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ABSTRAKT

Pouziti mikroorganizma schopnych degradace biogennich aminti nebo enzymu zptisobuji-
cich jejich oxidaci, nabizi dalsi ptilezitost, jak snizit hladiny aminti v potravinach v piipa-
dech, kde je obtizné kontrolovat jejich produkci. V praktické ¢asti diplomové prace bylo
izolovano z potravin a nasledn¢ identifikovano pomoci metody MALDI-TOF MS 44 de-
gradért biogennich amini. U 7 vybranych izolatt byla zkoumana kinetika degradace bio-
gennich amini v podminkach in vitro. Nejvyssi degradace byla zaznamenana u Bacillus
subtilis, u kterého byl dale sledovan vliv vnéjsich faktorti na degrada¢ni aktivitu. Testova-
znamn¢ neovlivnily degradacni aktivitu, doslo k poklesu vSech sledovanych biogennich
amind, které byly poniZeny o 65 az 85 %. V dal§im experimentu byl proveden pilotni skri-

ning degradace pomoci diaminooxidazy.

Kli¢ova slova: biogenni aminy, degradace, diaminooxidaza, izolace, Bacillus subtilis

ABSTRACT

Use of microorganisms able to degradation of biogenic amines or biogenic amines oxidi-
zing enzymes, offers another opportunity to reduce their levels in the foods, in cases where
is difficult to control their production. In the practical part of thesis were isolated 44 micro-
organisms with degradation activity of biogenic amines. Isolated degraders were identified
by MALDI-TOF mass spectrometry. From the isolated degraders were selected seven iso-
lates with which has been continued in the experiment. It was monitored degradation of 6
biogenic amines in time. The highest degradation activity was noted with isolate Bacillus
subtilis, for which was examined the effect of selected factors on the degradation activity.
The tested combinations of factors (pH of medium, temperature and aeration of culture
medium) significantly did not affect the degradation activity. All of biogenic amines were
degraded by 65 to 85%. In another experiment was done a pilot screening of degradation

biogenic amines by diamine oxidase.

Keywords: biogenic amines, degradation, diamine oxidase, isolation, Bacillus subtilis
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UvVOD

Biologicky aktivni aminy nebo téZ biogenni aminy jsou organické baze s nizkou
molekulovou hmotnosti, které se vyznacuji rozsdhlou biologickou aktivitou. Vznikaji bé-
hem normalnich metabolickych procesi a plni fadu dulezitych fyziologickych funkci u
vsech zivych organizmii. Jsou znamy jiz po staleti a stale ptitahuji zna¢ny zajem v potravi-

naiském, biomedicinském a environmentalnim vyzkumu.

Dnesni spole¢nost stale vice dava ptednost vysoce kvalitnim produktim, a jakékoli
otazky tykajici se bezpecnosti potravin maji zna¢ny dopad na chovani spotiebitell a ofici-

alni politiku.

Vzhledem k tomu, Ze konzumace potravin s vysokym obsahem biogennich amint
muze mit za nasledek projeveni jejich toxickych ucinkl pro organizmus, byla v poslednich
letech provedena tada studii s cilem posoudit a objasnit pfitomnost téchto nezadoucich
sloucenin. Na zakladé toho Ize konstatovat, Ze je potieba zabranit jejich vzniku a hromad¢-
ni v potravinach, protoZe poté, co jsou jednou vytvoreny, je velice obtizné jejich odstrané-
ni. I kdyz by se potravinafsky pramysl mél snazit poskytovat produkty s mnozstvim bio-
gennich amint tak nizkym, jak je to mozné, vysledky ukazuji, ze jejich celkovy obsah se
rizni v zavislosti na povaze potraviny, tcastnicich se mikroorganizmu a pisobenim kom-
plexnich environmentalnich podminek. V ptipadech, kdy nelze jejich vzniku a hromadéni
zabranit preventivnimi opatfenimi, 1ze biogenni aminy potencionalné degradovat mikroor-
ganizmy s amin-oxidac¢ni aktivitou anebo pfimym pisobenim oxida¢nich enzymt. Dovo-
lim si zduraznit potencialné, nebot’ u kazdého takového degradéra je nutné prozkoumat zda
neovliviiuje potravinu nezadoucim zptisobem — zménou senzorickych vlastnosti, dekarbo-
xylazovou aktivitou, produkci toxint apod. (Fernandes a Gloria, 2015, s. 301; Rai a Bai,
2015; Restuccia et al., 2014; Ruiz-Capillas a Jiménez-Colmenero, 2004).

Prakticka cast diplomové prace je rozdélena na n¢kolik dil¢ich experimentt. V prv-
nim z nich je cilem prozkoumat dekarboxylazovou aktivitu sbirkovych mlékarenskych
kultur. Dalsim cilem je prozkoumat degradaci biogennich amind pfimym plsobenim dia-
minooxidazy. V tietim experimentu je cilem izolovat z potravin mikroorganizmy schopné
degradovat biogennim aminy a u téchto vybranych degradéri provést studium kinetiky

degradace amint a prozkoumat vnéjsi faktory, které degradaci ovliviiuji.
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. TEORETICKA CAST
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1 BIOGENNI AMINY

Biologicky aktivni aminy, zndmé zkracen¢ jako biogenni aminy, jsou dusikaté, niz-
komolekularni organické slouceniny bazického charakteru (Vidal-Carou, Latorre-
Moratalla a Bover-Cid, 2010, s. 400; Nuiiez, del Olmo a Calzada, 2016, s. 416). Tyto slou-
¢eniny vznikaji dekarboxylaci aminokyselin anebo aminaci a transaminaci aldehydu a ke-
tontt béhem metabolickych procest (Rai a Bai, 2015, s. 149; Silla Santos, 1996, s. 213).
Metabolickou ¢innosti mohou byt syntetizovany a degradovany u lidi, zvifat, rostlin a také
mikroorganizmi. V disledku této mikrobialni aktivity je mozné biogenni aminy nalézt v

Siroké skale potravin (Vidal-Carou, Latorre-Moratalla a Bover-Cid, 2010, s. 400).

1.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Molekulovd hmotnost biogennich aminl je nizkd, pohybuje se v rozmezich

od 88,15 do 202,34 g-mol™.
Pti pokojové teploté jsou aminy tekuté, sirupovité kapaliny anebo tvoii krystaly.
Teploty varu se pohybuji v rozmezi od 128 °C do 210 °C a body tani od 9 °C do 280 °C

(Fernandes a Gloria, 2015, s. 304). Seznam biogennich amind, jejich vzorc a molekulové

hmotnosti uvadi tabulka 1.
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Tabulka 1: Trivialni a chemicky nazev, molekulova hmotnost, sumarni a strukturni vzorec

vybranych biogennich aminti (Fernandes a Gloria, 2015, s. 302, 303).

Biogenni Sumarni Molekulova
argnin vzorec hmotnost Chemicky nazev Strukturni vzorec
[g-mol'l]
NH
4-(aminobutyl) )k (CHo)
4-guanidobutan H
ety benzen
Feny ety a- C8H11N 121,18 ) C\>7CH2CH2NH2
min etanolamin
1H-imidazol-4- CH,CH,NH,
Histamin | CsHoNs | 111,15 etanamin;
2-(4-imidazolyl)- | "~ AN
etylamin
1,5-pentandiamin;
Kadaverin | CsHuN, 102,18 P o HN e
pentametylendiamin 2’5
1,4-butan-diamin;
Putrescin | CsHiN, 88,15 o AN e
tetrametylendiamin >
N,N-Bis(3-
Spermin C1oH19N3 202,34 aminopropyl)-1,4- | "N ‘{CHE)'BNHICH;:J HICHE);NHZ
diaminobutan
- N-(3-aminopropyl)-
Spermidin | CHioNy | 14524 | N C-AMINOMOPYD- |, e o,
1H-indole-3- CH,CH,NH,
Tryptami CioH12N 160,21 etanamin; @j/
ryptamin : )
yP e 3-(2-aminoetyl) N
indol H
4-(2-
] aminoetyl)fenol,
Tyramin CsH11NO 137,18 Ho@cmmzm—b

2-p-hydroxy fenyl
ethyl-amine




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

1.2 Vznik a rozdéleni biogennich amini

Odstranénim alfa-karboxylové skupiny z prekurzoru, tj. aminokyseliny, vznika jeji
odpovidajici biogenni amin. VétSina biogennich aminti je pojmenovana podle aminokyse-
lin, ze kterych vznikla — histamin vznik4 alfa-dekarboxylaci histidinu. Stejnym principem
vzniké fenyletylamin, tryptamin, a tyramin z fenylalaninu, tryptofanu a tyrozinu. Vyjimku
tvofi kadaverin, ktery je syntetizovan z lyzinu a putrescin, ktery je tvoien dekarboxylaci

ornitinu nebo dekarboxylaci argininu s naslednou deaminaci produktu (Rai a Bai, 2015, s.

149).

Biogenni aminy lze rozdé€lit do nékolika skupin. Podle chemické struktury na aro-
matické (tyramin a fenyletylamin), alifatické (putrescin, kadaverin, spermin a spermidin) a
heterocyklické (histamin a tryptamin). Dale podle po¢tu aminoskupin na monoaminy (fe-
nyletylamin a tyramin), diaminy (histamin, kadaverin, a putrescin) a polyaminy (spermin,
spermidin a agmatin) (Restuccia et al., 2014, s. 53; Rai a Bai, 2015, s. 149; Tofalo et al.,
2016, s. 424). Jini autofi polyaminy nezatazuji jako podskupinu biogennich amini, ale jako
oddélenou zvlastni skupinu biologicky nebo fyziologicky aktivnich latek, a to zejména
vzhledem k jejich rozdilné specifické roli v eukaryotické bunce. Do této kategorie polya-

minu se fadi putrescin, spermin a spermidin (Kala¢, 2014, s. 28).

V zavislosti na jejich syntéze lze dale biogenni aminy rozdélit podle biogenniho
anebo endogenniho (téZ ptirodniho) ptivodu. Prvni rozdéleni na biogenni pivod vyplyva z
¢innosti enzymii dekarboxylaz, které jsou prevazné bakterialniho ptivodu a ptisobi na pfi-
tomné aminokyseliny. Zde patii tyramin, fenyletylamin, histamin, tryptamin, kadaverin,
putrescin a agmatin. Takzvané endogenni anebo také ptirodni aminy, jsou tvoreny v di-
sledku intracelularniho metabolického procesu v zivych buitkdch. Do této kategorie jsou
fazeny alifatické polyaminy spermin a spermidin, pfipadné i putrescin jako prekurzor téch-

to polyamina (Vidal-Carou, Latorre-Moratalla a Bover-Cid, 2010, s. 400).

1.3 Vyznam biogennich amint v organizmu

Tyto biologicky aktivni slou¢eniny maji specifickou fyziologickou roli v prokaryo-
tickém 1 eukaryotickém organizmu. Kromé¢ jiného jsou zdrojem dusiku a prekurzory pro
syntézu proteint, nukleovych kyselin, alkaloidi a hormont (Nufiez, del Olmo a Calzada,

2016, s. 416).
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U mikroorganizmi se biogenni aminy podili na tvorbé energie skrz proton-motivni
silu, dale maji vyznam pro ochranu buiky pfed kyselym prostiedim, osmotickym a oxi-
dacnim stresem a také se podili na regulaci DNA. U rostlin se biogenni aminy ucastni na
bunécném deleni, kvétu, vyvoji ovoce, stabilizaci membrany a také ochran¢ pfed hmyzem

a bylozravci (Nunez, del Olmo a Calzada, 2016, s. 416).

U lidi a zvitat maji vliv na fadu procesti v organizmu, jako je napiiklad regulace
télesné teploty, regulace krevniho tlaku, pfijem vyZzivy a objem zaludku (Rai a Bai, 2015,
s. 151). Biogenni aminy reguluji také mentalni funkce, véetné nalady, poznavani, emoci,

uceni a paméti (Farooqui a Farooqui, 2010, s. 379).

Histamin se tvoii a uklada v zirnych bunkach, bazofilnich a eozinofilnich granulo-
cytech a v histamin obsahujicich neuronech. Tento biogenni amin plsobi jako neuropiena-
Se¢ a lokalni hormon, ktery se podili na zaludeéni sekreci, bunééném ristu, upravuje sr-
decni Cinnost, télesnou teplotu, kontrakci hladkého svalstva, cirkadianni rytmus, pfijem
potravy, pamét’ a imunitni odezvu. Tyramin pusobi také jako neuropienasec, dale zptisobu-
je vazokonstrikci a zvySuje hladinu glukdzy v krvi. Tryptamin uvoliiuje serotonin, ovliviiu-
je chovani a piijem jidla. Kadaverin a putrescin se podili na regulaci genové exprese, stabi-
lizaci membran a bunééném rustu. Fenyletylamin je také neuropienasecem a stimulantem v
centralni nervové soustaveé, uvoliiuje dopamin, serotonin a norepinefrin. Pfirodni polyami-
ny jsou nepostradatelnymi slozkami Zivych bunék, kde se Ucastni stabilizaci bunécné
membrany a bunécné proliferaci a diferenciaci, protoze se podili na regulaci genové expre-
se, syntéze bilkovin, bunééném rlstu a vyvoji embrya (Nufiez, del Olmo a Calzada, 2016,
s. 416; Rai a Bai, 2015, s. 151). Polyaminy, vytvofené jak endogenné, tak pfijaté z potravy,
1ze pozorovat v rychle se délicich buiik4ch, jako je nddorova tkan. Polyaminy nespoustéji
rakovinu, ale urychluji nadorovy rust (Kalac, 2014, s. 28) a proto je dilezité ve strave pa-

cienta s rakovinou jejich mnozstvi kontrolovat (Rai a Bai, 2015, s. 151).

1.4 Toxicita biogennich aminu

V dusledku netéinné detoxikace biogennich aminti v organizmu se snadno absorbu-
ji a dostavaji do krevniho ob&hu, coz vede k projevu jejich toxickych uéinku. Mezi viditel-
né ptiznaky patii nevolnost, navaly horka, ¢ervena vyrazka, dychaci potize, zvraceni, po-

ceni, buseni srdce, hypotenze nebo hypertenze a migréna (Rai a Bai, 2015, s. 152).
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Nejvyznamnéj$i intoxikace zptisobené biogennimi aminy se vztahuji k histaminu
(Silla Santos, 1996, s. 223). Otrava histaminem je zptisobena pozitim potraviny, ktera ob-
sahuje neobvykle vysoké hladiny tohoto biogenniho aminu. Ryby ¢eledi Scombridae a
Scomberesocideae byvaji ¢astymi pii¢inami takovych intoxikaci (Shalaby, 1996, s. 677),
pravé odtud je odvozen nazev skombrotoxikéza pro otravu histaminem (Hungerford, 2010,
s. 231). Tkan¢ téchto ryb obsahuji vysoké mnozstvi volného histidinu, ktery je ¢innosti
pritomnych mikroorganizmi pfeménén na histamin (Halasz et al., 1994, s. 45). Dalsi zna-
ma intoxikace zptsobena tyraminem se oznacuje jako reakce na syr (cheese reaction) (Mo-

hedano et al., 2015, s. 274).

Biogenni aminy jsou také schopné reagovat s dusitany za vzniku potencialné karci-

nogennich nitrosaminu (Shalaby, 1996, s. 678).

1.4.1 Detoxifikacni systém

Za normalnich fyziologickych podminek jsou mald mnozstvi piijatych exogennich
biogennich amind, pfirozené se vyskytujicich v potravinach, metabolizovana na fyziolo-
gicky méné aktivni produkty rozkladu. Tento proces katalyzuji specifické enzymy, které se
vétsinou nachazi ve stievech, ale také v jatrech, plicich, krevnich desti¢kach, zaludku, led-
vinach a slezin¢é. Mezi tyto enzymy se fadi monoaminooxiddza A a B, diaminooxidaza a
polyaminoxidaza, které katalyzuji oxidativni deaminaci biogennich aminti za vzniku alde-

hydi, peroxidu vodiku a amoniaku (Rai a Bai, 2015, s. 152; Silla Santos, 1996, s. 223).

Nicméné po piijmu vysokych davek biogennich amint z potravin neni tento detoxi-
fikacni systém schopen dostatecné vSechny odstranit. Jejich vysoky piijem z potravin proto
muize v organizmu zpusobit vyrazné farmakologické a toxické ucinky. Riziko toxického
ucinku je vysSi pro pacienty uzivajici 1éky inhibujici enzymy, které jsou zodpovédné za
fungovani detoxifika¢niho systému. Mezi tyto inhibitory aminooxidaz se fadi léky proti
bolesti, antidepresiva a léky pouZzivané pro 1écbu Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby.
Proto je dulezité se pii uzivani téchto 1€kt vyhnout potravinam, u kterych hrozi vyssi vy-
skyt biogennich aminti (Mohedano et al., 2015, s. 274; Rai a Bai, 2015, s. 152; Silla San-
tos, 1996, s. 223).

Detoxifikacni systém negativné ovliviuje také fada jinych latek. Prikladem mohou
byt etanol a acetaldehyd, které zvysuji riziko toxického uc¢inku biogennich amini tim, Ze
podporuji jejich prostoupeni pies sttevni sténu (Rai a Bai, 2015, s. 151-152). Dale tabako-

vy kout snizuje hladiny monoaminoxidazy az 0 40 % a spolu s dalsimi slozkami pfitom-
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nymi v cigareté zvySuji riziko intoxikace (Restuccia et al., 2014; s. 56; Tofalo et al., 2016,
S. 428).

1.5 Biogenni aminy v potravinach

Biogenni aminy jsou slouceniny, které se bézn¢ vyskytuji v potravinach a napojich.
Mezi nejvyznamnéjsi a nejcastéji se vyskytujici aminy se fadi histamin, putrescin, kadave-
rin, tyramin, tryptamin, fenyletylamin, spermin a spermidin. Vznikaji dekarboxylaci vol-
nych aminokyselin vyskytujicich se v potravinach. Za tuto dekarboxyldzovou aktivitu jsou
zodpoveédné ptitomné mikroorganizmy, respektive jejich dekarboxylazové enzymy (Suzzi

a Torriani, 2015; s. 4; Ruiz-Capillas a Nollet, 2016, s. 675).

Vznik biogennich amint v potravinach je mozny pouze tehdy, jsou-li realizovany
tii zakladni podminky — dostupnost volnych aminokyselin (prekurzori), pfitomnost mikro-
organizmu, které jsou schopné produkovat dekarboxylazy, a existence vhodnych podmi-
nek, které umozni bakteridlni rist, bakteridlni aktivitu, dekarboxylaci a syntézu (Restuccia

etal., 2014, s. 58; Ruiz-Capillas a Nollet, 2016, s. 675).

Tvorba biogennich aminti v potravinach je multifaktoridlni jev, na ktery maji vliv
procesy pii zpracovani potravin, sloZzeni surovin, pfitomné mikroorganizmy, at’ uz konta-
minujici nebo zamérné pouzité, a podminky skladovani (Restuccia et al., 2014, s. 58).
Schéma produkce biogennich amint a faktory, které jejich produkci v potravinach ovliviiu-
ji, znazornuje obrazek 1. Jednotlivé faktory ovlivitujici tvorbu biogennich amint v potravi-
nach jsou popsany v nasledujici podkapitole, stejné jako mikroorganizmy zodpovédné za
jejich produkci, vyskyt u konkrétnich druht potravin a stru¢na charakteristika jejich stano-

veni.
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Toxicita
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Slozeni Enterobacteriaceae, Zachazeni,
pH Pseudomonadaceae, teplota,
atd. bakterie mlééného tepelné opracovani,

baleni,
aditiva, atd

kvageni, atd.

Obrazek 1: Schéma vzniku biogennich aminit a faktory, které jejich produkci v
potravindach ovliviiuji (upraveno podle Ruiz-Capillas a Jiménez-Colmenero,
2004, s. 494; Ruiz-Capillas a Jiménez-Colmenero, 2009, s. 676).

Biogenni aminy jsou odolné vii¢i tepelnému oSetfeni pouZitému pii vyrobé potra-
vin, a proto lze povazovat mnozstvi biogennich aminli v potravinach za dobry ukazatel
cerstvosti, poptipadé kazeni, odrazi také kvalitu pouzitych surovin a hygienické podminky

pievladajici béhem zpracovani (Beatriz a Gloria, 2005, s. 17).
1.5.1 Vyskyt v potravinach

1.5.1.1 Ovoce a zelenina

Polyaminy spermin a spermidin se pfirozené vyskytuji v celé rostlinné tisi, spolec-
né s jejich prekurzorem putrescinem. Polyaminy jsou dillezité pro normalni vyvoj a mohou
byt vyuzity jako organicky zdroj dusiku. VéEtSina ovoce a zeleniny obsahuje jen malé
mnozstvi polyamind, fddové n¢kolik mg na 100 g Cerstvé suroviny, nejvySsim mnoZzstvim
se vyznacuje sOja a ¢ekanka. ZvySené¢ mnozstvi polyamini zpusobuji stresové podminky,
piikladem je mineralni deficit, ptisobeni kyselin, herbicida, ozonu, osmoticky Sok, rozdily
nadmoiské vysky a poSkozeni mrazem (Beatriz a Gloria, 2005, s. 17-19; Moret et al., 2005,
s. 356).
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Krom¢ polyamint se mohou vyskytovat v ovoci a zeleniné také jiné biogenni ami-
ny, mezi nimi fenyletylamin, histamin, kadaverin a agmatin. Nékteré z nich mohou mit
ochrannou funkci odrazujici predatory (Beatriz a Gloria, 2005, s. 17). Nicméné vysledky z
nekolika studii potvrdily, ze obsah biogennich aminii U Cerstvé zeleniny nepiedstavuje
zdravotni riziko pro zdravé spotiebitele (Moret et al., 2005, s. 356; Kalag, Svecova a Peli-

kénova, 2002, s. 351).

Fermentovana zelenina (kysané zeli, kim¢chi, fermentované sojové vyrobky atd.)
mize obsahovat vy$§i mnozstvi putrescinu, ktery se zvlast¢ hromadi v laku, histaminu,
tyraminu a kadaverinu. Takto zpracovana zelenina obsahuje obvykle vice biogennich ami-
nd ve srovnani s ¢erstvymi surovinami v disledku ¢innosti dekarboxylaza pozitivnich mik-
roorganizmu (at’ uz startérovych kultur nebo kontaminujicich mikroorganizmi) (Beatriz a

Gloria, 2005, s. 22; Nufiez, del Olmo a Calzada, 2016, s. 421).

1.5.1.2 Fermentované ndpoje

Hlavni biogenni aminy vyskytujici se ve viné jsou putrescin, histamin, tyramin a
kadaverin. Jejich mnozstvi se pohybuje v §irokém rozmezi od jednotek mg:1™ az po
50 mg-1™. Variabilitu v obsahu biogennich aminii ve ving Ize vysvétlit rozdilem v procesu
vyroby, dob¢ a podminkach skladovani, kvalité suroviny a mozné mikrobialni kontaminaci
(Beneduce et al., 2010, s. 573-574). Bakteriim mlé¢ného kvaSeni, Gcastnicich se jable¢no-
mlécného kvaseni, je pfisuzovan nejvétsi podil na produkci biogennich aminti ve vinech,
zejména tyraminu a histaminu (Beatriz a Gloria, 2005, s. 23). Cervena vina se obvykle
vyznacuji vys$§im celkovym mnoZstvim biogennich amind. Je velmi obtiZzné vyrobit vino
bez jakéhokoliv biogenniho aminu, které si udrzi své senzorické vlastnosti. Nicméné lze
tidit kritické technologické faktory — pouziti kvalitnich hroznii, omezeni dusikatych hnojiv,
volba bakterii mlécného kvaseni s nizkou dekarboxylazovou aktivitou, které umozni pro-
dukeci vin s jejich nizkou urovni (Anli a Bayram, 2008, s. 93, 95; Ancin-Azpilicueta, Gon-

zalez-Marco a Jiménez-Moreno, 2008, s. 271).

Putrescin, spermidin, spermin a agmatin Ize povazovat za piirozenou slozku piva
primarné pochazejici ze sladu, ale histamin, tyramin a kadaverin zna¢i nezaddouci ¢innost
kontaminujicich bakterii béhem vareni piva (Kala¢ a Kiizek, 2003, s. 123). V alkoholic-
kych napojich za obecné toxickou davku je povazovano 8 az 20 mg-l’l histaminu a 25 az

40 mg-1" tyraminu (Beneduce et al., 2010, s. 574).
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Studie zabyvajici se stanovenim biogennich aminl v n¢kolika druzich octt (jablec-
ny, balzamikovy, vinny), uvadi celkovy obsah v rozmezi od 23,35 do 1445,2 pg-1™*. Tato
koncentrace biogennich aminti v octech byla niz$i, neZ zjisténa ve vinech — pouzité surovi-
né. Vysledky naznacuji, ze béhem octového kvaSeni biogenni aminy nejsou produkovany

nebo jsou dokonce degradovany (Ordofiez et al., 2013, s. 2713, 2719).

1.5.1.3 Maso a masné vyrobky

U potravin bohatych na bilkoviny a vystavenych podminkam, které umoziiuji bak-
teridlni rast a aktivitu (skladovani, zrani, fermentace), 1ze ocekévat, ze dojde k hromadéni
urcitého mnozstvi biogennich amint (Vidal-Carou, Latorre-Moratalla a Bover-Cid, 2010,
s. 402).

Vysoké hladiny biogennich aminid v nefermentovanych masnych vyrobcich nazna-
¢uji nezadouci mikrobidlni aktivitu. Maso a masné vyrobky mohou obsahovat tyramin,
kadaverin, putrescin, spermin a spermidin (Dabrowski a Sikorski, 2004). Koncentrace né-
kterych biogennich aminl (tyramin, putrescin a kadaverin) se obvykle zvySuje béhem
zpracovani a skladovani masa a masnych vyrobku, zatimco u jinych (spermidin a spermin)
se snizuje nebo jejich mnozstvi zstava konstantni (Ruiz-Capillas a Jiménez-Colmenero,

2004, 5. 492).

Nejcastéji se vyskytujici biogenni amin u fermentovanych masnych vyrobkt je ty-
ramin, po ném nasleduje putrescin, nicméné jejich obsah Siroce kolisa. Literatura uvadi
primémy obsah tyraminu 140 mg-kg™. Proteolytické reakce probihajici v prib&hu zrani
zvysuji koncentraci prekurzorti — aminokyselin. Doba zrani a jeho teplota je kritickym fak-
torem, ktery urCuje mnozstvi produkovanych biogennich aminti (Vidal-Carou, Latorre-
Moratalla a Bover-Cid, 2010, s. 403; Beatriz a Gloria, 2005, s. 29).

1.5.1.4 Miléko a mlécéné vyrobky

Obecné Ize fici, ze mléko a nefermentované mlé¢né vyrobky maji nizké hladiny
biogeniich amind, z toho pfevazuji polyaminy, které jsou pfirozenou sloZzkou mléka (Bea-

triz a Gloria, 2005, s. 25).

Pokud jde o fermentované mlé¢né vyrobky, syr je hlavnim rizikovym produktem s
potencidlné Skodlivou trovni biogennich amind. Konkrétné 1ze zde predevSim nalézt tyra-
min, histamin a putrescin. Syr pfedstavuje idealni matrici pro tvorbu biogennich amind,

protoze vyroba neni sterilni a proteolyza kaseinu zajistuje vybornou dostupnost aminoky-
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selin pro dekarboxylazové enzymy, proto koncentrace biogennich amini mize dosahnout
u syrt az 2000 mg-kg™. Kroms syru je kefir dal3i fermentovany mléény vyrobek, u kterého
se mohou vyskytovat vyssi hladiny biogennich amind. Studie uvadi jejich celkovy obsah
mezi 2,4 az 35,2 mg-I™, piidemZ tyramin opét pievazuje (Linares et al., 2011,s. 691; Li-
nares et al., 2012, s. 46-47).

1.5.2 Faktory ovliviiujici produkci biogennich amini

Tvorba biogennich aminil je multifaktoridlni jev, kombinované plsobeni téchto
faktori je to, co predevsim urcuje jejich vyslednou koncentraci. Faktory ovliviiujici suro-
vinu (slozeni potravin, pH, manipula¢ni podminky atd.) majici vliv na zdroj substratu (do-
stupnost volnych aminokyselin), vytvaii také reak¢ni prostiedi pro pfitomné dekarboxyla-
zové enzymy, které jsou uzce spjaty s mikrobiologickym aspektem (bakterialni druh a
kmen, bakterialni rust, atd.). Faktory jsou na sob&é vzajemné zavislé a dale je ovliviuji
technologické procesy spojené s konkrétnim druhem potraviny, skladovaci podminky atd.

(Restuccia et al., 2014, s. 58).

1521 pH

Koncentrace vodikovych iontl ovliviluje, v nékterych piipadech i inhibuje, mikro-
bidlni populaci. Dekarboxyldzova aktivita je vysSi v kyselém prostredi, pfi optimalnim
pH 4 az 5. Nizké pH stimuluje produkci a ma vliv na aktivitu dekarboxyldzovych enzym1,
produkce zasaditych biogennich aminti tak slouzi jako obrana proti kyselému prostiedi

(Restuccia et al., 2014, s. 60).

1.5.2.2 Teplota

Tvorba biogennich amint je zavisld na teploté, pi1 nizkych teplotach se produkce
vyrazné sniZzuje prostfednictvim inhibice mikroorganizmii a sniZeni aktivity enzymd.
Nicméné ne vzdy je mozné ovladat produkci biogennich aminli pouze diky teploté, protoze
nékteré bakterie produkuji biogenni aminy i pfi teplotach nizsich nez 5 °C (Naila et al.,
2010, s. 140).

1.5.2.3 Dostupnost Kysliku

Vakuové baleni nebo baleni v ochranné atmosféte, které se bézné¢ pouziva k pro-

dlouZzeni trvanlivost potravin, S sebou nese zmény Urovné kysliku a tim ovliviiuje rast ne-
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kterych mikroorganizmti, které mohou mit vliv na produkci biogennich amind (Restuccia

etal., 2014, s. 61).

1.5.2.4 Zkvasitelné cukry a siil

Ptitomnost zkvasitelnych sacharidii, jako je glukdza, miize podpoftit rast i dekarbo-
xyldzovou aktivitu bakterii. Optimalni koncentrace gluk6zy pro tvorbu dekarboxylaz je
od 0,5 % do 2 %, zatimco koncentrace nad 3 % syntézu inhibuje (Silla Santos, 1996, s.
219).

Ptitomnost chloridu sodného aktivuje tyrozin-dekarboxyldazovou aktivitu a zaroven

inhibuje histidin-dekarboxylazovou aktivitu (Restuccia et al., 2014, s. 61).

1.5.3 Mikroorganizmy produkujici biogenni aminy

Krom¢ bakterii mlééného kvasSeni, které produkuji biogenni aminy v pribéhu malo-
laktické fermentace, také nékteré druhy kvasinek, jako Saccharomyces cerevisiae a Bretta-
nomyces bruxellensis, jsou zodpovédné za tvorbu biogennich amind ve viné (Anlt a Bay-
ram, 2008, s. 93).

Gramnegativni bakterie (pfedevsim Enterobacteriaceae), které mohou byt ptitomny
v mléku, jsou schopny produkovat histamin, putrescin a kadaverin. Hlavni producenti bio-
gennich amind v syrech jsou pfevazné bakterie mlééného kvaseni, zafazené do rodl Ente-
rococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus a Streptococcus (Linares et al., 2012, s.
46). Také nekteré druhy kvasinek byly popsany jako producenti amind (putrescinu a kada-
verinu). Nékolik kmenti Debaryomyces hansenii a Yarrowia lipolytica, izolovanych ze

syru, je schopno produkovat histamin a tyramin (Linares et al., 2012, s. 47).

Nejvyssi histidin-dekarboxylazovou aktivitou v rybim mase se vyznacuji Morga-
nella morganii, Klebsiella pneumoniae a Hafnia alvei, pficemz mohou produkovat vice
nez 500 mg-kg™ histaminu, zejména v zavislosti na teplot& skladovani. Produkce histaminu
v rybim mase byla popsana také u mnoho dalsich mikroorganizmii — Proteus vulgaris, Pro-
teus mirabilis, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Serratia fonticola, Serratia
liquefaciens, Citrobacter freundii, Vibrio alginolyticus, Acinetobacter Iwoffii, Plesiomonas
shigelloides, Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens, Photobacterium phospho-
reum, Photobacterium damselae a Raoultella planticola (Ruiz-Capillas a Jiménez-
Colmenero, 2009, s. 839).
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1.5.4 Analyza biogennich aminu v potravinach

Stanoveni biogennich amini v potravinach je analytickou vyzvou vzhledem k roz-
manitosti jejich chemickych struktur, jejich vysoké polarité, mozné interakci se slozkami
potravin, slozitosti matric potravin, také se vyznacuji nizkou tékavosti, nedostatkem chro-

moforu a nevykazuji silnou fluorescenci (Fernandes a Gloria, 2015, s. 301).

Postup pro stanoveni biogennich amini v potravindch ma obecné¢ n¢kolik fazi, za-
hrnuji extrakci, ¢iSténi, koncentraci, derivatizaci, separaci a kvantifikaci. BéZzné pouzivana
je vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) s fluorescen¢ni nebo ultrafialovou
detekci pted nebo po kolonové derivatizaci aminti. Lze také vyuzit chromatografii na tenké
vrstvé (TLC), kapilarni elektroforézu (CE) a plynovou chromatografii (GC) s nékolika
detek¢énimi systémy (Bobba et al., 2015, s. 638; Fernandes a Gloria, 2015, s. 302).
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2 MOZNOSTI SNIZENI VYSKYTU BIOGENNICH AMINU V
POTRAVINACH A NAPOJICH

V soucasné dob¢ je kladen velky diraz na bezpe¢nost a kvalitu potravin. Technolo-
gické a védecké snahy jsou zaméfeny na minimalizaci rizika spojeného s nebezpecim
zdravi Skodlivych slozek potravin. Je tieba zabranit hromadéni biogennich amind v potra-
vinach, protoze poté, co jsou jednou vytvoreny, je vyrazné obtizné u vétSiny potravin pou-
zit metody, které jejich koncentraci opét snizi. Takové nové se objevujici metody mohou
zahrnovat pouziti amin-negativnich (neprodukujicich) anebo amin-oxidujicich (degraduji-
cich) mikroorganizmu a pouziti enzyma k oxidaci biogennich amint. Dalsi metody, které
snizi moznost vyskytu biogennich aminti v potravinach a napojich, jsou obalové techniky,
vybér startérovych kultur, oSetfeni vysokym hydrostatickym tlakem, zafenim a piidavek
potravinatskych pfidatnych latek (Naila et al., 2010, s. 140; Rai a Bai, 2015, s. 157).

2.1 Startérové kultury

Vybér startérovych kultur v procesu fermentace ma vyznamny vliv na celkovy ob-
sah biogennich amin. Startéry pouzivané pro vyrobu fermentovanych potravin by mély
byt bud’ amin-negativni (nejsou schopné dekarboxylace aminokyselin za vzniku biogen-
nich aminl) nebo amin oxida¢ni (oxiduji biogenni aminy na aldehyd, peroxid vodiku, a
amoniak). Tyto mikroorganizmy vyzaduji optimalni ristové podminky, aby mohly domi-
novat nad biogenni aminy produkujici mikroflorou (Naila et al., 2010, s. 146; Restuccia et
al., 2014, s. 63-64).

Nekolik studii hodnotilo pouziti komerénich a experimentalnich startérovych kultur
pro snizeni produkce biogennich amint v pribéhu fermentace masnych vyrobki (Latorre-
Moratalla et al., 2012, s. 3). Rada z nich prokazala ptiznivy G¢inek startérovych kultur pro
snizovani biogennich amint. Napiiklad Gonzalez-Fernandez et al. (2003, s. 283) zjistil, ze
pouziti startérové kultury — dekarboxyldaza negativni bakterie mlé¢ného kvaseni, vedlo k
rychlému poklesu pH U masové smési, t0 bylo navic podpofeno ptidavkem glukézy v roz-
mezi 0,5 — 1 %. Vysledkem kombinovaného pisobeni téchto faktorii bylo snizeni hladiny

biogennich aminti v konecném vyrobku.

Pti aplikaci vhodnych technologickych podminek podporujicich vybrané startéry a
pouziti surovin s dobrou hygienickou jakosti 1ze vyrobit fermentované uzeniny téméi bez
biogennich amint (Bover-Cid, lzquierdo-Pulido a Vidal-Carou, 2000, s. 1556).
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2.2 Degradace biogennich amini v potravinach a napojich

Pouziti enzymt, jako je diaminooxidaza, které¢ degraduji biogenni aminy, a bakterii,
které disponuji timto enzymem, jsou jedinym moznym zpusobem rozkladu jiz vzniklych
biogennich amintll v potravinach. Ani plisobeni vysokych teplot nesnizi jejich obsah, jedna

se o latky termostabilni (Naila et al., 2010, s. 140).

Bylo provedeno né¢kolik studii zabyvajicich se izolaci mikroorganizmi schopnych
degradovat biogenni aminy. Rada z t&chto vyzkumi se zabyva také aplikaci degradérti do
potravin, Casto fermentovanych, jakozto mozny zpusob sniZzeni koncentrace piedevsim
histaminu. Nicméné nékteré potravinarské vyrobky omezuji podminky rastu bakterii a en-
zymovou aktivitu nizkym pH, vysokou teplotou nebo vysokym obsahem soli (Lee et al.,
2015, s. 837). Navic tato degradace biogennich amint je prakticky omezena na pusobeni
aerobnich mikroorganizmi, které maji omezené pouziti pravé pii vyrobé fermentovanych

potravin (Leuschner, Heidel a Hammes, 1998, s. 8).

Studie zamétend na sniZeni obsahu biogennich aminli ve slanych fermentovanych
ancovickach popisuje degradaci aminti pomoci Staphylococcus xylosus jako ochranné kul-
tury. Staphylococcus xylosus 0538 krom¢ vyrazné degradace histaminu (sniZzeni o 38 % za
24 hodin v podminkach in vitro) také produkuje bakteriocinim podobné inhibi¢ni latky,
které vykazuji silnou aktivitu proti ptitomnym producentim biogennich aminti. Proto byl
S. xylosus pouzit jako startérova kultura a aplikovan na dozravani kone¢ného produktu,
pficemz celkova produkce biogennich amintl byla sniZzena o 16 % ve srovnani s kontrolou
(Mah a Hwang, 2009, s. 797-798). Inokulace fermentovanych uzenin Staphylococcus epi-
dermidis R11 vedlo v dalsi studii ke snizeni histaminu na konci doby zrani o
60 % (Wang et al., 2015, s. 400). Staphylococcus carnosus FS1 mtze byt piipadné vyuzit
ke sniZzeni histaminu v potravinach s vysokym obsah soli. Nejvys$s§i mnozstvi histaminu

bylo degradovano pii pH 6, obsahu soli 9 % a teploté 40 °C (Zaman et al., 2014, s. 58).

Optimalni podminky pro degradaci histaminu v rybi omacce byly pozorovany pfii
pouziti bioreaktoru s imobilizovanymi bunikami Natrinema gari BCC 24369, pfitomnost
10 % znehybnénych bunék po dobu 2 hodin degradovaly 24 % histaminu (Chaikaew et al.,
2015, 5. 977).

Dapkevicius et al. (2000, s. 107-114) se pokusili snizit obsah histaminu v krmivu —

silazované rybi kasi 0 pH 4,5 pouzitim diaminooxidazy. Vlivem nizkého pH produktu, byl
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pokus neuspésny, coz omezuje aplikaci tohoto enzymu na krmivo, potazmo potraviny s

A4

vys$si hodnotou pH, aby nedoslo k denaturaci pouzitého enzymu.

Cueva et al. (2012, s. 676-681) zkoumali degradaci biogennich amind ve vinu po-
moci enzymatického extraktu ziskaného filtraci Pencillium citrinum. V této studii se poda-
filo vyrazné snizit mnoZzstvi histaminu, tyraminu a zejména putrescinu v ¢erveném vinu.

Navic tento enzymaticky extrakt neovlivnil senzorické vlastnosti finalniho produktu.

Koneéné mnozstvi biogennich amind v potravinach a napojich zavisi na rovnovaze
mezi produkovanym a degradovanym mnoZstvim, tj. mezi dekarboxyldzovou a amin-

oxidac¢ni aktivitou mikroorganizmui (Gardini et al., 2002, s. 281).
2.3 QOzarovani ionizujicim zafenim
Ozafovani potravin se pouziva k prodlouzeni trvanlivosti a zajisténi bezpecnosti

potravin. Zafeni méd smrtici ucinky na pfitomnou mikrofloru, potencionalni producenty

biogennich amint (Naila et al., 2010, s. 143).

Kim et al. (2004, s. 405) zkoumali G¢inky ozafovani na devét biogennich amind,
které byly rozpustény v destilované vod¢. Pouzité gama zafeni indukuje jejich radiolytic-
kou degradaci a pii experimentu doslo k vyznamnému snizeni mnozstvi putrescinu, sper-
midinu a sperminu ve vzorcich ozarenych dadvkou stejnou nebo vyssi nez 5 kGy. Pti davce
zafeni 20 kGy bylo pozorovano celkové 95% snizeni biogennich aminti. Nicméné aplikace
do potravin vyzaduje dalsi vyzkum, nebot’ vysoka davka zafeni mize mit negativni vliv na
senzorické vlastnosti a dokonce nékteré studie uvadi, Ze ozéateni v nékterych piipadech

mnozstvi biogennich aminii zvysilo (Naila et al., 2010, s. 143).

2.4 OSetreni vysokym tlakem

Osetfeni vysokym tlakem je technologie zaloZzena na pouziti tlaki az 900 MPa.
Takto vysoky tlak ma baktericidni u¢inek a navic vyznamné neovliviiuje senzorické a nu-

tricni vlastnosti potravin (Roig-Sagués et al., 2009, s. 20).

Nékteré studie hodnotily ucinek vysokého tlaku na tvorbu biogennich amint. Vét-
Sina z nich sledovala vliv na mofiské plody, maso a mlé¢né vyrobky. V nékolika ptipadech
mélo oSetfeni vysokym tlakem reduk¢ni vliv na tvorbu biogennich amina prostfednictvim

inhibice dekarboxyldzové mikroflory (Roig-Sagués et al., 2009, s. 20).
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Nicméné nékteré prazkumy také uvadi zvysenou koncentraci biogennich aminti po

oSetfenim vysokym tlakem (Restuccia et al., 2014, s. 63).

2.5 Baleni

Baleni v modifikované atmosféte, vakuové a aktivni baleni (to vyuziva rizné lapa-
¢e plynu napi. Oz, CO,) muze zpomalit produkci biogennich amint prostiednictvim inhibi-
ce dekarboxylaza pozitivni mikrofléry nebo enzymi produkujicich aminy (Rai a Bai, 2015,
s. 158). Nicméné produkovat biogenni aminy mohou jak aerobni, tak i anaerobni mikroor-
ganizmy, a proto napf. vakuové baleni, které inhibuje aerobni mikrofloru, neomezi pro-
dukci amint mikrofléry anaerobni. Enzymy oxidujici biogenni aminy jsou G¢inné pouze za
ptitomnosti kysliku, proto modifikaci atmosféry pfi baleni Ize jejich aktivitu ovlivnit (Naila

etal., 2010, s. 144).

2.6 Prediktivni mikrobiologické modely

Prediktivni mikrobiologie potravin kombinuje prvky mikrobiologie, matematiky a
statistiky a vyviji modely, které popisuji a predvidaji rist ¢i pokles mikrobti za stanove-
nych podminek (Whiting, 1995, s. 467).

Teplota, ¢as a pH prostiedi ovliviiuje produkci biogennich amint, na zakladé toho
mohly byt pro jednotlivé mikrobialni druhy v konkrétnich druzich potravin navrzeny mo-
dely podminek k omezeni produkce aminti. V soucasné dob¢ jsou k dispozici modely pro
bakterie Morganella psychrotolerans a Morganella morganii produkujici biogenni aminy v
rybach a pro Enterococcus faecalis EF37 v masnych vyrobcich (Naila et al., 2010, s. 146).

V piipad¢ Enterococcus faecalis EF37 byl obsah soli nejvice urcujicim faktorem na
akumulaci tyraminu a fenyletylaminu. Aktivita tyrozin-dekarboxylazy se snizila pii kon-
centraci NaCl vétsi nez 2 %. Teplota a gluk6za méla zanedbatelné uc¢inky na akumulaci
tyraminu. ZvySend aktivita tyrozin-dekarboxylazy byla také pozorovéana se zvySenim teplo-

ty (Gardini et al., 2008, s. 2740).

2.7 Potravinarsky pridatné latky

Bakteridlni rst a nasledny vznik biogennich aminii miize byt inhibovan pouzitim
vhodnych potravinaiskych ptidatnych latek. Pozitivni vliv na sniZeni obsahu aminl v po-
travinach byl zjistén u kyseliny citronové (mirny pokles BA v pribehu fermentace kysané-

ho zeli), glycinu (snizil celkové mnozstvi BA 0 63 % — 73 % Vv kvasenych ancovickach),
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dusitanu sodného (snizil produkci tyraminu a kadaverinu u masnych vyrobk), glukono-
delta-laktonu (vyrazné snizil obsah histaminu a putrescinu v mase) (Rai a Bai, 2015, s.
159).

Ptirozen¢ se vyskytujici inhibi¢ni latky (kurkumin v kurkumé, kapsaicin v paprice a
piperin v pepfi) v kofeni také inhibuji vznik biogennich amind. Stejné G¢inky ma fada by-

lin napt. tymian, oregano, skofice, hiebicek (Naila et al., 2010, s. 142).
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3 MIKROORGANIZMY DEGRADUJICI BIOGENNI AMINY

V této kapitole je uveden pichled mikroorganizmu a jejich struéna charakteristika, u

kterych byla prokdzéana schopnost degradovat biogenni aminy.

3.1 Bakterie

Obecné je degradacéni aktivita u bakterii povazovana za kmenove¢, nez druhové,

specifickou (Zaman et al., 2010, s. 447).

3.1.1 Rod Bacillus

Zastupci rodu Bacillus jsou grampozitivni, aerobni anebo fakultativné anaerobni,
sporulujici v pfirod¢ velmi rozsifené tyCinky. Spory se vyznacuji vysokou odolnosti k ne-
pfiznivym podminkdm, zejména vysokym teplotdm. Tento rod zahrnuje mnoho druhd,
které v potravinach zplsobuji alimentarni otravy (napt. B. cereus) a také né€které zodpo-

védné za jejich kazeni (napt. B. coagulans) (Ray a Bhunia, 2014, s. 25).

Mah a Hwang (2009, s. 798) popisuji degradaci histaminu u nékterych kmenti Ba-
cillus coagulans. Izolaty z rybi omacky Bacillus sp. LMG 21002 a Bacillus megaterium
KL-197 taktéz vykazovaly histamin degradujici aktivitu (Kim a Kim, 2006, s. 120). V jiné
studii byla zji$téna schopnost degradovat histamin, putrescin a kadaverin u Bacillus amylo-
liquefaciens, Bacillus subtilis a Bacillus humi (Zaman et al., 2010, s. 445). Bacillus poly-
myxa D05-1 byl schopen v médiu za 24 hodin degradovat az 100 % histaminu, o néco nizsi
degradaéni aktivita byla pozorovana u Bacillus licheniformis a Bacillus cereus (Lee et al.,
2015, s. 841).

3.1.2 Rod Brevibacterium

Rod Brevibacterium zahrnuje grampozitivni, nesporulujici, aerobni, nepravidelné

ty¢inky (Ray a Bhunia, 2014, s. 26).

U dvou kmenti Brevibacterium linens, které¢ se vyuzivaji jako mazova kultura pfi
vyrobé syrd, byla zjisténa degradacni aktivita histaminu a tyraminu (Leuschner a Hammes,

19984, s. 874).
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3.1.3 Rod Lactobacillus

Z potravinaiského 1 biotechnologického hlediska vyznamné bakterie rodu Lactoba-
cillus jsou grampozitivni, nesporulujici, fakultativné anaerobni nebo mikroaerofilni ty¢in-
ky, obcasné koky. Produktem pii fermentaci sacharida je kyselina mlé¢na, dale také v pii-
pad¢ heterofermentativni fermentace etanol a oxid uhli¢ity (Ray a Bhunia, 2014, s. 26;

Silhankova, 2008, s. 273-275).

Capozzi et al. (2012, s. 4) izolovali v prubéhu malolaktické fermentace dva kmeny
Lactobacillus plantarum schopné degradovat putrescin a tyramin. Lactobacillus sakei a

Lactobacillus curvatus degradoval histamin (Dapkevicius et al., 2000, s. 112).

3.1.4 Rod Micrococcus

Grampozitivni koky rodu Micrococcus se vyznacuji aerobnim metabolizmem, bun-

ky jsou schopny riist v 5% ptitomnosti NaCl (Silhankova, 2008, s. 265).

Leuschner a Hammes (1998, s. 289) uvadi, ze Kocuria varians (Micrococcus vari-

ans) LTH 1540 snizil vyrazné mnozstvi tyraminu béhem zrani fermentovanych uzenin.

3.1.5 Rod Staphylococcus

Mezi rod Staphylococcus se fadi grampozitivni fakultativné anaerobni koky, které

jsou schopny riist v 10% koncentraci NaCl (Silhankova, 2008, s. 267).

Martuscelli et al. (2000) ve své studii pozorovali, ze Staphylococcus xylosus mél
vysokou schopnost rozkladat histamin v syst¢ému pufru. Nékteré kmeny degradovaly az
100 % histaminu, jiné byly schopné degradovat i tyramin (Martuscelli et al., 2000, s. 231).
Aktivitou Staphylococcus xylosus bylo také zjisténo snizeni histaminu a tyraminu v sole-
nych a fermentovanych ancovi¢kach (Mah a Hwang, 2009, s. 798). U izolati Staphylo-
coccus carnosus, Staphylococcus intermedius a Staphylococcus condimenti z rybi omacky
byla pozorovéna schopnost degradovat histamin, putrescin a kadaverin (Zaman et al.,
2010, s. 445). Staphylococcus epidermidis R11 degraduje histamin (Wang et al., 2015, s.
400).

3.1.6 Rod Halomonas

Rod Halomonas predstavuje gramnegativni, halotolerantni, aerobni ty¢inky. Halo-

monas shantousis izolovany z fermentované rybi omacky ma schopnost degradace biogen-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

nich amint (Jiang et al., 2014, s. 1073). Halomonas marisflava degraduje histamin (Kim a
Kim, 2006, s. 120).

3.1.7 Ostatni bakterie

Arthrobacter sp. R45S, Rummeliibacillus stabekisii, Agrobacterium tumefaciens
vykazovaly histamin degradujici aktivitu (Kim a Kim, 2006, s. 120; Lee et al., 2015, s.
841).

3.2 Kvasinky

Kvasinky se fadi mezi eukaryotni mikroorganizmy nalezici mezi houby (Fungi).
Jejich nazev je odvozen od schopnosti vétsiny z nich zkvaSovat monosacharidy a nékteré
disacharidy na etanol a oxid uhli¢ity (Silhankova, 2008, s. 57). N&které kvasinky se vyuZi-
vaji pii vyrobé potravin, ale nékteré mohou zpisobovat také jejich kazeni. Nejvyznamnéj-
§im zastupcem je rod Saccharomyces, jeho vyuziti Ize napt. nalézt pii vyrob¢ piva, vina,
lihovin, enzymii (Ray a Bhunia, 2014, s. 26, 126).

Baumlisberger et al. (2015, s. 845-846) pozorovali u nékterych kment Debaryomyces han-
senii a Yarrowia lipolytica schopnost degradovat biogenni aminy. Nejic¢innéjsi byl kmen

Debaryomyces hansenii H525, fenyletylamin a tyramin zcela degradoval.

3.3 Plisné

Plisné mohou rust v potravinach i v takovych podminkach (napft. nizké pH a aktivi-
ta vody), ve kterych bakterie nemohou. Radu z nich lze v potravinach nalézt a &asto jsou
zodpovédné za kazeni, navic mohou také produkovat nezddouci mykotoxiny. Nicméné

nékteré plisné€ se béZné vyuzivaji pti vyrobé potravin (Ray a Bhunia, 2014, s. 25).

Vysoky potencial degradace histaminu, tyraminu a putrescinu byl zjistén u Alterna-
ria sp., Eurotiales nigrum, Pleosporales citrinum, Phoma sp. a Ulocladium chartarum,
které se podatilo izolovat z vinné révy (Cueva et al., 2012, s. 676). Schopnost degradace
biogennich amint byla také pozorovana u Aspergillus oryzae CECT 2094, Penicillium
citrinum CECT 20782 a Penicillium roqueforti CECT 2905 (Cueva et al., 2012, s. 674,
675).
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIiLPRACE

Cile diplomové prace:

©)

Vytvofit literarni reSersi, ktera podava vychozi informace pro zpracovani praktické
Casti prace.

Prozkoumat dekarboxylazovou aktivitu sbirkovych mlékarenskych kultur s diete-
ticko-1é¢ebnymi ucinky, protoze mnozi zastupci probiotickych kultur mohou patfit
mezi potencidlni producenty biogennich amint.

Degradovat biogenni aminy pomoci enzymu diaminooxidazy.

Izolovat mikroorganizmy degradujici biogenni aminy z rtznych potravinovych
matric.

Charakterizovat a identifikovat mikroorganizmy schopné degradovat biogenni ami-
ny.

U vybranych izolovanych mikroorganizmt sledovat schopnost degradace biogen-
nich aminil v zavislosti na vnéjSich podminkach.

Zpracovat vysledky a vyvodit doporuceni a zaveéry.

Napliovani vSech cili probihalo tedy ve CEtyfech experimentech. Experiment |

predstavoval skrining dekarboxylazové aktivity sbirkovych mlékarenskych kultur. V expe-

rimentu Il se pozorovala degradace biogennich aminti pisobenim enzymu diaminooxidazy.

Jednalo se o pilotni experiment, ve kterém bylo cilem zhodnotit funkénost tohoto enzymu

v modelovém systému. Experiment III pfedstavoval izolaci a naslednou identifikaci de-

gradért z riznych potravinovych matric a experiment IV zkoumal kinetiku degradace bio-

gennich amintl v zavislosti na vnéjsich podminkach u izolovaného degradéra Bacillus sub-

tilis.
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5 MATERIALY A METODIKA
5.1 Dekarboxylizova aktivita sbirkovych mlékarenskych kultur

5.1.1 Pouzité mikroorganizmy

Schopnost produkce biogennich aminti byla zkoumana u vybranych mlékarenskych
kultur (viz. tabulka 2), které byly ziskany ze Sbirky mlékarenskych mikroorganizmi Lak-

toflora, Tabor.

Tabulka 2: Seznam pouzitych kultur

Cislo vzorku Sbirkovy mikroorganizmus Typ kultiva¢niho média
1 Lbc. helveticus CCDM 125 MRSC
2 Lbc. helveticus CCDM 447 MRSC
3 Streptococcus thermophillus CCDM 129 M17
4 Lbc. helveticus CCDM 122 MRSC
5 Lbc. rhamnosus CCDM 150 MRSC+C
6 Lactococcus lactis susp. lactis CCDM 416 M17
7 Lactococcus lactis susp. lactis CCDM 731 M17
8 Enterococcus faecium CCDM 922 MRSC
9 Lbc. plantarum CCDM 182 MRSC
10 Lbc. rhamnosus CCDM 821 MRSC
11 Lbc. acidophillus CCDM 151 MRSC
12 Lbc. helveticus CCDM 98 MRSC
13 Propionibacterium sp. CCDM 160 YELG
14 Propionibacterium sp. CCDM 164 YELG
15 Lbc. helveticus CCDM 468 MRSC
16 Lbc. delbrueckii CCDM 237 MRSC*
17 Lbc. helveticus CCDM 850 MRSC
18 Lactococcus lactis susp. lactis CCDM 74 M17
19 Lbc. animalis CCDM 663 MRSC+C
20 Lbc. helveticus CCDM 153a MRSC
21 Staphylococcus CCDM 153b MRSC
22 Lactococcus lactis susp. cremoris CCDM 421 M17
23 Lbc. delbrueckii subsp. bulgaricus CCDM 66 MRSC
24 Lbc. helveticus CCDM 92 MRSC
25 Bifidobacterium sp. CCDM 94 M17
26 Lbc. helveticus CCDM 121 MRSC
27 Streptococcus thermophillus CCDM 144 MRSC
28 Lbc. fermentum CCDM 154 MRS
29 Lbc. bulgaricus CCDM 767 MRSC

Pozn. — jednotliva kultiva¢ni média a jejich charakteristika je uvedena dale v kapitole
5.1.3
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5.1.2 Ptistroje a pomiicky

e Vahy laboratorni Adventurere Pro (OHAUS)

e pH metr (EUTECH instruments)

e Sterilizator H+P Varioklav 135S

e Inkubator mikrobiologicky (Memmert)

e Box laminarni BIO IIA, Biohazard (TELSTAR)

o Centrifuga chlazena ROTANA 460R

e Termoblok Benchmark Digital HEAT BLOCK

e HPLC Agilent Technologies (sestava se skladd z binarni pumpy a autosampleru La-
bAlliance, DAD a detektoru Agilent Technologies 1260 Infinity a degaseru)

e Kolona Zorbax Eclipse Plus C18 RRHD

e Laboratorni sklo a plasty

5.1.3 Priprava kultiva¢nich médii a roztoki

Sbirkové kultury byly kultivovany dle doporu€eni vyrobce v bujonech M17,
YELG, MRSC, MRSC+C a MRSC*. Kazdy kmen byl kultivovan v médiu podle tabulky 2.

Dekarboxyldzova aktivita se posuzovala pomoci pfidanych aminokyselin, které
slouzily jako prekurzory pro jednotlivé biogenni aminy. Do vSech kultiva¢nich médii, ve
kterych byla sledovana dekarboxylazova aktivita, byly pfidany aminokyseliny (lyzin, histi-
din, tyrozin, ornitin, arginin, fenylalanin a tryptofan) v koncentraci 2 g-I"* (kazda z uvede-

nych aminokyselin).

Kultivaéni médium MRS bylo pfipraveno navazenim ptislusného mnoZstvi pudy
(dle doporuceni vyrobce), 2 g kazdé aminokyseliny a rozpusténim v 1000 ml destilované
vody. Kultiva¢ni médium M17 bylo pfipraveno navazenim ptislusného mnozstvi ptudy (dle
doporuceni vyrobce), 2 g kazdé aminokyseliny a rozpusténim v 1000 ml destilované vody.

U modifikovanych kultivaénich médii MRSC, MRSC+C, MRSC* a YELG byly

nejprve navazeny jednotlivé slozky v mnozstvi uvedeném v tabulkach 3 — 6, které byly

rozpustény v 1000 ml destilované vody.

Vsechna pripravena kultivaéni média byla rozpipetovana po 7 ml do zkumavek a

byla sterilizovana v autoklavu (121 °C, 15 minut).
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Tabulka 3: Slozeni pidy MRSC

Slozka Mnoistvi [g]
MRS Broth 55,15
NaHCO; 2
Aminokyseliny — lyzin, histidin, tyrozin, ornitin, arginin, 2 (kazda
fenylalanin a tryptofan AMK)
Destilovana voda 1000
Tabulka 4: Slozeni pidy MRSC+C
Slozka Mnozstvi [g]
MRS Broth 55,15
NaHCO; 2
Cystein 0,5
Aminokyseliny — lyzin, histidin, tyrozin, ornitin, arginin, 2 (kazda
fenylalanin a tryptofan AMK)
Destilovana voda 1000
Tabulka 5: Slozeni pidy MRSC*
Slozka MnoZstvi [g]
MRS Broth 55,15
NaHCO; 2
Maltoza 5
Fruktoza 5
Aminokyseliny — lyzin, histidin, tyrozin, ornitin, arginin, 2 (kazda
fenylalanin a tryptofan AMK)
Destilovana voda 1000
Tabulka 6: Slozeni pudy YELG
Slozka Mnozstvi
Kyselina mlé¢na (80%) 12,5 ml
Tryptan 10¢g
Yeast extrakt 59
KH2PO4 5¢
Glycerol (85%) 8 ml
Maggi 10 ml
Aminokyseliny — lyzin, histidin, tyrozin, ornitin, arginin, 2 (kazda
fenylalanin a tryptofan AMK)
Destilovana voda 1000 ml
pH upraveno na 7
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5.14 Priprava a odbér vzorki pro analyzu

Varianty danych kultiva¢nich médii byly zaockovany 100 ul inokula. Inokulum
bylo pfipraveno ozivenim zmrazenych kment v pfedepsanych kultiva¢nich médiich, do
kterych nebyly pfidany aminokyseliny. Po oZiveni jesté nasledovalo vybuzeni, kdy kazdy
kmen byl dvakrat pfeockovan a kultivovan v bujonu s aminokyselinami. Dekarboxylazova
aktivita pro kazdou kulturu se zjistovala paraleln¢ ve 3 zkumavkach. Kultiva¢ni podminky

byly voleny dle doporuceni dodavatele testovanych kmend (kultiva¢ni teplota 30 °C).

Po kultivaci byla zivna média centrifugovana (4500 otacek, 10 minut) a z kazdé
zkumavky bylo odebrano 650 pl supernatantu a ptidano k 650 ul kyseliny chloristé
(Merck) o koncentraci 1,2 mol-I" do dvou eppendorfkovych mikrozkumavek. Vzorky v

mikrozkumavkach byly zamraZeny a ptipraveny pro naslednou derivatizaci.
5.1.5 Chromatografické stanoveni biogennich aminu

5.1.5.1 Derivatizace dansylchloridem

Derivatizace dansylchloridem byla provedena dle navodu v laboratofi Ustavu tech-

nologie potravin.

K upravenym vzorkim bylo ptidano 100 pl vnitiniho standardu (1,7-heptandiamin
v koncentraci 500 mg-1™). Z této smési bylo odpipetovano 1 ml do derivatiza¢ni nadobky,
dale do derivatizacnich nadobek bylo pfiddno 1,5 ml karbonatového pufru o0
pH 11,0 — 11,1 a 2 ml &erstvé pripraveného roztoku dansylchloridu o koncentraci 5 g+ v
acetonu. Dobfe uzaviené nadobky byly tfepany v temnu po dobu 20 hodin. Poté se ke
vzorklim pftidalo 200 pl roztoku prolinu a vzorky se daly tfepat na dalsi hodinu. Po hodiné
ttepani se ke vzorkim ptidaly 3 ml heptanu a po uzavieni nddobek se vzorky 3 minuty
ttepaly ru¢né. Nasledné bylo odpipetovano z derivatiza¢nich nadobek 1 ml heptanové vrst-
vy do vialek. Pod proudem dusiku byl z vialek odpafen vzorek pfi teplot¢ 60 °C. Suchy
odparek byl ziedén 1,5 ml acetonitrilu. Do doby analyzy byly takto pfipravené vzorky

uchovany v mrazicim zatizeni pfi teplotach pod -18 °C.

5.1.5.2 Chromatografické stanoveni biogennich aminii

Pted analyzou byly vzorky pfefiltrovany pies stiikackovy filtr s porozitou 0,22 um
a davkovany do chromatografického systému (pfistroj HPLC Agilent Technologies) s ko-
lonou Zorbax Eclipse plus RRHD C18 50 mm x 3,0 mm.
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Program gradientové eluce, kterym probihala separace dansylderivatu biogennich
amind, je znazornén v tabulce 7. Detekce dansylderivatu biogennich amind probihala spek-
trofotometricky UV zafenim o vlnové délce 254 nm (pomoci DAD detektoru Agilent

Technologies 1260 Infinity).

Tabulka 7: Gradientovy elué¢ni program pro HPLC

Cas (min) | 10% Acetonitril (%) | 100% Acetonitril (%)
0,1 41 59
1,9 37 63
3,5 18 82
4,0 0 100
9,5 0 100
11,5 41 59
15,5 41 59

5.2 Degradace biogennich aminii piisobenim enzymu diaminooxidazy

5.2.1 Pristroje a pomiicky

e Inkubator mikrobiologicky (Memmer)

e Mikropipeta (Biohit)

e Vahy laboratorni Adventurere Pro (OHAUS)

e HPLC Agilent Technologies (sestava se sklada z binarni pumpy a autosampleru La-
bAlliance, DAD a detektoru Agilent Technologies 1260 Infinity a degaseru)

e Kaolona Zorbax Eclipse Plus C18 RRHD

e Laboratorni sklo a plasty

5.2.2 Pouzité roztoky a chemikalie

Pro vyrobu zasobniho roztoku putrescinu bylo ve 100 ml destilované vody rozpus-
téno 88,15 mg putrescinu (Sigma-Aldrich). Ze zasobniho roztoku byl ptipraven 10X ziedé-
ny roztok, kdy ve 100 ml destilované vody bylo rozpusténo 100 ul zasobniho roztoku

putrescinu.
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Zasobni roztok enzymu diaminooxidazy (Sigma-Aldrich) byl pfipraven navazenim

0,5 g toho enzymu a rozpusténim v 5 ml destilované vody (aktivita 1 ml ~ 5 U).

5.2.3 Priprava a odbér vzorku pro analyzu

Nejprve bylo 5 ml 10x koncentrovaného roztoku putrescinu ziedéno 5 ml destilo-
vané vody a pH bylo pomoci HCI upraveno na hodnotu 7,2. Takto ptipraveny roztok byl
napipetovan po 1 ml do eppendorfkovych mikrozkumavek. Do kazdé mikrozkumavky byla
pfidana diaminooxidaza, do 5ti mikrozkumavek 500 ul (odpovida aktivité 2,5 U) a do dal-
Sich 5ti mikrozkumavek 300 pl (odpovida aktivité 1,5 U) pfipraveného zasobniho roztoku

enzymu.

Vzorky byly kultivovany pii 37 °C. Odbéry vzorkt byly v intervalech 1, 2, 6, 24 a
48 hodin. Pti kazdém odbéru byl obsah mikrozkumavky rozd€len na polovinu a do kazdé
byla pfidana kyselina chlorista v poméru 1:1. Vzorky byly zamraZeny a pfipraveny pro

naslednou derivatizaci.

5.2.4 Chromatografické stanoveni degradace biogennich amini

Stanoveni tbytku biogennich amint bylo provedeno stejnym postupem derivatizace

a chromatografickym stanovenim jako v kapitole 5.1.5.

5.3 lzolace a identifikace degradéri z riznych potravinovych matric

5.3.1 Popis vzorki

Izolace mikroorganizmu degradujicich biogenni aminy byla provedena u 360 vzor-

ka potravin, jejich seznam je uveden v tabulce 8.
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Tabulka 8: Seznam skupin a pocty vzorki potravin,

u kterych byla provedena izolace degradért

Seznam vzorki potravin

Syry a tavené syry 70
MIléko, smetana 9
Kysané mlé¢né vyrobky 15
Cokolada 12

Kéva, ¢aj, koteni 9

Ovocné pomazanky, kompoty, presnidavky | 8

Pivo 7
Masné vyrobky 200
Ovoce, zelenina, ofechy 10
Ostatni 25
Celkem pocet 365

5.3.2 Pristroje a pomiicky

e Stomacher Seward
e \ortex
e Sacky do stomacheru

Dalsi pfistroje a pomucky pouzity stejné jako v kapitole 5.1.2.

5.3.3 Priprava kultiva¢nich médii a roztoki

Izolace bakterii degradujicich biogenni aminy byla provedena v mineradlnim médiu.

Nejprve byly pfipraveny zasobni roztoky, které byly potiebné pro jeho piipravu.

o Roztok pufru KH,PO,

Byl ptipraven navazenim 9,07 g KH,PO4 a rozpusténim v 1000 ml destilované vody.

o Roztok pufru Na;HPO, - 12 H,0

Byl pfipraven navazenim 23,9 g Na;HPO, - 12 H,0 a rozpusténim v 1000 ml destilované

vody.
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o Roztok stopovych prvki
Roztok stopovych prvkl byl pfipraven navazenim ptislusného mnozstvi dale zobra-

zenych slozek a rozpusténych v 1000 ml destilované vody.

MNSOs - 5 HaO oo 0,043 g
HaBOS ..o, 0,057 g
ZnSO4 - THaO .o, 0,043 g
(NH£)sM07024 - 4 HyO ..o 0,037 g
CONO3)2 - 6 HaO e 0,025¢
CUSO4 S HoO oo 0,040 g

o Roztok Mg(SQO,) - 7 H,0O
Byl pfipraven navazenim 10 g Mg(SOy) - 7 H,O a rozpusténim v 1000 ml destilo-

vané vody.

o Roztok FE(NH4)2(SO4)2 -6 H,O
Byl piipraven navazenim 3 g Fe(NH4)2(SOs)2 - 6 H,O a rozpusténim v 1000 ml

destilované vody.

o Roztok CaCl; - 2 H,0
Byl pfipraven navazenim 1 g CaCl, - 2 H,O a rozpusténim v 1000 ml destilované

vody.

o Roztok NaCl

Byl ptipraven navazenim 50 g NaCl a rozpusténim v 1000 ml destilované vody.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 43

o Roztok biogennich aminti
Roztok biogennich amint byl pfipraven navazenim piislusného mnozstvi biogen-

nich amini a jejich rozpusténim v 1000 ml destilované vody, pH roztoku bylo upraveno

pomoci HCl na 6,8.

TYramin ..o, 29
PULIESCIN ..o 29
Kadaverin .......cccccoeevvivecie e, 29

Histamin ..o, 29

Fenyletylamin ........ccccoooiiiiiiciennn, 29

Tryptamin ... 290

o Mineréalni médium tekuté
Mineralni médium tekuté bylo ptipraveno ve dvou variantach — s biogennimi aminy
a bez biogennich amind. K pfipravé mineralniho média byly odméteny piipravené roztoky
v uvedeném mnoZstvi a doplnény do 1 litru destilovanou vodou. Médium bylo rozpipeto-

vano po 5 ml do zkumavek a sterilizovano.

ROztok pufru KHaPOy ..o 20 ml
Roztok pufru Na;HPOy - 12 H2O .o, 80 ml
Roztok stopovych prvkll ......ccocvviiiiiiiiiceee 2 mi
R0ztok MQ(SO4) © 7 HoO ..o 10 ml
Roztok FE(NH4)2(SO4)2 - 6 H2O ..o 10 ml
ROZtOK CaCly - 2 HoO . 10 ml
ROZEOK NACH ... 10 ml

Roztok biogennich amini ...........cccooveviiiiiiiiiice 100 ml
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o Mineralni médium tuhé
Mineralni médium tuhé ma stejné slozeni jako vySe popsané minerdlni médium
tekuté, vcetné pridanych biogenni aminti, navic byl pfidan agar v mnozstvi 12 g-l’l. Po

sterilizaci byly pady rozlévany do sterilnich Petriho misek.

o Fyziologicky roztok
Fyziologicky roztok byl pfipraven navazenim 8,5 g NaCl a rozpuSténim v 1000 ml

destilované vody a poté byl sterilizovan.

5.3.4 Priprava a odbér vzorki potravin pro izolaci degradujicich mikroorganizmu

Z kazdé potraviny bylo do sacku sterilné odebrano 5 g vzorku, ke kterému bylo
pfidano 45 ml sterilniho fyziologického roztoku. Vzorky v sacku byly homogenizovany ve
stomacheru 5 minut. Poté bylo 10 pl této suspenze zaoCkovano mineralni médium v obou
variantach — kazdym vzorkem tedy bylo zaockovano mineralni médium s biogennimi ami-

ny a také médium bez biogennich amini.

Samotné mineralni médium pfedstavuje minimalni zdroj mikrobiogennich, makro-
biogennich a stopovych prvkil potiebnych pro zivotni pochody mikroorganizmii. Varianta
mineralniho média s biogennimi aminy ma jako jediny zdroj uhliku a dusiku pravé biogen-

ni aminy, které mohou pfitomni degradéfi vyuZit.

Vzorky byly kultivovany pfi 30 °C a pokud byl zaznamenan patrny narist (zékal)
ve zkumavce s mineralnim médiem s biogennimi aminy (odecty po 24, 48, 72 a 96 hodi-

nach a tydnu), byl vzorek pieockovan na tuhé mineralni médium s biogennimi aminy.

5.3.5 Identifikace izolovanych degradéri

5.35.1 Identifikace metodou MALDI-TOF MS

Mikroorganizmy, které se podafilo izolovat dle postupu v kapitole 5.3.4, byly dale
podrobeny identifikaci pomoci metody MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorp-
tion/lonization Time of Flight mass spectrometry — hmotnostni spektrometrie s laserovou

desorpci a ionizaci za Gcasti matrice s pruletovym analyzatorem). Identifikace vzorkd byla
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provedena na Slovenské pol'nohospodarské univerzité v Nitre, Fakulta biotechnologie a

potravinarstva.

Z narostlych kultur na tuhém minerdlnim médiu byl proveden kiiZzovy roztér pro
ziskani Cisté kultury. Po 24 hodinach kultivace pii 30 °C byla kultura sterilné odebrana
klickou do sterilni eppendorfkové mikrozkumavky, do které bylo pfidano 150 pl sterilni

destilované vody a 450 pl etanolu. Takto pfipravené vzorky byly odeslany na identifikaci.

5.3.5.2 Identifikace sekvenovanim produktit PCR — genu 16S rRNA

U 6 vybranych degradért byla navic provedena identifikace molekularni metodou.

Metoda spocivala v sekvenovani produkti polymerazové fetézové reakce (PCR) — genu

pro 16S rRNA.

Pro amplifikaci genu 16S rRNA byl pouzit kodujici primer 341F (5-CCTA
CGGGAGGCAGCAG-3") a  antikodujici  primer 907R  (5-CCGTCAATT
CCTTTGAGTTT-3"). Pro piipravu reakéni smési pro specifickou amplifikaci genu bylo
pouzito 10 pul komercéniho kitu G2 Hot Start Green Master Mix (Roche, Némecko),
800 nmol.I"* primeru 341F, 800 nmol.I" primeru 907R a 1 pl izolované DNA daného vzor-
ku. DNA byla izolovana pomoci komer¢niho Kitu Eurx dle navodu vyrobce. Byla pouzita
také negativni kontrola — stejné objemy kitu a primer bez templatu DNA. Amplifikace
probihala v termocykléru dle pfedem nastaveného programu, viz. tabulka 9. Kontrola kva-
lity DNA probihala pomoci elektroforetické separace na 1% agar6zovém gelu (1 hodina,
90 V). Pripravené vzorky byly odeslany na sekvenaci, ktera byla provedena firmou SEQme
s.r.o. (SEQme, Dlouha 176, Dobiis). Porovnani ziskanych sekvenci bylo provedeno ve

vetejné dostupném programu BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

Tabulka 9: Jednotlivé kroky amplifikace

Teplota [°C] Cas Pocet cykli

Denaturace (horky start) 94 10 min 1
Amplifikace (pFipojeni 94 30s
primeri, syntéza retézce
DNA) 57 30s 35
72 60 s

Extenze 70 10 min 1
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5.3.6 Chromatografické stanoveni ibytku biogennich amini izolovanymi degradéry

U vybranych degradérii izolovanych z rGznych potravinovych matric, Vviz.
tabulka 10, byla zkoumana schopnost degradace biogennich amind v ¢ase v podminkach in

vitro. Tyto mikroorganizmy se podafilo izolovat z pfirodniho zrajiciho syru typu gouda.

Tabulka 10: Vybrané izolované mikroorganizmy

schopné degradovat biogenni aminy

Oznaceni vzorku | Identifikovany mikroorganizmus

la Bacillus subtilis

2C Bacillus altitudinis

5a Acinetobacter pitii

13b Bacillus pumilus

14b Bacillus safensis

16a Rhizobium radiobacter

16b Entrerobacter cloacae

Zkumavky s minerdlnim médiem tekutym s biogennimi aminy byly zaockovany

100 pl pfedem piipraveného inokula (24 hodin pomnozena kultura).

Po kultivaci pii 30 °C (odbéry po 0, 6, 12, 24, 36, 60 a 72 hodinach) byly vzorky
centrifugovany (4500 otacek, 10 minut) a z kazdé zkumavky bylo odebrano 650 ul super-
natantu do eppendorfkové mikrozkumavky, do které bylo piidano 650 ul kyseliny chloristé

(Merck) o koncentraci 1,2 mol-1". Vzorky v mikrozkumavkach byly zamrazeny.

Dalsi stanoveni ubytku biogennich aminti bylo provedeno stejnym postupem deri-

vatizace a chromatografickym stanovenim jako v kapitole 5.1.5.
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5.4 Degradace biogennich aminu v zavislosti na vnéjSich podminkach u

vybraného izolovaného degradéra

5.4.1 Pouzité mikroorganizmy

Kinetika degradace biogennich amind v zavislosti na vnéjSich podminkach byla
sledovana u Bacillus subtilis, ktery byl izolovan a nasledné identifikovan z potravin vyse

uvedenymi postupy, viz. kapitola 5.3.

Degradace biogennich amint v mineralnim médiu byla zkoumana pro rdzné hodno-

ty pH média, teploty kultivace a zptisobu kultivace (klasicka a na tfepackach).

5.4.2 Priprava kultiva¢nich médii a roztoka

Bylo pfipraveno mineralni médium tekuté s biogennimi aminy (putrescin, fenylety-
lamin, histamin, kadaverin a tyramin) stejnym postupem, ktery je uveden v kapitole 5.3.3.
Pted rozpipetovanim do zkumavek po 5 ml bylo pomoci HCI a NaOH upraveno pH média.

Byly ptipraveny ¢&tyfi varianty mineralniho média — médium o pH 5, 6, 7 a 8.

5.4.3 Priprava a odbér vzorki pro analyzu

Zkumavky s minerdlnim médiem tekutym s biogennimi aminy byly zaockovany

100 pl pfedem piipraveného inokula (24 hodin pomnozena kultura).

Celkem bylo zaockovano 360 zkumavek s mineralnim médiem, z toho polovina
byla kultivovana klasicky a druha polovina na tfepacce — byly pouzity tfi tiepacky, které
byly nastavené na stejnou rychlost (pro kazdou teplotu kultivace jedna). Degradace byla

sledovana ve tiech riznych teplotach (30, 23 a 10 °C).
o odbérové casy podle teploty kultivace byly nasledujici:

pti 30 °C po 6; 12; 24; 36; 48 hodinach
pii 23 °C po 6; 12; 24; 48; 72 hodinach
pii 10 °C po 12; 24; 48; 72; 96 hodinach

Odbeéry byly provedeny ve stanovenych casech a kombinacich faktorti vzdy ve 3
paralelnich zkumavkach. Kazdy vzorek byl centrifugovan (4500 otacek, 10 minut) a z kaz-
dé zkumavky bylo odebrano do dvou eppendorfkovych mikrozkumavek 650 ul supernatan-

tu a 650 pl kyseliny chloristé (Merck) o koncentraci 1,2 mol-I™. Vzorky v mikrozkumav-

kach byly zamrazeny a pfipraveny pro naslednou derivatizaci.
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5.4.4 Chromatografické stanoveni degradace biogennich amini

Stanoveni ubytku biogennich amini bylo provedeno stejnym postupem derivatizace

a chromatografickym stanovenim jako v kapitole 5.1.5.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Dekarboxylazova aktivita sbirkovych mlékarenskych kultur

V ramci prvniho experimentu byl proveden skrining tvorby biogennich aminti u 29

kmeni sbirkovych mlékarenskych kultur.

Z vysledki lze vycist (viz. tabulka 11) kolisavy charakter produkce biogennich
amind U jednotlivych mlékarenskych kment. Zadna z testovanych kultur neprodukovala
tryptamin a kromé jedné kultury (Enterococcus faecium CCDM 922) zadna neprodukovala
spermin. VSech 29 mlékéarenskych kultur produkovalo tyramin (od 6,2 do
1123,0 mg-1™") a spermidin (od 0,9 do 2,8 mg-1™"). Fenyletylamin produkovalo 7 testova-
nych kmeni (od 2,2 do 265,2 mg-1™), putrescin 21 kmend (od 1,0 do 8,3 mg-1™), kadaverin
3 kmeny (od 1,6 do 3,0 mg-1™) a histamin 19 kmenii (od 1,3 do 5,5 mg-1™). Vyrazné nej-
vyssi produkei biogennich amint se vyznacoval Enterococcus faecium CCDM 922, soucet

viech vyprodukovanych biogennich amind byl 1393,0 mg-1™.
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Tabulka 11: Produkce biogennich amind v mg-1™ (primér + smérodatna odchylka) u testovanych sbirkovych kment

Oznaceni kmene PHE PUT CAD HIM TYR SPD Suma
Lbc. helveticus CCDM 125 ND 3,0+0,2 ND 3,94+0,2 15,6+1,1 1,6£0,1 24,1
Lbc. helveticus CCDM 447 ND 2,5+0,1 ND 5,5+0,2 19,0+0,8 1,4+0,1 28,4
Streptococcus thermophillus CCDM 129 ND 7,4+0,3 ND 1,3+0,1 23,4+1,2 1,8+0,1 33,9
Lbc. helveticus CCDM 122 4,4+0,1 ND ND 5,0+£0,3 17,8+1,0 1,0+0,0 28,2
Lbc. rhamnosus CCDM 150 4,3+0,2 3,5+0,2 ND 4,4+0,2 13,540,9 1,3+0,1 27,0
Lactococcus lactis susp. lactis CCDM 416 ND 8,3+0,6 ND ND 19,2+0,8 1,240,1 28,7
Lactococcus lactis susp. lactis CCDM 731 ND 6,8+0,4 ND ND 15,94+0,9 1,4+0,1 24,2

Enterococcus faecium CCDM 922 265,2+12,7 ND ND ND 1123,0+30,2 2,8+0,5 1393,0
Lbc. plantarum CCDM 182 ND 2,9+0,2 ND ND 14,140,7 1,8+0,1 18,8
Lbc. rhamnosus CCDM 821 ND 3,5+0,2 ND 4,1+0,2 15,6+0,8 1,0+£0,0 24,3
Lbc. acidophillus CCDM 151 ND 3,7+0,2 ND 2,7+0,1 17,5+0,9 0,9+0,0 24,8
Lbc. helveticus CCDM 98 ND 1,6+0,1 ND ND 15,7+1,0 1,5+0,1 18,8
Propionibacterium sp. CCDM 160 ND 1,9+0,1 2,0+0,1 1,6+0,1 26,8+2.0 1,1£0,1 33,4
Propionibacterium sp. CCDM 164 ND ND ND ND 25,6+0,9 1,0+0,1 26,6
Lbc. helveticus CCDM 468 ND 2,5+0,1 1,6+0,1 5,2+0,3 14,9+1,1 1,1+0,1 25,3
Lbc. delbrueckii CCDM 237 ND ND ND 4,840,2 19,2+1,0 1,1+0,1 25,1
Lbc. helveticus CCDM 850 ND ND ND 5,1+0.4 15,4+1,1 1,2+0,1 21,7
Lactococcus lactis susp. lactis CCDM 74 ND 6,2+0,3 ND ND 15,1£0,5 1,4+0,1 22,7
Lbc. animalis CCDM 663 ND 2,0+0,1 ND 5,5+0,2 13,0+0,7 1,4+0,1 22,1
Lbc. helveticus CCDM 153a 3,5+0,2 2,3+0,1 ND 3,44+0,2 20,8+0,8 1,3+£0,1 31,3
Staphylococcus CCDM 153b 8,4+0,7 2,5+0,1 ND 3,5+0,1 15,8+1,5 1,2+0,0 314
Lactococcus lactis susp. cremoris CCDM 421 ND 7,0+£0,2 ND 3,4+0,1 13,440,7 2,2+0,1 26,0
Lbc. delbrueckii subsp. bulgaricus CCDM 66 ND ND ND ND 7,2+0,4 2,1+0,1 9,3
Lbc. helveticus CCDM 92 ND ND 3,0+0,2 ND 9,5+0,5 1,3+0,0 13,9
Bifidobacterium sp. CCDM 94 5,9+0,2 ND ND 3,5+0,2 6,9+0,5 2,3+0,1 18,6
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Lbc. helveticus CCDM 121 3,2+0,1 1,0+0,0 ND 3,1+0,1 6,9+0,2 1,4+0,1 15,6
Streptococcus thermophillus CCDM 144 ND 3,0+0,2 ND ND 9,2+0,5 1,7+0,0 13,9
Lbc. fermentum CCDM 154 ND 2,34+0,0 ND 2,8+0,1 10,9+0,9 1,6£0,1 17,6
Lbc. bulgaricus CCDM 767 ND 2,5+0,1 ND 2,9+0,1 6,2+0,2 2,1+0,1 13,7
ND — nebylo deteko-

Vysvétlivky: PHE — fenyletylamin, PUT — putrescin, CAD —kadaverin, HIM — histamin, TYR — tyramin, SPD — spermidin,

va
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6.2 Degradace biogennich aminii piisobenim enzymu diaminooxidazy

Cilem tohoto pilotniho experimentu bylo sledovat degradaci putrescinu v ¢ase po-
moci enzymu diaminooxidazy s aktivitou 1,5 U a 2,5 U. Degradaci putrescinu ptisobenim
diaminooxidazy s aktivitou 1,5 U znazorfiuje obrazek 2, mnoZstvi putrescinu se z 89 pg-1™
po 48 hodinach kultivace sniZilo 0 98,3 % na 1,5 pg-1™*. V piipadé diaminooxidazy s akti-
vitou 2,5 U, kterou znazornuje obrazek 3, byl zaznamenan ubytek putrescinu z piivodnich
89 pg1™ 0 94,7 % na 4,7 pg-I™. V obou piipadech doslo uz v prvni hoding k vétsinové
degradaci putrescinu. Diaminooxidaza s aktivitou 1,5 U snizila mnozstvi putrescinu Vv prv-
ni hoding z 89 pg-1™ na 19,4 pg-1™ a diaminooxidaza s aktivitou 2,5 U z 89 pg-1™ na
12,4 ug1™.
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Obrazek 2: Degradace putrescinu piisobenim diaminooxidazy (1,5 U)
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Obrdazek 3. Degradace putrescinu piisobenim diaminooxidazy (2,5 U)

6.3 lzolace a identifikace degradérii z riiznych potravinovych matric

6.3.1 Identifikace metodou MALDI-TOF MS

Z ruznych potravinovych matric se podafilo celkem izolovat 44 mikroorganizmu
schopnych degradovat biogenni aminy. Izolované kmeny byly identifikovany na Slovenské
pol'nohospodarské univerzité v Nitre pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF na
urovni rodu a druhu. Vysledky identifikace jsou uvedeny v tabulce 12. Spolehlivost vy-
sledné identifikace je zndzornéna pomoci skore, které se pohybuje v rozmezi 0 (zadna sho-
da) az 3 (maximalni shoda). U zelen¢ zvyraznénych hodnot (hodnoty od 3 do 2) probéhla
spolehliva identifikace na urovni druhu. U zluté zvyraznénych hodnot (hodnoty od 1,9 do

1,7) byly mikroorganizmy spolehlivé identifikovany na Grovni rodu.

Vsechny izolaty se nepodafilo touto metodou uspésné identifikovat, 6 izolovanych
kmenti mélo hodnotu skére nizsi nez 1,7. Pfi¢ina neshody vysledkt s knihovnou hmotnost-
nich spekter mohla byt v kontaminaci vzorku jinym mikroorganizmem, nizké koncentraci
mikroorganizmli nebo nepiitomnosti dané¢ho spektra v knihovné (knihovny pfednostné

vytvareny pro klinické izolaty).
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Tabulka 12: Identifikace izolovanych mikroorganizmt pomoci MALDI-TOF MS

C.izo- | Organizmus (nejlepsi C.izo-| Organizmus (nejlepsi
latu shoda) Skore| latu shoda) Skore
1. Bacillus subtilis 2,101, 23. Bacillus pumilus 1,775
2. Acinetobacter pittii 2,356 | 24. Acinetobacter pittii 2,397
3. Bacillus pumilus 2,093 | 25. Rhizobium radiobacter | 2,375
4. Bacillus altitudinis 1,814| 26. Enterobacter cloacae 2,265
5. Acinetobacter pittii 2,502 | 27. Serratia marcescens 2,149
6. Acinetobacter pittii 2,516 | 28. Serratia marcescens 2,164
7. Acinetobacter pittii 2,319 | 29. Serratia marcescens 2,316
8. Acinetobacter pittii 2,401 | 30. Serratia marcescens 2,273
9. Bacillus subtilis 1,818| 3L Pseudomonas koreensis | 1,895
10. Bacillus subtilis 1,928 | 32. Enterobacter cloacae 2,306
11. Acinetobacter pittii 2,3713| 33. Serratia marcescens 2,182
12. Bacillus subtilis 2,263 | 34. Serratia marcescens 2,186
13. Acinetobacter pittii 2,32 | 35. Klebsiella pneumoniae | 2,254
14. Bacillus subtilis 1,7 36. Escherichia coli 1,868
15. Acinetobacter pittii 2,271 | 37. Pseudomonas fulva 2,017
16. Acinetobacter pittii 1,957 | 38. Pseudomonas fulva 1,929
17. Bacillus subtilis 1,935| 39. Serratia ureilytica 2,114
18. Acinetobacter pittii 2,372 | 40. Serratia marcescens 2,047
19. Bacillus pumilus 1,96 | 41. Pseudomonas koreensis | 1,802
20. Bacillus pumilus 2,135| 42. Serratia ureilytica 1,77
21. Bacillus safensis 1,84 43, Klebsiella pneumoniae 2,238
22. Micrococcus luteus 2,431 | 44. Serratia ureilytica 2,132
6.3.2 ldentifikace sekvenovanim produktia PCR — genu pro 16S rRNA

U 6 vybranych izolovanych degradérti byla provedena PCR za ptitomnosti speci-

fickych primerd. Ziskané amplikony genu pro 16S rRNA byly sekvenovany na zakazku

firmou SEQme s.r.0. Ziskané sekvence byly opraveny na zakladé posouzeni chromatogra-

mu v programu GATCViewer. Oprava sekvenci spocivala v doplnéni, odstranéni nebo

vymeéné konkrétniho nukleotidu, vybrané piiklady takovych oprav znazoriuji obrazky 4-6.

Opravy v sekvencich jsou barevné zvyraznény, preskrtnuté nukleotidy nebyly pouzity v
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analyze z diivodu zhorSené kvality zdznamu. Upravené sekvence byly zadany k porovnani
v databazi sekvenci GenBank prostfednictvim programu BLAST. Vysledkem bylo 100
nejpodobnéjsich sekvenci s uvedenymi procenty shody. Nize je pro kazdy vzorek vypsan

jeden mikroorganizmus s nejvyssi shodou se zadanou sekvenci.

o Izolat 1a — metodou MALDI-TOF MS identifikovan jako Bacillus subtilis
Poradi nukleotidi pro 16S rRNA:

GTACGACTTACCCCCAATCATCTGTCCCACCTTCGGCGGCTGGCTCCTAAAAGG
TTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGT
ACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGA
TTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATT
TGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGC
ACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCT
TCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAA
CTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACAC
GAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCC
TATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCT
TCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGA
GTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCA
GCACTAAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTFAGCACTCATCCTTTFACGGEGTG
GACTFACCAGGGTATCTAATCCTGTHCEGETCECCACGETKICGETCETCAGEGTC
AGTHACAGASCAGAGAGTCGECETTCGECACTGGTGTTCECTCCACATCKSKALGE

H
H
]

ccc

=
]

)
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]
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Obrazek 4: Cast zaznamu sekvence, ve které byly priddany

2 chybejici nukleotidy (C, A). Vysveétlivky: A —adenin, C

— cytozin, G — guanin, T —tymin
Izolat 1a byl v programu BLAST identifikovan jako Bacillus subtilis. Shoda sekvenci byla
programem vypocitana na 99 % (identities 658/660).
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o lIzolat 2c — metodou MALDI-TOF MS identifikovan jako Bacillus altitudinis
Potadi nukleotidt pro 16S rRNA:

FHFACGACTTCCCCCAATCATCTGACCCACCTTCGGCGGCTGGCTCCATAAAGG
TTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGT
ACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGA
TTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATT
TATGGGATTGGCTAAACCTTGCGGTCTCGCAGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAG
CACGTGTGTAGCCCAGGTCATAASGGGCATGATGATTFGACSTFCMTCCCCERECT

Izolat 2¢ byl v programu BLAST identifikovan jako Bacillus pumilus. Shoda sekvenci byla
programem vypoc¢itana na 99 % (identities 297/299).

o Izolat 5a — metodou MALDI-TOF MS identifikovan jako Acinetobacter pitti
Potadi nukleotidd pro 16S rRNA:

CGTCACCCCAATCATCTGTCCCACCTTCGGCGGCTGGCTCCTAAAAGGTTACCTC
ACCGACTTCGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGAGGCGCGTAGATAGTAC
ACAGGTAACCGAGGAACGTATTCACCTCGCATGCTGATCCGCAATATACAAGC
AACGCCGCCTTCGCGCCAGAAAAYTTGAAAATCCCCTAGAGAAGAAGCTGCECT
anel

Izolat 5a byl v programu BLAST identifikovan jako Bacillus subtilis. Shoda sekvenci byla
programem vypocitana na 91 % (identities 146/161).

o Vzorek 16a — metodou MALDI-TOF MS identifikovan jako Rhizobium radiobac-
ter

Potadi nukleotidii pro 16S rRNA:

FACCCCAGTCATGAATCACAAAGATGGTAAGCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTA
CCTACTTCTTTTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCC
CGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCGACTT
CATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGCACTTTATGAGGTC
CGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTARCACGTGTGT
ARCCCTACTCCCAAAGGCCTGAGGACGCTAACAGGCGSAATATGCAAAAGGEGT
ATAAGCGTGAT

Izolat 16a byl v programu BLAST identifikovan jako Enterobacter hormaechei. Shoda
sekvenci byla programem vypocitana na 99 % (identities 274/277).
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o Izolat 13b — metodou MALDI-TOF MS identifikovan jako Bacillus pumilus
Potadi nukleotidt pro 16S rRNA:

GGTACGACTHHMCECCCAATCATSTGECCCACCTCGGCGGCTGGCTCCATAAAGGT
TACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTA
CAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGAT
TCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTT
ATGGGATTGGCTAAACCTTGCGGTCTCGCAGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGC
ACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCT
TCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAA
CTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACAC
GAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCGAAGGGAAAGCCC
TATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCT
TCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGA
GTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCA
GCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGG
ACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCA
GTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCA
TTTCACCGCTACACGTGGAAATFCCACTCTCCTHCTHHCTSCACTCAAGTHCCCA

l‘u’ | N \f\ ML “é

Obrazek 5: Cast zaznamu sekvence, ve které byly

pridany 3 chybéjici nukleotidy (A, T, C)

Izolat 13b byl v programu BLAST identifikovan jako Bacillus pumilus. Shoda sekvenci
byla programem vypocitana na 100 % (identities 791/791).

o Izolat 16b — metodou MALDI-TOF MS identifikovan jako Enterobacter cloacae
Poradi nukleotidt pro 16S rRNA:
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GFGGTACGACTTCACCCCAGTCATGAATCACAAAGTGGTAAGCGCCCTCCCGA
AGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTG
TGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAG
CGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGCA
CTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGT
AGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAAGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCA
CCTTCCTCCAGTTTATAACCGGGAGTCWCECCHGAGWISTCTFAYGAGAAAGCE

350 370 380 350 400
C CCCTTG G T TCT G G GCCCTTC GGATT T T TTTC GCC G GG G

Obrazek 6: Cdst chromatogramu se zhorSenou kvalitou zaznamu, proto od této cdsti byla

sekvence z analyzy ddle vyrazena

Izolat 16b byl v programu BLAST identifikovan jako Enterobacter cloacae. Shoda sek-

venci byla programem vypocitana na 99 % (identities 339/344).

6.4 Chromatografické stanoveni ubytku biogennich amini izolovanymi
degradéry

Z izolovanych mikroorganizmti degradujicich biogenni aminy bylo vybrano 7 de-
gradéru (viz. kapitola 5.3.6), u kterych byla zkoumana degradace 6 biogennich amini v

¢ase v podminkach in vitro.

Nejvyssi degradace biogennich aminti byla zaznamenana u Bacillus subtilis (izolat
la), ubytek celkového mnozstvi biogennich amini v pribéhu 72 hodin znazoriuje
obrazek 7. Pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie byl pozorovan vyrazny uby-
tek putrescinu, ktery byl snizen 0 100 % v porovnani s kontrolou (médium nezaockované
danym degradérem) . Histamin byl degradovan z 97 % a kadaverin z 92 %. V prabéhu ex-
perimentu doslo k poklesu obsahu také u tyraminu, konkrétn¢ o 40 %, fenyletylaminu o
35 % a tryptaminu 0 13 %. Na zéakladé pozitivnich vysledki bylo s timto degradérem po-

kracovano v dal§im experimentu, viz. kapitola 6.5.
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Obrazek T: Degradace biogennich aminii v médiu — kmenem Bacillus subtilis

U zbylych testovanych 6 degradérti nebyla zaznamenana tak vyznamna degradace
biogennich amind. Pro srovnani na obrazku 8 jsou uvedeny vysledky z tohoto pozorovani
pro jeden izolat, ostatni jsou shrnuty v pfiloze |. Obecné lze fici, ze celkovy Ubytek bio-
gennich amind byl u vSech vzorkt pod 50 %. Bacillus altitudinis, Acinetobacter pitii, Ba-
cillus pumilus a Bacillus safensis vykazovali nejvyssi degrada¢ni aktivitu pro tyramin. Ba-
cillus altitudinis jeho mnozstvi snizil na 63,5 %, Acinetobacter pitii na 62,5 %, Bacillus
pumilus na 63,8 % a Bacillus safensis na 65,7 %. Rhizobium radiobacter nejvice degrado-
val fenyletylamin na 56,7 %, stejn¢ jako Entrerobacter cloacae, ktery mnozstvi fenylety-

laminu snizil na 56,0 %.
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Obrazek 8: Degradace biogennich aminii v médiu — kmenem Entrerobacter cloacae

6.5 Degradace biogennich aminii v zavislosti na vnéjSich podminkach u

vybraného izolovaného degradéra

Schopnost degradace 5 biogennich amini (putrescinu, fenyletylaminu, histaminu,
kadaverinu a tyraminu) byla zjistovana za riznych kultiva¢nich podminek u Bacillus subti-
lis pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie. Byl zkouman zejména vliv pH mé-
dia, teploty a zpisobu kultivace (stacionarni a ,,okysli¢ovani* na tfepacce) na degradac¢ni

aktivitu v Case.

Vysledky z pozorovani degradacni aktivity u izolatu Bacillus subtilis pfi stacionarni
kultivaci jsou shrnuty na obrazcich 9-11. V kazdém obrazku jsou uvedeny 4 grafy (pro
ubytek sledovanych biogennich amini pro danou teplotu kultivace. V pribehu experimen-
tu doslo ke sniZeni obsahu vSech sledovanych biogennich amint. Z vysledki lze vycist, ze
k vyraznému poklesu biogennich aminti doslo u kultivace pti 8 °C po 24 hodinach od za-
ockovani, jejich mnozstvi kleslo béhem této doby na tfetinové mnozstvi a déale se snizovalo
pozvolna nebo se jiz neménilo. Pii 8 °C byl nejvice degradovan putrescin, pii iniciaénim
pH média 5, 6 a 7 jeho mnozstvi kleslo po 96 hodinach na 15 %, naopak fenyletylamin byl
degradovéan nejméné, po 96 hodindch bylo pfitomno 30 % z pivodniho mnoZstvi. V piipa-

dé kultivace pti 23 °C doslo také k vyraznému poklesu obsahu biogennich amint po 24



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 61

hodinach od zaockovani a jejich mnozstvi se také snizilo na tfetinové mnozstvi. Po 72 ho-
dinach kultivace doslo u vSech 4 kombinaci pH média k nejvétsimu poklesu putrescinu, i
kdyz ne s velkym rozdilem oproti ostatnim amintim. Pfi teploté kultivace 30 °C byl pozo-
rovan vyrazny pokles biogennich amint uz po 12 hodinach od zaockovéni. Po 48 hodinach
kultivace doslo k nejvyssi degradaci putrescinu, kadaverinu a histaminu o 80 %. Zadné z
testovanych pH kultivaéniho média nemélo na degradacni aktivitu vyrazné inhibi¢ni ucin-
Ky, nicmén¢ nelze také obecné uréit, které pH degrada¢ni aktivitu naopak podporuje. Na-
dinach degradovan na 30 %, dale se jeho mnozstvi s rostoucim pH mirn€ zvySovalo — pfi
pH 6 a 7 na 33 % a pti pH 8 na 36 %. Opacny jev byl pozorovan pfi kultivaci na tfepacce a
teploté 8 °C, kde byl putrescin snizen na 16 % v prabchu 96 hodin pii pH 5, pti zvySeni pH
na 7 kleslo jeho mnoZstvi na 11 %. Pfi statické kultivaci a 8 °C pH média nemélo Zadny

vliv na degradaci u fenyletylaminu, ktery byl degradovan na 30 % pii pH 51 8.
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Obrazek 9: Degradace biogennich aminii izolatem Bacillus subtilis pri 8 °C v médiu s

upravenym iniciacnim pH 5, 6, 7 a 8 pri statické kultivaci
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Obrazek 10: Degradace biogennich aminu izoldatem Bacillus subtilis pii 23 °C v médiu s

upravenym iniciacnim pH 5, 6, 7 a 8 p¥i statické kultivaci
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Obrazek 11: Degradace biogennich aminu izolatem Bacillus subtilis pi 30 °C v médiu s

upravenym iniciacnim pH 5, 6, 7 a 8 pri statické kultivaci
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Dale byl v experimentu sledovan také vliv okyslicovani kultivaéniho média v pri-
behu kultivace jeho protfepavanim na tiepacce. Byly sledovany stejné kombinace faktort,
jako v ptipad¢ vySe uvedené kultivace statické. Vysledky z pozorovani degradacni aktivity
pii kultivaci na tiepacce jsou uvedeny na obrazcich 12—-14. Stejn¢ jako v ptipadé kultivace
statické doslo ke sniZzeni obsahu vSech sledovanych biogennich aminti. Pti 8 °C byl nejvice
degradovan putrescin, pfi iniciacnim pH média 7 jeho mnozstvi kleslo po 96 hodinach na
12 %, fenyletylamin byl degradovan nejméné&, po 96 hodinach jej bylo pfitomno 33 % z
puvodniho mnozstvi. Pti 23 °C doslo k nejvyrazngjsi degradaci putrescinu a histaminu na
20 %, fenyletylamin byl opét degradovan nejméné. Pii 30 °C doslo po 48 hodinéach od za-

ockovani k nejvys$imu snizeni putrescinu, histaminu a kadaverinu na 20 %.
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Obrdzek 12: Degradace biogennich aminii izolatem Bacillus subtilis p7i 8 °C v médiu s

upravenym iniciacnim pH 5, 6, 7 a 8 pri kultivaci na trepacce
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Obrazek 13: Degradace biogennich aminii izoldtem Bacillus subtilis pri 23 °C v médiu s

upravenym iniciacnim pH 5, 6, 7 a 8 pri kultivaci na tFepacce
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Obrazek 14: Degradace biogennich aminii izolatem Bacillus subtilis pii 30 °C v médiu s

upravenym iniciacnim pH 5, 6, 7 a 8 p7i kultivaci na tFepacce
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6.6 Souhrnna diskuze

Vzhledem k negativnimu pusobeni biogennich amind na lidské zdravi je snahou v
potravinaiském pramyslu vyuZzivat probiotické mikroorganizmy s co nejnizsi dekarboxyla-
zovou aktivitou. Probiotické kmeny se vyznacuji pozitivnimi dieteticko-lécebnymi uc€inky
na lidské zdravi a produkce biogennich amini patii rozhodné k protikladu takovych t¢inkt

(Lorencova et al., 2012, s. 2089).

Probiotické kultury jsou schopné produkovat detekovatelna mnozstvi biogennich
amint, jak bylo také potvrzeno v prvnim experimentu této prace. Pied vybérem probiotic-
kych kmend do potravinaiského a mlékarenského prumyslu je tedy vhodné provést skri-
ning dekarboxyldzové aktivity daného kmenu, nebot’ n¢kolik studii potvrdilo, Ze produkce
biogennich amint souvisi pravé s kmenovou piisluSnosti (Deepika a Rakshit, 2011, s.

2067).

V ramci skriningu tvorby biogennich amint u 29 sbirkovych mlékarenskych kultur
byla zjisténa produkce tyraminu (od 6,2 do 1123,0 mg1™) a spermidinu (od 0,9 do
2,8 mg-1™") u viech testovanych kmeni. V diplomové praci zaméfené na sledovéani dekar-
boxylazové aktivity vybranych probiotickych bakterii, pfevazné rodu Bifidobacterium,
byla také zaznamenana v obou kultiva¢nich médiich (MRS a Wilkins-Chalgren) produkce

tyraminu a dale také sperminu (Sykorova, 2013, s. 56-57).

U vétsiny testovanych kment nebyla zjisténa produkce vyssiho mnozstvi biogen-
nich amind, které by mohly negativné pisobit na zdravého ¢loveéka. Vyjimku tvoril Ente-
rococcus faecium CCDM 922, ktery vyprodukoval celkové mnozstvi biogennich amint
1393,0 mg-1™, z toho 1123,0+30,2 mg-1™ tvofil tyramin. Obecn& jsou mnozstvi tyraminu
nad 1000 mg-kg" povazovana za toxikologicky zdvazna a nebezpeéna pro lidské zdravi

(Nunez, del Olmo a Calzada, 2016, s. 421).

V soucasné dobé existuje nékolik dalSich navrzenych metod pro kontrolu produkce
biogennich aminil v potravinach a napojich. VétSina z nich je zaméfena na inhibici pfitom-
nych dekarboxyldza-pozitivnich mikroorganizmi — oSetfeni vysokym tlakem, ionizujicim
zatenim, vybér obalové techniky, pouziti potravinaisky ptidatnych latek a fizeni potravi-
nové mikroflory, tzn. vybér startérovych kultur. Tyto metody mohou tvorbé biogennich
aminQ zabranit, pfipadné ji zpomalit anebo sniZzit na pfijatelnou trovei, ale nemohou exis-
tujici aminy odstranit. Alternativu nabizi vyuziti mikroorganizma schopnych metabolizo-

vat biogenni aminy a tim tak jejich mnozstvi v potravinach snizit. Nékter¢ studie se zaby-
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vaji hledanim téchto degradért, ktefi jsou vybaveni enzymy zodpovédnymi za oxidaci bio-
gennich amint na aldehydy, peroxid vodiku a amoniak. Proto pifimé pouziti aminooxidaz
je dalsi z moznosti snizeni obsahu aminti (Mohedano et al., 2015, s. 291, 295; Naila et al.,
2010, s. 140-141).

Cilem druhého experimentu bylo sledovani degradace putrescinu v ¢ase piisobenim
enzymu diaminooxidazy. V experimentu bylo pouZzito mnozstvi diaminooxidazy odpovida-
jici enzymové aktivité¢ 1,5 U a 2,5 U. V ¢ase 0 byl obsah putrescinu 89 ug/l (odpovida pii-
blizn¢ 1 umol), po prvni hodiné kultivace se plisobenim enzymu s aktivitou 1,5 U snizilo
mnozstvi putrescinu na 21,7 %, v piipadé diaminooxidazy s aktivitou 2,5 U se mnozstvi
putrescinu snizilo na 13,9 %. Vyrobce diaminooxiddzy uvadi, ze 1 jednotka enzymu (1
unit) by méla oxidovat 1 pmol putrescinu za hodinu p#i pH 7,2 a teploté 37 °C, z tohoto
divodu bylo vétsinové mnozstvi putrescinu pii tomto pilotnim pokusu degradovano jiz po
prvni hodiné kultivace za stanovenych podminek. Vysledky potvrzuji tibytek putrescinu v
¢ase, nicméné pro dané mnozstvi putrescinu by bylo dostacujici mensi mnozstvi diaminoo-
xidazy, a proto vysledky mezi vzorky s enzymovou aktivitou 1,5 U a 2,5 U se vyrazné€ ne-
li8i. Dapkevicius et al. (2000, s. 107-114) testovali chovéani diaminooxidaz v rybi silazi v
riznych podminkach. Degradace pomoci tohoto enzymu byla uspéSnéa pii vSech testova-
nych teplotach (37, 22 a 15 °C), pficemz pii 37 °C byla degradace 100%. Limitujicim fak-

torem bylo pH. Pii pH 4,5 z divodu denaturace enzymu nedoslo k vyrazné degradaci.

Treti experiment mél za cil izolovat z riznych potravinovych matric mikroorgani-
zmy degradujici biogenni aminy a nasledné u nich provést identifikaci. Princip izolace
degradéra byl zalozen na kultivaci v definovaném mineralnim Zivném médiu obohaceném
o biogennimi aminy, které predstavovaly jediny zdroj uhliku a dusiku. V mineralnim mé-
diu proto mohly rlst a mnozit se pouze ty bakterie, které mély schopnost utilizace biogen-
nich amind. Jejich identifikace byla provedena pomoci instrumentalni fenotypové metody
MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie a u vybranych izolovanych mikroorganizmu byla
také navic provedena pro porovnani genotypova identifikace sekvenovanim produkti PCR

odpovidajicich vybranému useku genu pro 16S rRNA s vyuzitim specifickych primert.

Mezi 44 degradéry, které se podarilo uspésné identifikovat pomoci MALDI-TOF
hmotnostni spektrometrie, byli zastupci roda Bacillus, Acinetobacter, Micrococcus, Rhizo-
bium, Enterobacter, Serratia, Pseudomonas, Klebsiella a Escherichia. Déale u 6 degradéri
byla pro identifikaci pouzita ¢ast sekvence pro gen 16S rRNA. Tato sekvence byla porov-

nana s referen¢nimi sekvencemi dostupnymi ve vefejné dostupné databdzi GenBank za
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ucelem identifikace daného mikroorganizmu. Izolat oznacen jako 1a byl metodou MALDI-
TOF MS i sekvenaci identifikovan jako Bacillus subtilis, stejné tak byl izolat 13b obéma
metodami identifikovan jako Bacillus pumilus a izolat 16b jako Enterobacter cloacae. Bo-
huzel, ne vzdy se tyto dvé metody v identifikaci pIn¢ shodly. Obé metody izolat 2¢ identi-
fikovaly jako nalezici do rodu Bacillus, ale v identifikaci druhu se lisily. Izolat 16a, ktery
byl metodou MALDI-TOF MS identifikovan jako Rhizobium radiobacter, byl v programu
BLAST identifikovan jako Enterobacter hormaechei. Izolat 5a metodou MALDI-TOF MS
identifikovan jako Acinetobacter pitti, byl v programu BLAST identifikovan jako Bacillus
subtilis. Lze tedy konstatovat, ze identifikace mikroorganizmti pomoci MALDI-TOF MS
je idealni metoda pro skrining velkého poctu izolati, ale v pfipad¢ nizsi spolehlivosti iden-
tifikace je nutno vysledky ovéfit jinou metodou identifikace nebo vhodnymi doplitkovymi

testy (morfologické a biochemické charakteristiky).

Problematikou izolaci degradérti biogennich aminti z potravin se zabyvala také stu-
die Leuschner, Heidel a Hammes (1998, s. 4), kterym se podafilo z potravin izolovat de-
gradéry tyraminu a histaminu identifikované jako Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
casei, Lactobacillus pentosus, Pediococcus acidilactici, Rhodococcus sp., Arthrobacter
sp., Micrococcus sp., Brevibacterium linens a Geotrichum candidum. Zaman et al. (2010,
s. 445) ve své studii 1zolovali ze vzorkil rybich omacek bakterie, u kterych byla hodnocena
degradaéni aktivita biogennich amint. Kmeny roda Bacillus a Staphylococcus izolované v
této studii byly schopny degradovat jeden nebo i vice biogennich aminti. Eom, Seo a Choi
(2015, s. 1526) izolovali z fermentovanych sdjovych vyrobki nékolik druhii rodu Bacillus,
které vyrazn¢é degradovaly histamin a tyramin. V dals$i studii u 17 izolati ziskanych ze sy-
ra, byla zjisténa schopnost degradovat tyramin a histamin v podminkach in vitro. VSechny
izolaty byly identifikovany sekvenovanim genu 16S rRNA do druhu Lactobacillus casei
(Herrero-Fresno et al., 2012, s. 300). Osm histamin degradujicich bakterii izolovanych ze
solenych rybich vyrobku, bylo identifikovano jako Agrobacterium tumefaciens, Bacillus
cereus, B. polymyxa, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens, B. subtilis a Rummeliibacillus
stabekisii (Lee et al., 2015, s. 840).

Dale v ramci toho experimentu byla u 7 vybranych izolati sledovana schopnost
degradace biogennich amint v ¢ase v podminkach in vitro. Izolat 1a, identifikovany jako
Bacillus subtilis, vykazoval nejvyssi degradacni aktivitu biogennich aminti v porovnani s
ostatnimi zkoumanymi degradéry. Byla pozorovana 100% degradace putrescinu, 97% de-

gradace histaminu a 92% degradace kadaverinu, ostatni biogenni aminy byly degradovéany
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do 50 %. Ostatnich 6 degradérii vykazovalo niz$i degradacni aktivitu. VSechny izolaty sni-
zily mnozstvi pfitomnych biogennich amind v bujonu o méné nez 50 %. Bacillus altitudi-
nis, Acinetobacter pitii, Bacillus pumilus a Bacillus safensis vykazovaly nejvyssi degra-
daéni aktivitu pro tyramin, Rhizobium radiobacter a Entrerobacter cloacae nejvice degra-

dovaly fenyletylamin.

Stejné jako izolaci degradérti z potravin se nékteré studie zabyvaly sledovanim ki-
netiky degradace biogennich amint v Case. Lee et al. (2015, s. 838) ve své praci pozorovali
také u Bacillus subtilis degradaci histaminu v bujénu a to 0 74 % v prub¢hu 24 hodin,
100% degradaci histaminu vykazoval jiny izolovany druh B. polymyxa. Jina studie popsala
u 4 druht izolatd rodu Bacillus (mezi nimi také B. subtilis) degradaci histaminu od 27 do
60 %, putrescinu od 7 do 30 % a kadaverinu od 22 do 29 % za 24 hodin v podminkach in
vitro (Zaman et al., 2010, s. 445). V dalsim vyzkumu kmen Staphylococcus xylosus a dva
kmeny Bacillus coagulans vykazovaly v porovnani s ostatnimi zkoumanymi degradéry
nejvyssi schopnost rozkladat histamin, ktery degradovaly z jeho poc¢atecni koncentrace na

62 az 65 % béhem 24 hodin také v podminkach in vitro (Mah a Hwang, 2009, s. 789).

Na zakladé¢ skriningu degradacni aktivity u 7 vybranych izolatt bylo s izolatem la
Bacillus subtilis pokracovano v dal§im experimentu, kde bylo cilem sledovat kinetiku de-
gradace biogennich aminl v zavislosti na vnéjSich podminkach (kombinace testovanych
faktor — riizné pH kultivacniho média, teplota kultivace a vliv provzdusiovani média v
pribéhu kultivace). Produkce biogennich amint u dekarboxylaza pozitivnich mikroorgani-
zmu je siln€ ovlivnéna teplotou prostiedi, kdy nizsi teplota zpomaluje jejich produkci a
snizuje celkové vyprodukované mnozstvi biogennich amint (Naila et al., 2010, s. 140). Pti
tomto experimentu nizka teplota prostiedi (porovnana teplota kultivace 8, 23 a 30 °C) ne-
meéla vyrazngjsi vliv na degradacni aktivitu testovaného izolatu, i piesto, ze 1ze predpokla-
dat snizenou degradac¢ni aktivitu se snizujici se teplotou prostiedi z diivodu teplotniho op-
tima pro druh Bacillus subtilis, ktery se pohybuje v rozmezi 30 — 37 °C. V né&kterych pfi-
padech naopak byla kone¢na degradacni aktivita vyssi pii nizsi teploté kultivace, napt. pfi
bylo 20 %. Vyssi teplota kultivace (30 °C) méla ale vliv na rychlost degradace biogennich
amind, pii této teploté doslo ke snizeni amini na tietinové mnozstvi uz po 12 hodinach od
zaoCkovani, zatimco u 8 a 23 °C byl tento pokles zaznamenan az po 24 hodinach. Vliv
teploty na aktivitu tyramin oxidazy sledovali ve své studii Leuschner, Heidel a Hammes

(1998, s. 7), pii teploté 5 °C pozorovali jeji snizenou aktivitu, pii 37 a 40 °C byla degrada-
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ce nejvyssi a pii 60 a 70 °C k zadné degradaci tyraminu nedoslo z divodu denaturace ty-
ramin-oxidazy. Dal§im sledovanym faktorem v experimentu byla aerace média pomoci
kultivace na tfepacce (druh Bacillus subtilis vyZzaduje v prostfedi pro svuj rust kyslik).
Obecn¢ lze fici, ze pii provzdusiovani média v priabéhu kultivace doslo ke stejnému po-
klesu mnozstvi biogennich aminti v médiu v porovnani s kultivaci statickou. Na zakladé
teplota kultivace a provzdusiiovani média) vyznamné neovlivnily degradac¢ni aktivitu izo-
latu Bacillus subtilis. Pfi vSech testovanych faktorech doslo uspé&sné k poklesu sledovanych

biogennich amind, které byly poniZeny o 65 az 85 %.

Ze ziskanych vysledkt lze vyvodit zavér, ze vyuzitim izolovanych degradérii bio-
gennich amind by se mohlo potencionalné snizit mnozstvi téchto nezadoucich latek v po-
travinach v téch piipadech, kdy metody prevence dostateéné nebrani jejich vzniku. V prak-
tické Casti prace, a také v fad¢ jinych vyzkumnych publikaci, byly pozorovany pozitivni
vysledky degradace u druhu Bacillus subtilis. Nicmén¢ aplikace této sporotvorné bakterie
do potravin s vys$§im rizikem vyskytu biogennich aminli by vyzadovala dals$i vyzkum,
zejména zaméfeny na negativni ovlivnéni zdravotni nezdvadnosti a senzorickych vlastnosti
potravin, do kterych by tento mikroorganizmus byl aplikovan. Pfitomnost této sporotvorné
bakterie v potravinach je obecné povazovana za nezadouci, jednak proto, Ze se vyznacuje
silnym enzymatickym vybavenim, napiiklad B. coagulans a Geobacillus stearothermophi-
lus zptisobuji kaZzeni potravin (zejména nekyselych konzerv) a navic Bacillus cereus mize
byt zodpoveédny za alimentéarni otravy (Ray a Bhunia, 2014, s. 25). Je potieba ale zminit, Ze
nékteré¢ kmeny druhu B. subtilis se fadi mezi probiotika, které naopak mohou mit pozitivni
ucinek na lidské zdravi (Permpoonpattana et al., 2012, s. 127). Ouoba et al. (2004, s. 203-
204) identifikoval také B. subtilis a B. pumilus jako potencialni startérové kultury pro vy-

robu africkych fermentovanych fazoli.
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ZAVER

Ptedlozena diplomova prace byla zaméfena na biogenni aminy a moznosti jejich degrada-
ce. V ramci této problematiky byl proveden také experiment, ktery mél za cil prozkoumat
dekarboxylazovou aktivitu sbirkovych mlékarenskych kment s dieteticko-1é¢ebnymi ucin-
ky. Degradovat biogenni aminy je mozné pomoci enzym, jako je diaminooxidaza a také
pomoci mikroorganizmu, které timto enzymem disponuji. V ramci pilotniho experimentu
byla provedena degradace putrescinu pomoci diaminooxidazy. V dal§im experimentu byly
z potravin izolovany mikroorganizmy degradujici biogenni aminy, nasledné byly identifi-
kovany a u vybranych izolatd byla sledovana kinetika degradace v Case v podminkach in

vitro.

o mezi sbirkovymi mlékarenskymi kmeny lze nalézt dekarboxyldza pozitivni kmeny
schopné produkce biogennich aminti. Nejvyssi produkci biogennich amind se vy-
znaCoval  Enterococcus  faecium  CCDM 922  (celkova  produkce
1393,0 mg-1™). Ostatni testované kultury nevykazovaly tak vysokou aminogenni
aktivitu,

o diaminooxid4dza degradovala vétSinové mnoZstvi putrescinu jiz po prvni hodiné
kultivace,

o byl potvrzen ptedpoklad nizkého zachytu degradérti biogennich amind z potravin, z
365 vzorkll potravin se podafilo izolovat a nasledné identifikovat 44 degradérd,

o stanovenim ubytku biogennich amini v ¢ase metodou HPLC byla potvrzeno u
vSech 7 sledovanych izolati schopnost degradace biogennich amint v podminkach
in vitro,

o izolat identifikovany jako Bacillus subtilis vykazoval nejvyssi degradacni aktivitu
biogennich amind v porovnani s ostatnimi zkoumanymi degradéry. Degradoval
100 % putrescinu, 97 % histaminu a 92 % kadaverinu,
vani média) vyznamné neovlivnily degradacni aktivitu izolatu Bacillus subtilis, by-

ly degradovany vSechny sledované biogenni aminy o 65 az 85 %.
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