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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace bylo studium dekarboxylazové aktivity kment izolovanych ze
3 druhii kefirti a jejich kefirovych zrn (mlé¢né kefiry Manta a Flower a vodni kefir). U
vSech kmena byly hodnoceny morfologické makroskopické znaky, déle bylo provedeno
Gramovo barveni a vybrané biochemické testy za ucelem ovéfit mikrobiologickou Cistotu

izolatl. Jednotlivé kmeny byly identifikovany metodou MALDI/TOF MS.

Celkem bylo testovano 171 kment, z toho bylo zastoupeno 13 kment z Celedi Enterobac-
teriaceae, 62 kmenu kvasinek a 96 kment z rodu Lactobacillus. Byla zkouména produkce
8 biogennich aminl (tryptaminu, 2-fenylethylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu,
tyraminu, spermidinu a sperminu). Pro stanoveni koncentraci biogennich aminil byla vyu-
zita metoda HPLC — UV/VIS. Kazdy izolat byl analyzovan 6krat a vysledky byly vyjadie-

ny jako primér + smerodatna odchylka v [mg/1].

U vsech testovanych kmenti byla zjisténa produkce 2-fenylethylaminu, putrescinu, kadave-
rinu, tyraminu a sperminu. Schopnost produkce histaminu byla prok4zéna pouze u 10 izo-

latt. U zadného kmene nebyl detekovan tryptamin ani spermidin.

Klicova slova: kefir, kefirova zrna, biogenni aminy, MALDI/TOF MS, vysokoucinna ka-

palinova chromatografie



ABSTRACT

The aim of this thesis was to study the decarboxylase activity of strains isolated from 3
kinds of kefir and their kefir grains (milk kefir Manta and Flower and water kefir). All stra-
ins were evaluated for morphological macroscopic features, Gram staining and selected
biochemical tests were performed to verify the microbiological purity of the isolates. Indi-

vidual strains were identified by the MALDI/TOF MS method.

A total of 171 strains were tested, of which 13 strains of Enterobacteriaceae, 62 strains of
yeast and 96 strains of Lactobacillus were represented. The production of 8 biogenic ami-
nes (tryptamine, 2-phenylethylamine, putrescine, cadaverine, histamine, tyramine, sper-
midine and spermine) was investigated. The HPLC - UV/VIS method was used to determi-
ne the concentrations of biogenic amines. Each isolate was analyzed 6 times and the results

were expressed as mean = standard deviation in [mg/1].

All strains were found to produce 2-phenylethylamine, putrescine, cadaverine, tyramine
and spermine. Only 10 isolates have been shown to produce histamine. No strain produced

tyramine or spermidine.

Keywords: kefir, kefir grains, biogenic amines, MALDI/ TOF MS, high performance lig-
uid chromatography
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UvVOD

Biogenni aminy patii mezi nizkomolekularni dusikaté organické slouceniny, které vznikaji
dekarboxylaci aminokyselin. Pro lidsky organismus jsou BA v malém mnozstvi nepostra-
datelné. V lidském téle mohou pisobit jako neurotransmitery v CNS, jsou dilezitym zdro-
jem dusiku pro syntézu hormonti a nukleovych kyselin a mohou také ovlivitovat krevni
tlak na zakladé¢ zmény kontraktility cév. Ve vysSich koncentracich mohou mit negativni
vliv na lidské zdravi. Mezi nezadouci ucinky pfi nadbytecném piijmu ve stravé nebo pii
nedostate¢ném odbouravani se fadi zejména bolesti hlavy a migrény, hypotenze nebo hy-

pertenze, problémy s dychanim, zvraceni a kozni vyrazky.

V nizkych koncentracich jsou BA pfirozené¢ obsaZeny v rliznych potravinach. Ve vysSim
mnozstvi pak mohou vznikat béhem zrani a skladovani fermentovanych potravin (zejména
napt. v dlouho zrajicich syrech, uzenindch a fermentovanych mléénych vyrobcich)
v disledku rozvoje at uz kontaminujici mikroflory nebo startérovych kultur

s dekarboxylazovou aktivitou.

Kefir je druh kvaSené¢ho népoje, ktery ma mnoho prosp&Snych ucinkl na lidsky organis-
mus. Podporuje imunitni systém, reguluje krevni tlak, ma detoxikacni schopnosti, piiznivé
ovlivituje traveni a obsahuje velké mnozstvi vitamind. Stal se popularni po celém svété.
Vzhledem ke skutecnosti, Ze se jednd o fermentovany mlécny vyrobek, lze tedy u kefiru
predpokladat vyskyt biogennich amint. Z tohoto diivodu byla tato prace zamé&fena na stu-

dium dekarboxylazové aktivity kment izolovanych z kefirti a jejich kefirovych zrn.
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I. TEORETICKA CAST
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1 KEFIR

1.1 Charakteristika kefiru

Kefir je tradi¢ni fermentovany mléény napoj pochazejici z oblasti Kavkazu. Radi se mezi
fermentovany vyrobek s bakterialni a kvasinkovou kulturou, ktery se stal popularni ve 2.
poloving 19. stoleti ve vychodnich a stfedoevropskych zemich. Na konci stejného stoleti se
zacal poprvé prumysloveé vyrabét v byvalém Sovétském svazu. V dnes$ni dobé se jiz vyrabi

v mnoha zemich celého svéta [1], [2].

Jedna se o bily az nazloutly, kysely, viskozni a mirn¢ alkoholicky mlé¢ny napoj a je defi-
novan jako jogurt 21. stoleti. Typické senzorické vlastnosti vyrobku dodévaji kyselina

mlééna, CO», diacetyl, acetaldehyd a ethanol. Sumivy charakter kefiru zptisobuje COa [3],
[4].

Kefir se vyrabi podomacku z mléka rliznych zivoc¢isnych druht (ov€iho, koziho a kravské-
ho). Pfi primyslové vyrobé¢ kefiru, ktery se obvykle vyrabi z mléka kravského, se vyuziva
zakysovych kultur ziskanych ptimo z kefirovych zrn slozenych z polysacharidti a biomasy

bakterii a kvasinek nebo sestavenych uméle [5].

cey

Legenda pravi, Zze prorok Muhammad déval lidem Zzijicim v severni ¢asti Kavkazu kefirova
zrna, kterd se aZ dodnes piedavaji z generace na generaci a jez se vyuzivaji jako startovaci

kultura pro vyrobu kefiru [3].

Tradi¢ni zptisob vyroby spocival v kazdodennim nalévani mléka do kozenych vaki a na-
sledného piidani kefirovych zrn, coz vedlo k pfirozenému kvaSeni. S vaky se pravidelné

trepalo, aby doslo k promichéni mléka a kefirovych zrn [6].

Podle literatury pochazi kefir ze slova keyif, coz v turectiné znamena radost / potéSeni. Je
znamy také pod nazvy jako kefyr, kephir, kefer, képher, knapon, kepi, kippi a kippe
v riznych zemich po celém svété. Nejvice konzumovany je v Rusku, zemich byvalého

Sovétského svazu a vychodni Evropé [3].

Od ostatnich skupin fermentovanych mléénych napoji se kefir li$i nejen ptitomnosti kva-
sinek, ale 1 rozdilnym charakterem biochemickych pochodi pfi fermentaci. U kefiru probi-
ha homofermentativni 1 heterofermantativni mlé¢né kvaSeni a také ethanolové kvaSeni.
Pomér mlécného a ethanolového kvaSeni je zdvisly na kultivacnich podminkach a typu

kultury (z kefirovych zrn, uméle sestavend) [5].
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1.2 Kefirova zrna

Zéklad mikrobialni kultury tvofi kefirova zrna (Obr. 1), ktera zajistuji fermentaci béhem
vyroby kefiru. Jsou elastickd, maji bilou az svétle zlutou barvu a maji charakteristickou
vuni. Kefirova zrna mohou pfipominat malé kvéty kvétaku nebo vatenou ryzi. Jejich roz-
meéry se pohybuji od 0,3 do 2,0 cm, jsou nepravidelné tvarované, lalo¢naté, s pevnou struk-

turou a sliznatym vzhledem [5], [7].

Kefirova zrna jsou kombinaci bakterii a kvasinek v matrici bilkovin, lipidii a cukr. Obsa-
huji ve vodé rozpustny kapsularni polysacharid nazyvany kefiran. Jedna se o heteropoly-
mer glukézy a galaktdzy. Kefiran obsahuje tyto sacharidy v poméru 1:1 a predstavuje pfi-
blizné€ 25 % suchého zrna. Bylo zjisténo, Ze kefiran zlepSuje reologické vlastnosti fermen-

tovanych mléénych vyrobkli a ma také pozitivni vliv na zdravi [7], [8], [9].

Zrna obsahuji 85 — 90 % vody a suSina Cerstvého zrna obsahuje 57 % sacharidt, 33 % bil-

kovin, 4 % tukti a 6 % mineralnich latek [1].

Kefirova zrna maji slozit¢ mikrobiologické slozeni a jsou tvofeny laktokoky, leukonosto-
ky, termofilnimi a mezofilnimi laktobacily, kvasinkami (laktozapozitivnimi i laktozanega-
tivnimi) a bakteriemi octového kvaseni. Mikrofloru by mélo tvoftit 80 % laktobacilt, 12 %
kvasinek a 8 % laktokoku. Jeji slozeni zavisi na pivodu zrna, podminkéch skladovani a

manipulaci [1], [8], [10].

Podle poslednich védeckych studii tvoti mikrofloru vice nez 50 rGznych druhii mikroorga-
nismil. Mezi nej€astéj$i laktobacily patti Lactobacillus kefiri, Lactobacillus kefiranofaci-
ens, Lactobacillus kefirgranum, Lactobacillus parakefiri, Lactobacillus delbrueckii,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus
casei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum a

Lactobacillus gasseri [8], [11].

Kvasinky hraji klicovou roli pti tvorbé chuti a viin€. Pfidani kvasinkového extraktu zlepsi-
lo riist nékolika bakterii izolovanych z kefirovych zrn, z ¢ehoz vyplyva, Ze jsou také ne-
zbytné pro udrzeni integrity a Zivotaschopnosti populace mikrobidlnich organismi. K vy-
znamnym druhtim patti Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces lactis, Saccharomyces
cerevisiae, Torulaspora delbrueckii, Candida kefir, Pichia fermentans, Kazachstania

unispora a Kazachstania exigua [1], [11].
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K vyznamnym laktokokiim se fadi Lactococcus lactis subsp. lactis a Lactococcus lactis
subsp. cremoris. Mezi dals§i mikroorganismy kefirového zrna lze tadit Bifidobacterium
bifidum, Streptococcus thermophilus, Acetobacter aceti, Acetobacter lovaniensis, Aceto-

bacter syzygii [1], [12].

Rozlozeni mikroorganismu v kefirovém zrnu neni konstantni. Obvodovou ¢ést zrna témét
vyluéné zaujimaji bakterie, zatimco kvasinky dominuji v centru. Oblast mezi stfedem a
obvodovou c¢asti tvori bakterie 1 kvasinky. Jejich pomér se méni v zavislosti na vzdalenosti
od stiedu zrna [8]. Lactobacillus kefiri se nachazi ve vnéjsi vrstvé kefirového zrna, Lacto-
bacillus kefiranofaciens dominuje témer v kazdé oblasti. Laktozapozitivni kvasinky se

vyskytuji na povrchu, laktozanegativni ve stfedu zrna [1].

Mezi kontaminanty casto izolované z kefirovych zrn patii Geotrichum, Pediococcus,

Micrococcus, Enterococcus a koliformni bakterie [1].

Domaci vyroba s pouzitim surovin z riznych zdrojii a nedostatecnéd profesni kvalifikace
fadi kefir mezi potravinu, kterd by mohla pfedstavovat potencidlni riziko pro zdravi spo-
ttebitell [13]. Dias ef al. [13] se ve své studii zaméfili na pieziti patogenit béhem procesu
fermentace kefiru. Kefirova zrna byla pfiddna do UHT odstfedéného mléka, které bylo
zdmerné kontaminovano Escherichia coli O157:H7, Salmonella Typhimurium, Salmonella
Enteritidis, Staphylococcus aureus a Listeria monocytogenes. Tyto mikroorganismy byly
1zolovany po 0, 6, 12, 48 a 72 hodinach fermentace. Sa/monella Typhimurium a Enteritidis
byly aktivni po 24 hodin. Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus aureus a Listeria mo-
nocytogenes vykazovaly aktivitu téméef 72 hodin po zahdjeni fermentace. Analyzované
patogenni bakterie prezily po delsi dobu nez ty, které byly tradi€né pouZzity pii vyrobe¢, a to
by mohlo ptfedstavovat potencialni nebezpeci pro spotiebitele. Vysledky této studie zdu-
raziiuji vyznam hygienické kvality mléka pouZzivaného jako hlavni surovinu a uplatiiovani
hygienickych postupil pfi €iSténi a manipulaci s nddobami béhem domaci vyroby kefiri

[13].

Po naockovani do mléka kefirova zrna rostou a ptfenesou své vlastnosti na nasledujici ge-
neraci nov¢ vytvotrenych zrn. Mikroflora zrn je stabilni, zachovava si svou aktivitu po

mnoho let, pokud je konzervovéna a inkubovéana za vhodnych podminek [7].
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Obr. 1: Kefirova zrna [14]

1.3 Technologie vyroby kefiru

1.3.1 Mlécny kefir

Existuje ne€kolik zplisobti vyroby kefiru. Bézné se vyuziva tradicni a primyslovy zptsob
vyroby. Tradi¢né se kefir vyrabi z kravského mléka, ale také se mize pouzit mléko ovci,
kozi nebo buvoli. V nékterych zemich je vSak mléko zvitat vzacné, drahé nebo minimalné
pouzivani kvili dietnim omezenim, preferencim nebo nédbozenskym zvyklostem. Proto se

krom¢ zminovanych druhii vyuziva rovnéz mléko séjové a ryzové [4], [15].

Tradi¢ni vvroba

Tradi¢ni zplisob vyroby kefiru (Obr. 2) je zaloZeny na ptidani kefirovych zrn. Syrové mlé-
ko se nejdiive vafi a pak se zchladi na 20 — 25 °C a zaoc¢kuje se 2 — 10 % kefirovych zrn.
Po uplynuti doby fermentace 18 — 24 h pii teploté 20 — 25 °C se zrna odd¢li z mléka filtraci
pomoci sita. Kefirova zrna se Cisti vodou a mohou byt suseny pii pokojové teploté a jsou
uchovavany v chladu pro pouziti pfi pfistim naoCkovani. Kefir se uchovava pii teploté 4 °C

po urcitou dobu a poté je pfipraven ke spotiebé [4].

Vzhledem k variabilni mikrofloéte v zrnech, senzorické vlastnosti kefiru mohou vykazovat

rozdily v zavislosti na piivodu zrn, podminkach skladovani a manipulaci [16].
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Obr. 2: Schéma tradi¢ni vyroby kefiru [4]
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-

skladovini pii 4°C

Prumyslova vyroba

Pii primyslové vyrobé (Obr. 3) se vyuZivaji starterové kefirové kultury, které maji za na-

sledek cistotu kefirové mikroflory [16].

MiIéko se nejprve standardizuje a homogenizuje. Nasleduje tepelny zéhtev pii teploté 90 -
95 °C po dobu 5 — 10 minut. Poté se mléko ochladi na 18 — 24 °C a je zaockovano 2 — 8 %
kefirové kultury v tancich. Doba fermentace je 18 — 24 h. Po zrani pfi teplotach 12 — 14 °C
nebo 3 — 10 °C po dobu 24 h se kefir uchovava pii 4 °C [4].
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Obr. 3: Schéma priimyslové vyroby kefiru [4]
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1.3.2 Vodni Kkefir

Vodni kefir je zkvaSeny napoj, ktery se vyrabi pfiddnim kefirovych zrn ke smési vody,
cukru a suseného nebo Cerstvého ovoce. Nejcastéji se k vyrob¢ pouzivaji susené fiky. Mo-
hou se pridat také rozinky, Svestky nebo datle. Obvykle tato smés fermentuje pii pokojové
teploté za anaerobnich podminek po dobu 2 — 4 dnti, po které se provede odd¢€leni kefiro-

vych zrn od vodného roztoku prosévanim [17], [18].
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2 BIOGENNI AMINY

2.1 Charakteristika a rozdéleni

Biogenni aminy se fadi mezi dusikaté biologicky aktivni slou¢eniny s nizkou molekulovou
hmotnosti. Jsou soucasti metabolismu zvifat, rostlin a mikroorganismu. V zivych organis-
mech maji rizné fyziologické ucinky. Mohou byt povazovany za nervové mediatory, né-
které maji funkci hormonélni nebo mohou byt prekurzory pro syntézu hormont, alkaloidii
v potravinach patii: histamin, tryptamin, tyramin, putrescin, 2-fenylethylamin, agmatin,
kadaverin, spermin a spermidin [19], [20], [21]. Strukturni vzorce téchto nejvyznamnéjsich

BA jsou zobrazeny na Obr. 4.

Biogenni aminy mohou byt klasifikovany dle riznych hledisek. Podle poctu aminovych
skupin je mlizeme d¢€lit na: monoaminy (tyramin, 2-fenylethylamin), diaminy (histamin,
serotonin, tryptamin, putrescin, kadaverin) nebo polyaminy (spermin, spermidin, agmatin)

[20].

Podle jejich chemické struktury se zatazuji do nésledujicich kategorii: alifatické, kde ami-
noskupiny nejsou navzajem spojeny za vzniku kruhu (kadaverin, putrescin, spermin, sper-
midin), aromatické, kde aminoskupina je vazana piimo na aromaticky kruh (2-
fenylethylamin, tyramin) nebo heterocyklické, kde amin obsahuje jeden nebo vice uzavie-

nych kruhti uhliku a dusiku (histamin, tryptamin, serotonin) [19], [20].

Pro zjednoduSeni se nékdy mezi polyaminy fadi 1 diaminy, podobné& jako se heterocyklické

aminy mohou zaradit do skupiny aromatickych amint [22].
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Obr. 4: Strukturni vzorce nejvyznamnéjsich biogennich aminti [23], [24]
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2.2 Vznik biogennich aminu

BA vznikaji nejcastéji dekarboxylaci z aminokyselin. Schéma této reakce je zndzornéné na
Obr. 5. Mohou také vznikat aminaci ¢i transaminaci karbonylovych sloucenin — aldehydt a
ketonii. Dekarboxylace je katalyzovana enzymy dekarboxyldzami, které mohou byt mi-
krobidlniho piivodu nebo jsou pfirozenou soucasti rostlinnych a zivociSnych organism.

Enzym odstépi od aminokyseliny CO2 za vzniku aminu [21].
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Obr. 5: Dekarboxylace aminokyselin [35]

Aminokyselina biogenni amin oxid uhlicity
HO dekarboxylace
R-CH—C > R—(|3H2 + CO,
OH
NH,
NH»>

Odstranéni a - karboxylové skupiny ze ptislusné aminokyseliny vede ke tvorbé odpovida-
jictho BA. Zhistidinu tak vznikd histamin, z tyrozinu tyramin, z fenylalaninu 2-
fenylethylamin, z lysinu kadaverin atd. Dekarboxyldzy jsou pojmenovany podle jejich

ucinku na ur¢itou aminokyselinu (napf. histidindekarboxyldza, tyrozindekarboxylaza) [20].

Vznik a mnoZstvi biogennich aminl v potravindch lze ovlivnit omezenim bakteridlniho
ristu nebo inhibici aktivity piislusnych enzymu pisobenim rtznych faktorii. Mezi nejvy-

v

cial [36].

2.3 Funkce biogennich amini v organismu

BA jsou latky s vysokou biologickou aktivitou, které se v malém mnoZstvi vyskytuji
v organismu ¢loveéka. Zastavaji mnoho vyznamnych fyziologickych funkei a pro organis-
mus jsou nepostradatelné. Fyziologické funkce BA jsou velmi rozmanité, mohou mit ptiz-
nivy, ale také negativni vliv na lidsky organismus. BA jsou zdrojem dusiku a prekurzor
pro syntézu nukleovych kyselin a proteini. Na druh¢ strané BA mohou byt potencidlnimi

prekurzory pro tvorbu karcinogennich latek [25].

Histamin v lidském téle zprostfedkovava nékolik dilezitych funkci. Plisobi predevsim jako
hormon a neurotransmiter. Je mediatorem alergickych reakci. Velké mnozstvi histaminu je
obsazeno v Zirnych bunkach a krevnich bazofilech. Histamin se uvoliiuje do krevniho fe-
Ciste pii aktivaci téchto bunék, a to zejména pfii alergickych reakcich. Vaze se na receptory

(Hi1, H2, H3, H4) na bunéénych membranach [26].

Receptor Hi ma hlavni roli v alergické a imunitni odpovédi. Jeho nadmérna stimulace mii-
ze zpusobit alergickou rymu. Podili se na dilataci perifernich cév, kapilar a arterii a tachy-

kardii [27].
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Receptor Hz podporuje sekreci zaludecni kyseliny, coz mlize pti nadmérné stimulaci vyvo-
lat gastroenteritidu. Zpusobuje také uvolnéni hladkého svalstva, reguluje produkci protila-

tek a cytosinil, ucastni se bunécné proliferace [27].

Histaminové receptory Hs plisobi jako presynaptické autoreceptory, které inhibuji syntézu

a uvolnovani histaminu v CNS [28].

Ha je nejpozdéji objeveny receptor, ktery zodpovida za regulaci mnozstvi bilych krvinek a

hraje podstatnou roli v rozvoji zanétu [27].

Tyramin na rozdil od histaminu neni v téle dilezitym metabolitem a je zastoupen ve velmi
nizké koncentraci. Zpusobuje piedev§im nepifimé uvoliiovani noradrenalinu ze sympatic-
kého nervového systému. Nejvyznamnéj$im ucinkem tohoto ptisobeni je zvySeni krevniho
tlaku. Je také pfiCinou slzeni a slinéni, rozsifuje zornice, zrychluje dychani. Vysoké kon-
centrace tyraminu zvysuji hladinu cukru v krvi. Tyramin je sdm o sobé& toxicky, ale kromé

toho reaguje s inhibitory monoaminooxidaz, coz muze vyvolat hypertenzni krizi [26].

Polyaminy (putrescin, spermidin a spermin) jsou nepostradatelnou soucasti vSech zivych
bunék. Reguluji syntézu bilkovin a funkce nukleovych kyselin. Jsou nezbytné pro bunéény
riist, diferenciaci bunék a normalni funkci imunitniho systému. Ugastni se procesu hojeni a
regenerace poskozenych tkani. Plisobi jako antioxidanty, coz je dano inhibici oxidace po-

lynenasycenych mastnych kyselin [26], [29].

2.4 Toxicita biogennich amint

Z kapitoly 2.3 je patrné, ze BA plni mnoho nezastupitelnych fyziologickych funkci. Pokud
jsou BA pfitomny v potravindch ve vysokych koncentracich, mohou mit toxické ucinky a
zpiisobovat zdravotni problémy spotiebitellim, zejména citlivym osobam [29], [30]. Pte-

hled fyziologickych a toxickych uc¢inkii BA je zndzornén v Tab. 1.

Histamin patii mezi nejtoxictéj$i BA v potravinach. Toxikologicky ucinek zavisi na jeho
piijaté koncentraci, pfitomnosti jinych aminl a aktivit¢ aminooxidazy. Otrava histaminem
je spojena predevsim s konzumaci ryb z celedi Scombridae a Clupeidae. K typickym pfi-
znakim intoxikace patii vyrdzka, svédéni, zvraceni, prijem, bolesti hlavy a hypotenze

[20], [31], [32].

Také tyramin, putrescin a kadaverin pfedstavuji potencialni zdravotni riziko. Intoxikace

tyraminem byva Casto spojovana s konzumaci syri, proto je oznacovana jako syrova reak-
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ce. Tyramin ma vazokonstrikéni u¢inek (zuzuje cévy), putrescin a kadaverin zplsobuji

hypotenzi a bradykardii a mohou také zesilovat toxicitu jinych amint [32], [33].

Polyaminy jako putrescin, spermin a spermidin slouzi jako prekurzory pro tvorbu karcino-

gennich N — nitrosamind, coz piedstavuje dalsi riziko spojené s BA v potravinach [20].

BA, které jsou pfijaty potravou za normdlnich podminek v malém mnozstvi, jsou obvykle
metabolizovany ve stfevech pomoci enzymi monoaminooxiddz a diaminooxidaz. Histamin
muze byt detoxikovan methyltransferazami nebo acetyltransferazami. Mira schopnosti
detoxikace BA je individualni, néktefi jedinci reaguji citlivé jiz na mensi mnozstvi BA
v potravé [21], [34].

Pokud jsou enzymy ve stfevech dysfunkéni z genetického divodu nebo v disledku piijmu
inhibitorii jako je alkohol, n¢které 1éky (antidepresiva), BA se mohou dostat do krevniho
ob&hu a zplisobovat tak mnohé nezaddouci u€inky na organismus. Riziko spoc¢iva predevsim
v konzumaci vice rizikovych potravin najednou (pivo, vino, fermentované vyrobky).
K selhani detoxika¢niho systému muze dojit vlivem nadmérného mnozstvi BA v potravé,

nebo jeho oslabenim pomoci inhibitorit monoaminooxidaz [21], [25].

Tab. 1: Fyziologické a toxické ucinky biogennich amint [19]

Toxické acinky

Biogenni

Prekurzor amin Fyziologicka role primé nepiimé

* histaminovi
otrava

e  hormonalni e nesnaienlivost
mediator histaminu

s  bunéény rista
diferenciace

* pozormost

s alergické reakce

Histidin Histamin s varodilatace

. . . + nesnaSenlivost
Tvrosin Tvramin e vazokonstrikce .
. . tyraminu
¢  hormonilni
mediator
Tryptofan | Tryptamin e vazokonstrikce * méné znameé
e hormonalni
mediator
. . . rekurzor sperminu . otenciator

Lyzin Putrescin P o sp e hypotenze poren

- a spermidinu - toxicity

. . e regulitor mism . histaminu a

Omitin | Kadaverin g e bradvkardie .
burigk - tyraminu

. odporanistu . s+ karcinogenni
poapor e tachvkardie P g
nadom - iéinky

e karcinogenni
nuéinky

Putrescin Spermin & proteosyntéza &  méné zname

s regulace nukleovich
kyselin

- . *  hormonilni e . e .

L - arginin | Agmatin ‘s ®  meéneé zname ®  meéne zname

mediitor

s inhibitor syntazy
oxidu dusnatého

e antiproliferativni
nucinek

Spermidin




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

2.5 Vyskyt biogennich amini v potravinach Zivo¢iSného ptivodu
Mezi hlavni pozadavky pro tvorbu biogennich aminti v potravinach patfi:

e pfitomnost volnych aminokyselin,
e pfitomnost mikroorganismu pozitivnich na dekarboxylazy,

e vhodné podminky pro mikrobialni rist a dekarboxylazovou aktivitu [20].

BA se vyskytuji v potravinach rostlinného i Zivoc¢isného piivodu, jelikoz jsou ptirozenou
soucasti rostlin 1 zivoCichii. Obsah BA v jednotlivych potravinach se znacné 1isi. Vétsi
mnozstvi je obsazeno v zivocisnych potravinach, kde vznikaji z bilkovin ptisobenim de-
karboxylazové aktivity mikroorganismii. BA mohou také vznikat pii technologickém zpra-
covani nebo pii nevhodném skladovani potravin. Pfili§ vysoké hodnoty BA v potravinach

jsou znamkou kazeni, proto se BA vyuzivaji jako indikator cerstvosti [19], [20], [25], [37].

2.5.1 Miléko

Miéko je diky bohatému a vyvazenému chemickému slozeni idedlnim médiem pro rast

prakticky vSech mikroorganismii, v¢etn¢ téch, které produkuji toxické metabolity [38].

Zatimco v Cerstvém mléce se nachazi malé mnozstvi histaminu, v pasterizovaném a UHT
mléce byl zaznamenan mirny pfirtistek histaminu. Vyznamny rist histaminu dosahuji
mlécné vyrobky zejména po fermentacnim procesu. V mléce jsou nejvice zastoupeny poly-
aminy. V konecnych produktech jsou zastoupeny BA jako je kadaverin, histamin, pu-

trescin, tyramin a tryptamin [20], [39].

2.5.2 Syry

Syr patii mezi potraviny s vysokym obsahem BA, zejména tyraminu, histaminu a putresci-
nu. Tvoii ideélni prostfedi pro tvorbu BA, protoZe obsahuje bilkoviny, enzymy, kofaktory,

vodu a mikroorganismy [31].

Halész et al. [40] detekovali uroven histaminu a tyraminu v riznych syrech. Cheddar byl
obzvlast’ bohaty na tyramin, ktery dosahoval mnozstvi az 1500 mg/kg. ZvysSené hladiny

histaminu obsahovaly syry Gouda.

Akumulaci BA v syrech mliZze ovlivnit mikrobidlni jakost syrového mléka, pouziti starto-

vacich kultur, Groven hygieny a také podminky prostiedi [31].
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Obsah BA se mize lisit v rdmci stejného typu syra a dokonce i mezi riznymi ¢astmi stej-
ného syra. Je znacné zavisly na nékolika faktorech, jako je teplota skladovéni, doba zrani,

technologie dozravani [20].

2.5.3 Jogurty

Bunkova et al. [21] zkoumali vyskyt BA v jogurtech. Celkem bylo analyzovano 28 neo-
chucenych jogurtii. Byla zjiSténa pfitomnost tyraminu, putrescinu, kadaverinu a sperminu.
Ve vsech testovanych vzorcich se nachazel tyramin, jehoz koncentrace byla pomérné nizka
(6,5 mg/kg). Spermin byl detekovan pouze u jednoho jogurtu v koncentraci 1 mg/kg. U 14
testovanych vzorkt byla zjisténa pfitomnost putrescinu v mnozstvi do 26 mg/kg. Pouze v

jednom jogurtu byl pfitomen kadaverin v koncentraci 4,3 mg/kg.

254 Kefiry

Studiem BA v kefirech se zabyvali Ozdestan a Uren [41]. Bylo analyzovéno 10 vzorki
kefiru od rGznych vyrobci v Turecku. V kefirech byl detekovan putrescin, tyramin, ka-
daverin a spermidin. Pfevladajicim BA byl tyramin, ktery dosahoval maximalni koncentra-
ce 12,8 mg/l. Celkovy obsah BA ve vzorcich kefiru se pohyboval v rozmezi 2,4 — 35,2
mg/l. Bylo zjisténo, Ze aktivita tvorby BA byla vyssi, kdyZ se v médiu vyskytoval vySsi

obsah aminokyselin [41].

2.6 Faktory ovliviiujici tvorbu biogennich amini

Mezi vyznamné faktory, které mohou ovlivnit produkci BA, patii teplota, koncentrace soli,

pH, ptitomnost kysliku a pfitomnost glukézy [26], [37], [42].

2.6.1 Teplota

Teploty blizké optimalnim teplotdm ristu, které podporuji bunéény metabolismus a proli-
feraci, napomahaji produkci BA. Obecné Ize tvrdit, Ze schopnost produkovat BA je ome-
zena snizenim teploty. Tzn., ze kontrola chladiciho fetézce béhem skladovani je hlavnim
nastrojem, ktery zabraiiuje akumulaci neZadoucich BA po vyrobé, zejména nefermentova-

nych potravin, jako jsou produkty rybolovu [42].

Giardini et al. [43] prokazali u testovaného kmene E. faecalis EF37 pti nartstu teploty z 16

na 44 °C rychlejsi a intenzivn€j$i akumulaci tyraminu. Vliv teploty na aktivitu tyrozinde-
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karboxylazy produkované E. faecalis studovali Bargossi et al. [44] a zjistili nejvyssi de-
karboxyla¢ni ti¢innost pii teploté mezi 30 a 37 °C. Naopak Zhang a Ni [45] zjistili, Ze tyro-
zindekarboxylaza u L. brevis méla optimalni teplotu 50 °C, ale byla rychle inaktivovany

pii vyssich teplotach.

2.6.2 Koncentrace soli

Obecné plati, ze zvysujici koncentrace soli ptispiva ke snizeni akumulace BA v potravi-
nach. Zejména gramnegativni bakterie jsou vice inhibovany zvySenim koncentrace NaCl
nez grampozitivni. Zdravotni trend spoc¢ivajici ve snizovani piijmu NaCl je vSak v rozporu

s timto moznym zptisobem snizeni hladiny BA v potravinach [42].

Bylo zjisténo, ze ptidani vysoké koncentrace NaCl (5 %) do mléka inokulovaného E. fae-
calis pti vyrob¢ syrit snizilo produkci 2-fenylethylaminu a tyraminu na minimum. Podobné
vysledky byly pozorovany také u syrii vyrobenych z mléka inokulovaného Lactobacillus

buchneri a Lactobacillus bulgaricus [26].

2.6.3 pH

Hodnota pH je klicovym faktorem ovliviiujicim dekarboxyldzovou aktivitu. Aktivita en-
zymu dekarboxylazy je silné€jsi v kyselém prostredi, optiméalni pH se pohybuje v rozmezi
4,0 — 5,5. Navic v tomto prostiedi bakterie produkuji enzymy, které jsou soucésti obran-

nych mechanismu proti kyselosti [25], [43].

Rychlé okyseleni mlize vést ke snizeni koncentrace BA souvisejici se snizenim riistu mi-

kroorganismi s dekarboxylaéni aktivitou [26].

2.6.4 Pritomnost kysliku

Prokézalo se, ze kyslik miize ovlivnit tvorbu BA. Enterobacter cloacae produkuje asi po-
lovinu mnozstvi putrescinu v anaerobnich podminkach ve srovndni s aerobnimi podmin-
kami a Klebsiella pneumoniae vyznamné syntetizuje méné kadaverinu, ale ziskava schop-

nost produkovat putrescin v anaerobnich podminkach [37].
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2.6.5 Pritomnost sacharida

Bylo zjisténo, ze ptritomnost fermentovatelnych sacharidi, jako je D — glukdza, zvysuje
rust bakterii 1 jejich dekarboxylacni aktivitu. Optimalni obsah D — gluk6zy byl stanoven

v rozmezi 0,5 — 2 %, hladiny pfevysujici 3 % vedly k inhibici enzymu [25].

Také Landete ef al. [46] poznamenali, Ze rostouci koncentrace fruktozy a glukdzy inhibuji

akumulaci histaminu produkovaného bakteriemi mlé¢ného kvaseni [42].

2.7 Moznosti redukce biogennich amini

Mnozstvi a typ BA tvofenych v potravindch jsou silné ovlivnény vnitinimi charakteristi-
kami potravin zahrnujici pH, aktivitu vody, mikrobiologické slozeni, ale i vnéjSimi para-
metry, jako je ¢as, skladovani a teplota, které umoziuji rist bakterii béhem zpracovani a

skladovani potravin [47].

V posledni dobé vznikly nové postupy pro redukci BA v potravinach, zahrnujici predevsim
regulaci teploty nizsi nez 5 °C, pouziti potravinovych aditiv a konzervacénich latek, aplika-
ce hydrostatickych tlakli a ozafeni. Tyto metody pouze oddaluji tvorbu BA v potravinach

pfedevsim prostfednictvim inhibice bakterii nebo aktivity enzymu dekarboxylazy [47].

2.7.1 Pouziti startérovych kultur

Ptidani vybranych startérovych kultur je jednim z nejucinnéjSich zplsobi, jak potlacit
tvorbu BA ve fermentovanych potravinadch. Nékteré kmeny bakterii, které jsou soucasti
kultur, mohou syntetizovat BA. Z toho divodu musi byt pouZité mikroorganismy charak-

terizovany nepfitomnosti jakékoliv dekarboxylaéni aktivity [26].

Startérové kultury, které nejsou schopny dekarboxylace aminokyselin na BA, se nazyvaji
amin-negativni. Existuji také amin-oxidacni startérové kultury, které oxiduji BA na alde-

hyd, peroxid vodiku a amoniak [32].

Bylo zjisténo, ze amin-negativni startéry Staphylococcus xylosus a Lactobacillus curvatus
zpomaluji tvorbu putrescinu a kadaverinu béhem dozravani a skladovani fermentovanych
suSenych klobas. Ockovani amin-negativnich smiSenych startovacich kultur Pediococcus
acidilactici, Staphylococcus carnosus, Lactobacillus sake a Staphylococcus xylosus potla-

¢ilo akumulaci BA v uzenych rybach [32].
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Pouziti smiSenych startérovych kultur vede k vyraznému poklesu pH, coz miize byt dalSim

faktorem pfispivajicim ke snizeni tvorby BA [32].

2.7.2 Pasterizace

Hlavnimi mikroorganismy v syrovém mléce jsou mezofilni bakterie mlééného kvaseni
(enterokoky, laktokoky, laktobacily nebo leukonostoky), enterobakterie a psychrotrofni
mikroorganismy, jako je Pseudomonas nebo Acinetobacter. Zastupci vSech téchto skupin

byli popsani jako producenti BA [42].

Pasterizace je tepelné oSetfeni, které snizuje mikrobidlni zatiZzeni syrového mléka, vcetné
mikroorganismu, které syntetizuji BA. Proto syry vyrobené z pasterizovaného mléka obsa-

huji nizsi koncentrace BA oproti syriim, které byly vyrobeny ze syrového mléka [31].

Nicméné je mozné detekovat zvySené koncentrace BA v syrech z pasterizované¢ho mléka.
Dlvodem mize byt kontaminace mikroorganismy produkujici BA pti vyrobé syrt v da-
sledku nedodrzeni hygienickych podminek. Navic né¢které BA produkované rody Lacto-
bacillus a Enterococcus jsou odolné vuci pasterizaci, coz vede k vyskytu BA v konecnych
produktech. V disledku toho pasterizace neni sama o sobé kone¢nym feSenim problému
BA. Proto néktefi autofi navrhli kombinovat pasterizaci s dal$imi oSetfenimi, napt. vyso-

kym tlakem [24], [42].

2.7.3 Degradace biogennich amini s vyuZzitim aminooxidaz

SniZit mnoZstvi BA v potravinach lze také pomoci enzymu aminooxiddzy. Tento enzym
muze byt izolovan z mnoha zdrojti, jako jsou organy prasat (jatra, ledviny), lidska placenta,

krevni plazma nebo rtizné mikroorganismy [48].

Schopnost degradace BA s vyuzitim aminooxidazy byla prokézana v riznych mikrobial-

nich skupinach [30], [42]:

e Micrococcus spp. - degradace tyraminu,

e Brevibacterium linens — degradace histaminu a tyraminu,

e Lactabacillus sakei — degradace histaminu,

e Lactobacillus casei a Lactobacillus plantarum — degradace tyraminu,
e Geotrichum candidum — degradace tyraminu a histaminu.

Aminooxidazova aktivita byla také nalezena u rodd Bacillus, Pediococcus, Oenococcus,

Staphylococcus a Rhodoccocus [42].
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3 MIKROORGANISMY S DEKARBOXYLAZOVOU AKTIVITOU

Mezi bakterie s dekarboxyldzovou aktivitou, které se mohou vyskytovat v mléce a v mléc-
nych vyrobcich a podilet se na tvorbé BA, patii druhy rodu Citrobacter, Clostridium, Ba-
cillus, Salmonella, Escherichia, Shigella, Klebsiella a také BMK (zejména rody Lacto-

bacillus, Pediococcus a Streptococcus) [36].

Schopnost produkovat BA je spojena s gramnegativnimi 1 grampozitivnimi bakteriemi, a
také s kvasinkami [47]. Piehled vyznamnych zastupct téchto skupin podilejicich se na

syntéze BA v mléénych vyrobcich je uveden v Tab. 2.

Tab. 2: Mikroorganismy produkujici BA v mlé¢nych vyrobcich [26]

Biogenni amin Produkujici mikroorganismy
kvasinky Debaryomyces hansenii, Geotrichum candidum
gramnegativni
bakterie Enterobacteriaceae, Morganella morganii
Histamin Lactobacillus buchneri, Lactobacillus curvatus,
grampozitivni Lactobacillus helveticus
bakterie Lactobacillus parabuchneri, Streptococcus thermo-
philus
kvasinky Yarrowia lipolytica
Enterococcus casseliflavus, Enterococcus durans,
Tvramin rampozitiva Enterococcus faecalis,
y gramp . Enterococcus faecium, Enterococcus hirae, Lacto-
bakterie . .
bacillus brevis,
Lactobacillus curvatus, Streptococcus thermophilus
kvasinky Debaryomyces hansenii, Yarrowia lipolytica
gramnegativni
. bakterie Enterobacteriaceae, Proteus
Putrescin : X
... .| FEnterococcus faecalis, Enterococcus hirae, Lacto-
grampozitivni . .
. bacillus brevis,
bakterie . .
Lactobacillus curvatus, Lactococcus lactis
kvasinky Yarrowia lipolytica
. ., | Enterobacteriaceae, Halomonas sp., Morganella mor-
Kadaverin gramnegativni .
} ganii,
bakterie :
Pseudomonas putida
gramnegativni
Tryptamin bakterie Morganella morganii, Proteus, Serratia
kvasinky Yarrowia lipolytica
gramnegativni
2-fenylethylamin bakterie Halomonas, Serratia
grampozitivni
bakterie Enterococcus faecium
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3.1 Celed® Enterobacteriaceae

Celed Enterobacteriaceae zahruje velkou skupinu gramnegativnich fakultativné anaerob-
nich ty¢inek o velikosti 1 — 5 pum. Jedna se o nesporotvorné tyCinky, peritrichni nebo bez
bicikl, které maji respiracni i kvasny metabolismus. Mikroorganismy z této ¢eledi fermen-

tuji glukézu s tvorbou kyseliny a plynu [33], [49].

Do této Celedi se fadi psychrotrofni, mezofilni i termotolerantni bakterie. VétSina zastupct

se fadi k mezofilnim bakteriim s riistovymi teplotami v rozmezi 15 — 40 °C [33].

Tato celed” zahrnuje bakterie roda Citrobacter, Cronobacter, Enterobacter, Erwinia,
Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Kluyvera, Leclercia, Morganella, Proteus, Salmonella,

Serratia, Shigella, Yersinia a dalsi [33].

Bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae jsou obecné povazovany za mikroorganismy s vysokou
dekarboxylacni aktivitou. Zastupci této celedi mohou produkovat znaéné mnozstvi hista-
minu. Jedna se zejména o E. cloacea, E. aerogenes, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli a
Morganella morgani. Enterobacter cloacea a rod Serratia se fadi mezi vyznamné produ-

centy putrescinu a kadaverinu [50].

3.1.1 Rod Escherichia

S 24

jednotlivé druhy jsou obyvateli stftevniho traktu riznych Zivo€ichii. Nejvyznamnéj$im dru-
hem je E. coli, ktery se nachazi ve spodni ¢asti stftevniho traktu ¢lovéka a teplokrevnych
zvitat, a vyskytuje se tedy 1 ve vykalech. Pfitomnost tohoto mikroorganismu ve vodé nebo
v potravinach je ukazatelem fekalniho znecisténi. Nékteré jeho kmeny zpisobuji prijmova
sttevni onemocnéni nebo onemocnéni mocovych cest. E. coli se fadi mezi nejprozkouma-
néj$i mikrobidlni druh, nebot’ sloZi jako modelovy organismus pro biochemické, genetické
a fyziologické studie. Zkvasuje cukry (napft. glukézu, laktozu) za intenzivni tvorby kyselin

a plynu [49]

3.1.2 Rod Enterobacter

Z rodu Enterobacter je nejrozsitenéjsi druh Enterobacter aerogenes, ktery se vyskytuje ve
sttevnim traktu zdravych lidi a zvitfat a je také velmi rozsifen v ptirod€. Od E. coli se 1isi
vyuzivanim citratu jako zdroje uhliku a tvorbou acetoinu a 2,3 — butandiolu pii kvaseni

cukrt [49].
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3.1.3 Rod Citrobacter

Vyskytuje se v pudé, ve vodé a ve stfevnim traktu lidi a zvitat. Pro ¢lovéka jsou patogenni
C. freundii a C. koseri. Vyjimecn¢ muze vyvolat i nosokomialni meningitidy u novoro-

zencu. C. koseri je biochemicky podobny salmonelam (tvoii H2S) [51].

3.1.4 Rod Klebsiella

Nachézi se v zazivacim traktu, v dychacich cestach, v ptd¢ a vodé. Klebsiely jsou podmi-
nén¢ patogenni, casto se uplatituji u nosokomidlnich infekci. Mezi vyznamné druhy patii

K. pneumoniae a K. oxytoca [51].

3.1.5 Rod Serratia

Nachazi se v ptidé a vode¢, u lidi s imunodeficienci mize vyvolat sepsi. Typickym zastup-
cem je druh Serratia marcescens. Tvoii proteindzy i lipazy, Je rezistentni vici cefalospori-

num [51].

3.1.6 Rod Salmonella

Salmonely jsou primarnimi stfevnimi patogeny lidi a zvifat, domécich i divokych. Casto se
nachazeji v odpadcich, ve vod¢, v pidé. Za vhodnych podminek mohou ve vod¢ piezivat
mésice 1 1éta. Potraviny mohou byt infikovany pifimo (surovina pfipravena z infikovanych
zvifat — maso, vejce) nebo druhotné. Fermentuji glukdzu, maltozu, manitou, sorbitol, vét-

Sina tvoii H»S, neprodukuji indol [51].

3.1.7 Rod Proteus

Népadnou vlastnosti je plazivy rist, netvoii uzaviené kolonie. Ucastni se rozkladu orga-
nické hmoty v odpadcich, vyskytuje se v pid¢, na rostlinach, ve stolici lidi a zvitat. Je pi-
vodcem infekci mocovych cest. Rozklada bilkoviny za silného hnilobného zépachu zptliso-
beného hlavné tvorbou sirovodiku a indolu. Patfi mezi nejrozsitenéjsSi hnilobné bakterie.

K nejvyznamnéj$im druhiim se fadi P. vulgaris, P. mirabilis a P. pennerii [49], [51].
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3.2 Bakterie mlé¢ného kvaSeni

Bakterie mlécného kvaseni (BMK) patii k Castym producentiim BA zejména ve fermento-
vanych potravinach, kde jsou vyuzivany jako starterové kultury. Produkce tyrozinu byla
zjisténa u mnohych zéastupct rodlu Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus,
Oenococcus. Rody Lactococcus, Leuconostoc a Lactobacillus prokazaly schopnost dekar-
boxylace tryptofanu. Produkce histaminu byla pozorovana u Lactobacillus, Oenococcus a

Pediococcus. U rodu Lactobacillus byla zjisténa také schopnost produkovat putrescin [52].

BMK tvofti skupinu grampozitivnich bakterii, kterou spojuji urcité morfologické, metabo-
lické a fyziologické vlastnosti. Jedna se o nesporulujici aerotolerantni ty¢inky nebo koky
produkujici kyselinu mléénou jako jeden z hlavnich fermentacnich produktii sacharidii

[53].

K vyznamnym rodim BMK se tadi Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Strepto-
coccus, Enterococcus, Oenococcus, Pediococcus, Tetragenococcus, Carnobacterium a

Weissella [54].

BMK jsou obecné povazovany za prospé$né mikroorganismy, nékteré kmeny se vyuzivaji
jako probiotika. Zahrnuji také rody, které jsou uznavanymi lidskymi nebo zvifecimi pato-

geny [53].

Vzhledem k tomu, Ze BMK nemaji funk¢ni respiracni systém, musi ziskat energii fosfory-
laci. RozliSuji se dv€ zakladni fermentacni cesty homofermentativni a heterofermentativni.
Homofermentativni mlééné bakterie pii zkvaSovani sacharidi produkuji prakticky pouze
kyselinu mlé¢nou (Lactobacillus delbruecki, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
plantarum). Heterofermentativni mlécné bakterie produkuji vedle kyseliny mlécné jesté
znaéné¢ mnozstvi etanolu a CO: (Lactobacillus fermentum, Lactobacillus brevis, Lacto-

bacillus buchneri) [49], [53].

3.2.1 Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus zahrnuje mikroaerofilni grampozitivni bakterie, které se mohou vysky-
tovat v rizném prostfedi. Mohou se nachdzet v mléce, kdy vyvoladvaji pfirozené kysani.
Jsou pfirozenou soucasti gastrointestinalniho a urogenitalniho traktu, dutiny ustni a ktze.
Vykytuji se také na rostlindch a v pad¢. VétSina druhti je schopna rastu pii 45 °C [49],
[55].
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Tento heterogenni rod zahrnuje asi 135 druhti a 25 poddruht, jejichz klasifikace se nestale
méni. K vyznamnym zéstupctim lze tadit Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
rhamnosus a Lactobacillus salivarius. Laktobacily hraji zdsadni roli pii vyrobé fermento-
vanych potravin — zeleniny, masnych a ptfedev§im fermentovanych mlécnych vyrobki

[49], [55], [56].

V mlékarenském pramyslu se heterofermentativni lakrobacily vyuzivaji pii vyrobé syra
(Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Lactobacillus helveticus) jako
soucast startérovych kultur. Laktobacily jsou vyznamnou tlohu také v konzervarenském
pramyslu. Lactobacillus plantarum se ¢asto uplatituje pii konzervaci zeli a okurek. Neékteré
heterofermentativni laktobacily se vyskytuji jako nezddouci kontaminanty ve vinafstvi a

pivovarstvi [49].

3.2.2 Rod Lactococcus

Rod Lactoccocus zahrnuje 7 druht: L. lactis, L. garvieae, L. piscium, L. plantarum, L.
raffinolactis a nedavno charakterizovany L. fujiensis. Tento rod tvoii grampozitivni koky o
velikosti 0,5 — 1,5 um, které tvoti kratké fetizky. Jsou mezofilni, fermentuji hexdzy na ky-
selinu mléénou. Laktokoky se obecné vyskytuji na rostlinach a v kiizi zvirat. Mezi nejvy-
znamng&j$i zastupce se fadi Lactococcus lactis subsp. lactis a Lactococcus lactis subsp.

cremoris pouzivané jako vychozi kultury pfi primyslové mlééné fermentaci [4], [57].

3.2.3 Rod Leuconostoc

Rod Leuconostoc zahrnuje L. mesenteroides (se tfemi poddruhy, mesenteroides, dextra-
nicum a cremoris) a dalSich 13 druht, L. citreum, L. carnosum, L. durionis, L. fallax, L.
ficulneum, L. pseudoficulneum, L. fructosum, L. gasicomitatum, L. gelidum, L. inhae, L.
kimchii, L. lactis, L. pseudomesenteroides. Tento rod pfedstavuje fakultativné anaerobni
grampozitivni koky usporddané ve dvojicich nebo fetizcich. Leukonostoky jsou ptitomny
v riznych fermentovanych mléénych vyrobcich jako je napt. kefir. Maji zasadni roli pfi

vytvareni struktury a aroma [58].

3.2.4 Rod Enterococcus

v

Do rodu Enterococcus se tadi 12 druhd, z nichz nejvyznamnéjsi jsou E. faecalis, E. faeci-

um, E. durans. Jedna se o grampozitivni koky vyskytujici se ve dvojicich nebo kratkych
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fetizcich. Bézné se vyskytuji ve stievnim traktu ¢lovéka a teplokrevnych zvirat. Jsou indi-
katorem fekalniho znecisténi. Jsou vyznamnymi piivodei infekci mocovych a zlucovych

cest [S1].

3.2.5 Rod Oenococcus

Rod Oenococcus zahrnuje pouze 2 druhy O. oeni (piivodné znamy jako Leuconoctoc oe-
nos) a O. kitaharae. Tento rod tvoii grampozitivni, fakultativné anaerobni bakterie vysky-
tujici se v parech nebo fetizcich. O. oeni hraje diilezitou roli pfi fermentaci vina, kde de-

karboxyluje kyselinu jable¢nou na kyselinu mlécnou [59], [60].

3.2.6 Rod Pediococcus

Rod Pediococcus tvori mikroaerofilni az aerobni grampozitivni koky vyskytujici se ve
dvojicich nebo v tetrddach. Zahrnuje 8 druhd, z nichz nékteré jsou velmi obavanymi kon-
taminanty v pivovarstvi. P. acidilactici, P. pentosaceus a P. damnosus mohou produkovat
bakteriociny (pediociny), které predstavuji Siroké spektrum antimikrobidlni aktivity proti

grampozitivnym bakteriim jako je napt. Listeria monocytogenes [51], [61].

3.3 Kbvasinky

Kvasinky jsou eukaryotické mikroorganismy, které se znaéné vyuzivaji v potravinafstvi a
biotechnologiich. Hraji nékolik dilezitych roli béhem fermentace potravin zahrnujicich
vyrobu alkoholu, tvorbu organickych kyselin, zlepSeni chuti, viin€ a struktury a zvySeni
nutricnich vlastnosti. VyuZivaji se jako startérové kultury pfi vyrobé fermentovanych po-

travin [62].

Schopnost produkovat biogenni aminy maji 1 n€které kmeny kvasinek. U kvasinek rodu
Debaryomyces a Candida izolovanych z fermentovanych masnych vyrobkl byla zjisténa
aktivita histidindekarboxyldzy, ktera byla dokonce vétsi nez u pozorovanych bakterii
mlécného kvaseni a stafylokoki. Neidentifikovatelné kmeny kvasinek produkovaly navic

velké mnoZstvi 2-fenylethylaminu a tyraminu [50].

Caruso et al. [63] se zabyvali tvorbou BA kvasinkami ve vinech. Celkem bylo testovano
50 kment kvasinek. VSechny sledované kmeny produkovaly zanedbatelné mnozstvi hista-

minu. Nejvyssi koncentrace celkovych biogennich amini byla stanovena u Brettanomyces
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bruxellensis s obsahem 15 mg/l. U nékterych kment byly detekovany nizké koncentrace

agmatinu, kadaverinu a 2-fenylethylaminu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

36

II. PRAKTICKA CAST
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4 CILE PRACE

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo studium dekarboxylazové aktivity kment izolo-

vanych ze 3 druht kefira a jejich kefirovych zrn.
Cilem teoretické ¢asti bylo:

e zpracovat literarni reSersi tykajici se technologie vyroby kefird,

e charakterizovat biogenni aminy a definovat jejich vyznam a vyskyt v potravinach
zivocisného pivodu,

e popsat faktory ovliviiujici tvorbu biogennich amind,

e charakterizovat mikroorganismy s dekarboxyldzovou aktivitou.

Pro zpracovani experimentalni ¢asti diplomové prace bylo tieba naplnit tyto dil¢i cile:

e u vSech izolovanych kmenii vyhodnotit makroskopické a mikroskopické znaky a
provést vybrané biochemické testy,

e identifikovat izolované kmeny metodou MALDI/TOF MS,

e otestovat izolované kmeny na dekarboxylazovou aktivitu,

e na zaklad¢ ziskanych vysledkti vyhodnotit zaveér.
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Zarizeni, pristroje a pomiicky

e Laminarni box BIO IIA, typ Biohazard TELSTAR

e Vortex V-1 plus (Biosan)

e Automaticky davkovac Varispenser (Eppendorf)

e Laboratorni sklo

e Laboratorni plasty (Spicky k automatickym pipetam, centrifuga¢ni zkumavky, mi-
krozkumavky — Eppendorf)

e Automatické pipety (Discovery Comfort)

e Laboratorni vahy 440 — 47 N Kern

e Analytické vahy ABJ Kern

e Biologicky termostat BT 120

e Odstfedivka EBA 20, Hettich ZENTRIFUGEN

e pH metr EUTECH INSTRUMENTS pH510

e Magneticka michacka Magnetic Stirrer MS — 3000 (Biosan)

e Laboratorni tfepacka LT2 (Kavalier)

e Horkovzdusna suSarna (Venticell)

e Chladnicka (Zanussi)

e Hlubokomrazici box (PHCbi)

5.2 Kultiva¢ni média
Endo agar (HiMedia)

Pro pfipravu tohoto agaru vyrobce uvadi potfebu 41,5 g na 1000 ml destilované vody. Po-
ttebna navazka byla rozpusténa v odpovidajicim mnozstvi destilované vody. Nasledné byla
provedena sterilace v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut. Poté byla piida rozlita na

Petriho misky. Tento agar byl pouZit pro kultivaci bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae.
Nutrient Broth (HiMedia)

Na pfipravu média vyrobce uvadi potfebu 13 g na 1000 ml destilované vody. Nejdiive
byla vypoctena navazka na potfebné mnozstvi média. Navazené mnozstvi média bylo roz-

pusténo v destilované vod¢. Nasledné byla tekuta zivna ptida automatickym davkovacem
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rozlita do zkumavek vzdy po 5 ml. Po uzavieni zkumavek byla provedena sterilace

v autoklavu (121 °C, 15 minut). Médium bylo pfipravené pro ockovani enterobakterii.
MRS agar

K piipravé tohoto média byl pouzit MRS Broth (HiMedia), pro ktery vyrobce uvadi potie-
bu 55,15 g na 1000 ml. K médiu byl ptidan agar (HiMedia), jeho spotifeba byla 15 g na
1000 ml destilované vody. Postup pfipravy je opét stejny jako v predchozich ptipadech.

Piida byla pouzita pro kultivaci bakterii rodu Lactobacillus.
Lactobacillus MRS Broth (Himedia)

Na ptipravu této tekuté ptidy je vyrobcem stanovena potieba 55,15 g na 1000 ml destilova-
né vody. Postup pfipravy je stejny jako v predchozich piipadech. Médium slouzilo pro

ockovani bakterii rodu Lactobacillus.
Sabourad Dextrose agar (HiMedia)

Pro toto médium je vyrobcem uvedena potieba 65 g na 1000 ml destilované vody. Postup

ptipravy je stejnd jako v predeslém piipad¢. Pida byla pfipravena pro kultivaci kvasinek.
Sabourad Dextrose Broth (HiMedia)

K ptipravé totoho média vyrobce uvadi potfebu 30 g na 1000 ml destilované vody. Postup

ptipravy je stejny jako v ptfedchozim ptipadé. Tekuta ptida slouzila pro kultivaci kvasinek.

5.3 Pouzité mikroorganismy

Kmeny izolované z vodniho kefiru, mlé¢nych kefir Manta a Flower a také z kefirovych
zrn téchto fermentovanych vyrobki poskytla vedouci mé prace Ing. Khatantuul Purevdorj,
ktera v ramci spoluprace s portugalskou univerzitou Instituto Politécnico de Beja provedla
mikrobiologicky rozbor 3 druht kefirti a jejich kefirovych zrn pochézejicich od jedné far-
marky z Portugalska. Pfesny technologicky postup vyroby téchto kefiri nebyl prozrazen
v ramci ochrany vlastni receptury. K ristu bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae byl pouzit
VRBL agar, pro bakterie mlééného kvaSeni MRS agar a jako médium pro kvasinky slouzil
RBC agar. Celkem bylo vyizolovano 201 kment, které byly uchovany v 30% roztoku gly-
cerolu v mrazicim zafizeni pii — 20 °C. U téchto kmenii byla provedena jejich identifikace
metodou MALDI/TOF MS. Bylo identifikovano 13 kment celedi Enterobacteriaceae, 62

kment kvasinek a 96 kment rodu Lactobacillus.
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5.4 Charakteristika izolovanych kmeni

5.4.1 Morfologické makroskopické znaky

Morfologické makroskopické znaky se tykaji pozorovani kolonii mikroorganismt na aga-
rovych pidach pouhym okem. Informuji nas o zpusobu ristu mikroorganismt a také o
Cistoté kultury. U vSech izolovanych kmenti byly hodnoceny nésledujici ukazatele: velikost

kolonii, povrch kolonii, profil kolonii, okraj a barva kolonii.

5.4.2 Gramovo barveni

Barveni podle Grama patii v mikrobiologii k zakladnim diferencidlnim barvenim a vy-
znamnym diagnostickym metodam. Je zalozeno na odlisné stavbé bakterialni stény gram-
pozitivnich a gramnegativnich bakterii. Fixovany preparat se nejprve barvi krystalovou
violeti, kterd obarvi bakteridlni buiikky modrofialové. Po obarveni Lugulovym roztokem
vznikne komplex barviva s jodem. Nasleduje odbarvovani etanolem nebo acetonem. Na-
konec se preparat dobarvi karbolfuchsinem nebo safraninem. Grampozitivni bakterie se
barvi modrofialové, po obarveni krystalovou violeti a motfeni Lugulovym roztokem zadr-
Zuji tento barevny komplex v bunécné sténé 1 po pouziti organickych rozpoustédel (etha-
nol, aceton). Naopak u gramnegativnich bakterii je pii pouziti organickych rozpoustédel
barevny komplex vymyvan a po dobarveni kontrastnim barvivem (karbolfuchsin, safranin)

se barvi ¢ervené.

5.4.3 KOH test

Vysledek Gramova barveni lze také ovéfit pomoci jednoduchého a rychlého KOH testu.
Na podlozni sklicko se kapne kapka 3% roztoku KOH, ve které se pomoci bakteriologické
klicky rozmicha testovana kultura. Pokud se jednd o gramnegativni mikroorganismus, vy-

tvoii se tdhnouci vlakno. U grampozitivniho mikroorganismu k vytvofeni vldkna nedojde.

5.4.4 Test na prukaz katalazy

Kataldza je enzym, ktery rozklada peroxid vodiku na vodu a molekularni kyslik. Na pod-
loZni sklicko se kapne 3% roztok peroxidu vodiku, ve kterém se pomoci bakteriologické
klicky rozetfe testovana kultura. V pfipadé pozitivniho vysledku dochazi k uvoliiovani

bublinek kysliku po ptidani peroxidu vodiku k testované kultute.
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5.4.5 Oxidazovy test

Cytochromoxidaza je enzym, ktery je detekovan barevnou reakci N,N-dimethyl-1,4-
fenylendiaminu s a-naftolem za vzniku fenolové modii. Do testovaciho prouzku pomoci
sterilni bakteriologické klicky vetfeme kolonii testovaného kmene. V pozitivnim piipadé
se inokulované misto prouzku zbarvi tmavomodie. Pii negativni reakci k barevné zméné

nedochazi.

5.4.6 Identifikace kmenid metodou MALDI/TOF MS

Identifikace mikroorganismli pomoci metody MALDI/TOF MS (hmotnostni spektrometrie
s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice s priletovym analytatorem) je vysoce
presnd, aplikovatelna pro Siroké spektrum mikroorganismi a mnohem rychlejsi ve srovna-
ni s tradiénimi metodami. Touto metodou lze rozliSit bakterie ¢i jiné mikroorganismy na
rodové, druhové a €asto 1 na kmenové urovni. Vyhodnocena data ziskand z hmotnostnich
spekter jsou porovnany s knihovnou hmotnostnich spekter mikroorganismti v programu
MALDI Biotyper. Vysledkem porovnani mize byt shoda nebo neshoda s hmotnostnimi
spektry vzorku. Program Biotyper vyhodnocuje vysledky pomoci tzv. skore (nejvyssi
moznd hodnota je 3), které je dale barevné oznaceno. Zelena barva znaci plnou shodu, Zlu-
ta ¢astecnou shodu a Cervena barva zddnou shodu. Neshody vysledkl s knihovnou mohou
byt pfi¢inou kontaminace vzorku s jinymi mikroorganismy nebo nespravné kultivace mi-

kroorganismi [64].

Principem této metody je ozafeni smési vzorku a matrice laserovym zafizenim, pfi¢emz
dojde k desorpci molekul matrice spolu s molekulami vzorku a zarovén k ionizaci molekul
vzorku. Pozitivné nabité ionty jsou urychleny silnym elektrickym polem a vstupuji pies
uzemnénou miizku do vakua priletového analyzatoru, kde se pohybuji rychlosti danou
jejich hmotnosti a ndbojem. V zavislosti na dobé¢ letu ¢astice se vypocte pomér hmotnosti a

naboje [64].

Jednotlivé kmeny byly nejdiive suspendovany ve 150 pl destilované vody a pak smichany
s 450 pl ethanolu. Takto upravené vzorky byly zamrazeny. Jejich analyza byla provedena
na ptistroji MALDI/TOF MS Bruker Daltonik Biotyper Microflex v Nitfe (Slovenska pol’-

nohospodarska univerzita v Nitre).
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5.5 Stanoveni biogennich aminii metodou HPLC — UV/VIS

5.5.1 Priprava kultivaénich médii pro zjiSténi produkce BA

Dekarboxylazova aktivita enterobakterii byla zjistovana v NB bujonu, kvasinek v SAB
bujonu a laktobacili v MRS bujonu. Tekutd média obsahovala jednotlivé aminokyseliny
(fenylalanin, tryptofan, ornitin, tyrosin, histidin, lysin, arginin) jako prekurzory piislusnych
BA a to v koncentraci 0,2 % (w/v). Do 7 ml takto ptipravené¢ho kultivaéniho média bylo
zaoCkovano 100 ul suspenze kultivované pii 37 °C 48 h (enterobakterie, laktobacily) a pfi

pokojové teploteé 72 h (kvasinky).

5.5.2 Priprava vzorki na derivatizaci

Modifikované bujony byly po kultivaci testovanych kmenti zcentrifugovany pti otackach
4600 po dobu 10 minut. Ziskany supernatant byl ddvkovan do eppendortkovych zkumavek
a zfedén v poméru 1 : 1 s kyselinou chloristou o koncentraci 1,2 mol/l. Vzorky byly za-

mrazeny a pfipraveny na derivatizaci.

5.5.3 Derivatizace vzorka

Upravené vzorky byly podrobeny derivatizaci dalsylchloridem. Postup byl proveden dle

navodu dostupného v laboratofi.
Postup derivatizace:

1. Do derivatizaéni nadobky bylo napipetivano 100 pl 1,7-heptadiaminu (Sigma-
Aldrich) v koncentraci 500 mg/1 jako vnitiniho standardu.

2. Nasledné byl odpipetovan z eppendorfkové zkumavky 1 ml vzorku.

3. Do nadobky bylo ptiddno 1,5 ml karbonatového pufru spH 11,1 — 11,2 a 2 ml
Cerstvé pripraveného roztoku dansylchloridu (Sigma-Aldrich) o koncentraci 5 g/l

v acetonu (Honeywell).

3.1. Pufr byl pfipraven smichanim roztoku 0,5 M NaHCO; (Merck) s roztokem 0,5 M
NaxCO3 (Merck) tak, aby vysledné pH bylo 9,2. Poté se ptida KoCO3; (Merck) a pH je
upraveno na vyslednych 11,1 — 11,2.

4. Derivatizacni nadobky byly uzavieny a nechaly se tfepat v temnu 20 hodin.
5. Po uplynuti stanovené doby se ke kazdému vzorku ptidalo 200 pl prolinu (Merck) a

vzorky se nechaly opét tiepat dalsi hodinu.
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6. Poté se ptidaly 3 ml heptanu (Honeywell) a vzorky se tfepaly ru¢né po dobu 3 mi-
nut.

7. Nasledné byl odpipetovan 1 ml heptanové vrstvy do vialek.

8. Obsah vialky se nechal odpafit do sucha pod proudem dusiku pfi teploté 65 °C.

9. Suchy odparek byl zfedén 1,5 ml acetonitrilu (Sigma-Aldrich) a vzorky byly ucho-

vavany v mrazicim zatizeni pti teplotach pod -18 °C do doby analyzy.

5.5.4 Vlastni chromatografické stanoveni

Vsechny derivatizované vzorky byly bezprostiedné pied analyzou piefiltrovany pies stii-
kackovy filtr s porozitou 0,22 um. K chromatografickému stanoveni byl pouzit vysocel-
¢inny kapalinovy chromatograf Dionex HPLC UltiMate 3000 (Némecko). Chromatogra-
ficky systém obsahoval analytickou kolonu s pfedkolonou ZORBAC RRHD Eclipse Plus
C18 o romeérech 3 x 50 mm s pdrovitosti 1,8 pm, termostat kolon (UltiMate™ 3000 TCC-
3000SD), autosampler (UltiMate™ WPS-3000TRS), binarni pumpu (UltiMate™ HPG-
3200RS) a detektor (UltiMate™ VWD-3400RS). Pratok kolonou byl 0,453 ml/min a teplo-
ta byla nastavena na 30 °C. UV detekce dansylderivatl probihala pii vlnové délce 254 nm.
Pro vyhodnoceni chramotogramu byl pouZit software Chromeleon™ 6.8 a vysledky byly

zpracovany v programu Microsoft Excel 2010.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Charakteristika izolovanych kmenu

U 13 kment enterobakterii, 62 kment kvasinek a 96 kment laktobacilt izolovanych ze 3
druhti kefira a jejich kefirovych zrn byly sledovany morfologické makroskopické znaky.
Hodnotily se nasledujici ukazatele: velikost kolonii, povrch kolonii, profil kolonii, okraj a

barva kolonii.

Makroskopické morfologické znaky

Celed Enterobacteriaceae

Kmeny enterobakterii tvofily na Endové agaru kolonie o velikosti 0,5 — 1 mm s lesklym
povrchem a plochym profilem, s ptevazné hladkymi okraji a fialové ¢ervené nebo rizové

barvy. Vysledky jsou uvedeny v Ptiloze 1.

Kvasinky

Jako médium pro kvasinky slouzil SAB agar. Testované kmeny na ném tvofily kolonie o
velikosti 0,5 — 2 mm s lesklym povrchem s pievazné plochym profilem, hladkymi okraji a

smetanove nebo bilé barvy. Vysledky jsou uvedeny v Ptiloze I.

Rod Lactobacillus

Kmeny pochézejici z rodu Lactobacillus byly pozorovany na MRS agaru, kde vytvarely
kolonie o velikosti 0,5 — 1 mm s lesklym povrchem, plochym profilem, hladkymi okraji a
pruhledné nebo bilé barvy. Vysledky jsou uvedeny v Ptiloze 1.

Gramovo barveni a vyvbrané biochemické testy

U vsSech testovanych kment bylo provedeno Gramovo barveni (s vyjimkou kvasinek) a
vybrané biochemické testy - KOH test (s vyjimkou kvasinek), test na prikaz katalazy a

oxidazovy test. Vysledky jsou uvedeny v Ptiloze II.
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6.2 Identifikace kmenu metodou MALDI/TOF MS

Metodou MALDI/TOF MS bylo celkem identifikovano 171 kment izolovanych z vodniho
kefiru, mléénych kefiri Manta a Flower a také z kefirovych zrn téchto fermentovanych
vyrobkl. Z celkového mnozstvi bylo 128 izolath identifikovano velmi spolehlivé (oznace-

ny zelené) a 43 izolatl s nizsi spolehlivosti (oznaceny zlute).

Z celedi Enterobacteriaceae bylo identifikovano celkem 13 kment, z nichz 4 izolaty byly
rozpoznany s nizsi spolehlivosti a 9 izolati velmi spolehliveé. Nejcastéji byly zastoupeny
bakteridlni druhy Enterobacter cloacea (4) izolovany z kefirovych zrn mléénych kefirti
Manta a Flower, Enterobacter asburiae (3) pochazejici z Manta kefiru a jeho kefirovych
zrn a Flower kefiru a Klebsiella oxytoca (3) zastoupend v Manta a Flower kefirech. Vy-

sledky jsou uvedeny v Tab 3.

Tab. 3: Identifikace kment z ¢eledi Enterobacteriaceae metodou MALDI/TOF

MS
Cislo izolatu | Vzorek Nazev mikroorganismu Skore
1 WKG Cronobacter sakazakii 1,744
9 FKG Enterobacter ludwigii 2,165
10 FKG Enterobacter cloacae 1,943
11 FKG Enterobacter cloacae 2,115
15 MKG Enterobacter cloacae 2,016
16 MKG Enterobacter asburiae 2,289
18 MKG Enterobacter cloacae 2,024
21 MKF Klebsiella oxytoca 1,864
23 MKF Enterobacter asburiae 2,049
24 MKF Klebsiella oxytoca 1,976
26 MKF Leclercia adecarboxylata 1,884
229 FKF Klebsiella oxytoca 2,288
230 FKF Enterobacter asburiae 2,182

Dale bylo identifikovano 62 kment kvasinek, z nichZ bylo 22 izolatd identifikovano s niZsi
spolehlivosti a 40 izolath velmi spolehlivé. Mezi nejvice zastoupené kvasinky se fadi Ka-
zachstania unispora (56) izolovana z Manta i Flower kefiru a jejich kefirovych zrn a také
z vodniho kefiru. V malych poctech se vyskytovaly Lachancea fermentati (1) pochazejici
z vodniho kefiru a Candida valida (5) vyizolovand z vodniho kefiru a jeho zrn. Vysledky

jsou uvedeny v Tab. 4.
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Tab. 4: Identifikace kment kvasinek metodou MALDI/TOF MS

Cislo izolatu | Vzorek Nazev mikroorganismu Skore
78 MKG Kazachstania unispora 1,702
79 MKG Kazachstania unispora 1,750
80 MKG Kazachstania unispora 1,761
91 WKF Kazachstania unispora 1,886
130 WKF Candida valida 1,832
132 WKF Candida valida 1,906
133 FKG Kazachstania unispora 2,335
137 FKG Kazachstania unispora 2,213
139 FKF Kazachstania unispora 2,365
141 FKF Kazachstania unispora 2,395
142 FKF Kazachstania unispora 2,260
143 FKF Kazachstania unispora 2,415
146 MKG Kazachstania unispora 2,179
148 MKG Kazachstania unispora 2,294
150 MKG Kazachstania unispora 2,270
151 MKF Kazachstania unispora 2,351
152 MKF Kazachstania unispora 2,389
153 MKF Kazachstania unispora 2,465
154 MKF Kazachstania unispora 2,258
155 MKF Kazachstania unispora 2,291
198 WKG Candida valida 2,107

201 WKF Candida valida 1,710
205 FKG Kazachstania unispora 2,205
206 FKG Kazachstania unispora 1,803
207 FKG Kazachstania unispora 1,803
208 FKG Kazachstania unispora 1,995
209 FKG Kazachstania unispora 1,978
210 FKG Kazachstania unispora 2,566
212 FKF Kazachstania unispora 1,946
213 FKF Kazachstania unispora 1,763
214 FKF Kazachstania unispora 1,863
215 FKF Kazachstania unispora 2,038
216 FKF Kazachstania unispora 1,879
218 MKG Kazachstania unispora 1,895
219 MKG Kazachstania unispora 1,904
222 MKG Kazachstania unispora 2,092
223 MKF Kazachstania unispora 1,935
224 MKF Kazachstania unispora 1,856
225 MKF Kazachstania unispora 2,035
226 MKF Kazachstania unispora 1,925
228 MKF Kazachstania unispora 2,282
280 WKF Candida valida 1,946
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284 WKF Lachancea fermentati 1,732
285 FKG Kazachstania unispora 2,299
286 FKG Kazachstania unispora 2,203
287 FKG Kazachstania unispora 2,239
288 FKG Kazachstania unispora 2,196
289 FKG Kazachstania unispora 2,160
290 FKG Kazachstania unispora 2,218
291 FKF Kazachstania unispora 2,209
293 FKF Kazachstania unispora 2,232
294 FKF Kazachstania unispora 2,274
297 MKG Kazachstania unispora 2,394
298 MKG Kazachstania unispora 2,351
299 MKG Kazachstania unispora 2,236
300 MKG Kazachstania unispora 2,488
301 MKG Kazachstania unispora 2,444
302 MKG Kazachstania unispora 2,476
303 MKF Kazachstania unispora 2,341
305 MKF Kazachstania unispora 2,368
307 MKF Kazachstania unispora 2,373
308 MKF Kazachstania unispora 2,269

Z rodu Lactobacillus bylo rozpoznano 96 kmend, z toho 17 izolatl bylo rozpoznéano s nizsi
spolehlivosti a 79 izolati velmi spolehlivé. Nejvice byl zastoupen Lactobacillus kefiri (74)
izolovany z mlé¢énych kefirt Manta a Flower a jejich kefirovych zrn a Lactobacillus sat-
sumensis (20) izolovany z vodniho kefiru a jeho zrna. V malych poctech se vyskytovaly
Lactobacillus paracasei ssp paracasei (1) pochdzejici ze zrn vodniho kefiru a Lacto-

bacillus nagelii (1) vyizolovany z vodniho kefiru. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 5.

Tab. 5: Identifikace kment z rodu Lactobacillus metodou MALDI/TOF MS

Cislo izoldtu | Vzorek Nizev mikroorganismu Skére
27 WKG Lactobacillus pam;asei ssp para- 1,954
casei
40 FKG Lactobacillus kefiri 1,700
47 FKF Lactobacillus kefiri 1,741
58 MKF Lactobacillus kefiri 1,762
59 MKF Lactobacillus kefiri 1,823
106 FKG Lactobacillus kefiri 2,194
107 FKG Lactobacillus kefiri 2,146
108 FKG Lactobacillus kefiri 2,337
109 FKG Lactobacillus kefiri 2,065
110 FKG Lactobacillus kefiri 2,319
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111 FKG Lactobacillus kefiri 2,399
112 FKF Lactobacillus kefiri 2,185
114 FKF Lactobacillus kefiri 2,141
115 FKF Lactobacillus kefiri 2,187
116 FKF Lactobacillus kefiri 2,282
117 FKF Lactobacillus kefiri 2,225
118 MKG Lactobacillus kefiri 2,254
119 MKG Lactobacillus kefiri 2,140
120 MKG Lactobacillus kefiri 2,315
121 MKG Lactobacillus kefiri 2,214
122 MKG Lactobacillus kefiri 2,167
123 MKG Lactobacillus kefiri 2,119
157 WKG Lactobacillus satsumensis 1,812
158 WKG Lactobacillus satsumensis 1,792
159 WKG Lactobacillus satsumensis 2,129
160 WKG Lactobacillus satsumensis 1,966
161 WKG Lactobacillus satsumensis 2,232
162 WKG Lactobacillus satsumensis 1,794
163 WKF Lactobacillus satsumensis 2,032
164 WKF Lactobacillus satsumensis 2,022
165 WKF Lactobacillus satsumensis 1,908
166 WKF Lactobacillus satsumensis 1,808
167 WKF Lactobacillus satsumensis 1,818
168 WKF Lactobacillus satsumensis 1,928
169 FKG Lactobacillus kefiri 2,287
170 FKG Lactobacillus kefiri 2,242
171 FKG Lactobacillus kefiri 2,213
172 FKG Lactobacillus kefiri 2,272
173 FKG Lactobacillus kefiri 2,197
174 FKG Lactobacillus kefiri 2,276
175 FKF Lactobacillus kefiri 2,228
176 FKF Lactobacillus kefiri 2,362
177 FKF Lactobacillus kefiri 2,332
178 FKF Lactobacillus kefiri 2,317
179 FKF Lactobacillus kefiri 2,286
180 FKF Lactobacillus kefiri 2,287
181 MKG Lactobacillus kefiri 2,299
182 MKG Lactobacillus kefiri 2,243
183 MKG Lactobacillus kefiri 2,253
184 MKG Lactobacillus kefiri 2,142
185 MKG Lactobacillus kefiri 2,387
186 MKG Lactobacillus kefiri 2,201
187 MKF Lactobacillus kefiri 2,250
188 MKF Lactobacillus kefiri 2,166
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189 MKF Lactobacillus kefiri 2,146
190 MKF Lactobacillus kefiri 2,295
191 MKF Lactobacillus kefiri 2,299
192 MKF Lactobacillus kefiri 2,087
231 MKF Lactobacillus kefiri 2,241
232 MKF Lactobacillus kefiri 2,301
233 MKF Lactobacillus kefiri 2,309
234 MKF Lactobacillus kefiri 2,319
235 MKF Lactobacillus kefiri 2,230
236 MKF Lactobacillus kefiri 2,323
237 WKG Lactobacillus satsumensis 1,997
238 WKG Lactobacillus satsumensis 2,030
239 WKG Lactobacillus satsumensis 2,119
240 WKG Lactobacillus satsumensis 2,015
241 WKG Lactobacillus satsumensis 1,98
242 WKG Lactobacillus satsumensis 2,025
244 WKF Lactobacillus nagelii 2,237
245 WKF Lactobacillus satsumensis 1,978
247 WKF Lactobacillus satsumensis 1,959
249 FKG Lactobacillus kefiri 2,302
250 FKG Lactobacillus kefiri 2,276
251 FKG Lactobacillus kefiri 2,248
252 FKG Lactobacillus kefiri 2,109
253 FKG Lactobacillus kefiri 2,279
254 FKG Lactobacillus kefiri 2,336
255 FKF Lactobacillus kefiri 2,282
256 FKF Lactobacillus kefiri 2,252
257 FKF Lactobacillus kefiri 2,223
258 FKF Lactobacillus kefiri 2,288
259 FKF Lactobacillus kefiri 2,265
260 FKF Lactobacillus kefiri 2,258
261 MKG Lactobacillus kefiri 2,254
262 MKG Lactobacillus kefiri 2,145
263 MKG Lactobacillus kefiri 2,174
264 MKG Lactobacillus kefiri 2,203
265 MKG Lactobacillus kefiri 2,160
266 MKG Lactobacillus kefiri 2,194
267 MKF Lactobacillus kefiri 2,059
269 MKF Lactobacillus kefiri 2,185
270 MKF Lactobacillus kefiri 2,151
271 MKF Lactobacillus kefiri 2,175
272 MKF Lactobacillus kefiri 2,255
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6.3 Stanoveni biogennich aminii metodou HPLC — UV/VIS

Schopnost produkce 8 biogennich aminl (tryptamin, 2-fenylethylamin, putrescin, kadave-
rin, histamin, tyramin, spermidin a spermin) byla sledovana pomoci vysokoucinné kapali-

nové chromatografie s vyuzitim UV/VIS detekce.

6.3.1 Celed’ Enterobacteriaceae

Celkem bylo testovano 13 kment z ¢eledi Enterobacteriaceae na dekarboxyldzovou aktivi-
tu. U vSech kment byla zjisténa produkce 2-fenylethylaminu, putrescinu, kadaverinu, ty-

raminu a sperminu. U Zadného izolatu nebyla zjisténa pfitomnost tryptaminu a spermidinu.

Schopnost produkovat histamin byla zjiSténa pouze u 3 kment. Jednalo se o Enterobacter
ludwigii izolovaného ze zrn vodniho kefiru (izolat 9), u néhoz bylo detekovano nejvyssi
mnozstvi (6,5 = 0,7 mg/l). Mezi dal$i 2 kmeny schopné produkovat histamin se fadily
Leclercia adecarboxylata (1,2 = 0,1 mg/l) pochéazejici z Manta kefiru (izolat 26) a Entero-
bacter asburiae (1,6 = 0,3 mg/l) izolovany z Flower kefiru (izolat 230). V obou ptipadech

se jednalo o minimalni mnoZzstvi histaminu.

2-fenylethylamin byl u vSech kmenil detekovan v malych koncentracich pohybujicich se
vrozmezi 1,3 — 1,9 mg/l. Nejvyssi mnoZstvi 2-fenylethylaminu vykazoval kmen Entero-

bacter cloacea (1zolat 15) izolovany z kefirovych zrn Manta kefiru (1,9 + 0,4 mg/1).

Ve znaéné vysokych koncentracich byl detekovan putrescin, coz by mohlo pfedstavovat
zdravotni riziko pro spotiebitele. Pouze kmen Klebsiella oxytoca izolovany z Flower kefiru
(izolat 229) vykazoval nizsi koncentraci putrescinu oproti ostatmim kmentim (59,6 + 2.4
mg/l). Nejvyssi mnozstvi putrescinu bylo zjiSténo u kmene Cronobacter sakazakii (izolat
9) izolovaného z kefirovych zrn vodniho kefiru (553,4 + 11,8 mg/l). Pro putrescin a dalsi
BA s vyjimkou histaminu neni stanoveny Zadny legislativni limit. Nafizeni Komise (ES) ¢.
2073/2015 o mikrobiologickych kritériich pro potraviny stanovila pfipustné mnozstvi his-

taminu;

e pro produkty rybolovu z druhti ryb spojovanych s vysokym mnozstvim histidinu na
100 mg/kg,
e  pro produkty rybolovu, které byly oSetfeny enzymatickym zranim v ldku, vyrobe-

né z druhti ryb spojovanych s vysokym mnoZstvim histidinu na 200 mg/kg [65].
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Koncentrace kadaverinu se pohybovaly v rozmezi 7,4 — 80,1 mg/l. Nejvyssi mnozstvi ka-
daverinu bylo stanoveno u kmene Klebsiella oxytoca (izolat 229) izolovaného z Flower
kefiru (80,1 = 2,9 mg/1). Naopak nejmensi produkce kadaverinu byla zji§téna u kmene En-

terobacter asburiae (izolat 23) pochazejiciho z Manta kefiru (7,4 + 1,0 mg/1).

Mnozstvi produkovaného tyraminu se pohybovalo v rozmezi 15,3 — 18,8 mg/l a hladiny

sperminu vykazovaly rozpéti 26,0 — 36,0 mg/1.

Celkové sumy produkce BA pro jednotlivé kmeny jsou znazornény v Grafu 1, z néhoz je
patrné, Ze nejvétsi produkce BA byla stanovena u kmene Enterobacter ludwigii (izolat 9)
izolovaného z kefirového zrna Flower kefiru (675,7 + 12,6 mg/1). Nejmensi produkce byla
zjisténa u kmene Klebsiella oxytoca (izolat 229) izolovaného z Flower kefiru (187,0 = 3,8

mg/l).

Graf 1: Celkova produkce BA pro jednotlivé kmeny celedi Enterobacteriaceae

800

700

600

500

400

Suma [mg/1]

300

200

100

iz.l  1z.9 iz.10 iz.11 iz.15 1iz.16 iz.18 iz21 1z23 1iz.24 1iz.26 iz.229 1z.230
C. izolatu

Nejvetsi celkova produkce BA u kmene Klebsiella oxytoca izolovaného z Manta kefiru

Cv v

izolovaného z Flower kefiru (izolat 229) v Grafu 2.

Z Grafu 2 lze vycist, Ze oba kmeny produkovaly podobné mnozstvi 2-fenylethylaminu,

tyraminu a sperminu. Vyznamné se odliSovaly v produkci putrescinu a kadaverinu. U
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kmene Klebsiella oxytoca izolovaného z Manta kefiru (izolat 21) byla zjisténa téméf sed-
mindsobna koncentrace putrescinu ve srovndni s kmenem Klebsiella oxytoca izolovaného
z Flower kefiru (izolat 229). Naproti tomu u kmene Klebsiella oxytoca izolovaného
z Flower kefiru (izolat 229) byla stanovena 4krat vétsi koncentrace kadaverinu v porovnani

s kmenem Klebsiella oxytoca izolovaného z Manta kefiru (izolat 21).

Graf 2: Srovnani produkce BA u kmene z ¢eledi Enterobacteriaceae s nejmensi a

nejvetsi celkovou produkei BA
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Pritomnost bakterii z Celedi Enterobacteriaceae v kefirovém zrnu vodniho kefiru, v mléc-
nych kefirech Manta a Flower a jejich kefirovych zrnech vypovida o nedodrzeni technolo-

gickych postupti spravné vyrobni a hygienické praxe.

Studiem biogennich amini v kefirech se do dnesni doby mnoho autorti nezabyvalo. Autofi
Ozdestan a Uren [41] zkoumali 10 vzork® kefiru za ugelem stanoveni BA pomoci HPLC.
Ve vSech vzorcich byly detekovany putrescin, kadaverin a spermidin. Pfevazujicim bio-

gennim aminem byl tyramin, jehoZ nejvyssi stanovena koncentrace byla 12 mg/l, coz je o
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néco méné nez v mém pripadé, kdy se mnozstvi tyraminu pohybovalo v rozmezi 15,3 —

18,8 mg/l.

Podle Suzzi a Gardini [50] mohou bakterie produkovat vysoké mnozstvi kadaverinu, pu-
trescinu a histaminu a to zejména Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes a Kleb-
siella oxytoca. Toto tvrzeni potvrdilo produkci vysokého mnozstvi putrescinu u vSech tes-
tovanych kmentl a to i zminovanym E. cloaceae. Klebsiella oxytoca také produkovala pu-

trescin, ale v nejmensi koncentraci oproti ostatnim kmentm.

Vysledky produkce jednotlivych BA bakteriemi z Celedi Enterobacteriaceae jsou uvedeny
v Tab. 6 a Tab. 7. Celkové sumy produkce BA pro jednotlivé kmeny Celedi Enterobacteri-

aceae jsou uvedeny v Tab. 7.

Tab. 6: Produkce jednotlivych BA u izolatl celedi Enterobacteriaceae

C. izola- Vzorek Mikroorganismus Analyzované biogenni aminy [mg/1]
tu TRP PHE PUT CAD
1 WKG Cronobacter sakazakii ND 1,8+0,7 | 553,4+11,8 | 181+19
9 FKG Enterobacter ludwigii ND 1,6+03 | 401,3+14,5 | 27,5+2,5
10 FKG Enterobacter cloacae ND 1,4+03 | 451,9+83 17,8 1,7
11 FKG Enterobacter cloacae ND 1,5+03 | 4244+33 17,8 +£2,1
15 MKG Enterobacter cloacae ND 1,9+0,4 | 3509+72 | 18,6+1,7
16 MKG Enterobacter asburiae ND 1,5+0,3 | 427,0+£80 | 19,1+1,5
18 MKG Enterobacter cloacae ND 1,5+0,3 | 332,9+3,0 | 20,5+0,7
21 MKF Klebsiella oxytoca ND 14+04 | 397,485 19,7 £1,6
23 MKF Enterobacter asburiae ND 1,3+0,2 | 363,3+6,6 74+1,0
24 MKF Klebsiella oxytoca ND 1,4+0,1 | 467,550 159+1,6
26 MKF | Leclercia adecarboxylata ND 14+03 | 3829+64 13,7+0,9
229 FKF Klebsiella oxytoca ND 1,6+0,3 59,6 £2,4 80,1 £2,9
230 FKF Enterobacter asburiae ND 1,8+0,4 | 487,689 12,4 +0,9

Tab. 7: Produkce jednotlivych BA u izolati ¢eledi Enterobacteriaceae a celkova produkce

BA pro jednotlivé izolaty celedi Enterobacteriaceae

C. . . Analyzované biogenni aminy [mg/1] Suma BA
izolatu | Y20rek|  Mikroorganismus HIS TYM |SPD| SPM [mg/1]

1 WKG Cronobacter sakazakii ND 16,2+1,0| ND | 27,609 | 617,1+12,4
9 FKG Enterobacter ludwigii | 6,5+0,7 |16,0£1,2| ND | 272+14 | 675,7+£12,6
10 FKG Enterobacter cloacae ND 16,2+13| ND | 333+2,0 | 520,5+9,4
11 FKG Enterobacter cloacae ND 17,7 1,5 ND | 353+1,0 | 496,7+6,1
15 MKG Enterobacter cloacae ND 17,718 ND | 36,4+ 1,5 | 4252+ 123
16 MKG | Enterobacter asburiae ND 18,1+£0,6| ND | 33,5+1,9 | 498,8+9,8
18 MKG Enterobacter cloacae ND 18,8+1,3| ND | 292+1,2 | 402,4+3,5
21 MKF Klebsiella oxytoca ND 18,0+1,3| ND | 30,3+1,4 | 466,7+9,3
23 MKF Enterobacter asburiae ND 174+1,2| ND | 36,0+0,7 | 425,5+7,1
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24 MKF Klebsiella oxytoca ND 159+0,7| ND | 30,6+1,6 | 531,0+5,0
26 MKEF | Leclercia adecarboxylata | 1,2+0,1 |159+09| ND | 31,2+1,6 | 4453+8,5
229 FKF Klebsiella oxytoca ND 153+1,1| ND | 30,7+1,2 | 187,0+3,8
230 FKF Enterobacter asburiae | 1,6 +0,3 |158+1,1| ND | 26,0+2,1 | 545,0+10,3

6.3.2 Kvasinky
Celkem bylo testovano 62 kment kvasinek na dekarboxyldzovou aktivitu. U vSech izolatl
byla zjisténa produkce 2-fenylethylaminu, putrescinu, kadaverinu, tyraminu a sperminu. U

zadného kmene nebyla zjisténa ptritomnost tryptaminu ani spermidinu.

2-fenylethylamin byl u vSech kmenli zastoupen v malych koncentracich pohybujicich se
v rozmezi 1,0 — 1,9 mg/l. Nejvétsi mnozstvi 2-fenylethylaminu bylo detekovano u 2 kment
Kazachstania unispora (izolat 78, 148) izolovanych z kefirovych zrn Manta kefiru (1,9 +

unispora (izolat 285) pochézejiciho z vodniho kefiru (1,0 £ 0,1 mg/1).

Hladiny putrescinu a kadaverinu byly u vSech kmeni mirné€ vys$i oproti 2-

fenylethylaminu, ale také byly zastoupeny v pomérné¢ nizkych koncentracich.

cvwr

trescinu byla zjiSttna u kmene Kazachstania unispora (izolat 133) izolovaného
z kefirovych zrn Flower kefiru (2,1 = 0,3 mg/l). Na druhé¢ stran¢ nejvyssi koncentrace byla
stanovena u kmene Kazachstania unispora (izolat 291) pochézejiciho z Flower kefiru (3,8

+ 0,6 mg/l).

MnozZstvi kadaverinu bylo zastoupeno v rozmezi 1,5 — 3,1 mg/l. Nejniz$i produkce byla
zaznamenana u 3 kment: kmene Candida valida (izolat 132) pochazejiciho z vodniho kefi-
ru (1,5 £ 0,5 mg/l), kmene Kazachstania unispora (izolat 133) izolovaného z kefirovych
zrn Flower kefiru (1,5 + 0,2 mg/l) a kmene Kazachstania unispora (izolat 141) pochazeji-
ciho z Flower kefiru (1,5 + 0,3 mg/l). U kmene Kazachstania unispora (izolat 222) izolo-
vaného z kefirovych zrn Manta kefiru byla stanovena nejvyssi produkce kadaverinu (3,1 +

0,6 mg/1).

Schopnost produkce histaminu byla prokazéna pouze u 3 kment. Jednalo se i kmen Kaza-
chstania unispora (izolat 78) pochazejici z kefirovych zrn Manta kefiru, ktery vykazoval

nejvyssi produkei (2,6 + 0,2 mg/l). Histamin také produkoval kmen Kazachstania unispora

cv w7
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stanovena u kmene Kazachstania unispora (izolat 205) izolovaného z kefirovych zrn

Flower kefiru (1,2 + 0,3 mg/1).

MnozZstvi produkovaného tyraminu se pohybovalo v rozmezi 10,2 — 19,1 mg/l. U kmene
Kazachstania unispora (izolat 80) izolovaného z kefirovych zrn Manta kefiru byla stano-
zaznamenana u kmene Kazachstania unispora (izolat 228) pochézejiciho z Flower kefiru

(19,1 £ 0,6 mg/l).

Spermin se fadil mezi biogenni amin zastoupeny v nejvétSich koncentracich. Hladiny
sperminu se pohybovaly v rozpéti 32,1 — 58,1 mg/l. Nejniz§i mnozstvi sperminu bylo sta-
noveno u kmene Kazachstania unispora (izolat 150) izolovaného z kefirovych zrn Manta
kefiru (32,1 £ 1,1 mg/l). U kmene Kazachstania unispora (izoladt 303) pochdzejiciho

z Manta kefiru byla prokézana nejvétsi produkce sperminu (58,1 + 1,1 mg/l).

Celkové sumy produkce BA pro jednotlivé kmeny kvasinek jsou znazornény v Grafech 3,
4,5 a 6. Z Grafu 3, 4, 5, a 6 Ize vycist, ze nejvetsi produkce BA byla stanovena u kmene
Kazachstania unispora (izolat 155) izolovaného z Manta kefiru (82,2 + 2,2 mg/l). Kmen
s celkovou nejnizsi produkci BA predstavuje Kazachstania unispora (izolat 80) pochazeji-

ci z kefirovych zrn Manta kefiru (50,5 £ 3,5 mg/1).

Graf 3: Celkova produkce BA pro jednotlivé kmeny kvasinek
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Graf 4: Celkova produkce BA pro jednotlivé kmeny kvasinek
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Graf 5: Celkova produkce BA pro jednotlivé kmeny kvasinek
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Graf 6: Celkova produkce BA pro jednotlivé kmeny kvasinek
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Nejveétsi celkova produkce BA u kmene Kazachstania unispora (izolat155) pochézejiciho
z Manta kefiru byla porovnana s nejnizsi celkovou produkci BA u kmene Kazachstania

unispora (izolat 80) izolovaného z kefirovych zrn Manta kefiru v Grafu 7.

Z Grafu 7 je patrné, ze oba kmeny produkovaly podobné koncentrace 2-fenylethylaminu,
putrescinu a kadaverinu. Vyznamné se odliSovaly produkci tyraminu a sperminu. Kmen
Kazachstania unispora (izolat155) izolovany z Manta kefiru produkoval 1,7krat vice tyra-
minu a sperminu v porovnani s kmenem Kazachstania unispora (izolat 80) izolovaného

z kefirovych zrn Manta kefiru.
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Graf 7: Srovnani produkce BA u kmene kvasinek s nejmensi a nejvétsi celkovou

produkci BA
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V soucasnosti existuje velmi malo ptispévkl zabyvajicich se produkci BA kvasinkami ve

fermentovanych potravinach.

Podle Suzzi a Gardini [50] byla u kvasinek rodu Debaromyces a Candida izolovanych z
masnych vyrobkl zjisténa produkce histaminu. V pfipadé testovaného kmene Candida
valida, izolovaného z vodniho kefiru a jeho zrna, nebyla schopnost produkce histaminu

prokazana.

Tvrzeni, ze nékteré neidentifikovatelné kmeny kvasinek jsou schopny produkovat vysoké
mnozstvi 2-fenylethylaminu [50], se v pfipadé testovanych kmenii nepotvrdilo. VSechny

kmeny produkovaly 2-fenylethylamin v malych koncentracich.

Haasova [66] se ve své diplomové praci zabyva schopnosti produkce BA vybranymi kme-
ny kvasinek. Jednalo se o kmeny pivnich kvasinek Saccharomyces cerevisiae, Saccharo-
myces pastorianus a divokych kvasinek Debaromyces hansenii, Dekkera bruxellensis,
Kluyveromyces marxianus, Candida spp. a nékteré dalsi kmeny. Detekovan byl pouze ty-

ramin, spermin a spermidin. Koncentrace tyraminu byly stanoveny v rozmezi 12 — 18 mg/l,
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coz se v podstaté shoduje s mymi testovanymi kmeny. Hladiny sperminu se pohybovaly
vrozpéti 16 — 35 mg/l, tedy v menSich koncentracich nez v mém piipadé (32,1 — 58,1
mg/l). Spermidin byl detekovan pouze v zanedbatelném mnozstvi. Tato tvzeni se nepotvr-

dilo, u testovanych kment nebyla prokazana schopnost produkovat spermidin.

Vysledky produkce jednotlivych BA produkovanych kvasinkami jsou uvedeny v Tab. 8 a
Tab. 9. Celkové sumy produkce BA pro jednotlivé kmeny kvasinek jsou uvedeny v Tab. 9.

Tab. 8: Produkce jednotlivych biogennich amind kvasinkami

‘. ., . ) Analyzované biogenni aminy [mg/1]
C.izolatu | Vzorek Mikroorganismus
TRP| PHE PUT CAD
78 MKG Kazachstania unispora ND [ 19+04 | 28+0,7 | 2,5+04
79 MKG Kazachstania unispora ND | 14+02|2,7+0,7 | 2,3+0,8
80 MKG Kazachstania unispora ND | 1,6+0,5|29+0,6 |2,0+0,4
91 WKF Kazachstania unispora ND | 1,7+0,5|2,8+0,7 | 1,8+0,3
130 WKF Candida valida ND | 1,3+03 | 3,5+0,6 | 1,9+0,7
132 WKF Candida valida ND | 12+03|3,7+0,3 | 1,5+0,5
133 FKG Kazachstania unispora ND | 1,1+0,2 | 24+03 | 1,5+0,2
137 FKG Kazachstania unispora ND | 1,1+0,1 | 3,2+0,7 | 1,7+0,3
139 FKF Kazachstania unispora ND | 12+03]33+0,5]1,6+0,2
141 FKF Kazachstania unispora ND | 1,5+0,4 | 3,0£0,5| 1,5+0,3
142 FKF Kazachstania unispora ND | 1,3+£0,3]129+0,5|1,9+0,5
143 FKF Kazachstania unispora ND | 1,7+0,5 | 3,7+0,5 | 1,8+0,3
146 MKG Kazachstania unispora ND | 1,8+0,6 | 3,1£0,5 | 2,0+0,6
148 MKG Kazachstania unispora ND [ 19+0,5 | 3,0£0,6 | 2,6+0,7
150 MKG Kazachstania unispora ND | 1,8§+0,3 | 3,0+£0,8 | 2,8 £0,8
151 MKF Kazachstania unispora ND | 1,704 | 3,4+0,6 | 24+0,9
152 MKF Kazachstania unispora ND | 1,2+0,3 | 3,0£0,6 | 29+0,3
153 MKF Kazachstania unispora ND [ 19+03|3,1+0,6 | 2,6+0,5
154 MKF Kazachstania unispora ND | 1,6+0,3 | 2,8+0,3 | 1,6£0,2
155 MKF Kazachstania unispora ND | 1,7+0,2 | 3,2+0,5 | 2,8+0,5
198 WKG Candida valida ND | 1,8+0,6 | 2,8+0,5 | 2,0+04
201 WKF Candida valida ND | 1,7+0,7 | 3,5+0,8 | 2,5+0,5
205 FKG Kazachstania unispora ND | 1,7+0,6 | 3,3+£0,6 | 2,4+0,5
206 FKG Kazachstania unispora ND | 13+04|3,1+0,4 | 2,1+0,5
207 FKG Kazachstania unispora ND | 1,8+£04|29+0,6 | 2,7+0,5
208 FKG Kazachstania unispora ND [ 1,604 | 2,6+0,4 | 24+0,5
209 FKG Kazachstania unispora ND | 1,7£0,5 | 2,704 | 2,7+0,6
210 FKG Kazachstania unispora ND | 1,7+0,6 | 2,6 +0,6 | 3,1+0,2
212 FKF Kazachstania unispora ND | 1,504 | 29+0,5 | 3,5+0,7
213 FKF Kazachstania unispora ND | 1,7+0,5| 3,4+0,4 | 3,5+0,5
214 FKF Kazachstania unispora ND | 1,6+0,5]3,1£0,8 | 2,604
215 FKF Kazachstania unispora ND | 1,5+0,8 | 2,7+0,7 | 2,8+0,5
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216 FKF Kazachstania unispora ND | 1,6+0,5 | 23+0,6 | 24+0,5
218 MKG Kazachstania unispora ND | 1,7+04 | 2,6+0,6 | 2,8+0,5
219 MKG Kazachstania unispora ND | 14+04 | 2,8+0,7 | 2,8£0,6
222 MKG Kazachstania unispora ND | 1,7+0,6 | 3,0+£0,7 | 3,1+0,6
223 MKF Kazachstania unispora ND | 1,5+04 | 3,4+0,6 | 24+£0,6
224 MKEF Kazachstania unispora ND | 13+04|33+0,6 | 2,6+0,7
225 MKEF Kazachstania unispora ND | 14+04]3,1+£0,9 | 3,004
226 MKF Kazachstania unispora ND | 1,7+0,3 | 3,3+04 | 2,4+£0,7
228 MKEF Kazachstania unispora ND (1,704 | 2,7+0,4 | 1,8+0,5
280 WKF Kazachstania unispora ND | 1,6+0,4 | 3,60,6 | 2,2+0,3
284 WKF Lachancea fermentati ND | 15+04|32+0,4 | 22+0,2
285 WKF Kazachstania unispora ND | 1,0+£0,1 | 2,8+04 | 2,1 £0,4
286 FKG Kazachstania unispora ND | 1,5+04 | 2,6+0,5| 1,9+£0,6
287 FKG Kazachstania unispora ND | 14+04]|29+0,6 | 22+04
288 FKG Kazachstania unispora ND | 1,5+0,4 | 29+04 | 2,6 £0,5
289 FKG Kazachstania unispora ND | 1,5+0,5|3,7+0,5 | 2,8+0,6
290 FKG Kazachstania unispora ND | 1,7+0,5 | 3,4+0,7 | 25+04
201 FKF Kazachstania unispora ND | 14+04|38+0,6 | 2,7+04
293 FKF Kazachstania unispora ND | 1,5+04 | 3,7£0,6 | 1,9+0,9
204 FKF Kazachstania unispora ND | 1,7+0,5 | 2,7+0,7 | 2,7+ 0,4
297 MKG Kazachstania unispora ND | 14+04|3,0£0,6 | 24+0,6
208 MKG Kazachstania unispora ND | 1,3+0,3 | 3,4+04 | 2,6+£0,2
299 MKG Kazachstania unispora ND | 12+02|3,7+0,6 | 2,3+04
300 MKG Kazachstania unispora ND | 1,6+0,6 | 3,0+£0,9 | 2,1 £0,1
301 MKG Kazachstania unispora ND | 1,3+0,5]3,6£0,5|2,6+04
302 MKG Kazachstania unispora ND | 12+04]|2,7+£0,5 | 2,1+0,6
303 MKF Kazachstania unispora ND | 1,7+0,4 | 3,5+0,5 | 19+04
305 MKF Kazachstania unispora ND | 14+05]|38+0,7|2,2+0,9
307 MKF Kazachstania unispora ND | 1,5+0,4 | 3,7+£0,8 | 2,4+£0,8
308 MKEF Kazachstania unispora ND | 1,1 +0,1 |3,8+0,4|2,0+0,2

Tab. 9: Produkce jednotlivych biogennich amint kvasinkami a celkovéa produkce BA pro

jednotlivé kmeny kvasinek

C. . . Analyzované biogenni aminy [mg/1] Suma BA

. .. | Vzorek Mikroorganismus

izolitu HIS TYM SPD SPM [mg/l]
78 MKG | Kazachstania unispora 2,6£0,2 11,1 +1,1 ND 36,3+0,7| 555+1,8
79 MKG | Kazachstania unispora ND 10,3 +0,7 ND 35(1+£1,1| 51,8+24
80 MKG | Kazachstania unispora ND 10,2+1,4 ND 33,7+1,5| 50,5+3,5
91 WKF | Kazachstania unispora ND 11,6 £1,0 ND 38,1£1,2| 56,022
130 WKF Candida valida ND 13,9+1,1 ND 432+13| 63,8+1,6
132 WKF Candida valida ND 13,6 +13 ND 43 1+1,7| 632+1,6
133 FKG | Kazachstania unispora ND 122+1,1 ND 39,6+1,2| 56,6+1,5
137 FKG Kazachstania unispora ND 11,7+1,2 ND 39,0£1,0| 56,9+1,7
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139 FKF Kazachstania unispora ND 12,5+0,7 ND 37,8+£0,9| 55,6+14
141 FKF Kazachstania unispora ND 13,7+ 0,7 ND 38,8+ 1,0 58,8+2,3
142 FKF Kazachstania unispora ND 13,8+ 0,6 ND 40,6 £1,1| 60,0£1,6
143 FKF Kazachstania unispora ND 14,2 +£0,6 ND 399+1,2| 622+1,8
146 MKG | Kazachstania unispora ND 11,2+1,1 ND 33,0£1,6| 544+3,7
148 MKG | Kazachstania unispora ND 11,6 £ 1,0 ND 350+ 1,3| 54,6+1,6
150 MKG | Kazachstania unispora ND 12,4 +0,8 ND 32,1 £1,1| 52,2+1,9
151 MKF | Kazachstania unispora 1,7+0,8 17,2+ 1,3 ND 524+2,0| 789+1,5
152 MKF | Kazachstania unispora ND 17,0+ 1,1 ND 546 +1,7| 78,7+2,1
153 MKF | Kazachstania unispora ND 17,7+ 1,1 ND 559+1,6| 81,0+3,2
154 MKF | Kazachstania unispora ND 16,8 £ 1,1 ND 519+1,4| 74,5+2,1
155 MKF | Kazachstania unispora ND 17,5+ 1,1 ND 56,6 £1,8| 82,2+22
198 WKG Candida valida ND 11,1 £1,1 ND 36,6 1,0 543+2,6
201 WKF Candida valida ND 13,5+ 1,1 ND 392+1,6| 60,5+1,9
205 FKG Kazachstania unispora 1,2+0,3 13,2+1,2 ND 37,8+1,6| 59,0+1,8
206 FKG Kazachstania unispora ND 12,1 +1,2 ND 37,6 £0,8| 56,4+2,1
207 FKG Kazachstania unispora ND 12,4+1,7 ND 404+09| 609+1,3
208 FKG Kazachstania unispora ND 12,5+0,9 ND 39,1 +1,5| 58,1+2,1
209 FKG Kazachstania unispora ND 12,8 £ 1,3 ND 392+1,7| 59,1+1,9
210 FKG Kazachstania unispora ND 13,1+0,9 ND 38,8+2,0| 59,6+1,7
212 FKF Kazachstania unispora ND 14,1 £ 1,1 ND 427+15| 64,727
213 FKF Kazachstania unispora ND 12,5+ 1,5 ND 393+1,5| 60,7+2,3
214 FKF Kazachstania unispora ND 14,7+ 1,5 ND 40,8+ 19| 62,7+3,2
215 FKF Kazachstania unispora ND 12,1+1,2 ND 419+18| 61,1+24
216 FKF Kazachstania unispora ND 145+ 1,4 ND 40,1 +13| 61,2+27
218 MKG | Kazachstania unispora ND 11,8 £ 1,3 ND 348+1,6| 53,7+1,7
219 MKG | Kazachstania unispora ND 13,1+1,1 ND 33,7+1,0| 554+29
222 MKG | Kazachstania unispora ND 13,4+1,6 ND 349+22| 55,1+3,6
223 MKF | Kazachstania unispora ND 17,7+1,7 ND 53,8+2,2| 78,8+2,2
224 MKF | Kazachstania unispora ND 18,1 1,2 ND 534+1,5| 78,8+1,5
225 MKF | Kazachstania unispora ND 17,8+ 1,4 ND 53, 8+1,4| 79,1 2,1
226 MKF | Kazachstania unispora ND 17,1 £1,0 ND 556+1,8| 80,1+1,9
228 MKF | Kazachstania unispora ND 19,1 £0,6 ND 56,1 £2,3| 81,8+2,7
280 WKF | Kazachstania unispora ND 14,5+1,1 ND 426+1,5| 645+£2,6
284 WKF Lachancea fermentati ND 15,6 £1,3 ND 445+1,6| 67,0+1,7
285 WKF | Kazachstania unispora ND 13,5+0,9 ND 38,8+0,8| 585+1,7
286 FKG Kazachstania unispora ND 12,5+1,2 ND 389+1,2| 573+1,9
287 FKG Kazachstania unispora ND 13,3+0,5 ND 374+£1,2| 57,2+2,1
288 FKG Kazachstania unispora ND 14,3+ 1,8 ND 36,4+2,1| 57,723
289 FKG Kazachstania unispora ND 139+1,5 ND 38,8+1,6| 61,0+2,6
290 FKG Kazachstania unispora ND 122+1,1 ND 38,3+1,7| 58,4+2)5
201 FKF Kazachstania unispora ND 146 £1,6 ND 399+1,3| 62,4+2,1
203 FKF Kazachstania unispora ND 14,5+ 0,7 ND 382+1,5| 60,6+1,4
204 FKF Kazachstania unispora ND 14,1+1,0 ND 40,5+2,0| 61,5+2,6
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207 MKG | Kazachstania unispora ND 11,8+ 1,4 ND 340+£2,2| 52,5+2,3
208 MKG | Kazachstania unispora ND 13,2+0,6 ND 36, 8+1,4| 57,2+1,1
299 MKG | Kazachstania unispora ND 13,6 1,4 ND 379+1,5| 59,2+1,9
300 MKG | Kazachstania unispora ND 13,0+0,8 ND 347+1,7| 54,5+2,5
301 MKG | Kazachstania unispora ND 11,5+ 1,0 ND 38,1 £2,0| 574+2)5
302 MKG | Kazachstania unispora ND 12,5+0,6 ND 37,1£1,6| 55,9+2,0
303 MKF | Kazachstania unispora ND 18,7+ 1,4 ND 58,1+1,1| 83,5+1,4
305 MKF | Kazachstania unispora ND 17,9+ 1,4 ND 53,7+1,2| 79,0+3,1
307 MKF | Kazachstania unispora ND 16,8 £ 1,3 ND 56,7+1,5| 81,7+1,4
308 MKF | Kazachstania unispora ND 16,0+ 1,2 ND 548+1,6| 78,0+2,2

6.3.3 Rod Lactobacillus

Celkem bylo testovano 96 kment z rodu Lactobacillus na dekarboxyldzovou aktivitu. U
vSech kmentl byla zjiSténa produkce 2-fenylethylaminu, putrescinu, kadaverinu, tyraminu a
sperminu. U Zadného izolatu nebyla zjiSténa produkce tryptaminu a spermidinu.
2-fenylethylamin byl u vSech kmenti stanoven v malych koncentracich pohybujicich se
bacillus kefiri (izolat 47) pochazejici z Flower kefiru (1,1 + 0,4 mg/l), Lactobacillus kefiri
(izolaty 59, 188, 189, 231 a 234) izolované z Manta kefiru (1,1 £ 0,2 mg/l; 1,1 + 0,4 mg/l;
1,1 £0,4 mg/l; 1,1 £0,1 mg/l; 1,1 = 0,1 mg/l), Lactobacillus kefiri (izolaty 108, 110, 111 a
254) pochazejici z kefirovych zrn Flower kefiru (1,1 + 0,3 mg/l; 1,1 £ 0,2 mg/l; 1,1 £ 0,4
mg/l; 1,1 + 0,2 mg/l), Lactobacillus kefiri (izolaty 119, 183, 262, 264) izolované z kefiro-
vych zrn Manta kefiru (1,1 £ 0,2 mg/l; 1,1 £ 0,1 mg/l; 1,1 = 0,2 mg/l; 1,1 = 0,2 mg/l),
Lactobacillus satsumensis (izolat 240) pochézejici z kefirovych zrn vodniho kefiru (1,1 +
0,2 mg/l) a Lactobacillus nagelii (izolat 245) izolovany z vodniho kefiru. Nejvice 2-
fenylethylaminu produkovaly kmeny: Lactobacillus kefiri (izolat 109) pochazejici
z kefirovych zrn Flower kefiru (1,6 = 0,3 mg/l), Lactobacillus satsumensis (izolat 168)
izolovany z vodniho kefiru (1,6 = 0,4 mg/l), Lactobacillus kefiri (izolat 181) pochazejici
z kefirovych zrn Manta kefiru (1,6 + 0,3 mg/l) a Lactobacillus kefiri (izolat 192) izolovany
z Manta kefiru (1,6 = 0,3 mg/l).

Hladiny putrescinu byly u v§ech kment zjistény v pomérné nizkém mnozstvi pohybujicich
se v rozmezi 2,2 — 2,9 mg/l. Nejnizsi produkce byla zaznamenana u kmentt Lactobacillus
satsumensis (1zolat 238) pochazejiciho z kefirovych zrn vodniho kefiru (2,2 + 0,2 mg/l) a

Lactobacillus satsumensis (izolat 244) izolovaného z vodniho kefiru (2,2 + 0,2 mg/1). Nej-
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vice putrescinu bylo stanoveno u kment: Lactobacillus kefiri (izolaty 40, 252) pochézeji-
cich z kefirovych zrn Flower kefiru (2,9 = 0,3 mg/l; 2,9 £ 0,3 mg/l), Lactobacillus kefiri
(izolat 180) izolovany z Flower kefiru (2,9 + 0,4 mg/l), Lactobacillus kefiri (izolaty 183,
262) pochazejicich z kefirovych zrn Manta kefiru (2,9 + 0,6 mg/l; 2,9 + 0,3 mg/l), Lacto-
bacillus kefiri (izolaty 187, 269, 271) izolované z Manta kefiru (2,9 + 0,4 mg/l; 2,9 + 0,4
mg/l; 2,9 + 0,2 mg/l) a Lactobacillus satsumensis (izolat 247) pochazejici z vodniho kefiru

(2,9 % 0,3 mg/l).

Kadaverin byl také u vSech kmena stanoven v nizkych koncentracich pohybujicich se
v rozmezi 1,1 — 2,0 mg/l. U kmeni Lactobacillus kefiri (izolat 106) pochazejiciho z kefiro-
vych zrn Manta kefiru a Lactobacillus kefiri (izolat 115) izolovaného z Flower kefiru byly
zjistény nejnizsi hladiny kadaverinu (1,1 + 0,1 mg/l; 1,1 £ 0,1 mg/l). Nejvice kadaverinu
byly schopné produkovat kmeny Lactobacillus kefiri (izoldt 190) pochazejici z Flower
kefiru a Lactobacillus satsumensis (izolat 249) izolovany z kefirovych zrn Flower kefiru

(2,0 £ 0,5 mg/l; 2,0 £ 0,4 mg/l).

Schopnost produkce histaminu byla prokazdna pouze u 4 kment. Jednalo se o kmeny
Lactobacillus kefiri (izolaty 187, 232) pochazejicich z Manta kefiru (2,8 + 0,6 mg/l; 1,3 £
0,4 mg/l) a Lactobacillus kefiri (izolaty 252, 253) izolované z kefirovych zrn Flower kefiru
(1,8 £ 0,6 mg/l; 1,1 £0,2 mg/l).

Mnozstvi produkovaného tyraminu se pohybovalo v rozmezi 13,1 — 22,1 mg/l. U kmene
Lactobacillus satsumensis (izolat 157) izolovaného z kefirovych zrn vodniho kefiru byla
byla zjisténa u kmene Lactobacillus kefiri (izolat 58) pochazejiciho z Manta kefiru (22,1 +
1,0 mg/l).

Mezi biogenni amin zastoupeny v nejvétSich koncentracich se fadil spermin. Hladiny
sperminu se pohybovaly v rozpéti 32,1 — 56,6 mg/l. NejniZsi mnoZstvi sperminu bylo sta-
noveno u kmene Lactobacillus satsumensis (izolat 157) izolovaného z kefirovych zrn vod-
niho kefiru (31,2 = 0,8 mg/l). U kmene Lactobacillus paracasei ssp paracasei (1zolat 27)
pochézejiciho z kefirovych zrn vodniho kefiru byla prokazana nejvétsi produkce sperminu

(56,6 + 1,6 mg/l).

Celkové sumy produkce BA pro jednotlivé kmeny z rodu Lactobacillus jsou zndzornény
v Grafech 8,9, 10, 11, 12 a 13. Z Graf 8, 9, 10, 11, 12 a 13 lze vy¢ist, Ze nejveétsi produk-

ce BA byla stanovena u kmene Lactobacillus kefiri (izolat 272) izolovaného z Manta kefi-
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ru (81,4 £ 2,0 mg/l). Kmen s celkovou nejnizs$i produkci BA piedstavuje Lactobacillus

satsumensis (izolat 157) pochézejici z kefirovych zrn vodniho kefiru (49,0 + 1,4 mg/1).

Graf 8: Celkova produkce BA pro jednotlivé kmeny rodu Lactobacillus
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Graf 9: Celkova produkce BA pro jednotlivé kmeny rodu Lactobacillus

Obsah BA [mg/l]
N w D u
o o o o

[EE
o




65

C. izolatu
Graf 11: Celkova produkce BA pro jednotlivé kmeny rodu Lactobacillus

Graf 10: Celkova produkce BA pro jednotlivé kmeny rodu Lactobacillus
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Graf 12: Celkova produkce BA pro jednotlivé kmeny rodu Lactobacillus
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Graf 13: Celkova produkce BA pro jednotlivé kmeny rodu Lactobacillus
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Nejvétsi celkova produkce BA u kmene Lactobacillus kefiri izolovaného z Manta kefiru
(izolat 58) byla porovnana s nejnizsi celkovou produkci BA u kmene Lactobacillus kefiri

izolovaného z kefirovych zrn Manta kefiru (izolat 119) v Grafu 14.

Z Grafu 14 je patrné, ze oba kmeny produkovaly podobné mnozstvi 2-fenylethylaminu,
tyraminu a sperminu. Vyznamng¢ se liSily pouze v produkei putrescinu a kadaverinu. Kmen
Lactobacillus kefiri izolovany z Manta kefiru (izolat 58) produkoval 1,5krat vice tyraminu
a sperminu ve srovnani s kmenem Lactobacillus kefiri pochéazejicim z kefirovych zrn Man-

ta kefiru (izolat 119).

Graf 14: Srovnani produkce BA u kmene z rodu Lactobacillus s nejmensi a nej-

veétsi celkovou produkci BA
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Studiem produkce biogennich aminti bakteriemi mlééného kvaseni v riiznych fermentova-
nych potravinach se zabyvalo mnoho autor. Bylo prokazano, ze bakterie rodu Lacto-

bacillus patfi mezi vyznamné producenty BA ve fermentovanych potravinach.

Komprda et al. [67] izolovali BMK z fermentovanych uzenin. U kmeni Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus brevis a Lactobacillus casei byla zjiSténa produkce histaminu a

tyraminu.
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Yilmaz a Gokmen [68] prokdzali schopnost produkovat tyramin kmenem Lactobacillus
plantarum v jogurtu a zdiraznili mozny neptimy ucinek Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus na hromadéni tyraminu v jogurtech, diky jeho synergickym interakcim s tyra-

minogennimi kmeny BMK.

Landete et al. [69] stanovili aminogenni potencial BMK izolovanych z vina. Nékteré
kmeny Lactobacillus brevis produkovaly tyramin a 2-fenylethylamin. U kmene Lactobacil-
lus hilgardii byla zjisténa schopnost produkovat histamin, tyramin, 2-fenylethylamin a

putrescin.

Vysledky produkce jednotlivych BA bakteriemi rodu Lactobacillus jsou uvedeny v Tab. 10
a Tab. 11. Celkové sumy produkce BA pro jednotlivé kmeny rodu Lactobacillus jsou uve-

deny v Tab. 11.

Tab. 10: Produkce jednotlivych biogennich amint rodu Lactobacillus

v ., ] . Analyzované biogenni aminy [mg/l]
C.izolatu | Vzorek Mikroorganismus
TRP PHE PUT CAD
. WKG Lactob "?)ZZZ(I;’;Z OSSP LUND | 12402 (27504 | 19£04
40 FKG Lactobacillus kefiri ND 1,4+0,3 [ 2,9+0,3 | 1,9+0,2
47 FKF Lactobacillus kefiri ND 1,1£0,4|25+04 | 1,6+0,1
58 MKEF Lactobacillus kefiri ND 1,5+£031|24+0,5|1,7+0,3
59 MKF Lactobacillus kefiri ND 1,1£0,2|2,5+0,3 | 1,3+0,3
106 FKG Lactobacillus kefiri ND 1,2+0,2 1 27+0,5| 1,1 +0,1
107 FKG Lactobacillus kefiri ND 1,2+03|2,5+03 | 1,3+0,5
108 FKG Lactobacillus kefiri ND 1,1£0,3|27+0,6 |12+0,1
109 FKG Lactobacillus kefiri ND 1,603 |26+03 | 13+0,2
110 FKG Lactobacillus kefiri ND 1,1£0,2|28+0,3|12+0,1
111 FKG Lactobacillus kefiri ND 1,1£04(23+03|12+0,2
112 FKF Lactobacillus kefiri ND 1,5+03 | 2,6+0,6 | 1,8+0,2
114 FKF Lactobacillus kefiri ND 1,2+04(25+03 | 13+0,2
115 FKF Lactobacillus kefiri ND 1,4+£02|26+03|1,1+0,1
116 FKF Lactobacillus kefiri ND 1,2+0,5(2,7+£04 | 1,3+0,3
117 FKF Lactobacillus kefiri ND 1,2+03 | 2,7+0,3 | 1,5+0,3
118 MKG Lactobacillus kefiri ND 1,4+04 | 2,604 | 1,3+0,2
119 MKG Lactobacillus kefiri ND 1,1£0,2(23+0,1|12+0,2
120 MKG Lactobacillus kefiri ND 1,3+0,3 | 2,7+£0,4 | 1,2+0,3
121 MKG Lactobacillus kefiri ND 1,3+£04|26+04|14+04
122 MKG Lactobacillus kefiri ND 1,2+02 | 25+04 | 1,3+04
123 MKG Lactobacillus kefiri ND 1,5+£0,3|26+0,2|12+0,1
157 WKG Lactobacillus satsumensis ND 1,4+03|26+03|1,6+04
158 WKG Lactobacillus satsumensis ND 1,3+0,2 | 2,7+0,5 | 1,5+0,2
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159 WKG Lactobacillus satsumensis ND 1,5+03|28+04 | 1,5+04
160 WKG Lactobacillus satsumensis ND 1,3+£03|2,8+0,5| 1,4+04
161 WKG Lactobacillus satsumensis ND 1,5+04 | 2,604 | 1,3+0,1
162 WKG Lactobacillus satsumensis ND 1,2+0,2|28+0,3 | 1,6+0,3
163 WKF Lactobacillus satsumensis ND 1,3+0,3|23+0,2 | 1,4+0,5
164 WKF Lactobacillus satsumensis ND 1,2+02 | 24+03 | 1,5+04
165 WKF Lactobacillus satsumensis ND 1,3£04 | 2,5+0,4 | 1,5+0,1
166 WKF Lactobacillus satsumensis ND 1,2+03|23+0,3 | 1,4+04
167 WKF Lactobacillus satsumensis ND 14+£021|2,6+04 | 1,5+0,3
168 WKF Lactobacillus satsumensis ND 1,604 |26+0,5|19+0,3
169 FKG Lactobacillus satsumensis ND 1,2+£03|28+0,4 | 1,3+0,3
170 FKG Lactobacillus kefiri ND 1,3£03(24+04 | 1,7+0,2
171 FKG Lactobacillus kefiri ND 1,2+04(27+£02 | 12+0,2
172 FKG Lactobacillus kefiri ND 1,4+02|23+02 | 1,8+0,3
173 FKG Lactobacillus kefiri ND 1,3£0,2(2,7+02 | 1,3+0,2
174 FKG Lactobacillus kefiri ND 1,2+0,2 | 2,5+0,2 | 1,7+0,3
175 FKF Lactobacillus kefiri ND 1,5+0,2(26+03 | 18+0,2
176 FKF Lactobacillus kefiri ND 1,4+0,2 | 2,5+04 | 1,704
177 FKF Lactobacillus kefiri ND 1,3+£0,3 | 24+03 | 1,4+0,3
178 FKF Lactobacillus kefiri ND 1,2+0,2 | 26+04 | 1,5+0,3
179 FKF Lactobacillus kefiri ND 1,2+0,3 | 2,5+0,3 | 1,7+0.4
180 FKF Lactobacillus kefiri ND 1,5+0,2129+0,4 | 1,4+0,1
181 MKG Lactobacillus kefiri ND 1,603 | 24+04 | 1,8+0,3
182 MKG Lactobacillus kefiri ND 1,3+£0,2(28+04|1,6+04
183 MKG Lactobacillus kefiri ND 1,1+£0,1129+03 | 1,4+03
184 MKG Lactobacillus kefiri ND 1,2+02 | 2,8+0,5| 1,5+0,3
185 MKG Lactobacillus kefiri ND 1,2+0,3|27+0,6 | 1,7+0,3
186 MKG Lactobacillus kefiri ND 1,2+04 | 28+0,3 | 1,604
187 MKF Lactobacillus kefiri ND 1,5+£03129+04|20+£04
188 MKF Lactobacillus kefiri ND 1,1+04|28+0,5|1,5+0,2
189 MKF Lactobacillus kefiri ND 1,1£0,2|2,7+0,3 | 1,604
190 MKF Lactobacillus kefiri ND 1,3+0,1 |23+0,4|2,0+0,5
191 MKF Lactobacillus kefiri ND 1,5+£0,2|24+03 | 1,8+0,3
192 MKF Lactobacillus kefiri ND 1,6+03|27+05| 1,704
231 MKF Lactobacillus kefiri ND 1,1+£0,1|22+03|16+04
232 MKEF Lactobacillus kefiri ND 1,2+03 | 23+0,2 | 1,7+0,2
233 MKF Lactobacillus kefiri ND 1,3+02 | 25+0,4 | 1,7+0,5
234 MKF Lactobacillus kefiri ND 1,1+0,1|26+03 | 1,5+0,3
235 MKF Lactobacillus kefiri ND 1,2+04 | 25+0,3 | 1,7+0,3
236 MKF Lactobacillus kefiri ND 1,2+02 | 2,7+0,2 | 1,604
237 WKG Lactobacillus kefiri ND 1,4+031|25+04|1,5+03
238 WKG Lactobacillus satsumensis ND 1,3+0,3 | 22+0,2 | 1,5+0,2
239 WKG Lactobacillus satsumensis ND 1,2+02 | 2,3+0,3 | 1,7+0,6
240 WKG Lactobacillus satsumensis ND 1,1+02|26+05|1,7+0,2
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241 WKG Lactobacillus satsumensis ND 1,3+£0,3|27+0,5|1,8+0,3
242 WKG Lactobacillus satsumensis ND 1,3+£0,2|2,5+0,4 | 1,7+0,2
244 WKF Lactobacillus satsumensis ND 1,2+0,4 | 22+0,2|1,7+0,3
245 WKF Lactobacillus nagelii ND 1,1£0,2|2,6+0,4 | 1,6+0,3
247 WKF Lactobacillus satsumensis ND 1,3+£0,3129+0,3 | 1,8+0,3
249 FKG Lactobacillus satsumensis ND 1,7+£0,2 | 2,8+0,4 | 2,004
250 FKG Lactobacillus kefiri ND 1,3+£02 | 2,7+0,2 | 1,9+0,1
251 FKG Lactobacillus kefiri ND 1,2+0,124+04 | 15+0,2
252 FKG Lactobacillus kefiri ND 1,5+£04|29+0,3 | 1,7+ 04
253 FKG Lactobacillus kefiri ND 1,2+£021(25+04 | 1,7+0,2
254 FKG Lactobacillus kefiri ND 1,1£0,2 2,603 | 1,4+0,2
255 FKF Lactobacillus kefiri ND 1,5+0,2|26+0,5|1,5+0,3
256 FKF Lactobacillus kefiri ND 1,2+0,2124+0,4 | 1,4+0,1
257 FKF Lactobacillus kefiri ND 1,4+0,2 | 2,8+0,3 | 1,5+04
258 FKF Lactobacillus kefiri ND 1,2+0,2126+0,4 | 13+0,1
259 FKF Lactobacillus kefiri ND 1,3+£0,4 | 2,7+0,3 | 1,4+0,1
260 FKF Lactobacillus kefiri ND 1,4+0,2 1 26+03 | 1,5+0,1
261 MKG Lactobacillus kefiri ND 1,2+0,3 | 2,8+0,3 | 1,4+0,3
262 MKG Lactobacillus kefiri ND 1,1£0,2 129+0,6 | 1,8+04
263 MKG Lactobacillus kefiri ND 1,3+£0,227+03|14+03
264 MKG Lactobacillus kefiri ND 1,1£0,2 | 2,6+0,1 | 1,7+0,3
265 MKG Lactobacillus kefiri ND 1,2+02(24+03|15+0,2
266 MKG Lactobacillus kefiri ND 1,4+03|2,6+02 | 1,9+0,1
267 MKF Lactobacillus kefiri ND 1,2+0,1 | 27+0,6 | 1,5+0,3
269 MKF Lactobacillus kefiri ND 1,3+£0,2129+04 | 1,3+0,3
270 MKF Lactobacillus kefiri ND 1,2+04 | 2,7+0,4 | 1,5+0,2
271 MKF Lactobacillus kefiri ND 1,4+0,1129+0,2|1,6+0,3
272 MKF Lactobacillus kefiri ND 1,5+£031|2,7+0,3 | 1,9+0,2

Tab. 11: Produkce jednotlivych biogennich aminli rodu Lactobacillus a celkova produkce

BA pro jednotlivé kmeny rodu Lactobacillus

C. . ) Analyzované biogenni aminy [mg/1] Suma BA

s Vzorek Mikroorganismus

izolatu HIS TYM |SPD| SPM [mg/1]
27 | WKG L“C’Ob"‘;ﬁﬁfge Cl’.case’ Pl ND 16,6+13 | ND | 56,6+1,6 | 79,1+1,6
40 FKG Lactobacillus kefiri ND 18,9+1,0 | ND | 475+1,5 72,1 £1,8
47 FKF Lactobacillus kefiri ND 15,4+0,6 | ND | 50,7+1,8 71,2+ 1,6
58 MKF Lactobacillus kefiri ND 22,1+1,0 | ND | 52,114 79,9 +£2,0
59 MKF Lactobacillus kefiri ND 20,3+1,2 | ND | 49,0+1,2 74,2 +2,3
106 FKG Lactobacillus kefiri ND 17,2+1,0 | ND | 46,2+1,2 68,8 +32
107 FKG Lactobacillus kefiri ND 19,9+1,2 | ND | 485+14 73,8+ 1,2
108 FKG Lactobacillus kefiri ND 19,712 | ND | 473+1,6 72,4 +3,1
109 FKG Lactobacillus kefiri ND 19,0+£1,2 | ND | 49,3+2.1 73,7+£2,5
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110 FKG Lactobacillus kefiri ND 19,1+1,1 | ND | 46,8 +1,7 70,9 + 1,6
111 FKG Lactobacillus kefiri ND 17,712 | ND | 448+1,5 662+14
112 FKF Lactobacillus kefiri ND 149+13 | ND | 48,7+1,6 69,5+2,1
114 FKF Lactobacillus kefiri ND 152+13 | ND | 43,4+1,7 63,5+2,5
115 FKF Lactobacillus kefiri ND 154+09 | ND | 474+1,6 68,0+2,0
116 FKF Lactobacillus kefiri ND 14,0+ 1,1 | ND | 46,7+1,5 65,7+1,8
117 FKF Lactobacillus kefiri ND 13,614 | ND | 443+1,5 63,2+1,5
118 MKG Lactobacillus kefiri ND 158+ 1,1 | ND | 35,7+1,6 56,6 +1,1
119 MKG Lactobacillus kefiri ND 149+1,0 | ND | 34,1 +1,7 53,6 +2.3
120 MKG Lactobacillus kefiri ND 15,6 +1,3 | ND | 34,5+0,8 55,1+2,0
121 MKG Lactobacillus kefiri ND 16,6+1,5 | ND | 38,1 +1,3 60,0 £ 2,0
122 MKG Lactobacillus kefiri ND 16,7+ 1,3 | ND | 38,9+1,2 60,9+22
123 MKG Lactobacillus kefiri ND 15,7+1,2 | ND | 36,7+1,6 57,7+3,1
157 WKG | Lactobacillus satsumensis ND 13,1+0,9 | ND | 31,2+0,8 490+1,4
158 WKG | Lactobacillus satsumensis ND 155+1,0 | ND | 32,0+1,7 53,022
159 WKG | Lactobacillus satsumensis ND 17,1 1,3 | ND | 339+1,3 56,8 £2,5
160 WKG | Lactobacillus satsumensis ND 14,5+0,8 | ND | 343+1,5 522+1,7
161 WKG | Lactobacillus satsumensis ND 148+1,2 | ND | 36,0+1,6 56,2 +2,1
162 WKG | Lactobacillus satsumensis ND 150+1,4 | ND | 36,3+1,3 56,7+ 1,6
163 WKF Lactobacillus satsumensis ND 18,4+0,8 | ND | 434+1,6 66,8 +2,5
164 WKF Lactobacillus satsumensis ND 18,2+1,1 | ND | 464+1,5 69,6 £2,3
165 WKF Lactobacillus satsumensis ND 19,1+£0,6 | ND | 43,8+1,3 683+1,4
166 WKF Lactobacillus satsumensis ND 18,1+£0,9 | ND | 452+1,0 70,2 +£2,1
167 WKF | Lactobacillus satsumensis ND 18,3+1,1 | ND | 450+1,6 68,6 2,3
168 WKF Lactobacillus satsumensis ND 18,012 | ND | 442+14 69,4 +23
169 FKG Lactobacillus satsumensis ND 20,5+1,2 | ND | 489+1,3 74,6 £2,3
170 FKG Lactobacillus kefiri ND 19,7+1,0 | ND | 46,0+ 1,2 71,0+ 1,5
171 FKG Lactobacillus kefiri ND 179+0,8 | ND | 46,8+14 69,7+1,9
172 FKG Lactobacillus kefiri ND 19,8+1,0 | ND | 47,0+1,0 722 +1,7
173 FKG Lactobacillus kefiri ND 182+0,8 | ND | 454+1,2 68,7+t1,4
174 FKG Lactobacillus kefiri ND 20,0£1,0 | ND | 44,2+2,0 69,6 £2,1
175 FKF Lactobacillus kefiri ND 17,4+1,2 | ND | 53,1+1,1 76,8 +2,6
176 FKF Lactobacillus kefiri ND 16,6 £1,3 | ND | 49,3+1,8 71,5+2,1
177 FKF Lactobacillus kefiri ND 16,4+1,5 | ND | 54,1+1,6 752+ 1,6
178 FKF Lactobacillus kefiri ND 16,7+ 0,9 | ND | 50,0+1,0 71,8+ 1,4
179 FKF Lactobacillus kefiri ND 17,1+£1,0 | ND | 51,2+1,7 73,6 £ 1,6
180 FKF Lactobacillus kefiri ND 16,9+1,5 | ND | 53,620 73,0+ 2,6
181 MKG Lactobacillus kefiri ND 16,8+ 1,0 | ND | 393+14 61,9+2,6
182 MKG Lactobacillus kefiri ND 148+12 | ND | 383+1,3 58,6 +22
183 MKG Lactobacillus kefiri ND 15,7+0,9 | ND | 372+14 58,2+1,5
184 MKG Lactobacillus kefiri ND 152+1,6 | ND | 39,0+1,1 59,6 £ 1,7
185 MKG Lactobacillus kefiri ND 15,7+1,2 | ND | 39,5+1,6 60,9 +1,3
186 MKG Lactobacillus kefiri ND 16,0+1,3 | ND | 369+1,5 58,3+1,5
187 MKF Lactobacillus kefiri 28+0,6 | 18,7+0,7 | ND | 494+14 76,9 £ 1,6
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188 MKF Lactobacillus kefiri ND 20,8+13 | ND | 545+1,3 80,6 +1,8
189 MKF Lactobacillus kefiri ND 19,5+1,0 | ND | 49,0+ 1,1 744+ 14
190 MKF Lactobacillus kefiri ND 21,713 | ND | 553+1,5 | 82,4+28
191 MKF Lactobacillus kefiri ND 21,2+1,1 | ND | 52,6 +1,9 79,4+20
192 MKF Lactobacillus kefiri ND 21,1+1,6 | ND | 56,1 +1,3 83,2+2,7
231 MKF Lactobacillus kefiri ND 19,4+1,2 | ND | 50,4+1,8 749+22
232 MKF Lactobacillus kefiri 1,3+04 | 21,7+1,2 | ND | 55,1+0,9 84.4+1,3
233 MKF Lactobacillus kefiri ND 19,1+1,1 | ND | 509+1,1 755+22
234 MKF Lactobacillus kefiri ND 219+1,0 | ND | 52,6 +1,5 77,9 +£0,9
235 MKF Lactobacillus kefiri ND 19,5+0,9 | ND | 54,0+1,1 79,0+ 1,8
236 MKF Lactobacillus kefiri ND 21,8+1,0 | ND | 50,2+14 81,5+ 1,6
237 WKG Lactobacillus kefiri ND 18,0+£1,0 | ND | 37,1 +1,5 60,7 £ 3,0
238 WKG | Lactobacillus satsumensis ND 16,0+1,2 | ND | 352+1,6 56,0 +2,1
239 WKG | Lactobacillus satsumensis ND 16,5+0,8 | ND | 393+1,2 60,4+2,0
240 WKG | Lactobacillus satsumensis ND 16,8+ 1,0 | ND | 384+1,3 60,5+2,4
241 WKG | Lactobacillus satsumensis ND 158+1,4 | ND | 364+1,9 58,3+1,9
242 WKG | Lactobacillus satsumensis ND 18,5+09 | ND | 37,5+14 62,5+1,1
244 WKF Lactobacillus satsumensis ND 19,2+1,4 | ND | 48,1 +1,6 72,4+£2,2
245 WKF Lactobacillus nagelii ND 19,6 1,0 | ND | 46,7+1,5 71,0+ 1,3
247 WKF Lactobacillus satsumensis ND 17,0£1,0 | ND | 450+1,3 68,0+1,8
249 FKG | Lactobacillus satsumensis ND 193+1,4 | ND | 484+1,4 | 73,9+20
250 FKG Lactobacillus kefiri ND 21,0+£0,7 | ND | 47,8 +1,7 749 +£2,2
251 FKG Lactobacillus kefiri ND 18,7+ 1,1 | ND | 455+1,9 69,3 +1,5
252 FKG Lactobacillus kefiri 1,8+0,6 | 19,1 +0,8 | ND | 47,1 £1,3 72,7+ 1,4
253 FKG Lactobacillus kefiri 1,1+02 | 21,1 1,1 | ND | 46,1 +1,6 73,1+2.3
254 FKG Lactobacillus kefiri ND 199+1,0 | ND | 48,0+1,5 72,9+2,2
255 FKF Lactobacillus kefiri ND 18,5+0,9 | ND | 48,3+1,7 72,3 +2,5
256 FKF Lactobacillus kefiri ND 17,709 | ND | 492+20 719+2,5
257 FKF Lactobacillus kefiri ND 16,8+1,0 | ND | 51,3+1,7 73,8 £2,5
258 FKF Lactobacillus kefiri ND 17,1+£1,0 | ND | 49,5+1,2 71,5+2,6
259 FKF Lactobacillus kefiri ND 175+1,1 | ND | 474+1,5 69,9 £2,6
260 FKF Lactobacillus kefiri ND 17,3+1,2 | ND | 49,5+1,6 71,7+2,0
261 MKG Lactobacillus kefiri ND 17,7+ 1,0 | ND | 40,1 +1,0 633+1,8
262 MKG Lactobacillus kefiri ND 169+1,3 | ND | 36,5+1,8 59,8 £2,8
263 MKG Lactobacillus kefiri ND 17,0+£1,0 | ND | 389+14 61,3+1,6
264 MKG Lactobacillus kefiri ND 18,9+09 | ND | 39,5+1,6 59,7+1,3
265 MKG Lactobacillus kefiri ND 19,1+£1,0 | ND | 40,2+1,3 63,6 +1,1
266 MKG Lactobacillus kefiri ND 17,8+ 1,3 | ND | 40,0+ 1,8 63,7+2,4
267 MKF Lactobacillus kefiri ND 20,1+1,3 | ND | 552+20 81,0+3,2
269 MKF Lactobacillus kefiri ND 20,014 | ND | 49,6 +1,7 74,7+3,1
270 MKF Lactobacillus kefiri ND 21,5+1,5 | ND | 50,6 +1,8 77,7+2,5
271 MKF Lactobacillus kefiri ND 19,9+ 1,1 | ND | 52,5+1,5 783 +2,0
272 MKF Lactobacillus kefiri ND 20,614 | ND | 548+1,0 81,4+2,0
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ZAVER

Diplomova prace byla zaméfena na studium dekarboxylazové aktivity kment izolovanych

z mlécnych kefiri Manta a Flower a jejich kefirovych zrn a z vodniho kefiru a jeho kefiro-

vého zrna. U 171 kment (13 kmeni z ¢eledi Enterobacteriaceae, 62 kment kvasinek a 96

kment z rodu Lactobacillus) byla sledovana produkce 8 biogennich amint (tryptaminu, 2-

fenylethylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu, tyraminu, spermidinu a sperminu)

pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s vyuzitim UV/VIS detekce.

Zjisténé vysledky lze shrnout do nasledujicich bodu:

U vsech kmeni byla zjisténa produkce 2-fenylethylaminu, putrescinu, kadaverinu,
tyraminu a sperminu.

U Zadného izolatu nebyla zji$téna ptitomnost tryptaminu a spermidinu.

Schopnost produkce histaminu byla prokazana pouze u 10 izolatd (u 3 kmend
z Celedi Enterobacteriaceae, u 3 kment kvasinek a u 4 kment rodu Lactobacillus).
2-fenylethylamin byl u vSech kment stanoven ve velmi nizké koncentraci (v roz-
mezi 1,0 — 1,9 mg/l).

U kment z ¢eledi Enterobacteriaceae byla stanovena nejvyssi produkce putrescinu,
jehoz koncentrace dosahovaly az na 553,4 + 11,8 mg/I.

Spermin se fadil mezi BA zastoupeny v nejvétSich koncentracich u izolath kvasinek
1 bakterii rodu Lactobacillus.

Kmeny Kazachstania unispora izolované z Manta kefiru produkovaly nejvice ty-
raminu a sperminu ve srovnani s kmeny Kazachstania unispora izolovanymi z kefi-
rovych zrn Manta kefiru, z Flower kefiru, kefirovych zrn Flower kefiru, vodniho
kefiru a kefirovych zrn vodniho kefiru.

U kment Lactobacillus kefiri izolovanych z Manta kefiru byla zjisténa vétsi pro-
dukce tyraminu a sperminu oproti kmenim Lactobacillus kefiri pochazejicich ze
zrn Manta kefiru, Flower kefiru, kefirovych zrn Flower kefiru, vodniho kefiru a ke-
firovych zrn vodniho kefiru.

Nejvetsi celkovy obsah BA byl stanoven u kmene Enterobacter ludwigii izolova-
ného z kefirovych zrn Flower kefiru (675,7 + 12,6 mg/1).

Nejmensi celkovy obsah BA byl detekovan u kmene Kazachstania unispora izolo-

vaného z kefirovych zrn Manta kefiru (50,5, £ 3,5 mg/l).
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BA Biogenni aminy

BMK Bakterie mlé¢ného kvaseni
CNS Centralni nervovy systém
CAD Kadaverin

CO2 Oxid uhlicity

EA Endtv agar

FKF Flower kefir

FKG Kefirova zrna Flower kefiru
G" Grampozitivni bakterie

G Gramnegativni bakterie
HIS Histamin

HoS Sirovodik

MKF Manta kefir

MKG Kefirovéa zrna Manta kefiru
MRS De Man, Rogosa and Sharpe agar
ND Nedetekovano

PHE 2-fenylethylamin

PUT Putrescin

RBCA Rose Bengal Chloramphenicol Agar

SAB Sabouraud agar
SPD Spermidin
SPM Spermin

TRP Tryptamin

TYM Tyramin
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UV/VIS Spektrofotometricky detektor méftici absorbanci vzorku v oblasti ultrafialového a
viditelného zafeni

VRBL Violet Red Bile Agar with Lactose

(W/v) Hmotnostni zlomek

WKF Vodni kefir

WKG Kefirova zrna vodniho kefiru
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PRILOHA 1: MAKROSKOPICKE MORFOLOGICKE ZNAKY

Tab. 12: Vysledky makroskopickych morfologickych znakt kmenti z celedi Ente-

robacteriaceae
‘ f:t Médium | Vzorek | Mikroorganismus Makroskopické morfologické znaky kolonii
1zolatu Velikost | Povrch | Profil Okraj Barva
1 EA | wkG | Cromobactersaka-| o 5 | leskly | plochy | hladky fialovo -
zakii cervena
9 EA | FKG E”te”’b“gcl.tl.” fudwi= 1| m | leskly | plochy | hladky rigovi
10 EA | FKG | F ”tembc“;éer cloa-| 1 m | leskly | plochy |  hladky rizova
1 EA | FKG | B ”tembé’;ete” cloa-| 1 m | leskly | plochy |  hladky riZova
15 | BA | MKG | F ”’embc acter cloa-| 1 im | leskly | plochy |  hladky rizové
16 | EA | MKG | Enferobacterasbu-| 0| leskly | plochy | hladky | Halove:
riae Cervend
18 | EA | MKG | F ”tembé’;ete” cloa-| 1 m | leskly | plochy |  hladky riZova
21 EA MKF | Klebsiella oxytoca I mm | leskly | plochy hladky f:lalovo .
Cervend
3 | EA | MKF | Brerobacterasbu- |y | jeskty | plochy | hladky fialovo -
riae Cervend
. , , , fialovo -
24 EA MKEF | Klebsiella oxytoca I mm | leskly | plochy hladky y ,
Cervend
26 EA | MKF | Leclerciaadecarbo- |y o | jeskty | plochy | hladky fialovo -
xylata Cervena
229 | EA | FKF | Klebsiellaoxytoca | 1mm | leskly | plochy hladky fialovo -
Cervend
230 EA FKF Enterochter asbu- I mm | leskly | plochy | vroubkovany f:lalovo .
riae Cervend
Tab. 13: Vysledky makroskopickych morfologickych znakti kmenti kvasinek
C. . ) . Makroskopické morfologické znaky kolonii
. .. | Médium | Vzorek Mikroorganismus - -
izolatu Velikost | Povrch | Profil | Okraj | Barva
78 SAB MKG | Kazachstania unispora I mm leskly plochy | hladky | smetanova
79 SAB MKG | Kazachstania unispora 0,5mm | leskly plochy | hladky | smetanova
80 SAB MKG | Kazachstania unispora 0,5mm | leskly plochy | hladky | smetanova
91 SAB WKF | Kazachstania unispora 0,5mm | leskly plochy | hladky | smetanova
130 SAB WKF Candida valida 0,5mm | leskly plochy | hladky | smetanova
132 SAB WKF Candida valida 0,5mm | leskly plochy | hladky bila
133 SAB FKG | Kazachstania unispora 0,5mm | leskly plochy | hladky | smetanova




137 SAB FKG | Kazachstania unispora 0,5mm | leskly plochy | hladky | smetanova
139 SAB FKF Kazachstania unispora 2 mm leskly | vypoukly | hladky | smetanova
141 SAB FKF Kazachstania unispora 2 mm leskly | vypoukly | hladky | smetanova
142 SAB FKF Kazachstania unispora 0,5mm | leskly plochy | hladky | smetanova
143 SAB FKF Kazachstania unispora 2 mm leskly | vypoukly | hladky | smetanova
146 SAB MKG | Kazachstania unispora 0,5mm | leskly plochy | hladky | smetanova
148 SAB MKG | Kazachstania unispora 0,5mm | leskly plochy | hladky | smetanova
150 SAB MKG | Kazachstania unispora 0,5mm | leskly plochy | hladky | smetanova
151 SAB MKF | Kazachstania unispora 2 mm leskly | vypoukly | hladky | smetanova
152 SAB MKF | Kazachstania unispora 0,5mm | leskly plochy | hladky | smetanova
153 SAB MKF | Kazachstania unispora I mm leskly plochy | hladky | smetanova
154 SAB MKF | Kazachstania unispora 1 mm leskly plochy | hladky | smetanova
155 SAB MKF | Kazachstania unispora 0,5mm | leskly plochy | hladky | smetanova
198 SAB WKG Candida valida 0,5mm | leskly plochy | hladky | smetanova
201 SAB WKF Candida valida 0,5mm | leskly plochy | hladky | smetanova
205 SAB FKG Kazachstania unispora | 0,5 mm | leskly plochy | hladky | smetanova
206 SAB FKG Kazachstania unispora | 0,5 mm | leskly plochy | hladky | smetanova
207 SAB FKG Kazachstania unispora I mm leskly plochy | hladky | smetanova
208 SAB FKG Kazachstania unispora I mm leskly plochy | hladky | smetanova
209 SAB FKG Kazachstania unispora | 0,5 mm | leskly plochy | hladky | smetanova
210 SAB FKG Kazachstania unispora | 0,5 mm | leskly plochy | hladky | smetanova
212 SAB FKF Kazachstania unispora 2 mm leskly | vypoukly | hladky | smetanova
213 SAB FKF Kazachstania unispora | 0,5 mm | leskly plochy | hladky | smetanova
214 SAB FKF Kazachstania unispora | 0,5 mm | leskly plochy | hladky | smetanova
215 SAB FKF Kazachstania unispora I mm leskly plochy | hladky | smetanova




216 SAB FKF Kazachstania unispora | 0,5 mm | leskly plochy | hladky | smetanova
218 SAB MKG | Kazachstania unispora 1 mm leskly plochy | hladky | smetanova
219 SAB MKG | Kazachstania unispora | 0,5 mm | leskly plochy | hladky | smetanova
222 SAB MKG | Kazachstania unispora | 0,5 mm | leskly plochy | hladky | smetanova
223 SAB MKF Kazachstania unispora | 0,5 mm | leskly plochy | hladky | smetanova
224 SAB MKEF | Kazachstania unispora | 0,5 mm | leskly plochy | hladky | smetanova
225 SAB MKF Kazachstania unispora | 0,5 mm | leskly plochy | hladky | smetanova
226 SAB MKF Kazachstania unispora | 0,5 mm | leskly plochy | hladky | smetanova
228 SAB MKF Kazachstania unispora | 0,5 mm | leskly plochy | hladky | smetanova
280 SAB WKF | Kazachstania unispora | 0,5 mm | leskly plochy | hladky | smetanova
284 SAB WKF Lachancea fermentati 0,5mm | leskly plochy | hladky | smetanova
285 SAB WKF | Kazachstania unispora 2 mm leskly plochy | hladky | smetanova
286 SAB FKG Kazachstania unispora 1 mm leskly plochy | hladky | smetanova
287 SAB FKG Kazachstania unispora I mm leskly plochy | hladky | smetanova
288 SAB FKG Kazachstania unispora I mm leskly plochy | hladky | smetanova
289 SAB FKG Kazachstania unispora I mm leskly plochy | hladky | smetanova
290 SAB FKG Kazachstania unispora 2 mm leskly plochy | hladky | smetanova
291 SAB FKF Kazachstania unispora I mm leskly plochy | hladky | smetanova
293 SAB FKF Kazachstania unispora I mm leskly plochy | hladky | smetanova
294 SAB FKF Kazachstania unispora 2 mm leskly | vypoukly | hladky | smetanova
297 SAB MKG | Kazachstania unispora 2 mm leskly | vypoukly | hladky | smetanova
298 SAB MKG | Kazachstania unispora | 0,5 mm | leskly plochy | hladky | smetanova
299 SAB MKG | Kazachstania unispora | 0,5 mm | leskly plochy | hladky | smetanova
300 SAB MKG | Kazachstania unispora I mm leskly plochy | hladky | smetanova
301 SAB MKG | Kazachstania unispora | 0,5 mm | leskly plochy | hladky | smetanova




302 SAB MKG | Kazachstania unispora 2 mm leskly | vypoukly | hladky | smetanova
303 SAB MKF Kazachstania unispora | 0,5 mm | leskly plochy | hladky | smetanova
305 SAB MKF | Kazachstania unispora | 0,5 mm | leskly plochy | hladky | smetanova
307 SAB MKF Kazachstania unispora | 0,5 mm | leskly plochy | hladky | smetanova
308 SAB MKF Kazachstania unispora | 0,5 mm | leskly plochy | hladky | smetanova
Tab. 14: Vysledky makroskopickych morfologickych znakii kmenti z rodu Lacto-
bacillus
. C: Médium | Vzorek | Mikroorganismus Makroskopické morfologické znaky kolonii
izolatu Velikost | Povrch | Profil | Okraj Barva
Lactobacillus para- , , , o .
27 MRS WKG . .| 0,5mm | leskly |plochy| hladky prihledna
casei ssp paracasei
40 MRS FKG Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prihledna
47 MRS FKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prihledna
58 MRS MKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prihledna
59 MRS MKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prihledna
106 MRS FKG Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prithledna
107 MRS FKG Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prihledna
108 MRS FKG Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prahledna
109 MRS FKG Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prihledna
110 MRS FKG Lactobacillus kefiri I mm | leskly |plochy| hladky prihledna
111 MRS FKG Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prahledna
112 MRS FKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prihledna
114 MRS FKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prahledna
115 MRS FKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prahledna
116 MRS FKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prihledna
117 MRS FKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prahledna
118 MRS MKG Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prihledna
119 MRS MKG Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky pruhledna
120 MRS MKG Lactobacillus kefiri I mm | leskly |plochy| hladky prahledna
121 MRS MKG Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky pruhledna
122 MRS MKG Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prahledna
123 MRS MKG Lactobacillus kefiri I mm | leskly |plochy| hladky prahledna
157 | Mrs | wkg | Factobacillussat-—\ | Gegkay | plochy | hladky bil
sumensis
158 | MRs | wkg | Lactobacillussat-—\ | jeskag | plochy | hladky bila
Ssumensis




Lactobacillus sat-

159 MRS WKG sumensis I mm | leskly |plochy| hladky bila
160 | MRS | wkg | Lactobacillussat-—1 1 jeskly | plochy | hladky bila
sumensis
161 | MRS | WKG | Lactobacillussat-—| 01 jegkly | plochy | hladky bila
Ssumensis
162 | MRS | wkg | Lactobacillussat-—1 o 5| leskly | plochy | hladky bila
Ssumensis
163 | MRS | wkp | Lactobacillussat-—| o ) jeskly | plochy | hladky bilé
sumensis
164 | MRS | wkp | Lactobacillussat-—1 o 5| leskly | plochy | hladky bila
Ssumensis
165 | MRS | WkF | Lactobacillussat- o 5| jeskly | plochy | hladky bila
sumensis
166 | MRS | wkp | Lactobacillussat-—| o jeakdy | plochy | hladky bilé
Ssumensis
167 | MRrs | wkp | Lectobacillussat-— 1 jeskiy | plochy | hiadky bila
sumensis
168 | MRS | wkp | Factobacillussat-1 o jeskly | plochy | hladky bil4
Ssumensis
169 MRS FKG Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prihledna
170 MRS FKG Lactobacillus kefiri I mm | leskly |plochy| hladky prihledna
171 MRS FKG Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prihledna
172 MRS FKG Lactobacillus kefiri I mm | leskly |plochy| hladky prihledna
173 MRS FKG Lactobacillus kefiri I mm | leskly |plochy| hladky prihledna
174 MRS FKG Lactobacillus kefiri I mm | leskly |plochy| hladky prihledna
175 MRS FKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prahledna
176 MRS FKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prahledna
177 MRS FKF Lactobacillus kefiri 1 mm | leskly |plochy| hladky prihledna
178 MRS FKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prahledna
179 MRS FKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prihledna
180 MRS FKF Lactobacillus kefiri 2mm | leskly |plochy| hladky bila
181 MRS MKG Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prahledna
182 MRS MKG Lactobacillus kefiri I mm | leskly |plochy| hladky prihledna
183 MRS MKG Lactobacillus kefiri I mm | leskly |plochy| hladky prahledna
184 MRS MKG Lactobacillus kefiri I mm | leskly |plochy| hladky prahledna
185 MRS MKG Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky pruhledna
186 MRS MKG Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prahledna
187 MRS MKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky pruhledna
188 MRS MKF Lactobacillus kefiri I mm | leskly |plochy| hladky pruhledna
189 MRS MKF Lactobacillus kefiri I mm | leskly |plochy| hladky prahledna
190 MRS MKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky pruhledna
191 MRS MKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prahledna
192 MRS MKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prahledna
231 MRS MKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky pruhledna
232 MRS MKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prahledna




233 MRS MKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky pruhledna
234 MRS MKF Lactobacillus kefiri 1 mm | leskly |plochy| hladky prahledna
235 MRS MKF Lactobacillus kefiri I mm | leskly |plochy| hladky pruhledna
236 MRS MKF Lactobacillus kefiri 1 mm | leskly |plochy| hladky prahledna
237 | MRS | wkg | Lactobacillussat- oo | jeskly | plochy| hladky | prihledna
sumensis
238 | MRS | wkg | lLactobacillussat- | ey | plochy | hladky bila
Ssumensis
239 | MRS | wkg | Lactobacillussat- g5 | jeskly | plochy| hladky | prihledna
sumensis
240 | MRS | wkg | lLactobacillussat- iy ey | plochy | hladky bilé
sumensis
241 | MRS | wkg | Lactobacillussat-i o, | ety | plochy| hiadky | prihledna
sumensis
242 | MRS | wkg | lLactobacillussat- | ey | plochy | hladky bila
sumensis
244 MRS WKF | Lactobacillus nagelii | 2mm | leskly |plochy| hladky bila
245 | Mrs | wkp | Lactobacillus sat- I mm | leskly |plochy| hladky | prahledna
sumensis
247 | MRS | wkp | Lactobacillussat- | ey | plochy| hladky | prihledna
sumensis
249 MRS FKG Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prihledna
250 MRS FKG Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prihledna
251 MRS FKG Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prihledna
252 MRS FKG Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prihledna
253 MRS FKG Lactobacillus kefiri I mm | leskly |plochy| hladky prahledna
254 MRS FKG Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prihledna
255 MRS FKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prihledna
256 MRS FKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prahledna
257 MRS FKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prihledna
258 MRS FKF Lactobacillus kefiri I mm | leskly |plochy| hladky prahledna
259 MRS FKF Lactobacillus kefiri I mm | leskly |plochy| hladky prahledna
260 MRS FKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prihledna
261 MRS MKG Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prahledna
262 MRS MKG Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prihledna
263 MRS MKG Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prihledna
264 MRS MKG Lactobacillus kefiri I mm | leskly |plochy| hladky prahledna
265 MRS MKG Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky pruhledna
266 MRS MKG Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prahledna
267 MRS MKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prahledna
269 MRS MKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky pruhledna
270 MRS MKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky prahledna
271 MRS MKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky pruhledna
272 MRS MKF Lactobacillus kefiri | 0,5 mm | leskly |plochy| hladky pruhledna




PRILOHA
BIOCHEMICKYCH TESTU

2:

VYSLEDKY GRAMOVA BARVENI

A  VYBRANYCH

Tab. 15: Vysledky Gramova barveni a vybranych biochemickych testii kmeni

z Celedi Enterobacteriaceae

G v . . Gramovo | Tvar | KOH | Biochemické testy
izola- Mikroorganismus . 9
tu rek barveni bunky test | Kataliaza | Oxidaza
1 WKG | Cronobacter sakazakii G- tyCinky + + -
9 FKG | Enterobacter ludwigii G- tyCinky + + -
10 FKG | Enterobacter cloacae G- tyCinky + + -
11 FKG | Enterobacter cloacae G- tyCinky + + -
15 MKG | Enterobacter cloacae G- tyCinky + + -
16 MKG | Enterobacter asburiae G- tyCinky + + -
18 MKG | Enterobacter cloacae G- tyCinky + + -
21 MKF Klebsiella oxytoca G- tyCinky + + -
23 MKEF | Enterobacter asburiae G- tyCinky + + -
24 MKF Klebsiella oxytoca G- tyCinky + + -
2% MKF Leclercia adecarboxy- G- tydinky N n i
lata
229 FKF Klebsiella oxytoca G- tyCinky + + -
230 FKF | Enterobacter asburiae G- tyCinky + + -
Tab. 16: Vysledky vybranych biochemickych testli kment kvasinek
C. izola- Biochemické tes
C. izold Vzorek Mikroorganismus - - ty
tu Katalaza | Oxidaza
78 MKG Kazachstania unispora + -
79 MKG Kazachstania unispora + -
80 MKG Kazachstania unispora + -
91 WKF Kazachstania unispora + -
130 WKF Candida valida + -
132 WKF Candida valida + -
133 FKG Kazachstania unispora + -
137 FKG Kazachstania unispora + -
139 FKF Kazachstania unispora + -
141 FKF Kazachstania unispora + -
142 FKF Kazachstania unispora + -
143 FKF Kazachstania unispora + -
146 MKG Kazachstania unispora + -




148 MKG Kazachstania unispora +
150 MKG Kazachstania unispora +
151 MKF Kazachstania unispora +
152 MKF Kazachstania unispora +
153 MKF Kazachstania unispora +
154 MKF Kazachstania unispora +
155 MKF Kazachstania unispora +
198 WKG Candida valida +
201 WKF Candida valida +
205 FKG Kazachstania unispora +
206 FKG Kazachstania unispora +
207 FKG Kazachstania unispora +
208 FKG Kazachstania unispora +
209 FKG Kazachstania unispora +
210 FKG Kazachstania unispora +
212 FKF Kazachstania unispora +
213 FKF Kazachstania unispora +
214 FKF Kazachstania unispora +
215 FKF Kazachstania unispora +
216 FKF Kazachstania unispora +
217 MKG Kazachstania unispora +
218 MKG Kazachstania unispora +
219 MKG Kazachstania unispora +
222 MKF Kazachstania unispora +
223 MKF Kazachstania unispora +
224 MKF Kazachstania unispora +
225 MKF Kazachstania unispora +
226 MKF Kazachstania unispora +
228 WKF Kazachstania unispora +
280 WKF Lachancea fermentati +
284 WKF Kazachstania unispora +
285 FKG Kazachstania unispora +
286 FKG Kazachstania unispora +
287 FKG Kazachstania unispora +
288 FKG Kazachstania unispora +
289 FKG Kazachstania unispora +
290 FKF Kazachstania unispora +
201 FKF Kazachstania unispora +
203 FKF Kazachstania unispora +
204 MKG Kazachstania unispora +
297 MKG Kazachstania unispora +
208 MKG Kazachstania unispora +
299 MKG Kazachstania unispora +
300 MKG Kazachstania unispora +




301 MKG Kazachstania unispora + -
302 MKF Kazachstania unispora + -
303 MKF Kazachstania unispora + -
305 MKF Kazachstania unispora + -
307 MKF Kazachstania unispora + -
308 MKF Kazachstania unispora + -
Tab. 17: Vysledky Gramova barveni a vybranych biochemickych testli kment
z rodu Lactobacillus
C. izoli- Vzorek | Mikroorganismus GramovP Tvar buiiky KOH Bioch’emické Tes’ty
tu barveni test | Katalaza | Oxidaza
n | g |Gt | oo ey |||
40 FKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky - - -
47 FKF Lactobacillus kefiri G+ tyCinky - - -
58 MKF Lactobacillus kefiri G+ tyCinky - - -
59 MKF Lactobacillus kefiri G+ tyCinky - - -
106 FKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky - - -
107 FKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky - - -
108 FKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky - - -
109 FKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky - - -
110 FKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky - - -
111 FKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky - - -
112 FKF Lactobacillus kefiri G+ tyCinky - - -
114 FKF Lactobacillus kefiri G+ tyCinky - - -
115 FKF Lactobacillus kefiri G+ tyCinky - - -
116 FKF Lactobacillus kefiri G+ tyCinky - - -
117 FKF Lactobacillus kefiri G+ tyCinky - - -
118 MKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky - - -
119 MKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky - - -
120 MKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky - - -
121 MKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky - - -
122 MKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky - - -
123 MKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky - - -
157 WKG Lactobacillu.s sat- G+ tydinky ) ) )
sumensis
158 WKG Lactobacillbfs sat- Gt tydinky i i i
sumensis
159 WKG Lactobacillu.s sat- G+ tydinky i i i
sumensis
160 WKG Lactobacillz{s sat- G+ tydinky ) ) )
sumensis
161 WKG Lactobacillu.s sat- G+ tyGinky i i i
sumensis




Lactobacillus sat-

162 WKG sumensis G+ tyCinky
163 WKF Lactobacillu.s sat- G+ tydinky
sumensis
164 WKF Lactobacillu.s sat- G+ tydinky
sumensis
165 WKF Lactobacillu.s sat- G+ tydinky
sumensis
166 WKF Lactobacillu.s sat- G+ tydinky
sumensis
167 WKF Lactobacillu.s sat- G+ tydinky
sumensis
168 WKF Lactobacillbfs sat- Gt tydinky
sumensis
169 FKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
170 FKG Lactobacillus kefiri G+ ty€inky
171 FKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
172 FKG Lactobacillus kefiri G+ ty€inky
173 FKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
174 FKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
175 FKF Lactobacillus kefiri G+ ty€inky
176 FKF Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
177 FKF Lactobacillus kefiri G+ ty€inky
178 FKF Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
179 FKF Lactobacillus kefiri G+ ty€inky
180 FKF Lactobacillus kefiri G+ ty€inky
181 MKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
182 MKG | Lactobacillus kefiri G+ ty€inky
183 MKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
184 MKG | Lactobacillus kefiri G+ ty€inky
185 MKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
186 MKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
187 MKF Lactobacillus kefiri G+ ty€inky
188 MKF Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
189 MKF Lactobacillus kefiri G+ ty€inky
190 MKF Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
191 MKF Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
192 MKF Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
231 MKF Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
232 MKF Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
233 MKF Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
234 MKF Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
235 MKF Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
236 MKF Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
237 WKG Lactobacillus sat- Gt tydinky

sumensis




Lactobacillus sat-

238 WKG sumensis G+ tyCinky
239 WKG Lactobacillu.s sat- G+ tydinky
sumensis
240 WKG Lactobacillu.s sat- G+ tydinky
sumensis
241 WKG Lactobacillu.s sat- G+ tydinky
sumensis
242 WKG Lactobacillu.s sat- G+ tydinky
sumensis
244 WKF | Lactobacillus nagelii G+ kokoty€inky
245 WKF Lactobacillu.s sat- G+ tydinky
sumensis
247 WKF Lactobacillu.s sat- G+ tydinky
sumensis
249 FKG Lactobacillus kefiri G+ ty€inky
250 FKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
251 FKG Lactobacillus kefiri G+ ty€inky
252 FKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
253 FKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
254 FKG Lactobacillus kefiri G+ ty€inky
255 FKF Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
256 FKF Lactobacillus kefiri G+ ty€inky
257 FKF Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
258 FKF Lactobacillus kefiri G+ ty€inky
259 FKF Lactobacillus kefiri G+ ty€inky
260 FKF Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
261 MKG | Lactobacillus kefiri G+ ty€inky
262 MKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
263 MKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
264 MKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
265 MKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
266 MKG Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
267 MKF Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
269 MKF Lactobacillus kefiri G+ ty€inky
270 MKF Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
271 MKF Lactobacillus kefiri G+ tyCinky
272 MKF Lactobacillus kefiri G+ tyCinky




