25 mg/kg nebo
mg/1).
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e Pudingy ze semoliny a topioky a podobné produkty (max. limit: 3 mg/kg
nebo mg/l).

Biosyntéza nisinu

Bakteriociny jsou syntetizovany na ribozomech jako neaktivni prepeptidy,
které jsou transportovany na povrch buiiky v pribéhu exponencialni nebo
zaCatkem staciondrni faze rdstu builky. Na povrchu buiiky jsou nésledné
enzymaticky pfeménény na jejich aktivni formy. Biosyntéza bakteriocinu je
kodovana obvykle osmi az dvandcti geny, v pfipadé nisinu je to pak jedenact geni
organizovanych ve 4 operonech: nisABTCIPRK, nisl, nisRK a nisFFEG (Balciunas
et al., 2013; Suzuki a Suzuki, 2021).

Biosyntéza nisinu zatina tvorbou prepeptidu, slozeného
z 57 aminokyselinovych zbytki, kodovaného strukturnim genem nisA. Tento
prepeptid se sklada z N-koncového vedouciho peptidu o délce 23 AMK
a C-koncového propeptidu (Obr. 2A). Propeptid nasledné¢ prochazi
posttransla¢nimi upravami. Nejprve dochazi k dehydrataci serinu a threoninu za
vzniku dehydroalaninu a dehydrobutyrinu (gen nisB, Obr. 2B). Nasledn€ dochazi
k tvorbé thioetherovych mustkii mezi alaninem a aminomadselnou kyselinou za
vzniku ¢tyt B-methyllanthionovych kruhii a mezi 2 molekulami alaninu za vzniku
lanthionového kruhu (gen nisC, Obr. 2C). Po modifikacnich Upravach nésleduje
transport prepeptidu pomoci ABC transportéru (gen nis7) do extracelularniho
prostoru, kde pomoci protedzy (gen nisP) je odStépen vedouci peptid z prepeptidu
za uvolnéni aktivni formy nisinu (Obr. 2D). Buiika se pred ucinky nisinu chrani
sobrannym  systémem*® sloZeného z ABC-transportéru (gen nisFEG)
a lipoproteinu nisl, ktery se pravdépodobné¢ nachazi vné membrany a brani
vytvofeni poru na cytoplazmatické membrané (Chen a Hoover, 2003; Suskovié et
al., 2010; Punyauppa-path a Phumkhachorn, 2015).

Biosyntéza nisinu a mnoha lantibiotik je regulovana quorum-sensing
systemem, ktery se sklada z histidin-kinazy (nisK), regulatoru (nisR) a samotné¢ho
antimikrobialniho peptidu ve funkci autoinduktora. Nisin sdm o sob¢ piisobi jako
feromon, ktery iniciuje autofosforylaci histidin-kindzy. Uvolnéna fosfatova
skupina se pak vaze na regulator nisR, a tim se aktivuje transkripce dalSiho
prepeptidu (Cheigh a Pyun, 2005; Dischinger et al., 2014; Abdolahi et al., 2018).
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Obr. 2: Biosyntéza nisinu. Dha — dehydroalanin, Dhb — dehydrobutyrin, Abu —
aminomadselna kyselina, A — alanin, S — thioetherovy miistek (upraveno dle
Punyauppa-path a Phumkhachorn, 20135)

Mechanizmus pusobeni nisinu

Primérnim cilem nisinu a taktéZ vétSiny bakteriocinll je cytoplazmaticka
membrana bunék, kde naruSuji protonmotivni silu (proton motive force — PMF)
tvorbou port nebo kanalkli. K pocate¢ni interakci mezi nisinem a bunécénou
membranou dochazi za pomoci lipidu II, ktery slouZi jako ,,dokovaci® molekula
(Hasper et al., 2004; Punyauppa-path a Phumkhachorn, 2015). Pro pocatecni
vazbu jsou nezbytné nutné elektrostatické interakce mezi kladné nabitym nisinem
a zaporng nabitou bakterialni membranou. Bylo navrzeno, Ze pory jsou tvofeny
osmi molekulami nisinu a 4 molekulami lipida II (viz Obr. 3). Tvorba pora
o velikosti 2 — 2,5 nm vede k pasivnimu odtoku tzv. malych molekul (ionty
drasliku, hotc¢iku a fosforu, aminokyseliny a molekuly ATP) z bunky. Zhrouceni
PMF vede ke smrti buiiky v diisledku zastaveni vSech biosyntetickych procestli a
vyCerpani ATP (Bemena et al., 2014; Dishinger et al., 2014).
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Komplex nisin-lipid II

Nisin Cytoplazmaticka
Lipid IT membrina

S
90000 Wit 90000

>
90000 90000

Cytoplazma

Poér v cytoplazmatické membrané tvoreny
komplexy nisin-lipid IT

Obr. 3: Zndzornéni vzniku poru v bunécné membrané interakci nisinu s lipidem 11
(upraveno dle Punyauppa-path a Phumkhachorn, 2015)

1.5.4 Vyuziti rostlinnych antimikrobialnich latek ke sniZeni BA

Rostlinné oleje a vytazky z listll, kvétl, poupat nebo jinych casti rostlin jsou
zdrojem riznych latek, které mohou mit antimikrobialni G¢inek. Podle chemické
struktury se tyto sekundarni metabolity rostlin mohou délit na riizné skupiny napf.
alkaloidy, fenoly a polyfenoly, terpeny, chinony, flavonoidy a isoflavonoidy,
aldehydy a ketony (Hintz et al., 2015). V soucasnosti se tyto latky dostavaji do
poptedi zajmu pro jejich moznou aplikaci do potravin jako ptirodni konzervacni
latky. Nejperspektivng;si skupinou latek jsou esencidlni oleje, nékdy téZ nazyvané
jako silice. Esencialni oleje jsou sloZeny ze smési nestalych, t€kavych sloucenin
piedevsim isoprenove povahy. Jsou nositeli charakteristické viing€ a chuti, ktere se
méni v zavislosti na chemickém sloZeni esencidlniho oleje. Vykazuji rliznou
antimikrobidlni aktivitu (Obr. 4; Guil-Guerrero et al., 2016).

Obecné se predpoklada, Ze hydrofobicita esencidlnich olejii jim umoziuje
interagovat s lipofilni Casti lipoteichoové kyseliny a penetrovat dovniti buiiky,
kde mohou naruSovat funkce enzymi a koagulovat cytoplazmu. Navic
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permeabilizuji bunéénou membranu a dochézi tak k odtoku esencidlnich latek
z buniky. Tyto d&je pak nakonec vedou k bunécné lyzi (Calo et al., 2015; Falleh et
al., 2020). Esencialni oleje bohaté na fenolové slouceniny, jako jsou thymol,
karvakrol nebo eugenol, obecné vykazuji vysSi antibakterialni ucinky proti
potravinovym patogeniim (Hintz et al., 2015, Falleh et al., 2020).
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Obr. 4: Obecny mechanizmus antimikrobidlniho pusobeni esencidlnich olejit (upraveno
dle Alves Carneiro et al., 2020)
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V posledni dobé fada studii poukazuje na mozné vyuziti esencialnich oleji k
redukci biogennich amintl v potravinach, zejména u produktii rybolovu (Cai et al.,
2015; Huang et al., 2017; Ktizek et al., 2018). Maso ryb a vodnich Zivocichi se
muZe velmi rychle po uloveni kazit v diisledku namnoZeni patogennich baktertii,
které navic mohou v téchto produktech produkovat biogenni aminy. Jak jiz bylo
feceno v kapitole 1.3.1 u produkti rybolovu je vysoké riziko otravy histaminem.

Aplikace éterickych olejli z maty peprné, hiebicku a fimského kminu na filé
bubeniku amerického (Sciaenops ocellatus) nejenze zachovala organoleptické
vlastnosti rybiho masa béhem skladovani, ale také sniZila mikrobidlni pocty
a obsah histaminu, putrescinu a kadaverinu (Cai et al., 2015). Pouziti esencialniho
oleje ze skoticové kiiry na filety z amura bilého (Ctenopharyngodon idella) take
vedlo ke zlepSeni senzorické kvality a snizeni akumulace kadaverinu a putrescinu
v této suroving béhem skladovani pii 4 °C (Huang et al., 2017). K¥izek et al.
(2018) studovali tvorbu biogennich aminli ve vakuové balenych filetech z kapra
obecného (Cyprinus carpio) oSetfenych dvéma éterickymi oleji, z tymianu
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a oregana. Zjistili, Ze tyto oleje u¢inné potlacuji tvorbu kadaverinu, tyraminu
a putrescinu. Pouziti téchto oleji také prodlouzilo trvanlivost fileti o vic nez
20 dni. V kontrolnich vzorcich byly pozorovany prvni znamky kazZeni jiz 9. den
skladovani pti teploté 4 °C. U filetl oSetienych olejem z tymianu byly detekovany
znamky kaZeni aZ 35. den skladovani a u filetl oSetfenych olejem z oregana az
42. den skladovani.

Stabilita téchto latek s antimikrobialnimi vlastnostmi miiZze byt ovlivnéna fadou
faktort (teplota, aktivita vody, svétlo, sloZeni potraviny atd.), a tudiZ mliZze snadno
dochazet k jejich degradaci. N&kteti autoti proto doporucuji ke zvyseni stability
éterickych olejii pouzit technologii mikroenkapsulace. Tato metoda zabranuje
oxidaci esencidlnich olejl, nechténé interakci se slozkami potravin a zvySuje
odolnost vic¢i vySSim teplotdm. Dale umoZiuje kontrolované uvoliovani
esencialniho oleje a tim zvySuje jejich G¢innost (Enascuta et al., 2018)

1.6 Metody stanoveni BA

K detekci BA lze vyuzit fadu analytickych metod, pfedev§im metody
chromatografick¢ (vysoce ucinnd kapalinovd chromatografie — HPLC,
tenkovrstva chromatografie — TLC, plynova chromatografie — GC a iontové-
vyménnd chromatografie — IEC). V praxi nejpouZzivanéjsi je metoda HPLC
s fluorescencni nebo UV/VIS detekci (Ordonez et al., 2016; Ahmad et al., 2020).
Stanoveni BA v potravinach touto technikou obvykle za¢ind homogenizaci
vzorku. Nasleduje extrakce BA, vétsinou kyselinou chloristou ¢i trichloroctovou.
Po filtraci, respektive centrifugaci, je alikvotni podil kyselého extraktu
zalkalizovan. V tomto prostfedi BA pak reaguji s derivatizaCnim cinidlem.
Vzniklé derivaty jsou extrahovany do vhodného organického rozpoustédla
a déleny na reverzni fazi HPLC (Kftizek a Hlavata, 1995). Derivatizacni krok se
provadi z diivodu nedostatku chromoforti v molekule téchto slou¢enin. Je mozné
vyuzit bud’ ptedkolonovou nebo postkolonovou derivatizaci za vyuziti vhodnych
¢inidel. Pii pfedkolonové derivatizaci probihaji derivatizacni reakce pied
nadavkovanim analyzovanych vzorki do pfistroje. Pfi pokolonové derivatizaci je
reaktor umistén mezi kolonu a detektor. NejCastéji se vyuziva ptredkolonova
derivatizace dansylchloridem, ktery reaguje s primarni nebo sekundarni
aminoskupinou (Obr. 5). Za nékterych experimentdlnich podminek muze
reagovat 1 s terciarni aminoskupinou. Vzniklé dansyl-derivaty biogennich amint
se vyznacuji dobrou stabilitou a jsou detekovatelné jak fluorescencnim, tak
UV/VIS detektorem. Postkolonova derivatizace se provadi nejcastéji Cinidlem
o-ftaldialdehyd (OPA). V posledni dobé se jevi jako velmi spolehlivé a vysoce
citlivé chromatografické metody s elektrochemickou detekci nebo detekei pomoci
hmotnostni spektrometrie. Tenkovrstvd chromatografie slouzi pro svoji
jednoduchost a instrumentéalni nenaro¢nost hlavné pro rychlé orientacni stanoveni
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BA (KtiZzek a Hlavata, 1995; Sméla et al., 2004; Hernandez-Borges et al., 2007;
Papageorgiou et al., 2018; Ahmad et al., 2019).

N(CHz)a N{CHz)»
‘O + NH)-R ———>» “ + HCI
O-:!IS;O O:?;O
Cl I?!H
R

Obr. 5: Vznik dansyl-derivatu (upraveno dle Hernandez-Borges et al., 2007)

Mezi dalsi pouzivané analytické metody patii kapilarni zonova elektroforéza
a ELISA (Vanda et al., 2017; Mantoanelli et al., 2020). Kapilarni zénovou
elektroforézu (CZE — capillary zone electrophoresis) lze tadit mezi
elektromigracni separacni metody. Princip této metody je zaloZen na rozdilné
migracni rychlosti elektricky nabitych ¢astic v elektrickém poli. Separace probiha
v kifemenné kapilafe, jejiz konce jsou ponofeny do elektrodovych nadobek
naplnénych zakladnim elektrolytem, kterym je téZ naplnéna kapilara. Na
elektrody je vkladano napéti z vysokonapétovéeho stejnosmérného zdroje. Slozky
vzorku liSici se svymi pohyblivostmi se v kapilafe pohybuji raznymi
elektroforetickymi rychlostmi smérem k detektoru a na tomto principu se od sebe
odd¢luji. Kromé elektroforetického pohybu nabitych ¢astic je cely objem roztoku
uvnitt kapilary uvadén do pohybu elektroosmotickym tokem. V kiemennych
kapilarach s chemicky nemodifikovanym vnitinim povrchem je tento tok
orientovan smérem ke katodé a jeho rychlost je vétSinou vySSi nez rychlost
elektroforetickd, takze vysledna rychlost pohybu kationtli i aniontlh ma stejny
smér. Anionty 1 kationty mohou byt stanovovany soucasné v pribéhu jednoho
experimentu. Pohyb z6n vzorku v kapilafe je nej€astéji sledovan pomoci UV/VIS
detektoru. Ze  ziskaného zdznamu  cCasového  pribéhu  absorpce,
tzv. elektroforegramu, miize byt ziskana kvalitativni a kvantitativni informace
o sloZeni analyzovaného vzorku. Kvalita dané¢ho analytu je dana migracnim
casem jeho piku a kvantita tohoto analytu je pfimo Umérna ploSe jeho piku
(Kasicka, 1997).

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) je analyticka metoda vyuZivana
ke kvantitativnimu stanoveni rtznych antigeni. Metoda ma fadu modifikaci,
avSak vSechny jsou zaloZeny na vysoce specifické interakci antigenu a protilatky,
pficemz na jednoho z téchto partnerli je kovalentné navazan enzym (Obr. 6).
Tento enzym katalyzuje chemickou pfeménu substratu na produkt, ktery je
barevny (stanovuje se spektrofotometricky) nebo fluoreskujici (fluorimetricke
stanoveni). Koncentrace produktu je imérna koncentraci antigenu nebo protilatky
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ve vzorku (Kodicek, 2004). Tato metoda poskytuje vysokou citlivost a ptesnost.
Na druhou stranu miiZze byt Casové naro€nd a pro stanoveni malého poctu vzorki
muZe byt finan¢né nikladna. V soucasné dobé¢ jsou dostupne pouze ELISA kity
pro stanoveni histaminu (Kim et al., 2011; Dole et al., 2017; Vanda et al., 2017).

jamka mikrotitracni imobilisace vazba
desticky protilatky antigenu

A g

471 wtd w's

vazba druhé protilatky inkubace stanoveni
S navazanym s chromogennim produktu enzymoveé
enzymem substratem enzymu reakce

Obr. 6 — Princip ELISA (prevzato z Kodicek, 2004)

Metody mikrobiologické jsou =zaloZené na kultivaci mikroorganizmu
v dekarboxyla¢nim médiu obsahujicim ptislusnou aminokyselinu a pH indikator
(vétSinou bromkresolova purpur). Pokud dojde k dekarboxylaci aminokyseliny za
tvorby pfislusné BA, dochazi k alkalizaci média a zméné barvy média ze Zluté na
fialovou. Naopak pfi negativni reakci se barva média neméni. Vyhodami téchto
metod je nenaroc¢nost a rychlost provedeni. Nevyhodou pak mohou byt falesné
pozitivni vysledky z diivodu tvorby jinych produkti s alkalickou reakci nez BA.
Za dal$i moznou nevyhodu téchto metod miZe byt povazovana neschopnost
zachytit malé mnozstvi produkovanych BA. Proto je doporucovano pouZiti této
metody v kombinaci naptiklad s chromatografickymi metodami (Bunikova et al.,
2010b; Espinosa-Pesqueira et al., 2018).

K presnéjsi detekci mikroorganizmi schopnych tvorby BA Ize vyuZzit metodu
polymerazové ftetézové reakce (PCR). Tato molekuldrné biologicka metoda
umoziuje v€éasné odhaleni potencialnich producenti biogennich aminl detekci
genll kodujicich prislusny mikrobidlni enzym ucastnici se jejich tvorby (Landete
etal.,2011; Wunderlichova et al., 2013). V¢€asnou detekci téchto mikroorganizmi
1ze zvolit pfedchéazet tvorbe a akumulaci biogennich aminil v potravinach.
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2. CILE PRACE

Cilem disertacni prace bylo studium vlivu vybranych protektivnich kultur a
jejich metabolitli s antimikrobidlnimi G¢inky na produkci tyraminu u kment
izolovanych z potravin s vyznamnou tyrozin-dekarboxylazovou aktivitou.

Dil¢i cile byly stanoveny nasledovné:

1. Skrining citlivosti  vybranych dekarboxyldza-pozitivnich ~ kmeni
izolovanych z potravin na metabolity protektivnich kultur schopnych
produkce bakteriocinu.

2. Skrining citlivosti  vybranych  dekarboxyldza-pozitivnich  kmeni
1zolovanych z potravin na bakteriocin nisin.

3. Monitorovani kinetiky tvorby tyraminu vybranymi kmeny po ptidavku
protektivni kultury, jejiho supernatantu po kultivaci a také po ptidavku Cisté
antimikrobni latky (nisinu) v kultivaénim médiu v zavislosti na zvolenych
faktorech prostiedi:

» kultivacni teplota,

+ cas inokulace protektivni kultury,

» Cas ptidavku supernatantu protektivni kultury,
» (as pridavku nisinu.

4. Vyhodnoceni vysledki a formulovani zavért.
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1 Material

3.1.1 Pouzité mikroorganizmy

Kmeny produkujici antimikrobialni latku

Celkem bylo testovano 22 protektivnich kultur (12 kment Lactococcus lactis
ssp. lactis, 2 kmeny Lactobacillus acidophilus, 4 kmeny Lactobacillus gasseri,
3 kmeny Lactobacillus helveticus a 1 kmen Enterococcus faecium) bylo
ziskanych ze Sbirky mlékarskych mikroorganizmii Laktoflora® (Cultures
Collection of Dairy Microorganisms; CCDM). Seznam kment, podminky jejich
kultivace a antimikrobialni latky, které produkuji, podava Tab. 2.

Kmeny s dekarboxylazovou aktivitou

V ramci disertani prace bylo vyuzito celkem 103 kmend s vyznamnou
dekarboxylazovou aktivitou, které jsou soucasti sbirky Ustavu inZenyrsvi ochrany
zivotniho prosttedi, nebo byly ziskany od dalSich instituci, z toho bylo:

e 16 kmeni enterokok izolovanych z masa (oznaceny E),
e 17 kmeni stafylokoki izolovanych z ryb (oznaceny S),

e 19 kment bakterii mlééného kvaseni izolovanych ze syrti (oznaceny T,
Al a AIV; izolaty oznacné T poskytl Vyzkumny Ustav mlékarensky,
pobocka se sidlem v Téboie),

e 19 kmenl bakterii mlééného kvaSeni izolovanych z piva (oznaCeny
RIBM —izolaty ziskany ze Sbirky Vyzkumného tstavu pivovarského a
sladatského),

e 32 bakterii (BMK a grampozitivni koky) izolovanych z masa baZanta
obecného (oznaceny B)

Ptehled o jednotlivych kmenech s dekarboxyldzovou aktivitou, o jejich piivodu
a kultivacnich podminkéch podéava Tab. 3.
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Tab. 2 — Seznam pouzitych kmenii schopnych produkce antimikrobidlni latky

Rod a druh Oznaceni Kultiva¢ni Produkce
kmene podminky metaboliti
Enterococcus faecium CCDM 79 37+ 17C, AE, MRS BLIS
Lactobacillus CCDM 79 37+£17C, AN, MRS  Acidocin
acidophilus C20079
Lb. acidophilus CCDM 149 37+17C, AN, MRS BLIS
Lb. gasseri CCDM 214 37+17C, AN, MRS BLIS
Lb. gasseri CCDM 215 37+£17C, AN, MRS BLIS
Lb. gasseri CCDM 340 37+17C, AN, MRS BLIS
Lb. gasseri CCDM 377 37+17C, AN, MRS BLIS
Lb. helveticus CCDM 62 37+ 17C, AN, MRS BLIS
Lb. helveticus CCDM &2 37+ 1TC, AN, MRS BLIS
Lb. helveticus CCDM 125 37+1TC,AN,MRS  BLIS
Lactococcus lactis ssp. CCDM 71 30+ 17C, AE, M17 Nisin
lactis
Lc. lactis ssp. lactis CCDM 414 30+ 17, AE,M17 Nisin
Lec. lactis ssp. lactis CCDM 416 30+17C, AE, M17 Nisin
Lec. lactis ssp. lactis CCDM 418 30+17C, AE, M17 Nisin
Lec. lactis ssp. lactis CCDM 671 30+ 1°C, AE, M17 Nisin
Lec. lactis ssp. lactis CCDM 702 30+17C, AE,M17 Nisin
Lec. lactis ssp. lactis CCDM 731 30+ 1°C, AE, M17 Nisin
Lc. lactis biovar. CCDM 670 30+17TC, AE, M17 Nisin
diacetylactis
Lc. lactis biovar. CCDM 686 30+ 17T, AE, M17 Nisin
diacetylactis
Lc. lactis biovar. CCDM 689 30+ 17T, AE, M17 Nisin
diacetylactis
Lc. lactis biovar. CCDM 695 30+17TC, AE, M17 Nisin
diacetylactis
Lc. lactis biovar. CCDM 698 30+ 17T, AE, M17 Nisin
diacetylactis

Kde: AN — anaerobni kultivace, AE — aerobni kultivace;
MRS — de Man, Rogosa and Sharpe agar nebo bujon;
BLIS — latky podobné bakteriociniim.

40



Tab. 3 — Pouzité dekarboxylaza-pozitivni mikroorganizmy

“ . o Kultivacni
Rod a druh Oznaceni kmene Puvod " V ¢
podminky
Levilactobacillus brevis T24 Syry
L. brevis RIBM: 16, 20, 33, 50, 62, 67,
68, 69, 70, 72, 78, 93, 98, Pivo
101, 111
L. brevis B125 Maso bazanta
Latilactobacillus curvatus  T:2,3,8,15,36,37,41, AI-3  Syry 37+17C,
Latilactobacillus sakei B103 Maso bazanta AN, MRS
Lacticaseibacillus AIV-11, AIV-13 Syry
casei/paracasei
Lc. casei/paracasei RIBM 113 Pivo
Lc. paracasei T: 50, 51, 52 Syry
Lactiplantibacillus AL7 S5 .
plantarum yry 37+1C,
Lac. plantarum RIBM: 89, 94, 96 Pivo AN, MRS
Leuconostoc , .
pseudomesenteroides T63 Syry 30+ 1C, AE,
Leuc. mesenteroides B:170, 171 Maso bazanta M17
Streptococcus salivarius B:149, 150 Maso bazanta 37 il\l/HC7, AE,
Enterococcus sp. T: 19, 20 Syry
Enterococcus sp. E: 15,16, 18, 21, 26, 28, 30 Maso kralika
E. durans B:151-154,160, 169 Maso bazanta
E. li T43 Sy
Jacealis e 30+ 1C, AE,
E. faecalis B:131, 142 Maso bazanta M17
E. faecium B:129, 133, 143-145 Maso bazanta
E. faecium E:2,5,8,11, 13, 14,17, 25, Maso kralika
27
E. hirae B:76, 122, 124, 147 Maso bazanta
Staphylococcus epidermis  B: 40,136, 137 Maso bazanta
Staph. epidermidis S8 Pstruh potocni
Staph. haemolyticus S:9,10,11, 12 Pstruh potocni
Staph. hominis B138 Maso bazanta 37 . . AE
Staph. hominis S:5,6,7 Pstruh poto¢ni ~ MPB, MHA
Staph. pasteuri S: 4,14 Pstruh potocni
Staph. succinus B: 47,77, 80, 89 Maso bazanta

Staph. warneri
Staph. warneri

S:1,2,3,13,15,16,17
B125

Pstruh poto¢ni
Maso bazanta

Kde: AN — anaerobni kultivace, AE — aerobni kultivace; MRS — de Man, Rogosa and Sharpe
agar nebo bujon; MPB — masopeptonovy bujon, MHA — Mueller-Hinton agar.
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3.1.2 Pouzité kultivacni média a roztoky

Masopeptonovy bujon (MPB)

Nutrient broth (HiMedia, Indie) ..........cccoeveeveeennnneen. 13 ¢

Destilovand voda ..........ccceeeiieiniiieiiiiee e 1000 ml

pH = 7,4 £0,2 pfi teploté 25 °C

Ptislusné mnozstvi média bylo rozpusténo v pozadovaném objemu destilované
vody. Poté byl bujon rozplnén do alikvota a sterilizovan v autoklavu (121 °C,
20 minut).

MRS bujon (De Man, Rogosa and Sharpe)

MRS broth (Merck, Némecko) .........cccevvveeeeeennnne. 522¢g

Destilovanad voda ..........ccceevciieiiiiieiiniieeeieeee 1000 ml

pH =5,7 £0,2 pfi teploté 25 °C

Ptislusné mnozstvi média bylo rozpusténo v pozadovaném objemu destilované
vody. Poté byl bujon rozplnén do alikvota a sterilizovan v autoklavu (121 °C,
20 minut).

Modifikovany MRS bujon (MRS+)

MRS broth (Merck, Némecko) ........ccoeeuvvveeieennnne. 522¢g
L-tyrozin (Merck, Némecko) .......cccceevvviieenciieininenns 3g
Destilovana voda .........ccccoeeviieieniiieeniieecieeeee 1000 ml

pH =5,7 £0,2 pfi teploté 25 °C

Ptislusné mnozstvi média a L-tyrozinu bylo rozpusténo v poZadovaném
objemu destilované vody. Poté byl bujon rozplnén do alikvotii a sterilizovan v
autoklavu (121 °C, 20 minut).

MRS agar

MRS broth (Merck, Némecko) .......ccccceeevvviiiieennnne. 522¢g
Agar (HiMedia, Indi€) ......cccceeeviiieiniiiiiiiieeeeeee 20¢g
Destilovana voda ..........ccceeviiieiniiieeiiee e 1000 ml

Ptislusné mnozstvi média a agaru bylo rozpuSténo v poZadovaném objemu
destilované vody a nasledné bylo Zivné médium sterilizovano v autoklavu
(121 °C, 20 minut).
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M17 bujon

M17 broth (Merck, Némecko) ........cccceevevireviiiieennnnen. 425¢
Destilovanad voda .........ccccceeeiiiiiniiieniiieeeeee, 1000 ml
pH= 7,2 £ 0,2 pfi teplote 25 °C

Ptislusné mnozstvi média bylo rozpusténo v pozadovaném objemu destilované
vody. Poté byl bujon rozplnén do alikvotl a sterilizovan v autoklavu (121 °C,
20 minut).

M17 agar

M17 broth (Merck, Némecko) .......cccceeveeeeciiiiiiiieennnne. 522¢
Agar (HIMedia) ......oooeviiiriiiiieeeeeee e 20g
Destilovanad voda ..........cccceveiiiiniiiiiiniieeeeee, 1000 ml

Ptislusné mnozstvi média a agaru bylo rozpuSténo v poZadovaném objemu
destilované vody a nasledné bylo zZivné médium sterilizovdno v autoklavu
(121 °C, 20 minut).

Miiller-Hinton agar (MHA)

Miiller-Hinton broth (HiMedia, Indie) ...........ccoeeeeen.eeee. 2l g
Agar (HiMedia, Indi€) .......ccceeveviiiiiniiiieeiieeeiee e 20g
Destilovana voda .........cccceeeeiiieiniiiiieiieeeeee e 1000 ml

Ptislusné mnoZstvi média a agaru bylo rozpusténo v poZadovaném objemu
destilované vody a nasledné bylo Zivné médium sterilizovano v autoklavu
(121 °C, 20 minut).

Fyziologicky roztok (0,85% NaCl)

NaCl (Lach-Ner, CR) ....c.ovovieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen. 85¢g

Destilovana voda..........ccccoevviiiieniiiiieiieceee e 1000 ml

Ptislusné mnozstvi NaCl bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody. Poté byl
roztok rozplnén do alikvoti a sterilizovan v autoklavu (121 °C, 20 minut).

Karbonatovy pufr (pH 11,0 — 11,1)

Karbonatovy pufr byl ptipraven tak, Ze k 50 ml pufru A bylo pfidano takové
mnozstvi pufru B, aby vysledna smés pufru méla hodnotu pH 9,2. Poté k tomuto
roztoku bylo ptfidano 16,65 g uhli¢itanu draselné¢ho (0,333 g/ml pufru, Merck,
Némecko), aby vysledny pufr mél hodnotu pH 11,0-11,1.
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o pufr A (0,5 M NaHCO3):
NaHCOs3 (Merck, NEmecko) ......oooeevvviiieiieiiiiiieeeeiiee, 2l g
Destilovana voda..........ccceeeeeeeiiiiiiiiieciieeeceeee e, 500 ml

Pufr A byl pfipraven rozpusténim ptisluSného mnozstvi hydrogenuhli¢itanu
sodného v 500 ml destilované vody.

e pufr B (0,5 M Na>COj3):
NaxCO3 (Merck, Némecko) .....cvvvveeeivciiiiiieeieeee e, 1325 ¢
destilovand voda..........cccuvvieieiieiiiiiiee e 250 ml

Pufr B byl piipraven rozpusténim ptisluSného mnozstvi hydrogenuhli¢itanu
sodného v 250 ml destilované vody.

3.1.3 Laboratorni zafizeni a pomicky
Analytické vahy Denver Instrument SI - 64A (USA)
Asepticky laminarni box Telstar Bio II - A (Spanélsko)
Automatické mikropipety Eppendorf Research (Némecko)
BéZné laboratorni sklo a pomiticky
Bio Vortex V1 Biotech (Ceska republika)
Centrifuga Jouan MR231 (USA)
Centrifuga Hettich Rotanta 460 R (Némecko)
Filtry Millex GS Filter Unit 0,22 pm (Merck, Némecko)

Chromatograficky syst¢ém Dionex HPLC UltiMate 3000, Thermo Fischer
Scientific, (Massachusetts, USA)

Kombinovand chladni¢ka Beko (Turecko)

Laboratorni sterilizator Wolf SANOclav (Némecko)

Laboratorni vahy 440-47N KERN (Némecko)

Mikroskop Olympus CX 41 (Japonsko)

pH metr inoLab pH/ION 735 se sklenénou elektrodou SenTix 81(Némecko)
Pocitacka kolonii Schiittkabortechnik Schiitt count plus (Némecko)
Termostat BT 120 — Laboratorni pfistroje Praha (Ceska republika)
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3.2 Metodika Experimenta I a 11

V ramci Experimentu [ byl proveden pocatecni skrining citlivosti vybranych
dekarboxyl4aza-pozitivnich kment izolovanych z potravin (Tab. 3) na metabolity
protektivnich kultur (Tab. 2). Dale v Experimentu II, ktery navazoval na
Experiment I, byla zkoumana antimikrobidlni aktivita komer¢niho nisinu na
vybrané kmeny bakterii mlé¢ného kvaseni. Antimikrobidlni aktivita supernatantii
z testovanych protektivnich kmenli a nisinu byla testovdna pomoci jamkové
diftzni metody (Tagg a McGiven, 1971).

3.2.1 Priprava supernatantt protektivnich kultur (CFS)

Sto mikrolitri 24hodinové kultury testovaného protektivniho kmene bylo
zaockovano do 20 ml bujonu MRS nebo M17 a kultivovano po dobu 48 hodin za
kultivaénich podminek uvedenych v Tab. 2. Kultiva¢ni podminky byly sestaveny
na zaklad€ doporuceni poskytovatele kultur a vysledki z ptipravné faze (pro veétsi
piehlednost nejsou uvedeny v této praci).

Po 48hodinové kultivaci byly buiniky odstranény centrifugaci pti 10 000 ot/min
po dobu 15 minut a pfi teploté 15 £ 1 °C. U ziskanych supernatantl byla podle
Hu et al. (2017) upravena hodnota pH na 6,0 £ 0,1 pomoci 10% (w/v) NaOH
(PENTA, CR), aby se eliminoval inhibiéni uéinek zptisobeny organickymi
kyselinami. Nasledné byly supernatanty sterilizovany filtraci pfes 0,22 pum
sttikaCkovy filtr (Merck, Némecko) a okamZité pouZity v experimentech.

3.2.2 Priprava zasobniho roztoku nisinu

Zasobni roztok nisinu o koncentraci 1000 mg/l byl pfipraven rozpusSténim
10 mg komer¢niho nisinu (nisin z Lactococcus lactis ssp. lactis, deklarovana
uc¢innost > 1 000 IU/mg; Merck, Némecko) ve 10 ml sterilni vody. Takto
piipraveny roztok byl zfiltrovan pomoci sterilniho sttikackového filtru o porozité
0,22 um a rozplnén do sterilnich zkumavek a zamraZen pfi teploté -18 °C pro
pozdgjsi vyuziti.

3.2.3 Jamkova difuizni metoda

Pt1 skriningu antimikrobialni aktivity supernatanti z protektivnich kultur byly
testované dekarboxyl4dza-pozitivni kmeny kultivovany za optimalnich podminek
uvedenych v Tab. 3. Po 24hodinové¢ kultivaci byla bakteridlni suspenze nafedéna
desitkovym fedénim (10'-10"*) a 1 ml pfislusného fedéni byl naockovén prelivem
na 2 Petrtho misky. Nasledné byly do ztuhlého agaru vykrojeny sterilnim
nastrojem jamky o priméru 6,5 mm. Do takto pfipravenych jamek bylo
nadavkovano 100 pl pfipraveného supernatantu. Po 24h az 48h kultivaci za
podminek vhodnych pro dekarboxyldza-pozitivni mikroorganizmus byl sledovan
vznik inhibi¢nich zon. Test byl proveden tiikrat. Inhibice byla zaznamenana jako
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negativni, pokud kolem agarové jamky nebyla pozorovdna ¢ird jasnd zona
o velikosti alespont 1 mm.

Pi1 testovani antimikrobidlni aktivity nisinu byla z 24hodinové kultury
odebrana bakterialni suspenze do sterilniho fyziologického roztoku a pfipraven
zdkal odpovidajici hodnoté 0,5 McFarlandova zakalového standardu. Sto
mikrolitrl takto ptipravené suspenze bylo naoCkovano ptelivem na 2 Petriho
misku. Nasledné byly do ztuhlého agaru vykrojeny sterilnim nastrojem jamky o
priméru 6,5 mm. Do ptipravenych jamek bylo nadavkovano 100 pl nisinu o
pfislusné koncentraci. Bylo testovano 5 koncentraci komeréniho nisinu:
62,5 mg/l, 125 mg/l, 250 mg/l, 500 mg/l a 1000 mg/l. Po 24h az 48h kultivaci za
podminek vhodnych pro dekarboxyldza-pozitivni mikroorganizmus byl sledovéan
vznik inhibi¢nich zon. Test byl proveden tiikrat. Inhibice byla zaznamenana jako
negativni, pokud kolem agaroveé jamky nebyla pozorovédna ¢ird jasnd zona o
velikosti alespont 1 mm.

3.3 Metodika Experimentu I11

Na zakladé ziskanych dat z Experimentd I a II byly vybrany 2 kmeny
s vyznamnou tyrozin-dekarboxylazovou aktivitou (Latilactobacillus curvatus T3
a Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89) a 2 protektivni kmeny (Lactococcus
lactis biovar. diacetylactis CCDM 686 a CCDM 689). Vliv téchto protektivnich
kment a jejich supernatanti (CFS) na produkci tyraminu testovanymi kmeny T3
a RIBM 89 byl sledovan v zavislosti na teploté kultivace. Byly zvoleny dvé
teploty kultivace: 30 £ 1 °C a 12 = 1 °C. Rovnéz byl zkouman vliv ptidavku
protektivnich kultur a jejich supernatantli k producentim tyraminu v riznych
casovych intervalech kultivace. Béhem kultivace pii teploté 30+ 1 °C bylo
davkovani uskute¢néno v case 0 hodin (zacatek experimentu), dale pak po 2, 5, 9,
12 a 24 hodinach kultivace tyramin-produkujicich kment. Pii teploté 12 £ 1 °C
bylo davkovani uskutecnéno 0. den (zacatek experimentu), dale 2.,4.,7.,9.a 11.
den kultivace.

Kinetika produkce tyraminu kmeny T3 a RIBM 89 byla sledovana v MRS
bujonu obohacen¢ho o L-tyrozin v koncentraci 0,3 % (w/v, MRS+). Na zac¢atku
experimentu (Cas 0) byly vS§echny zkumavky se 7 ml MRS+ zaockovany 100 pl
24hodinové kultury s tyrozin-dekarboxylazovou aktivitou. Prvni série zkumavek
pouze s naockovanym tyramin-produkujicim kmenem (bez protektivni kultury,
resp. CFS) slouzZila jako kontrolni vzorky. K dalsi sérii zkumavek se
zaoCkovanym tyramin-produkujicim kmenem byla pfidavana v jednotlivych
casech 24hodinova protektivni kultura v objemu 100 pl. K tfeti sérii zkumavek se
zaoCkovanym tyramin-produkujicim kmenem byl ptfidavan v jednotlivych ¢asech
supernatant protektivni kultury v objemu 500 pl. VSechny faktory ve vzajemné
kombinaci byly testovany v trojim provedeni. Kultivace vzorkl pii teploté
30+ 1 °C probihala 72 hodin a pfi teploté 12 + 1 °C 16 dni. Odbéry vzorkil pro
stanoveni koncentrace tyraminu a stanoveni poctu mikroorganizmii byly
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realizovany pii 30+ 1 °C 0. (hned po zaoCkovani), 2., 5., 9., 12., 24., 48.
a 72. hodinu kultivace. Pti teploté 12 + 1 °C byly vzorky odebirany 0. (hned po
zaoCkovani), 2., 4., 7., 9., 11., 14. a 16. den kultivace. Metodika stanoveni
koncentrace tyraminu je dale popsana v kapitole 3.5 a stanoveni poctu
mikroorganizmu v kapitole 3.6.

3.4 Metodika Experimentu IV

V Experimentu IV byl sledovan vliv nisinu na kinetiku produkce tyraminu u
kmenii citlivych na tento bakteriocin — Latilactobacillus curvatus T3
a Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89. Na zaklad¢ vysledkli z Experimentu II
a z pripravné faze byly zvoleny 3 koncentrace nisinu (14,3 pg/ml; 35,7 pg/ml
a 71,5 pg/ml). Testované koncentrace nisinu byly navrZzeny tak, aby doslo
k ¢astecne, nikoliv k uplné inhibici ristu kment s dekarboxylazovou aktivitou.
Vliv jednotlivych koncentraci nisinu na produkci tyraminu byl sledovan rovnéz
v zavislosti na teploté kultivace (12 +£ 1 a 30 £ 1 °C) a ptidavku nisinu v riznych
casovych intervalech kultivace. Pti kultivaci v teploté 30 + 1 °C bylo davkovani
uskutecnéno v ¢ase 0 hodin (zacatek experimentu), dale pak po 2, 5, 9, 12
a 24 hodinach kultivace tyramin-produkujicich kment. Pti teploté 12 + 1 °C bylo
davkovani uskute¢néno 0. den (zacatek experimentu), dale 2., 4., 7.,9. a 11. den
kultivace.

Kinetika produkce tyraminu kmeny T3 a RIBM 89 byla sledovéna, stejné¢ jako
v Experimentu I, v MRS+ médiu. Na zacatku experimentu (¢as 0) byly vSechny
zkumavky se 7 ml MRS+ zaockovany 100 pl 24hodinové kultury s tyrozin-
dekarboxylazovou aktivitou. Zkumavky s kultivaénim médiem, kde byly
naoCkovany pouze kmeny T3 a RIBM 89, slouzily jako kontrolni vzorky. Do
dalSich sérii zkumavek byl pfidavan v jednotlivych ¢€asech roztok nisinu
(1000 mg/l) tak, aby jeho vyslednd koncentrace v médiu ¢inila 14,3 pg/ml,
35,7 pg/ml a 71,5 pg/ml. VSechny faktory ve vzajemné kombinaci byly testovany
v trojim provedeni. Kultivace vzorki pfti teploté 30 + 1 °C probihala 72 hodin
a pri teploté 12 = 1 °C 16 dni. Odbéry vzorki pro stanoveni koncentrace tyraminu
a stanoveni po¢tu mikroorganizmu byly realizovany pti 30+ 1 °C 0., 2., 5., 9.,
12., 24., 48. a 72. hodinu kultivace. Pti teploté 12 £ 1 °C byly vzorky odebirany
0.,2.,4.,7.,9., 11., 14. a 16. den kultivace. Metodika stanoveni koncentrace
tyraminu je dale popsana v kapitole 3.5 a stanoveni poc¢tu mikroorganizmi
v kapitole 3.6.
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3.5 Stanoveni mnoZstvi tyraminu v Experimentech III — IV
pomoci HPLC/UV

3.5.1 Priprava vzorki a predkolonova derivatizace

Médium po kultivaci testovanych bakterialnich kmenii bylo zcentrifugovano
pii otackach 4600/min po dobu 10 minut. Ziskany supernatant byl rozdé€len do ti
eppendorfkovych zkumavek a zfedén v poméru 1:1 (v/v) kyselinou chloristou
(c = 1,2 mol/l, Merck, Némecko). Derivatizace vzorkl probihala podle Dadakova
et al. (2009), a to nasledujicim zpisobem:

1. Ke vzorkiim bylo ptfidano 100 pl 1,7-heptandiaminu (Merck, Némecko)
v koncentraci 500 mg/l jako vnitfniho standardu. Z této smési byl
odpipetovan 1 ml do derivatiza¢ni nddobky.

2. Do vzorkt v derivatiza¢nich nadobkach bylo pfidano 1,5 ml
karbonatoveho pufru o pH 11,0 £0,1 a 2 ml €erstve piipraveného roztoku
dansylchloridu o koncentraci 5 g/l v acetonu (Merck, Némecko).
Derivatizacni naddobky byly dobie uzavieny a dany tfepat 20 hodin
v temnu.

3. Nasledné bylo do kazdého vzorku piidano 200 pl roztoku prolinu
(Merck, Némecko) a vzorky byly tfepany dalsi hodinu. K takto upravené
smési bylo pfidano 3 ml heptanu (Merck, Némecko) a vzorky byly opét
ttepany 3 minuty rucné.

4. Poté bylo z derivatiza¢nich nddobek odpipetovano 1 ml heptanové vrstvy

do vialek.

Vialky byly dany odpafrit do sucha pfi teploté 60 °C pod proudem dusiku.

6. Suchy odparek byl ziedén 1,5 ml acetonitrilu (Merck, Némecko)
a vzorky byly uchovavany do doby analyzy v mrazicim zatizeni pfti
teplotach pod -18 °C.

9}

3.5.2 Vlastni chromatografické stanoveni

Bezprostfedné pted analyzou byly derivatizované vzorky prefiltrovany ptes
sttikaCkovy filtr s porozitou 0,22 um a naneseny na kolonu (Agilent Eclipse Plus
C18 RRHD, 50 x 3,0 mm, velikost ¢astic 1,8 pum) chromatografick€ého systému
(termostat kolon Agilent 1260 Infinity; autosampler LabAlliance, USA; binarni
pumpa LabAlliance, USA; UV/VIS DAD detektor Agilent Technologies).

Separace dansylderivatii biogennich aminli probihala gradientovou eluci
(Tab. 4) a jejich detekce probihala spektrofotometricky UV pii vinové délce
254 nm. Podminky separace a detekce sledovaného biogenniho aminu (tyraminu)
byly nastaveny podle prace Sméla et al. (2004).
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Tab. 4 — Linearni gradientovy elucni program

Cas [min] 10% acetonitril [%] 100% acetonitril [%]
0,0 39 61
0,1 39 61
1,4 30 70
2,5 17 83
4,0 0 100
9,5 0 100
11,5 39 61
15,5 39 61

3.6 Stanoveni po¢tu mikroorganizmi v Experimentech I1I — IV

Odbér vzorkli pro stanoveni poc€tu mikroorganizmii probihal paralelné
s odbérem vzorkil pro stanoveni mnozstvi tyraminu. V pfisluSnych ¢asovych
intervalech byly celkové pocty mikroorganizmi stanoveny plotnovou metodou.
Odebrand bakterialni suspenze byla zfedéna desitkovym fedénim a ptislusne
fedéni bylo naockovano paralelné na 2 Petriho misky s MRS nebo M17 agarem
(Merck, Némecko). Naockované misky byly dany kultivovat pfi optimalnich
podminkach po dobu 24 az 48 hodin. Po této inkubaci byly spocitany narostlé
kolonie a vysledek byl vyjadien jako CFU/ml.

3.7 Statistické hodnoceni ziskanych dat

Vysledky skriningu antimikrobialniho plsobeni protektivnich kment na rist
testovanych producentll biogennich amini a taktéz vysledky z kultivacnich
experimentll byly statisticky vyhodnoceny pomoci neparametrickych testi,
konkrétné Kruskal-Wallisova testu a Wilcoxonova testu na hladin€ vyznamnosti
5 % (P<0,05).

Wilcoxonilv test se pouziva se pro hodnoceni parovych pokust, kdy sledovana
veli¢ina neodpovidda Gaussovu normalnimu rozdéleni. Porovnadva dvé méreni
provedena u jednoho vybérového souboru. Testuje hypotézu rovnosti
distribu¢nich funkci na zdkladé ovéfeni symetrického rozlozeni sledované
nahodné veli¢iny. Kruskal-Wallisiv test je rozSifenim Wilcoxonova testu pro
porovnani medianil vice neZ dvou ndhodnych vybéri.

Ke statistickému vyhodnoceni vysledkli byl pouzit software UNISTAT®,
verze 6.5.04 (Unistat, Ltd., Londyn, Velka Britanie).
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4. VYSLEDKY

4.1 Vysledky Experimentu I

V této experimentalni Casti byl zkouman antimikrobialni u¢inek supernatantt
z 22 kmenl (12 kmenil Lactococcus lactis ssp. lactis, 2 kmeny Lactobacillus
acidophilus, 4 kmeny Lb. gasseri, 3 kmeny Lb. helveticus a 1 kmen Enterococcus
faecium) produkujicich bakteriocin nebo latky podobné bakteriocinim (BLIS).
Antimikrobidlni aktivita testovanych supernatanti byla sledovana vici
103 kmenim (z toho 77 kment BMK, véetné 36 kment rodu Enterococcus, ktere
budou nize diskutovany oddélen¢ od skupiny BMK, a 26 kmenii rodu
Staphylococcus) s vyznamnou dekarboxylazovou aktivitou, které byly izolovany
zruznych potravinovych matric a ndpoji. Antimikrobidlni aktivita
zneutralizovanych supernatantii (dale jen CFS) byla zjiStovana pomoci jamkove
difizni metody. Test byl proveden ttikrat. Inhibice byla zaznamenana jako
negativni, pokud kolem agarové jamky nebyla pozorovdna ¢ird jasnd zona
o velikosti alespoit 1 mm. Ziskané vysledky jsou shrnuty v Ptiloze I v Tab. I az
Tab. VL

4.1.1 Inhibi¢ni piisobeni supernatanti protektivnich kultur na testované
BMK s dekarboxylazovou aktivitou

Supernatanty ze Ctyt kment Lactococcus lactis ssp. lactis (CCDM 71, CCDM
671, CCDM 702 a CCDM 731) a zpétt kmena Lc. lactis ssp. lactis biovar
diacetylactis (CCDM 670, CCDM 686, CCDM 689, CCDM 695 a CCDM 698)
vykazovaly inhibi¢ni u€inek nejméné na 78 % vSech testovanych bakterii
mlécného kvaSeni. Priméry inhibi¢nich z6n se pohybovaly v rozmezi 8,5 0,7 az
18 £ 0,0 mm (vCetné priméru jamky o velikosti 6,5 mm). VSechny kmeny
Levilactobacillus (L.) brevis byly rlznou mérou citlivé vii¢i pusobeni
supernatanti vySe uvedenych laktokokid. Neyméné citlivy byl kmen L. brevis
B125 (izolat z masa baZanta) a dale kmen L. brevis T24 (izolat ze syru). Ostatni
kmeny (15/17, 1zolaty z piva) vykazovaly podobnou citlivost viici vySe zminénym
supernatantim z laktokokl (P>0,05). Nejvétsi inhibicni Gi€inek na tyto kmeny byl
sledovan u supernatantli z Lc. lactis ssp. lactis CCDM 686 a Lc. lactis ssp. lactis
CCDM 689. Priiméry inhibi¢nich zén detekovanych u téchto supernatantli jsou
uvedeny v Tab. 5. Pokud bychom srovnavali citlivost testovanych kmeni
L. brevis na tyto supernatanty, pouze u 3 kmend (RIBM 16, RIBM 20 a B125) byl
zaznamendan statisticky vyznamny rozdil (P<0,05) ve velikosti inhibi¢nich zon.
U téchto kment byly detekovany vétsi inhibi¢ni zony po pusobeni supernatantu
z kultury CCDM 689. Tudiz lze predpokladat, Ze jsou citlivgjsi viici pasobeni
tohoto supernatantu.
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Tab. 5 — Inhibicni ucinek supernatantu z kmenu Lactococcus lactis ssp. lactis
CCDM 686 a CCDM 689 na dekarboxyldza-pozitivni kmeny BMK [udaje jsou
vyjadreny jako priuméry inhibicnich zon v mm ze dvou méreni = SD vietné
velikosti jamky o priiméru 6,5 mm]

Producenti BA C(6:;)6M C(6:;)9M Producenti BA C(6:;)6M C(6:;)9M
Levilactobacillus 13,5£0,7 14,0+0,0 | Lc. casei/paracasei 13,5+0,7 14,0+0,0
brevis T24 AlIV-11
L. brevis B125 11,0£0,0 13,5+0,7 | Lc. casei/paracasei 14,5£0,0 14,5+0,0
AIV-13
L. brevis RIBM 16 13,0£0,0 14,5+0,7 | Lc. casei/paracasei 14,5+0,7 15,3+0,4
L. brevis RIBM 20 13,0+0,0 14,3+0,4 | RIBM 113
L. brevis RIBM 33 15,0£0,0 15,5+0,7 | Le. paracasei TS50 — —
L. brevis RIBM 50 15,0£0,0 15,0+0,0 | Le. paracasei T51 — —
L. brevis RIBM 62 15,3+0,4 15,3+0,4 | Lc. paracasei T52 — —
L. brevis RIBM 67  15,3+0,4 15,0+0,0 | Lat. sakei B103 11,5£0,7 14,0+0,0
L. brevis RIBM 68 15,0£0,0 15,3+0,4 | Lac. plantarum 14,0+£0,0 13,5+0,7
L. brevisRIBM 69  153+0,4 15,0+£0,0 | AI-7
L. brevis RIBM 70 15,3£0,4 15,0+0,0 | Lac. plantarum 17,3£0,4 16,5+0,7
L. brevisRIBM 72 15,0+0,0 153+0,4 | RIBM 89
L. brevis RIBM 78 15,0£0,0 15,0+0,0 | Lac. plantarum 10,5+0,7 10,0+0,0
L. brevis RIBM 93 15,0+0,0 15,0+0,0 | RIBM 94
L. brevis RIBM 98 15,3£0,4 15,3+0,4 | Lac. plantarum 15,0£0,0 15,3+0,4
L. brevis RIBM 101 15304 15,0+0,0 | RIBM 96
L. brevis RIBM 111 14,5+0,7 15,0+£0,0 | Leu.
mesenteroides — —
Lat. curvatus T2 15,0+£0,0 15,5+0,7 B170
Lat. curvatus T3 18,0+0,0 17,5+0,7 | Leu.
mesenteroides — —
Lat. curvatus T8 14,3+£0,4 14,0+0,0 B171
Lat. curvatus T15 15,0£0,0 13,5+0,7 | Leu. pseudomes. — —
Lat. curvatus T36 15,0£0,0 15,0400 | T 63
Lat. curvatus T37 13,0£0,0 14,3+0,4 | S. salivarius B149 — —
Lat. curvatus T41 13,5+0,7 14,0+0,0 | S. salivarius B150 — —
Lat. curvatus AI-3 13,0+£0,0 13,0+0,0

*L. — Levilactobacillus, Lac. — Lactiplantibacillus, Lat. — Latilactobacillus, Lc. —
Lacticaseibacillus, Leu. — Leuconostoc, pseudomes. — pseudomesenteroides, S. —

Streptococcus.
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Obdobné vSechny kmeny Latilactobacillus (Lat.) curvatus (8/8, izolaty ze syri)
vykazovaly citlivost vii€i stejnym supernatantim jako kultury L. brevis, tj. CFS
z kmenit CCDM 71, CCDM 671, CCDM 702, CCDM 731, CCDM 670, CCDM
686, CCDM 689, CCDM 695 a CCDM 698, nejvice pak na jiz zminéné
supernatanty z kment CCDM 686 (13,0-18,0 mm) a CCDM 689 (13,0-
17,5 mm). Priméry inhibi¢nich zéon 18+ 0,0 mm a 17,5 £ 0,7 mm (nejvetsi
detekované) byly pozorovany u stejné¢ho kmene Latilactobacillus curvatus T3.
Tento kmen rovnéZz prokazal vyssi citlivost (P<0,05) vii¢i piisobeni dalSich CFS
z kmenit CCDM 71, CCDM 670, CCDM 671, CCDM 698 a CCDM 731. Naopak
kmeny Lat. curvatus T37, T41 a Al-3 vykazovaly mensi citlivost viici péti z deviti
zminénych supernatantii (P<0,05). Konkrétné se jednalo o supernatanty z kmenti
CCDM 71, CCDM 671, CCDM 702, CCDM 731 a CCDM 695. VSechny kmeny
pak kromé kmene T3 byly nejméné citlivé na antimikrobidlni pisobeni CFS
z kmene CCDM 671 (P<0,05).

Dale byly zaznamendny inhibi¢ni ucinky CFS z laktokokli na kmeny
Lactiplantibacillus plantarum (Lac., 4/4), Lacticaseibacillus casei/paracasei
(Lc., 3/3) a Latilactobacillus sakei (Lat. 1/1). Z testovanych kmenid Lac.
plantarum jako nejvice citlivé se prokazaly kmeny RIBM 89 (12,3—17,3 mm)
a RIBM 96 (12,0-15,3 mm). U téchto kmenii byla pozorovéana vyssi citlivost
(P<0,05) vici vSem 9 jiz zminénym CFS. Vznik inhibi¢ni zony o priméru
17,3 £ 0,4 mm byl detekovan u kmene Lac. plantarum RIBM 89 (izolat z piva)
po pusobeni CFS z kmene CCDM 686. U stejného kmene po pusobeni CFS
z kmene 689 byla pozorovdna zoéna o velikosti 16,5 £ 0,7 mm. Mezi priméry
inhibi¢nich z6n nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil (P>0,05). Proto lze
soudit, ze dany kmen je stejné citlivy viici piisobeni obou CFS. Obdobné ostatni
kmeny Lac. plantarum, aZz na kmen RIBM 94, prokazaly vyssi citlivost na tyto
supernatanty. Kmen RIBM 94, na rozdil od ostatnich kmenil, byl rezistentni vici
ptisobeni CFS z kmentt CCDM 670 a CCDM 695 a navic vici ostatnim CFS
vykazoval minimalni citlivost. Kmen Lat. sakei B103 (izolat z masa baZanta) byl
citlivy zejména vaci CFS zkmeni CCDM 689 a CCDM 731 (P<0,05). Po
plisobeni CFS z kmene CCDM 689 byla detekovana inhibicni zona o velikosti
14,0 £ 0,0 mm a po ptsobeni CFS z kmene CCDM 731 inhibi¢ni zéna o velikosti
12,3 + 0,4 mm. U pramér inhibi¢nich zo6n (9,0-10,5 mm) detekovanych po
pusobeni ostatnich CFS nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil (P>0,05).

Rbznou citlivost vic¢i supernatantim z laktokokit projevily i kmeny Lc.
casei/paracasei. Priméry inhibi¢nich zon se pohybovaly v rozmezi od 10,0 mm
do 15,3 mm. Izolaty ze syru (AIV-11 a AIV-13) vykazovaly mensi citlivost na
CFS z kmeni CCDM 702 a CCDM 731 (P<0,05). VSechny kmeny byly nejméné
citlivé na antimikrobidlni piisobeni supernatantu z kmene CCDM 695. Naopak
vSechny kmeny vykazovaly vyssi citlivost viici pisobeni CFS z kmeni CCDM
686 a CCDM 689 (P<0,05). Zejména pak u kmene RIBM 113 (izolat z piva) byly
detekovany po plsobeni téchto CFS nejvetsi inhibiéni zony (15,0 = 0,0
a 15,3 £ 0,4 mm). Oproti tomu kmeny Lc. paracasei (T50-T52) byly rezistentni
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viCi plsobeni supernatantii z laktokokil. Dale také nebyla pozorovana
antimikrobidlni aktivita testovanych CFS na kmeny Leuconostoc mesenteroides
(B170 a B171), Leuc. pseudomesenteroides (T63) a Streptococcus salivarius
(B150).

Vysledky inhibi¢niho plisobeni supernatanti ze 2 kmenQ Lactobacillus
acidophilus (CCDM 79 a CCDM 149), ze 4 kmenu Lb. gasseri (CCDM 214,
CCDM 215, CCDM 340 a CCDM 377), ze 3 kmenu Lb. helveticus (CCDM 62,
CCDM 82 a CCDM 125) a kmene Enterococcus faecium CCDM 945 jsou
uvedeny v Tab. II (Ptiloha I). V piipadé testovanych CFS z protektivnich kultur
rodu Lactobacillus (producenti BLIS) antimikrobialni aktivitu prokazaly pouze
kmeny Lb. gasseri CCDM 377 a Lb. helveticus CCDM 125. Spektrum Uc¢inku
CFS zkmene CCDM 377 bylo obdobn¢ jako u jiz zminénych supernatantii
z kmenu laktokokt, kdy byla pozorovana inhibice u 80 % (33/41) testovanych
BMK. Inhibi¢ni u¢inek tohoto CFS byl pozorovan na 17/17 kmeni L. brevis, 8/8
kment Lat. curvatus, 3/3 kemnl Lc. casei/paracasei, 4/4 Lac. plantarum a 1/1
Lat. sakei. Nicméné u kmenli BMK byla sledovana minimalni citlivost vii¢i
tomuto supernatantu. U devatenacti z 33 kmenti (58 %) byl pozorovan vznik
inhibi¢ni zony o priméru do 10 mm a u zbylych tfinacti kmeni v rozmezi 10,0—
11,0 mm. Pouze 1 kmen (L. brevis RIBM 111) prokazal vyssi citlivost (P<0,05)
na antimikrobidlni latky v tomto supernatantu. Oproti tomu u CFS z kmene
CCDM 125 bylo pozorovano uzké spektrum U€inku. Byla zaznamenana inhibice
5 kmeni Lat. curvatus (T2, T3, T15,T36aT37), 1 kmene L. brevis T24 a 1 kmene
Lc. paracasei T50. Priméry inhibi¢nich z6n u kment Lat. curvatus se pohybovaly
v rozmezi 10,3—12,0 mm. Pokud bychom srovnavali citlivost téchto kmenti na
supernatanty obou laktobacili, u dvou kment (T15 a T36), byl zaznamenan
statisticky vyznamny rozdil ve velikosti inhibi¢nich zon (P<0,05). U téchto
kment byly detekovany vétsi inhibi¢ni zony (12,0 + 0,0 mm) po piisobeni CFS
z kultury CCDM 125. Tudiz lze ptedpokladat, Ze jsou citlivéjsi viici plisobeni
tohoto supernatantu. Obdobné kmen L. brevis T24 byl citlivejsi viici CFS z kmene
CCDM 125 (P<0,05). Inhibice kmene Lc. paracasei T50 byla zaznamendna pouze
po pusobeni CFS z kmene CCDM 125. Byla detekovana inhibi¢ni zona o velikosti
9,0 £ 0,0 mm.

Co se tyka antimikrobidlni aktivity supernatantu z kmene Enterococcus
faecium CCDM 945 (producent BLIS), inhibi¢ni ucinek tohoto CFS byl
pozorovan na 16/17 kmeni L. brevis, 8/8 kmenl Lat. curvatus, 3/3 kmeni
Lc. casei/paracasei, 3/3 Lc. paracasei, 4/4 Lac. plantarum a 1/1 Lat. sakei.
V ptipadé kment L. brevis, deset kmenil (T24, RIBM 50, RIBM 62, RIBM 67,
RIBM 69, RIBM 70, RIBM 72, RIBM 78, RIBM 93 a RIBM 101) prokazalo
obdobnou citlivost (P>0,05). Priiméry inhibi¢nich zén se u téchto kment
pohybovaly od 12,0 do 12,5 mm. Zbylych 5 kmenl vykazovalo nizsi citlivost
(P<0,05), kdy byly detekovany priméry inhibi¢nich zé6n do 11,0 mm. Obdobné
také u kment Lc. casei/paracasei (2/3) a Lc. paracasei (3/3) byly zaznamenéany
inhibi¢ni z6ény do 10,3 mm. Naopak u kmentl Lat. curvatus (T3, T8, T36, T37
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a T41), Lat. sakei B103 a Lac. plantarum (RIBM 89 a RIBM 96) byly pozorovany
inhibi¢ni zény o velikosti 12,0-14,0 mm. Z téchto kment nejvétsi citlivost pak
vykazoval kmen Lat. curvatus T41, kdy po piisobeni daného supernatantu byla
detekovana inhibi¢ni zéna o velkosti 14 + 0,0 mm (P<0,05).

Kmeny Streptococcus salivarius (B149 a B150), Leuconostoc mesenteroides
(B170 a B171) a Leuconostoc pseudomesenteroides (T63) byly rezistentni viici
plsobeni testovanych supernatantii z laktobacilll a enterokoka.

4.1.2 Antimikrobialni aktivita supernatanti protektivnich kultur na
testované dekarboxylaza-pozitivni kmeny z rodu Enterococcus a
Staphylococcus

Antimikrobialni pisobeni supernatantl protektivnich kultur na dekarboxyldza-
pozitivni kmeny rodl Enterococcus a Staphylococcus je uvedeno v Tab. III
a Tab. VI (Ptiloha I). Bylo testovano celkem 36 kmenli rodu Enterococcus
(9 kment Enterococcus sp., 6 kmeni E. durans, 3 kmeny E. faecalis, 14 kment
E. faecium a 4 kmeny E. hirae) a 26 kmenil rodu Staphylococcus (4 kmeny
S. epidermidis, 4 kmeny S. haemolyticus, 4 kmeny S. hominis, 2 kmeny
S. pasteuri, 4 kmeny S. succinus a 8 kmeni S. warneri).

Co se tyka antimikrobidlni aktivity zkoumanych CFS z laktokokil, devét
z dvanacti testovanych supernatantti (CFS z kmene CCDM 71, CCDM 414,
CCDM 418, CCDM 670, CCDM 686, CCDM 689, CCDM 695, CCDM 698
a CCDM 731) projevilo inhibi¢ni u¢inek na alespoii 1 indikatorovy kmen z rodu
Enterococcus nebo Staphylococcus. V ptipadé kmenl enterokokil inhibi¢ni
ucinek prokézaly supernatanty z kmentt CCDM 71, CCDM 670, CCDM 686,
CCDM 689, CCDM 695, CCDM 698 a CCDM 731. Spektrum ucinku CFS na
kmeny enterokokll bylo obdobné. Nejvétsi inhibicni Gcinek byl vSak zjistén na
kmeny Enterococcus sp., kdy sedm z deviti testovanych kment (E15, E16, E18,
E21, E26, E28 a E30) bylo inhibovano nejméné 3 supernatanty z laktokokd.
Priméry inhibi¢nich z6n se pohybovaly mezi 9,3-13,3 mm. Tyto kmeny
vykazovaly relativné mensi citlivost viic¢i pusobeni CFS z kment CCDM 695
a CCDM 698 (10,0-10,5 mm). Naopak, kromé 2 kmenti (E26 a E30), byly tyto
kmeny enterokokt vice citlivé viici pasobeni CFS z kmene CCDM 686 a CCDM
731 (P<0,05). Neyméné citlivy vici zminénym supernatantim byl kmen E30
(izolat z masa kralika). U tohoto kmene byl pozorovan vznik minimalnich
inhibi¢nich z6n (do 10,0 mm) po plisobeni pouze 3 ze 7 uvedenych CFS. Z dal$ich
testovanych enterokoki, vyrazny inhibi¢ni UCinek byl sledovan u kment
E. faecium. Devét ze Ctrnacti kmentl E. faecium (B129, E2, ES, E8, El11, E13,
El14, E17 a E25) projevilo citlivost vii¢i plisobeni nejméné 2 supernatantl
z laktokoki. Kmeny vykazovaly riiznou citlivost vii¢i testovanym supernatantim.
Nicméné podle poctu inhibovanych kmeni lze usuzovat, Ze kmeny E. faecium
izolované z masa kralika (8/9, E2—E25) jsou citlivéjsi na plisobeni zkoumanych
CFS nez kmeny izolované z masa bazanta (1/5, B129). Obzvlasté u kmene
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E. faecium E5 byla pozorovana vyssi citlivost vic¢i vSem 7 supernatantim
(P<0,05). Velikosti inhibi¢nich z6n se pohybovaly v rozmezi 12,0—13,0 mm.

Déle byla pozorovana inhibice E. durans B160 (1/6, izolat z masa bazanta),
E. faecalis B131 (1/3, 1zolat z masa bazanta) a E. hirae B122 (1/4, 1zolat z masa
bazanta). Kmen E. durans B160 byl citlivy na 5 ze 7 uvedenych CFS, konkrétné
zkmenit CCDM 670, CCDM 686, CCDM 695, CCDM 698 a CCDM 731.
Primeéry inhibi¢nich zon se pohybovaly mezi 10,5-11,0 mm. Nebyl zaznamenan
statisticky vyznamny rozdil ve velikosti inhibi¢nich zén (P>0,05). Obdobné
rozméry inhibi¢nich zon byly detekovany 1 u kmene E. faecalis B131 a E. hirae
B122 (10,3-11,0 mm) po pusobeni CFS z kmenii CCDM 670, CCDM 686,
CCDM 689, CCDM 695 a CCDM 731. Vyssi citlivost prokazal pouze kmen
E. hirea B122 na supernatant z kmene CCDM 71 (P<0,05).

Obecné testované kmeny enterokoktl byly citlivéjsi viici pisobeni danych CFS
néz kmeny stafylokoku, kdy 53 % (19/36) zkoumanych enterokokli bylo
inhibovano nejméné 2 z 9 jiz zminénych supernatantli. Oproti tomu 88 %
testovanych kment stafylokokt bylo rezistentnich v{¢i supernatantim
zminénych laktokokd. Pouze 3 kmeny prokazaly citlivost vic¢i alespon
1 z testovanych CFS, konkrétné vii¢i CFS z kmene CCDM 414 a z kmene CCDM
418. Oba supernatanty plsobily inhibi¢né na 2 kmeny S. haemolyticus (S9 a S12,
1zolaty z pstruha poto¢niho), pfi¢emz supernatant z kmene CCDM 414 inhiboval
1 rist kmene S. hominis S7 (izolat z pstruha potocniho). Priiméry inhibi¢nich zon
se pohybovaly vrozmezi 9,5-10,5 mm. Pokud bychom srovnavali
antimikrobidlni plsobeni CFS zkmene CCDM 414 na uvedené kmeny
stafylokokil, nebyl zjistén signifikantni rozdil (P>0,05). Obdobné tomu je
1u supernatantu z kmene CCDM 418. Naopak testované kmeny enterokokt
neprojevily citlivost vii¢i témto supernatantim.

Co se tyka antimikrobialni aktivity CFS ze zkoumanych kment laktobacili
a E. faecium CCDM 945, Zadny ztestovanych kmend rodu Enterococcus
a Staphylococcus neprokazal citlivost viici témto supernatantiim.
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4.2 Vysledky Experimentu II

Na zakladé ziskanych vysledkli z Experimentu 1 bylo vybrano 21 kment
bakterii mlééného kvaseni s vyznamnou tyrozin-dekarboxyldzovou aktivitou
(13 kmenu Levilactobacillus brevis, 5 kmenu Latilactobacillus curvatus, 2 kmeny
Lactiplantibacillus plantarum a 1 kmen Lacticaseibacillus casei/paracasei), které
vykazovaly vyznamnou citlivost vi¢i supernatantim z testovanych kment
Lactococcus lactis ssp. lactis (producenti nisinu). Na tyto kmeny byla zjiStovana
antimikrobidlni aktivita komercniho pfipravku nisinu pomoci jamkové diflizni
metody. Bylo testovano 5 koncentraci ptipravku nisinu: 62,5 mg/l, 250 mg/l,
500 mg/l a 1000 mg/l. Vysledky jsou shrnuty v grafech zobrazenych na Obr. 7—
Obr. 10. Velikosti inhibi¢nich zén uvedené v grafech odpovidaji pramérim
stanoveni ze tfi méfeni a zobrazené chybové Usecky se rovnaji smérodatnym
odchylkam. Inhibice byla zaznamenana jako negativni, pokud kolem agarove
jamky nebyla pozorovana ¢ira jasna zona o velikosti alesponn 1 mm.
koncentraci (62,5 mg/l) neinhiboval Zadny z vySetfovanych kmenit BMK, proto
tato koncentrace neni ani uvadéna na nasledujicich grafech (Obr. 7-Obr. 10).

Na Obr. 7 lze pozorovat, Ze v piipad€ vySettovanych kment Latilactobacillus
curvatus (izolaty ze syru) byla pouze u 2 kmenti zaznamenéana minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) po aplikaci pfipravku nisinu v koncentraci 125 mg/l
(2. nejnizsi testovana koncentrace). Jednalo se o kmeny Lat. curvatus T3 a Lat.
curvatus T15. U kultury T3 byly naméfeny inhibi¢ni zony o primérech 12,5—
22,0 mm a u kultury T15 inhibi¢ni zony o primérech 10,0-19,3 mm. Pokud
bychom srovnavali velikosti inhibi¢nich z6n detekovanych u téchto 2 kmeni,
u kultury Lat. curvatus T3 byl pozorovan vznik signifikantné vétSich zon po
plusobeni vSech 4 inhibi¢nich koncentraci nisinu nez u kultury Lat. curvatus T15
(P<0,05). Proto lze ptedpokladat, Ze kmen Lat. curvatus T3 je citlivgjsi vici
plisobeni nisinu nez kmen Lat. curvatus T15. U ostatnich kment Lat. curvatus
(T2, T8 a T36) byly pozorovany inhibicni zény o priiméru 10,5-14,0 mm az pfi
prokazal kmen Lat. curvatus T36, u kterého byly detekovany signifikantn€ mensi
zony u 2 ze 3 testovanych koncentraci nisinu nez u ostatnich kmeni (P<0,05).
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Obr. 7: Antimikrobialni pusobeni komercniho pripravku nisinu na kmeny
Latilactobacillus curvatus T2, T3, T8, T15 a T36.

Obdobné jako kmeny Lat. curvatus prokazaly testované kmeny
Levilactobacillus brevis (izolaty z piva) riiznou citlivost vii¢i pisobeni nisinu, jak
je patrné z Obr. 8—Obr. 10. Inhibi¢ni G¢inek ptipravku nisinu byl pozorovan
u dvanacti ze tfinacti kment L. brevis. U Ctyf kmena L. brevis (RIBM 62,
RIBM 67, RIBM 72 a RIBM 78) byla zjisténa inhibice pf1 zkoumané koncentraci
250 mg/l a u Sesti kment L. brevis (RIBM 33, RIBM 50, RIBM 68, RIBM 69,
RIBM 93 a RIBM 101) azZ pfi aplikaci koncentrace 500 mg/l. U kment L. brevis
RIBM 70 a L. brevis RIBM 111 byly pozorovany inhibi¢ni zony az plisobenim
pfipravku nisinu v nejvyssi testované koncentraci (1000 mg/l). Na zaklad¢
velikosti  detekovanych inhibi¢nich z6n lze predpokladat, Ze kmeny
Levilactobacillus brevis jsou méng citlivé vici plsobeni nisinu neZ kmeny
Latilactobacillus curvatus. U kmenil L. brevis byly zjiStény signifikantné mensi
zony (P<0,05) po plsobeni ptipravku nisinu v koncentraci 250 mg/l, 500 mg/1
a 1000 mg/l neZ u kmenl Lat. curvatus. Navic jeden kmen (RIBM 98) byl
rezistentni vici vSem zkoumanym koncentracim nisinu.
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Obr. 8: Antimikrobialni pusobeni komercniho pripravku nisinu na kmeny
Levilactobacillus brevis RIBM 33, RIBM 50, RIBM 62, RIBM 67 a RIBM 6.
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Obr. 9: Antimikrobialni pusobeni komercniho pripravku nisinu na kmeny
Levilactobacillus brevis RIBM 69, RIBM 70, RIBM 72, RIBM 78 a RIBM 93.
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Obr. 10: Antimikrobialni piisobeni komercéniho pripravku nisinu na kmeny
Levilactobacillus brevis (RIBM 101 a RIBM 111) a Lactiplantibacillus

plantarum (RIBM 89 a RIBM 96) a Lacticaseibacillus casei/paracasei
(RIBM 113).

V ptipad¢ vySettovanych kment Lactiplantibacillus plantarum (izolaty z piva)
byla zaznamenana inhibi¢ni aktivita u kmene RIBM 89 jiZz pii koncentraci
125 mg/l. Byla detekovéana inhibi¢ni zéna o priméru 9,3 + 0,4 mm. Pi1 dalSich
testovanych koncentracich se priméry inhi¢nich zén pohybovaly v rozmezi
od 13,0 do 17,0 mm. Naopak u 2. testovaného kmene Lac. plantarum RIBM 96
byla pozorovéana inhibice aZz piti plisobeni nisinového ptipravku v koncentraci
500 mg/l. Navic u tohoto kmene byly zjiStény signifikantn€é mensi prameéry
inhicnich zén oproti kmenu Lac. plantarum RIBM 89 (P<0,05). Konkrétné
u kmene Lac. plantarum RIBM 96 byla detekovana inhibi¢ni zéna o priméru
10,5 + 0,0 mm pfi koncentraci 500 mg/1 a pi1 koncentraci 1000 mg/I thibi¢ni zona
o pruméru 12,3 + 0,4 mm. Posledni zkoumany kmen Lacticaseibacillus
casei/paracasei RIBM 113 vykazoval citlivost aZz pii1 nejvyssi testované
koncentraci (1000 mg/l) ptipravku nisinu. Byla pozorovana tvorba minimalni
inhibi¢ni zény o priméru 8,3 = 0,4 mm. Z uvedenych vysledka vyplyva, Ze
citlivost testovanych dekarboxylaza-pozitivnich BMK na nisin je znacné
variabilni nejen v radmci rodu, ale i druhu. Kmeny téhoz druhu reaguji rozdilné na
plisobeni nisinu.
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4.3 Vysledky Experimentu I11

Na zékladé ziskanych dat z Experimentu I byly vybrany 2 protektivni kmeny
Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis CCDM 686 a CCDM 689, které
vykazovaly vyznamny inhibi¢ni ucinek na testované BMK. Vliv téchto
protektivnich kmenti a jejich supernatanti (CFS) na produkci tyraminu (TYM)
byl sledovan u 2 kment s vyznamnou tyrozin-dekarboxyldazovou aktivitou, které
prokazaly signifikantni citlivost vii€i testovanym supernatantim z laktokoki a na
nisin. Konkrétn€ se jednalo o kmen Latilactobacillus curvatus T3
a Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89. Vliv protektivnich kmenit CCDM 686
a CCDM 689 a jejich supernatantli (CFS 686 a CFS 689) na produkci tyraminu
kmeny T3 a RIBM 89 byl sledovan v zavislosti na teploté€ kultivace. Byly zvoleny
dvé teploty kultivace: 30 = 1 °C a 12 £ 1 °C. Rovnéz byl zkouman vliv ptidavku
protektivnich kultur a jejich supernatantli k producentim tyraminu v riznych
casovych intervalech kultivace. Pti kultivaci v teploté 30 + 1 °C bylo davkovani
uskutecnéno v ¢ase 0 hodin (zacatek experimentu), dale pak po 2, 5,9, 12 a 24
hodinach kultivace tyramin-produkujicich kment. Pii teploté¢ 12+ 1 °C bylo
davkovani uskute¢néno v 0. den (zaCatek experimentu), dale pak ve 2., 4., 7., 9.
all. den kultivace. Kontrolni vzorky byly kultivovany bez pfitomnosti
protektivnich kultur a jejich CFS. Kombinace vSech faktorii byla testovana
v trojim opakovani. PoCty bunék byly stanoveny neptimou plotnovou metodou.

4.3.1 Vliv protektivnich kultur a jejich CFS na produkci tyraminu
u kmene Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89 pri teploté 30 °C

Z vysledkt graficky znazornénych na Obr. 11 je mozné sledovat vyvoj
produkce tyraminu u kmene Lac. plantarum RIBM 89 v ptitomnosti protektivnich
kmenl Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 686 a CCDM 689, které byly
zaoCkovany spolu s produkénim kmenem v ¢ase 0 h (zacatek experimentu).
Z grafu lze pozorovat, Ze dekarboxyldzova aktivita kmene Lac. plantarum
RIBM 89 v ptitomnosti kmene Lc. lactis ssp. lactis CCDM 689 nebyla vyrazné
ovlivnéna az do 24. hodiny kultivace. Detekovana mnozstvi tyraminu v téchto
vzorcich (7,8-28,6 mg/l) byla srovnatelna (P>0,05) jako v kontrole (od 9,5
do 30,4 mg/l). V kontrolnim vzorku (samotnd kultura RIBM 89) pak na konci
72hodinové kultivace byl detekovan TYM v mnozstvi 60,6 £ 2,5 mg/l. AvSak
produkce TYM se v ptitomnosti protektivniho kmene CCDM 689 v dalSich
hodinéch kultivace nezvySovala a na konci doby kultivace byl zji§tén v mnoZzstvi
24,3 £ 0,5 mg/l (snizeni o 60 % oproti kontrole). Srovnatelné sniZzeni mnoZstvi
TYM (24,6 = 0,8 mg/l) bylo detekovano i1 ve vzorcich, kde byl zaockovan k BA-
produkénimu kmenu druhy protektivni kmen — Le. lactis ssp. lactis CCDM 686.
Na rozdil od kultury CCDM 689 ve vzorcich, kde byl nao¢kovany kmen CCDM
686, byla pozorovana niz§i produkce TYM jiz od 5. hodiny aZ do konce
72hodinové kultivace oproti kontrolnimu vzorku (P<0,05).
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Obr. 11: Vyvoj produkce tyraminu kmenem Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89
v pritomnosti Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 686 a CCDM 689 pri
teplote 30 °C (cas inokulace 0 h).
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Obr. 12: Vyvoj produkce tyraminu kmenem Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89
v pritomnosti Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 686 a CCDM 689 pri
teplote 30 °C (¢as inokulace 5 h).
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Obr. 13: Vyvoj produkce tyraminu kmenem Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89
v pritomnosti Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 686 a CCDM 689 pri
teplote 30 °C (¢as inokulace 12 h).

Inokulace protektivni kultury CCDM 686 ke kmeni RIBM 89 po 2 a 5 hodinach
kultivace tohoto kmene vedla k obdobné produkci, respektive redukei, tyraminu,
jako v pfedchozim ¢asu inokulace protektivniho kmene (Obr. 12 a Obr. 1A
v Ptiloze II). Byl zaznamenan o 60 % nizsi obsah TYM (24,5 £ 0,6 mg/l) a 63 %
(22,6 £ 0,4 mg/l) oproti kontrole. Naopak po zaockovani 2. protektivniho kmene
CCDM 689 v case 2 h bylo detekovano ve vzorcich na konci doby kultivace mirné
vyS§i obsah TYM (28,5 + 1,0 mg/1) oproti zjisténému obsahu TYM v pfedchozim
case inokulace. Nicméné se jedna o 53 % niz8i vyprodukované mnozstvi TYM
oproti kontrolnimu vzorku. Protektivni kmen CCDM 689 signifikantné snizil
obsah TYM po zockovani k BA-produkénimu kmeni po 5. hodiné kultivace
(P<0,05). Na konci doby kultivace bylo detekovano snizeni o 79 % porovnanim
s kontrolou. V ptipad¢ inokulace protektivnich kultur v pozd¢jsi fazi riistu kmene
BA-produkéniho kmene RIBM 89 (tedy v 9., 12. a 24. hodin¢€ kultivace) nebyl
zaznamenan vliv na tyrozin-dekarboxyldzovou aktivitu kmene RIBM 89 (Obr. 13,
Obr. 1B-C v Priloze II).

Vyvoj produkce tyraminu v pfitomnosti supernatantli kultury Lc. lactis ssp.
lactis CCDM 686 (CFS 686) a Lc. lactis ssp. lactis CCDM 689 (CFS 689) lze
pozorovat na Obr. 14—Obr. 16 (Cas aplikace O h, 5 h a 12 h). Na Obr. 17 lze pak
sledovat rist kmene RIBM 89 v pfitomnosti zkoumanych supernatant (CFS 686
a CFS 689). Z vysledk je patrné, Ze rist kmene RIBM 89 nebyl vyrazné ovlivnén
po piidavcich CFS 686 a CFS 689 az do 12. hodiny kultivace (P>0,05). Od 12.
hodiny az do konce 72h kultivace 1ze pak sledovat mirné nizsi hodnoty CFU/ml
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v téchto vzorcich (8,9-9,1 log CFU/ml) nez v kontrole (RIBM I: 9,4 — 9,3 log
CFU/ml).

Po ptidavku CFS 686 na zacatku kultivace kmene RIBM 89 (Cas 0 h) byla
zjisténa mnozstvi TYM ve vSech casech odbéru nizsi nez v kontrolnim vzorku.
Koncentrace tyraminu se ve vzorcich spfidavkem CFS 686 pohybovala
vrozmezi 17,4-327,8 mg/l a vrozmezi 26,4-444,2 mg/l pak v kontrolnich
vzorcich. Jednd se o 26% redukci obsahu TYM. V dalSich ¢asech ptidavku CFS
686 s vyjimkou casu 5 hodin nebyl zaznamenan vliv na produkci tyraminu
(P>0,05). Po aplikaci CFS 686 v Case 5 hodin bylo detekovdno na konci 72h
kultivace 0 12 % niZzs§i mnozstvi TYM neZ v kontrole. Co se tyka ¢inku CFS 689,
po piidani tohoto supernatantu na zacatku kultivace (€as 0 h) bylo zjiSténo
signifikantné vy$si mnozstvi TYM (407,6 + 14,9 mg/1) po 72 h oproti vzorkiim
s pifidavkem CFS 686 (P<0,05). Obdobné¢ mnozstvi tyraminu bylo
vyprodukovano i ve vzorcich, kde byl pfidan CFS 689 po 2. hodinach kultivace
kmene RIBM 89 (405,5 +14,9 mg/l; Obr. 2A v Ptiloze II). V porovnani
s kontrolou se jednd o 8 % a 9 % nizS§i obsah TYM. Signifikantnéj$i sniZeni
mnozstvi TYM bylo detekovéano az po aplikaci CFS 689 po 12. hodiné kultivace
bunék kmene RIBM 89 (P<0,05). Na konci 72hodinové kultivace bylo sledovéano
snizeni 0 29 % srovnanim s kontrolou. V ostatnich ¢asech aplikace CFS 689 nebyl
zaznamenan vliv na sniZeni produkce TYM (Obr. 2B-C v Ptiloze 1I).
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Obr. 14: Vyvoj produkce tyraminu kmenem Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89 po
pridavku supernatantu Lc. lactis ssp. lactis CCDM 686 (CFS 686) a
supernatantu Lc. lactis ssp. lactis CCDM 689 (CFS 689) pri teploté 30 °C
(cas inokulace 0 h).
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Obr. 15: Vyvoj produkce tyraminu kmenem Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89 po
pridavku supernatantu Lc. lactis ssp. lactis CCDM 686 (CFS 686) a
supernatantu Lc. lactis ssp. lactis CCDM 689 (CFS 689) pri teploté 30 °C

(cas inokulace 5 h).
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Obr. 16: Vyvoj produkce tyraminu kmenem Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89 po
pridavku supernatantu Lc. lactis ssp. lactis CCDM 686 (CFS 686) a

supernatantu Lc. lactis ssp. lactis CCDM 689 (CFS 689) pri teploté 30 °C
(cas inokulace 12 h).
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Obr. 17: Riist kultury Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89 v kultivacnim médiu po
aplikaci supernatantu kultury CCDM 686 a CCDM 689 v case 0 h (teplota
kultivace 30 °C).

4.3.2 Vliv protektivnich kultur a jejich CFS na produkci tyraminu u
kmene Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89 pri teploté 12 °C

Vliv protektivnich kultur a jejich CFS na produkci tyraminu kmenem
Lac. plantarum RIBM 89 pfi teploté¢ 12 °C je zobrazen na Obr. 18-Obr. 23.
Porovname-li mnoZstvi vyprodukovaného TYM v kontrolnich vzorcich pfi
teploté 30 °C a pfi teploté 12 °C, lze pozorovat signifikantni sniZeni produkce
tyraminu kmenem RIBM 89 pfi teploté 12 °C (P<0,05). Jiz po 72 h piti kultivaci
v 30°C byl vkontrolnim vzorku pro protektivni kultury detekovan TYM
v mnozstvi 60,6 +2,5mg/l a v kontrolnim vzorku pro CFS v mnozZstvi
4442 +£22.2 mg/l. Naproti tomu po 16 dnech kultivace pii 12 °C bylo
vyprodukované mnoZstvi TYM v kontrolnich vzorcich pro protektivni kultury
2x niz§i (26,7 +1,5mg/l) a v kontrolnich vzorcich pro CFS 3x niZsi
(130,7 = 3,9 mg/l). Z vysledkii uvedenych na Obr. 18 je evidentni 1 vliv
zkoumanych protektivnich kmentt CCDM 686 a CCDM 689 na produkci TYM
kmenem Lac. plantarum RIBM 89. V téchto vzorcich byl pozorovan od 2. dne az
do konce l6denni kultivace niz§i obsah TYM oproti kontrolnimu vzorku
(P<0,05). Po inokulaci kmene Lc. lactis ssp. lactis CCDM 686 byl zjistén obsah
tyraminu ve vzorcich v koncentraci 4,7 + 0,3 mg/l a s délkou doby kultivace se
jeho obsah mirné navysil az na hodnotu 11,1 + 0,1 mg/l, avSak jednalo se o pokles
58 % oproti kontrole. Signifikantné;jsi u€inek byl pozorovan po inokulaci kmene
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Lec. lactis ssp. lactis CCDM 689. Na konci kultivace byl detekovan o 84 % niZsi
obsah TYM (4,3 £ 0,1 mg/l) neZ v kontrolnim vzorku.
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Obr. 18: Vyvoj produkce tyraminu kmenem Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89

v pritomnosti Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 686 a CCDM 689 pri
teplote 12 °C (¢as inokulace 0. den).

Ptidavek kultury CCDM 686 a CCDM 689 po 2 dnech kultivace kmene
RIBM 89 (Obr. 3A v Ptiloze II) vedl k poklesu u€inku téchto protektivnich kultur
na produkci TYM (P<0,05). Pfi€emz ve vzorcich, kde byl naoc¢kovany kmen
CCDM 689, byl pozorovan dynamictéjSi pfirGstek obsahu TYM oproti
pfedchozimu €asu inokulace. Na konci 16denni kultivace byl tyramin detekovan
v mnozstvi 21,6 + 1,0 mg/l. Ve vzorcich, kde byl naockovany protektivni kmen
CCDM 689, jeho koncentrace ¢inila 16,5 + 0,8 mg/l. Nicméné detekovana
mnozstvi TYM byla o 19 %, respektive 38 % nizsi neZ v kontrole. Inokulace
kmentt CCDM 686 a CCDM 689 po 4 dnech kultivace (Obr. 19) vedla k vyssi
inhibici produkce tyraminu, kdy byla pozorovana béhem celé doby kultivace nizsi
produkce TYM oproti kontrolnimu vzorku (P<0,05). V ptipad¢ ptidavku kultury
CCDM 686 se jednalo o snizeni produkce TYM o 49 % a v ptipadé kultury
CCDM 689 o snizeni 0 48 %. V dalSim €ase inokulace (7. den kultivace) se i€inek
protektivnich kmenti zna¢né lisil (Obr. 3B v Ptiloze II). Pfidavek kmene CCDM
686 vedl k poklesu produkce TYM, kdy na konci doby kultivace bylo detekovano
0 34 % nizsi mnozstvi TYM (17,6 = 0,9 mg/l) n€Z v kontrole. Naopak ve vzorcich,
kde byl naockovany kmen CCDM 689, obsah tyraminu byl nepatrné vyssi
(33,6 £ 1,7 mg/l) nez v kontrolnim vzorku.

Stejné jako pii teploté kultivace 30 °C inokulace protektivnich kultur v pozdé€;jsi
fazi rastu BA-produkéniho kmene RIBM 89 (tedy 9., a 11. den kultivace) neméla
vliv na jeho dekarboxyldzovou aktivitu (Obr. 20 a Obr. 3C v Ptiloze II). Po
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inokulaci protektivnich kmend 9. den kultivace nebyl zaznamenan statisticky
vyznamny rozdil v obsahu TYM (P>0,05) a po inokulaci 11. den byla detekovana
mirné vys$s$i mnozstvi vyprodukovaného TYM (32,6 a 33,3 mg/l) oproti kontrole

(26,7 mg/l).
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Obr. 19: Vyvoj produkce tyraminu kmenem Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89
v pritomnosti Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 686 a CCDM 689 pri
teplote 12 °C (¢as inokulace 4. den).
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Obr. 20: Vyvoj produkce tyraminu kmenem Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89

v pritomnosti Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 686 a CCDM 689 pri
teplote 12 °C (¢as inokulace 9. den).
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Vliv ptidavku CFS 686 a CFS 689 na zacatku kultivace na produkci TYM
kmenem RIBM 89 je zobrazen na Obr. 21. V obou sériich 1ze pozorovat, Ze obsah
sledovaného biogenniho aminu se imérné navySoval s dobou kultivace. AvSak
v ptipadé vzorki s ptidavkem CFS 689 byl pozorovan od zacatku az do konce
16denni kultivace nizs§i obsah TYM (8,5-91,3 mg/l) oproti kontrolnimu vzorku
(11,5-130,7 mg/1). V ptipadé vzorkil s ptidavkem CFS 686 byly béhem cel¢ doby
kultivace zjistény srovnatelné hodnoty tyraminu jako u kontrolnich vzorki
(P>0,05). Tyto vysledky tak koreluji s vysledky stanoveni CFU/ml, kdy vétsi
inhibi¢ni Gc¢inek na rist bunék kmene RIBM 89 pfi teploté 12 °C byl pozorovan
po pridavku CFS 689 (Obr. 24). Pokles produkce sledovaného BA byl detekovan
az po aplikaci tohoto supernatantu po 2 dnech kultivace kmene RIBM 89 (Obr. 4A
v Pfiloze II). Produkce tyraminu byla o 22 % nizsi (101,9 + 4,2 mg/l) nez
v kontrolnim vzorku po 16 dnech kultivace.
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Obr. 21: Vyvoj produkce tyraminu kmenem Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89 po
pridavku supernatantu kultury CCDM 686 (CFS 686) a supernatantu kultury
CCDM 689 (CFS 689) pri teplote 12 °C (cas inokulace 0. den).

Mnoistvi tyraminu [mg/I]

Z dalSich casii aplikace CFS 686 (4., 7.,9. a 11. den kultivace kmene RIBM 89)
byl pozorovan inhibi¢ni u€inek na produkci TYM pouze v €ase pridavku tohoto
CFS 9. den kultivace (Obr. 22 a 23), kdy na konci doby kultivace koncentrace
TYM C¢inila 94,1 + 2,9 mg/1 (sniZeni o 28 % oproti kontrole). Na rozdil od tohoto
supernatantu ubytek produkce TYM byl sledovan po aplikaci CFS 689 ve vSech
testovanych sériich (tedy ve vSech zkoumanych €asech ptidavku CFS). Nicméné
k nejvétsimu poklesu produkce TYM doslo ve vzorku, kde byl tento supernatant
pfidan po 2 dnech kultivace kmene RIBM 89. Bylo zaznamenano niz§i mnoZstvi
TYM o 39 % (80,0 £ 3,7 mg/l) neZ u kontroly. CFS 689 aplikovany 7. a 11. den
kultivace mél srovnatelny vliv na produkci TYM (P>0,05; Obr. 4B-C
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v Ptiloze II). V obou piipadech bylo detekovano sniZzeni produkce tyraminu
025 % oproti kontrolnimu vzorku. NejniZzsi redukce obsahu TYM byla pak
zjiSténa po piidavku CFS 689 4. den kultivace BA-produkcniho kmene. Na konci
l16denni kultivace obsah tyraminu ¢inil 116,2 + 2,3 mg/l, sniZeni tedy o 11 %
porovnanim s kontrolou.
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Obr. 22: Vyvoj produkce tyraminu kmenem Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89 po
pridavku supernatantu kultury CCDM 686 (CFS 686) a supernatantu kultury
CCDM 689 (CFS 689) pri teplote 12 °C (cas inokulace 4. den).
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Obr. 23: Vyvoj produkce tyraminu kmenem Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89 po
pridavku supernatantu kultury CCDM 686 (CFS 686) a supernatantu kultury
CCDM 689 (CFS 689) pri teplote 12 °C (cas inokulace 9. den).
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Obr. 24: Riist kultury Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89 v kultivacnim médiu po
aplikaci supernatantu kultury CCDM 686 a CCDM 689 v case 0 h (teplota
kultivace 12 °C).

4.3.3 Vliv protektivnich kultur a jejich CFS na produkci tyraminu
u kmene Latilactobacillus curvatus T3 pri teploté 30 °C

Z vysledkt graficky znazornénych na Obr. 25 je mozZné sledovat vyvoj
produkce tyraminu u kmene Latilactobacillus curvatus T3 v ptfitomnosti
protektivnich kmenii Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 686 a CCDM 689,
kter¢ byly zaocCkovany spolu s produkénim kmenem v Case Oh (zacatek
experimentu). Obsah sledovan¢ho biogenniho aminu se v kontrolnich vzorcich
umérné navysoval s dobou kultivace, kdy po 72 h kultivace jeho hodnota ¢inila
56,3 £ 1,6 mg/l. V ptitomnosti protektivni kultury CCDM 686 nejvétsi produkce
tyraminu kmenem T3 nastala po 12 hodinach kultivace, kdy byl detekovéan
v mnozstvi 15,3+ 0,3 mg/l. Stejné¢ mnozstvi TYM (15,4 +0,5 mg/l) bylo
kmenem T3 vyprodukovano jiz po 9. hodinach kultivace v ptitomnosti kultury
CCDM 689. V obou sériich vzorkii se obsah tyraminu v dalSich hodinach
kultivace nezvySoval, ale byl zjiS§tén mirny pokles vytvofen¢ho mnozstvi TYM.
Na konci doby kultivace byla detekovana ve vzorcich s ptfidavkem kultury
CCDM 686 0 75 % nizsi koncentrace TYM (14,0 + 0,6 mg/1) oproti kontrole a ve
vzorcich s kulturou CCDM 689 dokonce o 78 % nizs§i koncentrace TYM
(12,5+0,4 mg/l) porovnanim s kontrolou. Po inokulaci zkoumanych
protektivnich kment po 2 hodinach (Obr. SA v Ptiloze II) kultivace kmene T3
nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v produkci biogenniho aminu od
pfedchozi série vzorkll, kde byly kmeny zaoCkovany v ¢ase 0 h (P>0,05).
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Obr. 25: Vyvoj produkce tyraminu kmenem Latilactobacillus curvatus T3 v pritomnosti
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 686 a CCDM 689 a jejich supernatantii
(CFS 686 a CFS 689) pri teplote 30 °C (cas inokulace 0 h).
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Obr. 26: Vyvoj produkce tyraminu kmenem Latilactobacillus curvatus T3 v pritomnosti
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 686 a CCDM 689 a jejich supernatantii
(CFS 686 a CFS 689) pri teplote 30 °C (¢as inokulace 5 h).
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Inokulace protektivni kultury CCDM 686 k BA-produkénimu kmeni po
5 hodinach kultivace vedla k poklesu produkce TYM o 58 % v porovnani
s kontrolou a o 61 % v ptipad¢ kultivace kmene T3 s kulturou CCDM 689
(Obr. 26). V pozdégjsich casech inokulace (9., 12. a 24. hodinu kultivace) byla
pozorovana signifikantné nizsi schopnost protektivnich kultur zabranit kumulaci
tyraminu (Obr. 27 a Obr. 5B—C v Piiloze II). Po zaockovani kultury CCDM 686
po 9 hodinach kultivace BA-produkéniho kmene byl zaznamenan pokles
produkce TYM pouze o 18 % a po inokulaci kultury CCDM 689 pouze o 13 %
porovnanim s kontrolou. V ptipad¢ ptidavka protektivnich kultur v poslednich
dvou sledovanych c¢asech nebyla produkce sledovaného biogenniho aminu
ovlivnéna (P>0,05).
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Obr. 27: Vyvoj produkce tyraminu kmenem Latilactobacillus curvatus T3 v pritomnosti

Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 686 a CCDM 689 a jejich supernatantii
(CFS 686 a CFS 689) pri teplote 30 °C (cas inokulace 12 h).

V grafu na Obr. 25 je zobrazena produkce tyraminu u kmene Lat. curvatus T3
v kultivaénich médiich s pridavky CFS 686 a CFS 689, které byly zaockovany
spolu s produkénim kmenem v €ase 0 h. Z vysledk je patrné, Ze vyprodukovana
mnozstvi TYM kmenem T3 v pfitomnosti supernatantii protektivnich kultur jsou
kontrole (P<0,05). Obsah tyraminu po 72 hodinach kultivace kmene T3
v ptitomnosti CFS 686 byl 0 73 % niz8i (15,2 + 0,8 mg/1) a v ptitomnosti CFS 689
0 74 % niz§i (14,4 + 0,7 mg/l) porovnanim s kontrolou. Z vysledkli uvedenych na
Obr. 28 je mozné sledovat, Ze v pfitomnosti obou testovanych CFS byl rlist kmene
T3 inhibovan. V kontrolnich vzorcich se pocty laktobacilii pohybovaly v rozmezi
6,9-9,1 log CFU/ml. Naproti tomu ve vzorcich s ptidavky CFS byl kmen T3
detekovan v poctech 7,0-8,1 log CFU/ml.
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Statisticky vyznamny rozdil v produkci biogenniho aminu kmenem T3
v dals§im c¢ase aplikace CFS nebyl zaznamenan (P>0,05). SniZeni uUcCinki
supernatanti se projevil aZ po aplikaci v ¢ase 5 hodin, kdy mél produkéni kmen
vice Casu na akumulaci tyraminu. Ptesto byla zjiSténa redukce obsahu TYM ve
vzorcich s ptidavkem CFS 686 o 55 % (25,3 +£0,9mg/l) a ve vzorcich
s pifidavkem CFS 689 o 54 % (26,1 +0,6 mg/l) porovnanim s kontrolou.
V ptipadé ptidavkl supernatantl v pozdéjsi fazi ristu BA-produkéniho kmene T3
(tedy po 9., 12. a 24. hodinach kultivace) nebyl zaznamendn vliv na
tyrozin-dekarboxylazovou aktivitu tohoto kmene.
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Obr. 28: Rust kultury Latilactobacillus curvatus T3 v kultivacnim médiu po aplikaci

supernatantu kultury CCDM 686 a CCDM 689 v case 0 h (teplota kultivace
30 °C).

4.3.4 Vliv protektivnich kultur a jejich CFS na produkci tyraminu
u kmene Latilactobacillus curvatus T3 p¥ri teploté 12 °C

Na zacatku kultivace kmene Lat. curvatus T3 (0. den) v kontrolnich vzorcich
byl tyramin detekovan v mnozstvi 6,4 + 0,2 mg/l. Jeho obsah se mirné navySoval
az do 14. dne, kdy byl detekovan v koncentraci 26 mg/l a do konce 16. denni
kultivace stagnovala na tomto mnozstvi (Obr. 29). Ve vzorcich s pfidavkem
kultury CCDM 686 byl TYM na zacitku experimentu zjiStén v mnoZstvi
11,8 £0,1 mg/l. Po 2 dnech kultivace se jeho obsah zvySil na hodnotu
15,1 £0,1 mg/l a od této doby se jeho obsah nezvysoval a na konci doby kultivace
byl detekovan v mnoZstvi 14,8 + 0,6 mg/l (o 44 % niz8i obsah TYM nez
v kontrole). Obdobny trend produkce tyraminu kmenem T3 byl sledovéan
1 v pritomnosti kultury CCDM 689. Nejvétsi produkce TYM (12,8 + 0,4 mg/1)
byla zaznamenana po 2 dnech kultivace kmene T3 v pfitomnosti protektivni
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kultury CCDM 689. Od této doby se produkce TYM nezvySovala a po 16 dnech
obsah TYM ¢inil 12,1 + 0,3 mg/I (o 54 % niZsi obsah TYM neZz v kontrole).
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Obr. 29: Vyvoj produkce tyraminu kmenem Latilactobacillus curvatus T3 v pritomnosti
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 686 a CCDM 689 a jejich supernatantii
(CFS 686 a CFS 689) pri teplote 12 °C (¢as inokulace 0. den).
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Obr. 30: Vyvoj produkce tyraminu kmenem Latilactobacillus curvatus T3 v pritomnosti
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 686 a CCDM 689 a jejich supernatantii
(CFS 686 a CFS 689) pri teplote 12 °C (cas inokulace 4. den).
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Kinetika produkce sledovaného biogenniho aminu byla srovnatelnd 1 po
inokulaci protektivnich kmenti po 2 a 4 dnech kultivace kmene T3 (P>0,05).
V ptipadé inokulace laktokokii po 2 dnech byl TYM na konci doby kultivace
zjiStén v koncentraci 0 46 % (T3 a CCDM 686) a 0 54 % (T3 a CCDM 689) niZsi
neZ u kontroly (Obr. 6A v Ptiloze II). Po inokulaci protektivniho kmene
CCDM 686 v 4. den od zacatku experimentu byl TYM detekovan po 16 dnech
v mnozstvi 13,6 £ 0,4 mg/l (sniZzeni o 48 %) a po inokulaci kmene CCDM 689
jeho obsah ¢inil 14,1 + 0,6 mg/1 (snizeni o 47 %, Obr. 30).

RovnéZz piidavek supernatanti protektivnich kultur mél u tohoto
dekarboxylaza-pozitivniho kmene nezanedbatelny vliv na sniZzeni produkce
TYM, pokud byly CFS aplikovany do 7. dne kultivace (zacatek stacionarni faze
rustu, Obr. 32). Po aplikaci CFS 686 a CFS 689 na zacatku kultivace (0. den),
nejvetsi vyprodukovand mnozstvi TYM (14,0 mg/l a 15,4 mg/1) byla pozorovana
po 2 dnech kultivace kmene T3. Od této doby se jeho obsah nezvySoval a na konci
l6denni kultivace byl zjiStén ve vzorcich s pfidavkem CFS 686 v mnoZstvi
13,9 £ 0,4 mg/l a ve vzorcich s ptidavkem CFS 689 v mnozZstvi 14,4 + 0,4 mg/I.
V prvnim ptipadé se jedné o redukci tyraminu o 47 % oproti kontrole a v druhém
ptipad€ o 45% sniZeni produkce tyraminu porovnanim s kontrolou. Z Obr. 32 je
patrné, Ze 1 ristové chovani kmene T3 v pfitomnosti obou supernatanti bylo
obdobné. Srovnatelné vysledky produkce TYM, respektive redukce TYM, byly
zjiStény 1 po piidavcich supernatantl po 2 a 4 dnech kultivace kmene
Lat. curvatus T3.

V dalSich ¢asech inokulace (7., 9. a 11. den od zacatku experimentu) produkce
tyraminu kmenem T3 nebyla ovlivnéna ani v pfitomnosti protektivnich kment
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 686 a CCDM 689, ani jejich supernatantii
(P>0,05; Obr. 31 a Obr. 6B—C v Ptiloze II).
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Obr. 31: Vyvoj produkce tyraminu kmenem Latilactobacillus curvatus T3 v pritomnosti
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 686 a CCDM 689 a jejich supernatantii
(CFS 686 a CFS 689) pri teplote 12 °C (cas inokulace 9. den).
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Obr. 32: Rust kultury Latilactobacillus curvatus T3 v kultivacnim médiu po aplikaci
supernatantut kultury CCDM 686 a CCDM 689 v case 0 h (teplota kultivace
12 °C).
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4.4 Vysledky Experimentu IV

V ramci Experimentu IV byl sledovan vliv nisinu na kinetiku produkce
tyraminu u kmeni citlivych na tento bakteriocin. Na zakladé ziskanych vysledki
z Experimentu [ a Experimentu Il byly vybrany kmeny Latilactobacillus curvatus
T3 a Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89. Byly zvoleny 3 koncentrace
nisinového pfipravku: 14,3 pg/ml; 35,7 pg/ml a 71,5 pg/ml. Testovane
koncentrace byly navrzeny tak, aby doSlo k ¢aste¢né, nikoliv k Gplné inhibici
rustu kment s dekarboxylazovou aktivitou. Vliv jednotlivych koncentraci nisinu
na produkci tyraminu byl sledovan rovnéz v zavislosti na teploté kultivace
(12+1°C a 301 °C) a ptidavku nisinu v riznych cCasovych intervalech
kultivace kmentt T3 a RIBM 89. Béhem kultivace pii teploté 30 £ 1 °C bylo
davkovani uskutecnéno v Case 0 hodin (zacatek experimentu), dale pak po 2, 5, 9,
12 a 24 hodinach kultivace tyramin-produkujicich kment. Pii teploté 12 +£ 1 °C
bylo davkovani uskutecnéno 0. den (zacatek experimentu), dale pak ve 2., 4., 7.,
9. a 11. den kultivace. Pti téchto Casech byly paralelné¢ odebirany vzorky pro
stanoveni obsahu TYM. Kontrolni vzorky byly kultivovany bez ptidavku nisinu.
Kombinace vSech faktorii byla testovana v trojim opakovani. PoCty bun€k byly
stanoveny neptimou plotnovou metodou. Vysledné pocty CFU/ml jsou ve formé
logaritmu graficky znazornény na Obr. 34 a Obr. 38.

4.4.1 Vliv nisinu na produkci tyraminu u kmene Lactiplantibacillus
plantarum RIBM 89 pri teploté 30 °C

V grafu na Obr. 33 je mozZné sledovat vyvoj produkce tyraminu u kmene Lac.
plantarum RIBM 89 v kultivacnich médiich s ptidavky nisinu ve 3 zkoumanych
koncentracich, které byly zaockovany spolu s produkénim kmenem v Case 0 h
(zacatek experimentu). Z vysledkli je patrné, Ze nisin ani v 1 testovane
koncentraci nemél vyrazny vliv na produkci TYM (P>0,05) aZ do 12. hodiny
kultivace. Mnozstvi TYM se vtéchto vzorcich pohybovalo v rozmezi
od 41,7 mg/l do 50,3 mg/l. Obdobna mnoZstvi tyraminu byla sledovana
1 v kontrolnim vzorku (47,1 £ 3,7 mg/l1). Od 12. hodiny kultivace 1ze ve vSech
vzorcich s pfidavkem nisinu pozorovat niz8i obsah TYM, avSak pouze u vzorki
s pridavkem nisinu ve 2 nejvysSich koncentracich bylo zaznamenano statisticky
vyznamné sniZzeni obsahu TYM oproti kontrole (P<0,05). Ve vzorcich
s pridavkem nisinu o koncentraci 35,7 mg/l byl zji$tén o 42 % nizsi obsah TYM
a ve vzorcich s ptidavkem nisinu o koncentraci 71,5 mg/l o 53 % niz§i obsah
TYM oproti kontrole. Nicméné s dobou kultivace se ve vSech vzorcich zvySoval
obsah tyraminu. Tento trend lze vysvétlit faktem, ze aplikované koncentrace
nisinu byly subletalni. TudiZ nedoSlo k usmrceni vSech bunék kmene RIBM 8§89,
a to ani v nevyssi testované koncentraci nisinu (Obr. 34), ale dochazi pouze ke
snizeni poctu bunék schopnych dekarboxylace tyrozinu. S timto koresponduji
1nizsi detekovana mnoZzstvi tyraminu v téchto vzorcich na konci 72hodinové
kultivace. U¢inek nisinu ve dvou nejnizsich koncentracich na produkci TYM
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(R4

snizil produkci TYM o 13 % a v dalsi zkoumané koncentraci (35,7 pg/ml) doslo
ke sniZeni produkce TYM o 17 %. Vyrazngjsi sniZeni bylo pak zaznamenéano ve
vzorcich snejvySsi koncentraci nisinu (71,5 pg/ml), a to snizeni o 44 %
porovnanim s kontrolou (P<0,05).
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Obr. 33: Vliv nisinu na produkci tyraminu kmenem Lactiplantibacillus plantarum
RIBM 89 pri teplote 30 °C (¢as aplikace 0 h).
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Obr. 34: Vliv nisinu na rist kmene Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89 pri teploté
30 °C (¢as aplikace 0 h).
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Stejné jako v ptedchozi sérii vzorki (ve vzorcich, kde byl nisin aplikovan po 2
hodindch kultivace bunék kmene RIBM 89), bylo pozorovano postupné
zvySovani obsahu TYM s dobou kultivace (Obr. 7A v Piiloze II). Zajimavym
vy§§tho obsahu TYM (313,1 +£7,8 mg/l) oproti kontrolnimu vzorku
(274,8 = 7,1 mg/l) v €ase odbéru 48 hodin. Nicméné na konci doby kultivace (po
72 hodinéach) byl detekovan ve vSech vzorcich s pfidavkem nisinu niZ8i obsah
vyprodukovaného TYM (P<0,05). Nejvétsi snizeni pak bylo zaznamenano ve
vzorcich s nejvyssi testovanou koncentraci nisinu. Konkrétné byl detekovan o 60
% niz$i obsah TYM (177,3 = 12,0 mg/1) oproti kontrole (440,6 + 8,1 mg/l). Ve
vzorcich s pfidavkem nisinu o koncentraci 35,7 pg/ml doSlo k poklesu TYM o
29 % a nisin v nejnizs$i zkoumané koncentraci snizil produkci TYM o 12 %.
Srovnatelné snizeni produkce TYM (23 % a 19 %) bylo pozorovano i ve vzorcich
se stejnymi koncentracemi nisinu, ale aplikovanych po 5 hodinach kultivace
kmene RIBM 89 (Obr. 35). Statisticky vyznamné sniZeni ucinku nisinu na
produkci, respektive redukci, TYM oproti ptredchozimu ¢asu aplikace (2 h) bylo
pak sledovano pouze v nejvyssi testované koncentraci (P<0,05). Pfesto byla
zjisténa redukce obsahu TYM o0 42 % porovnanim s kontrolou.
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Obr. 35: Vliv nisinu na produkci tyraminu kmenem Lactiplantibacillus plantarum
RIBM 89 pri teplote 30 °C (¢as aplikace 5 h).

V ptipad¢ aplikace nisinu v dalSich hodinach kultivace BA-produk¢niho
kmene RIBM 89 (tedy 9., 12. a 24. hodinu kultivace) byl zaznamenan snizujici se
ucinek nisinu na produkci TYM (Obr. 36 a Obr. 7B—C v Piiloze II). Ptidavek
detekovano sniZeni obsahu TYM o0 13 % a 15 % oproti kontrole. Stejny trend byl
pozorovan 1 ve vzorcich s pfidavkem nisinu o koncentraci 35,7 pg/ml (snizeni
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021 % a 19 %). Detekovanad mnozstvi TYM se signifikantné liSila aZ ve vzorcich
s nejvyssi koncentraci nisinu (P<0,05). Aplikace nisinu v 9. hodinu kultivace
kmene RIBM 89 vyznamnéji snizila produkci TYM nez aplikace nisinu v 12.
hodinu kultivace tohoto kmene (P<0,05). Byl zjistén o 33 % nizsi obsah TYM
oproti kontrole. Nejniz$i snizeni pak bylo zaznamenano ve vzorcich po aplikaci
nisinu ve vSech 3 koncentracich 24. hodinu kultivace BA-produkcniho kmene.
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Obr. 36: Vliiv nisinu na produkci tyraminu kmenem Lactiplantibacillus plantarum
RIBM 89 pri teplote 30 °C (¢as aplikace 12 h).

4.4.2 Vliv nisinu na produkci tyraminu u kmene Lactiplantibacillus
plantarum RIBM 89 pfri teploté 12 °C

Vyvoj produkce tyraminu u kmene Lac. plantarum RIBM 89 v kultiva¢nich
médiich s pfidavky nisinu ve 3 zkoumanych koncentracich, které byly
zaoCkovany v 0., 4. a 9. den je graficky znazornén na Obr. 37-Obr. 40.
Dekarboxylazova aktivita kmene RIBM 89 byla vyrazn€ ovlivnéna teplotou
kultivace (P<0,05). Porovname-li mnozZstvi vyprodukovaného TYM
v kontrolnich vzorcich pfi teplot¢ 30 °C a pii teploté¢ 12 °C, lze pozorovat
signifikantni snizeni produkce tyraminu kmenem RIBM 89 pfi teploté 12 °C. Pti
této teploté kultivace bylo detekovano v kontrolnich vzorcich na konci doby
kultivace (16 dni) pouze 29,1 + 1,5 mg/l tyraminu. Naproti tomu pii teploté
kultivace 30 °C bylo zjiSténo na konci doby kultivace (72 h) patnactkrat vyssi
mnozstvi tyraminu (440,6 + 8,1 mg/l).

Kromé teploty byla dekarboxylazova aktivita kmene RIBM 89 ovlivnéna
i ptidavky nisinu ve viech &asech aplikace (P<0,05). Uginek nisinu aplikovaného
na zacatku kultivace kmene RIBM 89 (0. den) byl signifikantni ve vSech
3 zkoumanych koncentracich (P<0,05). Na konci 16denni kultivace bylo
detekovano sniZeni o vice jak 60 % srovnanim s kontrolou. Statisticky vyznamny
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rozdil mezi piisobenim jednotlivych koncentraci nisinu nebyl vSak zaznamenan
(P>0,05). Zajimavym jevem pozorovanym po aplikaci nisinu v koncentraci
14,3 pg/ml a 35,7 pg/ml, zejména v 0. den, byla detekce vyssiho obsahu TYM
oproti kontrolnim vzorkiim béhem prvnich 7 dnti kultivace. Tento trend byl
pozorovan v n¢kterych €asech kultivace kmene RIBM 89 1 pii teploté 30 °C.

V ptipadé aplikace nisinu v nejnizs$i testované koncentraci (14,3 pg/ml)
v dalSich dnech kultivace kmene RIBM 89 (tedy 2., 4., a 7. den kultivace) lze
sledovat srovnatelny vliv na produkci TYM (P>0,05; Obr. 39 a Obr. 8A-B
v Ptiloze II). Detekovana mnoZstvi TYM na konci doby kultivace se v téchto
vzorcich pohybovala v rozmezi 22,5-23,4 mg/1 (cca 0 20 % niZ8i obsah TYM nez
u kontroly). Vyrazné€ niz$i mnoZstvi TYM po 16denni kultivaci bylo pak zjiSténo
az pti aplikaci nisinu ve stejné koncentraci v 9. a 11. den kultivace kmene
RIBM 89 (P<0,05). V prvnim pfipad€ se jednalo o 35% sniZeni obsahu TYM
s porovnanim s kontrolou (Obr. 40) a v druhém ptipadé o 45% sniZeni (Obr. 8C
v Ptiloze II).
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Obr. 37: Vliv nisinu na produkci tyraminu kmenem Lactiplantibacillus plantarum
RIBM 89 pri teplote 12 °C (¢as aplikace 0. den).
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Obr. 38: Viiv nisinu na riist kmene Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89 pri teploté
12 °C (cas aplikace 0. den).

Co se tyka ucinku nisinu v dalSich zkoumanych koncentracich (35,7 pg/ml a
71,5 pg/ml), lze pozorovat vliv Casu aplikace nisinu k rostoucim bunkam
produkcéniho kmene. Ve vzorcich, kde byl nisin pfidan az 2. a 9. den kultivace
produkéniho kmene (exponencidlni a zacatek stacionarni faze rlstu kmene
RIBM 89, Obr. 38), bylo pozorovano sniZzeni produkce TYM v zavislosti na
koncentraci nisinu. Pti pfidavku nisinu v koncentraci 35,7 pg/ml 2. den kultivace
byl detekovan o 59 % niz§i obsah TYM s porovnanim s kontrolou a pfti aplikaci
nisinu v koncentraci 71,5 pg/ml pak o 71 %. Obdobny tcinek nisinu ve stejnych
koncentracich byl zaznamenan i pti aplikaci 9. den kultivace (P>0,05). V
ostatnich v ¢asech aplikace nisinu, tj. v 4., 7., a 11. den kultivace BA-produkéniho
kmene, byl sledovan sniZzujici se u€inek nisinu v nejvyssi testované koncentraci
na dekarboxylazovou aktivitu kmene RIBM 89 oproti ptidavku nisinu
v koncentraci 35,7 pg/ml. Pficemz statisticky vyznamny rozdil aplikace nisinu
v uvedenych koncentracich 7. a 11. den kultivace nebyl pozorovan (P>0,05).
Konkrétné bylo zaznamendno ve vzorcich s pfidavkem nisinu v koncentraci
35,7 pg/ml aplikovanych 7. den kultivace o 46 % niz8§i mnozstvi TYM nez v
kontrole a stejnd koncentrace nisinu aplikovana 11. den sniZila produkci o 47 %.
Ve vzorcich s nejvyssi testovanou koncentraci nisinu pak po 16 dnech kultivace
bylo detekovano v obou piipadech snizeni mnozstvi TYM o 35 % v porovnani
s kontrolou. Vyznamné niz§iho obsahu TYM bylo dosazeno aplikaci nisinu
v téchto koncentracich 4. den kultivace BA-produkéniho kmene. Byl zde
pozorovan obdobny trend, kdy nisin ve 2. testované koncentraci mél vétsi vliv na
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snizeni produkce TYM neZ v nejvyssi aplikované koncentraci. Detekovana
mnozstvi TYM ve vzorcich s pfidavkem nisinu o koncentraci 35,7 pg/ml byla o
64 % nizsi oproti kontrole a ve vzorcich s pfidavkem nisinu v koncentraci
71,5 pg/ml o 50 % nizsi nez v kontrolnim vzorku.
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Obr. 39: Vliv nisinu na produkci tyraminu kmenem Lactiplantibacillus plantarum
RIBM 89 pri teplote 12 °C (¢as aplikace 4. den).
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Obr. 40: Vliiv nisinu na produkci tyraminu kmenem Lactiplantibacillus plantarum
RIBM 89 pri teplote 12 °C (¢as aplikace 9. den).
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4.4.3 Vliv nisinu na produkci tyraminu u kmene Latilactobacillus
curvatus T3 pri teploté 30 °C

Celkova produkce tyraminu kmenem Latilactobacillus curvatus T3, oproti
kmenu Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89, byla vyrazné nizsi (P<0,05).
Tento fakt miiZze souviset s niz§imi pocty CFU/ml detekovanych v kontrolnich
vzorcich u kmene T3 (6,9-8,3 log CFU/ml; Obr. 44) oproti poctim zjisténym
v kontrolnich vzorcich u kultury RIBM 89 (7,0-9,3 log CFU/ml; Obr. 34).
Maximalni vyprodukované mnozstvi tyraminu v kontrolnich vzorcich neptesahlo
16,2 £ 0,8 mg/l (Obr. 41). Toto mnozstvi TYM bylo detekovano v kontrolnim
vzorku po 2 hodinach kultivace kmene Lat. curvatus T3, avSak v dalSich hodinach
kultivace zvySeni produkce TYM nebylo zaznamenano. Naopak bylo detekovano
mirné sniZzeni obsahu TYM do 24. hodiny kultivace (15,3 + 0,8 mg/l; P>0,05).
Od této doby az do konce 72hodinové kultivace se v kontrolnich vzorcich
mnozstvi tyraminu neménila a stagnovala na hranici 15,3 + 0,7 mg/l. Pfidavek
nisinu ve vSech koncentracich, které byly zaoCkovany spolu s produkénim
kmenem T3 vcase Oh, snizil dekarboxyldzovou aktivitu tohoto kmene.
Detekovana mnozstvi TYM se v téchto vzorcich na konci doby kultivace
testované koncentraci, bylo pozorovano sniZzeni obsahu TYM o 52 % a v dalsi
testované koncentraci snizeni o 55 % oproti kontrolnim vzorkiim. Nejvétsi sniZzeni
obsahu TYM bylo pak zjiSténo ve vzorcich s pfidavkem nisinu o nejvyssi
testované koncentraci, a to o 61 %. Tento trend, kdy s aplikaci vyssi koncentrace
nisinu dochazelo k imérnému sniZeni obsahu tyraminu ve vzorcich, 1ze pozorovat
ve vSech Casech ptidavku nisinu.
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Obr. 41: Vliv nisinu na produkci tyraminu kmenem Latilactobacillus curvatus T3 pri
teplote 30 °C (¢as aplikace 0 h).
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Obr. 42: Vliv nisinu na produkci tyraminu kmenem Latilactobacillus curvatus T3 pri
teplote 30 °C (¢as aplikace 5 h).

Vliv ptidavku nisinu ve sledovanych koncentracich po 2 hodinach kultivace
bunék kmene T3 (Obr. 9A v Ptiloze II) byl srovnatelny s casem aplikace
bakteriocinu v Case 0 h (P>0,05). Zjisténé hodnoty vyprodukovaného tyraminu se
na konci kultivace pohybovaly v téchto vzorcich mezi 6,4—7,8 mg/l. Po aplikaci
nisinu v dalSich hodinach kultivace, tj. 5. a 9. hodinu, byla detekovana po 72 h
mirné vyss$i mnozstvi TYM ve vSech vzorcich. V ptipadée ptidavku nisinu v Case
5 hodin (Obr. 42), ve vzorcich s nisinem o koncentraci 14,3 pg/ml bylo zjisténé
mnozstvi TYM 8,9 + 0,4 mg/l, tedy redukce o 42 % oproti kontrole. Ve vzorcich
s dalSimi zkoumanymi koncentracemi nisinu bylo detekovano 8,2 + 0,4 mg/l
a 7,6 £ 0,3 mg/l tyraminu, sniZeni 0 46 % a 50 % srovnanim s kontrolou. Obdobny
ucinek nisinu ve stejnych koncentracich byl zaznamenan 1 pfi aplikaci 9. hodinu
kultivace kmene T3 (P>0,05; Obr. 9B v Ptiloze II). Naopak vyrazné nizsiho
obsahu TYM oproti ptedchozim c¢asim aplikace bylo dosazeno aplikaci nisinu
v pozdéjsi fazi ristu kmene T3, tedy 12. a 24. h kultivace. Nejvétsi redukee byla
zaznamenana ve vzorcich snejvySsi testovanou koncentraci bakteriocinu
aplikovaného 12. hodinu (Obr. 43). Na konci kultivace bylo detekovano o 78 %
niz$i mnozstvi TYM (3,4 + 0,2 mg/l) oproti kontrole (14,3 + 0,4 mg/1). Obdobne
snizeni obsahu TYM (3,7 £ 0,2 mg/l) bylo sledovano i po ptidavku nisinu ve
stejné koncentraci 24. hodinu kultivace kmene T3 (P>0,05; Obr. 9C v Ptiloze II).
Co se tyka ptridavku bakteriocinu v dalSich koncentracich, aplikace nisinu
v koncentraci 14,3 pg/ml vedla k sniZzeni obsahu TYM o 51 % (€as inokulace
v 12. h kultivace) a 0 52 % (Cas inokulace v 24. h kultivace) oproti kontrolnimu
vzorku. Ve vzorcich s pfidavkem nisinu v koncentraci 35,7 pg/ml bylo pak
detekovano o 58 % a 60 % niz8i mnozstvi TYM porovnanim s kontrolou. Nebyl

85



zaznamenan statisticky vyznamny rozdil mezi ¢asem aplikace nisinu v uvedenych
koncentracich v 12. a 24. hodinu kultivace kmene T3.
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Obr. 43: Vliv nisinu na produkci tyraminu kmenem Latilactobacillus curvatus T3 pri
teplote 30 °C (cas aplikace 12 h).
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4.4.4 Vliv nisinu na produkci tyraminu u kmene Latilactobacillus
curvatus T3 pri teploté 12 °C

Stejné jako u kultury Lac. plantarum RIBM 89 byla dekarboxylazova aktivita
kmene Latilactobacillus curvatus T3 ovlivnéna teplotou kultivace, av§ak nebylo
zaznamenano tak signifikantni sniZeni produkce tyraminu jako u kultury
RIBM 89. V kontrolnim vzorku na zacatku kultivace byl detekovan tyramin
v mnozstvi 5,9 + 0,3 mg/l. Po 11 dnech kultivace se jeho obsah navysil az na
hodnotu 10,5 +0,5 mg/l a do konce 16. denni kultivace stagnovala na tomto
mnoZzstvi. Pfidavek nisinu na zacatku kultivace kmene Lat. curvatus T3 (0. den)
mél vyznamny vliv na sniZeni produkce tyraminu pouze ve 2 nejvySSich
testovanych koncentracich (Obr. 45). Po plisobeni nisinu v koncentraci
35,7 pg/ml byl detekovan na konci doby kultivace ve vzorcich sniZeni obsahu
TYM o 41 % a po plsobeni nisinu v nejvyssi testovane koncentraci o 45 %
koncentraci (14,3 ug/ml), byla pozorovana obdobnd vyprodukovana mnozZstvi
TYM jako v kontrole az do 14. dne kultivace kmene T3. Na konci 16denni
kultivace pak bylo detekovano nepatrné¢ snizeni obsahu TYM na hodnotu
9,8 £ 0,5 mg/l (P>0,05).
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Obr. 45: Vliv nisinu na produkci tyraminu kmenem Latilactobacillus curvatus T3 pri
teplote 12 °C (¢as aplikace 0. den).
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Obr. 46: Vliv nisinu na rust kmene Latilactobacillus curvatus T3 pri teploté 12 °C (Cas
aplikace 0. den).

v w

koncentraci (14,3 pg/ml), kromé& casu aplikace 4. a 7. den, nem¢l statisticky
vyznamny vliv na produkci tyraminu (P>0,05). Ve vzorcich, kde byl nisin v této
koncentraci aplikovany 4. den kultivace (Obr. 47), bylo pozorovano na konci
kultivace snizeni TYM o 25 % a pii aplikaci 7. den (Obr. 10B v Ptiloze II) pak
019 % srovnanim s kontrolou. Rovnéz u dals$i zkoumané koncentrace nisinu
(35,7 pg/ml), lze pozorovat vliv €asu aplikace bakteriocinu k rostoucim bunkam
produkéniho kmene. Pokud byl pfidan nisin v exponencidlni az pocatecni
stacionarni fazi ristu kmene T3 (2. a 4. den kultivace, Obr. 46), bylo pozorovano
vyraznéjsi sniZeni obsahu tyraminu oproti aplikaci nisinu v pozd&jSich fazich
rustu tohoto kmene (7., 9. a 11. den kultivace). Konkrétné ve vzorcich po aplikaci
nisinu 2. a 4. den bylo na konci kultivace zjiSténo sniZzeni obsahu TYM o 42 %
a 0 39 % porovnanim s kontrolou. Naproti tomu ve vzorcich po aplikaci nisinu 7.,
9. a 11. den bylo detekovano sniZeni o 30 %, 24 % a 14 % oproti kontrolnimu
vzorku (Obr. 48 a Obr. 10C v Ptiloze II).

Vliv nisinu v nejvyssi testované koncentraci na produkci TYM byl srovnatelny
(P>0,05) az na jednu vyjimku. Tou vyjimkou byl ptidavek nisinu 7. den kultivace
kmene T3. Na konci 16denni kultivace bylo v téchto vzorcich detekovano nejnizsi
mnozstvi TYM — 5,1 + 0,3 mg/l (sniZzeni o 53 % oproti kontrole). V ostatnich
casech aplikace nisinu bylo pozorovano sniZeni zhruba o 40 % srovnanim
s kontrolou.
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Obr. 47: Vliv nisinu na produkci tyraminu kmenem Latilactobacillus curvatus T3 pri
teplote 12 °C (¢as aplikace 4. den).
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Obr. 48: Vliv nisinu na produkci tyraminu kmenem Latilactobacillus curvatus T3 pri
teplote 12 °C (¢as aplikace 9. den).
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5. SOUHRNNA DISKUZE

Empirické vyuzivani divokych mikroorganizmii a jejich metabolitl pro
prodlouzeni drZnosti potravin bylo praktikovano po staleti. Nicméng, teprve az
po objeveni penicilinu se fada téchto latek stala pfedmétem vyzkumu. V soucasné
dobé je veénovéana velka pozornost antibakterialnim latkdm produkovanymi
bakteriemi mlééného kvaSeni. Diky schopnosti produkovat celou tfadu latek
s inhibi¢nimi u¢inky predstavuji BMK velky potencial v bioprezervaci potravin
(Perez et al., 2014; Fernandez et al., 2017; Delcarlo et al., 2019). Utinek BMK je
zpusoben produkci bakteriocintl a dalSich antagonistickych slou€enin, jako jsou
organické kyseliny, diacetyl, reuterin nebo peroxid vodiku (Reis et al., 2012).
V experimentalni casti disertatni prace byl nejprve proveden skrining
antimikrobialni aktivity bezbunéfnych supernatanti z22 kmena (12 kment
Lactococcus lactis ssp. lactis, 2 kmeny Lactobacillus acidophilus, 4 kmeny
Lb. gasseri, 3 kmeny Lb. helveticus a 1 kmen FEnterococcus faecium)
produkujicich bakteriocin nebo latky podobné bakteriocinim (BLIS). Obecné
bakteriociny BMK jsou za béZznych podminek U¢inné zejména vUci
grampozitivnim mikroorganizmiim (Balciunas et al., 2013; Favaro et al., 2015).
Proto jako indikatorové mikroorganizmy byly zvoleny pouze grampozitivni
bakterie s vyznamnou dekarboxyldzovou aktivitou izolované zrlznych
potravinovych matric a napoji. Nejveétsi antimikrobidlni aktivita byla pozorovana
u zkoumanych supernatanti bakterii schopnych produkovat nisin, kmeni
Lactococcus lactis ssp. lactis, kdy jedenact z dvanacti testovanych CFS (CFS
z kmenit CCDM 71, CCDM 671, CCDM 702, CCDM 731 a CCDM 670, CCDM
686, CCDM 689, CCDM 695 a CCDM 698) projevilo inhibicni u¢inek na alespoit
1 testovany indikatorovy kmen s dekarboxyldzovou aktivitou. Vici piisobeni CFS
z laktokokil byly nejvice citlivé zkoumané bakterie mlééného kvaseni, zejména
pak testované kmeny laktobacilii VSechny kmeny laktobacili vykazovaly citlivost
vici 9 z 12 analyzovanych supernatantli z kment laktokokt. Tyto vysledky jsou
v souladu s tvrzenim, Ze spektrum ucinku bakteriocini je relativné tzké a jejich
inhibi¢ni u¢inek se projevuje zejména na kmeny taxonomicky blizkeé k jejich
producentiim (Cleveland et al., 2001). Kmeny BMK byly rtiznou mérou citlivé
viCi pusobeni supernatantll vySe uvedenych laktokokii. Nicméné nejveEtsi
inhibi¢ni Gc¢inek na vétSinu kmeni BMK byl sledovan u supernatantl z Lc. lactis
ssp. lactis CCDM 686 a Lc. lactis ssp. lactis CCDM 689. Spektrum tcinku téchto
CFS zahrnovalo druhy Levilactobacillus brevis (17/17), Latilactobacillus
curvatus (8/8), Lacticaseibacillus casei/paracasei (3/3), Lactiplantibacillus
plantarum (4/4) a Latilactobacillus sakei (1/1). Nejvétsi inhibi¢ni zony pak byly
pozorovany u kmene Latilactobacillus curvatus T3, pticemZ po plsobeni CFS
kmene CCDM 686 byl sledovan vznik zony o priméru 18 + 0,0 mm a po piisobeni
CFS kmene CCDM 689 zony o priméru 17,5 + 0,7 mm. Vyssi citlivost vici
plsobeni téchto supernatanti byla pozorovana rovnéz u kmene
Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89 (vznik inhibi¢nich zo6n vétSich nez
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16 mm). Tyto vysledky tak mohou byt v souladu s praci Sanlibaba et al. (2009),
kteti zjistili antagonistické plisobeni supernatantu z nisin-produkujiciho kmene
Lactococcus lactis subsp. lactis LL27 na kmeny Lactococcus lactis (11/11),
Latilactobacillus sakei (1/1) a Lactiplantibacillus plantarum (1/1). Z testovanych
kmentit BMK vyssi citlivost byla rovné€z pozorovana u kmenQ Lac. plantarum
a Lat. sakei. Déle CFS z tohoto kmene inhibi¢né plisobil i na kmeny Enterococcus
faecalis (2/2). Inhibiéni uéinek CFS testovanych laktokokd na Enterococcus
faecalis byl prokdzéan 1 v této disertacni praci. Detekované primeéry inhibi¢nich
zon (10,3-11,0 mm) u kmenit E. faecalis byly srovnatelné¢ s priméry zon
uvadénych v jiz zminéné studii Sanlibaba et al. (2009). Z dalSich enterokokil
testovanych v disertacni praci, vyrazny inhibi¢ni uc¢inek byl sledovan u kment
E. faecium. Devét ze Ctrnacti kment E. faecium projevilo citlivost vii¢i pisobeni
nejméné 2 supernatantl z laktokokd. Priméry inhibi¢nich z6én se pohybovaly
vrozmezi 9,5-13,3 mm. Obdobné velikosti inhibi¢nich zén (9-15 mm)
detekovanych u 4 kmenil E. faecium po pusobeni CFS z kmene Lactococcus lactis
ssp. lactis MKO2R, potencidlniho producenta nisinu, uvadéji ve své praci Kruger
et al. (2013). Také Biscola et al. (2013) zjistili inhibi¢ni aktivitu CFS ze 2 isolatl
(isolat 69 a 94) ze suSen¢ho masa na kmeny E. faecium. Isolat 69 vykazoval Sirsi
antimikrobidlni spektrum, proto byl nasledné identifikovan jako Lactococcus
lactis a oznaen za potencidlniho producenta nisinu Z.

Obecné testované kmeny enterokokil byly citlivéjsi viici piisobeni danych CFS
néz kmeny stafylokoku, kdy 53 % (19/36) zkoumanych enterokokli bylo
inhibovano nejméné 2 supernatanty z laktokokl. Oproti tomu z 27 testovanych
stafylokokli pouze 3 kmeny prokdzaly citlivost vii¢i alespont jednomu CFS
z laktokokti, konkrétné viici CFS z kmene Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM
414 a zkmene CCDM 418. Oba supernatanty plsobily inhibi¢né na 2 kmeny
S. haemolyticus, pticemz CFS zkmene CCDM 414 inhiboval 1 rist kmene
S. hominis. V dosud publikované literatufe neni mnoho studii tykajicich se
antimikrobialni aktivity CFS kmenl Lactococcus lactis na koagulaza-negativni
kmeny stafylokokli uvadénych v této praci. VéEtSina autorlt se zaméfuje na
koagulaza-pozitivni druh S. aureus a na dalS$i vyznamné patogeny a oportunni
patogeny jako Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Salmonella enterica,
Enterobacter aerogenes (nyni Klebsiella aerogenes) a Escherichia coli (Sharaf a
Al Harbi, 2011; Kruger et al., 2013; Yerlikaya, 2019; Maalaoui et al., 2020).
Pokud je mi zndmo, pouze ve studii Biscola et al. (2013) byly zahrnuty do
testovani antimikrobidlni aktivity CFS z potencialniho producenta nisinu Z
(Lc. lactis 69) zéastupci koagulaza-negativnich stafylokokili. Testované kmeny
stafylokokli byly rovnéz ZivociSného plvodu. Konkrétné se jednalo o izolaty
z tradi¢niho fermentovaného a suSeného masa zvaného ,,charqui. Inhibicni
ucinek CFS byl zaznamenan na kmeny S. xylosus (7/9), S. pasteuri/warneri (2/3),
S. saprophyticus (1/1) a Staphylococcus sp. (2/5).

V dalsi ¢asti prace byl sledovan vliv 2 nisin-produkujicich kmenta Lactococcus
lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis CCDM 686 a CCDM 689, jejich
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supernatantii a komercniho nisinu na produkci tyraminu u Latilactobacillus
curvatus T3 a Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89. Bez pfitomnosti
protektivnich kultur a jejich antimikrobidlnich latek byla u obou kment
zaznamenana nejveétsi vyprodukovand mnoZzstvi tyraminu v pozdni stacionarni
fazi ristu. Dle studii mnohych autort je tato faze riistu bakterie obdobim, kdy
dochézi k maximalni produkci biogennich amint v disledku zvySujiciho se stresu
bunék zplisobeného vy€erpanim Zivin (Kim et al., 2002; Calles-Enriquez et al.,
2010; La Gioia et al., 2011).

Jeden z dilezitych faktort ovlivijicich dekarboxylazovou aktivitu bakterii je
teplota. V nasi praci byl sledovan vliv dvou teplot na produkci tyraminu, a to
30 °Ca 12 °C. Teplota 30 °C byla zvolena z dlivodu optimalniho rlstu jak kment
s dekarboxylazovou aktivitou, tak zkoumanych protektivnich kultur. Druha
kultivaéni teplota (12 °C) byla zvolena proto, Ze je to teplota, pii které dochazi ke
zrani mnohych syrt, resp. kvaSeni nékterych typi piva (Ceruti et al., 2015; Capece
et al., 2018; Rezaei et al., 2020; Walsh et al., 2020; lorizzo et al., 2021).

Optiméalni teplota podporujici bunécny metabolizmus a proliferaci miize
umociovat aktivitu dekarboxyla¢nich enzymi ptfitomnych v téchto bunkach
(Gardini et al., 2016). Marcobal et al. (2006) uvad¢ji, Ze optimalni teplota pro
produkci tyraminu kmeny E. faecium a Levilactobacillus brevis je 32 °C. Rovnéz
Bargossi et al. (2015) zaznamenali nejvétsi aktivitu enzymu tyrozin-
dekarboxylaza (tdc) purifikovaného z E. faecalis po 2 h pii teploté 30 °C a 37 °C,
pficemz signifikantni rozdil mezi témito teplotami nebyl zaznamenan (P>0,05).
Tyto vysledky koresponduji s vysledky této disertani prace. Oba testované
kmeny (Lat. curvatus T3 a Lac. plantarum RIBM 89) vykazovaly signifikantné
vyS§8i produkei tyraminu pii teploté 30 °C nez pii teplot¢ 12 °C (P<0,05).
Naptiklad jiz po 72 h pfti kultivaci v 30 °C byl schopen kmen Lac. plantarum
RIBM 89 vyprodukovat az 444 mg/1 tyraminu v kontrolnim vzorku. Naproti tomu
po 16 dnech kultivace pti 12 °C bylo vyprodukované mnoZstvi az 3x nizsi
(131 mg/l).

Kromé¢ teploty rovnéZ inokulace nisin-produkujicich kmenta (Lc. lactis spp.
lactis CCDM 686 a CCDM 689) a jejich supernatantii k BA-produkénim kmenim
vedla k vyraznému snizeni produkce tyraminu. Produkce TYM kmenem
Lac. plantarum RIBM 89 byla vice inhibovana ptitomnosti protektivnich kultur
neZ jejich supernatantii. Naproti tomu U¢inek obou testovanych protektivnich
kment a jejich supernatantii na produkci sledovaného BA byl obdobny u kmene
Lat. curvatus T3. Naptiklad po pfidavku kmentit CCDM 686 a CCDM 689
k produkénimu kmenu RIBM 89 v ¢ase 0 h bylo zaznamendno na konci doby
kultivace pi1 30 °C 0 59 % a 60 % nizsi mnozstvi TYM oproti kontrole. Zatimco
ptidavek supernatanti téchto kultur vedl ke snizeni TYM pouze o 26 % a o 8 %
porovnanim s kontrolou. Produkce TYM kmenem Lat. curvatus T3 byla snizena
po aplikaci protektivnich kultur 1 jejich CFS o vice nez 70 % oproti kontrole.
Tento fakt miize byt disledkem vétSiho inhibi¢niho uc¢inku supernatantii na rist
bunék kmene T3, kdy byly detekovany po ptidavcich CFS 686 a CFS 689 v Case
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odbéru 24 h vyrazné nizsi hodnoty CFU/ml (8,5 log CFU/ml a 8,6 log CFU/ml)
nez v kontrole (9,5 log CFU/ml). Za stejnych podminek u kmene RIBM 89 nebylo
pozorovano tak signifikantni sniZeni poctu vyrostenych kolonii (9,2 log CFU/ml
po ptidavku obou CFS) oproti kontrole (9,6 log CFU/ml).

Z vysledkt sledovani vlivu komeréniho nisinu na produkci TYM kmeny
RIBM 89 a T3 plyne, Ze ptidavek nisinu ve vSech 3 koncentracich snizil obsah
TYM v téchto vzorcich. Ve vétsSin€ ptipadi byl zaznamenan trend, ¢im vyssi
aplikovana koncentrace nisinu, tim vyS$$i snizeni mnozstvi TYM
vyprodukovaného BA-produkénimi kmeny. Tento trend neni piekvapujici,
jelikoz imérné s aplikaci vys$i koncentrace nisinu dochédzi k vétSimu sniZeni
poctu bunék produkéniho kmene (snizeni az o 1 log CFU/ml). K podobnému
zaveéru dospéli 1 Saelao et al. (2018), ktefi zkoumali vliv nisin-produkujiciho
kmene na produkci tyraminu u kmenti E. faecalis a Weissella cibaria. V disledku
snizeni poctu bun€k (snizeni o2 log CFU/ml) produkénich kmenl vedlo
ke sniZeni kumulace tyraminu.

SniZeni produkce tyraminu kmenem FEnferococcus faecalis a histaminu
kmenem Streptococcus thermophilus kultivaci s bakteriocin-produkujicimi
kmeny Lc. lactis ssp. lactis poukazuje prace Tabanelli et al. (2014). Ve studii
téchto autorti zkoumané kmeny laktokoktli vykazovaly vétsi inhibicni efekt viici
Streptococcus thermophilus ve srovnani s Enterococcus faecalis, kdy rist
St. thermophilus byl zcela inhibovan po inokulaci kmene Lc. lactis ssp. lactis
VR84, producenta nisinu Z. RovnéZ Joosten a Nuiiez (1996) uvadéji, Ze pouziti
dvou bakteriocin-produkujicich kmentl E. faecalis a nisin-produkujiciho kmene
Lec. lactis jako startérove kultury pti vyrobé syru vedlo k vyraznému sniZeni poctl
Lactobacillus buchneri (nyni Lentilactobacillus buchneri), a tim 1 produkci
histaminu. VI1iv supernatantll z Lactobacillus acidophilus, St. thermophilus,
Lc. lactis ssp. lactis a Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris na produkci
tyraminu u vybranych patogennich a podminéné patogennich mikroorganizmi
studovali Toy et al. (2015). Byly testovany dvé rtizné koncentrace CFS (50% a
25%). Ob& koncentrace CFS z kmene St. thermophilus a 50% zkmene Lb.
acidophilus inhibovaly produkci TYM u Salmonella Paratyphi A az o 98 % oproti
kontrole. Produkce TYM u Listeria monocytogenes byla nejvice inhibovana 50%
CFS z Lc. lactis ssp. lactis a 50% CFS z Lb. acidophilus. U Escherichia coli bylo
vyprodukovaneé mnozstvi TYM niZsi po aplikaci vSech testovanych CFS. Naopak
u Staphylococcus aureus byla po aplikaci 50% CFS z kmene St. thermophilus a
po aplikaci 50% CFS z kmene Lc. lactis ssp. lactis sledovana vys$i produkce
tyraminu. Z téchto vysledkl vyplyva, Ze BA-produkujici kmeny mohou byt rizné
citlivé vaci bakteriocin-produkujicim kmeniim nebo jejich CFS a mohou mit
rizné uinky na produkci BA.

Dale byl sledovan vliv ptidavki protektivnich kultur, jejich CFS a nisinu
v riznych Casech kultivace BA-produkénich kment. Z dosazenych vysledki je
patrny vliv Casu ptidavkl protektivnich kultur a jejich CFS. Ve vétSing ptipadi
byl zaznamenan vétsi u€inek na sniZzeni produkce sledovaného BA, pokud byly
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producenti nisinu a jejich CFS zaoCkovany v prvnich 4 casech aplikace.
V pozdéjSich Casech dochazelo k vyraznému snizeni nebo zcela k vymizeni
inhibi¢niho Ucinku protektivnich kultur a jejich CFS na produkeci TYM. Pokud je
mi znamo, nase prace je jedinou studii, ktera poukazuje vliv ¢asu inokulace nisin-
produkujicich kmeni a jejich metaboliti (CFS a nisinu) na produkci TYM.

Vysledky této prace potvrdily, ze ptidavek nisin-produkujicich kmenti a jejich
antimikrobidlnich latek (CFS a nisin) mohou signifikantng snizit produkci
tyraminu u kment Latilactobacillus curvatus a Lactiplantibacillus plantarum v in
vitro podminkach. Nicméné v komplexnim prostiedi redlné potraviny mize byt
ucinek protektivnich kultur a jejich antimikrobialnich latek na produkci tyraminu
ovlivnén v disledku pfitomnosti jinych kompetujicich mikroorganizmi, jejich
metabolickou Cinnosti a parametry nastavenych pii vyrobé fermentovanych
potravin. Proto bude tfeba provést dalsi vyzkum za Gcelem ovéfeni vlivu téchto
protektivnich kmentl a jejich metabolitii s antimikrobialni aktivitou na snizeni
produkce tyraminu v realn€ potravinové matrici.
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6. ZAVER

Tato disertacni prace se zabyvala sledovanim vlivu vybranych protektivnich
kmeni bakterii mlé€ného kvaSeni a jejich metaboliti s antimikrobialnimi u¢inky
na produkci tyraminu u kmentl izolovanych z potravin s vyznamnou tyrozin-
dekarboxylazovou aktivitou.

Na zéakladé ziskanych vysledku lze vyvodit tyto zavéry:

V ptipad¢ testovani antimikrobidlni aktivity supernatantli z protektivnich
kultur byl nejvétsi inhibicni €inek pozorovan u supernatantli z nisin-
produkujicich kmenidl Lactococcus lactis ssp. lactis, kdy jedenact
z dvanacti testovanych CFS (CFS z kmeni CCDM 71, CCDM 671,
CCDM 702, CCDM 731 a CCDM 670, CCDM 686, CCDM 689, CCDM
695 a CCDM 698) projevilo inhibi¢ni pisobeni na alesponl 1 testovany
indikatorovy kmen s dekarboxylazovou aktivitou.

Vici pisobeni CFS z laktokok byly nejvice citlivé testované bakterie
mléného kvaSeni, zejména kmeny laktobacilii. VSechny testovane
kmeny laktobacilii vykazovaly citlivost viici 9 z 12 analyzovanych
supernatantil z kment laktokokii.

Z vysledki testovani inhibi¢niho G€inku nisinu vyplyva, Ze citlivost
zkoumanych dekarboxylaza-pozitivnich BMK na nisin je znacné
variabilni nejen v rdmci rodu, ale 1 druhu. Kmeny téhoz druhu reagu;i
rozdilné na plsobeni nisinu. NejvétSi citlivost prokazaly kmeny
Latilactobacillus curvatus T3 a Lactiplantibacillus plantarum RIBM 8§9.

Bez ptitomnosti protektivnich kultur a antimikrobialnich latek u kment
Latilactobacillus curvatus T3 a Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89
byla nejvétsi vyprodukovand mnoZstvi tyraminu zaznamenana v pozdni
staciondrni fazi ristu.

Oba testované kmeny (Lat. curvatus T3 a Lac. plantarum RIBM 8§9)
vykazovaly signifikantn€ vySsi produkci tyraminu pii teploté 30 °C nez
pii teploté 12 °C (P<0,05).

V ptitomnosti nisin-produkujicich kmend (Lc. lactis ssp. lactis
CCDM 686 a CCDM 689) a jejich CFS bylo zaznamenano snizeni
produkce tyraminu kmeny RIBM 89 a T3 pii obou testovanych
teplotach.

Produkce TYM kmenem Lac. plantarum RIBM 89 byla vice inhibovana
pfitomnosti protektivnich kultur nez jejich supernatanti. Naproti tomu
ucinek protektivnich kmeni a jejich supernatanti na produkci
sledovan¢ho BA byl obdobny u kmene Lat. curvatus T3.
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- Z dosazenych vysledk je patrny vliv ¢asu pridavka protektivnich kultur
a jejich CFS. Ve vétsing ptipadl byl zaznamenan vétsi u€inek na snizeni
produkce sledovaného BA, pokud byli producenti nisinu a jejich CFS
zaoCkovani v prvnich 4 Casech aplikace, tzn. pii teploté kultivace 30 °C:
ptidavky v ¢ase 0, 2, 5 a 9 h; pfi kultivaci v teploté 12 °C: ptidavky
v case 0., 2., 4., a 9. den. V pozd¢gjSich ¢asech dochazelo k vyraznému
snizeni nebo zcela k vymizeni inhibi¢niho u¢inku protektivnich kultur a
jejich CFS na produkci TYM.

- Z vysledki sledovani vlivu komeréniho nisinu na produkci TYM kmeny
RIBM 89 a T3 plyne, ze ptidavek nisinu ve vSech 3 koncentracich
(14 pg/ml, 25,7 pg/ml, 71,5 pg/ml) snizil obsah TYM v téchto vzorcich.
Ve vétsiné piipadi byl zaznamenan trend, ¢im vys$i aplikovana
koncentrace nisinu, tim vys$si snizeni mnozstvi TYM vyprodukovanych
BA-produkénimi kmeny.

- Vliv Casu aplikace nisinu nemél jednozna¢ny trend, avSak sniZeni
produkce tyraminu kmeny T3 a RIBM 89 bylo pozorovano ve vSech
casech ptidavka nisinu.

Vysledky této prace potvrdily, ze ptidavek nisin-produkujicich kmenti a jejich
antimikrobidlnich latek (CFS a nisin) mohou vyrazné¢ snizit produkci tyraminu u
kment Latilactobacillus curvatus a Lactiplantibacillus plantarum. Nicméné je
tteba proveést dalsi vyzkum za u€elem vySetteni téchto protektivnich kment a
jejich an latek v realné potravinové matrici.
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7. PRINOS PRO VEDU A PRAXI

Ptinos predkladané prace v oblasti védy lze vidét v nasledujicich aspektech:

Byl proveden rozsahly skrining antimikrobidlni aktivity supernatanti
z22 kmentt (12 kmenlt Lactococcus lactis ssp. lactis, 2 kmeny
Lactobacillus acidophilus, 4 kmeny Lb. gasseri, 3 kmeny Lb. helveticus a
1 kmen Enterococcus faecium) produkujicich bakteriocin nebo latky
podobné bakteriociniim (BLIS) vii¢i 103 kmenim (z toho 41 kmenit BMK,
36 kment rodu Enterococcus a 26 kmenl rodu Staphylococcus)
s vyznamnou dekarboxyldazovou aktivitou.

Byla stanovena minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) komeréniho nisinu
u 21 kmenlt BMK s vyznamnou tyrozin-dekarboxyldazovou aktivitou
(13 kmenti Levilactobacillus brevis, 5 kmenu Latilactobacillus curvatus,
2 kmeny Lactiplantibacillus plantarum a 1 kmen Lacticaseibacillus
casei/paracasei).

Byl studovan vliv nisin-produkujicich kmenl (Lc. lactis ssp. lactis
CCDM 686 a CCDM 689) a jejich supernatantli na produkci tyraminu
kmeny izolovanymi z fermentovanych potravin (Latilactobacillus curvatus
T3 a Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89) v zéavislosti na teploté
kultivace (30 °C a 12 °C). RovnéZ byl zkouman vliv ptidavku protektivnich
kultur a jejich CFS v raznych ¢asovych intervalech kultivace kment T3
a RIBM §9.

Byl zjiStén vliv rizné koncentrace nisinu na kinetiku produkce tyraminu u
kment Latilactobacillus curvatus T3 a Lactiplantibacillus plantarum
RIBM 89 v zavislosti na teploté kultivace (30 °C a 12 °C). Rovnéz byl
zhodnocen vliv ptidavku nisinu v riznych ¢asovych intervalech kultivace
kmenti T3 a RIBM §9.

Jednd se o prvni studii, ktera poukazuje vliv Casu inokulace nisin-
produkujicich kmenli a jejich metaboliti (CFS a nisinu) na produkci
tyraminu.

Ptinos piedkladané prace v oblasti praxe lze vidét v nasledujicich aspektech:

Zdlraznéni vlivu teploty kultivace na dekarboxylazovou aktivitu.

Zjisténi, Ze pridavek protektivnich kmend a jejich supernatant, muze
vyrazné snizit produkci tyraminu kmeny Latilactobacillus curvatus
a Lactiplantibacillus plantarum 1 pii vyssi teploté kultivace (30 °C).
Zjisténi, Ze pridavek nisinu 1 v subletalnich koncentracich miZe inhibovat
produkci tyraminu  u  kmend  Latilactobacillus curvatus
a Lactiplantibacillus plantarum.

Ziskané poznatky mohou pfispét k nalezeni strategie vedouci ke sniZeni
tvorby a hromadéni tyraminu ve vysokych koncentracich ve
fermentovanych potravinach.
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13.PRILOHA I

Tab. I — Antimikrobidlni aktivita supernatantii z testovanych kmenii Lactococcus lactis ssp. lactis (CCDM) na dekarboxyldza-
pozitivai kmeny bakterii mlécného kvaseni [(-) Zadna inhibice; (+) 7,511 mm inhibicni zona,; (++) 12—14 mm inhibicni
zona, (+++) 15—18 mm inhibicni zona].

Inhibi¢ni u€inek supernatanti kment Lactococcus lactis ssp. lactis

Kmeny BMK CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM
71 414 416 418 671 702 731 670 686 689 695 698
Levilactobacillus n B B B N N N N e iy N .
brevis T24
L. brevis B125 + — — — + ++ + + + ++ + +
L. brevis RIBM 16 + — — — + + ++ + ++ - + 4t
L. brevis RIBM 20 + — — — + + ++ ++ ++ ++ + ++
L. brevis RIBM 33 ++ _ _ _ ++ ++ ++ ++ FH+ 4 + +
L. brevis RIBM 50 ++ _ _ _ ++ ++ ++ ++ FH+ 4 + +
L. brevis RIBM 62 ++ _ _ _ ++ ++ ++ ++ FH+ 4 + +
L. brevis RIBM 67 ++ _ _ _ ++ ++ ++ ++ FH+ 4 + +
L. brevis RIBM 68 ++ _ _ _ ++ ++ ++ ++ FH+ 4 + +
L. brevis RIBM 69 + _ _ _ ++ ++ ++ ++ FH+ 4 + +
L. brevis RIBM 70 + _ _ _ ++ ++ ++ ++ FH+ 4 + +
L. brevis RIBM 72 ++ _ _ _ ++ ++ ++ ++ FH+ 4 + +
L. brevis RIBM 78 ++ _ _ _ ++ ++ ++ + FH+ 4 + +
L. brevis RIBM 93 ++ _ _ _ ++ ++ ++ ++ FH+ 4 + +
L. brevis RIBM 98 ++ _ _ _ ++ ++ ++ ++ FH+ 4 + +
L. brevis RIBM 101 | ++ _ _ _ ++ ++ ++ + FH+ 4 + +
L. brevisRIBM 111 | ++ _ _ _ ++ ++ ++ + + S+ + +
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Tab. [ — Pokracovani

Inhibi¢ni u€inek supernatanti kment Lactococcus lactis ssp. lactis

Kmeny BMK CCD CCD CCD CCD CCD CCD CCD CCD CCD CCD CCD CCDM
M M M M M M M M M M M 698
71 414 416 418 671 702 731 670 686 689 695

Latilactobacillus ++ — — — + ++ ++ ++ +++ +++ ++ ++

curvatus T2

Lat. curvatus T3 +++ — — — ++ ++ -+ -+ -+ - ++ +-—+

Lat. curvatus T8 ++ — — — + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

Lat. curvatus T15 ++ — — — + ++ ++ ++ ++ ++ ++ 4t

Lat. curvatus T36 ++ — — — + ++ - ++ 4+ ++ 4t

Lat. curvatus T37 + — — — + + + + T+ 4+ + +

Lat. curvatus T41 + — — — + + + + ++ 4+ + 4t

Lat. curvatus Al-3 + — — — + + + + 4+ ++ + Tt

Lacticaseibacillus

casei/paracasei ++ — — - + + + ++ 4 4+ + 4t

AIV-11

Lc. casei/ paracasei

AIV-13 ++ — — - + + + ++ ++ ++ + ++

Lc. casei/ paracasei

RIBM 113 ++ — — - ++ ++ ++ + e + ++

Lc. paracasei T50 — — — — _ — — _ _ _ _ _

Lc. paracasei T51 — — — — _ — — _ _ _ _ _

Lc. paracasei T52 — — — — _ — — _ _ _ _ _

Latilactobacillus

cakei B103 + — — — + + ++ + + ++ + +
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Tab. [ — Pokracovani

Inhibi¢ni u¢inek supernatanti kment Lactococcus lactis ssp. lactis

Kmeny BMK CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM

71 414 416 418 671 702 731 670 686 689 695 698
Lactiplantibacillus n B B B n n n n iy iy n iy
plantarum Al-7
Lactiplantibacillus

e - - - ++ ++ ++ e e s ++

plantarum RIBM 89
Lactiplantibacillus

+ - - - + + + - + + - +
plantarum RIBM 94
Lactzp lantibacillus ++ — — — ++ ++ ++ ++ +++ +++ ++ ++

plantarum RIBM 96
Leuconostoc
mesenteroides B170
Leuconostoc
mesenteroides B171
Leuconostoc
pseudomesenteroides —
T63
Streptococcus
salivarius B149
Streptococcus
salivarius B150
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Tab. Il — Antimikrobialni aktivita supernatantii z testovanych kmenii Lactobacillus a Enterococcus (CCDM 945) na
dekarboxyldza-pozitivni kmeny bakterii mlécného kvaseni [(—) Zddnd inhibice; (+) 7,5—11 mm inhibicni zona; (++) 12—14 mm
inhibicni zona; (+++) 15—18 mm inhibicni zona].

Inhibi¢ni u¢inek supernatanti kmeni Lactobacillus a Enterococcus

Kmeny BMK CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM
79 149 214 215 340 377 62 82 125 945
Levilactobacillus
brevis T24 B B B B B + B B i o
L. brevis B125 — — _ _ _ + _ _ _ _
L. brevis RIBM 16 — _ — — — + _ _ _ +
L. brevis RIBM 20 — — — — — + _ _ _ +
L. brevis RIBM 33 — — — — — + _ _ _ +
L. brevis RIBM 50 — — _ — _ + _ _ _ ++
L. brevis RIBM 62 — — — — — + _ _ _ ++
L. brevis RIBM 67 — — — — — + _ _ _ ++
L. brevis RIBM 68 — — — — — + _ _ _ +
L. brevis RIBM 69 — — — — — + _ _ _ ++
L. brevis RIBM 70 — — — — — + _ _ _ ++
L. brevis RIBM 72 — — — — — + _ _ _ ++
L. brevis RIBM 78 — — — — — + _ _ _ ++
L. brevis RIBM 93 — — — — — + _ _ _ ++
L. brevis RIBM 98 — — — — — + _ _ _ +
L. brevis RIBM 101 — — _ — _ + _ _ _ ++
L. brevis RIBM 111 — — — _ — ++ — — — +
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Tab. Il — Pokracovani

Inhibi¢ni u¢inek supernatanti kment Lactobacillus a Enterococcus

Kmeny BMK CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM
79 149 214 215 340 377 62 82 125 945
Latilactobacillus B B B B B N B B N N
curvatus T2
Lat. curvatus T3 _ _ _ _ _ + _ _ T ++
Lat. curvatus T8 _ _ — _ _ + _ _ _ ++
Lat. curvatus T15 — — _ — — + _ _ ++ +
Lat. curvatus T36 — - _ — _ + _ _ 4+ ++
Lat. curvatus T37 — — _ — _ + _ _ + ++
Lat. curvatus T41 — — — - _ + — — _ ++
Lat. curvatus Al-3 _ — _ — _ + _ _ _ +
Lacticaseibacillus
casei/paracasei — — — — — + — — — +
AIV-11
Lc. casei/paracasei
AIV-13 - - - - - - - - - -
Lc. casei/paracasei
RIBM 113 - - - - - - - - - -
Lc. paracasei T50 — _ — — _ _ _ _ + +
Lc. paracasei T51 _ _ _ _ _ _ _ _ _ +
Lc. paracasei T52 — — — — — — — — — +
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Tab. Il — Pokracovani

Inhibi¢ni u¢inek supernatanti kment Lactobacillus a Enterococcus

Ostatni kmeny BMK CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM
79 149 214 215 340 377 62 82 125 945

Latilactobacillus sakei B103 — - - — — + _ _ _ ++

Lactiplantibacillus plantarum
Al-7

Lactiplantibacillus plantarum
RIBM §9

Lactiplantibacillus plantarum
RIBM 94

Lactiplantibacillus plantarum
RIBM 96

Leuconostoc mesenteroides — —
B170
Leuconostoc mesenteroides — —
B171
Leuconostoc - -
pseudomesenteroides T63
Streptococcus salivarius B149 — — — — — — — — — —

_ _ _ _ _ + _ _ _ +

— - - - - + - - - ++

_ _ _ _ _ + _ _ _ +

Streptococcus salivarius B150 — — — — — — _ _ _ _
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Tab. Il — Antimikrobialni aktivita supernatantii z testovanych kmenit Lactococcus lactis ssp. lactis (CCDM) na
dekarboxyldza-pozitivni kmeny rodu Enterococcus [(—) Zddnd inhibice; (+) 7,5—11 mm inhibicni zona; (++) 12—14 mm
inhibicni zona; (+++) 15—18 mm inhibicni zona].

Inhibi¢ni u€inek supernatanti kment Lactococcus lactis ssp. lactis

Kmeny rodu
CcCCbM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCbM

Enterococcus

71 414 416 418 671 702 731 670 686 689 695 698
Enter. sp. T19 — — — — — - _ _ _ _ _ _
Enter. sp. T20 — — — — _ _ — — _ _ _ _
Enter. sp. E15 + — — — — — ++ ++ 4+ ++ + +
Enter. sp. E16 + — — - _ _ ++ ++ 4t ++ + +
Enter. sp. E18 ++ — — - _ _ ++ + 4t + + +
Enter. sp. E21 ++ — — — — — ++ + ++ ++ + +
Enter. sp. E26 + — — — — — — + + + + —
Enter. sp. E28 — — — — — — ++ ++ ++ ++ ++ +
Enter. sp. E30 + — — — — — + — — _ + _

E. durans B151 — — _ — - _ — _ _ _ _ _
E. durans B152 — — _ — - _ — _ _ _ _ _
E. durans B153 — — _ — - _ — _ _ _ _ _
E. durans B154 — — _ — - _ — _ _ _ _ _
E. durans B160 — — — — — _ + + + _ + +
E. durans B169 — — _ — - _ — _ _ _ _ _

135



Tab. 11l — Pokracovani

Inhibi¢ni u€inek supernatanti kment Lactococcus lactis ssp. lactis
Kmeny rodu

CcCCbM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCbM

Enterococcus

71 414 416 418 671 702 731 670 686 689 695 698
E. faecalis T43 — — — — — — _ _ _ _ _ _
E. faecalis B131 + — — — — — + + + + + —
E. faecalis B142 — — — — — — — — — _ _ _
E. faecium B129 + — — — — — + + + — _ _
E. faecium B133 — — — — — — — _ _ _ _ _
E. faecium B143 — — — — — — — _ _ _ _ _
E. faecium B144 — — — — — — — — _ _ _ _
E. faecium B145 — — — — — — — _ _ _ _ _
E. faecium E2 + - — — _ _ ++ + + + + +
E. faecium E5 ++ - - - - - ++ o ++ ++ o ++
E. faecium E8 ++ — — — _ _ + + + + ++ +
E. faecium E11 ++ — — — _ _ + + + + + +
E. faecium E13 + — — — — — + + + + + _
E. faecium E14 ++ — — — _ _ 4+ ++ + 4+t + 1
E. faecium E17 — — — — — — — _ _ + + _
E. faecium E25 ++ — — — _ _ ++ + ++ + + +
E. faecium E27 — — — — — — — _ _ _ _ _
E. hirae B76 — — — — — — — _ _ _ _ _
E. hirae B122 ++ — — - — — + + + + + +
E. hirae B124 — — — — — — — — _ _ _ _
E. hirae B147 — — — — — — — _ _ _ _ _
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Tab. 1V — Antimikrobidlni aktivita supernatantu z testovanych kmenii Lactobacillus a Enterococcus (CCDM 945) na
dekarboxyldza-pozitivni kmeny rodu Enterococcus [(-) zddna inhibice; (+) 7,511 mm inhibicni zona, (++) 12—14
mm inhibicni zona, (+++) 15—18 mm inhibicni zona].

Inhibi¢ni u¢inek supernatanti kment Lactobacillus a Enterococcus

Kmeny rodu

Enterococcus CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM

79 149 214 215 340 377 62 82 125 945

Enterococcus sp. T19 — — — — — — — — - _
Enterococcus sp. T20 — — — — - _ — — _ _
Enterococcus sp. E15 — — — - _ — — _ _ _
Enterococcus sp. E16 — — — — - _ — — _ _
Enterococcus sp. E18 — — — — - _ — — _ _
Enterococcus sp. E21 — — — — — — — - _ _
Enterococcus sp. E26 — — — — - _ — — _ _
Enterococcus sp. E28 — — — — - _ — — _ _
Enterococcus sp. E30 — — — — - _ — — _ _
E. durans B151 — - — — — — - _ _ _
E. durans B152 — - — — — — - _ _ _
E. durans B153 — - — — — — - _ _ _
E. durans B154 — — — — — — - _ _ _
E. durans B160 — — — — — — - _ _ _
E. durans B169 — — — — — — - _ _ _
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Tab. 1V — Pokracovani

Inhibi¢ni u¢inek supernatanti kment Lactobacillus a Enterococcus
Kmeny rodu

cCCbM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM
79 149 214 215 340 377 62 82 125 945

Enterococcus

E. faecalis T43 — — — — — + _ _ _ _
E. faecalis B131 — — — — — — _ _ _ _
E. faecalis B142 — — — — — — _ _ _ _
E. faecium B129 — — — — — — _ _ _ _
E. faecium B133 — — — — — — — _ _ _
E. faecium B143 — — — — — — _ _ _ _
E. faecium B144 — — — — — — _ _ _ _
E. faecium B145 — — — — — — _ _ _ _
E. faecium E2 — — — — — — — _ _ _
E. faecium ES — — — — — — — _ _ _
E. faecium E8 — — — — — — — _ _ _
E. faecium E11 — — — — — — _ _ _ _
E. faecium E13 — — — — — — — _ _ _
E. faecium E14 — — — — — — — _ _ _
E. faecium E17 — — — — — — _ _ _ _
E. faecium E25 — — — — — — — _ _ _
E. faecium E27 — — — — — — _ _ _ _
E. hirae B76 — — — — — — — _ _ _
E. hirae B122 — — — — — — _ _ _ _
E. hirae B124 — — — — — — _ _ _ _
E. hirae B147 — — — — — — — _ _ _
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Tab. V — Antimikrobialni aktivita supernatantii z testovanych kmenii Lactococcus lactis ssp. lactis (CCDM) na dekarboxyldza-
pozitivai kmeny rodu Staphylococcus [(-) Zadna inhibice; (+) 7,5—11 mm inhibicni zona; (++) 12—14 mm inhibicni zona,
(+++) 15—18 mm inhibicni zona].

Inhibi¢ni u¢inek supernatanti kment Lactococcus lactis ssp. lactis

Kmeny rodu

Staphylococcus cCCbM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM

71 414 416 418 671 702 731 670 686 689 695 698

S. epidermidis B40 — — — — — — - _ — — _ _
S. epidermidis B136 — — — - _ _ _ _ _ _ _ _
S. epidermidis B137 — - _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
S. epidermidis S8 — — — - _ _ _ _ _ _ _ _
S. haemolyticus S9 — + — + — — — — — _ _ _
S. haemolyticus S10 — — — — — - _ _ _ _ _ _
S. haemolyticus S11 — — — — - _ _ _ _ _ _ _

S. haemolyticus S12 — + — + — — — — — _ _ _
S. hominis B138 — — _ — - _ — _ _ _ _ _
S. hominis S5 — — — — - _ _ _ _ _ _ _
S. hominis S6 — — — — - _ _ _ _ _ _ _
S. hominis S7 — + — — _ — — _ _ _ _ _

S. pasteuri S4 — — — - _ _ _ _ _ _ _ _
S. pasteuri S14 — — - _ _ _ _ _ _ _ _ _
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Tab. V — Pokracovani

Inhibi¢ni u€inek supernatanti kment Lactococcus lactis ssp. lactis

Kmeny rodu

Staphylococcus CcCCbM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCbM

71 414 416 418 671 702 731 670 686 689 695 698

S. succinus B47 — — — — — — - _ _ _ _ _
S. succinus B77 — — — — - _ — _ _ _ _ _
S. succinus B80 — — — - _ — _ _ _ _ _ _
S. succinus B89 — — — — — - _ — _ _ _ _
S. warneri B29 — — — — — — — _ _ _ _ _
S. warneri S1 — — — — — — — _ _ _ _ _
S. warneri S2 — — — — — — — _ _ _ _ _
S. warneri S3 — — - — — — — _ _ _ _ _
S. warneri S13 — — - — — — — _ _ _ _ _
S. warneri S15 — — - — — — — _ _ _ _ _
S. warneri S16 — — - — — — — _ _ _ _ _
S. warneri S17 — — - — — — — _ _ _ _ _
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Tab. VI — Antimikrobialni aktivita supernatantii z testovanych kmenu Lactobacillus a Enterococcus (CCDM 945) na
dekarboxyldza-pozitivni kmeny rodu Staphylococcus [(—) zZddna inhibice; (+) 7,5—11 mm inhibicni zona; (++) 12—14 mm
inhibicni zona; (+++) 15—18 mm inhibic¢ni zona].

Inhibi¢ni uéinek supernatanti kmeni Lactobacillus a Enterococcus

Kmeny rodu

Staphylococcus cCbMm CCbM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM

79 149 214 215 340 377 62 82 125 945

S. epidermidis B40 - - - - _ _ _ _ _ _
S. epidermidis B136 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
S. epidermidis B137 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
S. epidermidis S8 - _ _ _ _ _ _ _ _ _
S. haemolyticus S9 - _ _ _ _ _ _ _ _ _
S. haemolyticus S10 - - _ _ _ _ _ _ _ _
S. haemolyticus S11 - - _ _ _ _ _ _ _ _
S. haemolyticus S12 - _ _ _ _ _ _ _ _ _
S. hominis B138 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
S. hominis S5 - - _ _ _ _ _ _ _ _
S. hominis S6 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
S. hominis S7 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
S. pasteuri S4 — - - _ _ _ _ _ _ _
S. pasteuri S14 — - - _ _ _ _ _ _ _
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Tab. VI — Pokracovani

Inhibi¢ni u¢inek supernatanti kmeni Lactobacillus a Enterococcus

Kmeny rodu

Staphylococcus cCbMm CCbDbM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM CCDM

79 149 214 215 340 377 62 82 125 945

S. succinus B47 - - — — — — — - — -
S. succinus B77 — - — - _ _ _ _ _ _
S. succinus B80 - — - _ _ _ _ _ _ _
S. succinus B89 - — - _ _ _ _ _ _ _
S. warneri B29 - — - _ _ _ _ _ _ _
S. warneri S1 - — - _ _ _ _ _ _ _
S. warneri S2 - — - _ _ _ _ _ _ _
S. warneri S3 - — - _ _ _ _ _ _ _
S. warneri S13 - — - _ _ _ _ _ _ _
S. warneri S15 - — - _ _ _ _ _ _ _
S. warneri S16 - — - _ _ _ _ _ _ _

S. warneri S17 - — — — _ _ _ _ _ _
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14.PRILOHA 11
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Obr. 1: Vyvoj produkce tyraminu kmenem Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89

v pritomnosti Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 686 a CCDM 689 pri
teplote 30 °C (A: cas inokulace 2 h, B: cas inokulace 9 h, C: cas inokulace

24 h).
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Obr. 2: Vyvoj produkce tyraminu kmenem Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89 po
pridavku supernatantu z kmene Lc. lactis ssp. lactis CCDM 686 (CFS 686) a
supernatantu z kmene Lc. lactis ssp. lactis CCDM 689 (CFS 689) pri teploté
30 °C (A: cas inokulace 2 h, B: cas inokulace 9 h, C: cas inokulace 24 h).
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Obr. 3: Vyvoj produkce tyraminu kmenem Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89
v pritomnosti Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 686 a CCDM 689 pri
teplote 12 °C (A: cas inokulace 2. den, B: cas inokulace 7. den, C: cas
inokulace 11. den).
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Obr. 4: Vyvoj produkce tyraminu kmenem Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89 po
pridavku supernatantu z kmene Lc. lactis ssp. lactis CCDM 686 (CFS 686)
a supernatantu z kmene Lc. lactis ssp. lactis CCDM 689 (CFS 689) pri
teplote 12 °C (A: cas inokulace 2. den, B: cas inokulace 7. den, C: cas
inokulace 11. den).
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Obr. 5: Vyvoj produkce tyraminu kmenem Latilactobacillus curvatus T3 v pritomnosti
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 686 a CCDM 689 a jejich supernatantii
(CFS 686 a CFS 689) pri teplote 30 °C (A: cas inokulace 2 h, B: cas
inokulace 9 h, C: cas inokulace 24 h).
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Obr. 6: Vyvoj produkce tyraminu kmenem Latilactobacillus curvatus T3 v pritomnosti
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 686 a CCDM 689 a jejich supernatantii
(CFS 686 a CFS 689) pri teplote 12 °C (A: cas inokulace 2. den, B: cas
inokulace 7. den, C: ¢as inokulace 11. den).
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Obr. 7: Vliv nisinu na produkci tyraminu kmenem Lactiplantibacillus

plantarum RIBM 89 pri teplote 30 °C (A: cas inokulace 2 h, B: cas inokulace
9 h, C: cas inokulace 24 h).
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8: Vliv nmisinu na produkci tyraminu kmenem Lactiplantibacillus
plantarum RIBM 89 pii teploté 12 °C (A: cas inokulace 2. den, B: Ccas
inokulace 7. den, C: cas inokulace 11. den).
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9: Vliv nisinu na produkci tyraminu kmenem Latilactobacillus curvatus T3 pri
24 h).

Obr.
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Obr. 10: Viiv nisinu na produkci tyraminu kmenem Latilactobacillus curvatus T3 pri
teplote 12 °C (A: cas inokulace 2. den, B: cas inokulace 7. den, C: cas

inokulace 11. den).
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