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ABSTRAKT

Tato prace je zadiiena na sledovani dekarboxylazové aktivity vybrankaten probio-
tickych bakterii pevazr roduBifidobacteriumza podminekn vitro. Nékterym zastupam
tohoto rodu jsou iisuzovany probiotické dinky a BZné¢ se pouzivaji jako kultury
v potravindstvi. Proto by jejich padna dekarboxyldzové aktivita mohla byt chapaka |
protiklad k pozitivnim dieteticko-t&bnym @inkam. Produkce biogennich andirbyla
monitorovana v supernatantu ziskaném po kultivadiranych kmet (celkovy pdet
kmemi 53) ve dvou druzich dekarboxytdho média (MRS, WCH) s aminokyselinami
(arginin, ornitin, lyzin, tyrozin) pomoci vysok&itiné kapalinové chromatografie gepgko-
lonovou derivatizaci dansylchloridem a UV detelkktbsmi sledovanych biogennich ami-
na byl detekovan tyramin a spermin. U 17% testovanketeni byla produkce v obou
médiich zanedbatelna (<2 mY. 30,2% byly detekovany koncentrace BA vy3si ne?
10 mg.I. Zatimco pihodrgj$i pro produkci tyraminu bylo médium Willkins Claén
Broth. Vy3Si koncentrace sperminu byly detekovangkarboxylanim médiu MRS.

Kli¢cova slova: biogenni aminy, dekarboxylace, probatiRifidobacterium podminky
kultivace



ABSTRACT

This diploma thesis is focused on the observaticih® decarboxylase activity of selected
probiotic bacterial strains (predominan@yfidobacterium at in vitro conditions. Some
representatives @ifidobacteriumgenera are highlighted to be probiotic cultures toey
have been already applied in the functional focadpction. Therefore, the potential de-
carboxylase activity could be considered the cahtta their positive dietary effect.
The biogenic amine formation was determined instiygernatants harvested after the culti-
vation. Two different decarboxylation media (MR thy; Willkins-Chalgren broth) enri-
ched in amino acids (arginine, ornithine, lysingosine) were used. The measurement was
realized by the means of hight performance liguidomatography after the pre-column
derivatization by dansyl chloride and UV detectidnst one of eight observed biogenic
amine, tyramine, was detected.In 17 % tested stithi@ production was insignificant (<2
mg.M). About 30,2 % tested strains wereable to prodihigher concentrations
(>10 mg.1Y). Being preferable for producing tyramine mediumswVillkins Chalgren bro-

th. Higher concentrations of spermine were detedemédrboxylation medium MRS.

Keywords: biogenic amines, decarboxylation, prabgBifidobacterium cultivation con-

ditions
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UvoD

Zdravotni nezavadnost potravin, kteréza byt ovliviena do znéné miry metabolizmem
mikroorganiznii, hraje vyznamnou roli v ochrarspotebiteli pired alimentarnim onemoc-
nénim. Mikroorganizmy disponuji celotadou enzym, jako jsou proteazy, lipazy, nebo
sacharolytické enzymy, které rozkladaji zakladoiZky potravin. DalSi enzymy napre-
duktazy nebo dekarboxylazy se mohou podilet nakwztoxickych latek. Mezi tyto latky
pafti i biogenni aminy, které mohou slouzit také jakdikatory kaZzeni potravin. Metabo-
lické ¢innosti mikroorganizm se na druhé strarvyuziva k vyrols celérady potravin, jako
jsou nap. kysané mléné vyrobky, syry, fermentované uzeniny aj. V poinach vznikaji
piedevsim dekarboxylaci volnych aminokyselirspbenim bakterialnich enzymzastup-
ce produkujici mikrofléry mizeme nalézt i mezi startérovymi kulturami, které&/gezivaji
pii vyrobé mlé&ne fermentovanych vyrohk ale dokonce i mezi probiotiky. | kdyZ mnoz-
stvi biogennich amin vyprodukované &mito bakteriemi neni toxikologicky vyznamné
(zdaleka nefesahuje 100 mg.kY, tak miZe fispivat k celkovému mnoZstvi biogennich
amini v potravinach a ohrozit takiijpadré zdravotni stav konzumenta. &hto divoda
jsou kultury bakterii migného kvaSeni preventiwrpied aplikaci ve vyrobtestovany na

schopnost produkce biogennich afin

Biogenni aminy Ize gekavat prakticky ve vSech fermentovanych nebo ketzise potravi-
nach obsahujicich bilkoviny nebo volné aminokyselikteré jsou vystaveny podminkam
umoziujicim mikrobialni nebo biochemickou aktivitu. Cellé mnozZstvitiznych amir
silné zavisi na charakteru potraviny Eitpmné mikroflGe. Nejvyznam#jSi biogenni ami-

ny vyskytujici se v potravinach jsou histamin, tgra, tryptamin, putrescin, kadaverin,
spermin, spermidin, fenylethylaminiifgm potravin obsahujicich vysoké koncentrace bio-
gennich amiét miZe u citlivych osob vyvolat alimentarni intoxikaéiro jejich negativni
vliv na lidské zdravi je Zadouci, aby se tyto amingotravindch vyskytovaly v minimal-

nim mnozstvi.

Tato diplomova prace je zatena na méhprozkoumanou problematiku produkce bio-
gennich amifi probiotickymi bakteriemi. Zvlastni pozornost bylenovana dekarboxyla-
zové aktivit bakterii roduBifidobacterium Byl uskut&nén skrining produkce u 53 pro-
biotickych kultur. V ramci pozorovani tét@sti metabolizmu zmémych bakterii byla na-
vic sledovana i kinetika produkce biogenniho antymaminu u vybraného kmertifido-

bacterium.
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1 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy (BA) jsou dusikaté stmniny tva@ené hlavi dekarboxylaci aminokyselin
nebo aminaci a transaminaci aldelhydketorii. BA jsou tvdeny v paibéhu metabolické
¢innosti mikroorganizna (MO), rostlin a Zivgicha. Jsou zdrojem dusiku a funguji jako
prekurzory pro syntézu horminalkaloidi, nukleovych kyselin a bilkovin [1, 2]. Mohou
také ovlivnit procesy v organizmu napegulace desné teploty, fjiem vyzivy, zvyseni,
nebo sniZzeni krevniho tlaku [3]. BA sedbwyskytuji jako irozena sotast bugcnych
struktur, nebo vznikaji v procesu vyroby a skladdv@otravin jako vysledek metabolické-
ho pisobeni MO. Stavaji se indikdtorem mikrobiélni komtzace a jejich koncentrace

muze byt ukazatelem kvality potravin [4].

1.1  Struktura a ¢lenéni biogennich amini
Obecré BA obsahuji jednu a vice aminoskupin. Svoji stuutti se vSak vzajeninisi.

Podle chemické struktury se B#eni na:

« alifaticke: putrescin, kadaverin, spermidin, spier, agmatin;
e aromatické: tyramin, fenylethylamin;

» heterocyklické: histamin, tryptamin;

* polyaminy: spermidin, spermin, putrescin [2, 5, 6]

Podle pétu aminovych skupin lze BAdtit na:

* monoaminy: tyramin, fenylethylamin;
e diaminy: putrescin, kadaverin;
e polyaminy: spermin a spermidin [7].

Prehled BA a jejich prekurzérje znazoran v Tab. 1. Z jiného Uhlu pohledu je mozné
fadit alifatické diaminy zjednodus&mezi polyaminy, stefhjako heterocyklické BA do
skupiny aromatickych BA [5, 6]. Polyaminy jako jsputrescin, spermidin a spermin jsou

dnes klasifikovany jako samostatna skupina [8, 9].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

13

Tab. 1. Chemicka struktura potravifsky vyznamnych BA a jejich prekunz¢tO, 11].

BA Strukturni Systematicky Prekur- Stukturni vzo-
vzorec BA nazev BA zor BA rec prekurzoru
it~ 2-(1H-imidazol- i
Histamin b Histidin oH
Nl\f Mz | 5.yl)etanamin yo
JOH
nHe | 4-(2-aminoetyl)
Tyramin /@N Tyrozin Wy
HO fenol R
o]
o]
_ WHz | 2-(1H-imidazol- o
Tryptamin @:S\/ _ Tryptofan d,
N 5-yl)etanamin H
HzNAA| butan-1,4- 't
Putrescin Ornitin Ha " OH
NH2 | diamin : /\mmﬂ\
L -HH;
. pentan-1,5- .
Kadaverin ™™™ o Lyzin At on
£ “ | diamin HeN I
N,N"-bis(3-ami-
Spermin CHMNH& nopropyl)butan-| Spermidin F&H%HWHHE
o~ A | 1 4-diamin
N-(3-amino- Aﬁ
HzM
Spermidin F&H%H M propyl)butan- Putrescin s
1,4-diamin
MH2
Fenyletyl- | Fenylal- H
_ 2-fenyletanamin| Hh O
amin anin 0
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1.2  Vznik biogennich amini

V potravinach je vznik BA moznydmi zpisoby. dekarboxylacaminokyselii, aminaci a
transaminaci aldehyda ketori [3, 12]. Primarni aminy vznikaji wolnych aminokyselin
puasobenim dekarboxylaSekundéarni a tercialni BA jsou vysledkem aminat¢eaasari-

nace aldehyila ketori [12]. Dekarboxylace je éZné obzvla&tv zZivotiSnychmaterialech.

Vznik amini z aldehyd se uplatuje hlavr v rostlinnych materialect10].

Endogenni BAse v potravinach mohou vyskytove nizkych koncentracich jako produk
metabolizmu organiziy které se zdedostanou progednictvim surovin. ExogenrBA

vznikaji bshem fermenténich proces, nebo jsou dsledkem mikrbidlni kontaminace
[10,12].

Pro vznik BA vpotravinach je tlezité, aby byly splény ti zakladni podmink

e pritomnost prekurzdrpro vznik BA, aminokyselin
» pritomnostdekarobylaza pozitivnh MO;

* vhodné podminky praist a mnozeni M'[3, 10, 11, 13, 14

VétSina BA vpotravinachvznika dekarboxylaci volych aminokyselin fisobenim enzyin
bakterialniho pvodu. Dekarboxylace aminokyselin sdlidile mechanizmu &inku na e-
akce zavislé na pyridalfosfatu jako koenzymu eeakce na &m nezavislé. B Ucastipyri-
doxal-5-fosfatu (Obr. ) karbonylova skupina snadno reagupndnokyselinami zivzni-
ku Schiffovy baze jakoneziprduktu. Ta je pak dekarboxylovanaodpovidajici BA[12,
14].

HO 0-

Obr. 1.Kofaktor pyridoxalfosfat-5-fosf4i5].

Pri reakcich bez ¢asti pyridoxs-5-fosfatu plni jeho funkgpyruvoylovy zbytek. Mechéi-
zmus dekarboxylaceistava nezminény. PricemZ je gruvoylovy zbytek vazany na -

noskupinu fenylalaninového tihoietzce enymu[12, 14].
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Z histidinu vznika psobenimhistidindekarboxyldzy histamiz)yzinu vznikdzase vlivem
lyzindekarboxyldzykadaverii (Obr. 2.) [10].

]
]
" - 0=C=0
MH HH
histidin CO2 histamin

Obr. 2. Dekarboxylace histidinu a lyzifilb].

Putrescin je syntetizovan émi cestamiObr. 3.) a to:
» dekarboxylaci ornitinu ornitindekarboxylaz;

» dekarboxylaci argininu arginindekarboxyldzou na atjn s nasledujicim fetvo-

fenimagmatinu na putrescin a gavinu agmatinurebydrolazot[16].

NH§
0 HWNH§ + O0=C=0 NWNH§
) fOH — +
3 CO: putrescin
ornitin
a I"-JH§
| | Nefg NH_
D';WNHJ“‘NHE S o, M ﬁ; HH
MHE - 2
arginin COz agmatin
Hal
NH%’NWN% 2 \c=|:| NWNH
HHg +HO — + ’
agmatin urea putrescin

Obr. 3. Dekarboxylace putrescifi5].
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Z tyrozinug¢innostityrozindekarboxyldzvznika tyramin(Obr. 4) [1(].

o HO
o + o=t=0 \O\/\
HHE +HY —— + MH

tyrozin CO2 tyramin

HO

Obr. 4. Vznik tyramingi5].

Biosyntéza spermidinu Zana geménou methioninu na-adenozylmetionin (SAM) poo-
ci enzymu adenozyltransferazy (SAM syntetdza). Kooe fazi syntézy je ipveden

putrescinu spermidinsyntazou na ‘midin (Obr. 5.) [16].

MH
1)
g
NH&/\/SQ / oH
OH
putrescin S-adenozylmetionin

|

MH2
@
NWNngNHﬁ " ;@,N +H+
™3

HOO  OH

spermidin S-metylthioadenozin

Obr. 5. Vznik spermidin{L5].

Spermin vznikd metylaci spermidinu, které gasini -adenozylmetionin (Obr. €



UTB ve Zliné, Fakulta technologické 17

NHa
a0
NWNH%‘“%N% . | ) }*‘ M
b o
oH
spermidin S-adenozylmetionin
1)
[\
B E e g . O / Ht
"-\-\.S | f
HO©  OH
spermin 5- metylthioadenozin

Obr. 6. Vznik spermin[i5].

Dekarboxylaci fenylalaninifenylalanindekarboxylazou vznika f@nyletylamin (Obr. 7
[10].

]
S + Q O=C=0
NH +HY —» Syt
fenylalanin 2-fenyletylamin CO:

Obr. 7. Vznik 2-fenyletylamifa5].
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1.3  Faktory ovliviiujici tvorbu biogennich amini mikroorganizmy

Schopnost tvist BA byla popsana zejména u bakterialnich zasimgeledi Enterobacte-
riaceae,u nekterych druli bakterii rodé’seudomonasClostridiuma vyjimkou nejsou ani
kmeny bakterii mléného kvaSeni (BMK) [13]. Tvorba BA ie byt ovliviena mnohymi
vnejSimi faktory. Tyto faktorypsobi zejména na kinetiku dekarboxylech reakci. Mezi
vngjSi faktory, které ovliviuji tvorbu BA bakteriemi, péi teplota a pH prostdi,aero-
/anaerobidza, dostupnost zdrojihliku (nap. glukozy), gitomnost éstovych faktoi,

rastove faze butk, koncentrace NacCl, aktivita vody aj. [17].

1.3.1 pH

Hodnota pH ovliviuje rist a také dekarboxylazovou aktivitu MOptimalni pH pro aktivitu
dekarboxylaz se pohybuje okolo pH 4,5 -.5/0kyselém prosedi bakterie vice vyt¥aji
dekarboxyl&ni enzymy, jako saiést obranného mechanizmu pratékyseleni biky [4,18].
Obecr Izefici, Ze kyselé prostdi, které je optimalni pro dekarboxyté enzymy, vyho-
vuje rovrez BMK, coz mize v konéném disledku podpiit dekarboxyldzovou aktivitu
téchto bakterii [19]. Zatimco zastupéeledi Enterobacteriaceaa teba i bakterie rodu

Staphylococcurizkému pH rozhodnnejsou nakloéni [18].

1.3.2 NacCl

Rozdil v pondru mnozstvi vody a solidmem fermentace a skladovani fermentovanych
uzenin, hraje vyznamnou roli na mnozeni MO. Solariravin inhibuje tvorbu BA. Se
zvysujici koncentraci NaCl dochazi k redukci praguBA [12]. AvSak histamin a tyramin
pIni v bakteriich osmoprotektivni funkci, proto gkterych kmefi dochazi p zvySovani
koncentrace soli v substratu k aktivaci dekarbasyltyrozinu (gip. histidinu), a tim k
zvySovani koncentraceiplusnych BA [2, 18].

1.3.3 Teplota

Teplota mé& rozhodujici vliv nast MO a tim na produkci BA [3].iPvySSi teplok probihd
proteolyza a dekarboxylace vé&t$i mie a gispiva ke zvySeni obsahu BA [18]. Optimalni
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teplota pro st wtSiny MO vybavenych dekarboxylazami je 20 az 37 Rizké teploty
jejich rast naopak zastavuji [3, 12]fiReplo& 15 °C mohou bakterialni dekarboxylazy
zastat aktivni, i kdyZz Bhem skladovani &Sina MOdosahla stacionarni faziestu nebo
faze odumirani [20]. ¥Sina amir je tepeld stala a aktivita udkterych dekarboxylaz je
zachovana i po tepelném a&sti (nap. po pasteraci), proto se obsah BAza zvySovat i
béhem skladovani [12, 21, 22].

1.34 Sacharidy

Pridavkem sacharidje ovliviéna populdni dynamika a produkce BA, protoZze mohou
podpdit risti dekarboxylazovou aktivitu bakterii [18]. Optimiakoncentrace glukozy pro
rast MO vybavenych dekarboxylazami je 0,5 az 2 % \whaopak fi koncentraci 3 %
(w/v) inhibuji syntézu dekarboxylaz [3, 12].

1.3.5 Aditiva

Na produkci BA ma vliv fidavek glukono-delta-laktonu, ktery je4m¢ aplikovan do
rychle zrajicich masnych vyrobkna z&atku vyroby kwili snizeni pH. Nasledkem toho
dochazi k vySSi dekarboxylazové aktivliakteirii, kdy se zvySuje produkce histaminu,
tyraminu a putrescinu. Polyaminy putrescin, kadiavespermidin a spermin mohodip
spivat ke vzniku karcinogennich nitrozafindusitaf [12].
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2 VYSKYT BAAMIKROBIALNI P ’VODCI VPOTRAVINACH

BA se vyskytuji prakticky ve vSech potravinach jdaka@né produkty metabolizmu. Jak jiz
bylo zmiréno v predeslych kapitolach, ve vySSim mnoZstvi se BA nziché fermentova-
nych vyrobcich (nap syry, trvanlivé saldmy, pivo, vino, kysané z¢lj, &de vznikaji mik-
robiélni ¢innosti, nebo se vyskytuji u potravin v pokitém stupni kazeni [10]. Obsaké-n
kterych BA se v pibéhu kaZeni potravin zvySuje (histamin, putrescimakeerin), u jinych
klesa (spermin, spermidin) [2]. Stanoveni obsahurB&e byt tedy vyuzito k posouzeni
miry rozkladu sledovaného materialu. Yigadé skladovani potravin fite byt navic fi-
tomnost BA ukazatelem jakosti vstupni suroviny ava hygieny Ehem vyrobniho pro-

cesu a skladovani [13].

Obsah BA v potravinach oviiwije: kvalita surovin, délka a podminky skladovdmyigiena
provozu, zvolena technologie #&irpzerg piitomna (non-startérova), startérova a kontami-

nujici mikroflora [10, 18].

2.1  Potraviny zivo¢iSného pivodu

V mase, rybach a syrech byvaji hlavnimi BA histjdiadaverin, putrescin a tyraminii P
skladovani masa dochazi vlivem enzymové aktivityomné mikroflory k fistu obsahu

BA, a obsah &kterych z nich Ize proto vyuzit jako indikat@erstvosti masa [10].

2.1.1 Mléko a mlééné vyroby

V mléce samotném se nachazeji pouze nizké koncenpayamiri — sperminu, spermi-
dinu a putrescinu. Spermidin a spermin nejsotiey mikrobialnicinnosti syf, z tohoto

diuvodu je mnoZstvigchto BA v kongném vyrobku zanedbatelné [2, 27].

Pisobenim proteaz a peptidadtpmnych v syru dochazi k proteolyze kaseinu ab¥or
volnych aminokyselin a naslediBA. Kazdy typ syra ma charakteristicky profil aroky-
selin a tudiz i BA. Ten vyplyva ze specifické deljree a syntézy astjsi pricinou vysky-
tu BA v syrech je sekundarni kontaminace MOrtilgvané startovaci kultury. Syry se

srovnatelnym mikrobiologickym profilem se mohou mgmre liSit v obsahu BA. Dokon-
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ce i izné kmeny jednoho druhu se mohou liSit v koncenBécaz o rékolik fadi. Je pro-
to obtizné najit fesné korelace mezi obsahy BA a&fydMO [24].

Po rybach jsou syry dalSi &apgji spojovanou potravinou s otravou histaminem, oavi
mohou obsahovat i ztiaa mnozstvi tyraminu [23]. Prdwysokd mnoZstvi tyraminu v

syrech jsou ficinou otravy znadmé jako "cheese reaction" [7]. Nefede vSak o syry

obecr, ale fedevsim o syry tvrdé nebo polotvrdé, které dloubddmaji [23].

Syry obvykle obsahuji jednotky az stovky milignarhistaminu, tyraminu, putrescinu a
kadaverinu na kilogram syrové hmoty, jednotky agitttg miligrant fenyletylaminu na
kilogram a stopova mnozstvi tryptaminu. Obsahy Bakv/mohou vyjimén¢ dosahnout az
gramovych koncentraci. Tato sk&nest ot zavisi na spoustfaktori nag. na oSdeni
vychozi suroviny, na teplétsyfeniny, pouziti startovacich a plsvych kultur. Vyraza
vySSi mnozstvi BA bylo zjigho u syfi z nepasterovaného mlékavddem je pra¥ aktivi-

ta protedz a bohatSi mikrofléra [24].

2.1.2 Maso a masné vyrobky

V cerstvém mase jsou hladiny BA (tyraminu, kadaverjputrescinu a histaminu) téin
zanedbatelné. Obsah BA vsta i dlouhodokjSim skladovani aip fermentaci v ramci

technologického postupu vyroby trvanlivych masnygtobki [20].

VeliSek (2002) uvadi, Ze startovaci kultura s vysp#lekarboxylazovou ativitou u fermen-
tovanych salarinje schopna &éhem 21 di vyprodukovat v kultivénim prostedi potravi-
ny vysSi mnozstvi tyraminu a kadaverinu. Zanedhatg produkce putrescinu, histaminu
a fenyletylaminu. Oproti tomu startovaci kulturaizkou dekarboxyldzovou aktivitoue-b
hem stejné doby proukovala pouze nizka mnoZzstregcinu, histaminu, fenyletylaminu,

kadaverinu a tyraminu [10].

2.1.3 Potraviny rostlinného pavodu

BA se jako pirozena so&ast vyskytuiji i v potravinach rostlinnéhévymdu [10]. Vovoci a
zelenirg jsou zastoupeny wiznych koncentracich a jejich obsah se zvySujelgash zralosti
[13]. Negastji se vyskytujicimi BA v ovoci a zelendnjsoutryptamin, tyramin, noradrena-

lin [4, 13]atada dalSich se zde vyskytuje v mensim mnozstvi{l&§to se vyskytuji jako
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konjugaty se skistcovymi kyselinami nebo s mastnymi kyselinami. Dake v rostlinach
nachazi i derivaty BA [10].

BA Ize nalézt v relativé velkém mnoZstvi vé&kterych fermentovanych potravinach rost-
linného givodu jako je nap zeli nebo s6jova onika, kde vznikly v dsledku mikrobialni
aktivity [25]. Ve strouhaném zeli, obvyklgipraveném spontannim ndléym kvaSenim, se

tyramin, putrescin a histamin vyskytuji v koncentch dosahuijicich stovky mgXg26].

Ovoce je mim@adre bohaté na putrescin, zatimco zelenina je bohaspeanidin. V rost-
linhch se vyskytuje spermin v nizSim mnozstvi negridin, na rozdil od potravin Zivo-
¢iSného fivodu. Behem skladovani se zvySuje obsah BA u Spen&tdgySim histaminu
[27]. ZvySené obsahy tyraminu byly zfil v ragatech, Svestkach a bananech. V bana-
nech dale fenyletylamin, histamin, dopamin, serot@norepinefrin. V kliicim je&gmeni

se nachazi derivat tyraminu hordenin. U jedlych famhikaji kthem skladovani za mén
piiznivych podminek putrescin a kadaverin. DZusy tamgka limonady vyrobené z pome-
rantu, malin, citrorii, grapefruiti, mandarinek, jahod, rybizu a hrézmbsahuji §zné BA

v riznych koncentracich, z nichz nejvyznafsim je putrescin [2, 10].

2.1.4 Fermentované alkoholické napoje

Alkoholické néapoje, jako jsou pivo a vino, reprezgindalSi kategorii fermentovanych
vyrobki, které mohou fedstavovat riziko intoxikace BA [28]. Jsou vyéaly mikrobialni

fermentaci sacharid kdy kron® jinych metabolit vznikaji i BA [2].

Ve vinech se celkova koncentrace BA pohybuje &diika miligrami po 50 mgt. His-
tamin je obvykle fitomny v koncentraci okolo 4,15 mg.& aromatické aminy fenyletyla-
min a tyramin v mnoZstvi 1,7 mg,Iresp. 7,6 mgJ. Prevence nutna k omezeni vyskytu
BA spaiiva ve skru zralych bobuli bez piby docukovani mo&i, optimalnich podmi-
nek v piibéhu fermentace, dokonalém odkalovani (pomociiedstek) a ¥asném sig&eni
mladych vin pes Kemelinovy filtr. Obsah existujicich BA ve vinech fgozné snizit
vhodnymi postupyitreni a stabilizaci vin. NejinnejSi (i citeni je svou vazebnou schop-
nosti bentonit, ktery vSak nemélig velky vliv na produkci histaminu [12].

V pivovarnictvi jsou druhy aminzavislé na surovinach, na metodackewd piva a mozné

mikrobialni kontaminaci, k niz mohlo dojit viisehu procesu v@ni piva nebo i sklado-

vani. Slad je zdrojem agmatinu, putrescinu, spemaid sperminu, zatim co tyramin, his-
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tamin kadaverin jsou vyt¥ené khem hlavniho kvaSeni kontaminujicimi bakteriemi
mlé&ného kvaSeni [29]. U spontanfermentovaného piva mnozstvi vazoaktivnich amin
dosahuje vysokych hodnot, a to u tyraminu nad 20.'mg histaminu kolem

10 mg.I*. Bakterialni fivod &chto amiri se odraZi na mikrobiologické jakosti a na $pat-

nych hygienickych podminkéch fermeééo procesu [28].

2.2 Mikroorganizmy zptsobujici zvySeny obsah BA ve fermentova-
nych potravinach

Pavodci zvySeného obsahu BA mohou byt M@rqeere pritomnymi, zamrné pridava-
nymi nebo pochazejici z kontaminujici mikrofléryO[3 Mezi kontaminanty pét prede-
vSim zastupcteledi Enterobacteriaceaeody Citrobacter, Escherichia, Klebsiella, Pro-
teus, Salmonella, Shigella, 8, 12, 21, 31] &elediMicrococcaceadrody Micrococcusa
Kocuria) [32, 18]. Do skupiny kontaminanimiZzemertadit i nekteré dalSi rody napSta-

phylococcus, Bacillus, Pseudomonas, Photobacter@lostridium

Na produkci BA se mohou podilet také préspé, v potravindtvi hojré vyuzivané BMK
rodu Lactobacillus (dale jenL.), Enterococcugdale jenE.), Carnobacterium, Strepto-
coccus, Pediococcus, Lactococauseuconostogl8, 33, 34]. Do této skupiny ganejen
zastupci startovacich kultur pouzivanydhyyrobé fermentovanych potravin, ale i probio-
tické kultury [30, 35].

Objem produkce BA jednotlivymi druhy bakterii nelpgedpokladat. Dekarboxylazova
aktivita je spiSe kmenovou charakteristikotiitdmnost dekarboxylaz jeizna, fizna je
tedy i produkce BA u kmeénjednoho druhu. Koncentrace BA vyprodukované kmjedy
noho druhu se mohou liSit dokonce az 8y [12, 21]. Fklady dekarboxylaza pozitiv-
nich bakterii ve specifickych skupinach potravioujsivedeny v Tab. 2.

Vyskyt indikatorovych MO zeledi Enterobacteriacea@aznéuji Spatnou hygienu provo-

zu resp. nevhodnou sanitaci a nedodrZeni pracoyustuph [36].
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Tab. 2. Fiklady bakterii produkujicich BA v potravinao, 12].
Potraviny Bakterie Biogenni aminy
maso a masné| Pediococcus, Lactobacillapp, histamin, kadaverin,
vyrobky Pseudomonas, Streptococcus, Micrococcugspustrescin,  tyramin,
celed’ Enterobacteriaceae 2-fenyletylamin,
tryptamin
ryby Morganella morganii, Klebsiella pneumoniahistamin, kadaverin,
Hafnia alvei, Proteus mirabilis, Proteus vulpustrescin, tyramin,
garis, Clostridium perfringens, Enterobacteagmatin,spermidin,
aerogenes, Bacilluspp, Staphlyococcus spermin
syry L. buchneri, L. bulgaricus, histamin, kadaverin,
L. plantarum, L. casei, L. acidophilus, pustrescin, tyramin,
E. faecium, Streptococcus. mitis, 2-fenyletylamin,
Bacillusmacerans, Propionibacteriuspp. tryptamin
fermentovana | L. plantarum, Leuconostoc mesenteroides,| histamin, kadaverin,
zelenina Pediococcuspp. pustrescin, tyramin,
tryptamin
fermentované | Rhizopus oligosporus, Trichosporon beigllii, histamin, kadaverin,
produkty  ze| L. plantarum pustrescin, tyramin,
sOji tryptamin
2.2.1 Bakterie mlééného kvaSeni a starterové kultury

BMK jsou obec® povazovany za zdravi pragmé [18]. Podili se na vyrélifermentova-
nych ml&€nych a masnych vyrolik kde zastoupeni jejich mikrofléry hraje vyznammoli
v technologickém procesu fermentace [J&k jiz bylo zmigno vySe, i mezi BMK najdeme

zastupce dekarboxylaza pozitivni mikrofl¢iy3].

V syrech je tvorba BA zavisla na koncentraci amysaitin nebo peptid a gitomnosti
baktérii schopnych dekarboxylace. K tvoBA v syrech takeé ifispivaji startovaci kultury
ke zvySeni stupnproteolyzy [12]. V mlékarenském pnyslu jsoucasto aplikovany jako
startovaci kultury bakterieactococcus lactis L. helveticuskteré maji schopnost produ-
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kovat histamin. Dekarboxilazova aktivita byla pro&aa také UE. faecium Streptococcus
mitis, L. bulgaricus L. plantarum L. casei, L. acidophilua ¢eledi Propionibacteriaceae
[14].

V mase a masnych vyrobcich se vyuZivaji BMKorevis, L. buchneri, L. curvatus, L. car-
nis, L. divergens L. hilgardii, u kterych byla prokdzana dekarboxylazova aktidta vy-
sokou Urové BA je vSak spiSe zodpésna kontaminujici mikrofléra, nez samotné starto-
vaci kultury [14]. V suchych saldmech &asto pouZzivaji kombinace startovacich kultur
L. saké, Staphylococcus carnosieboStaphylococcus xylosugzhledem k nizké produk-
ci tyraminu, mohou byt pouZzity bez jakéhokoli rizipro lidské zdravi. Na druhé stége
treba ¥novat vice pozornostiékterym kmerim L. curvatusa L. plantarumz divodu pro-
dukce tyraminu, které jsou ro¥h pouzivany fi vyrob¢ fermentovanych masnych vyrob-
ka. Nap. L. curvatus a Staphylococcus carnospsuzivané jako startovaci kultury, jsou
prokazateld schopné produkovat tyramin, kadaverin, putresciangletylamin. Z tohoto
duvodu je teba pouZzivat kultury, které netv@®A [12].

Mnozstvi tyraminu ve zrajicim syrutide diky gitomnosti proteolytickych enzyina ty-
ramindekarboxylaza pozitivnich kmet. faecalisdosahnout hodnot az 500 mg’ki@8,
12].

Mezi MO, které naopak disponuji aminooxidazovouwatkiu, pati nag. Brevibacterium

linens Zmingn& bakterie ghem zrani sniZzuje mnozstvi tyraminu a histaminygrech [39].

Pti fermentaci zeli dochazi k ndéému kvaSeni pragtdnictvim aktivni mikroflory bakte-
rii Leuconostoc mesensteroigdéactobacillusspp. aPediococcuspp. Tyto bakterie jsou
schopné produkovat putrescin, tyramin a histamiuSak fizenou fermentaci kmenem
L. plantarum je mozZné potlit rast této mikroflory [Leuconostoc mesenteroides

Pediococcuspp.) [12].

Nekteré BMK produkuji bakteriociny augobi proti hnilobné kontaminujici mikrofié,
¢imz omezuji tvorbu BA [12, 40]. PouZitimekterych bakteriocifh pri vyrobé¢ syni Ize
zabranit vzniku BA. Kmeny citlivé na nizin byly t&k#livé na enterokokové bakteriociny.
Dva kmenyE. faecalisprodukujici enterocin EFS 2 a enterocin INIA 4®7}eden lakto-
kokovy kmen produkujici nizinL@ctococcus lactjsinhibovaly istL. buchneri a L.brevis

které produkuji BA v syrech [41].
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3 VLIV BIOGENNICHAMIN U NA ZDRAVOTNI STAV CLOV EKA

3.1 Klinické aspekty

BA jsou v Zivych organizmech zodp&iné za mnoho fyziologickych a farmakologickych
funkci [31, 42]. Birozere se zde vyskytuji v nizké koncentraci [1]. Jeji@dnék mizeme
rozclit na psychoaktivni - hrajitdezitou roli jako neurotransmitery v centralnim veer

vém systému a vazoaktivni agpbi na cévni systém [14].

Vysoké koncentrace BA mohou byt toxické pro lidskganizmus. VysSi hodnoty BA
ovliviuji neurotransmitery, Zygobuji znény vnimani, ovliviuji hladké svalové kontrakce
a zapicinuji bolest hlavy [1, 2, 31, 42].

U zdravych jeding je pirozerg se v organizmu vyskytujici detoxik@ systém schopen
degradovat i vySSi koncentrace BA [43]. Schopnesbxikaniho systému fize byt nega-
tivné ovlivnén fadou faktodi, jako jsou nap: vysoky gijem BA z potravin, ¥k jedince
(déti, senidi), zdravotni stav (alergické osoby, nemoci oslaljedinci) a uzivani lék
(zejména antidepresiv, které funguji jako inhibjtononoaminooxidaz) [6]. Nebezge
spaiiva také pi konzumaci alkoholu, kdy dochazi k interferendicdlolu s detoxikénim
systémem fislusnych aminooxidaz. Vidledku toho dochazi ke sniZerinnosti detoxi-

kacniho systému [30].

Prehled BA vyskytujicich se v potravinach, jejich Ibigicka aktivita a hlavni produkty
jejich transformace je uveden v (Tab. 3.) [10].
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Tab. 3. BA, produkty transformace a biologicky amfiL0].

BA

Dalsi produkty AMK a

transformace aminu

Biologicky vyznam

Histamin

lokalni tkhovy hormon, vliv na krevni
tlak a sekreci Zaludei ¥avy,
Gcast i anafylaktickych a alergickych

reakcich

Kadaverin

stabilizace makromolekul (nukleové ky
seliny), subcelularnich struktur (ribozo-
my), diferenciace buik, rostlinny hor-

mon

Putrescin

N — methylputrescin
spermidin

spermin

stabilizace makromolekul (nukleoveé ky+
seliny), subcelularnich struktur (ribozo-
my), diferenciace buik, rostlinny hor-

mon

Agmatin

putrescin
N — methylputrescin
spermidin

spermin

stabilizace makromolekul (nukleoveé ky+
seliny) a subcelularnich struktur (riboza
my), diferenciace buik, rostlinny hor-

mon

Fenyletylamin

tyramin, dopamin, adren

lin a noradrenalin

gprekurzor tyraminu

Tyramin dopamin, adrenalin, no- | prekurzor dopaminu, lokalni tkavy
radrenalin, hordenin a hormon, vliv na krevni tlak a kontrakce
synefrin hladkého svalstva

Dopamin adrenalin mediatory sympatickych neiv
noradrenalin

Tryptamin serotonin lokalni tk&iové a rostlinné hormony (ka:
melatonin techolaminy), vliv na krevni tlak, peri-

staltiku stev, psychickeé funkce
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3.2  Toxikologicky vyznam biogennich amini

K toxikologicky nejvyznam@Sim BA pati tyramin, histamin, kadaverin a putrescin. Nej-

vice prostudovany je tyramin a histamin [2, 31].

Pfiznaky otravy histaminem jsowtginou slabé. Jejich re&ki doba je kratka (asi 30 — 60
minut) [21]. Otrava histaminem (scombroid poisonisg vyskytuje po poZziti potravin s
vysSim obsahem BA, zejména histaminu. Projevujalse typ alergické reakce charakte-
rizované obtizemi ip dychani, se¥dénim, vyradzkou, zvracenim, ha@eu a hypertenzi
[44]. MiZe byt i gicinnou roz&ieni perifernich krevnich cév, coz vede ke snizemirkho
tlaku a bolestem hlavy [6, 11, 31]. Tytdigznaky se vyskytuji zvla8tu pacieni trpicich
intoleranci na histamin. Zminé onemocni je charakterizovano poruchou degradace
histaminu na zakladsnizeni aktivity monoaminooxidazy (konkuéaninhibice alkoholu a
mnoha |ék) nebo nedostatkem tohoto enzymu [11]. Negativiriek histaminu mze byt
podporovan i fitomnosti putrescinu a kadaverinu, které inhib@gtodifikacni enzymy

histaminu [2].

Ze skupiny vazoaktivnich amirevySujicich krevni tlak (hypertenzi) je n&jingjsi tyra-
min [21]. Vysoka koncentrace tyraminuige zmisobit otravu znadmou jako reakce na syr
(cheese reaction), kterd& ma podobiizmaky jako otrava histaminem [44]. Daleiie,
piedevsim fi podavani Iék inhibujicich monoaminooxidazy, vyvolavat hypertenni-

grény, miize byt gicinou krvaceni do mozku nebo selhani srdce [21].

DalSimi zastupci ze skupiny vazoaktivnich ainjeou tryptamin a fenyetylamin. Jejich
Ucinky jsou slabSi nez u tyraminu [12]. Sekundarnirgmagmatin, spermin, spermidin
mohou tvdit reakci s dusitany nitrosaminy karcinogenni &euny [2].
Potenciald karcinogenni jsou putrescin a kadaverin. Jejiditeaéem niize vzniknout z
putrescinu pyrolidin a z kadaverinu piperidin [2HalSim misobenim tepla vznikaji
N - nitrosopyrolidin a N - nitrosopiperidin [12]oB/aminy jsou dleZité pro fist, obnovu a
metabolizmus organv téle [12, 45]. Maji vliv nalist a mnozeni buk, coz se mze [iz-
nivé projevit @ hojeni ran. Zarove ale mohou byt zcela nezadouci, kdy se wpfatpri
onkologickych onemoemich, @i rustu nadoi [6]. Putrescin, kadaverin, spermidin mohou
zneSkodovat volné radikaly, navic jsou schopné inhibowdtaci polyenovych mastnych
kyselin [2, 12].
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3.2.1 Detoxikaéni systén

Ve stevnim traktu sawvc pusobi detoxikani systém, ktery metabolizuje | prijaté
Z potravin [2]. Enzymatick& degradace amiprobiha pomoci monoamincidaz (MAO),
diaminooxidaz (DAO) histidin-N-methyltransferaz (HNMT) [46].

Histamin je metabolizovan lidském organizmu dimi cestamia to oxidativni deaminaci
puasobenim DAO nebmetylaci pomoci HNM (Obr. 8) Katabolizmus tyraminu, fere-
tylaminu a tryptaminu je zprasidkovan pedevsim MAC Existuji dw formy MAO -
MAO-A a MAO-B sriznou lokalizaci a substratovou specifitou. M-A pievilada v za-
ludku, stevech a place#t Upfednotinovanymi substraty jsou polarni aromatické an
(noradrenalin a oktopamin). MA-B prevaZzuje v mozkuwa vzniké selektivni deaminaci
nepolarnich aromatickych aniin(fenyletylamin a dopamin). Tyramin je substratern
jakoukoliv formu MAC. MAO-A je zodpo¥dny za intestinalni metabzmus tyraminu, a
tim brani jeho systémové absorpci. Tyramin a fegidenin jsou také podrobeny metyl:
N-metyltransferdz, kdyytvéii noradrenali [46].
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Obr. 8. Metabolizmus histaminu v lidskéstef12].

Polyaminy putrescirkadaverin, spermidin, spermin jsou inhibittMAO a DAO. Fenyle-
tylamin je inhibitorDAO a HNMT. Tyramin inhibuje MAO. Typtamin inhibujeDAO |2,
14].
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3.3  Hygienické limity BA

Toxické davky BA a jejich limitni hodnoty v potranach je obtizné stanovit.tBodem je
znané kolisani mnozstvi BA v ramciditych skupin vyrobk. Navic, jak jiz bylorec¢eno,
detoxifikatni schopnost jednotlivcje zn&né individualni, coz je tivodem nelehkého sta-
noveni pijatelné koncentrace jednotlivych BA [31].

V souwasné dob nejsou stanoveny maximalni vySe BA v tmigch a masnych vyrobcich.
Silna intoxikace histaminem probih& podnotach nad 100 mg.Kgotraviny. U citlivych
jedinai je tato koncentrace mnohonassmizsi (5-10 mg.kg) [1, 12, 21].

Jako pijatelny obsah tyraminu se uvadi Siroké r&tzd00 - 800 mg.kg. V CR je povaZo-

vano za pipustné mnozstvi u s§r200 mg.kd', pro ervené vino 50 mg.k@ u ostatnich

potravin 100 mg.Kg [21]. F¥ijem vy3&i neZ 100 mg e vyvolat zdravotni komplikace
[12].

Navrhované tolerovatelné sumarni mnozstvi BA higtantyraminu, putrescinu a kadave-
rinu by nenglo piekrogit hodnotu 900 mg.K{ 22].

3.4  Legislativni limity

V sowasnosti jsou legislativni limity stanoveny pouze fpistamin u produktrybolovu a
vyrobki z ryb. Tuto problematikureSi Ndizeni komise Evropskych spoéénstvi ¢.
2073/2005 O mikrobiologickych kritériich pro potmy. Zminéné ndizeni udava limit pro
histamin ve vysi 100 mg.Kg U dvou z deviti vzork miZe byt gekroien limit na
200 mg.kg. Legislativa neuiuje vyrobd@m deklarovat obsah BA na obale [47].
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4 POTENCIALNI DEKARBOXYLAZOVA AKTIVITA
PROBIOTICKYCH MIKROORGANIZM U

4.1  Definice a vlastnosti probiotik

Organizace pro vyzivu a zexelstvi a Setova zdravotnicka organizace definuji probioti-
ka jako zivé MO, kteréippodavani v dostateém mnozstvi ovlikuji piiznivé zdravotni
stav konzumenta [48]. Substrét, ktery stimuluijst probiotik, zejména nestravitelné latky
sacharidové povahy (nagdruktooligosacharidy a dalSi typy vlakniny), sazgvaji prebio-
tika. Kombinace probiotika s prebiotikem se nazgymbiotikum. Dnes existuje také cela

fada pipravki s probiotiky nebo symbioticky s dieteticka:bdnymi &inky [49].

Probiotické bakterie jsou vybirany na zakiaady kritérii zardujici jejich bezpéné uzi-
vani a prokazatelné probiotickéiriky v potravinach. Z tohototvodu je dopor&en na-

sledujici postup vydru:

» Identifikace a charakteristika fenotypovymi a malgkre genetickymi meto-
dami na arove rodu druhu a kmene. Kmen je naslédmozen v mezinarodni
shirce MO.

* Funkeni charakteristikaiff vitro testy nebo testy na Zaiech), testace rezisten-
ce na kyseliny a Ztij adherence naistvni buiky, produkce specifickych meta-
bolita.

* Bezpe&nost kultury vylodenim patogenity a torpdevsim vznikem enterotoxi-
na a enteroinvazivita.

» Technologickd charakteristika vhodnost pro dancthrielogii, stabilita
skladovani [50, 51].

Jak vyplyva z vySe uvedenych pozadavinusi probiotické MO j@zit pachod travicim
traktem a zarovemit schopnost osidlitig#va a mnozit se zde [48]. Vhodna koncentrace
Zivych burgk je ve fermentovanych migych probiotickych vyrobcichdinna od koncent-
race 10 Zivotaschopnych bwk v 1g¢i 1 ml [50, 52].

Dulezitou vlastnosti probiotik je produkce antimikr@lnich latek, jejich adheze kereni
mukoze a antagonistickéigobeni proti patogennim MO. Exogennimi nebo enduigein
faktory mize byt stevni mikrofléra u zdravych jedificnarusena, avSak po konzumaci

probiotik (nap. v podolg kysanych mlénych vyrobki), je obnovena fyziologicka rovno-
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vaha. Probiotika jsou schopna ziivat obtiZze spojené se &nou stevni mikroflory zpii-
sobené naplétbou antibiotiky, infekcich gastrointestinalnihokiaatd. [52].

» Fyziologické a terapeutické vlastnosti probiotky:

» kompetice s patogennimi mikroby v adhezi rfa\sii epitelie a zesileni imunit-
nich odpo¥di na patogeny,

» tvorba peptid s bakteriostatickymi a baktericidnimiinky (mikrociny, kolici-
ny),

» regulace funkci gevni bariéry a mikrobialni translokace,

* modulace funkci gevnich epitelii a vyzravani slizmiho imunitniho systému,

* inhibice pgenistani patogen

» stimulace eliminace toxin

» tvorba steroid z cholesterolu,

» ovlivnéni stevnich funkci (vgebavani, motility, splanchnické cirkulace, tvorby

a sekrece hlenu) [53].

Zaroveir vSak i zastupci probiotickych kultur disponuji detoxylazovou aktivitou a mo-
hou patit mezi potencionalni producenty BA. Z tohotivddu je teba pro¥fit schopnosti
jejich tvorby [31].

4.2  Probiotické bakterialni kultury

Mezi rody, nejastji vyuzivané jako probiotika si&adi gredevSimLactobacillusa Bifido-
bacterium[48, 50, 52, 54]. Produkufadu bakteriocith nag. laktociny, helveticiny, lakta-
ciny, nizin¢i bifidociny [55]. L. acidophillusa bifidobakterie také podporuji tvorbu makro-
fagh a jinych nespecifickych bétnych faktofi. Stimuluji imunitu zvySenim protilatek
[52]. Jako sotést probiotik ukenych protlovéka a zviata jsoutasto vyuzivany enteroko-
ky, predevsim jako prevence riagtevnich onemoami pri dlouhodobém uzivani antibio-
tik. Dale se vyuzZivaji grampozitivni koKyactococcus, Pediococcus, Streptococfass

54, 56],Leuconosto@ Oenococcu§s4].
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421 Rod Lactobacillus

Tato skupina bakterii patdo ¢elediLactobacillaceaea zaujima vice nez 100 drutakto-
bacili. Jako probiotika jsou vyuZzivany druhy acidophilus, L.casei, L. crispatus, L. del-
brueckii, L. johnsonii, L. paracasei, L. plantarum,reuteri, L. rhamnosua L. salivarius
[56, 57].

Laktobacily jsou grampozitivni, mikroaerofilni, rapyblivé, nesporujici tynky nebo
kokotycinky, které jsou kataldza i oxidaza negativni [58]. Vyskytujici se v respitaim
systému, gastrointestinalnim traktu, rostlinnémamalu i odpadnich vodach. Jsou rézn

sourasti fermentovanych migych a masnych vyrolik zeleniny, ovoce a n4pof56].

VétSina drulii zkvaSuje laktozu a podle prodiktatabolického metabolizmu roddjeme

rod Lactobacillis na:

» homofermentativni, které produkuji prakticky vyhmadkyselinu miénou;
» heterofermentativni, které produkuji krdrkyseliny mi€né zn&né mnoZzstvi
etanolu a CQ[59].

Produkce kyseliny mtié zastavuje rozmnozovani hnilobnych bakterii gylsteoki. Tato

vlastnost mlénych bakterii se vyuziva ke konzervaci zeleningkterych krmiv [59].

Pri vyrobé sym se pouzivaji homofermentativni laktobacily hdp casei, L. delbrueckii
ssp.lactisalL. helveticug59]. Fi vyrob¢ podmasli, jogurtovych nappp ml&nych napaj
se pouzivaji probiotické bakterie acidophilus L. casei(Obr. 9.) L. rhamnosus,L. john-
sonii, L. reuteria L. plantarum[57]. L. plantarumse uplatuje @i konzervaci zeli a spo-
le¢né s heterofermentativnimi druhly. brevisa L. fermentumse vyskytuje v pekakém
kvasku. Ve vingstvi nebo pivovarnictvi mohou bytkteré heterofermentativni laktobacily

kontaminujici mikroflorou [59].

Laktobacily, obec# pouzivané $ vyrob¢ funkenich potravin, maji v lidském organizmu
fadu prospsnych funkci. Osidluji mikrofloru zazivaciho traktimz potl&uji rist pato-
gennich bakterii. Pomahaji také&i ghronickych péjmech. Svou uUlohu plni i ip

alergiich a dermatitidackimz potl&uji tyto zdravotni obtize [53].
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Obr. 9. Lactobacillus cas¢60].

4.2.2 Rod Bifidobacterium

Rod Bifidobacterium(dale jenB., Obr. 10.) pafi do ¢eledi Actinomycetaceaez nichz se
jako probiotika vyuZivaji fedevsim rodyB. bifidum, B. longum, B. breve, B. infantis, B.
animalis ssplactis, B.adolescentis, B. animalssp. animalis [61]. Bifidobakterie jsou
grampozitivni, striktd anaerobni, nesporujici, nepohyblivé&ky. Buiky bifidobakterii
jsou velmi pleomorfni, takze se nemusi jednat widypické pravidelné tiinky. Muzeme
se setkat s kokovitymi tvaryes kyjovité az k dlouhymévenym tyinkam [59]. Produkty
jejich fermentace jsou kyselina mifé a kyselina octova v panu 2:3 [62].

Vyskytuji se v travicim traktu kojef¢c dosglych lidi i zvifat, v dutirg Ustni, v odpadnich
vodach [59]. Jsouijyozenou vaginalni mikroflérou [62]. Siroké uplaii bifidobakterie

zaujimaji @i vyrobe¢ funkénich potravin [59].
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Obr. 10. Bifidobacteriunsp.[60].

423 Rod Enterococcus

Enterokoky nélezi d@eledi Enterococcaceaelsou to grampozitivni, kataldza negativni
koky, které jsou uspadané wetizcich.Enterococcuge fazen mezi homofermentativni
BMK a tudiz téndt jako jediny produkt metabolizmu cukitvori kyselinu ml€nou [59].
Enterokoky se pouZzivaji jako indikatory bezpesti potravin a mohou bytagodci ali-

mentarniho onemoéni [62, 63].

Bakterie roduEnterococcugObr. 11.) jsowiasto izolovany z fermentovanych potraviti, a
uz jsou to masné nebo mie vyrobky. V syrech se mohou vyskytovatihako girozere
se vyskytujici non-staréryi@devSim u kozich a éich syifi), nebo jako startovaci kultura,
kterd hraje dlezitou roli @i zrani syfi. Maji vliv predevsim na kori@é senzorické vlast-
nosti [11].

Ackoli jsou enterokoky Siroce vyuzivanyiwyrob¢ fermentovanych potravin, jejich role
je velmi sporna. fedevsim dkteré vlastnosti jako je n&pschopnost produkovat virulentni
faktory, odolnost ¢i mnoha antibiotikm a také produkce BA jsourgdnttem dohad

v ramci ugeni jejich bezpénosti aplikace p vyrobé potravin [11].
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Obr. 11. Enterococcus faeciyen].

4.3  Dekarboxyldzova aktivita probiotickych mikroorganizm a

4.3.1 Dekarboxylazova aktivita bakterii rodu Lactobacillus

Potravinyfermentované laktobacily jsou ob&cpovazovany za netoxicka nepatogenni.
N¢které druhy laktobadil vS8ak mohou produkovat BA. Z tohotévodu dekarboxylazova
aktivita laktobacil izolovanych z fermentovanych saléroyla Siroce studovéa. DruhyL.
buchneri, L. alimentarius, L. plantarum, L. curvatl. farciminis, L.sakei, L. homohio-
chii a L. reuteribyly pozitivni na produkci B.. FricemZ nejhojiji produkovany B/ byl
tyramin [18, 64, 65, g6

Mnozi autdi nepozorovalicinnost histidindekarbcylazy v laktobacilech izolovanyc
z uzenin [2, 18, 65 Naopak pitomnost tohoto enzymu byla potvrzena u uzenLacto-

bacillusspp. [67].

Priyadarshani a RaksH{2011) testovali 15 probiotickych kmieh. acidophilus, L. case
L. lactis ssp.lactis, L.delbrueckiisspbulgaricusalL. plantarum.V kultivaénim prostedi
vykazovalvysokou produkci histaminu (1820,9 %) i tyraminu 648699mg.I*) kmenL.
caseia piitomnost histidindekarboxylazy byla prokazéu kmeneL. delbrueckiissp.bul-
garicus TISTR 895s prodikci 459,1 mg:t histaminu [35]. Takduiikova et a (2009)
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detekovala produkci BA u kmé&rBMK ziskanych z kultur Sbirky mé@aych MO. V rdmci
11 testovanych kmenL. delbrueckiisspbulgaricus, L. helveticus, L. rhamnosas. aci-
dophilus byla produkce tyraminu zj&a pouze u jednoho kmenle. delbrueckii

sspbulgaricus[68].

Nékolik autori uvadi, Ze tyrozindekarboxylazovou aktivitu majildy L. plantaruma pro-

to jsou producenty tyraminu [33, 40, 69]. Bover-@itHolzapfel (1999) zaznamenaliu 1 z
16 testovanych. plantarumprodukci tyraminu. Zarovepoukazuji na potencialni produk-
ci tyraminu uL. casei[33]. Naproti tomu Landete et al. (2005)iedh zkouSenych kmén
L. caseiprodukci tyraminu nepotvrdil [70L. caseitotiZz nepati k béZnym produceriim
BA [71]. Pircher et al. (2007) uvadi, laktobacilgkp malé producenty kadaverinu

v mnoZstvi niz&im neZ 100 mgJ72].

Lorencova et al. (2012) zjistila, Ze mnohé kultBiMK ziskané zCeské sbirky mlékaren-
skych mikroorganizrin Laktoflora byly producenty BA. Z 36 testovanych dma laktoba-
cila bylo deset zdrojem tyraminu. VysSi produkce tyrambyla zjiS€na uL. curvatusal.
casei / paracasei desitkach az stovkach mg.IU ostatnich kmehL. acidophilus L. ani-
malis, L. plantaruma L. rhamnosusyla produkce niz&i nez 10 migfyraminu. RovisZ

byly zjistny nizsi koncentrace kadaverinu pod 10 thg.L7 kme laktobacit [30].

4.3.2 Dekarboxylazové aktivita bakterii rodu Enterococcus

Pokud jde o enterokoky, mnoho kniehylo schopno produkovat tyramin [73]. Bover-
Cidet al. (2001) prokazali u vSech 25 testovanycilet E. faecalisi E. faeciumprodukci
tyraminu [64].

Také studie Plevy et al. (2012) poukazuje na prod@A u enterokol izolovanych
z kraliciho masa. Z 33 izolatEnterococusspp. aEnterococcus faecium 31 byla proka-
zana dekarboxylazova aktivita. U 12 izdla@nterokoki byl detekovan kadaverin a tyra-
min, dewt kmeni produkovalo fenyletylamin spolu s kadaverinem enynem a dva
kmeny putrescin v kombinaci s kadaverinem a tyraminU jednoho izolatu byla zazna-
menana rov¥ produkce kadaverinu a fenyletylaminu.ctyi kmeni byl detekovan tyra-
min a u zbyvajicichiech kmei kadaverin [74]. Vyznamnou tvorbu BA uvadi i Halatz

al. (1994) ze strany enterokiok13]. Pircher et al. (2007) poukazuje na nizkoadpikci
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histaminu a putrescinu . faeciumnaproti tomu u kmenEnterococcusp. hlasi vysokou

produkci tyraminu [72].

Vzhledem k moznému ohrozeni zdravotniho stavurepibeh je treba dekarboxylazovou

aktivitu enterokok dale studovat [74].

4.3.3 Dekarboxylazové aktivita bakterii rodu Bifidobacterium

Sladkova et al. (2007) uvadi, Ze specifické DNAvegice pro enzym tyrosindekarboxyla-
zu byly detekovany u dvou testovanych krineadu Bifidobacteriuma tyto bakterie byly
ozna&eny za potencialnitwodce tvorby BA [31]. Schopnost tkibhistamin nebyla zjigt
na u zadné z préwvanych kultur. V rdmci studie Lorencové et al. 20dyla zjiStna

v kultivacnim prostedi (dekarboxyléeni médium MRS) bifidobakteriifftomnost BA Vy-
znammjSi mnozstvi tyraminu bylo zji&ho u dvou zétyt testovanych kmenB. animalis
ssp. lactis (nad 10 mg:f). zarover byl u vSech probiotickych bakter. animalisssp.
lactis detekovan kadaverin vrozmezi 5 aZ 14 thgKadaverin rovi¥? produkovaly
B. adolescentisB. bifidumaB. longum(<2 mg.I"). Produkce ostatnich BA u testovanych
probitickych bakteriBifidobacteriumsp.,B. adolescentis, B. bifidumaB. longumnebyla
monitorovana. Probiotické kultury maji potenciahahou tedy tviit detekovatelnd mnoz-
stvi BA. Ta sice nedokéazZou igobit intoxikaci, ale mohouigpst k celkovému mnoZstvi
BA v mlé&nych vyrobcich, kde se tyto kultury pouzivaji [30].
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1. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem této diplomové prace bylo sledovat dekarb@xgVou aktivitu u vybranych probio-
tickych bakterii roduBifidobacterium Lactobacillusa VagococcusKonkrétni testované
kmeny byly z&stupcBifidobacterium sp., B. longum, B. pseudolongumpiBdum, B.
animalisssp.lactis, B. breve, B animalissp.animalis, B. choerinum, B. thermophilum, B.

ruminantium, L. reuteri, L. bomlaiVagococcus entomophilum.

Teoreticka&iast této diplomové praceda za cil charakterizovat skupinu BA, popsat fakto-
ry ovliviujici dekarboxyldzovou aktivitu bakterii a naslede zanit na vyskyt a mikro-
bialni pivodce zvySeného obsahu BA ve fermentovanych poiaahi. Gilezité bylo po-
psat pozitivnimi Ginky na zdravotni staslovéka, ale zarove vyswitlit jejich toxikologic-

ky vyznam. So&asti teoretick&asti byla rovez blizSi charakterizace skupiny probiotic-
kych bakterii hoja vyuZivanych v potraviri&tvi a monitoring jejich potencialni dekarbo-
xylazové aktivity.

Praktickacast této diplomové prace byla z&®ena na sledovani tvorby BA u probiotic-
kych bakterii v dekarboxytmim médiu MRS a Wilkins-Chalgren. Pro stanovenidem-
race BA bylo vyuzito kapalinové chromatografie UN®xi vinové délce X=254 nm) po
piedkolonové derivatizaci dansylchloridem. Na zaklpdvotniho skriningu produkce BA
humannimi izolaty byl zaloZzen pokus sledujici kiketprodukce u jednoho kmerafido-
bacterium animalisssp.lactis DSM 10140 SZU-B 25. V této souvislosti byly studay
podminky kultivace. Paraledrs produkci BA bylo sledovand@stové chovani bakterii &n
fenim optické denzity bakterialni suspenze. Vysletdty diplomové prace mohodufigpet

k objasrni malo prozkouman&sti metabolizmu bakterii rodéifidobacterium

Na zaklad vysledki ziskanych z jednotlivych &eni byly formulovany zairy.
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6 METODIKAA MATERIAL

6.1  Pouzité kultury bakterii

V experimentalntasti této prace byla sledovana produkceiBAitro u humanich izolat
strevni mikrofléry kmeneBifidobaceriuma Lactobacillus ziskanych ze sbirky mikroorga-
nizmi Ceské zersdélské univerzity v Praze (SZU). Konkrétse jedna probiotické kme-
ny: B. longumssp.longumDSM 20097 (SZU- B1, SZU- B18 a SZU- B2@, longum
BIFIDO IBS (SZU- B2, SZU- B10 a SZU- B153, longum(SZU- B 34 a SZU — B51B.
longumssp.longum(SZU - B40 a DSM 202188B. longumssp suis(SZU- B57 a SZU-
B61), B. bifidum(DSM 20239, 48 PIM, DSM 20082, SZU - B32, SZU - B$ZU - B36 a
SZU - B37),B. animalisssp.lactis (SZU-B13, SZU-B28 a SZU-B29B. animalisssp.
lactis DSM 10140 (SZU-B17, SZU-B20, SZU-B21, SZU-B22, SBQ3, SZU-B25 a
SZU-B27),B. animalissspanimalis (SZU — B38, SZU — B41, SZU — B42, SZU — B44,
SZU — B45, SZU - B46, SZU — B54, SZU — B54, SZU59BSZU — B63 a SZU — B64),
B. breve(DSM 20213T a SZU — B24B. choerinun5ZU — B43,B. thermophilun{SZU —
B56 a SZU — B60)B. ruminantiumSZU — B48,Bifidobacteriumsp. SZU — B24B. pseu-
dolongumSZU — B47,B. pseudolongumssp.globosum(SZU — B49 a SZU — B50).,.
bombisp. nov. (SZU — B52 a SZU — B53), reuteriSZU — L1 aVagococcus entomophi-
lumsp. nov. SZU — B31.

6.1.1 Piiprava kultiva énich médii

Tekuté médium Lactobacillus MRS Broth

Slozeni:

Proteozovy pepton 10,0074.1
Hovézi extrakt 10,00 g1
Kvasnisni extrakt 5,00 g
Dextr6za 20,00 g
Polysorbat 80 1,00 g.l

Citran amonny 2,00 ¢l
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Octan sodny 5,00 g.|
Siran hdetnaty 0,10 g}
Siran manganaty 0,057l

Kone:né pH (g 25 °C) 6,5+0,2

Priprava média: Proifpravu pidy bylo navazeno 55,15 g médiactobacillusMRS Broth
obohaceného o AMK lyzin, tyrozin, ornitin a arginfBigma-Aldrich, St. Louis, USA) v
koncentraci 0,3 % (w/v). Ve bylo rozp&sb v 1000 ml destilované vody a byla upravena
hodnota pH. Taktoffpravena fida byla rozpltna po 7 ml do jednotlivych zkumavek a
zavickovana. Sterilace préhla v autoklavu p 121°C po dobu 15 minut.

Tekuté médium WCH (Wilkins-Chalgren Anaerobic Broth Base)
Slozeni:

enzymaticky hydrolyzat kaseinu 10,007.1

masovy pepton 10,00 .|
kvasniny extrakt 5,00 g
dextrosa 1,00 ¢'
chlorid sodny 5,00 gl
L-arginin 1,00 g1
pyrohroznan sodny 1,004l
hemin 0,005 g
menadion 0,0005 ¢l

Koneiné pH (i 25 °C) 7,1+0,2

Priprava média: Proffpravu midy bylo navazeno 33,01 g média Wilkins Chalgren éna
robic Broth Baseobohaceného o AMK lyzin, tyrozimitin a arginin (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) v koncentraci 0,3 % (w/v), 1 ml Tweed & 10 g sojového peptonu. VSe bylo
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rozpuséno v 1000 ml destilované vody a upravena hodnota Takto gripravena fida
byla rozplréna po 7 ml do jednotlivych zkumavek a zZ&wivana. Sterilace préhla v au-
toklavu @i 121°C po dobu 15 minut.

Pevn4 pida WCH (Wilkins-Chalgren Anaerobic Agar)

Wilkins Chalgren Anaerobic Broth Base (HiMedia) 33,01¢

Sojovy pepton 10,00 g
Agar 10,00 g

Twen 80 1,00 ml
Voda 1000,00 ml

Pevna pida Lactobacillus MRS

Lactobacillus MRS Broth (HiMedia) 55,15¢
Agar 10,00 g
Voda 1000,00 ml

Ptiprava pevnych jm: Pro rozizolovani jednotlivych kmérbyl pouzit WCH agar a MRS
agar. Pro jednotlivétuly bylo navazeno uvedené mnozstvi jednotlivytisan a vSe bylo
rozpuséno v 1000 ml destilované vody. Taktéigravena jida byla sterilovana v autokla-
vu pii 121°C po dobu 15 minut. Po sterilaci p¢blo rozliti do gipravenych Petriho misek

o praméru 60 mm v mnozstvi 10 ml.

6.1.2 Piiprava suspenze bakterii

Kmeny byly dodany v kkkém agaru v lekovkach o objemu 20 ml, odkud byspenze
bakterii steril@ odebrana a rozizolovanaéikovym rozérem na pevnouimu MRS i WCH.
Nasledovala kultivace za anaerobnich podmin@k3p°C po dobu 24 hodin. Z Petriho
misky byla pak odebrana typicka kolonie, ktera bgtakulovana do jednotlivych kultiva
nich médii MRS aWCH s aminokyselinami. Ze suspet®dodinové kultury bylo ode-
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brano a zagkovano 150ul suspenze do zkumavek s médii v trojim opakovéakto fi-
pravené vzorky byly kultivovany za anaerobnich podrk i teplo 37°C 48 hodin.
Anaerobni podminkyip kultivaci byly zajisS€ny prevrstvenim suspenze bakterii sterilnim
parafinem o objemu 750 pl. Po kultivaci bakteriiyldyakterialni suspenze pouzity po od-

stredéni k monitoringu obsahu BA.

6.2  Sledovani kinetiky ristu u kmeneBifidobacterium

U vybraného kmengifidobacterium animalissp.lactis DSM 10140 SZU-B 25, byl rov-

néZz sledovan ndist bakterii v jednotlivyclgasovych intervalech u tekutého média MRS i
WCH. Intervaly pro odéry byly stanoveny poi¢ch, Sesti, deviti, dvanacti, dvaceti
¢tyfech, dvaceti sedmiiiteti, ticeti étyrech,ctyficeti osmi a sedmdesati dvou hodinach od

zatatku kultivace (od zadkovani=as 0).

6.2.1 Stanoveni optické hustoty bugk

Narist kolonii kmeneBifidobacterium animalissp.lactis DSM 10140 SZU-B 25 byl sle-
dovan ngienim optické denzity kultivaiho média v danych odiovych ¢asech. Pro kaz-
dy ¢asovy interval a kazdouwdu byly vzorky suspenzeipraveny duplicité. Jako nega-
tivni kontrola slouzilo nezakované testované meédium, kultivované za stejnyaimpe
nek. Vcase odbru byla kazda zkumavka se suspenzi promichana nexuoa v mnozstvi
200 pl odpipetovana do mikrotitiai destéky typu P v tripletu. Bakterialni nést, resp.
zmena optické denzity, byla &ena na fistroji Benchmark Microplate Reader, (BIO-
RAD, Japonsko) ip vinové délce 655 nm. Vzorky bylyi@d nefenim protepany po dobu
10 sekund. Pro sestrojerivek byly vypaitany paiméry hodnot optické denzity v jednot-
livych jamkéach. Oddchto hodnot byly od#geny paimérné hodnoty nagiené u kontrol
(nezagkované médium). &stoveé Kivky byly v grafu znazorény jako zavislost firoze-

ného logaritmu naase kultivace.
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6.2.2 Stanoveni pH kultivaéniho média

V jednotlivych ¢asovych intervalech byly sledovany &my pH kultivainiho média. Mre-
ni bylo provadno @i laboratorni teplapomoci vpichového pH-metru (EUTECH, Instru-
ments Junction), ktery byled nmétenimiadrénakalibrovan. VSechny vzorky bylydifeny

ve trech opakovanich.

6.3  Stanoveni biogennich amiifi

6.3.1 Piiprava chemikalii
Uhli¢itanovy pufr

KoCOs 333,00 g
Pufr AB 1000,00 ml

Ptiprava pufru AB: 250 ml pufru A (Tab. 4.) bylo ugemo pufrem B na pH=9,2fiprava
jednotlivych pufii je uvedena v Tab. 5. Pufr AB byttipraven €sre pied pouzitim.

Nasled’ byla navazka 83,25gJK0O; doplréna do 250 ml pufrem AB.

Tab. 4. Fiprava jednotlivych puff pouzitych pi derivatizaci.

Navazka naidpravu 1000,00 ml jednotlivych puifr
Pufr Navazka
A 52,40 g NaCOs
B 42,00 g NaHC®
Dansylchlorid
Dansylchlorid 5009
Aceton 1000,00 ml

Pro derivatizaci byl pouZit dansylchlorid o konaawt 5g.I".
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6.3.2 Priprava vzorki k derivatizaci

Po kultivaci testovanych bakterii byl odstéanparafin a suspenze byla centrifugovana
(4000 oté&ek za minutu, 22 £ 1 ° C, 15 minut). Ziskany sup&nt byl néedn v pongru
1:1 (v/v) kyselinou chloristou (c = 1,2 mal)l Takto gipraveny vzorek byl podroben de-

rivatizaci.

6.3.3 Postup derivatizace

Produkce BA (tyraminu, fenyletylaminu, putrescinkaaaverinu) byla stanovovana s po-
moci kapalinové chromatografie na reverznich fagRR-HPLC). Ke vzorku bylo fida-
nol00 pl interniho standardu 1,7-heptandiaminurcé&ntraci 500 mg (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA), poté 1 ml kyselého hydrolyzatu esuyatantu, 1,5 ml ukditanoveho pufru

a 2 ml dansylchloridu o koncentraci 54.Takto ffipravena sriss byla v temnuiepana 20
hodin. Nasled& byl pridan roztok prolinu 200 pl (Sigma-Aldrich, St. LeuiUSA)

v koncentraci (100 g¥), ¢&imZ byla zastavena derivatizd reakce. Dansylderivaty byly
extrahovany vyepanim do 3 ml heptanu (Sigma-Aldrich, St. LouiSA). Jeden mililitr
heptanové vrstvy byl odebran a othrapod dusikemip60 +2°C. Odparek byl nasledn
rozpusén v 1,5 ml acetonitrilu (Sigma-Aldrich, St. LouldSA).

6.3.4 Chromatomatografické stanoveni

Derivatizované vzorky byly zfiltrovany (porozita 22, um) a aplikovany na kolonu
(ECLIPSE Plus C18 RRHD s rozny 3,0 x 50 mm)s chromatografickym systémem (bi-
narni pumpa a autosampler Agilet Technologies 1860ity, USA), odplynov&em, UV /
VIS-DAD detektorem X = 254 nm) a kolonovym termostatatem (Agilent Texbgies,
USA). Vysledky byly vyhodnoceny pomoci softwaru @ha Clarity je (€inny program,

ktery slouZi k ziskavani, zpracovavani a vyhodnaoodehromatografickych dat.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

Pomoci metody vysok@inné kapalinové chromatografie segkolonovou derivatizaci
dansylchloridem a UV detekci byla sledovana dekaftdaova aktivita u vybranych pro-
biotickych bakterii v dekarboxytaim médiu MRS a Wilkins-Chalgren. Byla sledovana
produkce 8 biogennich andin(tyraminu, putrescinu, kadaverinu, spermidinu, speu,

fenyletylaminu, agmatinu a histaminu).

7.1 Skrining dekarboxylazové aktivity u vybranych probiotickych bak-

terii

Z danych vysledk je patrné (filoha 1), Ze pro produkci sperminu bylo vyhégi dekar-
boxylatni médium MRS, kde byly zji&y jeho vySSi hodnoty. Naopakilpododrjsi pro
produkci tyraminu bylo médium WCH. V obou médiicylybdetekovany pouze BA sper-
min a tyramin. Vzhledem kiffomnosti sperminu lze¢ekévat, Ze dané kmeny jsou schop-
né produkovat i putrescin. Tento vSak vzhledem det&minaci mobilni faze acetonitrilu,

nebylo mozné stanovit.

Jak vypyva z Obr. 12. kmeB. longumbyl schopny za danych podminek produkovat BA.
VyznamrejSi produkce sperminu byla prokazana v dekarb@awya médium MRS. Z
dvanacti testovanych kmérB. longumprodukovalo spermin osm izolat/ koncentraci
vy3si neZ 10 mgl a dva kmeny vykazovaly produkci 2-10 nig.Dproti tomu produkce
tyraminu ve stejném médiu byla zanedbatelna. U AdYki supernatarit B. longumpo
kulitvaci byla prokazana produkce tyraminu, ale 7@u jednoho kmene bylo toto mnoz-
stvi vyznamej$i (2-10 mg1). Naopak v dekarboxytaim médiu WCH byl u vSech dva-
nacti testovanych probiotik detekovan tyramin. VgamejSi mnozstvi tyraminu bylo zjis-
t&no u 10 kmet B. longum(nad 10 mg:f) a jeden kmen produkoval 2-10 my.Bpermin
byl v WCH médiu detekovan uépp kmeni, z nichZz fi kmeny produkovaly mnoZstvi

2-10 mg.I* a pouze jeden kmen produkoval 18,61+0,1 thgderminu.
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Obr. 12. Produkce biogennich aniin probiotickych kmehB. longum.
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Obr. 13. Produkce biogennich aniin probiotickych kmehB. bifidum.
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KmenB. bifidum(Obr. 13.) vykazoval aft vy$Si koncentrace tyraminu v dekarboxyln
médiu WCH, a to u v8ech sedmi knienkoncentraci nad 10 mg.| Produkce sperminu
zde nebyla prokazana. Naopak v médiu MRS produlgovaéchny kmenyB. bifidum

spermin, z tohort kmeny vy$$i koncentrace (> 10 mi,lostatni 2-10 mgi

Jak je patrné z Obr. 14. v médiu WCH byla u prabikg@ho kmeneB. animalisssp.lactis
prokazanainnost pouze tyrozindekarboxylazy. Osm kringnl0 testovanych produkovalo
tyramin, z toho # s produkci nad 10 mg.l Naproti tomu v médiu MRS byla produkce
tyraminu zanedbatelna. Sedm kraerykazovalo produkci < 2 mg'l Spermin byl uB.
animalis ssp.lactis detekovan u sedmi izot4tz toho produkce nad 10 migbyla proka-

zana Wwtyi kmen.

Také kmerB. animalisssp.animalisbyl schopny produkovat BA (Obr. 15.). Z 10 testova-
nych kmeri bylo v WCH médiu detekovano mnoZstvi tyraminu >m@.I* u psti izolats.
Jeden kmeB. animalisssp.animalisprodukoval 2-10 mg} a dva kmeny < 2 mg'l Na-
opak spermin v médiu MRS produkovaly kmeny s koncentraci > 10 mg.h u tech
izolath byla detekovana hodnota 2-10 rifg.Produkce tyraminu byla zaznamenantyi
kmeni, ale pouze u jednoho kmene byla zaznamenana py8dukce v rozmezi 2-10

mg.I™.

Jak vyplyva z Obr. 16., také u ostatnich kinbeifidobakterii byla prokdzana dekarboxyla-
zova aktivita. Vy3si koncentrace (> 10 rifydyraminu byly stanoveny v médiu MRS, a to
u kmeneB. breveDSM 20213T a SZU - B24. thermophilun5ZU - B56 a SZU - B60
Bifidobacteriumsp. SZU - B39B. pseudolongurssp.globosumSZU - B49. Zanedbatelna
produkce tyraminu v MRS byla detekovan®.uruminantiumSZU - B48 (< 2mgl) aB.
pseudolongunB8ZU - B47 (2-10 mgl). U testovanych kmenB. thermophilumSZU -
B60, B. ruminantiumSZU - B48 aB. pseudolongun®ZU - B47 bylo mnozstvi sperminu
v médiu WCH > 10 mgl. Oproti tomu niz$i produkce tyraminu (2-10 rify.l médiu
WCH byla detekovana pouzeBi pseudolongur$ZU - B47 aB. pseudolongum ssp. glo-
bosumSZU — B49 a u dvou kmérB. breveDSM 20213T &B. pseudolongurasp.globo-
sumSZU — B50 byla produkce tyraminu zanedbatelna (<g.2th V dekarboxylanim
médiu WCH dosahly vyssich koncentraci sperminuQ:mb.I*) B. breveDSM 20213T a
SZU - B24,B. thermophilunSZU - B56,Bifidobacterium spSZU - B39,B. pseudolon-
gumSZU - B47 aB. pseudolongum ssp. globos&xU — B49.
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Obr. 14. Produkce biogennich aniin probiotickych kmeiB. animalisssp.lactis.
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Obr. 15. Produkce biogennich aniin probiotickych kmeiB. animalisssp.animalis.
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Obr. 17. Produkce biogennich aniin ostatnich probiotickych km#n
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U ostatnich probiotickych izolat(Obr. 17.) byla rové¢ prokazana dekarboxylazova akti-
vita. Vy38i koncentrace (> 10 migltyraminu byly detekovany v médiu WCHLu bombi
sp. nov. (SZU — B52 a SZU — B53). Ve stejném kattnim médiu spermin produkovaly
v niz&i koncentraci (2-10 mg) L. bombisp. nov. SZU — B52, ¥agococcus entomophi-
lum sp. nov.(SZU — B31). V médiu MRS byla zaznamen@&ymnamjSi koncentrace
sperminu 17,04+0,2 m@-lpouze u_. bombisp. nov. SZU — B52. U ostatnich izdlatyla
produkce sperminu v tomto médiu zanedbatelna. \WWaS&arboxylazova aktivita tyraminu

(2 - 10 mg.1) v médiu MRS byla prokazana pouzé.tbombisp. nov. (SZU — B52).

7.2 Kinetika produkce kmene Bifidobacterium

Na zaklad prvotniho skriningu produkce BA u humannich izolayl zalozen pokus sle-
dujici kinetiku produkce BA. Vzhledem dasové narénosti, kdy bylo nutné &sSinu sle-
dovanych probiotickych kménrozizolovat, byl k tomuto delu vybran kmerB. animalis
ssp.lactis DSM 10140 SZU-B 25, uaghoz byla prokazanéstota kmene. V této souvislos-
ti byly studovany podminky kultivace. Parake produkci BA byla rena i opticka den-
zita bakterialni suspenze, pomoci niz byl sledovudhbakterii.

7.2.1 Stanoveni pH dekarboxyl@&nich medii

Sledovanym znakem bylo pH kulté@ich médii MRS i WCH (Obr. 18. a Obr. 19.)
v riznych odirovych ¢asech po kultivaci testovanych probiotickych izblati kultivacni
teplog 37°C. Vlivem naiistu probiotickych bakterii doSlo k poklesu pH daméltivac-
niho média, zf;sobeného produkci metabolickych produliiejtsSi pokles pH byl za-
znamenan u média MSRHem dvacetityi hodin kultivace. V dalSich odovych inter-
valech doslo jestk mirnému poklesu pH. Inictai pH tohoto média MRS bylo 5,17 0,0
(vcase 0) a jeho kowea hodnota pH po sedmdesati dvou hodinach kultivada
4,21+0,0. V médiu WCH, jehoz pateeni pH bylo 6,74+0,0, byl pokles pH zaznamenan
pozcEji a to vcéasech odéru ctyriceti osmi a sedmdesati dvou hodin na korée pH
5,21+0,0. Po celou dobu bylo sledovano také komtrlltivatni médium MRS i WCH.
Jeho pH se pohybovalo v rozmezi 6,65-6,73 u WCHdekarboxylaniho média MRS
bylo toto rozgti pH 5,18-5,19.
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Obr. 18. Graf zavislosti pH ¥ase u kmene B. animaksp.lactis DSM 10140 SZU-B 25
kultivovaného v dekarboxylaim médiu MRS.

pH
6,90

6,70
6,50
6,30

B médium WCH
6,10

M Kontrola pudy
5,90
5,70
5,50

5,30

5,10
¢as [hod]

Obr. 19. Graf zavislosti pH #ase u kmene B. animaksp.lactis DSM 10140 SZU-B 25
kultivovaného v dekarboxylaim médiu WCH.
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7.2.2 Stanoveni ristu bunék

Métenim optické hustoty bk byl sledovan nérust testovaného probiotickéhorlendak
vyplyva z Obr. 20. k neptSimu narustu OD doSlo u obou médii vul@hu dvacetictyr
hodin. Po zbylou dobu kultivace doSlo uz pouze pat@mému ndistu OD.

In (OD)
4,5

4 /
3,5 o

- /
/7 —— tekuté
2 médium MRS

15 —telfujce
médium WCH
1/
0,5 T T T T T T T T T T 1

2 3 6 9 12 24 27 30 34 48 72 ¢as [ hod]

Obr. 20. Vyvoj optické denzity kmene B. animsdjs lactisDSM 10140v case kultivace.
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7.2.3 Produkce biogennich amiri

Z danych vysledk je patrné (Obr. 21.), Ze vySSi hodnoty produkeanynu byly zjiSény

v médiu WCH. Bicemz k nejmarkantijSimu girustku doslo v fibéhu 27 hodin. Poté se
jiz koncentrace tyraminu vyragmezvySovala. Korima hodnota produkce tohoto biogen-
niho aminu v médiu WCH byla 10,89+0,2 mig.Dproti tomu produkce tyraminu v kulti-
vatnim médiu MRS byla vyraznnizsi. Bhem kultivace 72 hodin doSlo k postupnému

narustu produkce tyraminu kmen@nanimalisssp lactisna hodnotu 2,61+0,1 md.|

viv s

vaného kmend. animalisssp lactis. Jeho koncentraceéhem 72 hodin v tomto médiu
dosahla 15,11+0,3 mg.l Opakem byla produkce sperminu v dekarboxylam médiu
WCH, ktera Whem kultiv&ni doby testovaného probiotika dosahla hodnoty
5,39+0,1 mg:t. Jak je patrné z obou giafObr. 21. a Obr. 22.) se zvy3ujici se OD kon-
centrace BA u kmenB. animalisssp lactis roste. Lze tedy usuzovat, Ze &tajici kon-
centrace tyraminu i sperminu u oboidpkoreluji s ndrstem této probiotické bakterie.

- 4,5
10 - I I I | .
- 3,5
8 - |
— -3
':66 : - 25 8
E (@]
5 -2 £
47 - 15
-1
2 .
cont ] | o
0 - - I 0
2 3 6 9 122427303448 72 2 3 6 9 122427303448 72 = TYR
MRS ‘ WCH rastova
krivka

Obr. 21. Srovnani produkce tyraminuwfasovych intervalech u kmene B. animalsp.
lactis DSM 10140 SZU-B 2% obou dekarboxytaich médiich.
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Obr. 22. Srovnani produkce sperminu c¢asovych intervalech u kmene
B. animalisssp lactisDSM 10140u obou dekarboxytaich médii.

7.3 Diskuze

Tato prace byla zaérena na sledovani dekarboxylazové aktivity vybrarkmien probio-
tickych bakterii pevazré roduBifidobacteriumza podmineln vitro. Tato skupina probio-
tickych bakterii byla vybrana zejménaivddu nedostatku odborné literatury, zabyvajici
schopnosti bifidobakterii produkovat BA. Vzhledeagativnimu vlivu BA na lidské zdra-
vi je snahou vyuZivat v potravifgkém ptimyslu probiotické kmeny s co mozn& nejnizsi
aktivitou dekarboxylaz [31]. Proto bylo naSim cilenjistit, zda jsou probiotické kmeny

bifidobakterii schopné produkovat BA.

V sowasnosti se pouzivaji probiotické bakterie nejénvgrobé mléénych vyrobki, ale

trendem je i vyuziti  vyrobé fermentovanych masnych vyrabkv/zhledem k potenciélni
produkci BA €mito zastupci probiotickych kultur, je nutné pésavat jejich dekarboxyla-
zovou aktivitu [31]. Tvorba BA probiotiky by protmohla byt chapana jako protiklad

k jejich pozitivnim dieteticko-l&ebnym @inkam.
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Suspenze bakterii ke stanoveni BA bytgpiavena kultivaci v dekarboxylaich médiich
MRS, Wilkins-Chalgren s prekurzory sledovanych Bégiainem, ornitinem, lyzinem a
tyrozinem. Ripravou suspenze bék s aminokyselinami dochazi k rychlejSimu nastupu
dekarboxylazové aktivity a zaravee eliminujeme jizpisobovani se bakterii podminkam
prostedi. Bifidobakterie jsou row citlivé na kyslik, proto bylo ip kultivaci zajiS&no
nost prekurzar volnych aminokyselin [73]. V prosadi bez &chto prekurzar BA je
schopnost dekarboxylazové aktivity bakterii opmada zarovie se produkce BA sniZzuje
[3, 14].

Ackoliv u obou médii byla zaznamenana produkce tymanmisperminu, vyhod#Si pro
produkci tyraminu bylo médium WCH. Naopak vhépin podminky pro produkci spermi-
nu byly v dekarboxyknim médiu MRS. Tuto skutaost, je mozné vystlit raznym slo-
Zenim dekarboxytaich médii. IkdyZz maji abkultivatni média spokné zakladni slozky
(kvasntni extrakt, pepton)ievaznaast komponentim nebo jejich koncentrace je odlis-
na. Bifidobakterie jsou citlivé nackteré vrgjSi faktory (nap. pritomnost kysliku, pH),
proto je teba zajistit optimalni podminky pro jejiclist. Latky, které fiznivé ovlivauji
Zivotaschopnost bifidobakterii se nazyvagtové faktory (bifidogenni faktory). Mezi tyto
latky pati nag. kvasnéni extrakt, threonin, cystein, pepton, dextrin, iz a hydrolyzaty
kaseinu. Vyznamnymitistovymi faktory vyuzivanymi row jako prebiotika jsou galak-

tooligosacharidy, inulin, rafinosa nebo fruktookg@haridy [75].

V obou dekarboxyknich médiich u dvanacti testovanych probiotickyelktbrii B. lon-
gum byla zaznamenana produkce tyraminu v 91,7% aupia sperminu v 62,5%. Nej-
vySSi koncentrace tyraminu byld&itom zaznamenana B. longumssp.longum DSM
20097 SZU- B1 v mnoZstvi 12,34+0,3 m@WCH) a sperminu . longumssp.longum
DSM 20218 v koncentraci 25,4+0,3 my(MRS).

Kmeny B. bifidumprodukovaly tyramin ze 78,6 % a spermin z 50 % @HRWCH medi-

um) u sedmi testovanych probiotickych bakterii.W8§i tyrozindekarboxyldzovou aktivi-
tu vykazoval kmerB. bifidumDSM 20239 v MRS(14,2+0,3 md). Oproti tomu nejvyssi
koncentraci  sperminu  vykazoval B.  bifidum DSM 20082 v mnoZstvi
21,36+0,3 mg:{(WCH).

V obou dekarboxykanich médiich u probiotickych izoléB. animalisssp lactis byla za-

znamenana produkce tyraminu v 75 % a sperminu %3b deseti testovanych probiotik.
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N 1

NejvysSi koncentrace tyraminu byla u kmdheanimalisssp lactis DSM 10140 SZU-B
25 v mnozstvi 13,42+0,1 mg.k sperminu B. animalisssp lactisDSM 10140 SZU-B 27
v koncentraci 16,41+0,4 md.l Tyto vysledky jsou v souladu se studii Lorence¢éal.
(2012), ktera v dekarboxylaim médiu MRS u dvou z#yi testovanych kmenB. anima-

lis ssp.lactisdetekovala vy$$i mnoZstvi tyraminu (nad 10 Md30].

Kmeny B. animalisssp. animalis produkovaly v médiu MRS a WCH tyramin u 60% a
spermin u 55% u deseti testovanych probiotickydktdrd. NejvysSi tyrozindekarboxyla-
zovou aktivitu vykazoval izolatB. animalis ssp. animalis SZU- B 46 u WCH
(11,95+0,3 mg:}). Oproti tomu nejvy$si koncentraci sperminu vyka#d®. animalisssp.
animalisSZU- B 54 v médiu MRS (17,73+0,3 mig)l

DalSi skupina se skladala z desétinych kmei bifidobakterii, roviz schopnych v obou
dekarboxylgnich médiich produkovat BA. Byly semiaaeny probiotické izolat. bre-
ve, B. choerinumB. thermophilumB. ruminantium Bifidobacteriumsp., B. pseudolon-
gum.Nejvyznamnejsi koncentrace tyraminu byla zaznamenakmeneB. breveSZU- B
24 skoncentraci 11,93+0,1 mtuimédiu WCH. Naproti tomu nejvice sperminu
(24,27+0,6 mgH) bylo zaznamenano v dekarboxytém médiu MRS u kmenB. breve
DSM 20213T.

Posledni skupinu tidi ¢tyii zastupci rodlactobacillusa Vagococcuskonkrétré kmeny
L. bombi, L. reuteria Vagococcus entomophiluilejétSi dekarboxyldzova aktivita byla
prokazana u kmené. bombisp. nov.SZU- B 52. Produkce tyraminu v WCH byla
11,75+0,4 mg:t a sperminu v médiu MRS 17,04+0,2 nifgHojné diskutovanymi zastup-
ci probiotickych bakterii jsou laktobacily.. reuteri byly pozitivni na produkci BA. #-
¢emz nejvyznarjSi produkce byla zaznamenana u tyraminu [18, 6466]. Nekteri auto-

fi uvadi, Ze wtSina laktobacil je povazovana za malé producenty BA [30, 33, 40, 7

VySSi produkce tyraminu byla zj&ta uL. curvatusal. casei / paracasdBO].

Ziskané vysledky této prace tedy ukazuji, Ze humé&uhaty probiotickych bakterii jsou
schopné produkovat tyramin a spermin. Vzhledentitomnosti sperminu Izefpdpokla-
dat i schopnost kmé&nprodukovat putrescin, ktery vSak nebylo moznécimiez divodu
kontaminace mobilni faze. Produkce BA byla prokazérvSech testovanych kmerNej-
vySSi procentualni zastoupeni probiotickych iZoléthopnych tvist tyramin i spermin
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(91,7 % a 62,5 %) bylo u skupiny temé kmenyB. longum Vzhledem k pitomnosti spe-
cifickych DNA sekvenci pro enzym tyrozindekarboxada jsou bifidobakterie ponencial-
nimi pavodci BA. Sladkova et al. (2007) prokazala u dvoobpotickych kulturBifidobac-
terium (SACCO, ltalie) nizkou produkci tyraminu [31]. KmeB. adolescentiB. bifidum

a B. longunu produkovaly kadaverin (<2 mg)l Produkce ostatnich BA u testovanych
probitickych bakteriiBifidobacteriumsp., B. adolescentis,B. bifidum B. longumnebyla
hlasena [30].

Pri srovnani pimeéra stanovenych hodnot BA u jednotlivych testovanyoieki byl jako nej-
vyznamrgjsi producent BA ozngn kmenB. thermophilun5ZU- B 60, ktery ovSem produ-
koval tyramin i spermin (11,24+0,2 mg.h 18,6+0,1 mg?) pouze v médiu WCH. Sper-
min v médiu MRS nejvice produkovala probioticka teaie B. longumssp.longumDSM
20218 (25,4+0,3 mgY). Nejvyssi hodnoty tyraminu (11,95+0,3 mb).byly detekovany u
byla detekovana 8. animalisssp.animalis SZU- B 42, ktery produkoval pouze spermin
(1,15+0,1 mg:f) v médiu MRS.

Tyto vysledky poukazuji na to, Zéifpmnost dekarboxyldz a schopnost produkovat BA je
specifitou kmenovou ne druhov@urodovou. Dokonce i kmeny jednoho druhu se mohou
liSit produkci BA az off fady [12]. Toxické mnozstvi pro konkrétni aminy gmi obtiz-

né stanovit, zavisi mimo jiné na schopnosti detacéksystému,ififomnosti jinych amin

a fads dalsich vlivi. Potenciélni toxické hodnoty pro tyramin jsou 408-Ing.kg", které
vyvolavaji mirné otravy [19]. #jem vySSi nez 100 mgiie vyvolat zdravotni komplikace
[12]. Probiotické kultury maji schopnost titodetekovatelna mnozstvi BA, ktera vSak ne-
dokazou zfisobit intoxikaci, ale mohou iBpét k celkovému mnozstvi BA nép

v mlénych vyrobcich, kde se tyto kultury pouzivaji [30].

V této praci byla rovéZ sledovana kinetika produkce BA u kmasiédobacterium anima-
lis ssp.lactis DSM 10140 SZU-B 25. Narust bakterii byl sledovagrenim pH a optické
denzity kultiva&niho média wasovych intervalech u tekutého média MRS i WCHvSro
nanim fistové Kivky s kiivkou produkce tyraminu u testovaného kmene, mjistize pro-
dukce v obou testovanych médiicktala kthem logaritmické faze.iRemz produkce ty-
raminu v médiu MRS néstala postuph az do posledniho odimveého intervalu po
72 hodinach na kowaou hodnotu 2,61+0,1 md.| KdeZto v kultivénim médiu WCH

dochéazelo k postupnému narustu whghu 27 hodin a nasledrse koncentace #nila jen
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nepatrid 10,89+0,2 mgt. Také koncentrace sperminu v MRS se zvySovalaggns jiz

od logaritmické faze nal5,11+0,3 my.Oproti tomu spermin v médiu WCH byl deteko-
van az ve stacionarni fazi a vaipéhu kultivace pak postugrnjeho koncentrace nastala
aZ na 5,39+0,1 mg'l Syntéza a aktivita dekarboxylaz zavigégevsim na vlastnostech
kultiva¢niho prostedi [73].

V souvislosti s narustem probiotickych bakteriichazelo ke kumulaci metabdlifa tim
rovneéZ k poklesu pH. V dekarboxylaim meédiu MRS dochazelo vlivem narustu bakterii
k postupnému poklesu pH az na 4,21+0,0, coZz bydowadu s kinetikou produkce BA.
OvSem pH u WCH se #alo vyrazgji snizovat az po 48 hodinach na koné pH
5,21+0,0, kdeZto produkce tyraminu byla zaznameijjiarzo 2 hodinach. Kinetiku dekar-
boxylazovych reakci f¥e ovlivnit fada vijSich faktofi [17]. U BMK byla prokazana
zvySena dekarboxylazova aktivita v kyselém pextit kde jsou diky optimalnimu pH (4
az 5,5) schopné produkovat snad vice BA [73, 14opdk nap zastupciceledi Entero-
bacteriaceae teba iStaphylococcugizkému pH rozhodnnejsou nakloéni [14]. Z toho
plyne, Ze dekarboxylazova aktivita nezavisi pouaeptimalnim pH, ale stejrdulezitou

vlastnosti jeistova aktivita dané bakterie [73].

Pro technologické dely je vhodné znét kinetiku tvorby BA za podminékdujici tech-
nologicky proces vyroby ndépfermentovanych médéych vyrobki [6]. Zastupci probiotic-
kych kultur pati mezi potencionalni producenty BA a proto je nytn@giovat na schop-
nost jejich tvorby [31]. Z&rem lze tedyici, Ze &koliv probiotické kultury dokaziispi-

vat produkci minimalniho mnoZzstvi BA, jejich poxiti probioticky &inek prevazuje.
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ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala dekarboxylazovudivieou vybranych probiotickych

bakterii ziskanych z humannich izéalatevni mikroflory. Produkce biogennich amiin

byla sledovana u rdd Bifidobacterium Lactobacillus za podminek in vitro
v dekarboxyl&nich médiich MRS a Willkins Chalgren Broth.

Na zaklad vysledki ziskanych vysokaiinnou kapalinovou chromatografii $egl-
kolonovou derivatizaci dansylchloridem a UV detdkei konstatovat, Ze testované
probiotické bakterie jsou schopné produkce d@ntymaminu a sperminu.

PrihodrejSi pro produkci tyraminu bylo médium Willkins Clgaén Broth. Naopak
vySSi koncentrace sperminu byly detekovany v dekeaénim médiu MRS.
Rozdilnou produkci obou BA, je moZnétmdnit odliSnym sloZzenim dekarboxy-
lacnich médii.

Bylo prokazano, ze vSechny probiotické bakterigylsgdhopné produkovat biogen-
ni aminy, ovSem tyto koncentrace byly zanedbatgingéto by nemdly mit vliv na
lidské zdravi.

Pfi srovnani piiméra stanovenych hodnot BA u jednotlivych testovanyoheki
byl jako nejvyznamgsi producent BA ozri@n kmerB. thermophilun§ZU- B 60,
ktery ovSem produkoval tyramin i spermin pouze \dméVCH.

Spermin v médiu MRS nejvice produkovala probiotitiakterieB. longumssp.
longumDSM 20218.

NejvysSi hodnoty tyraminu byly detekovanyuanimalisssp.animalisSZU- B 46

v médiu WCH.

NejnizSi dekarboxylazové aktivity byl schopny kmBn animalis ssp.animalis
SZU- B 42, ktery produkoval pouze spermin v méedid $/

Na zaklad prvotniho skriningu produkce BA humannimi izolétyl rovnéz zalo-
Zen pokus sledujici kinetiku produkce u km@&iedobacterium animalissp.lactis
DSM 10140 SZU-B 25. Z jehoz vysledku Ize konstatpza pH média itrst bakte-

rii mél vliv na dekarboxylazovou aktivitu.

Na zavr této prace lzdici, Ze koncentrace biogennich aiije dilezitym ukazatelem

kvality potravin. Proto je snahou sledovat jejidisah v potravinach a zaravkontrolovat

faktory, které by jejich vznik mohly ovlivnit.
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PRILOHA P |: VYSLEDKY STANOVENI BA U PROBIOTICKYCH

BAKTERII
Dekarboxylaéni Dekarboxylaéni
médium WCH médium MRS
Nazev probiotického kmene MnoZstvi | Mnozstvi | MnoZstvi | MnoZstvi
tyraminu sperminu | tyraminu | sperminu
(mg.I'"* (mg.fH* | (mg.IH* | (mg.lh*
B. longumssp.longumDSM 20097 SZU — B1 12,34+0,3 ND 2,25+0,1 22,29+4D,1
B. longunBIFIDO IBS SZU — B2 10,61+0,3 NO 1,48+0/1 22,55%0,3
B. longumssp.longumDSM 20218 10,03+0,3 N 1,71+0,0 25,4+Q0,3
B. longunBIFIDO IBS SZU — B10 11,31+0,2 0,83+0/1 0,62+0,1 ,8430,2
B. longunBIFIDO IBS SZU — B15 11,83+0,2 3,04+0/1 1,04+0,0 ,6HH,3
B. longumssp.longumDSM 20097 SZU — B18 11,10+0J1 ND 1,64+0,2 16,6140,3
B. longumssp.longumDSM 20097 SZU — B26 10,40+0,3 ND 0,7£0,1  14,47+D,2
B. longumSZU- B 34 10,04+0,3 3,71+0,7 N 11,28+0/5
B. longum ssp. longu®ZU - B40 10,84+0,3 ND ND 7,76%0,3
B. longumSZU - B51 7,710,1 ND 1,02+0,0 ND
B. longumssp suisSZU- B57 0,840,1 4,510,2 1,16+0,0 ND
B. longumssp suisSZU- B 61 11,07+0,4| 18,61+0,1 1,39+0,1 2,15+0,1
B. bifidumDSM 20239 14,2+40,3 NO 2,57+0,1 14,26+0,2
B. bifidum48 PIM 10,49+0,1 ND 2,78+0,2  18,82+0,2
B. bifidumDSM 20082 11,05+0,2 ND 1,19+0/1  21,36%0,3
B. bifidumSzU - B32 10,1+0,3 ND ND 4,590, 1
B. bifidumSZU - B 33 10,38+0,2 ND ND 3,18+0,1
B. bifidumSZU - B 36 12,32+0,3 ND ND 8,1+0,2
B. bifidumSZzU - B 37 10,46+0,3 ND 1,46+0,( 3,69+0,1
B. animalisssp.lactis SZU-B13 ND ND 1,21+0,1 ND
B. animalisssp.lactis DSM 10140 SZU — B17 NO N 1,3x0,1 ND
B. animalisssp.lactis DSM 10140 SZU — B20 11,59+0/5 ND ND 0,7+0,1




B. animalisssp.lactis DSM 10140 SZU — B21 11,11+0/4 ND ND  10,11+0,4
B. animalisssp.lactis DSM 10140 SZU — B22 11,53+0,3 ND 1,3+0,1 13,6840,4
B. animalisssp.lactis DSM 10140 SZU — B23 3,68+0,0 ND ND ND
B. animalisssp.lactis DSM 10140 SZU — B25 13,42+0/1 ND 1,14+0,1 13,930,
B. animalisssp.lactis DSM 10140 SZU — B27 10,47+0/1 ND 1,48+0,1 16,4440,
B. animalisssp.lactisSZU - B28 9,57+0,2 ND 1,66+0,1 4,6840,11
B. animalisssp.lactisSZU - B29 9,06+0,1 ND 1,58+0,1 9,67+0,3
B. animalisssp.animalisSZU — B38 ND 5,95+0,1 ND ND
B. animalisssp.animalisSZU — B41 10,46+0,3 ND ND 9,29+0,4
B. animalisssp.animalisSZU — B42 ND ND 1,15+0,1 ND
B. animalisssp.animalisSZU — B44 11,18+0,5 ND 0,74+0,( 9,43+0,3
B. animalisssp.animalisSZU — B45 10,69+0,5 ND ND 9,2+0,1
B. animalisssp.animalisSZU — B46 11,95+0,3 ND ND 15,6+0,1
B. animalisssp.animalisSZU — B54 10,8+0,4 3,26+0,2 5,22+0,p  17,73#0,3
B. animalisssp.animalisSZU — B59 9,56+0,3 6,36+0,1 ND 10,32+0,3
B. animalisssp.animalisSZU — B63 1,1+0,1 4,32+0,1 1,4+0,0 ND
B. animalisssp.animalisSZU — B64 1,58+0,0 9,8+0,1 ND ND
B. breveDSM 20213T 11,2+0,4 N[ 1,91+0,0 24,27+0,6
B. brev&SZU — B24 11,93+0,1 2,25%0,1 ND  10,03+02
B. choerinunSzU — B43 ND 3,2340,1 ND ND
B. thermophilun§ZU — B56 11,75+0,1 ND ND| 13,55+0,3
B. thermophilun5ZU — B60 11,24+0,2 18,6+0,1 NC NO
B. ruminantiumSZU — B48 1,68+0,1| 12,43+0,3 NO NO
Bifidobacteriumsp.SZU — B24 11,46+0,3 ND ND| 11,76+0,2
B. pseudolongur8ZU — B47 3,310,1| 11,95%0,2 3,54+0,l 12,23+0,2
B. pseudolongurssp.globosunSZU — B49 11,71+0,3 1,51+0,1 2,26x0,1 23,7+0,3
B. pseudolongurssp.globosunszU — B50 ND 4,5810,1 0,89+0,0 ND
Lbc. bombisp. nov. SZU — B52 11,75+0/4 3,85+0,1 3,2940,2 04%0,2




D,1

Lbc. bombisp. nov. SZU — B53 10,4+0,2 ND 1,7+0,1 1,57+
Lactobacillus reuterszU — L1 ND ND ND 1,3240,0
Vagococcus entomophilusp. nov. SZU — B31 0,71+0,0 5,25+0,2 0,88+0,11 1,87+0

L1

* vysledky vyjadeny jako pémértsmsrodatna odchylka

** ND — nebylo detekovano



