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ABSTRAKT

Bakalafska prace je zamétena na ovéieni schopnosti vybranych bakterii vyuzivanych v mlé-
karenském primyslu na degradaci biogennich amint. Teoretickd Cast se zabyva biogennimi
aminy, popisuje jejich vznik, strukturu, vyskyt v potravinach a jejich moznou kontrolu v po-

travinach.

V praktické ¢asti byl pomoci HPLC sledovéan ubytek biogennich aminii, na zéklad¢ ptisobeni
54 kment bakterii rodu Lactobacillus, Pediococcus, Brevibacterium, Micrococcus a Kocu-
ria. Redukce byla pozorovana po 24 a 48 hodinové kultivaci v minerdlnim médiu s biogen-

nimi aminy a také v nutri¢né netplném (poloviénim) médiu s biogennimi aminy.

Experimentem bylo zjiSténo, ze nejvétsi schopnost degradace vykazoval kmen Lactobacillus
casei subsp. casei CCDM 198, ktery byl schopen po 24 hodinové kultivaci v polovicnim

médiu redukovat mnozstvi putrescinu, kadaverinu a histaminu o vice nez 50 %.

Klicova slova: biogenni aminy, degradace, bakterie vyuZivané v mlékarenstvi, HPLC

ABSTRACT

The bachelor thesis is focused on the ability of selected bacteria used in the dairy industry
to degrade biogenic amines. The theoretical part describes biogenic amines, their origin,

structure, occurrence in food and their possible control in food.

Purpose of the practical part, the loss of biogenic amines was monitored by HPLC, based on
the action of 54 strains of the genera Lactobacillus, Pediococcus, Brevibacterium, Micro-
coccus and Kocuria. Reduction was observed after 24 and 48 hours of cultivation in mineral
medium with biogenic amines and also in nutritionally incomplete (half) medium with bio-

genic amines.

The experiment found that the biggest degradation ability was detected by Lactobacillus
casei subsp. casei CCDM 198, which was able to reduce an amount of putrescine, histamine
and cadaverine more than 50 % after 24 hours of cultivation in nutritionally incomplete me-

dium with biogenic amines.

Keywords: biogenic amines, degradation, bacteria used in dairy, HPLC
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UvVOD

Biogenni aminy jsou organické slouceniny, vznikajici z aminokyselin pomoci specifickych
enzymu dekarboxylaz. Maji vysokou biologickou aktivitu a vyskytuji se v rostlinnych a zi-
vocisnych bunkach, kde zajist'uji fadu dalezitych funkci. V nadmérném mnozstvi piisobi to-
xicky (bolest hlavy, vysoky/nizky tlak, zvraceni, prijmy, poruchy CNS). V nizkych koncen-
tracich jsou biogenni aminy pfirozenou slozkou mnoha potravin, a také mohou vznikat vli-

vem nékterych procesii pti zpracovani potravin.

Jednotlivé biogenni aminy (BA) vznikaji z pfislusSnych aminokyselin jejich dekarboxylaci.
Naptiklad z aminokyseliny histidinu vznika histamin, z lyzinu kadaverin, z tyrozinu tyramin

atd.

Ve vyssich mnozstvich se biogenni aminy nachazeji ve fermentovanych potravinach (kysané
zeli, syry, mlécné vyrobky), ve kterych vznikaji plisobenim mikroorganizmd. Ptili§ vysoké
hladiny biogennich aminii v potravinach, jsou znamkou kazeni potravin a mohou vést k otra-

vam (pfedevSim u ryb a masa).

Z hlediska mozné toxicity je potieba kontrolovat mnoZstvi biogennich aminti v potravinach.
Jedna se o metody zpomalujici kumulaci BA v potravinach, napt. pfidavek aditiv, baleni
v modifikované atmosfére (MAP), ozafovani nebo vysoky hydrostaticky tlak. Dal$i metody
fizeni biogennich amintll jsou zaloZeny na jejich degradaci pomoci enzymil nebo pouZitim

bakterii, schopnych oxidovat biogenni aminy.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy jsou zasadité dusikaté slouCeniny vznikajici dekarboxylaci aminokyselin
(obr. 1), aminaci nebo transaminaci aldehydii a ketonii. Jsou to organické baze o nizké

molekulové hmotnosti vyskytujici se v buiikach rostlinnych a zivoc¢isnych tkani [1,2,3].

O
/ / dekarboxylaza .
R_CH _C _— R (l:Hz + COZ
\
l\llH2 OH NH;

Obr. 1. Dekarboxylace aminokyselin [4]

Biogenni aminy maji dillezitou fyziologickou funkci, ale v nadmérmném mnoZzstvi mohou
zpuisobovat nezadouci az toxické ucinky. Jsou zdroji dusiku a prekurzord pro syntézu
hormonti, alkaloidi, nukleovych kyselin a protein, které se vyskytuji ve vSech
organizmech. Patii mezi ukazatele bakteridlniho kazeni a jejich vyskyt je sledovéan
pfedev§im u potravin. Za normdlnich podminek lidské spotieby potravin nebo ndpoji
obsahujicich tyto slou¢eniny nejsou toxickeé, protoZze jsou rychle detoxikovéany aktivitou
aminovych oxida¢nich enzymil, monoaminooxiddz (MAO) a diaminooxidiz (DAO).
MnozZstvi BA je povazovano za znacku urovné mikrobiologické kontaminace potravin.

vvvvvv

putrescin, kadaverin, tyramin, tryptamin, B-fenyletylamin (obr. 2), spermin a spermidin

[194’596]'
H.CH.NH
% N

Histamin Tryptamin

CH.CHNH, HLHNH,

OH
Tyramin Fenyletylamin

HZNMH HN . _~_~_AH,;
2

Putrescin Kadaverin

Obr. 2. Strukturni vzorce a ndazvy vybranych biogennich aminu [6]
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1.1 Vznik biogennich amint

Biogenni aminy jsou produkty bunécné metabolické aktivity zvifat, rostlin i mikroorga-
nizmu. V potravinach a napojich se tvoti mikrobialni dekarboxylaci aminokyselin. V potra-
vindch vznikaji predevsim dekarboxylaci pfirozenych aminokyselin ptisobenim dekarboxy-
laz, kterymi jsou vybaveny cetné druhy hnilobnych bakterii, ale také fada druhti bakterii
mlécného kvaseni. Enzym z karboxylové skupiny aminokyseliny odstépi oxid uhlicity

za vzniku aminu [7,8].
Ptedpoklady pro tvorbu biogennich amind mikroorganizmy jsou [9]:

1. dostupnost volnych aminokyselin, ale ne vzdy vedouci k produkci amind,
2. ptitomnost dekarboxylaza pozitivnich mikroorganizmi,

3. podminky umoznujici rast bakterii, syntézu dekarboxylaz.

Nejbéznéjsi monoaminy histamin (HIM), tyramin (TYM) a tryptamin (TRM) a diaminy
(nebo polyaminy) putrescin (PUT) a kadaverin (CAD) se tvofi z histidinu, tyrozinu, trypto-
fanu, ornitinu a lyzinu. Polyaminy spermidin (SPD) a spermin (SPM) vznikaji z putrescinu

[3,6].

Tvorbu biogennich aminil v potravinach ovliviiuje také aktivita mikrobialnich dekarboxy-
la¢nich enzymi. Tu ovliviiuje mnoho faktort - teplota, doba skladovani potravin, aktivita

vody, pH, redoxni potencial nebo obsah soli (tab. 1) [10].
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Tab. 1. Faktory ovliviwjici dekarboxylazovou aktivitu mikroorganizm [11]

Faktory Vliv na dekarboxylazovou aktivitu
pH aktivita silngjsi v kyselém prostiedi (pH 4 - 5,5)
obsah glukozy 0,5 az 2 % optimalni pro riist mikroorganizmu vybave-

nych dekarboxylazami, 3 % inhibuji syntézu dekarboxy-

laz

teplota 20 az 37 °C optimdlni pro rlst vétSiny mikroorganizm
vybavenych dekarboxyldzami, nizké teploty zpomaluji, az

zastavuji jejich rist

pritomnost NaCl aktivuje tyrozin-dekarboxyldzu, inhibuje histidin-dekarbo-
xylazy

pritomnost NaNO> aktivuje tyrozin-dekarboxylazu

pritomnost O pottebny pro rist mnohych mikroorganizmti vybavenych
dekarboxylazami

mnozstvi pfitomnych amint | histamin a putrescin inhibuji histidin-dekarboxylazu

1.2 Struktura biogennich aminu

Bioaktivni aminy lze klasifikovat na zdklad¢ poctu aminovych skupin a chemické struktury.
Podle poctu aminovych skupin se déli na monoaminy (tyramin, fenyletylamin), diaminy
(histamin, tryptamin, putrescin, kadaverin) a polyaminy (spermin, spermidin, agmatin). Na
zaklade€ chemické struktury se biogenni aminy ¢leni na aromatické - tyramin a 2-fenyletyla-
min, heterocyklické - histamin a tryptamin, alifatické - putrescin a kadaverin a polyaminy -
spermidin, spermin a piipadné agmatin. Nékdy se mezi polyaminy zjednoduSené fadi i dia-
miny, podobné¢ jako se heterocyklické aminy zjednodusené fadi do skupiny aromatickych

aminu [3,8,9,12].

Tzv. endogenni biogenni aminy jsou v nizkych koncentracich jako produkty metabolizmu
pfirozenou soucasti prakticky vSech potravin. Exogenni biogenni aminy vznikaji v potravi-

nach jako disledek mikrobialni kontaminace a pti kvasnych procesech [3].
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1.3 Vybrané biogenni aminy

1.3.1 Tyramin

Tyramin je biogenni amin vznikajici dekarboxylaci z aminokyseliny tyrozinu (obr. 3). Je v
nékterych potravinach (syrech) metabolizovan na katecholaminy, proto je jeho ptfivod v po-
travé kontraindikovan pfi 1é€b€ neselektivnimi tymoeretiky inhibitory monoaminooxidaz
(IMAO). U citlivych jedincti mize vyvolat pseudoalergickou reakci [2]. Tyramin (p-hydro-
xyfenyletylamin) je aromaticky biogenni amin, ktery je ve vyzivé ¢lovéka dillezity jako zdroj
dusiku a prekurzor pro syntézu hormond, alkaloidt, nukleovych kyselin a bilkovin. Ackoli
je tyramin nepostradatelny pro zajisténi fady velmi dtlezitych Zivotnich funkci, mize kon-
zumace potraviny obsahujici vysoké koncentrace této latky vyvolat toxicky ucinek, nejcas-
t&ji vazoaktivni, konkrétn& vazokonstrikéni. Pro tyramin je toxicka ddvka asi 20-80 mg.kg ™!
potraviny [14].
- NH,

OH + co,

NH,
HO HO

Obr. 3. Dekarboxylace tyrozinu za vzniku tyraminu [3]
Oxidaci tyraminu vzniké oktopamin, 4-(2-amino-1-hydroxyetyl)fenol, ktery mé funkci neu-
rohormonu u bezobratlych Zivocichil (obr. 4) [3,14].

OH

oxidace
—_—

NH, NH
HO HO ?

Obr. 4. Oxidace tyraminu na oktopamin [3]

Metylaci tyraminu vznika N-metyltyramin (obr. 5), ktery je prekurzorem synefrinu v hot-

kych pomerancich a hordeninu v je¢meni [3,14].

metylace
JO 1)
NH,
HO _NH

HO HsC

Obr. 5. Metylace tyraminu za vzniku N-metyltyraminu [3]
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1.3.2 Histamin

Imidazolyletylamin je heterocyklicky amin vznikajici z histidinu dekarboxylaci pomoci en-
zivoci$nych tkanich a v ndmelu. Je obsazen zejména v nékterych bilych krvinkach, bazofi-
lech. Fyziologicka role histaminu zahrnuje sekreci zalude¢ni kyseliny, bunécny rist a dife-
renciaci, ovliviiuje také uceni a pamét’. Histamin je nejen hlavni prostiednik akutni zdnétlivé
a okamzité reakce precitlivélosti, ale bylo také prokézéano, Ze ovliviiuje chronicky zanét a

reguluje nékolik zakladnich udalosti v imunitni odpovédi [16,17,18].

Obr. 6. Dekarboxylace histidinu za vzniku histaminu [11]

Histamin je jeden z nejtoxictéjSich biogennich aminti v potravinach. Hranice snesitelnosti je
asi 10 mg. Toxicita tohoto aminu miiZe byt zesilena jinymi biogennimi aminy (putrescin,
kadaverin) nebo alkoholem. Pfiznaky otravy byvaji silné, ale nékdy také Spatné rozpozna-
telné (zarudnuti kize, koptivka, nevolnost, zvraceni, bolest hlavy, zavraté, Zalude¢ni kiece).

Otrava histaminem se da piekonat podanim antihistaminik [3,11,19].

1.3.3 Tryptamin

Tryptamin je biogenni amin, ktery vznika dekarboxylaci tryptofanu za katalyzy enzymem
tryptofandekarboxylaza (obr. 7). Je obsaZeny v nékterych rostlindch a potravinach (syry).
Oxidaci tryptaminu vznikd hormon serotonin, ktery je dulezity pfi pfenosu nervovych vzru-
chil. Serotonin-N-acetyltransferdzou vznika ze serotoninu N-acetylserotonin a z né&j pusobe-
nim hydroxyindol-O-metyltransferazy hormon melatonin. Melatonin je hormon, ktery pil-
sobi na ospalost a méa dalsi u¢inky na ¢innost mozku. Dale ovliviiuje regulaci spanku, spous-

téni puberty a imunitni funkce. [3,20,21].
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0
| NH, €0 NH _cH,
OH g
H H H

tryptofan tryptamin melatonin
l oxidace l oxidace T methylace
0}
HO
HO on NH, HO NH__CH,
— . g
| NH, dekarboxylace | acetylaceWile/v l)
N N N
H H H
serotin serotonin N-acetylserotonin

Obr. 7. Dekarboxylace a dalsi reakce tryptofanu [3]

1.3.4 Kadaverin

Dekarboxylaci lyzinu pomoci enzymu lyzindekarboxyldza vznika alifaticky diamin kadave-
rin (1,5-diaminopentan) (obr. 8). Je to pfirodni bioaktivni polyamin Siroce rozsifen u proka-
ryot i eukaryot. Hraje dulezitou roli v preziti bunék pii kyselém pH. V rostlinach se podili

na regulaci riznych procesi, jako je naptiklad rostlinny rtst a vyvoj [3,11,22].
O
HoN - = H2N\/\/\/NH2
OH
NH,

Obr. 8. Dekarboxylace lyzinu [3,23]

1.3.5 2-fenyletylamin
2-fenyletylamin vznik4 dekarboxylaci fenylalaninu za katalyzy enzymem fenylalanindekar-
boxylaza (obr. 9). Je to endogenni stopovy amin, ktery se nachdzi v mozku nékolika sav¢ich
druhti véetné Cloveka. Vyskyt 2-fenyletylaminu byl také zjistén u nékolika druht potravin,
jako jsou kakaové vyrobky, syry a vino [3,24].

O

OH
NH, dekarboxylace NH,

Obr. 9. Dekarboxylace fenylalaninu za vzniku 2-fenyletylaminu [3]
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1.3.6 Putrescin

Alifaticky diamin (polyamin) (1,4-diaminobutan) vznikd dekarboxylaci ornitinu (tvofi se
z argininu pisobenim arginazy) ptisobenim ornitindekarboxylézy (obr. 10). Putrescin je je-
den z nejbéznéjsi BA v potravinach. Jeho zvysSeny vyskyt v potravindch muze vést k otrave
jidlem v dtsledku zvyseni toxickych uc¢inki jinych bakterii a rovnéz ke snizeni kvality po-
travy. Tento BA vykazuje mnoho fyziologickych funkci a je pfedchiidcem syntézy jinych

polyaminti (spermin a spermidin) [3,25].

O
|| — /\/\/NHZ
HZN/\/Y\OH dekarboxylace HoN
NH,

Obr. 10. Dekarboxylace ornitinu za vzniku putrescinu [3]

1.3.7 Spermin a spermidin

Spermin a spermidin jsou biologicky ucinné polyaminy nachézejici se v riiznych potravi-
nach. Vznikaji z putrescinu a jsou nezbytné pro rust bunék a lidské zdravi. Putrescin, ktery
vznika dekarboxylaci ornitinu, je vychozi slouceninou pro biosyntézu téchto polyamint
(obr. 11). Tyto reakce katalyzuji spermidinsyntaza a sperminsyntaza, za Gc¢asti S-adenosyl-
l-metioninu, a byly zaznamenany od bakterii az po savce. Tyto polyaminy hraji dileZitou
roli v mnoha bunéénych procesech, véetné regulace transkripce a translace, kontroly aktivity
iontovych kanalli, modulace aktivit kinazy, i¢inku na bunécny cyklus, ochrany pted oxidac-
nim poskozenim, stabilizace membranové struktury, podileji se na vyvoji stievni tkdné

[3,9,26,27].

spemidinsyntaza NH
HZN/\/\/NHZ —_— H2N/\/\NH/\/\/ 2

putrescin spemidin
l sperminsyntaza

NH NH,
IV T S

spermin

Obr. 11. Biosyntéza spermidinu a sperminu [3,27]
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1.4 Reakce a zmény biogennich amint

Biogenni aminy jsou reaktivni latky. Enzymovymi reakcemi dochéazi ke vzniku derivath a
jinych sloucenin jednotlivych biogennich amind. DalSim typem reakci, kterym podléhaji
aminy, jsou oxidativni deaminace na aldehydy (obr. 12). Dlouhodobym skladovanim nebo
za zvySené teploty reaguji s triacylglyceroly za vzniku amidi mastnych kyselin. Podobné
jako dalsi aminoslouceniny vstupuji do reakci neenzymového hnédnuti, za vzniku ptislus-
nych imint (obr. 12). Ty se tvoii také oxidaci aminti peroxidem vodiku. Sekundarni aminy
mohou v reakcich s oxidy dusiku tvofit nitrosaminy, ty se povazuji za silné karcinogeny,
které mohou zptisobit nadorové bujeni v riznych organech a tkanich véetné plic, mozku,
jater, ledvin, moc¢ového méchyte, Zaludku a jicnu. S bilkovinami reaguji biogenni aminy,
jako je fenyletylamin, putrescin, histamin, spermidin a tyramin, za vzniku 3-N-substituova-

nych derivati diaminopropionové kyseliny [3,11,19,28].

oxidativni deaminace

R—CH,—NH, = R—CH=O aldehyd
2 3
R™-COOR" teplo 2 C—NH-CH,—R' -
R1—CH2—NH2 3 p - R (|3| NH-CH,—R amic
-R -OH O
- & i 2 1
R1—CH2—NH2 R“-CHO hnédnuti RZ—CH=N—CH,—R imin
- H,O
R_cH,—NH, 202z oxdace _ gl cpoNH  imin

- 2H,0

Obr. 12. Hlavni reakce biogennich aminii [3]

1.5 Biologické ucinky a toxicita

Biologicky aktivni aminy ovliviiuji fadu procest probihajicich v organismu ¢lovéka, zvitat,
rostlin a mikroorganizmu. Jsou také zdroji dusiku a prekurzort pro syntézu hormond, alka-
loida, nukleovych kyselin a proteinti. Polyaminy jsou dulezité pro rist, obnovu a metaboli-

zmus kazdého organu v téle [9,11].

Biogenni aminy jsou pro organismus nepostradatelné, ale ve vysokych koncentracich se mo-

hou projevovat jako latky:

e psychoaktivni

e vazoaktivni
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Psychoaktivni aminy ptisobi jako pfenaseci v centralnim nervovém systému, vazoaktivni

pusobi piimo nebo neptimo na vaskularni systém [3,19].

Symptomy konzumace vysokych davek biogennich amini mohou byt zvraceni, dychaci po-
tize, poceni, buseni srdce, hypotenze nebo hypertenze a migrény. Biogenni aminy jsou od-
bourdvany monoaminoxiddzami (MAQ) a diaminoxidazami (DAO), zatimco polyaminy se
obvykle acetyluji a poté oxiduji polyaminoxiddzami (PAO). Toxicky ucinek biogennich
amind je velice ovlivnén aktivitou téchto enzym, kterd mtize byt u jednotlivct riizna a zavisi
na mnoha faktorech, napft. na pfitomnosti inhibitorii (1é¢iva, alkohol) nebo potenciatort. Vy-
soké koncentrace biogennich aminti neni schopen tento enzymovy systém eliminovat. Cést
kapacity potfebné zejména pro detoxikaci histaminu a tyraminu od¢erpévaji putrescin a ka-
daverin, které samy o sobé nejsou rizikové, ale jejich obsah v fad€¢ potravin byva znacny

[3,12].

Pti hodnoceni toxického ucinku je potfeba zvazovat nejen piitomnost konkrétniho aminu,
ale 1 ostatnich faktord, kterymi jsou mnozstvi spotiebované potraviny, pfitomnost jinych to-
xickych latek apod. Z tohoto diivodu je velmi obtizné stanovit hranici toxicity biogennich
aminl. Potenciadlné nejvice toxické aminy jsou histamin a tyramin. Nej¢ast&jsi otrava jidlem
byva zptisobena histaminem, je spojovana s vysokou konzumaci scombroidnich ryb (celed’

makreloviti - Scombridae), jako jsou makrely nebo tunaci [3,11,29,30].

Polyaminy spermin a spermidin plni fadu vyznamnych biologickych roli. Nejvyznamné;si
z nich je ucast pii proteosyntéze a biosyntéze nukleovych kyselin, tzn. pfi déleni a ristu

bunck. Na biologickych pochodech u Zivocicht se podileji polyaminy ze tfech zdroju:

e endogenni vytvaiené v buiikach
e produkované mikroflorou traviciho traktu
e pfijimané potravou
Zvyseny piijem potravnich polyamint je zddouci pro urychlené hojeni ran, popalenin, vyvoj

a obnovu sttevni mukézy. U osob s nddorovym onemocnénim by mél byt ptijem téchto po-

v
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Tab. 2. Biogenni aminy, jejich prekurzory a biologicky vyznam [3,11,19]

Biogenni amin

Pivodni aminokyselina

Biologicky vyznam

histamin

histidin

lokalni tkaniovy hormon,
snizuje krevni tlak, Gi¢ast
pii anafylaktickém Soku a

alergickych reakcich

kadaverin

lyzin

stabilizace makromole-
kul, subcelularnich struk-
tur (ribozomy), rostlinny
hormon, zvySuje toxicitu
jinych amint, bradykar-

die

putrescin

arginin (ornitin)

stabilizace makromole-

kul, subcelularnich struk-
tur (ribozomy), rostlinny
hormon, zvysuje toxicitu

jinych amint

fenyletylamin

fenylalanin

prekurzor tyraminu, zvy-

Suje krevni tlak

tyramin

tyrozin

prekurzor dopaminu, lo-
kalni tkdnovy hormon,
zvysuje krevni tlak, vliv
na kontrakce hladkého
svalstva, zvySuje hladinu

cukru v krvi

tryptamin

tryptofan

lokalni tkanové a rost-

linné hormony, vliv na
krevni tlak, peristaltiku
stiev, psychické funkce
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Tab. 3. Toxicke efekty biogennich aminu [12,29]

Biogenni amin | Potravina Priznaky
histamin scombroidni ryby: makrela, | gastrointestinalni: nevolnost, zvraceni,
tunak, prujem, kiece v bfise
ostatni ryby: sardinky neurologické: pulsujici bolest hlavy, pa-
syr: gouda, Svycarsky, ¢edar leni v krku, svédéni, slaby puls, zavraté,
kysel¢ zeli, klobasy, vino brnéni
hemodynamické: hypotenze, dilatace
kapilar
koZni: vyrazka, koptivka, lokalizovany
zanct
vzacné pripady: udusSeni, t€zké respi-
raéni potize
tyramin syr bolest hlavy, horecka, zvySeny krevni
pivo tlak, zvraceni, poceni, slinéni, slzeni,
vino dusSnost
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2 BIOGENNI AMINY V POTRAVINACH

Ve vsech potravinach, které obsahuji bilkoviny nebo volné aminokyseliny a u nichz mohou
byt ocekavany podminky umoziujici mikrobialni nebo biochemickou aktivitu, se da pred-
pokladat vyskyt biogennich amint. Celkové mnozstvi vytvoifenych amind zavisi na povaze
potraviny, na pfitomnych mikroorganizmech a mize se ménit béhem vyroby, zpracovani,
fermentace a skladovani. Biogenni aminy jsou pfitomny v Siroké Skale potravin, jako jsou

rybi, masné, mlécné vyrobky, vino, pivo, zelenina, ovoce, ofechy a cokolada [9,29].

Odstranéni vzniklych amint z potravin je velmi naro¢né. Snizeni jejich koncentrace Ize napt.
dosahnout pouzitim diaminooxiddzy, ale v praxi neni tento zptisob dekontaminace mozny.
K ¢astecnému snizeni mnoZstvi amind v potravinach dochézi také v tepelné opracovanych
vyrobcich jejich reakci s redukujicimi cukry, resp. s rozkladnymi produkty cukri v Maillar-
dovych reakcich. Nejvhodnéjsim zptisobem vyroby potravin s nizkym obsahem biogennich
amint je dodrzovani technologickych postupti a hygienickych podminek, které brani jejich

vzniku [3].

2.1 Nefermentované potraviny

U nefermentovanych potravin je pfitomnost biogennich amind nad urc¢itou Grovni povaZo-
vana za nezaddouci mikrobidlni aktivitu. Proto je hladina aminii v potravinach pouzita jako

indikator mikrobialniho znehodnoceni [9].

2.1.1 Ryby

Za normalnich fyziologickych podminek rybi svalovina obsahuje vysoké hladiny sperminu
a spermidinu a nizké hladiny histaminu a putresinu. Skombroidni (makrelovité) ryby jsou
citlivé na tvorbu histaminu, protoze obsahuji velké mnozstvi volného histidinu. Histidin
muzZe byt katabolizovan dvéma zptisoby. Prvnim zpiisobem je deaminace za uc¢elem ziskani
kyseliny urokanové a druhym dekarboxylace na histamin. Za normalnich fyziologickych
podminek je deaminace hlavnim katabolickym pochodem. Pfi vysSich teplotach je pfitom-
nou mikroflérou dekarboxylovan histidin na histamin. Skombroidni ryby jsou nejcasté;si
pfi¢inou intoxikace histaminem. Natizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005 stanovuje maximalni
obsah histaminu v produktech rybolovu z druhli ryb spojovanych s vysokym mnozstvim
histidinu ve vysi 100 mg/kg (u rybich fermentovanych vyrobkll ve vysi 200 mg/kg)
[3,7,9,29,31].


http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2005:338:0001:0026:CS:PDF
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2.1.2 Ovoce a zelenina

Hlavnim biogennim aminem v ovoci a zelening je tyramin, v mensim mnozstvi se vyskytuje
fada dalSich aminii. U vétSiny ovocnych dzust a nektara pfevlada putrescin. Byla zjiSténa
vysokd mnozstvi aminii v pomerancovych dzusech (noradrenalin, tryptamin), raj¢atech (his-
tamin, tyramin, tryptamin), bandnech (tyramin, tryptamin, serotonin), Svestkach (noradrena-
lin, tyramin) a listech Spenatu (histamin). Fenyletylamin je pfirozenou slozkou kakaovych
bobti, nachazi se proto v ¢okoladé, okoladovych vyrobceich a v cukrovinkach obsahujicich
¢okoladu, respektive kakaovou hmotu. Nékteré druhy hub obsahuji vysoké koncentrace fe-
nyletylaminu. NejcastéjSim druhem zeleniny obsahujicim biogenni aminy je ¢inské zeli a

ledovy salat, ty obsahuji pfevazné polyamin spermidin [3,7,9].

2.1.3 Maso

Cerstvé a zpracované veprové maso obsahuje vys§i hladiny adrenalinu, spermidinu a sper-
minu, ale nizké hladiny noradrenalinu, putrescinu, histaminu, kadaverinu a tyraminu. Pfi
skladovani masa dochazi vlivem enzymové aktivity ptitomné mikroflory k rastu obsahu bi-
ogennich amind a obsah nékterych z nich Ize proto vyuzit jako indikator Cerstvosti masa

[3.,9].

Vareni ma relativné maly vliv na obsah biogennich aminii, dochazi pouze k jejich ¢astec-
nému vyluhovani a rozkladu. V tepelné oSetfenych masnych vyrobcich jsou spermin a sper-
midin jediné detekované aminy. I pfesto, Ze jsou polyaminy odolné vici teplu, dochazi k je-

jich mirnému ubytku béhem tepelné tpravy [3,32].

2.1.4 Miléko

Obecné je obsah aminli v mléce pomérné nizky. Polyaminy spermin a spermidin jsou pfiro-
zen¢ pritomny v plnotu¢ném a polotu¢ném kravském mléce [29]. V lidském mléce byly

detekovany spermin, spermidin a putrescin s velkou individualni variabilitou [9,23].

2.2 Fermentované potraviny

Pti piipravé fermentovanych potravin lze ocekavat pfitomnost mnoha druht mikroorga-
nizm, z nichZ nékteré jsou schopny produkovat biogenni aminy. Vétsina produkti, ve kte-
rych rostou bakterie mlééného kvaSeni, obsahuje znacné mnozstvi putrescinu, histaminu,
kadaverinu a tyraminu. Bakterie mlécného kvaseni (BMK) fermentujici potraviny se obecné

povazuji za netoxické a nepatogenni. Pfi vyrobé fermentovanych saldmii a n¢kterych druhti
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syra obsah biogennich aminti roste. Tento nardst je patrny predev§im v pocatecnich fazich

fermentace vyrobkl a je zavisly na druhu pfitomnych mikroorganizmi [3,9,33].

2.2.1 Syry

Po rybéch jsou syry dal§im nejcastéjSim typem potravin zplisobujicich otravu histaminem.
Bylo provedeno mnoho studii pro ur¢eni obsahu amind v riiznych typech syrt. Vysledkem
bylo nalezeni riznych biogennich amind, jako jsou histamin, tyramin, kadaverin, putrescin
a fenyletylamin. Obecné plati, Ze spermin a spermidin jsou pfitomny na nizkych Grovnich.
Obsahy ostatnich amint se velmi li§i v zavislosti na druhu syra, zrani, stafi a pfitomnych
mikroorganizmech. Syry predstavuji idealni prostfedi pro produkci biogennich aminti a to
nejen diky dostupnym volnym aminokyselinam, ale také pfitomnosti dekarboxylaza pozitiv-

nich mikroorganizmt [9,29,34].

K obsahu biogennich aminil v syrech pfispiva n¢kolik faktort. Za prvé, nezrajici syry obsa-
huji mén¢ aminl nez syry zrajici. To mize byt zptisobeno pouzitim pasterizovaného mléka
pi1 vyrobé nezrajicich syrti nebo absenci doby zrani. Za druhé, hodnota pH miiZze mit vy-
znamny vliv na produkei biogennich aminti. Hodnota pH 5,0 je optimalni pro tvorbu tyra-
minu a histaminu. Teplota zrani nebo skladovaciho zatfizeni rovnéz ovliviiuje produkei bio-
gennich amind. Pfi vyssich teplotach zrani nebo skladovani je obsah biogennich aminti v sy-

A4

rech vyrazné vyssi. Poslednim faktorem je koncentrace soli v syru [7,9].

Mikroorganizmy podilejici se na produkci biogennich aminti mohou byt soucasti pocatecni
kultury nebo mohou byt zavadény kontaminaci pfed, béhem nebo po vyrobé syra a sklado-

véni [34].

2.2.2 Fermentovana zelenina

Fermentovana zelenina je dalsi skupinou potravin, kde 1ze predpokladat vyskyt biogennich
amind, nejcastéji histaminu. Pfi produkci kysaného zeli dochazi ke vzniku ptedevs§im pu-
trescinu, ktery se hromadi v solném nalevu. S6jova omacka vyrobena z fermentovanych so-
jovych bobli obsahuje tyramin a histamin. Ve fermentovanych solenych ¢ernych fazolich a

krevetovych oméackéch byl nalezen tyramin [7,9].

2.2.3 Fermentované masné vyrobky

Nejbéznéjsi amin, nachazejici se ve fermentovanych masnych vyrobcich je tyramin, ktery

se nachazi ve vyssSich koncentracich nez ostatni aminy. Produkci biogennich amini u této
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skupiny ovliviiyje fada faktord, v¢etné ptitomné piirodni mikroflory a jeji schopnosti dekar-
boxylace, vyrobnich procest, druhu a jakosti masa a délky dozravani [7]. Pfi fermentacnim
procesu se pouziva mnoho vychozich kultur, a ty ovliviiuji obsah biogennich amint ve fer-
mentovaném mase. Studiemi bylo zjiSténo, Ze pocatecni kultury produkuji méné biogennich

aminl nez ptirodni mikrofldra pfi fermentaci [9].

2.2.4 Pivo

Pivo je dal§im typem fermentované potraviny, ve které¢ se nachazi biogenni aminy, nejcastéji
tyramin a histamin. Obsah aminli v pivu zavisi na mnoZstvi mikroorganizmi ve sladiné a
dalsich faktorech, jako je starnuti a doba fermentace, technologie vyroby, typ sladu a dalSich
surovin. Béhem alkoholového kvaseni jsou kadaverin, histamin, putrescin a tyramin produ-
kovany ve vétsim mnozstvi. V Ceské republice je pivo velice oblibené a kazdoro&ni spotieba
se pohybuje od 140 az 170 litrti na osobu. Dusledkem toho mohou byt zdravotni rizika zpi-

sobena kontaminaci biogennimi aminy u nékterych spottebitelt [7,9,35,36].

2.2.5 Vino

V cCervenych a bilych vinech byla zjiSténa pfitomnost biogennich amini, jako jsou tyramin,
histamin, tryptamin, putrescin a kadaverin. Jsou tvofeny piisobenim riznych mikroorga-
nizmu v riznych fazich vyroby a skladovani. Bila vina obecné¢ obsahuji niz$i irovné amind,
zatimco Cervena vina zna¢né vic. Vina, kterd obsahuji 8 mg biogennich amind v jednom
litru, mohou pii vyssi konzumaci zptisobovat bolesti hlavy. Vznik amini zavisi na mikrof-
l6fe a aminokyselinovém sloZeni vina po fermentaci. Aminokyselinové sloZeni po fermen-
taci zavisi na odriid€ hroznti, vyzive vinné révy a na metabolizmu kvasinek. Velmi dilezitym
faktorem je také pH, ¢im vysSi pH, tim vysSsi urovenn produkovanych biogennich amint

[7,9,35,37,38].
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3 BAKTERIE MLECNEHO KVASENI

Bakterie mlécného kvaseni jsou skupinou, jejiz hlavni charakteristikou je produkce kyseliny
mlécné jako hlavniho kone¢ného produktu béhem fermentace uhlohydrati. Jedna se o gram-
pozitivni, vétSinou nepohyblivé, kataldza negativni, nesporulujici bakterie. Termin bakterie
mlécného kvaSeni je uzce spojen s bakteriemi, které se ti€astni fermentace potravin a krmiv,
vcetné piibuznych bakterii bézné spojenych s mukdznimi povrchy lidi a zvirat. Patii zde
rody Lactococcus, Lactobacillus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Leuconostoc a

dalgi [39,40,41].

Klasifikace bakterii mléc¢ného kvaseni do riznych rodu je do zna¢né miry zalozena na mor-
fologii, zptisobu fermentace glukosy, riistu pti rdznych teplotach, konfiguraci produkované
kyseliny mlé¢né, schopnosti riist pti vysokych koncentracich soli a kyselé nebo zasadité to-
leranci. Podle typu metabolizmu sacharidii mohou byt bakterie mlé¢ného kvaSeni homofer-
mentativni (obr. 13), coz primarné vede k produkci kyseliny mlééné nebo heterofermenta-
tivni (obr. 14), coZ vede k produkci kyseliny mlé¢né, COz a jinych fermentacnich produkt
[39,40].

Homofermentativni draha
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Obr. 13. Homofermentativni metabolicka draha

[42]
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Heterofermentativni draha
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Obr. 14. Heterofermentativni metabolicka draha [42]

Bakterie mlé¢ného kvaSeni jsou obecné spojeny s biotopy bohatymi na Ziviny, jako jsou
ruzné potravinaiské produkty (mléko, maso, napoje, zelenina), ale nékteré jsou také zastupci

prirozené mikroflory Ust, sttev a vaginy savct [40].

3.1 Rod Lactococcus

Jedna se o prevazné uziteCné bakterie izolované z mléka a z mlécnych vyrobkd, v nichz se
ptirozen¢ vyskytuji. Bakterie rodu Lactococcus jsou nesporotvorné, fakultativné anaerobni,
homofermentativni, gram-pozitivni koky, které se mohou vyskytovat samostatn¢, ve dvoji-
cich nebo v fetizcich. Optimalni teplota pro riist je mezi 20 - 30 °C, ale n€které mohou rist

i pti 7 °C [39,41].

L. lactis subsp. cremoris a L. lactis subsp. lactis se pouzivaji jako vychozi kultury ve vyrobé
nekolika fermentovanych mlécnych vyrobka. Vyskytuji se pfirozené v travé, mléce a veme-
nech. L. garviae a L. raffinolactis byly také detekovany v travé, syrovém mléce, slinach a
kazi krav. Nekolik kment produkuje bakteriociny. Nejznaméjsi bakteriocin je nisin produ-
kovany L. lactis subsp. lactis, ktery inhibuje rust Sirokého rozsahu gram-pozitivnich bakterii

[39].
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3.2 Rod Lactobacillus

Laktobacily jsou jednim z ptivodnich druhti bakterii mlé¢ného kvaseni. Jedna se o gram-
pozitivni, nesporulujici, vétSinou nepohyblive, fakultativné anaerobni bakterie. Teplota rustu
se pohybuje v rozmezi 2 - 53 °C, optimalni teplota okolo 30 - 40 °C. Optimalni hodnota pH
pro rust laktobacilti je 5,5 - 6,2. V alkalickych podminkach je rychlost ristu zpomalena
[39,41].

V potravinach byvaji pouzivany jako soucast kultur pifi vyrobé cetnych fermentovanych po-
travin, jako jsou jogurty, syry, zeli, okurky apod. Naproti tomu mohou piisobit jako konta-
minanty znehodnocujici kyselé produkty, véetné majonéz, piva a vina. Laktobacily jsou pfi-

rozenou soucasti st a zazivaciho traktu lidi, mnoha savcu a ptaki [39,41].

3.3 Rod Oenococcus

Rod Oenococcus zahrnuje gram-pozitivni, nesporulujici, chemo-organotrofni, fakultativné
anaerobni, nepohyblivé koky, které se vyskytuji pfevazné ve dvojicich nebo v fetizcich.
Jedna se o heterofermentativni bakterie, které fermentuji gluk6zu na ekvimolarni mnoZstvi
kyseliny mlé¢né, CO», etanolu nebo kyseliny octové. Teplota pro rist té€chto bakterii se po-
hybuje mezi 20 - 30 °C. Pro rod Oenococcus je charakteristickd odolnost vii¢i alkoholu,
bakterie mohou rist v pfitomnosti 5% etanolu a n¢které kmeny dokonce v pfitomnosti 10%

etanolu [39].

O. oeni se nachazi v hroznovém mostu, viné a jablecném mostu. To hraje dtleZitou roli pfi
vyrobé nekterych druhti vina, pii pfevedeni kyseliny jablecné na kyselinu mléénou (malo-
lakticka fermentace). Tento druh sekundarni fermentace pfispiva k vyvoji viiné, struktury a
chuti vina s nizkym pH. (Builky transportuji malat ve viné a metabolizuji ho na kyselinu

mlécnou a CO». Tento proces snizuje kyselost ve ving.) [39,41].

3.4 Rod Pediococcus

Pediococcus je jednim z puvodnich rodi bakterii mlééného kvaSeni. Jsou to gram-pozitivni,
nepohyblivé, nesporulujici, fakultativn€ anaerobni koky, které se mohou vyskytovat jednot-
livé, v parech nebo v tetrddach. Glukdza je fermentovana pouze na kyselinu mlé¢nou, jedna
se o homofermentativna bakterie. Optimalni ristova teplota se pohybuje mezi 25 - 40 °C,

ale n¢které kmeny mohou rust 1 pti 50 °C [39,41].
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Nékteré druhy mohou byt pfirozené spojeny s rostlinami a ovocem. V potravinach mohou
bud’ zptisobit znehodnoceni, nebo se pouzivaji jako kultury pfi vyrob¢ fermentovanych pro-
duktt. P. acidilactici, P. pentosaceus, P. parvulus, P. inopinatus a P. dextrinicus jsou spo-
jeny s fermentaci zeli, okurek, oliv a jinych produktl rostlinného ptivodu. P. damnosus je

spojovan s kazenim piva a vina [39,41].

3.5 Rod Streptococcus

Bakterie rodu Streptococcus jsou gram-pozitivni, nesporotvorné, nepohyblivé koky, nejcas-
t&ji se vyskytuji ve dvojicich nebo v fetizcich. Buiky rostou obvykle kolem 37 °C, ale také
mohou rust pii 52 °C. Jsou fakultativné anaerobni a maji homofermentativni metabolizmus
sacharidu, pfi némz prevlada kyselina mlécna jako finalni produkt. Buiiky mohou piezit pas-

terizaci 60 °C po dobu 30 minut [39,41].

S. thermophilus, je Siroce pouzivan jako vychozi kultura pti vyrob¢ jogurtt, fermentovaného
mléka a syri. S. uberis a S. dysgalactiae zptsobuji mastitidu, kontaminuji syrové mléko.
Druhy skupiny "bovis" jsou pfirozenou soucdsti stfevniho traktu zvitat a maji nékolik vlast-

nosti spole¢nych s rodem Enterococcus [39].

3.6 Rod Leuconostoc

Leunostoc je dalSim z plivodnich roda bakterii mlécného kvaseni. Jedna se o nesporotvorné,
nepohyblivé, fakultativné anaerobni, gram-pozitivni koky, nejcastéji v parech nebo fetiz-
cich. Metabolizmus sacharidi je heterofermentativni (vznik CO: a etanolu). Optimalni riis-
tova teplota se pohybuje okolo 20 - 30 °C. N&které¢ kmeny jsou schopny ptezit 60 °C po
dobu 30 minut [39.,41].

V potravinach se mohou nachazet jako kontaminanty nebo se pouzivaji jako kultury pfi vy-

rob¢ fermentovanych potravin [39].

L. mesenteroides subsp. cremoris a L. lactis se pouzivaji jako vychozi kultury pro vyrobu
fermentovanych mlécnych vyrobki. L. mesenteroides subsp. mesenteroides hraje dulezitou
roli na zacatku fermentace kysaného zeli a okurek. L. mesenteroides subsp. dextranicum
hraje roli pfi fermentaci tésta a L. mesenteroides subsp. mesenteroides se vyskytuje
v chlebu. Nékteré druhy vSak mohou zptsobit poskozeni nejriznéjSich produkti masa, napf.

L. carnosum, L. gasicomitatum a L. gelidum [39,41].
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4 KONTROLA BIOGENNICH AMINU V POTRAVINACH

Biogenni aminy jsou v prostiedi produkovany mikroorganizmy, rostlinami a zviraty. Vyko-
navaji dilezité fyziologické funkce, véetné fady kliCovych roli ve fyziologii eukaryotickych
bun¢k. Za normalnich podminek jsou biogenni aminy pfijaté jidlem rychle detoxikovany
aminooxidazami ve stieve. Tyto enzymy jsou klasifikovany jako mono- (MAO) nebo dia-
minooxidazy (DAO) v zavislosti na poctu oxidovanych aminoskupin. Aminooxidazy (AO)
jsou rozsifena skupina enzymu, pfitomna ve vsech zivych systémech, kde kontroluji troven
velmi aktivnich sloucenin, tj. mono-, di- a polyaminti. Tyto enzymy vSak maji omezenou

kapacitu, ktera nezvladne nadprimérny ptijem biogennich aminti [11,43,44].

Tvorba biogennich aminti miiZe byt fizena inhibici mikrobidlniho ristu nebo inhibici aktivity
dekarboxyldz mikrobii. Prevence tvorby biogennich amind v potravinach se proto dosahlo
regulaci teploty (nizs§i nez 5 °C), pouzitim vysoce kvalitnich surovin, spravnou vyrobni
praxi, pouzitim fermentace, enzymu k oxidaci amind, vyuzitim mikrobialniho modelovani k
posouzeni ptiznivych podminek pro zpozdéni tvorby biogennich aminti, ozafenim a piidav-
kem potravinaiskych pfidatnych a konzervaénich latek. Ve fermentovanych potravinach je
vybér bakterii mlééného kvaSeni i¢astnicich se fermentac¢niho procesu, prevazné ptizplso-

ben pfijeti mikrobidlnich startérti postradajicich cesty k dekarboxylaci aminokyselin [43,45].

4.1 Metody zpomalovani akumulace biogennich amint

Jedna se o metody regulace biogennich aminti, které¢ pouze zpozd'uji tvorbu aminii v potra-
vinach, predevsim prostiednictvim inhibice bakterii nebo enzymii dekarboxylaz zodpovéd-
nych za jejich tvorbu. Zahrnuji pfedevsim regulaci teploty pod 5 °C, pouZiti potravinaiskych
aditiv a konzervacnich latek, ozafovani, vysoky hydrostaticky tlak, modelovani mikroorga-

nizmi a baleni [43,45].

4.1.1 Pouziti potravinarskych pridatnych a konzervaénich latek

Potravinaiské ptidatné a konzervacni latky mohou omezit tvorbu biogennich amint v pro-
duktech, jako je makrela, inhibici bakterialniho ristu a tim zabranit tvorbé aminti. Kyselina
citronova, kyselina jantarova, D-sorbitol a kyselina jablecna inhibuji dekarboxyldzovou ak-
tivitu a vyslednou tvorbu histaminu u makrely skladované 10 dni pti 25 © C. Bylo zjisténo,
ze sorban sodny a draselny, kyselina askorbovéa a dusi¢nan sodny mohou zabranit tvorbé

amint. Pfidavek cukru muaze také mirné snizit produkci biogennich amint v potravinach.
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L4

Nejvyznamnéjsi ubytek byl vSak zjistén pii aplikaci glycinu do slanych fermentovanych sar-
deli, kdy doslo ke snizeni produkce biogennich aminti o0 63 az 73 %. Glycin se proto pouziva
jako konzervacni ¢inidlo u riznych fermentovanych rybich produktt. Aditiva a konzervacni
latky mohou inhibovat produkci biogennich amint, ale u n¢kterych druhti potravin mohou
naopak produkci zvySovat, proto je nutné pii volbé konzervacnich latek zohlednit i mozné

negativni ucinky [45].

4.1.2 Vysoky hydrostaticky tlak

Jedna se o metodu ,,netepelné* konzervace, kterd poskozuje bunééné membrany mikroorga-
nizmd, a ty inaktivuje. Prostfednictvim inaktivace mikroorganizmt vysoky hydrostaticky
tlak prodluzuje trvanlivost potravin a zachovava pivodni chut’ a vlastnosti potravin. Tato
metoda se pouziva napiiklad ptfi konzervaci ovocnych dzemu a napojl, vakuovém baleni
Sunky, ale byla aplikovéana i u dalSich potravin, jako jsou syry, klobasy, kysané zeli nebo
ryby. Inhibice tvorby biogennich aminti zavisi na velikosti pouzitého tlaku. Napiiklad, bé-
hem dozravani syra, za nizkotlakého zpracovani 50 MPa po dobu 72 hodin se zvysil obsah
biogennich amint, zatimco vysoky tlak 400 MPa po dobu 5 minut vedl k mirnému poklesu.

Pro GspéSnou inhibici tvorby amint je tedy nutné zvolit vysoky tlak [45].

4.1.3 Ozarovani

I pres neochotu spotiebiteltl piijimat ozafované potraviny kvili nejistoté jejich bezpeénosti,
ozafovani ziskava popularitu jako metoda, kterd miize ucinné kontrolovat patogenni a kon-
taminujici bakterie, viry, parazity a hmyz, stejné€ jako mozné toxické chemické latky, napfti-
klad dusitany a nitrosaminy v potravinach, ¢cimz zvysuje jejich bezpecnost a udrzuje kvalitu.
Ozarovani potravin bylo zavedeno s cilem prodlouzit jejich trvanlivost, prodlouzit sklado-
vatelnost, zajistit jejich bezpecnost a ke snizeni pouzivanych chemickych konzervacnich 1a-
tek. Pro ozafovani potravin jsou povoleny riizné davky y zafeni, v zavislosti na jejich druhu
a povaze. Ozafovani mize ovlivilovat tvorbu biogennich aminl v potravinach radiolyzou
amind nebo sniZenim poctu bakterii zptsobujici dekarboxylaci amint. Radiolytickou degra-
daci lze dosdhnout az 95% degradace vSech aminil. U né€kterych druhtli potravin vSak bylo
disledkem ozafeni zaznamendno zvyseni tvorby biogennich amind nebo zmény plvodni

chuti [45,46].
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4.1.4 Baleni

Konzervace balenim obvykle zahrnuje zménu plynné smési prostiedi obklopujiciho vyro-
bek. To miize zpomalit produkci biogennich amint v disledku inhibice mikroorganizmu
nebo enzymti zodpovédnych za produkci biogennich aminti. Ukéazalo se, ze enzym histidin-
dekarboxylaza je vice ucinny v nepfitomnosti kysliku, zatimco histamindzy (jako je napf.
DAO), enzymy, které¢ oxiduji histamin, byly u¢inné pouze v ptitomnosti kysliku. Nejcastéji
se pouziva vakuové baleni (losos) nebo baleni v modifikované atmosféfe (ryby, maso, klo-
basy). Vyznamné jsou také tzv. aktivni obaly, obsahujici rizné odlucovace plynt (kysliku,
oxidu uhli¢itého), které mohou tyto plyny absorbovat a zabranit tak kontaktu s potravinou

[45].

4.1.5 Mikrobialni modelovani

Pro studium riistu a inaktivace 1ze pouzit mikrobidlni modelovani mikroorganizmi s cilem
kontrolovat rust a predpovidat rizikové faktory. K prozkoumani mozného fizeni tvorby
amint byly pouzity modelové mikroorganizmy zodpovédné za jejich tvorbu. Teplota, Cas a
pH maji vliv na produkci biogennich amini, a proto mohou byt modelovéany pro konkrétni
druhy mikroorganizmti ve specifickych potravinach. Takové podminky mohou pomoci ome-

zit tvorbu biogennich amini [45].

4.2 Starterové mikroorganizmy inhibujici produkci biogennich amint

Pocatecni kultury pouzivané pii fermentaci mohou rovnéz zpozdit tvorbu biogennich amind.
Kultury pouzivané pro fermentované potraviny jsou bud’ amin-negativni (nejsou schopné
dekarboxylace aminokyseliny na biogenni aminy) nebo oxiduji amin (oxiduji biogenni
aminy na aldehydy, hydroperoxid a amoniak). Tyto bakterie vyzaduji optimalni podminky
rustu, aby dominovaly nad mikroorganizmy zodpovédnymi za tvorbu biogennich amint a
dal$imi kontaminujicimi bakteriemi. Typické fermentované potraviny, kde byl studovan uci-

nek startérl na biogenni aminy, zahrnuji klobasy, zeli, vino a zeleninu [45,46].

Bylo zjisténo, ze fada bakterii ma negativni dekarboxyldzovou aktivitu nebo maji enzymy,
které oxiduji biogenni aminy v potravinach napt. Lactobacillus plantarum a Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei jsou amin-negativni bakterie a byly navrzeny jako potencialni
startéry pro vyrobu syrii. Amin-negativni startéry, Staphylococcus xylosus a Lactobacillus

curvatus zpomaluji tvorbu putrescinu a kadaverinu pti dozravani a skladovani suchych fer-
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mentovanych klobés. Inokulace startérti, Pediococcus acidilactici, Staphylococcus car-
nosus, S. xylosus a Lactobacillus sakei do ryb uzenych za studena, pomahé kontrolovat bio-
genni aminy. Amin-negativni bakterie S. carnosus, S. xylosus a Lactobacillus sakei byly také
pouzity béhem fermentace masnych vyrobku a bylo zjisténo, ze potlacuji akumulaci biogen-
nich aminl. SmiSené startéry L. plantarum, Pediococcus pentosaceus, S. xylosus, Lacto-
bacillus casei inhibovaly tvorbu biogennich aminll a potlacily kontaminujici mikroorga-

nizmy ve fermentovanych rybich vyrobcich [43,45].

4.2.1 Metody oxidace/degradace vytvorenych biogennich aminu

Kromé¢ existujicich metod zpomaleni akumulace biogennich aminti je k dispozici také n¢ko-
lik metod, které mohou zptsobit degradaci téchto slouc¢enin. Takové metody zahrnuji pouziti
mikroorganizmi schopnych oxidace biogennich aminli a enzymi (MAO, DAO). Bakterie
degradujici biogenni aminy mohou byt zavedeny do nékterého kroku vyroby potravin nebo
mohou byt pouzity jako startéry u fermentovanych potravin. Bakterie popsané jako degra-
déry biogennich amint zahrnuji napt. Kocuria varians, Natrinema gari, Brevibacterium li-
nens, Lactobacillus sakei, Lactobacillus curvatus a Staphylococcus xylosus a dal§i. Napfi-
klad Brevibacterium linens je schopna redukovat histamin aZ o 70 % a tyramin o 55 %. DAO
je dal§i mozZnosti pro degradaci biogennich aminli (pfevazné histaminu). Optimalni teplota
pro aktivitu DAO je 37 °C. Uginnost enzymti degradujicich biogenni aminy v potravinach
zavisi na druhu potraviny a musi byt zohlednéna pted pouzitim enzymii v konkrétnich po-

travindch [43,45,46].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem teoretické Casti bakalaiské prace bylo popsat biogenni aminy, jejich vznik, strukturu,
biologické ucinky a toxicitu. Dalsim ucelem bylo poukazat na vyskyt aminti v potravinach,
charakterizovat bakterie mlé¢ného kvaseni a popsat mozné zptisoby fizeni biogennich amint

v potravinach.

Cilem praktické ¢asti bylo pozorovat schopnost vybranych bakterii vyuzivanych v mléka-
renstvi rast v pfitomnosti biogennich amint, v zavislosti na koncentraci moznych zdroji uh-
liku a dusiku. Hlavnim t¢elem praktické casti pak bylo ovéfit schopnost degradace biogen-

nich amind vybranymi bakteriemi pomoci HPLC.
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6 MATERIAL A METODY

6.1 Ovéreni schopnosti ristu vybranych bakterii vyuzivanych v mléka-

renstvi v mineralnim médiu s biogennimi aminy

6.1.1 Pouzité mikroorganizmy

V bakalaiské praci byly na schopnost degradace biogennich amintl testovany nasledujici
bakterie (tab. 4). Tyto bakterie byly ziskany ze Sbirky mlékarenskych mikroorganizmii Lak-
toflora (CCDM).

Tab. 4. Seznam pouZitych kmenii

Testovany kmen — kultiva¢ni podminky
Lactobacillus casei CCDM 422 MRSC, 37 °C, AN
Lactobacillus casei CCDM 650 - MRSC, 37 °C, AN
Lbc. casei subsp. casei CCDM 145 - MRSC, 30 °C, AN
Lbc. casei subsp. casei CCDM 198 - MRSC, 37 °C, AN
Lbc. casei subsp. casei CCDM 802 - MRS, 37 °C, AN
Lbc. hilgardii CCDM 828 - MRS, 30 °C, AN

Lbc. plantarum CCDM 147 - MRS, 37 °C, AN

Lbc. plantarum CCDM 178 - MRS, 30 °C, AN

Lbc. plantarum CCDM 181 - MRS, 30 °C, AN

Lbc. plantarum CCDM 182 - MRS, 30 °C, AN

Lbc. plantarum CCDM 183 - MRS, 37 °C, AN

Lbc. plantarum CCDM 184 - MRS, 30 °C, AN

Lbc. plantarum CCDM 185 - MRS, 30 °C, AN

Lbc. plantarum CCDM 186 - MRS, 30 °C, AN

Lbc. plantarum CCDM 187 - MRS, 30 °C, AN

Lbc. plantarum CCDM 188 - MRS, 37 °C, AN

Lbc. plantarum CCDM 189 - MRS, 30 °C, AN

Lbc. plantarum CCDM 191 - MRS, 30 °C, AN

Lbc. plantarum CCDM 194 - MRS, 30 °C, AN

Lbc. plantarum CCDM 195 - MRS, 30 °C, AN

Lbc. plantarum CCDM 196 - MRS, 30 °C, AN
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Lbc. plantarum CCDM 336 - MRSC, 37 °C, AN

Lbc. plantarum CCDM 375 - MRS, 37 °C, AN

Lbc. plantarum CCDM 381 - MRS, 30 °C, AN

Lbc. plantarum CCDM 383 - MRS, 30 °C, AN

Lbc. plantarum CCDM 384 - MRS, 30 °C, AN

Lbc. plantarum CCDM 385 - MRS, 30 °C, AN

Lbc. plantarum CCDM 387 - MRS, 30 °C, AN

Lbc. plantarum CCDM 388 - MRS, 30 °C, AN

Lbc. plantarum CCDM 391 - MRS, 30 °C, AN

Lbc. plantarum CCDM 535 - MRS, 30 °C, AN

Lbc. plantarum CCDM 583 - MRS, 30 °C, AN

Lbc. plantarum subsp. argentoratensis CCDM 383 - MRSC, 30 °C, AN

Lbc. sakei subsp. carnosus CCDM 776 - MRSC, 30 °C, AN

Lbc. sakei subsp. sakei CCDM 339 - MRSC, 37 °C, AN

Pediococcus acidilactici CCDM 595 - MRSC, 37 °C

Pediococcus acidilactici CCDM 814 - MRSC, 37 °C

Pediococcus inopinatus CCDM 829 - MRSC, 30 °C

Pediococcus pentosaceus CCDM 862 - MRSC, 30 °C

Pediococcus sp. CCDM 395 - MRSC, 30 °C

Pediococcus sp. CCDM 396 - MRSC, 30 °C

Brevibacterium linens CCDM 96 - MPA, 23 °C

Brevibacterium linens CCDM 97 - MPA, 23 °C

Brevibacterium linens CCDM 99 - MPA, 23 °C

Brevibacterium linens CCDM 200 - MPA, 23 °C

Brevibacterium linens CCDM 201 - MPA, 23 °C

Brevibacterium linens CCDM 203 - MPA, 23 °C

Brevibacterium linens CCDM 980 - MPA, 23 °C

Brevibacterium linens CCDM 1010 - MPA, 23 °C

Brevibacterium linens CCDM 1052 - MPA, 23 °C

Micrococcus luteus CCDM 231 - MPA, 30 °C

Micrococcus sp. CCDM 207 - MPA, 30 °C

Kocuria rosea CCDM 204 - MPA, 30 °C
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Kocuria rosea CCDM 205 - MPA, 30 °C

MRS, MRSC, MPA - kultiva¢ni médiu (viz kapitola 6. 2. 2)

AN — anaerobni kultivace

6.1.2 Kultiva¢ni média

U vybranych bakterii byl pozorovan rust v péti riiznych mineralnich médiich. Kazdé z médii
se skladalo ze dvou ptipravenych, sterilnich roztokt a ptidavku roztoku vitaminii. Jednotlivé
roztoky byly steriln¢ seskupeny spolu s vitaminy do minerdlniho média. Médium bylo ste-

riln€ rozpipetovano do sterilnich zkumavek.

» Mineralni médium 1

e Roztok A:

Roztok A byl pfipraven navazenim pfisluSného mnozstvi jednotlivych slozek
(vSechny Penta, Praha) a jejich rozpusténim ve 100 ml destilované vody. Takto pfi-

praveny roztok byl autoklavovan.

NaCl 0,5¢g
NaxHPOg4 3g
KH>PO4 1,5¢g
NaxSOq4 0,0065 g
(NH4)2SO04 lg

e Roztok B

Roztok B byl pfipraven navazenim ptislusSného mnozstvi jednotlivych slozek (soli
- Penta, Praha, ostatni slozky Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) a jejich rozpusténim
ve 400 ml destilované vody. Pomoci HCI bylo upraveno pH na hodnotu 6,8 a roztok

byl autoklavovan.

MgCl 0,1g
CaCly 0,005 g
FeClz. 7TH20 0,0003 g
Tween 20 05¢g
Glukoza 25¢g
Octan sodny lg

Asparagin 0,04 g
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Tyramin lg
Putrescin lg
Kadaverin lg
Histamin lg
Fenyletylamin lg
Tryptamin lg

Mineralni médium 1 vzniklo sterilnim pfevedenim roztoku A do roztoku B. K takto vznik-
lému sterilnimu médiu bylo sterilné ptidano 5 ml 100x koncentrovaného roztoku vitamind.

Médium bylo steriln€ rozpipetovano do zkumavek po 7 ml.

» Mineralni médium 2
e Roztok C
Roztok C mél stejné slozeni jako roztok A s vyjimkou:
(NH4)2SO4 0,5¢g
e Roztok D

Stejné slozeni jako roztok B s vyjimkou:

Glukéza 1,25 g
Octan sodny 0,5¢g
Asparagin 0,02 ¢

» Mineralni médium 3

e Roztok E
Stejné slozeni jako roztok A s vyjimkou:
(NH4)2S04 025¢g

e Roztok F
Stejné slozeni jako roztok B s vyjimkou:
Glukéza 0,5¢g
Octan sodny 0,25 ¢g
Asparagin 0,02 ¢
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» Mineralni médium 4
e Roztok A2
Stejné slozeni jako roztok A.
e Roztok G

Stejné slozeni jako roztok B s vyjimkou:

Glukoza 0,25 ¢g
Octan sodny 0,25 ¢g
Asparagin 0,04 g

» Mineralni médium 5
e Roztok H
Stejné slozeni jako roztok A s vyjimkou:
(NH4)2S04 025¢g
e Roztok I

Stejné slozeni jako roztok B s vyjimkou:

Glukoza 1,25 ¢
Octan sodny 0,5¢g
Asparagin 0Og

Tab. 5. Porovnani rozdilu mezi jednotlivymi roztoky mineralnich médii

Mnozstvi slozek v jednotlivych mineralnich médiich
Slozky MMI | MM2 | MM3 | MM4 | MMS>
(NH4)2SO4 lg 05¢g 0,25 ¢ lg 0,25 ¢
Glukoza 25¢g 1,25 g 0,5¢g 025¢g 1,25 g
Octan sodny lg 0,5¢g 0,25¢g 025¢g 0,5¢g
Asparagin 0,04 g 0,02 ¢g 0,02 ¢g 0,04 g Og

» Roztok vitamini 100x koncentrovany
Jednotlivé vitaminy (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) byly rozpustény ve 100 ml destilo-
vané vody a sterilovany pies stiikackovy filtr.
Biotin 1 mg

Kyselina listova 10mg
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Riboflavin 10mg
Kyselina nikotinova 10mg
Tyamin 10mg
Kyselina pantothenova 10mg
Pyridoxal 20mg

» Fyziologicky roztok
K ptipravé fyziologického roztoku byl pouZit chlorid sodny (Penta) rozpusténim 8,5 g v
1000 ml destilované vody. Roztok byl pipetovan do zkumavek po 4,5 ml a sterilovan v au-

toklavu pfi teploté 121 °C po dobu 20 minut.

6.1.3 Priprava bakterii pro ovéreni schopnosti riistu v pritomnosti biogennich

aminu

Kazdy testovany kmen byl pomoci sterilnich kli¢ek asepticky pieveden z tuhé pudy do zku-
mavky se sterilnim fyziologickym roztokem, tak byla vytvofena suspenze mikroorganizmd.
Z takto pfipravenych suspenzi bylo steriln¢ odpipetovano 50 pl do jednotlivych zkumavek

vSech variant mineralnich médii.

Zkumavky (vzorky) byly kultivovany aerobné/anaerobné pfi teplotach 23, 30 a 37 °C v za-
vislosti na pozadavcich a toleranci danych kment bakterii dle doporuceni poskytovatele kul-
tur. Poté byl béhem 14 dnti vyhodnocen rist jednotlivych kment vybranych bakterii. Schop-

nost ristu v mineradlnim médiu byla hodnocena intenzitou zdkalu bunééné suspenze.

6.2 Ovéreni schopnosti degradace biogennich aminti vybranymi kmeny

bakterii vyuzivanych v mlékarenstvi pomoci chromatografie

6.2.1 Pouzité mikroorganizmy

Pro sledovani degradace biogennich aminli byly pouzity vybrané kmeny bakterii vyuZziva-
nych v mlékarenstvi uvedené v tabulce 4 v podkapitole 6.1.1.

6.2.2 Kultiva¢ni média

Degradace byla pozorovédna v diagnostickém médiu dané skupiny bakterii s biogennimi

aminy a v polovi¢nim diagnostickém médiu s biogennimi aminy.
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» 10x koncentrovany roztok biogennich amint

Zasobni roztok biogennich amint byl pfipraven navazenim piislusSného mnozstvi jednotli-

vych biogennich amini (vSechny Sigma-Aldrich) a jejich rozpusténim v 600 ml destilované

vody.

Tyramin 12¢g

Putrescin 12¢g

Kadaverin 12¢g

Histamin 12¢g

Fenyletylamin 12¢g
» MRS bujon

MRS bujén byl pfipraven navdzenim 68,94 g plidy MRS broth (HiMedia, Bombai, Indie) a
jejim rozpusténi v roztoku, ktery vznik smisenim 1125 ml vody a 125 ml 10x koncentrova-

ného roztoku biogennich aminti.
» MRSC bujon

MRSC bujoén byl ptipraven navazenim 46,88 g MRS broth (HiMedia) a 1,7 g NaHCO3
(Lach-Ner, Neratovice) a jejich rozpusténim v 765 ml destilované vody a 85 ml 10x koncen-

trovaného roztoku biogennich amind.
» MPB bujon

Byl pfipraven navazenim 1,35 g masového vytazku (beef extract; HiMedia), 2,25 g peptonu
(HiMedia) a 1,35 g chloridu sodného (Penta) a rozpusténim ve 405 ml destilované vody a

45 ml 10x koncentrovaného roztoku biogennich amint.
» MI17

Byl pfipraven navazenim 2,96 g pudy M17 (HiMedia) a rozpusSténim v 63 ml destilované

vody s pfidavkem 7 ml zasobniho roztoku biogennich amind.
» 2 MRS bujon

Byl pfipraven stejné jako MRS bujoén s vyjimkou navazky MRS broth (HiMedia), ktera byla

sniZzena o polovinu, tj. 34,47g.
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> % MRSC bujon

Byl pfipraven stejné jako MRSC bujon s vyjimkou navazky MRS broth (HiMedia) a
NaHCOs (Lach-Ner), jez byly snizeny o polovinu.

» 2 MPB bujon
Byl piipraven stejné jako MPB bujon s vyjimkou navazek, které byly snizeny na polovinu.
» % M17 bujon

Byl ptipraven stejné jako M17 bujon s vyjimkou navazky pidy M17 (HiMedia), ta byla sni-

zena o polovinu.

U vsSech takto pfipravenych médii s biogennimi aminy bylo pomoci koncentrované HCI
(Lach-Ner) upraveno pH na hodnotu asi 6,5. Poté byla média rozplnéna do sklenénych zku-

mavek po 7 ml a sterilizovana.

6.2.3 Priprava a odbér vzorku

Degradace byla sledovana u 24 a 48 hodinovych kultur, pti podminkéch kultivace doporu-
¢enych dodavatelem kultur (Sbirka ml¢katskych mikroorganizmt Laktoflora) s ohledem na
optimum a toleranci (pozadavky) jednotlivych kmend (kultivacni piida, teplota, ae-
robni/anaerobni prostedi). Kazdy kmen byl v daném médiu kultivovan paralelné v 6 zku-
mavkach. Celkem tedy byly kmeny pomnoZzeny ve 324 zkumavkéch s bujénem a biogennimi
aminy a v 324 zkumavkach s /2 médiem a biogennimi aminy. Odbérové Casy byly vzdy po
24 a 48 hodinach. Odbéry byly provedeny ve stanovenych ¢asech ve 3 paralelnich zkumav-

kach.

Vzorky byly centrifugovany (4600 otacek/min., 7 minut) a z kazdé zkumavky bylo odebrano
do dvou eppendorfkovych mikrozkumavek 650 pl supernatantu a ptidano 650 pl kyseliny
chloristé (Sigma-Aldrich) o koncentraci 1,2 mol/l. Takto ptipravené vzorky byly zamraZeny

a pfipraveny pro néslednou derivatizaci.

6.2.4 Derivatizace vzorka

Ke kazdému vzorku supernatantu bylo pfidano 100 pl 1,7-heptandiaminu (Sigma-Aldrich)
v koncentraci 500 mg/1 jako interniho standardu. Nasledné byl 1 ml vzorku odpipetovan do
derivatizacni nadobky a ptidano 1,5 ml karbonatového pufru o pH 11,1 - 11,2. Ke vzorku
bylo pfidano 2 ml Cerstvé piipraveného roztoku danzylchloridu (Sigma-Aldrich) o koncen-

traci 5 g/l v acetonu (Merck, Darmstadt, SRN). Derivatiza¢ni nadobka byla dobie uzaviena
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a nechala se tfepat v temnu 20 hodin. Poté bylo ke vzorku pfidano 200 pl prolinu (Sigma-
Aldrich) a vzorky byly tfepany dal$i hodinu. Nésledné¢ byly ke vzorku ptidany 3 ml heptanu
(Merck) a po peclivém uzavieni byly vzorky tiepany 3 minuty rucné. Poté byl odpipetovan
1 ml heptanové vrstvy do vialky. Obsah vialky byl odpaten pii teploté¢ 60 °C do sucha pod
proudem dusiku a suchy odparek byl ziedén 1,5 ml acetonitrilu (Sigma-Aldrich). Vialky

byly uchovavéany v mrazicim zaftizeni pfi teplotach -18 °C do doby analyzy.

6.2.5 Chromatografické stanoveni biogennich aminu

Bezprosttedné pted analyzou byly vzorky pftefiltrovany pies stiikackovy filtr s porozitou

0,22 pum.

Separace byly provedeny gradientovou eluci (voda/acetonitril) na kolon¢ Agilent Zorbax
RRHD Eclipse Plus C18 s parametry 50 x 3,0 mm, porovitost 1,8 um (Agilent, Paolo Alto,
USA) pii teploté 30 °C, priitok kolonou byl nastaven na 0,453 ml/min. Chromatograficky
systém Dionex HPLC UltiMate 3000 byl tvofen odplynovaci jednotkou (degaserem), binarni
pumpou, autosamplerem, termostatem kolon a UV/VIS detektorem (Thermo Fisher Scienti-
fic, Waltham, Massachusetts, USA). Detekce probihala pomoci UV/VIS detektoru pii vl-

noveé délce 254 nm. Chromatogramy byly vyhodnoceny pomoci softwaru Chromeleon™ 6.8.

Program gradientové eluce, kterym probihala separace dansylderivatii biogennich amint, je

znazornén v tabulce 6.

Tab. 6. Gradientovy elucni program pro HPLC

Cas (min) 10% Acetonitril (%) 100% Acetonitril (%)
0,1 36 64
1,4 28 72
3,5 15 85
4,0 0 100
9,0 0 100
11,5 36 64
15,5 36 64
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7 VYSLEDKY

7.1 Schopnost riistu vybranych bakterii vyuZivanych v mlékarenstvi
v mineralnich médiich s biogennimi aminy

V péti mineralnich médiich (viz kapitola 6.1.2) rozdilného sloZeni byla pozorovana schop-
nost vybranych kment (tab. 4) rast v pfitomnosti biogennich amini. Jednotlivé varianty mi-
neralnich kultiva¢nich médii se liSily v koncentracich moznych zdroja uhliku a dusiku pro
testované kmeny bakterii. Tabulka €. 7 znézoriiuje dosazené vysledky tohoto skriningového
experimentu. Kmeny, u nichZ byla pozorovéana schopnost ristu, byly v tabulce oznaceny

znakem ,,+“. Kmeny, jez nebyly schopny ristu, byly oznaceny znakem ,,-".

Z tabulky 7 je patrné, ze pouze 4 kmeny byly schopny rist ve v§ech variantach mineralnich
médii za danych podminek. Jednalo se o kmeny Lactobacillus plantarum CCDM 178, L.
plantarum CCDM 181, L. plantarum CCDM 189 a Pediococcus acidilactici CCDM 814. U
kment L. plantarum CCDM 182, L. plantarum CCDM 183, L. plantarum CCDM 391 a
Pediococcus sp. CCDM 396 byl pozorovan rust v mineralnich médiich 2, 3, 4 a 5. Ostatni

kmeny sledovanych bakterii nebyly v nami testovanych podminkach aktivni.

Tab. 7. Vyhodnoceni schopnosti rustu bakterii v pritomnosti biogennich aminii

CCDM MMS5 | MM4 | MM3 | MM2 | MM 1
Lactobacillus casei CCDM 422 - - - - -
L. casei CCDM 650 - - - - -
L. casei subsp. casei CCDM 145 - - - - -
L. casei subsp. casei CCDM 198 - - - - -
L. casei subsp. casei CCDM 802 - - - - -
L. hilgardii CCDM 828 - - - - -
L. plantarum CCDM 147 - - - - -

L. plantarum CCDM 178 + +

L. plantarum CCDM 181 + +

L. plantarum CCDM 182 + +

L. plantarum CCDM 183 + +

L. plantarum CCDM 184 - - - - -

L. plantarum CCDM 185 - - - - -

L. plantarum CCDM 186 - - - - -

L. plantarum CCDM 187 - - - - -

L. plantarum CCDM 188 - - - - -

L. plantarum CCDM 189 + + + + +
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L. plantarum CCDM 191

L. plantarum CCDM 194

L. plantarum CCDM 195

L. plantarum CCDM 196

L. plantarum CCDM 336

L. plantarum CCDM 375

L. plantarum CCDM 381

L. plantarum CCDM 383

L. plantarum CCDM 384

L. plantarum CCDM 385

L. plantarum CCDM 387

L. plantarum CCDM 388

L. plantarum CCDM 391

L. plantarum CCDM 535

L. plantarum CCDM 583

L. plantarum s. argentor. CCDM 383

L. sakei subsp. carnosus CCDM 776

L. sakei subsp. sakei CCDM 339

Pediococcus acidilactici CCDM 595

P. acidilactici CCDM 814

P. inopinatus CCDM 829

P. pentosaceus CCDM 862

Pediococcus sp. CCDM 395

Pediococcus sp. CCDM 396

Brevibacterium linens CCDM 96

B. linens CCDM 97

B. linens CCDM 99

B. linens CCDM 200

B. linens CCDM 201

B. linens CCDM 203

B. linens CCDM 980

B. linens CCDM 1010

B. linens CCDM 1052

Micrococcus luteus CCDM 231

Micrococcus sp. CCDM 207

Kocuria rosea CCDM 204

K. rosea CCDM 205
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7.2 Chromatografické stanoveni ubytku biogennich amini plisobenim

vybranych mlékarenskych bakterii

Byla sledovéana degradace 5 biogennich aminti (FEM - fenyletylamin, PUT - putrescin, KAD
- kadaverin, HIM - histamin, TYM - tyramin) pomoci vybranych bakterii v zavislosti na case
(24 hodin, 48 hodin) a obsahu Zivin. Ubytek biogennich amini byl srovnavan s kontrolou,
coz byl ptislusny bujon s biogennimi aminy, ktery nebyl zaockovan bakteriemi.

Vysledky schopnosti degradace kmenti, kdy nedoslo v zadné z varianty médii po 24 a 48
hodinach k tbytku biogennich amint vys§imu nez 20 % jsou uvedeny v Ptiloze P 1. Jednalo
se o kmeny Lactobacillus casei CCDM 650, L. casei subsp. casei CCDM 145, L. plantarum
CCDM 184, L. plantarum CCDM 381, L. plantarum CCDM 383, L. plantarum CCDM 384,
L. plantarum CCDM 387, L. plantarum CCDM 535, L. plantarum CCDM 583, L. sakei
subsp. carnosus CCDM 776, L. sakei subsp. sakei CCDM 339, Pediococcus acidilactici
CCDM 595, P. acidilactici CCDM 814, Brevibacterium linens CCDM 200, B. linens CCDM
980, Micrococcus luteus CCDM 231 a Micrococcus sp. CCDM 207.

7.2.1 Degradace biogennich amini kmeny Lactobacillus casei
Degradace biogennich amini kmenem Lactobacillus casei CCDM 422

Z obrazku 15 je patrné, Ze kmen Lactobacillus casei CCDM 422 byl schopen nejlépe degra-
dovat putrescin, a to v poloviénim médiu po 48 hodinové kultivaci. Koncentrace putrescinu
v polovicnim médiu poklesla za 24 hodin na hodnotu 80 % a po dalSich 24 hodinach klesla
jesté o 2 %. Kadaverin a histamin byly rovnéz 1épe redukovany v polovi¢nim médiu s bio-
gennimi aminy, kdy jejich koncentrace poklesla po 24 hodinach o 20 %. Nejmensi ubytek
byl zaznamenan u biogenniho aminu tyraminu, ktery byl redukovan maximalné€ o 8 % a to

po 48 hodinové kultivaci v optimalnim médiu.
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Obr. 15. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lacto-

bacillus casei CCDM 422

Degradace biogennich aminii kmenem Lactobacillus casei subsp. casei CCDM 198

U kmene L. casei subsp. casei CCDM 198 byl pozorovan jeden z nejvétSich tibytka (obr.
16). Této bakterii nejvice vyhovovalo polovicni médium s biogennimi aminy a doba kulti-
vace 24 hodin. Za téchto podminek doSlo ke sniZeni koncentrace putrescinu, kadaverinu a
histaminu o vice nez 50 %. Degradace fenyetylaminu a tyraminu byla za stejnych podminek
o nékolik procent niz§i, ale také se pohybovala okolo 50 %. Ubytek biogennich aminii v op-
timalnim médiu se ani zdaleka nepftiblizil ubytku v polovicnim médiu, kdy doslo k poklesu
pouze na hodnotu okolo 90 %. Z celkového hlediska byl kmen schopen nejvice redukovat

putrescin a nejméné tyramin.
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Obr. 16. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lacto-

bacillus casei subsp. casei CCDM 198

Degradace biogennich aminii kmenem Lactobacillus casei subsp. casei CCDM 802

Obrazek 17 znazorniuje degradaci biogennich amini kmenem L. casei subsp. casei CCDM
802. Je zitejmé, Ze tento kmen byl schopen nejlépe redukovat mnozstvi kadaverinu, kdy po
24 hodinové kultivaci poklesla koncentrace kadaverinu o 40 % v optimalnim médiu a o 45
% v polovi¢nim. Fenyletylamin byl kmenem redukovan na 70 % po 48 hodinové kultivaci
v optimalnim médiu. Nejmensi pokles byl pozorovan u histaminu, jehoz obsah poklesl ma-

ximalné o 30 %, a to v polovicnim médiu po 24 hodinové kultivaci.
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Obr. 17. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lacto-

bacillus casei subsp. casei CCDM 802

7.2.2 Degradace biogennich amini kmeny Lactobacillus plantarum
Degradace biogennich aminti kmenem Lactobacillus plantarum CCDM 147

Z obrazku 18 je patrné, ze k velkému ubytku sledovanych biogennich amini, plisobenim
kmene L. plantarum CCDM 147 nedoslo. Po 24 hodinové kultivaci byly vSechny aminy
redukovany na pfiblizné stejnou hodnotu, kterd se pohybovala mirné¢ nad hranici 80 %.
K nejvétsimu tbytku doslo u fenyletylaminu a putrescinu, kdy fenyletylamin byl po 48 ho-
dinédch v optimalnim médiu (MRS) zredukovan o jednu ¢tvrtinu a putrescin po 48 hodinach

v polovi¢nim médiu o 27 %.
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Obr. 18. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lacto-

bacillus plantarum CCDM 147

Degradace biogennich amini kmenem Lactobacillus plantarum CCDM 178

Kmen L. plantarum CCDM 178 byl schopen nejvice degradovat aminy po 24 hodinové kul-
tivaci v poloviénim médiu (obr. 19). Za téchto podminek poklesl fenyletylamin, histamin a
tyramin na 65 %, putrescin a kadaverin na 60 %. Po 24 hodinach kultivace doslo k nejvét-
Simu ubytku fenyletylaminu a to o 18 %. Nejmensi ubytek v optimalnim médiu (MRS) byl
zjiStén u histaminu, ktery byl redukovan pouze o 10 % (po 24 i1 48 hodinach).
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Obr. 19. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lacto-

bacillus plantarum CCDM 178
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Degradace biogennich amint kmenem Lactobacillus plantarum CCDM 181

Obrazek 20 znézornuje schopnost kmene L. plantarum CCDM 181 degradovat sledované
biogenni aminy. Je patrné, Ze pro redukci fenyletylaminu kmenu vyhovovalo spiSe optimalni
médium, kdy doslo k jeho ubytku o 25 %, kdeZto u poloviéniho média doslo k menSimu
ubytku. Na druhou stranu, pfi kultivaci kmene v poloviénim médiu doslo k vyssimu tbytku
putrescinu nez pii kultivaci v optimalnim médiu. Nejvétsi ubytek histaminu byl zjistén po

48 hodinové kultivaci kmene v optimalnim médiu a ¢inil 75 % z piivodni koncentrace.

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00 0024 hod

50,00 W48 hod

40,00 024 hod (1/2)

W48 hod (1/2
30,00 1/2)

Obsah biogennich amin( [%]

20,00

10,00

0,00
Fenyletylamin Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin

Obr. 20. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lacto-

bacillus plantarum CCDM 181

Degradace biogennich amini kmenem Lactobacillus plantarum CCDM 182

Z obrazku 21 je patrné, ze kmen L. plantarum CCDM 182 degradoval sledované biogenni
aminy lépe v optimalnim médiu. V poloviénim médiu byla schopnost tohoto kmene degra-
dovat aminy horsi. Nejvétsi ubytek byl pozorovan u fenyletylaminu po 48 hodinové kultivaci
v optimalnim médiu, ktery byl okolo jedné tfetiny. Degradace putrescinu, kadaverinu a ty-
raminu po 24 a 48 hodinach v optimalnim médiu byla velice podobna. Koncentrace téchto
amint bylo mezi 24 a 48 hodinou sniZzena o dalSich 5 %. Histamin byl ze vSech sledovanych

aminl nejmén¢ degradovan, ale jeho Ubytek nebyl vyrazné nizsi nez u ostatnich amint.
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Obr. 21. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lacto-

bacillus plantarum CCDM 182

Degradace biogennich amini kmenem Lactobacillus plantarum CCDM 183

Sledovany kmen L. plantarum CCDM 183 byl ze vSech aminl schopen nejvice redukovat
mnozstvi fenyletylaminu a to po 24 hodinové kultivaci v optimalnim médiu (obr. 22). Kon-
centrace fenyletylamin byla po 24 hodinach nizsi o cca jednu tietinu. Ubytek fenyletylaminu
v polovicnim médiu byl zna¢n€ mensi nez u optimalniho média. Putrescin a kadaverin byly
kmenem degradovany velice podobné. Koncentrace téchto amint pti vSech sledovanych
podminkach klesla o 25 - 22 %. Histamin byl Iépe degradovén v polovi¢nim médiu, kdy jeho
koncentrace po 24 hodinach klesla o 20 % a dalSich 24 hodinéch jesté o 4 %. Tyramin byl
1épe redukovan v optimalnim médiu po 24 hodinové¢ kultivaci, kdy doslo k poklesu koncen-

trace na 75 %.
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Obr. 22. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lacto-

bacillus plantarum CCDM 183

Degradace biogennich amini kmenem Lactobacillus plantarum CCDM 185

Kmen Lactobacillus plantarum CCDM 185 byl schopen degradovat vSechny biogenni
aminy. Z obrazku 23 lze usoudit, Ze pro degradaci sledovanych biogennich amini kmenu
vice vyhovovalo optimalni médium neZzli polovicni. Nejvétsi ubytek byl zjistén u fenylety-
laminu po 48 hodinadch kultivace v optimalnim médiu. Jeho koncentrace poklesla na 70 %
z puvodniho celku. Putrescin, kadaverin a histamin byly po 24 hodinach v optimalnim médiu

redukovany o 25 % a tyramin o 30 %.
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Obr. 23. Degradace biogennich aminu v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lacto-

bacillus plantarum CCDM 185

Degradace biogennich amini kmenem Lactobacillus plantarum CCDM 186

Na obrazku 24 je zobrazena schopnost kmene L. plantarum CCDM 186 degradovat bio-
genni aminy. Tento kmen byl schopen nejvice redukovat mnozstvi fenyletylaminu po 24
hodinové kultivaci v optimalnim médiu a to na cca dvé tfetiny ptivodni koncentrace. v polo-
vicnim médiu byl tento amin redukovan zna¢n€ méné neZ v médiu optimalnim. Dalsi vy-
znamny ubytek byl zjistén u tyraminu, ktery byl degradovan o 30 % z ptivodniho mnozstvi.
Putrescin a histamin byly nejlépe degradovany v poloviénim médiu po 24 hodinové kulti-

vaci. Jejich Uibytek byl asi 22 %.
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Obr. 24. Degradace biogennich aminu v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lacto-

bacillus plantarum CCDM 186

Degradace biogennich aminti kmenem Lactobacillus plantarum CCDM 187

Z obrazku 25 je patrné, Ze kmen Lactobacillus plantarum CCDM 187 byl schopen lépe de-
gradovat biogenni aminy v polovi¢nim médiu. VSechny aminy byly zredukovany po 24 a 48
hodinach v poloviénim médiu na hodnotu okolo 70 %. Nejmensi ubytek byl zaznamenan u
putrescinu a histaminu po 24 hodinach v optimalnim médiu, kdy doslo ke snizeni koncen-
trace pouze o 10 %. Po dalSich 24 hodinéach doslo u téchto dvou aminti k poklesu koncentrace
o dalSich 12 %. Degradace fenyletylaminu byla srovnatelna za v§ech podminek. Po 24 ho-
dinach v optimalnim médiu byl redukovan na 75 %, po 48 hodinach na 68 % a po kultivaci

kmene v polovicnim médiu poklesla jeho koncentrace na 70 %.
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Obr. 25. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lacto-

bacillus plantarum CCDM 187

Degradace biogennich amini kmenem Lactobacillus plantarum CCDM 188

U kmene L. plantarum CCDM 188 byl zjistén vyrazny ubytek histaminu po 24 hodinové
kultivaci v poloviénim médiu, kdy doslo k poklesu koncentrace o 40 % (obr. 26). Nejmén¢é
byl degradovan putrescin, jehoZ koncentrace v optimalnim médiu nepoklesla pod 88 %.
Ubytek tyraminu po 48 hodinach v optimalnim médiu byl podstatné niZ$i nez po 24 hodi-
nové kultivaci, to mohlo byt zplisobeno mozZznou kontaminaci vzorku. Fenyletylamin byl
kmenem degradovan nejlépe po 24 hodinach v optimalnim médiu. Ubytek ¢&inil 30 % z pii-
vodniho mnozstvi. Putrescin byl nejlépe degradovan v polovi¢nim médiu po 24 hodinéch, a

to na 70 %.
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Obr. 26. Degradace biogennich aminui v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lacto-

bacillus plantarum CCDM 188
Degradace biogennich amini kmenem Lactobacillus plantarum CCDM 189

Z obrazku 27 je patrny nejvetsi ubytek fenyletylaminu po kultivaci kmene Lactobacillus
plantarum CCDM 189 v optimalnim médiu s biogennimi aminy, ktery ¢inil 30 %. Ostatni
biogenni aminy byly degradovany za vSech podminek téméft identicky, kdy doslo k poklesu

jejich koncentrace na hodnotu okolo 80 %.
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Obr. 27. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lacto-

bacillus plantarum CCDM 189
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Degradace biogennich amint kmenem Lactobacillus plantarum CCDM 191

Degradace kmenem Lactobacillus plantarum CCDM 191 byla podobna jako u ostatnich

kment, kdy Z4dny z amint nebyl redukovan vice nez o 25 % (obr. 28).
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Obr. 28. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lacto-

bacillus plantarum CCDM 191

Degradace biogennich amini kmenem Lactobacillus plantarum CCDM 194

Na obrazku 29 je vidét ubytek aminti v optimalnim médiu a poloviénim médiu po 24 hodi-
nov¢ kultivaci kmenem L. plantarum CCDM 194. Naopak po 48 hodinové¢ kultivaci v opti-

malnim a poloviénim médiu je vidét nartist sledovanych amint dokonce az o 30 %.
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Obr. 29. Degradace biogennich aminu v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lacto-

bacillus plantarum CCDM 194

Degradace biogennich amini kmenem Lactobacillus plantarum CCDM 195

Lactobacillus plantarum CCDM 195 nejvice vyhovovaly podminky v optimalnim médiu a
48 hodinova kultivace (obr. 30). Nejvetsi ubytek byl zaznamenan u fenyletylaminu po 48
hodinach v optimalnim médiu, kdy doslo k jeho redukci o 25 %. Putrescin, kadaverin a his-
tamin téméf nebyly po 24 hodinové kultivaci v optiméalnim médiu degradovany, ale po uply-
nuti dal$ich 24 hodin doslo k jejich tibytku asi 0 15 %. Degradace téchto amind v poloviénim
médiu po 24 hodinach nebyla rovnéZ zaznamendna. Nejvétsi ubytek v polovicnim médiu byl

zji$tén u tyraminu a fenyetylaminu po 48 hodinové kultivaci.
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Obr. 30. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lacto-

bacillus plantarum CCDM 195

Degradace biogennich amini kmenem Lactobacillus plantarum CCDM 196

Z obrazku 31 je patrné, Ze kmen Lactobacillus plantarum CCDM 196 byl schopen lépe de-
gradovat biogenni aminy v optimalnim médiu. Nejvice byl redukovan fenyletylamin a tyra-
min po 48 hodinach v optimalnim médiu. Jejich ubytek byl zhruba pétinovy. Ostatni bio-
genni aminy byly v optimalnim médiu redukovany na hodnotu okolo 90 % po 24 i 48 hodi-
nach. Nejvétsi ubytek v poloviénim médiu byl rovnéZ u fenyletylaminu a tyraminu a to po

48 hodinové¢ kultivaci, kdy doslo k degradaci pouze o 10 %.
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Obr. 31. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lacto-

bacillus plantarum CCDM 196

Degradace biogennich amini kmenem Lactobacillus plantarum CCDM 336

U kmene Lactobacillus plantarum CCDM 336 nebyl v optimalnim médiu zaznamenan vy-
razny ubytek zddnych biogennich aminti (obr. 32). Naopak v polovicnim médiu byl zazna-
menan vyrazngj$i ubytek putrescinu, ktery byl za 24 hodin redukovén o 20 % a za 48 hodin
0 25 %. Kadaverin a histamin byly také Iépe degradovany v polovicnim médiu, kdy po 48

hodinach doslo k jejich ubytku na hodnotu 75 %.
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Obr. 32. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lacto-

bacillus plantarum CCDM 336
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Degradace biogennich amini kmenem Lactobacillus plantarum CCDM 375

Na obrazku 33 je znazornén ubytek biogennich aminii zpisobeny kmenem Lactobacillus
plantarum CCDM 375. Nejlépe kmen degradoval fenyletylamin v optimalnim médiu, kdy
po 24 hodinov¢ kultivaci doslo k jeho redukei o 20 % a po dalSich 24 hodinach jesté o 8 %.
Vyrazny ubytek byl zaznamenén také u tyraminu, ktery byl po 48 hodindch v optimalnim

médiu degradovan o 25 %.
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Obr. 33. Degradace biogennich aminu v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lacto-

bacillus plantarum CCDM 375

Degradace biogennich amini kmenem Lactobacillus plantarum CCDM 385

Kmen Lactobacillus plantarum CCDM 385 degradoval vSechny testované biogenni aminy
kromé putrescinu v optimalnim médiu po 24 hodinové kultivaci (obr. 34). Fenyletylamin byl
po 24 hodinové kultivaci v optimalnim médiu redukovan o 10 % a po 48 hodinach o 21 %.
Nejvice byl degradovan putrescin v poloviénim médiu s biogennimi aminy po 48 hodinach.
Tento Ubytek €inil 25 %. Dalsi aminy, jako kadaverin a histamin, byly rovnéZ po 48 hodinach

v polovi¢nim médiu redukovany o vice nez pétinu.
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Obr. 34. Degradace biogennich amini v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lacto-

bacillus plantarum CCDM 385

Degradace biogennich amini kmenem Lactobacillus plantarum CCDM 388

Z obrazku 35 je patrné, Ze kmen Lactobacillus plantarum CCDM 388 nejvice degradoval
fenyletylamin v optimalnim médiu a to o 28 %. Tyramin byl po 24 a 48 hodinach v optimal-
nim médiu redukovan na hodnotu klesajici mirné pod 80 %. V ostatnich ptipadech, za vSech

testovanych podminek nedoslo k redukci na hodnoty nizsi nez 80 %.
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Obr. 35. Degradace biogennich aminu v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lacto-

bacillus plantarum CCDM 388
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Degradace biogennich amint kmenem Lactobacillus plantarum CCDM 391

U kmene Lactobacillus plantarum CCDM 391 byla zaznamenéna pfiblizn¢ stejna degradace
putrescinu a histaminu za vSech testovanych podminek, na hodnoty okolo 85 % (obr. 36).
Degradace pod 80 % byla zjiSténa pouze u fenyletylaminu v optiméalnim médiu a tyraminu
v optimalnim médiu po 24 hodinov¢ kultivaci. Nejvice byl degradovan fenyletylamin po 24

hodinach v optimalnim médiu a to na hodnotu 73 %.
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Obr. 36. Degradace biogennich aminu v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lacto-

bacillus plantarum CCDM 391

Degradace biogennich amini kmenem L. plantarum subsp. argentoratensis CCDM 383

Na obrazku 37 je videt nejvétsi ubytek histaminu po 24 hodinové kultivaci v optimalnim
médiu a to az 0 35 %. U kmene L. plantarum subsp. argentoratensis CCDM 383 dalsi vy-
razny Ubytek nebyl zaznamenan. Pod hranici 80 % byl navic redukovan pouze putrescin a to

v polovicnim médiu po 24 hodinové kultivaci.
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Obr. 37. Degradace biogennich aminu v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lacto-

bacillus plantarum subsp. argentoratensis CCDM 383

7.2.3 Degradace biogennich amini ostatnimi kmeny laktobacilii
Degradace biogennich amini kmenem Lactobacillus hilgardii CCDM 828

Kmen Lactobacillus hilgardii CCDM 828 degradoval nejvice putrescin v poloviénim médiu
po 48 hodinach na hodnotu 78 % (obr. 38). Ostatni biogenni aminy byly za vSech testova-

nych podminek redukovany maximalné€ na hodnotu 80 % z ptivodniho mnozstvi.
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Obr. 38. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lacto-

bacillus hilgardii CCDM 828
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7.2.4 Degradace biogennich aminti kmeny Pediococcus spp.
Degradace biogennich aminii kmenem Pediococcus inopinatus CCDM 829

Na obrazku 39 je patrny ubytek vSech biogennich amint po 24 hodinové kultivaci v opti-
malnim a poloviénim médiu. Nejvétsi ubytek byl zaznamenan u putrescinu a to o 28 %. Po
24 hodinéch v optimalnim médiu byly putrescin, kadaverin a histamin degradovany na hod-
notu 80 %. Fenyletylamin a tyramin byly po 24 hodinach v optimalnim a polovi¢nim médiu

redukovany pfiblizné o 10 %.
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Obr. 39. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Pedio-

coccus inopinatus CCDM 829

Degradace biogennich aminti kmenem Pediococcus pentosaceus CCDM 862

Kmen Pediococcus pentosaceus CCDM 862 nejvice degradoval putrescin a kadaverin po 24
hodinov¢ kultivaci v poloviénim médiu, kdy doslo ke snizeni jejich mnoZstvi o necelou tie-
tinu z ptivodni hodnoty (obr. 40). Histamin byl za stejnych podminek redukovan méné, a to
o ¢tvrtinu. Ubytek putrescinu, kadaverinu a histaminu po 24 hodinové kultivaci v optimal-

nim médiu ¢inil jednu pétinu.
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Obr. 40. Degradace biogennich aminu v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Pedio-

coccus pentosaceus CCDM 862

Degradace biogennich aminii kmenem Pediococcus sp. CCDM 395

Z obrazku 41 lze vy¢ist, ze kmen Pediococcus sp. CCDM 395 byl schopen 1épe degradovat
biogenni aminy v optimalnim médiu. Nejvétsi rozdil 24 a 48 hodinami byl zaznamenén u
histaminu. Za téchto podminek doslo k tbytku histaminu po 24 hodinach o 27 % a po 48
hodinach dokonce az o 41 %. Zna¢ny Ubytek byl rovnéz zjistén u putrescinu, kdy doslo
k jeho tbytku po 24 hodinach v optiméalnim médiu o 27 % a po dalSich 24 hodinéch jesté o
10 %.
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Obr. 41. Degradace biogennich aminu v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Pedio-

coccus sp. CCDM 395

Degradace biogennich aminii kmenem Pediococcus sp. CCDM 396

Kmen Pediococcus sp. CCDM 396 vyrazné redukoval mnozstvi putrescinu, kadaverinu a
histaminu v poloviénim médiu po 24 hodinové kultivaci, a to na hodnotu okolo 65 % (obr.
42). Vyznamny je také ubytek histaminu v optimalnim médiu mezi 24 a 48 hodinou, kdy
doslo k poklesu z 82 % na 69 %. Kmen nejméné degradoval tyramin a fenyletylamin a to

maximalné na hodnotu 80 %.
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Obr. 42. Degradace biogennich aminu v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Pedio-

coccus sp. CCDM 396
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7.2.5 Degradace biogennich aminti kmeny Brevibacterium linens
Degradace biogennich amini kmenem Brevibacterium linens CCDM 96

Obrazek 43 znézornuje schopnost kmene Brevibacterium linens CCDM 96 degradovat bio-
genni aminy. Je patrné, Ze schopnost kmene degradovat aminy v optimalnim a polovi¢nim
médiu rostla s prodluzujici se dobou kultivace. Viibec nejvétsi tbytek byl zaznamenan u
kadaverinu po 48 hodinové kultivaci v optimélnim médiu, a to na dvé tetiny pivodni hod-
noty. Vyrazny ubytek za stejnych podminek byl rovnéZ zjistén u putrescinu a histaminu,
které byly degradovany na hodnotu okolo 68 %. V polovi¢nim médiu byly nejvice degrado-

vany fenyletylamin, putrescin, kadaverin a tyramin po 48 hodinach na hodnotu 80 %.
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Obr. 43. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Brevibac-

terium linens CCDM 96

Degradace biogennich aminii kmenem Brevibacterium linens CCDM 97

Schopnost kmene B. /inens CCDM 97 degradovat biogenni aminy v polovi¢nim a optimal-
nim médiu byla srovnatelna (obr. 44). V optimalnim médiu byl nejvice redukovan kadaverin
a putrescin po 24 hodinové kultivaci. V poloviénim médiu doSlo k nejvétsimu tbytku po 48
hodinach u putrescinu, kadaverinu a histaminu a to o 25 %. Nejméné byly kmenem degra-
dovany fenyletylamin a tyramin, jejichz mnozstvi ani v jednom ptipad¢ nepokleslo pod hra-

nici 70 %.
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Obr. 44. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Brevibac-

terium linens CCDM 97

Degradace biogennich amini kmenem Brevibacterium linens CCDM 99

Z obrazku 45 je patny nejvétsi Ubytek putrescinu, kadaverinu a histaminu po 24 hodinach
v optimalnim médiu na hodnotu 72 %. Fenyletylamin a tyramin byly rovnéZ po 24 hodinach
v optimalnim médiu degradovany okolo 25 %. Ve vSech ostatnich piipadech doslo k degra-

daci maximalné na hodnotu okolo 80 %.
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Obr. 45. Degradace biogennich aminii v optimadlnim a polovicnim médiu kmenem Brevibac-

terium linens CCDM 99
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Degradace biogennich amini kmenem Brevibacterium linens CCDM 201

U kmene B. linens CCDM 201 byla zaznamenana nejvétsi schopnost degradace biogennich
amint putrescinu a kadaverinu (obr. 46). U vSech amint po 48 hodinach v polovi¢nim médiu
byl zjistén tbytek o vice nez 30 %. Fenyletylamin a tyramin byly v optiméalnim médiu de-
gradovany maximalné¢ na hodnotu 82 %. U téchto aminl byl v polovi¢énim médiu zjistén

ubytek mezi 24 a 48 hodinou o dalSich 12 %.
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Obr. 46. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Brevibac-

terium linens CCDM 201

Degradace biogennich aminii kmenem Brevibacterium linens CCDM 203

Na obrazku 47 je zndzornéna schopnost kmene B. linens CCDM 203 degradovat biogenni
aminy za sledovanych podminek s maximalni degradaci v optimalnim médiu s dobou kulti-
vace 24 hodin. Za téchto podminek doslo k ubytku vSech biogennich aminti pod hodnotu
70 %, nejvice byl redukovan putrescin a kadaverin a to az o 35 %. Koncentrace aminti po 48
hodinové¢ kultivaci v optimalnim médiu byla vyrazné vyssi nez po 24 hodinové kultivaci, to
mohlo byt zptisobeno kontaminaci vzorku. Kmen byl schopen degradovat fenyletylamin,

putrescin, histamin a tyramin také v polovi¢énim médiu po 24 hodinové kultivaci.
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Obr. 47. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Brevibac-

terium linens CCDM 203

Degradace biogennich amini kmenem Brevibacterium linens CCDM 1010

Kmen Brevibacterium linens CCDM 1010 nejvice degradoval biogenni amin putrescin v op-
timalnim médiu po 24 hodinach, kdy doslo k ubytku témét o 40 % (obr. 48). Kadaverin a
histamin byly za téchto podminek rovnéz degradovany o vice nez 35 %. V polovi¢nim médiu
doslo k nejvétsimu Ubytku u histaminu po 24 hodinové kultivaci na hodnotu 70 %. Kmen

byl nejméné schopen degradovat fenyletylamin.
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Obr. 48. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Brevibac-

terium linens CCDM 1010
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Degradace biogennich amini kmenem Brevibacterium linens CCDM 1052

Z obrazku 49 je patrné, ze kmeni Brevibacterium linens CCDM 1052 vyhovovala vice kul-
tivace v optimalnim médiu a doba 24 hodin. Nejvétsi ubytek byl zaznamendn u putrescinu a
kadaverinu v optimalnim médiu po 24 hodinach a to 31 %. Za stejnych podminek byl redu-
kovan histamin o 30 %, fenyletylamin o 20 % a tyramin o 18 %. V polovi¢nim médiu byl

zaznamenan nejveétsi ubytek u histaminu a to po 24 hodinové kultivaci.
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Obr. 49. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Brevibac-

terium linens CCDM 1052

7.2.6 Degradace biogennich amini kmeny Kocuria spp.
Degradace biogennich aminti kmenem Kocuria rosea CCDM 204

Na obrazku 50 je znédzornéna schopnost kmene Kocuria rosea CCDM 204 degradovat bio-
genni aminy. Je patrné, Ze degradacni schopnost kmene rostla se zvySujici se dobou kultivace
u obou médii. Z obrazku 50 lze dale usoudit, Ze kmenu vice vyhovovalo optiméalni médium.
Nejvétsi ubytek byl zaznamenan u putrescinu v optimalnim médiu po 48 hodinové kultivaci
a to na hodnotu 68 %. Za téchto podminek byly kadaverin a histamin degradovany asi na
70 %. VSechny biogenni aminy byly po 24 hodindch v optimalnim médiu redukovany
0 10 % kromé fenyletylaminu, jez byl degradovan pouze o 7 %. V poloviénim médiu byl

kmen schopen nejvice degradovat putrescin a kadaverin na hodnotu 88 %.
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Obr. 50. Degradace biogennich aminui v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Kocuria

rosea CCDM 204

Degradace biogennich aminit kmenem Kocuria rosea CCDM 205

Kmen Kocuria rosea CCDM 205 po 24 hodindch v obou mediich degradoval vSechny bio-
genni aminy maximalné o 11 % (obr. 51). Ubytky jednotlivych aminti po 48 hodinové kul-
tivaci v obou médiich byly srovnatelné. Nejvétsi tibytek v optimalnim médiu byl zjistén u
putrescinu po 48 hodinové kultivaci, a to 28 %. Naopak v polovicnim médiu byl zjiStén nej-

vétsi ubytek kadaverinu 24 % po 48 hodinéach.
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Obr. 51. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Kocuria

rosea CCDM 205
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8 DISKUZE

Biogenni aminy jsou organické slouceniny odvozené od aminokyselin. Jedna se o latky na-
chazejici se v rostlinnych pletivech a zivoc¢isnych tkéanich, kde se ucastni dilezitych meta-
bolickych procesti. Mohou fungovat jako hormony nebo mohou byt napft. stavebnimi latkami

pro hormony a alkaloidy [1,3,5].

V nizkych koncentracich jsou biogenni aminy piirozené piitomny v fadé potravin. Jejich
vysoky piijem v§ak mize byt nebezpecny pro zdravi clovéka. Symptomy konzumace vyso-
kych dévek biogennich amini mohou byt zvraceni, dychaci potize, poceni, buseni srdce,
hypotenze nebo hypertenze a migrény. Toxicky u¢inek biogennich aminti je velice ovlivnén
aktivitou enzymil zodpovédnych za jejich odbouravani (MAO, DAO, PAO), ktera mize byt
u jednotliveil riznd a zdvisi na mnoha faktorech. Vysoké koncentrace biogennich aminli neni
schopen enzymovy systém eliminovat zejména proto, Ze ¢ast kapacity potfebné pro detoxi-
kaci histaminu a tyraminu od¢erpavaji putrescin a kadaverin, které samy o sobé nejsou az
tolik rizikové, ale jejich obsah v fad€ potravin byva zna¢ny. Potencialné nejtoxictéjsi je his-
tamin, jehoZ hranice snesitelnosti je asi 10 mg. Toxicita tohoto aminu muize byt zesilena
napt. alkoholem. Ostatni aminy jsou povaZovany za méné toxické nez histamin, avSak
sekundarni aminy mohou v reakcich s oxidy dusiku tvofit nitrosaminy, ty se povazuji za
silné karcinogeny, které mohou zplsobit nddorové bujeni v riznych orgénech a tkanich

vcetné plic, mozku a jater [3,5,8,11].

Ve vysSich mnozZstvich se biogenni aminy vyskytuji ve fermentovanych potravinach (kysané
zeli, syry, vino), kde vznikaji plisobenim mikroorganizmil, jako jsou bakterie mlé¢ného kva-

Seni (rody Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus) [3,9].

Existuje mnoho faktord ovliviiujicich vyskyt a kumulaci aminti v potravinach. Mikroorga-
nizmy zpusobujici jejich tvorbu mohou byt inhibovany vysokym hydrostatickym tlakem,
ozafovanim, pouZitim potravinaiskych pfidatnych latek, balenim v modifikované atmosfére

nebo nedostatkem zivin [45].

Nékolik studii se zabyvéa mikroorganizmy, které jsou schopny pomoci enzymi aminooxidéaz
degradovat urcitd mnozstvi biogennich aminti. N¢které kmeny bakterii mlécného kvaseni
(napt. Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei a Pediococcus acidilacti) jsou schopny
degradovat histamin, tyramin a nékteré dokonce putrescin. Na zaklad¢ znalosti o schopnosti
syntézy enzyml aminooxiddz, dochazi k aplikaci mikroorganizmii produkujicich tyto en-

zymy do potravin. Mikroorganizmy mohou byt do potravin ptidavany jako startérové kultury
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do fermentovanych potravin nebo v pribéhu vyroby a tim redukovat mnozstvi biogennich

aminu [47,48].

Cilem prvniho experimentu bylo pozorovat schopnost riistu vybranych bakterii vyuzivanych
v mlékarenstvi v pfitomnosti biogennich amint v péti mineralnich médiich, které se navic
lisily v mnozstvi (koncentraci) moznych zdrojii uhliku a dusiku. Konkrétné se jednalo o
(NH4)2S04, glukézu, octan sodny a asparagin, ktery zdroven muze slouzit i jako zdroj ener-
gie. Ve vSech mineralnich médiich byla koncentrace kazdého ze sledovanych biogennich
amint (tyramin, tryptamin, putrescin, kadaverin, histamin a fenyletylamin) 2 g/I. V mineral-
nim médiu 1, které obsahovalo nejvice potencidlnich zdroju zivin, byly schopny rist pouze
4 testované kmeny, a to Lactobacillus plantarum CCDM 178, L. plantarum CCDM 181, L.
plantarum CCDM 189 a Pediococcus acidilactici CCDM 814. Tyto kmeny byly rovnéz
schopny rust ve vSech ostatnich variantach mineralnich médii. U kment Lactobacillus plan-
tarum CCDM 182, L. plantarum CCDM 183, L. plantarum CCDM 391 a Pediococcus sp.
CCDM 396 byl zjistén rust v minerdlnich médiich 2, 3, 4 a 5. Témto kmentim vSak nevyho-
vovaly vyssi koncentrace (NH4)2SO4 (2 g/1), glukozy (5 g/1), octanu sodného (2 g/1) a aspa-
raginu (0,08 g/) v kombinaci s koncentraci biogennich aminll. U ostatnich kment nebyl za-
znamenan zadny zékal v pribéhu kultivace, z ¢ehoz 1ze usoudit, ze kultivaéni podminky,
zejména slozeni média, pro né byly nevyhovujici. Na zéklad¢ tohoto experimentu lze fici,
ze nejvyssi schopnost ristu v podminkach se snizenym obsahem Zivin vykazovaly kmeny
Lactobacillus plantarum, u nichZ se da rovnéz predpokladat urcitd schopnost redukovat

mnozstvi biogennich amind.

Druhy experiment byl zaméten na ovéfeni schopnosti vybranych kment bakterii degradovat
biogenni aminy metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC). Né¢kolika stu-
diemi byla zjiSténa schopnost degradace alespoil jednoho biogenniho aminu kmeny Lacto-
bacillus plantarum, Lactobacillus sakei a nékterymi kmeny rodu Pediococcus [47]. V ramci
této bakalaiské prace byl sledovan ubytek biogennich amini, béhem kultivace kmenti rodu
Lactobacillus, Pediococcus, Brevibacterium Micrococcus a Kocuria v kultivaénich médiich
MRS, MRSC a MPB a v nutri¢né neuplnych (polovi¢nich) médiich. Do téchto médii byly
rovnéz pfidany biogenni aminy tyramin, putrescin, kadaverin, histamin a fenyletylamin,
které predstavovaly pro jednotlivé kmeny zdroje dusiku a uhliku. Polovi¢ni médium bylo
testovano z ditvodu predpokladu vyssi schopnosti kment redukovat obsah biogennich amint

za podminek, kdy bakterie nemusi mit vSechny potiebné Ziviny v dostatecné koncentraci.
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Ubytek biogennich amini byl srovnavan s kontrolou, coz byl piislusny bujon s biogennimi

aminy, ktery nebyl zaockovan bakteriemi.

Viibec nejvetsi degradaci vykazoval kmen Lactobacillus casei subsp. casei CCDM 198, jez
byl schopen snizit koncentraci biogennich amina putrescinu, kadaverinu a histaminu o vice
nez 50 % po 24 hodinové¢ kultivaci v nutri¢né neuplném médiu. Za stejnych podminek kul-
tivace kmen redukoval fenyletylamin a tyramin o 45 %. Porovnanim tubytkl u obou vyuzi-
vanych médii, Ize tvrdit, ze polovicni médium mélo vyrazné vyssi vliv na degradacni schop-
nost kmene L. casei subsp. casei CCDM 198, nez médium optimdlni, kdy do§lo maximalné
k ubytku o 12 %. Dalsi vyrazné degradace byla pozorovana u kmene Pediococcus sp. CCDM
395. Této bakterii, na rozdil od pfedchoziho kmene, vice vyhovovaly podminky kultivace
v optimalnim médiu. Ubytek fenyletylaminu a tyraminu nebyl tak vyrazny, ale histamin byl
redukovan po 24 hodinach v optimalnim médiu na hodnotu 72 %. Po dalSich 24 hodinach
byl histamin zredukovan az na hodnotu 59 %. Histamin byl rovnéz velice dobife degradovan
kmenem Lactobacillus plantarum CCDM 188, ktery jej po 24 hodinov¢ kultivaci v polovic-
nim médiu s biogennimi aminy redukoval az o 40 %. U rodu Brevibacterium byla zjisténa
leps$i schopnost degradace v optimalnim médiu neZ v polovi¢nim. Vyrazna degradace byla
pozorovana u kment Brevibacterium linens CCDM 203 a B. linens CCDM 1052, kdy po 24
hodinach v optimalnim médiu doSlo k tbytku putrescinu, kadaverinu a histaminu na obsah
niz8i nez 70 %. Nejvyssi ubytek byl zaznamenan kmenem Brevibacterium linens CCDM
1010, ktery redukoval putrescin, kadaverin po 24 hodinach aZ na hodnotu 62 % z ptivodni
koncentrace. Testované kmeny rodu Micrococcus nebyly schopny za zZadnych sledovanych
podminek redukovat mnozstvi biogennich aminii na hodnoty nizsi nez 80 %. U rodu Kocuria
byly testovany dva kmeny, z nichz vétsi ubytek byl zjistén u kmene Kocuria rosea CCDM
204, jemuz vyhovovaly vice podminky 48 hodinové kultivace a optimalni médium. Degra-
dacéni schopnost kmene vyrazné rostla s prodluzujici se dobou kultivace. Putrescin a kadave-
rin byly mezi 24 a 48 hodinou v optimalnim médiu redukovany z 90 % na 69 % z ptivodni

koncentrace t€chto aminu.

Dosazené vysledky nabizeji moZnost vyuZiti testovanych mikroorganizmi v potravinafstvi,
a to zejména pii vyrobé fermentovanych potravin, kde je vyssi pravdépodobnost kumulace
biogennich aminti. Do téchto potravin mohou byt piidavany v prubéhu vyroby nebo prede-
v$im jako startérové mikroorganizmy. Prakticka cast bakalatské prace a nekteré dalsi studie,

dokazuji, ze nekteré kmeny Lactobacillus casei (konkrétn¢ Lactobacillus casei subsp. casei
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CCDM 198) a Lactobacillus plantarum (CCDM 188) mohou pozitivn€ ovliviiovat mnozstvi

biogennich amint.

Bylo provedeno hned nékolik studii, které se zabyvaly degradacni schopnosti mikroorga-
nizm, jejich izolaci a vyuzitim v potravinach. Ve studii Herrero-Fresno a kol. bylo ze syra
izolovano 17 kment Lactobacillus casei, z nichz vSechny kmeny byly schopny redukovat
obsah histaminu a tyraminu [49]. U fermentovanych klobas vyrobenych z rybiho masa byl
pozorovan ubytek hlavnich aminti tvofenych pii této fermentaci (putrescinu, kadaverinu a
tyraminu) vlivem Lactobacillus plantarum. Bylo zjisténo, ze kmen L. plantarum ZY-40 byl
schopen redukovat koncentrace putrescinu a kadaverinu o vice nez 70 %, ale k ubytku tyra-
minu vlivem ptisobeni tohoto kmene nedoslo [50]. Studie Callejon a kol. se zabyvala sledo-
vanim schopnosti degradace (diky enzymiim) biogennich aminii nékterych bakterii mléc-
ného kvaseni, které byly izolovany z vina [47]. N&které kmeny Lactobacillus plantarum, L.
brevis, L. hilgardii, Pediococcus acidilactici a P. pentosaceus byly enzymaticky aktivni vici
histaminu, tyraminu a putrescinu, které dokéazaly redukovat. Nejvyssi schopnost degradace
byla zaznamenana u enzyma kmene Lactobacillus plantarum J16, ktery byl schopen redu-
kovat az 41 % putrescinu po 1 tydnu. Vyznamna degradacni schopnost byla také zjisténa u
kmene Pediococcus acidilactici CECT 5930, jehoz enzymy byly schopny redukovat hista-

min o 14 %, putrescin o 19 % a tyramin az 0 40 % po 48 hodinové¢ kultivaci [47].

U syra typu Munster byla rovnéZ pozorovana schopnost startérové kultury ovlivnit mnozstvi
biogennich amint béhem zrani. V pribchu fermentace byl pfidan kmen Brevibacterium li-
nens a také ur€ité mnozstvi histaminu a tyraminu. Béhem 4-tydenniho zrani byla zji$téna

schopnost bakterie B. linens redukovat mnoZstvi histaminu i tyraminu o 55 az 70 % [51].

Existuji rovnéz studie zabyvajici se redukei biogennich aminti pomoci mikroskopickych hub
izolovanych z vin. Ve studii Cueva a kol. bylo izolovano celkem 44 kment hub, z nichz
vSechny vykazovaly schopnost redukovat mnozstvi tyraminu, histaminu a putrescinu. Druhy
Penicillium citrinum, Alternaria sp., Phoma sp., Ulocladium chartarum a Epicoccum ni-
grum vykazovaly nejvyssi kapacitu pro aminovou degradaci. Naptiklad Penicilium citrinum
JN578626 byl schopen degradovat koncentrace (0,05 g/I) histaminu az o 100 %, putrescinu
0 99,69 % a tyraminu 0 99,91 % po 10 dnech kultivace pti 22 °C [52].

Vysledky experimentti realizovanych v rdmci této bakalaiské prace, podobné jako vysledky
dalSich studii zminovanych vyse, poukazuji na to, ze schopnost degradace biogennich amint

nelze zobecnovat na jednotlivé rody nebo druhy bakterii, ale Ze se jedna o vlastnost kmenové
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specifickou. Toto tvrzeni podporuji vysledky ziskané v této bakalaiské praci, kdy bylo tes-
tovano né¢kolik kment nélezicich k témuz druhu (zejména kmeny druhii Lactobacillus plan-
tarum, L. casei a Brevibacterium linens), u nichz byla zjisténa rozdilna schopnost degradace

jednotlivych biogennich aminii. K podobnym vysledktim dosp€li 1 dalsi autoti [47,49,50].

Schopnost degradace biogennich amini byla v této praci studovana v podminkach in vitro,
které se mohou odliSovat od podminek realnych vzorki, tj. potravin, kde se tyto bakterie,
schopné degradace amind, mohou chovat jinak vlivem odliSnych vné&jSich podminek (napf.
dostupnosti zivin, vodni aktivity, optimalni teploty nebo pH, pfitomnosti latek inhibujicich
rust mikroorganizmi, apod.). Vysledky této prace tak mohou piispét ke studiu schopnosti
degradace biogennich aminil testovanymi bakteridlnimi kmeny, piipadn¢ dal§imi kmeny
uvedenych druhil bakterii (které byly testovany v jinych studiich). Uvedené vysledky bude
tteba ovétit v podminkadch modelové vyrobenych potravin za definovanych podminek. Na-
vic bude tfeba ovéfit dalsi vlastnosti téchto kment, jako napiiklad neschopnost produkce
faktordi virulence, neschopnost pienosu rezistence k antibiotikim a dalSich nezadoucich
vlastnosti. Pokud za takto definovanych podminek budou vysledky této prace ovéieny a po-
tvrzeny, bude mozné pfistoupit k dalsi fazi vyzkumu, kdy bude mozné pifidavat kmeny
schopné degradace biogennich aminti do potravin vyrabénych v potravinaiskych provozech
za podminek dodrzovani hygienickych podminek s cilem sniZit riziko vyskytu téchto latek

v potravinach.
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ZAVER
Hlavnim tématem bakalaiské prace byly biogenni aminy a predevsim jejich mozné degra-

dace. Tato vlastnost byla testovana u 54 kment bakterii vyuzivanych v mlékarenstvi, které

byly ziskany ze Sbirky mlékarenskych mikroorganizmt (CCDM).

Prakticka cast byla rozdélena do dvou experimentl. Principem prvniho experimentu bylo
sledovat schopnost ristu vybranych kment v pfitomnosti biogennich amint v péti mineral-
nich médiich, které se liSily v koncentracich moznych zdroj uhliku a dusiku pro testované

kmeny. Na zakladé¢ ziskanych vysledkt z prvniho experimentu lze uvést, ze:

e pouze u kment Lactobacillus plantarum CCDM 178, L. plantarum CCDM 181, L.
plantarum CCDM 189 a Pediococcus acidilactici CCDM 814 nebyla ovlivnéna
schopnost ristu jednak pfidavkem biogennich amintl, jednak koncentraci moznych
zdroju zZivin. Kmeny byly schopny rist ve vSech variantach minerdlnich médii za
danych podminek,

e u kment Lactobacillus plantarum CCDM 182, L. plantarum CCDM 183, L. plan-
tarum CCDM 391 a Pediococcus sp. CCDM 396 byl pozorovan rlist v mineralnich
médiich 2, 3,4 a 5. Kmeny nebyly schopny riist v mineralnim médiu 1,

e ostatnich 46 kmenti nedokazalo piekonat testované podminky.

Principem druhého experimentu a hlavnim cilem prace bylo ovéfit schopnost vybranych
kmeni degradovat biogenni aminy fenyletylamin, putrescin, kadaverin, histamin a tyramin
v zavislosti na ¢ase (24 a 48 hodin) a obsahu Zivin (optimélni a polovi¢ni kultivaéni mé-

dium). Na zaklad¢ ziskanych vysledkti z druhého experimentu lze uvést, ze:

u vSech 54 kmenl byl metodou HPLC stanoven ubytek koncentrace testovanych

biogennich amind,

e u jednotlivych kmenti byla zaznamendna rozdilna schopnost degradovat biogenni
aminy v zavislosti na preferenci testovanych podminek,

e nejvetsi schopnost degradace vykazoval kmen Lactobacillus casei subsp. casei
CCDM 198, ktery byl schopen po 24 hodinové kultivaci v poloviénim médiu redu-
kovat mnozZstvi putrescinu, kadaverinu a histaminu o vice nez 50 %,

e vyrazny ubytek histaminu, az o 40 %, byl zjistén pisobenim kmene Lactobacillus

plantarum CCDM 188 v poloviénim médiu po 24 hodinové kultivaci.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 82

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

WUNDERLICHOVA, L., BUNKOVA, L., KOUTNY, M., VALENTA, T.,
BUNKA, F. Novel touchdown-PCR method for the detection of pu-trescine produ-

cing Gram-negative bacteria in food products. Food Microbiology. 2013, 34(2),
268-276. DOI: 10.1016/j.fm.2012.09.024. ISSN 07400020.

HOLECEK, M. Regulace metabolizmu cukrii, tukii, bilkovin a aminokyselin. Praha:
Grada, 2006. ISBN 80-247-1562-7.

VELISEK, J., HAJSLOVA, J. Chemie potravin 2. Rozs. a pieprac. 3. vyd. Tabor:
OSSIS, 2009. ISBN 978-80-86659-16-9.

SICHO, V., VODRAZKA, Z., KRALOVA, B. Potravindrskd biochemie: ... uceb-
nice pro vysoké skoly chemickotechnologické. 2., dopln. a pieprac. vyd. Praha:

Statni nakladatelstvi technické literatury, 1981.

TORRIANI, S., SUZZI, G. Biogenic Amines in Fermented Foods. [online]. 1. Fron-
tiers Media, 2015 [cit. 2017-08-10]. ISBN 9782889195930. Dostupné z: http://jour-

nal.frontiersin.org/researchtopic/512/biogenic-amines-in-fermented-foods

ONAL, A. Current analytical methods for determination of biogenic amines in fo-

ods. Food chemistry. 103: 1475-1486. 2006. ISSN: 03088146

DABROWSKI, V. M., SIKORSKI, Z. E. Toxins in Food [online]. 1. London: CRC
Press, 2004 [cit. 2017-07-25]. ISBN 978-020-3502-358. Dostupné z:
http://www.crcnetbase.com.proxy.k.utb.cz/doi/abs/10.1201/9780203502358.ch6

SMELA, D., PECHOVA, P., KOMPRDA, T., KLEJBUS, B., KUBAN, V. Chro-
matografické stano-veni biogennich amint v trvanlivych salamech béhem fermen-

tace a skladovani, Chemicke listy, 98(2004)432-437.

SANTOS, M. H. S. Biogenic amines: their importance in foods. International Jour-
nal of Food Microbiology [online]. 1996, 29(2-3), 213-231 [cit. 2017-08-22]. DOI:
10.1016/0168-1605(95)00032-1. ISSN 01681605. Dostupné z: http://www.scien-
cedirect.com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/0168160595000321

HALASZ, A., BARATH, A., SIMON-SARKADI, L., HOLZAPFEL, W. Biogenic
amines and their production by microorganisms in food. Trends in Food Science.

1994, 5(2): 42-49. DOI: 10.1016/0924-2244(94)90070-1. ISSN 09242244,


http://journal.frontiersin.org/researchtopic/512/biogenic-amines-in-fermented-foods
http://journal.frontiersin.org/researchtopic/512/biogenic-amines-in-fermented-foods
http://www.crcnetbase.com.proxy.k.utb.cz/doi/abs/10.1201/9780203502358.ch6

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 83

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

KOHAJDOVA, Z., KAROVICOVA, J., GREIF, G. 2008. Biogénne aminy v po-
travinach. In Potravinarstvo [online]. 2. tnor 2008, ro¢. 2, ¢. 1 [cit. 2017-09-12]. s.

30 - 49. Dostupné z: ISSN 1337-0960.

NOLLET, L. M. L., TOLDRA, F. Handbook of food analysis [online]. Third
edition. Boca Raton, FL: CRC Press, Taylor, 2015 [cit. 2017-07-25]. ISBN 978-1-
4665-5654-6. Dostupné Z: http://www.crcnet-
base.com.proxy.k.utb.cz/doi/abs/10.1201/b18668-56

Tyramin. In: Velky lékarsky slovnik [online]. [cit. 2017-08-22]. Dostupné z:
http://lekarske.slovniky.cz/pojem/tyramin

BURDYCHOVA, R., DOHNAL, V. Vyuziti HPLC ke stanoveni produktu exprese
genu pro mikrobialni tyramindekarboxylasu, Chemické Listy, 101(2007)907-910.

Histamin. In: Velky lékarsky slovnik [online]. [cit. 2017-08-22]. Dostupné z:
http://lekarske.slovniky.cz/pojem/histamin

JUTEL, M., AKDIS, M., AKDIS, C. A. Histamine, histamine receptors and their
role in immune pathology [online]. [cit. 2017-08-25]. DOI: 10.1111/5.1365-
2222.2009.03374.x. ISBN 10.1111/5.1365-2222.2009.03374.x. Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1111/5.1365-2222.2009.03374.x

BAUMER, W., ROBBACH, K. Histamine as an immunomodulator. JDDG: Jour-
nal der Deutschen Dermatologischen Gesellschaft [online]. 2010, 8(7), 495-504
[cit. 2017-09-12]. DOI: 10.1111/5.1610-0387.2010.07346.x. ISSN 16100379. Do-
stupné z: http://doi.wiley.com/10.1111/1.1610-0387.2010.07346.x

RAUSCHER-GABERNIG, E., GROSSGUT, R., BAUER, F., PAULSEN, P. As-
sessment of alimentary histamine exposure of consumers in Austria and develop-
ment of tolerable levels in typical foods. Food Control [online]. 2009, 20(4), 423-
429 [cit. 2018-03-27]. DOI: 10.1016/j.foodcont.2008.07.011. ISSN 09567135. Do-
stupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0956713508001849
SHALABY, A. R. Significance of biogenic amines to food safety and human he-
alth. Food Research International [online]. 1996, 29(7), 675-690 [cit. 2018-03-27].
DOI: 10.1016/S0963-9969(96)00066-X. ISSN 09639969. Dostupné z: http://lin-
kinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S096399699600066 X

Tryptamin. Velky lékarsky slovnik [online]. [cit. 2017-09-12]. Dostupné z: http://le-

karske.slovniky.cz/pojem/tryptamin


http://lekarske.slovniky.cz/pojem/tyramin
http://lekarske.slovniky.cz/pojem/histami
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1365-2222.2009.03374.x
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1610-0387.2010.07346.x

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 84

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

Melatonin. Velky lékarsky slovnik [online]. [cit. 2017-09-12]. Dostupné z: http://le-

karske.slovniky.cz/pojem/melatonin

MA, W., CHEN, K., LI, Y., HAO, N., WANG, X., OUYANG, P. Advances in
Cadaverine Bacterial Production and Its Applications. Engineering [online].
2017, 3(3), 308-317 [cit. 2017-09-12]. DOI: 10.1016/J.ENG.2017.03.012. ISSN
20958099. Dostupné Z: http://linkinghub.elsevier.com/re-
trieve/pii/S209580991730423X

Lysin. [online]. [cit. 2017-09-12]. Dostupné z: http://hplcl.sweb.cz/Amk/For-

mula/lysine.gif

SENGUPTA, T., MOHANAKUMAR, K. P. 2-Phenylethylamine, a constituent of
chocolate and wine, causes mitochondrial complex-I inhibition, generation of hyd-
roxyl radicals and depletion of striatal biogenic amines leading to psycho-motor
dysfunctions in Balb/c mice. Neurochemistry International [online]. 2010, 57(6),
637-646 [cit. 2017-09-12]. DOI: 10.1016/j.neuint.2010.07.013. ISSN 01970186.
Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0197018610002391

WUNDERLICHOVA, L., BUNKOVA, L., KOUTNY, M., JANCOVA, P,
BUNKA, F. Formation, Degradation, and Detoxification of Putrescine by Food-
borne Bacteria: A Review. Comprehensive Reviews in Food Science and Food
Safety [online]. 2014, 13(5), 1012-1030 [cit. 2017-09-11]. DOIL: 10.1111/1541-
4337.12099. ISSN 15414337. Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1111/1541-
4337.12099

SU, H. H., CHUANG, L. Y., TSENG, W. L., LU, CH. Y. Micro-scale strategy to
detect spermine and spermidine by MALDI-TOF MS in foods and identification of
apoptosis-related proteins by nano-flow UPLC-MS/MS after treatment with sper-
mine and spermidine. Journal of Chromatography B [online]. 2015, 978-979, 131-
137 [cit. 2017-09-13]. DOI: 10.1016/j.jchromb.2014.11.037. ISSN 15700232. Do-
stupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1570023214007429

PEGG, A. E. The function of spermine. [UBMB Life [online]. 2014, 66(1), 8-18
[cit. 2017-09-13]. DOI: 10.1002/iub.1237. ISSN 15216543. Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1002/iub.1237

Nitrosamines. Encyclopedia of Toxicology [online]. 3rd ed. Burlington: Elsevier

Science, 2014, s. 584-585 [cit. 2017-09-13]. ISBN 9780123864550. Dostupné z:


http://lekarske.slovniky.cz/pojem/melatonin
http://lekarske.slovniky.cz/pojem/melatonin
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0197018610002391

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 85

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

http://ac.els-cdn.com.proxy.k.utb.cz/B9780123864543005236/3-s2.0-
B9780123864543005236-main.pdf? tid=1b998c42-9882-11¢7-bc71-
00000aacb361&acdnat=1505307203 6a894acacefdffe8d2c47801283¢784

HUI, Y. H. Handbook of food science, technology, and engineering [online]. Boca
Raton: Taylor, 2006 [cit. 2017-09-19]. Food science and technology (Taylor, 148.
ISBN 978-0-8493-9847-6. Dostupné Z: http://www.crcnet-
base.com.proxy.k.utb.cz/doi/abs/10.1201/b15995-15

RUIZ-CAPILLAS, C., NOLLET, L. M. L. Flow Injection Analysis of Food Addi-
tives [online]. 1. london: klk, 2014 [cit. 2017-07-25]. ISBN 978-1-4822-1820-6.
Dostupné z: http://www.crcnetbase.com.proxy.k.utb.cz/doi/abs/10.1201/b19644-
45

Natizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005 ze dne 15. listopadu 2005 o mikrobiologickych
kritériich pro potraviny. In: EUR — Lex [European Union law], [online]. [cit. 2018-
03-26]. Dostupné Z: http://eur-lex.europa.eu/legal-con-
tent/CS/ALL/?uri=CELEX:32005R2073

NOLLET, L. M. L., TOLDRA, F. Safety Analysis of Foods of Animal Origin [on-
line]. 1. Hoboken: CRC Press, 2010 [cit. 2017-07-25]. ISBN 978-143-9848-197.

Dostupné Z http://www.crcnet-

base.com.proxy.k.utb.cz/doi/abs/10.1201/EBK 1439848173-14

SPANO, G., RUSSO, P., LONVAUD-FUNEL, A., et al. Biogenic amines in fer-
mented foods. European Journal of Clinical Nutrition [online]. 2010, 64, S95-S100
[cit. 2017-09-20]. DOI: 10.1038/ejcn.2010.218. ISSN 0954-3007. Dostupné z:
http://www.nature.com/doifinder/10.1038/ejcn.2010.218

NOVELLA-RODRIGUEZ, S., VECIANA-NOGUES, M. T., VIDAL-CAROU, M.
C. Biogenic Amines and Polyamines in Milks and Cheeses by Ion-Pair High Per-
formance Liquid Chromatography. Journal of Agricultural and Food Chemis-
try [online]. 2000, 48(11), 5117-5123 [cit. 2017-09-23]. DOI: 10.1021/jf0002084.
ISSN 0021-8561. Dostupné z: http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/jf0002084

DANIEL, D., DOS SANTOS, V. B., VIDAL, D. T. R., DO LAGO, L. Determina-
tion of biogenic amines in beer and wine by capillary electrophoresis—tandem mass

spectrometry. Journal of Chromatography A [online]. 2015, 1416, 121-128 [cit.


http://www.crcnetbase.com.proxy.k.utb.cz/doi/abs/10.1201/b19644-45
http://www.crcnetbase.com.proxy.k.utb.cz/doi/abs/10.1201/b19644-45
http://eur-lex.europa.eu/legal-content/CS/ALL/?uri=CELEX:32005R2073
http://eur-lex.europa.eu/legal-content/CS/ALL/?uri=CELEX:32005R2073
http://www.crcnetbase.com.proxy.k.utb.cz/doi/abs/10.1201/EBK1439848173-14
http://www.crcnetbase.com.proxy.k.utb.cz/doi/abs/10.1201/EBK1439848173-14
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/jf0002084

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 86

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

2017-09-22]. DOI: 10.1016/j.chroma.2015.08.065. ISSN 00219673. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021967315012625

BUNKA, F., BUDINSKY, P., CECHOVA, M., DRIENOVSKY, V., PACHLOVA,
V., MATOULKOVA, D., KUBAN, V., BUNKOVA, L. Content of biogenic ami-
nes and polyamines in beers from the Czech Republic. Journal of the Institute of
Brewing [online]. 2012, 118(2), 213-216 [cit. 2017-09-22]. DOI: 10.1002/jib.31.
ISSN 00469750. Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1002/jib.31

GUO, Y. Y., YANG, Y. P, PENG, Q., HAN, Y. Biogenic amines in wine: a re-
view. International Journal of Food Science [online]. 2015, 50(7), 1523-1532 [cit.
2017-09-22]. DOIL: 10.1111/ijfs.12833. ISSN  09505423. Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1111/ijfs.12833

Biogenni aminy. Bezpecnost potravin [online]. [cit. 2017-09-22]. Dostupné z:
http://www.bezpecnostpotravin.cz/az/termin/76472.aspx

SILVA, N. Microbiological examination methods of food and water: a laboratory
manual [online]. [cit. 2017-07-25]. ISBN 978-0-203-16839-4. Dostupné z:
http://www.crcnetbase.com.proxy.k.utb.cz/doi/abs/10.1201/b13740-15

SALMINEN, S., VON WRIGHT, A., OUWEHAND, A. Lactic acid bacteria
microbiological and functional aspects [online]. 3rd ed., rev. and expanded. New
York: Marcel Dekker, 2004 [cit. 2017-07-25]. ISBN 978-082-4752-033. Dostupné
z: http://www.crcnetbase.com.proxy.k.utb.cz/doi/abs/10.1201/9780824752033.ch1

RAY, B., BHUNIA, A. B. Fundamental food microbiology. Fifth edition. Boca Ra-
ton: CRS Press, Taylor, 2014. ISBN 978-1-4665-6443-5.

MIlécné kvaseni. In: Zatamoko mushroom [online]. 2004 [cit. 2017-10-01]. Do-
stupné z: http://zatamoko.cz/houby/teorie j.php?q=old/teorie j.php

ALVAREZ, M. A., MORENO-ARRIBAS, M. V. The problem of biogenic amines
in fermented foods and the use of potential biogenic amine-degrading microorga-
nisms as a solution. Trends in Food Science [online]. 2014, 39(2), 146-155 [cit.
2017-09-11]. DOI: 10.1016/5.tifs.2014.07.007. ISSN 09242244. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0924224414001599

FLORIS, G., AGRO, A. F. Amine Oxidases. Encyclopedia of Biological Chemis-
try [online]. Elsevier, 2004, , 85 [cit. 2017-10-07]. DOI: 10.1016/B0-12-443710-


http://doi.wiley.com/10.1002/jib.31
http://www.bezpecnostpotravin.cz/az/termin/76472.aspx
http://www.crcnetbase.com.proxy.k.utb.cz/doi/abs/10.1201/b13740-15
http://www.crcnetbase.com.proxy.k.utb.cz/doi/abs/10.1201/9780824752033.ch1
http://zatamoko.cz/houby/teorie_j.php?q=old/teorie_j.php
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0924224414001599

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 87

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

9/00409-9. ISBN 9780124437104. Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/re-
trieve/pii/B0124437109004099

NAILA, A., FLINT, S., FLETCHER, G., BREMER, P., MEERDINK, G. Control
of Biogenic Amines in Food-Existing and Emerging Approaches. Journal of Food
Science[online]. 2010, 75(7), R139-R150 [cit. 2017-12-19]. DOI: 10.1111/j.1750-
3841.2010.01774.x. ISSN 00221147. Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1111/.1750-3841.2010.01774.x

BENKERROUM, N. Biogenic Amines in Dairy Products: Origin, Incidence, and
Control Means. Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety [online].
2016, 15(4), 801-826 [cit. 2017-12-12]. DOI: 10.1111/1541-4337.12212. ISSN
15414337. Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1111/1541-4337.12212

CALLEJON, S., SENDRA, R., FERRER, S., PARDO, I. Identification of a novel
enzymatic activity from lactic acid bacteria able to degrade biogenic amines in
wine. Applied Microbiology and Biotechnology [online]. 2014, 98(1), 185-198 [cit.
2018-04-23]. DOI: 10.1007/s00253-013-4829-6. ISSN 0175-7598. Dostupné z:
http://link.springer.com/10.1007/s00253-013-4829-6

LEE, Y. CH., LIN, CH. S., LIU, F. L., HUANG, T. CH., TSAL Y. H. Degradation
of histamine by Bacillus polymyxa isolated from salted fish produ-cts. Journal of
Food and Drug Analysis. 2015, 23(4), 836-844. DOI: 10.1016/.jfda.2015.02.003.
ISSN 10219498.

HERRERO-FRESNO, A., MARTINEZ, N., SANCHEZ-LLANA, E., DIAZ, M.,
FERNANDEZ, M., MARTIN, M. C., LADERO, V., ALVAREZ MIGUEL, A.
Lactobacillus casei strains isolated from cheese reduce biogenic amine accumula-
tion in an experimental model. International Journal of Food Microbiology [on-
line]. 2012, 157(2), 297-304 [cit. 2018-04-25]. DOI: 10.1016/].ijfood-
micro.2012.06.002. ISSN 01681605. Dostupné z: http://linkinghub.el-
sevier.com/retrieve/pii/S016816051200284X

ZHANG, Q., LIN, S., NIE, X. Reduction of biogenic amine accumulation in silver
carp sausage by an amine-negative Lactobacillus plantarum. Food Control [on-
line]. 2013,32(2), 496-500 [cit. 2018-04-25]. DOI: 10.1016/j.food-
cont.2013.01.029. ISSN 09567135. Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/re-
trieve/pii/S0956713513000443


http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B0124437109004099
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B0124437109004099
http://doi.wiley.com/10.1111/1541-4337.12212
http://link.springer.com/10.1007/s00253-013-4829-6
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S016816051200284X
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S016816051200284X
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0956713513000443
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0956713513000443

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 88

[51]

[52]

LEUSCHNER, R. G. K., HAMMES, W. P. Degradation of Histamine and Tyra-
mine by Brevibacterium linens during Surface Ripening of Munster Cheese. Jour-
nal of Food Protection[online]. 1998, 61(7), 874-878 [cit. 2018-04-25]. DOI:
10.4315/0362-028X-61.7.874. ISSN 0362-028X. Dostupné z: http://jfoodpro-
tection.org/doi/abs/10.4315/0362-028X-61.7.874

CUEVA, C., GARCIA-RUIZ, A., GONZALEZ-ROMPINELLI, E.,
BARTOLOME, B., MARTIN-ALVAREZ, P.J., SALAZAR, O., VINCENTE,
M.F., BILLS, G.F., MORENO-ARRIBAS, M.V. Degradation of biogenic amines
by vineyard ecosystem fungi. Potential use in winemaking. Journal of Applied
Microbiology [online]. 2012, 112(4), 672-682 [cit. 2018-04-25]. DOL:
10.1111/3.1365-2672.2012.05243 x. ISSN 13645072. Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1365-2672.2012.05243 .x


http://jfoodprotection.org/doi/abs/10.4315/0362-028X-61.7.874
http://jfoodprotection.org/doi/abs/10.4315/0362-028X-61.7.874
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1365-2672.2012.05243.x

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

89

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BA

CNS

MAP

MAO

DAO

HIM

TYM

TRM

PUT

CAD

SPD

SPM

PAO

BMK

AO

HPLC

Biogenni aminy

Centralni nervova soustava
Baleni v modifikované atmosfére
Monoaminooxidazy
Diaminooxidazy

Histamin

Tyramin

Tryptamin

Putrescin

Kadaverin

Spermidin

Spermin
Polyaminooxidazy
Bakterie mlé¢ného kvaseni
Aminooxidazy

Vysokoucinna kapalinova chromatografie



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

SEZNAM OBRAZKU
Obr. 1. Dekarboxylace aminokySelin [4] .........cccueeeueeeceeeeiieeeiieeeee e 11
Obr. 2. Strukturni vzorce a ndazvy vybranych biogennich aminit [6] .......................... 11
Obr. 3. Dekarboxylace tyrozinu za vzniku tyraminu [3] ........cccevoeeevenveeivencinennnennn, 14
Obr. 4. Oxidace tyraminu na oktoOpaAMIn [3] .........ccoeveeeevercieecieniieieeie e 14
Obr. 5. Metylace tyraminu za vzniku N-metyltyraminu [3] .......cccccoveeeveeecreeencrenannne. 14
Obr. 6. Dekarboxylace histidinu za vzniku histaminu [11] ..........ccocoeeeveeeereeencrenannne. 15
Obr. 7. Dekarboxylace a dalsi reakce tryptofants [3]........cccecvveeveecvenceeeivenieeeneennn, 16
Obr. 8. Dekarboxylace [yZinu [3,23] ...ccuueeeeeeeiiieeiiieeieeee et 16
Obr. 9. Dekarboxylace fenylalaninu za vzniku 2-fenyletylaminu [3] ........................ 16
Obr. 10. Dekarboxylace ornitinu za vzniku putreSCinu [3] ......ccccoeeveeeecveeecveescveeennne. 17
Obr. 11. Biosyntéza spermidinu a Sperminu [3,27] ......cceeeevueeeeieeniieenieenciieenieeennnes 17
Obr. 12. Hlavni reakce biogennich aminit [3]...........cccccovveveueeeieniiieiienieenieenieeneeens 18
Obr. 13. Homofermentativni metabolicka draha [42] .............cccoovvecieioiiiiiiniianane. 26
Obr. 14. Heterofermentativni metabolickd draha [42] ...........ccoovvevieviiiiiinianane, 27
Obr. 15. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem
Lactobacillus casei CCDM 422 .......ccccoovueiiiiiiiiiiiiiiiieeiteeeeeeee et 48
Obr. 16. Degradace biogennich aminu v optimalnim a polovicnim médiu kmenem
Lactobacillus casei subsp. casei CCDM 198 ...........cccooeveevinvcneenieneineeneenne 49
Obr. 17. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem
Lactobacillus casei subsp. casei CCDM 802 ...........cooovueeeeeeeeeeeeeeieeeiieeeieeenns 50
Obr. 18. Degradace biogennich aminu v optimalnim a polovicnim médiu kmenem
Lactobacillus plantarum CCDM 147 ........occoeveeioieiieeeesienee e 51
Obr. 19. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem
Lactobacillus plantarum CCDM 178 .......cooucueeeeieeiiieeiieeeeieeecie e eevee e 51
Obr. 20. Degradace biogennich aminu v optimalnim a polovicnim médiu kmenem
Lactobacillus plantarum CCDM 181 .........cccooveevoeeeiiieieiieeieeeeeeieeee e 52
Obr. 21. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem
Lactobacillus plantarum CCDM 182 ..........ccccueeeeieeiiieeiieeeiieeeie e 53
Obr. 22. Degradace biogennich aminu v optimalnim a polovicnim médiu kmenem
Lactobacillus plantarum CCDM 183 ........oocvevueiiieiieeiieeieeee et 54
Obr. 23. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem

Lactobacillus plantarum CCDM 185 ........c.ooeoueeeoeeeeciieeeieeeieeeee e 55



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

24. Degradace biogennich amini v optimalnim a polovicnim médiu kmenem
Lactobacillus plantarum CCDM 1806 ..........cccoovueeeeevieeiieiieeiieeeeeieeeieenve e 56
25. Degradace biogennich aminu v optimadlnim a polovicnim médiu kmenem
Lactobacillus plantarum CCDM 187 .......ccuueeeueeeeieeeeieeeeieeecie e eeveeesvee e 57
26. Degradace biogennich amini v optimalnim a polovicnim médiu kmenem
Lactobacillus plantarum CCDM 188 .........cccoovuevvuieiiieiieiieeieeceeeie e 58
27. Degradace biogennich aminu v optimadlnim a polovicnim médiu kmenem
Lactobacillus plantarum CCDM 189 ........ccccoovoeioiiiiiiieiieeeeeeeeeeee e 58
28. Degradace biogennich aminu v optimalnim a polovicnim médiu kmenem
Lactobacillus plantarum CCDM 191 ............ccoouveeviieeiiieeiieeeiieeeee e eevee s 59
29. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem
Lactobacillus plantarum CCDM 194 .........cccovoeioieiiiieieeeeeeee e 60
30. Degradace biogennich aminui v optimdlnim a polovicnim médiu kmenem
Lactobacillus plantarum CCDM 195 ...........oooouevevieeiieeeieeecieeeee e 61
31. Degradace biogennich aminu v optimdlnim a polovicnim médiu kmenem
Lactobacillus plantarum CCDM 196 ............ccocevieviniinieniiniineeienieseeieeanes 62
32. Degradace biogennich aminu v optimalnim a polovicnim médiu kmenem
Lactobacillus plantarum CCDM 3306 .........coooevueeeviueeeiiieeiieeecie e 62
33. Degradace biogennich aminu v optimalnim a polovicnim médiu kmenem
Lactobacillus plantarum CCDM 375 .......cccoveeviniiiiniiniiieeicneeceseeseeeenes 63
34. Degradace biogennich aminu v optimdlnim a polovicnim médiu kmenem
Lactobacillus plantarum CCDM 385 ......ccocuueeiieieieeeiieeeeieeeee e 64
35. Degradace biogennich aminu v optimalnim a polovicnim médiu kmenem
Lactobacillus plantarum CCDM 388 ........oocveveeiiiiiiieieieeeeeeeeeee e 64
36. Degradace biogennich aminu v optimdlnim a polovicnim médiu kmenem
Lactobacillus plantarum CCDM 391 ...........cocueeeeuieeiiieeiieeeeieeeiie e 65
37. Degradace biogennich aminu v optimalnim a polovicnim médiu kmenem
Lactobacillus plantarum subsp. argentoratensis CCDM 383 .........cccceeeueenen. 66
38. Degradace biogennich aminu v optimdlnim a polovicnim médiu kmenem
Lactobacillus hilgardii CCDM 828 ........cccueeeeieeiiieeiieeeiieeeeieeecve e 66
39. Degradace biogennich aminu v optimalnim a polovicnim médiu kmenem

Pediococcus inopinatus CCDM 829 .........ccueeveeieeeoieiieeieeeie e 67



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Obr. 40. Degradace biogennich aminu v optimalnim a polovicnim

Pediococcus pentosaceus CCDM 862...........ccooeeeeevceencreenvennnnnn.

Obr. 41. Degradace biogennich aminii v optimalnim

Pediococcus sp. CCDM 395 ......ououeeeeiiieeieeeee e

Obr. 42. Degradace biogennich aminu

Pediococcus sp. CCDM 396........ccuoeceeeieeeciieiieeiieiieeieeeieeeeeen,

Obr. 43. Degradace biogennich aminii

Brevibacterium [inens CCDM 96 ..........ooueeueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeaenenns

Obr. 44. Degradace biogennich aminu

Brevibacterium [INens CCDM 97 .....coooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaenenns

Obr.

45. Degradace biogennich aminu

Brevibacterium [inens CCDM 99 .....c.cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeneens

Obr. 46. Degradace biogennich aminu
Brevibacterium linens CCDM 201

Obr.

47. Degradace biogennich aminii
Brevibacterium linens CCDM 203

Obr. 48. Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim

Brevibacterium linens CCDM 1010 .........ouuuueeeeeeeeeeeeieeeeeeaeaaanen.

Obr. 49. Degradace biogennich aminii v optimalnim

Brevibacterium linens CCDM 1052
Obr. 50. Degradace biogennich aminii v optimalnim
Kocuria rosea CCDM 204
Obr. 51. Degradace biogennich aminii v optimalnim

Kocuria rosea CCDM 205

médiu kmenem



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

93

SEZNAM TABULEK

Tab. 1. Faktory ovlivijici dekarboxylazovou aktivitu mikroorganizmu [11] ........... 13
Tab. 2. Biogenni aminy, jejich prekurzory a biologicky vyznam [3,11,19] ................ 20
Tab. 3. Toxicke efekty biogennich aminit [12,29] ..........cccuevvueeevenieeeiieniieiieeieeeeenens 21
Tab. 4. Seznam PouZityCh KIMENLL ............cccueecueevieeiiieeieeieesee et eeee et ees 36
Tab. 5. Porovnani rozdilu mezi jednotlivymi roztoky mineralnich médii ................... 40
Tab. 6. Gradientovy elucni program pro HPLC...............cccoveeeviieecieeecieeeieeereeeenes 44

Tab. 7. Vyhodnoceni schopnosti riistu bakterii v pritomnosti biogennich aminii....... 45



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 94

SEZNAM PRILOH

PRILOHA P I: OBSAH BIOGENNICH AMINU V KULTIVACNICH MEDIICH U
KMENU BEZ DEGRADACNI AKTIVITY



PRILOHA P I: OBSAH BIOGENNICH AMINU V KULTIVACNICH
MEDIICH U KMENU BEZ DEGRADACNI AKTIVITY

110,00

100,00
90,00
80,00
70,00

024 hod

60,00

M 48 hod

024 hod (1/2)

W48 hod (1/2)

50,00
40,00

30,00

Obsah biogennich amint [%]

20,00

10,00

0,00
Fenyletylamin Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin

Degradace biogennich aminii v optimadlnim a polovicnim médiu kmenem Lactobacillus casei

CCDM 650

110,00
100,00
90,00
80,00

70,00
024 hod

60,00
W48 hod

20,00 024 hod (1/2)

40,00 W48 hod (1/2)

30,00

Obsah biogennich amin( [%]

20,00

10,00

0,00
Fenyletylamin Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin

Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lactobacillus casei

subsp. casei CCDM 145



110,00
100,00
90,00
80,00
70,00

024 hod

60,00
W48 hod

50,00
@24 hod (1/2)

40,00 m48 hod (1/2)

30,00

Obsah biogennich amin( [%]

20,00
10,00

0,00
Fenyletylamin Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin

Degradace biogennich aminu v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lactobacillus plan-

tarum CCDM 184

110,00
100,00
90,00
80,00
70,00

024 hod

60,00
W48 hod

>0,00 024 hod (1/2)

40,00 W48 hod (1/2)

30,00

Obsah biogennich amin( [%]

20,00

10,00

0,00
Fenyletylamin Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin

Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lactobacillus plan-

tarum CCDM 381



120,00

110,00
100,00
£ 90,00
o3
E 80,00
© 024 hod
< 70,00
b= 60,00 W48 hod
c
& 50,00 @24 hod (1/2)
2 40,00 W48 hod (1/2)
©
8 30,00
o
20,00
10,00
0,00

Fenyletylamin Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin

Degradace biogennich aminu v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lactobacillus plan-

tarum CCDM 383

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00 024 hod
50,00 W48 hod

024 hod (1/2)

40,00

W48 hod (1/2
30,00 0d (1/2)

Obsah biogennich amin( [%]

20,00

10,00

0,00
Fenyletylamin Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin

Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lactobacillus plan-

tarum CCDM 384



110,00
100,00
90,00
80,00
70,00

024 hod

60,00
W48 hod

50,00
@24 hod (1/2)

40,00 m48 hod (1/2)

30,00

Obsah biogennich amin( [%]

20,00
10,00

0,00
Fenyletylamin Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin

Degradace biogennich aminu v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lactobacillus plan-

tarum CCDM 387

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00 024 hod

50,00 W48 hod

40,00 @24 hod (1/2)

W48 hod (1/2
30,00 0d (1/2)

Obsah biogennich amin( [%]

20,00

10,00

0,00
Fenyletylamin Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin

Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lactobacillus plan-

tarum CCDM 535



110,00
100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00

Obsah biogennich amin( [%]

20,00
10,00
0,00

Fenyletylamin

Putrescin

Kadaverin

Histamin

Tyramin

024 hod
W48 hod
@24 hod (1/2)
® 48 hod (1/2)

Degradace biogennich aminu v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lactobacillus plan-

tarum CCDM 583

130,00
120,00
110,00
100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00
0,00

Obsah biogennich amin( [%]

Fenyletylamin

Putrescin

Kadaverin

Histamin

Tyramin

024 hod
W48 hod
024 hod (1/2)
® 48 hod (1/2)

Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lactobacillus sakei

subsp. carnosus CCDM 776



130,00
120,00
110,00
100,00
90,00
80,00 024 hod
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00
0,00

W48 hod
@24 hod (1/2)
W48 hod (1/2)

Obsah biogennich amin( [%]

Fenyletylamin Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin

Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Lactobacillus sakei

subsp. sakei CCDM 339

120,00
110,00
100,00
X 90,00
]
E 80,00
© 024 hod
< 70,00
c 60,00 W48 hod
[
® 50,00 @24 hod (1/2)
= 40,00 m 48 hod (1/2)
©
3 30,00
o
20,00
10,00
0,00

Fenyletylamin Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin

Degradace biogennich aminit v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Pediococcus aci-

dilactici CCDM 595



120,00
110,00
100,00

90,00

80,00

60,00 W48 hod
50,00 024 hod (1/2)
40,00 m 48 hod (1/2)
30,00
20,00
10,00
0,00

Obsah biogennich amin( [%]

Fenyletylamin Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin

Degradace biogennich aminut v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Pediococcus aci-

dilactici CCDM 814

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00 024 hod

50,00 W48 hod

40,00 @24 hod (1/2)

W48 hod (1/2
30,00 0d (1/2)

Obsah biogennich amin( [%]

20,00

10,00

0,00
Fenyletylamin Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin

Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Brevibacterium [i-

nens CCDM 200



120,00

100,00

80,00

60,00

40,00

Obsah biogennich amin( [%]

20,00

0,00

Fenyletylamin

Putrescin

Kadaverin

Histamin

Tyramin

024 hod
W48 hod
@24 hod (1/2)
® 48 hod (1/2)

Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Brevibacterium li-

nens CCDM 980

120,00
110,00
100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00
0,00

Obsah biogennich amin( [%]

Fenyletylamin

Putrescin

Kadaverin

Histamin

Tyramin

024 hod
W48 hod
024 hod (1/2)
® 48 hod (1/2)

Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Micrococcus luteus

CCDM 231



120,00
110,00
100,00

90,00

80,00
70’00 024 hod

60,00 W48 hod
50,00 024 hod (1/2)
40,00 m 48 hod (1/2)
30,00
20,00
10,00
0,00

Obsah biogennich amin( [%]

Fenyletylamin Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin

Degradace biogennich aminii v optimalnim a polovicnim médiu kmenem Micrococcus sp.

CCDM 207



