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ABSTRAKT

Tato prace se tyka problematiky vyskytu biogenraptini v mlékarenském provozu, coz
jsou latky girozere se vyskytujici v buwtnych strukturach rostlin nebo mohou vznikét p
skladovani a vyrobpotravin jako produkt metabolizmu mikroorganiznTeoretickacast
se zabyva chemickym sloZenim a mikrobiologii miékalediska produkce biogennich
amini. Cast prace je vymezena pro zakladni informace odpioigh aminech o jejich
vzniku, toxici€ a biologickém dinku. V experimentalntasti byla na zakladvysledki
chromatografického stanoveni posouzena dekarbmwdazaktivita mikroorganizii
vyskytujicich se v syrech zrajicich v solném nalewsamotném solném nalevu a

mikroorganiznii izolovanych ze gtu z vyrobnich prostor mlékarenského zavodu.

Klicova slova: biogenni aminy, mlékéarensky provoz, ctatgrafické stanoveni,
dekarboxyldzova aktivita, syry zrajici v solnémeavéi

ABSTRACT

This thesis deals with the biogenic amines in damglustry. Biogenic amines are
substances naturally occurring in plant cell or megur in food production and storage, as
a product of the microbial metabolism. A theordtipart is concerned with chemical
composition and microbiology of milk in terms ofrfeation of biogenic amines. Part of
this work is defined for basic information aboubdpnic amines on their formation,
toxicity and biological effects. In the experimdmart was by chromatography determined
decarboxylase activity of microorganisms occurringwhite cheeses, in the brine and

microorganisms obtained from dairy.

Keywords: biogenic amines, dairy, decarboxylase/akt chromatography, white cheese
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UvoD

Cilem prace bylo posoudit dekarboxyldzovou aktivituikroorganiznid, které byly
izolovany v mlékarenském provozu. Dekarboxylazoktivda byla stanovena na zakkad

produkce biogennich aminjejichz vyskyt v potravinach je neustale aktuddriématem.

Biogenni aminy jsou zakladni dusikaté skniny s nizkou molekulovou hmotnosti, které
jsou v potravinach a napojich temy Fevazie mikrobialni dekarboxylaci aminokyselin
pomoci pislusnych enzyiin Mezi nefasgjSi producenty biogennich antirpati druhy
mikroorganizni  rodu Pseudomonas, Photobacterium déale rody celedi
Enterobacteriacegea to Citrobacter, Klebsiella Escherichia, Proteus, Salmonella
Shigella a ¢eled” Micrococcaceag a to Staphylococcus, Micrococcus Kocuria. Mezi
vyznamné producenty biogennich aftietadi mnoho bakterii méé&ého kvadeniCasto
se vykytuji v mlénych vyrobcich, prvni kapitola tedy pojednava oralokém slozeni a

mikrobiologickécistot mléka.

Vysoké hodnoty biogennich andirv potravinach mohou mit nezadoucinky na lidské
zdravi, které jsou mnohdy spojené s otravami. Pdatsicast prace se zafiuje na vznik a
vyskyt biogennich amin jejich toxicitu a biologické &inky. Praktickacast se zabyvala
dekarboxyldzovou aktivitou mikroorganiamkdy byla vyhodnocena dekarboxyldzova
aktivita u 108 mikroorganizty které byly izolovany ze sfrzrajicich v solném néalevu, ze
stria vyrobnich prostor mlékarny a solného nalevu. Bmmgeaminy byly detekovany
pomoci metody HPLC s UV detektorem. Na zakladalyzy bylo zji&no, Ze mezi izolaty
mikroorganiznii prevazovaly Gramnegativni bakterie, u nichz S pravépodobnost

vyskytu biogennich amin
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1 VYSKYT MIKROORGANIZM UV MLEKARENSKYCH
PROVOZECH

1.1 Mléko

Mléko mizeme popsat jako sekret @ Zlazy, bilé a nazloutlé barvy, nasladlé chuti a
typické viné [1]. Podle vyhlasky 77/2003 Sb. Oddil 1 § 1 mlékasi podle fedpis
Evropskych spolkgenstvi spiovat poZzadavky oSné zvIlastnimi pravnimitpdpisy [2].
Obsahuje vSechny Ziviny gebné pro novorozence. Je bohatym zdrojem ochranafek
(nag. imunoglobulir), enzynii a ristovych faktodl. Sphuje pozadavky novorozeta

nutriéni vyznam spdebiteli vSech ¥kovych kategorii [3].

1.2 Chemické slozeni mléka

Mléko vyprodukované v prvnichékolika dnech po porodu oz&ieme jako mlezivo.
Obsahuje velké mnozstvi bilkovin, imunoglobulitkkteré chrani novorozencéepl infekci.
Mlezivo se ale neuvadi do vyroby [4]. Zralé mlékokpmplex skladajici se z koloidnich
kulicek ml&ného tuku, suspenzujicich ve vodném roztoku. Sioxdééka u tiznych sava

se liSi druhem a mnozZstvim jejich komporief].

Tabulka 1: Chemické slozeni mléka (g/100g) z ogtibrdruhi sava [3]

Druh tuky bilkoviny  laktéza M'gte@lm Pmelté?:l:/ T
antilopa 1,3 6,9 4 1,3 25,2
bizon 1,7 4,8 57 0,96 13,2
buvol 10,4 59 4,3 0,8 21,5
velbloud 4,9 3,7 5,1 0,7 14,4
krava (HolStejn) 3,5 3,1 4,9 0,7 12,2
krava (Guernesy) 5 3,8 4,9 0,7 14,4
krava (Jersey) 55 3,9 4,9 0,7 15
Koza 3,5 3,1 4,6 0,79 12
Osel 1,2 1,7 6,9 0,45 10,2
Kun 1,6 2,7 6,1 0,51 11
¢lovek 4,5 11 6,8 0,2 12,6
prase 8,2 5,8 4,8 0,63 19,9
Ovce 53 55 4,6 0,9 16,3
velryba 34,8 13,6 1,8 1,6 51,2
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Kravské mléko tvii hlavni surovinu p vyrobé mlénych vyrobKi. Sklada se hlawn
z vody (70-90 %) a susSiny, ktera obsahuiblizné 4,8 % laktozy, 3,2 % bilkovin, 3,7 %
tuku, 0,19 % nebilkovinnych dusikatych latek a%, popela [5,6].

1.2.1 Bilkoviny

Mezi hlavni bilkoviny v mléce p#tkaseiny, syrovatkové bilkoviny a imunoglobuliisi

80 % bilkovin tvai kaseiny {s1, asy, 3 x- kasein), zbylych 20 % twb syrovatkove
bilkoviny, které se liSi fyziologickymi a biologigkni vlastnostmi. Jsou bohatym zdrojem
prekurzofi biologicky aktivnich peptidl, které se tvii enzymatickou hydrolyzou bilkovin
nebo proteolytickou aktivitou bakterii ndléého kvaSeni. Maji vysokou nuini hodnotu

s biologickou hodnotou a z hlediska vyzZivy se sptmohodnotnosti blizi 100 % [5].

Hlavni strukturalni bilkovina mléka, kasein, séastni tzv. sladkého i kyselého srazeni
mléka, coz zavisi na schopnosti koagulace s vapemabnty. Zastoupeni jednotlivych
druhi kaseirii zavisi na distribuci fosfatu (fosfoserinovych iyt Fosfat vadze vapnik za
vzniku fosforénanu vapenatého. Obecplati, Zeasr-kasein,asykasein, 3-kasein twb

Vv pritomnosti vapenatych ioitherozpustné soli jizipmalych koncentracich, na rozdil od
k-kaseinu, ktery neni citlivy nafifpomnosti vapniku a slouzi jako jejich stabilizaf6t.
Kaseiny se sousd'uji do tzv. micel. Jsou velmi hydratované a obsalamjorganickeé
mineralni slozky (fedevsim vapnik, fosfor, ale takéttié, citrat a spoléné tvai koloidni
fosforeznan vapenaty) [3].

1.2.2 Enzymy

V kravském mléce jeiftomno asi 60 enzyin z nichz bylo charakterizovano 20. Mohou
pochézet ziznych zdroj — z krve, somatickych bgh, mléného tuku, z membran nebo
cytoplazmy buk. VSechny jsou spojeny azanymi frakcemi mléka, nd&ps kaseinovymi
micelami. Mezi technologicky tdezité enzymy pdt plazmin, lipoproteinové lipazy,
alkalické fosfatazy, laktoperoxidazy. Plazmin j&ledity u syrdské technologie, v syru
prispivad k primarni proteolyze fpméné kaseinu na polypeptidy). Lipazy hydrolyzuji
esterové vazby estena rozhrani oleje a vody. Jsou syntetizovany psski€ni Zlazou.
Lipoproteinova lipaza je glykoprotein skladajicize450 aminokyselinovych zbyila je
optimalrgé aktivni @i pH 9,2 a teplat 37 °C. Vede k uvokni volnych mastnych kyselin,
které mohou mit za nasledek hydrolytické Zluknutéka. Alkalickd fosfatdza taktéz
pochazi ze sekéai Zlazy. Ma technologicky vyznam pratsinu ml€nych vyrobki.
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Slouzi jako indikator spra¥nprovedené pasterace. Optintala &inna @i pH 9,0-10,5 a
teplog 37 °C. Laktoperoxidaza je peroxidaza katalyzugigidaci peroxidu vodiku na
molekularni kyslik a vodu. V mléce zastava antimitiélni funkci v gitomnosti peroxidu

vodiku a tiokyanatanu [3].

1.2.3 Tuky

Mlécny tuk je komplex lipid, vétSinou se jedna o triacylglyceroly nebo estery mast
kyselin v kombinaci s glycerolem (97-98 %), dalejsou fosfolipidy, volné steroly a

stopova mnozstvi volnych mastnych kyselin [5].

1.2.4 Sacharidy

Hlavnim sacharidem v mléce je lakt6za. fivehruba 54 % z celkové tukuprosté tmé

susiny. Poskytuje 30 % energie mléka [5].

1.2.5 Mineralni latky

Mléko je zdrojem zejména vapniku, fosforujdiku, ale také drasliku a stopovych piyk
jako je nap. zinek. Vapnik se ve forénrozpustnych komplek s bilkovinami dokbe

vstiebava [5].

1.2.6 Vitaminy

Mléko je zdrojem vitamifi zasadnich prélovéka. Obsahuje vitaminy rozpustné v tucich
D, E, K, dale vitaminy rozpustné ve vpdako jsou kyselina askorbova, vitamin B1, B2,
B3, B6, B12, kyselina pantotenova, kyselina listey@omnenlivych mnoZstvich [5].

1.3 Patogenni mikroorganizmy obsazené v mléce

Mléko a ml€né vyrobky jsou vysoce Zivhym médiem, ve kterémmskroorganizmy
mohou mnozit a zjsobit jejich kazeni. Tyto mikroorganizmy jsou z&&isa mikrobialni
kvalité¢ surovin, které zahrnuji, za jakych podminek bytpdukty vyraliny, a (i jaké
teplo€ a jak dlouho byly skladovany [5].

Mezi nejEZzrejSi pivodce kazeni mléka a ndliych vyrobki pati Gramnegativni
tycinkovité bakterie (nap Pseudomonasspp., koliformni bakterie), Grampozitivni
sporotvorné bakterie (naBacillus spp.,Clostridiumspp.), bakterie produkujici kyselinu
mlénou (nap. Lactococcuspp.) a v neposlediidd kvasinky a plisé [5]. Teoreticky by
mléko ziskané nadojenim z vemene od zdravé dojnite byt sterilni [7].
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Nicmérg i v ¢erstw nadojeném mléku jsouipomny mikroorganizmy. Mohou pochazet ze
strukového kanaluipdojeni. Obecé se jedna u zdravych krav o hodnetd00 CFU/ml.
Smeérnice 92/46 (EU, 1992) uvadi, Zze syrové mléko npmihazet od zdravych Zat a
nentlo by ohrozovat lidské zdravi préstinictvim infeknich chorob nebo cizorodymi
latkami z mléka penosnymi natlovéka [7]. AvSak konzumaci nepasterovaného miéka
nebo vyrobk z &) mohou byt vomezeném rozsahu spojeny s alimeimérn

onemocgnimi [3].

Jak bylo zmitno vySe, mikroorganizmy mohou vstoupit #méu zlazou progednictvim
strukového kanalu v fibéhu dojeni, konkréhz jeho znéisténého povrchu fekéliemi, ale
také z jinych zdraj véetrg pady, podestylky, krmiva a dojiciho daeni [4,5]. Nicméa
pokud je poateni Urover kontaminace nizka, nasledné spravné podminky ekéad

mléka (g urc¢ité hygierg a teplot) mohou fist bakterii minimalizovat [7].

Mléko se zpracovava mnohaigoby naiizné vyrobky, jako jsou smetana, syry, maslo a
dalSi mléné vyrobky [8]. Rizné fazetetzce i zpracovani mléka, musi byt pod
kontrolou, aby byla zaji8ha kvalita a bezg@ost. Prvnim krokem dosazeni tohoto cile je
dodrzovani zakladni spravné vyrobni praxe, dalezbn@ni podminek hygieny a zavedeni
riznych systém zabezpé&eni, nap. HACCP jako nastroje k posuzovani rizika se
zameérenim na preventivni opa&ni. V zavislosti na zemidgpodu, druhu, klimatickych a
hygienickych podminek se v syrovém mléceiZzem vyskytovat jeden nebo vice
Z uvedenych patogérMycobacteriunspp.,Salmonella, Listeria monocytogenes, Bacillus
cereus, Campylobacter jejuni, Yersinia enteroamditi patogenni Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, Acinetobadpp., Pseudomonaspp neboFlavobacteriumspp.

[5].
1.4 Tepelné oSateni mléka a inaktivace mikroorganizmi

1.4.1 Pasterace

Pasterace je definovana jako shkazdécastice mlékai mlécného vyrobku na ditou
teplotu po witou dobu, aniz by doslo k éfvné dekontaminaci [9].
Cil pasterace [9]:

1) Vaejné zdravi — zarieni bezpénosti a zdravotni nezdvadnosti

2) Udrzeni kvality a prodlouzeni trvanlivosti
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Kombinacecasu a teploty pastefi@iho procesu jsou vysoce regulovatelngklBdem je
kombinace teploty 63 °C po dobu nejmé30 minut, nebo 72 °C po dobu 15 sekund.
Vyrobky s vysokym obsahem tuku maji ob&ayssi pastekai normy z dvodu Spatného
vedeni tepla tukem [9]. Hlavni Ulohou je tedyc¢emi mikroorganizra vegetativnich forem
mikroorganiznii zpisobujicich onemoemi. Pasterace vSak nentinnd k inaktivaci
termorezistentnich spor a k organiam prispivajicich ke kazeni mléka, raglostridium

sporogenesBacillus cereug8].

1.4.2 UHT sterilace

Termin sterilace se tyka Uplného odstérdnmikroorganizni odpowdnych za kazZeni
mléka. UHT zafkev nii nesporotvorné patogeny v mléce a navic snizpety vétSiny
sporotvornych patogén MIéko se zativa pi teplog€ 135-140 °C po dobu ¢kolika
sekund. Mléko je tedy sterilni a musi byt baleno akeptickych obél Sterilaci se
inaktivuje WtSina Gramnegativnich mikroorgani#nfzejména psychotrofnich), ale také
Grampozitivnich pdfcich do rod Enterococcus, Streptococcus (S. thermophilus),
Microbacterium, Lactobacillus, Mycobacterium, Coepacterium.AvSak reékteré druhy

psychotrofnich bakterii rodBacillusmohou pezivat[8].

1.5 Bakterie mlééného kvaseni

Bakterie mléného kvaSeni twd velkou skupinu nepohyblivych, nesporulujicich
Grampozitivnich kok a tyinek, které fermentuji sacharidy za fakultativeimaerobnich

(mikroaerofilnich) podminek [10].

Jedna se o organizmy v s@snosti zéazované do rad Carnobacterium Enterococcus
Lactobacillus Lactococcus Leuconostoc Oenococcus Pediococcus Streptococcus
TetragenococcysVagococcus, Weissellaa dalSich [11]. Tvid riaznorodou skupinu
obligatre fermentativnich mikroorganizim produkujicich kyselinu méou jako hlavni
produkt degradace sachatrid 2].

Nevyskytuji se pouze v mléce a ve fermentovanycb¢mytch produktech, ale také v
rozkladajicich se rostlinach, verestech lidi a zvfat [10]. V dneSni dab predstavu;ji
predmet intenzivniho vyzkumu pro jejich zékladni roli vetSingé fermentovanych
potravin. Maji schopnost tvib antimikrobialni latky a rov&¢ mohou podporovat

probiotické vlastnosti [13].
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Produkuji latky, jako je peroxid vodiku, slabé arigaé kyseliny, bakteriociny a
metabolity s nizkou molekulovou hmotnosti, kterdniliiji patogenni organizmy ve

fermentovanych potravinactimz zajis'uji jejich bezpénost [14].

Nekteré kmeny bakterii mé@ého kvaSeni se pouzivaji k vygotiznych fermentovanych
vyrobki. DalSi skupiny, zejména laktobacily, které kolafizyastrointestinélni trakt lidi a
zvitat, jsou povazovany za tzv. health-promoting mikgaaizmy, neboli probiotika [15].

Metabolizmus aminokyselin u bakterii mat@ho kvaSeni je sledovan é#viddu dopadu na
kvalitu a bezpénost potravin, protoZze aminokyseliny mohou byt prekry slogenin,
které se vyznaminpodileji nejen na charakteristické chutkterych potravin, ale také na
vzniku biogennich amin[15].

1.5.1 Rozdéleni bakterii mlééného kvaseni

Podle konéneho produktu fermentaceiieme bakterie mé@éeho kvaseni roztit [10]:

1) Homofermentativni: z90 % je te&in jedinym konénym produktem Kkyselina
mlécna
2) Heterofermentativni: krotnkyseliny mi€né (50 %) produkuji kyselinu octovou,

CO,a za utitych podminek i etanol

Tabulka 2: Homofermentativni bakterie gného kvaSeni [5]

HOMOFERMENTATIVNI
rod Lactobacillus rod Lactococcus rod Streptococcus
L. acetotolerans L. lactis S. bovis
L. acidophilus subsplactis S. salivarius
L. alimentarius subspcremoris subspsalivarius
L. casei subsphordniae subspthermophillug
L. coryniformis L. garvieae
L. curvatus L. plantarum rod Tetragenococcus
subspcurvatus L. raffinolactis T. halophillus
subspmelibiosus T. muriaticus
L. delbrueckii rod Paralactobacillus
subspbulgaricus P. selangorensis rod Vagococcus
subspdelbrueckii V. fluvialis
subsplactis rod Pediococcus | V. salmoninarum
L. fuchuensis P. acidilactici
L. helveticus P. claussenii
L.jensenii P. pentosaceus
L. kefiranofaciens P. damnous
subspkefiranofaciens P. dextrinicus
subspkefirgranum P. inopinatus
P. parvulus
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Tabulka 3: Heterofermentativni bakterie tmého kvaSeni [5]

HETEROFERMENTATIVNI

rod Lactobacillus
L. brevis
L.buchneri
L. cellobiosus
L. fermentum
L. hilgardii
L. sanfranciscensis
L. trichoides
L. pontis
L. fructivorans
L. kimchii
L. paralimentarius
L. panis
L.sakei
subspsakei
subspcarnosus

rod Leuconostoc
L. argentinum
L. citreum
L. fallax
L. carnosum
L. gelidum
L. inhae
L. kimchii
L. lactis
L. mesentoroides
subspcremoris
subspdextranicum
subspmesentoroides

rod Oenococcus
O. oeni

rod Carnobacterium
C. divergens
C. gallinarum
C. mobile
C. piscicola
C. viridans

rod Weissella
W. cibaria
W. confusa
W. hellenica
W. halotolerans
W. kandleri
W. kimchii
W. minor
W. thialandensis
W. paramesenteroides
W. viridescens
W. koreensis
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2 BIOGENNIi AMINY

2.1 Aminy

Aminy jsou organické slaieniny obsahujici dusik ve fogmaminoskupiny [16]. Jsou to
derivaty amoniaku a podobaji se mu svou strukturdazebné ahly v amoniaku i
v aminech se blizi uspidani tetraedru,fgemz ¢tvrty orbital zaphuje volny elektronovy
péar (Obr. 1) [17].

Obr. 1. Vazebné ahly aminu [17]

2.1.1 Charakteristika amint

Aminy mohou obsahovat jednti vice alkylovych skupin (alkylaminy) nebo arylowvyc
skupin (arylaminy). &koliv v mnohém je chemické chovani obouttypodobné, existuji
mezi nimi vyznamné rozdily v reaktiwitPodle pétu uhlikatych substitueatpiipojenych

k atomu dusiku &ime aminy na primarni (RN, sekundarni (BNH) a terciarni (BN).
Nap'. metylamin CHNH; je primarni amin, dimetylamin (CENH je sekundarni amin a
trimetylamin (CH)3sN je amin terciarni. Aminy secasto vyskytuji v firodnich
materialech, jak v rostlinnych tak i v Z&iénych organizmech. N&ijxlad trimetylamin se
vyskytuje v Ziv@isnych tkanich a je &asti @gic¢inou vyrazného rybiho zapachu. Nikotin je
obsazen v tabaku a kokain, ktery je znam svymi bogizzymi (&inky, se nachazi v kieh

koky rostoucich v Jizni Americe [18].

2.1.2 Fyzikalni vlastnosti amini

Vlastnosti amifi jsou zavislé na stupni substituce na dusiku. Vymmau vlastnosti
primarnich a sekundarnich amije jejich schopnost tv¥d intermolekularni vodikove
vazby. Asociace molekul primarnich a sekundarniom@ se projevuje snizenogkiavosti
téchto latek [16].
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Podobri jako alkoholy jsou i aminy s mé&mez @ti atomy uhliku obvykle rozpustné ve
vodé. A stejré jako alkoholy, primarni a sekundarni aminy vysja intermolekularni
vazby a jsou proto sithasociované. Bsledkem je skutaost, Ze aminy maji vysSi teploty

varu nez alkany o podobné molekulové hmotnosti.[17]

2.1.3 Fyziologické vlastnosti amini, prirodni aminy

Niz8i alifatické aminy maji néfjemny zapach a ani aromatické aminy nevynikaji
piijemnou wini. Fi¢inou charakteristického zapachii pozkladu organistin je hlavré
vznikajici 1,4-butandiamin (putrescin) a 1,5-perdadn (kadaverin), které vznikaji
dekarboxylaci aminokyselin. Aromatické aminy jsau#iSinou toxické a nebezgieotravy

je zvySovano tim, Ze jsou snadnoigbavany pokozkou. &které aminy jsou karcinogenni
(nap. betafenylalanin, benzidin) [16]. Analogicky jak@i enzymow katalyzovanych
dekarboxylacich dochazi k dekarboxylaci aminokysglisobenim vysSich teplot a to za
vzniku pislusnych amift. Jako produkty enzymovéinnosti vznikaji wkteré slozky,
udavajici aroma syr Histamin, ktery je povazovan za tk&y hormon, ma i patogenni
Gcinky v podolE otrav. MiZe se ve zvySenych koncentracich vyskytovat v maserych
nevhodr skladovanych ryb (aZ 3 g.Rly kde vznika bakterialni dekarboxylaci z histidinu
[18].

2.2 Aminokyseliny

Aminokyseliny jsou organické sloéaniny obsahujici karboxylovou skupinu a
aminoskupinu, uhlik, vodik, kyslik a dusik (evemtdesiru). Existuje 21 zakladnich
a-aminokyselin, které ¥etnych kombinacich two z&klad proteifi a peptid, v nichZ jsou
spojeny peptidovou vazbou. Z aminokyselin se krgmoteini a peptid tvori i dalSi latky
dulezité pro ¢innost organizmu (nd&p tyroxin, katecholaminy, melanin, histamin aj.).
Popisovan je rowt piimy specificky farmakodynamickycinek aminokyselin vazany na
urtité funkce (nap funkce glycinu a alaninu jako neurotransmijerDéli se na
aminokyseliny neesencialni (nepostradatelné), ldeliédsky organizmus umi sam vyrobit,
nag. z cukfi nebo z jednodusSich latek, a na aminokyselinyciien (postradatelné), u
aminokyselin, které jsou soasti peptid, existuji i dalSi aminokyseliny (n&pornitin,

citrulin, taurin) [16].
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Prirozené aminokyseliny vazané v proteinech maji avon (rekdy iminovou) skupinu
vazanou na uhliku bezpréstirg sousedicim s karboxylem (Obr. 2). Maji tedy (Snaipu
glycinu) jeden asymetricky uhlikovy atom v molekigkze se mohou vyskytovat ve dvou
prostorovych modifikacich. Aminokyseliny vazané reteinech maji ves#s
L-konfiguraci, i kdyz se vifrodé nékteré D-aminokyseliny také ojedile vyskytuji, a to
bud volné, nebo vazané v peptidech. Vzhledem rkomnosti ionizovatelné bazické

aminoskupiny a kyselé karboxylové skupiny mohouitwanitini soli (Obr. 3) [19].

NH, o
R q\\
b OH

Obr. 2. Neionizovana aminokyselina [19]

NH, " o

/
\,

o

H

Obr. 3. Vnitni g1l aminokyseliny [19]

2.2.1 Vznik amina a dalSich slodenin z aminokyselin

K termické degradaci aminokyselin a ke vzniku amipogipad dalSich slotenin,
dochazi i pi relativre nizkych teplotach, které je mozno v mnohych tepejpracovanych
potravinach oekavat, zvlasgt pak v jejich povrchovych vrstvach. Degradaci serin
treoninu @i 280 °C vznika nap fada derivat pyrrolu a pyrazinu a propionaldehydu, ze
serinu navic acetaldehyd, amoniak, etylamin a détama. Z cystinu a cysteinu vznika
vedle mnoha sirnych sléanin ot acetaldehyd, amoniak a etylamin. Z metioninuwsé t
acetaldehyd, aceton, propanal, isobutanal, etylyl-aa krotylamin. Senzoricky vyznamné
produkty termické degradace fenylalaninu a tryptafize prokazat jiz i teplot 150 °C,

u tyrozinu g 300 °C [19].
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Kromé alkylderivAti benzenu z fenylalaninu a deriwatndolu z tryptofanu vznika
z fenylalaninu acetaldehyd, z tyrozinu amoniak, yiaetin a tyramin, z tryptofanu
metylamin, etylamin a tryptamin [19]. Aminokyselifgou prekurzory biogennich andin
Jejich stanoveni jeadezité zejména pro kontrolu biogennich atnge znamymi toxickymi
acinky [20].

2.3 Biogenni aminy

Biogenni aminy jsou zakladni, dusikaté skniny s biologickou aktivitou [21]Popisuji
se jako organické baze s alifatickymi, aromatickyaiheterocyklickymi strukturami
(Obr. 4) [22]. Pati k ptirozenym antinuttinim faktofim, hygienicky vyznamnym ve
vyZzivé. Jsou pdebné proradu zakladnich funkci, jako je ridgdad regulace nukleovych
kyselin, syntéza bilkovin, stabilizace membran,tkala krevniho tlaku. Na druhé stgan
jejich vysoké koncentrace mohou Fmit toxické efekty. Biogenni aminy v potravinach
mohou pochazet ze dvou zdrojJsou firozenou so&asti bugcnych struktur rostlin nebo
mohou vznikat fi procesu vyroby a skladovani potravin jako vysledeetabolického
pusobeni mikroorganizin Stavaji se tak indikatorem mikrobialni kontamimeg jejich

koncentrace riize byt jednim z ukazatekvality potravin [23].

Mezi nejEzrejSi biogenni aminy nalezené v potravindch ripdtistamin, tyramin,
kadaverin, 2-fenyletylamin, spermin, spermidin, rpstin, tryptamin a agmatin. Tyto
polyaminy jsou firozerg piitomné v potravinach a podili se rigtu a buacéné proliferaci
[24]. Jsou to sloZky vyskytujici se v mikrobialnjatostlinnych i Ziv@isnych buikach.
Jejich biosyntéza je velmi s#n regulovana ¢innosti dvou kkovych enzyni
ornitindekarboxylazou a s-adenozylmetionindekartdzeuu. Tvdi se z metioninu a
argininu [25]. Pozornost serfqgrlevsim soustd’uje na stanoveni histaminu, putrescinu,
kadaverinu, tyraminu, tryptamin, sperminu, spermidiv rybich produktech, syrech,
fermentovanych masovych a zeleninovych vyrobcighiyu a virg [23].
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| |
N NH /\/\/N \/\/N H,
HzN/\/\/ 2 H,N
agmatin NH spermidin
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serotonin dopamin tryptamin histamin

Obr.¢. 4: Vzorce biogennich amirj26]

2.3.1 Toxicita biogennich amini

Je velmi obtizné dit toxikologickou uUrové biogennich amify, protoZze zavisi na
individualnich vlastnostech aipmnosti jinych amif v potravinach [27]. Lidské i&vo

za normalnich okolnosti¢hem gijmu potravy, metabolizuje malé mnoZstvi biogennich
amini na fyziologicky mén aktivni rozkladné produkty. K tomu slouzi detokaini
systém, ktery vyuziva specifické enzymy. Biogenmirgy jsou ve gevech, ledvinach,

v plicich a v jinych organech oxidovany a detoxiny pomoci mono- a diaminooxidaz
[10]. Pokud se vSakifimané mnozstvi tykd vysokych davek, systém nattiopen
biogenni aminy odbouravat dost&ie a detoxikace je neefektivni. Biogenni aminy se pak
rychle vstebavaji do krevniho &hu, coz vede k intoxika¢R8]. Obecr bylo zjisS€no, ze
nagiklad 500 mg/kg histaminu a 100-800 mg/kg tyramimuotravinach jsou nebezye
pro lidsky organizmus [29]. Histamin &gobuje intoxikaci projevujici se bolesti hlavy,
nevolnosti, navaly horka, koznimi vyrazkami, poogendusnosti, s&vnimi problémy [28].
Vysoka hladina tyraminu je hlavnim mutagennim pre&tem. Zmgsobuje nevolnost,
Gzkost, navaly horka poceni, buSeni srdce, bdMsty, vyrazku, paleni v Ustech a zvysuje
krevni tlak. Dale satasny vyskyt polyamii, véetné putrescinu, kadaverinu, spermidinu,
sperminu a agmatinu, inhibujennost steva i metabolizovani histaminu pomoci enaym

(diaminoxidaza, histamin-N-metyltransferaza), kteosiluji otravu histaminem [29].
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Kromé toho maji biogenni aminy i dalSi negativni fyzgikkké &inky, a to karcinogenni,
pii reakci s nitrézosloteninami [30]. Tryptamin zjsobuje nap deprese, schizofrenii
[31].

2.3.2 Biologické &inky

Primarni nebo sekundarni aminyipahezi dilezité neurotransmitery, které jsou odvozeny
od aminokyselin. Najgklad polyaminy tvéici komplexy s DNA jsou odvozeny od
aminokyseliny ornitinu a jsou meziprodukty cyklu #winy. Tyrozin vede ke vzniku
katecholamifi, mezi které Ize zahrnout dopamin, noradrenalirdieeraalin. Adrenalin a
noradrenalin jsou hormony vylavané z ¢éené nadledvin. Adrenalin zvySuje krevni tlak,
tepové frekvence a rozgje plicni paichody. Noradrenalin se ro¥h podili na zvySeni
krevniho tlaku a fenasi nervovy vzruch z jednoho konce nervovéh&ndana dalSi
vlakno. DalSim dlezitym neurotransmiterem je serotonin odvozeny togptofanu.
Serotonin spolu také s dopaminemipabezi dilezité genasSée vzruchu v mozku, kde
nedostatek dopaminu souvisi s mnoha psychiatrickyonuchami, vetrg Parkinsonovy
choroby. Nadbytek dopaminu te byt spojen s psychickymi poruchami, jako je
schizofrenie [32,33].

2.3.3 Dekarboxyldzova aktivita a vznik biogennich amiri
Faktory ovliviwijici tvorbu biogennich aminv potravinach [34]:

1) Pritomnost volnych aminokyselin
2) P¥itomnost pyridoxalfosfatu

3) Priznivé podminky protst mikroorganizm produkujicich dekarboxylazy

Mikroorganizmy, které produkuji dekarboxylazy, mahdoyt pirozere pritomné
v produktech, anebo jsou vnesen@&d technologickym zpracovanim¢hem anebo po
ukorgeni vyroby [8]. Produkce aminbakteriemi je velmi ovlivéina teplotou progedi
vzhledem ke skutmosti, Ze ovliviuje nejen i#ist mikroorganizri, ale i aktivitu
dekarboxylgnich enzynmi. Mezi dalSi doplkové faktory ovliviujici vznik amirti pati
piitomnost kysliku, pH prostdi, obsah glukdzy a redoxni potencial [&ipgenni aminy
se tvdi mikrobialni dekarboxylaci aminokyselin a jsou is& na konkrétnim bakterialnim
kmeni [24]. Dekarboxylaci aminokyselin dekarboxylazami vznikédouhlicity a nskteré
toxické primarni aminy néfjemné chuti. Z diaminokyselin lyzinu a ornitinu nikaji

toxické primérni aminy kadaverin a putrescin (G)r[10].
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(CHy)4

/(CH2)< /COOH - + co,
H,N CH(NH,) HoN CH,(NH,)
lyzin kadaverin
CH
/(CH2)< /COOH /( 2)3 + co,
HoN CH(NH,) HoN CH,(NH))
ornitin putrescin

Obr. 5. Dekarboxylace diaminokyselin [10]

Biogenni aminy mohou vznikat i€¢bem chladirenského skladovani vakuovaného masa.
Jejich producenty lIze radit zejména mezi bakterieceledi Enterobacteriacea@ z rodu
Pseudomonadekarboxylaci aromatickych aminokyselin, histidityrozinu a tryptofanu
vznikaji toxické primarni aminy histamin, tyramin teyptamin (Obr. 6). Tyto aminy
vznikaji i pi technologicky patbnych procesech, jako je ftafermentace sy salanii,

ale také potravin rostlinnéhoayodu nebo i alkoholovém kvaseni, ip kvaseni zeli.

Vyznamnou schopnost dekarboxylovat aminokyselinypifisiusné biogenni aminy, maji

enterokoky [10].
COOH NH,
/—:‘(\{\‘Hz N/\(\/ + €02
H—N\ N HTAAN
Histidin Histamin
COOH NH,
 — + CoO,
NH,
OH OH
tyrozin tyramin
Y COOH NH,
NH,
N\ AN + CO;
N N
\ \
H H
tryptofan tryptamin

Obr. 6. Dekarboxylace aromatickych aminokyselin [10
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Funkce biogennich aminvyprodukovanych mikroorganizmy je povaZzovana Zaraany
mechanizmus, ktery slouzi k udrzovani intracelildnpH v kyselém progdi. Stejg
jako kyselé prosedi jsou dekarboxylazové enzymy vyvolanétgmnosti specifickych
aminokyselin. B dekarboxyl&ni reakci se spé¢buje proton za nasledného zvyseni pH
v cytoplazng, kdy dekarboxylazy spolupracuji s aminokyselinasgstémem aktivniho
transportu. Dochazi k vygné aminu za extracelularni aminokyselintegunutim protonu
ven z buiky [35,36]. Nasledujici obrazek 7 shrnuje spotevlastnosti metabolickych drah

amini.
L-aminoleyseliny
Dekarboxvlace
aminokyselin
arminopeopyl ¢
¥ serotonin
dopamin
polyaminy putrescin histamin
Amino
oxidaza v
. Amina Metyl
aminopropanal oxidaza transferiza

metylovany

aldehyd

]
Amino
oxidaza

metylovany
aldehvd

Aldehyd Aldehyd
dehydrogenaza dehydrogeniza

kvselina metylovana
kyselina

Obr. 7. Metabolické cesty antira polyamiri u savd [26]
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2.3.4 Mikroorganizmy produkujici biogenni aminy

V mnohych potravinach jsouipomny mikroorganizmy obsahujici dekarboxylaenzymy
aminokyselin. Jedna se o druhy #io8acillus, Pseudomonas, Photobacterjuttdle rody
celediEnterobacteriacegea toCitrobacter, KlebsiellaEscherichia, Proteus, Salmonebla
Shigellaa ¢elediMicrococcaceaea Staphylococcaceaa toStaphylococcus, Micrococcus
aKocuria[37].

Mezi vyznamné producenty biogennich aiseradi i cetné bakterie mtimého kvaSeni
(BMK). Rody Lactobacillus, Enterococcus, Carnobacterium, Pedamus, Lactococcua

Leuconostocmaji schopnost dekarboxylace aminokyselin. Navicfetmentovanych
vyrobki bylo zjiS€no, Ze vysoké mnoZstvi bilkovin, které jsou zdigomny a nésledn

degradovany cinnosti  bakterii  mléného kvaSeni, které vykazuji ¢hem zrani
proteolytickou aktivitu a poskytuji tak prekurzgpyo ¢innost dekarboxylaz BMK a von
Zijici mikroflory [37].
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3 SYRY ZRAJICI V SOLNEM NALEVU

3.1 Charakteristika a rozdéleni syni

Syr tvai obecny ndzev pro skupinu fermentovanychémyéh vyrobkKi mnoha tyg a
prichuti po celém s8¢. Podle vyhlaSky 77/2003 Sb. je syr je smg vyrobek vyrobeny
vysrazenim migné bilkoviny z mléka fisobenim sirdla ¢i jinych vhodnych koagutaich
¢inidel, prokysanim a odtenim podilu syrovéatky [2]. V dneSni dblpovaZzujeme syr za

velmi vyzivnou potravinu. Existuje vice nez 1000twyni (tabulka 4) [38].

Tabulka 4: Rozéleni sy [10]

sladkeé syry

cerstvé, nezrajici, solené
cerstvé, zrajici, solené
plisiové s plisni na povrchu
zrajici pod mazem
plisiové s plisni vdste
parené
s nizko dokvanou a lisovanou
syfeninou
s nedohivanou, mletou a lisovanou
syfeninou
s nizko dokvanou, mletou, lisovanou
syfeninou
S nizko dokivanou, drobenou a
lisovanou sieninou

s vysoko dofivanou, lisovanou
syfeninou a s tvorbou ok ¥gte

s vysoko dofivanou, lisovanou
syfeninou bez tvorby ok &$&

¢kky tvaroh acerstvé krémové syry
imperial, smetanovy, maskyw
brie, camembert, hermetinian
limbursky, romadur, pivni syr
rokfér, gorgonzola, stilton, niva
mozzarela, zlato, parenica

tylzsky
kantal

dedar

holandské syry - gouda, eidamska koule
eidamsky blok, saldmovy syr

ementél, moravsky bochnik

parmezan, grana

2) kyselé syry

cerstvé tény tvaroh
zrajici olomouckeé tva@rky
plisiové pligiovy syr s uslechtilou plisni
3) tavené syry
druhové
smisSené

ochucené
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Technologie vyroby syrma dva dlezité cile, stanovit parametry pro dany syr (&itér
chuti, tvaru, konzistence) a rozvijet vyrobu a pauky zrani tak, aby se tento proces mohl
pouzit pro opakovanou vyrobu. Jedna se o jednodystup zahrnujici komplexni
chemické a fyzikalni parametry, kter&uji vyrobni proces. Mezi ovliwijici faktory paiti
pH, rozpustnost koloidniho fosfdmeanu vapenatého, ieh proteolyzy, teplota a slozeni
syra (zejména jeho &nost a obsah kaseinu) [7].

3.2 Syry zrajici v solném nalevu

Podle vyhlasky 77/2003 Sb. je zrajici syr syrenkterého po prokysani doSlo k dalSim
biochemickym a fyzikalnim procés [2]. Jedna se o tragié vyrakEné syry v oblasti
Balkanu, jejichZ rozdilné technologie jsou tigpbeny mistnim klimatickym podminkam a
stravovacim zvyklostem [3]. Vyrabi se viznych tvarech a velikostech, ale obvykle
v kusech mensich nez 1kg. Syry zrajici v solnénevtajsoucisté, mirg kyselé a slané
chuti, mohou mit i ostrou pikantnitiphu’ [38]. Zrani probiha ip nizkych teplotach po
urcity ¢as v solném nalevu o koncentraci 12 az 18 %irngosti bakterii mléného kvaseni
[39]. Jejich charakteristika vyplyva z intenzivnjhgselého miéného kvaseni v gbehu
prvnich dri po vyrokE. Tradiéné se vyralsji z plnotweného o¢iho miéka, ale v s@asné
dokg i z koziho nebo sisi kravského a asiho mléka [3]. Pra¥ pouzitim o¥iho mléka
ziskavaji syry svou typickou bilou barvui Ryrobé se ¥tSina syd uklada do uzaenych
nadob, ale &které do nadob propustnych pro plyny kde ghotou biochemické zamy
béhem zrani. Mezi nejvyznamy§iho zastupce sfrzrajicich v solném nalevu, uznavané

v mezinarodnich trzich, gasyry Feta a Domiati [38].

3.2.1 Technologie vyroby syru Feta

Syr Feta je jednim z nejvyznagjdich syh vyrabinych vRecku. Vyrabi se z avho

mléka nebo ze s#si owiho a koziho mléka, které nesniekraiit 30 % jeho celkového
objemu. PouZiti barviv, konzersaich latek a miénych bilkovin @i vyrob¢ je zakdzano.
Maximalni suSina by #ia byt 44 %, minimalni obsah tuku v suSid3 % a doba zrani
nejmérk 60 dni. Technologie je zaloZzena na t¢adimeto@ popsanou Alichanidisem a

Polychroniadou [40].
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1. Piiprava mléla legidativa
DRl wites Senzorické vlastnosti (barva, textura, chut’)
Ovei migko

smes ovEiho a kozho miéka
vytéZnost sfra

1b) o%etieni mléka

pomér 0,72-0,75 : ovd/koz mléko
filtrace / | |
standardizace syrové migko — thermizace 63-63°C, 3-10 min.

______—+
tepelné oSetfeni pasterace 72°C, 15-20 s

pridavek chloridu vapenateho ™ 0,1-0,2 g doridu vépenatého na kg mléka

2. Startovaci kaltury:

tradiéni kultura : yogurtova kultura (Streptococcus Thermophilus a Lactobacillus bulgaricus 1:1)
Komeréni mezofilni nebo termofilni’ kultury nabo jejich kombinace:

Lactobacillus lactis spp. ladtis a Lactobacillus lactis spp cremoris
Streptococcus thermophilus a Lactobacillus bulgaricus
Lactococcus lactis spp. lactis a Lactobacillus bulgaricus

3. Koagulace mléka: S komeréné vyrabénym sifidlem

4. Krajeni: 40-50 minut po syfenina 2-3 cm kostky

5. Doba stani: pe dobu 10-15 minut

6. Tvarovini: Podle tvaru kontejnerd na obdelniky, étverce, vilee

7. Odvodnéni: samovolnym odkapivinim bez poZiti dakm p¥i teploté 16-18°C, 15-20 hodin

Kli¢ovy bod 1:

probiha okyselovani syfeniny, 3 Zavisi na produkei kyseliny
diileita faze pro mlétné

kvalitu syru Feta

8. Krijeni syra: ziska se finalni tvar s¥ru podle tvaru konejneru (&tverce, obdelniky, ovaly)
9. Soleni: postupné se soli vysufeny povrch po dobu 5 dni p#i 16-18°C

10. Dofasné baleni v otevienych nadobéich

11. PiedbéZné zrani (1. stupen zralosti): pri 16-18°C, 7-5 dmi, pH = 4,6 nebo méné

\ 5 , pH = < 4,6
Kbowphod2: . | 5 vihkost ~ 55%

dochazi k poklesu pH hikfarsna > 58

12. Utésnéni nadoby - konefné baleni: v solném nilevu (7-8%0)

S : = VEechny syrove bloky musi byt
\ kl';:‘;"é;i?;' zcela ponofené do solanky
sl —pr » nemrznouci obsah SU.LI,

slaném nalevu = 2% vy S5

solanky ne¥ tuku v suging v syrovych blocich

13. Uskladnéni (2. etapa zrani): pFi 3-4°C po dobu 60 dni po ukonéeni v¥robnihe procesu

Obr. 8. Schéma technologie vyroby syru Feta [40]
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1l PRAKTICKA CAST
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4 CILE PRACE

Cilem bakalgské prace bylo posoudit dekarboxylazovou aktivitukroorganizni

izolovanych v mléném provozu:

« mikroorganizni ze séria v mlékarenskych provozech,
« syn zrajicich v solném nalevu,

» samotného solného nalevu

Dekarboxylazova aktivita byla posouzena na zakf@ddukce biogennich antirmetodou

HPLC po derivatizaci pomoci dansylchloridu.
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5 MATERIAL A METODY STANOVENI

5.1 Priprava vzorka k analyze

Vzorky bakterii uéené pro analyzu byly dodany z Vyzkumného UstavukanEnského
(VUM) na Petriho miskach narislusnych Zivnych fdach (CASO, GTK, BHI a MRS).
Celkem bylo analyzovano 108 vzdrka to 33 vzork ze séra z vyrobnich prostor (jednalo
se o siry ztvaroharny: plachetky po vyprani v ee, vnitni stny solné 14zs,
plastového podnosu pod syry, nerezového stoluyz8tki ze syru Akawi a 45 vzotkze
solného nalevu (tabulky 6-8).¢&které izolované mikroorganizmy byly dodany, aniz by

byly identifikovany (v tabulkach oziany ND).

Tabulka 5: Rozéleni identifikovanych mikroorganizin

Grampozitivni mikroorganizmy Gramnegativni mikroorganizmy Kvasinky
Enterococcus faecalis koliformni bakterie Candidasp
Staphylococcus saprophyticus Aeromonasp Debaryomyces hansenii
Staphylococcus epidermidis
Lactococcus lactis Escherichia coli
Bacillussp. Serratia marcescens
Rothia amarae Enterobactersp.
Kocuriasp. Klebsiella oxytoca
Micrococcus luteus Klebsiella pneumoniae
Staphylococcus equorum
Rhodococcus erythropolis
Staphylococcusp.
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Tabulka 6: Testované mikroorganizmy izolované Zeist vyrobnich prostor

¢. vzorku zivné médium zdroj identifikace
101 CASO sir z vyrobnich prostor koliformni bakterie
102 CASO sir z vyrobnich prostor ND
103 CASO sir z vyrobnich prostor Enterococcus faecalis
104 CASO sir z vyrobnich prostor Enterococcus faecalis
105 CASO sir z vyrobnich prostor Aeromonasp.
106 CASO sir z vyrobnich prostor koliformni bakterie
107 CASO sir z vyrobnich prostor Enterococcus faecalis
108 CASO sir z vyrobnich prostor ND
109 CASO sir z vyrobnich prostor ND
110 CASO sir z vyrobnich prostor Escherichia coli
111 CASO sir z vyrobnich prostor G+ koky
112 CASO sir z vyrobnich prostor Escherichia coli
113 CASO sir z vyrobnich prostor Bacillus cereus
114 CASO sir z vyrobnich prostor Serratia marcescens
115 CASO sir z vyrobnich prostor ND
116 CASO sir z vyrobnich prostor Staphylococcus saprophyticus
117 CASO sir z vyrobnich prostor Staphylococcus saprophyticus
118 CASO sir z vyrobnich prostor Lactococcus lactis
119 CASO sir z vyrobnich prostor Bacillus cereus
120 CASO sir z vyrobnich prostor ND
211 CASO sir z vyrobnich prostor Enterobactersp.
212 CASO sir z vyrobnich prostor Enterobactersp.
213 CASO sir z vyrobnich prostor Enterobacteisp.
214 CASO sir z vyrobnich prostor Enterobacteisp.
215 CASO sir z vyrobnich prostor Enterobacteisp.
216 CASO sir z vyrobnich prostor Serratia marcescens
217 CASO sir z vyrobnich prostor Klebsiella pneumoniae
218 CASO sir z vyrobnich prostor Serratia marcescens
219 CASO sir z vyrobnich prostor Enterobactersp.
220 CASO sir z vyrobnich prostor Klebsiella pneumoniae
221 CASO sir z vyrobnich prostor Serratia marcescens
222 CASO sir z vyrobnich prostor Escherichia coli
223 CASO sir z vyrobnich prostor Escherichia coli
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Tabulka 7: Testované mikroorganizmy izolované zé gkawi

¢. vzorku Zivné médium zdroj identifikace
148 GTK syr - Akawi ND
152 BHI- BROTH syr - Akawi ND
153 BHI- BROTH syr - Akawi ND
154 BHI- BROTH syr - Akawi ND
155 BHI- BROTH syr - Akawi ND
156 BHI- BROTH syr - Akawi ND
157 BHI- BROTH syr - Akawi Kvasinka
158 BHI- BROTH syr - Akawi ND
159 BHI- BROTH syr - Akawi ND
160 BHI- BROTH syr - Akawi Kvasinka
161 BHI- BROTH syr - Akawi Kvasinka
162 BHI- BROTH syr - Akawi ND
163 BHI- BROTH syr - Akawi ND
167 BHI- BROTH syr - Akawi ND
168 BHI - BROTH syr - Akawi ND
169 BHI - BROTH syr - Akawi ND
170 BHI - BROTH syr - Akawi ND
181 BHI-BROTH syr - Akawi Debaryomyces hansenii
182 Nutrient broth syr - Akawi Candida lusitaniae
183 GTK syr - Akawi ND
184 GTK syr - Akawi Bacillussp.
185 Nutrient broth syr - Akawi ND
186 GTK syr - Akawi Bacillussp.
187 GTK syr - Akawi Bacillus licheniformis
188 GTK syr - Akawi Bacillussp.
189 GTK syr - Akawi ND
190 Nutrient broth syr - Akawi Candidasp.
191 GTK syr - Akawi Bacillussp.
209 GTK syr - Akawi Klebsiella oxytoca
210 GTK syr - Akawi Staphylococcus saprophyticus
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Tabulka 8: Testované mikroorganizmy izolované de&w nalevu

¢&. vzorku Zivné médium zdroj Identifikace
122 GTK nalev G- t§inka
127 GTK nélev ND
128 GTK nalev ND
129 GTK nalev ND
130 GTK nalev G- t§inka
131 GTK nélev Rothia amarae
132 GTK nalev ND
133 GTK nalev Kocuria sp.
135 GTK nalev Staphylococcus warneri
136 GTK nélev ND
137 GTK nalev ND
138 GTK nélev Micrococcus luteus
139 GTK nalev Staphylococcus epidermidis
140 GTK nalev Rhodococcus erythropolis
141 GTK nalev ND
142 GTK nélev ND
143 GTK nélev ND
144 GTK nalev ND
145 GTK nalev ND
146 GTK nélev ND
147 GTK nélev ND
164 BHI- BROTH nalev ND
165 BHI- BROTH nalev ND
166 BHI- BROTH nalev ND
177 GTK nélev ND
178 BHI-BROTH nalev ND
179 GKCH nalev Candida guilliermondii
180 BHI-BROTH nalev Staphylococcus hominis
192 Nutrient broth nalev Debaryomyces hansenii
193 Nutrient broth nalev Candidasp.
194 Nutrient broth nalev Debaryomyces hansenii
195 Nutrient broth nélev ND
196 Nutrient broth nalev Debaryomyces hansenii
197 Nutrient broth nalev Debaryomyces hansenii
198 GTK nalev Kocuria sp.
199 GTK nalev Staphylococcusp.
200 GTK nalev Staphylococcus equorum
201 Nutrient broth nalev Debaryomyces hansenii
202 GTK nalev ND
203 GTK nélev ND
204 BHI BROTH nalev ND
205 GTK nalev Serratia marcescens
206 GTK nalev Serratia marcescens
207 GTK nélev ND
208 BHI BROTH nalev Staphylococcus hominssibsp.Novob.
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Pred analyzou byly vzorky uchovanyiphladirenskeé teplét Pred vlastni analyzou byl
kazdy izolat trojndsolinpreatkovan do pislusného tekutého bujénu. Dekarboxylazova
aktivita mikroorganizmi se posuzovala pomocfiganych aminokyselin, které poslouzily
jako prekurzory jednotlivych biogennich aminAminokyseliny (lyzin, histidin, ornitin,
tyrozin, arginin, fenylalanin) byly jpdany do pislusnych tekutych i@ (CASO broth,
Nutrient broth, BHI broth a MRS broth) v koncenir&g/l. Po nasledné kultivacitip
30 °C po dobu 48 hodin byly vzorky centrifugovam@0g; 22+1 °C; 20 minutkimz

byly pripraveny pro naslednou derivatizaci [41].

Ziskany supernatant byliettn v pongru 1:1 s kyselinou chloristou (0,6 mol/l) a
dvojnédsoba derivatizovan. Jako interni standard byl pouZit heptandiamin (Sigma).

5.2 Pouzité pristroje, chemikalie, slozeni a fiprava pouzitych zivnych

médii
5.2.1 Pristroje

Chromatografické stanoveni
« Laboratornittepatka LT2, LABINA spol. s.r.o.Ceskéa republika
* Odstedivka EBA 21 (Hettich)
« pH metr EUTECH INSTRUMENTS, Bio Tech, s.r.@gskéa republika
« termoblok BENCHMARK DIGITAL BLOCK, LABICOM, s.r.o.Ceska republika
* systém HPLC (binarni pumpa LabAlliance, autosamplabAlliance, kolona s
termostatem; UV/VIS DAD detektok = 254 nm); a degaser 1260 Infinity, Agilent

Technologies).
5.2.2 Chemikalie

« Standardy biogennich aniin histamin, fenyletylamin, tyramin, putrescin,
kadaverin, agmatin, spermidin, spermin (Sigma)

« Kyselina chlorista (Merck)

« Hydrogenuhkitan sodny (Merck)

« Uhlic¢itan sodny bezvody (Merck)

« Uhli¢itan draselny (Merck)

« Dansylchlorid (SIGMA — ALDRICH)

e L-Prolin (Merck)
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* Heptan (SIGMA — ALDRICH)
« Acetonitril (SIGMA — ALDRICH)

5.2.3 Zivna média

« CASO

- Slozeni:
0 Kasein peplon 15¢g/1
0 SOja PePION 59/1
o NaCI 20g/I
o AMK 29/1

Postup pripravy:

Po navazeni jednotlivych slozekdy byly piidany aminokyseliny lyzin, histidin, ornitin,
tyrozin, arginin, fenylalanin (kazda v koncentr&® % (w/v)). Jednotlivé slozky byly
rozpusény v 1000 ml destilované vody. Poté byla rozpodtsngs davkovéem o objemu
4,5 ml davkovana do zkumavek a sterilizovana v ¢statu pi teplog 121 °C po dobu 30

minut. U dalSich fpd byl pouzit stejny postupripravy.

e GTK
O TrYP ON 59/l
o Kvasnknyextra 39/l
0 Glukdza 1/l
o AMK 29/l
e BHI Broth
o BHIBrOth  ....0... ..~ 374l
o AMK 29/l
e Nutrient Broth
o NutrientBroth .~ 25/1
o AMK 29/l
e MRS
o MRS 55g/I

o AMK 29/l
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5.3 Postup derivatizace

Ze supernatantu (bujon smichany s kyselinou chitar)s byl odpipetovan 1 ml do
derivatiz&ni nadobky. Nejprve bylfdan standard a nasletlbyla snés zneutralizovana

pridanimcerstvého karbonatového pufru (pH =11,1-11,2) eothj 1,5 ml.

Ke snEsi byl pridancerstw pripraveny dansylchlorid (5 g/l v acetonu) v objemmPRa po
uzaveni derivatizani nadobky byly vzorky iepany po dobu 20 hodin v temnu.
Derivatizace byla ukafena gidanim 200 ul prolinu. Po uzgani derivatizanich nadobek
byly vzorky ot ttepany 1 hodinu. Vznikly dansylderivat byl ziskartiepanim do 3 ml
heptanu po dobu 3 minut. Nakonec byl 1 ml heptanogéry odpipetovan do vialky a
odpden do suchaip 60 °C pod proudem dusiku. Suchy odparek hgdn 1,5 ml
acetonitrilu a do doby analyzy byl uchovain {18 °C. Bezprosedre pred analyzou byly
vzorky pefiltrovany ges stikackovy filtr s porozitou 0,22 pm [41].

5.4 VysokoWinna kapalinova chromatografie HPLC

Princip chromatografického stanoveni sestava zétozéni sloZzek sisi mezi mobilni a
stacionarni fazi. Chromatografie je jednak sefrdrale sodasreé i analyticka fyzikalw
chemicka metoda. Kvalitativnim stanovenim zjistifa&g latky jsou ve sisi obsazeny a
kvalitativnim v jaké koncentraci se ve &n vyskytuji. Red kvantitativni analyzou se

nejdiive musi slozky od sebe ogid [42].

K monitoringu dekarboxylazové aktivity biogennichmiai byla pouzita metoda

vysokoinné kapalinové chromatografie s UV detekci powddizaci (HPLC). Jedna se o
zaizeni, které se sklada zbinarni puntpypadla, autosamplier (automatického

davkovd&e spojeného se zasobnikem, kde jsou uloZzeny viakglpny a termostatu,

UV/VIS DAD detektoru §= 254 nm) a odplovaciho automatu (1260, Agilent
Technologies, USA). Technologie, pro chromatogkaficseparaci — Aggilent Eclipse Plus
C18 (velikosttastic 18um), 5 cm x 3 mm x 50 mm, Agilent Technaed41,43].

Derivatizované vzorky se po rozpotritv mobilni fazi acetonitrilu, aplikovaly na kolon
Na vyhodnocovani byl pouZit software Clarity, ktgrgskytuje grafické vyhodnoceni ve
tvaru piki. Eluce mobilni faze probihalaiB0 °C a p#étoku 0,45 ml/ min. Rib¢h eluce

razré koncentrovaného acetonitrilitasy jsou uvedené v tabulce 9.
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Tabulka 9: Eluce mobilni faze v pfibéhu ¢asu

¢as [min] 10% ACN 100% ACN
0,0 39 61
0,1 39 61
1,4 30 70
3,5 17 83
4,0 0 100
9,5 0 100
11,5 39 61
15,5 39 61
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Dekarboxylazova aktivita mikroorganiznizolovanych z mlékarenského provozu (tabulky
10 - 11) byla posouzena na zakigeljich produkce 8 biogennich aniintryptaminu (TR),
fenyletylaminu (PHE), putrescinu (PU), kadaveri@Aj, histaminu (HI), tyraminu (TY),
spermidinu (SD) a spermin (SM). Alespezdy u jednoho vzorku byl detekovan jeden

z biogennich amiin

6.1.1 Produkce biogennich amid u mikroorganizmia izolovanych ze giri

z vyrobnich prostor

Ze stra z vyrobnich prostor byly izolovany koliformni bekie (&etrg Escherichia coli
Enterobactersp.,Klebsiella pneumonigeEnterococcus faecaligderomonassp., Bacillus
cereus Serratia marcescensStaphylococcus saprophyticus Lactococcus laetis6
neidentifikovanych mikroorganizin které byly dle VUM z#azeny mezi Grampozitivni
koky. Nejvice produktivnim kmenem bynterococcus faecalisvzorek ¢. 103, ktery
vyprodukoval 6,8+0,7 mg/l tryptaminu, 24,1+1,4 méghyletylaminu, 1016,6+6,6 mg/l
putrescinu, 164,9+7,2 mg/l kadaverinu, 1,8+0,1nhggtaminu, 1196,9+4,4 mg/l tyraminu
(tabulka 10). Produkce spermidinu a sperminu seokégala, jejich hladina byla pod
prahem detekce HPLC. Nejmé&produktivnim kmenem byl mikroorganizmus, ktery se
nezddilo identifikovat, vzorek¢. 102, ktery vyprodukoval 1,5+0,1 mg/l tryptaminu,
0,4+0,1 mg/l fenyletylaminu, 1,5t1,1 mg/l putrescima 10,3£0,3 mg/l tyraminu.
Kadaverin, histamin, spermidin a spermin nebyl kimtén. Z hlediska sledovani produkce
jednotlivych biogennich aminbyl tyramin nejvice produkovan kmendbmterobactersp.
(vzoreke¢. 212) v mnozstvi 20,1+1,3 mg/l. Fenyletylamin bgjvice produkovan kmenem
Enteococcus faecaligvzorek ¢. 107) v mnozstvi 34,5£1,8 mg/l. Putrescin byl mhegv

produkovan WEnterobactersp. (vzoreks. 219) v mnozstvi 1131,5+0,3 mg/l.

Kadaverinu nejvice vyprodukovaldlebsiella pneumoniadvzorek ¢. 220) v mnoZstvi
1057,8+£1,2 mg/l. Nejvice histaminu taktéZ produkavdebsiella pneumoniaévzoreké.
217) v mnozstvi 970,6+1,4 mg/l. Blize néema koliformni bakterie (vzorek. 101)
vyprodukovala nejvice tyraminu v mnozstvi 970,64hg/l. Spermin nejvice produkovala
Escherichia coliv mnozstvi 11,3+0,7 mg/l. Mikroorganizmy ze&rét z vyrobnich prostor
nejvice produkovaly kadaverin, histamin a tyran8permidin v této skupinvzorki nebyl
detekovan (tabulka 10).
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Tabulka 10: Produkce biogennich at{mg/l) u mikroorganizra izolovanych ze gtu
z vyrobnich prostor

&vzorkul TR PHE PU CA HI TY SD SM
101 ND 23,2+1,00  4,00,3 ND ND 970,614 ND 2,140
102 1,5¢0,1]| 0,4+0,1] 1,5¢#1,1 ND ND 10,303 ND 8, (P:(
103 6,8+0,7| 24,1+1,4 1016,6+6,664,9+7,2| 1,8+0,1| 1196,9+4/4 ND ND
104 4,0+0,2| 20,1+0,3 549,4+6)0 1,301 ND|  1428,348, ND ND
105 ND 1,3t0,0| 23,1+1,80 93,8#48 24+02 112+09 DN ND
106 4,3+0,3| 2,6+0,2] 563,1#+5 223,6+99 3,3+1,3 6% ND 9,0+0,6
107 51+0,3| 34,5+1,8 4257+7)8 59,7+3[1 2,0+0,2 83¥8,6] ND 2,9+0,2
108 3,9+0,0 ND 523,624,2 531,246|9 3,4+0/2  8,6x0[2 ND 8,9+0,8
109 ND ND 590,1+3,2 245,36, 4,1+0,1  23,0:0/3 ND ,24D,5
110 ND ND 388,4+35 66,4+2,4 50408 11,30|8 ND| ,3kD,7
111 ND 8,6+0,6 ND ND ND | 1085,9+9/0 ND 3,540,3
112 ND ND 420,4+6,3 98,746, 3,2+0,p  13,4+1|1 ND| 68,4
113 ND 19,6+1,0] 472,0¢3% 72,625 ND| 706,6+45,8 ND 1,80,9
114 ND 7,640,6| 399,8#3,4 84,758 1,8+0[0 545,141,4 ND 11,10,8
115 ND 19,3+0,8]  4,1+0,4 1,6+0,1  1,6x0Q1 749,84p9 D N | 2,5%0,1
116 ND 16,3+1,5| 354,946, 32,91 ND 849,7+3,6 NO ND
117 ND 34,0+0,1]  2,0£0,1 ND ND 908,4+4/5 ND ND
118 ND 19,620,5| 392,2+6,3 53,5+4p  1,9+0[1 767,842, ND 1,10,1
119 ND 19,9+0,7] 1,8+0,0 ND 1,4+0,1 842,5+4,2 ND| B0
120 ND 23,3+1,5|  2,2%0,2 ND ND 805,620/9 ND 3,10
211 2,6+0,1 ND | 1126,7+6[2241,0+9,3[ 8,2+0,5 ND ND ND
212 20,1+1,3] 1,8+1,3] 1098,6+9,118,4+1,0 [ 7,0£0,3 ND ND ND
213 5,6+0,4 ND 962,1+0,3 14,8+0,f 7,704 ND ND ND|
214 5,2+40,1| 1,3%0,0] 1092,3+0,515,6+1,0 [ 2,20,1 ND ND ND
215 7,7+0,4| 3,1+0,0 6,9+0,6] 1031,1+4,947+0,3 ND ND ND
216 9,5+0,3 ND 640,5+2,0 694,7+8[0 12,3+0,4 ND ND) DN
217 ND ND 12,5+0,4| 889,9+8,0 970,6+1,489,1+2,3 ND ND
218 8,6+0,6| 1,2+0,0] 530,684 647,0:4,6 10,9+p,5 ND ND ND
219 5,5+0,3| 1,9+0,1| 1131,5+0,321,1+0,6 | 5,6+0,4| 10,3401 ND ND
220 ND ND 12,1+0,1| 1057,8+1[2 4,5+0,4 ND ND ND
221 3,1+0,0 ND 588,458 84,6+1,9 3,6+0]2 6,1+0[5 DN ND
222 4,5+0,2 ND 582,3+8,3 289,4+9[1 13,1+0,.4 ND ND| DN
223 3,640,2 ND 623,846,0 225195 12,1+Q,8 1,200 ND ND

ND - nedetekovan: dany biogenni amin byl pod prabdetekce HPLC.
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6.1.2 Produkce biogennich amirmi mikroorganizmy izolovanymi ze sy Akawi

Ve 30 vzorcich mikroorganizimizolovanych ze syr Akawi se vyskytovala 6 x kvasinka

(identifikovany byly pouzett Debaryomyces hansenfandida lusitaniagCandidasp.), 5

x Bacillus sp., (z toho 1 xBacillus licheniformi¥ 1 x Klebsiella oxytoca 1 x

Staphylococcus saprophyticu®statnich 17 vzotknebylo dle VUM identifikovano.

Tabulka 11: Produkce biogennich ai{mg/l) mikroorganizmy izolovanymi ze syru

¢. vzorku TR PHE PU CA HI TY SD SM
148 ND ND 4,6+0,3 ND ND 2,4+0,2 ND ND
152 3,8+0,4 ND 9,4+0,9 1,3%0,3 1,8+0,[L 9,5+0,8 ND| ,1#0,5
153 4,4+0,3 ND 7,9+0,5 1,6+0,1 1,3+0,1L 12,3+1}1 ND 5,4+0,1
154 2,0+0,0 ND 6,6+0,3 1,4+0,] ND 8,1+0,4 ND 9,30
155 2,4+0,2 ND 8,1+0,6 1,1+0,( 1,620,1L 7,0£0,8 ND| ,64D,3
156 4,7+0,4 ND 8,6+0,7 1,320, ND 8,0+0,7 ND 5,90
157 5,4+0,2 ND 8,0+0,4 2,0+0,1 1,2+0,1L 6,9+0,0 ND| ,24#0,6
158 2,4+0,2 ND 7,0+0,5 1,4+0,] 1,520,[L 6,7+0,p ND| ,4+D,3
159 3,4+0,2 ND 7,9+0,5 1,5+0,1 1,5+0,1L 7,6:0,¢ ND| ,4+0,2
160 3,3+0,2 ND 8,0+0,2 1,8+0,] 1,8+0,0 8,2+0,[7 ND| ,6%D,2
161 2,2+0,1 ND 3,5+0,2 1,1+0,1 1,4+0,1L 6,4+0 ¢ ND| ,3+D,4
162 2,5+0,0 ND 3,4+0,1 1,30, 1,3x0,[L 6,3+0,4 ND| ,9#0,4
163 ND ND 8,5+0,3 1,7+0,1 1,8+0,1 10,5407 ND ND
167 ND 1,4+0,1 13,7+0,9 2,4%0,2 1,700 9,1+0)6 ND ND
168 ND 4,2+0,3| 711,4+11)5 1,6+0,1 2,1+0,1| 293,3+5,4 ND ND
169 ND ND 9,3+0,7 1,6x0,1 1,620, ] 8,60, ND ND
170 ND ND 10,4+0,2 1,6+0,0 1,8+0,1 10,6+0)5 ND ND
181 ND ND 1,8+0,0 1,1+0,1 ND 3,1+0,1 ND ND
182 ND 1,5+0,1| 596,2+7,% 121,7+7,83,8+0,3 ND ND ND
183 ND ND 3,7+0,2 ND ND ND ND ND
184 11,3+0,5] 5,0+0,1 10,3+0,9 2,1:0p 1,1+0,1 8,640 ND ND
185 ND 1,4+0,1 11,8+0,8 ND ND 1,4+0,0 1,6+0)1 ND
186 ND 5,5+0,2 5,4+0,2 2,0+0,1 ND 2,310,1 ND ND
187 ND 4,4+0,4 5,1+0,3 1,620, 1,101 1,501t ND| DN
188 ND 4,2+0,3 8,1+0,1 1,8+0,1 ND 7,3£0,] ND ND
189 14,2+0,6] 1,8+0,2 4,8+0,2 12,9+140 1,0x0,1 ND NO 22,3+1,2
190 ND 1,5+0,0 13,9+1,3 ND ND ND 1,3+0,1 ND
191 ND 4,8+0,4 4,9+0,3 2,1+0,2 ND 8,6+0,1 ND ND
209 ND 588,7+8,§ 9,0+0,8 | 261,54, 2,5+0,1 | 1269,6+4,4 ND ND
210 ND ND 4,6+0,1 ND ND ND ND ND

ND - nedetekovan: dany biogenni amin byl pod prabetaekce HPLC.
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Nejvice produktivnim kmenem byl&Klebsiella oxytoca (vzorek ¢. 209), ktera
vyprodukovala 588,7+8,8 mg/l fenyletylaminu, 9,080mg/l putrescinu, 261,5+4,8 mg/I
kadaverinu, 2,5+0,1 mg/l histaminu, 1269,6+4,4 nigfminu. Tryptamin, spermidin a
spermin nebyly detekovany (tabulka 11). Nejhéproduktivnim kmenem byl
mikroorganizmus, ktery se nezda identifikovat (vzorek¢. 183). Produkoval pouze
3,7+0,2 mg/l putrescinu, ostatni biogenni aminyyheh tohoto izolatu detekovany.

Z hlediska produkce jednotlivych biogennich ainirejvice tyraminu vyprodukoval taktéz
neidentifikovany mikroorganizmus (vzorek 189) v mnozstvi 14,2+0,6 mg/l. Nejvice
fenyletylaminu produkovala Klebsiella oxytoca (vzorek ¢. 209) v  mnozZstvi
588,7+8,8 mg/l. Putrescin nejvice produkoval mikgamizmu, ktery nebyl identifikovan
(vzorek ¢. 168) v mnozstvi 711,4+11,5 mg/l. Kadaverin byjviee produkovan afi
vzorkemg. 209 Klebsiella oxytocg a to v mnozstvi 261,5+4,8 mg/l. Histamin bylvieg
produkovan taktéz vzorket 209 a to v mnozstvi 2,5+0,1 mg/l, také tyramimwozstvi
1269,6+4,4 mg/l. Spermidin byl nejvice produkovéaiknmorganizmem (vzorek. 185),
ktery nebyl identifikovan v mnozstvi 1,6+0,1 mgth samé spermin (vzorek 189)
v mnozstvi 22,3+1,2 mg/l. Mikroorganizmy ze solnébgu Akawi, celko¥ nejvice

produkovaly putrescin a tyramin (tabulka 11).

6.1.3 Produkce biogennich amim mikroorganizmy izolovanymi ze solnych néle

Ve 45 vzorcich ze solného nalevu se vyskytovalyragkganizmy identifikované jako
Gramnegativni §inky, 2 x Serratia marcescend, Rothia amarae2 x Kocurasp., 6 x
Staphylococcusp. §. warnerj S. epidermidisS. equorumS. hominisS. hominissubsp.
novobiosepticus, Staphylococ@ys), 1Microroccus luteus1l Rhodococcus erythropoles
7 x kvasinka (5 XDebaryomyces hansenil x Candida guilliermondii 1 x Candida sp),

Zbyvajicich 23 mikroorganiztnse nezdalo identifikovat.
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Tabulka 12: Produkce biogennich athigimg/l) mikroorganizmy izolovanymi ze solného

nalevu

&. vzorku TR PHE PU CA HI TY SD SM
122 ND ND 10,7#1,0| 314,1+7,1 3,0+0,2  3,8+0/4 ND D32
127 ND ND 9,2+1,0 ND ND 6,1+0,6 ND 7,2+0,1
128 ND ND 18,8+1,3 2,9+0,2 ND 10,6+0/6 ND 6,1+0[4
129 2,3+0,0 | 1,3+0,1| 31,4+2,( 3,3+0,3 ND 26,7+0,9 NO 5,2+0,4
130 2,2¢1,3| 0,7+0,2| 29,8+106 630,8+47,3,8+41,0 | 8,9+0,8| 0,9+1,8 3,441,
131 ND ND 11,0+0,5 3,4+0,3 ND 5,9+0,1 ND 1,9+0|1
132 ND ND 20,3+0,7 2,3+0,1 ND 11,4+0)5 ND 3,7+0(3
133 1,3+0,0 ND 21,840,7| 590,8+0,4 ND 22,2420 ND| 68,5
135 ND ND 7,9+0,7 2,8+0,2 ND 2,3+0,2 ND 1,4+0[1
136 ND ND 6,3+0,6 1,3+0,1 ND 4,7+0,1 ND 2,3+0[p
137 ND 1,4+0,0 | 16,1+0,8 1,7+0,1] ND 5,5+0,2 ND ND
138 ND ND 9,9+0,8 1,3+0,1 ND 5,1+0,1 ND ND
139 ND ND 10,3+0,8 1,1+0,1 2,4+0,2  3,7+02 ND ND
140 ND ND 12,4+0,4 1,4+0,1 ND 4,740,0 ND ND
141 ND 1,1+0,1 | 19,5+0,7 1,5+0,1] ND 6,5+0,6 ND ND
142 ND ND 19,5+0,1 1,240,1 ND 3,7+0,1 ND ND
143 ND ND 14,7+0,7 2,2+0,2 ND 6,3+0,3 ND ND
144 ND ND 21,3+1,3 1,5+0,1 ND 4,2+0,2 ND ND
145 ND ND 7,4+0,7 | 502,748,7 3,1+0,3  1,4+0/0 ND ND
146 ND ND 17,2+#1,3| 539,5+9,5 2,7+0,8  5,2+0/5 ND ND
147 ND ND 7,1+0,7 3,2+0,1 ND 1,9+0,( ND ND
164 ND 26,4+1,00 15,8+1,2 1,640, 57,0+2,1 4,8+05 DN ND
165 ND ND 9,3+0,7 1,6+0,1 1,6+0,1 11,4405 ND ND
166 ND ND 10,8+0,6 1,60,2 1,740,1  9,9+0,8 ND ND
177 ND 2,9+0,2| 10,6+0,3 1,3+0,1] 2,9+0,1  9,8+1]0 ND ND
178 ND ND ND 1,2+0,1 ND 128,9+6,3 ND ND
179 ND 1,2+0,1 | 528,8+43,0 63,9454  23+0]1 ND ND ND
180 ND 4,7+0,4 5,3+0,5 ND 1,2+0,( ND ND ND
192 3,9+0,2| 1,8+0,2| 15,0+0,7 1,9+0,1 ND 1,6+0,0 0,8 ND
193 1,1+0,1 | 652,4+3,6 3,610,2 1,4+0,8 ND ND 1,1+0,1] ND
194 ND 1,1+0,1 | 13,0+1,1 ND 1,4+0,1 1,1+0,1 1,2#0,0 ND
195 ND 1,1+0,1 | 13,6%0,9 ND 1,4+0,1 1,2#0,1 1,2+0,0 ND
196 13,6+0,8) 1,6+0,0] 541,5+23 4,204  2,9+(0,1 ND DN ND
197 7,7+0,4 | 1,7+0,1| 861,2+73,036,3+3,6 | 4,6+0,4| 6,9+0,1 ND ND
198 6,8+0,7 | 2,6+0,2| 13,010, 2,3+0,1  3,6+0,3 8,8+0, ND ND
199 ND 2,540,2 | 11,9+1,0 1,4+0,00 4,901  7,5+0,6 ND ND
200 8,5+0,5| 1,1+0,1| 11,3+1,Q 1,4+0,2  3,6%0,2 9,3+0, ND ND
201 12,740,0/ 1,1+0,1| 13,7+1,1 ND ND ND 1,1+0(1 ND
202 ND 2,7¢0,2 | 11,0+0,7 1,7+0,1  3,2t02 10,6+0,8 NO ND
203 ND 2,3+0,1 9,3+0,1 1,8+0,1 3,0£0,2 10,6+0,8 ND ND
204 ND ND 5,7+0,2 ND ND ND ND ND
205 ND 1,1+0,0 | 340,9+7,3 407,4+4/3 6,8+0/5 4,7+0,4 ND ND
206 ND 1,2+0,0 | 557,3%7,9 109,7#9/3 3,6+0[2 6,1+0,3 ND ND
207 ND 2,540,1| 377,2+0,3 265,0+4/8 8,3+0|5 5,0+0,5 ND ND
208 ND 3,7+0,1 5,1+0,5 2,6+0,1 2,8+0,0 13,6%1,2 ND ND

ND - nedetekovan: dany biogenni amin byl pod prabdetekce HPLC.
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Nejvice produktivnim kmenem izolovanym ze solnéh@lewu byla kvasinka

Debaryomyces hansenivzorek ¢. 197), ktery produkoval 7,7+0,4 mg/l tryptaminu,
1,7£0,1 mg/l fenyletylamin, 861,2+73,0 mg/kg puties, 36,3+3,6 mg/l kadaverinu,

4,6+0,4 mg/kg histaminu, 6,9+0,1 mg/l tyraminu, ¢ukce spermidinu a sperminu byla
pod prahem detekce (tabulka 12). Nejsémoduktivnim kmenem byl vzorek, ktery se
nezddilo identifikovat (vzorek ¢. 147), ktery produkoval 7,1+0,7 mg/l putrescinu,
3,2+0,1mg/l kadaverinu, 1,9+0,0 mg/l tyraminu. Twymin, fenyletylamin, histamin,

spermidin a spermin nebyly detekovany.

Nejvice tryptaminu a fenyletylaminu produkovala &wika Candidasp. (vzoreké. 193)

v mnozstvi 13,6+0,8 mg/l (tryptamin) a 652,4+3,6/h{tenyletylamin). Putrescin nejvice
produkovala o@t kvasinka Debaryomyces hanseni(vzorek ¢. 197) v mnozZstvi
861,2+73,0 mg/l. Kadaverin byl nejvice produkovaiknmorganizmem, o kterém vime, Ze
pati mezi Gramnegativni &§nky (vzorek ¢. 130), a to v mnoZstvi 630,8+47,5 mgl/l.
Histamin byl nejvice produkovan mikroorganizmem opek ¢. 164), ktery se af
nezddilo identifikovat a to v mnozstvi 57,0+2,1 mg/l. feynin byl nejvice produkovan
mikroorganizmem (vzorek. 178), ktery se taktéZ nezda identifikovat a to v mnoZstvi
128,9+6,3 mg/l. Spermidin nejvice produkovala kmkaiDebaryomyces hanserfiizorek

¢. 192) v mnozstvi 1,3+0,0 mg/l. Spermin byl nejvipedukovdn mikroorganizmem
(vzorek ¢. 122), o kterém vime, Ze pamezi Gram negativni &ynky, a to v mnozstvi
7,51£0,2 mg/l. Mikroorganizmy izolované ze solnéldewu nejvice produkovaly putrescin

a tyramin (tabulka 12).

6.1.4 Souhrnna diskuze

Na stanoveni biogennich amin riznych druzich syr byly jiz provedeny mnohé studie.
Pri  pripraw fermentovanych potravin Ize ¢ekavat pitomnost mnoha druh
mikroorganiznii, z nichz rkteré jsou schopny produkovat biogenni aminytSina
produkti, ve kterych rostou bakterie nit&ho kvaSeni, fite obsahovat vy$Si mnozstvi
putrescinu, kadaverinu, histaminu a tyraminu. Sjggu (hned po rybach) resgjsi

potraviny spojené s otravou histaminem.
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Mnohé mikroorganizmy jako jsou niapeastupci rod Bacillus Citrobacter, Clostridium
Klebsiella Escherichia Proteus PseudomonasSalmonella Shigella Photobacteriuma
mléné mikroorganizmy Lactobacillus Pediococcusa Streptococcusjsou schopné

dekarboxylovat jednti vice aminokyselin [44].

Zkoumané vzorky mikroorganizin byly rozcleny do ti kategorii (Gramnegativni
bakterie, Grampozitivni bakterie a kvasinky). Zesabakterii byla produkce biogennich
amini zkouméana uEscherichia coli Serratia marcescend€nterobactersp., Klebsiella
oxytoca Tyto mikroorganizmy a takéAeromonassp, fadime mezi Gramnegativni
bakterie. Pevazré se vyskytovaly ve vzorcich zesst z vyrobnich prostor mlékarenského
provozu a nejvice produkovaly putrescin a kadaveésiramnegativni bakterie jsou v syru
povazovany za mikroorganizmy igobujici kaZzeni syr zodpo¥dné za vady textury a
chuti. Hlavré vysoké pdéty enterobakterii jsou povazovany za indikatoryts@ahygieny
pii dojeni nebo i samotné technologii vyroby syru a jednim z asp@kipra schopnost
tvorby biogennich amin[45].

DalSi mikroorganizmy jako jsobnterococcus faecali8acillusspp.,Staphylococcuspp.,
Lactococcus lactis Rothia amarag Kocuria sp., Micrococcus luteus Rhodococcus
erythropolis fadime mezi Grampozitivni bakterie. Tyto bakterielybyizolovany
ze syfi, ndlevu i ze sri z mlékdrenského provozu téimrovnomerné a nejvice

produkovaly biogenni aminy tyramin a putrescin.

Zbyvajici ¢ast identifikovanych testovanych mikroorganiziyyla z&azena mezi kvasinky
(prevazre Debaryomyces hansen@andidaspp.), které se vyskytovaly ve vzorcich syru a
solného nélevu. Nejvice produkovaly biogenni amputrescin a kadaverin. V tomto
experimentu bylo dokazano, Ze mikroorganizmy vykiatwunejwtsi dekarboxylazovou
aktivitu jsou Gramnegativni bakterie. Z testovany&tamnegativnich bakterii alespd
izolovany kmen produkoval minim&inl biogenni amin. Podle studie Ten Brink a kol.
[46] a Pircher a kol. [47] Gramnegativni bakteriékg Escherichia coli Serratia
marcescensa Klebsiella pneumoniaeprodukuji hlavé histamin a zastupcieledi
Enterobacteriacea¢vori prevazié putrescin a kadaverin. Publikované vysledky jsealyt

v souladu s vysledky této studie, protoZze mezi aukganizmy, které nejvice produkovaly
putrescin a kadaverin, byly isreny pray enterobakterieEscherichia coli Serratia
marcescens zatimco histamin byl uéthto izolafi produkovan v powrné nizkych

hodnotach.
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O réco mér produktivni byly Grampozitivni bakterie s n&f$i produkci tyraminu
kmenem Enterococcussp (vzorek¢é. 104). Produkce spermidinu nebyla detekovana u
zadné Grampozitivni bakterie. Ke stejnym vysladkdosgli ve své studii i Joosten a
Northolt [48], kdy se ftomnost enterokak v mléce ve vysokém mnoZstvi néslédn
projevila v syrech produkci velkého mnozZstvi tyramiMezi mikroorganizmy s nejmensi
dekarboxylazovou aktivitou lze it kvasinky. V této praci bylo zj&to, Ze kvasinky
maji potencial k porrné vysoké produkci putrescinu, coz bylo prokdzanmds Gardini

a kol. [49], kdy bylo potvrzeno, Ze kvasinky maglky potencial tvat alifatické aminy
(putrescin a kadaverin).
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ZAVER

Mlécné vyrobky, zejména syry, mohou obsahovat velké zsind biogennich amin
Cilem této bakai&ké prace bylo zhodnotit dekarboxyldzovou aktivitikroorganizni
izolovanych z mlékarenského provozu, kde se gbwyrabi i syry zrajici v solném nalevu.
Aby mohla byt dekarboxyldzova aktivita jednotlivyidolati posouzena, bylyipkultivaci
mikroorganiznii do Zivného média flany prekurzory pro vznik biogennich ariin
(aminokyseliny lyzin, histidin, ornitin, tyrozin,rginin, fenylalanin). Vyhodnoceni bylo
provedeno pomoci metody HPLC s UV detektorem. Qelkgla hodnocena produkce 8
biogennich amithnu 108 vzork, z toho 33 vzork ze sért z vyrobnich prostor, 30 vzoik
ze syru Akawi a 45 vzofk ze solného nalevu. U kazdého z testovanych vizdn
detekovan jeden z biogennich afjirtakZze dekarboxylazova aktivita byla prokadzana u

kaZzdého mikroorganizmu.
Na zéklad Chromatografického stanoveni bylo zjib:

* Nejvice byly produkovany biogenni aminy kadavepatrescin a tyramin

» Dekarboxylazova aktivita byla prokazana u vSecloiamnych mikroorganiziin

» Kazdy mikroorganizmus produkoval aleggeden z 8 biogennich antin

* NejvysSi dekarboxylazovou aktivitu vykazovaly Graggativni bakterie

» NejéastjSi se vyskytujici Gramnegativni bakteriéSerratia marcescens
Enterobactersp. aEscherichia colprodukovaly nejvice putrescin a kadaverin

* NejcastjSi Grampozitivni bakterieEnterococcus faecalisBacillus cereusa
Staphylococcusp. produkovaly nejvice tyramin

« Zadna z izolovanych Grampozitivnich bakterii nepitazzala spermidin

» Kvasinky vykazovaly nejmenSi dekarboxylazovou atdiv
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BHI broth
CA
CASO
CO,

DAD
GTK

HI

HPLC
MRS
Nutrient broth
PHE

PU

SD

SM

TR

TY

uv

VIS

VUM

Brain heart infusion, mozkosrdcovaimd
Kadaverin

Agar s kaseinem a sojovym extraktem
Oxid uhliity

Detektor diodového pole

Agar s glukozou, kvastmym extraktem a tryptonem
Histamin

Vysokow@inna kapalinova chromatografie
De Man Rogosa Sharpe agar

Zivny bujén

Fenyletylamin

Putrescin

Spermidin

Spermin

Tryptamin

Tyramin

Ultrafialové z&eni

Oblast viditeIného sitla

Vyzkumny ustav mlékarensky
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