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ABSTRAKT

V diplomové praci byla pozorovana schopnost kmene Lacticaseibacillus casei (diive
Lactobacillus casei) CCDM 198 redukovat mnoZzstvi biogennich aminii v realné potraving.
Kmen Lacticaseibacillus casei byl kultivovan v mléce pii rizném pH a teploté. Byl sledovan
vliv daného prostfedi na degradaci fenylethylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu

a tyraminu. Pro zji$téni obsahu biogennich amint byla pouzita metoda HPLC.

Z namétenych dat bylo zjisténo, ze nejlépe byl degradovan putrescin v mléce o pH 5,4
pti teploté¢ 11 °C. Koncentrace putrescinu byla pfi této teploté snizena o 46 %. Vyrazna
redukce byla zaznamenana také u putrescinu, kadaverinu a histaminu v mléce o pH 5,4
pti teploté 23 °C. Za téchto podminek byla pozorovdna degradace putrescinu o 44 %,
histaminu o 39 % a kadaverinu o 37 %. Fenylethylamin a tyramin byl nejvyraznéji
redukovan pti pH 7 a teplot¢ 30 °C. Béhem kultivace doslo ke snizeni mnozstvi

fenylethylaminu o 29 % a tyraminu o 23 %.

Kli¢ova slova: biogenni aminy, Lacticaseibacillus casei, degradace, HPLC, ml¢ko



ABSTRACT

The aim of this thesis was to observe the ability of the Lacticaseibacillus casei strain
(formerly Lactobacillus casei) CCDM 198 to reduce the amount of biogenic amines in foods.
The Lacticaseibacillus casei strain was cultivated in milk at different pH and temperature.
This study observed the effect of different pH and temperature on the ability
of Lacticaseibacillus casei strain to degrade of biogenic amines: phenylethylamine,
putrescine, cadaverine, histamine and tyramine in foods. The HPLC method was used for

determination of biogenic amines content.

From the measured data, it was found that putrescine showed the best degradation ability
in milk at pH 5.4 and temperatue 11 °C. The concentration od putrescine was reduced by
46 % at this temperature and pH. A significant decrease was also observed for cadaverin,
putrescine and histamine in milk at pH 5.4 at 23 °C. At this pH and temperature,
a degradation by 44 % was observed for putrescine, 39 % for histamine and 37 % for
cadaverine. Phenylethylamine and tyramine were most significantly reduced in milk at pH
7.0 and temperature 30 °C. During the cultivation the amount of phenylethylamine decreased

by 29 % and tyramine by 23 %.

Keywords: biogenic amines, Lacticaseibacillus casei strain, degradation, HPLC, milk
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UvVOD

Biogenni aminy jsou nizkomolekuldrni organické baze, které vznikaji dekarboxylaci
aminokyselin. Pfirozen¢ se vyskytuji v potravinach, rostlinach a zviratech. Nachazi se
naptiklad v masu, rybach, mléénych vyrobcich, zeleniné, ovoci, viné a pivu. Mezi biogenni
aminy fadime napiiklad tyramin, histamin, tryptamin, kadaverin, spermin, spermidin,

putrescin a fenylethylamin (W¢jcik et al., 2020; Capozzi et al., 2012).

Biogenni aminy jsou nezbytné pro spravné fungovani zivych organismi. Slouzi jako
nervové mediatory, prekurzory pii syntéze bilkovin, hormont a alkaloidt. Uéastni se také
ruznych metabolickych procesti v organismu. Pokud jsou pfitomny ve vysoké koncentraci
mohou tyto slouc¢eniny zpisobit fadu nezadoucich ucinkt, jako bolest hlavy, nevolnost,
hypotenzi nebo hypertenzi, poceni a dychaci problémy (Callejon et al., 2014; Bunkova et
al., 2012; Wojcik et al., 2020).

Z dtvodu jejich toxickych ucinki je potfeba kontrolovat a redukovat mnozstvi biogennich
amint v potravinach. Dulezité je dodrzovat hygienické podminky a technologické postupy.
Pro zpomaleni produkce biogennich aminti se vyuziva fada metod. Potravina miize byt
oSetfena ozéafenim, vysokym hydrostatickym tlakem, balenim v ochranné atmosfére nebo
pridanim konzervacnich latek do potraviny. Mohou byt také pouzity bakterie, které
rozkladaji biogenni aminy na mén¢ toxické slouceniny nebo maji nizkou dekarboxylaéni

aktivitu (Naila et al., 2010; Benkerroum, 2016; Doeun et al., 2017).
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1 BIOGENNI AMINY

1.1 Vyznam a fyziologické role biogennich aminu

Biogenni aminy (BA) jsou organické, dusikaté slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti.
Vznikaji dekarboxylaci aminokyselin nebo aminaci a transaminaci aldehydi a ketoni.
Ptirozené se vyskytuji jako meziprodukty a produkty metabolismu u rostlin, zivo¢icht, ale
1u mikroorganismii. Maji fadu fyziologickych funkci. Mohou byt zdrojem dusiku,
nervovymi mediatory a prekurzory pro syntézu hormont, alkaloidii, nukleovych kyselin
a bilkovin (W¢jcik et al., 2021; Linares et al., 2011). Dale maji vliv na rtist bunék a stabilitu
membrany. Kromé toho prispivaji ke zvySeni odolnosti proti kyselému prostiedi a chrani
buitku ptfed osmotickych a oxidativnim stresem (Wojcik et al., 2021; Benkerroum, 2016;

Santos, 1996).

Histamin se vyskytuje v organismu hlavné v zirnych buiikdch (mastocytech) a bazofilech.
Uplatnuje se pii zanétlivych a alergickych reakcich. Podili se na regulaci krevniho tlaku,
zvySuje sekreci hlenu a Zalude¢ni $§tavy. Histamin zplsobuje kontrakce hladké svaloviny,
a také mé uplatnéni jako neurotransmiter (Peters et al., 2009). Tyramin ma antioxida¢ni
ucinek, zvysuje hladinu glukézy v krvi, krevni tlak a tepovou frekvenci (Santos, 1996;
Alvarez et al., 2014). Tryptamin a 2-fenylethylamin zvySuji krevni tlak. Putrescin
a kadaverin byly identifikovany jako potenciatory, které zvySuji toxicitu histaminu (Hal4sz
et al., 1994). Polyaminy putrescin, spermin a spermidin se nachazeji ve vSech zivych
bunkach. Maji dtlezitou roli témét v kazdém kroku syntézy nukleovych kyselin a proteind.
Jsou nezbytné pfi rastu a déleni bunék (Bardocz, 1995). Inhibuji oxidaci polynenasycenych
mastnych kyselin, tento antioxida¢ni ucinek koreluje s poctem aminti obsaZenych v téchto

polyaminech (Santos, 1996).
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1.2 Klasifikace biogennich amini

Biogenni aminy mizeme délit na zaklad¢ jejich chemické struktury nebo také podle poctu

aminovych skupin.

Podle jejich chemické struktury se déli na:
o alifatické (putrescin, kadaverin, spermin, spermidin)
e aromatické (tyramin, 2-fenylethylamin)

e heterocyklické (histamin, tryptamin)

Podle poc¢tu aminoskupin se rozdéluji na:
e monoaminy (tyramin, 2-fenylethylamin)
e diaminy (kadaverin)

e polyaminy (putrescin, spermin, spermidin) (Linares et al., 2011)

Strukturni vzorce jednotlivych biogennich amini jsou znazornéné na Obr. 1.

CHaCHNH, CH,CH,NH,
N
/ \; HoN A~ HoN NH
& Ctg NH; NN
N
H Putrescin Kadaverin
Histamin Tryptamin
H
CHchzNHz CH2CH2NH2 H2N\/\/N\/\/\NH2
Spermidin
HoN H
L EAGP AN NN ” NN NH,
. 2-fenylethylamin Spermin
Tyramin

Obr. 1 Strukturni vzorce biogennich amint (Chong et al., 2011)
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1.3 Vznik biogennich amint v potravinach

Zakladnim ptedpokladem pro vznik aminl v potravinach je dostupnost volnych
aminokyselin, pfitomnost mikroorganismti s dekarboxyldzovou aktivitou a vhodné
podminky, které umoznuji rGst mikroorganismi a cinnost dekarboxylazy. Tvorbu
biogennich amint ovliviiuje teplota, aktivita vody, pH, startovaci kultury a také doba

skladovéni (Santos, 1996; Halasz et al., 1994; Burdychova, 2009).

Biogenni aminy se nachdzeji zejména v masu, rybach, ovoci, pivu, vinu, syru a také
ve fermentovanych mlécnych a masnych vyrobcich. Nej¢astéjsimi aminy v potravinach jsou
histamin, tyramin, tryptamin, putrescin, kadaverin, spermin a spermidin (Wdjcik et al., 2021;

Alvarez et al., 2014; Halasz et al., 1994).

Syntéza biogenni aminl probihd v cytoplazmé mikroorganismu a vzniklé produkty jsou
nasledné vylucovany mimo buiiku pomoci aktivniho transportu do potraviny (Benkerroum,
2016; Buikova et al., 2012). Histamin vznikd dekarboxylaci histidinu, tyramin
dekarboxylaci tyrosinu. Tryptamin lze ziskat po odstépeni karboxylové skupiny
z tryptofanu. Dekarboxylaci lyzinu vznikd kadaverin. Produktem dekarboxylace
aminokyseliny fenylalanin je 2-fenylethylamin (Santos, 1996). Putrescin miZe byt
syntetizovan z vice prekurzori. Vznika dekarboxylaci argininu na agmatin a dale
na putrescin. Dal§i moznosti syntézy putrescinu je dekarboxylace pfimo z ornitinu
(Wunderlichova et al., 2014). Polyaminy spermin a spermidin vznikaji z putrescinu
(Benkerroum, 2016). Syntéza biogennich aminl v potravindch je znidzornéna na Obr. 2

a Obr. 3.
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L O

Histidin Histamin
COOH COOH
NHy NH,
—_—
- COs
OH OH
Tyrosin Tyramin
COOH
A\ " A\
N - CO; N
H H
Tryptofan Tryptamin
COOH
NH NH,
—
- CO,
Fenylalanin 2-fenylethylamin
H2N NH2 H2N \/\/\/ NH2
- CO,
COOH Kadaverin

Lysin

Obr. 2 Syntéza biogennich aminQ histaminu, tyraminu, tryptaminu, 2-fenylethylaminu
a kadaverinu (Kohajdova et al., 2008)
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NH,

NH,
H,N /K -_ HZN\/\/\ /K

N
-CO, H
COOH Arginin Agmatin
HN//\NH i‘ N S
H2N HzN\/\/\
NH — NH,
-CO, Putrescin
COOH
Ornitin
H H
HoN N\/\/\ HoN N\/\/\
AN NZ NH, N ”/\/\NHZ
Spermidin Spermin
p P

Obr. 3 Syntéza putrescinu, sperminu a spermidinu (Kohajdova et al., 2008)

1.4 Toxicita biogennich aminu

Za normalnich podminek jsou biogenni aminy z potravy nejcastéji metabolizovany
v lidském téle ve stfevech enzymy monoaminooxidazami (MAO, EC 1.4.3.4)
a diaminooxiddzami (DAO, EC 1.4.3.6) (Karovi¢ova et al., 2005). Histamin lze také
odbourat methylaci nebo acetylaci. Pokud jsou tyto enzymy nefunk¢ni, dochazi
k nedostate¢nému odbouravani biogennich aminti. To ma za nasledek hromadéni biogennich
aminu v téle a vznik nezddoucich t€inkli na organismus. Mezi inhibitory MAO a DAO patfi
antidepresiva, analgetika, a alkohol. Pfi nadmérné konzumaci potravy s vysokym obsahem
biogennich aminii miiZze dojit také k nedostatecné redukci aminti. Mira detoxikace je velice
individudlni u kazdého jedince (Alvarez et al., 2014; Capozzi et al., 2012; Tittarelli et al.,
2019).

v

Nejcastéjsi intoxikace je zplisobena histaminem a tyraminem. Otrava histaminem je Casto
spojovana s konzumaci ryb, jako je makrela, tundk a sardinky. Nejcast¢jSimi ptiznaky otravy
jsou vyrazka, zrudnuti, bolest hlavy a prijem. Mezi méné Casté piiznaky patii kiece v bfise,
rozmazané vidéni, zdvraté, nevolnost, poceni a tachykardie (Traylor et al., 2020). Maximalni

povolena hladina histaminu v Cerstvych rybéach podle Natizeni Komise (ES) 1441/2007 je
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100 mg/kg, ve fermentovanych produktech 400 mg/kg (Wdjcik et al., 2021). Problémem je,
ze pokud dojde kvytvofeni histaminu v potraviné, nelze jej odstranit varem
ani dlouhodobym piisobenim tepla (Naila et al., 2010). Syry patii mezi produkty bohaté
na tyramin, a proto je intoxikace tyraminem oznacovana jako ,,syrova reakce. Mezi jeji
projevy patii bolest hlavy, migréna, neurologické poruchy, nevolnost, zvraceni, respiracni
poruchy a hypertenze (Del Rio et al., 2017). Abnormalné vysoka hladina tyraminu v mozku
muze vyvolavat deprese, schizofrenii a Parkinsonovu chorobu (Alvarez et al., 2014).
U tryptaminu a 2-fenylehylaminu bylo prokazéno, ze zvySuji krevni tlak a zpiisobuji
migrénu. Putrescin, kadaverin, spermin a spermidin mohou reagovat s dusitany za vzniku

karcinogennich nitrosamint (Barddcz, 1995; Ten Brink et al., 1990).

1.5 Bakterie produkujici biogenni aminy

Rada gramnegativnich, grampozitivnich bakterii a kvasinek je schopna dekarboxylace jedné
nebo vice aminokyselin. Mezi tyto bakterie se fadi rody Bacillus, Citrobacter, Klebsiella,
Escherichia, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Shigella, Photobacterium a bakterie
mlécného kvaSeni, napt. Lactobacillus (a nové rody odvozené od rodu Lactobacillus),
Pediococcus a Streptococcus (Santos, 1996; Karovicova et al., 2005). Mezi kvasinky
produkujici biogenni aminy patii napt. Debaryomyces hansenii, Yarrowia lipolytica, Pichia

Jjadinii nebo Geotrichum candidum (Alvarez et al., 2014).

Produkci biogennich aminli ve fermentovanych napojich a potravinach ovliviluje zavedeni
startérové kultury. Soucasti startérové kultury jsou bakterie mléného kvaSeni (Santos, 1996;
Alvarez et al., 2014). Bakterie jako Morganella morganii a urCité kmeny Klebsiella
pneumoniae jsou odpoveédné za tvorbu histaminu v rybich nefermentovanych produktech,
zatimco ve fermentovanych produktech produkuji histamin bakterie mlééného kvaSeni
(De las Rivas et al., 2005). U Escheria coli a Pseudomonas byla zjiSténa aktivita
histidindekarboxylazy a tyrosindekarboxyladzy. Z masa a masnych vyrobkl byly izolovany
bakterie mlécného kvaseni Lactobacillus buchneri, Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus
curvatus, Lactobacillus brevis zodpoveédné za tvorbu biogennich amint. Bakterie, které jsou
soucasti probiotickych kultur, mohou byt také producenti biogennich amint. Mezi né patii
naptiklad rody Lactobacillus a Bifidobacterium. V pivé mohou piitomné kvasinky tvorit

kadaverin, putrescin nebo také spermin (Santos, 1996; Lorencova et al., 2012).
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2 MOZNOSTI REDUKCE BIOGENNICH AMINU
V POTRAVINACH

Odstranéni vzniklych biogennich amind v potravinach je velmi obtizné, nebot’ se jedna
0 vysoce termostabilni slouc¢eniny. Dalsi problém nastava u fermentovanych potravin, kdy
muze dojit k tvorbé biogennich amintl jiz pfi jejich zpracovani. Z tohoto divodu byly
navrzeny razné strategie, které mohou redukovat jejich vznik. V prvni fad¢ je tfeba zajistit
spravné hygienické podminky pfi vyrobé a skladovani potravin. Dulezité také je zamezit
rustu bakterii produkujicich biogenni aminy a snizit proteolytickou aktivitu, aby se omezila
dostupnost prekurzor pro jejich tvorbu. Tradi¢nim zplisobem omezeni rustu bakterii je
metoda chlazeni béhem skladovani. Teplota totiz vyznamné ovliviiuje rist bakterii,
optimalni teplota rstu je 20-37 °C. Piinizkych teplotdich dochdzi k inhibici rdstu
mikroorganismu a ke snizeni jejich dekarboxylazové aktivity. Tvorbu biogennich amint
v potravinach lIze tedy kontrolovat pfisnym dodrzovanim chladiciho fetézce. Bohuzel
chlazeni neni vzdy ucinné vzhledem ktomu, Ze néckteré bakterie jsou schopny rlst
1 pti teplotach nizSich nez 5 °C. Efektivnéjs$i metoda je tedy zmrazeni. MozZné je také pouZziti
vysokoteplotniho oSetfeni, pasterizace mléka pti vyrobé mléénych produktii, uzeni masnych
vyrobkl, ozafovani, baleni v modifikované atmosféfe, pouziti potravinaiskych ptidatnych

latek nebo startovacich kultur (Naila et al., 2010; Benkerroum, 2016; Doeun et al., 2017).

2.1 Vysoky hydrostaticky tlak

Metoda zahrnujici aplikaci vysokého hydrostatického tlaku (HHP) je jedna z rozvijejicich
se technologii, kterd je intenzivné zkouména v poslednich letech. Jedné se o konzervacni
metodu, béhem které dochazi k inaktivaci mikroorganismil naruSenim membran, denaturaci
enzymu a zménou bunécné morfologie. Prodluzuje tak zivotnost potraviny a neovliviiuje jeji
vlastnosti a ani chut. Rozsah deaktivace zavisi na nékolika parametrech, jako je druh
mikroorganismu, teplota procesu, ¢as, pH a aktivita vody. Gramnegativni bakterie jsou
citlivéjsi na tlak nez grampozitivni bakterie. Velké rozdily v tlakové odolnosti byly hlaseny
také mezi riznymi kmeny stejného druhu (Naila et al., 2010; Ruiz-Capillas et al., 2007;
Chong et al., 2011).

Utinnost redukce biogennich aminil zavisi na intenzité aplikovaného tlaku. Napiiklad
béhem zrani syra pfi pouZiti nizkého tlaku 50 MPa po dobu 72 hodin byl zjistén mirny néartst

obsahu biogennich amind, pii aplikaci vysokého tlaku 400 MPa po dobu 5 minut obsah
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biogennich amini mirné klesl (Novella-Rodriguez et al., 2002). Pfi oSetfeni fermentované
klobasy vysokym tlakem 350 MPa po dobu 15 min doslo k poklesu poctu bakterii mlééného
kvaseni o 20,1 %, pokles kadaverinu ¢inil 12,5 %, putrescinu 8,7 % a tyraminu 17 % béhem
160 dni skladovani v chladu ve srovnani s klobasou neoSetfenou HHP (Ruiz-Capillas et al.,
2007). Dalsim ptikladem je pouziti vysokého tlaku 200 MPa po dobu 10 minut pii 17 °C,
ktery inhibuje riist enterobakterii a snizuje obsah kadaverinu a putrescinu v mase pro vyrobu

fermentovanych uzenin (Latorre-Moratalla et al., 2007).

2.2 Ozareni

Ozareni je dalsi technologie urCena k prodlouzeni trvanlivosti a zajiSténi bezpecnosti
potravin, napt. u masnych vyrobk, ryb, plodi mofte, fermentované sojové pasty a Cerstvé
zeleniny. Potraviny jsou nej€astéji vystavovany gama zateni, které zptisobuje inhibici riistu
bakterii poskozenim nukleovych kyselin. Gama zéfeni je povaZzovano za bezpecné a Setrné
k zivotnimu prostfedi ptfi zafeni 10 kGy. Pfi pouziti vysSich davek vSak musi dojit
k dikladnému posouzeni uc€innosti, nebot mize dochazet ke zméndm senzorickych

vlastnosti (Naila et al., 2010; Chong et al., 2011; Nei et al., 2012; Rabie et al., 2011).

U makrely ozafovani 1 az 3 kGy zpomalilo produkci histaminu, tyraminu, kadaverinu
a putrescinu (Mendes et al., 2000). Dalsim ptikladem je ozafovani parkt s davkovanim 2, 4
a 6 kGy, které sniZilo koncentraci biogennich aminti o 40 %, 47 % a 68 % b&hem jejich
skladovani (Rabie et al., 2010). Existuji vSak piiklady, u kterych dochazi naopak ke zvySeni
obsahu nékterych biogennich aminti. Napiiklad v kufecim mase byla pfi ozéfeni 2 kGy
snizena hladina nékterych biogennich aminl, zatimco obsah histaminu, spermidinu

a sperminu vzrostl (Min et al., 2007).

2.3 Baleni potravin

Oblibenou konzervacni metodou je baleni v upravené atmosféfe zahrnujici zménu slozeni
baliciho plynu a pouziti specialnich obalii. Vyuzivaji se smési plyni kysliku, dusiku a oxidu
uhli¢itého, které maji bakteriostatick¢é a fungicidni GC€inky. Dochazi tak k inhibici
mikrobidlniho riistu a prodluzuje se doba skladovani potraviny. Existuje fada studii, které
prokazaly spésné zpomaleni produkce obsahu biogennich amind. Patfi mezi né baleni
v modifikované atmosféfe, vakuové baleni a aktivni baleni za pouziti aktivnich obali
s pohlcovaci plynu, napft. kysliku nebo oxidu uhli¢itého. Tyto obaly tak zabranuji kontaktu

v

plynu s potravinou. Nejucinnéjsi je vSak baleni v modifikované atmosféfe (Naila et al., 2010;
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Chong et al. 2011). To dokézal Emborg et al. (2005) ve studii, ktera se zabyvala produkci
histaminu v tundku skladovaného ve vakuovém obalu a v obalu s modifikovanou
atmosférou. Pii pouziti atmosféry se smési plynu o slozeni 40 % oxidu uhli¢itého a 60 %
kysliku doslo k inhibici tvorby histaminu, zatimco pii pouziti vakuového baleni byla hladina
histaminu vy$si. Ozogul a Ozogul (2006) ve své studii prokéazali i¢inek na redukci obsahu
histaminu v sardinkach a sledi s vyuzitim smési plynu o slozeni 60 % oxidu uhli¢itého
a 40 % dusiku. Bylo vSak doké&zano, ze ucinek na zastaveni produkce biogennich amint
zavisi na typu mikroflory a na podminkach prostiedi jako je teplota a slozeni smési plynt

pouzité v piipad¢ baleni v modifikované atmosféie (Loizzo et al., 2013).

2.4 Konzervacni a pridatné latky

Bylo prokazano, ze pouzivani aditiv a konzervac¢nich latek v potravinach muze sniZit obsah
biogennich aminti, a to diky inhibici ristu nékterych mikroorganismi zodpovédnych

za jejich tvorbu (Naila et al., 2011; Doeun et al., 2017).

Kyselina jantarova, jablecnd, citronova a D-sorbitol plisobi na dekarboxylazovou aktivitu
a zabranuji tak tvorbé histaminu v makrele (Shalaby, 1996). Kyselina citronova jiz
pti koncentraci 1 % muze snizit produkci biogennich aminii v nakladaném zeli béhem
kvaseni (Yuecel et al., 2008). V uzeninach snizuje obsah biogennich aminti sorbat draselny
a kyselina askorbova (Bozkurt et al., 2004). Dusitan a dusi¢nan sodny se b&zné pouziva
ve fermentovanych uzeniniach k ovlivnéni chuti a barvy, pfi vysSich koncentracich vSak
mohou také inhibovat tvorbu biogennich amini (Gardini et al., 2016). Pro redukci obsahu
biogennich aminti ve fermentovanych rybich produktech se nejcastéji pouziva glycin
(Mah et al., 2009a). Cukr je také schopny omezit aminotvornou aktivitu u mikroorganismi
(Bover-Cid et al.,, 2001). Pouziti soli v potravindch vétSinou omezuje rust bakterii
a dekarboxylazovou aktivitu. Produkce histaminu a tyraminu miZe byt sniZena
pti koncentraci chloridu sodiku 3,5-5,5 %, zatimco pfi nizSich koncentracich soli je inhibice

neucinna (Chong et al., 2011).

Neéktere antimikrobidlni latky se pfirozené vyskytuji v kofeni. Mezi tyto latky patii kurkumin
(kurkuma), kapsaicin (Cervena paprika) a piperin (¢erny pept). Nevyhodou je, Ze ztraci svou
ucinnost béhem vareni. Antioxida¢ni a antimikrobidlni G¢inky ma také thymol, ktery je
hlavni slozkou tymianu a oregana (Naila et al., 2010). Bylo prokézéano, ze zazvor, Cesnek,

zelena cibule, ¢ervend paprika, hiebicek a skotfice zpomaluji produkci biogennich aminti
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v Myeolchi-jeot, coZ je korejsky soleny a kvaSeny vyrobek z an€ovicek. Pii pfidani 5 %
¢esneku béhem zrani Myeolchi-jeot doslo ke snizeni hladiny biogennich aminti o 8,7 %

(Mah et al., 2009b).

Mnoho studii prokazaly inhibi¢ni u€inky potravinarskych aditiv a konzervacnich latek
na akumulaci biogennich amini, v nékterych piipadech vSak mohou jejich tvorbu naopak
podporovat. Proto je dulezité, aby byly latky s pozitivnim U¢inkem na redukci obsahu
biogennich amint dikladné prozkoumény v riznych potravinaiskych systémech, protoze
mohou také zptsobovat zpozdénou produkci biogennich amini (Naila et al., 2010;

Mah et al., 2009a; Mah et al., 2009b; Yuecel et al., 2008).

2.5 Startérové kultury

Do fermentovanych potravin se ptidava startérova kultura k urychleni procesu kvaseni,
k ziskani Zadoucich vlastnosti, textury a ke zlepSeni skladovatelnosti. Startérové kultury
mohou také ovliviiovat tvorbu biogennich amini. Nejcastéji byvaji pouzivany kultury

riznych kment bakterii mlééného kvaseni, stafylokokti a mikrokoki (Chong et al., 2011).

Akumulace biogennich aminti béhem fermentace mize byt ovlivilovana dvéma zpiisoby.
Prvni varianta vyuzivd kmeny, které oxiduji biogenni aminy naptiklad na aldehydy. Dalsi
pfistup spocivd v nizké dekarboxylani aktivit¢ mikroorganismil. Nedochazi tak
k dekarboxylaci aminokyselin na biogenni aminy. Tyto bakterie vSak pottebuji optimalni
podminky pro sviij rist, aby dominovaly nad bakteriemi, které produkuji biogenni aminy

(Naila et al., 2010; Chong et al., 2011).

2.5.1 Bakterie se schopnosti degradovat biogenni aminy

Biogenni aminy v potravinaich mohou byt degradovany enzymem aminooxidazou
(EC 1.4.3.-) ptirozené se vyskytujici u né€kterych bakterii, které jsou soucasti startérovych
kultur nej€astéji pouzivanych pii vyrobé fermentovanych potravin. Tento enzym oxiduje
biogenni aminy na aldehydy, peroxid vodiku a amoniak (Capozzi et al., 2012; Naila et al.,
2010; Alvarez et al., 2014). Mechanismus odbourani tyraminu je znazornén na Obr. 4.
Schopnost degradace biogennich aminti byla zji$téna u fady bakterialnich rodii, mezi né patii
napt. Bacillus, Brevibacterium, Lactobacillus, Micrococcus, Staphylococcus, Pediococcus,
Rhodococcus a Arthrobacter (Leuschner et al., 1998; Herrero-Fresno et al., 2012; Callejon

et al., 2014; Alvarez et al., 2014). Pro aktivitu aminooxidazy je dlleZita pfitomnost kysliku.
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Negativni vliv na odbouravani biogennich amin ma ptusobeni glukézy, chloridu sodného,

nizké teploty a pH (Leuschner et al., 1998).

CH,CH,NH, CH,CHO
+ 0, + HLO ——> © + NH; + H,0,
OH OH
Tyramin 4-hydroxyfenylacetaldehyd

Obr. 4 Degradace tyraminu enzymem aminooxiddzou (upraveno podle Cooper, 1997)

Leuschner et al. (1998) prokazali schopnost n€kterych bakterii izolovanych z potravin
degradovat biogenni aminy in vitro. Dokazali, ze Brevibacterium linens je schopny snizit
hladinu histaminu o 70 % a tyraminu o 55 % b&hem povrchového zrani syra. Ve své praci
také studovali Micrococcus varians za i€elem odstranéni tyraminu a histaminu béhem zrani
uzenin. Dapkevicius et al. (2000) zkoumali schopnost kmenti bakterii mlé¢ného kvaSeni
1zolovanych z fermentované rybi pasty degradovat histamin. Aktivita aminooxiddzy byla
prokazéna u kment Latilactobacillus sakei (diive Lactotobacillus sakei) a Latilactobacillus
curvatus (dtive Lactobacillus curvatus). MnoZstvi histaminu bylo snizeno o 40-60 %.
Martuscelli et al. (2000) zjistili, ze 21 z 26 kmena Staphylococcus xylosus snizily hladinu
histaminu a tyraminu ve fosfatovém pufru. Bakterie Staphylococcus xylosus byla schopna
také redukovat mnoZstvi biogennich amini v Myelchi-jeot (solend a fermentovana
ancovicka). Staphylococcus xylosus degradoval histamin o 38 % a tyramin o 4 %. Celkova
hladina biogenniho aminu byla sniZzena o 16 % (Mabh et al., 2009c¢). Garcia-Ruiz et al. (2011)
a Capozzi et al. (2012) zjistili, Ze nékteré bakterie mlé¢ného kvaseni z vina pattici do rodu
Lactobacillus a Pediococcus byly schopny degradovat histamin, tyramin a putrescin
v kultiva¢nich médiich. Tti kmeny Bacillus subtilis, které byly kultivovany v Luria-Bertani
bujonu, snizili koncentraci histaminu a tyraminu. Degradace histaminu se pohybovala
v rozmezi 19-48 %, degradace tyraminu v rozmezi 26-33 % (Eom et al., 2015). Z ¢inského
ryzového vina byl izolovan kmen Lactiplantibacillus plantarum (dfive Lactobacillus

plantarum), ktery redukoval mnoZzstvi tyraminu, histaminu, tryptaminu, kadaverinu,
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putrescinu, 2-fenylethylaminu, dokonce i sperminu a spermidinu. MnoZstvi aminil bylo
snizeno o 40-56 % (Niu et al., 2019). U extrémn¢ halofilni bakterie Natrinema gari,
izolované z omacky z ancovicek, byla prokézana schopnost degradace histaminu v mediich

s vysokym obsahem soli (Tapingkae et al., 2010).

Krom¢ aminooxiddz existuji také dehydrogenazy (EC 1.1.1.-), které katalyzuji oxidacni
deaminaci biogennich amina. U bakterii Rhizobium sp., Nocardioides simplex a Natrinema
gari  byla  objevena  histamindehydrogendza,  kterda  degraduje  histamin

na imidazol-4-acetaldehyd (Lee et al., 2015). Reakce je znazornéna na Obr. 5.

CH,CH,NH, CH,CHO

N—/§ N—/§
4 \ + 02 + H20 —_— 4 \ + NH3 + H202
N N
H H
Histamin Imidazol-4-aldehyd

Obr. 5 Degradace histaminu enzymem histamindehydrogenazou (upraveno podle
Lee et al., 2015)

Neékteré grampozitivni a gramnegativni bakterie produkuji enzym lakazu (EC 1.10.3.2),
ktera ma v katalytickém aktivnim centru ¢tyfi reaktivni atomy meédi. Jedna se o oxidazu,
ktera katalyzuje redukci molekuldrniho kysliku na vodu (Callejon et al., 2016; Janusz et al.,
2020). Tento enzym byl detekovan naptiklad u Lactiplantibacillus plantarum, Pediococcus
acidilactici a Bacillus subtilis. V Cerveném viné Lactiplantibacillus plantarum snizil
mnozstvi histaminu o 13 %, putrescinu o 27 % a tyraminu o 23 %. Pfi pouziti kmenu
Pediococcus acidilactici obsah histaminu se snizil o 14 %, putrescinu o 36 % a tyraminu

0 23 % (Callejon et al., 2014; Callejon et al., 2016).
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3 METODY STANOVENI BIOGENNICH AMINU

Ke stanoveni biogennich aminti lze vyuzit fadu analytickych metod, jako naptiklad
tenkovrstvou chromatografii (TLC), plynovou chromatografii (GC), iontové-vyménnou
chromatografii (IEC), kapilarni zonovou elektroforézu (CZE) a zejména pak vysoce u€innou
kapalinovou chromatografii (HPLC). Tenkovrstvd chromatografie slouzi diky své
jednoduchosti a nenarocnosti pouze pro rychlé orienta¢ni stanoveni biogennich amini

(Kiizek a Hlavata, 1995; Ordonéz et al., 2016; Onal, 2007).

Dalsi moznosti, jak stanovit biogenni aminy, je metoda ELISA, kterd se pouziva
ke kvantitativnimu stanoveni riznych antigenii. Vyznacuje se vysokou piesnosti a citlivosti,

wev

et al., 2016; Kodicek, 2007).

Pro stanoveni pfitomnosti mikroorganismil produkujicich biogenni aminy lze vyuzit metodu
polymerazové tetézové reakce (PCR). Tato molekularné biologicka metoda je schopna
detekovat enzym dekarboxylazu, ktera je odpovédna za jejich tvorbu. Pomoci PCR
nemiizeme urcit kvantitativni mnozstvi biogennich amind, ale 1ze pti v€asné detekci zabranit

jejich tvorbé a hromadéni v potravindch (Smit et al., 2008).

3.1 Vysoce ucinna kapalinova chromatografie

Nejpouzivangj$si metodou pro stanoveni biogennich amini je HPLC. Pfed samotnym
stanovenim se vzorek nejprve homogenizuje, poté nasleduje extrakce kyselinou chloristou
nebo trichloroctovou. Po centrifugaci je poZadovany objem vzorku zalkalizovan. Biogenni
aminy tak mohou reagovat s derivatizacnim c¢inidlem. Derivaty jsou poté extrahovany
do vhodného organického rozpoustédla a stanovovany na HPLC (Ktizek a Hlavatd, 1995).
Biogenni aminy nelze piimo detekovat v UV/VIS oblasti a ani fluorimetricky, nebot’ maji
nedostatek chromofort v molekule, a proto je pred detekci nutna derivatizace (Mantoanelli
et al., 2020; Ordonez et al., 2016). Derivatizace miize byt predkolonova nebo postkolonova.
Pti pfedkolonové derivatizaci dochazi k derivatizaéni reakci pfed nadavkovanim vzorka
do pfistroje, zatimco u postkolonové je reaktor umistén mezi kolonu a detektor.
Jako derivatizacni €inidlo pfi pfedkolonové derivatizaci se nejcastéji pouziva dansylchlorid
nebo benzoylchlorid. Dansylchlorid reaguje s primarni i sekunddrni aminoskupinou,
dokonce i s tercidrni za vybranych experimentalnich podminek (Obr. 6). Vzniklé derivaty

jsou vysoce stabilni a dobie detekovatelné UV/VIS a také fluorescenénim detektorem.
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Postkolonova derivatice se provadi nejCastéji s o-ftaldialdehydem, ktery se pouziva kviili
své nestabilité¢ spoleéné s N-acylcysteinem nebo s merkaptoethanolem. O-ftaldialdehyd
reaguje oproti dansylchloridu pouze s primarni aminoskupinou (Herndndez-Borges et al.,

2007; Ordotiez et al. 2016; Onal, 2007).

NH 4 — + HCI

S0,Cl 0,5

Obr. 6 Vznik dansyl-derivatu (upraveno podle Komarek et al., 1989)

3.2 Kapilarni zonova elektroforéza

Kapilarni zonovou elektroforézu fadime mezi elektromigracni separacni metody. Princip
spociva v separaci molekul na zéklad¢ rozdilné elektroforetické rychlosti nabitych ¢astic
ve stejnosmerném elektrickém poli (Kasicka, 1997). Tato metoda vynika piedevsim velkou
ucinnosti separace, malou spotfebou Cinidel a vysokou rychlosti analyzy, coZ umoziuje
analyzovat velké mnozstvi vzorkl za kratkou dobu. Ptred vlastni analyzou je stejné jako
u chromatografickych metod nutnd derivatizace. NejCastéji se pouziva piedkolonova
derivatizace dansylchloridem (Papageorgiou et al., 2018a; Ordonez et al., 2016).
Pti kapilarni  zonové elektroforéze se biogenni aminy detekuji konduktometricky,
amperometricky nebo také elektrochemiluminiscenci. Dale se pouzivd laserova
fluorescen¢ni detekce, nepiimd UV detekce nebo se stanovuji pomoci hmotnostniho

spektrometru (Li et al., 2014; Chiu et al., 2006).

3.3 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie neni pro stanoveni biogennich aminti tak b&zné€ pouzivana jako

kapalinovd chromatografie a kapilarni elektroforéza. Pfed analyzou je nutné provést



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

derivatizaci, aby doslo k zvySeni tékavosti a ke snizeni polarity biogennich amind. Jako
derivatizacni ¢inidla se pouzivaji izobutylchlormravencan a o-heptafluorbutyryl. Plynova
chromatografie se nejcastéji pouziva ve spojeni s hmotnostni spektrometrem (Papageorgiou

et al., 2018b; Smit et al., 2008).
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4 CHARAKTERISTIKA A SLOZENI KRAVSKEHO MLEKA

MIéko je bily tekuty sekret samic savcu, jehoz ulohou je zabezpecit vyzivu novorozeného
mléadéte. V této diplomové praci bylo mléko pouzito jako médium pro kultivaci bakterie
Lacticaseibacillus casei. MIléko je pouzivano jako vychozi surovina pifi vyrobé
fermentovanych mléénych vyrobkd, jako jsou syry a kysané mlé¢né vyrobky, ve kterych se
mohou vyskytovat ve vy$§im mnozstvi biogenni aminy. V samotném mléce je vSak obsah

biogennich amini minimalni (Bunka et al., 2013; Linares et al., 2011).

Nekteré slozky mléka jsou syntetizovany v buiikach mlécné zlazy a dalsi pochazeji ptimo
z krve samice. Slozeni a vlastnosti kravského mléka ovlivituje fada faktort. Mezi né patii
napiiklad plemeno skotu, aktudlni zdravotni stav dojnice, faze laktace, zptisob chovu, vyziva
a frekvence dojeni. Kravské mléko obsahuje primérné (v % hmotnostnich) 86—88 % vody
a 12-14 % suSiny. Dale obsahuje dusikaté latky, tuk, laktoézu, vitaminy, mineralni latky
a enzymy (Buiika et al., 2013; Snirc et al., 2015). Jejich primérné zastoupeni v suiné je

uvedeno v Tab. 1.

Tab. 1 Primérné sloZeni suSiny kravského mléka (upraveno podle Burika et al., 2013)

Slozky mléka MnoZstvi [hmotnostni %]
Dusikaté latky 3,1-3,8
Tuk 3,555
Laktoza 4,5-5,0
Mineralni latky 0,7

4.1 Bilkoviny

vvvvvv

vlastnosti. Az 98 % pfijatych mléénych bilkovin se vyuZziva na vystavbu organismu
a zabezpeceni jeho fyziologickych funkci. Maji vysokou nutricni hodnotu, dobrou
stravitelnost a vysoky obsah esencialnich aminokyselin (Snirc et al., 2015). Cisté bilkoviny
tvofi 90-95 % z celkového obsahu dusikatych latek. Zbyvajici ¢ast pfipada ostatnim
dusikatym latkam, ke kterym fadime naptiklad amoniak, kreatin, lipoproteiny, kyselinu

mocovou, mocovinu a enzymy.

Mlécné bilkoviny délime na kaseinové a syrovatkové (séroveé) proteiny. Tyto bilkoviny maji

odlisné vlastnosti. Kaseinové bilkoviny se pii pH 4,6 a teplot¢ 30 °C srazi, zatimco
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syrovatkové bilkoviny nikoli. Zistavaji v roztoku a nésledné ptechazi do syrovatky.
U kravského mléka je pomér kaseinovych a syrovatkovych bilkovin ptiblizné 4:1 (Burika et
al., 2013; Guetouache et al., 2014).

4.1.1 Kaseinové bilkoviny

Kaseinové bilkoviny tvoii cca 80 % cistych bilkovin v mléce. Kaseiny jsou fosforylované,
tudiz se z chemického hlediska jedna o fosfoproteiny. Mléko obsahuje Ctyii typy kaseint:
asi-kasein, as2-kasein, B-kasein a k-kasein. Jednotlivé frakce kaseinu se agreguji a tvoii tak
komplexy, které nazyvame micelami (Singh et al., 2014; Snirc et al., 2015). Frakce
as1-kasein, as2-kasein a B-kasein se s vapenatymi ionty sraZi. k-kasein netvoii s vapenatymi
ionty sraZeninu, stabilizuje a chrani kaseinové micely pfed vysrdzenim v pfitomnosti
vapniku. k-kasein se od ostatnich frakci lisi svou strukturou, jedna se totiz o glykoprotein

(Burika et al., 2013; Gajduasek, 2003).

4.1.2 Syrovatkové bilkoviny

Syrovatkové bilkoviny jsou globularni, hydrofobni proteiny, které snadno podléhaji
denaturaci, tudiz jsou schopny na sebe vazat velké mnozstvi vody, a tim zlepsuji strukturu
a vlastnosti n¢kterych potravinovych vyrobku. Jak uz bylo zminéno pti pH 4,6 se nesrazeji
a zlstavaji tak v koloidnim roztoku. Obsahuji zvySenou hladinu sirnych aminokyselin
a neobsahuji fosfor (Snirc et al., 2015; Buika et al., 2013). Mezi syrovatkové bilkoviny
fadime B-laktoglobulin, o-laktalbumin, sérovy albumin, imunoglobuliny, laktoferin

a prote6zo-peptony (Guetouache et al., 2014; Bunka et al., 2013).

B-laktoglobulin a a-laktalbumin tvofi téméf 80 % syrovatkovych bilkovin. Samotny
B-laktoglobulin tvoii kolem 50 %. a-laktalbumin je dilezity pro syntézu laktdzy.
Imunoglobuliny jsou obsazeny hlavné v mlezivu a zajiStuji pfenos imunity z matky
na mladé (Damodaran et al., 2017). Obsah sérového albuminu se zvySuje pii1 zanétlivych

reakcich. Laktoferin ma bakteriostatické a antioxida¢ni t¢inky (Buiika et al., 2013).

4.1.3 SraZeni kaseinovych micel

Srazeni kaseinovych micel je proces, pii kterém dochdzi k destabilizaci micel, jejich srazeni
a nasledné agregaci za vzniku gelu. Toho se vyuziva napiiklad pfi vyrobé syrii a kysanych
mlécnych vyrobki. SraZeni mize byt vyvolano okyselenim mléka (kyselé srazeni) nebo

pusobenim enzymu (enzymatické neboli sladké sraZeni).
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Kyselé srazeni je zptusobeno snizenim pH mléka na hodnotu izoelektrického bodu kaseinu
(pH = 4,6). pH lze snizit pfidanim samotné kyseliny, nejcastéji kyseliny mlé¢né, nebo

pomoci ¢istych mlékatskych kultur, které metabolizuji laktézu na kyselinu mléénou.

K enzymatickému (sladkému) srazeni dochazi ptusobenim tzv. syfidla, které obsahuje
proteolytické enzymy. Mezi nej€astéji pouzivané enzymy patii chymozin. Proces sladkého
srazeni je rozdélen do dvou fazi. V primarni (enzymatické) fazi je po ptidavku chymozinu
degradovan k-kasein, ktery ma za ukol stabilizovat micely. Béhem sekundarni (koagulaéni)
faze dochdzi ke srazeni kaseinovych micel za Gcasti vapenatych iontl a jejich spojovani

do trojrozmérné struktury (gelu) (Burika et al., 2013; Troch et al., 2017).

4.2 Tuk

Mléko obsahuje asi 3—5 % tuku. Hlavni sloZkou mlééného tuku jsou triacylglyceroly, které
tvoii 96-98 % z celkového mnoZzstvi mlééného tuku. V mensi mife se pak vyskytuji
diacylglyceroly, monoacylglyceroly, volné mastné kyseliny, polarni lipidy, steroly,
ve stopovém mnozstvi také vitaminy rozpustné v tucich (A, D, E a K) a p-karoten
(Damodaran et al., 2017). Triacylglyceroly jsou tvofeny glycerolem, na kterém jsou pomoci
esterové vazby vazany mastné kyseliny. SloZeni mastnych kyselin je ovlivilovano
plemenem, slozenim krmiva, stadiem laktace a také rocnim obdobim (Eskin et al., 2013).
Nasycené mastné kyseliny tvofii asi 70 % mastnych kyselin, monoenové kyseliny 20-25 %

a polyenové 2—5 % (Burika et al., 2013; Damodaran et al., 2017).

Mlécny tuk se vyskytuje ve formé tukovych kulicek, které jsou obklopené dvouvrstvou
fosfolipidovou membranou, na niZ jsou zakotvené proteiny, cholesterol, cerebrozidy,
sfingomyelin a fosfatidylserin. Membrana stabilizuje triacylglyceroly a chrani je

pied lipolyzou (Buiika et al., 2013; Damodoran et al., 2017; Griffiths, 2010).

4.3 Laktoza

Lakt6éza je disacharid tvofeny z D-galaktézy a D-glukodzy, které jsou vazané pomoci
glykosidické vazby. Laktdza, nazyvana také jako mlécny cukr, je syntetizovdna piimo
v mlécné zlaze a dodava mléku sladkou chut. Mlécny cukr ma dualezitou roli ve vyziveé
novorozencl, pro které je zdrojem energie. Bakterie mlééného kvaSeni fermentuji laktozu
na kyselinu mlécnou. Tento proces fermentace se vyuziva pii vyrobé¢ kysanych mlécnych

vyrobkl a syra. Pii plisobeni vyssich teplot podléha laktoza Maillardovym reakcim, coz vede
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ke zméné barvy, chuti, viin€ a ztrat¢ vyzivovych hodnot (Griffiths, 2010; Buiika et al., 2013;
Snirc et al., 2015).

Kromé laktézy obsahuje mléko také stopové mnozstvi monosacharidi (asi 10 mg/l)

a oligosacharidii (100 mg/1) (Snirc et al., 2015).

4.4 Vitaminy

Mléko obsahuje v dostatecnych koncentracich vSechny vitaminy potifebné pro rast mlad’at,
a také je vybornym zdrojem vitamint ve vyziveé lidi. Obsah jednotlivych vitamini zavisi
na stadiu laktace, vyzive, ronim obdobi, genetice a zdravotnimu stavu dojnice. Vitaminy
pusobi v organismu piedev§im jako koenzymy, antioxidanty anebo jako prekurzory
hormont. Z chemického hlediska se jedna o organické molekuly, které délime na zaklade
rozpustnosti na rozpustné ve vodé a rozpustné v tucich (Snirc et al., 2015; Buiika et al.,

2013). Mnozstvi jednotlivych vitamin a jejich déleni na zaklad¢ rozpustnosti je uvedeno

v Tab. 2.

Tab. 2 Obvykly obsah vitaminti v mléce (upraveno podle McSweeney&Fox, 2009)

Néze\;ltamlny Oznaceni Obsah [mg/1] Rozpustnost
Tiamin B 0,20-0,80
Riboflavin B> 0,52-2,50
Niacin B3 0,47-2,00 Rozpustné
Pyridoxin Bs 0,11-1,90 ve vods
Kobalamin B2 0,003-0,038
Kyselina pantotenova Bs 0,60—4,90
Kyselina askorbové C 5,0-27,5
Retinol A 0,1-1,0 Rozpustné
Cholekarciferol D 0,0001-0,0012 ,
Tokoferoly E 0,20-1,84 v tucich

Mezi nejvice zastoupené vitaminy v mléce patii vitamin A, C, E a vitaminy skupiny B.
Vitamin A hraje dulezitou roli ve spravném fungovani imunitniho systému. Je dileZzity
pro rist kosti, rozmnozZovani a dobry zrak. Vitaminy C a E plsobi v organismu jako
antioxidanty. Z vitamint skupiny B jsou nejvice zastoupeny vitaminy B> a Bs. Vitamin B>
je kofaktor enzymu ucastnici se metabolismu glukozy, aminokyselin a mastnych kyselin.
Vitamin Bs je soucasti koenzymu A, ktery ma dulezitou tlohu v metabolismu mastnych

kyselin, uvoliiovani energie z tukii, cukrii a proteini (Snirc et al., 2015; Haug et al., 2007).
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4.5 Mineralni latky

Mineralni latky se mohou v mléce vyskytovat v roztoku, ve form¢ koloidi nebo mohou byt
vazany na ostatni slozky mléka. Obsah mineralnich latek se obvykle pohybuje kolem 0,7 %.
Mineralni latky se do mléka dostdvaji z krve. V organismu se podili na udrzovani
osmotickych a acidobazickych rovnovah (Gajdiisek, 2003; Bunka et al., 2013). Hraji také
dalezitou roli ve struktufe a stabilité kaseinovych micel (Gaucheron, 2005). Mlé¢ko obsahuje
predevsim vapnik, fosfor, sodik, draslik, chlor a hoi¢ik (Bunka et al., 2013). Obsah

mineralnich latek v mléce je uveden v Tab. 3.

Tab. 3 Zastoupeni mineralnich latek v mléce (upraveno podle Fox & McSweeney, 1998)

Prvek Obsah v mléce [mg/l]
Sodik 350-900

Draslik 1100-1700
Chlor 900-1100

Vépnik 1100-1300

Hot¢ik 90-140

Fosfor 900-1000

4.6 Enzymy

Enzymy slouZzi jako biokatalyzatory. SniZuji aktivacni energii a tim urychluji pribéh reakei.
V mléce se vyskytuje velké mnoZzstvi enzymi. Kromé nativnich enzymii (endogennich)
muzeme v mléce najit také exogenni enzymy, které se do mléka dostavaji z kontaminujici
mikroflory nebo jsou pfidany béhem zpracovani mléka technologickymi postupy. Nékteré
enzymy mohou byt vdzané na povrchu tukovych kulicek, jiné zase na kaseinové micely.
Pii vyssich teplotach dochazi k denaturaci a inaktivaci enzymil (Snirc et al., 2015; Gajdasek,

2003).

V mléce se nachazi asi 60 ptirozenych enzymt, které mohou pochazet z krve dojnic,
somatickych bun€k nebo mlécné Zlazy. Prvnim objevenym a izolovanym enzymem byla
laktoperoxidaza (EC 1.11.1.7). Slouzi jako obranny systém mlécné zlazy. Katalyzuje totiz
rozklad peroxidu vodiku za uvolnéni vodiku, ktery je ndsledné predan vhodnému akceptoru.
Laktoperoxidaza je velmi odolna vii¢i piisobeni vysokych teplot. Na zaklad¢ jeji piitomnosti
se stanovuje spravné provedeni vysoké pasterace (Damodaran et al., 2017; Bunka et al.,
2013). V mléce se dale vyskytuje alkalicka fosfataza (EC 3.1.3.1), kterd se vyuziva také

jako indikator u€innosti pasterace. DalS§im enzymem v mléce je plasmin (EC 3.4.21.7). Ten
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degraduje bilkoviny a peptidy St€épenim peptidové vazby na lyzinovych a argininovych
zbytcich. Mezi nejznamé&jsi enzymy v mléce fadime také lipazy (EC 3.1.1.-), které
hydrolyzuji triacylglyceroly na mastné kyseliny a glycerol. Zptsobuji tak hydrolytické
zluknuti mléka (Griffiths, 2010; Bunka et al., 2013).
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

V teoretické Casti byla popsana charakteristika biogennich amind, jejich tvorba a toxicita.
Déle byly uvedeny moznosti redukce biogennich aminil a zpiisoby jejich stanoveni. Byly
také zminény bakterie, které jsou schopny degradovat biogenni aminy v potravinach.
Struéné bylo popséano slozeni a charakteristika mléka, které bylo v této diplomové praci

pouzito jako kultiva¢ni médium.

Cilem praktické ¢asti byla kultivace bakterialniho kmene Lacticaseibacillus casei (diive
Lactobacillus casei) CCDM 198. Dale byl sledovan vliv technologickych parametrii (pH,
teplota) na degrada¢ni schopnost tohoto kmene v redlné¢ potraviné (mléce). Redukce

biogennich amintl byla stanovovana pomoci metody HPLC.
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6 MATERIAL A METODIKA

6.1 Pouzité mikroorganismy

V diplomové praci byla sledovana degradacni aktivita kmene Lacticaseibacillus casei (diive
Lactobacillus casei) CCDM 198, ktery byl ziskdn ze Sbirky mlékarenskych mikroorganismii
Laktoflora (CCDM).

6.2 Sledované faktory

Byl sledovan vliv rtiznych faktord na schopnost redukce biogennich amini kmenem
Lactocaseibacillus casei. Prvnim faktorem byla teplota: 11 °C, 23 °C a 30 °C. Dal$im
faktorem bylo pH: 7+ 0,2; 6,2+ 0,2 25,4+ 0,2.

6.3 Pouzité roztoky

Pii ptipravé roztokii se pracovalo za sterilnich podminek v laminarnim boxu s pfedem
vysterilizovanymi pomutckami.

6.3.1 Koncentrovany roztok biogennich amini 4 g/l

Koncentrovany roztok biogennich aminti byl pfipraven navdzenim 0,4 g jednotlivych

biogennich amintl a jejich rozpuSténim v 100 ml destilované vody.
Pouzité biogenni aminy (vSe Sigma-Aldrich, USA):

e Tyramin

e Putrescin (1,4-diaminobutan)

e Kadaverin (dihydrochlorid)

e Histamin (dihydrochlorid)

e Fenylethylamin (hydrochlorid)

6.3.2 Priprava roztoku mléka s biogennimi aminy o koncentraci 0,2 g/l

K 475 ml mléka (odstiedéné 0,5 % Progolaktos) bylo pfidano 25 ml koncentrovaného
roztoku biogennich amind. Takto byly pfipraveny tfi roztoky, u kterych bylo pomoci HCI
(PENTA, CR) upraveno pH na jednotlivé hodnoty, tj. 7 £ 0,2; 6,2 + 0,2 a 5,4 + 0,2. Poté
byly roztoky rozdéleny po 7 ml do sklenénych zkumavek.
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6.4 Priprava a odbér vzorki

Testovany kmen byl asepticky pfeveden pomoci sterilni klicky z tuhé ptidy do zkumavek
s MRS bujonem (Merck, Némecko) a anaerobné kultivovan pies noc pii teplot¢ 37 °C.
Po kultivaci byla pfipravena zfedéna kultura tak, aby hodnota zakalu odpovidala stupni 0,5
dle McFarlanda. Z takto ptipravené kultury bylo sterilné pipetovano 50 pl do vSech

zkumavek obsahujicich roztok mléka s biogennimi aminy.

Jednotlivé zkumavky byly kultivovany pfti teploté 11, 23 a 30 °C. Odbéry vzorkl byly
provadény v riizné ¢asy podle teploty (viz. Tab. 5). V kazdém Case byly provedeny odbéry
ve 3 paralelnich zkumavkach. Kontrolni vzorky, které obsahovaly pouze mléko s roztokem
biogennich amind bez pfidané kultury, byly ve 2 paralelnich zkumavkach pro kazdou

teplotu.

Vzorky byly prepipetovany do eppendorfovych zkumavek a centrifugovany
(4600 otacek/min, 7 minut). Po centrifugaci bylo odebrano 650 pl supernatantu
do dvou eppendorfovych zkumavek a ptidano 650 ul kyseliny chloristé (Merck, Némecko)

o koncentraci 1,2 mol/l. Nasledné byly vzorky zamrazeny a pfipraveny na derivatizaci.

Tab. 4 Jednotlivé odbérové Casy pii danych teplotach

Teplota Odbérové casy

11°C Ohod | 2dny | 4dny | 6dntt | 8dnl | 10dnd | 12 dnd | 14 dnd -

23 °C Ohod | 12hod | 24 hod | 30 hod | 36 hod | 48 hod | 72 hod | 96 hod -

30 °C 0 hod 8hod | 12hod | 24 hod | 28 hod | 32 hod | 36 hod | 48 hod | 72 hod

6.5 Derivatizace

Vnitini standard o objemu 100 pl (1,7-heptandiamin (Sigma-Aldrich, USA) o koncentraci
500 mg/1) byl napipetovan do derivatiza¢ni nddobky. K vnitinimu standardu byl pfidan 1 ml
vzorku a 1,5 ml karbonatového pufru (pH 11,1 — 11,2). Do derivatizaéni nadobky byly
odpipetovany 2 ml dansylchloridu (Sigma-Aldrich, USA), jehoz koncentrace Cinila 5 g/l
v acetonu. Derivatizacni nadobky byly zadé&lany vickem a nasledné byly tfepany v temnu
po dobu 20 hodin. Po uplynuti této doby bylo ke vzorku napipetovano 200 pl prolinu

(Merck, Némecko) o koncentraci 0,1 g/ml v destilované vod&. Po pfidani prolinu byly
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nadobky se vzorkem op¢t tiepany. Po hodin¢ tfepani byly pfidany do derivatiza¢ni nadobky
3 ml heptanu (Sigma-Aldrich, USA). Po dikladném uzavieni nadobek byly vzorky opét
ttepany tentokrat ruéné po dobu 5 minut. Po ustdleni doslo k oddéleni jednotlivych vrstev.
Z vrchni heptanové vrstvy byl odpipetovan do vialky 1 ml, ktery byl nasledné odpaien
pod proudem dusiku pii teploté¢ 65 °C. K suchému odparku ve vialce byl pfidan 1,5 ml
acetonitrilu (Sigma-Aldrich, USA). Takto pfipravené vzorky byly zamrazeny pii -18 °C
do doby analyzy.

6.6 Chromatografické stanoveni biogennich aminu

Pted samotnou analyzou byly vzorky pfefiltrovany ptes stiikackovy filtr s porozitou
0,22 pm. Nasledn¢ byly vzorky nadavkovany do chromatografického pfistroje. Pro separaci
biogennich aminl byla vyuzita gradientova eluce (10% acetonitril ve vodé/acetonitril)
na koloné Agilent Zorbax RRHD Eclipse Plus C18 s parametry 50 x 3,0 mm, s velikosti
castic 1,8 um (Agilent, Paolo Alto, USA). Pfi analyze byl pouzit pritok kolonou
0,450 ml/min a teplota 30 °C. Pro stanoveni byl pouzit detektor diodového pole (DAD)
(vlnova délka 254 nm). Chromatogramy byly vyhodnoceny pomoci softwaru Agilent
OpenLab Data Analysis.
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7 VYSLEDKY A VYHODNOCENI

Béhem kultivace kmene Lacticaseibacillus casei CCDM 198 byla sledovana jeho schopnost
redukovat mnozstvi biogennich aminti v mléce za raznych rustovych podminek. Byly
pozorovany ubytky biogennich aminii fenylethylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu
a tyraminu. Kultivace byla provadéna pii razné teploté (30 °C, 23 °C, 11 °C) a rizném pH
(7,0; 6,2; 5,4). Jednotlivé odbérové Casy se liSily na zdkladé teploty (uvedeno v Tab. 5
v kapitole 6.5).

7.1 Degradace biogennich amini pri teploté 30 °C
Degradace fenylethylaminu p¥i teploté 30 °C a rizném pH

Schopnost degradace fenylethylaminu testovanym kmenem je zobrazena na Obr. 7. NejvyS$si
ubytek fenylethylaminu byl pii pH 7, kdy jiZ po 28 hodinach doslo k poklesu o 22 %
a po 72 hodinach dokonce o 29 %. Z obrazku lze pozorovat, ze béhem kultivace pti pH 6,2
nedochézelo k vyznamnym rozdiliim koncentrace béhem kultivace. K vyraznéjsimu ubytku
doslo v 32. hodin€ na 89 % z piivodni koncentrace, poté koncentrace fenylethylaminu opét
vzrostlana 103 %. V médiu o pH 5,4 byl zaznamenan pokles po 8 hodinach o 8 %. Nasledné
dochazelo k pomalému nartstu az na puvodni koncentraci. Po 72 hodinadch obsah

fenylethylaminu opét klesl na 92 %.
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Obr. 7 Degradace fenylethylaminu pii 30 °C a riizném pH
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Degradace putrescinu pri teploté 30 °C a rizném pH

Pti degradaci putrescinu pii 30 °C (Obr. 8) byl zaznamendm podobny postupny ubytek
koncentrace u vSech studovanych hodnot pH, kdy nejvyssi degradace byla pii pH 5,4.
Po 72 hodinach byla hladina putrescinu pii pH 7 na 73 %, pti pH 6,2 na 77 % a pti pH 5.4
na 67 % z puvodniho mnozstvi. Pfi pH 7 byl obsah putrescinu po 8 hodinach nizsi o 11 %.
Poté¢ doSlo k mirnému vykyvu ve 12. hodin¢, kdy doSlo k narlstu z 89 % na 93 %.
Ve 24. hodin¢ byl pozorovan opét pokles na 83 %. Toto mnozstvi bylo konstantni az

do 36. hodiny. Nasledoval ubytek koncentrace putrescinu az na 73 %.
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Obr. 8 Degradace putrescinu pti 30 °C a rizném pH

Degradace kadaverinu pri teploté 30 °C a rizném pH

Degradace kadaverinu pfi teploté 30 °C a danych hodnotach pH je zndzornéna na Obr. 9.
Nejvyraznéjsi degradace kadaverinu byla pozorovana pii pH 7. JiZ po 8 hodinach se
koncentrace snizila o 19 % a po 28 hodinach dokonce o 29 %. Nejvyssi ubytek byl zjistén
v 48. hodiné, obsah kadaverinu €inil 64 % z pivodniho mnozstvi. V mléce o pH 6,2 byl
kadaverinu bylo zaznamendno po 32 hodindch, kdy byl obsah na 80 % z plvodni

koncentrace. Behem kultivace pti pH 5,2 1ze pozorovat nejprve zvyseni obsahu o 5 %, poté
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dochazelo k postupné degradaci, az na mensi vykyv v 32. hodiné. Na konci kultivace

(po 72 hodinach) byl kadaverin redukovéan na 76 %.
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Obr. 9 Degradace kadaverinu pfi 30 °C a rizném pH
Degradace histaminu pri teploté 30 °C a riizném pH
Na Obr. 10 je zobrazena degradace histaminu pii 30 °C v mléce o rtizném pH. Nejnizsi

hodnoty byly naméfeny pii pH 7. K vyrazné&jsimu poklesu doslo ve 24. hodiné o 14 %.
Mnozstvi histaminu pak bylo az do 32. hodiny témét konstantni. Poté koncentrace mirné
vzrostla. Po 72 hodinach byl obsah histaminu na 77 % vii¢i ptivodni koncentraci. U pH 6,2
byl zaznamenan nejvétsi pokles v 32.-36. hodiné, kdy byl histamin redukovan ptiblizné
o 14 %. Béhem kultivace pti pH 5,4 probihala degradace nerovnomérné. Ve 28. hodin¢ byla
koncentrace snizena o 12 %. Nasledné dochazelo k nartistu téméf az na ptivodni mnozstvi.
Od 36. hodiny byl histamin opét degradovan a na konci kultivace (po 72 hodinach) jeho
obsah ¢inil 84 %.
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Obr. 10 Degradace histaminu pii 30 °C a rizném pH

Degradace tyraminu p¥i teploté 30 °C a rizném pH

Jako u predchozich piipadl s vyjimkou putrescinu, probihala degradace tyraminu (Obr. 11)
nejlépe pii pH 7. Po 28 hodinach byla zaznamenéna redukce tyraminu o 15 %. Z grafu lze
pozorovat, Ze béhem 32.-36. hodiny doslo k mirnému zvySeni mnozstvi tyraminu na 90 %.
Po 48 hodinéach kultivace koncentrace klesla o 2 % a po 72 hodinach dokonce o dalSich
11 %. U degradace tyraminu pi1 pH 6,2 doslo k nejvyraznéjSimu sniZeni jeho mnoZzstvi
po 32 hodinach. Tyramin byl v tomto Case redukovan o 11 %. Poté opét nasledovalo
zvySovani jeho koncentrace aZz na 103 %. V mléce o pH 5,4 nedochédzelo k vyraznym

zmeénam.
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Obr. 11 Degradace tyraminu pfi 30 °C a rizném pH

7.2 Degradace biogennich amini pf¥i teploté 23 °C
Degradace fenylethylaminu pri teploté 23 °C a rizném pH

Obr. 12 znazoriuje degradaci fenylethylaminu testovanym kmenem pii 23 °C a danych
hodnotach pH. Nejvyssi schopnost redukce byla pozorovéna u kultivace pii pH 7. Béhem
36 hodin doslo k poklesu az na 75 % z ptivodni koncentrace. Posléze byl zaznamenéan nartst
0 7 %. Na konci kultivace (po 96 hodinach) mnozstvi kleslo na 78 %. PftipH 6,2 nedochéazelo

cvwr

kultivace pii pH 5,4 byla koncentrace snizena na 80 %. Poté se mnozstvi fenylethylaminu

zvysilo az na 97 %.
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Obr. 12 Degradace fenylethylaminu pfi teploté 23 °C a riizném pH

Degradace putrescinu pri teploté 23 °C a riizném pH

Z Obr. 13 je zfejmé, ze schopnost testovaného kmene redukovat mnozstvi putrescinu
pti 23 °C byla nejvyraznéjsi pti pH 5.4, kdy jeho koncentrace ¢inila v 96. hodiné 56 %.
V mléce o pH 6,2 doslo nejprve ke zvySeni mnozstvi o 4 %, nasledné dochézelo k postupné
degradaci. Po 36 hodinach hladina putrescinu ¢inila 86 %, nasledoval nartist o 8 % a poté
byl pozorovan béhem 24 hodin pokles na hodnotu 60 %. U mléka s neutrdlnim pH nebyly
zjiStény tak vyrazné ubytky jako u pH 5,4 a 6,2. Po 30 hodinach kultivace bylo zaznamenano
snizeni mnoZzstvi na 79 %, kdy tato koncentrace aminu byla téméf konstantni az

do 72. hodiny (76 %).
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Obr. 13 Degradace putrescinu pii teploté 23 °C a rizném pH

Degradace kadaverinu pri teploté 23 °C a riizném pH

Degradace kadaverinu pii 23 °C a danych hodnotach pH je zndzornéna na Obr. 14.
Z uvedeného grafu lze pozorovat, ze nejrychlejsi degradace probéhla v mléce o neutralnim
pH. Tento pokles nastal béhem 24 hodin. Obsah kadaverinu ve 24. hodiné ¢inil 71 %
z ptivodniho mnozstvi. AZ do konce kultivace nedochéazelo pti tomto pH k vyraznéjSim

zméndm. Narozdil od toho byl v mléce o pH 6,2 ve 24. hodiné¢ zaznamenan narlst

6,2 byla namétena po 72. hodinach kultivace. MnoZstvi kadaverinu bylo v tomto odbérovém
Case sniZzeno na 72 %. Do 24. hodiny pii nejniz§im pH nebyla zjiSténa skoro zadna zména
v koncentraci. Az po 30 hodinach kultivace mnozstvi kleslo o 12 %. Béhem dalSich 6 hodin
doslo ke zvySeni obsahu o 7 %. Od 36. hodiny byl pozorovan pokles koncentrace az

na hodnotu 63 %.
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Obr. 14 Degradace kadaverinu pii teploté 23 °C a rizném pH

Degradace histaminu p¥i teploté 23 °C a riizném pH

Podobné jako u degradace putrescinu a kadaverinu pii teploté¢ 23 °C byl pozorovan
nejvyrazngj$i ubytek histaminu pii nejniz§im pH (Obr. 15). Na konci kultivace
(po 96 hodinach) jeho koncentrace ¢inila 61 %. U pH 6,2 od zacatku kultivace az
do 30. hodiny nebyla zjiSténa zadna vyznamna redukce. Vyraznéjs$i degradace nastala az
od 48. hodiny, v 72. hodiné byl obsah sniZen na 63 %. Béhem poslednich 24 hodin kultivace
byl zaznamenidn podobné jako ostatnich biogennich amintli, které¢ byly kultivovany
pfi teploté 23 °C, nartist koncentrace. Nejméné vyznamna degradace byla zji§téna pii pH 7,

beéhem které doslo k poklesu o 16 %, a to az v poslednich dvou odbérovych ¢asech.
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Obr. 15 Degradace histaminu pfi teploté 23 °C a rizném pH

Degradace tyraminu p¥i teploté 23 °C a rizném pH

Pti degradaci tyraminu (Obr. 16) nebyla pozorovana vyznamna zména v koncentraci jako
mnozstvi tyraminu bylo v tomto ¢ase 85 % vici pivodnimu mnozstvi. Poté dochazelo
k nartistu aZ na pocatecni koncentraci. Pii pH 6,2 byla hladina tyraminu béhem prvnich
24 hodin kultivace konstantni. Po 36 hodinach doslo k poklesu pouze o 9 %. Nasledn¢ az
do konce kultivace dochéazelo k nartistu az na ptivodni mnozstvi, podobné jako u pH 5.4.
V mléce o pH 7 byla namétena nejvetsi zména koncentrace v 30. hoding. Hladina tyraminu

klesla o 13 %.
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Obr. 16 Degradace tyraminu pii teploté 23 °C a rizném pH

7.3 Degradace biogennich amini pri teploté 11 °C
Degradace fenylethylaminu pri teploté 11 °C a rizném pH

Schopnost testovaného kmene redukovat mnozstvi fenylethylaminu pti 11 °C a riizném pH
je znazornéna na Obr. 17. Vyraznéjsi degradace byla zjiSténa pfi neutralnim pH, kdy
po 8 dnech byla koncentrace snizena o 20 %. Po dalSich 2 dnech doSlo k mirnému nértstu
fenylethylaminu byla rovna 79 % z plivodniho mnoZzstvi. Béhem kultivace pii pH 6,2
nedochézelo k vyraznéjSim zméndm. V mléce s nejnizSim pH byl zaznamenan ubytek
0 18 % jiZ po 6 dnech kultivace. Béhem dalSich ¢ty dni dosSlo ke skokovému néristu

dokonce az na 105 %. Na konci kultivace (po 14 dnech) bylo dosazeno opét hranice 100 %.
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Obr. 17 Degradace fenylethylaminu pfi teploté 11 °C a rizném pH

Béhem redukce putrescinu (Obr. 18) doslo poprvé k poklesu o vice nez 40 % a to u kultivace

pfi pH 5,4. Po 4 dnech byla koncentrace snizena o 23 % a po 6 dnech dokonce o 30 %

z ptivodni hodnoty. Poté byl pozorovan mirny nértist o 5 %. Mezi 8. a 10. dnem kultivace

doslo k poklesu na 56 % z piivodniho obsahu. Za dalsi 2 dny bylo dosaZeno nejniz$iho

mnozstvi, které¢ ¢inilo 54 %. Pti pH 6,2 byl zaznamenan po 4 dnech nejdiive ubytek o 10 %.

Posléze nasledovalo zvySovani koncentrace az na piivodni mnoZzstvi. Tento obsah byl mezi

8. a 10. dnem konstantni. Nasledné dochazelo az do konce kultivace k redukci aZ na hladinu

62 %. Kultivace pfi neutralnim pH nevykazovala takové ubytky jako u piedeslych dvou pH.

Redukce méla klesajici charakter az do 8 dne, kdy hodnota klesla az na 77 %. Béhem dalSich

4 dnti se koncentrace zvysila o 6 % a nasledné byl zaznamenan tbytek na hladinu 75 %.
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Obr. 18 Degradace putrescinu pii teploté 11 °C a riizném pH

Degradace kadaverinu pri teploté 11 °C a riizném pH

Redukce kadaverinu (Obr. 19) za dané teploty probihala nejlépe v mléce o pH 7 a pH 5.,4.
Béhem kultivace pfi pH 7 bylo zjisténo nejniz$i mnozstvi po 8 hodinach, v tento ¢as byla
koncentrace kadaverinu 68 %. Po 10 hodinach byl pozorovan mirny nértst o 9 %. Nasledné
dochézelo opét k redukci kadaverinu, jehoz obsah na konci kultivace (po 14 dnech) byl
73 %. Pti pH 5,4 doslo k poklesu jiz béhem 4 dnti, kdy hladina kadaverinu klesla na 76 %.
Po dalSich 2 dnech byl zjistén narist o 7 %. Poté méla degradace opét klesajici charakter.
Po 10 dnech byla namé&fena koncentrace 73 % a po 14 dnech dokonce 66 %. Redukce byla
zjiSténa 1 pii pH 6,2, ovSem b&éhem prvnich 8 dnli v mensi mife ve srovnani s ostatnimi
hodnotami pH. Po 10 dnech inkubace byl zjiStén ubytek o 12 %, po 12 dnech byla
koncentrace 78 % a po 14 dnech byla pokotena hranice 76 %.
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Obr. 19 Degradace kadaverinu pfi teploté 11 °C a rizném pH

Degradace histaminu p¥i teploté 11 °C a riizném pH

Podobn¢ jako u putrescinu byla degradace histaminu (Obr. 20) nejvyraznéjsi pii pH 5,4. Jiz
po 4 dnech doslo ke snizeni koncentrace na 80 %. Béhem dal$ich 4 dnt byla hladina
histaminu témé&f konstantni. Dalsi ibytek nastal mezi 8. a 10. dnem, kdy obsah histaminu
kdy byla hodnota na 88 % z ptivodni hodnoty. Béhem kultivace s neutralnim pH nebyla
pozorovana po dobu 4 dnii zddnd zména. AZ mezi 4. a 6. dnem doslo k ubytku o 16 %.
Po 2 dnech byl ale zjistén mirny narist o 5 %. Nasledné dochazelo opét ke snizovani

mnozstvi az na kone¢nou koncentraci 80 %.
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Obr. 20 Degradace histaminu pii teploté 11 °C a rizném pH

Degradace tyraminu p¥i teploté 11 °C a rizném pH

U degradace tyraminu pii 11 °C (Obr. 21) nedochdzelo k tak vyraznym zménam jako
u predeslych biogennich aminti. Nejvétsi redukce byla pozorovana pii pH 7, kdy po 8 dnech
byl obsah na 86 % vici pivodnimu mnozstvi a po 12 dnech na 85 %. Pti pH 6,2 byl

pozorovan vyraznéjS$i ubytek aZ po 12 dnech kultivace. Hladina tyraminu v tomto

vyznamné rozdily tyraminu v jednotlivych Casech. Pouze po 6 dnech inkubace doSlo
k poklesu o 7 %. V dalSich odbérovych casech byla koncentrace jiz jen nad zminénou

hodnotou.
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Obr. 21 Degradace tyraminu pii teploté 11 °C a rizném pH
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8 DISKUZE

Biogenni aminy jsou nezadouci latky, vyskytujici se predev§im ve fermentovanych
potravinach (syrech, pivu, vinu, masnych a rybich vyrobcich). Pfi nahromadéni biogennich
amind v organismu miize dojit k fad¢ nezadoucich zdravotnich problémd, a proto je dilezité
kontrolovat jejich obsah a zabranit jejich akumulaci v potravinach. Jako dobré feseni se zda

oy e

al., 2014).

Tento predpoklad byl ovéfovan v mé diplomové préaci, ve které byl zkouman kmen
Lacticaseibacillus casei CCDM 198. Bylo testovano, zda je tento kmen schopen degradovat
biogenni aminy v mléce. Mléko bylo pouzito jako kultivacni médium, nebot” je zakladni
surovinou pro vyrobu fermentovanych mléénych produktl, které mohou obsahovat velké
mnozstvi biogennich aminli. Mléko je vhodné médium pro ndmi testovany kmen, nebot’
obsahuje dostatek zivin, které jsou pottebné k jeho ristu. Také byl sledovan vliv pH mléka
(7,0; 6,2; 5,4) a kultivacni teploty (30 °C, 23 °C, 11 °C) na redukci biogennich amint.
Zvolené¢ pH mléka mé simulovat zmény pH, ke kterym dochédzi béhem fermentac¢nich

procest.

Pti kultivaci o teploté 30 °C byla zjisténa nejlepsi degradace u vétSiny testovanych
biogennich aminl pii pH 7. Nejvétsi tibytek byl dosazen u kadaverinu, kdy doslo béhem
48 hodin k poklesu o 36 %. Fenylethylamin byl degradovan o 29 % aZ na konci kultivace
(po 72 hodinach). U histaminu a tyraminu bylo naméfeno nejniz§i mnoZstvi také az na konci
kultivace. Obsah histaminu i tyraminu byl snizen o 23 %. Vyjimkou byl putrescin, ktery byl
nejvice redukovan pii pH 5,4. Putrescin byl pii tomto pH redukovan o 33 % a pii pH 7
027 %.

Nejvyraznéjsi ubytky pfi kultivacni teplot€¢ 23 °C byly pozorovany u putrescinu,
histaminu a kadaverinu pfi pH 5,4. Nejvétsi degradace byla zaznamendna aZ na konci
kultivace (po 96 hodinach), kdy koncentrace klesla u putrescinu o 44 %, u histaminu o 39 %
a u kadaverinu o 37 %. Schopnost degradace testovaného kmene pii této teploté¢ byla
u fenylethylaminu vyraznéjsi pti pH 7. Po 36 hodinéch kultivace byl obsah sniZen o 24 %.
Pii pH 5,4 byl zjistén tbytek o 20 %. Tyramin byl degradovan v mensi mife neZ ostatni

biogenni aminy pfi této teploté, pii kultivaci doslo k poklesu o 15 %.
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Béhem kultivace pfi teploté 11 °C byl podobné jako pfi teploté 23 °C nejlépe redukovan
putrescin, histamin a kadaverin pfi pH 5,4. Nejvyraznéjs$i redukce byla prokazana
u putrescinu, jeho koncentrace byla snizena dokonce o 46 % béhem 12 dnti. K takovému
ubytku nedoslo u zddného jiného biogenniho aminu ani pfi jinych ristovych podminkéch.
Pokles histaminu pti tomto pH ¢inil po 10 dnech 38 % a kadaverinu po 14 dnech 32 %. Toto
mnozstvi kadaverinu bylo zjisténo 1 pfi pH 7. Fenylethylamin a tyramin byl nejlépe
degradovan podobné jako pfi teplotd 23 °C pii pH 7. Ubytek fenylethylaminu byl 21 %

a tyraminu pouze 15 %.

V porovnani s diplomovou praci Benese (2020), ktery kultivoval kmen Lacticaseibacillus
casei CCDM 198 v MRS bujonu, byla degradace v mléce nizsi. V jeho praci byla
koncentrace putrescinu snizena o 66 %, kadaverinu o 60 % a histaminu o 51 %. To potvrzuje
studie Pistékova et al. (2020), ve které¢ bylo zjiSténo, Ze obsah histaminu, tyraminu,
kadaverinu a putrescinu byl po 48 hodinach kultivace o 3—6 % vys§i v mléce nezZ v MRS
bujonu. Podobné zjisténi publikoval ve své studii Garcia-Ruiz et al. (2011), ktera se zabyvala
kultivaci kmene Lacticaseibacillus casei a sledovanim jeho degradacni schopnosti v médiu
a ve ving. Lacticaseibacillus casei IFI-CA 52 degradoval v médiu histamin o 54 %, tyramin
0 55 % a putrescin o 65 %. Ve viné¢ byly pozorovany mensi ubytky v koncentraci,

u histaminu doslo k poklesu o 16 %, u tyraminu o 15 % a u putrescinu o 8 %.

Existuje dalsi fada studii, ve kterych byly zkoumany bakterie, které odbouréavaji biogenni
aminy v potravinach. Ve studii Herrero-Fresno et al. (2012) bylo izolovano 17 kment
Lacticaseibacillus casei, u vSech byla potvrzena schopnost degradovat histamin a tyramin
v bujonu. U dvou kmeni L. casei, které vykazovaly nejvyraznéjsi redukei, byl ddle hodnocen
jejich potencial snizovat obsah biogennich aminti béhem vyroby modelovych syri. Byla
prokazana degradace aZ o 40 %. Cilem studie Adamek et al. (2021) bylo sniZit mnozstvi
biogennich amind v syru holandského typu. Pfi vyrobé syru ptidal do startérové kultury
biogennich amind byly stanoveny u syru, do kterého byl pfidan kmen L. casei CCDM 198.
Po 28 dnech zrani doslo k degradaci o 32 %, po 56 dnech o 37 % a po 84 dnech o 32 %.
Nejvyraznéji byl redukovén fenylethylamin a tyramin. Fadda et al. (2001) zjistil, Ze bakterie
kmene Lactobacillus izolované z klobas degraduji tyramin. NejvéEtsi aktivita tyraminoxidazy
byla prokazana u Lacticaseibacillus casei CRL705 (98% degradace) a CRL678 (93 %),
a také u Lactiplantibacillus plantarum CRL681 (69 %) a CRL682 (60 %). Ve studii Capozzi



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

et al. (2012) bylo testovano 26 kment Lactiplantibacillus plantarum, které byly izolovany
z Cerveného vina, na schopnost redukovat obsah putrescinu a tyraminu v médiu.
Nejvyraznéjsi degradace byla zaznamenana u kmene L. plantarum NDT 09 (ubytek
tyraminu o 22,12 %) a u kmene L. plantarum NDT 16 (Ubytek putrescinu o 31,09 %).
Callejon et al. (2014) se také zabyval degradaci biogennich aminii bakteriemi mlé¢ného
kvaseni, které byly izolovany z vin. U kmene Lactiplantibacillus plantarum byla zjisténa
redukce v rozmezi 13—30 % u histaminu, 18-30 % u tyraminu a 2641 % u putrescinu béhem
jednoho tydne. Kmenu Lactiplantibacillus plantarum se také vénoval Niu et al. (2019), kdy
ve sv¢ studii izoloval bakterie z ¢inského ryzového vina. L. plantarum CAU 3823 vykazoval
nejvetsi potencidl pro degradaci biogennich amin v MRS bujonu. Dokézal sniZit
koncentraci tryptaminu o 56 %, fenylethylaminu o 41 %, putrescinu o 42 %, kadaverinu
043 %, tyraminu o 40 % a histaminu o 45 %. Ve studii Lee et al. (2016) byl pouzit kmen
Lactiplantibacillus plantarum D-103 jako startérova kultura do vzorkl miso (fementovana
pasta ze sdjovych bobil). Behem fermentace doslo k celkové degradaci biogennich aminil
0 27 %. Samotny histamin byl redukovan dokonce o 58 %. Rabie et al. (2011) zkoumal, jak
se zméni obsah biogennich amintl v kysaném zeli, do kterého byly pfidany bakterie kmene
Lactiplantibacillus plantarum 2142, Lacticaseibacillus casei 2763 a Latilactobacillus
curvatus 2771. Po 45 dnech skladovani byl zjiStén obsah putrescinu 10krat nizsi oproti
kontrole. MnoZstvi histaminu a tyraminu bylo oproti kontrole minimalni. Dapkevicius et al.
(2000) zaznamenal schopnost degradace histaminu (50-54 %) vrybi silazi kmenem

Latilactobacillus sakei.

Ze ziskanych vysledkl vyplyva, Ze mléko bylo vhodnym kultivacnim médiem pro kmen
Lacticaseibacillus casei CCDM 198. Doslo k redukci mnozstvi vSech biogennich amin.
Nejvyraznéjsi degradace byla pozorovana u putrescinu, kadaverinu a histaminu. Bylo tedy
dokézano, Ze nami testovany kmen miiZe byt potencionalné vyuZit pro zvysSeni bezpecnosti

mlécnych produkt.
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ZAVER
Diplomovéa prace se zabyvala kultivaci kmene Lacticaseibacillus casei CCDM 198
a oveéienim, zda je tento kmen schopen redukovat mnozstvi biogennich aminti (konkrétné

fenylethylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu a tyraminu) v mléce. Byl sledovén také

vliv riznych ristovych podminek na degrada¢ni schopnost tohoto kmene.
e pHmléka—7,0;6,2a5,4
e kultivacni teplota — 30 °C, 23 °Ca 11 °C

Bylo dokazano, zZe testovany kmen je schopny redukovat vSechny studované biogenni aminy
v mléce. Nejvyraznéjsi degradace byla zjisténa u putrescinu, u kterého byl zaznamenan
nejveétsi ubytek po 12 dnech o 46 % pii pH 5,4 a teploté¢ 11 °C. Za téchto podminek byl
vyznamné redukovan také kadaverin a histamin. Koncentrace kadaverinu byla snizena
032 % (po 14 dnech) a histaminu o 38 % (po 10 dnech). Vyrazna degradace u téchto tii
amint byla pozorovana také pti pH 5,4 a teploté 23 °C. Zde byl naméfen po 96 hodinach
pokles putrescinu o 44 %, histaminu o 39 % a kadaverinu o 37 %. Degrada¢ni schopnost
testovaného kmene byla prokazéana také u fenylethylaminu a tyraminu, u kterych probihala
redukce nejlépe pii pH 7 a teplot¢ 30 °C. Fenylehylaminu byl za téchto podminek
po 72 hodinach redukovén o 29 % a tyramin o 23 %.

Na zaklad¢ ziskanych vysledki této prace 1ze konstatovat, ze kmen Lacticaseibacillus casei
CCDM 198 je schopen vyrazné sniZovat mnoZstvi biogennich aminii v mléce. Mohl by tedy
byt pouzZivan pii vyrob&é mléénych produktii. Zabratioval by tak hromadéni biogennich

aminQ v potravinach a negativnim dopadiim na lidské zdravi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
BA  Biogenni aminy

DAO Diaminooxidéaza

MAO Monoaminooxidaza

HHP  Vysoky hydrostaticky tlak

TLC Tenkovrstva chromatografie

GC Plynovéa chromatografie

IEC  Iontové-vyménna chromatografie

CZE Kapilarni zénova elektroforéza

HPLC Vysoce ucinna kapalinova chromatografie
PCR  Polymerédzova fetézova reakce

DAD Detektor diodového pole
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