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ABSTRAKT

Vyuzivani mikroorganizmii v potravinafstvi je v soucasné dobé velice rozsifené, prede-
v§im diky jejich pozitivnimu ovliviiovani senzorické jakosti produktt. Nektefi zastupci
jsou vsak zaroven schopni produkovat metabolity, které mohou pro konzumenta ptedsta-
vovat urcité zdravotni riziko. Pfedmétem této prace bylo studium soucasného vlivu nékoli-
ka vné&jSich faktort na tvorbu biogennich amint u vybraného kmene Bifidobacterium ani-
malis subsp. lactis v podminkach in vitro a v mléce. Sledovanymi faktory v umélych pod-
minkach byly teplota (10 a 37 °C), pH (5, 6 a 7) a koncentrace fermentovatelného sachari-
du (0 — 4,8 % (w/v)). V mléce byl sledovan vliv teploty, pH a ptidavku volnych aminoky-
selin. Stanoveni biogennich amind bylo provedeno metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie. Bakterie vykazovala nejvyssi dekarboxyldzovou aktivitu v mléce oboha-

ceném o volné aminokyseliny pii pH 5 a 6 a teplot¢ 37 °C.

Kli¢ova slova: biogenni aminy, vyskyt v potravinach, HPLC, probiotika, Bifidobacterium

ABSTRACT

The use of microorganisms in the food industry is currently very widespread, mainly due
to the positive influence of sensory quality products. Some representatives, however, are
also able to produce metabolites which may pose a health risk for the consumer. The ob-
jective of this work was to study the influences of several environmental factors on the
formation of biogenic amines in selected strain of Bifidobacterium animalis subsp. lactis in
vitro and in milk. The monitored factors in artificial conditions were temperature (10 and
37 °C), pH (5, 6 and 7) and the concentration of fermentable carbohydrate (0 — 4,8 %
(w/v)). In milk, the effects of temperature, pH and the addition of free amino acids were
observed. Determination of biogenic amines was performed by high performance liquid
chromatography. The bacteria showed the highest decarboxylase activity in milk supple-

mented with free amino acids at pH 5 and 6 and a temperature of 37 ° C.

Keywords: biogenic amines, occurrence in food, HPLC, Probiotics, Bifidobacterium
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UvVOD

Biogenni aminy (BA) pfedstavuji nizkomolekuldrni dusikaté organické slouceniny
s vyznamnymi fyziologickymi a farmakologickymi ucinky. Vznikaji ¢innosti zivych
organizmt jako produkty dekarboxylace aminokyselin piimo v buiikdch. Schopnost
dekarboxylace aminokyselin maji jen nékteré rody, respektive kmeny bakterii a do

znacné miry jsou tyto procesy ovlivnény vn¢j$imi fyzikalné-chemickymi faktory. [1, 2]

Dtivodem, pro¢ se BA, vyskytujici se v potravinach, stavaji pfedmétem mnoha védec-
kych studii, je jejich mozny toxicky ucinek na lidsky organizmus. Nékteré BA jsou vSak
pro organizmus Vv nizkych koncentracich prospésné, jelikoz hraji vyznamnou roli v
mnoha lidskych a zivocisnych fyziologickych funkcich, jako je naptiklad regulace té-
lesné teploty, pH Zaludku a mozkové ¢innosti a nebo plni funkci prekurzori dalSich

molekul. [3, 4]

Nejvice studovanymi biogennimi aminy, praveé diky své znacné toxicité, jsou histamin,
tyramin, trypamin, spermin, spermidin, kadaverin a putrescin. Jsou to produkty metabo-
lizmu mnoha zastupcu celedi Enterobacteriaceae a bakterii rodt Lactobacillus, Micro-
coccus, Streptococcus, Pediococcus, Pseudomonas, Propionibacterium a zastupci Ba-
cillus macerans. Biogenni aminy mohou produkovat také zastupci startovacich a pro-
biotickych kultur, pouzivanych pifi vyrobé fermentovanych potravin. Probiotika jsou
zivé mikroorganizmy, které se do potravin Casto pfidavaji s cilem ptiznivého ovliviio-
vani zdravi ¢lovéka. Probiotika se po poziti dostavaji do stfev, kde se mnozi a ptiznivé
ovliviiyji sloZeni a rovnovahu stfevni mikroflory. BohuZzel tyto mikroorganizmy také
patii mezi potenciondlni producenty BA a je tedy nutné jejich schopnost tvorby biogen-
nich aminid provétovat. V nefermentovanych potravinach vznikaji biogenni aminy ¢in-
nosti hnilobnych bakterii, které rozkladaji ptitomné bilkoviny. V téchto potravinach pak

mohou BA slouzit jako indikatory mikrobialni kontaminace potravin. [5, 6]
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOGENNI AMINY

1.1 Chemicka struktura biogennich amint

Jak uz bylo naznaceno v ivodu, biogenni aminy jsou dusikaté bazické slouceniny

s nizkou molekulovou hmotnosti. [7]

Podle chemické struktury rozliSujeme BA aromatické, heterocyklické, alifatické diami-
ny a alifatické polyamidy. Dale rozliSujeme BA primarni, sekundarni ¢i terciarni a to
podle poctu alkylovych a arylovych skupin navazanych na atom dusiku. [8]

Strukturni vzorce a rozdé¢leni nejvyznamnéjSich BA podle jejich chemické struktury je

uvedeno v Tabulce 1. V tabulce jsou také uvedeny systematické a k nim odpovidajici

trividlni ndzvy biogennich aminti.

Tabulka 1. Biogenni aminy vyskytujici se v potravinaiskych vyrobcich [8, 9].

Chemicka Strukturni vzorec
struktura Nazev trivialni/systematicky
HO in/4-(2-ami
Aromatické tyramin/4-(2-aminoetyl)fenol
©/\/NH2
fenyletylamin/2-fenyletanamin
H
N
Pa
N
H N . . . . .
Heterocyklické 2 histamin/2-(1H-imidazol-5-yl)etanamin
NH,
N
H tryptamin/2-(1H-indol-3yl) etanamin
/\/\/NH2
Alifatické HoN putrescin/butan-1,4-diamin
diaminy NN
HN NH; kadaverin/pentan-1,5-diamin
HZN\/\/NH\/\/\NH/\/\NH2
Alifatické spermin/N, N’-bis(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin
olyamin H,oN NH
poly y 2NN \/\/\NHz
spermidin/N-(3-aminopropyl)butan-1,4- diamin
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1.2 Vznik biogennich aminu

Biogenni aminy v potravinach vznikaji predev§im rozkladnou ¢innosti hnilobnych bak-
terii béhem skladovani, ale také béhem fermentac¢nich procesii nékterymi bakteriemi

mlécného kvaseni. [5]

BA jsou nejcastéji produkty enzymové katalyzované dekarboxylace aminokyselin.
Popsan je i vznik transaminaci a aminaci aldehydt a ketonti. Dekarboxyla¢ni reakce
aminokyselin jsou katalyzovany specifickymi enzymy dekarboxyldzami vznikajicimi v
disledku metabolické ¢innosti nékterych bakterii. [10] Biogenni aminy mohou byt timto
zpusobem tvoreny prakticky ve vSech potravinach, pokud jsou splnény néasledujici

podminky [11]:

1. pfitomnost volnych aminokyselin v potraving,
2. pritomnost dekarboxylédza-pozitivnich mikroorganizmd,
3. vhodné ristové podminky pro dekarboxyldza-pozitivni mikroorganizmy.
Tvorba BA zavisi také na aktivité¢ dekarboxylacnich enzymi, ktera je vysoké predevsim

u bakterii. Dekarboxylace probiha také v rostlinnych a Zivoc¢isnych organizmech. [10]

Pti dekarboxylaci se Casto uplatiiuje jako kofaktor dekarboxyldz pyridoxalfosfat.
Z aminokyseliny a pyridoxalfosfatu vznika Schiffova baze. Kladné nabité atomy dusiku
pyridinového kruhu pfitahuji elektrony, ¢imZ se vytvoii ptiznivy mezomérni stav, ktery
vznik4 jen, kdyz se z alfa-uhliku aminokyseliny odStépi substituent jako kationt. Nejcas-
téji se odstépuje karboxylova skupina, méné Casto 1 postranni fetézec (napt. u serinu).
Mezomérni mezistav se poté stabilizuje adici jednoho protonu na alfa-uhlik a hydroly-
zou Schiffovy baze na primarni amin (Obrazek 1). Pti dekarboxylaci se zachovava kon-

figurace molekuly. [10]
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Obrazek 1. Obecné schéma dekarboxylace aminokyselin. [37]

(PLP - Pyridoxal fosfat, P — fosfat)

Procesem dekarboxylace vznikd napiiklad histamin z aminokyseliny histidinu ptisobe-
nim enzymu histidindekarboxylazy. Z lyzinu vlivem lyzindekarboxyldzy vznik4 ka-
daverin a podobné vznika i tyramin z tyrozinu, tryptamin z tryptofanu a fenyletylamin
z fenylalaninu. Putrescin mize vznikat dekarboxylaci ornitinu nebo dekarboxylaci argi-
ninu arginindekarboxyldazou na agmatin a naslednou hydrolyzou agmatinu na putrescin
a mocovinu. Z putrescinu muze vznikat metylaci S-adenosylmetioninem spermidin a

dale spermin (Obrazek 2). [12, 13, 14]
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Obrazek 2. Biosyntetické drahy vzniku polyamind v rostlinach. [89]
(Zkratky: ACL5 — ACAULIS 5; ADC — arginindekarboxyldza; AIH — agmatiniminohydrolaza; CPA — N-
karbamoylputrescinamidohydrolaza; ODC -  ornitindekarboxylaza, SAMDC —  S-adeno-
sylmetionindekarboxyldza; SPDS — spermidinsyntaza; SPMs — sperminsyntaza; TSPMS — termospermin-
syntaza)
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1.3 Fyziologicky vyznam biogennich aminii

V prokaryotickych buiikach neni fyziologickéd role BA zatim zcela objasnéna. Syntéza
BA bakteriemi je pravdépodobné jednim z obrannych mechanizmt proti kyselému pro-
stiedi. Pfi dekarboxylaci bakterie spotfebovavaji protony a uvoliuji oxid uhlicity a ami-
ny a tim se do jisté miry snazi vyrovnat nizké vnitrobunécné pH vici vnéj§imu prostie-
di. Produkce BA muze také nabidnout zptisob, jak ziskat energii, a to diky elektrogen-
nimu antiportu aminokyselina/amin, pfi kterém se generuje na membrané protonovy
gradient. Aminokyselina je transportovana do bunky, kde je specifickym enzymem de-
karboxylovana. Pti reakci se spotiebuje proton a produkt reakce je stejnym pienasecem
vylouc€en z buiiky do prostiedi. Tento zptsob tvorby energie je zvlasté dilezity pro fer-
mentujici mikroorganizmy, které syntetizuji ATP pouze fosforylaci na Grovni substratu,
coz jim neumoznuje generovat takové mnozstvi ATP, které ziskavaji aerobni mikroor-

ganizmy fosforylaci na trovni membrany. [15, 16, 17]

BA mohou zprosttedkovat i dalsi fyziologické funkce bakterii, jako jsou naptiklad reak-
ce na osmoticky a oxidacni stres. Rizné studie podminek tvorby biogennich amint pro-
kazaly okamzitou tvorbu putrescinu bakteriemi Escherichia coli, které byly podrobeny
hyperosmotickému Soku. Vyssi koncentrace putrescinu byly zjiStény i pii oxida¢nim
stresu vyvolanym reaktivnim kyslikem. [18]

V eukaryotickych bunikach je biosyntéza BA také dilezita, protoze nékteré z nich plni
v organizmu ¢lovéka dilezitou funkci prekurzorti pro syntézu hormond, alkaloidt, nuk-
leovych kyselin a proteinti. Nékteré BA maji roli neurotransmitert, zatimco jiné, jako
napiiklad putrescin a spermidin, jsou potiebné pro kritické biologické funkce, jako

je modulace DNA, RNA a proteosyntézy. [19, 20]

Histamin je lokélni tkdniovy hormon, ovliviiuje krevni tlak, rozSifuje cévy, ma vliv na
sekreci ZaludeCnich $tav a na kontrakci hladkého svalstva bronchd, uteru a ilea. Jako
neuromediator se ucastni alergickych reakci a anafylaktického Soku, drazdi kiizi a vyvo-

lava hypersenzitivu. [14, 21]

Tyramin je lokalni tkanovy hormon a prekurzor dopaminu, adrenalinu a noradrenalinu
(medidtory sympatickych nervill) a stejn€ jako histamin je neuromedidtorem, ovliviluje

krevni tlak a kontrakce hladkého svalstva. Prekurzorem tyraminu je fenyletylamin. [14]
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Tryptamin je lokalni tkanovy a rostlinny hormon ze skupiny indolamind, ovliviiuje
krevni tlak, stfevni peristaltiku a psychické funkce. Tryptamin je také prekurzorem sero-

toninu a melatoninu. [14]

Putrescin dokéze stabilizovat makromolekuly a subcelularni struktury (ribozomy), sti-
muluje diferenciaci bunck, ¢imz podporuje hojeni a regeneraci poranénych tkéni,
je prekurzorem sperminu a spermidinu a spolecné s nimi i s dal§imi BA muze zneskod-

novat volné radikaly. [10, 14]

1.4 Toxikologicky vyznam biogennich aminu

I kdyz BA plni v organizmu mnoho dulezitych fyziologickych funkci, nadmérny piijem

téchto latek potravou muze byt pro lidsky organizmus toxicky. [3]

Pokud jsou BA konzumovany v malém mnoZstvi, jsou bé&zné¢ metabolizovany
v organizmu na fyziologicky mén¢ aktivni formy prostfednictvim plisobeni aminooxi-
daz (monoaminooxidazy a diaminooxiddzy). Histamin muze byt také detoxikovan mety-
laci (pomoci histidinmetyltransferazy) nebo acetylaci. N¢kdy ale organizmus neni scho-
pen dostatecné detoxikovat pfijaté BA, coz miize byt zpisobeno nadmérnou konzumaci
BA a naslednym nadmérnym zatizenim detoxika¢niho systému, nebo také inhibi¢nim
ucinkem nékterych 1€kl a alkoholu na detoxikac¢ni enzymy a v neposledni fad¢ je deto-
xikacéni aktivita ovlivnéna genetickou vybavou jedince. [22, 23] Aminy pak vstupuji do
krevniho ob¢hu, podporuji uvoliiovani adrenalinu a noradrenalinu, zvySuji sekreci Zalu-
decnich Stav, srdecni vydej a krevni tlak, jsou také pfi¢inou migrény a zvysené hladiny

cukru v krvi. [19, 24]

Vyznamnym vazoaktivnim biogennim aminem je tyramin, ktery zvySuje krevni tlak
s moznym disledkem hypertenzni krize, migren6znich bolesti hlavy, v t€Zkych ptipa-
dech tento stav konc¢i krvacenim do mozku nebo selhanim srdce. Toxicky ucinek tyra-
minu zavisi na pfijatém mnozZstvi, pfitomnosti jinych biogennich aminl a na celkovém

fyziologickém stavu jedince. [25, 26]

Negativni G¢inky histaminu na organizmus ¢lovéka jsou zpisobené interakci histaminu
se specifickymi receptory v bunéénych membranach. Vazba histaminu na ptislusné re-
ceptory cévni stény vyvolava dilataci perifernich krevnich cév s diisledkem poklesu

tlaku, coz mlze mit za nésledek silné bolesti hlavy. Interakce histaminu s receptory
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stievni stény s naslednou kontrakei hladké svaloviny stieva vyvolava bfisni kiece, pri-

jmy a zvraceni. [26]

Pro histamin se uvadi toxicka davka asi 70 - 100 mg na jeden kilogram potraviny, pro
tyramin asi 20 - 80 mg/kg. Tato mnozstvi vSak zavisi na individualnich rozdilech mezi
lidmi a na pfitomnosti dal$ich biogennich amind v potravé. Toxicitu histaminu a tyra-
minu zvySuji zejména diaminy a polyamidy, které vycerpaji detoxikacni kapacitu mo-
noaminooxiddz, diaminooxidaz a histidinmetyltransferazy, ¢imz se zesili uCinek ostat-

nich BA. [26, 27]

Diaminy a polyaminy se negativn¢ podileji na rozvoji nadorovych onemocnéni. Jak jiz
bylo feceno v kapitole 1.3., putrescin, jakozto zastupce diamint, zvySuje diferenciaci
bunck a tim pozitivn€ ovlivituje hojeni tkani. Tato vlastnost je vSak zcela nezadouci pii
diferenciaci nadorovych bunék. Toxikologicky vyznam polyaminli spociva také ve

schopnosti vytvaret stabilni karcinogenni N-nitrososlouceniny. [14, 28, 29]
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2 FAKTORY OVLIVNUJICI TVORBU BIOGENNICH AMINU

Vyskyt biogennich aminti Ize ptedpokladat v potravinach obsahujicich bilkoviny
a nebo volné aminokyseliny, zvlast¢ pokud poskytuji vhodné podminky pro aktivitu
dekarboxyldz nebo piitomnych mikroorganizmi s dekarboxylacni aktivitou. Produkce
BA je ovlivnéna mnozstvim a dostupnosti zdroje uhliku, pfitomnosti ristovych faktort,
koncentraci soli, pH a teplotou prostfedi, vodni aktivitou, dostupnosti kysliku, podilem

mikrobidlni populace s dekarboxylazovou ¢innosti atd. [25, 2]

2.1 VlivpH

Hodnota pH je dulezitym faktorem, ktery ovliviiuje dekarboxyldzovou ¢innost dvéma
zptisoby soucasné€. Jednim z nich je vliv na rtist mikroorganizmti. Kazdy mikroorgani-
zmus je schopen se rozmnozovat pouze v urcitém rozmezi pH a zvySovanim kyselosti
prostfedi dochézi k inhibici ristu mikroorganizmi. Extrémni pH mize mikroorganizmy
dokonce usmrtit. Na druhé strané jsou bakterie v kyselém prostiedi vice stimulovany
k produkci dekarboxyldz a tedy i k tvorbé zéasaditych biogennich amint jako soucést
jejich obrannych mechanizmu proti kyselému intracelularnimu pH. Nejvétsi dekarboxy-

lacni aktivita byla pozorovana v prostiedi pii hodnotach pH 4,0 — 5,5. [30, 25, 31, 32]

2.2 Vliv teploty

Tvorba BA bakteriemi je znaéné¢ ovlivnéna teplotou. Optimalni teplota pro rist
a tvorbu biogennich aminii mezofilnimi dekarboxylaza pozitivnimi bakteriemi se pohy-
buje mezi 20 a 37 °C. Nizké teploty pod 5 °C a vyssi teploty nad 40 °C pak pusobi inhi-
bicn¢ na mikrobialni rist a aktivitu enzymu. V chlazenych potravinach (napt. chlazené
Cerstvé ryby ulozené na ledu) uchovavanych pfi teplotdch pod 5 °C jsou hlavnimi pro-
ducenty BA psychrotrofni bakterie: Pseudomonas ssp., Morganella ssp., Serratia

marcescens nebo Micrococcus luteus (diive Sarcina lutea). [7, 31, 33]

Tvorbu BA lze vyrazné ovlivnit teplotou skladovani. U potravin uchovavanych pii tep-
lotach blizkych bodu mrazu lze pozorovat negativni senzorické zmény v potraviné dfi-
ve, nez hodnoty obsahu BA dosdhnou toxickych davek. Toto tvrzeni vSak neplati u po-

travin obsahujici jiz zminované psychrotrofni bakterie.[7]

Vhodnym zptlisobem, jak snizit obsah BA v potravinach (mléku), je naptiklad pasterace.

V syrovém mléce se vyskytuje fada mikroorganizm, z nichz nékteré vykazuji dekarbo-
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xylazovou aktivitu. Mezi tyto mikroorganizmy patii mezofilni bakterie mlé¢ného kva-
Seni (enterokoky, laktokoky, laktobacily nebo Leuconostoc), enterobakterie a psychro-
trofni bakterie rodi Pseudomonas a Acinetobacter. Pasterace snizuje bakterialni zatizeni
mléka, tudiZ snizuje 1 obsah bakterii produkujicich BA. Jeji G¢inek vSak neni 100% a
navic vétSina amint je tepelné stald. Dokonce i nékteré dekarboxylazy si po pasteraci

uchovéavaji ¢ast své aktivity. [34, 35]

2.3 Vliv soli

Dalsim faktorem, ktery ma vliv na akumulaci BA, je koncentrace soli v potraving. Tra-
di¢né se stl pouziva pii vyrobé potravin s cilem omezit nebo zcela zastavit rist pato-
gennich mikroorganizmu a zabranit kaZeni potravin béhem skladovani. Soucasné vSak
obsah soli snizuje rustovou rychlost dekarboxyldza pozitivnich bakterii, ¢imz dochazi

ke sniZeni tvorby BA. [35]

Studiem vlivu obsahu soli na produkci BA se zabyvali Pleva et al. [42]. Ve své studii
pozorovali produkei biogennich aminl u izoldtu Enterococcus faecium z kraliciho masa
a dospéli k zaveru, ze koncentrace soli v prostiedi vyznamné ovliviiuje pouze tvorbu
tyraminu. Ze ziskanych vysledkt vyplyva, ze obsah soli do 3 % (w/v) ptisobi stimula¢né

na tvorbu BA, zatimco ptidavek 6 % (w/v) NaCl tvorbu BA zpomaluje. [42]

Gardini ef al. [36] se zamé&fili na produkci tyraminu bakteriemi Enterococcus faecalis
ve fermentovanych suchych salamech. Pii 5% koncentraci NaCl bakterie produkovaly
tyramin v zanedbatelném mnozstvi (méné nez 0,0001 %), zatimco pii 0 % NaCl byl

obsah tyraminu vice nez 0,02 %. [36]

Je v8ak potfeba zminit, Ze existuji 1 halotolerantni bakterie, kterym vyssi obsah soli na-
opak vyhovuje. Naptiklad zvySena aktivita histidin dekarboxylazy byla zjiSténa u halo-

tolerantnich stafylokokti izolovanych ze solenych ancovicek. [31]

2.4 Vliv zdroje uhliku

Pritomnost zkvasitelnych sacharidi, jako je glukéza, zvySuje rist bakterii a jejich de-
karboxylazovou Cinnost. Kimura et al. [38] zjistili ze Tetragenococcus muriaticus pro-
dukoval histamin pouze v mnozstvi 0,0082 % v médiu bez glukdzy, ale obohacenim
média o 1 — 3 % glukézy (w/v) se hladina aminu vyrazné zvysila (na 0,041 az 0,077 %).

[25, 38]
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Andresova [40] studovala rist a produkci putrescinu bakterii Serratia marcescens. Au-
torka dospéla k zavéru, Ze pfidavek monosacharidl (zejména fruktdzy) do média pti pH
6 zvySoval tvorbu putrescinu a to nejvice pti dodani 0,25 — 0,75% koncentrace. Pfi pH 7
a 8 naopak doslo ke snizeni produkce putrescinu vlivem ptidavku zkvasitelnych cukri.

Z toho vyplyva, ze jednotlivé faktory se navzajem ovliviuji. [40]

Obecné se jako optimalni koncentrace sacharidii pro dekarboxyldzovou aktivitu udava

0,5 — 2 % glukézy v médiu. [7]

2.5 Vliv kysliku

Biogenni aminy mohou byt tvoifeny mikroorganizmy aerobnimi, anaerobnimi i fakulta-
tivné anaerobnimi. Fakultativné anaerobni mikroorganizmy jsou schopny produkovat

BA v aerobnim i anaerobnim prostiedi. [7]

Ze studie Valenty [41] vyplyva, Ze Lactococcus lactis subsp. lactis (CCDM 53)
v prostiedi s obsahem glukozy 0,5 % a za acrobnich podminek tvoii 2750 mg.1™" tyra-

minu zatimco za anaerobnich podminek ,,jen” kolem 1870 mg.1"" tyraminu. [41]

Zjistovanim vlivu kysliku na tvorbu BA se zabyvali také Pleva ef al. [42], ktefi sledova-
li dekarboxylazovou aktivitu Enterococcus faecium izolovaného z masa kralika. Pro-
dukce biogennich aminti byla zkoumana v zavislosti na teploté (6+£1°C a 30+1°C), do-
stupnosti kysliku a koncentraci NaCl (0; 1; 2; 3 a 6 % (w/v)). Po 16 dnech kultivace pfi
6 °C za anaerobnich podminek byl detekovan vyssi obsah tyraminu a putrescinu nez pfi
kultivaci na aerobnich podminek, a naopak spermidinu bylo vyprodukovéano vice za
aerobnich podminek. U vzorkt kultivovanych pii 30 °C po dobu 48 hodin byla vyssi
produkce tyraminu a spermidinu zjiSténa pii aerobnich podminkach, obsah putrescinu
byl za pfitomnosti a nepfitomnosti kysliku pfiblizné stejny. Z téchto poznatki je zfetel-

né, ze intenzita produkce BA je vysledkem soucinnosti mnoha faktora. [42]

2.6 Vliv startovaci kultury

vvvvvv

startovaci kultury. Jedna se o specidlni kmeny mikroorganizmt, které svou ¢innosti
ovlivituji kvalitu vyrobku (chutnost, barva, textura, idrznost, obsah nitrat1), nezavad-
nost vyrobkl (potlaceni vyskytu patogenll) a vyrobni postup (zkraceni a standardizace

doby zréani). [43] Bohuzel i nékteré tyto kmeny mohou ve vhodnych podminkach vyka-
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zovat dekarboxylazovou aktivitu. Castymi producenty biogennich amint jsou zastupci

rodl Lactococcus, Streptococcus a Lactobacillus. [35]

Tvorbu BA ve fermentovanych produktech 1ze minimalizovat pouzitim dobte charakte-
rizovanych startovacich kultur, které netvoii biogenni aminy a zaroven dokazi potlacit

rust ptirozené mikrofléry s dekarboxylazovou aktivitou. [44]

Dalsi moznosti vedouci ke snizeni hromadéni BA v mléénych produktech miize byt

pouziti doplnkovych bakterialnich kultur, které jsou schopné BA rozkladat. [35]
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3 VYSKYT BIOGENNICH AMINU V POTRAVINACH A
METODY JEJICH STANOVENI

3.1 Biogenni aminy v potravinach a napojich

Pfi posuzovani vyskytu BA se obycejné potraviny déli na fermentované
a nefermentované, coz vyplyva z podstaty vzniku BA. Pfitomnost biogennich amint
v nefermentovanych potravindch obecné naznacuje Spatné¢ hygienické podminky pfi
zpracovani nebo dlouhodobé a nespravné skladovani. V téchto ptipadech byvaji produ-
centy biogennich amini mnoh¢ bakterie patfici do Celedi Enterobacteriaceae, ptipadné
dalsi gramnegativni bakterie. VEétsi vyskyt BA lze vSak predpokladat ve fermentova-
nych potravinach, kde hlavni podil na dekarboxylaci aminokyselin maji nékteré bakterie
mlécného kvaseni. Nicméné také v ramci nefermentovanych potravin mohou hodnoty
obsahu BA dosahnout toxickych dévek, ptredevsim jednd-li se o Spatné skladované ryby.

[7,8,49]

3.1.1 Biogenni aminy v rybach a morskych plodech

Potraviny z ryb, hlavonoZcii a korysu jsou zdrojem vysoce kvalitnich proteinti, esenci-
alnich vitaminl, mineralnich latek a polynenasycenych mastnych kyselin, které ptiznivé
ovlivituji lidské zdravi. Konzumace téchto potravin mize v nékterych piipadech sebou

nést 1 zdravotni riziko. [39]

Bé&hem rozkladu t€l motskych Zivocicht dochazi k tvorbé riiznych biogennich amint
v koncentracich, které zaviseji na druhu ryb. Pfi nespravném skladovani a zaroven vy-
sokém mikrobidlnim znecisténi ryb se mlze vytvorit toxické mnozstvi BA diive, nez
se senzoricky projevi ryba jako zadvadna. Prevenci proti vysoké produkci BA je rychlé
zchlazeni Cerstvé ulovenych ryb na teplotu kolem +1 °C a dodrzeni chladirenskych tep-

lot béhem ptepravy, distribuce a skladovani. [39, 46]

Nejcastéji se vyskytujici biogenni aminy spojované s kazenim ryb jsou histamin, tyra-
min, putrescin a kadaverin. Toxické koncentrace histaminu jsou nejcastéji zaznamena-
vany u ryb z Celedi Scombridae (makreloviti), jejichZ svalovina je bohata na histidin.
Alimentarni intoxikace histaminem je v tomto piipad€ ozna¢ovana jako otrava scombro-

toxinem. [7, 39]
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Evropskéd legislativa stanovuje maximalni pfipustné mnozstvi histaminu v rybach
na 200 mg.kg"'. Dodrzovéani tohoto limitu v rybach u nas prodavanych pravidelnd kon-

troluje Statni veterinarni sprava CR. [46]

3.1.2 Biogenni aminy v mase a nefermentovanych masnych vyrobcich

Cerstvé maso a nefermentované masné vyrobky obsahuji jen vyjimecné mnozstvi BA,

které by mohlo ptedstavovat zdravotni riziko. [47]

V Cerstvém mase jsou piitomny ve vyznamnych mnozstvich spermidin a spermin. Ob-
sah sperminu v mase a masnych vyrobcich z teplokrevnych zvitat byva obvykle mezi 20
a 60 mgkg" oproti spermidinu, jehoZ hladina v mase zfidka kdy piekro¢i 10 mg.kg™.
Dalsi biogenni aminy (tyramin, putrescin a kadaverin) se mohou v mase tvofit

v prubehu skladovéni plisobenim kontaminujici mikroflory. [48]

Obsah BA lze vyuZit jako indik4tor mikrobialniho kaZeni masa a nefermentovanych
masnych vyrobki. Cerstvé jate¢né vepiové maso ma hodnoty kadaverinu a putrescinu
do 7 mgkg”, zatimco zkazené maso 60 mgkg" a vice. Nicmén& mnozstvi biogennich
aminl v téchto potravinach nemusi korelovat s rlistem mikroorganizmil zptsobujicich

kaZeni, protoze vSechny mikroorganizmy nemusi byt dekarboxylaza-pozitivni. [14, 25]

Vyskytem biogennich amind v mase riznych zivocisnych druhti se zabyva mnoho stu-
dii. Krausova et al. [49] sledovali zmény pocate¢nich koncentraci BA ve vepfovém ma-
se v zavislosti na riznych tepelnych upravach. U odebranych vzorka byly provedeny
tepelné Gpravy: vatfeni, duSeni, peceni, peceni na panvi bez oleje, Uprava jako vidensky
tfizek. Navic byl odebiran vyvar a tuk pro stanoveni obsahu polyaminti. Obsah sperminu
ve vzorcich z veptové panenky klesl asi na 40 % piivodniho mnozstvi béhem tprav va-
fenim, dusenim a smazenim, pe¢enim na panvi bez oleje se doséhlo ptiblizné 55% ztra-

ty. Vyvar a tuk, které vznikly béhem tepelnych Gprav masa, spermin neobsahovaly. [49]

Kaniou et al. [50] se ve své praci zabyvali vlivem vakuového baleni na trvanlivost ho-
veéziho masa. Autofi nakonec dospé€li k zavéru, Ze vakuové baleni ztrojnadsobuje dobu
skladovani masa a zachovava jeho organoleptické vlastnosti na velmi dobré urov-

ni. Zaroven navrhuji jednoduchy zptsob, jak sniZit hladiny biogennich aminl v mase.

Sta¢i maso oplachnout pod tekouci vodou, protoze zna¢né mnozstvi BA se nachazi pra-

v€ na povrchu masa. [50]
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3.1.3 Biogenni aminy ve fermentovanych masnych vyrobcich

Trvanlivé fermentované masné vyrobky jsou ve Vyhlasce ministerstva zemédélstvi ¢.
326/2001 Sb., ve znéni pozd¢jsich predpisii, definovany jako vyrobek tepelné neopra-
covany urceny k pfimé spotiebe, u kterého v pribéhu fermentace, zrani, suSeni, popfti-
padé uzeni za definovanych podminek dosSlo ke snizeni aktivity vody s hodnotou
aw(max.) = 0,93, s minimalni dobou trvanlivosti 21 dni pfi teploté plus 20 °C. Piikladem
téchto vyrobkl na ¢eském trhu jsou salamy Polican, Herkules nebo Lovecky salam, z

klobas napt. Gombasecka klobasa, Dunajska nebo Cabajské klobasa. [51, 52]

BA lze nalézt ve fermentovanych masnych vyrobcich (dale jen FMV) v dusledku ¢in-
nosti mikroorganizmt zodpovédnych za fermentaéni procesy a/nebo jsou produkovany
kontaminujici mikroflérou, jejiz zdrojem byla nekvalitni nebo znec€iSténd surovina, pfi-

padné produkt. [48]

Nejintenzivnéjsi dekarboxylace probihd v masové slozce FMV, kterd obsahuje vysoké

mnozstvi bilkovin. Zrani FMV je doprovazeno $tépenim bilkovin masa, pfi ¢emz vzni-
kaji prekurzory pro dekarboxyldzovou ¢innost startovacich kultur a divoké mikroflory.

(44, 48]

Obsah a zastoupeni jednotlivych BA se v riznych druzich FMV zavisi na slozité inter-
akci vnéjSich a vnitinich faktord v pribéhu vyrobniho procesu a skladovani, jako je pH,
oxido-redukéni potencidl, teplota, koncentrace NaCl, velikost vyrobku, hygienické

podminky vyroby a vlastnosti startovaci kultury. [44, 48]

Vysoké hodnoty BA byly zjistény u fermentovanych salamt, obsahuji prumérné 23,0 —
23,6 mgkg' histaminu, 136 mgkg” tyraminu, 84,2 — 84,6 mgkg' putrescinu,
37,4 — 38,0 mgkg' kadaverinu. Obsah fenyletylaminu je pom&mé nizky, kolem
6,6 mg.kg'. V ostatnich vyzralych masnych vyrobcich je mnozstvi BA vyraznd niZsi.

[31]

3.1.4 Biogenni aminy v mlé¢nych vyrobcich

Mlécné fermentované vyrobky poskytuji vhodné prostiedi pro tvorbu BA, zejména syry
obsahuji potencialné toxick€é mnozstvi tyraminu, histaminu a putrescinu. V mensim roz-
sahu je zastoupen i kadaverin. Obsah téchto aminl zna¢né kolisd mezi rliznymi druhy

syrt, ale také v ramci stejného druhu a to diky rliznym vnéjS$im a vnitinim faktortm.
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Nejvyssi koncentrace BA byly zjistény u zrajicich syrtt vyrobenych ze syrového mléka

a u syra se silnymi smyslovymi vadami (az 1800 mg.kg™ kadaverinu) [23, 35, 45]

Hlavni producenti BA v syrech jsou vétSinou bakterie mlééného kvaSeni, konkrétné
zastupci rodu Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus a Streptococcus.
Tyto mikroorganizmy se do syri dostavaji spole¢né€ s hlavni vstupni surovinou — mlé-
kem, jako soucast jeho pfirozené mikroflory, kontaminaci v pribéhu celého procesu
vyroby syra nebo dokonce mohou byt soucasti zamérné pridavanych startovacich a po-
mocnych kultur. [35]

Podminkou vzniku toxického mnozstvi BA v syrech je proteolyza, ktera je pii zrani syrt

vvvvvv

zdrojem aminokyselin pro naslednou dekarboxylaci. [1]

Dalsi fermentované mlé¢né vyrobky, jako jsou kefir, podmasli, kumys a jogurty, vétsi-
nou obsahuji takova mnozstvi BA, kterd nepfedstavuji pro konzumenta vyznamnéjsi
zdravotni riziko. Také v mléce a smetan¢ bylo zjist€éno malé mnozstvi BA, prevazné
polyaminy spermin a spermidin, neni vSak zcela jasné, jsou-li produktem metabolizmu

mikroorganizml nebo maji piivod endogenni. [25, 35]

3.1.5 Biogenni aminy v dalSich potravinach a napojich

Z dal$ich produktii potravinarského primyslu obsahujici vyznamna mnozstvi biogen-

nich amint jsou fermentovana zelenina, vino a pivo. [45]

V ramci skupiny fermentované zeleniny je v podminkach stfedni Evropy nejrizikovéjsi
potravinou kysané zeli, zvlasté spontanné fermentované, ve kterém zastoupeni BA muze
byt az desitky mg/100 g potraviny. Spontanni kvaseni probiha diky ¢innosti bakterii
mlécného kvasSeni, které jsou soucasti ptirozen¢ mikroflory zeli. Tyto bakterie v priibé-
hu fermentace rozkladaji jednoduché cukry na kyselinu mlé¢nou, kyselinu octovou,
etanol a oxid uhlicity. N€které bakterie mlécného kvaseni, ale také jiné mikroorganizmy

pfitomné v suroviné, mohou soucasné produkovat biogenni aminy. [7, 45]

Spontanni fermentaci lze nahradit fermentaci fizenou, pfi které je pouzita vhodna star-
tovaci kultura. Tento zplisob fermentace umoziiuje ziskat produkty standardni jakosti
a s niz§im obsahem biogennich aminid. Kulturni kmeny laktobacilt navic rychle rozkla-
daji sacharidy na kyseliny, diky tomu rychle vzrista kyselost a dochazi k potlaceni riistu

nezadouci mikroflory a tvorby BA. [45]
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Obsah BA ve vinech je zna¢né variabilni, coz byvéa zpsobeno riznymi podminkami
vyroby a skladovani vin, kvalitou suroviny, rozdily ve vinafském procesu, ptipadné
mikrobidlni kontaminaci béhem riiznych operaci. Celkova koncentrace BA ve vin¢ pak
mize dosahnout hodnoty az 130 mg/l, nebo naopak miize byt téméf nulova. Cervena
vina vétSinou obsahuji vice BA nez vina bila. Nejcastéji nalezené BA ve vinech jsou

histamin, tyramin, putrescin, kadaverin, spermin a spermidin. [53, 54]

Nekteré aminy jsou jiz ptirozenou soucasti hroznti. Oplodi a semena hroznti jsou bohata
na putrescin a polyamin spermidin, semena v sob& navic ukryvaji ve vysoké koncentraci
také kadaverin. K tvorbé dalsich BA dochézi ¢innosti bakterii mlécného kvaSeni béhem
jable¢no-mlécné fermentace nebo ¢innosti kontaminujici mikrofléry. Kvasinky zodpo-
védné za alkoholové kvaSeni vétSinou nejsou vyznamnymi producenty BA. V nékterych
studiich byl naopak popsan pokles BA béhem fermentace alkoholickych napojt. [45,
54]

Pritomnost BA ve vinech ve vysokych koncentracich mize mit zdravotni i ekonomické
disledky. O toxickych tcincich rliznych BA na lidsky organizmus bylo pojednavano jiz
v kapitole 1.4. Z ekonomického hlediska jsou biogenni aminy zodpovédné za senzoric-

ké vady vina, predevsim v jeho chuti. [54]

Pivo je dal§im alkoholickym napojem, jehoZ konzumace ptedstavuje pro nékteré spo-
ttebitele mozné zdravotni riziko v disledku vysokého pfijmu biogennich aminti. ZvIasté

nebezpecna je spotieba velkého mnozstvi piva béhem kratkého ¢asového intervalu. [45]

Hlavni pfi¢inou zdravotnich problémil po konzumaci piva byva intoxikace tyraminem a
histaminem, jejichz uc¢inek miize byt jesté zesilen jinymi v pivu pritomnymi BA. Kromé
toho se spekuluje 0 mozném synergickém vztahu mezi etanolem a aminy. Etanol totiz

pusobi inhibi¢né na enzymy detoxikacniho systému lidského organizmu. [45, 55]

Agmatin, putrescin, spermin a spermidin se do piva dostavaji spolecné se sladem, za-
timco tyramin, histamin a kadaverin jsou tvofeny v pribéhu hlavniho kvaseni kontami-
nujici mikroflérou bakterii mlééného kvaseni. Také kvasinky mohou béhem fermentace
produkovat mensi mnozstvi BA, konkrétné putrescin, spermin a spermidin, tato vlast-
nost je vSak pfirozenou soucasti jejich metabolizmu. Tvorba tyraminu a histaminu neby-
la u kvasinek spodniho kvaseni Saccharomyces cerevisiae var. uvarum prokédzéana. [45,

56]
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3.2 Metody stanoveni biogennich aminu v potravinach

Existuji dva divody pro¢ sledovat vyskyt BA v potravinach. Zaprvé je to jejich potenci-
alni toxicita a zadruhé poskytuji informace o Cerstvosti nebo znehodnoceni potravin.
Stanoveni BA je naro¢né s ohledem na naroky na citlivost a pfesnost stanoveni a vliv
matrice na predseparacni kroky. Analytické metody pro kvantifikaci BA jsou zalozeny
hlavné na chromatografickych metodach, z nichz nejpouzivanéjsi je vysokoucinna kapa-
linovéa chromatografie (HPLC). Dalsimi chromatografickymi metodami jsou chromato-
grafie na tenké vrstvé (TLC), plynova chromatografie (GC) a kapilarni elektroforéza

(CE). BA se v potravindch stanovuji také metodami enzymatickymi, imunologickymi,

kapilarni izotachoforézou, fluorometricky nebo s pomoci biosenzort. [47, 57, 58]

Pred detekci je u vétSiny analytickych technik nutné provést extrakci vzorku vhodnych
extrakénim cinidlem. Témito Cinidly jsou 0,6M kyselina chlorista, 5 — 10% kyselina
trichloroctové a 0,1M kyselina chlorovodikova. U mléénych vyrobka je vhodna extrak-
ce biogennich aminil metanolem pfii zvySené teploté. Pro extrakci pti zasaditém pH lze

pouzit 1 butanol nebo smés butanolu a chloroformu. [58]

3.2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Detekéni limit testlt zaloZzenych na HPLC je kolem 0,1 mg BA/kg vzorku. HPLC je
uvadéna jako referencni metoda pro zjiStovani obsahu histaminu v potravinach, ale lze
s ni kvantifikovat i ostatni BA. Tato metoda vyzaduje specialni vybaveni a proskoleny

personal. [31]

Uprava vzorku pied vlastni detekci zahrnuje homogenizaci, extrakei, filtraci resp. cen-
trifugaci a alkalizaci alikvotniho podilu kyselého extraktu. JelikoZ alifatické BA nevy-
kazuji vyraznéjsi absorpci zafeni v UV oblasti, je potieba aminy pfevést na vhodny de-
rivat, ktery bude zaroven stabilni. Existuje nékolik postupli derivatizace, t€émi zakladni-
mi jsou predkolonova a postkolonova. Pfedkolonové derivatizace se provadi pred vlast-
ni chromatografickou separaci, kdy volné aminy reaguji v alkalickém prostiedi
s derivatizanim  Cinidlem.  NejCast§ji  se  pouzivd  dansylchlorid  (5-
dimetylaminonaftalen-1-sulfonylchlorid; DANS-CI). Dalsimi vhodnymi ¢inidly jsou
benzoylchlorid, dabsylchlorid (dimetylamino-azobenzensulfonylchlorid; DABS-CI), 9-
fluorenylmetoxykarbonylchlorid (FMOC), p-toluensulfonylchlorid (TSCl) a o-
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ftaldialdehyd (OPA). Pii postkolonové derivatizaci reaguji aminy s ¢inidlem az po sepa-

raci na koloné. Pouzivanymi derivatizacnimi €inidly jsou ninhydrin a OPA. [58, 59, 60]

Separace slozek vzorku probihd v koloné se stacionarni fazi, kterou protéka mobilni
faze. Dnes je nejpouzivanéjsi metodou HPLC systém s reverzni fazi (RP-HPLC), kde
stacionarni faze je nepolarni a mobilni faze polarni rozpoustédlo. NejcastéjSim nosiCem
stacionarni faze je silikagel s kovalentné¢ navdzanymi alkylovymi fetézci rizné délky.
Mobilni fazi bézné tvoii voda a s ni misitelné polarni rozpoustédlo (metanol, acetonitril,

tetrahydrofuran). [58]

Detekce slozek vzorku se provadi elektrochemickymi, fluorescenénimi a UV/VIS detek-
tory. Vysledkem HPLC analyzy je chromatogram. K identifikaci separovanych latek ve
vzorcich se pouZziva porovnani reten¢nich cast standarda a pfitomnych latek ve vzorku.

[29, 59]

3.2.2 Chromatografie na tenké vrstvé

Tenkovrstva chromatografie (TLC) slouzi pro svou jednoduchost a instrumentalni nené-
ro¢nost hlavné pro rychlé orientacni stanoveni aminll. RozliSujeme TLC rozd¢€lovaci a
absorp¢ni. V prvnim piipad¢ je stacionarni faze tvotfena kapalinou zachycenou v tenké
vrstvé, kdeZzto u adsorpéni TLC je stacionarni fazi tuhy adsorbent, ktery je jiZ soucasti

tenké vrstvy. Mobilni faze je v obou ptipadech kapalnd. [60, 61]

Podstata TLC spociva v rizné interakci slozek vzorku se stacionarni fazi. Vzorek
se nanese ve form¢ malé kulaté skvrnky na tenkou vrstvu a poté se mobilni faze necha
vzlinat pory tenké vrstvy, pficemz s sebou unasi délené latky ze vzorku. Tyto latky se

rizné adsorbuji nebo rozpousteji ve stacionarni fazi a tim se vice ¢i méné zpozd'uji. [61]

Separaci latek na tenké vrstvé predchazi jejich derivatizace. Derivatizacnim ¢inidlem
muze byt DANS-CI, ktery reaguje s primarnimi i sekundarnimi aminoskupinami, nebo

fluorescein reagujici s primarnimi aminoskupinami. [58]

3.2.3 Plynova chromatografie

Plynové chromatografie (GC) nepatii mezi béZné pouZivané metody pro stanoveni BA.
Tato metoda je vysoce senzitivni, jejiz detek¢ni limity se pohybuji v rozmezi jednotek
pikomolu. Ptiprava vzorku pro GC analyzu vyzaduje derivatizaci aminti za uc¢elem do-
sazeni dostate¢né té€kavosti analytli. Vytézek derivatizace je vSak variabilni a v dasledku

toho mohou v kvantifikaci BA vznikat nepfesnosti. [58, 62]
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Mobilni fazi je v tomto piipad€ nosny plyn ptivadény z tlakové ldhve. Podle typu detek-
toru se voli jako nosny plyn helium, vodik, argon nebo dusik. Kapalné vzorky se do
plynu vstiikuji pfes septum, kde se vlivem vysoké teploty kapalina okamzité vyparfi.
Plynné vzorky jsou do plynu vstfikovany plynotésnou stiikackou. Chromatografické
kolony podle provedeni rozliSujeme na napliiové a kapilarni. Napliové kolony jsou
naplnény granulovanym nosi¢em s mikrofilmem stacionarni faze. Kapilarni kolony jsou
tenké Sroubovité sto¢ené kapilary, jejichz vnitini stény jsou povleceny stacionarni fazi.
Na vystupu z chromatografické kolony je umistén detektor. Pro stanoveni BA je nejcas-
t&ji pouzivan plamenové-ionizacni detektor (FID — flame ionization detektor), tepelné-
vodivostni detektor (TCD — thermal conductivity detector) a detektor elektronového

zachytu (ECD — electron capture detector). [58, 63]

3.2.4 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (CE) patii mezi separa¢ni metody vyuzivajici pohyb nabitych
¢astic, at’ uz anorganickych ionti nebo organickych makromolekul (proteiny, fragmenty
DNA), v elektrickém poli. Mezi nejvétsi vyhody této metody patii predevsim jeji vyso-
ka ucinnost, kratké Casy analyz a nizka spotfeba chemikalii a davkovanych vzorki. Ve
spojeni s laserem indukovanou fluorescen¢ni (LIF) detekei poskytuje CE vysokou citli-

vost. [64, 65]

Transport analyzovanych iontd (analytl) a jejich separace probiha v kapilaie, ktera pro-
pojuje dvé nadobky naplnéné roztokem zdkladniho elektrolytu (anglicky background
electrolyte, BGE). Kapilara je vétSinou z taveného kfemene s vnitinim primérem fado-
v¢ desitky ¢i stovky mikrometri a délkou mezi 10 centimetry az 1 metrem. Do roztoku
zékladniho elektrolytu v nddobkach jsou vnoteny také elektrody, jimiz se privadi elek-
trické napéti obstaravajici pohyb iontl. Pfed vlastnim meéfenim je kapildra naplnéna
BGE pfetlakem nad hladinou kapaliny v jedné nadobce. Potom se jeden konec kapilary
ponoii do naddobky s analyzovanym vzorkem a nasaje se maly objem vzorku. Kapilara
se vrati do nadobky s BGE, vloZi se napéti a tim se zahdji separace. Jednotlivé slozky
vzorku se pohybuji rozdilnymi rychlostmi smérem ke katod€ a v riznych Casech tak
prochazi detektorem. Casto pouzivanymi detektory jsou UV/VIS absorpéni detektor,
elektrochemicky, vodivostni, LIF a MS detektor. [64, 65]

Stejné jako u predeslych chromatografickych metod, 1 zde je potieba nejprve prevést

aminy na vhodné derivaty s vysokou absorpci UV zéfeni a fluorescenci. Volba derivati-
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zacniho ¢inidla je ovlivnéna typem detektoru, ktery bude pouzit pro detekci separova-
nych slozek, vlastnostmi prostiedi, slozenim analytu a pozadovanou trovni citlivosti.

[66]

3.2.5 Stanoveni biogennich amini pomoci biosenzoru

V poslednich letech je stale vice vénovana pozornost metoddm stanoveni BA pomoci
elektrochemickych biosenzord. Tyto metody se vyznacuji jednoduchosti, reprodukova-
telnosti, nizkymi naklady, kratkou dobou analyzy, nizkym detek¢nim limitem a také

moznosti aplikace mimo laboratot. [58, 67]

Biosenzor je analyticky pristroj obsahujici citlivy prvek biologického plivodu (napf.
enzym), ktery je bud’ soucasti, nebo v tésném kontaktu s fyzikalné-chemickym pievod-
nikem poskytujicim elektricky signal. Tento signdl je pfimo umérny koncentraci analy-
zované latky. [68]

Biosenzory pouzivané pro detekci BA vyuzivaji katalytickych schopnosti animo-oxidaz,
které katalyzuji oxidaci aminti molekuldrnim kyslikem na aldehydy za soucasného

vzniku amoniaku (NHj3) a peroxidu vodiku (H,O;). Enzymatické reakce je poté sledo-

vana ampérometrickou detekci elektrochemické oxidace H,O, (Obrazek 3). [67]

™ R-CH,-NH,

‘e S “ R-CHO + NH,

Obrazek 3. Sledovani enzymatické reakce ampérometrickym méfenim elektrochemické

oxidace proudu H,0,. [67]

Enzymatické optické senzory pro detekci biogennich amint vyvijené Ustavem chemic-
kych procesii AV CR jsou také zalozeny na enzymové katalyzované oxidaéni deaminaci
amin vzdusnym kyslikem. Spotieba kysliku v reakci je v tomto piipadé detekovéana
zvySujici se fluorescenci, resp. dobou trvani fluorescence organického komplexu

ruthenium tris-(1,10-fenantrolin)chloridu. [68]
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4 PROBIOTICKE BAKTERIE

Probiotika jsou definovana jako zivé mikroorganizmy, které ptispivaji ke zlepSeni zdra-
votniho stavu hostitele, a to pokud jsou podavany v adekvatnim mnozstvi. Jako probio-
tické kultury jsou obvykle pouzivany bakterie, které pfirozené obyvaji lidsky travici

L4

trakt. Nejpouzivangjsi jsou bakterie rodi Lactobacillus a Bifidobacterium. [69]

4.1 Historie probiotik

Jako pocatek teorie probiotik je nejcastéji uvadén rok 1907, kdy Ilja Mecnikov ve své
knize o prodluzovéni véku ,,The prolongation of life. Optimistic studies” poukazal na
ptiznivé Gcinky jogurtovych bakterii na lidské zdravi. Vychazel pii tom z vlastniho zjis-
téni, ze kavkazsti pastyii se dozivaji vyssiho praimérného veéku, oproti obyvatelim Pari-
7e a Americantim, a to pravé diky pravidelné konzumaci mléénych kysanych vyrobkt
obsahujicich zivé bakterie. Me¢nikov v knize vysvétluje, Ze ne vSechny mikroorganiz-
my jsou Skodlivé pro lidské zdravi. Nékteré mikroorganizmy mohou mit naopak piinos
v 1é¢be stievnich onemocnéni, protoze vytlacuji Skodlivé mikroby a zabranuji tak hni-
lobnym procesiim ve stfevech. Terapeutickych ucinkli kysanych mléénych vyrobkl se
zacalo vyuzivat uz v roce 1906, kdy francouzska spolecnost “Le Fermente” dodavala do
lékaren fermentované mléko pod nazvem “Lactobacilline”. S prvni probiotickou bakte-
rii se vSak védci setkali uz v roce 1899, kdy se Henrymu Tissierovi podatilo izolovat

bifidobakterie ze stolice kojenci. [69, 70]

Do historie vyzkumu probiotik se zapsal také némecky lékar a védec Alfred Nissle,
kdyz v roce 1916 izoloval nepatogenni kmen Escherichia coli ze stolice vojaka, ktery
jako jediny odolédval infekci uplavice. Tento bakteridlni kmen, dodnes pouZivany

k 1é¢bée stievnich onemocnéni, byl pojmenovan ,,Escherichia coli Nissle 1917 [69, 72]

Za necelych deset let po smrti Mecnikova se zacal prodavat vyrobek ziskany kyselym
srazenim mléka, nazyvany ,,jogurt®, ktery se rychle rozsitil po Evrop€ a Severni Ameri-
ce. Jiz v této dobé byla vyroba jogurti zaloZena na fermentacnich schopnostech dvou
mikroorganizmi izolovanych pravé z mléka od kavkazskych a bulharskych pastevcil,
Streptococcus thermophilus a Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus. Tehdejsi véd-
ci vSak brzy zacali zesmésnovat Mecnikova a jeho tvrzeni, protoZe u konzumentti jogur-
th nebyl ve stolici prokdzan vyskyt téchto dvou bakterii. Terapeutic-

ké vyuziti fermentovanych potravin tak prestavalo mit své zastance. [70, 72]
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Ve dvacatych letech japonsky mikrobiolog Minoru Shirota zjistil obrannou schopnost
nékterych stfevnich bakterii proti bakteridlnim patogentim a nasledné se mu podatilo
izolovat a kultivovat bakterii, kterd byla pojmenovana Lactobacillus casei Shirota. V
roce 1935 se v Japonsku zacalo s vyrobou napoje obsahujici tento mikroorganizmus,

tzv. Yakult ®. [70]

Vroce 1936 byl zaznamenam dal§i vyznamny pfispévek k Mecnikové teorii. Studie
dvou veterinari, Zobella a Andersena, hovoii hovofi o ,,mikrobialnim filmu* v tlustém
stteve, coz je vlastné vrstva z mnoha druha bakterialnich populaci ulpivajicich na stfev-
ni sliznici, které tak predstavuji komplexni ekosystém s intenzivni metabolickou aktivi-

tou. [70]

Termin probiotikum poprvé pouzili Lilly a Stillwell v roce 1965 pro popis latky vyluco-
vanou jednim prvokem, kterd stimulovala riist jiného prvoka. Pii uvedeni tohoto termi-

nu vychazeli autofi z feckého slova ,,pro bios*, coz znamena ,,pro zivot™. [69, 71]

Az do konce 80. let byly jako probiotika ozna¢ovany nejen zivé bakteridlni kultury,
ale také wurcité latky (mikrobidlni metabolity, enzymy, aminokyseliny apod.)
s ptiznivymi ucinky na mikrofloru traviciho traktu. Nekteré z téchto latek vSak byly
v rozporu s vyznamem slova probiotikum, protoze jejich uCinek byl antibioticky. Se
smyslu platnou definici probiotik ptisel v roce 1989 Fuller, ktery probiotika popsal jako
zivé mikrobidlni krmné a potravni dopliky, které ptiznivé ovliviiuji hostitele zlepSenim
jeho stfevni mikrobiocendzy. Dne$ni definice probiotik byla pfijata Svétovou zdravot-
nickou organizaci (WHO) a Organizaci pro vyzivu a zemédé€lstvi (FAO) pii Organizaci
spojenych narodi (OSN) v roce 2001. Evropsky tfad pro bezpecnost potravin (EFSA)
vSak tuto definici odmita, protoze obsahuje zdravotni tvrzeni, které neni métitelné. [69,

72]

Problematika probiotik, a s nimi souvisejicich prebiotik, je dlouhodobé studovana celou
fadou védeckych tymu a instituci po celém svété. Také u nés se tato problematika fesi,
napt. ve Védeckych vyborech pro potraviny (VVP) a pro vyzivu zvifat (VVVZ), které
spadaji pod Ministerstvo zemédé&lstvi CR. V roce 2006 byla v CR zaloZena Spole¢nost
pro probiotika a prebiotika (SPP). Cilem vSech zminovanych instituci je mimo jiné po-
suzovani kvality probiotik a prebiotik. SPP zah4jila ptipravu udélovani loga pro vyrob-

ky, které obsahuji kvalitni probiotické a prebiotické dopliky. [69]
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4.2 Soucasné vyuziti probiotik

Zajem o probiotika v poslednich dvaceti letech zaznamenal znacny nartst, at’ uz
v oblasti vyzkumu nebo u spotiebitelli. Pokrok v laboratornich technikdch umoznuje
identifikovat bakterialni geny a prohlubovat tak znalosti o jednotlivych probiotickych
kmenech. V soucasné dobé se mezi probiotické mikroorganizmy fadi nékteré bakterialni
kmeny rodt Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus, Lactococcus, Bifidobacterium,
Escherichia, Bacillus a Propionibacterium, dale pak nékteré kmeny kvasinky Sac-

charomyces cerevisiae a plisn¢€ Aspergillus oryzae. [69, 71]

Probiotické mikroorganizmy maji uplatnéni jak ve vyzivé lidi, tak zvirat. Bézn¢ se pfi-
davaji do mléénych kysanych vyrobkl (hlavné bifidobakterie a Lactobacillus casei),
syri (bifidobakterie, laktobacily, propionové bakterie), fermentovanych masnych vy-
robki (riizné mlécné bakterie), ale i do naplni susenek a oplatk (Enterococcus faeci-
um). Do potravin se spolecné s probiotiky mohou ptidavat i prebiotika. Podle definice
od Gibsona a Roberfroida z roku 1995 jsou prebiotika nestravitelné potravni ingredien-
ce, které pfiznivé ovlivituji hostitele prostfednictvim selektivni stimulace rlstu a/nebo
aktivity urcitych bakterii v tlustém stfeveé. Laicky lze prebiotika nazvat jako ,,potrava“
pro probiotické bakterie. DalSi moznosti podavani probiotik lidem je v podobé¢ rtiznych

probiotickych preparatl, vétSinou jako soucast alternativni terapie. [69, 71]

Do skupiny probiotickych mikroorganizmi, vhodnych pro pouziti v lidské vyzivé, lze

zatadit pouze kmeny, které spliuji tyto pozadavky [70]:

e nesmi ztracet své vlastnosti béhem skladovani,

e bezné se vyskytuji ve stfevech ¢loveéka,

e musi odolavat kyselému prostiedi Zaludku, plisobeni Zaludecnich §t'av, stfevnich
enzymu a Zlucovych soli,

e musi kolonizovat stfevo a pfilnout ke stfevnim bunikam,

e maji blahodarné Gc¢inky na lidské zdravi a jsou antagonisty patogennich mikro-
organizmu tim, Ze produkuji antimikrobidlni latky,

e jsou bezpecné, nevyvolavaji imunitni ¢i jinak Skodlivé reakce,

e musi byt podavany ve vhodnych davkach pfi pfiznivém poméru ceny a ucinku.

V klinické praxi je pfiznivy ucinek probiotik pozorovan pii prevenci a terapii prijmo-

vych onemocnéni, zanétlivych chorobach a syndromech stfev, alergickych nemocech
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jako je atopicky ekzém a astma, v prevenci kolorektalniho karcinomu a rakoviny moco-
vého méchyfte a regulaci hladiny krevniho cholesterolu. Néktera probiotika také ptispi-
vaji ke spravné funkci metabolizmu, podporuji imunitni systém, jsou vyznamnym zdro-
jem vitaminu B, a K, napomahaji traveni potravy a mohou zvySovat nutricni hodnotu
nékterych potravin tim, Ze jejich slozky déle rozkladaji. Navic udrzuji ve stfevech kyse-
1¢ pH a vytvafi tak nepfiznivé zivotni podminky pro patogenni mikroorganizmy. [69,

71, 72]

Rozsitené je pouzivani probiotik také v chovu hospodarskych zvirat, kde se ocekava

ptiznivy vliv jak na zdravi, tak uzitkové vlastnosti zvitete. [69]

4.3 Rizika probiotik

Jednou z podminek pouziti probiotik je jejich nepatogenita vici hostitelskému organi-
zmu a tudiz zdravotni komplikace, jako bakteriemie nebo fungemie, vyvolané pravé
probiotickymi mikroorganizmy jsou vcelku vzacné. Odhaduje se, ze riziko vzniku bak-
teriemie po poziti probiotickych laktobacili je méné nez 1:1 000 000 a riziko vzniku
fungemie zpisobené kvasinkami Sachcaromyces boulardii je asi 1:560 000. Vznik
téchto komplikaci je pravdépodobnéjsi u jedinct se snizenou imunitou, po hospitalizaci,

zédvazném onemocnéni nebo predchozi antibiotické 1€¢bé. [71]

DalSim teoretickym rizikem spojenym s probiotiky je mozny transfer antibiotické rezis-
tence probiotickych kmentli na patogenni bakterie. Tento jev vSak dosud nebyl pozoro-

van. [71]

Zde je také potieba pfipomenout, Ze néktefi zastupci probiotickych kultur patfi mezi

potencialnimi producenty biogennich amint. [6]

4.4 Rod Bifidobacterium

Bifidobakterie byly objeveny v roce 1899, kdy se Henrymu Tissierovi podaftilo izolovat
ze stolice kojencli nepravidelné bakterie ve tvaru "Y", které pojmenoval jako Bacillus
bifidus. V roce 1917 byly tyto bakterie zatazeny do Celedi Lactobacillaceae a o tfi roky
pozdé&ji ptejmenovany na Lactobacillus bifidus. V roce 1924 dansky mikrobiolog Orla-
Jensen navrhl zafazeni téchto bakterii do samostatného rodu Bifidobacterium.

V soucasné dob¢ rod Bifidobacterium zahrnuje vice nez 30 druhti (Tabulka 2). [69, 75]
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Zastupci rodu Bifidobacterium jsou gram-pozitivni, obligatné¢ anaerobni, nepohyblivé,
nesporulujici ty¢inky rizného tvaru (kratké, pravidelné, tenké bunky se Spi¢atymi konci,
dlouh¢ bunky mirn¢ zahnuté nebo s vycnélky), riizné vétvené, jednotlive, v fetizcich, ve
hvézdicovitém nebo palisidovém uspotfadani. V zavislosti na Zivotnich podminkach

mohou bunky rust také ve tvaru "Y" nebo "V" (Obrazek 4). [73, 74]

Obrazek 4. Bifidobacterium spp.; rastrovaci elektronova mikroskopie; métitko 1 um;

mikrofotografie byla pofizena na Istituto di Microbiologia, Piacenza University, It. [75]

Optimalni teplota pro rust bifidobakterii je 37 az 41 °C, pfti teplotich pod 20 °C
a nad 46 °C nerostou. Vyjimkou je B. thermacidophilum, ktery je schopen rust
za mirn¢ termofilnich podminek (49,5 °C) a B. psychroaerophilum, jehoz rist byl pozo-
rovan i pfi 4 °C. Bifidobakterie jsou acidotolerantni mikroorganizmy. Optimalni pH
pozorovan. Vyjimku tvofi opét B. thermacidophilum, ktery vykazuje pomaly rust i pfi

pH 4. [75, 85]

Bifidobakterie patfi do skupiny sacharolytickych mikroorganizml. Hexdzy fermentuji
pomoci charakteristického enzymu fruktoza-6-fosfat-fosfoketolaza po fosfoketoldzoveé
dréze (oznaCované také jako "bifid shunt") na kyselinu mlé€nou, octovou, mravenci a
etanol. Pravé diky schopnosti tvorby kyseliny mlééné jsou bifidobakterie ¢asto nesprav-

n¢ zafazovany mezi bakterie mlééného kvaseni. [75, 76]

Bifidobacterium spp. mohou byt detekovany v riznych ekologickych prostiedich, jako
jsou mlécné vyrobky, zubni kazy, odpadni vody a pfedevsim stfeva riznych obratlovca
a bezobratlych, kde jako soucast stfevni mikroflory koexistuji s mnoha dal§imi bakteri-

emi. Odhaduje se, ze stfevni mikrofléra ¢loveka je slozena z 500 az 1000 riznych bak-
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terialnich druhti a jejich celkovd hmotnost pfesahuje jeden kilogram. Slozeni stfevni
mikroflory lidi a zvitat je odlisné a je specifické i pro kazdého jedince. Typickymi bifi-
dobakteriemi kolonizujicimi stfeva zvifat jsou Bifidobacterium magnum a B. cuniculi
nalezené ve vzorcich krali¢i stolice, B. pullorum a B. gallinarum Zijici pouze ve stie-
vech kufat a B. suis nalezené jen ve vykalech selat. Skupina "lidskych" bifidobakterii
zahrnuje druhy, které byly nalezeny ve stfevech nebo vykalech déti nebo dospélych
jedinct a kterymi jsou Bifidobacterium pseudocatenulatum, B. catenulatum, B. adol-
escentis, B. longum, B. breve, B. angulatum a B. dentium. Ptehled v soucasné dobé

uznavanych druht Bifidobacterium a stanovist’, ze kterych byly izolovany jsou uvedeny

v Tabulce 2. [74, 75, 76]
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Tabulka 2. V soucasné dob¢ uznavané druhy Bifidobacterium. [75, 76]

Druh

Stanovisté

. actinicoloniformis

Stievo ¢melaka zemniho (Bombus terrestris)

. adolescentis

Vykaly dospélého ¢loveka, bachor skotu, zenskéa vagina

. angulatum

Lidské vykaly, odpadni vody

. animalis subsp. animalis

Vykaly kufat, potkanil, kraliki, telat a morcat, odpadni vody

. animalis subsp. lactis

Kysané mléko

. asteroides

Stifevo vcely medonosné (Apis mellifera)

. bifidum

Vykaly dospélych lidi, kojenct a sajicich telat, Zensk4 vagina

. bohemicus

Stfevo ¢melaka zemniho (Bombus terrestris)

. bombi

Stfevo ¢melaka zemniho (Bombus terrestris)

. boum

Hovézi bachor, vykaly selat

. breve

Vykaly kojenci a sajicich tela, Zenska vagina, odpadni vody

. catenulatum

Vykaly kojenct a dospélych lidi, odpadni vody

. choerinum

Vykaly selat

Stievo vcely medonosné (Apis mellifera)

. crudilactis Syrové mléko a syry ze syrového mléka
. cuniculi Vykaly kralika
. denticolens Zubni kazy u lidi

. dentium

Zubni kazy a dutina Ustni lidi, lidské vykaly, abscesy, appendix

gallicum

Lidské vykaly

gallinarum

Stfevo kurat

. indicum

Stfevo vcely medonosné (4. mellifera) a veely obrovské (4. dorsata)

. longum subsp. infantis

Stieva kojencti, Zenska vagina

. longum subsp. suis

Vykaly selat

. longum subsp. longum

Stieva déti a dospélych lidi, Zenska vagina

. magnum

Vykaly kralika

. merycicum

Hovézi bachor

B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B. coryneforme
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B

. minimum

Odpadni vody

B. mongoliense

Fermentovany mléény vyrobek z kobyliho mléka

B. pseudocatenulatum

Vykaly déti a sajicich telat, odpadni vody

B. pseudolongum subsp. globosum

Vykaly selat, sajicich telat, potkant, kralikd a jehnat, hovézi bachor

B. pseudolongum subsp. pseudolongum

Vykaly prasat, kufat, byku, telat, potkanti a morcat

B. psychraerophylum

Praseci stfevo

B. pullorum Vykaly kutat

B. ruminantium Hovézi bachor

B. saeculare Vykaly kralika

B. scardovii Vykaly dospélych lidi

B. subtile Odpadni vody

B. thermophilum Vykaly prasat, kutat a sajicich telat, hovézi bachor, odpadni vody
B. thermacidophilum Anaerobni fermentor

B. tsurumiense Zubni plak kiecki
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Kolonizace lidského gastrointestinalniho traktu (GIT) bakteriemi za¢ind ihned po naro-
zeni a je zavisld na mnoha faktorech, v¢etné zptisobu porodu (tj. cisaiskym fezem nebo
piirozen¢) a krmeni ditéte (kojeni nebo umélé vyziva), povahy doplitkové a pokracovaci
stravy, hygienickych podminek, Cetnosti a povahy onemocnéni (zejména GIT) a vysta-
vovani organismu piisobeni antibiotik. Prvnimi bakteriemi kolonizujicimi GIT jsou pré-
v¢ bifidobakterie, doprovazené méné pocetnymi populacemi Escherichia coli a bakteri-

emi z rodu Bacteroides a Clostridium. [76]

ey

Bifidobakterie Zijici ve stfevnim traktu ptispivaji svoji aktivitou k udrzeni zdravi hosti-
tele. Velmi vyznamna je jejich ochranna ¢innost vii¢i patogennim mikroorganizmiim, a
to prostfednictvim tvorby antimikrobidlnich latek a/nebo zabranéni adheze patogent,
¢imz zachovavaji spravnou rovnovahu stfevni mikroflory. Neméné dualezitou vlastnosti
bifidobakterii je schopnost modulace imunitni odpovédi, ¢i rozklad nestravitelnych sa-
charidi na kratké fetézce mastnych kyselin (Short Chain Fatty Acids, SCFA) a dalsi
organické slouceniny, z nichz nékteré mohou byt pro hostitele prospésné. Konkrétné
SCFA jsou zdrojem energie pro jaterni a epitelové bunky sliznice tlustého stfeva, stimu-
luji adsorpci vody a sodiku v tlustém stfevé a indukuji enzymy, které podporuji obnovu

sliznic. [75, 76]

NejbézngjSim druhem pouzivanym v potravinach je Bifidobacterium animalis, ktery
se vyznacuje vysokou odolnosti vii¢i kysliku a kyselinam. Pokracujici adaptace tohoto
druhu na prostfedi mléénych fermentovanych vyrobka vedla k evoluci nového druhu,
klasifikovaného jako B. lactis. Podrobné&j$im zkoumanim tohoto druhu byla zjiSténa
jeho velmi uzka geneticka podobnost s B. animalis. Na zaklad¢ téchto zjiSténi byl B.
lactis uznan jako poddruh B. animalis. Typickou potravinou obsahujici probiotické
kmeny B. animalis subsp. lactis je vyrobek firmy Danone probioticky jogurt Activia®.
ucinky na zdravi konzumentti byly sledovany v sedmnacti klinickych studiich. Nekteré
z téchto studii prokazaly, Ze pravidelna konzumace tfi vyrobkii Activia® denné po dobu
dvou tydnli jako soucdst vyvazené stravy a zdravého Zivotniho stylu pomohla vyfesit

problém s pfili§ pomalym prichodem stfevniho obsahu tlustym stievem. [77, 78, 79]


http://pfyziollfup.upol.cz/castwiki2/?p=4375
http://pfyziollfup.upol.cz/castwiki2/?p=4375
http://pfyziollfup.upol.cz/castwiki2/?p=4375
http://pfyziollfup.upol.cz/castwiki2/?p=4375
http://pfyziollfup.upol.cz/castwiki2/?p=4375
http://pfyziollfup.upol.cz/castwiki2/?p=4375
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II. PRAKTICKA CAST

39
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5 CILPRACE

Cilem praktické Casti této prace bylo sledovat Ucinek vybranych faktorti (teploty, pH,
koncentrace laktozy) na kinetiku rastu a dekarboxyldzovou aktivitu bakterie Bifidobac-
terium animalis subsp. lactis v podminkach in vitro a v mléce a na zakladé ziskanych

vysledkt formulovat zavéry.

Vlastnimu stanoveni biogennich aminti metodou RP-HPLC piedchazela kultivace bak-
terii v bujonu a v mléce pfi riznych hodnotach vybranych faktora, odbér vzorki ve sta-
novenych intervalech a upraveni vzorku, které zahrnovalo centrifugaci, extrakci a deri-

vatizaci dansylchloridem.

K pochopeni problematiky biogennich amint bylo také nezbytné zpracovat na toto téma

literarni reSersi.
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6 MATERIAL A METODIKA

6.1 Pouzité mikroorganismy

Schopnost produkce biogennich amint byla sledovana u kmene Bifidobacterium anima-

lis subsp. lactis CCDM 239 ziskaného ze Sbirky mlékarenskych mikroorganizmii Lak-

toflora® (Cultures Collection of Dairy Microorganisms; CCDM).

Tento mikroorganizmus je taxonomicky zafazen do domény Bacteria, kmene Acti-

nobacteria, ttidy Actinobacteria, fadu Bifidobacteriales, ¢eledi Bifidobacteriaceae, rodu

Bifidobacterium a druhu Bifidobacterium animalis. [76]

6.2 Pouzité chemikalie, pFristroje a pomucky

6.2.1

Pristroje a pomiicky

Ptiprava vzorku:

Sterilizator H+P Varioklav 135S (H+P Labortechnik AG, Némecko)
Tlakovy hrnec Test SANO clav (Adolf Wolf SANO clav, Némecko)
Analytické vahy ADVENTURER Pro (OHAUS, New Jersey, USA)
Inkubator mikrobiologicky (Memmert, Némecko)

Chladnicka (Zanussi, Italie)

Mrazici box (Whirpool, CR)

Box laminarni BIO IIA, typ Biohazard (TELSTAR)

Dévkovac Seripettor® (BRAND, Némecko)

Mikropipety (Biohit, Finsko) + Spi¢ky

Laboratorni sklo — zkumavky, ldhve reagenéni (Simax, CR), odmérny vélec
Ostatni — porcelanova lodi¢ka na vaZeni, 1zicka oboustrannd plastova, kovova

vicka ke zkumavkam

Uprava vzorkl pfed derivatizaci:

Centrifuga MIKRO 200 (Hettich-Zentrifugen, Némecko)
pH tester (Oakton® instruments, USA)

Vortex Mixer (Heidolph Reax, Némecko)

Mikropipety (Biohit, Finsko) + $picky

Mikrozkunavky Eppendorf


http://levnevahy.cz/analyticka-vaha-ohaus-adventure-av213cm-sid-ana1231-detail
http://en.wikipedia.org/wiki/Parsippany,_New_Jersey
http://en.wikipedia.org/wiki/USA
http://www.verkon.cz/davkovac-seripettoru-seripettoru-pro-brand
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e Zkumavky centrifugacni s konickym dnem, krabicky do mrazicich boxii — papi-

rové, plastové
Derivatizace:

e Analytické vahy A&D GH-200 EC (LABICOM, CR)

e Laboratorni tfepacka Kavalier LT2 (Votice, CR)

e (Qdstredivka EBA 21 (Hettich-Zentrifugen, Némecko)

e Termoblok Benchmark Digital HEAT BLOCK (Benchmark Scientific, Inc.,
New Jersey, USA)

e Hlubokomrazici box (SANYO, Japonsko)

e Mikropipety (Biohit, Finsko) + $picky

e Derivatiza¢ni nadobky, vialky
Chromatografie:

o Stiikackovy filtr s porozitou 0,22 pm

e Chromatograf HPLC Agilent Technologies (binarni pumpa a autosampler La-
bAlliance, FLD a DAD detektor Agilent Technologies 1260 Infinity, degaser)

e Kolona Zorbax Eclipse Plus C18 RRHD

6.2.2 Chemikalie
Ptiprava kultivacni piidy a Gprava vzorki pfed derivatizaci:

e 1 mol.I" HCI (Lachema), 1 mol.I"" NaOH (Ing. Petr Lukes, CR)
e Kyselina chlorista 70 - 72% pro analyzu (Merck spol. s .o, CR)

Chemikélie pouzité pii piipravé kultivacniho média jsou uvedeny v Tabulce 3.
Derivatizace:

e 1,7-heptandiamin (Sigma-Aldrich, USA)

e Hydrogenuhlicitan sodny pro analyzu (Merck spol. s r.0o, Némecko)

e Uhlicitan sodny bezvody pro analyzu (Merck spol. s r.0, Némecko)

e Uhlicitan draselny pro analyzu (Merck spol. s r.0, Némecko)

e Dansylchlorid Bio Reagent > 99% pro HPLC (Sigma-Aldrich, USA)
e Aceton (Merck spol. s 1.0, Némecko)

e L-Prolin (Sigma-Aldrich, USA)

e Heptan CHROMASOLV®, > 99% pro HPLC (Sigma-Aldrich, USA)
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e Acetonitril CHROMASOLV® Plus, > 99,9% pro HPLC (Sigma-Aldrich, USA)

6.3 Priprava kultiva¢nich médii
Kultivace bakterii probihala v tekuté ptiidé MRS s pridavkem aminokyselin a v mléku.

Ptiprava zivné piidy MRS zahrnovala navazeni jednotlivych slozek v mnozstvi uvede-
ném v Tabulce 3 a jejich rozpusténi v odpovidajicim objemu destilované vody. Celkem
bylo pfipraveno pét pud o rizné koncentraci laktozy. Poté nasledovala uprava pH jed-
notlivych tekutych piid 1 mol.I" kyselinou chlorovodikovou, resp. 1 mol.I"! hydroxidem
sodnym na hodnotu 5, 6 a 7 a jejich rozpipetovani po cca 7 ml do pfipravenych zkuma-
vek. Naplnéné a zazatkované zkumavky byly sterilovany v autoklavu pii 121 °C po
dobu 15 minut. Timto zpisobem bylo ziskdno 15 sad zkumavek s zivnou pidou, pfi

¢emz kazdé sada predstavovala jednu z mnoZznych kombinaci pH a koncentrace laktozy:
e pHS5,6,7
e laktoza 0; 0,25; 0,5; 1; 4,8 % (W/v).

Tabulka 3. Slozeni kultiva¢niho média.

Slozka Mnozstvi [g.I']

Prote6zo-pepton (HiMedia, Indie) 10,0
Beef extrakt (HiMedia, Indie) 10,0
Yeast extrakt (HiMedia, Indie) 5,0
Tween 80 (Lach-Ner, CR) 1,0
Citran amonny (Ing. Petr Lukes, CR) 2,0
Octan sodny (Ing. Petr Lukes, CR) 5,0
Siran hofeénaty (Ing. Petr Lukes, CR) 0,1
Siran manganaty (Lach-Ner, CR) 0,005
Hydrogenfosfore¢nan didraselny (PENTA, CR) 2,0
Arginin, ornitin, tyrozin, lyzin (Sigma-Aldrich, USA) 0,3
Laktoza (Sigma-Aldrich, USA) 0,0; 0,25; 0,5; 1,0; 4,8

K piipravé mlécného kultivacniho média bylo pouzito cca 900 ml rekonstruovaného
odstfedéného mléka. Polovina tohoto mnozstvi byla obohacena o volné aminokyseliny

(0,3 % (w/v)). Ob¢ mléka (s aminokyselinami a bez) byla rozdélena na tfi dily, u kte-
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rych bylo nésledn¢ upraveno pH na hodnotu 5, 6 a 7. Upravena mléka byla po 7 ml roz-

pipetovana do zkumavek a tepelné oSetfena Setrnou pasteraci.

6.4 Priprava bakterialni suspenze

Kultura Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 byla pfenesena bakterialni
klickou z pevné piidy do zkumavky s tekutou zivnou piidou MRS. Zaockovana zku-
mavka byla ponechéna v termostatu 24 hodin pii teplot¢ 37 °C. Po uplynuti této doby
bylo pfeneseno 100 ul promichané suspenze bun¢k do dalsi zkumavky s MRS, ktera
byla opét ulozena v termostatu do druhého dne. Druhy den bylo suspenzi zaoCkovano
dalsich Sest zkumavek s MRS a opét kultivovano za stejnych podminek. Nasledujici den
byla kultura pfipravena k zaockovani vSech sad zkumavek s mlékem a obohacenym

MRS médiem.

6.5 Zaockovani, kultivace a odbér vzorkiu

Do sterilnich médii bylo pfeneseno 100 pl suspenze bakteridlnich bun¢k a obsah byl
promichan. Celkem bylo zaockovéano 270 zkumavek s obohacenou ptidou MRS a 108
zkumavek s mlékem. Ze vSech zaockovanych sad zkumavek byla tfetina ulozena do
termostatu vytemperované¢ho na 37 °C a dvé tfetiny byly uloZzeny do chladnicky, kde
teplota dosahovala 10 °C. K zao¢kovanym zkumavkam byly do chladnicky i termostatu
pfidany také zkumavky nezaoCkované, které slouzily jako vzorky kontrolni.

V nasledujicich 14 dnech bylo provedeno celkem Sest odbéra vzork:
36 °C: 1. odbér po 24 hodinach,

2. odbér po 48 hodinach,
10 °C: 1. odbér po 72 hodinach (3 dnech),

2. odbér po 168 hodinach (7 dnech),

3. odbér po 240 hodinach (10 dnech),

4. odbér po 336 hodinach (14 dnech).

Pokazdé byly odebirany tfi vzorky paralelné (tfi zkumavky z kazdé sady) a jeden vzorek

kontrolni.
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6.6 Extrakce vzorku

Z diavodu sledovani intenzity metabolizmu a produkce kyselin bakteriemi bylo u ode-
branych zkumavek zméfeno pH kultivaéniho média. Obsah zkumavek byl promichén a
ptelit do plastovych centrifugacnich zkumavek. Poté byly vzorky odstfedény na centri-
fuze pti 4600 ot./min po dobu 15 minut. Z jednotlivych ziskanych supernatanti bylo
pipetovano vzdy 600 pl do dvou mikrozkumavek Eppendorf se stejnym objemem 0,6M
kyseliny chloristé. Takto pfipravené kysel¢ extrakty vzorkti byly uchovavany

v mrazicim boxu az do doby dal$ich tprav.

6.7 Predkolonova derivatizace

Pted vlastni HPLC analyzou byly pfipravené extrakty vzorkd podrobeny derivatizaci

dansylchloridem.

Do derivatiza¢nich naddobek bylo postupné odpipetovano 100 pl vnitiniho standartu
(1,7-heptandiamin v koncentraci 500 mg.l'l), 1 ml kyselého extraktu a 1,5 ml karbona-
tového pufru o pH 11,0 — 11,1. Pufr bylo potieba pripravit Cerstvy. Ke 0,5M roztoku
NaHCO; byl pridavan 0,5M roztok Na,CO; az do dosazeni pH smési 9,2. Poté byl

k tomuto roztoku ptidan uhli¢itan draselny v mnozstvi 0,333 g na 1 ml pufru.

V dal$im kroku byly do derivatiza¢nich nadobek pifidany 2 ml Cerstvé pfipraveného
derivatizacniho ¢inidla (roztok dansylchloridu v acetonu v koncentraci 5 g.l'l). Takto
naplnéné nadobky byly uzavieny a v temnu tftepany 20 hodin. Po ukonceni ttepani bylo
ke vzorkiim ptidano 200 pl roztoku prolinu, nddobky byly opét uzavieny a tfepany dalsi
hodinu. Nasledné byly vzorky zifedény 3 ml heptanu a tfi minuty rué¢né protiepavany.
Z vyctefené heptanové vrstvy byl odpipetovan 1 ml do vialky, jejiz obsah byl poté odpa-
fen pii teploté 60 °C pod proudem dusiku do sucha. Suché odparky byly nakonec zied¢-
ny 1,5 ml acetonitrilu. AZ do doby HPLC analyzy byly vzorky uchovavany v mrazicim

zafizeni pfi teploté pod -18 °C

6.8 Chromatografické stanoveni obsahu biogennich amini

Derivatizované vzorky byly po danzylaci prefiltrovany pies stiikackovy filtr s porozitou
0,22 um a nanaSeny na kolonu chromatografického systému. Analyza byla realizovana
na chromatografu HPLC Agilent Technologies, ktery se skladal z binarni pumpy LabAl-
liance, autosampleru LabAlliance, DAD a FLD detektoru Agilent Technologies a
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degaseru. Separace derivatii BA byla provedena na koloné¢ Zorbax Eclipse Plus C18
RRHD o rozmérech 50 x 3 mm a velikosti ¢astic pevné faze 1,8 um. Vzorky byly méte-
ny pii vinové délce 254 nm pomoci DAD detektoru Agilent Technologies 1260 Infinity.

Separace probihala dle elu¢niho programu uvedeného v Tabulce 4.

Tabulka 4. Elu¢ni program.

Cas [min] Obsah acetonitrilu v mobilni fazi [%]
10% (v/v) acetonitril | 100% (v/v) acetonitril
do 0,1 41 59
do 1,9 37 63
do 3,5 18 82
do 4,0 0 100
do 9,5 0 100
do 11,5 41 59
do 15,5 41 59
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Sledovani vlivu vnéjSich faktori na produkci biogennich amini

u Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239

Produkce biogennich amini bakterii byla sledovana v obdobi 14 dnii v podminkach in
vitro a v mléce pfi riznych podminkach kultivace. V prvnim piipadé byla zjisténa pro-
dukce Sesti biogennich amind - tryptaminu (TRYP), putrescinu (PUT), kadaverinu
(CAD), tyraminu (TYM), spermidinu (SPD) a sperminu (SPM). V mléce mikroorgani-
zmus produkoval PUT, CAD, TYM a SPM.

7.1.1 Sledovani produkce BA v podminkach in vitro

Produkce BA bakterii Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 byla sledova-
na v obdobi 14 dnli v médiu bez ptidavku a s pridavkem 0,25; 0,5; 1,0 a 4,8% (w/v)
laktozy a pti pocatecnim pH 5, 6 a 7. Vzorky byly kultivovany pii 37 a 10 °C. Kultivace
pti teploté 37 °C probihala po dobu 24 a 48 hodin od zaockovani. Vzorky z 10 °C byly
odebirany po 3, 7, 10 a 14 dnech. Pribéh zmén celkového mnozstvi BA v zavislosti na

pH a koncentraci laktozy béhem 14 dnt je graficky zndzornén na Obrazcich 5 — 7.

12

A €0 %, 37°C
10 m0,25 %, 37 °C
8 A A0,5 %, 37 °C

= X O > 1%, 37 °C
B ] - £34,8 %, 37 °C

g < 4 A 0%, 10°C
4 5 Z [ﬁ 0 00,25 %, 10 °C
% A0,5 %, 10 °C

21+—= & 1%, 10 °C
. o . %4,8 %, 10 °C

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Cas [dny]

Obrézek 5. Produkce biogennich aminti kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis

CCDM 239 pti pH 5.
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< 6 * < > ©0 %, 10 °C
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Obrazek 6. Produkce biogennich aminti kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis

CCDM 239 pfi pH 6.
14
O ©0%, 37°C
12 m0,25 %, 37 °C
10 = A0,5 %, 37 °C
= = 1%, 37 °C
?E,, 8 > = [34,8 %, 37 °C
< 6 ©0 %, 10 °C
0 O 00,25 %, 10 °C
4 — A0,5%, 10 °C
2 i S & 1%, 10 °C
ﬁ o = % 4,8 %,10 °C
0 ; ; ; ; - ; -
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Cas [dny]

Obrazek 7. Produkce biogennich aminti kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis

CCDM 239 pfi pH 7.

Nejvyssi dekarboxylazova aktivita sledovaného kmene kultivovaného pii 37 °C byla
pozorovana v médiu s 0,5 a 1,0 % (w/v) laktdézy a pocatecni hodnotou pH 6 (Obr. 6).
Vmédiu s0,5 % (w/v) laktézy byl celkovy obsah BA po dvou dnech kultivace
znamenana v bujonu s vychozim pH 7 (Obr. 7). V tomto prostfedi byla navic tvorba
PUT a SPD zcela inhibovéna. Kysel¢ prostiedi (pH 5) se také neprojevilo jako vhodné
pro produkci vétSiny sledovanych BA (Obr. 5). Koncentrace PUT, TYM, SPD a SPM

byly i po dvou dnech kultivace na nulové hodnoté piti vSech koncentracich laktozy.
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CAD byl tvofen az od 0,25 % (w/v) laktézy v médiu a dale se zvysujici se koncentraci
sacharidu jeho produkce rostla. Pfi pH 5 byl nejvice produkovan TRYP, a to hlavné pfi
0,5 % (w/v) laktozy v bujénu (2,6+0,6 mg.I""). Tvorba PUT a SPD nebyla zaznamenana
ani pii pH 6. Naopak toto prostiedi plisobilo stimulacné na produkci SPD (az 5,8+0,1
mg.1" pii 4,8 % (w/v) laktozy).

U vzorkli odebranych tfeti den kultivace byla zjiSténa nejvyssi produkce BA pfi pH 6 a
bez laktézy (12,0 mg.I") (Obr. 6). V prostiedi nejnizsiho pH (pH 5) byl celkovy obsah
BA o0 néco nizsi, pfi€emz nejvice BA bylo vyprodukovano v médiu s 0,5 % (w/v) lakto-
zy (10,6 mg.1™") (Obr. 5). Obsah BA v médiu o po&ate¢nim pH 7 po prvnich tiech dnech
kultivace nepfeséhl hodnotu 4,7 mg.1" (Obr. 7). Na konci sledovaného obdobi bylo ve
vétSiné vzorcich kultivovanych pfi 10 °C stanoveno mén¢ BA nez pii prvnim odbéru
z této teploty. Vyjimku tvofily vzorky s pH 7 a 0 — 1 % (w/v) laktdzy, u kterych koncen-
trace BA v Case rostla. Nejvétsi nartist obsahu BA byl zaznamenan v prostfedi bez sa-

charidu. Po 14 dnech kultivace toto médium obsahovalo 12,92 mg.1" biogennich amind.

V prvnich tfech dnech kultivace v 10 °C byla tvorba TRYP nejintenzivngjsi pti pH 6 a
koncentraci laktézy 0 % (w/v) (1,5+0,6 mg.l'l). V dalSich dnech se obsah TRYP snizo-
val az na nulovou hodnotu. Podobny prib¢h se stejnym vysledkem byl pozorovan i ve

zbyvajicich prostfedich (Obrazek 8 — 12).

2,5
= 2 ! A36°C, pH 5
g A10°C, pH 5
£ 1.6 - ®36°C, pH 6
g 1 A o o 010 °C, pH 6
2 m36°C, pH7
~ 0,5 £ = 010 °C, pH 7
O'_. T D T T D T I/I\\ T @
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Cas [dny]

Obrazek 8. Produkce tryptaminu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis

CCDM 239 kultivovaného v médiu s 0 % (w/v) laktozy.
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Obrazek 9. Produkce tryptaminu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis

CCDM 239 kultivovaného v médiu s 0,25 % (w/v) laktozy.
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g 2,5 A36°C, pH5
E 2 A10°C, pH 5
E 15 ®36°C, pH 6
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F 05 O 010 °C, pH 7
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0 2 4 6 8 10 12 14 16
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Obrazek 10. Produkce tryptaminu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis

CCDM 239 kultivovaného v médiu s 0,5 % (w/v) laktozy.

T
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E A10°C, pH5
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Obrazek 11. Produkce tryptaminu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis

CCDM 239 kultivovaného v médiu s 1 % (w/v) laktézy.
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Obrazek 12. Produkce tryptaminu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis

CCDM 239 kultivovaného v médiu s 4,8 % (w/v) laktdzy.

Na produkci PUT puisobilo stimula¢né predevsim vyssi pH. Jeho produkce po tfech
dnech kultivace byla zaznamendna jenom pii pH 7 s maximem (4,1+0,4 mg.l'l) pii 0,25
% (w/v) laktozy v prostiedi. Pii druhém odbéru byl PUT detekovén i v prostiedi o pH 5
a 6. Z grafického zpracovani (Obrazek 13 — 17) zjiSténych koncentraci PUT ve vzorcich
odebiranych v pribéhu 14 dnt je zfejmé, ze vysoka koncentrace zkvasitelného sachari-

du v prostiedi zcela inhibuje schopnost sledovaného bakteridlniho kmene produkovat

tento amin.
10
O
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2 4 " A o 010°C, pH 6
£ O m36°C,pH7
a 2 (110 °C, pH 7
O O -
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Obrazek 13. Produkce putrescinu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis

CCDM 239 kultivovaného v médiu s 0 % (w/v) laktézy.
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Obrazek 14. Produkce putrescinu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis

CCDM 239 kultivovaného v médiu s 0,25 % (w/v) laktozy.
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Obrazek 15. Produkce putrescinu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis

CCDM 239 kultivovaného v médiu s 0,5 % (w/v) laktozy.
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Obrazek 16. Produkce putrescinu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis

CCDM 239 kultivovaného v médiu s 1 % (w/v) laktézy.
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Obrazek 17. Produkce putrescinu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis

CCDM 239 kultivovaného v médiu s 4,8 % (w/v) laktdzy.

Vysledky stanoveni CAD jsou k vidéni na Obrazku 18 — 22. Niz8i tvorba CAD byla

pozorovana v pH 7. Nejvice CAD obsahovaly vzorky odebrané 7. den kultivace pfi

sttedni hodnoté pH a 0,25 % (w/v) laktézy (4,5+0,5 mg.I™).
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Obrazek 18. Produkce kadaverinu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis

CCDM 239 kultivovaného v médiu s 0 % (w/v) laktozy.
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Obrazek 19. Produkce kadaverinu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis

CCDM 239 kultivovaného v médiu s 0,25 % (w/v) laktozy.
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Obrazek 20. Produkce kadaverinu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis

CCDM 239 kultivovaného v médiu s 0,5 % (w/v) laktozy.
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Obrazek 21. Produkce kadaverinu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis

CCDM 239 kultivovaného v médiu s 1 % (w/v) laktozy.
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Obrazek 22. Produkce kadaverinu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis

CCDM 239 kultivovaného v médiu s 4,8 % (w/v) laktdzy.

Ptitomnost TYM a SPM vyprodukovaného sledovanym kmenem pfi teploté 10 °C byla
zjiSténa pouze ve vzorcich z prvniho odbéru s pH 5 a 6 (Ptiloha 1 a 2). Na produkci
SPD pisobilo stimulaéné vyssi pH. Pfesto vSak byl tento amin béhem sledovaného ob-
dobi tvofen v nevyznamném mnozstvi, pficemz v prostiedi s 4,8 % (w/v) laktdzy nebyl

vibec detekovan, jak lze vidét na obrazcich v Ptiloze 3.

7.1.2 Sledovani produkce BA v mléce

Dekarboxylazova aktivita bakterie Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239
v mléce byla pozorovana v obdobi 14 dnii v zavislosti na pH, teploté a ptidavku volnych
aminokyselin, jez mély slouzit jako prekurzory biogennich amind. Odbér vzorkl probi-

hal ve stejnych dnech jako v podminkach in vitro (v MRS bujonu).

Z vysledki HPLC analyzy vyplyva, Ze mléko samo o sob¢ sledovanému bakteridlnimu
kmenu neposkytuje vhodné podminky pro tvorbu BA. Ve vétsin€ vzorki nebyly dete-
kovany zadné BA bakteridlniho ptivodu. Pokud v nékterych vzorcich byla prokazana
pfitomnost nékterého aminu, bylo jeho mnozstvi nevyznamné. Nékteré BA byly dokon-

ce jiz prirozenou soucasti mléka. Kompletni vysledky jsou uvedeny v Tabulce 5.
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Tabulka 5: Vysledky stanoveni BA (mg.I"") v mléce bez ptidavku aminokyselin.

56

pH 5, bez AK
Den/teplota | TRYP PEA PUT CAD HIM TYM SPD SPM
1/37 °C ND ND 0,2 ND ND 0,9 ND ND
2/37 °C ND ND 0,1 ND ND ND ND ND
3/10 °C ND ND 0,2 ND ND ND ND ND
7/10 °C ND ND 0,1 ND ND ND ND ND
10/10 °C ND ND 0,4 0,9 ND 0,8 ND ND
14/10 °C ND ND 0,1 ND ND ND ND ND
pH 6, bez AK
Den/teplota | TRYP PEA PUT CAD HIM TYM SPD SPM
1/37 °C ND ND ND ND ND ND ND ND
2/37 °C ND ND ND ND ND ND ND ND
3/10 °C ND ND 0,1 ND ND 1,1 ND 0,1
7/10 °C ND ND ND ND ND 1,1 ND ND
10/10 °C ND ND ND ND ND ND ND ND
14/10 °C ND ND ND ND ND ND ND ND
pH 7, bez AK
Den /teplota | TRYP PEA PUT CAD HIM TYM SPD SPM
1/37 °C ND ND 0,1 ND ND ND ND ND
2/37 °C ND ND 0,1 ND ND ND ND ND
3/10 °C ND ND 0,1 ND ND ND ND ND
7/10 °C ND ND ND ND ND ND ND ND
10/10 °C ND ND ND ND ND ND ND ND
14/10 °C ND ND ND ND ND ND ND ND
Kontrola
TRYP PEA PUT CAD HIM TYM SPD SPM
ND* ND* 1,8 ND* ND* ND* ND* 23

TRYP — tryptamin, PEA — fenyletylamin, PUT — putrescin, CAD —kadaverin, HIM — histamin, TYM —
tyramin, SPD — spermidin, SPM — spermin, AK — aminokyseliny, ND — nebylo detekovano

Dekarboxylazova aktivita testovaného kmene B. animalis subsp. lactis v mléce oboha-
ceném o 0,3 % (w/v) volnych aminokyselin byla na velmi vysoké urovni. Toto prostredi
vytvarelo ptiznivé podminky piedev§im pro tvorbu SPM, ktery v neobohaceném mléce
nebyl témét vibec produkovan. Koncentrace SPM v obohaceném mléce dosahla po
dvou dnech kultivace pfi teploté 37 °C urovné az 82,9+4.4 mg.I" v prostiedi s pH 6. Pii
teploté 10 °C byla tvorba SPM v tomto prostiedi jiz niz§i. Tteti den kultivace bylo
v médiu stanoveno 51,4+1,8 mg.l'l SPM a posledni den 57,1+4,3 mg.l'1 SPM.
V prostiedi s pH 5 pii 37 °C bylo po 48 hodindch od zaoCkovani vyprodukovéano
74,7+5,6 mg.I"' SPM. Pii teploté 10 °C byla tvorba tohoto aminu opét nizi, pticemz do
sedmého dne kultivace koncentrace SPM v médiu rostla a v dalSich dnech opét klesala.

Také pti pH 7 bylo vyprodukovéano zna¢né mnozstvi SPM, a to predevsim béhem kulti-
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vace pii 37 °C, kdy se obsah SPM vysplhal aZ na 67,0+4,0 mg.I"". Pfi 10 °C a pH 7 byla

aktivita sledovaného kmene ve tvorbé SPM oproti tomu polovicni.

B. animalis subsp. lactis CCDM 239 v obohaceném mléce produkoval v mensim mnoz-
stvi také PUT. Tvorba PUT byla podpofena nizkym pH (pH 5) a teplotou 10 °C. Na
konci sledovaného obdobi bylo v mléce za t&chto podminek stanoveno 2,5+0,4 mg.l”

PUT.

V Tabulce 6 jsou shrnuty vysledky stanoveni BA v mléce obohaceném o aminokyseli-
ny. V nékterych vzorcich bylo detekovano také malé mnozstvi CAD a TYM. Tyto vy-

sledky vsak nejsou dostacujici pro vyvozovani jakychkoli zavéri.

Tabulka 6: Vysledky stanoveni BA (mg.1™) v mléce obohaceném o aminokyseliny.

pH 5, AK
Den/teplota| TRYP PEA PUT CAD HIM TYM SPD SPM
1/37 °C ND ND 0,2 ND ND 1,2 ND 73,6
2/37 °C ND ND 0,8 ND ND ND ND 74,7
3/10 °C ND ND 0,6 ND ND ND ND 61,9
7/10 °C ND ND 2,3 ND ND ND ND 73,6
10/10 °C ND ND 2,4 0,9 ND 0,8 ND 56,5
14/10 °C ND ND 2,5 ND ND ND ND 49,9
pH 6, AK
Den/teplota| TRYP PEA PUT CAD HIM TYM SPD SPM
1/37 °C ND ND 0,3 ND ND ND ND 68,6
2/37 °C ND ND 0,3 ND ND ND ND 82,9
3/10 °C ND ND 0,2 ND ND ND ND 51,4
7/10 °C ND ND ND ND ND ND ND 48,4
10/10 °C ND ND ND ND ND ND ND 47,4
14/10 °C ND ND ND ND ND ND ND 57,1
pH 7, AK
Den/teplota| TRYP PEA PUT CAD HIM TYM SPD SPM
1/37 °C ND ND ND ND ND ND ND 40,2
2/37 °C ND ND 1,7 ND ND ND ND 67,0
3/10 °C ND ND ND ND ND ND ND 35,2
7/10 °C ND ND 0,3 ND ND ND ND 33,0
10/10 °C ND ND 0,2 ND ND ND ND 33,9
14/10 °C ND ND 0,3 1 ND 1 ND 34,1
Kontrola
TRYP PEA PUT CAD HIM TYM SPD SPM
ND ND 1,8 ND ND ND ND 23

TRYP — tryptamin, PEA — fenyletylamin, PUT — putrescin, CAD —kadaverin, HIM — histamin, TYM —
tyramin, SPD — spermidin, SPM — spermin, AK — aminokyseliny, ND — nebylo detekovano
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7.2 Sledovani zmén pH kultiva¢niho média béhem kultivace Bifido-

bacterium animalis subsp. lactis CCDM 239

Na zéklad¢ znalosti o metabolizmu bifidobakterii l1ze predpokladat, ze pH kultivacniho
média bude v Case vice ¢i méné klesat. Rychlost poklesu pH bude také zna¢né ovlivné-
na piitomnosti zkvasitelného sacharidu, z néhoz anaerobni oxidaci vznikaji organické

kyseliny.

7.2.1 Sledovani zmén pH bujénu

Jak bylo predpokladano, koncentrace laktdzy v médiu znacné€ ovlivnila produkci kyse-
lin, a tim 1 pokles pH prostfedi. Kompletni vysledky jsou graficky zndzornény na Ob-
razcich 23 - 25.

Nejvyraznéjsi zmény byly zaznamenany v médiich obsahujicich 4,8 % (w/v) laktézy a
naopak k minimalnimu okyseleni doslo v prostiedi bez laktdzy. V médiich s pocatecnim
pH 5 a nulovou koncentraci sacharidu byl dokonce od sedmého dne kultivace pii teploté

10 °C pozorovan pozvolny rast pH (Obr. 23).

5.50 0%, 37°C
. C B 0,25 %, 37 °C
5,00 T—*—# 4 % i 8 A0,5%, 37 °C
450 ® X 1%, 37 °C
T A A £34.8 %, 37 °C
4,00 0%, 10 °C
0 00,25 %, 10 °C
3,50 X A0,5 %, 10 °C
1%, 10 °C
3,00 ; ; . . . . . x4,8 %, 10 °C
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Cas [dny]

Obrazek 23. Zmény pH média béhem kultivace Bifidobacterium animalis subsp. lactis

CCDM 239 v médiu pii poc¢ate¢nim pH 5.

Rychlost oxidace sacharidi byla také ovlivnéna teplotou kultivace. Teplota 37 °C sti-
mulovala mikroorganizmus k intenzivni fermentaci sacharidi a béhem 48 hodin doslo
k poklesu pH ze vSech tii ptivodnich hodnot az pod pH 4 pfti 4,8% (w/v) laktézy. Pii 10
°C bylo okyselovani prostiedi mnohem pozvolnéjsi a ani po 14 dnech kultivace pH ne-

kleslo pod 4,6. Na produkci kyselin mélo vliv 1 samotné po¢ate¢ni pH bujonu. Nevyraz-
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néjsi byl pokles pH v prostiedi s 4,8% laktozy z ptivodnich 7 na 3,81 pfi teploté 37 °C a
na 4,75 pti 10 °C (Obr. 25).
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3,50 1%, 10 °C
3,00 . : : : : : : x4,8 %, 10 °C
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Obrazek 24. Zmény pH média béhem kultivace Bifidobacterium animalis subsp. lactis

CCDM 239 v médiu pfi pocatecnim pH 6.
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Obrazek 25. Zmény pH média béhem kultivace Bifidobacterium animalis subsp. lactis

CCDM 239 v médiu pii poc¢ateCnim pH 7.

7.2.2 Sledovani zmén pH mléka

Na produkci kyselin sledovanym bakterialnim kmenem v mlé¢ném médiu méla zasadni
vliv teplota. Jak lze vidét na Obrazku 26, pii teploté¢ 10 °C se pH mléka v Case témet
nemeénilo a naopak pfi teploté 37 °C doslo béhem dvou dnt k poklesu pH mléka oboha-

cen¢ho o volné aminokyseliny z pH 7 az na pH 3,35. Také u ostatnich mléénych médii
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byla pfi teploté 37 °C zaznamenana zvysujici se kyselost s tim, ze vice kyselin bylo

produkovano v mléku obohaceném o aminokyseliny.

7,00 @pH 5, 37 °C, bez AK

6,50 S 2 B pH 6, 37 °C, bez AK

6,00 = " g o ® pH 7, 37 °C, bez AK

& opH 5, 10 °C, bez AK

5,50 o o o > OpH 6, 10 °C, bez AK

5 500 o T ¥ ¥ + pH 7, 10 °C, bez AK
4,50 EIpH 5, 37 °C, AK
400 & E4pH 6, 37 °C, AK
’ * EpH 7, 37 °C, AK
3,50 +pH 5, 10 °C, AK
3,00 . . . . . . . xpH 6, 10 °C, AK
0 2 4 6 8 10 12 14 16 xpH 7, 10 °C, AK

Cas [dny]

Obrazek 26. Zmény pH mléka béhem kultivace Bifidobacterium animalis subsp. lactis

CCDM 239.

7.3 Diskuze

Schopnost produkce biogennich aminl byla jiZ v minulosti prok4dzéna u fady mikroor-
ganizmu pouzivanych jako startovaci kultury pfi vyrobé fermentovanych potravin. Po-
dobné vlastnosti byly pozorovany také u nékterych probiotickych bakterii, jejichz pou-
zivani v mlékarenském priimyslu mé dlouhou tradici. V soucasné dob¢ je velkym tren-
dem ptidavat probiotické mikroorganizmy také do fermentovanych masnych vyrobk.
U vSech probiotickych a startovacich kultur pouZivanych pfi vyrob& fermentovanych
potravin je tvorba biogennich aminti nezadouci, a proto je nutné tyto mikroorganizmy
na produkci téchto latek testovat, ptipadné provérovat obsah biogennich amind pfimo ve

finélnich vyrobcich. [80]

V této praci byla provefena schopnost tvorby BA u bakteridlniho kmene Bifidobacteri-
um animalis subsp. lactis CCDM 239 v laboratornich a pfirozenych podminkach. De-
karboxylazova aktivita mikroorganizmu byla nejprve sledovana v bujonu MRS zdmérné
obohaceném o prekurzory nékterych biogennich amind, za ucele zjistit, zdali bakterie
disponuje specifickymi dekarboxylacnimi enzymy a jaka je jejich aktivita v zavislosti
na vngjSich podminkach. V druhé fazi byla bakterie testovana na produkci BA v mode-
lovych podminkéch mléénych vyrobki, k cemuz bylo vyuZito obnovené mléko s rizné

upravenym pH. Polovina mléka byla navic opét obohacena o aminokyseliny.
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Kultivace bakterii probihala pfi dvou specifickych teplotach, 37 a 10 °C. Teplota 37 °C
je uvadéna jako optimalni pro rast bifidobakterii. [75] Teplotou 10 °C byly vytvafeny
podobné podminky jako pfi skladovani fermentovanych mlécnych vyrobkii. Bifidobak-
terie patfi mezi chemoorganotrofni mikroorganizmy, tudiz vyzaduji v prosttedi piitom-
nost vhodnych organickych latek, které by byly pro né zdrojem energie a uhliku pro
syntézu vlastnich latek. [81] Konkrétn¢ bifidobakterie vyuzivaji sacharidy. [75] Pro
ucely této prace byl bujon obohacen disacharidem laktozou v mnozstvi 0,25; 0,5; 1,0 a
4,8 % (w/v). Soucasné byla sledovdna dekarboxylaéni aktivita bakterie v bujonu bez

sacharidu. Kultivace bakterie v mléce byla zalozena na jeho pfirozeném obsahu laktozy.

Dodanymi volnymi aminokyselinami do MRS média byly arginin a ornitin, jakozto
prekurzory PUT, SPD a SPM, dale tyrozin, ktery je prekurzorem tyraminu, a lyzin,
z né¢hoz dekarboxylaci vznikd CAD [13, 14]. Z vysledkt HPLC analyzy je zfejmé, ze
sledovany kmen disponuje v§emi enzymy nezbytnymi pro tvorbu zmifiovanych amint.
Mezi detekovanymi BA se vyskytoval také TRYP i piesto, ze jeho tvorba nebyla podpo-
fena pfidavkem charakteristického prekurzoru do média. Zdrojem prekurzoru tohoto
aminu mohla byt n¢kterd ze zakladnich slozek kultivaéniho média, pravdépodobné pro-

tedzo-pepton, beef extrakt nebo kvasni¢ny extrakt.

Nejvyssi dekarboxyldzova aktivita testovaného kmene v podminkach in vitro byla
v prvnich dnech pozorovana pii pH 6, a to jak pii teploté 37 °C, tak take pti 10 °C (az
12,1 mg.I" BA). Uz tato skute¢nost zpochybiiuje tvrzeni Biavatiho et al. [75], Ze bifido-
bakterie pfi teplotach pod 20 °C nerostou. Kultivace pii 37 °C byla po dvou dnech od
zaoCkovani médii ukoncena. V disledku rychlého metabolizmu a intenzivniho rozkladu
laktozy vznikalo velké mnozstvi organickych kyselin, coz zpusobilo rychly pokles pH
prostiedi z piivodnich hodnot (5, 6 a 7) aZ pod pH 4. V takto kyselém prostiedi bifido-
bakterie jiz nejsou schopny rustu, tudiz ani produkci BA nebylo potieba vénovat dalsi
pozornost. [75] Kultivace pii teploté¢ 10 °C pokracovala az do 14. dne od zaocCkovani.
V prostiedi s pocatecnim pH 5 a 6 se intenzita produkce BA postupné snizovala, coz
melo spojitost s poklesem pH pod optimum. V bujénu s vychozim pH 7 se dekarboxy-
lazova aktivita mikroorganizmu naopak zvySovala, protoze diky produkci kyselin pH
klesalo k hodnotam idealnim pro tvorbu BA. Na rychlost poklesu pH a tedy 1 miru pro-
dukce BA méla vliv koncentrace laktozy v médiu. Nejstrméji klesalo pH médii obsahu-
jicich 4,8 % (w/v) laktozy. Naopak, pH médii bez laktozy se ménilo minimélné. Toto

prostiedi vSak testovanému kmeni ve fazi nejvetsi aktivity neposkytovalo dostatek zi-
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vin. Z celkového pohledu se jako optimalni mnozstvi sacharidu pro dekarboxylazovou
aktivitu bakterie Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 jevila koncentrace

0,25 -1 % (w/v).

Nejprodukovangjsim biogennim aminem (<5,83 mg.I"") p¥i 37 °C v bujonu byl SPM, a
to konkrétné v prostiedi s pH 6 a 0,5 — 4,8 % (w/v) laktozy. Pii pH 5 jeho produkce ne-
byla zaznamendna. Produkce TRYP pii téze teploté byla nejvetsi v médiu s pH 5 obsa-
hujicim 0,5 % (w/v) laktézy, u vyssiho pH se idedlné jevilo prostredi bez sacharidu. Ve
vyznamnéj$im mnozstvi byl pii pH 6 a 0,5 % (w/v) cukru tvoten také CAD a pii 1 %
(w/v) cukru TYM. V prostiedi s pH 5 TYM nebyl detekovan. PUT a SPD pii 37 °C
nebyly produkovany. Na druhou stranu nizka teplota (10 °C) stimulovala sledovany
kmen k tvorbé PUT. Béhem 14 dnl se v médiu s pocateénim pH 7 a 1 % (w/v) laktozy
nakumulovalo az 11 mg.I" tohoto aminu. Tvorba ostatnich amint byla nulové nebo ne-
vyznamna. N¢kterd zde uvedena zjisténi nekorespondovala s vysledky Svobodové [84],
ktera také sledovala produkci BA u B. animalis subsp. lactis CCDM 239. Autorka ve
své praci uvadi, ze bakterie v pH 4,5 produkovala SPM a TYM. [84] Ke stejnému vy-
sledku dospéla také Georgova [87], kterd zkoumala u téZe bakterie produkci tyraminu.
Ob¢ autorky zaznamenaly nejvyss$i produkei tyraminu pii pH 4,5 v médiu s 0,25 %
(w/v) laktozy a 1 % (w/v) NaCl. [84, 87] MoZnym vysvétlenim neshody vyse uvede-

nych vysledkl se zavéry této prace by mohl byt pravé pridavek soli do média.

Produkce BA v mléce bakterii B. animalis subsp. lactis CCDM 239 zdaleka nenabyla
takového vyznamu jako v piipad€ bujonu. Pii 37 °C byla pozorovana jenom vyraznéjsi
produkce kyselin. Pfi 10 °C byly vSechny Zivotni projevy mikroorganizmu vysoce po-
tlateny. Mira vyprodukovaného TYM, PUT, piipadné¢ 1 CAD bakterii B. animalis
subsp. lactis CCDM 239 v tomto ptipadé nepfedstavovala z hlediska zdravi konzumentt
vyraznéjsi riziko. Bifidobakterie, stejné jako dalsi probiotické bakterie, se vSak pouziva-
Ji ptevazné ve formé smésnych kultur z diivodu jejich pomalého ristu v mléce a méné
vyrazné chuti vysledného produktu. Napiiklad jogurtova kultura, jejiz soucasti mohou
byt probiotické bakterie, vZdy obsahuje bakterie mlééného kvaseni Lactobacillus del-
brueckii subsp. bulgaricus a Streptococcus thermophilus, které jsou zodpovédné za
rychlé prokysani mléka a vytvoteni produktu poZadovanych vlastnosti a u nichz se tak-
téz mize vyskytovat dekarboxyla¢ni systém. [82, 83] V piipadé€ pouziti kultury obsahu-
jici vice kmentli schopnych dekarboxylace aminokyselin je vétsi predpoklad, Ze mnoz-

stvi vyprodukovanych BA v potraving stoupne az na toxickou tirovenl. Toto riziko miize
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byt jesté¢ znasobeno piidavkem volnych aminokyselin do prostfedi, o ¢emz svéd¢éi vy-
sledky této studie ze stanoveni BA v mléce obohaceném o arginin, ornitin, tyrozin a
lyzin. Toto prostiedi vytvarelo piiznivé podminky pro tvorbu SPM, jehoz koncentrace
po dvou dnech kultivace pii 37 °C v prostiedi s pH 6 piekrocila hranici 80 mg.l”, coz
rozhodné nelze povazovat za nevyznamné mnozstvi. Navic je potfeba brat uvahu také
ptirozeny obsah SPM v mléce. Obsah volnych aminokyselin v potravinach nemusi byt
podminén pouze jejich pridavkem béhem procesu vyroby. Aminokyseliny mohou vzni-
kat piimo v potraviné proteolytickou ¢innosti pfitomnych mikroorganizmu. [1] Tuto
skute¢nost popisuje ve své praci Weiglova [86], kterd si v§imla mozné spojitosti tvorby

aminokyselin se zvySujici se koncentraci BA v zakysu.

Sledovani produkce biogennich amint u bakterii rodu Bifidobacterium se zabyvali také
Sladkova ef al. [80]. Autofi se zaméfili na tvorbu tyraminu a histaminu v dekarboxylac-
nim médiu obohaceném o prekurzory téchto dvou biogennich amint. Studie byla prove-
dena také u nékolika kmenti rodt Lactobacillus, Staphylococcus, Streptococcus a Pedi-
ococcus. Schopnost tvofit histamin nebyla zjiSténa u Zadné z provétovanych kultur. U
nékterych kultur, véetné bifidobakterii, byla prokazana pfitomnost genu pro tyrozinde-
karboxylazu (13 kmenta rodu Lactobacillus, 14 kment rodu Staphylococcus, 3 kmeny
rodu Streptococcus a 2 kmeny rodu Bifidobacterium). Tyto kultury skutecné produkova-
ly tyramin, a sice v mnozstvi 10 ng.ml”" — 1 mg.ml". [80] Produkci tyraminu u Bifido-
bacterium animalis subsp. lactis B25 popsala také Svobodova [84]. Nejvyssi mnozstvi
tyraminu (13,47 mg.I") tato bakterie vyprodukovala v dekarboxylaénim médiu pii pH
4,5 bez piidavku soli a laktozy. V nejvétsi mife (32,36 mg.l") viak byl produkovan
SPM, a to konkrétné¢ v podminkach pH 5; 1 % (w/v) laktéozy a 2 % (w/v) soli. PUT a
SPD bakterie produkovala v zanedbatelném mnozstvi. [84] Porovnanim téchto poznatkt
s vysledky této prace lze dospét k zavéru, ze schopnost produkce biogennich amint je
vlastnost specificka pro urcité kmeny bakterii nez vlastnost typickéd pro dany druh. [88]
Ze ziskanych vysledki takeé vyplyva, Ze dekarboxylazova aktivita mikroorganizmi, zde
konkrétné B. animalis subsp. lactis CCDM 239, je siln¢ zavisld na intenzit€¢ mnoha
vngjSich faktort. Je také potifeba mit na paméti, Ze to, co plati v laboratornich podmin-

kach, nemusi platit v praxi
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ZAVER

Biogenni aminy a polyaminy jsou biologicky aktivni latky pro lidsky organizmus nepo-
stradatelné. Vznikaji pfevazn¢ enzymatickou dekarboxylaci aminokyselin v zivych
bunkach, kde také hraji dilezitou roli v mnoha bunéénych fyziologickych funkcich. Ve
vysokych koncentracich v organismu mohou tyto latky vykazovat nezadouci az toxické
ucinky.

Biogenni aminy produkuji také nékteré potravinarsky vyznamné mikroorganizmy vyu-
Zivajici se pfi vyrobé fermentovanych potravin a nebo zptsobujici jejich kazeni. V né-
kterych piipadech mize obsah biogennich amint v téchto potravinach dosdhnout trovné

ohrozujici zdravi potencidlnich konzumenti.

Snaha zabezpecit zdravotni nezadvadnost potravin podporuje rozvoj vyzkumu biogen-
nich aminii a moznosti jak zabranit jejich tvorbé v potravinach a/nebo jak snizit jejich
obsah v surovinach a hotovych produktech. Soucasti tohoto vyzkumu je také sledovani
produkce biogennich aminli u kulturnich kment mikroorganizma pouZzivanych pti vy-
robé fermentovanych potravin v zdvislosti na riznych podminkéach vnéjSiho prostiedi.
Kmeny, u kterych je prokézana produkce BA, jsou mén¢ vhodné pro vyrobu fermento-
vanych potravin. Pokud je jejich pouziti nevyhnutelné, doporucuje se disledn¢ kontro-

lovat koncentraci biogennich aminli ve findlnim vyrobku.

V této bakalarské praci byl na schopnost tvorby biogennich aminli provéfen probioticky
kmen Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239. Na zaklad¢ zjisténych po-
znatkl 1ze fici, Ze tento kmen netvoii BA v mnozstvi, které by pro potencialniho kon-
zumenta znamenalo zdravotni riziko. Pozornost jeho dekarboxyldzové aktivité je potie-
ba vénovat v pfipadé, ze je soucasti smésnych kultur, které obsahuji 1 jiné dekarboxyla-
za pozitivni mikroorganizmy. V Gvahu je nutno brat také pfirozeny obsah biogennich
aminl v potravinaiskych surovinach, napt. v mléce se pfirozen¢ vyskytuji spermin,

spermidin a putrescin.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AK
ATP

Adw

BA

BGE
CAD
CCDM
CE

CR
DABS-CI
DANS-CI
DNA
EFSA
ECD
FAO

FID
FMOC
FMV

GC

GIT
HPLC
LIF

MS

ND

OPA
OSN
PUT
RNA

aminokyseliny

adenosintrifosfat

aktivita vody

biogenni aminy

background electrolyte

kadaverinu

Ceska sbirka mlékarenskych mikroorganismii
kapilarni elektroforéza

Ceska republika

dabsylchlorid

dansylchlorid

deoxyribonukleova kyselina

Evropsky ufad pro bezpecnost potravin
detektor elektronového zachytu
Organizace pro vyzivu a zemé&délstvi
plamenové-ioniza¢ni detektor
9-fluorenylmethoxykarbonylchlorid
fermentované masné vyrobky

plynova chromatografie
gastrointestinalni trakt

vysokouc¢innd kapalinova chromatografie
laserem indukovana fluorescence

Mass Spectrometry

nebylo detekovano

o-ftaldialdehyd

Organizace spojenych narodi
putrescin

ribonukleova kyselina
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RP-HPLC vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s reverzni fazi
SCFA Short Chain Fatty Acids

SPD spermidin

SPM spermin

SPP Spolecnost pro probiotika a prebiotika
TCD tepelné-vodivostni detektor

TLC chromatografie na tenké vrstveé

TRYP tryptamin

TSCI p-toluensulfonylchlorid

TYM tyramin

uv ultrafialové (zateni)

VIS viditelné zateni

VVP Védeckych vybor pro potraviny
Vvvz Védeckych vybor pro vyzivu zvifat
WHO Svétova zdravotnicka organizace

(W/v) hmotnostni zlomek
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PRILOHA 1: Produkce tyraminu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis

CCDM 239

4

35 ©
= , A36°C, pH5
5’25 A10°C, pH 5
= 2 ®36 °C, pH 6
£ 15 ° ©10°C, pH G
> m A m36°C, pH7

010 °C, pH 7
0,5 p
0 - ——Ah—— —B—— A T B
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Cas [dny]

Produkce tyraminu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 kultivo-

vaného v médiu s 0 % (w/v) laktozy.

2
= 1.6 7 A36°C,pH5
E 1,2 A10°C, pH 5
£ @36 °C, pH 6
€ 08 010°C, pH 6
S
> [ ] m36°C,pH7
F 04

, 010°C,pH7

0 8= T T L= T & T &%

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Cas [dny]

Produkce tyraminu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 kultivo-

van¢ho v médiu s 0,25 % (w/v) laktozy.
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4

3,5
= 5 A A36°C, pH5
£ 2,5 A10°C, pH5
£ 9 Y ®36°C, pH 6
£ © 010 °C, pH
c 15 0°C,pH6
2 1 (136 °C, pH 7

0.5 [10°C, pH 7

0 —A——— —B— & T &

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Cas [dny]

Produkce tyraminu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 kultivo-

vané¢ho v médiu s 0,5 % (w/v) laktézy.

6

5 x ;
= A36°C,pH5
2 4 A10°C, pH 5
E 3 ° ®36°C,pH6
E o 010°C, pH 6
E" 2 m36°C,pH7

1 110 °C, pH 7

O H D T T @ T L2y T RO

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Cas [dny]

Produkce tyraminu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 kultivo-

vaného v médiu s 1 % (w/v) laktozy.

2,5
= 2 () A36°C, pH 5
E 15 A10°C, pH 5
c i ®36°C, pH 6
E 1 010°C, pH 6
S
5, 36 °C, pH7
F o5 .

710 °C, pH 7
0 H = T T L= T Z“A T Z“A
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Cas [dny]

Produkce tyraminu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 kultivo-

vaného v médiu s 4,8 % (w/v) laktozy.
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PRILOHA 2: Produkce sperminu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis

CCDM 239

6

5 O
= A36°C,pH5
> =
g 4 A10°C, pH 5
< 3 ©36°C,pH 6
£ 010 °C, pH 6
g 2 m36°C, pH7
n N

1 0110 °C, pH 7

0 _—& = T T B T oy T oy

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Cas [dny]

Produkce sperminu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 kultivo-

vaného v médiu s 0 % (w/v) laktozy.

5
= 4 S A36°C, pH5
m o
E 5 A A10°C, pH 5
£ ®36°C, pH 6
€ 5 010 °C, pH 6
‘%’_ ° W36 °C, pH 7

1 010 °C, pH 7

O H = T T L= T Z“A T 5".2

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Cas [dny]

Produkce sperminu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 kultivo-

van¢ho v médiu s 0,25 % (w/v) laktozy.
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6
°

=° ay A36°C, pH5
g4 A10°C, pH 5
c ®36°C, pH 6
£ 3
£ 010 °C, pH 6
;3,_ 2 & W36 °C, pH 7

1 - 010 °C, pH 7

0 B—A— T T B T & T N

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Cas [dny]

Produkce sperminu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 kultivo-

vané¢ho v médiu s 0,5 % (w/v) laktézy.

5
°
= 4 A36°C, pH 5
g o A10°C, pH 5
< ° ®36°C, pH6
€, 010°C, pH6
g m36°C, pH7
®
[10°C, pH 7
0 H A T T A T @ T @
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Cas [dny]

Produkce sperminu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 kultivo-

vaného v médiu s 1 % (w/v) laktozy.

7
6 ®
= A36°C,pH5
o 5
£ A10°C, pH 5
4 A ©36°C, pH 6
g 3 > 010°C, pH 6
8. 2 5 m36°C,pH7
1 . 010 °C, pH 7
O l A D T T m T m T m
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Cas [dny]

Produkce sperminu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 kultivo-

vaného v médiu s 4,8 % (w/v) laktozy.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 84

PRILOHA 3: Produkce spermidinu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis
CCDM 239

2
O

315 A36°C, pH 5
£ A10°C, pH 5
£ 1 ®36 °C, pH 6
= 010 °C, pH 6
§ R b A 36 °C, pH7
Q. Q5 [ | P
» 0 010 °C, pH 7

0+—m—u 86— . . L . .

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Cas [dny]

Produkce spermidinu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 kulti-

vovaného v médiu s 0 % (w/v) laktozy.

2 m
D15 A36°C,pH5
E © A10°C, pH 5
5 1 — ©36°C, pH 6
£ 010 °C, pH 6
[
8 05 x 36 °C, pH7
@ - & A 010°C, pH 7

0 —0—5 T T T T T P

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Cas [dny]

Produkce spermidinu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 kulti-

vovaného v médiu s 0,25 % (w/v) laktozy.
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0,8 O
D 06 A36°C, pH 5
E A10°C, pH 5
D o
£ 04 ®36°C, pH 6
z ©10°C, pH 6
E’_ 02 A O A m36°C,pH7
»n O o A 010 °C, pH 7
0 B—0—B— . . = T @
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Cas [dny]

Produkce spermidinu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 kulti-

vovaného v médiu s 0,5 % (w/v) laktozy.

0,6 =
% 0,5 5
E 04
-E 03
_'g y
E 2 =
m b
» 0,1
: = X
0 L B . . - . A
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Cas [dny]

A36°C, pH5
A10°C, pH 5
®36 °C, pH 6
010 °C, pH 6
m36°C, pH7
010 °C, pH 7

Produkce spermidinu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 kulti-

vovaného v médiu s 1 % (w/v) laktozy.

1
5 08
E
_ 06
S
€ 04
2
o 02
0 —B—8|—B— — B & T 7
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Cas [dny]

A36°C, pH5
A10°C, pH 5
®36 °C, pH 6
010 °C, pH 6
m36°C, pH 7
010 °C, pH 7

Produkce spermidinu kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 kulti-

vovaného v médiu s 4,8 % (w/v) laktozy.



