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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo ovéfeni schopnosti degradace biogennich amint vybranymi bakteri-
emi, jelikoz bakterie s aktivitou aminooxiddz jsou v posledni dobé v popiedi pozornosti z
diivodu moznosti snizovani koncentrace biogennich aminii v potravinach. Teoreticka Cast
li¢i biogenni aminy, popisuje jejich vznik, produkei bakteriemi, vyskyt v potravinach a

moznosti jejich mikrobialni degradace.

Prakticka ¢ast této prace se zabyvala ovéfenim schopnosti degradace biogennich aminti
vybranymi kmeny a poté byl chromatograficky stanoven ubytek biogennich aminti v médiu
Nutrient Broth s biogennimi aminy a 2 médiu Nutrient Broth s biogennimi aminy, pfi 24 a
48 hodinové kultivaci pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie po piedchozim
pfevedeni na derivaty, které bylo mozno detekovat v UV oblasti. K vyznamnému tbytku u
vSech sledovanych biogennich aminti doSlo kmenem Citrobacter gillenii B58 a kmenem
Citrobacter gillenii B59. Dobrou degrada¢ni aktivitou disponoval také kmen Enterococcus

faecium B51.

Kli¢ova slova: biogenni aminy, mikrobidlni degradace biogennich amint, bakterialni de-

gradace biogennich amint


https://cs.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli

ABSTRACT

The aim of this work was to verify the biodegradability of biogenic amines by selected
bacteria, because bacteria with amino acid activity have been at the forefront of attention
due to the possibility of reducing the concentration of biogenic amines in food. The theo-
retical part describes biogenic amines, their origin, bacterial production, occurrence in food

and possibilities of their microbial degradation.

The practical part of this work deals with verification of biogenic amine biodegradability
by selected strains and then chromatographically determines the loss of biogenic amines in
Nutrient Broth medium with biogenic amines and %2 medium Nutrient Broth with biogenic
amines at 24 and 48 hours cultivation by high performance liquid chromatography after
previous conversion to derivatives that can be detected in the UV area. Significant loss of
all biogenic amines observed occurred in Citrobacter gillenii B58 strain and Citrobacter
gillenii B59 strain. The strain Enterococcus faecium B51 had also a good degradation ac-

tivity.

Keywords: biogenic amines, microbial degradation of biogenic amines, bacterial degra-

dation of biogenic amines
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UvVOD

Biogenni aminy jsou organické baze s nizkou molekulovou hmotnosti s alifatickymi, aro-
matickymi a heterocyklickymi strukturami. Tvorba biogennich aminl v potravinach mik-
robialni dekarboxylaci aminokyselin mize vést k tomu, Ze spotiebitel pfijima vyssi mnoz-
stvi biogennich aminti, coz miZze u citlivych jedincii vyvolat nezddouci symptomy, jako
alergickou reakci, ztizené dychani, vyrazku, horecku, hypotenzi ¢i hypertenzi, migrénu ¢i
zazivaci obtize. Mezi typické potraviny, které mohou obsahovat biogenni aminy ve vyso-

kych koncentracich, patii fermentované potraviny (pivo, vino, syry, trvanlivé salamy).

Kwvili potencialni toxicité biogennich amint je tieba vénovat pozornost jejich koncentraci
v potravinach, ale také z toho diivodu, ze jejich mnozstvi v potravinach mlze slouzit jako

ukazatel Cerstvosti dané potraviny.

Tvorbu biogennich amint, jsme schopni v potravinadch redukovat. A to pomoci inhibice
mikroorganizmu s aktivitou aminokyselinovych dekarboxyldz (chlazeni, zmrazovani) nebo
pomoci dalSich konzervacnich metod, jako je ozafovani nebo pouziti aditiv. Pro jiz vzniklé
biogenni aminy Ize pouzit metodu piimého odstranéni. K tomu slouzi pouze jedna metoda,
a to odstranéni pomoci enzymu aminooxidaz ¢i pouziti mikroorganizmu, které témito en-

zymy disponuji.
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA BIOGENNICH AMINU

1.1 Biogenni aminy

Biogenni aminy (BA) jsou slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti bazického charak-
teru. Tyto slouceniny jsou produkty enzymatické dekarboxylace aminokyselin nebo jsou
syntetizovany aminaci a transaminaci aldehydii a ketont v disledku metabolizmu zvitat,
rostlin a mikroorganizmi. Chemicka struktura biogennich aminti muize byt alifaticka
(putrescin, kadaverin, spermin, spermidin), aromatickd (tyramin, fenyletylamin) ¢i hetero-
cyklicka (histamin, tryptamin) a podle po¢tu aminovych skupin je mizeme délit na mono-
aminy, diaminy a polyaminy. Chemicka struktura nékterych biogennich amin je znazor-

néna na obrazku 1 (Santos, 1996; Halész et al., 1994).

OH
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S HO™

H HO ~F
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Obrazek 1: Chemicka struktura nékterych biogennich amint (Restuccia, 2015)
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Biogenni aminy jsou obecn¢ zdroji dusiku a prekurzory pro syntézu mnoha specifickych
sloucenin, jako jsou alkaloidy, hormony, nukleové kyseliny a bilkoviny. Navic jsou zod-
poveédné za nékolik procesti v organizmu, jako je regulace télesné teploty ¢i pfijem potra-
vy. Ve vysokych koncentracich ale mohou zptisobovat fadu zdravotnich problému, jako je
nevolnost, bolest hlavy, hypotenze nebo hypertenze, migréna, kozni alergie a zazivaci ob-
tize. Bylo také prokazano, Ze biogenni aminy jsou potencialni prekurzory karcinogennich
N-nitrososloucenin. Dal§im t¢inkem biogennich aminti je vliv na organoleptické vlastnosti

potravin (Papageorgiou et al., 2018).

1.1.1 Vznik biogennich aminii

Biogenni aminy vznikaji z aminokyselin pisobenim karboxyldz nebo z aminokyselin a
karbonylovych sloucenin pisobenim transaminaz. Dekarboxylaci argininu ptisobenim ar-
ginindekarboxylazy vznikd agmatin a z néj putrescin. Z putrescinu dale metylaci vznika
spermidin a z né& spermin. Dekarboxylaci fenylalaninu vznika fenyletylamin, z tyrozinu
tyramin, z tryptofanu vznikd tryptamin, z histidinu histamin, ¢i z lyzinu kadaverin (Santos,
1996; Velisek, 1999). Metabolické cesty vzniku biogennich amind, jsou uvedeny na obraz-

ku 2.

Zakladni podminky pro vznik biogennich aminll v potravinach plisobenim mikroorgani-

zmd jsou:

1/ V substratu (potravin€) musi byt ptitomny volné (biologicky dostupné) aminokyse-
liny.

2/ Nutna ptitomnost mikroorganizmti s dekarboxylacni aktivitou.

3/ Musi byt zabezpeceny podminky, které umoziiuji rast bakterii, syntézu dekarboxy-
laz a podminky podporujici aktivitu téchto enzymi (Golian, Zelendkova, 2014).
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Obrazek 2: Metabolické cesty tvorby biogennich amind (Angioi et al., 2004)

1.1.2 Produkce biogennich amint bakteriemi

Dekarboxylazovou aktivitu vykazuje fada bakterii, 1ze naptiklad jmenovat rody Bacillus,
Citrobacter, Clostridium, Escherichia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, Shigella, Pseudo-
monas. Z bakterii mlé¢ného kvaseni to jsou napt. Lactobacillus, Lactococcus, Entero-

coccus, Pediococcus a Streptococcus (Golian, Zelenakova, 2014).
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Cesta dekarboxylace zahrnuje pouze dvé bilkoviny, dekarboxylazu a transportni bilkovinu.
Aminokyselina je poté v cytoplazmé konvertovana na biogenni amin a oxid uhli¢ity (Perei-

ra et al., 2009).

1.2 Biogenni aminy v potravinach

Pfitomnost biogennich amini miize byt o¢ekavana ve vSech potravinach, které obsahuji
bilkoviny nebo volné aminokyseliny (prekurzory) a jsou zde podminky vhodné pro mikro-
bidlni a biochemickou aktivitu mikroorganizmi produkujicich biogenni aminy. Mezi nej-
Castéji nalezené biogenni aminy v potravinach patfi histamin, putrescin, kadaverin, tyra-
min, tryptamin, fenyletylamin, spermin a spermidin. Biogenni aminy se mohou vyskytovat
v nizkych koncentracich u nefermentovanych potravin, jako je ovoce, zelenina, maso, mlé-
ko a ryby. Vysoka koncentrace byla zaznamendna u fermentovanych potravin (napft. syry,
trvanlivé salamy, pivo, vino aj.), zejména v dusledku kontaminace mikroflérou vykazujici
aktivitu aminokyselinovych dekarboxylaz (Halasz et al., 1994; Onal, 2007). Ptehled mik-
roorganizmil podilejicich se na produkci biogennich amint v jednotlivych potravinach je

uveden v nasledujici tabulce 1.

Tabulka 1: Vyznamné mikroorganizmy produkujici biogenni aminy (Velisek, 1999)

Potravina Mikroorganizmy Prqdukovane
aminy
Morganella morganii, Klebsiella pneumoniae, histamin, tyramin,
ryby Hafnia alvei, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, kadavc?rin, putr;scin,
Clostridium perfingens, Enterobacter aerogenes, agmatin, spermin,
Bacillus sp., Staphylococcus xylosus spermidin
Lactobacillus buchneri, L. delbrueckii subsp. histamin, kadaverin,
sjry bulgaricus, L. plantarum, L. casei, L. acidophilus, putrescip, tyramin,
Enterococcus faecium, Streprococcus mitis, tryptamin
Bacillus macerans, Propionibacterium sp.
maso Pediococcus sp., Lactobacillus sp., histamip, kadavgrin,
2 masné Pseudomonas sp., Streptococcus sp., putrescin, ty'ramln,
, Micrococcus sp. fenyletylamin,
vyrobky .
tryptamin
Lactobacillus plantarum, histamin, kadaverin,
fermentovana | Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus sp. putrescin, tyramin,
zelenina fenyletylamin,
tryptamin
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Dutivody pro stanoveni biogennich aminQ v potravinach jsou dvoji, prvni je jejich potenci-
alni toxicita a druhy je jejich pouziti jako ukazatele kvality potravin v zdvislosti na jejich
koncentraci, souvisejici s hygienickou kvalitou procesu a Cerstvosti surovin a zpracova-

nych produktt (Restuccia, 2015).

1.2.1 Faktory ovliviiujici aktivitu aminokyselinovych dekarboxylaz

Tvorba biogennich amini je multifaktoridlni jev, kombinované piisobeni téchto jevil, uda-
va jejich vyslednou koncentraci a tyto faktory jsou na sob& vzajemné zavislé (Restuccia,

2015).

Prabéh dekarboxylace zavisi na piitomnosti mikroorganizmi, koncentraci volnych amino-
kyselin a také na dalSich faktorech jako je pH, dostupnost kysliku, zdroji energie, teplot-
nich podminkach ¢i na vodni aktivité (Halasz et al., 1994; Pleva, 2012).

Mezi postupy redukujici tvorbu biogennich amini je mozné zatadit napiiklad snizeni mik-
robidlniho rastu prostfednictvim chlazeni nebo zmrazovani, dale pomoci hydrostatického
tlaku, ozafovani, baleni v ochranné atmosféte nebo pouziti vhodnych potravinatrskych adi-

tiv (Suzzi et al., 2015).

1.2.2 Vyskyt biogennich aminu v potravinach

1.2.2.1 Maso a masné vyrobky

Biogenni aminy v masnych vyrobcich mizeme nalézt jako disledek mikrobialni aktivity
spojené s fermentaci pii jejich zpracovani nebo v surovinach jako diisledek mikrobidlni
kontaminace. Proto u nefermentovanych vyrobkti miize pfitomnost biogennich amini slou-
zit jako ukazatel hygienické kvality. Mezi nejcastéji detekované biogenni aminy v téchto
produktech Ize zaradit putrescin, tyramin, kadaverin a také histamin. Mezi biogenni aminy
pfitomné na vyznamné Urovni v ¢erstvém mase patii spermin a spermidin (Halasz et al.,

1994; Angioi et al., 2004).

1.2.2.2 Syry a mlécéné vyrobky

Syry jsou jedny z potravin s nejvyssim obsahem biogennich amind, mezi nejcastéji nacha-
zené patii tyramin, histamin, kadaverin a putrescin. Syr je idedlni substrat pro tvorbu bio-

gennich amind hned z n¢kolika diivodi. Pii vyrobnim procesu zahrnujicim proteolyzu bil-
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kovin, je zajisténa dostupnost volnych aminokyselin a jsou zde také vhodné podminky pro
rust bakterii schopnych dekarboxylace téchto aminokyselin (Halész et al., 1994; Loizzo et

al. 2013).

V syrovém mléku jsou zastoupeny polyaminy ve zna¢ném mnozstvi, také v mlénych vy-
robcich mizeme nalézt biogenni aminy jako je kadaverin, putrescin, histamin, tyramin,

fenyletylamin ¢i tryptamin (Papageorgiou et al., 2018).

1.2.2.3 Ovoce, zelenina a vyrobky z nich

Cerstvé ovoce a zelenina obsahuji biogenni aminy endogenniho piivodu, a kvili nekontro-
lovatelné mikrobidlni enzymatické aktivit¢ mohou byt akumulovany. Az dosud, bylo
v Cerstvém ovoci a zeleniné detekovano 22 biogennich amind, kdy nejcastéji se vyskytuje
tyramin, putrescin, kadaverin, histamin a spermidin, zatimco serotonin a agmatin nebyly

detekovany v zddném vzorku (Papageorgiou et al., 2018).

Pokud jde o fermentované zeli, byly zaznamenany vyssi koncentrace putrescinu, tyraminu

a histaminu (Papageorgiou et al., 2018).

1.2.2.4 Ryby

Otrava histaminem, je jednou z nejbézné&jSich intoxikaci zpiisobenou konzumaci ryb a vy-
robkli z nich. Histamin se ztidka vyskytuje u Cerstvych ryb, jeho koncentrace se zvysuje
s jejich rozkladem. Mikroorganizmy, které se pfirozené vyskytuji na Zabrach a ve stfevech
zivych ryb, zacinaji rist az po smrti jedince, kdy dojde k inaktivaci obrannych mechani-
zmil. Jakmile je produkovan enzym histidindekarboxyldza, miZze pokracovat produkce
histaminu i pfi chladirenskych teplotach, u zmrazenych ryb je sice aktivita tohoto enzymu

potlacena, avSak po rozmrazeni mize byt znovu aktivovan (Visciano et al., 2014).
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1.3 Toxicita biogennich amint

Ptestoze jsou nékteré biogenni aminy (histamin, tyramin, putrescin) potfebné pro fadu du-
lezitych funkci u ¢loveka, zvirat 1 dalSich organismt, miize konzumace potravin s vysokym

obsahem biogennich amind mit toxické ucinky (Santos, 1996).

Ve stievnim traktu savci existuje uc¢inny detoxikacni systém, ktery je schopen metabolizo-
vat bézné denni davky biogennich amind. Za normalnich podminek u ¢lovéka jsou exo-
genni aminy pfijaté z potravin ihned detoxikovdny pomoci aminooxidaz (monoaminooxi-
daza - MAO, diaminooxidaza - DAO) nebo konjugaci. Otrava jidlem mtiZze nastat zejména
v pritomnosti inhibitori aminooxidaz (antidepresiva, drogy), v disledku konzumace alko-
holu & gastrointestinalnich onemocnéni (Santos, 1996; Papageorgiou et al., 2018; Onal,

2007).

Mnohé z biogennich amint v pfitomnosti dusitanii mohou byt potencidlné karcinogenni pfti
preméné na N-nitrosaminy. To miize piedstavovat riziko u masnych vyrobki, které obsa-

huji dusitanové a dusi¢nanové soli (Papageorgiou et al., 2018; Onal, 2007).
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2 MOZNOSTI MIRKOBIALNI DEGRADACE BIOGENNICH
AMINU

Bakterie s aktivitou aminooxiddz jsou v posledni dobé v popiedi pozornosti z divodu
moznosti snizovani koncentrace biogennich aminii v potravinach, napiiklad v mase, rybach
¢1 u fermentovanych masnych vyrobkul. Biogenni aminy mohou byt degradovéany prostied-
nictvim oxida¢ni deaminace, katalyzované aminooxiddzami za vzniku aldehydu, amoniaku
a peroxidu vodiku (Obrazek 3), (Zaman et al., 2011; Murooka et al., 1979; KoSmerl et al.,
2013).

NH,

DAO CHO
+0,+H,0 —— +NH; + H,0,
HN N HN N

\SF N4

Obrazek 3: Oxidace histaminu pomoci DAO za vzniku imidazol acetaldehydu, amoniaku a

peroxidu vodiku (Duelo et at., 2012)

MAO poskytuje vyznamnou degradacni cestu pro biogenni aminy, v pfirodé miiZeme tento
enzym najit u vysSich organizmt, ale byl také popsan u bakterii. DAO rovnéz poskytuje
degradacni cestu pro biogenni aminy, predev§im diaminy, a jejimi typickymi zdroji jsou
praseci jatra ¢i ledviny, lidska placenta, krevni plazma nebo mikroorganizmy jako je Pseu-
domonas aeruginosa ¢i Clostridium feseri. Aktivita aminooxidaz byla dale popsana u Cele-
di Enterobacteriaceae, konkrétné pro rody Klebsiella, Enterobacter, Escherichia, Salmo-
nella, Serratia a Proteus (Murooka et al., 1979; Leuschner et al. 1998; Voight a Eiten-
miller, 1978; Zaman et al., 2011).

Mezi dalsi enzymy schopné oxidacni deaminace za vzniku pfislusnych aldehydt, mizZzeme

zatadit dehydrogendzy (Siddiqui et al. 2000).

Pro snizeni hromadéni biogennich amint v potravinach existuje spousta moznosti, jako je
inhibice bakterii s dekarboxyldzovou aktivitou ¢i sniZeni proteolytické aktivity. Dal§im
zplisobem, jak sniZit mnoZstvi biogennich aminti v potravinach je jejich pfimé odstranéni.
Pro tento zplsob je jedina zndmé metoda, a to odstranéni biogennich amini pomoci enzy-
mu, jako je MAO, DAO nebo pouziti mikroorganizmt, které disponuji t€émito enzymy a

jsou tedy schopny degradovat biogenni aminy. Tato metoda, ale neni v soucasné dob¢



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

uznavanou konzervac¢ni metodou (Butor et al., 2017; Alvarez et al., 2014; Naila et al.,

2010).

2.1 Bakterie degradujici biogenni aminy

Nékteré kmeny bakterii mohou diky aminooxiddze degradovat biogenni aminy (Alvarez et
al., 2014). Degradacni aktivita se povazuje spiSe za kmenové nez druhové specifickou

vlastnost (Zaman et al., 2010).

Ukézalo se, Ze enzym histidindekarboxylaza je u¢innéjsi v nepfitomnosti kysliku, zatimco
histaminoxiddzy byly nalezeny ucinné pouze v pfitomnosti kysliku. Avsak jak aerobni, tak
anaerobni bakterie jsou schopny produkovat biogenni aminy a stejné tak je i degradovat.
Proto nalezeni rovnovahy, ktera by kontrolovala mikrobidlni riist a enzymovou aktivitu,

muze byt obtizné (Naila et al., 2010; Kapeller-Adler, 1940).

2.1.1 Rod Bacillus

Mezi zastupce rodu Bacillus, kteti jsou schopni degradovat biogenni aminy, patfi napfi-
klad B. amyloliquefaciens, B. cereus, B. subtilis, B. coagulans, B. megaterium, B. polymy-
xa, B. subtilis, B. licheniformis (Lee et al., 2016; Alvarez et al., 2014; Zaman et al., 2011;
Zaman et al., 2010).

B. subtilis je schopen katalyzovat oxidacni deaminaci vétSiho poc¢tu biogennich amint,
véetné histaminu a tyraminu. Diky této vlastnosti, je vyuzivan pfi predejiti tvorby biogen-
nich amint ¢i snizovani jejich koncentraci zejména u fermentovanych potravin (Eom et al.,
2015). Mah a Hwang (2009) popisuji vyznamnou schopnost degradace histaminu u B. coa-
gulans. Zaman et al. (2010) popisuji schopnost degradovat histamin, putrescin a kadaverin

u B. amyloliquefaciens, B. subtilis, B. humi.

2.1.2 Rod Lactobacillus

Dapkekevicius et al. (2000) studovali schopnost bakterii mlé¢ného kvaseni izolovanych
z rybich vyrobkl (pasta z makrely), na degradaci biogennich amint. Bylo zji§téno, ze L.
sakei je schopen degradovat histamin. Dle studie Capozziho et al. (2012) je L. plantarum
schopen degradovat tyramin a putrescin ve viné. Také L. pentosus je schopen degradovat

histamin (Leuschner et al., 1998).
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2.1.3 Rody Micrococcus a Kocuria

Leuschner et al. (1998) uvadéji, ze Kocuria varians (diive Micrococcus varians) snizuje
mnozstvi tyraminu béhem zrani fermentovanych uzenin. Kocuria rosea (diive Micro-
coccus roseus) ma putrescinoxidazu a tyraminoxidaza je pritomna u Micrococcus luteus

(diive Sarcina lutea), (Callejon et al., 2014).

2.1.4 Rod Staphylococcus

S. xylosus dle Mah a Hwang (2009) degraduje histamin, degraduje také tyramin, ale ne na
tak vyznamné Urovni. S. carnosus izolovany z rybi omacky degraduje histamin a S. inter-

medius degraduje putrescin a kadaverin (Zaman et al., 2010).

2.1.5 Rod Brevibacterium

Bakterie Brevibacterium linens vykazuje vysoky potencial k degradaci histaminu a tyrami-
nu. V nékterych ptipadech bylo pozorovano Gplné vymizeni biogennich aminti (Leuschner

etal., 1998).

2.1.6 Rod Pseudomonas

Rod Pseudomonas, véetné P. aeruginosa muze vyuzivat polyaminy (putrescin, spermin,
spermidin) jako zdroj uhliku a dusiku. Pfitomna spermidindehydrogenédza oxiduje spermin
a spermidin (Dasu et al., 2006). P. putida je schopna degradovat tyramin a dopamin (Arcos

et al., 2010).

2.1.7 Rod Citrobacter

Citrobacter freundii je schopen degradace sperminu a spermidinu (Dasu et al., 2006).

2.2 Kvasinky degradujici biogenni aminy

Béaumliberger et al. (2015) pozorovali u nékterych druht kvasinek, jako jsou Debaryomy-
ces hansenii a Yarrowia lipolytica, schopnost degradovat biogenni aminy. Kdyz byla kulti-
vovana D. hansenii a Y. lipolytica, byly vSechny piidané biogenni aminy (fenyletylamin,
tyramin, histamin, etanolamin) po 8 dnech zcela degradovany. Dale byly tyto druhy také
schopny degradovat putrescin ¢i tryptamin. To znamen4, ze pouziti kvasinkové aminooxi-

dazy ke sniZeni biogennich aminl v potravinach, mize byt alternativni strategii.
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2.3 Plisné degradujici biogenni aminy

Druhy jako Epicoccum nigrum, Penicillium citrinum i Alternaria sp. maji vysoky poten-
cidl k degradaci biogennich aminii. Mezi dalsi rody, izolované z révy vinné, které mohou
degradovat histamin, tyramin a putrescin, patii naptiklad Dendryphion penicillatum,
Ulocladium chartarum, Fusarium sp. ¢i Phoma sp. Schopnost degradace byla také pozoro-

vana u Aspergillus oryzae ¢i Penicillium roqueforti (Cueva et al., 2012).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

24

II. PRAKTICKA CAST
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3 CIiLPRACE

Cilem teoretické Casti této bakaldiské prace byla charakterizace biogennich amint. Byl
popsan jejich vznik, vyznam a faktory ovliviiujici aktivitu aminokyselinovych dekarboxy-
laz. Dalsim cilem bylo popsat moznosti mikrobialni degradace biogennich amint a jejich
vyuziti.

Cilem praktické ¢asti bylo ovéfeni schopnosti degradace biogennich amini vybranymi
kmeny non-starterovych bakterii izolovanymi z potravin. Nasledné byl stanoven ubytek
biogennich amini pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) po piedcho-
zim ptrevedeni na derivaty, které bylo mozno detekovat v UV oblasti pti vinové délce 254

nm.
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4 POUZITE MATERIALY A METODY

4.1 Pristroje a pomiicky

« Automaticka pipeta BIOHIT

« Box laminarni BIO IIA, Biohazard box TELSTAR

o Centrifuga HETTICH ROTANTA 460R

o Chromatograficky systém Dionex HPLC UltiMate 3000

« Kolona Agilent Zorbax RRHD Eclipse Plus C18

. Laboratorni sklo a plasty (zkumavky, Petriho misky, eppendorfkové mikrozkumav-
ky, zkumavky pro centrifugaci, reagencni ldhve, pipety)

. Laboratorni vahy Adventrure Pro (OHAUS)

« Mikrobiologicky inkubator MEMMERT (30 °C)

o pH metr (EUTECH instruments)

o Sterilizator H+P Varioklav 135 S

4.2 Priprava kultiva¢nich médii a roztokii

4.2.1 Mineralni médium s biogennimi aminy

Schopnost degradace biogennich aminli vybranymi kmeny byla ovéfovana v mineralnim
médiu, jeZ neni samo o sobé zdrojem zivin a jako jediny zdroj dusiku a uhliku slouzily
vybrané biogenni aminy.

K ptipravé minerdlniho média byly odméfeny jednotlivé roztoky dle dile uvedeného

mnozstvi a doplnény do 1000 ml destilovanou vodou. Médium bylo rozpipetovano po 5 ml

do zkumavek a autoklavovano.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

27

Roztok A (9,07 g KH,PO4/1000ml) ....c..oonveriiinnnnenne 20 ml

Roztok B (23,9 g Na,HPO, - 12 H,O/1000ml)........... 80 ml

Roztok stopovych prvKill.......ccccceeeeiienieeiienieeiieniens 2 ml

Mg(SO4) - 7 HyO (10 @/1)eeeueieieieieeeeeeeeeeee 10 ml
Fe(NH4)2(SO4)2 - 6 H2O (3 @/D) v, 10 ml

CaCly - 2 HpO (1 @/D) e 10 ml

NACL (50 /1) e 10 ml

Roztok biogennich amint...........ccccceevveeciienienciiennens 100 ml
Destilovanad voda...........ccceveeeeieeeiiiieeiieeeie e doplnit do 1000 ml

» Roztok stopovych prvki

Roztok stopovych prvkl byl pfipraven navazenim déale zobrazenych slozek a jejich rozpus-

ténim v 1000 ml destilované vody.

MnSO; - 5 HyO e 0,043 g
15 9 50 TN 0,057
ZnSO04 - TH20 oo 0,043 g
(NH,)6M07024 - 4 HyO..ooooo. 0,037
Co(NO3)3 + 6 HyOeoovevce e 0,025 g

CuSOy4 - 5 HoO .o 0,040 g
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> Roztok biogennich aminu

Roztok biogennich aminii byl pfipraven navazenim daného mnozstvi biogennich amind a
jejich rozpusténim v 1000 ml destilované vody. Nasledné bylo upraveno pH tohoto roztoku

pomoci HCI nebo NaOH na hodnotu 6,8.

Tyramin.........cceeeveeceeeneeeceeenieeneens 2g
Putrescin.......oocveeieecieniieieeieee, 2g
Kadaverin........ccoccoeeeeviiniiinenenns 2g
Histamin.........ccocceeveiininniieeniens 2g
Fenyletylamin ............ccccoeevvennnennnen. 2g

4.2.2 Nutrient Broth s biogennimi aminy

Bylo ptipraveno médium Nutrient broth navazenim 25 g dané smési a doplnénim do 900
ml. K takto pfipravenému médiu bylo pfidano 100 ml desetkrat koncentrovaného roztoku
biogennich amint, dle kapitoly 4.2.1. Nasledné byl roztok rozpipetovan po 5 ml do zku-

mavek a autoklavovan.

4.2.3 ' Nutrient Broth s biogennimi aminy

Bylo pfipraveno médiu stejnym zptisobem jako u kapitoly 4.2.2, ale byla pouZita polovi¢ni
navazka Nutrient broth. Nasledné¢ byl roztok rozpipetovan po 5 ml do zkumavek a autokla-

vovan.

4.2.4 Fyziologicky roztok

Fyziologicky roztok byl ptfipraven navazenim 8,5 g NaCl a rozpusténim v 1000 ml destilo-

vané vody a poté byl autoklavovan.
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4.3 Pouzité mikroorganismy

K ovéfeni schopnosti degradace a naslednému stanoveni Ubytku biogennich amint byly
vyuzity bakterie, které jsou dostupné ve sbirce Ustavu inZzenyrstvi ochrany Zivotniho pro-
sttedi Fakulty technologické Univerzity Tomase Bati. Byly pouzity bakterie izolované

z bazantiho masa.

« BS58 Citrobacter gillenii

« B39 Citrobacter gillenii

o B50 Escherichia coli

- B97 Hafnia alvei

o B87 Pantoea agglomerans

o BA43 Yersinia enterocolitica
« B21 Acinetobacter sp.

« B68 Enterococcus durans

« B51 Enterococcus faecium

o B88 Staphylococcus vitulinus

4.4 Ovéreni schopnosti degradace biogennich aminii vybranymi bakte-
riemi

Ovéteni schopnosti degradace biogennich amind bylo provedeno v mineralnim médiu
s biogennimi aminy. Testované kmeny byly pomoci sterilnich kli¢ek asepticky prevedeny
z tuh¢é pidy do zkumavky s fyziologickym roztokem. Z takto vytvofené suspenze bylo pi-
petovano 50 pl do jednotlivych zkumavek s minerdlnim médiem. Kmeny byly kultivovany
v minerdlnim médiu pii teploté 30 °C po dobu 48 hodin. Schopnost ristu v mineradlnim

médiu byla hodnocena intenzitou zakalu buné¢né suspenze.

4.5 Chromatografické stanoveni ubytku biogennich aminti vybranymi

bakteriemi

4.5.1 Priprava a odbér vzorku pro analyzu

Varianty danych kultivacnich médii byly zaockovany 100 ul suspenze bakterii kultivova-
nych pfes noc. Kmeny byly tedy pomnozeny ve 40 zkumavkach s Nutrient Broth

s biogennimi aminy a ve 40 zkumavkéch s 2 Nutrient Broth s biogennimi aminy.
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Degradace byla sledovana pii teploté 30 °C a odbérové Casy byly vzdy po 24 a 48 hodi-

nach. Odbéry byly provedeny ve stanovenych ¢asech ve 2 paralelnich zkumavkach.

Vzorky byly centrifugovany (4600 otacek/min., 7 minut) a z kazdé¢ zkumavky bylo ode-
brano do tfech eppendorfkovych mikrozkumavek 600 pl supernatantu a bylo pfidano 600
ul kyseliny chloristé (Sigma-Aldrich) o koncentraci 1,2 mol/l. Vzorky v mikrozkumavkéch

byly zamraZeny a pfipraveny pro naslednou derivatizaci.

4.5.2 Derivatizace vzorka

Pomoci dansylchloridu (Sigma-Aldrich) byly biogenni aminy pievedeny na derivaty, jez je

mozné detekovat v UV oblasti pii vinové délce 254 nm.

Do derivatiza¢ni nadobky bylo pomoci ru¢niho davkovace nadavkovano 100 pl 1,7-
diaminoheptanu (Sigma-Aldrich) o koncentraci 500 mg/l (jako vnitini standard), 1 ml
vzorku a 1,5 ml pufru pro derivatizaci. Néasledné byl ptfipraven Cerstvy roztok dansylchlo-
ridu v acetonu (Merck) o koncentraci 5 g/l a do derivatiza¢ni nadobky byly nadavkovany 2
ml tohoto roztoku. Nadobky byly uzavieny a smés se nechala tfepat v temnu 20 hodin.
Poté bylo ke vzorku pfidano 200 pl prolinu (Sigma-Aldrich) a vzorky byly opét umistény
na tfepacku po dobu jedné hodiny. Nasledovalo pfidani 3 ml heptanu (Merck) ke vzorku a
po peclivém uzavieni byly vzorky tfepany 3 minuty ru¢né€. Déle byl odpipetovan 1 ml hor-
ni heptanové vrstvy do vialky. Obsah vialky byl odpaten pfi teploté¢ 60 °C do sucha pod
proudem dusiku a suchy odparek byl zifedén 1,5 ml acetonitrilu (Sigma-Aldrich). V pfipa-
dé, Ze vzorky nebyly analyzovany ihned, byly uchovavany v mrazicim zafizeni pfi teplo-

tach -18 °C do doby analyzy.

4.5.3 Chromatografické stanoveni biogennich amini

Bezprosttedné pied analyzou byl roztok prefiltrovan pies stiikackovy filtr s porozitou 0,22

um a davkovan do chromatografického systému.

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 pum (Agilent, Paolo, Al-
to, USA) pii teploté 30 °C, prutok kolonou byl nastaven na 0,453 ml/min. Chromatografic-
ky systém Dionex HPLC UltiMate 3000 byl tvofen odplynovaci jednotkou, binarni pum-
pou, autosamplerem, termostatem kolon a UV/VIS detektorem (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA). Detekce probihala pomoci UV/VIS detektoru pii vinové

délce 254 nm. Chromatogramy byly vyhodnoceny pomoci softwaru Chromeleon™ 6.8.
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Program gradientové eluce, kterym probihala separace dansylderivati biogennich amini je

znazornéna v nasledujici tabulce 2.

Tabulka 2: Gradientovy elu¢ni 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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5 VYSLEDKY

5.1 Ovéreni schopnosti degradace biogennich amint vybranymi bakte-
riemi

Pted chromatografickym stanovenim ubytku byla ovéfena schopnost degradace biogennich
aminl vybranymi bakteriemi dle kapitoly 4.4, jako schopnost rGstu v minerdlnim médiu.

Vysledky jsou znazornény v nasledujici Tabulce 3.

Tabulka 3: Ovéfeni schopnosti degradace biogennich

aminQ
Vzorek Schopnost riistu
v mineralnim médiu
Citrobacter gillenii BS8 ANO
Citrobacter gillenii B59 ANO
Escherichia coli B50 ANO
Hafnia alvei B97 ANO
Pantoea agglomerans B87 ANO
Yersinia enterocolitica B43 ANO
Acinetobacter sp. B21 ANO
Enterococcus durans B68 ANO
Enterococcus faecium B51 ANO
Staphylococcus vitulinus B88 ANO

Vsechny vybrané kmeny bakterii, u kterych byl po kultivaci v mineradlnim médiu s biogen-
nimi aminy pozorovan zéakal (bakteridlni suspenze), 1ze povazovat za schopné degradace
biogennich amind. Je tedy pravdépodobné, Ze byly schopny vyuZivat biogenni aminy jako

zdroj zivin.
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5.2 Chromatografické stanoveni ubytku biogennich amini vybranymi

bakteriemi

U vybranych degradérti byla zkoumana schopnost degradace 5 biogennich aminti (PHE —
fenyletylamin, PUT — putrescin, KAD — kadaverin, HIS — histamin, TYM — tyramin)
v zavislosti na Case (24 hodin, 48 hodin) a médiu (Nutrient Broth s biogennimi aminy —
optimalni médium, % Nutrient Broth s biogennimi aminy — netiplné médium). Ubytek bio-
gennich amini byl srovnavan s kontrolou, coz byl pfislusny bujon (Nutrient Broth, respek-

tive 2 Nutrient Broth) s biogennimi aminy, ktery v§ak nebyl zao¢kovan bakteriemi.
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5.2.1 Degradace biogennich aminti kmenem Citrobacter gillenii BS8

Zkoumany kmen Citrobacter gillenii B58 nejlépe degradoval histamin po 48 hodinach
v optimalnim médiu, jak je patrné z grafu na obrazku 4. B€hem prvnich 24 hodin nejprve
doslo k poklesu témét o 1/2 a po dalSich 24 hodinach doslo k poklesu o dalSich 10 %.
K nejvétsi redukci vSech sledovanych biogennich amini doslo po 48 hodinach
v optimalnim médiu, a to v priméru na 43 % ptvodni koncentrace. Nejmensi ubytek byl
zaznamenan pii 24 hodinové kultivaci v polovicnim médiu u kadaverinu, pouze na 87 %
zpivodni koncentrace. Bakterie nejlépe degradovala sledované biogenni aminy
v optimalnim médiu po 48 hodindch a nejmensi ubytek byl sledovan v polovicnim médiu

po 24 hodinach.

100

90

80

70

60 024 hod

W48 hod
B 24 hod (1/2)
48 hod (1/2)

50

40

30

Obsah biogennich amint [%]

20

10

Fenyletylamin ~ Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin

Obrazek 4: Degradace biogennich amini v médiu Nutrient Broth a v 2 médiu Nutrient

Broth kmenem Citrobacter gillenii B58
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5.2.2 Degradace biogennich amini kmenem Citrobacter gillenii BS9

Byla sledovana degradacni schopnost kmene Citrobacter gillenii B59, ktera je znazornéna

na obrazku 5. Tato schopnost byla nejvyssi v optimalnim médiu pro vSechny sledované

biogenni aminy. Pokles v optimalnim médiu mezi 24 hodinovou a 48 hodinovou kultivaci

je maximalné 5 %, a to u fenyletylaminu. U ostatnich sledovanych biogennich amind v

optimalnim médiu, je Ubytek v zavislosti na ¢ase nepatrny. Nejlépe byl degradovan putres-

cin, v optimalnim médiu na 47 % z piivodni koncentrace a na 59 % z ptivodni koncentrace

u polovi¢niho média. Nejméné byl redukovén fenyletylamin, v optimalnim médiu byl za-

znamenan pokles na 65 % a u polovi¢niho média na 69 % z ptivodni koncentrace.
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5.2.3 Degradace biogennich aminti kmenem Escherichia coli B50

Z obrazku 6 je ziejmé, ze kmen Escherichia coli B50 nejlépe degradoval tyramin. V opti-
malnim médiu doslo k redukci 0 45 % a v polovicnim médiu o 35 % z piivodni koncentra-
ce. Nejmensi pokles byl zaznamenan u fenyletylaminu, v optimdlnim médiu o 32 % a
v poloviénim médiu pouze o 19 %. Lze fici, ze sledované biogenni aminy, byly
v optimalnim médiu degradovany na podobné hodnoty, az na fenyletylamin, u kterého byla
degradacni aktivita nizsi. U putrescinu, kadaverinu, histaminu a tyraminu doslo k redukci
na 56 az 60 % z pivodni koncentrace, kdeZto u fenyletylaminu pouze na 68 %. Z grafu je
dale patrné, Ze schopnost degradovat vybrané biogenni aminy kmenem Escherichia coli

B50, se lisila spise v zavislosti na pouzitém médiu, nikoli v zavislosti na case.
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Obréazek 6: Degradace biogennich amini v médiu Nutrient Broth a v /2 médiu Nutrient

Broth kmenem Escherichia coli B50
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5.2.4 Degradace biogennich aminti kmenem Hafnia alvei B97

Testovany kmen Hafnia alvei B97 nejlépe degradoval histamin, t¢émét o 1/2 v optimalnim

médiu. To podobné platilo také pro putrescin, kadaverin a tyramin. V optimalnim médiu

byl nejhtife degradovan fenyletylamin, a to o 1/3. V polovicnim médiu doslo k nejvétsSimu

ubytku u tyraminu, na 71 % po 24 hodinach, po dalSich 24 hodinach byla tato hodnota 60

%. K nejmensimu ubytku u polovicniho média po 24 hodinach doslo u putrescinu, a to

pouze o 15 %. Z grafu je patrné, Ze pro redukci sledovanych biogennich amind, je vhod-

né¢jsi optimalni médium, kdy nezdviselo, zdali se jednalo o 24 nebo 48 hodinovou kultiva-

ci, protoze tento rozdil byl zanedbatelny.
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5.2.5 Degradace biogennich amini kmenem Pantoea agglomerans B87

Na obrazku 8, je znazornéna degradacni aktivita kmene Pantoea agglomerans B87. Tato
aktivita byla nejvyssi u tyraminu, kdy u obou médii doslo k redukci téméi o 1/2 bez zavis-
losti na ¢ase. TotéZ podobné platilo i pro fenyletylamin, kdy rozdil degradac¢ni aktivity pro
ob¢ média nebyl zaznamenan, stejn¢ jako nebyl pozorovan rozdil v degradacni aktivité
v ¢ase a doslo k redukci o 1/3. Putrescin, kadaverin a histamin byly v optimalnim médiu po
48 hodinach degradovany podobné, a to o 40 az 44 % z piivodni koncentrace. U polovi¢ni-
ho média po 48 hodinach, byly také putrescin, kadaverin a histamin degradovany podobné,
a to o 32 az 36 %. Da se fict, ze degradace v optimalnim médiu byla o néco vyssi nez u

polovi¢niho média.
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Obrézek 8: Degradace biogennich amini v médiu Nutrient Broth a v /2 médiu Nutrient

Broth kmenem Pantoea agglomerans B87
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5.2.6 Degradace biogennich amini kmenem Yersinia enterocolitica B43

Degradace vybranych biogennich aminti kmenem Yersinia enterocolitica B43 je znazorné-
na na obrazku 9. Z tohoto grafu mizeme vycist, Ze podobn¢ byly v optimalnim médiu po
48 hodinach degradovany histamin, putrescin, kadaverin a tyramin, a to v priméru o 1/2.
1épe degradovan tyramin po 48 hodinach, a to na 60 % ptvodni koncentrace. Histamin byl
v poloviénim médiu za prvnich 24 hodin zredukovan pouze na 86 %, béhem dalSich 24
hodin, byla tato hodnota sniZena na 62 %. Tento kmen lépe degradoval vybrané biogenni

aminy v optimalnim médiu nez v polovi¢nim.
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Obrazek 9: Degradace biogennich amini v médiu Nutrient Broth a v /2 médiu Nutrient

Broth kmenem Yersinia enterocolitica B43
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5.2.7 Degradace biogennich amini kmenem Acinetobacter sp. B21

Obrazek 10, znazorfuje degradaci vybranych biogennich aminli kmenem Acinetobacter sp.
B21. Ten nejlépe redukoval putrescin, a to o 53 % v optimalnim médiu po 48 hodinach.
Také u histaminu a tyraminu, za stejnych podminek, byl sledovan podobny ubytek, a to o
51 %. Hufe byl pak degradovan fenyletylamin, za stejnych podminek o 39 %. U polovi¢ni-
ho média po 24 hodinach byl sledovan podobny ubytek jako u optimalniho po 48 hodi-

nach. Miizeme tedy fict, Ze k degradaci vyhovovala obé média.
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Obrazek 10: Degradace biogennich amini v médiu Nutrient Broth a v /2 médiu Nutrient

Broth kmenem Acinetobacter sp. B21
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5.2.8 Degradace biogennich aminti kmenem Enterococcus durans B68

Schopnost kmene Enterococcus durans B68 degradovat vybrané biogenni aminy, je zna-
zornéna na obrazku 11. U vSech sledovanych biogennich amind, krom¢ fenyletylaminu,
byl sledovan obdobny tbytek v optimalnim médiu po 48 hodinach, a to pfiblizné o 1/2 (47
az 51 %). Fenyletylamin, byl za téchto podminek, redukovan pouze o 37 %. U optimalniho
média, bylo pozorovano, ze ubytek mezi 24 hodinovou a 48 hodinovou kultivaci je mini-
malni, kdy nejvyssi byl u putrescinu, a to 2 %. Niz8i schopnost degradovat vybrané bio-
genni aminy byla pak pozorovana u polovicniho média, kdy nejvice byl degradovan po 48
hodinach putrescin, a to na 54 % ptvodni koncentrace a nejmensi ubytek byl u fenyletyla-

minu, a to na 69 %.
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Obrazek 11: Degradace biogennich aminii v médiu Nutrient Broth a v 2 médiu Nutrient

Broth kmenem Enterococcus durans B68
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5.2.9 Degradace biogennich aminii kmenem Enterococcus faecium B51

Schopnost degradovat vybrané biogenni aminy kmenem Enterococcus faecium BS51, je
znazornéna na obrazku 12. Tento kmen dokazal nejlépe degradovat putrescin a histamin
v optimalnim médiu. Po 24 hodinach doslo k redukci o 53 % u obou z nich. Degradace
byla zaznamenana i u polovi¢niho média, putrescin mél koncentraci 62 % a histamin 60 %
po 24 hodinové¢ kultivaci. Hiife byl degradovéan fenyletylamin, a to ve vSech sledovanych
podminkach. Pro tento kmen byly nejvhodnéjsi podminky optimalniho média pti 24 hodi-

nové kultivaci.
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Obrazek 12: Degradace biogennich amini v médiu Nutrient Broth a v 72 médiu Nutrient

Broth kmenem Enterococcus faecium B51
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5.2.10 Degradace biogennich aminti kmenem Staphylococcus vitulinus B88

Kmen Staphylococcus vitulinus B88, byl nejlépe schopen degradovat putrescin, jak je
ziejmé z grafu na obrazku 13. Putrescin byl v optimalnim médiu degradovan téméi o 1/2 a
v poloviénim médiu o 38 %. Nejmensi redukce byla pozorovana u fenyletylaminu, kdy u
optimalniho média byl zaznamenan pokles o 32 % a u polovi¢niho média o necelou Ctvrti-
nu. Tento kmen mél lepsi degradacni schopnost v optimalnim médiu nez v médiu polovic-
nim. Nejlépe byl ve vSech sledovanych podminkéach redukovan putrescin a nejhlife pak

fenyletylamin.
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5.2.11 Srovnani degradace biogennich amintii vybranymi kmeny

Fenyletylamin byl nejlépe degradovan kmenem Citrobacter gillenii BS8 po 48 hodinach v
optimalnim médiu, a to o 55 %. Nejhtie pak byl degradovan kmenem Yersinia enterocoli-

tica B43 v poloviénim médiu po 24 hodinové kultivaci, a to o 14 %.

Nejvyssi ubytek u putrescinu byl zaznamendn kmenem Citrobacter gillenii BS8 v optimal-
nim médiu po 48 hodinéch, a to o 54 %. Redukce o 53 % byla zaznamenana kmenem Aci-
netobacter sp. B21 v optimalnim médiu po 48 hodinach. Nejnizsi ubytek byl sledovan u

kmene Hafnia alvei B97, ato o 15 %.

Kmen Citrobacter gillenii B58 nejlépe redukoval kadaverin v optimalnim médiu po 48
hodinach, a to 0 57 %. Zaroven tento kmen v polovi¢nim médiu po 24 hodinach, redukoval

kadaverin nejméné, a to o 13 % z plivodni koncentrace.

Nevyssi pokles koncentrace histaminu, byl zaznamendn u kmene Citrobacter gillenii B58
v optimalnim médiu po 48 hodinach, pokles ¢inil 60 %. Nejmensi schopnost degradovat
histamin pak byl zaznamenan u kmene Yersinia enterocolitica B43 v poloviénim médiu po

24 hodinové kultivaci, a to o 15 %.

Tyramin byl, podobné jako histamin, nejlépe degradovan kmenem Citrobacter gillenii B58
v optiméalnim médiu po 48 hodinach a pokles ¢inil 58 %. A stejné tak jako u histaminu,
doslo k nejmensi degradaci kmenem Yersinia enterocolitica B43 v polovicnim médiu po
24 hodinové kultivaci, totéZ obdobné platilo 1 pro tyramin, kdy doSlo k poklesu koncentra-

ce 026 %.

K nejvyssimu ubytku ze vsSech sledovanych biogennich amint doslo u histaminu kmenem
Citrobacter gillenii B58 v optimalnim médiu po 48 hodinach, a to na 40 % ptvodni kon-
centrace. Nejmensi ubytek ze vSech sledovanych biogennich aminii byl zaznamenan u ka-
daverinu také kmenem Citrobacter gillenii B58, v poloviénim médiu po 24 hodinéch, a to

na 87 % plvodni koncentrace.
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6 DISKUZE

Nizka mnozstvi biogennich aminti zpravidla nezpiisobuji vazné riziko pro lidské zdravi,
protoze aminooxidazy (MAO, DAO) v lidském stfevé, mohou detoxikovat tyto aminy.
Avsak poziti vysSich koncentraci biogennich aminti, mize vést k toxikologickym pfiizna-
kim. V nékterych ptipadech mize byt aktivita DAO nedostate¢nd a mize byt ovlivnén
metabolismus dokonce i1 nizkych koncentraci biogennich amint. Ke snizeni aktivity mize
dojit pfi gastrointestindlnich onemocnénich ¢i sekundarnimi ucinky 1€kt (antihistamika,
antidepresiva) nebo alkoholu. Fenyletylamin s tyraminem zvysuji krevni tlak, naopak his-
tamin jej snizuje. Intoxikace tyraminem miize zpisobit bolesti hlavy, migrénu, nevolnost,
zvraceni. Histamin slouzi jako primarni medidtor okamzitych pfiznaki pii alergickych
reakcich (Biji et al. 2016, Alvarez et al. 2014, Halasz et al., 1994). Z tohoto divodu se hle-

daji cesty, jak v potravinach snizit obsah biogennich amind.

Nékolik studii se zabyva mikroorganizmy, které jsou schopny degradovat biogenni aminy
pomoci enzyml aminooxiddz, které dokézou tvofit méné toxické produkty. Mikroorgani-
zmy mohou oxidovat biogenni aminy na aldehyd, peroxid vodiku a amoniak. N¢které
kmeny bakterii mlééného kvaseni (napt. Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei)
aktinobakterie (Brevibacterium linens, Rhodococcus spp.), stafylokoky (napt. St. carnosus
nebo St. xylosus), jiné koky (Micrococcus luteus) nebo houby (Candida spp., Alternaria
spp., Phoma spp.) jsou schopny degradovat biogenni aminy. Tyto mikroorganizmy mohou
tvofit MAO, DAO, histaminoxidazu, putrescinoxidazu, tyraminoxidazu apod. Diky schop-
nosti degradovat biogenni aminy, lze tyto mikroorganizmy ptidavat v pribéhu zpracovani
potravin nebo jako starterové kultury pfi vyrobé fermentovanych potravin, a tim sniZit ne-

bo Uplné eliminovat pfitomnost biogennich aminti (Callejon et al., 2014, Lee et al., 2015).

Cilem prvniho experimentu bylo ovétit schopnost degradovat biogenni aminy u vybranych
bakterii. To bylo ovéfeno na zaklad¢ kultivace v mineralnim médiu, které bylo obohaceno
biogennimi aminy. Pravé biogenni aminy v tomto médiu ptfedstavovaly zdroj dusiku a uh-
liku. VSech 10 testovanych kmeni, bylo schopno vyuzivat biogenni aminy jako zdroj Zi-

vin, coZ se projevilo ristem testovanych bakterii v mineralnim médiu.

Druhé cast experimentu se pak zabyvala stanovenim Ubytku vybranych biogennich amint
(fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu a tyraminu) v optimalnim médiu Nutri-
ent Broth a netplném médiu (2 Nutient Broth). Nejlepsi schopnost degradovat vSechny

zkoumané biogenni aminy vykazoval kmen Citrobacter gillenii B58. V optimalnim médiu
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snizoval koncentraci biogennich amini nejméné o 36 %, nejvice pak o 60 %. V polovi¢nim
médiu byla tato schopnost o poznani nizsi. K nejvyssimu ubytku koncentrace doslo u his-
taminu, jehoz kone¢nd hodnota Cinila 48 % po 24 hodinach v optimalnim médiu. Po 48
hodinéach byla tato koncentrace 40 %. Dal$im kmenem s dobrou schopnosti degradace byl
Citrobacter gillenii B59. Tato schopnost byla nejlepsi v optimalnim médiu po 24 i 48 ho-
dinéch, u putrescinu, kadaverinu a histaminu. Ke snizeni koncentrace doslo v priméru o
1/2. Kmen Enterococcus faecium B51 byl schopen degradovat putrescin, histamin a tyra-
min, v optimalnim médiu alesponn o 1/2. Putrescin byl také alespont o 1/2 degradovan
v optimalnim médiu po 48 hodinach témito kmeny, Yersenia enterocolitica B43, Acineto-

bacter sp. B21 a Enterococcus durans B68.

Z uvedenych vysledki je patrné, Ze u testovanych kment bakterii se nepotvrdil plivodni
ptedpoklad, ze v netiplném (poloviénim) médiu bude degradace biogennich amint vyssi.
Predpoklad vychazel ztoho, ze mikroorganizmy v polovicnim médiu vycerpaji diive
vSechny 1épe dostupné Ziviny, zejména zdroje uhliku a dusiku a za¢nou diive spotiebova-
vat biogenni aminy. Naopak, vysledky Ize vysvétlit tim, Ze sice v polovi¢nim médiu testo-
lyzi. Bunéény obsah diive lyzovanych buné€k pak byl jesté rostoucimi bunkami vyuzit jako

Ziviny (zdroje uhliku a dusiku).

Leuschner et al. (1998) testovali schopnost degradace histaminu a tyraminu riiznymi kme-
ny Brevibacterium linens, jeZ se pouziva jako mazova kultura pfi vyrob€ syrti s mazem na
povrchu. Pouzitim této kultury doSlo béhem zrani ke sniZzeni obsahu histaminu o 55 % a

tyraminu o 70 % v syru.

Bover Cid et al. (2008) prokazali snizeni putrescinu, kadaverinu a tyraminu ve Spanélskych
salamech pouzitim starterovych kultur (Lactobacillus sakei, Staphylococcus carnosus a
Staphylococcus xylolus). Pfi pouziti této kultury doSlo ke sniZzeni koncentrace téchto bio-

gennich amint az o 90 %.

Zhang et al. (2013) zkoumali schopnost redukovat mnozstvi biogenni aminti béhem fer-
mentace rybi klobasy kmenem Lactobacillus plantarum. Ten byl schopen snizit koncentra-

ci putrescinu a kadaverinu o vice nez 70 %, ale k redukci tyraminu nedoslo.

Dle studie Capozziho et al. (2012) je Lactobacillus plantarum schopen degradovat tyramin
a putrescin ve vin€. Také Lactobacillus pentosus je schopen degradovat histamin (Leu-

schner et al., 1998).
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Mah a Hwang (2009) popisuji vyznamnou schopnost degradace histaminu u Bacillus coa-
gulans. Zaman et al. (2010) popisuji schopnost degradovat histamin, putrescin a kadaverin
u Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis a Bacillus humi. Eom et al. (2015) izolovali
z fermentovanych s6jovych vyrobkii nékolik druhti Bacillus, které byly schopné vyznamné

degradovat histamin a tyramin.

Vysledky vyse zminénych studii, podobné¢ jako vysledky uvedené v této bakalaiské praci,
podporuji tvrzeni, Zze schopnost degradace biogennich amint je vlastnost charakteristicka
pro jednotlivé kmeny bakterii, kterd je rovnéz patrné z toho, ze uroven degradace jednotli-

vych amint se u testovanych kment odlisovala.

Nicmén¢ vysledky této prace je tieba i kriticky zhodnotit zejména z toho divodu, Ze na
schopnost degradace byly testovany zejména bakterie, které jsou povazovany za kontami-
nanty potravin nebo dokonce za potencidlné patogenni (obecné Yersinia enterocolitica,
nékteré kmeny E. coli). Navic ubytek téchto toxickych latek byl v této praci studovan
v podminkéch in vitro, které se mohou odliSovat od ,,skute¢nych* podminek, ve kterych se
tyto bakterie bézné vyskytuji, coZ plati i o potravinach. V takovych podminkéch, odlisnych
od laboratornich podminek, se tyto bakterie mohou chovat jinak, naptiklad z divodu jiného
zastoupeni Zivin a tim 1 jejich dostupnosti, optimalni teploty nebo pH, vodni aktivity, pfi-
tomnosti konkurenéni mikroflory, apod. Proto lze také v pfirozenych podminkach o¢ekavat
odliSnou schopnost degradace téchto latek. Uvedené vysledky bude proto tieba ovéfit

v pfirozenych podminkach, napt. v potravinovych matricich.

I pfesto mohou vysledky této prace pfispét ke studiu schopnosti degradace biogennich
amind testovanymi bakteridlnimi kmeny. Pokud budou tyto vysledky ovéfeny, bylo by
mozZné nékteré ztestovanych kmenii vyuZit pfi sniZzeni obsahu biogennich amini
v potravinach. Z divodt uvedenych vyse (mozna kontaminujici mikroflora) by bylo mozné
izolovat degradac¢ni enzymy a ty poté ptidavat do potravin. Toto vSak bude tfeba nejdiive
ovetit v laboratornich podminkach pii vyrob€ potravin definovanych vlastnosti a teprve

poté lze navazat dalsi fazi, a to testovanim v potravinarskych provozech.
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ZAVER

Hlavnim tématem této bakalaiské prace byly biogenni aminy a nasledné ovétreni schopnos-
ti vybranych bakterii, degradovat 5 zvolenych biogennich aminti. V praktické Casti tedy
bylo provedeno ovéfeni této schopnosti a nasledné, byl stanovovan ubytek biogennich

aminti (fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu, tyraminu), pomoci HPLC

v zavislosti na ¢ase (24 a 48 hodin) a obsahu zivin (optimalni médium, polovi¢ni médium).
Na zéklad€ dosazenych vysledkt lze uvést, Ze:

« kultivaci v mineralnim médiu s biogennimi aminy, byla ovéfena schopnost degra-
dace u vybranych 10 kment,

« uvSech 10 kmend, bylo vyhodnoceno, Ze jsou schopny degradovat biogenni aminy,

o vminerdlnim médiu, jako jediny zdroj uhliku a dusiku, slouzily pravé biogenni
aminy,

« u jednotlivych kment, byla pozorovana odlisna schopnost snizovat koncentraci bi-
ogennich aminil v zavislosti na upfednostiiovanych podminkach kultivace,

- obecné platilo, ze degrada¢ni schopnost byla vyS$si u optimalniho média,

« knejvétsimu ubytku u vSech vybranych biogennich amint doslo kmenem Citrobac-
ter gillenii BS8 v optimalnim médiu po 48 hodinach. Degradoval 55 % fenyletyla-
minu, 54 % putrescinu, 57 % kadaverinu, 60 % histaminu a 58 % tyraminu,

. vyrazny ubytek putrescinu, kadaverinu a histaminu, a to v priméru o 1/2, byl pozo-

rovan u kmene Citrobacter gillenii B59 v optimalnim médiu jiZ po 24 hodinach.
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