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ABSTRAKT

Cilem diplomov¢é prace bylo seznameni s biogennimi aminy, bakteriemi mlééného kvaseni
a zjisténi moznosti snizeni obsahu biogennich amini v potravinach pomoci bakterii izolova-
nych z potravin. Bakterie, které byly pouzity pro tento experiment, byly Lactobacillus casei
(Sbirka mlékarenskych mikroorganismti Laktoflora CCDM) a Lactobacillus paracasei (izo-
lované z chlebového kvasku v Portugalsku S3). Z téchto kment byli vybrani dva degradéti,
u kterych byl sledovén vliv faktorti (mnozstvi Zivin, teplota, ¢as). Ubytek biogennich amini

byl sledovan pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC).

Byly vybrany bakterie kmenu Lactobacillus casei CCDM 422 a CCDM 802, u kterych byly
sledovany ubytky pii 30 °C v pidé MRS u fenyletylaminu a histaminu kolem 40 % a pfi
37°C v polovi¢ni piadé MRS-C ubytek fenyletylaminu o 70 %.

Kli¢ova slova: biogenni aminy, bakterie mlééného kvaseni, degradace, HPLC

ABSTRACT

The aim of thesis was to familiarization with biogenic amines, lactic acid bacteria and to find
out possibilities of reducing the content of biogenic amines in food using bacteria isolated
from food. The bacteria used for this experiment were Lactobacillus casei (The dairy micro-
organism collection Lactoflora CCDM) and Lactobacillus paracasei (isolated from bread
yeast in Portugal S3). The main two degraders from CCDM samples were selected from
these strains, where different factors were observed (amount of nutrients, temperature, time).
The loss of biogenic amines was monitored by high performance liquid chromato-

graphy(HPLC).

Bacteria of the Lactobacillus casei CCDM 422 and CCDM 802 were selected, in which the
loss was in 30 °C in the MRS soil of phenylethylamine and histamine around 40 % and in

37°C in half soil of MRS-C the loss of phenylethylamine was by 70 %.

Keywords: biogenic amines, lactic acid bacteria, degradation, HPLC
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UVOD

V dnedni dobé¢ jsou biogenni aminy velmi diskutované téma a jedna se o celosvétovy pro-
blém, protoze biogenni aminy v nadmérném mnozstvi mohou zptisobit velmi véazné zdra-
votni problémy. Biogenni aminy se vyskytuji ve viech potravinach, které obsahuji proteiny
nebo volné aminokyseliny, a které mohou podléhat mikrobidlnim ¢ biochemick{m piemé-
nam. [1] [2] [3]

Jsou to organické, bazické, dusikaté slouCeniny odvozené od aminokyselin, které vznikaji
predeviim dekarboxylaci aminokyselin, dile aminaci a transaminaci. Vyskytuji se v potra-
vinach jako pfirozend sloZka nebo vznikaji ¢innosti mikroorganizmi. [1] [2] [3]

Biogenni aminy maji jak pozitivni, tak negativni G¢inky, Mezi jejich kladné vlastnosti mii-
zeme zatadit fo, Ze mohou vykazovat riizné biologicke tu¢inky (hormony, stavebni latky pro
biosyntézu hormonti, apod.) a podilet se na metabolickych procesech v Zivich tkanich.
Av3ak jejich nadmérny pifjem mize plsobit toxicky. Mezi nezidouci G¢inky mizeme zaia-
dit hypertenzi, hypotenzi, migrény a bolesti hlavy, buSeni srdce, pocent, zvraceni, vyrazku,
prijem, v krajnim piipadé anafylakticky Sok az smrt. [1] [2] [3]

Bakterie mlééného kvaseni jsou heterogenni skupina mikroorganizmil, kterd produkuje ky-
selinu mléénou jako primérni nebo sekundarni produkt fermentace. Maji vysokou odolnost
vici kyselému prostiedi a ovliviiuji chut’ mléénich vyrobki, jejich konzistenci a nutri¢ni
hodnoty. Vyskytuji se v riznych prostredich. [25] [26]

Pro sniZeni obsahu biogennich aminti v potravinich se napiiklad vyuZivaji startovaci kultury
bakterii mlééného kvasent, které maji inhibi¢ni G¢inek na dekarboxylaza-pozitivni bakterie,
dale enzymy, technologické zikroky nebo antimikrobidlni latky. [38] [44] [48] [55]

Nekter¢ startovaci kultury postradaji dekarboxyla¢ni aktivitu a je mozné je vyuzit k pozasta-
veni riistu ostatnich neZadoucich bakterii. Piidavaji se napiiklad do kysanych mléénych vi-
robki. Nékteré jejich enzvmy mohou pfeméiovat biogenni aminy na méné toxické produkty.
Mezi enzymy, které pisobi detoxika¢né, fadime monoaminoxidazy, diaminooxidézy a déle
napfiklad histaminazy. [48] [49]

V této praci byly pouZity bakterie mlééného kvaseni Lactobacilus casei/paracasei a déle byl
sledovan jejich vliv na snizeni obsahu biogennich aminti. Mezi sledované aminy patiily his-
tamin, fenyletylamin, putrescin, kadaverin a tyramin. Jejich ubytek byl déile analyzovin a
stanoven pomoci vysokot¢inné kapalinové chromatografie.



I. TEORETICKA CAST



1 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy (BA) jsou organické, bazické, dusikaté slouceniny s nizkou molekulovou
hmotnosti, pfitomné v rostlinnych, mikrobialnich a zivocisnych buiikach a mohou byt dete-
kovany v surovych a ve fermentovanych potravinach. Jsou tvofeny mikrobidlni dekarboxy-
laci nékterych volnych aminokyselin nebo aminaci a transaminaci aldehydi a ketoni. I kdyz
jsou zapojeny do nékolika biologickych aktivit (napf. lidska mozkova aktivita), nadmérmny
peroralni piijem téchto molekul mize zplsobit nékolik problémi lidskému zdravi. Evropsky
ufad pro bezpecnost potravin (EFSA) z toxikologického hlediska povazuje histamin a tyra-
muze u nékterych jedinch zplsobit hypotenzi nebo hypertenzi, bolesti hlavy, palpitaci a

zvraceni. [1]

Biogenni aminy se obvykle vytvaieji béhem procesu rozkladu nebo znehodnocovani potra-
vin, ktery zahrnuje tvorbu volnych aminokyselin proteolyzou spolu s produkei bakterialnich
dekarboxyldz. Mezi potraviny, ve kterych mohou biogenni aminy vznikat ve vyznamném
rozsahu, patfi syry, maso, ryby, ¢ervené vino, fermentované potraviny, jako jsou klobasy, a

potraviny obsahujici kakao, jako je cokolada. [2]

BA mohou slouzit jako zdroje dusiku a prekurzory pro syntézu hormonti, alkaloidd, nukle-
ovych kyselin a proteinti. Mohou také ovlivnit procesy v organismu, jako je regulace télesné
teploty, pfijem Zivin, zvySeni nebo sniZeni tlaku. V rostlinach se diaminovy putrescin a po-
lyaminy spermidin a spermin podileji na fadé fyziologickych procestl, jako je bunécné dé-

leni, kveteni, vyvoj ovoce, reakce na stres a senescence. [3]

Polyaminy jsou dllezité pro riist, renovaci a metabolismus kazdého organu v téle a jsou
nezbytné pro udrzeni vysoké metabolické aktivity normalniho fungovani a imunologického
systému stfev. Vyznam putrescinu, spermidinu a sperminu pii ristu nadort je znam a inhi-
bice biosyntézy polyamini u jedinct s nddorem je jednim z hlavnich cili vyzkumu rakoviny.
BA jsou potencialni prekurzory pro tvorbu karcinogennich N-nitrososloucenin. Mohou tvo-
fit nitrosaminy reakci s dusitanem, zatimco tercidrni aminy produkuji fadu labilnich N-nit-

roso produktt. [3]

Nekteré BA, jako putrescin, kadaverin, spermidin, mohou vychytavat volné radikaly. Tyra-
min mé antioxidaéni aktivitu, kterd se s jeho obsahem zvysuje. Inhibi¢ni ucinek tedy zavisi
na aminoskupinach a hydroxylovych skupinach [5]. Spermin je schopen regenerovat toko-

ferol z tokoferoxylového radikalu ptes donor vodiku z aminoskupiny. Radikal sperminu déle



vaze lipidové nebo peroxidové radikély do lipidového komplexu. Nékteré BA piispivaji k

chuti jidla. [3]

1.1 Vznik biogennich amini

Aminy mohou byt klasifikovany jako pfirodni polyaminy a biogenni aminy v zavislosti na
jejich syntéze. Ptirodni polyaminy jsou pfirozené produkovany zivocichy, rostlinami a mi-
kroorganismy a jsou to pfedevs§im spermidin, spermin, a ddle diaminy jako je putrescin, ka-
daverin a agmatin. Zatimco biogenni aminy jsou produkovany ptedevsim dekarboxylaci vol-

nych aminokyselin zprostitedkovanych pomoci enzymd. [4]

Biogenni aminy jsou tedy vytvofené zejména mikrobidlni dekarboxylaci aminokyselin v po-

travindch nebo aminaci a transaminaci aldehydl a ketoni pomoci transaminaz. [5]
Tvorba vysokého mnozstvi biogennich aminli zavisi na nékolika faktorech:

a) Dostupnost substratu (volné prekurzorové aminokyseliny nebo kratké peptidy obsa-
hujici tyto aminokyseliny) a dostupnost kofaktori (napt. pyridoxal 5"-fosfat)
b) Odpovidajici podminky prostiedi (napi. pH, teplota, atd.)

¢) Pfitomnost mikroorganisml s dekarboxylazovou aktivitou [4]

Gramnegativni bakterie maji homomerni enzymy, které jsou zavislé na pyridoxal 5" -fosfatu,
zatimco grampozitivni bakterie maji heteromerni enzymy, které obsahuji esencialni py-
ruvoylovou skupinu, ale ne pyridoxal 5'-fosfat. Ne&které kmeny mohou dekarboxylovat

jednu nebo 1 vice aminokyselin, zatimco jiné ne. [4]

Nazvy mnoha BA odpovidaji pojmenovani jejich ptiivodnich aminokyselin: histamin vznika
z histidinu, tyramin z tyrosinu, B-fenylethylamin z fenylethylalaninu, tryptamin z tryptofanu.
V rostlinach a nékterych mikroorganismech existuje alternativni cesta produkce putrescinu
z argininu pies agmatin. Lysin je dekarboxylovén lysin-dekarboxyldzou na kadaverin. De-
karboxylazova aktivita je siln€j$i v kyselém prostiedi, optimalni pH se pohybuje mezi 4,0 a
5,5. Kromé¢ toho jsou v takovém prostiedi bakterie siln€ji vybizeny k produkei téchto en-
zymt, jako soucast jejich obrannych mechanismi proti kyselému prostfedi. Produkci BA
dale ovliviiuje dostupnost kysliku, redoxni potencidl a teplota. Teplota pro tvorbu BA bak-

teriemi je optimalni mezi 20 °C a 37 °C, pfii sniZzené teploté se zpomali jejich rist. [3]



1.2 Charakterizace biogennich aminu

Biogenni aminy (BA) mohou byt klasifikovany jako monoaminy (tyramin, histamin, B-fe-
nylethylamin a tryptamin), diaminy (putrescin, kadaverin) nebo polyaminy (PA) (spermin a

spermidin) podle po¢tu aminoskupin v jejich chemické struktute. [6]

Biogenni aminy také mohou fungovat jako poslové v perifernim nervovém systému (PNS)
a centralnim nervovém systému (CNS) u obratlovct a bezobratlych. Pét zavedenych biogen-
nich aminovych neurotransmitert u obratlovell spadé do tii tfid: 1) katecholaminy - nore-

pinefrin, epinefrin a dopamin,
2) indoleamin - serotonin
3) imidazolamin - histamin. [7]

U bezobratlych jsou norepinefrin a epinefrin nahrazeny dvéma fenolaminy, tyraminem a
oktopaminem, které ptisobi jako neurotransmitery, neuromoduldtory nebo neurohormony

zprostiedkovavajici rizné slozité chovani. [7]

Biogenni aminy reguluji mnoho funkci v mozku, vcetné¢ endokrinni sekrece, kognitivni

funkce, agrese, spanku a bdéni, emocnich stavil, motivace, rozhodovani, ueni a paméti. [7]

U lidi je patogeneze spojena s abnormalni urovni biogennich amini v CNS riiznych neuro-
logickych onemocnéni, jako je Alzheimerova choroba (AD), Parkinsonova choroba (PD),
Huntingtonova nemoc (HD), schizofrenie nebo deficit pozornosti hyperaktivniho onemoc-

néni (ADHD). [7]

Biogenni aminy a jejich metabolity jsou dillezité signaliza¢ni molekuly regulujici funkce

nervovych bun€k v nervovém systému u obratlovcii a bezobratlych. [7]

1.2.1 Fenyletylamin

Fenylethylamin (FEM) je endogenni amfetamin a jako takovy blokuje transportéry monoa-
minl a v mensi mife vezikularni transport, ¢imz zvySuje hladinu odpovidajicich molekul
neurotransmitert v synaptické stérbiné. Ve fyziologickém systému plisobi FEM jako neuro-
modulator a je primarn¢ metabolizovan lidskou monoaminoxidazou B na odpovidajici alde-

hyd a amoniak. [8]



1.2.2 Putrescin

Putrescin (1,4-diaminobutan), maly alifaticky diamin, je vSudypfitomny v Siroké Skale zi-
vych bunék a hraje diilezitou roli v mnoha fyziologickych procesech, zejména v bunééném
rustu. ZvySeni produkce putrescinu je ¢asto spojovano s n¢kolika onemocnénimi, naptiklad
malignim nadorem. Kromé toho se také putrescin obvykle nachazi ve zkazenych potravinach
v disledku dekarboxylace aminokyselin mikroorganismy. Proto je stanoveni koncentrace
putrescinu velmi dalezité v klinickych, biologickych a chemickych vzorcich, stejné tak pti

zpracovani a fermentaci potravin. [9]

1.2.3 Kadaverin

Kadaverin (1,5-diaminopentan) je pfirodni polyamin s vice bioaktivitami, ktery je Siroce dis-
tribuovan v prokaryotech a eukaryotech. Kadaverin vykazuje Siroké moznosti pro rizné apli-

kace, zejména jako diillezity monomer pro bioamidy na bazi polyamidu. [10] [11]

VétSinou vznika hydrolyzou proteinu béhem hnilobného rozkladu tkan€. Kadaverin ma re-

lativné nizkou teplotu varu. Relativné snadno se odpatuje a destiluje. [10]

Kadaverin hraje dileZitou roli v pfeziti bunék pii kyselém pH a chréni buiiky. V rostlinach
se podili na regulaci riznych procest, jako je rist a vyvoj rostlin, signalizace bunék, reakce
na stres a obrana pied hmyzem. Tvorba kadaverinu také souvisi s ristem zvifat a tvorbou
nadord. Kadaverin se tvofi dekarboxylaci L-lysinu, a proto jeho biosyntéza zavisi na L-ly-

sinu. [11]

1.2.4 Histamin

Histamin (2-(imidazol-4-yl) ethanamin) je dillezitym medidtorem mnoha fyziologickych a
patologickych procest, véetné zanétu, sekrece Zaludecni kyseliny, neuromodulace, regulace
imunitni funkce, bunééné proliferace a diferenciace. Histamin vykazuje své biologické

ucinky navazanim na Ctyfi rizné subtypy receptoru spojeného s G proteinem (H1-H4). [12]

Vysoky obsah histaminu byl zjiStén v riznych potravinach, zejména v rybach a dale napfi-
klad ve fermentovanych potravinach. Konzumace potravin s vysokym obsahem histaminu
muZe zpusobit otravu histaminem, kterd je znama jako scombroidni otrava. Muze zptisobit
pouze mirné onemocnéni se symptomy, jako jsou zavraté, bolesti hlavy, hypotenze, oralni

paleni a poceni, ale také otravy ohroZzujici zivot. [12]



1.2.5 Tyramin

Tyramin (4- (2-aminoethyl) fenol), je biogenni aromatickd monoaminova sloucenina vzni-
kajici dekarboxylaci aminokyseliny tyrosinu. Tyramin se mize hromadit ve vysokych kon-
centracich v Sirokém spektru syrovych a fermentovanych potravin, jako jsou ryby, maso,

ovoce, syry, s6jové produkty a vino. [13]

Vysoka hladina tyraminu miiZze vyvolat zdravotni problémy, jako je migréna, srde¢ni selhdni
a krvéaceni do mozku. Dale zplsobuje periferni vazokonstrikci, zvyseni hladiny cukru v krvi

a vylu¢ovani norepinefrinu. [14] [15]

1.2.6 Spermin a spermidin

Spermin (N,N-bis(3-aminopropyl) butan-1,4-diamin) a spermidin (N '-(3-aminopropyl) bu-
tan-1,4-diamin) jsou polyaminy (PA) pfirozen¢ se vyskytujici ve vSech organismech, ve kte-
rych maji dilezité fyziologické funkce (regulace genové exprese, prevence fragmentace
DNA zprostfedkované endonukledzou a inhibice poskozeni DNA). Piebytek PA vSak sou-
visi se zdravotnimi riziky. PA se v nékterych potravinach hromadi v pomérmné vysokych

koncentracich. [6] [16]

1.3 MozZnosti stanoveni biogennich aminu

Pro stanoveni biogennich amint existuje nékolik kvalitativnich a kvantitativnich metod. Me-
tody byly navrzeny jako skriningové postupy a vétSina z nich zahrnuje pouziti diagnostic-
kého média obsahujici prekurzorovou slouceninu (substrat) a indikator pH (bromkrezolpur-
pur), ktery méni barvu v disledku zptasobené zmény pH média, kdyz je prekurzorova ami-
nokyselina dekarboxylovana na zasadity amin. Mezi tyto metody patii predevS§im skrinin-
gova kultivani metoda. Dale se mohou pouzit metody, jako je tenkovrstva chromatografie,
vysoce u¢inna kapalinova chromatografie a molekularné-biologické metody zalozené na po-
lymerazové tetézové reakci (PCR), které jsou pouzivany k potvrzeni pfitomnosti genii ko-

dujicich dekarboxyldzy aminokyselin zodpovédné za syntézu biogennich amind. [4]

Molekularni metody v€asné a rychlé detekce produkénich bakterii se stavaji alternativou
tradi¢nich kultivacnich metod. Metody PCR nabizeji vyhody rychlosti, citlivosti, jednodu-
chosti a specifické detekce genii aminokyselinovych dekarboxylédz. Kromé toho tyto mole-
kularni metody detekuji potencidlni rizika mikrobialni tvorby biogennich amint v potravi-

nach. [17]



1.3.1 Vysoce ucinna kapalinova chromatografie

Metody HPLC (vysoce uc¢inna kapalinova chromatografie) byly uspésné pouzity pro stano-
veni amint. Vysoce polarni, net¢kavé a tepelné nestabilni slouceniny mohou byt analyzo-
vany pomoci HPLC. Byly vyvinuty modifikované postupy pro extrakci a derivatizaci bio-
gennich amint a vyuziti kyseliny chloristé a dansylchloridu pro extrakcei a derivatizaci. Tato
metoda se vyuziva pro aminy, heterocyklické aminy, které maji charakteristické UV spek-
trum a jsou elektrochemicky oxidovatelné. Nékteré méné polarni aminy fluoreskuji v polar-
nich rozpoustédlech. Proto Ize tyto slouceniny detekovat pomoci UV, DAD, elektrochemic-

kého a fluorescen¢niho detektoru. [18]

Byla také vyvinuta metoda p-LC (kapalinova chromatografie s minimalizaci pratokt a na-
kladii pro stanoveni) pro rychlou a citlivou analyzu aromatickych amint elektrochemickou
detekci, ddle metoda pro stanoveni aromatickych aminil a fenoll v environmentalnich vzor-
cich selektivni SPE eluci (extrakce na pevné fazi) a HPLC s amperometrickou detekci a
metoda analyzy aromatickych amini v povrchovych vodach, které se dostavaji do odpadnich
vod z textilniho primyslu pomoci LC (kapalinova chromatografie) s elektrochemickou de-

tekei. [19] [20]

1.3.2 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie neni pro stanoveni BA v potravinach bézn¢ pouzivana jako kapali-
nova chromatografie nebo kapilarni elektroforéza. PouZiva se jako detek¢ni technika s pou-
zitim hmotnostniho spektrometru. Plynova chromatografie je specificky aplikovana ve fer-

mentovanych népojich za ucelem nabidnuti alternativnich metod k HPLC. [21]

Pted analyzou je tfeba provést derivatizaci vzorkt, aby se zménily vlastnosti BA (napiiklad
rozpustnost, bod varu nebo tani, chemické sloZeni) v€etné sniZeni jejich polarity. Jako deri-
vatizacni ¢inidla mohou byt pouzita napiiklad pentafluorbenzoylchlorid nebo alkylované
chlorformiaty. Jednou z vyhod pouziti t€chto sloucenin je, ze derivatizacni reakce muze byt

provadéna ve vodném zasaditém roztoku. [21]

1.3.3 Kapilarni elektroforéza

Kapilérni elektroforéza (CE) je v posledni dob¢é povazovana jako slibnd technika navzdory
jejinizké citlivosti vii¢i jinym metodam, ale diky jeji jednoduchosti, rychlosti a spolehlivosti.

[21]



Komer¢né dostupné CE jsou automatizované podobnym zptisobem jako HPLC a nabizeji
minimalni ndklady na ¢as, organické rozpoustédla a pouziti dalSich ¢inidel. CE provadi roz-
dé€leni rozpusténych latek uvnitt kapilary vlivem elektrického pole. Kapilarni elektroforéza
je univerzalni a ma k jejimu rozdéleni nékolik rezimt, kdy jeji hlavni dva rezimy jsou kapi-
larni (CZE) a micelarni elektrokinetickd chromatografie (MEKC). Tyto rezimy jsou zam¢-
nitelné. CZE vyuziva vnitinich rozdila ve volné elektroforetické mobilité roztoku k dosazeni
odd¢leni, ale je omezena na separaci nabitych analytii tak, Ze neutralni analyty nejsou dete-
kovany. Jako alternativni rezim separace pii feSeni neutrdlnich analyti miZeme vyuZzit
MEKC, kde dochéazi k separaci analytii mezi vyrovnavaci paméti a pseudostacionarni fazi,

ktera je tvofena micelami povrchové aktivnich latek (aglomeraty velikosti koloidu. [19]

Migraéni chovani ionizovanych sloucenin je zavislé na riznych faktorech, jako je pH pufru,
organicky modifikator, koncentrace pufrového roztoku, teplota kapilarnich trubek a intenzita
elektrického pole. Metoda CE je vhodna pro urceni ekologicky vyznamnych aromatickych

aminti a MEKC pro pfimou detekci nékterych aromatickych amind ve vzorcich vody. [19]

Kapilarni elektroforéza se vyuZziva pii stanoveni biogennich aminti v pivé, vin€ a naptiklad

jesté v Ustticich. [62] [63]

1.4 Biogenni aminy v potravinach

Biogenni aminy jsou organické latky ptitomné v potravinach, které mohou vyvolat zdravotni
problémy (alergické reakce, obtiZe s dychanim, svédéni, vyrazku, zvraceni, horecku, hypo-
a hypertenzi). Vyskytuji se v potravinach bohatych na bilkoviny a aminokyseliny (naptiklad
v rybach, mase, syrech, zelenin¢, vin¢ a fermentovanych produktech), které umoziuji bio-
chemickou aktivitu mikroorganizmi. Nejcastéjsi intoxikace byvaji zpiisobeny histaminem,
ktery se nejcastéji vyskytuje v rybach, jako jsou tundk, makrela a sardinka. Dalsi zdravotni
problémy muze zplsobovat naptiklad tyramin. Putrescin a kadaverin mohou inhibovat de-

toxikacni enzymy histaminu, a tim ptsobi jako potenciatofi toxicity histaminu. [3] [22]

Nebezpecna mnozstvi histaminu produkuji pfedevsim bakterie rodt Proteus, Hafnia, Vibrio
a Klebsiella a tyto bakterie se objevuji predevsim v rybach, kdy mohou zptisobit scombroi-
dovou otravu. Déle ryby mohou obsahovat velkd mnozstvi tryptaminu, putrescinu, kadave-

rinu, tyraminu, spermidinu a sperminu). [23]



V kysaném zeli byl zjistén predevsim zvySeny obsah putrescinu a tyraminu, kdy putrescin
se hromadi zejména v zeli v solném nalevu. Produkci téchto BA zpisobuji predevsim bak-
terie Leuconostoc mesenteroides a Lactobacillus. Kadaverin, histamin, putrescin, spermidin

a tyramin byly rovnéz nalezeny ve fermentované mlécné zelening. [3]

Vyskyt biogennich amint v mléce je celkem nizky, ale u syri dosahuje vysokych hodnot,
protoze syr obsahuje bilkoviny, enzymy, kofaktory, vodu a bakterie, a proto predstavuje ide-
alni prostiedi pro produkci BA z volnych aminokyselin mikrobidlni dekarboxylaéni aktivi-

tou. [1][3]

Zpracované maso muze obsahovat vysoké mnozstvi histaminu, kadaverinu a tyraminu. BA
ve fermentovanych masnych vyrobcich mohou vzniknout z kontaminované suroviny nebo
béhem samotného procesu fermentace. V téchto vyrobcich se vyskytuji pfedevsim tyramin,
putrescin a kadaverin, které mohou vzniknout z disledku aktivity bakterii rodt Pseudomo-

nas, Carnobacterium a ¢eledi Enterobacteriaceae. [3] [24]

Ptevladajici BA ve ving€ jsou histamin, tyramin, putrescin a B-fenylethylamin. [3]



2 BAKTERIE MLECNEHO KVASENI

Bakterie mlé¢ného kvaSeni predstavuji skupinu gram-pozitivnich bakterii, které maji urcité
spolecné morfologické, metabolické a fyziologické vlastnosti. Jsou nesporulujici, katalaza-

negativni, superoxid dismutaza pozitivni koky nebo ty€inky. [25]

Vsechny bakterie mlé¢ného kvaseni rostou anaerobné, ale dokazi rist i v pfitomnosti kysliku
jako aerotolerantni anaerobové. Dale disponuji alternativnimi zptisoby detoxikace peroxido-

vych radikalii pomoci peroxiddzovych enzymi. [25] [26]

Bakterie mlééného kvaSeni ziskévaji energii pfeménou cukri. Mnoho rodii bakterii produ-

kuje jako hlavni produkt fermentace kyselinu mlécnou. [25] [26]

Mezi zakladni fermentace patii homolakticka (homofermentativni) a heterolakticka (hetero-
fermentativni) cesta. Homofermentativni cesta je zaloZena na glykolyze (nebo na drdze Em-
bden-Meyerhof-Parnas) a produkuje prakticky jen kyselinu mléénou. Pti heterofermenta-
tivni cesté (pentosafosfoketolazové cesté) je kromé kyseliny mlééné produkovano i vy-
znamné mnozstvi CO2 a ethanolu nebo acetatu. Zpravidla 1ze pentdézy fermentovat pouze
heterofermentativné, kdezto hex6zy obéma cestami. Pfi homolaktické fermentaci vznikaji 2

moly ATP z jednoho molu glukoézy a pti heterofermentativni 1 mol. [26]

2.1 Rozdéleni bakterii mlééného kvaSeni

Klasifikace bakterii mlééného kvaseni do riznych rodi je do zna¢né miry zaloZena na mor-
fologii, zptisobu fermentace glukosy, ristu pii riznych teplotach, konfiguraci produkované
kyseliny mlé¢né, schopnosti riist pfi vysokych koncentracich soli a kyselé nebo zasadité to-

leranci.
Podle zptisobu fermentace délime bakterie mlééného kvaseni na:

a) obligatné homofermentativni (obr. 1) - druhy Lactobacillus acidophilus, Lbc. del-
brueckii, a Lbc. helveticus

b) fakultativné heterofermentativni - Lbc. casei, Lbc. curvatus a Lbc. plantarum

c) obligatn¢ heterofermentativni (obr. 2) - rody Leuconostoc, Oenococcus, Weisella,

druhy Lactobacillus brevis, Lbc. fermentum, Lbc. reuteri [26]



Homofermentativni draha

Laktosa {C,aHaaTy 4 2

CHoOH
=]

Hoy o

OH CHoOH
hydrolyza (+H-0O2

Glukosa & Galaktosa (2 = CH-00)

CHoOH o

HO oH  Ho S 2H

(=151 CHoOH

Pyruwat
CHz— C— CO0OH

MNaDH + H*T

Laktat L {+ 3, D =2, inaktivni
H
! -
CHz— C— COO
|

oH
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2.1.1 Rod Lactobacillus

Laktobacily jsou mikroaerofilni gram-pozitivni bakterie bézn¢ se vyskytujici v riznych pro-
sttedich, v¢etné mlécnych prostiedi bohatych na Ziviny, na povrchu lidskych sliznic, na rost-
linach a v pad€. Rod Lactobacillus se tadi do kmene Firmicutes, ttidy Bacilli a fadu Lacto-

bacillales. [26]

Tento rod je gram-pozitivni ty¢inkovita bakterie. Zastupci rodu Lactobacillus jsou dileziti
pro vyrobu fermentovanych mléénych a rostlinnych vyrobku. Produkuji kyselinu mlé¢nou a

jiné kyseliny. [28]

Na zékladé 16S rRNA sekvenci jsou laktobacily fylogeneticky rozdéleny do sedmi skupin:
Lactobacillus buchneri (bu gr), Lactobacillus casei (ca), Lactobacillus delbrueckii (de),
Lactobacillus plantarum (pl), Lactobacillus reuteri (re), Lactobacillus sakei (sa) a Lacto-
bacillus salivarius (sl). Rod je déale rozd¢€len do tii skupin zaloZenych na sacharidovych fer-
mentacnich drahach: (1) obligatné homofermentativni; (2) fakultativn¢ heterofermentativni;
a (3) obligatné heterofermentativni laktobacily. Laktobacily mohou fungovat jako startovaci
kultury (rychle produkuji kyselinu) a jako probiotické kultury. Laktobacily mohou byt jed-
nou z mala kontaminujicich bakterii, které jsou schopny riist v syru po vyrobé (nonstarterové
bakterie mlé¢ného kvaseni, NSLAB). Startovaci kultury a NSLAB mohou hrat odliSnou roli
v metabolismu laktozy, laktatu a citratu, proteolyzy a lipolyzy, které jsou povazovany za

primarni udalosti béhem zrani syrt. [29]

2.1.2 Rod Lactococcus

Rod Lactococcus jsou z gram-pozitivni koky. Lactococcus je nejzndméjsi pro svou tlohu ve
vyrobé mlénych vyrobkl v disledku své schopnosti rychle produkovat kyselinu mlécnou z
lakt6zy. RGzné druhy mohou produkovat kromé kyseliny mlééné 1 dal§i metabolické ko-

necné produkty, které syrim dodavaji zvlastni aroma. [30]

Rod Lactococcus zahrnuje dvandct druhli: Lactococcus lactis (vEetné poddruhit cremoris,
lactis a hordniae), L. garvieae, L. piscium, L. plantarum a L. raffinolactis, L. chungangensis,
L. formosensis, L. fujiensis, L. hircilactis, L. laudensis, L. taiwanensis a L. nasutitermitis.

[26] [31]



2.1.3 Rod Pediococcus

Pediococcus je gram-pozitivni, oxidaza-negativni a kataldza-negativni mikroorganizmus,
ktery se vyskytuje ve formé sférickych bunck stejnoméerné velikosti, které tvoti tetrady ve
dvou kolmych smérech. Obvykle netvofi fetézce bunék. Pediokoky jsou fakultativné anae-
robni homofermentativni bakterie, které¢ produkuji kyselinu mlé¢nou jako hlavni produkt.
Pediokoky mohou rist pii pH 5, pti pH 9 uz se jejich rist zastavuje. Tvoii bakteriociny (napf.

pediociny). [26]

2.1.4 Rod Streptococcus

Streptokoky jsou gram-pozitivni, nemotilni, nesporulujici, katalaza-negativni koky, které se
vyskytuji ve dvojicich nebo fetizcich. Jsou to fakultativni anaerobové a nékteii jsou striktné
anaerobni. Streptokoky jsou klasifikovany na zdklad€ morfologie kolonii, hemolyzy a bio-
chemickych reakci. Podle typu hemolyzy jsou déleny do tfi skupin: B-hemolytické (¢ira,
kompletni lyza ¢ervenych krvinek), a-hemolytické (netiplnd hemolyza — viridace) a y-hemo-
lytické (bez hemolyzy). Streptokoky jsou soucasti normalni lidské mikroflory. Maji Siroky
vyznam v lékafstvi a primyslu. V primyslovych a mléénych procesech se pouzivaji jako
indikétory znecisténi. V mlékarenském primyslu je vyuzivan druh Streptococcus thermo-

philus. [32]

2.1.5 Rod Leuconostoc

Leuconostoc je gram-pozitivni, fakultativné anaerobni, kataldza negativni bakterie, kdy
buiiky jsou elipsoidni ¢i kulovité, casto protahlé a obvykle se vyskytuji ve dvojicich nebo
fetizcich. Optimalni pH pro rist je 6,5. Optimalni rGstova teplota je mezi 20 °C a
30 °C. Psychrotrofni druhy L. carnosum, L. gasicomitatum a L. gelidum mohou rist pii

chladirenskych teplotach, riist nékterych kment byl detekovan 1 pii 1 °C. [26]

Kmeny pattici k rodu Leuconostoc jsou heterofermentativni bakterie, které se Casto pouzivaji
v mlékarenském primyslu, kde mohou hrat riizné dulezité role, jako je produkce aromatic-
kych latek, dextranu a plynu (CO.) v syrech. Druhy/ poddruhy leukonostokli vyznamné pro
mlékarensky primysl zahrnuji Leuconostoc mesenteroides (subsp. mesenteroides, dextra-
nicum a cremoris), Leuconostoc pseudomesenteroides a Leuconostoc lactis, vétSinou pouzi-

vané jako kultury produkujici aroma v mléénych fermentacnich produktech. [33]



2.1.6 Rod Oenococcus

Oenococcus ma podobné jako rod Leuconostoc heterofermentativni metabolismus a nepii-
tomnost arginin-deimindzy. Buiiky tohoto rodu maji tvar kok, které jsou bud’ protahlé, nebo

elipsoidni. [26]

Tento rod je gram-pozitivni, nemotilni, oxidaza-negativni, katalaza-negativni a fakultativné
anaerobni. Oenococcus je hlavni druh bakterii mlééného kvaseni, které jsou zodpovédné za

malolaktickou fermentaci ve viné. [34] [35]

2.2 Vyznam bakterii mlé¢ného kvaSeni

Bakterie mlé¢ného kvaseni (LAB) fermentuji rostliny, ryby, maso a mléko a proménuji je v
chutné potravinarské vyrobky se zvysSenou trvanlivosti; ostatni LAB mohou pusobit jako
probiotika a tim podporovat fyziologickou stfevni mikrofléru. Vyroba jogurtu, syru a kysa-
ného zeli, ale také chleba, Sunky a oliv, nebo okurek, sdjové a rybi omacky vyzaduje meta-
bolickou aktivitu LAB. Bakterie mlé¢ného kvaSeni se vyuzivaji pro tvorbu aroma nebo pro
ziskani poZadované textury vyrobku diky své velké rozmanitosti druhti a kment s riznymi

funkcemi. [36]

LAB vyuzivaji prostiedi, ktera jsou bohat4 na cukry a bilkoviny (Casto jsou takeé k dispozici
tuky, vitaminy a nukleotidy). V dtsledku toho je vétSina LAB auxotrofni pro mnohé amino-

kyseliny a vitaminy. [36]

Protektivni funkce LAB je spojena s produkci antimikrobialné aktivnich metabolitl (orga-
nické kyseliny, diacetyl, acetaldehyd, peroxid vodiku, oxid uhli¢ity, bakteriociny, derivaty
aminokyselin) a zvySuje bezpec¢nost potravin a prodluzuje jejich trvanlivost. Probioticka
funkce vyplyva z mnoha aktivit LAB chemické, biochemické a mikrobiologické povahy,
jejichz vysledkem je pozitivni plisobeni na zdravotni stav a kvalitu Zivota lidi nebo zvifat.

[36] [37]

Pro potravinaiské aplikace LAB mé vyznam 1 syntéza texturné vyznamnych latek jako jsou
exopolysacharidy (EPS), které mohou byt syntetizovany vybranymi kmeny LAB z galakto-
zovych, glukozovych a rhamnézovych jednotek. Produkce EPS se pozitivné uplatituje napf.
pii ovlivnéni textury fermentovanych vyrobka a ochrané bun¢k LAB pied napadenim bak-

teriofagy. Produkce senzoricky vyznamnych latek LAB zahrnuje hlavné organické kyseliny



(kyselina mlé¢na, kyselina octovd), aldehydy a ketony (acetaldehyd, diacetyl) a smés téka-
vych metabolitii vznikajicich rozkladem sacharidl, bilkovin a lipida a jejich vzajemnymi

reakcemi. [37]

Pro vyrobu fermentovanych mlécnych vyrobkti mé z hlediska technologie z vyse uvedenych
vlastnosti LAB nejvétsi vyznam metabolismus laktézy, v mensi mife pak rozklad bilkovin.
LAB se v pramyslu pouzivaji ve form¢ cistych mlékatskych kultur, které mohou byt ve
formé tekuté, lyofilizované nebo hluboce zmrazené. Nejcastéji se setkadvame s jogurtovou
kulturou (Streptococcus thermophilus a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus) v jo-
gurtech a jogurtovych mlékach, se smetanovou kulturou (smés druhd rodu Lactococcus a
Leuconostoc) v kysanych mlékach, smetanovych zékysech, v zakysanych smetanach a v ky-
saném podmasli, s acidofilni kulturou (Lactobacillus acidophilus) ¢i tzv. ABT kulturou,
kterd kromé& L. acidophilus a Streptococcus thermophilus obsahuje jesté bifidobakterie. Bak-
terie mlééného kvaseni jsou vyuzivany rovnéz pro vyrobu kefirti a kefirovych mlék. Rada
vyrobct v soucasné dob¢ pouziva zvlasté do jogurt ptidavné kultury - probiotické kmeny
bifidobakterii nebo laktobacilil, u kterych byl testovan jejich zdravotn€ prospésny ucinek.

[36] [37]

2.3 Dekarboxylazova aktivita LAB

Rada bakterii mlééného kvaseni syntetizuje jako dekarboxylaéni produkty prekurzorovych
aminokyselin biogenni aminy. Odpovédné enzymy, dekarboxylazy aminokyselin, jsou pfi-
tomny v mnoha mikroorganismech, jak pfirozené se vyskytujicich nebo pfidanych bakterii

mlécného kvaseni (LAB), které se podileji na fermentaci potravin a napoju. [38]

Dekarboxylaza-pozitivni LAB mohou vytvaret z volnych aminokyselin velké mnoZstvi bio-
gennich amind, jako jsou tyramin, histamin, putrescin a B-fenylethylamin. Naptiklad Lacto-

bacillus curvatus je schopny dekarboxylovat AMK na BA. [41]

Dekarboxylace urCitych aminokyselin, jako jsou tyrosin a histidin, mtize vyvolat vznik bio-
aktivnich molekul (tyraminu a histaminu), které se ucastni patologickych reakci. Nekteré
kmeny LAB dokazi syntetizovat melatoin (bioaktivni molekula), ktery je odvozen od dekar-
boxylace tryptofanu a serotoninu, ktery stabilizuje imunitu, zdnéty a karcinogenitu. Biosyn-
téza tyraminu je druhove charakteristickd pro Enterococcus faecalis, E. faecium a E. durans,

a syntéza putrescinu je druhovym znakem E. faecalis. [39] [40]



2.4 Schopnost degradace biogennich aminii pomoci LAB

Biogenni aminy se mohou hromadit v potravinach ve vysokych koncentracich v disledku
mikrobidlni aktivity. V nékterych fermentovanych produktech je obtizné zabranit hromadéni
BA, ale alternativou v takovych ptipadech je pouziti potravinovych mikroorganismi, které

jsou schopny degradovat BA, jakmile jsou syntetizovany v potravinové matrici. [38]

Naptiklad se mohou pouzit startovaci kultury bakterii mlééného kvaseni, které jsou schopny
pusobit proti akumulaci BA ve fermentovanych potravinach. Tyto pouzité kultury jsou cha-
rakterizovany nepfitomnosti jakékoli dekarboxyla¢ni aktivity. Nékteré tyto pouzité mikro-
organismy jsou schopny tvofit bakteriociny. Dale tyto startovaci kmeny jsou pouzivany pii
vyrob& mléénych vyrobkl (napiiklad syrit), naptiklad rod Lactobacillus paracasei, a déle

pfi vyrobé masnych produktt. [42] [43]

LAB pouzivané jako startovaci kultury mohou indukovat rychlé okyseleni, ¢imz inhibuji

rust dekarboxyla¢nich mikroorganismi, coz vede ke snizeni tvorby BA. [42] [43]

Lactobacillus  plantarum, Lb.  sakei, Lb.  pentosus, Pediococcus acidilactici, Micro-
coccus sp. a Brevibacterium linens maji schopnost degradovat in vitro tyramin a histamin.
Ctyfi kmeny Lb. sakei dokazi degradovat histamin ve fermentovanych rybich vyrobcich.

Lactobacillus casei a Lactobacillus plantarum mohou degradovat tyramin. [42] [43]



3 MOZNOSTI SNIZENI BIOGENNICH AMINU V POTRAVINACH

Pro snizeni biogennich amini v potravinach existuje nékolik moznosti, naptiklad aplikace
enzymul (mono- a diaminooxiddz rizného ptivodu), pouziti LAB s inhibi¢nimi u¢inky na
dekarboxyldza-pozitivni mikroorganismy, aplikace antimikrobnich latek pasobicich na de-

karboxylaza-pozitivni mikroorganismy a technologické zakroky. [38] [44] [48] [55]

3.1 Enzymy

Mnoho mikroorganismti mize produkovat aminooxidazy (flavoproteiny), které jsou zodpo-
védné za detoxikaci BA. Tyto enzymy metabolizuji BA deaminaci. V zévislosti na poctu
aminokyselin se déli na mono- (MAO-A, MAO-B) a diaminooxidazy (DAO). Tyto en-
zymy jsou také pfitomny na stievni sliznici. Za normélnich podminek je pfijimany biogenni
amin z potravin rychle detoxikovan aminooxidazami stfevni sliznice. Histamin mtze byt

také detoxikovan pomoci methyl- nebo acetyltransferaz a dale pomoci histamindz. [38] [44]

U nékterych jedinct je tento mechanismus odbouravani nedostacujici, naptiklad u déti, pa-
cientl se snizenou funkci jater, pacientd uzivajicich léky jako antidepresiva nebo u lidi, ktefi
maji vysoky pfijem biogennich aminti potravinou. Cinnost aminooxiddz dale miiZe inhibovat

1 acetaldehyd, ktery vznika metabolismem alkoholu. [45]

Tyto enzymy byly prokazany také u nékterych bakterii rodt Bacillus, Lactobacillus, Rho-

dococcus, Micrococcus, Brevibacterium a Staphylococcus. [46]

Staphylococcus carnosus a Bacillus amyloliquefaciens dokazi redukovat biogenni aminy pfi

vyrobe rybich omacek. [47]

3.2 Bakterie mlééného kvaseni s inhibi¢nimi u¢inky na dekarboxylaza-
pozitivni mikroorganismy

LAB s inhibi¢nimi t¢inky na dekarboxyldza-pozitivni mikroorganismy neboli LAB s ami-
nooxiddzovou aktivitou se pouzivaji ke snizovani BA v potravinach. Tyto kultury jsou bud’
amin-oxidujici (oxiduji biogenni aminy na aldehydy, hydroperoxid a amoniak) nebo amin-

negativni (nejsou schopné dekarboxylovat aminokyseliny na biogenni aminy). [48] [49]

Mezi takové LAB tadime napiiklad startovaci kultury. Tyto kultury jsou vybrané a prové-

fené kmeny mikroorganismu, které jsou ve formé €isté kultury nebo ve smésich s jinymi



kmeny ptidavany do potravin v pribéhu vyrobniho procesu za ucelem vyvolani ur¢itych po-

zadovanych zmén, v tomto piipade redukce obsahu BA. [48] [49]

Nekteré kmeny bakterii, které se pouzivaji jako startovaci kultury pfi vyrobé fermentova-
nych potravin, mohou tvofit biogenni aminy. Proto se pozaduje, aby startovaci kultury byly

dekarboxyldza-negativni. [50]

Bylo zjisténo, Ze fada bakterii ma inhibi¢ni G¢inek na dekarboxylaza-pozitivni mikroorga-
nismy nebo produkuje enzymy, které zabranuji vzniku biogennich amint (Lactobacillus pa-

racasei, Lactobacillus plantarum, které se pouzivaji startéti pro vyrobu syra). [22]

Pridavek dekarboxylaza-negativnich startovacich kultur do riznych fermentovanych mas-
nych vyrobkl dokaze snizit akumulaci biogennich amint odlisnym zpiisobem v zavislosti
na druhu a kmeni. Pfi vyrobé feckych salamil bylo dosazeno snizeni biogennich aminil po-
moci Lactobacillus sakei, kdy u tyraminu byl Ubytek na 62 % a u histaminu na 71 %. U
portugalskych masnych produktti se pouziva naptiklad Staphylococcus equorum (redukce
kadaverinu o 45 %) a Lactobacillus sakei (redukce o 75 %). U $panélského fuetu snizil pti-
davek Lactobacillus sakei v kombinaci se Staphylococcus xylosus obsah tyraminu az

050 %. [51]

Lactobacillus casei se bézné vyskytuje v potravinovych matricich, jako jsou ryby, maso a
silaz. Schopnost degradovat biogenni aminy zéaleZi na pouZzitém kmeni. Nyni se pouziva jako
dopliikova kultura pro snizeni pfitomnosti biogennich aminil v syrech nebo ve fermentova-

ném zeli, kde dokéze 10x snizit obsah putrescinu. [52] [53]

Lactobacillus plantarum ma ptiznivy vliv na obsah biogennich amint v rybach. Inokulace
této bakterie zpiisobuje rychlé okyseleni, tim inhibuje rast nezddoucich bakterii, jako je
Pseudomonas a Enterobacteriaceae, a nasledné snizuje hromadéni putrescinu a kadaverinu.

[54]

3.3 Antimikrobialni latky pisobici na dekarboxylaza-pozitivni mikroor-
ganismy

Latky s antimikrobialnimi vlastnostmi mohou pusobit na mikroorganizmy produkujici bio-
genni aminy, kdy narusuji jejich dekarboxylazovou aktivitu. Mezi antimikrobialni latky Ize
zatadit jak konzervacni a ptidatné latky, tak i kofeni nebo soli. Soli dusi¢nanti a dusitanti se
bézné pouzivaji ve fermentovanych uzeninach pro rizné ucely, jako ovlivnéni barvy, chuté

a dale mohou ovlivinovat akumulaci BA. [55]



Ke kontrole akumulace BA v potravinach byly pouzity také antimikrobialni 1atky obsahujici
siru. Latky obsahujici siru hraji klicovou roli pfi redukci BA v alkoholickych népojich,

zejména u vina. [56]

Jako dal$i antimikrobidlni latky mohou byt pouzity sorban sodny, kyselina citronova,
jable¢na a jantarova. V n¢kolika druzich koteni se nachazi latky inhibujici BA (piperin v Cer-
ném pepfi, tymol v tymidnu, kapsaicin v paprice), mnohé vsak ztraci svou aktivitu pfi tepel-
ném opracovani. Dale se mlize pouZit ke zpomaleni tvorby BA napftiklad zazvor, hiebicek a

skofice. [57]

Vysoky ucinek na inhibici biogennich aminti ma také extrakt z ¢esneku, ktery se pouziva
napiiklad pti vyrob¢ fermentované sardele. Studie ukazaly, ze diky pfidani cesnekového ex-
traktu byl sniZzen obsah putrescinu, kadaverinu, histaminu, tyraminu a spermidinu az o 11 %,

18 %, 12 %, 31 % a 17 % ve srovnani s kontrolou. [58]

Také ptidavek cukru ovlivituje tvorbu biogennich amini. Zvyseni mnozstvi cukru v italském

salamu snizilo akumulaci kadaverinu az na 43 %. [58]

3.4 Technologické zakroky

3.4.1 Baleni

Pritomnost, respektive neptitomnost, kysliku mtize ovlivnit produkci BA. Atmosféra pouzita
pro baleni miZe ovlivnit tvorbu BA kvalitativné a kvantitativné. CO> je hlavni plyn, ktery
se pouziva jako bakteriostaticka latka. Napfiklad v modifikované atmosféie prodluzuje skla-

dovaci dobu potravin a inhibuje mikrobialni rist bakterii, které mohou produkovat BA. [44]

Dale se pti baleni aplikuji potravinaiské lapace kysliku, které eliminuji kyslik v baleni nebo
pronikaji obalovym materidlem béhem skladovéni. Pouziti téchto lapacii vzduchu muze sni-

zovat tvorbu BA. [44]

3.4.2 Ozarovani

Ozatfovani se pouziva u nékolika druhi potravin, jako jsou masné vyrobky, ryby, moiské
plody a fermentované sojové pasty. Mechanismus mikrobialni inaktivace zafenim spociva
v poskozeni nukleovych kyselin. Pfimé nebo nepiimé poskozeni je zptsobeno oxida¢nimi
radikaly vznikajicimi radiolyzou. Ozatfovani potravin miize byt pouzito ke zvySeni bezpec-

nosti a skladovatelnosti potravin snizenim rtistu mikrobti. Tato metoda se také pouziva pro



stanoveni obsahu kontaminujici i patogenni mikroflory, ale také pro stanoveni chemickych
latek a paraziti. Pomoci ozafovani lze zvysit bezpe€nost potravin, jejich skladovatelnost a
trvanlivost. Gama-zareni v povolenych davkach, které jsou bezpecné, tcinné a Setrné k Zi-
votnimu prostfedi, snizuje obsah BA v potravinach v disledku zpozdéni riistu nahodnych

mikroorganismu. [59] [60] [61]

3.4.3 Pulzni elektrické pole

Aplikace pulzniho elektrického pole je netepelnd metoda konzervace potravin, kterd vyuziva
kratké elektrické pulzy pro mikrobidlni inaktivaci a pfitom ma minimalni negativni vliv na

vlastnosti potravin. [44]

3.4.4 Hydrostaticky tlak a vysokotlaka homogenizace

Hydrostaticky tlak (HHP) a vysokotlakd homogenizace (HPH) patii mezi alternativni zpii-
soby k tepelnému zpracovani potravin. Pfi pouziti vysokého tlaku dochézi k poskozeni bu-
nééné membrany mikroorganismu, které tim ztraceji své vlastnosti. HHP mtze modifikovat
mikrofloru oSetfenych potravin jak kvantitativné, tak kvalitativn€. Pomoci téchto technik je
mozné sniZit populaci potencialné dekarboxyla¢nich mikroorganismi, coz omezuje akumu-

laci BA. [62]

Vyhoda pouziti této metody spociva v zachovani vlastnosti potravin a prodlouzeni jejich
trvanlivosti. Tato metoda se vyuziva pii vyrob€ napoji, ovocnych dzemt a fermentovanych

potravin. [22]



II. PRAKTICKA CAST



4 CILE PRACE

Cilem teoretické ¢asti diplomové prace bylo popsat biogenni aminy, jejich vznik, charakte-
ristické vlastnosti, vyskyt v potravinach, moznosti jejich stanoveni a vliv pisobeni bakterii
mlécéného kvaseni na produkci biogennich aminy a moZznosti snizeni obsahu biogennich

amint v potravinadch pomoci téchto bakterii.

Cilem praktické casti diplomové prace bylo otestovat 18 grampozitivnich mikrobialnich
kment, které je mozné vyuzit v mlékarenstvi a nalezeni takovych kultur, které jsou schopny
degradovat biogenni aminy. Ubytek biogennich amint byl stanoven ve vybranych tekutych

médiich pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie.

Dilé¢im cilem bylo zjistit, zda vySe uvedené kmeny jsou schopny z aminokyselin tvofit bio-

genni aminy.



5 MATERIAL A METODIKA PRACE

5.1 Vybér mikrobidlnich kultur

V diplomové préci bylo pouzito 18 mikrobialnich kmenti (tabulka 1), které je mozné vyuzit
v mlékarenstvi. Pét kment bylo ziskano ze Sbirky mlékarenskych mikroorganismu Laktof-
lora (oznaceny zkratkou CCDM) a dalSich 13 kment bylo izolovano z kvésku pii vyrob¢
chleba v Portugalsku (oznaceni S3). Tyto kmeny poskytla Ing. Hana Pistékova, ktera je izo-
lovala. VSechny testované kmeny laktobacil byly uchovavany v mikrobiologické laboratofi

Ustavu inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostfedi na Fakulté technologické UTB ve Zliné.

Tabulka 1: Testované mikrobialni kmeny

Oznaceni Identifikace
1 S3-22 Lactobacillus paracasei
2 S3-23 Lactobacillus paracasei
3 S3-25 Lactobacillus paracasei
4 S3-26 Lactobacillus paracasei
5 S3-27 Lactobacillus paracasei
6 S3-32 Lactobacillus paracasei
7 S3-33 Lactobacillus paracasei
8 S3-34 Lactobacillus paracasei
9 S3-37 Lactobacillus paracasei
10 S3-38 Lactobacillus paracasei
11 S3-40 Lactobacillus paracasei
12 S3-42 Lactobacillus paracasei
13 S3-45 Lactobacillus paracasei
14 CCDM 198 Lactobacillus casei
15 CCDM 422 Lactobacillus casei
16 CCDM 650 Lactobacillus casei
17 CCDM 145 Lactobacillus casei
18 CCDM 802 Lactobacillus casei

5.2 Kultiva¢ni média a pristrojové vybaveni

5.2.1 Kultivaéni média

U vybranych mikrobialnich kmeni byl sledovan rtst ve dvou kultiva¢nich médiich. Pro né-

které experimenty byly pouzity i média s niz§im obsahem zivin (polovi¢ni navazky médit).

o  Meédium MRS (De Man, Rogosa and Sharpe agar, HiMedia)



Slozeni na 1000 ml destilované vody:

Hydrolyzat kaseinu 25¢g
Pepton 25¢g
Séjovy pepton 5¢g
Kvasni¢ni extrakt 25¢g
Masovy extrakt S5¢g
Kyselina askorbova 0,5¢g
Siran horecnaty 0,25¢
Laktéza 5g
Glycerylfosfat sodny 19¢

Vysledné pH 7,1+0,1.

e  MRS+C (De Man, Rogosa and Sharpe agar /HiMedia) + uhlicitan sodny /Penta/)

SloZeni na 1000 ml vody:

Hydrolyzat kaseinu 25¢g
Pepton 25¢g
Séjovy pepton 5¢g
Kvasnic¢ni extrakt 25¢g
Masovy extrakt S5¢g
Kyselina askorbova 0,5¢g
Siran hore¢naty 0,25¢
Laktéza 5g
Glycerylfosfat sodny 19¢g
Uhli¢itan sodny 0,2g

Vysledné pH 7,1+0,1.

e Roztok biogennich aminii



Zasobni roztok biogennich aminti byl pfipraven navazenim 0,5 g pfislusného biogenniho
aminu (tyraminu, putrescinu, kadaverinu, fenyletylaminu, histaminu, tryptaminu, vse
Sigma-Aldrich) a jejich rozpusténim v 1000 ml destilované vody. Nasledné bylo upraveno
pH roztoku pomoci 35% kyseliny chlorovodikové (Penta) na hodnotu 6.5 - 6,8. Kone¢na

koncentrace biogennich aminti v kultivacnim médiu byla 0,5 % (w/v).

e Roztok aminokyselin
Zasobni roztok aminokyselin byl pfipraven navazenim 2 g piisluSené aminokyseliny (argi-
ninu, ornitinu, histidinu, tyrozinu, lyzinu, fenylalaninu, v§e Sigma-Aldrich) a jejich rozpus-
ténim v 1000 ml destilované vody. Nésledné bylo upravoveno pH na hodnotu 6,5 — 6,8 po-

moci kyseliny chlorovodikové (35 %). Konecna koncentrace aminokyselin v bujoénu byla

0,2 % (wW/v).

5.2.2 Priprava bakterii pro ovéieni schopnosti riistu v pritomnosti biogennich

amini a aminokyselin

Kazdy testovany kmen byl pomoci sterilni klicky nebo pipety asepticky pfeveden z tuhé/
tekuté pidy do zkumavky s pfipravenymi sterilnimi bujony a kultivovan pies noc pii teploté
30 °C. Z takto ptipravenych suspenzi bylo steriln¢ odpipetovano 100 ul do jednotlivych zku-
mavek s pfipravenymi médii s biogennimi aminy nebo aminokyselinami. V pidé MRS byly

kultivovany kmeny Lactobacillus paracasei a v pidé MRS+C kmeny L. casei.

Bakterie byly kultivovany anaerobné pfi teploté 30 °C.

5.2.3 Pristrojové vybaveni

Pro experimenty bylo pouzito béZné laboratorni vybaveni pro mikrobiologickou préci, jako
jsou pH metry, automatické mikropipety, termostaty, inkubatory, vortex, centrifuga, sterilni

boxy, tftepacka, HPLC, pfistroj na zahtivani a odpafovani dusikem a dalsi.

5.3 Ovéreni schopnosti degradace vybranych mikroorganismii v kulti-

vaénim médiu s biogennimi aminy

5.3.1 Pouzité mikrobialni kmeny

Pro experimenty v této ¢asti prace byly pouzity vybrané kmeny bakterii mlééného kvaseni

nalezici do rodu Lactobacillus. Schopnost degradace téchto mikroorganismii byla zkoumana



v kultivaénich médiich obohacenych o biogenni aminy, které slouzily jako zdroj uhliku a
dusiku. Schopnost tvorby biogennich amintli byla pozorovana v médiich, které obsahovaly

aminokyseliny slouzici jako prekurzory pro vznik biogennich amind.

5.3.2 Kaultiva¢ni média a roztoky

Byly ptipraveny kultiva¢ni média MRS a MRS+C, které byly obohaceny biogennimi aminy
(fenyletylamin, histamin, kadaverin, putrescin, tyramin) v koncentraci 0,5 g/l (w/v). Hodnota
pH roztoku byla upravena na 6,5 - 6,8. Média byla rozplnéna po 5 ml do zkumavek a né-

sledné sterilovana v autoklavu.

Pro zjisténi tvorby biogennich aminti byla zhotovena kultiva¢ni média MRS a MRS+C, ktera
obsahovala piidavek aminokyselin o koncentraci 2 g/l (arginin, ornitin, histidin, tyrozin, ly-
zin, fenylalanin). Nasledné se upravilo pH tohoto roztoku na hodnotu 6,5 — 6,8 a poté byla

média rozpipetovana po 5 ml do zkumavek, které¢ byly sterilovéany.

5.3.3 Priprava a odbér vzorkii na analyzu HPLC

Mikrobialni kmeny byly pomnozeny v kultivacnich médiich bez piidavku biogennich amint
a aminokyselin (kapitola 5.2.2) a dale pak v kultiva¢nich médiich obohacenymi o biogenni
aminy a aminokyseliny. V kaZzdém médiu bylo upraveno pH na 6,5 - 6,8 k zakladnimu ex-

perimentu.
Degradace biogennich aminti byla sledovana pfi teploté 30 °C.

Odbéry vzorka byly provedeny po 24 a 48 hodinach. Nasledné byly vybrany dva kmeny
Lbc. casei (CCDM 802 a CCDM 422), které byly podrobeny dal§imu testovani. Tyto kmeny
byly nasledné kultivovany pti 30 °C a 37 °C v pidach MRS, MRS+C a v pidach s polovic-
nim mnoZstvim Zivin s vyjimkou biogennich amint a odebirany vzorky v ¢asovych interva-

lech po 6, 12, 24, 28, 32, 36, 48 a 72 hodinach kultivace.

Vzorky byly centrifugovany (4600 otacek/min., 7 minut) a z kazdé zkumavky bylo odebrano
do dvou eppendorfkovych mikrozkumavek 700 pl supernatantu a pfidano 700 pl kyseliny
chloristé (Sigma-Aldrich) o koncentraci 1,2 mol/l. Takto ptipravené vzorky byly zamraZeny

a pfipraveny pro naslednou derivatizaci.



5.3.4 Derivatizace vzorka

K pfipravenym vzorkiim supernatantu s kyselinou chloristou bylo ptidano 100 pl vnitiniho
standardu 1,7-heptandiaminu (Sigma-Aldrich) v koncetraci 500 mg/l. Dale byl odpipetovan
1 ml vzorku do derivatizacni nadobky a bylo pfidédno 1,5 ml Cerstvé piipraveného karbona-
tového pufru o pH 11,1 — 11,2 a 2 ml Cerstvé pfipravené¢ho dansylchloridu (Sigma-Aldrich)
o koncentraci 5 g/l v acetonu (Merck). Uzaviené nadobky byly tfepany 20 hodin v temnu.
Poté bylo ke vzorkim pfidano 200 pl roztoku prolinu (Sigma-Aldrich) a vzorky byly tfepany
dalsi hodinu. Nésledné byly ke vzorku ptidany 3 ml heptanu (Merck) a po peclivém uzavieni
nadobek se vzorky tiepaly 5 minut ru¢né. Poté bylo odpipetovano 1 ml heptanové vrstvy do
vialek. Obsah vialek byl odpaten pfi teploté 65 °C do sucha pod proudem dusiku a suchy
odparek byl ziedén 1,5 ml acetonitrilu (Sigma-Aldrich). Vialky byly zamrazeny na teplotu
-18 °C do doby analyzy.

5.3.5 Chromatografické stanoveni biogennich aminii a aminokyselin

Bezprosttedné pied analyzou HPLC byly vzorky piefiltrovany ptes stiikackovy filtr s poro-
zitou 0,22 pm.

Separace byly provedeny gradientovou eluci (voda/acetonitril) na kolon¢ Agilent Zorbax
RRHD Eclipse Plus C18 s parametry 50 x 3,0 mm, poérovitost 1,8 um (Agilent) pti teplote
30 °C, pritok kolonou byl nastaven na 0,453 ml/min. Chromatograficky systém Dionex
HPLC UltiMate 3000 byl tvotfen odplynovaci jednotkou (degaserem), binarni pumpou, au-
tosamplerem, termostatem kolon a UV/VIS detektorem (Thermo Fisher Scientific). Detekce
probihala pomoci UV/VIS detektoru pti vinové délce 254 nm. Chromatogramy byly vyhod-

noceny pomoci softwaru Chromeleon™ 6.8.



6 VYSLEDKY

V prvni fazi byly vybrané kmeny testovany na produkci biogennich aminti z aminokyselin.
Nasledn¢ probéhl skrining kment bakterii druhl Lbc. casei a Lbc. paracasei na degradaci
biogennich amintl, z kterych byly vybrany dva kmeny Lbc. casei s nejlepsimi vysledky, u

kterych byly sledovany faktory ovliviiyjici degradaci biogennich amind.

6.1 Produkce biogennich aminii z aminokyselin

Vsech 18 kmenti bylo testovano na produkci biogennich aminti (FEM - fenyletylaminu, PUT
- putrescinu, KAD - kadaverinu, HIM - histaminu, TYM — tyraminu), kdy jako prekurzory
slouzily pfislusné aminokyseliny. Tyto kmeny byly kultivovany v doporucené pidé dle do-
davatele (MRS nebo MRS+C) a vzorky pro analyzu byly odebirany po 24 hodinach a 48
hodinach. Tento experiment byl realizovan z divodu vylouceni kment pro pramyslové apli-
kace, u kterych by byla zjiSténa nadmérnd produkce biogennich aminti. Nartist biogennich
aminQ byl srovnavan s kontrolnimi vzorky, coz byly pfislusné bujony s aminokyselinami,
ktery nebyly zaockovany bakteriemi. U kment, kde byla pozorovana produkce né€kterého z
biogennich amint, byla tato oznac¢ena znakem ,,+*, nepfitomnost BA byla oznac¢ena znakem
»=»- U vSech kmenil byla zjisténa produkce nékterého z biogennich amini, avSak u kmeni
Lbc. casei to bylo minimalni mnozstvi, kdezto u né€kterych kment Lbc. paracasei byl nartist
biogennich aminli vysoky (Lbc. paracasei S3-26 — tyramin — 13 % pfti 48 hodinach, Lbc.
paracasie S3-27 — putrescin — 43 % pi1 48 hodinach). Vysledky produkce biogennich aminti

testovanymi kmeny jsou shrnuty v tabulce 2.



Tabulka 2: Produkce biogennich aminii testovanymi kmeny Lbc. casei a Lbc. para-

casei
Biogenni aminy*
Kmen FEM PUT KAD HIM TYM
S3-22 + - - T n
S3-23 + + + - +
S3-25 - - - - +
S$3-26 - : _ ; n
S3-27 - + + - +
S3-32 - + + - +
S3-33 - - - - T
S3-34 - - - - +
$3-37 - + + - T
$3-38 - + + - n
S$3-40 + n + - n
S3-42 + n + - T
S3-45 + - + - +
CCDM 802 - + _ ; "
CCDM 422 ; : _ ; n
CCDM 650 - - - - T
CCDM 145 - ; 3 ; "
CCDM 198 - - - - +
Pozn.:* + ...produkce BA; - ... BA nedetekovan

6.2 Skrining degradace biogennich amini kmeny Lbc. casei a Lbc. para-

casei

V dalsi fazi praktické ¢asti diplomové prace byla sledovana schopnost degradovat 5 biogen-

nich amint ((FEM - fenyletylaminu, PUT - putrescinu, KAD - kadaverinu, HIM - histaminu

a TYM - tyraminu) testovanymi kmeny v zavislosti na ¢ase (24 hodin, 48 hodin). Kmeny

byly kultivovany v MRS nebo MRS+C (Lbc. casei) a v pudach s poloviénim mnozstvim zi-

vin (polovi¢ni navazky; viz kapitola 5). U kmend, kde byl pozorovéan ubytek neékterého z



analyzovanych biogennich aminti, byl tento amin oznacen znakem ,,+*, v pfipadé, kde nebyl

ubytek biogennich amini pozorovan, bylo oznaceno znakem ,,-**.

6.2.1 Skrining degradace biogennich amini kmeny Lbc. paracasei v pudé MRS
o  Skrining po 24 hodindch

Nejvyssi ubytky biogennich amint byly pozorovany u kment Lbc. paracasei S3-26, S3-32,
S3-34, S3-37 a S3-45. U kmene Lbc. paracasei S3-32 byla pozorovéana nejlepsi schopnost
degradace, a to predevsim histaminu, kde byl zjistén ubytek az o0 27 % a u ostatnich BA byl
zjistén ubytek kolem 20 %. U kmene Lbc. paracasei S3-26 byly zjistény ubytky kadaverinu
a histaminu az o 20 %. U kmene Lbc. paracasei S3-45 byl ubytek putrescinu a kadaverinu
az 025 %. U dal8ich kment Lbc. paracasei byla degradace amint niz8i, kolem 15 % (tabulka

3).
e Skrining po 48 hodinach

Tt1 kmeny Lbc. paracasei (S3-26, S3-32 S3-33) byly schopny snizit obsah histaminu, a to
asi 0 5 %. U bakterie Lbc. paracasei S3-40 byla zjisténa degradace vSech biogennich aminii
kromé putrescinu a kadaverinu, nejvétsi ubytek byl zjistén u histaminu, a to o 22 % (tabulka
3). Lbc. paracasei S3-42 nedokéazal degradovat pouze putrescin, u histaminu byl zazname-
nan pokles na 76 %. Nejvétsi schopnost degradace po 48 hodinach byla pozorovana u kmene
Lbc. paracasei S3-45, kde byl zjistén ubytek vSech biogennich aminti. Fenyletylamin poklesl

o 15 %, kadaverin a putrescin o 3 %, histamin a tyramin o 19 %, respektive 11 %.



Tabulka 3: Skrining degradace biogennich aminu kmeny Lbc. paracasei v MRS

Lbc. paracasei S3-
Cas | BA* | 22 [23 (25|26 |27 |32 (33 |34|37[38)|40/|42| 45
FEM | + - - - -+ - -+ | - - - -
PUT - - + | + - + |+ |+ |+ |+ ]+ |+ +
j KAD - + |+ |+ |+ ]+ ]+ |+ |+ ]|+ ]+ ]|+ +
- HIM | + + |+ |+ |+ |+ ]+ |+ |+ |+ ]|+ ]+ +
TYM - - - - - + - - + - - - -
FEM| - | - | - [ - -[-1-1-1-1-1+1+1+
PUT | - | - | - | - | -1 -1T-1T-"1-1-7T-7T-71+
g KAD| - |- -[-1-1-1-1-1-"1-71-1+1]+
HM | - | - | - [+ - [+ [+ -1-T-T+]+71+
TYM - - - - - - - - - - + + +
Pozn.:* + ... degradace BA; - ... degradace BA nezaznamenana

6.2.2 Skrining degradace biogennich amini kmeny Lbc. paracasei v padé s niz§im

obsahem Zivin
o  Skrining po 24 hodninach

V pudé€ s polovicnim mnozstvim zivin byl po 24 hodinach kultivace zjiStén nejvetsi tbytek
histaminu o 14-17 % u kmenti Lbc. parasei S3-27, S3-37 a S3-38. Tvorba tyraminu byla

sniZzena o 20 % kmenem Lbc. paracasei S3-23. U ostatnich biogennich amind, které byly

degradovany, bylo snizeni nejvice o 10 % (tabulka 4).

o  Skrining po 48 hodindch

Po 48-hodinové kultivaci byla zjiSténa degradace tyraminu kmeny Lbc. paracasei S3-27,

S3-32, S3-37 a S3-40, a to kolem 10-12 %.




Tabulka 4: Skrining degradace biogennich aminii kmeny Lbc. paracasei v pudé

s nizsim obsahem Zivin

Kmen S3
Cas BA* 22 |23 |25 |26|27 (32|33 |34 |37|38 40| 42|45
FEM - + + - + - - - + i _ i +
PUT + | -] - -1+ |+ - -1+|+]+]-]-
= KAD - - - - - - - - - - - - |t
<
N
HIM + e I S S S S i o T e B
TYM - + | - -+ - - -+ |+ - - -
FEM - - - - - - - - - - - - -
PUT - - - - - - - - - - - - -
= KAD - - - - - - - - - - - - -
o0
<
HIM - - - - - - - - - - - -
TYM - - - -+ |+ - -+ -+ - -
Pozn.*: + ... degradace BA; - ... degradace BA nezaznamenana

6.2.3 Skrining degradace biogennich amini kmeny Lbc. casei v pudé MRS-C
o Skrining po 24 hodindch

Lbc. casei CCDM 422 byl schopen degradovat vSechny biogenni aminy, obsah fenyletyla-
minu, putrescinu, kadaverinu poklesl o 10-12 % a obsah histaminu a tyraminu o 6-8 % (tab.
5). Nejvetsi pokles histaminu (o 12 %) byl zjistén u Lbc. casei CCDM 145. Ostatni biogenni

aminy (putrescin, kadaverin, fenyletylamin, tyramin) byly sniZzeny o cca 20 %.
o  Skrining po 48 hodindch

Jako nejslabsi degradér po 48 hodinach byl oznacen kmen Lbc. casei CCDM 650. Kmeny
Lbc. casei CCDM 145 a CCDM 198 degradovaly fenyletylamin, histamin a tyramin. Pokles
fenyletylaminu byl vyssi u kmene Lbc. casei CCDM 145, a to o 16 %. Histamin byl snizen
0 10 % a tyramin o 25-35 % (tabulka 5).



Tabulka 5: Skrining degradace biogennich aminu kmeny Lbc. casei v MRS-C

Lbc. casei CCDM

Cas BA* 802 422 650 145 198
FEM - + - + +
PUT + + - + +

.g

3 KAD + + - + +

<=

<

N HIM + + - T n
TYM - + - - +
FEM ] ; 3 n n
PUT - - ; ; ]

.8

g KAD - - - - _

<=

o0

< HIM - - - + _
TYM - : _ n n

Pozn.: *+ ... degradace BA; - ... degradace BA nezaznamenana

6.2.4 Skrining degradace kmeny Lbc. casei v pudé s niz§im obsahem Zivin
o Skrining po 24 hodinach

V pide s poloviénim mnoZstvim Zivin (MRS+C) byly z €asti degradovany po 24 hodinach
kultivace kmeny Lbc. casei (kromé kmene CCDM 802) vSechny analyzované biogenni
aminy Ubytek biogennich aminii fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu a tyra-

minu vSak necinil vice jak 20 % (tabulka 6).
o  Skrining po 48 hodindch

Po 48 hodinach vykazoval nejvétsi degradacni ucinky kmen Lbc. casei CCDM 422, ktery
dokazal snizit obsah kadaverinu (o 5 %), histaminu (o 5 %), tyraminu (o 17 %). Ostatni

kmeny degradovaly pouze tyramin (tabulka 6).



Tabulka 6: Skrining degradace biogennich aminit kmeny Lbc. casei v pude s nizsim

obsahem Zivin

Lbc. casei CCDM

Cas BA* 802 422 650 145 198
FEM - + + + +
PUT - + + + +

g

B KAD - + + + +

<=

<

N HIM - + + + +
TYM - + + + +
FEM - - - - -
PUT - - - - -

=

3 KAD - + - - -

<=

0

= HIM - + - - -
TYM + + + + +

Pozn.: *+ ... degradace BA; - ... degradace BA nezaznamenana

6.3 Degradace biogennich amini kmeny Lactobacillus casei

V posledni fazi experimentu byly vybrani dva degradéti z kmenti Lactobacillus casei, konk-
trétné kmeny CCDM 802 a CCDM 422. U téchto kmenti byl sledovan vliv teploty (30 °C,
37 °C), slozeni ptid (MRS, MRS+C a mensi obsah zivin) a vliv ¢asu kultivace (0-72h).

6.3.1 Degradace biogennich aminti kmenem Lactobacillus casei CCDM 422

6.3.1.1 Degradace biogennich aminit Lactobacillus casei CCDM 422 v piidach MRS a
MRS-C

Kmen Lactobacillus casei CCDM 422 pii 30 °C v pudé MRS-C nejlépe degradoval feny-
letylamin, a to pfedevsim v ¢ase 28 hodin, kdy jeho ubytek byl o 12 % a dale v ¢ase 36 hodin,
kdy jeho ubytek Cinil 11 %. Tyramin poklesl nejvice o 5 % po 28hodinové kultivaci Ostatni

biogenni aminy nebyly timto kmenem v ptidé¢ MRS+C redukovény (obr. 3).



100,00 -
90,00 - 1. I -
80,007 ® 6 hodin
72507 I I I 12 hodin
= 60,00 - | | | |
E 50,00 - I I I ® 24 hodin
2 40,00 - | i i m 28 hodin
° 30,00 - I I I 32 hodin
20,00 - 36 hodin
10,00 - I I I = 48 hodin
0,00 - = 72 hodin
FEM PUT KAD HIM TYM
BA

Obrazek 3: Degradace BA kmenem Lbc. casei CCDM 422 pii 30 °C v MRS-C

V padé MRS (bez ptidavku uhli¢itanu sodného, jak doporucuje dodavatel kultur) pii 30 °C
byl schopen tento kmen degradovat jak fenyletylamin, tak histamin a tyramin. Obsah feny-
letylaminu byl sniZen v kazdém analyzovaném c¢ase o 30-38 %. SniZeni obsahu histaminu
bylo pozorovano opét v kazdém case, kdy nejvyraznéjsi pokles byl v case 24 hodin o 36 %,
ostatni ubytky histaminu byly kolem 33 %. Pomoci tohoto kmenu byl déle snizen obsah
tyraminu, opét v kazdém case odbéru vzorkd, kdy jeho nejvyssi ubytek byl zaznamenan
v €ase 12 hodin o0 26 %, obsah tyraminu byl v kultivacnim médiu v ostatnich ¢asovyh odbé-

rech snizen o 20 %. Putrescin a kadaverin nebyly timto kmenem degradovéany (obr. 4).
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Obrazek 4: Degradace biogennich amini kmenem Lbc. casei CCDM 422 pii 30 °C
v MRS



6.3.1.2 Degradace biogennich aminit pomoci Lactobacillus casei CCDM 422 pii 30 °C
v pitddch s niZSim obsahem Zivin

V MRS-C piidé s poloviénim obsahem Zivin vykazoval nejvEtsi snizeni obsahu fenyletyla-

min, ktery degradoval v kazdém case. Nejvétsi tbytek byl v case 48 hodin a to o 71 %.

V ostatnich ¢asech byl ubytek o néco malo nizsi a to 0 67-70 %. Dalsi biogenni amin, ktery

degradovaléan, byl tyramin, ktery degradoval kolem 1-12%, kdy nejvétsi ubytek byl v Case

48 hodin (o 12%). (obr. 5)
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Obrazek 5: Degradace BA kmenem Lbc. casei CCDM 422 pti 30°C v /2 MRS-C
V ptid€ MRS s niz8§im obsahem zivin pti 30 °C kmen Lactobacillus casei CCDM 422 nevy-

kazoval ptili§ velké degradacni schopnosti. Dokazal degradovat pouze fenyletylamin a tyra-

min, a to pouze o necelych 10 %. (obr. 6)
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Obrazek 6: Degradace BA kmenem Lbc. casei CCDM 422 pti 30°C v 2 MRS

6.3.1.3 Degradace biogennich aminit kmenem Lactobacillus casei CCDM 422 pii 37 °C
v pitdach MRS-C a MRS

Pomoci kmene Lactobacillus casei CCDM 422 pti 37 °C byl pozorovan pokles obsahu u
vSech BA. Pokles fenyletylaminu byla zjiSténve vSech ¢asech krome 48 a 72 hodin. Nejvétsi
ubytek obsahu FEM byl po 12 hodinach, a to o 24 %, v ostatnich ¢asech byl snizen obsah o
4-13 % (nejnizsi ubytek v case 36 hodin). Snizeni obsahu PUT bylo v ¢asech 32 a 36 hodin
0 12 a 8 %. KAD byl degradovén v Casech 6, 12, 32, 36 a 38 hodin, kdy nejvétsi snizeni
obsahu bylo pozorovano v ¢ase 12 hodin o 17 %. Ostatni ubytky KAD byly o 5-14 %. His-
tamin byl nejlépe degradovan v ¢ase 12 hodin o 25 %, dale byl jeho obsah sniZen po 6 hodi-
nach (o 15 %), po 32 hodinach (o 11 %) a po 36 hodinach (o 10 %). Ubytek TYM byl ve
vSech ¢asech kromé 48 hodin a 72 hodin, kdy nejvétsi snizeni obsahu bylo v ¢asech 6 a 12

hodin o 23 %, v ostatnich ¢asech bylo snizeni obsahu o 4-12 %. (obr. 7)
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Obrazek 7: Degradace BA kmenem Lbc. casei CCDM 422 pti 37°C v MRS-C

V padé MRS pii 37 °C degradoval kmen Lactobacillus casei CCDM 422 vSechny biogenni
aminy, krom¢ kadaverinu po 72 hodinach. Nejvétsi ubytek vykazoval histamin, a to v Case
36 hodin 0 63 %. V ostatnich ¢asech bylo snizeni HIM o0 42 % (72 hodin) a 0 50-56 %. Mezi
druhy nejvice degradovany biogenni amin patfil fenyletylamin, u kterého byl sniZzen obsah
049 % v casech 12 a 36 hodin. Dalsi ubytky FEM tvofily okolo 22-40 %, kdy nejnizsi ubytek
byl v ¢ase 72 hodin. Obsah putrescinu byl v kazdém case snizen o 21-46 %, kdy nejvétsi
sniZeni obsahu bylo v ¢ase 24 hodin. SniZeni obsahu kadaverinu bylo nejniZsi ze vSech bio-
gennich amint, kdy nejvétsi degradace byla zaznamenana v ase 36 hodin o 25 % a v Case
24 hodin o 23 %, ostatni ubytky KAD byly okolo 10 %. Tyramin byl nejlépe degradovan
timto kmenem v ¢ase 36 hodin 0 41%, v ostatnich ¢asech bylo snizeni 0 26-38 %, kdy v Case

72 hodin byl ubytek nejnizsi. (obr. 8)
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Obrazek 8: Degradace BA kmenem Lbc. casei CCDM 422 pti 37°C v MRS

6.3.1.4 Degradace biogennich aminit kmenem Lactobacillus casei CCDM 422 pii 37 °C
v putddch s niZSim obsahem Zivin
V padeé 2 MRS-C pii 37 °C vykazoval nejvétsi ubytek kadaverin a dale putrescin. Ostatni

biogenni aminy nebyly degradovany. Kadaverin byl degradovéan ve vSech ¢asech, kdy nej-

cv v

putrescinu poklesl v ¢asech 48 a 72 hodin 0 9 a 17%. (obr. 9)
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Obrazek 9: Degradace BA kmenem Lbc. casei CCDM 422 pii 37°C v /2 MRS-C
Pomoci kmene Lactobacillus casei CCDM 422 v polovi¢ni pudé MRS pti 37 °C byly degra-
dovany dva biogenni aminy, fenyletylamin a tyramin.U fenyletylaminu byl nejvétsi ubytek

po 28 hodinach o 10 %, v ostatnich ¢asech (6, 32 a 36 hodin) byly ubytky mensi nez 10 %.



Obsah tyraminu byl nejvice snizen v ¢ase 28 hodin o 11%, dalsi ubytky tvofily méné nez

10 % v Casech 6, 32 a 36 hodinach. Ostatni BA nevykazovaly znamky degradace. (obr. 10)
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Obrazek 10: Degradace BA kmenem Lbc. casei CCDM 422 pti 37 °C v /2 MRS

6.3.2 Degradace biogenich aminti kmenem Lactobacillus casei CCDM 802

6.3.2.1 Degradace biogennich aminit kmenem Lactobacillus casei CCDM 802 pii 30
°C v pitdach MRS-C a MRS

Pomoci kmene Lactobacillus casei CCDM 802 v pudé MRS-C pii 30 °C degradovaly
vSechny biogenni aminy, kdy nejvétsi ubytek byl u fenyletylaminu po 12 hodinach o 21 %.
Dalsi vétsi tbytek FEM byl v €ase 28 hodin o 19 % a v ¢ase 72 hodin o 17 %, ostatni jeho
ubytky byly mensi nez 10 %. SniZeni obsahu putrescinu bylo zjisténo po 12, 28 a 72 hodi-
nach o 10, 2 a 11%. Obsah kadaverinu byl sniZen jen v ¢ase 12 hodin, a to pouze o 3 %.
Ubytek histaminu byl v ¢asech 12 a 28 hodin o 13 a 3%. Snizeni obsahu tyraminu prob&hlo
ve vSech ¢asech kromé 32, 36 a 48 hodin. Nejvétsi jeho tbytek byl v ¢asech 12 a 72 hodin o
17 %, v ostatnich Casech (6, 24 a 28 hodin) byl bytek 2-12 %. (obr. 11)
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Obrazek 11: Degradace BA kmenem Lbc. casei CCDM 802 pii 30°C v MRS-C

V padé MRS pii 30 °C kmen Lactobacillus casei CCDM 802 degradoval vSechny BA kromée
kadaverinu. Nejvétsi ubytky byly u FEM, HIM a TYM. U PUT byl ubytek nejmensi, kdy
degradoval v ¢asech 6, 12 a 24 hodin kolem 32 % a v ¢asech 36 a 72 hodin o 5-7 %. U FEM
byl nejvétsi ubytek po 24 hodinach o 43%, ostatni jeho ubytky byly kolem 31-40 % ve vSech
dalsich Casech. Snizeni obsahu HIM prob¢hlo ve vSech Casech, kdy nejvétsi pokles HIM byl
v ¢ase 24 hodin o 48 %, v Casech 6 a 12 hodin byl pokles o 46 %, v dalSich casech bylo
sniZzeni obsahu HIM o 30-40 %. Obsah TYM byl snizen ve vSech ¢asech, kdy jeho pokles
byl okolo 30%. (obr. 12)
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Obrazek 12: Degradace BA kmenem Lbc. casei CCDM 802 pii 30°C v MRS



6.3.2.2 Degradace biogennich aminit kmenem Lactobacillus casei CCDM 802 pii 30
°C v putddch s niZSim obsahem Zivin

V piadé MRS-C s poloviénim obsahem zivin byl degradovan nejvice fenyletylamin, kdy byl

jeho obsah snizen v kazdém &ase kolem 70 %. Ubytek kadaverinu byl v ¢ase 6 hodin o 10%.

Dalsi biogenni amin, ktery byl v této ptidé degradovan, byl tyramin, kdy jeho ubytky ve

vSech ¢asech byly kolem 10 %. Ostatni BA nedegradovaly. (obr. 13)
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Obrazek 13: Degradace BA kmenem Lbc. casei CCDM 802 pii 30°C v /2 MRS-C

V poloviéni piidé MRS degradovaly pomoci tohoto kmene pii 30 °C vSechny biogenni
aminy, kdy nejvétsi pokles obsahu byl u tyraminu v ¢ase 36 hodin o 15 % a u kadaverinu

v Case 72 hodin o 16 %. Ostatni ubytky BA netvofily vice jak 10 %. (obr. 14)
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Obrazek 14: Degradace BA kmenem Lbc. casei CCDM802 pii 30°C v /2 MRS

6.3.2.3 Degradace biogennich aminit kmenem Lactobacillus casei CCDM 802 pii 37
°C v pitdach MRS-C a MRS

V ptidé MRS-C pii 37 °C degradovaly vSechny biogenni aminy, kdy u putrescinu probéhla
degradace pouze v €ase 24 hodin o pouhych 5 %. Nejvétsi ubytky byly pozorovany u feny-
letylaminu, a to v ¢ase 12 hodin o 22 %, dale v Casech 6, 24, 28, 32 a 36 hodin bylo snizeni
014, 18,12, 17 a9 %. Snizeni obsahu kadaverinu bylo mensi jak 10 % v ¢asech 12, 24, 32,
48 a 72 hodin. Pokles histaminu byl nejvyse o 15 % v ¢ase 24 hodin, ostatni jeho ubytky
v Casech 12, 28, 32 a 36 hodinach byly 9, 2, 12 a 4 %. U tyraminu byl nejvétsi pokles v Case
12 hodin o 22 %. Dalsi bytky TYM byly kolem 15 % v €asech 6, 24, 28, 32 a 36 hodin
(obr. 15).
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Obrazek 15: Degradace BA kmenem Lbc. casei CCDM 802 pii 37°C v MRS-C

Pomoci kmene Lactobacillus casei CCDM 802 probéhla degradace vSsech BA pti 37 °C
v pudé MRS. Vsechny BA byly degradovany kolem 50 %, kromé& kadaverinu, ktery mél
nejvetsi tbytek v ¢ase 28 hodin o 26 %. V Case 32 hodin nebyl degradovan KAD viibec.
Ostatni jeho ubytky byly kolem 10 %. Nejvétsi tbytek byl u histaminu v ¢ase 28 hodin
0 61 %. Ostatni jeho ubytky v kazdém case odbéru byly kolem 50-60 %. Snizeni obsahu u
fenyletylaminu bylo v kazdém ¢ase kolem 40-50 %. U tyraminu bylo snizeni ve vSech ¢asech
kolem 35-40% a u putrescinu kolem 25-49, kdy nejvétsi tbytek byl v ¢ase 28 hodin (obr.
16).
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Obrazek 16: Degradace BA kmenem Lbc. casei CCDM 802 pii 37°C v MRS



6.3.2.4 Degradace biogennich aminit kmenem Lactobacillus casei CCDM 802 pii 37
°C v puddch s niZsim obsahem Zivin

V pudé /2 MRS-C degradovaly pouze dva biogenni aminy, putrescin a kadaverin. PUT de-

gradoval pouze v €asech 24 a 72 hodin o 12 a 9 %. Degradace KAD prob¢hla ve vSech

Casech, kdy nejvétsi ubytek byl v ¢ase 24 hodin o 33 % a nejmensi v case 28 hodin o 8%.

V ostatnich ¢asech degradoval kolem 25-27 %. (obr. 17)
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Obrazek 17: Degradace BA kmenem Lbc. casei CCDM 802 pii 37°C v /2 MRS-C
V poloviéni ptidé pii 37 °C degradovaly miniméln¢ (< 2%) FEM a TYM. (obr. 18)
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Obrazek 18: Degradace BA kmenem Lbc. casei CCDM 802 pti 37°C v /2 MRS



7 DISKUZE

Biogenni aminy jsou organické, bazické, dusikaté slouCeniny, které se tvoti pomoci mikro-
bidlni dekarboxylace ne€kterych volnych aminokyselin nebo aminaci a transaminaci alde-
hyda a ketont. Jsou pfitomny jak v rostlinnych, tak mikrobialnich i zivoc¢isSnych buiikach,
kde mohou byt zapojeny do né€kolika biologickych aktivit (napt. lidskd mozkova aktivita).
[1]

V potravinach se v nizkych koncentracich miizou ptirozené vyskytovat. Vyskytuji se piede-
v§im v potravindch bohatych na bilkoviny a aminokyseliny, které¢ umoziiuji biochemickou
aktivitu mikroorganizmti, a proto se biogenni aminy mohou vytvaret béhem procesu roz-
kladu nebo znehodnocovani potravin. Proto jejich nadmérny peroralni ptijem mutze zplsobit
nekolik zdravotnich problémd, jako bolesti hlavy, zvraceni, horecku a vyrazku. Biogenni
aminy se vyskytuji pfedev§im v syrech, rybach, fermentovanych potravinach a v cerveném

ving. [1] [3]

Existuje n€kolik moznosti pro sniZeni obsahu biogennich aminil v potravinach, naptiklad
pouziti enzymi, jako jsou monoaminooxiddza a diaminooxiddza rizného ptivodu, které me-
tabolizuji biogenni aminy deaminaci, pouZiti bakterii mlééného kvaSeni s inhibi¢nimi G€¢inky
na dekarboxylaza-pozitivni mikroorganismy, dale aplikace antimikrobnich latek piisobici na
dekarboxylaza-pozitivni mikroorganizmy (napf. soli dusitanil a dusi¢nanti, kotfeni, kyselina
citronova) a pouZiti technologickych zakroki (napf. hydrostaticky tlak, ozafovani, baleni).
[38][44][48][55]

v

EFSA), kdy nejcastéjsi intoxikace byvaji zplisobeny pravé histaminem, ktery se nejcastéji
vyskytuje v rybéch, jako jsou tuiidk, makrela a sardinky. Putrescin a kadaverin mohou inhi-
bovat detoxikacni enzymy histaminu, a tim ptsobi jako potenciatoii toxicity histaminu. [1]

[3][22]

Bakterie rodi Proteus, Hafnia, Vibrio a Klebsilla jsou vyznamni producenti histaminu, pie-
devsim v rybéch, kdy mohou zptsobit scombroidovou otravu. Déle ryby mohou obsahovat
vysokd mnozstvi tryptaminu, putrescinu, kadavarinu, tyraminu a polyamint (spermin, sper-
midin). [23]

Bakterie rodl Leuconostoc mesenteroides a Lactobacillus mohou produkovat zvySeny obsah
putrescinu a tyraminu, kdy tyto biogenni aminy vznikaji pfedevs§im v kysaném zeli. Dale ve

fermentované mlécné zelening byly nalezeny 1 ostatni biogenni aminy. [3]



U syri dosahuji biogenni aminy vysokych hodnot z diivodu velkého mnozstvi bilkovin, en-
zymu, kofaktorti a obsahu bakterii, a proto ptedstavuji syry vhodné prosttedi pro produkci

biogennich aminli pomoci dekarboxyldzové aktivity. [3]

Déle zpracované maso (pfedevSim fermentované masné vyrobky) je velmi vhodnym pro-
stiedim pro tvorbu vysokého mnozstvi histaminu a tyraminu diky bakteriim rodt Pseudo-

monas, Carnobacterium a Enterobacteriaceae. [3] [24]

Nekolik studii se zabyva mikroorganizmy, které jsou schopny inhibovat dekarboxylaza-po-
zitivni kmeny. Bud’ pomoci svych enzymd, nebo svych degradacnich schopnosti. Mezi stu-
dované bakterie fadime pfedevsim bakterie mlécného kvaSeni, které se pouzivaji naptiklad
jako startovaci kultury nebo jako probiotika v kysanych mlécnych vyrobcich pro dosazeni
bezpecnosti potravin, prodlouzeni jejich trvanlivosti a dale pro ziskani pozadovanych vlast-

nosti. [36]

Cilem prvni casti praktické ¢asti diplomové prace bylo pozorovat schopnost produkce bio-
gennich amini z pfidanych aminokyselin ve dvou plidach po dobu 24 hodin a 48 hodin.
Pudy, které byly pouzity, byly MRS a MRS-C. Ve vSech médiich byla koncentrace kazdé
aminokyseliny 2 g/l (arginin, ornitin, histidin, tyrozin, lyzin, fenylalanin). Kmeny Lacto-
bacillus casei tvofily biogenni aminy z pfidanych aminokyselin zcela minimalnég, kdezto
kmeny Lactobacillus paracasei (které byly zkoumany poprvé) byla tvorba biogennich amint
ukmenti Lbc. paracasei S3-26 a S3-27 vysoka, a to predevs§im tyraminu a putrescinu. Ostatni
kmeny Lbc. paracasei vytvarely biogenni aminy minimalné. Uvedené dva kmeny produku-
jici biogeni aminy tak nejsou vhodné pro dalsi aplikace, v€etné testovani na schopnost de-

gradace biogennich amind.

Druha ¢ast experimentu byla zaméfena na ovéfeni schopnosti testovanych kment bakterii
degradovat biogenni aminy. V této ¢asti prace byly pouzity kmeny bakterii Lactobacillus
casei a Lactobacillus paracasei, kdy byl sledovan ubytek biogennich amint béhem jejich
kultivace po 24 a 48 hodinach. Byly pouzity Ctyfi pidy a to MRS, MRS-C a ptidy s polovi¢ni
m obsahem Zivin, kdy do kazdého z téchto médii bylo pfidano pét biogennich aminli v kon-
centraci 0,5 g/l (tyramin, putrescin, kadaverin, histamin, fenyletylamin). U polovi¢nich mé-
dii byl ptedpoklad vyssi schopnosti vybranych kment snizit obsah biogennich amini, kdy
bakterie vyuziji rychleji ziviny z médii a nasledné zacnou metabolizovat biogenni aminy.
SniZeni obsahu biogennich amint byl srovndvan s kontrolou, coz bylo pfislusné médium

s biogennimi aminy, ale bez zaoCkovani ptislusné bakterie.



Skrining kmenti Lactobacillus paracasei dokazoval degradaci predevsim po 24 hodinové
kultivaci, kdy degradovaly kolem 10 % putrescin a histamin u kmene Lbc. paracasei S3-22;
kolem 10 % fenyletylamin, histamin a tyramin u kmene Lbc. paracasei S3-23; kolem 5 %
fenyletylamin a histamin u kmene Lbc. paracasei S3-25; kolem 4% putrescin a histamin u
Lbc. paracasei S3-32; kolem 15 % putrescin a histamin a kolem 5% fenyletylamin a tyramin
u kmene Lbc. paracasei S3-37; ostatni kmeny Lbc. paracasei vykazovaly minimalni ubytky
biogennich amini nebo viibec zadné. Po 48 hodinach nebylo zjisténo vyrazné snizeni bio-

gennich amin.

Skrining kment Lactobacillus casei na degradaci BA ukazoval snizeni biogennich aminti po
24 a 48 hodinach kultivace. Kmen Lbc. casei CCDM 422 vykazoval degradaci vSech bio-
gennich aminti po 24 hodinéch, kdy nejvétsi tbytek byl u kadaverinu o 14 % a po 48 hodi-
nach u tyraminu (o 17 %). Kmen Lbc. casei CCDM 802 vykazoval minimalni ubytky. Kmen
Lbc. casei CCDM 650 mél ubytky vSech biogennich aminti po 24 hodinach kolem 10 % a
po 48 hodinach degradoval pouze tyramin o 10 %. Kmen Lbc. casei CCDM 145 dokazal
degradovat putrescin, kadaverin a histamin o 15 % pfti 24 hodinach. Kmen Lbc. casei CCDM
198 degradoval vSechny biogenni aminy po 24 hodinach o 10-15 %.

Po skriningu kmenti Lbc. casei byly vybrany dale dva kmeny, které byly podrobeny dalSimu
experimentu. Mezi vybrané kmeny patii kmen bakterie Lactobacillus casei CCDM 422 a
Lactobacillus casei CCDM 802. Tyto kmeny byly testovany v riznych kultiva¢nich médiich
(MRS, MRS-C, 2 MRS, 2 MRS-C) pfi rizné teploté (30 °C, 37 °C) a v odlisnych ¢asech
kultivace (6-72 hodin).

Lactobacillus casei CCDM 422 a Lactobacillus casei CCDM 802 vykazovaly pti 30 °C nej-
lepsi degradacni ucinky v polovicnim médiu MRS-C u fenyletylaminu, kdy byl ubytek ob-
sahu tohoto biogenniho aminu az o 70 % v obou ptipadech. Dale kmen Lactobacillus casei
CCDM 802 pti 30 °C vykazoval vyborné degradacni schopnosti v pidé MRS, kdy ubytek
fenyletylaminu byl az o 43 % po odbéru ve 24 hodin a ubytek histaminu o 48 % po 24
fict, Ze poloviéni médium pfi teploté¢ 30 °C ma vyrazné vyssi vliv na degradaci BA témito
vybranymi kmeny.

Tyto kmeny pii teploté 37°C mély nejlepsi degradacni schopnosti v pidé MRS, predevsim
v ¢ase 28 hodin. Kmen Lbc. casei CCDM 802 snizil obsah histaminu az o 61 % v Case 28

hodin, v ostatnich odbérech dokazal degradovat histamin o 50-59 %. Dale byl vyznamny
ubytek fenyletylaminu (az o 47 %), putrescinu (49 %) a tyraminu (na 60 %). Kadaverin m¢l



nejvetsi ubytek také v ¢ase 28 hodin a to 0 26 %. Kmen Lbc. casei CCDM 422 degradoval
nejlépe histamin a to na 41%, dalsi vyznamny ubytek byl u fenyletylaminu, kdy jeho obsah
byl snizen o 49% v Casech 12 a 36 hodinach. Putrescin byl nejlépe degradovan v Case 24
hodin 0 47 %. U tyraminu doslo k poklesu nejvice o0 41 % (36 hodin) a u kadaverinu o 23%
v ¢ase 24 a 28 hodin. Pti teploté 37 °C byla nejvétsi schopnost téchto kmeni v celém médiu
0 hodné vyssi nez v polovi¢nim, protoze to miize byt zptsobeno jejich optimalni teplotou

oproti 30 °C.

Diky tomuto experimentu byly dosahnuty vysledky, které nabizeji moznost pouziti téchto
testovanych mikroorganizmi v potravinafstvi, naptiklad pti vyrobé kysanych mlécnych vy-
robkid nebo fermentovanych potravin, kde se kumuluje nejvice biogennich amind. V téchto
potravindch mohou byt soucasti startovacich kultur nebo se mohou pouzit béhem technolo-

gie zpracovani.

V odbornych ¢lancich a n¢kolika studiich se zabyvaji pravé degradacni schopnosti mikroor-
ganizm, jejich vyuziti v potravinaiském prumyslu a také jejich izolaci. Napiiklad se mohou
pouzit bakterie mlé€ného kvaseni jako startovaci kultury, které jsou schopny degradovat bi-
ogenni aminy ve fermentovanych potravinach, v mlécnych vyrobcich (naptiklad rod Lacto-
bacillus paracasei) nebo v masné vyrob&. Tyto pouzivané kultury jsou charakteristické pro
svou nepfitomnost dekarboxyldzové aktivity. Startovaci bakterie mlééného kvaseni mohou
indukovat kyselé prostiedi, ¢imz inhibuji rist dekarboxyla¢nich mikroorganizmt, coz vede

ke snizeni tvorby BA. [42] [43]

Bylo zjisténo, Ze fada bakterii m4 inhibi¢ni G¢inek na dekarboxyldza-pozitivni mikroorga-
nismy nebo produkuje enzymy, které zabranuji vzniku biogennich amini (Lactobacillus pa-

racasei, Lactobacillus plantarum, které se pouzivaji startéti pro vyrobu syrty). [22]

Pridavek dekarboxyldza-negativnich startovacich kultur do rznych fermentovanych mas-
nych vyrobkl dokaZe snizit akumulaci biogennich aminti odlisnym zptsobem v zéavislosti
na druhu a kmeni. Pfi vyrobé feckych salamti bylo dosazeno sniZeni biogennich amint po-
moci Lactobacillus sakei, kdy u tyraminu byl ubytek na 62 % a u histaminu na 71 %. U
portugalskych masnych produktli se pouziva napiiklad Staphylococcus equorum (redukce
kadaverinu o 45 %) a Lactobacillus sakei (redukce o 75 %). U Spanélského fuetu snizil pfi-
davek Lactobacillus sakei v kombinaci se Staphylococcus xylosus obsah tyraminu az o 50

%. [51]



Lactobacillus casei se bézn¢ vyskytuje v potravinovych matricich, jako jsou ryby, maso a
silaz. Schopnost degradovat biogenni aminy zalezi na pouzitém kmeni. Nyni se pouziva jako
dopliikova kultura pro snizeni pfitomnosti biogennich aminii v syrech nebo ve fermentova-

ném zeli, kde dokaze 10x snizit obsah putrescinu. [52] [53]

Lactobacillus plantarum ma ptiznivy vliv na obsah biogennich amint v rybach. Inokulace
této bakterie zpusobuje rychlé okyseleni, tim inhibuje rist nezddoucich bakterii, jako je
Pseudomonas a Enterobacteriaceae, a nasledné snizuje hromadéni putrescinu a kadaverinu.

[54]

Lactobacillus  plantarum, Lb.  sakei, Lb. pentosus, Pediococcus acidilactici, Micro-
coccus sp. a Brevibacterium linens maji schopnost degradovat in vitro tyramin a histamin.
Ctyfi kmeny Lb. sakei dokazi degradovat histamin ve fermentovanych rybich vyrobcich.

Lactobacillus casei a Lactobacillus plantarum mohou degradovat tyramin. [42] [43]

Vysledky této prace mohou byt uziteéné pro dalsi studium degradace biogennich amint tes-
tovanymi kmeny, nebo dal$imi kmeny, které byly pouzity pfi jiném vyzkumu. Degradac¢ni
schopnost vybranych kment na biogenni aminy byla testovana v podminkach in vitro, které
se mohou lisit nékolika zplisoby, naptiklad se mohou lisit od podminek redlnych vzorki, ve
kterych se tyto testované bakterie mohou chovat jinak z divodu jinych vnéjsich podminek
jako je dostupnost kysliku, Zivin, vodni aktivity a dalsi ovliviiyjici latky, které se mohou

pouzit pro snizeni obsahu biogennich amint.



ZAVER

Hlavnim cilem diplomové prace bylo sezndmeni s biogennimi aminy a pfedevsim jejich
mozna degradace pomoci kment Lactobacillus casei a Lactobacillus paracasei. Tato vlast-
nost byla zkouména u zminénych kment, kdy Lactobacillus casei byly kmeny vyuzivané

v mlékdrenstvi ze Sbirky mlékéarenskych mikroorganizmt (CCDM) a z chlebového kvasku

v Portugalsku (S3).

Prakticka ¢ast se zabyvala jak produkei biogennich aminti, aby se mohly vyloucit ptedev§im
kmeny produkujici BA, zejména Lbc. paracasei S3 (které nebyly dosud prozkoumany), tak
moznostmi sniZzeni obsahu biogennich amint v riznych druzich ptd, pfi riznych teplotach

a odlisnych casech odbéru.

Pti produkci biogennich aminti bylo zjiSténo, ze kmeny Lactobacillus casei produkovaly
biogenni aminy z aminokyselin pouze minimaln¢, kdezto nékteré z kment Lactobacillus pa-
racasei zvySovaly obsah BA v kultivacni pud¢, predevs§im kmen S3-26, ktery produkoval
vysoké mnozstvi tyraminu a kmen S3-27, ktery vytvarel vysoky obsah putrescinu. Ostatni

kmeny Lbc. paracasei tvotily biogenni aminy z aminokyselin minimalné.

Pti druhém experimentu praktické ¢asti bylo hlavnim cilem zjistit u dvou degradéri Lbc.
casei podminky, za kterych byli schopni snizit obsah vybranych biogennich amint (feny-
letylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu, tyraminu) v zavislosti na typu ptudy, ¢asu od-
béru a teploty kultivace. U jednotlivych kment byla zaznamenéana odlisna schopnost degra-

dovat biogenni aminy v zavislosti na testovanych podminkéch.

Z kmenil Lbc. casei byl vybran kmen Lbc. casei CCDM 422 a CCDM 802. Lbc. casei
CCDM 422 vykazoval nejvyssi ubytky biogennich amind pii 30 °C v ptidé MRS-C s niz§im
obsahem Zivin, kdy fenyletylamin degradoval o 71 % pfi 48 hodinach a v pidé MRS
pii 37 °C degradoval nejvice histamin, a to o 63 % pii 36 hodinach. Lbc. casei CCDM 802
vykazoval nejvétsi degradacni schopnosti pii teploté 30 °C v ptidé MRS u histaminu o 48 %
(24 hodin) a v pidé MRS-C s niz§im obsahem zivin klesl fenyletylamin o 70%. Pfi teploté
37 °C v piidé MRS degradoval tento kmen nejlépe pii 28 hodinach histamin o 61 %.



SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1] TITTARELLI, Fabrizia, Giorgia PERPETUINI, Paola DI GIANVITO a Rosanna
TOFALO. Biogenic amines producing and degrading bacteria: A snapshot from raw ewes'
cheese. LWT [online]. 2019, 101, 1-9 [cit. 2019-03-19]. DOI: 10.1016/j.Iwt.2018.11.030.
ISSN 00236438. Dostupné Z: https://linkinghub.elsevier.com/re-
trieve/pii/S0023643818309812

[2] ZAMORA, Rosario, Rosa M. DELGADO, Francisco J. HIDALGO a Rosanna
TOFALO. Formation of B-phenylethylamine as a consequence of lipid oxidation: A MD-
simulation and DFT studies. Food Research International [online]. 2012, 46(1), 321-325
[cit. 2019-03-19]. DOI: 10.1016/j.foodres.2011.12.029. ISSN 09639969. Dostupné z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0963996912000142

[3] KAROVICOVA, J. a Z. KOHAJDOVA. Biogenic Amines in Food. ChemInform [on-
line]. 2005, 36(34) [cit. 2019-03-21]. DOI: 10.1002/chin.200534338. ISSN 0931-7597. Do-
stupné z: http://doi.wiley.com/10.1002/chin.200534338

[4] ROIG-SAGUES, Artur X., Claudia RUIZ-CAPILLAS, Diana ESPINOZA a Manuela
HERNANDEZ. The decarboxylating bacteria present in foodstuffs and the effect of emer-

ging technologies on their formation[online]. 2009. India: Transworld Research Network,

2009 [cit. 2019-03-20]. ISBN 978-81-7895-249-9

[5] EKICI, Kamil a Abdullah Khalid OMER. The determination of some biogenic ami- nes
in Turkish fermented sausages consumed in Van. Toxicology Reports [online]. 2018, 5, 639-
643 [cit. 2019-03-20]. DOI: 10.1016/j.toxrep.2018.05.008. ISSN 22147500. Dostupné z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2214750018303354

[6] DEL RIO, Beatriz, Begoia REDRUELLO, Daniel M. LINARES, et al. Spermine and
spermidine are cytotoxic towards intestinal cell cultures, but are they a health hazard at con-
centrations found in foods? Food Chemistry [online]. 2018, 269(3), 321-326 [cit. 2019-03-
19]. DOI: 10.1016/j.foodchem.2018.06.148. ISSN 03088146. Dostupné z: https://linkin-
ghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0308814618311336

[7] FAROOQUI, Tahira a Akhlag A. FAROOQUI. Biogenic amines: pharmacological, neu-
rochemical and molecular aspects in the CNS. New York: Nova Biomedical Books, c2010.

Pharmacology-research, safety testing, and regulation series. ISBN 978-1-60876-625-3


https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0023643818309812
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0023643818309812
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0963996912000142
http://doi.wiley.com/10.1002/chin.200534338
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2214750018303354
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0308814618311336
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0308814618311336

[8] DASGUPTA, Subrata, Soumita MUKHERJEE, Bishnu P. MUKHOPADHYAY a Ro-

sanna TOFALO. Recognition of trans and gauche phenylethylamine conformers in the active
site of human monoamine oxidase B: A MD-simulation and DFT studies. Computational
and Theoretical Chemistry [online]. 2018, 1127, 44-51 [cit. 2019-03-19]. DOI:
10.1016/j.comptc.2018.01.021. ISSN 2210271X. Dostupné z: https://linkinghub.el-
sevier.com/retrieve/pii/S2210271X18300355

[9] XIA, Hong-qi, Yuki KITAZUMI, Osamu SHIRAI Hirokazu OHTA, Shin KURIHARA
a Kenji KANO. Putrescine oxidase/peroxidase-co-immobilized and mediator-less mesopo-
rous microelectrode for diffusion-controlled steady-state amperometric detection of pu-
trescine: A MD-simulation and DFT studies. Journal of Electroanalytical Chemistry [on-
line]. 2017, 804(1), 128-132 [cit. 2019-03-19]. DOI: 10.1016/j.jelechem.2017.09.056. ISSN
15726657. Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1572665717306859

[10] HONG, Yun-Gi, Hyun-Joong KIM, Jong-Min JEON, et al. Selective recovery of ca-
daverine from lysine decarboxylase bioconversion solution using methyl ethyl ketone: A
MD-simulation and DFT studies. Journal of Industrial and Engineering Chemistry [online].
2018, 64(1), 167-172 [cit. 2019-03-19]. DOI: 10.1016/].jiec.2018.03.013. ISSN 1226086X.
Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pi1i/S1226086X 18301345

[11] MA, Weichao, Kequan CHEN, Yan LI, et al. Advances in Cadaverine Bacterial Produ-
ction and Its Applications: A MD-simulation and DFT studies. Engineering [online].
2017, 3(3), 308-317 [cit. 2019-03-19]. DOI: 10.1016/J.ENG.2017.03.012. ISSN 20958099.
Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S209580991730423X

[12] DIAZ NEBREDA, Antonela, Carlos Daniel ZAPPIA, Angela RODRIGUEZ
GONZALEZ, et al. Involvement of histamine H1 and H2 receptor inverse agonists in recep-
tor's crossregulation: A MD-simulation and DFT studies. European Journal of Pharmaco-
logy [online]. 2019, 847(3), 42-52 [cit. 2019-03-19]. DOI: 10.1016/j.ejphar.2019.01.026.
ISSN 00142999. Dostupné Z: https://linkinghub.elsevier.com/re-
trieve/pii/S0014299919300597

[13] GONZALEZ-JIMENEZ, Mario, Jorge ARENAS-VALGANON, Maria del Pilar
GARCIA-SANTOS, et al. Mutagenic products are promoted in the nitrosation of tyramine:
Yb,Er@NaYF4 upconversion nanoparticles. Food Chemistry [online]. 2017, 216(3), 60-65
[cit. 2019-03-19]. DOI: 10.1016/j.foodchem.2016.08.006. ISSN 03088146. Dostupné z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0308814616312365


https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2210271X18300355
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2210271X18300355
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1572665717306859
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1226086X18301345
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0014299919300597
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0014299919300597

[14] WANG, Huihui, Yunyun LU, Lun WANG, et al. Detection of tyramine and tyrosinase
activity using red region emission NaGdF4: Yb,Er@NaYF4 upconversion nanopar-
ticles. Talanta [online]. 2019, 197(3), 558-566 [cit. 2019-03-19]. DOI: 10.1016/j.ta-
lanta.2019.01.079. ISSN 00399140. Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/re-
trieve/pii/S0039914019300761

[15]PLONKA, Joanna, Virginia GARCIA-CANAS, Carolina SIMO, Alejandro
CIFUENTES, Maria FERNANDEZ, Maria Cruz MARTIN, Victor LADERO a Miguel A.
ALVAREZ. Food analysis — samples preparation and chromatographic methods in determi-
nation of selected biogenic amines, methylxanthines and water-soluble vitamins. Analytical
Methods[online]. 2012, 4(10), 147-167 [cit. 2019-02-19]. DOI: 10.1039/c2ay25706h. ISSN
1759-9660. Dostupné z: http://xlink.rsc.org/?DOI=c2ay25706h

[16] RAWAT, Karuna A., Jigna R. BHAMORE, Rakesh Kumar SINGHAL, et al. Microw-
ave assisted synthesis of tyrosine protected gold nanoparticles for dual (colorimetric and
fluorimetric) detection of spermine and spermidine in biological samples: Yb,Er@NaYF4
upconversion nanoparticles. Biosensors and Bioelectronics [online]. 2017, 88(3), 71-77 [cit.
2019-03-19]. DOI: 10.1016/j.b10s.2016.07.069. ISSN 09565663. Dostupné z: https://linkin-
ghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0956566316307023

[17] LANDETE, Jos¢ Maria, Blanca DE LAS RIVAS, Angela MARCOBAL, Rosario
MUNOZ, Jacek NAMIESNIK a Justyna PLOTKA-WASYLKA. Molecular methods for the
detection of biogenic amine-producing bacteria on foods. International Journal of Food
Microbiology[online]. 2007, 117(3), 258-269 [cit. 2019-03-20]. DOI: 10.1016/j.ijfood-
micro.2007.05.001. ISSN 01681605. Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/re-
trieve/pii/S0168160507002644

[18] EEROLA, S., R. HINKKANEN, E. LINDFORS a T. HIRVI. Luquid chromatographic
determination of biogenic amines in dry sausages. JJAOAC Int., 1993, 76, 575-577

[19] FEKETE, Agnes, Ashok Kumar MALIK, Ashwini KUMAR a Philippe SCHMITT-
KOPPLIN. Amines in the Environment: Encrypted Peptides and Biogenic Amines. Critical
Reviews in Analytical Chemistry [online]. 2010, 40(2), 102-121 [cit. 2019-02-20]. DOL:
10.1080/10408340903517495. ISSN 1040-8347. Dostupné z: http://www.tandfon-
line.com/doi/abs/10.1080/10408340903517495


https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0039914019300761
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0039914019300761
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/10408340903517495
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/10408340903517495

[20] ERB, Robert, Katharina LEITHNER, Andreas BERNKOP-SCHNURCH a Herbert
OBERACHER. Phosphorothioate Oligonucleotide Quantification by p-Liquid Chromato-
graphy-Mass Spectrometry. The AAPS Journal [online]. Elsevier, 2012, 2003, 14(4), 728-
737 [cit. 2019-04-11]. DOI: 10.1208/s12248-012-9381-2. ISBN 9780122270550. ISSN
1550-7416. Dostupné z: http://link.springer.com/10.1208/s12248-012-9381-2

[21] PAPAGEORGIOU, Myrsini, Dimitra LAMBROPOULOU, Calum MORRISON, Ewa
KEODZINSKA, Jacek NAMIESNIK a Justyna PLOTKA-WASYLKA. Literature update of
analytical methods for biogenic amines determination in food and beverages. 7rAC Trends
in Analytical Chemistry [online]. 2018, 98, 128-142 [cit. 2019-03-20]. DOL:
10.1016/j.trac.2017.11.001.  ISSN  01659936. Dostupné z: https://linkinghub.el-
sevier.com/retrieve/pii/S0165993617303990

[22] NAILA, Aishath, Steve FLINT, Graham FLETCHER, Phil BREMER a Gerrit
MEERDINK. Control of Biogenic Amines in Food-Existing and Emerging Approa-
ches. Journal of Food Science [online]. 2010, 75(7), R139-R150 [cit. 2019-03-21]. 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

[23] ZHAI Honglei, Xianqing YANG, Laihao LI, Guobin XIA, Jianwei CEN, Hui HUANG,
Shuxian HAO a Robson Maia FRANCO. Biogenic amines in commercial fish and fish pro-
ducts sold in southern China: A snapshot from raw ewes' cheese. Food Control [online].
2012, 25(1), 303-308 [cit. 2019-03-21]. DOI: 10.1016/j.foodcont.2011.10.057. ISSN
09567135. Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0956713511004786

[24] LAZARO, César Aquiles, Carlos Adam CONTE-JUNIOR, Anna Carolina CANTO,
Maria Lucia Guerra MONTEIRO, Bruno COSTA-LIMA, Adriano Gomes da CRUZ, Eliane
Teixeira MARSICO a Robson Maia FRANCO. Biogenic amines as bacterial quality indica-
tors in different poultry meat species: A snapshot from raw ewes' cheese. LWT - Food
Science and Technology [online]. 2015, 60(1), 15-21 [cit. 2019-03-21]. DOI:
10.1016/5.1wt.2014.09.025. ISSN 00236438. Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/re-
trieve/pii/S0023643814005805

[25] http://textbookofbacteriology.net/lactics.html

[26] SALMINEN, Seppo. Lactic acid bacteria: microbiological and functional aspects. 4th
ed. Boca Raton, c2012. ISBN 978-1-4398-3677-4.


http://doi.wiley.com/10.1111/j.1750-3841.2010.01774.x
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0956713511004786

[27] Mlécné kvaseni. In: Zatamoko mushroom [online]. 2004 [cit. 2017-10-01]. Dostupné
z: http://zatamoko.cz/houby/teorie_j.php?q=old/teorie_j.php

[28] BATT, C.A., Francesca DORIA, Juan-Carlos SAIZ, Emilia GARCIA-MORUNO, Ma-
rion DALMASSO, Jean-Marie LAPLACE a Marina CRETENET. LACTOBACILLUS | In-
troduction: Implications for malolactic fermentation in wine. Encyclopedia of Food Micro-
biology [online]. Elsevier, 2014, 2014, 246, 409-411 [cit. 2019-03-20]. DOI: 10.1016/B978-
0-12-384730-0.00176-2. ISBN 9780123847331. ISSN 01681605. Dostupné z: https://linkin-
ghub.elsevier.com/retrieve/pii/B9780123847300001762

[29] DE ANGELIS, M., M. GOBBETTI, Juan-Carlos SAIZ, Emilia GARCIA-MORUNO,
Marion DALMASSO, Jean-Marie LAPLACE a Marina CRETENET. Lactobacillus SPP:
General Characteristics ¥. Reference Module in Food Science [online]. Elsevier, 2016,
2016, 246, 409-411 [cit. 2019-03-20]. DOI: 10.1016/B978-0-08-100596-5.00851-9. ISBN
9780081005965. ISSN 01681605. Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/re-
trieve/pii/B9780081005965008519

[30] BATT, C.A., M. GOBBETT]I, Juan-Carlos SAIZ, Emilia GARCIA-MORUNO, Marion
DALMASSO, Jean-Marie LAPLACE a Marina CRETENET. LACTOCOCCUS | Introdu-
ction: General Characteristics ¥. Encyclopedia of Food Microbiology [online]. Elsevier,
2014, 2014, 246, 439-441 [cit. 2019-03-20]. DOI: 10.1016/B978-0-12-384730-0.00181-6.
ISBN 9780123847331. ISSN 01681605. Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/re-
trieve/pii/B9780123847300001816

[31] NARVHUS, J.A. a L. AXELSSON. LACTIC ACID BACTERIA. Encyclopedia of
Food Sciences and Nutrition [online]. Elsevier, 2003, 2003, , 3465-3472 [cit. 2019-04-11].
DOI: 10.1016/B0-12-227055-X/00673-8. ISBN 9780122270550. Dostupné z: https://linkin-
ghub.elsevier.com/retrieve/pii/B012227055X006738

[32] BARON, Samuel. Medical microbiology. 4th ed. Galveston, Tex.: University of Texas
Medical Branch at Galveston, 1996. ISBN 09-631-1721-1.

[33] PUJATO, Silvina A., Daniela M. GUGLIELMOTTI, Manuel MARTINEZ-GARCIA,
Andrea QUIBERONI a Francisco J.M. MOIJICA. Leuconostoc mesenteroides and
Leuconostoc pseudomesenteroides bacteriophages: Genomics and cross-species host ran-
ges. International Journal of Food Microbiology [online]. 2017, 257, 128-137 [cit. 2019-03-
20]. DOI: 10.1016/j.ijfoodmicro.2017.06.009. ISSN 01681605. Dostupné z: https://linkin-
ghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168160517302775


http://zatamoko.cz/houby/teorie_j.php?q=old/teorie_j.php
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B9780123847300001762
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B9780123847300001762
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B9780123847300001816
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B9780123847300001816

[34] COUSIN, Fabien J., Rozenn LE GUELLEC, Caroline CHAGNOT, Didier GOUX, Ma-
rion DALMASSO, Jean-Marie LAPLACE a Marina CRETENET. Oenococcus sicerae sp.
nov., isolated from French cider: Genomics and cross-species host ranges. Systematic and
Applied  Microbiology[online]. 2018, 257, 128-137 [cit. 2019-03-20]. DOI:
10.1016/j.syapm.2018.12.006. ISSN 07232020. Dostupné z: https://linkinghub.el-
sevier.com/retrieve/pii/S0723202018302613

[35] COSTANTINI, Antonella, Francesca DORIA, Juan-Carlos SAIZ, Emilia GARCIA-
MORUNO, Marion DALMASSO, Jean-Marie LAPLACE a Marina CRETENET. Phage-
host interactions analysis of newly characterized Oenococcus oeni bacteriophages: Implica-
tions for malolactic fermentation in wine. International Journal of Food Microbiology [on-
line]. 2017, 246, 12-19 [cit. 2019-03-20]. DOI: 10.1016/j.ijfoodmicro.2017.01.020. ISSN
01681605. Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168160517300478

[36] TEUSINK, Bas a Douwe MOLENAAR. Systems biology of lactic acid bacteria: For
food and thought. Current Opinion in Systems Biology[online]. 2017, 6, 7-13 [cit. 2019-03-
21]. DOI: 10.1016/j.coisb.2017.07.005. ISSN 24523100. Dostupné z: https://linkinghub.el-
sevier.com/retrieve/pii/S2452310017301294

[37] HORACKOVA, Sérka, Kristina BIALASOVA a Milada PLOCKOVA. Metabolismus
a vyznam bakterii mlé€ného kvaSeni ve fermentovanych mlécnych vyrobcich. Miékarské

listy. Praha, 2018, 29(5), 22-24.

[38] ALVAREZ, Miguel A., Ma Victoria MORENO-ARRIBAS, Carolina SIMO, Alejandro
CIFUENTES, Maria FERNANDEZ, Maria Cruz MARTIN, Victor LADERO a Miguel A.
ALVAREZ. The problem of biogenic amines in fermented foods and the use of potential
biogenic amine-degrading microorganisms as a solution. Analytical Methods [online].
2014, 39(2), 146-155 [cit. 2019-02-19]. DOI: 10.1016/5.tifs.2014.07.007. ISSN 09242244.
Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0924224414001599

[39] CAPOZZI, Vittorio, Pasquale RUSSO, Victor LADERO, Maria FERNANDEZ, Da-
niela FIOCCO, Miguel A. ALVAREZ, Francesco GRIECO a Giuseppe SPANO. Biogenic
Amines Degradation by Lactobacillus plantarum: Toward a Potential Application in
Wine. Frontiers  in  Microbiology [online]. 2012, 3 [cit.  2019-03-26].  DOL:
10.3389/fmicb.2012.00122. ISSN 1664-302X. Dostupné z: http://journal.frontiersin.org/ar-
ticle/10.3389/fmicb.2012.00122/abstract


https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0723202018302613
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0723202018302613
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2452310017301294
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2452310017301294
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0924224414001599
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fmicb.2012.00122/abstract
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fmicb.2012.00122/abstract

[40] LADERO, V., M. F ERNANDEZ, M. CALLES-ENRIQUEZ, E. SANCHEZ-LLANA,
E. CANEDO, M.C. MARTIN, et al. Is the production of the biogenic amines tyramine and
putrescine a species-level trait in enterococci? Food Microbiology, 2012, 30, 132-138

[41] PESSIONE, Enrica a Simona CIRRINCIONE. Bioactive Molecules Released in Food
by Lactic Acid Bacteria: Encrypted Peptides and Biogenic Amines. Frontiers in Microbio-
logy [online]. 2016, 7 [cit. 2019-03-26]. DOI: 10.3389/fmicb.2016.00876. ISSN 1664-
302X. Dostupné z: http://journal.frontiersin.org/Article/10.3389/fmicb.2016.00876/abstract

[42] LEUSCHNER, R.G., M. HEIDEL, W.P. HAMMES, Histamine and tyramine degra-
dation by food fermenting microorganisms, International Journal of Food Microbio-

logy,1998, 39, 1-10

[43] DAPKEVICIUS, M.L.N.E., M.J.R. NOUT, F.M. ROMBOUTS, J.H. HOUBEN a W.
WYMENGA, Biogenic amine formation and degradation by potential fish silage starter
microorganisms, International Journal of Food Microbiology, 2000, 57, 107-114

[44] GARDINI, Fausto, Yesim OZOGUL, Giovanna SUZZI, Giulia TABANELLI, Fatih
0OZOGUL, M. CALLANAN, C. RAUH a D. KNORR. Technological Factors Affecting Bi-
ogenic Amine Content in Foods: A Review. Frontiers in Microbiology [online]. Elsevier,
2016, 2003, 7(9), 868-872 [cit. 2019-04-11]. DOI: 10.3389/fmicb.2016.01218. ISBN
9780122270550. ISSN 1664-302X. Dostupné z: http://journal.frontiersin.org/Ar-
ticle/10.3389/fmicb.2016.01218/abstract

[45] MARTINKOVA, Jifina. Farmakologie pro studenty zdravotnickych obori. 2., zcela
pfeprac. a dopli. vyd. Praha: Grada, 2014. ISBN 9788024713564
[46] MAH, J. a HWANG, H. Inhibition of biogenic amine formation in a salted and fer-

mented anchovy by Staphylococcus xylosus as a protective culture. Food Control. 2009,
20(9), 796-801. ISSN 09567135

[47] ZAMAN, Muhammad Zukhrufuz, Fatimah ABU BAKAR, S. JINAP a Jamilah
BAKAR. Novel starter cultures to inhibit biogenic amines accumulation during fish sauce
fermentation. International Journal of Food Microbiology [online]. 2011, 145(1), 84-91
[cit. 2019-04-18]. DOI: 10.1016/j.ijfoodmicro.2010.11.031. ISSN 01681605. Dostupné z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168160510006628

[48] BURDYCHOVA, R., 2007: Mikrobiologicka detekce probiotickych mikroorganismi
ve fermentovanych mléénych vyrobcich. Acta Universitatis Agriculturae et Silviculturae

Mendelianae Brunensis., LV, 2: 15-20. ISSN 1211-8516


http://journal.frontiersin.org/Article/10.3389/fmicb.2016.00876/abstract
https://cs.wikipedia.org/wiki/Speci%C3%A1ln%C3%AD:Zdroje_knih/9788024713564
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168160510006628

[49] BURDYCHOVA, R., 2006: Skrining vybranych startovacich bakterialnich kultur na
pfitomnost sekvenci kodujicich dekarboxyldzu tyrosinu. Acta Universitatis Agriculturae et
Silviculturae Mendelianae Brunensis., LIV, 5: 7-11. ISSN 1211-8516

[50] SHUKLA, S., PARK, H., LEE, J., KIM, J. a KIM, M. Reduction of biogenic amines
and aflatoxins in Doenjang samples fermented with various Meju as starter cultures. Food
Control. 2014, 42, 181-187. ISSN 09567135

[51] LATORRE-MORATALLA, M.L., S. BOVER-CID, R. TALON, et al. Strategies to re-
duce biogenic amine accumulation in traditional sausage manufacturing. LWT - Food
Science and Technology [online]. 2010, 43(1), 20-25 [cit. 2019-04-18]. DOL:
10.1016/5.1wt.2009.06.018. ISSN 00236438. Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/re-
trieve/pii/S002364380900190X

[52] HERRERO-FRESNO, Ana, Noelia MARTINEZ, Esther SANCHEZ-LLANA, et al.
Lactobacillus casei strains isolated from cheese reduce biogenic amine accumulation in an
experimental model. International Journal of Food Microbiology [online]. 2012, 157(2),
297-304 [cit. 2019-04-18]. DOI: 10.1016/j.ijfoodmicro.2012.06.002. ISSN 01681605. Do-
stupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S016816051200284X

[53] RABIE, Mohamed A., Hassan SILIHA, Soher EL-SAIDY, et al. Reduced biogenic
amine contents in sauerkraut via addition of selected lactic acid bacteria. Food Chemis-
try [online]. 2011, 129(4), 1778-1782 [cit. 2019-04-18]. DOI: 10.1016/j.fo-
odchem.2011.05.106. ISSN 03088146. Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/re-
trieve/pii/S0308814611008090

[54] ZHANG, Qilin, Shenglin LIN, Xiaohua NIE, et al. Reduction of biogenic amine ac-
cumulation in silver carp sausage by an amine-negative Lactobacillus plantarum. Food Con-
trol [online]. 2013, 32(2), 496-500 [cit. 2019-04-18]. DOI: 10.1016/j.foodcont.2013.01.029.
ISSN 09567135. Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/re-
trieve/pii/S0956713513000443

[55] GENCCELEP, Hiiseyin, Giizin KABAN, Muhammet irfan AKSU, Fatih OZ, Miiker-
rem KAYA, M. CALLANAN, C. RAUH a D. KNORR. Determination of biogenic amines
in sucuk: A review. Food Control [online]. Elsevier, 2008, 2003, 19(9), 868-872 [cit. 2019-
04-11]. DOI: 10.1016/j.foodcont.2007.08.013. ISBN 9780122270550. ISSN 09567135. Do-
stupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0956713507001880


https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S002364380900190X
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S002364380900190X
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S016816051200284X
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0308814611008090
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0308814611008090
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0956713507001880

[56] LONVAUD-FUNEL A. a A. JOYEUX, Histamine production by wine lactic acid ba-
cteria. Isolation of a histamine-producing strain of Leuconostoc oenos. J. Appl. Bacteriol,

1994, 77401-407. 10.1111/5.1365-2672.1994.tb03441 .x

[57] NAILA, Aishath et al., 2010. Control of Biogenic Amines in Food—EXxisting and Emer-
ging Approaches. Journal of Food Science. 75 (7), 139-150 s. ISSN 1750-3841

[58] MAH, Jae-Hyung, Young Jun KIM, Han-Joon HWANG a Jamilah BAKAR. Inhibitory
effects of garlic and other spices on biogenic amine production in Myeolchi-jeot, Korean
salted and fermented anchovy product. Food Control [online]. 2009, 20(5), 449-454 [cit.
2019-04-18]. DOI: 10.1016/j.foodcont.2008.07.006. ISSN 09567135. Dostupné z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0956713508001783

[59] KIM, J.-H., H.-J. AHN, D.-H. KIM, C. JO, H.-S. YOOK, H.-J. PARK a M.-W. BYUN.
Irradiation Effects on Biogenic Amines in Korean Fermented Soybean Paste During Fer-
mentation. Journal of Food Science [online]. Elsevier, 2003, 2003, 68(1), 80-84 [cit. 2019-
04-11]. DOL: 10.1111/j.1365-2621.2003.tb14118.x. ISBN 9780122270550. ISSN 0022-
1147. Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1111/j.1365-2621.2003.tb14118.x

[60] BENKERROUM, N. Biogenic Amines in Dairy Products: Origin, Incidence, and Con-
trol Means. Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety [online]. 2016, 15(4),
801-826 [cit. 2017-12-12]. DOI: 10.1111/1541-4337.12212. ISSN 15414337. Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1111/1541-4337.12212

[61] NEIL Daisuke, Susumu KAWASAKI, Yasuhiro INATSU, et al. Effectiveness of gamma
irradiation in the inactivation of histamine-producing bacteria. Food Control [online].
2012, 28(1), 143-146 [cit. 2019-04-18]. DOI: 10.1016/j.foodcont.2012.05.006. ISSN
09567135. Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0956713512002290

[62] GEORGET, E., R. SEVENICH, K. REINEKE, A. MATHYS, V. HEINZ, M.
CALLANAN, C. RAUH a D. KNORR. Inactivation of microorganisms by high isostatic
pressure processing in complex matrices: A review. Journal of Food Science [online]. El-
sevier, 2015, 2003, 27(1), 1-14 [cit. 2019-04-11]. DOI: 10.1016/j.ifset.2014.10.015. ISBN
9780122270550. ISSN 14668564. Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/re-
trieve/pii/S1466856414001726

[63] DANIEL, Daniela, Vagner Bezerra DOS SANTOS, Denis Tadeu Rajh VIDAL a Clau-
dimir Lucio DO LAGO. Determination of biogenic amines in beer and wine by capillary

electrophoresis—tandem mass spectrometry. Journal of Chromatography A [online]. 2015,


https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0956713508001783
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1365-2621.2003.tb14118.x
http://doi.wiley.com/10.1111/1541-4337.12212
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1466856414001726
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1466856414001726

1416, 121-128 [cit. 2019-04-27]. DOI: 10.1016/j.chroma.2015.08.065. ISSN 00219673. Do-
stupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021967315012625

[64] AN, Dong, Zhuqiu CHEN, Jiachun ZHENG, Siyuan CHEN, Li WANG, Zhiyong
HUANG a Ling WENG. Determination of biogenic amines in oysters by capillary
electrophoresis coupled with electrochemiluminescence. Food Chemistry [online]. 2015,
168, 1-6 [cit. 2019-04-27]. DOIL: 10.1016/j.foodchem.2014.07.019. ISSN 03088146. Do-
stupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0308814614010516


https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021967315012625
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0308814614010516

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BA
PA
MAO-A, MAO-B

DAO

PCR
GC

CE
MEKC
LAB
NSLAB
EPS
AMK
FEM
PUT
KAD
HIM
TYM
SPE
SPD
HHP

HPH

Biogenni aminy

Polyaminy

Monoaminooxidazy

Diaminooxidazy

Vysoce uc¢innd kapalinovéa chromatografie
Kapalinové chromatografie s minimalizaci pritokd a nékladii
Kapalinova chromatografie
Polymerazova fetézova reakce

Plynova chromatografie

Kapilarni elektroforéza

Micelarni elektrokinetickd chromatografie
Bakterie mlééného kvaseni
Non-startovaci bakterie mlééného kvaseni
Exopolysacharidy

Aminokyseliny

Fenyletylamin

Putrescin

Kadaverin

Histamin

Tyramin

Spermin

Spermidin

Hydrostaticky tlak

Vysokotlakd homogenizace
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