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ABSTRAKT

Bakalatska prace se zabyva problematikou biogennich aminti. Prace je rozdélena na teore-
tickou cCast, ktera se zabyva jejich obecnou charakteristikou, vyskytem v potravinach, bio-
logickymi t¢inky, faktory ovliviiujici jejich vznik a metodami stanoveni. Posledni teore-
ticka ¢ast je vénovana obecné charakteristice rodu Lactobacillus. V praktické casti prace
jsou sledovany vnéjsi podminky ovliviiujici produkei biogennich amint kmenem Lactoba-
cillus rhamnosus CCDM 289. Ke stanoveni biogennich amint byla pouzita vysokou¢inna
kapalinova chromatografie, zkoumana bakterie byla schopna produkovat tyramin, spermin
a spermidin. Nejvice produkovanym biogennim aminem byl tyramin, nejvyssi koncentrace
350 mg.I" byla detekovana v médiu obsahujici laktozu v koncentraci 1 % (w/v) s po&ated-

nim pH 5.

Kli¢ova slova: biogenni aminy, dekarboxylazova aktivita, Lactobacillus

ABSTRACT

The bachelor thesis deals with the problematic of biogenic amines. Thesis is divided to
theoretical part, which deals with the general characteristics, their occurrence in foods,
biological effects, factors influencing the formation and methods of determination. Last
theoretical part is devoted to the general characteristics of the genus Lactobacillus. In the
practical part of the work is monitored the effect of selected factors on the production of
biogenic amines strain Lactobacillus rhamnosus CCDM 289. For the determination of bio-
genic amines was used high-performance liquid chromatography, tested bacteria were able
to produce tyramine, spermine and spermidine. The most produced biogenic amine was
tyramin, the highest concentration of 350 mg.I™* was detected in the medium with initial pH

5 consisting of lactose at a concentration of 1 % (w/v).

Keywords: biogenic amines, decarboxylase activity, Lactobacillus
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UvVOD

Biogenni aminy jsou alifatické, aromatické anebo heterocyklické nizkomolekularni dusika-
té baze s riznymi biologickymi uc¢inky. Mohou se vyskytovat ve vSech potravinach jako
bézné, produkty metabolizmu. Za produkci biogennich amint v potravinach jsou odpovéd-
ny mikroorganizmy vybaveny enzymy dekarboxyldzami. Mezi tyto mikroorganizmy patfi
¢etné druhy hnilobnych bakterii, ale také fada druhti bakterii mlééného kvaSeni. Proto vyssi
mnozstvi biogennich aminl vznikd pii vyrobé fermentovanych vyrobkt, jako jsou syry,
trvanlivé salamy, pivo a vino, ale také béhem skladovani masa a ryb pisobenim kontami-
nujici mikrofléry. Mezi vyznamné faktory, kterymi lze v potravinach ovlivnit produkci
biogennich amint patii skladovaci podminky, vyrobni postupy, kvalita vstupni suroviny,
zpusob baleni potraviny, pH potraviny, pfitomnost kontaminujici mikroflory s dekarboxy-
lazovymi enzymy a vybér vhodnych startovacich kultur pfi fermentaci. V platné legislativé
je stanoveno pouze maximalni ptipustné mnozstvi histaminu vyskytujici se v rybach. (San-

tos, 1996, s. 19; Velisek, 1999, s. 368)

Prakticka ¢ast je zamétena na produkci biogennich amint probiotickym kmenem Lactoba-
cillus rhamnosus CCDM 289. Dekarboxylazova aktivita byla sledovana za pusobeni riz-
nych faktort v modifikovaném bujonu MRS a mléku. Produkované biogenni aminy byly

stanoveny pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie.
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1 BIOGENNI AMINY

Aminy, diive oznacovany jako ptomainy, neboli mrtvolné jedy, maji zpravidla vyrazny
fyziologicky tcinek, proto se oznacuji jako biogenni (Klaban, 2005, s. 654). Biogenni
aminy jsou bazické slouceniny, které vznikaji ptisobenim metabolizmu mikroorganizmii,
rostlin a zvitat prevazné dekarboxylaci aminokyselin, poptipadé¢ aminaci anebo transami-
naci aldehydi a ketond. (Kiizek a Kala¢, 1998, s. 9; Santos, 1996, s. 19)

1.1 Rozdéleni a vznik biogennich amint

Je nékolik mozZnosti, jak biogenni aminy rozdé&lit. Podle chemické struktury se aminy déli
na alifatické (putrescin, kadaverin, spermin a spermidin), aromatické (tyramin, fenyletyla-
min) a heterocyklické (histamin a tryptamin). Podle po¢tu amino skupin se déli na monoa-
miny (tyramin, fenyletylamin), diaminy (putrescin, kadaverin) a polyaminy (spermin, ag-
matin a spermidin). (Kiizek a Kala¢, 1998, s. 9; Linares et al., 2011, s. 14)

Vétsina biogennich aminli vznikd dekarboxylaci ptirozené se vyskytujicich aminokyselin.
Pti dekarboxylaci je odstépen oxid uhlicity z karboxylové skupiny aminokyseliny, vznika
ptislusny amin a oxid uhli¢ity (Klaban, 2005, s. 654). Dekarboxylaci 1ze obecné vyjadiit

rovnici:
R - CHNH, - COOH — R-CHy —NH» + CO»,

Kofaktorem pievazné vétsiny dekarboxylazovych enzymu, které katalyzuji reakci, je pyri-
doxalfosfat. Pyridoxalfosfat se vyskytuje u gramnegativnich bakterii. Grampozitivni bakte-
rie pouzivaji enzymy s kovalentné vazanym pyruviolem. (Velisek, 1999, s. 368; Kala¢ a
Gloria, 2009, s. 43; Landete et al., 2007, s. 12)

Dekarboxylaci histidinu (ptisobenim histidindekarboxylazy) vznika histamin, z lyzinu (pa-
sobenim lyzindekarboxylazy) vznika kadaverin, z fenylalaninu (fenylalanindekarboxyla-
zou) vznika fenyletylamin, z argininu (arginindekarboxylazou) vznika agmatin a dale
putrescin, ten muze vznikat také pfimo dekarboxylaci ornitinu (ornithindekarboxylazou).
Z putrescinu vznika spermidin a spermin. (Velisek, 1999, s. 368) Vznik vybranych biogen-
nich amind je uveden na Obrazku 1. (Adams a Nout, 2001, s. 314)
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_-COOH

CHmOH  CH;—CH — NH,
Ny NH NxNH

HISTIDIN HISTAMIN

COOH
,CH—CH /CH;—CH, — NH,
1 2 —
(Y
HGW HOY
TYROSIN TYRAMIN
COOH

HN = (CHg)y— CH— NH,  —=  HN —(CH,)— NH,
LYSIMN CADAVERIN
COOH

H,N = (CH,);— CH—NH, —= H,N —(CH,),~ NH,

ORMNITHIN PUTRESCIN
H
| T 7 (Ol — KM — (O — NH— (CHgy— Mg
HOOC — C — (CHgl; —NH— C — NH, — SPERMIN

HN — [CHg)y — NH — (CHg)y — NH,
NH,

ARGININ SPERMIDIN

Obr. 1. Vznik vybranych biogennich amind (Adams a Nout, 2001, s. 314)

1.2 Vyskyt v potravinach

Pro tvorbu vyznamného mnozstvi biogennich aminl v potravinach je nutné, aby potraviny
obsahovaly dostate¢né mnozstvi volnych aminokyselin (popiipadé fetézce peptidd, obsa-
hujici pozadované aminokyseliny), vyskytujici se bakterie byly vybaveny enzymy dekar-
boxylazami a dale, aby byly splnény podminky (napt. teplota, pH, doba skladovani), které
umoziuji rast bakterii a biosyntézu dekarboxylaz (Kiizek, Kala¢, 1998, s. 9; Roig-Sagués
et. al, 2009, s. 30). Je obtizné, az nemozné, uvést pramérné a tabulkové hodnoty obsahu
biogennich aminll v potravindch, protoZe jejich obsahy kolisaji v Sirokém rozmezi né¢kolika
rada, a to nejen mezi jednotlivymi druhy potravin, ale i uvnitt druht. (Kfizek a Kalac,

1998, 5. 9)
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Biogenni aminy vznikaji v potravinach bohatych na bilkoviny, jako jsou maso a masné
vyrobky, ale také v potravinach rostlinného ptivodu a alkoholickych napojich (Roig-
Sagués et. al, 2009, s. 30). Ve fermentovanych potravinach, napf. fermentovanych sala-
mech, v syru, pivu, vinu a kysaném zeli, jsou biogenni aminy pfirozenou a pravidelnou
soucasti, jedna se o potraviny s Vys$im rizikem vyskytu biogennich amint. U nefermento-
vanych potravin jsou predev§im indikatorem nezéddouci mikrobidlni ¢innosti a stanoveni
muze byt vyuzito k posouzeni miry rozkladu sledované potraviny. V piipad¢ skladovani
potravin mize byt obsah biogennich aminti ukazatelem jakosti vstupni suroviny a Grovné

hygieny béhem vyrobniho procesu a skladovani. (Standarova, Borkovcova a Vorlova,
2008, s. 6)

Odstranéni biogennich aminli z potravin je obtizné, pfi tepelném zpracovani dochazi jen
k ¢astecnému snizeni obsahu, kdy aminy reaguji s redukujicimi cukry v Maillardové reak-
ci. Proto je dulezité pti vyrobé potravin dodrzet preventivni podminky (hygienické pod-
minky, technologicky postup), které vzniku biogennich amini brani. (Velisek, 1999, s.
368)

1.2.1 Potraviny rostlinného plivodu

Neporusené ovoce a zelenina je chranéno pred mikrobialnim napadenim, proto obsah bio-
gennich amini zde neni vysoky. S poSkozenim vzrista riziko pomnozeni mikrobialni kon-
taminace a tim i riziko vyskytu biogennich amint (Kftizek a Kala¢, 1998, s. 9). V ovoci a
zelenin€ se nejCastéji nachdzi tyramin, v menSim mnoZzstvi také fada dalSich biogennich

amint. (Velisek, 1999, s. 368)

1.2.1.1 Nefermentované potraviny rostlinného piivodu

Zvyseny obsah tyraminu byl zjiStén v bandnech, rajCatech a Svestkéach, histamin ve Spenatu
a fenyletylamin v kakau. V jedlych houbach muze vznikat pfi nevhodném skladovani
putrescin a kadaverin (Kiizek a Kalag, 1998, s. 9). Kala¢, Svecova a Pelikanova (2001)
zjistili v mraZeném $penatovém pyré obsah histaminu od 2,1 mg.kg™ do 9,8 mg.kg?, tyra-
minu od 3,5 mg.kg™® do 31,8 mg.kg’. Kecup obsahoval histamin od 2 mg.kg™ do 18
mg.kg™, tyramin od 4,5 mg.kg™ do 149 mg.kg™ a také obsahoval zvyseny obsah putrescinu
od 2,4 mg.kg™ do 165 mg.kg™.
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1.2.1.2 Fermentované potraviny rostlinného piivodu

Pfitomnost biogennich amint byla také zjisténa u zelenych oliv, kvasenych okurek a kva-
Seném zeli. Jedna se o fermentované potraviny, u kterych obsah biogennich aminii zavisi
na slozeni mikroflory a na technologii fermentace (K#izek a Kalac, 1998, s. 9; Adams a
Nout, 2001, s. 314). V kvaSeném zeli se nachazi histamin a tyramin v desitkach mg.kg'l,
v laku jsou hodnoty vy3si od 100 az 200 mg.kg™ (Ktizek a Kalag, 1998, s. 9). Span&lské
fermentované zelné olivy obsahovaly kadaverin, histamin, tyramin, tryptamin a putrescin.
Nejvyssich koncentraci u oliv dosahovaly biogenni aminy po 3 mésicich nalozeni v solném

laku. (Jay, Loessner a Golden, 2005, s. 790)

1.2.2 Potraviny Zivo¢iSného pivodu

Nejcastéjsimi biogennimi aminy v mase, rybach a syrech jsou histamin, tyramin, kadaverin
a putrescin (Velisek, 1999, s. 368). V prib¢hu kazeni masa a ryb obvykle vzristd obsah
histaminu, putrescinu a kadaverinu, ale piivodni obsah sperminu a spermidinu klesa. Index

biogennich amind (BAI) hodnoti kvalitu suroviny:

BAIL histamin + putrescin + kadaverin

1 + spermin + spermidin

Vysledek BAI nizsi nez 1 je pokladan za vybornou kvalitu, hodnota vyssi nez 10 za velmi

Spatnou. (Ktizek a Kala¢, 1998, s. 9; Zaman et al., 2009, s. 13)

1.2.2.1 Maso, masné vyrobky

V mase a masnych vyrobcich se vyskytuje tyramin, kadaverin, putrescin, spermin a sper-

midin. Fermentaci masnych vyrobki muze vznikat histamin. (Shalaby, 1996, s. 16)

Na mnozstvi biogennich aminti v mase ma vliv tepelné opracovani a skladovani. Obsah
nékterych z biogennich amint 1ze vyuzit jako indikator Cerstvosti masa, protoze v Cerstvém
vepfovém mase se nachazi kadaverin a putrescin do 7 mg.kg™, u zkazeného masa je to 60
mg.kg™ a vice (Velisek, 1999, s. 368). Cerstvé vepfové maso prirozend obsahuje spermin,
spermidin a stopy ostatnich biogennich aminti. Béhem skladovéni vepfového masa dochazi
vlivem teploty skladovani ke zvySeni obsahu biogennich amint. Pii 30 °C obsahovalo ma-
so vy$§i koncentrace biogennich amind, neZ pfi teplotach skladovani 4 °C, pii teplo-

tach -18 °C se uroven biogennich aminti v pribéhu 9 meésicli neménila. Vakuové baleni
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cerstvéhomasa vzniku biogennich amint nebrani. Vyznamné hladiny biogennich amind u
hovéziho vakuové baleného masa byly detekovany pii 1 °C po 20 dnech skladovani. (Sha-
laby, 1996, s. 16)

Obsahy béznych biogennich aminii u suSenych a fermentovanych masnych vyrobkt se
pohybuje v rozmezi jednotek aZ stovek mg.kg™. Vysledny obsah biogennich amint zavisi
na oSetfeni vstupni suroviny (chlazené maso je bohatym zdrojem dekarboxylujicich bakte-
rif), vybérem startérové kultury laktobacild a pediokoki a na pouzité technologii. (Velisek,
1999, s. 368; Ktizek a Kalac, 1998, s. 9)

Studie sledovala obsah biogennich amint U trvanlivého salamu Herkules v prubéhu fer-
mentaéniho procesu a jejich zmén béhem skladovani v nebaleném stavu a vakuovém baleni
pii laboratorni teploté. Po dvou tydnech skladovani byl obsah tyraminu vys$i nez
120 mg.kg™, ke konci doby minimdlni trvanlivosti byl jeho obsah kolem 300 mg.kg™. V
pripadé vakuove balenych salamtli nebyl pozorovéan zadny vliv na obsah aminii v porovnani

s nebalenymi. (Sméla et al., 2004, s. 6)

1.2.2.2 Ryby

V &erstvém rybim mase je obsah biogennich amint nizky, v jednotkach mg.kg™. Rybi ma-
50 je bohaté na obsah volného histidinu, od 1 gkg™ u sledé az po 15 g.kg™ u tufidka. P¥i
vyssich teplotach skladovani dochazi ke zna¢né dekarboxylaci histidinu, makrela muize
obsahovat az 3000 mg.kg™’ histaminu, tuiiak dokonce az 8000 mg.kg™’ (Velidek,1999,
5.368, Shalaby, 1996, s. 16). Optimalni teplota pro tvorbu histaminu, ktera zavisi na mik-
robialni aktivité, byla zjisténa pii 37,8 °C (Shalaby, 1996, s. 16), ale muze se lisit, podle
mikrobialniho zastoupeni v rybim mase (Roig-Sagués et. al, 2009, s. 30). Skladovani ryb
pii nizkych teplotach redukuje vznik biogennich amini, pii 0 °C byla po 18 dnech sklado-
vani stanovena pfitomnost pouze malého mnozstvi histaminu, pti 10 °C piekrocil histamin
obsah 1 g.kg™. Jsou znamy i studie, které popisuji vznik histaminu i p¥i nizkych teplotach
skladovani, a to diky pfitomnosti psychrofilnich bakterii (Santos, 1996, s. 19, Halasz et al.,
1994, s. 8). Vakuové baleni ryb nema vliv na produkci biogennich amind (Shalaby, 1996,
S. 16). Ke stejnému zaveéru dosla i jina studie, ktera doporucuje nahradit vakuové baleni za
baleni v modifikované atmosfére s 40 % CO, a 60 % O,. (Emborg Laursen a Dalgaard,
2004, s.17)
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1.2.2.3 Syry

Vyskyt biogennich aminti v mléce je nizky, pfibliznd 1 mg.dm™. Syry predstavuji v&tsi
riziko, protoze proteiny, enzymy, kofaktory, voda, sil, a bakterie obsazeny v syrech vytva-
ii idealni podminky pro jejich tvorbu (Karovi¢ova a Kohajdova, 2005, s. 10). Pusobenim
proteaz a peptidaz ptitomnych v syru dochazi k proteolyze kaseinu a tvorbé volnych ami-
nokyselin, které jsou piistupné dekarboxylazam. Sekundarni kontaminace mikroorganizmy
je dalsi ¢asta pric¢ina vyskytu biogennich amint v syrech. Syry obvykle obsahuji jednotky
az stovky mg.kg'1 histaminu, tyraminu, putrescinu a kadaverinu, jednotky az
desitky mg.kg™ 2-fenyletylaminu a velmi mald mnoZstvi tryptaminu. (Standarova, Borkov-

cova a Vorlova, 2008, s. 6)

Na obsah biogennich aminil v syrech ma vliv tepelné oSetfeni mléka. Syry vyrobené z Cers-
tvého mléka maji vyssi koncentraci biogennich amind, nez syry z mléka pasterovaného.
Pasterace redukuje poCty patogennich a sporotvornych mikroorganizmi a tim i pocty mik-
roorganizmi produkujicich biogenni aminy (Linares et al., 2011, s. 14). Teplota zrani a
koncentrace soli v syru jsou dalsi faktory, které ovliviiuji tvorbu biogennich amind. Pro-
dukce biogennich amint je rychlejsi pfi vyssi teploté zrani (18-21 °C). Soucasna tendence
snizovat mnozstvi soli v potravinach, mtize mit u syrii za nasledek zvyseni obsahu histami-

nu. (Roig-Sagués et. al, 2009, s. 30)

Zrajici syry obsahuji vétsi mnozstvi biogennich aminli nez syry Cerstvé, je to zpisobeno
tim Ze, mikroorganizmy maji dostate¢nou dobu na jejich produkei. (Bunikova et al., 2013,
s. 4)

Ve studii, které analyzovala 215 vzorkt syrt, byla stanovena celkova nejvyssi koncentrace
biogennich aminti u meékkych zrajicich syrti a syrii s vysokodohfivanou syfeninou, biogen-

ni aminy dosahly hodnot az 3 g na kg syra. (Standarova, Borkovcova a Vorlova, 2008, s. 6)

1.2.3 Napoje

1.2.3.1 Vino

Ve ving, které patii k fermentovanym alkoholickym népojlim, se zejména nachazi hista-
min, tyramin a putrescin (Lonvaud-Funel, 2001, s. 5). Podminky fermentace, jako teplota,

pH, obsah kysliku a malolaktické kvaSeni ovliviiuji vzniklé mnozstvi biogennich amint.
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Kontrolou a sledovanim kritickych faktorti pfi vyrobé vina lze vyrobit vino s nizkym vy-

skytem biogennich amint. (Anli a Bayram, 2009, s. 18)

Po alkoholovém kvaSeni je koncentrace biogennich aminti nizka, k jejich produkci dochazi
zejména pii malolaktické fermentaci. Malolaktické kvaSeni nasleduje po alkoholovém kva-
Seni vina pomoci kvasinek. Jde tedy o sekundarni kvaseni, pti kterém se pouzivaji bakterie
mlécného kvaseni. V této sekundarni fazi kvaseni dochazi k odbouravani kyselin, kyselina
jable¢na se méni na jemnéjsi kyselinu mlé¢nou a oxid uhli¢ity. Pokud bakterie v této fazi
maji kontakt s kvasinkovym kalem, peptidy a volné aminokyseliny jsou jim vice dostupné
a mohou je snadno hydrolyzovat a dekarboxylovat. Tim se vysvétluje vyssi obsah biogen-
nich amintl u vin, kterd nejsou v¢as odkalena. Na obsah proteinti a aminokyselin ma také
vliv macerace, ¢im déle extrakce ze slupek hroznii probiha, tim vice téchto latek se do
mostu uvoliiuje. Hlavnimi producenty biogennich amind ve viné jsou bakterie mlééného
kvaseni, ale vliv ma také rizna dekarboxylazova aktivita v zavislosti na jejich kmenu. Dal-
Sim faktorem je pH, v dnesni dobé na popud spotiebitele se vyrabi méné kysela vina nez
v minulosti. ZvySovanim pH roste i pocet a riznorodost mikrobialni populace a zvySuje se
riziko pfitomnosti nezddoucich mikroorganizmu. Bild vina, kterd jsou obecné kyselejsi,
obsahuji nizs$i koncentrace biogennich aminl nez vina Cervena. Pouziti oxidu sifi¢itého
snizuje koncentraci biogennich amind béhem zrani vina. (Anli a Bayram, 2009, s. 18; Lon-

vaud-Funel, 2001, s. 5)

Teplota skladovani vina ma nepatrny vliv na zménu koncentrace biogennich amint. Pfi
experimentu pouze koncentrace histaminu byla vyssi ve ving, které bylo skladovano 105

dni pti pokojové teploté oproti skladovani pii 4 a 35 °C. (Marco a Azpilicueta, 2006, s. 6)

1.2.3.2 Pivo

Nejvice biogennich aminti v pivé vznika béhem hlavniho kvaSeni. ZvySeny obsah tyraminu
a kadaverinu indikuje kontaminaci pfedevSim mléénymi bakteriemi. I v nealkoholickém
pivu miiZze byt obsah tyraminu vy3§i nez 10 mg.1™. Na celkovy obsah biogennich amind u
piva ma vliv vybér odridy je¢mene, sladovnicka technologie, zpracovani mladiny a pod-
minky fermentace. Pfitomnost histaminu vZdy zna¢i mikrobialni kontaminaci, protoze de-
karboxylazova aktivita ani histamin nebyl u pivovarskych kvasnic prokazan. (Ktizek a

Kala¢, 1998, s. 9; Halasz et al., 1994, 5.7)

Ve studii, které se vénovala stanoveni obsahu biogennich aminii u 195 vzorkt piv

z Evropy, byl nalezen ve vsech pivech tyramin, putrescin a agmatin. Histamin byl pfitomen
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v rozmezi 0,5 az 1,1 mg.I”". Hladina tyraminu byla variabilni a nepfedvidatelnd, coz mize
znamenat zdravotni komplikace pro pacienty lécené inhibitory monoaminooxidazami.

(Izquierdo-Pulido et al., 1996, s. 5)

1.2.4 Legislativni limity BA v potravinach

Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky ve vyhlasce 305/2004 Sb. v platném znéni sta-
novuje pripustné mnozstvi 100 mg.kg'1 histaminu u ryb a rybich vyrobka. Pfipustné mnoz-
stvi muze byt u 2 vzorki z 9 prekroceno o 100 %. (Vyhlaska 305/2004 Sb.)

Evropska legislativa v Natizeni komise (ES) ¢. 2073/2005 v produktech rybolovu z druhti
ryb spojovanych s vysokym mnozstvim histidinu (ryb ¢eledi Scombridae, Clupeidae, En-
graulidae, Coryfenidae, Pomatomidae, Scombresosidae) stanovuje limit histaminu 100
mg.kg™. V produktech rybolovu, které byly ofetieny enzymatickym zranim v laku, vyro-
bené z druhti ryb spojovanych s vysokym mnozstvim histidinu, stanovuje limit histaminu
200 mg.kg™. Limit histaminu maZe byt u 2 vzorki z 9 prekroden o 100 %. Limity se vzta-
huji na produkty uvedené na trh béhem jejich doby udrZznosti a stanovuji se pomoci refe-

ren¢ni analytické metody HPLC. (Nafizeni komise ¢. 2073/2005)

1.2.5 Mikroorganizmy produkujici biogenni aminy v potravinach

Dekarboxylazovymi enzymy jsou vybaveny ¢etné druhy hnilobnych bakterii, ale také fada
druhii bakterii mlééného kvaseni. Mezi bakterie produkujici biogenni aminy patii rody
Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Klebsiella, Escherichia, Proteus, Pseudomonas, Sal-
monella, Shigella, Photobacterium a rody bakterii mlé¢ného kvaseni Lactobacillus, Pedi-
ococcus a Streptococcus. Prehled vyznamnych bakterii schopnych dekarboxylovat amino-
kyseliny v riznych potravinach je uveden v Tabulce 1. (Santos, 1996, s. 19; Kiizek a Ka-
lag, 1998, s. 9; Adams a Nout, 2001, s. 314; Velisek, 1999, s. 368)
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Tab. 1. Vyznamné mikroorganizmy produkujici biogenni aminy. (Santos, 1996, s. 19; Kii-
zek a Kalac, 1998, s. 9; Adams a Nout, 2001, s. 314; Velisek, 1999, s. 368)

Potraviny Mikroorganizmy Produkované aminy
Morganella morganii, Klebsiella pneumoniae,
Hafnia alvei, Proteus mirabilis, Proteus vulga- | histamin, tyramin, kada-
ryby ris, Clostridium perfringenes, Enterobacter ae- | verin, putrescin, agma-
rogenes, Vibro alginolytiens, Bacillus spp., Sta- | tin, spermin, spermidin
phylococcus xylosus
Lactobacillus buchneri, L. delbrueckii subsp. . . .
. . . . histamin, kadaverin,
, bulgaricus, L. plantarum, L. casei, L. acidophi- . .
syry putrescin, tyramin, feny-

lus, Enterococcus faecium, Streptococcus mitis,
Bacillus macerans, Propionibacterium sp.

letylamin, tryptamin

maso a masné vyrob-

Pediococcus, Enterobacteriaceae, Lactobacillus
sp.,Pseudomonas, Streptococcus, Micrococcus

histamin, kadaverin,
putrescin, tyramin, feny-

ky sp. letylamin, tryptamin

histamin, kadaverin,
putrescin, tyramin,
tryptamin

fermentovana zeleni- | Lactobacillus plantarum, Pediococci spp., Leu-
na conostoc mesenteroides

histamin, kadaverin,
putrescin, tyramin,
tryptamin

Rhizopus oligosporus, Trichosporon beiglli,
Lactobacillus plantarum

fermentované pro-
dukty ze s6ji

Pediococcus cerevisiae, Lactobacillus para-

; ) . histamin
buchneri, Lactobacillus rossiae

vino

1.3 Biologické ucinky

V eukaryotickych bunikéach plsobi biogenni aminy jako prekurzory pro syntézu hormont,
alkaloid®, nukleovych kyselin, proteinli. V potravinach vytvafi biogenni aminy vyznamné
aroma, ale piisobi také jako potencionalni prekurzory pro vznik karcinogennich nitroso
sloucenin (Santos, 1996, s. 19). N¢které biogenni aminy pusobi jako neurotransmitery,
jedna se o psychoaktivni aminy. Jiné ovliviiuji krevni tlak, histamin krevni tlak snizuje,
tyramin jej zvySuje (Kiizek a Kalac¢, 1998, s. 9). Spermin, spermidin a putrescin v organi-
zmu plni fadu fyziologickych funkei, naptiklad se podili na syntéze nukleovych kyselin a
bilkovin (Kfizek a Kala¢, 1998, s. 9; Kalac, Krausova, 2005, s. 12). Tyto polyaminy se
tradi¢né fadi mezi biogenni aminy, ale kvili jejich specifické roli v Zivych bunkach je né-

ktefi autofi odliSuji jako zvlastni skupinu. (Kala¢, Krausova, 2005, s. 12)
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Nadmérny piijem potravin obsahujici vysoké koncentrace biogennich aminti, mize u citli-
vych osob vyvolat alimentarni intoxikaci (Standarova, Borkovcova a Vorlova, 2008, s. 6).
Proti u¢inkiim aminti ptsobi ve stievnim traktu savcil detoxikacni systém enzymii monoa-
minooxidaza a diaminooxidaza, které biogenni aminy odbourédvaji. Detoxika¢ni schopnost
je u jednotlivych jedinct riizna, toxicky uc¢inek biogennich amini zévisi na aktivit¢ mono-
aminooxidazy a diaminooxiddzy. Aktivitu enzymu snizuje alkohol, léky (inhibitory mono-
aminooxidazy) a néktera onemocnéni (Santos, 1996, s. 19; Krizek a Kala¢, 1998, s. 9).
Ptiznaky konzumace nadmérného mnozstvi biogennich aminil jsou zvraceni, poceni, dy-

chaci potize, buseni srdce, hypotenze nebo hypertenze a migrény. (Velisek, 1999, s. 368)

1.3.1 Skombrotoxikoza

Otrava histaminem se ¢asto oznacuje jako skombrotoxikdza, protoze pivodcem otravy
jsou ¢asto skombroidni ryby a vyrobky z nich (Kiizek a Kala¢, 1998, s. 9). Pfiznaky otravy
histaminem jsou gastrointestinalni (nevolnost, zvraceni, kiece v bfise a prijem), neurolo-
gické (mravenceni, ndvaly horka, buSeni srdce, bolesti hlavy, paleni a svédéni), kozni
(koptivka a vyrazka) a hypotenze. Ptiznaky se objevuji obvykle do 1 h po konzumaci, ale
zavisi na koncentraci histaminu a citlivosti jedince (Ray, 2004, s. 626). Toxicita histaminu
zavisi také na pfitomnosti dalSich biogennich aminti, které maji navzajem synergické ucin-

ky. (Santos, 1996, s. 19)

1.3.2 Intoxikace tyraminem

Otrava tyraminem se ¢asto oznacuje jako reakce na syr. Intoxikace muiZze vyvolat hyperten-
zi se silnou bolesti hlavy, krvaceni do mozku nebo selhani srdce. (Ktizek a Kalac, 1998, s.
9)

1.4 Faktory ovliviiujici dekarboxylazovou aktivitu

Biogenni aminy jsou tvofeny enzymatickou aktivitou potraviny nebo dekarboxylazovou
aktivitou bakterii. Inhibice takové ¢innosti a prevence rozvoji bakterii je dulezita pro regu-

laci obsahtl biogennich amint v potravinach. (Santos, 1996, s. 19)

Faktort ovliviiujici produkci biogennich aminil v potravinach je mnoho, mezi ty vyznamné
patii skladovaci podminky, vyrobni postupy, kvalita vstupni suroviny, zpiisob baleni po-

traviny, pH potraviny, dostupnost volnych aminokyselin, pfitomnost kontaminujici mikro-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

bialni populace s dekarboxyldzovymi enzymy a vybér startovacich kultur pfi fermentaci.

(EFSA, 2011, s. 93; Naila et al., 2010, s. 12)

1.41 VlivpH

Hodnota pH vyraznym zpiisobem ovlivituje produkci biogennich amini. Nizké pH inhibu-
je rust mikroorganizmi, ale zaroven stimuluje produkci dekarboxyldz jako obranny me-
chanizmus proti kyselému prostiedi, protoze zasadité biogenni aminy zvySuji okolni pH
(EFSA, 2011, s. 93). Proto v kyselém prostiedi je dekarboxylazova aktivita silnéjsi, opti-

malni hodnota pH je v rozmezi 4 az 5,5. (Karovi¢ova a Kohajdova, 2005, s. 10)

1.4.2 Vliv teploty

wevr

al., 2010, s. 12). Optimalni teplota pro vétsinu mezofilnich dekarboxylujicich bakterii je
mezi 20 °C a 37 °C, pii¢emz produkce biogennich amint se snizuje pii teplotach nizsich
nez 5 °C a vyssich nez 40 °C (Karovicova a Kohajdova, 2005, s. 10; EFSA, 2011, s. 93).
Psychrotolerantni bakterie (napt. Photobacterium phosphoreum a Morganella psychrotole-
rans) produkuji znaéné mnozstvi biogennich aminil 1 pfi teplotach skladovani nizSich nez

je 5°C. (Nailaetal., 2010, s. 12; EFSA, 2011, s. 93)

Nizkou teplotou skladovani lze omezit také proteolytickou aktivitu mikroorganizmui
(EFSA, 2011, s. 93). Pii proteolyze dochazi k rozlozeni bilkovin na jednotlivé aminokyse-
liny, tim roste dostupnost volnych aminokyselin pro mikroorganizmy s dekarboxylazovou

aktivitou. (Karovicova a Kohajdova, 2005, s. 10)

1.4.3 Vliv startovacich kultur u fermentovanych vyrobku

Prevence proti vzniku biogennich amint ve fermentovanych potravinach, je pouzivat krat-

kych fermentaci s peclivé vybranymi startovacimi kulturami. (Santos, 1996, s. 19)

Rada startovacich kultur produkuje tyramin a histamin. T zastupci probiotickych kultur,
které mohou mit také funkci startovacich kultur, patfi mezi potencionalni producenty bio-
gennich amind. Probiotické kultury se pouzivaji pfi vyrobé fermentovanych potravin pro
jejich pozitivni G¢inek na lidské zdravi, ptiznivé ovliviuji sloZeni a rovnovahu stfevni mik-
roflory. Probiotika musi pfezit prichod travicim traktem, musi byt schopné mnozit se ve
stfevé a nesmi byt pro ¢loveka toxické ¢i patogenni. (Sladkova, Komprda a Burdychova,

2007, s. 7)
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Tvorba biogennich aminti pii vyrobé fermentovanych vyrobkil je nezddouci, proto je
vhodné vsechny probiotické a startovaci kultury provéfit na schopnost tvorby biogennich
amint. Touto problematikou se zabyvala studie, které provétila 73 druht bakteridlnich
kultur (pouzivanych v potravinafstvi jako startovaci ¢i probiotické kultury) na schopnost
tvorby biogennich aminii. Schopnost tvofit histamin nebyla zjiSténa u zadné z testovanych
kultur, tyramin byl prokazan u vSech kultur, u kterych byl detekovan gen pro tyrozindekar-
boxylazu (13 kmenu rodu Lactobacillus, 14 kmenu rodu Staphylococcus, 3 kmeny rodu
Streptococcus a 2 kmeny rodu Bifidobacterium). (Sladkova, Komprda a Burdychova, 2007,
S. 7)

Dalsi moznosti je pouziti vhodnych startovacich kultur s aminooxidazovou ¢innosti, které
snizuji tvorbu biogennich amint v potravinach. Kocuria varians snizuje obsah tyraminu
v trvanlivych salamech. Brevibacterium linens béhem zrani syrt snizuje obsah tyraminu a
histaminu. V kysaném zeli Lactobacillus plantarum potlacuje rozvoj mikroorganizmut zod-

povédnych za produkci biogennich amint. (Karovicova a Kohajdova, 2005, s. 10)

1.4.4 Vliv konzervacnich a pridatnych latek

Konzervaéni a ptidatné latky mohou sniZit tvorbu biogennich aminil v potravinach, tim Ze
inhibuji pfitomné mikroorganizmy. Sorban sodny, hexametafosfat, D-sorbitol, kyselina
citronova, jantarova a jable¢na inhibuji dekarboxylazovou ¢innost. (Naila et al., 2010, s.

12)

V kofeni se pfirozen€ vyskytuji inhibi¢ni latky, jako napiiklad kurkumin v kurkumé,
kapsaicin v paprice, piperin v ¢erném pepfi, tymol v tymianu a oreganu. Nevyhodou u
téchto latek je ztrata G¢innosti v prub&hu vafeni. Zazvor, Cesnek, zelena cibulka, cervena

paprika, hiebicek, skofice zpomaluje tvorbu biogennich amint. (Naila et al., 2010, s. 12)

1.45 Baleni

Zpusob baleni je dalsi faktor, kterym Ize v potravinach ovlivnit produkci biogennich ami-
nl. Uchovavani v obalu obvykle zahrnuje zménu atmosféry obklopujici produkt, coz mize
zpomalit produkci biogennich aminti disledkem inhibice mikroorganizmu nebo jejich en-
zymu zodpovédnych za produkci biogennich aminti. Nicméné uplné zabranit vzniku bio-
gennich amind nelze, protoze jak anaerobni, tak i aerobni bakterie jsou schopné produko-

vat biogenni aminy. Vakuové baleni, baleni v modifikované atmosféte a aktivni baleni
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S riznymi lapacéi plynt efektivnéji inhibuje nebo zpomaluje tvorbu biogennich amini

V porovnani S balenim potravin bez upravy atmosféry. (Naila et al., 2010, s. 12)

1.4.6 VlivNaCl

Chlorid sodny ovliviiuje aktivitu dekarboxylaz. Vysoka koncentrace soli zpomaluje Cinnost
histidin dekarboxylazy naptiklad u Staphylococcus capitis, Enterobacter cloacae a Panto-
ea agglomerans, ale opa¢ny efekt ma na halotolerantni Staphylococcus spp., ktery byl izo-
lovan v solenych ancovic¢kach. (EFSA, 2011, s. 93)

1.4.7 Ostatni faktory ovliviiujici dekarboxylazovou aktivitu

Optimalni obsah glukozy pro dekarboxylazovou aktivitu je 0,5 az 2 %, obsah vys$si nez
3 % tuto ¢innost inhibuje (Kohajdova, Karovi¢ova a Greif, 2008). Antibiotika (penicilin,
tetracyklin) pfidané do ryb potlacuji syntézu histaminu, ale tento zpiisob inhibice v potra-

vinafrstvi je nepouzitelny. (Adams a Nout, 2001, s. 314)

1.5 Stanoveni biogennich aminii

Stanoveni biogennich amintll v potravinach je dileZité z hlediska jejich potencialni toxicity,
celkovy obsah lze vyuzit jako ukazatel kvality potraviny. Sledovanim obsahu biogennich
aminu lIze kontrolovat kvalitu surovin, meziproduktt, koncovych produktii, monitorovat

fermentacni procesy a fidit je. (Onal, 2007, s. 12)

1.5.1 Chromatografie

Analytické metody pro kvantifikaci biogennich aminil jsou zaloZeny zejména na chroma-

tografickych metodach (Onal, 2007, s. 12):

chromatografie na tenké vrstvé (TLC)

plynova chromatografie (GC)

kapilarni elektroforéza (CE)

e vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Chromatografie je metoda zalozena na kvalitativni a kvantitativni analyze vzorku, pfi sta-
noveni je mozné uréit sloZzeni smési i koncentrace jednotlivych slozek (Kas, Kodi¢ek a

Valentova, 2005, s. 258). Jedna se o separa¢ni metodu, pii které se oddé€luji slozky obsaze-
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né ve vzorku. Pfi analyze se vzorek vnasi mezi dvé vzajemné nemisitelné faze. Nepohybli-
va je staciondrni faze (umisténd v trubici zvané kolona), mobilni faze je pohybliva. Vzorek
je umistén na zacatek stacionarni faze a pohybem mobilni faze ptes fazi stacionarni je vzo-
rek unaSen. Slozky, které se siln¢ poutaji na stacionarni fazi, se pfi pohybu zdrzuji a tim

dochazi k postupné separaci jednotlivych slozek. (Klouda, 2003, s. 132)

1.5.1.1 Kapalinova chromatografie

Pro stanoveni biogennich amini se nejcastéji pouziva vysokoucinna kapalinova chromato-

grafie. (Onal, 2007, s. 12)

Biogenni aminy nevykazuji vyraznou absorpci v UV/VIS oblasti, proto pro stanoveni nelze
pouzit spektrofotometrické¢ detektory. Pfed detekci je nutné vzorky derivatizovat. Dan-
sylchlorid je nejpouzivangjsi ¢inidlo pro derivatizaci biogennich amint pted HPLC (Karo-
vi¢ova a Kohajdova, 2005, s. 10). Po derivatizaci vhodnym ¢inidlem je detekce separova-
nych latek u HPLC zalozena na absorbci UV zéfeni, v ptipadé pozadavku na vyssi citlivost
je mozné stanoveni fluorometricky (Ktizek a Kala¢, 1998, s. 9). Detektory v HPLC by mé¢-
ly byt malo citlivé na mobilni fazi a selektivni na analyty. Mezi nejéastéji pouzivané detek-

tory patii fotometricky, refraktometricky a fluorescenéni. (Klouda, 2003, s. 132)

Zékladni zatizeni pro kapalinovou chromatografii se sklada ze zasobniku mobilnich fazi,
davkovace vzorku, kolony, ¢erpadel, detektoru, jimace frakci a vystupu analyzovanych dat
- pocita¢ nebo zapisova¢ (Kas, Kodicek a Valentova, 2005, s. 258). Zakladni schéma

HPLC je uvedeno na Obrazku 2.
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Obr. 2. Schéma HPLC
(http://www.waters.com/webassets/cms/category/media/other_images/primer_e_|

csystem.jpg)

1.5.1.2 Plynova chromatografie

U plynové chromatografie je mobilni fazi nosny plyn, do které¢ho se davkuje vzorek, a ten
je dale unasen kolonou. V koloné se slozky oddéluji diky rizné schopnosti vazat se na sta-

cionarni fazi. (Klouda, 2003, s. 132)

Pro stanoveni biogennich amin{i v potravinich se tato metoda ¢asto nevyuziva. (Onal,

2007, s. 12)

1.5.1.3 Chromatografie na tenké vrstvé

Pti chromatografii na tenké vrstvé je sorbent rozprostien v tenké vrstvé na desku z inertni-
ho materialu (sklo, aluminiova folie), na desku je dale nanesen vzorek a je napojena na
mobilni fazi, ktera protéka pres fazi stacionarni. Pii priatoku se latky vice rozpustné ve sta-
cionarni fazi budou pohybovat pomaleji, latky s vyssi rozpustnosti ve fazi mobilni se bu-
dou pohybovat rychleji a tim dojde k odd¢€leni jednotlivych slozek. Mobilni faze vzlina
tenkou vrstvou pomoci kapildrnich sil, pti pohybu pfes start s sebou unasi slozky, poté se
separované slozky na desce detekuji. (Kas, Kodi¢ek a Valentova, 2005, s. 258; Klouda,
2003, s. 132)
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1.5.1.4 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza se fadi mezi elektromigracni separa¢ni metody, které vyuzivaji
pohybu ionizovanych ¢astic v elektrickém poli. Pti elektroforéze po aplikaci napéti se na-
bité casteCky pohybuji k opa¢né nabité elektrodé. Separace slozek vzorku je rozdilna podle

rychlosti jejich migrace. (Kas, Kodicek a Valentova, 2005, s. 258; Klouda, 2003, s. 132)

Kapilarni elektroforéza ma fadu vyhod: jednoduchost, rychlost, cenova efektivnost a spo-

lehlivost. (Karovi¢ova a Kohajdova, 2005, s. 10)
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2 LACTOBACILLUS

Taxonomicky je rod Lactobacillus zafazen do domény Bacteria, kmenu Firmicutes, tiidy
Bacilli, fadu Lactobacillales a ¢eledi Lactobacillaceae. (Sedlacek, 2007, s. 270; Lee, 2009,
s. 596)

Bakterie rodu Lactobacillus maji spole¢né znaky, jsou grampozitivni, nesporulujici, fakul-
tativné anaerobni nebo mikroaerofilni tyCinky, obcas také koky. Laktobacily jsou acidoto-
lerantni az acidofilni, fadi se mezi bakterie mlé¢ného kvaseni, metabolitem fermentace
sacharidi je kyselina mlécna, dale také kyselina octova, etanol a oxid uhlicity (Jay,
Loessner a Golden, 2005, s. 790; Silhankova, 2008, s. 363). Pokud se vytvafti kyseliny
mlécna jako jediny produkt, jde o homofermentativni mlééné kvaSeni. Nékteré druhy lak-
tobacilti produkuji kromé kyseliny mlééné v mensim mnozstvi také napt. kyselinu octovou,

mravendi, etanol, CO,, jedna se o heterofermentativni mlééné kvaseni. (Klaban, 2005, s.
654)

Optimalni rastova teplota je 30 °C az 40 °C, optimalni rozmezi pH je 5,5 az 6,2. Pfitomnost
5 % CO; obecné podporuje jejich rist. Pfi kultivaci vyzaduji bohatd komplexni média,
jejich metabolizmus je fermentatorni. (Sedlacek, 2007, s. 270)

Laktobacily patii mezi nejpocetnéjsi skupinu bakterii mlééného kvaseni, do tohoto rodu se

fadi vice nez 120 druhti a 20 poddruhil a kazdoro¢né tento pocet stoupa o noveé objevené
druhy. (Lee, 2009, s. 596)

V piirod¢ jsou laktobacily velmi rozsifeny, Ize je nalézt v potravinach zivocisného i rost-
linného piivodu (nejen jako startovaci kultury), vyskytuji se v mléce, kde zpisobuji pfiro-
zené kysani mléka, dale v ndpojich, Cisté 1 znecisténé vodg, silazich, bézné osidluji travici
trakt savc a ptakil. Pouze vzacné jsou patogenni. (Silhankova, 2008, s. 363; Sedlagek,

2007, s. 270)

Z potravinaiského a biotechnologického hlediska je Lactobacillus velice dulezity, protoze
produkovand kyselina mléc¢na zastavuje rozmnoZovani hnilobnych bakterii a stafylokokd.
Této vlastnosti se vyuziva naptiklad pii konzervaci zeleniny (kysané zeli, okurky), pfi pii-
pravé syra (napf. pouzitim L. casei, L. delbruckei subsp. lactis, L. helveticus), kvaseného
mléka (napf. L. acidophilus). (Silhankova, 2008, s. 363)
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2.1 Probiotické u¢inky rodu Lactobacillus

Probiotika jsou definovana jako ,zivé mikroorganizmy, které jsou-li podavany
v adekvatnim mnozstvi, ptispivaji ke zlepSeni zdravotniho stavu hostitele®. Jako probiotic-
ké kultury jsou pouzivany bakterie, které se piirozen¢ nachazi v lidském travicim traktu.
Nejcasteji pouzivanymi rody jsou Lactobacillus a Bifidobacterium. Mezi piiznivé ucinky
probiotik patii imunostimula¢ni G¢inky, tlumeni alergii, prevence kolorektalniho karcino-
mu, zmirnéni zacpy. Probiotika plsobi pomoci riznych mechanizmi: bariérova efekt
(napt. produkce antimikrobidlnich latek), ovlivnéni stfevni mikroflory (pokles pH), imu-
nostimulaéni u¢inky (podporuji fagocytozu, produkuji protilateky a cytokiny) a redukce

kolonizace a mnoZeni patogennich bakterii. (Rada, 2011, s. 4)

2.1.1 Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus rhamnosus se fadi mezi kmeny s probiotickymi u¢inky. (Malago, 2011, s.
476)

Obr. 3. Lactobacillus rhamnosus — morfologie pfi

skenovani elektronovym mikroskopem (Malago,

2011, s. 476)
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Obr. 4. Lactobacillus rhamnosus — morfologie pfi

skenovani jogurtové struktury elektronovym mikro-
skopem (Malago, 2011, s. 476)
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CILPRACE

Cilem teoretické casti prace bylo vytvorit literarni reSersi zabyvajici se biogennimi aminy.
Tato Cast se zabyva charakteristikou BA, a zejména jejich vyskytem v potravinach a dopa-
dem na lidské zdravi pfi nadmérné konzumaci, byly popsany faktory ovliviwgjici jejich
vznik a také mikroorganizmy, které jsou schopné produkce biogennich amint. Posledni

Cast teoretické ¢asti se vénuje charakteristice rodu Lactobacillus.

Cilem praktické ¢asti bakalarské prace bylo prozkoumat dekarboxyldzovou aktivitu Lacto-
bacillus rhamnosus CCDM 289. Produkce biogennich amint Lactobacillus rhamnosus
byla sledovdna za pusobeni riznych faktori Vv modifikovaném bujonu MRS a mléku.
Zkoumané faktory simuluji mozné podminky v potravinach, které ovliviiuji produkei bio-

gennich amint probiotickou kulturou Lactobacillus rhamnosus.

V bujonu MRS byl sledovan vliv pH upravené na hodnoty 5, 6 a 7, vliv laktozy
v koncentracich v kultivaénim médiu 0; 0,25; 0,5; 1; a 4,8 % (w/v) a vliv kultiva¢nich tep-
lot pti 10 °C a 37 °C. V mléce byl sledovan vliv pH, vliv pfidavku aminokyselin argininu,
ornitinu, tyrozinu a lyzinu a vliv kultivaénich teplot. Mnozstvi produkovanych biogennich

amint bylo stanoveno pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie.
Na zéklad¢é ziskanych vysledkd z praktické casti byl zformulovan zavér, ktery popisuje
tvorbu biogennich amint zkoumanym kmenem Lactobacillus rhamnosus CCDM 289 b¢-

hem kultivace za sledovanych podminek.
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4 MATERIALY A METODIKA

4.1 Pristroje a pomicky

Vahy laboratorni OHAUS Adventurer Pro 500
Inkubator mikrobiologicky Memmert

Biohazard box Bio IIA, vyrobce Telstar

pH metr EUTECH instruments pHTester 20
Varioklav 135 S, Steam Sterilizers, H+P Labortechnik

Systém HPLC Agilent Technologies (sestava se sklada z autosampleru, DAD a FLD detek-

toru, pumpy a degaseru)
Eppendorfkové mikrozkumavky

Laboratorni sklo a plasty

4.2 Pouzité mikroorganizmy

Vliv vnéjsich faktor na produkci biogennich aminti byl sledovan u kmene Lactobacillus
rhamnosus CCDM 289, ktery byl ziskan ze Sbirky mlékarenskych mikroorganizmti Lak-
toflora® (CulturesCollectionofDairyMicroorganisms; CCDM).

4.3 Kultiva¢ni média

4.3.1 Modifikovany bujéon MRS

Lactobacillus rhamnosus byl kultivovan v modifikovaném bujonu MRS, slozeni bujonu je
uvedeno v Tabulce 1. Nejprve byly navazeny jednotlivé slozky, které byly rozpustény v 1 |
destilované vody. Pot¢ médium bylo rozdéleno na tfetiny, u kazdé tietiny bylo upraveno
pH na pozadovanou hodnotu 5, 6 nebo 7 pomoci HCI nebo NaOH. Dale kazdé pH bylo
rozdéleno na pétiny, do kazdé Casti byla ptfidana navazka laktozy v koncentraci O; 0,25;
0,5; 1; nebo 4,8 % (w/v). Piipraveny bujon byl sterilovan v autoklavu pii 121 °C po dobu

15 minut.
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Tab. 2. Slozeni modifikovaného bujonu MRS

Slozka MnoZstvi (g.17)
Pepton 10
Masovy extrakt 10
Kvasni¢ny extrakt 5
Tween 80 1
Citran amonny 2
Octan sodny 5
Siran hotecnaty 0,1
Siran manganaty 0,005
Hydrogenfosforecnan draselny 2
Arginin 0,3
Ornitin 0,3
Tyrozin 0,3
Lyzin 0,3

4.3.2 Miléko

Pro ptipravu bylo navazeno 50 g suSené¢ho mléka, které bylo rozpusténo v 1 1 destilované
vody. Rozpusténé mléko bylo rozdéleno na tii dily, u kterych bylo upraveno pH na poza-

dovanou hodnotu 5, 6 nebo 7 pomoci HCI a NaOH. Ptipravené mléko bylo sterilovéano.

4.3.3 Obohacené mléko

Pro ptipravu bylo navazeno 50 g suseného mléka a 0,3 g argininu, ornitinu, tyrozinu a ly-
zinu, v§e bylo rozpusténo v 1 1 destilované vody. Po rozdéleni mléka na tetiny bylo upra-
veno pH na poZadovanou hodnotu 5, 6 nebo 7 pomoci HCl a NaOH. Pfipravené mléko

bylo sterilovano.

4.4 Stanoveni biogennich aminii metodou HPLC

4.4.1 Zaockovani kultivaénich medii

Lactobacillus rhamnosus byl zaockovan do modifikovaného bujonu MRS, mléka a do
obohaceného mléka o aminokyseliny arginin, ornitin, tyrozin a lyzin. Pfidané aminokyseli-

ny do bujonu MRS a mléka slouzi jako prekurzory pro vznik biogennich amint.

Na produkci biogennich aminti v bujéonu MRS byl zkouman vliv koncentrace laktozy a vliv

pH. Pro danou kombinaci pH a koncentraci laktozy byly zaoCkovany paralelné tii zkumav-
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Ky. Pro zaockovani do zkumavky se 7 ml bujonu bylo pouzito 25 ul bakterialni suspenze

kultivované 48 hodin.

Dale byl Lactobacillus rhamnosus zao¢kovan do mléka a do mléka obohaceného o amino-
kyseliny. Pro kazdou hodnotu pH v mléce byly zao¢kovany paralelné tii zkumavky, stej-
nym zpusobem byly pfipraveny vzorky u obohaceného mléka o aminokyseliny. Do zku-
mavek s 5 ml mléka bylo pouzito pro inokulaci 25 pl bakterialni suspenze kultivované 48
hodin.

Piipravené a zaoCkované vzorky byly kultivovany pii 37 °C po dobu 24 a 48 hodin a dalsi
¢ast vzorkt pii 10 °C po dobu 4, 7, 10 a 14 dnti.

4.4.2 Priprava vzorki pro derivatizaci pred HPLC

Po kultivaci u vSech vzorkli odebranych v jednotlivé dny bylo zméteno pH kultivacniho
média. Nasledn¢ byly vzorky centrifugovany piti 4600 otackach po dobu 15 minut. Po cent-
rifugovani bylo ze ziskaného supernatantu odebrano 600 pl vzorku do dvou mikrozkuma-
vek, kazda mikrozkumavka byl zfedéna 600 pl 1,2 M kyselinou chloristou. Takto ptipra-

vené a oznacené vzorky byly podrobeny derivatizaci.

4.4.3 Derivatizace dansylchloridem

Derivatizace dansylchloridem byla provedena dle navodu v laboratoii Ustavu technologie

potravin.

K upravenym vzorkim bylo pfidano 100 pl wvnitiniho standardu (1,7-heptandiamin
v koncentraci 500 mg.I™"). Z této smési bylo odpipetovano 1 ml do derivatizaéni nadobky,
déle do derivatiza¢nich nadobek bylo pfidano 1,5 ml karbonatového pufru s pH 11,0 - 11,1
a 2 ml &erstvé pipraveného roztoku dansylchloridu o koncentraci 5 g.1™ v acetonu. Dobie
uzaviené nadobky byly tfepany v temnu po dobu 20 hodin. Poté se ke vzorktim piidalo 200
ul roztoku prolinu a vzorky se daly tfepat na dal$i hodinu. Po hodiné tfepani se ke vzorkiim
pfidaly 3 ml heptanu a po uzavieni nadobek se vzorky 3 minuty tiepaly ru¢né. Nasledné
bylo odpipetovano z derivatizanich nadobek 1 ml heptanové vrstvy do vialek. Pod prou-
dem dusiku byl z vialek odpaien vzorek pfi teploté 60 °C. Suchy odparek byl zfedén 1,5 ml
acetonitrilem. Do doby analyzy byly takto pfipravené vzorky uchovany v mrazicim zatize-

ni pfi teplotach pod -18 °C.
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4.4.4 Chromatografické stanoveni biogennich amini

Pted analyzou byly vzorky prefiltrovany ptes stiikackovy filtr s porozitou 0,22 um a dav-
kovany do chromatografického systému (pfistroj HPLC - Agilent Technologies) s kolonou

Zorbax Eclipse plus RRHD C18 50 mm x 3,0 mm.

Program gradientové eluce, kterym probihala separace dansylderivatu biogennich amint,
je znazornén v Tabulce 2. Detekce dansylderivatu biogennich aminti probihala spektofo-
tometricky UV zafenim o vinové délce 254 nm (pomoci DAD detektoru Agilent Techno-

logies 1260 Infinity).

Tab. 3. Gradientovy elu¢ni program HPLC

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

U kmene Lactobacillus rhamnosus CCDM 289 byla pomoci vysokouéinné kapalinové
chromatografie zkouména za riznych kultiva¢nich podminek schopnost produkce 8 bio-
gennich amint — tryptaminu, fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu, tyraminu,
spermidinu a sperminu. Obsah téchto biogennich amint byl ur¢en pomoci vysokoucinné

kapalinové chromatografie.

Produkce biogennich aminli testovanym kmenem byla zkoumana ve dvou kultivacnich
médiich (modifikovany bujon MRS a mléko). V tekutém bujonu MRS byl zkouman vliv
pH, ptitomnost laktozy a vliv kultivacni teploty. V mléku byl zkouman vliv pH, ptidavek

aminokyselin a vliv kultiva¢ni teploty. Vysledky z analyzy jsou uvedeny v Ptiloze I-11.

5.1 VIiv koncentrace laktozy, pH a kultivac¢ni teploty na produkci bio-
gennich amini kmenem Lactobacillus rhamnosus CCDM 289 v bu-
jonu MRS

U kazdého zaoCkovaného vzorku doslo vlivem dekarboxylazové cinnosti Lactobacillus
rhamnosus CCDM 289 k produkci biogennich amind, celkové mnozstvi biogennich amini

kolisalo ve vzorcich od 6,2 mg.I™ az po 350,4 mg.I"* (viz. Ptiloha ).

Obrazky 5 - 7 znazoriiuji vyvoj produkce celkového obsahu biogennich aminli v bujonu
MRS s pocate¢ni hodnotou kultivaéniho média pH 5, 6 a 7, do kterého byla ptidana lakto-
zy v koncentraci 0; 0,25; 0,5; 1; a 4,8 % (w/v). Vzorky kultivované pii 37 °C byly odebra-
ny 1. a 2. den po zaockovani, vzorky kultivované pii 10 °C byly odebrany 4. 7. 10. a 14.

den po zaockovani.

VétsSinovy podil na celkovém obsahu biogennich aminii ma tyramin, ten je také nejcastéji
stanovenym biogennim aminem, ktery byl detekovan u kazdého vzorku. Stanovené mnoz-
stvi tyraminu kolisalo ve vzorcich od 4,8 + 1,1 mg.I"* aZ po 350 + 23,8 mg.I". Druhym
detekovanym biogennim aminem byl spermidin, ten kdyz byl detekovan, tak pouze
V nizkém mnozstvi od 0,1 + 0,1 mg.I"* do 2,31 + 0,4 mg.I". Tryptamin, fenyletylamin,

putrescin, kadaverin, histamin a spermin nebyly detekovany v zadném vzorku.

Nejvyssi produkce tyraminu byla zjiSténa v 14. dnu odbéru v médiu obsahujici laktdézu

v koncentraci 1 % (w/v) s poc¢ateénim pH média 5, tyramin zde dosahoval obsahu 350 +
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zjisténa v médiu obsahujici laktozu v koncentraci 0 % (w/v) s pocatecnim pH média 7,
tyramin zde dosahoval p¥i 10 °C obsahu 4,8 + 1,1 mg.1™* (Obr. 7.). Spermidin byl nejvice
produkovan 4. den v koncentraci laktézy 0 % (w/v) s pocate¢nim pH média 5 v obsahu
2,31 + 0,4 mg.I" za podminek kultivace pii 10 °C.

Jak je patrné z Obrazkti 5 - 7 na produkci biogennich aminti ma velky vliv kultiva¢ni teplo-
(nejvyssi celkové mnoZstvi biogennich amini je 283,7 mg.I™ v pH 6 5 0,5 % (W/v) laktozy
v médiu), nez pfi teploté 10 °C ve 4. dnu od zaockovani (nejvyssi celkové mnozstvi amini
bylo 101 mg.I"! v pH 6 5 0,5 % (W/v) laktozy v médiu). P¥i kultivaéni teplot& 10 °C docha-

zelo k narustu produkce biogennich amint az od 7. dne.

400,0
350,0
_ o
S 300,0 =
£ O ! é
= 2500 © ® 0 % laktdzy
= O o
3 2000 W 0,25 % laktozy
° e .
z 150,0 S A 0,5 % laktozy
)
= 100,0 & 1% laktdzy
© o
50,0 7 @ 4,8 % laktozy
’ | |
0,0 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Doba kultivace (dny)

Obr. 5. Celkova produkce biogennich aminti kmenem Lactobacillus rhamnosus
CCDM 289 pfii pocatecnim pH 5 pro rizné koncentrace laktdozy. Body bez barevné

vypln€ znazornuji kultivaci pii 37 °C, body s barevnou vyplni kultivaci pii 10 °C.
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Obr. 6. Celkova produkce biogennich amind kmenem Lactobacillus rhamnosus

CCDM 289 pfi pocatecni pH 6 pro rizné koncentrace laktézy. Body bez barevné vy-

pln¢ znazornuji kultivaci pii 37 °C, body s barevnou vyplni kultivaci pti 10 °C.
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Obr. 7. Celkova produkce biogennich amini kmenem Lactobacillus rhamnosus

CCDM 289 pii pocateni pH 7 pro rizné koncentrace laktézy. Body bez barevné vy-

pln€ znazornuji kultivaci pii 37 °C, body s barevnou vyplni kultivaci pii 10 °C.
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5.2 VIliv pH, Kkultivaéni teploty a pritomnosti aminokyselin na produkci
biogennich aminti kmenem Lactobacillus rhamnosus CCDM 289 v

mléku

Po kultivaci Lactobacillus rhamnosus CCDM 289 v mléku byla pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie zjiStovana ptfitomnost biogennich aminii v médiu za pifitomnos-
ti ¢i neptitomnosti aminokyselin spolecné za souc¢asného vlivu rtiznych kultivacnich teplot

a pocate¢niho pH média 5,6 a 7.

Mléko pro kmen Lactobacillus rhamnosus CCDM 289 nevytvati vhodné podminky pro
produkci biogennich amind. Tryptamin, fenyletylamin, putrescin, kadaverin, histamin a
spermidin nebyl detekovan v zadném vzorku. Ve vétsiné vzorkli nebyly biogenni aminy

vubec detekovany (viz. Ptiloha II).

Mléko obohacené 0 prekurzory biogennich aminti (aminokyseliny) piedstavovaly lepsi
prostiedi k tvorbé biogennich aminti, byl zde detekovan spermin a tyramin, celkovy obsah

biogennich amini se zde pohyboval od 1,1 mg.I* do 46,9 mg.I™.

Obrazky 8 a 9 znazoriiuji vyvoj produkce celkového obsahu biogennich amint.

0,9 L 4
0,8
0,7
0,6

0,5 ®pH>5
04 HpH6

03 ApH7
0,2 P

0,1 A L B
0 —K-f—aA —l— L - & -
0 2 4 6 8 10 12 14 16

celkovy obsah BA (mg/I)

Doba kultivace (dny)

Obr. 8. Celkova produkce biogennich amini kmenem Lactobacillus rhamnosus
CCDM 289 v mléku pii pocateénich hodnotach kultivaéniho média 5,6 a 7.
Body bez barevné vyplné znazoriuji kultivaci pii 37 °C, body s barevnou vy-

plni kultivaci pfi 10 °C.
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Obr. 9. Celkova produkce biogennich aminti kmenem Lactobacillus rhamnosus
CCDM 289 v mléku obohaceném o aminokyseliny pii poc¢ate¢nich hodnotach
kultiva¢niho média 5,6 a 7. Body bez barevné vyplné znazoriuji kultivaci pfi

37 °C, body s barevnou vyplni kultivaci pii 10 °C.

5.3 Sledovani zmény pH u kultivaénich médii

U vsech vzorkt bylo po kultivaci zméteno pH kultiva¢niho média. V zavislosti na produk-
ci kyselin (napf. kyselina mlé¢na) nebo latek zasaditych (napi. biogenni aminy) dochazelo
ke zméné pH daného kultiva¢niho média. V Ptiloze Il je graficky znazornén prib&éh zmén

pH u bujonu MRS a mléka v zavislosti na dob¢ kultivace.

Pti kultivaéni teploté 37 °C dochézelo v ptipadé pocatecniho pH 5 u tekutého média MRS
k vyraznému poklesu pH jiz prvni den odbéru. K nejvyssimu poklesu doslo v 1. den u mé-
dia s koncentraci laktozy 4,8 % (w/v) az na hodnotu pH 3,75, v 2. den se pH snizilo az na
hodnotu 3,6. V ptipad¢ pocatecniho pH 6 doslo 2. den u média s koncentracemi laktozy 0,
0,25 a 0,5 % (w/v) k mirnému zvySeni pH. K nejstrméj$imu poklesu z pocatecni hodnoty
pH 7 na hodnotu pH 3,89 doSlo u média s koncentraci laktozy 4,8 % (w/v) jiz 1. den odb¢-
ru.

Pii kultivacni teploté 10 °C dochazelo u bujonu K pozvolnéjsimu poklesu pH oproti vyssi

cvwr

s 4,8 % (w/v) laktozy.
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U nulové koncentrace laktozy v bujonu dochazelo k nejmensim zménam v pH u obou kul-
tivacnich teplot, u média s pocate¢nim pH 5 oscilovaly naméfené hodnoty kolem tohoto
pH, stejné tak u pocate¢niho pH 6 a 7. V piipadé koncentrace laktozy 4,8 % (w/v) v médiu

dochazelo k nejvétsimu snizeni pH v porovnani s nizSim obsahem laktozy v bujonu.

U mléka dochazelo k analogickym zménam pH, nejvyssi pokles nastal pti teploté kultivace
37 °C, kdy 2. den kultivace z pH 5 kleslo pH na hodnotu 3,67 u mléka, 3,58 u obohacené-
ho mléka o aminokyseliny. V piipadé poc¢ate¢niho pH 6 kleslo pH na hodnotu 4,05 u mlé-
ka a 4,23 u obohaceného mléka. Pocatecni pH 7 u mléka kleslo na 4,52 a obohacené mléko
na 5,31. Pti kultivacni teploté 10 °C nedochéazelo k tak vyraznym zméndm pH, o néco ky-

selejsi bylo mléko s pridanymi aminokyselinami.

5.4 Souhrnna diskuze

Probiotické kultury maji na lidské zdravi pozitivni ti€inek, ale mnoho probiotickych kme-
nd, mezi které se fadi i Lactobacillus rhamnosus CCDM 289, je schopno produkovat bio-
genni aminy. Biogenni aminy maji na lidské zdravi negativni G¢inek, proto u potravin s
potencialnim rizikem vyskytu téchto sloucenin by se mélo dbat na vybér kultur s nizkou
dekarboxylazovou aktivitou, poptipad¢ nastavit takové vnéj$i podminky, které takovou
¢innost inhibuyji.

Tato prace sledovala v zavislosti na pisobeni ruznych faktor vnéjsiho prostiedi, dekarbo-
xylazovou aktivitu kmenu Lactobacillus rhamnosus CCDM 289. Vybrané faktory simuluji
podminky, které mohou nastat v potravinach. Mezi sledované faktory patii teplota (10 °C
ptedstavuje chladirenské teploty, 37 °C teplotu lidského téla a optimalni rustovou teplotu
testovaného kmene), pH (5, 6 a 7), obsah laktoézy (v koncentraci 0; 0,25; 0,5; 1; a
4,8 % (w/v)) a piitomnost aminokyselin v kultivaénim médiu. Pro kultivaci byly pouzity

dvé média, modifikovany bujon MRS a mléko.

Z danych vysledkt je patrné, ze dekarboxylazovou aktivitu Lactobacillus rhamnosus
CCDM 289 podporuje modifikovany bujon MRS, kde byly zjiStény nasobn¢ vyssi hodnoty
biogennich amint, nez u kultivatniho média mléka. Tento bujén svym slozenim predstavu-
je optimalni podminky pro rist sledovaného kmene. Mléko pro zkoumany kmen nevytvaii
vhodné podminky pro vysokou produkci biogennich amind, ani v pfipadé ze obsahuje vol-

né aminokyseliny, prekurzory biogennich amint. Tento fakt mlize byt zplisoben tim, Ze
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dany kmen v mléce roste pomaleji, respektive, ze v mléce neni dostate¢né mnozstvi zivin

pro sledovany kmen.

V bujonu MRS vysledky ukazuji, Ze tyramin byl zkoumanym kmenem produkovan za
vSech sledovanych podminek. Oproti tomu v mléce byl tyramin produkovan jen za ur€i-
tych podminek a vzdy Vv nizsich koncentracich v porovnani s bujonem MRS. Tyto vysledku
ziejmé ukazuji na to, ze v mléce nebylo dostate¢né mnozstvi prekurzort pro biogenni ami-
ny, v tomto pfipad¢ aminokyseliny tyrozinu. V bujonu MRS lze za zdroj volnych amino-
kyselin, vetné tyrozinu, povazovat pepton, masovy a kvasnicny extrakt, které obsahuji

hydrolyzaty bilkovin.

V piipad¢ zvySujici se koncentrace laktézy v bujonu MRS byl zaznamenan inhibi¢ni G¢i-
nek na produkei detekovanych biogennich aminli tyraminu a spermidinu. U tyraminu méla
laktéza inhibi¢ni G€inek v prostiedi s pH 5 a 7, v pfipadé pH 6 nedoslo k jeho sniZeni.
V prosttedi spH 5 a s1 % (w/v) laktézy bylo mnozstvi vyprodukované¢ho tyraminu
350 mg.I" + 23.8 mg.I", se zvysenim obsahu laktozy na 4,8 % (w/v) se snizil obsah tyra-
minu na 260,7 mg.I™ + 26,4 mg.I". V piipadé spermidinu doslo k poklesu obsahu v pro-
sttedi u vSech tfech testovanych pH, se zvySenim obsahu laktézy na 4,8 % (w/v)
v prostiedi s pH 7 nebyl tento biogenni amin vitbec detekovan. Inhibi¢ni G€¢inky sacharidii
na dekarboxylazovou aktivitu potvrzuje studie Bover Cid et. al (2008). Média s niz§im
obsahem gluk6zy obsahovala vys$si koncentraci biogennich aminti, neZ média s vys$Sim
obsahem glukozy (Bover Cid et. Al, 2008, s. 9). Stejné tak ve studii Gonzalez-Fernandez et
al. (2003) doporucuji pro sniZeni produkce biogennich amini ve fermentovanych salamech
pouzit glukézu v koncentraci vyssi nez 0,5 %. Pfi pouziti starterovych kultur vyssi obsah
glukézy urychluje pokles pH v salamu (Gonzalez-Fernandez et al., 2003, s. 10). Vliv vys-
Stho obsahu sacharidii na rychlejsi pokles pH byl také v této praci potvrzen. U vSech vzor-
ki s koncentraci laktozy 4,8 % (w/v) byla zaznamendna niz$i hodnota pH, nez u vzorka
s0,0,250,5a1 % (w/v) laktézy. Je to pravdépodobné zptsobeno tim, ze laktéza podporu-
je pomnozeni laktobacilt, které okyseluji prostfedi vy$$im mnozstvim produkované kyse-
liny mlécné.

Na produkci biogennich aminti ma velky vliv kultivacni teplota, kterd byla dal§im sledova-
nym faktorem. Pfi teploté 37 °C byla produkce biogennich amini nasobné vyssi 1. den
odbéru, nez 4. den pfi teploté 10 °C. Z téchto vysledku se da vyvodit, ze kmen Lactobacil-
lus rhamnosus CCDM 289 rychleji produkuje biogenni aminy pii teploté 37 °C. Tato kul-
tivacni teplota lezi v rozmezi optimalnich teplot laktobacilt (Siegrist, 2009). Teplota kulti-
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vace 10 °C produkci biogennich aminti zpomaluje, zejména diky tomu, ze pfi této teploté
byl rust testovaného kmene zpomalen. Ale ani chladirenské teploty zcela dekarboxylazo-
vou aktivitu neinhibuji, protoze od 7. dne dochazelo K nardstu biogennich amint, kdy je-
jich obsah byl stejny, anebo v uréitych podminkach i vyssi nez u kultivace pii 37 °C. Ob-
dobné vysledky uvedla studie Santos et al. (2003, s. 12), ktera zkoumala produkci biogen-
nich aminti v mléce u kmenti Lactococcus lactis ssp. cremoris a Lactococcus lactis ssp.
lactis. Vyssi koncentrace biogennich amint byly stanoveny ve vzorcich inkubovanych pii

teploté 32 °C ne pii 20 °C.

Jednou z podminek vzniku biogennich amint je pfitomnost prekurzord (pfislusnych ami-
nokyselin) v prostiedi (Kiizek, Kala¢, 1998, s. 9; Roig-Sagués et. al, 2009, s. 30).
V kultivacnim médiu bez ptidanych prekurzort (mléko) byla produkce biogennich aminii
nizka (nejvyse 0,9 + 0,2 mg.I™), v mléku obohaceném o aminokyseliny byla pozorovana

zvy$ena produkce biogenni aminti (v celkovém rozmezi od 1,1 mg.1™ do 46,9 mg.I™).

Studie (Lorencova et al., 2014, s. 6) sledovala vliv vybranych faktorti na schopnost pro-
dukce biogennich amint u rodu Bifidobacterium. V kyselém prostiedi byl zde pozorovan
narist koncentrace biogennich amint. Da se piedpokladat, ze vyssi produkce biogennich
aminu pasobi jako obranny mechanizmus bakterii proti nizkému pH prostfedi. V této baka-
latské praci rozdilné pocatecni pH kultivacniho média mélo vliv na produkci biogennich

amin pouze v kombinaci s dalsimi faktory. V piipadé pH 7 a koncentrace laktozy 0 %

cvwr

Studie (Moreno-Arribas a Lonvaud-Funel, 1999, s. 6) sledovala produkci tyraminu kme-
nem Lactobacillus brevis IOEB 9809 izolovaného z vina. Na dekarboxylazovou aktivitu
byl sledovén vliv pH Vv rozmezi od 2 do 9. K produkci tyraminu doslo v rozmezi pH 3 az 7.
Studie potvrdila stimulaci kyselého prostiedi K produkci biogennich amini, tyramin byl

nejvice produkovan pii pH 5.
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ZAVER
Tato bakalafska prace byla zaméfena na biogenni aminy a vnéjsi faktory, které ovliviiuji
jejich produkci zkoumanym kmenem Lactobacillus rhamnosus CCDM 289. Mezi sledova-

né faktory patfila kultivacni teplota, vliv pH, obsah laktdézy a pifitomnost aminokyselin

V kultiva¢nim médiu.

Zavérem lze vysledky shrnout:

e Pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie byla zjisténa produkce tyra-
minu, sperminu a spermidinu.

e Kultivacni teplota ma vliv na vyprodukované mnozstvi biogennich aminti, niz$i
teplota 10 °C produkci biogennich amint zpomaluje.

e Bujon MRS svym sloZenim pifedstavuje optimalni podminky pro rist sledova-
ného kmene.

e MiIéko pro zkoumany kmen nevytvaii vhodné podminky pro produkci biogen-
nich amint, v médiu neni dostate¢né mnozstvi Zivin.

e Za danych kultiva¢nich podminek byl nejvice produkovanym biogennim ami-
nem tyramin, stanovené mnozstvi se pohybovalo v rozmezi 4,8 az 350 mg.l'l.

e Nejvyssi produkce tyraminu byla detekovana u vzorku obsahujici laktozu
v koncentraci 1 % (w/v) s po¢ate¢nim pH média 5.

e Nejniz$i produkce tyraminu byla zjiSttna v meédiu obsahujici laktdézu
v koncentraci 0 % (w/v) s po¢ate¢nim pH média 7.

e Plsobenim kombinaci rznych faktorti a ipravou média lze ovlivnit produkci

biogennich aminti u kmenu Lactobacillus rhamnosus CCDM 289.
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PRILOHA PI: DETEKOVANA CELKOVA MNOZSTVIi
BIOGENNICH AMINU V TEKUTEM MEDIU MRS

Celkové mnoistvi biogennich amint (mg.I™)

pH 5
Odbérové dny | 0% laktdzy | 0,25% laktézy | 0,5% laktdzy | 1% laktdzy | 4,8% laktdzy
1 (37 °C) 231,4 281,5 257,4 238,5 148,8
2 (37 °C) 218 268,9 261,6 263,6 162,3
4 (10 °C) 72,9 45,8 40,6 47,7 40,6
7 (10 °C) 222,4 290,8 281,3 327,2 257,9
10 (10 °C) 275,2 317 287 268,1 260,5
14 (10 °C) 330,6 333,8 318,3 350,4 260,8
pH 6
0% laktozy | 0,25% laktdzy | 0,5% laktdzy | 1% laktozy | 4,8% laktdzy
1(37°C) 153,4 203,5 252,8 215,3 233,9
2 (37 °C) 227,8 228,4 283,7 265,5 175,8
4 (10°C) 60,4 63,6 101 19,2 39,3
7 (10 °C) 314,2 278,7 274,9 161,9 137
10 (10 °C) 290,5 274,2 282,1 277,6 276,1
14 (10 °C) 282,8 288,1 291,5 298,8 272,3
pH 7
0% laktézy | 0,25% laktdzy | 0,5% laktozy | 1% laktdzy | 4,8% laktozy
1(37°C) 33,2 148 173,9 103,1 156,2
2 (37 °C) 48 242 292,8 199,6 146,2
4 (10 °C) 6,2 13 8 8,9 8,7
7 (10 °C) 17,7 84,4 182,8 173,9 88
10 (10 °C) 20,3 111,9 255,6 165,5 230,2
14 (10 °C) 60,5 235,3 327,7 278,1 270,3

Obsah tyraminu (mg.I™)

pH 5
Odbérové dny | 0% laktozy |0,25% laktozy | 0,5% laktozy | 1% laktdzy |4,8% laktozy
1(37°C) 231,4+11,6| 281,5+26,4 |257,4+25,9| 238,5+20,7 |148,8+ 13,5
2(37°C) 218+26,7 | 268,9+20,1 |261,6+24,3| 263,6+18,9 |162,3+11,1
4 (10 °C) 70,5+6,0 43,5+2,4 39+3,9 46+2,1 39,9+2,7
7(10°C) 220,4+20,7| 289,2+16,2 |279,1+18,9| 325,6+17,4 | 256,9 + 16,5
10 (10 °C) 274,7+£8,8 | 316,4+30,3 |286,6 +18,4 | 267,7+27,3 |260,4 £16,3
14 (10 °C) 329,9+6,1 | 333+10,8 |317,8+20,6| 350+23,8 |260,7+264
pH 6
Odbérové dny | 0% laktézy | 0,25% laktdzy | 0,5% laktézy | 1% laktézy |4,8% laktdzy
1(37°C) 153,4+7,8 | 203,5+17 | 252,8+8,9 |215,3+102,0|233,9+20,3




2(37°C) |227,8+21,8| 228,4+25,8 |283,7+16,7 | 265,5+20,6 | 1758+ 11,6
4 (10°C) 58,6 +5,8 61,8+6,8 99,2 +10,7 17,6 £1,2 38,9+3,0
7(10°C) |313,5+24,7| 277,8+10,9 |274,5+23,1| 161,6+7,5 | 136,9+5,6
10 (10 °C) 289,8+22,9| 273,8+18,8 |281,8+185| 277,6+7,1 |276,1+24,7
14 (10 °C) 282,8 +15,1| 288,1+24,1 | 291,5+6,1 | 298,8+ 15,2 |272,3+17,9
pH 7

Odbérové dny | 0% laktézy | 0,25% laktdzy | 0,5% laktézy | 1% laktézy |4,8% laktdzy
1(37°C) 33,2+6,1 148 +20,6 |173,9+18,2| 103,1+10,8 | 156,2+12,8
2(37°C) 46,3 15,6 241,5+7,1 |292,3+12,7| 199,1+13,0 |146,2£13,3
4 (10 °C) 4,8+1,1 11,8+0,9 6,7+1,2 7,9+1,2 8,7+1,6
7 (10°C) 17,3+1,9 84,2+6,5 182,6+9,3 | 173,9+7,6 88+9,3
10 (10 °C) 20+£1,3 111,6+3,7 |255,6+22,3| 165,4+16,1 |230,2+13,3
14 (10 °C) 48 + 3,2 235,2+20,3 | 327,6 29,5 | 278,1+21,6 | 270,3 £ 16,2

Obsah spermidinu (mg.I™)

pH5
Odbérové dny | 0% laktézy | 0,25% laktézy | 0,5% laktdzy | 1% laktézy | 4,8% laktozy
1(37°C) 0 0 0 0 0
2(37°C) 0 0 0 0 0
4 (10 °C) 2,31+0,4 2,28+0,4 1,5+0,3 1,7+0,3 1+0,2
7 (10°C) 1,9+0,3 1,6+0,2 2,2+0,3 1,5+0,2 1,1+0,3
10 (10 °C) 0,5+0,1 0,604 0,4+0,2 0,3+0,2 0,1+0,2
14 (10 °C) 0,6+0,2 0,8+0,1 0,5+0,2 0,4+0,2 0,1+0,1
pH 6
Odbérové dny | 0% laktdézy | 0,25% laktézy | 0,5% laktdzy | 1% laktozy | 4,8% laktozy
1(37°C) 0 0 0 0 0
2 (37 °C) 0 0 0 0 0
4 (10 °C) 1,8+0,3 1,7+0,3 1,8+0,3 1,6+0,3 0,4+0,2
7 (10°C) 0,7+0,1 09+0,1 0,4+0,2 0,3+0,2 0,1+0,2
10 (10 °C) 0,7+0,3 0,3+0,2 0,4+0,1 0 0
14 (10 °C) 0,5+0,2 0,3+0,1 0,2+0,1 0,2+0,2 0
pH7
Odbérové dny | 0% laktdzy | 0,25% laktézy | 0,5% laktézy | 1% laktdzy | 4,8% laktdzy
1(37°C) 0 0 0 0 0
2(37°C) 1,7 0,5 0,5 0,4 0
4 (10 °C) 1,4+0,1 1,3+0,2 1,3+0,3 1+0,2 0
7 (10 °C) 0,4+0,1 0,2+0,2 0,1+0,1 0
10 (10 °C) 0,3+0,2 0,3+0,1 0,1+0,1 0,1+0,0 0
14 (10 °C) 0,30,2 0,1+0,1 0,1+0,1 0 0




PRILOHA P II: DETEKOVANE BIOGENNICH AMINY V MLEKU

Kultivacni médium - mléko

Celkové mnozstvi biogennich amint (mg.I™)
pH5 pH 6 pH 7
Dny | SPM (mg.I™) | TYM (mg.I'") | SPM (mg.I-!) | TYM (mg.I™") | SPM (mg.I'") | TYM (mg.I'")

1(37°C) 0 0 0 0 0 0
2(37°C) 0 0 0 0 0 0,1+0,1

4 (10 °C) 0,9+0,2 0 0,1+0,1 0 0 0
7(10°C) 0 0 0 0 0 0
10(10°C) 0 0 0 0 0 0
14(10°C) 0 0 0,1£0,1 0 0 0

SPM — spermin, TYM — tyramin
Kultivaéni médium - mléko obohacené o aminokyseliny
Celkové mnozstvi biogennich amint (mg.I™)
pH5 pH 6 pH 7
Dny | SPM (mg.?) | TYM (mg.I) | SPM (mg.I™) | TYM (mg.I™ | SPM (mg.I") | TYM (mg.I™")

1(37°C) 0 0 46,9 £3,2 0 1,2+0,1 0
2(37°C) 1+0,3 0 44 +3,1 0 30,5+2,9 0

4 (10 °C) 1+0,3 0 43,4+43 0 22,6+1,8 0
7(10°C) 1,1+0,3 0 329+29 0 1,3+0,3 0,3+0,1
10(10 °C) 1,1+0,2 0 1+0,3 0 0,8+0,3 04+0,1
14(10 °C) 1,1+0,3 0 0,7+0,3 6,1+0,3 285+1,4 0

SPM —spermin, TYM — tyramin




PRILOHA PI11: ZMENA PH KULTIVACNIH MEDII

5,5
O o ® ot °
5 g 5 B
e 8
& O L ®
~ M T A ®0 % lakt6zy
i
T A M0,25 % lakt6zy
4 & A 0,5 % laktozy
O o & 1% laktozy
3,5
® 4,8 % laktozy
3 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Doba kultivace (dny)

Zména pH u kultiva¢niho média MRS s pocate¢ni hodnotou pH 5 s riznymi koncentra-

cemi laktozy

6,5
6 o0 g ®
[ |
5,5 g ||
o U ¢
—~ 5 6 ® 0 % laktdézy
= % A P % laktd
T 45 o W 0,25 % laktozy
o) <o A 0,5 % laktdzy
4 O 1% laktézy
O
3,5 ® 4,8 % laktozy
3 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Doba kultivace (dny)

Zména pH u kultivacniho média MRS s pocate¢ni hodnotou pH 6 s rliznymi koncentrace-

mi laktozy



7,5
7
s 80 0 ° o )
’ . .
6 ® =
— O é A ©® 0 % laktdzy
= 55 A
T A A © W 0,25 % lakt6zy
45 O 2 [ ) A0,5% laktozy
4 & 1% laktdzy
O 0
. .
3,5 ® 4,8 % laktdzy
3 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Doba kultivace (dny)

Zména pH u kultiva¢niho média MRS s pocate¢ni hodnotou pH 7 s rliznymi koncentrace-

mi laktozy
5,5
o
° o
5
[ ] - u
4,5 |
S @)
I ,
4 @® Mléko
M Mléko + AMK
3,5 B
3 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Doba kultivace (dny)
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