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ABSTRAKT

Diserta¢ni prace se zabyva sledovanim vlivu vybranych protektivnich kultur,
jejich bezbunécnych supernatantd (CFS) a nisinu na kinetiku produkce tyraminu
(TYM). Pro naplnéni cile prace byl nejprve zkouman inhibi¢ni ucinek
supernatanti z 22 protektivnich kultur a nisinu vic¢i producentim biogennich
amini (BA) izolovanych zriznych potravin. Antimikrobialni aktivita
zneutralizovanych supernatantt a nisinu byla zjistovana pomoci jamkové difizni
metody. Na zakladé ziskanych vysledkd byly vybrany 2 protektivni kultury
Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis CCDM 686 a CCDM 689
vykazujici nejvEtsi antimikrobidlni aktivitu vici zkoumanym producentim
tyraminu. VIiv vybranych 2 protektivnich kment, jejich CFS a nisinu na produkci
tyraminu byl nasledné sledovan u 2 kmeni, které prokazaly signifikantni citlivost
vaci testovanym supernatantim z laktokokli a na nisin. Konkrétné se jednalo
0 kmen Latilactobacillus curvatus T3 a Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89.
Byly zvoleny dvé teploty kultivace: 30 =1 °C a 12 = 1 °C. Rovnéz byl zkouman
vliv ptidavku protektivnich kultur, jejich supernatanti a nisinu kK producentiim
tyraminu v riznych ¢asovych intervalech kultivace. Kinetika produkce tyraminu
byla sledovana Vv in vitro podminkach v kultivaénim médiu a vysledna mnozstvi
tyraminu byla analyzovana pomoci HPLC/UV po piedchozi derivatizaci
dansylchloridem.

Oba testované kmeny (Lat. curvatus T3 a Lac. plantarum RIBM 89)
vykazovaly signifikantn€ vySsi produkci tyraminu pfi teploté 30 °C nez pii teploté
12 °C (P<0,05). P1i obou teplotach kultivace byl pak zaznamenan nezanedbatelny
vliv na sniZeni produkce tyraminu po ptidavcich protektivnich kultur a jejich CFS.
Nejveétsi 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 pti teploté 12 °C (Cas inokulace obou kment 0 h). Z vysledki
sledovani vlivu komer¢niho nisinu na produkci TYM kmeny RIBM 89 a T3
plyne, ze pridavek nisinu ve vSech 3 koncentracich snizil obsah TYM v téchto
vzorcich. Ve vétSiné piipadl byl zaznamendn trend, ¢im vysSi aplikovana
koncentrace nisinu, tim vys$i snizeni mnozstvi TYM vyprodukovanych BA-
produkénimi kmeny. Inokulace protektivnich kultur a jejich metabolitd (CFS a
nisin) v pozdé&jsi fazi rastu BA-produkénich kmenti neméla inhibi¢ni vliv na
dekarboxylazovou aktivitu téchto kment. Zavérem lze fici, ze k zabranéni vzniku
a kumulace vysokého mnoZstvi tyraminu ve fermentovanych potravinach, jako
jsou syry a pivo, lze vyuZit nisin-produkujici kmeny a jejich metabolity (CFS a
nisin), a tim zvysit kvalitu a bezpecnost téchto fermentovanych potravin. Nicméné
je tieba provést dalsi vyzkum za Gcelem vySetieni téchto protektivnich kmenti 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, such as cheese or beer,
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

1.1 Biogenni aminy a jejich vznik v potravinach

Biogenni aminy ptedstavuji skupinu dusikatych latek s nizkou molekulovou
hmotnosti. Podle chemické struktury je lze rozdélit na aromatické
(2-fenyletylamin a tyramin), alifatické (putrescin, kadaverin, spermidin
a spermin) a heterocyklické (histamin a tryptamin) slouceniny. Podle poctu
aminoskupin v molekule je mozné BA rovnéz klasifikovat jako monoaminy
(2-fenyletylamin, 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 predev§im
bakterialni dekarboxylaci pfisluSnych aminokyselin. Tyto reakce jsou
katalyzovany substratové specifickymi enzymy — dekarboxylazami (Shalaby,
1996). Dekarboxyldzy patiti mezi skupinu enzymi, které mohou vyuzivat jako
kofaktor pyridoxal-5-fosfat (PLP) nebo pyruvoylovy zbytek (Markova a Kralova,
2004; EFSA, 2011; Ahmad et al., 2020).

V nizkych koncentracich se BA mohou nachazet v nejriznéjsich potravinach.
Vysoké koncentrace téchto latek lze ocekavat zeyjména ve fermentovanych
potravinach, kde vznikaji metabolickou ¢innosti pfitomnych mikroorganizmii.
Z tohoto diivodu vysoké hladiny BA mohou, pfedev§im u nefermentovanych
potravin, znacCit kaZeni potravin a mnozstvi BA muze slouZit jako indikéator
Cerstvosti a kvality potravin (Gardini et al., 2016; Durak-Dados et al., 2020;
Dabade et al., 2021). Intoxikace zpiisobené BA jsou 1 v popiedi zdymu
Evropského ufadu pro bezpecnost potravin (EFSA), ktery v roce 2011 vydal
stanovisko védeckého panelu pro biologicka rizika (BIOHAZ). Na zaklad¢ tohoto
kvalitativniho posouzeni rizik spojenych s vyskytem BA v potravinach dospél
BIOHAZ k zavéru, Ze tyramin a histamin jsou nejtoxi¢téjSimi BA a relevantni pro
bezpecnost potravin (EFSA, 2011). Navic toxicita téchto BA mtzZe byt umocnéna
pritomnosti dalSich BA, zejména kadaverinu a putrescinu (Ladero et al., 2010).

Ptestoze ptritomnost BA v potravindch ptedstavuje hrozbu pro lidské zdravi,
legislativni limity upravujici jejich obsah v potravinach jsou stile nedostatecné.
V Evropské unii je totiZ histamin jedinym BA, pro ktery je stanoven maximalni
povoleny limit. Tento limit je navic stanoven pouze v rybach a produktech
rybolovu. Nafizeni komise (ES) ¢. 2073/2005 povoluje v produktech rybolovu
Z druhtl ryb spojovanych s vysokym mnoZstvim histidinu 100 mg/kg histaminu.
Ptiemz tento limit miiZze byt pfekrocen ve 2 z 9 vzorkid zjedné SarZe aZ na
hodnotu 200 mg/kg. V produktech rybolovu, které byly oSetfeny enzymatickym
zranim v ldku je povoleny limit 200 mg/kg histaminu, pfi¢emz tento limit mize
byt prekrocen ve 2 z 9 vzorkll z jedné SarZe aZ na hodnotu 400 mg/kg. Natizeni
komise (ES) ¢. 1019/2013 upravuje Ptilohu I Natizeni komise (EC) ¢. 2073/2005
a pridava limit histaminu v rybich omackach vyrobenych fermentaci produkti
rybolovu. V téchto produktech je povoleny limit 400 mg/kg.



JelikoZ neni pro obsah ostatnich BA legislativné stanoven limit, nejsou tyto
sekundarni  metabolity  pravideln¢  dozorovymi  orgdny  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 nej€astéji hlaSenou potravinou intoxikaci. Tato intoxikace je
Casto spojovana s konzumaci riiznych druhti syrt. Dalsi rizikovou skupinou
potravin jsou fermentované masné vyrobky a fermentované alkoholické népoje
(EFSA, 2011).

1.2 Toxicita BA
1.2.1 Toxicita histaminu

Mezi nejvice toxické biogenni aminy patii jednozna¢né histamin (HIM).
se v lidském téle nachdzi pfedevSim v zirnych buiikdch (mastocytech) a
bazofilnich granulocytech, kde je uchovavan ve specifickych granulich.
Prostfednictvim degranulace (vytésnénim granul) pak mize byt v reakci na rlizne
podnéty z bunék uvoliiovan ve znaéném mnozstvi. Siroké spektrum piisobeni
histaminu je umoznéno interakci se specifickymi receptory (Hi, Ha, Hz a Hy).

Intoxikace HIM (tzv. ,,scombroid poisoning™) jsou Casto spojovany, jak jiz
anglicky nazev napovida, s konzumaci ryb celedi Scombridae a Scomberesocidae
(Feng et al., 2016). Tyto druhy ryb obecné obsahuji ve svém téle vysoké hladiny
volného histidinu (az 5 000—20 000 mg/kg), ze kterého pak ¢innosti bakterialnich
dekarboxylaz dochazi ke kumulaci vyznamného mnozstvi histaminu. Nicméné
intoxikace HIM byla zaznamendna 1 po konzumaci jinych druhll ryb nez z vyse
uvadénych celedi (FAO/WHO, 2018). Dalsi rizikovou skupinou potravin jsou
syry, zejména Svycarské, které se vyrab&ji z nepasterizovaného mléka (Feng et
al., 2016). Koncentrace HIM v syrech, které byly spojovany s ohniskem otravy
HIM, se pohybovala od 850 do 1870 mg/kg (EFSA, 2011). Klinické projevy
intolerance a otravy HIM spocivaji v Siroké Skale nespecifickych
gastrointestinalnich a extraintestindlnich symptomil v disledku distribuce ¢ty
vySe popsanych histaminovych receptorii v riznych orgdnech a tkanich téla
(Hungerford, 2010). Schnedl a Enko (2020) ve své studii komplexn¢ analyzovali
projevy byly gastrointestinalni. BfiSni distenze byla pozorovana u 92 % pacientli
a postprandialni plnost, prijem, bolest bficha a zacpa u 55-73 % pacientli. Na
druhém misté byly zaznamenany poruchy nervového a kardiovaskularniho
systému (necitlivost nebo paleni tst, kovova chut’ v ustech, zavrate, 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 obsahem HIM a odezni
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dni (Hungerford, 2010). Nizkd specificita a slozita variabilita symptomi
nepochybné piispivaji k obtizné diagnostice intoxikace HIM.

1.2.2 Toxicita tyraminu a dalsich stopovych BA

Biogenni aminy tyramin (TYM), tryptamin (TRM) a 2-fenyletylamin (PHM)
se nachézeji v lidském téle jen ve stopovém mnozstvi, a proto je nékdy nazyvame
jako ,,stopové aminy — trace amines“. V centrdlnim nervovém systému tyto
biogenni aminy plisobi jako neurotransmitery a neuromodulatory (Branchek a
Blackburn, 2003; Broadley, 2010; Narang et al., 2011).

Otravy tyraminem (tzv. ,,cheese reaction®) jsou po otravé histaminem druhou
nejCastéji  hldSenou potravinou intoxikaci. Pifesto limit pro obsah TYM
V potravindch, zejména v syrech, neni legislativné¢ stanoven. V 60. letech
dvacatého stoleti byly zaznamendny prvni ptiznaky otravy TYM po konzumaci
syru u pacientti Ié¢enych inhibitory enzymu monoaminooxidazy — MAOI (Ladero
et al., 2010; EFSA, 2011). Proto je tato intoxikace Casto spojovana s konzumaci
riznych 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-
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 jedinct je zapottebi davky
TYM v mnozstvi 600 mg az 2000 mg. Rafehi et al. (2019) ve své studii uvadi, Ze
perordlni podani 400 mg tyraminu mize u nékterych zdravych jedinci zvysit
systolicky krevni tlak az na 100 mmHg. Mnohem men$i mnoZstvi tyraminu
V potravé vSak miize mit toxicky Uc¢inek na jedince 1é¢ené 1éky MAOI. U téchto
jedinci mize jiz 6 mg TYM vyvolat mirné symptomy a 10-25 mg TYM
zpusobovat vazné zdravotni komplikace (EFSA, 2011).

1.3 MozZnosti sniZeni biogennich amint

1.3.1 SniZovani BA za pouziti ionizujiciho zareni

Ozatovani potravin je jednou z technik konzervace potravin. Tato konzervacni
technika mé potencidlni vyuziti 1 pro regulaci mnozZstvi BA v potravinach.
Plisobenim ionizujiciho zafeni dochazi jednak ke snizeni po¢tu mikroorganizmi
odpovédnych za produkci BA a jednak mtze dochazet k radiolyze biogennich
amind (Kim et al., 2004; Shalaby et al., 2016). Nicmén¢ existuji jisté obavy
tykajici se nepfiznivého ovlivnéni vyZivovych hodnot a organoleptickych
vlastnosti potravin. Hlavni obavy se tykaji tvorby volnych radikali a oxidace
lipidl a proteint vedouci ke zhorSeni nutricni hodnoty potravinaiskych produkti,
obzvlast pokud jsou potraviny vystaveny vys$Sim davkam ionizujiciho zatfeni
(Brewer, 2009; Moini et al., 2009; Naila et al., 2010).
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1.3.2 Mikroorganizmy schopné degradace BA

V dosud publikované literature (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 fady
bakteridlnich rodi (napt. Bacillus, Escherichia, Klebsiella, Lactobacillus,
Lactiplantibacillus, Latilactobacillus, Micrococcus, Pediococcus, Salmonella,
Serratia a Staphylococcus), ale také u nékterych plisni (Aspergillus niger,
Epicoccum nigrum, Fusarium sporum, Penicillium citrinum, P. roqueforti
a Phoma sp.). Degradaéni schopnost téchto mikroorganizmi je umoznéna
pritomnosti nejcastéji aminooxidaz (Adachi et al, 1966; Murooka et al., 1979;
Leuschneretal., 1998; Yogadinaetal., 2002; Zaman et al., 2010; Niu et al., 2019).
Bakteridlni aminooxidazy katalyzuji oxidativni deaminaci BA na pfislusné
aldehydy, amoniak a peroxid vodiku (Yogadina et al., 2002).

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

V sou€asné¢ dobé je vénovana velkd pozornost antibakterialnim latkam
produkovanymi bakteriemi mlééného kvaseni (BMK). Diky schopnosti
produkovat celou fadu latek s inhibi€nimi UC€inky ptedstavuji BMK velky
potencial v bioprezervaci potravin (Perez et al., 2014; Fernandez et al., 2017;
Delcarlo et al., 2019). U¢inek BMK je zpiisoben produkci bakteriocinii a dal$ich
antagonistickych sloucenin, jako jsou organické kyseliny, diacetyl, reuterin nebo
peroxid vodiku (Reis et al., 2012).

Bakteriociny

Do této skupiny fadime Sirokou Skalu ribozomalné syntetizovanych
extracelularn€ uvolnénych latek peptidové nebo proteinoveé povahy. Bakteriociny
produkované BMK jsou kationické amfifilni molekuly obsahujici 20 az 60
aminokyselinovych zbytkidi (Chen a Hoover, 2003; Barbosa et al., 2018). Tyto
bakteriociny jsou termostabilni a svoji aktivitu si uchovavaji i v Sirokém rozsahu
hodnot pH. Jsou bezbarvé, bez zapachu, bez chuti, a navic jsou dobie stravitelne
V travicim traktu, a tak nenarusuji slozeni sttevni mikroflory (Perez et al., 2014).

Nisin

Nisin (nisin A) je nizkomolekularni polypeptid tvofeny 34 aminokyselinovymi
zbytky (AMK). Obsahuje 5 cyklickych struktur: jeden lanthionovy a Ctyfi
B-methyllanthionové kruhy. Tyto cyklické struktury zaptijcuji nisinu strukturu
podobnou Sroubovici, ktera ma amfipaticky charakter (Bemena et al., 2014). Do
soucasné doby bylo izolovano a identifikovdno 9 pfirozenych variant nisinu
(nisin A, Z, F, Q, O, U, P, Ja H; Reiners et al., 2020).

V soucasnosti je nisin jediny bakteriocin grampozitivnich bakterii, ktery byl
schvaleny EFSA, Svétovou zdravotnickou organizaci a Ufadem pro kontrolu
potravin a léCiv ve Spojenych stidtech pro vyuziti V potravinaistvi jako
konzervacni latka E 234 (EFSA, 2017). Producentem tohoto bakteriocinu je
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piedevsim Lactococcus lactis subsp. lactis, ktery se bézné vyskytuje v mléku a
mlécnych vyrobcich (Cleveland et al., 2001). Nisin disponuje Sirokym spektrem
plsobeni proti grampozitivnim bakteriim (Lactococcus sp., Lactobacillus sp.,
Leuconostoc sp., Staphylococcus sp., Micrococcus sp. a Listeria sp.). Rovnéz
ucinng inhibuje rast sporotvornych bakterii rodu Bacillus a Clostridium, piicemz
spory téchto bakterii jsou na nisin citlivéjsi nez jejich vegetativni formy. Naopak
proti gramnegativnim bakteriim, kvasinkdm a plisnim je nisin za béZnych
podminek netcinny (Chen a Hoover, 2003).

Mechanizmus piisobeni nisinu

Primarnim cilem nisinu a taktéz vétSiny bakteriocinli je cytoplazmaticka
membrana bun¢k, kde narusuji protonmotivni silu (proton motive force — PMF)
tvorbou porit nebo kanalkdi. K pocatecni interakci mezi nisinem a bunécénou
membranou dochézi za pomoci lipidu II, ktery slouzi jako ,,dokovaci® molekula
(Hasper et al., 2004; Punyauppa-path a Phumkhachorn, 2015). Pro pocate¢ni
vazbu jsou nezbytné nutné elektrostatické interakce mezi kladn€ nabitym nisinem
a zaporn¢ nabitou bakterialni membranou. Bylo navrZeno, ze pory jsou tvofeny
osmi molekulami nisinu a 4 molekulami lipida II. Tvorba pért o velikosti
2az2,5nm vede k pasivnimu odtoku tzv. malych molekul (ionty drasliku,
hot¢iku a fosforu, aminokyseliny a molekuly ATP) z buiiky. Zhrouceni PMF vede
ke smrti bunky v disledku zastaveni vSech biosyntetickych procest a vyCerpani
ATP (Bemena et al., 2014; Dishinger et al., 2014).

1.3.4 Vyuziti rostlinnych antimikrobialnich liatek ke sniZzeni BA

V posledni dobé¢ fada studii poukazuje na mozné vyuziti esencialnich oleju k
redukci BA v potravinach, zejména u produktt rybolovu (Cai et al., 2015; Huang
etal., 2017; Kiizek et al., 2018). Esencialni oleje jsou slozeny ze smési nestalych,
tékavych slou€enin predevsim isoprenové povahy. Jsou nositeli charakteristické
vung¢ a chuti, které se méni v zavislosti na chemickém slozeni esencialniho oleje.
Aplikace éterickych olejii z maty peprné, hiebicku a fimského kminu na filé
bubeniku amerického nejenZze zachovala organoleptické vlastnosti rybiho masa
béhem skladovani, ale také sniZila mikrobialni pocty a obsah histaminu,
putrescinu a kadaverinu (Cai et al., 2015). Pouziti esencialniho oleje ze skoticové
klry na filety z amura bilého také vedlo ke zlepSeni senzorické kvality a sniZzeni
akumulace kadaverinu a putrescinu v této suroviné béhem skladovani pii 4 °C
(Huang et al., 2017). Na druhou stranu stabilita téchto latek s antimikrobialnimi
vlastnostmi mize byt ovlivnéna fadou faktord (teplota, aktivita vody, svétlo,
sloZeni potraviny atd.), a tudiz mize snadno dochazet k jejich degradaci. Proto se
doporucuje ke zvySeni stability éterickych oleji pouzit technologii
mikroenkapsulace. Tato metoda zabraiiuje oxidaci esencialnich olejli, nechténé
interakci se slozkami potravin a zvySuje odolnost vii¢i vys§im teplotam. Dale
umoznuje kontrolované uvoliiovani esencialniho oleje a tim zvySuje jejich
ucinnost (Enascuta et al., 2018).
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2. CILE PRACE

Cilem disertacni prace bylo studium vlivu vybranych protektivnich kultur a
jejich metaboliti s antimikrobidlnimi uc¢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  kmenti
izolovanych z potravin na metabolity protektivnich kultur schopnych
produkce bakteriocinu.

2. Skrining citlivosti  vybranych dekarboxyldza-pozitivnich  kment
izolovanych z potravin na bakteriocin nisin.

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

 kultivaéni teplota,

 Cas inokulace protektivni kultury,

 Cas pridavku supernatantu protektivni kultury,
 (as ptidavku nisinu.

4. Vyhodnoceni vysledkti a formulovani zavéra.
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1 Pouzité mikroorganizmy

Celkem bylo testovdno 22 protektivnich kultur ziskanych ze Sbirky
mlékatrskych mikroorganizmi Laktoflora® (Cultures Collection of Dairy
Microorganisms; CCDM):

e producenti nisinu: 12 kmenti Lactococcus lactis ssp. lactis (kultivace:
30 £ 1 °C, aerobn¢, M17 médium, Merck, Némecko),

e producenti BLIS: 2 kmeny Lactobacillus acidophilus, 4 kmeny
Lactobacillus gasseri, 3 kmeny Lactobacillus helveticus a 1 kmen
Enterococcus faecium (kultivace: 37 = 1 °C, acrobné nebo anaerobné,
MRS — de Man, Rogosa and Sharpe bujon; Merck, Némecko).

Kmeny s dekarboxylazovou aktivitou

V ramci disertacni prace bylo vyuzito celkem 103 kmenl s vyznamnou
dekarboxylazovou aktivitou, které jsou soucasti sbirky Ustavu inzZenyrstvi
ochrany zivotniho prosttedi, nebo byly ziskany od dal$ich instituci, z toho bylo:

17 kmeni Levilactobacillus brevis (izolaty ze syrt, piva a z masa)

8 kmenu Latilactobacillus curvatus (izolaty ze syra),

4 kmeny Lactiplantibacillus plantarum (izolaty ze syri a piva),

3 kmeny Lacticaseibacillus casei/paracasei (izolaty ze syru a piva),

3 kmeny Lacticaseibacillus paracasei (izolaty ze syri),

1 kmen Latilactobacillus sakei (izolat z masa),

2 kmeny Streptococcus salivarius (izolaty z masa),

2 kmeny Leuconostoc mesenteroides (izolaty z masa),

1 kmen Leuconostoc pseudomesenteroides (izolat ze syri),

36 kmeni rodu Enterococcus (9 kmenti Enterococcus sp., 6 kmenu E.
durans, 3 kmeny E. faecalis, 14 kment E. faecium a 4 kmeny E. hirae;
izolaty z masa a ze syri),

e 26 kment 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; izolaty z masa).

Testované laktobacily byly kultivovany v MRS médiu za anaerobnich
podminek pii teploté¢ 37 = 1 °C, mlééné koky v médiu M17 za aerobnich
podminek pfi teplot¢ 30 £ 1 °C a testované stafylokoky v Mueller-Hinton
(HiMedia, Indie) médiu za acrobnich podminek pfi teploté 37 + 1 °C.
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3.2 Metodika Experimentii I a 11

V ramci Experimentu I byl proveden pocatecni skrining citlivosti 103 kmenti
s dekarboxylazovou aktivitou izolovanych z potravin na metabolity protektivnich
kultur. Déle v Experimentu II, ktery navazoval na Experiment I, byla zkoumana
antimikrobialni  aktivita komer¢niho nisinu vici 21 kmenim BMK.
Antimikrobialni aktivita supernatantli z testovanych protektivnich kment a nisinu
byla testovana pomoci jamkové difuzni metody (Tagg a McGiven, 1971).

3.2.1 Priprava supernatanti protektivnich kultur (CFS)

Sto mikrolitri 24h kultury testovaného protektivniho kmene bylo zao¢kovano
do 20 ml bujonu MRS nebo M17 a kultivovano po dobu 48 h za optimalnich
podminek dle doporuceni poskytovatele kultur a vysledkl z ptipravné faze (pro
vetsi prehlednost nejsou uvedeny v této praci). Po 48h kultivaci byly bunky
odstranény centrifugaci pti 10 000 ot/min po dobu 15 minut a pfi teploté
15+1°C. U ziskanych supernatantli byla podle Hu et al. (2017) upravena
hodnota pH na 6,0 £ 0,1 pomoci 10% (w/v) NaOH (PENTA, CR), aby se
eliminoval inhibi¢ni €inek zplsobeny organickymi kyselinami. Nasledné byly
supernatanty sterilizovany filtraci pies 0,22 um 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 rozpusténim
10 mg komer¢niho nisinu (nisin z Lactococcus lactis ssp. lactis, deklarovana
ucinnost > 1 000 1U/mg; Merck, Némecko) ve 10 ml sterilni vody. Takto
pifipraveny roztok byl zfiltrovan pomoci sterilniho sttikackového filtru o porozité
0,22 pum a rozplnén do sterilnich zkumavek a zamrazen pii teploté -18 °C pro
pozdé&jsi vyuziti.

3.2.3 Jamkova difazni metoda

Pii skriningu antimikrobialni aktivity CFS z protektivnich kultur byly
testované dekarboxylaza-pozitivni kmeny kultivovany za optimalnich podminek
uvedenych Vv kapitole 3.1. Po 24h kultivaci byla bakterialni suspenze nafedéna
desitkovym fedénim (102-10%) a 1 ml piislusného fedéni byl naockovan pielivem
na 2 Petriho misky. Pfi testovani antimikrobialni aktivity nisinu byla z 24h kultury
odebrana bakterialni suspenze do sterilniho fyziologického roztoku a pfipraven
zakal odpovidajici hodnoté 0,5 McFarlandova zédkalového standardu. Sto
mikrolitrii takto pfipravené suspenze bylo naockovano pielivem na 2 Petriho
misku. Nasledné byly do ztuhlého agaru vykrojeny sterilnim nastrojem jamky
0 priméru 6,5 mm. Do ptipravenych jamek bylo naddvkovano 100 pl CFS
z piislusné protektivni kultury nebo pftislusna koncentraci nisinu. Bylo testovano
5 koncentraci komeréniho nisinu: 62,5 mg/l, 125 mg/l, 250 mg/l, 500 mg/I
a 1000 mg/1. Po 24h az 48h kultivaci za podminek vhodnych pro indikatorovy
kmen byl sledovan vznik inhibi¢nich zon. Test byl proveden trikrat. Inhibice byla
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zaznamenana jako negativni, pokud kolem agarové jamky nebyla pozorovana ¢ira
jasna zéna o velikosti alespoii 1 mm.

3.3 Metodika Experimentu III a IV

Na zdklad¢ ziskanych dat z Experimentii 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). Dale byly zvoleny 3
koncentrace nisinu: 14,3 ug/ml; 35,7 ug/ml a 71,5 pg/ml. Testované koncentrace
nisinu byly navrzeny tak, aby doSlo k ¢aste¢né, nikoliv k UpIné inhibici rstu
kmenti s dekarboxylazovou aktivitou. Vliv téchto protektivnich kment, jejich
supernatantti (CFS) a nisinu na produkci TYM testovanymi kmeny T3 a RIBM 89
byl sledovan v zavislosti na teploté kultivace (30 + 1 °Ca 12 + 1 °C). Rovnéz byl
zkouman vliv piidavku protektivnich kultur, jejich CFS a nisinu k producentiim
TYM v riznych Casovych intervalech kultivace. Béhem kultivace pii 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 kmend. Pti
teploté 12 £ 1 °C bylo davkovani uskute¢néno 0. den (zacatek experimentu), dale
v2,4.,7.,9. all. den kultivace.

Kinetika produkce tyraminu kmeny T3 a RIBM 89 byla sledovana v MRS
bujonu obohaceného 0 L-tyrozin v koncentraci 0,3 % (w/v, MRS+). Na zacatku
experimentu (¢as 0) byly v§echny zkumavky se 7 ml MRS+ zaockovany 100 pl
24h kultury s tyrozin-dekarboxylazovou aktivitou. Prvni série zkumavek pouze
s nao¢kovanym tyramin-produkujicim kmenem (bez protektivni kultury, CFS
a nisinu) slouzila jako kontrolni vzorky. K dalsi sérii zkumavek se zaockovanym
BA-produkujicim kmenem byla ptidavana v jednotlivych ¢asech 24h protektivni
kultura vobjemu 100 pl. K tieti sérii zkumavek se zaoCkovanym BA-
produkujicim kmenem byl pfidavan v jednotlivych casech CFS protektivni
kultury vobjemu 500 ul. Kdalsi sérii zkumavek se zaoCkovanym BA-
produkujicim kmenem byl pfidavan v jednotlivych casech roztok nisinu
(1000 mg/1) tak, aby jeho vysledna koncentrace v médiu c¢inila 14,3 pg/ml,
35,7 ug/ml a 71,5 pg/ml. VSechny faktory ve vzdjemné kombinaci byly testovany
v trojim provedeni. Kultivace vzorku pii teploté 30 = 1 °C probihala 72 h a pfi
teploté¢ 12+1°C 16 dni. Odbéry vzorki pro stanoveni koncentrace TYM
a stanoveni poc¢tu mikroorganizml byly realizovany pii 30 + 1 °C 0. (hned po
zaoCkovani), 2., 5., 9., 12., 24., 48. a 72. hodinu kultivace. Pii teploté¢ 12 £ 1 °C
byly vzorky odebirany 0. (hned po zaockovani), 2., 4., 7., 9., 11., 14. a 16. den
kultivace. Metodika stanoveni koncentrace TYM je dale popsana v kapitole 3.4 a
stanoveni po¢tu mikroorganizmii v kapitole 3.5.
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3.4 Stanoveni mnoZstvi tyraminu v Experimentech IIT — IV
pomoci HPLC/UV

M¢édium po kultivaci testovanych bakteridlnich kmenil bylo zcentrifugovano
pii otackach 4600/min po dobu 10 minut. Ziskany supernatant byl rozdélen do tii
eppendorfkovych zkumavek a ziedén v poméru 1:1 (v/v) kyselinou chloristou
(c = 1,2 mol/l, Merck, Némecko). Derivatizace vzorkd probihala podle Dadakova
et al. (2009). Bezprostfedné pied analyzou byly derivatizované vzorky
prefiltrovany ptes stiikackovy filtr s porozitou 0,22 um a naneseny na kolonu
(Agilent Eclipse Plus C18 RRHD, 50 x 3,0 mm, velikost Castic 1,8 pum)
chromatografického systému (termostat kolon Agilent 1260 Infinity; autosampler
LabAlliance, USA; binarni pumpa LabAlliance, USA; UV/VIS DAD detektor
Agilent Technologies). Separace dansylderivati biogennich amind probihala
gradientovou eluci a jejich detekce probihala spektrofotometricky UV pfti vinové
delce 254 nm. Podminky separace a detekce sledovaného biogenniho aminu
(tyraminu) byly nastaveny podle prace Smé¢la et al. (2004).

3.5 Stanoveni po¢tu mikroorganizmii v Experimentech III — IV

Odbér vzorki pro stanoveni poctu mikroorganizmi probihal paralelné
S odbérem vzorka pro stanoveni mnozstvi tyraminu. V pfislusnych Casovych
intervalech byly celkové po¢ty mikroorganizmii stanoveny plotnovou metodou.
Odebrana bakteriadlni suspenze byla zfedéna desitkovym fedénim a ptislusné
fedéni bylo naoCkovano paraleln¢ na 2 Petriho misky s MRS nebo M17 agarem
(Merck, Némecko). Naockované misky byly dény kultivovat pfi optimalnich
podminkach po dobu 24 az 48 hodin. Po této inkubaci byly spocitany narostlé
kolonie a vysledek byl vyjadien jako CFU/ml.

3.6 Statistické hodnoceni ziskanych dat

Vysledky skriningu antimikrobidlniho plsobeni protektivnich kmeni na rast
testovanych producenti biogennich amint a taktéz vysledky z kultivacnich
experimentil byly statisticky vyhodnoceny pomoci neparametrickych testi,
konkrétn¢ Kruskal-Wallisova testu a Wilcoxonova testu na hladiné vyznamnosti
5 % (P<0,05).

Wilcoxonuv test se pouziva se pro hodnoceni parovych pokust, kdy sledovana
veli¢ina neodpovidd Gaussovu normalnimu rozdéleni. Porovnava dvé meéieni
provedena u jednoho vybérového souboru. Testuje hypotézu rovnosti
distribu¢nich funkci na zaklad€ ovéfeni symetrického rozloZeni sledované
nahodné velic¢iny. Kruskal-Wallistiv test je rozsifenim Wilcoxonova testu pro
porovnani medianl vice neZ dvou nadhodnych vybéru.

Ke statistickému vyhodnoceni vysledki byl pouzit software UNISTAT®,
verze 6.5.04 (Unistat, Ltd., Londyn, Velka Britanie).
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4. HLAVNI VYSLEDKY PRACE
4.1 Vysledky Experimentu I

Nejvétsi inhibiéni Gc¢inek z testovanych CFS byl pozorovan u supernatantl
z nisin-produkujicich kment Lactococcus lactis ssp. lactis, kdy se u jedenacti
Z dvanacti testovanych CFS (CFS z kment CCDM 71, CCDM 671, CCDM 702,
CCDM 731 a CCDM 670, CCDM 686, CCDM 689, CCDM 695 a CCDM 698)
projevil inhibi¢ni ucinek na alespon 1 testovany indikatorovy kmen. VSechny
kmeny Levilactobacillus (L.) brevis byly riznou mérou citlivé vici pasobeni CFS
vyse uvedenych laktokokt. Nejméné citlivy byl kmen L. brevis B125 (izolat
Z masa bazanta) a dale kmen L. brevis T24 (izolat ze syru). Ostatni kmeny (15/17,
izolaty zpiva) vykazovaly podobnou citlivost vi¢i vySe zminénym
supernatantiim z laktokok (P>0,05). Nejvétsi inhibicni Gi€inek na tyto kmeny byl
sledovan u CFS z Lc. lactis ssp. lactis CCDM 686 a CCDM 689. Pruméry
inhibi¢nich zon detekovanych u téchto CFS jsou uvedeny v Tab. 1.

Obdobné vsechny kmeny Latilactobacillus (Lat.) curvatus (8/8, izolaty ze syrt)
vykazovaly citlivost vii¢i stejnym CFS jako kultury L. brevis, nejvice pak na jiz
zminéné CFS zkmeni CCDM 686 (13,0-18,0 mm) a CCDM 689 (od 13
do 17,5 mm). Priméry inhibi¢nich zén 18 £ 0,0 mm a 17,5 £ 0,7 mm (nejvétsi
detekované) byly pozorovany u stejného kmene Latilactobacillus curvatus T3.
Tento kmen rovnéz prokézal vyssi citlivost (P<0,05) vii¢i pisobeni dalSich CFS
z kmeni CCDM 71, CCDM 670, CCDM 671, CCDM 698 a CCDM 731. Naopak
kmeny Lat. curvatus T37, T4l a Al-3 vykazovaly mensi citlivost vici 5 29
zminénych CFS (P<0,05). Konkrétn¢ se jednalo o CFS z kmeni CCDM 71,
CCDM 671, CCDM 702, CCDM 731 a CCDM 695. Vsechny kmeny pak kromé
kmene T3 byly nejméné citlivé na antimikrobidlni plsobeni CFS kmene
CCDM 671 (P<0,05).

Déle byly zaznamenany inhibi¢ni ucinky CFS z laktokoki na kmeny
Lactiplantibacillus plantarum (Lac., 4/4), Lacticaseibacillus casei/paracasei
(Lc., 3/3) a Latilactobacillus sakei (Lat. 1/1). Ztestovanych kment
Lac. plantarum jako nejvice citlivé se prokazaly kmeny RIBM 89 (od 12,3
do 17,3 mm) a RIBM 96 (12,0-15,3 mm). U téchto kmenti byla pozorovana vyssi
citlivost (P<0,05) vi¢i vSem 9 jiz zminénym CFS. Vznik inhibi¢ni zény
0 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 ptisobeni
CFS z kmene 689 byla pozorovana zéna o velikosti 16,5 + 0,7 mm. Mezi priméry
inhibi¢nich zén nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil (P>0,05). Proto lze
soudit, ze dany kmen je stejné citlivy vic¢i pisobeni obou CFS. Obdobné ostatni
kmeny Lac. plantarum, az na kmen RIBM 94, prokazaly vyssi citlivost na tyto
supernatanty. Kmen RIBM 94, na rozdil od ostatnich kmeni, byl rezistentni viici
ptusobeni CFS z kmeni CCDM 670 a CCDM 695 a navic vici ostatnim CFS
vykazoval minimalni citlivost. Kmen Lat. sakei B103 (izolat z masa bazanta) byl
citlivy zejména vici CFS zkmenit CCDM 689 a CCDM 731 (P<0,05). Po
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pusobeni CFS z kmene CCDM 689 byla detekovana inhibi¢ni zona o velikosti
14,0 = 0,0 mm a po plisobeni CFS z kmene CCDM 731 inhibi¢ni zéna o velikosti
12,3+ 0,4 mm. U pramért inhibi¢nich zén (9,0-10,5 mm) detekovanych po
pusobeni ostatnich CFS nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil (P>0,05).

Tab. 1 — Inhibicni ucinek CFS z kmenui Lc. lactis ssp. lactis CCDM 686 a
CCDM 689 na kmeny BMK [udaje jsou vyjadreny jako priméry inhibicnich zon
vV mm ze dvou meéreni + SD vcetne velikosti jamky o priméru 6,5 mm]

. CCDM CCDM . CCDM CCDM
Producenti BA 686 689 Producenti BA 686 689
Levilactobacillus 13,5+0,7 14,0+0,0 | Lc. casei/paracasei 14,5+0,7 15,3+0,4
brevis T24 RIBM 113
L. brevis B125 11,0+£0,0 13,5+0,7 | Lat. curvatus T2 15,0£0,0 15,5+0,7

L. brevisRIBM 16  13,0+0,0 14,5+0,7 | Lat. curvatus T3 18,0+0,0 17,5+0,7
L. brevis RIBM 20 13,0+0,0 14,3+0.4 | Lat. curvatus T8 14,3+0,4 14,0+0,0
L. brevisRIBM 33  15,0£0,0 15,5+0,7 | Lat. curvatus T15  15,0+0,0 13,5+0,7
L. brevisRIBM 50  15,0+0,0 15,0+0,0 | Lat. curvatus T36  15,0+0,0 15,0+0,0
L. brevisRIBM 62  15,3+0,4 15,3+0,4 | Lat. curvatus T37  13,0+0,0 14,3+0,4
L. brevis RIBM 67 15,3+0,4 15,0+0,0 | Lat. curvatus T41  13,5+0,7 14,0+0,0
L. brevisRIBM 68  15,0+0,0 15,3+0,4 | Lat. curvatus Al-3  13,0+0,0 13,0+0,0
L. brevisRIBM 69  15,3+0,4 15,0+0,0 | Lat. sakei B103 11,5+£0,7 14,0+0,0
L. brevisRIBM 70  15,3+0,4 15,0+0,0 | Lac. plantarum 14,0+£0,0 13,5+0,7
L. brevisRIBM 72 15,0£0,0 15,3+0,4 | Al-7

L. brevis RIBM 78 15,0£0,0 15,0+0,0 | Lac. plantarum 17,3+0,4 16,5+0,7
L. brevisRIBM 93  15,0+0,0 15,0+0,0 | RIBM 89

L. brevis RIBM 98 15,3+0,4 15,3+0,4 | Lac. plantarum 10,5+0,7 10,0+0,0
L. brevis RIBM 101 15,3+0,4 15,0+0,0 | RIBM 94

L. brevis RIBM 111 14,5+0,7 15,0+0,0 | Lac. plantarum 15,0£0,0 15,3+0,4
Lc. casei/paracasei  13,5+0,7 14,0+0,0 | RIBM 96

AlV-11

Lc. casei/paracasei 14,5+0,0 14,5+0,0

AlV-13

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

Ruznou citlivost vic¢i CFS z laktokokt projevily i kmeny Lc. casei/paracasei.
Priméry inhibi¢nich zoén se pohybovaly v rozmezi od 10,0 mm do 15,3 mm.
Izolaty ze syru (AIV-11 a AlIV-13) vykazovaly mensi citlivost na CFS z kment
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CCDM 702 a CCDM 731 (P<0,05). Vsechny kmeny byly nejméné citlivé na
antimikrobialni piisobeni CFS z kmene CCDM 695. Naopak vSechny kmeny
vykazovaly vys$i citlivost viici plisobeni CFS z kmentt CCDM 686 a CCDM 689
(P<0,05). Zejména pak u kmene RIBM 113 (izolat z piva) byly detekovany po
ptsobeni téchto CFS nejvétsi inhibi¢ni zény (15,0 a 15,3 mm). Oproti tomu
kmeny Lc. paracasei (T50-T52) byly rezistentni viici ptisobeni CFS z laktokok.
Dale také nebyla pozorovéana antimikrobidlni aktivita testovanych CFS na kmeny
Leuconostoc mesenteroides (B170 a B171), Leuc. pseudomesenteroides (T63)
a Streptococcus salivarius (B150).

Devét z dvanacti testovanych CFS z laktokokt (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 uc¢inek na alesponi 1 indikatorovy
kmen z rodu Enterococcus nebo Staphylococcus. V ptipadé kment enterokokt
inhibi¢ni ucinek prokazaly CFS z kmeni CCDM 71, CCDM 670, CCDM 686,
CCDM 689, CCDM 695, CCDM 698 a CCDM 731. Spektrum ucinku CFS na
kmeny enterokokti bylo obdobné. Nejvétsi inhibi¢ni t¢inek byl vSak zjistén na
kmeny Enterococcus sp., kdy 7 z 9 testovanych kmenti (E15, E16, E18, E21, E26,
E28 a E30) bylo inhibovano nejméné 3 supernatanty z laktokok{. Priméry
inhibicnich zén se pohybovaly mezi 9,3-13,3 mm. Z dalSich testovanych
enterokokd, vyrazny inhibic¢ni ucinek byl sledovan u kment E. faecium. Devét ze
¢trnacti kmentt E. faecium (B129, E2, E5, E8, E11, E13, E14, E17 a E25)
projevilo citlivost vic¢i piisobeni nejméné 2 supernatantii z laktokokii. Kmeny
vykazovaly riznou citlivost vici testovanym CFS. Nicméné podle poctu
inhibovanych kment lze usuzovat, ze kmeny E. faecium izolované z masa kralika
(8/9, E2—E25) jsou citlivéjsi na pisobeni zkoumanych CFS nez kmeny izolované
z masa bazanta (1/5, B129). Obzvlasté u kmene E. faecium ES5 byla pozorovana
vyssi citlivost vici vSem 7 supernatantim (P<0,05). Velikosti inhibi¢nich zon se
pohybovaly v rozmezi 12,0-13,0 mm.

Dale byla pozorovana inhibice E. durans B160 (1/6), E. faecalis B131 (1/3)
a E. hirae B122 (1/4). Kmen E. durans B160 byl citlivy na 5 ze 7 uvedenych CFS,
konkrétn¢ zkmeni CCDM 670, CCDM 686, CCDM 695, CCDM 698
a CCDM 731. Priméry 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 zén byly detekovany i u kmene
E. faecalis B131 a E. hirae B122 (10,3-11,0 mm) po pusobeni CFS z kment
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).

Z testovanych kmenti stafylokokti pouze 3 kmeny prokdzaly citlivost viici
alespon 1 z testovanych CFS, konkrétné vii¢i CFS z kmene CCDM 414 a z kmene
CCDM 418. Oba supernatanty pusobily inhibi¢né na 2 kmeny S. haemolyticus (S9
a S12), piicemz CFS z kmene CCDM 414 inhiboval i rist kmene S. hominis S7.
Priméry inhibi¢nich zén se pohybovaly v rozmezi 9,5-10,5 mm.
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4.2 Vysledky Experimentu II

V ramci tohoto experimentu byla zkouména antimikrobidlni aktivita
komercniho piipravku nisinu viici 21 kmenim (13 kment L. brevis, 5 kmenu Lat.
curvatus, 2 kmeny Lac. plantarum a 1 kmen Lc. casei/paracasei), které
vykazovaly vyznamnou citlivost vi¢i CFS z testovanych kment Lactococcus
lactis ssp. lactis (producenti nisinu). Ze ziskanych vysledku je patrné (Obr. 1—
Obr. 2), ze piipravek nisinu v nejniz§i testované koncentraci (62,5 mg/l)
neinhiboval Zadny z vySetfovanych kmenii BMK. V pfipadé¢ vySetfovanych
kment Latilactobacillus curvatus byla pouze u 2 kmenl zaznamenana minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC) po aplikaci ptipravku nisinu v koncentraci 125 mg/I
(2. nejnizsi testovana koncentrace). Jednalo se o kmeny Lat. curvatus T3
a Lat. curvatus T15 (Obr.1). U kultury T3 byly naméfeny inhibi¢ni zony
0 prumérech 12,5-22,0 mm a u kultury T15 inhibi¢ni zoény o primérech 10,0
az 19,3 mm. Pokud bychom srovnavali velikosti inhibi¢nich zon detekovanych
u téchto 2 kmend, u kultury Lat. curvatus T3 byl pozorovan vznik signifikantné
vétsich zon po plsobeni vSech 4 inhibicnich koncentraci nisinu nez u kultury
Lat. curvatus T15 (P<0,05). Proto lze ptedpokladat, ze kmen Lat. curvatus T3 je
citlivéjsi viici plisobeni nisinu neZ kmen Lat. curvatus T15. U ostatnich kment
Lat. curvatus (T2, T8 a T36) byly pozorovany inhibi¢ni zény o priméru 10,5
az 14,0 mm az pii aplikaci piipravku nisinu v koncentraci 250 mg/I.

| []125mgh | ]125mgl |
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= 1 1000mg/ { T 1000 mgf -
£ 204 {204 i
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B
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O
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T2 T3 TS T15 T36 RIBM33 RIBMS50 RIBMG62 RIBM67 RIBM 68
Kmen mikroorganizmu Kmen mikroorganizmu

Obr. 1: Antimikrobialni piisobeni nisinu na kmeny Lat. curvatus (T2, T3, T8, T15a T36)
a na kmeny L. brevis (RIBM 33, RIBM 50, RIBM 62, RIBM 67 a RIBM 68).

Obdobné¢ jako kmeny Lat. curvatus prokazaly testované kmeny
Levilactobacillus brevis (izolaty z piva) riznou citlivost vii¢i pasobeni nisinu.
Inhibi¢ni ucinek piipravku nisinu byl pozorovan u 12 ze 13 kmend L. brevis
(Obr. 1-Obr. 2). U ¢tyi kmenu L. brevis (RIBM 62, RIBM 67, RIBM 72 a
RIBM 78) byla zjisténa inhibice pfi zkoumané koncentraci 250 mg/l a u Sesti
kment L. brevis (RIBM 33, RIBM 50, RIBM 68, RIBM 69, RIBM 93
a RIBM 101) az pti aplikaci koncentrace 500 mg/l. U kmenu L. brevis RIBM 70
a L. brevis RIBM 111 byly pozorovany inhibi¢ni zony az pisobenim piipravku
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nisinu Vv nejvyssi testované koncentraci (1000 mg/l). Na zakladé velikosti
detekovanych inhibi¢nich z6n lze predpokladat, ze kmeny Levilactobacillus
brevis jsou méné citlivé vici pusobeni nisinu nez kmeny Latilactobacillus
curvatus.
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Obr. 2: Antimikrobialni piisobeni nisinu na kmeny L. brevis (RIBM 69, RIBM 70, RIBM
72,RIBM 78, RIBM 93, RIBM 101 a RIBM 111) a Lac. plantarum (RIBM 89
a RIBM 96) a Lc. casei/paracasei (RIBM 113).

V ptipadé vysetiovanych kmend Lactiplantibacillus plantarum (izolaty z piva)
byla zaznamenana inhibi¢ni aktivita u kmene RIBM 89 jiz pii1 koncentraci
125 mg/l. Byla detekovéna inhibicni zéna o priméru 9,3 + 0,4 mm. Pfi dalSich
testovanych koncentracich se priméry inhicnich zon pohybovaly v rozmezi
od 13,0 do 17,0 mm. Naopak u 2. testovaného kmene Lac. plantarum RIBM 96
byla pozorovéana inhibice az pii plisobeni nisinového piipravku v koncentraci
500 mg/l. Navic u tohoto kmene byly zjiStény signifikantné mens$i praméry
inhi¢nich zon oproti kmenu Lac. plantarum RIBM 89 (P<0,05). Posledni
zkoumany kmen Lacticaseibacillus casei/paracasei RIBM 113 vykazoval
citlivost az pfi nejvyssi testované koncentraci (1000 mg/1) pfipravku nisinu. Byla
pozorovana tvorba minimalni inhibi¢ni zény o praméru 8,3 + 0,4 mm.
Z uvedenych vysledki vyplyva, ze citlivost testovanych dekarboxylaza-
pozitivnich BMK na nisin je zna¢n¢ variabilni nejen v ramci rodu, ale i druhu.
Kmeny téhoz druhu reaguji rozdilné na ptasobeni nisinu.
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4.3 Vysledky Experimentu II1

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

Zgrafu na Obr.3 je patrné, Zze dekarboxylazovd aktivita kmene
Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89 v pritomnosti kmene Lc. lactis ssp. lactis
CCDM 689 nebyla vyrazné ovlivnéna az do 24. hodiny kultivace. Detekovana
mnozstvi TYM Vv téchto vzorcich byla srovnatelna (P>0,05) jako v kontrole.
Nicmén¢ produkce TYM se v ptitomnosti kmene CCDM 689 v dalsich hodinach
kultivace nezvySovala a na konci doby kultivace byl TYM zjistén v mnozstvi
24,3 + 0,5 mg/l (snizeni o 60 % oproti kontrole). Srovnatelné snizeni mnoZstvi
TYM (24,6 £ 0,8 mg/l) bylo detekovano i ve vzorcich, kde byl zaockovan k BA-
produkénimu kmenu druhy protektivni kmen — Lc. lactis ssp. lactis CCDM 686.
Inokulace kultury CCDM 686 ke kmeni RIBM 89 po 2 a 5 h kultivace tohoto
kmene vedla k inhibici produkce TYM o 60 % (24,5 + 0,6 mg/l) a 63 %
(22,6 £ 0,4 mg/l) porovnanim s kontrolou. Naopak po zaoCkovani 2.
protektivniho kmene CCDM 689 v Case 2 h bylo detekovano ve vzorcich na konci
doby kultivace mirn€¢ vyssi obsah TYM (28,5 1,0 mg/l) oproti zjisténému
obsahu TYM v predchozim case inokulace. Nicméné se jedna o 53 % niZsi
vyprodukované mnozstvi TYM oproti kontrole. Vyrazné;si snizeni obsahu TYM
(0 79 %) bylo detekovano po zockovani kultury CCDM 689 po 5. hodin¢
kultivace kmene RIBM 89 (P<0,05).
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Obr. 3: Vyvoj produkce TYM kmenem Lac. plantarum RIBM 89 v pritomnosti Lc. lactis
ssp. lactis CCDM 686 a CCDM 689 pri teploté 30 °C (cas inokulace 0 h).

Co se tyka vlivu supernatant protektivnich kultur (CFS 686 a CFS 689), po
pridavku CFS 686 na zacatku kultivace kmene RIBM 89 (Cas 0 h) byla zjiSténa
mnozstvi TYM ve vSech ¢asech odbéru nizsi nez v kontrolnim vzorku (Obr. 4).
Koncentrace TYM se ve vzorcich s ptidavkem CFS 686 pohybovala v rozmezi
17,4-327,8 mg/l a v rozmezi 26,4-444,2 mg/l pak v kontrolnich vzorcich. Jedna
se 0 26% redukci obsahu TYM. V dalsich casech piidavku CFS 686 s vyjimkou
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Casu 5 hodin nebyl zaznamenan vliv na produkci TYM (P>0,05). Po aplikaci
CFS 686 Vv ¢ase 5 hodin bylo detekovano na konci 72h kultivace o 12 % niZzsi
mnozstvi TYM nez v kontrole. Co se tyka ucinku CFS 689, signifikantngjsi
snizeni mnozstvi TYM bylo detekovano az po aplikaci CFS 689 po 12. hodiné
kultivace bunék kmene RIBM 89 (P<0,05). Na konci 72h kultivace bylo
sledovano snizeni o 29 % srovnanim s kontrolou. V ostatnich ¢asech aplikace
CFS 689 nebyl zaznamenan vliv na snizeni produkce TYM.
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Obr. 4: Vyvoj produkce TYM kmenem Lac. plantarum RIBM 89 po pridavku CFS

z Lc. lactis ssp. lactis CCDM 686 (CFS 686) a CFS z Lc. lactis ssp. lactis
CCDM 689 (CFS 689) pri teplote 30 °C (cas inokulace 0 h).

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

Porovname-li mnozstvi vyprodukovaného TYM v kontrolnich vzorcich pfi
teploté¢ 30 °C a pii teploté 12 °C, lze pozorovat signifikantni snizeni produkce
TYM kmenem RIBM 89 pfi teploté 12 °C (P<0,05). Jiz po 72 h pfti kultivaci v
30 °C byl v kontolnim vzorku pro protektivni kultury detekovan TYM v mnozstvi
60,6 + 2,5 mg/l (Obr. 3) a v kontrolnim vzorku pro CFS v mnozstvi 444,2 + 22,2
mg/l (Obr. 4). Naproti tomu po 16 dnech kultivace pii 12 °C bylo detekované
mnozstvi TYM v kontrolnim vzorku pro protektivni kultury 2X nizsi
(26,7 = 1,5 mg/l; Obr. 5) a ve vzorku pro CFS 3x nizsi (130,7 = 3,9 mg/l; Obr. 6).
Z vysledki uvedenych na Obr. 5 je evidentni 1 vliv zkoumanych protektivnich
kmenii CCDM 686 a CCDM 689 na produkci TYM kmenem Lac. plantarum
RIBM 89. V téchto vzorcich byl pozorovan od 2. dne az do konce 16denni
kultivace nizs$i obsah TYM oproti kontrolnimu vzorku (P<0,05). Po inokulaci
kmene Lc. lactis ssp. lactis CCDM 686 byl zjistén obsah TYM ve vzorcich
v koncentraci 4,7 £0,3mg/l a sdélkou doby kultivace se jeho obsah mirné
navysil az na hodnotu 11,1 £0,1 mg/l, avsak jednalo se o pokles 58 % oproti
kontrole. Signifikantnéjsi ucinek byl pozorovan po inokulaci kmene Lc. lactis ssp.
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lactis CCDM 689. Na konci kultivace byl detekovan o 84 % niz$i obsah TYM
(4,3 +0,1 mg/l) nez v kontrolnim vzorku.
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Obr. 5: Vyvoj produkce TYM kmenem Lac. plantarum RIBM 89 v pritomnosti Lc. lactis
ssp. lactis CCDM 686 a CCDM 689 pri teplote 12 °C (Cas inokulace 0. den).

Pridavek kultury CCDM 686 a CCDM 689 v dalsich dnech kultivace kmene
RIBM 89 ved| k poklesu ucinku téchto protektivnich kultur na produkci TYM
(P<0,05). Inokulace kmeni CCDM 686 a CCDM 689 po 4 dnech kultivace vedla
k snizeni produkce TYM o zhruba 48 %. V dalsim cCase inokulace (7. den
kultivace) snizeni produkce TYM byla zaznamenana pouze po piidavku kultury
CCDM 686, kdy na konci doby kultivace bylo detekovano o 34 % niZs$i mnoZstvi
TYM (17,6 + 0,9 mg/l) néz v kontrole.

Vliv ptidavku CFS 686 a CFS 689 na zacatku kultivace na produkci TYM
kmenem RIBM 89 je zobrazen na Obr. 6. V obou sériich 1ze pozorovat, Ze obsah
sledovaného biogenniho aminu se imérné navySoval s dobou kultivace. Avsak
Vv ptipadé¢ vzorkl s ptfidavkem CFS 689 byl pozorovan od zacatku az do konce
16denni kultivace niz8i obsah TYM (8,5-91,3 mg/l) oproti kontrolnimu vzorku
(11,5-130,7 mg/l). V ptipadé vzorku s ptidavkem CFS 686 byly béhem celé doby
kultivace zjiStény srovnatelné hodnoty TYM jako u kontrolnich vzorkt (P>0,05).

Z dalsich ¢asu aplikace CFS 686 (4.,7.,9.a 11. den kultivace kmene RIBM 89)
byl pozorovan inhibi¢ni uc¢inek na produkci TYM pouze v Case pridavku tohoto
CFS 9. den kultivace, kdy na konci doby kultivace koncentrace TYM Cinila
94,1 +£2,9 mg/l (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 CFS ptidan po 2 dnech
kultivace kmene RIBM 89. Bylo zaznamenano niz8i mnozstvi TYM o 39 %
(80,0 = 3,7 mg/1) nez u kontroly.
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Obr. 6: Vyvoj produkce TYM kmenem Lac. plantarum RIBM 89 po pridavku CFS 686
a CFS 689 pri teplote 12 °C (cas inokulace 0. den).

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

V pritomnosti protektivni kultury CCDM 686 nejvétsi produkce TYM kmenem
Latilactobacillus curvatus T3 nastala po 12 h kultivace, kdy byl detekovan
v mnozstvi 15,3 +£0,3mg/l. Stejné mnozstvi TYM (15,4+0,5mg/l) bylo
kmenem T3 vyprodukovéno jiZz po 9. hodinéach kultivace v pfitomnosti kultury
CCDM 689 (Obr. 7). V obou sériich vzorki se obsah TYM v dalsich hodinach
kultivace nezvysSoval. Na konci doby kultivace byla detekovana ve vzorcich
s pridavkem kultury CCDM 686 0 75 % nizsi koncentrace TYM (14,0 + 0,6 mg/l)
oproti kontrole a ve vzorcich s kulturou CCDM 689 dokonce o 78 % nizsi
koncentrace TYM (12,5=+0,4 mg/l) porovnanim s kontrolou. Po inokulaci
zkoumanych protektivnich kment po 2 h kultivace kmene T3 nebyl zaznamenan
statisticky vyznamny rozdil v produkci TYM od ptedchozi série vzorki, kde byly
kmeny zaockovany v Case 0 h (P>0,05). Inokulace protektivni kultury CCDM 686
ke kmeni T3 po 5 h kultivace vedla k poklesu produkce TYM o0 58 % v porovnani
s kontrolou a 0 61 % Vv piipad¢ kultivace kmene T3 s kulturou CCDM 689.

ZObr.7 je patrné, ze vyprodukovana mnozstvi TYM kmenem T3
kultivace az do konce experimentu oproti kontrole (P<0,05). Obsah TYM po 72 h
kultivace kmene T3 v piitomnosti CFS 686 byl o 73 % nizsi (15,2 + 0,8 mg/l) a
v piitomnosti CFS 689 o 74 % nizsi (14,4 £ 0,7 mg/l) porovnanim s kontrolou.
Z vysledkti uvedenych na Obr. 8 je mozné vyvodit, Ze v pfitomnosti obou
testovanych CFS byl rst kmene T3 inhibovan. V kontrolnich vzorcich se pocty
laktobacilli pohybovaly v rozmezi 6,9-9,1 log CFU/ml. Naproti tomu ve vzorcich
s ptidavky CFS byl kmen T3 detekovan v poétech 7,0-8,1 log CFU/ml.
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Snizeni UCinki supernatantli se projevil az po aplikaci v ¢ase 5 hodin, kdy m¢l
produkéni kmen vice Casu na akumulaci tyraminu. Pfesto byla zjiSténa redukce
obsahu TYM ve vzorcich s ptidavkem CFS 686 0 55 % (25,3 =0,9 mg/l) a ve
vzorcich s ptidavkem CFS 689 o 54 % (26,1 + 0,6 mg/l) porovnanim s kontrolou.
V piipad¢ pridavka protektivnich kultur a jejich CFS v pozd¢jsi fazi rastu kmene
T3 (tedy po 9., 12. a 24. hodinach kultivace) nebyl zaznamenan vliv na
tyrozin-dekarboxylazovou aktivitu tohoto kmene.
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Obr. 7: Vyvoj produkce TYM kmenem Latilactobacillus curvatus T3 v pritomnosti
Lc. lactis ssp. lactis CCDM 686 a CCDM 689 a jejich supernatantii (CFS
686 a CFS 689) pri teplote 30 °C (cas inokulace 0 h).

€
.
|
(.
=
g ——T3
—

7 e=[J= T3 + CFS 686

6,5 —A—T3 + CFS 689
6 1 ] 1 1 1 1 ] 1 1 ] ] 1

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72
Cas [hodiny]
Obr. 8: 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).
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4.3.4 Vliv protektivnich kultur a jejich CFS na produkci tyraminu
u kmene Latilactobacillus curvatus T3 pii teploté 12 °C

Na zacatku kultivace kmene Lat. curvatus T3 (0. den) byl v kontrolnich
vzorcich TYM detekovan v mnozstvi 6,4 + 0,2 mg/l. Jeho obsah se mirné
navysoval az do 14. dne a do konce 16. denni kultivace stagnoval na mnoZstvi
26,4 mg/l (Obr. 9). Ve vzorcich s pifidavkem kultury CCDM 686 byl TYM na
zacatku 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/I
(o 44 % niz8i obsah TYM nez v kontrole). Obdobny trend produkce TYM
kmenem T3 byl sledovan 1 v pfitomnosti kultury CCDM 689. Nejvétsi produkcee
TYM (12,8 £0,4 mg/l) byla zaznamenana po 2 dnech kultivace kmene T3
Vv pritomnosti protektivni kultury CCDM 689. Od této doby se produkce TYM
nezvySovala a po 16 dnech obsah TYM ¢inil 12,1 + 0,3 mg/l (0 54 % niz§i obsah
TYM nez v kontrole). Kinetika produkce sledovaného BA byla srovnatelna i po
inokulaci protektivnich kment po 2 a 4 dnech kultivace kmene T3 (P>0,05).
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Obr. 9: Vyvoj produkce TYM kmenem Lat. curvatus T3 v pritomnosti Lc. lactis ssp. lactis
CCDM 686 a CCDM 689 a jejich supernatantii (CFS 686 a CFS 689) pri
teplote 12 °C (cas inokulace 0. den).

Rovnéz ptidavek CFS protektivnich kultur mél u tohoto dekarboxylaza-
pozitivniho kmene nezanedbatelny vliv na snizeni produkce TYM, pokud byly
CFS aplikovany do 7. dne kultivace (zacatek stacionarni faze rlstu). Aplikace
CFS 686 a CFS 689 na zacatku kultivace (0. den) vedla k redukci TYM 0 47 %
v ptipadé CFS 686 a v piipad¢ CFS 689 byla zaznamenana redukce TYM 0 45 %
porovnanim s kontrolou. Srovnatelné¢ vysledky produkce TYM, respektive
redukce TYM, byly zjistény i po pridavcich CFS po 2 a 4 dnech kultivace kmene
Lat. curvatus T3. V dalSich c¢asech inokulace (7., 9. a 11. den od zacatku
experimentu) produkce tyraminu kmenem T3 nebyla ovlivnéna ani v pfitomnosti
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protektivnich kment Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 686 a CCDM 689, ani
jejich supernatantd (P>0,05).

4.4 Vysledky Experimentu IV

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

Z Obr. 10 je patrné, Ze nisin ani v 1 testované koncentraci nem¢l vyrazny vliv
na produkci TYM az do 12. hodiny kultivace kmene RIBM 89 (P>0,05). Od 12.
hodiny kultivace 1ze ve vSech vzorcich s pfidavkem nisinu pozorovat nizsi obsah
TYM. Nicméné s dobou kultivace se ve vSech vzorcich zvySoval obsah TYM.
Tento trend 1ze vysvétlit faktem, ze aplikované koncentrace nisinu byly subletalni.
Tudiz nedoSlo k usmrceni vSech bunék kmene RIBM 89, a to ani v nevyssi
testované koncentraci nisinu, ale dochéazi pouze ke snizeni po¢tu bunék schopnych
dekarboxylace tyrozinu (Obr. 11). S timto koresponduji i niz$i detekovana
mnozstvi TYM v té&chto vzorcich na konci 72h kultivace. Uginek nisinu ve
dvou nejnizsich koncentracich na produkci TYM kmenem RIBM 89 byl obdobny
(P>0,05). Nisin v nejnizsi testované koncentraci snizil produkci TYM o 13 % av
dal$i zkoumané koncentraci (35,7 pg/ml) doslo ke snizeni produkce TYM o 17 %.
Vyraznéjsi sniZzeni bylo pak zaznamenano ve vzorcich s nejvyssi koncentraci
nisinu (71,5 pg/ml), a to snizeni o 44 % porovnanim s kontrolou (P<0,05).
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Obr. 10: Vliv nisinu na produkci TYM kmenem Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89
pri teploté 30 °C (cas aplikace 0 h).

Nejveétsi snizeni v dalSim Case aplikace nisinu (po 2 h kultivace kmene
RIBM 89) bylo zaznamenano ve vzorcich s nejvyssi testovanou koncentraci
nisinu. Konkrétné byl detekovan o 60 % nizs§i obsah TYM (177,3 = 12,0 mg/1)
oproti kontrole (440,6 + 8,1 mg/l). Ve vzorcich s piidavkem nisinu o koncentraci
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snizil produkci TYM o 12 %. Srovnatelné snizeni produkce TYM (23 % a 19 %)
bylo pozorovano 1 ve vzorcich se stejnymi koncentracemi nisinu, ale
aplikovanych po 5 h kultivace kmene RIBM 89. Statisticky vyznamné snizeni
ucinku nisinu na produkei, respektive redukci, TYM oproti piedchozimu casu
aplikace (2 h) bylo pak sledovano pouze v nejvyssi testované koncentraci
(P<0,05). Presto byla zjisténa redukce obsahu TYM o 42 % porovnanim
s kontrolou. V ptipad¢ aplikace nisinu v dalSich hodinach kultivace BA-
produk¢éniho kmene RIBM 89 (tedy 9., 12. a 24. hodinu kultivace) byl
zaznamenan snizujici se u€inek nisinu na produkci TYM.
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Obr. 11: Viiv nisinu na rist kmene Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89 pri teplote
30 °C (cas aplikace 0 h).

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

Dekarboxylazova aktivita kmene RIBM 89 byla vyrazné ovlivnéna kombinaci
nizké teploty a piitomnosti nisinu ve viech ¢asech aplikace (P<0,05). Uginek
nisinu aplikovaného na zac¢atku kultivace kmene RIBM 89 (0. den; Obr. 12) 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 rozdil mezi piisobenim jednotlivych koncentraci nisinu
nebyl v8ak zaznamenan (P>0,05). V pfipad¢ aplikace nisinu v nejniz$i testované
koncentraci (14,3 ug/ml) v dalsich dnech kultivace kmene RIBM 89 (tedy 2., 4.,
a 7. den kultivace) Ize sledovat srovnatelny vliv na produkci TYM (P>0,05).
Detekovana mnozstvi TYM na konci doby kultivace se v téchto vzorcich
pohybovala v rozmezi 22,5-23,4 mg/l (cca 0 20 % niz8i obsah TYM nez u
kontroly). Vyrazné niz$i mnozstvi TYM po 16denni kultivaci bylo pak zjisténo
az pti aplikaci nisinu ve stejné koncentraci 9. a 11. den kultivace kmene RIBM 89
(P<0,05). V prvnim ptipad¢ se jednalo o 35% sniZeni obsahu TYM s porovnanim
s kontrolou a v druhém ptipadé€ o 45% snizeni.
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Obr. 12: Vliv nisinu na produkci tyraminu kmenem Lactiplantibacillus plantarum
RIBM &89 pri teplote 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 buikam
produkcéniho kmene. Ve vzorcich, kde byl nisin pfidan az 2. a 9. den kultivace
produkéniho kmene (zacatek exponencialni a zacatek stacionarni faze rustu
kmene RIBM 89), bylo pozorovano snizeni produkce TYM v zavislosti na
koncentraci nisinu. Pti pfidavku nisinu 0 koncentraci 35,7 pg/ml 2. den kultivace
byl detekovan o 59 % nizsi obsah TYM v porovnani s kontrolou a pfi aplikaci
nisinu v koncentraci 71,5 pg/ml pak o 71 %. Obdobny ucinek nisinu ve stejnych
koncentracich byl zaznamenan i pii aplikaci 9. den kultivace (P>0,05).
V ostatnich Casech aplikace nisinu, tj. v4., 7., a 11. den kultivace BA-
produkéniho kmene, byl sledovéan snizujici se G¢inek nisinu v nejvyssi testované
koncentraci na dekarboxylazovou aktivitu kmene RIBM 89 oproti pfidavku nisinu
v koncentraci 35,7 pg/ml. Pfi¢emz statisticky vyznamny rozdil aplikace nisinu
v uvedenych koncentracich 7. a 11. den kultivace nebyl pozorovan (P>0,05).
Konkrétné bylo zaznamenano ve vzorcich s piidavkem nisinu v koncentraci
35,7 ng/ml aplikovanych 7. den kultivace o 46 % niz$i mnozstvi TYM nez
V kontrole a stejna 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 ptipadech snizeni mnozstvi TYM o 35 % Vv porovnani
S kontrolou. Vyznamné niz§iho obsahu TYM bylo dosazeno aplikaci nisinu
v téchto koncentracich 4. den Kkultivace BA-produkéniho kmene. Byl zde
pozorovan obdobny trend, kdy nisin ve 2. testované koncentraci mél vétsi vliv na
snizeni produkce TYM nez v nejvyssi aplikované koncentraci. Detekovana
mnozstvi TYM ve vzorcich s pfidavkem nisinu 0 koncentraci 35,7 pg/ml byla
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0 64 % nizsi oproti kontrole a ve vzorcich s pfidavkem nisinu 0 koncentraci
71,5 pg/ml o 50 % nizsi nez v kontrolnim vzorku.

4,43 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 miize souviset s niz§imi pocty CFU/ml detekovanych v kontrolnich
vzorcich u kmene T3 (6,9-8,3 log CFU/ml; Obr. 14) oproti poctim zjisténych
v kontrolnich vzorcich u kultury RIBM 89 (7,0-9,3 log CFU/ml; Obr. 12).
Maximalni vyprodukované mnozstvi TYM Vv kontrolnich vzorcich neptesahlo
16,2 + 0,8 mg/l (Obr. 13). Piidavek nisinu ve vSech koncentracich, které byly
zaoCkovany spolu s produkénim kmenem T3 v Case 0 h, snizil dekarboxyldzovou
aktivitu tohoto kmene. Ve vzorcich, kde byl aplikovan nisin v nejnizsi testované
koncentraci, bylo pozorovano sniZeni obsahu TYM o 52 % a v dalsi testované
koncentraci snizeni 0 55 % oproti kontrolnim vzorklim. Nejvétsi snizeni obsahu
TYM bylo pak zjisténo ve vzorcich s pfidavkem nisinu o nejvyssi testované
koncentraci, a to 0 61 %. Tento trend, kdy s aplikaci vyssi koncentrace nisinu
dochézelo k umérnému sniZeni obsahu tyraminu ve vzorcich, 1ze pozorovat ve
vSech Casech ptidavku nisinu.
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Obr. 13: Vliv nisinu na produkci tyraminu kmenem Latilactobacillus curvatus T3 pri
teplote 30 °C (cas aplikace 0 h).

Vyrazné niz§iho obsahu TYM oproti pfedchozim castim aplikace bylo
dosazeno aplikaci nisinu v pozd&jsi fazi ristu kmene T3, tedy 12. a 24.h
kultivace. Nejvétsi redukce byla zaznamenana ve vzorcich S nejvyssi testovanou
koncentraci bakteriocinu aplikovaného 12. hodinu. Na konci kultivace bylo
detekovano o 78 % niz§i mnozstvi TYM (3,4 +0,2 mg/l) oproti kontrole
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(14,3 + 0,4 mg/l). Obdobné snizeni obsahu TYM (3,7 £+ 0,2 mg/1) bylo sledovano
i po pfidavku nisinu ve stejné koncentraci 24. hodinu kultivace kmene T3
(P>0,05). Co se tyka pridavku bakteriocinu v dalSich koncentracich, aplikace
nisinu o koncentraci 14,3 pg/ml vedla K snizeni obsahu TYM o 51 % (Cas
inokulace v 12. h kultivace) a 0 52 % (¢as 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 % nizsi mnozstvi TYM porovnanim s kontrolou.
Nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil mezi ¢asem aplikace nisinu
v uvedenych koncentracich v 12. a 24. hodinu kultivace kmene T3.
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Obr. 14: Vliiv nisinu na rist kmene Lat. curvatus T3 pri teploté 30 °C (¢as aplikace 0 h).

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, avSak nebylo
zaznamenano tak signifikantni snizeni produkce tyraminu jako u kultury
RIBM 89. Pridavek nisinu na zacatku kultivace kmene Lat. curvatus T3 (0. den)
m¢él vyznamny vliv na snizeni produkce TYM pouze ve 2 nejvyssich testovanych
koncentracich (Obr. 15). Po putsobeni nisinu v koncentraci 35,7 ug/ml byl
detekovan na konci doby kultivace ve vzorcich snizeni obsahu TYM o 41 % a po
pusobeni nisinu v nejvyssi testované koncentraci o 45 % s porovnanim
s kontrolou.

Co se tyka ucinku nisinu v dalSich casech aplikace, nisin v koncentraci
14,3 ng/ml, kromé €asu aplikace 4. a 7. den, nem¢l statisticky vyznamny vliv na
produkci TYM (P>0,05). Ve vzorcich, kde byl nisin v této koncentraci aplikovany
4. den kultivace, bylo pozorovano na konci kultivace snizeni TYM o 25 % a pii
aplikaci 7. den pak o 19 % oproti kontrole.
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Obr. 15: Vliv nisinu na produkci tyraminu kmenem Latilactobacillus curvatus T3 pri
teplote 12 °C (cas aplikace 0. den).

Rovnéz u dalsi zkoumané koncentrace nisinu (35,7 pg/ml), Ize pozorovat vliv
Casu aplikace bakteriocinu k rostoucim buiikdm kmene T3. Pokud byl ptidan nisin
v exponencidlni aZ pocateCni stacionarni fazi rdstu kmene T3 (2. a 4. den
kultivace), bylo pozorovano vyraznéjsi snizeni obsahu TYM oproti aplikaci
nisinu v pozd¢jsich fazich rtstu tohoto kmene (7., 9. a 11. den kultivace).
Konkrétné ve vzorcich po aplikaci nisinu 2. a 4. den bylo na konci kultivace
zjisténo snizeni obsahu TYM 0 42 % a o 39 % porovnanim s kontrolou. Naproti
tomu ve vzorcich po aplikaci nisinu 7., 9. a 11. den bylo detekovano snizeni
0 30 %, 24 % a 14 % oproti kontrolnimu vzorku. VIiv nisinu v nejvyssi testované
koncentraci na produkci TYM byl srovnatelny (P>0,05) az na jednu vyjimku. Tou
byl ptidavek nisinu 7. den kultivace kmene T3. Na konci 16denni kultivace bylo
53 % oproti kontrole). V ostatnich ¢asech aplikace nisinu bylo pozorovano snizeni
zhruba 0 40 % srovnanim s kontrolou.

5. SOUHRNNA DISKUZE

Empirické vyuzivani divokych mikroorganizmi a jejich metaboliti pro
prodlouzeni drZnosti potravin bylo praktikovano po staleti. Nicméng, teprve az
po objeveni penicilinu se fada téchto latek stala predmétem vyzkumu. V soucasné
dobé je vénovadna velkd pozornost antibakteridlnim latkdm produkovanymi
bakteriemi mlééného kvaSeni. Diky schopnosti produkovat celou fadu latek
s inhibi¢nimi G¢inky pfedstavuji BMK velky potencial v bioprezervaci potravin
(Perez et al., 2014; Fernandez et al., 2017; Delcarlo et al., 2019). Utinek BMK je
zpusoben produkci bakteriocint a dalSich antagonistickych sloucenin, jako jsou
organické kyseliny, diacetyl, reuterin nebo peroxid vodiku (Reis et al., 2012).
V experimentalni cCasti disertacni prace byl nejprve proveden skrining
antimikrobidlni aktivity supernatantii z 22 kment (12 kmenii Lactococcus lactis
ssp. lactis, 2 kmeny Lactobacillus acidophilus, 4 kmeny Lb. gasseri, 3 kmeny
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Lb. helveticus a 1 kmen Enterococcus faecium) produkujicich bakteriocin nebo
latky podobné bakteriociniim (BLIS). Obecné bakteriociny BMK jsou za béZnych
podminek G¢inné zejména viici grampozitivnim mikroorganizmim (Balciunas et
al., 2013; Favaro et al., 2015). Proto jako indikatorové mikroorganizmy byly
zvoleny pouze grampozitivni bakterie S vyznamnou dekarboxyldzovou aktivitou
izolované z rtiznych potravinovych matric a napoji. Nejvetsi antimikrobidlni
aktivita byla pozorovana u zkoumanych CFS bakterii schopnych produkovat
nisin, kment Lc. lactis ssp. lactis, kdy jedenact z dvanacti testovanych CFS (CFS
Z kment CCDM 71, CCDM 671, CCDM 702, CCDM 731 a CCDM 670, CCDM
686, CCDM 689, CCDM 695 a CCDM 698) projevilo inhibi¢ni G¢inek na alespon
1 testovany indikatorovy kmen s dekarboxyldzovou aktivitou. Vici ptisobeni CFS
z laktokokti byly nejvice citlivé testované bakterie mlécného kvaseni, zejména
pak testované kmeny laktobacilli. VSechny kmeny laktobacilli vykazovaly
citlivost vi¢i 9 z 12 analyzovanych supernatanti z kment laktokokt. Tyto
vysledky jsou v souladu s tvrzenim, ze spektrum G¢inku bakteriocinti je relativné
uzké a jejich inhibi¢ni ucinek se projevuje zejména na kmeny taxonomicky blizké
k jejich producentiim (Cleveland et al., 2001). Kmeny BMK byly rliznou mérou
citlivé vici pisobeni supernatantii vyse uvedenych laktokokl. Nicméné nejvétsi
inhibi¢ni uc¢inek na vétsinu kmeni BMK byl sledovan u CFS z Lc. lactis ssp. lactis
CCDM 686 a Lc. lactis ssp. lactis CCDM 689. Spektrum ucinku 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 Lat. curvatus T3, pti¢emz po pisobeni CFS kmene CCDM 686 byl
sledovéan vznik zény o priméru 18 + 0,0 mm a po ptisobeni CFS kmene CCDM
689 zony o pruméru 17,5 £ 0,7 mm. Vyssi citlivost vici plsobeni téchto
supernatanti byla pozorovana rovnéz u kmene Lac. plantarum RIBM 89 (vznik
inhibi¢nich zon vétsich nez 16 mm). Tyto vysledky tak mohou byt v souladu s
praci Sanlibaba et al. (2009), ktefi zjistili antagonistické ptsobeni supernatantu
z nisin-produkujiciho kmene Lc. lactis subsp. lactis LL27 na kmeny Lactococcus
lactis (11/11), Latilactobacillus sakei (1/1) a Lactiplantibacillus plantarum (1/1).
Z testovanych kmeni BMK vyssi citlivost byla rovnéZz pozorovdna u kment
Lac. plantarum a Lat. sakei. Dale CFS ztohoto kmene inhibi¢n¢ pisobil i na
kmeny Enterococcus faecalis (2/2). Inhibiéni u¢inek CFS testovanych laktokokd
na Enterococcus faecalis byl prokazan i v této disertaéni praci. Detekované
pruméry inhibi¢nich zén (10,3-11,0 mm) u kment E. faecalis byly srovnatelné
s pruméry zon uvadénych v jiz zminéné studii Sanlibaba et al. (2009). Z dalsich
enterokok testovanych v disertaéni praci, vyrazny inhibi¢ni G€inek byl sledovan
u kment E. faecium. Devét ze ¢trnacti kmenu E. faecium projevilo citlivost vici
pusobeni nejméné¢ 2 supernatantii z laktokokli. Priméry inhibi¢nich zén se
pohybovaly v rozmezi 9,5-13,3 mm. Obdobné velikosti inhibi¢nich zon (9-15
mm) detekovanych u 4 kmend E. faecium po plsobeni CFS zkmene
Lc. lactis ssp. lactis MKO2R, potencialniho producenta nisinu, uvadéji ve své
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praci Kruger et al. (2013). Takeé Biscola et al. (2013) zjistili inhibi¢ni aktivitu CFS
ze 2 isolatu (isolat 69 a 94) ze suSeného masa na kmeny E. faecium. Isolat 69
vykazoval $ir§i antimikrobidlni spektrum, proto byl néasledné identifikovan jako
Lactococcus lactis a oznacen za potencialniho producenta nisinu Z.

Obecné testované kmeny enterokokt byly citlivéjsi vici ptisobeni danych CFS
né¢z kmeny stafylokokid, kdy 53 % (19/36) zkoumanych enterokokd bylo
inhibovano nejmén¢ 2 CFS z laktokokii. Oproti tomu z 26 testovanych
stafylokoki pouze 3 kmeny prokazaly citlivost vici alespon jednomu CFS
z laktokokt, konkrétné vii¢i CFS z kmene Lc. lactis ssp. lactis CCDM 414 a
z kmene CCDM 418. Oba CFS ptsobily inhibi¢né na 2 kmeny S. haemolyticus,
pticemz CFS z kmene CCDM 414 inhiboval i rist kmene S. hominis. V dosud
publikované literatufe neni mnoho studii tykajicich se antimikrobidlni aktivity
CFS kment Lactococcus lactis na koagulaza-negativni kmeny stafylokokd
uvadénych v této praci. VEtSina autorti se zamétuje na koagulaza-pozitivni druh
S. aureus a na dal$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 znamo, pouze
ve studii Biscola et al. (2013) byly zahrnuty do testovani antimikrobialni aktivity
CFS z potencialniho producenta nisinu Z (Lc. lactis 69) zastupci koagulaza-
negativnich stafylokokti. Testované kmeny stafylokokli byly rovnéZ Zivoc¢iSného
ptvodu. Konkrétné se jednalo o izolaty z tradi¢niho fermentovaného a suseného
masa zvaného ,charqui®“. Inhibi¢ni G¢inek CFS byl zaznamenidn 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 kmeni Lc. lactis ssp.
lactis biovar. diacetylactis CCDM 686 a CCDM 689, jejich supernatantt
a komeréniho nisinu na produkci tyraminu u Latilactobacillus curvatus T3
a Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89. Bez ptitomnosti protektivnich kultur a
jejich antimikrobialnich latek byla u obou kmenl zaznamenana nejvétsi
vyprodukovand mnozstvi tyraminu v pozdni stacionarni fazi ristu. Dle studii
mnohych autort je tato faze ristu bakterie obdobim, kdy dochazi k maximalni
produkci biogennich aminti v disledku zvysujiciho se stresu bunék zptisobeného
vycerpanim zivin (Kim et al., 2002; Calles-Enriquez et al., 2010; La Gioia et al.,
2011).

Jeden z dilezitych faktorti ovliviiujicich dekarboxylazovou aktivitu bakterii je
teplota. V nasi praci byl sledovan vliv dvou teplot na produkci tyraminu, a to
30°Cal2°C. Teplota 30 °C byla zvolena z diivodu optimalniho rtstu jak kment
s dekarboxyldazovou aktivitou, tak zkoumanych protektivnich kultur pii této
teploté. Druha kultiva¢ni teplota (12 °C) byla zvolena proto, Ze je to teplota, pii
které dochazi ke zrani mnohych syr, resp. kvaseni nékterych typt piva (Ceruti et
al., 2015; Capece et al., 2018; Rezaei et al., 2020; Walsh et al., 2020; lorizzo et
al., 2021).
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Optimalni teplota podporujici bunéény metabolizmus a proliferaci muize
umociovat aktivitu dekarboxyla¢nich enzymil pfitomnych v téchto buikach
(Gardini et al., 2016). Marcobal et al. (2006) uvadéji, ze optimalni teplota pro
produkci tyraminu kmeny E. faecium a L. brevis je 32 °C. Rovnéz Bargossi et al.
(2015) zaznamenali nejvétsi aktivitu enzymu tyrozin-dekarboxylaza (tdc)
purifikovaného z E. faecalis po 2 h pti teploté¢ 30 °C a 37 °C, pti¢emz signifikantni
rozdil mezi témito teplotami nebyl zaznamenan (P>0,05). Tyto vysledky
koresponduji s vysledky této disertacni prace. Oba testované kmeny (Lat.
curvatus T3 a Lac. plantarum RIBM 89) vykazovaly signifikantn¢ vyssi produkci
tyraminu pii teploté 30 °C nez pii teploté 12 °C (P<0,05). Napftiklad jiz po 72 h
pii kultivaci v 30 °C byl schopen kmen Lac. plantarum RIBM 89 vyprodukovat
az 444 mg/l tyraminu v kontrolnim vzorku. Naproti tomu po 16 dnech kultivace
pii 12 °C bylo vyprodukované mnozstvi az 3x nizsi (131 mg/l).

Kromé teploty rovnéz inokulace nisin-produkujicich kment (Lc. lactis spp.
lactis CCDM 686 a CCDM 689) a jejich supernatantd k BA-produkénim kmeniim
vedla K vyraznému snizeni produkce tyraminu. Produkce TYM kmenem
Lac. plantarum RIBM 89 byla vice inhibovana pfitomnosti protektivnich kultur
nez jejich supernatant. Naproti tomu UCinek obou testovanych protektivnich
kment a jejich supernatantii na produkci sledovaného BA byl obdobny u kmene
Lat. curvatus T3. Napiiklad po ptidavku kmenlt CCDM 686 a CCDM 689
K produkénimu kmenu RIBM 89 v ¢ase 0 h bylo zaznamenano na konci doby
kultivace pii 30 °C 0 59 % a 60 % niz§i mnoZstvi TYM oproti kontrole. Zatimco
ptidavek supernatantli téchto kultur vedl ke snizeni TYM pouze 0 26 % a 0 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 u€inku supernatanti na rist
bunék kmene T3, kdy byly detekovany po ptidavcich CFS 686 a CFS 689 v Case
odbéru 24 h vyrazné niz§i 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 vysledkl 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 vétSin€ ptipadi byl zaznamendn trend, ¢im vySsi
aplikovana koncentrace nisinu, tim vyS$i snizeni mnoZstvi TYM
vyprodukovaného BA-produkénimi kmeny. Tento trend neni piekvapujici,
jelikoz timérné s aplikaci vys$i koncentrace nisinu dochdzi k vétSimu snizeni
poctu bunck produkéniho kmene (snizeni az o 1 log CFU/ml). K podobnému
zaveéru dospéli 1 Saelao et al. (2018), kteti zkoumali vliv nisin-produkujiciho
kmene na produkci tyraminu u kment E. faecalis a Weissella cibaria. V dasledku
snizeni po¢tu buncék (snizeni o2 log CFU/ml) produkénich kmena vedlo
ke sniZzeni kumulace tyraminu.
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Snizeni produkce tyraminu kmenem Enterococcus faecalis a histaminu
kmenem Streptococcus thermophilus kultivaci s bakteriocin-produkujicimi
kmeny Lc. lactis ssp. lactis poukazuje prace Tabanelli et al. (2014). Ve studii
téchto autord zkoumané kmeny laktokokli vykazovaly vétsi inhibi¢ni efekt vici
Streptococcus thermophilus ve srovnani s Enterococcus faecalis, kdy rust
St. thermophilus byl zcela inhibovan po inokulaci kmene Lc. lactis ssp. lactis
VR84, producenta nisinu Z. Rovnéz Joosten a Nufiez (1996) uvadéji, ze pouziti
dvou bakteriocin-produkujicich kment E. faecalis a nisin-produkujiciho kmene
Lc. lactis jako startérové kultury pii vyrobé syru vedlo k vyraznému snizeni pocti
Lactobacillus buchneri (nyni Lentilactobacillus buchneri), a tim i produkci
histaminu. Vliv supernatant 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 dv¢ riizné koncentrace CFS (50% a
25%). Obé koncentrace CFS z kmene St. thermophilus a 50% z kmene 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
vyprodukované 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 vyssi produkce
tyraminu. Z téchto vysledkt vyplyva, ze BA-produkujici kmeny mohou byt rizné
citlivé vic¢i bakteriocin-produkujicim kmeniim nebo jejich CFS a mohou mit
razné ucinky na produkci BA.

Dale byl sledovan vliv ptidavkl protektivnich kultur, jejich CFS a nisinu
v riznych ¢asech kultivace BA-produkénich kment. Z dosazenych vysledki je
patrny vliv Casu piidavkl protektivnich kultur a jejich CFS. Ve vétSiné piipada
byl zaznamenan vétsi ucinek na snizeni produkce sledovaného BA, pokud byly
producenti nisinu a jejich CFS zaockovany v prvnich 4 casech aplikace.
V pozdésich ¢asech dochazelo k vyraznému snizeni nebo zcela k vymizeni
inhibi¢niho uc¢inku protektivnich kultur a jejich CFS na produkci TYM. Pokud je
mi znamo, naSe prace je jedinou studii, ktera poukazuje vliv ¢asu inokulace nisin-
produkujicich kmeni a jejich metabolit (CFS a nisinu) na produkci TYM.

Vysledky této prace potvrdily, Ze ptidavek nisin-produkujicich kment a jejich
antimikrobialnich latek (CFS a nisin) mohou signifikantn¢ snizit produkci
tyraminu u kment Latilactobacillus curvatus a Lactiplantibacillus plantarum v in
vitro podminkach. Nicméné v komplexnim prostiedi realné potraviny mize byt
ucinek protektivnich kultur a jejich antimikrobiélnich latek na produkci tyraminu
ovlivnén v disledku ptfitomnosti jinych kompetujicich mikroorganizmi, jejich
metabolickou Cinnosti a parametry nastavenych pii vyrobé fermentovanych
potravin. Proto bude tfeba provést dalsi vyzkum za Géelem ovéteni vlivu téchto
protektivnich kment a jejich metabolitii s antimikrobialni aktivitou na sniZeni
produkce tyraminu Vv realné potravinové matrici.
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6. ZAVER

Tato disertacni prace se zabyvala sledovanim vlivu vybranych protektivnich
kment bakterii mlécného kvaSeni a jejich metabolitii s antimikrobidlnimi u¢inky
na produkci tyraminu u kmend izolovanych z potravin s vyznamnou tyrozin-
dekarboxylazovou aktivitou.

Na zaklad¢ ziskanych vysledkl 1ze vyvodit tyto zavéry:

V ptipadé testovani antimikrobidlni aktivity supernatantli z protektivnich
kultur byl nejvétsi inhibi¢ni Uc¢inek pozorovan u CFS 2z nisin-
produkujicich kmeni@i Lactococcus lactis ssp. lactis, kdy 11z12
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 plisobeni na alespon 1 testovany
indikatorovy kmen.

Vici pisobeni CFS z laktokokii byly nejvice citlivé testované bakterie
mlééného kvaseni, zejména kmeny laktobacili. Vsechny testované kmeny
laktobacil vykazovaly citlivost vici 9 z 12 analyzovanych CFS z kment
laktokoki.

Z vysledkl testovani inhibi¢niho ucinku nisinu vyplyva, ze citlivost
zkoumanych dekarboxyldza-pozitivnich BMK na nisin je znacné
variabilni nejen v ramci rodu, ale i druhu. Kmeny téhoz druhu reaguji
rozdiln¢ na puasobeni nisinu. Nejvetsi citlivost prokazaly kmeny
Latilactobacillus curvatus T3 a Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89.

Bez ptitomnosti protektivnich kultur a antimikrobialnich latek u kment
Latilactobacillus curvatus T3 a Lactiplantibacillus plantarum RIBM 89
byla nejvétsi vyprodukovand mnoZzstvi tyraminu zaznamendna v pozdni
stacionarni fazi rlstu.

Oba testované kmeny (Lat. curvatus T3 a Lac. plantarum RIBM 89)
vykazovaly signifikantné vys$si produkci tyraminu pfti teploté 30 °C nez pii
teploté 12 °C (P<0,05).

V piitomnosti 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 pfi obou testovanych teplotach.

Produkce TYM kmenem Lac. plantarum RIBM 89 byla vice inhibovana
pritomnosti protektivnich kultur neZ jejich supernatantii. Naproti tomu
ucinek protektivnich kment a jejich supernatantti na produkci sledovaného
BA byl obdobny u kmene Lat. curvatus T3.

Z dosazenych vysledki je patrny vliv ¢asu ptidavki protektivnich kultur a
jejich CFS. Ve vétSing€ pripadl byl zaznamenan vétsi u€inek na snizeni
produkce sledovaného BA, pokud byli producenti nisinu a jejich CFS
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zaoCkovani Vv prvnich 4 Casech aplikace, tzn. pii teploté kultivace 30 °C:
ptridavky v ¢ase 0, 2, 5 a 9 h; pii kultivaci v teploté 12 °C: piidavky v Case
0., 2., 4., 2 9. den. V pozd¢jsich ¢asech dochazelo k vyraznému snizeni
nebo zcela k vymizeni inhibi¢niho ucinku protektivnich kultur a jejich
CFS na produkci TYM.

- Z vysledkl sledovani vlivu komeréniho nisinu na produkci TYM kmeny
RIBM 89 a T3 plyne, Ze pfidavek 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 vySS$i aplikovana
koncentrace nisinu, tim vyssi snizeni mnozstvi TYM vyprodukovanych
BA-produkénimi kmeny.

- Vliv cCasu aplikace nisinu nemél jednoznacny trend, avSak snizeni
produkce tyraminu kmeny T3 a RIBM 89 bylo pozorovdno ve vSech
casech ptidavki nisinu.

Vysledky této prace potvrdily, Ze ptidavek nisin-produkujicich kmenti a jejich
antimikrobialnich latek (CFS a nisin) mohou vyrazn¢ snizit produkci tyraminu u
kment Latilactobacillus curvatus a Lactiplantibacillus plantarum. Nicmén¢ je
treba provést dalsi vyzkum za Gcelem vySetfeni téchto protektivnich kment a
jejich antimikrobialnich 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
z22kment (12 kmend 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) vii¢i 103 kmeniim (z toho 41 kmeni BMK,
36 kmenu rodu Enterococcus a 26 kment rodu Staphylococcus)

s vyznamnou dekarboxylazovou aktivitou.

- Byla stanovena minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) komer¢niho nisinu
u 21 kmeni BMK s vyznamnou tyrozin-dekarboxylazovou aktivitou
(13 kment Levilactobacillus brevis, 5 kment Latilactobacillus curvatus,
2 kmeny Lactiplantibacillus plantarum a 1 kmen Lacticaseibacillus

casei/paracasei).

- Byl studovan vliv nisin-produkujicich kmenti (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 zavislosti na teploté
kultivace (30 °C a 12 °C). Rovnéz byl zkouman vliv ptidavku protektivnich
kultur a jejich CFS v riznych ¢asovych intervalech kultivace kment T3

a RIBM 89.

- Byl zjistén vliv rizné koncentrace nisinu na kinetiku produkce tyraminu u
kmenu 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

kment T3 a RIBM §89.

- Jednd se o prvni studii, kterd poukazuje vliv Casu inokulace nisin-
produkujicich kmenii a jejich metaboliti (CFS a nisinu) na produkci

tyraminu.

Ptinos piedkladané prace v oblasti praxe lze vidét v nasledujicich aspektech:
- Zduaraznéni vlivu teploty kultivace na dekarboxylazovou aktivitu.

- Zjisténi, Ze pridavek protektivnich kmenl a jejich supernatant, miize
vyrazné snizit produkci tyraminu kmeny Latilactobacillus curvatus

a Lactiplantibacillus plantarum i pii vyssi teploté kultivace (30 °C).

- Zjisténi, Ze ptidavek nisinu 1 v subletalnich koncentracich miiZe inhibovat
produkci  tyraminu u  kment  Latilactobacillus  curvatus

a Lactiplantibacillus plantarum.

- Ziskané poznatky mohou pfispét k nalezeni strategie vedouci ke snizeni
tvorby a hromadéni tyraminu ve vysokych Kkoncentracich ve

fermentovanych potravinach.
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Bakterie mlécného kvaSeni

Cultures Collection of Dairy Microorganisms
Bezbunécny supernatant

Evropsky trad pro bezpecnost potravin
Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv
Vseobecné povaZzovany za bezpecny
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Vysokotc€inna kapalinova chromatografie
Monoaminooxidéaza

Inhibitory enzymu monoaminooxidaza
Mueller-Hinton agar/bujon

De Man, Rogosa a Sharpe agar/bujon
2-fenyletylamin

Pyridoxal-5-fosfat

Proton motive force
Tyrozindekarboxylaza

Tryptamin

Tyramin
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