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ABSTRAKT

Bakalatska prace se zabyva izolaci mikroorganizmii degradujicich biogenni aminy. Skutec-
nost, ze existuji kmeny se schopnosti degradovat biogenni aminy otvira fadu novych pfile-

zitosti, jak snizit jejich koncentraci v potravinach.

V praktické ¢asti bakalarské prace bylo izolovano 65 kment z riznych potravinovych mat-
ric. Nasledné se povedlo identifikovat 29 kmenii pomoci metody MALDI-TOF MS (hmot-
nostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za icasti matrice s pruletovym analyza-
torem). Nakonec byla ovétena jejich degradacni schopnost pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie s UV detekci po piedchazejici derivatizaci dansylchloridem. Nejlepsi degra-
dac¢ni schopnost vykazovala Pseudomonas protegens 6B12. Koncentrace u vSech sledova-
nych biogennich aminl poklesla minimalné o 65 % a nejlépe pak degradovala histamin,

ktery byl snizen az o 89 %.

Kli¢ova slova: biogenni aminy, izolace, degradace, Pseudomonas protegens

ABSTRACT

The bachelor thesis deals with the isolation of microorganisms degrading biogenic amines.
The fact that there are strains with the ability to degrade biogenic amines opens up a number

of new opportunities to reduce their concentration in food.

In the practical part of the thesis were isolated 65 strains from various food matrices. Subse-
quently, were identified 29 strains by the MALDI-TOF MS method (matrix-assisted laser
desorption and ionization mass spectrometry). Finally, it was verified their degradation abil-
ity, by high performance liquid chromatography with UV detection after previous dan-
sylchloride derivatization. Pseudomonas protegens 6B12 showed the best degradation abil-
ity. The concentration of all monitored biogenic amines was reduced by at least 65% and the

best degraded was histamine, which was reduced up to 89 %.

Keywords: biogenic amines, isolation, degradation, Pseudomonas protegens
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UvVOoD

Biogenni aminy jsou dusikaté slouCeniny s alifatickou, aromatickou nebo heterocy-
klickou strukturou. Biogenni aminy mohou vznikat v potravinach tzv. dekarboxylaci amino-
kyselin ptisobenim specifickych dekarboxylas. Mohou byt produkovany, ale i degradovany
aktivitou zivych organismti. Biogenni aminy se vyskytuji prakticky ve vSech potravinach
jako bézné produkty metabolismu, kde vykonavaji spoustu dualezitych funkci. Ve vyssich
koncentracich jsou ptitomné naptiklad ve fermentovanych vyrobcich (napft. syry, trvanlivé
salamy, pivo, vino, kysané zeli aj.). Vznikat mohou také mikrobidlni ¢innosti béhem skla-
dovani v mase, rybach, houbéch, zelening, ovoci, a také u potravin v pokrocilém stupni ka-
Zeni.

Biogenni aminy, 1 kdyZ jsou pfirozenou soucasti mnohych potravin, tak mohou ve
vysokych koncentracich zptsobit fadu zdravotnich problémi. Mohou byt doprovazeny od
mén¢ zavaznych symptomd, jako je zvraceni, poceni, bolesti hlavy az po ty zdvaznéjsi, jako
jsou naptiklad dychaci potize, buSeni srdce az anafylakticky Sok. Produkce biogennich
amin aktivitou Zivych organismu je zavisla na fad¢ faktori. Je zavisla naptiklad na teploté

skladovani, pH substratu, dostupnost kysliku, pfitomnosti soli a monosacharida.

Toxicky Uc€inek biogennich amint je siln€ ovlivnén enzymy monoaminooxidasou a
diaminooxidasou, které jsou biogenni aminy schopné odbouravat. Enzymovy systém neni
poté schopen jiz eliminovat vysoké koncentrace biogennich aminti. Pfi hodnoceni toxického
ucinku je nutné brat v potaz jak vyskyt konkrétniho aminu, tak 1 ostatni faktory, jako je na-

ptiklad mnozstvi konzumované potraviny, ptitomnost dalSich toxickych latek apod.

Tato prace je zaméfena na izolaci mikroorganizmu se schopnosti degradovat bio-
genni aminy z potravin rostlinného piivodu. Izolované mikroorganizmy byly dale identifi-

kovény a nasledné¢ byla zkoumana jejich dekarboxylaéni aktivita.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy (BA) jsou rtiznorodou skupinou alifatickych, aromatickych nebo he-
terocyklickych bazi, které jsou odvozené od aminokyselin (AMK) a vyznacuji se riznymi
biologickymi ucinky. [1]

BA jsou v nizkych koncentracich ptirozenou slozkou mnohych potravin, nebot’ v Zi-
vocisnych tkanich a rostlinnych pletivech vykonavaji spoustu diilezitych funkci, jsou napii-
klad tkanovymi hormony (histamin), protoalkaloidy (hordenin, gramin) a stavebnimi lat-
kami, které se ucastni biosyntézy dalSich hormont zivo¢icht (fenylethylamin), fytohormoni
neboli auxint, alkaloidii a dalSich sekundarnich metaboliti rostlin. [1] BA jsou dusikaté
slou€eniny, které vznikaji dekarboxylaci AMK aktivitou Zivych organizmti, popiipadé trans-

aminaci ¢i aminaci aldehydu a ketoni. [2]

1.1 Rozdéleni biogennich aminu
BA mutzZeme rozdélit podle jejich rozdilné chemické struktury na [3]:
1. aromatické — fenylethylamin, tyramin
2. heterocyklické — tryptamin, histamin
3. alifatické — spermidin, spermin, putrescin, kadaverin, agmatin.

BA se mohou také délit pomoci riznych pocti arylovych a alkylovych skupin, které
jsou navazané na atom dusiku. Jedna se o BA primérni, sekundarni nebo terciarni. Dle po¢tu
reaktivnich aminoskupin mohou byt dale déleny na monoaminy anebo polyaminy. [4]
Vsechny zminéné alifatick¢ BA se fadi kromé& toho 1 mezi polyaminy, tj. slouceniny obsa-
hujici dvé a vice aminoskupin v molekule. Z BA putrescinu vznikd syntézou spermidin a
spermin, touto biochemickou cestou se mohou vytvaret ve vSech zivych organizmech. [5]

Mezi takzvané polyaminy se také fadi agmatin, odvozeny z argininu. [6]

V zavislosti na jejich syntéze lze dale BA rozdé¢lit podle endogenniho (také ptirod-
niho) anebo biogenniho piivodu. Takzvané BA biogenniho piivodu vznikaji ¢innosti enzymu
ruznych dekarboxylas, které jsou hlavné bakterialniho ptivodu a plisobi tak na pfitomné ami-
nokyseliny. Mezi tyto aminy patii napiiklad histamin, fenylethylamin, tyramin, tryptamin,
kadaverin, agmatin a putrescin. Druha skupina aminii, endogenni neboli pfirodni aminy,

vznikd v dasledku nitrobunécného metabolického procesu v Zivych organizmech. Do této
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kategorie se fadi alifatické polyaminy spermidin a spermin, pfipadné i putrescin ktery je

prekurzorem téchto polyamind. [7]

Pro BA se krom¢ systematickych nazvii vyuzivaji i trividlni nazvy. V tabulce (Tab.

vvvvvv

marni a strukturni vzorce véetné molekulové hmotnosti. [5]
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Tab. 1: Trivialni a systematicky nazev, molekulova hmotnost, sumarni a strukturni vzorec

vybranych biogennich aminii [8]

o Molekulova
Trividlni Sumarni _
hmotnost Systematicky nazev Strukturni vzorec
nazev vzorec
[g/mol]
4-(aminobutyl) gu- NH
agmatin CsHusNy 130,19 anidin; 1-amino-4- H,N e
guanidobutan "
fenylethy- ) \
lami CsHiN 121,18 benzenethanolamin ——CH,CH,NH,
amin —
1H-imidazol-4-eta- /L CHaNH,
histamin CsHoNj3 111,15 namin; 2-(4-imi- | L
dazolyl)-etylamin o NF
1,5-pentandiamin;
kadaverin  CsH1sN» 102,18 o HaN (€HT NH.
pentametylendiamin
1,4-butan-diamin; H.N NH
putrescin  C4Hi2N2 88,15 o pTa TR
tetrametylendiamin ?
N,N'-Bis(3- amino-
. . . HN . NH NH_ _NH,
spermin CioH19N3 202,34 propyl)-1,4- diami- TOCHY, (CHy, (CHy),
nobutan
N-(3-aminopropyl)-
spermidin ~ C7H19N3 145,24 raN 'ECHJhN H(’CH,}] NH
1,4-butan-diamin
1H-indol-3-etana- /CHCHNH,
tryptamin ~ CioH12N» 160,21 min; 3-(2-aminoe-
tyl) indol
4-(2- aminoetyl)fe-
tyramin ~ CsHi1INO 137,18 nol; 2-p-hydroxy fe-  HO— —CHCH N,

nyl ethylamin
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1.2 Vznik biogennich aminii a jejich pfremény

BA vznikaji z aminokyselin piisobenim specifické dekarboxylasy, jejimz kofaktorem
je pyridoxalfosfat, [9] nebo také z aminokyselin a karbonylovych sloucenin ptsobenim
transaminas. Pfi jejich transformaci na dalsi biologicky aktivni produkty se uplatiiuji také

nékteré oxygenasy a methyltransferasy. [1]

Z histidinu vznikéd jako produkt dekarboxylace histidindekarboxylasou histamin.
Z lysinu poté vznika ptisobenim lysindekarboxylasy kadaverin. Z argininu vzniké dekarbo-
xylaci (arginindekarboxylasou) agmatin a dale pak putrescin. Ten miize také vznikat piimo
dekarboxylaci ornithinu ornithindekarboxylasou (ornithin vznik4 ptisobenim arginasy z ar-
gininu). Z putrescinu vznikd methylaci S-adenosylmethioninem spermidin a dale pak sper-

min. Pfislusné reakce jsou zjednodusené uvedeny na obrazku (Obr. 1). [1]

NH;~C—NH-~(CHy); -CH—COOH NE;~(CHy);-CH—COOH  (GHy)—NH—(CH;) ~NH—(GHy)
e

NH NH; NH; NH, NH,
arginin ornithin | spermin
. l - €0, 1 - 0 Pe T
NHz*F—NH“(CH:}rNﬁz — (B-CH,-CHCH, — ({:I:I'lz)s —NH"((]?Hz)a
NH NH, NH, NH, NH,
agmatin plmescln Spﬁ]'midjﬂ

Obr. 1: Dekarboxylace argininu a dalsi reakce vybranych biogennich aminii [1]
Dekarboxylaci tryptofanu pomoci tryptofandekarboxylasy vznika tryptamin, ze kte-

rého se vytvaii hormon serotonin, pomoci serotonin-N-acetyltransferasy vznika ze seroto-

ninu N-acetylserotonin a z n¢j piisobenim hydroxyindol-O-methyltransferasy hormon mela-

tonin. Ptislus$né reakce jsou zjednodusené uvedeny na obrazku (Obr. 2). [1]

Dekarboxylaci fenylalaninu fenylalanindekarboxylasou vznika 2-fenylethylamin,
z tyrosinu poté vznika ¢innosti tyrosindekarboxylasy tyramin a jeho oxidaci oktopamin.
Z dihydroxyfenylalaninu (DOPA) vznik4 dopamin piisobenim dihydroxyfenylalanindekar-
boxylasy, dale oxidaci dopaminu vznikd hormon dfen¢ nadledvinek noradrenalin neboli
norepinefrin a jeho reakci s S-adenosylmethioninem dalsi hormon nadledvinek adrenalin

neboli epinefrin. Ptislusné reakce jsou zjednoduSen¢ uvedeny na obrazku (Obr. 3). [1]
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CH; CH- CODH CH: CHR=NH; y.co CH.; CHy-NH

Cp— H  tiyptamin e

02 l 02 T
CH;-CH COOH CHrCHz -NH; HO, CT k- CHu ‘41*1

H serotin serotonin  N-acetylserotonin H

Obr. 2: Dekarboxylace tryptofanu a dalsi reakce [1]

Py ?E
CHx~CH- e 3 3
rCH-COOH — HO CH;—CI?H—CDCIH——-h CHy~CH-COORS
NIL NH, NHZ g
fenylalanin rosin d;hydm'qrfenylalamn ED()PAf
| -co :
CHy-CHy-NH, .2
>~CHy~ — HO CH,—CH:-NH, ——+ HO CHrCHz-NHz
2-fenylethylamin tyramin

” | o

Ho@cﬂf-cnrnu—crg ]‘D‘@-(EH‘CHI'M m@m -CHy-NH,
OH
oktopamin

N-methyltyramin

JC'z . \a HO

HG—O—CH CH;~NH~CH. I-D-OCH cnZ ~y
— 2— — fr— - —
] : T Ny I CH-CH;—NH

syneftin hordenin adrenalin

Obr. 3: Dekarboxylace fenylalaninu a dalsi reakce [1]

BA jsou znacné reaktivni latky (Obr. 4). Vyjma enzymovych reakei, kterymi vznikaji
derivaty BA a dalsi slou¢eniny, mohou oxidativni deaminaci vznikat aldehydy. Béhem dlou-
hodobého skladovani nebo pii zvySené teploté reaguji BA s triacylglyceroly (TAG) za
vzniku amidl mastnych kyselin. Rovnéz jako ostatni aminoslouceniny vstupuji do neenzy-
matického hnédnuti, kde vznikaji jako primarni reak¢ni produkty ptislusné iminy. Ty mohou

také vznikat oxidaci aminti, naptiklad peroxidem vodiku nebo také hydroperoxidy lipidi.

[1]
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Sekundérni aminy mohou reakci s oxidem dusiku vytvatet karcinogenni nitrosaminy.
S proteiny reaguji BA jako je fenylethylamin, putrescin, tyramin, spermidin a histamin za
vzniku B-N-substituovanych derivatl diaminopropionové kyseliny. Patrnym mechanismem
vzniku téchto derivati AMK je B-eliminace zbytkl cysteinu a nasledujici adice aminu na
dvojnou vazbu dehydroalaninu vznikajiciho totozn€ jako pii vzniku lysinoalaninu. [1]

5 #
1120;  oxidativni deaminace

|
R—CH=0D

NH- aldehyd
] R—COOR teplo , .
R—CH,—NH, —= - - R—CO—NH-CH,—R
-R—OH amid
R=—CHO peenzymové hnédnuti 5 L
: - R—CH:N—{'IIJ—R
- H,0 imin
H,0, oxidace [
- R—CH=—/NH

imin
-2 H,0

Obr. 4: Hlavni reakce biogennich aminu [1]

1.3 Faktory ovliviiujici vznik biogennich amini

Odstranéni jiz jednou vzniklych BA z potravin je velmi obtiZzné. SniZeni jejich kon-
centrace lze naptiklad dosdhnout pouzitim diaminooxidasy, ale v praxi neni tento zptisob
dekontaminace pouzitelny. Z ¢asti dochéazi ke sniZzeni obsahu BA také v tepelné zpracova-
nych vyrobcich jejich reakei s redukujicimi cukry, respektive s rozkladnymi produkty cukrti
v Maillardovych reakcich. Nejvhodnéjsim zplisobem vyroby potravin obsahujicich malé
mnozstvi BA je vSak dodrzovani takovych technologickych postupt a hygienickych podmi-
nek vyroby, které brani jejich vzniku ¢innosti mikroorganizmd. [1]

vvvvvv

maji vliv na aktivitu mikrobidlnich dekarboxyla¢nich enzymt, patii pfitomnost volnych
AMK (substratu), ptitomnost soli, pfitomnost kysliku, hodnota vodni aktivity (aw), teplota,
pH, doba skladovani, dodrzovani hygieny procesu ziskdvani surovin a jejich zpracovani pii

vyrobé. [10]
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1.3.1 Teplota

NejdulezitejSim faktorem ovlivitujicim mikrobidlni produkci BA je teplota sklado-
vani, ktera ptispiva k jejich tvorbé. Skladovaci teplotu je nutné dodrzovat co nejnizsi, pokud
to potravina umoziuje. Bylo prokazano, ze BA detekované v potraviné skladované pfti tep-
loté 2 °C byly ve 20x nizsich koncentracich nez v téze potravin€ uchovavané pfi teploté 10
°C. [11] Vareni ma relativn¢ maly vliv na sniZeni obsahu BA v potravinach, dochézi pouze

k jejich castecnému rozkladu. U masa vepiového je ubytek BA vyssi. Vliv skladovani a te-

pelného zpracovani na obsah BA v mletém hovézim mase je dokumentovan v tabulce (Tab.

2).[1]

Tab. 2: Vliv skladovani a vareni na obsah biogennich aminii v hovézim mase [1]

Obsah v mg/kg
Teplota Doba putrescin kadaverin spermidin spermin tyramin
°C dny  syrové vafené syrové vafené syrové vafené syrové vafené syrové  vafené
4 0 11 10 23 0 39 56 382 440 8 25
4 13 12 28 0 56 80 784 393 12 18
8 46 42 29 0 54 65 520 407 16 12
12 74 86 32 0 113 189 331 382 12 25
7 0 13 12 23 0 33 54 318 394 5 26
4 17 19 28 1 91 92 563 437 18 20
8 94 107 25 4 157 216 524 360 89 36
12 224 202 45 36 201 266 390 349 201 111
10 0 12 12 28 0 80 50 362 446 4 12
4 69 60 36 2 131 12 517 317 12 27
8 207 205 32 36 278 267 345 321 52 151
12 368 277 29 100 177 274 446 361 333 224
1.3.2 pH

Uroveii pH je dilezitym faktorem ovliviiujicim aktivitu dekarboxylasy. Ovliviiuje, v
nékterych ptfipadech az inhibuje, riist mikrobidlni populace. Dekarboxylasova aktivita je

vy$§i predev§im v kyselém prostfedi. Obecné lze fici, ze optimalni pH pro dekarboxyla¢ni

mikroorganizmy je kolem 4,0 - 5,5. [11]
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1.3.3 Dostupnost kysliku

Baleni potravin do modifikované atmosféry je popularni konzerva¢ni metoda zahr-
nujici zménu slozeni plynu obklopujiciho potravinarsky vyrobek a baleni s bariérovym fil-
mem. Obvykle se pouzivaji v této technice plyny a jejich smési Oz, N> a CO». CO» je dilezity
plyn s bakteriostatickymi a fungistatickymi vlastnostmi. Modifikovana atmosféra ma lepsi
inhibi¢ni Uc¢inek ve srovnani s vakuovym balenim. Zjistilo se, ze modifikovana atmosféra
obsahujici 60 % COz a 40 % Nz byla nejucinnéjsi pfi zpomalovani vzniku aminil v rybach

(sardinky) ve srovnani s vakuovym obalem a s normalnim skladovanim na vzduchu. [12]

1.3.4 Pritomnost soli a monosacharida

Ptitomnost soli zpravidla inhibuje vznik BA. Vyjimku tvofi histamin a tyramin, na
jejichZ syntézu mohou u nékterych bakterii soli plisobit osmoprotektivné a v dusledku toho
muze dojit az ke zvySeni syntézy BA. Tvorba histaminu miiZe byt inhibovana pti koncentraci

NaCl 3,5-5,5 %, zatimco pii niz§ich koncentracich soli je inhibice net¢inna. [12]

Ptitomnost zkvasitelnych sacharidd, jako je naptiklad glukosa, mize podporovat riist
a také 1 dekarboxylasovou aktivitu bakterii. Optimalni koncentrace glukosy pro rust a dekar-
boxylasovou aktivitu bakterii se pohybuje od 0,5 % do 2 %, zatimco koncentrace nad 3 %

zpravidla inhibuje syntézu dekarboxylas. [11]

1.3.5 Zareni

Ozafovani je jednou z dulezitych konzervacnich technik. Ozatovani potravin zahr-
nuje expozici ionizujicim zafenim, jako jsou paprsky gama, elektrony s vysokou energii a
rentgenové zatfeni. lonizujici zafeni deaktivuje mikroorganizmy poskozenim nukleové ky-
seliny. Kromé& mikrobialni inaktivace, ozafovani potravin je také schopno vyvolat radioly-

tické degradace BA. JiZ vice nez 50 zemi pfijalo ozatovani potravin. [12]

1.4 Vyskyt biogennich amint v potravinach

BA se vyskytuji prakticky ve vSech potravinach jako bézné produkty metabolismu.
Ve vys$§im mnoZstvi se nachazi ve fermentovanych vyrobcich (napf. syry, trvanlivé salamy,
pivo, vino, kysané zeli aj.), kde vznikaji mikrobidlni ¢innosti. Plisobenim kontaminujici mi-

krofléry vznikaji hlavné v rybach a v mase béhem skladovéani. Ve vysokych koncentracich
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se BA také vyskytuji u potravin v pokroc¢ilém stupni kazeni. V houbach, zeleniné a ovoci pfi

nevhodném skladovani produkuji BA zejména endogenni dekarboxylasy. [1]

Ptehled mikroorganizmii podilejicich se na produkci BA v jednotlivych potravinach

je uveden v tabulce (Tab. 3).

Tab. 3: Vyznamné mikroorganizmy produkujici biogenni aminy [1]

Potravina Mikroorganizmy Produkované aminy

Ryby Morganella marganii, Klebsiella pneumoniae,  histamin, tyramin,
Hafnia alvei, Proteus mirabilis, Proteus vulga-  kadaverin, putrescin,
ris, Clostridium perfringens, Enterobacter ae-  agmatin, spermin,
rogenes, Bacillus sp., Staphylococcus xylosus spermidin

Syry Lactobacillus buchneri, L. delbrueckii subsp. histamin, kadaverin,

Maso a masné
vyrobky

Fermentovana
zelenina

Fermentované
produkty ze
s0j1

bulgaricus, L. plantarum, L. casei, L. aci-
dophilus, Enterococcus faecium, Streptococcus
mitis, Bacillus macerans, Propionibacterium

sp.
Pediococcus sp., Lactobacillus sp., Pseudomo-

nas sp., Streptococcus sp., Micrococcus sp., Ce-
led’ Enterobacteriaceae

Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesen-
teroides, Pediococcus sp.

Rhizopus oligosporus, Trichosporon beigllii,
Lactobacillus plantarum

putrescin, tyramin,
tryptamin

histamin, kadaverin,
putrescin, tyramin,
fenylethylamin,
tryptamin

histamin, kadaverin,
putrescin, tyramin,
fenylethylamin,
tryptamin

histamin, kadaverin,
putrescin, tyramin,
tryptamin

1.4.1 Fermentované potraviny

1.4.1.1 Miéko a mlécné vyrobky

V mléku jsou vS§eobecné pomérné nizké koncentrace BA, z toho pfevazuji predevsim

polyaminy. Nicmén¢ ve fermentovanych mlé¢nych produktech pfevazuje zejména tyramin,

histamin, putrescin, kadaverin a v nizs$ich koncentracich byl detekovan i B-fenylethylamin a

tryptamin. [13]

Syr je hlavnim rizikovym produktem s potencialné toxickou davkou BA. Obsah BA

u riznych typi syrt se 1isi. MiZe se také 1iSit v rameci stejného typu syru, a dokonce 1 mezi
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riznymi ¢astmi stejného syra. [13] V prubéhu zrani syrit dochazi k vyrazné tvorbé BA v pro-
vozech s nedostatecnou hygienickou urovni, tedy vlivem kontaminujici mikroflory. Pti do-
drzovani spravné vyrobni a hygienické praxe obsahuji i dlouhodobé¢ zrajici syry jen relativné

malé mnozstvi BA. [1]

1.4.1.2 Maso a masné vyrobky

Béhem skladovani masa dochazi vlivem enzymové aktivity piitomné mikroflory
k ristu obsahu BA a obsah n¢kterych z nich se proto vyuziva také jako tzv. indikator cer-
stvosti masa. Cerstvé vepfové maso obsahuje totiz do 7 mg/kg kadaverinu a putrescinu,
kdezto zkazené maso miize obsahovat az 60 mg/kg nebo i vice. Obsah BA se zvySuje také
pfi vyrobé fermentovanych masnych vyrobk, a to pfedevsim v prvotnich fazich fermentace.
Na vzniku BA v trvanlivych masnych vyrobcich se mohou podilet jak mikroorganizmy po-
uzité ve startovacich kulturach, tak 1 mikroorganizmy zpracovavané suroviny (Tab. 4). Ve

vyjimecnych ptipadech mohou vyrobky obsahovat od 100 do 1000 mg/kg histaminu. [1]

Tab. 4: Zmény koncentrace biogennich aminii behem fermentace trvanlivych salami [1]

Startovaci Doba Obsah v mg/kg

Kultura dny histamin kadaverin  putrescin felllgrls;ily- tyramin

s vysokou aktivitou 0 3 1 1 2 2

dekarboxylas 1 4 7 1 ) 9%
2 5 35 18 9 95
9 8 64 15 11 142
21 6 84 13 11 120

s nizkou aktivitou 0 3 1 1 2 2

dekarboxylas 1 3 1 | ) )
2 3 1 1 2 5
9 4 1 2 2 20
21 3 1 3 2 21

1.4.1.3 Fermentovanda zelenina — kysané zeli

Kysel¢ zeli a produkty ziskané fermentaci za vzniku mlécné kyseliny z drceného a
slaného bilého zeli, je jednou z nejznamé;jsich tradi¢nich potravin. Tento fermentovany rost-

linny vyrobek obsahuje nejen mnozstvi vitamint a mineralnich latek, ale také vysoké hladiny
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glukosinolatovych produkti hydrolyzy, které vykazuji vyznamnou antikarcinogenni akti-

vitu. [14]

Spontanni fermentace zeli je iniciovdna heterofermentativnimi bakteriemi mlé¢ného
kvaseni, jako je Leuconostoc mesenteroides, ktery produkuje kyselinu octovou a kyselinu
mlécnou. V pozdéjsi fazi procesu jsou nahrazeny homofermentativnimi bakteriemi, které
jsou odolnéjsi ke kyselému prostiedi, jako je Lactobacillus plantarum, ktery produkuje
témef vyhradné jen kyselinu mlé¢nou. Fermentace je prostiedkem prevence zhorSeni kvality
zeli a prodluzuje jeho trvanlivost, protoze BMK produkuji organické kyseliny, které inhibuji
rust nezddoucich mikroorganizmt. Nicméné zvysena aktivita mikroflory mtize vést k pro-
dukci toxickych metabolitt, jako jsou BA. [15] V kysaném zeli je obsazeno vysoké mnozstvi
volnych AMK, proto miiZe dochazet k jejich dekarboxylaci aZz na BA. Ve vysokych koncen-
tracich se v kysaném zeli vyskytuji hlavné BA jako je putrescin a tyramin, ve zna¢n¢ nizsich

koncentracich pak mohou byt detekovany histamin, tryptamin a spermin. [16]

1.4.1.4 Vino

Ve ving bylo identifikovano vice nez 20 BA a jejich celkové koncentrace byla v roz-
mezi od jednotek mg/1 az ptiblizn€ po 50 mg/l, v zavislosti na kvalité vina. [17,18] Variabi-
litu obsahu aminti ve vin¢ lze vysvétlit na zaklade€ rozdild ve vyrobnim procesu, ¢ase a pod-
minkach skladovéni, kvalitou suroviny a moznou mikrobidlni kontaminaci béhem vyroby

vina. [17]

BA ve viné¢ mohou pochézet ze dvou riiznych zdrojl: suroviny a fermenta¢niho pro-
né¢kolik t€kavych amind a polyamind. Ve viné byla nalezena vyssi koncentrace histaminu,
tyraminu a putrescinu. V mensich mnozstvich poté byl pfitomny i kadaverin, fenylethylamin
a isoamylamin. Putrescin a kadaverin jsou obvykle spojeny se Spatnymi hygienickymi pod-
minkami pfi zpracovavani hroznti. [19] VSeobecné je znadmo, ze Pediococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc a QOenococcus spp. jsou hlavnimi producenty BA ve viné. Naptiklad
Leuconostoc mesenteroides je schopny produkovat tyramin 1 histamin. [20] Oenococcus
oeni je schopen podstatné piispét k celkovému obsahu BA ve ving, predev§im produkci his-

taminu. [21]
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1.4.1.5 Pivo

BA obsazené v pivu lze rozd¢lit na dvé skupiny. Prvni skupina zahrnuje putrescin,
spermidin, spermin a agmatin, ty jsou povazovany piedevsim za ptirodni slozky piva pocha-
zejici ze sladu. Zatimco BA druhé skupiny, piedev§im histamin, tyramin a kadaverin, ob-
vykle vznikaji ¢innosti BMK a béhem vareni piva. Agmatin, ktery neni rutinné stanovovan,
patrn€ kvtli jeho minimalnim nepfiznivym u¢inktim na ¢lovéka, byl pievladajicim aminem
v testovanych pivech s primémymi hodnotami kolem 10 mg/l. [22] Tyramin a putrescin
byly zjistény na relativné vysokych urovnich, kdezto obsah ostatnich, v€etné histaminu, byl
zpravidla niz$i a ma tak patrné niz$i toxikologicky vyznam. Tyramin tedy byl hlavni bio-

genni amin identifikovany v pivu, ktery mtize zptisobovat nezadouci ucinky. [23]
1.4.2 Nefermentované potraviny

1.4.2.1 Ryby a vyrobky 7z ryb

V cCerstvém rybim mase je obsah BA pomérn¢ nizky, napiiklad v mase tuiidka se na-
chédzi 0-10 mg/kg histaminu a 0-2 mg/kg tyraminu. Béhem skladovani ryb pfi teplotach
okolo 0 °C a niZ8ich vznikaji BA v témét bezvyznamném mnoZstvi. Pti vysSich teplotach je
pomoci ptitomné mikroflory dekarboxylovan predevsim histidin a tkdn€ predev§sim makre-
lovitych ryb (Scrombroidae), kam patii naptiklad tunidk a makrela, mohou obsahovat az
3000 mg/kg (makrela) nebo 1 8000 mg/kg (tunak) histaminu. V relativné vysokém mnoZstvi
také vznikaji BA jako je tyramin, kadaverin, putrescin a dal$i. Optimalni teplota pro pro-
dukci histaminu je velmi rozdilna (5-38 °C) a zavisi pfedev§im na druhu kontaminujici mi-
kroflory. Minoritnim BA vétSinou byva agmatin, ktery se v mase ryb nachazi bézné¢ v mnoz-
stvi 1-3 mg/kg. Vysoké koncentrace agmatinu nicméné obsahuji také nékteré druhy cers-
tvych koryst (Haliotis sieboldii aj.) a to kolem 40-200 mg/kg, susené ryby mohou obsahovat
az 650 mg/kg. [1]

1.4.2.2 Ovoce a zelenina

BA se jako ptirozena soucast vyskytuji také v potravinach rostlinného ptivodu. Mi-
noritnim BA v ovoci a zelenin€ byva piedev§im tyramin, v menSim mnozstvi se vyskytuje
také i fada dalsich BA. Casto se vyskytuji konjugaty biogennich amini se skoficovymi ky-
selinami ¢i s mastnymi kyselinami. V nékterych rostlindch se nachdzeji ve vyznamném

[ A

mnozstvi rizné derivaty BA, které se bézné fadi mezi protoalkaloidy. [1]
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V listech Spenatu se napfiklad vyskytuje volny histamin v mnozstvi zhruba
200-400 mg/kg a dale také N-methylhistamin, N-acetylhistamin a amidy histaminu s riz-

nymi karboxylovymi kyselinami. [1]

V bananech se jako minoritni BA vyskytuje tyramin a dale také fenylethylamin, his-

tamin, dopamin, serotonin a norepinefrin. [1].

1.5 Toxicita biogennich aminu

BA jsou pro organizmus nezbytné latky, ale ve vysokych koncentracich se mohou
projevovat jako latky vasoaktivni nebo psychoaktivni. Vasoaktivni aminy mohou pusobit
pfimo nebo nepifimo na vaskularni systém a psychoaktivni aminy ptisobi jako prenaseci
v centralnim nervovém systému (CNS). Vasoaktivni aminy se podle U¢inku déle d€li na

aminy vasokontraktilni (tyramin) a vasodilatacni (histamin). [1]

Mezi ¢asté symptomy pii konzumaci vysokych davek BA patii zvraceni, poceni, bu-
Seni srdce, dychaci potize. Histamin muze zptisobovat hypotenzi a také mize vyvolat ana-

fylakticky Sok. Fenylethylamin a tyramin mohou zapfi¢init migrény. [1]

Protoalkaloid gramin, ktery pochazi zejména z trav rodu lesknice (Phalaris sp.) muze
vyvolat u pfezvykavcli nahlé kolapsy az smrt. U ovci se tato chronickd otrava projevuje

riznymi degenerativnimi zménami CNS. [1]

Mezi hlavni enzymy, které jsou BA schopné odbouravat patii monoaminooxidasa a
diaminooxidasa. Pomoci aktivity t€chto dvou enzymi je siln€ ovlivnén toxicky ucinek BA.
Aktivita enzymi muze byt u jednotlivel rizna a zavisla na tadé faktord, naptiklad na pii-
tomnosti inhibitort, jako jsou urcita 1é¢iva, nebo potenciatori. Enzymovy systém neni poté

jiz schopen eliminovat takto vysoké koncentrace BA. [1]

Pti hodnoceni toxického ti€inku je nutné zvazovat jak ptitomnost konkrétniho aminu,
tak 1 ostatni faktory jako je naptiklad mnozstvi spotfebované potraviny, pfitomnost dalSich
toxickych latek apod. Z tohoto diivodu je velmi nesnadné stanovit hranici toxicity BA. Na-
ptiklad koncentrace histaminu vyssi nez 500 mg/kg se povazuji, ze jsou pro ¢lovéka jiz ne-

bezpecné. [1]

V tad¢ zemi byla stanovena nejvyssi povolena mnozstvi histaminu. U ostatnich BA

jsou stale nedostacujici znalosti o jejich toxicité. [1]
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Diive legislativa uddvala nejvyssi piipustnd mnozstvi histaminu a tyraminu v riz-
nych potravinach. [1] Nyni plati nafizeni komise (ES) ¢. 2073/2005 o mikrobiologickych
kritériich pro potraviny, které udava nejvyssi ptipustné mnozstvi histaminu v produktech
rybolovu 200 mg/kg a nejvyssi pripustné mnozstvi histaminu v produktech rybolovu, které

byly oSetfeny enzymatickym zranim v ldku 400 mg/kg. [24]
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2 MIKROORGANIZMY PRODUKUJICI BIOGENNI AMINY

BA vznikaji v potravinach dekarboxylaci urcitych volnych AMK. Dekarboxyla¢ni
proces muze probihat dvéma biochemickymi cestami. A to aktivitou endogennich enzymu
dekarboxylas pfirozené se vyskytujicich v potravé nebo aktivitou uvolnénych exogennich
enzymi riznymi mikroorganizmy. Endogenni produkce diamini je ve srovnani s exogenni
cestou mén¢ Casta. Povaha mikroflory, sloZzeni produktu a dalsi faktory ovliviuji aktivitu

dekarboxylas, které bakterialni bunka mtze uvoliiovat. [25]

2.1 Bakterie

2.1.1 Celed Enterobacteriaceae

Celed’ Enterobacteriaceae zahrnuje rozsahlou skupinu gramnegativnich, vétsinou
pohyblivych, fakultativné anaerobnich ty¢inek, velikosti 0,4-2 pm, zatfazenych ptiblizné do
30 rodii. Enterobakterie jsou individualné biochemicky velmi aktivni, fermentuji glukosu,

produkuji katalasu, nitratreduktasu, H>S, indol, §t€pi mo€ovinu a dalsi. [26]

Tato kontaminujici mikrofléra, ptedevsim Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,
Klebsiella pneumoniae, je zodpovédna za produkci kadaverinu, putrescinu a histaminu v po-
travinach. Vyskytuji se také i v pfirodnim prostfedi. ProtoZe jsou tyto bakterie termolabilni,
je jejich pfitomnost v mlékarenskych vyrobcich disledkem nedostatecné pasterace nebo ne-
dostatecné hygieny a sanitace v provozu. Byl prokdzan zvySeny obsah kadaverinu a pu-

trescinu v syrech vyrobenych z mléka kontaminovaného témito bakteriemi. [27]

Béhem skladovani Cerstvé zeleniny a Cerstvych salatl z listové zeleniny byl zjistén
zvySeny obsah putrescinu, pficemz se predpokladala souvislost mezi pfitomnosti bakterii

Enterobacteriaceae, které tvoti az 90 % ptitomné mikroflory, a produkci putrescinu. [27]

2.1.2 Rod Bacillus

Rod Bacillus je velmi rozséhly a v ptirod¢ velmi rozsifeny. Jedna se o grampozitivni
peritrichni ty¢inky, které maji bohaté enzymové vybaveni, takze mohou rozlozit rizné orga-
nické slou€eniny. VéEtsina druhli ma velmi aktivni amylolytické, pektolytické a proteolytické
enzymy, takZe se uplatiiuji pfi anaerobnim a aerobnim rozkladu Skrobt, proteinti a dalSich

latek. Urcité druhy slouZzi pro primyslovou ptipravu enzymi. [28]
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Z tradi¢nich klobas byly izolovany B. subtilis a B. amyloliquefaciens, kde z 13 stu-
dovanych kment B. subtilis 10 kmenti vykazovalo aktivitu histidindekarboxylasy (76,92 %),
12 aktivitu tyrosindekarboxylasy (92,31 %), 8 aktivitu ornitindekarboxylasy (61,54 %) a 8
aktivitu lysindekarboxylasy (61,54 %). Kmeny B. amyloliquefaciens vykazovaly méné va-
riabilni chovani; z Sesti studovanych kmentl, byly ¢tyii schopny dekarboxylace histidinu
(66,72 %) a Sest bylo schopnych dekarboxylace tyrosinu, ornitinu, a lysinu (100 %). [29]
Naopak, z nasolené ryby byl izolovan B. polymyxa, ktery byl schopen degradovat histamin
az do 100 % v TSB bujonu s ptidavkem histaminu. Navic, B. polymyxa miize byt povazovan
za halotolerantni histamin-degradujici bakterii, ktery produkuje histamin dehydrogenasu k

degradaci histaminu. [30]

2.1.3 Rod Lactobacillus

Jedna se o grampozitivni ty€inky, mikroaerofilni, fermentujici cukry na kyselinu
jak z hlediska potravinarského, tak i biotechnologického, ktery je v piirodé znacné rozsifen.
Jeho zastupci se vyskytuji predev§im v mléce, kde vyvolavaji pfirozené kysani, dale v ustech
a travicim traktu savci, na travinach, obilovinach i jinych rostlindch a v ptidé. Podle pro-
dukti katabolismu rozdélujeme rod Lactobacillus na homofermentativni, které produkuji
prakticky pouze kyselinu mlé¢nou, a na heterofermentativni, které produkuji kromé kyseliny
mlécné jeste znacné mnozstvi ethanolu a CO,. ProtoZe kyselina mlé¢na zastavuje rozmno-
zovani hnilobnych mikroorganizmu a stafylokokd, je vyuZivana ¢innost BMK pro konzer-
vaci zeleniny i nékterych krmiv. V mlékarenském primyslu se homofermentativni lakto-
bacily pouzivaji pti vyrob¢ syru (napt. L. casei, L. delbrueckii subsp. lactis, L. helveticus).
Nekteré druhy se vyuzivaji také pro vyrobu kysanych mléénych vyrobkt (napt. L. aci-
dophilus — acidofilni mléko, L. delbrueckii subsp. bulgaricus — jogurty). Nékteré heterofer-
mentativni laktobacily jsou pfitomné také jako nezaddouci kontaminanty ve vinafstvi a pivo-
varstvi, kde zapficini chut'ové vady vyrobku, a v drozd’arenstvi, kde vedou ke ztraté vytéz-

nosti. [26, 30]

Mezi laktobacily mizeme najit rizné dekarboxylasa pozitivni zastupce, které v po-
travinach a fermentovanych napojich mohou produkovat BA, a tim ohrozit jejich zdravotni
nezavadnost. Patfi mezi jedny z hlavnich producenti BA v syrech, ale také i v pivu. Kmeny
laktobacilt L. brevis a L. hilgardii byly ve studii Landete et al. (2007, s. 367) zodpovédné

za vznik tyraminu. [31]
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2.1.4 Rod Pediococcus

Tento rod je mikroaerofilni az anaerobni a jeho povrchovy rist na tuhych substratech
je zpravidla zna¢né slaby. Jedna se o grampozitivni koky, které pro sviij rast vesmés vyzaduji
fadu rustovych latek. Zahrnuje nékolik druhi, z nichz n€které jsou velmi obavanymi konta-
minanty v pivovarském primyslu, nebot’ produkuji diacetyl, ktery jiz ve velmi nizkych kon-
centracich negativné ovliviiuje chut’ a aroma piva. Druhy rodu Pediococcus se vyskytuji také
v kysaném zeli, v silazich a v jinych fermentovatelnych substratech. P. halophilus roste v
prostiedi 1 pti 18 % koncentraci NaCl a pouziva se v Japonsku pro vyrobu pasty ,,miso* ze

sojové mouky. [28]

U P. pentosaceus izolovaného z ptirodnich syrt byla detekovana aktivita tyrosinde-
karboxylasy. Zaroven bylo dok4zéno, Ze dany kmen neni producentem kadaverinu nebo pu-

trescinu. [32]

2.1.5 Rod Leuconostoc

Jedna se o heterofermentativni BMK, tudiz zkvasuji cukry na kyselinu mlé¢nou,
ethanol a COz. Tvofti kulovité az oc¢kovité buiiky spojené do dvojic nebo do fetizkl. Neékteré
druhy mohou produkovat velké mnozstvi slizu polysacharidové povahy. Sliz tvoii zejména
L. mesenteroides subsp. mesenteroides, jehoz ptitomnost miiZze zpusobit potize v drozd’aren-
stvi, kdy dochazi k aglutinaci drozdi, ale také i ve slazenych mineralnich vodach, kde zpi-
sobuje rosolovaténi. L. mesenteroides subsp. dextranicum se pro zménu vyuziva pro pri-
myslovou vyrobu dextrant pro lékatské ucely. L. mesenteroides subsp. cremoris, ktery se
vyznacuje silnou tvorbou diacetylu, se vyuZziva jako soucast maslai'ské kultury, protoZe do-

davéa maslu piijemné aroma. [28]

U L. paramesenteroides a L. mesenteroides subsp. cremoris z celkového poctu 17
kmeni byla detekovéna tyrosindekarboxylasova aktivita. Tyto kmeny ukazaly nejvyssi ak-
tivitu tyrosin- i tryptofandekarboxylasy. Proto je evidentni, Ze nékteré kmeny mohou produ-

kovat rizné BA soucasng¢. [33]

2.1.6 Rod Streptococcus

Jedna se o skupinu grampozitivnich koki, kterd zahrnuje fadu patogennich druht,

které mohou zpiisobit hnisava onemocnéni, spalu, zubni kazy, anginu apod. V posledni dobé
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byly vy¢lenény nehemolyzujici nepatogenni druhy, které se vyuzivaji v mlékarenském pri-
myslu a byly zafazeny do nové vytvotenych rodii Lactococcus a Enterococcus. V potravi-
nafském pramyslu je nejvice vyuzivan L. lactis, kam jsou fazeny i kmeny diive oznacované
jako Streptococcus cremoris (nyni Lactococcus lactis subsp. cremoris). Je soucasti maslai-
ské kultury, ktera se pouziva k vyrobé zakysané smetany. Nekteré kmeny produkuji bakte-
riocin nisin, ktery inhibuje rozvoj fady grampozitivnich bakterii. Nisin se také pouziva jako

pomocna latka pii konzervaci potravin. [28]

Streptococcus thermophilus vykazuje aktivitu histidindekarboxylasy a mtize tak pro-
dukovat histamin v syrech, jogurtech a fermentovanych napojich. Kromé toho byla také u

tohoto druhu detekovana aktivita tyrosindekarboxylasy. [34, 35]

2.1.7 Rod Staphylococcus

Tento rod zahrnuje grampozitivni, nepohyblivé, neopouzdiené, nesporulujici, kata-
lasa pozitivni, fakultativné anaerobni koky, které tvoii nepravidelné shluky. V soucasné
dob¢ je znamo nékolik desitek druhi stafylokokt, z nichz vétSina patii k normalni mikrof-
l6te kiiZe a sliznic ¢loveka 1 zvitat. Nékteré druhy nicméné mohou u ¢lovéka zplsobit rizna
hnisavd onemocnéni nebo mohou byt pficinou toxikoz. [26] K otrav€é dochédzi obycejné
tehdy, je-li koncentrace bungk S. aureus v potraving fadové 10°-107 /g. Piivodcem otravy
v§ak nejsou zivé buiky, nybrz jimi vytvofené enterotoxiny. Nékteré enterotoxiny se inakti-
vuji del§Sim varem, a proto je nebezpeci otrav predevsim u tepelné€ neopracovanych potravin.

[28]

Z 38 testovanych kment stafylokoki, které byly izolovany ze Spanélskych tradi¢nich
suSenych saldmt, bylo 68,4 % schopnych dekarboxylovat histidin, 89,4 % tyrosin, 92,1 %
ornitin a 94,7 % lysin. S. saprophyticus byl druh s nejvyssi dekarboxyla¢ni aktivitou. [36]

2.2 Plisné

Jako plisné oznacujeme mikroskopické vlaknité eukaryotni mikroorganizmy, které
patii mezi houby (Fungi). Podle pfitomnosti a typu pohlavniho rozmnozovani se rozdélu;ji
taxonomicky do ttid Zygomycetes, Ascomycotina a Deuteromycotina. [28] Urcité druhy
plisni maji schopnost redukovat BA. Tyto vldknité houby vykazuji vysokou sekrecni schop-

nost enzymi, které¢ byly komeréné vyuzivany. Enzymatickd eliminace amind muze byt
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uspornym a spolehlivym zplisobem, jak odstranit tyto latky z vina a z dalsich fermentova-
nych potravin. Je zndmo, Ze ur€ité druhy plisni produkuji aminooxidasy vyuZzivajici aminy
jako jediné zdroje dusiku pro rast. Naptiklad genom Aspergillus niger obsahuje Sest riznych
gent, které koduji aminooxidasy. Jeden z téchto gent byl heterologicky exprimovan v Sac-

charomyces cerevisiae. [37]

Byla zjisténa 100% degradace tyraminu a putrescinu pomoci Alternaria sp., Epi-
coccum nigrum, Penicillium citrinum, Penicillium roqueforti, Phoma sp., Aspergillus ory-
zae, které byly izolovany z vinné révy. Kromé degradace tyraminu a putrescinu byla potvr-
zena 100% degradace histaminu pomoci Alternaria sp., Penicillium citrinum, Penicillium
roqueforti, Phoma sp. Degradace histaminu byla niz$i u druhu Epicoccum nigrum a Asper-

gillus oryzae. [37]

2.3 Kbvasinky

Kvasinky patii mezi heterotrofni eukaryotni mikroorganizmy, které se fadi, stejné
jako plisné, mezi houby. Cesky nazev dostaly pro schopnost vétsiny druhti zkvasovat cukry
na ethanol a COs. V pfirodé¢ jsou velmi rozsifené. Kvasinky se rozmnoZzuji pomaleji nez
bakterie. Zpravidla snaSeji vyssi koncentrace sacharidii (jsou osmotolerantni nebo osmo-
filni). Z téchto diivodil se kvasinky pii kazeni potravin uplatiiuji hlavné pii kaZzeni kompott,
ovocnych mosti, slazenych limondd a minerdlnich vod. Kontaminace cizimi kvasinkami ma
také neptiznivy U€inek v drozd’arenstvi, pivovarstvi a vinatstvi. Hlavni primyslovy vyznam
kvasinek tkvi v jejich vyuziti pro vyrobu alkoholickych napojt, pekaiského a krmného

drozdi. [28]

Bylo zjisténo, Ze BA neprodukujici kmeny Yarrowia lipolytica a Debaryomyces han-
senii degraduji ethanolamin, ktery byl jiz pfitomen v neupravené cervené hroznové Stave.
Nejucinngj$i byl kmen Debaryomyces hansenii, ktery zcela degradoval fenyletylamin a ty-

ramin. [38]

Bylo zkouméno sniZeni produkce BA eliminaci genu PEP4 u Saccharomyces cere-
visiae béhem fermentace ¢inského ryzového vina. Bylo zjisténo, Ze odstranéni PEP4 miize
snizit aktivitu PrA (enzym kodujici proteinasu A, coz je enzym, ktery je zodpovédny za

produkci volnych aminokyselin) v kvasinkdch a snizit tak produkci BA. [39]
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CILE PRACE
Cilem teoretické Casti bakalaiské prace byl podrobny popis biogennich aminii
e charakterizace biogennich amind, jejich vznik a reakce,

e faktory ovliviiujici produkci biogennich amind,
e vyskyt biogennich aminii a moznosti jejich snizeni.
Prakticka cast bakalarské prace byla zaméfena na nasledujici cile:
e izolace a identifikace mikroorganizmi schopnych degradovat biogenni
aminy z potravinovych matric rostlinného pivodu,

e ov¢teni jejich schopnosti degradovat biogenni aminy pomoci HPLC metody,

e vyhodnoceni vysledkli a formulace zavéra.
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4 MATERIALY A METODIKA

4.1 Izolace mikroorganizmi degradujicich biogenni aminy z potravino-

vych matric rostlinného piivodu

4.1.1 Pouzité vzorky

Byla provedena izolace mikroorganizmu degradujicich biogenni aminy z 14 potravi-

novych matric, jejichz seznam je uveden v tabulce (Tab. 5).

Tab. 5: Seznam potravin, ze kterych byla provedena izolace

Seznam potravin

Seznam potravin

Cider

Kysané zeli domaci — Tlumacov

Cervené vino

Kysané zeli domaci — VIckova

Sladova limonada

Kysané zeli (obchodni sit)

Pivo — svétly lezak

MIé¢neé kvasend zelenina

Spanglské zelené olivy Kimc¢i
Moruse Tempeh
Kysané zeli doméaci — Vizovice Shiro miso

4.1.2

Piistroje a pomiicky

Box laminarni BIO IIA, Biohazard (TELSTAR)

Centrifuga chlazenda ROTANA 460R

HPLC Agilent Technologies (sestava se sklada z binarni pumpy a autosampleru La-
bAlliance, DAD a detektoru Agilent Technologies 1260 Infinity a degaseru
Kolona Zorbax Exlipce Plus C18 RRHD

Laboratorni sklo a plasty

Laboratorni ttepacka LT2, KAVALIERGLASS, a. s., Sdzava

Laboratorni vahy Adventurere Pro (OHAUS)

Mikrobiologicky inkubator (Memmert)

pH metr (EUTECH instruments)

Sterilizator H+P Varioklav 135S

Termoblok Benchmark Digital HEAT BLOCK

Vortex
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4.1.3 Kultiva¢ni média a roztoky

Mikroorganizmy byly izolovany v mineralnim médiu s biogennimi aminy. Byly pfi-

praveny roztoky nezbytné pro jeho ptipravu.
% Roztok KH2PO4

Roztok byl pfipraven navazenim 9,07 g KH2POg4 a rozpusténim v 1000 ml destilo-

vané vody.
+ Roztok NaHPO;4 - 12 H,O

Roztok byl pfipraven navazenim 23,9 g Na2HPOs - 12 H>0 a rozpusténim v 1000 ml

destilované vody.
¢ Roztok stopovych prvka

Roztok stopovych prvkll byl pfipraven navazenim nalezitého mnozstvi slozek, je-
jichZ seznam je uveden v tabulce (Tab. 6) a naslednym rozpusSténim v 1000 ml destilované

vody.

Tab. 6: Slozeni roztoku stopovych prvkii

Slozka MnoZstvi [g]
MnSOs- 5 H2O 0,043
H3;BO3 0,057
ZnS04- 7 H,O 0,043
(NH4)6M07024 - 4 H20O 0,037
Co(NO3)2 - 6 H20 0,025
CuSOs - 5 H2O 0,040

% Roztok Mg(SO4) - 7 H,0

Roztok byl pfipraven navazenim 10 g Mg(SO4) - 7 H20 a rozpusténim v 1000 ml

destilované vody.
¢ Roztok Fe(NH4)2(SO4)2 - 6 H.O

Roztok byl ptfipraven navaZenim 3 g Fe(NH4)2(SO4)2 - 6 H20 a rozpusténim v 1000

ml destilované vody.
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% Roztok CaCl; - 2 H,O

Roztok byl ptipraven navazenim 1 g CaCl, - 2 H>O a rozpusténim v 1000 ml desti-

lované vody.
¢ Roztok NaCl

Roztok byl pfipraven navazenim 50 g NaCl a rozpusténim v 1000 ml destilované vody.
% Roztok biogennich aminQ

Roztok biogennich aminti (vSechny Sigma-Aldrich) byl pfipraven navazenim nalezi-
tého mnozstvi biogennich amint, jejichz seznam je uveden v tabulce (Tab. 7) a naslednym
rozpusténim v 1000 ml destilované vody, poté bylo pomoci HCI upraveno pH roztoku na
6,8.

Tab. 7: Slozeni roztoku biogennich aminii

Slozka MnoZstvi [g]
Tyramin 2
Putrescin
Kadaverin
Histamin
Fenylethylamin
Tryptamin

NN (N

#* Mineralni médium tekuté

Tekuté mineralni médium bylo pfipraveno naddvkovanim pfipravenych roztoki v
predloZeném mnozstvi (Tab. 8) a doplnéno do 1 litru destilovanou vodou. Tekuté mineralni

médium bylo pipetovano po 5 ml do zkumavek a nasledné sterilizovano v autoklavu.

Tab. 8: Slozeni mineralniho média

Slozka MnozZstvi [ml]

Roztok pufru KH>PO4 20
Roztok pufru Na,HPO4 - 12 H>O 80
Roztok stopovych prvki 2
Roztok Mg(S04) - 7 HO 10
Roztok Fe(NH4)>(SO4), - 6 H2O 10
Roztok CaCl; - 2 H,O 10
Roztok NaCl 10

Roztok biogennich amini 100
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#* Mineralni médium tuhé

Slozeni tuhého mineralniho média bylo totozné jako slozeni vyse uvedeného teku-
tého mineralniho média pocitaje obsahem ptidanych biogennich amind, k némuz byl dodan
agar v mnozstvi 12 g/l. Po sterilizaci byly pfipravené ptidy rozlévany do sterilnich Petriho

misek.
% Fyziologicky roztok

Fyziologicky roztok byl pfipraven navazenim 8,5 g NaCl a rozpusténim v 1000 ml
destilované vody. Fyziologicky roztok byl pipetovan do zkumavek po 4,5 ml a sterilovan v

autoklavu pii teploté 121 °C po dobu 20 minut.

4.1.4 Priprava a odbér vzorki z potravinovych matric rostlinného ptavodu pro izo-

laci mikroorganizmii degradujicich biogenni aminy

Z jednotlivych potravin bylo steriln€ odebrano 5 g vzorku, ke kterym bylo ptfidano
45 ml sterilniho fyziologického roztoku. Vzorky byly homogenizovany ve stomacheru po
dobu 5 minut. Nasledovné bylo zaockovano 50 pl této suspenze do tekutého mineralniho

média s biogennimi aminy.

Ptfipravené mineralni médium ptedstavuje minimalni zdroj makrobiogennich, mikro-
biogennich a stopovych prvki nezbytné pro zajisténi zivotnich funkci mikroorganizmu. Bi-
ogenni aminy pfedstavuji v mineralnim médiu jediny zdroj uhliku a dusiku, které jsou izo-

lované mikroorganizmy schopny vyuZit.

Ptipravené vzorky ve zkumavkach byly kultivovany pii 30 °C a poté, co byl zpozo-
rovan zékal v mineradlnim médiu s biogennimi aminy, byl vzorek pfeo¢kovan na tuhé mine-

ralni médium s biogennimi aminy.

4.1.5 Identifikace izolovanych mikroorganizmu degradujicich biogenni aminy

Mikroorganizmy izolované dle postupu v kapitole 4.1.4., byly dale identifikovany
pomoci metody MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time of
Flight mass spectrometry — hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za
ucasti matrice s pruletovym analyzatorem). Identifikace vzorki byla provedena na Sloven-
ské pol'nohospodarské univerzité v Nitte, na Katedife mikrobiologie Fakulty biotechnologie

a potravinarstva pod vedenim prof. Miroslavy Kac¢aniové. Kultury narostené na tuhém mi-
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neralnim médiu byly pifeockovany kiizovym roztérem pro ziskani ¢isté kultury. Po 48 hodi-
nach kultivace pti 30 °C byla izolovana kultura sterilni kli¢kou odebrana do mikrozkumavky
typu eppendorf, do které bylo pfiddno 450 pl sterilni destilované vody a 450 pl 96% etha-

nolu. Takto pfipravené vzorky byly nasledné zaslany na identifikaci.

4.2 Chromatografické stanoveni biogennich amini

4.2.1 Priprava a odbér vzorku pro analyzu

Kazdy izolovany mikroorganizmus byl pomnozen v mineralnim médiu s biogennimi
aminy (kapitola 4.1.3). Dekarboxylasovéa aktivita pro kazdou kulturu byla paralelné zjist'o-
vana ve 3 zkumavkach. Po 48 hodinach kultivace pfi 30 °C byla zivna média centrifugovéana
(4500 otacek, 10 minut) a z kazdé zkumavky bylo odebrano 650 pl supernatantu a pfidano
650 pl kyseliny chloristé (Merck) o koncentraci 1,2 mol/l. Vzorky v mikrozkumavkach byly

zamrazeny a pfipraveny pro naslednou derivatizaci.

4.2.2 Derivatizace dansylchloridem

Byla provedena derivatizace dansylchloridem dle postupu pouzivaného na Ustavu
technologie potravin FT. K pfipravenym vzorkiim supernatantu bylo ptidano 100 pl vniti-
niho standardu (1,7-heptandiamin v koncentraci 500 mg/l; Sigma-Aldrich). Z této smési bylo
nasledné odpipetovano 1 ml do derivatizanich nddobek, dale do derivatiza¢nich nadobek
bylo pfidano 1,5 ml karbonatového pufru o pH 11,0 — 11,1 a 2 ml Cerstvé pifipraveného
roztoku dansylchloridu (Sigma-Aldrich) o koncentraci 5 g/l v acetonu. Peclivé uzaviené de-
rivatiza¢ni nadobky byly tfepany v temnu po dobu 20 hodin. Poté bylo ke vzorkim pfidano
200 pl roztoku prolinu (Sigma-Aldrich) a vzorky se nechaly tfepat dal§i hodinu. Po hodiné
trepani bylo ke vzorkim pfidano 3 ml heptanu (Merck) a po uzavieni nadobek byly vzorky
jesté 3 minuty tftepany rucné. Nasledné bylo odpipetovano z derivatizacnich nadobek 1 ml
heptanové vrstvy do vialek. Z vialek byl nasledné odpaten vzorek pomoci proudu dusiku pii
teploté 60 °C. Suchy odparek byl poté zfedén 1,5 ml acetonitrilu (Sigma-Aldrich). Takto
pfipravené vzorky byly zamrazeny v mrazicim zatizeni pfi teplotach pod -18 °C do doby

chromatografického stanoveni biogennich amint.
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4.2.3 Chromatografické stanoveni biogennich amini

Pted chromatografickym stanovenim byly derivatizované vzorky pftefiltrovany pies
sttikackovy filtr s porozitou 0,22 um, sttikackovy filtr byl proplachovan pomoci acetonitrilu.
Nasledné¢ byly davkovany do chromatografického systému (ptistro) HPLC Agilent Techno-
logies) s kolonou Zorbax Eclipse plus RRHD C18 o velikosti 50 mm x 3,0 mm. Detekce
dansylderivati biogennich aminti byla provedena spektrofotometricky UV zafenim o vinové
délce 254 nm (pomoci DAD detektoru Agilent Technologies 1260 Infinity) pii teploté 30
°C. Vysledky byly vyhodnoceny pomoci softwaru Chromeleon.
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5 VYSLEDKY

5.1 Izolace a identifikace mikroorganizmi degradujicich biogenni aminy

Ze 14 potravinovych matric bylo izolovéano celkem 65 degradérii. Kmeny byly iden-
tifikovany na Slovenské pol'nohospodarské univerzit€¢ v Nitre pomoci hmotnostni spektro-
metrie MALDI-TOF na trovni rodu a druhu. Tabulka (Tab. 9) zobrazuje docilené vysledky.
Vérohodnost vysledné identifikace je vyjadfena prostiednictvim skore. To se pohybuje
v rozmezi od 0 — zadnd shoda do 3 — maximalni shoda. Zelené zvyraznéné hodnoty (hodnoty
od 3,000 do 2,000) znaci spolehlivou identifikaci na trovni druhu. Zluté zvyraznéné hodnoty

(hodnoty od 1,999 do 1,700) vyjadiuji spolehlivou identifikaci na tirovni rodu.

Vsechny mikroorganizmy se nezdafilo touto metodou identifikovat, 36 izolovanych
kmenit mélo hodnotu skére nizsi nez 1,7. Pfi¢inou mohla byt kontaminace vzorku jinym
mikroorganizmem, nizka koncentrace mikroorganizmu nebo neptitomnost dané¢ho spektra v

knihovné (knihovny jsou pfednostné vytvéteny pro klinické izolaty).

Tab. 9: Identifikace izolovanych mikroorganizmii pomoci MALDI-TOF MS

Organizmus Skére Organizmus Skére
Bacillus cereus 2B12 1,991 | Bacillus subtilis ssp. subtilis 11A13 | 1,998
Bacillus altitudinis 5A1 1,729 Lysinibacillus sphaericus 11B1

Acinetobacter calcoaceticus 6A1
Brevibacillus parabrevis 6A12

Brevibacillus parabrevis 11B2 1,978
Bacillus cereus 12B22

Klebsiella oxytoca 6A2 Brevibacillus parabrevis 13A21 1,843
Serratia liquefaciens 6B11 Microbacterium lacticum 13A22 1,832
Pseudomonas protegens 6B12 Bacillus pumilus 13A31 1,890
Candida krusei TA21 Staphylococcus epidermidis 13B21 | 1,779
Bacillus pumilus 7B12 1,999 | Bacillus subtilis ssp. Subtilis 13B23 | 1,981
Brevibacillus parabrevis 9A1 1,747 Klebsiella oxytoca 14A1 1,735
Bacillus altitudinis 9B11 1,904 Brevibacillus parabrevis 14A2 1,976
Brevibacillus parabrevis 10A1 1,730 Candida krusei 14B21 1,894
Staphylococcus warneri 10A12 | 1,773 Bacillus cereus 14B22 H
Paenibacillus amylolyticus 10A3 | 1,753 | Lysinibacillus sphaericus 14B33 1,878

Brevibacillus parabrevis 10B1
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Uvedené mikroorganizmy byly izolovany z alkoholickych ndpojt (cider, Cervené
vino), fermentované zeleniny (kysané zeli, mlécné kvasena zelenina nebo kim¢i, olivy), asij-

skych produktti (tempeh, shiro miso), ptipadné z dalSich zdroji (moruse), jak ukazuje ta-

bulka (Tab. 10).

Tab. 10: Puvod izolovanych kmenii

Organizmus Potravina
Gramnegativni bakterie
Acinetobacter calcoaceticus 6A1 Moruse
Klebsiella oxytoca 6A2 Moruse
Klebsiella oxytoca 14A1 MIécén¢€ kvasena zelenina
Pseudomonas protegens 6B12 Moruse
Serratia liquefaciens 6B11 Moruse

Grampozitivni bakterie

Bacillus altitudinis 5A1

Spanélské zelené olivy

Bacillus altitudinis 9B11

Kysané zeli — VIckova

Bacillus cereus 2B12

Cervené vino

Bacillus cereus 12B22

Shiro miso

Bacillus cereus 14B22

MIé¢neé kvasend zelenina

Bacillus pumilus 7B12

Kysané zeli — Tlumacov

Bacillus pumilus 13A31 Tempeh
Bacillus subtilis ssp. subtilis 11A13 Kim¢i
Bacillus subtilis ssp. subtilis 13B23 Tempeh
Brevibacillus parabrevis 6A12 Moruse
Brevibacillus parabrevis 9A1 Kysané zeli — VIckova
Brevibacillus parabrevis 10A1 Cider
Brevibacillus parabrevis 10B1 Cider
Brevibacillus parabrevis 11B2 Kim¢i
Brevibacillus parabrevis 13A21 Tempeh
Brevibacillus parabrevis 14A2 MIécné€ kvasend zelenina
Lysinibacillus sphaericus 11B1 Kim¢i
Lysinibacillus sphaericus 14B33 MIécné kvasend zelenina
Microbacterium lacticum 13A22 Tempeh
Paenibacillus amylolyticus 10A3 Cider
Staphylococcus epidermidis 13B21 Tempeh
Staphylococcus warneri 10A12 Cider
Kvasinky
Candida krusei 14B21 MIécné kvasend zelenina
Candida krusei TA21 Kysané zeli — Tlumacov

5.2 Chromatografické stanoveni poklesu biogennich aminii izolovanymi

mikroorganizmy

Byla sledovana degrada¢ni schopnost u 29 izolovanych kment pro 5 raznych bio-

gennich amin: fenylethylamin, putrescin, kadaverin, histamin a tyramin.
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5.2.1 Degradace biogennich amini kmeny izolovanymi z ¢erveného vina

5.2.1.1 Degradacni schopnost kmene Bacillus cereus 2B12

Kmen Bacillus cereus 2B12 byl izolovéan z ¢erveného vina , pivodem z oblasti Jizni
Moravy. Na obrazku (Obr. 5) je mozné sledovat nejvetsi ubytek putrescinu, tento pokles je
az o 73 %. Druhy nejvétsi pokles byl zaznamenén u fenylethylaminu, ktery ¢inil 60 %. Ka-
daverin, ktery byl zredukovan az o 59 %, je tak tfetim nejvice degradovanym biogennim

v

raminu snizeného na 90 %.
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Obr. 5: Degradace biogennich aminit kmenem Bacillus cereus 2B12

5.2.2 Degradace biogennich aminii kmeny izolovanymi ze Spanélskych zelenych oliv

5.2.2.1 Degradacni schopnost kmene Bacillus altitudinis SA1

Kmen 5A1 izolovany ze Spanélskych zelenych oliv byl identifikovan jako Bacillus
altitudinis. Degradacni aktivita tohoto kmene byla pomérné slaba. Nejvyraznéjsi pokles byl
zaznamenan u fenylethylaminu, ktery byl zredukovéan o 16 % (Obr. 6). Mezi dal$i nejvice
zredukované biogenni aminy patfil putrescin, pokles byl o 11 %, histamin, kde pokles ¢inil
9 % a kadaverin, u kterého byl zaznamenan pokles o 5 %. Obsah tyraminu nebyl prakticky

redukovan vitbec (pouze o 1 %).
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Obr. 6: Degradace biogennich aminit kmenem Bacillus altitudinis 5A1

5.2.3 Degradace biogennich aminii kmeny izolovanymi z morusi

5.2.3.1 Degradacni schopnost kmene Acinetobacter calcoaceticus 6A1

Kmen Acinetobacter calcoaceticus 6A1 byl izolovan z morusi. Z obrazku (Obr. 7)
1ze zpozorovat nejvétsi pokles putrescinu, ktery €inil az 80 %. Druhym nejvice degradova-
nym BA byl fenylethylamin, jehoz pokles byl o0 69 %. Obsah tyraminu byl snizen na 38 % a

obsah kadaverinu na 37 %. U histaminu byl zaznamenan niZsi pokles, a to pouze o 34 %.
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Obr. 7: Degradace biogennich aminut kmenem Acinetobacter calcoaceticus

6A1
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5.2.3.2 Degradacni schopnost kmene Brevibacillus parabrevis 6A12

Kmen 6A12 izolovany z morusi byl identifikovan jako Brevibacillus parabrevis.
Tento kmen vykazoval slab8i schopnost degradace biogennich aminil. Nejvétsi pokles byl
zaznamenan u putrescinu, jehoz obsah byl sniZen az o0 43 %. Dalsi nejvice degradovany BA
byl histamin, u né¢hoz byla zaznamenana redukce o 19 %. Pokles obsahu kadaverinu a feny-
lethylaminu byl témét totozny a Cinil 15 %, respektive 14 %. Nejnizsi schopnost degradace

byla pozorovana u tyraminu, a to pouze 8 %.
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Obr. 8: Degradace biogennich aminii kmenem Brevibacillus parabrevis

6412

5.2.3.3 Degradacni schopnost kmene Klebsiella oxytoca 6A2

Kmen 6A2 izolovany z morusi byl identifikovan jako Klebsiella oxytoca. Tento
kmen velmi dobie snizoval obsah dvou biogennich amind. Z obrazku (Obr. 9) je patrny
znacny pokles fenylethylaminu, ktery ¢inil az 82 %. Druhy nejvétsi pokles byl zaznamenan
u tyraminu, a to az o 57 %. U putrescinu byl zaznamenany pokles o 40 %. Naopak u hista-

minu byla zjiSténa redukce pouze o 11 %. MnoZstvi kadaverinu ziistalo témét nezménéné.
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Obr. 9: Degradace biogennich aminit kmenem Klebsiella oxytoca 642

5.2.3.4 Degradacni schopnost kmene Serratia liquefaciens 6B11

Kmen Serratia liquefaciens 6B11 byl izolovan z morusi a vykazoval velmi dobrou
degradaci putrescinu a tyraminu. Nejvyraznéjsi pokles lze zpozorovat u putrescinu, ktery
¢inil az 85 % a u tyraminu, jehoZ pokles byl o 84 %. Ttetim nejvice degradovanym BA byl
histamin, ten byl zredukovan o 30 %. Nizsi pokles byl zaznamenan u kadaverinu a feny-
lethylaminu, u téchto dvou aminti byla zaznamenana redukce o 26 %, respektive 25 %.
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Obr. 10: Degradace biogennich aminu kmenem Serratia liquefaciens 6811
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5.2.3.5 Degradacni schopnost kmene Pseudomonas protegens 6B12

Kmen Pseudomonas protegens 6B12 izolovany z morusi vykazoval velmi dobrou
degradacni schopnost. Byl pozorovan vyrazny pokles vSech sledovanych BA. Nejvétsi po-
kles byl zaznamenan u putrescinu, ten byl zredukovan az o 89 %. Dalsi vyrazny pokles byl
pozorovan u tyraminu, ten ¢inil 86 % a histaminu, kde byla zjisténa redukce o 78 %. Mnoz-

stvi kadaverinu bylo snizeno o 73 % a fenylethylaminu o 66 %.
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Obr. 11: Degradace biogennich aminii kmenem Pseudomonas protegens

6B12

5.2.4 Degradace biogennich amini kmeny izolovanymi z kysaného zeli

5.2.4.1 Degradacni schopnost kmene Candida krusei TA21

Kvasinka Candida krusei 7A21 byla izolovéana z kysaného zeli z Tlumacova. Tato

kvasinka nejvice degradovala putrescin, a to o 40 %. Nasleduji fenylethylamin a histamin

cvwr

tyraminu, ktery ¢inil pouze 25 %.
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Obr. 12: Degradace biogennich amini kmenem Candida krusei 7421

5.2.4.2 Degradacni schopnost kmene Bacillus pumilus 7TB12

Kmen Bacillus pumilus 7B12 izolovany z kysaného zeli z Tlumacova. Degrada¢ni
schopnost tohoto kmene byla slabsi. Nejvyraznéjsi pokles BA byl zaznamenan u histaminu,
ktery ¢inil 21 %. Nasledoval kadaverin s poklesem o 13 % a fenylethylamin s poklesem o
12 %. Nejnizsi pokles 1ze zpozorovat u tyraminu, kdy doslo k redukci pouze 0 5 % a u

putrescinu, kde byl pokles o 7 %
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Obr. 13: Degradace biogennich aminii kmenem Bacillus pumilus 7B12
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5.2.4.3 Degradacni schopnost kmene Brevibacillus parabrevis 9A1

Kmen 9A1 izolovany z kysaného zeli z VI€kové byl identifikovan jako Brevibacillus
parabrevis. Tento kmen vykazoval primérnou degradaéni aktivitu Z obrazku (Obr. 14) lze
zpozorovat nejvetsi Ubytek putrescinu, a to az o 56 %. Nasleduje histamin, ktery byl zredu-
kovan o 38 % a kadaverin s poklesem o 37 %. Nejnizsi pokles byl zaznamenan u tyraminu,

ten ¢inil 29 % a u fenylethylaminu 33 %.
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Obr. 14: Degradace biogennich aminii kmenem Brevibacillus parabrevis

941

5.2.4.4 Degradacni schopnost kmene Bacillus altitudinis 9B11

,Kmen Bacillus altitudinis 9B11 byl izolovan z kysaného zeli z Vickové. Tento
kmen byl schopen degradovat vétSinu amint z necelé poloviny. Nejvétsi pokles byl zazna-
menan u histaminu, ktery ¢inil 46 %. Kadaverin byl druhy nejlépe degradovany amin timto
kmenem, jeho pokles byl o 43 %, nasledovan fenylethylaminem s poklesem o 41 %. Pu-
trescin byl zredukovan ze 40 % Nejnizsi pokles 1ze zpozorovat u tyraminu, ktery byl snizen
na 69 %.
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Obr. 15: Degradace biogennich aminii kmenem Bacillus altitudinis 9B11

5.2.5 Degradace biogennich amini kmeny izolovanymi ze cideru

5.2.5.1 Degradacni schopnost kmene Brevibacillus parabrevis 10A1

Kmen Brevibacillus parabrevis 10A1 byl izolovan ze cideru. Z obrazku (Obr. 16) je
patrny nejvétsi pokles putrescinu, a to o 55 %. Degradace dalSich BA nebyla tak zietelna
jako putrescinu. Kadaverin i histamin byly zredukovany o 26 %. Nejniz§i pokles byl

zaznamenan u tyraminu, ktery ¢inil 16 % a fenylethylaminu, kde doslo k poklesu o 19 %.
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Obr. 16: Degradace biogennich aminii kmenem Brevibacillus parabrevis
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5.2.5.2 Degradacni schopnost kmene Staphylococcus warneri 10A12

Kmen Staphylococcus warneri 10A12 byl izolovéan ze cideru. Z obrazku (Obr. 17)
byl 33 %. U putrescinu byl zaznamenan pokles o 27 %. Nejniz§i pokles byl detekovan u
tyraminu, ktery byl zredukovan pouze o 16 % a fenylethylaminu, ktery byl zredukovan o 21
%.
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Obr. 17: Degradace biogennich aminii kmenem Staphylococcus warneri

10412

5.2.5.3 Degradacni schopnost kmene Paenibacillus amylolyticus 10A3

Kmen 10A3 izolovany ze cideru byl identifikovan jako Paenibacillus amylolyticus.
Nejvyraznéjsi pokles byl zaznamenan u putrescinu, a to 35 % (Obr. 18). Fenylethylamin a
histamin byl zredukovéan o 28 %. U kadaverinu jsme mohli zaznamenat pokles o 24 %.

Pokles tyraminu byl nejnizsi, a to pouze 12 %.
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Obr. 18: Degradace biogennich aminii kmenem Paenibacillus amylolyticus

1043

5.2.5.4 Degradacni schopnost kmene Brevibacillus parabrevis 10B1

Kmen 10BI1 izolovany ze cideru byl identifikovan jako Brevibacillus parabrevis.
Z obrazku (Obr. 19) je patrny nejvyrazngjsi ubytek putrescinu, a to az o 61 %. Pokles ostat-
nich BA nebyl tak vyrazny. Histamin byl zredukovan o 27 % a kadaverin o 25 %. NejniZzsi
pokles byl zaznamenan u tyraminu, a to 17 % au fenylethylamin, kde byl zaznamenan pokles

021 %.
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Obr. 19: Degradace biogennich aminii kmenem Brevibacillus parabrevis

10B1
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5.2.6 Degradace biogennich amini kmeny izolovanymi z kim¢i

5.2.6.1 Degradacni schopnost kmene Bacillus subtilis ssp. subtilis 11A13

Kmen Bacillus subtilis ssp. subtilis 11A13 byl izolovéan z kim¢i. Z obrazku (Obr. 20)
je patrna nizkd degradacni schopnost tohoto kmene. Nejvétsi pokles byl zaznamenan u pu-
trescinu, ktery byl zredukovan o 23 % a u histaminu, jehoz pokles ¢inil 15 %. Kadaverin byl
zredukovén o 9 % a fenylethylamin o 8 %. Uplné nejniz§i pokles lze zaznamenat u tyraminu,
ktery byl sniZzen pouze o 1 %.
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Obr. 20: Degradace biogennich aminii kmenem Bacillus subtilis ssp. subti-

lis 11413

5.2.6.2 Degradacni schopnost kmene Lysinibacillus sphaericus 11B1

Kmen Lysinibacillus sphaericus 11B1 byl izolovan z kim¢i. Nejvyraznéjsi pokles
1ze zpozorovat u putrescinu, ktery €inil 46 %. U ostatnich BA nebyla zjisténa redukce jiz tak
znatelna. Histamin byl zredukovan o 22 %, kadaverin o 19 % a fenylethylamin o 6 %. U

tyminu nebyl pokles témét zaznamenan (méné nez 1 %).
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Obr. 21: Degradace biogennich aminii kmenem Lysinibacillus sphaericus

11B1

5.2.6.3 Degradacni schopnost kmene Brevibacillus parabrevis 11B2

Kmen Brevibacillus parabrevis 11B2 byl izolovan z kimc¢i. Z obrazku (Obr. 22) je
patrna nejvyraznéjsi degradace putrescinu, ktery byl zredukovan az o 72 %. Degradace ostat-
nich BA nebyla jiz tak rapidni. U histaminu byl zaznamenan pokles o 33 %. Kadaverin a
fenylethylamin byly zredukovany na 68 %. Nejnizsi pokles byl zaznamenan u tyraminu,
ktery Cinil 28 %.
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Obr. 22: Degradace biogennich aminii kmenem Brevibacillus parabrevis

11B2
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5.2.7 Degradace biogennich amini kmeny izolovanymi ze shiro miso

5.2.7.1 Degradacni schopnost kmene Bacillus cereus 12B22

Kmen 12B22 izolovany ze shiro miso byl identifikovéan jako Bacillus cereus. Nej-
vyraznéjsi pokles koncentrace byl zaznamenan u histaminu, a to 0 29 % a u putrescinu, jehoz
pokles ¢inil 28 %. Koncentrace fenylethylaminu byla sniZzena o 20 % a koncentrace kadave-

rinu 0 16 %. Nejnizsi pokles byl zaznamenan u tyraminu, ktery ¢inil pouze 11 %.

100

90

80
70
60
50
40
30
20
10

0

Fenylethylamin Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin

Obsah biogennich amint [%]

Obr. 23: Degradace biogennich aminii kmenem Bacillus cereus 12B22

5.2.8 Degradace biogennich amini kmeny izolovanymi z tempehu

5.2.8.1 Degradacni schopnost kmene Brevibacillus parabrevis 13A21

Kmen 13A21 izolovany z tempehu byl identifikovan jako Brevibacillus parabrevis.
Z obrazku (Obr. 24) lze postiehnout nejvétsi bytek putrescinu, ktery byl snizen o 61 %.

Koncentrace kadaverinu byla snizena o 34 % a koncentrace histaminu o 29 %.

cvwr

12 %.
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Obr. 24: Degradace biogennich aminu kmenem Brevibacillus parabrevis

13421

5.2.8.2 Degradacni schopnost kmene Microbacterium lacticum 13A22

Kmen Microbacterium lacticum 13A22 byl izolovéan z tempehu. Tento kmen nejlépe
degradoval putrescin, u kterého byl zaznamenan pokles o 40 % (Obr. 25). Degradace
ostatnich BA nebyla jiz tak vyrazna. Pokles u fenylethylaminu ¢inil 14 % a u histaminu 12

%. Nejnizsi pokles byl zaznamenan u tyraminu a to o 5 % a u kadaverinu o 10 %.
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Obr. 25: Degradace biogennich aminu kmenem Microbacterium lacticum

13422
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5.2.8.3 Degradacni schopnost kmene Bacillus pumilus 13A31

Kmen 13A3lizolovany z tempehu byl identifikovéan jako Bacillus pumilus. Z ob-
razku (Obr. 26) je zfejma nizsi degradacni schopnost tohoto kmene. Nejvice zredukovanymi
BA byly histamin, kde pokles €inil 19 %, fenylethylamin s poklesem o 17 %, kadaverin, kde

Cv v

centrace byl zaznamenén u putrescinu, konkrétné 7 %.
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Obr. 26: Degradace biogennich aminii kmenem Bacillus pumilus 13431

5.2.8.4 Degradacni schopnost kmene Staphylococcus epidermidis 13B21

Kmen 13B21 izolovany z tempehu byl identifikovan jako Staphylococcus epidermi-
dis. Vétsina BA byla timto izolatem zredukovana vice jak o tetinu (Obr. 27). Konkrétné se
jedna o fenylethylamin, ktery byl zredukovan o 43 %, tyramin o 39 % a histamin o 37 %.
Koncetrace kadaverinu byla sniZzena o 31 %. Nejméné¢ degradovanym aminem byl putrescin,

jehoz pokles byl pouze 17%.
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Obr. 27: Degradace biogennich aminii kmenem Staphylococcus epidermi-

dis 13B21

5.2.8.5 Degradacni schopnost kmene Bacillus subtilis ssp. subtilis 13B23

Kmen Bacillus subtilis ssp. subtilis 13B23 byl izolovan z tempehu. Z obrazku (Obr.
28) je zjevné, ze tento kmen ma pomeérné nizkou degradacni schopnost. Degradace je ale
znateln€jsi oproti obdobnému kmenu Bacillus subtilis ssp. subtilis 11A13. Mezi nejvice de-
gradovanymi BA byly histamin s poklesem o 33 %, kadaverin s poklesem o 28 % a feny-

v

ktery byl zredukovan pouze o 18 % a u tyraminu, ktery byl zredukovan o 17 %.
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Obr. 28: Degradace biogennich aminu kmenem Bacillus subtilis ssp. subti-

lis 13B23
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5.2.9 Degradace biogennich amini kmeny izolovanymi z mlé¢né kvasSené zeleniny

5.2.9.1 Degradacni schopnost kmene Klebsiella oxytoca 14A1

Kmen Klebsiella oxytoca 14A1 byl izolovan z mlééné kvaSené zeleniny.
Koncentrace vSech BA byla sniZena méné neZ o tfetinu (Obr. 29). Nejvice byl redukovan
histamin, konkrétné o 32 %. Koncentrace kadaverinu byla snizena o0 26 % a fenylethylaminu
0 25 %. Nejnizsi pokles byl zaznamendn u tyraminu, ktery ¢inil 20 % a u putrescinu, jehoz
pokles €inil 21 %.
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Obr. 29: Degradace biogennich aminii kmenem Klebsiella oxytoca 14A1

5.2.9.2 Degradacni schopnost kmene Brevibacillus parabrevis 14A2

Kmen 14A2 izolovany z mlé¢né kvasené zeleniny byl identifikovan jako Breviba-
cillus parabrevis. Degradacni schopnost je podobnd jako u kmene Brevibacillus parabrevis
9A1. Nejvétsi pokles byl zaznamenan u putrescinu, konkrétné 45 %. Obsah fenylethylaminu
byl snizen o 39 % a histaminu o 34 %. Koncentrace kadaverinu byla snizena pouze o 27 %

a koncentrace tyraminu o 26 %.
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Obr. 30: Degradace biogennich aminii kmenem Brevibacillus parabrevis

1442

5.2.9.3 Degradacni schopnost kmene Candida krusei 14B21

Izolat 14B21 izolovany z mlé¢n¢ kvaSené zeleniny byl identifikovan jako kvasinka
Candida krusei. VSechny sledované BA byly zredukovény vice jak o tfetinu (Obr. 31).
Nejvétsi pokles koncentrace byl zaznamenén u fenylethylaminu a histaminu, konkrétné az o

cv v

byla zaznamenéna u tyraminu, kde pokles ¢inil 34 %.
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Obr. 31: Degradace biogennich aminit kmenem Candida krusei 14B21
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5.2.9.4 Degradacni schopnost kmene Bacillus cereus 14B22

Kmen Bacillus cereus 14B22 byl izolovan z mlééné kvasené zeleniny. Z obrazku
(Obr. 32) je o€ividné, ze tento kmen mé nizkou degradacni schopnost. Degradace BA byla
niz8i oproti kmenu téhoz druhu (B. cereus 12B22). Nejvyraznéjsi pokles byl zaznamenan u
putrescinu, ktery ¢inil 24 %. Koncentrace histaminu byla snizena o 20 %. Fenylethylamin a
kadaverin byly zredukovany o 13 %. Nejnizsi ubytek byl zaznamenan u tyraminu, konkrétné
7 %.
100

90

80
7
6
5
4
3
2
1
0

Fenylethylamin Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin

Obsah biogennich amind [%]
o o o o o o

o

Obr. 32: Degradace biogennich aminii kmenem Bacillus cereus 14B22

5.2.9.5 Degradacni schopnost kmene Lysinibacillus sphaericus 14B33

Kmen 14B33 izolovany z mlécné kvasené zeleniny byl identifikovan jako Lysiniba-
cillus sphaericus. Degradace jednotlivych BA timto kmenem je pomérné rovnomérna (Obr.
33). Nejvétsi pokles koncetrace byl pozorovan u putrescinu, ktery cinil 31 %. Obsah

histaminu byl zredukovan o 28 %, obsah fenylethylaminu o 26 % a obsah kadaverinu o 23

cv v
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Obr. 33: Degradace biogennich aminii kmenem Lysinibacillus sphaericus

14B33

5.2.10 Porovnani degradacni schopnosti izolovanych degradéri

Nejvétsi degradacni schopnost vykazoval kmen Pseudomonas protegens 6B12, ktery
primé&rné sniZil koncentraci v§ech BA minimalné o 78 %. Nejvétsi mira degradace byla za-

znamenana u putrescinu, ktery byl zredukovén az o 89 %.

Druhym nejlepSim degradérem byla rovnéz gramnegativni bakterie, a to izolat iden-
tifikovany jako Acinetobacter calcoaceticus 6A1, ktery primérné zredukoval obsah vSech
biogennich aminid o 62 %. Konkrétné byl zaznamenén nejvétsi pokles koncentrace pu-

trescinu, ktery ¢inil az 80 %.
Znacna cast degradérti nejlépe vyuzivala jako zdroj energie putrescin, konkrétné az
18 kmentd. Naopak nejméné degradovanym BA byl tyramin, kde az u 22 kmenu byl zazna-

menan nejnizsi pokles koncentrace.
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6 DISKUZE

Biogenni aminy jsou dusikaté slouc¢eniny s nizkou molekularni hmotnosti, které se
nachazi ve vétSin¢ fermentovanych potravin, jako jsou syry, mlééné vyrobky, ryby, maso,
vino a pivo. Tyto biologicky produkované aminy jsou nezbytné v nizkych koncentracich pro
normalni metabolické a fyziologické funkce u zvifat, rostlin a mikroorganizmli. BA vsak
mohou mit také neptiznivé uinky. Spotieba potravin a napoji s vysokym obsahem aminti
spotiebitelll se snizenou aktivitou enzymii mono- a diamonooxidasy. Tyto enzymy kataly-
zuji oxidac¢ni deaminaci BA. Enzymatické odstrafiovani amini muze tak byt bezpe¢nym

zpusobem, jak tyto problematické slouceniny odstranit z potravin. [37]

Exogenni BA jsou produkovany pomoci dekarboxylas vylucovanych mikroorga-
nizmy, které jsou pfirozené ptitomny v potravinach. Jedné o kontaminanty nebo jsou piida-
vany do potravin jako startovaci kultury. Enzymaticky dekarboxylaéni proces zavisi na riz-
nych faktorech, jako jsou dostupnost substratu ve volné formé, ptitomnost mikroorganizmu
produkujicich dekarboxylasu a podminky prostedi (pH, teplota, Oz atd.). Volné aminoky-
seliny jsou bud’ pfirozené ptitomné v potraving, nebo jsou produkovany proteolyzou, jak
endogennimi proteasami v surovych produktech, tak mikrobidlnimi enzymy. Ve skute¢nosti
muze proteolyza hrat diileZitou roli pfi uvolilovani volnych aminokyselin z tkanovych pro-

teint, které poskytuji substrat pro dekarboxylasové reakce. [40]

Nejvyssi mnoZstvi BA jsou pfitomna ve fermentovanych potravinach a napojich,
zejména v potravinach bohatych na bilkoviny, peptidy nebo aminokyseliny, napt. ryby a rybi
vyrobky, maso a masné vyrobky, vejce, syry, fermentovana zelenina, ovoce, ofechy, coko-
lada, s6jové produkty a vino. Také zpracovani a aditiva mohou ovlivnit tvorbu BA v potra-
vinach, naptiklad BA jsou slouceniny, které jsou stabilni vii¢i teplu, a jejich uroven neni pii
vysokoteplotnim zpracovani vyznamné snizena. Vzhledem k tomu, Ze mikrobialni znehod-
noceni potravin miize byt doprovdzeno zvySenou produkci dekarboxyldz, ptitomnost BA by

mohla slouzit jako uzitecny ukazatel znehodnoceni potravin. [41]

Cilem tohoto experimentu bakalaiské prace bylo izolovat z potravinovych matric
rostlinného pivodu mikroorganizmy se schopnosti degradovat tyto slouceniny a poté tyto
mikroorganizmy identifikovat. Jejich izolace byla uskute¢néna pomoci kultivace v mineral-

nim médiu, v kterém ptedstavovaly jediny zdroj dusiku a uhliku pravé ptidané BA. Identifi-
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kace byla provedena pomoci metody MALDI-TOF MS. Hmotnostni spektrometrie je zalo-
zena na rozdéleni nabitych ¢astic podle jejich molekulovych hmotnosti v elektrickém/mag-

netickém poli.[42]

Pomoci této metody se podaftilo identifikovat 29 kmenii. Jedna se zejména o zastupce
gramnegativnich rodt Acinetobacter, Klebsiella, Serratia, Pseudomonas, grampozitivnich

rodl Lysinibacillus, Bacillus, Staphylococcus, Brevibacillus, Paenibacillus, a kvasinky rodu

Candida.

Rada studii se jiz zabyvala izolaci mikroorganizmii s degradaéni schopnosti biogen-
nich aminti z potravin. Naptiklad ze solenych ryb bylo izolovano 8 rtiznych mikroorganizmuti
s touto schopnosti. U kmene Bacillus polymyxa se podatilo béhem 24 h snizit obsah hista-
minu az o 100 %. Bacillus subtilis snizil koncentraci histaminu o 74 % a Bacillus cereus o
52 %. [30] Nami izolovany kmen Bacillus subtilis ssp. subtilis 13B23 ziskany z tempehu byl
schopen snizit koncentraci histaminu o 33 % a kmen Bacillus cereus 12B22 izolovany
ze shiro miso byl schopen snizit koncentraci histaminu o 29 %. Z ¢erveného vina se povedlo
izolovat kmen Bacillus cereus 2B12, ktery mél vysokou predispozici k degradaci putrescinu,

jeho koncentrace se sniZila az o 73 %.

V bakalatské praci Vitkové [43] byla rovnéz sledovana degradacni schopnost u
kmene Bacillus subtilis, Bacillus altitudinis a Bacillus pumilus v prubéhu 72 hodin. Jako
nejlepsi degradér se projevil Bacillus subtilis, ktery zredukoval putrescin ze 100 % piivod-
niho mnozstvi, histamin z 97 %, kadaverin z 92 %, tyramin z 40 % a fenylethylamin z 35 %.
Nas izolovany kmen Bacillus subtilis ssp. subtilis 13B23 vykazoval niZsi predispozici k de-
gradaci BA, konkrétné zredukoval histamin o 33 %, kadaverin o 28 %, fenylethylamin o 27
%, putrescin o 18 % a tyramin o 17 %. Bacillus altitudinis vykazoval niz§i degrada¢ni schop-
nost, konkrétné snizil koncentraci tyraminu o 36 %, fenylethylaminu o 31 %, putrescinu o
26 %, kadaverinu o 24 % a u histaminu o 18 %. Nami izolovany kmen Bacillus altitudinis
9B11 z kysaného zeli vykazoval vyssi degradacni schopnost. VE&tSinu BA zredukoval vice
nez o tietinu, konkrétné obsah histaminu se snizil o 46 %, obsah kadaverinu o 43 %, feny-
lethylaminu o 41 %, putrescinu o 40 % a obsah tyraminu o 31 %. Kmen Bacillus pumilus
byl schopen sniZit koncentraci putrescinu a tyraminu az o 36 %, koncentrace fenylethyla-
minu a kadaverinu byla snizena o 28 % a koncentrace histaminu o 21 %. Nami izolovany
kmen Bacillus pumilus 13A31 z tempehu mél nizsi degradacni schopnost. Nejvice degrado-
val histamin z 19 %, poté fenylethylamin z 17 %. Koncentrace kadaverinu se snizila o 13 %,

koncentrace tyraminu o 11 % a koncentrace putrescinu o 7 %.
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V jiné studii se podafilo izolovat ze solené a fermentované sardele kmen Staphylo-
coccus xylosus, ktery dokazal snizit koncentraci histaminu az o 38 %, mirn¢ také degradoval
tyramin, ale ne vyznamné, konkrétné o 4 %. [44] V experimentu se podafilo izolovat kmen
Staphylococcus warneri 10A12 z cideru, ktery byl schopen redukovat koncentraci histaminu
0 33 % a obsah tyraminu o 16 %. Z tempehu byl izolovan kmen Staphylococcus epidermidis
13B21, ktery nejlépe degradoval fenylethylamin, a to az o 43 %, koncentrace histaminu byla

sniZzena o 37 % a koncentrace tyraminu o 39 %.

V ramci experimentu, kdy byla také ovéfovana degradacni schopnost izolovanych
kmenti pomoci HPLC/UV, se jako nejlepsi degradér projevil kmen Pseudomonas protegens
6B12. Koncentraci BA dokazal redukovat vice jak o polovinu. M¢l predispozici predev§im
pro degradaci putrescinu, jehoz obsah poklesl az o 89 %. Druhym dobie degradujicim kme-
nem byl Acinetobacter calcoaceticus 6A1l izolovany z morusi. Pomoci tohoto izolatu byl
opét nejlépe degradovan putrescin, jehoz mnozstvi bylo snizeno az o 80 %. Ve studii Butor
a kol. [45] byl izolovan kmen Acinetobacter pitii ze zrajiciho syru, u né¢hoz byla rovnéz
potvrzena degradacni schopnost. Koncentraci BA byl schopen sniZzit zhruba o jednu ¢tvrtinu,

nejlépe vSak degradoval tyramin, konkrétn€ o 37 %.

Z dosazenych vysledkt lze vydedukovat, ze vyuziti mikroorganizmii s degradaéni
schopnosti mé v potravinaiském pramyslu budoucnost. Mnohdy nelze u potravin pouZit jiné
preventivni faktory, které by dostate¢né branily vzniku BA. Bakterie Pseudomonas prote-
gens, kterd vykazovala v této studii nejlepsi degradacni schopnosti, se fadi mezi aerobni
gramnegativni bakterie. Jedna se o typicky pidni mikroorganizmus s extrémné vSestran-
nym metabolismem, ktery mize osidlovat kofeny riznych druhti rostlin. Kromé toho bylo
také izolovano a charakterizovano mnoho kment rodu Pseudomonas podporujicich rist rost-
lin. Tyto bakterie tak poskytuji ptiznivé prostiedi pro produktivitu rostlin zlepSenim dostup-
nosti a asimilace Zivin. [46] Zminény kmen byl v této studii izolovan z morusi, takze jeho
pritomnost neni neobvykla. Kmen Pseudomonas protegens byl studovan zejména pro vlast-
nosti biokontroly.[47] Jeho vyuziti v potravinaistvi prozatim neni prozkoumano. Acineto-
bacter calcoaceticus je striktn€ aerobni gramnegativni kokobacilus vyskytujici se v pudé¢ a
muze byt také soucasti normalni lidské stievni mikroflory. Miize byt patogenni a zpUsobit
oportunni infekei u pacientl s jinymi onemocnénimi, proto by aplikace této bakterie v po-
travinafstvi vyzadovala dal$i vyzkum. Mnoho vyzkumt se nyni zaméfuje na vyuziti metod
DNA fingerprintingu, v¢etné analyzy plazmidovych profili, kde se pravé mohou vyskytovat

geny zodpovédné za produkei virulentnich faktor nebo genti pro rezistenci na antibiotika.
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[48] Z tohoto ditvodu bude tfeba kmeny s potencidlni degradacni aktivitou, které se nevyu-
zivaji v potravinafstvi jako startovaci kultury nebo i jinak, otestovat, tak aby u nich byly
vylouceny nezadouci faktory, jako je produkce faktort virulence, toxinii, rezistence na anti-

biotika, apod.

Navic, pokud by u téchto kment byla potvrzena absence produkce virulentnich a
dalsich nezadoucich faktorti, bude tieba otestovat jejich degradac¢ni aktivitu v modelovych
vzorcich potravin. V potravinach se totiz tyto kmeny mohou chovat jinak, nez je tomu v la-
boratornich podminkach v prostiedi bujonu, kde pieci jen nemusi piekonavat tolik prekazek,
jako tomu miize byt v potravinach. V potravinach jejich degradacni aktivita mize byt nizsi,

ale 1 vyssi, nez tomu bylo v bujonu v zavislosti na vlastnostech kmene, ale i potraviny.
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7 ZAVER

Tato bakalafska prace se zabyva biogennimi aminy. Cilem praktické ¢asti bylo z po-

travinovych matric izolovat mikroorganizmy degradujici biogenni aminy a nasledné¢ je iden-

tifikovat. Soucasti také bylo provétit degradacni schopnost izolovanych kment.

X/
L X4

Na zaklad¢ ziskanych vysledkti mizeme fici, ze:

ze 14 riznych potravinovych matric se ndm podafilo izolovat az 65 degradérti bio-
gennich amind, coZ naznacuje relativné vysoky vyskyt mikroorganizmu vyuzivajici
biogenni aminy jako zdroj energie (pfedevsim uhliku a dusiku),

pomoci metody MALDI TOF-MS se zdafilo identifikovat 29 kmentl,

pomoci vysokotc¢inné kapalinové chromatografie s UV detekci byla u vSech 29 izo-
lovanych kment potvrzena degradac¢ni schopnost,

nejlépe degradovanym biogennim aminem byl putrescin,

problematicky vyuzivanym biogennim aminem se jevil tyramin,

nejlepsi degradaéni schopnost vykazoval kmen Pseudomonas protegens 6B12. De-
gradoval 89 % putrescinu, 86 % tyraminu, 78 % histaminu, 73 % kadaverinu a 66 %
fenylethylaminu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
AMK  Aminokyseliny

BA Biogenni aminy

BMK  Bakterie mlééného kvaseni

CNS Centralni nervova soustava

DOPA Dihydroxyfenylalanin

TAG  Triacylglycerol
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