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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo zjistit u vybranych bakterii rodu Lactobacillus, které byly izolované
z chlebového kvasku v Portugalsku, schopnost produkovat, nebo degradovat biogenni
aminy. Redukce byla pozorovana po 24 a 48hodinové kultivaci v MRS médiu a v médiu
s polovi¢nim mnozstvim Zivin spolu s biogennimi aminy. Dale byly tyto vzorky vyhodno-
ceny pomoci kapalinové chromatografie. Produkce biogennich aminti byla pozorovana po

24 a 48hodinové¢ kultivaci v MRS médiu spolu s aminokyselinami.

Experimentem bylo zjisténo, ze nejvyssi schopnost degradace vykazovaly kmeny Lacto-
bacillus plantarum S4-3 a S4-19, kde kmeny degradovaly nejvic putrescin, histamin a ka-
daverin. Nejvyssi schopnost produkce mél kmen Lactobacillus paracasei S3-37, ktery pro-

dukoval nejvice putrescin.

Kli¢ova slova: biogenni aminy, degradace, produkce, bakterie mlééného kvaseni, HPLC

ABSTRACT

This work aimed to determine the ability of species Lactobacillus which was isolated from
bread sourdough in Portugal, to produce or degrade biogenic amines. The reduction was
observed after 24 and 48 hours cultivation in MRS medium and a medium with half the
nutrients together with biogenic amines. Further, these samples were evaluated by liquid
chromatography. Biogenic amine production was observed after 24 and 48 hours in MRS

medium along with amino acids.

It was found by the experiment that Lactobacillus plantarum S4-3 and S4-19 strains showed
the greatest degradation ability, where the strains degraded most of putrescine and cadave-
rine. The most potent production was the strain Lactobacillus paracasei S3-37, which pro-

duced the most putrescine.

Keywords: biogennic amines, degradation, production, Lactic Acid Bacteria, HPLC
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UvVOD

Rod Lactobacillus ma v potravinarskom priemysle Siroké vyuzitie a su jeden z naj-
dodlezitejSich mikroorganizmov. Ich schopnost’ skvasovat’ pritomné cukry v potravine
na kyselinu mlie¢nu sa vyuziva pri vyrobe niekol’kych potravinarskych vyrobkov, ako
su napriklad jogurty, kysla kapusta, syry, alebo kyslé uhorky. Heterofermentativne
kmene, ktoré okrem kyseliny mlie¢nej produkuju aj oxid uhlic¢ity a etanol, sa pouzivaji
v potravinarskom priemysle na vyrobu napriklad aj pekarenského kvasku, a st to kme-
ne Lactobacillus brevis a L. fermentum. Ich pouzitie je najmi kvoli nizkej produkcii

biogénnych aminov.

Niektoré baktérie, maju schopnost’ produkovat’ biogénne aminy, ktoré v nizkych kon-
centracidch st pre ¢loveka prospesné, pretoze st zdrojom dusika, ale pri vysokych kon-
centracidch mozu byt pre telo toxické. Vo vyssich koncentraciach sa nachadzaju pre-
dovsetkym vo fermentovanych vyrobkoch, v ktorych vznikaji pdsobenim mikro-orga-
nizmov. Taktiez biogénne aminy su ukazovatel'om bakteridlneho kazenia potravin hni-
lobnymi baktériami, ktoré st schopné taktiez produkovat’ vel’ké mnozZstva biogén-nych

aminov a preto je dolezité kontrolovat’ ich mnoZstvo v potravinach.

Je mnoho sposobov, ako spomalit’ kumulaciou biogénnych aminov v potravinach. Me-
dzi tie patria teplota, pridavanie pridavnych latok alebo konzerva¢nych latok, zvySeny
hydrostaticky tlak, taktieZ aj balenie potravin ma vplyv na inhibiciu dekarboxylaz.
Degradovat’ biogénne aminy mo6Zu mikroorganizmy s aminooxidazovou aktivitou.
Aminooxiddzau ma mnoho baktérii a medzi tie patria aj laktobacily, ako Lactobacillus

casei, L. plantarum, L. hilgardii, L. sakei.
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1 BIOGENNE AMINY

1.1 Charakteristika

Biogénne aminy su nizko molekularne dusikaté organické latky, ktoré vznikaju dekar-
boxylaciou aminokyselin alebo aminéciou a transaminaciou aldehydov a ketonov.
V potravinach biogénne aminy vznikaju predovsetkym dekarboxyldciou prirodzenych
aminokyselin pdsobenim dekarboxyldz, ktorymi st vybavené niektoré¢ druhy hnilob-
nych baktérii ale taktiez aj baktérie mlie¢neho kvasenia. Biogénne aminy su pre ¢lo-
veka nevyhnutné, pretoze su zdrojom dusika, ktoré mozu posobit’ ako prekurzory pre
syntézu hormonov, nukleovych kyselin, proteinov a alkaloidov. Vo vysokych koncen-
traciach sa ale mozu prejavit’ ako latky neziaduce a vyvolavat psychoaktivne alebo
vasoaktivne u¢inky. Symptémy pri konzumaécii biogénnych aminov vo vysokych kon-
centracidch s zvracanie, dychacie problémy, potenie, rychle biiSenie srdca, migrény,
hypotenzia alebo hypertenzia. Patria medzi ukazovatele bakteridlneho kazenia a preto

sa ich vyskyt sleduje hlavne v potravinach. [1,2]

1.2 Vznik biogénnych aminov

Biogénne aminy st tvorené a degradované rastlinnym, Zivo€iSnym a mikrobidlnym
metabolizmom. Biogénne aminy vznikaji dekarboxylaciou aminokyselin alebo amina-
ciou a transaminaciou aldehydov a ketonov. V potravinach vznikaju biogénne aminy
dekarboxylaciou vol'nych aminokyselin pomocou bakteridlnych oxylaz. Odstranenim
a-karboxylovej skupiny z aminokyselin vedie k tvorbe korespondujucich biogénnych

aminov. [1,2,3,4]

Tab. 1 Prekurzory biogénnych aminov a ich Struktura [2]

Aminokyselina Amin Struktira
Lysin Kadaverin
Ornitin, Arginin Putrescin Alifaticka
Arginin Agmatin
Histidin Histamin

. . Heterocyklicka
Tryptofan Tryptamin
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Tyrosin Tyramin

Aromaticka
Fenylalanin Fenyletylamin

Tvorbu biogénnych aminov ovplyviiuje viacero faktorov. Napriklad pritomnost’ vol’-
nych aminokyselin, pritomnost’ mikroorganizmov s dekarboxylazovou aktivitou alebo

vonkajsie vplyvy. [1,3,4,5]

Medzi vonkajsie vplyvy patri:

Teplota - optimalna teplota pre mikroorganizmy schopné dekarboxylacie je 20-37°C
pH - optimalne pH je a to okolo 4,0-5,5.

Koncentracia soli- vysSia koncentracia soli znizuje tvorbu biogénnych aminov. Pri-

tomnost’ soli aktivuje tyrozindekarboxyldzu a inhibuje histidindekarboxylazu.

Obsah skvasitelnych cukrov - napr. glukoza; optimalna koncentracia glukézy pre
tvorbu biogénnych aminov sa pohybuje medzi 0,5- 2 %. Koncentracia vyssia ako 3%

inhibuje tvorbu biogénnych aminov.

Produkciu biogénnych aminov moze ovplyviovat taktiez aj pritomnost’ etanolu, oxidu

siri¢itého, fenolickych zltcenin a aktivita vody. [3,4,5,6]

1.3 Vyskyt v potravinach

Vyskyt biogénnych aminov v potravinach sa da ocakavat’ u potravin ktoré obsahuju
proteiny alebo voI'né aminokyseliny. Biogénne aminy mdzu pochéadzat’ z dvoch zdro-
jov. Ten prvy je, Ze su prirodzenou sucastou bunkovych Struktar a ten druhy je, ze
modzu vznikat’ v procese vyroby a skladovania potravin ako vysledok metabolického
pdsobenia mikroorganizmov. Biogénne aminy sa takto stdvaju indikatorom mikrobial-
nej kontamindcie a ich koncentracia méze byt jednym z ukazovatel'om kvality potra-

vin. [2,5]

Z hladiska vyskytu sa potraviny delia na nefermentované, kde biogénne aminy vzni-
kaja ¢innost’ou hnilobnych baktérii a na fermentované, v ktorych rozhoduje pdsobenie

baktérii mlie¢neho kvasenia, pripadne inych kultirovych mikroorganizmov. [2,5]
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1.3.1 Nefermentované potraviny

1.3.1.1 Ryby

V telach ryb je vysoké mnozstvo histidinu, ktoré sa moze dekarboxylovat’ na histamin.
Je to tym, Ze rybie méso podlieha rychlej mikrobiadlnej skaze, takze pritomnost’ mikro-
organizmov moze pritomny histidin dekarboxylovat’ na histamin. Ryby patriace do ce-
lade Scrombroidae st najCastejSie spojené s incidentmi intoxikécie histaminom

(scombrotoxiko6za). [2,3]

U ryb typu makrela, tuniak, sardinky st pritomné aj iné biogénne aminy ako putrescin,
kadaverin, tyramin ,spermin a spermidin. Pritomnost trimethylaminu a dimethylaminu
suvisia s kvalitou potravin, konkrétne s pritomnostou biogénnych aminov a pomocou

nich méze byt hodnotena aj Cerstvost’ ryb. [2,3]

1.3.1.2 Ovocie a zelenina

V potravinach rastlinného poévodu je pritomnost’ biogénnych aminov bezna a neskodna
pre 'udsky organizmus.Za zvysenie obsahu biogénnych aminov ku hranici Skodlivosti
moze byt’ zI¢ skladovanie, alebo manipulacia s ovocim a zeleninou. V pomarancovej
Stave su pritomné biogénne aminy ako noradrenalin a tryptamin, v rajéiakoch su pri-
tomné tyramin, tryptamin, histamin a v banane je pritomny tyramin, noradrenalin,
tryptamin a serotonin. TaktieZ aj v listoch §penétu sa nachadza histamin. V kakaovych
boboch a niektorych druhov hub sa vyskytuje fenyletylamin. V bielom a ¢iernom ko-

reni a sjovej omacke boli detekované vysoké hodnoty pyrrolidinu. [2,3]

1.3.1.3 Miso

Biogénne aminy sa nenachadzajii prirodzene v Zivoc¢iSnych svaloch. M6zu sa ale
do maésa dostat’ ak nebudii dodrzané hygienické pokyny. Tak pritomnost’ biogénnych
aminov poukazuje na mikrobidlnu kontaminéciu. V ¢erstvom alebo spracovanom brav-
c¢ovom mise sa nachadzaju vysoké hodnoty adrenalinu, spermidinu a sperminu. V niz-
kych hodnotach sa tam nachadza noradrenalin, putrescin, histamin, kadaverin a tramin.

[2,7,8]
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1.3.2 Fermentované potraviny

1.3.2.1 Syry

Syry stt vhodnym prostredim pre tvorbu biogénnych aminov ,pretoze obsahuju bielko-
viny, enzymy, kofaktory, vodu a mikroorganizmy. Pri vyrobe syrov sa pomocou Star-
térovych kultar vytvara kyselina mliecna a pri proteolyze vznikaju kratSie peptidy az

k tvorbe vol'nych aminokyselin, ktoré prispievaju k tvorbe chuti a voni vyrobku. [2,9]

Doba zrenia mdze ovplyvnit’ mnozstvo biogénnych aminov v syre, pretoze ¢im dlhSie
syr zreje, tym je vysSia Sanca tvorby biogénnych aminov. Dévodom su volné ami-
nokyseliny a baktérie s dekarboxylazovou aktivitou. Moze dojst’ k tvorbe tyraminu,

putrescinu, kadaverinu a histaminu. [2,9]

1.3.2.2 Alkoholické napoje

Pri vyrobe vina vznikaji biogénne aminy v dosledku jabléno-mlie¢neho kvasenia, spo-
sobené baktériami mlie¢neho kvasenia. Vysoka koncentracia biogénnych aminov méze
byt dand aj spracovanim mikrobidlne napadnutého hrozna, nedostato¢nou sanitaciou
alebo aj pri vyrobe. Putrescin a kadaverin mézu mat negativne ti¢inky na aréma a chut’
vina. TaktieZ aj pivo mo6Ze obsahovat’ mnozstvo biogénnych aminov, napriklad tyra-
minu, putrescinu, kadaverinu a histaminu. Pritomnost’ je dana hlavne vo fl'aSovom
pive, kde biogénne aminy mohli vzniknit’ baktériami mlie¢neho kvasenia, zv1ast’ lak-

tobacilmi, ktoré st schopné prezit’ pasterizaciu. [2,10,11]

1.3.2.3 Fermentovand zelenina

Pri vyrobe kyslej kapusty mozu byt nahromadené v slanom naleve biogénne aminy a
to konkrétne putrescin. U korejského kimchi boli detegované malé mnozstva tyraminu.

U miso bola zistena pritomnost’ histaminu a tyraminu. [2]

1.4 MozZnost’ stanovenia biogénnych aminov

V potravinach je obsah biogénnych aminov pomerne maly, preto metoédy pre stanove-
nie biogénnych aminov st pomerne naro¢né, pretoze poziadavky st kladené hlavne na

citlivost’, presnost’ a vhodnost’ danej metody.

Pre stanovenie biogénnych aminov je mozné pouzit’ niekol’ko metéd medzi ktoré pat-

ria:
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chromatografické metddy, kultivacné metddy, polymerazova retazova reakcia [12,21]

1.4.1 Chromatografické metody

Chromatografia je separacna metdda ktorej princip je zaloZzeny na oddel'ovani latok
medzi dvomi fazami a to pohyblivou, inak nazyvanou mobilnou a nepohyblivou, sta-

cionarnou fazou. [12]
Medzi separacné metddy ktorymi sa stanovuji biogénne aminy patria:

plynova chromatografia (GC), tenkovrstva chromatografia (TLC) a kvapalinova chro-
matografia (HPLC). [12]

1.4.1.1 Plynova chromatografia

Metdda plynovej chromatografie (GC z anglic¢tiny Gas Chromatography) je zalozena
na rozdel'ovani latok medzi dvomi fazami, pri ktorej je mobilnou fazou plyn. Princip
tejto metddy spociva v odpareniu vzorku v temperovanom davkovacom zariadeni (in-
jektoru) a ten je postupne unaSany pradom do kolonii, kde dochadza nésledne k odde-
leniu jednotlivych zloZiek zmesi. Z kolonii tak vychadza prva zloZka, ktora ma nizsiu
afinitu a poslednd vychadza zlozka s vysSSou afinitou. Vystup zlozZiek zaznamenava
chromatograficky detektor, kde deteguje kazdu zlozku a vyhodnocuje ju. Pre analyzu
biogénnych aminov sa tdito metdda pouziva v spojeni hmotnostnych spektrometrov.
Derivatizuje sa bromidom pentafluorobenzylom, anyhydridom kyseliny heptafluoro-

maslovej, pentafluorobenzaldehydom alebo trifluoroacetylovym acetonom. [12,13]

1.4.1.2 Tenkovrstva chromatografia

Tenkovrstva chromatografia (TLC z angli¢tiny Thin Layer Chromatography) je plosna
chromatografia ktoréd sa pouziva na separaciu neprchavych latok. Pomocou TLC sa da
stanovovat’ Siroka Skala latok pri vysokej citlivosti za minimélny ¢as a nizkej finan¢ne;j
naroc¢nosti. Vykonava sa na dosticke (sklo, kovova f6lia) na ktort sa nanesie tenka
vrstva sorbentu (celuloza, silikagel, alumina) a po zaschnuti sa to vlozi do vyvijacej
komory s vhodnou zmesou rozpustadiel. Vzniknuty chromatogram sa necha vysusit’
a vhodnym sposobom sa deteguje. Nasledne sa biogénne aminy derivatizuju najcastej-
Sie danzylchloridom a kvantifikuje sa denzitometricky pri 330 az 254 nm. Rozpustadla,
ktoré zlepSuju separaciu biogénnych aminou su napriklad chloroform-dietyléter-triety-

lamin (6:4:1) a chloroform-trietylamin (6:1). [14,15,16]
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1.4.1.3 Kvapalinova chromatografia

Metdda kvapalinovej chromatografie (HPLC z anglictiny high-performance linquid
chromatography) je vhodna pre delenie organickych menej prchavych kvapalnych
a tuhych latok, ktoré st rozpustné vo vode, v organickych rozptstadlach alebo v zrie-
denych kyselinach. Pri analyze biogénnych aminov touto metddou sa pouziva systém
reverznych fazy, s derivatizdciou danzylchloridom alebo o-ftalaldehydom, ktory je de-

tegovany UV alebo fluorimetrickym detektorom. [17]

Vzorky su davkované pomocou dévkovacieho ventilu do mobilnej fazy, ktord unasa
jednotlivé zlozky vzorku na koléonu. Tam dochadza k opakovanému ustanoveniu rov-
novahy medzi stacionarnou a mobilnou fazou a k separécii analytov podl'a fyzikalno-
chemickych vlastnosti. Po priechode separa¢nou koldénou st analyty v mobilnej faze
detegované v prietokovej cele detektoru. Meranou veli¢inou je fluorescencia, absor-
bancia, index lomu, elektrickd vodivost’. Vystupom z detektoru je graficky zadznam,
chromatogram, na ktorom sa hodnoti plocha alebo vyska piku. Kvantitativna analyza

sa stanovuje na principe od¢itania vysledkov z kalibrac¢nej krivky. [17,18,19]

1.4.2 Kultivaéna metoda

Kultiva¢né metody patria k rychlym a nenarocnym metdédam, ktorou nevyhodou moézu

vznikat’ pozitivne falo$né vysledky.

Principom je vyuzitie Specifického média, ktory obsahuje pH indikétor (napriklad
bromkresolova violet’), ktory pri pozitivnej reakcii zmeni farbu média na fialovl. Pri
reakcii negativnej sa farba média nemeni.

Medzi d’alSie zlozky média patri pepton, sol’ alebo glukoza, extrakt (hovddzi alebo
kvasni€ny) a prekurzory biogénnych aminov.

Ku prevedeniu sa pouzivaji mikrotitracné dosti¢ky, do ktorych sa pipetuje urcité mnoz-

stvo pody a ur€ité mnozstvo inokula a nechaji sa kultivovat’ potrebnti dobu. [20]

1.4.3 Polymerazova ret'azova reakcia

Polymeréazova retazova reakcia (PCR z anglictiny polymerase chain reation) je rychla
a nendkladnd metdda, pomocou ktorej dochadza ku izoléacii génov. Je zalozend na

schopnosti DNA polymerdzy mnozit’ vldkno DNA v smere 5°-3" s pomocou primeru
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syntetizuje. Pomocou tejto techniky méze byt rychlo namnozena konkrétna nukleoti-

dova sekvencia obsiahnuta v DNA.
PCR prebieha v 3 cyklicky fazach:

1. Teplotnad denaturdcia- dochadza k zahriatiu DNA na 94°C kedy do6jde k odde-
leniu retazcov v DNA, ktoré sluzia ako matrice pre primery a DNA polymerazu

2. Annnealing- prebieha pri teplotach 30-65°C, kedy dochadza k pripojeniu pri-
meru k oddelenym retazcom DNA

3. Polymericia- (pri teplote okolo 75°C) Pomocou DNA polymerdzy dochadza ku
syntéze useku vymedzenému primérami a zarovenn dochadza k syntetizovaniu

vlakna a tvorbe dvoj-retazovej DNA.

Vzniknuté produkty, inak nazyvané amplikony, sa v d’alSom cykle pouzivaji ako
matrice pre vznik novych kopii. Kazdy cyklus zdvojnasobi pocet kopii povodnej

DNA.

Automaticky teplotny cykler pomaha udrziavat’ konkrétnu teplotu a dobu kazdeho
kroku. Jeden cyklus trva 3-5 mintt a cyklus sa opakuje spravidla 25-35 krat. Po-
mocou tejto metddy je mozné vytvorit’ miliardu kopii pozadovanej DNA sekvencie.
Tato metdda umoznuje vcasné odhalenie potencidlnych producentov biogénnych
aminov detekciou Specifickej DNA sekvencie kodujuci prisluSny mikrobidlny
enzym zucastiiujici tvorby biogénnych aminov. Touto metddou sa dé ale identifi-
kovat pritomnost’ génu pre tvorbu biogénnych aminov, nie produkované mnoZzstvo

biogénnych aminov. [21,22]
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2 BAKTERIE MLIECNEHO KVASENIA

Baktérie mliecneho kvasenia st jedny z najdolezitejSich baktérii vobec. Pouzivaji sa
bezne v potravinarskom priemysle a to mliekarenskom, konzervarenskom, méasoprie-

myslu a taktiez sa pouzivaju aj pri vyrobe chleba a pekarenskych vyrobkov.

Baktérie mlie¢neho kvasenia predstavujii skupinu nepohyblivych gram-pozitivnych
nesporulujucich tyCiniek a kokov, ktoré metabolizuju sacharidy za tvorby kyseliny
mliecnej za fakultativne anaerobnych podmienok. Pri aerébnych podmienkach mézu
vzniknut’ produkty ako oxid uhli¢ity a kyselina octova, kedy ddjde k oxidacnej disimi-

lacii, kde medziproduktom je mikrobicidny peroxid vodika. [22,23,24]

2.1 Rozdelenie

Baktérie mlie¢neho kvasenia su klasifikované na zaklade bunkovej stavby a spdsobu
fermentéacie glukdzy. V prirode st vel'mi rozSirené, mozu sa nachadzat’ na mnohych
rastlindch a taktiez sa nachadzaju aj v ¢revach a na sliznici I'udi a zvierat. Podl'a sp6-

sobu fermentacie sa delia na homofermentativne a heterofermentativne (obr.1). [25]

Homofermentativne produkujt ako hlavny metabolit kyselinu mlie¢nu a heterofermen-
tativne produkuji okrem kyseliny mliecnej, kyselinu octovil a aj etanol a oxid uhlicity.

[25]
V potravinarskej technologii sa za hlavné rody baktérii mliecneho kvasenia povazuji:

Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuco-
nostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus a

Weissella. [26]
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Obr. 1 Homofermentativna a heterofermentativna cesta [26]

2.1.1 Vybrané rody baktérii mlie¢neho kvasenia

2.1.1.1 Rod Lactobacillus

Laktobacily su z potravinarskeho a biotechnologického hl'adiska jeden z najddleZite;j-
Sich mikroorganizmov, ktory je v prirode vel'mi dobre rozSireny. N4jde sa v mlieku,
kde vyvolava prirodzené kvasenie, v Ustach a traviacom trakte cicavcov, v obiliu
a pode. St gram pozitivne, nesporulujuce vacsinou nepohyblivé, fakultativne anae-
robne baktérie. Optimalna teplota rastu je okolo 30-40 °C ale dokazu rést’ aj v teplotach

2-53 °C. Medzi homofermentativne baktérie, ktoré skvasuji sacharidy na kyselinu
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mliecnu patria L. delbrueckii, L. acidophillus, L. plantatum. Medzi heterofermenta-
tivne, ktoré okrem kyseliny mlie¢nej tvoria aj etanol a oxid uhli¢ity, patria L. fermen-

tum, L. brevis, L. buchneri.

V mliekarenskom priemysle sa pouzivaju homofermentativne laktobacily predovset-
kym na vyrobu syrov a to L. casei, L. delbrueckii subsp. lactis a L. helveticus. Pre
vyrobu kvaseného mlieka sa pouzivaju L. acidophilus, ktory sa konkrétne pouziva na
vyrobu acidofilného mlieka a L. delbrueckii subsp. bulgaricus, ktory sa pouziva na
vyrobu jogurtov. L. plantarum sa Casto prirodzene nachddza na rastlindch a uplatituje
sa pri konzervacii kapusty a uhoriek. Je taktiez sicastou kefirovych zin a spolu s hete-
rofermentativnymi druhmi L. brevis a L. fermentum sa vyskytuju aj v pekarenskom
kvésku. Niektoré¢ heterofermentativne laktobacily mozu byt neziaduce pri vyrobe piva

a vina, pretoze spdsobuju chut'ové vady vyrobku. [27]

2.1.1.2 Rod Leuconostoc

Leuconostoc patri taktiez do skupiny baktérii mlie¢neho kvasenia. Si nesporulujuce,
nepohyblivé, fakultativne anaerdbne, gram-pozitivne koky, ktoré sa vyskytuju v paroch
alebo retiazkach. St heterofermentativne, takZe okrem kyseliny mlie¢nej tvoria aj eta-
nol a oxid uhli¢ity. Mnoh¢é leukonostoky a vyhradne Leuconostoc mesenteroides subsp.
mesentoroides tvoria sliz polysacharidovej povahy. Pritomnost’ tejto baktérie médze
spoOsobit’ aglutinaciu v drozdiarenskom priemysle, ¢o je neziaduci u€inok. Leuconostoc
mesenteroides subsp. dextranicum taktiez produkuje sliz dextrinovej povahy a pouZiva
sa pre priemyslovu vyrobu dextrinov pre lekarske ucely, ako nahrdzka krvnej plazmy.
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris su sucastou kultiry pre vyrobu masla, pre-

toze tvoria biacetyly, ktoré dodavaji maslu prijemné aréma. [27]

2.1.1.3 Rod Pediococcus

Pediokoky st mikroaerofilné aZ anaerdbne gram-pozitivne, nesporulujuce koky, ktoré
sa vyskytuju v dvojiciach alebo tetradach. Su homofermentativne, takze skvasuju ky-
selinu mlie¢nu a ich optimalna teplota rastu sa pohybuje medzi 25 a 40 °C. Niektoré
druhy pediokokov st obavanymi kontaminantami v pivovarskom priemysle, pretoZe
tvoria biacetyl, ktory uz aj v nizkych koncentraciach moéze tvorit' nepriazniva chut’
a vonu piva. Druhy rodu Pediococcus sa vyskytuju taktiez v kyslej kapuste. P. halophi-

lus vie rast’ aj pri 18 % NaCl. PouZiva sa pri vyrobe japonskej Specialite miso. [27]
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2.1.1.4 Rod Lactococcus

Laktokoky su gram-pozitivne fakultativne anaerébne koky, ktoré st usporiadané do
dvojic a retiazok. Taktiez si homofermentativne a kataldzanegativne. Vyuzitie lakto-
kokov je predovSetkym mliekarenskom priemysle, kde sa pouziva ako ¢isté mezofilné
zakysané kultury pre vyrobu réznych typov syra a masla. Optimalna teplota rastu je od

30-37 °C. Dokaze rast aj pri 10 °C ale pri teplote 45 °C nerastie.

Pre vyrobu fermentovanych mlie¢nych vyrobkov sa pouzivaji druhy Lactococcus
lactis subsp. lactis a Lactococcus lactis subsp. cremoris. Niektoré kmene Lactococcus
lactis subsp. lactis maji schopnost’ vytvarat’ nizin, ¢o je latka, ktora inhibuje rast gram

-pozitivnych baktérii. [22,28]

2.1.1.5 Rod Streptococcus

Streptokoky sa radia do ¢el'ade Streptococaceae a ide o gram-pozitivne koky usporia-
dané do retiazok. Su fakultativne anaerdbne a kataldza-negativne. V prostredi s dobrou
zasobou sacharidov a bielkovin prosperuju. Streptokoky premiefiaji sacharidy na ky-
selinu mliecnu. Streptococcus thermophilus patri medzi mliekarenské €isté kultlry pre

vyrobu jogurtov a taktiez aj pre vyrobu syrov. [27]

Streptococcus thermophilus je vybornym regulatorom kyslosti mlieka. Je odolny voci
teplu, a optimalna teplota rastu je 40 °C, kedy dochadza k hydrolyze laktozy cez B-
galaktozidazy. Streptococcus thermophilus produkuje kyselinu mlie¢nu a mravciu. Ky-
selina mlie¢na poméha k znizovaniu pH v prostredi, ktoré je optimalne pre rast Lacto-
bacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, pri com kyselina mravcia rast tejto baktérie sti-
muluje. Preto Streptococcus thermophilus a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgari-

cus su v vzajomnej symbioze. [29, 30]

2.1.1.6 Rod Enterococcus

Enterokoky sa radia do ¢elade Streptococaceae a ide o gram-pozitivne fakultativne
anaerobne koky. Morfologicky a fermentane su si podobné s Streptococcus ther-
mophilus a taktiez aj laktokokmi. LiSia sa od seba fyziologickou odolnost'ou a sérolo-
gickou skupinou. Optimalna teplota rastu je 37 °C a dokazu réast’ v teplotach od 0 do 50
°C. Su vysoko rezistentné voci vysokej koncentracii soli, prezivaji do 6,5 % NaCl
a v bujone s pH 9,6, to sa bezne pouZziva ako fyziologické kritérium na rozliSenie ente-

rokokov od inych mlie¢nych kokov. [27,29,31]
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2.2 Vyznam baktérii mlieneho kvasenia

Baktérie mlieCneho kvasenia sa pouZzivaji predovsetkym v potravinarskom priemysle.
Pdsobia priaznivo na gastrointestinalny trakt, ¢o povzbudzuje chut’ k jedlu, pohybli-
vosti Criev, stimulacii imunitného systému a k dobrej funkcii peceni a ostatnych orga-
nov. Ich schopnost’ fermentacie sacharidov za vzniku kyseliny mlie¢nej a produkcii
latok s antimikrobialnym u¢inkom (napriklad nizin) ma pozitivny u¢inok na prediZenie
trvanlivosti potravin. Taktiez niektoré baktérie mliecneho kvasenia spolu s Bifidobac-

terium sa vyuzivaju ako probioticka kultara. [28,32]

Baktérie mlie¢neho kvasenia obsahuju proteolytické enzymy, ktoré rozkladaja peptidy
na aminokyseliny a baktérie ich nésledne transaminujt, ¢im vznikaji aromatické latky

s organoleptickymi vlastnostami (chut, vona, vzhl'ad). [28,32]

2.3 Dekarboxylazova aktivita

Pri dekarboxylacii dochadza k odstiepeniu oxidu uhli¢itého z karboxylovej skupiny
v aminokyseline za vzniku aminu. Dekarboxyla¢né reakcie prebiehajii za katalazy
enzymov zo skupiny hydrolaz, dekarboxyldz. Medzi baktérie s dekarboxylazovou ak-
tivitou patria taktiez baktérie mlie¢neho kvasenia, a to Lactobacillus, Enterococcus,

Carnobacterium, Pediococcus, Lactococcus a Leuconostoc (Tab.2). [33]
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Tab. 2 Prehlad baktérii s dekarboxylacnou aktivitou [33]

Biogénny amin

Prekurzor aminokyselin Enzym dekarboxylazy

Histamin

Histidin Histidin dekarboxylaza

Druhy

Enteroccoccus faecium, E. faecalis, Lactobacillus. sakei, L.
curvatus, L. parabuchneri, L. buchneri, L. plantarum, L. brevis,
L. casei, L. paracasei, L. vaginalis, L. reuteri, L. hilgardii, L.
mali, L. rhamnosus, L. paracollinoides, L. rossiae, L. helveti-
cus, Streptococcus. thermophilus, Oenococcus. oeni, Pediococ-
cus. parvulus, Leuconostoc. mesenteroides, Weisella. cibaria,
W. confusa, W. paramesenteroides, Tetragenococcus. muriati-
cus, T. halophilus

Tyramin

Tyrozin Tyrozin dekarboxyldza

Druhy

E. faecium, E. faecalis, E. durans, E. hirae, E. casseliflavus, E.

mundtii, L. sakei, L. curvatus, L. plantarum, L. brevis, L: buch-

neri, L. casei, L. paracasei, L. reuteri, L. hilgardii, L. homohio-

chii, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, S. thermophilus, S. mace-

donicus, Lactococcus. lactis, Leuc. mesenteroides, W. cibaria,
W. confusa, W. paramesenteroides, W. viridescens, C. diver-

gens, Canobacterium. maltaromaticum, C. galliranum, T.
halophilus, Sporolactobacillus sp.

2-Fenyletylamin

Fenylalanin ‘ Tyrozin dekarboxylaza

E. faecium, E. faecalis, E. durans, E. hirae, E. casseliflavus, E.

IRy mundtii, L. brevis, Lc. lactis, Leuc. mesenteroides, C. divergens
Kadaverin Lyzin ‘ Lyzin dekarboxyléaza
E. faecium, E. faecalis, L. curvatus, L. brevis, L. casei, L. para-
Druhy casei, S. thermophilus, Pediococcus spp., Leuc. mesenteroides,
T. halophilus
Putrescin Arginin ‘ Ornitin dekarboxylaza
E. faecium, E. faecalis, E. durans, E. hirae, E. casseliflavus, L.
sakei, L. curvatus, L. buchneri, L. plantarum, L. brevis, L. para-
Druhy casei, L. mali, L. rhamnosus, L. rossiae, L. homohiochii, Lc.
lactis, S. thermophilus, S. mutans, P. parvolus, O. oeni, T.
halophilus
Putrescin Agmatin Agmatin deiminaza
E. faecalis, E. faecium, E. durans, E. hirae, E. mundtii, L. cur-
vatus, L. plantarum, L. brevis, S. thermophilus, S. mutans, Lc.
Druhy lactis, O. oeni, P. parvulus, P. pentosaceus, Leuc. mesenteroi-

des, W. halotolerans, C. divergens, C. maltaromaticum, C. gal-
linarum
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2.4 Schopnost’ degradacie biogénnych aminov

Enzym aminooxidédza ma schopnost’ degradovat’ uz vzniknuté biogénne aminy v po-
travinach. Tento enzym je aj stcastou detoxikacného mechanizmu v l'udskom tele.
K ucinnej degradécii je ale moznost’ pouzit’ baktérie mlie¢neho kvasenia, ktoré tieto

enzymy produkuju. Schopnost’ degradovat’ biogénne aminy maju napriklad rody

Lactobacillus, Pediococcus a Oenococcus. [34]

Tab. 3 Schopnost degraddcie biogénnych aminov pomocou baktérii mliecneho

kvasenia [34]

Biogénny amin

Druh baktérie

Matrix

Histamin Lactobacillus sakei Pecena rybia kasa
Tyramin L. casei, L. plantarum In vitro
Histamin, tyramin L. sakei, L. plantarum, L.pen- | In vitro
tosus, Pediococcus acidi-
lactici
Histamin, tyramin Lactobacillus casei Syr Cabrales

Histamin, tyramin,

L. casei, L. plantarum, L. hil-

Kultivaéné médium

putrescin gardii, P. parvulus, Oenococ-
cus oeni
Histamin, tyramin, L. casei Vino
putrescin
Tyramin, putrescin L. plantarum In vitro
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3 MOZNOSTI ZNIZENIA OBSAHU BIOGENNYCH AMINOV
V POTRAVINACH

Pritomnost’” mikroorganizmov s dekarboxyldzovou aktivitou mdéze mat’ za nasledok
vysSiu koncentraciu biogénnych aminov v potravinach. Preto je potrebné najst’ vhodnt
metodu, ktord pomdze zamedzit’ kontaminaciu surovin alebo aspon znizi koncentraciu

biogénnych aminov na minimum. [35]

3.1 Teplota

Produkcia biogénnych aminov zavisia na teplote a ich koncentracia klesa v nizkych
teplotach prostrednictvom inhibicie mikrobialneho rastu a znizenia aktivity dekarbo-
xylaz. Chladiarenské teploty maju ucinok na Morganella morganii, ktorej dekarbo-
xylazy boli inhibované v tuniaku. Mrazenie je viac i¢innejsie ako chladenie v prevencii
produkcie biogénnych aminov. Vysoké teploty moZu tieZ napomahat’ k znizeniu tvorby
biogénnych aminov v potravinach. Teplota okolo 100 °C mdze eliminovat’ baktérie
zodpovedné za tvorbu histaminu, ale vysoka teplota histamin nezni¢i. To znamena, ze
ak pred varom uZ tam baktéria produkovala histamin, varom sa zni¢i len baktéria ale

nie uz produkovany histamin. [35]

3.2 Aplikacia pridavnych latok v potravinach a konzervacnych la-

tok

Pridavné latky a konzervacné latky moézu redukovat’ tvorbu biogénnych aminov. Glu-
konat-delta-lakton (0,5%.1,0%) moéze v mise redukovat mnozstvo histaminu
a putrescinu. Latky obsiahnuté v koreniu ako kurkumin v kurkume, kapsaicin v ¢erve-
nom peperu a piperin v ¢iernom peperu moézu napomahat’ ku znizeniu biogénnych ami-
nov ako histamin, kadaverin, putrescin a tyramin. Tento pokus bol pozitivny v rybe
typu makrela. TaktieZ aj cukor mé schopnost’ redukovat’, a to kadaverin v jemne fer-
mentovanych klobéasach. Pyrofosforecnan draselny, hydrogenfosfore¢nan draselny, ky-
selina askorbova a sorbat draselny maju silny u¢inok pre redukciu tyraminu, histaminu,
putrescinu a tryptaminu vo fermentovanych klobasach. 5% extrakt z cesnaku moze zni-
Zovat’ obsah histaminu a tyraminu vo fermentovanych sardelach. Taktiez zazvor, ze-
lené cibul’ka, Skorica, d’atelina, tymian a oregano napomahaju k zniZeniu tvorby bio-

génnych aminov. [35]
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3.3 ZvySeny hydrostaticky tlak

Zvyseny hydrostaticky tlak je netermalna konzervacna metoda, ktora poskodzuje bun-
kové membrany mikroorganizmov, ¢o vedie k in-aktivacii mikroorganizmov. In-akti-
vaciou mikroorganizmov pomocou zvysené¢ho hydrostatického tlaku predlzuje Zivot-
nost’ potravin a zachovava povodnu chut’ a vlastnost’ potravin. ZvySeny hydrostaticky
tlak sa aplikuje na mnohé potraviny, ako napriklad syry, klobasy, ryby, kysla kapusta

alebo aj Sunka vdkuovo zabalena. [35]

3.4 Ozarovanie

OzZarovanie moZe kontrolovat’ tvorbu biogénnych aminov v potravinach. Radiolyticka
degradacia biogénnych aminov bola demonstrovana v modelovom systéme, kde Stan-
dardy histaminu, kadaverinu, putrescinu, spermidinu, sperminu, tryptaminu, tyraminu
a agmantinu boli oziarené pri 20 kGy po rozpusteni v destilovanej vode. Pozorované
vysledky vykazovali 95% degradaciu vSetkych aminov. Ked’Ze oZiarenie prebiehalo na
modelovom systéme a nie v potravinach, aplikdcia oziarenia na potravinach vyzaduje
d’alSie preskimanie. Vysoka davka Ziarenia by mohla ovplyvnit’ senzoricka hodnotu
potravin. Aplikacia Ziarenia o vel'kosti 10 kGy mdze byt brand ako bezpecna pre apli-

kéaciu na r6zne druhy potravin, ale nie je vel'mi u¢inna. [35]

3.5 Balenie potravin

Konzervécia prostrednictvom balenia zvycajne zahfila zmenu plynnej zmesi prostredia
obklopujuceho produkt. To mdze oddialit’ produkciu biogénnych aminov v dosledku
inhibicie mikroorganizmov alebo enzymov produkujuce biogénne aminy. Napriklad
enzym histidin dekarboxyldza je viac efektivny pri absencii kyslika, zatial’ ¢o enzym,
ktory histamin oxiduje, je viac efektivny v pritomnosti kyslika. Existuju niektoré pri-
pady, kde kontrola tvorby biogénnych aminov bola tspe$nd. Napriklad kuracie prsia
zabalené v ochrannej atmosfére (30% CO2, 70% N2) skladované pri 4°C redukovalo

koncentraciu putrescinu a tyraminu. [35]

3.6 Aplikacia mikroorganizmov s aminooxidazovou aktivitou

Mikroorganizmy s aminooxidazovou aktivitou zniZuji mnoZzstvo aminov v potravi-
nach. Mozu byt vloZzené do potravin ako baktérie schopné degradovat’ biogénne aminy

ale aj ako Startérove kultury. Brevibacterium linens ma schopnost’ degradovat’ aminy
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vo vzorku syru, kde bolo zaznamenané zniZenie obsahu histaminu o 55% a tyraminu
0 70%. V solenych a fermentovanych sardelach boli aplikované Startérove kultury
v Case zrania. Staphylococcus xylosus degradoval histamin o 38 % a tyramin o 4%.

[35]

Medzi organizmy, u ktorych bola preukazana schopnost’ degradacie biogénnych ami-

nov patria:
Z baktérii mlie¢neho kvasenia su to napriklad tieto druhy:

Lactobacillus casei, L. plantarum, L. hilgardii, L. sakei, Pediococus. parvulus, Oeno-

coccus oeni,
Dalej iné druhy ako:

Staphylococcus xylosus, S. carnosus, Bacillus amyloliquefaciens, B. subtilis, Brevibac-

terium linen, a Kocuria (Micrococcus) varians. [35]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIEL PRACE

Ciel'om teoretickej ¢asti bolo popisat’ vyskyt biogénnych aminov v potravinach, dekar-
boxylazova aktivita baktérii mlie¢neho kvasenia, schopnost’ baktérii mlie¢neho kvase-

nia degradovat’ biogénne aminy a moznosti znizenia biogénnych aminov v potravinach.

Cielom praktickej Casti bolo pozorovat schopnost’ celkom 40 kmenov laktobacilov,
ktoré boli izolované z chlebového kvasku v Portugalsku. Sledovalo sa u nich schop-
nost’ produkovat’ alebo degradovat’ biogénne aminy pomocou vysokoucinnej kvapali-

novej chromatografie.
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Overenie schopnosti degradovat’ biogénne aminy kmefnmi bak-

térii izolovanych z kvasku v Portugalsku

5.1.1 Pouzité mikroorganizmy

Sledovanie schopnosti degradacie biogénnych aminov sa zistovalo na tychto kmenov
baktérii, ktoré boli izolované z chlebového kvasku v Portugalsku. Kmene laskavo po-
skytla Ing. Hana Pistékova, ktord ich aj zaroven izolovala na Instituto Politechnika
v Beji.

Tab. 4 Zoznam pouzitych kmenov

Lactobacillus brevis S3-14 | Lactobacillus paracasei S3-37
Lactobacillus brevis S3-19 | Lactobacillus paracasei S3-38
Lactobacillus brevis S3-24 | Lactobacillus paracasei S3-40
Lactobacillus brevis S3-28 | Lactobacillus paracasei S3-42
Lactobacillus brevis S3-29 | Lactobacillus paracasei S3-45
Lactobacillus brevis S3-30 | Lactobacillus paralimentarius S8-1

Lactobacillus brevis S3-31 | Lactobacillus paralimentarius S8-2

Lactobacillus brevis S3-35 | Lactobacillus paralimentarius S8-3

Lactobacillus brevis S3-36 | Lactobacillus paralimentarius S8-5

Lactobacillus brevis S8-4 | Lactobacillus paralimentarius S8-13
Lactobacillus brevis S8-15 | Lactobacillus paralimentarius S8-16
Lactobacillus curvatus S7-18 | Lactobacillus paralimentarius S8-17
Lactobacillus paracasei S3-22 | Lactobacillus plantarum S3-6
Lactobacillus paracasei S3-23 | Lactobacillus plantarum S3-21
Lactobacillus paracasei S3-25 | Lactobacillus plantarum S4-3

Lactobacillus paracasei S3-26 | Lactobacillus plantarum S4-19
Lactobacillus paracasei S3-27 | Lactobacillus plantarum S4-32
Lactobacillus paracasei S3-32 | Lactobacillus plantarum S8-6
Lactobacillus paracasei S3-33 | Lactobacillus sakei S7-1

Lactobacillus paracasei S3-34 | Lactobacillus sanfranciscensis S6-20

5.1.2 Kultiva¢né média

Degradécia bola pozorovana v diagnostickom médiu MRS s biogénnymi aminami

a v polovicnom MRS s biogénnymi aminami.

e MRS bujon
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MRS bujon bol pripraveny navazenim 22,06 g pé6dy MRS broth (HiMedia) v 360 ml

destilovanej vody a 40 ml zasobného roztoku s aminami.
e 2 MRS bujon

%2 MRS bujon bol pripraveny navazenim polovi¢nej navazky a to 11,03 g pody MRS

broth (HiMedia) v 360 ml destilovanej vody a 40 ml zasobného roztoku s aminami.
e 10x koncentrovany roztok biogénnych aminov

Zasobny roztok biogénnych aminov bol pripraveny navazenim prislusného mnozstva

biogénnych aminov (Sigma-Aldrich) a ich naslednym rozpustenim v 1 | destilovane;

vody.

Fenyletylamin 0,5¢
Tyramin 0,5¢g
Putrescin 0,5¢g
Kadaverin 0,5¢g
Histamin 0,5¢g

5.1.3 Priprava a odber vzorku

Kazdy kmen bol kultivovany paralelne v 6 skimavkéch pri teplote 30°C, celkom 240
skiimaviek s bujonom a biogénnymi aminami a 240 skimaviek s poloviénym bujonom
a biogénnymi aminami. Odbery sa predviedli po 24 a 48 hodinéach, kde 3 skimavky sa

odobrali pre prvy odber a 3 skimavky pre druhy odber.

Nasledne sa vzorky scentrifugovali (4600 otaciek/min., 7 mintt). Po centrifugécii bolo
odobrané 650 pl supernatantu do dvoch eppendorfovych skiimaviek spolu s 650 ul
1,2 M kyseliny chloristej (Sigma-Aldrich). Nasledne sa vzorky zamrazili a neskor sa

derivatizovali.

5.1.4 Derivatizacia vzorkov

Do derivatizacnej nadobky bol napipetované 100 pl vnatorného Standardu (1,7-heptan-
diamin v koncentracii 500 mg/l; Sigma-Aldrich). Nasledne bolo ku Standardu pridané
1 ml vzorku, 1,5 ml karbonatového pufru o pH 11,1-11,2 a 2 ml erstvo pripraveného
dansylchloridu (Sigma-Aldrich) o koncentracii 5 g/l rozpusteny v acetéone. Derivati-

za¢né nadobky sa uzavreli vrchnakmi a nechali sa trepat’ v tieni po dobu 20 hodin.
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Po 20 hodinach sa derivatiza¢né nadobky otvorili a pridalo sa 200 pl roztoku prolinu
(Sigma-Aldrich) o koncentracii 0,1 g/Iml v destilovanej vode. Nasledne sa derivati-

za¢né nadobky znova zatvorili a nechali sa trepat’ v tieni 1 hodinu.

Po 1 hodine sa k vzorkdm pridalo 3 ml heptanu (Merck) a nasledne sa nadobky znovu

uzatvorili a nechali sa ru¢ne trepat’ po dobu 5 minnut.

Po 5 minutach sa nddobky otvorili a odpipetovalo sa 1 ml heptanovej vrstvy do vialky.
Nésledne vialky boli odparené pri teplote 60-65 °C do sucha pod pradom dusika. Na-
sledne sa odparok zriedil v 1,5 ml acetonitrilu (Merck) a vialky sa nechali zamrazit’

pod -18 °C.

5.1.5 Chromatografické stanovenie biogénnych aminov

Pred chromatografickym stanovenim boli vzorky prefiltrované cez striekackovy filter
s porozitou 0,22 pm. Nésledne sa vzorky davkovali do chromatografického systému
(pristroj HPLC Agi-lent Technologies) s kolonou Zorbax Eclipse plus RRHD C18 o
velkosti 50 mm x 3,0 mm pri teplote 30 °C, prietok kolonou bol nastaveny na 0,453
ml/min. Detekcia prebiehala pomocou UV/VIS detektoru (DAD detektor Agilent
Technologies 1260 Infinity) pri vinovej dizke 254 nm. Chromatogramy boli vyhodno-

tené pomocou softvéru Chromeleon™ Chromatography Data System.

5.2 Overenie schopnosti produkovat’ biogénne aminy kmenmi bak-

térii izolovanych z kvasku v Portugalsku

5.2.1 Pouzité mikroorganizmy
Pri sledovani produkcii biogénnych aminov boli pouzité tie isté kmene baktérii aké boli
pouzité pri ich degradacii. Zoznam tychto kmenov je uvedeny v podkapitole 6.1.1. v ta-
bulke 2.
5.2.2 Kultiva¢né média
Produkcia bola pozorovana v diagnostickom médiu MRS s aminokyselinami.

e MRS bujon

MRS bujon bol pripraveny navazenim 22,06 g pody MRS broth (HiMedia) v 360 ml

destilovanej vody a 40 ml zasobného roztoku s aminokyselinami.
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e 10x koncentrovany roztok aminokyselin

Zasobny roztok aminokyselin bol pripraveny navazenim prisluSného mnozstva ami-

nokyselin (Sigma-Aldrich) a ich naslednym rozpustenim v 1 1 destilovanej vody.

Arginin 2¢g
Ornitin 2g
Histidin 2g
Lyzin 2g
Fenylalanin 2¢g
Tyrozin 2g

5.2.3 Priprava a odber vzorkov

Kazdy kmen bol kultivovany paralelne v 6 skimavkach pri teplote 30°C, celkom 240
skimaviek s bujénom a aminokyselinami. Odbery sa predviedli po 24 a 48 hodinach,

kde 3 skimavky sa odobrali pre prvy odber a 3 skimavky pre druhy odber.

Nasledne sa vzorky scentrifugovali (4600 otaciek/min., 7 minut). Po centrifugacii bolo
odobrané 650 pul supernatantu do dvoch eppendorfovych skimaviek spolu s 650 ul 1,2
M kyseliny chloristej. Nasledne sa vzorky zamrazili a neskor sa derivatizovali.

5.2.4 Derivatizacia vzorkov

Derivatizacia vzorkov prebiehala rovnako za rovnakych podmienok ako je popisany
v podkapitole 6.1.4..

5.2.5 Chromatografické stanovenie biogénnych aminov

Chromatografické stanovenie prebiechalo rovnako a za rovnakych podmienok ako je

popisany postup v podkapitole 6.1.5..
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6 VYSLEDKY

6.1 Chromatografické stanovenie ubytku biogénnych aminov péso-

benim baktérii odobranych z kvasku v Portugalsku

Sledovala sa degradacia 5 biogénnych aminov a to fenyletylaminy (FEM), putrescinu
(PUT), kadaverinu (KAD), histaminu (HIM) a tyraminu (TYM) pomocou 40 kmetov

laktobacilov, ktoré boli izolované z chlebového kvasku v Portugalsku.

Ubytok biogénnych aminov bol zrovnany s kontrolou, &o bol prisluiny nezaotkovany
bujon.

Vysledky schopnosti degradacie kmenov, u ktorych nedoslo v ziadnej z varianty médii
po 24 a 48 hodinach k ubytku biogénnych aminov viac ako 20 % (alebo doslo k ubytku
vicsieho len v jednom pripade) sti uvedené v prilohe. Jednalo sa o kmene Lactobacillus
brevis S3-14, Lactobacillus brevis S3-19, Lactobacillus brevis S3-24, Lactobacillus
brevis S3-30, Lactobacillus brevis S3-36, Lactobacillus brevis S8-4, Lactobacillus bre-
vis S8-15, Lactobacillus curvatus S7-18, Lactobacillus paracasei S3-22, Lactobacillus
paracasei S3-23, Lactobacillus paracasei S3-34, Lactobacillus paralimentarius S8-2,
Lactobacillus paralimentarius S8-5, Lactobacillus paralimentarius S8-13, Lactoba-

cillus plantarum S3-6, Lactobacillus plantarum S3-21.

6.1.1 Degradacia biogénnych aminov kmenami Lactobacillus brevis
Degradacia biogénnych aminov kmenom Lactobacillus brevis S3-28

Z obrazku 2 je vidiet, Ze kmen Lactobacillus brevis S3-28 bol schopny degradovat’
takmer kazdy jeden amin o +20 % v MRS médiu a v MRS médiu s polovinym mnoz-
stvom zivin (1/2 MRS), okrem fenyletylaminu vo 48 hodindch v 2 MRS médiu,
putrescin v 48 hodindch MRS média, kadaverinu v 48 hodindch MRS média a tyramin
v 48 hodinach 2 MRS média, kde k degradaciam nedochadzalo.
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Obr. 2 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmerniom
Lactobacillus brevis $3-28

Degradacia biogénnych aminov kmeniom Lactobacillus brevis S3-29

Obrazok 3 znazornuje degradaciu biogénnych aminov Lactobacillus brevis S3-29, kde
je zrejmé, Ze tento kmen bol schopny najlepsie degradovat’ putrescin a kadaverin v 24
hodinach MRS pode, kde k poklesu doslo az o 35%. Taktiez sa mu darilo degradovat’
aj fenyletylamin a tyramin v MRS pdde v oboch odberoch, a to takmer o 20 %.
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Obr. 3 Degraddcia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmernom
Lactobacillus brevis S3-29
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Degradacia biogénnych aminov kmeniom Lactobacillus brevis S3-31

Podl'a obrazku 4 Lactobacillus brevis S3-31 bol schopny degradovat’ najviac putrescin,
kadaverin a histamin a to takmer o0 40 % v MRS pdde v 48 hodinovom odbere. Taktiez
dobre degradoval fenyletylamin, kadaverin, histamin a tyramin v MRS pode v 24 ho-

dinach. K degradacii v polovi¢nej navazke MRS média nedochéadzalo.
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Obr. 4 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmerniom
Lactobacillus brevis S3-31

Degradacia biogénnych aminov kmeniom Lactobacillus brevis S3-35

Lactobacillus brevis S3-35 (obr.5) je schopny degradovat’ vSetky biogénne aminy v 24
hodinach v MRS médiu a to najlepsie zdegradoval histamin o takmer 25 % a najmene;j
tyramin ato o 18 %. V 48 hodinach MRS média sa jeho degradacné schopnost’ zhorsila
a okrem putrescinu, kadaverinu a histaminu skor ostatné aminy produkoval, ako deg-
radoval. V polovi¢nej navazke MRS média najlepSie degradoval v ¢ase 48 hodinach

a to putrescin a kadaverin takmer o 20 %.
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Obr. 5 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmerniom
Lactobacillus brevis S3-35

Degradacia biogénnych aminov kmeniom Lactobacillus brevis S8-4

Sledovany kmen Lactobacillus brevis S8-4 bol zo vsetkych aminov schopny najlepsie
redukovat’ tyramin a to o 37 % po 48 hodindch v MRS médiu (Obr. 6). Taktiez v ob-
razku 5 je vidiet, Ze sa sledovanému kmetu darilo viac degradovat’ po 24 hodinach ako
po 48 hodinach.
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Obr. 6 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmerniom
Lactobacillus brevis S8-4
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6.1.2 Degradicia biogénnych aminov kmeniom Lactobacillus curvatus
Degradacia biogénnych aminov kmenom Lactobacillus curvatus S7-18

V oboch odberoch v optimdlnom MRS médiu sa Lactobacillus curvatus S7-18 darilo
degradovat’ vSetky biogénne aminy (obr. 7). Najlepsie ale degradoval v oboch pripa-

doch putrescin a kadaverin a to o + 20%.
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Obr. 7 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmeriom
Lactobacillus curvatus S7-18
6.1.3 Degradacia biogénnych aminov kmenami Lactobacillus paracasei
Degradacia biogénnych aminov kmenom Lactobacillus paracasei S3-25

Z obréazku 8 je vidiet, ze sa Lactobacillus paracasei S3-25 darilo degradovat’ vSetky
biogénne aminy v ¢ase 24 hodin v MRS médiu. Najvicsi ubytok biogénnych aminov

bol u putrescinu a kadaverinu, kde koncentracia tychto aminov poklesla na 75%.
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Obr. 8 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmerniom
Lactobacillus paracasei S3-25

Degradacia biogénnych aminov kmenom Lactobacillus paracasei S3-26

Na obrdzku 9 je zobrazena schopnost’ kmena Lactobacillus paracasei S3-26 degrado-
vat’ biogénne aminy. Tento kmen bol schopny najviac redukovat’ histamin po 24 hodi-
nach kultivécii v optimalnom médiu a to 0 20 %. Taktiez sa mu dobre darilo degradovat’

putrescin o 20 % a to vo 48 hodinach polovicnej navazke MRS média.
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Obr. 9 Degraddcia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmerniom
Lactobacillus paracasei S3-26



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41

Degradacia biogénnych aminov kmenom Lactobacillus paracasei S3-27

Najvacsi ubytok biogénnych aminov u Lactobacillus paracasei S3-27 je u putrescinu
v poloviénom médiu po 24 hodinovej kultivacii. Ubytok putrescinu je takmer o 30 %
(obr. 10). Z obrazku je taktiez vidiet, Ze degradacia po 24 hodinach je mensia ako

degradacia po 48 hodinach u MRS pdde, priCom u poloviénej navazke je tomu naopak.
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Obr. 10 Degraddcia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmeriom

Lactobacillus paracasei S3-27

Degradacia biogénnych aminov kmenom Lactobacillus paracasei S3-32

Z obrazku 11 je zobrazena schopnost’ L. paracasei S3-32 degradovat’ lepSie v optimal-
nom MRS médiu, ako v polovicnom MRS médiu, kedy nedochadzalo ku degradacii
biogénnych aminov. Najlepsie sa darilo tomuto kmenu degradovat’ v 24 hodinach kde
fenyletylamin, putrescin a histamin degradoval takmer o 20 %. Kadaverin a tyramin
degradoval v 24 hodinach na 90 %. V 48 hodinach najlepSie degradoval putresin, ka-

daverin, histamin a to o 20 %. ZvySné fenyletylamin a tyramin nedegradoval vobec.
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Obr. 11 Degraddcia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmeiiom

Lactobacillus paracasei S3-32

Degradacia biogénnych aminov kmeiiom Lactobacillus paracasei S3-33

U Lactobacillus paracasei S3-33 je z obrazku 12 vidiet, ze je schopny degradovat
biogénne aminy najlepsie v 24 hodinach MRS média a to konkrétne putrescin o 30 %,

histamin o 25 % a kadaverin o 19 %.
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Obr. 12 Degraddcia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmeiiom

Lactobacillus paracasei S3-33
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Degradacia biogénnych aminov kmenom Lactobacillus paracasei S3-37

V obrazku 13 je viditelné, ze schopnost’ Lactobacillus paracasei S3-37 degradovat
biogénne aminy je lepSia po 24 hodinovej kultivacii ako po 48 hodinovej v oboch mé-
diach. NajlepSie degradoval putrescin a to v 24 hodinach v oboch médiach, MRS

a v polovicnom MRS. V oboch médiach doslo ku redukcii putrescinu o viac ako 30 %.
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Obr. 13 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmenom

Lactobacillus paracasei S3-37

Degradacia biogénnych aminov kmenom Lactobacillus paracasei S3-38

Najvécsia degradacia biogénnych aminov u L. paracasei S3-38 je pozorovana z ob-
razka 14 u 24 hodinovej kultivacii v optimalnom médiu. Najviac v tomto médiu deg-
radoval putrescin a to na 68 %. Dalej dobre redukoval histamin a to na 70%. V polo-
vicnom médiu sa tomuto kmenu darilo najviac v 48 hodinovej kultivacii a to konkrétne

kadaverin, ktory degradoval na 67 %.
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Obr. 14 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmeriiom

Lactobacillus paracasei S3-38

Degradacia biogénnych aminov kmenom Lactobacillus paracasei S3-40

Z obrazka 15 je vidiet, ze Lactobacillus paracasei S3-40 degradoval putrescin a kada-
verin o 25 % lepsie v 24 hodinach v MRS pode, ako v 48 hodinéch toho istého média,
kde naopak dochadzalo k produkcii putrescinu (o 24 %) a kadaverinu (o 20%). Naopak
po 48 hodinach v MRS médiu dochadzalo k véac¢sej degradacii fenyletylaminu (o 24
%) a tyraminu (20%) ako to bolo u 24 hodinovej kultivacie v tomo istom médiu.
V oboch pripadoch ale ku degradacii dochadzalo. U polovi¢ného média k vysokej deg-
radacii nedochddzalo. NajvécSia degradacia je zaznamena u putrescinu, a to len

0 14 %.
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Obr. 15 Degraddcia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmeiiom

Lactobacillus paracasei S3-40

Degradacia biogénnych aminov kmeniom Lactobacillus paracasei S3-42

Tento kmen bol schopny degradovat’ lepsie v polovicnom MRS médiu ako v optimal-
nom MRS médiu (obr. 16). V polovi¢nej navazke u obidvoch odberoch dobre degra-
doval putrescin a kadaverin, a to o viac ako 30 %. Schopnost’ degradovat’ vSetky aminy

sa tomuto kmenu darilo po 24 hodinach v MRS médiu a to putrescin na 69%.
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Obr. 16 Degraddcia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmeiiom

Lactobacillus paracasei S3-42
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Degradacia biogénnych aminov kmenom Lactobacillus paracasei S3-45

Z obrazka 17 je vidiet,, Ze Lactobacillus paracasei S3-45 nie je schopny degradovat’
fenyletylamin a tyramin v oboch odberoch a oboch pddach. V oboch médiach je ale
vidiet,, Ze schopnost’ degradacie je lepsia v ¢ase 24 hodin ako v ¢ase 48 hodin. Najviac
zdegradoval tento kmen putrescin a kadaverin a to o0 36 % v polovi¢nej navazke MRS

média pre 24 hodinovy odber.
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Obr. 17 Degraddcia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmeriom

Lactobacillus paracasei S3-45

6.1.4 Degradacia biogénnych aminov kmenami Lactobacillus paralimentarius
Degradacia biogénnych aminov kmenom Lactobacillus paralimentarius S8-1

Zaujimavost'ou je, Ze okrem vynimky fenyletylaminu a tyraminu nie je tento kmen
schopny degradacie po 48 hodinovej kultivacii v optimalnom MRS médiu a v oboch
odberoch polovicného MRS média. Naopak schopnost’ degradovat’ vSetky aminy je
vidiet’ u 24 hodinového odberu z optimalneho MRS média, kde k najvacsej degradacii

doslo u putrescinu a kadaverinu a to 0 36 % (obr.18).
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Obr. 18 Degraddcia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmeiiom

Lactobacillus paralimentarius S8-1

Degradacia biogénnych aminov kmeniom Lactobacillus paralimentarius S8-3

S vynimkou tyraminu po 24 hodinovom odbere v MRS médiu sa kmeiu L. paralimen-
tarius S8-3 nedarilo degradovat’ ani jeden amin (obr. 19). V polovicnom MRS médiu

najlepSie degradoval putrescin a kadaverin a to o viac ako 20% v oboch odberoch.
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Obr. 19 Degraddcia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmeiiom

Lactobacillus paralimentarius S§8-3
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Degradacia biogénnych aminov kmenom Lactobacillus paralimentarius S8-16

Na obrazku 20 je zobrazena schopnost’ Lactobacillus paralimentarius S8-16 degrado-
vat’ biogénne aminy. NajlepSie degradoval po 24 hodinovej kultivécii, a to putrescin

a kadaverin o viac ako 30 % v optimalnom MRS médiu.
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Obr. 20 Degraddcia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmeriom

Lactobacillus paralimentarius S8-16

Degradacia biogénnych aminov kmenom Lactobacillus paralimentarius S8-17

Z obrazka 21 je vidiet, ze schopnost’ L. paralimentarius S8-17 degradovat’ biogénne
aminy bola len po 24 hodinovom kultivacii optimalnom MRS médiu. V ostatnych pri-
padoch dochéadzalo skor k produkcii aminov ako degradacii. Najviac bol zdegradovany

putrescin a kadaverin a to o viac ako 30%.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

FEM PUT KAD HIM TYM

EMRS24H ®WMRS48H ®m1/2MRS24H m1/2MRS48H

120

10

o

8

o

6

o

it

Obsah biogénnych aminov [%]
o

2

o

o

Obr. 21 Degraddacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmeiiom

Lactobacillus paralimentarius S8-17

6.1.5 Degradacia biogénnych aminov kmenami Lactobacillus plantarum
Degradacia biogénnych aminov kmeniom Lactobacillus plantarum S4-3

Najviac zdegradovany amin kmenom L. plantarum S4-3 bol putrescin a kadaverin, a to
takmer o viac ako 25% vo vSetkych pripadoch (obr. 22). S vynimkou 24 hodinového

odberu v MRS médiu sa mu nedarilo degradovat’ fenyletylamin a tyramin.
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Obr. 22 Degraddcia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmeiiom
Lactobacillus plantarum S4-3
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Degradacia biogénnych aminov kmenom Lactobacillus plantarum S4-19

Kmen L. plantarum S4-19 najlepsie degradoval putrescin, kadaverin a histamin po 48
hodinovej kultivacii v MRS médiu o viac ako 40 % (obr. 23). V polovicnom MRS
médiu sa tomuto kmenu darilo najviac degradovat’ putrescin a kadaverin, a to takmer

o viac ako 25 % v oboch odberoch.
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Obr. 23 Degraddcia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmeiiom
Lactobacillus plantarum S4-19

Degradacia biogénnych aminov kmenom Lactobacillus plantarum S4-32

Najlepsie zdegradovany amin kmenom Lactobacillus plantarum S4-32 bol putrescin
(obr. 24), a to vo vSetkych pripadoch. Naopak k ziadnej degradacii nedochadzalo u fe-

nyletylaminu a tyraminu vo vSetkych pripadoch kultivacie a médii.
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Obr. 24 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmeriiom
Lactobacillus plantarum S4-32

Degradacia biogénnych aminov kmenom Lactobacillus plantarum S8-6

Na obrazku 25 je vidiet, ze kmen Lactobacillus plantarum S8-6 bol schopny zdegra-
dovat’ najlepsie fenyletylamin, a to o 60 % v MRS médiu po 24 hodinovej kultivécii.
V tom istom médiu po 24 hodinovej kultivacii najmenej degradoval putrescin. Po 48
hodinovej kultivacii degradoval menej, ako po 24 hodinovej. Najviac v§ak degradoval
fenyletylamin a to o 10 %. V polovicnom médiu najviac degradoval po 48 hodinach

kadaverin, ato o 15 %.
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Obr. 25 Degraddcia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmeiiom
Lactobacillus plantarum S8-6
6.1.6 Degradacia biogénnych aminov kmenom Lactobacillus sakei
Degradacia biogénnych aminov kmenom Lactobacillus sakei S7-1

Lactobacillus sakei S7-1 bol schopny degradovat’ len v optimalnom MRS médiu po 24
hodinovej kultivacii (obr. 26). Najviac zdegradoval putrescin na 67 %, kadaverin na 77

%. Ostatné tri skimané aminy zdegradoval pod 15 %.
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Obr. 26 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmernom
Lactobacillus sakei S7-1
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6.1.7 Degradacia biogénnych aminov kmeniom Lactobacillus sanfranciscensis
Degradacia biogénnych aminov kmeniom Lactobacillus sanfiranciscensis S6-20

Na obrazka 27 je dobre vidiet,, Ze schopnost kmena L. sanfranciscensis S6-20 degra-
dovat’ aminy nie je vel'mi dobra. NajlepSie zdegradoval v oboch kultivaény ¢asoch
v poloviécnom MRS médiu, a to aminy putrescin a kadaverin. Na 72 % sa tomuto kmeiiu

podarilo zdegradovat’ tyramin, a to po 24 hodinovej kultivacii v optimalnom MRS mé-

diu.
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Obr. 27 Degraddacia biogennych aminov v MRS a polovicnom MRS kmeiiom

Lactobacillus sanfranciscensis S6-20

6.2 Chromatografické stanovenie produkcie biogénnych aminov po6-

sobenim baktérii odobranych z kvasku v Portugalsku

Bola sledované produkcia 7 biogénnych aminov, a to fenyletylaminu (FEM),
putrescinu (PUT), kadaverinu (KAD), histaminu (HIM), tyraminu (TYM), spermidinu
(SPD) a sperminu (SPM) pomocou 40 kmeiiov laktobacilov, ktoré boli izolované

z kvésku v Portugalsku.

Vyhodnotenie vysledkov prebiehalo vytvorenim priemeru z nameranych hodnot, vy-

pocitanim smerodatnej odchylky (d’alej ako SO).
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6.2.1 Produkcia biogénnych aminov kmenami Lactobacillus brevis

Vybrané kmene L. brevis, ako je vidiet’ v tabulke 5, produkuju vysoké mnozstvo
putrescinu (v hodnotach stoviek mg/l) v oboch odberoch, okrem kmena S3-24, S3-31,
S8-4 a S8-15, ktoré produkuji putrescin, ale o dost mensie mnozstvo. Taktiez putrescin
bol viac produkovany v kultivacii 24 hodin ako v 48 hodin. Tyramin bol produkovany
v radu stoviek (mg/l) kmenami S3-24, S3-36, S8-4 a S8-15. U tychto kmeiiov nebol

detekovany spermidin.

Tab. 5 Produkcia biogénnych aminov kmenami Lactobacillus brevis

v case 24 hodin a 48 hodin

Biogénny amin [mg/]
Kmeri / doba kulti-

vacie FEM PUT KAD HIM TYM SPM
24 H ND* 308.8 6.6 ND 8.6 31.3
$3-14 SO ND 14 0.2 ND 1.4 0.2
48 H ND 278.0 13.7 ND 10.8 32.9
SO ND 12.2 1.4 ND 2.6 0.2
24 H 3.7 429.0 14.0 3.3 16.2 29.2
$3-19 SO 0.2 11.3 1.6 4.7 1.8 0.2
48 H ND 278.0 7.9 ND 8.2 34.3
SO ND 1.4 1.6 ND 2.0 0.2
24 H 5.8 3.9 ND ND 259.2 ND
$3-24 SO 1.2 0.2 ND ND 1.2 ND
48 H 17.9 3.6 ND 2.2 414.4 ND
SO 0.9 0.6 ND 51 4.0 ND
24 H 1.7 389.0 9.5 1.9 7.5 21.3
$3-28 SO 0.8 4.8 0.2 1.7 1.9 0.2
48 H 4.2 393.6 18.1 4.8 26.7 12.6
SO 0.7 5.7 0.2 5.7 4.4 0.2
24 H ND 259.1 5.1 1.6 9.9 48.0
$3-29 SO ND 4.8 2.0 0.8 2.0 0.2
48 H 2.4 293.2 17.2 3.60 9.7 64.1
SO 0.2 9.7 0.2 0.02 4.4 7.7
24 H 2.5 611.5 6.8 ND ND ND
$3-30 SO 0.5 5.7 0.6 ND ND ND
48 H 2.4 285.7 5.9 ND 204 ND
SO 0.2 9.7 0.2 ND 1.5 ND
24 H 4.4 4.3 ND ND 57.3 1.6
$3-31 SO 0.4 1.7 ND ND 34 0.2
48 H 3.4 274.7 6.9 34 8.8 ND
SO 0.2 5.7 0.3 0.4 3.1 ND
S$3-35 24 H 3.7 466.6 10.1 2.8 3.4 ND
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SO 0.2 9.7 0.3 3.4 3.6 ND
48 H ND 129.1 3.6 ND ND ND
SO ND 9.9 0.3 ND ND ND
24 H 3.9 556.2 12.2 1.8 78.9 ND
$3-36 SO 0.8 9.7 3.5 0.6 1.8 ND
48 H 6.7 6.9 ND ND 114.2 ND
SO 1.2 4.4 ND ND 3.7 ND
24 H 5.8 9.3 ND 5.8 227.8 ND
s8-4 SO 1.2 0.14 ND 6.0 2.5 ND
48 H 10.3 8.3 2.0 5.6 246.1 ND
SO 2.0 0.6 0.2 0.4 5.6 ND
24 H 13.4 15.4 7.3 11.7 247.4 3.0
$8-15 SO 0.2 0.7 0.3 0.6 3.3 0.2
48 H 14.4 25.5 12.2 14.7 282.6 ND
SO 0.2 0.6 0.6 0.6 2.4 ND

*biogénny amin nedetekovany

6.2.2 Produkcia biogénnych aminov kmenami Lactobacillus curvatus

Kmen L. curvatus S7-18 produkoval vSetky biogénne aminy, okrem spermidinu
(Tab.6) Najviac produkoval putrescin, kde v odbere 24 hodin produkoval 85,6 mg/l.
V odbere 48 hodin produkoval dvojnasobné mnozstvo a to 177,4 mg/l. Dalej dobre
produkoval aj mnoZstvo sperminu a to v Case 24 hodin 61,9 mg/l a v 48 hodin

71,9 mg/l. Spermidin neprodukoval vobec.

Tab. 6 Produkcia biogénnych aminov kmeiiom Lactobacillus curvatus

v case 24 hodin a 48 hodin

Biogénny amin [mg/]
Kmern / doba
kultivacie FEM PUT KAD HIM TYM SPM
24 H 9.3 85.6 ND* 1.6 25.7 61.9
<7-18 SO 0.8 5.2 ND 0.9 1.4 0.2
48 H 21.3 177.4 4.9 4.2 384 71.9
SO 2.4 7.6 0.4 0.6 1.6 0.2

*biogénny amin nedetekovany

6.2.3 Produkcia biogénnych aminov kmenami Lactobacillus paracasei

V tabul’ke 7 je vidiet’ produkciu biogénnych aminov vybranymi kmenami L. paracasei.
Putrescin najviac produkovali kmene S3-32, S3-38 a S3-45 v hodnotach stoviek mg/1
ale len po 48 hodinach kultivacie. Po 24 hodinach vykazovali vSetky kmene nizku pro-

dukciu putrescinu. Velka produkcia tyraminu (v hodnotach stoviek mg/l) u kmenov
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S3-26 po 48 hodinach a S3-37 po 24 hodinach (v 48 hodinach bol zaznamenany prudky

pokles v produkcii). Spermidin nebol produkovany.

Tab. 7 Produkcia biogénnych aminov kmenami Lactobacillus paracasei

v case 24 hodin a 48 hodin

Biogénny amin [mg/]
Kmeri / doba

kultivacie FEM PUT KAD HIM TYM SPM
24 H ND* 4.0 ND ND 8.4 25.1

$3-22 SO ND 1.1 ND ND 2.0 0.2
48 H ND 8.4 ND ND 8.5 33.7

SO ND 8.7 ND ND 3.1 0.2

24 H ND 6.9 ND ND 7.2 25.8

$3-23 SO ND 8.5 ND ND 2.2 0.2
48 H ND 4.3 ND ND 8.4 39.1

SO ND 1.0 ND ND 2.8 0.2

24 H ND 5.9 ND 3.7 19.5 66.1

$3.25 SO ND 7.1 ND 1.2 1.1 0.4
48 H ND 4.7 ND 3.7 12.8 64.1

SO ND 2.7 ND 2.0 3.5 0.2

24 H ND 4.1 ND ND 9.8 25.3

$3-26 SO ND 1.4 ND ND 24 0.2
48 H 3.6 4.8 ND ND 186.7 18.1

SO 3.2 2.5 ND ND 2.6 0.2

24 H ND 6.0 ND ND 8.1 23.7

$3-27 SO ND 2.6 ND ND 1.9 0.2
48 H ND 2.9 ND ND 6.4 29.6

SO ND 1.2 ND ND 2.7 0.2

24 H ND 5.6 ND ND 2.2 1.9

$3-32 SO ND 2.0 ND ND 3.7 0.2
48 H 2.3 350.0 8.7 ND 11.8 ND

SO 1.7 298.0 7.2 ND 2.0 ND

24 H ND 6.0 ND ND ND ND

$3-33 SO ND 5.5 ND ND ND ND
48 H 6.6 4.8 ND ND 92.0 ND

SO 34 2.7 ND ND 3.7 ND

24 H ND 6.8 ND ND ND ND

$3-34 SO ND 2.8 ND ND ND ND
48 H ND 37.8 2.2 ND 3.3 2.7

SO ND 20.7 2.7 ND 1.9 0.2

24 H 5.6 4.9 ND ND 101.5 ND

$3-37 SO 1.0 3.3 ND ND 4.1 ND
48 H 4.0 735.2 32.0 4.4 53.7 ND

SO 0.4 13.5 5.2 1.1 1.6 ND
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24 H 3.6 20.3 7.3 10.0 12.2 1.8
$3-38 SO 5.8 1.7 14.6 19.5 2.3 0.2
48 H 4.5 604.4 21.3 6.8 6.7 ND
SO 4.0 11.2 8.1 7.9 4.2 ND
24 H ND ND ND ND 28.1 131.9
$3-40 SO ND ND ND ND 1.6 0.9
48 H ND 5.3 ND ND 9.3 74.5
SO ND 2.7 ND ND 2.4 0.2
24 H 1.5 8.7 1.8 2.9 3.4 ND
$3-42 SO 0.9 3.6 1.2 2.1 4.5 ND
48 H 1.8 8.4 2.0 2.3 4.4 ND
SO 1.8 53 2.1 3.0 1.6 ND
24 H 3.1 13.6 5.2 6.4 9.6 ND
$3-45 SO 2.5 11.0 5.6 6.5 2.4 ND
48 H 2.3 420.0 13.2 1.7 1.9 ND
SO 14 67.8 3.9 0.3 0.3 ND

*biogénny amin nedetekovany

6.2.4 Produkcia biogénnych aminov kmenami Lactobacillus paralimentarius

V tabulke 8 je znazornena produkcia biogénnych aminov vybranymi kmefimi L. para-
limentarius, kde je vidiet’, Ze najvysSia produkcia putrescinu je zaznamenana u kmena
S8-3 (441,3 mg/l) po 48 hodinach kultivacie. TaktieZ je zaznamenana vysoka produk-
cia tyraminu u kmetiov S8-3, S8-13, S8-16, S8-17, a to v hodnotach stoviek mg/I1. Pro-

dukcia spermidinu nebola detegovana.

Tab. 8 Produkcia biogénnych aminov kmenami Lactobacillus paralimen-

tarius v case 24 hodin a 48 hodin

Biogénny amin [mg/]
Kmeri / doba kul-

tivacie FEM PUT KAD HIM TYM SPM
24 H ND* 3.1 1.7 ND 14.9 66.7
s8-1 SO ND 1.7 0,2 ND 1.5 0.7
48 H ND 5.9 ND ND 13.0 61.8
SO ND 0.3 ND ND 3.3 0.3
24 H 1.9 11.5 ND 4.4 21.6 63.5
582 SO 0.9 0.2 ND 0.3 0.9 0.2
48 H 3.1 6.6 ND 1.7 75.5 53.7
SO 0.8 0.3 ND 0.2 1.9 0.2
24 H 2.9 7.2 ND 4.6 16.2 25.9
583 SO 1.7 0.3 ND 0.2 2.3 0.2
48 H 10.1 441.2 10.5 9.6 176.8 11.8
SO 0.2 0.4 0.4 0.2 4.0 0.2
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24H ND 3.1 1.7 ND 14.9 66.7
$8.5 SO ND 0.2 0.4 ND 1.5 0.7
48 H ND 5.9 ND ND 13.0 61.8
SO ND 0.2 ND ND 3.3 0.2
24 H 10.1 15.0 6.1 10.6 244.9 1.5
$8-13 SO 0.3 0.2 0.3 0.2 1.0 0.2
48 H 11.5 12.0 5.7 10.49 268.3 ND
SO 0.3 0.2 0.2 0.20 3.4 ND
24 H 7.2 8.5 ND 2.7 396.6 6.6
$8-16 SO 0.3 0.3 ND 0.2 3.0 0.2
48 H 13.0 6.8 ND ND 453.6 ND
SO 1.2 0.3 ND ND 2.5 ND
24H 7.2 8.5 ND 2.7 396.6 6.6
5817 SO 0.6 0.3 ND 0.4 0.8 0.2
48 H 13.0 6.8 ND ND 453.6 ND
SO 2.4 0.3 ND ND 4.5 ND

*biogénny amin nedetekovany

6.2.5 Produkcia biogénnych aminov kmenami Lactobacillus plantarum

Vybrané kmene L. plantarum v tabulke 9 vyrazne neprodukovali biogénne aminy az
na 1 pripad u tyraminu, kde je detegovand hodnota 142,9 mg/l po 48 hodinach kultiva-
cie u kmena S4-3. Taktiez kmenn S8-6 produkoval velké mnoZstvo sperminu

po 24 hodinéch, a to 120,1 mg/l. Spermidin nebol detegovany.

Tab. 9 Produkcia biogénnych aminov kmeniami Lactobacillus plantarum

v case 24 hodin a 48 hodin

Biogénny amin [mg/]
Kmen / doba kulti-
vacie FEM PUT KAD HIM TYM SPM
24 H ND* 7.3 ND ND 11.6 47.8
$3-6 SO ND 0.3 ND ND 0.2 0.3
48 H ND 54 ND ND 10.5 38.8
SO ND 0.3 ND ND 0.3 0.2
24 H ND 5.1 ND ND 10.2 28.3
$3-21 SO ND 0.3 ND ND 0.3 0.2
48 H ND 3.9 ND ND 7.4 29.7
SO ND 0.2 ND ND 0.3 0.4
24 H ND 6.7 ND ND 2.9 ND
4.3 SO ND 0.2 ND ND 1.1 ND
48 H 9.8 6.1 1.8 24 142.9 ND
SO 0.2 0.2 0.2 0.2 1.5 ND
S$4-19 24 H 3.0 13.2 4.8 6.8 20.2 28.1
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SO 0.2 0.2 0.2 0.2 0.7 1.1
48 H 1.9 10.4 2.0 5.1 15.8 30.6
SO 0.3 0.4 0.2 0.2 0.7 0.5
24 H 2.0 6.6 1.5 6.2 15.1 30.6
$4-32 SO 0.3 0.4 0.2 0.3 0.8 0.4
48 H 3.0 5.9 ND 2.8 13.5 28.1
SO 0.3 0.4 ND 0.3 0.7 0.2
24 H 1.8 5.2 ND ND 32.3 120.1
$8-6 SO 0.2 0.3 ND ND 0.8 1.0
48 H 3.1 6.2 ND 3.7 19.5 97.3
SO 0.3 0.3 ND 0.2 0.8 0.3

*biogénny amin nedetekovany

6.2.6 Produkcia biogénnych aminov kmeniom Lactobacillus sakei

Kmen Lactobacillus sakei S7-1 (tab.10) neprodukoval kadaverin a spermidin. Najviac

produkoval tyramin, a to po 24 hodinéach kultivacie 239,5 mg/l a po 48 hodinach vy-

produkoval 495,6 mg/l. Spermidin, histamin a kadaverin nebol detegovany.

Tab. 10 Produkcia biogénnych aminov Lactobacillus sakei v case 24 hodin

a 48 hodin
Biogénny amin [mg/]
Kmern / doba kulti-
vacie FEM PUT TYM SPM
24 H 4.0 3.9 239.5 5.8
571 SO 0.7 0.3 1.9 0.2
48 H 14.4 6.1 495.6 1.6
SO 0.2 0.3 1.3 0.3

*biogénny amin nedetekovany

6.2.7 Produkcia biogénnych aminov kmeniom Lactobacillus sanfranciscensis

Lactobacillus sanfranciscensis S6-20 (tab.15) produkoval takmer vSetky biogénne

aminy, okrem spermidinu. Najviac produkoval spermin a to v prvom odbere 29,0 mg/l

a v druhom odbere 31,4 mg/l. Spermidin nebol detegovany.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Tab. 11 Produkcia biogénnych aminov Lactobacillus sanfranciscensis

v case 24 hodin a 48 hodin

Biogénny amin [mg/]
Kmern / doba kul-
tivacie FEM PUT KAD HIM TYM SPM
24 H 2.7 8.2 1.8 4.4 14.7 29.0
$6-20 SO 0.2 0.3 0.2 0.2 0.6 1.1
48 H 10.5 23.9 9.7 16.6 28.2 314
SO 0.2 0.3 0.2 0.2 0.7 1.0

*biogénny amin nedetekovany
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7 DISKUSIA

Baktérie mliecneho kvasenia zohravaju dolezitu ilohu v potravinarskom priemysle. Ich
schopnost’ skvasovat’ sacharidy v kyselinu mlie¢nu a d’alSie produkty sa vyuziva hlavne
na vyrobu fermentovanych vyrobkov ako st napriklad jogurty, kefiry, syry, kyslé
mlieka, fermentovand zelenina a na vyrobu fermentovanych mastnych vyrobkov. Pro-
dukt kyselina mlie¢na zachovava udrznost’ potravy tym, Ze znizuje pH, ktoré je pre

vacsinu baktérii nevyhovujuce. [14,15,16]

Okrem toho, ze sa baktérie mlieCneho kvasenia pouzivaju v potravinarstve, maju aj
priaznivy efekt na gastrointestinalny trakt, ¢o napomaha k lepSiemu traveniu. Spolu

s Bifidobacterium mdzu tvorit’ probioticka kulturu. [34,35]

Problémom je, Ze niektoré baktérie mlie¢neho kvasenia produkuji biogénne aminy,
ktoré pri vysokych koncentraciach st toxické, pretoze mézu vyvolavat’ psychoaktivne
alebo vasoaktivne ucinky. Symptémy pri konzumacii vysokych koncentracii biogén-
nych aminov su zvracanie, potenie, dychacie problémy, rychle basenie srdca, migrény,
hypotenzia ¢i hypertenzia. Preto je vel'mi dblezité zvolit’ spravny vyber Startérovych

kultar. [1,2]

Niektoré baktérie mlie€neho kvasenia maju ale aj schopnost’ degradovat’ biogénne

aminy a to hlavne rody Lactobacillus, Pediococcus a Oenococcus.[39]

Cielom tejto bakalarskej prace bolo zistit’ schopnost’ produkcie a degradacie biogén-
nenych aminov kmenmi rodu Lactobacillus. Testovanie prebiehalo na 40 vybranych

kmenov izolovanych z chlebového kvasku.

Prvé cast’ praktickej prace bola venovana degradacii biogénnych aminov. Vzorky naj-
prv boli zaockované na pddy MRS a MRS s polovicnym mnoZstvom Zivin spolu s bi-
ogénnymi aminami - fenyletylaminom, tyraminom, putrescinom, kadaverinom a his-
taminom. Nasledne vzorky boli derivatizované derivatizacnym ¢inidlom dansylchlori-
dom a potom boli vzorky spracované pomocou vysokoucinnej kvapalinovej chromato-

grafie (HPLC).

Z vybranych kmenov Lactobacillus brevis najvacsiu schopnost’ degradacie vykazoval
kmen S3-31, ktory v optimalnom médiu degradoval vSetky biogénne aminy. Najviac
degradoval putrescin (o 42%), kadaverin (o 38%) a histamin (o 37%) po 48 hodinach
kultivacie. Taktiez bol schopny degradovat’ po 24 hodinach, ale nie tak dobre ako po 48
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hodinach kultivacii (putrescin o 30 %, kadaverin o 20 %, histamin o 17 %). Ziadnemu
kmenu L. brevis sa nedarilo degradovat’ tyramin o viac ako 20 % okrem kmeiiu S8-4,

ktory degradoval tyramin o 35% po 48 hodinach v optimalnom médiu.

Kmen Lactobacillus curvatus S7-18 nedegradoval skoro Ziadny biogénny amin v mé-
diu s polovicnym mnozstvom zivin. Naopak v optimalnom médiu bol schopny degra-
dovat vSetky testované biogénne aminy. Aj napriek tomu, ze mal v médiu s polovi¢nou
navazkou zivin vacsi pristup k degradacii biogénnych aminov, viac sa mu darilo za
optimalnych podmienok. Najviac degradoval putrescin a kadaverin, a to okolo 20%.

Fenyletylamin, histamin a tyramin degradoval len trosicku a to maximalne o 10 %.

Z vybranych kmenov Lactobacillus paracasei najviac degradoval kmen S3-42. Ten
najviac zdegradoval putrescin o 37 % a kadaverin taktiez o 37 % v polovi¢cnom MRS
médiu. Na par vynimiek najviac degradované aminy tymto kmeniom boli putrescin

a kadaverin. Taktiez histamin bol najviac degradovany kmenami L. paracasei.

Ako jediny z kmenov Lactobacillus paralimentarius kmen S8-3 degradoval biogénne
aminy v médiu s polovi¢énym mnozstvom Zivin. Ostatné vybrané kmene nedegradovali
ani v tomto médiu (vynimka kmen S8-16 ktory vykazoval vel'mi slabi degradaciu
kadaverinu). Kmen S8-3 degradoval putrescin a kadaverin v oboch kultivacnych ca-
soch v polovicnom MRS médiu o nie viac ako 25 %. O 10 % degradoval tyramin v op-
timalnom médiu. Najviac degradoval z tychto kmenov kmen S8-17, ktory zdegradoval
putrescin o 32 % a kadaverin o 29 % v optimalnom médiu v kultivatnom case 24
hodin. Najviac degradované aminy boli putrescin a kadaverin a z grafov je taktiez
patrné, ze tento kmen dobre degradoval len prvych 24 hodin. Aj napriek tomu, ze mali
kmene vacsi pristup k aminom v %2 MRS médiu, v 48 hodinéch, ani jeden z vybranych

kmeniov nebol schopny degradécie.

Kmen Lactobacillus plantarum S8-6 oproti ostatnym kmenom tohto druhu vykazoval
najvyssiu degradaciu. A to hlavne po 24 hodinach kultivacie v optimalnom MRS mé-
diu. Najviac zdegradovany amin bol fenyletylamin a to 0 61 %. V porovnani s druhym
odberom schopnost’ degradacie klesla, ale stdle tam nejaké znamky degradécie boli
(fenyletylamin v 48 hodinach o 11%). Taktiez vel'mi dobre zdegradoval tyramin, a to
0 54 %, histamin o 49 %, kadaverin o 37 % a putrescin o 30 % po 24 hodinach v
optimalnom médiu. Naopak po d’alSich hodinéch schopnost’ degradovat’ nebola zistena

u putrescinu, kadaverinu a histaminu. Kmene L. plantarum taktiez viac degradovali
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aminy putrescin a kadaverin a schopnost’ degradovat’ sa im viac darilo v optimalnom
médiu.

Lactobacillus sakei S7-1 vykazoval schopnost’ degradacie len v prvych 24 hodinach
a to len v optimélnom médiu. Najviac degradoval putrescin a to o viac ako o 35% .

Nasledne ale po d’alSich 24 hodinach schopnost’ degradovat stratil a skor zacal bio-

génne aminy produkovat’.

Kmeniu Lactobacillus sanfranciscensis S6-20 sa viac darilo naopak v médiu s polovic-
nym mnozstvom Zivin, kde konkrétne najlepsie zdegradoval putrescin a kadaverin. PO
24 hodinach zdegradoval tieto 2 aminy o takmer 20 % a po 48 hodinach pokracoval

v degradacii o d’alsich 5 %.

Druh4 cast’ praktickej Casti prace bola venovana produkcii biogénnych aminov tych
istych kmenov. Kmene boli kultivované v MRS médiu s pridavkom aminokyselin ar-
gininu, ornitinu, histidinu, lyzinu, fenylalaninu a tyrozinu, ktoré sluzili ako prekurzory
biogénnych aminov. Nasledne ako to bolo v pripade degradacie boli vzorky separované

pomocou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie.

Kmene Lactobacillus brevis najviac produkovali putrescin (okrem kmena S8-4 a S8-
15, ktoré v porovnani s ostatnymi vybranymi kmefimi neprodukovali mnoZstvo
putrescinu v stovkach). Najviac produkoval putrescin kmen S3-36 a to 556,2 mg/l po
24 hodinach. Schopnost’ produkovat’ putrescin u vSetkych kmenov bola vyssia po 24
hodinach ako po 48. Pravdepodobne dochadzalo najprv k produkecii a neskor jeho deg-
radacii, kedy kmen mohol tento amin vyuzivat’ ako zdroj uhlika, dusika alebo zaroven
oboch. Spermin nebol skoro vobec produkovany az na vynimky. Produkcia spermidinu
nebola detegovana. Tieto polyaminy mohli byt laktobacilmi vyuzité pre ich ulohu
v bunkovych funkciach (stabilizacia nukleovych kyselin, membran a podobne), a preto

neboli detegované, alebo len v nizkych koncentraciach.

Lactobacillus curvatus S7-18 vykazoval produkciu takmer vSetkych biogénnych ami-
nov okrem spermidinu, ktory neprodukoval vobec. Najviac produkovany amin bol

putrescin.

Ani jeden z vybranych kmenov Lactobacillus paracasei neprodukoval spermidin.
Uloha tohto aminu bola diskutovana vyssie. Iba tri kmene (S3-32, S3-38, S3-45) pro-
dukovali obrovské mnozstvo putrescinu po 48 hodinach kultivacie. Taktiez kmen S3-

26 produkoval obrovské mnoZzstvo tyraminu po 48 hodinéch a to konkrétne 186,7 mg/1.
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Okrem vynimky kmena Lactobacillus paralimentarius S8-1, ostatné testované kmene
L. paralimentarius produkovali vysoké mnozstvo tyraminu, a to v hodnotach stoviek
mg/l. Kmen S8-3, v porovnani s ostatnymi, produkoval taktiez obrovské mnozstvo

putrescinu a to 441,2 mg/l. Spermidin nebol detegovany ani u tohto kmena.

Kmen Lactobacillus plantarum S4-3 oproti ostatnym z rovnakého druhu vykazoval
vysoku produkciu tyraminu, a to 142,9 mg/1 . Kmen S8-6 produkoval oproti ostatnym

vel'ké mnozstvo sperminu, a to 120,1 mg/I.

Lactobacillus sakei S7-1 najviac produkoval tyramin a to po 24 hodinach kultivacie
239,5 mg/l a po 48 hodinach produkoval skoro dvojndsobok, a to 495,6 mg/I. Tento
kmen neprodukoval spermidin, histamin a kadaverin. I z ostatnych publikacii je
patrné, Ze baktérie mlie¢neho kvasenia st schopné produkovat’ vysSie mnoZzstva tyra-

minu. [34]

Produkcia biogénnych aminov u Lactobacillus sanfranciscensis nebola ani u jedného
aminu nejak vyrazna. Najvyssie hodnoty produkcie st zaznamenané u sperminu, kde
po 24 hodinach kultivacie produkoval 29 mg/1 a po 48 hodinach produkoval o 2,4 mg/I

viac. Spermidin nebol produkovany ani u Lactobacillus sanfranciscensis.

Schopnost’ degradacie alebo produkcie biogénnych aminov baktériami bola zistovana
uz niekol’kymi Stadiami. Napriklad podl'a jednej Studie bolo zistené, ze z fermentova-
nej klobasy boli izolované 53 kmenov schopné produkovat’ biogénne aminy. Napriklad
kmen Kocuria vykazoval produkciu histaminu, tyraminu ale u 3 kmenoch toho istého
druhu bola produkcia tyraminu negativna. Schopnost’ produkovat’ u baktérii mlie¢ného
kvasenia tyramin, ale nie histamin, bola dokazana u 4 r6znych kmetioch rodu Ente-
rococcus. V tej istej Studii sa zaoberali aj degradaciou tyraminu, kde najvyssiu schop-

nost’ degradécie vykazovali L. casei CRL705 (0 98 %) a CRL678 (0 93 %). [36]

Pre inu $tadiu sa zaobchéadzali produkciou biogénnych aminov baktériami mlie¢neho
kvasenia, ktoré boli izolované z vina. Schopnost’ degradovat’ arginin, a to v dvoch moz-
nostiach pomocou arginin deiminazy alebo arginin dekarboxylazy, bola preukdzana
u Lactobacillus hilgardii X1B. Ten isty kmen preukdzal taktiez schopnost’ produkovat’

aminy pritomné vo vine a to putrescin, arginin a ornitin. [37]

Podl'a vysledkov z experimentu ale aj zo $tadii je vidiet’, ze schopnost’ degradacie alebo
produkcie je variabilnd u kazdého druhu a taktiez aj u kmenov toho istého druhu. Tak-

tiez aj u degradacie dochadzalo k par pripadom, kde degradacia bola pozastavena po
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24 hodinéch a po 48 hodinach prudko nastala produkcia biogénneho aminu (napriklad
putrescin na obrazku 1). Naopak, aj napriek tomu, ze v /2 MRS médiu mali niektoré
kmene lepsi pristup k aminom, a oCakavalo sa, Ze budl rychlejsie degradovat’, tak ku
degradacii vobec nedochéadzalo (obr. 2). U produkcii ani jeden z laktobacilov nevyka-
zoval produkciu spermidinu. Taktiez v niektorych pripadoch sa stalo, ze po 24 hodi-
nach kultivacie v médiu s aminokyselinami dochadzalo ku produkecii biogénnych ami-

nov, ale po 48 hodinach kultivacie dochadzalo k jeho degradacii (L. brevis, tab. 5).

Kedze tieto druhy laktobacilov boli izolované z chlebového kvasku, niektorych schop-
nost’ degradovat’ uz pritomné biogénne aminy v potravine alebo naopak neprodukovat’
biogénne aminy v potravine, ktora obsahuje ich prekurzory, by mohli byt’ vyuzité ako
Startérova kultary pre vyrobu potravin. Najvyssiu schopnot’ degradécie vykazovali
kmene L. plantarum S4-3 a S4-19, ktoré degradovali putrescin, kadaverin a histamin
vo vsetkych moznych podmienkach (24/48 hodinova kultivacia, 2 MRS/MRS). Tak-
tiez kmen L. plantarum S8-6 ako jediny vykazoval vysoku degradaciu po 24 hodinach
degradécie u fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu a tyraminu, ale tato
schopnost’ neprejavoval v ostatnych podmienkach, ale ako jediny degradoval fenylety-
lamin a to skoro o 60 %. VyuZitie tohto kmefia by mohla byt’ v potravinach s vysokym
obsahom fenyletylaminu, kde tento kmen by pritomny fenyletylamin mohol degrado-

b

vat.

Naopak u potravin, ktoré obsahuji aminokyseliny, prekurzory biogénnych aminov, by
z testovanych kmenov boli najviac vhodné kmene L. paracasei S3-22, S3-23 a S3-27,
u ktorych fenyletylamin, kadaverin, histamin a spermidin neboli detegované. Taktiez
bola nizka produkcia u ostatnych aminov. najvyssiu schopnost’ produkcie bola zazna-
menand u sperminu a to po 24 hodinach kultivacie 25 mg/l a po 48 hodinach 33 mg/I.
TaktieZ nizku produkciu aminov vykazoval kmen L. plantarum S3-6, u ktorého nebola
detegovana produkcia fenyletylaminu, kadaverinu, histaminu a spermidinu. Najvyssiu
produkciu vykazoval u sperminu po 24 hodinach 47,8 mg/I ale po 48 hodinove;j kulti-

vacii doslo k degradacii o 5,0 mg/l, €o je vel'mi dobra vlastnost’ pre Startérové kultury
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8 ZAVER

Hlavnou témou tejto bakalarskej prace boli baktérie mlie¢neho kvasenia, konkrétne ich
schopnost’ degradacie alebo produkcie biogénnych aminov. V priebehu prace boli tes-
tovanych 40 kmenov baktérii rodu Lactobacillus, ktoré boli izolované z kvasku v Por-

tugalsku. Testovalo sa ich schopnost’ degradovat’ a produkovat’ biogénne aminy.

Prakticka Cast’ bola rozdelena do dvoch casti, kde v prvej ¢asti bola opisana schopnost’
baktérii mliecneho kvasenia degradovat’ biogénne aminy fenyletylamin, putrescin, ka-
daverin, histamin a tyramin na zaklade kultivacie (24 a 48 hodin) a obsahu zZivin v mé-
diu (MRS médium a /2 MRS média). U vsetkych 40 kmenov bola zistovana schopnost’
degradacie pomocou chromatografickej metddy HPLC. Kmene, ktoré vykazovali naj-
vyssiu schopnost’ degradovat’ biogénne aminy za vSetkych podmienok, a to konkrétne

putrescin, kadaverin a histamin, boli kmene Lactobacillus plantarum S4-3 a S4-19.

Principom druhej Casti experimentu bolo zistit’ schopnost’ baktérii mlie¢neho kvasenia
produkovat’ biogénne aminy v pritomnosti ich prekurzoroch argininu, ornitinu, histi-
dinu, lyzinu, fenylalaninu a tyrozinu. Schopnosti laktobacilov sa sledovalo v dvoch
odberoch (po 24 hodinach a 48 hodinach) v kultivatnom médiu MRS a nasledne boli
vysledky vyhodnotené pomocou chromatografickej metdédy HPLC. Najvéacsiu schop-
nost’ produkcie mal kmen L. paracasei S3-37, ktory produkoval putrescin na 735,2
mentovanych vyrobkov ddlezitejSia z dovodu koncentracie biogénnych aminov, bola
namerand u kmenoch L. paralmentarius S3-22, S3-23 a S3-27 a L. plantarum S3-6. Na
zaklade nizkej produkcie biogénnych aminov, by mohli byt tieto kmene v budtcnosti

vyuzivané ako Startérové kultliry pre vyrobu fermentovanych potravin.
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FEM Fenyletylamin

PUT  Putrescin

KAD Kadaverin

HIM  Histamin

TYM Tyramin

SPD  Spermidin

SPM  Spermin

SO Smerodatna odchylka

24 H Kaultivacia po 24 hodinach
48 H Kultivacia po 48 hodinach

ND Nebol detegovany



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

ZOZNAM OBRAZKOV

Obr. 1 Homofermentativna a heterofermentativila Cesta ..............cccueeecuverevunenn. 20

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

2 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmenom
Lactobacillus brevis S3-28 .....ccouuevirvinieiiiieiesieee et 36
3 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmenom
Lactobacillus brevis S3-29 ..ot 36
4 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmenom
Lactobacillus brevis S3-31 ......ccceovuimiieniiiieniiieeeeeeeee e 37
5 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmerniom
Lactobacillus brevis S3-35 ..c.oooiiiieieieeeee e 38
6 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmeriiom
Lactobacillus brevis S84 ..ot 38
7 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmerniom
Lactobacillus curvatus ST-18 .......ccoeviiiiiiiiieieeieee e 39
8 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmefnom
Lactobacillus paracasei S3-25 .......cooucveeeevueeecieeecieeecieeeieeesieeeneee e 40
9 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmerniom
Lactobacillus paracasei S3-26 ............ccooceeveeveeneeseniecneeieeeneesennen. 40
10 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmenom
Lactobacillus paracasei S3-27 ......ccuuecvueeeoeeecieeeiieeeieeesieeesieeeneee s 41
11 Degraddacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmerniom
Lactobacillus paracasei S3-32 ........ccccuveeveeeinienieeienieneeeeeeneesie e, 42
12 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmernom
Lactobacillus paracasei S3-33 ........cocvueeeoeeeiiiieeiieeeiieeeieeeeeeesvee e 42
13 Degraddacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmenom
Lactobacillus paracasei S3-37 ......ccoucvueeeeceenieeiieeieecieeeie et 43
14 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmernom
Lactobacillus paracasei S3-38 ........ouuvueeeoeeeeiieeiieeeciee e eeee e 44
15 Degraddacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmenom
Lactobacillus paracasei S3-40 ..........ccouueueeeienciieiienieeieeeie e 45
16 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmernom
Lactobacillus paracasei S3-42 .........ooucveeeeeeeeeieeecieeeieeeeieeeeieeeevee e 45



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

17 Degradacia biogennych aminov v MRS a polovicnom MRS kmernom
Lactobacillus paracasei S3-45 ......ccoucvueviecieniieiieeieeceeeie et 46
18 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmernom
Lactobacillus paralimentarius SE-1 ..........ccoeeevueeeceeeecieeeieeeeieeeeiee e 47
19 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmernom
Lactobacillus paralimentarius S8-3 ........cccooevveeiiienieeiienieeceeeieeieeees 47
20 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmernom
Lactobacillus paralimentarius S8-16 ..........cccooeevoeevoieioianiiniiiiieeeeeen. 48
21 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmenom
Lactobacillus paralimentarius S8-17 ........ccceeevueeeeveeeeieeeniieenieeenieeenen 49
22 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmeriiom
Lactobacillus plantarum S4-3 .......cccooooueeiiiiieiiieiieeeeeeee e 49
23 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmenom
Lactobacillus plantarum S4-19 ..........cccueeeoeeecieeeiieeeieeeee e 50
24 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmeriiom
Lactobacillus plantarum S4-32 .........ccccooeeveevinvenieniiniineeceeeeeese e, 51
25 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmenom
Lactobacillus plantarum S8-06 ............cccueeeoeeecieeeiieeeieeeiee e 52
26 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmerniom
Lactobacillus saKel ST-1 .....cccoeiiiiiiiiieieeeee et 52
27 Degradacia biogénnych aminov v MRS a polovicnom MRS kmeriom

Lactobacillus sanfrancisScensis S6-20 ...........ccccoueeevueeeceeenceeenieeenieeennnn 53



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

7Z0ZNAM TABULIEK

Tab. 1 Prekurzory biogénnych aminov a ich Struktira. ..............ccoceeeeuveeennnns 12
Tab. 2 Prehlad baktérii s dekarboxylacnou aktivitou .................cccoueeeeuveeennnnnns 24
Tab. 3 Schopnost degradacie biogénnych aminov pomocou baktérii mliecneho

Tab.
Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

KVASERIQ ...ttt 25
4 Zoznam pouzityCh KMemoOV .............cccveeecueeeiiieeiieeecieeeiieeeeeeesveeesaaeaens 31
5 Produkcia biogénnych aminov kmenami Lactobacillus brevis v case 24
hOdin @ 48 BOAIN ..........cc.coviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 54
6 Produkcia biogénnych aminov kmeniom Lactobacillus curvatus v case 24
hOdin @ 48 BOAIN ... 55
7 Produkcia biogénnych aminov kmenami Lactobacillus paracasei v case
24 hodin @ 48 ROIN ...........ccc.coveiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 56
8 Produkcia biogénnych aminov kmenami Lactobacillus paralimentarius
vcase 24 hodin a 48 hodin ..............ccoovoeeviieiiieiiiiiiiieeeeeee e, 57
9 Produkcia biogénnych aminov kmenami Lactobacillus plantarum v case
24 hodin @ 48 ROIN ...........cccocoviiiiiiiiiiiiiiiieceee et 58

10 Produkcia biogénnych aminov Lactobacillus sakei v case 24 hodin a 48

11 Produkcia biogénnych aminov Lactobacillus sanfranciscensis v ¢ase 24

FLOAIN A AE NOATN oot 60



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 76

ZOZNAM PRILOH

PRILOHA P I: OBSAH BAKTERII, KTORE NEVYKAZOVALI DEGRADACNU
AKTIVITU



PRILOHA PI: OBSAH BAKTERII, KTORE NEVYKAZOVALI
DEGRADACNU AKTIVITU

FEM PUT KAD HIM
BMRS24H M®WMRS48H mW1/2MRS24H l1/2MRS48H

o N
o o

[0
o

B
o

Obsah biogénnych aminoy.[%] ,.
N (o))
o o

o

Degradacia biogénnych aminov kmeiiom Lactobacillus brevis S3-14

IMRSZ4H IMRS48H l1/2MR524H ll/2MRS48H

1.
o N
o o

[o]
o

D
o

Obsah biogénnych aminoy, [%
N [e2}
o o

o

Degradacia biogénnych aminov kmeiiom Lactobacillus brevis S3-19

EMRS24H ®WMRS48H ®1/2MRS24H ®1/2MRS48H

120

[uiy
o o
o wu

7

(]

Obsah biogénnych aminov [%]
= w H D
(6] o [6,] o

o

Degradacia biogénnych aminov kmeinom Lactobacillus brevis S3-24



JEn
o N
v O v O

w
o wuv

Obsah biogénnych aminov EA;]
G B 8 ~ Yo}

BmMRS24H M®WMRS48H M®W1/2MRS24H m1/2MRS48H

o

Degradacia biogénnych aminov kmeitom Lactobacillus brevis S3-30

PUT KAD HIM
IMR524H B MRS48H MW 1/2 MRS 24H I 1/2 MRS 28H

Obsah biogénnych aminoy [%] .,
N B D o] o N
o o o o o o

o

Degradacia biogénnych aminov kmeitom Lactobacillus brevis S3-36

0 |||| |||| |||‘ ||‘| ‘ll

FEM PUT KAD HIM
EMRS24H ®WMRS48H m1/2MRS24H m1/2 MRS 28H

iy
o N
o o

[o)
o

B
o

Obsah biogénnych aminovy [%]
N (o))
o o

Degradacia biogénnych aminov kmeitom Lactobacillus brevis S8-4



= =
o N
o o

[0)
o

B
o

Obsah biogénnych aminov [%]
N (o)}
o o

o

FEM PUT KAD HIM TYM

BMMRS24H M®WMRS48H m™W1/2MRS24H m1/2 MRS 28H

Degradacia biogénnych aminov kmeiiom Lactobacillus brevis S8-15

120

10

8
6
4
2
0
FEM PUT KAD HIM TYM

EMRS24H M®WMRS48H MW1/2MRS24H m1/2MRS48H

o o o o

o

Obsah biogénnych aminov [%]

Degradacia biogénnych aminov kmennom Lactobacillus curvatus S7-18

FEM PUT KAD HIM TYM
BMRS24H M®WMRS48H MW1/2MRS24H ®1/2MRS48H

=
o
o

o]
o

B
o

N
o

Obsah biogénnych aminov [%]
D
o

o

Degradacia biogénnych aminov kmeiiom Lactobacillus paracasei S3-22



12

Obsah biogénnych aml'nov'_[%]
N Y D [0 o
o o o o o o

o

FEM PUT KAD HIM TYM

BMRS24H M®WMRS48H W1/2MRS24H m1/2MRS48H

Degradacia biogénnych aminov kmeitom Lactobacillus paracasei S3-23

FEM PUT KAD HIM TYM

EMRS24H EMMRS48H m1/2 MRS24H m1/2 MRS 28H

= =
N Y (o)} [os] o N
o o o o o o

Obsah biogénnych aminov [%]

o

Degradacia biogénnych aminov kmeiiom Lactobacillus paracasei S3-34

FEM PUT KAD HIM TYM

BMMRS24H M®WMRS48H MW1/2MRS24H m1/2MRS48H

120

100

8

o

6

o

4

o

2

o

Obsah biogénnych aminov [%]

o

Degradacia biogénnych aminov kmeitom Lactobacillus paralimentarius S8-2



120

100
8
6
4
2
0
FEM PUT KAD HIM TYM

EMRS24H BMRS48H m1/2MRS24H m1/2 MRS 48 H

o o o

o

Obsah biogénnych aminov [%]

Degradécia biogénnych aminov kmetiom Lactobacillus paralimentarius S8-5

Juny

20

X
00
[e)
£
£30
Ny
|8}
60
o
Ey
040
e}
<
©20
Ko}
o

0

FEM PUT KAD HIM TYM

BMMRS24H M®WMRS48H M™W1/2MRS24H m1/2 MRS 28H

Degradacia biogénnych aminov kmeitom Lactobacillus paralimentarius S8-13

0 ““ “Il |||| |‘|| ‘|||
FEM PUT KAD M

HIM TY
BMMRS24H M®WMRS48H MW1/2MRS24H m1/2MRS48H

B D o) o N
o o o o o

Obsah biogénnych amingy [%],
N
o

Degradacia biogénnych aminov kmeiiom Lactobacillus plantarum S3-6



=
o N
o o

[o]
o

B
o

Obsah biogénnych aminov, [%]
N [e2}
o o

0 |‘|| |‘|| |||| |||| |‘||
FEM PUT KAD HIM TYM

EMRS24H ®WMRS48H ®W1/2MRS24H m1/2MRS48H

Degradacia biogénnych aminov kmeitom Lactobacillus plantarum S3-21



