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ABSTRAKT

Cilem této studie bylo zjistit vliv vybranych faktorti (pH, koncentrace NaCl, teplota, médi-
um) na schopnost degradace vybranych biogennich aminti dvou bakterii (B. subtilis 23 a
B. pumilus 26). Bylo zjisténo, ze hodnota pH neovliviiuje degrada¢ni aktivitu t€chto kme-
nu, naproti tomu koncentrace NaCl, teplota a slozeni kultivatniho média ovliviiuji vy-
znamn¢ schopnost degradace aminli testovanych bakterii. V optimélnich podminkéch
(30 °C, pH 7, 0 % NaCl) snizil B. subtilis 23 obsah tyraminu o 60 % po 48 hodinové¢ kulti-

vaci.

Kli¢ova slova: biogenni aminy, degradace, rod Bacillus

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate effect of selected factors (pH, NaCl concentration,
temperature, medium) on degrading activity of two microorganisms (B. subtilis 23 and
B. pumilus 26) There is no effect of pH values on degrading activity of B. subtilis 23 and
B. pumilus 26. On the other hand NaCl concentration, temperature and medium effected
ability to degrade biogenic amines significantly. B. subtilis 23 exhibited highest histamine-
degrading activity in optimal conditions (30 °C, pH 7, 0 % NaCl). B. subtilis 23 reducted

histamine contents by 60 % for 48 hours of incubation.

Keywords: biogenic amines, degradation, genus Bacillus
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UvVOD

Problematikou biogennich aminti se zabyva spousta autorti, jednim z hlavnich diivodi je
jejich neptiznivy vliv na zdravi ¢loveéka. Vysoké koncentrace téchto latek mohou lidé ne-
védomky piijimat potravou. Typickymi piedstaviteli potravin, jez obsahuji biogenni aminy
ve velké mife, jsou fermentované zeleninové vyrobky a uzeniny, syry, pivo, vino a mnohé
dalsi. Jedna se o potraviny, které jsou uzivany témeét kazdodenné. Je tedy zadouci elimino-
vat mnozstvi téchto Skodlivych latek v potravinach a vyhnout se tak neptiznivym u¢inklim,

které mohou biogenni aminy zpusobit.

Tato prace je zaméfena na moznosti snizeni obsahu biogennich aminii prostfednictvim mi-
kroorganismti s aminooxidasovou aktivitou, jejich ikolem je degradace amint, jez do po-
traviny vstupuji soucasné s pouzitymi surovinami, popiipadé degradace biogennich amin,
které vznikaji pfi procesu vyroby potraviny. Tato metoda nepatii mezi bézné pouzivané
postupy v praxi, protoze neni jest€¢ kompletné prostudovana a popsédna. Pfi aplikaci této
metody se mizeme setkat s moznymi problémy, jako jsou nehostinné podminky pro dany
mikroorganismus s aminooxidasovou aktivitou, které mohou pfi procesu vyroby vzniknout.
Jedna se ptfedev§im o nevhodné pH prosttedi, ptili§ vysoké koncentrace chloridu sodného,
kdy chlorid sodny je nedilnou soucasti témét kazdé potraviny, tudiZ se jedna o vyznamny
faktor, jehoz vliv na schopnost degradace organismu s aminooxidasovou aktivitou musi byt
prostudovan. Pouzité aminooxidasové kultury mohou byt inhibovany také vysokymi teplo-
tami. VIiv vSech téchto faktor byl popsan v této diplomové praci, pfiCemz experimenty
byly provedeny in vitro. Pro ovéfeni vhodnosti této metody pii pouziti v potravinaiském

pramyslu je nutné provést dalsi studie a to v redlném vzorku potraviny.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

11

I. TEORETICKA CAST
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1 BIOGENNI AMINY

Z chemického pohledu jsou biogenni aminy nizkomolekuldrni dusikaté slouceniny
s alifatickou, heterocyklickou, aromatickou strukturou odvozené od aminokyselin. Tyto
latky se ptirozené vyskytuji v rostlinnych, zivoc¢isnych i mikrobidlnich buiikach, kde plni

vyznamné metabolické a fyziologické funkce (Cunha et al., 2017; KoSmerl et al., 2013).

1.1 Vznik biogennich amint

Biogenni aminy nejcastéji vznikaji mikrobidlni dekarboxylaci odpovidajicich aminokyselin
v cytoplasmé, kterd je katalyzovéana specifickymi enzymy (aminokyselinové dekarboxyla-
sy). Aminokyseliny se do cytoplasmy dostavaji antiportem s aminy, kdy je do bunky piene-
sena aminokyselina vyménou za biogenni amin, ktery je uvolnén do prostiedi (Benker-
roum, 2016). Naptiklad z aminokyseliny histidin vznika za pritomnosti histidindekarboxy-
lasy odsStépenim molekuly oxidu uhli¢itého histamin (Obr. ). Obdobnym zptisobem vzni-
kaji 1 ostatni aminy (7ab. I). T€kavé aminy, s vyjimkou fenyletylaminu, vznikaji transami-
naci z odpovidajiciho aldehydu nebo ketonu (KoSmerl et al., 2013; Nowak a Czyzowska,

2011).

0 GO,
N N
o e
H NH, H NH,
histidin histamin

Obr. 1 Dekarboxylace histidinu (Kosmerl et al., 2013)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

Tab. 1 Prekursory biogennich aminu a jejich struktura (Cunha et al., 2017)

Aminokyselina Amin Struktura
Lysin Kadaverin
Ornitin Putrescin Alifaticka
Arginin Agmatin
Histidin Histamin

Heterocyklicka
Tryptofan Tryptamin
Tyrosin Tyramin

Aromaticka
Fenylalanin Fenyletylamin

Dekarboxylasy mohou byt syntetizovany kmeny nékterych mikroorganismli odpovédnych
za kazeni potravin, poptipad¢ kultur, jez jsou pouzity pii vyrobé¢ fermentovanych potravin.
Z tohoto hlediska je nesmirné dilezitd mikrobidlni Cistota pouzitych surovin, zachovani
vhodnych podminek pti skladovani surovin, spravna vyrobni a hygienicka praxe pii samot-
né vyrob€ potravin. Dodrzovanim téchto pravidel mizZe byt snizeno riziko nadmérné pro-
dukci amina (Herrero et al., 2016; Nowak a Czyzowska, 2011). Schopnost dekarboxylace
jedné nebo vice aminokyselin byla prokdzana u rdznych kment rodl Bacillus, Citrobacter,
Clostridium, Klebsiella, Escherichia, Hafnia, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Shigella,
Photobacterium, Streptococcus, Enterococcus, Vibrio (Nowak a Czyzowska, 2011; Sanli a
Senel, 2015). Za casté producenty biogennich aminil jsou povazovany také bakterie mléc-
ného kvaSeni (napt. Lactobacillus, Pediococcus, Enterococcus, Oenococcus), jednd se
0 gram-pozitivni, nesporulujici bakterie, které jsou schopny produkovat kyselinu mlécnou
jakoZzto konecny produkt fermentace sacharidi. Mezi konkrétni druhy schopné produkce
aminl patii napt. Lactobacillus hilgardii, Lb. brevis, Lb. buchneri, Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus, Lb. acidophilus, Lb. helveticus, Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. plantarum, Oeno-

coccus oeni (KoSmerl et al., 2013).
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1.2 Vliv amini na organismus

Biogenni aminy se pfirozen¢ ucastni metabolickych a fyziologickych funkci zivych orga-
nismil. V lidském téle se podili na regulaci télesné teploty, pH Zaludku (pomoci sekrece
HCI), ovlivilyji imunitni systém, rtst a diferenciaci bun€k, jsou soucasti prekursorti hor-
monit, funguji jako neurotransmitery. Spermin, spermidin a putrescin jsou soucasti DNA,
RNA a proteint, podileji se na rtstu, stabilizaci membran a prevenci stdrnuti organismu
(Kosmerl et al., 2013). VSechny tyto d&je probihaji za ptitomnosti nizké koncentrace amini
v téle. Ve vysokych koncentracich mohou ohrozit zdravi, obzvlasté u citlivych jedinci

(Cunha et al., 2017; Kosmerl et al., 2013).

Nejcastéji se v potravinach vyskytuji tyramin a histamin, tyto aminy jsou také jedny z nej-
hlavy, migrénami, neurologickymi poruchami, zvracenim, poruchami dychani, hypertenzi.
Mezi projevy otrav histaminem patii vyrazka, koptivka, otoky, buseni srdce, zvraceni, pri-
jem, hypotenze, neptiznivé respiracni ptiznaky, navaly horka (Rio et al., 2017; Sanli a
Senel, 2015). Tyramin a histamin vykazuji schopnost cytotoxicity, kdy byl podle Rio et al.
(2017) potvrzen 1 jejich vzajemny synergicky efekt. Nizké koncentrace jednotlivych latek
(tyraminu a histaminu) nemaji na buiikky vyznamny vliv, avsak jejich kombinaci dochézi ke
zméné morfologie a sniZzeni poctu bunék. Synergicky efekt histaminu a tyraminu by m¢l
byt bran v uvahu pfi stanoveni limitnich koncentraci téchto latek v potravinach legislativou

(Redruello et al., 2017; Rio et al., 2017).

Podle Ignatenko et al. (2006) by mohl mit putrescin vliv na zvySenou tvorbu adenomi.
Jedna se o nadory Zlazoveho epitelu, které jsou nezhoubné, ale mize dojit k jejich maligni-
zaci, a proto je nutné jejich odstranéni.

Dal$im rizikem spojovanym s biogennimi aminy je jejich schopnost reagovat s dusitany za

vzniku N-nitrosamint, které jsou karcinogenni (Nowak a Czyzowska, 2011).

1.3 Vyskyt biogennich amint v potravinach

Pfirozen¢ se biogenni aminy vyskytuji v nékterych druzich ovoce a zeleniny, rybach a ry-

bich vyrobcich. Aminy jsou v nadmérné miie tvofeny béhem starnuti a skladovani potravin
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¢1 surovin a hlavné v potravinach, u nichz probihaji fermentacni procesy (Kosmerl et al.,

2013, Sanli a Senel, 2015).

Obsah biogennich aminl v potravindch mize byt ovlivnén také pouzitym obalovym mate-
ridlem. Dlikazem muze byt materidl OVTENE, jez obsahuje uhliitan vapenaty, mastek,
oxid titanicity, tyto suroviny jsou spojeny pomoci HDPE pryskyfice, diky své struktuie
nepropousti kapaliny, ale plyny ano. OVTENE ma schopnost vétsi inhibice mikroorganis-
mu nez ostatni pouzivané materialy (papir + polyetylen, sklo, hlinik, vakuové baleni), vcet-
n¢ dekarboxylasa-pozitivnich bakterii a tim nedochdzi k takové produkci biogennich aminti

(Loizzo et al., 2016).

1.3.1 Maso a masné vyrobky

Béhem zrani mastnych vyrobki jsou proteiny podrobeny degradacnim procesiim. Nejprve
vznikaji vetsi peptidy, ty jsou $tépeny na oligopeptidy, které jsou nasledné stépeny na volné
aminokyseliny, tyto mohou byt dale katabolizovany za vzniku amoniaku, a-ketokyselin,
metylketonli, amin. Mezi bakterie izolované z masa, jeZz maji dekarboxylasovou aktivitu,
patii zastupci Celedi Enterobacteriaceae (Hafnia alvei, Serratia liquefaciens, Proteus vul-
garis, Klebsiella terrigena, Salmonella arizonae, Escherichia coli), kteti produkuji vy-

znamné mnozstvi putrescinu a kadaverinu (Lorenzo et al., 2010).

Bakterie Brochothrix thermosphacta, 1zolovand z masa a masnych vyrobki, je schopna
produkce malého mnoZstvi histaminu a tyraminu. Zajimavosti je, Ze B. thermosphacta
podporuje tvorbu biogennich aminii doprovodné mikroflory v téchto vyrobceich, to je dano
aktivaci lysindekarboxylasy u gram-negativnich bakterii rodi Escherichia a Pseudomonas,
produkované B. thermosphacta okyselujici prostiedi. Na to E. coli reaguje zvySenou pro-
dukci zasaditého kadaverinu, ktery neutralizuje pH. Jedna se o obranny mechanismus
E. coli, kdy dochézi k aktivaci Cad systému, ktery je sloZen ze 3 proteinl: regulacniho
CadC, transportniho CadB a enzymatického CadA (lysindekarboxylasa). Aktivita tohoto
enzymu je pii pH 5,5 asi dvakrat vyssi nez pii pH 6 a pii pH 7 je aktivita téméf nulova
(Nowak a Czyzowska, 2011).

Dal8im faktorem, ktery ovliviiuje obsah biogennich aminti v masnych vyrobcich, je kon-

centrace soli. S ohledem na zdravi konzumentl je snaha snizovat ptijem sodiku z potravin.

Snizeni koncentrace soli v masnych vyrobcich vSak podle Laranjo et al. (2017) vede k na-
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rustu obsahu biogennich amind ve vyrobku. To je zplisobeno zvySenou ¢innosti mikroor-
ganismil s dekarboxylasovou aktivitou. Pro vyrobu fermentovanych potravin se snizenym
obsahem soli je vhodné pouzit startérovou kulturu se schopnosti inhibovat mikroorganismy

s dekarboxylasovou aktivitou.

1.3.2  Syry

Syry jsou vhodnym prostfedim pro tvorbu biogennich amini, protoze obsahuji bilkoviny,
enzymy, kofaktory, vodu a mikroorganismy. I kdyZ vyskyt biogennich amin v mléce je
nizky, jejich koncentrace v syrech je o poznani vyssi. Pii vyrobé syru je jednou ze zasad-
nich Cinnosti pfidavek startérovych kultur. Diky souboru reakci, které pti vyrobé syrt pro-
bihaji, dochazi ke vzniku kyseliny mlé¢né, proteolyze za vzniku kratSich peptidt az konec-
nych volnych aminokyselin, které ptispivaji k findlni chuti a viini vyrobku. Mezi nejcastéji
pouzivané mezofilni kultury patii Lactococcus lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. lactis
biovar diacetylactis, L. lactis subsp. cremoris, Lactobacilus helveticus. Doba zrani syrl je
jednim z faktori ovlivitujicich mnozstvi biogennich aminii v syru. Cim déle syr zraje, tim
vétsi mnoZstvi aminii miZe vzniknout, a to z divodu kumulace volnych aminokyselin a
pritomnosti bakterii s dekarboxylasovou aktivitou. Miize tedy dochdzet k produkci velkého
mnozstvi tyraminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu v syru, a to jak startérovymi, tak 1
non-startérovymi kulturami. Z divodu neexistence pravnich ptedpist, které by omezovaly
hladinu amint v syrech, nejsou vyrobci povinni se touto problematikou zabyvat (Flasarova

et al., 2016; Sanli a Senel, 2015).

Teplota zrani a skladovani syri ma rovnéZ vyznamny vliv na tvorbu biogennich amint.
Bylo zjisténo, ze teplotni optimum pro bakterie s dekarboxylasovou aktivitou se pohybuje
v rozmezi 20 az 27 °C. Zvolenim niZsich teplot pfi zrani a skladovani miZeme docilit
mensi produkce aminti v pribéhu téchto procesi. Hodnota pH ma také vliv, kyselé prostie-
di (pH okolo 4 - 5,5) podporuje tvorbu aminti (Sanli a Senel, 2015). Pachlové et al. (2012)
navic zjistili, ze obsah biogennich amini se rtizni i1 v jednotlivych Castech syra (ve sttedové
oblasti je koncentrace amintll nejmensi, naproti tomu okrajové Casti syra obsahuji nejvyssi

koncentrace aminti).
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1.3.3 Alkoholické napoje

Nekteré biogenni aminy jsou tvofeny kvasinkami a jejich koncentrace se zvySuje v pritbé¢hu
alkoholového kvaseni. Pfi vyrob¢ vina vétSina biogennich amini vzniké v dasledku jablec-
no-mlécného kvaseni, zpisobeném bakteriemi mlééného kvaseni (KoSmerl et al., 2013).
Vysoka koncentrace biogennich amint, ale mize byt ddna zpracovanim mikrobialné napa-
denych hroznii, nedostate¢nou sanitaci vyrobniho zatizeni a dal§imi kroky pfi vyrob¢ vina
(macerace a zrani v kalech, ale i faktory jako jsou pH, celkovy obsah kyselin, alkoholu a
SO»). Pivo, obdobn¢ jako vino, miize obsahovat zna¢né mnozstvi amind. (Cunha et al.,

2017; KoSmerl et al., 2013).

Kromé negativniho vlivu vysokych davek biogennich aminl na zdravotni stav Cloveka,
putrescin a kadaverin mohou mit negativni G¢inky na aroma a chut’ vina (pach hniloby,
hnijictho masa). Obecné ale kvasinky produkuji méné biogennich aminti nezli bakterie
mlécného kvasSeni. Déle mohou aminy produkovat i1 plisn€, naptiklad Botrytis cinerea.
V otézce, zda kvasinky produkuji biogenni aminy, existuji protichidné nazory. Nektefi
autofi tvrdi, Ze kvasinky biogenni aminy produkuji, jiné publikace tvrdi opak. Pfili§ vy-
zkumt zabyvajicich se produkci amint kvasinkami zatim provedeno nebylo. Je proto nutné

tuto problematiku dikladnéji prostudovat (Kosmerl et al., 2013).

Aminy se vyskytuji 1 v likérech (kdvové, medové, ovocné a bylinné), avSak pritomna
mnozstvi jsou zanedbatelnd s pfihlédnutim k faktu, Ze likért se konzumuje mnohem méné
nez piva a vina. Tudiz z pohledu vyskytu biogennich aminiti nejsou likéry pro konzumenty

velkou hrozbou (Cunha et al., 2017).

1.3.4 Ryby

Nejvice zastoupeny amin v rybach je histamin. Je zndmo, Ze rybi maso podléhd velmi rych-
le mikrobialni zkéaze, pfitomné mikroorganismy tak mohou histidin, ktery se vyskytuje ve
vysoké koncentraci v rybi svaloving, dekarboxylovat na histamin. Otrava histaminem je
oznacovana jako scombroid otrava, protoze ¢asto nastdva po konzumaci ryb patticich do
celedi Scombroideae (tundk, makrela, sardinky) (Benkerroum, 2016; Sanli a Senel, 2015).
Roku 2010 byla systétmem RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed - Systém vcas-
né¢ho varovani pro potraviny a krmiva) zaznamendna jedna z nejvysSich koncentraci
(10 000 mg/kg) histaminu ve filet¢ tunaka v oleji. Tato fileta pochéazela z Portugalska
(Nowak a Czyzowska, 2011).
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Biogenni aminy souvisi s kvalitou potravin, konkrétné u ryb miize byt podle jejich piitom-
nosti hodnocena jejich Cerstvost. Ackoliv se v rybach vyskytuji riizné biogenni aminy, pod-
le platné legislativy EU (Nafizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005) byly stanoveny limity pouze
pro histamin (200 mg/kg) (Herrero et al., 2016).

1.4 Stanoveni biogennich aminii
Mezi zplisoby detekce biogennich aminti patii (Parchami et al., 2017):
e vysokoucinna kapalinovéa chromatogratie (HPLC)
e plynova chromatografie (GC)
e kapilarni elektroforéza (CE)
e iontova mobilni spektrometrie (IMS)

e chromatografie na tenké vrstvé (TLC) — neni pfili§ Casta.

1.4.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Pro analyzu biogennich amind se nejcastéji pouzivaji techniky kapalinové chromatografie
s riznou detekci. Kvilli nedostatku chromoforti (¢ast molekuly zodpovédnd za absorpci
zateni) vykazuji aminy malou, poptipad€ Zadnou schopnost absorpce UV nebo viditelného
svétla, fluorescenéni nebo elektrochemickou aktivitu a je nutnd jejich pfedkolonova nebo
postkolonova derivatizace (Herrero et al., 2016; Parchami et al., 2017). Pti derivatizaci by
m¢él vzniknout dostatecné stabilni derivat, ktery je mozné detekovat ve fluorescencni ¢i UV

oblasti (Loukou a Zotou, 2003).

Pti ptipravé vzorkil pro stanoveni musi byt do analyzované smési pfidano piesné znamé
mnozstvi vnitiniho standardu. Jako vnitini standard se vZdy pouziva latka, kterd neni ptiro-
zen¢ piitomna ve stanovovaném vzorku, v pfipadé¢ biogennich amini lze pouzit
1,7-diaminoheptan nebo cyklopentylamin. Nasleduje derivatizace, mezi nejznaméjsi deri-

vatizacni ¢inidla patii (Hernandez-Borges et al., 2007; Tuberoso et al., 2015):
— dansylchlorid (Dsn-Cl)

— bansylchlorid (Bsc-Cl)
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— o-ftalaldehyd (OPA)

— fluoresceinisothiokyanat

—  9-fluorenyl-methyloxycarbonyl chlorid (FMOC-CI)
— diethyl ethoxymethylenemalonat (DEEM).

Nejcastéji pouzivanym c¢inidlem je dansylchlorid (5-N,N’-dimethylaminonaftalen-1-
sulfonylchlorid), a to pro svou schopnost tvofit stabilni slouceniny s primarnimi a sekun-
darnimi aminy. Tato reakce probihd v mirné€ alkalickém prostifedi za vzniku pfislusnych
sulfonamida (Obr. 2) s absorpnim maximem pii 298 nm. Dansylderivaty jsou Zluté krysta-
lické latky, rozpustné v organickych rozpoustédlech, které fluoreskuji pti vinové délce
470 az 530 nm. Pii vy$§im pH probiha reakce rychleji, ale soucasné dochazi k rychlejsi
hydrolyze vznikajicich derivati. Optimalni pH prostiedi se pohybuje od pH 9,5 do 10 (Ma-
le a Luong, 2001; Tuberoso et al., 2015).
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Obr. 2 Reakce dansylchloridu a aminu za vzniku sulfonamidu (Loukou a Zotou, 2003)

Po odstranéni piebytku dansylchloridu je extrakt zfedén v acetonitrilu a vzorky nastiiknuty

na kolonu s reverzni fazi (Laranjo et al., 2017).

Kvilli rozmanitosti ve struktufe biogennich aminii (existence alifatickych, heterocyklic-
kych, aromatickych struktur) je nutna vhodna volba detektoru. Fluorescen¢ni a UV detekto-
ry se pouzivaji nejcastéji, dale je mozné vyuzit detektory diodového pole (DAD), elektro-

chemickou nebo hmotnostni detekci (Herrero et al., 2016; Tuberoso et al., 2015).
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1.4.2 Plynova chromatografie (GC)

Plynova chromatografie se pouziva pro stanoveni t€kavych amint ¢i jejich derivati. Neté-
kavé biogenni aminy lze taktéz stanovit pomoci GC, po jejich pfevedeni na tékavéjsi slou-
¢eniny, naptiklad acylaci. Vyuzivd se plamenovy ioniza¢ni detektor (FID) a hmotnostni

detektor (Herndndez-Borges et al., 2007).

1.4.3 Kapilarni elektroforéza (CE)

Aminy jsou slabé baze a v blizkosti pH o hodnot¢ 4 miize dojit k jejich protonizaci, tudiz je
mozné je dale separovat pomoci kapilarni elektroforézy, pficemz neni nutna piedchozi de-
rivatizace (He et al., 2017). Kapildrni elektroforéza je zalozena na separaci latek na zdkladé
jejich rozdilné pohyblivosti v elektrickém poli. Probihd v kapilafe naplnéné roztokem za-
kladniho elektrolytu (zpravidla pufr). V disledku puasobeni elektrického pole dochézi
k separaci analyti nadavkovanych na jednom konci kapilary, kladn¢ nabité Castice jsou
ptitahovéany k zéporné elektrodé a naopak. Detekce je nejcastéji zaloZena na zméné absor-
bance, vodivosti, iontového signalu nebo fluorescence pii prichodu analytu detektorem

(Gas, 2001; He et al., 2017).

1.4.4 TIontova mobilni spektrometrie (IMS)

Iontova mobilni spektrometrie je rychld metoda, kterou Ize rovnéZ pouzit ke stanoveni bio-
gennich aminfi. Vzorek se ionizuje pomoci beta zafice **Ni. Vzniklé ionty jsou obklopeny
vodni parou. Nasledné se na ionty a molekularni klastry (soubor atomii ¢i molekul) uplatni
elektrické pole a ionty se podle néj zacnou pohybovat. Déleni je zajiSténo inertnim plynem
(Ize pouzit napt. nonylamin), ktery se pohybuje protiproudné a malé ionty dopadnou na
detektor dfive, nez velké iontové-molekularni klastry, vysledkem je graf intenzity
v zé&vislosti na Case. Tato metoda je pomérné rychld, avSak rozliSovaci schopnost je nizsi

(Parchami et al., 2017).
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2 DEGRADACE BIOGENNICH AMINU

Biogenni aminy jsou rozkladdany pomoci enzymii aminooxidas. Jednd se o enzymy, které
jsou také soucasti detoxikacniho mechanismu v lidském téle. Nékteré mikroorganismy jsou
schopny produkce téchto enzymii (napt. Staphylococcus xylosus, Staphylococcus carnosus,
Bacillus amyloliquefaciens, Arthrobacter crystallopoietes, Brevibacterium linens) (Yi-

Chen et al., 2016).

2.1 Detoxika¢ni mechanismus

Lidské télo disponuje ptirozenym detoxika¢nim systémem, jenz se sklad4 z enzymii mono-
a diaminooaxidas (MAO, DAO), které uplatiiuji svou funkci hlavné v tenkém stteveé. Oxi-
dasy katalyzuji deaminaci biogennich aminl za vzniku aldehydu, peroxidu vodiku a amo-

niaku (Obr. 3) (Kosmerl et al., 2013).

NH,
DAO CHO

+0,+H,0 =T +NH; + H,0,
N\ NS

Obr. 3 Oxidace histaminu pomoci DAQO za vzniku imidazol acetaldehydu, amonia-

ku a peroxidu vodiku (Duelo, 2012)

Existuji dv€ formy monoaminooxidas, MAO-A a MAO-B. Lisi na zdklad€ rizné afinity
k substratu. Ob¢é formy metabolizuji tyramin a tryptamin. MAO-B navic degraduje feny-
letylamin (Moreno-Arribas a Polo, 2009). DAO se vyskytuje pfevazné v tenkém stfevu,
jatrech, ledvinach a krevnich leukocytech. DAO degraduje putrescin, kadaverin, histamin.

Biogenni aminy byvaji degradovany pfi prichodu stfevni sliznici (Duelo, 2012).

Putrescin a kadaverin zvySuji toxicitu histaminu, tyraminu, fenyletylaminu, protoze zasahu-
ji do detoxikacnich reakci (Kosmerl et al., 2013). Dalsi latkou, kterd se zapojuje do blokace
detoxika¢niho mechanismu, je etanol. Enzymy MAO a DAO nemaji vysokou substratovou

specifitu a mohou vazat misto aminu alkohol a dalsi latky jako acetaldehyd, antidepresiva,
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¢1 mén¢ toxické biogenni aminy (napi. kadaverin). Aminooxidasova aktivita u kuraka je asi
0 30 % niz8i nez u lidi, kteti nekoufi, protoze v tabdku se nachdzeji latky majici inhibi¢ni
ucinek na aminooxidasy (Berlin a Anthenelli, 2001). Nedostate¢na detoxikace aminoo-
xidasami ve stfevé muze byt ddna i z genetickych diivoda (osoby trpici nedostatkem ami-
nooxidas). Je tedy nutné zohlednit vSechny tyto faktory pii konzumaci potravin, aby nedo-
Slo ke kumulaci amint a nechténé otravé organismu zvolenim kombinace potravin, jez
obsahuji vysoké mnozstvi biogennich amint a inhibitorti aminooxidas (Moreno-Arribas a
Polo, 2009; Sanli a Senel, 2015). Podle Kanny et al. (2001) je bézny konzument schopen

tolerovat 129 mg/l histaminu peroralné.

2.2 Moznosti sniZeni obsahu biogennich amini v potravinarstvi
Moznosti pouziti degradacnich mechanismi v potravinach jsou dvé:

e aplikace mikroorganismll s aminooxidasovou aktivitou

e aplikace samotnych aminooxidas (Naila et al., 2010).

Pfitomnost biogennich aminli v potravinach zavisi na pfitomnosti mikroorganismu
s dekarboxylasovou aktivitou. Proto vhodnou metodou, jak snizit obsah biogennich amintl,
je zamezeni kontaminace surovin témito mikroorganismy, popiipadé jejich koncentraci
snizit na minimum pomoci dostupnych prostiedkl. Tato metoda sice UpIn€ nesouvisi de-
grada¢nimi mechanismy amint, avSak ukdzala se jako velmi efektivni v oblasti sniZovani

koncentraci aminil v potravindch (Linares et al., 2011).

2.2.1 Aplikace mikroorganismi s aminooxidasovou aktivitou

Ptidavek mikroorganismi s aminooxidasovou aktivitou nepatii mezi klasické metody kon-
zervace potravin, avSak jednd se o U€innou metodu snizovani mnozstvi amind v potravi-
nach. Leuschner a Hammes (1998) testovali Brevibacterium linens a jeji schopnost degra-
dace amind ve vzorku syru. Jako mazova kultura byla pouZzita pravé B. linens a bylo za-
znamenano sniZeni obsahu histaminu o 55 % a tyraminu o 70 %. Aminooxidasova aktivita
byla prokdzana i u dalSich koryneformnich bakterii. Vyhodou aplikace téchto kultur je, Ze
pusobi na povrchu syrt, kde jsou idedlni podminky pro oxidaci (dostatecny pfisun kysliku

a vhodné pH). B. linens je odpovédna za tvorbu oranzového pigmentu na povrchu syru,
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prispiva k tvorbé chuti a produkci aromatickych latek, inhibuje rtist kontaminujici mikrof-
lory. Bylo zjisténo, ze B. linens nejvice degraduje aminy v exponencialni fazi rastu (Leu-

schner a Hammes, 1998).

Mezi mikroorganismy, u nichz byla prokdzana schopnost degradace biogennich amind,

patii n¢které kmeny (Dapkevicius et al., 2000; Zaman et al., 2010):

— Lactobacillus sakei, Lb. curvatus, Lb. plantarum, Lb. pentosus, Lb. casei, Lb. hil-

gardii
—  Micrococcus sp.
—  Staphylococcus xylosus, S. carnosus, S. intermedius
—  Pediococcus acidilactici, P. pentosaceus
—  Bacillus amyloliquefaciens, B. subtilis
— Kocuria varians
—  Qenococcus oeni

—  Geotrichum candidum.

2.2.2 Aplikace aminooxidas

Je zndmo, Ze nékteré druhy vldknitych hub maji aminooxidasovou aktivitu a vyuzivaji
aminy jako jediny zdroj dusiku. Cueva et al. (2012) izolovali aminooxidasové enzymy z
Penicillium citrinum, kdy bylo zji$téno, Ze tato plisenn degraduje biogenni aminy ve velké
mife. Extrakt aminooxidas byl G¢inny v rozmezi pH 4 - 5 a dosédhl sniZeni obsahu aminii

v komerc¢nich vinech o 20 % u histaminu, 40 % u tyraminu a 38 % u putrescinu.
Dapkevicius et al. (2000) pouzili enzym DAO pfi silaZovani rybich zbytki, tento enzym
vyznamn¢ snizuje hladinu amina v silazi, avSak pouze na zacatku fermentacniho procesu,
protoze nasledné pH klesne pod 4,5, kdy uz enzym svou aktivitu ztréci.

Pro sniZeni hladiny biogennich amind v potravindch mize byt pouZiti samotnych aminoo-

xidas uc¢innou metodou (Cueva et al. 2012).


https://www.google.cz/search?client=ubuntu&hs=z3g&channel=fs&q=Penicillium+citrinum&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwialcqUnLDSAhXiNpoKHfGuAo4QvwUIGCgA
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2.2.3 SniZeni kontaminace mikroorganismu s dekarboxylasovou aktivitou v potra-
vinach

Biogenni aminy jsou sice termostabilni, ale vysokymi teplotami lze usmrtit jejich produ-
centy, proto je nutné syrové suroviny vzdy tepelné oSetfit pasteracnim ¢i sterilaénim zékro-
kem, je-li to mozné (Linares et al., 2011; Naila et al., 2010). Na druhou stranu aplikaci niz-
kych teplot dosdhneme zpomaleni riistu mikroorganismt a v souvislosti s tim i snizeni ak-
tivity dekarboxylas. Poptipad¢€, udrzujeme-li potraviny, typické pro vysoky obsah biogen-
nich amint, jako jsou ryby, pfi mrazirenskych teplotach, koncentrace amini se jiz dale ne-

zvySuje a zistava konstantni. Mrazeni je tedy u¢inné&jsi nez chlazeni (Naila et al., 2010).

Pti vyrobé fermentovanych potravin je vhodné dbat na peclivy vybér startérovych kultur.
Me¢ly by byt preferovany kmeny bez dekarboxylasové aktivity. Dale pak kmeny majici
schopnost tvorby aminooxidas nebo ty, které mohou inhibovat rist dekarboxylasa pozitiv-

nich kment, takzvané protektivni kultury (Linares et al., 2011).

Dale byl prokazan vliv zéafeni na hladinu amint v potravinach. Ozafovani potravin muize
ovlivilovat koncentraci aminii dvéma zpiisoby. V prvé fad€ inhibuje pfitomné mikroorga-
nismy s dekarboxylasovou aktivitou, kdy pak nedochdzi k produkci dalSich biogennich
aminll. Zafeni, ale dokaZe jiz pfitomné aminy degradovat (Ozogul a Ozden, 2013). Kim et
al. (2005) testovali vliv zafeni na aminy v modelovém vzorku roztoku aminti. Zafeni o sile
20 kGy degradovalo 95 % amint v roztoku. Dale tyto poznatky studovali na realném vzor-
ku potraviny, kdy zjistili, Ze zafeni o sile 10 ¢i 20 kGy kompletné degraduje putrescin
v klobase. Ozareni 10 kGy je povatfovano za bezpecné, je to davka, pfi které se potravina
nestava radioaktivni a nedochazi k senzorickym zménadm (Naila et al., 2010). Nejvyssi po-
volend davka ozéfeni zavisi na typu potraviny, napi. kofeni a susené byliny maji nejvyssi
celkovou prumérnou absorbovanou davku zéateni 10 kGy, ryby a ostatni moisti zivo¢ichové

3 kGy (Ozogul a Ozden, 2013).

Pouzitim konzervacnich prostiedkl opét dochazi k inhibici producentlt biogennich amini a
tim zamezeni vzniku nadmérnych koncentraci aminii. Lze pouZit sorban sodny, sorban dra-
selny, kyselinu citronovou a jable¢nou (moznost potlaceni produkce amini ve fermentova-

ném zeli), chlorid sodny a dalsi (Naila et al., 2010).
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3 CHARAKTERISTIKA RODU BACILLUS

Rod Bacillus je rozsahlou skupinou, ktera je taxonomicky fazena do Celedi Bacillaceae.
Bakterie piislusici tomuto rodu se bézné vyskytuji v prirodé, zejména v ptid¢ a potravinach
rostlinného ptvodu, ale také v mase, rybach, mléku a mléénych vyrobcich. Jednad se
0 gram-pozitivni, aerobni ty¢inky dosahujici délky 10 um, se schopnosti tvorby spor. Vét-
Sina druht je pohybliva s peritrichalnim umisténim bicikt (tzn., ze bi¢iky jsou umistény po
celém povrchu buiky). Patii mezi mesofilni organismy, které jsou schopny rlstu
v teplotnim rozmezi 15 — 55 °C avSak optimalni teplota se pohybuje v rozmezi 30 az
45 °C. Jsou také schopny ristu ve velmi Sirokém rozmezi pH 5,0 — 8,8, kdy optimum se
pohybuje ve slab¢ kyselé az neutralni oblasti (pH 6 — 7). Nékteré druhy jsou schopny prezit
1 vysoké koncentrace soli, a to vice nez 15 % (Bednat, 1996; Eom et al., 2015; Lund et al.,

2000).

3.1 Biochemické znaky

Mezi bacily se fadi katalasa pozitivni druhy, které disponuji bohatou enzymatickou vyba-
vou, tudiZ se podileji na rozkladu rtiznych organickych sloucenin. Naprosta vétSina druhil
disponuje proteolytickymi, amylolytickymi a pektolytickymi enzymy, Gc¢astni se tedy pro-
teolytickych reakci pfi kazeni masa nebo mléka a diky schopnosti §tépit Skrob mohou byt
vyuzivany v pivovarstvi a pekarenstvi. V pivovarském primyslu jsou amylolytické¢ enzy-
my, ve form¢ enzymovych preparatil, ptidavany k ndhrazkdm sladu (surogatiim), kde maji
za ukol nahradit ucinek sladovych enzymi v procesu vyroby mladiny. V pekarenstvi se
enzymové preparaty, mikrobidlniho ¢i rostlinného pivodu, pridavaji pii upravé mouky, aby
bylo zajisténo dostatecné mnozstvi zkvasitelnych sacharidi pro kvasinky pti vyrob¢ peciva
(Slukové a Sktivan, 2015). Nékteré druhy jsou schopny syntetizovat lecitinasu (Bednaf,
1996; Lund et al., 2000).

Jednou z nejvice cenénych vlastnosti bacill je produkce antibiotik polypeptidové povahy
(bacitracin, gramicidin a polymyxin), kdy n€které druhy soucasné tvoii n¢kolik antibiotik a
mohou byt vyuzivany pro jejich priimyslovou vyrobu (Bednat, 1996).

U nékterych kmenti byla prokazana tvorba bakteriocinti (Sebei et al., 2007). Jedna se o niz-

komolekularni peptidy produkované bakteriemi, které inhibuji rist kment pfibuznych pro-

ducenta. Bakteriociny se rozd¢€luji do nékolika tiid v zavislosti na velikosti molekuly, post-
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translacnich tpravach nebo termostabilité (Tiida I - lanthibiotika, Ttida II - tepelné stabilni
peptidy, Ttida III - vétsi termolabilni peptidy (Gray et al., 2006)). Bakteriocin cerein
MRX1, syntetizovany kmenem B. cereus, nevykazuje inhibi¢ni ptisobeni na samotného
producenta, avSak na ostatni kmeny tohoto druhu ano. Inhibuje také blizce ptibuzné druhy,
jako jsou B. mycoides, B. thuringiensis B. weihenstephanensis, B. coagulans, a dal$i gram-
pozitivni bakterie jako Listeria innocua a Streptococcus bovis. Odolnost vici cereinu
MRX1 byla prokédzéana u bakterii mlé¢ného kvaSeni (Sebei et al., 2007). Ptikladem dalSich
bakteriocinti produkovanych bacily jsou cerein 7A, cerein 7B, thuricin 17 (Oscariz et al.,

2006).

3.2 Tvorba spor

U bacill je charakteristickd tvorba jedné endospory, kterd probihd za piitomnosti kysliku
(béhem sporulace je zintenzivnéno dychédni) a energii potfebnou pro vznik spory buika
ziskava pomoci oxidace kyseliny poly-B-hydroxymaselné, coz je rezervni latka pfitomna
v cytoplasm¢ buiiky. Spory maji rizné tvary v zavislosti na konkrétnim kmenu (elipsoidni,
cylindrické, sférické) a jsou velmi odolné vii¢i vysokym teplotam, tlakiim, zafeni, chemika-

liim. Podle velikosti a tvaru spor se bacily dé€li do skupin (Votava, 2003):

— Bakterie tvofici spory elipsoidniho tvaru nezpusobujici zdufeni buniky (B. megate-

rium, B. cereus, B. thuringiensis a B. anthracis).

— Bakterie tvofici spory elipsoidniho tvaru zplsobujici zdufeni bunky (B. macerans,

B. polymyxa, B. alvei, B. brevis).

— Bakterie tvofici spory sférického tvaru (B. sphaericus).

3.3 Patogenita

Vétsina druhid bacill je nepatogennich, vyjimku tvoii Bacillus anthracis a B. cereus, jez
jsou patogenni pro Clovéka a B. thuringiensis, jez je patogenni pro hmyz a vyuziva se pfi

vyrob¢ insekticidi (Bednar, 1996; Lund et al., 2000).

3.3.1 Bacillus anthracis

Bunky B. anthracis jsou mohutné tyCinky se seseknutymi konci, produkujici antraxovy

toxin, ktery vyvoldva onemocnéni, pfi¢emz zélezi na cesté vstupu bakterie do téla. Pfi pri-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 27

niku kitzi v disledku poranéni vznika kozni forma antraxu projevujici se nekrézou a pu-
chyfi. DalSi moznosti je vdechnuti spor, kdy dochazi ke vniknuti bakterie do lymfatického
systému. Posledni moznosti je pozieni masa nakazenych zvifat. VSechny cesty mohou vést
ke vzniku septikémie az umrti pacienta. Lécba spociva v nasazeni vysokych davek antibio-

tik (Bednat, 1996).

3.3.2 Bacillus cereus

B. cereus 1ze nalézt t¢éméf ve vSech surovinach uréenych pro vyrobu potravin, pokud nebyly
podrobeny tepelnému oSetfeni. Mize byt pivodcem septikémie, meningitidy, o¢nich infek-

ci a vyvolavat otravu z potravin prostfednictvim enterotoxinu, a to ve dvou forméach.

1. Syndrom zvraceni — charakteristicky velmi kratkou inkubaé¢ni dobou (1 — 5 hodin),

mezi ptiznaky patii nevolnost zvraceni, kiece, bolest biicha.

2. Priymovy syndrom — onemocnéni je charakteristické inkubacni dobou 8 — 16 hodin

a zahrnuje ptiznaky, jako jsou bolest bficha nebo prijem.

Oba druhy otrav maji pomé&rné mirny prib¢h, vétSinou trvaji méné nez 24 hodin a z pravi-

dla nevyzaduji 1€katkou pomoc (Bednat, 1996; Lund et al., 2000).

B. cereus je kultivacné nenarocnd bakterie, na neselektivnich médiich tvofi velké kolonie
s nepravidelnymi okraji a na krevnim agaru je charakteristickd B-hemolysou (uplny rozklad
krvinek). Pro stanoveni této bakterie se pouzivaji selektivné-diagnostické pidy MYP (ma-
nitol yolk polymyxin agar) nebo PEMBA (agar obsahujici polymyxinpyruvat, yolk, manitol
a bromtymolovou modi). Polymyxin B je antibiotikum, které inhibuje rst doprovodné
mikroflory, a obé média jsou zaloZena na principu Stépeni zloutkové emulze a neptitom-
nosti produkce kyseliny z manitolu. B. cereus roste na MYP v podobé rizovych kolonii
s rizovou zonou precipitace. Na PEMBA roste ve form& modrych kolonii se zonou precipi-

tace (Lund et al., 2000).

3.4 Degradace biogennich amini bakteriemi rodu Bacillus

Schopnost degradace amini je kmenové specifickd, nikoli druhové. Princip degradace je
stejny jako u detoxika¢niho mechanismu v lidském téle. Vlivem mono- a diaminooxidas

dochazi k oxidaci aminti za vzniku aldehydu, peroxidu vodiku a amoniaku za ptitomnosti
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kysliku. Mezi bacily, u nichz byla pozorovana schopnost degradace biogennich amint,
patii napt. B. amyloliquefaciens, B. subtilis, B. megaterium, B. licheniformis, B. coagulans,

B. cereus, B. polymyxa (Kim et al., 2012; Yi-Chen et al., 2016; Zaman et al., 2010).

B. amyloliquefaciens ma zna¢nou schopnost degradace histaminu, a to az o 59 % za 24
hodin pii 37 °C v redlném vzorku rybi omacky (Kim et al., 2012), dale byla schopnost de-
gradace této baterie studovana ve vzorku fermentované sdjové omacky, kde autofi Kim et
al. (2012) taktéz dosahli vyznamného snizeni hladiny histaminu, ale i putrescinu a kadave-

rinu.

B. subtilis, stejné jako B. amyloliquefaciens, snizuje hladinu histaminu, putrescinu a ka-

daverinu ve fermentovanych sdjovych vyrobcich (Kim et al., 2012).

Jednou z bakterii se schopnosti degradovat biogenni aminy je Bacillus polymyxa. Ye-Chen
et al. (2016), studovali vliv teploty, pH a koncentrace NaCl na histamin-degradacni aktivitu
této bakterie. Pokus byl provadén v bujonu obohaceném histaminem. Vysledky ukazaly, Ze
B. polymyxa nedegraduje histamin pii 4 a 45 °C. Pii teplotach 25, 30 a 37 °C se snizila
hladina histaminu po Sesti hodinach az o 100 %. B. polymyxa nedegraduje histamin pii pH
niz§im jak 3 a vysSim jak 11. Nejvyssi rychlost degradace byla pozorovana pii pH 7. Se
zvySujicim se obsahem soli klesal pocet Zivotaschopnych bun¢k B. polymyxa, proto nej-
vyssi degradacni aktivita byla zaznamenana pii koncentraci 0,5 % NaCl. Zda je B. polymy-
xa schopen sniZzovat hladinu histaminu v redlném vzorku potraviny testovali Hsien-Feng et
al. (2015). Pro vyrobu solené¢ fermentované ryby byl jako startérova kultura pouzit B. po-
lymyxa. Vysledky prokazaly schopnost degradace histaminu pomoci B. polymyxa i
v redlném vzorku potraviny. Hladina histaminu se oproti kontrolnimu vzorku (fermentace
bez pouziti B. polymyxa) snizila az o 45 %. Studie tedy potvrdila vhodnost pouziti této bak-
terie jako startérové kultury vykazujici potencidl pro snizené koncentrace histaminu ve

fermentované potraving.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIiLPRACE

Toxicita biogennich aminil se dostavd do povédomi lidi ¢im dal vice. Projevuje se také
snaha o snizeni jejich mnoZzstvi v potravinach. Snizit mnozstvi biogennich amini ve vy-
robku lze aplikaci mikroorganismu s aminooxidasovou aktivitou. Je nutné dikladné pro-
studovat, jak ovliviiuji schopnost degradace biogennich amina vnéjsi faktory, se kterymi se
bézné setkavame pti procesu vyroby potravin (nizké/vysoké pH, vyssi koncentrace soli,
teplota).

Cilem prace bylo zhodnotit vliv faktorti (teplota, ¢as, pH, koncentrace NaCl, médium) na

schopnost degradace biogennich aminti dvou mikroorganisml Bacillus subtilis a B. pumi-

lus.
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5 POUZITE MATERIALY A METODY

5.1 Pristroje a pomiicky

Analytické vahy A&D GH-200 EC

— Autokldav VARIOKLAV

— Automaticky davkova¢ Biohit

— Biologicky termostat MEMMERT

— Biohazard box TELSTAR

— Centrifuga HETTICH ROTANTA 460
— Laboratorni tfepacka LT2

— Laboratorni vahy KERN

— Laboratorni sklo a plasty (zkumavky, Petriho misky, eppendorfkové mikrozkumav-

ky, odmérné banky, pipety)
— Mikropipeta Biohit
— pH metr EUTECH INSTRUMENTS pH 510
— systém HPLC (binarni pumpa LabAlliance, USA, autosampler LabAlliance, USA,

kolona s termostatem Agilent Eclipse Plus C18 RRHD 3,0 x 50 mm; UV/VIS DAD
detektor (A = 254 nm); a degaser 1260 Infinity, Agilent Technologies)

— termoblok BENCHMARK DIGITAL BLOCK

5.2 Chemikalie

Acetonitril CHROMASOLV® (SIGMA — ALDRICH)

— Dansylchlorid (SIGMA — ALDRICH)

— Dihydrogenfosfore¢nan draselny KH2POj4 (Ing. Petr Lukes)

— Dusic¢nan kobaltnaty hexahydrat Co(NO3)2 - 6 H2O (PENTA)

— Fenyletylamin (SIGMA — ALDRICH)
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— Heptan CHROMASOLV® (SIGMA — ALDRICH)

— Hexahydrat siranu amonno-Zeleznatého Fe(NH4)2(SO4)2 - 6 H20 (Ing. Petr Lukes)
— Histamin (SIGMA — ALDRICH)

— Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat NaxHPO4 - 12 H,O (LACHEMA)
— Hydrogenuhli¢itan sodny NaHCO3; (MERCK)

—  Chlorid sodny NaCl (PENTA)

—  Chlorid vapenaty dihydrat CaCl, - 2 H,O (PENTA)

— Kadaverin (SIGMA — ALDRICH)

— Kyselina borita H3BOs (Ing. Petr Lukes)

— Kyselina chlorista 70-72% (MERCK)

— L-Prolin (MERCK)

— Molybdenan amonny tetrahydrat (NH4)sM07024 - 4 H2O (Ing. Petr Lukes)
— Nutrient broth (HIMEDIA)

—  Putrescin (SIGMA — ALDRICH)

—  Siran hote¢naty heptahydrat MgSO4 - 7 H2O (Ing. Petr Lukes)

—  Siran manganaty pentahydrat MnSO4 - 5 H>O (Ing. Petr Lukes)

— Siran méd’naty pentahydrat CuSOs - 5 HoO (PENTA)

— Siran zine¢naty heptahydrat ZnSO4 - 7 H20 (Ing. Petr Lukes)

— Standard 1,7-diaminoheptan (SIGMA — ALDRICH)

— Tlakova lahev dusiku (Linde, Otrokovice)

—  Tryptamin (SIGMA — ALDRICH)

—  Tyramin (SIGMA — ALDRICH)

— Uhlicitan sodny bezvody Na,CO3; (MERCK)

— Uhlicitan draselny KoCO3 (MERCK)


https://cs.wikipedia.org/wiki/Hydr%C3%A1t
https://www.mecomm.cz/catalog/Search.jsp?cmd=Details&ProdCode=106329&Keyword=106329&Brand=null&Screen=null&hdnMerckRef=null&ParentWindow=null&Criteria=PC&IsCompleteDelivery=null&IsAttestCOA=null&IsUrgent=null&hdnOfferID=null
https://www.mecomm.cz/catalog/Search.jsp?cmd=Details&ProdCode=106395&Keyword=106395&Brand=&Screen=null&hdnMerckRef=null&ParentWindow=null&selCustomer=null&Criteria=PC&IsCompleteDelivery=null&IsAttestCOA=null&IsUrgent=null&hdnOfferID=null
https://www.mecomm.cz/catalog/Search.jsp?cmd=Details&ProdCode=104928&Keyword=104928&Brand=&Screen=null&hdnMerckRef=null&ParentWindow=null&selCustomer=null&Criteria=PC&IsCompleteDelivery=null&IsAttestCOA=null&IsUrgent=null&hdnOfferID=null
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5.3 Priprava kultiva¢nich médii a roztoki

5.3.1 Mineralni médium s biogennimi aminy

Schopnost degradace vybranych mikroorganismi byla sledovana v mineralnim médiu, jez
neni samo o sobé zdrojem zivin a jako jediny zdroj dusiku a uhliku slouzily pfidané bio-

genni aminy.

Mineralni médium bylo pfipraveno smichanim 8 roztokd, které byly pfipraveny nasledov-

W

neé:
e Roztok KH,PO4

Navazka 9,07 g KH2PO4 byla kvantitativné pfevedena do odmérné banky o objemu

1000 ml a doplnéna destilovanou vodou po risku.

e Roztok NaHPOs4 - 12 H,O

Navazka 23,9 ¢ Na2HPO4 - 12 H>O byla kvantitativné prevedena do odmérné barniky o ob-

jemu 1000 ml a doplnéna destilovanou vodou po risku.

e Roztok MgSO4 * 7 H,O

Navéazka 10 g MgSOs4 - 7 H20 byla kvantitativné prevedena do odmérné baiiky o objemu

1000 ml a doplnéna destilovanou vodou po risku.

e Roztok CaCl; - 2 H,0

Navazka 1 g CaCl, - 2 H>O byla kvantitativné pievedena do odmérné banky o objemu

1000 ml a doplnéna destilovanou vodou po risku.

e Roztok Fe(NH4)2(SO4)2 - 6 H20

Navazka 3 g Fe(NH4)2(SO4)2 - 6 H20 byla kvantitativné prevedena do odmérmné baiiky o

objemu 1000 ml a doplnéna destilovanou vodou po risku.
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e Roztok NaCl

Navazka 50 g NaCl byla kvantitativné¢ ptfevedena do odmérné banky o objemu 1000 ml a

doplnéna destilovanou vodou po risku.

e Roztok stopovych prvki

Roztok stopovych prvkil byl pfipraven navazenim ptisluSného mnozstvi sloucenin, jez jsou

zobrazeny v Tab. 2 a jejich rozpusténim v 1000 ml destilované vody.

Tab. 2 Slozeni roztoku stopovych prvkii

Latka Hmotnost [g]
MnSOs - 5 H20 0,043
H;BO:; 0,057
ZnSO4- 7 H0O 0,043
(NH4)6Mo07024 - 4 H,O 0,037
Co(NOs3)2- 6 H20 0,025
CuSO4- 5 H20 0,040

e Roztok biogennich amint

Roztok biogennich amind byl pfipraven navdzenim piislusSného mnozstvi amint, jeZ jsou

zobrazeny v Tab. 3 a jejich rozpusténim v 1000 ml destilované vody.
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Tab. 3 Slozeni roztoku biogennich aminii

Biogenni amin Hmotnost [g]
Tryptamin 2
Fenyletylamin 2
Putrescin 2
Kadaverin 2
Histamin 2
Tyramin 2

Takto pfipravené roztoky byly pouzity pro ptfipravu mineralniho média, kdy bylo odméfeno

odpovidajici mnozstvi kazdého roztoku podle Tab. 4 do odmérné batiky o objemu 1000 ml

a barika byla doplnéna destilovanou vodou po risku.

Tab. 4 SloZeni mineralniho média

Roztok Objem [ml]
Roztok KH>PO4 20

Roztok Na;HPO4 - 12 H,O 80

Roztok Mg(SO4) - 7 H20 10

Roztok CaCl; - 2 H20 10

Roztok Fe(NH4)2(SO4)2- 6 H2 O | 10

Roztok NaCl 10

Roztok stopovych prvki 2

Roztok biogennich aminti 100

Mineralni médium bylo rozdéleno do 3 lahvi o stejném objemu, ve kterych byly pomoci

HCI upraveny hodnoty pH na 5, 7 a 8,5. Pro kazdou hodnotu pH bylo pfipraveno mineralni
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médium obsahujici koncentrace NaCl 0 %, 1 %, 2 % a 3 % (w/v). Timto postupem bylo

ziskano 12 rtiznych variant mineralniho média, viz Tab. 5.

Tab. 5 Hodnoty pH a koncentrace NaCl jednotlivych variant minerdlniho média

Varianta €. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12

pH 5 5 5 5 7 7 7 7 85 85 |85 |85

NaCl [% w/v] | 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

Jednotlivé roztoky byly nadavkovany po 5 ml do plastovych zkumavek. Zkumavky byly

opatieny vrsky a pro zajisténi sterility média autoklavovany (121 °C po dobu 20 minut).

5.3.2 Nutrient broth s biogennimi aminy

Za predpokladu, ze budou mikroorganismy v médiu bohatém na Ziviny vyuzivat biogenni
aminy mén¢ neZ v mineralnim médiu, byl ubytek biogennich amint v médiu Nutrient broth

sledovan pouze pti pH 7 a koncentraci soli 0 a 2 % (w/v).

K navézce 25g Nutrient broth bylo ptfidano 100 ml roztoku biogennich aminii (viz 7ab. 3) a
smés byla doplnéna destilovanou vodou do 1 litru, dokonale promichéna a rozpusténa. Na-
sledné bylo upraveno pH na hodnotu 7 pomoci HCI. Roztok byl rozdélen na dvé poloviny.
K jedné poloviné byl ptidan NaCl, aby vysledna koncentrace byla 2 % (w/v). Druha polo-
vina byla bez pfidavku NaCl. Roztoky byly po 5 ml davkovany do plastovych zkumavek,

uzavieny vrSky a pro zajisténi sterility média autoklavovany (121 °C po dobu 20 minut).

5.3.3 Roztok kyseliny chloristé

51,1 ml 71% kyseliny chloristé bylo pfidano do odmérné baniky o objemu 500 ml, kterd jiz
byla ¢aste¢né naplnéna destilovanou vodou. Barka byla poté doplnéna destilovanou vodou

po risku. Takto byl ziskdn 1,2 M roztok kyseliny chloristé.

5.3.4 Pufr pro derivatizaci

Pufr pro derivatizaci byl ziskan smiSenim dvou roztoki. NaHCO3 (pfipraven rozpusténim

21 g NaHCOs3 v 500 ml destilované vody) a Na,COs (pfipraven rozpusténim 26,5 g Na,COs
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v 500 ml destilované vody) tak aby vysledné pH roztoku bylo 9,2. K této smési byl ptidan

K>CO3 v mnozstvi 0,333 g na 1 ml pfipravené smési.

5.3.5 Roztok dansylchloridu

Roztok dansylchloridu byl piipraven tésné pied pouzitim Cerstvy, o koncentraci 5 g/l. Po-

ttebna navazka byla rozpusténa v odpovidajicim mnoZzstvi acetonu.

5.4 Pouzité mikroorganismy

Na zaklad¢ vysledki diplomové prace Ing. Lucie Vitkové (2016) byly vybrany 2 mikroor-

ganismy, u nichz byla prokazana schopnost degradace biogennich amint. Jedna se o:
o Bacillus subtilis 23
e Bacillus pumilus 26.

Tyto mikroorganismy byly izolovany ze vzorkl potravin, kdy zhomogenizovany vzorek byl
zaoCkovan do tekutého mineralniho média s biogennimi aminy. Vzorky byly kultivovany
pti 30°C a pokud byl pozorovan zékal, byl vzorek pfeoCkovan na tuhé mineralni médium
s biogennimi aminy. Nasledn¢ byla pomoci metody MALDI — TOF MS provedena identi-
fikace izolovanych degradérii. Izolaty byly dlouhodobé uchovavany v eppendorfkovych
mikrozkumavkach pii -18°C (Vitkova, 2016).

5.4.1 Priprava inokula

Mikroorganismy byly vyjmuty z mraznicky a ponechdny pii laboratorni teploté
k rozmrznuti. Obsah eppendorfkové mikrozkumavky byl promichén nasatim a vypusténim
suspenze a nasledné bylo odebrano 100 pl inokula, které bylo zaockovano do sterilniho
mineralniho média obohaceného o biogenni aminy, nasledné probéhla kultivace pii labora-
torni teploté do druhého dne na tfepacce pro podpoieni adaptace mikroorganisml na pouZzi-

té médium. Tento postup byl stejny pro oba pouZzité mikroorganismy.
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5.5 Sledovani vlivu vybranych faktori na schopnost degradace biogen-

nich amint u Bacillus subtilis 23 a Bacillus pumilus 26

Pro stanoveni ubytku biogennich aminli v mineralnim médiu o razném pH a koncentraci
soli bylo vyuzito 1308 zkumavek naplnénych sterilnim minerdlnim médiem obohacenym

biogennimi aminy. Byly sledovany nésledujici faktory:
e teplota— 10, 23,30 °C
e pH-5,0;7,0;8,5
e koncentrace NaCl —0 %, 1 %, 2 %, 3 % (W/v)
e (as — pro ruzné teploty byly zvoleny rtizné ¢asy odbéru

Pokus v médiu Nutrient broth neprobihal v takovém rozsahu, protoze jak jiz bylo zminéno,
nebyl zde ocekavan tak velky ubytek biogennich amint, jako v médiu mineralnim. Sledo-

vané faktory byly nasledujici:

teplota — 10, 23, 30 °C
e pH7
e koncentrace NaCl — 0 %, 2 % (w/v)

e (as — pro razné teploty byly zvoleny rizné ¢asy odbéru, avsak stejné ja-

ko u kultivace v mineralnim médiu.

Celkové bylo pfipraveno 224 zkumavek naplnénych sterilnim médiem Nutrient broth

s biogennimi aminy.

5.5.1 Kontrolni vzorky

Pro kazdé pH a koncentraci soli byly odebrany 2 zkumavky sterilntho média (minerélni
1 Nutrient broth) jako kontrolni vzorky, u kterych byl nasledné stanoven ptesny obsah Sesti
sledovanych amint (tryptamin, fenyletylamin, putrescin, kadaverin, histamin, tyramin),
pfi¢emz obsah biogennich aminil by se v zavislosti na pH a koncentraci NaCl nem¢l lisit.
Jedna zkumavka byla zanalyzovéana ihned na zacatku experimentu (timto byla zjiSténa vy-
chozi hodnota vSech amint) a druha zkumavka byla v pribéhu experimentu uchovana
v lednici a stanoveni koncentrace amint bylo provedeno po ukonceni experimentu (pro

ujisténi, ze aminy nedegraduji v Case samy).
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5.5.2 Inokulace

Ostatni zkumavky byly rozdéleny do stojani podle kultiva¢ni teploty (10, 23, 30 °C) a do
kazdé zkumavky bylo pomoci pipety davkovano 100 pl inokula. ZaoCkované zkumavky
byly umistény do termostatti nastavenych na 10, 23 a 30 °C. Postup byl pro oba mikroorga-

nismy i ob¢é média stejny.

5.5.3 Odbéry

Pro kazdou teplotu byly zvoleny nasledujici ¢asy odbéru:
e 10°C-12,24, 36,48, 72,96 hodin
e 23°C-6,12,24,36,48, 72 hodin
e 30°C-4,8,12,24, 36,48 hodin

Casové intervaly mezi jednotlivymi odbéry pii teploté 30 °C jsou nejkratsi, protoZe se jed-
na o teplotu, jez je optimalni pro rust B. subtilis 23/ B. pumilus 26 a lze tedy oc¢ekavat rych-

lej$i metabolismus, tim padem i rychlejsi ubytek amind.

Ve stanoveny Cas byly odebrany 3 paralelni zkumavky pro kazdé médium, mikroorganis-

mus, teplotu, pH a koncentraci NaCl.

5.5.4 Priprava vzorku na derivatizaci

Po odbéru byl obsah zkumavek odstfedén na centrifuze (4500 otadcek / 15 minut). Nasledné
byly z jedné zkumavky pfipraveny 3 eppendorfkové mikrozkumavky (pro zajisténi dosta-
te¢ného poctu méteni), kdy 2 z nich byly zderivatizovany a 1 byla ponechana jako zasobni.
Do jedné eppendorfkové mikrozkumavky bylo pipetovano 650 pl supernatantu ziskaného
pfi odstfedéni, ktery byl smichan s 1,2 M kyselinou chloristou v poméru 1:1. Celkem tedy

bylo zderivatizovano 3064 vzorkd.

5.5.5 Derivatizace

Pomoci dansylchloridu byly biogenni aminy pfevedeny na derivaty, jez je mozné detekovat

v UV oblasti pti vinové délce 254 nm.

Do derivatiza¢ni nadobky bylo pomoci ru¢niho davkovace nadavkovano 100 ul vnitiniho

standardu 1,7-diaminoheptanu. Dale byl ptidan 1 ml vzorku a 1,5 ml pufru pro derivatizaci.
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Nasledné¢ byl pfipraven Cerstvy roztok dansylchloridu v acetonu a do derivatiza¢ni nadobky
byly naddvkovany 2 ml tohoto roztoku. Nadobky byly uzavieny a smés se nechala tfepat
v temnu 20 hodin. Po dvaceti hodinach bylo pfidano 200 pl prolinu, derivatiza¢ni nadobky
byly opét uzavieny a umistény na tfepacku po dobu jedné hodiny. Poté byly pfidany 3 ml
heptanu a cely obsah byl ditkladné protfepan rucné po dobu 3 minut. Dale byl odebran 1 ml
horni heptanové vrstvy do vialky, jejiz obsah byl néasledné pfti teplot€¢ 60 °C odpatren pod
proudem dusiku do sucha. Ziskany odparek byl ziedén acetonitrilem, kdy ptidavek acetoni-
trilu ¢inil 1,5 ml. Bezprostiedné pied analyzou byl roztok ptefiltrovan pies stiikackovy filtr
s porozitou 0,22 pul a davkovan do chromatografického systému. V ptipad¢, ze nebyl vzo-

rek analyzovan ihned, byl uchovavan pfi teploté -18 °C do doby analyzy.

Chromatograficky systém obsahoval kolonu Agilent Eclipse Plus C18 RRHD o rozmeérech
3,0 x 50 mm. V pribehu analyzy byla teplota na kolon¢ nastavena na 30 °C a prutok byl
0,453 ml/min. Gradientovy elu¢ni program je zndzornén v Tab. 6. Dansylderivaty byly de-

tekovany pomoci UV/VIS detektoru diodového pole pii vinové délce 254 nm.

Tab. 6 Program gradientové eluce

Cas [min] 10% Acetonitril [%] 100% Acetonitril [%]

0 39 61

0,1 39 61

1,4 30 70

3,5 17 83

4 0 100

9,5 0 100
11,5 39 61
15,5 39 61

5.6 Statistické vyhodnoceni vysledku

Vysledky obsahu biogennich amini v kultivacnich médiich po inkubaci za danych podmi-

nek (vliv faktori — viz kapitola 5.5) byly statisticky vyhodnoceny pomoci neparame-
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trickych testi, konkrétn¢ Kruskal-Wallisova testu a Wilcoxonova testu na hladiné vy-
znamnosti 5 % (P < 0,05). Ke statistickému vyhodnoceni vysledkii byl pouzit software

UNISTAT®,verze 6.5.04 (Unistat, Ltd., Londyn, Velka Britanie).
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

Cely experiment byl zaloZzen na sledovani a popsani vlivu teploty (30, 23, 10 °C), pH (5,0;
7,0; 8,5), koncentrace NaCl (0, 1, 2, 3 % (w/v)), média (minerdlni médium, Nutrient broth)
na schopnost degradace Sesti biogennich amint (tryptamin, fenyletylamin, putrescin, ka-
daverin, histamin, tyramin) dvou mikroorganismu (B. subtilis 23, B. pumilus 26). Vystu-
pem tohoto experimentu byly chromatogramy, u kterych byly v programu Clarity odecteny
plochy pikt jednotlivych biogennich amind, které byly pfepocitdny pomoci kalibra¢nich
rovnic na hmotnost. Nasledné bylo vypocteno procentudlni zastoupeni biogennich aminii

ve vzorku. Poté byly vytvoteny grafy zavislosti obsahu biogennich aminil na Case.

6.1 Sledovani vlivu vybranych faktort na schopnost degradace biogen-

nich aminu u Bacillus subtilis 23 v mineralnim médiu

6.1.1 Obsah biogennich amini v médiu o pH 7 po kultivaci p¥i teploté 30 °C

Schopnost degradace biogennich amind bakterii B. subtilis 23 v minerdlnim médiu
s pfidavkem amint, jehoz pocatecni pH bylo upraveno na hodnotu 7 pfii teploté 30 °C
o rizném piidavku soli je zaznamendna na Obr. 4. Z uvedenych grafii vyplyva, Ze se zvy-
Sujicim se pridavkem soli klesa schopnost degradace vybranych biogennich aminti bakterii

B. subtilis 23 s rozdilem statisticky vyznamnym (P < 0,05).

Po 4. hodin¢€ od zaockovani zatim neni patrny pokles obsahu amini, ktery se pohybuje oko-
lo 100 %, avsak od 8. hodiny se zacind projevovat mirny ubytek vSech amini, ktery je
s rostoucim Casem vyrazngj$i. Tento trend je stejny u vSech variant médii (s ptidavkem 1,
2, 3 % (w/v) NaCl i bez pridavku NaCl) Obsah putrescinu a kadaverinu je po 48 hodinové
kultivaci 34 % (ve srovnani s pocateCnim obsahem jednotlivych amini v médiu). Obsah

ostatnich amin, se po stejné dobé¢ kultivace pohybuje v intervalu 48 — 40 %.

V prostiedi 1% (w/v) koncentrace chloridu sodného v médiu dochézi také k vyraznému
ubytku amint, kdy nejvice opét klesa putrescin na 39 % a kadaverin na 44 %. Koncentrace

ostatnich amint se pohybuji v rozmezi 57 — 48 %.

Pti ptidavku soli 2 % (w/v) dochazi k tbytku vSech amind zhruba o jednu polovinu jejich

pivodniho mnoZstvi, pfi€emZ tyramin a fenyletylamin klesaji mirn¢ pod hodnotu 50 %.
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Ptitomnost 3 % (w/v) NaCl v médiu zplsobuje,

z amint o vice jak 50 %.

ze B. subtilis 23 nedegraduje

zadny
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Obr.

4 Degradace biogennich aminit bakterii B. subtilis 23 v minerdlnim médiu o

pH 7 a koncentraci soli 0, 1, 2 a 3 % (w/v) prFi teploté 30 °C
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Razné hodnoty pH schopnost degradace B. subtilis 23 pii teplot€¢ 30 °C neovliviiji (toto
tvrzeni vychazi ze zjisténi, Ze rozdily v ubytku biogennich amind pii riznych pH nejsou
statisticky vyznamné (P 2> 0,05)), proto graf zavislosti procentudlniho tbytku biogennich
aminl na ¢ase v mineralnich médiich o pH 5 a 8,5 pfi teplot¢ 30 °C nalezneme v piiloze 1

a2.

6.1.2 Obsah biogennich amini v médiu o pH 7 po kultivaci p¥i teploté 23 °C

Na Obr. 5 muzZeme vidét degradacni aktivitu bakterie B. subtilis 23 v mineradlnim médiu o
pH 7 s riznym piidavkem soli pii teploté kultivace 23 °C. Hodnota vSech ptitomnych ami-
n mirn€ klesa jiz od prvniho odbéru (po Sestihodinové kultivaci) a dale pozvolna klesa,

tento postupny klesajici trend vykazuji vSechny grafy na Obr. 5.

K nejvétsimu ubytku aminl dochazi opét ve varianté média bez pridavku NaCl, kde obsah
putrescinu v kultivaénim médiu klesa z piivodnich 100 % az pod hranici 40 % (ptfesn¢ 38

%). U ostatnich 5 amint je mira degradace ptiblizné 50 %.

V médiu obsahujicim 1 % (w/v) NaCl B. subtilis 23 nejvice degraduje opét putrescin na
41 % a obsah ostatnich amint je po 72 hodinach v rozmezi 55 — 48 %. Tyto vysledky jsou
témef totozné s vysledky pfti teploté kultivace 30 °C pti pH 7 a koncentraci NaCl 1% (w/v),
kde se obsah amind kromé putrescinu pohybuje v intervalu hodnot 57 — 48 % na konci kul-
tivace (kapitola 6.1.1), coZ potvrzuji 1 vysledky statistické analyzy, kdy nebyly zjiStény

statisticky vyznamné rozdily na 5% hladin€¢ vyznamnosti (P > 0,05).

Ptidavek 2 % (w/v) soli do média zpiisobuje, zZe obsahy kadaverinu a tryptaminu se v mé-
diu po kultivaci B. subtilis 23 pohybuji okolo hodnoty 60 % po ukonceni kultivace, coz je
zhruba o 10 % vice nez v médiu bez ptidavku soli. Histamin, tyramin, putrescin a fenylety-
lamin jsou timto kmenem degradovany o néco vice, jejich koncentrace klesaji na 53 % pro

tyramin a 55 % pro histamin, 56 % pro fenyletylamin a putrescin.

Ttiprocentni koncentrace soli v médiu potlacuje schopnost degradovat aminy pomoci
B. subtilis 23 nejvice, protoZze obsahy vSech pfitomnych aminli jsou v porovnani
s ostatnimi pfidavky NaCl nejvyssi. Napiiklad obsah putrescinu v médiu klesd pouze na
76 %, ptitom v médiu bez ptidavku NaCl klesa po 72 hodinéach aZ na 38 %, jedna se o roz-

dily statisticky vyznamné (P < 0,05).
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Obr. 5 Degradace biogennich aminu bakterii B. subtilis 23 v mineralnim médiu o

pH 7 a koncentraci soli 0, 1, 2 a 3 % (w/v) pri teploté 23 °C

Ani béhem inkubace pfi teploté 23 °C nedochazi k vyraznému ovlivnéni degradacni aktivi-

ty kmene B. subtilis 23 v prostiedi o poc¢atecnim pH 5 ¢i 8,5 (rozdily ve vlivu pH jsou sta-
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tisticky nevyznamné (P > 0,05)). Pribéh degradace amint pfi téchto hodnotach pH pfi

23 °C nalezneme v ptiloze 3 a 4.

6.1.3 Obsah biogennich amini v médiu o pH 7 po kultivaci p¥i teploté 10 °C

Pti teploté 10 °C byla celkova doba kultivace prodlouzena az na 96 hodin (pii 30 °C byla
kultivace ukoncena po 48 hodinach, pti 23 °C po 72 hodinach). Pribéh degradace bakterii
B. subtilis 23 v zé&vislosti na ¢ase v prostiedi mineralniho média o pH 7 s rtiznymi piidavky
NaCl je zaznamenan na Obr. 6. Odbéry byly na zacatku kultivace provadény po 12 hodi-
nach a posledni dva odbéry byly provedeny s rozestupem 24 hodin. Pti vSech koncentracich

NaCl se obsah aminl ve vzorcich sniZuje linearné v Case.

Ve vzorcich bez ptidavku NaCl dochézi k nejvyssimu stupni degradace u fenyletylaminu a
tyraminu a to na 53 %. U kadaverinu a histaminu je zaznamenan pokles na 58 %, u pu-
trescinu na 59 %. B. subtilis 23 nejméné degraduje tryptamin, jehoz obsah klesa po 96 ho-
dinach na 61 %, v porovnani s fenyletylaminem a tyraminem se jedna o rozdil statisticky
vyznamny (P < 0,05), avSak mezi tryptaminem, kadaverinem, histaminem a putrescinem

neni rozdil statisticky vyznamny a B. subtilis 23 degraduje tyto aminy stejnou mérou.

S dal$imi ptidavky chloridu sodného dochazi k potlaceni schopnosti degradovat aminy
pfitomné ve vzorku, pficemZz ¢im vice soli je v médiu pfitomno tim méné bakterie
B. subtilis 23 aminy degraduje (rozdily statisticky vyznamné, P < 0,05). V ptfitomnosti 3 %
(w/v) NaCl se obsah putrescinu snizuje pouze o 18 % po 96 hodinové kultivaci. Naproti
tomu napiiklad fenyletylamin je degradovan az o 40 %, z toho vyplyva, ze se obsah amint

na konci kultivace v prostiedi se 3 % (w/v) NaCl pohybuje pomérné v Sirokém rozpéti.
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Obr. 6 Degradace biogennich aminu bakterii B. subtilis 23 v mineralnim médiu o

pH 7 a koncentraci soli 0, 1, 2 a 3 % (w/v) pri teploté 10 °C

Razné hodnoty pH nemaji ani pii teploté¢ 10 °C vliv na schopnost degradace B. subtilis 23.

Uroven degradace dosahuje stejnych vysledkd pii pH 5, 7 i 8,5 (rozdily nejsou statisticky

vyznamné, P > 0,05). Pribéh degradace amint pii pH 5 a 8,5 jsou k nahlédnuti v ptiloze 5

aob.
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Vétsi vliv na schopnost degradace nez u pocatecniho pH kultivacniho média je pozorovan
u teplot inkubace. Pti 30 °C je schopnost degradace aminti nejvyssi a se snizujici se teplo-
tou klesa i1 schopnost bakterie degradovat biogenni aminy. Napiiklad pfi teploté 30 °C kle-
s4 obsah kadaverinu po 48 hodinéch kultivace na 34 % a pfi teploté 10 °C klesa obsah ka-
daverinu po 48 hodinach na 80 % pii stejném pH a koncentraci NaCl, kdy jsou tyto rozdily
statisticky vyznamné (P < 0,05). Avsak prodlouzenim doby kultivace pfi nizsich teplotach
je taktéz dosazeno vyznamného stupné degradace, kdy kadaverin degraduje na 58 % po 96

hodinach kultivace (Obr. 7).
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Obr. 7 Degradace kadaverinu bakterii B. subtilis 23 v mineralnim médiu o pH 7

bez pridavku NaCl pri teplotach 30 a 10 °C

6.2 Sledovani vlivu vybranych faktori na schopnost degradace biogen-

nich aminu u B. subtilis 23 v médiu Nutrient broth

Schopnost degradace biogennich amint bakterii B. subtilis 23 v zavislosti na vybranych
faktorech v Nutrient broth je zndzornéna na obrazcich 8 — 10. Bakterie ma v tomto médiu
optiméalni podminky k ristu, coz se projevuje vyznamnym poklesem vSech piitomnych
biogennich amint. Nejvyssi pokles je pozorovan pii teplot€¢ 30 °C bez ptidavku chloridu
sodného (Obr. 8) u putrescinu a tryptaminu, obsah téchto amint se snizuje pozvolna a kle-

s& témet na polovinu po 48 hodindch kultivace. Obsah kadaverinu a histaminu klesa na
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64 a 68 % ze své puvodni koncentrace a ubytek tyraminu ¢ini pouze 20 % na konci kulti-

vace.

Po ptidavku 2 % (w/v) NaCl do média dochézi taktéZ ke sniZeni obsahu amind v médiu,
avsak celkovy ubytek neni tak vyznamny jako v ptipadé média bez ptidavku chloridu sod-
ného. Zadny z biogennich aminti neklesa vice jak o 30 % v prostiedi 2% (w/v) ptidavku
NaCl. Rozdil v ubytku biogennich amint v médiu bez ptidavku NaCl a s 2% (w/v) ptidav-
kem NaCl je statisticky vyznamny u tryptaminu, putrescinu a kadaverinu, u zbylych bio-

gennich amint je P > 0,05 a rozdily tedy nejsou statisticky vyznamné.
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Obr. 8 Degradace biogennich aminu bakterii B. subtilis 23 v médiu Nutrient broth

o pH 7 a koncentraci soli 0 a 2 % (w/v) pri teploté 30 °C

Procentudlni ibytek biogennich aminii v médiu Nutrient broth po kultivaci B subtilis 23 pti
teploté 23 °C je zndzornén na Obr. 9. Obsah amini v médiu bez piidavku soli se po
36. hodin¢ od pocatku kultivace pohybuje pod 70 % u putrescinu a tryptaminu, okolo 80 %
u zbylych ¢tyf aminii. Déle obsah vSech aminti velmi mirné klesa jesté zhruba o 10 %, kdy
se konecna hodnota poklesu obsahu putrescinu a tryptaminu po 72 hodinach kultivace po-

hybuje okolo 60 %. Histamin a kadaverin jsou degradovany na 70 %.
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Ptidavek 2 % (w/v) NaCl se opét projevuje zmirnénim degradacni aktivity testovaného
kmene, kdy nejvice klesd po 72 hodinové kultivaci obsah tryptaminu a to na 72 %. Tyramin
poklesl pouze o necelych 10 % a u ostatnich amint ¢ini pokles zhruba 20 % na konci kulti-

vace.
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Obr. 9 Degradace biogennich aminu bakterii B. subtilis 23 v médiu Nutrient broth

o pH 7 a koncentraci soli 0 a 2 % (w/v) pr¥i teploté 23 °C

Degradacni aktivita B. subtilis 23 byla pozorovana i béhem kultivace pii 10 °C (Obr. 10)
avSak délka inkubace nebyla 48 hodin jako pii optimalni teploté (30 °C), ale byla prodlou-
Zena na 96 hodin. Obsah vSech Sesti aminti pozvolné klesa, pficemZ nejvyznamnéjsi pokles
(0 39 %) je zaznamenan u tryptaminu, coZz je rozdil statisticky vyznamny v porovnani
s poklesem ostatnich aminti. Fenyletylamin, putrescin, kadaverin, histamin klesaji o nece-

1ych 30 % a tyramin o 18 % po 96 hodinéch.

Stejné jako u piedchozich zjisténi 2% (w/v) ptidavek chloridu sodného zpusobuje potlaceni
schopnosti degradovat vybrané biogenni aminy. Krom¢ kadaverinu se pokles aminti pohy-

buje okolo 20 % po 96 hodindch a samotny kadaverin klesa pouze o 13 %.
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Obr. 10 Degradace biogennich aminii bakterii B. subtilis 23 v médiu Nutrient
broth o pH 7 a koncentraci soli 0 a 2 % (w/v) pri teploté 10 °C

6.3 Sledovani vlivu vybranych faktort na schopnost degradace biogen-

nich amini u B. pumilus 26 v mineralnim médiu

Schopnost degradace biogennich aminti bakterii B. pumilus 26 v mineralnim médiu o pH 7
je zaznamendna pouze v podminkach pfi teploté 30 °C s rliznym piidavkem chloridu sod-
ného (Obr. 11). Pti ostatnich kombinacich teplot, casii, pH a ptfidavki NaCl neni zazname-

nana degradacni aktivita a obsah pfitomnych amini v médiu se pohybuje okolo hodnoty

100 %.

Nejvyssi degradacni aktivita B. pumilus 26 je pozorovana v médiu o pH 7 pii kultivacni
teploté 30 °C bez piidavku NaCl (Obr. 11). V téchto podminkach degraduje tryptamin az
na 64 % po 48 hodinach, pficemz pokles obsahu tryptaminu v ¢ase je linearni. Obsahy ka-
daverinu, histaminu, tyraminu, fenyletylaminu a putrescinu se az do 12. hodiny od zaocko-
vani pohybuji okolo hodnoty 100 % a od tohoto okamziku klesaji vyznamnéji pod hladinu
80 % (kadaverin 80 %, histamin 77 %, tyramin 76 %, fenyletylamin 80 %, putrescin 78 %,

kdy rozdily mezi témito biogennimi aminy nejsou statisticky vyznamné (P > 0,05)).
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Jednoprocentnim piidavkem NaCl je zasadnéji ovlivnéna degradace u tryptaminu (obsah
klesl na 78 %, v médiu se tak vyskytuje o 14 % vice tryptaminu v porovnani s variantou
bez ptidavku NaCl, coz je rozdil statisticky vyznamny (P < 0,05)) a tyraminu, ktery degra-
duje na 89 % (rozdil v degradaci oproti médiu bez ptidavku NaCl ¢ini 13 %, kdy opét
P < 0,05 a jedna se tedy o rozdil vyznamny z pohledu statistiky). Obsah zbyvajicich 4 ami-

nd je pfiblizn€ stejny ve srovnani s médiem bez pfidavku soli.

Rozdil mezi 2% a 3% (w/v) ptidavkem soli do média neni téméf zZadny, je to na prvni po-
hled patrné z Obr. 11, kdy je prab¢h téchto grafii témét totozny. Vysledky ze statistického

vyhodnoceni také nepotvrzuji statisticky vyznamny rozdil v téchto hodnotach (P > 0,05).

V prostiedi se 3 % (w/v) chloridu sodného je schopnost degradace B. pumilus 26 utlumena,
v porovnani s variantou bez pifidavku NaCl je v priméru o 13 % nizsi u vSech biogennich
amint, coz je rozdil statisticky vyznamny. VétSina aminl degraduje zhruba na 90 % po
48 hodinach, pouze tryptamin klesa az na 82 % (nejedna se ale o statisticky vyznamny roz-

dil mezi poklesem obsahu tryptaminu a ostatnich biogennich amint).
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Obr. 11 Degradace biogennich aminu bakterii B. pumilus 26 v mineralnim médiu

o pH 7 a koncentraci soli 0, 1, 2 a 3 % (w/v) p7i teploté 30 °C
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6.4 Sledovani vlivu vybranych faktori na schopnost degradace biogen-

nich amini u B. pumilus 26 v médiu Nutrient broth

Schopnost degradace biogennich amint u bakterie B. pumilus 26 v zavislosti na vybranych
faktorech v médiu Nutrient broth je znazornéna na obrazcich 12 — 14. Nejvétsi pokles ob-
sahu amind je pozorovan pii podminkéach optimalnich pro rist této bakterie (30 °C bez

ptidavku soli).

Degradacni aktivita pii teploté 30 °C je zndzornéna na Obr. 12. V podminkach bez ptidav-
ku NaCl je zjistén klesajici trend v obsahu u vSech biogennich amint, kdy nejvice klesa
obsah tryptaminu spolu s putrescinem, a to na 75 % a obsah histaminu na 76 % plvodniho
mnozstvi po 48 hodinach inkubace. Fenyletylamin klesa na hodnotu 81 %, u kadaverinu a

tyraminu je zjiStén pokles pod 90 % na konci kultivace.

Dvouprocentni ptidavek soli se nejvice projevuje u histaminu, u né¢hoz byl ptivodné (bez
ptidavku soli) zaznamenén pokles o 24 % a po ptidavku soli o pouhych 14 %, jedna se
o rozdil statisticky vyznamny (P < 0,05). U ostatnich amint dochézi, po pfidani 2 % (w/v)
soli do média, také ke sniZeni schopnosti degradace a to v priméru o 3 % (nejedna se ale
o statisticky vyznamny rozdil mezi schopnosti degradace tryptaminu, fenyletyelaminu, pu-
trescinu, kadaverinu, tyraminu bakterii B. pumilus 26 v médiu bez pfidavku NaCl a s 2%

(w/v) ptidavkem).
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Obr. 12 Degradace biogennich aminii bakterii B. pumilus 26 v médiu Nutrient
broth o pH 7 a koncentraci soli 0 a 2 % (w/v) pri teploté 30 °C

Ubytek obsahu biogennich aminti v médiu Nutrient broth pomoci B. pumilus 26 b&hem
inkubace pfi teploté 23 °C je zachycen na Obr. 13. Obecné lze fici, Ze pokles vSech amint
pfi této teploté se pohybuje v rozmezi 5 az 20 % po 72 hodinach. Nejvice klesa tryptamin a
to 0 22 %.

Dvouprocentni piidavek soli zplisobuje mirné snizeni degradacni aktivity, kdy rozdil ve
schopnosti degradace amind kmenem B. pumilus 26 neni statisticky vyznamny (P 2 0,05)

v porovnani s médiem bez ptidavku NaCl.
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Obr. 13 Degradace biogennich aminii bakterii B. pumilus 26 v médiu Nutrient

broth o pH 7 a koncentraci soli 0 a 2 % (w/v) pri teploté 23 °C

Pti teploté¢ 10 °C (Obr. 14) je degradacni aktivita B. pumilus 26 pomé&rmné nizka, bez pfi-

davku soli klesa obsah tryptaminu a putrescinu nad 80 % po 96 hodinach. Obsah kadaveri-

nu, histaminu a fenyletylaminu se pohybuje okolo 90 %. U tyraminu se neprojevil témér

zadny pokles po ukonc¢eni kultivace.

Dvouprocentni ptidavek NaCl do média nema velky vliv na schopnost degradace B. pumi-

lus 26, protoze v porovnani s médiem bez ptidavku NaCl mezi nimi nejsou statisticky vy-

znamné rozdily (P > 0,05).
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Obr. 14 Degradace biogennich aminii bakterii B. pumilus 26 v médiu Nutrient

broth o pH 7 a koncentraci soli 0 a 2 % (w/v) pri teplote 10 °C
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6.5 Souhrnna diskuse

V dnesni dobé se tématem toxicity biogennich amini zabyva mnoho studii a stale vice je
usilovano o opétovné stanoveni limitl pfitomnosti aminti v potravinach legislativnimi
predpisy. Avsak stanovit tyto kritické meze je velmi obtizné, protoze reakce ¢lovéka na
biogenni aminy je siln¢ individualni. Existuji jedinci, kteti mnohem citlivéji vnimaji pfi-
tomnost aminll v potravinach a trpi bolestmi hlavy, pocity zvraceni, kolisanim krevniho
tlaku ¢i dalSimi ptfiznaky otravy, zpiisobené konzumaci potravin obsahujici nadmérné
mnozstvi biogennich aminti. Velmi vyznamnou roli v tom, jaké mnozstvi biogennich ami-
nl bude obsahovat konecny vyrobek, hraje mikrobialni ¢istota pouzitych surovin, a proto
jsou také dilezité procesy, jako je pasterace, sterilace, ozafovani, CiSténi, zkratka procesy
vedouci ke snizeni celkového poctu mikroorganismil v suroviné, protoze ¢im vice tyto po-
Cty snizime, tim mensi je pravdépodobnost vyskytu mikroorganismu s dekarboxylasovou
aktivitou, které jsou odpovédné za vznik aminti (Emborg a Dalgaard, 2008; Mbarki et al.,
2008). Metody aplikace mikroorganismil s aminooxidasovou aktivitou do potravin pfi pro-
cesu jejich vyroby maji limitujici omezeni, zejména pii pouZziti v potravinach
s nevhodnymi podminkami pro rust téchto organismi. Napfiiklad vysoké teploty ¢i koncen-
trace soli mohou zabraiiovat rlistu téchto mikroorganismil a tim 1 branit jejich schopnosti
degradovat biogenni aminy (Tapingkae et al., 2010). Z tohoto divodu je tedy nutné nejdii-
ve popsat chovani mikroorganisml v pfitomnosti rznych faktort in vitro pied jejich sa-

motnou aplikaci do potravin, coZ bylo hlavnim cilem této prace.

V priibéhu experimentu bylo potvrzeno, ze bakterie B. subtilis 23 a B. pumilus 26 degraduji
biogenni aminy. AvSak schopnost degradace byla u B. subtilis 23 v priméru asi 2x vySsi
nez u B. pumilus 26 za stejnych podminek (30 °C, pH 7, 0 % NaCl), kdy B. subtilis 23 de-
graduje histamin o 55 %, tyramin o 60 %, tryptamin o 52 % a B. pumilus 26 za stejnych
podminek degraduje histamin o 23 %, tyramin o 24 %, tryptamin o 36 % za 48 hodin.
Dapkevicius et al. (2000) testovali schopnost degradace histaminu riiznymi kmeny Lacto-
bacillus sakei, kdy nejvice degradovaly histamin kmeny Lb. sakei 15.18 a Lb. sakei 15.35,
které zapfiCinily pokles obsahu histaminu o necelych 60 % po 24 hodinové kultivaci pii
teploté¢ 30 °C. B. subtilis 23, jez byl sledovan v této diplomové praci, degradoval histamin
po 24 hodinach o 41 % pii 30 °C, nedosahl takového stupné degradace jako Lb. sakei a

histamin degradoval o 20 % mén¢. Eom et al. (2015) testovali schopnost degradace B. sub-
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tilis HJ0-6, kdy tento kmen snizoval obsah histaminu v médiu (obohaceném histaminem)
0 48 % po 24 hodinach kultivace pti 30 °C. Tyto vysledky jsou v souladu s vysledky, pre-

zentovanymi v této praci.

Jednim z cilti prace bylo zjistit, zda existuje statisticky vyznamny rozdil v degradaci vybra-
nych biogennich amind v prostfedi minerdlniho média, jenz obsahuje jako jediny zdroj
uhliku a dusiku biogenni aminy a média Nutrient broth, které nabizi $ir$i $kalu zdroja uhli-
ku a dusiku, jenz mize mikroorganismus vyuzit ke svému ristu a mnozeni. Nutrient broth
se krom¢ biogennich amint dale sklada z glukosy, peptonu, kvasni¢ného extraktu, jeho
sloZeni se tak vice pfiblizuje vzorku potraviny. Teoreticky tak bylo pfedpokladano, Ze aby
bakterie v mineralnim médiu rostla, musi vyuzit pfitomné aminy, a tudiz bude v tomto pro-
sttedi degradovat biogenni aminy mnohem vice nez v médiu Nutrient broth. Ziskané vy-
sledky ukazuji, ze schopnost degradace B. subtilis 23 je v mineralnim médiu vyssi (obsah
vSech aminti klesl primérné o 60 %), avSak degradace amini v médiu Nutrient broth byla
také vyznamna a obsah vSech pfitomnych amint se snizil v priméru o 36 %. B. subtilis 23
ma tedy dobry potencidl pro pouZziti v potravinaistvi avSak jeho pfimé pouziti pii vyrobé

potravin je nutné otestovat.

Druhy z testovanych kmenit B. pumilus 26, byl schopen degradace aminli v mineralnim
médiu pouze béhem inkubace pfti teploté 30 °C a pH 7 pii koncentraci NaCl 0 — 3 % (w/v).
U ostatnich variant mineralniho média a podminek kultivace se obsah v§ech amind pohy-
boval okolo 100 % na konci experimentu. Oproti tomu v médiu Nutrient broth byl zazna-
menan Ubytek aminl pfi vSech kombinacich teplot a koncentraci NaCl, kdy ze ziskanych
vysledkti vyplynulo, ze schopnost degradace v médiu Nutrient broth zavisi na pfidavku soli
do média i1 na teploté, avSak schopnost degradace nebyla v Zadném z ptipadii utlumena
uplné. Proto by se dalo o¢ekavat, ze bude B. pumilus 26 degradovat aminy i v kazdé vari-
ant¢ mineralniho média, coZ se nepotvrdilo. Bylo by tedy vhodné experiment opakovat pro

potvrzeni téchto vysledki.

Rizné hodnoty pH schopnost degradace amini kmenem B. subtilis 23 ptili§ neovliviiova-
ly. Naptiklad obsah histaminu po 48 hodinové¢ kultivaci pii 30 °C klesl na 48 % (pH 8,5)
na 45 % (pH 7), na 47 % (pH 5) v mineradlnim médiu bez ptidavku NaCl. Obsah kadaveri-
nu klesl po 96 hodinové kultivaci pfi teploté¢ 10 °C na 61 % (pH 8,5), na 58 % (pH 7) a
62 % (pH 5) v minerdlnim médiu bez ptidavku NaCl. To, Ze pH nebude mit pfili§ velky

vliv na degradacni aktivitu testovanych organismti, se dalo o¢ekavat, protoze samotny rast
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bakterii rodu Bacillus neni hodnotou pH (v testovaném rozsahu) piili§ ovlivnén a roste ve
velmi Sirokém rozmezi pH (Bednat, 1996). Ke stejnym vysledkiim dospéla ve své praci
1 Vitkova (2016), ktera mimo jiné sledovala vliv pH na schopnost degradace u B. subtilis,

1jeji vysledky naznacuji minimalni vliv pH na degradacni aktivitu této bakterie.

V¢Etsi vliv na schopnost degradace vybranych biogennich amini byl pozorovan u teplot. Pii
30 °C byla schopnost degradace nejvyssi a se snizujici se teplotou klesala i schopnost bak-
terii (B. subtilis 23 1 B. pumilus 26) degradovat biogenni aminy, porovnavame-li vzorky
odebrané ve stejném Case. Napiiklad pii teploté 30 °C klesa obsah putrescinu po 48 hodi-
nach kultivace o 66 %. Pii teploté 10 °C klesa obsah putrescinu jinak za stejnych podminek
po 48 hodinach o 22 %. Pti nizkych teplotich dochazi ke zpomaleni metabolismu bakterii,
tudiz se znacné prodluzuje 1 jejich generacni doba a riist (Lund a Hunter, 2008). S tim sou-
visi 1 pomalejsi ubytek amini z média. Proto byla posledni doba odbéru pfi teploté 10 °C
prodlouzena na 96 h a za tuto dobu klesa obsah putrescinu o 41 %. Tyto vysledky jsou po-
zitivni hlavné pro primyslovou vyrobu syri. Syry jsou vyznamnym zdrojem biogennich
amind, pfedevS§im dlouze zrajici, pfi¢emz teplota zrani zavisi na konkrétnim typu syra, ale
vetSinou probiha pfi teplotach blizkych 10 °C (napft. syry eidamského typu zraji pii teplote
6 — 12 °C). Pti zracich pochodech dochazi ke $té€peni bilkovin aZ na volné aminokyseliny,
které jsou pritomnymi mikroorganismy s dekarboxylasovou aktivitou pfevedeny na bio-
genni aminy principem dekarboxylace. V syru miiZze byt obsazeno az 1000 mg/kg aminQ
(Joosten a Nunes, 1996). Tento problém by mohl vyiesit ptidavek kultury se schopnosti
degradace aminll. Pfidana kultura by méla mit predpoklad k pieZiti vyrobniho procesu a
v obdobi, kdy syr zraje pii nizké teploté, by se podilela na snizovani obsahu aminti po ce-

lou dobu zrani (Joosten a Nunes, 1996).

Leuschner a Hammes (1998) testovali schopnost degradace histaminu a tyraminu riznych
kment Brevibacterium linens, jez se pouziva jako mazova kultura pii vyrob¢ syrii s mazem
na povrchu. Béhem c¢tyitydenniho zrani doslo ke sniZeni obsahu histaminu o 55 % a tyra-
minu o 70 % v syru. Nejvyssi schopnost degradace histaminu a tyraminu v syru byla za-
znamenana kmenem LTH 3686 a LTH 456, nejprve byly tyto bakterie testovany pro svou
schopnost degradace v prostfedi neutrdlniho pufru a nésledné v syru obohaceném o bio-
genni aminy. V pufru klesl obsah histaminu 1 tyraminu vlivem LTH 456 na 31 % po 28

hodinach. B. subtilis 23, ktery byl pouzit pfi experimentu v této préci, snizil pfi stejnych



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 61

podminkach (pH 7, 30 °C) obsah tyraminu na 55 % a obsah histaminu na 59 % po 24 hodi-

nach. B. linens tedy degraduje histamin a tyramin rychleji nez B. subtilis 23.

Soucasti experimentu bylo také sledovat vliv pfidavku NaCl v médiu na schopnost degra-
dace biogennich amint. Chlorid sodny je soucasti témét kazdé potraviny, vétsi mnozstvi
této latky nalezneme v syrech, ale i ve fermentovanych mastnych vyrobcich. Bézné tyto
vyrobky obsahuji 2 — 3 % NaCl (Marth a Steele, 2001). Obsah chloridu sodného ovliviiuje
schopnost degradace amini testovanymi kmeny vyznamné. S kazdym piidavkem soli byla
degradacni aktivita vice utlumena. Nejvice degradovaly testované mikroorganismy piitom-
né biogenni aminy v médiu bez pfidavku NaCl a nejméné v ptitomnosti 3 % (w/v) NaCL
I ptesto byla schopnost degradace pomérné vysoka, napiiklad pti 30 °C s ptidavkem NaCl
3 % (w/v) degraduje B. subtilis 23 tryptamin o 39 %, fenyletylamin o 48 %, putrescin
0 30 %, kadaverin o 40 %, histamin 0 41 % a tyramin o 48 %, v priméru tedy celkovy ob-
sah amin® ve vzorku klesa o 41 %. Ve vzorku bez pfidavku NaCl jinak za stejnych podmi-

nek klesa primérny obsah v§ech aminti o 60 %.

Existuji potraviny, které se nakladaji do vysoce koncentrovanych solnych roztokd. Jedna se
naptiklad o balkansky syr, ktery miize obsahovat aZ 7 % soli, popfipad€ rizné solené rybi
vyrobky. Mah a Hwang (2009) sledovali tibytek biogennich amind pomoci Staphylococcus
xylosus pii vyrob¢ solenych fermentovanych ancovi¢ek. Ancovicky byly nasoleny na 15 %
obsahu NaCl a ponechany pfi teploté 25 °C po dobu 10 tydnd. Celé Sarze byla rozdélena na
2 poloviny, kdy jedna byla zaockovana S. xylosus se schopnosti degradovat histamin a dru-
ha byla ponechana bez zaockovani jako kontrola. S. xylosus snizil celkovy obsah biogen-
nich amint ve vzorku fermentovanych ancovic¢ek o 16 % oproti vzorku kontrolnimu. Zaji-
mavym zjisténim bylo, ze S. xylosus navic inhibuje rst dekarboxylasa pozitivni bakterie
Bacillus licheniformis. Objeveni schopnosti degradovat aminy pomoci S. xylosus pii vyso-
kych koncentracich NaCl mlize byt pro potravinaisky primysl pfinosem, protoze pii takto
vysoké koncentraci NaCl je potlacen rust velkého mnozstvi mikroorganismi a velmi tézko
se hledaji zastupci, ktefi jsou navic schopni degradace biogennich amint. V této diplomové
praci byla zvolena nejvyssi koncentrace ptidavku chloridu sodného 3 % (w/v), pfi niz byla

schopnost degradace vSech pritomnych amini siln¢€ potlacena.

Lee et al. (2015) ve své praci popisovali obdobny experiment, jako byl proveden v této
diplomové praci, a sice sledovali vliv pH v rozsahu hodnot 2 — 11, koncentrace NaCl

0,5 — 20 % a vliv teploty na schopnost degradace histaminu bakterii Bacillus polymyxa.
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Nejprve byla zjisténa nejvhodnéjsi teplota kultivace, ¢ili teplota pii niz B. polymyxa degra-
duje histamin nejvice, coz bylo 30 °C. Dale byl sledovan vliv pH na degradaci histaminu
touto bakterii, kdy byla pfipravena média s upravenym pH na hodnoty 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11 pfi teploté 30 °C po dobu 24 hodin. Pti pH 2 a 11 byl rist B. polymyxa kompletné
inhibovan, pii pH 7 bylo dosazeno nejvyssiho stupné degradace, avSak pii pH 5, 6, 8, 9
byla schopnost degradace histaminu pouze o 18 % mensi (Lee et al., 2015). V této diplo-
mové praci nebyl prokdzan vliv pH na schopnost degradace biogennich aminti
B. subtilis 23, bylo pracovano s jinou bakterii, tudiz se vysledky mohou lisit. Vliv koncen-
trace NaCl byl sledovan v mediich s hodnotou pH 7 obohacenych o 0,5 %, 5 %, 10 %,
15 %, 20 % NaCl. Inkubace trvala 24 hodin pfi teploté 30 °C. Lee et al. (2015) zjistili, ze
s rostouci koncentraci NaCl klesa schopnost degradace histaminu pomoci B. polymyxa,

stejnych zavért bylo dosazeno i v této diplomové praci.
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ZAVER
V této diplomové praci byl sledovan vliv vybranych faktorti na schopnost degradace Sesti
biogennich aminti dvou mikroorganismu, Bacillus subtilis 23 a B. pumilus 26 v podmin-

kach in vitro. Sledované faktory byly teplota (10, 23, 30 °C), koncentrace NaCl (0, 1, 2,
3 % (w/v)), pH (5,0; 7,0; 8,5), médium (mineralni, Nutrient broth).

Bylo zjisténo, ze kmen B. subtilis 23 ma vyssi schopnost degradovat vybrané biogenni

aminy nez kmen B. pumilus 26.

Ze vsech sledovanych faktort nejvice ovliviiovala schopnost degradovat aminy obou testo-
vanych kment teplota, kdy pfi teploté kultivace 30 °C byla zaznamenana vzdy nejvyssi
degradacni aktivita a pii teplot¢ kultivace 10 °C byla schopnost degradace vybranych ami-

nl nejvice potlacena.

Vliv koncentrace chloridu sodného na schopnost degradace testovanych biogennich amini
byl opét u obou bakterii stejny. Se zvySujicim se ptidavkem NaCl se schopnost degradace
amint pritomnych v médiu snizovala.

.....

ce biogennich aminil byla pfi vSech testovanych pH obdobna za jinak stejnych podminek.

Bylo pfedpokladéano, ze vybrané kmeny budou degradovat biogenni aminy v médiu Nutri-
ent broth minimaln¢. Ze ziskanych vysledkii vyplyva, ze oba testované kmeny degraduji
biogenni aminy v mineralnim médiu vice neZ v médiu Nutrient broth, avSak schopnost de-

gradace v Nutrient broth byla také vyznamna.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

SEZNAM POUZITE LITERATURY

BEDNAR, M., 1996. Lékar'skd mikrobiologie: bakteriologie, virologie, parazitologie. Pra-
ha: Marvil. ISBN 8023802976.

BENKERROUM, N., 2016. Biogenic Amines in Dairy Products: Origin, Incidence, and
Control Means. Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety [online]. 15(4),
801-826 [cit. 2017-02-23]. DOIL: 10.1111/1541-4337.12212. ISSN 15414337. Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1111/1541-4337.12212

BERLIN, I. a R. M. ANTHENELLI, 2001. Monoamine oxidases and tobacco smoking. The
International Journal of Neuropsychopharmacology [online]. 4(01), - [cit. 2017-02-27].
DOLI: 10.1017/S1461145701002188. ISSN 14611457. Dostupné zZ:
https://academic.oup.com/ijnp/article-lookup/doi/10.1017/S1461145701002188

CUEVA, C. et al,, 2012. Degradation of biogenic amines by vineyard ecosystem fungi.
Potential use in winemaking. Journal of Applied Microbiology [online]. 112(4), 672-682
[cit. 2017-02-27]. DOI: 10.1111/j.1365-2672.2012.05243.x. ISSN 13645072. Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1111/.1365-2672.2012.05243 x

CUNHA, S. C. et al.,, 2017. Biogenic amines in liqueurs: Influence of processing and com-
position. Journal of Food Composition and Analysis [online]. (56), 147-155 [cit. 2017-02-
20]. Dostupné z: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157516302150

DAPKEVICIUS, M. L. N. et al., 2000. Biogenic amine formation and degradation by po-
tential fish silage starter microorganisms. International Journal of Food Microbiology [on-

line]. 57, 107-114 [cit. 2017-02-27].

DUELOQO, R. C. aR. J. J. DUELO, 2012. Composition comprising diamine oxidase for the
prevention of hangover symptoms [online]. [cit. 2017-02-22]. Dostupné z:
https://www.google.com/patents/W0O2012127391A1?cl=en

EMBORG, J. a P. DALGAARD, 2008. Modelling the effect of temperature, carbon dioxi-
de, water activity and pH on growth and histamine formation by Morganella psychrotole-
rans. International Journal of Food Microbiology [online]. 128(2), 226-233 [cit. 2017-04-
10]. DOIL:  10.1016/j.ijfoodmicro.2008.08.016. ISSN  01681605. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168160508004789


http://doi.wiley.com/10.1111/1541-4337.12212
https://academic.oup.com/ijnp/article-lookup/doi/10.1017/S1461145701002188
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157516302150
https://www.google.com/patents/WO2012127391A1?cl=en

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 65

EOM, J. S. et al., 2015. Biogenic Amine Degradation by Bacillus Species Isolated from
Traditional Fermented Soybean Food and Detection of Decarboxylase-Related Genes. J.
Microbiol. Biotechnol [online]. 25(9), 159 - 1527 [cit. 2017-02-28]. Dostupné z:
http://dx.doi.org/10.4014/jmb.1506.06006

FLASAROVA, R. et al., 2016. Biogenic amine production by Lactococcus lactis subsp.
cremoris strains in the model system of Dutch-type cheese. Food Chemistry [online]. 194,
68-75 [cit. 2017-02-20]. Dostupné zZ:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615010900

GAS, B., 2001. Kapilarni elektroforéza: Separaéni analyticka metoda pro vék mikrogipi.
Vesmir [online]. 80, 370-373 [cit. 2017-02-20]. Dostupné z: http://www.cts.cuni.cz/vesmir

GRAY, E. J. et al., 2006. Proteomic analysis of the bacteriocin thuricin 17 produced by
Bacillus thuringiensis NEB17. FEMS Microbiology Letters [online]. 255(1), 27-32 [cit.
2017-02-28]. DOI: 10.1111/5.1574-6968.2005.00054.x. ISSN 03781097. Dostupné z:
https://academic.oup.com/femsle/article-lookup/doi/10.1111/5.1574-6968.2005.00054.x

HE, L. et al., 2017. Simultaneous determination of aliphatic, aromatic and heterocyclicbio-
genic amines without derivatization by capillary electrophoresisand application in beer
analysis. Journal of Chromatography A [online]. 1482, 109-114 [cit. 2017-02-20]. Dostup-
né z: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967316317198

HERNANDEZ-BORGES, J. et al., 2007. Nano-liquid chromatography analysis of dansyla-
ted biogenic amines in wines”. Journal of Chromatography A, 1147, 192-199. Dostupné z:
https://www.researchgate.net/publication/6454119 Nano-

liquid_chromatography analysis of dansylated biogenic_amines in_wines

HERRERO, A. et al., 2016. A new multiresponse optimization approach in combination
with a D-Optimal experimental design for the determination of biogenic amines in fish by
HPLC-FLD. Analytica Chimica Acta [online]. 945, 31-38 [cit. 2017-02-20]. Dostupné z:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003267016311618

IGNATENKO, N. A. et al., 2006. Dietary Putrescine Reduces the Intestinal Anticarcinoge-
nic Activity of Sulindac in a Murine Model of Familial Adenomatous Polyposis. Nutrition

and Cancer [online]. 56(2), 172-181 [cit. 2017-02-20].


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615010900
http://www.cts.cuni.cz/vesmir
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967316317198
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003267016311618

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 66

JOOSTEN, H. M. a M. NUNEZ, 1996. Prevention of Histamine Formation in Cheese by
Bacteriocin-Producing Lactic Acid Bacteria. APPLIED AND ENVIRONMENTAL
MICROBIOLOGY [online]. 62(4), 1178-1181 [cit. 2017-04-10].

KIM, Y. S. et al., 2005. Effects of gamma irradiation on the biogenic amines in pepperoni
with different packaging conditions. Food Chemistry [online]. 89(2), 199-205 [cit. 2017-
02-27]. DOI  10.1016/j.foodchem.2004.02.026. ISSN  03088146. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0308814604001918

KIM, Y. S. et al., 2012. Isolation of Biogenic Amines-Degrading Strains of Bacillus subti-
lis and Bacillus amyloliquefaciens from Traditionally Fermented Soybean Products. Kore-
an Journal of Microbiology [online]. 48(3), 220 - 224 [cit. 2017-02-28]. Dostupné z:
http://dx.doi.org/10.7845/kjm.2012.042

KOSMERL, T. et al., 2013. Biogenic amines in red wine: The impact of technological pro-
cessing of grape and wine. Acta Agriculturae Slovenica [online]. 2(101), 249-261 [cit.
2017-02-20]. DOI: 10.2478/acas-2013-0021. ISBN 10.2478/acas-2013-0021. Dostupné z:
http://aas.bf.uni-lj.si/september2013/09KoSmerl.pdf

MAH, J - H. a H. - J. HWANG, 2009. Inhibition of biogenic amine formation in a salted
and fermented anchovy by Staphylococcus xylosus as a protective culture. Food Control
[online]. 20(9), 796-801 [cit. 2017-04-10]. DOI: 10.1016/j.foodcont.2008.10.005. ISSN
09567135. Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0956713508002843

MAMMANDO, A. a L. ROSINO, 1968. The spectrum 1966-67 of the peculiar object MH
alfa 328-116 (V 1016 CYG): note II. Firenze: Tipografia Raccini & Chiappi. Memorie della

Societa astronomica Italiana, vol. 39, fasc. 3.

MORENO-ARRIBAS, M. V a M. C. POLO, 2009. Amino acids and biogenic amines. Wi-
ne Chemistry and Biochemistry [online]. s. 163-189 [cit. 2017-02-22]. ISBN
9780387741161. Dostupné z: https://vinumvine.files.wordpress.com/2012/02/m-victoria-

moreno-arribas-m-carmen-polo-wine-chemistry-and-biochemistry.pdf)

MARTH, E. H. aj. L. STEELE, 2001. Applied dairy microbiology. 2nd ed., rev. and ex-
panded. New York: M. Dekker. Food science and technology (Marcel Dekker, Inc,), 110.
ISBN 082470536x.


http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0308814604001918
http://aas.bf.uni-lj.si/september2013/09Košmerl.pdf
https://vinumvine.files.wordpress.com/2012/02/m-victoria-moreno-arribas-m-carmen-polo-wine-chemistry-and-biochemistry.pdf
https://vinumvine.files.wordpress.com/2012/02/m-victoria-moreno-arribas-m-carmen-polo-wine-chemistry-and-biochemistry.pdf

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 67

LARANJO, M. et al., 2017. Impact of salt reduction on biogenic amines, fatty acids,
microbiota, texture and sensory profile in traditional blood dry-cured sausages. Food Che-
mistry [online]. 218, 129-136 [cit. 2017-02-20]. Dostupné Z:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S030881461631439X

LEUSCHNER, R. G. K. a W. P. HAMMES, 1998 Degradation of Histamine and Tyramine
by Brevibacterium linens during Surface Ripening of Munster Cheese. Journal of Food
Protection [online].  61(7), 874-878 [cit.  2017-02-27].  Dostupné  z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9678172

LINARES et al., 2011. Biogenic Amines in Dairy Products. Critical Reviews in Food
Science and  Nutrition [online]. 51(7), 691-703 [cit. 2017-02-27]. DOL
10.1080/10408398.2011.582813. ISSN 10408398. Dostupné zZ:
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/10408398.2011.582813

LOIZZO, M. R. et al., 2016. Influence of packaging conditions on biogenic amines and
fatty acids evolution during 15 months storage of a typical spreadable salami (‘Nduja). Fo-
od  Chemistry [online]. 213, 115-122  [cit. 2017-02-20]. Dostupné¢ z:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814616309542

LORENZO, J. M. et al., 2010. Production of biogenic amines “in vitro” in relation to the
growth phase by Enterobacteriaceae species isolated from traditional sausages. Meat Scien-
ce [online]. 86(3), 684-691 [cit. 2017-02-20]. DOI: 10.1016/j.meatsci.2010.06.005. ISSN
03091740. Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0309174010002342

LOUKOU, Z. a A. ZOTOU, 2003. Determination of biogenic amines as dansyl derivatives
in alcoholic beverages by high-performance liquid chromatography with fluorometric de-
tection and characterization of the dansylated amines by liquid chromatography—

atmospheric pressure chemical ionization mass spectrometry”. Journal of Chromatography

A, 996, 103-113. Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/articles/12830912/

LUND, B. M. et al., 2000. The microbiological safety and quality of food. Gaithersburg,
Md.: Aspen Publishers. ISBN 0834213230.

LUND, B. M. a P. R. HUNTER, 2008. The microbiological safety of food in healthcare
settings. Ames, lowa: Blackwell Pub. ISBN 9781405122207.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S030881461631439X
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/articles/12830912/

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 68

MALE, K. B. a J. H. T. LUONG, 2001. Derivatization, stabilization and detection of bio-
genic amines by cyclodextrin-modified capillary electrophoresis—laser-induced fluorescen-
ce detection”. Journal of Chromatography A, 926, 309-317. Dostupné z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11556335

MBARKI, R. et al., 2008. Influence of Gamma Irradiation on Microbiological, Biochemi-
cal, and Textural Properties of Bonito (Sarda sarda) During Chilled Storage. Food Science
and Technology International [online]. 14(4), 367-373 [cit. 2017-04-10]. DOI:
10.1177/1082013208097444. ISSN 10820132. Dostupné zZ:
http://fst.sagepub.com/cgi/doi/10.1177/1082013208097444

NAILA, et al., 2010. Control of Biogenic Amines in Food-Existing and Emerging Approa-
ches. Journal of Food Science [online]. 75(7), R139-R150 [cit. 2017-02-22]. DOI:
10.1111/5.1750-3841.2010.01774.x. ISSN 00221147. Dostupné zZ:
http://doi.wiley.com/10.1111/5.1750-3841.2010.01774.x (25)

Natizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005 ze dne 15. listopadu 2005 o mikrobiologickych kritéri-

ich pro potraviny

NOWAK, A. a A. CZYZOWSKA, 2011. In vitro synthesis of biogenic amines by Brocho-
thrix thermosphacta isolates from meat and meat products and the influence of other
microorganisms. Meat Science [online]. 88(3), 571-574 [cit. 2017-02-20]. DOL:
10.1016/j.meatsci.2011.02.015. ISSN 03091740. Dostupné zZ
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0309174011000726

OSCARIZ, J. C. et al., 2006. Purification and sequencing of cerein 7B, a novel bacteriocin
produced by Bacillus cereus Bc7. FEMS Microbiology Letters [online]. 254(1), 108-115
[cit. 2017-02-28]. DOI: 10.1111/.1574-6968.2005.00009.x. ISSN 03781097. Dostupné z:
https://academic.oup.com/femsle/article-lookup/doi/10.1111/5.1574-6968.2005.00009.x

OZOGUL, F. a O. OZDEN, 2013. The Effects of Gamma Irradiation on the Biogenic Ami-
ne Formation in Sea Bream (Sparus aurata) Stored in Ice. Food and Bioprocess Technology
[online]. 6(5), 1343-1349 [cit. 2017-02-27]. DOI: 10.1007/s11947-011-0593-8. ISSN
19355130. Dostupné z: http://link.springer.com/10.1007/s11947-011-0593-8

PACHLOVA, V. et al., 2012. The effect of elevated temperature on ripening of Dutch type
cheese. Food Chemistry [online]. 132(4), 1846-1854 [cit. 2017-03-03]. DOL:


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11556335
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1750-3841.2010.01774.x
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0309174011000726
http://link.springer.com/10.1007/s11947-011-0593-8

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 69

10.1016/j.foodchem.2011.12.017. ISSN 03088146. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0308814611017729

PARCHAMI, R. et al., 2017. Determination of biogenic amines in canned fish samples
usinghead-space solid phase microextraction based on nanostructuredpolypyrrole fiber
coupled to modified ionization region ion mobility spectrometry. Journal of Chromato-
graphy A [online]. 1481, 37-43 [cit.  2017-02-20].  Dostupné  z:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002196731631696X

REDRUELLO, B. et al., 2017. A UHPLC method for the simultaneous analysis of biogenic
amines, amino acids and ammonium ions in beer. Food Chemistry [online]. 217, 117-124
[cit. 2017-02-20]. Dostupné Z:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814616312808

RIO, B. et al., 2017. The dietary biogenic amines tyramine and histamine show synergistic
toxicity towards intestinal cells in culture. Food Chemistry [online]. 218, 249-255 [cit.
2017-02-20]. Dostupné Z:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814616314297

SANLI T. a E. SENEL, 2015. Formation of Biogenic Amines in Cheese [online]. 223-230
[cit. 2017-02-20]. Dostupné Z
http://www.sciencedirect.com/science/article/pi1i/B9780124046993000275

SEBEI, S. et al., 2007. Characterization, N-terminal sequencing and classification of cerein
MRX1, a novel bacteriocin purified from a newly isolated bacterium: Bacillus cereus
MRX1. Journal of Applied Microbiology [online]. 103(5), 1621-1631 [cit. 2017-02-28].
DOL: 10.1111/5.1365-2672.2007.03395 .x. ISSN 13645072. Dostupné VA
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1365-2672.2007.03395.x

SLUKOVA, M. a P. SKRIVAN, 2015. Jsou zlep3ujici ptipravky v pekarenském oboru
nezbytné? Potravinarska revue [online]. (4), 15-17 [cit. 2017-03-03]. Dostupné z:
http://www.agral.cz/LinkClick.aspx?fileticket=encwG7pqPqY %3d&tabid=730&language=
cs-CZ

TAPINGKAE, W. et al., 2010. Degradation of histamine by extremely halophilic archaea
isolated from high salt-fermented fishery products. Enzyme and Microbial Technology [on-


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002196731631696X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814616312808
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814616314297
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780124046993000275
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1365-2672.2007.03395.x
http://www.agral.cz/LinkClick.aspx?fileticket=encwG7pqPqY%3d&tabid=730&language=cs-CZ
http://www.agral.cz/LinkClick.aspx?fileticket=encwG7pqPqY%3d&tabid=730&language=cs-CZ

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 70

line]. 46(2), 92-99 [cit. 2017-04-10]. DOIL: 10.1016/j.enzmictec.2009.10.011. ISSN
01410229. Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0141022909002488

TUBEROSO, C. L. G. et al., 2015. Determination of dansylated amino acids and biogenic
amines in Cannonau and Vermentino wines by HPLC-FLD. Food Chemistry [online]. 175,
29-35 [cit. 2017-02-20]. Dostupné Z:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814614018585

VITKOVA, L. Izolace mikroorganizmii degradujicich biogenni aminy. Zlin, 2016. Di-

plomova prace. Univerzita TomaSe Bati ve Zlin€. Fakulta technologicka.
VOTAVA, M., 2003. Lékarska mikrobiologie specidlni. Brno: Neptun. ISBN 8090289665.

YI-CHEN, L. et al., 2016. Reduction of histamine and biogenic amines during salted fish
fermentation by Bacillus polymyxa as a starter culture. Journal of Food and Drug Analysis
[online]. 24, 157-163 [cit. 2017-02-23]. Dostupné Z:
http://dx.doi.org/10.1016/j.jfda.2015.02.002

ZAMAN, M. Z. et al., 2010. Occurrence of biogenic amines and amines degrading bacteria
in fish sauce. Czech Journal of Food Sciences [online]. 28(5), 440 - 449 [cit. 2017-02-27].
Dostupné z: https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-
77958115268&origin=inward&txGid=1BA2F80502A36F8956A0CE33390230D1.wsnAw
8kcdt7IPYLOOV48gA%3a2


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814614018585

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

71

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Bsc-Cl

CE

DAD

DAO

DEEM

DNA

Dsn-Cl1

EU

FID

FMOC-C1

GC

HDPE

HPLC

IMS

MAO

MYP

OPA

PEMBA

RASFF

RNA

TLC

uv

Bansylchlorid

Kapilarni elektroforéza

Detektor diodového pole
Diaminooxidasy

Diethyl ethoxymethylenemalonat
Deoxyribonukleova kyselina
Dansylchlorid

Evropska unie

Plamenovy ioniza¢ni detektor
9-fluorenyl-methyloxycarbonyl chlorid
Plynova chromatografie

Polyetylen s vysokou hustotou
Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Iontova mobilni spektrometrie
Monoaminooxidasy

Manitol yolk polymyxin agar

o-ftalaldehyd

Agar obsahujici polymyxinpyruvat, yolk, manitol a bromtymolovou modft

Rapid Alert System for Food and Feed - Systém v¢asného varovani pro potra-

viny a krmiva
Ribonukleova kyselina
Chromatografie na tenké vrstvé

Ultrafialové zareni



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

72

SEZNAM OBRAZKU
Obr. 1 Dekarboxylace histidinu (Kosmerl et al., 2013)..........cccoeveevievieieenciieiieeieeneenne
Obr. 2 Reakce dansylchloridu a aminu za vzniku sulfonamidu (Loukou a Zotou,

2003) .ottt b ettt sa bt ees
Obr. 3 Oxidace histaminu pomoci DAO za vzniku imidazol acetaldehydu, amoniaku

a peroxidu vodiku (Duelo, 2012) ..........ccccoueevuieeienieieiieeieeiieeeie et
Obr. 4 Degradace biogennich aminii bakterii B. subtilis 23 v minerdlnim médiu o pH

7 a koncentraci soli 0, 1, 2 a 3 % (W/v) pri teploté 30 °C .........ocovvevevievveeieeeeannnnnn.
Obr. 5 Degradace biogennich aminii bakterii B. subtilis 23 v minerdlnim médiu o pH

7 a koncentraci soli 0, 1, 2 a 3 % (W/v) pri teploté 23 °C ........ooevvevceveveeaieeieeanennn,
Obr. 6 Degradace biogennich aminii bakterii B. subtilis 23 v minerdlnim médiu o pH

7 a koncentraci soli 0, 1, 2 a 3 % (w/v) pri teploté 10 °C ...........ccoueveuveveeecveeiireannnnnn.
Obr. 7 Degradace kadaverinu bakterii B. subtilis 23 v minerdlnim médiu o pH 7 bez

pridavku NaCl pri teplotdch 30 @ 10 OC .......cccveeeouieeeiieeeiieeeiee et
Obr. 8 Degradace biogennich aminu bakterii B. subtilis 23 v médiu Nutrient broth o

pH 7 a koncentraci soli 0 a 2 % (w/v) pri teploté 30 °C ........ooeevceveeeceeeiiieeeieeennen.
Obr. 9 Degradace biogennich aminu bakterii B. subtilis 23 v médiu Nutrient broth o

pH 7 a koncentraci soli 0 a 2 % (w/v) pri teploté 23 °C .......cueeevceveeeceeeeieeeeieeenen.
Obr. 10 Degradace biogennich aminii bakterii B. subtilis 23 v médiu Nutrient broth o

pH 7 a koncentraci soli 0 a 2 % (w/v) pri teploté 10 °C ...........ocovcueeeeceeeecieeeieeennen.
Obr. 11 Degradace biogennich aminu bakterii B. pumilus 26 v minerdlnim médiu o

pH 7 a koncentraci soli 0, 1, 2 a 3 % (w/v) p7i teploté 30 °C .........coueeeeeeceveeereaannnn.
Obr. 12 Degradace biogennich aminii bakterii B. pumilus 26 v médiu Nutrient broth

o pH 7 a koncentraci soli 0 a 2 % (w/v) pri teploté 30 °C ..........ocoveveeeecveenieeeieane,
Obr. 13 Degradace biogennich aminii bakterii B. pumilus 26 v médiu Nutrient broth

o pH 7 a koncentraci soli 0 a 2 % (w/v) pri teploté 23 °C ........ccoveveeeeceeencieeeeeene,
Obr. 14 Degradace biogennich aminii bakterii B. pumilus 26 v médiu Nutrient broth

o pH 7 a koncentraci soli 0 a 2 % (w/v) pri teploté 10 °C ...........ccceeeeevrveeecieeereanne.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 73

SEZNAM TABULEK

Tab. 1 Prekursory biogennich aminu a jejich struktura (Cunha et al., 2017)..................... 13
Tab. 2 Slozeni roztoku StOPOVYCH DFVELUL.........ccccuueeeeiieeiiiieeieeeiee et eeevee e sveeenaaeeens 34
Tab. 3 Slozeni roztoku bioGenniCh AMINIL.............coeeeueevieeiiieiieeiieeieeie et 35
Tab. 4 Slozeni mineralnino MEIa ...............ccooceeviiiiiiiiiiiiieiieeeeeee et 35
Tab. 5 Hodnoty pH a koncentrace NaCl jednotlivych variant minerdlniho média ............. 36

Tab. 6 Program gradientove elUCE ................cccccoevoeeiiueeiiiiiieiieeeeeeee et 40



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 74
SEZNAM PRILOH
PRILOHA P I: Degradace biogennich aminii bakterii B. subtilis v mineralnim médiu

o pH 5 a koncentraci soli 0, 1, 2, 3 % (w/v) pii teplot€ 30 °C .....ccooeeiiiiiiiiiinnne 75

PRILOHA P II: Degradace biogennich aminti bakterii B. subtilis v mineralnim médiu

o pH 8.5 a koncentraci soli 0, 1, 2, 3 % (w/v) pfi teplot€ 30 °C ......cceeciiiiiiinns

PRILOHA P III: Degradace biogennich aminti bakterii B. subtilis v minerdlnim

médiu o pH 5 a koncentraci soli 0, 1, 2, 3 % (w/v) pfi teploté 23 °C .......ccccuueee.

PRILOHA P IV: Degradace biogennich aminii bakterii B. subtilis v minerdlnim

médiu o pH 8,5 a koncentraci soli 0, 1, 2, 3 % (w/v) pii teploté 23 °C ...................

PRILOHA P V: Degradace biogennich aminii bakterii B. subtilis v mineralnim médiu

o pH 5 a koncentraci soli 0, 1, 2, 3 % (w/v) pii teplot€ 10 °C ......ccoceeviiiiiniiiaes

PRILOHA P VI: Degradace biogennich aminii bakterii B. subtilis v minerdlnim

médiu o pH 8,5 a koncentraci soli 0, 1, 2, 3 % (w/v) pii teploté 10 °C ...................



PRILOHA P I: DEGRADACE BIOGENNICH AMINU BAKTERII B.
SUBTILIS V MINERALNIM MEDIU O PH 5 A KONCENTRACI SOLI
0,1,2,3 % (W/V) PRI TEPLOTE 30 °C

30°C pH 50 % NacCl

30°CpH50 % NaCl

Zas [h]

110 110
[
100 B * 100 ¥
- > * % x
[0 90 X A
— 80 * — B0
u =*
5 H *
% 70 - # tryptamin % 70 kadaverin
m fenyetylamin 4 histamin
i 60 N 'g 60
putrescin tyramin
50 * 50
b4 A
40 40
30 30
o 4 12 16 20 24 28 32 36 40 44 4B 0 a 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
¢as [h] &as [h]
°
30°C pH 51 % Nacl 30°CpH51 % NacCl
110 110
m
100 0% " 100 ¥ = x
x
Q0 20
. 80 * - 80 X
2 - < . x
= 70 # tryptamin = 70 A kadaverin
% ™ - m fenyetylamin ,E 4 histamin
60 . 60
r putrescin N tyramin
50 ] 50
X
40 40
30 30
o 4 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 ] a 8 12 16 20 24 8 32 36 40 44 48
&as [h] cas [h]
° °
30°C pH 5 2 % Nacl 30°CpH52 % NacCl
110 * 110
n
100 B * 100 3
L - =
Q0 90 >
80 80 »
= w =
& . [ A
< <
: 70 » * tryptamin : 70 kadaverin
3 . ] —_—
™ fenyetylamin 4 histamin
L : 4 . L =
putrescin x tyramin
50 _ 50
a0 a0
a0 30
o 4 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 0 a 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
&as [h] ¢as [h]
° °
30 °C pH 5 3 % Nacl 30°CpH 53 % NacCl
110 110 L 3
[ ] =
100 1% 4] 100 X ¥
A
90 90 * b
* X
— 80 - & — 80
& [ "
< <
: 70 * tryptamin : 70 x kadaverin
'\
% m fenyetylamin 2 A histamin
60 L
m .
putrescin tyramin
50 50
a0 a0
a0 30
o 4 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 0 a 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48




PRILOHA P II: DEGRADACE BIOGENNICH AMINU BAKTERII B.

SUBTILIS V MINERALNIM MEDIU O PH 8,5 A KONCENTRACI
SOLI 0, 1, 2, 3 % (W/V) PRI TEPLOTE 30 °C

as [h]

Zas [h]

30 °C pH 8,50 % NaCl 30 °C pH 8,5 0 % NacCl
110 110
100 0% 100 3
Q0 , 90 a3
— 80 - 80
& [ * x
= * ‘ < A .
= 70 & # tryptamin @ 70 kadaverin
3 = ™ fenyetylamin 2 & histamin
L L . L x
putrescin tyramin
*
50 L n 50 2
a0 a0 a
a0 30
o a4 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 a 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
cas [h] zas [h]
30°CpH 8,51 % NaCl 30°C pH 8,51 % NacCl
110 110
100 0% 100 3
& x
90 * 90
x
g 80 [ ] % 80
: 70 * tryptamin : 70 = >‘< kadaverin
%  fenyetylamin % >: A histamin
60 - * N 60
1 4 putrescin . tyramin
50 50
a0 a0
a0 30
o a4 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 a 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
cas [h] zas [h]
30°C pH 8,5 2 % NaCl 30°C pH 8,5 2 % NaCl
110 110
100 0% 100 3 %
A
90 L 90
x
— 80 - 80
£ £ % x
=< ¢ ) = .
: 70 & * tryptamin : 70 kadaverin
3 i 2 A i i
™ fenyetylamin X 4 histamin
2 w0 * & . ® w0
putrescin tyramin
50 50
a0 a0
a0 30
o a4 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 a 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
cas [h] zas [h]
30°C pH 8,5 3 % NaCl 30°C pH 8,5 3 % NacCl
110 110
100 0% h 100 3
90 90 #
L4
— 80 > — B0
x
E. L ] - é- a
: 70 n * tryptamin : 70 e x kadaverin
3 B mfenyetylamin 2 A histamin
L . L
putrescin tyramin
50 50
a0 a0
a0 30
o a4 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 a 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48




PRILOHA P I11: DEGRADACE BIOGENNICH AMINU BAKTERII B.
SUBTILIS V MINERALNIM MEDIU O PH 5 A KONCENTRACI SOLI
0,1,2,3 % (W/V) PRI TEPLOTE 23 °C

gas [h]

2as [h]

23 °C pH 50 % Nacl 23 °C pH 50 % NacCl
110 110
100 1% 100 3¢
[0 90
— 80 = 80 *
=
L L IR g
2 7 u »* # tryptamin & 70 £ kadaverin
g m fenyetylamin _g 4 histamin
60 - . 60 - *
* putrescin A N tyramin
z
50 ‘ 50 ]
- =
40 40
30 30
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72
cas [h] Zas [h]
o
23°CpH 5 3 % Nacl 23°CpH 51 % NacCl
110 110
100 ¥ % 100 £
x A
30 2 90
X
e x
— 80 — 80 +
E) “ * = *
< <
'E 70 - kadaverin 'E 70 * * tryptamin
A histamin - g * ™ fenyetylamin
% & € [ ]
tyramin n Py putrescin
L]
50 50
40 40
30 30
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72
gas [h] zas [h]
23°CpH51% NacCl 23°CpH 5 2% NacCl
110 110
100 ) 100 £%
a0 + 20 L
80 B0
- = -
3 - H *
: 70 * kadaverin _: 70 L 2 * tryptamin
2 A " ; & N
A histamin & ™ fenyetylamin
L X % w0 =
& tyramin - putrescin
x
50 X 50
40 40
30 30
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72
gas [h] zas [h]
23°CpH52 % NacCl 23°CpH 5 3 % NacCl
110 110
100 3 = w0 g n -
4 *
90 " 90
* [
= 80 S — 80 3 u
£ A % ) 3
= <
2 7 Kadaverin 2 0 * s tryptamin
% A x A histamin % m fenyetylamin
&0 X 60
tyramin ] putrescin
50 50
40 40
30 30
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72




PRILOHA PIV: DEGRADACE BIOGENNICH AMINU BAKTERII B.

SUBTILIS V MINERALNIM MEDIU O PH 8,5 A KONCENTRACI

SOLI 0, 1, 2, 3 % (W/V) PRI TEPLOTE 23 °C

as [h]

&as [h]

23 °C pH 8,50 % NaCl 23 °C pH 8,50 % NaCl
110 110
100 0% 100 3
90 %0
£ 80 | ] Ll £ 80 A
= & = 2
2 70 * tryptamin 2 70 A e . Kkadaverin
% ] [  fenyetylamin % o A histamin
o0 putrescin 80 x tyramin
*
50 * 50 * x
- ]
a0 a0
a0 30
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 4B 52 56 GO 64 68 72
2as [n] Zas [h]
23°CpH 8,51 % NaCl 23°CpH 8,51 % NaCl
110 110
100 0% * 100 3
90 %0
E 80 * g 80 ry
X
=< =
2 70 n . * tryptamin @ 70 X ¥ % kadaverin
% -  fenyetylamin % . A histamin
0 putrescin 0 * & tyramin
] ] * - 2
50 - 1 50 X
a0 a0
a0 30
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 4B 52 56 GO 64 68 72
2as [n] Zas [h]
23 °C pH 8,5 2 % NaCl 23 °CpH 8,5 2 % NaCl
110 110
100 1% 100
A
S0 90 F
g® : = z &
= 2
=< i 3
2 70 u # tryptamin & 70 x « « kadaverin
g . m fenyetylamin _g A b AMistamin
o0 s : 8 putrescin o0 s A tyramin
50 50
40 40
30 30 . A
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72
cas [h] Zas [h]
23 °C pH 8,5 3 % NacCl 23 °CpH 8,5 3 % NaCl
110 110
100 0% m 100 ¥ .
30 + B + 90 .
& 80 z 5 x x
[ ] b3 X
=< P
= 70 * # tryptamin = J0 x kadaverin
3 . 3 .
3 w fenyetylamin 3 4 histamin
5 ™ n putrescin 0 tyramin
50 50
a0 40
30 30
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72




PRILOHA P V: DEGRADACE BIOGENNICH AMINU BAKTERII B.
SUBTILIS V MINERALNIM MEDIU O PH 5 A KONCENTRACI SOLI
0,1,2,3 % (W/V) PRI TEPLOTE 10 °C
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PRILOHA P VI: DEGRADACE BIOGENNICH AMINU BAKTERII B.

SUBTILIS V MINERALNIM MEDIU O PH 8,5 A KONCENTRACI
SOLI 0, 1,2, 3 % (W/V) PRI TEPLOTE 10 °C
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