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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva dekarboxylazovou aktivitou a vlivem faktort (pH, teplota, ptidavek
glycerolu) na vyslednou produkci biogennich aminti kmenem Lactobacillus rhamnosus
CCDM 289 za laboratornich podminek. Tato kultura disponuje probiotickymi ucinky a je
bézn¢ pouzivana v mlékarenském pramyslu jako starterova. Tvorba biogennich amint byla
sledovédna v supernatantu ziskaném po kultivaci pomoci vysokotuc¢inné kapalinové chroma-
tografie s pfedkolonovou derivatizaci danzylchloridem a UV detekci. Testovand mlécna
bakterie byla schopna produkce detekovatelnych mnoZstvi putrescinu a tyraminu. Tento
experiment prokdzal, Ze 1ze zménou kultiva¢nich podminek a Gpravou slozeni média do
jisté miry ovlivnit koneéné mnozstvi biogennich amin vyprodukované Lactobacillus

rhamnosus CCDM 289.

Klicova slova: biogenni aminy, faktory ovliviiujici dekarboxylazovou aktivitu, bakterie

mlécného kvaseni, probiotika, Lactobacillus rhamnosus CCDM 289

ABSTRACT

This thesis deals with the decarboxylation activity of Lactobacillus rhamnosus CCDM 289
and influencing factors (pH, temperature, glycerol addition) on the total biogenic amine
production at the model conditions. This culture disposes of probiotic effects and it is
commonly used as starter culture in dairy industry. The production of biogenic amines was
determined in the supernatants harvested after cultivation by the means of hight perfor-
mance liquid chromatography after pre-column derivatization by dansylchloride and UV
detection. The tested lactic acid bacteria was able to produce detectable amounts of putres-
cine and tyramine. This experiment proved that the changes of the cultivation conditions
can have to some extent the influence on the total amounts of produced biogenic amines by

Lactobacillus rhamnosus CCDM 289.

Keywords: biogenic amines, influencing factors of decarboxylase activity, lactic acid bac-

teria, probiotics, Lactobacillus rhamnosus CCDM 289
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UVOD

Soucasné trendy bezpecnosti potravin vénuji zvySenou pozornost stopovym komponentam,
které mohou mit vliv na lidské zdravi. Pravé takovymi slozZkami mohou byt biogenni ami-
ny vznikajici v potraviné pfevazné mikrobidlni cCinnosti. Akumulace téchto amint
v potravindch vyzaduje dostupnost aminokyselin, mikroorganizmt s dekarboxyla¢ni akti-
vitou a vhodné podminky pro jejich rtst. Stanoveni biogennich aminti v potravinach ma
znaény vyznam nejen z hlediska toxikologického, ale mize slouzit také jako ukazatel kva-
lity a Cerstvosti. Mezi nejcastéji sledované patii histamin, tyramin, trypamin, spermin,

spermidin, kadaverin a putrescin.

Problematice biogennich aminil a jejich stanoveni se v soucasné dobé vénuje mnoho studii.
Zabyvaji se nejen problematikou pfi¢in vzniku, ale také vyvojem rychlych a spolehlivych
metod stanoveni. Nové poznatky by mohly pomoci minimalizaci vzniku téchto substanci
v potravinach béhem technologickych procest a podpofit tak bezpecnost fermentovanych
vyrobkl. Tato prace je zaméfend hlavné na podminky ovlivitujici produkei biogennich
amind probiotickym kmenem uzivanym jako starterova kultura pro vyrobu syrd. Schopnost
tvorby téchto ve vysSich koncentracich toxickych slozek probiotik tedy mize byt chapana

jako kontrast k blahodarnym dieteticko-lé¢ebnym t€inklim na lidsky organizmus.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

11

I. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 12

1 CHARAKTERISTIKA, VZNIK V POTRAVINACH A UCINKY
BIOGENNICH AMINU NA ZDRAVI KONZUMENTU

1.1 Obecna charakteristika a vznik biogennich aminut

Biogenni aminy (BA) jsou nizkomolekularni organické latky dusikaté povahy, které vzni-
kaji dekarboxylaci volnych aminokyselin, nebo ptipadné procesem aminace ¢i transamina-
ce aldehydt a ketonti [1]. Volné aminokyseliny jsou v potravindch primarné piitomny,
nebo mohou vznikat sekundarné pomoci proteolytickych mikroorganizmii [1, 2]. Potiebné
enzymy pro tyto reakce jsou produkovany predev§im dekarboxyldza pozitivnimi mikroor-
ganizmy. V organickém materidlu bilkovinné povahy se tato mikroflora mize vyskytovat
ptirozené, nebo je pfidavana zdmérné jako zékysova kultura z technologického, senzoric-

kého ¢i dieteticko-1écebného divodu [1, 2, 3].

Mnozstvi BA v potravinach lze také brat jako urcity ukazatel Cerstvosti a kvality surovin

z hlediska mikrobialni kontaminace v ramci jejich zpracovani a skladovani [1], [2], [3].

Vznik BA cestou dekarboxylace je zndzornéna na obr. ¢ 1., kdy dochazi k odstranéni

a-karboxylové skupiny z aminokyselin a tvorbé odpovidajicich BA [1].

1.1.1 Chemicka struktura biogennich amini

BA d¢lime podle chemické struktury na alifatické (putrescin, kadaverin, spermin, spermi-
din), aromatické (tyramin, fenyletylamin) a heterocyklické (histamin, tryptamin). Vyse

zminéné alifatické BA jsou navic fazeny do skupiny polyamint [1].

Polyaminy jsou alifatické a nizkomolekuldrni organické slouceniny se dvéma, tfemi nebo
¢tyfmi aminoskupinami v molekule. Tyto organické slouc¢eniny se vyskytuji jak v mikrobi-
alni, rostlinné, tak i1 Zivoc¢isné bunice a maji dillezitou funkci v organizmu, jelikoZ se uplat-
nuji pii regulaci nukleovych kyselin, pfi stabilizaci membran, jako donory dusiku v bio-
chemickych reakcich nebo pti syntéze bilkovin. Plivodci polyamini mohou byt také stievni
bakterie a nekrotické bunky. Nékteré mohou pochézet ze slinivky bii$ni a Zlu€ovych ¢i

sttevnich sekrett [4, 5, 6].
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Nejcastéji se vyskytujici polyaminy jsou putrescin a kadaverin, které patii mezi diaminy a

predstavuji prekurzor pro slozit€jsi spermidin a spermin. Cesta vzniku polyaminid z amino-

kyselin je zndzornéna na obr. 1 [7].
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Obr. 1. Biogenni aminy jako produkty dekarboxylace aminokyselin [8]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

1.2 Vliv biogennich amint na lidské zdravi

BA jsou pfirodni antinutri¢ni latky, které mohou byt pfi¢inou riznych fyziologickych re-
akci. Histamin, tryptamin, fenyletylamin a tyramin jsou biologicky aktivni aminy
s vazoaktivnimi ¢i psychoaktivnimi G¢inky. Vazoaktivni aminy pusobi na vaskularni sys-

tém a psychoaktivni aminy plisobi na neurotransmitery, ¢imz ovliviiuji nervovy systém [9].

Lidsky organizmus je schopen pfijaté ¢i vzniklé BA degradovat, protoZe disponuje detoxi-
ka¢nim mechanizmem. Tato detoxikace zahrnuje c¢innost nckolika enzyml a probiha

zejména ve stfevnim traktu [10].

Zminény detoxikacni systém predstavuji nasledujici enzymy: monoaminooxidaza (MAO),

diaminooxiddza (DAO) a histidinmethyltransferaza (HMT) [10].

MAO hraje vyznamnou roli pfi deaminaci BA v celém organizmu a vyskytuje se ve dvou
biochemicky odli§nych formach A a B. MAO-A je schopna deaminovat neurotransmitery,
latky slouzici k pfenosu signalti mezi nervovymi bunikami. Jeji vyznam je tedy lokalizovan
v centralni nervové soustavé, kde zodpovida za spravné odbouravani noradrenalinu, dopa-
minu, serotoninu, tyraminu a monoamind pochazejicich z potravy. Pokud dojde k poruse
syntézy nebo aktivity MAO-A, pak se neurotransmitery zacnou hromadit v mozku a mo-

hou mit vliv na jeho ¢innost, zvlasté pak na inteligenci a chovani [10, 11, 12].

MAO-B se vyskytuje zvlasté v jatrech a ve svalech. Proces deaminace probihd aktivné

hlavné€ u dopaminu a fenylethylaminu [10, 11].

Uginky enzymti DAO a HMT jsou lokalizovany v gastrointestinalnim traktu (GIT). Proces
deaminace aktivnich amind a amini z potravy pomoci DAO probihd ve stfevech. HMT

schopna katabolyzy histaminu pasobi i v jatrech [10, 11, 12].

Vyse zminéné enzymy vSak nemusi mechanizmus deaminace realizovat za kazdych pod-

minek a jejich ¢innost mliZze byt ovlivnéna (zesilena/zeslabena) nasledujicimi faktory napt.

» veékem jedince — citlivé na BA jsou hlavné malé déti a seniofi;

» zdravotnim stavem — lidé se zhorSenou funkci jater, alergicti jedinci
¢i pacienti uzivajici inhibitory MAO (psychofarmaka)

» mnozstvim pfijatych BA potravou;

» konzumaci alkoholu [10, 11, 13].
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Histamin, putrescin, kadaverin, tyramin, tryptamin, fenyletylamin, spermin a spermidin
jsou povazovany za dilezité a Casto se vyskytujici BA v potravinach. Pomérné Casté jsou

intoxikace z potravin obsahujicich BA [1].

BA mohou byt navic z urcitého hlediska chapany jako karcinogeny diky jejich schopnosti

reagovat s dusitany za vzniku potencidlné karcinogennich nitrosaminti [1].

Dal8im nepfiznivym vlivem BA na lidské zdravi jsou potravinové alergie. Jedna se o pre-
citlivélost organizmu, ktera vznikd, zvlasté pokud jich bylo v potraviné obsazeno vyssi
mnozstvi. Prvnim projevem alergie je kopfivka. Pfi nadmérném piijmu BA jako je hista-
min nebo tyramin miZe byt o¢ekavana imunitni odpovéd’ organizmu pravé formou kopftiv-
ky aZ po vazné ohrozeni Zivotné dulezitych funkci. Méné¢ Casté jsou reakce na putrescin,

kadaverin nebo B-fenyletylamin [14].

1.2.1 Histamin

Histamin patfi mezi nej€astéj$i plivodce alimentarni intoxikace. Nevyhodou histaminu v
potravinach je, Ze na né¢j destruktivné neptlisobi vysokd teplota vaieni. Jeho rozklad vSak
miZe iniciovat svétlo. Mezi potraviny s pfirozen¢ vys$im obsahem tohoto BA naleZi rajca-
ta, Spenat, vepiova jatra, rybi maso (tundk a losos, konzervy ancovicek ¢i uzeného sled¢), a

samoziejme fermentované vyrobky (suché salamy, syry a kysané zeli) [9, 15].

Endogenni syntéza histaminu miiZze byt také realizovana sttevni mikroflorou, a to za pted-
pokladu nadmérné konzumace Skrobnatych potravin (brambory, lusténiny, chléb, téstoviny
a pecivo) a uvolnéni organickych kyselin, které mohou ménit stfevni propustnost (leaky
gut syndrome) s naslednym zvySenim systémového histaminu. Samoziejmé je plsobeni
histaminu a mira intoxikace organizmu zavisld na mnozstvi inhibitori detoxikacnich en-
zymu a taktéZ na ptirozené odolnosti intoxikované osoby. Kromé koptivky se mohou vy-
skytovat 1 priijmy, bolesti hlavy, astma, vazodilatace a nasledna hypotenze ¢i srdecni aryt-
mie. Vzhledem k riznym pfiznakim neni casto histaminovd otrava ihned odhalena
[1, 14, 15]. Negativni uc¢inek histaminu na lidské zdravi je navic podporovan napf. ptitom-

nosti kadaverinu, tyraminu a putrescinu [13].

Evropska unie zavedla limity obsahu histaminu v danych potravinach, které jsou uvedeny
v Natizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005 ze dne 15. listopadu 2005 o mikrobiologickych kri-

tériich pro potraviny. U Cerstvych syrovych ryb se mnoZstvi histaminu pohybuje kolem
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1 mgkg™”, u ryb uréenych pro konzumaci by mnozstvi histaminu nemélo presahnout hrani-
ci 100 mg.kg”. Ve zkazeném rybim mase je mozné se setkat s hodnotami vy$§imi nez 200

mg.kg™ [16].

1.2.2 Tyramin

Mezi dalsi toxikologicky vyznamné aminy patii tyramin. Tyramin mize zesilovat ucinek
vySe zminéného histaminu. Potraviny bohaté na tento BA jsou konzervované ryby, zvéfina,
pivovarské kvasnice, cokolada a zrajici syry. Mezi hlavni ptiznaky tyraminové intoxikace
patii napf. vyrdzka, bolest hlavy, nadmérné slnéni a slzeni. Tyramin nepfimo uvoliiuje no-
radrenalin, ktery v nervovém systému zvySuje krevni tlak a zrychluje srde¢ni ¢innost. Spo-
le¢né s fenyletylaminem jsou schopny v lidském organizmu iniciovat hypertenzi vrcholici
az v hypertenzni krizi, coz je zavazny, zdravi nebezpecny stav [9]. Pfi tomto stavu dochéazi
k masivnimu zvySeni diastolického ¢i systolického tlaku zplsobujici poruchy az selhavani
centralniho nervového systému, srdce, ledvin nebo i zraku [17]. Tyramin se také podili na
zvySovani cukru v krvi. V potravinach se vyskytuje v mnozstvi 100 az 800 mg.kg™. Je do-

porugeno, aby u syrii tato hodnota nepiesahovala hranici 200 mg. kg™ [1, 14].

1.2.3 Vyskyt ostatnich biogennich amini

Ostatni BA jako agmatin, kadaverin, fenyletylamin a polyaminy putrescin, spermin a
spermidin se mohou hojné vyskytovat v rybach a vyrobcich z ryb, fermentovanych syrech,
masnych vyrobcich a zelening, také byl vSak jejich vyskyt prokazan v Cerstvém ovoci a

zelening€, houbach (hlavné Zampionech), pivu, vin¢ a mléce [1, 9, 18].

Tyto BA se mohou dostat do gastrointestindlniho traktu potravou. Nejvice zastoupenym
polyaminem v horni ¢asti tenkého stfeva a tracniku je putrescin, ktery je po pfijeti rychle
pfeménén na metabolicky aktivni spermidin a spermin. Dva posledni zminéné polyaminy
jsou kratce po jidle odvadény pasivni difuzi z dvanéctniku a la¢niku, kde jsou poté absor-

bovany a distribuovany do celého téla a mohou byt vyuzity pro rist bunck [4].

Zvyseny vyskyt polyamini je registrovan hlavné u rychle se délicich bun¢k, z ¢ehoz vy-
plyva, Ze maji pozitivni vliv pfi hojeni poranénych tkani a jejich regeneraci. Naopak vliv
polyaminti u rychle se délicich bunék miize mit za 1 negativni nésledek podporu pfi riistu

nadorl. Znadma4 je také schopnost obnovy a pozitivni vliv na funkci stfevniho epitelu. Jejich



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

dalsi ptiznivy vyznam tykajici se konkrétné sperminu a spermidinu spoc¢iva ve funkci

rastovych faktort pro sav¢i a bakteridlni buiiky a jejich silna antioxidacni aktivita [10].
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2 PRODUKCE BIOGENNICH AMINU BAKTERIEMI MLECNEHO
KVASENI

2.1 Mlé¢éné kvasSeni

Glykolyza, nebo také tzv. Embden — Meyerhofova dréha, je anaerobni katabolicky proces
pfemény hexo6z ptes pyruvat na dalsi produkty. Glykolyzou dochazi ke vzniku makroergic-
kych sloucenin ATP a syntéze triacylglycerold. Tento proces probihd ve vétSin€ zivych
organizml za anaerobnich podminek a jsou ji samoziejmé schopny i bakterie mlééného

kvaseni (BMK), které patii mezi typické sacharolytické mikroorganizmy [19].

K hlavnim reakcim glykolyzy patii postupnd fosforylace hex6éz az ve frukto-
za-1,6-bisfosfat, jeho nasledné Stépeni na dva tridzafosfaity a jejich oxidace
na 1,3-bisfosfoglycerat za soudastné redukce koenzymu NAD' na NADH + H *. Cast takto
ziskané energie je uloZzeno do ATP a dalsi podil energie je uvolnén az po preméné mak-
roergické slouceniny fosfoenolpyruvatu v podobé druhé molekuly ATP. Vznikly pyruvat je
pak déle metabolizovan riznymi mikroorganizmy odliSnym zptisobem, jak je zndzornéno

na obr. 4 [19].

Mlécné kvaseni mizeme rozdélit dle vzniklych produkti na homofermentativni a hetero-

fermentativni [19].

Homofermentativni mlé¢né bakterie jsou schopny pyruvat, pochézejici jako produkt glyko-
Iyzy, redukovat za spolutcasti redukovaného kofaktoru NADH na laktat za anaerobnich

podminek [19].

Heterofermentativni mléné bakterie neobsahuji glykolyticky enzym aldolazu, ktery je
schopen $tépit hexoza-1,6-bisfosfat na dva tridzafosfaty, proto jsou hexdzy oxida¢nim
mechanizmem prevedeny na pentdza-5-fosfat a oxid uhli¢ity. Za spoluprace anorganického
fosfatu dochazi k enzymovému Sté€peni pentdza-5-fosfatu na acetylfosfat a glyceralde-
hyd-3-fosfat. Z acetylfosfatu za soucinnosti redukovaného kofaktoru vzniké etanol a glyce-
raldehyd-3-fosfat. Glyceraldehyd-3-fosfat poté vstupuje do glykolyzy za vzniku pyruvatu a
nasledné laktatu. Hlavnimi produkty heterofermentativniho kvaseni jsou napt. oxid uhli¢i-

ty, ethanol a laktat [19].
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FAKULTATIVNTL ANAEROBY
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Obr. 2. Schéma premeény pyruvatu u riznych mikroorganizmii [19]

2.2 Bakterie mlééného kvaseni

Bakterie mlécného kvaseni (BMK) jsou heterogenni skupinou mikroorganizmd, které spo-
juji podobné morfologické, metabolické a fyziologické charakteristiky. Jedna se predevsim
o grampozitivni, anaerobni nebo aerotolerantni bakterie, které nesporuluji a rostou pfi ky-
selém pH. Z hlediska fermentace jsou BMK ¢lenény na homofermentativni a heterofer-

mentativni druhy [19, 20, 21].

V soucasné dobé jsou do skupiny BMK tazeny napi. rody Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, QOenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus a Weissella. Z historickych diivodt do nich byvaji zahrno-
vany 1 bakterie rodu Bifidobacterium, které byly piivodné povazovany za laktobacily prave
kvtli spoleénym znaktm. Lisi se vSak podstatné tim, Ze maji vice G-C v genomu a jiny

metabolizmus sacharidt [22].

Primyslové jsou BMK vyuZzivany jako starterové kultury pro produkci kyseliny mlééné u

fermentovanych potravinovych vyrobkd. Maji ovSem i vyznam pii vzniku aroma, konzis-
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tence a nutricni hodnoty téchto vyrobki. BMK se pfirozen¢ vyskytuji v prostfedi na sub-
stratech rtizného charakteru, a proto miiZze probihat cilend fermentace jak v mléce, mase,

tak 1 v zelenin€ a cerealiich za vzniku produkti se specifickymi vlastnostmi [19, 20].

2.3 Probiotika a jejich uc¢inek

Existuje nékolik platnych definic probiotik, které se rizné vyvijely, avSak v soucasnosti
miZzeme pouZzit jednu souhrnnou, kterd zni: ,,Probiotika jsou Zivé mikroorganizmy, majici
zdravi prospé$ny vyznam pro hostitele a to zejména udrzovanim resp. zlepSovanim slozeni
mikroflory GIT anebo na jiném anatomickém misté, pokud jsou podévané v dostatecném

mnozstvi“ [23].

Jako probiotika je oznaovand druhové nesouroda skupina mikroorganizml majicich bla-

hodarné G¢inky na lidsky organizmus. Mikrobidlni druhy nélezici mezi probiotické kultury

jsou uvedeny v tabulce €. 1.

Tab. 1. Mikrobialni druhy fazené mezi probiotika [10]

Rod
Bifidobacteri-
Lactobacillus um Dalsi BMK Druhy nepatrici k BMK
L. acidophilus B. adolescentis | Enterococcus faecalis Bacillus cereus var. Toyoi
B. animalis Escherichia coli (jen nékteré
L. amylovorus subsp. animalis | Enterococcus faecium kmeny)

L. plantarum

L. reuteri

L. rhamnosus

B. animalis Propionibacterium freudenrei-
L. casei subsp. lactis Lactococcus lactis chii
Leuconostoc Saccharomyces
L. crispatus B. breve mesenteroides cerevisiae
L. delbrueckii subsp. Saccharomyces
bulgaricus B. bifidum Pediococcus acidilactici boulardii
Sporolactobacillus
L. gallinarum B. infantis inulinus
Streptococcus
L. gasseri B. longum thermophilus
L. johnsonii
L. paracasei




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

POZN. Nazvy vySe uvedenych mikroorganizmii byly ovéfeny v databazi List of Prokaryo-
tic names with Standing in Nomenclature (2012) [24].

2.3.1 Historie probiotik

Stfevni mikroflora je vyznamnou zékladnou pro imunitni systém. Pozitivni G¢inek mléc-
nych bakterii na lidské zdravi publikoval jiz v roce 1907 Ilja Mec¢nikov jako ,,optimistic-
kou studii o prodluzovani veku®, ve které prisuzoval dlouhovekost lidi Zijicich v balkan-
skych zemich pravidelné konzumaci mlé¢nych kysanych vyrobka obsahujici zivé bakterie.
Dale byl pfesvédcen, Ze tyto BMK omezuji ve stievé ¢innost patogennich mikroorganizmu
a tim mohou 1 sniZit riziko pfipadné otravy jejich toxiny. Postupnym zji§tovanim ptizni-
vych G¢inkii zminéné mikrofory plisobici ve stfevech byl zaveden termin probiotikum
v roce 1965. Tento termin poprvé pouzili Lilly a Stillwell a oznacili tak latku produkova-
nou prvokem, ktera stimulovala rtst jiného. Nazev ,,probiotikum® byl odvozen z latinského

,,pro bios* (,,pro zivot™) a je tedy pravym opakem slova antibiotikum [23, 25].

Nekteti autofi jdou jesté dale do historie a jako jednoho ze zakladatel teorie probiotik
uvadeéji Henryho Tissiera, ktery v roce 1899 poprvé izoloval bifidobakterie ze stolice ko-
jenct. Dalsi vyznamnou osobou muze byt také Alfred Nissle, ktery v roce 1916 izoloval
nepatogenni Escherichia coli ze stolice vojaka, ktery jako jediny nepodlehl infekci uplavi-
ce. Tento kmen je dodnes zajimavy tim, ze se stale pouziva jako probiotikum pro prevenci

sttevnich infek¢nich onemocnéni [25].

2.3.2 Doposud zjisténé poznatky o probioticich
Pro podavani probiotik byva typické, Ze se €innd davka liSi v zavislosti na jejich slozeni.
Zcela obecné je viak mozné fici, ze doporuéena denni davka pro dité je 5-10-10° CFU a

pro dospélého 10-20-10° CFU (colony forming units, kolonie tvotici jednotku) [27, 28].

Blahodéarny vyznam probiotik vzhledem k vyzivé ¢lovéka spociva v tom, Ze mohou zlepsit
dostupnost, traveni a vstifebavani Zivin. Také byla dokdzana schopnost probiotik rozkladat
laktozu, ¢imZ dochazi i ke sniZeni problémil spojenych s nesnaSenlivosti laktdzy. Nékteré
kmeny jsou schopny $tépit dalsi sacharidy, jako jsou a—galaktozidy rafindza a stachyodza,

které mohou pfi fermentaci ve stfevech zpisobit nadymani a nasledné bolesti bricha. Pro-
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biotika mohou také hydrolyzovat slouceniny, které omezuji biologickou dostupnost mine-

rali, jako jsou napf. taniny a fytaty diky ¢innosti enzymu acylhydrolazy a fytazy [28].

Jak jiz bylo zminéno, probiotika mohou svou ¢innosti zvysit absorpci mineralnich latek a
to napt. vapniku do bun€k a tim pfedchazet onemocnéni jako je osteopordza. Co se tyce
produkce a podpory absorpce, tak pozitivni G€inky byly pozorovany i pro vitaminy - sku-
piny B, které jsou rozpustné ve vodé¢. Lepsi utilizace byla sledovana konkrétné u vitaminu

B; (riboflavin), By (kyselina listovd) a By, (kobalamin) [28].

Pozitivni vliv probiotik byl prokazéan i z pohledu tvorby bakteriocintl. Bakteriociny jsou
antibakterialni latky bilkovinné povahy, které jsou syntetizovany na ribozomech. Vzhle-
dem k jejich relativné tzkému spektru Gc¢inku jsou dnes testovany jako vyhledové mozna
alternativa antibiotik. Vyznamnymi bakteriociny jsou napft. kolicin, pediocin, salivaricin,

lakticin ¢i mikrocin [26].

Zatim bylo provedeno malo studii zabyvajicich se metabolizmem probiotickych kmenii v
pfitomnosti nebo nepiitomnosti typické stfevni mikroflory. Piesto se fada vyzkumil zamé-
fila na to, jak miZze pfitomnost probiotik spole¢n¢ s prebiotiky vyloucit ¢i snizit vznik po-

tencialné toxickych metabolitii bilkovin [29].

Cela fada klinickych studii se zabyva moznym pozitivnim u¢inkem probiotik u onemocné-
ni atopickd dermatitida. V tomto ptipad¢ je predpokladanym mechanizmem ucinku probio-
tik ovlivnéni tolerance lidského imunitniho systému na alergeny pochdzejici z potravin.
Podavani probiotik vyznamné sniZuje intenzitu projevi tohoto onemocnéni, pficemz jeste
lepsi vysledky byly pozorovany u déti s t€Z8§imi formami onemocnéni. Velmi zajimavé
zavery prinesla 1 neddvna studie probiotik s obsahem Lactobacillus rhamnosus, které byly
podavany téhotnym Zenam pocinaje 35. gestatnim tydnem a konce 6. mésicem laktace.
Praveé u narozenych déti ,,léCenych* laktobacilem byla zjisténa vyrazné nizsi pravdépodob-

nost rozvoje atopického ekzému [27].

Dalsi nové poznatky o probioticich by mohly byt uplatnény u kriticky nemocnych pacien-
tl, ktefi jsou hospitalizovani na jednotkach intenzivni péce, kde byva tézka sepse provaze-
na mnohocetnym organovym selhdnim jednou z nejcastéjSich pfi¢in umrti. Ackoliv jsou
vysledky dosavadnich klinickych studii spiSe skromné, i piesto je lze povazovat jako na-
nejvys povzbudivé. Piedpoklada se, ze u pacientl hraje vyznamnou roli pravé stievni mik-
roflora a poskozeni intestinalni bariéry, ktera zabraniuje pfestupu bakterii ¢i jejich toxinl

do systémové cirkulace a tim vyznamné ovliviluje zdravotni stav. Nabizi se zde tedy moz-
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nost podani béZznych probiotickych kmend, jakymi jsou Bifidobacterium ¢i Lactobacillus,
které by podpofily obnoveni stfevni ,bariéry* a nasledné zajistily systémovou imunitni

odpoveéd’ [30].

S pojmem probiotik uzce kooperuje pojem prebiotik. Jedna se o pro ¢lovéka nestravitelné
oligosacharidy, které stimuluji riist nebo aktivitu ur¢ité bakterie ¢i skupiny bakterii
s rezistentni schopnosti vii¢i Zalude¢nim kyselindm a vici hydrolytickym enzymim v tra-

vicim traktu [23, 26, 31].

2.3.3 Pozadované vlastnosti probiotik

Lidsky organizmus je denné ohroZovan patogennimi organizmy, volnymi radikaly, toxiny,
apod. Jak uz bylo zminéno, probiotika mohou mit pro ¢lovéka zdravi prospé€$ny vyznam.
Pozadavky na idedlni vlastnosti probiotik z hlediska terapeutického a preventivniho jsou

pomérné komplexni a naro¢né [23].
Zahrnuji:

rezistenci na Zalude¢ni kyselinu a na ZIu¢,
adherentnost na epitelové bunky,

zabranéni nebo snizeni adherence patogent,

YV V V V

schopnost produkovat mastné kyseliny s kratkym fetézcem, bakterioci-
ny a peroxid vodiku,

antimutagennost a antikarcinogenitu,

produkci vitamint,

zdravotni bezpecnost (nepatogennost),

spolupréci na udrzovani optimalniho sloZeni stfevni mikroflory,

modulaci imunitniho systému hostitele,

VvV V V V V V

vhodné technologické vlastnosti.

Vyse uvedené pozadavky jsou brany jako idedlni a samoziejmé je nemusi komplexné spl-
novat vSechny probiotické kmeny, které se na trhu vyskytuji. Navic vysledky testovanych

kmenti mohou byt ovlivnény aplikovanou davkou probiotickych bakterii [23, 25, 31].
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2.4 Biogenni aminy vznikajici béhem fermentace BMK

Jako kontrast k pozitivnim U€inklim probiotik miiZze byt sledovan potencial tvorby BA.
Pouziti startovacich kultur s vysokou proteolytickou aktivitou pro fermentaci vyrobkti mu-
ze mit vyrazné vyssi pravdépodobnost produkce téchto substanci. MnoZstvi a druh BA v
potravinach je zavisly na povaze substratu, technologickych nebo skladovacich podmin-
kach a na pfitomné mikroflote. Velkou roli pii vzniku BA hraje i obsah volnych aminoky-

selin [13, 32].

2.4.1 Syry

Zréani syrt vyZzaduje komplexni fadu biochemickych reakci, které vedou ke vzniku charak-
teristické chuti, viin€ a struktury jednotlivych typa syrt. Proteolyza probihajici v syru be-
hem zrani je v poslednim desetileti pfedmétem aktivniho vyzkumu, ale vzhledem
k novodobym analytickym technikam, které se pouZzivaji ke sledovani, bylo jiz mnoho typt

syrt prozkoumano [33].

Prave intenzivnéjsi proteolyza ma vliv na vznik BA z uvolnénych aminokyselin v pfitom-
nosti dekarboxylaza pozitivnich kmend. U tvrdého syru typu Gouda, ktery je vyrabén
z kravského mléka, byly v ramci vyzkumu pouzity rody Lactobacillus a byl sledovan vliv
jejich proteolytickych enzymt podilejicich se v pasterovaném mléce na vznik BA, hlavné
na tvorbé putrescinu, histaminu a tyraminu béhem 12-ti tydenniho obdobi zrani. Detekova-
telné mnozstvi tyraminu bylo vyprodukovano jiz v druhém tydnu zréni, u histaminu v 6.
tydnu zréni a putrescinu v 8. tydnu zrani. Namétené hodnoty se pohybovaly v rozmezi, ve
kterém by mohly ovlivnit lidské zdravi, proto je obecné doporuceno vybirat starterové kul-

tury, které nejsou dekarboxylaza pozitivni [34].

Dal8im pfedstavitelem syrt (tentokrat typu s plisni v téste), které mohou byt také nemalym
zdrojem BA, je Ceské oblibend Niva, kde je pouZita pii vyrob¢ smetanova kultura a speci-
ficka plisen rodu Penicillium roqueforti. Ta ma vyrazné proteolytické i lipolytické vlast-
nosti [35, 36]. Pfi zrani dochézi opét k enzymatické degradaci proteinli na volné aminoky-
seliny, které pak mohou byt ptevedeny na BA. Pravé proto jsou syry diky svému zrani a

bilkovinové povaze nejcastéjsi pricinou otravy spojené s BA hned po rybich vyrobcich.
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Kvantitativné a toxikologicky nejvyznamnégjsi BA vyskytujici se u této skupiny syrt jsou

histamin, tyramin, tryptamin, fenyletylamin a kadaverin. [36].

BA byly studovény i ve zrajicich syrech z koziho pasterovaného mléka obsahujici kultury
Lactococcus lactis subsp. lactis nebo Lactococcus lactis subsp. cremoris. Zrani probihalo

90 dnti a vyskytovaly se zde stejné BA jako u syrt z kravského mléka [37].

2.4.2 Rybi vyrobky

Cerstvé ryby a vyrobky z riznych druhii ryb se lisi obsahem BA, aviak obecné plati, Ze u
cerstvého rybiho masa je koncentrace BA minimalni a postupné se mize zvySovat v zavis-
losti na skladovacich podminkéch a ptipadnou kontaminaci. Nejcastéjsi vyskyt BA u ryb

se tyka hlavné tyraminu a histaminu [13].

Nékolik studii prokazalo schopnost produkovat velké mnozstvi histaminu jiz pfi nizkych
teplotach [9, 13]. Podle studie Haldsz a kol. (1994) se mohou na rybim mase pfirozené
vyskytovat psychrofilni i halofilni bakterie, které jsou schopny produkovat BA jiz pti
2,5 °C [32].

V piipadé fermentovanych vyrobkl z ryb se miize mnozstvi BA vyrazné lisit. Jedna se
pfedevsim o proces proteolyzy béhem skladovani ¢i fermentace, béhem které plisobi endo-

genni a exogenni proteazy pochazejici z pfirozené nebo kontaminujici mikroflory [32].

Vyzkum zaméfen na obsah BA v rybich vyrobcich probihal v Koreji. Bylo zde testovano
11 riiznych druhii solenych fermentovanych rybich vyrobki. Uroven kadaverinu, histami-
nu a spermidinu byla zna¢né vysoka a vyrazné rostla jesté¢ béhem skladovani po dobu delsi
nez 10 dnil [38]. Celkové by se dalo shrnout, Ze sledované obsahy BA ve vzorcich tradic-
nich fermentovanych vyrobkl z ryb, by mohly byt nebezpecné pro lidské zdravi. Obecné
1ze také konstatovat doporuceni pro snizeni rizika vyskytu BA by mély byt pouzivany smi-
Sené starterové kultury, které neprojevily dekarboxylazovou aktivitu, vybirat pouze kvalit-

ni a Cerstvé maso a peclivé dodrzovat skladovaci podminky [38, 39].

2.4.3 Masné vyrobky

Cerstvé nebo tepelné zpracované vepifové maso obsahuje vyssi hladinu adrenalinu, spermi-
dinu a sperminu, ale zanedbatelnou hladinu noradrenalinu, putrescinu, histaminu, tyraminu

a kadaverinu [13].
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S odlisSnym obsahem BA se mtzeme setkat u fermentovanych masnych vyrobki, které se
na naSem trhu b&zné vyskytuji. Vysoky obsah bilkovin a proteolytickd aktivita béhem
zpracovani masa poskytuje prekurzory pro dekarboxyldzovou aktivitu pfitomnych mikro-
organizmu. Na vznik BA u té€chto fermentovanych masnych vyrobkli maji tedy vliv mikro-
organizmy pouzité jako startovaci kultury i mikroorganizmy pfitomné ve zpracovavanych
surovinach. V ptipad¢ fermentovanych salami se jedna o vyrobky ze syrového mélnéného
masa, ke kterému se pfimichava tuk, stl, kofeni pfipadné dalsi ptisady a startovaci kultury.
K nartstu obsahu BA dochazi hlavné v pocatecnich fazich fermentace, ale jejich rostouci
obsah byl pozorovan i ve finalni vyrobni fazi a ve fazi uskladnéni. Nicméné, stale se mu-
zeme setkat s malymi vyrobci, ktefi neptidavaji starterové kultury a uznavaji tradi¢ni zpt-
sob spontanni fermentace. V téchto piipadech je produkce BA velmi nevyzpytatelna

[40, 41].

Startovaci kultury zajiStuji rychlé okyseleni syrového masa a zddouci senzorickou kvalitu
kone¢ného vyrobku. V poslednich letech se pouzivaji nové funkéni startovaci kultury s
technologicky nebo nutri¢né dalezitymi aspekty. Nové startovaci kultury ve srovnani s
klasickymi startovacimi kulturami ptedstavuji zplsob, jak zlepSit a optimalizovat proces
dochazi ke vzniku aromatickych latek, bakteriocini nebo jinych antimikrobidlnich latek.
Dale mohou ovliviiovat barvu, mohou vykazovat probiotické vlastnosti a minimalizovat

produkci BA a toxickych latek [40].

Ve fermentovanych klobasach a fermentovanych masech (parmska Sunka) pochéazejicich
z jizni Evropy byla zji$téna piitomnost BA ve spojeni s pouzitim klasické startovaci kultu-
ry. Jednalo se pfevazné o vyssi urovné fenyletylaminu, tyraminu, putrescinu, kadaverinu a
histaminu. K produkci BA dochazelo piedev§im v pfitomnosti enterobakterii, enterokoki,

pseudomonad, laktobacilt a stafylokok [9, 13, 40].

2.44 Vino a pivo

Fermentace je proces, pii kterém dochézi ke vzniku ethanolu a oxidu uhlicitého za anae-
robnich podminek €innosti mikroorganizmi. Béhem alkoholového kvaSeni dochézi mimo
jinych produktl i ke vzniku vétSiho mnozstvi BA. Nejcastéji se jednd o agmatin, kadave-

rin, ethanolamin, histamin, putrescinu a tyramin [13].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 27

Technologie vina, hlavné fermentace, by se dala shrnout jako biotransformace moStu na
vino. Tato biotransformace je zajiStovana predevSim prostfednictvim kvasinek rodu Sac-
charomyces béhem primarniho neboli alkoholového kvaSeni. Nepostradatelnou roli pfi
vyrob¢ vina hraji i BMK, které jsou zodpovédné za sekundarni jablecno-mlééné kvaseni
zajiStujici biologické odkyseleni vina a zvySeni jak jeho stability, tak i kvality. S timto
jable€no-mléénym kvaSenim mutize dojit k produkci BA. Bylo dokdzano, ze vina jak cer-

vena tak bila obsahovala BA [12, 18, 42].

Ve ving jsou nejpravdépodobnéjsimi producenty BA laktobacily, pediokoky a také oeno-
koky. Nedavné studie prokéazaly, ze bakterie Oenococcus oeni jsou primarné odpovédné za
tvorbu histaminu a putrescinu a rod Lacobacillus ovliviiuje hlavné produkci tyraminu

[18, 42].

U piva je tomu jinak, jelikoz pii vyrobé€ a skladovani jsou zde mlécné bakterie v pozici
kontaminace. Tyto bakterie jsou v pivovarském provozu nejobdvanéjsi a také nejcasté;jsi
ptiinou kaZzeni a patii mezi zde laktobacily a pediokoky. Bakterie se vyskytuji pfirozené
na sladin€. V mladiné pak dochdzi k jejich pomnoZeni a pii zrani piva v leZackych tancich
mohou pivo zcela znehodnotit ve formé zdkalu, zhorSenim senzorickych vlastnosti a samo-
ziejmé produkci BA [43]. Mezi nejcastéji se vyskytujici BA patii tyramin, v mens$i mife se

objevoval histamin [44].

2.4.5 Fermentovana zelenina

Fermentované (kysané, kvaSené) zeli, nalezi mezi oblibené tradicni potraviny. Pfi procesu
fermentace dochazi k mléénému kvaSeni prostiednictvim bakterii rodu Lactobacillus, Pe-
diococcus a Enterococcus. Fermentované zeli je vhodnym prostiedim pro tvorbu BA a

typickymi zastupci jsou zde tyramin, putrescin a kadaverin [45].

Nizké hladiny BA byly také zjistény u asijskych potravin. Jednalo se pievazné o vyskyt
histaminu a tyraminu u nakladané zeleniny, korejského kysaného zeli a ,,miso*, coZ je po-
pularni omacka z fermentovanych sojovych bobi, ryze ¢i pSenicné mouky v Orientu [45,

46).

2.5 Faktory ovliviiujici vznik BA

Pro vznik BA v potravinach musi byt zajistény nésledujici podminky:
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» optimalni podminky pro rist mikroorganizmti a enzymatickou ¢innost (pH, teplota,
ptistup kysliku, Ziviny aj.),
» pritomnost dekarboxylaza pozitivnich mikroorganizmii,

» dostupnost volnych aminokyselin [47].

2.5.1 Hodnota pH

Hodnota pH zasadné¢ ovlivituje riist mikroorganizmil a pisobi 1 na dekarboxyldzovou akti-
vitu enzymu. Pokud se hodnota pH pohybuje v kyselé oblasti (okolo pH 4-5,5), pak jsou
bakterie ptirozené povzbuzeny k produkci dekarboxyldzovych enzym, kterymi se bakterie

chrani proti ptekyseleneni [48].

2.5.2 Teplota

Teplota ma podstatny vliv na rist mikroorganizmi a taktéz na produkci BA. Obecné by se
dalo konstatovat, ze teplota miize aktivovat dekarboxyla¢ni a proteolytické enzymy a tim
ovlivnit produkci BA. Obsah BA tedy narGstd v zavislosti na ¢innosti mikroorganizmil,
délce a teploté skladovani, pfipadné zrani. Tato teplota se pohybuje mezi 20 °C az 37 °C,
avSak u psychrotrofnich kment miize byt sledovana aktivita enzymu podporujici produkci
BA 1 pfi 4 °C. Pti teploté niz8i nez 15 °C mulze dochazet k zastaveni ristu mikroorgani-

zmt, ale enzymaticka aktivita nemusi byt ovlivnéna [1].

2.5.3 Koncentrace sacharidu

Pritomnost zkvasitelnych sacharidi zvySuje dekarboxylazovou ¢innost bakterii. Podle stu-
die Karovicové, Kohajdové (2005) se pohybuje optimalni obsah v piipadé D-glukozy
v rozmezi 0,5-2,0 %, zatimco u hodnot vyssich nez 3 % dochazelo k inhibici dekarboxyla-

zovych enzymii [1].

2.6 Metody stanoveni biogennich amint

Analyza BA je dulezita, jednak z ditvodu zjiSténi toxicity potravin a také mize slouZit jako
ukazatel stupné Cerstvosti nebo znehodnocenim potravin. Existuje nékolik metod pro sta-
noveni BA v potravinach. Pro kvantifikaci BA jsou pouZivany hlavné nésledujici chroma-

tografické metody:

» chromatografie na tenké vrstvé (TLC)
» plynova chromatografie (GC)
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» kapilarni elektroforéza (CE)

» avysoce ucinna kapalinova chromatografie (HPLC).

V praxi jsou nejcastéji pouzivané pro stanoveni BA chromatografické metody RP-HPLC, s
fluorescencni ¢i UV detekei, ktera nasleduje bud’ po danzylaci, benzoylaci nebo derivatiza-
ci s 9-fluoromethyl chloroformatem, N-hydroxysuccinimidyl-6-chinolyl karbamatem nebo
o-ftaldialdehydem (OPA). DalSim typem chromatografie je iontové parova HPLC nebo
iontové vymeénna chromatografie, kterou je mozné stanovit aminy po postkolonové deriva-
tizaci OPA. Také je mozné vyuZzit vysoce citlivych chromatografickych metod s elektro-
chemickou detekci nebo detekci pomoci hmotnostni spektrometrie (LC/MS) [49].

Z molekularné—biologickych metod je nutno uvést PCR (polymerase chain reaction), ktera
je velice citliva a pfesnd. Podstatou metody je detekce genti — sekvence nukleotidli zodpo-
védnych za tvorbu dekarboxylacnich enzymu. Nejedna se tedy o pfimé stanoveni, ale o

detekci potencidlu tvofit BA. Z hlediska analyzy jde o elektroforetickou metodu [50].

Dalsi moznosti je mikrobiologickd metoda pro orienta¢ni stanoveni dekarboxylazové akti-
vity. Jedna se o metodu kultivacni s pouzitim dekarboxyla¢niho média s aminokyselinami
a pH indik4torem (bromkresol purpur). U pozitivni reakce dochédzi ke zméné zbarveni de-
karboxyla¢niho kultivaéniho média po kultivaci za pfislusnych podminek vztahujicich

se ke kmenu [51].
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3 LACTOBACILLUS SP.

3.1 Taxonomie

Rod Lactobacillus byl poprvé popsan nizozemskym mikrobiologem a botanikem Beije-
rinckem v roce 1901 [24, 52]. Poté byly ostatni rody postupné organizovany do skupin na

zakladé fenotypovych charakteristik:

> dle optimalni teploty rastu,
» dle zplsobu fermentace hexozy,

» obligatni/fakultativni, homo-/heterofermentativni schopnosti.

Ovsem s vyvojem molekularnich ptistrojii a genetické charakterizace byla nomenklatura

rodu Lactobacillus pteorganizovana a pouziva se viceuroviiova taxonomie [52].

Taxonomické zatazeni rodu Lactobacillus je néasledujici:

Doména: Bacteria

Oddéleni: Firmicutes

Celed’: Lactobacillaceae [24].

Nové jsou rody identifikovany dle genu 16S rRNA. Diky tomuto vyvoji bylo popsano
mnoho dalSich novych druhd. Rod Lactobacillus je velmi heterogenni skupinou bakterii a
doposud neni jisté, ze se nebude jest¢ mnohokrat ménit. Diky nové moderni technice zalo-
zené na sekvenovani celych genomli by se mohlo docilit objasnéni klasifikace systému a
taxonomickych vztahil problematickych bakterii rodu Lactobacillus. Nékteré metabolické
funkce, jako je mozna produkce BA pfi fermenta¢nim procesu, mize negativn¢ ovlivnit

lidské zdravi, jak uz bylo popséano vyse [52].

Jak je uvedeno v devatém vydani Bergey's Manual of Systematic Bacteriology z roku
1994, rozliseni druhii rodu Lactobacillus vyzaduje zvlastni odborné znalosti. Identifikace
miZe byt zaloZena na fyziologickych a biochemickych kritériich nebo mize byt pouzita
presnd metoda molekularni biologie PCR [52].

Rod Lactobacillus a aktualizace jeho Clenéni je popsan a zapracovan v List of Bacterial

names with Standing in Nomenclature. Nyni je v této databazi zaznamenano 180 druhid a

27 poddruhti laktobacilt [24].
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3.2 Biochemické vlastnosti a charakteristika

Laktobacily jsou grampozitivni fakultativn€ anaerobni azZ mikroaerofilni, katalaza negativ-
ni, nesporogenni ty¢inky az kokotyCinky, které¢ se fadi do skupiny BMK viz obr. 3.
[19, 52, 53]. Vyskytuji se v substratech s vys§im obsahem sacharidd, na materialech rost-
linného plvodu, v hnojivech, odpadnich vodach, kazicich se organickych materialech, ¢i
pii fermentaci potravin. Osidluji 1 lidské télo. Pfirozené se vyskytuji v GIT jiz brzy po na-
rozeni ditéte. Mohli bychom je najit napf. v ustni duting, sttevech nebo svalech [20, 52,

53].

Obr. 3. Rod Lactobacillus sp. [54] Obr. 4. Vzhled kolonii na plotné [55]

3.3 Metabolizmus rodu Lactobacillus

Laktobacily jsou bakterie s vysokymi ndroky na bohatd ristovd média. Patii do skupiny
chemoorganotrofnich mikroorganizmti a disponuji fermentatornim metabolizmem. Dale
jsou katalaza negativni, neschopné redukovat nitraty a hydrolyzovat Zelatinu. Optimalni
rustova teplota je 30 az 40 °C a optimalni pH kolem 5,5 az 6,2 [19]. Na zékladé kone¢nych

produktti fermentace cukrli je mozno laktobacily délit do tii skupin:

1. obligatn¢ homofermentativni — fermentace hexdzy pouze na kyselinu mlécnou,
fermentace neprobiha u pent6z a kyseliny glukonové,

2. fakultativné heterofermentativni — fermentace hexdzy na kyselinu mléénou nebo
smés kyseliny mlécné, octové, mravenci a etanolu, fermentace pentdz na kyselinu

mléc¢nou a octovou,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

3. Obligatné heterofermentativni — fermentace hex6zy na kyselinu mlé¢nou, octovou,

ptip. ethanol a CO2, fermentace pent6z na kyselinu mlé€nou a octovou [56].

Metabolicka aktivita tohoto rodu, vztahujici se k ovlivnéni lidského zdravi, se netykd jen
produkce BA, ale i dekonjugace Zlucovych kyselin, enzymatické aktivity B-glukuronidazy,
azoreduktdzy a nitroreduktazy, jejichz vysledkem ¢innosti je zvySend akumulace jedova-
tych metabolithh vyskytujicich se hlavné pii fermentacnich procesich odbouravani kyseliny

hyaluronové a agregaci krevnich desticek [50, 52].

3.4 Lactobacillus rhamnosus

Pti kultivaci na plotnach tvoii tento druh drobné, kulaté, lesklé a vypouklé kolonie bézové
barvy s hladkymi okraji viz obr. €. 4. [19].

Lactobacillus rhamnosus (Lb. rhamnosus) je pravidelna tyc€inka, s fakultativné heterofer-
mentativnim metabolizmem. Pivodné byl tento druh povazovan za poddruh Lb. casei, ale
geneticky vyzkum ho pozdéji vyselektoval jako samostatny. Lb. rhamnosus GG je kmen
izolovan v roce 1983 Sherwoodem Gorbachemem a Barry Goldinem z traviciho traktu
zdravého Cloveka, proto zkratka GG jako zacatek jejich ptijmeni. Lb. rhamnosus je také
pouzivan jako BMK s proteolytickymi vlastnostmi pii vyrobé fermentovanych mléénych a
masnych vyrobkiil. Je schopen produkce bakteriocinu, ktera je zavisld na podminkach kul-
tivace a prostiedi. Tento rod je ¢asto povazovan za prospésny pro lidsky organizmus, né-
které kmeny Lb. rhamnosus mohou mit vSak za urcitych okolnosti na lidsky organizmus

nepiiznivy ucinek [50, 52, 57].

3.4.1 Schopnost kmenu Lactobacillus rhamnosus tvorit biogenni aminy

Studie na produkci BA byla provedena u fermentovanych klobas za pouziti tfi probiotic-
kych kment Lb. rhamnosus GG, E-97800 a LC-705 a jednoho komeréniho kmene Pedi-
ococcus pentosaceus. Béhem kvaseni se pocet BMK zvysil o dva logaritmické fady CFU/g
a hodnoty pH se snizily z 5,6 na 4,9-5,0. Po celou dobu procesu zrani zlstala koncentrace
BA nizka. Tyto vysledky naznacuji, Ze studované kmeny Lb. rhamnosus GG, zejména
kmeny E-97800, jsou vhodné pro pouziti u suchych fermentovanych klobas jako probiotic-

ké startovaci kultury [58].
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Dale byl proveden skrining bakterii na produkci BA histaminu, tyraminu, putrescinu, ka-
daverinu, agmatinu, sperminu a spermidinu. Byly pouZity tfi rizné metody a celkové bylo
testovano 27 kmeni BMK, konkrétné¢ 11 kment rodu Lactobacillus a 16 kmenit Lacto-
coccus lactis, mezi kterymi byl zahrnut i Lb. rhamnosus. Ze srovnani téchto tfi metod vy-
plynulo, Ze jednoduché skriningovd metoda s pouzitim dekarboxyla¢niho média s pfislus-
nou aminokyselinou a pH indik4torem je nejméné vhodna. Dalsi dvé metody IEC a PCR
prokazaly produkci BA. U technologicky vyznamnych kmeni BMK byla zjisténa schop-
nost dekarboxylovat aminokyselinu tyrozin za vzniku BA tyraminu. Z celkem 27 testova-
nych kmeni BMK byla produkce tyraminu zji§téna u 6 kmenl Lactococcus lactis a pouze
u 1 kmene Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Z tohoto vyzkumu vyplyva, Ze
uvedenymi metodami nebyla prokadzéna dekarboxylazova ¢innost kmenu Lb. rhamnosus

[51].

Dalsi skrining zaméfeny na schopnost tvorby BA u probiotickych startovacich kultur pro
vyrobu fermentovanych vyrobkl Zivocisného plivodu proveétil celkem 73 bakteridlnich
kmenii dodanych firmou SACCO (Italie). Pro nepfitomnost genu histidindekarboxylazu
nebyla testovana produkce histaminu. Schopnost tvorby BA tyraminu v dekarboxyla¢nim
médiu s prekurzorem tyrosinem byla prokdzana u vSech 73 testovanych kment. Skrining
se tykal kment rodu Lactobacillus, Staphylococcus, Streptococcus a rodu Bifidobacterium.
Vzhledem k produkci BA v riznych koncentracich (10 ng/ml az 1 mg/ml) u téchto ko-
meréné pouzivanych kment je vhodné pro prevenci rizika testovat a kontrolovat startovaci

kultury na produkci BA a provadét kontrolu mnozstvi BA ve finalnim vyrobku [59].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem teoretické casti bylo definovat a charakterizovat BA a popsat jejich vyznam
v potravinach a pro lidsky organizmus. Dalsim cilem bylo se zaméfit na uzce souvisejici
potencionalni dekarboxyldzovou aktivitu starterovych bakterii a objasnit vliv pH a teploty na
produkci BA. Vzhledem k testované bakteridlni kultute byly popsany BMK rodu Lactobacillus
a jejich pouziti v potravinaistvi. Dale byly probirany dieteticko-1é¢ebné ti€inky probiotik.

U vybrané¢ho probiotického kmene (Lactobacillus rhamnosus) produkujiciho BA budou
v praktické casti této diplomové prace studovany vlivy vnéjsich faktorti, jez by mohly v
ramci technologického procesu vyroby vyznamnéji ovlivnit mnozstvi vytvorenych BA.

Jedna se zejména o
— pH (pH v rozsahu 4,5 — 6,0),
— teplota (10 a 37 °C),
— pridavek glycerolu 0-1 % (w/v).

Testovany rozsah hodnot zkouSenych faktorti byl volen tak, aby mohly byt vysledky apli-
kovany na technologickou praxi fermentovanych mlénych vyrobkd a rovnéz mély jistou
vypovidajici hodnotu pro probiotické kmeny (viz 37 °C, teplota téla). Paraleln¢ s produkci
BA bude sledovano ristové chovani kultur ovlivnéné zménou vnéjsich faktorti, a to méfe-
nim optické denzity bakterialni suspenze. Vyvoj produkce BA v zavislosti na ¢ase kultiva-
ce a riistové charakteristiky budou davany do souvislosti. Tento monitoring bude doplnén o

sledovani zmén pH kultiva¢niho prostiedi.
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 Bakterialni kultura

Produkce BA byla zkouméana in vitro u kmene s dieteticko-lécebnymi ucinky ze Sbirky
mlékarenskych mikroorganizmii Laktoflora® (Cultures Collection of Dairy Microorga-

nisms; CCDM) Lactobacillus rhamnosus CCDM 289.

5.1.1 Priprava bakteridlni suspenze

Laktobacily byly kultivovany v médiu Lactobacillus MRS Broth (HiMedia, Mumbai, In-
die). To bylo obohaceno pro riist zkouSenych bakterii prekurzory sledovanych BA amino-
kyselinami argininem, lyzinem, ornitinem, fenylalaninem a tyrozinem (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) v koncentraci 0,3 % (w/v). Do takto suplementovaného MRS bujoénu bylo
jesté ptidano 0,005 % (w/v) pyridoxalfosfatu (Sigma Aldrich, St. Louis, USA). Jako dalsi
faktory byly zvoleny ptidavky glycerolu v koncentracich 0; 1, 3 a 5 % (w/v) a pH bujonu
pted inokulaci (4,0; 5,0; 6,0). Zkouman byl také vliv teploty 10+ 1 °C a 37+ 1 °C. VSechny
vyse uvedené faktory byly testovany ve vzdjemnych 24 kombinacich. Ptiprava inokula
byla provedena pomnoZenim bakterii v prostfedi podobném dekarboxyla¢nimu médiu (bu-
jon s ptidavkem aminokyselin v koncentraci 0,3 % (w/v) a s 0,005 % (w/v) pyridoxalfosfa-
tu) po dobu 24 hodin pfi teploté 37+ 1 °C. Nasledné bylo dekarboxyla¢ni médium o obje-

mu 7 ml zao€kovéano vzdy 100 pl suspenze bakterii narostenych ptes noc.

5.1.2 Kultiva¢ni médium
Médium:

Lactobacillus MRS broth

Slozeni:

Proteozovy pepton..........cooeiiiiiiiiiiiiiii, 10,00 g/l
Hovézi extrakt ............cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiian, 10,00 g/l
Kvasnicni extrakt .............cooiiiiiiiiiiii. 5,00 g/l
DexXtroza ....oovvvniiii i 20,00 g/l

Polysorbat 80 .........cooviiiiiiii 1,00 g/l
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Citran amonny ........o.eveiiiiiniiiiiiaieeiiennannn, 2,00 g/l
Octan SOANY .....vveeieii e, 5,00 g/l
Siran hofenaty ............ccoovviiiiiiiiiiiiiiinnnnn. 0,10 g/l
Siran manganaty ...............cooiiiiiiiiiiiiina, 0,05 g/l
Hydrogenfosfore¢nan draselny.............c.......... 2,00 g/I

Ptiprava ptidy: Bylo navazeno 55,15 g média Lactobacillus MRS Broth s pfisluSnymi ami-
nokyselinami, glycerolem dle pozadované kone¢né koncentrace a piidavkem monohydratu
pyridoxal-5-fosfatu. Ve bylo rozpusténo v 1000 ml vody a upravena hodnota pH. Sterilace
probéhla v autoklavu pii 121°C po dobu 15 minut.

5.2 Priibéh experimentu

Pti 37 + 1 °C byly odbéry uskute¢iiovany v nasledujicich ¢asech (¢as zaockovani 0): 2; 4;
6; 8; 10; 12; 24; 30; 34 a 48 hod od zacatku kultivace. Pti teplot€¢10+ 1 °C se postupovalo
obdobné. Bylo uskute¢néno rovnéz deset odbéri, které byly provedeny v nésledujicich

dnech od zaockovani (den zaoCkovani 0): 1; 2; 3; 4; 5; 7; 9; 11; 13; a 15. Bylo odebirano
vzdy 750ul vzorku pro analyzu produkce BA, které bylo zakonzervovano stejnym mnoz-
stvim 1,2M kyseliny chloristé. Déle byla métena optickd denzita a pH bakteridlni suspen-

V4R

5.3 Méreni optické denzity

V ptipadé kultury Lb. rhamnosus byl sledovan nartst kolonii méfenim optické hustoty
kultivacniho média s vysSe uvedenymi vlastnostmi v danych odbérovych casech. Suspenze
byla po fddném promichdni rozpipetovana v mmnozstvi 200 ul do jamek mikrotitra¢ni
desticky. Desticka byla pfipravena tak, aby bylo mozné hodnoty méfit duplicitné, tzn., Ze
stejné koncentrace byly umistény vedle sebe. Stejné tak byly do destiCky umistény i kont-
roly. Tyto kontroly obsahovaly bujon s upravenym pH, pfidanymi faktory bez inokula. U
kontroly nebyl ocekavan zadny nariist. Testovany kmen byl kultivovan pfi teploté 37+1 °C

po dobu 48 hodin a pfi teplot€¢ 101 °C po dobu 15 dni. Bakterialni narast, resp. zména
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optické denzity, byla méfena na pfistroji Benchmark Microplate Reader, (BIO-RAD, Ja-
ponsko) pti vlnové délce 655 nm s tirepanim po dobu 10 s proti kontrole bez zaockovanych
bunék. Pro sestrojeni kiivek byly vypocitdny priméry hodnot optické denzity v jednotli-
vych jamkéch. Od téchto hodnot byly odecteny priimérné hodnoty naméiené u kontrol.
Ristové kiivky jsou v grafech zaznamenany jako zéavislost pfirozeného logaritmu na Case

kultivace.

5.4 Méreni hodnoty pH média po kultivaci

Principem bylo sledovani pH suspenze v zavislosti na produkci kyselin nebo latek alkalické
povahy (BA) v disledku nartistu bakterii s dekarboxyla¢ni aktivitou v jednotlivych odbérovych
¢asech. Hodnota pH byla proméfovana po kultivaci pH metrem (pH Spear, EUTECH, N¢-

mecko) vzdy u kazdého vzorku 3x (véetné kontol).

5.5 Analyza obsahu BA ve vzorcich supernatanti

Produkce 8 BA (tryptaminu, fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu, tyraminu,
sperminu a spermidinu) byla stanovovéana s pomoci kapalinové chromatografie (HPLC).
Bujon po kultivaci testovanych bakterii byl centrifugovan (3 421 x g; 22+1 °C; 20 minut;
odstfedivka EBA 20, Hettich UK) a ziskany supernatant byl zfedén v poméru 1:1 (v/v)
kyselinou chloristou (¢ = 1,2 mol/l). Okyselend smés byla podrobena derivatizaci podle
Dadéakova a kol. (2009) [60]. Jako interni standard byl pouzit 1,7-heptandiamin. Derivati-
zované vzorky byly filtrovany (porozita 0,22 um) a nanaSeny na kolonu (kolona Cogent
HPS C18 s rozméry 150 x 4,6 mm a velikosti ¢astic Sum, Cogent USA; termostat kolon
Agilent 1260 Infinity, UV/VIS DAD detektor Agilent 1200, Agilent Technologies, USA;
binarni pumpa a autosampler LabAlliance, USA) s UV detekci (A = 254 nm) po predkolo-
nové derivatizaci danzylchloridem. Podminky separace a detekce sledovanych BA byly

popsany v Sm¢la et al. (2004) [49].

Kazdy ze Ctyf bujond, veetné kontroly, byl derivatizovan dvakrat a kazda derivatizovana

smés nanesena na kolonu ve dvojim opakovani (n = 20).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

6 VYSLEDKY

6.1 Vliv pridavku glycerolu, pH a kultivacni teploty na rust kmene Lac-

tobacillus rhamnosus CCDM 289

Z prubehu rustovych kiivek, které jsou uvedené na obr. €. 5-7 je ziejmé, Ze testovana kul-
tura pfi kultivacnich podminkéach 37 °C v obohaceném tekutém médiu Lactobacillus MRS
Broth rostla. Vzhledem k danym podminkdm nebyla zaznamendna u ristové kiivky
lag faze, exponencialni faze je viditelna do 24h kultivace a dale uz pribéh pokracuje staci-
onarné, jak je zaznamenano na grafech (Obr.5-7). U kultivace pii teplot¢ 10 °C
(Obr. 8-10) byl prabeh rastu odlisny, lag faze je pozorovatelnd do 1. dne kultivace, expo-
nencialni fazi je mozné zaznamenat do 9. dne kultivace, poté v nasledujicich dnech pokra-
Cuje faze stacionarni.

Rist testované kultury nejvice podporovalo médium s poc¢ate¢nim pH 5 (Obr. 6 a 7) apH 6

(Obr. 9 a 10) pti obou testovanych teplotach. Naopak nejméné piivetivé podminky pro rist

dané mikroflory zajistilo pH 4 (Obr. 5 a 8).

Bakteridlni rGst v médiu nejlépe podporoval ptidavek glycerolu 1% (Obr. 6-7). Lze ale
konstatovat zjevnou skutecnost, ze na médiu bez piidavku glycerolu pfi teploté 37°C rlst

probihal nejpomaleji (Obr. 5-6).

U druhé testované teploty 10 °C je patrné (Obr. 8-10), ze koncentrace glycerolu v médiu

neméla vyrazny vyznam na bakterialni rist.
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Obr. 5. Narust bunék behem kultivace po dobu 48 hodin pri 37°C a pH 4
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Obr. 6. Narust bunék behem kultivace po dobu 48 hodin pri 37°C a pH 5
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Obr. 7. Narust bunéek behem kultivace po dobu 48 hodin pii 37°C a pH 6
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Obr. 8. Narust bunék béehem kultivace po dobu 15 dni pri 10°C a pH 4
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Obr. 9. Narust bunék behem kultivace po dobu 15 dni pri 10°C a pH 5
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Obr. 10. Nariist bunék behem kultivace po dobu 15 dni pri 10°C a pH 6
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6.2 Monitoring zmén pH kultivacniho média

DalSim sledovanym faktorem byl vliv pH kultivacniho média resp. jeho nasledna zmeéna po
kultivaci daného organizmu. Hodnota pH se ménila v disledku produkce kyseliny mlécné,
tvorby BA nebo jinych sekundarnich metabolitd kyselé i alkalické povahy. Z vysledkl
vyjadienych graficky (Obr. 11-16) je patrné, Ze ve vysledcich zmény hodnot pH v pribéhu

kultivace byl u dvou testovanych kultivacnich teplot pozorovan markantni rozdil.

Pti kultivaéni teploté 37 °C dochazelo v ptipad¢ pocatecniho pH 4 k vyraznéjsimu poklesu
pH od 24 hodiny (Obr. 11). K nejstrméjsimu poklesu pH dochézelo po kultivaci Lb. rham-
nosus CCDM 289 u média sobsahem glycerolu 1% (w/v), které dosdhlo hodnoty
3,68 £0,01. U koncentraci glycerolu 0, 3 a 5% (w/v) byl pokles mirn&jsi s primérnou
konec¢nou hodnotou pH 3,87 + 0,02. U pocate¢niho pH 5 (Obr. 12) doslo k vyraznéjSimu
poklesu média také s koncentraci glycerolu 1% (w/v) v odbérové 10. hodin€ na hodnotu
pH 4,04 £ 0,02, kterd v nasledujicich hodinach kultivace doséhla hodnoty 3,83+0,05. U
zbylych koncentraci glycerolu 0, 3 a 5 % (w/v) se pH sniZovalo paraleln¢ od 24. odbé&rové
hodiny na konec¢né pH 3,81 + 0,02. Podle kontroly doslo u pocate¢niho pH média 6 (Obr.
13) béhem sterilizace vlivem teploty po dokonalém rozpusténi vSech slozek v médiu
k poklesu na hodnotu 5,7. U vSech koncentraci glycerolu se pH zacalo snizovat od 6. odb¢-

rové hodiny a hodnoty mély podobny charakter s konecnou hodnotou kolem 4 pH.

Pti kultivaéni teploté 10 °C po dobu 15 dni u pocatecniho pH média 4 (Obr. 14) koncent-
raci glycerolu 1, 3 a 5 % (w/v) byly hodnoty pH po celou dobu kultivace analogické.
V piipad€ média bez obsahu glycerolu byl pozorovan vyraznéjsi pokles pH v 9. dni a ko-
neéné pH mélo hodnotu 3,72 + 0,01 s nejvyraznéj$Sim poklesem ve 13. den kultivace. U
pocateCniho pH 5 (Obr. 15) nebyly opét pozorovany zmény v hodnotich pH u vzorki
s obsahem glycerolu. Nulova koncentrace glycerolu vSak ziejmé ovlivnila pokles pH uz od
7. dne s kone¢nou hodnotou pH 4,66 £ 0,13 a nejvyraznéjsim poklesem v 9. dni kultivace.
V ptipadé pH 6 (Obr. 16) doslo u vzorkil s obsahem glycerolu k poklesu pH v porovnani
s kontrolou. V jednotlivych dnech kultivace se pak po celou dobu hodnota pH vyrazné
neménila. V piipadé¢ média bez ptidavku glycerolu byly pozorovany zmény poklesu pH od

7. dne. K nejvyraznéj§imu snizeni doslo v 11. dni s kone¢nou hodnotou 5,51 £0,01.
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Obr. 11. Zmeéna pH behem kultivace testovaného kmene p7i 37°C po dobu 48 hodin médiu
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Obr. 12. Zmeéna pH behem kultivace testovaného kmene pri 37°C po dobu 48 hodin

v médiu s pocatecnim pH 5
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Obr. 13. Zména pH behem kultivace testovaného kmene pri 37°C po dobu 48 hodin

v médiu s pocdtecnim pH 6
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Obr. 14. Zména pH béhem kultivace testovaného kmene pri 10°C po dobu 15 dni v médiu s

pocatecnim pH 4
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Obr. 15. Zména pH béhem kultivace testovaného kmene pii 10°C po dobu 15 dni v médiu s

pocatecnim pH 5
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Obr. 16. Zména pH beéhem kultivace testovaného kmene pii 10°C po dobu 15 dni v médiu s

pocatecnim pH 6
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6.3 Chromatografické stanoveni biogennich amini

Pomoci metody kapalinové chromatografie byla u vzorkl po kultivaci bakteridlni kultury
zjiStovana ptitomnost BA v daném médiu za pfitomnosti ¢i nepfitomnosti glycerolu. U
testovanych vzorkii byla metodou HPLC zji§téna produkce putrescinu a tyraminu. Na obr.
¢. 17-20 lze sledovat vyvoj produkce BA, pfi kultivacnich podminkach a poc¢ate¢niho pH
4, rizna koncentrace glycerolu neméla vyrazny vliv na mnozstvi putrescinu a tyraminu.
Vysledny obsah se pohyboval u PUT do 20 mg/l u TYR max. do 18 mg/l. Nejnizs§i hodnoty
tyraminu byly za podminek kultivacni teploty 10 °C v médiu s koncentraci glycerolu 3 %

a 5% (W/v).

Ve vzorcich po kultivaci v médiu s poc¢ate¢nim pH 5 (Obr. 21-24) byl rovnéZ obsah BA do
20 mg/l. Nejvétsi mnozstvi PUT vznikalo za podminek kultivacni teploty 10 °C
s koncentraci glycerolu 0 % (w/v), naopak TYR se netvoftil viibec pfi stejné teploté 10 °C a
koncentraci glycerolu 5 % (w/v).

V ptipadé produkce BA u média s pocatecnim pH 6 (Obr. 25-29) PUT dosahoval hodnot
s koncentraci glycerolu 5 % (w/v). TYR dosahoval nejvyssich hodnot do 25 mg/l za pod-
minek 37 °C u koncentraci glycerolu 1, 3, a 5 % (w/v) a naopak viubec nevznikal pii 10 °C

u koncentrace glycerolu 3 % a 5 % (w/v).

Ze souhrnného grafu (obr. 29), ktery je vytvoien z kone¢nych hodnot (48. hodiny) pro tep-
lotu 37 °C vyplyva nizka produkce PUT i TYR. Zadny TYR nevznikal v p¥ipadé nulové

koncentrace glycerolu.

Souhrnny graf (obr. 30) pro vliv kultivaéni teploty 10 °C (v 15. dni) neovlivnil nizkou pro-

vrwe

minimalni produkci TYR.
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Obr. 17. Produkce putrescinu pri 37 °C kmenem Lactobacillus rhamnosus CCDM 289
pri pH 4 po dobu kultivace 48 hodin
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Obr. 18. Produkce tyraminu pri 37 °C kmenem Lactobacillus rhamnosus CCDM 289 pri
pH 4 po dobu kultivace 48 hodin
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Obr. 19. Produkce putrescinu pri 10 °C kmenem Lactobacillus rhamnosus CCDM 289 pri
pH 4 po dobu kultivace 15 dni
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Obr. 20. Produkce tyraminu pri 10 °C kmenem Lactobacillus rhamnosus CCDM 289 pri
PpH 4 po dobu kultivace 15 dni
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Obr. 21. Produkce putrescinu pri 37 °C kmenem Lactobacillus rhamnosus CCDM 289 pri
PpH 5 po dobu kultivace 48 hodin
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Obr. 22. Produkce tyraminu pvi 37 °C kmenem Lactobacillus rhamnosus CCDM 289 pri
PpH 5 po dobu kultivace 48 hodin
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Obr. 23. Produkce putrescinu pri 10 °C kmenem Lactobacillus rhamnosus CCDM 289 pri
PpH 5 po dobu kultivace 15 dni
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Obr. 24. Produkce tyraminu p7i 10 °C kmenem Lactobacillus rhamnosus CCDM 289 pri
PpH 5 po dobu kultivace 15 dni
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Obr. 25. Produkce putrescinu pri 37 °C kmenem Lactobacillus rhamnosus CCDM 289
pri pH 6 po dobu kultivace 48 hodin
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Obr. 26. Produkce tyraminu pvi 37 °C kmenem Lactobacillus rhamnosus CCDM 289 pri
PpH 6 po dobu kultivace 48 hodin
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Obr. 27. Produkce putrescinu pri 10 °C kmenem Lactobacillus rhamnosus CCDM 289
pri pH 6 po dobu kultivace 15 dni
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Obr. 28. Produkce tyraminu pri 10 °C kmenem Lactobacillus rhamnosus CCDM 289 pri
PpH 6 po dobu kultivace 15 dni
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Obr. 29. Souhrnny graf produkce putrescinu a tyraminu po 48hodindch kultivace pri
37°C kmenem Lactobacillus rhamnosus CCDM 289
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Obr. 30. Souhrnny graf produkce putrescinu a tyraminu po 15 dnech kultivace pri 10°C
kmenem Lactobacillus rhamnosus CCDM 289
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7 DISKUZE

V piipadé fermentovanych potravin dochazi k produkci BA ve vyznamnéj$i mife, nez je
tomu u potravin bez procesu fermentace. U potravin, u kterych se pouzivaji BMK s moz-
nou dekarboxyldazovou aktivitou a v pfitomnosti volnych aminokyselin nebo aminokyselin
vznikajicich procesem proteolyzy, narlstd pravdépodobnost vyskytu téchto sekundarnich
metabolit. Mezi bakterie s prokdzanou dekarboxylacni aktivitou spadajici do skupiny

BMK patii ptedevsim zastupci rodi Enterococcus, Lactobacillus a Lactococcus [13, 64].

Tato prace byla zamétena na sledovani faktori vnéjsiho prostiedi (riizné koncentrace gly-
cerolu, rozdilné pocatecni pH kultivaéniho média a teploty kultivace) na dekarboxylazovou
aktivitu bakterii rodu Lactobacillus rhamnosus CCDM 289. Vzhledem k dostupnym lite-
rarnim zdrojim je zfejmé, Ze problematice BA a jejich produkce mikroorganizmy v potra-
vinach je vénovana zvySena pozornost [1, 2, 4, 5, 18]. Rod Lb. rhamnosus spadajici mezi
mlécné bakterie s probiotickymi ucinky, byl vybran v souvislosti s dekarboxyldzovou akti-
vitou na podnét studie Sladkové a kol. (2007) [59]. Tvorba BA probiotiky predstavuje za-

jimavou skutecnost, ktera je kontrastem k jejich dieteticko-1é¢ebnym G¢inkiim.

Produkce BA je omezena dostupnymi aminokyselinami v prostfedi, proto bylo kultivaéni
médium Lactobacillus MRS Broth obohaceno pfidavkem prekurzorti sledovanych BA
aminokyselinami (arginin, lyzin, ornitin, fenylalanin a tyrozin) a navic kofaktorem dekar-
boxylace pyridoxalfosfatem. Pfipravou bakterilni suspenze s prekurzorem BA a kultivaci
za vhodnych podminek mtizeme docilit podpory dekarboxylazové aktivity a eliminace pii-

zpiisobovani se bakterii novym podminkam prostiedi [1, 9].

Stanovené podminky a tirovné faktorli byly nastaveny tak, aby se pfiblizovaly podminkam
pii skladovani tvrdych syra i teploté v GIT €loveéka, kde maji probiotika plsobit. Proto
byly zvoleny teploty kultivace 37+ 1 °Ca 10 £ 1 °C.

V této diplomové praci byla sledovana produkce BA na zakladé€ predchazejiciho skriningu,

ktery prokéazal dekarboxyla¢ni schopnost tohoto kmene Lb. rhamnosus CCDM 289.

Mnozstvi glycerolu v koncentracich 0, 1, 3 a 5 % (w/v) bylo ptiddvano z divodu podpory
ristu bakterii, jako zdroje energie, a tedy 1 pfipadnou produkci BA. V piipadé putrescinu
nebyla koncentrace glycerolu pfili§ rozhodujici. Vznik tyraminu byl vSak zavisly i na tep-

loté a na pocate¢nim pH kultivacniho média, kdy nejvyssi detekované hodnoty byly za
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podminek koncentrace glycerolu 1-5 % (w/v), s pocatecnim pH kolem 6 a teploté 37 °C.
V piipadé nizsi teploty kultivace naopak pilisobily vyssi koncentrace glycerolu na produkci
tyraminu negativn€é a mnoZzstvi BA se snizovalo. Gonzélez-Fernandez a kol. (2003) testo-
vali a popsali G¢inek glukézy, laktézy a sacharézy na produkci BA u Spanélského typu
klobas rodem Lactobacillus [61]. Nejvice zastoupenymi BA byly putrescin a tyramin, u
kterych byla produkce nejvyssi pfi koncentraci glukozy 0,1 %. V minimalnim mnozstvi
byly detekovany i fenyletylamin, spermin a spermidin, avSak produkce histaminu nebyla
prokazana. Obdobné vysledky piinesla studie Bover-Cid a kol. (2008), ktera taktéz proka-
zala niz§i tvorbu tyraminu rodem Lactobacillus u vzorki fermentovanych klobasek bez
ptidavku gluko6zy [62]. Na§ experiment potvrdil inhibi¢ni G€¢inky vys§Sich ptidavka sachari-
di, resp. v naSem piipad¢ pridavku cukerného alkoholu glycerolu, ktery byl pfidavan jako

meziprodukt syntézy sacharidd a substrat pottebny pro vznik energie [63].

Vliv teploty na vyvoj riustové kiivky u 37 °C teploty vykazoval exponencidlni fazi od
10. odbérové hodiny a u teploty 10 °C od 5. dne od zaockovani. V piipadé porovnani kiiv-
ky riistu bunék s produkci BA zjistime, Ze obsah putrescinu i tyraminu ve vzorcich mély
pozvolny trend navySovani a své maximum logicky dosahovaly v poslednich ¢asech odbé-
ru. Dle studie Komprda a kol. (2001) jsou teploty vys§i nez chladnickové optimalni pro

produkci BA u potravin Zivoc¢isného plivodu pii pouziti BMK [64].

Dal$im sledovanym faktorem byla hodnota pH daného kultivacniho média v zavislosti na
dekarboxylazové aktivité testovaného kmene. Tato hodnota pH byla proméfovana v odbe-
rovych Casech, ménila se v disledku produkce kyseliny mlé¢né a BA v souvislosti nartistu
testované¢ho kmene. Snizovani pH miZe navic podpofit pfitomnost cukrd, v nasem piipadé
cukerného alkoholu glycerolu. Existuji rozdilné nazory na produkci BA v zavislosti na pH.
Jeden znich uvadi, Ze pravé nizké pH zajiStuje niz8i produkci BA (Bover-Cid a
kol.(2008)) [62]. Naopak jini v&dci prokazuji zvySenou dekarboxyldzovou aktivitu v kyse-
Iém prostiedi z diivodu produkce zasaditych metabolitii (tedy BA), aby doslo ke zvySeni
pH v prostiedi bunky az do tzv. optimalniho pH, ve kterém by se dekarboxylazova aktivita
opét snizila (Gardini a kol. (2001)) [65]. V tomto experimentu dochazelo k nejvyraznéjsi-
mu sniZzeni pH pfi 37 °C u média s poc¢ate¢ni hodnotou kolem pH 6 jiz v 6. hodin€ kultiva-
ce, kdy je 1 na rastové kiivce viditelny pocatek exponencialni faze. Produkce BA je pii této
teploté nevyrazna a hodnoty se pohybuji v rozmezi 10-15 mg/l, ovS§em z tendence pozvol-

né¢ho navySovani hodnot by se dalo predpokladat dalsi zvySovani obsahu putrescinu a ty-
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raminu. U kultivacni teploty 10°C dochazi ke vzniku zanedbatelného mnozZstvi tyraminu v
disledku nizkého nartstu bunék. S vys§im mnozstvim putrescinu pii zminéné teploté se
muzeme setkat hlavné v ptipad¢ vzorkil média s nizsi koncentraci glycerolu, kdy tendence

vzniku BA opét narlista v ¢ase kultivace.

Co se tyce produkce putrescinu a tyraminu, je pifihodné srovnat produkované mnozstvi
v poslednich ¢asech kultivace, jelikoZ zde jsou hodnoty nejvyssi. Ze souhrnnych graf pro
jednotlivé teploty kultivace, pocate¢niho pH a koncentrace glycerolu je ziejmé, ze produk-
ce putrescinu a tyraminu dané¢ho kmene a jeho dekarboxyldzova aktivita je zavisla na od-

lisnych vngjsich podminkéch (Obr. 29-30).

Mnozstvi putrescinu pii teploté¢ 37°C po dobu kultivace 48 hodin dosahovalo nejvysSich
hodnot pti pH 5 v prostiedi 0 % (w/v) glycerolu a nejnizSich hodnot pfi stejném pH, ale pti
koncentraci glycerolu 1 % a 3 % (w/v). Z ¢ehoz by se dalo vyvodit, Ze rostouci mnozstvi
glycerolu nemé vyrazny vliv na produkci putrescinu. Obdobné je tomu i pfi kultivac¢nich
teploté¢ 10 °C, kdy nejvyssi obsah putrescinu je mozné pozorovat pii pH 5 po 15 dnech
a koncentraci glycerolu 0 % a 1 % (w/v) a nejnizs$i hodnoty byly zaznamenany v ptipadé
pH 6 a koncentraci glycerolu 5 % (w/v). Takze je opét potvrzen inhibi¢ni vliv vyssi kon-

centrace glycerolu na produkci putrescinu.

V ptipad€ obsahu tyraminu je naprosto znatelny rozdil v produkei pfi rozdilnych kultivac-
nich teplotach. Zatimco nejvys$sich hodnot dosahoval tyramin pfi kultivacni teploté 37 °C
tvotilo pfi nulové koncentraci glycerolu. Pfesné naopak je tomu u kultiva¢ni teploty 10 °C,
kdy nejvyssi obsah tyraminu byl produkovan bez ptidavku glycerolu v 15. den kultivace a
ve své studii Komprda a kol (2001) vliv teploty zrani 8 °C a 22 °C u fermentovanych mas-
nych vyrobki s ptidavkem sacharida 1 % (w/v) ovliviiuje vyssi produkci PUT a TYR star-
terovymi kulturami po 20-ti dnech [64].

Obecné by se dalo shrnout, ze vnéj$i podminky jako jsou teplota, doba kultivace (u potra-
vin mySlena doba zréani, skladovani) a koncentrace glycerolu maji na produkci BA znatelny
vliv. Rozdilné pocate¢ni pH ovliviilovalo hlavné nariist bun€k. V ptipadé testovaného kme-
ne Lactobacillus rhamnosus CCDM 289 vSak produkce putrescinu i tyraminu byla zazna-
menana v hodnotach do 25 mg/l, coZ jsou mnozstvi, kterd nejsou pro lidské zdravi nebez-

pecnd. Avsak v pripadé smesnych starterovych kultur se mize jednat o ptispévek k celko-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

vému mnozstvi BA, a proto by starterové kultury nemély idedln¢ BA tvofit viibec.
V legislativé Ceské republiky jsou stanovena piipustnd mnoZstvi pouze pro histamin,
ostatni BA zde nejsou uvedeny [1]. Podle studie Santos (1996) by ve vzorcich syru nemél
soucet TYR, PUT, histaminu a kadaverinu pfekro¢it maximalni hodnotu 300 mg/kg [13].
Obsah BA by m¢l byt proto v potravindch stale sledovan, aby nedoslo k pfipadnym ali-
mentarnim otravam nadlimitnimi davkami BA, které by mohly ovlivnit hlavné osoby spa-
dajici do skupiny konzumentl s odliSnou citlivosti (nizk4a imunita, stafi, uzivani farmak,
konzumace alkoholu, aj.) [13]. Rovnéz by se mélo dbat spravnosti hygienické praxe v pri-
béhu technologie z divodu moznosti sekundarni kontaminace suroviny/ polotovaru/ potra-
viny, protoze kontaminujici mikroflora miiZze mit mnohdy vysokou dekarboxylacni aktivitu
a produkce BA muZe probihat nekontrolovatelné a pfipadné mit negativni dopady na lidsky

organizmus [6, 11].

Tento vyzkum se tykal podminek, které by mohly ovlivnit produkci BA konkrétnim bakte-
ridlnim kmenem za podminek in vitro v médiu s upravou sledovanych faktor. OvSem
technologicky vyznamnych BMK byla prokdzana dekarboxyla¢ni aktivita s produkci toxi-
kologicky vyznamnych BA. Z tohoto diivodu je nezbytné, aby byly testovany starterové
kultury pouzivané pro vyrobu fermentovanych potravin. V souvislosti s vysledky test by
mély byt upraveny podminky, které by minimalizovaly produkci BA a zajistily tak maxi-

malni bezpec¢nost potravin nebo by méla byt provedena selekce kmenti [66].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 56

8 ZAVER

Tato diplomové prace byla zaméfena na podminky ovliviiujici produkci BA bakteridlnim

kmenem Lactobacillus rhamnosus CCDM 289 tazeného mezi BMK s probiotickymi U¢in-

ky. Byl sledovan konkrétné vliv teploty a pH. Pouzité kultivacni médium bylo obohaceno

aminokyselinami jako prekurzory pro vznik BA a piidavek koncentraci glycerolu jako

zdroj energie pro rast bakterii daného kmene.

Na zaklad¢ naméfenych vysledki metodou kapalinové chromatografie byly de-
tekovany aminy putrescin a tyramin.

Nejvyssi produkce putrescinu byla za podminek kultivaéni teploty 10 °C a pocatec-
nim pH 5 kultivaéniho média Lactobacillus MRS Broth po 13 dnech kultivace
v nepfitomnosti glycerolu.

Na podporu produkce tyraminu mély zna¢ny vliv podminky kultivacni teploty
37 °C, poc¢atecni pH 6 a koncentrace 1 % (w/v) glycerolu po 48 hodinach kultivace.
Obecné by se dalo konstatovat, Ze pocatecni pH kultiva¢niho média nemélo na pro-
dukci BA signifikantni vliv, jelikoZ se vysledky lisily v fadech jednotek.

Kultiva¢ni teplota 10 °C brzdila jak rtst kultury, tak produkci hlavné tyraminu.

Ob¢ testované kultivacni teploty nevykazovaly charakteristicky rozdil v obsahu
PUT.

Vyrazny vliv méla vyssi koncentrace glycerolu na produkci tyraminu pti 37 °C a
nizs8i koncentrace 0 a 1 % (w/v) na produkei putrescinu pti 10 1 37 °C.

Tento experiment prokazal, Ze 1ze do jisté miry ovlivnit kone¢né mnozstvi BA pro-
dukovanych kmenem Lactobacillus rhamnosus CCDM zménou kultivacnich pod-

minek a Gpravou sloZeni média.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BA

GIT

BMK

PUT

TYR

PCR

HPLC

CFU

Biogenni aminy
Gastrointestinalni trakt
Bakterie mlééného kvaseni
Putrescin

Tyramin

Polymerazova fetézova reakce.
Kapalinové chromatografie

Kolonie tvofici jednotku
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