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ABSTRAKT

Bakalatska prace je zaméfena na izolaci mikroorganizmii degradujicich biogenni aminy. Te-
oreticka Cast se zabyva biogennimi aminy, jejich vznikem, vyznamem v potravinach a mi-

kroorganizmy schopnych jejich degradace.

V praktické ¢asti této prace bylo izolovano a identifikovano pomoci metody MALDI-TOF
MS 17 degradéri biogennich amint. U vSech izolatl byla také ovéfovana schopnost redukce
vybranych biogennich aminii po 24 a 48 hodinové kultivaci v mineralnim médiu s biogen-
nimi aminy a v mineralnim médiu s biogennimi aminy a glukézou pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie s UV detekcei po predchozi derivatizaci dansylchloridem. Z vy-
sledkti je patrné, ze nejlepSim degradérem byl Micrococcus lutes KS15. Doslo k poklesu
koncentrace vSech sledovanych biogennich aminti nejméné o 70 % a nejlépe pak degradoval
histamin, jehoZ kone¢na hodnota €inila 5 % po 24 hodinach kultivace v minerdlnim médiu

s biogennimi aminy.

Klicova slova: biogenni aminy, izolace mikroorganizmi, degradace biogennich aminti, ami-

nooxidaza



ABSTRACT

The thesis focuses on the isolation of biogenic amine-degrading microorganisms. The theo-
retical part is focused on biogenic amines, their origin, importance in food and microorgan-

isms able to degrade them.

In the practical part of this work were isolated 17 microorganisms with degradation activity
of biogenic amines. These microorganisms were identified by MALDI-TOF mass spectrom-
etry. In the following experiment it was monitored degradation of selected biogenic amines
after 24 and 48 hour growth in the mineral medium with biogenic amines and in the mineral
medium with biogenic amines and glucose. The loss of biogenic amines was analyzed by the
high performance liquid chromatography with UV detection after derivatization with dan-
sylchloride. The results show that the best amine-degrading microorganism was Micrococ-
cus luteus KS15. All of the biogenic amines were degraded by 70%. The lowest concentra-
tion was detected at histamine. The final value was 5% after 24 hour growth in the mineral

medium with biogenic amines.

Keywords: biogenic amines, isolation of microorganisms, degradation of biogenic amines,

amine oxidase
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UvVOoD

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni latky zasaditého charakteru s alifatickou, aromatic-
kou nebo heterocyklickou strukturou. Mohou byt tvotfeny, ale 1 degradovany metabolickymi
procesy organizmu. Obvykle jsou produkovany dekarboxylaci aminokyselin. Nékteré bio-
genni aminy maji dulezitou roli ve fyziologickych funkcich organizmt. Nachazi se v riz-

nych druzich potravin, jako jsou naptiklad ryby, maso, syry, zelenina, vino nebo pivo.

Pokud jsou biogenni aminy pfijaty ve velkém mnozstvi, mohou zptsobit fadu zdravotnich
problémi, naptiklad bolesti hlavy, zvySeni krevniho tlaku, dychaci potize, nevolnost, zvra-
ceni a dal$i. Nejvice problematicky byva histamin. Z uvedenych divoda byla provedena
tfada studii zabyvajici se vyskytem, a predevsim redukei téchto sloucenin v potravinach. Pro-
dukce biogennich amintl je z4visla na mnoha faktorech. Zavisi naptiklad na vhodné teplote
skladovani, snizeni zastoupeni mikroorganizmu s dekarboxylazovou aktivitou, pH substratu

nebo také koncentraci soli.

Bylo zjisténo, Ze nékteré mikroorganizmy jsou schopny produkovat enzymy degradujici bi-
ogenni aminy. Aplikace enzymu diaminooxiddzy, nebo bakterii obsahujicich uvedeny en-
zym, prokazateln¢ redukuje vyskyt biogennich amind a tim i snizuje potencialni zdravotni

riziko u potravin.



I. TEORETICKA CAST



1 CHARAKTERIZACE BIOGENNICH AMINU A JEJICH VYZNAM
V POTRAVINACH

1.1 Biogenni aminy

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni zasadité dusikaté slouceniny vznikajici predevSim
dekarboxylaci aminokyselin, ale také aminaci a transaminaci ketoni a aldehydi [1]. Vyzna-
¢uji se nizkou molekulovou hmotnosti. Mohou byt tvofeny i degradovany aktivitou mikro-
bidlniho, rostlinného 1 Zivoc¢isného metabolizmu. Maji alifatickou (putrescin, kadaverin,
spermin, spermidine), aromatickou (tyramine, fenyletylamin), nebo heterocyklickou (hista-

mine, tryptamin) strukturu [2, 3]. Obrazek 1 znazoriuje chemické struktury nékterych BA
[3].

Mala mnozZstvi biogennich aminti jsou v organizmech metabolizovdna bez jakychkoliv do-
padil na zdravi jedince. Aminy, jako jsou polyaminy, putrescin, spermidin, spermin, a také
kadaverin jsou dilezité ke spravné funkci nukleovych kyselin, proteosyntéze a pravdépo-
dobné maji vyznam ve stabilizaci membran. AvSak vysoka mnozstvi, kterd mohou byt ptijata
potravinami, zptisobuji obvykle fadu zdravotnich problémd, napiiklad bolesti hlavy, zvySeni
krevniho tlaku, nevolnost, zvraceni a dal$i. Mohou také hrat roli ve snizovani jakosti a orga-

noleptickych vlastnosti nékterych potravin [1, 2].

CHJCHNH.
N—XCH’CH‘NH’ LHNH,
! 3
Histamin Tryptamin
CH,CHNH, H,CHNH,
¢
OH 2-fenylethylamin
Tyramin
HN W\NHI HN A~ A,

Putrescin Kadaverin

H
H .
’N\)\MH, H}"/\/\NH/\/\/N":
NH

Agmatin Spermidin

H
M,N’\/\m’\/\/" oA,

Spermin

Obrazek 1: Chemické struktury nékterych biogennich amini [3]



1.1.1 Vznik biogennich aminii

Biogenni aminy se tvoii v potravinach a napojich mikrobidlni dekarboxylaci aminokyselin.
Tvorba biogennich aminti pomoci mikrobialnich enzymii dekarboxyléz, zavisi na specific-
kém bakterialnim kmenu, ktery je pfitomen, dale na stupni dekarboxylazové aktivity a do-
stupnosti aminokyselin v substratu. Dochéazi k odstépeni oxidu uhli¢itého z karboxylové
skupiny. Bylo také zjisténo, ze nekteré alifatické aminy mohou byt tvofeny aminaci alde-

hydéi [1, 4].

Nejbeéznéjsi monoaminy, jako jsou histamin, tyramin, tryptamin a déle polyaminy, putrescin
a kadaverin vznikaji z pfisluSnych aminokyselin, histidinu, tyrosinu, tryptofanu, ornitinu a
lysinu. Spermidin a spermin vznikaji z putrescinu [3]. Obrazek 2 interpretuje metabolické

cesty vzniku biogennich aminti [5].
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Obrazek 2: Metabolické cesty vzniku biogennich amint [5]

1.1.2 Produkce biogennich aminii bakteriemi

Aminokyselinové dekarboxylazy nejsou az tolik rozsifenym enzym mezi bakteriemi, ale
druhy jako Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Klebsiella, Escherichia, Proteus, Pseudomo-
nas, Salmonella, Shigella, Photobacterium a bakterie mlécného kvaSeni rodl Lactobacillus,
Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus a Streptococcus jsou schopny dekarboxylace jedné

nebo vice aminokyselin [1].

Morganella morganii, nékteré kmeny Klebsiella pneumoniae, Hafnia alvei, Staphylococcus
spp., Vibrio spp., Pseudomonas spp. jsou vyznamni producenti histaminu v rybéach a pro-

duktech z nich [1].



Bakterie mlé¢ného kvaseni produkujici biogenni aminy, naptiklad Lactobacillus brevis, Lb.
buchnerii, Lb. curvatus, Lb. carnis, Lb. divergens a Lb. hilgardii, byly izolovany z masa a
masnych produkti. V salamech byla zjisténa produkce histaminu gramnegativnimi bakteri-
emi Pseudomonas fluorescens, Citrobacter freudii a Acinetobacter calcoaceticus var. ani-

tratum, a také nékolika grampozitivnimi bakteriemi zahrnujici mikrokoky a stafylokoky.

Escherichia coli a Pseudomonas spp. se vyznacuji schopnosti degradovat tyrosin a histidin.

Bylo zjisténo, ze Enterococcus faecalis vytvaii v syrech tyramin [1, 5].

Ve fermentovanych potravinach ze s6ji byly identifikovany bakterie Enterococcus faecium
a Lactobacillus bulgaricus, které produkuji tyramin a jako bakterie vytvaiejici histamin byly

zjistény Lactobacillus sp. a Lactobacillus sanfranciensis [1].

Tyramin byl produkovan v laboratornim mediu bakteriemi Enterococcus, Lactococcus, Pro-

teus a Pseudomonas [1].

1.2 Vyznam biogennich aminii v potravinach

Pfitomnost biogennich aminli a polyaminid byla zaznamenéna v riznych druzich potravin,
jako jsou naptiklad ryby, maso, syr, zelenina, ovoce, ofechy, vino nebo také pivo. Prekurzory
pro jejich vznik jsou volné aminokyseliny, které vznikaji hydrolazou bilkovin. Celkoveé
mnozstvi vzniklych amina zavisi pfedevSim na vlastnostech dané potraviny a pfitomnosti
mikroorganizmil. Nejc¢astéji nalezenymi jsou pak histamin, tyramin, kadaverin, 2- fenylety-
lamin, spermin, spermidin, putrescin, tryptamin a agmatin. Kromeé uvedenych, byly v mase,
masnych produktech a rybach také nalezeny oktopamin a dopamin. Polyaminy, jako jsou
kadaverin, agmatin, spermin a spermidin, se v potravinach nachazeji pfirozené a maji vy-

znam pfi rastu a diferenciaci bunék [1, 4].

1.2.1 Problémy vznikajici z pFritomnosti biogennich amint v potravinach

Pokud se vySe uvedené biogenni aminy v pfitomnosti dusitanii zméni na nitrosaminy, mohou
mit potencidlni karcinogenni u€inky. Nitrosaminy vzniklé z polyamina nemusi pfedstavovat
zdravotni riziko. Jako toxické jsou povaZzovany pouze tehdy, pokud jsou piijaty ve vétSim
mnozstvi. Aromatické biogenni aminy, tyramin a 2- fenyletylamin vyvolavaji migrény a hy-
pertenzi. Tyramin, 2- fenyletylamin a putrescin mohou vyvolat selhdni srdce nebo krvaceni

do mozku [4].

vvvvvv

aktivitou (mediator) a podili se na patofyziologickych procesech, jako jsou alergie a zanéty.



Zdravi jedinci maji detoxikacni systém, ktery je schopen degradovat piebytek histaminu na
aldehydy, amoniak a peroxid vodiku. Pfitomnost tyraminu a histaminu ve fermentovanych
potravindch miize zpusobit zdravotni riziko zvlasté u lidi, ktefi uzivaji 1€ky proti depresi.
Tato medikace zpiusobuje sniZzeni aktivity oxidativnich enzyma mono-, di- a polyaminooxi-

dazy [6, 7].

Byl proveden vyzkum zabyvajici se toxicitou BA zaméfeny na histamin. Mira intolerance
zéavisi predevsim na vlastnostech jedince. Pfedpoklada se, ze koncentrace histaminu pfijata
v potravinach vys$s§i nez 400 mg.kg™! je zdravi nebezpeéna. Dalsi vyzkum demonstruje vyskyt
symptomtl u 50 % zdravych zen bez jakékoliv historie potravinové intolerance pii poziti

mnozstvi 75 mg ¢istého histaminu [2].

1.2.2 Faktory ovlivitujici produkci biogennich amint

Vznik biogennich aminl v potravindch mohou ovlivnit podminky skladovani, vyrobni pro-
cesy, zastoupeni mikrobidlni populace s dekarboxyldazovou aktivitou, vyhovujici podminky
pro rist a rozmnozovani mikroorganizmti, kvalita surovin a dostupnost volnych aminokyse-

lin [4].

Bylo zjisténo, Ze vyskyt histaminu v syrech se vztahuje k né€kolika faktorlim, jako je pH
substratu, koncentrace soli a teplota. Vhodna teplota skladovani je pravdépodobné nejdile-

zitéj$1 metodou prevence [1].

Mezi uzite¢né postupy pro kontrolu tvorby biogennich aminti patii naptiklad redukce mi-
krobialniho riistu prostiednictvim chlazeni, hydrostatického tlaku, ozafovani, kontrolované
atmosféry baleni nebo také pfidani vhodnych potravinovych aditiv [8]. Pouziti startérovych
kultur bez potencialu tvofit BA bylo navrzeno jako jedno z nejlepSich kontrolnich opatfeni

behem tradicni vyroby uzenin [9].

1.2.3 Fermentované potraviny

Pti vyrobé fermentovanych potravin lze o¢ekavat ptitomnost mnoha druhd mikroorganizmd,
z nichz nékteré jsou schopny produkovat biogenni aminy. U vétSiny produktti obsahujicich
bakterie mlé¢ného kvaseni bylo zaznamenano zna¢né mnozstvi putrescinu, kadaverinu, his-

taminu a tyraminu [1].



1.2.3.1 Syry a mlécné vyrobky

Producenti BA, jako jsou bakterie mlécného kvaseni, nemusi byt nutné¢ patogenni. Mohou
mit naopak pozitivni u¢inek na stfevni mikrofloru. Nicméné vyskyt BA v mléénych vyrob-

cich byl dlouho piehlizen [10].

Pfi vyrobé a zrani syri dochazi k degradaci mlécné bilkoviny na peptidy, které jsou dale
hydrolyzovany na volné aminokyseliny. Proces je zptisoben bakteriemi mlééného kvaSeni
spolu s dal§imi mikroorganizmy, ale také mléénymi enzymy a syfidlem. Volné aminokyse-
liny se stavaji prekurzorem BA. Enterokoky a heterofermentativni laktobacily jsou povazo-
vany za hlavni producenty tyraminu a histaminu, ale i dalsi BMK a nékteré gramnegativni
bakterie mohou byt rovnéz producenti BA v syrech [11]. Kadaverin, putrescin, tryptamin a

fenyletylamin jsou dal§imi BA pfitomnymi v rGznych typech syri [1].

1.2.3.2 Maso a masné vyrobky

Nejvice zastoupenymi biogennimi aminy v masu a masnych vyrobcich jsou tyramin, ka-
daverin, putrescin a také histamin. Jedinymi vyskytujicimi se BA ve vétS§im mnozstvi v Cer-
stvém mase jsou spermidin a spermin. Fermentované masné vyrobky jsou potraviny, u kte-
rych lze nalézt vy$s$i mnoZstvi BA v diisledku pouZiti nekvalitni suroviny, mozné mikrobio-
logické kontaminace, ale mohou také ptispét nevhodné podminky pii zpracovani a sklado-

vani vyrobkdu [14, 15].

1.2.3.3 Fermentovana Zelenina

Zelenina obsahuje vyznamné mnozstvi minerdlnich latek, vitamint, ale také antioxidantd, a
proto se stdva nenahraditelnou slozkou lidské stravy. Podléha bohuzel ¢asto rychlé zkaze, a
tak se urcité druhy zeleniny konzervuji pomoci fermentace. Jednim z nejznaméjSich druht
je fermentované zeli, v némecky mluvicich zemich zndmé jako sauerkraut. Produkt je bo-
haty na mineralni latky, naptiklad vapnik, fosfor, zelezo, sodik a draslik, ale také na vita-
miny, jako je vitamin A, thiamin, riboflavin, niacin a vitamin C. Bylo prokazano, ze obsah
vitaminl skupiny B a C je vyrazné vyssi ve fermentované formé zeli neZ ve formé Cerstvé.
Fermentované zeli obsahuje vysoké mnozstvi volnych aminokyselin, proto mize dojit k je-
jich dekarboxylaci az na biogenni aminy. Nejvice zastoupenymi BA ve fermentovaném zeli
jsou tyramin a putrescin, naopak histamin, tryptamin a spermin byly nalezeny ve znacné

nizsich koncentracich [12, 13].



1.2.3.4 Pivo

V pivu se nejcasteji vyskytuji BA, jako jsou tyramin, putrescin, kadaverin a histamin. Za
jejich ptitomnost, predevsim v lahvovém pivu, mohou byt zodpovédné bakterie mlécného
kvaseni, zvlasté laktobacily, které piezily nedostatecnou pasteraci. Tvorba biogennich aminti

muze také zaviset na pouzitych surovinach a jejich pfirozen¢ ptitomné mikroflore [16].

1.2.3.5 Vino

Vznik biogennich aminti ve vin€ je zcela nevyhnutelny. BA vznikaji piisobenim mikroorga-
nizmi v riznych fazich vyroby a skladovani vina. Koncentrace BA je niz§i na konci etha-
nolového kvaseni a zvySuje se zejména pfi jableCno-mlééném kvaseni [17].

Bylo identifikovano celkem 24 riznych BA. Nejhojnéji zastoupenym pak byl putrescin a
minu ve vinu. Kromé zdravotnich rizik je vysokd koncentrace BA ve vin€ ukazatelem ne-
kvalitniho vina se snizenymi organoleptickymi vlastnostmi. Z takovych diivoda byvaji v n¢-

kterych zemich doporu¢ovany maximalni limity histaminu [18].
1.2.4 Nefermentované potraviny

1.2.4.1 Potraviny rostlinného piivodu

V nefermentovanych potravinach je vyssi pfitomnost biogennich aminli vyznamnym ukaza-
telem nezadouci mikrobidlni aktivity. Nej€astéji pfitomnym biogennim aminem v ovoci a
zelening je tyramin. Byly také zaznamenany obsahy tryptaminu a histaminu. BéZna mnoZstvi

BA tvofi obvykle charakteristickou chut’ a aroma [19].

Fenyletylamin je ptfirozenou slozkou kakaovych bobi, a proto se vyskytuje v cokoladég, co-
koladovych vyrobcich a cukrovinkach obsahujicich ¢okoladu. Nekteré druhy hub rovnéz
obsahuji vysoké hladiny fenyletylaminu. V karagenanu z fas byl detekovan histamin a ka-

daverin [1].

1.2.4.2 Ryby
Otrava histaminem je jednou z nejbéznéjSich intoxikaci zptisobenou pii konzumaci ryb a
vyrobkt z nich. Sloucenina je tepeln¢ stabilni, tudiz se jeji hladina nemtize snizit varenim,

konzervovanim ani mrazenim [20].



Nejcastéjsi pri¢inou vzniku histaminu je rust bakterii s dekarboxylazovou aktivitou. Tyto
bakterie, pfirozen¢ se vyskytujici na zdbrach a také ve stfevech zivych ryb, se za¢inaji mnozit
a rast ihned po smrti ryb. Nicméné velmi nizkeé teploty (-18 °C) mohou zastavit rast mikro-
organizmu a zabranit vzniku BA. Naopak teploty kolem 21 °C a vyssi, produkci BA obvykle
zvetsi [20].



2 MIKROORGANIZMY DEGRADUJICI BIOGENNI AMINY

Enzymy degradujici biogenni aminy produkuji také rizné mikroorganizmy. Byla provedena
studie, diky které bylo zjiSténo, Ze bakterie izolované z mléénych vyrobkl obecné postradaji
aminooxidazu. Bakterie, u kterych byla zjisténa aktivita aminooxidazy, maji také tyrosin

nebo histidin dekarboxylazu, a proto se stavaji potencialnimi producenty BA [2].

Aplikace diaminooxidazy (DAQO) nebo bakterii obsahujicich tento enzym snizuje obsah his-
taminu v potravinach. DAO byla izolovana z mnoha zdrojl jako naptiklad z organt prasat
(jatra, ledviny), lidské placenty a krevni plazma, ale také z mikroorganizmu véetné Micro-
bacterium lacticum a Arthrobacter crystallopoietes. V syrech byla zjisténa aktivita jak
DAO, ale také dekarboxylazy. Nizky obsah amini byl nalezen v syrech, které obsahovaly
vice DAO. Naopak vys$si obsah BA byl nalezen ve vyrobcich s vétsi aktivitou dekarboxylazy
[7,21].

Byla zaznamendna degradace tyraminu ve fermentovanych masnych vyrobcich, kdy byly
inokulovany bakteridlnim kmenem obsahujicim tyramin dekarboxyldzu a kmenem druhym
obsahujicim tyramin oxidazu. V pfitomnosti tyramin oxidativni bakterie bylo celkové mnoz-
stvi vytvofeného tyraminu sniZzeno na 40 % v porovnani s masnym vyrobkem inokulovanym

bakterii s tyramin dekarboxylazovou aktivitou [6].

Rybi omacka je velmi popularni fermentovany produkt v jihovychodni Asii. Omacka je po-
vazovéna za velmi dulezity zdroj bilkovin. Je pfipravovana fermentaci ryb se soli pii urcité
teploté 4-12 mésict. Diive nebyly vyuzivany zadné startérové kultury, nebot’ fermentace
probihala pouze pfirozené pfitomnou mikroflorou v syrovém mase. Nyni jsou startérove kul-
tury vyuzivany k urychleni procesu fermentace. Avsak byly zjistény vysoké koncentrace BA
jako naptiklad histaminu, putrescinu, kadaverinu a tyraminu. Schopnost mikroorganizmt
s aminooxidazou sniZzovat obsah BA v potravinach, zvlasté fermentovanych, se stala velkym

zdjmem Vv poslednich letech [22].

2.1 Bakterie

Neékteré kmeny bakterii jsou diky aminooxidaze schopny degradovat BA [2].



2.1.1 Rod Bacillus

Histamin oxidéaza byla nalezena v bakterii Bacillus amyloliquefaciens FS05. Bakterie byla
izolovana z rybi omacky pochazejici ze severovychodni Malajsie. Byla zjisténa schopnost

degradovat histamin. Putrescin a histamin pak degraduje Bacillus subtilis [22].

2.1.2 Rod Brevibacterium

Bakterie Brevibacterium linens se pridava do potravin k Gpravé aroma, ale vyuziva se také
jeji schopnost degradovat histamin [7].

Byly pouzity tfi rizné kmeny Brevibacterium linens pti zrani Munster syru. V pritbéhu Ctyf-
tydenniho zrani kmeny B. linens snizily obsah histaminu a tyraminu o 55 az 70 %. Bakterie
B. linens LTH 456 a LTH 3686 degradovaly BA ve fosfatovém pufru obsahujicim 0,54 M
histaminu a 0,58 M tyraminu pfi inkubaci za tfepéani pii 30 °C. Naopak kmen B. linens LTH

3813 v pufra¢nim systému neprokazoval zadné degrada¢ni schopnosti [25].

2.1.3 Rod Lactobacillus

Byla provedena studie, kterd prokazala dispozici vSech zkoumanych kmenti Lactobacillus

sakei (AGR 37, AGR 46, Lb 706) redukovat pfitomnost histaminu o 50 % [26].

Lactobacillus plantarum dokaze degradovat putrescin a tyramin ve viné. Bakterie je vhodna

k pouziti jako startér jable€ného kvaseni [27].

Nekteré kmeny Lactobacillus casei snizuje rovnéZ ve vin€ biogenni aminy jako jsou hista-
min, tyramin a putrescin [28].

2.1.4 Rod Micrococcus

U izolované aminooxidazy z bakterie Kocuria varians LTH 1540 (Micrococcus varians)
byla prokézana dispozice degradovat putrescin [29]. Jina studie dale ukazuje schopnost Ko-

curia varians degradovat tyramin béhem fermentace uzenin [30].

2.1.5 Rod Staphylococcus

Staphylococcus carnosus FS19 izolovany z rybi omacky degraduje histamin. Stava se tedy

potencialnim nastrojem k redukci tohoto biogenniho aminu v rybich produktech [31].

Staphylococcus xylosus ze sedmi zkoumanych potencialnich startérovych kultur prokazoval

nejlepsi schopnost redukovat pfitomnost histaminu, ale také tyraminu [32].



2.1.6 Rod Pseudomonas

Pseudomonas putida snizuje pritomnost tyramin a dopamin [33].

2.2 Kvasinky

Nekteré kmény Debaryomyces hansenii a Yarrowia lipolytica projevuji schopnost degra-
dace. Nejefektivnéjsi vysledek redukce Sirokého spektra BA byl zaznamenan u kvasinky

Debaryomyces hansenii H525 [24].

Enzym methylaminoxidadza byl izolovan a charakterizovan v roce 1981 z kvasinky Candida
boidinii [8]. Jeden z gent kodujicich aminové oxiddzy byl heterologné exprimovan v Sac-

charomyces cerevisiae [23].

2.3 Plisné

Nekteré druhy plisni jsou schopny redukovat BA. Vlaknité houby maji vysokou sekrecni
schopnost enzymu, kterd byla komeréné vyuzita. Enzymatické odstranéni aminti mize byt
bezpecny a ekonomicky zplsob, jak odstranit tyto slouceniny z vina a jinych fermentova-
nych potravin. N¢kolik druhti vlaknitych hub produkuji aminooxidazy pfi pouziti amind,
jako jediny zdroj dusiku pro rist. Genom Aspergillus niger obsahuje Sest gent kodujicich
aminové oxidazy [23]. Druhy jako Penicillium citrinum, Alternaria sp., Phoma sp., Ulocla-
dium chartarum a Epicoccum nigerum dokéazi degradovat alesponi dva riizné hlavni aminy

v mikrofermentativnim systému [2].



II. PRAKTICKA CAST



3 CIiLPRACE

Cilem teoretické Casti této bakalaiské prace byla charakterizace biogennich amina. Byl
popsan jejich vznik, vyznam, vyskyt a faktory ovliviujici jejich pfitomnost v potravinach.
Dalsim ucelem bylo popsat mikroorganizmy degradujici biogenni aminy, jejich vlastnosti a
vyuziti.

Cilem praktické c¢asti byla izolace mikroorganizmu degradujicich biogenni aminy z riznych
potravinovych matric a ovéteni schopnosti degradace vybranych biogennich aminti izolova-

nymi kmeny.



4 MATERIAL A METODY

4.1 Izolace mikroorganizmi degradujicich biogenni aminy z riznych

potravinovych matric

4.1.1 Vzorky

Byla provedena izolace mikroorganizmii degradujicich biogenni aminy z 54 potravinovych

matric, jejichz seznam je uveden v tabulce 1.

Tabulka 1: Skupiny potravin, ze kterych byla provedena izolace degradéri

Seznam vzorki potravin

Syry eidamského typu 5
M¢kké syry 5

Tvrdé syry 1

Syry vyrobené na stavu technologie potravin 4
Kysané mlécné vyrobky 5
Masné vyrobky 25
Rybi vyrobky 3
Lahadkaiské vyrobky 4
Listové tésto 1
Ovocné pomazanky 1
Pocet celkem 54

4.1.2 Pristroje a pomiicky

e Stomacher Seward

e Vortex

e Sacky do stomacheru

e Laboratorni vahy Adventurere Pro (OHAUS)

e pH metr (EUTECH instruments)

e Sterilizator H+P Varioklav 135S

e Mikrobiologicky inkubator (Memmert)

e Termoblok Benchmark Digital HEAT BLOCK

e Laboratorni tfepacka LT2, KAVALIERGLASS, a. s., Sdzava

e HPLC Agilent Technologies (sestava se sklada z binarni pumpy a autosampleru La-

bAlliance, DAD a detektoru Agilent Technologies 1260 Infinity a degaseru



e Kolona Zorbax Exlipce Plus C18 RRHD
e Laboratorni sklo a plasty
4.1.3 Kaultiva¢ni média a roztoky

Degradéii byli izolovani v minerdlnim médiu. Byly ptipraveny roztoky nutné pro jeho pii-

pravu.
o Roztok KH2PO4

Byl pfipraven navaZzenim 9,07 g KH2PO4 a rozpuSténim v 1000 ml destilované vody.

o Roztok Na2HPO4 - 12 H20

Byl pfipraven navazenim 23,9 g Na2HPO4 - 12 H20 a rozpusténim v 1000 ml destilované
vody.

o Roztok stopovych prvki

Roztok stopovych prvkil byl ptipraven navazenim ptislusného mnozstvi dale zobrazenych

sloZek a rozpusSténych v 1000 ml destilované vody.

MnSO4 - 5H20 ...vooeeeeeeeeeee, 0,043 g
H3BO3 .o, 0,057 g
ZnSO4 - TH20 ..o, 0,043 g
(NH4)6M07024 - 4 H20 ......coooe. 0,037 g
Co(NO3)2 - 6 H20 ..o, 0,025 g
CuSO4 - S H20 .o 0,040 g

o Roztok Mg(SO4) - 7 H20

Byl pfipraven navdzenim 10 g Mg(SO4) - 7 H20 a rozpu§ténim v 1000 ml destilované vody.

0 Roztok Fe(NH4)2(S04)2 - 6 H20



Byl pfipraven navazenim 3 g Fe(NH4)2(S04)2 - 6 H20 a rozpusténim v 1000 ml destilované
vody.

o Roztok CaCl2 - 2 H20

Byl ptipraven navazenim 1 g CaCl2 - 2 H20 a rozpusténim v 1000 ml destilované vody.

0 Roztok NaCl

Byl pfipraven navaZenim 50 g NaCl a rozpusténim v 1000 ml destilované vody.

o Roztok biogennich aminti

Roztok biogennich aminti byl pfipraven navazenim piislusného mnozstvi biogennich amint
a jejich rozpusténim v 1000 ml destilované vody, pH roztoku bylo upraveno pomoci HCI na

6,8.

Tyramin ......cccoeeeeeevcieeenieeenieeeieeeeeenn 2g
Putrescin .......occceeveieeeiiieeieeeeeee 2g
Kadaverin ........ccccevveeiiieiienieciee 2g
Histamin .......cccooveiveiieniiiieieceeee 2g
Fenyletylamin ..........ccccoeveieeniiiinnnns 2g
Tryptamin ......cccceeeveeeviieeniieecrieeeeieeens 2¢g

0 Mineralni médium tekuté

Mineralni médium tekuté bylo pfipraveno ve dvou variantach — s biogennimi aminy a bez
biogennich amint. K pfipravé minerdlniho média byly odméteny piipravené roztoky v uve-
deném mnozstvi a doplnény do 1 litru destilovanou vodou. Médium bylo rozpipetovano po

5 ml do zkumavek a sterilizovano.

Roztok pufru KH2PO4 ........oooiiiiiieeeeeeee e 20 ml
Roztok pufru Na2HPO4 - 12 H20 ......ooovieieiieieeeeeeeeeen 80 ml
Roztok stopovych prvKil ......cccveeeviiiieiieeieeeieeeee e 2 ml

Roztok Mg(SO4) - 7 H20 ..oooiiiiiiiieieeeeeeeeeee e 10 ml



Roztok Fe(NH4)2(SO4)2 - 6 H20 ..coomerrveeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeseeseene 10 ml

Roztok CaCl2 + 2 H20 ..c..ooiiiiiiiiieieeeesiteeeeeee e 10 ml
ROZEOK NACT .....viiiiiiieeece e 10 ml
Roztok biogennich aminil ...........cccceeeeveieriieeniieeiee e 100 ml

0 Mineralni médium tuhé

Mineralni médium tuhé ma stejné slozeni jako vySe popsané minerdlni médium tekuté,
véetné pfidanych biogenni aminfi, navic byl pfiddn agar v mnozstvi 12 g-1'!. Po sterilizaci

byly ptudy rozlévany do sterilnich Petriho misek.

o Fyziologicky roztok

K ptipravé fyziologického roztoku byl pouzit chlorid sodny rozpusténim 8,5 g v 1000 ml
destilované vody. Roztok byl pipetovan do zkumavek po 4,5 ml a sterilovan v autoklavu

pii teploté 121 °C po dobu 20 minut.

4.1.4 Priprava a odbér vzorkii z potravinovych matric pro izolaci mikroorganizmi

degradujicich biogenni aminy

Z jednotlivych potravin byly do sacku steriln€ odebrany 3 g vzorku, ke kterym bylo ptidano
27 ml sterilniho fyziologického roztoku. Vzorky v sacku byly homogenizovany ve stoma-
cheru po dobu 5 minut. Néasledovné bylo zaockovéano 100 pl této suspenze do mineralniho

média s biogennimi aminy a také v médiu bez biogennich amini.

Mineralni médium tvoifi minimalni zdroj mikrobiogennich, makrobiogennich a stopovych
prvkll nutnych pro zivotni funkce mikroorganizmi. V minerdlnim médiu s biogennimi
aminy piedstavuji jako jediny zdroj uhliku a dusiku pravé biogenni aminy, které mikroorga-
nizmy schopné degradace dokazi vyuzit.
Vsechny vzorky byly kultivovany pti 30 °C a jakmile byl zaznamenan zakal (rtst) ve zku-

mavce s minerdlnim médiem s biogennimi aminy (odecty po 24, 48, 72 a 96 hodinach), vzo-

rek byl pfeockovan na tuhé mineralni médium s biogennimi aminy.



4.1.5 Identifikace izolovanych mikroorganizmu degradujicich biogenni aminy

4.1.5.1 Identifikace metodou MALDI-TOF MS

Izolované mikroorganizmy dle postupu v kapitole 4.1.4., byly dale identifikovany metodou
MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight mass
spectrometry- hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice
s pruletovym analyzatorem). Identifikace vzorkl byla provedena na Slovenské pol'nohospo-

darské univerzité v Nitre, Fakulta biotechnologie a potravinarstva (prof. Kac¢aniova).

Kultury narostlé na tuhém mineralnim médiu byly pfeockovany pomoci kiizového roztéru
k ziskani ¢isté kultury. Po 24 hodinach kultivace pti 30 °C byla kultura steriln¢ klickou ode-
brana do sterilni eppendorfkové mikrozkumavky, do které bylo ptidano 150 ul sterilni des-

tilované vody a 450 pl 96% etanolu. Ptipravené vzorky byly odeslany na identifikaci.
4.2 Ovéreni schopnosti degradace biogennich amini izolovanymi kmeny

4.2.1 Pouzité mikroorganizmy

Byly pouzity mikroorganizmy izolované z potravinovych matric dle postupu v kapitole 5.3.
Schopnost degradace biogennich aminti mikroorganizmy byla zkouméana v mineralnim mé-
diu s biogennimi aminy bez glukdzy a s glukozou.

4.2.2 Kultiva¢ni média a roztoky

Bylo pfipraveno mineralni médium s biogennimi aminy (putrescin, fenyletylamin, histamin,
kadaverin a tyramin) stejnym postupem uvedenym v kapitole 4.1.3. a mineralni médium
s biogennimi aminy a gluk6zou rozpusténim 5 g glukdézy v 1000 ml mineralniho média s bi-

ogennimi aminy. Média byla rozpipetovana do zkumavek po 5 ml a sterilovéna.

4.2.3 Priprava a odbér vzorki pro analyzu

Kmeny byly pomnozeny ve 144 zkumavkach s minerdlnim médiem s biogennimi aminy bez

glukozy a 144 zkumavkach s mineralnim médiem s biogennimi aminy a glukézou.
Degradace byla sledovana pii teploté 30 °C. Odbérové Casy byly vzdy po 24 a 48 hodinach.

Odbéry byly provedeny ve stanovenych ¢asech vzdy ve 2 paralelnich zkumavkach. Vzorky
byly centrifugovany (3600 otacek, 5 minut) a z kazdé zkumavky bylo odebrano do tfech
eppendorfkovych mikrozkumavek 650 pl supernatantu a 650 pl kyseliny chloristé (Merck)



o koncentraci 1,2 mol/l. Takto pfipravené vzorky v mikrozkumavkach byly zamrazeny a

pfipraveny pro naslednou derivatizaci.

4.2.4 Derivatizace vzorku

K pfipravenym vzorkim supernatantu bylo piidano 100 pl vnitiniho standardu 1,7-heptain-
diaminu (Sigma-Aldrich) v koncetraci 500 mg/1. Déle bylo odpipetovan 1 ml vzorku do de-
rivatizacni nadobky a pfidano 1,5 ml karbonatového pufru s pH 11,1 — 11,2 a 2 ml Cerstvé
ptipraveného dansylchloridu o koncentraci 5 g/l v acetonu. Uzaviené nadobky byly tfepany
20 hodin v temnu. Poté bylo ke vzorkiim pfidano 200 pl roztoku prolinu a vzorky byly tre-
pany dalsi hodinu. Nasledné byly ke vzorku pfidany 3 ml heptanu a po peclivém uzavieni
nadobek se vzorky tfepaly 3 minuty ru¢né. Poté bylo odpipetovano 1 ml heptanové vrstvy
do vialek. Obsah vialek byl odpaten pfi teploté 60 °C do sucha pod proudem dusiku a suchy
odparek zfedén 1,5 ml acetonitrilu (Sigma-Aldrich). Vialky byly zamrazeny na -18 °C do
doby analyzy.

4.2.5 Chromatografické stanoveni biogennich amini

Vzorky pted analyzou byly prefiltrovany pies stiikackovy filtr s porozitou 0,22 pm a dav-
kovany do chromatografického systému. Biogenni aminy byly hodnoceny pomoci mobilni
a stacionarni faze na kolon¢ Zorbax C18 RRHD s rozméry 50 x 3 mm s porovitosti 1,8 pm.
Priitok kolonou byl 0,45 ml/min. Stanoveni bylo provadéno pfi teploté 30 °C a vinové délce

254 nm (UV/VIS-DAD detektorem) [36].



5 VYSLEDKY

5.1 Izolace a identifikace mikroorganizmu degradujicich biogenni
aminy

Z 54 potravinovych matric bylo izolovano celkem 18 degradéri. Kmeny byly identifikovany
na Slovenské pol'nohospodarské univerzit€¢ v Nitre pomoci hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF na tirovni rodu a druhu. Tabulka 2 znazoriuje dosazené vysledky. Skore v roz-
mezi 0 az 3 ukazuje spolehlivost vysledné identifikace. Nulovad hodnota znaci neshodu a
hodnota 3 je naopak maximum. Identifikace na trovni druhu byla spolehlivd u tmavé zvy-
raznéné hodnoty (od 3 do 2). Svétle zvyraznénd hodnota (1,778) pak znaci spolehlivou iden-

tifikaci na Grovni rodu.

Jeden mikroorganizmus se nepodafilo touto metodou identifikovat. Pfi¢inou mohla byt kon-
taminace vzorku jinym mikroorganizmem, nizkou koncentraci mikroorganizmu nebo nepfi-

tomnosti daného spektra v knihovné (knihovny vytvaieny pro klinické izolaty).

Tabulka 2: Identifikace izolovanych mikroorganizml pomoci MALDI-TOF MS

Cislo izolatu Organizmus (nejlepsi shoda) Skoére
1. Acinetobacter pittii 2,321
2. Pseudomonas proteolytica 2,352
3. Pseudomonas fragi 2,266
4. Pseudomonas fragi 2,22
5. Pseudomonas fragi 2,127
6. Citrobacter freundii 2,423
7. Citrobacter freundii 2,278
8. Enterobacter cloacae 2,297
0. Enterobacter cloacae 2,268
10. Enterobacter cloacae 2,385
11. Escherichia coli 2,195
12. Escherichia coli 2,364
13. Escherichia coli 2,195
14. Serratia liquefaciens 2,112
15. Raoultella ornithinolytica 2,231
16. Yarrowia lipolytica 1,778
17. Candida guilliermondii 2,229




5.2 Chromatografické stanoveni ubytku BA izolovanymi mikroorga-
nizmy
Byla zkouména degradace 6 biogennich amini (TRM- tryptamin, FEM- fenyletylamin,

PUT- putrescin, KAD- kadaverin, HIM- histamin, TYM- tyramin) pomoci izolovanych de-
gradért v zavislosti na case (24 hodin, 48 hodin) a ptidavku glukozy (viz. kapitola 4.2.3).



5.2.1 Degradace biogennich aminti kmenem Acinetobacter pittii KS01

Byla sledovana degradace BA kmenem Acinetobacter pittii KS01. Z obrazku 3 je patrny
nejveétsi ubytek histaminu, ktery byl redukovan o 65 % a tyraminu zredukovaného na 40 %
jiz po 24 hodinach kultivace v mineralnim médiu s biogennimi aminy. Degradace v mine-
ralnim médiu s biogennimi aminy a glukézou byla viditelné nizsi. U histaminu doslo ke 20%
ubytku po 24 hodinach a 35% ubytku po hodindch 48. Tyramin byl degradovan pouze o
10 %. U tryptaminu a putrescinu byl zaznamenan polovi¢ni Ubytek v minerdlnim médiu
s glukézou po 48 hodinové kultivaci. Nartst detekovaného putrescinu v médiu bez glukdzy
mohl byt zptisoben kontaminaci vzorku. Ubytek tryptaminu v mineralnim médiu s biogen-
nimi aminy byl pouze 10% po 24 hodinach. Nejvyraznéjsi degradace fenyletylaminu byla

po 24 hodinach v mineralnim médiu s biogennimi aminy, a to o polovinu.
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Obrazek 3: Degradace biogennich aminli v mineralnim médiu s biogennimi aminy
(MM) a v mineralnim médiu s biogennimi aminy a glukézou (MM+glu) kmenem

Acinetobacter pittii KS01



5.2.2 Degradace biogennich aminti kmenem Pseudomonas proteolytica KS02

Z obrazku 4 je patrné, ze zkoumany kmen Pseudomonas proteolytica KS02 dokazal nejlépe
degradovat putrescin a fenyletylamin v mineralnim médiu bez gluko6zy. Po 24 hodinach do-
Slo k 45% ubytku u obou z nich. U fenyletylaminu se koncentrace po 48 hodinach snizila o
dalsich 5 %, u putrescinu doslo jesté k 15% poklesu. Jistd degradace byla zaznamenana i
v mineralnim médiu s biogennimi aminy a gluk6zou, fenyletylamin mél koncentraci 60 % a
putrescin 70 % po 24 hodinové kultivaci. Koncentrace tyraminu klesla po kultivaci v mine-
ralnim médiu s biogennimi aminy na 70 % po 24 hodinach, po dalSich 24 hodinéch byla jiz

pouze 40 %.
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Obrazek 4: Degradace biogennich aminl v mineralnim médiu s biogennimi aminy
(MM) a v mineralnim médiu s biogennimi aminy a glukézou (MM+glu) kmenem

Pseudomonas proteolytica KS02



5.2.3 Degradace biogennich aminti kmenem Pseudomonas firagi KS03

Obrazek 5 prezentuje schopnost degradace zkoumaného kmene Pseudomonas fragi KS03.
Je patrné, ze nejvétsi ubytek byl zjistén pravé u fenyletylaminu v mineralnim médiu s bio-
gennimi aminy. SniZeni ¢inilo 85 % po 24 1 48 hodinach kultivace. Koncentrace fenyletyla-
minu v minerdlnim médiu s biogennimi aminy a gluk6zou po 24 a 48 hodinové kultivaci
byla 95 %. Je tedy o€ividné, zZe ptidavek glukozy vyrazné ovlivnil schopnost degradace to-
hoto biogenniho aminu. Podobné vysledky byly zaznamenany u tryptaminu. Snizeni kon-
centrace 0 75 % v mineralnim médiu s biogennimi aminy po 24 a 48 hodinové kultivaci a
minimalni tbytek v minerdlnim médiu s biogennimi aminy a gluk6zou. Rozklad histaminu
0 80 % byl detekovan jiz po 24 hodinach v mineralnim médiu s biogennimi aminy a o 85 %
po 48 hodinach. Histamin byl redukovan o 10 % v mineralnim médiu s biogennimi aminy a
glukézou po 24 1 48 hodinach. Nejmensi schopnost kmene degradace byla pozorovana u

putrescinu. Ve vSech mineralnich médiich i ¢asech doslo k poklesu pouze 10 %.
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Obrazek 5: Degradace biogennich aminli v mineralnim médiu s biogennimi aminy
(MM) a v mineralnim médiu s biogennimi aminy a glukézou (MM+glu) kmenem

Pseudomonas fragi KS03



5.2.4 Degradace biogennich amini kmenem Pseudomonas fragi KS04

Pozorovany kmen Pseudomonas fragis KS04 mél nejvétsi schopnost degradovat tyramin
v mineralnim médiu s biogennimi aminy. Obrazek 6 zndzoriiuje 60% ubytek koncentrace po
24 1 48 hodinach. V mineralnim médiu s biogennimi aminy a glukoézou se snizila koncen-
trace tohoto aminu pouze o 20 %. Ubytek putrescinu, kadaverinu a histaminu je srovnatelny.
V minerdlnim médiu s biogennimi aminy doslo k miniméalnimu snizeni. Pouze histamin vy-
kazuje 5% tubytek po 24 1 48 hodindch. Z grafu je patrné, Ze pokles v mineralnim médiu
s biogennimi aminy a gluk6zou byl u vSech tfech biogennich aminti 20 % po 24 1 48 hodi-
nach. Fenyletylamin v mineralnim médiu s biogennimi aminy byl redukovan o 40 % po 24
i 48 hodinach. Ubytek biogenniho aminu v mineralnim médiu s biogennimi aminy a gluko-

zou byl pouze 20% po 24 i1 48 hodinach.
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Obrazek 6: Degradace biogennich amint v mineralnim médiu s biogennimi aminy
(MM) a v minerdlnim médiu s biogennimi aminy a gluk6zou (MM+glu) kmenem

Pseudomonas fragi KS04



5.2.5 Degradace biogennich amini kmenem Pseudomonas fragi KS05

Byla sledovana degradace BA kmene Pseudomonas fragi KS05. Na obrazku 7 je mozno
vidét, Ze hodnoty tryptaminu v mineralnim médiu s biogennimi aminy jsou vyssi nez pi-
vodni, coz zna¢i moznou kontaminaci. Naopak v mineralnim médiu s biogennimi aminy a
glukézou byl pozorovan ubytek o 20 % po 24 hodinach a 30% po 48 hodinach. Vyraznégjsi
ubytek koncentrace byl pozorovan u fenyletylaminu. V minerdlnim médiu s biogennimi
aminy byl po 24 a 48 hodindch pozorovana vysledna koncentrace 60 % a v mineralnim mé-
diu s biogennimi aminy a glukézou po 24 hodindch rovnéz 60 % a po 48 hodinach 70 %.
Histamin byl redukovan o 40 % v mineralnim médiu s biogennimi aminy po 24 hodinach a
po 48 hodinach o jednu polovinu. V minerdlnim médiu s biogennimi aminy s glukézou byl

pozorovan ubytek o 25 % po 24 hodinach a po 48 hodinach 40 %.
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Obrazek 7: Degradace biogennich amind v mineralnim médiu s biogennimi aminy
(MM) a v minerdlnim médiu s biogennimi aminy a glukézou (MM+glu) kmenem

Pseudomonas fragi KS05



5.2.6 Degradace biogennich amini kmenem Citrobacter freundii KS06

Na obrazku 8 je prezentovan polovicni ubytek tryptaminu, fenyletylaminu a histaminu v mi-
neralnim médiu s biogennimi aminy po 24 hodinach pomoci kmene Citrobacter freundii
KS06. Vrist hodnoty tyraminu po 24 hodinové kultivaci v mineralnim médiu s biogennimi
aminy znac¢i pravdépodobnou kontaminaci vzorku. Po 48 hodinové¢ kultivaci ve stejném mé-
diu totiz doslo ke 40% ubytku. Schopnost degradace fenyletylaminu a histaminu je patrnd i
v mineralnim médiu s biogennimi aminy a gluk6zou, ubytek ¢ini zhruba 30 %. Kmen nevy-
kazoval vyraznéjsi degradaci putrescinu a kadaverinu. Koncentrace putrescinu byla snizena
o cca 20 % a kadaverinu o 25 % po 24 hodinach v minerdlnim médiu s biogennimi aminy i

v mineralnim médiu s biogennimi aminy a glukdzou po 48 hodinach kultivace.
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Obrazek 8: Degradace biogennich amind v mineralnim médiu s biogennimi aminy
(MM) a v mineralnim médiu s biogennimi aminy a glukézou (MM+glu) kmenem

Citrobacter freundii KS06



5.2.7 Degradace biogennich amini kmenem Citrobacter freundii KS07

Zkoumany kmen Citrobacter freundii KSO7 nejlépe degradoval fenyletylamin. Jak je patrné
z grafu na obrazku 9, vysledna koncentrace 60 % byla zaznamendna jiZ po 24 hodinach kul-
tivace v mineralnim médiu s biogennimi aminy a v mineralnim s biogennimi aminy a gluko-
zou byl ubytek obdobny. Obsah histaminu se snizil o 1/3 v mineralnim médiu s biogennimi
aminy po 24 hodindch. Putrescin byl degradovan v mineradlnim médiu s biogennimi aminy
aZz po 48 hodinach a to o 30 %. Znadmky tbytku tohoto aminu byly také 20% v mineralnim

médiu s biogennimi aminy a glukoézou.
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Obrazek 9: Degradace biogennich aminli v mineralnim médiu s biogennimi aminy
(MM) a v minerdlnim médiu s biogennimi aminy a gluk6zou (MM+glu) kmenem

Citrobacter freundii KSO07



5.2.8 Degradace biogennich aminti kmenem Enterobacter cloacae KS08

Sledovana degradace biogennich aminti kmenem Enterobacter cloacae KS08 je znazornéna
na obrazku 10. K nejvét§imu ubytku tryptaminu, to o 50 % doslo v mineralnim médiu s bi-
ogennimi aminy a gluko6zou po 24 i 48 hodinach. Kmen degradoval biogenni amin v mine-
ralnim médiu s biogennimi aminy bez glukozy pouze o 15 % po 24 hodinéach a 30 % po 48
hodinach kultivace. Snizeni koncentrace fentyletylaminu na 50 % bylo zaznamenéano v mi-
neralnim médiu s biogennimi aminy po 48 hodinach a v mineralnim médiu s biogennimi
aminy a glukézou po 24 i 48 hodinach. Obdobné vysledky byly zjiStény u histaminu. Kon-
centrace putrescinu poklesla 0 40 % pouze v minerdlnim médiu s biogennimi aminy a gluko-
zou po 24 a 48 hodinach kultivace. Mirné zvyseni tohoto aminu v mineradlnim médiu s bio-
gennimi aminy mohlo byt zpiisobeno kontaminaci vzorku. Ubytek tyraminu o 1/3 byl zazna-
menan v mineralnim médiu s biogennimi aminy po 48 hodinéch a v mineralnim médiu s bi-

ogennimi aminy a glukézou po 24 i 48 hodinach.
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Obrazek 10: Degradace biogennich aminli v mineralnim médiu s biogennimi aminy
(MM) a v mineralnim médiu s biogennimi aminy a glukézou (MM+glu) kmenem

Enterobacter cloacae KS08



5.2.9 Degradace biogennich amini kmenem Enterobacter cloacae KS09

Testovany kmen Enterobacter cloacae KS09 mél nejvétsi schopnost degradace fenyletyla-
minu. Na obrazku 11 je mozno vycist z grafu, Ze v mineralnim médiu s biogennimi aminy
doslo k poklesu koncentrace po 24 hodinach o 40 % a po 48 hodinach o polovinu piivodni
hodnoty. V minerdlnim médiu s biogennimi aminy a gluk6zou byla koncentrace 70% po 24
hodinach a po 48 hodinach 50%. Ubytek koncentrace histaminu v mineralnim médiu s bio-
gennimi aminy byla po 24 hodinach 30% a po 48 hodinach 40%. V mineralnim médiu s bi-
ogennimi aminy s glukézou doslo po 24 hodinéach ke snizeni hodnoty o 20 % a po 48 hodi-
nach o 30 %. Snizeni koncentrace putrescinu bylo pouze 10% po 24 i 48 hodinach v mine-
ralnim médiu s biogennimi aminy. V mineralnim médiu s biogennimi aminy s glukézou do-
Slo pouze k zanedbatelnému ubytku po 24 hodinédch a po 48 hodinach byla hodnota stejna.
U kadaverinu mizeme pozorovat mensi narist v minerdlnim médiu s biogennimi aminy,
ktery byl pravdépodobné zpiisoben kontaminaci vzorku. AvSak po 48 hodindch kultivace je
jiz mozné pozorovat ubytek o 20 %. V minerdlnim médiu s biogennimi aminy s glukézou

poklesla hodnota koncentrace taktéz o 20 %.
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Obrazek 11: Degradace biogennich aminli v mineralnim médiu s biogennimi aminy
(MM) a v mineralnim médiu s biogennimi aminy a gluk6zou (MM+glu) kmenem

Enterobacter cloacae KS09



5.2.10 Degradace biogennich amint Enterobacter cloacae KS10

Zkoumana degradace u kmene Enerobacter cloacae KS10 byla, jak je mozné pozorovat
v grafu na obrazku 12, nejucinnéjsi u tryptaminu. V obou kultiva¢nich médiich, jak uz v mi-
neralnim médiu s biogennimi aminy a v mineralnim médiu s biogennimi aminy a gluk6zou,
byla kone¢na koncentrace biogenniho aminu snizena na jednu tfetinu. Obsah fenyletylaminu
a histaminu byl srovnatelny. U obou se kone¢ny obsah v kultiva¢nich médiich i ¢asem po-
hyboval kolem 50 %. Koncentrace tyraminu byla sniZena v minerdlnim médiu s biogennimi
aminy po 24 hodinach na 70 %, po 48 hodinach na 75 % a v mineralnim médiu s biogennimi
aminy s gluk6zou byla hodnota jednu tietinu nizsi po 24 hodinéach a témét o polovinu po 48

hodinach.

100,0
90,0
80,0
70,0

60,0 @24h (MM)

50,0 H 48h (MM)

40,0 Il 24h (MM+glu)
i 48h (MM+glu)
30,0

Obsah biogennich amint [%]

20,0

10,0

0,0 [ -
TRM FEM PUT KAD HIM TYM

Obrazek 12: Degradace biogennich amintl v mineralnim médiu s biogennimi aminy
(MM) a v mineralnim médiu s biogennimi aminy a glukézou (MM+glu) kmenem

Enterobacter cloacae KS10



5.2.11 Degradace biogennich amini kmenem Escherichia coli KS11

Testovany kmen Escherichia coli KS11 vykazoval nejvétsi schopnost degradace fenyletyla-
minu. Z obrazku 13 je patrné, Ze po kultivaci v mineralnim médiu s biogennimi aminy byla
jeho koncentrace snizena na jednu desetinu po 24 1 48 hodinach. Obsah v mineralnim médiu
s biogennimi aminy s glukézou byl po 24 hodinach 70% a po 48 hodinach polovi¢ni. Schop-
nost bakterie degradovat putrescin, kadaverin a histamin byla srovnatelna. V mineralnim
médiu s biogennimi aminy mikroorganizmus dokéazal redukovat mnozstvi na 35 % po 24 1
48 hodinach kultivace. Koncentrace v minerdlnim médiu s biogennimi aminy s glukézou
byla po 24 hodinach 90 % a po 48 hodinach u putrescinu polovi¢ni, kadaverinu a histaminu
60 %. Naopak nejnizsi i¢innost degradace byla pozorovana u tyraminu. Jeho obsah byl v mi-
neralnim médiu s biogennimi aminy po 24 i 48 hodinach 90% a v minerdlnim médiu s bio-

gennimi aminy s glukézou po 24 hodinach taktéz 90% a po 48 hodinach 70%.
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Obrazek 13: Degradace biogennich aminli v mineralnim médiu s biogennimi aminy
(MM) a v minerdlnim médiu s biogennimi aminy a gluk6zou (MM+glu) kmenem

Escherichia coli KS11



5.2.12 Degradace biogennich amini kmenem Escherichia coli KS12

Schopnost degradace BA kmenem Escherichia coli KS12 je patrna na obrazku 14. Nejvice
snizena koncentrace byla u fenyletylaminu v mineralnim médiu s biogennimi aminy. Po 24
a 48 hodinéch byla hodnota sniZzena o 60 %. Velmi sniZzend schopnost mikroorganizmu de-
gradovat biogenni aminy je viditelna v minerdlnim médiu s biogennimi aminy a glukézou.
Ubytek biogennich amintl v tomto médiu byl priméré kolem 5 %. U putrescinu je patrny
maly narist, jenZ muze byt zplisoben kontaminaci. Jedinym biogennim aminem, u které¢ho
byl zaznamenan vétsi pokles koncentrace, je fenyletylamin. Cini 20 % po 24 i 48 hodinach.
Histamin byl degradovan v mineradlnim médiu s biogennimi aminy na polovinu piivodni
hodnoty jiz po 24 hodinéach a po 48 hodinach na 35 %. Koncentrace tryptaminu byla snizena
na polovi¢ni hodnotu po 24 1 48 hodinach. Tyramin vykazoval menSich hodnot po 48 hodi-

nové kultivaci a to 40 %.
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Obrazek 14: Degradace biogennich aminli v mineralnim médiu s biogennimi aminy
(MM) a v minerdlnim médiu s biogennimi aminy a gluk6zou (MM+glu) kmenem

Escherichia coli KS12



5.2.13 Degradace biogennich aminti kmenem Serratia liquefaciens KS13

Sledovana degradacni schopnost kmene Serratia liqguefaciens KS13 je znazornéna na ob-
razku 15. K nejvétsimu ubytku koncentrace doslo u putrescinu v mineralnim médiu s bio-
gennimi aminy a glukézou - o 75 % po 48 hodinach, po 24 hodinéch byl obsah putrescinu
snizen o 25 %. V minerdlnim médiu s biogennimi aminy byl ubytek zanedbatelny. Dal§im
nejvice degradovanym biogennim aminem byl fenyletylamin. Jeho koncentrace byla v mi-
neralnim médiu s biogennimi aminy po 24 i 48 hodinach 60%. V mineralnim médiu s bio-
gennimi aminy a glukézou po 24 hodinach 55% a 48 hodinach 45%. Obsah tyraminu v mi-
neralnim médiu s biogennimi aminy byl po 24 i 48 hodindch 70%. V minerdlnim médiu

s biogennimi aminy a gluk6zou po 24 hodinach 80% a po 48 hodinach 70%.
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Obrazek 15: Degradace biogennich amintl v mineralnim médiu s biogennimi aminy
(MM) a v mineralnim médiu s biogennimi aminy a glukézou (MM+glu) kmenem

Serratia liqguefaciens KS13



5.2.14 Degradace biogennich aminti kmenem Raoultella ornithinolytica KS14

Obrazek 16 prezentuje degradaci biogennich aminli zkoumanym kmenem Raoultella or-
nithinolytica KS14. Zbyvajici koncentrace tryptaminu a fenyletylaminu v mineralnim médiu
s biogennimi aminy byla 40 % po 24 1 48 hodinov¢ kultivaci. V mineralnim médiu s biogen-
nimi aminy a gluk6zou doslo po 24 hodinach k poklesu koncentrace tryptaminu o polovinu
a po 48 hodinach o 60 %, obsah fenyletylaminu byl snizen o 40 % po 24 hodinach a po 48
hodinach o polovinu. Histamin byl redukovan v mineralnim médiu s biogennimi aminy po
24 hodinach na zbyvajici hodnotu 40 % a po 48 hodinach na 30 %. Degradace byla omezena
v mineralnim médiu s biogennimi aminy a gluk6zou. Po 24 hodinach doslo k 30% ubytku
biogenniho aminu a po 48 hodinach k 55% snizeni. Bakterie méla nizkou schopnost rozkla-
dat putrescin. Z grafu je patrné, Ze po kultivaci v mineralnim médiu s biogennimi aminy po
24 1 48 hodinach doslo pouze k 10% snizeni obsahu a v mineralnim médiu s biogennimi
aminy a glukoézou po 24 hodinach byla koncentrace stejna, avsak po 48 hodinach ¢inila ko-

ne¢né koncentrace hodnotu 40 %.
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Obrazek 16: Degradace biogennich amintl v mineralnim médiu s biogennimi aminy
(MM) a v mineralnim médiu s biogennimi aminy a glukézou (MM+glu) kmenem

Raoultella ornithinolytica KS14



5.2.15 Degradace biogennich amini kmenem Micrococcus luteus KS15

Obrazek 17 znazoriuje schopnost kmene Micrococcus luteus KS15 degradovat biogenni
aminy. Koncentrace tryptaminu a fenyletylaminu v mineralnim médiu s biogennimi aminy
byla v obou ptipadech sniZena na 30 % po 24 i1 48 hodinach. Obsah tryptamin v mineralnim
médiu s biogennimi aminy a glukoézou byl po 24 hodinach 70%, po 48 hodinach ve stejném
médiu byl 55% a stejna hodnota byla také u fenyletylaminu po obou dobach kultivace. Obsah
putrescinu a kadaverinu byl sniZzen na 15 % v mineralnim médiu s biogennimi aminy po 24
1 48 hodinach. V minerdlnim médiu s biogennimi aminy a gluk6ézou byl kone¢ny obsah 60
hodnotu 5 % po 24 hodindch v minerdlnim médiu s biogennimi aminy. Po 48 hodinach byla
koncentrace 15 %. V mineralnim médiu s biogennimi aminy a gluk6zou byl obsah biogen-
niho aminu zna¢né vyssi. Po 24 hodinédch byla hodnota 90% a po 48 hodinach 70%. Tyramin
v mineralnim médiu s biogennimi aminy dosahoval 20% koncentrace po 24 i 48 hodinach
kultivace a v mineralnim médiu s biogennimi aminy a glukézou mél koncentraci 80 % po

24 1 48 hodinach.
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Obrazek 17: Degradace biogennich amintl v mineralnim médiu s biogennimi aminy
(MM) a v mineralnim médiu s biogennimi aminy a gluk6zou (MM+glu) kmenem

Micrococcus luteus KS15



5.2.16 Degradace biogennich amini kvasinkou Yarrowia lipolytica KS16

Byla sledovana degradace biogennich aminti kvasinkou Yarrowia lipolytica KS16. Nejvyssi
sniZeni koncentrace je vidét na obrazku 18 u histaminu. Bylo rozloZeno 60 % tohoto aminu
v mineralnim médiu s biogennimi aminy po 24 hodinach i 48 hodinach. V mineralnim médiu
s biogennimi aminy a glukozou doslo ke 20% poklesu po 24 i 48 hodinach. Vysledna kon-
centrace tryptaminu a fenyletylaminu byla srovnatelna. V minerdlnim médiu s biogennimi
aminy po 24 i 48 hodinéch se snizila na polovinu. V mineralnim médiu s biogennimi aminy
a glukézou zistalo 80 % tryptaminu po 24 i 48 hodinach a 75 % fenyletylaminu po 24
hodinach a 70 % po 48 hodindch. Doslo k mirnému nartstu putrescinu v mineralnim médiu
s biogennimi aminy po 24 hodinach. Zvyseni mohlo byt zptisobeno kontaminaci vzorku. Byl
vSak degradovéan v minerdlnim médiu s biogennimi aminy a glukézou na vyslednou koncen-

traci 70 % po 24 1 48 hodinéch.
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Obrazek 18: Degradace biogennich amintl v mineralnim médiu s biogennimi aminy
(MM) a v mineralnim médiu s biogennimi aminy a glukézou (MM+glu) kvasinkou

Yarrowia lipolytica KS16



5.2.17 Degradace biogennich amint kvasinkou Candida guilliermondii KS17

Schopnost kvasinky Candida guilliermondii KS17 degradovat tryptamin je patrna z obrazku
19. V minerdlnim médiu s biogennimi aminy dokazala snizit obsah biogenniho aminu o
60 % po 24 hodinach a 65 % po 48 hodinach. Obsah tryptaminu zlstal naopak v mineralnim
médiu s biogennimi aminy a gluk6zou beze zmény. Koncentrace fenyletylaminu byla sni-
zena o 55 % v mineradlnim médiu s biogennimi aminy po 24 a 48 hodinach. V mineralnim
médiu s biogennimi aminy a gluk6zou byl obsah niz8i o0 30 % po 24 1 48 hodinach. Histamin
byl sniZen o0 30 % v mineralnim médiu s biogennimi aminy po 24 hodinach, po 48 hodinach

0 20 % a v mineralnim médiu s biogennimi aminy a glukézou o 10 %.
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Obrazek 19: Degradace biogennich aminti v mineralnim médiu s biogennimi aminy
(MM) a v mineralnim médiu s biogennimi aminy a glukézou (MM+glu) kvasinkou

Candida guilliermondii KS17



5.2.18 Srovnani degradace biogennich amini izolovanymi kmeny

Nejvetsi schopnost degradace tryptaminu mél kmen Micrococcus luteus KS15. V mineral-
nim médiu s biogennimi aminy doslo ke snizeni vysledné koncentrace na 30 % po 24 1 48
hodinach. Enterobacter cloacae KS10 rovnéz snizil vysledné mnozstvi biogenniho aminu

na 30 %, ale v obou mineralnich médiich i kultiva¢nich ¢asech.

Fenyletylamin byl nejlépe rozlozen kmenem Escherichia coli KS11 v mineralnim médiu
s biogennimi aminy po 24 148 hodinach, a to na vysledny obsah jednu desetinu. Micrococcus
luteus KS15 degradoval fenyletylamin ve stejném médiu 1 kultivacnich ¢asech na vyslednou

hodnotu 30 %.

Kmen Serratia liquefaciens KS13 snizil koncentraci putrescinu v mineralnim médiu s bio-
gennimi aminy a glukézou na jednu ¢tvrtinu po 48 hodinach kultivace. Micrococcus luteus
KS15 degradoval biogenni amin na 15 % po 24 1 48 hodinach v mineralnim médiu s biogen-
nimi aminy.

Vyslednd nejnizs$i koncentrace kadaverinu byla zaznamenana u kmenu Escherichia coli

KS11 po kultivaci v mineradlnim médiu s biogennimi aminy po 24 i 48 hodinach. Kone¢na

hodnota ¢inila 35 %. Micrococcus luteus KS15 snizil koncentraci aminu o 85 %.

Koncentrace histaminu byla snizena na vyslednou hodnotu 35 % pomoci kmene Acineto-
bacter pittii KSO1 a Escherichia coli KS11 po 24 hodinové kultivaci v mineradlnim médiu
s biogennimi aminy. Micrococcus luteus KS15 dokonce snizil vysledny obsah histaminu ve

stejném médiu a kultivaénim case na 5 %.

v

vaci v minerdlnim médiu s biogennimi aminy u kmene Acinetobacter pittii KSO01. Micro-
coccus luteus KS15 snizil obsah biogenniho aminu na 20 % ve stejném médiu jako u pted-

choziho kmene, ale po kultiva¢nim ¢ase 24 i1 48 hodin.



6 DISKUZE

Fermentované potraviny a napoje maji velké predispozice k vysoké akumulaci biogennich
amind, které se stavaji nezddoucimi az nebezpecnymi ke zdravi konzumentt. Jejich Castymi
producenty jsou bakterie mlééného kvaseni (kmeny rodt Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, atd.) a gramnegativni bakterie, které se stavaji kontaminanty. Nutno ale po-
dotknout, ze nizké koncentrace BA plni diilezitou metabolickou funkci v lidském organizmu
— zvlasté v nervovém systému a kontrole krevniho tlaku. Fenyletylamin a tyramin zptsobuji
zvyseni krevniho tlaku, a naopak histamin jej snizuje. Histamin plni biologickou funkci,
ktera slouzi jako primarni mediator okamzitych ptiznakli zaznamenanych pii alergickych
reakcich. Reakce jsou ptfikladem toxického potencialu histaminu. Ackoliv jiné biogenni
aminy jsou mnohem mén¢ toxické nez histamin, sekundarni aminy (agmatin, spermidin,
spermin) mohou tvofit nitrosaminy reakci s dusitanem a tvofit tak karcinogenni slouceniny

[2,5].

Existuje mnoho faktorii ovliviiujicich vyskyt BA. Mikroorganizmy zptsobujici jejich tvorbu
mohou byt inhibovany vysokym tlakem, pouZitim potravinaiskych ptidatnych latek, obalo-
vym materidlem atd. Bohuzel ne vzdy je mozné faktory ovlivnit sniZeni produkce BA. Navic
Jiz vytvofené BA neni mozno odstranit. Pfikladem jsou syry vyrobené z tepelné¢ neoSetie-
ného mléka. Nicméné z diivodu negativniho piisobeni BA na lidsky organizmus se jejich
detekci zabyva mnoho studii. Na zékladé faktu, Ze aminooxidaza je zodpovédna za detoxi-
kaci BA, byla zjisténa alternativa v podobé¢ aplikace mikroorganizmu obsahujicich tento en-

zym [2].

Cilem prvniho experimentu bylo izolovat mikroorganizmy degradujici biogenni aminy
z riznych potravinovych matric a nasledné je identifikovat. Izolace byla provedena na za-
klad¢ kultivace v minerdlnim médiu obohaceném o biogenni aminy, které predstavovaly
zdroj dusiku a uhliku, a také v mineradlnim médiu s biogennimi aminy a gluk6zou, kde zdroj
uhliku pfedstavovala pravé glukéza. Identifikace byla provedena pomoci instrumentélni fe-

notypové metody MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.

Uspé&sné identifikovanych mikroorganizma pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie
bylo 17, patfily mezi n€ zastupci gramnegativnich rodt Acinetobacter, Pseudomonas, Citro-
bacter, Enterobacter, Escherichia, Serratia, Raoutella, grampozitivni Micrococcus a kva-

sinky rodt Yarrowia a Candida.



Izolaci mikroorganizmii degradujicich biogenni aminy z potravinovych matric se také zaby-
vala fada studii. Byli izolovani degradéti z vina, naptiklad Lactobacillus plantarum J16 a
Pediococcus acidilactici CECT 5930. M¢li vysokou predispozici k degradaci putrescinu.
Doslo az k 41 % snizeni béhem 1 tydne. Nekteré kmeny Lactobacillus sakei a Lactobacillus

curvatus izolované z makrelové pasty byly schopny degradace histaminu [18].

Déle se podafilo izolovat kvasinku Geotrichum candidum z Munster syru, ktera dokazala po

12 dnech zrani snizit obsah tyraminu [25].

Byl proveden vyzkum, kdy se podafilo izolovat n€kolik riznych kmentli degradujicich tyra-
min a histamin z riznych potravinovych matric, napiiklad 33 kment Lactobacillus planta-
rum, 12 kmena Lactobacillus sake, ¢tyti kmeny Lactobacillus pentosus, dva kmeny Lacto-
bacillus faciminis, jeden Lacobacillus curvatus, Lactobacillus kandleri, Lactobacillus kefir,

Lactobacillus mali [6].

V ramci druhého experimentu bylo tkolem ovéfit schopnosti degradace vybranych biogen-
nich aminl izolovanymi kmeny v minerdlnim médiu s biogennimi aminy a v mineralnim
médiu s biogennimi aminy a glukézou. Nejlep$im degradérem vSech zkoumanych biogen-
nich amint byl Microccocus luteus KS15. Snizil koncetraci BA nejméné o 70 % a nejvice
pak degradoval histamin, jehoz kone¢na hodnota Cinila 5 % po 24 hodinach v mineralnim
médiu s biogennimi aminy. Po 48 hodinach byla koncentrace 15 %. V mineralnim médiu
s biogennimi aminy a glukdzou byl obsah biogenniho aminu zna¢né€ vyssi. Mikroorganizmus
se rovnéz podaftilo izolovat z vina ve studii Callejon a kol. [18], ktefi zjistili schopnost de-
gradace tyraminu. Dal$im dobte degradujicim mikroorganizmem byl Pseudomonas fragi
KSO03. Jeho schopnost byla nejlepsi v mineralnim médiu s biogennimi aminy po 24 1 48 ho-
dinédch. Tento kmen sniZil koncentraci tryptaminu, fenyletylaminu a histaminu vZdy o mini-
malné 3/4. Kmen Escherichia coli KS11 dokazal sniZit koncentraci fenyletylaminu v mine-
ralnim médiu s biogennimi aminy o 90 % a koncentraci putrescinu, kadaverinu a histaminu

0 60 %. Zbylé kmeny mikroorganizmii degradovaly biogenni aminy mén¢.

Byla provedena studie, pii které¢ byly izolovany kmeny Staphylococcus carnosus FS19 a
Bacillus amyloliquefaciens FS05 z rybi omacky. Vykazovaly aminooxiddzovou aktivitu a
byly pouzity jako startérové kultury. Dokdzaly snizit koncentraci histaminu o 27,7 % a
15,4 %. Po 120 dnech fermentace byla celkovd koncentrace biogennich amini niZsi o

15,9 % a 12,5 % ve vzorcich v porovnani s t¢émi kontrolnimi [22].



Byla zkouména schopnost kmene Lactobacillus plantarum ZY-40 redukovat akumulaci bi-
ogennich amint béhem fermentace rybi klobdsy. Inokulace uvedenym mikroorganizmem
zpusobila rapidni pokles pH a vznik volnych aminokyselin, rovnéz byl potlacen riist neza-
doucich mikroorganizmt kmene Pseudomonas a také enterobakterii. Lactobacillus planta-
rum ZY-40 byl schopny snizit koncentraci putrescinu a kadaverinu o vice nez 70 %, ale

nezpusobil zménu koncentrace tyraminu [34].

Dosazené vysledky nabizi potencialni moznosti vyuziti mikroorganizmti degradujicich bio-
genni aminy v potravinaistvi. Schopnost degradérii je zvlasté Zadana v oblastech, kde se
tvorba BA neda zastavit jinymi preventivnimi faktory. Prakticka ¢ast této prace, ale i nékteré
dalsi publikace dokazuji pozitivni vysledky snizovani obsahu BA u druhu Micrococcus lu-
teus. Mikroorganizmus je obligatn€ aerobni grampozitivni kok vyskytujici se v riznych pro-
sttedich, naptiklad ve vod¢ a plidé, ale také na lidské kiizi, v mléénych i dalSich ZivociSnych
produktech a v pivu [35]. Byla provedena studie, pti které byla zjisténa antimikrobialni ak-
tivita Micrococcus luteus proti patogentim, jako je naptiklad Salmonella Typhimurium, Lis-
teria monocytogenes a Escherichia coli [35]. Diky nizké okyselujici aktivité¢ v médiu miize
byt tento organizmus vyuzit v produktech, kde je Zadouci hodnota pH blizké neutrdlnimu,
naptiklad v n€kterych mléénych vyrobcich. Mohla by tedy byt vyuZzita schopnost, jak uz

degradovat biogenni aminy, tak i snizovat koncentrace vyskytujicich se patogent.



ZAVER

Bakalafska prace byla zaméiena na biogenni aminy a izolaci mikroorganizmu degradujicich

tyto latky. V ramci praktické Casti se podaiilo izolovat degradéry, nasledné je identifikovat

a rovnéz overit jejich schopnost snizovani koncentrace BA.

Na zédkladé dosazenych vysledkt lze uvést, Ze:

z 54 potravinovych matric bylo celkem izolovano 18 degradérli, coz znaci pomérné
nizké zastoupeni mikroorganizmu degradujicich biogenni aminy v potravinach. Mi-
neralni médium ma nizs§i koncentraci Zivin, coz mize rovnéz zpusobit problémy
s izolaci,

podafilo se identifikovat pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie 17 degra-
déra,

stanovenim ubytku koncentrace biogennich aminti metodou HPLC byla u vSech 17
izolovanych mikroorganizmu potvrzena schopnost degradace,

jediny zdroj dusiku a uhliku v mineralnim médiu s biogennimi aminy pfedstavovaly
pravé biogenni aminy,

u jednolivych 1zolatl byla zaznamenana rozdilna schopnost degradace BA,
ptidavek glukozy vyrazné ovlivnil schopnost degradace biogennich amind, protoze
plnil Glohu jediného zdroje uhliku pro mikroorganizmy, v médiu s glukézou byla u
veétsSiny kment zjisténa nizsi schopnost degradace biogennich amind

izolat identifikovany jako Micrococcus luteus KS15 vykazoval nejlepsi schopnost
snizeni biogennich aminti, a to o 70 %, nejvice pak degradoval histamin, jehoz ko-
necnd hodnota ¢inila 5 % po 24 hodinové kultivaci v minerdlnim médiu s biogennimi

aminy.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
BA Biogenni aminy.
BMK Bakterie mlé¢ného kvaseni.

DAO Diaminooxidaza.
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