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ABSTRAKT

V bakalaiské praci byla sledovana produkce osmi biogennich aminti u 140 kmena bakterii

vyizolovanych z moravskych vin, které byly kultivovany na tfech ptdach.

Teoreticka Cast je zaméfena na charakteristiku a vyznam mikroorganismti a biogennich

aminu vyskytujicich se ve vinech a problematiku s ni spojenou.

V praktické casti je sledovana produkce biogennich amint bakteriemi pomoci kapalinové

chromatografie po predchozi derivatizaci dansylchloridem.

Kli¢ova slova: vino, biogenni aminy, mikroorganismy, bakterie mlécného kvaseni

ABSTRACT

The bachelor thesis deals with the production of eight biogenic amines in 140 strains of
bacteria isolated from Moravian wines that were grown on three broths. The theoretical
part is focused on the characteristics and importance of microorganisms and biogenic ami-
nes in wines. In the practical part of the thesis was monitored the production of biogenic

amines by bacteria using liquid chromatography after derivatisation of dansylchloride.

Keywords: wine, biogenic amines, microorganisms, lactic acid bacteria
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UvVOD

Vino je jednou z nejzajimavéjsich forem piemény surového rostlinného materialu na alko-
holicky napoj, ktera za¢ina ptevozem sklizenych hrozni do sklepi a konéi nejaktivnéjSimi
a rozhodujicimi fermenta¢nimi kroky. Poté vina prochazi dlouhou dobu zrani, pti které se

rozviji a zdokonaluje chut’ a viiné vina [1,2].

Pfeména hroznového mostu ve vino je spontannim jevem, kdy je mikrobialni komplex
bobuli hrozni vystaven novému ekosystému, kdyz jsou hrozny drceny a lisovany. Tato
mikrofléra se béhem celého procesti vyroby méni a upravuje, dochazi ke vznikiim produk-

ti jejich metabolismd, které maji pozitivni i negativni vliv na jejich technologii [2,3].

Béhem péstovani, sklizn¢ a dalSimi procesy vyroby dochdzi diky pfitomnost mikroorga-
nismu se schopnosti aminokyselinové dekarboxylace ke vzniklim biogennich aminti. Bio-
genni aminy maji na lidsky organismus pozitivni vliv, tak i negativni, ten je spojen ptede-
v§im s vysokym pfijmem z potravy a mize mit za vliv zdvazné zdravotni komplikace. A

proto je nutné tyto hodnoty sledovat a zkoumat pficiny jejich vzniku [4].

Tato prace se zabyva zhodnocenim obsahu 0smi biogennich aminti u 140 kment bakterii

vyizolovanych z moravskych vin.
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. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA MIKROORGANISMU VE VINECH

Témet pied 150 lety Louis Pasteur dokazal, ze vino je vyrobek alkoholového kvaSeni
hroznové $tavy piasobenim kvasinek. Mikrobialni ekologie procesu nyni vSak zahrnuje
kromé¢ alkoholového kvasSeni i komplexni interaktivni piispévky kvasinek, vlaknitych hub,
bakterii mlé¢ného kvaseni, bakterii octového kvaseni, pfipadné jinych bakterialnich skupin
a dokonce i bakteriofagti [1]. Mikrobialni ekologie vina je komplex, kde mikroorganismy

mohou hrat jak pozitivni, tak i negativni roli v kvalité¢ kone¢ného vyrobku [5].

Kvaseni hroznového mostu a produkce nejkvalitnéjsich vin je slozity biochemicky proces,
ktery zahrnuje interakce enzymi z mnoha rtiznych mikrobialnich druhti, ale ptredevsim
kvasinek a bakterii mlééné¢ho kvaseni. Kvasinky jsou ve vin¢ zodpovédné za alkoholové

kvaseni, zatimco bakterie mlé¢ného kvaseni za jable¢no-mlé¢nou fermentaci [4].

1.1 Mikrobiologie hrozni

Hrozny maji slozitou mikrobidlni ekologii, zahrnujici vlaknité houby, kvasinky a bakterie
s riznymi fyziologickymi vlastnostmi, které se projevi pii vyrobé vina. Nékteré druhy se
nachazeji pouze v hroznech, ptikladem mohou byt parazitické houby, zatimco jiné maji
schopnost pfezit a rist ve vinech, tvotici vinné mikrobialni spolecenstvi. Toto spoleCenstvi

zahrnuje druhy kvasinek, bakterie mlé¢ného a octového kvaseni [6].

Podil jednotlivych skupin mikroorganismil zavisi na fazi zralosti hroznil a na dostupnosti
zivin. Bobule jsou nachylné na houbové parazity, po dozrani je mikrofléra neporusenych
bobuli podobna listim rostlin, na kterych jsou dominantni kvasinky skupiny Basidiomy-
cetes (napt. Cryptococcus spp., Rhodotorula spp., Sporobolomyces spp.) a kvasinky Aure-
obasidium pullulans. Kutikula vizualné neporusenych plodi mize mit na povrchu mikro-
trhliny, dale dochazi k méknuti zranim, ¢im se zvySuje prostupnost zivin a vysvétluje se
tim také mozné dominantni postaveni oxida¢ni nebo slabé fermentativni populace askomy-
cet (napt. Candida spp., Hanseniaspora spp., Metschnikowia spp., Pichia spp.) s blizici se
sklizni [6].

Pokud je slupka bobuli viditelné poskozena, dostupnost vysoké koncentrace cukru na po-
vrchu bobule podporuje nartst askomycet s vyssi fermentacni aktivitou jako je Pichia spp.
a Zygoascus hellenicus, vcetné nebezpecnych kvasinek vinného kazeni (napf. Zygosac-
charomycetes spp., Torulaspora spp.) a bakterii octového kvaseni (naptf. Gluconobacter

spp., Acetobacter spp.). Druhy cukerné fermentace Saccharomyces cerevisiae se ziidka
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nachazi na povrchu hrozni bez poskozeni, upfednostiiuji poskozené bobule. Bakterie
mlécného kvaseni jsou vedlejSimi zastupci hroznové mikroflory, ale zarovein jsou typic-
kym pivodcem jable¢no-mlé¢ného kvaseni [6]. Nicméné vzhledem Kk jejich nutricnim po-
zadavkim je druhova rozmanitost a hustota osidleni omezena. Neposkozené ovoce obsahu-
je <10° CFU/g a také i populace v hroznovém mostu je b&hem ranych fazi zpracovani nizka
[8]. Oenococcus oeni je jen ziidka izolovan piimo z hrozni [6]. Pokud dojde ke zhorSeni
kvality ovoce, miize dojit ke znacnému rozvoji mikroorganismi. Neni vSak znamo, zda
zvyseni poctu nativni bakteridlni populace je v disledku zvySené dostupnosti zivin (vyply-

vajici z degradace ovoce) nebo z jiného divodu soubézné s infekei [8].

Druhy, izolovany z hroznovych mostu jsou Lactobacillus hilgardii, L. plantarum, L. caseli,

O. oeni, Leuconostoc mesenteroides a Pediococcus damnosus [8].

1.2 Mikroorganismy s aminokyselinovou dekarboxylazovou aktivitou

Mnoho bakterii mlééného kvaseni, patticich do rodt Lactobacillus, Enterococcus, Carno-
bacterium, Pediococcus, Lactococcus a Leuconostoc je schopno dekarboxylace aminoky-
selin. Mezi dalsi mikroorganismy obsahuji enzymy umoziujici dekarboxylaci aminokyse-
lin v potravinach lze zafadit zastupce rodt Bacillus, Pseudomonas, Photobacterium, a také
roda Celedi Enterobacteriaceae (napt. Citrobacter, Klebsiella, Escherichia, Proteus, Sal-

monella, Shigella), Micrococcaceae a nebo rod Staphylococcus [14].

1.2.1 Bakterie mlééného kvaSeni

Mosty a vina jsou selektivni média, kterd podporuji rist pouze né€kolika druhli bakterii
mlécného kvaseni [7]. Bakterie mlééného kvaseni (BMK) tvoii velkou pfirozenou skupinu
nepohyblivych, nesporulujicich grampozitivnich kokt a ty¢inek, které fermentuji sacharidy
za fakultativné anaerobnich (pfipadné mikroaerofilnich) podminek a tvoii pfi tom hlavné
kyselinu mlé¢nou. Ve svém fermentativnim metabolismu produkuji latky a vytvareji pod-
minky, které jsou pro jiné (neZzadouci) bakterie zpravidla skodlivé. Konzervaéni vlastnosti
bakterii mlééného kvaseni a jejich fermentacnich produktl se vyuZivaji na prodlouZeni

trvanlivosti potravin zivoc¢isného a rostlinného ptivodu [10].

Hlavnim terminalnim produktem kvaseni je kyselina mlécn4, jeji metabolismus muize za
aerobnich podminek vést az k oxida¢ni disimilaci za vzniku oxidu uhli¢itého a kyseliny
octové. Pfitom se jako meziprodukt tvoii mikrobicidni peroxid vodiku. Dal§im vyznam-

nym selekénim faktorem BMK je rychlé snizeni pH prostfedi na hodnoty pH 4 a nizsi.
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Mnohé nezadouci bakterie v potravinach nesnési takto nizké hodnoty a jako i nedisociova-

nou kyselinu mlé¢nou a kyselinu octovou [10].

BMK vyuzivaji cukry bud’ homo- nebo heterofermentativni cestou [8]. Homofermentativni
bakterie produkuji z glukézy vice nez 85% kyseliny mlé¢né. Heterofermentativni bakterie
produkuji ke kyseliné mlé¢né navic oxid uhlic¢ity, etanol, a kyselinu octovou [9]. Vzhledem
k tomu, ze rist nékterych bakterii je ve vin¢ zadouci, mize rast jinych vést k jejich zne-

hodnoceni [8].

BMK jsou ve viné zastoupeny piedevsim ¢tyfmi rody: Lactobacillus, Pediococcus,
Leuconostoc a Oenococcus. V prubéhu alkoholového kvaseni je populace bakterii mlécné-
ho kvaseni slozena hlavné z Pediococcus spolu s Oenococcus oeni. Hlavni druhy pfitomné
Vv hroznech, homofermentativni laktobacily rychle zmizi po zahajeni alkoholového kvaSeni
ve prospéch Leuconostoc mesenteroides, ktery je na konci kvaseni nahrazen Oenococcus
oeni [7].

Bakterie rodu Pediococcus jsou homofermentativni, Leuconostoc a Oenococcus patii mezi
heterofermentativni, Lactobacillus mtze prezentovat jak homo- tak i heterofermentativni

chovani a jsou rozdéleny do tii skupin [9]:

1. ptisn¢ homofermentativni (tato skupina doposud nebyla identifikovana ve ving),
2. fakultativné heterofermentativni,

3. prisn¢ heterofermentativni.

Tyto bakterie vyzaduji bohaty zdroj Zivin a ristovych faktort, které jim v pfirodé poskytuji
neporusené a rozkladajici se rostliny a potraviny. Na tyto bohaté zdroje si pfivykly tak, Ze
nemaji schopnost samy si syntetizovat uré¢ité ristové faktory, jako jsou aminokyseliny,
vitaminy skupiny B a jiné. Pti kultivaci BMK na umélych zivnych ptdach anebo pii fer-
mentaci na ziskdni maximdlniho mnozstvi biomasy se musi proto tyto latky ptidavat ve
formé kvasni¢ného autolyzatu (extraktu), mlécné syrovatky a rostlinnych $tav (rajcatové,
mrkvové). Za rast a metabolismus BMK za standardnich podminek zodpovidd urcité
mnozstvi dané aminokyseliny anebo urcitého vitaminu B Vv prostfedi. Tato skute¢nost se
vyuziva na mikrobiologické stanoveni nékterych aminokyselin a vitamind v potravindch a

krmivech [10].

BMK jsou rovnéz dulezitou slozkou skupin technologicky vyznamnych mikroorganismi,
které se pouzivaji jako vyrobni prostiedky pfi fermenta¢nich procesech v technologii kysa-

nych potravin zivocisného a rostlinného ptiivodu (Cisté bakterialni kultury, zakysy, starté-
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ry). Kromé hlavni tlohy, tedy kysnuti pfislusné pozivatiny, dale pfispivaji i vedlejsimi

metabolismy k tvorb¢ typické chuti a aroma piislusného fermentovaného produktu [10].

1.2.1.1 Rod Pediococcus

Puvodnim stanovistém bakterii rodu Pediococcus jsou rostliny, z kterych se dostavaji do
ptislusnych pozivatin. V nékterych jsou skidci, v jinych jsou soucasti fermenta¢ni mikrof-
lory. Pokud jsou piitomny v pfiméfeném mnozstvi ve ving, zucastnuji se odbouravani
jable¢né dikarboxylové kyseliny na monokarboxylovou kyselinu mléénou a CO,, ¢imz se
snizuje obsah kyselin ve viné. Pfi nepfiméfeném mnozstvi muze Pediococcus produkovat

nezadouci acetoin a z néj nasledné diacetyl [10].

Z vina byly izolovany tyto druhy: P. damnosus, P. parvulus, P. inopinatus a P. pen-

tosaceus, pti¢emz mezi nejcastéji se vyskytujici patii P. damnosus a P. parvulus [8].

1.2.1.2 Rod Lactobacillus

Lactobacillus piedstavuje velmi riznorodou skupinu mikroerofilnich bakterii, které se pod

mikroskopem jevi jako dlouhé ¢i kratké ty¢inky nebo dokonce jako kokobacily [8].

Laktobacily rostou, rozmnozuji se a metabolizuji za anaerobnich podminek, ale i pfi snize-
ném obsahu kysliku ve vSech prostfedich, které poskytuji dostatek fermentovatelnych sa-
charidd, stépnych produktl bilkovin, nukleovych kyselin a vitamind skupiny B. Upfed-
nostnuji mezofilni a mirné termofilni teploty. Pfi fermentaci sacharidi tvorbou kyselin
snizuji kyselost prostiedi az pod pH 4,0. Kyselina mlé¢na a octova jsou v kyselém prostie-
di malo disociované a v tomto stavu pusobi spolu se snizenym pH inhibi¢né az mikrobi-

cidné na ostatni mikroorganismy v prostiedi, s vyjimkou jinych BMK a kvasinek [10].

V piirod¢ se lactobacily nachdzeji v mensim mnozstvi na povrchu neporusenych rostlin, na
druhou stranu spolu s ostatnimi BMK rostou ve velkém mnozstvi na rozkladajicich se rost-
linnych materidlech, jmenovité na kazicim se ovoci. Z tohoto divodu maji velky vyznam
pfi vyrobé mnoha rostlinnych fermentovanych vyrobku a také pti kaZeni pozivatin a krmiv
rostlinného ptvodu, jako je kysané zeli, kvaSené okurky, kvaSena zeleninova sm¢s, silaz,

pivo, vino ovocné §tavy a jiné [10].

Mezi druhy, které byly vyizolovany z hrozni a vin po celém svété patii: L. brevis, L. buch-
neri, L. casei, L. vini, L. curvatus, L. delbrueckii, L. fructivorans, L. lindneri, L. hilgardii,
L. jensenii a dalsi [8, 20, 21].
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Obr. 1 — L. brevis zobrazen v mikroskopu s fazovym kontrastem pii zvétSeni 1000x [8].

1.2.1.3 Rod Leuconostoc

Bunky bakterii jsou okrouhlé, kulovité az ¢ockovité spojené po dvou nebo do fetizkl a
netvoii spory. Jsou fakultativné anaerobni, kataldza negativni. Nejsou proteolytické, nehe-
molyzuji a neredukuji dusi¢nan na dusitan. Na vhodnych polotuhych zivnych ptdach tvoii
zpravidla drobné okrouhlé hladké svétle bilé kolonie. V bujonu zplisobuji pravidelny zakal,
ale kmeny tvoftici dlouhé fetizky se usazuji na dn¢ zkumavky. Jejich optimalni rGstové tep-
loty jsou v $irokém rozmezi 20 az 30 °C. V Zivnych pudach vyzaduji pfitomnost ristovych

faktorti, aminokyselin a vitaminy skupiny B [10].

Rist je podminén ptitomnosti fermentovatelného sacharidu. Glukozu fermentuji vSechny
druhy pomoci kombinace hexosomonofosfatovych a fosfoketolasovych metabolickych
drah. Tvoii kyselinou mlé¢nou, CO; a etanol. Nékteré kmeny maji i oxidativni mechanis-

mus, tyto produkuji na misto etanolu kyselinou octovou [10].

Druhy Leuconostoc se vyskytuji v rostlinach, zelening, silazich, mléce a mléénych vyrob-
cich a dale vsyrovém a zpracovaném mase. V soucasné dobé¢ je znamo pét druhi:
Leuconostoc mesenteroides, Leu. paramesenteroides, Leu. lactis, Leu. carnosum a Leu.
gelidum. Leuconostoc mesenteroides ma tii poddruhy: subsp. mesenteroides, subsp. dex-
tranicum, a subsp. cremoris. Leuconostoc je morfologicky heterogenni a mize obsahovat
geneticky ruznorodé skupiny bakterii. Nedavno z né&j byly vyc¢lenény dva nové rody Weis-

ella a Oenococcus [12].
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1.2.1.4 Rod Oenococcus

Bakterie vina patfici do rodu Oenococcus byla jiz drive klasifikovana jako Leuconostoc
oenos, pozdéji fylogenetické studie odhalily, ze se Leu. oenos vyrazné odliSuje od ostat-
nich Leuconostoc spp., coz vedlo k vytvofeni nového rodu. Od ostatnich leukonostokt se
1i$1 nékolika charakteristickymi znaky. Roste dobfe v kyselém prostiedi (pocatecni pH 4,2
az 4,8), snasi prostiedi s 10 % ethanolu. Jeho rist je pomaly a vyzaduje 5 az 7 dni 22 °C.

Jiné leukonostoky v takto kyselém prostiedi nezacinaji rast [10].

Vzhledem k tomu, Ze tyto bakterie disponuji, rozmanitymi fyziologickymi vlastnostmi,
jako je napft. zpusob fermentace sacharidi, je mozné, ze O. oeni mize piedstavovat vice

nez jeden druh [8].

Druh O. oeni je popsan, jako elipsoidni az kulovité bunky, které se obvykle vyskytuji
Vv parech nebo fetizcich. Buiiky mohou byt mikroskopicky obtizné rozpoznatelné od krat-

kych tyc¢inek laktobacilti [8].

1.2.2 Bakterie octového kvaSeni

Bakterie octového kvaseni (BOK) byly poprvé rozpoznany jako puvodci kazeni vina
Vv devatendctém stoleti. Jejich schopnost oxidovat etanol na kyselinu octovou vyvolava

kazeni vina, ale ma zasadni vyznam pro komer¢ni produkci octa [13].

BOK jsou gramnegativni, aerobni, katalazapozitivni ty¢inky celedi Acetobacteraceae. Ace-
tobacter a Glunoconobacter jsou popisovany jako ty¢inky elipsoidniho tvaru, i kdyz jsou
znaéné mikroskopické variace mezi druhy a stejné 1 mezi pfisluSnymi kmeny. Dokonce 1
ovefené Cisté kultury mohou vykazovat zna¢nou morfologickou nesourodost v rozmezi od
zakiivenych po vldknité tyCinky, které se vyskytuji jednotlivé, v parech nebo v kratkych
fetézcich [13].

BOK se déli do ctyr roda: Acetobacter, Acidomonas, Gluconobacter a Gluconacetobacter.
Z hroznt a vin byly izolovany Gluconobacter oxydans, Acetobacter aceti, A. pasteurianus,
Gluconacetobacter liquefaciens (diive A. liquefaciens) a Gluconacetobacter hansenii (dfi-
ve A. hansenii) [8].

Na rozvoj octovych bakterii ma velky vliv zplsob sklizné a transport hrozni ke zpracova-
ni. Pfi transportu hroznli poSkozenych nebo napadenych houbovymi chorobami je dilezita
rychlost a aplikace oxidu sifi¢itého ptimo pfii sklizni ve vinici a nizké teploty pfi sklizni a

transportu. Oxid sifiCity dokdze rozvoj bakterii ucinné brzdit. Po vylisovani mostu je
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vhodné rychle nastartovat kvaseni, diky kterému se zvySuje obsah alkoholu a tvorba CO»,

coz dokaze inhibovat velikost populace a rozvoj octovych bakterii [6].

Obr. 2 — A. aceti zobrazen v mikroskopu s fazovym kontrastem pii zvétSeni 1000x [8].

1.2.2.1 Gluconobacter oxydans

Gluconobacter oxydans obecné roste v prostfedi bohatém na cukr, kde alkohol bud’ chybi,
nebo je ptitomen v nizkych koncentracich [8]. Vyskytuje se jako kontaminace pekaiského
drozdi, piva, vina a jinych napoja. V ptirodé se Casto vyskytuje i v kvétnich nektarech a na

véelach [11].

Typické mista pro izolaci Gl. oxydans jsou ¢asti kvétin a kazici se ovoce. Pro srovnani,
Acetobacter spp. je obvykle izolovan z fermentovanych substrati (vino, pivo, atd.), piesto-
ze je lze nalézt také v rozpadajicim se ovoci prochazejicim kvaseni [8]. Na zdravych hroz-
nech se nejvice vyskytuje druh Gl. oxydans, ktery je dominantni v mos$tu a na pocatcich

kvaseni, ke konci kvaSeni opét pievazuje Acetobacter aceti [6].
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2 CHARAKTERISTIKA BIOGENNICH AMINU

Biogenni aminy (BA) jsou organické baze disponujici biologickou ¢innosti, které se Casto
vyskytuji ve fermentovanych potravindch a napojich. Jsou produkovany piedevsim
v disledku dekarboxylace aminokyselin. Vysoka koncentrace BA muze u citlivych lidi
vyvolat nezadouci fyziologické ucinky. Konkrétnéji je zndmo, Ze histamin zplsobuje bo-
lesti hlavy, nizky krevni tlak, buSeni srdce, zvraceni, prijem a dalsi pfiznaky. Tyramin a
fenyletylamin mohou zptisobit vysoky krevni tlak uvolnénim noradrenalinu a norefedrinu.
Putrescin a kadaverin, které samostatné nejsou toxické, zhorSuji nezadouci ucinky histami-
nu, tyraminu i fenyletylaminu, protoze zasahuji do ptisobeni enzymt, které je metabolizuji
[15]. Za nejdilezitéjsi BA v potravinach jsou povazovany histamin, tyramin, putrescin,
kadaverin, spermin, spermidin, 2-fenyletylamin a tryptamin. BA lze nalézt jako dusledek
mikrobidlni ¢innosti v potravinach, jako je vino, kysané masné a rybi vyrobky, syry a fer-

mentovana zelenina [14].

BA jsou skupinou alifatickych, aromatickych nebo heterocyklickych bazi odvozenych od
aminokyselin, které vykazuji rizné biologické uc€inky, nebot’ v ZivociSnych tkanich a rost-
linnych pletivech plni rizné funkce. Nékteré BA jsou napt. protoalkaloidy rostlin (horde-
nin, gramin), stavebnimi latkami pro biosyntézu fytohormont ze skupiny auxinti, alkaloid
a dalSich sekundarnich metaboliti rostlin, v Zivo€i$nych tkanich maji funkci tkaiiovych
hormont (histamin), jsou prekurzory hormond nadledvinek Zzivocicht (katecholaminy)

[16,23,24].

BA vznikaji z aminokyselin pusobenim dekarboxylaz (dekarboxylaz obsahujicich jako
kofaktor pyridoxal-fosfat) nebo z aminokyselin a karbonylovych slou¢enin plisobenim
transamindz. Tzv. endogenni aminy jsou jako produkty metabolismu v nizkych koncentra-
cich pfirozenou slozkou prakticky vSech potravin. Exogenni BA vznikaji v potravinach

jako disledek mikrobialni kontaminace a pii kvasnych procesech [16].

BA jsou dulezité dusikaté slouceniny v rostlinnych, mikrobidlnich a Zivoc¢isnych bunikach.
Mohou byt detekovany v syrovych i zpracovanych potravinach. V potravinaiské mikrobio-
logii jsou nékdy spojovany s kazivosti nebo fermentaci potravin. Aminy, které jsou nizko-
molekularni organickou zasadou, mohou byt tvofeny 1 degradovany v diisledku normélnich
metabolickych pochodi ve zvifatech, rostlinach i mikroorganismech. Produkce aminti je

spojena s ochrannymi mechanismy mikroorganismti vii¢i kyselému prostiedi [4].
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2.1 Tvorba a piivod biogennich amini ve viné

Akumulace BA V potravinach vyzaduje dostupnost prekurzort (tj. aminokyselin), dale pii-
tomnost mikroorganismu se schopnosti aminokyselinové dekarboxylace a pfiznivych pod-

minek zajist'ujici jejich rist a dekarboxylacni ¢innost [14].
Existuji tfi hlavni pozadavky na tvorbu biogennich aminti:

1. dostupnost volnych aminokyselin,
2. pritomnost dekarboxylaza-pozitivnich mikroorganizmti,

3. podminky, které¢ zajist'uji rist baterii, dekarboxylazovou syntézu a aktivitu.

Zakladni reakce mikrobidlniho katabolismu aminokyselin zahrnuji dekarboxylaci, transa-
minaci, deaminaci a desulfurikaci. Mnoho bakterii je schopno dekarboxylace aminokyse-
lin, tato reakce probiha z divodu podpory rustu a pteziti v kyselém prostiedi, jelikoz vede

ke zvySovani pH [4].

Tti mozné puvody BA ve viné [4]:

ey e

2. jsou vytvoteny kvasinkami béhem alkoholového kvaseni,

3. tvofeny ve vin¢ puisobenim bakterii podilejicich se na jable¢no-mlééné fermentaci.

Fermentaéni podminky, jako je teplota, zmény pH a pfistup kysliku jsou dulezité faktory,
které ovliviiuji mnozstvi BA v kone¢ném vyrobku. Mezi dalsi faktory ovliviiujici pfitom-
nost BA patfi, oSetfovani hroznt, pfitomnost vlakniny a slupek, obsah alkoholu, koncen-
trace oxidu sifi¢itého a pridatnych zivin [4]. Zvlastni vyznam nalezi hodnoté pH, jelikoz se
zjistilo, ze zvlasté¢ u hodnot pH nad 3,6 jsou podporovany bakteridlni pfemény. Béhem
alkoholového kvaseni se tvoii hlavné etanolamin, mimoto se maji nasledkem prokvaSeni
¢istymi kulturami kvasinek ve srovnani se spontannim kvasenim tvofit ve zvySené mife

BA [19].

Spontanni, nekontrolovatelné odbouravani kyselin bakteriemi druhu Lactobacillus, resp.
Pediococcus vede ke zvyseni BA, zvlasté histaminu. Pfi pouziti startovacich Cistych kultur
bakterii, které jsou bézn¢ k dostani v obchodni siti (selektované Oenococcus oeni) nebylo
zjisténo zadné zvysSeni, resp. bylo zjiSténo zvySeni jen nepodstatné. Déle by se mélo zame-
zit tomu, aby p#ilis vysoké davky SO, (50 mg/l SO,) pied biologickym odbouranim kyselin
pozadované bakterie potlacily, a tak se podpofily ptivodci poskozeni. Jelikoz je tvorba BA

zpravidla vyvolana mikrobiologickymi aktivitami, je mozno zvySeny obsah piedev§im



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

kadaverinu, putrescinu a histaminu povazovat za ptiznak zkazenosti, resp. za znak nedosta-
te¢né hygieny ve sklepé [19].

Nekteré aminy jsou piirozenymi slozkami hrozna v riznych mnozstvich a v riznych varia-
cich, kdy zalezi na typu pudy a jejim sloZeni, hnojeni, klimatickych podminkadch béhem
rustu a stupni zrani, na metod¢ zpracovani vina, roz§ifeni autolyzy, ristu bakterii mlééného
kvaSeni, reziduélni mikrobidlni populaci, procesu Cifeni a enologickém oSetfovani vina a

také i na kmenu kvasinek zasahujicich do kvaSeni [4].

Nékteré z téchto faktord zvySuji koncentraci prekurzora (aminokyselin), zatimco jiné pod-
poruji rozvoj mikroorganismil se schopnosti tvofit aminy. Jable¢no-mlécné fermentace ve
viné je sekundarni fermentaci, kterd se obvykle vyskytuje na konci alkoholového kvaSeni

kvasinkami, ackoli se nékdy vyskytne i dtive [4].
2.1.1 Déleni biogennich amini

Podle chemické struktury se BA ¢leni na:

e aromatické (tyramin a 2-fenyletylamin),
e heterocyklické (histamin a tryptamin),
e alifatické (putrescin a kadaverin),
e polyaminy (spermidin, spermin a pfip. agmatin).
Neékdy se mezi polyaminy zjednodusené fadi i diaminy podobné jako se heterocyklické

aminy zjednodusené fadi do skupiny aromatickych amint [23,24].

H*a/\/\/m Hr“/\/\/\rm <\\\

Putrescin Kadaverin
Histamin
7N \,/Nh / ’ﬂ\\//\ \ Nk,
.\\v// ""“\\ ///
HO v
Fenyletylamin Tyramin

Obr. 3 — Chemicka struktura BA nejéastéji se vyskytujicich ve ving [22].
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2.2 Vlastnosti a biologické uc¢inky biogennich aminii

BA jsou nezbytné pro nékolik fyziologickych funkci, napt. regulaci télesné teploty a sekre-
ci Zzaludeéni kyseliny, ale konzumace potravin s vysokou koncentraci BA muze vést
K vyznamnym nezadoucim uc¢inktim, napt. hypotenzi (histamin), hypertenzi (tyramin),
nevolnosti, zvraceni, prijmu, migrénam (fenyletylamin, tyramin), buseni srdce, selhani

ledvin, pfipadné az smrti [16, 28].
Ve vysokych koncentracich se mohou projevovat jako latky:

e psychoaktivni,

e vasoaktivni.

Psychoaktivni aminy plsobi jako pfenaseci v centralnim nervovém systému, vasoaktivni
aminy pusobi pfimo nebo nepiimo na vaskularni systém. Vasoaktivni aminy se podle ucin-

ku déli na:

e vasokontraktibilni aminy (napf. tyramin)

e vasodilata¢ni aminy (napf. histamin).

Monoaminooxidaza a diamonooxidaza jsou hlavnimi enzymy, které BA ve stievech od-
bouradvaji. Spermidin a spermin jsou odbouravany polyaminooxidézou. Toxicky t¢inek BA
je silné ovlivnén aktivitou téchto enzym, kterd miize byt u jednotlivych jedinch riizna a
zavisla na tad¢ faktort, napf. na pfitomnosti inhibitort (urcita 1é¢iva, zejména ze skupiny
psychofarmak, v mensi mife i alkohol) nebo potenciatori. Vysoké koncentrace BA neni jiz
schopen tento enzymovy systém eliminovat. Pfi hodnoceni toxického €inku je nutné zva-
Zovat nejen pfitomnost konkrétniho aminu, ale i ostatnich faktord, jakymi jsou mnoZstvi
spotfebované potraviny, pfitomnost jinych toxickych latek apod. Z tohoto diivodu je velmi
obtizné stanovit hranici toxicity BA. Koncentrace histaminu vy$si nez 500-1000 mg.kg™ se
povazuji pro ¢lovéka za nebezpecné. Zvysené mnozstvi histaminu muze vyvolat anafylak-
ticky Sok (. silny otfes provazeny poruchou hlavnich funkci organismu). Otravy histami-
nem (histamindza) z moiskych ryb a vyrobkt z nich jsou v piimofskych zemich jednou
Z nejcastéjsich pfi¢in otravy vyvolanych potravinami (alimentarni intoxikaci) [16,24].

V fad€ zemi je pfedepsano nejvyssi povolené mnoZstvi histaminu a tyraminu. Pro fenylety-
lamin se uvadgji hodnoty 30 mg.kg™ [16].

Vyhléaska ¢. 53/2002 Sb., zdkona ¢. 110/1997 Sb., o potravinach a tabakovych vyrobcich,

platna do vstupu CR do EU v kvétnu 2004, udavala nejvyssi piipustné mnozstvi histaminu
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v rybéch a rybich vyrobcich 200 mg kg™ a pfipustné mnozstvi histaminu v pivu a vinu 20
mg.kg™. Piipustné mnozstvi tyraminu ve vinu bylo (Vyhlaska & 298/1997 Sb.) 50 mg.kg™,
syrech 200 mg.kg'1 a Vv potravinach vseobecné 100 mg.kg'l. Soucasna platnd Vyhlaska €.
305/2004 Sb. udava hodnoty pouze pro histamin: nejvyssi povolené mnozstvi 200 mg.kg'1
pro ryby a rybi vyrobky a piipustné mnozstvi 20 mg.dm™ pro pivo a vino [16,17,18].

Polyaminy spermidin a spermin, jako vicefunkéni kationty, plni fadu vyznamnych biolo-
gickych roli. Nejvyznamnéjsi z nich je Gcast pii proteosyntéze a biosyntéze nukleovych
kyselin, tzn. pfi d€leni a rtstu bunck. Na biologickych pochodech u zivocichii se podile;ji

polyaminy ze tfech zdroju [16]:

1. endogenni vytvareni v bunikach,

2. produkované mikroflérou traviciho traktu,

3. pfijimané potravou.
Zvyseny ptijem potravnich polyamint je zadouci pro urychlené hojeni ran, popalenin, vy-
VOj a obnovu stievni mukoézy apod. Naopak jejich pfijem potravou ma byt co nejnizsi u
0sob s nadorovymi onemocnénimi. Témé&f obecné plati, Ze v rostlinnych materialech je
vice spermidinu nez sperminu, zatimco u zivociSnych produktl je tomu naopak. Fyziolo-

gicka potieba polyaminti pro ¢lovéka zdravého i nemocného avsak neni znama [16].

V ptipad€ konzumace vina mohou byt nezddouci ¢i negativni ucinky zesileny v disledku
soubézného podavani etanolu, ktery snizuje ¢i inhibuje aktivitu monoaminooxidazy a dia-
minooxidazy. Tyto aminy vznikaji béhem procesu vyroby vina, zejména pak pii alkoholo-
vé a jable¢no-mlécné fermentaci. Kvasinky zodpovédné za alkoholové kvaSeni produkuji
nékteré BA jako je putrescin, kadaverin a 2-fenyletylamin, ale v mnohem mensich mnoz-
stvich ve srovnani bakteriemi podilejicimi se na jablecno-mlééné fermentaci. Tento fer-
mentacni krok je zptsoben bakteriemi mlécného kvaSeni, ve vétSiné piipadi druhem Oe-

nococcus oeni [28].

Ackoli obsah BA ve viné zavisi na nékolika faktorech, jako je macerace, vinobrani, kyse-
lost, odrida, koncentrace aminokyselin, obsah kalu a schopnost bakterialni dekarboxylazy,
je vSeobecné uznavano, ze vznik BA je siln¢ zavisly na druhu bakterii mlééného kvaseni

odpovédnych za jablecno-mlécnou fermentaci [28].
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2.3 Vyskyt biogennich amini v Zivo¢iSnych materialech

BA se vyskytuji prakticky ve vSech potravindch jako bézné produkty metabolismu. Ve
vysSim mnozstvi se nachdzeji ve fermentovanych vyrobcich (napi. syry, trvanlivé salamy,
pivo, vino, kysané zeli, aj.), kde vznikaji mikrobidlni ¢innosti. Pisobenim kontaminujici

mikroflory vznikaji hlavné v rybach a v mase béhem skladovani [14,16].

V mase, rybach a syrech byvaji hlavnimi BA histamin, putrescin a tyramin. Pfi skladovani
masa dochazi vlivem enzymové aktivity piitomné mikroflory k rustu obsahu BA, a obsah
nékterych z nich Ize proto vyuzit jako indikator Serstvosti masa. Cerstvé vepfové maso
napf. obsahuje do 7 mg.kg™ kadaverinu a putrescinu, zatimco zkaZené maso 60 mg.kg™ a
vice. Vafeni ma relativné maly vliv na obsah BA, dochazi pouze K jejich ¢asteénému luho-
vani a rozkladu. U masa vepfového je Ubytek BA vys§i. Obsah polyaminl spermidinu a
sperminu pfi tepelnych Upravach masa a drobu klesa az o n€kolik desitek procent, vyssi

ubytky jsou pfi pe€eni a smazeni nez piti vafeni a duseni [16].

Obsah BA vzrlsta pii vyrobé fermentovanych salaml a nékterych syri, a to zejména zraji-
cich. Tento nartlst je patrny hlavné v pocatecnich fazich fermentace vyrobku a je zavisly na
druhu pfitomnych mikroorganismut. Pti zrani syri dochazi k vyrazné tvorbé BA jen v pro-
vozech s nedostatecnou hygienickou trovni, tedy vlivem kontaminujici mikroflory. Pii
dobré technologii a dodrZovani spravnych hygienickych zasad obsahuji i dlouhodobé¢ zraji-
ci syry jen pomérné mald mnoZstvi BA, z polyaminii byva v nejvys§im mnozstvi pfitomen

spermidin [6,16].

2.4 Vyskyt biogennich amint v rostlinnych materialech

BA se jako pfirozena soucast vyskytuji také v potravinach rostlinného ptivod. Hlavnim BA
Vv ovoci a zeleniné byva tyramin, v men§im mnoZstvi se vyskytuje fada dalsich BA. Casto
se vyskytuji konjugaty BA se skoficovymi kyselinami ¢i mastnymi kyselinami. V nékte-
rych rostlinach se nachéazeji ve vyznamném mnozstvi rizné derivaty BA, které se bézné

fadi mezi protoalkaloidy [16].

Pomérn¢€ hodné putrescinu maji citrusové plody, v bananech se jako hlavni BA vyskytuje
tyramin a dale také histamin, dopamin ¢i serotonin, v listech Spenatu se vyskytuje volny

histamin v mnozstvi zhruba 60 mg.kg™ [16].

V ptipad¢ vina je koncentrace BA zavisla na jedné strané na pfirozeném obsahu v bobulich

a na druh¢ strané na podminkach béhem vyroby — zvlasté hygiené a hodnoté pH. Praimérny
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celkovy obsah v mostu z nahnilého materidlu byl o 150 % vyssi nez u zdravych hroznt.

Vyssi celkovy obsah byl zpiisoben predevsim izopentylaminem a fenyletylaminem, zatim-

o se obsah ostatnich BA (i histidinu) zvysil jen nepatrné [19].

Tabulka 1 - Obsah hlavnich BA v potravinach rostlinného ptivodu [16]

Obsah v mg.kg™
Potravina | Histamin | Putrescin | Spermidin | Kadaverin | Fenyletylamin | Tyramin
Banany - 5 10 - - 7-95
Spenat 60 s-120 1-15 - - 0-680
Pivo 0-22 2-15 0-7 0-40 0-8 1-68
Cervené 0-30 2-20 S 0-47 S 0-90
vino
Bilé vino 0-20 1-11 S 3-108 - s-212
s = stopy

Obsah BA zavisi také na typu vina. Je znamo, Ze ¢ervena vina obsahuji vyssi koncentrace
BA, nez vina bila, coz je zpisobeno tim, ze vyroba ¢ervenych vin zahrnuje maceraci se
slupkou hroznd, kterd nejen zvySuje mnozstvi polyfenoll, ale i dalSich latek, jako napf.
aminokyselin. Zaroven se pouziva vyssi teplota fermentace a rovnéz se uplatiuje jablecno-
mlécna fermentace, kterd neni bézné€ pouzivana u vyroby bilych vin, nebo Vv ptipad¢ jejiho

vyuziti u vyroby bilych vin po kratsi dobu trvani [4].

2.5 Stanoveni biogennich amint

Pro stanoveni BA bylo vyvinuto nékolik technik zahrnujicich tenkovrstvou chromatografii
(TLC), plynovou chromatografii (GC), kapilarni elektroforézu (CE) a kapalinovou chro-
matografii (HLPC) [23,24].

V praxi se nejcastéji pouzivaji vysoce citlivé chromatografické metody na reverznich fa-
zich s fluorescencni nebo UV detekci po dansylaci, benzoylaci nebo derivatizaci.
V posledni dobé€ se jevi jako velmi spolehlivé a vysoce citlivé chromatografické metody
s elektrochemickou detekci nebo detekci pomoci hmotnostni spektrometrie (LC/MS)

[23,24].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

25

II. PRAKTICKA CAST
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Charakteristika testovanych vzorki bakterii

V bakalatské praci byl stanoven obsah osmi biogennich amint (tryptaminu, fenyletylami-
nu, putrescinu, kadaverinu, histaminu, tyraminu, spermidinu a sperminu) u vzorkt bakterii

izolovanych z moravskych vin.

K analyze byly pouzity dvé série vzorkl vina. Prvni fada vin jsou vina, které poskytl doc.
Balik ze Zahradnické fakulty Mendelovy univerzity. VSechny vzorky vina pochézely

Z t¢hoz vina, jednalo se o odriidu Frankovka.

Druh4 fada vin byla vina, kterd byla ziskdana od dvou vinati z PoleSovic. Po probéhnuti
hlavniho kvaseni byla vina stdhnuta z kvasnic a zaoCkovana kulturou. Oba vinafi zaocko-
vali 2 odriidy a to Zweigeltrebe a Cabernet Moravia kulturou BioStart” Forte SK2 (odolny
kmen Oenococcus oeni uréeny pro biologické odbouravani kyseliny jableéné pro bila a
¢ervena vina; Erbsloh, SRN) [25].

Ze vzorkl vyse uvedenych vin bylo v ramci diplomové prace Simony Liskové [25] vyizo-
lovano 140 bakterialnich kment, které byly v této bakalarské praci podrobeny chromato-
grafickému stanoveni produkce osmi biogennich aminii. VSechny vzorky byly od odbéru

az do doby provedeni experimentu skladovany v mraznicce pfi teploté -18 + 2 °C.

3.2 Priprava vzorki pro analyzu biogennich amint

Dekarboxylazova aktivita jednotlivych mikroorganisml vyizolovanych z moravskych vin
byla posuzovéana po jejich kultivaci v modifikovanych bujonech, které maji vybudit pro-
dukci BA. Pro jednotlivé izolaty byly vyuzity néasledujici pidy: PCA/Nutrient Broth (Plate
Count Agar/zivny bujon pro kultivace bakterii, které¢ nevyzaduji zvlastni kultivacni naro-
ky), M17 (pro kultivaci mlécnych kokl) a MRS (pro kultivaci mléénych tycinek, zejména
laktobacilti). VSechny ptdy (s vyjimkou M17) byly vyrobeny firmou HiMedia (Indie), u
pudy M17 byl vyrobcem Oxoid (Velka Britanie). Pro podporu dekarboxyldzové Cinnosti
jednotlivych kment byly bujony obohaceny o prekurzory jednotlivych BA (aminokyseliny
tyrozin, ornitin, lyzin, arginin a fenylalanin; vsechny Sigma, USA) v koncentraci 2 g/l
(kazdého prekurzoru). Kultivace probihala ptfi 30 °C po dobu 48 hodin. Kazdy izolat byl

kultivovan tfikrat pro navozeni dekarboxylazové aktivity. Bujon byl po kultivaci testova-
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nych bakterii centrifugovan a ziskany supernatant byl zfedén v poméru 1:1 (v/v) kyselinou

chloristou (Sigma, 1,2 mol/l) a dvojnasobn¢ derivatizovan [26].

3.3 Stanoveni obsahu biogennich aminii metodou kapalinové chromato-

grafie

Obsah osmi aminil (tryptaminu, fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu, tyra-
minu, spermidinu a sperminu) byl stanoven metodou kapalinové chromatografie (pfistroje
LabAlliance, USA a Agilent Technologies, Agilent, USA, skladajici se z binarni pumpy
LabAlliance, USA, autosampleru LabAlliance, USA, kolony s termostatem; UV/VIS DAD
A =254 nm a degaseru 1260 Infinity, Agilent Technologies) po pfedchozi derivatizaci dan-
sylchloridem [27].

Do derivatiza¢ni nadobky byl odpipetovan 1 ml zfedéného supernatantu, nasledné¢ bylo do
kazdého vzorku piidano 100 pl vnitiniho standardu 1,7-heptandiamu (Sigma) v koncentra-
ci 500 mg/1 a 1,5 ml karbonatového pufru s pH 11,0 — 11,1. Dale byly ptidany 2 ml Cerstvé
piipraveného roztoku dansylchloridu (Sigma) o koncentraci 5 g/l v acetonu. Takto pfipra-

veny vzorky byly uzavieny a tfepany po dobu 20 hodin [27].

Po uplynuti této doby bylo pfidano 200 ul roztoku prolinu (Sigma), vzorky byly znovu
uzavieny a tiepany dalsi 1 hodinu. Poté byly pfidany 3 ml heptanu (Sigma), uzavieny a po
dobu 3 minut tfepany rucéné. Z kazdého vzorku byl odpipetovan 1 ml heptanové vrstvy do
pripravené vialky, které byly odpateny pii teploté¢ 60 °C do sucha pod proudem dusiku.
Suchy odparek nasledné zfedén 1,5 ml acetonitrilu (Sigma), takto ptipravené vzorky byly

uchovavany v mrazicim zafizeni pii teplotach pod -18 °C pro naslednou analyzu [27].

Bezprostiedné pred analyzou byly tyto vzorky piefiltrovany pies stiikackovy filtr s porozi-

tou 0,22 um a davkovany do chromatografického systému [27].

Derivatizované vzorky byly rozpoustény VvV mobilni fazi (acetonitril, ktery se pouZziva v
koncentracich 10 % a 100 %; Tabulka 2) pfi pratoku 0,45 ml/min a teploté 30 °C. Pro vy-
hodnocovani chromatogamu byl pouzivit program Clarity, ktery umoznuje graficky za-
znam piku [27].
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Tabulka 2 — Stfidani koncentraci acetonitrilu v zavislosti na ¢ase

Cas (min) 10% acetonitril 100% acetonitril

0 39 61
0,1 39 61
14 30 70
3,5 17 83

4 100
9,5 0 100
115 39 61
15,5 39 61
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4 VYSLEDKY

Obsah BA byl analyzovan ve 140 izolatech bakterii, kde nejCastéji se vyskytujicimi BA

byly putrescin, kadaverin, tyramin a spermin (tabulka 3, 4, 5).

4.1 Produkce biogennich aminii bakteriemi izolovanymi na pidé PCA

Produkce BA byla zjisténa u vSech 61 vzorkd izolati bakterii z pidy PCA (Tabulka 3).
V piipad¢ sledovanych bakterii nebyla zjisténa produkce tryptaminu, fenyletylaminu a
spermidinu. Pouze u jediného izolatu ¢islo 20 byla detekovana produkce histaminu, a to
v mnozstvi 15,04 mg/l. U vSech 61 vzorkl byl detekovan spermin a pouze u 6 izolati ne-
byla pozorovana produkce tyraminu (vzorky 12, 32, 37, 38, 39, 40). Produkce putrescinu
byla zaznamenana u deseti izolatd z pudy PCA (¢islo 12, 15, 17, 19, 20, 32, 33, 36, 38 a
39), kdy byl putrescin produkovan v hodnotach od 218,67 do 618,25 mg/l. Schopnost de-
karboxylace lyzinu byla zjisténa u 17 vzorku, mnozstvi vyprodukovaného kadaverinu u

téchto kment kolisalo od 3,76 do 1021,28 mg/I.

Celkové mnozstvi vyprodukovanych BA se pohybovalo v rozmezi 3,77 az 1049,05 mg/l. U
47 izolati byla zjisténa celkova produkce BA pod 100 mg/l. V piipadé 13 izolati byla
hodnota souctu vyprodukovanych biogennich amint v rozmezi 100 az 1000 mg/l. Hodnota
produkce 1000 mg/l biogennich amini byla ptekroéena v ptipadé jednoho izolatu (&islo
10) a to v celkovém mnozstvi 1049,05 mg/I.

Tabulka 3 — Produkce biogennich amini (mg/1) u bakterii izolovanych na ptidé PCA

Kod izolatu Putrescin Kadaverin Tyramin Spermin Suma
1 - - 15,78 37,00 52,77
2 - - 18,37 35,95 54,32
3 - - 15,97 37,90 53,87
4 - - 13,01 32,33 45,33
5 - - 18,06 40,34 58,40
6 - - 14,51 33,38 47,88
7 - 403,03 15,27 35,01 453,31
8 - 381,41 10,89 29,43 421,73
9 - - 17,22 26,08 43,29
10 - 1021,28 7,11 20,66 1049,05
11 - 893,008 11,38 29,06 933,52
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Pokracovani Tabulka 3

Kéd izolatu Putrescin Kadaverin Tyramin Spermin Suma
12 545,80 15,10 - 22,05 582,95
13 - - 17,89 31,98 49,88
14 - - 4,32 10,01 14,34
15 618,25 - 14,55 24,93 657,72
16 - - 13,72 22,93 36,65
17 506,42 14,08 14,18 27,92 562,60
18 - - 12,49 26,09 38,58
19 233,64 - 15,99 27,72 277,36
20 573,81 - 15,03 28,31 632,19
21 - - 11,97 32,65 44,62
22 - - 15,79 39,37 55,15
23 - - 11,15 30,68 41,83
24 - - 15,70 35,56 51,26
25 - - 12,69 35,20 47,90
26 - - 14,17 39,37 53,54
27 - - 10,86 18,15 29,01
28 - - 17,11 44,33 61,44
29 - - 9,12 22,70 31,82
30 - - 14,72 38,41 53,12
32 400,20 - - 13,50 413,70
33 486,92 - 15,14 32,88 534,94
34 - - 11,94 33,03 44,96
35 - - 3,03 9,44 12,46
36 504,88 8,21 2,99 9,92 526,00
37 - - - 5,51 5,51
38 218,67 - - 8,11 226,78
39 511,82 - - 5,74 517,55
40 - - - 3,77 3,77
41 - - 31,21 44 47 75,68
42 - - 20,30 37,19 57,49
43 - - 22,06 40,56 62,63
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Pokracovani Tabulka 3

Kéd izolatu Putrescin Kadaverin Tyramin Spermin Suma
44 - 3,76 22,31 31,03 57,10
45 - - 25,23 44,53 69,76
46 - 4,78 26,72 42,13 73,62
47 - - 20,42 53,17 73,59
48 - - 22,70 48,68 71,38
49 - - 23,23 47,63 70,87
50 - - 22,83 42,88 65,70
51 - - 27,76 66,15 93,91
52 - - 20,74 52,60 73,34
146 - 7,66 23,24 44,80 75,70
147 - 5,52 19,87 37,17 62,56
149 - 5,92 16,46 36,45 58,83
202 - 4,69 11,03 20,92 36,64
204 - 6,17 14,78 28,56 49,51
205 - 5,28 21,06 41,85 68,19
247 - - 20,44 29,71 50,15
248 - - 11,95 25,38 37,33
249 - 6,56 11,17 15,56 33,29
250 - 7,72 20,33 44,63 72,69

- .... biogenni amin nedetekovan

4.2 Produkce biogennim aminu bakteriemi izolovanymi na padé M17

Obsah BA po kultivaci bakteriemi v bujonu M17 byl analyzovan u 70 vzorki. U vsech

sledovanych vzork bujonu byl pfitomen spermin, v pfipadé tyraminu nebyla produkce

tohoto biogenniho aminu zjiSténa pouze u 4 izolati (Cislo 78, 82, 83, 84).

Celkové hodnoty vyprodukovanych BA bakteriemi izolovanymi na piadé M17 se pohybo-

valy v rozmezi od 12,60 do 1567,48 mg/l. U 35 izolati mlécnych koku byla zjisténa celko-

va produkce BA nizsi nez 100 mg/l. Celkovy obsah vyprodukovanych biogennich amint

v rozmezi od 100 do 1000 mg/l byl zaznamenan u 34 vzorkd. V piipadé jednoho izolatu

mlécnych koki piekrocila hodnota vyprodukovanych BA 1000 mg/l, a to u vzorku cislo
82, kde bylo v bujonu M17 po kultivaci detekovano 1567,48 mg/l BA.
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Produkce putrescinu byla zaznamena u péti izolati z pudy M17 (Cislo 63, 65, 79, 80 a 92).
Mnozstvi vyprodukovaného putrescinu u téchto kment, kolisalo od 14,20 do 321,05 mg/I.

Dekarboxylace aminokyseliny lyzinu byla zjisténa u 27 vzorku, kdy byl kadaverin produ-
kovan v hodnotach od 2,48 do 849,87 mgl/l.

V bujonu M17 byl po kultivaci bakterii izolovanych z moravskych vin detekovan fenylety-
lamin v péti pripadech (vzorek ¢islo 70, 93, 150, 211, 212). Zjisténa mnozstvi se pohybo-

vala v rozmezi 2,24 az 185,95 mg/1.

Schopnost dekarboxylace aminokyseliny histidinu byla zjisténa u dvou vzorki mléénych
kokt, u izolatu c¢islo 82 (768,62 mg/l) a 83 (384,86 mg/l). Produkce biogennich aminii

tryptaminu a spermidinu nebyla u bakterii izolovanych na pidé M17 z moravskych vin

zjisténa.

Tabulka 4 — Produkce biogennich amind (mg/1) u bakterii izolovanych na padé M17

Kod izolatu Putrescin Kadaverin Tyramin Spermin Suma
56 - - 31,28 63,21 94,49
o7 - 8,61 27,05 41,47 77,12
58 - 7,17 23,33 44,37 74,88
59 - 7,42 28,54 49,00 84,96
60 - 7,55 20,10 38,03 65,68
61 - 5,66 29,87 41,06 76,58
62 - 8,35 24,48 34,61 67,44
63 32,32 8,89 24,65 43,00 108,86
64 - - 23,30 46,39 69,69
65 32,94 - 25,43 67,95 126,33
66 - - 21,27 54,63 75,91
67 - - 25,71 84,36 110,08
68 - - 26,38 51,76 78,14
69 - - 26,40 58,70 85,10
70 - - 21,46 52,48 83,57
71 - - 29,02 73,79 102,81
72 - - 18,56 47,18 65,74
73 - - 24,43 63,49 87,92
74 - 2,48 15,19 38,24 55,91
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Pokracovani Tabulka 4

Kéd izolatu Putrescin Kadaverin Tyramin Spermin Suma
75 - 2,72 17,01 46,28 66,01
76 - 785,69 2,77 10,21 798,67
7 - 4,03 5,41 14,56 24,00
78 - 26,22 - 6,93 33,15
79 21,88 563,82 4,12 8,49 598,31
80 14,20 652,76 511 6,27 678,33
81 - 4,59 5,96 11,32 21,87
82 - 788,44 - 10,42 1567,48
83 - 350,11 - 10,39 745,36
84 - 685,39 - 7,64 693,03
85 - - 341 9,19 12,60
86 - 815,41 18,56 30,87 864,84
87 - - 8,73 16,07 24,81
88 - - 16,57 26,10 42,67
89 - 4,28 8,55 14,54 27,37
90 - - 26,59 31,46 58,05
91 - 4,34 9,13 15,93 29,40
92 321,05 7,68 25,23 34,09 387,06
93 - 849,87 4,34 7,41 878,14
94 - 2,86 13,29 15,76 31,91
95 - - 23,68 24,50 48,18
96 - 2,66 15,81 19,11 37,58
97 - 2,97 15,87 18,24 37,08
98 - 646,51 12,60 19,54 678,66
99 - - 15,24 18,22 33,46
100 - - 15,99 39,60 55,59
101 - - 15,10 40,46 55,55
102 - - 15,56 45,23 60,79
103 - - 35,99 86,33 122,32
104 - 361,98 41,90 100,48 504,35
105 - - 39,51 96,65 136,16
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Pokracovani Tabulka 4

Kéd izolatu Putrescin Kadaverin Tyramin Spermin Suma
106 - - 35,13 93,13 128,25
107 - - 33,86 70,61 104,46
108 - - 39,23 74,29 113,52
109 - - 39,36 76,42 115,78
110 - - 22,06 51,15 73,21
111 - - 33,83 74,96 108,78
112 - 570,48 27,36 77,32 675,15
150 - - 646,46 29,35 90,99
151 - - 30,93 78,78 109,71
156 - - 35,23 84,80 166,68
207 - - 32,55 84,12 116,66
208 - - 30,61 76,06 106,67
209 - - 32,37 80,47 112,84
210 - - 37,85 102,89 140,74
211 - - 38,80 93,15 274,35
212 - - 36,78 88,39 311,12
213 - - 37,49 88,74 126,23
214 - - 31,68 82,27 113,94
215 - - 32,75 88,15 120,90
216 - - 28,09 76,15 104,25

e biogenni amin nedetekovan

4.3 Produkce biogennich aminii bakteriemi izolovanymi na pudé MRS

Obsah BA v bujonu MRS po kultivaci bakterii izolovanych z moravskych ¢ervenych vin

byl zjistén u vSech 9 analyzovanych vzorkut (tabulka 5). Celkovy obsah BA se pohyboval

v rozmezi 45,15 az 1278,51 mg/l. U sedmi izolati mlécnych tycinek celkové mnozstvi BA

nepiekrocilo hodnotu 100 mg/1, biogenni aminy v mnozstvi od 100 do 1000 mg/1 byly zjis-

tény V izolatu ¢islo 244 a pouze u jednoho izolatu (Cislo 54) byla detekovana hodnota cel-

kového mnozstvi vyprodukovanych biogennich aminli vy$si nez 1000 mg/l, a to v mnoz-

stvi 1278,51 mg/l.
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U vsech vzorki byla zjisténa produkce sperminu a to v hodnotach od 8,73 do 52,41 mg/l.
Dekarboxylace aminokyseliny tyrozinu byla rovnéz zjiSténa u vSech deviti izolati mléc-
nych tyCinek, pfisluSny biogenni amin (tyramin) byl detekovdn Vv mnozstvi 15,02 az

1149,44 mg/!l.

Aminokyselina lyzin byla detekovana dvéma izolaty mléénych tycinek, kadaverin byl de-
tekovan v MRS bujénech po kultivaci izolatu ¢islo 152 v mnozstvi 4,80 mg/1 a izolatu 153

vV mnozstvi 2,33 mg/l.

Dekarboxylace fenylalaninu byla zaznamenana u jednoho izolatu (¢islo 54), u kterého byl
fenyletylamin detekovan v mnozstvi 120,34 mg/l. V piipadé mléénych bakterii izolova-
nych na pidé MRS z moravskych vin nebyla zjisténa produkce ¢tyf biogennich amint, a to

tryptaminu, histaminu a spermidinu a putrescinu.

Tabulka 5 — Produkce biogennich amind (mg/1) u bakterii izolovanych na pidé MRS

Kod izolatu Putrescin Kadaverin Tyramin Spermin Suma
53 - - 22,50 40,83 63,33
54 - - 1149,44 8,73 1278,51
55 - - 17,24 34,31 51,55
152 - 4,80 15,02 25,33 45,15
153 - 2,33 21,80 34,72 58,84
244 - - 516,35 15,66 532,01
245 - - 27,71 51,25 78,95
246 - - 24,48 52,41 76,89
264 - - 26,47 36,65 63,12

- .... biogenni amin nedetekovan
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5 DISKUZE

Vino muze u fady lidi vyvolat fadu symptomii, podobnym alergiim, napt. zrudnuti, svédé-
ni, bolesti hlavy aj. Biogenni aminy se povazuji za nejvyznamné;jsi pfi¢inu intolerance vina
a s ni spojenymi problémy. V cervenych vinech byva obvykle vyssi koncentrace BA nez
ve vinech bilych [16,19,29]. Z alkoholickych napoji pravé cervena vina vyvolavaji nejcas-
té&ji nezadouci reakce. I kdyz Cervena vina obsahuji jen mirné koncentrace BA ve srovnani
se syry (az 2500 mg/kg), uzeninami (az 600 mg/kg), tak intolerance ¢ervené¢ho vina miize

byt typickym markerovym symptomem, a proto byla navrzena pro intoleranci histaminu
[29].

Farmakologické vlastnosti BA ve viné jsou pravdépodobné umocnény i nékterymi vedlej-
$imi Gc€inky etanolu, napt. zvySenou permeabilitou stfev nebo potencidlnim naruSenim drah
metabolizujicich aminy. Klinické pokusy ukazuji, Ze ne vSechna ¢ervena vina vyvoléavaji
ve stejné mife nezadouci reakce. To Ize vysvétlit riznym obsahem amint v ruznych vyrob-
cich. Tato skutecnost inspirovala nékteré vinate, aby se specializovali na vyrobu vin s niz-
kym obsahem histaminu. O¢ekavaji, ze tato vina budou tolerovat dokonce osoby citlivé na

vino [29].

Vyzkumnici v Rakousku provedli studii, v ramci které zjiSt'ovali obsah histaminu a jinych
biogennich amini ve stovce vysoce kvalitnich ¢ervenych vin. Vzhledem k tomu, Ze Spatné
hygienické podminky b&hem vyroby vina vedou k vysokym koncentracim amini, byla
zvolena kvalitni vina, aby se tento vliv eliminoval. Histamin a jiné biogenni aminy (isoa-
mylamin, tryptamin, fenyletylamin, putrescin, kadaverin, tyramin, spermidin, spermin) se
stanovovaly metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie. Vina byla vyrobena ze
sedmi rtiznych odriid hroznového vina: Zweigelt (25), Blaufriankisch (25), Merlot (10), St.
Laurent (10), Pinot noir (10), Shiraz (10), Cabernet-Sauvignon (10). Vysledky ukazaly, ze
obsah histaminu a jinych biogennich amint se u ¢ervenych vin zna¢né lisil bez ohledu na
odridu vina, a ze se jejich vysoky obsah vyskytoval i u vysoce kvalitnich vin. Pokud by
byl v EU zaveden legislativni limit pro obsah histaminu ve viné ve vysi 10 mg/I (dfive byl
tento limit zaveden v nékterych zemich), pak by 34 % analyzovanych vin muselo byt sta-

Zeno z trhu [29].
Pro jiné farmakologicky aktivni aminy, jako je tyramin a fenyletylamin, neexistuji zadné
limity. Dosud je malo védeckych poznatki a Casto jsou protichtidné o zdravotnich ucincich

mirnych davek biogennich amint nachéazejicich se v ¢erveném vinu. Pacienti s bolesti hla-
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vy indukovanou fenyletylaminem paradoxné reagovali Castéji na komer¢ni vina s nizkym
obsahem aminil nez na vina s jejich vysokym obsahem. Studie provedena ve Francii (2001)
mezi osobami s intoleranci vina dosla k zavéru, ze nebyl nalezen zietelny vztah mezi obsa-
hem amint ve viné a ¢etnosti a zdvaznosti symptomu vyvolanych témito viny, coz vede k

ranci vina nez biogenni aminy [29].

V Ceské republice byla pied vstupem do EU (rok 2004) vyhlaskou &. 53/2002 Sb., zikona
¢. 110/1997 Sb., o potravinach a tabakovych vyrobcich uvedena piipustna mnozstvi bio-
gennich aminti ve ving, v pfipadé histaminu se jednalo o mnozstvi 20 mg/l. Ptipustné
mnozstvi tyraminu ve vinu bylo upraveno vyhlaskou ¢. 298/1997 Sb., a to na mnozstvi 50
mg/l. Soucasna platna vyhlaska ¢. 305/2004 Sb. udava hodnoty platné pouze pro histamin,
kdy pfipustné mnozstvi ve vin¢ je 20 mg/1 [16,17,18].

Cetné prizkumy ukazaly, Ze se k obsahu biogennich amintl ve vind ned4 prohlasit nic

obecného, ale ze hodnoty ukazuji zna¢né rozpéti [19].

V bakalaiské praci bylo analyzovano 140 izolath bakterii z moravskych vin (jednalo se o
odridu Frankovka a vina z PoleSovic zo¢kovana dvéma odridami Zweigeltrebe a Cabernet
Moravia kulturou BioStart® Forte SK2). Jednotlivé izolaty byly pudy kultivovany na
PCA/Nutrient Broth, M17 a MRS.

Ze 140 analyzovanych izolati bakterii z moravskych vin byla zji§téna pifitomnost mini-
maln¢ jednoho biogenniho aminu, a to u v§ech 140 vzorki. U vSech analyzovanych vzorka
nebyla zjisténa produkce tryptaminu a spermidinu. V piipad¢ analyzy na zakladé rozdil-
nosti pid nebyl u bakterii izolovanych z moravskych vin na pidé M17 detekovan pouze
tryptamin a spermidin, bakterii izolovanych na ptudé PCA nebyla zjisténa produkce feny-
letylaminu a u bakterii izolovanych na piidé MRS nebyla zjiSténa produkce histaminu a
putrescinu. K podobnym vysledkim dospél i Eder [19] kde v pfipadé biogennich amind
spermidinu a tryptaminu nezjistili jejich ptitomnost v rakouskych bilych a ¢ervenych vi-

nech.

Pro lidsky organismus je z biogennich aminl vyskytujicich se ve vin¢ nebezpecny svymi
negativnimi ucinky predevs$im histamin [16,24]. U testovanych izolati bakterii nebyla zjis-
téna jeho produkce u mléénych tycinek (izolovanych z pidy MRS), v piipadé bakterii izo-
lovanych na zbyvajicich 2 pudach byl detekovan ve tfech pripadech. U izolatu ¢islo 20, a

to v mnozstvi 15,04 mg/l. Schopnost dekarboxylace aminokyseliny histidinu, byla zjisténa
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u dvou vzorki izolovanych na pidé M17, u izolatu Cislo 82 (768,62 mg/l) a 83 (384,86
mg/l). S ohledem na platnou vyhlasku ¢. 305/2004 Sb., ktera uvadi mnozstvi pouze do
20 mg/l, jsou zjisténa mnozstvi histaminu v izolatech (Cislo 82 a 83) vysoce piesahujici
piipustnou mez. V pfipad¢ izolatu Cislo 82 piesahuje zjisténé mnozstvi o 748,62 mg/l a u
izolatu ¢islo 83 o0 364,86 mg/1. Eder [19] ve vysledcich uvadi vétsinou nizké hodnoty u BA
histaminu, ve zkoumanych 56 vzorcich bilych vin jsou minimalni a maximalni hodnoty od
0,16 do 4,22 mg/l, kdy pramérné mnozstvi histaminu bylo 0,83 mg/l. U 38 zkoumanych
vzorkll Cervenych vin byla zjisténd produkce v rozmezi 0,21 do 6,33 mg/l, a primérné
mnozstvi bylo 1,20 mg/l. V ptipadé 16 vzorka vin s piivlastkem byla zjisténa mnozstvi od
0,16 do 0,83 mg/l, primérné mnozstvi 0,38 mg/1. Dale byla analyzovana i Sumiva vina (26
vzorki), s detekovanym mnozstvim od 0,16 do 5,9 mg/l a s primémym mnoZstvim
0,56 mg/l. I v némeckych pracich byly u vice nez 90 % zkoumanych bilych vin a 70 % vin
¢ervenych zjistény hodnoty pod 1 mg/1 [19].

Po kultivaci bakterii izolovanych z moravskych vin byl detekovan fenyletylamin v péti
ptipadech (vzorek cislo 70, 93, 150, 211, 212) na padé¢ M17, a kdy se zjist€éna mnozstvi
pohybovala v rozmezi od 2,24 do 185,95 mg/l. Dekarboxylace fenyletylaminu byla zazna-
menana u jednoho izolatu (Cislo 54) na pidé MRS u kterého byl fenyletylamin detekovan
v mnozstvi 120,34 mg/l. Produkce biogenniho aminu fenyletylaminu nebyla u bakterii iz0-

lovanych na ptidé PCA z moravskych vin zjisténa.

Biogenni aminy putrescin a kadaverin samy o sobé nepiisobi toxicky, ale mohou zvySovat
nezadouci ucinky dalSich BA (zejména histaminu, tyraminu a fenyletylaminu) [6,16]. Pod-
le prace Edera [19] byva putrescin detekovan v ptipadé bilych vin v hodnotach 0,1 do
8 mg/l a u Cervenych vin v hodnotach od 0,9 do 35 mg/l. Kadaverin u bilych vin v hodnoté
do 29 mg/l a u Cervenych vin do 21,8 mg/l. Zatimco Velisek [16] udava hodnoty putresci-
nu v bilych vinech od 1 do 11 mg/l a v ¢erveném vin¢ od 2 do 20 mg/l, a kadaverin

V hodnotéach do 47 mg/1 v ptipadé€ Cervenych vin a od 3 do 108 mg/l u vin bilych.

V piipadé mléénych bakterii izolovanych na pudé MRS z moravskych vin nebyla zjisténa
produkce biogenniho aminu putrescinu. Produkce putrescinu byla celkové zjisténa u 15
vzorkll, zaznamena u péti izolath z pidy M17 (€islo 63, 65, 79, 80 a 92) u deseti izolatd
z pudy PCA (¢islo 12, 15, 17, 19, 20, 32, 33, 36, 38 a 39). Mnozstvi vyprodukovaného
putrescinu u téchto kmend, kolisalo od 14,20 do 618,25 mg/I.
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Dekarboxylace aminokyseliny lyzinu byla zjisténa celkem u 46 izolatt. V bujonu M17
byla zjisténa u 27 vzorkd, u 17 izolata z pidy PCA a v piipadé MRS byla produkce ka-
daverinu zjisténa u dvou izolatl. Mnozstvi vyprodukovaného kadaverinu kolisalo od 2,48

do 1021,28 mgl/l.

U vSech bakterii izolovanych z moravskych vin byla zjisténa produkce sperminu a to

v hodnotach od 3,77 do 102,89 mg/I.

Poslednim zjistovanym BA byl tyramin, ktery byl detekovan u 130 izolatt. Jeho detekce
nebyla zjisSténa v ptipad¢ 4 izolath z puidy M17 (Cislo 78, 82, 83, 84) a 6 izolati z pudy
PCA (vzorky 12, 32, 37, 38, 39, 40). Produkce BA tyraminu se pohybovala v rozmezi od
2,99 do 1149,44 mg/l. Podle vyzkumu Edera [19] se hodnoty tyraminu v ptipadé bilych
rakouskych vin pohybovaka v rozmezi od 0,1 do 6,5 mg/l a v pfipadé ¢ervenych (rakous-
kych) vin od 0,1 do 8 mg/l. Zatimco Velisek [16] udava hodnoty u bilych vin do 212 mg/I

a u bilych vin je rozmezi hodnot od 0 do 90 mg/I.

Na zéklad¢ ziskanych hodnot obsahu BA v bujonech po kultivaci bakterii izolovanych
z moravskych vin jsou patrné odliSnosti v zjisténém mnoZzstvi jednotlivych biogennich

aminu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 40

ZAVER

Bakalaiska prace byla zaméfena na monitoring produkce osmi biogennich amin v bakteri-

ich izolovanych z moravskych vin. Cilem této prace byla detekce biogennich aminti pomo-

ci kapalinové chromatografie u 140 izolatu.

Na zakladé vysledkt této prace lze konstatovat:

u sledovanych izolatl bakterii byla zjiSténa dekarboxylazova aktivita

celkové mnozstvi biogennich aminti dosahlo maximalni hodnoty 1278,445 mg/l, a
to u kmene ¢islo 54, ktery byl izolovan na pidé MRS

nejcastéji detekovan byl spermin, a to u vSech 140 kment, dale tyramin u 130 kme-
nd, kadaverin u 46 kment, putrescin u 15 izolatd, fenyletylamin u 6 kmen, hista-
min u 3 izolatd

produkce tryptaminu a spermidiun nebyla zjisténa v zadném ze zkoumanych izolatt
nejvyssi detekované mnozstvi sperminu bylo 102,89 mg/1 (vzorek ¢islo 210), tyra-
minu 1149,44 mg/1 (vzorek cislo 54), kadaverinu 1021,28 mg/l (vzorek ¢islo 10),
putrescinu 618,25 mg/1 (vzorek ¢islo 15), fenyletylaminu 185,95 mg/1 (vzorek ¢islo
212), histaminu 768,62 mg/l (vzorek ¢islo 82).
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
BA Biogenni aminy.
BMK Bakterie mlééného kvaseni.

BOK Bakterie octového kvaseni.
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