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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva tvorbou biogennich @nbiakteriemi mléného kvaSeni. Teoreticka
cast je zar‘ena na charakteristiku biogennich afpimcetre jejich vyznamu a toxickych
acinku, vznikem, vyskytem v potravinach a dale jsou zdpgany mikroorganizmy, které
je produkuji. Nakonec jeénovana pozornost tak&kterym metodam stanovenichto

latek.

V praktickécasti této prace byl sledovan vliv vybranychepgich faktoi (pridavek laktdzy,
NaCl a aerobni/anaerobni pri@sti) na tvorbu biogennich anfikmenyLactococcus lactis
subspecieslactis. Stanoveni biogennich andinprok¢hlo pomoci iontog-vymeénne
kapalinové chromatografie, postkolonové ninhydrinalerivatizace a spektrofotometrické
detekce X = 570 nm).

Kli¢ova slova: biogenni amin, dekarboxylalcacococcus lactis subspeciekactis

ABSTRACT

This thesis deals with formation of biogenic amibgdactic acid bacteria. Theoretic part
deals with a common characteristic biogenic aminagt) thein significancy and toxic
effects, genesis, occurence in food. In other ascribed microorganizms producing
biogenic amines. In the end is paied attention édssome methods of determination

of these compounds.

In practical part of this work was obtained exogendactors (lactose and NacCl
concentrations and aerobic/anaerobic conditionfcefon a produce biogenic amines
by strain Lactococcus lactis subspecies lactis.eid@hation of biogenic amines was

analyzed by ion-exchange chromatography.
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biogenic amine, dekarboxylatiobacococcus lactis subspeciekactis
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UvoD

Biogenni aminy jsou latky vznikajici v potravinaeh jejich surovinach dekarboxylaci
piislusnych aminokyselindhem aktivity bug¢ného metabolizmu. Tytodtezité dusikaté
sloweniny maji biologicky vyznam v rostlinnych, mikrdlmich i Ziv@&iSnych buikach.
Jedna se oipozené antinuttini faktory a jsou vyznamné z hygienického hledigkatoze
se jako fivodci zapojuji do mnohatfpadi otrav potravinami a jsou schopny vyvolazmé
farmakologické dinky. Byly prokazany jak v surovinach, tak i v kéngch produktech.
Akumulace biogennich amin v potravindch vyZaduje dostupnost prekuiizor
(. aminokyselin), pitomnost mikroorganizfns dekarboxylazami aminokyselin iznive
podminky pro jejich ikst. Stanoveni biogennich amiw potravinAch ma velky vyznam
nejen z dvodu jejich mozné toxicity, ale mohou také slou@ko indikatory kvality,

cerstvosti a kaZeni potravin [1, 2, 3, 4].

Tyto aminy jsou nazyvany biogennimi, protoZe vzjiikannosti zivych organiziin U syt
se jedna o zastupce fodacillus, Clostridium, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Proteus
alactobacillus. Rody z¢eledi Enterobacteriaceae a Enterococcus se pak vyskytuji u ryb,

masa a vyrobk z nich [5].

Obsah biogennich aminv potravinach musi byt sledovan, aby se zamezich
negativnimu fisobeni na zdravi lidi. Proto je nutné zabranit yiisknezadoucich
mikroorganizni a vytvait nepiznivé podminky pro jejich rozvoj a vznik biogenmic
aming.

V souwasné dob se problematice biogennich arhim jejich stanoveni &huje mnoho
studii. Nové poznatky by mohly pomoci ve vyvoji goln metod stanoveni biogennich
amini a ve vymezeni novych technologickych postugroby potravin, aby byly dodrzeny

vSechny hygienické pozadavky.
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|. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA BIOGENNICH AMIN U A POLYAMIN U

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni organické seminy, které vznikaji f@devsim
dekarboxylaci aminokyselin prastnictvim specifickych enzyim Jejich tvorba je
podmirna @itomnosti a aktivitou mikroorganiazim které dekarboxyluji volné
aminokyseliny, jez jsou sdasti dusikatych frakci potravin. Tyto bazické latlspu

produkované &hem metabolizmu ziat, rostlin i mikroorganizrin[1, 3, 6].

V nizkych koncentracich se vyskytuji v nefermentoch potravinach, jako néglad
v ovoci, zelenid, mase, mléku a rybach. VysSi koncentrace se mohakytovat
v riznych druzich fermentovanych potravin jako jsou mgoobky, syry, vino, pivo, suché
saldmy a fermentovana zelenina. K nejvyznggim biogennim amiim, vyskytujicim se
v potravinach, pdt histamin, putrescin, kadaverin, tyramin, tryptam2-fenyletylamin,

agmatin, spermin a spermidin [2, 5, 7].

Z hygienického hlediska mohou byt biogenni aminpsptSné jako indikatory nizké
kvality surovin nebo mikrobialni kontaminac&hlem zpracovani a skladovani. Krdtoho

maji bakterie takétdezZitou technologickou roliip vyrobé fermentovanych potravin. Tyto
mikroorganizmy, jako ndjklad bakterie mléného kvaSeni, mohou také vyznamn

prispivat k aminogenezi [6, 8].

Mnoho biogennich aminma silné fyziologické &inky (nagiklad histamin, serotonin,
dopamin, tyramin) a biologickou aktivitu. Kr@ntoho sekundarni aminy jako putrescin
a kadaverin hraji Wezitou roli @i otravach potravinami, obzvid%e spojeni s faktory,
jako inhibitory monoaminoxidazy nebo alkohol.&hto divodi je dilezité sledovat jejich
obsah v potravinach [5Mnozstvi a typ tvéenych biogennich aminje silné ovlivnéno
sloZzenim potravin, mikroflorou a dalSimi parametdgré gipousti st mikroorganizm
béhem vyroby a skladovani potravin [3].

Nizké mnoZstvi biogennich andinv potravinach neni nebezjpe, ale p konzumaci
nadnérného mnozstvi mohou u citlivych osob ugpbit vyrazné farmakologické,
fyziologické a toxickeé &inky [3].

Mezi biogenni aminy byvaiji gkterymi autoryiazeny i polyaminy. Polyaminy jsou malé
alifatické organické biomolekuly, které se naché&imei ve vSech Zivych hikach.

NejrozSfergjSimi polyaminy jsou putrescin, spermidin, sperman kadaverin. Diky
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specifické struktte mohou polyaminy slouzit jako elektrostatickéstiky mezi negativé

nabitymi fosfaty nukleovych kyselin a dalSimi nega& nabitymi polymery [1, 9].

Polyaminy se nachazi nejvice v syrech, a to laenzrajicich. Velké mnozstvi putrescinu
bylo zjiS€no v citrusovém ovoci a dzZusech, kyselém zelicuga, fermentovanych

s6jovych produktech a rybi ok@e. LusEniny, kwtak a brokolice jsou potraviny bohaté
na spermidin. Velké mnoZstvi sperminu se vyskytujenase, masnych vyrobcich

a v luséninach [10].

1.1 Struktura a vyznam biogennich amini

Biogenni aminy jsou ifrozere se vyskytujici aminy obsahujici aminoskupiny, &tggou
odctleny alifatickymietzcem nebo aromatickym jadrem. Chemick& struktuogédsinich
amini muaze byt alifaticka (putrescin, spermin, spermidinkadaverin), aromaticka

(tyramin a 2-fenyletylamin) nebo heterocyklickastaimin a tryptamin) (Obr. 1) [11, 12].

Biogenni aminy se ve vodném roztokié fyziologickém pH vyskytuji v protonované
formé, tudiz neinteraguji pouze s organickymi skeninami, ale také s anorganickymi

negativré nabitymi ligandy [13].

Biogenni aminy jsou endogenni a nepostradatelrigitivych burk, kde plni vyznamné
funkce bug¢ného metabolizmu. Jednd se o zdroje dusiku a prekumpro syntézu
hormoni, alkaloidi, nukleovych kyselin a protein Jsou tedy dlezité pro bugény rist,

regulaci funkce nukleovych kyselin, syntézu proieimyvoj mozku a regeneraci nérv
[1, 3, 11].

Kromé jejich biologického vyznamu péattaké mezi sloteniny spoluvytvéejici aroma
potravin. Dale jsou povazovany za potencidlni preéry karcinogennich
N-nitrososlodenin, které jsou také indikatory kvality potravikkontaminace nebo

nevhodnych podminekéhem vyroby a skladovéani [1, 13].
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Alifaticke ami
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Obr. 1 - Chemické strukturakterych biogennich amin[12]

1.2 Struktura a vyznam polyamina

Polyaminy putrescin (1,4-diaminobutan) a kadavéfifb-diaminopentan) jsou primarni
diaminy se d¥mi aminoskupinami, spermidin [N-(3-aminopropyl)buth4-diamin] je
triamin a spermin [N,Nbis(3-aminopropyl)butane-1,4-diamine] tetraaminb(O 2).

VSechny obsahuji primarni nebo sekundarni aminasiyp, 14].
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Pojmenovani&hto slodenin jako ,polyaminy” neni zjewnodpovidajici, ale je sttné
a schopné definovattitiu biologickych, zasaditych, nizkomolekularnicHifatickych,

nebilkovinnych dusikatych latek [14].

H +
"H3N/\/\/N :

Putrescin

H,*

No " > N
+H3N/\/\/ 3

Spermidin

Spermin

HN /\/\/\

NH3;

+

Kadaverin

Obr. 2 - Struktura &nych mikrobialnich polyamin[9]

Polyaminy jsou nepostradatelné sleniny, které se zapojuji do fyziologickych protes
jako napiklad do regulace funkce nukleovych kyselin, syptgmoteini a pravépodobr

i do stabilizace membran [1].

Maji vyznamnou roli jako modulatoryiznych biologickych procésjako je aktivace
enzymi a udrZovani iontové rovnovahy. Mohou vykazovatnimamalni aktivitu a také
mohou mit vliv na deni burgk [15].

Vysoké mnozstvi polyaminje pro buiky toxické a hlava oxida&nim mechanizmem
napomaha jejimu zaniku. \Ekterych nédorovych hikach jsou polyaminy Spatn
regulovany a nasledkem toho se zde vyskytuji vé&ieiiskoncentracich nez v normalnich
bunkach. Proto inhibice biosyntézy polyaminje potencialnim mechanizmem
chemoterapie ip [écb¢ rakoviny. Téngi vyluéné jsou vazany na nukleové kyseliny a jsou

zapojeny do mnoha bagnych proces, které nukleové kyseliny pabuji [14, 16].
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1.3 Toxické G¢inky biogennich amini a polyamini

Biogenni aminy jsou latky obsazené v potravinacbhdu vyvolavat toxikologicka rizika
a zdravotni potize. Histamin, tryptampifenyletylamin a tyramin jsou biologicky aktivni
aminy, které maji vyznamné fyziologickéitky na ¢lovéka, obec psychoaktivni nebo
vazoaktivni.  Psychoaktivni aminy  owiuvji  nervovy  systém  {sobenim
na neurotransmitery, kdezto vazoaktivni aminy mijina vaskularni systém. Konzumace
potravin obsahujicich biogenni aminy je zodfmné za mnoho farmakologickyckinaka,
které vedou kiznym onemoctnim zjidla, zahrnujici otravu histaminem a toxicit
tyraminu. Skodlivé &nky vyvolané &émito potravinami jsou &ekavany pouze tehdy, kdyz
se aminy dostanou do krevniheciste. Vymezeni pesné prahové hodnoty toxicity
biogennich amiin je u 1iznych jedin@ velmi obtizné, potvadz toxickd davka je sin

zavisla na vykonnosti detoxi&aiho mechanizmu jedince [1, 2, 17].

Otravy jidlem se mohou vyskytnout obzwla¥e spojeni s faktory, jako néklad
s inhibiéni  monoaminoxiddzou (MAO) &, alkoholem, onemoemim zaZivaciho
systému a dalSimi aminy v potravinJinym rizikem je jejich reakce s dusitanovymi
a dusénanovymi solemi, které se pouZzivaji ke konzervaesmych vyrobk, za vzniku

nitrosamin [1, 5].

Toxikologicky vyznam polyamiin je zaloZzen na jejich schopnosti wyitet karcinogenni
N-nitrososlodeniny. Polyaminy jsouidezité pro fist burgk, proliferaci a jsou fijimany
nadorovymi bitkami, a proto se musi ve stégwacienti s nadorovym onemoénim grisrg
kontrolovat ijem polyamiri. ZvySené mnoZstvi polyamirbylo nalezeno takérpjinych
patologickych stavech nez je rakovina, jakoifldad infekce, lupénka, polycytémie rubra
vera (porucha krve), systémovy lupus erytematomnémie, chronicky zaw ledvin,
cirh6za jater, cysticka fibroza, inzulin-dependéntdimbetes mellitus, svalova dystrofie

a alzheimerova choroba [14, 18].
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Tabulka 1 - Farmakologick&linky nékterych biogennich amiina polyamir [1, 2, 5]

Biogenni amin Prekurzor Farmakologicky u¢inek

Uvolnéni adrenalinu a noradrenalinu

RozruSeni hladkého svalstvélahy, steva
a dychaciho traktu

Stimulace smyslovych s motorickych neukon
Histamin Histidin Kontrola sekrece Zaludeich kyselin

Dilatace perifernich cév, kapilar a artérii
Hypotenze

Navaly horka

Bolesti hlavy

Periferni vazokonstrikce

Zvyseni srdéniho vykonu

Slzeni a sligni

Tyramin Tyrozin Zvyseni respirace

Zvyseni obsahu cukru v krvi

Uvolnéni noradrenalinu z nervového systému

Migrény

Hypotenze

Zpomaleni srd&ni ¢innosti
Putrescen a kadaverin Ornitin a lyzin Tonicka ket ¢elistnich sval
Castena paralyza katetin

Umocreni toxicity dalSich amit

Uvolnéni noradrenalinu z nervového systému

2-fenyletylamin Fenylalanin ZvySeni krevniho tlaku
Migrény
_ Zvyseni krevniho tlaku
Tryptamin Tryptofan
Hypertenze
1.3.1 Histamin

NejcastjSi alimentarni intoxikace Zgobené biogennimi aminy se tykaji histaminu.
Nachazi se nafklad v rybach (pedevsim zeledi makrelovitych), syrech, wira masnych
vyrobcich. Jeho toxikologickécinky zavisi na fijaté koncentraci, fitomnosti dalSich

amin, aktivitt aminooxidaz a #vni fyziologii jedince. Pro citlivé jedince je paXovany
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za Skodlivy pijem uz 5 — 10 mg histaminufifem 8 — 40 mg histaminu je povazovan
za nepatrnou otravu, 40 — 100 mg Zadti a vysSi neZz 100 mg za intenzivni. Maximalni
piipustné mnozstvi histaminu v potravinach se pole/bujozmezi 50 — 100 mg/kg [1, 5,
17].

NejbeznejSi symptomy otravy histaminem vychazéimnosti kardiovaskularniho systému.
Histamin miZze gimo stimulovat srdce nasledkem uwdin adrenalinu a noradrenalinu
z nadledvinek, drazdi hladke svalstudathy, stev a dychacich cest, stimuluje senzorické
i motorické neurony a kontroluje sekreci zalémieh kyselin. Neni tedyipkvapivé, Ze se
otravy histaminem projevuji Sirokou Skalou sympitoriviezi charakteristické symptomy,
které ovliviuji kozni systém, p#tvyrazky, kopivka, otok a za#. Postihnuti traviciho
astroji se vyznéuje nevolnosti, zvracenim, (pmy a kecemi v isni dutiré. DalSimi

symptomy je hypotenze, bolest hlavy, buSeni siolc&ni a navaly horka [2, 17].

1.3.2 Tyramin

Tyramin pati spolu s histaminem mezi nejtoxijSi biogenni aminy pro lidské zdravi.
Pisobi gedevsim neffmo uvolrenim noradrenalinu ze sympatického nervového systému
ktery vyvolava zvySeni krevniho tlaku a sidéno vykonu. Zgsobuje také roz&ni
zornikek, ani tkarg, slzeni a sligni, zvySeni obsahu cukru v krvi a zrychleni dychani
Horni hranice mnoZstvi tyraminu v potravinach séybaje v rozmezi 100 — 800 mg/kg
[2, 19, 20].

1.3.3 Detoxikace biogennich amid

V zazivacim traktu {sobi detoxikani systém, ktery je schopen metabolizovat malé
mnozstvi biogennich aminprijaté potravou. Za normalnich podminek jsou exogenn
aminy z potravin rychle detoxifikovanginnosti aminooxidaz nebo konjugaci. Enzymy
monoaminoxidaza (MAQO) a diaminooxiddza (DAO) majidetoxifika&nim procesu
dulezitou funkci. Monoaminoxidaza a diaminoxidaza \geskytuji ve stevnim epitelu,

a tudiz oxidani produkty biogennich amirvstupuji do krevniho aiinu. AvSak @i prijmu
velkého mnozstvi biogennich amjn v piipad alergie, P nedostatené aktivit
monoaminoxiddzy nebo diaminoxidazy je detoxika systém neschopny tyto latky

dostateén¢ eliminovat a hromadi se ¥i¢ [1, 5, 17].
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Lidé se zazivacimi potizemi (zfinzaludku, syndrom drazdivého &rdku, Crohnova
choroba, vedy Zaludku a tlustéhoista) jsou také v ohrozeni, proto&enost oxidaz je
obvykle nizSi nez u zdravych jedincPacienti, ktd uZzivaji Iéky s inhikinim &inkem

monoaminoxidazy a diaminoxidazy, mohou mit péaény metabolizmus biogennich

amini, ktery mize vyvolat zdravotni problémy [17].

N¢které biogenni aminy, obzvl&putrescin a kadaverin, inhibuji enzymy detoxikiujic
histamin, a proto nasobi jeho toxicitu. Tyto ampiigdnost& reaguji s monoaminoxidazou
a diaminoxidazou, coz vede ke zvySeni obsahu histamkrvi. Poragni stevni sliznice

muze také redukovat funkaid¢hto enzyni [17].

1.4 Index biogennich amini

Mnozstvi a poréry biogennich amiih mohou slouzit jako indikatory kvality potravin.
Proto byl popséan index biogennich aim({iBAl), ktery je zaloZzen na skuteosti, Ze obsah
putrescinu, kadaverinu a histaminu s#dm kazeni masa zvySuje, zatimco koncentrace
sperminu a spermidinutbem tohoto procesu klesa. Pouzitelnost tohoto atdiki je vSak

velmi omezenda a neiie byt aplikovana obeén21, 22, 23].

Index biogennich aminbyl definovan vztahem: [23]

histamin+ putrescint kadaverin
1+ spermint spermidin

BAI =

Maso s hodnotou BAI niZ8i nez 1 je povaZzované payg®& kvality, nad 10 za nekvalitni
[23].
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2 VZNIK BIOGENNICH AMIN U APOLYAMIN U

2.1 Produkce biogennich amiri

Biogenni aminy vznikaji dekarboxylaci specifickygblnych aminokyselin, které jsou
z proteiri  uvolrény autolytickou nebo bakteridlni proteolyzou. Ddiatylace

aminokyselin se pak uskuteuje odsépenima-karboxylové skupiny za vznikuiglusného

aminu (Obr. 3). Nazvy mnoha biogennich aimkoresponduji s ndzvy jejichapodnich

aminokyselin: histamin — histidin, tyramin — tyrozip-fenyletylamin — fenylalanin,
tryptamin — tryptofan (Obr. 4) [2, 17, 24].

R - CHNH,- COOH— R - CH - NH,+ CO,

Obr. 3 - Dekarboxylace aminokyselin [25]

Tento proces fize probihat dma biochemickymi cestami, a toddinnosti endogennich
dekarboxylazovych enzyim prirozergé se vyskytujicich v potravinach, neb®&nnosti
exogennich enzyi které jsou uvolény dekarboxyldza-pozitivnimi mikroorganizmy
za @iznivych podminek pro enzymovou aktivitu. Protozd®y aminokyseliny ziskany

z extracelularniho média, iqdpoklada se, Ze dekarboxyldzové enzymy spolupracuj
s transportnimi  proteiny. MnoZstvi uvehe dekarboxylazy je ovlivimo povahou

mikroflory a sloZzenim produkt[2, 20, 24].

Podle zavislosti na pyridoxalfosfatu rozliSujeme advmechanizmy dekarboxylace
aminokyselin. Pyridoxalfosfat je vazan na aminoskupktivnicasti enzymu a Gze mit
vliv na reakce aminokyselin, které probihaji z#&asii enzyni na rm zavislych.
Pyridoxalfosfat nize byt tudiz povaZzovan zast enzymu, ktera zasadaovliviiuje tvorbu
biogennich amith. Karbonylova skupina pyridofalfosfatu reaguje dreokyselinou
za vzniku meziproduktu Schiffovy béze, kterd jeleds: dekarboxylovana a eliminaci

molekuly vody vznika odpovidajici amin a poléwi podil pyridoxalfosfatu [2].
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TYRAMIN
HISTAMIN T FENYLETYLAMI
T Tvrazin T SPEE{MII?INi
Histi- Fenylalanin \
SPERMIN
Zdroj /
aminokyselin Ornitin — PUTRESCIN
SEROTONIN I
Tryptofan Arginin  —== AGMATIN
Lyzin
TRYPTAMIN l
KADAVERIN

Obr. 4 - Prekurzory biogennich amif26]

2.2 Vznik polyamini

Polyaminy jsou vdle syntetizovany de novo syntézou, retrokonverbongrostednictvim

gastrointestinalni flory, ktera metabolizuje amiysddiny z potravy [14].

2.2.1 Syntézade novo

Hlavnim prekurzorem polyamin je aminokyselina ornitin, ktera je syntetizovana
piedevsim v mitochondriich z glutaméatu acetylaci askuopiny, fosforylaci a redukci
acetylovaného derivatu na N-acetylglutamgvsemialdehyd. Naslednou transaminaci
vznika o-N-acetylornitin, jeZ po uvobni acetylové skupiny tid ornitin a obnoveny

N-acetylglutamat [14].

De novo syntéza 2@ aktivitou enzymu ornitindekarboxylazy, kterstddgzuje konverzi
ornitinu na diamin putrescin. Putrescinaze vznikat i nefimo z argininu pomoci

arginindekarboxylazy a dvou aminopropyltrasferaz, [28].
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Spermidin vznikd naslednou adici pokniho podilu amylopropylu na putrescin
za katalyzy spermidinsyntazy. Druhy zbytek amylggio je prostednictvim
sperminsyntazy ipojen ke spermidinu za tvorby sperminu. Aminoptlopg zbytky se
uvoliuji dekarboxylaci S-adenosylmetioninu za katalyzy
S-adenosylmetionindekarboxylazy.  S-adenosylmetionje  vytvd&en z metioninu

prostednictvim S-adenosylmetioninsyntetazy [14, 28, 29].

2.2.2 Retrokonverze

Polyaminy také mohou byt syntetizovany retrokonvepermidinu na putrescin a sperminu
na spermidin progtdnictvim pééateni N-acetylace spermidinu a sperminu na- N
acetylspermidin a Nacetylspermin. Pozjl muZe byt konvertovan naW'*-
diacetylspermin. Tyto reakce jsou katalyzovany spein a spermin Racetyltransferasou

za pomoci acetyl-koenzym A [14].

2.2.3 Bakterialni syntéza

Bakterie v gastrointestinalnim traktu, jakBacillus, Clostridium, Enterobacteriaceae
aEnterococcus, dekarboxyluji aminokyseliny fpmo na polyaminy nebo na dalSi

meziprodukty, které jsou nasled@émmodifikovany za vzniku funknich polyamird [9, 14].

Takto vzniklé polyaminy jsodasté&né absorbovany v gastrointestinalnim traktu a nasledn

mohou byt traansportovany do Blrprostednictvim nosia [14].

2.3 Faktory ovliviujici tvorbu biogennich amini a polyamini
Pro tvorbu biogennich amirjsou nezbytné nasledujici podminky: [17]

— dostupnost volnych aminokyselin,

- pritomnost dekarboxyldza-pozitivhich mikroorganizm

— priznivé podminky protst mikroorganizm a produkci jejich enzyin

Prevence produkce biogennich amispaiva v lepSim porozusmi mechanizmu jejich

vzniku a gisném dodrZovani hygieny surovin a vyrobnich podkid].
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2.3.1 pH

Hodnota pH je kliovym faktorem, ktery ovliiuje dekarboxyldzovou aktivitu. VySSi
aktivita se obvykle pohybuje v kyselejSi oblastpimalnim pH mezi 4 a 5,5. V takovém
prostedi jsou bakterie sili povzbuzeny k produkci dekarboxyldzovych enzypako
souast jejich obranného mechanizmu protelyseleni.Prudkym snizenim pH dochazi
k omezeni #stu amino-pozitivnich mikroorganizim zvlast z ¢eledi Enterobacteriaceae.
Naopak zvySeni pH prdasdi ma u d&chto bakteriii za nasledek rychlé navySeni tvorby
biogennich amif. Nicméré tvorba biogennich amin je vice zavisla na mnoZstvi

rostoucich dekarboxylujicich bakterii nez na sayatntistovych podminkacfi, 4, 17].

2.3.2 Chlorid sodny

Koncentace NaCl v médiu sdrovliviiuje produkci biogennich amira kolisani mnozstvi

vody a pomdru sil/voda kEhem vyroby a skladovani potravin ma vyznamny vliv
na rozmnozovani mikroorganiZmNizké koncentrace NaCl produkci biogennich amin
nebrani, spise ji mohou podjio Ale pii koncentraci soli v médiu 3 — 6 % je produkce

biogennich amiin znané redukovana. Tento efekt je jg&esilen snizenim pH [4, 30].

2.3.3 Teplota

Vyrazny vliv na produkci biogennich aniima také teplota. Teplota, ovlinvjici vzajemny
vztah mezi iznymi mikroorganizmy, rize mit opany inek na akumulaci biogennich
amini. Na celkové mnozstvi amin ma vyrazny vliv dinek na proteolytickou
a dekarboxyleni aktivitu enzyni a vzjemny vztah mezi populaci mikroorganizi®bsah

biogennich amiinv potravinach zavisi na déla teplo¢ skladovani [4].

Optimalni teploty proirst bakterii, které obsahuji dekarboxylazy, se pafiyimezi 20 °C
a 37 °C. Nizké teploty jejichast zastavuji. B 15 °C mize mikrobialni dekarboxylaza
zastat aktivni, i kdyZz $tSina populace dosahuje stacionarnitstu nebo zanika. dteré

biogenni aminy mohou byt psychrotrofnimi kmeny pricavany i @i 4 °C [4, 17].
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2.3.4 Dalsi faktory

Pritomnost zkvasitelnych cukr (nagiklad glukéza), zvySujetst a dekarboxyldzovou
aktivitu bakterii, a tedy i produkci biogennich aihi Optimalni obsah glukozy je

v rozmezi 0,5 — 2 %, zatimco mnoZstvi nad 3 % ukilenzymy [4, 20].

Na syntézu biogennich andirma vyznamny vliv také fstup kysliku, redox potencial,

aktivita vody a dalsi vlivy [17, 31].
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3 MIKROORGANIZMY PRODUKUJICi BIOGENNI AMINY

Mikroorganizmy produkujici biogenni aminy se mohou potravinach vyskytovat
piirozere, jako kontaminujici mikroflora nebo mohou byt dotgavin gidany jako
startovaci kultury. Z tohotvodu mikroorganizmy kriticky ovliiuji tvorbu biogennich

amini béhem vyroby fermentovanych potravin [32, 33].

Biogenni aminy mohou byt produkovanyhiem vyroby nebo skladovani vyrabk
Mnozstvi a typ vytvéeného biogenniho aminu zavisi na povaze vyrobka gitomnych
mikroorganizmech. Mezi dekarboxylaza-pozitivni leald pati mnoho zastupc celedi
Enterobacteriaceae, Bacillus macerans, Propionibacterium a dale zastupci startovacich
kultur, Pediococcus, Lactobacillus, Pseudomonas, Streptococcus a Micrococcus [5, 13,
20].

Histidindekarboxylazova aktivita byla nalezena takékvasinek roduDebaryomyces
aCandida. Jejich aktivita je dokonce vyraggi nez u bakterii mié&ného kvaseni
a stafylokoki. Vysoké mnozstvi 2-fenyletylaminu a tyraminu pridi dalsi

neidentifikované kmeny kvasinek [4].

3.1 Bakterie mlééného kvaseni

Bakterie mléného kvaSeni jsou grampozitivni, nesporolujici,eaolani tginky a koky,
vyZadujici zkvasitelné cukry k produkci kyseliny &mé, kter4d je vysledkem
ferment&niho procesu potravin. Tato skupina bakterii zajerokolo 20 druh, mezi ¢z
pati nagiklad druhy Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus a Weissella. Casto se do této skupinyiaauje i druhBifidobacterium, akoli
pati k jiné fylogenetické skupin Tento druh sdili ¢které vlastnosti bakterii miaéeho
kvaseni a ma specificky apob fermentace cukru (Obr. 5) [34, 35].

Bakterie mléného kvaSeni jsou mezofilni mikroorganizmy, ale mohist i pri teplotach
v rozmezi od 5 do 45 °C. Jsou tolerantni jak keeldmu, tak i k alkalickému praedi
a jsou slab proteolytické a lipolytické. Bakterie migéého kvaseni vyZaduijitijpomnost

volnych aminokyselin, zdroj dusiku a vitaminy [35].

Bakterie mléného kvaSeni pouzivané pro vyrobu potravin jsouapovany za netoxické

a nepatogenni. AvSakkteré kmeny, ndiklad Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
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Leuconostoc a Streptococcus, mohou produkovat biogenni aminy. Naopaktaré kmeny
laktokoki, pediokoki, streptokok (Streptococcus thermophilus) a leukonostok,
dekarboxylazovou aktivitu neprokazuiji [4, 37].

Oenacocous

Sireprococeus

Lactocorcus
Lewconostoc
Enterococcus,
Melissocoocus,
Tetrageneceecus
Vagococcus

Carnobacterium
Lactosphaera

Weissella

Lactobacilius
Aerococcus

Alloiococcus

Dalosigrannium

Prapionibacteritum

Bifidobacterinm

Obr. 5 - Taxonomie bakterii ni#éého kvaseni [36]

s

Kvantitativre nejdilezit¢jSim biogennim aminem je tyramin, jehoZz producentsou
nekteré kmenyEnterococcus, Lactococcus a Leuconostoc. Nekteré leukonostoky maji také

schopnost produkovat histamin [4].

3.1.1 Lactococcus lactis

Lactococcus lactis jsou grampozitivni, mezofilni, fakultatignanaerobni, nesporulujici
a nepohyblivé bakterie kulatého nebo elipsovitéharu. Tato bakterie se vyskytuje
v parech nebo fetizcich. Optimalni pH pro jejichist se pohybuje v rozmezi 6,3 — 6,9.
Lactococcus lactis ma homofermentativni metabolizmus a produkuje aghy
L(+)-mléEnou kyselinu. Bylo zji&no, Ze kyselina D(-)-mté& se tvé pri nizkém pH [38,
39, 40].

Bakterie druhuLactococcus lactis maji Siroké vyuziti v mlékarenstvi jako startovaci

kultury pro vyrobu a konzervaci fermentovanych kb, jako napiklad syfi, kysanych
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smetan a podmasli. Poprvé byly izolovany na kor&i stoleti samovolnym miéaym
kvasenim. B mléném kvaSeni se do pasterovaného miékdapaji radji startovaci
kultury, nez aby se spoléhalo na spontanni fernserKanenyLactococcus lactis prispivaji

k charakteristické wni, aroma a texiie ®chto vyrobki, ale také je pomahaji chranit
produkci organickych kyselin, bakteriogia peroxidu vodiku [38, 41].

Aplikace €chto mikroorganizma se roz&iuje i do oblasti zdravotnictvi jako probiotika,
kterd maji pozitivni &@inek na lidské zdravi. Probiotika jsou definovarakoj Zivé
mikroorganizmy pitomné v potra®, které po poziti v @itém mnoZzstvi fiznivé ovliviu;ji
zdravicloveka. Zastupci probiotickych kultur gataké mezi producenty biogennich amin
a jejich obsah je nutné sledovat [42, 43].

Jsou znamy dva poddruhy, altactococcus lactis subspeciesactis a Lactococcus lactis
subspeciesremoris [38].

Kmeny Lactococcus lactis subspeciedactis (Obr. 6) jsou w¥tSinou stabilni s malou
pravéEpodobnosti vlivu zrny prostedi. Mezi faktory, které vyvolavaji n&pnivou
reakci, pati zmeény teploty, pH a koncentrace soli. Bylo zisb, Ze tento kmen je
v kyselém prosedi, v prosiedi Zlwovych soli a za nizkych teplot aktijgi nez poddruh
Lactococcus lactis subspeciescremoris. Kmeny Lactococcus lactis subspeciedactis
mohou fist @i 40 °C, pH 9,2 a vifitomnosti 4% NacCl, kdeZto kmenlyactococcus lactis
subspeciesremoris pri téchto podminkachust nemohou. Bkteré bakterie se dokazi
adaptovat a to tak, Ze pokud jsouiky vystaveny pimérnému stupni zéke, tak ziskaji
zvySenou odolnost proti dalSimu sj§imu stupni stejné z&te. Adaptace mirnych zm

prostedi mohou bakteriefpzit, ale dokonce se mohou i rozmnoZovat [42, 44].

Tabulka 2 - Subletalni a letalni hodnoty faktowliviujicich st laktokoki [42]

Lactococcus lactis subsp.lactis Lactococcus lactis subsp.cremoris
subletélni letalni subletélni letalni
pH 4,5 2,5 5,0 3,0
Zlugova sil 0,03 0.1 0,01 0,04
[%]
Teplota [°C] 10 -20 10 -20
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Obr. 6 - Lactococcus lactis subspeciedactis: a) v elektronovém mikroskopu [45],
b) na Zivné pde [46]

3.2 Ostatni dekarboxylujici bakterie

Celed Enterobacteriaceae se sklada z gramnegativnich, fakultasivranaerobnich,
nesporulujicich bakteriiRadi se sem rody jako ndklad Escherichia, Shigella,
Salmonella (Obr. 7), Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Erwinia, Seratia, Hafnia,
Edwardsiella, Proteus, Providencia, Morganella, Yersinia a dalSi Enterobacteriaceae jsou

Siroce roz&ené a nachazi se wug#, vod, rostlinach a v zazivacim traktu gati a lidi [47]

ASM MicrobeLi ; 1 edetniemi and Liao

Obr. 7 -Salmonella typhimurium: a) v elektronovém mikroskopu [48], b) na zZivn&pg
[49]
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Enterobacteriaceae jsou \tSinou povazovany za mikroorganizmy s vysokou
dekarboxylazovou aktivitou. Produkuji zejména kamtav a putrescin, jejichz
vyznamnymi producenty jsobnterobacter cloacae a Serratia sp. Mnoho bakteriéeledi
Enterobacteriaceae muze také produkovat &Si mnoZzstvi histaminu, a torguevsim
Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli

aMorganella morganii [4].

Ackoliv jsou tyto mikroorganizmy ve finalnich vyroloti zastoupeny v malych
mnozstvich, tak nesprdvné skladovani surovin a kiomgolovana fermentace mohou
vyvolat rozmnozovani¢thto bakterii, které dZe spustit jejich dekarboxylazy. Uveime
enzymy jsou odpasdné za nahroma&di biogennich amin a jejich ¢innost nize

pokraiovat také v nefitomnosti Zivych buék [4].

Mezi dekarboxylujici bakterie pattaké zastupciceledi Micrococcaceae. Jedna se
o grampotitivni, nesporolujici, nepohyblivé koky.ét¥ina roste na bakteriologickych
meédiich gi 37 °C krong n¢kterych psychrotrofnich a halofilnich nbdkteré vyzaduji
chladrgjSi teploty nebo 5 % NaCl. Dd&eledi Micrococcaceae se fadi pouze rody
Arthrobacter a Micrococcus (Obr. 8) [50].

AccV Spot Magn Det WD Exp
30.0kv 30 21930x SE 107 0

Obr. 8 -Micrococcus luteus. a) v elektronovém mikroskopu [51], b) na Zivriglp[52]
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Saphylococcaceae je ¢eled’ patici do fadu Bacillales a jedna se o grampozitivni koky,
tvorici shluky. Stafylokoky jsou fakultatiénanaerobni bakterie, které nejrychleji rostou
za aerobnich podminek a kitpmnosti CQ. Tyto koky mohoust v Sirokém rozsahu pH
(4,8 — 9,4), odolavaji suchému pi@sti, mohou fezit vystaveni extrémni teplotam jako
60 °C po dobu 30 minut.Saphylococcus aureus (Obr. 9) je jeden z prvnich
identifikovanych patogaeh a zmsobuje Sirokou Skalu infekci, nidklad impetigo,
folikulitidu, kozni abscesy, infekci ran, osteomidy, hnisavé artritidy, zapal plic,

pleuralni emfyzém, meningitidu, sepsi a endokatdjtsyndrom toxického Soku, syndrom

opaené Kize a otravy potravinami [53].

Obr. 9 -Saphylococcus aureus: a) v elektronovém mikroskopu [54], b) na Zivriigg[55]

U nékolika druhi paticich do roduMicrococcus a Saphylococcus byla pozorovana
histidindekarboxylazova aktivita. Produkce histambyla pozorovana také u 76 % knien
Saphylococcus xylosus a u rekterych kmefi Kocuria spp. Staphylococcus carnosus

a Saphylococcus piscifermentans mohou vykazovat zraou dekarboxylazovou aktivitu
aminokyselin a mohou produkovat 2-fenyletylaminstémin, putrescin a kadaverin.

Koagulaza-negativni stafylokoky mohou byt pouziviako spolehlivé startovaci kultury,

Z nichZ se &které testované kmeny vyznai slabou tvorbou tyraminu [4].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 31

4 VYSKYT BIOGENNICHAMIN U APOLYAMIN U
V POTRAVINACH

Biogenni aminy se mohou nachazet v podstatvSech potravinach, které obsahuji volné
aminokyseliny a jsou vystaveny podminkam umgicim mikrobiélni nebo biochemickou
aktivitu. Celkové mnoZstvi vytwenych biogennich aminzavisi na povaze potraviny
a na pitomné mikroflde. Vyskytuji se v Siroké Skale potravin, jako jswayriklad rybi,

masné a mkneé vyrobky, vino, pivo, zelenina, ovocéeohy acokolada [1, 17].

Tabulka 3 - Izolované bakterie a biogenni amingkterych typech potravin [2]

Potravina Izolovana bakterie Biogenni amin

Ryby Morganella morganii, Histamin, tyramin, kadaverin,
Klebsiella pneumoniae, Hafnia | putrescin, agmatin, spermin,
alvei, Proteus mirabilis, Proteus | spermidin

vulgaris, Clostridium
perfringenes, Enterobacter
aerogenes, Vibro alginolytiens,
Bacillus spp., Saphylococcus

xylosus

Syry Lactobacillus buchneri, L. Histamin, kadaverin, putrescin,
bulgaricus, L. plantarum, L. tyramin,
casd, L. acidophilus, B-fenyletylamin, tryptamin

Enterococcus faecium,
Sreptococcus mitis, Bacillus
macerans, Propionibacterrium

SPp.
Maso a masné vyrobky | Pediococcus, Histamin, kadaverin, putrescin,
Enterobacteriaceae, tyramin,
Lactobacillus. Pseudomonas, B-fenyletylamin, tryptamin
Sreptococcus, Micrococcus
Fermentovana zelenina | Lactobacillus plantarum, Histamin, kadaverin, putrescin,
Pediococus sp., Leuconostoc tyramin, tryptamin
mesenter oides
Fermentované sojove Rhizopus oligosporus, Histamin, kadaverin, putrescin,
vyrobky Trichosporon beiglli, tyramin, tryptamin

Lactobacillus plantarum

4.1 Fermentované potraviny

Pro fermentované potraviny je typicky vysoky obsakroorganizni, z nichZ gkteré jsou
schopny produkce biogennich aiiirtoZz nevyhnutekvede k jejich hromaghi, obzvlag

~

pak tyraminu, 2-fenyletylaminu, tryptaminu, kadamar putrescinu a histaminu. VysSi
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mnozZstvi biogennich amimmohou obsahovat n&glad syry, kyselé zeli, trvanlivé salamy,
pivo, vino a dalSi druhy potravin. Na druhou strariskdvaji fermentované potraviny

¢innosti pouzitych startovacich kultur vyslednou &istenci, chd a vzhled [1, 4, 22, 56].

4.1.1 Syry

Syry pati mezi potraviny s posiné vysokym obsahem biogennich aifhim to gredevsim
tyraminu a histaminu. DalSimi, jiZz mé&nprodukovanymi biogennimi aminy, jsou

tryptamin, putrescin-fenyletylamin a kadaverin [2, 20].

Biogenni aminy byly nalezeny wkolika druhi sy, jako jsou nafiklad emental¢edar,
gouda, plisové a tavené syry. Mezi mikroorganizmy, které jssthopné produkce
biogennich amii, pati nekteré kmeny Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,

Leuconostoc a Streptococcus [57, 58].

Syry predstavuji idealni prosdi pro produkci ami ale jejich koncentrace se zna liSi
a zavisi natznych faktorech, jako je n#&glad druh syra, zralost aippmna mikroflora.
Nicmére najit gimou Ungéru mezi pdtem mikroorganizrh a obsahem biogennich arin
v syrech je velmi obtizné, protoZze schopnost progiak aminy @iznymi bakteriemi se
znané lisi. Behem zrani syr dochazi prosednictvim proteolytickych enzyink pomalé
degradaci kaseinu, coz vede ke zvySeni koncentralcgrch aminokyselin. Koncentrace

biogennich amiin se vyrazg zvySuje mezi druhym a&edtim nésicem zrani [2, 32, 59].

4.1.2 Fermentované rybi vyrobky

Fermentace ryb je star4 konzemBmetoda, ktera zlepSuje senzorickou a hygienickou
kvalitu kone&nych produki. PouZzité startovaci kultury mohou pdéitarist patoget

a hnilobnych bakterii a mohou podstatimhibovat rozvoj nestalych dusikatych latek.
Rychly pokles pH neuduje vyrobkim pouze specifickou cliupo kyselig ml&né, ale
zlepSuje také pevnost, konzistenci idjgmnost v dsledku kyselé denaturace svalovych
bilkovin [13].

MnoZstvi biogennich amin se ve fermentovanych rybich vyrobcich &wa meni.
Ve vyrobcich se objevuji stopova mnozstvi histamiputrescinu, tyraminu, agmatinu

a tryptaminu. Ve vy3Si koncentraci se po fermentgskytuje pouze spermidin [1].
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4.1.3 Fermentované masné vyrobky

Fermentované masné vyrobky se vyrabi ze syrovééloémého masa a tuku. Maso je
promichano se soli, kenim a dalSimi jfisadami, pak napémo do stev a vystaveno
fermentaci. Nakonec se uzeniny nechaji uzrat. dtywh typech uzenin iZe byt
fermentace vyznamna pro tvorbu histaminu. Fermenpatosuchych salaire kratkodoba

s pouzitim kultur mlé&ného kvaSeni, zatimco u suchych sadlg@m mozna dlouhodoba
fermentacecinnosti Firozené mikrofléry. Bhem prvnich #i dni zrani salam se
koncentrace histaminu zvySuje alespmiesetkrat. Startovaci kultury se skladaji z je@noh
nebo rkolika kmeri bakterii ml€ného kvaSeni (ndjklad laktobacii a pediokok),
mikrokoka a koaguldza-negativnich stafylokok Bakterie mléného kvaseni jsou
nejdilezit¢jSi startovaci kultury, protoze se debpizpusobuji prosiedi fermentace
a podili se na v3ech zZmach probihajicich dnem zrani. Vytveena kyselina miia
snizuje pH, coz konzervuje a ustage suSeni, dale vyviji barvu a soudrznost suchych
salanti. Vyznamnou funkci p zrani uzenin zastavaji i mikrokoky a stafylokokteri svou

proteolytickou a lipolytickou aktivitouifspivaji k rozvoji typického aroma [2, 60, 61, 62].

Ve fermentovanych masnych vyrobcich se vyskytufev@zrié tyramin a dale pak
i histamin, putrescin, kadaverinBafenyletylamin. Mnozstvi biogennich aniimi uzenin je
velmi promenlivé. MuZze to byt zgsobeno zrnou doby zrani, zémou a rozdilem
dekarboxylazové aktivity ijrozené mikrofléry a biosyntézou a metabolizme#chto

amini. V masnych vyrobcich jsou biogenni aminy produkgvgoseudomonadami,

enterobakteriemi, enterokoky a laktobacily [1, 2].6

4.1.4 Fermentovand zelenina

Fermentovana zeleninaqustavuje dalSi skupinu potravin, ktera obsahwgenni aminy,
a to kadaverin, histamin, putrescin, spermidinrartyn (mrkev a&ervenéepa). V kyselém
zeli se objevuje iedevsim histamin, tyramin, putrescin a kadavestfenyletylamin je
zastoupen pouze v malém mnozstvi. Vyroba kyseléld j2 spojena keuconostoc
mesenteroides produkujici putrescinl.actobacillus sp. produkujici putrescin a tyramin
aPediococcus cerevisiae produkujici histamin. Bylo zji8ho, Ze zn&né mnoZstvi
putrescinu se twd béhem pa@ateini faze kvasSeni, zatimco histamin a tyramin sewaljje

na konci. Biogenni aminy se hromadi hlawsolném nalevu [2, 17].
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4.1.5 Vino

Fermentace je procesfimémz ¢innosti kvasinek $accharomyces cerevisiae) dochazi
k premené jednoduchych cukrna alkohol a oxid uhlity. Na kvaSeni Ize pouzit vybrané
kultury kvasinek neboirozenou mikrofloru. Hlavnimi bakteriemi ve vinegou zastupci
bakterii mléného kvaseni, obzvlid¥ak rodyLactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc
a Oenococcus. Mohou nénit nejizrejSi organické sloteniny, které se v moStu nachaazi,

a finalni produkty pak ovlituji organoleptickeé vlastnosti vina [63, 64, 65].

Vyskyt biogennich amin ve vinech mize mit ti mozné mivody. Mohou se nachazet
v moStu, tvéit se kEhem jabléno-ml&ného kvaSenicinnosti kvasinek nebo vznikat
¢innosti bakterii, které se podili na jalrle-ml&ném kvaSeni. Jakiro-ml&né kvaSeni
probihd po dokareni alkoholového a zlepSuje kvalitu vina sniZeniryselosti

dekarboxylaci kyseliny jabt@é na mlénou [17, 66].

Mnozstvi biogennich aminve vinech je ve srovnani s jinymi fermentovanymiiobky
pomérné malé. Revladajicimi biogennimi aminy jsou histamin, tyramiputrescin,
B-fenyletylamin, etylamin a metylamin. MnoZstvi aptamini je ovlivréno rekolika
faktory, jako napiklad stupé zrani hrozf, druh pidy a obsah dusikatych skmnin
v hroznové gaw. Koncentrace aminje zavisla i na druhu kvasinek, dolmacerace

a na podminkéch kvaseni, jmeneéwit teplot a délce [17, 67].

41.6 Pivo

Pivo pati mezi napoje, které jsou pro sjmiiitele z hlediska ifjmu biogennich amiin
zdravotrg nebezpené. Celkovy obsah biogennich ariim lahovovych piv je vyrazn
ovlivnén pivovarskou technologii a v mnohem mensfemddiidou j&mene. Zdrojem
agmatinu, putrescinu, spermidinu a sperminu je ,sladtimco tyramin, histamin
a kadaverin se t¥o b¢hem hlavniho kvaseni. Je prapddobné, Ze pivovarské kvasnice
béhem kvaSeni neprodukuji biogenni aminy, ale jeyigbkyt mize byt spojen s kvalitou
surovin a mikrobialni kontaminacg&hem vaeni. Obsah histaminu tedy slouZi jako dobry

indikator hygienickych podminek skladovanirjeene, véeni a skladovani piva [2, 68, 69].

Na obsah biogennich aniinve zkvaSené a nezkvaSené mladioyl zkoumén vliv
Lactobacillus brevis a Saccharomyces uvarum. Lactobacillus brevis produkuje putrescin

a tyramin, ale redukuje agmatin, zatin®wmcharomyces uvarum aminy neprodukuje [20].
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4.2 Nefermentované potraviny

V nefermentovanych potravinach, jako jsouiildpd ryby, maso, mléko, ovoce a zelenina,
se biogenni aminy vyskytuji v nizkych koncentracighjejich gitomnost nad wité
mnozstvi je povazovana za indikator nezadouci rbilatni aktivity. Z tohoto dvodu
muze mnoZzstvi amiin ukazovat na mikrobialni kazeni. AvSakitpmnost &chto latek

v potravindch nezbytnnesouvisi sistem hnilobnych organizim protoze vSechny tyto
bakterie nejsou dekarboxyldzapozitivni. MnoZstvétdmninu, putrescinu a kadaverinu
obvykle nafista them kazZeni ryb a masa, zatimco obsah sperminurmisireu kthem

tohoto procesu klesa [1, 2, 5].

4.2.1 Ryby

Spektrum a obsah jednotlivych biogennich amje u tiznych druli ryb odliSné.

U cerstvych ryb je koncentrace biogennich aimielmi nizka, ale jejich obsah se zvySuje
pii skladovani. NejvysSi toxikologické rizikagrstavuje tyramin a histamin. Koncentrace
histaminu ve svalové tkani makrelovitych ryb (H&fad makrela, tiidk, slel’, sardinka) je
zavisla na koncentraci volného histidinu. Tvorbatdnninu u ryb je spiSefipisovana
¢innosti mikroorganizra nez aktivié histidindekarboxyldzy. Histidin v rybi svalowin
muze byt katalyzovan dwna zpisoby, deaminaci aminokyseliny za vzniku urokanove
kyseliny nebo dekarboxylaci histidinu za tvorby téisinu. Deaminace probiha
za normalnich fyziologickych podminek a dekarbogglaa jinych okolnosti, nélad

pii kontaminaci [1, 22].

Mezi bakterie produkujici rizikové mnozstvi histamnipati Morganella morganii, Hafnia
alvel, Aecromonas hydrophila, Vibrio alginolyticus, Pseudomonas sp., Klebsiella sp.
a dalsi [17].

Byl zkouman vliv skladovaci teploty na tvorbu biogéch amii a bylo zjiS¢no, Ze
u ¢erstvych ryb je jejich obsah minimalni nebo nulo@ySem pi skladovani g pokojové
teplo€ se obsah biogennich amiiitmnohonasobh zvysil. Optimalni teplota pro vznik
histaminu byla stanovena na 37,8 °C a je zavislamikrobialni aktivie. Dale bylo
zjisténo, Ze putrescin, kadaverin a histamin se v syfovybach tvéi pouze pi udrZzovani
nevhodnych podminek (36 h, 21 °C) a po prvotninkygsje tempoiistu €chto diamiri

velmi rychlé [2].
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V moiskych rybach se vyskytuji psychrofilni halofilni Kberie, které jsou schopny
produkovat vysoké mnozstvi histaminéi pizkych teplotach jako 2,5 °C. Nizké teploty
jsou tedy nedostateé k potl@eni vzniku toxickych amih jako je histamin. Prevence
naristu bakterii nebo inhibice produkce biogennich @nenvelmi dilezita pro bezp#ost
potravin [2, 20].

4.2.2 Maso

Obsah biogennich aminv mase mze byt povazovan za ukazatarstvosti nebo Spatné
konzervace. Mezi né&astji se vyskytujici biogenni aminy pgattryptamin, putrescin,
kadaverin, serotonin, tyramin, spermidin a sperndiervené maso (skot) a tdrez je
za vhodnych podminek mirfddré nachylné k degradaci protéinS ohledem na jejich
nutricni hodnotu, vyrobni procesy, ekonomické aspektyazeki se oba druhy masa liSi
[70].

V cerstvém vefpvém mase se vyskytuje spermin, spermidin a staggiah amid.
ZvySeni jejich obsahu je zavislé na teplofeprové maso uchovan&imB0 °C obsahuje
vice biogennich aminnez kdyz je skladovanétip4 °C. Skladovanim ip -18 °C se

mnozstvi amif neneni [2].

4.2.3 Ovoce, dzusy, zelenina

Nékteré dzusy, nektary a limonadyigravované ziznych druli ovoce (pomerate,
maliny, citrony, grapefruity, mandarinky, jahodypiz, hrozny) obsahujiizné biogenni
aminy v prongnlivém mnozstvi. Vysoké mnozstvi anibylo nalezeno v pomer&ovém
dZzusu (tryptamin, noradrenalin), ¢ajech (tyramin, tryptamin, histamin), bananech
(tyramin, noradrenalin, tryptamin, serotonin), §késh (tyramin, noradrenalin) a Spenéatu
(histamin) [1, 20].
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5 STANOVENI BIOGENNICH AMIN U A POLYAMIN U

Existuji dva dvody pro stanoveni biogennich ariniv potravindch. Prvnim z nich je jejich
potencialni toxicita a druhym je moznost jejich pibujako ukazatele jakosti potravin.
Mezi rekteré z hlavnich aplikaci analyzy biogennich aipaki kontrola kvality surovin,
polotovafi a konénych vyrobKi, monitoring fermentnich proces, fizeni proces,

vyzkum a vyvoj [5].

Pro separaci a identifikaci antina jejich derivai byly vyvinuty mizné metody, jako
nagiklad tenkovrstvd chromatografie (TLC), plynova ammatografie (GC), metoda
kapilarni elektroforézy (CE) a vysok#idna kapalinova chromatografie (HPLC).
Nejjednodussi stanoveni biogennich amwnpotravinach je pomoci iont&wymeénné
chromatografie (IEC). Fluorimetrické metody se pgwaj pro individualni stanoveni
biogennich amik[1, 2, 5].

Typickymi problémy pi analyze jsou slozité matrice vzdrkpiitomnost potenciath
ruSivych slogenin a vyskyt #kolika biogennich amin z&rovéi. Proto se provadi
precisteni, které zahrnuje extrakci vzorku vhodnyfimidlem. Pro extrakci biogennich
amini byly doporieny nasledujictinidla: 0,6 M kyselina chlorista, 5 — 10% kyselina
trichloroctova a 0,1 M kyselina chlorovodikova. Rntééné vyrobky je vhodna extrakce

metanolem p zvySené teplat (60 °C) [17].

5.1 Chromatografické metody

5.1.1 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Tenkovrstva chromatografie je jednou z prvnich médchktera byla pouzita na stanoveni
biogennich amit v potravinach. Jeji vyhodou je, Ze nevyZaduje &vlianebo nékladné
zarizeni, je pesnd, levna a rychla. Zapebi je pouze fotoaparat a UV transiluminator
[2,12].

Existuje jednoducha a rychla kvantitativni TLC no&qoro stanoveni schopnosti bakterii
produkovat biogenni aminy v tekutych Zivnyaidach, které obsahuji aminokyseliny. Tato
metoda je lepSi nezZigdchozi TLC metody nasledkem vynechani extrakceéebakiiho

supernatantu. Biogenni aminy jsou obvykienenény na své derivaty, které maji lepsi

vlastnosti nez volné aminy. NgjstjSi cinidlo pouzivané $ derivatizaci amif je dansyl
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chlorid, ktery dava velmi fluorescentni, relattvetabilni derivaty sulfonamid jez maji

lepSi chromatografické vlastnosti a jsou snadntizmy extrakci rozpou&dlem [12, 71].

Pomoci TLC metody mohou byt o#ldny a identifikovany fluorescéni dansyl derivaty
histaminu, tyraminu, putrescinu a fenyletylaminenNznamo, Ze by tato metody udavala

faleSné pozitivni vysledky [12].

5.1.2 VysokoWwinna kapalinova chromatografie (HPLC)

V souwasné dob je vysokodinna kapalinovd chromatografie stale nejroe®iSi
analytickou metodou pro stanoveni biogennich amilednd se o reprodukovatelnou
a presnou metodu pro stanoveni histaminu, putrescemgkerinu a tyraminu. Tato metoda
obvykle zahrnuje pre- nebo postkolonovou derivatiza fluorimetrickou detekci. Pro
analyzu biogennich aminse pouzivaji izna chemickacinidla, nagiklad ninhydrin
ao-ftalaldehyd jako postkolonové derivattra ¢inidlo a benzoyl chlorid, fluorescein,
9-fluorenylmetylchloroformét, dansyl chlorid jakanidlo pro prekolonovou derivatizaci
[1, 12, 17].

Byla vyvinuta lepSi metoda pro stanoveni nedemeatnych biogennich amin
(kadaverin, putrescin, spermidin, histamin, tyrgmanrekterych aminokyselin (histidin,
tyrozin), ktera je zaloZena na iontevwyménné chromatografii s integrovanou pulsni
amperometrickou detekci (IPAD). Tato metoda bylgésiss pouZita pro analyzu
biogennich amiin a aminokyselin v potravinach jak rostlinného (Rive Zivaisného
pavodu (ryby, sardinky), tak i ve fermentovanych petnach (ementél, suché salamy)
[72].

5.1.3 Plynova chromatografie (GC)

Plynova chromatografie seide Siroce pouzivala pro analyzu biogennich d@mpmotoze je
jednoducha, vysoce citliva, ma vysokou rozliSovachopnost, kratkou dobu analyzy

a nizké naklady. Dnes uz s8li§ ¢asto nepouziva [17, 73].

Kolony byvaji kapilarni nebo napdvé, kdy kapilarni kolony umdagiji lepSi separaci
biogennich ami. Pro toto stanoveni se pouzivaji detektory elekivého zachytu,
tepelr® vodivostni a plamenové ionkaa. Velmi citliva je plynova chromatografie
s hmotnosté spektrometrickou detekci (GC-MS) [5, 17].
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5.2 Kapilarni elektroforéza (CE)

Metody kapilarni elektroforézy jsou zajimaveé vzldedke své kratké analyze a vysokému
rozliSeni. Problémem je jejich nedostai@ citlivost, ktera vSak fize byt potléena
spojenim kapilarni elektroforézy s detekci hmotnimst spektrometrem namisto UV
detekce. K dispozici jsou takeé jiné systemy detedagiklad byla vyvinuta metoda,
pii niZ se pouziva vodivostni detektor a nevyZadejévdtizaci neb@isteni vzorku. Tato
piima metoda je citlivd a fite stanovit biogenni aminy v potravinach atvia dobu kratSi
nez 15 minut [5, 12].

Vyhodou kapilarni elektroforézy je jeji jednoduchosychlost, cenova fstupnost
a spolehlivost, coz je velmi uztteé pro pro¥ieni velkého p&u vzorki v kratké dob
[17].

5.3 Enzymatické metody

Enzymatické metody byly vyvinuty pro detekci mikrganizmi produkujicich biogenni
aminy, hlavé histamin. \&tSina tchto metod je zaloZena nd@gobeni enzymu oxidazy
na histamin za vzniku peroxidu vodiku. Tyto testymovadi postupnou aktivitou dvou
enzymi, a to diaminoxidazy (DAO) a peroxiddzy. Diaminckzd katalyzuje rozklad
histaminu na imidazol acetaldehyd, amoniak a peraxidiku. Peroxidaza wpomnosti

peroxidu vodiku vyvolava zému barvy [12, 71].

Metoda ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assagsjijoce pouzivana pro specifické
a citlivé analyzy organickych sléenin ve stopovych mnoZzstvich ve sloZité matricitoTy
testy jsou jednoduché¢aso¥ nenargéné, selektivni a levné. &n¢ se pouZzivaji

pro analyzu histaminu u makrelovitych ryb [12, 74].

5.4 Molekularni metody

Molekularni metody se detekci a identifikaci baktestavaji alternativou tradnich
kultivacnich metod. PCR a DNA hybridizace jsou vyznamnéonhetkteré jsou rychlé,

citlivé a jednoduché. Mezi dalSi jejich vyhodyipapecificka detekce cilenych gefr5].

Molekularni metody nejsou zavislé na kultm&ch podminkach, a proto mohou byt
pouzity k ugeni producerit biogennich amiin i za okolnosti, kdy bakterie ndléého

kvaseni ztrati schopnost jejich tvorby [12].
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Tyto metody jsou pro stanoveni a identifikaci baktekteré produkuji biogenni aminy,

stéle vice pouzivany, protoZe jsou spoleijdiiy rychlejSi a &inn¢jSi nez jiné techniky [71].

5.4.1 Polymerazovaretézova reakce (PCR)

Pouzivani metod, kterymi Ize rychle zjistititomnost biogennich amina bakterii
produkujicich aminy, jetdezité pro prevenci hromadi biogennich amiinv potravinach.
Testy PCR Ize 0s8re pouzit pro rutinni detekci bakteridlnich knienkteré jsou
potencialnimi producenty histaminu, tyraminu, pstieu, a kadaverinu v potravinach
[12, 71].

Tato metoda je velmi specificka a jeji vysledky lggorovnani s jinymi tradnimi
metodami snadno interpretovat. Kréntoho PCR odkryva potencidlni riziko vyskytu

biogennich amiinv potravinach jegtpied jejich vznikem [71].
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. PRAKTICKA CAST
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6 CILPRACE

Cilem teoretickécasti bylo charakterizovat biogenni aminy, popsaichechemickou
strukturu, toxikologické €inky na lidsky organizmus a jejich vznik. Dale bybppsany
mikroorganizmy, které je produkuji, vyskyt biogecimiamiri v potravinach a dkteré

metody pouZzivané K jejich stanoveni.

Cilem praktickeé casti této prace bylo studovat tvorbu biogennich ndmkmeny
Lactococcus lactis subspeciefactis pii ruiznych podminkach kultivace, zejména se &am

na:
— vliv laktézy v koncentracich 0; 0,25; 0,50; 0,7%ad % (w/v),
— vliv chloridu sodného v koncentracich 0; 1 nebo Pé&),
— vliv aerobniho a anaerobniho pri@sti.

Pro zajis¢éni cili prace bylo nutné stanovit produkci biogennich @nmpomoci iontog-
vyménné kapalinové chromatografie, postkolonové ninimgk@ derivatizace

a spektrofotometrické detekcde£ 570 nm).

Na zaklad ziskanych vysledkz méteni byly zformulovany zaly, které popisuji tvorbu
biogennich amik sledovanymi kmeny bakterii ndéiéého kvaSeni dhem Kkultivace

za sledovanych podminek.
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7 MATERIAL A METODIKA

7.1 Kultury bakterii

V experimentalnicasti byla sledovana produkce biogennich @amimasledujicich kmein
ziskanych ze Sbirky mlékskych mikroorganizrin Laktoflora (Culture Collection of Diary

Microorganisms — CCDM):
— Lactococcus lactis subsplactis CCDM 48
— Lactococcus lactis subsplactis CCDM 53
— Lactococcus lactis subsplactis CCDM 141

Zacckovanim 20 ml kultivaniho média bakteriemi bylo ndjde pripraveno inokulum,
které se poziji pouzilo k pripraw suspenze bakterii. Jeho kultivace probihaiggplot

30 + 1 °C po dobu 24 hodin. Nasledbylo 25l tohoto inokula zagkovano do 10 ml
kultivaéniho média sipdavkem 0,2 % (w/v) tyrozinu a inkubovand teplot 30 £ 1 °C
po dobu 24 hodin. Taktofipravena suspenze bakterii byla dale pouzita pestl

stanoveni dekarboxylazové aktivity bakterii.

7.2 Popis experimentu

V experimentélnéasti této prace byl sledovagidek vybranych v§Sich faktoni (piidavek
laktézy, NaCl a aerobni/anaerobni ptredf) na produkci biogennich aminFi sledovani
vlivu aerobniho a anearobniho piesti byla jedna polovina zkumavek kultivovana
aerobr a druha anaerobnc¢ehoz bylo dosazeno kapnutim sterilniho parafinovelege

(750 ul) na kultivani médium.

Ze suspenze bakterii narostenydiespnoc bylo odebrano 24 a na@&kovano do M17
bujonu s pidavkem 0,2 % (w/v) tyrozinu. Kultivace kmierpozitivnich na produkci
biogenniho aminu tyraminu probihal& @O + 1 °C v rozmezi 1 az 15 @lnOdker vzorki
probihal 0., 1., 2., 3., 4., 5., 6., 7., 10., 125a den kultivace, byl nahodny a od kazdého
kmene a kazdé uroenfaktoru byly vzaty 2 zkumavky. Od kazdého kmendohyedy

analyzovano 33Qiznych variant média po kultivaci bakterii.

Produkce tyraminu byla stanovena pomoci ioétounménné kapalinové chromatografie

a souasre byla metena opticka denzita bék a pH kultiva&&niho média.
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7.3 Kultiva éni média

Bujén M17
ML7 (OXOU). .ot eee e 37,25¢
glukdza (Lach-Ner) .......ovii i 5009
laktéza (Lach-Ner).......cccoo i e 5,009
VO@... ..ot e e e 0000,00 M

Piiprava mdy: Bylo navdZzeno 37,25 gug@y M17 s pislusnym sacharidem, NaCl
a aminokyselinou a vSe bylo rozptrid v 1000 ml vody. Sterilace préfida v autoklavu

pii 123 °C po dobu 15 minut.

V zavislosti na sledovanych &8ich faktorech byl bujon M17 (o objemu 5 ml)

s pridavkem 0,2 % (w/v) tyrozinu obohacen o:

- laktézu v koncentracich 0; 0,25; 0,50; 0,75 a 199Qw/v) bez sotasného
piidavku NaCl,

- NacCl v koncentraci 1 % (w/v) a laktézu v koncenitacO; 0,25; 0,50; 0,75
a 1,00 % (w/v),

- NacCl v koncentraci 2 % (w/v) a laktézu v koncenitacO; 0,25; 0,50; 0,75
a 1,00 % (w/v).

7.4 Méreni optické denzity burék

P kazdém odbru vzorki pro analyzu byl sledovan také aigir mikroorganizmh merenim
optické denzity bukk pii vinové délce 600 nm (Ofgy) proti bujénu M17 (s fidavkem
odpovidajici koncentrace laktézy a/nebo NaCl) beackovanych busk
na spektrofotometru s diodovym polem LIBRA S6 (Biomn, Cambridge, UK).
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7.5 Méreni pH kultivaéniho média

V jednotlivych odirovych dnech bylo rowi zji¥ovdno pH kultivéniho média.
Kultivacni médium bylo po inkubaci mikroorganizntentrifugovano (10000 x 30 min)
a po odstragni burtk byla meiena hodnota pH bujonu M17. Kébeni byl vyuZivan
pH-metr GRYF209S (GryfHB, Hawkiv Brod, Ceska republika) s kombinovanou
sklerénou elektrodou pro biologické vzorky. &é&ni probihalo po vytemperovani vzork

na teplotu 22 + 2 °C. VSechny vzorky bylgiany nejméa ve trojim opakovani.

7.6 Stanoveni produkce biogennich ami

Produkce biogennich amniinbyla sledovana metodou iontevyménné chromatografie.
Kultiva¢ni médium s fidavkem 0,2 % (w/v) tyrozinu bylo po inkubaci céfuigovano
(10000 x 30 min). Naslednbyla snés zfiltrovana pes 0,45 pm filtr a 10Qul takto
piipravené srési bylo automaticky nagknuto do analyzatoru aminokyselin AAA400
(Ingos, PrahaCeska republika). S@asti analyzatoru je kolona (55%3,7 mm) n&pkn
ionexem Ostion LG ANG (Ingos, Prahaeska republika). Detekce probihala
po postkolonové ninhydrinové derivatizaci spekttofoetrickym detektoreniEé 570 nm).
Jako eldni pufry byly pouzity roztoky, jejichz sloZeni jevedeno v tabulce 4. Postup
piipravy ninhydrinovéhocinidla a chemikalie (s vyjimkou standa)d byly ziskany
od vyrobce AAA 400 (Ingos, Prah&R). Standardy biogennich anmirbyly zakoupeny
od Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Kazda &snbyla analyzovana minimandvakrat.
Pokud byla koncentrace biogennich aimue sngsi piiliS vysokd, byl proredéni pouzit
davkovaci pufr | (tabulka 4) [76, 77].

Biogenni aminy byly eluovany podle nésledujicihogramu: pufr A po dobu 20 minut,
pufr B po dobu 60 — 86 minut, regenerace 0,2 MMN4AOH po dobu 5 minut a stabilizace
pufrem A 19 minut. Ritokova rychlost pufru byla 0,3 ml.nifn ninhydrinovéhoginidla
0,2 ml.mir*. Eluce probihalaipteplo& 65 °C (0 — 41 minut a 111 — 120 minut) a 45 °C
(41 — 111 minut). PaivadZ probihala separace pouze tyraminu, mohl mgbtprogram
zkracen: pufr A po dobu 20 minut, regenerace 0,2.IthdNaOH po dobu 5 minut
a stabilizace pufrem A 10 minut. Teplota kolonyabyldrzovana na 65 °C. Teplota kolony
byla udrzovana na 65 °C [76, 77].
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Tabulka 4 - SloZeni sodnocitratovych pgufpouzitych pi detekci biogennich

(sloZzeni uvedeno v gramech na celkovy objem putjy77]

amin

Reagencie Puft

A Davkovaci pufr
Kyselina citronova monohydréat 1,55 14,00 14,00
Citronan sodny dihydrat 21,00 - -
Chlorid sodny 5,00 - 11,50
Chlorid draselny - 171,50 -
Bromid draselny 41,65 - -
Hydroxid draselny - 10,00 -
Azid sodny - - 0,10
Izopropanol (ml) 250,00 — -
Tiodiglykol (ml) - 5,00
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

Kmeny Lactococcus lactis subsp.lactis byly testovany na vliv laktézy o koncentraci
0, 0,25, 0,5, 0,75 a 1 % wl/v, chloridu sodného ndemtraci 0, 1 a 2 % w/v a aerobniho

a anaerobniho prasdi na produkci tyraminu.

8.1 Vliv laktézy, NaCl a aerobniho/anaerobniho prostedi na produkci

tyraminu u kmenu Lactococcus lactis subsp.lactis

Pomoci metody iontav vyménné chromatografie byla po kultivaci bakterii ggigana
piitomnost biogennich aminv médiu obohaceném diglusné aminokyseliny. Produkce
biogennich amiin v zavislosti na v&Sich vlivech byla testovana u 3 kniebactococcus

viv s

[76,77].

U laktokoka byl tyramin metodou IEC detekovan u 3 knmidractococcus lactis subsp.
lactis. NejwtSi tvorbu tyraminu vykazoval kmdrmactococcus lactis subsp.lactis CCDM

141, nejmensi pakactococcus lactis subsplactis CCDM 48.

M¢erenim optické denzity bwk (piloha | — 1ll) byl zji¥ovan vliv vybranych faktdr
na rast sledovanych kmeénbakterii. Nej¥étSi nafist byl detekovan u kmeneactococcus
lactis subsp.lactis CCDM 141 (obr. 10), nejmensi pdlactococcus lactis subsp.lactis
CCDM 48.

Béhem kultivace dosSlo vlivem pomnozZeni sledovanyctktdrd ml&ného kvaSeni
ke zvySeni produkce kyseliny nil&, a tim tedy k poklesu pH kultiéiho média (filoha

IV — VI). Vprvnich 5-6 dnech byl pokles rychly @&hodnotdm pH kolem 5 — 5,2
a v dalSich dnech doSlo pouze k mirnému snizeniPRaHcelou dobu bylo sledovano také
kontrolni kultiva&gni médium (tj. bez za#ovanych bakterii). Jeho pH se pohybovalo
v rozmezi 6,7 — 6,8. Vliv NaCl a aerobniho neboeanlaniho prosedi nebyl tak vyrazny,
avSak progedi s vySSi koncentraci NaCl vykazovalo nizSi hogpdd nez prosedi bez
jeho gidavku. Nejnizsi pH (5,09) bylo naiteno u kmend.actococcus lactis subsplactis
CCDM 141 po 10 dnech kultivace v priegti s 1% (w/v) laktozy, 1% (w/v) NaCl a bez
piistupu kysliku (obr. 11).
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Obr. 10 - Opticka denzita b&k kmene Lactococcus lactis subsp.lactis CCDM 141
kultivovaného s fidavkem fiznych koncentraci laktézy a 1 % (w/v) NaCl. AE +odmi

prostedi, AN — anaerobni prasdi, hodnoty 0 — 1 vyjddji koncentraci laktozy (v %).
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Obr. 11 - Zmény pH kEhem kultivace testovanych kmetaktokoki s pidavkem 1 % (w/v)
laktézy a 1 % (w/v) NaCl. AE — aerobni priesti, AN — anaerobni praeti, K — kontrolni

kultivacni médium bez ipdavku bakterii.
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8.1.1 Produkce tyraminu kmenemLactococcus lactis subsp.lactis CCDM 48

Rychlost fistu Lactococcus kmenelactis subsp.lactis CCDM 48 se vyrazh zvySovala
piiblizné do 7. dne. V dalSich dnech pak vzrostla jen &iarist burgk se s rostouci
koncentraci NaCl v prostdi také zvySoval a obsah lakt6zy podporovat faktokoki
pouze do ufité hranice (0,5 % (w/v)), pak se hodnota opticledzity snizovala. VySSi
narist byl pozorovan také v anaerobnim piredi, pouze v fdpadt kultivace bez fidavku
NaCl tomu bylo naopak. NejvysSi hodnota optické nodgd pak byla zjigina 9. den
a nejlepSim progédim pro ést tohoto kmene bakterii néi@éého kvaSeni bylo kultivai
médium obohacené o 0,5 % (w/v) laktdzy a 2 % (WaCl a @i zamezeni fistupu

kysliku. V tomto pipact hodnota optické denzitynila 1,494 (piloha I).

S pomnozenim kultur souvisi také produkce kysetimgné, ktera progedi okyselovala.
VyrazngjSi pokles byl zaznamenan v anaerobnim pedst VV prostedi bez pidavku NacCl
se pH se zvysujici se koncentraci laktozy snizop#ldizné od 6,43 do 6,24.#lavkem
1 % (w/v) NaCl byl pokles pH vyrazj$i az na hodnotu 5,83. Nejskj$i pokles pH byl
vSak v progedi s 2 % (w/v) NaCl, kdy kotea hodnota byla 5,761(ohy IV — VI).

U tohoto kmene byla pozorovana produkce tyraminmazi 3. a 4. dnem kultivace, a to
jen v pipact vzorki kultivovanych v prosedi s 2 % (w/v) NaClip vSech sledovanych
koncentracich laktézy, a to v aerobnim i anaerobpfostedi. V anaerobnim prasdi
byla produkce tohoto biogenniho aminu vyraxyssi nez v fitomnosti kysliku. Obsah
vyprodukovaného tyraminu byl také ovlgm riznou koncentraci laktdzy, kdy néfsi
tvorba byla zaznemenana figact pridavku 0,5 % laktozy (w/v) (cca 450 mg/l
kultivaéniho média), a to po 12 dnech kultivacei Rultivaci bakterii v prosedi bez
piidavku laktozy bylo dosazeno produkce tyraminuB&smg/l, v gitomnosti 0,25 % (w/v)
laktézy doSlo k navySeni detekovaného mnoZzstiblipné na 186 mg/l, P pridavku
0,75 % (w/v) laktézy se mnozstvi stanoveného tyransnizilo na hodnotu cca 385 mg/I
a dalSim zvySenim koncentrace na 1 % (w/v) laktomédiu bylo mnoZstvi ap nizsi (cca
190 mg/l). V aerobnim prasidi bylo mnozZstvi detekovaného tyraminii ptejnych

podminkach zhruba @etinu az polovinu niZsi.

Z obr. 12 — 16 lze Wist, Ze od peatku produkce se mnozstvi tyraminu v pfedt rychle
zvySovalo az do 9. dne a pak doSlo k mirnému pakiBglo to pravdpodobré zpisobeno

vycerpanim zivin v meédiu.
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Obr. 12 - Produkce tyraminu kmenéractococcus lactis subsp.lactis CCDM 48 v médiu
bez @idavku laktézy. AE — aerobni préstli, AN — anaerobni prdasdi, hodnoty 0, 1 a 2

vyjadruji koncentraci NaCl (v %).
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Obr. 13 - Produkce tyraminu kmenéractococcus lactis subsp.lactis CCDM 48 v médiu
s pridavkem 0,25 % (w/v) laktozy. AE — aerobni predi, AN — anaerobni prdsdi,
hodnoty 0, 1 a 2 vyjadji koncentraci NaCl (v %).
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Obr. 14 - Produkce tyraminu kmenéractococcus lactis subsp.lactis CCDM 48 v médiu
s pridavkem 0,5 % (w/v) laktozy. AE — aerobni presdli, AN — anaerobni prdsdi,
hodnoty 0, 1 a 2 vyjadji koncentraci NaCl (v %).
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Obr. 15 - Produkce tyraminu kmenédractococcus lactis subsp.lactis CCDM 48 v médiu
s pridavkem 0,75% (w/v) laktézy. AE — aerobni piedi, AN — anaerobni prdsdi,
hodnoty 0, 1 a 2 vyjadji koncentraci NaCl (v %).
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Obr. 16 - Produkce tyraminu kmendractococcus lactis subsplactis CCDM 48 v médiu
s pridavkem 1 % (w/v) laktézy. AE — aerobni piesti, AN — anaerobni prdstli, hodnoty
0, 1 a 2 vyjatliji koncentraci NaCl (v %).

8.1.2 Produkce tyraminu kmenemLactococcus lactis subsp.lactis CCDM 53

NejvétSi rychlost pomnozeni bakterii kmehactococcus lactis subsp.lactis CCDM 53
byla zaznamenanafiplizn¢ do 7. dne kultivace. V nésledujicich dnech do3b |
ke zpomaleni tstu. PomnoZeni tohoto kmene v danych podminkacto bxglmi
promenlivé. V prostedi bez fitomnosti NaCl byl nejvyySSi nést @i 0,75 % (w/v) laktozy
a aerobnich podminkach. Hodnota optické denzi§8j2yyla nejvyssi vifppads kultivace

s pridavkem 0,5 % (w/v) laktézy, 1 % (w/v) NaCl a v estenim prostedi, a to 15. den.
V piitomnosti 2 % (w/v) NaCl bylo pomnozeni n&li @i kultivaci s 1 % (w/v) laktozy
a za pistupu kysliku (piloha II).

Tento kmen okyseloval prasdi mnohem vyrazfi nez kmenlLactococcus lactis subsp.
lactis CCDM 48. V anaerobnim prdsti byl naiist laktokoki vétSi, a tudiz i produkce
kyseliny mil€né. Podob& jako u gedchazejiciho kmene, byl také u tohoto kmene
zaznamenan nejnizSi pokles pH v predt bez pidavku NaCl (z 6,28 na 5,43).
V piitomnosti 1 % (w/v) NaCl doSlo ke snizeni pH nadtadb,2 a fi ptidavku 2 % (w/v)
NaCl aZ na 5,11 {fohy IV, V, VI).
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U kmeneLactococcus lactis subsp.lactis CCDM 53 byla pozorovana mirna produkce
tyraminu uz po denni kultivaci. Podabjako u kmene CCDM 48 byla nejvyssi produkce
tyraminu zaznamenana v médiu s2 % (w/v) NaCl, a54® mg/l. Se sniZujici se
koncentraci NaCl v kultivamim médiu se snizovalo i mnozstvi vyprodukovaného
tyraminu. Ri pifidavku 1 % (w/v) NaCl se tato hodnota zmenshal@Zné o jednu tetinu

a bez pitomnosti NaCl v progedi kleslo mnozZstvi vyprodukovaného tyraminu g§est
priplizné o pitinu na cca 305 mg/l. Prasti bez pistupu kysliku bylo pro dekarboxylaci
tyrozinu oggt priznivejSi. V aerobnim progdi bylo mnoZstvi detekovaného tyraminu
za stejnych podminek asi oétmu az polovinu nizsi. ifomnost laktézy v médiu
podporovalaist laktokoki, a tim tedy i produkci tyraminu az do koncentrage% (w/v).
DalSim zvySenim koncentrace laktozy bylo zaznamemaansi mnozstvi tyraminu, kdy
v pritomnosti 0,75 (w/v) laktézy to bylo 460 mg/l médigyi piidavku 1 % (w/v) laktozy
uz jen 313 mg/l. B pocatetnich koncentracich laktézy (0 a 0,25 % (w/v)) bylmédiu
detekovano fiblizn¢ 83,3 mg/l a 402 mg/l tyraminu.

KmenemL. lactis subsp.lactis CCDM 53 byla tedy maximalni tvorba tyraminu dosazen
15. den pi piidavku 0,5 % (w/v) laktézy, 2 % (w/v) NaCl a za ar@bnich podminek, a to
cca 545 mg/l média. DalSi dny byla produkce tyrankanstantni (obr. 17 — 21).
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Obr. 17 - Produkce tyraminu kmenedractococcus lactis subsplactis CCDM 53 v médiu
bez gidavku laktézy. AE — aerobni préstli, AN — anaerobni prdasdi, hodnoty 0, 1 a 2

vyjadiuji koncentraci NaCl (v %).
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Obr. 18 - Produkce tyraminu kmendractococcus lactis subsplactis CCDM 53 v médiu
s pridavkem 0,25 % (w/v) laktézy. AE — aerobni predi, AN — anaerobni prdsdi,
hodnoty 0, 1 a 2 vyjadji koncentraci NaCl (v %).
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Obr. 19 - Produkce tyraminu kmenéractococcus lactis subsp.lactis CCDM 53 v médiu
s pridavkem 0,5 % (w/v) laktozy. AE — aerobni piresdli, AN — anaerobni prdsdi,
hodnoty 0, 1 a 2 vyjadji koncentraci NaCl (v %).
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Obr. 20 - Produkce tyraminu kmendractococcus lactis subsplactis CCDM 53 v médiu
s pridavkem 0,75 % (w/v) laktézy. AE — aerobni predi, AN — anaerobni prdsdi,
hodnoty 0, 1 a 2 vyjadji koncentraci NaCl (v %).
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Obr. 21 - Produkce tyraminu kmendractococcus lactis subsplactis CCDM 53 v médiu
s pridavkem 1 % (w/v) laktézy. AE — aerobni piesti, AN — anaerobni prdstli, hodnoty
0, 1 a 2 vyjatliji koncentraci NaCl (v %).
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8.1.3 Produkce tyraminu kmenemLactococcus lactis subsp.lactis CCDM 141

U kmeneLactococcus lactis subsp.lactis CCDM 141 byla zaznamenéna nejvyssi hodnota
optické denzity (2,87) 9. denfipkultivaci s gidavkem 0,75 % (w/v) laktézy, 1 % (w/v)
NaCl a bez fistupu kysliku. Nasledujici dny se tato hodndtbSonentnila. Kdyz v médiu
nebyl @itomen chlorid sodny, tak byl ne&psi nafist (2,511) sledovan wpomnosti
0,75 % (w/v) laktdézy a zaifstupu kysliku. Bylo-li vSak prostdi obohaceno 2 % (w/v)
NaCl, tak k nej¢tSimu pomnoZzeni (2,617) doSlo u# ©,5 % (w/v) laktdézy a ofi

v aerobnim prosgedi (@iloha IlI).

Kmen Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141 n¢l podobny piéibéh okyseleni
kultivaéniho média (pokles pH) jakargdchazejici kmeihactococcus lactis subsp.lactis
CCDM 53. Negjnizsi hodnota (5,09) byla vSak kéema v médiu s NaCl o koncentraci 1 %
(w/v). V médiu bez fidavku NaCl se pH postupmsnizovalo s rostouci koncentraci laktozy
z hodnoty 6,44 na 5,44ridavkem 2 % (w/v) NaCl pak pH kleslo na hodnotud5&ilohy

IV, V, VI).

U kmeneLactococcus lactis subsp.lactis CCDM 141 byla pozorovana slaba produkce
tyraminu uz prvni den kultivace. V anaerobnim pexdit byla produkce tyraminu &p
vySSi nez v aerobnim praéstli, kdy produkce klesala asi o jednu Sestinu é@vpw. Jako

u predeslych kmein byla tvorba tyraminu nef¢Si v gritomnosti 2 % (w/v) NaCl (cca
790 mg/l). Kultivaci v prosedi s pidavkem 1 % (w/v) NaCl se mnoZzstvi tyraminu snizilo
asi o g@tinu a v prostedi bez pidavku NaCl o dalSirétinu. Z obr 22 — 26 Ize il jak se
mnozZstvi vytvéeného tyraminu s rostouci koncentraci zvySuje agvétho maxima. Tento
kmen byl roviZz nejproduktivijSi v prostedi obohaceném o 0,5 % (w/v) laktozy.
V piitomnosti vysSich koncentraci laktozy (0,75 a 1 Wiv)) byla zaznamenana nizSi

tyrozindekarboxylazova aktivita az o jedratinu.

NejvysSi produkce tyraminu byla zaznamenana 12.kddtivace v prosedi @i pridavku
0,5 % (w/v) laktézy a 2 % (w/v) NaCl, a to cca #8@Q/I kultivatniho média. DalSi dny se

jiz produkce biogenniho aminuips nenenila, pog. mirre klesala.
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Obr. 22 - Produkce tyraminu kmenéractococcus lactis subsplactis CCDM 141 v médiu
bez gidavku laktozy. AE — aerobni prasti, AN — anaerobni prdasdi, hodnoty 0, 1 a 2

vyjadiuji koncentraci NaCl (v %).
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Obr. 23 - Produkce tyraminu kmenéractococcus lactis subsplactis CCDM 141 v médiu
s pridavkem 0,25 % (w/v) laktozy. AE — aerobni predi, AN — anaerobni prdsdi,
hodnoty 0, 1 a 2 vyjadji koncentraci NaCl (v %).
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Obr. 24 - Produkce tyraminu kmeneractococcus lactis subsplactis CCDM 141 v médiu
s pridavkem 0,5 % (w/v) laktozy. AE — aerobni presdi, AN — anaerobni prdsdi,
hodnoty 0, 1 a 2 vyjadji koncentraci NaCl (v %).
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Obr. 25 - Produkce tyraminu kmeneractococcus lactis subsplactis CCDM 141 v médiu
s pridavkem 0,75 % (w/v) laktozy. AE — aerobni predi, AN — anaerobni prdsdi,
hodnoty 0, 1 a 2 vyjadji koncentraci NaCl (v %).
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Obr. 26 - Produkce tyraminu kmenéractococcus lactis subsplactis CCDM 141 v médiu
s pridavkem 1 % (w/v) laktézy. AE — aerobni piesti, AN — anaerobni prdstli, hodnoty
0, 1 a 2 vyjatliji koncentraci NaCl (v %).

8.2 Souhrnna diskuze

Rast a mnozeni bakterii jsou ovliwvanyiadou faktoi, mezi které séadi zejména zdroje
uhliku a energie. Mnohé bakteri&tsinou vyuzivaji jako zdroje uhliku a energie saitha
které pak mohou femeénovat na dalsi produkty [78]. Kromtoho, Ze jsou sacharidy
primarre vyuzivany jako zdroj uhliku a energie, mohou vikAch bakterii ovliviovat

i dalSi procesy, mezi které lze radit napgiklad aktivitu dekarboxyknich enzyni.
Produkce biogennich amiinv potravinach je zavisla na mnoRnitelich, mezi které
fadime kromi sacharid (v naSem fpadt vliv laktozy v riznych koncentracich) také
koncentraci NaCl v kultivenim prostedi nebo dostupnost kysliku (aerobni nebo anaerobni
prostedi). Kron¢ téchto faktofi ovliviiuje vyskyt biogennich aminv prostedi takeé
piitomna mikrofléra, mnozstvi prekurZgrteplota, pH, aktivita vody, redox potencial
a mnoho dalSich vliv[17, 31].

Produkce biogennich antinje rovrez omezena mnozstvim dostupnych aminokyselin
v prostedi [30], a proto bylo kultivani médium (bujon M17) obohaceno o 0,2 % (w/v)

aminokyseliny tyrozinu, kterd slouZzila jako prekarrpro tvorbu tyraminu. Z testovanych
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kmeni Lactococcus lactis subsp. lactis byla gipravena suspenze hiky ktera byla

kultivovana pies noc, aby doSlo k pomnozeni Bkim zarové k zahajeni dekarboxylazové
aktivity bakterii [8]. Ri ptimém naokovani bakterii, tj. bez fpdchoziho pomnozeni
v bujonu s prekurzorem biogenniho aminu, do médisledovanymi faktory by mohlo
dojit k pomalejsSi aktivaci dekarboxylazovych enzymk pozdjSi produkci tyraminu nez

pii naactkovani suspenze bgiks gipravenymi dekarboxylazovymi enzymy.

V diplomové praci byl v modelovych podminkaichvitro sledovan vliv pidavku laktozy

v koncentracich 0 — 1 % (w/v), chloridu sodnéhoomdentracich 0 — 2 % (w/v)
a aerobniho/anaerobniho piesti na produkci tyraminu &itkmeni Lactococcus lactis
subsp.lactis, které byly jiz dive ozngeny za producenty biogenniho aminu tyraminu
[76, 77].

Faktory a jejich arové byly voleny tak, aby sefiblizily podminkdm technologického
procesu vyroby firodnich syt (zejména procesu vyroby §ys nizkodokvanou syeninou
holandského typu, mezi které Ize hageradit vCeské republice po#mng oblibené a hojh
konzumované eidamské syry) a napomohly téédpidat tvorbu biogennich antirve
fermentovanych migych vyrobcich, které prochazi delSim zracim precesTestované
kmeny laktokok byly proto z tohoto @vodu kultivovany po dobu 15 dnpii teplog
10 +1°C. Tato teplota se tot#asto vyuzivd &hem technologického procesu zrani

piirodnich syi.

Ve fermentovanych vyrobcich obechrozi WtSi riziko vyskytu biogennich aminnez
v potravinach nefermentovanych [1]. Mezi pouzivabékterie mléného kvaSeni
s vyraznou dekarboxyldzovou aktivitou fhatzejména zastupci réd Enterococcus,
Lactobacillus a Lactococcus [37]. Naproti tomu vyskyt biogennich aniin
v nefermentovanych potravinach je obvykle spojeeZadouci kontaminujici mikrobiélni
aktivitou [2].

Z vysledii této prace je patrné, Ze kmehgctococcus lactis subsp.lactis CCDM 53
aLactococcus lactis subsp.lactis CCDM 141 produkovaly tyramin za vSech testovanych
podminek, kdezto kmenlLactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 nl
tyrozindekarboxylazu aktivni pouze yifomnosti 2 % w/v NaCl. Lzeipdpokladat, Ze
dalSim zvySovanim koncentrace NaCl by doslo¢tgiv produkci biogenniho aminu

tyraminu, avSak po ipkrateni ukité hranice by fitomny chlorid sodny {sobil
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na testované laktokoky negaté/nrestované koncentrace NaCl (0 — 2 % (w/v)), ksaé
priblizovaly hodnotdm koncentrace solii pyrob¢ piirodnich syii, nengly tedy inhibni
acinky na fist sledovanych kmén Lactococcus lactis subsp. lactis ani jejich
dekarboxylazovou aktivitu. Studie od Santos a ki®] naopak popisuje né&gnivy vliv
0,5 % (w/v) NaCl na produkci tyraminu a dalSichdaonich amif, a to @i kultivaci
za teploty 20 a 32 °C. Sumner a kol. [80] sledovki raiznych koncentraci NaCl (0; 0,5;
15; 3,5 a 55 % (w/v)) na produkci histaminu u teak Lactobacillus buchneri.
Maximalni tvorba histaminu byla v tomto experimetaznamenénarigpiidavku 0,5 %
(w/v) NaCl do kultiv&niho média (MRS). Podobnjako @i naSi praci pozorovali
v pritomnosti chloridu sodného nepatrrychlejSi i vysSi produkci biogenniho aminu nez
bez jeho pidavku. Koncentrace 5,5 % (w/v) NaCl uz &m& inhibovala schopnost
Lactobacillus buchneri produkovat histamin, aleist této bakterie inhibovan jeéShebyl.
Také Taylor a Woychik [81] zjistili, Ze koncentra8&5 — 5,5 % (w/v) NaCl {sobi
inhibi¢né na produkci histaminu u gramnegativni baktéfiebsiella pneumoniae, kdezto

nizSi koncentrace NacCl jsouidi snizeni produkce histaminu rRétne.

Pritomnost laktozy (0,25 — 1 % (w/v)) v kulti&aim médiu byla proist bakterii, a tedy

i produkci tyraminu, nezbytna, protoZe slouzilagakdroj Zivin a energie, avsak jeji
koncentrace uZz nebyla pro produkci tyramintili® rozhodujici. Nejvy$Si mnoZstvi
detekovaného tyraminu bylo u vSech testovanych kméaiktokoki pozorovano
pii ptidavku 0,5 % (w/v) laktozy do kulti¢aiho média. DalSim zvySovanim koncentrace
laktdzy se mnoZstvi vyprodukovaného tyraminu whisnizovalo, avSak k zastaveni
produkce tyraminu nedoSlo. Bover-Cid a kol. [82¢dsvali viiv glukézy na tvorbu
biogennich amiinv uzeninach a z jejich vysletlikyplyva, Ze vzorky bezifdavku glukozy
obsahovaly ménhtyraminu nez vzorky sifdavkem utité koncentrace tohoto sacharidu.
Také Gonzalez-Fernandez a kol. [31] testovali wiznych sacharid (glukézy, laktozy,
sachardzy a jejich vzajemnych kombinaci) na proditkegennich amié v uzeninach.
Ve vzorcich detekovali tyramin, putrescin, sperngpermidin a fenyletylamin. Nejvyssi
mnoZstvi biogennich amirbylo nalezeno vifitomnosti 0,1 % (w/v) glukdzy. Bez ohledu
na druh nebo koncentraci pouzitého cukru vSak Wwaoaanych vzorcich nezaznamenali

vyskyt histaminu.

DalSim faktorem, ktery byl vtéto diplomové praciedovan, byl vliv aerobniho

a anaerobniho prdasdi. Lactococcus lactis je popisovan jako mikroaerofilni bakterie
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mlé&ného kvaseni, coZz znamena, ze zdyoh podminek mohou tolerovatiippmnost
kysliku v prostedi. Ten pro & neni toxicky, ale ke svému Zivotu jej neiftiuji
a nevyzaduji [83]. Z vysledkje patrné, Ze pro produkci tyraminu bylo u testoudn
kmeni laktokoki vhodrgjSi anaerobni prostdi. Podob# také Bover-Cid a kol. [8],
zaznamenali i sledovani dekarboxyldzové aktivity baktdractobacillus curvatus vyssi
produkci tyraminu fi kultivaci v prostedi bez pitomnosti kysliku. V obou ifpadech
nebyly rozdily v naistu laktokok a produkci tyraminuidlis velké. Proto |ze konstatovat,
Ze pitomnost, respektive n&pomnost kysliku je faktor, ktery nemé zasadni vliv
na produkci biogennich amin Také Masson a kol. [84] zjistili, Ze u kmene

Carnobacterium divergens piitomnost kysliku produkci tyraminuifis neovliviiuje.

Béhem celého experimentu byly sledovany take&rmympH kultivainiho média. Hodnota
pH je samoejmg zavisla na nie nafistu pouzitych bakterii méé@ého kvaseni, respektive
na produkci kyseliny mi#né. K vyrazgjSimu poklesu pH doSlofpkultivaci s gidavkem
laktozy, ktera msla pozitivni &inek na pomnoZeni laktokék kdy jejich ¢innosti doslo

k produkci ¥tSiho mnozstvi kyseliny mté@é, ktera prosedi okyselovala. Vliv ostatnich
sledovanych faktdr na snizovani pH kultivamiho média (NaCl, aerobni/anaerobni
prostedi) byl nepatrny. Bktefi autdi [85] uvadi, Ze nizké pHipiva k mensi produkci
biogennich amiitn. Na rozdil od toho jini &dci [31] tvrdi, Ze bakterie se proti nizkému pH
brani zvySenim dekarboxylazové aktivity, coz vedeg/$Si tvorks biogennich amiin, které
vykazuji zasaditou reakci a tim pgawevysuji pH prosedi buiky. Je tedy mozné, Ze
pro produkci biogennich amirexistuje optimalni hodnota pH a po jejitfekroieni dojde
ke sniZzeni dekarboxyazové aktivity bakterii. Gardirkol. [30] zkoumali vliv éznych
faktori na fist Enterococcus faecalis a stim spojenou produkci biogennich aimin
a poukazuji na vyrazny vliv pH na optickou denziturgk, kdy se zvySujicim se pH
prostedi se zvySuje i nast mikroorganizm. S rostoucim pH se podle jejich studie prudce

zvySoval i obsah biogennich aniin prostedi.

Podminky, které byly v ramci této diplomové praestdvany, mohou nastatipryrob¢
konkrétnich vyrobk, a proto by mil byt technologicky proces jejich vyrobytipre
dodrzovan. Rowt by mel byt sledovan obsah biogennich amia vyskyt rizikovych
mikroorganizni (tj. kontaminujicich mikroorganizéna starterovych kmeéns vysokou

produkci biogennich amii ve vyrobcich.
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Vyskyt biogennich amiinv potravinach je z hlediska jejich igmivych &inkua na lidské
zdravi nezadouci. Proto je nutné, aby v této obleatidle probihal vyzkum, ktery by
navrhl novareSeni eliminujici jejich produkci. Jednim zetgphi je potla&eni rozvoje
mikroorganiznii s dekarboxylazovou aktivitou. V stasné dob se vyviji prostedky, které
této nezadouci mikrofté@ zabréuji v rastu a také vylepSuji vlastnosti potravin. Takovymi
latkami mohou byt nafklad monoacylglyceroly. DalSim moZnyfaSenim je identifikace
mikroorganiznii, které jsou schopny produkce biogennich @narzakaz jejich pouzivani
pro vyrobu fermentovanych potravin. Také dodrZzowspravné hygieny, podminek vyroby

a skladovani ma zgay vliv na jejich produkci [86].

Ve fermentovanych vyrobcich hroziétgi riziko vyskytu biogennich amin nez
v potravinach nefermentovanych. Mezi pouZzivané draktml&ného kvaSeni s vyraznou
dekarboxylazovou aktivitou patzejména zastupci rddEnterococcus, Lactobacillus
alactococcus. Vyskyt biogennich amin v nefermentovanych potravinach je obvykle

spojen s nezadouci kontaminujici mikrobialni akoivi
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ZAVER
Tato prace byla za#kena na studium tvorby biogennich athibakteriemi mléného

kvaseni, konkréthkmenyLactococcus lactis subsp.lactis, a to v zavislosti na rozdilnych

podminkéach kultivace.

Na zaklad ziskanych vysledk lze konstatovat, Ze pomoci iontovvyménné
chromatografie byla detekovana produkce tyraminuvdech sledovanych kmén
Lactococcus lactis subsp. lactis. Kmeny Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 53
a CCDM 141 produkovaly tento biogenni amin za vSedtovanych podminek, kdezto
u kmeneLactococcus lactis subsp.lactis CCDM 48 byla produkce tyraminu pozorovana
pouze pi kultivaci v prostedi s 2 % (w/v) NaCl. Tento kmen tudiZz vykazovahmensi

tvorbu tyraminu.

Mezi faktory, které byly sledovany, patvliv NaCl. Bylo zjis€no, Ze se zvysujici se
koncentraci NaCl v kultivanim médiu, rosla i produkce tyraminu. NejvysSi pikak byla
tedy zaznamenandigkultivaci s 2 % (w/v) NaCl. DalSim zvySovanim laamtrace NacCl
v kultivatnim médiu niZe dojit k podpteni produkce biogennich aniinale @i dosazeni

uréité hranice je tento efekt ofgay.

DalSim testovanym faktorem byliidavek laktozy. V médiu slouzila jako vyZiva pro
bakterie, a tudiz kultivaci bez jejihdigavku nebylo dosazendarilis velkého naistu
burek a ani snizeni pH. NejtSi dekarboxylazova aktivita byla sledovana u viork
kultivovanych s pidavkem 0,5 % (w/v) laktézy. DalSim zvySovanim kemicace laktdzy

v kultivatnim médiu (za srovnatelnych jinych podminek) seabligraminu miré snizil.

RovnéZ byl sledovan vliv aerobniho a anaerobniho peo$t U vSech kmen které byly

testovany, byla produkce tyraminu prokazatelysSsi za anaerobnich podminek.

NejvétSi dekarboxyldzovou aktivitu vykazoval kmeractococcus lactis subsp. lactis
CCDM 141 (az 790 mg/l kultivamiho média), a to vifpact kultivace s pidavkem 2%
(w/v) NaCl, 0,5% (w/v) laktozy a za né8gtupu kysliku. NejnizSi produkce byla naopak
zaznamenana kmenetbmactococcus lactis subsp.lactis CCDM 48, pogvadz u tohoto
kmene byla dekarboxyldzova aktivita pozorovana pou¥i Kkultivaci v prostedi

s pridavkem 2 % (w/v) NacCl.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK
BAI Index biogennich amin

uv Ultrafialové zdeni

TLC Tenkovrstva chromatografie

PCR Polymerazovietizova reakce

DNA Deoxyribonukleova kyselina

CCDM Ceska sbirka mlékarenskych mikroorganisniCzech Collection of Diary

Microorganisms)
IEC lontow vymeénna chromatografie
L. Lactococcus

MRS Maniv, Rogosiv a Sharfiv agar
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PRILOHA P |: Opticka denzita burgk kmene Lactococcus lactis subsp. lactis
CCDM 48
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Opticka denzita bufk kmeneLactococcus lactis subsp.lactis CCDM 48 kultivovaného
v médiu s pidavkem fiznych koncentraci laktdézy a bez gasného fidavku NaCl. AE —
aerobni prosedi, AN — anaerobni prdstdi, hodnoty O — 1 vyj&dji koncentraci laktézy (v
%).
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Opticka denzita butk kmenelLactococcus lactis subsp.lactis CCDM 48 kultivovaného
v médiu s pidavkem tiznych koncentraci laktézy a 1 % (w/v) NaCl. AE -rodomi

prostedi, AN — anaerobni prasdi, hodnoty 0 — 1 vyjadji koncentraci laktozy (v %).
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Opticka denzita bufk kmeneLactococcus lactis subsp.lactis CCDM 48 kultivovaného
v médiu s pidavkem fiznych koncentraci laktézy a 2 % (w/v) NaCl. AE —rodomi
prostedi, AN — anaerobni prdsti, hodnoty O — 1 vyj&dji koncentraci laktdzy (v %).



PRILOHA P Il: Opticka denzita bungk kmene Lactococcus lactis subsp. lactis
CCDM 53
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Opticka denzita bufk kmeneLactococcus lactis subsp.lactis CCDM 53 kultivovaného
v médiu s pidavkem fiznych koncentraci laktdézy a bez gasného fidavku NaCl. AE —
aerobni prosedi, AN — anaerobni prdstdi, hodnoty O — 1 vyj&dji koncentraci laktézy (v
%).
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Opticka denzita butk kmenelLactococcus lactis subsp.lactis CCDM 53 kultivovaného
v médiu s pidavkem tiznych koncentraci laktézy a 1 % (w/v) NaCl. AE -rodomi

prostedi, AN — anaerobni prasdi, hodnoty 0 — 1 vyjddji koncentraci laktozy (v %).
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Opticka denzita bufk kmeneLactococcus lactis subsp.lactis CCDM 53 kultivovaného
s pridavkem @iznych koncentraci laktdézy a 2 % (w/v) NaCl. AE +adomi prostedi, AN —
anaerobni progdi, hodnoty 0 — 1 vyja&dji koncentraci laktézy (v %).



PRILOHA P Ill: Opticka denzita bungk kmene Lactococcus lactis subsp. lactis
CCDM 141
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Opticka denzita bufk kmeneLactococcus lactis subsp.lactis CCDM 141 kultivovaného
v médiu s pidavkem fiznych koncentraci laktdézy a bez gasného fidavku NaCl. AE —
aerobni prosedi, AN — anaerobni prdstdi, hodnoty O — 1 vyj&dji koncentraci laktézy (v
%).
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Opticka denzita butk kmeneLactococcus lactis subsp.lactis CCDM 141 kultivovaného
v médiu s pidavkem tiznych koncentraci laktdzy a 2 % (w/v) NaCl. AE +cdomi proste-
di, AN — anaerobni pragtdi, hodnoty 0 — 1 vyjd&dji koncentraci laktozy (v %).



PRILOHA P IV: Zmény pH béhem kultivace sledovanych kmef laktokoki

s pridavkem riznych koncentraci laktozy a bez pidavku NacCl

6,9
681 3 B n B g = B 8 s |
¢ 48 AE
671 ¢ & o 48 AN
s ° 53_AE
- 667 * . . 53 AN
“ 65 . Lo . * . o 141 AE
‘e 8 ° s : ° 141 AN
6,4 = K_AE
o K_AN
6,3
6,2 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Doba (dny)

Zmeény pH kEhem kultivace laktokok v médiu bez fidavku laktézy i NaCl. AE — aerobni

prostedi, AN — anaerobni prasedi, K — kontrolni kultivani médium.
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Zmeny pH kEhem kultivace laktokok v médiu s pidavkem 0,25 % (w/v) laktézy a bez
piidavku NaCl. AE — aerobni prastli, AN — anaerobni prdstdi, K — kontrolni kultivani

meédium.
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Zmeny pH kEhem kultivace laktokokv médiu s pidavkem 0,5 % (w/v) laktozy a betip
davku NaCl. AE — aerobni présti, AN — anaerobni prdstli, K — kontrolni kultivani

médium.
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Zmeny pH kEhem kultivace laktokok v médiu s pidavkem 0,75 % (w/v) lakt6zy a bez
piidavku NaCl. AE — aerobni prastli, AN — anaerobni prdaedi, K — kontrolni kultivani

médium.
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Zmény pH kEhem kultivace laktokok v médiu s pidavkem 1 % (w/v) laktézy a bez
piidavku NaCl. AE — aerobni prastli, AN — anaerobni prdaedi, K — kontrolni kultivani

médium.



PRILOHA P V: Zmény pH behem kultivace sledovanych kmed laktokoki

s pridavkem riznych koncentraci laktézy a 1 % (w/v) NacCl
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Zmeny pH kEhem kultivace laktokak v médiu bez fidavku laktozy a sijpdavkem 1 %
(w/v) NaCl. AE — aerobni pragtdi, AN — anaerobni prdasdi, K — kontrolni kultivani

médium.
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Zmeny pH kthem kultivace laktokok v médiu s pidavkem 0,25 % (w/v) laktézy a 1 %
(w/v) NaCl. AE — aerobni pragtdi, AN — anaerobni prdasdi, K — kontrolni kultivani

meédium.
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Zmeny pH kEhem kultivace laktokak v médiu s pidavkem 0,5 % (w/v) laktézy a 1 %
(w/v) NaCl. AE — aerobni pragtdi, AN — anaerobni prdasdi, K — kontrolni kultivani

medium.
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Zmeény pH kthem kultivace laktokok v médiu s pidavkem 0,75 % (w/v) laktozy a 1 %
(w/v) NaCl. AE — aerobni pragtidi, AN — anaerobni prdastdi, K — kontrolni kultivani

médium.



PRILOHA P VI: Zmény pH béhem kultivace sledovanych kmef laktokoki

s pridavkem riznych koncentraci laktézy a 2 % (w/v) NacCl
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Zmeny pH kEhem kultivace laktokak v médiu bez fidavku laktozy a sijdavkem 2 %
(w/v) NaCl. AE — aerobni pragtdi, AN — anaerobni prdasdi, K — kontrolni kultivani

medium.
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Zmeny pH kthem kultivace laktokok v médiu s pidavkem 0,25 % (w/v) laktdézy a 2 %
(w/v) NaCl. AE — aerobni pragtdi, AN — anaerobni prdasdi, K — kontrolni kultivani

meédium.
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Zmeny pH kEhem kultivace laktokak v médiu s pidavkem 0,5 % (w/v) laktozy a 2 %
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VLIV AEROBNIHO/ANAEROBNIHO PROSTREDIi NA DEKARBOXYLAZOVOU
AKTIVITU VYBRANYCH BAKTERIi MLECNEHO KVASENI

EFFECT OF AERO-/ANAEROEIOSIS ON DECARBOXYLASE ACTIVITY OF
SELECTED LACTIC ACID BACTERIA

Leona Burikova, Frantisek Buiika, Eva Pollakova, Tereza Podesvova, Viadimir Drab, Stanislav
Kracmar

ABSTRACT

Biogenic amines are undesirable compounds produced in foods mainly through bacterial decarboxylase activity. The aim of
this study was to investigate some environmental conditions (particularly aero/anaerobiosis. sodium chloride concentration
(0-2% w/w), and amount of lactose (0-1% w/w)) on the activity of tyrosine decarboxylase enzymes of selected six
technological important Lactecoccus lactis strams. The levels of parameters tested were chosen according to real situation
i fermented dairy products technology (especially cheese-making). Tyramine was determmed by the ion-exchange
chromatography with post-column minhydrine derivatization and spectrophotometric detection. Tyrosine decarboxylation
occurred during the active growth phase. Under the model conditions used. oxygen availability had mfluence on tyramine
production, anaerobiosis seemed to favour the enzyme activity because all L. [actis strans produced higher tyranune

amount.

Keywords: Lactococcus. tyranune, ion-exchange chromatography, aero/anaerobiosis.

TUVOD

Biogenni aminy jsou nizkomolekulami alifaticke, MATERIAL A METODIKA

aromatické nebo heterocyklické bazické sloufeniny Vliv aerobniho a anaerobniho prostiedi na produke:
odvozené od aminckyselin. Jsou  vyznamnym tyraminu byl testovan u 3 kmenti Lactococcus lactis subsp.

slonéeninam, které se vyskytwi v Zivych orgamizmech
jako metabolické meziprodukty a produkty, které vykazyi
biologickou aktrvitn.  Zikladni  podminkou vzmku
biogennich aminil je pfitomnest aminockyselin v daném
substratu, pfitomnost mikroorganizmi s dekarboxylazovou
aktiviton a vhodné podminky pro rist a mmozeni
mikroorganizmt. (Fernandez et al., 2007; Landete et al.,
2007; Bover-Cid et al., 2008).

Tvorba biogennich amint bakteriemi miize byt ovlivnéna
mnohymi vonédiou faktory, které mohou ovliviiovat
zeymeéna kinetiku dekarboxylazovych reakci. Mezi vnéjsi
faktory. které ovliviiuyyi tvorbu biogennich amini u
bakterii. patii teplota a pH prostiedi aero-/anaerobidza,
dostupnost zdroji uhliku (napf. glukézy). pfitomnost
ristovych faktort. mistova fize bunék, koncentrace NaCl
(vodni aktivita) aj. (Greif et al., 1997, 1998, 2006:
Gardini et al. 2001, 2005: Santos et al. 2003:
Fernandez et al., 2007: Bover-Cid et al., 2008; Emborg
and Dalgaard, 2008a, b). Kromé vyie zminénych faktori
mohou produkci biogennich amint ovliviiovat dalsi
chemickeé latky. napi. etanol. nékteré sachandy. fenolické
slonceniny nebo oxid siifity (Gardini et al., 2005;
Alberto et al.. 2007; Mazzoli et al., 2009)_

Biogenni aminy mohou byt produkoviny 1 kmeny BMK,
které se béiné vyuzivaji pro technologické ufely jako
starterové kultury (Buikova et al. 2009), a proto je
vhodné tyto kmeny pied pouzitim v mlékarenstvi otestovat
na dekarboxylizovou aktivitn. Stemé tak by pro
technologické ufely bylo vhodné znat knetiku tvorby
biogennich amint za podobnych podminek prostiedi. které
mohou nastat béhem technologického procesu vyroby
fermentovanych mléénych vyrobki. Tyto informace se
viak v soudobé odbomé literatuie vyskyiwi jen ziidka.

Cilem této studie tedy bylo sledovat vliv aerobniho a
anaerobniho prostiedi na produkci tyraminu u 6 kment
bakterii rodu Lactococcus (Buiikova et al, 2009). Tyto
bakterie se v pritbéhu biotechnologického procesu vyroby
mléénych vyrobkl vyuzivaji jako starterové kultury.

lactis (CCDM 48, CCDM 53 a CCDM 141) a 3 kmenfi
Lactococcus lactis subsp. cremoris (CCDM 824, CCDM
946 a CCDM 1004). Viechny kmeny byly ziskiny ze
Sbirky kultur miékarskych mikroorganizmi Laktoflora™
(CCDM).

Kultivace vyie zminénych kment. pozitivnich na
produke: tyraminu, probihala v bujonu M17 s pfidavkem
0.2 % (w/v) tyrozinu pi 10 = 1 °C v rozmezi 1 az 15 dnti
Piisluiné kultivaéni médmm o objemu 5 ml bylo
zaotkovano vidy 25 pl suspenze bakterii narostenych pies
noc v M17 bwénu s pridavkem 0.2 % tyrozinu. Kultivaéni
médium bylo obohaceno o lakiozu v koncentrac: 0.5 %
(wiv)aNaCl (0; 1 a2 % wiv).

Vliv  aerobniho/anaearobniho prostiedi na produkel
biogennich amint byl sledovan tak. ze polovina zkumavek
byla kultivovina aerobné a druhi anaerobné. Anaerobniho
prostiedi bylo dosaZeno zakapnutim kultivaéniho média
sterilnim parafinovym olejem (1 ml). Odbér vzork pro
analyzy probihal 0.. 1.. 5., 10. a 15. den kultivace a to tak,
ze vzdy byly nihodné odebrany od kazdého kmene a
kazdé arovné faktoru 2 zkumavky Cely experiment byl
opakovan titkrat.

Po mnkubaci bakteni byly buiky odstranény centnifugaci
(10000 = g 5 mmn) a supematant byl filtrovin pies 0.45
um filtr. Produkce tyramunu byla zpstovina pomoci
iontové-vyménné chromatografie (IEC: Automaticky
analyzitor aminokyselin AAA400. Ingos Praha, CR)
v médiu po odstranéni bunék a po filtraci podle Buiikovi
et al. (2009). Kazdy 1zolat byl analyzovan alespon tiikrat.
Standard tyraminu byl ziskin ze Sigma-Aldrich. Vysledky
IEC byly statisticky vyhodnoceny pomoci Kruskall-
Wallisova testu a Wilcoxonova testu.

VYSLEDKY A DISKUZE

V piedchazejici studi (Buiikovi et al., 2009) byla u 6
kmenti L Jactis zjiiténa produkce biogenniho aminu
tyraminu. Tyte kmeny byly nyni vyuzity pro testovani
viivu aerobniho a anaerobniho prostiedi na produkc:
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tyraminu. Teplota kultivace byla wvolena tak, aby se
pitblizila podminkiam technologického procesu vyroby
ptirodnich syri a aby tato studie napomohla pfedvidat
priibeh tvorby biogennich amini ve fermentovanych
mléénych vyrobcich (zejména prirodnich syrech), které
prochdzi zracim procesem. Testované kmeny laktokokd
byly proto kultivoviny pfi teploté 10 = 1 °C, ktera se
vyuziva béhem technologického procesu zrani piirodnich
syri. U viech testovanych kment se maximilni produkce
tyraminu po 10. dou kultivace jiZ neménila.

Z testovanych kmenti L lactis subsp. lactis (CCDM 48,
CCDM 53 a CCDM 141) byl jako nejproduktivnéii
oznafen kmen L lactis subsp. lactis CCDM 141, u néhoz
byla zjsténa maximailni produkce tyrammnu az 790 mg/l
kultivaéniho média. U testovanych kmenti L lactis subsp.
lactis byla pozorovina nejwyiii produkee tyrammu v
médm obohaceném o 2 % NaCl po kultivaci v anaerobnim
prostiedi (Obrazek 1A). K nejvyisi produkci tyrannnu
doilo pi1 kultivaci bez pfitommosti kysliku K produkei
tyraminu u kmene L. lactis subsp. lactis CCDM 48 doslo
pouze tehdy, pokud byly tyto bakterie lkultivovany
v piitomnostt nejvyssi aplikované koncentrace soli (2 %
NaCl). V ostatich pfipadech (bez NaCl a 1 % NaCl)

1400
1200 4
1000 4

f —d
Esoo
£ 600
£ 400
la.'2{10
0

CCDM 53

tyraminu byla pozorovina pi1 kultivaci v prostiedi se 2 %
NaCl bez pfistupu kysliku. Tato zpjsténd produkce
tyraminu se statisticky vyznamné odhifovala (P < 0,05) od
produkce zjiténé pii kultivaci za ostatnich testovanych
podminek (Obrazek 1B). Testovany kmen L. lactis subsp.
cremoris CCDM 1004 se do jsté miry choval podobné
jako kmen L. lactis CCDM 48. Dekarboxylizova aktivita
byla u kmene CCDM 1004 pomémé slabi a tyramin byl
detekovian pouze béhem kultivace v prostfedi se 2 % NaCl.
Mnoho studii se vénuje vlivu nejriznéjgich faktorh
vnéjiitho prostiedi (napi. teploty, pH. pfitomnost
sacharidf, NaCl a jinych chemickych latek) na produkei
biogennich aminti u bakterii celedi Enterobacteriaceae
(Greif et al., 1997, 1998, 2006; Emborg and Dalgaard,
2008a, b) nebo umléénych bakterii rodu Lactobacillus
(Alberto et al., 2007: Arena et al., 2008; Bover-Cid et
al. 2008: Mazzoli et al., 2009), Enterococcus (Gardini et
al., 2001; Ferndndez et al., 2007) a Oenococcus (Gardini
et al., 2005). Aviak studii, vénujicich se faktorim. které
ovliviiugi produkci biogennich amini u bakterii rodu
Lactococeus, neni pfilis mnoho. Z diivodu absence studii
vlivu podminek prostiedi na produkci biogennich aminu u
laktokokli a také proto, Ze se jedna o technologicky
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m2% AE
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Obrazek 1: Produkce tyraminu po 15 dnech kultivace pfi 10 = 1 °C u testovanych kmenti L. lactis subsp. lactis (A)a L.
lactis subsp. cremoris (B) v M17 buyjonu s 0,5 % laktozy a 0, 1 nebo 2 % NaCl v aerobnim (AE) a anaerobnim (AN)

prostiedi.

nebyla u tohoto kmene pfitomnost tyraminu detekovana.

U testovanych bakterii L lactis subsp. cremoris byla
zarnamendina nejvétii produkee tyraminu u kmene CCDM
946 (az 1400 mgl? kultivaéniho média). nejnizai pak u
CCDM 1004 U viech testovanych kment L. Jactis subsp.
cremoris lze pozorovat trend, Ze maximilni produkce

vyznamné bakterie homé vyuzivané v mlékirenstvi, jsme
sledovali vliv aerobniho a anaerobniho prostiedi na
dekarboxylizovou aktivitu tyramin pozitivnich bakteni
rodu Lactococcus.

Vysledky naii studie ukazuji, ze 4 z 6 testovanych kmenti
laktokokdi (L. Jactis subsp. lactis CCDM 53, CCDM 141 a
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L. lactis subsp. cremoris CCDM 824 a CCDM 946)
produkovaly tyramin za kazdych podminek které byly
testovany. Zbyvajici 2 kmeny (L. lactis subsp. lactis
CCDM 48 a L. lactis subsp. cremoris CCDM 1004)
vykazovaly produke: tyraminu pouze za wuréitych
podminek (kultivace v prostiedi se2 % NaCl). Tyto
vysledky prokazuyi, ze schopnost produkce biogennich
amint bakteriemi zavisi na kultivaénich podminkach a
zaroven, Ze tato vlastmost je charakteristikou daného
kmene (Arena and Manca de Nadra, 2001: Bover-Cid
et al., 2001) Jestlize srovname rist testovanych laktokoki
a kitvku produkce biogennich aminf. zjistime. Ze
produkce biogennich aminii zapoéala béhem logaritmické
fize jejich ristu Podobny trend zaznamenali u
Lb. curvatus také Bover-Cid et al. (2008).

U viech testovanych technologicky vyznamnych kment
L. lactis byla za danvych podminek zjiiténa vyisi produkee
tyraminu za anaerobnich podminek Bover-Cid et al
(2008) nezpstlt vyraznéEi vhiv v dostupnosti kysliku na
produkci biogennich amintt  u Lactobacillus curvatus, a
ziroveni viak poukazuji na to, Ze anaerobni prostiedi
pravdépodobné napomaha dekarboxylazové aktivité
enzymi.

ZAVER

U viech testovanych kment L. lactis, pozitivnich na
produkei tyraminu, byla zpSténa vysdi produkcee tohoto
biogenntho aminu po kultivact bez pfistupn kysliku.
Zarovei bylo detekovino nejvyEii mmnoZstvi tyranunu
v kultivaénim médiu s piidavkem 2 % NaCl
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