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Abstract
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The contemporary trend is using probiotic cultures in fermented food production. They can be used
as starter cultures and for their positive effect on human health. Probiotics are defined as living micro-
organisms present in food which consumed in adequate amounts affects positively the intestinal mi-
croflora’s composition and balance and thus human health itself. Cultures of these bacteria have to be
of human origin and be able to survive the passage through the gastrointestinal tract. They also have
to be able to multiply on the site of action (in intestine) and must not be toxic or pathogenic. Unfortu-
nately, even some probiotic cultures can be counted among potential producers of biogenic amines,
so their testing for the presence of biogenic amines is necessary (BURDYCHOVA, 2007).

The aim of this study was screening of 26 types of bacterial cultures (SACCO, Ttaly) as probiotic cul-
tures for their ability to produce biogenic amines tyramine and histamine. Cultivation in decarboxy-
lating medium (BOVER-CID and HOLZAPFEL, 1999), HPLC descibed by BURDYCHOVA and
DOHNAL (2007), and PCR detection of genes coding enzymes tyrosindecarboxylase and histidin-
decarboxylase, participating in formation of biogenic amines (COTON et al., 2004), were used as the
screening methods.

19 strains of Lactobacillus spp., 3 strains of Bifidobacterium spp., 2 strains of Pediococcus spp. and 2 strains
of Enterococcus spp. were examined by the methods mentioned above. The tyramine production was
detected at 8 strains of Lactobacillus spp., 3 strains of Bifidobacterium spp. and 2 strains of Enterococcus
spp., whereas no tested cultures were found to be able to produce histamine.

The strains at which production of biogenic amines tyramine and histamine wasn’t detected are suit-
able for fermented food processing. When the strains at which production of tyramine was demon-
strated were used in food processing, a control of concentration of this biogenic amine in final prod-
uctis highly recommended.

biogenic amines, HPLC, probiotics, Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus

Startovaci kulturyjsouvybranéaprovéfené kmeny
mikroorganismd, které jsou ve formé ¢isté kultury
nebo ve smésich s jinymi kmeny p¥idavany do po-
travin v prabé&hu vyrobniho procesu za uéelem vy-
volani uréitych pozadovanych zmén. Pouziti star-
tovacich kultur je jednim ze zptisobii optimalizace
vyroby a zaru€eni kvality vyrobkd a mé vliv hlavng
na senzorickou jakost vyrobkt, zdravotni nezavad-
nost ana vyrobni postup.

V soutasnosti je trendem pouZivat pfi vyrobé fer-
mentovanych potravin probiotické kultury. Ty mo-
hou mit funkci startovacich kultur nebo jsou pfi-
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dévany pro dosazeni pozitivniho t¢inku na lidské
zdravi. Probiotika jsou definovana jako zivé mikro-
organismy p¥itomné v potrave, které po poziti v ur-
¢itém mnozstvi p¥iznivé ovliviiuji slozeni a rov-
novahu stfevni mikroflory, a tak i zdravi ¢loveka.
Kultury téchto bakterii musi byt humanniho pu-
vodu, musi byt schopné pfezit priichod travicim
traktem, musi se v misté ptisobeni (ve stfeve) mnozit
anesmi byt toxické ¢i patogenni (TANNOCK, 2001).
Velké mnozstvi probiotickych kment pouzivanych
v potravinaFském pramyslu zlstdva zatim z mnoha
dtvodt nedostatetné prostudovano. BEhem fer-
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mentace potravin produkuji tyto kultury fadu biolo-
gicky aktivnich latek, které mohou pfiznivé, ale i ne-
gativné ovliviiovat lidské zdravi.

Biogenni aminy jsou toxické nizkomolekularni
organické bazické slou€eniny, které v potravinich
vznikaji dekarboxylaci aminokyselin ptisobenim
mikrobidlnich enzymu (dekarboxyldz). Dal3imi fak-
tory, které ovliviiuji produkci biogennich amin,
jsou pH, teplota, dostupnost kysliku a doba sklado-
vani. K toxikologicky nejvyznamné&jsim biogennim
amin®im patii tyramin, histamin, kadaverin a putres-
cin. Nejvice prostudovanymi jsou tyramin a hista-
min. Tyramin zvy3uje krevni tlak, zptisobuje mi-
grény s bolesti hlavy, mtize byt p¥i¢inou krvdceni do
mozku, resp. selhédni srdce. Toxicky i&inek tyraminu
z4visi na pfijatém mozstvi, pFitomnosti jinych bio-
gennich amind a na celkovém fyziologickém stavu
jedince (SILLA-SANTOS et al., 1996). Histamin zpfi-
sobuje roz3iteni perifernich krevnich cév, coz vede
ke snizZeni krevniho tlaku a bolestem hlavy. Déle
histamin indukuje kontrakci hladkych svala vniti-
nosti s nasledkem bfinich kfe¢i, prijmu a zvraceni.
Toxické davky biogennich amint je obtizné stano-
vit. Zavisi na individudlnich rozdilech mezi lidmi
a na piitomnosti raznych biogennich amint v po-
trav€. Pro histamin je toxicka dévka asi 70-100 mg/
kg potraviny, pro tyramin asi 20-80 mg/kg (KOM-
PRDA, 2005).

Za tvorbu biogennich amint jsou zodpovédné
enzymy dekarboxylézy, zejména tyrosindekarboxy-
laza a histidindekarboxyldza (COTON et al., 2004).
Schopnost tvofit biogenni aminy je pfi planovaném
pouziti probiotickych kultur pro vyrobu fermen-
tovanych potravin nezddouci. Metody umoznujici
detekei mikroorganismt produkujicich biogenni

T: Kultivacni podminky bakteridlnich kultur

aminy jsou proto dtlezité z hlediska prevence aku-
mulace biogennich aminti v potravindch a odstra-
néni rizika intoxikace citlivych osob.

Cilem této préace bylo provéfit 26 druht probiotic-
kych kultur na schopnost tvofit biogenni aminy ty-
ramin a histamin. Pro skrining byla pouZita metoda
kultivace v dekarboxylaénim médiu (BOVER-CID
aHOLZAPFEL, 1999), HPLC popsana BURDYCHO-
VOU a DOHNALEM (2007) a metoda detekce genti
kédujicich enzymy tyrosindekarboxyldzu a his-
tidindekarboxyldzu déastnicich se tvorby biogen-
nich amind tyraminu a histaminu (BURDYCHOVA,
20006).

MATERIALA METODY

Bakterialni kmeny a jejich kultivace

Bakteridlni kmen E. faecalis CNRZ 238 (popsany
COTONEM a kol., 2004 jako producent tyraminu)
byl kultivovin v médiu s kanamycinem, eskuli-
nem a azidem sodnym (KEAA, Merck, N&mecko)
pii 37 °C. Bakteridlni kmen Lactobacillus 30a ATCC
33222 (popsany COTONEM a kol., 2004 jako pro-
ducent histaminu) byl kultivovdan v MRS médiu (No-
ack, Francie) p¥i 30 °C.

Kultury byly pouzity jako pozitivni kontroly pro
PCR a po kultivaci v dekarboxylaénim médiu s ty-
rosinem a histidinem i jako pozitivni kontrola pro
HPLC analyzu.

26 probiotickych kultur, které poskytla firma SA-
CCO (Ttalie), bylo kultivovéno dle podminek uvede-
nych v Tab. I. Analyzovano bylo 19 kultur rodu Lac-
tobacillus, t¥i kultury rodu Bifidobacterium, dvé kultury
rodu Pediococcus a dvé kultury rodu Enterococcus.

Bakteridlnirod Kultiva¢ni médium Podminky kultivace
Lactobacillus MRS, pH =6,5 anaerobné, 30°C,72h
Pediococcus MRS, pH = 6,2 aerobng, 37°C,48 h
Bifidobacterium BSM anaerobng, 45 °C,72h
Enterococcus M17 aerobné, 37°C,24h
Izolace DNA a PCR merazy a piisluiné mnozstvi Qiagen HotStar Master

Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA byly pro-
vedeny podle SAMBROOK et al. (2001). Hrubé ly-
zaty probiotickych kultur byly p¥ipraveny suspen-
dovanim jedné bakteridlni kolonie v 10 pl PCR vody
a povafenim vzniklé suspenze p¥i 100 °C po dobu
10 min. Po povafeni byla suspenze centrifugovéna
a 1 pl hrubého lyzatu bunék obsahujici genomovou
DNA byl pouzit pro naslednou PCR analyzu.

Multiplex PCR pro detekei genti pro tyrosin a his-
tidin dekarboxyldzu byla provedena v kone&ném
objemu 25 pl obsahujicim 10 ng genomové DNA
(1 pl hrubého lyzatu bun¢k), 10 pmol kazdého pri-
meru TD2/TD5 a HDC3/HDCS5, 1 U Taq DNA poly-

Mixu (Qiagen, Hilden, N&mecko).

Vzorky DNA byly nejprve kompletné denaturo-
vany 15 min. inkubaci p¥i 95 °C. DNA byla amplifi-
kovéna ve 30 cyklech; denaturace pfi 95 °C po dobu
45 s, pfipojeni primert p¥i 55 °C po dobu 45 sa elon-
gace pii 72 °C po dobu 75 s, s pouzitim modelu PTC
- 150 HB thermal cycler (M]J Research, Waltham,
MA, USA). V poslednim amplifika¢nim cyklu byly
vzorky inkubovany 10 min pfi 72 °C pro kompletni
elongaci PCR produktti. PCR produkty byly vizua-
lizovdny agarosovou gelovou elektroforézou (1 %,
5 V/cm, 60 min.) a barvenim ethidium bromidem
(0,5 pl/ml). Jako negativni kontrola PCR byly pouzity
komponenty PCR bez DNA.
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Stanoveni tvorby biogennich aminti pomoci
HPLC

Kolonie bakteridlnich kment byly kultivovany
v dekarboxylaé¢nim médiu (BOVER-CID a HOL-
ZAPFEL, 1999) s pfidavkem aminokyselin tyrosinu
a histidinu (10 mg/1). Pfi Gpravé vzorku, jez zahrno-
val centrifugaci dekarboxylatniho média (Hettich
Universal 32R, Némecko) s nédslednym pfidanim
0,1 M roztoku kyseliny chlorovodikové a roztoku
vnitintho standardu (1,7-diaminoheptan). Smés
byla promichéna na vortexu (MS2 Minishaker, TKA
Werke, Némecko) a centrifugovana a zfiltrovina pres
0,45 pm nylonovy membréanovy filtr. PFred HPLC ana-
Iyzou probéhla derivatizace 0,5 pl vzorku orthofta-
laldehydem (OPA, 2,5 ul) v boratovém pufru (pH 9,5)
za piitomnosti 2-merkaptoethanolu. Po 2 minutich
byl vzorek dévkovan na chromatografickou kolonu.
Analyza byla realizovana na kapalinovém chroma-
tografu HP 1100 (Agilent Technologies, Waldbronn,
Némecko). Obsah biogennich amint byl v médiu
stanoven dle postupu popsaném BURDYCHOVOU
aDOHNALEM (2007).

VYSLEDKY A DISKUSE

Velké mnozstvi probiotickych kmenti, pouziva-
nych v potravindFském primyslu, ztstdvd zatim
z mnoha dtivodii nedostate¢né prostudovano. Bé-
hem fermentace potravin mohou tyto kultury pro-
dukovat fadu biologicky aktivnich latek, které mo-
hou p¥iznive, ale inegativné ovliviiovat lidské zdravi.
Schopnost tvofit biogenni aminy tyramin a histamin
byla popsdna u fady startovacich kultur, ale i u né-
kterych zdstupcti probiotickych mikroorganismu
(BERNARDEAU, 2007). Probiotické kultury, po-
dobné jako startovaci mikroorganismy, by mély byt
vzhledem k ochrané spotiebitele provéfoviany na
schopnost tvofit biogenni aminy, p¥ipadné by mél
byt kontrolovan obsah biogennich amint p¥imo ve
findlnich vyrobcich.

V této praci bylo na schopnost tvorby biogennich
amindl provéFeno celkem 26 probiotickych kment
dodanych firmou SACCO (Itdlie), pouzivanych pii
vyrob& fermentovanych vyrobkt zivo¢isného pi-
vodu (19 kultur rodu Lactobacillus, t¥i kultury rodu
Bifidobacterium, dvé kultury rodu Pediococcus a dvé
kultury rodu Enterococcus). Specifické DNA sekvence
pro enzym tyrosindekarboxyldzu byly detekoviny
u osmi kment rodu Lactobacillus, t¥i kment rodu Bi-
fidobacterium a dvou kmenti rodu Enterococcus a tyto
bakterie byly oznafeny za potencidlni ptvodce
tvorby tyraminu. Pfitomnost genu pro histidinde-

karboxyldzu nebyla detekovina u zadného z prové-
Fovanych kmenti. Vysledky jsou uvedeny na Obr. 1.

M 123456789
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1: Agarosovd gelovd elektroforéza PCR produktii po ampli-
fikaci specifickyich sekvenci pro tyrosindekarboxyldzu (1100
bp)a histidindekarboxyldzu (440 bp)

M: 100 bp ladder (New England Biolabs), béh. ¢. 1: L. casei
01, béh. é. 2: Lactobacillus plantarum 10, béh ¢. 3: Lactoba-
cillus rhamnosus 02, béh ¢. 4: Pediococcus pentosaceus 02,
béh ¢ 5: Bifidobacterium lactis 01, béh ¢ 6: Enterococcus fae-
cium 02, béh &. 7: pozitivni kontrola - E. faecalis CNRZ 238,
béh ¢. 8: pozitivoni kontrola Lactobacillus lactis 30a, béh ¢. 9:
negativni kontrola PCR

Produkce tyraminu a histaminu byla u vech 26
provéfovanych kment testovana v dekarboxylac-
nim médiu s prekurzory tyraminu a histaminu (ty-
rosinem a histidinem) a pomoci HPLC. Pro skrining
produkce biogennich amint neni vhodné pouzit
jen dekarboxylaéni médium. Detekce biogennich
amint s pouzitim tohoto skriningového média po-
skytuje Fadu falesné pozitivnich vysledktt (BOVER-
CID a HOLZAPFEL, 1999) a je proto nutné vysledky
ové&fit pomoci analytické koncovky (HPLC). Tvorba
tyraminu byla prokazana u v3ech kultur, u kterych
byl detekovan gen pro tyrosindekarboxylazu (19 za-
stupcti rodu Lactobacillus, t¥i zastupci rodu Bifidobac-
terium, dva zastupci rodu Enterococcus), a to v riiznych
koncentracich. Tvorba histaminu nebyla zjisténa
u zddné z provérovanych kultur. Vysledky byly sta-
tisticky zpracovany na hladiné vyznamnosti o = 0,05
a jsou uvedeny v Tab. II. Obr. 2 dokumentuje chro-
matogramy standardu a pozitivnich kontrol pro-
dukee tyraminu a histaminu p¥i HPLC analyze.
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IT: Testované probiotické kultury wréené pro vijrobu fermentovanyjch potravin (Sacco, Ttdlie)

Detetekce/DNA HPLC detekce Detetekce’DNA HPLC detekce
Oznageni testovaného kmene Sekvenc.l pro tyraminu SCkYCl:lC.l pro histaminu
d ktyiosmi . (mg/l média) d khlsgldml_, (mg/l média)
ekarboxyldzu ekarboxyldzu
Lactobacillus acidophilus 03 -2 - - -d
Lactobacillus bulgaricus 04 - - - -
Lactobacillus bulgaricus 08 - - - -
Lactobacillus bulgaricus 147 - - - -
Lactobacillus helveticus 02 - - - -
Lactobacillus helveticus 13 - - - -
Lactobacillus lactis 01 - - - -
Lactobacillus casei 01 - - - -
Lactobacillus casei 02 - - - -
Lactobacillus casei 16 - - - -
Lactobacillus plantarum 09 - - - -
Lactobacillus plantarum 10 +b 0,50+0,01 - -
Lactobacillus plantarum 01 + 0,55+0,01 - -
Lactobacillus vhamnosus 02 + 1,55+0,01 - -
Lactobacillus rhamnosus 04 + 0,40+0,01 - -
Lactobacillus rhamnosus 05 + 0,45 +0,01 - -
Lactobacillus rhamnosus 08 + 0,40 +0,01 - -
Lactobacillus sakei 01 + 0,40 +0,01 - -
Lactobacillus sakei 02 + 0,50+0,01 - -
Bifidobacterium lactis 01 + 0,50+0,01 - -
Bifidobacterium lactis 04 + 0,40+ 0,01 - -
Bifidobacterium longum 03 + 0,40 +0,01 - -
Pediococcus pentosaceus 02 - - - -
Pediococcus acidilactici 09 - - - -
Enterococcus faecium 02 + 6,50+0,01 - -
Enterococcus faecium 04 + 7,45+0,01 - -

»sekvence nedetekovana, ® sekvence detekovana, “tyramin nedetekovén, ¢ histamin nedetekovan

Metody umoznujici detekei probiotickych mik-
roorganism® produkujicich biogenni aminy jsou
dulezité z hlediska prevence akumulace biogen-
nich amin® v potravinich a odstranéni rizika into-
xikace citlivych osob. P¥itomnost specifickych DNA
sekvenci enzymu dc¢astnicich se tvorby biogennich
amint ve startovacich ¢ probiotickych mikroorga-
nismech a dokonce ani produkce biogennich aminti
v substritu s volnymi aminokyselinami neznamend,
Ze budou pfisludné bakteridlni kmeny ve fermen-
tovanych potravindch tvofit biogenni aminy v to-
xikologicky vyznamném mnoZstvi (100 mg/100 g
potraviny, u déti 50 mg/100 g potraviny). Startovaci
a probiotické mikroorganismy se mohou vzdjemné
ovliviiovat a dokonce jsou znadmy pi¥ipady, kdy ur-
City bakteridlni druh degradoval biogenni aminy

produkované jinymi mikroorganismy (napf. Lac-
tobacillus rhamnosus). Proto je nutné konkrétni mik-
roorganismy nejprve testovat pii vyrobé redlnych
produktii a pfi jejich uchovavéani a stanovenim bi-
ogennich aminti ové&fit, zda jsou tyto produkovéany
v toxikologicky zdvaznych koncentracich. Je totiz
zndmo, Ze biogenni aminy mohou pozitivné ovlivnit
senzorickou jakost fermentovanych potravin (KOM-
PRDA a kol., 2007).

Kmeny, u kterych nebyla prokizana tvorba bio-
gennich amin? tyraminu a histaminu, jsou vhodné
pro vyrobu fermentovanych potravin. U kment
s prokdzanou produkci tyraminu je vhodné pfi je-
jich pouziti disledné kontrolovat koncentraci to-
hoto biogenniho aminu ve findlnim vyrobku.
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2: Stanoveni tyraminu a histaminu pomoci HPLC; A: standard (1 = histamin, 2 = tyramin, 3 =tryptamin, 4 = putrescin, 5 =
2-phenylethylamin, 6 = cadaverin), B: pozitivni kontrola na pritomnost tyraminu a histaminu.

V souasnosti je trendem pouzivat p¥i vyrob€& fermentovanych potravin probiotické kultury. Ty mo-
hou mit funkci startovacich kultur a do vyrobki jsou pFiddvany pro dosazeni pozitivniho G¢inku na
lidské zdravi. Probiotika jsou definovana jako Zivé mikroorganismy p¥itomné v potravé, které po po-
Ziti v ur¢itém mnozstvi p¥iznive ovliviiuji sloZeni a rovnovéhu stfevni mikrofléry, a tak i zdravi ¢love-
ka. Kultury téchto bakterii musi byt humanntho ptivodu, musi byt schopné piezit prichod travicim
traktem, musi se v misté ptisobeni (ve stiev€) mnozit a nesmi byt toxické ¢i patogenni. Bohuzel i za-
stupci probiotickych kultur patii mezi potencionalni producenty biogennich amint a je proto nutné

SOUHRN

je provéfovat na schopnost tvorby biogennich aminti (BURDYCHOVA, 2007).

Cilem této prace bylo provéfit 26 druhi bakterialnich probiotickych kultur poskytnutych firmou
Sacco (Itdlie) na schopnost tvofit biogenni aminy. Pro skrining byla pouzita metoda kultivace v de-
karboxyla¢nim médiu (BOVER-CID a HOLZAPFEL, 1999), HPLC popsand BURDYCHOVOU a DO-
HNALEM (2007) a metoda detekce gent kédujicich enzymy tyrosindekarboxyldzu a histidindekar-
boxylazu ti¢astnicich se tvorby biogennich amint (COTON a kol., 2004).
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Uvedenymi metodami bylo provéfeno 19 kmenti rodu Lactobacillus, t¥i kmeny rodu Bifidobacterium,
dva kmeny rodu Pediococcus a dva kmeny rodu Enterococcus. Schopnost tvorby tyraminu byla zjisté-
na u osmi kment rodu Lactobacillus, t¥i kment rodu Bifidobacterium a dvou kment rodu Enterococcus,
schopnost tvofit histamin nebyla zjist€na u zadné z provéFovanych kultur.

Kmeny, u kterych nebyla prokédzana tvorba biogennich amint tyraminu a histaminu, jsou vhodné
pro vyrobu fermentovanych potravin. U kment s prokdzanou produkei tyraminu je vhodné pfi jejich
pouziti disledné kontrolovat koncentraci tohoto biogenniho aminu ve findlnim vyrobku.

biogenni aminy, HPLC, probiotika, Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus
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