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ABSTRAKT

Cilem dizertacni prace bylo studium vlivu vné¢jSich faktorii na mnozstvi vyprodukovanych
biogennich amini u vybranych kment bakterii rodu Lactobacillus a Bifidobacterium. Kultury
zminénych bakterii jsou bézné vyuzivany pii vyrobé fermentovanych potravin. Z téchto
divodu je jejich ptipadnd aminogenni aktivita nezddoucim znakem, ktery je tieba sledovat
a zkoumat. V ramci provedenych experimentt byl realizovan skrining produkce biogennich
amintl u sbirkovych kultur (Ceska sbirka mlékarenskych mikroorganizmi Laktoflora®,
CCDM; Sbirka mikroorganizmi Vyzkumného ustavu pivovarského a sladaiského v Praze,
RIBM) a izolati bakterii mlécného kvaseni a bifidobakterii, v€etné probiotickych kment
(izolaty z procesu vyroby syrti Milcom a.s., Tabor, TO; sbirka huméannich izolatd Ceské
zemédélské univerzity v Praze, B). S vybranymi dekarboxyldza pozitivnimi kmeny, které byly
schopné tvorby vyznamnéjSich mnozstvi biogennich amintl, byly zaloZeny dalSi experimenty,
v nichz byl sledovan vliv faktorti na jejich dekarboxylazovou aktivitu (pH, teplota, piidavek
chloridu sodného, pfidavky sacharidd ¢i jejich derivatl, nebo etanolu). Kinetika produkce
biogennich aminli byla pozorovana jak v podminkach in vitro, tak v realné potravinové
matrici (v obnoveném mléce). Po derivatizaci dansylchloridem byly vzorky analyzovany RP-
HPLC s UV detekci. Kromé produkce biogennich aminti bylo hodnoceno i ristové chovani
kultur, a to pomoci zjistovani celkového poctu mikroorganizmi a vyvoje pH kultivacniho

média v kazdém odbérovém case.

Vysledky experimenti nelze generalizovat. Bylo zjiSténo, ze zastupci kontaminujici nebo
non-startérové mikroflory obecné vynikali vy$§i produkeci biogennich amini nez kmeny
startérové. I mezi probiotickymi kmeny bylo moZzné nalézt producenty detekovatelnych
mnozstvi biogennich amint () biogennich aminti <100 mg/l). Vybrané kmeny rodu
Lactobacillus (Lb.) a Bifidobacterium (B.) byly schopné produkovat hlavné tyramin a nékteré

polyaminy (nejcastéji putrescin nebo spermin).

Z4dny z testovanych faktortl ve zkousenych koncentracich nezpiisobil vyznamnou inhibici
rastu. Nizké pH (pH 4 a 5) a pridavek NaCl (0-2 % (w/v)) neomezily dekarboxylazovou
aktivitu vétSiny kmend. Naopak byla v nékterych ptipadech sledovana podpora produkce
biogennich amini. Nizka teplota (10+2 °C) zptlisobovala u vSech testovanych kment stejny
trend omezeni rastu a vétSinou i celkové produkce biogennich amint. Zvlasté kmeny Lb.
brevis RIBM 2-69 a Lb. brevis T01 byly schopné produkovat vysoké koncentrace tyraminu i
behem piisobeni sledovanych faktord (>200 mg/l; béhem kultivace pti 30/37+£2 °C). Tyto



koncentrace by mohly pfedstavovat realné riziko oroZeni zdravi spottebitelii. Béhem testovani
kmena Lb. curvatus TO1 and Lb. brevis TO2 byla aminogenni aktivita potvrzena jak
Vv laboratornim médiu, tak v mléce. Avsak skuteCna potravinovd matrice poskytovala méné

privétivé prostiedi pro proces tvorby biogennich amint.



ABSTRACT

The aim of this thesis was to study the factors influencing biogenic amine production by
selected bacterial strains of genera Lactobacillus and Bifidobacterium. Mentioned bacterial
cultures are commonly used in the manufacture of fermented products. Therefore, the ability
of biogenic amine formation is considered to be a negative feature that requires the
monitoring. In the frame of the performed measurements the screening of biogenic amine
production by cultures (Culture Collection of Dairy Microorganisms Laktoflora®, CCDM;
Research Institute of Brewing and Malting, RIMB) and isolates of microorganisms (cheese
production isolates Milcom a.s., Tabor, TO; Human Isolates Collection of Czech University of
Life Sciences in Prague, B) including probiotic bacteria was realized. With selected
decarboxylase positive strains, able to form detectable amoutnts of biogenic amines, the
experiments by the testing of the factors (pH, temperature, the addition of sodium chloride,
carbohydrates or their derivatives, ethanol) were established. The kinetics of aminogenic
activity were observed in the growth media and real food matrix. After the derivatization
technique by dansyl chloride the samples were measured by the means of RP-HPLC and UV

detection.

The experimental results can not be generalized. According to the obtained data, it was
observed that contaminant and non-starter culture of lactobacilli were able to produce more
abundant concentrations of biogenic amines than starter cultures. Moreover, even between the
probiotic strains were found producers of detectable amounts of biogenic amines (3 biogenic
amines <100 mg/l). Selected strains of Lactobacillus (Lb.) and Bifidobacterium (B.) were able
to form especially tyramine and some polyamines (most often putrescine and spermine). In
the frame of above mentioned factors and their concentrations any of them did not cause
significant inhibition of the growth. Surprisingly, low pH (4 a 5) and the NaCl addition
(0-2 %) did not cause the decrease of biogenic amine concentrations. On the contrary, there
was found the support of biogenic amine production. Low cultivation temperature (10+2 °C)
shared for every tested strain a clear influence on the suppression of growth and most of cases

on the decarboxylase activity.

It should be also highlighted that especially strains Lb. brevis RIBM 2-69 and Lb. brevis
TO1 can produce high concentrations of tyramine (>200 mg/l) during the cultivation at
30/37+£2 °C and under other observed conditions. The latter tyramine concentrations can

present serious potential health risk for consumers. Testing the strains Lb.curvatus TO1 and



Lb. brevis T02, aminogenic capacity was confirmed in both, inculture media and in milk.
However, the real food matrix probably provided less convenient environment for biogenic

amine formation process.
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1 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Nadfazenym z4jmem spole¢nosti je nepochybné bezpecnost potravin. Latky v potravinach,
které by mohly byt zdravi Skodlivé, jsou monitorovany a povolené limity obsahu téchto latek
jsou vétsinou legislativné upraveny. Biogenni aminy nalezi rovnéZz mezi substance, kterym je
vénovana pozornost v souvislosti s moznou toxicitou. V aktualni legislativé Ceské republiky

vSak povoleny obsah biogennich aminii v jednotlivych skupinach potravin uveden neni.

Pivodni ceska legislativa (vyhlaSka Ministerstva zdravotnictvi ¢. 298/1997 Sb.)
upravovala limity nej¢astéji se vyskytujicich biogennich aminii ve vybranych potravinaiskych
vyrobcich do roku 2002. Piedmétem zajmu byl obsah histaminu a tyraminu ve
fermentovanych (vino, pivo, syry) i nefermentovanych produktech (ryby, maso, kojenecka

vyziva aj) (Cesko, 1997). Tato vyhlaska byla zrusena vyhlagkou &. 53/2002 Sb.

Diive platné limity jiz nejsou soucasti legislativnich ptedpisi. Aktualni evropska
legislativa sice jasn¢ udava, Ze potraviny nesméji obsahovat mikroorganizmy, jejich toxiny ¢i
metabolity v mnozstvich, kterd predstavuji nepfijatelné riziko pro lidské zdravi, ale povoleny
obsah biogennich amint definovan neni, az na vyjimku, legislativné stanoven. Zminénou
vyjimkou jsou akceptovatelné hygienické limity histaminu v rybach, které stanovuje Natizeni
komise (ES) ¢. 2073/2005. Tento limit je 100 mg/kg a mize byt ve dvou vzorcich z deviti
v rdmci jedné Sarze piekrocen az do 200 mg/kg. Pro produkty rybolovu, které byly oSetfeny
enzymatickym zranim v ldku a jsou spojovany s vysokym obsahem histidinu je povoleny
limit posunut na 200 mg/kg, ptficemz muze byt u dvou vzorkid z deviti pfekrocen az do
hodnoty 400 mg/kg (Evropska unie, 2005).

Objektivni stanoveni toxickych davek biogennich aminli ve specifickych skupinach
potravin je skute¢né problematické (Haldsz et al., 1994, s. 42). Ve védeckych pracich jsou
uvadény rtzné hodnoty toxicity pro jednotlivé biogenni aminy. Obecné lze uvést Siroky
rozptyl, kdy za toxicka jsou oznacovana mnozstvi 100-800 mg sumy biogennich aminl na
kilogram potraviny (Bunkova et al., 2013, s. 551; Halasz et al., 1994, s. 43). Reakce
organizmu na pfijem biogennich aminli je ovlivnhéna mnohymi faktory a je znacné
individualni (Linares et al., 2011, s. 692). Neméné dulezitou roli v problematice stanoveni
této meze hraje kolisavost koncentraci vzniklych biogennich amini v zavislosti na rozdilnych
technologickych postupech a ménicich se vyrobnich trendech v procesu vyroby potravin.
S inovacemi vyrobnich zafizeni, modernizaci vyrobnich schémat a zavedenim novych

vyrobkli se méni 1 vyrobni podminky, které mohou obsah biogennich aminl v potravinach
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a napojich ovlivnit. Z vySe uvedenych divodi vyplyva nutnost pravidelného posuzovani
bezpecnosti potravin. Vyhodnoceni rizik by vSak mélo vychézet z aktualnich poznatki a dat,
aby tak mohla byt minimalizovana potencionalni zdravotni rizika konzumentii (European
Food Safety Authority, 2011, s. 8). Zvlastni pozornost by pii tom méla byt vénovana
potravindm, jejichz vyroba zahrnuje fermentacni proces. Ve fermentovanych potravinach je
totiz vyskyt téchto latek obecné Castéjsi a vyssi (Linares et al., 2011, s. 700; European Food
Safety Authority, 2011, s. 8).

Pivodcem zvySené koncentrace biogennich aminli v potravinach miize byt nejen
kontaminujici mikrofléra, ale také zakysové (startérove) kultury bakterii mlécného kvaSeni
s proteolytickymi enzymy, dekarboxyldzami a dalS$imi enzymy (napf. transaminazami,
oxygenazami nebo metyltrasferazami), které se tvorby biogennich amind ucastni (Silla-
Santos, 1996, s. 216, 218; Haldsz et al., 1994, s. 42 a 44; Burdychovad a Komprda, 2007,
s. 271; Gennaro et al., 2003, s. 545-551; Schneller et al., 1997, s. 265). Pro bezpe¢nost
potravin ma tedy velky vyznam testovat dekarboxyldzovou aktivitu zakysovych kultur
a zjiStovat, jestli, a za jakych podminek, mohou zvySovat obsah biogennich amini ve
vyrobcich (Hassaine et al., 2009, s. 381). Mikroorganizmy, které za podminek obdobnych
chemickému slozeni a technologickému procesu daného vyrobku, produkuji signifikantni
mnozstvi biogennich aminti, by mély byt preventivné vyfazeny z pouzivani jako zékysové
kultury (Suzzi a Gardini, 2003, s. 4; Bunkova et al.,, 2009, s. 534). Stejn¢ tak by pro
technologické ucely bylo vhodné znat kinetiku tvorby biogennich aminli za podobnych
podminek prostfedi, které mohou nastat bcéhem technologického procesu vyroby

fermentovanych mléénych vyrobki.

1.1 Charakterizace biogennich amini, polyamini a jejich vzniku

Biogenni aminy jsou organické nizkomolekularni baze majici alifatickou, aromatickou ¢i
heterocyklickou strukturu (Obr. 1). Jejich kumulace v potravinaich je vysledkem
dekarboxylace aminokyselin (European Food Safety Authority, 2011, s. 8; Halasz et al., 1994,
s. 43).

Této premény se ucastni zvlasté enzymy bakteridlniho ptivodu (Suzzi a Gardini, 2003,
s. 41; Silla-Santos, 1996, s. 219, Odzestan a Uren, 2010, s. 101). Jedna se pievazné o skupinu
hydrolaz (enzymu ze skupiny EC 4.1.1.X), kdy jsou tyto enzymy rozdilné pro rizné druhy

mikroorganizmét (Cerny et al., 2009, s. 16). Dekarboxylazy, Kkatalyzujici pfeménu
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aminokyselin v odpovidajici biogenni aminy, vyuZzivaji jako kofaktor pyridoxal-5-fosfat,
ktery se reakce pfimo ucastni. Obdobnou funkci mize zastat i pyruvoylovy zbytek proenzymu
(Shalaby, 1996, s. 675-690).
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Obr. 1: Vznik biogennich aminii z aminokyselin; TDC tyrozindekarboxylaza, HDC
histidindekarboxylaza, LDC lyzindekarboxyliza, ADC arginindekarboxylaza, ODC
ornitindekarboxyldza, PheDC fenylalanindekarboxylaza, AgUH agmatinureohydrolaza, SpdS
spermidinsyntdza, SpmS sperminsyntdza (upraveno podle Haldsz et al., 1994, s. 43; Ancin-
Azpilicueta et al., 2008, s. 258; Komprda et al., 2008, s. 30)
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1.2 Fyziologické puisobeni biogennich aminii na lidsky organizmus

Biogenni aminy jsou pro lidsky organizmus V urcitych koncentracich nepostradatelné. Maji
vliv na rist a proliferaci bun¢k (regulace nukleovych kyselin, stabilizace membran, syntéza
bilkovin), slouzi jako zdroj dusiku v biochemickych reakcich, jako prekurzory nékterych
hormonti nebo plni funkci neurotransmiterti v centralnim nervovém systému (Linares et al.,

2011, s. 692; Silla-Santos, 1996, s. 221; Halasz et al., 1994, s. 43).

Mens$i mnozstvi biogennich amind pfijatd v potravé jsou metabolizovana zpravidla bez
negativnich nasledki na zdravi. Dlvodem je existence detoxikacniho systému
monoaminooxiddz, diaminooxiddz a histidinmetyltransferaz (Silla-Santos, 1996, s. 221,
Karovicova a Kohajdova, 2005, s. 71; Stadler a Linenback, 2009, s. 342). Mnozstvi pfijatych
biogennich amint do 100 mg/kg (mg/l) potraviny (pii absenci interferujicich slozek) jsou
povazovana pro zdravé osoby za bezpecna (Silla-Santos, 1996, s. 221). AvSak vyssi
koncentrace biogennich aminii mohou mit vazny dopad na zdravotni stav spotiebitele
(Linares et al., 2011, s. 692; Landete et al., 2007, s. 259; Karovicova a Kohajdova, 2005,
s. 71).

Biogenni aminy jsou zodpovédné za vazoaktivni a psychoaktivni uUc¢inky (Stadler
a Linenback, 2009, s. 342). Nadbytek biogennich aminl v organizmu se projevuje napiiklad
bolesti hlavy, potizemi s dychanim, bronchidlnim astmatem, prijmem, hypotenzi, srde¢ni
palpitaci a urtikarialnim exantémem (Silla-Santos, 1996, s. 223 a 224; Stadler a Linenback,
2009, s. 342).

Citlivost jedince na biogenni aminy se muze liSit v zavislosti na mnoha faktorech, které
ovliviiuji ¢innost detoxika¢niho systému. Jedna se zvlasté¢ o vek, zdravotni stav, uZivani
farmak, konzumace alkoholu, celkova pfijatd mnoZstvi biogennich aminid, nebo jejich
vzajemné spolupisobeni apod. (Silla-Santos, 1996; s. 223 a 224; Stadler a Linenback, 2009,
s. 341).

Biogenni aminy histamin a tyramin jsou povazovany za nejtoxictéjsi a jejich obsah je pro
bezpecnost potravin skuteéné¢ relevantni (European Food Safety Authority, 2011,
S. 66).

Na zéklad¢ publikovanych informaci nebyly u zdravych osob sledovany negativni €inky
biogennich amind po poziti stravy obsahujici 600 mg tyraminu. Pro jedince s klasickou
medikaci psychofarmaky s inhibitory monoaminooxidaz nebyly sledovany nezadouci G¢inky

na zdravi, pokud hodnota tyraminu ve zkonzumované potraviné¢ neptfesdhla 6 mg. Toto
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mnozstvi vSak miize byt snadno piekroCeno. Pro pacienty 1éCené psychofarmaky treti
generace je hodnota rizikové koncentrace vyssi nez 50 mg tyraminu. Pfi zvySené konzumaci
fermentovanych potravin je vSak snadné ptekrocCit i toto mnozstvi (European Food Safety
Authority, 2011, s. 67).

Kromé¢ psychofarmak zesiluje toxicky ucinek biogennich aminli soucasna konzumace
alkoholu. Jako akceptovatelnd a zdravotné bezpecna byla v alkoholickych nédpojich navrzena

hodnota tyraminu 10 mg/l (Pryiadarshani a Rakshit, 2011, s. 2063).

Fyziologicka funkce polyamini (putrescinu a z né¢j metylaci vzniklych biogennich amin
sperminu a spermidinu) je spojena s jejich chemickou strukturou, kdy molekuly polyamint
pti fyziologickém pH nesou na svych primarnich i sekundarnich aminoskupinach pozitivni
naboj. Mohou pak zastavat role vicelaterarnich ligandi, které se vazou na
deoxyribonukleovou kyselinu (DNA) a ribonukleovou kyselinu (RNA), na proteiny,
fosfolipidy, nebo nukleotid trifosfaty. Maji nasledné vliv na regulaci exprese geni tim, Ze
méni  jejich strukturu a moduluji signalni drahy (Linsalata a Ruso, 2008,
s. 382-389).

Optimalni fungovani buniky vyZaduje pfisnou regulaci intraceluldrniho obsahu polyamini
na urovni biosyntézy, katabolizmu, piijmu a exkrece (Linsalata a Ruso, 2008, s. 382-389).
Mala mnozstvi oraln€¢ podana stimuluji bunécny rist, vyssi koncentrace vSak rist podpofit
nemusi, nebo dokonce muize zpusobit inhibici (Deloyer et al., 2001, s. 1027-1032). Denni
ptijem polyamind se u dospélého ¢loveéka pohybuje mezi 350-550 pumol (Bardocz et al., 1995,
S. 819). Zvlaste starsi lidé by méli zvysit piijem polyamintl v potravé, protoze s piibyvajicim
vékem klesa aktivita jednoho z enzymu, ktery se iastni jejich vzniku, ornitindekarboxylazy
(Larqué, Sabater-Molina a Zamora, 2007, s. 91). Exogeni pfijem polyamint ze stravy probiha
ve stievech, odkud jsou dopravovany do jinych tkani, kde plni své funkce (Larqué, Sabater-
Molina a Zamora, 2007, s. 88). Dulezité je udrZzovat optimalni koncentrace polyamint ve
vsech organech. Ty nesmi byt pfili§ nizké ani pfili§ vysoké. Akutni toxicita polyamind byla
pozorovana pii pokusech na krysach az v nasledujicich koncentracich: pro putrescin 2000 mg
na kilogram télesné hmotnosti, pro spermin a spermidin 600 mg/kg (Larqué, Sabater-Molina a
Zamora, 2007, s. 92).

Putrescin a ostatni polyaminy mohou mit ale také nepiimy toxicky efekt, pravé diky jejich
podilu na rustu, proliferaci bun¢k a zménam v gastrointestinalnim traktu (Dufour et al., 1988,
s. 112-116; Seiler et al, 1998, s. 1004). Vyrazngji zvySeny vyskyt polyamini (zvlasté

putrescinu) Vv enterocytech je spojen srozvojem malignich kolorektalnich karcinomd.

21



Exogenni pfisun polyaminti musi byt tedy Vv pfipad¢ onkologickych onemocnéni omezovan.
Pro zdravou stfevni tkan je vSak urcitd koncentrace polyaminii nutna kvili regeneraci stfevni
sliznice a ma spiSe pozitivni ucinky (Seiler et al., 1998, s. 1004; Gerner a Meyskens, 2004,
S. 781-792).

Existuje také dalsi pohled na pfijem polyamind, kdy jsou 0znaovany za prekurzory vzniku

nitrosamind, které jsou povazovany za karcinogenni latky (Adams a Nout, 2001, s. 126).

1.3 Tvorba biogennich amini potravinarsky vyznamnymi bakteriemi

Tvorba biogennich amind v potravinach vyzaduje pritomnost dekarboxyldza pozitivnich
mikroorganizmti,  které = mohou  pfedstavovat  pfirozenou, zdmérné¢  pfidanou
(zékysovou/startérovou) nebo kontaminujici mikrofloru (Suzzi a Gardini, 2003, s. 45-47,
Silla-Santos, 1996, s. 218; Gennaro et al.,, 2002, s. 546). Nezakysova/non-startérova
mikrofléra pak ptedstavuje podskupinu specifickych ,.kontaminant®, které svoji ucasti ve
vyrobnim procesu vyznamnéji neohrozi jakost ani zdravotni nezavadnost potraviny. Nicméné
i mezi nimi mizeme nalézt zastupce schopné produkce biogennich aminti (Moreno-Arribas et
al., 2003, s. 120).

Mezi velmi aktivni producenty téchto substanci nalezi zastupci ¢eledi Enterobacteriaceae
(napt. rodu Citrobacter, Hafnia, Escherichia, Morganella, Salmonella, Serratia, Shigella,
Yersinia), predstavitelé typicky proteolytickych a lipolytickych bakterii rodu Pseudomonas
a grampozitivni bakterie rodu Clostridium, Bacillus a Staphylococcus (Halasz et al., 1994,
S. 44; Silla-Santos, 1996, s. 218; Bover-Cid et al., 2001, s. 186-188; Takadashi et al., 2003,
s. 2573; Ozogul a Ozogul, 2010, s. 385).

Vyse uvedend kontaminujici mikroflora, proteolyticka aktivita a vyssi obsah biogennich
amini mohou indikovat kazeni potravin (Baixas-Nogueras et al., 2003, s. 164; Halasz et al.,

1994, s. 42; Juneja a Sofos, 2010, s. 248-252).

Schopnost dekarboxylovat aminokyseliny byla pozorovana také u mnoha zastupcu bakterii
mlécného kvaseni pochazejicich z rodi Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc,
Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus a Oenococcus (Halasz et al., 1994, s. 44;
Karovicova a Kohajdova, 2005, s. 71; Burdychova a Komprda, 2007, s. 149; Bunkova, 2009,
s. 533). Rada kment ze jmenovanych bakterialnich rodd je vyuZivana jako zakysova kultura v
mlékarenském, piipadné¢ v masném pramyslu nebo pifi vyrobé vina v rdmci malolaktické

fermentace (jable¢no-mlécného kvasenti).
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Probiotické bakterie jsou pifidavany do potravin diky jejich ptiznivému, dieteticko-
léCebnému plsobeni (Marteau et al., 2002, s. 51-57; Gill a Guarner, 2004, s. 516;
Burdychova, 2007, s. 15-17; Gomes et al., 2011, s. 4777, Kneifel a Salmien, 2011, s. 2). V
literatuie vSak existuji strohé zminky, Ze 1 druhy bakterii mlé¢ného kvaSeni, jejichz kmeny
jsou povazovany za probiotick¢, mohou produkovat detekovatelnd mnozstvi biogennich
amint (Burdychova, 2007, s. 15-17; Sladkova, 2007, s. 96). K takovym mikroorganizmim
nalezi napt. Lactobacillus acidophilus nebo Lactobacillus rhamnosus (Priyadarshani
a Rakshit, 2011, s. 2062-2069). Potencial tvofit biogenni aminy maji i typicky probiotické
bakterie rodu Bifidobacterium (Burdychova, 2007, s. 15-17, Sladkova, 2007, s. 96).

Schopnost produkce biogennich amini bakteriemi zavisi na kultiva¢nich podminkach
a zpravidla neni rodové a ani druhové podminéna. Diverzitu v tvorbé biogennich amint Ize
pozorovat i v ramci jednoho druhu, kdy se jednd spiSe o charakteristiku daného kmene
(Bover-Cid et al., 2001, s. 188; Priyadarshani a Rakshit, 2009, s. 2067; Linares et al., 2011,
S. 693).

Vétsina studii se zabyva hlavné dekarboxylazovou aktivitou non-startéri a kontaminant
(Burdychova a Komprda, 2007, s. 149-155; Ozogul a Ozogul, 2007, s. 385-394), jen malo
z nich fesi startérové kultury (Bover-Cid, 2008, s. 269-277; Komprda et al., 2008, s. 29-36)
a kinetiku produkce biogennich aminli t€émito mikroorganizmy ovlivnénou faktory vnéjSiho
prostiedi (Moreno-Arribas a Lonvaud-Funel, 1999, s. 55-60; Ancin-Azpilicueta et al., 2008,
s. 257-275).

Tato dizertacni prace je zacilena na komplexni zjiStovani aminogenni aktivity vybranych
kmeni laktobacilli a bifidobakterii, kdy je pozornost vénovana nejen skriningu, ale také
kinetice produkce biogennich amini ovlivnéné zménénymi kultivacnimi podminkami.
Znalost téchto pochodii a mechanizmd, které reguluji produkci, mize vést k vyvoji strategii,
které zabrani zvySené syntéze a kumulaci téchto potencialné nebezpecnych latek

v potravinach.

1.4 Faktory ovliviiujici dekarboxylazovou aktivitu bakterii

Teoreticky lze ocekavat, ze vSechny potraviny, které obsahuji volné aminokyseliny
a disponuji vhodnymi podminkami pro enzymatickou aktivitu, pfedstavuji riziko zvySeného
vyskytu biogennich amini (Silla-Santos, 1996, s. 214; Juneja a Sofos, 2010,
S. 248-252). Z dostupnych souhrnnych publikaci 1ze odvodit, ze idealni prostiedi pro tvorbu
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biogennich amini pfedstavuji fermentované vyrobky, jejichz pH, obsah prekurzori
i mikrofléra (startérova, non-startérova, ptipadné kontaminujici) mohou spole¢né vytvaret
vhodné podminky pro aminogenni aktivitu (Halasz et al., 1994, s. 46; Silla-Santos, 1996,
s. 218; Linares et al., 2011, s. 692 a 693; Linares et al., 2012, s. 2-3). Tu mohou ovlivnit rizné
faktory vné¢jsiho prostredi, jako jsou napi. dostupnost aminokyselin, hodnoty pH, koncentrace
chloridu sodného, vodni aktivita, ptistup kysliku, teplota, technologie (zafazeni pasterace),
doba zréni a skladovani, mnozstvi mikroorganizmi, pfitomnost kofaktoru pyridoxalfosfatu
apod. (Silla-Santos, 1996, s. 218-221; Gardini et al., 2001, s. 105-117; Sukova, 2006, on-line;
Linares et al., 2012, s. 5 a 6).

Produkce biogennich aminti bakteriemi mlééného kvaSeni muize byt tedy kontrolovana
v n¢kolika urovnich: v ramci pribéhu fermentace a také v ramci faktord, které fermentacni

proces ovliviuji (Spano et al., 2010, s. 96).

1.4.1 Vliv pH

Produkce alkalickych biogennich aminti je chapana nékterymi autory jako obranny

mechanizmus proti piekyseleni a ndstroj udrzeni homeostaze bakteridlni buniky (Molenaar et

al., 1993, s. 2864—2870).

Dtvodem podpory produkce biogennich amint v kyselém prostiedi je také ziejmé
skutecnost, ze je v pfitomnosti prekurzort, aminokyselin, ¢innost dekarboxylaz podporovana
(Halasz et al., 1994, s. 44; Marcobal et al., 2006, s. 423 a 424; Bover Cid et al., 2006, s. 276).
Optimum pro dekarboxyla¢ni enzymy se pohybuje okolo pH 5,0 (v rozmezi pH 4,0-5,5)
(Silla-Santos, 1996, s. 219 a 220).

Vysledky nékterych studii narGst produkce biogennich aminti v kyselém prostiedi
dokladaji (napt. Masson et al., 1997, s. 36-42; Greif, Greifova a Karovi¢ova, 2006, s. 21-29;
Tlaskal et al., 2014, s. 116-120). Indukci tvorby biogennich aminti vlivem kyselého prostiedi
u bakterii mlé¢ného kvaseni uvadi studie Marcobal et al. (2006, s. 417-427), Bunkové et al.

(2011, s. 117) a upozornuje na ni i prace Priyadarshani a Rakshit (2014, s. 69-79).

.....

et al. (2008, s. 272, 274 a 275) ke snizeni produkce tyraminu, fenyletylaminu a putrescinu i

zastupcem rodu Lactobacillus, kmenem Lactobacillus curvatus CTC273.
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Laktobacily obecné rostou nejlépe ve slabé kyselém prostiedi pii pH 5,4-6,4, rist pii

niz§im pH 3,6-4,0 je spiSe kmenovou zélezitosti (Vos et al., 2009, s. 470).

Pro kultivaci bifidobakterii je optimalni pH 6,5-7,0 (Biavati et al., 2000, s. 122). Tyto
bakterie, zvlasté jejich probiotické druhy, které jsou schopny odolavat velmi nizkému pH

zaludecnich stav (~pH 3), jsou také povazovany za acidotolerantni (Mayo a Sinderen, 2010,

s. 79).

Prudkou acidifikaci muze byt celkové vyprodukované mnozstvi biogennich aminii
vyznamné sniZzeno, a to prostiednictvim potlaceni rozvoje dekarboxylédza pozitivni mikroflory

(Silla-Santos et al., 1996, s. 219; Gardini et al., 2001, s. 112; Linares et al., 2011, s. 694).

Vliv pH na produkci biogennich amint je totiz tieba chapat z pohledu absolutni produkce a

produkce jednou bunikou, jak vyplyva z vysledka studie Bunkové et al. (2011, s. 117).

Na zakladé vySe zminénych fakti, lze totiz nesourodost vlivu pH na produkci biogennich
aminu rozd¢€lit na dva, jiz v dostupné literatuie, uvedené jevy. Prvni jev piedstavuje omezeni
absolutni produkce biogennich amint, jestlize pH prostiedi klesne pod optimum pilisobeni
dekarboxylac¢nich enzymd, ptipadné, kdyz je zaroven nizkym pH inhibovana dekarboxylaza
pozitivni mikrofléra (Bover-Cid, 2008, s. 272-276; Bunikova et al., 2011, s. 117 a 118).
Druhym, protichtidnym jevem, v8ak mutze byt indukce dekarboxylazové aktivity, kdy pokles
pH vyvola snahu buiiky ubranit se acidifikaci (Bunkova et al., 2011, s. 118). Tento jev pak
muze nasledné vést Kpodpofe produkce biogennich aminti i1 pies redukci poctu

mikroorganizmi (zvysi se produkce biogennich amini jednou bunkou).

1.4.2 Dostupnost prekurzoriu biogennich amintu a pyridoxalfosfatu

Dostupnost substratii (aminokyselin) je limitujicim faktorem ptfi produkci biogennich

aminu (Silla-Santos, 1996, s. 219).

Tvorba biogennich amintll je pfimo podminéna proteolyzou. Zjevnym piikladem je zrani
syri, kdy dlouhozrajici syry casto obsahuji vysoké koncentrace biogennich aminl prave
Vv disledku probihajiciho rozkladu kaseinu az na volné aminokyseliny, které pak slouZi jako
prekurzory (Komprda et al., 2008, s. 222; Linares et al., 2012, s. 2; Novella-Rodriguez et al.,
2004, s. 250).

Pyridoxalfosfat je fosforylovana aldehydicka forma vitaminu B6 (pyridoxinu), ktera hraje

velmi dulezitou roli v metabolizmu aminokyselin. Pyridoxalfosfat je kofaktorem
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dekarboxylaz (Linares et al., 2011, s. 694). To znamena, ze pokud se vyskytuje v kultivaénim
prostfedi, byva podpotena i produkce biogennich aminti (Arena a Manca de Nadra, 2001,
s. 161; Gardini et al., 2005, s. 612; Marcobal et al., 2006, s. 421).

Vzrist vS8ak muze také aktivita dalSich enzymi, které dany kofaktor pouzivaji. Mezi
zminéné enzymy naleZi napf. transaminazy (Ambrozova, 2004, s. 109). Transaminazy mohou
katalyzovat pienos aminoskupiny na jinou molekulu, napt. na aldehydy a ketony, za vzniku
biogennich amint (Percudani a Peracchi, 2009, s. 273). Je obecné znamo, ze druhy zminény

zpusob vzniku bakterialni buiiky nepreferuji (Mehta et al., 2012, s. 240).

Laktobacily i bifidobakterie disponuji genetickymi sekvencemi kodujicimi vznik rtiznych
specifickych transaminaz (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, ©1995-2015g;
UniProt Consortium, ©2002-2015a).

Transaminazy se vSak mohou také tcastnit jinych biochemickych procesii nez jen syntézy
biogennich aminti. Naopak mohou katalyzovat jejich anaerobni degradace (Drauz et al., 2012,
s. 813). Danou problematikou se zabyva napt. studie Roeder a Schink (2009, s. 4821-4828),

kde jsou pfedmétem zajmu vybrané putrescin-degradujici bakterie.

1.4.3 Vliv teploty

Tvorba biogennich aminl je zavisla na teploté, kdy s klesajici teplotou klesd 1 samotna
produkce. Pii nizkych teplotach dochazi k inhibici mikrobialniho ristu a redukci enzymatické
aktivity (Naila et al., 2010, s. 140 a 145).

Regulace teploty miZe byt povazovana za nastroj udrzeni podminek, které budou
zajist'ovat prevenci vzniku biogennich amint (Silla-Santos, 1996, s. 220; Linares et al., 2011,
S. 694). Bylo pozorovano, ze syry vyrabéné pii nizsi teploté 20 °C, namisto 32 °C, obsahovaly
vyznamné niz8i mnozstvi biogennich amint (Linares et al., 2011, s. 694). AvSak ani nizka
teplota nemiZze zajistit to, aby nedochéazelo k produkci. Nékteré bakterie jsou totiz schopny
rist a tvofit biogenni aminy 1 pii teplotach niZSich, pohybujicich se okolo 5 °C. Z téchto
davodii je vhodné vyuzit synergie vice faktori, které spolecné spolehlivé rlst
a dekarboxylazovou aktivitu nezddoucich mikroorganizmt omezi (vakuové baleni, ptidavek
latek s konzervacnim ucinkem, tepelné oSetieni, snizeni pH apod.) (Silla-Santos, 1996,

s. 220; Naila et al., 2010, s. 148).
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1.4.4 Vliv zkvasitelnych cukria

Ptitomnost zkvasitelnych sacharidd, jako je glukdza, podporuje rist i dekarboxylazovou
aktivitu bakterii. Koncentrace glukozy v rozsahu 0,5-2,0 % (w/v) je povazovana za optimalni
pro produkci biogennich aminti, zatimco hodnoty dosahujici 3,0 % (w/v) uz produkci inhibuji

(Silla-Santos, 1996, s. 219).

Vliv koncentrace laktézy na produkci biogennich aminti neni u bakterii mlééného kvaSeni
v dostupné literatute detailnéji popsan (stejné tak ptidavky jinych zkvasitelnych cukrii). Jen u
bakterii rodu Lactococcus Bunikova et al. (2011, s. 115) uvedla, Zze ptidavky v rozsahu
0,25-1,00 % (w/v) nem¢ly vyraznéjsi vliv na produkei. Pti kultivaci laktokokl v prostiedi bez
laktozy byla ovSem tvorba biogennich amind vyrazné¢ omezena. Dale Bunkova et al. (2011, s.
115) ve své studii uvadi hypotézu, ze vyssi koncentrace laktozy poskytuji vice substratu, ktery
muze byt pfeménén na kyselé produkty snizujici pH kultivacniho prostiedi. Obdobné tvrzeni,
avsSak v souvislosti s fermentaci glukozy, uvadi Bover Cid et al. (2008, s. 272), kdy sledoval
vyraznéj$i okyseleni v médiich s vys$sim piridavkem glukézy 1,5 % (w/v), nez v médiu s

jeji 0,5% koncentraci.

V souvislosti se schopnosti bakterii mlécného kvaSeni okyselovat rhstové prostiedi
fermentaci sacharidickych substrati Ize zminit, Zze prudsi pokles pH muzeme sledovat po
kultivaci homofermentativnich kment s ptevazujici produkci kyseliny mlééné, nez téch
heterofermentativnich, produkujicich smés kyselin a etanolu (Mark et al., 1961, s. 259). Je
také prokazano, Ze naptiklad fermentaci kysaného zeli zahajuji a béhem prvnich dni kysani
provadi heterofermentativni bakterie mlé€ného kvaseni, které jsou ndsledné vystiidany vice

acidotolerantnimi homofermentatitnimi bakteriemi (Plengvidhya et al., 2007, s. 7697).

1.4.5 Vliv NaCl

Pridavek NaCl muze piedstavovat rovnéz ucinnou cestu, jak minimalizovat obsah
biogennich aminti ve vysledném vyrobku. Nelze vsak vyrazn€ zmeénit recepturu vysokym
pfidavkem, aniz by se nasledné neodrazil na vysledné textufe, chuti a kvalit¢ vyrobku

(Linares et al., 2011, s. 694).

Pridavek 1-2 % (w/v) NaCl miiZe rist bakterii mlééného kvaSeni podpofit, zatimco vySsi
koncentrace (>3 %) mohou vést k inhibici rustu (Korkeala, Alanko a Tiusanen, 1992, s. 28)

a hypoteticky i k omezeni tvorby biogennich amind.
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Bunkova et al. (2011, s. 116) zaznamenala u bakterii rodu Lactococcus tendence tvorby
vyssich koncentraci biogennich amind v prostiedi obsahujicim 2 % (w/v) NaCl nez
v kultivaénim médiu bez pridavku NaCl. Ptidavek soli do kultiva¢niho prostfedi mize byt
prospésny 1 z divodit dodani sodnych iontl, které se podileji na regulaci intracelularniho pH a
hraji esencialni roli v tyrozindekarboxylazové aktivité. Jsou dilezité pro antiportovy systém,
kdy jsou vyméhovany s vodikovymi ionty (Na* dovniti a H" ven z buiiky) (Pereira, 2009,
s. 348).

Nonstartérové laktobacily, které se ucastnily vyroby syra zrajiciho v solném nalevu — feta
v ramci studie Valsamaki, Michaelidou a Polychroniadou (2000, s. 259-266), byly na zakladé
vysledkt ozna¢eny za hlavni piivodce zvySeného obsahu biogennich amint. Syry diky vysoké
koncentraci NaCl, nizké teploté zrani (5 °C po dobu 15 dni) a nizkému pH vsak neptedstavuji

vhodné prostiedi pro tvorbu téchto substanci.

Chander et al. (1989, s. 941) zjistili, ze mnozstvi vyprodukovanych biogennich amind
testovanym kmenem Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus vyrazné kleslo, kdyz byla
zvySena koncentrace soli v kultivaénim médiu z 0 na 6 % (w/v). Tento ucinek miize byt
spojovan jednak s redukci poctu vitalnich bunék v pfitomnosti soli nebo nasledkem poruseni
mikrobidlnich dekarboxyldz, které jsou lokalizovany v bakteridlni membrané (Gardini et al.,

2001, s. 115).

1.4.6 Vliv pristupu kysliku a redox-potencial ristového prostredi

Ptistup kysliku mé vliv na produkci biogennich amint (Adams a Nout, 2001, s. 121). Opé&t
se jedna o faktor, ktery nepiisobi na dekarboxyldzovou aktivitu mikroorganizmi jednoznaéné,
a to at’ uz se jedna o urcité kmeny nebo o produkci jistych biogennich amind v rdmci danych

kmenu.

Dle Adamse a Nouta (2001, s. 121) Ize obecné piedpokladat, Ze fakultativné anaerobni
mikroorganizmy produkuji méné biogennich aminti v anaerobnim prostifedi, nez je tomu
Vv prostiedi aerobnim. Napft. fakultativné anaerobni druh bakterii Enterobacter cloaceae,
produkuje poloviéni mnoZstvi putrescinu za anaerobnich nez za aerobnich podminek (Silla-

Santos, 1996, s. 221).

U vybraného kmene Lactobacillus curvatus nemély rozdilné podminky kultivace
(aerobni/anaerobni) pfili§ vyznamny vliv na produkci tyraminu, fenyletylaminu

a putrescinu (Bover Cid et al., 2006, s. 271). Produkce putrescinu kmeny Lactobacillus
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hilgardii a Lactobacillus plantarum nebyla rozdilna v mikroaerofilnich (bez pfevrstveni
parafinem) nebo anaerobnich podminkach (s pfevrstvenim parafinem) (Arena a Manca de
Nadra, 2001, s. 158). V ramci vyzkumu Buikova et al. (2012, s. 116 a 118) byl vSak
u zkouSenych kment Lactococcus lactis, Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis a
Lactococcus lactis ssp. cremoris sledovan mirny narast produkce tyraminu béhem anaerobni

kultivace.

1.4.7 Vliv etanolu

Je obecn€ znamo, ze etanol patii mezi latky, které ovliviiuji rychlost ristu a celkovy pocet
mikroorganizmi. Miru uc¢innosti etanolu, resp. jeho schopnost inhibovat rast
mikroorganizmi, ovliviiuji i dal§i faktory, jako je napfi. teplota a pH (Garcia-Alegria et al.,
2004, s. 59).

V dostupné literatufe neni mnoho zdroju, které by rozebiraly samotny vliv koncentraci
etanolu na produkci biogennich amini dekarboxyldza-pozitivnimi kmeny bakterii. Jednim
Z hlavnich davodu je zifejmé praveé to, ze je etanol obecné chapan jako latka, ktera inhibuje
rast mikroorganizmi a tedy jako substance vyrazné€ omezujici celkovou produkci biogennich
amint.

Mazzoli et al. (2009, s. 81-89) se ve své studii zabyval kmenem Lactobacillus hilgardii
ISE 5211, izolatem z procesu vyroby vin, kdy sledoval vliv etanolu (0, 9, 10 a 13 % (v/v))
a dal$ich faktorti na produkci histaminu za podminek in vitro. Devitiprocentni koncentrace
etanolu zpusobila jen mirnou inhibici, avsak koncentrace 10 a 13 % (v/v) vyrazné¢ omezily
kumulaci histaminu z 30 mmol/l (0 % etanolu) na < 10 mmol/l (Mazzoli et al., 2009, s. 86
a 87). Ztéchto vysledkid vyplyva, ze etanol do koncentrace 10 % (v/v) nebyl schopen
inhibovat rast a kumulaci histaminu zminénym kmenem (Mazzoli et al., 2009, s. 88).
Produkce tyraminu izolaty Lactobacillus brevis z vina rovnéz nebyla vyrazné ovlivnéna
ptidavkem etanolu 0-10 % (v/v), avSak vys$i ptidavek (12 %) vyvolal mirnou inhibici
(Moreno-Arribas a Lonvaud-Funel, 1999, s. 59). Z téchto vysledka jasné vyplyva, Ze pravé
proto se mnoho studii zabyva vlivem etanolu na produkci biogennich amini zkoumanou
V matrici, kterou piedstavuji fermentované, mirn¢ alkoholické napoje — napt. vino (Moreno-
Arribas a Lonvaud-Funel, 1999, s. 55-60; Moreno-Arribas, 2000, s. 584-593; Garai et al.,
2007, s. 473-478; Landete et al., 2007, s. 1569-1574; Mazzoli et al., 2009, s. 81-89) a pivo
(Kalac et al., 2002, s. 431). Tato problematika je rozebirana v kapitole 1.5.2.
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1.5 Biogenni aminy ve fermentovanych potravinach a napojich

Nadmeérnd konzumace fermentovanych potravin mtize zvysit riziko vzniku zdravotnich
komplikaci, které plynou z vyssiho pfijmu biogennich amint. Potencidlni riziko pfedstavuje
hlavné soucasna konzumace vice fermentovanych vyrobkil najednou (napft. syry v kombinaci

s vinem nebo pivem) (Spano et al., 2010, s. 96 a 97).

Z téchto duvodi je nutné mit vS§eobecné povédomi o tom, jaky obsah biogennich aminti 1ze

ve fermentovanych potravinach a napojich ocekavat.

Jak jiz bylo zminéno v predeslém textu této dizertaéni prace (kapitola 1.3), mezi
mikroorganizmy schopné produkce biogennich aminti ndlezi i bakterie mlééné¢ho kvaseni.
Pficemz s tvorbou biogennich aminl se mizeme setkat jak u Cistych, zdmémé vyuZzivanych

kultur, tak u téch non-startérovych nebo kontaminujicich (Halasz et al., 1994, s. 44).

Procesu vyroby fermentovanych potravin se samoziejmé UcCastni 1 jiné skupiny
mikroorganizmii, nejen bakterie mlééného kvaSeni a bifidobakterie. V ramci kultur zdmérné
pouzivanych, napf. pii vyrobé fermentovanych mléénych vyrobkd a syri, t0 jsou mazové,
kefirové nebo plisnové kultury. Jedna se napiiklad o zastupce bakterialnich roda
Micrococcus, Kocuria nebo Brevibacterium, kvasinky Torulopsis, Kluyveromyces a Candida,
nebo také plisné (napt. Penicillium). Vyroby masnych vyrobku, trvanlivych fermentovanych
klobas a salamii se mohou dale ucastnit startérové a non-startérové kultury stafylokoku
(Staphylococcus carnosus, Staphylococcus xylosus) a mikrokokt (Di Maria et al., 2002, s.
159 a 161). Zastupci celedi Micrococcaceae jsou dle dostupnych studii schopni tvofit
putrescin, kadaverin, tyramin, fenyletylamin a dal$i biogenni aminy. Naptiklad Micrococcus

luteus byl ozna¢en za producenta kadaverinu (Hilbert a Busse, 2009, s. 223).

Nekteti zastupci z vySe vyjmenovanych druhii jsou oznacovani naopak za mikroorganizmy
schopné mnozstvi vytvofenych biogennich amind snizovat. Leuschner a Hammes (1998,
s. 874-878) se ve své studii zabyvali schopnosti Brevibacterium linens degradovat histamin a
tyramin. V dalsi studii zminé€nych autorti byla pfedmétem zajmu aminooxidazova aktivita
mikrokokli a jejich schopnost odbourdvat tyramin pii zrdni fermentovanych trvanlivych

salamti (Leuschner a Hammes, 1998, s. 289-296).

Kvasinky Candida versatilis a Zygosaccharomyces rouxii byly ve studii Qi et al. (2014,
s. 1537-1542) oznaceny za producenty tyraminu. Stejné tak nékteré kmeny Kocuria varians

byly schopny tvofit tyramin a histamin ve studii Fadda, Vignolo a Oliver (2001, s. 2017), kdy
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autofi zaroven sledovali schopnost jinych ¢tyf kment Kocuria varians tyto biogenni aminy

degradovat.

Typickymi piedstaviteli dekarboxyldza pozitivni mikroflory, kterd mize kontaminovat
V procesu vyroby mlééné fermentované vyrobky, jsou pak zastupci ¢eledi Enterobacteriaceae
(Halasz et al., 1994, s. 44). U izolata roda Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, Proteus,
Serratia ziskanych z fermentovanych klobas byla detekovana produkce kadaverinu
a putrescinu (Bover-Cid et al., 2001, s. 187). U izolata (Hafnia, Serratia, Escherichia,
Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella, Pantoea) z masa, fermentovanych masnych vyrobkt
a syru byla detekovana hojna produkce obou jiz zminénych biogennich amind. Kromeé
putrescinu a kadaverinu byl v rustovém prostfedi detekovan i histamin a tyramin
v mnozstvich 10-100 mg/l (Pircher, Fridrich a Paulsen, 2007, s. 229). Tyto skupiny
mikroorganizmii a jejich mozné zapojeni ve fermentanich procesech vsak nebudou
V nésledujici ¢asti reSerSe rozebirdny. Pozornost bude nadéile vénovana pouze aminogenni
kapacité bakterii mlééného kvaseni (zvlasté zastupcim laktobacili) a potencidlu tvorby

biogennich aminti kmeny bifidobakterii.

1.5.1 Obsah biogennich amini ve fermentovanych mléénych vyrobcich a syrech

Mlééné vyrobky jsou dulezitou komponentou lidské stravy. Tento fakt podporuje
skutecnost, Ze byla svétova vyroba vSech syrt podle FAO/WHO odhadovana na néco malo
pres 20 miliond tun rocné (Kopacek, 2012, s. 21). Spole¢né s rybami a vinem jsou mlécné
vyrobky, zvlasté pak syry, povaZzovany za potraviny s vysokym obsahem biogennich amint

(Somner et al., 1985, s. 1094 a 1095; Spano et al., 2010, s. 97).

V samotné vychozi suroving, v mléce, neni obsah biogennich amini vyznamny (Linares et
al., 2011, s. 693). Po fermentacnim procesu vSak lze v nékterych pifipadech sledovat narist
koncentrace biogennich aminii ve vyrobku v souvislosti s dekarboxyldzovou aktivitou
ptitomné mikroflory a zvolenych technologickych podminkach vyroby (Linares et al., 2011,
S. 693).

Nejvice zastoupenymi biogennimi aminy v mléénych vyrobcich jsou histamin, tyramin
(vzniklé dekarboxylaci histidinu a tyrozinu), putrescin (syntetizovany pomoci dekarboxylace

ornitinu nebo deaminaci agmatinu vzniklého z argininu) a v malém mnozstvi kadaverin,

vznikly dekarboxylaci lyzinu (Linares et al., 2012, s. 1 a 2).
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Studii, které by se zabyvaly zmapovanim obsahu biogennich amini v jogurtech,
zakysanych smetandch a zakysanych nebo acidofilnich mlécich, mnoho neni. Ve
fermentovanych mléénych vyrobcich byly dle skriningu Buiikové et al. (2013,
S. 548-551) u vybranych ceskych vyrobklti detekovany relativné nizké koncentrace
biogennich amini. Jogurty s obsahem tuku v susiné¢ 3-10 % (w/w) mohou podle studie
dosahovat hodnot tyraminu 6,3 mg/kg a u putrescinu 25,1 mg/kg. Nékteti autofi uvadéeji
i riizny obsah histaminu < 13 mg/kg (Linares et al., 2011, s. 693).

Ve vzorcich zakysané smetany se obsah tyraminu pohyboval v rozsahu 5,5-15,4 mg/kg a
obsah putrescinu okolo 9 mg/kg (Bunkova et al., 2013, s. 549). Nejvys$i naméfena
koncentrace v acidofilnim mléce byla v ptipadé¢ tyraminu 7,5 mg/kg, u putrescinu pak 4,4
mg/kg. V kefiru byly vramci tohoto vyzkumu detekovany nejvy$si hodnoty zhruba
dvojnasobné, tj. tyraminu 15,3 mg/kg a putrescinu 14,3 mg/kg (Burikova et al., 2013, s. 549).

V syrech je situace o poznani slozitéjsi. Byvaji zde detekovany vSechny v potravinach
nejbéznéjsi biogenni aminy (tyramin, histamin, putrescin, kadaverin, fenyletylamin,

tryptamin) (Silla-Santos, 1996, s. 216; Linares et al., 2011. s. 693).

Mnozstvi jednotlivych aminti, konkrétné histaminu, tyraminu, kadaverinu a putrescinu,
muZze v syrech presdhnout 400 mg/kg. U syri s plisni v tésté¢ vyrobenych z nepasterovaného

mléka tyto hodnoty v nékterych ptipadech piesahuji 1 g/kg (Linares et al., 2011, s. 693).

Zastoupeni a celkovy obsah biogennich aminti se v ramci druhd syra velmi 1isi. Rozdilnosti
muzeme pozorovat ale také u jednoho druhu ¢i jeho jednotlivych ¢asti (Novella-Rodriguez et
al., 2003, s. 750; Novella-Rodriguez et al., 2004, s. 247; Standarova, Borkovcova a Vorlova,
2008, s. 735-739).

Relativné vysoké koncentrace biogennich amini mohou byt sledovany zvlasté v syrech,
které byly vyrobeny ze syrového (nepasterovaného) mléka a v syrech s delSim zranim
(Linares et al., 2011, s. 693). Stejné zavéry uvedla ve své studii i Buikova et al. (2013,
S. 548-551), kdy syry, u kterych probéhlo zrani, byly na biogenni aminy a polyaminy vyrazn¢
bohatsi nez syry Cerstvé. Dana skuteCnost mize byt vysvétlena tim, ze v ptipad¢ déle zrajicich
syra ma mikroflora dostatek Casu vyprodukovat vétSi mnozstvi téchto substanci (Bunikova et
al., 2010, s. 887). Na druhou stranu nékteré syry z farem s kratsi periodou zrani prokazovaly
vys§i obsah biogennich aminii (>200 mg/kg). Vyssi obsah byl zplisoben pravdépodobné

aktivitou non-startérové nebo kontaminujici mikroflory (Buiikova et al., 2013, s. 550).
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U syrii z nepasterovaného mléka se nejvyznamnéji uplatiuji non-startérové kultury, kdy je
obsah biogennich amind podstatné vyss$i nez u syru, jejichz vychozi surovina byla oSetfena

tepelnym zahfevem (Fernandez et al., 2007, 1401; Linares et al., 2011, s. 693).

Velmi casto jsou s produkci biogennich aminii (nejen v syrech) spojovany prave
kontaminujici bakterie, zastupci Celedi Enterobacteriaceae (Joosten a Norholt, 1987,
S. 260; Ruiz-Capillas a Jiménez-Colmenero, 2004, s. 241; Kala¢, 2006, s. 4 a 8). Avsak
proteolyticky profil zédkysovych kultur, a tim paddem i tendence zvySovat obsah volnych
aminokyselin, nese také podil na vzniku biogennich amini (Haldsz et al., 1994, s. 44;
Novella-Rodriguez et al., 2002, s. 2474; Linares et al., 2012, s. 2 a 5). Jako hlavni producenti
biogennich aminti z bakterii mlééného kvaseni jsou v syrech oznacovéani zéstupci roda
Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus a Streptococcus (Linares et al., 2012,
s. 3-5).

V posledni dob& je vénovana pozornost vyvoji funkénich probiotickych vyrobki. Syry
maji dobry potencial k tomu, aby mohly fungovat jako zdroj probiotickych kultur né¢kterych
druht bifidobakterii a laktobacilti (Ong a Shah, 2009, s. 142-146). Z hlediska proteolytického
profilu jsou bakterie rodu Bifidobacterium méné aktivni nez bakterie rodu Lactobacillus.
Mnozstvi uvolnénych aminokyselin bylo u kmend Lb. delbruneckii ssp. bulgaricus, Lb.
acidophilus vyssi nez u kment Bifidobacterium (Shihata a Shah, 2000, s. 401-408).

AvSak uvédomime-li si, Ze 1 v ramci téchto bakteridlnich probiotickych kultur 1ze najit
dekarboxylaza-pozitivni kmeny (Sladkova et al., 2007, s. 6; Priyadarshani a Rakshit, 2011,
s. 2067; Priyadarshani a Rakshit, 2014, s. 73 a 74), mohou byt i funk¢ni vyrobky potencialnim
zdrojem biogennich aminti. PficemZ doba pfezivani téchto kultur ve zrajicich syrech neni az
tak kratka, jak by se pfedpokladalo. Dokazou piezit péti az tficeti tydenni zraci periodu, aniz

by jejich koncentrace klesla pod 5.10° CFU/g (Sukova, 2004, on-line).

1.5.2 Obsah biogennich aminii ve fermentovanych alkoholickych napojich

Mnozstvi biogennich amint obsazenych v pivu a vinu miZeme obecné oznacit za nizsi,
nez lze najit v mase né€kterych ryb nebo v syrech. AvSak vzhledem k pfitomnosti etanolu,
zejména pii mnozstvi bézné zkonzumovaného piva (0,33-0,50 1), mohou i tyto koncentrace
predstavovat zavazny problém. Hodnoty biogennich aminti se pravidelné v téchto napojich
pohybuji do 100 mg/1 (viz nasledujici text). Jak jiz bylo zminéno, je vSak nutné uvazit ucinky

etanolu na detoxikacni systém. Etanol je totiz jednim z vyznamnych inhibitort
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monoaminooxidaz, které se podileji na procesu odbouravani biogennich amint v lidském téle.
Mnozstvi biogennich amint, které mtize zapticinit i vazné zdravotni komplikace, je v pripade
spolupiisobeni etanolu a biogennich amini vyznamnou meérou snizeno (Spano et al., 2010,

S. 95-100; Buiikova et al., 2013, s. 551).

Biogenni aminy v pivu

Mezi biogenni aminy, které mohou byt pfitomny v pivu, ndlezi putrescin, spermidin,

spermin, agmatin, histamin a tyramin (Kalac a Ktizek, 2003, s. 124).

V ramci vyzkumu Halasz et al. (1999, s. 418-423) bylo poukazano na pomérné §iroky
rozptyl obsahu biogennich aminti v nahodné vybranych vzorcich piv rizného pavodu
a kvality (Xbiogennich aminti 30-250 mg/l). V souhrnném review uvedl Kala¢ a Ktizek (2003,
s. 124) obecny piehled vyskytu biogennich aminl v pivech z celého svéta, kdy byly ve
vzorcich pfitomny vétSinou niz8i koncentrace histaminu (do 21,0 mg/l), polyamini
(kadaverinu do 30,7 mg/l, sperminu do 15,2 mg/l, spermidinu do 6,8 mg/l) a vyssi
koncentrace tyraminu (do 67,5 mg/l).

ey ee

vnasi slad (Kala¢ a Kiizek, 2003, s. 124 a 125). Vliv na obsah biogennich amini mé také

odrida je¢mene, jak prokazali ve své studii Halasz et al. (1999, s. 421).

U sladi vyrobenych z riznych odrid se vyskytovaly odlisné koncentrace biogennich
amind. Napiiklad tyramin byl detekovan v rozsahu 8,1-18,9 mg/100 g, putrescin v rozptylu
7,6-21,0 mg/100 g, obsah spermidinu byl 1,6-27,4 mg/100 g a sperminu 6,3-19,6 mg/100 g.
Podle studie mé&l na mnozstvi biogennich aminii v pivu vliv zplsob sladovani a vedeni
fermentac¢niho procesu (pfitomnost aminogennich mikroorganizmt) (Halasz et al., 1999, s.

420-423).

Kromé surovin, které se vyuzivaji K vyrobé piva, kumulaci biogennich amini v pivu
mohou mit na svédomi mikroorganizmy, které se ucastni fermenta¢niho procesu (kvasinky)
nebo jsou povazovany za kontaminanty (bakterie mlécného kvaSeni) (Kala¢ a Ktizek, 2003,
S. 125 a 126). Za obsah biogennich amini podle mnohych autorti odbornych studii praveé
odpovidaji bakterie mlécného kvaseni, pfedevsim kmeny rodu Pediococcus a Lactobacillus
(Isquierdo-Pulido et al., 1996, 175-180; Kala¢ a Kiizek, 2003, s. 126).
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Puvod biogennich amini lze také shrnout nasledovné: Zdrojem agmatinu, putrescinu,
spermidinu a sperminu je slad, zatimco tyramin, histamin a kadaverin jsou tvofeny b&hem

hlavni faze fermentace bakteriemi mlééného kvaseni (Kalac et al., 2002, s. 431).

Biogenni aminy a polyaminy ve viné

Vino, stejn¢ jako pivo, vznikd fermenta¢nim procesem a miize byt zdrojem biogennich
amint.

Duvody vyskytu biogennich aminti ve viné, stejné jako v pivu, jsou rtuzné. Mohou byt
ptitomny jiz ve rmutu (Moreno-Arribas et al. 2003, s. 121), mohou je tvofit kvasinky béhem
alkoholové fermentace (Caruso et al., 2002, s. 160) nebo jsou produkovany az v ramci
malolaktické fermentace bakteriemi mlécného kvaseni (Moreno-Arribas et al., 2000, s. 592).

Vyskyt biogennich amini ve viné je vSak pifevazné piipisovan bakteriim mlééného
kvaSeni. Této problematice je vénovano mnoho studii (Moreno-Arribas a Lonvaud-Funel,
1999, s. 55-60; Moreno-Arribas, 2000, s. 584-593; Garai et al., 2007, s. 473-478; Landete et
al., 2007, s. 1569-1574; Mazzoli et al., 2009, s. 81-89). Krom¢ pH, pfitomnosti zkvasitelnych
cukri a dalSich faktort, které mohou v tomto prostfedi ovlivnit aminogenni aktivitu, bez

pochyby nalezi jiz zminéna piitomnost etanolu (pokapitola 1.4.7).

Autofi Gerbaux a Monamy (2000, s. 25) uvedli, Ze je histamin, tyramin a putrescin
kumulovan v burgundském viné zvlasté¢ béhem malolaktické fermentace. Souhlasné Soufleros
et al. (1998, s. 266-278) ve své studii uvadi, Ze po hlavnim etanolovém kvaSeni vina je obsah

jmenovanych biogennich aminil niz$i a nariistd aZ béhem jable¢no-mlécného kvaseni.

Ve viné je histamin a tyramin prokazatelné tvofen bakteriemi mlééného kvaseni. Za
producenty histaminu jsou oznacovany bakterie rodu Pediococcus a zastupci druhu
Oenococcus oeni (Lonvaud-Funel, 2001, s. 11). Oenococcus oeni, resp. nékteré jeho kmeny,

produkuji také putrescin (Guerrini et al., 2002, s. 376).

U kmene O. oeni T56 byla navic prokazana schopnost produkce polyamini sperminu
a spermidinu in vitro, kdy celkové vytvofené mnozstvi téchto polyamint vyznamné
ovlivitovaly 1Gzné kultivacni podminky (pH, SO, ptfidavek arabindzy, etanolu
a pyridoxalfosfatu). V nékterych ptipadech produkce dosahovala nemalych koncentraci

(spermin 168,8 mg/l, spermidin 24,4 mg/l) (Gardini et al., 2005, s. 612).
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Za produkci tyraminu ve vin¢ pak byly ve studii Landete, Pardo a Ferrer (2007,

s. 367) zodpoveédné kmeny laktobacilti Lactobacillus brevis a Lactobacillus hilgardii.

Ve vzorcich Spanélskych cervenych vin byl v experimentu Marcobal et al. (2005,
S. 387-394) pozorovan celkovy obsah biogennich aminti, kdy nejvyssi souhrnnou naméfenou
hodnotou bylo 43,8 mg/l. Mezi nejcastéji a nejvice zastoupenymi biogennimi aminy byl
histamin (nejvyssi detekované mnozstvi 10,8 mg/l), putrescin (nejvyssi detekované mnozstvi

26,5 mg/l) a tyramin (11,3 mg/l) (Marcobal et al., 2005, s. 391).

1.5.3 Obsah biogennich aminu v ostatnich fermentovanych vyrobcich

Nejen mlécné vyrobky, syry a slabé alkoholické napoje jsou potvrzenymi zdroji
biogennich amind ve vyzivé cloveéka. Biogenni aminy jsou produkovany i v jinych skupinach
potravin. Nékteré z nich jsou zminény v této kapitole. Pozornost je opét zaméiena na bakterie

mlécného kvaSeni, jako na mozné ptivodce biogennich aminti v danych vyrobcich.

Rostlinné fermentované vyrobky
Fermentované zeli (sauerkraut) je velmi oblibenym vyrobkem v mnoha evropskych zemich
diky své nutricni hodnoté a senzorickym vlastnostem (Karovicova a Kohajdova, 2003,

s. 152).

Kmeny Lactobacillus plantarum (CCM 3769), Lactobacillus casei (CCM 3775),
Pediococcus pentosaceus (CCM 3770) a Enterococcus faecium (CCM 6226) z Ceské sbirky
mikroorganizmil byly samostatné o¢kovany do prostiedi raného krouhaného zeli pro vyrobu
kysaného zeli ve vyzkumu Kalac et al. (2000, s. 357). Kmeny v dané matrici po ¢trnacti dnech
fermentace (pii 22 °C) a Sesti mésicich zrani (pti 5-6 °C) prokazaly schopnost pomérné
vyznamné produkce tyraminu (az 116 mg/l, Pediococcus pentosaceus), putrescinu
(az 391 mg/l, Lb. casei) a kadaverinu (az 79,6 mg/l, P. pentosaceus). V jiné publikaci Spicky
et al. (2002, s. 509-514) byla testovana aplikace startérovych kultur bakterii mlééného kvaseni
Z opacného pohledu, tedy v souvislosti se snizovanim obsahu biogennich amint v kysaném
zeli. Na zakladé tohoto vyzkumu je doporuceno pouzivat inokulatu cistych kultur, napf.
Lactobacillus plantarum (CCM 3769), ktery u¢inn¢ sniZzuje obsah putrescinu, kadaverinu

a tyraminu v zeli v porovnani se spontanné fermentovanym.

Korejska fermentovana zelenina kimchi (pfevazné fermentované zeli) je také zdrojem
biogennich aminii, kdy za ptivodce histaminu v ni byly oznaceny i bakterie mlééného kvaSeni

Lactobacillus paracasei a Lactobacillus brevis (Tsai et al., 2005, s. 635-641).
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Studie na obsah biogennich amini v mlééné fermentovanych okurkach (,,pickled
cucumbers®), co se tyce dekarboxyldzové aktivity bakterii mlécného kvasSeni, nejsou v
aktudlni literatuie dostupné.

Dals8imi zdroji biogennich aminti mohou byt napiiklad potraviny na bazi fermentovanych
hydrolyzati sojévych bilkovin. Studie Yongmei et al. (2009, s. 593-597) poukézala na
relativné vysoké obsahy histaminu a tyraminu v ¢inskych s6jovych omackach, z nichz nékteré
ptekracovaly 300 mg/l (Yongmei et al., 2009, s. 594). V japonské sojové pasté Miso nebo
korejské past¢ Doenjang jsou biogenni aminy produkovany za ucasti bakterii mlécného
kvaSeni (Kung, Tsai a Wei, 2007, s. 352; Shukla et al., 2010, s. 1194). Jako produkéni kmeny
byly v souvislosti s vyssimi koncentracemi histaminu v sdjové pasté oznaceny konkrétné

zastupci rodu Lactobacillus, Leuconostoc a Pediococcus (Kung, Tsai a Wei, 2007, s. 352).

Zivotisné vyrobky

Rast bakterii mlécného kvaseni a zmény spojené s fermentacnimi procesy V baleném mase
nejsou zadouci. Laktobacily a leukonostoky, které kontaminuji Cerstvé maso, jsou
oznafovany za jednu z pficin jeho kazeni. Mezi projevy kazeni nalezi tvorba kyselych latek

i produkce biogennich aminti (Stegnerova et al., 2007, s. 39-42).

Ve vyzkumu Min et al. (2004, s. 1474-1476) byla sledovana dekarboxylazova aktivita
vybranych bakterialnich inokulati v mletém hovézim, vepifovém a kufecim mase. Mezi
bakterie produkujici putrescin, kadaverin, histamin, tyramin, spermin a spermidin nalezely i
kmeny bakterii mlééného kvaseni, zastupci druhd Lb. curvatus, Lb. alimentarius a
Leuconostoc mesensteroides. Produkce polyamint sperminu a spermidinu byla mnohdy vyssi

nez 50 mg/kg, pro kadaverin a putrescin dokonce v nékterych piipadech piesahovala 1,5 g/kg.

Pro vyrobu trvanlivych masnych vyrobki mohou byt kultury bakterii mlééného kvaseni
pouzivany cilené. Zvlasté uplatnéni pii vyrobé trvanlivych fermentovanych salamt nachézi
bakterie Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus a Lb. sakei, a to nejcastéji
v kombinaci se stafylokoky (S. carnosus, S. xylosus) (Kamenik, 2012, s. 33). Bover-Cid et al.
(2000, s. 237-243) ve studii, kde byly pouzivany kmeny zminénych druht stafylokokd jako
startérové kultury masnych vyrobkd, uvadi, ze tyto kultury snizovaly pomérné vyznamné
obsah putrescinu ve vzorcich fermentovanych masnych vyrobktl, v porovnani se spontanné

fermentovanymi vzorky bez jejich ptidavku.

Izolaty laktobacilli a leukonostokil z fermentovanych vyrobkl a masa vSak byly schopné

produkce tyraminu a histaminu v experimentu Pircher et al. (2007, s. 227). U nékterych
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kmenu Lb. sakei a Lb. curvatus izolovanych z vepfovych masnych vyrobku byla potvrzena
schopnost produkce biogennich amint (tyramin u LDb. curvatus az 2,9 g/l, Lb. sakei az
2,1 g/l) (Bover-Cid et al., 2001, s. 187).

Souhrnn¢ Ize konstatovat, Ze startérové kultury mohou ovlivnit mnozstvi biogennich amint
ve fermentovanych masnych vyrobcich dvojim zptisobem. Mohou zpusobit inhibici rstu jiné
vyznamngji aminogenni mikroflory, anebo samy zpisobi nartst celkového obsahu biogennich

amina ve vyrobku (Komprda et al., 2001, s. 275).

1.6 Bakterie mlééného kvaseni a bifidobakterie

Bakterie mlé¢ného kvaseni jsou souhrnnym oznaCenim pro heterogenni skupinu
grampozitivnich bakterii, které maji spolecné néckteré morfologické, metabolické
a fyziologické znaky. Obecnou charakteristikou této taxonomicky nesourodé skupiny je, Ze se
jednd o nesporulujici, nepohyblivé, fakultativné anaerobni/aerotolerantni tyCinky
a koky, které produkuji kyselinu mlécnou fermentaci sacharidi (Walstra a Wouters, 2006,
s. 357). Historicky jadro této skupiny tvofi jen rody Lactobacillus, Leuconostoc,
Streptococcus, Pediococcus, avsak taxonomické revize odhalily, Ze je tato skupina mnohem
pocetngjsi (Salmien, Wright a Owehand, 2004, s. 8). Z hlediska praktickych aplikaci téchto
bakterii v potravinafskych technologiich maji vyznam hlavné nasledujici: Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, a Weissella (Hutkins, 2006,
s. 23).

Nékteré kmeny Lactobacillus a Bifidobacterium jsou aplikovany jako probiotické kultury
(Gomes et al., 2011, s. 4777).

Rod Bifidobacterium je ¢asto povazovan za bakterie mlé¢ného kvaseni, protoze disponuje
mnohymi spole€nymi znaky, avSak fylogeneticky se li§i zvlast€ svym unikatnim zpiisobem
fermentace cukrd, tzv. drahou ,bifid shunt“ nebo také fruktdza-6-fosfatovou drahou
(Whitman et al., 2012, s. 214; Salmien, Wright a Owehand, 2004., 2004, s. 147, s. 150 a 152;
Ventura et al., 2004, s. 215; Jay, Loessner a Golden, 2005, s. 485; Walstra a Wouters, 2005,
s. 555; Hutkins, 2006, s. 20).

Bakterie mlé¢ného kvaSeni jsou chemotrofni organizmy a energii ziskavaji degradaci
sacharidickych substrati (Papagianni, 2012, s. 1). V prostiedi mléka je timto substratem

laktoza. Transport mlééného cukru do bunky se mize dit dvéma zptsoby. Rychla fermentace
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laktozy je spojovédna s ucasti fosfoenolpyruvatdependentniho fosfotransferazového systému
(PTS). Vétsina startérovych kultur disponuje PTS, a tak muze laktoza vstupovat do bunky
vV podobé¢ laktozafosfatu, ktery je nasledné hydrolyzovan fosfo-B-galaktoziddazou na glukozu
a galaktozu-6-fosfat (Obr. 2). Glukéza je pak fosforylovana za ucasti glukokinazy
a metabolizovana pomoci Embden-Meyerhof homofermentativni glykolyzy pfes pyruvat na
laktat. Galakt6za-6-fosfat vstupuje do glykolyzy pies tagatdza-6-fosfatovou drahu. (Fox et al.,
2000, s. 587)

Druhy zminény mechanizmus piijmu laktézy buiikou bakterii mlééného kvaseni se pak
déje pomoci laktézapermedz, kdy je uvnitt buiiky nésledn¢ laktéza $tépena na glukézu a
galaktozu (Leloirova draha, Obr. 2). Mnoho zastupct bakterii mlééného kvaSeni disponuje

obéma mechanizmy. V buiice se Ize setkat S PTS i laktézapermeazovym systémem transportu

(Axelson, 1998, s. 69-71).
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Obr. 2: Zjednodusené schéma metabolizmu laktozy v bunkach bakterii
mlécného kvaseni (upraveno dle Foxe et al., 2000 a Papagianni, 2012);
P...fosfat, CoA...koenzym A, glu...glukoza, fru...fruktoza,

PTS...fosfotransferazovy systém
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Samotny zisk adenozintrifosfatu (ATP) se v téchto bakteriich déje dvéma zakladnimi
drahami: glykolyzou, kdy je koneénym ptevazujicim produktem kyselina mlécna, nebo
fosfoketolazovou drahou za vzniku kyseliny octové, propionové, etanolu a CO, (Axelson,

1998, s. 69-71).

1.6.2 Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus je nejpocetnéjsi skupinou mezi zastupci bakterii mlééného kvaseni.
Tento rod zahrnuje druhy sSirokou  Skalou  fenotypovych, biochemickych
a fyziologickych vlastnosti (Salmien, Wright a Ouwehand, 2004, s. 78; Hutkins, 2006,
s. 33-35). Rod Lactobacillus taxonomicky nalezi do kmene bakterii Firmicutes, téidy Bacilli,
fadu Lactobacillales, c¢eledi Lactobacillaceae (Hutkins, 2006, s. 22 a 23, Felis
a Dellaglio, 2007, s. 46).

Laktobacily jsou pomérné¢ ndro¢né na rlstové podminky, vyzaduji bohatd média,
a jsou mikroaerofilni, kataldza negativni. Z hlediska vyskytu jsou tyto tyCinkovité bakterie
ubikvitni. Setkdme se s nimi prakticky vSude, kde jsou pfitomny zdroje uhliku v podobé
zkvasitelnych sacharidii (napf. mlécné vyrobky, fermentované masné produkty, zelenina,
ovoce, napoje, dychaci ustroji, gastrointestinalni trakt lidi a zvifat, kaly
a rostlinné materidly). VyZzaduji nutricné bohatd média. Nejsou vyznamné proteo-
a lipolytické, avSak aminokyseliny, peptidy, mastné kyseliny pro rist potfebuji (Hutkins,
2006, s. 33; Felis a Dellaglio, 2007, s. 46).

Nékteré kmeny jsou naro€né na ristové prostiedi a vyZaduji vitaminy, nukleotidy
a jiné nutrienty. Jsou schopny fermentovat velkou Skalu sacharidd, napt. glukozu, laktézu,
fruktozu, dokonce celobidzu, trehaldozu, nebo mohou vyuzit jako zdroj uhliku kyanogenni

glykosid. Nekteré druhy laktobacilii jsou schopny fermentace Skrobu (Hutkins, 2006, s. 35).

Nejtradicngjsi ¢lenéni zastupcl rodu Lactobacillus je uskutecovano pravé na zaklade
zpiisobu fermentace sacharidii, ale také dle konfigurace vyprodukované kyseliny mlécné a
optimalni teploty rastu (Salmien et al., 2004, s. 6; Caelsson et al., 2007, s. 22). Z hlediska
zkvasovani rozliSujeme laktobacily: obligdtné¢ homofermentativni, které vyuzivaji vyhradné
Embden-Meyerhof-Parnasovu (EMP) drahu (napt. Lb. acidophilus, Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus); fakultativné¢ heterofermentativni, které vyuzivaji nejen EMP, ale také
fosfoketolazovou drahu (napt. Lb. casei, Lb. plantarum, Lb. sakei atd.); obligatné

heterofermentativni s 6-fosfoketolazovou drahou (napf. Lb. fermentum, Lb. brevis, Lb.
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reuteri, Lb. sanfranciscensis) (Jay et al., 2005, s. 116; Caelsson et al., 2007, s. 23; Sedlacek,
2007, s. 244-245, Felis a Dellaglio, 2007, s. 48).

Podle optimalni teploty kultivace pak délime tyto bakterie na mezofilni (30 °C; napf.
Lb. casei, Lb. plantarum) a termofilni (40 °C; napt. Lb. acidophilus, Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus) (Jay et al., 2005, s. 117; Hutkins, 2006, s. 33). Laktobacily jsou schopny
fermentaci okyselit kultiva¢ni prostfedi na pH 4, ale rostou i pti pH kolem 7 (optimalni pH se
pohybuje vétsinou mezi 5,4 - 6,4) (Ljungh a Wadstom, 2009, s. 103; Hutkins, 2006, s. 33,
Sedlacek, 2007, s. 244).

Jak jiZ bylo zminéno, 1 mezi laktobacily miiZeme najit dekarboxylaza pozitivni zastupce,
které v potravindch a fermentovanych népojich mohou produkovat biogenni aminy a tim

ohrozovat jejich zdravotni nezavadnost. Tato problematika byla rozebirana v kapitole 1.5.

1.6.2 Rod Bifidobacterium

Kvili morfologickym a fyziologickym vlastnostem a kviili tomu, ze jsou bifidobakterie do
znaéné miry podobné laktobacilim, byly fazeny k rodu Lactobacillus po pievaznou cast
dvacatého stoleti (Mayo a Sinderen, 2010, s. 31). Bifidobakterie, na rozdil od bakterii rodu
Lactobacillus, disponuji vysokym obsahem guaninovych a cytozinovych bazi v genomu
(vétsinou nad 50 %; 42-67 %) (Felis a Dellaglio, 2007, s. 53; Mayo a Sinderen, 2010, s. 20 a
21; Chandan a Kilara, 2013, s. 455). Taxonomické zafazeni Bifidobacterium je nasledujici:
nalezi do kmene Actinobacteriea, tiidy Actinobacteria, tadu Bifidobacteriales, celedi
Bifidobacteriaceae (Sedlacek, 2007, s. 218). Celed’ Bifidobacteriaceae se pak sklada
z nasledujicich Sesti rodu: Aeriscardovia, Alloscardovia, Bifidobacterium, Gardnerella,
Parascardovia a Scardovia (Sedlacek, 2007, s. 218; Felis a Dellaglio, 2007, s. 53).

Bifidobakterie jsou anaerobni, nékdy vétvené pleomorfni ty¢inky (Silhankova, 2002,
s. 278), které¢ se mohou vyskytovat samostatné, v fetizcich nebo ve shlucich (Ventura et al.,
2004, s. 205; Sedlacek, 2007, s. 218). Za nepiiznivych podminek ristu je jejich tvar velmi
riznorody a je ovlivnén piitomnosti N-acetylglukdézaminu, alaninu, kyseliny asparagové,
kyseliny glutamové, serinu a Ca®* jonti v kultivaénim médiu (Ventura et al., 2004, s. 205).

Bakterie tohoto rodu maji fermentativni typ metabolizmu (Sedlacek, 2007, s. 218).
Vyjimky tvori Bifidobacterium indicum a Bifidobacterium asteroides, které¢ jsou schopny rist

1 za piistupu vzduchu (jsou kataldza negativni). Degradaci sacharidi produkuji kyselinu,

nikoli vSak plyn (pouze malda mnozstvi CO,, jako vedlejsi produkt). Vyskytuji se ve zvitecich
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1 lidskych gastrointestinalnich traktech. Izolovany jsou napi. vétSinou z fekalii, z bachoru

skotu, z odpadnich vod, zubniho kazu a stfev v¢el (Felis a Dellaglio, 2007, s. 53).

Optimalni teplota kultivace se pak pohybuje od 37 °C do 41 °C. Optimalni pH pro rast lezi
mezi hodnotami 6,5 a 7,0 (Whitman et al., 2012, s. 172; Chandan a Kilara, 2013,
S. 456).

Podle databaze LPSN (List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature) k tomuto
datu rod Bifidobacterium zahrnuje 43 druht.

2 B-D-glukoza

|

2 B-D-fruktdza-6-fostat

acetylfosfat D-erytroza-4-fosfat
P |
acetat

D-sedoheptuloza-7-fostat
D—glycerfldehyd—B -fosfat

D-riboza-5-fosfat

{
{

D-xyluloza-5-fosfat

acetat = acetylfosfat — — — |aktat

Obr. 3: Metabolizmus glukozy v bunce bifidobakterii (MetaCyc Metabolic Pathway
Database, ©2014a)

K odbourdavani sacharidii vyuzivaji vySe zminénou fruktdza-6-fosfatovou drahu
(Obr. 3), kdy kone¢nymi produkty jsou kyselina mlé¢na a octova (z 2 mola glukézy vzniknou
3 moly acetatu + 2 moly laktatu + 5 moli ATP), potom mohou byt generovany dalsi kyseliny
na ukor uvedenych (kyselina mravenci a jantarova) a etanol (Whitman et al., 2012, s. 172;
Sedlacek, 2007, s. 218, Chandan a Kilara, 2013, s. 455). Namisto glukézy mohou jako
substraty bifidobakteriim poslouzit i jiné sacharidy, napt. galaktdza, nebo oligosacharidy
rafinoza, sacharoza ¢i laktoza (Zhu, Li a Xiuzhu, 2003, s. 1619-1623; Whitman et al., 2012,
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s. 181). Jen nekteré druhy bifidobakterii pak dokazou degradovat i cukerné alkoholy manitol
a sorbitol nebo disponuji extracelularnimi enzymy, kterymi jsou schopny hydrolyzovat
polysacharidy, jako je napt. amylopektin a amyloza $krobu, inulin nebo xylan (Whitman et
al., 2012, s. 180). Fruktooligosacharidy a inulin jsou bifidobakteriemi metabolizovany
pfednostné¢ v porovnani s jinymi oligosacharidy. VeéEtSina bakterii  osidlujicich

gastrointestinalni trakt tyto substraty nevyuziva (Whitman et al., 2012, s. 180).

Narust bifidobakterii v mléku je ¢asto pomalejsi nez v syntetickém médiu. Tento projev je
prisuzovan nizké proteolytické aktivité bifidobakterii nebo také nizké aktivité¢ galaktozidazy,
enzymu $tépiciho mléény cukr. ReSenim nizké proteolytické aktivity mize byt piidavek
vybranych kment vysoce proteolytickych bakterii mlééného kvaseni, které by vSak nemély
piertst bifidobakterialni kulturu (Charalampopoulos a Rastall, 2009, s. 735). Existuje spousta
studii zabyvajicich se problematikou proteolytickych schopnosti bifidobakteridlnich kultur
(Cheng a Nagasava, 1984, s. 339-349; El-Soda et al., 1992, s. 87-90; Abu-Taraboush et al.,
1998, s. 354-361) a ne vSechny hovoii souhlasné.

Bifidobakterie potfebuji ptidavek rtstovych faktorti, aby dosahly pozadovaného poctu.
Neékdy jsou tyto zvysSené pozadavky na rastové prostiedi oznaCovany jako ,,bifidus faktor®.
Rust bifidobakterii podporuje napiiklad k-kasein, a-laktalbumin, B-laktoglobulin, kvasni¢ny
extrakt, treonin, cystein, pepton, dextrin, maltéza, laktuléza a hydrolyzaty kaseinu,
D-gluk6zamin, a-etyl-N-acetyl-D-glukézamin, N-karboetoxy-D-glukdzamin,
N-acetylgluk6zamin, N-acetyllaktoamin, N-N-diacetylchitobiéza a N-acetylneuraminova
kyselina (Maxa a Rada, 2002, s. 40).

Pomoci riznych druhi deamindz a dehydratdiz mohou tyto bakterie fermentovat
aminokyseliny (Schell et al., 2002, s. 14424). Také jsou bifidobakterie schopny
dekarboxylovat volné aminokyseliny za vzniku biogennich aminti (Lorencova et al., 2012,
S. 2086-2091). To, ze disponuji potencialem produkovat biogenni aminy, uvedla jiz studie
autort Sladkové et al. (2007, s. 6) a potvrzuje to i geneticka predispozice tvorby enyzmu

katalyzujicich jejich vznik (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, ©1995-2015b).

Velmi mélo studii se zabyva dekarboxylazovou aktivitou probiotickych kultur, zvlasté téch
zamérné pouzivanych. Samotna schopnost produkovat biogenni aminy a polyaminy, nebo vliv
vnéjsich faktord na rozsah této produkce, je pak dalsi malo prozkoumanou oblasti v ramci
metabolizmu probiotickych mikroorganizmil. Stejné tak kinetika tvorby biogennich amini

u bifidobakterii nebyla doposud predmétem vyzkumii.
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1.7 Obecny piehled zpusobii detekce biogennich amint

Pro detekci biogennich aminti vyprodukovanych bakteriemi jsou pouzivany rizné metody,

které maji své vyhody 1 nevyhody. Tyto techniky mtizeme rozd¢lit do tii nasledujicich skupin:

1. Analytické separacni metody: tenkovrstvda chromatografie (TLC), plynova
chromatografie (GC), vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC), vysokoucinna
kapalinova chromatografie na reverznich fazich (RP-HPLC), ultrat¢inna kapalinova
chromatografie (UPLC) a elektroforetické metody (kapilarni zénova elektroforéza, CZE)
(Oguri, 2000, s. 2, 5-7; Sm¢la et al., 2004, s. 432; Veseli et al., 2013, s. 350).

2. Molekularné-genetické: polymerazova fetézova reakce (PCR), kdy jde spise o detekci
potencidlu tvorby biogennich amint z hlediska pfitomnosti geni kodujicich vznik

dekarboxyla¢nich enzymu (Bunkova et al., 2009, s. 538).

3. Mikrobiologicka kultivaéni metoda (Bunikova et al., 2009, s. 533-538; Bover-Cid
a Mah-Jae et al., 2001, s. 491-496; Holzapfel, 1999, s. 33-41).

4. Imuno-enzymatické stanoveni (Enzyme-Linked Imuno Sorbent Assay; ELISA) (Nollet
a Toldra, 2010, s. 414).

1.7.1 Chromatografické a elektroforetické metody stanoveni obsahu biogennich

aminu ve vzorku

Pro stanoveni biogennich amini ve vzorku se nejcastéji pouZzivaji vysoce citlivé
chromatografické metody na reverznich fazich s fluorescen¢ni nebo UV detekci po dansylaci,
benzoylaci nebo derivatizaci reakci s fluorenyl-9-methyl-chloroformiatem (FMOC),
N-hydroxysuccinimidyl-6-chinolyl karbamatem (AQC) nebo o-ftal-dialdehydem (OPA).
RP-HPLC nebo iontové vyménnou chromatografii lze stanovit aminy po postkolonové
derivatizaci OPA nebo ninhydrinem (Sméla et al., 2004, s. 432). Napiiklad pro derivaty OPA
lze pouzit fluorimetrickou detekci pii vinovych excitacnich délkach 330-340 nm a emisnich
vinovych délkach 440-445 nm, pro detekci dansylderivati je pak napt. typické pouziti
spektrofotometrie v UV oblasti pti vinové délce 254 nm (Mehmeti a Vasjari, 2013, s. 351).

Dale je mozné pro separaci nejen derivatizovanych biogennich amini aplikovat CZE, ktera
vyuziva odlisné elektroforetické pohyblivosti molekul a elektro-osmotického toku.
K derivatizacim se pro tyto ucely pouziva napt. dansylchlorid, OPA, fluoreskamin,
fluoresceinizothiokyanat, FMOC (Oguri, 2000, s. 8).
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Kapilarni elektroforéza mutze byt vSak u aromatickych a heterocyklickych biogennich
amini provedena i bez derivatizace diky pfirozené piitomnosti chromoforickych skupin

(Mehmeti a Vasjari, 2013, s. 351).

1.7.2 Molekularné genetické metody stanoveni potencialni dekarboxylazové aktivity

Dalsi casto vyuzivanou metodou pro skrining kultur na produkci biogennich amint je
PCR. Pomoci specifickych primert a procesu PCR je zmnozen usek DNA nesouci pfislusné
geny. Urcena sekvence je namnozena do takové miry, ze ji pak lze po separaci gelovou
elektroforézou a po obarveni snadno detekovat. Timto zplisobem lze oznacit bakterie, které
jsou schopny s nejvétsi pravdépodobnosti produkovat biogenni aminy nebo resp. ty, které
k tomu mohou mit enzymové vybaveni (Bunkova et al., 2009, s. 538; De Las Rivas et al.,
2005, s. 371).

Spojeni metod popisovanych v kapitolach 1.7.2 a 1.7.1 je vyhodné. Pro zjiSténi potencialu
tvorby biogennich amind poslouzi metoda molekularné geneticka a pro jeho kvantifikaci pak

metody seperacni chromatografické.

1.7.3 Mikrobiologicka kultiva¢ni metoda stanoveni dekarboxylazové aktivity

Kultivaéni metoda je zaloZend na kultivaci bakterii v médiu s pH indikatorem (napf.
bromkresolova violet') a s obsahem prekurzorG biogennich amint. Biogenni aminy zvysuji
pH, takze pokud jsou produkovany, dojde k barevné zmén¢ pH indikatoru (u bromkresolové
violeti na fialovou). Stejné tak bakterie produkujici kyseliny poskytuji reakci s indikatorem,
avsak odlisné barvy (Zlutd v ptipad€ bromkresolové violeti). Pokud jsou zkouSené bakterie na
produkci biogennich aminli negativni, tak se vysledek projevi nezménénou barvou média

(Mah-Jae et al., 2001, s. 491 a 492; Bover-Cid a Holzapfel, 1999, s. 36 a 37).

Vyse zminény zpusob detekce je vSak jen orientacni. Mlze poskytovat faleSn¢€ pozitivni
1 fale$né€ negativni vysledky (Bunkova et al., 2009, s. 536). Je tedy vhodné ho pouzit spiSe pro
prvotni skrining a pro presné€j§i stanoveni pouzit jiné metody, které umoziuji soucasné

kvantifikaci.

1.7.4 Imuno-enzymatické stanoveni biogennich amint ve vzorku

ELISA test je stanoveni zaloZené na kvantifikaci zmény absorbance, kterou ve vzorku

zpiisobi produkt urCité enzymové reakce. ELISA je vyuzivdna hlavné pro stanoveni
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histaminu, ale 1ze ji aplikovat 1 na detekci ostatnich biogennich aminti napt. tyraminu (Nollet
a Toldra, 2010, s. 414).

V ptipad¢ histaminu se jednd o reakci diaminooxidazy, kterd v pritomnosti kysliku zptisobi
jeho deaminaci. Pti tomto procesu vznika hydrogenperoxid, ktery oxiduje v reakénim roztoku
pritomné barvivo (leukokrystalovou violet na krystalovou violet). Doprovodna barevna
zména dovoli kolorimetrickou kvantifikaci. Metoda je modifikovéana i na stanoveni tyraminu,

kdy namisto diaminooxidazy G¢inkuje monoaminooxidaza (Nollet a Toldra, 2010, s. 414).
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2 CIL PRACE

Cilem dizerta¢ni prace je studium vlivi vn&jSich faktord na mnozstvi vyprodukovanych
biogennich amint u vybranych kmenu bakterii rodu Lactobacillus a Bifidobacterium, jez se
ucastni, nebo se mohou ucastnit, fizenych biotechnologickych procest. Dil¢i cile jsou

stanoveny takto:

1. Skrining aminogenni aktivity vybranych sbirkovych kultur a izolatt bakterii mlééného

kvasSeni a bifidobakterii.

2. Selekce kmenti rodu Lactobacillus a Bifidobacterium, které jsou schopné za optimalnich
podminek vyprodukovat detekovatelnd mnoZzstvi biogennich aminl, pfiemz zvlaStni
pozornost bude v ramci experimentii také zaméfena na probiotika s dieteticko-lé¢ebnymi
ucinky.

3. S kmeny vybranymi V rdmci napliiovani dil¢iho cile 2 zaloZit experimenty, ve kterych
budou sledovany vlivy vnéjSich faktori na mmnozstvi vytvofenych biogennich amini.
Studovany budou faktory, které mohou dekarboxyldzovou aktivitu zminénych bakterii
vyrazn¢ ovlivnit, at jiz jako akceleratory nebo inhibitory (napt. ptidavek NaCl
a sacharidu, vliv pH a teploty apod.).

4. Sledovat kinetiku tvorby biogennich aminil v jednotlivych riistovych fazich testovanych

kment a ristové chovani kment ovlivnéné zménou vnéjsich faktortt v podminkach in vitro

a Vv potravinové matrici.
5. Ziskané vysledky podrobit statistické analyze.

6. Vyvodit doporuceni v oblasti technologické praxe vyroby fermentovanych potravin
a napoji, které jsou pfipraveny za piimé ucasti/ptitomnosti laktobacili a/nebo bifidobakterii.
Zhodnotit bezpecnost vybranych kment z hlediska fyziologickych uinkl vyprodukovanych

mnozstvi biogennich amin.
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3 ZVOLENE METODY ZPRACOVANI

3.1 Popis experimentii

Vytyené cile prace byly napliiovany ve tiech hlavnich experimentech. Ukolem
Experimentu I bylo provést obecny skrining dekarboxylazové aktivity sbirkovych
bakterialnich kultur, které jsou bézné uzivany v mlékarenském pramyslu, pfipadné izolata
Z procesu vyroby danych produkti ¢i kontaminant. Zahrnuty do skriningu byly
i kmeny bakterii mlééného kvaseni izolovanych z procesu vyroby piva a humanni izolaty
bifidobakterii. Zamérem Experimentu II bylo sledovat kinetiku produkce biogennich amint
vybranymi kmeny in vitro v zavislosti na zménénych kultivaénich podminkach. Ttetim
experimentem byla realna aplikace vybranych kultur do potravinové matrice (mléka), kde byl
simulovan proces vyroby a skladovani fermentovanych mléénych vyrobkii a byla

mononitorovana dekarboxylazova aktivita vybranych kmend.

3.1.1 Charakteristika Experimentu |

V ramci Experimentu | Dbyl proveden prvotni skrining dekarboxylazové aktivity
u vybranych kment bakterii mlé¢ného kvaseni a bifidobakterii, z nichZ jsou nékteré v praxi
uzivany jako zékysové kultury pii vyrobé fermentovanych mléénych vyrobkl (zakysanych
mléénych vyrobki a syrt). Ve skriningu jsou zahrnuty i kultury s prokazatelnym dieteticko-

lécebnym plisobenim, non-startérové kultury, kontaminanty a humani izolaty.

Prvotni skrining produkce biogennich amini byl proveden in vitro, a to celkem
u 123 kmeni laktobacili a bifidobakterii (Pfiloha A, Tab. A1-A4). Aminogenni aktivita byla
zkouména u 36 kmend ziskanych ze Sbirky mlékarenskych mikroorganizma Laktoflora®
(Cultures Collection of Dairy Microorganisms; CCDM; Piiloha A, Tab. Al), dvou
non-startérovych kultur laktobacili =z procesu vyroby syrt, které byly poskytnuty
Vyzkumnym tstavem mlékarenskym z Téabora (Ptiloha A, Tab. A1, Lactobacillus brevis TO1
a Lactobacillus curvatus T02). ZkouSeni dale prob€hlo u 30 kmeni mlécnych bakterii
izolovanych jako kontaminanty procesu vyroby piva ze sbirky mikroorganizmt Vyzkumného
ustavu pivovarského a sladafského v Praze (Research Institute of Brewing and Malting
Culture Collection; RIBM; Priloha A, Tab. A2) a v neposledni ftadé
u 55 humanich izolati bifidobakterii a laktobacilt ziskanych ze sbirky mikroorganizmi Ceské

zemé&délské univerzity v Praze (Ptiloha A, Tab. A3 a A4).
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Seznamy vSech zkouSenych kmenii jsou uvedeny v pfiloze této dizertacni prace. Ke
stanoveni biogennich amint v supernatantech ziskanych po kultivaci zminénych bakterii byla
pouzita kapalinovd chromatografie na reverznich fazich s pfedkolonovou derivatizaci
dansylchloridem, kdy byly separované dansylderivaty biogennich aminli detekovany a
kvantifikovany UV detekci. Zjednodusené schéma postupti v ramci experimentu jSou

znazornény na Obr. 4.

Priprava dekarb oxylacniho média:
MRS/WCH bujén+0.2 % (w/v) aminokyselin

(arginin, ornitin, tyrozin a lyzin™)

&

-
Inokulace 24-hodinovou kulturou P ﬂl,kl_'lm’ ace FleLm be 1?—' 1“_ (_3"1
medium + aminokyseliny®

&

Kultivace (;=30°C, ,=37°C), 48 h.

&

Ziskani sup ernatanti:
centrifugace + filrace

&

Derivatizace dansylchloridem
afilaace vzorku

e

r =]
Separace a detelcce biegennich aminu
RP-HPLC+UV (3=254nm)

Obr. 4: Schéma experimentu I; skrining dekarboxyldzové aktivity in vitro,
*piidavek ctyrkombinace aminokyselin argininu, ornitinu, lyzinu a tyraminu

v koncentraci 0,2 % (w/v)

Experiment I lze pro pfehlednost rozdélit do dvou subexperimentti, kdy byly biogenni
aminy primarn¢ detekovany v supernatantu po kultivaci nahodné vybranych 60 kment
laktobacilti (28 kmenii z Ceské sbirky mlékarenskych mikroorganizmi; 2 kmeny ze sbirky

Vyzkumného tustavu mlékarenského z Tabora; 30 kmend ze sbirky Vyzkumného tustavu
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pivovarského a sladafského v Praze; Piiloha A, Tab. 1A a 2A) a bifidobakterii
(8 kmenti z Ceské sbirky mlékarenskych mikroorganizmii; Piiloha A, Tab. 1A) v médiu MRS
s ptidavkem 0,2 % (w/v) vybranych volnych aminokyselin. Podle piedbéznych pokust
provedenych pfed samotnym experimentem byla zvolena c¢tyfkombinace aminokyselin:
tyrozinu, argininu, ornitinu a lyzinu, pii jejichz pfidavku do média byla ptfedpokladana

podpora produkce jiz prvotné detekovanych biogennich amint.

Zarazeny do souboru testovanych mikroorganizml byly i kmeny s dieteticko-lé¢ebnym

potencialem nebo izolaty z procesu vyroby syrii.

Na zéklad¢ vysledkli byl zvolen dalSi soubor mikroorganizmi, pfevazné bifidobakterii
(Ptiloha A, Tab. A3 a A4), jejichz zastupci prokazali schopnost dekarboxylovat pfitomné
volné aminokyseliny. Kmeny bifidobakterii byly inokulovany do prostfedi dvou médii
rizného slozeni (médium MRS a médium Wilkins-Chalgren) z davoda zvyseni
pravdépodobnosti detekce dekarboxyldzové aktivity a pozorovani rozdilného ristového

chovani bifidobakterii (Pfiloha A, Tab. A3 a A4).

Kultivacni metody

ZkouSené kmeny byly kultivoviny v MRS bujonu (Oxoid, Basingstoke, UK) za
optimalnich teplot dle informaci poskytovatele kultur. Humani izolaty byly kultivovany nejen
v médiu MRS, ale také v médiu Willkins-Chalgren s pfidavkem sojového peptonu (Hi-Media,
Mumbai, Indie), které bylo pro rist bifidobakterii doporuceno poskytovatelem kultur.

U v8ech kmenti byla pied pokusem kontrolovana Cistota, kdy byl proveden kiizovy roztér a

mikroskopické ovéfeni (fixovany preparat, Gramovo barveni).

Pro kmeny CCDM 422, 393, 394, 834, 741, 832, 818, 579, 821, 59, 398, 396, 381
a pro kmeny ze sbirky RIBM byla optimalni teplotou kultivace 30+1 °C. Ostatni kmeny byly
kultivovany pti 37+1 °C.

Do bujénu pro rust testovanych bakterii byly pfiddny aminokyseliny (arginin, ornitin,
tyrozin, lyzin; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) v koncentraci 0,2 % (w/v). Pro sniZeni redox
potencialu byl do médii pro kultivaci bifidobakterii pfidan sterilni roztok cysteinu (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) ve vysledné koncentraci 0,1 % (w/v). Ten byl pfipraven filtraci ptes
injekeni filtr s porozitou 0,22 um. Sterilita pfipraveného roztoku byla testovana kultivacni

zkouskou. Modifikované médium o objemu 5 ml bylo zaockovano pro zjisténi
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dekarboxylazové aktivity kmenit 25 pul suspenze bakterii narostenych pifes noc.
U bifidobakteridlnich izolatd bylo nutné navySit mnoZzstvi inokula, jelikoz vykazovaly
vyrazné pomalejsi rust (100 pl). ZvySen vSak byl také objem dekarboxylacniho média na 7 ml

(vysoky sloupec hladiny vhodny pro nartst striktné¢ anaerobnich kmeni).

Kultivace kmena pak probihala za optimalnich teplot po dobu 48 hodin. Kazd4 kultura
byla ockovana v péti opakovanich. Nasledné¢ byl z bakteridlni suspenze centrifugaci
(3 421 x g, 20 min.) ziskan supernatant, ktery byl upraven pro analyzu. Kvalitativni
a kvantitativni stanoveni biogennich aminti bylo provedeno i u nezaockovanych médii, kdy

byly zjisténé hodnoty odecteny od hodnot supernatantt po kultivaci vybranych kmend.

Metody stanoveni

Ke stanoveni biogennich aminll v supernatantech ziskanych po kultivaci zminénych
bakterii byla pouzita kapalinova chromatografie na reverznich fazich s ptedkolonovou
derivatizaci dansylchloridem, kdy byly separované dansylderivaty biogennich amini
monitorovany UV detekci. Metody analyzy supernatantti jsou podrobnéji popsany v kapitole
3.3.

3.1.2 Charakteristika Experimentu Il

Na zéakladé Experimentu I byla provedena selekce aminogennich kmenti pro Experiment I1.
Pozornost byla dale vénovana i relativné nizkoproduktivnim probiotickym kulturam, jejichz
cilend aplikace ve vyrobé fermentovanych vyrobki je hlavné dana pozitivnimi ucinky na
lidské zdravi. Zamérem bylo posoudit, zda za riiznych kultiva¢nich podminek (simulujicich
realné prostfedi potravin) neprodukuji tyto probiotické kmeny vyznamnd mnozstvi
biogennich aminti, kterd by zdravotni benefity pouziti téchto kultur redukovala. Kromé jiného
byly testovany izolaty laktobacilll z procesu vyroby piva a mléénych vyrobki.

U vybranych kmenii byly studovany vlivy vnéjSich faktord, jez by mohly v rédmci
technologického procesu vyznamnéji ovlivnit mnozstvi vytvofenych biogennich aminli ve

vyrobku. Testovany rozsah hodnot zkouSenych faktorti byl volen tak, aby mohly byt vysledky

aplikovany na technologickou praxi fermentovanych vyrobk.

Experiment II lze rozdé¢lit do péti subexperimentli. Kazdy z téchto subexperimentti byl

zaméien na jiny kmen. Kmeny byly vybrany na zaklad¢é prvotniho skriningu, kdy prokazaly
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schopnost produkovat toxikologicky vyznamnéj§i mnozstvi tyraminu (> 50 mg/l). Vybér
zahrnuje Cisté startérové kultury, které maji probioticky potencial
a jsou cilené ptidavany do mléénych vyrobki: Lactobacillus rhamnosus CCDM 289
a Bifidobacterium animalis ssp. lactis CCDM 239. Zafazen byl jeden kmen izolovany
Z procesu vyroby piva Lactobacillus brevis RIBM 2-69 a dva izolaty z procesu vyroby syri
(Lactobacillus brevis T01, Lactobacillus curvatus T02). Izolaty byly do experimentt zahrnuty
proto, Zze pravé non-startéry a kontaminanty jsou castymi ptivodci zvySenych koncentraci
biogennich aminti v potravinach, které byly vyrobeny fizenym fermentacnim procesem

(Linares et al. 2012, s. 1).

Priprava dekarboxylacnih o média:

MRS bujon + pridavek 0,2 % (w/v) aminokyselin 2?,
laktéza (0, 00; 0,25; 1,00 % (w/v)), upravapH (4,5; 5,0: 7.0)

&

o
. Predlultivace: dekarboxvlaéni
Inokulace 24-hodinovou kulturou . . . ¥
médium + aminokyseliny @b

&

Kultivace (t=37"C), 48 h.

&

Ziskani sup ernatanti;
centrifugace +filtrace

&

Derivatizace dansylchloridemn
afiltrace vzorku

e

Separace a detekce biogennich amint
RP-HPLC+UV (3=2541nm)

Obr. 5: Schéma predbéiného pokusu, testovani  probiotickych — kmenii
Lb. rhamnosus CCDM 289 a B. lactis CCDM 239, pridavek aminokyselin kombinace

a...lyzin, tyrozin, fenylalanin, b...arginin, ornitin, tyrozin, lyzin, fenylalanin, histamin
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Pted samotnym zahdjenim pokustli, zabyvajicich se kinetikou produkce biogennich amint
probiotickych kment (Lb. rhamnosus CCDM 289 a B. animalis ssp. lactis CCDM 239) bylo
provedeno zkuSebni testovani podminek, za kterych by dané kultury byly schnopny
vyprodukovat co nejvysSi mnozstvi biogennich amint (Obr. 5). Na zakladé¢ vysledki
Experimentu | tyto kmeny nevynikaly vysokou produkci a bylo nutné zjistit, které podminky
budou pro jejich dekarboxylazovou aktivitu v médiu MRS vhodné a naopak.

Do rustového prostiedi byly piidany i dal§i aminokyseliny v koncentraci 0,2 % (w/v).
Nejednalo se jen o arginin, ornitin, tyrozin a lyzin, ale také histidin a fenylalanin (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA). Byla v8ak testovana i verze vzorku s obsahem lyzinu, tyrozinu
a fenylalaninu v koncentraci 0,2 a 0,3 % (w/v). Jako dalsi faktory byly zvoleny pfidavky
laktézy v koncentracich 0; 0,5; a 1,0 % (w/v) a pH bujonu pred inokulaci (4,5+0,2; 5,0+0,2;
7,0£0,2). Vsechny vyse uvedené faktory byly testovany ve vzajemnych kombinacich (Obr. 5).
Dale byl zjistovan vliv piidavku 0,005 % (w/v) pyridoxalfosfatu. Kofaktor dekarboxylaz byl
pridavan do ristového média obsahujiciho dvé riizné kombinace aminokyselin. Kmeny byly
kultivovany v péti opakovanich. Kultivace probihala pti 37 °C a vzorky byly pro analyzu
obsahu biogennich amint odebirany po 48 hodinédch (Obr. 5).

Dale byla pozorovana kinetika produkce biogennich aminti u kment Lb. rhamnosus
CCDM 289 a B. animalis ssp. lactis CCDM 239 (Obr. 6 a Obr. 8) ovlivnéna vybranymi
faktory.

U probiotického kmene Lactobacillus rhamnosus CCDM 289 byla kinetika produkce

biogennich amint sledovana v médiu MRS, které bylo upraveno témito proménnymi:

e pH (4,0£0,2, 5,0+0,2 a 6,0+0,2),
e piidavky glycerolu (0, 1, 3, 5 % (V/V)).

Byl sledovan také vliv dvou rtiznych teplot kultivace 10+0,2 °C a 37+0,2 °C.

Ptidavek glycerolu, misto lakt6zy, byl uskuteénén proto, ze vysledky predbéznych pokusii
nenaznaCovaly vyraznou indukci dekarboxyldzové aktivity pii zadné z testovanych
koncentraci zminéného cukru (viz kapitola 4.2). Také byla navySena koncentrace prekurzoru,
aminokyselin (z puvodni koncentrace 0,2 na 0,3 % (w/v)) scilem podpofit produkci
biogennich amind.

Ptipravy dekarboxylacich médii, kultivace kmene, odbéry vzorkli a detekce biogennich

amint probihala dle schématu Obr. 6.
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Priprava dekarb oxylacniho média:

MRS bujén + 0,3 %0 (w/v) aminokyselin (arginin,
ornitin, Iyzin, tyrozin*), 0, 1,3 a 5% (v/v) glycerolu

apravapH (4,0; 5,0; 6,0)

<

[ Inokulace 24-hodinovou kulturou <j [ Predkultivace: dekarboxylacni ]

médmm + aminokyseliny™

Kultivace pri t,=10°C, ,=37°C

-

Bakterialni suspenzev case odbérn <j o Ilﬂ])hlko\.—a Inerems:
vyvo) pH. zakal (3=600nm ) a CPM

&

Ziskani sup ernatanti:
centrifugace + filtrace

-

Derivatizace dansylchloridemn
afiltrace vzorku

@

i o
Separace a detelcce biogennich aminiu
RP-HPLC+UV (3=254nm)

Obr. 6: Schéma subexperimentu s Lactobacillus rhamnosus CCDM 289, *pridavek

ctyrkombinace aminokyselin argininu, ornitinu, lyzinu a tyraminu Vv koncentraci

0,3 % (w/v)
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Subexperimentu s Bifidobacterium lactis CCDM 239, kdy byla sledovana kinetika
produkce biogennich aminti, piedchédzelo jeste¢ jedno testovani podminek, pii kterych by
mohla byt podpofena produkce biogennich aminti (Obr. 7). Byl testovan pfidavek nejen
laktézy, ale také glukézy v riznych koncentracich (0,00; 0,25; 0,50; 1,00 % (w/v)) jako
snadné&ji asimilovatelného zdroje uhliku. Dal§im sledovanym faktorem byla koncentrace soli a

uprava pH (4,5+0,2; 5,0+0,2).

Priprava dekarboxylacnihom édia:

MRS bujén + 0,3 %0 (w/v) aminokyselin
(arginin, ornitin, Iyzin, tyrezin*), pH 4,5 a 5,0,
pridavky glukézylaktozy a NaCl

<

il ™
. Predkultivace: dekarboxylaéni
Inokulace 24-hodinovou Kulturon o . _1‘ N
médium + aminokyseliny™
. r
F' ™
Kultivace t=37°C, 48 1.
e 7
il ™

Ziskani sup ern atantic
centrifugace + filtrace

<

Derivatizace dansylchloridem
afilrace vzorkn

<

Separace a detekce biogennich amint
RP-HPLCH+TUV (3=254nm)

Obr. 7: Schéma druhého predbézného testovani viivu faktorii na dekarboxylazovou aktivitu
Bifidobacterium animalis ssp. lactis CCDM 239; *pridavek ctyrkombinace aminokyselin

argininu, ornitinu, lyzinu a tyraminu v koncentraci 0,3 % (w/v)
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Po dal$im piedbézném testovani druhého zkouSeného probiotického kmene, B. animalis
ssp. lactis CCDM 239, nasledoval samotny subexperiment (Obr. 8), ve kterém bylo
uskute¢néno pozorovani kinetiky produkce biogennich amint.

Testovany byly faktory:

e pH 5,0+0,2,

e teplota (10+0,2 °C, 37+0,2 °C),

e pridavky laktozy (0,00; 0,25; 0,50; 1,00 % (W/v)),

e piidavky NaCl (0,0; 1,0; 2,0 % (w/v)).

-

Priprava dekarboxylacniho média:
MRS bujon + 0,3 %0 (w/v) aminokyselin
(arginin, ernitin, Iyzin, tyrozin*), pH 5,0,
pridavkylaktézy a NaCl

&

.
. edkultivace: dekarboxylaéni
Inokulace 24-hodinovou kulturon P Hl_l‘l_'lm ace flcl art OT‘,} la.clm
médium + aminokyseliny™

-

[ Kultivace pri ¢=10°C, ,=37°C

-

Bakterialni suspenze v ¢ase odbéru <j o I)ophnkwa AT end: _
vyvoj pH, zakal (3=600 nm ) a CPM

&

Ziskani sup ernatanti:
centrifugace + filtrace

-

Derivatizace dansylchloridem
afiltrace vzorku

-

Separace a detelkce biogennich amini
RP-HPLC+UV (3=2341m)

Obr. 8: Schéma subexperimentu s Bifidobacterium lactis CCDM 239; *pridavek
ctyrkombinace aminokyselin argininu, ornitinu, lyzinu a tyraminu Vv koncentraci

0,3 % (w/v)
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Lactobacillus brevis RIBM 2-69, jako izolat z procesu vyroby piva, byl sledovan za
odlisnych podminek nez tomu bylo u piedeslych kment (Obr. 9). MRS médium bylo
upraveno faktory:

o pH 4,0£0.2,

e etanol (0, 2, 3,5, 6 % (v/V)).

Testovan byl také vliv tii riznych teplot kultivace (5+0,2 °C, 10£0,2 °C, 30+0,2 °C).

Priprava dekarboxylacnihomédia:

MRS bujén + 0,3 20 (w/v) aminokyselin
(arginin, ormitin, Iyzin, tyrozin*), upravapH
4,0+0,2, pridavek etamolu (0-6 %0 (v/v))

<

. Predkultivace: dekarboxylaéni
Inokulace 24-h odin ovou Kulturon . ! o ,} N
médium + aminokyseliny™

@

EKultivace t;=5°C, t,=10 °C, ;=30 °C

-

Bakterialni suspenze v case odbéru o Dﬂp].nkm!a mevent
vyvojpH, zakal (A=600 nm ) a CPM

<:

Ziskani sup ernatanai:
centrifugace + filtrace

@

Derivatizace dansylchloridem
afiltrace vzorku

-

Separace a detelice hiogennich amint
RP-HPLC+UV (=234 1nm)

Obr. 9: Schéma subexperimentu s Lactobacillus brevis RIBM 2-69; *pridavek

ctyrkombinace aminokyselin argininu, ornitinu, lyzinu a tyraminu Vv koncentraci

0,3 % (w/v)

Aminogenni aktivita izolati zprocesu vyroby syra, Lactobacillus brevis TO1
a Lactobacillus curvatus T02, byla rovnéz sledovana v upraveném dekarboxyla¢nim médiu
(Obr. 10).
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Piedmétem zajmu byl v ramci subexperimentd s non-startéry vliv:

e pH (5,0+0,2; 6,0+0,2; 7,0+0,2),

e teploty (10+0,2 °C a 30+0,2 °C),

e piidavka laktozy (0,00; 0,25; 0,5; 1,00 % (w/v)),

e pridavki NaCl (0,0; 1,0; 2,0 % (w/v)).

Navic byla testovana kombinace 4,8 % (w/v) laktozy a soli (0,0; 1,0; 2,0 % (w/v)) pti pH
6,8, jako pokus o piiblizeni se podminkam mléka ve smyslu koncentrace laktozy

a horni hranice pH syrového mléka.

Priprava dekarb oxylacniho média:

MRS bujén + 0,3 % (w/v) aminokyselin
(arginin, ornitin, lyzin, tyrozin*), upravapH,
pridavek laktozy a NaCl

<

Inokulace 2 4-hodinovou kulturou <j [ Predkultivace: dekarboxylacni ]

médium + aminokyseliny™

Kultivace t;=10 °C, t,=37°C

-

vyvo) pH, zakal (3=600 nm ) a CPM

. ] ] yoplitkova et enis
Bakterialni suspenze v case odbérn <j [ Doplnkovamerent ]

&

Ziskani sup ernatanti:
centrifugace + filtrace

@

Derivatizace dansylchloridemn
afilaace vzorku

@

( -]
Separace a detelice biogennich amini
RP-HPLC+UV (3=254 nm)

Obr. 10: Schéma subexperimentii s Lb. brevis TOl a Lb. curvatus T02; *pridavek

ctyrkombinace aminokyselin — argininu, ornitinu, lyzinu a tyraminu Vv koncentraci

0,3 % (w/v)
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Vsechny faktory v ramci subexperimenti Experimentu Il byly testovany samostatné a ve

vzajemnych kombinacich.

Kultivaéni metody Experimentu 11

V Experimentu II probihaly kultivace vybranych kmenii laktobacili a bifidobakterii
v bujonu MRS (viz Tab. 1) 0 jednotném objemu 7 ml, ktery byl obohacen o sacharidy (zvlasté
laktozu) nebo jejich mozné metabolity (glycerol), NaCl nebo etanol. Tyto faktory byly
pridavany ve specifickych vzajemnych kombinacich pro jednotlivé kmeny s ohledem na to,
odkud byly izolovany, nebo jaké je jejich pfedpokladané vyuziti v technologii.

Pro zohlednéni obsahu sacharidi bylo vtomto experimentu pouzito slozené
dekarboxylacni médium kopirujici obsahy jednotlivych slozek MRS totoznych
s Experimentem [, aZ na zminénou sacharidickou slozku (dextréza, glukéza; bézny obsah

20 g/l), ktera byla zastoupena pouze v testovanych koncentracich v ramei daného faktoru.

Tab. 1: Slozeni modifikovaného bujonu MRS

. mnozstvi

slozka [9/1]
Protedzo-Pepton 10,0
Beef extrakt 10,0
Yeast extrakt 5,0
Glukoza* 20,0
Tween 80 1,0
Citran amonny 2,0
Octan sodny 5,0
Siran hotecnaty 0,1
Siran manganaty 0,005
Hydrogenfosfore¢nan didraselny 2,0
Pyridoxal-5-fosfat** 0,005
Arginin, ornitin, tyrozin, lyzin*** 0,3
Cystein 0,1

* Pro prvotni skrining (Experiment 1), dale (v Experimentu 1)
nahrazena laktozou/glycerolem jako zdroj uhliku; ** Pro
prvotni pokusy s probiotickymi kmeny CCDM 239 a 289;
***Pryvotni skrining 0,2 % (w/v) aminokyselin, jinak 0,3 %
(wiv)
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Ptislu$né kultivaéni médium bylo zaockovano 100 pl suspenze probiotickych bakterii
narostenych ptes noc (Lb. rhamnosus CCDM 289, B. animalis ssp. lactis CCDM 239).
U non-startérové mikroflory z procesu vyroby syra byl zvolen nizsi objem inokulatu — 50 pl
(Lb. brevis TO1 a Lb. curvatus T02) a u kontaminujici mikroflory z procesu vyroby piva 25 ul
(Lb. brevis RIBM 2-69). Objem inokula byl volen dle ristovych schopnosti kultury a rozsahu
produkce biogennich aminti, které byla dana kultura v prvotnim skriningu schopna uvolnit do
dekarboxyla¢niho média. Rychlost rustu v dekarboxylacnich médiich byla ovéfena pted

zapocetim danych subexperimenti.

Vsechna inokulovand média (kombinace faktorii) byla kultivovana ve tfech

opakovanich s jednim kontrolnim vzorkem pro kazdy z odbérovych casti.

Odbér vzorki pro analyzy obsahu biogennich amint probihal pro niz$i zvolené teploty
pol,2,3.,4.,5./6., 7./8., 9./10., 13. a 15. dnu kultivace. Pro teplotu 30/37 °C byly odbéry
uskute¢novany intenzivnéji avsak po kratsi dobu (2., 4., 6., 8, 10., 12., 30., 34. a 48. hodinu).
U nékterych kmenu byly pocty odbéri redukovany z divodu kvantity vzorku (velky pocet
kombinaci faktorl) nebo byly odbéry vzorkii kment kultivovanych pti nizsi zkouSené teploté
provedeny s mirnym ¢asovym posunem. Ve vSech experimentech se vSak celkovy pocet

odbért pohyboval v rozsahu 8-10 odbéra.

Pro kmen Bifidobacterium animalis ssp. lactis CCDM 239 i druhy probioticky kmen
Lactobacillus rhamnosus CCDM 239 byly odbéry pii 37 °C uskute¢novany: 2., 4., 6., 8., 10.,
12.,24., 30., 34. a 48. hodinu kultivace, pii 10 °C 1., 2., 3.,4.,5.,7.,9., 13., 15. den kultivace.
Vzorkovani supernatantti kmene Lactobacillus brevis RIBM 2-69 probihalo pti 5 °C a 10 °C
1.,2.,3.,4.,5.,7.,9., 11, 12., 15. den kultivace a pii 30 °C 2., 4., 6., 8., 10., 12., 24., 30., 34,
48. hodinu kultivace. Vzorky po kultivaci kmenti Lactobacillus brevis T01 a Lactobacillus
curvatus T02 byly odebirany pii teploté 10 °C po 1, 2, 3, 6, 8, 10, 13 a 15-ti dnech kultivace,
pii vyssi zkousené teploté po 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24 a 48 hodinach kultivace.

Po zaockovani médii byly ihned odebrany vzorky urcené k analyzam (pro ¢as kultivace
mikroorganizmti (CFU/ml). Zvlasté pocet testovanych mikroorganizmt byl dilezity pro
vypocet produkce jednou bunkou (kapitola 3.7). Obsah biogennich aminti po zaoc¢kovani byl
Casto pod mezi detekce, nebo po odecteni hodnot kontrol minimalni (<0,1 mg/l), proto nebude

ve vysledkové ¢asti komentovéna.
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Vzhledem k pravidelnosti odbérti byla monitorovana kinetika produkce biogennich amint
v upravenych dekarboxyla¢nich médiich s pfidavky sledovanych faktori, tedy nartst
koncentrace biogennich aminii v ¢ase. Do vSech subexperimentll byly zahrnuty kontrolni
vzorky médii, které nebyly zaoCkovany, ale jejich inkubace a odbér probihal pii stejnych
teplotacha a Casech jako u bakterialni suspenze. VSechny analyzy byly kontrolné provadény i

u téchto vzorkl (obsah biogennich amint, pH a nartist kontaminace).

Metody stanoveni

Kromé¢ produkce biogennich aminti metodou HPLC byl ve vSech odbérovych cCasech
a dnech sledovan také nariist mikroorganizmt a vyvoj pH kultivatniho média (metody

popsany nize v kapitolach 3.3, 3.4 a 3.5).

3.1.3 Charakteristika Experimentu 111

Byla sledovana dekarboxyldzova aktivita a riistové chovani dvou vybranych kment
laktobacilli (non-startérové kultury z Experimentu Il) v realném systému potravinové matrice
(Obr. 11). Tu ptedstavovalo rekonstituované mléko, které bylo piipraveno rozpusténim 50 g
suSené¢ho mléka v 1000 ml destilované vody. Stejné jako v Experimentu II bylo médium

modifikovano faktory a vysterilizovano v autoklavu. Produkce biogennich aminli vSak byla

.....

Mezi faktory, které byly v rekonstituovaném mléce zkouSeny, nalezi:

ptidavek 0,3 % (w/v) aminokyselin (lyzinu, tyrozinu, ornitinu a argininu),

koncentrace soli 0, 1 a 2 % (w/v),
pH (5,0+0,2; 6,0+0,2; 7,0+0,2),
teplota (10+0,2 °C a 30+0,2 °C).

Vliv faktorti byl sledovan samostatné i ve vzajemnych kombinacich. Odbéry vzorkl byly

realizovany pro kaZzdou kombinaci faktorii v deviti ¢asech kultivace.
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Priprava dekarb oxylaéniho média:

mléko+ shez pridavku 0,3 %0 (w/v)
aminokyselin (arginin, ornitin, lyzin, tyrozin*),
apravapH, NaCl

<

Inokulace 24-hodinovou kulturou <j [ Predkultivace: dekarboxylacni ]

médium + aminokyseliny™

-

Kultivace ;=10 °C, ,=37°C

@

vyvojpH a CPM

o , . )oplitkovi méfeni:
Bakterialni susp enze v éase odbérn <j [ Doplukovameren: ]

<:

.
Ziskani sup ernatanti:
centrifugace + filrace

-

Derivatizace dansylchloridem
afiltrace vzorku

-

r L]
Separace a detelice biogennich aminii
RP-HPLC+UV (3=2541m)

Obr. 11: Schéma Experimentu IIl s Lb. brevis TOl a Lb. curvatus T02; *pridavek

¢tyrkombinace aminokyselin argininu, ornitinu, lyzinu a tyraminu v koncentraci
0,3 % (W/v)

Kultivacni metody

Bylo pfipraveno sterilni kultivaéni médium. Kultivatnim médiem bylo obnovené
odtuénéné susené mléko (Moravia Lacto a.s., Jihlava, Ceska republika), které bylo ve vétsing
pfipadli upraveno piidavkem sledovanych faktorti (koncentrace soli, aminokyselin) a
nastavenim pH. Mléko bylo zaockovano 50 pl 24-hodinové kultury. Kultivace vybranych
kmenti probihala ve zkumavkach se 7 ml ne/upraveného mléka pii dvou vyse zminénych
teplotach a ve ttech opakovanich pro kazdy odbérovy €as. Jako kontrola poslouzilo mléko bez

inokulace, které bylo odebirano spolecné se vzorky v danych odbérovych ¢asech.
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Metody stanoveni

V odebranych vzorcich bylo stanoveno zastoupeni biogennich amint a jejich kvantita
(metoda v kapitole 3.3). Dale bylo uskute¢néno sledovani vyvoje pH ve vSech odbérovych
Casech. Stejn¢ jako v Experimentu II byly stanovovéany pocty testovanych mikroorganizmi

V Case odbéru.

3.3 Stanoveni obsahu biogennich amini v Experimentu I-111

Produkce osmi biogennich amini (tryptaminu, fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu,
histaminu, tyraminu, sperminu a spermidinu) byla stanovena pomoci kapalinové

chromatografie s piedkolonovou derivatizaci dalzylchloridem a UV detekci (A = 254 nm).

Postup ptipravy vzorku Kk analyze probihal nasledujicim zptisobem. Bujon po kultivaci
testovanych bakterii byl centrifugovan (3 421x g; 22+1 °C; 20 minut) a ziskany supernatant
byl zifedén v poméru 1:1 (v/v) Kkyselinou chloristou (¢ = 1,2 mol/l; Merck, Darmstadt,
Némecko). V rdmci Experimentu III byl dodrZen stejny zpiisob odbéru vzorki, kdy byly
vzorky fermentovanych mlék také fedény zmin€nou kyselinou. Okyselend smés byla

podrobena derivatizaci podle Dadakové, Kiizka a Pelikanové (2009, s. 365-370).

Jeden mililitr okyseleného vzorku byl derivatizovan dansylchloridem (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) v koncentraci 5 mg/ml acetonu a 1,5 ml Cerstvé piipraveného uhli¢itanového
pufru (uhli¢itany sodné i draselné, Merck, Darmstadt, Némecko). Pufr o pH 9,2 byl pfichystan
smichanim 50 ml roztoku A (0,5 mol/l NaHCO3) a 12 ml roztoku B (0,5 mol/l Na,COs3).
Nasledné bylo v pufru rozpusténo 16,65 g K,COs, kdy bylo vysledné pH upraveno na
11,0-11,1. Smés byla tfepana za laboratorni teploty po dobu 20 hodin. Reakce byla zakon¢ena
ptidavkem 200 pl prolinu (Merck, Darmstadt, Némecko; 200 mg v 2 ml H,0) a vzorky byly
ttepany dal$i hodinu. Derivaty biogennich aminl byly extrahovany vytfepanim do 3 ml
heptanu. Heptan byl nasledn¢ odpafen pod dusikem pii 60 °C a odparek byl rozpustén
v acetonitrilu (obé rozpoustédla Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Jako interni standard bylo
pouzito 100 ul 1,7-heptandiaminu v koncentraci 500 mg/l (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).
Derivatizované vzorky byly filtrovany (filtr o porozit¢ 0,22 pum) a nanaSeny na kolonu.
Podminky separace a detekce sledovanych biogennich amint byly popsany ve studii Sm¢lé et
al. (2004, s. 432-437). Separace byla provedena gradientovou eluci (elu¢ni program pro
mobilni fazi; Tab. 2).
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Vsechny vzorky ziskanych supernatantt, véetné kontroly, byly derivatizovany dvakrat a
kazda derivatizovana smés nanesena na kolonu ve dvojim opakovani. VSechny separace byly
provedeny na kolon¢ Agilent Zorbax Eclipse C18 s parametry 50 x 3,0 mm, 1,8 um (Agilent,
Paolo Alto, USA). Chromatograficky systém byl dale tvofen binarni pumpou, odplyfiovaci
jednotkou, UV/VIS-DAD detektorem a termostatem kolon (Agilent Technologies, Paolo Alto,
USA) a autosamplerem LabAlliance SHLA84000 (Paolo Alto, USA). Detekéni limit pro
biogenni aminy Se pii pouziti dané metody pro jednotlivé biogenni aminy pohybuje

v intervalu 0,14-1,09 mg/I.

Tab. 2: Elu¢ni program separace biogennich amint

¢as [min.] | 10% ACN* [%] | 100% ACN* [%)]
0,0 39 61
0,1 39 61
14 30 70
35 17 83
4,0 0 100
9,5 0 100
11,5 39 61
155 39 61

*kde ACN...acetonitril

3.4 Kultivace a odecCet poftu mikroorganizmi V ramci

Experimentu Il a 111

V kazdém odbérovém cCase (vCetné Casu zaoCkovani) byly zjistovany celkové pocty
mikroorganizmii (CFU/ml). Pravidelné byly na pevné médium vynaSeny vzorky (100 pl) z tfi
poslednich fedéni ve dvojim opakovéani. Bylo pouzito médium MRS agar (Oxoid,
Basingstoke, UK). Jen pro dopliikovy experiment s bifidobakterialnim humanim izolatem
bylo zvoleno médium Willkins-Chalgren broth s ptidavkem agaru a sojového peptonu

(Willkins-Chalgren Anaerobic Broth Base a Soya Peptone, Hi-Media, Mumbai, Indie).
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Redéni vyodkované na plotny bylo operativné voleno na zakladé zakalu bakterialni suspenze
Vv Case odbéru.

Zakal byl méfen pomoci Benchmark Microplate Reader (Bio-Rad, Philadelphia, USA) pii
vlnové délce 655 nm. Méfeni probihalo v mikrotitra¢nich desti¢kach, kdy byly promichané
bakterialni suspenze v ¢ase odbéru davkovany v mnozstvi 200 pl do kazdé jamky desticky.
Pted analyzou byly suspenze automaticky prottepavany (10 s).

Z vysledkl narGstu na MRS agaru byly sestrojeny rastové kiivky, které ukazovaly chovani

dané kultury v médiu jako zavislost log (CFU/ml) na ¢ase.

3.5 Méreni pH kultivacniho média v ramci Experimentu II a 111

Me¢teni pH kultivacniho média bylo realizovano v Experimentech II a III, kdy byly
v jednotlivych odbérovych casech sledovany zmény pH kultivaéniho média v dusledku
produkce kyseliny mlécné a jinych kyselych produktii metabolizmu, nebo ptipadné zmény
zaptic¢inéné tvorbou alkalickych biogennich aminii. VSechny vzorky byly méfeny nejméné ve
trojim opakovani. Vyvoj kyselosti kultiva¢niho prostfedi byl monitorovan pH-metrem Spear
Eutech (Eutech Instruments, Singapore, Malaysia).

3.6 Stanoveni aminokyselinového profilu kultivaénich médii

Experimentu I-111

Zaroven byl stanoven aminokyselinovy profil pouzitych médii a jejich komponent, které
by mohly ptredstavovat zdroj aminokyselin k dekarboxylaénim reakcim. Analyza byla
uskutecnéna po kyselé i oxidativni hydrolyze dle Lazarkové et al. (2010, s. 1865) na
aminokyselinovém analyzatoru AAA 400 (Ingos, Praha, CR) po postkolonové derivatizaci
ninhydrinem. Pro ucely srovnani byly zjisténé koncentrace vyjadfeny v konkrétnim mnozstvi,

které je ptitomno v 1 | tekutého média (g/l).

3.7 Statistické hodnoceni namérenych dat Experimenti I-111

Vysledky analyzy produkce biogennich aminti v ramci prvotnich skriningi byly
vyhodnoceny pomoci Mann-Whitney testu, ktery slouzi k porovnavani mediantt dvou

nezavislych proménnych. Predpokladem je pouze skuteCnost, Ze obé proménné pochézeji ze
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dvou raznych soubort. Nemusi spliovat homogenitu a normalitu dat (Sheskin, 2007, s. 513-
526).

Pro vyhodnoceni kinetiky produkce biogennich aminti byl aplikovan Gompertziiv model

Zwieteringa et al. (1990, s. 1876; vzorec 1, upraveno).

Zavislost obsahu sledovaného biogenniho aminu (y) [mg.I?] na Gase (t) byla vyjadena

jako:
Hgp "€
y = Ay, -EXP —exp{ (4 —t)+1}
A { ABA BA (1)
kde:
UB4.........Jje maximalni rychlost produkce biogenniho aminu [h'l];

ABa.........je doba prodleni [h];
,,,,,,,,,,,, je asymptota definovana jako maximdlni produkce biogenniho aminu.

Piiklad obvyklého prubéhu kiivek produkce biogenniho aminu po Gompertzove
modulaci je znazornén v Ptiloze D, Obr. D1.

Pro vypocet parametrii uga, Asa @ Aga byla rovnéz pouzita nelinedrni regresni analyza
(Marquardt-Levenburgova metoda) pro nasledujici podminky uga >0, Aga >0 a Aga>0.
Absolutni rychlost produkce biogennich aminti mize mit vzajemnou souvislost s absolutni
rychlosti ristu ptes tzv. produkéni faktor (yield faktor, Ygacru). Z tohoto vztahu (2) bylo
mozné vyvodit vyprodukované mnozstvi biogennich amint jednou buiikou.

Yield faktor lze vypocitat z nasledujiciho vzorce:
BA =BA, +Yeu/cru '(Nt - NO)-1000 (2)

kde: BA; a BA; (mg.I"™) jsou koncentrace biogennich amini v &ase t a v ase 0; N; a Ng jsou
celkové pocty CFU/ml v Case t a v Case 0. Marquardt-Levenburgrova metoda byla aplikovana
pro Yga/cru>0 (Emborg a Dalgaard, 2008, s. 226-233).

Vypocitané parametry Gompertzovych modeld (lag faze, maximalni vyprodukované
mnozstvi a lag faze produkce biogenniho aminu) v Experimentu Il a Il byly podrobeny
statistickému testovani.

Nejdiive byla data podrobena testovani normality. Z divodd nenormalniho rozdéleni
dat byl zvolen neparametricky test dle Mann-Whitney. V celé praci bude vyuzivana hladina

vyznamnosti P< 0,05.
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4 HLAVNI VYSLEDKY PRACE
4.1 Vysledky Experimentu I

V ramci experimentu byl proveden skrining tvorby biogennich aminii u celkového poctu
123 kment bakterii rodid Lactobacillus a Bifidobacterium (Ptiloha A). V subexperimentu |

bylo testovano 68 kment a v subexperimentu II 55 kmenii.

4.1.1 Vysledky subexperimentu I

U zadného z 68 testovanych kmend rodu Lactobacillus a Bifidobacterium, ziskanych ze
sbirek CCDM, véetné kmend izolatd z procesu vyroby syra (T0), a RIBM, nebyla detekovana
produkce histaminu, tryptaminu, fenyletylaminu a sperminu. V supernatantech po kultivaci
nékterych kmenit bylo mozné pozorovat velmi mald mnozstvi putrescinu a sperminu
(do 0,5 mg/l), ktera mé¢la kolisavy charakter a nebyla mnohdy ve vSech péti opakovanich
ptitomna. Ve vysledkovych tabulkdch (Pfiloha A, Al a A2; Tab. 3 a Tab. 4) jsou proto
uvadéna jen mnozstvi biogennich amind, kterd dosahovala v médiich minimélni koncentrace
2 mg/l a to ve vSech péti opakovanich vzorkut. Tticetjedna kment bylo schopnych produkovat
detekovatelna mnozstvi kadaverinu (3,0-10,2 mg/l) a dvacetsedm kmend produkovalo
tyramin (2,1-3084,0 mg/l).

Produkce biogennich aminu bifidobakteriemi a bakteriemi mlécného kvaseni ze sbirky

CCDM

Z29 testovanych kment laktobacild (Pfiloha A, Tab. Al) Sest tvofilo tyramin
(Tab. 3). Schopnost produkce nizSich koncentraci kadaverinu prokédzalo 16 kmenti laktobacilii
(viz Pfiloha A, Tab. Al). Vétsina kment tohoto souboru produkovala méné nez 10 mg/l
tyraminu (P<0,05). Vy§§i mnozstvi tohoto biogenniho aminu vyprodukovaly do kultiva¢niho
prostredi tfi kmeny: Lactobacillus rhamnosus CCDM 289, Lactobacillus curvatus TO1
a Lactobacillus brevis TO2. Dva posledni zminéné kmeny (izolaty z procesu vyroby syri;
non-startérové kultury) projevovaly silnou aminogenni aktivitu, kdy byly schopné v ramci

prvniho skriningu vyprodukovat az 1 g tyraminu na litr média (Tab. 3).
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Tab. 3: Produk¢éni kmeny laktobacild ze sbirky CCDM a izolaty
Z procesu vyroby syra (T0)

Produkce tyraminu
Kmen [mg/l]
Bifidobacterium lactis CCDM 241 5,4+0,7
Bifidobacterium lactis CCDM 239 66,6+13,2
Lactobacillus acidophilus CCDM 79 2,1+£0.,6
Lactobacillus acidophilus CCDM 109 2,4+0,3
Lactobacillus rhamnosus CCDM 289 55,8+5,0
Lactobacillus acidophilus CCDM 382 8,0+2.3
Lactobacillus curvatus TO1 1077,5+1,2
Lactobacillus brevis T02 959,8+2,8

V supernatantech po kultivaci vétSiny testovanych kment bifidobakterii (Pfiloha A,
Tab. Al) byla detekovana mala mnozstvi kadaverinu a dva kmeny produkovaly také tyramin.
Kmen Bifidobacterium animalis ssp. lactis CCDM 239 byl navic schopen V ramci prvotniho
skriningu vytvofit vice nez 50 mg/l tyraminu (Tab. 3). Na moznost tvorby tyraminu
bifidobakteriemi upozornila jiz Sladkova et al. (2007, s. 6). Fakt, Zze probiotické kultury
mohou produkovat biogenni aminy, zdlraziuje nutnost testovani dekarboxylazové aktivity i u

probiotickych bakterii.

Produkce biogennich aminii bakteriemi mlécného kvaseni ze sbirky RIBM

Ze 17 kmenu Lactobacillus brevis 15 zastupcd tvofilo tyramin V koncentracich vyssich
20 mg/l (37-3084 mg/l; Priloha A, Tab. A2). Nekteré kmeny byly schopné v dekarboxyla¢nim
médiu vyprodukovat vice nez 1500 mg/1 tyraminu (Tab. 4). U dvou izolata Lb. brevis RIBM
2-4 a 2-56 vsak nebyl detekovan tyramin vibec. Sedm kment Lb. brevis (RIBM 2-20, 2-33,
2-67, 2-68, 2-69, 2-93, 2-98) produkovalo kromé tyraminu také mala mnozstvi kadaverinu
(<10 mg/l). U ostatnich kment laktobacild (Lactobacillus plantarum RIBM 2-29, 2-89, 2-92,
2-94, 2-96; Lactobacillus casei/paracasei RIBM 2-61, 2-71, 2-74, 2-76, 2-77, 2-79, 2-95,

2-113) nebyla schopnost produkce kadaverinu prokéazana.

Tyramin v koncentracich vyssich nez 10 mg/l byl detekovan v supernatantech po kultivaci

dvou ze sedmi kmenti Lb. casei/paracasei (RIBM 2-74, 2-113) a u tfi z péti kment
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Lactobacillus plantarum (RIBM 2-89, 2-94, 2-96). Lactobacillus plantarum RIBM 2-94
vyprodukoval do kultiva¢niho prostredi vice nez 100 mg/1 tohoto biogenniho aminu. U kmene
Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 byla produkce vyrazné vyssi, bezmala 530 mg/l.
Schopnost nékterych kmenu Lb. plantarum produkovat tyramin byla jiz diive zminéna autory
studii, které se danou problematikou zabyvaly (Mason et al., 1996, s. 204; Arena et al., 2007,
s. 209).

Nejvyssi mnozstvi tyraminu vytvofily v ramci zatupct druhit Lb. casei/paracasei a Lb.
plantarum kmeny: Lb. casei/paracasei RIBM 2-113 (470,9+38,6 mg/l) a Lb. plantarum
RIBM 2-89 (525,9+17,9 mg/l; P< 0,05).

Na zéklad¢ nize uvedenych vysledkt skriningu (Tab. 4) je patrné, Ze testované laktobacily,
izolaty z procesu vyroby piva, disponovaly mnohdy vyznamnou aminogenni aktivitou.
Jednalo se zvlasté o kmeny Lb. brevis (P<0,05). Toto zjisténi souhlasi s pfedeslymi studiemi
autort Moreno-Arribas a Lonvaud-Funel (1999, s. 55-60), a Marcobal et al. (2006, s. 417-
424), kteii zjistili vyskyt genovych sekvenci kodujicich vznik tyrozindekarboxylazy u Lb.

brevis.

Tab. 4. Kmeny izolatli z procesu vyroby piva produkujici

tyramin v mnoZstvi vy$§im nez 1,5 g/l

Produkce tyraminu
Kmen [mg/l]
Lactobacillus brevis RIBM 2-50 1840,8+101,1
Lactobacillus brevis RIBM 2-67 2485,2+168,2
Lactobacillus brevis RIBM 2-68 1361,9+101,6
Lactobacillus brevis RIBM 2-69 1626,4+149,2
Lactobacillus brevis RIBM 2-70 2928,7+184,3
Lactobacillus brevis RIBM 2-72 1675,2+126,9
Lactobacillus brevis RIBM 2-93 3084,0+111,9
Lactobacillus brevis RIBM 2-98 2231,1£211,4
Lactobacillus brevis RIBM 2-111 2977,6+£163,1

Pircher et al. (2007, s. 225-231) oznalila ve své studii laktobacily jako producenty
kadaverinu. Uvedené zjisténi souhlasi s vysledky této dizertacni prace (Pfiloha A, Tab. Al-

A2).

Dispozice laktobacill tvofit kadaverin je vSak podle Mozzi et al. (2010, s. 19) nemozna,

protoze v jejich genomu neni sekvence kodujici vznik lyzindekarboxylazy (EC 4.1.1.18),
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katalyzujici konverzi lyzinu na kadaverin. Existuje ale moznost vysvétleni, kterym je
komplexni arginin-, lyzin- a ornitindekarboxylaza (EC 4.1.1.x). Dle Narodniho centra pro
biotechnologické informace (National Centre for Biotechnology information, ©2011) mutze

byt sekvence tohoto enzymu zakodovana v genomu nekterych laktobacili.

Situace u bifidobakterii, schopnych tvofit kadaverin, je vSak odlisna. Gen pro enzym
lyzindekarboxylazu (EC 4.1.1.18) je piimo =zakdédovan v jejich genomu (napf.
Bifidobacterium bifidum PRL2010) a tudiz se timto zpisobem mize ucastnit metabolizmu
aminokyselin (European Bioinformatics Institute, ©2011). Bifidobakterie také prokazatelné

disponuji tyrozindekarboxylazami, jak uvedla ve své studii Sladkova et al. (2007, s. 6).

Pro dalsi testovani dekarboxylazové aktivity zastupct rodu Bifidobacterium byl zvolen

novy soubor kment, jehoz vysledky jsou popsany nize, v kapitole 4.1.2.

4.1.2 Vysledky subexperimentu Il

V ramci skriningu bifidobakteridlnich humanich izolath bylo testovano 50 kment, které
byly ziskany ze sbirky Ceské zemé&dglské univerzity v Praze (P¥iloha A, Tab. 3 a 4). Mezi
druhy, které byly zahrnuty do prvnotniho skriningu, byly: Bifidobacterium longum
(10 kment), B. longum ssp. suis (2 kmeny), B. bifidum (7 kment), B. animalis ssp. lactis
(11 kmenut), B. animalis ssp. animalis (11 kment), B. breve (2 kmeny), B. choerinum
(2 kmeny), B. pseudolongum ssp. globosum (1 kmen), B. pseudolongum (1 kmen),
B. thermophilum (2 kmeny), B. ruminantium (1 kmen). Také bylo ziskano pét humanich
izolati laktobacili: Lb. bombi (2 kmeny), Lb. rodentium sp. (2 kmeny) a Lb. reuteri
(1 kmen).

Aminogenni aktivita byla pozorovana jak v tekutém médiu MRS (Oxoid, Basingstoke,
UK) za stejnych podminek jako u bakterii mlééného kvaseni, tak v dal§im médiu WCH
(HiMedia, Mumbai, Indie), které bylo pro kultivaci izolath doporuceno poskytovatelem
kultur. Vysledky produkce sperminu a tyraminu v prostfedi dvou riznych kultivacnich médii
byly zna¢né odlisné ve vSech piipadech testovanych kmenu (P<0,05). Na zakladé tohoto
zjisténi  byla provedena analyza obsahu aminokyselin dehydratovanych médii

a jejich komponent, aby bylo mozné rozdilnosti v produkci odtivodnit.

Obecn¢ lze konstatovat, ze byly syntetizovany dva biogenni aminy v mnozstvi

>2 mg/1 — tyramin a spermin.
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Po odecteni detekovanych koncentraci biogennich amint kontrolnich vzorkt od hodnot
vzorkll po kultivaci kment, Zadny z ostatnich Sesti biogennich amini nedosahoval hodnot

vys$sich nez 1,0 mg/I.

Z 50 kmenu bifidobakterii 29 nebylo schopno vytvofit v kultivatnim médiu MRS
detekovatelna mnozstvi tyraminu. VétSina dekarboxylaza pozitivnich kmenti bifidobakterii
vsak produkovala zanedbatelna mnozstvi tyraminu (< 2 mg/l). O vyznamnéjsi produkci lze
hovofit u péti kmend (> 2 mg/l). Nejvyssi dosazené mnozstvi tyraminu vSak v médiu MRS
bylo 5,2+0,2 mg/I (B. animalis ssp. animalis B35). Spermin byl v médiu MRS tvoien hojnéji
(> 20 mg/1). Jen 14 kmenu bifidobakterii neprokazalo schopnost jeho produkce.

V médiu WCH byla vice podpofena produkce tyraminu, kdy i kmeny, kter¢ v MRS
tyramin neprodukovaly, vytvofily mnozstvi vy$si 10 mg/l (napf. B. longum BS;
B. bifidum B16, B17, B18; B. animalis ssp. lactis B21, B22 a B25; B. animalis B33
a B34). Nejvyssi mnozstvi tyraminu detekované v supernatantech u téchto izolati ¢inilo
13,4+0,1 mg/1 (B. animalis ssp. lactis B25). Syntéza sperminu v$ak v médiu WCH byla ve
vétsSing piipadl zeslabena. Pouze 17 kment bylo schopnych produkce sperminu, a to vétSinou
do 10 mg/l média. Vys§i mnozstvi vytvofily do rustového prostiedi ¢tyii kmeny B. longum
ssp. suis B12, B. thermophillum B46, B. ruminantium B47 a B. pseudolongum B48.

Dle zdroje MetaCyc, Metabolic Pathway Database (©2014b) Ize putrescin a spermidin
najit ve vSech formach Zivota, avSak spermin se nalézd hlavné v eukaryotickych buikéach
(MetaCyc, Metabolic Pathway Database, ©2014b). Konkrétni draha, kterou vznika spermin,
byla experimentaln¢ (molekularné-genetickymi metodami) prokazana u Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella enterica a Geobacillus stearothermophilus. Zdroj MetaCyc,
Metabolic Pathway Database (©2014b) vSak dale upozoriuje, ze neuvadi vSechny
mikroorganizmy, které jsou syntézy sperminu schopny. U naprosté vétSiny totiz nebyla
syntéza sperminu vubec zkoumana (MetaCyc, Metabolic Pathway Database, ©2014b).
Tvorbu polyamint vcetné sperminu, dokonce zastupci rodi Lactobacillus a Lactococcus,
dokladaji napt. studie autorti Kuley et al. (2012, s. 653) a Mangia et al (2013, s. 564). Tyto
studie nebyly zaméfeny na potencial tvorby, ale na samotnou detekci vyprodukovanych

mnozstvi.

Dle Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes Bifidobacterium animalis ssp. lactis
ADO11 mize mit ve svém enzymovém vybaveni adenozylmetionindekarboxylazu
(E: 4.1.1.50) a spermin syntazu (E: 2.5.1.22), které jsou v bakterialni bufice zapojeny ve
vzniku sperminu (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, ©1995-2015c).
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Jiz dlouhou dobu jsou bifidobakterie oznaCovany za pozitivni mikrofloru osidlujici
gastrointestinalni trakt. Pozitivni Gi€inek byl probiotikiim piipisovan kvuli upravé mikrobialni
rovnovahy ve stfevech. Hlavnim principem jejich pisobeni proti neptiznivé mikroflote bylo
snizeni pH prostfedi, kdy nizké pH omezuje rast patogenni mikroflory. Za dal§i mozny
zpusob byla oznacena schopnost nékterych kmena produkovat antibakterialni latky, napf.
bakteriociny (Gill a Guarner, 2004, s. 516; Ljungh a Wandstrém, 2009, s. 103; Marteau et al.,
2002, s. 51-57).

Matsumoto a Benno (2004, s. 147-153) ve své studii uvedli, ze Bifidobacterium lactis
LKMS512 je schopné omezit mutagenitu enterocytli prostiednictvim zvySeni koncentrace
exogennich polyaminti ve stievech. Polyaminy jsou dilezité pro spravnou metabolickou
aktivitu stfeva, kdy se spermin a spermidin podili na vyvoji stievni tkané. VSechny polyaminy
stravou pfijaté nesetrvavaji ve stievé, ale jsou transportovany do jinych orgénd, kde plni své

funkce (Silla-Santos, 1996, s. 222).

Na zaklad¢ vysledkt této dizertacni prace a studie Matsumoto a Benno (2004) je mozné
uvazovat nad tim, ze kmeny rodu Bifidobacterium samy mohou pfispivat svymi metabolity

(polyaminy) ke zvySovani koncentrace polyamint ve stieve.

V ramci této experimentalni ¢asti bylo také testovano pét humannich izolata laktobacilt.
Dva z péti testovanych kment byly schopny vytvofit vice nez 2 mg/l tyraminu v prostiedi
MRS. Kmen Lb. rodentium B53 dokonce vice nez 10 mg/l (14,5+0,8 mg/l). V podmimkach
WCH bylo nejvyssi dosazené mnozstvi tyraminu 11,8+0,4 mg/1 (Lb. bombi sp. B50). Kmen
Lactobacillus reuterii B52 netvofil tyramin ani v jednom z médii. Spermin v ristovém

prostiedi WCH nebyl detekovan.

Pro dalsi ucely sledovani kinetiky produkce biogennich aminii v ramci Experimentu Il bylo

zvoleno jednotné médium MRS. Toto médium vyhovuje laktobacilum i bifidobakteriim.
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4.2 Vysledky Experimentu |1

Pfed samotnym zahajenim pokust zabyvajicich se kinetikou produkce biogennich
amint kmentt s probiotickym potencialem (Lactobacillus rhamnosus CCDM 289
a Bifidobacterium animalis ssp. lactis CCDM 239) bylo provedeno zkusebni testovani
podminek, za kterych by dané kultury byly schopny vyprodukovat co nejvyssi mnozstvi
biogennich aminti (Tab. 5 a 6). Na zaklad¢é vysledkiit Experimentu I tyto kmeny nevynikaly
vysokou produkci a bylo nutné zjistit, které podminky budou pro jejich dekarboxylazovou
aktivitu v médiu MRS vhodné a naopak.

Do rustového prostiedi byly pfidany i dal$i aminokyseliny, nejen arginin, ornitin, tyrozin
a lyzin, ale také histidin a fenylalanin v mnozstvi 0,2 % (w/v) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA). Byla vsak testovana i verze vzorku s obsahem lyzinu, tyrozinu a fenylalaninu
v koncentracich 0,2 a 0,3 % (w/v) (Tab. 6). Do takto suplementovaného MRS bujonu bylo
jesté v ramci piredbézného testovani ptidano 0,005 % (w/v) pyridoxalfosfatu.

Jako dalsi faktory byly zvoleny ptidavky laktézy v koncentracich 0; 0,5; a 1,0 % (w/v)
a pH bujonu pted inokulaci (4,5; 5,0; 7,0). VSechny vyse uvedené faktory byly testovany ve
vzéjemnych kombinacich. U kment Lactobacillus rhamnosus CCDM 289 a Bifidobacterium
animalis ssp. lactis CCDM 239 byla zjisténa schopnost produkce tyraminu, putrescinu a
nepatrna tvorba fenyletylaminu. Nejdiive byly kultivovany v modifikovanych médiich bez
ptidavku kofaktoru dekarboxylaz, pyridoxalfosfatu.

.....

bujonu (Tab. 1). Z testovanych kment byl jako produktivnéj§i oznacen Lactobacillus
rhamnosus CCDM 289 (dale jen Lb. rhamnosus CCDM 289). V porovnani
s Bifidobacterium animalis ssp. lactis CCDM 239 (dale jen B. lacis CCDM 239) se zkouseny
Lactobacillus jevil jako produktivnéjsi, co se tyc¢e schopnosti tvorby a kumulace putrescinu a
tyraminu v rastovém prostiedi. ZvySovani pfidavku laktdzy v rozsahu 0-0,5 % (w/v) nemélo
vyrazngjsi vliv na produkci tyraminu obéma kmeny (Tab. 5). Ve vétsiné piipadt doslo pouze
K mirnému zvySeni produkce (Tab. 5). Suplementace dekarboxyla¢nich médii riznymi
kombinacemi aminokyselin pro produkci tyraminu neméla jednotny trend a ani vyraznéjsi

vliv na dekarboxylazovou aktivitu (Tab. 5).

V ramci zkousenych faktorti byla pro podporu tvorby tyraminu kmenem Lactobacillus
rhamnosus CCDM 289 nejvhodnéjsi kombinace 1,0% (w/v) obsahu laktéozy pii pH 7,0
(Tab. 5), a to nezavisle na tom, jestli byla pfidana redukovana nebo kompletni kombinace

aminokyselin. Pro produkci putrescinu pii stejném slozeni média jiz byl zaznamenan rozdil
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mezi vzorky s piidavky vSech Sesti prekurzort nebo jen tfi (P<0,05). Tento kmen laktobacila

pak produkoval velmi podobné koncentrace biogennich amint pii pH 4,5.

Tab. 5: Vliv vné&jSich faktori na produkci biogennich amini (mg/l) u kment

Bifidobacterium lactis CCDM 239 a Lactobacillus rhamnosus CCDM 289

kmen
Sledovany faktor CCDM 239 CCDM 289
laktoza

[%%6] pH AMK TYR PUT TYR PUT
1,0 7,0 A 7,7+0,8 ND 10,0£2,1 | 12,7£2,2
1,0 7,0 Lys, Tyr, Phe 5,6+£0,3 ND 10,1+1,1 | 30,7+3,1
1,0 5,0 A 8,3+1,5 ND 8,9+0,7 ND
1,0 | 50 | Lys, Tyr,Phe | 6,8+1,0 ND 9,1+0,1 | 9,1+0,6
1,0 45 A 92412 27404 | 9,9+0,9 ND
1,0 45 Lys, Tyr, Phe 8,6:0,8 | 12,2+0,2 9,4+0,7 | 14,8+1,5
0,5 7,0 A 6,8+0,9 ND 8,1£1,2 | 11,9+1,1
0,5 7,0 Lys, Tyr, Phe 5,6+0.9 ND 7,9+0,9 | 12,1£1,2
0,5 5,0 A 7,8+0,8 ND 8,1+1,2 | 11,2+1,1
0,5 5,0 Lys, Tyr, Phe 8,310,3 ND 8,5+1,2 5,9+0,1
0,5 45 A 10,6412 ND 8,1+0,1 | 15,1£2,9
0,5 4,5 Lys, Tyr, Phe 5,9+0.9 ND 8,713 9,3+1,1
0,0 7,0 A 4,5+0,6 ND 8,9+0,9 8,6£1,3
0,0 7,0 Lys, Tyr, Phe 6,2+1,2 ND 7,4+1,0 | 8,7+1,9
0,0 5,0 A 5,0+1,4 ND 8,6+0,1 5,84+0,9
0,0 50 Lys, Tyr, Phe 6,9+0,9 ND 7,4+0,6 | 10,3+0,2
0,0 4,5 A 5,7+0,8 ND 9,3+1,2 | 10,4+1,5
0,0 45 Lys, Tyr, Phe 5,8£1,0 ND 8,9+0,4 | 7,6+1,7

Kde: A...ptidavek aminokyselin v koncentraci 0,2 % (w/v), arginin, fenylalanin,

histidin, lyzin, ornitin, tyrozin; Lys...lyzin, Tyr...tyrozin, Phe...fenylalanin,

pridavek aminokyselin v koncentraci 0,2 % (w/v); ND...pod limitem detekce,

TYR...tyramin, PUT...putrescin.

v

K nejvyssi produkci tyraminu kmenem Bifidobacterium lactis CCDM 239 doslo pii
kultivaci za podminek v prostiedi s 0,5% a 1,0% (w/v) pridavkem laktézy pii pH 4,5
(Tab. 5). Na druhou stranu putrescin byl bifidobakteriemi lépe vytvaifen v piitomnosti
redukovaného poctu prekurzord biogennich amint (jen za podminek 1,0% (w/v) koncentrace
pH 4,5). Putrescin totiz vznikd konverzi ornitinu za ucasti

laktozy, enzymu
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ornitindekarboxyldzy = nebo nepfimo z argininu pomoci arginindekarboxylazy
a aminopropyltransferaz (Halasz-Barath et al., 1994, s. 43; Ancin-Azpilicueta et al., 2008,
s. 258; Komprda et al., 2008, s. 30), a tak dalsi aminokyseliny jeho produkci neovliviiuji. Je
zjevné, ze pritomnost laktozy mirné ovlivnila dekarboxyldzovou aktivitu zkoumanych
bakterii. Halasz et al. (1994, s. 44), Bover-Cid a Holzapfel (1999, s. 38) uvadi, ze dostupnost
zkvasitelnych cukri (zvlasté glukozy) zvysSuje rist bakterii a produkci biogennich aminti, kdy
podpurny efekt lze zvlast¢ sledovat v koncentracich od 0,5-2,0 % (w/v). Vysledky této
dizerta¢ni prace jsou spiSe v souladu s informacemi studie Bunikové et al. (2011, s. 112-119),
ktera prokazuje, ze ptidavek laktozy na produkci biogennich aminti u mléénych bakterii

nem¢l az tak vyrazny vliv jako jiné testované faktory.

Produkce tyraminu byla sledovana u obou kment za vSech testovanych podminek, avSak

detekovana mnozstvi se vétsinou pohybovala jen do hranice 10,0 mg/l (Tab. 5).

Tab. 6: Vliv pfidavku smési aminokyselin a pyridoxalfosfatu na produkci
biogennich amint (mg/l) u kmend Bifidobacterium lactis CCDM 239 a
Lactobacillus rhamnosus CCDM 289

testovana produkovany biogenni amin
kmen varianta TYR PUT PHE
1 2,9+0,3 ND 3,2+0,1
239 2 1,0+0,1 ND ND
3 3,7+0,2 ND ND
1 466,7+34,6 3,6+0,3 5,8+0,9
289 2 6,4+0,6 3,0+0,2 ND
3 7,0+0,3 3,0+0,3 ND

Kde: varianta 1...pfidavek 0,2 % (w/v) aminokyselin, 0,005 % (w/v)
pyridoxalfosfatu; varianta 2...pfidavek 0,2 % (w/v) aminokyselin, bez
pyridoxalfosfatu; varianta 3...pfidavek 0,3 % (w/v) aminokyselin; ND...pod
limitem detekce; TYR...tyramin, PUT...putrescin, PHE...fenyletylamin.

S ptfidavkem pyridoxalfosfatu do ristového média byla mnoZstvi tyraminu vytvofena
kmenem Lactobacillus rhamnosus CCDM 289 mnohonasobn¢ vyssi (Tab. 6). Jednalo se o

piirozeny efekt, uvazime-li fakt, ze byl do kultiva¢niho prostfedi piiddn kofaktor
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dekarboxylaz. Nabuzeni produkce biogennich amind timto zpisobem bylo vyuzito jiz v
predeslych studiich (Bunkova et al.,, 2009, s. 533-538; Priyadarshani a Rakshit, 2011,
s. 2062-2069). Avsak pro Bifidobacterium se hodnoty produkovanych biogennich amint po
piidavku pyridoxalfosfatu ptili§ nezménily. Zda se ale, Ze tento pfidavek podpofil produkci
fenyletylaminu, ktery nebyl dfive ve vzorcich média po kultivaci Bifidobacterium lactis
CCDM 239 detekovan. Vyssi koncentrace aminokyselin (0,3 % w/v) oproti ptivodni 0,2%

(W/v) nezpuisobila vyraznéjsi narist produkce biogennich amint (Tab. 5 a 6).

Pro dalsi a $ir$i skrining vlivu vné&jSich faktorti na produkci biogennich amint byly ptidany
do kultiva¢niho prostiedi dalsi faktory, jako napt. glycerol, nebo NaCl. Pro ucely sledovani
kinetiky produkce biogennich amini nebyl na zékladé informaci z tohoto piedbézného
skriningu nadale ptidavan pyridoxalfosfat a ani rozsifend/redukovand kombinace
aminokyselin. V dalSich pokusech byla ptidavana pivodni étyfkombinace aminokyselin —

tyrozin, lyzin, arginin a ornitin. Mnozstvi prekurzort vSak bylo navyseno na 0,3 % (w/v).

4.2.1 Kinetika produkce biogennich amina Bifidobacterium animalis ssp.
lactis CCDM 239

Aminogenni aktivita typicky probiotické kultury B. lactis CCDM 239, resp. jeji schopnost
produkovat detekovatelnd mnozstvi nékterych biogennich aminid, mize byt chapana jako
negativni projev, ktery je opacny k pozitivnimu probiotickému ptsobeni kmene v lidském

organizmu.

Tato cast dizertacni prace mize pfispét k celkovému objasnéni dekarboxyldzové aktivity
bifidobakterii, procesi vramci jejich metabolizmu a ristového chovani v prostiedi

ovlivnéném piidavky testovanych faktort.

Subexperiment 1ze rozdélit do dvou ¢asti. V ramci prfedbézného testovani, byly zkouseny
vybrané faktory formou skriningu v dekarboxyla¢nim médiu (koncentrace sacharidli glukézy
a laktozy, ptidavek NaCl a pH 4,5 a 5,0; kultivace pii 37 °C po dobu 48 h.). Kmen
produkoval hlavné tyramin (Tab. 5 a 7), ostatni biogenni aminy bud’ nebyly detekovany, nebo

jejich mnozstvi po dvoudenni kultivaci za optimalni teploty nedosahovalo ani 2 mg/1.
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Tab. 7: Produkce tyraminu (mg/l) kmenem B. lactis CCDM 239 ovlivnéna testovanymi

faktory (pocatecni pH, ptidavek glukozy a laktozy v % (w/v))

pH |Koncentrace Pridavek glukozy Pridavek laktozy
sacharidu
[%]
0% 1% 2% 0% 1% 2%
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl
0,00 11,5+0,3 | 12,7+1,3 | 10,8+1,0 | 10,5+0,4 | 11,5+1,0 | 8,5+0.4
0,25 11,8+1,0 | 6,1£0,2 | 6,9+0,1 | 12,8+1,6 | 12,7+1,7 | 10,8+0,7
4,5
0,50 6,6+0,1 | 7,1£0,2 | 5,4+0,1 | 10,6+0,7 | 10,9+0,4 | 12,4+1,1
1,00 5,1+0,1 | 5,4+0,1 | 5,5+0,1 | 10,2+2,9 | 10,5+0,1 | 10,1+0,5
0,00 6,8+0,2 | 5,8+0,7 | 6,8+0,1 | 6,9+0,1 | 7,4+0,1 | 8,8+0,8
0,25 9,6+1,2 | 12,8+1,1 | 10,8+t1,4 | 9.4+1,2 | 9,8+0,3 | 10,7+1,5
5,0
0,50 5,8+0,1 | 7,0£0,2 | 5,4+1,1 | 6,6+0,1 | 7,7+0,1 | 12,6+1,1
1,00 6,7£0,2 | 5,3£0,4 | 5,4+0,8 | 4,4+0,1 | 5,5+0,1 | 10,3+£1,2

Na zaklad¢ vysledku predbéznych testti, kdy byla pozorovana vyssi tvorba tyraminu, byla
zvolena pro ucely sledovani kinetiky produkce (pro vlastni subexperiment) fixni hodnota pH
(pH 4,5). Dané pH se nejvice pfiblizuje pH mléénych fermentovanych vyrobki, pfi jejichz
vyrob¢ pravé testovany kmen naléza uplatnéni. Aktivni kyselost fermentovanych mlécnych
vyrobkii se pohybuje v rozmezi pH 4,5-4,8 (Tamime, 2006, s. 66 a 139). Tamime (2005,
S. 66) také uvedl, Ze pH fermentovanych mléénych vyrobkil na konci fermentace, které miize
byt niz8i nez pH 4,4, je zékladnim faktorem ovlivilujicim Zivotaschopnost probiotickych
kultur. Mirn¢ zvySend produkce biogennich amini mize byt i vtomto subexperimentu
chapana jako obranny mechanizmus bakterialni buniky proti prekyseleni (Molenaar et al.,
1993, s. 2864-2870).

Pro ucely popisu kinetiky byl zvolen pfidavek laktozy, nikoliv glukézy. Divod, pro¢ bylo
médium suplementované laktoézou vice vhodné pro rust a celkovou produkci biogennich
aminl,, mize spocivat ve skutecnosti, Ze byla laktéza Castecné konvertovana na laktulézu
Vv procesu tepelné sterilizace dekarboxyla¢niho bujonu. Na moZnost konverze upozornil
Kurmann et al. (1992, s. 194). Laktuléoza je povazovana za ,bifidus faktor (Cho a
Finocchiaro, 2010, s. 98). Bifidus faktor je slozkou kultivaéniho prostfedi, ktera podporuje
rast bifidobakterii (Matijevi¢ et al., 2009, s. 21).
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Bylo tedy ptipraveno dekarboxyla¢ni médium dle Tab. 1 bez glukozy/dextrozy. Do média
byly ptidany pouze testované koncentrace laktozy (0,0; 0,25; 0,50 a 1,0 % (w/v)) jako zdroj
sacharidu. Dale byl sledovan vliv vybranych koncentraci soli (0, 1 a 2 %) a teploty

.....

Riistové chovani a vyvoj pH kultivaéniho prostifedi Bifidobacterium animalis ssp. lactis
CCDM 239

Za vétsiny testovanych kombinaci faktor nebylo ristové chovani kmene Bifidobacterium
animalis ssp. lactis vyznamné ovlivnéno (vyrazna inhibice nebo naopak podpora ristu;
Piiloha B, Obr. B2). Rychlejsi rozvoj mikroflory byl sledovan po 34. hodiné kultivace
(P<0,05). Rozdil koncentrace biomasy mezi 34. a 48. hodinou nebyl statisticky vyznamny
(P>0,05), tudiz by se dalo tvrdit, ze mezi 34. a 48. hodinou kultivace nastala také stacionarni
faze. V téchto odbérovych casech byl pozorovan nejrychlejsi nartist koncentrace tyraminu
(data nejsou uvedena). Indukované bakterialni aminodekarboxylazy jsou, podle studie Biase
et al. (1999, s. 1198), tvofeny zvlasté na konci aktivniho bunécného déleni, aby plisobily proti
okyseleni extracelularniho prostfedi v pribc¢hu fermenta¢niho rstu u zastupct celedi
Enterobacteriaceae. Dekarboxylazova aktivita testovaného bifidobakterialniho kmene vsak
rostla uz béhem exponencialni faze, coz souhlasi se studii Landete et al. (2006, s. 85).

Ptidavky laktozy viditelné podporovaly rist kultury (Ptiloha B, Obr. B2).

Pro pokus bylo zvoleno nizké pH, které piesto bylo fermentatornim metabolizmem

testovaného mikroorganizmu déle snizovano. Tento rlst kyselosti nebyl markantni. Jednalo se

.....

laktozy se pH kultivacnich médii ve vétsiné ptipadld snizovalo na hodnoty v rozsahu 3,67-

3,79 (napt. Ptiloha B, Obr. B1A). Vyjimkou byla 0,5% koncentrace mlé¢ného cukru, kdy

.....

Diivod tohoto jevu je obtizné vysvétlitelny, stejné tak nizsi produkce tyraminu v rdmci téchto

testovanych podminek (viz nize).

Produkce biogennich aminit kmenem B. animalis ssp. lactis CCDM 239

Kinetika produkce byla vyhodnocena jen u tyraminu, jelikoz tvorba ostatnich biogennich

amind byla nizka nebo také ptili§ kolisava; napt. produkce polyaminli sperminu a putrescinu.
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Tvorba tyraminu testovanym kmenem byla pfi 10 °C rovnéz zanedbatelnd (mnozstvi

<2 mg/l), pficemz ostatni biogenni aminy nebyly detekovany.

Béhem 48 hodinové kultivace byl sledovan vyznamny vzestup obsahu tyraminu
vV analyzovanych supernatantech, a to u vSech kombinaci koncentraci laktozy a NaCl
(P<0,05). Ve vétsin¢ piipadi béhem prvnich 6 hodin nedochazelo k statisticky vyznamnym
zméndm obsahu tohoto biogenniho aminu (P>0,05). K signifikantnim ndrGstim obsahu
tyraminu dochdzelo az po 24 hodinach, ¢i v nékterych ptipadech az po 48 hodinach kultivace
(P<0,05, data nejsou uvedena).

Jak je vidét z grafii na obréazcich ¢. 12-14, samostatny ptidavek soli nezptisobil potlaceni
maximalni produkce tyraminu. Naopak v nékterych ptipadech (2% piidavek NaCl bez

laktézy) zptsobil podporu produkce tyraminu.

Jev, kdy sodné ionty hraji esencidlni roli v tyrozindekarboxyldzové aktivité
a v zapojeni do regulace intraceluldrniho pH, byl jiz uveden ve studii Pereira et al. (2009,
S. 345-352). Tento efekt muze vysvétlovat princip podpory produkce tyraminu, jak uvedla ve
své studii Bunkova et al. (2011, s. 112-119). Cheung et al. (2009, s. 1-6) ve své praci navic
zminil, Ze pifidavek NaCl indukuje osmoticky stres a podporuje cinnost
B-galaktozidazy u Escherichia coli. Mizeme se jen domnivat, jestli k obdobnému jevu muze
dochazet 1 u bifidobakterii. Nicméné je logické, Zze by vysSi tvorba daného enzymu

vV kombinaci se snadn¢j$i dostupnosti subsratu mohla podpoftit produkci tyraminu.

Az soucasny pridavek laktozy a soli snizil celkovou produkci tyraminu. Tento efekt vSak
nebylo mozné pozorovat pii 0,5% koncentraci laktozy v prostiedi (Obr. 12). Obdobny t¢inek
prokazoval i samostatny piidavek 0,5 % (w/v) laktozy. Nejméné piihodné podminky pro
tyrozindekarboxyldzovou aktivitu pak zjevné vytvotila 0,5% koncentrace laktozy (w/v)
s 2 % NaCl (w/v) v dekarboxylacnim médiu. Nejvice tyraminu bylo detekovano
v médiich se samostatnym piidavkem soli nebo v bujonu s 0,25 % laktézy (w/v) bez ptidavku

soli, ¢i obecné v médiich, které obsahovaly pouze laktozu (Obr. 12).

Maximalni hodnoty produkce ov§em ani po 48 hodinach nedosahovaly 20 mg/1 (Obr. 12).
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Obr. 12: Maximalni produkce (A) tyraminu Bifidobacterium lactis pri 37 °C v MRS
s pridavky laktozy, soli a pH 4,5; Napr.0/2...0% pridavek laktozy (W) a 2% pridavek
NaCl (w/v)

Rychlost produkce byla také viditelné¢ ovlivnéna faktory, kdy byl nejpomaleji tvoren

tyramin za podminek 0,5% koncentrace laktozy bez ohledu na koncentraci soli (Obr. 13).

K narGstu rychlosti celkové produkce tyraminu dochazelo pii nejvysSi testované
koncentraci laktozy, kdy ani délka lag faze nebyla vyznamné prodluZovéana piidavkem soli

(Obr. 14).
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Obr. 13: Rustovd rychlost produkce (um) tyraminu Bifidobacterium lactis pri

37 °C v MRS s pridavky laktozy, soli a pH 4,5; napr. 0/2...0% pridavek laktozy (w/v)

a 2% pridavek NaCl (w/v)
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Obr. 14: Délka lag faze produkce () tyraminu Bifidobacterium lactis pri 37 °C v MRS
s pridavky laktozy, soli a pH 4,5, napr.0/2...0% pridavek laktozy (WIV) a 2% pridavek
NaCl (w/v)

Obecné lze fici, ze produkce biogennich amini méla délku lag faze ve vétSiné piipadii
dlouhou max. 10 hodin (Obr. 14). Nejkratsi dobu lag faze produkce tyraminu vykazoval
paradoxné vzorek supernatantu s 0,5 % laktozy bez piidavku soli, avSak maximalni
S hodnotou pH ristového prostfedi, které se, v porovnani s ostatnimi médii, vyrazngji

neménilo (Ptiloha B, Obr. B1).

Produkci tyraminu jednou buiikou nebylo mozné objektivné zhodnotit, jelikoz byla ve
vé&tsing pripada nizsi nez 1.10™* mg/CFU.

Testovany kmen sice nevykazoval vyraznéjsi produkci zadného z biogennich amini, avsak
1 samotny potencidl produkovat detekovatelnd mnozsvi tyraminu pii teploté¢ 37 °C,
predstavuje zajimavé zjisténi. Zvlasté pro ucelnou implementaci této kultury do vyroby
jogurtovych mlék a jogurtd, které fermentuji pii vyssi teploté. Tato skutecnost predstavuje
riziko, ze by i ,,funkéni* mlécné vyrobky mohly byt zdroji, byt malych koncentraci, tyraminu.

Koncentrace tyraminu (<16 mg/l), které by mohl byt kmen B. lactis CCDM 239 schopen
vyprodukovat za optimalnich podminek (pfitomnost prekurzorii, prebiotik, vyhodnych
nutri¢nich dispozic) i v redlném systému, by mohly ohrozit pouze citlivé jedince, osoby

farmakologicky 1écené nebo pii sou¢asném poziti vétsiho mnozstvi alkoholu.
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Neméné zajimavou hypotézou, nebo spiSe uvahou, mize byt dalSi plisobeni kmene
Vv gastrointestindlnim traktu ¢lovéka (teplota téla ~37 °C), kdy by jako probiotikum mohl
pokracovat v aminogenni aktivité. Zvlasté v piipadé produkce tyraminu by se jednalo
o nezadouci jev, ktery by byl opakem K jinak blahodarnému ptsobeni probiotik na lidské

zdravi.

4.2.2 Kinetika produkce biogennich amini kmenem Lactobacillus
rhamnosus CCDM 289

Bylo sestaveno dekarboxyla¢ni médium dle Tab. 1 (str. 59). Jak jiz bylo uvedeno
Vv metodické ¢asti, misto glukozy byl do kultivaéniho prostfedi pfiddn meziprodukt
metabolickych drah, vicesytny alkohol, glycerol. Volba glycerolu byla zaloZena na publikaci
autoru, ktefi glycerol oznacili za mozny substrat, jehoz Lactobacillus rhamnosus dokaze
asimilovat a vyuzit jako zdroj uhliku (Alvarez et al., 2004, s. 177). Dle zdroje MetaCYC
(MetaCyc Metabolic Pathway Database, ©2014c) piedstavitelé bakterialniho druhu
Lactobacillus rhamnosus mohou mit schopnost odbourat glycerol na dihydroxyacetonfosfat,
ktery se dale ucastni EMP drdhy a miize tak pfedstavovat zdroj energie. Vliv ptidavka
glycerolu (1, 2, 3 a 5 % (v/v)) byl sledovan pfi dvou riznych teplotach (10+£2 a 372 °C) a
tiech hodnotach pH (4,0+0,2, 5,0£0,2 a 6,0+0,2). Vybrany kmen Lactobacillus rhamnosus
CCDM 289 byl rovnéz schopen glycerol vyuZit jako zdroj uhliku a za téchto podminek
produkovat biogenni aminy v detekovatelnych koncentracich (Obr. 14-17; Tab. 8).

Byla sledovana nejen produkce biogennich amint, ale i ristové chovani kultury (rtstové

kiivky, vyvoj pH kultivacniho prostredi).

Vliv vybranych faktorit na rist kultury a vyvoj pH prostiedi Lactobacillus rhamnosus
CCDM 289

Pii vSech zkouSenych kultivacnich podminkach ovlivnénych testovanymi urovnémi
sledovanych faktort kmen Lactobacillus rhamnosus CCDM 289 rostl. Zadna kombinace
faktorii nezpusobila vyraznou inhibici nebo zastaveni rdstu kultury, pfi¢emZ pii vSech
zkousSena teplota podpofila nartist kultury vice nez teplota chladirenskd. Ani po patnécti dnech
kultivace pii 10+£2°C celkové pocty nedosahovaly poctd mikroorganizmli v bakteridlnich

suspenzich inkubovanych pfi 37 °C po dobu 48 hodin (P<0,05).
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Nizké teploty nejsou optimalni pro rist bakterii mlééného kvaseni. Optimalni teploty pro
rist laktobacild se pohybuji vrozmezi 30-40 °C (Jay, Loessner a Golden, 2005,
s. 117; Hutkins, 2006, s. 33).
média 5 a 6 (Pfiloha C, Obr. C7). Pfi nizsi zkousené teploté¢ pak vliv pH nebyl tak vyrazny.
Jako nejvice vyhovujici pro rozvoj testovaného kmene se pti vSech teplotach a pH projevil
ptidavek 1 % (v/v) glycerolu (Pfiloha C, Obr. C7 a C8), podobn¢ jako 3% (v/v) koncentrace.
Pétiprocentni koncentrace glycerolu v dekarboxylacnim médiu spisSe rast kultury omezovala
(P<0,05). V médiich s rostouci koncentraci glycerolu pii desetistupniové teploté nedochazelo
k vyznamnéjsi podpote ristu (P<0,05). Vyznamngj$i vliv na rust kultury mély ziejmé teplota
a kyselost prostredi.

Hodnoty pH v médiu s pfidavkem glycerolu se pfi 37 °C béhem prvnich dvanacti hodin
a 6). Kysel¢ produkty vznikajici fermentaci byly zfejm& vyvazovany produkci latek
s alkalickou reakci, napfiklad biogennich aminti. Po 24 hodinach dochazelo
k viditelné rychlejSimu poklesu pH kultivacniho prostfedi. Nejvyssiho okyseleni bylo
glycerolu (Pfiloha C, Obr. C5). Pii teploté 10 °C doSlo béhem kultivace kmene k mirnému
okyseleni. Nejmensi zmény pH, resp. pokles, byl sledovan béhem kultivace kmene v médiich
pH 6 az v poslednich odbérovych Casech.

Obecné lze fici, Ze hodnoty pH mély, stejné jako teplota, vliv na rlstové chovani, kdy
vyssi iniciacni pH podpoftilo rust kultury. Optimalni pH ristu u laktobacili se pohybuje
veéstSinou mezi pH 5,5-6,2 (Ljungh a Wadstom, 2009, s. 103; Hutkins, 2006, s. 33, Sedlacek,
2007, s. 244), kdy je zaroven ptirozené podporovana i aktivita dekarboxylazovych enzymu.
Zaroven je nutné poukdzat na schopnost kultury rist a mirné okyselovat prostfedi pii

.....

1 narist kultury byl vyrazné slab&;si nez u teploty 37 °C.
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Produkce biogennich aminit kmenem Lactobacillus rhamnosus CCDM 289

V supernatantu po kultivaci Lb. rhamnosus bylo mozné v prubéhu ¢asu pozorovat nardst
obsahu tyraminu a putrescinu. Maximalni vyprodukovana mnozstvi nepiesahla ani u jednoho
ze jmenovanych biogennich aminti 15 mg/l (bez ohledu na kombinaci trovni sledovanych
faktort). V1iv na produkci biogennich amint (zvlast¢ tyraminu, Obr. 15 a 16), stejné jako na
rast kultury, méla teplota, kdy nizsi teplota zpusobila pokles v produkci (P<0,05). U

putrescinu nebyly zmény v zavislosti na teploté tak vyrazné (Obr. 17 a 18).
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Obr. 15: Maximalni produkce (A) tyraminu kmenem Lb. rhamnosus CCDM 289 pri
37 °C v MRS s pridavky glycerolu (0-5 %, v/v) a upravou pH; Napr. 5/6...5% pridavek
glycerolu (v/v), pH 6
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Obr. 16: Maximalni produkce (A) tyraminu pri 10 °C kmenem Lb. rhamnosus CCDM 289
v MRS s pridavky glycerolu a upravou pH; Napr. 5/6...5% pridavek glycerolu (vIV), pH 6
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S pridavky glycerolu pii 37 °C byl kmen Lb. rhamnosus schopen tvofit vice tyraminu
(Obr. 15), ale méné produkoval putrescin (Obr. 17). Celkovou produkci tyraminu podpofilo
nejcastéji pH 5 a pH 6 (P<0,05; Obr. 14), nejvyssi vyprodukované mnozstvi ale bylo
12,0£0,3 mg/1). Putrescin byl v médiu produkovan do maximalni vySe 8,0+0,3 mg/l
(t=37 °C, bez pridavku glycerolu, pH 4; Obr. 17). U tvorby putrescinu nelze hovofit o
putrescinu podpofena pii nejniz§im zkouseném pH (P<0,05). Ziejmé se jednalo o obranu pred
acidifikaci buiiky. Tuto teorii uvedl ve své studii Molenaar et al. (1993, s. 2864-2870).
Z grafu vyvoje pH kultivacniho prostiedi (Pfiloha B, Obr. BS) je totiz patrné, ze se u vétSiny
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Obr. 17: Maximalni produkce putrescinu (4) kmenem Lb. rhamnosus CCDM 289 pri
37 °C v MRS s pridavky glycerolu a upravou pH; Napr. 5/6...5% pridavek glycerolu (VIV),
pH 6

Bez ohledu na teplotu kultivace byla doba lag faze tvorby tyraminu nejdelsi pfi
pH 4 (P<0,05; Ptiloha C, Tab. C5), 1 kdyZ pfi stejném pH byla detekovana nejvyssi produkce.
Délka lag faze produkce putrescinu pii vySs$i zkouSené teploté se zkracovala piidavkem
glycerolu. Bez ptfidavkl glycerolu dosahovala témét 30 hodin (pH=4, 0% (v/v) koncentrace
glycerolu), zatimco napft. v prostiedi s 3 % (v/v) glycerolu netrvala ani 0,1 h (Pfiloha C,
Tab. C6). Rychlost produkce tyraminu byla nejvice podpofena piidavkem 1 a 3 % (v/v)

.....

Obr. C1 a C2).
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Obr. 18: Maximadalni produkce putrescinu (A) pri 10 °C kmenem Lb. rhamnosus CCDM 289
v MRS s pridavky glycerolu a upravou pH; Napr. 5/6...5% pridavek glycerolu (vIV), pH 6

Pii nizSich teplotach testovani by bylo velmi obtizné objektivné parametry ristovych
ktivek putrescinu (rychlost a lag faze produkce) vyhodnotit, jelikoz vyznamnéjsi produkce
zaCinala az devaty den kultivace a poté prudce rostla. Ani produkce jednou bunkou tedy
nebyla pro putrescin vypoctena (absence YFioVv Tab. 8).

Mnozstvi tyraminu vyprodukované jednou buikou bylo vyssi pii 10 °C za vSech
testovanych kombinaci faktort. I kdyz teplota 10 °C inhibovala rast kultury (snizovala pocet
CFU/ml), koncentrace vyprodukovaného tyraminu, pfipadajici na jednu kolonii tvofici
jednotku, nebyly vyrazné ovlivnény (P>0,05).

Nejvyssi koncentrace tyraminu vyprodukovana jednou buiikou byla detekovana v médiu
spH 4 a5% (v/v) koncentraci glycerolu pifi obou testovanych teplotach. Pii 37 °C byla
v daném médiu zaznamenana také nejvyssi produkce putrescinu (Tab. 8). Nejniz8§i mnozstvi
tyraminu vytvorené jednou bunikou (YF37) kultury bylo zaznamenano v supernatantu
uvedeno vyse vtextu, pH 5,5-6,0 je optimalni pro rozvoj laktobacili. Doslo tedy
k intenzivnimu mnoZzeni kultury na tikor produkce biogennich amint. U polyaminu putrescinu
bylo mozné pozorovat stejny trend (Tab. 8). Putrescin by se dal do jisté miry chépat jako
prekurzor pro tvorbu dalSich polyamini (Ancin-Azpilicueta et al., 2008, s. 258), které se
ucastni syntézy DNA a RNA, sperminu a spermidinu (Linsalata a Ruso, 2008, s. 383 a 384).

Jeho piitomnost tedy nemusela pouze spocivat v obran¢ pied acidifikaci bunky, ale mohla
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predstavovat ,,meziprodukt®, nedokonc¢enou pieménu ve vyssi polyaminy, které maji vyznam

pro rychle rostouci buriky.

Tab. 8: Mnozstvi tyraminu (TYR) a putrescinu (PUT) vyprodukované
jednou buiikou kmene Lb. rhamnosus CCDM 289 pii 10 a 37 °C

TYR [mg/CFU] PUT [mg/CFU]

kombinace

faktora® YFqo YFs7 YFs7
0/4 2,7.10% 1,0.10° 3,2.10°
1/4 3,8.10° 5,9.10° 1,7.10°
3/4 2.9.10° 6,5.10° 1,3.10°
5/4 9,8.10* 1,9.10° 1,2.10°
0/5 1,5.107 1,6.10° 1,6.10°
1/5 7.2.10° 3,1.10° 3,1.10°
3/5 9,8.10° 2.4.10° 5,4.107
5/5 8,8.10° 2,6.10° 2,1.10°
0/6 1,8.10" 7.3.107 5,8.107
1/6 2.4.10° 3,3.107 1,9.10°
3/6 1,1.10™ 3,6.107 1,9.10°
5/6 1,3.10* 1,9.107 1,1.107

* YFyo yield faktor pti 10 °C, YF37 yield faktor pti 37 °C; kombinace
faktort 0-5 % (v/v) glycerolu a pH 4-6; pt. 3/6... 3% ptidavek glycerolu,
pH 6

Déle byly v médiich detekovany nizké nebo kolisavé hodnoty sperminu, které se
pohybovaly kolem 1-10 mg/l média (data nejsou uvedena). Z téchto divodi zde nebylo
mozné vyvodit jednoznacny zavér o kinetice produkce. Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 1.2,
polyaminy jsou nepostradatelné pro bunécény rist a kultury je vyuzivaji pfi syntézach DNA
a RNA (Moat, Foster a Spector, 2002, s. 510). Mozna pravé z davodt narustu kultury v
médiu, ktery nebyl za testovanych podminek markantni, byl detekovan spiSe putrescin a ne
jeho metabolit spermin.

Na zaklad¢ relativné nizké produkce biogennich aminti za podminek in vitro lze
konstatovat, ze testovany kmen Lb. rhamnosus nelze oznacit za kmen predstavujici riziko pro
spotiebitele, co se tyCe fyziologického vyznamu vyprodukovaného mnozstvi biogennich

amind, které je schopen za testovanych podminek uvolnit do kultiva¢niho prostiedi.
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Vyznam této kultury naopak spociva v okyseleni a toleranci vuc¢i nizkému pH prostiedi.
Toto pH je pak nevhodné pro rast vétSiny mikroorganizmil, které zpusobuji alimentarni
onemocnéni (Kneifel a Salmien, 2011, s. 199), nebo jsou, krom¢ zminéného, schopny
produkce toxikologicky vyznamného mnozstvi biogennich amind, napf. zastupci celedi

Enterobacteriaceae (Silla-Santos, 1996, s. 218).

4.2.3 Kinetika produkce biogennich amint Lactobacillus brevis RIBM

2-69 z procesu vyroby piva

Pivo jako takové nevytvaii pfiznivé prosttedi pro rozvoj vétSiny non-startérovych
a kontaminujicich mikroorganizmu. Skyta nizké pH, nizky obsah kysliku, ptfitomnost CO;
a hotkych latek (S prokazatelné antimikrobidlnim wUc¢inkem), obsah alkoholu a postupné
klesajici obsah zkvasitelnych sacharidu. 1 pies tyto podminky je vyskyt a rozvoj
dekarboxylaza pozitivni kontaminujici mikroflory mozny, jak dokladaji nckteré studie
(Isquierdo-Pulido et al., 1996; Kala¢ a Kiizek, 2003, s. 126).

Zakladni startérovou kulturou jsou kvasinky (Kopecka, Matoulkovd a Némec, 2012,
S. 336-337). Ty samy o sobé by také mohly po autolyze poskytovat nutri¢né bohaté substraty
pro rozvoj jiné mikroflory, kterd se do piva dostava prostfednictvim surovin nebo z prostiedi
(Kalac¢ a Kiizek, 2003, s. 125).

Zastupci rodt Lactobacillus a Pediococcus jsou obecné povazovani za kontaminanty
nejCastéji naruSujici mikrobidlni jakost piva. Tyto mikroorganizmy vynikaji rezistenci
k chmelovym hotkym latkam, a proto jsou schopné rist a mnozit se v daném prostiedi (Kala¢
a K#izek, 2003, s. 126; Matoulkova, Kubizniakova a Sigler, 2012, s. 336 a 337).

Piivodci biogennich aminl v pivech jsou zvlasté laktobacily, které mohou provazet celou
vyrobu piva a dostavat se i do piva balené¢ho, pokud pieziji nedostatecnou pasteraci piva
(Kala¢ a Ktizek, 2003, s. 126; Kalac et al., 2002, s. 434), piipadné jiné zakroky jako filtraci
nebo mikrofiltraci.

V této Casti dizertacni prace bude pozornost vénovana Lactobacillus brevis RIBM 2-69
(dale jen L. brevis). Kmen izolovany z procesu vyroby piva byl testovan za odlisSnych
podminek, nez probiotické kultury (kapitola 4.2.1 a 4.2.2). Nebyly zkouSeny koncentrace soli
a laktozy, které z praktického hlediska v prostiedi piva nemaji vyznam, ale byl testovan
pridavek etanolu, jako mozného inhibitoru produkce biogennich amini, a to za podminek tfi

kultivacnich teplot (5+2, 10+2 a 30+2 °C). Béznéd alkoholovitost piva se pohybuje mezi

88



3-6 % (v/v) (Basafova et al., 2010, s. 561 a 562). Teploty kultivace byly voleny tak, aby se
pfiblizovaly teplotam, kterymi pivo v procesu vyroby (kvaseni a zrani) prochazi. Jedna se
o teploty fermentace pro néktera svrchné kvasend piva (>25 °C), pro spodn¢ kvasené lezaky
(<10 °C) a teplotu zrani piva (~3 °C) (Basafova et al., 2010, s. 364, s. 369 a s. 382). Nejvyssi
zkousena teplota (30+£2 °C) pak byla deklarovana dodavatelem kmene jako optimalni pro
kultivaci daného kmene. Kyselost médii byla nastavena na hodnotu pH 4, které se blizi
hodnot€ hotového piva (Basatova et al., 2010, s. 665). Toto pH bylo zvoleno také na zakladé
obecného predpokladu, Ze bude indukovana aminogenni aktivita, jako obranny mechanizmus
proti piekyseleni (Molenaar et al., 1993, s. 2864-2870) a vysledky tak poskytnou pfedstavu
o nejvyssich hodnotdch maximalni produkce, kterou by bylo mozné v daném prostiedi, pii

vyrob¢ piva, ocekavat.

Ruiistové chovani a vyvoj pH kultivacéniho prostiedi Lactobacillus brevis RIBM 2-69

Ani 6% (v/v) ptidavek etanolu nezpusobil pfi 30 °C totalni inhibici ristu (Pfiloha D,
Obr. D2). Vysledky médii s koncentracemi 0, 2 a 3 % (v/v) etanolu se celkovym poctem
mikrorganizmli takika neliSily (Pfiloha D, Obr. D2, P>0,05). U péti a Sestiprocentni
koncentrace etanolu v dekarboxyla¢nim médiu byl patrny pokles a mirna inhibice rustu, ktera
se projevila prodlouzenim lag faze. Tolerance vi¢i vyS$Sim koncentracim etanolu byla
pravdépodobné zpiisobena tim, ze se jedna o izolat z procesu vyroby piva, kdy je dany kmen
adaptovan na pritomnost této jinak inhibicni latky. Tim Ze jsou laktobacily schopny rlstu 1 pfi
vys$Sich koncentracich etanolu, ve své podstaté predstavuje jisté riziko vzniku neZadoucich
senzoricky aktivnich latek zvlast¢ ve svrchné kvaseném pivu, které mohou vzniknout

prostiednictvim jejich fermenta¢niho metabolizmu.

Nizké teploty (5 a 10 °C) v kombinaci s etanolem potlacily mnozeni zkousené kultury na
minimum (data nejsou uvedena). V odbérovych casech byly sledovany kolisavé pocty
mikroorganizmu, ze kterych ve vétsSiné piipadld (vyjma 0 a 2% (v/v) koncentrace etanolu)

nemohly byt sestaveny ristové kiivky, které by vykazovaly trend ristového chovani kultury.

Produkce biogennich aminit kmenem Lactobacillus brevis RIBM 2-69

Zkouseny kmen byl schopen produkovat in vitro detekovatelnd mnozstvi tyraminu,
sperminu, spermidinu a putrescinu. Koncentrace biogennich amind, S vyjimkou tyraminu

a sperminu, vsak ve vétsiné piipada nepiesahovala 1 mg/l.
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Pii teplotach 5 a 10 °C byl produkovan hlavné tyramin a spermin (Tab. 9). Nejvyssi
detekované koncentrace téchto biogennich aminG vSak za danych podminek neptesdhly
10 mg/1 (Ptiloha D, Tab. D1). U tyraminu byla nejvyssi detekovana hodnota 2,8+0,2 mg/1, pro
spermin 8,7+0,1 mg/l (5 °C). Rostouci piidavek etanolu viditeln¢ zptsoboval celkovou
inhibici tvorby vSech biogennich amint (Tab. 9). Pii nejvyssi testované teploté byla produkce
mnohonasobn¢ vyssi.

Nejhojnéji produkovanym biogennim aminem, u kterého byla vyhodnocena i kinetika, byl
tyramin. Pouze pro nejvyssi teplotu bylo mozné pomoci Gompertzovy modulace vyhodnotit
prubéh tvorby tyraminu (Pfiloha D, Obr. D1). Maximalni hodnota tyraminu detekovana
vmédiu bez pridavku etanolu byla 254,9+6,3 mg/l. Produkci nepotladila 2% (v/v)
koncentrace etanolu, kdy byla maximalni hodnota 282,0+26,5 mg/l (Obr. 19). Nejvyssi
detekovana koncentrace sperminu byla Vv supernatantu stanovena pii nulové koncentraci
etanolu 7,9+0,1 mg/l (Tab. 9). Dalo by se konstatovat, Ze s rostouci koncentraci etanolu
detekované mnozstvi tohoto biogenniho aminu klesalo.

Tyrozindekarboxyldazova aktivita byla rovnéz potlacovéana rostouci koncentraci ptidaného

alkoholu, bez ohledu na dalsi faktor teplotu (Obr. 19, Tab. 9).

A [mg]

0 2 3 5 6

koncentrace etanolu [%]

Obr. 19: Maximalné dosazena hodnota (A) produkce tyraminu kmenem Lb. brevis

RIBM 2-69 pri 30 °C po 72 hodindach pri testovanych koncentracich etanolu
(0-6 %, (v/v))

Rychlost produkce tyraminu klesala s rostouci koncentraci etanolu (Obr. 20). Stejné tak

délka lag faze byla viditeln¢ ovlivnéna pfidavkem etanolu (Obr. 21). Lag faze produkce
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tyraminu byla piekvapivé kratsi pii 2% (v/v) pridavku etanolu, nez v médiu bez jeho
pridavku. Naopak 3% (v/v) koncentrace etanolu zpusobila vyrazngjsi prodlouzeni doby
lag faze nez 5% (v/v). Obecné lze vSak konstatovat, ze vyssi koncentrace etanolu v riistovém
prostiedi potladily viditelné celkovou produkci tyraminu, zpomalily rychlost jeho tvorby

a prodlouzily délku lag faze.
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Obr. 20: Rychlost produkce tyraminu (un) kmenem Lb. brevis RIBM 2-69 pri
30 °C po dobu 72 hodin p¥i testovanych koncentracich etanolu (0-6 %, (v/v))

0 2 3
koncentrace etanolu [%o]

Obr. 21: Délka lag faze produkce (1) tyraminu kmenem Lb. brevis RIBM 2-69 pri
30 °C po dobu 72 hodin pri testovanych koncentracich etanolu (0-6 %, (v/v))

91



Tab. 9: Produkce biogennich amint Lb. brevis RIBM 2-69 ovlivnéna testovanymi

koncentracemi etanolu; primérné nejvyssi koncentrace v mg/l média

etanol* [%] TYR** SPM** PUT** | SPD**
0 2,140,1 41402 | 0,3+0,1 ND
2 2,840,1 8,740,3 |  0,9+0,1 ND
5°C 3 2,5+0,1 43403 0,7+0,1 0,5+0,1
5 1,240,1 1,6+0,1 0,8+0,1 0,5+0,1
6 1,240,1 0,8+0,1 | 0,7+0,1 ND
etanol [%6] TYR** SPM** PUT** | SPD**
0 1,540, 1 1,5+0,2 ND 0,340,1
2 1,7+0,1 1,8+0,1 02+40,1 | 0,4+0,2
10°C 3 1,520,1 2,3+0,3 0,6+0,1 | 0,3+0,1
5 1,8+0,1 ND ND ND
6 3,5+0,3 0,3%0,1 02+0,1 | 0,4+0,1
etanol [%6] TYR** SPM** PUT** | SPD**
0 254,9+6,3 8,0+0,8 0,6+0,1 | 0,7+0,2
2 282,4+26,6 | 3,8+0,9 0,240,1 ND
30°C 3 119,4+18,2 |  4,2+0,6 0,240,1 ND
5 42,5+8,5 2,8+0.6 ND ND
6 26,8+4,1 1,940,1 0,440,2 ND

* koncentrace etanolu % (v/v), **TYR tyramin, SPM spermin, PUT putrescin, SPD

spermidin

Produkéni faktor (YF) bylo mozné vyhodnotit pouze pii kultivacni teploté 30°C. Pii
teplotach 5 a 10 °C bylo sice mozné monitorovat zmény celkového poctu mikroorganizmd,
nikoliv v8ak vyhodnotit kinetiku produkce. Produkce biogennich amind byla pfili§ nizka
(Tab. 9)

Dle ziskanych vysledku lze tvrdit, Ze produk¢ni faktor tyraminu pii 30 °C, resp. produkce
tyraminu jednou buiikou (pro zjednoduseni byl piijat ptedpoklad, Ze z jedné buniky vyroste
jedna CFU), klesala s rostouci koncentraci etanolu (Tab. 10; P<0,05). Bez piidavku etanolu
byla schopna jedna buiika testovaného kmene vyprodukovat 1,0.10® mg/CFU tyraminu. P
tiiprocentni koncentraci etanolu bylo toto mnozstvi takika poloviéni (4,6.10'9 mg/CFU). Pii
6% (v/v) zkousené koncentraci etanolu byl detekovany celkovy obsah tyraminu i tyraminu

vytvofeného jednou bunkou desetkrat nizsi, nez v supernatantu bez etanolu (Tab. 9 a 10;
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P<0,05). Rust kultury nebyl vyznamné potlacen, ale byla sniZzena produkce tyraminu jednou

burikou.

Tab. 10: Produkce tyraminu jednou butikou
L. brevis RIBM 2-69 pii 30 °C

Koncentrace
etanolu [%0] YF3 [mg/CFU]
0 1,0.10°®
2 8,5.10”
3 4,6.10°
5 2,1.107
6 1,5.10°

Vysledky tohoto experimentu napovidaji, ze pokud by bylo pivo vyrdbéno pfi nizkych
teplotach a pfi nizkych teplotach skladovano, testovany kmen, respektive jim vyprodukovany
tyramin, by nemusel nutné piedstavovat pro zdravé jedince vyznamnou hrozbu. Mize ale
znamenat potencialni riziko pro citlivé a psychofarmaky 1é¢ené osoby. Navic, pokud by dany
kmen kontaminoval sladinu, mohlo by nasledn¢ dojit k vyznamné kumulaci tyraminu

a to 1 pfi1 zvySujici se koncentraci etanolu pii kvaseni mladiny.

Mezi faktory, které by mohly produkci tyraminu vyznamné ovlivnit, nepatii jen etanol, ale
nalezi zde samoziejmé pritomnost ostatni mikroflory (hlavné kvasinek), kdy muze dojit ke
kompetici o prekurzory biogennich amini. Dale by pak rozvoj mikroflory a produkci
biogennich amin mohla ovlivnit pfitomnost hotkych latek, které kromé senzorické aktivity
maji 1 prokazatelny antimikrobialni Gi€inek a jejich plisobeni spociva ve zmeénach propustnosti
bunécnych stén bakterii, v tiniku latek z cytoplazmy a zplsobuji ndsledné inhibici respirace,
syntézy proteinli, DNA a RNA (Behr a Vogel, 2010, s. 142). AvSak zvlast¢ mezi bakteriemi
mléného kvasSeni existuji rezistentni laktobacily, které jsou adaptovany na pfitomnost
hotkych kyselin (Behr, Gédnzle a Vogel, 2006, s. 6489). Ve studii Behr, Génzle a Vogel (2006,
S. 6483-6492) se autofi veénuji pravé vysoce rezistentnimu a adaptovanému kmenu na hoiké
latky Lb. brevis TMW 1.465, u kterého bylo navic zjisténo snizeni etanolového stresu praveé

v souvislosti s pfitomnosti hotkych latek.
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4.2.4 Kinetika produkce biogennich aminu Lactobacillus brevis T01

Tento subexperiment a subexperiment kapitoly 4.2.5 byl realizovan u izolati laktobacill
Z procesu vyroby syru. Jiz na zaklad¢ prvotniho skriningu (Tab. 3) bylo zifejmé, ze maji
vybrané kmeny potencial tvorby vysokych mnoZstvi biogennich aminu in vitro. Faktory, které
byly u téchto dvou kmend sledovany, byly totozné (kapitola 4.2.4
a 4.2.5). Bylo testovano pH, teplota, piidavek laktozy a NaCl, kdy byly koncentrace

zkousenych faktorii opét voleny na zaklad¢ technologické praxe:

e pH 5,0+0,2; 6,0+0,2; 7,0+0,2,

e teploty 10+0,2 °C a 30+0,2 °C,

e piidavek laktozy 0,00; 0,25; 0,50; 1,00 % (w/v),
e piidavek NaCl 0,0; 1,0; 2,0 % (w/v).

Zv1ast byla testovana kombinace 4,8 % (w/v) laktézy a soli (0,0; 1,0; 2,0 % (w/v)) pii pH
6,8, jako pokus o piiblizeni se prostfedi mléka.

Aktivni kyselost mléka se pohybuje mezi 6,6-6,8, pii jeho fermentaci vSak dochazi
k poklesu az pod pH 5,0 (Walstra, Wouters a Geurts, 2006, s. 162, s. 562-563). U syra se pH
po prokysani obecné pohybuje rovnéz v podobném rozsahu, pH 4,7-5,0 (Walstra, Wouters a
Geurts, 2000, s. 620). Byly tedy zvoleny rozsahy pH, které pokryvaji celou tuto oblast.

Teplota vyroby mlééné kysanych vyrobkidl pii fermentaci mezofilni kulturou mize
dosahovat 30 °C, pticemz zrani/uskladnéni vyrobkt probiha pii chladirenskych teplotach.
Syry pak prevazné zraji pii nizkych teplotach. ZvySeni teploty v technologiich je
uskutecnovano zvlasté pii inokulaci mikroorganizmil a v procesu dohtivani syrii (Fox, 1999,
s. 11 a 12, s. 245). N&které druhy syrii navic mohou zrat i v teplych sklepech (napi. vyroba
syra s oky v tésté), kdy se pouziva teplot 20-27 °C (Fox, 1999, s. 541).

Obsah laktozy v mléce se primérné pohybuje okolo 4,5-5,0 % (w/v), ale pfi procesu
fermentace a zrani mlécnych vyrobku jeji obsah logicky klesa (Scrimshaw a Murray, 1988,
s. 1099). Primérny obsah laktézy v jogurtu je 1,9-4,0 % a v syru eidamského typu 0-1,4 %
(w/w) (Scrimshaw a Murray, 1988, s. 1102 a 1103). Obsah soli v mléénych vyrobcich
a v syrech ma velky rozptyl. Pfirodni syry obvykle obsahuji 0,7-4,0 % (w/w) NaCl. Syry
zrajici/skladované v solnych nalevech maji obsah NaCl jesté vyssi, az 7 % (w/w) (El-Bakry,

2012, s. 2 a 3). Do jogurtt a zakysanych smetan pak NaCl obvykle exogenné pridavan neni.

94



Riistové chovini a vyvoj pH kultivacniho prosti‘edi Lactobacillus brevis TO1

Nizka kultivacni teplota omezovala rozvoj kultury (Ptiloha E, Obr. E6-E8). V porovnani
s37 °C pii vSech kombinacich faktort doslo pfi 10 °C k poklesu celkového poctu
mikroorganizmi a viditelnému prodlouZzeni lag faze (P<0,05; Piiloha E, Obr. E6-E8).
Nejveétsi podpora rustu kultury byla pozorovana pii pH 6 a 37 °C (P<0,05; Ptiloha E,
Obr. E7B-C). Pii 10 °C pak pH 7 ve vétsing piipadt podpofilo rist vice nez pH 6 (Ptiloha E,
Obr. E7E-F a Obr. ESE-F).

Samotny piidavek soli Vrozsahu testovanych koncentraci neptsobil inhibicné. Ani
dvouprocentni koncentrace nezapfiCinila inhibici riistu pii vysSi zkouSené teploté a vSech
zkousenych pH (Ptiloha E, Obr. E6A-E8A). Pii 10 °C pak pridavek 1 % (w/v) NaCl rozvoj
kultury podpofil. Tento jev bylo mozné pozorovat zvlasté pii pH 5 a 6 (P<0,05; Ptiloha E,
E6A a E7A).

Médium s 0,25% (w/v) koncentraci laktozy (0 % NaCl) podpofilo pti 37 °C rust a zkratilo
délku lag faze (Ptiloha E, Obr. E6A-E8A). Vyssi ptidavky laktézy do kultiva¢niho prostiedi
pak pisobily spiSe inhibi¢né, s vyjimkou pH 7 (Pfiloha E, Obr. E6A-E8A. Pti kultivacni
teploté 10 °C sice vyssi piidavky laktozy zplisobily prodlouzeni doby nutné na piizpiisobeni
kmene ristovému prostiedi, konecny CPM byl vSak na konci kultivace vys$i pii vSech

testovanych pH (Ptiloha E, Obr. E6D-8D).

Vliv 1% (w/v) piidavku NaCl v kombinaci s laktézou pak mél pii 37 °C zcela opacny
trend, nez samotny piidavek laktdézy pii vSech testovanych pH. I vys§i koncentrace laktozy
(> 0,25 % (w/v)) podporovaly pii dané teploté riist kultury, zvySovaly CPM a zkracovaly
dobu lag faze. Pii 10 °C, zvlasté pii pH 7, byl podpoien rozvoj kultury pfi kombinovaném
piidavku NaCl a laktozy pii vSech zkouSenych koncentracich (laktéza 0,25-1,00 % (w/v);
NaCl 1 a 2 %). Pti pH 5 a 6 pak opét ptevazoval podpirny efekt 0,25% koncentrace laktozy
Vv prostiedi s ptidavky 1 a 2 % (w/v) NaClL

.....

potlacovan ptidavkem soli, coZ Gpln€ nekoresponduje s pfedchozimi zjisténimi, kdy spolecny
ptidavek laktézy a NaCl mnohdy rust mikroflory podpofil. Lze piedpokladat, ze vyssi
koncentrace laktézy vyvolala vzhledem k pfitomnosti ostatnich rozpustnych latek pfilis
vysoky osmoticky tlak, ktery rozvoji kmene v dekarboxylaénim médiu neprospival (Ptiloha
E, Obr. E15).
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Vyvoj pH kultiva¢niho prostfedi nemél jednoznacny trend pti zadné testované koncentraci
a kombinaci faktori (Pfiloha E, Obr. E9-E11). Tento vysledek byl zifejmé podpoten
skutecnosti, Ze se jednalo o heterofermentatorni kulturu, kterd navic vynikala relativné
vysokou produkci biogennich amini. Vytvofena mnozstvi biogennich amini byla moznym
a 6 se béhem kultivace pii 37 °C vyznamné neménila (Pfiloha E, Obr. E9, 10; P>0,05).
V nékterych ptipadech bylo mozné pozorovat mirnou alkalizaci prostiedi v poslednich dvou
piidavkem laktozy, ktery logicky fungoval jako prekurzor pro vznik organickych kyselin
(Ptiloha E, Obr. E11). Pokles pH vsak nebyl tak vyznamny, aby bylo dosazeno optimalniho
pH pro dekarboxylazovou aktivitu (vétSinou nedoslo k poklesu pod pH 6,8). Kultivace pii
teploté 10 °C poskytovala podobné vysledky, kdy se pH ménilo vyraznéji az 10. den kultivace
(Ptiloha E, Obr. E12-E14). Iniciacni pH 5 a 6 se pak v ramci poslednich tfi odbérii zvySovalo,
pti¢emz platilo, ze s vy$$im piidavkem laktozy byla alkalizace prostfedi potlatovana. Pfi
pocatecnim pH 7 nebyla zaznamendna vyraznéjsi zména pH pifi veétSin€ testovanych

kombinaci faktort. Dalo by se hovofit o mirném okyseleni z pocatku kultivace, kdy se pH

.....

.....

byly zjistény podobné zavéry (Priloha E, Obr. E16-E17). Pii teploté 37 °C bylo v médiu bez
ptidavku soli patrné okyseleni ihned ze zacatku kultivace na pH optimalni pro ¢innost
dekarboxylaz. To se v koneéném dusledku projevilo i podporou produkce tyraminu. Pfi
teploté 10 °C byl pokles pH ze zacatku kultivace pozvolnéjsi. Po Sesti dnech kultivace doslo
k opétovnému zvySeni pH, ziejmé diky produkci biogennich amind ¢i jinych alkalickych
produktti. Maximalni produkce tyraminu pak byla za podminek 0 % soli pro obé& kultivaéni

teploty pfiblizné stejna.

Produkce biogennich aminit kmenem Lactobacillus brevis TO1

Lactobacillus brevis TO1 produkoval hlavné tyramin. Kinetiku produkce tohoto biogenniho
aminu bylo mozné vyhodnotit i pii nizké kultivaéni teploté (10 °C) na rozdil od jinych,
sledovanych kultur (4.2.1, 4.2.2, 4.2.3). Z grafu (Obr. 22) je ziejmé, ze nejvhodnéjsi pH pro
tvorbu tyraminu bylo pH 5, kdy byla produkce maximalné podpotena pii ptidavku laktozy

a niz8i koncentraci NaCl.
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Nejvyssi vytvorené mnozstvi dosahovalo 475,0+15,8 mg/l (kombinace 1% piidavku
laktozy a soli pii pH 5, Obr. 22). Iniciaéni hodnoty aktivnich kyselosti dekarboxyla¢nich

médii vyznamné ovlivnily celkova vyprodukovana mnozsti. Kone¢nd mnozstvi tyraminu

.....

.....

a poté pii pH 6 bez ohledu na koncentrace soli a laktdozy (v porovnani s pH 5). Naopak Ize
konstatovat, ze ptidavkem laktézy byla pii pH 5 produkce tyraminu vétSinové podpotena
(P<0,05). Zminény trend ale nebyl jednoznaény. Vyjimkou byla 0,5% (w/v) koncentrace
laktozy, kdy tento efekt nebyl pozorovan. Piidavek soli nezpusobil inhibici celkové produkce
ani pii nejvysSich testovanych koncentracich, kdy mohl byt, v nékterych ptipadech, naopak
sledovan podpurny uc¢inek (kombinace faktort 0,25% (w/v) pridavek laktozy s 2% (w/v)

.....

pozitivni vliv na produkci tyraminu i v rdmci ostatnich pH (v ramci pH 6 a 7; Obr. 22 a 23;

P<0,05).

Pii teploté 37 °C byla celkova produkce tyraminu viditeIné podpotena (Obr. 24 a 25). | zde

.....

(P>0,05). V porovnani s ostatnimi zkousenymi pH bylo celkové mnozstvi tyraminu aZz

pétinasobné (Obr. 25 a 26).

Samostatny piidavek laktozy mél pii pH 5 spiSe inhibi¢ni G¢inky na celkovou produkci.

.....

u pH 7, kde nedoSlo vlivem piidavku laktéozy k signifikantnim zméndm v mnoZstvi

vyprodukovaného tyraminu (Tab. 11; P>0,05).

Tab. 11: Maximalni hodnoty produkce tyraminu (mg/l) kmenem Lb. brevis TO1 pti
37 °C ovlivnéna ptidavkem laktozy (%, (w/v)) a upravou pH po 48 hodinach kultivace

Inicia¢ni pH dekarboxyla¢niho média
Obsah laktozy 5 6 7
[%0]
0,00 507,9£21,9 68,9+1,1 26,1+0,9
0,25 465,9+47,6 87,9+5,1 25,1+£2.0
0,50 182,2+0,3 132,4+0,5 27,1+£2.1
1,00 34,7+0,5 163,7+17,3 27,723
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Diivod podpory tyrozindekarboxylazové aktivity mtize spocivat opét v pH, kdy pii pH 5
nebylo nutné dal$i okyselovani prostiedi, aby doslo ke sniZzeni na hodnotu optimalni pro
¢innost enzymu. U vysSich pH pak ptfidavek laktéozy predstavoval prekurzor pro vznik
kyselych produkti fermentacniho metabolizmu a moznost okyseleni prostiedi vedouci

k zvySeni celkové produkce tyraminu.

Samotny ptidavek NaCl pti pH 5 a 7 nemél inhibi¢ni ani podporujici G¢inek na celkovou
produkci. Pti pH 6 byla vSak celkova produkce tyraminu v médiich s ptidavky soli
jednoznaéné podpotena. Zvlasté piidavek 1 % NaCl zvysil produkei tyraminu na vice nez
dvojnasoné¢ mnozstvi (Tab. 12). Jak jiz bylo nejednou zminéno, sodné ionty mohou mit

podpirny efekt na ¢innost enzymi a regulaci intracelularniho pH dekarboxylujicich bakterii
(Pereira et al., 2009, s. 348).

Tab. 12: Maximalni hodnoty produkce tyraminu (mg/l) kmenem Lb. brevis T01
pii 37 °C ovlivnéna piidavkem NaCl (% (w/v)) a Gpravou pH po 48 hodinach

kultivace
Inicia¢ni pH dekarboxyla¢niho média
Obsah NaCl
7
(%] 5 6
0,0 507,9£21,9 68,9+1,1 26,1+£0,9
1,0 465,9+47,7 171,8+2,9 24,7+0,2
2,0 26,1+0,9 87,945,1 25,1420

Vyznamné rozdilné vysledky zplisobil pfi vyssi testované teploté piidavek laktozy
spole¢né s NaCl v riznych koncentracich (Obr. 24 a 25). Ve vétsSing piipadd (v porovnani
s nulovymi pfidavky testovanych faktorti) doslo k podpofe tvorby tyraminu v ramci vSech
spole¢ného ptidavku nejzietelnéjsi. Rychlost celkové produkce tyraminu byla vyrazné
potlacena pii teplot¢ 10 °C (P<0,05). Nejvyssich hodnot rychlosti produkce v ramci nizsi
testované teploty bylo dosazeno pii kombinaci 1/1/5 (1% ptidavek soli i NaCl pti pH 5).
Rychlost celkové produkce pii 37 °C byla mnohonédsobné¢ vyssi (Piiloha E, Obr.E1 a E2).
Nejvice rychlost produkce podpofilo pH 5 (P<0,05). Opacnych vysledeki bylo dosazeno pii
pH 7. Pfi pH 6 bylo pak mozZzné v nékterych piipadech sledovat nartist rychlosti produkce
v zavislosti na ptidavku soli (pfidavek 1 a 2 % (w/v) NaCl do média bez laktdozy nebo

s niz§imi Koncentracemi laktozy < 0,5 % (w/v)). Vysledky rychlosti celkové produkce

98



souhlasi s maximalnim kone¢nym vyprodukovanym mnozstvim a zkracenim/prodlouzenim
délky lag faze tvorby tyraminu (Pfiloha E, Obr. E1-4). V dekarboxyla¢nich médiich pti
kultiva¢ni teploté 10 °C a pH 7 byla délka lag faze produkce tyraminu nejkratsi (Pfiloha E,
Obr. E3). Maximalni celkova vyprodukovana mnozstvi vSak nebyla vysoka, piesnéji pattila
k nejnizsim (Obr. 23 a 24). Pii pH 6 byla situace podobna. Pii 37 °C by mohl byt konstatovan
obdobny trend zkraceni doby lag faze. S rostouci koncentraci laktozy pak pii pH 5 a 6 jeji
délka rostla (Obr. 25-26).
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Obr. 22: Maximalné dosazend hodnota produkce (A) tyraminu kmenem Lb. brevis TO1 pri
10 °C pri riznych koncentracich laktozy 0,00 a 0,25 % (w/v), 0-2 % NaCl (W/V) a hodnotach
pH 5-7 po 15-ti dnech kultivace; pr. 0,25/1/6...0,25 % laktozy (Wiv), 1 % NaCl (w/v), pH 6
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Obr. 23: Maximadlné dosazena hodnota produkce (A) tyraminu kmenem Lb. brevis TOL1 pri
10 °C pri riznych koncentracich laktozy 0,50 a 1,00 % (w/v), 0-2 % NaCl (wW/v) a hodnotdch
pH 5-7 po 15-ti dnech kultivace; pr. 0,25/1/6...0,25 % laktozy (wiv), 1 % NaCl (w/v), pH 6
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Obr. 24: Maximalné dosazend hodnota produkce (A) tyraminu Lb. brevis TO1 pri 37 °C pri
riiznych koncentracich laktozy 0,00 a 0,25 % (w/v), 0-2 % NaCl (W/V) a hodnotach pH 5-7 po
48 hodinach kultivace; 0,25/1/6...0,25 % laktozy (wWiv), 1 % NaCl (w/v), pH 6
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Obr. 25: Maximalné dosazena hodnota produkce (A) tyraminu kmenem Lb. brevis TO1 pri
37 °C pri riiznych koncentracich laktozy 0,50 a 1,00 % (w/v), 0-2 % NaCl (W/v) a hodnotach
pH 5-7 po 48 hodindch kultivace, 0,50/1/6...0,50 % laktézy (wiv), 1 % NaCl (w/v), pH 6

Kromé vyse zminéného, byly dale faktory zkouseny v konkrétnich koncentracich, které by
mély, za podminek in vitro, imitovat koncentrace laktézy a hodnoty pH nezfermentovaného
mléka (obsah laktozy 4,8 % (w/v), pH 6,6-6,8). Opét byla celkova produkce sledovana pii
dvou riznych kultivaénich teplotach. Pfi obou teplotach byl jasné viditelny inhibi¢ni Gi€inek
koncentraci soli. Ke stejnému jevu vSak nedoslo v médiich bez pfidavku laktozy (Obr. 22-25).

Dtivodem byl nejspi§ vysoky osmoticky tlak na bunku zplsobeny rozpuSténymi latkami
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(laktozou a soli). Nizka teplota pak pii vysoké koncentraci laktozy prakticky neovlivnila
maximalni  hodnotu  vytvofeného tyraminu (Obr. 26). Samotnd kombinace
pH 6,8 s 4,8 % (w/v) koncentraci laktézy zvysila kone¢né mnozstvi tyraminu pii 10 °C po
15 dnech kultivace (Obr. 22 a 23, Obr. 26). Pti teploté 37 °C nebyl podptrny ucinek laktozy
V porovnani s niz§imi koncentracemi patrny (Obr. 24-26). Pridavek laktozy vSak nezpusobil
ani potlaceni celkové produkce tyraminu.

Rychlost celkové produkce a délka lag faze (Ptiloha E, Obr. E4) se v zavislosti na
kultivacnich teplotach vyrazné lisily (P<0,05). Délka lag faze produkce tyraminu byla pfi
10 °C viditeln¢ delsi. Pfi této teploté ptidavek soli délku lag faze mirné zkratil, avSak

maximalni vyprodukované mnozstvi tyraminu nezaznamenalo narust.
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Obr. 26: Maximalné dosazend hodnota produkce tyraminu (A) kmenem
Lb. brevis TO1 pri 4,8% koncentraci laktozy (Wiv), 0-2% koncentraci NaCl
(W), pH 6,8 a teplotach 10 a 37 °C; pr. 0/10...0 % NaCl (w/iv), 10 °C

Rychlost produkce tyraminu pii nizsi teplot¢ v médiu s ptidavky NaCl nebyla takeé
vyraznéji podpoiena (Ptiloha E, Obr. E4).
Kromé celkového vyprodukovaného mnozstvi byla také stanovena produkce tyraminu

jednou buikou testovaného kmene Lb. brevis TO1 (Tab. 13 a 14).

Nejvyssi vyprodukované mnozstvi tyraminu jednou bunkou (pii obou testovanych

.....

tyraminu jednou buiikou podporovalo pH 7 (Tab. 13 a 14). Pfi dvou raznych teplotach vSak

byly pozorovany mirné rozdily v produkci v ramci testovanych hodnot pH, soli a laktdzy.
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ptidavku NaCl (Tab. 13). Pti teplot¢ 37 °C za daného pH pak koncentrace soli neméla
pravdépodobné inhibi¢ni Gi¢inky na produkci tyraminu jednou bunkou, ale i tak bylo nejvyssi
mnozstvi detekovano v médiu s 0 % NaCl a 0,50 % laktozy (Tab. 14). V supernatantech
ptidavku NaCl (Tab. 14). Pfi nizsi testované teploté¢ tomu vsak bylo naopak (Tab. 13), kdy
vyssi vytézky tyraminu poskytovala média s 1 % NaCl. Obdobny jev bylo mozné sledovat

Vv ptipad¢ média, které mélo rozsahem testovanych faktori imitovat prostfedi mléka.

Nejvyssi koncentrace byla sledovana v médiu s 1% (w/v) ptidavkem NaCl (Tab. 13). Pii
37 °C vsak tento trend nemohl byt zcela potvrzen. Nejvyssi zkousend koncentrace NaCl mirn¢
produkci tyraminu jednou buiikou snizila.

Velmi zajimavym zjiSténim je, Ze niz$i teplota nezplsobila razantni pokles produkce
tyraminu jednou burikou Lb. brevis TO1 (Tab. 13 a Tab. 14). Celkové nejvyssi koncentrace
tyraminu byl kmen schopen vytvofit v médiich, ktera obsahovala 4,8% (w/v) koncentraci
laktézy pti pH 6,8. Tato kombinace faktori ptisobila na produkci tyraminu jednou buitkou
nejpriznivéji pfi obou testovanych teplotich (Tab. 13 a 14). Divodem bude ziejmé jiz
nckolikrat zminény vliv ptiznivého pribéhu okyseleni média zkvaSovanim vétsiho mnozstvi
laktozy. 1 kdyZ se produkce jednou butikou od celkové produkce tyraminu liSila, spole¢nymi
nepodporovala a Vv koneéném dusledku podpofila produkci tyraminu jednou bunkou

zkouS$eného kmene.
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Tab. 13: Produkce tyraminu (mg/CFU) jednou bunkou kmene Lb. brevis TO1 pfi

10 °C (YFyp) pti riznych koncentracich laktdzy a soli v ristovém prostiedi

YF]O YF]() YFIO

faktory [mg/CFU] faktory [mg/CFU] faktory [mg/CFU]
0,00/0/5 4.9.10° 10,00/0/6 7,5.10° 10,00/0/7 3,2.10°
0,00/1/5 43.10% 10,00/1/6 5.4.10° 0,00/1/7 2,1.10°8
0,00/2/5 4,6.10° 10,00/2/6 2,3.10°% 10,00/2/7 1,1.10°8
0,25/0/5 1,2.107 0,25/0/6 8.1.10° |0,25/0/7 3,9.10°
0,25/1/5 49.10% 10,25/1/6 8,6.10° 10,25/1/7 1,3.10°8
0,25/2/5 42.10% 0,25/2/6 1,5.10% 10,25/2/7 7,5.10°
0,50/0/5 1,7.107 10,50/0/6 7,7.10% 10,50/0/7 2,0.10°
0,50/1/5 3,7.10%}0,50/1/6 1,6.107 10,50/1/7 9.4.10°
0,50/2/5 3,4.10%10,50/2/6 3,4.10° 0,50/2/7 8,7.10°
1,00/0/5 1,2.107 ] 1,00/0/6 22.10° |1,00/0/7 1,8.10°
1,00/1/5 8,3.10° | 1,00/1/6 3,9.10° ]1,00/1/7 3,2.10°
1,00/2/5 5,2.10% | 1,00/2/6 8,1.10° |1,00/2/7 2,4.10°8
4,80/0/6,8 3,3.107 |4,80/1/6,8 1,2.10% 14,80/2/6,8 2,4.107

Pt. 0,00/0/5...0 % laktézy, 0 % NaCl, pH 5; plati 1 pro nasledujici tabulky
(Tab. 14-15)

Tab. 14: Produkce tyraminu (mg/CFU) jednou bufikou kmene Lb. brevis TOl pii

37 °C (YFsy) pti riznych koncentracich laktézy a soli v ristovém prostiedi

YF3; YF3; YF3;
faktory [mg/CFU] faktory [mg/CFU] faktory [mg/CFU]
0,00/0/5 1,5.107 ]0,00/0/6 5,6.10° 10,00/0/7 1,3.10°
0,00/1/5 4,9.10° 10,00/1/6 1,4.10° 10,00/1/7 1,3.10°
0,00/2/5 7,1.10°  10,00/2/6 2,2.10% 10,00/2/7 1,2.10°
0,25/0/5 9,3.10° |0,25/0/6 1,6.10° ]0,25/0/7 4,4.10°
0,25/1/5 1,6.107 |0,25/1/6 3,6.10% |o0,25/1/7 1,5.10°"
0,25/2/5 4,9.10% ]0,25/2/6 1,4.10% 10,25/2/7 1,3.10°8
0,50/0/5 1,1.107 ]0,50/0/6 9,1.10% |0,50/0/7 3,4.10°
0,50/1/5 6,9.10% |0,50/1/6 2,7.10% ]0,50/1/7 1,9.10®
0,50/2/5 9,9.10% 0,50/2/6 3,6.10° 10,50/2/7 1,4.10°®
1,00/0/5 3,2.10° ]1,00/0/6 1,8.107 |1,00/0/7 2,3.10°
1,00/1/5 8,3.10° ]1,00/1/6 3,9.10% |1,00/1/7 32.10°
1,00/2/5 52.10% |1,002/6 1,1.107 |1,00/2/7 2,4.10°
4,80/0/6,8 1,2.10° ]4,80/1/6,8 1,0.10° ]4,80/2/6,8 3,0.10°
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Tab. 15: Produkce sperminu Lactobacillus brevis TO1 v dekarboxyla¢nim médiu

s pridavkem laktozy a soli pti 37 °C

faktory SPN [mg/1] faktory SPN [mg/1] faktory SPN [mg/1]
0,00/0/5 7,8+1,3 10,00/0/6 13,8+1,6 ]0,00/0/7 12,1+0,5
0,00/1/5 6,2+0,5 10,00/1/6 15,1+0,7 ]0,00/1/7 10,4+0,9
0,00/2/5 6,0+0,3 ]0,00/2/6 18,6=1,1 10,00/2/7 15,9+1,3
0,25/0/5 10,3+0,7 10,25/0/6 18,7+1,1 ]0,25/0/7 2,34+0,6
0,25/1/5 6,4+0,5 10,25/1/6 9,7+1,4 10,25/1/7 7,1+0,4
0,25/2/5 10,7+0,4 ]0,25/2/6 15,3+0,4 ]0,25/2/7 6,4+0,2
0,50/0/5 4,9+0,2 ]0,50/0/6 8,4+1,3 10,50/0/7 8,1+0,2
0,50/1/5 6,0+0,4 10,50/1/6 16,5+0,4 10,50/1/7 7,1+0,8
0,50/2/5 11,6+0,6 10,50/2/6 13,7+£2,3 10,50/2/7 10,1+0,9
1,00/0/5 10,340,8 | 1,00/0/6 19,1+0,9 |1,00/0/7 8,7+0,6
1,00/1/5 7,6+0,2 ]1,00/1/6 6,0+0,9 |1,00/1/7 3,7+0,5
1,00/2/5 16,5+£2,5 |1,00/2/6 13,3+1,1 |1,00/2/7 7,3+0,4
4,80/0/6,8 15,4+3,5 14,8/1/6,8 19,1+2,3 14.,8/2/6,8 10,2+1,5

Na celkovou produkci tyraminu i na rust kmene méla vliv teplota. Pro produkci tyraminu

jednou burikou to vSak ve vysledku znamenalo, ze se zjisténé hodnoty vyrazné nelisily

(Obr. 22-25, Tab. 13 a Tab. 14).

Dale byl v supernatantech po kultivaci stanoven spermin (Tab. 15). Produkce tohoto
polyaminu neméla jednoznaény trend. Detekované koncentrace mély vyrazné kolisavy
charakter. Nebylo tedy moZné vyhodnotit kinetiku produkce. Navic vy$si koncentrace bylo
mozné detekovat jen v supernatantech po kultivaci kmene pfi teploté 37 °C. Nizka kultivacni
teplota zpisobila vyrazny pokles produkce sperminu (maximalni detekovana vétSinou
dosahovala <10 mg/l, Piioha E, E18). Nejvyssi vyprodukovana mnozstvi sperminu jsou

uvedena Vv tabulce ¢. 15. Nejptihodnéjsi pro tvorbu tohoto polyaminu bylo pH 6 v porovnani

......

.....

pH 6 (19,1£0,9 mg/l). V médiu s vychozim pH 6,8 a 4,8 % laktdzy se maximalni vytvorena
mnozstvi sperminu podobala tém, ktera byla vytvofena za ptidavku laktézy a pH 6 za obou
testovanych teplot (Tab. 15). U kolisavych hodnot produkce sperminu nebylo mozné

vyhodnotit YF pfi Zadné z testovanych teplot.
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Krom¢ tyraminu a sperminu byly v médiich detekovany i jiné biogenni aminy. Jednalo se
ale o zanedbatelna mnozstvi kadaverinu a histaminu (<1 mg/l), ktera navic nebyla detekovana

ve vSech supernatantech a ¢asech odbéru.

4.2.5 Kinetika produkce biogennich aminu Lactobacillus curvatus T02

Druhym kmenem izolovanym z procesu vyroby syru eidamského typu, ktery byl podroben
testovani vlivu faktorti na dekarboxylazovou aktivitu, byl Lactobacillus curvatus T02 (dale
jen Lb. curvatus). Vybrané izolaty se liSily nejen produkci biogennich amind, resp. jejim
rozsahem, ale i rustovym chovanim v médiich ovlivnénych pfidavky riiznych koncentraci
sledovanych faktorti a hodnot pH. Rozsah faktort, kultivacnich podminek i ¢asy odbéru byly
pro oba kmeny totozné (4.2.4).

Ruiistové chovani a vyvoj pH kultivacéniho prostiedi Lactobacillus curvatus T02

Dle ristovych kiivek Ize vyvodit, Ze na rust testovaného kmene Lactobacillus curvatus
neméla pouha tprava pH kultiva¢niho prostfedi vyznamnéjsi vliv. Mnohem vétsi disledky
mela odlisna teplota kultivace a pfidavek soli, ¢i jiné kombinace faktort. O podpoie ristu
diky vysSsi koncentraci laktozy v prostfedi nelze jednoznac¢né hovofit. Samotny ptidavek
laktozy podpofil rozvoj mikroflory zvIasté pti kultivaci za chladirenskych teplot (Ptiloha F,
Obr. F4 D-F; F7 D-F a F10 D-F). Pti 37 °C rostla kultura 1épe pii kombinovaném ptidavku
laktoézy a NaCl (Pfiloha F, Obr. F4 A-C, F7, A-C, F10 A-C).

Dvouprocentni koncentrace NaCl projevila svij inhibi¢ni téinek v kombinaci s nizkou
teplotou zvlasté¢ pti pH 5 a pH 6 (Priloha F, Obr. F4). Pti pH 7, zfejm¢ kvili omezené
disociaci soli, nebyl inhibi¢ni u¢inek pozorovan.

.....

a 7 spoleéné s vyssimi piidavky laktézy zplsobily rapidni pokles hned v prvnich deseti
hodinach (pro 37 °C; Ptiloha F, Obr. F7 a F9), nebo po tietim dni kultivace (pro 10°C; Pfiloha
F, Obr. F5 a F8). Bunétné suspenze poslednich odbérd, jejichz ptivodni médium obsahovalo
1 % (w/v) laktozy, vykazovaly piiblizné shodné hodnoty pH 4,5+0,2. Nulovy piidavek
kyselosti rustového prostiedi (Pfiloha F, Obr. F7, F10 a F12). VySe zminéné jevy probihaly

bez ohledu na rizné koncentrace NaCl a mély spole¢ny trend vyvoje.
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Meédia s koncentraci laktozy 4,8 % (w/v) nezaznamenala stejny pritbéh okyselujicich
procest. Kmen v médiich kultivovanych pfi 37 °C nesnizil pH tak vyrazné, jako u nizsi
testované teploty.

K alkalizaci doslo ziejmé diky pomnozeni dekarboxylaza pozitivni mikroflory a kumulaci

biogennich aminu (Pfiloha F, Obr. F11).

Produkce biogennich aminii kmenem Lactobacillus curvatus T02

V supernatantech po kultivaci kmene Lb. curvatus byl detekovan stejny profil biogennich
amind jako v supernatantech kmene Lb. brevis TOl. Byla prokazana pfitomnost tyraminu
a sperminu. Ostatni biogenni aminy byly pod mezi detekce. Celkova produkce tyraminu
kmenem Lb. curvatus T02 vsak, na rozdil od kmene Lb. brevis TO1, nedosahovala pii zadné
ze zkouSenych kombinaci faktori (shodné se subexperimentem 4.2.4) ani pfibliznych hodnot
(P>0,05). Lb. curvatus byl produkéné slabsi. Vykazoval vyrazné nizs§i koncentrace tyraminu,
a to 1 pii teploté¢ 37 °C. Maximalni vyprodukované mnozstvi tyraminu ve vétSing piipada

neptesahlo 10 mg/l.

Z Obr. 27 a 28 je mozné vypozorovat urcité trendy v produkci tyraminu. Nejvyssi celkova
byla 0,25% (w/v) koncentrace laktozy s 1% (w/v) piidavkem NaCl, kdy pii pH 5 (Obr. 27),

V porovnani s ostatnimi iniciaénimi hodnotami, doslo k nardstu celkové produkce tyraminu.

Ziejmé& Slo o kombinaci optimalnich koncentraci zkvasitelného cukru a sodnych ionti,
které podportily tyrozindekarboxyldzovou aktivitu pfi nejniz§im zkouSeném pH. Nizky
pfidavek laktézy nezpisobil dalsi vyznamnégjsi okyseleni riistového prostredi natolik, aby se
pH ptdy vzdalilo od optimalniho pro ¢innost dekarboxylac¢nich enzymi. Vyssi pH 6 a 7 pak
logicky s pridavkem laktozy nesly potencial vhodného okyseleni a podpory dekarboxylazové
aktivity.

Rychlost produkce tyraminu korespondovala s maximalnimi dosazenymi hodnotami
tyraminu (Pfiloha F, Obr. F1-F4). Dé¢lka lag faze byla minimalni u vSech testovanych
kombinaci faktor. Zadna kombinace nezptisobila vyznamnéjsi prodlouZeni lag fize, nebo

dokonce inhibici (data nejsou uvedena).
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Obr. 27: Maximdlné dosazenda hodnota produkce (4) tyraminu kmenem Lb. curvatus T02
pri 37 °C pri riznych koncentracich laktézy 0,00 a 0,25 % (w/v), 0-2 % (w/v) NaCl
a hodnotach pH 5-7 po 48 hodindch kultivace; pr. 0,25/1/6...0,25 % (w/v) laktozy,
1 % (w/v) NaCl, pH 6
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Kombinace faktori

Obr. 28: Maximalné dosazena hodnota produkce (4) tyraminu Kmenem Lb. curvatus T02
pri 37 °C pri ruznych koncentracich laktozy 0,50 a 1,00 % (w/v), 0-2 % (w/v) NaCl a
hodnotach pH 5-7 po 48 hodinach kultivace; pr. 0,50/1/6...0,50 % (w/v) laktozy, 1 % (w/v)
NacCl, pH
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Pti desetistupiiové kultivacni teploté byla celkova produkce tyraminu piekvapivé vyssi,
nicméné doba nutna k vytvoreni tohoto mnozstvi za danych podminek byla mnohondsobné
delsi (360 h.). V nékterych ptipadech koncentrace tyraminu prevysSovala 15 mg/1. Jednalo se o
média bez pfidavku laktozy a soli pfi iniciacnich pH 5 a 6, 0 média s pfidavkem soli 1% (w/v)

pii pH 5 a 6 a vzorky s 2 % soli (w/v) pii pH 6 (Obr. 29).
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Obr. 29: Maximdlné dosazena hodnota produkce (4) tyraminu kmenem Lb. curvatus T02
pri 10 °C pri ruznych koncentracich laktozy 0,00 a 0,25 % (w/v), 0-2 % (w/v) NaCl
a hodnotach pH 5-7 po 48 hodinach kultivace; pr. 0,25/1/6...0,25 % (w/v) laktozy,
1 % (w/v) NaCl, pH 6
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Obr. 30: Maximalné dosazend hodnota produkce (A) tyraminu kmenem Lb. curvatus T02
pri 10 °C pri riznych koncentracich laktozy 0,50 a 1,00 % (w/v), 0-2 % (w/v) NaCl a
hodnotach pH 5-7 po 48 hodinach kultivace; pr. 0,50/1/6...0,50 % (w/v) laktozy, 1 % (w/v)
NaCl, pH 6
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Opét je mozné pozorovat zgrafi (Obr. 29 a 30) nejveétsi kumulaci tyraminu

.....

.....

op¢t zafungovala jako prekurzor pro vznik kyselych produkt fermenta¢niho metabolizmu a

okyselila pfili§ kultivacni prostredi.

Rychlost produkce pii 10 °C byla vyrazné nizsi nez pii teploté 37 °C (Ptiloha F, Obr. F1-
F4; P<0,05). Doslo také k prodlouzeni lag faze produkce tyraminu v médiich s nulovou
koncentraci zkvasitelného cukru. Z vysledkl tedy souhrnné vyplyva, ze pokud jsou kultuie
nastaveny piivétivéjsi podminky pro rast, tak i produkce tyraminu nastava bez vyznamnéjsi

doby, nutné na ptizptsobeni kultury a plné aktivace jejiho enzymového systému.
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Obr. 31: Maximadlné dosazend hodnota produkce tyraminu Lb. curvatus T02
pri 37 °C v médiu s iniciacnim pH 6,8, s pridavky 4,8 % (w/v) laktozy
a koncentracemi NaCl 0-2%(w/v)

Stejné jako v piipadé Lb. brevis TO1 byly testovany i dal$i specifické koncentrace
sledovanych faktord (4,8% (w/v) ptidavek laktozy, pH 6,8 a piidavky NaCl 0-2 % (w/v)).
Kinetiku celkové produkce tyraminu bylo mozné vyhodnotit pouze pro vyssi testovanou
teplotu (Obr. 31).

Pii 10 °C pak nejvyssi vyprodukovana mnozstvi na konci kultivace (15. den) dosahovala
bez pridavku NaCl 5,4+1,2 mg/l, pii 1% koncentraci 6,7+0,3 mg/l a pii 2% piidavku
1,9+0,2 mg/l.
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Jak je patrné z Obr. 31, produkce tyraminu byla pii vyssi testované teploté potla¢ena
ptidavkem NaCl, kdy 2% (w/v) koncentrace zpusobila aZ trojnasobny pokles v produkci (z
58,9£12,9 na 14,6+£1,6 mg/l). Nejen maximalni dosazena hodnota tyraminu, ale i rychlost
produkce, byla potlacena piidavky soli do kultiva¢niho prostifedi (Pfiloha F,
Obr. F5). Délka lag faze vsak byla kratsi v piipadé 1% koncentrace soli (Ptiloha F, Obr. F5.).

Na zéklad¢ vysledkt (Tab. 16 a 17) se zda, ze teplota kultivace produkci tyraminu jednou
10 °C byla produkce tyraminu v médiich bez ptidavku laktozy viditelné vyssi, nez pfi teploté
37 °C (Tab. 17). Inicia¢ni pH ristového prostiedi mélo obecné vliv na kumulaci tyraminu
jednou buikou kmene Lb. curvatus TO02 (pti obou testovanych teplotach). Nejvyssi
koncentrace v ramci testovanych pH byly detekovany pfi iniciatnim pH 5 a 6 pii 37 °C. Pii
10°C pak byla vyssi produkce tyraminu stanovena ve vzorcich, které byly ziskany po

kultivaci kmene pii pH 6 a 7 (Tab. 17).

Tab. 16: Produkce tyraminu (mg/CFU) jednou buiitkou kmene Lb. curvatus T02

pFi 10 °C

YFo YFo YFo
faktory [mg/CFU] faktory [mg/CFU] faktory [mg/CFU]
0,00/0/5 1,8.10° 10,00/0/6 2,0.10° ]0,00/0/7 2,1.10°
0,00/1/5 3,7.10°% 0,00/1/6 2,4.10% 10,00/1/7 1,9.10°
0,00/2/5 1,7.10° 10,00/2/6 1,9.10° 10,00/2/7 2,7.10°
0,25/0/5 2,7.10° |0,25/0/6 3,9.10° ]0,25/0/7 4,6.107
0,25/1/5 8,3.10° |0,25/1/6 2,1.107 |0,25/1/7 3,1.107
0,25/2/5 3,9.10° |0,25/2/6 3,7.10° ]0,25/2/7 2,5.107
0,50/0/5 4,4.10° 10,50/0/6 2,6.107 ]0,50/0/7 2,3.107
0,50/1/5 2,4.10° 10,50/1/6 2,3.10° 10,50/1/7 3,4.107
0,50/2/5 3,4.10° 10,50/2/6 5,2.10° ]0,50/2/7 3,6.107
1,00/0/5 5,5.10° |1,00/0/6 1,7.10° ]1,00/0/7 1,9.107
1,00/1/5 2,5.10° |1,00/1/6 2,4.10° |1,00/1/7 2,4.107
1,00/2/5 4.4.10° |1,00/2/6 3,7.10°  |1,00/2/7 2,9.107
4,80/0/6,8 7,4.10"°14,80/1/6,8 5,8.10° ]4,80/2/6,8 1,3.10”

Pt. 0,00/0/5...0 % laktdzy, 0 % NaCl, pH 5; plati i pro Tab. 17

Nelze jednoznacné tvrdit, ze piidavek laktdozy zvysil produkei tyraminu jednou buiikou
(P>0,05). Pii 10 °C byly nejvyssi hodnoty detekovany v prostfedi bez pfidavku mlécného
cukru (Tab. 16). Pfi vyssi kultivacni teploté pak piidavky laktézy podporovaly produkci
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tyraminu jednou burikou (Tab. 17). Samostatny piidavek soli pti 37 °C zpisobil inhibici (Tab.
17), zatimco kmen pfi 10 °C vyprodukoval v médiich s piidavky soli vét§i mnozstvi tyraminu
(Tab. 16). Ve vzorcich, které mély rozsahem faktorti imitovat prostiedi mléka (4,8 % laktozy
a pH 6,8), byla produkce tyraminu pfi obou zkousSenych teplotach vyssi, pokud byl do
prosttedi pfidan NaCl (P<0,05). Nejvice produkei jednou buitkou podpoftila 1% koncentrace
(Tab. 16 a 17).

Tab. 17: Produkce tyraminu (mg/CFU) jednou butikou kmene Lb. curvatus TO02 pii
37°C

YFsr YFs YFsr
faktory [mg/CFU] faktory [mg/CFU] faktory [mg/CFU]
0,00/0/5 5,9.10° 10,00/0/6 6,7.10° 10,00/0/7 2.8.10°
0,00/1/5 3,1.10° |0,00/1/6 35.10° |0,00/1/7 2.2.10°
0,00/2/5 1,7.10° ]0,00/2/6 1,9.10° ]0,00/2/7 2,7.10°
0,25/0/5 1,6.10° ]0,25/0/6 1,9.10° ]o0,25/0/7 2.8.10°
0,25/1/5 1,3.10° ]0,25/1/6 1,4.10° |0,25/1/7 5,2.10°
0,25/2/5 4.3.10° |0,25/2/6 2,7.10° 10,25/2/7 25.10°
0,50/0/5 3,9.10° 10,50/0/6 9,8.10° |o0,50/0/7 3,9.10°
0,50/1/5 2.2.10° |0,50/1/6 2,9.10° 0,50/1/7 3,6.10°
0,50/2/5 3.4.10° ]0,50/2/6 3.8.10° |0,50/2/7 2.6.10°
1,00/0/5 8,1.10° |1,00/0/6 1,0.10° |1,00/0/7 1,1.10°8
1,00/1/5 3,1.10° |1,00/1/6 3,3.10° |1,00/1/7 59.10°
1,00/2/5 1,8.10° |1,00/2/6 6,5.10° |1,00/2/7 3,5.10°
4,80/0/6,8 3,2.10° |4,80/1/6,8 25.10° |4,80/2/6,8 7.1.10°

Kromé tyraminu byl kmen schopen tvofit relativné vysokd mnozstvi sperminu. Stejné jako
Vv ptipad¢ ostatnich kultur byl tento polyamin ziejmé produkovan a kulturou vyuzivan pfti
syntéze DNA a RNA. Jeho koncentrace v ¢ase kultivace opét velmi kolisala a vyhodnotit u
néj parametry produkce nebylo mozné. Nejvyss§i vytvorend mnozstvi za obou zkouSenych

teplot jsou uvedena v Tab. 18.

Z vysledku v Tab. 18 je jasné patrné, Ze pii nizké teploté kultivace byla produkce sperminu
podporovana vice nez pii 37 °C. Nejvyssi vyprodukované mnozstvi (55,7+5,7 mg/l) bylo
stanoveno v médiu bez piidavku laktézy a soli pfi pH 5 po kultivaci kmene pii 10 °C.
Nejvyssi detekovand koncentrace sperminu pii 37 °C byla 19,7+1,8 mg/l, za stejnych
koncentraci laktozy a NaCl, ale pH 7. Jinak vétSina vyprodukovanych koncentraci stézi

pfesahovala 10 mg/l média.
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V médiu napodobujicim podminky mléka pak bylo nejvyssi mnozstvi sperminu

detekovano v médiich bez ptidavku NaCl, kde pii 10 °C dosahovalo hodnot 14,7+2,8 mg/l a

pti 37 °C bylo 3,4+2,8 mg/l.

Tab. 18: Nejvyssi vyprodukovana mnozstvi sperminu (mg/l) Lb. curvatus T02

faktory pH 5 pH 6 pH 7 faktory pH5 pH6 pH7

0,00/0/10 | 55,7+£5,7 | 37,3+2,9 | 43,4+5,1 | 0,00/0/37 | 1,6+0,4 | 11,9+1,5 | 19,7+1,8
0,00/1/10 | 35,0+4.,5 | 35,2+2,5 | 27,2+4,8 | 0,00/1/37 | ND* 7,8£0,7 | 7,304
0,00/2/10 | 12,8+1,9 | 32,5+4,1 | 24,9+2,0 | 0,00/2/37 | 2,4+0,4 | 11,7+1,8 | 13,9+1,2
0,25/0/10 | 1,7+0,2 | 12,4+2.4 | 12,4+1,8 ] 0,25/0/37 | ND* 9,415 | 7,0+0,5
0,25/1/10 | 7,1+0,5 7,2+0,7 | 23,1+£2,1 | 0,25/1/37 | ND* 5,2¢1,9 | 4,5+0,2
0,25/2/10 | 13,4+1,7 | 4,6+0,3 | 24,0+1,3 | 0,25/2/37 | 5,4+0,1 | 11,8+0,6 | 5,7+0,7
0,50/0/10 | 4,7+1,0 | 10,8%1,1 | 39,1+2,6 | 0,50/0/37 | ND* 9,5+£0,1 | 10,5£2,2
0,50/1/10 | 2,9+0,5 | 3,6+0,4 | 32,9+3,9 | 0,50/1/37 | ND* 4,2+0,7 | 2,0+0,5
0,50/2/10 ND* ND* 22,1+1,0 | 0,50/2/37 | 2,6+0,7 | 5,8+0,8 ND*

1,00/0/10 | 6,4+0,3 | 8,0+0,3 | 50,2+1,2 | 1,00/0/37 | ND* 9,5+£0,5 | 10,0£1,1
1,00/1/10 | 11,4+1,0 | 3,0+0,1 | 12,5+1,6 | 1,00/1/37 | 6,2+1,6 | 5,6+1,0 | 8,5+0,6
1,00/2/10 | 9,1+£1,6 | 10,3+0,5 | 36,4+3,0 | 1,00/2/37 | 7,8+1,1 | 11,2+0,7 | 10,2+0,7

* kde ND...spermin nebyl detekovan v Zddném z odbérovych casii; Pf. 1,00/2/10...1%
ptidavek laktozy (w/v), 2% ptidavek NaCl (w/v), kultivaéni teplota 10 °C

V prvotnim skriningu kultur (Experiment I) byla produkce tyraminu timto kmenem
signifikantn¢ vyssi, 1077,5+1,2 mg/l (P<0,05). Jednim z moznych divodi, pro¢ doslo
k omezeni tvorby tyraminu Lb. curvatus T02, mohla byt odlisna koncentrace zkvasitelnych
cukru v prostiedi, kdy byl zdroj zkvasitelnych cukri vyrazné omezen z ptavodnich 20 g/1 (viz
Tab. 1) na méné nez polovi¢ni koncentraci (nejvyssi testovana koncentrace 10 g/l a méné) a
potom také kombinace ostatnich faktord, které mohly plsobit inhibi¢né€ jak na rist kultury,
tak na dekarboxylazovou aktivitu. Ptikladem muize byt pH média, které se v ptivodnim
nemodifikovaném slozeni pohybovalo okolo hodnoty 6,2+0,2. Stejn¢ jako celkova produkce i
produkce tyraminu jednou buiikou byla u kmene Lb. curvatus T02 fadové nizsi, nez u kmene

Lb. brevis TO1 (kapitola 4.2.4).
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Vyznamnou roli sehralo pH, respektive schopnost dané kultury efektivné okyselovat
rustové médium. Pokud probehl pokles pH pod optimum c¢innosti dekarboxylaz, byla tvorba

biogennich amind (zvlasté tyraminu) potlacena.

V supernatantech po kultivaci obou kmeni byla detekovana piitomnost sperminu, a to
v nemalém mnozstvi. Zvlasté u Lb. curvatus TO2 tyto hodnoty pievySovaly nejvyssi
detekované koncentrace tyraminu. Studii, které by se zabyvaly produkei tohoto polyaminu u
laktobacili mnoho neni. Spermin byl ale v niz§ich koncentracich stanoven u zastupct rodu
Lactobacillus a Lactococcus jiz ve studiich autort Kuley et al. (2012, s. 653) a Mangia et al
(2013, s. 564).

4.3 Vysledky Experimentu III

V ramci tohoto experimentu byla sledovana kinetika produkce a ristové chovani dvou
vybranych kultur, Lactobacillus brevis TO1 a Lactobacillus curvatus T02, ve sterilnim

odtu¢néném mléce, které bylo modifikovano urovni sledovanych faktora.
Faktory, které byly zkouSeny:

o 0,3 % (w/v) ptidavek aminokyselin (lyzinu, tyrozinu, ornitinu a argininu),

o koncentrace NaCl (0, 1 a 2 % (w/v)),

° uprava pH (5,0+0,2, 6,0+0,2 a 7,0+0,2),

o teplota 10+2 a 37+2 °C.
Produkce biogennich amin vSak byla sledovana i v obnoveném sterilnim mléce bez

jakychkoliv dalSich tprav (pH 6,6+0,1, bez ptidavku aminokyselin).

4.3.1 Produkce biogennich amini kmenem Lactobacillus brevis TO01

VvV mléce

Kmen Lb. brevis TO1 vykazoval v laboratornim médiu schopnost produkce pomérné
vysoké koncentrace tyraminu a sperminu (kapitola 4.2.4). Rozsah produkce in vitro se vsak
od produkce v realném systému potravinové matrice muze lisit. Diivodem tohoto piedpokladu
je odlisné chemické slozeni laboratorniho média MRS bujonu a slozeni mléka. Jak lze také
predikovat, kromé dekarboxlazové aktivity, pouzité médium ovlivni i rlstové chovani

testovaného kmene. Z téchto diivodii bylo nutné ovéfit aminogenni potencidl kmene v mléce,
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aby se potvrdila, nebo vyvratila realna hrozba, kterou by tento kmen mohl piipadné

predstavovat v kysanych mléénych vyrobcich a syrech.

Riistové chovani a vyvoj pH kultivacéniho prosti‘edi Lactobacillus brevis TO1

Nejméné piihodné podminky pro rozvoj kmene skytalo prostiedi mléka s 2% (w/v)
rostl v prostiedi spH 6 a 7, kdy jednoprocentni piidavek NaCl podpofil rozvoj kmene
V obnoveném sterilnim mléce. Dvouprocentni ptidavek soli neptsobil pfi iniciacnim pH 5 a 6
inhibicng€, kmen ve vétSing piipadi vykazoval podobné chovéni, jako v mléce bez tuprav.
Vyjimecné dochazelo Kk prodlouzeni lag faze. VySe zminéné chovani bylo pozorovano pfi
obou testovanych teplotach. Celkové vétsi nardst kultury Lb. brevis TO1 probihal v mléce,
které bylo inkubovano pii teploté¢ 37 °C. Rast kmene nebyl pfekvapivé ve sterilnim mléce
niz8i nez v laboratornim médiu, které je koncipovdno tak, aby disponovalo vSemi

potfebnymni nutrienty pro vybranou skupinu mikroorganizmu (kapitoly 4.2.4, 4.3.1).
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Obr. 32: Ruist Lactobacillus brevis TO1 v mléce pri pH 5-7, t=10 °C s pridavkem

riiznych koncentraci soli 0-2 % (w/v); M...mléko bez aminokyselin a pridavku

NaCl, MA... mléko s aminokyselinami bez pridavku NaCl; pr. 1/6...1 % (w/v) NaCl,

pH 6

115



. 0.0 7
=
= 8.0 1
- 5 R i 0/5
= 704 A%s ¢ x 15
2 %,
%ﬂ 6.0 ® 25
—_— L
[
4:[} T T T T 1
0 10 20 30 40 50
cas [h]
- 9.0 -
E 8.0 - X
=) g R % 0/6
= 70 - ”# * ,
U x * 1/6
— A, .
%ﬂ 6.0 @26
— 50 |° oM
| NA
4:{} T T T T 1
0 10 20 30 40 50
¢as [h]
90 -
E 8.0 - X
S A% f $ 0/7
r-T-' ?.G N 1_-7
) &% XL
- &
]
4:[} I I I I 1
0 10 20 30 40 50
¢as [h]

Obr. 33: Rust Lactobacillus brevis TOL v mléce pri pH 5-7, t=37 °C s pridavkem
riiznych koncentraci soli 0-2 % (w/v); M...mléko bez aminokyselin a pridavku
NaCl, MA... mléko s aminokyselinami bez pridavku NaCl; pr. 2/6...2 % (w/v)
NaCl a pH 6
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Nejvétsi pokles pH béhem kultivace Lb. brevis TO1 pii 37 °C bylo mozné sledovat ve
vzorcich mlék s inciacni kyselosti pH 6 a 7 (Pfiloha G, Obr. G1). Velmi ¢asto bylo mozné
pozorovat vliv NaCl na prubéh okyselovani, kdy mléka s 2% (w/v) pridavkem vykazovala
konstatovat, ze pii 37 °C nebyl pozorovan jednotny trend snizovani pH, ale ve vét§iné vzorkt
(riznych kombinaci faktori) bylo ke konci kultivace prostiedi alkalizovano (Ptiloha G, Obr.
Gl).
nejvyrazngjsi rozdily byly zjistény pii pH 5 a 6 (Pfiloha G, Obr. G3). Ml¢ko s ptidavkem
aminokyselin bez dal$i tipravy pH vykazovalo pii teplot¢ 10 °C alkalizaci, zatimco pti vyssi
(Pfiloha G, Obr. G2). Divodem mize byt mensi nardst kultury. Doslo tak k nizsi spotiebé

substratu, ktery by byl pfeménén na kyselé produkty.

Produkce biogennich aminii kmenem Lactobacillus brevis T01 v mléce

Kmen Lb. brevis TO1 se sice v realném systému choval odli$né, nez za podminek in vitro,
ale opét byl z vysledk patrny vyznamny vliv teploty a pH.
Nejnizsi celkova produkce pak byla stanovena v médiich s pH 5 (Obr. 34; P<0,05). Inicia¢ni
pH 7 podpofilo vyznamnégji celkovou produkci tyraminu pouze v jednom piipadé, a to
v kombinaci s 2% (w/v) koncentraci NaCl v ristovém prostiedi. Sul v testovaném rozsahu
koncentraci neptisobila inhibi¢né (Obr. 34). Naopak doslo k nértstu celkové produkce. Mléko
bez Uprav (pfidavku aminokyselin a nastaveni pH) pak bylo na obsah tyraminu nejchudsi
(P<0,05).

Pii 10 °C (Obr. 35) vsak byla produkce tyraminu nejvyssi v médiich s inia¢nim pH 5 bez
ohledu na ptidavek soli (P<0,05). Diivodem mohlo byt pomalejsi prokvaSovani a tudiz i rist
kyselosti mléka, kterd se nékolik dni pohybovala v okoli hodnoty vyhovujici produkci

biogennich amint.
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Obr. 34: Maximalni hodnota produkce (A) tyraminu kmenem Lb. brevis TO1 v mléce pri
37 °C, pridavku NaCl (0, 1 a 2 %) a upravé iniciacniho pH (pH 5, 6 a 7); pr. 0/5...0 %
(w/v) NaCl, pH 5; M...mléko bez aminokyselin, MA...mléko s aminokyselinami
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Obr. 35: Maximalni hodnota produkce (A) tyraminu kmenem Lb. brevis TO1 v mléce pri

10 °C, pridavku NaCl (0, 1 a 2 %) a upravé iniciacniho pH (pH 5, 6 a 7); pr. 0/5...0 %
(w/v) NaCl, pH 5; M...mléko bez aminokyselin, MA...mléko s aminokyselinami
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Délka lag faze produkce tyraminu byla pro vyssi zkousSenou teplotu minimalni
(< 1 h.). Ani pfi kultivaéni teplot¢ 10 °C, nebylo, az na vyjimky (pH 5), zaznamenéano

vyznamngj$i prodlouzeni délky lag faze (data nejsou uvedena).
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Obr. 36: Rychlost produkce (um) tyraminu kmenem Lb. brevis TOl v mléce pri
37 °C, pridavku NaCl (0, 1 a 2 %) a upraveé iniciacniho pH (pH 5, 6 a 7); pr. 0/5...0 %
(w/v) NaCl, pH 5; M...mléko bez aminokyselin, MA...mléko s aminokyselinami
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Obr. 37: Rychlost produkce (um) tyraminu kmenem Lb. brevis TO1 v mléce pri 10 °C,

pridavku NaCl (0, 1 a 2 %) a upravé iniciacniho pH (pH 5, 6 a 7); pr. 0/5...0 % (Ww/v)
NaCl, pH 5; M...mléko bez aminokyselin, MA...mléko s aminokyselinami
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Rychlost produkce tyraminu byla az na vyjimky vyssi pii 37 °C (Obr. 36 a 37). Pti téze
teploté byla nejvyssi hodnota rychlosti produkce tyraminu pozorovana pii pH 5, bez ohledu
na koncentraci soli (Obr. 36). Pti 10 °C pak nebylo mozné vysledovat pravidelny trend vlivu
testovanych faktora (Obr. 37).

Pti 10 °C nebylo mozné vyhodnotit produkci tyraminu jednou buiikou z ditvodu velkého
nartstu kultury, ale velmi malé produkce tyraminu (pH 6 a 7). Jen v supernatantech po
kultivaci kmene v médiich s 0-2% (w/v) ptidavkem NaCl pti pH 5 a obou kultivaénich
teplotach bylo mozné tuto produkci vyhodnotit. Produkce tyraminu jednou buiikou byla 1 tak
nizsi nez 1.10°® mg/CFU. Sul ani v tomto piipadé nezptisobovala inhibici produkce. Ani pfi
37 °C nepiesahovala produkce jednou bunkou vySe zminénou hodnotu. VétSinou se

pohybovala od 0,5.10® do 0,9.10° mg/CFU a to bez ohledu na koncentraci soli &i pH.

Celkova produkce sperminu v mléce projevovala stejné kolisavy vyvoj, jako
V laboratornim ristovém médiu. Nejvyssi detekovand mnoZstvi v ramci testovanych

koncentraci faktorti jsou uvedeny v Tab. 19.

Nejvyssich hodnot sperminu bylo celkové dosahovano v mléce pii 10 °C. Vyjimkou bylo
mléko s pfidavkem aminokyselin, kdy pti 37 °C bylo ve vzorku detekovéno az 86,9+7.,4 mg/l
(Tab. 18, mléko saminokyselinami, MA). Mléko bez aminokyselin nevykazovalo ani
zdanlivé podobné koncentrace sperminu, resp. mnozstvi byla pod mezi detekce. Diivodem
mohla byt absence dodanych prekurzorti vzniku (argininu, ornitinu), kterymi bylo mléko
s pfidavky soli a upravou pH fortifikovano. MnoZstvi prekurzorti je jednim z daleZitych
faktort, které ovliviiuje mnozstvi vyprodukovanych biogennich amint (Linares et al., 2012,

S. 2).

Jak je vidét ztabulky (Tab. 19), maximalni vyprodukované mnozstvi sperminu bylo
produkce sperminu in vitro s vysledky nejvyssich detekovanych mnozstvi v mléce pii 10 °C,
je ztejmé, ze dany biogenni amin dosahoval vys$Sich hodnot v prostfedi mléka (P<0,05).
Nejvyssi detekovana hodnota sperminu v MRS bujonu byla 14,1+2,7 mg/l, zatimco v mléce,
pii téze teplot¢ dosahovala hodnot >40 mg/l (Tab. 19, Pifiloha G, Tab. Gl). Ani
Vv laboratornim médiu, které bylo obohaceno aminokyselinami pii teplot¢ 37 °C, nebyly

stanoveny takto vysoké hodnoty sperminu v zadném z odbérovych cast (Tab. 15).
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Porovname-li obsah sperminu v supernatantech ziskanych po kultivaci kmene pii 37 °C se
vzorky mléka, mizeme konstatovat, ze laboratorni médium se projevilo naopak jako prostiedi
S vy$$im obsahem sperminu (Tab. 15 a Tab. 19). Tato zjisténi mohou souviset s hojnéjSim
narstem kultury v mléce, nez v samotném médiu MRS, a tedy mohou byt spojeny S vyuzitim
polyaminu (pokles nejvysSich detekovanych hodnot) pii syntéze nukleovych kyselin, které

jsou nedilnou soucésti projevill intenzivniho mnozeni kultury.

Tab. 19: Produkce sperminu (mg/l) Lb. brevis TO1 v mléce

faktory | SPN [mg/l] faktory | SPN [mg/l]
0/5/10 4,5+0,7 0/5/37 0,6+0,1
1/5/10 24,149 |1/5/37 1,2+0,1
2/5/10 27,8+7,4 |2/5/37 0,6+0,1
0/6/10 42.8+2,7 10/6/37 2,4+0,9
1/6/10 47,1£7,8 |1/6/37 2,3+0,9
2/6/10 47,8+7,8 |2/6/37 1,9+0,1
0/7/10 26,2+0,3 |0/7/37 3,9+0,4
1/7/10 39,3£9,0 | 1/7/37 5,94+0,4
2/7/10 44,7+4,4 |2/7/37 1,7+0,1
M/10 0,5+0,1 |M/37 7,3+0,1
MA/10 20,24+2,1 |MA/37 86,9+7,4

kde 0/5/10...0 % NaCl, pH 5 a t=10 °C; MA/10...mléko
s aminokyselinami pfi t=10 °C, M/10...mléko bez

pfidavku aminokyselin pfi t=10 °C

Kmen Lb. brevis TO1 na zakladé vySe zminénych vysledkd mize, zvlasté z divoda vysoké
produkce tyraminu pii desetistupnové teploté, predstavovat riziko kumulace biogennich
amin v mléénych vyrobcich. Tato kultura nebyla inhibovéana ani ptidavkem soli. Produkce
sperminu sice byla vyssi, ale detekovand mnozstvi vyrazné kolisala (v tabulce jsou uvedeny
nejvyss$i hodnoty), kdy na konci kultivace byla jeho koncentrace pod mezi detekce nebo
maximaln¢ dosahovala mnozstvi 20 mg/kg. Vliv pfitomnosti a produkce polyaminti byl

rozebiran v kapitolach 1.2 a v experimentalni ¢asti u probiotickych kmenti (4.2.1 a 4.2.2).
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4.3.2 Produkce biogennich amini kmenem Lactobacillus curvatus T02
V mléce

Kmen Lb. curvatus T02 vynikal vyrazné niz§i aminogenni aktivitou nez kmen Lb. brevis
TOl. Pro porovnani s vysoceprodukénim kmenem byl uskute¢nén pokus v mléce. Volba
tohoto kmene pro implementaci do redlného systému mléka také souvisela s ptvodni
predispozici tvoiit hojnd mnozstvi tyraminu v rdmci prvotniho skriningu (Experiment I), ktera

Vv zapéti nebyla béhem Experimentu Il potvrzena.

Cilem tohoto subexperimentu bylo tedy zjistit, jak se dany kmen bude chovat v mléce (zda
nedojde k opétovné podpote produkce) a jakou schopnost produkce biogennich aminti bude
mit v potravinové matrici v porovnani s dal$i vySe zminénou non-startérovou kulturou
izolovanou z procesu vyroby syra (4.3.1). Dalsim neméné¢ dulezitym vystupem
subexperimentu, bude pozorovani ristového chovani a schopnost okyselovat rastové prostiedi

mléka.

Riistové chovani a vyvoj pH kultivacniho prosti‘edi Lactobacillus curvatus T02

Stejné jako u kmene Lb. brevis TO1 byl narust kultury v mléce pomérné vysoky pii obou
teplotach. Pti 10 °C (Obr. 38) byl patrny synergicky inhibi¢ni u¢inek kombinace faktord.
Nizké pH 5 v kombinaci s 2% (w/v) koncentraci NaCl zptsobilo omezeni rastu Lb. curvatus
T02 v takto upravenych vzorcich mléka (Obr. 39). Jiné kombinace faktori neprojevily
vyznamny vliv na rozvoj tohoto kmene v mléce. Béhem kultivace za vyssi teploty, pii 37 °C,
nelze tuto kombinaci faktord a jejich Grovni oznacit za kultivaéné neptiznivou (Obr. 38).
striktni inhibici nebo vyznamnéjsi podporu ristu (Obr. 38 a 39). To v koneéném disledku
znamena, ze tato fakultativné heterofermentativni bakterie se muze rozvijet béhem celé

vyroby mlé¢né kysanych vyrobk a to i v ptipadé ptidavku NaCl.
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Obr. 38: Riist Lactobacillus curvatus T02 v mléce pri pH 5-7, t=37 °C s pridavkem
riiznych koncentraci soli 0-2 % (w/v); M...mléko bez aminokyselin a pridavku
NaCl, MA... mléko s aminokyselinami bez pridavku NaCl; 2/6...2 % (w/v) NaCl,
pH 6
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Obr. 39: Ruist Lactobacillus curvatus T02 v mléce pri pH 5-7, t=10 °C s

pridavkem riiznych koncentraci soli 0-2 % (w/v); M...mléko bez aminokyselin a
pridavku NaCl, MA... mléko s aminokyselinami bez pridavku NaCl; 0/7...0 %
(w/v) NaCl, pH 7
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Ve vSech vzorcich mléka supravou pH a pfidavkem soli dochazelo k postupnému
NaCl (zvlasté pfi iniciacnim pH 7; Ptiloha H, Obr. H1). Vyznamny pokles pH mohl byt ve
vétsiné piipadt pozorovan v médiich s 2% (w/v) koncentraci soli za obou inkubaénich teplot
(Ptiloha H, Obr. HI a H3). Zvlasté pii 37 °C totiz nedoslo ani pii nejvysSich testovanych

koncentracich soli k omezeni ristu fermentujici kultury. Vyjimku piedstavoval vyvoj pH

.....

.....

V mléce a v mléce fortifikovaném aminokyselinami byl pii nizsi testované teploté vyvoj
pH podobny. Dochézelo k okyselovani, kdy vzorky z 15. dne kultivace vykazovaly velmi
podobné hodnoty kultiva¢niho prostiedi (pH 6,6+0,3). Pti vyssi kultivacni teploté vSak byl
vyvoj v obou médiich velmi odlisny (Pfiloha H, Obr. H3). Mléko s aminokyselinami bylo
ristem a metabolity kultury spiSe alkalizovéno, zatimco mléko bez navysSeni prekurzorii
biogennich amind vykazovalo naopak snizovani pH (Ptiloha H, Obr. H2). Divodem muze byt

vliv kumulace alkalickych latek, biogennich amind.

Produkce biogennich aminit kmenem Lactobacillus curvatus T02 v mléce

Jak jiz bylo zminéno vyse, kmen Lb. curvatus TO2 nevykazoval v ramci Experimentu II
vyznamnou aminogenni akitivitu. Ani v redlném systému tato kultura nebyla schopna
vyprodukovat koncentrace biogennich aminti, které by mély toxikologicky vyznam
(>100 mg/1). Rozsahlejsi produkce nebyla stanovena ani ve vzorcich mléka pii 37 °C.
Detekovana byla ptitomnost tyraminu, kterd vétSinou nedosahovala 15 mg/1 a sperminu, jehoZ
kumulace projevovala opét kolisavy charakter. Kinetika tvorby tyraminu mohla byt
vyhodnocena pouze pro vyssi zkouSenou teplotu. Pii 10 °C byly ve vzorcich mléka po

inkubaci detekovany maximalni hodnoty tyraminu do vyse 3 mg/I.

Z Obr. 40 je patrné, ze maximalni vyprodukované mnozstvi tyraminu pii 37 °C bylo
12,5+0,6 mg/l. Tato hodnota byla zjiSt€éna ve vzorcich mléka bez piidavku soli a pfi
sniZily (P<0,05). Ve vzorcich mléka s plivodnim pH 6 nebyl inhibi¢ni G€inek soli pozorovan
a Vpiripad¢ nejvyssiho zkouseného pH 7, dokonce produkci tyraminu ptidavek soli
podporoval (P<0,05; Obr. 40). Pti pH 5 zfejmé doslo k ptisobeni kombinace faktort, které ve

vysledku vedly k omezeni produkce. Rist kultury totiz pfi nich nebyl vyraznéji potlacen
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a kultura pak prostfedi mléka dale okyselovala pod hodnoty optima ¢innosti dekarboxylacnich
enzymu (Ptiloha H, Obr. H3).

Upravy mléka ve vétsing piipada viditelnd sniZily tvorbu tyraminu (Obr. 40). Vyjimkami
bylo fortifikovano aminokyselinami. V podminkach obohaceného mléka bylo dosazeno

maximalni hodnoty tyraminu 7,2+0,8 mg/1 (Obr. 40).
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Obr. 40: Maximdlni vyprodukované mnozZstvi tyraminu kmenem Lactobacillus curvatus
T02 v mléce pri pH 5-7, t=37 °C s pridavkem riznych koncentraci soli 0-2 % (W/V);
M...mléko bez aminokyselin a pridavku NaCl, MA... mléko s aminokyselinami bez
pridavku NaCl

Produkce tyraminu jednou burikou kmene Lb. curvatus TO2 nebylo mozné zhodnotit ani pii
jedné ze zkousenych teplot. Produkce byla Fadové niz§i nez 1.10™ mg/CFU mléka.

Maximalni detekované koncentrace sperminu byly o poznéani vys$i, nez obsah tyraminu
a to pii obou zkousenych teplotach. Rozsah produkce nicméné kolisal od hodnot pod mezi
detekce k hodnotam > 40 mg/l (Tab. 20). Stejné jako v ptipadé Lb. brevis TO1 byl polyamin
vyuZzit kmenem pii pomnozovani. Rust kultury 1 pokles pH prosttedi byl jasné€ patrny. V ramci
testovanych faktori a jejich rozsahii nebylo mozné stanovit spolecny trend pisobeni
(Tab. 20). Zadna kombinace faktorii v prostfedi mléka inkubovaného pti 37 °C nezpisobila
vyrazné omezeni nebo podporu ristu kultury. Z grafli pH pak vliv polyaminti nebyl zietelny,
coz by mohlo byt pfic¢itano rychlému vyuziti kulturou, ale také kompenzaci fermentatornim

metabolizmem Lb. curvatus T02.
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Tab. 20: Nejvyssi detekované koncentrace sperminu

(mg/l) v mléce po kultivaci Lb. curvatus T02

faktory SPN [mg/l] faktory SPN [mg/l]
0/5/10 25,6+4,3 |0/5/37 18,8+0,5
1/5/10 2,4+0,.4 |1/5/37 28,9+0,2
2/5/10 13,0+0,9 |2/5/37 17,4429
0/6/10 11,4+1,1 |0/6/37 ND
1/6/10 10,5+3,7 |1/6/37 ND
2/6/10 9,8+0,9 |2/6/37 19,94+0,6
0/7/10 24,4+7,2 |0/7/37 12,9+0,1
1/7/10 11,5€2,2 |1/7/37 18,8+5,7
2/7/10 ND 2/7/37 12,6+1,2
M/10 ND M/37 ND
MA/10 55,2+15,7| MA/37 39,0+0,7

kde 0/5/10...0 % NaCl, pH 5 a t=10 °C; MA/10...mléko
s aminokyselinami pfi t=10 °C, M/10...mléko bez

ptidavku aminokyselin pfi t=10 °C

Zhodnotime-li aminogenni aktivitu non-startért (Lb. brevis TO1 a Lb. curvatus T02), kmen
Lb. curvatus TO2 s jeho nizsi produkci biogennich amind, v porovnani s Lb. brevis T01, nelze
povazovat za kmen, ktery by byl schopen ohrozit zdravotni nezdvadnost vyrobku. V realném
systtmu mléka nedochazelo ve vétSiné piipadi ke kumulaci tyraminu v rizikovych
mnozstvich. Tento kmen kromé nizké produkce prokazal schopnost snizovat pH prostredi
svymi kyselymi metabolity a tim by hypoteticky mohl pfispét k omezeni rozvoje jiné, vice

produkéni kultury.
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5 SOUHRNNA DISKUZE

Experimentalni ¢ast této dizertacni prace, kromé skriningu dekarboxylazové aktivity
vybranych kmend rodu Lactobacillus a Bifidobacterium, zahrnuje i sledovani kinetiky
produkce biogennich amini u péti kment (za podminek in vitro), které maji prakticky
vyznam pii vyrobé fermentovanych vyrobkd. Do testovani byly zahrnuty kmeny
probiotické (Lb. rhamnosus CCDM 289, B. lactis CCDM 239), non-startéry z vyroby syrt
(Lb. brevis TO1 a Lb. curvatus T02) a jeden zastupce kontaminant procesu vyroby piva
(Lb. brevis RIBM 2-69). Sledovan byl vliv Sirokého spektra specifickych faktora v
riznych koncentracich/hodnotach (pfidavky laktozy, glycerolu, etanolu, NaCl; pH,
kultivaéni teplota) a jejich vzajemnych kombinaci. Aktualnost feSené problematiky a jeji
pfinos pro védu a praxi potvrzuje skutecnost, ze v dostupné literatufe neni pocet studii,
které by se zabyvaly kinetikou produkce biogennich aminti, ovlivnénou faktory vnéjsiho
prostfedi, vibec vysoky (Moreno-Arribas a Lonvaud-Funel, 1999, s. 55-60; Ancin-
Azpilicueta et al., 2008, s. 257-275, Bunkova et al. 2011, s. 112-119). Velmi malo studii se
také zabyva samotnou dekarboxylazovou aktivitou probiotickych kultur (Priyadarshani a
Rakshit, 2012, s. 2062-2069 a 2014, s. 69-79). Absence poznatkli o dekarboxylazové
aktivité, popisujicich vliv vn&jsich faktord na rozsah a pribéh produkce biogennich amint,
je patrna zvlasté u této skupiny pro zdravi jinak prospéSnych bakterii. Doposud zadné
studie se touto problematikou podrobné&ji nezabyvaly. Dizertani prace se snazi piispéct

k osvétleni této oblasti.

Z vysledku studii kinetiky produkce in vitro, které jsou soucasti Experimentu II, byla
potvrzena nutnost vnimani tvorby biogennich aminti vybranymi kulturami ze dvou pohledi
— z hlediska vyvoje celkového mnozstvi (kinetika produkce; vcetné parametri ristu

produkce, A a um) a z hlediska produkce jednou kolonii tvofici jednotkou (YF).

V ramci této dizertacni prace byl také sledovan vliv faktorti (NaCl, laktézy, teplota
kultivace, pridavek aminokyselin) na kinetiku produkce biogennich aminti vybranych
produkénich kment (Lb. brevis TO1 a Lb. curvatus T02) v mléce. Produkce in vitro a
V realné matrici tedy mohly byt porovnany, aby doslo k objektivnéjSimu posouzeni rizika
testovanych kmentli v souvislosti se schopnosti tvofit toxikologicky vyznamna mnoZstvi
biogennich aminl. Rozdily produkce biogennich amind zastupct rodu Lactobacillus za
laboratornich podminek a v realné matrici nebyly doposud uspokojivé popsany v zadné

rozséahlejsi a obecné dostupné praci.
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Vramci skriningu dekarboxylazové aktivity 123 kment rodu Lactobacillus
a Bifidobacterium za podminek in vitro (Experiment I) byla pozorovana velka variabilita
Vv zastoupeni i rozsahu produkce biogennich amind. Skrining navic potvrdil skute¢nost, ze je
dekarboxylazova aktivita kmenovou specifitou, jako uvadéji studie jinych autord (Bover-Cid
a Holzapfel, 1999, s. 33-41; Bover-Cid et al., 2001, s. 185-189; Bunkova et al., 2009, s. 533-
538 a 2011, s. 112-119).

Viditeln¢ také v aminogenni aktivité sehral roli piivod testovanych kmend. U izolati non-
startéri Z procesu vyroby syra byla produkce tyraminu a ostatnich biogennich amini
vyznamnéjsi (P< 0,05), nez u kultur startérovych. Autoii mnohych studii tento fakt nepfimo
dokladaji. Jako piavodci vysokych koncentraci biogennich aminti ve fermentovanych
vyrobcich jsou Casto oznaovany non-startérové nebo kontaminujici mikroorganizmy (Bover-
Cid et al., 2003, s. 477-482 a 2006, s. 62-68; Coton et al., 2010, s. 1078-1085). Kmeny
bakterii mlééného kvaseni, které byly izolovany jako kontaminanty z procesu vyroby piva,

vykazovaly nejvyssi produkci ze v§ech testovanych kmend.

Zamérné by v potravinafskych technologiich mély byt pouzivany hlavné kmeny, které
nemaji tendence tvofit vysSi koncentrace biogennich aminli, a to za Zadnych okolnosti
(Linares et al., 2012, s. 4 a 5). Pro zajisténi zdravotni nezédvadnosti vysledného vyrobku by
m¢él byt hodnocen 1 samotny potencial aminogenni aktivity daného kmene, tzn. vyskyt geni
v genomu, které jsou zodpovédné za syntézu biogennich amint (European Food Safety
Authority, 2011).

Evropsky ufad pro bezpecnost potravin udélil vroce 2007 vybranym druhtim rodu
Lactobacillus, které jsou spojeny s potravinami (Lb. brevis, Lb. buchneri, Lb. paracasei, Lb.
rhamnosus, Lb. hilgardi), status QPS (Qualified Presumption of Safety; status
kvalifikovaného ptedpokladu bezpe¢nosti (Spano et al., 2010, s. 97). Zjednodusen¢ feceno,
jedna se o status bezpecného pouzivani, ktery vyplyva z historické zkuSenosti a mize ho
ziskat jen takovy kmen, ktery svymi metabolity neohrozi zdravi konzumenta. Stejné tak jsou
na bezpecnost posuzovany i probiotické kultury (European Food Safety Authority, 2007, s. 9).
I mezi zastupci druhi, kterym byl status QPS udé€len, vSak miZeme najit kmeny, které maji
schopnost tvofit biogenni aminy. Tato nepifijemna skuteCnost vyvolava otazku, jestli do
schvalovaci procedury nezahrnout podminku absence dekarboxyldzové aktivity (Spano et al.,

2010, s. 97; Linares et al., 2012, s. 4 a 5).
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Na zaklad¢ vysledkt této dizertatni prace by totiz bylo vhodné ovétovat schopnost
produkce biogennich aminli dokonce i u typicky probiotickych kultur bifidobakterii (B.
animalis) a probiotickych zastupcii laktobacila (Lb. rhamnosus).
probiotické kultury laktobacili mohou produkovat biogenni aminy.

S rostoucim z4jmem o funkéni probiotické potraviny, by z téchto diivodi mél rust i zdjem
o kontrolu pouzitych mikrobidlnich kultur. Krom¢ toho vyvstavd také potieba kontroly
faktorti, které mohou vyznamnou mérou ovlivnit kumulaci biogennich aminti v potravinach,
jimz je prfisuzovan dieteticko-1écebny ucinek pravé diky pouzitym kulturdam. Z vyse
zminénych davodi je vhodné testovani dekarboxyldzové aktivity bifidobakterii vénovat
nalezitou pozornost, a to i presto, ze celkova mnozstvi biogennich aminti vytvotend vybranym

kmenem neptesahuji 100 mg/1 (Piloha A, Tab. Al).

Béhem prvotniho testovani bifidobakterii byl doplitkové sledovan vliv dvou riznych médii
na produkci biogennich amint. Jak bylo mozné ocekavat, volba kultiva¢niho prostiedi méla

velkou relevanci.

Tab. 21: Zastoupeni vybranych aminokyselin v komeré¢nim médiu MRS broth, jeho

komponentach pouzitych pro modifikované sloZzené médium v g/l média

MRS* beef extract | pepton | yeast extract suma
tyrozin 0,33+0,02 0,12+0,01 | 0,15+0,02 0,05+0,00 0,32
cystein 0,15+0,01 0,05+0,00 | 0,05+0,00 0,10+0,01 0,20
arginin 0,71+0,03 0,45+0,01 | 0,29+0,01 0,04+0,00 0,78

*MRS...MRS broth; koncentrace, které jsou uvedeny v tabulce, jsou piepocteny
Z hodnot ziskanych analyzou suchého média a jeho komponent (g/kg) na jeden litr
média, kdy bylo zohlednéno davkovani pro ptipravu média a zastoupeni jednotlivych
komponent; suma zna¢i souCet mnozstvi aminokyselin, ktery je obsazen v médiu

slozeném z pouzitych komponent
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Tab. 22: Zastoupeni vybranych

aminokyselin v obnoveném mléce

[9/1]
tyrozin 0,51+0,03
cystein 0,04+0,00
arginin 0,41+0,01

Tab. 23: Zastoupeni vybranych aminokyselin v bujonu Willkins-

Chalgren s pridavkem soya peptonu v g/l média

WCH * Soya peptone suma
tyrozin 0,35+0,05 0,08+0,00 0,43
cystein 1,24+0,02 0,15+0,01 1,39
arginin 0,09+0,00 0,06+0,00 0,15

*WCH...WCH anaerobic broth base; koncentrace, které jsou uvedeny
Vv tabulce, jsou pfepocteny z hodnot ziskanych analyzou suchého média
a jeho komponent (g/kg) na jeden litr média, kdy bylo zohlednéno
davkovani pro piipravu média a zastoupeni jednotlivych komponent;
suma znaci soucet mnozstvi aminokyselin, ktery je obsazen v médiu

slozeném z pouzitych komponent

Diivodem, pro¢ byly v médu MRS broth po kultivaci bifidobakterii detekovany nizsi
koncentrace tyraminu nez v médiu WCH, mohou byt rozdilné koncentrace prekurzorii
konkrétnich biogennich amini. Bujon WCH mé4 o cca 34 % vysSSi obsah tyrozinu
(Tab. 21-23), prekurzoru tyraminu, nez médium MRS broth. Navic byl ve vzorku tekuté pidy
WCH indikovéan témé&f sedmkrat vyssi obsah cysteinu. Ten podpofil sniZzeni oxidoredukéniho

potencidlu a vytvofeni anaerobniho prostfedi, coz je pro bifidobakterie a dekarboxylacni
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reakce optimalni. Spermin byl pak hojnéji produkovan v médiu MRS broth. Tento rozdil
mohl byt opét zpisoben aminokyselinovym profilem, kdy vyrazné chudsi na obsah argininu
je médium WCH (6x nizSi obsah, Tab. 21, 23). Dale mély také jisté vliv proteolytické
schopnosti testovanych kmenti.

Béhem vSech pokust in vitro byl uskuteénén piidavek vybranych aminokyselin do
pouzitych médii. Kromé ptidanych volnych aminokyselin vSak jiz byly v samotném médiu
pfitomny aminokyseliny, které pochézely z bilkovinnych hydrolyzati (beef extract, pepton
aj., Tab. 1), z komponent pouzitych médii (Tab. 21-23). V tabulkach 21-23 jsou uvedeny
obsahy vybranych aminokyselin a jejich mnozstevni zastoupeni. Dané aminokyseliny
predstavuji prekurzory dvou nejhojnéji produkovanych biogennich amini u zkousenych

kment, sperminu (arginin > putrescin > spermin) a tyraminu (tyrozin > tyramin).

Ptedbézné testovani vlivu faktort na produkci biogennich aminli probiotickymi kmeny
zahrnovalo omezené testovani pfidavku 0,005 % (w/v) pyridoxalfosfatu. Ten vSak projevil
své podpirné ucinky pouze u Lb. rhamnosus CCDM 289 a ne u B. lactis CCDM 239.
Probiotické bakterie mléEného kvaseni a bifidobakterie jsou, dle dostupné literatury, schopny
syntézy vitamind, mezi které nalezi i vitamin B6 (Beitane a Ciprovica, 2011, s. 95; Rudolfova
a Cudra, 2005, s. 168). Tato schopnost je fazena k benefitim, které¢ lidskému organizmu
Vv piipadé probiotickych mikroorganizmt diivodem, pro¢ produkce biogennich amini zastupci
téchto kultur nedosahuje vysokych hodnot. Schéma metabolizmu vitaminu B6, ktery se
vyskytuje u nékterych kmenti Lactobacillus a Bifidobacterium, je dostupné v databazi Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, ©1995-
2015d). Mnohem pravdépodobnéjsi se vSak zda moznost, ze byl pyridoxalfosfat vyuzit pro
syntézu jinych pyridoxalfosfat-dependentnich enzymu. Naptiklad kmen Bifidobacterium
breve ACS-071-V-Sch8b dle databaze Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes, ©1995-2015e) a databaze UniProt (UniProt
Consortium, ©2002-2015b) je schopen tvorby enzymu, ktery bychom mohli zafadit mezi
cystationin beta-lyazy (EC 4.4.1.8). Zminény enzym se ucastni metabolizmu cysteinu a
metioninu. Pravé cystein byl v kultivacnim prostfredi MRS a WCH zastoupen v nemalém
mnozstvi, kdy byla jeho pfitomnost kvitovana kvuli sniZzeni redoxpotencidlu rastového
prostiedi anaerobnich bifidobakterii.

Z vysledku studie kinetiky produkce in vitro, které byly soucasti Experimentu Il, byla
potvrzena nutnost vnimani tvorby biogennich aminti vybranymi kulturami ze dvou pohleda —

Z hlediska vyvoje celkového mnozstvi a z hlediska faktoru produkce jednou bunkou.
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V nekterych piipadech testované faktory modifikovaly rtistové prostiedi natolik, Ze
vyrazn¢ ovlivnily riast (CFU/ml) testovanych kmend. Jednalo se zvlasté o nizsi teploty
kultivace. Tento jev bylo mozné jiz pfed pokusy predikovat. Co ale nebylo mozné
jednoznac¢né predpokladat, Ze vliv kombinaci faktort na produkci jednou bunkou a celkové
mnozstvi biogennich aminti nemusi korespondovat. Nelze totiz jednozna¢né tvrdit, Ze napf.
nizké pH (<5) snizi dekarboxyldzovou aktivitu. Nizké pH sice mize omezit rust
a v kone¢ném dusledku celkovou produkci biogennich aminti, avsak z pohledu produkce
jednou buiikou, jako soucast obranného mechanizmu proti prekyseleni (Molenaar et al., 1993,
s. 2864-2870), muze indukovat zvysenou syntézu dekarboxylaz a podpofit tak aminogenni
aktivitu kmend. Konkrétnim piikladem takového vysledku byla produkce tyraminu u Lb.
rhamnosus CCDM 289, kdy byla nejvyssi produkce jednou buiikou sledovana v médiu
s pH 4. Dale pak stejny jev vlivu nizkého pH mohl byt pozorovéan pii nékterych kombinaci
faktord u Lb. brevis TO1, Lb. curvatus T02.

Vliv nizké teploty na produkci biogennich amint Ize ve vétSin€ piipadt generalizovat
(snizeni celkové produkce i produkce jednou buiikou). Vyjimkou byl ale napt. kmen LbD.
curvatus T02, kdy vyssi testovand teplota sice podpofila celkovou produkci, ale pii nizsi
testované teploté pak bylo mozné pozorovat srovnatelnou nebo vyssi produkci tyraminu

jednou bunikou v ramci Sirokého spektra kombinace faktori.

Z vysledkt Experimentu II pro Lb. brevis TO1 a Lb. curvatus T02 Ize dale vyvodit, ze
stézejni vliv na produkci biogennich amint (zvlasté tyraminu) mély spiSe ostatni testované
faktory (pH, teplota, koncentrace soli), neZ samotny ptidavek laktozy. I v médiich, kde nebyl
ptidavek laktdézy uskute¢nén, byly detekovany produkty dekarboxylacnich reakci mnohdy
vV nemalém mnozstvi. Vliv pifidavku laktéozy pro dekarboxylazovou aktivitu testovanych
kment Lactobacillus a Bifidobacterium spocival hlavné vtom, ze diky fermentatornimu
metabolizmu kment, slouzil k okyseleni ristového prostiedi. Pokles pH na hodnotu optimalni
pro ¢innost dekarboxylaz pak podporuje jejich ¢innost a tim padem i kumulaci biogennich

aminl. Tyto vysledky souhlasi s vysledky studie Bunkové et al. (2011, s. 112-119).

Ptidavky laktdozy mohou podpofit rast kultury, ale pokud je ristové prostfedi nutricné

bohaté, nemusi byt jeji pfitomnost v konecném dusledku stéZejni ani pro celkovou produkei

.....

Obdobna situace mohla byt sledovana pii testovani probiotického kmene Lb. rhamnosus
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CCDM 289, kdy byl misto laktozy pridavan glycerol. Princip plisobeni byl ale totozny. Dle
studie Molenaar et al. (1993, s. 2864-2870) mohou dekarboxylac¢ni reakce poskytovat bunkam
potfebnou energii. Diky tomu suboptimalni kultivaéni podminky, mysleno bez zkvasitelného
sacharidu jako zdroje energie, mohou v kone¢ném dusledku podpoftit produkci biogennich
amina (Bunkova et al., 2011, s. 117).

Na zéklad¢ vysledki této dizertacni prace lze tvrdit, ze vyssi ptidavek zkvasitelného cukru
teplota kultivace) naopak miize mit za nasledek zrychleny pocate¢ni nartist mikroflory, ktery
je za anaerobnich podminek spojeny se zvySenim intenzity fermentaéni aktivity. Fermenta¢ni
aktivita pak vede k pfilis prudkému poklesu pH kultivacniho prostfedi, jez ovliviiuje rozvoj
kultury (snizovani CPM), ale také k omezeni aktivity enzymi, pro jejichZ ¢inost nema
prostfedi vhodné pH. V rdmci zkouSenych koncentraci sacharidl a jejich derivath totiz neni

vhodné uvazovat 0 inhibi¢nim piisobeni koncentraci z diivodl osmotické aktivity.

V médiu, které mélo koncentraci laktézy pifipominat prostiedi mléka, byla podpofena
celkova produkce tyraminu (kmeny Lb. brevis TO1, Lb. curvatus T02) a stejné¢ tak jeho
produkce jednou bunikou (Lb. brevis TO1; Lb. curvatus TO2 minimalni vliv). Koncentrace
produktim doslo ke snizeni pH na hodnotu optimalni pro ¢innost dekarboxylaz. Na tomto

ptikladu je jasn€ patrny vyznam soucasného ptisobeni faktort.

Pridavek NaCl v ramci testovanych koncentraci (<2 % (w/v)) zpisobil u Lb. brevis T01,
Lb. rhamnosus TO2 a B. lactis CCDM 239 podporu produkce tyraminu. Jak jiz bylo v ramci
vysledkové ¢asti uvedeno, tento jev souvisi s fyziologickym vyznamem sodnych iontl. Zavér,
7e ma pridavek soli v pfiméfenych koncentracich pozitivni vliv na dekarboxylazovou aktivitu
bakterii, je Vvsouladu se zjiSténimi studii Bunkové et al. (2011, s. 112-119), Emborg
a Dalgaard (2008, s. 226-233), Santos et al. (2003) a Greif et al. (2006, s. 21-29). Pokud vsak
byla do prostfedi pridana i laktoza (>0,5 % (w/v)), tento efekt nebyl vzdy pozorovan.
Divodem mohlo byt okyseleni kultivaénich médii prostfednictvim fermentace laktozy
a soucasné pusobeni NaCl, ktery je v konzervacnich technologiich pouZivan jako faktor

slouzici ke zvySovani odolnosti prostiedi.

Jestlize srovname ristové kiivky zkouSenych mikroorganizmt (Pfilohy A-l) s kiivkami
produkce tyraminu (Experiment II a III), miZeme souhrnné konstatovat, Ze ve vét$ing piipadii
(testovanych faktort a kment) produkce zacala v exponencidlni fazi rastu. Toto zjiSténi

souhlasi se zavéry studii Bunikové et al. (2011, s. 112-119) a Bover-Cid et al. (2008, s. 269-
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277). Pii méné¢ priznivych kombinacich faktorii pak byla zvysend produkce sledovéana ve fazi
stacionarni. Kumulace tyraminu byla pozrovana s ¢asovym zpozdénim, které prevySovalo lag

fazi ristu mikroorganizmu.

Krom¢ mnohokrat zminiovaného tyraminu byly Vv prostiedi po kultivaci vétSiny kment
detekovany polyaminy, nejcastéji spermin. V ramci odbérovych ¢asi vzorky vykazovaly vzdy
kolisavy obsah tohoto polyaminu. Navic nebyl pozorovan stejny trend plisobeni faktord na
produkci sperminu. Opacné pusobeni pH, pfitomnosti zkvasitelnych cukrii a teploty mohlo
byt zapfi¢inéno odlisSnym fyziologickym vyznamem polyamini. Mnohokrat byla v této
dizertacni praci pfipomindna dulezitost polyaminti pro bunééné déleni. Vliv vSak mize mit
1 samotnd metabolickd drdha a meziprodukty vzniku polyaminti. Spermin totiz neni
vysledkem jednoduché dekarboxylace aminokyselin, ale jeho syntéza zavisi na ¢inosti

dekarboxyldz a ostatnich enzymit. Jeho vznik je zavisly na komplexu biosyntetickych reakci

(Bardocz, 1995, s. 341).

Dekarboxylazova aktivita kmena Lb. brevis TO1 a Lb. curvatus T02 byla, kromn¢ pokust
Vv laboratornim médiu, pozorovana v mléce s/bez piidavku NaCl, aminokyselin a upravou pH.
Za podminek prostiedi mléka byla sledovana niz$i produkce tyraminu nez v laboratornim
médiu. Vyssi koncentrace tyrozinu neZ v laboratornim médiu vSak byla detekovana v mléce.
Naopak tomu bylo u argininu (Tab. 20 a 21). Produkce sperminu ale byla srovnatelna.
Produkce tyraminu/tyrozindekarboxylazova aktivita o¢ividné nezéavisela jen na koncentraci
prekurzoru. Vyznamné se podilel obsah jinych komponent ristového prostiedi.

Vyse uvedené non-startérové kultury byly schopné rist a produkovat biogenni aminy
pH nemélo vyrazny vliv na celkovou produkci tyraminu. Dokonce v nékterych piipadech
produkci zména pH a ptidavek soli podpotily. Realné riziko, které by spocivalo v ohrozeni
zdravi spotiebitele, by hypoteticky mohlo zpiisobit v mléénych vyrobcich zvlasté pomnozeni
Lb. brevis TO2. Lb. curvatus TO1 by mohl, pfi své nizké aminogenni aktivité, nepfiznivé

ovlivnit zdravi citlivych jedincii, nebo osob 1écenych psychofarmaky.

Otazkou také zhstava, jestli by producenti biogennich amint, ktefi jsou pfitomni ve
fermentovanych potravinach a népojich, byli schopni ptezit podminky v lidském
gastrointestinalnim traktu, kdy béhem tradveni mize hodnota pH prostfedi poklesnout aZ na

hodnotu pH 2.
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Zastupci druhu Lb. brevis byli v mnohych studiich oznaéeni za producenty biogennich
aminu (Moreno-Arribas a Lonvaud-Funel, 1999, s. 55-60; Kim a Ji, 2014, on-line; Sebastian
etal., 2011, s. 300-309; Araque et al, 2013, s. 107-113; Petri et al., 2013, s. 48-54).

Russo et al. (2012, s. 247-257) ve své studii, ktera se zabyvala vybranym kmenem Lb.
brevis a jeho aminogenni aktivitou v prostfedi simulujicim podminky v zazivacim traktu
Cloveéka, uvedl, ze byl schopen i za téchto podminek produkovat tyramin. Podminky
simulovaly nejen vyvoj pH, ale také pusobeni travicich enzymii. Vysledky studie naznacily,
ze kmen produkuje biogenni aminy, aby se branil gastrickému stresu. Nizké pH (<4,1)
viditelné snizilo viabilitu kmene, ale indukovalo produkci tyraminu, kdy vyznamné
koncentrace tohoto biogenniho aminu byly pozorovany ve vzorcich, které byly vystaveny pH
1,8 (Russo et al., 2012, s. 2). Na zéklad¢ sledovanych faktori pak autofi studie uvadi, ze by
kmen mohl osidlit duodenum, tenké i tlusté stievo diky svym adhezivnim schopnostem
(Russo et al., 2012, s. 7). Pokud by i nami testovany kmen Lb. brevis T02 podminky v travici
soustavé piezil, existovala by pravdépodobnost produkce biogennich aminti a ptipadné

nepfiznivé ucinky na lidské zdravi.

V souvislosti s testovanim probiotickych kultur 1ze konstatovat, ze i kdyz jsou schopné
tvorby detekovatelnych koncentraci biogennich amint, jimi vytvofend mnoZstvi nejsou tak
vysoka, aby ohrozila zdravé jedince. Problém by mohla hypoteticky zptsobit oslabenym,
nebo psychofarmaky lécenym osobam. Je totiz znamo, ze jiz 6 mg tyraminu muize zpusobit
hypertenzi (Horwitz et al.,, 1964, s. 1108-1110). Tato skuteCnost podtrhuje nutnost,
podpofit vySe uvedeny ndvrh parametru nulové aminogenni aktivity pro udélovani statusu

QPS i probiotickym kulturam.

V souvislosti s interferenci psychofarmak na detoxikaéni systém lidského organizmu je

tfeba zminit 1 vliv etanolu.

Pivo nélezi mezi napoje, které mohou u nékterych spotiebiteli zplisobovat zdravotni
komplikace zvlasté z divoda soucasné ptitomnosti biogennich amint a etanolu. U nékterych
pacientli, ktefi uzivaji léky inhibujici detoxika¢ni enzym monoaminooxiddzu, mize dojit
k nahlému zvyseni krevniho tlaku, dokonce i po konzumaci nealkoholického piva. Problémy
zpiisobuje pravé pritomnost tyraminu. Bylo dokdzano, Ze pfijem tyraminu >6 mg/l v ramci
¢ty hodin muze zptsobit osobé lécené psychofarmaky zdravotni komplikace. Zdravotni
potize mize tedy zptisobit napiiklad v daném casovém intervalu konzumace 1 litru piva

s celkovym obsahem tyraminu 10 mg/l (Tailor et al., 1994, s. 5-14).
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Testovany kmen Lb. brevis RIBM 2-69 byl schopen vyprodukovat i mnohonasobné vyssi

mnozstvi tyraminu v pfitomnosti etanolu, véetné nejvyssi zkousené koncentrace etanolu.

Moreno-Arribas a Lonvaud-Funel (1999, s. 59) ve své studii uvadi, ze produkce tyraminu
izolaty Lb. brevis zvina nebyla inhibovana ani pii 10% (v/v) koncentraci etanolu.
Subexperiment zalozeny s Lb. brevis RIBM 2-69, ktery byl izolovan z piva, poskytuje vSak
odlisné vysledky. V ramci zkouSeni vlivu etanolu na produkci biogennich amint bylo mozné
pozorovat mirné¢ potlaceni dekarboxylazové aktivity jiz pii ptidavku 3 % (v/v). Vino
disponuje mnohem vyS$§im obsahem etanolu (8-13 % (v/v) neZ ma napi. bézny lezdk
(4,6-5,0 % (v/v)). Z téchto davodi lze predpokladat, ze pravé puvod kmene a adaptace na

prostiedi s vys$$im obsahem etanolu, sehraly dalezitou roli.

Dalsim dualezitym faktorem, ktery by mohl nartist kmene a celkovou produkci biogennich
amint ovlivnit, je pfitomnost hotkych latek chmele. Zvlast¢ vliv piidavkt raznych
koncentraci izohumulont, které v pivu pievazuji, bude zkouman v dalSich experimentech

navazujicich na tuto dizertacni praci.

Vzhledem ke slozitosti systému potravinovych matric a na zaklad¢ vyse zjisténych dat
vlivu testovanych faktorti, nelze se stoprocentni jistotou doporuéit jednotné rozsahy hodnot,
které by zpusobily vyrazné omezeni aminogenni aktivity vSech kmena laktobacild
a bifidobakterii, aniz by doslo k ovlivnéni technologickych postupi a senzorické jakosti
vyrobkd. Vystupy experimentd této dizertacni prace vSak poskytuji cenné informace, které
mohou poslouzit k objasnéni produkce biogennich amint v ur€itych fazich vyroby u zastupci
vybranych druhii. Poukazuji také na vyznam spoluptisobeni faktorti na celkovou produkci a

produkci jednou burikou.
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6 PRINOS PRACE PRO VEDU A PRAXI

Fermentované potraviny a napoje jsou béznou soucasti stravy ¢loveéka. Obsah biogennich
amini miize ohrozit zdravi spotiebitelll, proto je nutné minimalizovat kumulaci biogennich
amind v téchto vyrobcich. V posledni dobé navic roste obliba probiotickych funkcnich
vyrobkil, které maji pozitivni vliv na lidské zdravi. Obsah biogennich amintl v téchto

vyrobcich pak mize znamenat ohrozeni jejich ryze kladného ptisobeni.

V oblasti védniho oboru lze vidét pfinos dizertacni prace zejména V nasledujicich
aspektech:

— rozsahly  skrining  dekarboxylazové  aktivity kment rodi  Lactobacillus
a Bifidobacterium zahrnujici 123 kmend;

— zjisténi produkce detekovatelnych koncentraci biogennich amint probiotickymi kmeny;

— vysledky vlivu Sirokého spektra faktort na produkci biogennich amind probiotickymi,
non-startérovymi a kontaminujicimi kulturamd;

— zhodnoceni vlivu specifickych hodnot a koncentraci faktori na celkovou produkci
biogennich amintl a produkci jednou buiikou u péti kment, které maji technologicky vyznam
pii vyrobé fermentovanych potravin a napoju;

— vyhodnoceni souvislosti mezi vyvojem pH prostfedi, ristového chovani kultur
a dekarboxylazovou aktivitou in vitro i v realné potravinové matrici;

— studie kinetiky produkce biogennich amint u péti kmend in vitro zahrnujici zhodnoceni
parametrt rastu produkce (A, um) @ zhodnoceni produkce jednou kolonii tvofici jednotkou
(YF);

— zhodnoceni rozdili produkce biogennich amind zastupci rodu Lactobacillus za
laboratornich podminek a v realné matrici;

— zjisténi schopnosti vybranych kmeni laktobacila a bifidobakterii produkovat spermin.

V oblasti praktického pouziti 1ze vidét piinos dizertaéni prace zejména v nasledujicich
aspektech:

— ovéfeni bezpecnosti vybranych kment laktobacilii a bifidobakterii, které jsou nebo by
mohly byt pouzivany Vv technologické praxi, nebo se ji mohou nechténé ucastnit;

— zdlraznéni nutnosti testovani probiotickych kultur na schopnost produkovat biogenni

aminy;
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— prehled vlivi relevantnich faktori ve specifickych koncentracich, které ovliviiuji
dekarboxylazovou aktivitu technologicky vyznamnych kment rodu Lactobacillus
a Bifidobacterium za modelovych podminek;

— zdiraznéni komplexnosti vlivli a individudlnich reakci kmenli na zménu rastovych
podminek (nejen mnozstvi samotnych prekurzorii, nebo samotné koncentrace zkvasitelného
cukru ovliviiuje vyprodukované mnozstvi biogennich aminti);

— zdiraznéni realného rizika pfeziti testovanych dekarboxyldza-pozitivnich kment non-
startérovych laktobacilii a pivnich kontaminant v gastrointestinalnim traktu ¢lovéka;

— vysledky tvorby biogennich aminti u dvou kmenti non-startérd, které¢ byly izolovany
Z procesu vyroby syri za podminek in vitro a v mléku; vystupy subexperimenti poukazuji na
potencialni kritické body vyroby fermentovanych vyrobku, ve kterych by mohlo dojit ke

kumulaci biogennich amind.
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7 ZAVER

Na zaklad¢ vysledkl z experimentalni ¢asti 1ze vyvodit nasledujici:

— rozsah dekarboxylazové aktivity je u bakterii mlécného kvaSeni a bifidobakterii
kmenovou zdlezitosti; v ramci skriningu produkce biogennich amini u vybranych kmeni
mlécného kvaseni a bifidobakterii byla sledovana schopnost tvorby téchto substanci v ramci
jednoho druhu;

— mezi probiotickymi kmeny lze nalézt dekarboxyléza pozitivni kmeny schopné produkce
biogennich aminti, proto by mély byt kontrolovany pied pouzitim ve vyrobé funkcénich
potravin;

— vybrané kmeny laktobacila 1 bifidobakterii mély tendenci tvofit zvlasté tyramin a dale
vybrané polyaminy (putrescin a pfevazné spermin), pfi¢emz zejména tyramin je spolu
tedy mél byt pfisné sledovan a omezovan;

— vétsina zahrnutych kmenti nebyla schopna vyprodukovat takovy objem tyraminu, ktery
by mohl ohrozit zdravi spotiebitele (zdravé osoby s aktivnim detoxikacnim systémem bez
interference s farmaky a alkoholem);

— faktory (pfidavek NaCl a laktozy, pfitomnost etanolu, uprava pH a teploty kultivace)
nemusi na dekarboxyldzovou aktivitu pisobit jednozna¢né, kdy mohou zvySovat/sniZovat
celkovou produkci a naopak sniZovat/zvySovat produkci biogennich amini jednou bunkou
Vv zavislosti na privétivosti kultivacnich podminek;

— probiotické kultury nevynikaly rozsdhlou aminogenni aktivitou, coz lze chapat jako
velmi pozitivni zjiSténi;

— testované kmeny laktobacilti i bifidobakterii byly ¢asto schopny produkce sperminu.
Tvorba sperminu pfislusniky zminénych rodd neni v soucasnosti dostate¢né¢ prozkouméana.
Dizertace tak miiZe pfispé&t k rozsiteni této oblasti védéni.

— non-startérova kultura Lb. brevis TO1 byla schopna vyprodukovat v ramci sledovanych
faktorti za podminek in vitro mnozstvi tyraminu (>100 mg), které by mohlo ohrozit lidské
zdravi;

— etanol neomezil produkci tyraminu kmenem Lb. brevis RIBM 2-69 natolik, aby
vyprodukované mnozstvi nedosahovalo koncentraci, které by mohly spole¢né interferovat

S detoxikac¢nim systémem a zplsobit zdravotni komplikace zv1asté citlivéjSim jedinctim;
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— nizké pH v mnohych ptipadech (napt. u Lb. brevis TO1, Lb. curvatus T02) zputsobilo
omezeni rozvoje kultur, ale podpofilo dekarboxylazovou aktivitu testovanych kmenii;

— vyznamny vliv na celkovou produkci méla teplota, kdy vyssi kultivacni teplota
podpofila rist aminogennich kultur; nizka teplota pak v n€kterych ptipadech zpusobila nartst
produkce tyraminu jednou butikou;

— ptidavek NaCl do ristového prostiedi v ramci testovanych koncentraci (0-2 % (w/v))
nepusobil vyraznou inhibici na rist ani na produkci tyraminu non-startéry Lb. brevis TO1 a
Lb. curvatus T02;

— Vvrealném systému mléka byla pozorovana nizsi produkce tyraminu kmeny Lb. brevis
TO1, Lb. curvatus T02, nez v modelovych podminkach laboratorniho média, coz je pro

praktickou aplikaci kmenti a bezpecnost fermentovanych vyrobki piivétivym zjisténim.
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Priloha A

Tab. 1: Produkce biogennich aminti kmeny z Ceské sbirky mlékarenskych mikroorganizmii

Produkce biogennich aminti

Kmen CAD* TYR* SPD*
Bifidobacterium sp. CCDM 94 ND ND ND
Bifidobacterium adolescentis CCDM 223 5,8£1,5 ND ND
Bifidobacterium animalis ssp. lactis CCDM 239 9,34+3,6 66,6+13,2 ND
Bifidobacterium animalis ssp. lactis CCDM 240 4,442 0 ND ND
Bifidobacterium animalis ssp. lactis CCDM 241 10,1+3.8 5,4+0,7 ND
Bifidobacteirum animalis ssp. lactis CCDM 374 10,2+0,6 ND ND
Bifidobacterium bifidum CCDM 559 5,3+0,9 ND ND
Bifidobacterium longum CCDM 569 9,8+0,2 ND ND
Lactobacillus acidophilus CCDM 79 ND 2,1+0,6 ND
Lactobacillus acidophilus CCDM 109 ND 2,4+0,3 2,0+0,3
Lactobacillus acidophilus CCDM 193 4,9+0,6 ND ND
Lactobacillus acidophilus CCDM 197 5,3+0.4 ND ND
Lactobacillus acidophilus CCDM 217 5,2+2.4 ND ND
Lactobacillus acidophilus CCDM 382 ND 8,0+2.3 ND
Lactobacillus acidophilus CCDM 406 ND ND ND
Lactobacillus acidophilus CCDM 476 6,1+1,4 ND ND
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricusCCDM 364 5,7+1,3 ND ND
Lactobacillus curvatus CCDM 393 5,2+0,9 ND ND
Lactobacillus curvatus CCDM 394 5,5+0,6 ND ND
Lactobacillus curvatus CCDM 834 ND ND ND
Lactobacillus helveticus CCDM 807 5,8+0,2 ND ND
Lactobacillus plantarum CCDM 183 ND ND ND
Lactobacillus plantarum CCDM 818 7,1+£0,8 ND ND
Lactobacillus plantarum CCDM 375 8,2+1,6 ND ND
Lactobacillus plantarum CCDM 381 5,7+0.4 ND ND
Lactobacillus rhamnosus CCDM 148 ND ND ND
Lactobacillus rhamnosus CCDM 157 ND ND 2,6+0.4
Lactobacillus rhamnosus CCDM 289 18,1£1,7 55,8+5,0 ND
Lactobacillus rhamnosus CCDM 579 ND ND ND
Lactobacillus rhamnosus CCDM 821 ND ND ND
Lactobacillus rhamnosus CCDM 963A ND ND ND
Lactobacillus rhamnosus CCDM 963B ND ND ND
Lactobacillus casei CCDM 422 5,7+0,5 ND ND
Lactobacillus paracasei CCDM 741 6,2+0.4 ND ND
Lactobacillus paracasei CCDM 832 ND ND ND
Lactobacillus curvatus ssp. curvatus TO1 ND 1077,5£1,2 ND
Lactobacillus brevis T02 ND 959,8+2.8 ND

*CAD kadaverin, TYR tyramin, SPD spermidin; ND obsah biogennich amint nebyl detekovan
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Tab. 2: Produkce biogennich aminti izolaty pivnich kontaminant ze sbirky Vyzkumného tstavu

pivovarského a sladaiského v Praze

Produkce biogennich aminti
Kmen CAD* TYR*

Lactobacillus brevis RIBM 2-4 ND ND
Lactobacillus brevis RIBM 2-16 3,9+0,9 794,7+74,8
Lactobacillus brevis RIBM 2-20 5,3£1,5 182,1+29.,6
Lactobacillus brevis RIBM 2-33 7,3+£3,6 13,0+1,3
Lactobacillus brevis RIBM 2-50 ND 1840,8+511,1
Lactobacillus brevis RIBM 2-56 ND ND
Lactobacillus brevis RIBM 2-62 ND 866,8+130,0
Lactobacillus brevis RIBM 2-67 6,1+£2,2 2485,2+168,2
Lactobacillus brevis RIBM 2-68 5,2+2.4 1361,9+101,6
Lactobacillus brevis RIBM 2-69 7,9£2.1 1626,4+149,2
Lactobacillus brevis RIBM 2-70 ND 2928,7+184,3
Lactobacillus brevis RIBM 2-72 6,3+1,9 1675,3£126,9
Lactobacillus brevis RIBM 2-78 ND 382,6+25,9
Lactobacillus brevis RIBM 2-93 5,3£1,3 3084,0+111,9
Lactobacillus brevis RIBM 2-98 4,2+1,9 2231,1+211,4
Lactobacillus brevis RIBM 2-101 ND 37,0+6,5
Lactobacillus brevis RIBM 2-111 3,0£1,2 2977,6+163,1
Lactobacillus plantarum RIBM 2-29 ND ND
Lactobacillus plantarumRIBM 2-89 ND 525,9+17,9
Lactobacillus plantarum RIBM 2-92 ND ND
Lactobacillus plantarum RIBM 2-94 3,4+1,6 172,7+23.3
Lactobacillus plantarum RIBM 2-96 4,8+1,7 10,0+3,6
Lactobacillus casei/paracasei RIBM 2-61 ND ND
Lactobacillus casei/paracasei RIBM 2-71 ND ND
Lactobacillus casei/paracasei RIBM 2-74 ND 10,1+4,1
Lactobacillus casei/paracasei RIBM 2-76 ND ND
Lactobacillus casei/paracasei RIBM 2-77 ND ND
Lactobacillus casei/paracasei RIBM 2-79 ND ND
Lactobacillus casei/paracasei RIBM 2-95 4,4+1,8 ND
Lactobacillus casei/paracasei RIBM 2-113 ND 470,9+130,6
Tetragenococcus halophilus RIBM 2-80 ND ND
Pediococcus sp. RIBM 2-57 6,943,1 ND

* CAD kadaverin, TYR tyramin; ND biogenni aminy nebyly detekovany
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Tab. 3: Produkce biogennich amint izolaty bifidobakterii a laktobacili ze sbirky

Ceské zemédélské univerzity v Praze

WCH MRS
Kmeny TYR SPN TYR SPN

[mg.I"]1* | [mg.I"1* | [mg."]* | [mg.I"])*
B. longum ssp. longum B1 12,3+0,3 ND 2,3+0,1 22,3+0,1
B. longum B2 10,6+0,3 ND 1,5+0,1 22,6+0,3
B. longum ssp. longum B3 10,0+0,3 ND 1,7+0,0 25,4+0,3
B. longum B4 11,3+0,2 0,8+0,1 0,6+0,1 13,8+0,2
B. longum B5 11,8+0,2 |  3,0+0,1 1,0£0,0 16,6+0,3
B. longum ssp. longum B6 11,1+0,1 ND 1,6+0,2 16,603
B. longum ssp. longum B7 10,4+0,3 ND 0,7+0,1 14,5+0,2
B. longum B8 10,0+0,3 3,7+0,2 ND 11,3+0,5
B. longum ssp. longum B9 10,8+0,3 ND ND 7,8+0,3
B. longum B10 7,7+0,1 ND 1,0+0,0 ND
B. longum ssp. suis B11 0,8+0,1 4,5+0,2 1,2+0,0 ND
B. longum ssp. suis B12 11,1+0.4 | 18,6+0,1 1,4+0,1 2,2+0,1
B. bifidum B13 14,240,3 ND 2,6+0,1 14,3+0,2
B. bifidum B14 10,5+0,1 ND 2,8+0,2 18,8+0,2
B. bifidum B15 11,1+0,2 ND 1,2+0,1 21,4+0,3
B. bifidum B16 10,140,3 ND ND 4,6+0,1
B. bifidum B17 10,440,2 ND ND 3,2+0,1
B. bifidum B18 12,34+0,3 ND ND 8,1+0,2
B. bifidum JOV 10,5+0,3 ND 1,5+0,0 3,7+0,1
B. animalis ssp. lactis B19 ND ND 1,2+0,1 ND
B. animalis ssp. lactis B20 ND ND 1,3+0,1 ND
B. animalis ssp. lactis B21 11,6+0,5 ND ND 0,7+0,1
B. animalis ssp. lactis B22 11,1+0,4 ND ND 10,1+0,4
B. animalis ssp. lactis B23 11,5+0,3 ND 1,3+0,1 13,7+0,4
B. animalis ssp. lactis B24 3,7+0,0 ND ND ND
B. animalis ssp. lactis B25 13,4+0,1 ND 1,1+0,1 13,9+0,4
B. animalis ssp. lactis B26 10,5+0,1 ND 1,5+0,1 16,4+0,4
B. animalis ssp. lactis B27 9,6+0,2 ND 1,7+0,1 4,7+0,1
B. animalis ssp. lactis B28 9,1+0,1 ND 1,6+0,1 9,7+0,3
B. animalis ssp. animalis B29 ND 5,9+0,1 ND ND
B. animalis ssp. animalis B30 10,5+0,3 ND ND 9,3+0.4
B. animalis ssp. animalis B31 ND ND 1,2+0,1 ND
B. animalis ssp. animalis B32 11,2+0,5 ND 0,7+0,0 9,4+0,3
B. animalis ssp. animalis B33 10,7+0,5 ND ND 9,2+0,1
B. animalis ssp. animalis B34 11,9+0,3 ND ND 15,6+0,1
B. animalis ssp. animalis B35 10,8+0,4 3,3£0,2 5,2+0,2 17,7+0,3
B. animalis ssp. animalis B36 9,6+0,3 6,4+0,1 ND 10,3+0,3
B. animalis ssp. animalis B37 1,1+0,1 4,340,1 1,4+0,0 ND
B. animalis ssp. animalis B38 1,6+0,0 9,8+0,1 ND ND
B. breve B39 11,2+0,4 ND 1,9+0,0 24,3+0,6
B. breve B40 11,9+0,1 2,340,1 ND 10,0+0,2
B. choerinum B41 ND 3,340,1 ND ND

* TYR tyramin, SPN spermin; ND nebyly detekovany zadné biogenni aminy
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Tab. 4: Produkce biogennich amint izolaty bifidobakterii ze sbirky Ceské zemédélské

univerzity v Praze

WCH MRS
Kmeny TYR SPN TYR SPN

[mg.l™]1* | [mg.l™1* | [mg.l™1* | [mg.l']*
B. choerinum B43 ND 4,6+0,1 0,9+0,0 ND
Lb. bombi sp. B50 11,8+0,4 3,9+0,1 3,3+0,2 17,0+0,2
Lb. bombi sp. B51 10,4+0,2 ND 1,7+0,1 1,6+0,1
Lb. reuteri B52 ND ND ND 1,3+0,0
Lb. rodentium sp. B53 3,6+0,2 ND | 14,5+0,8 8,9+0,4
Lb. rodentium sp. B54 ND ND ND ND
B. animalis ssp. animalis B44 1,3+04 ND 1,4+0,2 | 14,5+0.9
B. thermophilum B45 ND ND ND 5,5+0,2
B. thermophilum B46 11,8+0,1 ND ND | 13,6+0,3
B. ruminantium B47 11,2+0,2 | 18,6+0,1
B. pseudolongum B48 1,7+0,1 12,4+0,3 ND ND
B. animalis ssp. lactis B49 3,3+0,1 11,94+0,2 3,5+0,1 12,240,2
B. animalis ssp. animalis B44 ND ND 1,2+0,1 ND

** TYR tyramin, SPN spermin; ND nebyly detekovany Zddné biogenni aminy
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Tab. 5: Pifevodni tabulka ndzvli huménnich izolat bifidobakterii a laktobacila I

Puvodni nazev kmene

Znaceni kmene

. longum ssp. longum A23 . longum ssp. longum Bl
. longum A24 . longum B2

. longum ssp. longum 6 . longum ssp. longum B3
. longum 8 . longum B4

. longum E21 . longum B5

. longum ssp. longum F8 . longum ssp. longum B6
. longum ssp. longum H3 . longum ssp. longum B7
. longum BV . longum B8

. longum ssp. longum TP1 . longum ssp. longum B9
. longum SZU 14V . longum B10

. longum ssp. suis 0221

. longum ssp. suis B11

. longum ssp. suis 5/9

. longum ssp. suis B12

. choerinum 511A

. choerinum B41

. pseudolongum ssp. globosum 13V5

B B

B B

B B

B B

B B

B B

B B

B B

B B

B B

B B

B B

B. bifidum 3 B. bifidum B13

B. bifidum A19 B. bifidum B14

B. bifidum F1 B. bifidum B15

B. bifidum JKM B. bifidum B16

B. bifidum BM B. bifidum B17

B. bifidum EVA 2 B. bifidum B18

B. bifidum JOV B. bifidum JOV

B. animalis ssp. lactis E5 B. animalis ssp. lactis B19

B. animalis ssp. lactis F7 B. animalis ssp. lactis B20

B. animalis ssp. lactis 22 B. animalis ssp. lactis B21

B. animalis ssp. lactis 15 B. animalis ssp. lactis B22

B. animalis ssp. lactis 13 1L B. animalis ssp. lactis B23

B. animalis ssp. lactis 12 2 L B. animalis ssp. lactis B24

B. animalis ssp. lactis 13 B. animalis ssp. lactis B25

B. animalis ssp. lactis H4 B. animalis ssp. lactis B26

B. animalis ssp. lactis P2N/1 ag+ B. animalis ssp. lactis B27

B. animalis ssp. lactis P2/5 B. animalis ssp. lactis B28

B. animalis ssp. animalis 1/11 B. animalis ssp. animalis B29
B. animalis ssp. animalis 2VI B. animalis ssp. animalis B30
B. animalis ssp. animalis 3lI B. animalis ssp. animalis B31
B. animalis ssp. animalis 5VB B. animalis ssp. animalis B32
B. animalis ssp. animalis 611 B. animalis ssp. animalis B33
B. animalis ssp. animalis 7VIA B. animalis ssp. animalis B34
B. animalis ssp. animalis 012111 B. animalis ssp. animalis B35
B. animalis ssp. animalis 023l1 B. animalis ssp. animalis B36
B. animalis ssp. animalis 8051112 B. animalis ssp. animalis B37
B. animalis ssp. animalis 813P2 B. animalis ssp. animalis B38
B. breve 20213T A4 B. breve B39

B. breve H14 B. breve B40

B B

B B

. pseudolongum ssp. globosum B42
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Tab. 6: Pfevodni tabulka nazvia humannich izolata bifidobakterii a laktobacilu Il

Puvodni nazev kmene

Znaceni kmene

. choerinum 02312

. choerinum B43

. animalis ssp. animalis 805P4

. animalis ssp. animalis B44

. thermophilum 017111

. thermophilum B45

. thermophilum 02511

. thermophilum B46

. ruminantium 101V

. ruminantium B47

. pseudolongum 9VIB

. pseudolongum B48

. animalis ssp. lactis E5

00|00 |00|00|Co (0| a

. animalis ssp. lactis B49

bombi sp. nov. M1/2

Lb. bombi sp. B50

. bombi sp. nov. M3/2

Lb. bombi sp. B51

. reuteri 3Lb ag+

Lb. reuteri B52

. rodentium sp. nov. TLU 1

Lb. rodentium sp. B53

B
B
B
B
B
B
B
Lb.
Lb
Lb
Lb
Lb

. rodentium sp. nov HRROT 1

Lb. rodentium sp. B54

Tab. 7: Pfevodni tabulka nazvi izolata laktobacili z procesu vyroby syra

Puvodni nazev kmene

Znacéeni kmene

Lb.

brevis 10185-3

Lb. brevis TO1

Lb.

curvatus ssp. curvatus 10127-9

Lb. curvatus T02
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Priloha B

Kontrola

E2% NaCl

81 % NaCl

0 % NaCl

B1 % NaCl B2% NaCl EKontrola

B0 % NaCl

pH=4,5; 0,25 % (w/v) laktozy

[h]

cas

0,00 % (w/v) lakto:

pHi=415;

[h]

cas

Kontrola

B2% NaCl

81 % NaCl

0 % NaCl

B1 % NaCl B2% NaCl EKontrola

B0 % NaCl

//v) laktozy

,00 % (w

=4,5; 1

pH;

[h]

cas

(i

(w/v) lakt

=4,5; 0,50 %

pH;

[h]

cas

laktozy a soli pri pri 37 °C; A...0 % (w/v) laktozy, B...0,25 % (w/v) laktozy, C...0,5 % laktozy

Obr. 1: Vyvoj pH kultivacniho média pri kultivaci u B. lactis CCDM 239 v MRS s pridavkem
(whv), D...1,0 % (w/v) laktozy
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Obr. 2: Rustove krivky B. lactis CCDM 239 v médiu s pridavkem laktozy (%
wWA) a soli pri 37 °C; A... 0 % NaCl, B...1 % NaCl, C...2 % NaCl
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Priloha C

M [ D]

e 34 35

'3

kombinace faktora

Obr. 1: Rychlost produkce tyraminu pri 37 °C v MRS s pridavky glycerolu a upravou pH
u Lb. rhamnosus CCDM 289; Napr. 5/6...5% (VIV) pridavek glycerolu, pH 6.

W [h71]
=

0.5 -

0.0

s 18 34 35 36 34 55 36

kombinace faktorn

Obr. 2: Rychlost produkce tyraminu pri 10 °C v MRS s pridavky glycerolu a upravou pH
u Lb. rhamnosus CCDM 289; Napr. 5/6...5% (VIV) pridavek glycerolu, pH 6
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Obr. 3: Rychlost produkce putrescinu pri 37 °C v MRS s pridavky glycerolu a upravou pH
u Lb. rhamnosus CCDM 289; Napr. 5/6...5% pridavek glycerolu (VIV), pH 6

gy Ih_ll

Wy 06 14 s Us 34 35

kombinace faktorn

Obr. 4: Rychlost produkce putrescinu pri 10 °C v MRS s pridavky glycerolu a upravou pH
u Lb. rhamnosus CCDM 289; Napr. 5/6..5% pridavek glycerolu (viv), pH 6
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Tab. 5: Lag faze produkce tyraminu pii 10 a 37 °C v MRS s piidavkem glycerolu (v/v) a

upravou pH u Lb. rhamnosus CCDM 289

testované faktory

10 °C* 0/4 0/5 0/6 1/4 1/5 1/6
délka lag faze [d] N 1,54 N N 1,05 1,24
smérodatna odchylka N 0,03 N N 0,01 0,01
3/4 3/5 3/6 5/4 5/5 5/6
délka lag faze [d] 1,11 1,26 1,24 1,82 1,27 1,09
smérodatna odchylka 0,00 0,04 0,00 0,11 0,07 0,00
37 °C* 0/4 0/5 0/6 1/4 1/5 1/6
délka lag faze [h] 1,93 N N 0,22 0,29 0,09
smérodatna odchylka 0,22 N N 0,06 0,05 0,07
3/4 3/5 3/6 5/4 5/5 5/6
délka lag faze [h] 0,10 0,60 0,15 N N N
smérodatna odchylka 0,02 0,04 0,02 N N N

* Testované intervaly faktord: ptidavek glycerolu v koncentracich pH 4-6, N...nebylo mozné

vyhodnotit

Tab. 6: Lag faze produkce putrescinu pii 10 a 37 °C v MRS s ptidavkem glycerolu (v/v) a

upravou pH u Lb. rhamnosus CCDM 289

testované faktory

10 °C 0/4 0/5 0/6 1/4 1/5 1/6
délka lag faze [h] N N N N 1,01 1,34
smérodatna odchylka N N N N 0,03 0,02
3/4 3/5 3/6 5/4 5/5 5/6
délka lag faze [h] 1,01 1,26 N N 1,27 N
smérodatna odchylka 0,01 0,04 N N 0,07 N
37°C 0/4 0/5 0/6 1/4 1/5 1/6
délka lag faze [h] 29,73 12,45 21,92 N 0,35 0,31
smérodatna odchylka 0,05 0,08 0,31 N 0,06 0,03
3/4 3/5 3/6 5/4 5/5 5/6
délka lag faze [h] N N 0,34 0,13 0,36 0,34
smeérodatna odchylka N N 0,04 0,02 0,05 0,03
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Obr. 7: Rust Lactobacillus curvatus za podminek kultivace in vitro pri pH 6, t=37 °C (4-
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Obr. 10: Rust Lactobacillus curvatus T02 za podminek kultivace in vitro pri pH 7,
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