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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva dekarboxylazovou aktivitou vybranych probiotickych bakterii. Pro-
dukci biogennich amint témito skupinami mikroorganizma lze chapat jako protiklad
K jejich pozitivnim dieteticko-1é¢ebnym ucinkiim. Proto je nutné tuto problematiku sledo-
vat a testovat i faktory (pfidavek aminokyselin, NaCl, sacharidl, pH, teplota), které by
mohly dekarboxyldzovou aktivitu vyznamné ovlivnit. V rdmci této prace byla monitorova-
na kinetika produkce a rust vybraného kmene rodu Bifidobacterium ovlivnéného zminé-
nymi faktory v ramci 36-ti hodinové kultivace za podminek in vitro. K analyze supernatan-
ta ziskanych po kultivaci B. animalis ssp. lactis CCDM 239 bylo pouzito metody
RP-HPLC s ptedkolonovou derivatizaci dansylchloridem a UV detekci pii 254 nm. Byla
zjisténa zanedbatelna produkce tyraminu, ktera se pohybovala do 10 mg.I™. Uvedené
mnozstvi by mohlo zptisobit komplikace pouze u velmi oslabenych a/nebo farmakologicky

IéCenych jedincu.

Kli¢ova slova: biogenni aminy, kultivaéni podminky, probiotické bakterie, Bifidobacteri-

um



ABSTRACT

This bachelor thesis deals with decarboxylase activity in selected probiotic bacteria. Bio-
genic amine production by this group of microorganisms could be considered opposite to
their beneficial dietary effect. Therefore, it is neccessary to investigate this issue deeply
and also test the factors which could affect the decarboxylase activity. In the frame of this
work the kinetics of biogenic amine production and growth behavior affected by men-
tioned factors in selected bifidobacterial strain during 36 hours at in vitro conditions were
observed.

RP-HPLC after pre-column derivatisation by dansyl chloride and UV detection at the
wavelength of 254 nm in supernatants harvested after the cultivation of Bifidobacterium
animalis ssp. lactis CCDM 239 were applied. It was found out that mentioned bacteria
were able to produce just insignificant amounts of tyramine (<10 mg.I™), which could en-
danger only very weakened and/or pharmacologically treated individuals.

Keywords: biogenic amines, cultivation conditions, probiotic bacteria, Bifidobacterium
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UvoD

Biogenni aminy jsou latky, které vznikaji dekarboxylaci volnych aminokyselin. Jsou ptiro-
zenou soucasti potravin. V téle lidi a zvitat plni dilezité fyziologické funkce. Hraji dulezi-
tou roli vrustu a proliferaci bun€k, plsobi jako pienaseci neuronovych vzrucht
V centralnim nervovém systému a jsou nezbytné pro tvorbu dalSich vyznamnych latek.
Ve vyssich koncentracich v§ak mohou pusobit toxicky. Ugastni se navic nékterych patolo-
gickych procest probihajicich v lidském téle, jako jsou zanétlivé a alergické reakce [7].
Hlavnim cilem této bakalarské prace bylo objasnit metabolizmus a schopnost produkce
biogennich aminti rodem Bifidobacterium. V ramci experimentalni ¢asti bylo sledovano
pusobeni vné&jSich faktorl na riistové chovani a potencidlni dekarboxyldzovou aktivitu
(ptidavek aminokyselin, laktozy, NaCl). Nékteti zastupci rodu Bifidobacterium jsou pova-
Zovani za probiotika, majici pozitivni vliv na zdravi ¢lovéka. Avsak i v ramci probiotic-
kych kultur miizeme najit zastupce dekarboxylaza pozitivni mikroflory. I kdyz mnozstvi
biogennich amint vyprodukovanych témito mikroorganizmy nejsou vysoka, mohou ptispét
k celkovému mnozstvi biogennich amint ve vyrobcich a ohrozit tak zdravi konzument.
Zkoumany probioticky sbirkovy kmen Bifidobacterium animalis ssp. lactis CCDM 239
produkoval za podminek in vitro zanedbatelna mnozstvi biogennich amint a lze tedy hypo-
teticky tvrdit, Ze by pfi realné aplikaci pfevazil jeho pozitivni probioticky efekt. Tato prace
rovnéz prispiva K objasnéni ¢asti metabolizmu bifidobakterii, které nejsou, na rozdil

od laktobacild, dostateéné prozkoumany.
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. TEORETICKA CAST
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1 BIOGENNI AMINY A JEJICH CHARAKTERISTIKA

1.1 Charakteristika aminu

Aminy je mozno povazovat za derivaty amoniaku, ve kterych je atom vodiku nahrazen
alkylovou nebo arylovou skupinou. Podle toho, zda doslo k nahrazeni jednoho, dvou nebo
vSech tfi vodikovych atomi, rozeznavame primarni, sekundarni a terciarni aminy Viz
Obr. 1. Nahradou vSech atomti v amoniovém iontu lze odvodit kvartérni amoniovou stl

[1].

H3C/\NH2 PRSP aN

H

N

CH,

Obr. 1. Primarni, sekundarni a terciarni amin [2]

Mezi aminy patii celd fada vyznamnych organickych sloucenin, které jsou pti vyssich kon-
centracich toxické a fada z nich je i karcinogenni. Aminy muZzeme najit také jako alkaloidy
napt. strychnin, morfin, nikotin a chinin [1, 2, 3]. Mezi nejbéznéjsi zastupce, se kterymi
se muzeme V potravinach setkat, jsou histamin, tyramin, putrescin, kadaverin, tryptamin,

spermin a spermidin [4].

1.2 Charakteristika a struktura biogennich aminu

Biogenni aminy (BA) jsou latky, které jsou znamy jiz vice nez 100 let. V roce 1903 nesly
nazev ,,ptoaminy“, coz souhrnné oznacovalo jedovaté latky. BA jsou skupinou alifatic-
kych, aromatickych nebo heterocyklickych bazi odvozenych od aminokyselin, které vyka-

zuji rizné biologické t¢inky a funkce v zivoc¢isnych tkanich a rostlinnych pletivech [7].

Vyskytuji se prakticky ve vSech potravinach jako bézné produkty metabolizmu. Ve vétsim
mnozstvi se nachazeji ve fermentovanych vyrobcich (napft. syry, trvanlivé salamy, pivo,
vino, kysané zeli aj.), kde vznikaji mikrobialni ¢innosti. Pisobenim kontaminujici mikrof-
lory vznikaji hlavné v rybach a v mase bchem skladovani. Vysoké koncentrace BA
se vyskytuji v potravindch V pokroc¢ilém stupni kazeni, v zelening, ovoci a houbach pfi
nevhodném skladovani [4]. Mezi nejbéznéjsi BA vyskytujici se v potravinach patii hista-
min, tyramin, kadaverin, B-fenyletylamin, spermin, spermidin, putrescin, tryptamin a ag-

matin viz Tab. 1 [4].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14
Tab. 1. Struktura biogennich aminii [9]
Nazev BA Klasifikace LR Chemicky vzorec
skupin
Histamin  heterocyklické monoamin
NH,
NH,
Tyramin aromatické monoamin
NH,
Tryptamin  heterocyklické monoamin A\
N
H
HZNWN
Agmatin alifatické diamin \\Nf\NHZ
2
Kadaverin alifatické diamin HN o~ N2
: . . H,N
Putrescin alifatické diamin NN
2
NH,
Fenyletylamin  aromatické monoamin

Podle poctu aminovych skupin mizeme BA rozdélit na monoaminy (tyramin, fenyletyla-

min), diaminy (putrescin, kadaverin) a polyaminy (spermin, spermidin) [8].

Polyaminy jsou tvofeny syntézou de novo a jsou zapojeny do dilezitych fyziologickych

procest. Podileji se na stabilizaci bunééné membrany a bunécné proliferaci, protoze jsou

zapojeny v DNA, RNA a syntéze bilkovin. Z tohoto divodu jsou povazovany za dulezité

mikrokomponenty v obdobi intenzivniho rustu tkani. U osob s nadorovym onemocnénim

by mél byt pfisun polyamini minimalizovan [9].
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1.3 Vznik biogennich amint

BA vznikaji z aminokyselin pisobenim dekarboxylaz nebo z aminokyselin a karbonylo-
vych sloucenin (aldehydi a ketonti) piisobenim transaminaz [7, 10]. BA jsou produkovany

v ramci metabolické Cinnosti rostlin, zvifat a mikroorganizmi [11].

Tzv. endogenni BA jsou jako produkty metabolizmu v nizkych koncentracich pfirozenou
slozkou prakticky vSech potravin. Exogenni BA vznikaji v potravinach jako dusledek mi-

krobialni kontaminace, zv1asté pii kvasnych procesech [7].

Dekarboxylace probiha odstranénim a-karboxylové skupiny za vzniku nového odpovidaji-

ciho aminu (Obr. 2) [6]. Kofaktorem dekarboxylaz je pyridoxal-5-fosfat [7].

N, i
R_C_COOH _> CH3_(|:_NH2+ C02
H H

Obr. 2. Dekarboxylace aminokyselin [7]

Z argininu vznika agmatin, nebo mize vstupovat do ornitinového cyklu, pomoci né¢hoz
mize vzniknout naslednou dekarboxylaci putrescin. Spermin vznika metylaci spermidinu,
které se ucastni S - adenozylmethionin. Z lyzinu se bakterialni aktivitou lyzindekarboxyla-
zy stava kadaverin a z histidinu ptisobenim histidindekarboxyldazy vznika histamin. Dekar-
boxylaci tyrozinu je tvofen za pomoci tyrozindekarboxyldzy tyramin (viz Obr. 3) a jeho
naslednou oxidaci vznika oktopamin, ktery funguje jako neurotransmiter [12, 13]. Z feny-
lalaninu je generovan za pomoci fenylalanindekarboxylazy p-fenyletylamin. Dekarboxylaci
tryptofanu tryptofandekarboxyldzou vznika tryptamin, ze kterého je naslednou oxidaci tvo-

fen serotonin (dalsi neurotransmiter) [6, 7].

COOH
/m/H mH T
OH 2 OH 2

Tyrozin Tyramin

Obr. 3. Vznik tyraminu [50]
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COOH
N —>» N +CO
4 ﬁHz « \ NH2 2
N N
H H
Histidin Histamin
COOH NH, H NH,
I _C— - +
NH,~C——(CH,);-NH-C=NH ~ —3  NHy~C—(CH,);-NH-C=NH  *C0;
H H :
Arginin Agmatin
C
C. RN Ly
# NH~ “NH ¢ NH NH
COOH H
| _> NHZ_C—(CH2)3_NH2 + C02
NH,—C—(CH,);~NH, H
H .
Ormitin Putrescin
H2N_CH2_(CH2)2_NH_(CH2)3—CH2'NH2 *
Spermidin NH;—(CH,);-NH—(CH,);~NH—(CH,);-NH,
Spermin

Obr. 4. Vznik histaminu, agmatinu, putrescinu, spermidinu a sperminu [50]

Piedpoklady pro tvorbu BA mikroorganizmy jsou nasledujici:
e pfitomnost volnych aminokyselin v potraving

e pfitomnost mikroorganizmii s dekarboxylazovou aktivitou

e piiznivé podminky pro rust mikroorganizmii a dekarboxyla¢ni ¢innost [8, 14].

1.3.1 Utast pyridoxal-5-fosfatu

Pyridoxal-5-fosfat je kofaktorem enzymut dekarboxylaz. Rozeznavame 2 mechanizmy de-

karboxylace: dekarboxylaci zavisejici na pyridoxal-5-fosfatu a dekarboxylaci na ném ne-

zavislé. Pyridoxal-5-fosfat (PLP) zapojeny v Schiffové bazi se vaze na aminoskupinu lyzy-

lového zbytku do aktivniho mista enzymu (viz Obr. 5). Karbonylova skupina PLP reaguje

s aminokyselinami za vzniku vyse zminénych Schiffovych bazi, které nasledné podstupuji

dekarboxylacni reakci na odpovidajici BA [6].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

Dekarboxylace bez ucasti PLP vyzaduje pyruvoylové zbytky misto PLP. Tato pyruvoylova
skupina je kovalentn¢ vazana k aminoskupiné fenylalaninového zbytku na enzymu a je
odvozena ze serinového zbytku. Na aktivnim proenzymu pyruvoylovy zbytek pusobi po-
dobn¢ jako PLP pii dekarboxylaci [6].

Dalsi soucasti dekarboxylace je antiport vnitini membrany vyuzivany k doruceni aminoky-
selinového substratu do bunky a k vylouceni dekarboxylovaného produktu z cytoplazmy
[16].

O.__OH
OH
OH__ A P=0
| | OH
H,C” "N

Obr. 5. Pyridoxal-5-fosfat
[17]

1.3.2 Vznik tyraminu

Mnoho bakterii, véetné bakterii mlécného kvaseni (BMK), které jsou spojeny s fermenta-
ci potravin, jsou schopné tvoiit BA [15]. Konkrétné jsou to zastupci rodu Lactobacillus,
Pediococcus a Streptococcus [15, 19]. Mezi mikroorganizmy s tyrozindekarboxylazovou
aktivitou patii bakterie rodu Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Escherichia, Klebsiella,
Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Shigella a také mnoho prislusnika ¢eledi Enterobacte-
riaceae [19].

Bunkova et al. (2009) uvadi, Ze u testované skupiny laktokokti byla produkce tyraminu
zaznamenana ve tfech kmenech Lactococcus lactis ssp. lactis a ve 3 kmenech Lactococcus
lactis ssp. cremoris, také u jednoho kmene Streptococcus thermophilus
a v jednom kmeni Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus [20]. Jejich schopnost produ-
kovat BA, specialné tyramin, se projevuje predevsim v syrech a fermentovanych uzeni-
nach. Pro enterokoky je optimalni teplota produkce BA okolo 25-37 °C a pfi hodnotach
pH 5-7 [15].
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Vyzkum Priyadarshani a Rakshit (2011) poukéazal na skutecnost, Ze i probiotické mikroor-
ganizmy Lactobacillus casei a Lactobacillus bulgaricus jsou schopné produkce BA a je

tieba dekarboxylazovou aktivitu sledovat i u téchto (jinak pro zdravi pfinosnych) bakterii

[21].

1.4 Faktory ovliviiujici dekarboxylaci aminokyselin

Kinetiku produkce BA ovliviiuje fada vné&jsSich faktorti, mezi néz napf. patii: rust a pocet
mikroorganizmu schopnych tvorby BA, pH, teplota prostfedi, aerobni/anaerobni prostiedi,

dostupnost uhliku (napt. glukdza), ptitomnost rostoucich faktord, koncentrace NaCl, vodni

aktivita atd. [23].

141 pH

vvvvvv

mikroorganizmd i jejich biochemicka ¢innost jsou silné¢ ovlivnény koncentraci vodikovych
iontd v prostiedi. Kazdy mikrobni druh se rozmnozuje pouze v urcitém rozmezi pH [14,

24].

Nizké pH ma vyznamny vliv na produkci BA. V kyselém prostiedi je ¢innost dekarboxyla-
zy podporovana. V prostiedi s neutralnim a alkalickym pH mohou byt BA rovnéz produ-
kovény, avSak pouze za predpokladu, Ze bakterie, které je produkuji, dokaZzou prostredi
dostate¢né okyselit [25, 30]. Optimalni pH pro dekarboxyla¢ni enzymy se pohybuje okolo
pH 4,0-5,5 [14].

Rychly pokles pH prostiedi mize mnozstvi BA redukovat nebo dokonce vést i ke zpoma-
leni rastu jejich producentti [26]. Bakterie rodu Bifidobacterium, zejména jeho probiotické
druhy, jsou schopny tolerovat velmi nizké pH (az pH 3), které odpovida pH zalude¢nich
stav [15].

1.4.2 Teplota

Teplota vné¢jsiho prostiedi je jednim z hlavnich faktort, které ovliviiuji rychlost rozmnozo-
vani mikroorganizmt i samotnou zivotaschopnost. U kazdého mikroorganizmu rozezna-
rozmnozuje jesté zjistitelnou rychlosti; optimalni teplotu, pii niz se rozmnozuje nejrychlej-
§i rychlosti a maximalni teplotu, tj. nejvyssi teplotu, pii které je se schopen mikroorgani-

zmus jeste rozmnozovat [24].
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Stanoveni minimalni teploty je obtizné, nebot’ s klesajici teplotou klesa postupné i rychlost
rozmnozovani. Zatimco optimalni teplota je obvykle asi o 30 °C vyssi nez teplota mini-
malni uréitého mikroorganizmu. Rozdil mezi optimalni a maximalni teplotou uré¢itého mi-
kroorganizmu obecné ¢ini 5-10 °C. To znamena, ze pii zvySeni teploty nad optimalni tep-
lotu dochézi k prudkému poklesu rychlosti rozmnozovani a nakonec jeho zastaveni. Dalsi

zvyseni teploty muze vést az k usmrceni bunék [24].

Teplota mezi 20-37 °C je optimalni pro rust vétSiny bakterii obsahujici dekarboxylazy.

Pricemz nizké teploty jejich rist zpomaluji a klesa tak logicky i produkce BA [4, 24].

Jako prevenci proti tvorbé BA pouzivame zmrazovani, které je G¢inné&jsi nez chlazeni. Vy-
soké teploty mohou byt také pouzity k prodlouzeni trvanlivosti a zajisténi zdravotni neza-

vadnosti potravin z hlediska rozvoje dekarboxylaza pozitivni mikroflory [4].

1.4.3 Koncentrace NaCl

Koncentrace NaCl siln¢ ovliviiuje tvorbu BA v médiu. Znaény vliv na rozmnozovani mi-

kroorganizmt ma kolisani pomé&ru sul/voda béhem skladovani a vyroby potravin [26].

Se zvySovanim koncentrace NaCl dochazi vétsinou k poklesu koncentrace nahromadénych
BA, zatimco proteolyticka aktivita se zvySuje pfi stiedni koncentraci soli. Tato skute¢nost
poukazuje na fakt, ze vztah mezi proteolytickou aktivitou a koncentraci NaCl je ziejmé
nezavisly [28]. Pfidani soli do kultiva¢niho prostfedi mize byt prospésné a to z divodu
dodani sodnych iontl, jenz se podileji na regulaci intracelularniho pH a maji esencialni roli
v tyrozindekarboxylazové aktivité. Vyméhuji se s vodikovymi ionty (Na* dovniti a H" ven
zZ burniky), a proto jsou dilezité pro antiportovy systém [23].

Mnozstvi 3,5 % (w/v) NaCl vede k inhibici produkce histaminu a pti 0,5 % (w/v) je jeho
tvorba v Lactobacillus buchneri zastavena uplné [27].

1.4.4 Vodni aktivita

Veskeré chemické reakce Vv Zivé bunice probihaji ve vodnim prostiedi, a proto zde voda

musi byt pfitomna v dostatecném mnozstvi (nejlépe v kapalném stavu) [24].

Potfeba vody miiZze byt u mikroorganizmu kvantitativné vyjadiena rozmezim vodnich akti-
vit prostfedi, pii nichZ se dané mikroorganizmy mohou rozmnoZzovat. Vodni aktivita
(anz0, aw) urcitého roztoku se rovna pomeru tlaku vodnich par nad timto roztokem ku tlaku

vodnich par nad destilovanou vodou za jinak stejnych podminek [24].
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Vétsina bakterii je schopna se rozmnozovat v zivném prostiedi o ay0 V rozmezi 0,99-0,93.
Nekteré bakterie se vSak rozmnozuji pouze za nizké appo (0,65-0,63), které panuji napt. pii

vysokych koncentracich chloridu sodného (20-30% wi/v) [24].

Z chemikalii se pro snizeni vodni aktivity v potravinach nejcastéji pouziva sachardza
o kone¢né koncentraci 50-70 % (w/v) (kandované ovoce, sirupy), nebo chlorid sodny

o kone¢né koncentraci 10-15 % (w/v) (solené maso, ryby, zelenina, houby) [24].

1.45 Pritomnost O,

Anaerobni, fakultativné anaerobni i acrobni mikroorganizmy jsou schopny produkovat BA.

Anaerobni prostfedi podporuje dekarboxylaci a vznik BA [7, 29].

BMK fermentuji sacharidy za fakultativn¢ anaerobnich podminek. Pro vétSinu BMK neni
vzdusny kyslik toxicky, rostou proto i za ptitomnosti vzduchu (jsou aerotolerantni, mikro-
aerofilni nebo fakultativné anaerobni). Probiotické bifidobakterie jsou vSak striktn¢ anae-
robni a rostou optimalné v atmosfére s 10 % CO,. Pti piipravé specialnich kysanych népo-
ju (probiotické jogurty a napoje) se pravé pouzivaji anaerobni bifidobakterie napf.

Bifidobacterium longum BB536 [10].

1.4.6 VIiv cukri

Optimalni mnozstvi glukoézy pro rust organizmi je 0,50-2,00 % (w/v). Obsah 3,00 % (w/v)
zpusobuje inhibici syntézy dekarboxylaz [27]. Vliv laktozy na produkci BA neni v dostup-
né literatuie dostatetné popsan. Bunikova et al. (2011) uvadi, Ze u bakterii rodu Lacto-
coccus koncentrace ptidané laktozy 0,25-1,00 % (w/v) neméla vliv na produkci BA. Pokud

ale nebyla laktoza ptitomna pfi kultivaci, byla produkce BA omezena [23].

Vysoky obsah mono- a disacharidu je fermentovan BMK za vzniku zvlasté kyseliny mléc-
né a jinych organickych kyselin, které pak ovliviiuji pH. Metabolizmus téchto sacharidiu
v BMK je uveden dale v textu [10].

1.4.7 Dalsi faktory ovliviiujici dekarboxylazovou ¢innost

Na dekarboxylazovou aktivitu ma také vliv pfitomnost pyridoxalfosfatu. Pokud je pfito-
men, je automaticky vyuzivan. Dale také je nutna pfitomnost mnozstvi aminokyselin,

bez kterych by vlastné dekarboxylace nemohla zacit [10].
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1.5 Vyznam biogennich amini v organizmu ¢lovéka

BA se ptirozené¢ vyskytuji v lidském téle. Jejich nedostatek muize vést k riznym porucham,
stejné tak i jejich nadbytek mize ohrozit zdravi jedince. Za béznych podminek pro ¢lovéka
neznamenaji zadné nebezpeci [30]. Po konzumaci malého mnozstvi kontaminované potra-
viny nenastavaji komplikace, protoze mala mnozstvi mohou byt metabolizovana ve stie-
vech, kde je pfitomen relativné vykonny detoxifikacni systém, ktery je zaloZen na aktivité
enzyml monoaminooxidazy (MAQO), diaminooxidazy (DAO) a histidinmetyltransferazy
(HMT). To ale neplati pro poziti vétsiho mnozstvi BA, které muze vést k alergiim, ke zvy-
Seni sekreci zalude¢ni kyseliny, zvySeni srde¢ni aktivity, K migrénam, trachykardii. Mohou

mit efekt na nervovy a vaskularni systém a dalsi [9, 16, 30, 31].

Potravinova alergie je reakce organizmu na konzumaci vSedni stravy, ktera je ddna imunit-
nimi mechanizmy v organizmu. Lze ji ofekavat v kazdém véku a je zjitovana u cca

8-10 % deéti a 3 % dospélych [32].

1.5.1 Histaminova otrava

Histamin se b&zn¢ vyskytuje v lidském téle. Ve vysokych koncentracich se objevuje
I v potravinach [6]. Intoxikace histaminem je znama jako histaminova otrava a zahrnuje
nékolik priznaki, které jsou popsany nize v tabulkach (viz. Tab. 2 a Tab. 3) [6, 31].

Ve fermentovanych jidlech je akceptovatelné mnozstvi histaminu pfiblizné okolo 100-800

mg.kg™ [21].

1.5.2 Otrava tyraminem

Tyramin reaguje s inhibitory MAO, které vedou k hypertenzni krizi a dietou indukované

migréné [4, 6].

Ve fermentovanych jidlech je akceptovatelné mnozstvi tyraminu pfiblizné 50-100 mg.kg™.
Na druhou stranu pfisun tyraminu v obvyklych davkach muze vyvolat nepfiznivé ucinky

u jedinct Ié¢enych psychofarmaky, které inhibuji spravnou funkci MAO [21].
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Tab. 2. Prehled biogennich aminii a jejich farmakologicky efekt [6]

BA Farmakologicky efekt
Osvobozuje adrenalin a noradrenalin
Vliv na vylu¢ovani zaludec¢nich st'av
Histamin Vzrusuje stény hladkého svalstva d€lohy,
sttev, dychaci soustavy
Stimuluje smyslové a motorické neurony
Zvysuje srdecni vykon
Periferni vazokonstrikce
Ovliviiyje slinéni a slzeni
. Zvysuje dychéani
Tyramin Zvysuje hladinu cukru v krvi

Uvolnuje noradrenalin ze sympatického

nervoveho systému

Zpiisobuje migrénu

Hypotenze
Bradykardie
Putrescin a kadaverin Kfece zvykaciho svalstva
Paréza koncetin
Zvysuje toxicitu jinych amint

Uvolnuje noradrenalin ze sympatického

B-fenyletylamin neroného systému

Zvysuje krevni tlak

Zpisobuje migrény

Tab. 3. Prehled biogennich aminii a nemoci, které zpiisobuji [6]

BA Onemocnéni
Histamin Rakovina (kuze), (_)leiacm stres,_alergle, schi-
zofrenie, imunoterapie
Deprese, schizofrenie, Parkinson, Alzheimer,
Serotonin stavy uzkosti, migrény, obezita, encefalopatie,
inhibice krevnich desticek
Dopamin Alzheimer, Parkinson, schizofrenie
Tyramin migrény, hypertenze, schizofrenie, Parkinson,
deprese
Tryptamin deprese, schizofrenie, jaterni encefalitida
) ischémie, svalova dystrofie, epilepsie, Alzhe-
Polyaminy . . L , i
imer, psoridza, cysticka fibrdza, rakovina
Adrenalin Hyperaktivita
. Alzheimer, schizofrenie, post-traumaticky
Noradrenalin stres

Dalsi funkce, kterou maji BA, je funkce neurotransmiterd. Neurotransmitery jsou nizko-

molekularni chemické latky vznikajici v nervové soustavé zivo€ichil a slouzi k prenaseni
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vzrucht [3]. BA znamé jako neurotransmitery jsou Katecholaminy, indolaminy a imidazo-
laminy. Mezi nejdtlezitéjsi katecholaminy fadime dopamin, epiferin, norepiferin. Nedosta-
tek nebo nadbytek téchto amint v lidském mozku je zodpovédny za neurologické poruchy
[33].
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2 BIOGENNI AMINY V POTRAVINACH

2.1 Mikroorganizmy vykazujici dekarboxylazovou aktivitu

Mnoho mikroorganizm ma schopnost produkovat BA v¢etné grampozitivnich a gramne-
gativnich bakterii riznych rodd a druhti. Soucasné je tato schopnost povazovana za kme-
novou charakteristiku. Pfitomnost BA v potravinach je nezadouci a je zpusobena prede-

v§im mikrobialni aktivitou [14, 16].

Bylo nalezeno mnoho druhi mikroorganizmi vykazujici dekarboxyldzovou aktivitu
(Tab. 4). Mezi bakterie schopné produkovat BA patii také BMK, jejichz nejznaméjsi za-
stupci jsou: Lactobacillus, Enterococcus, Carnobacterium, Pediococcus, Lactococcus
a Leuconostoc. Mezi dekarboxylaza pozitivni mikrofloru pak typicky patii zastupci celedi
Enterobacteriaceae, kmeny rodu: Citrobacter, Klebsiella, Escherichia, Proteus, Sal-
monella a Shigella, také zastupci ¢eledi Micrococcaceae jako: Micrococcus a Kocuria [19,
28].
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Tab. 4. Mikroorganizmy produkujici BA [34]

BA Typ Produkujici mikroorganizmus
gramnegativni  Enterobacteriaceae (napt. Morganella morganii)
g Lactobacillus buchneri, Lactobacillus curvatus,
grampozitivni Lactobacillus helveticus, Streptococcus thermo-
philus
gramnegativni -
Enterococcus casseliflavus, Enterococcus durans,
Tyramin .. . Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
grampozitivil  Enterococcus hirae, Lactobacillus brevis, Lacto-
bacillus curvatus, Streptococcus thermophilus
Putrescin gramnegativni Enterobacteriaceae (napt. Proteus)
grampozitivni Enterococcus faecalis, Enterococcus hirae,
Lactobacillus brevis, Lactobacillus curvatus,
Lactococcus lactis
gramnegativni Enterobacteriaceae, (napt. Morganella
Kadaverin morganii), Pseudomonas putida, Halomonas sp.
grampozitivni
gramnegativni Morganella morganii , Proteus, Serratia
Tryptamin grampozitivni
. gramnegativni Halomonas, Serratia
Fenyletylamin e
grampozitivni Enterococcus

2.2 Fermentace sacharidu u bakterii mlééného kvasSeni a bifidobakterii

Fermentace je metabolicky proces, ve kterém jsou sacharidy a jejich ptibuzné latky ¢astec-
né oxidovany za vydani energie bez pfitomnosti vnéjSich elektronovych akceptora [35].
+

Pfi tomto procesu se tvoii ATP. Jde o hydrogenaci, pfi niz je vodik piedavan na NAD

za uvolnéni CO; [59]. Konecnymi elektronovymi akceptory jsou organické latky produko-
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vané ptfimo z rozlozenych sacharidl, které jsou dale redukovany. V dasledku zminéného
procesu se uvoliuje malo energie [35]. Fermentace jsou tedy nevyhodné, protoze jednodu-
ché organické latky maji vysokou energetickou hladinu [59]. Charakteristické pro BMK

jsou dvé hlavni cesty kvaSeni cukri: homofermentativni a heterofermentativni [35].

2.2.1 Homofermentativni mlééné kvaSeni

Homofermentativni mikroorganizmy jsou schopny extrahovat dvakrat vice energie z dané
glukozy nez heterofermentativni. Nékteti z nich produkuji za pomoci pentdz kyselinu oc-
tovou a mléénou (Obr. 6) [35]. Mezi homofermentativni BMK patii zastupci rodt Lacto-
coccus, Streptococcus, Pediococcus, Enterococcus a nékteré druhy Lactobacillus [22].
Homofermentativni BMK produkuji laktat prakticky jako jediny produkt fermentace
glukézy [15].

2.2.2 Heterofermentativni mlééné kvaSeni

Heterofermentativni BMK §tépi hexdzy za pomoci fosfoketolazové drahy (viz Obr. 6).
Postradaji zakladni enzymy glykolytické drahy - aldolazy [36]. Za pomoci fosfoketolazové
dréhy provadi heterofermentaci BMK jako napt. Leuconostoc, Oenococcus a zastupci rodu
Lactobacillus [22]. Fermentace pentoz (xyluloza a ribdza) vede k tvorbé pyruvatu a acetyl-
fosfatu. Ty jsou nasledné preménény na laktat a acetat (Obr. 6) [22]. Na jednu molekulu
hexo6zy ptipada priblizné vynos energie 2 molekuly ATP a ekvimolarni mnozstvi laktatu,

acetatu, etanolu a CO, [36, 60].

2.2.3 Fosfofruktoketolazova draha

Bakterie rodu Bifidobacterium maji jiny mechanizmus heterofermantitivniho kvaseni
nez BMK. Nicméné také vyuzivaji fosfoketolazovou drahu (viz Obr. 7). Témto bakteriim
chybi aldoldza i1 glukéza-6-dehydrogendza, ale obsahuji dvé aktivni fosfoketolazy. Prvni
katalyzuje Stépeni fruktozu-6-fosfat na erytroza-4-fosfat a druhd vznik acetylfosfatu
z xyluloza-5-fosfat. Glyceraldehyd je ptes glykolyzu pfeménén kyselinou pyrohroznovou
na kyselinu mlé¢nou a acetylfosfat prechazi na kyselinu octovou (z 2 mola glukézy vzni-
kaji 3 moly acetatu a dva moly laktatu). Tento proces je energeticky vyhodnéjsi nez hetero-

fermentativni kvaseni, protoze ze dvou molekul hex6zy vznika 5 molekul ATP [60].
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glukdza
glukéza
+ gluké6za-6-fosfat
gluko6za-6-fosfat
+ 6-fosfoglukonat

fruktoza-1,6-bisfosfat

Y

dihydroxyacetonfosfat xyluléza-5-fosfat

glyceraldehyd-3 —é \

acetylfosfat —ym acetat
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acetaldehyd

3-f osf*glycerét +
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2-fosfoglycerat
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Y

pyruvat

Y
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Obr. 6. Homofermentativni (Vlevo) a heterofermentativni cesta (vpravo) [22]

2 molekuly glukoézy
* 3 molekuly ATP
fruktoza-6-fosfat — g *
fosf oketoldza 3 molekuly acetylfosfatu — e 3 molekuly acetatu

xyluléza-5-fosfat ——pm

fosfoketolaza *_» 2 molekuly ATP
2 molekuly laktatu

Obr. 7. Metabolizmus bifidobakterii (fosfofruktoketoldzova driha) [5]
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2.3 Vyskyt biogennich amini ve fermentovanych vyrobcich a piivodci
jejich vzniku
Fermentované vyrobky jsou takové, které jsou zamérn¢ ,,infikovany* bezpecnymi poziva-

telnymi mikroorganizmy, jejichz enzymy (hlavné amylazy, proteazy a lipazy) hydrolyzuji

polysacharidy, proteiny, lipidy a tim dodavaji potravinam zadanou chut’ a vuni [37].

Vétsina fermentovanych vyrobki se lisi ve vlastnostech jako je nutri¢ni hodnota, funkg-

nost, ekonomicka hodnota a organoleptické vlastnosti [36].

Béhem piipravy fermentovanych vyrobki mizeme oéekavat piitomnost mnoha druhd mi-
Kroorganizmu, z nichZ nékteré jsou schopny produkovat BA. Ve vétsing vyrobka, ve kte-
rych roste pocet BMK, je obsazeno znacné mnozstvi putrescinu, kadaverinu, histaminu
a tyraminu [14]. S fermentovanymi potravinami se musi zachazet velmi opatrné. Nejdile-
je ptitomnost specializovanych kultur v potravinach, které obsahuji organizmy produkujici
specifické antibakterialni latky, které diky konzervaci mohou byt skladovany v potravinach
a pritom jsou i nadale bezpe¢né [36]. Fermentované potraviny patii mezi potravinaiské

produkty, které mohou zpusobovat intoxikaci prostfednictvim obsazenych BA [34].

V soucasnosti je trendem pouZivat pii vyrobé fermentovanych potravin probiotické kultu-
ry. Ty mohou mit funkci startérovych kultur a do vyrobki jsou hlavné ptidavany pro dosa-
zeni pozitivniho u¢inku na lidské zdravi. Probiotika jsou definovana jako Zivé mikroorga-
nizmy ptitomné v potraveé, které po poziti v ur€itém mnozstvi ptiznivé ovliviiuji slozeni
a rovnovahu stfevni mikroflory, a tim i celkové zdravi ¢lovéka. Bohuzel i zastupci probio-
tickych kultur patfi mezi potencionalni producenty BA, a je proto nutné provétovat je

na schopnost jejich tvorby [39].

Kultury probiotickych bakterii musi spliovat nasledujici pozadavky. Musi byt:
e humanniho ptivodu,
e schopné piezit pruchod travicim traktem,

e schopné v misté plisobeni (ve stfev€) s€ mnozit a nesmi byt toxické ¢i patogenni
[39].
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Produkty mlééné fermentace klasifikujeme dle zavislosti na vlastnostech mlééné mikroflo-
ry na mezofilni, termofilni, probiotické (nebo terapeutické). Piiklady zminénych vyrobkt

jsou nasledujici:
e mezofilni- napt. podmasli, Slehacka;
e termofilni- napf. jogurt, acidofilni podmasli;
e probiotické- napft. yakult, acidofilni mléko, bio jogurty [38].

Ve vétsing fermentovanych mléénych produktii klesa hodnota pH okolo 4,6 coz zplsobuje

negativni dopad na zivotaschopnost a mnozeni BMK [40].

2.3.1 Miléko

Nejcastéjsim producentem BA v mléce jsou gramnegativni bakterie, hlavné zastupci ¢eledi

Enterobacteriaceae, které v mléce produkuji zejména histamin, putrescin a kadaverin [34].

Samotné mléko neni vyznamnym zdrojem BA (Tab. 5) [16]. Ve studii Silla-Santos et al.
(2003) byla detekovana v mléce zanedbatelna mnozstvi sperminu (40,4 pg.ml™), spermidi-
nu (36,25 pg.ml™) a putrescinu (13,2 pg.ml™). U sperminu a spermidinu neni zcela jasné,
jestli jsou produkovany mikroorganizmy nebo maji endogenni pivod [34, 41]. V posledni
dobé se vyrabéji fermentovana mléka, ve kterych jsou zahrnuté probiotické mikroorganiz-
my [43]. Sifeni bifidobakterii v mléce je pomaly ve srovnani s BMK vyuzivanymi v kulti-

vovanych mléénych vyrobcich [42].

Mikroorganizmy s pozitivni dekarboxylazovou aktivitou jsou ptirozenou soucasti mléka,
které se pouziva k vyrobé syri. Proto je dlleZita hygienicka kvalita mléka, kterd je pozorné

sledovana [41].

232 Syry

Syry patii mezi fermentované potraviny, které definujeme jako mlé¢ény vyrobek vyrobeny
vysrazenim mlécné bilkoviny kaseinu z mléka plisobenim syfidla nebo jinych koagulac-
nich ¢inidel, prokysanim a odd€lenim podilu syrovatky. Jsou zndmy po celém svété diky

své rozmanitosti, textufe a chuti [44, 45].

Hlavni producenti BA v syrech jsou BMK a také mnoho dal$ich mikroorganizmti (gram-

pozitivnich i gramnegativnich) [8, 34].
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Nejznaméjsi BA vyskytujici se v syrech diky mikrobialni aktivité jsou: tyramin, histamin,
kadaverin, putrescin (viz. Tab. 5.) [46]. Gramnegativni mikroorganizmy mohou v syru
zvySovat koncentraci putrescinu a kadaverinu, Clostridium mutze produkovat histamin,
tyramin a tryptamin a n¢které druhy bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae produkuji hista-
min, tyramin, putrescin, kadaverin a fenyletylamin [41].

Syry jsou idealnim prostiedim pro produkci BA, protoZe nejsou sterilni a proteolyza kasei-
nu zajiStuje dostupnost volnych aminokyselin, coz jsou prekurzory pro vznik BA (viz
Tab. 5) [34]. Zabudovani bifidobakterii do syru zavisi na vybranych kmenech, na aktivité
BMK, na slozeni, na druhu syra a na podminkach zpracovani a zrani [42]. Pfitomnost ami-
nl v syrech zavisi na druhu syru, véku a mikrofléfe (piivodni flofe, startovacich mikroor-

ganizmech, kontaminujicich mikroorganizmech) [47].

Tab. 5. BA vyskytujici se v mlécnych vyrobcich [16]

Produkt Biogenni aminy [mg.kg™]
Histamin Tyramin Putrescin Spermidin Spermin
Mléko 0,1 0,86
Tvaroh 0,98 2 3,38 1,82 0,89
Syrovatka 0,28 0,65 0,24
Jogurt 13
Nezrajici syry ze syro-

vého mléka 110,8 233,33 38,75

Nezrajici syry z pasteri-
zovaného mléka
Tvrdé syry ze syrového
mléka

Tyrde syry 2 pasterizo- .65 45 301,06 0-175,39
van¢ho mléka

Modré syry ze syrového ) 1049 81 105198 0-875.8
mléka

Modr¢ syTy 2pasteniz0- o 19705 526,63 0-237,56
vaného mléka

0-60,2 22,02

0-510,2 453,77 0-176,32

Idiazabal 238 103,3
Feta 84,6 246 193
Terrincho syr 15,6 216,68 217,84
Semicotto Caprino 1,8 3,2 9 1,4 0,2

Polotvrdy italsky 378,12 373,45 286,51
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2.3.3 Jogurt

Jogurt je fermentovany mlécny produkt, ktery se obvykle vyrabi z pasterizovaného mléka
[40]. Je produkovan kyselym srazenim mléka prostiednictvim jogurtovych termofilnich
kultur, které jsou tvofeny vybranymi kmeny Streptococcus thermophilus a Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus v poméru 1:1 [35]. Diky jeho vysoké titraéni Kkyselosti
(a nizkému pH) predstavuje jogurt nevhodné prostiedi pro rozvoj patogent [45]. Hodnota
pH vétSiny komerc¢nich produktii se pohybuje v rozmezich okolo 3,7-4,3. Avsak optimalni
hodnota pH pro bifidobakterie se pohybuje okolo 6,5-7, jejich rust je inhibinovan jiz pii
pH 5, proto se pH jogurtu musi stale udrzovat okolo 4,6, jinak by mnozstvi bifidobakterii

znacné klesl [42].

2.3.4 Kefir

Kefir obsahuje Sirokou $kalu mikroorganizmi, patii mezi n¢: Lactococcus lactis ssp. cre-
moris, Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactobacillus kefir, Lactobacillus kefiranofaciens,
Lactobacillus brevis, Lactobacillus acidophilus, Leuconostoc spp., Acetobacter spp., Kluy-
veromyces spp. a Saccharomyces spp., Candida spp. [43]. Ozdestan a Uren (2010) ve svém
vyzkumu zjistili, ze se v kefiru objevuji BA a to zejména tyramin v mnozstvi mezi 2,4 az

35,2 mg.I™ [34].

2.3.5 Fermentované masné vyrobky

Fermentace je tradi¢ni konzervaéni technika, ktera poskytuje relativné stabilni masné vy-
robky s typickymi senzorickymi vlastnostmi. Tento d&j je typicky pro uzeniny, ve kterych
se nachazi mleté maso spole¢né s riznymi ingrediencemi jako je stl, cukr, kofeni, urych-

lovace tuhnuti aj. [49].

2.3.6 Maso

Maso a masné vyrobky jsou znamé pro relativné casty vyskyt BA. Mezi nejrozsifenéjsi
BA, které jsou obsazeny v masnych vyrobcich, patii tyramin, kadaverin, putrescin a hista-
min. Spermin se vyskytuje u teplokrevnych zvitat a spermidin se v mase vyskytuje ztidka.
Nékteré aminy, zvlasté tyramin, putrescin a kadaverin se vytvaieji jiz béhem skladovani

[28].

Cerstvé a zpracované vepirové maso obsahuje vysoké hladiny adrenalinu, spermidinu

a sperminu, nizky obsah noradrenalinu, putrescinu, histaminu, kadaverinu a tyraminu. Vel-
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ké mnozstvi kadaverinu v hovézim mase bylo spojovano se silnou kontaminaci bakteriemi
celedi Enterobacteriaceae. Vysoka produkce tyraminu v uzeninach mize byt spojovana
také s kontaminaci BMK. Vyskyt BA ve fermentovanych uzeninach mize mit tedy ptivod
z kontaminované suroviny nebo ze samotného procesu fermentace. Naptiklad bakterie
Carnobacterium divergens byla zodpovédna za vznik tyraminu ve vakuové zabaleném

Mrwe

bacteriaceae nebo rodu Pseudomonas [27].

2.3.7 Fermentované salamy

Tab. 6. Vyskyt BA ve fermentovanych salamech [50]

Fermentovany Histamin Tyramin Kadaverin Putrescin Spermidin Spermin
salam [mg.kg™]
Belgicky 4,1 36,8 2,5 15,1 X X
Finsky 54 88 50 79 4 31
Rusky 89 110 10 93 5 33
Dansky 9 54 180 130 7 37
Egyptsky 53 14 19 39 2,3 1,8
Polic¢an 17,5 89 6 54 2,5 2
Chorizo 2,2 282,3 20,1 60,4 X X
Fuet 28,5 190,7 18,9 71,6 X X

X....nebyl detekovan obsah BA

VEétsi mnozstvi amind se tvofi v salamech o vétsim praméru a vyssi koncentrace BA nalez-
neme spise uvnité salamu neZ na okraji (Tab. 6). Niz8i obsah vody v dusledku intenzivnéj-
Siho sus$iciho procesu ptispiva ke snizeni dekarboxylazové aktivit¢ mikroorganizmu tvortici

BA [50].

V dnesni dobé se mlzeme setkat se snahou vyuzit i uzeniny jako médium pro doruceni
probiotik do organizmu ¢loveéka. Uzeniny by mély byt ve stavu, ktery podporuje preziti
probiotickych bakteridlnich kmenti a musi byt vyrobeny tak, aby probiotické bakterialni
kmeny vykazovaly blahodarné ucinky. Lze pfedpokladat, ze jakékoliv snizeni pH (pH<S5)
dlouhodobé zrani (>1 mésic), suSeni nebo nadmérné teplo ma potencidl k poSkozeni

nebo usmrceni probiotickych bakterii [51].
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3 ZASTUPCI PROBIOTICKE MIKROFLORY

3.1 Startérové kultury

V potravinaiském pramyslu se v dnes$ni dobé€, misto pfirozené ptitomné mikroflory, vyuzi-
vaji sestavené startérové kultury se specifickymi vlastnostmi, aby bylo dosazeno standard-
niho finalniho produktu [34]. Mezi bakterie uzivané jako startérové kultury pii piipravé
fermentovanych mléénych vyrobki nalezi zejména BMK, ale nejen BMK mohou byt pou-
Zivany pti vyrobé téchto vyrobkd. Jako kultury jsou aplikovany napt. i kmeny Propioni-
bacterium shermanii a probiotické Bifidobacterium spp. Dale jsou pro vyrobu fermentova-
nych mlé¢nych vyrobkl vyuzity bakterie Brevibacterium linens a rizné druhy plisni (kon-
krétné Penicillium) [57].

Zakladnimi BMK jsou laktokoky, laktobacily a streptokoky [34]. V dnes$ni dobé¢ je trend
pouzivat pfi vyrobé fermentovanych potravin probiotické kultury. Ty mohou mit funkci
startovacich kultur a do vyrobki jsou pfidavany pro dosazeni pozitivniho G€¢inku na lidské
zdravi [39]. Bifidobakterie jsou pfidavany do probiotickych potravin a jsou dulezitou sou-
Casti startérovych kultur jogurti a jinych mléénych vyrobkt [36]. Druhy Bifidobacterium
bifidum (Bifidobacterium dale jen B.), B. infantis a B. longum jsou ¢asto nezbytnou sou¢as-
ti zakysovych kultur pfi vyrob& mléénych kysanych napojt [58].

Zadouci vlastnosti startérovych kultur pro vyrobu fermentovanych mléénych produktii jsou
nasledujici: kontrolovana produkce mlééné kyseliny, kratka lag-faze, fagova rezistence,
jejich jednoducha vyroba, stabilita a konzistence, tvorba pozadované chuti a textury a pro-

dukt bez nezadoucich ptichuti [36].

3.2 Rod Bifidobacterium

Rod Bifidobacterium byl poprvé izolovan a popsan v letech 1899-1900. Objevitel bifido-
bakterii byl Tissier, ktery jako prvni popsal jejich morfologii a pojmenoval je jako Bacillus
bifidus. Rod Bifidobacterium nalezi do kmene Actinobacteria, tfidy Actinobacteria, podtii-
dy Actinobacteridae, do fadu Bifidobacteriales a rodiny Bifidobacteriaceae. Do této rodiny
patii i ostatni rody jako jsou: Aeriscardovia, Falcivibrio, Gardnerella, Parascardovia

a Scardovia [52].

Bifidobakterie jsou obecné charakterizovany jako grampozitivni, plyny netvofici, striktné
anaerobni, nesporogenni, nepohyblivé a katalaza negativni bakterie [53]. Tolerance kysli-

kové zavislosti se muze lisit kmen od kmene, napf. zastupci druhd B. infantis, B. breve
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a B. longum jsou schopné rdstu i za aerobnich podminek [42]. Jsou chemoorganotrofni,
vyskytuji se v lidském i zvifecim téle. Jsou izolovany zejména z vykald, z bachoru skotd,

lidské vaginy, zubniho kazu a stieva v¢el [52].

Bifidobakterie, jak jiz bylo zminéno v kapitole o fermentacich (podkapitola 2.2.3), produ-
kuji kyselinu mlé¢nou a octovou v poméru 2:3 [40]. Kyselina octova ma silngj$i antagonis-
ticky G¢inek na nevitané gramnegativni bakterie, nez ma Kyselina mlécna [10]. Razné en-
zymatické schopnosti bifidobakterii a naro¢nost na kultivaéni prostiedi ztézuji vybér jed-
notlivych medii pro vSechny druhy. V mléku rostou bifidobakterie velmi Spatné, a to
z divodu nedostatkt kratkych peptidi a volnych mastnych kyselin. Nékteré bifidobakterie
vykazuji lepsi nértst, kdyz je mléko obohaceno o hydrolyzat kaseinu nebo kvasnicové ex-
trakty. Ackoliv mnoho bifidobakterii nejsou typicky acidofilni, mnoho kment pteziva pH
hodnotu okolo 4 a mén¢ [40].

Rod Bifidobacterium je ¢asto povazovan za BMK. Ackoliv sdili nékteré z jejich typickych
vlastnosti, je po fylogenetické strance nepiibuzny a pouziva jedine¢ny zptsob kvaseni sa-
charidd [15]. Charakteristickym enzymem sacharidového metabolizmu bifidobakterii je
fruktoza-6-fosfat fosfoketolaza (EC 4.1.2.22). Tento enzym je specificky pro bifidobakte-
rie a neni pfitomen v BMK [15]. I kdyz bifidobakterie maji fermentativni metabolizmus,
nejsou vyuzivany samostatné pro vyrobé jakéhokoliv fermentovaného produktu. Lze je
nalézt ve vétsin€ surovych potravinovych surovin. Diky probiotickym schopnostem jsou
ptidavany do jogurtl a dal$ich mlé¢nych vyrobka [36]. K dnesnimu dni rod Bifidobacteri-
um obsahuje 47 druht [65].

Bifidobakterie produkuji vitaminy, enzymy (které se mohou tucastnit traveni) a kratké
mastné kyseliny. Napf. pfi podavani antibiotika klindamycinu, které zpisobuje zacpu, mu-
ze podavani fermentovaného mléka s B. longum a Lactobacillus acidophilus zlepsit gastro-
intestalni potize. Dalsi studie prokazala, Ze pii pouZivani erytromycinu soucasné
s B. longum dochazi k rovnéz vyznamnému omezeni hmotnosti stolice a jeji frekvence
[54].

Je zndmé, Ze mira prospivajicich mikroorganizmti v lidském stfevé hraje diileZitou roli
V podpofe a uchovani lidského zdravi. Patfi mezi n€ bifidobakteridlni druhy fylogeneticky
vyznamnych skupin s charakteristickymi vlastnostmi, jako jsou biochemické a probiotické
vlastnosti. B. animalis a B. lactis vykazuji vysokou uroven imunomodula¢ni aktivity,

jakoz i toleranci vuci zaludecni kyselin€ a zlu¢ovym kyselinam [55].
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3.3 Bakterie mlééného kvasSeni

BMK je heterogenni skupina grampozitivnich bakterii, které jsou nesporulujici, katalaza
negativni a fakultativné anaerobni. Mezi typické BMK patii rody: Lactobacillus, Lacto-
coccus, Streptococcus, Pediococcus, Oenococcus, Enterococcus a Leuconostoc. Dle bio-
chemického hlediska je rozdélujeme na homofermentativni a heterofermentativni (viz ka-
pitola 2.2.1 a 2.2.2). Vyskytuji se ubikvitné. Nékteré druhy jsou vyuzivany K pripravé fer-
mentovanych potravin jako startérové kultury. BMK jsou také dulezité pro spravnou fyzio-

logickou funkci lidského i zviteciho organizmu, zvlasté pak ptsobi v intestinalnim traktu
[22].

3.3.1 Rod Lactobacillus

Lactobacily jsou grampozitivni, katalaza negativni, nesporulujici mikroorganizmy s niz-
kym obsahem G+C (v DNA 32-55 %). Rostou pii pH 5,5-6,2. Je to druhové velmi pocetny
rod, jehoz né€které druhy jsou aplikovany jako probiotika, nebo bézn¢ ve fermentovanych
potravinach jako soucast startérové kultury, kdy maji antibakterialni efekt. Nachazi se
V Gstni duting, trdvicim traktu, vaging, v rostlinnych silédzich [61].

Rod Lactobacillus se podle metabolizmu hex6z podrobnégji déli na 3 skupiny. Homofer-
mentativni lactobacily fermentuji hexézu na mlé€nou kyselinu za pomoci Embden-
Meyerhofovy drahy, nefermentuji pentdzy nebo glukonat. Fakultativné heterofermentujici
lactobacily fermentuji hexdzy za vzniku kyseliny mlécné, etanolu, acetatu. Pentozy jsou
fermentovany diky fosfoketolazové draze. Obligatné heterofermentativni lactobacily fer-
mentuji hexdzu na kyselinu mlécnou, acetat nebo etanol a oxid uhlicity, pfi¢emz vyuZivaji

fosfoketolazovou drahu. Produkuji peptidazy, proteinazy, aminopeptidazy atd. [40].

3.4 Metody stanoveni biogennich aminu

Divodem, pro¢ kontrolovat mnozstvi amind v potravinach je, jak jiz bylo mnohokrat zmi-
néno, jejich toxicita. Dalsim divodem je pak pouziti pritomnosti BA jako indikatort jakos-

ti potravin [9].

Ke stanoveni BA mizeme vyuzivat metody chemicko-analytické, nebo metody biologické.
Mezi chemicko-analytické metody mizeme zatadit vysokotuc¢innou kapalinovou chromato-
grafii, plynovou chromatografii, tenkovrstvou chromatografii a kapilarni elektroforézu. Do
biologickych metod patii kultivaéni metoda, kdy se pouzivaji média s indikatory pH (pou-

ze orientacni metoda, dava faleSné pozitivni i negativni vysledky) [56, 63].
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Potencial tvorby BA bakteriemi lze stanovit pomoci molekularn¢ biologické metody. Tato
metoda, ale rovnéz Castecné patii mezi analytické, protoze namnozena ¢ast DNA podstu-

puje separaci na elektroforéze [56].

V praxi je nejcastéji vyuzivana vysokoudinna kapalinova chromatografie na reverznich
fazich s fluorescencni nebo UV detekci po derivatizaci (dansylaci, benzoylaci nebo deriva-
tizaci reakci s 9-fluorometyl chloroformatem, N-hydroxysukcinimidyl-6-chinolyl karbama-
tem, nebo o-ftaldialdehydem) [56].
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II. PRAKTICKA CAST
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7

4 CIL

Cilem teoretické casti bylo zaméfit se na problematiku produkce biogennich aminii mikro-
organizmy uzivanymi v pramyslu vyroby potravin. Byla vytvofena literarni reSerse,
kterd zahrnovala charakteristiku a vznik biogennich amint, faktory ovliviiujici dekarboxy-
lazovou aktivitu, pfitomnost biogennich aminli ve fermentovanych potravinach a ucinky
zvySenych koncentraci biogennich amind na lidské zdravi. Dale byl charakterizovan meta-
bolizmus probiotickych bakterii, jejich pozitivni u¢inky na lidské zdravi a jejich potencial-

ni dekarboxylédzova aktivita.

Cilem praktické ¢asti bylo sledovani vlivii kombinaci vnéjsich faktorti (ptidavek laktozy
a NaCl) na dekarboxylazovou aktivitu probiotického kmene Bifidobacterium animalis
ssp. lactis CCDM 239, ktery byl ziskan ze Sbirky mlékarenskych mikroorganizmi Laktof-

lora.

Testované rozsahy koncentraci ptidanych latek (faktort) byly nésledujici:
e NaCl v koncentracich 0,00; 1,00; 2,00 % (w/v);
e Laktozu v koncentraci 0,25; 0,50; 1,00 % (w/v).

Dale byla v ramci praktické ¢asti sledovana kinetika produkce BA v ramci 36 hodin kulti-
vace a ovlivnéni ristového chovani vyse uvedenymi vnéj§imi vlivy pomoci méfeni optické
denzity bakteridlni suspenze v danych odbérovych €asech. PouZitou analytickou metodou

byla RP-HPLC s piedklonovou derivatizaci dansylchloridem a UV detekei pii 254 nm.

Probiotika nejsou bézné oznacovana za producenty BA, avsak se pfipousti, ze by mohly

pfispivat k celkovému obsahu BA ve vyrobcich.

Na zékladé provedenych testi bude mozné vyvodit doporuceni v oblasti technologickeé
praxe a aplikace zminéné probiotické kultury zaméfené na oznaceni podminek, za kterych
je dekarboxylazova aktivita podporovana. Soucasné tato prace prispéje k objasnéni Casti
metabolizmu bifidobakterii, které jeSté nejsou zdaleka tak dokonale prozkoumdny jako

napf. laktobacily.
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5 MATERIAL A METODIKA

Produkce BA byla zkoumana za podminek in vitro u kmene Bifidobacterium animalis
ssp. lactis CCDM 239 (dale Bifidobacterium lactis CCDM 239) ze Sbirky mlékarenskych
mikroorganizmi Laktoflora® (Cultures Collection of Dairy Microorganism; CCDM).

5.1 Priprava dekarboxyla¢niho média

Jako kultiva¢ni médium byl pouzit modifikovany bujon MRS broth Lactobacillus (HiMe-
dia, Indie, Mumbai). Zakladni slozky této pudy jsou:

Proteozovy pepton...............c.evnen.n. 10,00 g.I"
Hovézi extrakt........ooveeeeeiiieiinaii.. 10,00 g.I'1
Kvasni¢ni extrakt.........ccooeviiiinniiii.. 5,00 g.I'1
DEXITOZA .o 20,00 g.I'1
Polysorbat 80............ccoevviiiiininin... 1,00 g.I'1
Citran amonny.............ccoevvevenrenann.. 2,00g.I"
Octan sodny.......c.ooevviviiiiiiiininnininnn, 5,00 g.I'1
Siran hofecnaty..............ocevevninninnnnn. 0,10 g.l'1
Siran manganaty.............cc.cocevevininnnnns 0,05g.1"
Hydrogenfosforecnan draselny.............. 2,00 g.I"

Bylo piipraveno 55,15 g média Lactobacillus MRS Broth. Do takto pfipraveného média
byly pfidany aminokyseliny arginin, tyrozin, ornitin, lyzin (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) v koncentraci 0,3 % (w/v) jako prekurzory pro tvorbu BA. Rovnéz byly ptidany od-
povidajici kombinace sledovanych faktorii (viz kapitola 5.2). Takto pfipravené médium
bylo rozpusténo v 1 000 ml vody. Bylo upraveno pH média na 4,5 (optimalni pH pro de-
karboxylazovou aktivitu). Médium bylo nésledné rozplnéno do zkumavek o objemu 7 ml
a sterilizovano v autoklavu pti 121 + 1 °C po dobu 15 minut. Pfed zaoCkovanim byl
do média navic pfidan sterilni roztok cysteinu pro podporu redox-potencialu do cilové
koncentrace 0,1 % (w/v) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).
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5.2 Priprava bakterialni suspenze Bifidobacterium

Sledovany kmen byl uchovavan na pevném agaru MRS broth Lactobacillus s piidavkem
agaru (Agar Agar, Type |; HiMedia, Indie, Mumbai). Cistota kultury byla ovéfena kiizo-
vym roztérem a po Gramové barveni mikroskopicky pod imerznim objektivem pii zvétSeni

100x.

Nasledn¢ byla odebrana jedna typicka kolonie, kterd byla pomnozena v dekarboxyla¢nim
médiu odpovidajiciho slozeni. To piedstavovalo modifikované médium obsahujici amino-
kyseliny (viz kapitola 5.1) a testované faktory v nasledujicich koncentracich a vzajemnych

kombinacich:
¢ NaCl v koncentracich 0,00; 1,00; 2,00 % (w/v);
e Laktozu v koncentraci 0,25; 0,50; 1,00 % (w/v).

Pridavek laktozy a soli, resp. jejich koncentrace faktorti byly voleny tak, aby se co nejvice
ptiblizovaly redlnym podminkdm v mléce a vyrobcich, ve kterych by mohla byt kultura

pouzita.

Nasledovala kultivace za anaerobnich podminek pii 37 °C 24 hodin. Touto Cerstvou kultu-
rou byly zaofkovany zkumavky s dekarboxylacnimi médii s odpovidajicimi kombinacemi
a koncentracemi sledovanych faktorti, a to vZdy ve trojim opakovani (n=27) pro kazdy
odbérovy €as (9 casli). Pro korekci obsahu biogennich aminti v kultivaénim médiu byla
vzdy jedna zkumavka ponechana bez inokulace a pouzita jako negativni kontrola (n=9).
Zvolené Casy odbéru vzorkid byly nasledujici: 0 hodin= ¢as zaockovani, 2, 4, 6, 8, 10, 12,

24, 30 a 36 hodin. Celkovy pocet vzorkl v rdmci celého experimentu byl n=324.

V ramci experimentu byly sledovany vlivy kombinaci faktori na rtistové chovani a kineti-

ku produkce biogennich amintl testovanym probiotickym bifidobakterialnim kmenem.

5.3 Opticka denzita

Kultura byla v dekarboxylacnich médiich kultivovana pii teplot¢ 37 + 1 °C.
Ve dvouhodinovych intervalech byly po dobu 36 hodin odebirany vzorky na detekci bio-
gennich amint a stejné tak byl sledovan nardst kolonii kmene B. lactis CCDM 239 pomoci
zmény optické denzity bakteridlni suspenze. Zmeéna optické denzity byla méfena na pfi-

stroji Benchmark Microplate Reader (BIO-RAD, UK) pti vinové délce 655 nm.
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Bakterialni suspenze byla po promichani rozpipetovana v mnozstvi 200 pl do jamek mi-
krotitra¢ni desti¢ky. Opticka denzita nezaockovaného média byla pouzita jako kontrola
a odectena od hodnot bakteridlnich suspenzi. Korigované priméry optické denzity byly
sestaveny po odecteni slepych vzorkii (nezaockované médium) od realnych. Ristové kiiv-

ky byly zndzornény v grafech jako zavislost pfirozeného logaritmu optické denzity na Case.

5.4 Priprava vzorki k derivatizaci

Po kultivaci testovanych bakterii byl odstranén parafin a suspenze byla centrifugovana
(4000 otacek za minutu, 22 + 1 ° C, 15 minut). Ziskany supernatant byl nafedén v poméru
1:1 (v/v) kyselinou chloristou (c = 1,2 mol.I"%). Takto nachystany vzorek byl podroben de-

rivatizaci.

5.5 Postup derivatizace

Produkce BA (tyraminu, fenyletylaminu, putrescinu a kadaverinu) byla stanovovéna s po-
moci kapalinové chromatografie (HPLC). Ke vzorku (1 ml kyselého hydrolyzatu superna-
tantu) bylo pfidano 100 pl interniho standardu 1,7-heptandiaminu o koncentraci
500 mg.I"* (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) a 1,5 ml uhli¢itanového pufru s 2 ml dansyl-
chloridu (o koncentraci 5 g.I""). Takto pfipravena smés se v temnu tfepala 20 hodin. Na-
sledné byl aplikovan roztok prolinu 200 ul (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) v koncentraci
(100 g.I'Y), ¢imz byla zastavena derivatiza¢ni reakce. Dansylderivaty biogennich amin
byly extrahovany vytfepanim do 3 ml heptanu (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Jeden
mililitr  heptanové vrstvy byl odebran a odpafen pod dusikem pii teploté
60 £ 2 °C. Odpaieny pelet byl nasledné rozpustén v 1,5 ml acetonitrilu (Sigma-Aldrich, St.

Louis, USA) a podroben vysokouc¢inné kapalinové chromatografii na reverznich fazich.

5.6 Chromatomatografické stanoveni biogennich aminua ve vzorku

Derivatizované vzorky byly zfiltrovany (porozita 0,22 um) a aplikovany na kolonu (Agi-
lent Zorbax Eclipse C18, 50 x 3.0 mm, 1,8 ul; Agilent USA) s chromatografickym systé-
mem (binarni pumpa a autosampler Agilet Technologies 1260 Infinity, USA), odplynova-
¢em, UV / VIS-DAD detektorem (A =254 nm) a kolonovym termostatem (Agilent Techno-
logies, USA).
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6 VYHODNOCENI

6.1 Kinetika produkce tyraminu

V médiu po kultivaci testovaného kmene Bifidobacterium animalis ssp. lactis CCDM 239

byl detekovan pouze tyramin a to v maximalnich mnozstvich do 10 mg.l‘l.

V médiu bez ptidavku soli bylo maximalni vyprodukované mnozstvi tyraminu okolo
4 mg.I" a nariist jeho obsahu v dekarboxyla¢nim médiu byl pozvolny. P¥i obohaceni média
0 1 % (w/v) NaCl rostla produkce tyraminu mirné do 24. hodiny, poté doslo ke skokovému
zvyseni jeho produkce az k hodnoté 5 mg.l™. Ziejmé z diivodt delsi lag-faze a potiebné
doby na aktivaci enzymového systému kultury. Produkce tyraminu v médiu s 2% (w/v)
koncentraci NaCl byla opét pozvolnd a k nartistu obsahu doslo az v 36. hoding, kdy byly
vyprodukovéany 4 mg.1™. Je pravdépodobné, e pii delsi kultivaci by dolo k dal§imu na-

rastu obsahu.
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Obr. 8. Grafické znazornéni produkce tyraminu behem 36 hodin kultivace B. animalis
ssp. lactis CCDM 239 s pridavkem 0 % laktozy a 0 %, 1 % a 2 % NaCl do rustového pro-

stredi
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Obr. 9. Grafické znazornéni produkce tyraminu behem 36 hodin kultivace B. animalis
ssp. lactis CCDM 239 spridavkem 0,25 % laktozy a 0 %, 1 % a 2 %

NaCl do riistového prostiedi

V médiu obohaceném o 0,25 % (w/v) laktozy a 0 % (w/v) NaCl byla produkce tyraminu
velmi nizka, bylo dosaZeno hodnot okolo 3 mg.I". Pfi zvyseni NaCl na 1 % (w/v) byla
produkce zvysena na 6 mg.l™. S dalsim navysenim koncentrace NaCl na 2 % (w/v) byla
produkce snizena na hodnotu 5 mg.I™. Trend nartistu byl obdobny jako v predeslém piipa-
de.
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Obr. 10. Grafické zndzorneni produkce tyraminu béhem 36 hodin kultivace B. animalis
ssp. lactis CCDM 239 s pridavkem 0,5 % laktozy a 0 %, 1 % a 2 % NaCl do ristového

prostredi
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V médiu s 0,5 % (w/v) laktozy byla produkce tyraminu nizka. V ptipadé kombinace obsa-
hu laktozy s 0 % (W/v) a 2 % (w/v) NaCl se pohybovala do 3,5 mg.I"* a v piipadé 1 %
(w/v) NaCl pouze do 2 mg.I"". Narist obsahu BA byl opét mirny a vétsi produkce bylo

dosazeno vzdy ve finalni fazi kultivace.
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Obr. 11. Grafické zndzornéni produkce tyraminu po 36 hodindach s pridavkem 1 %
laktozy a 0 %, 1 % a 2 % NaCl

Produkce tyraminu pii pridavku 1 % (w/v) laktozy byla u 0 % (w/v) NaCl ptiblizné
4 mg.I", u 1 % (w/v) NaCl dosahovala hodnot az 6 mg.I™ a u 2 % (w/v) NaCl bylo vypro-
dukovéno 5 mg.l'l. Trend produkce byl pozvolny a nedochazelo k zadnym velkym skokim
kromé 1 % (w/v) koncentrace NaCl.

6.2 Rustové kiivky tyraminu

Meéfenim optické denzity bunék (pii vlnove délce 655 nm, OD655) byl zjistovan vliv vy-
branych faktorti na rist sledovaného kmene bifidobakterii. Do 30. hodiny byl pozorovan
vétSinou nejveétsi nardst optické denzity. Po zbytku ¢asu kultivace byl nartst uz neménny.
Nejvétsi hodnoty optické denzity suspenze vykazovalo médium bez ptidavku laktozy, viz
Obr. 12. Nejmensi hodnoty zakalu suspenze ukazovalo médium obohacené o 1,0 % (w/v)
laktozy a 0; 1,0 a 2,0 % (w/v) NaCl, viz Obr. 15. Z téchto vysledka tedy vyplyva, Ze lakto-
za paradoxné mirn¢ potlac¢ovala, nebo spise nepodporovala rist testovaného kmene, jak by

mohlo byt ocekévano.
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v

Ani 2% (w/v) koncentrace NaCl nezpuisobila vyraznéjsi inhibici ristu u testovaného kme-
ne, viz Obr. 12. Doslo k nepatrnému prodlouzeni lag-faze a pouze k mirnému potlaceni
rastu. Maximalni dosazené hodnoty optické denzity byly pak pozorovany v médiu bez pii-
davku NaCl po 36 hodinach kultivace. Jiz u 0,25% (w/v) ptidavku laktozy (viz Obr. 13)
v kombinaci NaCl (jak Ize vy¢ist z rustovych kiivek) mél ptidavek lehce inhibi¢ni ucinky

na rist. Opét nebyla pozorovana vyznamngéjsi elongace lag-faze.

A7 pti pridavku 0,5 a 1 % (w/v) laktézy v kombinaci se soli (viz Obr. 14, Obr. 15) doslo
k prodlouzeni lag-faze. Samotny nartst byl vSak v kone¢ném disledku piekvapiveé spolu-

pusobenim faktordi podporovan.

Pozitivni vliv laktozy na rast kmene bez soucasného piidavku soli (0 % (w/v)) nebyl sle-

dovan.
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Obr. 12. Rustova kiivka Bifidobacterium animalis ssp. lactis CCDM 239

s pridavkem NaCl do rustového média
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Obr. 13. Rustova krivka Bifidobacterium animalis ssp. lactis CCDM 239
s pridavkem NaCl a 0,25 % (w/v) laktozy do ristového média
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Obr. 14. Rustova kiivka Bifidobacterium animalis ssp. lactis CCDM 239
s pridavkem NaCl a 0,5 % (w/v) laktozy do ristového média
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Obr. 15. Rustova krivka Bifidobacterium animalis ssp. lactis CCDM 239
s pridavkem NaCl a 1,0 % (w/v) laktozy do riistového média
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7 DISKUZE

Experimentalni cast této bakalaiské prace byla zamétfena na sledovani rtistu a kinetiku pro-
dukce BA (v naSem pfipad¢ pouze tyraminu) probiotickym kmenem Bifidobacterium ani-
malis ssp. lactis CCDM 239. Problematika vlivu faktorti na rist a produkci biogennich
amint probiotickymi kmeny neni v soucasnosti stale prozkouména. Dostupnd literatura
nezahrnuje studie, které by se tykaly dekarboxylazové aktivity kmend s dieteticko-
1é¢ebnym ucinkem. Proto byla zamérné vybrana tato probioticka bakterie, abychom zjisti-

ly, jestli je schopna produkovat BA.

V ramci praktické ¢asti této bakalaiské prace byl zkouman vliv koncentraci NaCl (0%, 1%,
2% (w/v)) a ptidavku laktozy (0,25%, 0,50%, 1% (w/v)) na kinetiku produkce BA

a rustové chovani kmene Bifidobacterium lactis CCDM 239.

Protoze jsou probiotické bifidobakterie striktné anaerobni [10], byl testovany kmen kulti-
vovan pod vysokym sloupcem hladiny rastového média (7 ml) s ptidavkem cysteinu, ktery
anaerobni podminky jesté vice podpofil. Divodem byla snaha zajistit rist a tim padem

1 optimalni enzymatickou (dekarboxyldzovou aktivitu) zkousené kultury.

Do média byly pridany volné aminokyseliny v koncentraci 0,3 % (w/v). Divodem bylo
poskytnuti prekurzort pro vznik biogennich amint [7]. Kombinace téchto faktord ve zmi-
nénych koncentracich a hodnotach byly voleny tak, aby imitovaly podminky realného pro-

stiedi, ve kterém jsou probiotické bakterie aplikovany (podminky v mlécnych vyrobcich).

Bifidobakterie nemaji extracelularni proteolytické vlastnosti, ale je u nich ptitomen pepti-
dolyticky metabolizmus. V mléce je jejich pocet nizky, jelikoz potiebuji dostatek rasto-
vych faktorl, aby dosahly pozadovaného poctu. Tyto pozadavky na ristové prostiedi jsou
Casto oznacovany jako ,bifidus faktor”. Latky, které podporuji rist, jsou napf. dextrin,
a-laktalbumin,  B-laktoglobulin, kvasni¢ny extrakt, treonin, cystein, pepton, k-kasein,
maltoza a hydrolyzaty kaseinu, D-glukézamin, a-etyl-N-acetyl-D-gluk6zamin,
N-N-diacetylchitobioza, N-karboetoxy-D-glukézamin, N-acetylgluk6zamin,
N-acetyllaktoamin a N-acetylneuraminova kyselina [62].

Hodnota pH kultiva¢niho média (které bylo upraveno na pH 4,5) je pro bifidobakterie vy-

hovujici. Dokazou totiz tolerovat velmi nizké pH az okolo 3 (pH Zzaludecnich §t'av) [15].
Ve vétsiné fermentovanych mléénych vyrobki se hodnota pH pohybuje okolo 3,7-4,3 [42].
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V posledni dobé se probiotické bakterie vyuzivaji také pii vyrobé fermentovanych mas-

nych vyrobku [51]. Zvolené pH je navic optimalni pro ¢innost dekarboxylaz [14].

Teplota 37 °C byla vybrana zamérn¢, protoze predstavuje béznou teplotu lidského téla,
kde probiotické bakterie osidluji gastrointestinalni trakt [24]. Dlouhodoba konzumace ky-
sanych vyrobku snizuje koncentraci hnilobnych bakterii v gastrointestinalnim traktu. Timto
se snizuje pocet nezddoucich metabolitd, jako jsou toxické enzymy, které jsou hnilobnymi
bakteriemi produkovany. Pokud jsou probiotické bakterie dodavany v dostatecném mnoz-
stvi, maji schopnost pfiznivého ucinku i1 prevence. Pozitivhim zptisobem ovliviiuji klinické
projevy nékterych onemocnéni, produkuji vitaminy, pozitivné ovliviiuji imunitni systém

[64].

Pokud bylo pfidano NaCl do média, produkce tyraminu mirné vzrostla. Tento efekt
je pravdépodobné zplisoben dodanim sodnych iontd, které se podileji na regulaci intracelu-
larniho pH a hraji dtlezitou roli v tyrozindekarboxylazové aktivité. Sodné ionty se vyme-
fuji s vodikovymi (Na* dovnitt a H" ven z buiiky), z téchto diivodi jsou diileZité pro anti-

portovy systém [23].

Nejvetsi mnozstvi tyraminu bylo detekovdno ve vzorcich dekarboxylaéniho média
s 0,25 % (w/v) laktoézy v kombinaci s 1 % (w/v) NaCl. Nejmén¢ tyraminu kmen vyprodu-
koval pi1 0,5% (w/v) obsahu laktozy a 1% (w/v) koncentraci NaCl. Nejvétsi produkce byla

(pravidelné a nezavisle na testovanych faktorech) zaznamenana v tficaté hodiné kultivace.

Z grafl je patrné, ze 1% (w/v) ptidavek NaCl ovliviioval produkci tyraminu vice neZ ostat-
ni koncentrace. Zatimco rozdilné koncentrace laktézy produkci tyraminu do takové miry
neovlivnily. Ve studii Buiikové et al. (2011) bylo zjisténo, ze kmeny Lactobacillus lactis
ssp. lactis CCDM 48 a CCDM 1004 produkovaly tyramin jen pii 2% (w/v) koncentraci
NaCl v ristovém prostiedi. Zbylé v ramci studie zkoumané mikroorganizmy Lactobacillus
lactis ssp. cremoris CCDM 824 a CCDM 946 a Lactobacillus lactis ssp. lactis
CCDM 141 produkovaly tyramin pii vSech testovanych koncentracich NaCl (0 %, 1 %
a 2 % (w/v)). Stejné tak testované kmeny Enterococcus produkovaly vice kadaverinu
a histaminu v prostredi s 1,2-3,0 % (w/v) NaCl, nez v prostiedi 0,2 % (w/v) NaCl [23].

Vliv lakt6zy na produkci BA probiotickymi bakteriemi neni v dostupné literature dostatec-
né zdokumentovan, ale miizeme jej v krajni nouzi analogicky porovnavat s vlivem gluko-
zy. Optimalni mnozstvi glukézy pro rist organizmu je 0,5-2 % (w/v). Ttiprocentni obsah

zpusobuje inhibici syntézy dekarboxylaz [27]. Proto byl volen testovany rozsah laktozy
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v rozmezi od 0,25-1,0 % (w/v) ptidavku. V ramci testovanych koncentraci pak nejlépe
produkci podpotil ptidavek 0,25 % (w/v) laktozy, ptfiCemz inhibi¢né (jak na rust, tak
na produkci tyraminu) pusobila 0,5% (w/v) koncentrace laktozy. Ve studii Bunkové et al.
(2011) je dale uvedeno, ze u testovanych kmenu bakterii rodu Lactococcus koncentrace
pfidané laktézy 0,25-1 % (w/v) neméla vliv na produkci BA. Pokud ale nebyla laktoza

ptitomna pii kultivaci, byla produkce BA omezena [23].

Laktdza je tepelnym zéhifevem prevedena na laktulozu, kterd je povazovana za bifidobakte-
riemi vyhleddvany nutrient. Laktul6za, cenné prebiotikum, nemtize byt absorbovana ten-
kym stfevem, coz v kone¢ném disledku znamena, ze prochézi az do tlustého stieva, kde je
rychle bifidobakteriemi fermentovana na kyselinu mlé¢nou i octovou. Pokusy in vitro
a in vivo pozd¢ji dokazaly, ze laktuldza pozitivné stimuluje rust zadouci sttevni mikroflory,
hlavné bifidobakterii a lactobacild, pii¢emz potlacuje rust nezadoucich alkalifilnich proteo-

lytickych bakterii [18].

Na zaklad¢ vysledkové Casti této bakalarské prace 1ze obecné konstatovat, Zze produkce BA
kopiruje rastovou kiivku az s pétihodinovym zpozdénim. Divodem muze byt adaptacni
faze rastu, lag-faze, ve které si mikroorganizmus zvyka na nové podminky a pfipravuje se
k rustu v dekarboxyla¢nim médiu, které bylo testovanymi faktory upraveno. Na lag-fazi
navazuje exponencialni faze, ve které dochézi k prudké aktivaci enzymové aktivity, rastu

a mnozeni [59].
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ZAVER

Byl sledovan vliv vnéjsich faktora (ptidavek NaCl a laktozy, pridavek volnych aminokyse-

lin, optimalniho pH a teploty) na rastové chovani a dekarboxylazovou aktivitu kmene Bifi-

dobacterium animalis ssp. lactis CCDM 239 za podminek in vitro.

Na zakladé ziskanych vysledkt Ize formulovat nasledujici zavéry:

Nejvyhodnéjsi podminky pro tvorbu tyraminu byly pii ptidavku 0,25 % (w/v)
laktozy v kombinaci s 1% (w/v) NaCl.

Nejméné¢ vyhodnd kombinace faktorti byla pak paradoxné 0,5 % (w/v) laktozy
v kombinaci s 1 % (w/v) NaCl.

Samostatny ptidavek nejvyssi testované koncentrace soli (2% w/v) nezpisobil to-
talni inhibici. TudiZ i pfi této koncentraci je Bifidobacterium schopné nezménéného
rustu. Soucasny ptidavek soli a laktozy pak piisobil pozitivné jak na rist, tak nepa-
trné zvysil produkci tyraminu.

Samostatny ptidavek laktdzy neplsobil jako inhibitor ani jako akcelerator produkce
tyraminu v zadné z testovanych koncentraci.

Produkce tyraminu zkouSenym kmenem po 36 hodinach kultivace
v dekarboxyla¢nim médiu byla nizka (6 mg.1™) a samostatné toxikologicky nevy-
znamna (pokud se nejednd o oslabené jedince, nebo jedince 1écené psychofarma-
ky).

Teoreticky lze uvazovat nad tim, ze mohou bifidobakterie do jisté miry pfispivat
Kk celkovému mnozstvi BA v potravinach a zvySovat tak riziko intoxikace, avsak je-
jich probioticky ucinek prokazatelné prevazuje nad touto potencidln€ negativni ¢in-

nosti.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BA

PLP

TDC

L-DOPA

BMK

MAO

DAO

HMT

Biogenni aminy.
Pyridoxal-5-fosfat.
Tyrozindekarboxylazové.
L-3,4-dihydroxyfenylalanin.
Bakterie mlééného kvaseni.
Monoaminooxidéza.
Diaminooxidaza.

Histidinmetyltransferaza.
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