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ABSTRAKT

Tato prace byla zaghena na studium metabolickych drah biosyntézy pcitnasu vybra-
nych kmeri rodu Lactobacillusa na podminky ovlitujici produkci biogennich amin
probiotickym kmenemi_actobacillus rhamnosusMetodou PCR bylo zji8ho, Ze hlavni
cestou syntézy putrescinu u knidrb. curvatusie agmatideaminazova draha. Pomoci vy-
sokoinné kapalinové chromatografie byl sledovan vliv, pddncentrace NaCl a koncent-
race laktozy na dekarboxyldzovou aktivitu kmdractobacillus rhamnosusZa danych
kultivaénich podminek byl nejvice produkovanym biogenniningm spermin. Detekova-
né mnozstvi sperminu se pohybovala v rozmezi 128,3 mg/l kultivéniho média. Vliv
pH byl nejvyrazgjsi u produkce spermidinu a putrescinu. HodnotaSpHpasobila inhi-
bi¢né na produkci spermidinu a také se vyr@agnizila produkce putrescinu. V kultiréich
médiich obsahujici 2 % (w/v) NaCl bylo detekovarevpSsi mnozZstvi tyraminu (12,6

mg/l) a putrescinu (10,6 mg/l).

Kli¢cova slova: biogenni aminy, laktobacily, probiotikaglymerazovérettzova reakce,

vysoko(&inna kapalinova chromatografie

ABSTRACT

This work was focused on the study of metabolihwalys of putrescine biosynthesis by
selected strains afactobacillusand the effect of selected factors on the produadif bio-
genic amines with probiotic stralmactobacillus rhamnosuPCR detection showed that
the major pathway of putrescine synthesis in sérhlm curvatusis agmatideaminase pa-
thway. Using high performance liquid chromatographe influence of pH, concentration
of NaCl and the concentration of lactose on decajlbse activityLactobacillus rhamno-
suswas tested. Under these conditions was the mosluped biogenic amine spermine.
The amount of spermine ranged from 17.9 to 24.3 oujture medium. Effect of pH was
most pronounced for the putrescine and spermidiadygtion. PH 5.0 acted by inhibiting
the production of spermidine and also significamégluced the production of putrescine.
The culture media containing 2% (w/v) NaCl wereedétd maximum amount of tyramine
(12.6 mg/l) and putrescine (10.6 mg/l).

Keywords: biogenic amines, lactobacilli, probiofipolymerase chain reaction, high per-

formance liquid chromatography
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UvoD

Biogenni aminy pedstavuji skupinu nizkomolekularnich dusikatychu&ain, které maji
vyznamné fyziologické a toxickédinky. Tyto latky se tvéi a zase rozkladajichem ob-
vyklych metabolickych procésv Zivych buikach. Mohou také vznikat z aminokyselin
pusobenim bakterialnich dekarboxylaz, takze mohouobgazeny ve vSech produktech,
piipravovanych fermentaimi postupy nebo vystavenyckhem vyroby nebo skladovani
mikrobialni kontaminaci. Tvorba biogennich afibmakteriemi nize byt ovliviena mno-
ro/anaerobidza, dostupnost zdrajhliku (nap. glukézy), gitomnost éistovych faktoi,

rastové faze butk a koncentrace NacCl.

V souwasné dob jsou stale vice pouzivanyipyrob¢ fermentovanych potravin startérové
kultury s probiotickymi dinky. Hlavnim divodem, pré se gidavaji tyto mikroorganizmy

do potravin je, bezpochybrjejich pozitivni gisobeni na lidské zdravi. Na druhé stran
mnozi zastupci probiotickych kultur patmezi potencialni producenty biogennich aimin
Proto je nutné tyto mikroorganizmyqa technologickou aplikaci préovat na schopnost

produkce biogennich amin

Vyzkum biogennich aminzapaal zhruba ped 120 lety identifikaci sperminu, putrescinu
a kadaverinu. Od té doby se touto problematikoyzatada ¥deckych tyni, které svym

vyzkumem neustale prohlubuji znalostifanpSeji nové informace o biogennich aminech.
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1 PROBIOTIKA

Slovo ,probiotikum* je pevzato Zectiny a znamena ,pro Zivot“. V s¢asné dob si pod
pojmem ,probiotika“ pedstavime nepatogenni mikroorganizmy, které jsquoliavany
v dostaténém mnozZstvi, iiznivé ovliviuji zdravotni stav hostitele. Dale je probiotikum
také definovano jako preparat nebo produkt, kidérsabuje Zivé f@sré definované mikro-

organizmy [1], [2], [3].

1.1 Historie probiotik

V historii vyzkumu blahodarn pasobicich mikroorganizitn hralo dileZitou roli rekolik
vyznamnych jmen. iiedre je treba zminit mikrobiologa a biochemika ruskétiorgdu Ilju
Mecnikova. Tento rusky &dec v roce 1907 publikoval svoji praci tzv. ,optstickou stu-
dii o prodluzovani ¥ku”, ve které pisuzoval dlouhovkost lidi Zijicich v balkanskych ze-
mich pravidelné konzumaci kysanych tmgch vyrobki obsahujicich Zivé bakterie. Dale
se 0 poznani probiotik vyznamrzaslouzil i Henry Tissier, ktery poprvé izolovaroce
1900 bakterii ze stolice kojefacu které byl prokdzan vliv na prevenciipni u détskych
pacienti. Ozn&il ji jako Bacillus bifidus communisktera pozdji byla prejmenovana na
Bifidobacterium[4], [5].

Za dalSiho prkopnika v oblasti probiotik je povazovan vojenskyrarg Dr. Alfred Nissle.
V roce 1917 izoloval kmekscherichia colize stolice vojéka, jenZ neihmna frong prvni
swtove valky v progedi probihajici salmonelové epidemie Zadné gaséstinalni pi-
znaky. Bakterialni kmen byl pogj pojmenovanEscherichia coliNissle 1917 aifjpravek

obsahujici tuto bakterii je znamy pod nazvem Matd#].

Termin probiotikum byl do praxe zaveden v roce 196Hy ho poprvé pouZili Lilly a
Stillwell. Tehdy bylo probiotikum definovano jak@Ktor pochazejici z mikrdil ktery
stimuluje kst jinych bakterii. Satasna definice probiotika pochazi z roku 1989, kdy R
Fuller definoval jako Zivy mikrobialni potravinowdoplrek, ktery pozitivié ovliviiuje hos-

titele zlepSenim jehoigtvni mikrobialni bilance [1], [5].
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1.2 Podminky pro z&azeni mezi probiotika

Za probiotikum je mozné ozdia urcity mikroorganizmus zaipdpokladu, Ze je prokadzana
acinnost a bezpmost za doportenych podminek pouziti pro definovanou zdravotiuiasi
ci, metodu aplikace a davkovani [2]. Dale musi wdkganizmus sgibvat nasledujici po-

Zadavky [6]:

* mikroorganizmus by & byt izolovan z gastrointestinalniho traktu zddawélove-
ka a n&l by byt presre taxonomicky ugen,

» probioticky mikroorganizmus nesmi vykazovat Zadpatogenitu,

* m¢él by byt tolerantni k Zaludg@im kyselinam a Zkovym solim,

e mikroorganizmus by # mit schopnost adheze kdestni séné a schopnostipZzi-
vat v gastrointestinalnim traktiovéka,

» mikroorganizmus by ne#h byt prenaSéem geri zodpowdnych za penos antibio-
tické rezistence,

e probioticky mikroorganizmus by netinprodukovat biogenni aminy jako jsou hista-

min a tyramin vzhledem k jejich toxikologickyngiakam.

1.3 Mechanizmus fisobeni probiotik

V poslednich letech se probiotika stavaji stale\dogdasti lEzné denni stravy a zarave
jsou zahrnovana dodébnych postujp Siroké Skaly nejrznéjSich onemocéni. Pro @inné
pusobeni probiotik je rozhodujici jejicktgzivani Bhem pfichodu travicim traktem, kolo-
nizace traviciho traktu, kompetitivni ¥ghiovani patogein vazba na gévni sliznici¢i

indukce lokalni a systémové imunitni odpdv[4].

Adheze k mukoze &tva je nutné pro kolonizaci traviciho traktu a tpké dosazeni imu-
nomodul&nich znén navozenych ifitomnosti probiotik [4]. Bakterialni adherence ket
tinlnimu povrchu j€asto zprogedkovana pomoci specifickych vazeb mezi proteirky ba
terialnino povrchu (lektiny) ke komplementarnimgokachariim na povrchu tkani.
AvSak bakterie mohou také adherovat nespecifickpgm hydrofobnich interakci s intes-
tinalnim povrchem. Kmeny s nejvysSi schopnosti egtiee maji nejtsi vliv na zdravi

hostitele [7].
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Probiotické mikroorganizmysobi svoji vlastni fitomnosti tak, Ze produkuji substance,
které mohou inhildiné pasobit na bakterie patogenni nebo poten¢igktogenni. Mezi tyto
substance Ize radit organické kyseliny, peroxid vodiku a bakteingc které sniZuji nejen
pocet Zivych bugk, ale ovliviuji i metabolizmus bakterii a produkci toxinDale blokuji
kompetitivni inhibici adhezni mista pro potenctpatogenni bakterie a mohou také vyu-
Zivat Ziviny, které by jinak byly spibovany gmito mikroorganizmy. Nkterd probiotika

maji také schopnost degradovat receptory pro taxangtevni sliznici [3], [8], [9].

DalSi moZnosti jejich progpného fisobeni spolu seistvnimi bakteriemi je tvorba vita-
mind, zejména vitamitnfady B (B, By, Bs, B12, niacin, kyselina listova a kyselina pantote-
nova) a tvorba vitaminu KRrobiotika tvdi i dalSi latky prosgsné pro hostitele, jako jsou
nagiklad SCFA (mastné kyseliny s kratky@tezcem), které slouzi jako substrat praibu
ky tlustého geva (kolonocyty) [8].

Priznivy (&inek probiotik na zdravotni stav hostiteléZe byt z@isoben téz regulaci hladi-
ny cholesterolu. Probiotické bakteriéepenuji v tenkém sewe cholesterol na neéinny

koprostanol, tim pomahaji snizit hladinu sérovémalesterolu [8].

Pro preventivni a terapeutické pouziti probiotikijgeZita jejich schopnost stimulovat spe-
cifickou i nespecifickou imunitu. Kontakt bék sttevniho imunitniho systému s Zivymi
probiotiky aktivuje nespecifické i specifické imtmi mechanizmy ve &vnim lymfatic-

kém systému i v systémové imunjt], [9].

1.4 Vyuziti probiotik

VSechny vySe zmimé &inky prokazateld ovliviuji nejraizrejSi onemocani. Mezi nej-
castji uvadkné giznivé &inky probiotik pati antimikrobialni aktivita v souvislosti s nej-
razreéjSimi druhy gastrointestinalnich infekci (akutniajptrové onemockni, prijmove
onemocgni spojené s uzivanim antibiotik a é@@nim, prevence tzv. cestovatelskych
priajma), spolu s antibiotiky pottgeni infekceHelicobacter pylorj dale pak zmiréni pri-
béhu nespecifickych #tvnich za#ta (ulcerézni kolitida, Crohnova choroba), prevence
atopického ekzému, zlepSeni traveni laktdzy, redukadiny sérového cholesterolu, anti-

karcinogenni &inky, stimulace imunitniho systému &déi urovaginalnich infekci [6].
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1.5 Charakterizace bakterii s probiotickymi &inky

Mezi ¢asto pouzivané probiotické mikroorganizmyipétakterie mléného kvaseni, a to
hlavré rody Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus a Entarogs.Vycet probiotic-
kych mikroorganizmi je vSak daleko pesjSi a zahrnuje dalSi bakterialni rody a druhy
(Bacillus, Bifidobacterium, Propionibacterium, Cladium butyricun), ale také kvasinky

(Saccharomyces boulajdb].
Nejcéastji pouzivana probiotika jsou:

+ Bifidobakterie: Bifidobacterium bifidumB. adolescentiB. animalis,B. infantis,

B. longumB. thermophilunj3].

» Lactobacily: Lactobacillus acidophilud,b. caseispec.rhamnosugGG), Lb. ca-
sei Shirotg Lb. delbrueckiisubsp bulgaricus,Lb. reuterii,Lb. brevis,Lb. cellobi-

osus,Lb. curvatuslb. fermentuml_b. plantarum299v [3].

» Grampozitivni koky: Lactococcus lactissubsp cremoris, Lactococcus lactis
subsp.lactis biovar diacetylactis Streptococcus salivariusubsp.thermophilus,

Streptococcus intermedius a Enterococcus faeci@lm
» Grampizitivni ty ¢inky: Escherichia coli{sérotyp 083:K24:H1) [3].

» Kvasinky: Saccharomyces boularf8].

1.5.1 RodLactobacillus

Mezi casto zkoumané mikroorganizmy s probiotickymi vlastmi pati zastupci rodu
Lactobacillus.Tento rod zahrnuje grampozitivni, fakultatévanaerobni nebo mikroaero-
filni nepohyblivé bakterie. Tyto bakterie maji tyanavidelnych tyinek, réekdy také koko-
ty¢inek, uspsaddanych v kratkychietizcich. Hlavnim metabolitem fermentace sacliged
kyselina mlé€na, ale také kyselina octova, etanol a,Q@ktobacily jsou chemoorganotro-
fni mikroorganizmy, doke rostouci v médiich s dostatkem zkvasitelnych addh S€p-
nych produki bilkovin, nukleovych kyselin a vitaminskupiny B. Upednosiiuji mezofil-
ni a mir termofilni teploty s horni hranici asi 40 °C. Laliacily jsou acidotolerantni az
acidofilni [1], [10], [11].
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Bakterie patfici do tohoto rodu Ize podle katfrgch produki fermentace sachaftidozde-
lit do tti skupin [10]:

A. Obligatre homofermentativni laktobacily.

B. Fakultativié heterofermentativni laktobacily.

C. Obligatre heterofermentativni laktobacily.

Zastupci obligatéhomofermentativnich laktobatizkvasuji hexdzy na kyselinu ndléou.
Optimum Kstu gchto bakterii se pohybujdgigeplot od 30 °C do 45 °C afppH od 5,5 do
6,2. Do této skupiny s&adilLb. salivarius Lb. helveticusLb. acidophilusLb. delbrueckii
subsp.bulgaricus,Lb. delbrueckiisubsp.delbrueckiia Lb. delbrueckiisubsplactis. Tyto
homofermentativni laktobacily se uplaji jako cisté zakysové kultury (jogurty, acidofilni

mléko, tvaroh, syr) [10].

Fakultativie heterofermentativni laktobacily fermentuji hex@zySinou na kyselinu mé
nou. Ri nedostatku glukdzy produkuji kyselinu octovowgredl a kyselinu mraveh Op-
timalni teplota @istu €chto mikroaerofilnich laktobadcil je 28 — 32 °C. Uplauji se
v mlékarenském a konzervarenskéninpyslu. Jsou také soasti mikrofléry dutiny Ustni a
gastrointestinalniho traktu. Do této skupinytpaggiklad Lactobacillus casesubspcasej

Lb. caseisubsppseudoplantarunlLb. alimentariusLb. sakeLb. plantarum[10].

Zastupci obligaté heterofermentativnich laktobatifermentuji hexozy na kyselinu nile
nou, octovou, etanol a GOTyto bakterie maji &Sinou kokoidni tvar busk a jejich opti-
mum fiistu je @i 28 — 32 °C. Jsou seasti mikroflory dutiny Ustni a gastrointestinalnino
traktu. Nektefi zastupci zpsobuji i kaZeni potravin. Jedna skeaxtobacillus buchneriLb.

brevis Lb. fermentumLb. candlerj Lb. kefira dalSi [10].

V sowasné dob je jiz popsano ies 120 druh rodu Lactobacillus ovSem pouze dgkteré

z nich jsou v Kklinické praxi vyuzivany pro své piatické vlastnosti [1].Lactobacillus
rhamnosusGG je prvni bakterie tohoto rodu, ktery byl na zéklsvych pozitivnich viast-
nosti vybran jako probiotikum. Tento laktobacil erpuje adhezivni faktory, které umoz-
nuji interakci s lidskymi enterocyty. Déle vytgeroxid vodiku, sniZzuje intraluminalni
pH, redoxni potencial a produkuje bakteriocinyré&tmhibuji fist patogennich mikroorga-
nizma [3]. Zaznamenané pozitivniimky nékterych bakterialnich druhrodu Lactobacil-

lus na zdravotni stav hostitele jsou uvedeny v Tabllce
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Tab. | — Klinické efekty skterych bakterialnich druhrodulLactobacillug[3]

Druh Klinicky efekt

adheze k lidskym enterod@yh, prevence po-
. stantibiotickych pitjmu, I&cba a prevence

Lactobacillus rhamnosusG STCC 53103 ) _
prajmu zpasobenych rotaviry, prevence akut-

nich pfijmu, stimulace imunitniho systému

prevence cestovatelskychipni, modulace
o _ intestinalni flory, zmirani priznaki laktézove
Lactobacillus johnsoniiJ-1 (LA-1) _ ] o
intolerance, l&ba zacpy, posileni imunity,

adjuvantni léba infekciHelicobacter pylori

_ _ osidleni intestinalniho traktu, zkraceni rotay
Lactobacillus reuterATCC 55730 ] _ ] ] .
rovych pfijmu, lé&ba akutnich pgijmu

_ _ modulace intestinalni flory, pozitivni efekt na
Lactobacillus caseShirota L ' ) ]
superficialni rakovinu mimveho néchyre

_ adheze k lidskym enteroéyh, modulace in-
Lactobacillus plantarunidbSM 9843 o
testinalni fléry

1.5.2 RodBifidobacterium

Rod Bifidobacteriumzahrnuje nesporulujici, nepohyblivé, grampozitityginky nepravi-
delného tvarugasto se #tvici. Bifidobakterie jsou strikth anaerobni, ale&hkteré druhy
toleruji G, v prostedi s CQnebo za fitomnosti bifidogennich faktar(laktul6za, oligosa-
charidy, N-acetyl-D-gluk6zamin) nebo v mléce spoéepii rustu sLb. acidophilus Tep-
lotni optimum bifidobakterii se pohybuje v rozm87i— 41 °C a optimaérostou @i pH
6,5 az 7 [1], [1(

Bakterie patici do tohoto rodu specificky metabolizuji hexozyyszitim enzymu frukto-
za-6-fosfat-fosfoketolazy. Vyslednymi produkty tétetabolické cesty je kyselina rié
a octova v porru 2:3. Touto vlastnosti se odliSuji od ostatniekterii ml&ného kvase-
ni [12].
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Bifidobakterie poprvé izoloval Henry Tissier zelgte kojenych dti. Zjistil, Ze bifidobak-
terie jsou dominantni bakterialni populaci v tréawvidraktu kojenych &i, a proto doporu-
coval jejich podavani &@em, které trply prajmem [3]. V sodasné dob je popsano 30
bakterialnich drut roduBifidobacterium pricemz probiotické &inky jsou popsany Bifi-
dobacterium bifidumB. adolescenti{B. animalis B. infantis B. longum(QObr. 1),B. ther-
mophilus, B. breve a B. lactj§], [13].

Obr. 1 -Bifidobacterium longunil]

1.5.3 RodEnterococcus

Enterokoky jsou grampozitivni, fakultati¥ranaerobni, katalaza negativni, ovalné az lehce
protahlé koky usp@dané ve dvojicich neh@tizcich [13]. Pdt mezi bakterie mkneho
kvaSeni a maji vyznam jak ve fermentaci, tékkaZeni potravin [14]. Jsou také sasti

normalni stevni mikroflory lidi a zviat a pati mezi zavazné podminé patogeny [15].

Tyto bakterie jsou hlavnpiavodci infekci m@ovych cest, ale jsou spojovany i s infekcemi
ran, nitrolfiSnimi zarty, bakteriémii, meningitidou, infekci Zlavych cest a gynekologic-
kych zarta [15].
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Pro své probiotickédinky se v sotiasnosti vyuZzivaji kmenknterococcus faeciui@F68a

Enterococcus faecaliSymbioflor 1 ve formy komegné dostupnych fipravki [14].

Obr. 2 —Enterococcus faeciufi6]

1.5.4 RodLactococcus

Bakterie rodu_actococcugsou grampozitivni fakultativhanaerobni koky s homofermen-
tativnim typem metabolizmu sachatifl0]. Vyslednym produktem fermentace glukdzy,

laktozy a maltozy jeievazre kyselina mléna.

Potravindsky nejvyznam&sSim druhem jeLactococcus lactisa jeho poddruhyactis a
cremoris Tyto laktokoky jsou hoj& vyuzivany pi vyrob¢ kysanych mlénych vyrobki a

jsou také pednttem studie pro sveé probiotické vlastnosti [3], [17]
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2 PRODUKCE BIOGENNICH AMIN U BAKTERIEMI MLE CNEHO
KVASENI

2.1 Biogenni aminy

Biogenni aminy (BA) jsou nizkomolekularni organickéze, které maji v Zivych systé-
mech charakteristické fyziologick&iaky. Jsou to produkty &né metabolické aktivity
zvitat, rostlin i mikroorganizrin Biogenni aminy mohou mit alifatickou (putresdiada-

verin, spermin, spermidin), aromatickou (tyramemyletylalanin) a heterocyklickou struk-

turu (histamin, tryptamin) [18]. Strukturni vzoroejdilezit¢jSich biogennich aminjsou

zobrazeny na Obrazku 3.

Podle pétu aminoskupin Ize BA klasifikovat také jako monaayn(tyramin, fenyletyla-
min) nebo diaminy (histamin, purescin, kadaveribd][ Nektefi autdi uvackji spermin,

spermidin, agmatin a diaminy putrescin, kadaveaipalyaminy [20], [21].

CH,CH,NH, CH,CHoNH, CH,CH,NH,
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Obr. 3 — Strukturni vzorce neijléZitéjSich biogennich amin[22]
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2.1.1 Fyziologickeé funkce biogennich amiin

V lidském organizmu se biogenni aminyashuji mnoha fyziologickych procés Nagi-
klad psychoaktivni aminy dopamin a serotonirsqbi jako neurotransmitery v centralni
nervové soustay histamin a tryptamin ovliwji krevni tlak a reguluji traveni [22], [23].
Polyaminy zase hrajiadezitou roly @i rastu a diferenciaci bwk. Také inhibuji oxidaci
polyenovych mastnych kyselin. Hormony dopamin adognalin maji schopnost zneSkod-
novat reaktivni kyslikaté radikaly, jakymi jsou somdadovy a hydroxylovy radikal. Bio-
genni aminy také slouzi jako prekurzory horrioalkaloidi, nukleovych kyselin a protei-
na [18], [22], [24].

2.1.2 Vznik biogennich amir

Biogenni aminy vznikaji igdevsim dekarboxylaci volnych aminokyselin. Tytakiee jsou
katalyzovany gislusnymi substrata@vspecifickymi dekarboxylazami [18], [25], [26]. Bxi
tuji dvé odlisné skupiny dekarboxylaz. Prvni skupinuitwibekarboxylazy, jejichz aktivni
centrum tvei pyridoxal-5-fosfat a které se nachazejiSinou u gramneganitvnich mikro-
organiznti. Druhou skupinou jsou dekarboxylazy s kovaléntazanym pyruviolem. Tyto

dekarboxylazy se&Sinou vyskytuji u grampozitivnich mikroorganiarfi8].

Histidindekarboxyladza je enzym katalyzujici dekandaci histidinu na histamin. ®obe-
nim tyrozindekarboxylazy vznik& z tyrozinu tyramRiisobenim tohoto enzymuirbe také
vznikat z fenylalaninu 2-fenyletylamin. Dekarboxgilarnitinu pisobenim ornitindekarbo-
xylazy vznik4 putrescin. Putrescinuge také vznikat deaminaci z agmatinu. Agmatin
vznika dekarboxylaci argininu, kadaverin dekarbagyllyzinu a tryptamin dekarboxylaci
tryptofanu. Z putrescinu vznika metylaci S-adenoggloninem spermidin a déle spermin.
Z prekurzoru L-DOPA (L-3,4-dihydroxyphenylalaningnika pisobenim dihydroxyfenyla-
lanindekarboxyldzy dopamin. DalSi moZnou cestoukizBA je aminace a transaminace
aldehydi a ketort [18], [25], [27].



UTB ve Zling, Fakulta technologicka 22

2.1.3 Biogenni aminy v potravinach

Tvorba biogennich aminv potravinach je zavisla n&ifpmnosti volnych aminokyselin, na
dekarboxylazové aktiwit pritomnych mikroorganiziin a na podminkach, které unimgi
biochemickou aktivitu itomnych mikroorganiziin [22]. Mikroorganizmy s dekarboxyla-
zovou aktivitou se mohou do potravin dostat spamtdarebo mohou byt s@asti startéro-

vych kultur, které jsou do potravinyigavany zanmsrné [28].

Biogenni aminy se vyskytuji ac€ potravin, jako jsou maso a masné vyrobky, mléko a
mléiné vyrobky, ryby a vyrobky z nich a fermentovankerma. Mohou se také vyskytovat
v alkoholickych napojich, jako jsou vino a pivo [18e fermentovanych potravinach jsou
BA pravidelnou &asto i lirozenou sotasti. Naopak jejich vyskyt v nefermentovanych

potravinach s&dci o nezadouci mikrobialinnosti [29].

V souasné dob se vSak BA dostavaji do piaali zajmu i v souvislosti s hygienou potra-
vin, jelikoz relativi¢ vysoké hodnoty obsahwkterych biogennich aminmohou slouZit i
jako indikator zhorSeni vyrobniho nebo skladovaghaceswi nedodrzeni fedepsaného

technologického postupu vyroby [30].

2.1.4 Toxicita biogennich amii

Z kapitoly 2.1.1 je patrné, Ze jsou biogenni anpny ¢lovéka nepostradatelné, avsak p
konzumaci potravin s vysSim obsahem BA mohoilisapovat nejizngjSi zdravotni kom-
plikace. Zejména pokud jagkroiena kapacita detoxikaiho systému, zaloZzeného na ak-
tivit¢ enzynmii monoaminooxidazy (MAQO), diaminooxidazy (DAO) atidemetyltransfe-
razy (HMT). Normalni fijem BA z potravy je totiz metabolizovan véestnim taktu timto
acinnym detoxik&nim systémem. Mira schopnosti takto zneskedt BA je vSak velmi
individualni, takze &kteri jedinci mohou citli¢ji reagovat jiz na nizSi obsah amim po-
antidepresiva) a alkohol. Dojde-li k selhani detaxniho systému ve igvech, & uz vli-
vem nadmirného mnozstvi aminv potraw, nebo jeho oslabenim vlivem IMAO, dostavaji
se BA do krevniho athu a mohou zgsobovat mnohé nezadoudiinky na organizmus.
Rizikova je hlavié sowtasna konzumace vice rizikovych potravin najedneur{€ntované
vyrobky, pivo a vino). Za toxikologicky nejvyznawjsi BA se povaZzuji histamin, tyramin,
kadaverin a putrescin [18], [22], [28].
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Tyramin je vyznamnym vazoaktivnim biogennim aminedery zvySuje krevni tlak s
moznym disledkem hypertenzni krize, migrendznich bolestiyhla krajnich pipadech az
krvaceni do mozku, resp. selhani srdce. Otravyntyram jsou ¢asto spojovany

s konzumacitiznych drule syri [22], [31].

Negativni @&inky histaminu na organizmugovéka jsou pomdrné riznorodé. Vazba hista-
minu na pislusné receptory cévniésly vyvolava dilataci hladké svaloviny perifernich
krevnich cév s itsledkem poklesu tlaku, cozie mit za nasledek silné bolesti hlavy. Na-
opak interakce histaminu s receptonieghi stny vyvola kontrakce hladké svalovinyest
va s klinickymi projevy BSnich Keci, prijmt a zvraceni [31]. Toxicita histaminu a tyra-
minu miZe byt také zesilenaippmnosti dalSich biogennich amjrzejména diarina poly-
amini. Jejich negativniisobeni sp&iva v oderpani detoxikéni kapacity enzyrin mono-
aminooxidazy, diaminooxidazy a histidinmetyltramafey. Nasled& dochazi k zesileni
acinka toxictejSich BA [22].

Diaminy putrescin a kadaverin jsou povaZzovany zeemmalni karcinogeny. Zaivanim
putrescinu mze vznikat pyrolidin a z kadaverinu piperidin. £mise fisobenim tepla vy-

tvéeji N-nitrézopyrolidin a N-nitr6zopiperidin [24].

Toxické davky biogennich aminje obtizné stanovit. Zavisi na individualnich ridech
mezi lidmi, na pitomnosti fiznych biogennich aminv potra¥, na mnoZzstvi konzumova-
né potra¥ a na pitomnosti jinych latek jako jsou alkohol nebo |ékyrekterych citlivych
jedincl maze g@ijem histaminu jiz v mnozstvi 5 — 10 mg vyvolatadvtni poruchy. Rjem
100 mg histaminu iZze vyvolavat mirnou toxicitu a 1000 mg je jiz vysdoxickych [23],
[24].

2.2 Produkce biogennich amifi bakteriemi mlééného kvaseni

Bakterie mléného kvaseni (BMK) jsotiastymi producenty biogennich aminejména ve
fermentovanych potravinach, kde jsou BMKdavany obvykle ve forghstartérovych kul-
tur. Dekarboxylazova aktivita byla prokazanagevsim u rodLactobacillus Lactococ-

cus LeuconostocEnterococcusPediococcus Bifidobacterium[28], [31], [32].

Tvorba biogennich aminneni zalezitosti rad ¢i druhi, ale spiSe kmeénv ramci druhu
[33]. Nagiklad gen pro produkci tyraminu selLb. brevispravdpodobr Siti horizontal-

nim prenosem progednictvim mobilniho elementu (genomic island) [3dtimco WEnte-
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roccus faecalisk. faeciuma E. duransse pravdpodobr jedna o druhovou charakteristiku
[35].

2.2.1 Mikroorganizmy produkujici histamin a tyramin

Vyskyt histaminu byl pozorovan viznych potravinach a to hlayw syrech, ve fermento-
vanych masnych vyrobcich, v syrovém rybim maserabgich z ryb. Zatimco hlavnimi
producenty histaminu ve vyrobcich z ryb jsou gragatieni bakteriefada grampozitiv-
nich bakterii, zvlagtBMK, jsou schopné dekarboxylace histidinu ve femtoganych vy-
robcich [33]. Tato schopnost byla z§i8a napiklad uOenococcus oeni, Pediococcus par-
vulus, Pediococcus damnosus, TetragenocosppslLeuconostospp, Lactobacillus hil-

gardii, Lb. buchneri, Lb. curvatus, Lb. parabuchnelLb. rossiag19].

Schopnost dekarboxylace tyrozinu byla doposud pwpgéduze u grampozitivnich bakte-
rii [36]. Bylo zjiS€no, Ze hlavnimi producenty tyraminu v syrech aerenentovanych klo-
basach jsou zastupci rodinterococcugE. faecalisa E. faeciun), Lactobacillus(Lb. cu-

rvatusalb. brevig, Leuconosto@aLactococcug19], [36].

Také u probiotickych mikroorganizinbyla pozorovana schopnost tvorby histaminu a ty-
raminu. Jedna se o bakterialni drutty caseilLb. delbrueckiisubspbulgaricus Lb. aci-
dophilusa Lb. plantarum[32], [37]. Schopnost dekarboxylace tyrozinu majilécné lak-

tokoky (Lc. lactis subpslactis aLc. lactis subpscremorig [38].

2.2.2 Mikroorganizmy produkujici putrescin a kadavein

Produkce putrescinu a kadaverinu je hiagpojovana s gramnegativnimi bakteriemi a to
z ¢eledi Enterobacteriaceae, PseudomonadaceaShewanellaceaeAvSak putrescin se
béZzré vyskytuje i ve fermentovanych potravinach, kdézm vznikat dekarboxyldzovou
¢innosti bakterii miéného kvaSeni zejména laktobécd stafylokok. Lactobacillus hil-
gardii aLb. plantarumjsou hlavnimi producenty putrescinti palolaktické fermentaci ve
ving [19].

2.3 Faktory ovliviiujici dekarboxylazovou aktivitu mikroorganizmi

Dekarboxylazova aktivita mikroorganiZnje ovliviovana zejména kultiéaimi podmin-

kami. Jednim z @eZitych faktofi ovliviujicich aktivitu mikrobialnich dekarboxyaich
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enzymi je dostupnost substratu. Vyznam ma nejdtomnost volnych aminokyselin, ale
také gitomnost vyuZitelnych sachatidDalSimi vyznamnymi faktory, které oviivji pro-
dukci biogennich amin jsou teplota, pH, fitomnost soli, fitomnost kysliku, doba zrani,

skladovani a hygienické podminky vyroby [18], [28]

2.3.1 VlivpH

Hodnota pH je jednim zatezitych faktofi ovliviujici dekarboxyldzovou aktivitu. Existuji
dva protictidné mechanizmy{sobeni pH. Na jedné stramzvySenim kyselosti prastdi

dochéazi k inhibici iistu mikroorganizrt. Na druhé strannizké pH stimuluje bakterie
k vyS8Si produkci zasaditych biogennich ainjako jejich obranného mechanizmu proti
kyselému intracelularnimu préstli. Proto je velmi iezité najit rovnovazny stav mezi

témito mechanizmy [11], [19].

2.3.2 Vliv teploty

DalSim dilezitym faktorem je teplota. Optimélni teplota prast wtSiny bakterii

s dekarboxylazovou aktivitou se pohybuje v rozmaki20 °C do 37 °C. Proto se tvorba
biogennich amiin snizuje pi teplot pod 5 °C nebo nad 40 °C, kdy dochazi k inhihisitu
téchto bakterii [19]. Zejména pak teplotéhlem skladovani sehravaldzitou roli @i tvor-

bé¢ BA. Napiklad ryby skladovanéipl0 °C obsahovaly 2 az 20krat vySSi koncentraci BA
nez ryby skladovanéip2 °C [24].

2.3.3 Vliv koncentrace NaCl

Koncentrace chloridu sodného takéza mit vliv na dekarboxylazovou aktivitu. Obége
znamo, Ze vysSi koncentrace NaGlzam rispivat ke snizeni schopnosti mikroorganizm
produkovat BA. Stratton et al. [38] zjistili, Z&i xoncentraci NaCl 3,5 % jeast&né inhi-
bovana schopnoditactobacillus buchnertvorit histamin a pi koncentraci 5 % se tvorba
histaminu zastavuje. Také Chander et al. [39]ilijige dekarboxyldzova aktivitab. del-
brueckii subsp.bulgaricusse sniZzila fi zvySeni koncentrace NaCl v médiu z 0 % na 6 %.
Naopak u tkterych halotolerantnich bakterii izolovanych zéesgch akdovicek bylo po-
zorovano, ze zvySeni koncentrace NaCilanna dekarboxylazovou aktivitu ofay

efekt [19].
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2.3.4 Vliv dalSich faktoni

Z dalSich faktak ovliviujicich produkci BA je vyznamnatipomnost kysliku. Vliv aerob-
niho a anaerobniho proéstli na dekarboxylazovou aktivitu bakterii rodactococcus
zkoumali napiklad Buikova et al. [40]. Zjistili, Ze testované kmehg. lactisprodukovaly
vySSi mnoZstvi tyraminu v prdsti bez pistupu kysliku a zarowev pritomnosti 2 % NaCl
[40]. Potencialni vliv na produkci biogennich aiimiZze mit i koncentrace vyuZzitelnych
sacharid. Jako optimalni koncentrace sacharjgro dekarboxyléni ¢innost bakterii se

uvadi 0,5 az 2 %. VysSSi koncentrace saclianmbhou dekarboxytai aktivitu potla&o-
vat [19].
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3 METODY STANOVENI BIOGENNICH AMIN U

Rostouci zdjem o stanoveni koncentraci a zastoujeelmiotlivych biogennich amin
v potravinach vyplyva z prohlubujicich se pozmatk jejich biologickém fisobeni na
zdravi¢loveka [20]. Jak jiz bylo popsano wgrchozich kapitolach, biogenni aminy jsou
latky pro ¢lovéka nepostradatelné, avSak ve vysokych koncentrascimohou projevit

jejich toxicky (Einek na lidsky organizmus[18], [19], [22].

Na kvalitativni a kvantitativni stanoveni biogerimiamini lze vyuzitiadu analytickych
metod. V praxi nejpouziva&si jsou metody chromatografické (tenkovrstva chatmgrafie

— TLC, plynova chromatografie — GC, iontevyménna chromatografie — IEC, vysoce
acinna kapalinova chromatografie — HPLC). Mezi dalduZivané sepatai metody pat
kapilarni zonova elektroforéza nebo metoda blinkeaiervené reflektaini spektroskopie
[22], [36], [20]. Nemén pozivané jsou také metody mikrobiologické zaloZeaéou?Ziti
dekarboxyl@gniho media obsahujiciho pH indikator a molekudaniologické (PCR) [36].
Moderni metody molekularni biologie ummnii véasné odhaleni potencialnich produéent
biogennich amii detekci specifické DNA sekvence kéduji¢isfusSny mikrobialni enzym

Ucastnici se jejich tvorby [41].

3.1 Chromatografické metody

Prvni chromatograficky Zisob dleni pouzil, popsal a také pojmenoval nagtku 20.
stoleti rusky botanik Gi, ktery rozaélil chloroplastové pigmenty z rostlinnych extraktia
sloupci uhlgitanu vapenatého. Chromatografické metody dosélplgsiednich letech neo-
by¢ejného rozseni a pineslyfadu novych moznosti. Préstinictvim chromatografickych
technik je mozno ziskat kvalitativni i kvantitativinformace, tzn. krom uréeni slozeni
smesi Ize stanovit i koncentrace jednotlivych sloZz€ko Uplnou identifikaci je vSak ne-
zbytné propojeni s dalSimi metodami analytické deenag. hmotnostni spektrometrie,
UV-VIS spektrometrie [42], [43].

Podstatou chromatografického procesu je ¢m@ni slozek sisi mezi mobilni a stacio-
narni fazi. Mobilni faze se v chromatografickémtégsu pohybuje, zatimco stacionarni
faze nikoliv. Mobilni fazi mize byt kapalina (kapalinova chromatografie) nebym gply-
nova chromatografie). Stacionarni fazize byt pevna latka nebo film kapaliny zakotveny

na pevné latce [43].
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3.1.1 Vysoce &inna kapalinova chromatografie

Vysoce @inné kapalinova chromatografie (HPLC) je separdechnikacasto vyuzivana
na stanoveni biogennich amif22]. Na pa@&atku 70. let zavedli chemici Horvath, Guio-
chon a dalSi do kapalinové chromatografie staciirfaze zaloZzené na porézni silici (oxi-
du k'emiitém). Tyto materidly, jiz tehdy stabilni do tiakrevySujicich 30 MPa, pak staly
u kolébky této techniky [44].

Zakladni instrumentace HPLC je zobrazena na Obrdzkysokodinny kapalinovy chro-
matograf pracuje tak, Ze jsou vzorkgadow ne¢kolik pl) davkovany davkovacim ventilem
do mobilni faze. Ta unési jednotlivé sloZzky vzoriaukolonu, kde doch&zi k opakovanému
ustanoveni rovnovahy mezi mobilni a stacionarni &k separaci analytdle fyzikalre-
chemickych vlastnosti. Pogmhodu sepatai kolonou jsou analyty v mobilni fazi deteko-
vany v phtokové cele detektoruCasto pouzivanym detektorem je detektor spektro-
fotometricky (UV-VIS) a fluorescemi. Podminkou pouzitiéthto detektar je, aby dany
analyt absorboval #éni ugité vinové délky (UV-VIS detekce) anebo aby emitofau-
rescedni z&eni (fluorescetni detekce). Pokud analyt sdm o &aieabsorbuje zéni

v oblasti UV-VIS nebo neemituje fluores@an z&eni, je pouZzitidchto detektak podmi-
néno derivatizacivzorku. Vystupem z detektoru je graficky zaznamislésti odezvy de-
tektoru na retefmim case, tj. chromatogram, n&mz se hodnoti plocha nebo vyska pi-
ku [43], [44], [45].

ZASOBNIKY
S MOBILNI FAZI

HPLC KOLONA

VYSOKOTLAKE r:.DAVKOVACI' DETEKTOR
CERPADLO
VENTIL

ZASOBNIK ~ «—= | ZAPISOVAC

S ODPADEM

Obr. 4 — Schéma HPLC [46]
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3.2 Polymerazov&‘etézova reakce

Polymerazovédetézova reakce neboli (PCR) je molekul&triologicka metoda slouzici ke
zmnozeni neboli amplifikaci specifickych UsePNA. Tuto techniku zavedli a poprvé
vyuZzili pracovnici kalifornské biotechnologickérfiy Cetus Corporation pod vedeni Kary-
ho Mullise, jemuz byla za objev PCRdeha roku 1993 Nobelova cena [47].

3.2.1 Princip metody PCR

Princip amplifikace DNA touto metodadun vitro je podobny replikaci DNAn vivo. Kopie
Uuseku DNA jsou syntetizovany podle templatu (jeettacova DNA) ve siru 5— 3
pomoci enzymu DNA-polymerazy. Studovany usek nuldewé sekvence je vymezen
pripojenim dvou primer, které se vazou na protilehiétezce DNA tak, Ze jejich '&once
smetuji proti sokE. Jako primery se obvykle pouzivaji éenpiipravené kratké oligonukle-
otidy o délce zhruba 18 — 30 bazi, odvozené z koyato sekvenci DNA wené
k amplifikaci. Po pidani DNA-polymerazy a deoxyribonukleotidtrifosia(dNTP) pak
probiha syntéza novych vlaken na obou matricovigttzcich protismirné. K syntéze
DNA se pouzivaji termostabilni polymerazy izolovanéermofilnich mikroorganizi
napg. Taqg-DNA-polymeraza Zhermus aquaticusdolavajici teplotam, ip nichz DNA
denaturuje. To umaitije, aby syntéza DNA probihala opako¥dormou cykli. Jeden cyk-
lus PCR sestava z# zakladnich krok (Obr. 5) [47], [48]:

1. Denaturace vySetvané DNA (92 — 96 °C).
2. Hybridizace neboli tzv. annealing primi€¢d0 — 65 °C).
3. Prodluzovani neboli elongace nukleotidovydietzci piasobenim DNA-

polymerazy pi teplot 70 — 74 °C.

Po prvnim cyklu je replikovany Usek DNA zdvojnaseb®ostupnym opakovanim vyse
uvedenych krok se exponenciain(2"; n = paet cykk) syntetizuje az T0kopii amplifi-
kovaného Useku DNA. Optimalni &t cykii je zavisly na vychozi koncentraci templatové

DNA a zpravidla se pohybuje v rozmezi od 25 do A8ic[48].

PCR reakce se provgdv zaizeni nazyvaném termocykler, ¥mz se teplota gmi auto-
maticky v naprogramovanyatasovych intervalech.iBsné hodnoty teploty a dobu trvani
jednotlivych kroki je treba optimalizovat podle délky amplifikovaného UsERUA a kon-

krétni sekence primei [49].
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Obr. 5 — Schéma polymerazotakzové reakce [50]

Vyslednym produktem reakce PCR jsou fragmenty DNfindbvané délky analogickeé re-
strikénim fragmenim, jejichZ gitomnost v readéni snesi se prokazuje [49]:
» stanovenim jejich velikosti elektroforézou v polgadkmidovém nebo agar6zovém
gelu,
» Southernovou hybridizaci se zeamou sondou komplementarnicsti sekvence
amplifikovaného Useku,

* stanovenim sekvence DNA.
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3.2.2 Faktory ovliviiujici PCR

PCR je plg automatizovany proces, ktery vyuziva termostaliiNiA-polymerazu. Avsak
I termostabilni DNA-polymeraza katalyzuje prodluaay primet pii laboratorni teplat,
coz muze byt gicinou chyb a vzniku nespecifickych prodiikpredevsim g nizkych kon-

centracich templatové DNA [51].

Vyznamnymi latkami, které ovliwji praibéch PCR, jsou inhibitory fitomné ve vzorku.
Inhibitory PCR lze podle jejichtwodu rozdlit na intracelularni a extracelularni. Intracelu-
larni inhibitory jsou sotasti bugk detekovanych mikroorganiziva mohou se proto uvol-
nit spolu s DNA. Mezi extracelularni inhibitory piapredevSim kontaminanty komponent
PCR a pouzivaného materialu. Tyto inhibitory oiliji praibéh PCR rkolika mechanizmy
[52]:

* mohou vyvazovat hHecnaté kationty nezbytné préinnost DNA-polymerazy
v PCR,

* mohou degradovat cilové nukleové kyseliny nebo ernym

* mohou pimo inhibovat DNA-polymerazu, kterate byt degradovana protei-
nadzami, denaturovana fenolem, detergenty a nebthijeitorem blokovano jeji

aktivni misto.

3.2.3 Detekce produktu PCR

Po skoweni polymerazovéettzové reakce je nezbytné detekovat vysledny protitkt
reakce. Jednou z nejvice pouzivanych metod je gedtektroforéza. Principem této meto-
dy je pohyb zapoghnabitych molekul DNA v elektrickém poli smem anod. Tuto mig-

raci zpsobuji zapor#é nabité fosfatovée skupiny nukleovych kyselin [48]1].

Elektroforéza se provadi ve vhodném tipsiegastji v gelu tvaeném agar6zoti poly-
akrylamidem. Tyto polymery vytw¥éji slozZitou siovou strukturu s pory, jejichz velikost
Ize ovlivnit sloZzenim roztoku a koncentraci polymeAgarézové gely jsou vhodné pro
separaci molekul nukleovych kyselin o velikostiI@D bp az po zhruba 50 kbp. Polyakry-
lamidové gely se pouZivaji k separaci mensich nublekvelikosti zhruba 10 az 1000 bp.
Elektrickd pohyblivost neboli rychlost pohybu malékDNA v gelu je nefimo Untrna
logaritmu jejich velikosti. TudiZ &Si molekuly DNA migruji pomaleji nez mensi moleku-
ly [48].
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Po skoweni elektroforézy je nutné identifikovat polohu aegvanych molekul. Fragmenty
DNA Ize snadno zviditelnit fidanim fluorescetmiho barviva etidiumbromidu, ktery se
vmezéuje mezi sousedni pary bazi v DNA a vyivani komplex. Po ostleni ultrafialo-

vym swtlem tento komplex jasnz&i. Fragmenty DNA o stejné velikosti jsou pak naugel

patrné jako prouzky, jejichz intenzita je &ma koncentraci DNA [48], [51].

smés fragment =D
'« DNA riizné velikosti L8 x
& = =
= (=]
©| | 5§ 8
mm =
b = B ___ | diouhe
— — fragmenty
i *_ I
| — = | kratké
fragmenty
zdraoj
elektroforeticky gel

Obr. 6 — Princip gelové elektroforézy [53]
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4 CILPRACE

V sowasné dob je trendem pouzivat mikroorganizmy s probiotickyiginky jako starté-
rové nebo fidatné kultury g vyrob¢ fermentovanych potravin. Hlavninineodem, pro se
pridavaji tyto mikroorganizmy do potravin je, bezpglhe jejich pozitivni misobeni na
lidské zdravi. Na druhé stramnozi zastupci probiotickych kultur piamezi potencialni
producenty biogennich aniinProto je také wezité tyto mikroorganizmy pra@¥ovat na
schopnost tvorby biogennich amirCilem této diplomové prace bylo studium tvorbg-bi
gennich amifh u rekterych zéstupic rodu Lactobacilluspouzivanych jako startérové
probiotické kultury.

Pro dosazeni dilbylo treba:

e zpracovat literarni reSersi tykajici se charaktiéggisa dekarboxylazové aktivity
bakterii s dieteticko-kebnymi &inky.

* popsat metody stanoveni biogennich amin

Pro zpracovani experimentaltésti diplomové prace bylo nutné naplnit tyta:déasti:

otestovat metodou PCR sledované mikroorganizmytitanpnost geti kddujicich

piislusné enzymydastnicich se tvorby biogennich arin

» zjistit vliv pH, koncentrace NaCl a laktézy na pudi biogennich amiinu testo-
vaného mikroorganizmu_actobacillus rhamnosu€CDM 289) pomoci techniky
HPLC.

» vyhodnotit vysledky ziskané z obou metod.

* na zéaklad ziskanych vysledkzformulovat z&vry.



UTB ve Zling, Fakulta technologicka 35

5 MATERIALY A METODY

5.1 Pouzité mikroorganizmy

Schopnost produkce putrescinu byla tgigna metodou PCR u nasledujicich izola¢
syni: Lactobacillus curvatu®EPE 15 Lb. curvatussubsp curvatusDEPE 8,Lb. curvatus
subps.curvatusDEPE 39,Lb. curvatusAl-2, Lb. curvatusAl-3 a Lactobacillus brevig.
24. Tyto kmeny byly ziskany ze Skolni sbirky Ustanienyrstvi ochrany zivotnicho pro-
sttedi (DEPE). Déle byly testovany i sbhirkové kmefiegka sbirka mikroorganizim-
CCM) Lb. curvatusCCM 7271 d_b. curvatusCCM 7558.

Dekarboxyldzova aktivita byla také zkoumana u kmewketeticko-léebnymi &inky ze
Shirky mlékarenskych kultur Laktoflora (Culture @ation of Diary Microorganisms —
CCDM) Lactobacillus rhamnosuSCDM 289.

5.2 Kultivaéni média a roztoky

5.2.1 Kultivaéni média

MRS bujén
MRS Broth (HiMedia)...............vvvviieiee e 55,15¢
destilovana voda.........ccooeoeeiiiiiiiiiieeaen 1000 ml

Bylo navazeno 55,15 gigy MRS Broth a rozpu&ho v 1000 ml destilované vody. Takto

piipravena fida byla sterilovana v autoklavu (121 °C, 15 minut).

MRS agar
MRS agar (Bio-Rad).............cccvvvvvnnnnn 68,00 g
destilovana voda..........c.cccevveiniiiinniienaes 1000 ml

Bylo navazeno 68 guay MRS agar a rozpu§to v 1000 ml destilované vody. Sterilace
probihla v autoklavu p 121 °C po dobu 15 minut. Taktdipravena jgda byla rozlita na
Petriho misky.
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5.2.2 Roztoky pro @Fipravu hrubych lyzata bakterialni kultury

Lyzaéni roztok s NaOH a SDS (0,05 M NaOH, 0,25 % SDS)

Lyzani roztok byl gipraven tak, ze k 99 ml 0,05 M NaOH (Ing. Petr LE)kbylo gidano
1 ml 20% SDS (Serva).

Fyziologicky roztok (0,9% NaCl)

NaCl (Lach-Ner).........ccceeiiiiiiiiineeeeeieeenn, 9¢g

destilovana voda........cc.coovvvieiiiiiiieaaee. 1000 ml

Prislusné mnoZstvi NaCl bylo rozp&3b v 1000 ml destilované vody. Poté byl roztok roz-

pInén do alikvoti a sterilizovan v autoklavu (121 °C, 15 minut).

5.2.3 Roztoky pro PCR a gelovou elektroforézu

Nanaseci pufr

Pouzity nanéSeci pufr bykipraven Zed:nim Gel Loading Dye 6x (New England Biolabs)
PCR vodou v porru 1:1 (v/v).

100 bp DNA marker

DNA marker byl gipraven smichanim 180 pl PCR vody, 50 ul nanasSeuiffim a 20 pl
100 bp DNA markeru o koncentraci 500 pg/ml (New [&nd Biolabs).

1x TBE pufr

1x TBE pufr byl gipraven ze zasobniho roztoku 10x TBE pufru (Lora&) Ze ze 100 ml

zasobniho roztoku bylo dogno sterilni destilovanou vodou na objem 1000 ml.

5.2.4 Roztoky pro derivatizaci vzorki

Karbonéatovy pufr (pH 11,0 —11,1)

* pufr A (0,5 M NaHCQ):

NaHCG; (Merck).......oooeeeeeeevieeeieienns 21g

destilovana voda..........cceveeiieiiiniinll] 0.0l
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Pufr A byl gipraven rozpugnim gisluSného mnozstvi hydrogenudianu sodného

v 500 ml destilované vody.

e pufr B (0,5 M NaCOy):

NaCOs (Merck)......ccooeveeeeeiiiiiiiiiinnns 13,25¢g
destilovana voda...............cccccevvvnnnnns 250
Pufr B byl gipraven rozpughim gislusného mnoZstvi hydrogenudiianu sodného

v 250 ml destilované vody.

Karbonatovy pufr byl fipraven tak, Ze k 50 ml pufru A byldigano takové mnozstvi puf-
ru B, aby vysledna sés pufru ntla hodnotu pH 9,2. Poté k tomuto roztoku bytadano
16,65 g uhkitanu draselného (0,333 g/1ml pufru, Merck), abgleginy pufr ndl hodnotu
pH 11,0 - 11,1.

5.3 Friprava hrubych lyzati bakterialni kultury pro PCR

Hrubé lyzaty bakterialnich kultur bylyipraveny podle prace Préldlove Jany [52] a pra-
ce Spanova a Rittich [54].

5.3.1 HRiprava hrubého lyzatu bakterialni kultury povarenim a pouzitim proteina-

zy K

Z kultury narostlé fes noc v MRS médiu bylo odpipetovano 1 ml do eppdhkdvych
zkumavek a zcentrifugovano 5 minut p4 000 otékach fFi teplog 4 °C. Supernatant byl
opatrre slit a pelet byl promyt sterilni destilovanou vodd promytému sedimentu bylo
piidano 400 pl sterilni destilované vody aésnbyla inkubovana 5 minutipl00 °C. Po
inkubaci bylo pidano 0,6 ul proteinazy K (Roche Diagnostic) a ekdbyl dan na 10 mi-
nut inkubovat @ 55 °C. Poté byl vzorek znovu inkubovan 5 miniit 300 °C. Takto fi-
praveny lyzat byl uchovavartigeplotach pod —18 °C do doby analyzy.

5.3.2 HRiprava hrubého lyzatu bakterialni kultury povarenim suspenze bugk

Z kultury narostlé fes noc v MRS médiu bylo odpipetovano 1 ml do eppdhkdvych
zkumavek a zcentrifugovano 5 minuf 4 000 otdkach. Supernatant byl opagrslit a

pelet byl dvakrat promyt fyziologickym roztokem.tBdoylo gidano 600 pl sterilni desti-
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lované vody a vzorek byl dan na 15 minut inkubop@t100 °C. Ripraveny lyzat byl
uchovavan § teplotach pod —18 °C do doby analyzy.

5.3.3 HRiprava hrubého lyzatu bakterialni kultury alkalicko u lyzi

Z kultury narostlé fes noc v MRS médiu bylo odpipetovano 1 ml do eppdhkdvych
zkumavek a zcentrifugovano 5 minut @4 000 otdkach i teplog 4 °C. Supernatant byl
opatrre slit a pelet byl promyt dvakrat fyziologickym rokem. K promytému sedimentu
bylo piidano 60 pul lyzaniho roztoku s NaOH a SDS a vzorek byl dan na Itutinkubo-
vat @i 100 °C. Po inkubaci bylofwano 540 ul sterilni destilované vody a vzorek byl
uchovavan p teplotach pod —18 °C do doby analyzy.

5.3.4 HRiprava hrubého lyzatu z bakterialni kolonie z Petrho misky

Z kultury narostlé fes noc v MRS bylo odpipetovano 0,1 mliameseno na povrch plotny
s MRS médiem. Inokulum bylo rovn@mmé rozeteno sterilni hokejkou. Petriho miska
byla dana kultivovat i teplo& 30 °C po dobu 48 hodin. Nasledoyly kolonie narostlé na
Petriho misce sterilni kilkou resuspendovany v eppendorfkové zkumavce oksaB0j
sterilni destilované vody a 10 ul reéakho pufru pro PCR (Tab. lll). S¥a byla jems
promichdna na vortexu a dana inkubovat na 20 npiiud5 °C. Po inkubaci byla sfa
zcentrifugovana 1 minuturipl4 500 otédkach. Nasledd byl supernatantipnesen do nove

sterilni eppendorfkové zkumavky a byl uchovavéngplotach pod —18 °C do doby analy-
zy.

5.4 |zolace DNA

Testované laktobacily byly kultivovany v bujénu MR&! hodin pi teplog 37 °C.
K izolaci bakterialni DNA byly pouZzity tyto izotai Kity:

 UltraClead™ Microbial DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories),

* High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Doagn).

Pti izolaci bakterialni DNA pomoci uvedenych kise vzdy postupovalo podle navodu

vyrobce.
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5.5 Polymerazov&‘etézova reakce

Metodou PCR byl u sledovanych knielaktobaciti zjisStovan gitomnost geti kddujicich
piislusné enzymy dastnicich se tvorby putrescinuieRled o pouzitych primér jejich

cilovych geri a velikosti @ekavanych PCR produkpodava Tabulka .

Tab. Il — Primery pouZité pro detekci gemodpowdnych za produkci vybranych biogen-

nich amir
Velikost oce-
Set primera Cilovy gen | kavaného am- Zdroj
plikonu
3 +16° speF 1446 bp Marcobal et al., 2005 [55]
PUT1-F + PUT1-R speF 1440 bp Fardhlaoui-Zud etall2 [56]
AgD1 + AgD2 aguA 600 bp Coton et al., 2010 [57]
Agdif + agdir aguA 90 bp Nannelli et al., 2008 [58]
AguA-F + aguA-R aguA 830 bp Landete et al., 2019) [5

5.5.1 HRiprava reakéni smési

Pri ptipraw PCR reakni snes byl zvolen postup namichani masterimidaster mix byl
piipraven smichanimifslusného mnozstvi vSech komponent (Tab. Ill) kfdNA a pri-
mert v 1,5 ml eppendorfkové zkumavce. Po promichanintgbter mix rozpipetovan do
200 ul eppendorfkovych zkumavek a k master mixwo ogsledi pridano gislusné mnoz-
stvi DNA a primef.. Jako negativni kontrola PCR byly pouZzity kompdgeRCR bez
DNA. Mikrozkumavky s takto fpravenou reakni snesi o objemu 15,05 ul byly kratce

promichany a zcentrifugovany. Nasleédyly mikrozkumavky umisny do termocykleru.
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Tab. lll — Zakladni slozeni PCR raai snesi

Komponenta Objem [ul]
PCR voda (Top-Bio) 11,2
Reakéni pufr kompletni (10x koncentrovany — Roche) 15
dNTP sngs (10 mM — Jena Bioscience) 0,6
DNA primer 1 0,3
DNA primer 2 0,3
Tag-DNA-polymeraza (5 U/ul — Roche) 0,15
DNA matrice 1

5.5.2 Provedeni PCR

Syntéza amplifikovaného PCR fragmentu probihakermocykleru PTC 100 MJ Research
(Bio-Rad), ktery ma wvyfivané viko. Pro minimalizaci vyskytu nespecifickyelCR pro-
dukti byla zvolena touchdown PCR, jenz probihala podigmamu LW+TD.

Program LW+TD:

Patateini denaturéni teplota 94 °C / 10 minut
1. Denaturace 94 °C/ 30 sekund
2. Annealing primar 62 — 47 °C/ inota
3. Extenze 72 °C/ 1 minuta
Zawrecna extenze 2 °C/ 5 minut

Program LW+TD probihal tak, Zze vzorky DNA byly nejp komplet® denaturovany 10
minut inkubaci p 94 °C. DNA byla amplifikovana v 17enych cyklech, ficemz prvni 2
cykly se teploty u krok 1 — 3 se negmily (annealing 62 °C) a od nasledujiciho cyklu an-
nealingova teplota vzdy klesala o 1 °C az do tgpddt °C (61 °C — 47 °C). Cyklus s kaz-
dou anealingovou teplotou byl naslédfest jednou opakovan. Zékecna extenze
probihala 5 minutip 72 °C.
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5.6 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza je jednou z nejpouzijaith technik pro detekci aplifikovaného
PCR fragmentu nebo k &teni @gitomnosti a kvality izolované DNA. Pro &seni kvality
izolované DNA byl pouzit 0,8% agardzovy gel, k deieamplifikovaného PCR fragmentu

byl pouzit 1,5% gel.

5.6.1 Hiprava agar6zoveho gelu

Prislusné mnozstvi agardzy (Lonza Biotec) bytm@no k danému objemu 1x koncentro-
vaného TBE pufru. Sés byla za obasného promichani ziatana v mikrovinné troubdo
doby varu (do vznikg&irého roztoku). Po ochladnuti roztoku nigbpzné 50 °C bylo pi-
dano 5ul etidiumbromidu (Top-Bio). S¥s byla pozvolna promichana a nalita do elektro-
foretické vantky (Scie-Plas) sijpravenym kebinkem a nechana tuhnout faboratorni
teplot asi 30 minut. Po ztuhnuti agardzy byl vyjmiglben a na taktoripraveny gel byly
nanaseny vzorky DNA nebo PCR produktu.

5.6.2 NanaSeni vzori na gel a provedeni elektroforézy

V piipact oveieni kvality DNA byl vzorek fipraven smichanim 5 pl DNA, 5 ul destilova-
né vody a 3 pl nandSeciho pufrii éetekci PCR produktu byl vzorekipraven gidanim

3 ul nanaseciho pufru k amplifikovanému PCR fragmned takto gipravenych vzork
bylo odpipetovano 12 pl a naneseno do &k na gelu vzdy ve sfru zprava doleva.
K urceni velikosti izolované DNA nebo PCR produktu bglupit 100 bp DNA marker s
fragmenty DNA o velikosti (bp): 1517, 1200, 100009800, 700, 600, 500, 400, 300, 200,
100. Marker byl nanasen vzdy v objemupl2

Gel byl poté zalit 1x koncentrovanym TBE pufremddky zhruba 2 mm nad agar6zovy
gel. Elektroforéza byla spu$ia zapnutim zdroje na 90 V/ 1 hodinu. Separaceiipatdbtak
dlouho, dokud bromfenolova mbdbsazena v nanasecim pufru nedoputovala do 243 gel

Gel byl poté vyfocen na UV transluminatoru (Syngene
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5.7 Purifikace a sekvenace PCR produktu

K precisteni neboli purifikaci vybranych PCR amplikbrbyl pouzit purifika&ni kit QIA
PCR Purification Kit (QIAGEN). Purifikace byla predena podle navodu vyrobce i@
¢isténé PCR produkty byly néasledrzaslany na sekvetiasi analyzu (Ustav molekularni
biologie rostlin, Akademiedd Ceské RepublikyCeské Budjovice). Ziskané vysledky ze
sekvendani analyzy byly porovnany s dostupnymiegymi databazemi za pouZiti nastroje

Blast (National Centre for Biotechnology Informatie NCBI).

5.8 Stanoveni biogennich amiin pomoci HPLC

5.8.1 Hiprava kultiva¢éniho média pro zjiS&€ni produkce BA

Dekarboxyldzova aktivita probiotického kmelnactobacillus rhamnosu€CDM 289byla
zjisStovana pomoci kultivace v tekutém MRS meédiu obsahygidnotlivé aminokyseliny
(arginin, ornitin, tyrozin a lyzin) jako prekurzormtislusnych biogennich amina to

v koncentraci 0,3 % (w/v). Zakladni sloZeni kultimého média je uvedena v Tabulce IV.
Do tohoto modifikovaného MRS bujénu byl je$fidan chlorid sodny (0,0; 1,0 a 2,0 %) a
laktéza (0,0; 0,25; 0,50 a 1,0 %) pro istvlivu koncentrace NaCl a sacharidu na pro-
dukci BA sledovanym laktobacilem. Byl také zkounwdim pH, a proto bylo ped inokulaci
bakterialni kultury upraveno pH kultiaiho média na hodnotu 4,5 a 5,0. VSechny uvede-

né faktory byly testovany ve vzajemnych 24 kombiclac

Do 8 ml takto pipraveného kultivéniho média bylo pro sniZeni redoxného potenciélu p
dano 70ul roztoku cysteinu (Sigma-Aldrich) a z8@vano 25ul bakterialni suspenze kul-
tivované 48 hodin. Taktoripravené vzorky byly kultivovanyipteplot 37 °C po dobu 48

hodin.
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Tab. IV — SloZeni kultiveniho média pro zjighi produkce BA

Slozka Mnozstvi [g/l]
MRS Broth (HiMedia) 55,15
Pepton (HiMedia) 10,0
Beef extrakt (HiMedia) 10,0
Yeast extract (HiMedia) 5,0
Dextr6za/ glukoza (Lach-Ner) 20,0
Tween 80 (Lach-Ner) 1,0
Hydrogencitronan amonny (Ing. Petr Lukes) 2,0
Octan sodny (Ing. Petr LukesS) 5,0
Siran hoecnaty (Ing. Petr LukeS) 0,1
Siran manganaty (Lach-Ner) 0,005
Hydrogenfoforénan didraselny (PENTA) 2,0
Arginin, ornitin, tyrozin, lyzin (Sigma-Aldrich) G,

5.8.2 Hiprava vzorka na derivatizaci

Modifikovany bujén MRS po kultivaci testovaného badalniho druhu byl zcentrifugovan
pii ot&kach 4600 po dobu 10 minut. Ziskany supernatantdaglen do ti eppendorfko-

vych zkumavek aiedn v pongru 1:1 (v/v) kyselinou chloristou (c = 1,2 mol/l,evtk).

5.8.3 Hedkolonova derivatizace dansylchloridem

VySe uvedenym Zjsobem upravené vzorky byly podrobeny derivatizasisylchloridem
(Sigma-Aldrich) podle navodu dostupném v labafiditstavu technologie potravin:
1. Kupravenym vzorkm bylo @idano 100ul 1,7-heptandiamin (Sigma-Aldrich)
v koncentraci 500 mg/l jako viiitiho standardu. Z této €si bylo odpipetovano 1
ml do derivatizani nadobky.
2. Do vzorki v derivatiz&nich nadobkach bylofgano 1,5 ml karbonatového pufru
spH 11,0 — 11,1 a 2 mikrstv pripraveného roztoku dansylchloridu o koncentraci
5 g/l v acetonu (Merck). Derivatizai nadobky byly doke uzawveny a danyiepat

20 hodin v temnu.
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3. Nasledn bylo do kazdého vzorkurdano 200ul roztoku prolinu (Merck) a vzorky

se tepaly dalSi hodinu. K takto upravenéésinbylo gidano 3 ml heptanu (Sigma-

Aldrich) a vzorky se oft tiepaly 3 minuty rang.

4. Poté bylo z derivatizaich nadobek odpipetovano 1 ml heptanové vrstwiaek.

5. Vialky byly dany odpat do sucha p teplot 60 °C pod proudem dusiku.

6. Suchy odparek byliredtn 1,5 ml acetonitrilu (Sigma-Aldrich) a vzorky sehova-

valy do doby analyzy v mrazicimizzeni i teplotach pod -18 °C.

5.8.4 Vlastni chromatografické stanoveni

Bezprostedre pred analyzou byly derivatizované vzorkyefiltrovany pges stikackovy

filtr s porozitou 0,22um a naneseny na kolonu (Agilent Eclipse Plus C18BR50 x 3,0

mm, velikostéastic 1,8um) chromatografického systému (termostat kolon égil1260
Infinity; autosampler LabAlliance, USA; binarni ppaLabAlliance, USA; UV/VIS DAD

detektor Agilent Technologies).

Separace dansylderivatu biogennich anprobihala gradientovou eluci (Tab. V) a jejich

detekce probihala spektrofotometricky UMeadim o vinové délce 254 nm. Podminky se-

perace a detekce sledovanych biogennich d@rbily nastaveny podle prace S et

al. [20].

Tab. V — Lineérni gradientovy &lni program HPLC

Cas 10% Acetonitril | 100% Acetonitril
[min] [%] [%]
0,0 39 61
0,1 39 61
1,4 30 70
3,5 17 83
4,0 0 100
9,5 0 100
11,5 39 61
15,5 39 61




UTB ve Zling, Fakulta technologicka 45

6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Sledovani gefa zodpowdnych za produkci putrescinu metodou
PCR

Metodou polymerazovéetzové reakce byl proveden skrining produkceiugeodpowd-
nych za produkci putrescinu u nasledujicich laktdbazolovanych ze syr. Lactobacillus
curvatusDEPE 15 Lb. curvatussubsp curvatusDEPE 8,Lb. curvatussubps.curvatus
DEPE 39,Lb. curvatusAl-2, Lb. curvatusAl-3 a Lactobacillus breviDEPE 24 na poten-
cialni produkci putrescinu. Déle byly testovanypirkové kmeny eska sbirka mikroorga-
nizmi — CCM) Lb. curvatusCCM 7271 alLb. curvatusCCM 7558.Salmonella enterica
CAPM 6324 byla pouzita jako pozitivni kontrola.

VSeobecs mohou grampozitivni mikroorganizmy metabolizovatrpscin d¢ma iiznymi
drahami: ornitindekarboxylazovou (ODC) a agmantardmazovou (AgDI). B ornitinde-
karboxylazové draze je ornitinfggménén ornitindekarboxylazou (kédovana genspeh

na putrescin [57]. #agmatindeaminazové draze hrajietitou roli dva enzymy: agmatin-
deaminaza a N-karbomoylputrescinaminohydrolaza. &grdeaminaza (k6dovana genem
aguA preménuje agmatin  na N-karbomoylputrescin a amoniak. &l N-
karbomoylputrescinaminohydrolaza  (k6dovana genem uBpg konvertuje  N-

karbomoylputrescin na putrescin, oxid éhii a amoniak [59], [60].

Cilem této experimentalriasti bylo pro¥tit sledované laktobacily prédwa gitomnost
geni speFaaguA Pro detekci genspeFu testovanych laktobadilbyly pouzity primery
3/16" a PUT1-F/ PUT1-R, pro detekci geaguA byly pouzity primery AgD1/AgD2,
Agdif/Agdir a aguA-F/ aguA-R. Tyto sady printerbyly nejprve testovany u DNA
izolovanych Z_b. curvatusAl-2 aLb. curvatusAl-3. K izolaci DNA byl pouZit izolani kit
UltraClead™ Microbial DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories).

U sad primei 3'/16" a PUT1-F/ PUT1-R pouzitych pro detekci gespaFnebyly obdrzeny
ocekavané amplikony. Ze sad primgrouzitych na detekci geraguAocekavany produkt
byl detekovan u primérAgD1/AgD2 a aguA-F/ aguA-R (Obr. 7 a 8). AvSaklep§iho
vysledku bylo dosazeno s primery AgD1/AgD2, kdy lppdrzen pouze cekavany
amplikon o velikosti 600 bp, a proto byla tato sadée testovana u nésledujicich kriren
Lactobacillus curvatu DEPE 15 Lb. curvatussubsp curvatusDEPE 8,Lb. curvatus
subps.curvatusDEPE 39,Lb. brevisDEPE 24,Lb. curvatusCCM 7271 alLb. curvatus
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CCM 7558. V ramci optimalizace metody byly zkouSefgné techniky izolace DNA a

vliv riznych koncentraci Mg iontii na pfibsh amplifikace.

1517 bp

1517 bp

123 4 56 12 3 4 5 6

Obr. 7 — PCR amplikony s vyuZitim testoObr. 8— PCR amplikony s vyuzitim testo-
vanych primel u Lb. curvatusAl-2, primery Vanych primeit u Lb. curvatusAl-3, primery
37/16" (1), PUT1-F/PUT1-R (2)AgD1/AgD2 37/16" (1), PUT1-F/PUT1-R (2/\gD1/AgD2
(3), aguA-F/ aguAR (4), pozitivni kontrole (3), aguA-F/ aguAR (4), pozitivni kontrole
adiA3-F/adiA3-R (5), negativni kontrola (6) adiA3-F/adiA3-R (5), negativni kontrola (6)

Pro testovanou sadu prinie(AgD1/AgD2) byly nejprve pouzity jako templatovaNB
hrubé lyzaty vySe uvedenych mikroorganizrilrubé lyzaty byly fipraveny podle postuip
uvedenych v kapitolach 5.3.1. az 5.3.4. Nejprvekvdgy 10x naedtny PCR vodou a
nasled® v objemu 1ul byly pouzity do PCR reaki snesi. AvSak v disledku vysoké
citlivosti PCR n&tistotu templatové DNA se PCR amplifikace neddaDiavodem mohly
byt latky organické a anorganické povahy, kteréingani spolu s DNA f lyzi burgk a
mohou tak fisobit jako intracelularni inhibitory PCR. Proto bzVvolen dalSi zfsob
izolace DNA pomoci izokniho kitu. K izolaci DNA byl pouzit izokni kit High Pure
PCR Template Preparation Kit (Roche DiagnosticgoTtechnika sice umaaje ziskat
DNA o vysokécistott a kvali€, avSak v fipact testovanych laktobadilse nepodédo

vyizolovat DNA v dostaténé kvali€. Z Obrazku 9 je patrné, Ze se nejlépe pidala
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izolovat DNA z kmene Lactobacillus brevis DEPE @ggto byla tato DNA pouZita k dalSi

analyze.

12 3 435 6 78 9101112

Obr. 9 —Cistota a kvalita vyizolované DNA:b. curvatusDEPE 15 (1, 2)Lb. cu-
rvatusCCM 7271 (3, 4)Lb. curvatussubsp curvatusDEPE 39 (5, 6)l.b. curvatus
subsp.curvatusDEPE 8 (7, 8)Lb. brevisDEPE 24 (9, 10) &b. curvatusCCM
7558 (11, 12)

S DNA izolovanou 4.b. brevisDEPE 24 byla provedena PCR amplifikace s testawany
primery AgD1/AgD2 a byl zkou$en vliviznych koncentraci Mg iontii na piibsh PCR.
Jelikoz @ilis vysoké koncentrace beaEnatych iont vedou ke vzniku nespecifickych
produkfi, je nutné vzdy stanovit optimalni koncentrasihto ionti empiricky. Do PCR
realénich snési byla pouZita DNA testovaného kmenéeamina na koncentraci Tovzdy

v objemu 1ul. Hofe¢naté ionty byly pidavany v objemu 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 a (0,7Do
realénich sngsi s tmito koncentracemi Mg ionti byla gidavana testovana sada pritiner

v celkovém objemu 0,6l a 0,4pl.

Z Obrazku 10 je patrné, Ze k amplifikacgietstavaného produktu o velikosti 600 bp nastala
v pifpads pouZiti testované sady prinev objemu 0,61 u Mg®* iont pridanych v objemu
0,4; 0,5 a 0,7l. V druhém pipac, pii pouziti testované sady printev celkovém objemu
0,4 ul, otekéavany produkt byl detekovan u fgonti piidanych v objemu 0,3; 0,4 a 0,5
ul. AvsSak nejlepSiho vysledku bylo dosaZerfogouziti primett AgD1/AgD2 v celkovém
objemu 0,61 a Mg?* iontii v objemu 0, 7ul.
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1723 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

AgD1/AgD2 (0,6pl) AgD1/AgD2 (0,4ul)

Obr. 10 — Vliv gidavku Md" iontii na PCR amplifikaci v objemu: 04l (1, 9); 0,2ul (2,
10); 0,3ul (3, 11); 0,4ul (4, 12); 0,5ul (5, 13); 0,7ul (6,14) a negativni kontrola (7, 15)

6.1.1 Sekvenace PCR produktu

Pro owieni spravnosti metody byly vybrany amplikony gemguAz Lactobacillus curva-
tus Al-2 aLb. curvatusAl-3 pro sekvenni analyzu. Vysledky ziskané ze seké@nanaly-
zy byly porovnany s dostupnymi tggnymi databdzemi za pouZiti nastroje Blast (Nation
Centre for Biotechnology Information — NCBI). Zisikasekvence obou PCR amplikon
(Priloha I a Il) se z 99 % shodovaly se sekvenci gaywA u kmenelLactococcus lactis
subsp.lactis KF147. Ukazky sekvenci obou amplikojsou zobrazeny na Obrazku 11 a
12.
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Obr. 11 — Ukézka sekvence amplikonu 1 — &jidtsekvence vizualizovana v programu (SEQUENCE SEER SOFTWARE v 1.0.)
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Obr. 12 — Ukazka sekvence amplikonu 2 — &jidtsekvence vizualizovana v programu (SEQUENCE SRR SOFTWARE v 1.0.
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6.2 Chromatografické stanoveni biogennich amiin

Schopnost produkce 5 biogennich ain{putrescinu, kadaverinu, tyraminu, spermidinu a
sperminu) zatiznych kultiv&nich podminek byla zjivana u probiotického kmenec-
tobacillus rhamnosusCCDM 289 pomoci vysok@inné kapalinové chromatografie
(HPLC). Touto metodou byl zkouméan zejména vliv fdncentrace NaCl a koncentrace
laktézy na dekarboxyldzovou aktivitu tohoto kmelgsledky z analyzy jsou uvedeny

v tabulkach v Hloze Ill.

Na Obrazcich 13 — 15 Ize sledovat vyvoj produkdaglivych BA v kultivagnich médiich
s pridavkem NaCl v koncentraci 0,0; 1,0 a 2,0 % (wévridavkem laktozy v koncentraci
0,0; 0,25; 0,50; a 1,0 %w/v) as paatesni hodnotou pH 4,5. Z&thto kultivainich pod-
minek byla detekovana produkce vSech stanovovaBychNejvice vSak byl produkovan
spermin. Detekované mnozstvi tohoto BA se pohylmvabzmezi 17,9 - 23,6 mg/l. Nej-
vy38i mnoZstvi sperminu (23,6 mg/l) bylo zji# v kultivainim médiu s 2 % (w/v) NaCl a
s 1 % (w/v) laktozy. Krom sperminu bylo v tomto médiu jéstietekovano nejvyssi mnoz-
stvi tyraminu, kdy byl produkovan v mnozZstvi 10,9/mNaopak za&hto kultivanich
podminek byla Upkhinhibovana produkce spermidinu a také dosSlo karyganu snizeni
produkce putrescinu. V kulti¢aim médiu s 0,50 % (w/v) laktézy a 2 % NaCl (w/y) b
putrescin detekovan v mnozstvi 10,6 mg/l, avSakyySeni koncentrace laktozy na 1,0 %

(w/v) se mnozstvi putrescinu snizilo na 4,9 mg/I.

V produkci kadaverinu v kultivanich médiich s 0,0 % (w/v) NaCl a se zvySujici ea-k
centraci laktozy sice nedoSlo k vyraznééminve vyprodukovaném mnozstvi. AvSak
v kultivacnich médiich sisidavkem NaCl v koncentraci 1,0 a 2,0 % (w/v) awgSajici se

koncentraci laktdézy byla zaznamenéna tendencerémin poklesu produkce tohoto BA.
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Obr. 13 — Produkce biogennich aihikmenemLactobacillus rhamnosu€CDM
289 @i pH 4,5 @i rizné koncentraci laktézy (PUT — putrescin, CAD —daatin,
TYR — tyramin, SPD — spermidin, SPM — spermin)
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Obr. 14 — Produkce biogennich aihikmenemLactobacillus rhamnosu€CDM 289
pii pH 4,5 v prostedi s 1% NacCl {) rizné koncentraci laktézy (PUT - putrescin,
CAD - kadaverin, TYR — tyramin, SPD — spermidin V&P spermin)
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Obr. 15 —Produkce biogennich antirkmenemLactobacillus rhamnosu§€CDM 289
pti pH 4,5 v prostedi s 2% NaCl # razné koncentraci laktézy (PUT — putrescin,
CAD - kadaverin, TYR — tyramin, SPD — spermidinM5P spermin)

Vyvoj produkce jednotlivych BA v kultivenich médiich siidavkem NaCl v koncentraci
0,0; 1,0 a 2,0 % (w/v), sfidavkem laktozy v koncentraci 0,0; 0,25; 0,50; @ %,(w/v) a

s paatetni hodnotou pH 5,0 Ize sledovat na Obrazcich 1®8.-J& patrné, Ze za danych
kultivacnich podminek uz nedochazi k produkci spermidimuzi&nou pH progiedi doSlo
také ke sniZeni produkce putrescinu oproti kulfipgicpH 4,5. ZjiS€na mnoZstvi putresci-
nu ve vzorcich ndggsahla 5,0 mg/l s jedinou vyjimkou, kdy v kultiwvém médiu bez i
davku laktézy a obsahujici 1 % (w/v) NaCl byl dete&n tento BA v mnoZstvi 6,6 mgl/l.
Za danych kultivanich podminek naopak doslo ke zvySeni produkceniyna a sperminu.
Zjisténa mnozstvi se pohybovala ¥ipad tyraminu v rozmezi 10,0 — 12,6 mg/l a tiga-
dé¢ sperminu v rozmezi 20,9 — 24,3 mg/l. NejvySSi nsidizsperminu bylo stanoveno
v kultivatnim médiu, které obsahovalo pouze laktézu v komaen0,25 %. Naopak nej-
vySSi mnozstvi tyraminu bylo detekovano v kuléiven médiu obsahujici 2,0 % (w/v) Na-
Cl a 0,25 % (w/v) laktézy. Vifpadt produkce kadaverinu nebyla zaznamenana vyrazna

zmena.
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Obr. 16 — Produkce biogennich afhikmenemLactobacillus rhamnosu€CDM
289 @i pH 5,0 @i razné koncentraci laktozy (PUT — putrescin, CAD —dsatin,
TYR —tyramin, SPD — spermidin, SPM — spermin)
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Obr. 17 — Produkce biogennich afhkmenemLactobacillus rhamnosu€CDM 289
pii pH 5,0 v prostedi s 1% NaCl § rizné koncentraci laktéozy (PUT — putrescin,
CAD - kadaverin, TYR — tyramin, SPD — spermidinMsP spermin)
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Obr. 18 —Produkce biogennich antikmenenlLactobacillus rhamnosusCDM 289
pii pH 5,0 v prostedi s 2% NaCl § rizné koncentraci laktéozy (PUT — putrescin,
CAD - kadaverin, TYR — tyramin, SPD — spermidinMsP spermin)

6.3 Souhrnna diskuze

Experimentélnicast diplomové prace se zabyvala dekarboxylazovdiitki nékterych
druhi rodu Lactobacillusvyuzivanych jako startérové kultury nebo jako pobikia. Prvni
¢ast experimentu seénovala detekci génkodujicich enzymy ornitindekarboxylazspeh

a agmatindeaminazwaguA) ucastnicich se biosyntézy putrescinu. Pouze u dvolatiz

ze syru eidamského typul. curvatusAl-2 a Lb. curvatusAl-3), které byly ozn&ny za
producenty putrescinu, se pdila detekovat geraguA za pouziti dive publikovanych
primeri AgD1 a AgD2 [57]. Nasledhsekve®ini analyzou byla potvrzena spravnost ziska-
ného amplikonu. Lze proto usoudit, Ze tyto izolatysyru jsou schopny syntetizovat put-

rescin ges agmatindeaminazovou (AgDI) drahu.

Ladero et al. [61] ve své studii uvadi, Ze gravakterii izolovanych z mt@éych vyrobki
je dominantni cesta syntézy putrescinu AgDI drafeio schopnost byla zjita nap. u
Lb. brevis Lb. curvatusLactococcus lactis Enterococcus faecalialSim studiem bylo

zZjisteno, Ze syntéza putresciniep AgDI drahu WLactococcus lactige vlastnosti specific-
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kou pro tento druh a nebyla ziskana horizontalnten@sem v posledni débavsak u
nékterych kmei tato vlastnost byla ztracena wstiedku adaptace na priesdi, kde fisobi

jako zakysove kultury [62].

Coton et al. [57] se ve své studii zabyvali detadem kédujicich enzymy histidindekar-
boxylazu bdo), tyrozindekarboxylazutdc), ornitindekarboxylazu a agmatindeaminazu u
bakterii ml€éného kvaSeni (BMK) izolovanych z vin a mos¥ celkového pétu 810 tes-
tovanych kmeti BMK byl u 112 kmeid (14 %) zjiS¢n gen pro AgDI drahu a pouze u 4
kmen (0,5 %) byl detekovan gen kodujici enzym ornitketiboxylazu. Schopnost synte-
tizovat putrescin f&s AgDI drahu zjistili u 32 kmenLb. hilgardii, u 31 kme# Lb. colli-
noides u 26 kmef Lb. brevis u 7 kmeii Lb. mali u 2 kmeid Lb. fructivoransu 1 kmene
Lb. plantarum u 10 kmefi Oenococcus oeny 1 kmene_euconostoc mesenteroigdes1
kmenePediococcus pentosaceasl 1 kmenéediococcus parvulussen kodujici ornitin-
dekarboxylazu byl detekovan pouze u 2 kinéb. malia u 2 kmef Oenococcus oeni
Také Constantini et al. [63] zjidvali pritomnost &chto geri u 133 kmefi BMK izolova-
nych z vin. Zadny z testovanych knienebyl pozitivni na ornitindekarboxylazu. Naproti
tomu Nanneli et al. [58] zjistili, Ze putrescinye vine produkovan bakteriemi miéého

kvaseni dominantnpies ornitindekarboxylazovou (ODC) drahou.

VySe uvedené a diskutované vysledky jsou tak veghuls tvrzenim, tvorba biogennich
amini neni zalezitosti rad¢i druhi, ale spiSe kménv ramci druhu [33]. Proto je vhodné
pomoci metody PCR pretovat mikroorganizmy pouZivané jako startérové kyltna
potencialni schopnost produkce BA a tim zabrafitheakumulaci v potravinach. Mnoho
autolqi se proto zabyvalo vyvojem spolehlivych PCR metoal getekci mikroorganizin
produkujicich biogenni aminy [55], [57], [61], [63P4], [65]. Nagiklad Marcobal et al.
[55] vyvinuli multiplex PCR pro simultdnni detekgeni kodujicich enzymy histidinde-
karboxylazu Kdc), tyrozindekarboxylazu tdc), ornitindekarboxylazu odd u bakterii
mléného kvasSeni. K detekaiahto ger pouZzili jak dive publikované, tak n@mnavrzené
primery. Detekci stejnych gému bakterii mléného kvaSeni se zabyvali i de las Rivas et al.

[64], do svého multiplex PCR zahrnuli navic i gragativni bakterie.



UTB ve Zling, Fakulta technologicka 56

Biosyntéza putrescinu u gramnegativnich baktetizemprobihat azémi niznymi metabo-
lickymi drdhami pomoci az &znych enzym. De las Rivas et al. [64] vSak ve svém mul-
tiplex PCR zahrnuli pouze ornitindekarboxylaztasinici se jedné z metabolickych drah.
Naproti tomu Wunderlichov& et al. [65] navrhli atiomlizovali metodu PCR schopnou
detekovat vSechnyutezité enzymy podilejicich se na biosyntéze putnesgramnegativ-
nimi bakteriemi. Vyvinuli sedm novych sad konsemsich primeii (adc5F/R, agm4F/R,
adi5F/R, AgDI4F/R, adiA3F/R, odclF/R a speFlF/R) detekci get speA, speB, adi,
aguA, adiA, spe@ speFucastnicich se vSech metabolickych drah u gramneagakivbak-

terii.

DalSi experiment zahrnuty do této diplomové pragezameten na sledovani vlivu pH,
koncentrace soli a lakt6zy na schopnost produkceiotickym kmenentactobacillus
rhamnosusCCDM 289. Tento kmen byl vybran na zaklgatedchazejiciho skriningu, kte-
ovliviwujicich dekarboxylazovou aktivitu bakterii je pHxigtuji protichidné nazory na
mechanizmusisobeni pH. Na jedné straexistuje nazor, Ze zvySenim kyselosti predi
dochazi k inhibiciiistu mikroorganizr a tim i k niz8i produkci BA. Na druhé stiamiz-
ké pH stimuluje bakterie k vysSi produkci zasaditixiogennich amiinjako jejich obran-
ného mechanizmu proti kyselému intracelularnimuspedi [11], [19]. V tomto experi-
mentu byl vliv pH nejvyrazgsSi u produkce spermidinu testovanym kmenem, kdy
v kultivacnich médiich s hodnotou pH 5,0 nebylbec detekovan. AvSak v kultitaich
meédiich s hodnotou pH 4,5 byl zggtv mnoZstvi nef@sahujicich 4,5 mg/l. Také deteko-
vané mnozstvi putrescinu bylo vy$%i pH 4,5 (do 10,6 mg/l) nezippH 5,0. Naopak
mnozZstvi dalSich BA tyraminu a sperminu bylo miimzsi nez fi pH 5,0. V gipact ka-

daverinu nebyla zaznamenéna vyraznéram

Arena et al. [66] ve své studii uvgi Ze pra¥ pii pH 4,5 nastava ne§tsSi produkce put-
rescinu uLactobacillus hilgardiiX,B izolovaného z argetinského vina. Na produkci put-
rescinu timto laktobacilem &y vyrazny vliv i vySSi koncentrace etanolu a saitha
(glukdzy a fruktdzy). MnoZstvi putrescinu se v pifedi s 15% etanolem snizilo 0 82 % a
v prostedi s 2 g/l glukozy a laktézy se mnozstvi putras@nizilo o 93 % a 99 %. V této
praci byl roviez zaznamenén inhidni inek vyssi koncentrace laktdézy na produkci put-
rescinu a spermidinu, avSak pouze v gedits pH 4,5. V kultivéenim médiu s 2,0 % (w/v)

NaCl a 0,5 % (w/v) laktézy bylo detekované mnoZstykipact putrescinu 10,6 mg/l a
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v pripact spermidinu 1,7 mg/l. AvSakipzvySeni koncentrace laktozy na 1,0 % (w/v) doslo

ke snizeni mnozstvi putrescinu o0 54 % a spermidbylrdetekovan tbec.

Obdobné vysledkyimesla studie Gonzalez-Fernandez et al. [67], kitkcdumala vliv tiz-
nych koncentraci sachatidglukdzy, laktézy a sachar6zy) &gavku dekarboxylaza nega-
tivnich startérovych kultur na produkci BA u ferm@vanych klobas ,chorizo®. Nejvice
zastoupenymi BA byly putrescin a tyramin, nasledpkadaverin a tryptamin. Na konci
zraciho procesu byly nejvyssi koncentrace BA &jigtv kontrolnim vzorku bezifdavku
startérovych kultur. PouZité koncentrace sacliaritbomto gipadt nengly vliv na produk-
ci BA. AvSak ve vzorcich siflavkem startovacich kultutly. sakeiK29, Pediococcusp.
P22 aPediococcussp. P208) a s koncentraci sachar@d5 nebo 1 % (w/v) bylo zji&ho
vyrazré nizSi mnoztsvi BA oproti vzofim s 0,1 % (w/v) sachatid Z pouzitych startéro-

vych kultur nej¥étSi redukni schopnosti prokadzalactobacillus sakeK29.

V tomto experimentu byl dale sledovan vliv koncan& NaCl a laktézy na dekarboxyla-
zovou aktivitu testovaného kmene. Tato dekarba@xylaschopnost byla sledovana
v kultivatnim médiu obohaceném chloridem sodnym v koncen®@¢iO,1 a 2,0 % (w/v) a
laktézou v koncentraci 0,0; 0,25; 0,50 a 1,0 % jwRi pH 4,5 bylo zjiSno nejvysSi
mnoZzstvi sperminu (23,6 mg/l) v kult&am médiu s 2,0 % (w/v) NaCl a s 1,0 % (w/v)
lakt6zy. Kronmg sperminu bylo v tomto médiu jeéStletekovano nejvy3si mnozstvi tyrami-
nu, kdy byl produkovan v mnozstvi 10,9 mg/libéc nejvySSi mnozstvi tyraminu (12,6
mg/l) bylo zjiS&no v kultivatnim médiu obsahujicim 2,0 % (w/v) NaCl, 0,25 % (wWak-
toézy a s hodnotou pH 5,0. Obdobna 2Zj$tve své studii uvadi i Bikova et al. [40], ktd

se zabyvali studiem vlivu koncentrace laktézy (@ % w/v), NaCl (0 — 2 % w/v) a ae-
ro/anaerobidzy naist a produkci tyraminu u 3 kméh.actococcus lactisubsplactis a 2
kmeni Lc. lactissubsp.cremoris Schopnost dekarboxylace tyrozinu byla u vSectoves
nych kmeri nejvice ovliviena koncentraci NaCl. Rovha nejvysSi mnozstvi tyraminu bylo
zjisteno v prostedi s 2,0 % (w/v) NaCl. Dva z#& testovanych kmenLactococcus lactis
subsp.lactis produkovaly tyramin pouze v prosti s nejvySSi koncentraci soli. Zbylé 3
kmeny (c. lactis subsp.lactis a 2 Lc. lactis subsp.cremorig produkovaly tyramin za
vSech pouzitych kultivanich podminek. Pouzita koncentrace laktozy a aeaef@biozy
meély na dekarboxylaci tyraminu menSi vliv. ZaraveSak bylo zji&tno, Ze v pipadct stej-
nych podminek koncentrace NaCl a laktdzy bylo dwtéko ¥tSi mnozstvi tyraminu za

anaerobnich podminek.
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K podobnému zayru dosgli i Pleva et al. [68], kt# se zabyvali studiem vybranych fakto-
ra, které by mohly ovlivnit tvorbu BA u kmenEéntorococcus faeciurM2C. Zjistili, ze
koncentrace NaCl do 3,0 % (w/vjigpbi na produkci tyraminu jako akcelerator, zatimco
koncentrace NaCl nad 6,0 % (w/viigobi na tyramin inhiliné. RovreéZz Buikova et al.
[69] studovali kinetiku produkce tyraminu u kmelmterococcus duran€CDM 53

v prostedi s fiznou koncentraci laktozy a NaCl. R@érekoumali vliv gistupu kysliku na
produkci tohoto biogenniho aminu. NejvysSi produlycaminu byla u testovaného kmene
zjiStetna Ehem kultivace s nejvyssi (2% wi/v) aplikovanou kartcaci soli a s 0.5% (w/v)
laktozy. V gipad stejnych podminek koncentrace NaCl a laktézy lo@tekovano &tsi

mnoZzstvi tyraminu za anaerobnich podminek.

Vliv doby zrani a koncentrace soli na produkci legogich amif zkoumali v tradinim
portugalském salamu ,Painho de Portalegre* Rosstiral. [70]. Zjistili, Ze ve vzorcich,
které zraly jeden gsic a obsahovyly 3 % (w/v) NaCl, bylo signifikataysSi mnoZstvi
kadaverinu, putrescinu, tyraminu a 2-fenyletylamamuoti vzorkim obsahujici 6 % (w/v)
NaCl. V prostedi s 6 % (w/v) NaCl doslo k redukci mnozstvi kastaw o 83 %, putres-
cinu 0 43 %, tyraminu 0 28 % a 2-fenyletylaminu89%. Obdoba Greif et al. [71] zjistili,
Ze koncentarce NaCl ma zimg vliv na produkci BA u bakteriEnterobacter aerogenes
E. cloacae Schopnost produkce kadaverinu a histamiis aerogenedyla nejvyssi pray

v prostedi s 3 % (w/v) NaCl. Tato schopnost se postigmizovala se zvysSujici se koncen-
traci NaCl (4,5 a 6,8 % w/v). \fipack E. cloacaebylo detekovano nejvyssi mnozstvi put-
rescinu v médiu s 0,5 % (w/v) NaCl. Pokud byla kentcace soli dale zvySena, doSlo i u
tohoto kmene ke sniZeni produkce putrescinu. Strat al. [38] rovz zjistili, Ze @i kon-
centraci NaCl 3,5 % (w/v) jeasté&né inhibovana schopnosiactobacillus buchnerivorit
histamin a i koncentraci 5 % se tvorba histaminu zastavuj&éT@hander et al. [39] ve
sveé studii uvadi, Ze dekarboxylazova aktilita delbrueckiisubsp.bulgaricusse vyrazg
snizila g zvySeni koncentrace NaCl v médiu z 0 % na 6 %urRD zjistili, ze pH 5,0 je
optimalni pro produkci histaminu, tyraminu a trypiau testovanym kmenem. | v této
studii byla zaznamenéna v priesti s pH 5,0 mir& vySSi produkce tyraminu a sperminu

oproti prostedi s pH 4,5.
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Z vySe ziskanych vysledWdze vyvodit za¥r, Ze mechanizmusipobeni zvolenych faktor
se odliSuje u jednotlivych biogennich ariniiNekteré z testovanych faktiorkoncentrace
laktézy) nely maly viiv na produkci biogennich aniinjiné (koncentrace NaCl a hodnota
pH) naopak vyraz®i ovliviiovaly produkci biogennich amirsledovanym kmenem. Proto
znalost &¢chto mechanizrin, které reguluji produkci BA a metabolickych pochakast-
nénych v produkci BA, miZze vést k vyvoji strategii, které zahugi syntéze a akumulaci

téchto toxickych latek v potravinach.
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ZAVER

Diplomova prace byla zaffena na studium metabolickych drah biosyntézy pcitnasu

vybranych kmea roduLactobacillusa na podminky ovlitujici produkci biogennich ami-

na probiotickym kmenenLactobacillus rhamnosu€CDM 289. Pomoci vysokéinné

kapalinové chromatografie byl sledovan vliv pH, &entrace NaCl a koncentrace laktozy

na dekarboxylazovou aktivitu tohoto kmene.

Zjistené vysledky Ize shrnout do nasledujicichinod

Pomoci dive publikovanych primérAgD1 a AgD2 byl u dvou kmenLb. cu-
rvatus Al-2 a Lb. curvatusAl-3 detekovan gemguAkddujici enzym agmatin-
deaminazu.

Ziskané sekvence obou PCR amplikae na 99 % shodovala se sekvenci genu
aguA u kmend.actococcus lactisubsplactis KF147 a tim se podigo oveiit
spravnost metody.

Metodou HPLC byla zji$ha u testovaného kmeneactobacillus rhamnosus
CCDM 289 schopnost produkce putrescinu, kadavetynaminu, spermidinu a
sperminu.

Za danych kultivénich podminek byl nejvice produkovanym BA spernie-
tekované mnoZzstvi sperminu se pohybovala v rozrhéAd — 24,3 mg/l kulti-
vacniho média.

Vliv pH byl nejvyrazrEjSi u produkce spermidinu a putrescinu. HodnotebpH
pusobila inhib&éné na produkci spermidinu a také se vyraamizila produkce
putrescinu.

V kultivaénich médiich obsahujici 2 % (w/v) NaCl bylo detekow nejvyssi
mnozZstvi tyraminu (12,6 mg/l) a putrescinu (10,6ling

Pri pH 4,5 pisobila laktéza v koncentraci 1,0 % (w/v) inkild na produkci
putrescinu a spermidinu. Tento inkibi (Cinek laktézy vSak # pH 5,0 nebyl
zaznamenan.

Testovaneé faktory ne#ty vyrazny vliv na produkci kadaverinu.

Ze ziskanych vysledk se da konstatovat, Ze vhodnou kombinaci fyzikaln
chemickych faktar Ize ovlivnit produkci BA kmenerhactobacillus rhamnosus
CCDM 289.
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PRILOHA I: SEKVENCE AMPLIKONU 1 ( LACTOBACILLUS CURVATUSAI-2)

Query 1 TCTG AGGACGC-
ATCCTCACAT GAGCAVWAGAGGACATTGAAAATAAACT TAAAGAACAT - 58
FEEEEEE TEEEETE ey

[1]]
RERRRRARRRARRRR AR RRRRRRRRRR
Shjct 1925742

TCTGAAGGACGCAATCCTCACATGAGCAAAGAGGACATTGAAAATAAACTTAAAGAACAT 1925683

Query 59
TTGAATGCTGAAAAAATTCTTTGGCT TGGGGAT GGAAT TGACCCAGAAGAAACAAACGGT 118

[1]]
CEPPEEEEE ettt e e e ettt e e e et e e ey
Shjct 1925682

TTGAGT GCTGAAAAAATTCT TTGGCT TGGGGATGGAAT TGACCCAGAAGAAACAAACGGT 1925623

Query 119
CATGTGGATGATGTTGCTTGCTTCGTAGCACCAGCGGAAGT TGCATCCATTTATACTGAG 178

| |
II_IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Shjct 1925

CACGT! GGATGATGT TGCTTGCTTCGTAGCACCAGGGGAAGT TGCATGCATTTATACTGAG 1925563

Query 179
GATGAGAAGTCACCTTTTTATGAAGCAGCACAAGATGCCTATAAACCCTTGAGCCAAATG 238

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Shjct 192556

GATGAGAAGT CACCT TTTTATGAAGCAGCACAAGATGCCTATAAACGCTTGAGCCAAATG 1925503
Query 239
ACAGATGCTAAAGGACGT CAACTCAAAGT TCATAAATTGACTTGTCCAGCTAAAAATGTA 298

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Shjct 192550

ACAGATGCT. AAAGGACGT CAACTCAAAGI TCATAAATTGACTTGTCCAGCTAAAAATGTA 1925443

Query 299
ACGATTAAAAAACAATTTAGAAT TGATACAGT TGAAGGAACAATGCCACGT GAAGACGGA 358
" CEEETEEETE e e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey

Shjct 1925442
ACGATTAAAAAACAAT TTAGAAT TGATACAGT TGAAGGAACAATGCCACGTGAAGATGGA 1925383

Query 359
GATATTTGTATTGCTTCATATATGAATTTCTTGATTACAAACAAAGGAGTTATCGTACCA 418

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 19253

GATATTTGT ATTGCT TCATATATGAATTTCTTGATTACAAACAAAGGAGTTATCGTACCA 1925323

Query 419
CAATACGGT GATGAAAATGATGCTCTAGCATTAAAACAAGT TCAAGAGATGTTTCCAGAC 478

Sbjct 19253
CAATACGGTGATGAAAATGATGCTCTAGCATTAAAACAAGTTCAAGAGATGTTTCCAGAC 1925263
Query 479 CGCGAAAT AGT TGGCGT GAACACT GT TGAAGT AGT TTATGGT GGAGGAAATAT
531

RN AR AR AR R R AN R RN N AR AR
Sbj ct 1925262 CGOGAAATAGT TGGOGT GAACACT GTTGAAGTAGT TTATGGT GGAGGAAATAT

1925210



PRILOHA II: SEKVENCE AMPLIKONU 2 (  LACTOBACILLUS CURVATUSAI-3)

Query 1
TGAAAATAAACTTAAAGAVCATT TGAATGCCTGAAAAAATTCTTTGGCTTGGGGATGGAAT 60
FEEETEEEEETEErr Trerrnd

[ 1]
RERRERA AR AR AR RRRRRRAREEE
Shjct 1925704

TGAAAATAAACTTAAAGAACATTTGAGT CCTGAAAAAATTCTTTGCCTTGGGGATGGAAT 1925645

Query 61

TGACCCASAAGAAACAAACGGT CATGT GGATGATGT TGCTTGCTTCGTAGCACCAGGGGA 120
FEEEEEE TEEEEEEE et

NERRRRARRRE AR RRARR RN RRRRRARRY

Sbj ct 1925644

TGACCCAGAAGAAACAAACGGT CACGT GGATGATGT TGCTTGCTTCGTAGCACCAGGGGA 1925585

Query 121

AGTTGCATGCATTTATACT GARGATGAGAAGTCACCTTTTTATGAAGCAGCACAAGATGC 180
FETETEEETETEEEr ey

RN RN RN RN AR RN AR RN AR

Sbj ct 1925584

AGTTGCATGCATTTATACT GAGGAT GAGAAGTCACCTTTTTATGAAGCAGCACAAGATGC 1925525

Query 181
CTATAAACGCT TGAGCCAAAT GACAGATGCTAAAGGACGT CAACTCAAAGT TCATAAATT 240

CIPPEEEEEE ettt et e ettt e e e et e e e e rrrrd
Shjct 1925524

CTATAAACGCT TGAGCCAAAT GACAGATGCTAAAGGACGT CAACTCAAAGI TCATAAATT 1925465

Query 241
GACTTGTCCAGCTAAAAATGTAACGATTAAAAAACAATTTAGAATTGATACAGTTGAAGG 300

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Shjct 19254

GACTTGT! CCAGCT AAAAATGT AACGATTAAAAAACAATTTAGAATTGATACAGITGAAGG 1925405

Query 301

AACAATGCCACGT GAAGACGGAGATATTTGTATTGCTTCATATATGAATTTCTTGATTAC 360
NERRENAE
FETTTEET

NERRENAE | |

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII NERRRRRARRN

Sbjct 192540

AACAATGCCACGT! GAAGATGGAGATATTTGT ATTGCTTCATATATGAATTTCTTGATTAC 1925345
Query 361

AAACAAAGGAGT TATCGTACCACAATACGGT GATGAAAATGATGCTCTAGCATTAAAACA 420

CIPPEEEEEE et ettt e ettt e e e e e e e e rrrrl
Shjct 1925344

AAACAAAGGAGT TATCGTACCACAATACGCGT GATGAAAATGATGCTCTAGCATTAAAACA 1925285

Query 421
AGT TCAAGAGATGT TTCCAGACCGCGAAATAGT TGGCGTGAACACTGTTGAAGTAGTTTA 480

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Shjct 192528

AGT TCAAGAGATGT TTCCAGACCGCGAAATAGT TGGCGTGAACACTGITGAAGTAGITTA 1925225

Query 481 TGGTGGAGGAAATAT 495

NRRNRANARAARER
Sbj ct 1925224 TGGTGGAGGAAATAT 1925210



PRILOHA Ill: PRODUKCE BIOGENNICH AMIN U KMENEM LACTOBACILLUS
RHAMNOSUS CCDM 289 PRI RUZNYCH KULTIVA CNiCH PODMINEK

& pH 4,5 Analyzované biogenni aminy v mg/|
NacCl Laktoza
vzorku (%] [%] PUT CAD TYR SPD SPM

1 8,75+0,75| 4,36+0,3f 9,89+0,16 148+0,08,13+1,81

2 0 0 8,64+0,38| 4,37+0,08 10,36+0,54 1,36+0,@2,95* 1,21
3 9,04+045| 4,08+0,31 899+0,66 1,48+0/07 6&8% 1,83
4 10,40+0,52 4,16+0,31 8,60+0,65 1,54+0,0%9,78 0,85
5 1,0 0 1055+0,91 4,24+0,11 8,21+0,07 1,54+0,148,91 + 0,65
6 10,04 £+0,33| 3,95+0,15 8,12+0,54 1,44 +£0,06,89% 0,99
7 9,93+0,69| 3,83+0,24 8,63+0,67 2,00+0,09,02+0,79
8 2,0 0 9,92+0,93| 4,22+0,3F 9,26+058 1,62+0,12,92 + 1,59
9 9,96+0,72 | 4,29+0,28 9,23+0,78 1,85+0/10 002 0,95
10 9,35+0,66| 4,26+0,20 9,11+0,23 1,27 +0,82,47 + 1,30
11 0 0,25 9,15+0,63| 3,72+0,2f 9,59+0,63 1,28+0,21,60+ 1,10
12 9,34+0,41| 4,14+0,34 9,35+0,66 1,35+0/10 42% 1,10
13 9,96 +0,55| 4,24+0,39 7,98%0,62 1,55+0,13,67 +1,25
14 1,0 0,25 9,67+0,33| 4,18+0,31 7,74+053 1,49 +0,10,99 + 0,85
15 965+0,89| 424+0,11 7,82%+0,68 155+0/14 92% 1,16
16 9,80+0,59| 4,37+0,3 8,10%x0,72 1,71+0,10,66 + 0,80
17 2,0 0,25 10,06 +0,64 3,98+0,26 7,11+044 1,81+0,0B,85=*0,54
18 10,56 £+ 0,59| 4,19+0,22 7,66+0,39 1,77 +0,08,18% 1,25
19 9,85+0,63| 4,10+0,26 6,90+0,45 1,36+0,09,95+ 1,35
20 0 0,5 9,93+0,75| 3,72+0,13 6,83+0,49 1,36+0,15,63 +0,71
21 9,82+042| 390+0,2Y 7,41%036 1,45%0/09 12% 0,79
22 9,93+0,62| 369+026 7,81%0,73 1,39+0,09,78 1,80
23 1,0 0,5 10,61+0,91 3,99+0,22 7,33%0,16 1,50+0,0B,38+ 1,35
24 10,02+0,79| 3,94+0,20 7,32+0,55 1,70+0,12,81% 0,80
25 10,70+0,93 3,76 £0,30 7,34+0,12 1,64 +(0,18,23 +1,29
26 2,0 0,5 10,77 +£0,27, 3,99+0,35 7,46+0,68 1,81+0,08,06+ 0,94
27 10,33+0,92| 3,99+0,23 7,55+0,37 1,61+0,12,19%1,49
28 9,54+045| 4,13+0,32 7,81%0,451,33 £0,07| 20,20 + 1,83
29 0 1,0 9,61+0,16| 3,90+0,28 6,92+0,47 | 1,83 +£0,03| 18,66 + 1,56
30 9,41+0,89 | 4,02+0,20] 7,20+0,32 | 1,54 +0,11| 18,76 + 1,61
31 10,30 £ 0,45/ 3,93 +0,29| 5,48 +0,33 | 1,92 +0,08| 15,54 + 0,84
32 1,0 1,0 10,39+0,88 3,93+0,14| 6,02+0,15|1,82+0,11| 16,87 £ 1,35
33 4,70+£0,35| 3,26 +0,13| 10,18 £ 0,94 ND 22,71+ 1,19
34 4,86 £0,39| 3,27 £ 0,28 10,91 + 0,26 ND 23,46 + 1,58
35 2,0 1,0 4,85+0,29| 3,18 +£0,19 10,53 +0,28 ND 23,05 * 1,47
36 5,03+0,17 | 3,09 £0,22| 11,28 +0,51 ND 24,38 + 2,30




& pH 5,0 Analyzované biogenni aminy v mg/l
NacCl Laktoza
vzorku (%] (%] PUT CAD TYR SPD SPM

1 430+0,26| 3,38+0,19| 11,22 +0,39 ND 21,52 +1,7%
2 0 0 3,84+0,25| 3,26+0,17 | 10,82 +0,99 ND 20,55 + 0,81
3 3,74+0,30 | 3,31+0,21 | 10,52 +0,81 ND 20,86 £ 0,9
4 474+0,25| 3,11+0,10 10,08+0,73 ND 20,265(
5 1,0 0 4,55+0,28| 3,21+0,07 | 10,55+0,92 ND 20,24 + 1,04
6 4,62+0,27 | 3,52+0,15| 10,99 + 0,60 ND 24,02 + 1,84
7 522+0,32| 3,19+0,23 | 10,42 +0,28 ND 21,08 + 0,92
8 2,0 0 450+0,38| 3,61+0,18| 10,85+0,46 ND 21,43 +1,40
9 459+0,27| 351+0,19 | 10,70+0,82 ND 28,32 +1,43
10 3,95+0,30| 3,64+0,21 | 10,95+0,49 ND 20,60 + 0,72
11 0 0,25 3,90+0,12| 3,60+0,18 | 12,23 +0,56 ND 21,36 +1,18
12 423+0,33| 3,19+0,11 | 6,19+0,21 ND 10,74 + 0,59
13 451+0,20| 3,36 +0,18 | 10,62 + 0,27 ND 20,79+ 1,08
14 1,0 0,25 436+0,37| 3,87+0,31|11,24+0,50 ND 21,34 +1,85
15 432+0,35| 3,76+0,29 | 11,43+0,53 ND 25,68 + 0,99
16 5,06 +0,43| 3,60+0,27 | 10,67 £0,41 ND 20,37 + 1,08
17 2,0 0,25 484+0,25| 3,67+0,27 | 16,73+0,42 ND 20,32 + 1,59
18 4,41+0,27| 3,75+0,18 | 10,45+0,62 ND 22,08 + 2,08
19 418+0,35| 4,10+0,33 | 10,67 £ 0,47 ND 20,61+ 0,74
20 0 0,5 432+0,22| 359+0,12 | 10,68 £ 0,54 ND 20,73 + 1,65
21 462+0,33| 3,68+0,24 | 11,33+0,77 ND 22,92 +1,78
22 476 +0,29| 3,46+0,28 | 9,66 +0,59 ND 19,77 + 1,39
23 1,0 0,5 4,75+0,38| 3,70+0,29 | 10,58 + 0,62 ND 23,75+ 2,15
24 4,38+0,29 | 3,47+0,21 | 10,23 +0,22 ND 23,42 + 0,63
25 496+0,36| 3,36 +0,25| 8,74+0,51 ND 19,87 + 0,93
26 2,0 0,5 428+0,41| 322+0,11 | 9,83+0,68 ND 19,90 + 1,02
27 468+0,13| 3,53+0,12 | 11,50+ 0,53 ND 24,22 + 1,97
28 420+0,34| 3,82+0,19 | 11,58 + 0,47 ND 24,30+ 2,14
29 0 1,0 4,17 +0,18| 4,02+0,27 | 10,81 + 0,39 ND 23,89+1,79
30 4,40+0,22 | 3,74+0,24 | 11,46 +0,47 ND 24,67 + 2,03
31 461+0,12| 4,03+0,26 | 11,40+ 0,77 ND 34,12 £1,04
32 1,0 1,0 442 +0,25| 3,75+0,26 | 10,88 + 0,85 ND 23,01 + 1,55
33 4,62+0,22| 3,82+0,20 | 10,52 +0,60 ND 22,83+1,17
34 465+0,20| 3,56+0,17 | 10,26 +0,35 ND 21,91 +1,80
35 2,0 1,0 470+0,42| 3,25+0,04 | 10,66 + 0,49 ND 22,88 + 1,98
36 480+0,40| 3,41+0,17 | 11,05+ 0,67 ND 22,48 + 1,84




