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ABSTRAKT

Diplomova prace rozviji ptivodni bakalafskou praci zamétfenou na degradaci biogennich
amini bakteriemi vyuzivanymi v mlékarenstvi. Diky zjisténym poznatkim doslo
k vytipovani kmene Lactobacillus casei subsp. casei CCDM 198, ktery vykazoval nejvyssi
degradac¢ni schopnost a se kterym byly provedeny experimenty v ramci této diplomové

prace.

U daného kmene byla pozorovana degradace fenylethylaminu, putrescinu, kadaverinu,
histaminu a tyraminu v zavislosti na riznych ristovych podminkach (pH, ¢as, dostupnost
zivin, koncentrace aminl, teplota) s cilem stanovit idedlni podminky pro degradaci

biogennich amind timto kmenem.

Experimentem bylo zjiSténo, Ze nejvyraznéji byly kmenem Lactobacillus casei subsp. casei
CCDM 198 degradovany histamin, putrescin a kadaverin. U vsSech tfi amini doslo
k maximalnim ubytkiim v médiu o pH 6,2 s niz§im obsahem zivin pfi jejich koncentraci
0,2 g/l a pti kultivacni teploté 30 °C. Putrescin byl za téchto podminek degradovan o 66 %,

kadaverin o 60 % a histamin o 51 %.

Klicova slova: biogenni aminy, degradace, rastové faktory, Lactobacillus casei



ABSTRACT

The diploma thesis develops the original bachelor's thesis focused on the degradation of
biogenic amines by bacteria used in dairy production. Thanks to the findings, the strain
Lactobacillus casei subsp. casei CCDM 198, which showed the highest degradation activity,

was chosen for experiments in this thesis.

Degradation of phenylethylamine, putrescine, cadaverine, histamine and tyramine was
observed for the tested strain depending on different growth conditions (pH, time, nutrient
availability, amine concentration, temperature) to determine ideal conditions for the

degradation of biogenic amines by this strain.

The experiment showed that the strain Lactobacillus casei subsp. casei CCDM 198 degraded
histamine, putrescine and cadaverine the most. For all three amines, there were maximum
decreases in the medium of pH 6,2 with a lower concentration of nutrients at their
concentration 0,2 g/l and during cultivation temperature of 30 °C. Putrescine was degraded

by 66 %, cadaverine by 60 % and histamine by 51 % under these conditions.

Keywords: biogenic amines, degradation, growth factors, Lactobacillus casei
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UvVOD

Biogenni aminy jsou dusikaté slouceniny organického pavodu, jez maji vysokou
biologickou aktivitu a fadu fyziologickych vlastnosti. Vyskytuji se jak v rostlinnych, tak
v zivoCiSnych organizmech, kde maji fadu vyznamnych funkci. NejcastéjSim zplisobem
jejich syntézy je dekarboxylace volnych aminokyselin pomoci specifickych enzymi
nazyvanych dekarboxyldzy. Konkrétnim pifipadem tohoto mechanizmu je napiiklad
odstépeni oxidu uhli¢it¢tho z aminokyseliny histidinu za vzniku biogenniho aminu

histaminu.

Aminy jsou v ur¢itém mnozstvi pro zivé organizmy nezbytné. Slouzi zejména jako zdroje
dusiku, prekurzorti nukleovych kyselin, hormont, alkaloidd a proteint, ale také se ti€astni
mnoha metabolickych procestt v zZivych organizmech. Pokud vSak dojde k pfijmu
biogennich aminii v nadmérné koncentraci, mohou byt strijcem fady nezadoucich
zdravotnich problémii a stavaji se pro organizmus toxické. Takové stavy mohou byt
doprovazeny bolesti hlavy, vysokym krevnim tlakem, zvracenim, prijmy nebo dokonce
poruchami centralni nervové soustavy (CNS). Témto zdravotnim problémim je tieba
zabranit, a proto dochdzi k fadé¢ vyzkumu s cilem negativni G€inky biogennich amint

a zejména histaminu zvratit.

V malém mnoZstvi jsou aminy soucdsti témef vSech potravin nebo z nich mohou vznikat pfi
procesu traveni. Jejich zvySené mnozstvi byva obecné kumulovéno ve fermentovanych
potravindch (mlé¢né vyrobky, masné vyrobny, napoje), v nichz dochazi k jejich produkci
pomoci mikroorganizmi zodpovédnych za fermentaci té€chto potravin. Naopak u potravin,
jako je Cerstvé maso a ryby, byva zvySena koncentrace aminli znamkou jejich kaZeni a je

tedy pouZzivéana jako ukazatel kvality ¢erstvych surovin.

Z divodu jiz zminénych toxickych ucinkl je potieba kontrolovat a omezovat tvorbu
biogennich amint v potravinach. Nékteré zpiisoby jsou zaloZzeny na oSetfovani a konzervaci
potravin ozafovanim, vysokym tlakem nebo baleni ve specidlni atmosféfe. Diky témto
¢innostem casto dochazi ke zpomaleni produkce biogennich aminli v konkrétnich
potravinach. Jiné metody jsou zaloZeny na odstrafiovani jiz vytvorenych amini. Nejcastéji
byva vyuzivano aplikace bakterii, které disponuji enzymy aminooxiddzami, a ty jsou
schopny vzniklé biogenni aminy oxidovat na méné toxické slouc¢eniny. Tento zpiisob je pfi
uvazeni optimalnich ristovych podminek pro degradaci velmi vyznamny a mliZze zabranovat

nezédoucim zdravotnim problémiim.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy (BA) jsou netékavé, organické, dusikaté latky o nizké molekulové
hmotnosti. Jednd se o skupinu alifatickych, aromatickych nebo heterocyklickych bazi
odvozenych nejcastéji od aminokyselin, které vykazuji riizné biologické uc¢inky. Biologicky
aktivni aminy vznikaji pfevazné¢ dekarboxylaci aminokyselin, pisobenim enzymu
dekarboxylaz (viz. obr. 1). Mimo jiné mohou také vznikat aminaci, ¢i transaminaci aldehydt
a ketont, diky enzymiim transaminazam [1,2,3].
// dekarboxylaza R—CH
R—CH-C — 2 + CO,
'LHZ \OH NH,

Obr. 1. Dekarboxylace aminokyselin [2]

Biogenni aminy mohou byt vytvafeny pfirozenou metabolickou aktivitou u lidi, zvifat,
rostlin, ale zejména mikroorganizmii. Nékteré aminy maji vliv na cévni a nervovy systém
lidského organizmu. Tzv. endogenni biogenni aminy jsou jako produkty metabolizmu
v nizkych koncentracich pfirozenou slozkou prakticky vSech potravin. Exogenni aminy
vznikaji v potravinach jako dusledek mikrobidlni kontaminace a pii kvasnych procesech.
Bakterie zptsobujici kaZeni potravin disponuji velkym mnoZzstvim enzymt, jez jsou

zodpovédné za dekarboxylaci aminokyselin [2,3,4].

Mezi nejrozSifenéjSi biogenni aminy v potravindch patfi histamin, tyramin,
2-fenylethylamin, kadaverin, spermin, spermidin a putrescin. Maji dalezitou fyziologickou
funkci, ale pokud se v organizmu vyskytuji v pfili§ vysoké koncentraci, mohou mit
negativni, az toxicky ucinek. Jsou zdrojem prekurzorii pro syntézu hormont, dusiku,

nukleovych kyselin a proteini [1,5,6].

1.1 Kiasifikace biogennich amini

Biogenni aminy jsou dusikaté, bazické slouCeniny s riiznou biologickou aktivitou, které
mohou byt klasifikovdny na zdkladé¢ poctu aminovych skupin, chemické struktury,
biosyntézy nebo fyziologické funkce. Podle poctu aminoskupin se aminy déli na monoaminy
(tyramin, fenylethylamin), diaminy (histamin, tryptamin, putrescin, kadaverin) nebo
polyaminy (spermin, spermidin). Na zaklad¢ chemické struktury se nejcastéji vyskytujici

biogenni aminy déli do nékolika skupin [3]:
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e Aromatické aminy — tyramin a fenylethylamin
e Heterocyklické aminy — histamin a tryptamin

e Alifatické aminy — kadaverin, putrescin, spermin a spermidin

Podle zplisobu syntézy jsou rovnéz déleny na ptirodni a biogenni. Piirodni aminy vznikaji
béhem biosyntézy de-novo a je zapotfebi jejich prekurzori. Poslednim nejcastéji
vyuzivanym zpusobem klasifikace je rozdéleni na zaklad¢ fyziologické funkce, a to na
biogenni aminy a polyaminy. Polyaminy hraji dtlezitou roli v obdobi rlistu, zatimco
biogenni aminy jsou neuro- a vazoaktivni. Na obrazku 2 jsou zobrazeny chemické struktury

béznych biogennich amini [3,7,8,9].

CH.CH.NH
N_gCHzCHzNH: Cé LN,
’\; :
Histamin Tryptamin
CHCHNH, HLHNH,
|
OH 2-fenylethylamin
Tyramin
H:"MH? HN A,
Putrescin Kadaverin

Obr. 2. Chemicka struktura nejbéznéjsich biogennich aminui [5]

1.2 Vznik biogennich amini

Biogenni aminy jsou syntetizovany a degradovany zvifaty, rostlinami a mikroorganizmy,
a proto se vyskytuji ve vyznamné Casti potravinaiskych vyrobka. Pii vzniku amint
v potravinach pfichdzi v uvahu tfi moZzné zpisoby: dekarboxylace, aminace aldehyda
a ketonti nebo odbourani vazeb s obsahem dusiku. NejcastéjSim zpisobem syntézy aminti je
dekarboxylace prekurzorovych aminokyselin. Pfedpoklady pro tvorbu amint v potravinach
timto zplsobem jsou dostupnost volnych aminokyselin, vysoké teploty zpracovani,
pfitomnost dekarboxylaza-pozitivnich mikroorganizmii a vhodné podminky pro rlst
a aktivitu téchto mikroorganizml. Jako prekurzory mohou byt také vyuzivany

aminokyseliny uvoliiované z bilkovin vysledkem proteolytické aktivity, ¢i tepelné
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denaturace. Syntéza biogennich amint mikroorganizmy probihd v cytoplazmé a nasledné
jsou produkty pomoci aktivniho transportu dopraveny mimo buiikky. Obecné dochazi
k transportu prekurzorové aminokyseliny do cytoplazmy pomoci specifického proteinu

vyménou za vznikly biogenni amin, ktery je dopraven vné bunky [3,7,8,9,10].
Prekurzory hlavnich biogennich amina vyskytujicich se v potravinach [3,11]:

e Histidin = histamin

o)
N I N
ST = LT, e
N NH, N NH,
H H

Obr. 3. Dekarboxylace histidinu za vzniku histaminu [9]

e Tyrozin = tyramin

NH,
dekarboxylaza
OH > + co,
NH,
HO HO

Obr. 4. Dekarboxylace tyrozinu za vzniku tyraminu [11]

e Tryptofan = tryptamin

I NH
. z
| T |
M 2 N
_|

_|

tryptofan tryptamin

Obr. 5. Dekarboxylace tryptofanu na tryptamin [11]

e Lyzin = kadaverin

H2N R H2N\/\/\/NH2
OH
NH,

Obr. 6. Dekarboxylace lyzinu [11]
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e Ornitin = putrescin

(0]
HZN/\/Y\OH dekarboxylace H,N
NH,

Obr. 7. Dekarboxylace ornitinu za vzniku putrescinu [11]

e Fenylalanin = fenylethylamin

i
OH .
NH, dekarboxylace NH,

Obr. 8. Dekarboxylace fenylalaninu za vzniku 2-fenylethylaminu [11]

e Putrescin = spermin, spermidin

spermidinsyntaza

NH
NH, AN TN N T T2
HZN/\/\/ > HoN NH

l sperminsyntaza

NH NH,
HZN/\/\NH/\/\/ ~

spermin

Obr. 9. Syntéza spermidinu a sperminu [11]

1.3 Vyznam a funkce biogennich amini

Biogenni aminy jsou vytvarené, metabolizované a za urcitych podminek hromadéné béhem
latkové piemény u &lovéka, zvifat, rostlin a mikroorganizmd. Uéastni se a také ovliviuji
fadu metabolickych procest (regulace télesné teploty, pfijem potravy, zvySovani krevniho
tlaku, ...). Krom¢ jejich biologické ulohy jako zdroje dusiku, prekurzorti nukleovych
kyselin, hormoni, alkaloidli a proteinti, jsou aminy dulezitou slozkou potravinaiskych
aromatickych latek a prekurzory pro syntézu karcinogennich latek N-nitrososloucenin.
Polyaminy (putrescin, spermin a spermidin) jsou dileZitou soucasti v§ech Zivych bunék, kde

jsou nezbytné pro jejich riist. Nejvetsi potieba polyamini je u rychle rostoucich tkani. Kazda
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buiika je schopna syntetizovat polyaminy, ale toto mnozstvi neni pro organizmus dostacujici,

a proto je potfeba polyaminy piijimat rovnéz ve stravé [3,8,9].

Vyznamové BA muzeme obecné rozdélit do tii skupin na psychoaktivni, neuroaktivni
a vazoaktivni. Psychoaktivni aminy, jako je histamin, plisobi na nervovy systém v centralni
nervové soustaveé. Vazoaktivni aminy puasobi pfimo, ¢i nepfimo, na cévni soustavu.
Napftiklad tyramin, tryptamin a fenylethylamin zptisobuji zvySeni krevniho tlaku zazenim

cév a zvySeni srde¢ni frekvence spolu se srde¢nimi kontrakcemi [8,11].

Konkrétni vyznam jednotlivych biogennich amint je vzhledem k jejich rozmanitosti velmi
odli$ny. Histamin je silna biologicky aktivni latka, kterd mize v téle vyvolat mnoho reakei.
Zirné buiiky a bazofily obsahuji velké mnoZstvi histaminu umisténého ve specialnich
granulich. Uginky histaminu se viak projevi az diky tzv. alergické reakci, pii niz dojde
k uvolnéni histaminu do krevniho feciSté. Histamin muze rovnéz vykazovat hypotenzni
ucinky, tzn. snizovat krevni tlak. Miize pfimo stimulovat srdce, zptsobit kontrakci nebo
relaxaci extravaskuldrniho hladkého svalu, fidit sekreci Zaludecni kyseliny a zprosttedkovat
primarni a okamzité ptiznaky alergické reakce. Fenylethylamin a tyramin zptisobuji zvyseni
krevniho tlaku, tyramin je absorbovan do nadledvin a zplsobuje masivni uvolfiovani
noradrenalinu. Tyramin ma rovnéz vyznamny antioxidacni ucinek, ktery se zvysuje s jeho
koncentraci. Tryptamin spolu s fenylethylaminem mohou inhibovat a stimulovat uvolfiovani
katecholamini a serotoninu. Zavadéni tryptaminu miize rovnéZ zpusobit uvolnovani
prostaglandinu a jinych vazoaktivnich latek do systémového obéhu. Putrescin a kadaverin
byly identifikovany jako potenciatory, které mohou zesilovat toxicitu histaminu. Biogenni
aminy, jako jsou putrescin, kadaverin, spermin a spermidin jsou schopny vychytavat volné
radikaly a inhibovat oxidaci polyenovych masnych kyselin, tento u¢inek navic koreluje
s poctem aminoskupin obsazenych v téchto polyaminech. Polyaminy jsou nezbytnou
souCasti celého 7zivota bun€k, kde hraji zésadni roli v metabolizmu, ristu
a diferenciaci. Maji razné elektrostatické vlastnosti. Interakcemi s makromolekulami,
zejména DNA, RNA a proteiny, se podili na regulaci a stimulaci jejich syntézy. Polyaminy
rovnéz stabilizuji strukturu tRNA, pomdhaji kondenzovat DNA, kovalentné¢ modifikuji

proteiny a stimuluji rychlost transkripce [3,8,9].

1.4 Toxicita biogennich aminu

Zdravi jedinci mohou metabolizovat pfitomné aminy v potravinach oxidaci nebo acetylaci.

Biogenni aminy jsou oxidovany monoaminoxiddzami (MAO) a diaminoxiddzami (DAO),
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zatimco polyaminy jsou obvykle acetylovany a az poté oxidovany polyaminoxiddzami
(PAO). Aminy v potravinach proto vétSinou nepiedstavuji jakékoli zdravotni riziko. Mohou
vSak nastat problémy pokud jsou piijimadny v nadmérném mnozstvi, kdyz je pfirozeny
mechanizmus jejich katabolizmu v organizmu geneticky nedostatecny nebo naruSeny

nékterymi chorobami [8,12].

Jednotlivci s respiracnimi a koronarnimi problémy, hypertenzi nebo s nedostatky vitaminu
B12 jsou vice ohroZeni, protoze jsou citlivéjsi jiz k niz§imu mnozstvi biogennich amini.
Muzi s gastrointestinalnimi problémy (gastritida, Crohnova choroba, zaludecni viedy) jsou
rovnéz vice ohrozeni, jelikoz aktivita oxiddz v jejich stfevech je obvykle niz$i, nez
u zdravych jedinct. Pacienti uzivajici lIéky, které jsou inhibitory MAO, DAO a PAO aktivity
jsou také ohrozeni, vzhledem ke schopnosti 1ékti zpomalovat, ¢i zastavovat katabolizmus
amint. Tyto inhibitory se pouzivaji k 1¢cbé stresovych onemocnéni, deprese, Alzheimerovy
a Parkinsonovy choroby nebo plicni tuberkulézy. Ptirozenym inhibitorem oxiddz je také

alkohol [8,12,13,14].

vvvvvv

povazovan za puvodce né€kolika typli otrav z potravin, nejcastéji byva spojovan se
zkazenymi rybami skombroidniho typu a s nékterymi syry. Toxické G€inky histaminu byly
zpozorovany predevSim pii konzumaci zkaZenych, ¢i rozloZenych ryb tmavého masa,
patficich do ¢eledi Scombroidae, jako jsou makrela a tunak. Otravy vSsak mohou zpiisobovat
také jiné skupiny ryb, jako jsou napfiiklad sardinky, sled¢, mecouni a dal$i, u nichz byly
rovnéZ zaznamenany incidenty s histaminem. Navic u ryb uloZenych v chladu muze
mnozstvi histaminu podpofit ptitomnost psychrotrofnich bakterii schopnych jeho produkce.
Koncentrace histaminu v rozlozenych ¢astech ryb mutze byt az 500 mg/kg, lisi se vSak
v riznych partiich. U ryb byva ¢astym problémem jejich dlouhodobé skladovéni a tedy jejich
kaZeni, coZ je spojeno se zvySenou produkci biogennich aminti. Dllezité je, ze pokud dojde
k vytvofeni histaminu a dalSich aminl, nelze je jiz inhibovat vafenim, mrazenim, ¢i
konzervovanim. Pokud je tedy histamin v rybé pfitomen, nepomuze k jeho inaktivaci ani
nasledny spravny postup vareni nebo mrazeni. Histamin je navic jediny biogenni amin, ktery
podléhd pravnim piedpisim u nékterych druhii ryb s horni hranici 100 mg/kg (Nafizeni
Komise 2073/2005). Vedle ryb je dalsi rizikovou potravinou starsi (dlouho zrajici) ¢edar
anékteré syry Svycarského typu. Pfijem potravin se zvySenym obsahem histaminu miiZe vést

k jeho vstupu do systémového ob¢hu a zptisobit nepfiznivé zdravotni ucinky [13,15,16,17].
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Tab. 1. Toxicke ucinky histaminu [5,8,15]

Biogenni Potravina Piiznaky

amin

Histamin e Scombroidni ryby: makrela, | Gastrointestinalni: nevolnost, kiece
tunak, v bfise, zvraceni, prijem,

e Ostatni ryby: sardinky, sled” | Neurologické: pulsujici bolest hlavy,
e Syr: gouda, §vycarsky, edar | paleni v krku, svédéni, slaby puls,
zavraté, brnéni, mravenceni
Hemodynamické: hypotenze, dila-
tace kapilar

Kozni: vyraZzka, kopftivka, lokalizo-
vany zanct

Vzacné pripady: uduseni, tézké

respiracni potize

Toxicita tyraminu se muze projevovat podobnymi u€inky jako u histaminu, napiiklad bolesti
hlavy, horeckou, zvySenym krevnim tlakem, zvracenim, pocenim, slzenim, duSnosti
a zdrojem byvaji nejcastéji nékteré druhy syrt, pivo nebo vino. Pro tyramin je toxicka davka
asi okolo 20-80 mg/kg potraviny. U putrescinu, sperminu, spermidinu a kadaverinu dosud
nebyly zjiStény zadné negativni zdravotni Gi€inky, ale mohou reagovat s dusitanem za vzniku
karcinogennich N-nitrosoaminti a také byvaji povazovany za ukazatele kazeni potravin. Bylo
prokazano, ze tryptamin ma negativni u¢inky na zdravi projevujici se zvySenim krevniho
tlaku. Stanoveni jednotlivé toxické davky biogennich amint je velmi obtiZzné, jelikoZ je silné

zavisla na Gc¢innosti detoxika¢nich mechanizmt kazdého jedince [8,13,15].

1.5 Stanoveni biogennich aminu

Pro analyzu BA v potravinach byly vyvinuty rizné metody, jako naptiklad tenkovrstva
chromatografie, plynova chromatografie, kapilarni elektroforéza a vysokotc¢inna kapalinova
chromatografie (HPLC). Vzorky musi byt nejdiive ptedCistény, nejcastéji extrakcei
z potravinové matrice pomoci vhodného extrakéniho ¢inidla. U masa a masnych vyrobkl
jsou zdanlivé nejucinngjsi Cinidla kyselina trichloroctova, chloristd, chlorovodikova, ¢i
methanol. Tenkovrstva chromatografie je jednoduchd, nevyzaduje specialni vybaveni, neni

ptili§ ¢asov€ naro¢na, ale bohuzel nepodava dostatecné presné vysledky, proto neni ¢asto
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vyuzivana. Plynovd chromatografie se pro biogenni aminy rovnéz piili§ nevyuziva.
Nejvyuzivangj$i metodou pro stanoveni a kvantifikaci amini je HPLC s predchozi
derivatizaci. Vzhledem k nedostatku chromofor v nativnich molekuldch se pro vétSinu
derivatiza¢nich postupl pouzivaji naptiklad dansyl, dansylchlorid, benzoylchlorid nebo
oftalaldehyd. Oftalaldehyd mize snadno reagovat s primarnimi aminoskupinami béhem
ptiblizn¢ 30 sekund v pfitomnosti reduk¢énich ¢inidel (N-acetylcystein), derivaty vsak nejsou
pfili§ stabilni. Dansyl a dansylchlorid reaguji s obéma primarnimi i1 sekunddrnimi
aminoskupinami a poskytuji tak stabilni derivaty. NejCastéjSim ¢inidlem pro derivatizaci je
dansylchlorid. Pro detekci téchto kone¢nych produkti se vyuzivaji fluorescencni,

ultrafialové a elektrochemické detektory [5,13].

1.6 Produkce biogennich amind bakteriemi

V potravinach se biogenni aminy tvoii predevsim duisledkem mikrobidlni dekarboxylace
aminokyselin. Tvorba amind v potravinaich je podminéna dostupnosti volnych
aminokyselin, pfitomnosti mikroorganizmil s dekarboxyldzovou aktivitou a také vhodnymi
podminkami pro riist a metabolizmus téchto mikroorganizmii. Bylo zjiSténo, ze nejvyssi
faktorem ovlivitujicim mnoZstvi amint je teplota. Volné aminokyseliny se bud’ vyskytuji
v potravinach jako takové nebo mohou byt uvoliiovany proteolyzou bilkovin b&hem
zpracovavani. Mikroorganizmy produkujici dekarboxylazy jsou soucasti ptidruZenych
mikrobiot nebo jsou do potraviny zavedeny kontaminaci pfed, béhem, ¢i po vyrobé. I kdyz
nejsou aminokyselinové dekarboxyldzy mezi bakteriemi pfili§ rozSifeny, existuji druhy
jednotlivych rodi bakterii, jez témito enzymy disponuji. Mezi tyto rody miizeme zaradit
Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Klebsiella, Escherichia, Proteus, Pseudomonas,
Salmonella, Shigella, Phobobacterium a rody bakterii mlécného kvaSeni, napf.
Lactobacillus, Pediococcus a Streptococcus, které jsou schopny dekarboxylace jedné, ¢i vice
aminokyselin. U fermentovanych potravin a ndpojia velmi c¢asto ovlivituji produkei
biogennich amint startérové kultury, které se bchem fermentace vyuzivaji. Bakterie
mlééného kvaseni jsou tedy mnohdy odpovédné za tvorbu biogennich aminl ve

fermentovanych vyrobcich [3,18,19,20].

Obsah biogennich amini v potravindch je Siroce zkouman a testovan vzhledem k jejich
nepfiznivym zdravotnim u¢inkim. Mezi jejich hladinami v potravinach rostlinného

a zivo€isného pivodu existuji znacné rozdily. Potraviny piivodem z rostlin obsahuji vyssi
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mnozstvi putrescinu, spermidinu a sperminu, ale podstatné niz§i mnozstvi histaminu
vzhledem k potravindm zivociSnym. Obecné lze tedy rostlinné potraviny povazovat
vzhledem k vyskytu biogennich aminli za mén¢ rizikové, zatimco potraviny vyrobené za

pomoci mikrobidlni fermentace, pomérné rizikové [18].

Mikroorganizmy jako Morganella morganii (Proteus morganii), ur¢ité kmeny Klebsiella
pneumoniae a n¢kolik kmenl Hafnia alvei, jsou vyznamni producenti histaminu a jsou
dileziti v mikrobidlni kontaminaci rybich produktii. Testovanim bylo zjisténo, Ze mleté
hovézi maso naockované kmenem bakterie Morganella morganii obsahovalo histamin
o koncentraci 595 pg/g, zatimco maso bez M. morganii obsahovalo 8,26 pg/g histaminu.
Svétélkujici bakterie rodu Photobacterium jsou také moznou pti¢inou vzniku histaminu.
Tyto mikroorganizmy jsou halofilni a mohou byt jak mezofilni, tak i psychrofilni. Existuji
spekulace, Ze psychrofilni bakterie Photobacterium phosphoreum miZze byt primarné
zodpovédna za produkei histaminu ve skombroidnich rybach skladovanych pfi nizké teploté.
U Escherichia coli a Pseudomonas spp. byla detekovana tyrozin- a histidin-dekarboxylazova
aktivita. Enterococcus faecalis byva velmi Casto spojovan s vysokym obsahem tyraminu
v syru typu ¢edar. Staphylococcus spp., Vibrio spp. a Pseudomonas spp. byly oznaceny jako
bakterie produkujici histamin ve fermentovanych rybach. Z masa a masnych vyrobki byly
také izolovany bakterie mléného kvaseni schopné produkovat biogenni aminy, napiiklad
Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus curvatus, nebo Lactobacillus
hilgardii. Za laboratornich podminek byla ve vhodném médiu zjiSténa schopnost n¢kterych
kmeni rodu Proteus a Pseudomonas produkovat tyramin. Nedavné vyzkumy naznacily, Ze
bakterie Pediococcus cerevisiae, UCastnici se malolaktické fermentace miZe byt v nékterych
vinech povazovana za producenta histaminu. BEéhem kvasSeni belgického piva bylo zjiSténo,
ze koncentrace kadaverinu, putrescinu a sperminu kolisaji v zdvislosti na vyvoji riznych
druhlt kvasinek, které mohou produkovat nebo vyuZivat biogenni aminy svym
metabolizmem. V ptipad¢ fermentovanych potravin a ndpoji startovaci kultury pfimo, ¢i
nepiimo ovliviiuji produkci biogennich aminli. Vhodnd kritéria vybéru pro pouZziti
jednotlivych bakterii jako startovacich kultur by méla zahrnovat analyzu schopnosti

produkce aminii [3,19,20,21].
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2 BIOGENNI AMINY VYSKYTUJICI SE V POTRAVINACH

Prakticky ve vSech typech potravin obsahujicich proteiny nebo volné aminokyseliny,
a u nichz mazeme predpokladat podminky umoznujici mikrobiologickou a biochemickou
aktivitu, lze o¢ekavat piitomnost biogennich aminii. Jejich celkové mnozstvi zavisi na druhu,
povaze a puvodu jednotlivé potraviny a také na pritomnosti daného mikroorganizmu.
Kazdopadn¢ mtize dochazet k jejich zménam v pribéhu vyroby, zpracovani, fermentace, ¢i
skladovani. Biogenni aminy jsou vSak odolné vii¢i tepelnému opracovani, jehoz se vyuziva
pfi zpracovani potravin. Na zékladé této skutecnosti jsou povazovany za vhodné ukazatele
Cerstvosti, kazeni a stupné kvality Cerstvych a zpracovanych potravinaiskych vyrobki.
Poukazuji tedy na kvalitu pouZitych surovin a také na dodrzovani hygienickych podminek
béhem vyroby a zpracovani. Biogenni aminy miizeme najit ve zna¢né Casti potravin, jak jsou
maso a masné vyrobky, ryby a vyrobky z nich, mléko a mlé¢éné vyrobky, ovoce, zelenina,

pivo, ¢okolada a dalsi [3,7,9].

2.1 Ryby

U ryb se piirozen¢ vyskytuje urCité mnozstvi biogennich aminl. Za normalnich
fyziologickych podminek je v rybi svaloviné vysoké mnozstvi sperminu a spermidinu
a nizké hladiny histaminu a putrescinu. Koncentrace jednotlivych aminli jsou zéavislé na
mnoha faktorech, jako jsou druh ryby, genetika, fyziologicky stav, pohlavi, prostfedi
a dalSich. Existuje vSak skupina tzv. skombroidnich ryb, které jsou nachylné ke zvysené
tvorbé histaminu, a to z divodu velkého mnoZstvi volného histidinu, jeZ je prekurzorem pro
tvorbu histaminu. Tato skupina je tedy nejCastéji spojovana s incidenty intoxikace
histaminem. Histidin byvd v rybi svaloviné katabolizovan dvéma zpiisoby. Deaminace
aminokyseliny za cilem zisku kyseliny urokanové nebo histidinova dekarboxylace za vzniku
histaminu. Za normalnich fyziologickych podminek je primérni cestou deaminace histidinu,
ale za urcitych okolnosti, jako je bakterialni kontaminace, mize pfevazovat dekarboxyla¢ni
aktivita. Mezi ryby s vysokym obsahem histaminu se povazuji rozloZené ryby s tmavou
svalovinou, zejména tunak, makrela, mecoun, sardinka a sled’. Krom¢ histaminu je u téchto
skupin také charakteristickd ptitomnost i dalSich biogennich aminil, coz miZe intoxikace
biogennich amind u ryb, je mikrofléra, jeZ se na nich vyskytuje. U nékterych bakterii bylo
zjisténo, ze pro svij optimalni rist produkuji putrescin a kadaverin, jez se nasledné spojuji

s peptidoglykanem jejich bunécéné stény. Bylo provedeno nékolik studii, které potvrdily, ze
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produkce biogennich aminl je podpotfena nedodrzovanim a zneuzivanim pozadovanych

teplot uchovavani ryb [3,8,15,16].

2.2 Syry a dalSi mlééné vyrobky

Obecné je vyskyt biogennich aminii v mléce a mléénych vyrobcich nizky, az na syry. Po
rybach je syr dalSi nejcastéji spojovanou potravinou s histaminovou otravou
a nesnasenlivosti biogennich amint. Syr je také jednim ze zakladnich zdroji vyzivy schopny
zpusobovat migrénu u déti i dospivajicich v disledku pfitomnosti biogennich amina ve
vysSich koncentracich. Bézné se v kravském mléce vyskytuji pfevazné polyaminy.
Prevladajici je spermin (asi 34 %), nasleduje putrescin (asi 17 %), dale spermidin (asi 15 %)
a fenylethylamin se serotoninem, u nichz byl zjistén obsah okolo 15-16 % z celkového
mnozstvi biogennich amind. U jogurtd a dalSich produkti vyrdbénych z pasterovaného
mléka je mnozstvi biogennich aminti podstatné nizsi. Z mlécnych vyrobki jsou nachylngjsi
k akumulaci aminti zejména fermentované vyrobky, nejcastéji zrajici syry, u nichz mtizeme
oc¢ekavat zvySenou koncentraci zejména tyraminu. Zde vétSinou tyramin, putrescin
a kadaverin piekracuji hranici 100 mg/kg. Navic u nékterych syrt vyrobenych z ov¢iho
a koziho mléka, byla zjisténa koncentrace tyraminu az okolo 1000 mg/kg. MnoZzstvi amint
se muze lisit u stejnych typt, dokonce u stejného vyrobku, naptiklad pii porovnani mezi
ktrkou a stfedem syra bude hodnota odlisna. U syri vyrobenych ze syrového mléka jsou
hladiny aminQ pfevazné vys$si nez u syrt vyrobenych z mléka pasterovaného. Koncentrace
biogennich amind se tedy u syrtt mize znac¢né lisit a zavisi na mnoha faktorech, véetné
teploty skladovani, doby zrani, technologie zrani a mikrobidlni populace. Také bylo zjisténo,
ze omyvani povrchu zrajicich syri béhem zrani zptisobuje snizeni hladiny histaminu,

tyraminu a polyamint [8,14,15,16].

2.3 Maso a masné vyrobky

Biogenni aminy jsou pfirodni slozky mnoha potravin, a to v€etné masa. Maso je velmi citlivé
na chemické a fyzikdlni zmény béhem skladovani Cerstvého masa a béhem procesu
zpracovani na masné vyrobky. Protoze jsou biogenni aminy produkty mikrobidlni aktivity
a jsou pomérn¢ odolné vici tepelnému zpracovani, jsou povazovany za index kvality
cerstvého a zpracovaného masa. Navic také poukazuji na kvalitu pouzitého materidlu a na

hygienické podminky ptevladajici béhem jeho zpracovani. Vysoka hladina biogennich
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amini u nefermentovanych potravin naznacuje nezaddouci ucinky mikrobidlni aktivity

[3,6,8,16].

Piirozené se v mase vyskytuji spermin, spermidin a putrescin. Cerstvé a zpracované veptové
maso obsahuje vysoké hladiny adrenalinu, sperminu a spermidinu a naopak nizké hladiny
noradrenalinu, putrescinu, kadaverinu, tyraminu a histaminu. Vyskyt amint byl zaznamenéan
také po vafeni. Hladiny byly srovnatelné ve vafeném i nevafeném vepfovém a hovézim
mase. U prsniho a stehenniho kufeciho masa byly zjistény vysoké hladiny sperminu,
spermidinu a stopy putrescinu a kadaverinu ihned po poraZzce. Spermin byl pfevladajicim
aminem kufeciho masa, kdy tvofil az 70% z celkového mnozZstvi aminil. Ve stehnech byly
navic stanoveny niz$i koncentrace histaminu. U hovéziho masa byl pfevladajicim aminem
rovnéz spermin, nasledovany spermidinem. V nékterych partiich byl zjistén nizs$i obsah
histaminu. Histamin byl také stanoven u masa ov¢iho. Doba skladovani masa ma vyrazny

vliv na biogenni aminy, tim ze zvySuje jejich obsahy [3,7,8].

Varené masné vyrobky, jako jsou Sunka a mortadela, vykazovaly prevalenci sperminu nad
spermidinem, podobné jako u masa cerstvého. Koncentrace vSak byly podstatné nizsi,
v disledku natedéni ¢erstvého masa ostatnimi slozkami pouzitymi pti vyrob¢. NejbéznéjSim
zdrojem biogennich amint jsou vSak fermentované masné vyrobky, zejména trvanlivé
fermentované klobasy. Béhem fermentace, zrani a skladovani suchych fermentovanych
uzenin, nastavaji vhodné podminky pro zvyhodnéni aktivity mikroorganizmi nesoucich
enzymy dekarboxylazy, a tedy i akumulaci BA. Kromé pfitomnosti mikroorganizm, je
akumulace ovlivnéna fadou faktord, jako je surovinové sloZeni (maso), velikost klobas,
prisady (stl, sacharidy, dusitany), doba fermentace a podminky skladovéani. Hlavni
producenti biogennich aminli u fermentovanych masnych vyrobki jsou bakterie mlééného
kvaSeni, které se pouZivaji jako startérové mikroorganizmy (Lactobacillus sakei,
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus plantarum). U suchych fermentovanych vyrobku byl
pfevazujici tyramin, nasledovany putrescinem. Pfitomny byly také fenylethylamin

a tryptamin, ty se ale vyskytovaly v niZSich koncentracich [3,6,8,18].

2.4 Ovoce a zelenina

Vv

Nejdilezit¢jSim aminem u této skupiny je putrescin, ktery je pfitomen téméf u vSech rostlin.
Spolu s putrescinem se Casto vyskytuji také polyaminy spermin a spermidin, jelikoz
putrescin je pro zminéné polyaminy prekurzorem. Polyaminy jsou pro rostliny velice

dalezité, protoze hraji klicovou roli v procesech, jako jsou rast kotfenti, somaticka
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embryogeneze, kontrola intraceluldrniho pH, vyvoj kvétu a samotného ovoce, reakce na
abioticky stres, osmoticky Sok, sucho a dalsi. Navic jsou tyto aminy schopny vychytavat
volné radikaly. Ovoce, jako jsou pomerance, maliny, citrony, grapefruity, ¢erny rybiz,
jahody nebo hrozny obsahuji rizné biogenni aminy v rtiznych koncentracich. Vysoké
hladiny aminti byly pozorovany v pomerancové §taveé (noradrenalin, tryptamin), raj¢atech
(tyramin, tryptamin, histamin), bananu (tyramin, noradrenalin, tryptamin, serotonin),
Svestkach (tyramin, noradrenalin) a Spendtovych listech (histamin). Pfirozenou soucasti
kakaovych bobl je fenylethylamin, ktery se tedy rovnéz vyskytuje v cokolade
a cukrovinkdch obsahujicich cokolddu. Vysoké hladiny fenyethylaminu byly také
pozorovany u n€kterych druhti hub a v ¢erném a bilém pepfi. Histamin a kadaverin byly

stanoveny v karagenanu z moftskych fas [3,8,22].

2.5 Fermentovana zelenina

Tento druh zeleniny se Casto pfipravuje v domacnostech, ale také primysloveé. Jedna se
zejména o zeli, okurky, zeleny pepf, Cervenou fepu, kvétak, raj¢e nebo cibuli. Fermenta¢ni
proces muze byt provaddén spontdnné, kdy kvaSeni fidi pfirozena mikroflora bakterii
mlééného kvaseni zeleniny nebo fizené pomoci startérovych mikroorganizmt (nejcastéji

Lactobacillus)[3,18].

Typickym piikladem fermentované zeleniny je kysané zeli, které obsahuje znatelné
mnozstvi mikroorganizmu a lze tedy u néj predpokladat vyskyt biogennich amint. Zeli je
v mnoha evropskych zemich velice popularni vzhledem ke svym senzorickym vlastnostem
a nutricni hodnoté. Mezi mikroorganizmy pfispivajici k fermentaci zeli patfi zejména
Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Pediococcus,
a Enterococccus. Obsah biogennich amind v zeli je ovlivnén odriidou zeli, podminkami pfi
kvaSeni (teplota, zmény pH, pfistup kysliku), startérovymi mikroorganizmy a bakteridlni
kontaminaci. Hlavni aminy, které zde nalezneme, jsou putrescin, ktery se hromadi v solném
nalevu, dale histamin, tyramin a kadaverin. V nékterych ptipadech byl zjistén obsah
histaminu v rozmezi od 5 — 20 mg/100 g zeli. Bé¢hem sledovani akumulace aminl pfi
spontanni fermentaci ¢inského zeli byl zjistén obsah putrescinu okolo 45 mg/kg, kadaverinu
35 mg/kg a tyraminu 38 mg/kg. Bylo také potvrzeno, Ze po zaockovani zeli startéry doslo ke
snizeni obsahu biogennich amini. Mezi tuto skupinu potravin muzeme dale zaradit
fermentované sdjové vyrobky, jako jsou miso, natto, tofu, sufu, tempeh nebo sdjova omacka.

Miso a s6jova omacka obsahuji nejvice tyraminu a histaminu. V nékterych fermentovanych
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vyrobcich, naptiklad sufu a toshi byly stanoveny vysoké hladiny biogennich aminti, dokonce
inad 100 mg/100 g. Tyramin byl také nalezen ve fermentovanych solenych ¢ernych fazolich
(45 mg/kg) a v krevetové omacce (24 mg/100 g). V tabulce 2 jsou zndzornény hodnoty
biogennich amint zjiStény u jednotlivych fermentovanych zeleninovych vyrobkl

[3,8,16,18].

Tab. 2. Obsah biogennich aminii ve fermentované zeleniné [16]

Fermentovana zelenina Piitomny amin MnoZstvi (mg/100 g)
Kysané zeli Histamin 0,7-20,0
Tyramin 2,0-9,5
Kadaverin 0,3-3,0
Putrescin 0,1-4,0
Solené ¢erné fazole Tyramin 45,0
Krevetovd omacka Tyramin 24,5
Séjova omacka Histamin 0,0-274
Tyramin 0,0 — 466
Tryptamin 0,0-93,0

2.6 Alkoholické napoje

Jedna se o dalsi kategorii fermentovanych potravinatrskych vyrobki, které nékdy obsahuji
zna¢né mnozstvi biogennich aminti. U alkoholickych vyrobka patii aminy mezi hlavni
faktory urcujici jejich kvalitu. Vysoké hladiny mohou zpiisobit, Ze produkt neni vhodny pro
uzivani z toxikologického hlediska. Aminy vSak mohou byt také vyznamné v oblasti aroma
a chuti. Ve fermentovanych produktech jsou hlavni sledované aminy tyramin a histamin

[8,18].

2.6.1 Vino

U vina je znamo, Ze obsahuje hodné biologicky aktivnich sloucenin. Jejich mnoZstvi
a sloZeni zéavisi na druhu hroznd, jejich zralosti, podnebi a pid¢ ve vinafské oblasti.
Aminokyseliny pfedstavuji hlavni substrat pro syntézu biogennich aminti ve vin¢. Biogenni
aminy primarné vznikaji béhem a po spontdnni malolaktické fermentaci dekarboxylaci
prekurzorovych aminokyselin. Provedené priizkumy vina dokazaly, Ze vinatska technologie
ma vetsi vliv na tvorbu biogennich amint nez zemépisny pivod, odrtida hroznti a ro¢nik.
Hodnota pH ma také vyrazny vliv, ¢im vyssi pH tim vyS$i bude obsah biogennich amini ve
vin€. V nékterych chladnéjSich a destivéjSich rocnich obdobich byl zjistén nizsi obsah amint

v hroznech. Bilé vina obecné obsahuji nizsi hladiny amintl, zatimco Cervend vyssi. Obecné
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se uvadi, Zze vina obsahuji méné nez 10 mg amint na 1 litr. Dominantni BA ve vinech jsou
ornithin, putrescin a tyramin. Je znamo, ze bakterie rodi Pediococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc a Oenococcus jsou zapojeny do tvorby BA ve viné. Rtizné kmeny Lactobacillus
hilgardii, Lactobacillus buchneri a Lactobacillus brevis produkuji razné druhy BA.
Leuconostoc mesenteroides ma vysoky potencidl na produkci tyraminu nebo ornithinu v
tomto fermentovaném napoji. U ur€itych Cervenych vin byl zaznamenan vysSi obsah
histaminu. Z tohoto divodu bylo v nékterych evropskych statech, které ovliviiuji dovoz
a vyvoz vina, zavedeno doporuceni ohledné piijatelného mnozstvi histaminu ve ving.

Maximdlni doporuc¢end hranice byla urcena na 10 mg/1 [8,16,18,23].

2.6.2 Pivo

Pivo je charakterizovano jako alkoholicky napoj vyrobeny ze surovin obsahujicich skrob,
ktery slouzi jako zdroj maltézy a glukdézy a ty jsou fermentovany pivovarnickymi
kvasinkami. Piva mohou byt rozdélena na dva typy, dle zpisobu kvaseni. Prvni je svrchni
kvaSeni, kdy se kvasinky na konci fermentace vznaseji a druhé spodni kvaseni, kdy kvasinky
na konci fermentace sedimentuji. Kromé Saccharomyces cerevisiae (svrchni kvaSeni)
a Saccharomyces carlsbergensis (spodni fermentace), se do kvaSeni zapojuji rizné divoké
kvasinky spolu s nékterymi BMK, zejména u specidlnich druhli. Agmatin a putrescin byly
detekovany jako ptevladajici biogenni aminy v pivech. Obsah BA v pivu je ovlivnén mnoha
faktory, jako jsou odrida jeCmene pouzivana pii vateni, sladovaci technologie, zpracovani
mladiny a podminky béhem fermentace. Pfitomnost vy§§iho mnoZstvi histaminu a tyraminu
je spojovana s mikrobialni kontaminaci béhem vareni piva (pfedevsim béhem kvaseni)
a byla zaznamenana u nékterych piv. Béhem kvaseni miize dojit ke kontaminaci mladiny
bakteriemi mléného kvaseni s dekarboxyldzovou aktivitou a tedy k tvorbé zejména
tyraminu a histaminu. Na rozdil od toho putrescin, agmatin, spermin a spermidin jsou
povazovany za pfirozené slozky piva a vznikaji ve sladu, zatimco tyramin a fenylethylamin
jsou piitomny v chmelu. U vzorki polskych piv byl stanoven celkovy obsah biogennich
amint okolo 17 mg/l, z toho byl nejvice zastoupen spermin, poté spermidin a putrescin.
Putrescin a agmatin byly ptevladajici aminy nalezeny u vzorki belgického piva, pfitomnost
putrescinu byla navic daleko vys$si u piva kvaSeného spontanné, nez u jinych typt kvaseni.
U vzorkt portugalského piva byly pievazujici putrescin a tyramin. Néktera piva méla vyssi
obsah histaminu. Svédska piva obsahovala az 5 mg/l histaminu, danskd v nékterych

ptipadech az 15 mg/l a francouzska az 20 mg/1 [3,8,16,18,24].
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2.6.3 Cider — kvaSeny jable¢ny most

Cider je alkoholicky népoj vyrobeny z jableéné $tavy, kterd se konzumuje po minimalné
3 mésicni fermentacni dob€. V zavislosti na ptidavku cukru a CO» se déli na cidery Sumivé
a piirodni. Béhem zpracovani ptirodniho mostu dochdzi ke dvéma typim spontanniho
kvaSeni. Jedna se o alkoholové a malolaktické kvaSeni, jez je zprostiedkovano ptirozenymi
kvasinkami a bakteriemi mlécného kvasenti, které nejsou ockovany jako startéry. Nejhojnéjsi
rody bakterii mlééného kvaSeni v jablecném mostu byly Lactobacillus a Oenococcus.
Nekteré kmeny z téchto rodid byly identifikovany jako producenti biogennich amind,
zejména Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus collinoides, Lactobacillus diolivorans
a Oenococcus oeni jako producenti histaminu a L. diolivorans a O. oeni jako producenti
tyraminu. Kmeny L. collinoides, Lactobacillus brevis, Lactobacillus mali, Leuconostoc
mesenteroides, a O. oeni izolované z francouzskych jablek, byly identifikovany jako
potencialni producenti putrescinu. Nekteré jablecné mosty byly testovany v zdvislosti na
jejich ptivodu. Primérny celkovy obsah biogennich aminti u Spanélskych mostt byl 19 mg/1
a u mostu francouzskych okolo 6,5 mg/l. Tabulka 3 znazoriiuje vyskyt amint v danych

napojich [18,25,26,27].

Tab. 3. Biogenni aminy v alkoholickych ndpojich [16]

Napoj Pritomny amin MnoZstvi (mg/1)
Americké Cervené vino Histamin 0,2-15,5
Kadaverin 4,0-47,0
Putrescin 0,6-5,5
Americké bilé vino Histamin 0,2-114
Kadaverin 3,2-108,3
Putrescin 0,7-11,7
Evropské cervené vino Histamin 0,0 -30,0
Tyramin 0,07-25.4
Evropské bilé vino Histamin 0,0-20,0
Tyramin 0,1-6,5
Americké pivo Putrescin 3,7-7,1
Tyramin 1,0-16,3
Kanadské pivo Histamin 48-54
Tyramin 11,7-17,6
Evropské pivo Histamin 2,6 -20,0
Kadaverin 0,0—-552
Putrescin 2,6 -6,6
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3 MOZNOSTI RiZENI OBSAHU BIOGENNICH AMINU V
POTRAVINACH

S ohledem na znama, ¢i potencidlni zdravotni rizika zplsobena vysokou koncentraci
biogennich aminli vznikaji rGzné postupy a metody s cilem snizit tyto Urovné amint
podminek béhem vyroby a skladovani potravin. Kromé spravnych hygienickych postupt
byla zavedena dal$i opatfeni, jako jsou inhibice riistu mikroorganizmii produkujicich
biogenni aminy, sniZeni proteolytické aktivity u fermentovanych vyrobkd, piidavek enzymu
aminooxidaz nebo pouziti vhodné startovaci kultury. Jednim ze zakladnich faktorii
pusobicich a vyuzivajicich se pro inhibici amint je teplota. Jejich tvorba klesa pii nizkych
teplotach, a to diky inhibici mikrobidlniho ristu a enzymatické aktivity. Tvorba biogennich
aminti tedy mize byt v potravindch kontrolovdna pfisnym dodrZzenim chladirenského
fetézce. U potravin, které jiz obsahuji vysoké hladiny aminii, dojde dodrZovanim nizkych
teplot pouze ke stabilizaci této hladiny, nikoliv k jejimu sniZzeni. Vyznamnou metodou je
také zmrazovani, jez je dokonce ucinnéjsi nez chlazeni a také je hojné vyuzivano. Bohuzel,
ne vzdy lze tidit tvorbu biogennich aminii pomoci snizené teploty, protoze se objevuji také
mikroorganizmy schopny jejich produkce i pii teplotach okolo 5 °C. Z tohoto divodu se
zacaly jako kontrolni opatfeni vyuZzivat nové metody zahrnujici aplikace vysokych
hydrostatickych  tlakli, ozafovani, baleni v modifikované atmosféie a pouziti
potravinatskych ptidatnych latek jako konzervantl. Jednotlivé metody byvaji rozdéleny do
dvou skupin na metody zpozd'ujici akumulaci biogennich aminti a metody redukujici jiz

vytvofené aminy [1,10,28].

3.1 Metody zpozd’ujici a inhibujici akumulaci biogennich amini

Tyto metody byvaji n€kdy oznaCovany taky jako sekundarni kontrolni opatfeni pro
zabranéni a zpomalovani tvorby biogennich aminti v potravindch. Tyto metody pouze
zpomaluji akumulaci jednotlivych amina v potravinach. Jsou zalozeny na principu inhibice
bakterii, které jsou zodpovédné za tvorbu biogennich amini, a tim pddem i na zpomaleni
akumulace jednotlivych amind. Tyto metody zahrnuji oSetfeni vysokym hydrostatickym
tlakem, ozafovani, baleni v modifikované atmosféte, ptidavky konzervacnich latek,

chlazeni, zmrazovani nebo rizné zpisoby tepelného osetieni [1,10].
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3.1.1 Spravné hygienické postupy

Zlepseni hygienickych podminek v celém vyrobnim fetézci mize vyrazn€¢ pomoci
dosahnout vyznamného sniZzeni biogennich aminii u raznych potravin, a to zejména
u mlénych vyrobkid. Toho lze dosdhnout pouze zavedenim kvalitnich programit
a oveérovani. Hygienické postupy a podminky musi byt dodrzeny u vSech fazi produkce
suroviny i potraviny, tedy od farem, aZ po koneéné spotiebitele. Rada potravin, jako je maso
a mléko, obsahuje kromé& prospésné mikroflory také fadu kontaminujicich mikroorganizm
zpusobujicich jejich kazeni. Mlize se jednat o rizné mezofilni, psychrotrofni a psychrofilni
mikroorganizmy, které¢ jsou navic schopny produkovat rizné biogenni aminy z riznych
substrati. Cim jsou jejich poéty v potraviné vyssi, tim vy3si obsah amint lze v potraving
ocekavat. Dobra hygiena pfi primarnim ziskavani surovin je nezbytna pro zajisténi bezpecné
urovné biogennich amind v produktech, ale pokud neni podpoifena spravnou hygienou
béhem vyroby, neni dostatecna k zajisténi bezpecné tirovné biogennich aminti v kone¢nych

produktech [10].

3.1.2 Konzervacni a pridatné latky

Ptidatné latky a konzervanty jsou schopny snizit produkci biogennich amind, a to tak, ze
inhibuji rist jednotlivych mikroorganizmti zodpovédnych za jejich tvorbu. Kyseliny
citronova, jablena a jantarova inhibuji dekarboxyldzovou aktivitu a vyslednou produkci
histaminu. Bylo zji$téno, Ze kyselina citronova v kombinaci s chloridem sodnym dokaze
zpiisobit mirné sniZeni hladin aminti béhem fermentace nakladaného zeli. Masné vyrobky,
a to zejména klobasy obsahujici sorban draselny vykazuji vyrazné zpomaleni akumulace
biogennich amind. Dal§i vyznamnou konzerva¢ni latkou je dusitan sodny vyuzivany
u uzenych masnych vyrobk, ktery rovnéz dokaze inhibovat tvorbu biogennich aminti. Cukr

a glycin jsou taktéZ schopny sniZit aminotvornou aktivitu mikroorganizmi [1,29].

V kofeni se pfirozené¢ vyskytuji specifické inhibi¢ni latky. Tyto latky zahrnuji naptiklad
kurkumin (kurkuma), kapsaicin (Cerveny pepi) a piperin (Cerny pept). Nevyhodou u téchto
latek je vSak znacnd ztrata jejich Gcinnosti, ke které dochazi pii vareni. Z vyse uvedenych
sloucenin je nejvice tepeln€ odolny kapsaicin, ktery je ale dosti Stiplavy a vzrusuje primarni
smyslové receptory. Nekteré dalsi slozky kofeni, jako je thymol mohou navic pusobit
antioxidacné. U zazvoru, Cesneku, zelené cibule, papriky, hiebicku a skotice bylo prokéazano,
ze zpomaluji akumulaci biogennich aminll. Zazvor navic plsobi pozitivné na lidsky

organizmus snizovanim krevniho tlaku a pouziva se pro lécbu hypertenzi. Ethanolové
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extrakty z kofeni, Salvéje, hfebicku a skoftice také zpomaluji hromadéni biogennich amint

a jejich ucinek je navic zesilen ptidavkem chloridu sodného [1,30,31].

Tvorba histaminu bakterii Morganella morganii a Klebsiella pneumoniae byla zpozdéna
v pfitomnosti 0,5 % sorbanu draselné¢ho. Bacillus licheniformis je rovnéZ producentem
biogennich amini. Bylo prokédzano, ze v pfitomnosti 10% glycinu doslo k vyznamné redukci
putrescinu, kadaverinu, histaminu, tyraminu a spermidinu vytvoienych touto bakterii.
Mnoho studii prokazalo inhibi¢ni Gc€inky piidatnych a konzervacnich latek na akumulaci
biogennich aminti, ale pravdou je, ze v nckterych situacich mohou tyto latky tvorbu
biogennich amint také podporovat. Potravinaiské ptidatné latky a konzervanty by tedy mély
byt dikladné prostudovany vzhledem ke schopnosti zpomalovani akumulace aminti a jejich

pozitivni G¢inek by mél byt testovan v riznych potravinovych systémech [1,30].

3.1.3 Vysoky hydrostaticky tlak

OsSetfeni vysokym hydrostatickym tlakem je metoda konzervace, pfi niZ se nevyuZziva
tepelného zahtevu, jako u vétSiny konzerva¢nich metod. Pii daném oSetfeni dochazi ke
smrtelnému poruseni bunééné membrany mikroorganizmi nebo denaturaci enzymti. Velkou
vyhodou je vedle prodlouzeni Zivotnosti také zachovani origindlnich vlastnosti a chuti.
Metoda se vyuziva zejména pro konzervaci ovocnych pomazanek, Ustfic, Sunek, syrt, zeli
nebo ryb. Pokud se vysoky tlak aplikuje na suroviny nebo kone¢né produkty fermentace,
muze dochéazet ke sniZzeni poctu mikroorganizmi, a tedy i obsahu biogennich amini.
Naptiklad kdyz byl vysoky tlak (200 MPa) pouZit na surovinu pro vyrobu fermentovanych
klobas, inhiboval rlst enterobakterii a soucCasné¢ zpomalil hromadéni putrescinu
a kadaverinu. Osetfeni vysokym hydrostatickym tlakem mutze byt uspéSné pouzito
k inaktivaci mikrobialnich kontaminantli v syrech vyrabénych ze syrového, tepelné

neosetien¢ho mléka [1,29,32,33].

Dulezitym parametrem pii oSetiovani je velikost aplikovaného tlaku. Napiiklad pfi zrani
syra byl pii nizkotlakém oSetfeni 50 MPa pozorovan rostouci obsah biogennich amini, ale
pii oSetfeni tlakem 400 MPa byl zaznamenan mirny pokles hladiny amint. OSetfeni
fermentovanych klobas vysokym tlakem (350 MPa/15 min) redukuje populaci bakterii
mlécného kvaseni (o cca. 20 %) a také hladiny kadaverinu (12,5 %), putrescinu (8,7 %)
a tyraminu (17 %) béhem 160 denniho chladirenského skladovani vzhledem k neoSetfenym
klobasam. Byla také zpracovana studie porovnavajici rozdil v tvorbé biogennich amint

u mléka oSetfen¢ho vysokym tlakem (500 MPa, 15 min) a tepelné¢ oSetfeného mléka.
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Vysledné hladiny byly srovnatelné u obou typt oSetfeni. Celkové existuji pouze omezené
informace o ucinnosti pusobeni vysokého tlaku na mnozstvi biogennich amind
prostiednictvim oSetfeni surovin. Studie navic podavaji dikazy o snizené, ale 1 zvySené
tvorbé biogennich amini v disledku osetiovani vysokym tlakem. Je mozné, Ze toto oSetieni

ovliviiuje enzymy i bakterie zodpovédné za syntézu biogennich amint [1,29,34,35].

3.1.4 Metoda ozarovani

Ozatovani je dalsi metoda fyzikéalniho oSetfeni vyuzivajici se v oblasti konzervace potravin
s cilem zajisténi bezpec¢nosti a prodlouzeni trvanlivosti potravin a zaroven snizuje pouZiti
chemickych konzervaénich latek. Miuze také regulovat tvorbu biogennich aminti
v potravinach, a to principem radiolyzy vytvofenych amind nebo inhibici rlstu
mikroorganizmi schopnych jejich produkce. Radiolytickd degradace byla pozorovéana
u modelového systému, kdy bylo dosazeno tbytku az 95 % vSech aminti. Pro objektivni
posouzeni U€innosti ozafovani vSak musi dojit k dikladnému zkoumani v jednotlivych
potravinovych systémech, jelikoz vysoké davky mohou ovlivnit smyslovou kvalitu téchto
potravin. Pro ozafovani potravin byly povoleny rizné davky y zafeni v zavislosti na povaze
potraviny, cilovych mikroorganizmech a na cilech oSetfeni (prodlouZeni pouzitelnosti,
odstranéni kontaminanti, atd.). OSetfeni ozafenim se vyuziva pro prodlouZeni trvanlivosti

mnoha potravin, jako jsou hovézi a veprové maso, klobasy, dribez a ryby [1,10,36].

Biogenni aminy vytvotené bakterii Bacillus cereus v mletém hovézim a veprovém mase po
24 hodinové kultivaci pti 4 °C byly po oSetfeni y zafenim redukovany. U pepfovych klobas
bylo také zjiSténo sniZeni obsahu biogennich aminll po oSetfeni y zarenim. Existuji vSak
dikazy, ze za uréitych podminek nedochdzi po ozarovani ke snizeni obsahu nékterych
amind, ale naopak ke zvySovani hladiny jinych biogennich amind. Naptiklad biogenni aminy
v syrovém kufecim mase byly pouzitim zafeni redukovany, ale né&které hladiny amint
(histaminu, sperminu, spermidinu) byly zvySeny. To miZze byt vysvétleno tim, Ze zateni
zpusobuje zménu struktury a fyziologickych vlastnosti enzyma zodpovédnych za tvorbu
biogennich amini. Mezi spotiebiteli vSak panuje neochota konzumovat ozafované potraviny
vzhledem k nedlvéte v jejich bezpecnost. DalSim problémem je fakt, Ze pro vhodnou
ucinnost ozafovani musi byt vétSinou pouzity vyssi davky zéfeni, coZ je spojovano

s chutovymi zménami oSetfovanych potravin [1,10,36].
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3.1.5 Zpisob baleni potravin

Jedna se o zpiisob konzervace potravin zalozeny na principu zmény plynného prostredi,
obklopujiciho danou balenou potravinu. Tento postup miize zpiisobit zpomaleni produkce
biogennich aminii diky inhibici mikroorganizmii, ¢i enzymii odpovidajicich za jejich
produkci. Bylo popsano, ze enzym histidindekarboxyldza je 0¢inné&jsi v nepfitomnosti
kysliku, kdezto histamindza, enzym rozkladajici (oxidujici) histamin, je ucinny pouze
v pritomnosti kysliku. Jak anaerobni, tak aerobni mikroorganizmy jsou schopny produkovat,
ale také degradovat, biogenni aminy, proto je velmi obtizné stanovit rovnovahu, ktera bude

fidit mikrobialni rist a enzymovou aktivitu [1,29].

Existuji diikkazy o snizené produkci biogennich aminl prostfednictvim baleni. Jedna se
zejména o vakuové baleni (losos), baleni v modifikované atmosféte (ryby, klobasy) a tzv.
aktivni baleni prostfednictvim aktivnich obalt. Tyto aktivni obaly obsahuji rizné absorbenty
plynu (kyslik, oxid uhli¢ity), které zabraniuji styku plynt s povrchem potraviny. Nejdéle
prodluzuje trvanlivost potravin baleni v modifikované atmosféie, poté vakuové baleni
a nejkrat$i trvanlivost maji potraviny balené v bézné atmosféfe. Produkce histaminu
u skladovaného tundka byla kontrolovana balenim v ochranné atmosféfe s vyuzitim smési
plyni o sloZeni 40 % oxidu uhli¢itého a 60 % kysliku. Tato metoda pomohla fidit hladiny
histaminu inhibici psychrotrofnich mikroorganizmi schopnych jeho produkce. Dalsi studie
prokézala synergicky ti€inek na zpomalovani produkce histaminu pti vyuziti plynu o slozeni
40 % oxidu uhli¢itého a 60 % dusiku. Téchto poznatkll je mozno vyuzit predev§im u ryb
skombroidniho typu, u nichZ velmi ¢asto dochazi k problémiim se zmiflovanym histaminem

[1,22,29].

Jiné typy baleni (napt. vakuove) byvaji v nékterych ptipadech G¢innéjsi vzhledem k regulaci
biogennich aminil nez baleni v modifikované atmosféfe, avSak kazdy typ obalu ma odliSny
vliv na vyskyt a produkci jednotlivych biogennich aminl. Ze vSech zplsobl baleni se
nejlépe jevi baleni v modifikované atmosféie, jez aktivné inhibuje produkci aminii zejména
inhibici mikroorganizmt. Uspéch inhibice ale do zna&né miry zavisi na typu mikroflory

a podminkéch vné&jsiho prostiedi, jako jsou teplota a slozeni plynii v obalu [1,22,29].

3.1.6 Soleni potravin

Soleni a ptidavek chloridu sodného (kuchyiiské soli) do potravin miize byt dal§im z faktorti
ovlivitujicich kumulaci biogennich amint v potravindch. Bylo provedeno mnoho studii

pozorujicich vliv vyssiho pfidavku chloridu sodného, naptiklad u fermentovanych klobas
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z veptového masa. Ve vyrobcich byl sledovén rozdil v hladinach amini po ptidavcich soli
6 a 3 %. U klobas s pfidavkem 6 % byl stanoven vyznamné vys$si ubytek BA. Obvykla
formulace pro zminéné produkty obvykle obsahuje mezi 4 - 4,5 % NaCl. Vyssi obsah soli
vykazoval snizeni hladiny kadaverinu az o 83 %, putrescinu o 43 %, tyraminu o 28 %
a fenylethylaminu az o 98 %. Odlisny obsah soli byva volen na zékladé rtiznorodosti
pfitomné mikroflory a jeji schopnosti produkovat dané aminy. Dalsi studie zjistila, Ze
vysokym obsahem soli lze kontrolovat tvorbu biogennich aminli v syrech typu feta
a v mletém mase. Také byly pozorovany zmény ve formovani aminti u suSenych nasolenych
sardinek. Obsah soli v kone¢nych produktech se pohyboval mezi 10 - 16 %. Bylo zjisténo,
ze pritomné bakterie produkovaly pouze putrescin a kadaverin. Vyhodou bylo zjisténi, Ze po
technologickém procesu nebyly nalezeny v produktech zadné znamky histaminu. Tradi¢né
se sul také vyuziva pro kontrolu riistu patogenti béhem fermentace a zrani mléénych vyrobkl

a zabranéni tak potencialni otravé [29,37].

3.1.7 DalSi faktory a metody puisobici na formulaci biogennich amint

Mnoho dalsich fyzikalné-chemickych faktort, jako je pH, teplota nebo ¢as mlize ptisobit na
rist mikroorganizmi s dekarboxylazovou aktivitou. Vhodnou kombinaci a kontrolou téchto
faktorti 1ze inhibovat mikrofléru produkujici aminy, a tedy i zabranit, ¢i zpomalit jejich
akumulaci. DalS§i metodou, kterda mlZe pomoci pfi fizeni mnozstvi biogennich aminli
v potravinach, je mikrobialni modelovani. Tato metoda pracuje na principu modelovanim
konkrétnich podminek (pH, teplot, ¢as) pro jednotlivé skupiny mikroorganizmi ve
specifickych potravinach. Jednotlivé modely mohou ve vysledku pomoci omezovat tvorbu

biogennich aminti [1,37].

3.2 Vyuziti startérovych mikroorganizmi pro rizeni biogennich amini

Béhem produkce fermentovanych potravin jsou vyuZzivany mikroorganizmy neboli
startérové kultury pro urychleni procesu fermentace, zajisténi lepsi skladovatelnosti a pro
dosaZeni Zadoucich vlastnosti, jako jsou napf. vlastnosti texturni a organoleptické. Tyto
jednotlivé mikroorganizmy mohou svymi vlastnostmi regulovat hladiny biogennich amind.
Obvykle byvaji pouzivany komerén¢ dostupné kultury riznych kmenti bakterii mlé¢ného
kvaSeni, stafylokokli a mikrokokl. Tyto komeréni kmeny se bézné€ vyuZivaji pii vyrobé

fermentovanych masnych vyrobk diky jejich lipolytické a proteolytické aktivite.
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Rovnovaha mezi vytvofenymi a degradovanymi aminy ovliviiuje jejich hladinu

v potravinach [1,28,29].

Tvorba biogennich aminti béhem fermentac¢niho procesu mize byt ovladana a fizena dvéma
zpusoby. Prvni moZznosti je vyuziti amino-negativnich startérovych mikroorganizmt nebo
kmenii s nizkou dekarboxylaéni aktivitou a tedy i nizkou konecnou hladinou
vyprodukovanych  biogennich aminii. Druhou variantou je zvoleni kmeni
disponujicimi enzymy aminooxiddzami a tedy schopnosti oxidovat biogenni aminy,
naptiklad na aldehydy. Tyto bakterie vyzaduji optimalni ristové podminky, aby dominovaly

nad bakteriemi produkujicimi biogenni aminy a jinou kontaminujici mikroflérou [1,29].

3.2.1 Vyuziti kment s nizkou nebo nulovou dekarboxyla¢ni aktivitou

U typickych fermentovanych potravin, jako jsou klobasy, syry, vino, zeli a jind kvasena
zelenina, byl sledovan ucinek startérovych kultur na biogenni aminy. Zjistilo se, ze fada
kultur ma negativni dekarboxyldzovou aktivitu. Mezi bakterie s negativni dekarboxylazovou
aktivitou muzeme zatadit Lactobacillus plantarum a Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei vyuzivajici se jako startéry pro vyrobu syra, dale Staphylococcus xylosus
a Lactobacillus curvatus zpomalujici tvorbu putrescinu a kadaverinu béhem zrani
fermentovanych klobas, nebo bakterie S. carnosus a S. xylosus vyuZivané u fermentovanych
masnych vyrobkii pro potlaceni tvorby biogennich amini. Moznosti je také vyuziti
smiSenych startérovych kultur, kter¢é mohou navzdjem vytvaret synergicky ucinek pii
regulaci biogennich aminti a navic také pfi inhibici rastu neZzadouci mikroflory. Napiiklad
smiSend kultura sloZena z L. plantarum, Pediococcus pentosaceus, S. xylosus a Lactobacillus
casei Uspesné€ inhibovala tvorbu aminti a rust kontaminujici mikrofléry u fermentovanych

vyrobkii z ryb [1,28,29].

3.2.2 Degradace a oxidace vytvorenych biogennich amini

Jak jiz bylo zminéno, fizeni obsahu amini pomoci startérii mize byt zprostiedkovano
pomoci dekarboxylaza negativnich kment nebo vyuZitim oxidujicich mikroorganizmi. Bylo
JiZ popsano mnoho metod pro inhibici a zpomalovani kumulace biogennich amint, ale pro
samotnou degradaci vytvofenych amind je k dispozici pouze nékolik malo metod. Tyto
metody zahrnuji poZadavek pouziti mikroorganizmti schopnych oxidace biogennich amint

nebo vyuziti konkrétnich enzymii s danou schopnosti (napiiklad diaminooxidazy) [1,29].
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V ptipad¢ vyuziti oxidujicich kultur dochdzi k jejich ptidavku do potraviny v riznych fazich
vyroby nebo nejcastéji pied fermentaci jako pfidavné (sekundarni) kultury. Mezi tyto kultury
muzeme zatradit zejména Kocuria varians, Natrinema gari, Brevibacterium linens,
Vergibacillus sp., Lactobacillus sakei, L. curvatus a S. xylosus. Kocuria varians disponuje
enzymem tyraminoxidazou a je schopna degradovat tyramin béhem fermentace masnych
vyrobki. Natrinema gari je extrémné halofilni archeum izolované z anc¢ovicek a je schopno
degradovat histamin i pfi vysokych koncentracich chloridu sodného. Optimalni podminky
pro jeho degradaci byly pii pH 6,5 a 8,3 a pfi teplotach 40 a 55 °C v médiu s koncentraci
soli od 0,2 % az 0,3 %. Tyto poznatky vSak byly zji$tény pouze za laboratornich podminek
a vyzkum v konkrétnich potravinach nebyl proveden. Brevibacterium linen bylo schopno
snizit mnozstvi histaminu o 70 % a tyraminu o 55 % bé&hem povrchového zrani syra.
S. xylosus degradoval 38 % histaminu a 4,4 % tyraminu ve fosfatovém pufru. Nasledné byl
pouzit jako startovaci kultura u susenych fermentovanych ancovicek, kde snizil celkovou
koncentraci biogennich aminti o 16 % vzhledem ke kontrolnimu vzorku. Dalsi studii byly
nalezeny dva kmeny L. casei vykazujici nejvys$si aktivitu tyraminoxidazy, kdy doslo k
93 a 98% degradaci a dva kmeny L. plantarum, které degradovaly aminy o 60 a 69 % po
96 hodinové kultivaci v pufrovém systému. Cty¥i izolaty L. sakei degradovaly histamin
020 — 56 % po 30 hodinové¢ kultivaci v modelovych systémech. SmiSena startovaci kultura
slozena z Lactobacillus farciminis a Staphylococcus saprophyticus byla naockovana do
fermentovanych uzenin a vyznamné pomohla snizit hladiny histaminu, tyraminu, kadaverinu
a putrescinu ve srovnani se vzorkem inokulovanym kulturou slozenou z Pediococcus
pentosaceus a Staphylococcus xylosus. Dal$i smésnd startérovad kultura slozend z
Lactobacillus plantarum spolu s Kocuria varians byla G¢inn€j$i pii snizovani celkové
koncentrace biogennich amini nez kultura skladajici se pouze z kmene Lactobacillus

plantarum u polofermentovanych salamti [1,28,29,37].

Ptestoze vykazuje pouziti startétovych kultur na degradaci a kontrolu biogennich amina
pozitivni vliv, ne vZdy to vSak byva efektivni v redlném vyrobnim procesu. Ve
biogennich aminti. Kromé ni jsou velmi dileZzité taky fyzikaln€ chemické faktory zahrnujici
cerstvou surovinu, pH, aktivitu vody, teplotu skladovani a pouzité ptfisady. Tyto parametry
by mély byt diikkladné prozkoumény a zvoleny pro optimélni fermentacni proces a minimalni

produkci biogennich amint [29].
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3.2.3 Pridavek enzymii oxidujicich biogenni aminy

Vedle vyuziti oxidujicich mikroorganizmu jako startéri mize byt samostatna degradace
zprostiedkovana také piidavkem konkrétnich enzymu do potraviny. Tyto enzymy, nejcastéji
diaminooxidazy (DAO) byvaji izolovany z nékterych mikroorganizmti. Aktivita DAO na
biogenni aminy byla sledovana ve fosfitovém pufru a v rybi past€. DAO degradoval
histamin pfiblizn¢ o 40 % v rybi pasté pfti teploté 30 °C vzhledem ke kontrolnimu vzorku.
Optimalni teplota pro aktivitu DAO je 37 °C. Pro stanoveni t¢innosti DAO pfi degradaci

biogennich amint je potfeba prozkoumat jeho aktivitu v riznych potravinovych matricich
[1].

Pouzitim bakterii s oxidacni aktivitou nebo jednotlivych enzyma snizujicich hladiny
biogennich amini v potravinach jsou potencidlnim kontrolnim opatfenim tam, kde je obtizné
regulovat hladiny amind pomoci tradi¢nich metod, a kde je tfeba eliminovat jiz vytvofené

aminy [1].
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4 FAKTORY OVLIVNUJICI RUST MIKROORGANIZMU A VYVOJ
BIOGENNICH AMINU V POTRAVINACH

Mikrobialni rist je autokatalyticky proces, jenz nenastane bez pfitomnosti alesponl jedné
zivotaschopné bunky. Rychlost riistu bakterialnich bunék se poté zvysSuje s rostoucim
mnozstvim zivotaschopné biomasy. Z bakteridlni bunky vznikaji délenim dvé bunky
dcefiné, za urcity cas (t). Za urcitou dobu zdvojeni se tedy matetskéd bunka rozdé€li na dvé
bunky dcefiné a po uplynuti dal§i doby zdvojeni budou pfitomny c¢tyfi buniky. Po uplynuti
dalsi doby zdvojeni jiz bude pfitomno osm bunék atd., s kazdym Casem zdvojeni se tedy

zdvojnésobi také pocet bunék [38,39].

Rist jednotlivych mikroorganizmil v potravinach je charakterizovan pomoci ristové kiivky
mikroorganizmu (obr. 10). Tato kfivka je nejcastéji znazornéna jako zavislost logaritmu
poctu bakterialnich bun€k (na jednotku objemu potraviny) na ¢ase a zobrazuje vzestup a pad

mikrobidlnich populaci [40,41].

Stacionarni faze

Pocdet bakteri

e

Lag faze Cas

Obr. 10. Ristova kiriivka mikroorganizmii [41]

Ristova kiivka je rozdélena do ne€kolika fazi. V prvni, tzv. lag fazi, nedochazi k patrnému
zvySovani poc¢tu bun€k, nékdy dokonce dochézi k jejich mirnému poklesu. Inokulum se
pfizplsobuje novému prostiedi, syntetizuje enzymy potiebné pro dané prostedi. Nasleduje
faze exponencialni, neboli logaritmickd, béhem niz dochazi k neptetrzitému zvySovani poctu

bakteridlnich bunék dle jednoduché riistove rovnice. Riist bakterii je v této fazi nejrychlejsi.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

Pomoci sklonu kiivky v této fazi Ize odvodit specifickou rychlost ristu mikroorganizmd,
ktera je vSak zavisla na jednotlivych faktorech. Exponencidlni faze je ukoncena disledkem
zmén v kultivatnim médiu, kdy dochazi k vyCerpani kliCovych zivin, ¢i hromadéni
inhibi¢nich metabolitii a kultura pfechéazi do faze stacionarni. Ve stacionarni fazi je pocet
bun¢k konstantni. Nakonec dochézi k tzv. fazi odumirani, béhem niz se pocet bunék snizuje

rychleji, nez se zvysuje [40,41].

Znalost jednotlivych faktord, které podporuji nebo inhibuji rist mikroorganizmd, je velmi
dualezita pro porozumeéni principim kazeni a konzervace potravin. Kombinaci jednotlivych
faktorit dochéazi ke konzervaci a ochrané potravin pfed mikroorganizmy. Biogenni aminy
vznikaji pfedevsim diky bakteridlni dekarboxyla¢ni aktivité, ktera je nejvyssi pfi vhodnych
rustovych podminkach. Faktory zpomalujici nebo zabranujici ristu mikroorganizmd, tedy
zaru¢i 1 pokles jejich enzymatické aktivity a inhibici tvorby amind. Kontrola tvorby
biogennich amint je tedy zaméfena predev§im na kontrolu riistu bakterii schopnych jejich

produkce [3,29,39,41].

4.1 Obsah zivin

Mikroorganizmy mohou stejné jako ¢loveék pouzivat potraviny jako zdroj Zivin pro bunéénou
syntézu a tvorbu energie. Z zivin tedy vyuzivaji chemické prvky, které slouzi pro syntézu,
molekul nezbytnych pro rist a tvorbu mikrobialni biomasy, a substrat, slouZici jako zdroj
energie. Ziviny zahrnuji uhlovodiky, proteiny, lipidy, dal$i organické slou¢eniny, mineralni
latky a vitaminy. Potraviny bohaté na bilkoviny, jako jsou maso, mléko nebo vejce, jsou tedy
idedlnim zdrojem zivin pro vétSinu potravinaiskych patogenti. Mikroorganizmy pouzivaji
pro syntézu bunéénych struktur C a N, v zavislosti na jejich rozdilnych vyzivovych

pozadavcich [38,40].

Pfi tvorbé amint v potravinach hraje zasadni roli koncentrace volnych aminokyselin, které
jsou jejich prekurzory. Zminéné aminokyseliny se mohou v potravinadch vyskytovat jako
takové nebo vznikaji proteolytickou enzymatickou aktivitou. Bakterie s proteolytickou
aktivitou mohou potencialné podporovat tvorbu BA. Dekarboxylace aminokyselin také
zavisi na koncentraci produkovaného aminu nebo piitomnosti dal§ich biogennich amint

[42].
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4.2 Kyselost — pH

Vnitini pH bunék je udrZzovano na hodnotach okolo 7,0, kdy funguje metabolizmus nejlépe.
Kyselost a zasaditost prostfedi méa vyrazny vliv na aktivitu a stabilitu makromolekul, jako
jsou enzymy. Pokud jsou mikrobialni buiiky vystaveny extrémnim hodnotdm pH, dochazi
k poSkozeni bun&nych membran. H* a OH™ ionty pronikaji do buné&k, kde zpisobuji
denaturaci enzymti a nukleovych kyselin a tedy tzv. bunéénou smrt. Hodnota pH ovliviiuje
nejen rychlost ristu mikroorganizmu, ale také schopnost pieziti béhem skladovani,

zahtivani, suSeni a dalSich typi zpracovani [38,39,43].

Kazdy organizmus ma svij specificky rozsah pozadavka a tolerance na hodnoty pH, n¢které
jsou schopny riist ve vice kyselém prostiedi a jiné ne. VéEtSina mikroorganizmi v§ak miiZze
rust v Sirokém rozmezi pH. Obecné bakterie nebudou dobte rist pii hodnotach nizsich nez
4,6. Schopnost rlstu a pieziti se u bakterii uvadi v rozmezi 4,6 — 9,0. Optimalni je vSak
rozsah 6,6 — 7,5, kdy se rozmnozuji nejrychleji. Existuji vSak rody, ¢i druhy, které mohou
rist 1 mimo tento rozsah. Typickou vyjimkou jsou bakterie produkujici kyseliny v disledku
jejich energetického metabolizmu. Ptikladem jsou bakterie mlécného a octového kvaseni,
které optimaln¢ rostou pti hodnotach pH 5,0 — 6,0 a jsou pro své schopnosti velmi dilezité
v potravinaiském primyslu. Bakterialni patogeny obvykle nemohou rust pti pH nizS§im nez
4,0. Kvasinky a plisn€ jsou obecné méné citlivé nez bakterie a jsou schopné rist v Sir§im

rozmezi pH, a to od 2,0 — 9,0, pficemz vétSina upiednostiuje pH 4,0 — 6,0 [38,41,44].

Potraviny se daji obecné rozd¢lit na vysoce kyselé, jejichz pH je niz8i nez 4,6 a mén¢ kyselé,
majici hodnotu nad 4,6. Tato hodnota byla vybrana z dvodu dolni meze pro rist mezofilni
bakterie Clostridium botulinum. Potraviny s pH vy$§im nez 4,6 musi byt bud’ chlazeny, nebo
podrobeny tepelnému ucinku, zajiSt'ujici likvidaci spor této bakterie. Rlzné potraviny maji
tendenci se kazit rGznymi zplsoby. Naptiklad potraviny bohaté na uhlovodiky vétSinou
podléhaji kyselé hydrolyze béhem kazeni, diky snizovéani pH se také sniZuje riziko vyskytu
patogennich mikroorganizmi. Tohoto principu se vyuziva pifi fermentaci mléénych
a masnych vyrobkll. Naopak potraviny bohaté na bilkoviny maji tendenci zvySovat pH, kdyz
se kazi, coz z nich ¢ini méné bezpecné potraviny, vzhledem k naristu pH do oblasti, kde
muzZe rist vice patogent [38,39,44].

vvvvvv

v potravinach. Bylo dokazéano, Ze produkce aminii bakteriemi je obranny mechanizmus

vedouci k potlaceni dopadl kyselého prostredi. Aktivita dekarboxylaz je tedy v kyselém
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prosttedi obvykle vyssi a optimum se uvadi okolo pH 4,0 — 5,5. Snizenim pH muize dojit ke
zpomaleni ristu mezofilnich aerobnich mikroorganizmil a tim ke sniZeni tvorby biogennich

amina [3,42].

4.3 Teplota

Vzhledem k tomu, Ze teplota ovliviiuje enzymatické reakce, hraje velmi dulezitou roli
v procesu podporovani a prevence mikrobidlniho ristu. Kazdy organizmus vykazuje
minimalni, maximalni a optimalni teplotu, pfi které je schopen rist charakteristickou
rychlosti (viz. obr. 11). Kazda z téchto teplot je charakteristickd pro dany organizmus,
pricemz jsou do zna¢né miry ovlivnény dal§imi faktory prostiedi, jako je pH, aktivita vody
nebo dostupnost zivin. Mikroorganizmy lze klasifikovat do nékolika fyziologickych skupin,
na zdkladé jejich optimalnich teplot a rozmezi teplot, pfi nichZ jsou schopny se rozmnozovat

[38,44].

e Termofilni mikroorganizmy s optimalni teplotou rastu okolo 55 °C a rozmezim rustu
mezi 30 — 75 °C.

e Mezofilni mikroorganizmy s optimem okolo 35 °C a rozmezim rtstu mezi 10 — 45 °C.

e Psychrotrofni mikroorganizmy s optimalni teplotou rtistu okolo 20 — 30 °C a rozsahem
0—40°C.

e Psychrofilni mikroorganizmy s optimem okolo 15 °C a schopnosti ristu mezi

hodnotami -5 — 20 °C [39,40,43].

Pti teplotdich vysSich neZ optimum buiiky rychle umiraji. Niz$i teploty vedou rovnéz
k buné¢éné smrti, ale pomalejsi. VyuZzitim téchto znalosti tedy muze dojit k eliminaci, ¢i
podpofte ristu mikroorganizmi. Teplota, pfi niZ jsou potraviny uchovavany, ma znacny vliv
na rychlost a rozsah mikrobidlnich zmén. Teplota a ¢as jejiho pisobeni, jsou nejdalezitejSimi
faktory ovlivitujici riist bakterii v potravinach. Tepelné zpracovani (pasterizace a sterilizace)
eliminuje kontaminujici mikrofléru prostiednictvim plsobeni tepla po konkrétni casové
obdobi. Chlazeni potravin miize zabranit kazeni kontrolou ristu termofild a mezofilt.
Problém je, ze vétSina patogentl je schopna rist 1 pii chladirenskych teplotach a proto je tedy
ochrana pouze chlazenim nedostacujici. VéEtSina patogennich bakterii mtze rast pii teplotach

5 —60 °C, tento rozsah se oznacuje jako nebezpecna teplotni zona [38,41].
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Z hlediska potravinaiské mikrobiologie maji nejvetsi vyznam mezofilni a psychrotrofni
mikroorganizmy. Mezi mezofily lze zatadit fadu potravinaiskych patogent, jako napiiklad

Salmonella, Staphylococcus aureus nebo Clostridium perfringens [38].

Rychlost mistu mikroorganizmi

Teplota T T

T opt T

e

Obr. 11. Zavislost teploty na rychlosti ristu mikroorganizmu [38]

Skladovaci teplota ma zasadni vliv na produkci biogennich amini. Nékolik studii poukazuje
na to, ze obsah aminil zavisi na teploté a prodluzujicim se ¢ase. Chladirenské teploty jsou ve
vetsing pripadl schopny zajistit zamezeni tvorby BA. Bohuzel vSak existuji urcité kmeny
bakterii, které jsou schopny rust i pti chladirenskych teplotich a produkovat tak malé
mnozstvi BA, zejména histaminu. Naopak za mrazirenskych podminek je vétSina
dekarboxyldz nestabilni. Obecné plati, Ze zmrazené potraviny znevyhodnuji syntézu BA.
Naptiklad histidindekarboxylaza se stdva neaktivni po 8 — 15 dnech skladovani pti -20 °C.
Hladiny BA v potravindch nelze ovlivnit tepelnym oSetienim (napt. varenim), s vyjimkou

sperminu, jehoZ koncentrace se béhem oSetfeni mlize snizovat [3,42].

4.4 Vodni aktivita

Aktivita vody (aw) je métitkem mnozstvi voln¢ dostupné vody v potraving. Lze ji vyjadfit
jako pomér tlaku vodni pary nad potravinou k tlaku vodni pary €isté vody pfi stejné teploté.
Rovnovaznou relativni vlhkost Ize pfevést na aw vydélenim 100. Po teploté je obsah volné
vody asi dal$i nejdaleziteéjsi parametr a pozadavek pro riist danych mikroorganizmi. Z toho
vyplyva, Ze mikroby vyzaduji pfitomnost volné vody pro udrZeni schopnosti rdstu

a metabolizmu. Potraviny s nizkym obsahem vody tedy nepodporuji rist mikroorganizmii.
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VétsSina znamych bakterii nebude rist pifi aw < 0,95, ale najdou se i skupiny schopny
ptekonat hodnoty okolo 0,75. Naopak plisn¢ jsou znacné tolerantn&jsi. U nékterych z nich
byl zaznamenan rast i pii aktivit¢ vody 0,60. VéEtSina patogennich bakterii a bakterii
zpusobujicich kazeni potravin vSak neporoste pii hodnotach aw mensich nez 0,85. Aby doslo
k omezeni, ¢i zabranéni mikrobialniho rstu, musi dojit u jednotlivych potravin ke snizeni
vodni aktivity. To mlze byt zpisobeno ptidanim rozpustnych latek, iontli, zmrazenim nebo

suSenim danych potravin [38,39,45].

Kazda potravina méa jiny obsah volné vody. Naptiklad Cerstvé maso o aw okolo 0,99 ma
idealni podminky pro rist Sirokého spektra mikroorganizmli a mize tedy podléhat rychlé
zkaze. U masa se jako ochrana nejéastéji pouziva suseni nebo baleni v ochranné atmosféte,
kdy nizky tlak kysliku dokéaze potlacit rist mikrobu i pfi vyssich hodnotach aktivity vody.
Potraviny, jako jsou dZemy a parmazén (aw 0,60 — 0,85) budou vykazovat rist plisni, bakterii
vSak ne. Naopak mléko o aktivit¢ 0,98 — 0,99 mlze byt spojovdno s bakteriemi

zpuisobujicimi otravy z jidla [38,39,44].

Vysoké koncentrace rozpusténych latek (naptiklad chloridu sodného) a procesy vedouci ke
sniZovani mnozstvi vyuzitelné vody (naptiklad suseni), vedou k inhibici tvorby biogennich
aminli zejména proto, ze nizka aktivita vody zpomaluje rist bakterii schopnych jejich
produkce. Byla zpracovana studie potvrzujici, ze pii 3,5 — 5,5 % NaCl byla potlacena
produkce histaminu u bakterii Klebsiella pneumoniae a Morganella morganii, zatimco pii
niz§ich koncentracich nikoli. Dalsi studie zkoumajici produkci histaminu a tyraminu bakterii
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus potvrdila, Ze pti koncentraci NaCl 2,0 % byla

syntéza téchto aminli vyrazné niz$i, nez v potravinach bez ptidavku NaCl [42].

4.5 Redoxni potencial

Redoxni potencial, ktery byva také oznacovan jako oxida¢né-redukéni potencial neboli Eh,
je dalsi z faktorti ovliviiujicich mikrobialni rast. Tento potencial je vysledkem oxida¢neé-
redukéni reakce, béhem niz dochézi k prenosu elektronli mezi atomy a molekulami. Aerobni
mikroorganizmy vyZaduji pozitivni redoxni potencial, tedy aby byla potravina
v oxidovaném stavu, zatimco anaeroby vyZaduji potencidl negativni, tedy stav redukovany.
Navic je potieba poznamenat, ze piitomnost kysliku neni zasadni pozadavek pro oxidacné-
reduk¢ni reakce, nejdilezité;si je schopnost ostatnich slou€enin ptijimat elektrony. V Zivych
bunkach jsou pienosové reakce vodiku a elektroni zdkladnim rysem fetézce pienosu

elektronii a generovani energie oxidacni fosforylaci. U¢inek Eh na mikrobidlni riist se
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projevuje jako prodlouzeni pocatecni lag faze. Pokud jsou rizné redoxni pary v rovnovaze,
je upfednostiiovan oxidovany stav a tendence pfijimat elektrony a vytvaret tak pozitivni
potencial. Odlisné potraviny maji rozdilny redoxni potencial a ten pak ovliviiuje riist danych
mikroorganizmul na konkrétni potraving€. Potraviny rostlinného ptivodu maji obvykle redoxni
potencial +300 — 400 mV, ¢imz se podporuje rist aerobnich bakterii a plisni. Maso a masné
vyrobky maji obvykle potencidl okolo -200 mV, a proto jsou s timto typem potraviny
spojeny anaerobni bakterie [39,44,45].

Ptitomnost kysliku ma rovnéz vyznamny vliv na produkci biogennich aminti. Naptiklad
bakterie Enterobacter cloacae produkuje zhruba polovicni mnozstvi putrescinu za
anaerobnich podminek pfi srovndni s podminkami aerobnimi. Klebsiella pneumoniae
produkuje za anaerobnich podminek mensi mnozstvi kadaverinu, ale naopak ziskava vyssi
schopnost produkovat putrescin. Na druhé stran¢ se uvadi, ze snizovani redoxniho potencialu
vede ke stimulaci tvorby histaminu a pfedpoklada se tedy, ze histidin-dekarboxyldzova

aktivita byva inaktivovana v pfitomnosti kysliku [3,20].

4.6 SloZeni atmosféry

wewvr

Kyslik tvoti asi 21 % zemské atmosféry a je nejdulezitéjsSim plynem v oblasti kontaktu
s potravinami. Jeho pfitomnost a vliv na redoxni potencidl jsou dtlezitymi aspekty
v souvislosti s mikrobidlnim ristem a vibec s rychlosti mikrobidlniho rlstu. Kazdy
mikroorganizmus ma specifické poZzadavky na pfitomnost kysliku a oxidu uhli¢itého a diky
tomu byvaji nejcastéji rozdélovany do tfi skupina na aerobni, anaerobni a fakultativné
anaerobni mikroorganizmy. Aeroby vyzaduji pro svij rust pfitomnost kysliku, anaeroby
naopak nikoliv a fakultativni anaeroby jsou schopny riist s kyslikem 1 bez néj. Zménou
atmosféry v zabalené potraving tedy miiZze dochazet ke kontrolovani ristu jednotlivych
mikroorganizmi. Pfi regulaci sloZeni atmosféry okolo potraviny se nejcastéji vyuziva
technik vakuového baleni a baleni v modifikované atmosféfe. Principem vakuového baleni
je odstranéni ptitomného kysliku z okoli potraviny. Tim dochézi k inhibici rstu aerobnich
mikroorganizmi, ale tyto podminky stdle umoZznuji rdst anaerobli, jako je napiiklad
C. botulinum. Baleni v modifikované atmosféfe umoznuje vyrobciim zvolit atmosféru
v obalu pomoci riiznych kombinaci a tedy koncentraci kysliku, oxidu uhli¢itého a dusiku
v zavislosti na typu produktu a pfedpokladaném vyskytu mikroorganizmi. VétSina takto
balenych potravin ma riizné koncentrace oxidu uhli¢itého a dusiku, vzhledem k inhibi¢nimu

pusobeni zejména oxidu uhli¢itého na mikrobialni rist. Jeho uc¢inek vSak neplsobi na
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vSechny mikroorganizmy stejné. Nejcitlivejsi jsou plisn€ a gramnegativni bakterie, naopak
znaén€ odolnéjsi jsou grampozitivni bakterie a nékteré kvasinky. Inhibi¢ni uc¢inek CO; roste
s klesajici teplotou, pravdépodobné z diivodu jeho lepsi rozpustnosti pii nizsich teplotach.
Dlouhodobym vystavenim CO» byvaji nékteré mikroorganizmy usmrcovany, ale obvykle je

tento ucinek pouze bakteriostaticky [38,39,44].

Slozeni atmosféry v okoli potraviny zabalené¢ do obalu ma vyznamny vliv na syntézu
biogennich amint. Bylo zjisténo, ze u bakterie Morganella morganii doslo vlivem atmosféry
obsahujici 80 % CO: k inhibici histidin-dekarboxyldzové aktivity [3]. (sloZeni atmosféry
vzhledem k BA je také uvedeno v kapitole 3.1.5)
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem teoretické casti diplomové prace bylo charakterizovat biogenni aminy, jejich dé€leni,
vznik, biologické ucinky a toxicitu. Dale byly popsany jednotlivé potraviny, jez jsou na
vyskyt biogennich aminti ndchylné ale zejména jednotlivé metody kontroly a fizeni aminti

ve zminénych potravinach.

V praktické ¢asti byl sledovan jeden kmen rodu Lactobacillus, ktery byl vybran na zaklad¢
vyzkumu, provadéném pii mé bakalarské praci. Tento kmen vykazovat nejvétsi schopnost

degradace biogennich amint.

Cilem tedy bylo pozorovat schopnost daného kmene redukovat hladiny biogennich aminii

za riiznych ristovych podminek:

e Teplota

e pH

e Obsah zivin

e Koncentrace BA

.

e (as

Zminéna schopnost degradace byla stanovena pomoci metody HPLC.
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6 MATERIAL A METODY

6.1 Pouzité mikroorganizmy

Na zakladé bakalarské prace byl zvolen a sledovan kmen Lactobacillus casei subsp. casei
CCDM 198, ktery projevoval nejvétsi schopnost degradovat piitomné biogenni aminy. Kmen

byl ziskan ze Sbirky mlékarenskych mikroorganizmii Laktoflora (CCDM).

6.2 Sledované faktory

Béhem vyzkumu byl sledovan vliv riznych ristovych faktori na schopnost redukce obsahu

biogennich amind kmenem Lactobacillus casei subsp. casei CCDM 198 (viz tab. 4)

Tab. 4. Sledované ristove faktory

Teplota pH Kultiva¢ni médium Koncentrace BA
11°C 54+0,2 MRS 0,2 g/l
MRS/2 (médium se
23 °C 6,2+0,2 sniZenym obsahem 0,4 g/l
Zivin)
30°C 7,0+£0,2 - -

6.3 Kultivaéni média

6.3.1 20x koncentrovany roztok biogennich aminu

Koncentrovany roztok biogennich amint byl pfipraven navdzenim jednotlivych amint (vSe

Sigma-Aldrich) a jejich rozpusténim v 1000 ml vody.

e Tyramin (4-(2-aminoethyl)fenol) 4 ¢
e Histamin (dihydrohlorid) 4g
e Putrescin (1,4-diaminobutan) 4¢g
e Kadaverin (1,5-diaminopentan) 4¢g
e Fenylethylamin (hydrochlorid) 4g
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6.3.2 MRS bujon s koncentraci biogennich amini 0,2 g/l

Bujon byl pfipraven navazenim 27,6 g zivné pidy MRS broth (Merck, Darmstadt, SRN)
a jejim rozpusSténi v roztoku, ktery vznik smisenim 475 ml vody a 25 ml 20x

koncentrovaného roztoku biogennich amint.

6.3.3 MRS bujon s koncentraci biogennich aminu 0,4 g/l

Bujon byl pfipraven navazenim 27,6 g zivné pudy MRS broth (Merck, Darmstadt, SRN)
a jejim rozpusténi v roztoku, ktery vznik smisenim 450 ml vody a 50 ml 20x

koncentrovaného roztoku biogennich amind.

6.3.4 ' MRS bujon s koncentraci biogennich aminu 0,2 g/

Médium bylo pfipraveno stejnym zpusobem jako MRS bujon s vyjimkou navazky MRS
broth (Merck), ktera byla snizena o polovinu, tj. 13,8 g.

6.3.5 % MRS bujon s koncentraci biogennich aminu 0,4 g/1

Médium bylo pfipraveno stejnym zplsobem jako MRS bujon s vyjimkou navazky MRS
broth (Merck), ktera byla snizena o polovinu, tj. 13,8 g.

VSechna ptipravend média s biogennimi aminy byla rozdélena na tii dily. U kazdého ze tfi
dilt bylo pomoci koncentrované¢ HCI (Lach-Ner) upraveno pH na jednotlivé testované
hodnoty, tj. 5,4 £ 0,2; 6,2 + 0,2 a 7,0 £ 0,2. Poté byla média rozplnéna do sklenénych

zkumavek po 7 ml a sterilizovéna.

6.4 Priprava a odbér vzorki

Testovany kmen byl asepticky, pomoci sterilni klicky ptenesen z tuhé pudy do zkumavky
s MRS a anaerobn¢ kultivovan 24 hodin (pfes noc) pfti teploté 37 °C. Po uplynuti této doby
byla kultura nafedéna na ODN 0,5 (stupnice dle McFarlanda). Z takto pfipravené kultury

bylo steriln€ pipetovano 50 pl do jednotlivych zkumavek vSech variant zivnych médii.

Degradace biogennich amina u daného kmene byla pozorovana pii teplotach 11, 23 a 30 °C,
kdy pro kazdou teplotu byly zvoleny jiné odbérové Casy (viz. tab. 5). V kazdém jednotlivém
odbérovém Case byly provedeny odbéry ve 3 paralelnich zkumavkach. Kontrolni vzorky bez

zaoCkovaného kmene byly ve 2 paralelnich zkumavkach (pfi kazdé teplot¢).
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Vzorky byly centrifugovany (4600 otacek/min., 7 minut) a z kazdé zkumavky bylo odebrano
do dvou eppendortkovych mikrozkumavek 650 pl supernatantu a ptidano 650 pl kyseliny
chloristé (Sigma-Aldrich) o koncentraci 1,2 mol/l. Takto pfipravené vzorky byly zamrazeny

pii -80 °C a piipraveny pro naslednou derivatizaci.

Tab. 5. Odbérové casy experimentu

Teplota Jednotlivé odbérové Casy pfi dané teploté
30°C | Ohod | 8hod | 12hod | 24 hod | 28 hod | 32 hod | 36 hod | 48 hod | 72 hod
23°C | Ohod | 12hod | 24hod | 30 hod | 36 hod | 48 hod | 72 hod | 96 hod -
11°C | Ohod | 2dny | 4dny | 6dnd | 8dnt | 10dnt | 12dnd | 14 dnt -

6.5 Derivatizace vzorku

Ke kazdému vzorku supernatantu bylo pfidano 100 pl 1,7-heptandiaminu (Sigma-Aldrich)
o koncentraci 500 mg/l jako interniho standardu. Nasledné byl 1 ml vzorku pipetovéan do
derivatiza¢ni nadobky a pfidano 1,5 ml karbonatového pufru o pH 11,1 - 11,2. Ke vzorku
byly pfidany 2 ml cerstvé piipraveného roztoku dansylchloridu (Sigma-Aldrich)
o koncentraci 5 g/l v acetonu (Merck, Darmstadt, SRN). Derivatiza¢ni nadobka byla dobte
uzaviena a nechala se tfepat v temnu 20 hodin. Poté bylo ke vzorku ptidano 200 pl prolinu
(Sigma-Aldrich) a vzorky byly opakované tfepany dal$i hodinu. Nasledné byly ke vzorku
pfidany 3 ml heptanu (Merck) a po peclivém uzavieni byly vzorky tfepany 3 minuty rucné.
Poté byl odpipetovan 1 ml heptanové vrstvy do vialky. Obsah vialky byl odpaten pii teploté
60 °C do sucha pod proudem dusiku a suchy odparek byl zfedén 1,5 ml acetonitrilu (Sigma-
Aldrich). Vialky byly uchovavany v mrazicim zatizeni pfi teplotach -18 °C do doby analyzy.
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6.6 Chromatografické stanoveni biogennich amint

Bezprostiedné pred analyzou byly vzorky ptefiltrovany pies sttikackové filtry s porozitou
0,22 pm.

Separace byly provedeny gradientovou eluci (voda/acetonitril) na kolon¢ Agilent Zorbax
RRHD Eclipse Plus C18 s parametry 50 x 3,0 mm, pdrovitost 1,8 um (Agilent, Paolo Alto,
USA) pii teploté 30 °C, pratok kolonou byl nastaven na 0,453 ml/min. Chromatograficky
systém Dionex HPLC UltiMate 3000 byl tvoien odplyiovaci jednotkou (degaserem), binarni
pumpou, autosamplerem, termostatem kolon a UV/VIS detektorem (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Detekce probihala pomoci UV/VIS detektoru
pfi vlnové délce 254 nm. Chromatogramy byly vyhodnoceny pomoci softwaru
Chromeleon™ 6.8.

Program gradientové eluce, kterym probihala separace dansylderivati biogennich amind, je

znazornén v tabulce 6.

Tab. 6. Gradientovy elucni program pro HPLC

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




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

7 VYSLEDKY A VYHODNOCENI

7.1 Chromatografické stanoveni redukce biogennich aminii kmenem
Lactobacillus casei subsp. casei CCDM 198 za sledovanych podmi-

nek

Degradace, tedy schopnost daného kmene redukovat obsah biogennich amind, byla
pozorovana béhem raznych ristovych podminek. Z konkrétnich biogennich amint byly
pozorovany ubytky fenylethylaminu, kadaverinu, putrescinu, histaminu a tyraminu. Mezi
jednotlivé rastové faktory patiily teplota (11,23 a 30 °C), pH (7,0; 6,2 a 5,4), mnozstvi Zivin
(MRS a MRS/2), koncentrace ptidavanych aminti (0,2 a 0,4 g/1) a ¢as (jednotlivé odbérové
¢asy jsou uvedeny v tabulce €. 5, v kapitole 6.4). Samotna degradace byla vyhodnocovana
porovnanim s kontrolou, coz bylo pfislusné zivné médium (MRS, MRS/2) s biogennimi
aminy, jez nebylo zaoCkovano danym kmenem Lactobacillus casei subsp. casei CCDM 198.
Konkrétni vysledky, kdy béhem dané kombinace testovanych podminek doslo k ubytku
biogennich aminll u vSech tii testovanych hodnot pH méné&, nez o 20 % jsou uvedeny

v ptiloze PI. Jednalo se konkrétné o biogenni aminy za téchto podminek:

e Fenylethylamin o koncentraci 0,2 g/l pti 30 °C v MRS

e Tyramin o koncentraci 0,2 g/l pti 30 °C v MRS

e Fenylethylamin o koncentraci 0,2 g/l pti 23 °C v MRS

e Tyramin o koncentraci 0,2 g/l pti 23 °C v MRS

e Fenylethylamin o koncentraci 0,2 g/l pfi 11 °C v MRS

e Putrescin o koncentraci 0,2 g/l pii 11 °C v MRS

e Kadaverin o koncentraci 0,2 g/l pti 11 °C v MRS

e Tyramin o koncentraci 0,2 g/l pti 11 °C v MRS

e Kadaverin o koncentraci 0,4 g/ pii 30 °C v MRS

e Tyramin o koncentraci 0,4 g/l pti 30 °C v MRS

e Histamin o koncentraci 0,4 g/l, pii 23 °C v MRS

e Fenylethylamin o koncentraci 0,4 g/l pti 11 °C v MRS

e Tyramin o koncentraci 0,4 g/l pii 11 °C v MRS

e Fenylethylamin o koncentraci 0,2 g/l pfi 23 °C v médiu s niz§im obsahem zivin
e Putrescin o koncentraci 0,2 g/ pfi 23 °C v médiu s niz§im obsahem zivin

e Kadaverin o koncentraci 0,2 g/ pii 23 °C v médiu s niz§im obsahem zivin
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e Tyramin o koncentraci 0,2 g/l pii 23 °C v médiu s niz§im obsahem zivin
e Fenylethylamin o koncentraci 0,2 g/l pii 11 °C v médiu s nizSim obsahem Zivin

e Tyramin o koncentraci 0,2 g/l pii 11 °C v médiu s nizSim obsahem Zzivin

7.1.1 Degradace biogennich amini o koncentraci 0,2 g/l pri 30 °C v Giplném médiu
Degradace putrescinu o koncentraci 0,2 g/l pii 30 °C a ruzném pH

Obréazek 12 znazoriiuje schopnost testovaného kmene degradovat putrescin pii 30 °C
a danych hodnotach pH. Nejvyssi schopnost redukce byla zaznamenana v médiu o pH 6,2
kdy doslo k ubytku putrescinu o vice nez 40 % a to po 36 hodinach kultivace. V dal$ich dvou
odbérovych ¢asech koncentrace mirn€ vzrostly, ale tyto hodnoty jsou pomérné nepatrné.
Zajimavy je pokles mezi 8 a 12 hodinou, kdy doslo k ubytku aZ 0 35 %. Vzhledem k ostatnim
hodnotam pH, lze tedy fici, ze hodnota pH 6,2 m¢la na degradaci putrescinu danym kmenem
nejvyssi vliv. V médiu o pH 7,0 byl kmen schopen redukovat mnozstvi putrescinu na hladinu
okolo 78 % a nejvyssi Ubytek pifi tomto pH byl rovnéZ zaznamendn po 36 hodinéch.
pozorovan pokles mezi 8 a 12 hodinou o 20 % z pivodniho mnozstvi. Za dalSich 12 hodin
koncentrace jesté klesla o dalSich cca 10 %, ale v kone¢nych odbérovych casech byl obsah
putrescinu navySovan, a jiz po 36 hodinach byl vice nez o 2 % vy$s$i neZ piivodni pfidavané
mnozstvi. To miiZze byt vysvétleno netoleranci kmene ke kombinaci faktorl, jezZ nemusely

byt vyhodné. NejvéEtsi problém pravdépodobné predstavovala nizkd hodnota pH.
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Obr. 12. Lbc. casei — degradace putrescinu o koncentraci 0,2 g/l pri 30 °C v MRS
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Degradace kadaverinu o koncentraci 0,2 g/l pfi 30 °C a rizném pH

Podobné jako u putrescinu probihala degradace i u kadaverinu (obr. 13). V médiu o pH 7,0
dochazelo k mirnym ubytkiim uz od poc¢atku. Za 24 hodin byla koncentrace kadaverinu nizsi
ptiblizné o 10 % vzhledem k pivodni hodnoté. V dalSich odbérovych Casech byla namétfena
niz8§i mnozstvi, ale ta se také nesnizovala pfili§ velkou rychlosti. Pokles pokracoval az do
36 hodiny, kdy doslo k ubytku na hodnotu okolo 75 %. Nejvyssi degradace byla
zaznamenana v médiu o pH 6,2, podobné jako v ptfedchozim piipad¢ u putrescinu. Jiz od
pocatku byly patrné vyraznéjs$i zmeny, kdy doslo mezi 8 a 12 hodinou k poklesu z 95 % na
65 %, to je redukce az o 30 %. Ubytek pokracoval i v nasledujicich odbérovych &asech, ale
m¢él pouze pozvolny a mirny pokles. Kmen tedy vyznamné redukoval obsah kadaverinu pfi
tomto pH a teploté¢ 30 °C jiz za velmi kratkou dobu. Maximalni ubytek byl zji§tén po
36 hodinach, kdyZ byl piivodni obsah kadaverinu redukovan az na hodnoty okolo 57 %.
Nejméné vyznamny byl pokles koncentrace aminu pii pH 5,4. Po 8 hodinach byl zjistén
ubytek pouze o 1 %, ale po 12 hodinach uz o dalSich 13 %. Po 24 hodinach doslo k poklesu
a tedy mozné produkci kadaverinu. UZ po 32 hodinach byly zjistény hodnoty rovnajici se

pivodnim a po 48 a 72 hodinach byly hodnoty jesté o 5 % vyssi.
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Obr. 13. Lbc. casei — degradace kadaverinu o koncentraci 0,2 g/l pri 30 °C v MRS
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Degradace histaminu o koncentraci 0,2 g/l pii 30 °C a riizném pH

Na obrazku 14 je znazornéna degradace histaminu pii 30 °C a danych pH hodnotach. V
médiu o pH 7,0 jevil kmen pozvolnou schopnost redukce histaminu. Dochéazelo k mirnému
ubytku a to po 8 hodindch o 1 %, po 12 hodinach o cca 3 %, po 28 hodindch na hodnotu
90 %, az na hodnotu 85 % zaznamenanou po 36 hodinach kultivace. Tyto hodnoty, tedy
ubytek o pouhych 15 %, byly zjistény jako nejvyssi pro toto neutralni pH. Podobné jako
v predchozich ptipadech u kadaverinu a putrescinu, byla nejvyssi degradace pozorovana
v médiich o pH 6,2. Hned z poc¢éatku doslo k poklesu histaminu, po 8 hodinach o 5 % a po
dalSich 4 hodinach byl zaznamenan vyrazny skok az na hodnotu okolo 78 % z piivodniho
mnozstvi. V dal$ich tfech casech byl pokles mirny, kdyz doslo k redukci pouze na 72%. Po
36 hodinach doslo jesté k degradaci o dalSich 5 %, tedy na hodnotu ptiblizné¢ 65 % z
pivodniho mnozstvi. Tato hodnota byla maximalni a k dal$i redukci mnozstvi histaminu
v ostatnich odbé&rovych ¢asech nedochédzelo. Naopak byl zjistén mirny nartist. U médii s
nejnizs$im testovanym pH doslo po prvnich 24 hodinach k poklesu histaminu na koncentraci
mensi o 20 % nez v kontrolnim médiu. Tato hodnota byla rovnéz nejnizsi zaznamenana
a maximalni degradace byla tedy pozorovéana uz za 24 hodin. V nésledujicich ¢asech byl

zji$tén nartist koncentrace histaminu a kone¢né hodnoty piesahovaly hranici 100 %.
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Obr. 14. Lbc. casei — degradace histaminu o koncentraci 0,2 g/l pri 30 °C v MRS
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7.1.2 Degradace biogennich aminii o koncentraci 0,2 g/I pfi 23 °C v tiplném médiu
Degradace putrescinu o koncentraci 0,2 g/l pti 23 °C a rizném pH

U putrescinu se nizsi teplota kultivace projevila pozvolnéj§im ubytkem pii vSech

testovanych pH hodnotéach. Rozdilem oproti piedchozi teploté bylo to, Ze k nejvétsi redukci

cvwr

fv v

96 hodinach, kdy doslo k degradaci na hodnotu 82 % z piivodnich 100 %. Je tedy moZné, ze
by se 1 v dalSich potencidlnich ¢asovych odbérech ubytek navySoval. Médium s hodnotou
doslo k poklesu o 8 % a maximalni tibytek byl zjistén pouze o 10 % a to po 48 hodinach
kultivace. Nasledné hodnoty se zvySovaly a v poslednim odbérovém case se blizily 100 %.
Nejvyssi tubytek byl zaznamenén u média s pH 5,4. Po prvnich 12 hodinach doslo k redukei
na hodnotu pfiblizné 83 %. V naslednych tfech odbérovych ¢asech k vyraznému ubytku
nedoslo a koncentrace se drzely v blizkosti 80 %. V koncovych c¢asech pokleslo mnozstvi

putrescinu o dalSich 7 % a po 96 hodinach bylo stanoveno okolo 76 % ze 100 %.
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Obr. 15. Lbc. casei — degradace putrescinu o koncentraci 0,2 g/l pri 23 °C v MRS
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Degradace kadaverinu o koncentraci 0,2 g/l pri 23 °C a rizném pH

Na obrazku 16 je zobrazena schopnost degradace kadaverinu kmenem Lbc. casei subsp.
casei CCDM 198. Je patrné, ze kadaverin byl rovnéz redukovén nejvice v médiu o pH 5,4,
podobné jako pii nejvyssi testované teploté. V médiu s nejvyssim pH (7,0) byl kadaverin
degradovan nizkou rychlosti. Po 12 hodinach k ubytku témét nedoslo, ale v dalsich ¢asech
koncentrace pomalu klesala. Naptiklad po 30 a 36 hodinach hodnoty klesly na ptibliznych
90 %, a po dalSich 12 hodinach na 88 % z ptivodniho ptiddvaného mnozstvi. Nejvétsi ubytek
byl zjistén v poslednim odbérovém case, kdy doslo k poklesu koncentrace kadaverinu o cca
17 %. Je mozné, Ze obdobné¢ by dochézelo k pomalému ubytku i1 s dalSim rostoucim ¢asem.
V médiu o pH 6,2 byl kadaverin redukovéan o néco htite. Po 36. hodinu byla degradace témér
totozna, a tedy srovnatelnd s médiem o pH 7,0. Po 48 hodinach jiz dosSlo pouze
k minimalnimu sniZeni koncentrace putrescinu a maximalni ubytek byl tedy zaznamenan po
48 hodinach, a to o pouze 10 %. Nejvice byl kadaverin redukovan v médiu s pH 5,4. Jiz po
prvnich 12 hodinach doslo k poklesu o 12 %. V néslednych ¢asech odbéru byla intenzita
degradace nizsi, ale mnozstvi kadaverinu se vzdy snizovalo. Po 36 hodinach bylo dosazeno
80 % a nasledné po 48 a 72 hodinach byl ubytek jesté o cca 5 % vyssi. Nejvyssi redukce
byla zjiSténa po 96 hodinach, kdy doslo k tbytku az 0 30 % z ptivodniho mnoZstvi.
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Obr. 16. Lbc. casei — degradace kadaverinu o koncentraci 0,2 g/l pri 23 °C v MRS
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Degradace histaminu o koncentraci 0,2 g/l p¥i 23 °C a rizném pH

Degradace histaminu (obr. 17) probihala podobné¢ jako u ostatnich biogennich amind za
stejnych rastovych podminek. V médiu o pH 7,0 dochazelo k pozvolnému snizovani
mnozstvi histaminu. Po 24 hodinach doslo k ubytku o 5 % a po dalSich 6 hodinach se
mnozstvi snizilo jesté o 5 %. Nasledoval mirny postupny pokles az na hodnotu 80 % v Case
96 hodin. Tento ubytek byl nejvyssi. Kfivka pro hodnoty pH 6,2 méla podobny tvar jako
ptedchozi. V prvnich dvou ¢asech vSak nedoslo k ubytku histaminu a jeho koncentrace byla
konstantni. Po 30 a 36 hodinach, jako v pfedchozim ptipadé, doSlo ke sniZzeni az 10 %
dostupného histaminu. Po 48 hodinach poklesla koncentrace jesté o dal§ich 5 %, tedy na
85 %, coz byla minimalni zjisténa hodnota. Nejvyraznéjsi ubytek byl pti téchto testovanych
podminkach zjistén v médiu s nejnizsim pH, tedy 5,4. Hned po 12 hodinach byl histamin
redukovan na pfiblizn€ 89 % a tato hodnota byla témé&f stejna 1 po 24 hodinach. Nasledné
doslo k poklesu na 80 %. V ostatnich ¢asech jiZ nedoslo k pfili§ vyrazné degradaci, ale

pokles koncentrace byl stidle zaznamenan. Tendence klesat byla viditelnd az do doby

96 hodin, kdy byla naméfena hodnota odpovidajici ubytku histaminu asi o 25 %.
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Obr. 17. Lbc. casei — degradace histaminu o koncentraci 0,2 g/l pri 23 °C v MRS
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7.1.3 Degradace biogennich aminii o koncentraci 0,2 g/l pfi 11 °C v tiplném médiu

Béhem téchto kultivaénich podminek doslo k ubytku vyssimu nez 20 % pouze u histaminu,
ostatni biogenni aminy tedy nebudou vyhodnoceny v této podkapitole, vysledky budou

uvedeny v pfiloze PL
Degradace histaminu o koncentraci 0,2 g/l p#i 11 °C a rizném pH

Degradace histaminu sice byla v jednom ptipad€ vyssi nez 20 %, ale obecné nebyla piilis
vyrazna. V médiu o pH 7,0 doslo po 2 dnech k redukci histaminu o 10 % a po dalSich
2 dnech jeho koncentrace klesla az tésn¢ nad 80 % (obr. 18). Nésledné odbéry prokézaly
mirny nartst histaminu, kdy po 14 dnech byla zjiSténa hodnota okolo 90 % z ptivodniho
mnozstvi. Podobny prub¢h jako v médiu o pH 7,0 byl zaznamenan i v médiu o pH 5,4. Po
2 a 4 dnech byly sice naméfeny stejné hodnoty, okolo 90 %, ale hodnoty v dal$ich ¢asech
byly téméf totozné s hodnotami kultivatniho média o pH 7,0. Nejvyssi ubytek byl
zaznamenan pii pH 6,2. Tato kiivka byla charakteristickd postupnym klesanim béhem celého
experimentu. Po 2 dnech sice k ubytku nedoslo, ale nasledn¢ po 8 dnech, byl histamin
redukovan o 10 %. Po dalSich 2 dnech doslo k ubytku na 80 %, coz bylo mnozstvi totozné

s mnozstvim po 12 dnech. Nejvyssi tibytek byl stanoven po 14 dnech, a to o pfiblizné 23 %.
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Obr. 18. Lbc. casei — degradace histaminu o koncentraci 0,2 g/l pri 11 °C v MRS
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7.1.4 Degradace biogennich aminii o koncentraci 0,4 g/1 pfi 30 °C v iplném médiu
Degradace fenylethylaminu o koncentraci 0,4 g/1 pri 30 °C a riizném pH

Obrazek 19 zobrazuje degradaci fenylethylaminu testovanym kmenem. Je patrné, ze
degradace nebyla piili§ vysoka a k vyraznym ubytktim nedochazelo. V médiu o pH 7,0 byla
redukce nejméné vyznamna. Po 8, 12 a 24 hodindch doSlo k mirnému ubytku
fenylethylaminu, mén€ nez o 5 %. Po 28 hodindch bylo dosazeno minimdlni namétené
hodnoty, coz bylo pouze 95 % z ptivodniho mnozstvi. Nasledné¢ koncentrace rostla a po
48 hodinach dokonce dosahla hodnot vysSich nez 100 %. V Zivném médiu s aminem o pH
5.4 byla situace zpocatku velmi podobna a v €¢ase po 28 hodindch dokonce témeéf totozna.
Rozdil byl vsak v dalSich casech, kdy po 32 hodinach koncentrace klesla na 90 % a tato
hodnota byla konstantni az do posledniho méticiho Casu. Je tedy dost pravdépodobné, ze
k dal$imu ubytku by s rostoucim casem nedochdzelo a tyto podminky nejsou pro kmen
k degradaci fenylethylaminu ideélni. Nejvétsi redukce vykazoval kmen v médiu o pH 6,2,
kdy po 8 hodinach doslo k poklesu tohoto aminu téméi o 10 % a jiz za nasledujici 4 hodiny
o dal$ich 10 %. Kultivace 24 hodin ukazala stejné hodnoty jako predchozi ¢as, tedy ubytek
na 80 %. V nasledujicich odbérech doslo pouze k mirnému snizeni hladiny fenylethylaminu

na 75 % po 48 hodinéch.
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Obr. 19. Lbc. casei — degradace fenylethylaminu o koncentraci 0,4 g/l pri 30 °C v MRS
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Degradace putrescinu o koncentraci 0,4 g/l pti 30 °C a rizném pH

Degradace putrescinu v médiu o pH 7,0 jevila uz od pocatku docela zna¢nou rychlost, kdyz
po prvnich 8 hodinach doslo k jeho poklesu na 80 % (obr. 20). Poté se po 12 a 24 hodinach
hodnoty pohybovaly okolo 75 % z piivodniho pfidavaného mnozstvi. V ¢ase 28 hodin byl
nameten nejvetsi ubytek pii pH 7,0. V tomto Case koncentrace putrescinu klesla cca 0 32 %.
Nasledné k ubytku nedochazelo, naopak byly zjistény postupné se zvysujici koncentrace a
v poslednim ¢ase 48 hodin byl stanoven nadbytek putrescinu asi o 5 % vyssi nez ptivodni
mnozstvi. V. médiu o pH 6,2 nebyl v prvnim odbérovém Case zaznamenan ubytek. Nasledné¢,
tedy po 12 hodinach doslo k redukci az o 20 %. Tato koncentrace putrescinu se témét
nemeénila po dobu 32 hodin, kdy doslo jesté k dalSimu poklesu o 6 %. Nejvyssi degradaci
dochazelo k degradaci nizkou rychlosti, ktera se postupné zvySovala. Po 8 hodinach doslo
k redukci o 6 %, po 12 hodinach o dalsi 3 % a po 24 hodinach byla dosazena hranice 90 %.
Zajimavy byl skok mezi 24 a 28 hodinou, kdy doslo k poklesu o 10 % a mezi 32 a 36 hodinou
o dalsich 10 %. Maximalni degradace byla zjisténa po 48 hodinach, z grafu je patrné, Ze by

se ubytek aminu mohl i1 dale zvySovat s ¢asem.
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Obr. 20. Lbc. casei — degradace putrescinu o koncentraci 0,4 g/l pri 30 °C v MRS
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Degradace histaminu o koncentraci 0,4 g/l pii 30 °C a rizném pH

Obrazek 21 ukazuje schopnost kmene degradovat histamin pii 30 °C. V médiu o pH 7,0
nebyla redukce pfili§ vysoka a k vyraznym ubytkim nedochazelo, nebyly dosazeny ani
ubytky 20 %. Po 8 hodinach se koncentrace snizila o 10 % a po dalSich 4 hodinach
o nasledujicich 8 %. V dalSich ¢asech az po 32 hodinu byla hladina histaminu konstantni
a v poslednich Casech dokonce vzrostla. V médiu o pH 6,2 byla stanovena mnohem
schopen histamin redukovat. Po 12 hodindch mnozstvi kleslo o 10 % a po 28 hodinach
o dalSich 5 %. Po 32 hodinach bylo mnoZstvi histaminu na hranici 80 % z piivodniho
mnozstvi a 4 hodiny poté byla hranice 80 % pokotena. Mezi 36 a 48 hodinou byl stanoven
vyznamny pokles, kdy doslo k ubytku ze 79 % ptiblizné¢ na hodnotu 64 %, a tedy k poklesu
az o 15 procent. Je mozné, Ze v naslednych potencidlnich odbérech by hladiny klesaly
1 nadéle podobnou rychlosti, ale toto je potieba ovétit v konkrétnich pfipadech. V médium
o pH 5,4 nebyly po 8 ani 12 hodinach zaznamenany zmény v koncentraci histaminu, ty
nastaly az v pozd¢jSich ¢asech. Po 28 hodinéach byla koncentrace nizsi asi o 18 % vzhledem
k pocatku a po 36 hodinach byla niZsi jesté o dalSich 5 %. Nejvyssi ubytek u tohoto pH byl
po 48 hodinéch a ¢inil asi 25 %.
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Obr. 21. Lbc. casei — degradace histaminu o koncentraci 0,4 g/l pri 30 °C v MRS
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7.1.5 Degradace biogennich aminii o koncentraci 0,4 g/1 pti 23 °C v tiplném médiu
Degradace fenylethylaminu o koncentraci 0,4 g/1 pri 23 °C a rizném pH

Pti teploté 23 °C vykazoval testovany kmen nejlepsi schopnost degradace v médiu o pH 6,2
(obr. 22). Médium o neutralnim pH se od pocatku experimentu jevilo jako nejméné vhodné
pro redukci fenylethylaminu. Po 12 hodindch nebyly patrné Zadné zmény a po 24 hodinéach
byl zjistén pouze Ubytek o 5 %. Po 48 hodinach bylo mnozstvi aminu asi 91 %. Ve dvou
poslednich ¢asech poklesla koncentrace na 82 %, respektive na 78 %, coz byla zaroven
nejnizsi hodnota pro tuto variantu média. V médiu o pH 6,2 doslo k redukci hned po
12 hodinach, a to asi na 92 %. Pokles pokracoval 1 dale a nejv¢étsi skok byl zaznamendn mezi
24. a 30. hodinou, kdy se koncentrace snizila o 13 %. Po 36 hodinach byla dosazena hranice
pH byl pozorovan mirné&jsi pokles, v prvnich dvou casech srovnatelny s médiem o pH 7,0.
Po 30 hodinach dale doslo k tbytku o 10 %, tedy na 90 % z piivodniho pfiddvaného
mnozstvi. Nejvétsi ubytek byl, stejné€ jako u predchoziho média, zaznamenan po 48 hodinach
a ¢inil asi 19 %. Po 72 hodinach doslo k nardstu a koncentrace rostla i nadale. Na konci

méteni se hladiny fenylethylaminu pohybovaly tésn€ pod hranici 100 %.
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Obr. 22. Lbc. casei — degradace fenylethylaminu o koncentraci 0,4 g/l pri 23 °C v MRS
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Degradace putrescinu o koncentraci 0,4 g/l p¥i 23 °C a rizném pH

Na obrazku 23 je zobrazena schopnost degradace putrescinu testovanym kmenem pii danych
podminkach. Za téchto podminek byly pozorovany nejvyraznéjsi ubytky v médiu
s nejnizSim testovanym pH, tedy 5,4. V médiu o pH 7,0 dochéazelo zpocatku k mirnému
snizovani koncentrace putrescinu. Béhem prvnich 12 hodin byla hodnota konstantni a ke
snizovani doslo az po 24 hodinéch, a to o 8 %. V nasledném c¢ase byla hodnota koncentrace
stejna a pokles na 90 % byl zjistén i po 36 hodinach. Nejvyraznéjsi zména byla v tomto
médiu zaznamenana mezi 48. a 72. hodinou kdy doslo k poklesu z 90 % na ptiblizné 72 %.
Nasledné doslo ke snizeni na cca 70 %, a to po 96 hodinach. Nejméné vyrazna degradace
byla zjisténa v médiu o pH 6,2. Zde dochazelo k redukci putrescinu pouze o 8 %, a to po
48 hodinach kultivace. Nasledné vysledky poukazaly na zvySujici se koncentraci v
poslednich odbérovych ¢asech. Nejvyrazngjsi ubytek byl zaznamenan v médiu o pH 5.4, kdy
dochazelo k degradaci uz od pocatku a pomérné znacnou rychlosti. Po 24 hodinach se
koncentrace snizila o 10 % a uz po 30 hodinach dokonce o celkovych 20 %. Tendence klesat
byla zachovéna i nadale, po 36 hodinach byly naméteny hladiny okolo 75 % z ptivodniho

mnozstvi. Nejvyssi pokles byl stanoven po 48 hodindch na cca 62 %.
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Obr. 23. Lbc. casei — degradace putrescinu o koncentraci 0,4 g/l pri 23 °C v MRS
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Degradace kadaverinu o koncentraci 0,4 g/l pri 23 °C a rizném pH

Degradace kadaverinu kmenem Lbc. casei subsp. casei CCDM 198 za téchto rustovych
podminek méla podobny pribeh, jako tomu bylo u putrescinu (obr. 24). V médiu o pH 7,0
v prvnim ¢ase doslo k minimalnimu ubytku a nasledné po 24 hodinach pouze o dalSich 5 %.
Po 30 hodinach byla dosazena hranice 90 % z ptivodnich 100 % a tato hodnota byla
konstantni i pro inkubaci trvajici 36 a 48 hodin. Vyznamny tbytek byl zaznamenan mezi
48. a 72. hodinou, kdy doslo k poklesu o dalSich 16 %. Tato hodnota byla obdobna také
v poslednim méfeni. K ubytklim v médiu o pH 6,2 dochazelo vyraznéji nez u putrescinu, ale
také se nejednalo o vyznamnéj$i hodnoty. Po 24 hodinach byla hladina kadaverinu na cca
95 %, po 30 hodinach to bylo 90 %, a po 36 hodinach asi 87 %. Tato hodnota je povazovana
Nejvyraznéji se degradace projevila u nejvice kyselého média. Zde bylo po 12 hodinach
dosazeno ubytku o 5 % a o dalSich 12 hodin pozdéji pouze o dalsi 2 %. Vyrazny vSak byl
pokles mezi 24. a 30. hodinou, kdy doslo k poklesu z 93 % na 79 % Nasledny pokles po
36 hodinach je zanedbatelny, ale po 48 byla koncentrace kadaverinu rovna pfiblizn¢ 65 %

vzhledem k ptivodnimu pfiddvanému mnozstvi.
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Obr. 24. Lbc. casei — degradace kadaverinu o koncentraci 0,4 g/l pri 23 °C v MRS
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Degradace tyraminu o koncentraci 0,4 g/l p¥i 23 °C a rizném pH

Pti danych podminkach byla u tyraminu poprvé zaznamendna redukce vyssi nez o 20 %
alespon u jednoho testovaného pH. Béhem kultivace vmédiu opH 7,0 dochazelo
k pozvolnym a velmi mirnym ubytktim (obr. 25). V prvnich dvou odbérovych ¢asech témer
neslo rozpoznat rozdily. Po 36 hodinach byla hladina tyraminu asi na 91 % z pivodni
koncentrace a po 72 hodindch byla pokofena hranice 90 %, a to az na 85 %. Nejnizsi
koncentrace byla stanovena v posledni odbérovy ¢as 96 hodin a byla rovna asi 84 % té
puvodni. Nejvyraznéjsi redukce byla zjisténa v médiu o pH 6,2. Po prvnich 12 hodinach
doslo ke snizeni mnozstvi tyraminu o 10 % a za nasledujicich 12 hodin o dalsi 3 %. Mezi
odbérem po 24 a 30 hodinach byl zaznamenan nejvyssi pokles, a to z 87 % na asi 73 %.
Tento pokles byl nejvyraznéjsi a cinil 14 %. V dalSich ¢asech byl ubytek minimalni
a priblizil se 70 %. V médiu o pH 5,4 dochazelo k degradaci nizkou rychlosti, zejména
zpocatku. Po 12 hodinach doslo k mirnému ubytku o 2 % a po 24 hodinéch asi o celkovych
5 %. V case 30 hodin klesla koncentrace tyraminu pod 90 % a v ¢ase 36 hodin to bylo
konkrétn¢ 88 %. Nasledoval nejvétsi skok ze zminénych 88 % na hodnotu 79 %.
Vyrazné¢jSich zmén bohuzel dosaZeno nebylo a koncentrace tyraminu déle rostla, témét az

ke 100 %.
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Obr. 25. Lbc. casei — degradace tyraminu o koncentraci 0,4 g/l pri 23 °C v MRS
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7.1.6 Degradace biogennich aminii o koncentraci 0,4 g/l pfi 11 °C v iplném médiu
Degradace putrescinu o koncentraci 0,4 g/l pfi 11 °C a rizném pH

Degradace putrescinu pii 11 °C vykazovala klesajici charakter. Nejvice kmenu vyhovovalo
médium o pH 5,4 (obr. 26). Médium o pH 7,0 jevilo ubytek jiz po 2 dnech kultivace a doslo
k poklesu o rovnych 10 %. Nasledujici 2 dny doSlo pouze k mirnému snizeni koncentrace
putrescinu. Velmi vyrazny skok byl zaznamenan mezi 4 a 6 dny, kdy doslo k redukei az
18 % mnozstvi putrescinu. Nasledny pokles jiz byl pouze mirny, ale koncentrace se neustale
sniZovala. V poslednim ¢asovém odbéru po 14 dnech byla naméfena hodnota 65 %
z pivodniho mnozstvi putrescinu. Médium o pH 6,2 vykazovalo podobny charakter
snizovani jako prostfedi neutralni, kdy jiz po 2 dnech doslo k redukci téméf 15 % putrescinu.
Nasledovalo vSak zpomaleni a zmirnéni degradace, ale rovnéz ke snizovani dochazelo.
Posledni 4 odbérové Casy byly vhledem k degradaci témét totozné s hodnotami v médiu
o neutralnim pH, po 14 dnech byla koncentrace putrescinu rovnéz na 65 %. Nejvice byl
redukovan amin v médiu o pH 5,4. UZ po 2 dnech doslo k poklesu az o0 22 % a po 6 dnech
az 0 37 %. Po 10 dnech byla pokotena hranice 60 % a ubytek tedy piesahl 40 %. Po 14 dnech
byla koncentrace putrescinu piiblizné na 55 % z plivodniho mnozstvi, coz jsou velmi

vyznamné hodnoty degradace.

110

100 &®

m

90
80
70

60
== pH = 7,0
50 el pH = 6,2

40 pH=5,4

Ubytek biogenniho aminu [%]

30
20

10

0 2 4 6 8 10 12 14
Cas [dny]

Obr. 26. Lbc. casei — degradace putrescinu o koncentraci 0,4 g/l pri 11 °C v MRS
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Degradace kadaverinu o koncentraci 0,4 g/l pri 11 °C a rizném pH

Na obrazku 27 je znazornéna degradace kadaverinu pfi tfech testovanych pH. VSechny
kiivky maji podobny prabéh, kdy u vSech doslo k vyraznému poklesu mezi 4. a 6. dnem
a nasledné k ibytkiim dochazelo jen pozvolna. V médiu o neutralnim pH mél testovany
kmen pomérné pomaly start, kdy po 4 dnech byla hladina kadaverinu asi na 96 %. Poté doslo
ke zminénému vyraznému skoku az na 76 %. Nésledovalo mirné snizovani koncentrace po
kazdych dvou dnech a vysledkem bylo dosazeni 70% hranice po 14 dnech. V médiu
o pH 6,2 byly patrné vyraznéjsi ubytky kadaverinu. Uz po 2 dnech doSlo k poklesu o 15 %
a dalsi velky pokles byl pozorovan mezi 4. a 6. dnem, rovnéz o 15 %. Od tohoto ¢asu se
snizovaly koncentrace kadaverinu pouze pozvolné a po 14 dnech bylo stanoveno konec¢né
mnozstvi kadaverinu cca 67 %, to znamena celkovy ubytek az 0 33 % z ptivodniho mnozstvi.
Nejvyssi ubytek byl naméfen v médiu o pH 5,4. Jiz po 2 dnech poklesla koncentrace aminu
o celych 25 %, coz je velmi vyznamny ubytek. Nasledn& bylo po 6 dnech zjisténo 63 %
kadaverinu z ptivodniho mnozstvi. Osmy den bylo dosazeno pfiblizné 61 % a po 10 dnech

byla koncentrace tohoto aminu snizena dokonce o cca 42 %. 14. den kultivace prokazal

degradaci az 44 % kadaverinu.
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Obr. 27. Lbc. casei — degradace kadaverinu o koncentraci 0,4 g/l pri 11 °C v MRS
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Degradace histaminu o koncentraci 0,4 g/l pii 11 °C a rizném pH

Dalsi vyznamna degradace byla zjiSténa u histaminu pfi nizké teploté kultivace (11 °C). Tato
degradace méla velmi podobny priabéeh jako u predchoziho aminu. V médiu o pH 7,0 nedoslo
po 2 ani 4 dnech k vyraznému ubytku, ale po 6 dnech koncentrace histaminu klesla az na
hranici 70 % (obr. 28). V dalSich ¢asech nebyl ubytek mén¢ vyznamny. Po 14 dnech
kultivace bylo dosazeno maximalné 30% ubytku a vzhledem ke tvaru kiivky by uz v dalsich
potencidlnich odbérech k vyrazné redukci nejspis nedochazelo. Médium o pH 6,2 jevilo
vyraznéjsi ubytek jiz od pocatku, kdyz hned po 2 dnech doslo k redukci 15 % mnozstvi
histaminu. Nésledn€ doslo k dal§imu vyraznému poklesu, po 6 dnech az na hodnotu 70 %.
Na tuto hodnotu poukazovaly i odbéry po 8 a 10 dnech a nakonec byla ve 14. dni namétena
hladina cca 66 % z pivodniho mnozstvi. Stejn¢ jako u pfedchoziho aminu nejvyssi poklesy
koncentrace vykazovalo médium s nejniz§im pH. JiZ v prvnim odbérovém c¢ase byl histamin
redukovan o cca 23 %. Dva dny poté byla koncentrace niZsi pouze o 2 %, ale nasledné se
rychlost poklesu zvysila. Po 6 dnech byl histamin redukovan na 70 %, po 8 dnech na 64 %
a v 10. dni na 60 %. V poslednich dvou odbérech rychlost poklesla a finalni hodnota byla

asi 59 %.
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Obr. 28. Lbc. casei — degradace histaminu o koncentraci 0,4 g/l pri 11 °C v MRS
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7.1.7 Degradace biogennich aminii o koncentraci 0,2 g/l pti 30 °C v médiu s nizZ$im

obsahem Zivin
Degradace fenylethylaminu o koncentraci 0,2 g/l p¥i 30 °C a razném pH

V nasledujicich experimentech byl sledovan ubytek biogennich aminii v médiich s nizsi
koncentraci zivin. I pfesto, ze fenylethylamin nebyl béhem experimentu pfili§ degradovan,
tyto podminky se jevily jako nejvyhodnéjsi pro jeho snizeni (obr. 29). V médiu o pH 7,0 byl
tento amin redukovan velmi pomalu. Po 12 hodinach byla koncentrace totozné s pivodni
a redukce byla zahajena az po 24 hodinach. Po 28 hodinach byl ubytek pouze 5 % a ve
32. hoding byla pfekrocena hranice 90 %. Nejvyssi ubytek byl v médiu o neutralnim pH
zjistén po 36 hodinach, konkrétné na 80 %. Nejvyssi ubytek byl stanoven v médiu o pH 6,2.
Po 12 hodinéch doslo k redukci aminu na ptiblizn€ 82 %. Rychlost degradace se poté snizila
az po dosaZeni 36. hodiny a hladiny fenylethylaminu na 75 %. Nésledné& byly stanoveny
vyssi Ubytky, kdy po 48 hodinach byl zaznamenan pokles koncentrace o 30 % a po
72 hodinach az o 38 %. ZvySeni degradacni aktivity v poslednich ¢asech poukazuje na
potencidlni snizovani koncentrace i s dal$im prodluzujicim se ¢asem. Médium o pH 5,4

jevilo také vyznamné hodnoty a nejvyssi ubytek byl zaznamenan o 29 % po 32 hodinach.
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Obr. 29. Lbc. casei — degradace fenylethylaminu o koncentraci 0,2 g/l pri 30 °C v médiu

s nizsim obsahem Zivin
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Degradace putrescinu o koncentraci 0,2 g/l p#i 30 °C a rizném pH

Béhem téchto rustovych podminek byl zaznamenan nejvyssi ubytek putrescinu a konkrétné
1 nejvetsi ubytek ze vSech biogennich aminii za vSech testovanych podminek. Vypada to, ze
polovi¢ni koncentrace zivin byla zasadnim faktorem pusobicim pozitivné na degradaci.
OvSem 1 kombinace ostatnich podminek hrala znacnou roli. V médiu o neutrdlnim pH
dochazelo v pocate¢nich odbérovych Casech pouze k nizkym ubytkim a naptiklad po
28 hodinach byla koncentrace putrescinu asi na 90 % (obr. 30). Maximalné bylo dosazeno
nedochézelo k degradaci. Po 24 hodinach byl tbytek asi 16 % a nejvyssi byl zjistén jiz po
32 hodinéch a €inil asi 19 %. Médium o pH 6,2 v kombinaci s ostatnimi podminkami mélo
zasadni vliv na degradaci putrescinu. Jiz po prvnim odbéru poklesla koncentrace az na 70 %
a po 24 hodinach téméft na hladinu 60 %. Velmi vyznamny a vyrazny skok byl zaznamenan
uz o 4 hodiny pozdé&ji a konkrétné pod hranici 50 % z ptivodniho mnozstvi. Degradace
pokracovala i nadéle, kdyz ve 32. hodin¢ byl ubytek uz skoro 60 % a po dalsich ¢tyfech
hodinach vice nez 60 %. V poslednim odbérovém case 72 hodin bylo naméfeno ptiblizné

34 % koncentrace putrescinu z pivodniho mnozstvi, coz odpovidalo ubytku az o 66 %.
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Obr. 30. Lbc. casei — degradace putrescinu o koncentraci 0,2 g/l pri 30 °C v médiu

s nizsim obsahem Zivin
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Degradace kadaverinu o koncentraci 0,2 g/l pri 30 °C a rizném pH

Na obrazku 31 je znazornéna degradace kadaverinu pfi danych podminkach, které podobné
jako u putrescinu pfispély k vyznamné degradaci. Podobné jako v pfedchozim piipadé
neprobihala vyrazna degradace v médiu o pH 7,0 ani 5,4. V médiu o neutralnim pH byla
inhibice patrna pozdéji, kdy k redukci kadaverinu doslo az po 24 hodinédch a to na 96 %.
Nasledoval vyrazné€jsi pokles az na hodnotu 85 % a poté dokonce na hodnoty niz$i nez
80 %, a to konkrétn¢ na 79 %. Hodnota 79 % byla namétena také po 36 hodinach a k dalSimu
ubytku v médiu o tomto pH nedoslo. V médiu o pH 5,4 byl pozorovan prudsi nastup
a k degradaci dosSlo uZ po 12 hodinéch, a to na 90 %. 12 hodin poté byl pokles dohromady
jiz ve 32. hoding. Podobné jako u putrescinu byl nejvyznamnéjsi pokles pozorovan v médiu
o pH 6,2. Hned po 12 hodinach byl ubytek pftiblizn¢ 28 % a po 24 hodindch uz asi 35 %.
Hranice 60 % z celku byla dosaZena uZ po 28 hodinach a ve 32. hodin¢ byla hladina dokonce
na 50 %. 4 hodiny poté poklesla koncentrace kadaverinu o dalsi 2 % a po 48 hodinach byla
naméfena hodnota odpovidajici asi 40 % koncentraci z pivodniho pfiddvaného mnozstvi.
Tato hodnota byla totoZzna i v posledni odbérovy ¢as a maximalni degradace tedy byla na

40 %, to znamena Ubytek az 60 % mnoZstvi kadaverinu.
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Obr. 31. Lbc. casei — degradace kadaverinu o koncentraci 0,2 g/l pri 30 °C v médiu

s nizsim obsahem Zivin
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Degradace histaminu o koncentraci 0,2 g/l p#i 30 °C a rizném pH

Stejné jako u ostatnich biogennich aminti, doslo i u histaminu béhem téchto podminek
k nejvyssi aktivité degradacnich enzymu. Uz od pocatku bylo pozorovano snizovani
koncentrace u vsech testovanych médii (obr. 32). V médiu o pH 7,0 dochéazelo témét ke
stejnomérnému ubytku od 12. hodiny az po 36. hodinu. Po 24 hodinach doslo k poklesu na
hladinu 91 % a po 28 hodinach na priblizné 80 %. Ctyfi hodiny poté byl ubytek uz 30 % a
ve 36. hodin€ byl naméfen maximalni pokles o celkovych 35 %. Vyssi rychlost ubytku na
pocatku byla zjisténa v médiu o nejnizsi hodnoté pH, tedy 5,4. Jiz po prvnich 12 hodinach
byl zaznamenan pokles koncentrace o 15 % a po 24 hodinach uz o 20 %. Od 28. hodiny se
vsak rychlost degradace histaminu snizila a mezi 28. a 32. hodinou byl zaznamenan ubytek
ptipadech byl histamin nejlépe degradovan v médiu o pH 6,2. Thned po 12 hodinéach doslo
k poklesu na hladinu 75 % a 12 hodin poté az na 70 %. 32 hodinové kultivace poukazovala
na degradaci blizici se k hranici 60 % z ptivodniho mnozstvi a po 36 hodinach byla hranice
60 % pokotena. Nasledné hodnoty byly jesté nizsi, konkrétné po 48 hodinach byl tbytek uz
50 %. Nejvyssi redukce vSak byla stanovena po 72 hodinach, kdy byl ubytek histaminu az

51 %, coz lze povaZovat za velmi vyznamnou degradaci.
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Obr. 32. Lbc. casei — degradace histaminu o koncentraci 0,2 g/l pri 30 °C v médiu s nizsim

obsahem Zivin



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 73

Degradace tyraminu o koncentraci 0,2 g/l pii 30 °C a rizném pH

Podobn¢ jako u ostatnich biogennich amint byl pii téchto testovanych podminkéch
zaznamenan nejvetsi ubytek tyraminu (obr. 33), 1 kdyz nebyl tak markantni. Nejpomalejsi
start degradace byl stanoven v zivném médiu o neutralnim pH. Zde doslo k prvnimu snizeni
koncentrace az po 24 hodinach a pouze o 2 %. Ctyii hodiny poté byla dosaZena hodnota
92 % a o dalsi 4 hodiny pozdé&ji 87 %. Nejvyssi ubytek, konkrétné na 80 % byl stanoven jiz
po 36 hodinach a v nasledujicich odbérovych ¢asech mél tendenci stoupat smérem k ptivodni
hodnoté€. V médiu o pH 6,2 bylo hned po 12 hodinach dosazeno vyrazného poklesu mnozstvi
tyraminu aZ o 15 %. Nasledovalo dalsi snizeni aZ na hranici 80 %. V dalSich 8 hodinach vSak
degradace stagnovala a mnozstvi aminu se od 24 hodiny témét nelisilo. Po 36 hodinéach byl
zaznamenan dal§i mirny ubytek, dohromady o 23 % a ve 48. hodin¢ byl témét dosazen
ubytek 30 %. Hranice 70 % vSak byla pokotena aZ v posledni experimentalni cas, kdy doslo
poklesu koncentrace tyraminu na celkovych 69 %. Druhy nejvyssi tbytek byl pozorovan v
médiu s hodnotou pH 5,4, v némz uz po 12 hodinach doslo k degradaci az 21 % tyraminu.
Po 28 hodinach byla koncentrace ptiblizné na 71 % stejn¢ jako po 32 hodinach a to bylo

minimalni zji§t€né mnozstvi v tomto médiu. Maximalni ubytek byl tedy 29 %.
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Obr. 33. Lbc. casei — degradace tyraminu o koncentraci 0,2 g/l pri 30 °C v médiu s nizSim

obsahem Zivin



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 74

7.1.8 Degradace biogennich aminii o koncentraci 0,2 g/I pti 23 °C v médiu s niZ$im

obsahem Zivin

Pii téchto testovanych podminkach nedochéazelo k vyrazn€j$im zménam v koncentraci
jednotlivych biogennich amint. K tbytku vétS§imu nez 20 % doslo pouze v jednom piipadé,

u histaminu. Z tohoto diivodu jsou ostatni vysledky uvedeny pouze v ptiloze PI.
Degradace histaminu o koncentraci 0,2 g/l p¥i 23 °C a rizném pH

Histamin byl vyraznéji degradovan pouze v médiu o pH 7,0 (obr. 34), coz nebylo v
predchozich piipadech patrné. Béhem kultivace v Zivném médiu o pH 6,2 doslo maximalné
k ubytku 5 %, a to uzZ po 30 hodindch. V médiu o nejniz§im pH byl maximalni ubytek o néco
veétsi, konkrétné 12 % po 72 hodindch. V médiu o neutrdlnim pH dochazelo vyjimecné k
nejvyssi degradaci, kdyz hned po 12 hodinach byla koncentrace histaminu sniZena na
pfiblizné€ 85 %. Poté vSak doslo ke zpomaleni rychlosti degradace, ale k zastaveni nedoslo.
Po 24 hodinéch hladina klesla o dal$i 2 % a po 36 hodinach byla dosaZena a pokotena hranice
80 %. Po 48 hodinach byl ubytek uz 25 %, stejné jako po 72 hodinach. Nejnizsi hladina byla

naméiena az v poslednim odbérovém case, tedy po kultivaci 96 hodin na hodnotu asi 71 %.
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Obr. 34. Lbc. casei — degradace histaminu o koncentraci 0,2 g/l pri 23 °C v médiu s nizsim

obsahem zZivin
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7.1.9 Degradace biogennich aminii o koncentraci 0,2 g/l pfi 11 °C v médiu s niZSim

obsahem Zivin
Degradace putrescinu o koncentraci 0,2 g/l pii 11 °C a rizném pH

Béhem testovanych podminek této posledni skupiny byla zaznamenana degradace vyssi nez
hodnotou pH nejevilo témét zadny ubytek, nejvice pouze 5 % a proto nebude vice
diskutovano. Vyraznéjsi redukce putrescinu nez v prvnim piipad€ byla zjisténa v médiu
o pH 7.0, kdy po 2 dnech kultivace doSlo k poklesu jeho koncentrace na 95 %. Nasledné& po
dalSich 2 dnech doslo k vyrazné redukci, dokonce az na 80 %. Dalsi 4 dny degradace
stagnovala a mnozstvi putrescinu bylo témét konstantni. Po 10 dnech byla pfekrocena
hranice 80 %, konkrétné na 78 % a 2 dny poté byl ibytek roven 25 % z ptivodniho celkového
mnozstvi. Tato hodnota ubytku byla rovnéZ maximalni a v poslednim odbérovém case
nebyla prekro¢ena. O néco méné vyrazné byl putrescin degradovan v médiu o pH 6,2, v
némz uz po 2 dnech doslo k redukci na hladinu 89 %. Nasledoval mirny pokles na 87 a poté
86 %. Po 8 dnech byla dale naméfena koncentrace odpovidajici ptiblizn€ 79 % a po 10 dnech

77 %. Nejvyssi ubytek byl vSak 30 %, konkrétné v poslednim odbérovém case 14 dni.
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Obr. 35. Lbc. casei — degradace putrescinu o koncentraci 0,2 g/l pri 11 °C v médiu

s nizsim obsahem Zivin
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Degradace kadaverinu o koncentraci 0,2 g/l pri 11 °C a rizném pH

v

vyznamnéj$i vliv na degradaci kadaverinu (obr. 36), kdyZ nejvyssi ubytek nebyl ani 2 %.
Médium s neutralni hodnotou pH vykazovalo vyraznéj$i a vyssi schopnost degradovat
kadaverin, i1 kdyz po 2 dnech doslo k ubytku pouze 3 %. Pozdé&jsi odbéry vsak poukazovaly
na vyznamnéj$i hodnoty. Mezi 2. a 4. dnem doslo k poklesu koncentrace putrescinu o 15 %
za pouhé 2 dny. Po dobu dalSich 4 dni vSak doslo k zastaveni redukce a mnozstvi aminu
bylo po 6 1 8 dnech rovno pfiblizné stejnému mnozstvi, tedy 82 %. Kultivace po 10 dnech
prokazala pokles putrescinu pod 80 % a nejvyssi ubytek byl naméten po 12 dnech, kdy doslo
aminu vzhledem k ptivodnimu ptidavku, bylo stanoveno v médiu o pH 6,2. Uz v prvnim
odbérovém case byl zaznamenan uUbytek aZ o 15 %. Nasledné dva odbéry prokazaly
konstantni obsah putrescinu vzhledem k prvnimu odbéru a k dal§imu ubytku doslo az po
8 dnech, kdy se koncentrace snizila na 77 %. Po dalSich 2 dnech doslo k redukci az na
ptibliznych 74 % a po celkovych 12 dnech byla dosazena hranice 70 %. Maximalni ubytek

byl naméten po 14 dnech a ¢inil dokonce 35 %, 1 pies pomérné nizké teploty kultivace.
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Obr. 36. Lbc. casei — degradace kadaverinu o koncentraci 0,2 g/l pri 11 °C v médiu

s nizsim obsahem Zivin
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Degradace histaminu o koncentraci 0,2 g/l p#i 11 °C a rizném pH

Poslednim biogennim aminem hodnym k vyhodnoceni byl histamin b&hem téchto
testovanych podminek (obr. 37). Jak u piedchozich dvou ptipadd, i u histaminu nedoslo
v médiu o pH 5,4 prakticky k Zadné degradaci a od 8. dne byl zaznamenan dokonce nartist
jeho koncentrace. Vzhledem k témto skute¢nostem je jeho podrobnéjsi rozbor pfi tomto pH
pon¢kud zbyte¢ny. V médiu o neutralnim pH nedoslo po 2 dnech k vyraznému ubytku, ale
0 2 dny pozdéji koncentrace poklesla az na celkovych 81 %, coz byl ubytek témér 20 %
béhem 2 dnd. Nasledné bylo po 6 dnech dosaZeno hranice 80 % a po 8 dnech byla tato
hodnota piekrocena asi o 1 %. O dalsi 1 % se koncentrace histaminu snizila po 10 dnech
a maximalni sniZzeni bylo stanoveno po 12 dnech, kdy doslo k celkovému ubytku ptiblizné
28 %. Podobn¢ jako u ptredchozich dvou vyhodnoceni, nejvyraznéj$i hodnoty degradace
vykazovala kultivace v Zivném médiu o pH 6,2. Zde doslo k poklesu koncentrace po 2 dnech
uz o 11 % a po 4 dnech byla koncentrace jesté o 1 % niz$i. Po 6 dnech pak byla namétena
hodnota koncentrace odpovidajici 86 % z pavodniho mnozstvi. Mezi 6. a 8. dnem doslo
k znaénému poklesu z 86 % na 76 % a po 10 dnech bylo dosaZeno 75 %. Ubytek pokradoval

1 nadale a maximum bylo celkem o 32 % méné& nez na zacatku a to v poslednim odbé&ru.
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Obr. 37. Lbc. casei — degradace histaminu o koncentraci 0,2 g/l pri 11 °C v médiu s nizsim

obsahem Zivin
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8 DISKUZE

Biogenni aminy jsou jednoduché dusikaté slouceniny, organického ptuvodu, vytvaiené
predevsim dekarboxylaci aminokyselin nebo aminaci aldehydd a ketonti. Maji nizkou
molekulovou hmotnost a byvaji syntetizovany mikrobidlnimi, zivo¢iSnymi a rostlinnymi
metabolickymi procesy. Aminy se také ucastni fady biologickych procesit a jsou velmi
vyznamné vzhledem ke svym biologickym a fyziologickym vlastnostem. Jsou zdroji dusiku
a prekurzorti pro syntézu hormont, alkaloidl, nukleovych kyselin a proteint, které se
vyskytuji ve vSech organizmech. Aminy také patii mezi ukazatele bakteridlniho kazeni a

jejich vyskyt je sledovan predevsim u potravin [1,3,8].

Biogenni aminy se vyskytuji prakticky ve vSech potravinach, jez obsahuji proteiny nebo
volné aminokyseliny a které umoznuji podminky pro biochemickou nebo mikrobiologickou
aktivitu. Jejich celkové mnozstvi vSak zavisi na povaze danych potravin a dostupnych
mikroorganizmech. Toto Siroké spektrum zahrnuje téméf veskerou skalu potravin a aminy
se tedy bez n€kterych malo vyjimek vyskytuji ve vSech dostupnych typech potravin. Obecné
plati, Ze vyskyt biogennich aminii je vyssi u skupiny fermentovanych potravin. U téchto
potravin dochazi béhem technologického procesu vyroby k fermentaci, vyuzitim
specifickych mikroorganizmd. Tyto mikroorganizmy mohou disponovat enzymy
dekarboxylazami, které ptfitomné aminokyseliny pietvafeji na biogenni aminy. Pro
fermentacni proces se nejCastéji vyuzivaji bakterie mlééného kvaSeni, zejména rody
Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus a Pediococcus. Mezi tyto rizikovéjsi potraviny
patii fermentovand zelenina, fermentované masné a mlééné vyrobky, fermentované rybi
vyrobky nebo néapoje a alkoholické vyrobky. Vedle fermentovanych potravin jsou z hlediska
biogennich aminii ohroZeny zejména ryby skombroidniho typu, jez maji kvili vysokému

mnozstvi histidinu predispozici pro zvySenou tvorbu histaminu [1,3,7,16].

Jak jiZ bylo fecCeno, biogenni aminy jsou dileZité pro organizmy z fady biologickych
a fyziologickych funkci. Jejich pfijem ve vysoké koncentraci vSak byva toxicky a muize
dochdazet k fad¢ nezaddoucich a velmi nebezpecnych zdravotnich problémi. Tyto problémy
byvaji doprovazeny nevolnosti, hypertenzi, zvracenim, pocenim, migrénou nebo dychacimi
potiZzemi. Zdravi jedinci metabolizuji biogenni aminy pfijimané z potravin pomoci oxidace,
pusobenim specifickych enzymia (MAO, DAO nebo PAO). V béznych piipadech
nepiedstavuji biogenni aminy vyrazné zdravotni riziko, ale vyskytuji se ptipady, kdy jsou

pfijimany v nadmérném mnozstvi. Dal§i problém mulzZe nastat v ptipadé¢, kdy je pfirozeny
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mechanizmus jejich odbouravani nedostateény, ¢i naruseny nékterymi chorobami. Tyto
ptfipady zahrnuji jedince s respira¢nimi, korondrnimi a gastrointestindlnimi problémy,
hypertenzi nebo pfi nedostatku vitaminu BI12 v organizmu, kdy je pfirozené citlivost
k biogennim amintiim vy3§i. Castym problémem také byva konzumace 16kt snizujici aktivitu
oxidujicich enzymt, které se nejcastéji uzivaji k 16¢be stresovych onemocnéni, deprese nebo
Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby. Silnym inhibitorem oxiddz je také alkohol

[8,12,13,14].

vvvvvv

histaminem byvéa nejcastéji spojovana zejména s rybami a dale syry. Jako jediny amin
podléha legislativnim piedpisim, kdy je jeho horni hranice stanovena na 100 mg/kg
u nekterych druhii ryb. Toxické Gc€inky tyraminu se projevuji podobné jako u histaminu.
Ostatni aminy nejsou pfili§ toxické, ale mohou za urcitych podminek reagovat s dusitanem
za vzniku karcinogennich N-nitrosoamini. Castym problémem pii detoxikaci biogennich
amint byva fakt, ze ¢ast kapacity potiebné pro detoxikaci histaminu a tyraminu odc¢erpavaji
putrescin a kadaverin, které samy o sob¢ nejsou az tolik rizikové, ale jejich obsah v fadé

potravin byva znacny [8,11,13,15].

Vzhledem k rizikiim, které aminy ptedstavuji a pfinaseji, je potieba jejich obsah
v potravinach fidit a kontrolovat, tak aby bylo zabranéno vyskytu téchto nezadoucich
zdravotnich problémui. Kumulaci a vyskyt biogennich aminti ovliviiuje fada faktort a diky
jejich spravnému stanoveni a kontrole mtliZze byt obsah aminQ v potravinach regulovéan. Jedna
se o takzvané zpomalovani kumulace a vzniku biogennich aminii inhibici mikroorganizmu
zpusobujicich jejich tvorbu. Tyto metody jsou zaloZzeny na pusobeni vysokého
hydrostatického tlaku, pouziti potravinaiskych a konzervac¢nich latek, tepelného oSetieni,
baleni ve specialni atmosféfe nebo ozatrovani. DalSi variantou fizeni aminl je redukce
a degradace jiz vytvofeného mnozstvi. U téchto metod je potieba ptritomnosti specifickych
enzymul schopnych vytvofené aminy oxidovat. Moznosti je aplikace konkrétnich enzymu
nebo vyuziti specidlnich druhti bakterii, schopnych takto vytvofené biogenni aminy

degradovat [1,10,29].

Nebezpeci a rizika spojend s biogennimi aminy byvaji velmi zavazna a dosti diskutovatelna,
a proto je potfeba urcit idedlni a spolehlivou metodu pro jejich kontrolu a fizeni. Bylo
zpracovano mnoho studii zabyvajicich se timto problémem, ve kterych autofi testovali rtizné
podminky a zplsoby fizeni jednotlivych amini. Mnoho znich se zabyvd enzymy

aminooxidazami, které jsou schopny vytvorené biogenni aminy rozkladat na méné toxické
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metabolity. Casto se studie zaméfuji na vyuziti jednotlivych mikroorganizmil, jez témito
enzymy disponuji, konkrétné n¢které kmeny bakterii mlééného kvaseni, jako jsou naptiklad
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei nebo Pediococcus acidilacti, které jsou
byt mikroorganizmy do potravin ptfiddvany jako startérové kultury u fermentovanych

potravin nebo v priitbéhu vyroby a tim redukovat mnozstvi biogennich aminii [46,47].

Diplomové prace vychazi z vysledkti pfedchozi bakalarské prace, v niz bylo studovano
Siroké spektrum bakterii vyuzivanych v mlékarenstvi na schopnost degradace biogennich
aminti. Konkrétn€ se jednalo o rody Lactobacillus, Pediococcus, Brevibacterium
Micrococcus a Kocuria v kultivaénich médiich MRS, MRSC, MPB (masopeptonovy bujon)
a v nutri¢né netplnych (polovi¢nich) médiich. V ptivodni praci bylo zachyceno hned nékolik
kmeni, jez byly schopny degradovat pfidavané biogenni aminy. Studie prokazala vyraznou
degradaci u kmene Pediococcus sp. CCDM 395, kdy bakterie dokazala redukovat mnoZstvi
histaminu po 24 hodinach v optimélnim médiu na hodnotu 72 % a po 48 hodindch az na
hodnotu 59 %. V optimalnim médiu se také vyznamné projevil kmen Brevibacterium linens
CCDM 1010, ktery redukoval obsah putrescinu a kadaverinu po 24 hodinach az na hodnotu
62 % z plvodni koncentrace. Krom¢ optimélniho média bylo také testovano nutri¢né
neuplné médium (polovi¢ni koncentrace Zivin), a to z diivodu predpokladu vyssi schopnosti
kmeni redukovat obsah biogennich aminii. Je mozné, ze pii nedostatecném obsahu zivin
v médiu jsou bakterie nuceny vyuzivat biogenni aminy ve vyssi mife, konkrétné jako zdroj
energie a zivin. V poloviénim médiu byl velmi dobie kmenem Lactobacillus plantarum
CCDM 188 redukovan obsah histaminu, ktery jej po 24 hodinové kultivaci degradoval az
0 40 %. Vibec nejvetsi Ubytek amint vykazoval kmen Lactobacillus casei subsp. casei
CCDM 198 po kultivaci v ochuzeném Zivném médiu, ve kterém byla redukce vyrazné vyssi
nez u optimalniho média. Histamin, putrescin a kadaverin byly degradovany po 24 hodinach

o vice nez 50 % a fenylethylamin a tyramin o celych 45 % [48].

Diky tomuto zjisténi je problematika diplomové prace zaméfena na stanoveni idealnich
rustovych podminek pro degradaci biogennich amini kmenem Lbc. casei subsp. casei
CCDM 198, ktery jevil v ptivodnim experimentu nejvyssi schopnost jejich redukce. Dany
kmen se stal pfedmétem studie a byl dale testovan. Hlavnim cilem tedy bylo rozvijet piivodni
vyzkum tak, ze zvoleny kmen byl testovan v souvislosti s riznymi rastovymi faktory, aby
mohly byt stanoveny idedlni podminky pro nejvétsi aminooxidacni aktivitu tohoto

zvoleného kmene.
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V experimentu byla ovéfovana schopnost degradovat biogenni aminy kmenem Lbc. casei
subsp. casei CCDM 198, vyuzivanym v mlékarenském primyslu, metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC). Z biogennich aminti byly testovany konkrétné
fenylethylamin, putrescin, kadaverin, histamin a tyramin. Dany ubytek byl porovnavan
s kontrolou, coz bylo zivné médium (MRS nebo MRS/2) s biogennimi aminy bez
zaoCkovaného kmene. Jednotliva testovand kritéria (kombinace ristovych faktord)
sledovana béhem experimentu Ize prakticky rozdélit do tii skupin. Skupiny se vzajemné
lisily koncentraci jednotlivych amint (0,2 a 0,4 g/l) a zivného média (MRS a MRS/2). U
kazdé skupiny byla ovétovéana degradace jednotlivych pfiddvanych aminti pfi tfech riznych
teplotach (30, 23 a 11 °C) a pro kazdou teplotu byla u kazdého aminu sledovana degradace
pii tiech riznych hodnotach pH (7,0; 6,2 a 5,4). Jednotlivé hodnoty pH byly navic ovétovany
v postupujicim Case, konkrétné v minimaln¢ 7 odbérovych Casech, které byly pro jednotlivé
teploty odlisné. Dohromady tedy doslo k vyhodnocovani kazdého biogenniho aminu devét

krat a pokazdé se jednalo o jinou kombinaci ristovych faktort.

Pro prvni skupinu pozorovanych faktor byla stanovena koncentrace jednotlivych aminti
0,2 g/l a zivné médium bylo optimalni, tedy o koncentraci pfedepsané vyrobcem (MRS).
Zde byla vyraznéjsi degradace biogennich aminli stanovena pouze po kultivaci pii 30 °C.
Béhem kultivace pii teplotdch 23 a 11 °C nebyl zaznamenan vyraznéjsi pokles koncentrace
jednotlivych aminti, konkrétné nedochdzelo k ubytklim vétsim nez 30 %. Pti 30 °C doslo
k vyrazn&j$im ubytklim putrescinu, kadaverinu a histaminu, kdy ve vSech piipadech byla
redukce nejvétsi béhem kultivace v médiu o pH 6,2. Putrescin byl za téchto podminek
degradovan znacnou rychlosti uz od pocatku, kdyz uz po 12 hodinach kultivace doslo
k poklesu ptivodni koncentrace na hladinu okolo 65 %. Nejvétsi ubytek byl naméten po
36 hodinach inkubace a v kone¢ném vysledku ¢inil asi 45 % z plvodniho mnoZstvi
pfidavaného k médiu. Kadaverin byl kmenem také vyrazné degradovan. Maximalni sniZeni
jeho koncentrace bylo zaznamenano rovnéz po 36 hodinach a ubytek se rovnal 43 %.
I histamin byl vyznamné redukovan, avSak k poklesu pod hranici 60 % nedoslo. Jiz
z pocatku doslo po 12 hodinéch k poklesu koncentrace histaminu na 78 % a po 28 hodinach

cv v

histamin degradovan o 35 %.

V druhé skupiné byla koncentrace zivného média totozna, ale koncentrace biogennich amint

byla zvySena na 0,4 g/l. Paradoxn¢ byly aminy béhem téchto podminek degradovany nejlépe

v
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a histamin. Putrescin byl béhem téchto podminek nejvice redukovan v médiu o pH 5,4. Uz
po 2 dnech doslo k jeho poklesu az 0 22 % a po 6 dnech az o 37 %. Po 14 dnech byla
koncentrace putrescinu pfiblizné na 55 % z ptivodniho mnozZstvi. Kadaverin byl degradovan
podobné, kdyz bylo idealni pH stanoveno rovnéz u média s pH 5,4. Po 8 dnech byl zjistén
pokles koncentrace téméi o 40 % a v poslednim odbérovém cCase byla prokazana degradace
pH. K maximalnimu ubytku doSlo po 14 dnech na hodnoty okolo 59 % z ptvodniho

mnozstvi, coz odpovida degradaci o 41 %.

Vibec nejlepsi podminky pro degradaci biogennich amind byly prokdzany u posledni
skupiny faktord, kterd byla charakterizovana koncentraci jednotlivych amind 0,2 g/l
a koncentrace zivného média byla snizena na polovinu. U takto sestavenych podminek doslo
k nejvyrazngjsi degradaci vSech aminli vzhledem k ostatnim pozorovanym kombinacim
faktorti a konkrétné to bylo po kultivaci pii teploté 30 °C. U fenylethylaminu a tyraminu
nebyla redukce az tak vyrazna, kdyz doslo k maximalnim tbytkiim o 38 a 31 % v médiu
o pH 6,2, ale zbylé tfi aminy vykazovaly velmi vyznamné poklesy. Ve vsech tfech ptipadech
bylo dokazéano, Ze idedlni podminky degradace kombinujici teplotu 30 °C, polovi¢ni
koncentraci zivin a obsah biogennich amind 0,2 g/l, byly nejvice podpoteny pii pH 6,2.
U putrescinu béhem téchto podminek doslo k nejvétsimu tbytku ze v§ech méteni v pribéhu
experimentu. Uz po 12 hodinéach jeho koncentrace poklesla na 70 % a po 24 hodinach uz na
60 %. Ubytek vzristal i v ostatnich odbérovych ¢asech a nakonec bylo po 72 hodinach
dosazeno celkového ubytku az 66 % z piivodniho mnoZstvi. Kadaverin byl v polovi¢nim
médiu rovnéz vyborné redukovan, kdyz uz po 12 hodinach doslo k poklesu jeho koncentrace
case a celkovy ubytek byl podobny jako u putrescinu, konkrétné 60 %. Redukce histaminu
rozhodné nebyla zanedbatelna. Tendence poklesu jeho koncentrace byla dodrZena ve vSech
postupnych ¢asech odbéru a maximalni ubytek v konecném méteni byl 51 %. Koncentrace
téchto tf1 amin béhem téchto podminek postupné klesala v pritbéhu celé kiivky a je mozné,

ze 1 v dalSich potencidlnich ¢asech by tomu tak bylo i nadale.

Vysledky, kterych bylo v pribéhu experimentu dosaZeno, potvrdily ptredpoklady, ze pfi
polovi¢ni koncentraci Zivin v médiu, bylo dosazeno lepsi degradace, podobné¢ jako v
bakalatské praci [48]. I kdyz piivodni experiment probihal za odlisSnych podminek (pH = 6,5
a vys$i koncentrace amini), 1ze pfedpokladat, ze zminovand koncentrace zivného média

hrila  nejvyznamnéjsi  roli  vobou  pfipadech, tedy 1 u  vyzkumu
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v ramci diplomové prace. U této navazujici prace byla navic redukce podpofena o néco

niz§im pH a del$im ¢asem kultivace.

UrCeni téchto optimalnich podminek pro degradaci biogennich aminti kmenem
Lactobacillus casei subsp. casei CCDM 198 nabizi moznost vyuziti tohoto kmene
v potravinafstvi, zejména pii vyrob¢ rizikovych potravin, kde je pravdépodobnost jejich
tvofeni vysokd. Napiiklad do fermentovanych potravin mohou byt vyuzivany predevSim
jako startérové mikroorganizmy nebo béhem vyroby. Vysledky tohoto experimentu
potvrdily vyraznou schopnost degradace vytipovaného kmene a byly také stanoveny idealni

podminky pro maximalni podporu této aminooxidacni schopnosti.

Mnoho autord publikovalo studie provadéné v piimé reakci na problémy zplsobené
biogennimi aminy v potravinach. Studie Herrero-Fresno a kol. popisuje izolaci 17 kment
Lactobacillus casei, z nichz vSechny kmeny byly schopny redukovat obsah histaminu
a tyraminu [49]. Callejon a kol. se zabyvali sledovanim enzymové degradace biogennich
aminti n¢kterych bakterii mlééného kvaseni, které byly izolovany z vina. Kmeny jako
Lactobacillus plantarum, Lbc. brevis, Lbc. hilgardii byly aktivni zejména vuci
nejvice pomoci kmene Lactobacillus plantarum J16, ktery jej redukoval aZ o0 40 % za jeden
tyden [46]. Bakterie Lbc. plantarum byla schopna redukovat mnozstvi biogennich amint
u fermentovanych klobas z rybiho masa béhem procesu fermentace. Konkrétné€ se jednalo
o kmen Lbc. plantarum ZY-40, ktery degradoval putrescin a kadaverin o vice nez 70 % [50].
V dalsi studii Callejon a kol. byl identifikovan a charakterizovan enzym primarné ptsobici
na putrescin, jez produkoval kmen Kocuria varians LTH 1540. Tento enzym byl schopen
oxidovat diaminy putrescin a kadaverin [51]. I dal$i autofi jako Leuschner, Heidel a Hammes
zkoumali urc¢ité mikroorganizmy vzhledem ke schopnosti degradovat histamin a tyramin.
Zjistili, ze z 64 kmenl bakterii mlééného kvaSeni bylo 27 kmenl schopno degradovat
histamin a jeden tyramin. Déle testovali 32 kmenQ bakterie Brevibacterium linens a az
21 ztéchto kmentl projevilo histamin- a tyramin-oxidazovou aktivitu. Mezi testovanymi
mikroorganizmy byly také kmeny bakterie Micrococcus spp. a Kocuria spp. 17 kmeni ze
44 mélo degradacni schopnost a nejvyssi byla zjisténa u kmene Kocuria varians LTH 1540
[52]. Pfredmétem studii nemusi byt pouze bakterie, jinou moznosti jsou naptiklad
mikroskopické houby. Naptiklad Cueva a kol. izolovali 44 kment hub z vina, z nichz

vSechny jevily schopnost redukovat mnozstvi histaminu, tyraminu a putrescinu. Nejvyssi
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kapacitu vykazovaly druhy Penicillium citrinum, Alternaria sp., Phoma sp. a Ulocladium

chartarum [53].

Vysledky zpracovanych experimentti a vySe zminénych studii zabyvajicich se degradaci
biogennich aminii poukazuji na to, Ze degradacni aktivita mikroorganizmu neni rodové ani
druhové specifickd, ale zalezi na schopnostech a vlastnostech jednotlivych kment. Specifita
je tedy na kmenové trovni. Experiment provedeny v ramci diplomové prace navic dokazuje,
ze kromé predispozice jednotlivych kment jsou velmi dilezité i podminky, béhem kterych
jsou dané kmeny schopny rist a metabolizovat. Vyzkum tuto skute¢nost jasné potvrdil, kdyz
vytipovany kmen s degradacni aktivitou béhem nékterych nevyhovujicich podminek
biogenni aminy témét neredukoval (viz. Ptiloha PI) a v jinych pfipadech degradoval aminy
o vice nez 60 % (polovi¢ni zivné médium, koncentrace BA 0,2 g/, teplota 30 °C a pH 6,2).
Spravné zvoleni rlstovych podminek je zasadni kritérium, které je potfeba dodrZet
a nasledné muize dojit k ziskani dalezitych a daleko vyraznéjSich vysledkll. Za ideélni
podminky pro redukci biogennich amind kmenem Lactobacillus casei subsp. casei CCDM
198 byly tedy experimentem stanoveny: polovi¢ni zivné médium, koncentrace BA 0,2 g/l,

teplota 30 °C a pH 6,2.

Degradacni aktivita kmene Lactobacillus casei subsp. casei CCDM 198 byla sledovéana
v podminkdch in vitro, které se bohuZel mohou od realnych situaci a potravin lisit. Pokud by
v readlnych vzorcich doSlo k dodrzeni nejvhodnéjSich podminek, které byly stanoveny
experimentem, mohl by byt predpokladan podobny pribéh jako v podminkéch in vitro.
Uvedené vysledky je potfeba ovéfit piidavkem do modelové vytvofenych potravin za
dodrZeni téchto definovanych podminek. Navic bude potieba ovétit potencidlni negativni
vlastnosti tohoto kmene. Pokud by doslo k potvrzeni a ovéteni téchto vysledkll, bude mozné
pokracovat v dalsi fazi vyzkumu, kdy bude mozné pfidavat degradujici kmen do potravin
pfimo v potravinaiskych provozech s cilem co nejvice redukovat riziko vyskytu téchto ¢asto

nebezpecnych latek v potravinach.
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ZAVER

Diplomova prace rozvijela ptivodni téma, které bylo zpracovavano v ramci prace bakalaiské
o dva roky diive [48]. Vzhledem k vysledkiim tohoto experimentu byl vybran jediny
testovany subjekt, konkrétné kmen Lactobacillus casei subsp. casei CCDM 198 vyuzivany

v mlékdrenstvi jako startovaci kultura. Kmen byl ziskdn ze Sbirky mlékéarenskych

mikroorganizmt (CCDM).

U tohoto testovan¢ho jedince byla ovéfovana degradace biogennich amini béhem riznych
rustovych faktord. Pfi experimentu byly vzdjemné kombinovany tyto podminky spolu

s postupujicim ¢asem:

e Koncentrace jednotlivych amint — 0,2 a 0,4 g/l

e Koncentrace zivného média — optimalni a polovi¢ni koncentrace média
e Teplota—11,23a30°C

e pH-54;62a7,0

Ve vyhodnocenych datech byly zaznamenany vyrazné hodnoty ubytki jednotlivych amind,

vvvvvvvvv

s polovi¢nim obsahem zivin a za dopomoci dalSich podminek:

e Putrescin o koncentraci 0,2 g/, polovi¢ni Zivné médium, teplota 30 °C a pH 6,2
- Celkovy ubytek az 0 66 %

e Kadaverin o koncentraci 0,2 g/l, poloviéni Zivné médium, teplota 30 °C a pH 6,2
- Celkovy tbytek az o 60 %

e Histamin o koncentraci 0,2 g/, polovi¢ni Zivné médium, teplota 30 °C a pH 6,2

- Celkovy ubytek az 0 51 %

Degradacni schopnost kmene byla potvrzena také v optimalnim Zivném médiu MRS.

V téchto ptipadech se redukce projevila nejvyraznéji:

e Putrescin o koncentraci 0,4 g/, optimalni Zivné médium, teplota 11 °C a pH 5,4
- Celkovy ubytek az 0 45 %

e Kadaverin o koncentraci 0,4 g/1, optimalni Zivné médium, teplota 11 °C a pH 5,4
- Celkovy ubytek az 0 44 %

e Histamin o koncentraci 0,4 g/l, optimalni Zivné médium, teplota 11 °C a pH 5.4
- Celkovy ubytek az 0 41 %

Vyznamna degradace tyraminu a fenylethylaminu nebyla béhem experimentu potvrzena.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BA Biogenni aminy

MAQO  Monoaminoixidazy

DAO  Diaminooxidazy

PAO Polyaminooxidazy

Eh Oxidacné-redukeni potencial

HPLC  Vysokoucinna kapalinova chromatografie

MRS  Kultiva¢ni ptida pro Laktobacily o optimalni koncentraci (pfipravena dle vyrobce)

MRS/2 Kultiva¢ni pida pro Laktobacily o polovi¢ni koncentraci (o snizené koncentraci

Zivin na polovinu)
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Lbc. casei — degradace fenylethylaminu o koncentraci 0,2 g/l pri 23 °C v MRS
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Lbc. casei — degradace tyraminu o koncentraci 0,4 g/l pri 30 °C v MRS
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Introduction

Biogenic amines are low-molecular weight nitrogen compounds that are produced by decarboxylation
of corresponding amino acids. They occur in all foods that contain proteins or free amino acids and
excessive intoke of biogenic amines can have a negative effect on human health. For this reason,
it is important to find ways to reduce their content in foodstuffs. One way is degradation by
enzymes that degrade biogenic amines to less toxic or non-toxic products.

Lactobacillus casei subsp. casei CCOM 802
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was to verify the ability of
b4 selected bacterial strains
of Lactobacillus, Pediococcus,

Brevibacterium, Micrococcus
and Kocuria to used in the
dairy industry to degrade
biogenic amines.

Concentration BAs [%]

Materials and methodology Conclusion

Bacterial strains obtained from
CCOM were 24 hour and 48 hour

| A different ability to degrade BAs by the individual strains’
cultivated with BAs. '

was found depending on the time of cultivation
on the preference of the nutrient content (the full cu
medium or the half-nutrient culture medium).

Three independent extractions of
BAs were corried out using 0.6M
perchloric acid solution (1:1).

reduce the amount of BAs compared to
RV e ISV SRR | | other tested degraders was showed by

HPLC/UV,  A=254 nm) after that decreased the content of
derivatization with donsylchloride. putrescine, cadaverine and histamine by after

In the some woy, somples aofter || VN Kivati the half- t culture medi
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were analyzed.
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