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ABSTRAKT

Disertacni prace se zabyva izolaci a identifikaci mikroorganizmi
degradujicich biogenni aminy a naslednym studiem Kkinetiky jejich rozkladu.
Jednotlivé mikroorganizmy byly =ziskany analyzou komeréné dostupnych
potravin a potravin vyrobenych v potravinarskych laboratofich FT UTB.
Tyto mikroorganizmy byly nasledné identifikovany pomoci MALDI-TOF MS.
Vysledky identifikace metodou MALDI-TOF byly verifikovany sekvenaci ¢asti
genu pro 16S rRNA. Cilem prace bylo in vitro studium schopnosti ziskanych
a identifikovanych 1zolati degradovat biogenni aminy za ptisobeni riznych
kombinaci vnéjSich podminek a kvantifikace sniZzeni koncentrace biogennich
aminu tryptaminu, [-fenylethylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu
a tyraminu. Zakladni schopnost degradace byla uréena na zakladé schopnosti
ristu v minerdlnim médiu s biogennimi aminy jako jedinymi zdroji uhliku
a dusiku. lzolované kmeny se schopnosti degradace jednoho a/nebo vice
biogennich amint byly kultivovany v médiu obohaceném o pfislusné biogenni
aminy, derivatizovany a separovany za pomoci HPLC.

V experimentalni casti prace bylo analyzovano 895 vzorkli potravin,
ze kterych bylo izolovano 114 mikroorganizmi degradujicich biogenni aminy.
Pomoci MALDI-TOF byly i1zolaty identifikovany. Ze vSech testovanych izolatl
bylo ziskdno 22 rlznych druhli mikroorganizmii. Identifikace 13 vybranych
mikroorganizmu byla ovéiena pomoci PCR a naslednou sekvenaci (16S rRNA).
U izolati Acinetobacter pittii, Agrobacterium radiobacter, Bacillus altitudinis,
Bacillus pumilus, Bacillus safensis, Bacillus subtilis, Enterobacter cloacae,
Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Pseudomonas koreensis,
Pseudomonas fulva, Serratia marcescens, Serratia ureylitica byla zjisténa
vyznamng&j§i mira degradace biogennich amini a byla pozorovana schopnost
degradovat vSechny testované biogenni aminy v rozmezi 8-100 %. Nejvyssi mira
degradacni aktivity byla zaznamenana u kmene Bacillus subtilis IB23, u néjz byl
dale sledovan vliv vnéjSich podminek na degradacni aktivitu. Testovane
parametry kultivace (teplota, pH média, zplisob kultivace) vyrazn€ neovlivnily
miru degradace a vSechny biogenni aminy byly degradovany o vice nez 50 %.
V dalsi fazi prace byl porovnavan vliv vngjSich faktorti (teplota, pH a typ média,
koncentrace soli) na miru degradace u kment Bacillus subtilis 1B23 a Bacillus
pumilus 1B26. Bylo zjisténo, ze pH média v testovaném rozsahu vyrazné
neovliviiuje miru degradace v ani jednom z testovanych typt médii. Rozklad BA
probihal naopak v men$i mife se zvySujici se koncentraci soli (0-3 % wi/v)
a snizujici se teplotou. V nutrient broth bylo prokdzano, 7e mira degradace
je zavisla pouze na dob¢ kultivace pii 30 °C. Srovnani degradace mezi kmeny
Bacillus subtilis 1B23 a Bacillus pumilus 1B26 ukazalo, ze B. subtilis 1B23
efektivnéji degraduje BA v mineralnim médiu, B. pumilus IB26 naopak v nutrient
broth.



ABSTRACT

In the dissertation thesis we investigate the isolation and identification
of microorganisms degrading biogenic amines and the study of the kinetics
of their decomposition. Individual microorganisms were obtained by analyzing
commercially available foods and foods produced in the food laboratories of FT
UTB. These microorganisms were subsequently identified using MALDI-TOF
MS. The results of the MALDI-TOF identification were verified by sequencing
part of the 16S rRNA gene. The aim of the work was to study the ability
of the obtained and identified isolates to degrade biogenic amines under
the influence of various combinations of external conditions in vitro
and to quantify the decrease in the concentration of biogenic amines tryptamine,
B-phenylethylamine, putrescine, cadaverine, histamine and tyramine. The basic
degradability was determined based on the ability to grow in a mineral medium
with biogenic amines as the sole sources of carbon and nitrogen. Isolated strains
with the ability to degrade one and/or more biogenic amines were cultured
inamedium enriched with the appropriate biogenic amines, derivatized
with dansyl chloride and separated using HPLC.

In the experimental part of the work, 895 food samples were analyzed,
from which 114 microorganisms degrading biogenic amines were isolated. Using
MALDI-TOF, the isolates were identified. 22 different types of microorganisms
were obtained from all tested isolates. The identification of 13 selected
microorganisms was verified using PCR and sequencing. In isolates
of Acinetobacter pittii, Agrobacterium radiobacter, Bacillus altitudinis, Bacillus
pumilus, Bacillus safensis, Bacillus subtilis, Enterobacter cloacae, Klebsiella
pneumoniae, Micrococcus luteus, Pseudomonas koreensis, Pseudomonas fulva,
Serratia marcescens, Serratia ureylitica, the degradation rate of biogenic amines
was observed and the ability degrade all tested biogenic amines in the range
of 8-100 % was proved. The highest degree of degradation activity was recorded
in the strain Bacillus subtilis 1B23, in which the influence of external conditions
on degradation activity was monitored. The tested cultivation parameters
(temperature, pH medium, cultivation method) did not significantly affect
the degradation rate and all biogenic amines were degraded by more than 50 %.
In the next phase of the work, the influence of external factors (temperature, pH
and type of medium, salt concentration) on the degree of degradation
in Bacillus subtilis IB23 and Bacillus pumilus IB26 strains was compared. It was
found that the pH of the medium in the tested range does not significantly affect
the rate of degradation in any of the tested types of media. On the contrary, BA
decomposition was lower with increasing salt concentration (0-3% w/v)
and decreasing temperature. In nutrient broth, it was demonstrated that the rate
of degradation is dependent only on the time of cultivation at 30 °C. Comparison
of degradation between Bacillus subtilis IB23 and Bacillus pumilus 1B26 strains



showed that B. subtilis IB23 degrades BA more efficiently in mineral medium,
B. pumilus IB26 on the contrary in nutrient broth.
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1. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Biogenni aminy (BA) jsou dusikaté organické bdze o nizké molekulové
hmotnosti, pfirozen¢ se vyskytujici v zivych systémech jako meziprodukty
a produkty metabolizmu aminokyselin (AMK) a proteinti (Iversen et al., 2012).
Tyto sloucCeniny lze podle chemické struktury rozdé€lit na aromatické
(B-fenylethylamin atyramin), alifatické (putrescin, kadaverin, spermidin
a spermin) a heterocyklické (histamin a tryptamin) (Tab. 1). Podle poctu
aminoskupin v molekule je mozné biogenni aminy klasifikovat jako
monoaminy - histamin, tyramin a tryptamin; diaminy — putrescin a kadaverin
a polyaminy - spermin, spermidin a agmatin (Silla Santos, 1996; Onal, 2007;
Stadnik a Dolatowski, 2010).

Tab. 1. Charakteristika hlavnich biogennich aminii (podle Nuriez a Medina,
2011)

Amin Chemicky nazev S\l/lzlgf;:i Klasifikace
Tyramin 4-(2-aminoethyl)phenol CgH1:NO aromaticky, monoamin
Fenylethylamin phenylethan-2-amine CgH11N  aromaticky, monoamin
Histamin 2-(1H-imidazol-4-yl)ethanamin CsHoNs Irféirg);;liirl]ick}",
Tryptamin 2-(1H-indol-3-yl)ethanamin CioH12N2 Irfgirg);rili(rl]ick}'/,
Kadaverin pentan-1,5-diamin CsHisN2  alifaticky, diamin
Putrescin butan-1,4-diamin C4H12N2  alifaticky, diamin
Spermidin N-(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin C7H19N3 alifaticky, polyamin
Spermin N-N'-bis(3-aminopropyl)butan-1, 4-diamin Ci0H26N4 alifaticky, polyamin
Agmatin 1-(4-aminobutyl)guanidin CsH14N4  alifaticky, polyamin

Biogenni aminy jsou syntetizovany a degradovany béhem normalniho
metabolizmu zivo€ichti, rostlin a mikroorganizmi. Vznikaji pfedevsim
dekarboxylaci jednotlivych AMK nebo aminaci a transaminaci aldehydi
a ketont. Biogenni aminy hraji dtlezitou roli v mnoha lidskych fyziologickych
funkcich, jako je mozkova aktivita, sekrece zaludecni kyseliny, imunitni reakce
(Shalaby, 1996) ¢i bunéény rust a diferenciace (Ladero et al., 2010). Diky ¢innosti
mikroorganizmti a jejich metabolické aktivit¢é se mohou BA ve vysokych
koncentracich akumulovat v potravinach. ZvysSena hladina BA miiZe zapfiCinit


https://www-sciencedirect-com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/B9780123744074000546#!
https://www-sciencedirect-com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/B9780123744074000546#!

kazeni zejména nefermentovanych potravin a jejich pfitomnost tak mize slouzit
jako indikator kvality a Cerstvosti danych potravin (Gardini et al., 2016; Durak-
Dados et al., 2020; Dabadé et al., 2021). Nadmérny peroralni piijem BA mize
zpusobit zdravotni potize. Mozné zdravotni komplikace se tykaji pfedevSim
citlivych jedinci, jejichz detoxikacni systémy pracuji mén¢ dobie (Bodmer et al.,
1999). U teéchto jedincti jsou pti¢inou geneticka alterace, alergie, nadmérny piijem
alkoholu a/nebo uzivani nékterych druhti antidepresiv (Alvarez a Moreno-
Arribas, 2014; Jairath et al., 2015), jako jsou inhibitory monoaminoxidazy
(Hernandez-Jover et al., 1997; Yongmei et al., 2009), 1ékti pouzivanych pro 1é¢bu
Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby, ptipadné 1€kt proti bolesti (Mohedano
etal., 2015). Vzhledem k moznym nepfiznivym uc¢inkim BA na lidské zdravi,
je potieba zabranit jejich hromadéni v potravinach (EFSA, 2011).

Potraviny, které mohou casto obsahovat vysoké hladiny BA, jsou ryby,
vyrobky z ryb a fermentované produkty (ten Brink et al., 1990; Halasz et al., 1994;
Linares et al., 2011; Fusek et al., 2020). Jednou z nejcastéjsich fermentovanych
potravin spojenych s otravou BA jsou syry. Pro oznaceni intoxikace tyraminem
se dokonce pouziva termin ,,cheese reaction® (ten Brink et al., 1990). V syru byly
také zaznamenany koncentrace BA vysS$i nez 1 g/kg, a to nejCastéji zvysene
koncentrace tyraminu a histaminu. Tyto aminy se zaroven vyskytuji nejhojnéji
ze vSech BA (Stratton et al., 1991; Fernandez et al., 2007a), podle stanoviska
EFSA se soucasné jedna o nejvice toxické BA. Jejich toxicita mize byt pak dale
umocinovana piitomnosti jinych BA (EFSA, 2011), nejcastéji kadaverinem
a putrescinem (Ladero et al., 2010). Pro snizeni produkce a nasledné akumulace
BA v potravindch byly navrZzeny rGzné strategie, jako je napiiklad inhibice
bakterii produkujicich BA (napt. pfidavkem sifi¢itanu do vina), sniZeni viability
producentii BA, napt. pomoci pasterizace mléka, které ma byt pouzito pii vyrobe
syri, snizeni proteolytické aktivity (tedy snizeni dostupnosti aminokyselinovych
prekurzord biogennich aminti) atd. Dal§im z moznych zpuasobt, jak snizit obsah
BA vpotravindch, je jejich piimé odstranéni ze suroviny pomoci
mikroorganizmu. Je znamo, ze napiiklad nékteti zastupci rodt Brevibacterium,
Lactobacillus a dalsich mléénych tycinek*, Pediococcus a Micrococcus jsou
schopni BA degradovat a snizit tak jejich koncentraci V potravinach
(Herrero-Fresno et al., 2012).

Ptestoze akumulace BA v potravinach ptredstavuje vyznamné zdravotni
riziko, evropska legislativa stanovuje limity definujici pouze maximalni obsah
histaminu, 100 mg/kg. Tato hodnota je navic dle Nafizeni Komise (ES)
¢. 2073/2005, ve znéni pozdé&jSich predpisii stanovena pouze pro ryby a produkty
rybolovu.

* Starsi studie pouzivaji shodné rodovy ndzev Lactobacillus, k pomérné rozsahlym zmenam
V taxonomii mlécnych tycinek doslo po roce 2020. PredloZeny text vyuzivda pojmenovani
mikroorganizmii  dle  soucasné  platné  nomenklatury  (Zheng et al, 2020,
https://www.bacterio.net/).
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1. 1. Dekarboxylace aminokyselin

Hromadéni biogennich aminli v potravinach je obvykle vysledkem
dekarboxylace volnych aminokyselin enzymy bakteridlniho ptvodu. Tuto
metabolickou drahu mikroorganizmim zajistuje pfitomnost substratoveé
specifického enzymu — bakterialni dekarboxylazy (Obrazek 1). Tyto enzymy jsou
dilezit¢ pro fadu metabolickych funkei vcetné zminéné dekarboxylace
aminokyselin (Suzuki et al., 1991).
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Obr. 1: Struktura biogennich aminii a jejich prekurzory (podle Li, Lu, 2020).

Dekarboxylazy nalezi do skupiny enzymd, které vyuzivaji jako kofaktor
pyridoxal-5-fosfat (PLP). Na tento kofaktor se nasledné¢ vaze konkrétni
L-aminokyselina za tvorby Shiffovy baze. Kationty dusiku pyridinového kruhu
odtahuji elektrony z C, uhliku L-aminokyseliny a vytvaii tak kladny mezomerni
efekt. Zaroven dochazi k destabilizaci vazeb vychazejicich z C, uhliku
a k odstépeni CO,. K ustaleni mezomerniho stavu pak dochazi prostiednictvim
adice jednoho protonu na C, a naslednou hydrolyzou Schiffovy baze na primarni
amin (Shalaby, 1996; Karovi¢ova a Kohajdova, 2005, Purevdorj, 2021). Takto
vzniklé biogenni aminy jsou pak déle vylouceny z cytoplazmy buiikky pomoci
antiportu s normalni aminokyselinou v bunééné membrané (Obr. 2). Pfitomnost
antiportu pro histidin (histidin? | histamin) byla pozorovana
u Lentilactobacillus buchneri (diive Lactobacillus buchneri) ST2A (Molenaar
etal., 1993), Levilactobacillus brevis (dfive Lactobacillus brevis) - antiport
pro tyramin (Wolken et al., 2006) a Escherichia coli - antiport pro kadaverin
a putrescin (Soksawatmaekhin et al., 2004; Purevdorj, 2021).
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Obr. 2: Syntéza BA a jejich transport pres bunécnou membranu (podle EFSA, 2011)

Je dobfe zndmo, Ze dekarboxyldzova aktivita mikroorganizmii je velmi
proménliva, pficemz ve vétsSin€ piipadl je druhové specificka. Detekce téchto
bakterii je tedy dilezita k odhadu obsahu BA v potravinach a s tim spojenych
rizik a snahou o zabranéni jejich akumulace ve fermentovanych potravinach
(Martinez et al., 2011; Postollec et al., 2011).

1. 2. Klinické aspekty a toxikologie

Biogenni aminy jsou pfirodni antinutricni faktory a jsou dulezité
Z hygienického a toxikologického hlediska, nebot’ jsou identifikovany jako
puvodci fady otrav jidlem a jsou také schopny iniciovat rizné farmakologické
reakce. Histamin, putrescin, kadaverin, tyramin, tryptamin, B-fenylethylamin,
vyskytujici se v potravindch. Tyto aminy jsou oznaceny jako biogenni, protoze
jsou vytvotreny ptisobenim zivych organizmu (Shalaby, 1996). Vztah mezi Grovni
BA a otravami jidlem byl Siroce studovan a bylo zjiSténo, Ze intoxikace
histaminem a tyraminem jsou dvéma nejcastéji hldSenymi potravinovymi
intoxikacemi (EFSA, 2011). Lidé bézné konzumuji potraviny s urcitym
mnozstvim BA, tyto jsou detoxikovany ve stfevni sliznici enzymatickymi
reakcemi (oxidazami) (Obr. 3). Pfi nadmérmém peroradlnim piijmu BA muze
zvysena koncentrace téchto latek vyvolat v organizmu fadu nezadoucich u¢inkd,
jako jsou nevolnost, stfevni problémy, alergie, bolest hlavy, vyrazku a zmény
krevniho tlaku (Ladero et al., 2010). Vyjime¢né muze nastat hypertenze,
zpusobujici nevratné poSkozeni srdce nebo centrdlniho nervového systému
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(Alvarez, Moreno-Arribas, 2014). V mnohych ptipadech potravinovych otrav
je jako ptvodce oznacovan prave histamin, zatimco tyramin a B-fenylethylamin
byly oznacCeny jako iniciatory hypertenzni krize. Histamin, tryptamin,
B-fenylethylamin a tyramin maji vyznamné fyziologické ucinky na cloveka,
obvykle bud’ psychoaktivni nebo vazoaktivni. Psychoaktivni aminy ovliviiuji
nervovy systém ptisobenim na neurotransmitery, zatimco vazoaktivni aminy
pusobi na vaskularni systém (Lovenberg, 1973).

Intestinalni lumen Krevni recisté

= NH,

ey
Normalni pfijem Q@cH, Ny, —E—mo eg H —>  Detoxikace

p— H.0,

Nadbyteény piijem  GFCHANH, @cHNH, —>  Intoxikace

Obr. 3: Cesta prijatych biogennich aminii v intestindlnim traktu ¢loveka (podle Pleva,
2017, Taylor a Speckhard, 1983; Lehane a Olley, 2000).

* MAO/DAO — monoamino/diaminoxidaza

Konzumace potravin obsahujicich biogenni aminy zodpovida za mnoho
fyziologickych efektl (Tab. 2), které mohou vést k nékolika typim alimentarnich
onemocnéni, veetné otravy histaminem a tyraminem. Toxické pusobeni BA
na organizmus bylo zaznamenano iu kufat, kde byla popsana vyrazna ztrata
hmotnosti, u tézkych intoxikaci byla hla3ena i zvy$ena mortalita. Skodlivé u¢inky
vyplyvajici ze zvySené konzumace potravin bohatych na biogenni aminy lze
ocekavat pouze tehdy, kdyzZ jsou tyto latky schopny dostat se do krevniho fecisté
(Joosten, 1988). Biogenni aminy byly také studovany jako karcinogenni
prekurzory (Shalaby, 1996).
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Tab. 2: Biogenni aminy a jejich fyziologické a farmakologické ucinky
na organizmus (podle Shalaby, 1996)

Amin Fyziologické a farmakologické ucinky

Uvolnéni adrenalinu a noradrenalinu

Podrazdéni hladkych svalu délohy, stieva a dychaci
Histamin soustavy

Stimulace senzorickych i motorickych neuront

Rizeni sekrece zaludeéni kyseliny

Periferni vazokonstrikce

Zvyseni srde¢ni ¢innosti

Zvyseni dychaci frekvence

Zvyseni hladiny cukru v krvi
Uvolnovani noradrenalinu ze sympatiku
Piivodce migrén

Tyramin

Hypotenze
Bradykardie
Putrescin a kadaverin Ktece zvykaciho svalu
Paréza koncetin
Zesileni toxicity jinych aminQ

Uvolnovani noradrenalinu ze sympatiku
B-fenylethylamin Zvyseni krevniho tlaku
Piivodce migrén

Tryptamin Zvyseni krevniho tlaku

1. 2. 1. Toxické pusobeni histaminu

Ackoli je endogenni histamin produkovan v lidském téle riznymi tkdnémi
a bunkami (mozkové neurony, krvinky a zirné bunky/mastocyty) a je dulezity
pro realizaci mnoha fyziologickych funkci, jako je neurotransmise, regulace
bunécéného rhstu, syntéza nukleovych kyselin a proteinli, vyvoj mozku a rist
aregenerace nervil (Kala¢ a Krausova, 2005; Onal, 2007), miize kromé&
mutagennich a karcinogennich G¢inki mit nepfiznivy efekt na zdravotni stav
clovéka vEetné intoxikace (Chen et al., 2010).

Histaminova intoxikace je zplsobena konzumaci histaminu v mnoZstvi,
kter¢ nemtlize byt detoxikovano normalnimi metabolickymi mechanismy
zdravych konzumentd, nebo 1 kdyZ je konzumovan v relativné nizkém mnozstvi,
zejména u osob trpicich nedostatkem diaminoxiddzy (DAOQO) odpovédné
za detoxikaci histaminu. Pfitomnost inhibitord DAO je oznaCovana jako
histaminové intolerance, pti které se histamin hromadi v plazmég, a projevuje své
nepiiznivé zdravotni uc¢inky (Sallam et al., 2021). Tato intolerance pak zptsobuje
cetné piiznaky, které se mohou projevovat jako alergicka reakce, a to 1 po poziti
velmi malého mnoZstvi BA, které je obvykle u zdravych jedincl tolerovéano
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(Maintz a Novak, 2007). Intoxikace histaminem se za¢ina projevovat v rozmezi
od nékolika minut az do nékolika hodin po jeho konzumaci a jeji ptiznaky obvykle
po dalsich nékolika hodinach samovoln¢ vymizi. Ve vyjimecnych piipadech
mohou symptomy pretrvavat déle nez 24 hodin (Hungerford, 2010). Je dobte
znamo, ze otrava histaminem je vét§inou spojena s konzumaci ryb a motskych
plodii, proto se nazyva jako ,,otrava scombroid* nebo ,,histaminovéa otrava z ryb*
kvuli souvislosti s konzumaci ryb z celedi Scombridae a Scomberesocidae
(Rodriguez et al., 2014; Souza et al., 2015). Tyto druhy obecn¢ obsahuji ve svém
téle vysokou koncentraci volného histidinu (az 5-20 g/kg), ten je vlivem piisobeni
bakteridlnich dekarboxyldz transformovan na histamin, ktery se zde kumuluje
(Feng etal., 2016). To vedlo ke zvySeni zajmu védct 0 vyzkum o studium téchto
potravin (Sallam et al., 2021). Se zvysujicim se po¢tem dal$ich studii rostl zajem
0 detekci obsahu histaminu v rybach a rybich produktech, aby byla zajisténa
bezpecnost a kvalita téchto potravin (Chen et al., 2010; FDA, 2014). Histaminova
intoxikace je charakterizovdna symptomy podobnymi alergii v€etné bolesti hlavy,
nevolnosti, zvraceni, prijmu, kopfivky, svédéni a hypotenze. Zavaznost
symptomt se liSi v zavislosti na nékolika faktorech, ale ve vétSin€ piipada
je intoxikace mirna a pouze nékolik ptipadi mize vyzadovat 1ékaiskou péci
(Onal, 2007). Dalsi ptiznaky otravy histaminem jsou nejcastéji spojeny
S piisobenim na krevni cévy a hladké svaly. Takovymi typickymi ptiznaky mohou
byt bolesti hlavy, zvySena nosni sekrece, bronchospasmus, tachykardie,
extrasystola, hypotenze, edém o¢nich vicek, koptivka, svédéni, zarudnuti obliceje
a krku a astma (Jarisch, 2004; Maintz a Novak, 2007). Histamin pfijaty v potravé
rovnéZ hraje roli v patogenezi migrén u citlivych jedinct, ktefi trpi nedostatky
DAO (Maintz a Novak, 2007). Tento jev byl popsan u pacientii, kteti trpéli
migrénami a konzumovali potraviny bohaté na histamin, které jim zpasobovaly
silné bolesti hlavy, které byly zmirnény dietou skladajici se z potravin
S minimalnim obsahem histaminu (Wantke et al., 1993).

Otrava histaminem v souvislosti s konzumaci ryb je nejcastéji hlasena
v Japonsku a Spojeném kralovstvi. Nejvétsi ohnisko otrav, které kdy bylo
zaznamenano, zahrnovalo 2656 0sob, a bylo zdokumentovano v Japonsku v roce
1973 (Feng et al., 2016). V USA bylo v letech 1998 az 2008 zaznamenano
333 ptipadu otrav, které vedly k 59 hospitalizacim. V letech 2009 az 2012 bylo
hlaseno 40 ohnisek zahrnujicich 136 osob, tyto zaznamenané piipady vedly
Kk jedné hospitalizaci (Feng et al., 2016). Histaminové otravy byly hlaseny take
v Australii, Kanadg, Cing, Egypte Francii, Némecku, Svédsku, Svycarsku, Ttalii
a také v mnoha dalSich zemich (Sallam et al., 2021; Feng et al., 2016). V letech
20102016 bylo oficidln¢ hlaSeno 221 ohnisek otravy histaminem ze zemi EU.
Nejcastéjsi pti¢inou otravy byla opét konzumace ryb a produktt rybolovu a také
syru (EFSA, 2017). Aktualni data EFSA a Evropského stfediska pro prevenci
a kontrolu nemoci (ECDC) ukazuji, ze v roce 2017 doSlo ve srovnani
s predchozim rokem k 22% nardstu ohnisek histaminovych otrav. V roce 2017
bylo zaznamenano 117 ohnisek intoxikace histaminem, které zahrnovalo
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572 osob, 9 % téchto osob vyzadovalo hospitalizaci. Nebylo v§ak zaznamenano
zadné umrti (EFSA 2017, ECDC 2018).

1. 2. 2. Toxické pusobeni tyraminu, -fenylethylaminu a tryptaminu

Tyramin, B-fenylethylamin a tryptamin se v lidském téle b&zné nachazi
Ve stopovém mnoZzstvi, proto jsou ob¢as nazyvany ,,stopovymi aminy*. V lidském
organizmu hraji tyto BA dilezitou roli jako neurotransmitery a neuromodulatory
(Narang et al.,, 2011). Vazokonstrik¢éni efekt tyraminu, B-fenylethylaminu
a tryptaminu zpiisobuje hypertenzi, ale byly popsany i dalsi pfiznaky, jako jsou
bolesti hlavy, poceni, zvraceni, rozsiieni zornic apod. Intoxikace tyraminem byla
poprve spojena s konzumaci syra (odtud termin ,,cheese reaction‘). Obecné jsou
pravé syry potravinou, ktera mize obsahovat vysoké koncentrace tyraminu.
V ptipadé intoxikace se klinické pfiznaky objevuji v rozmezi od 30 minut
do n¢kolika malo hodin po konzumaci potravin s vysokym obsahem téchto
biogennich aminii a obvykle odezni béhem nékolika hodin. Jedinec se obvykle
zcela zotavi v pribc¢hu 24 hodin. Ve védeckych studiich a databazich
0 potravinovych a 1ékovych interakcich, zejména s 1éky obsahujicimi inhibitory
monoaminoxidazy, byly zaznamenany ptipady hypertenzni krize a v malém
mnozstvi pfipadll také migrény zplisobené¢ konzumaci potravin potencialné
bohatych na tyramin (Stockley's Drug Interactions, 2011). Bylo popsano,
Ze koncentrace tyraminu vySsi nez 125 mg/kg nema na zdrave jedince negativni
ucinky, avSak pro pacienty léCené inhibitory MAO je potencidlné toxicka
koncentrace uz od 6 mg/kg (McCabe-Sellers, 1986). Abnormaln¢ vysoké hladiny
tyraminu v mozkové tkani jsou spojovany s depresi, schizofrenii, Parkinsonovou
chorobou a Reyeovym syndromem (Ladero et al., 2010). Kromé toxikologickych
ucinkit mohou tyto BA plsobit i na stfevni mikrobiotu. Je naptiklad znamo,
ze tyramin zvySuje adherenci enteropatogenni E. coli O157H k epitelialnim
bunikam (Lyte, 2004).

1. 2. 3. Toxické piisobeni putrescinu a kadaverinu

Putrescin a kadaverin se vyznamnou mérou podileji na mnoha
fyziologickych funkcich, jako jsou regulace genové exprese, bunécny rilst
a bunécna diferenciace (Alvarez a Moreno-Arribas, 2014). Farmakologické
ucinky putrescinu a kadaverinu se zdaji byt méné vyznamné nez u histaminu
a tyraminu. Mezi popsané nezadouci ucinky se fadi zejména hypotenze,
tachykardie, kiece zvykacich svalli a paréza koncetin (Shalaby, 1996; Halasz
a Barath, 2002). Jednim znejdilezitéjSich aspektll v otdzce intoxikace
putrescinem a kadaverinem je schopnost zesileni toxicity jinych aminii, obzvlaste
histaminu (Chu a Bjeldanes, 1981; Hui a Taylor, 1985). Tyto diaminy mohou
navic reagovat s dusitany za vzniku karcinogennich nitrosamint (Nebelin et al.,
1980). V poslednich letech piibyva dukazl, Ze putrescin by mohl hrat roli
v podpofe maligni transformace bunck. Bunky kolorektalniho karcinomu maji
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vyS§i obsah polyaminti nez pfilehld sliznice nebo ekvivalentni normalni tkan
(Wallace a Caslake, 2001). Zvysené koncentrace putrescinu byly také detekovany
u karcinomt zaludku zptsobenych Helicobacter pylori a tento amin je také
spojovan s faktory virulence grampozitivnich a gramnegativnich patogenti (Shah
a Swiatlo, 2008). Vyjimkou nejsou potraviny, které jsou ¢asto kontaminovany
vice nez jednim BA. Dal$im ddlezitym problémem, ktery vyzaduje dalsi vyzkum,
jsou jejich synergické ucinky. Je znamo, Ze putrescin a kadaverin hraji roli jako
inhibitory diaminoxidazy, a proto plsobi jako zesilovaCe histaminové toxicity
(Lehane a Olley, 2000).

1. 2. 4. Biogenni aminy jako karcinogeny

Biogenni aminy mohou byt rovnéZ povazovany za karcinogeny, protoze jSou
prekurzory karcinogennich a mutagennich N-nitrososlouc¢enin a jsou schopny
dobie reagovat s dusitany a tvofit tak potencialné karcinogenni nitrosaminy (Fong
etal., 2021).

Nitrosaminy jsou karcinogenni pro rtizné druhy zivocichii a predstavuji
potencialni riziko pro zdravi ¢lov€ka a domécich zvitat, kterd jsou krmena krmivy
obsahujicimi dusitany (Ender et al., 1964). N-nitrosaminy jsou ve vét$iné piipadl
siln¢ karcinogenni a lze je nalézt v prostiedi a v Siroké Skale potravin. Vznikaji
reakci mezi nitrosa¢nim ¢inidlem a sekundarnim aminem, vznik téchto sloucenin
muze byt vysledkem chemické reakce nebo mikrobidlni aktivity (Park et al.,
2015), jak je znazornéno na Obr. 4. V masnych vyrobcich se N-nitrosaminy
vyskytuji v dusledku pouziti dusitanti a dusi¢nanti pfidanych do potravin.
Dusitany (KNO2/E249 a NaNO2/E250) a neptfimo dusi¢nany (NaNOs/E251
a KNO3/E252) jsou konzervacni latky b&zné pouzivané ke zpomaleni oxidace
lipidd, k inhibici ristu nezadoucich a patogennich bakterii (napt. Clostridium
botulinum). Pfidavek dusitanti a dusi¢nani do masnych vyrobku je omezen
na 150 mg/kg (Park et al., 2015) a 100 mg/kg u sterilovanych masnych vyrobkt
(EFSA, 2017b). Je tfeba poznamenat, ze tyto slouceniny poskytuji danym
potravinam specifické organolepticke vlastnosti (chut’), stabilitu (Cervend barva)
a mikrobiologickou bezpe€nost. Dusitany maji baktericidni a bakteriostatické
ucinky proti patogennim bakteriim (Majou a Christieans, 2018). Na zakladé
epidemiologickych studii Svétova zdravotnicka organizace nedavno uvedla,
ze zvySené riziko karcinogenity je spojeno s vysokou spottebou zpracovaného
masa, zejmeéna v zemich s nizkymi a stfednimi piijmy, coZ je pravdépodobné
pfipisovano karcinogennim chemikaliim, jmenovit¢ N-nitrososloucenindm
a polycyklickym aromatickym uhlovodiktim pii zpracovani masa (WHO, 2015).
N-nitrososlouc¢eniny byly identifikovany jako dtlezit¢ dietdrni karcinogeny
vyvolavajici nadory u lidi. Tyto slouCeniny jsou <casto zodpovédné
za nasofaryngedlni karcinom (NPC), coz je nador vychézejici z epitelidlnich
bunék vystylajicich nosohltan. Incidence a imrtnost NPC je v zdpadnich zemich
relativné nizka, ale byl zaznamenin jako castd malignita mezi kantonskymi
obyvateli v centrdlni oblasti provincie Guangdong, véetné jizni Ciny
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a Hongkongu, nasledovanych Tchaj-wanem, Malajsii, Vietnamem, Guamem atd.
Proto je NPC znamy jako ,.kantonsky nador* (Yu a Yuan 2002; Fong et al., 2021).

Putrescin Kadaverin Tyramin+Nitrity

zahitvani zahfivani

-

Pyrolidin+Nitrity ] ‘ Piperidin+Nitrity
| | !
Nitrosopyrolidin ‘ Nitrosopiperidin 3-diazotyramin

Obr. 4: Nitrosacni proces u putrescinu, kadaverinu a tyraminu (podle Vasconcelos

etal., 2021)

1. 3. Vyskyt biogennich aminii v potravinach

U Cderstvych a fermentovanych produktdi a u produkti Zivoc¢iSného
a rostlinného ptivodu jsou typy nalezenych BA a také jejich koncentrace rizné.
Tyto odchylky lze odvodnit typem zpracovani, dostupnosti a typem
aminokyselin pfitomnych v potraviné, podminkami, dobou a teplotou skladovani,
typem baleni a pritomnosti dekarboxylaza pozitivnich mikroorganizmi.
V dasledku dekarboxylace aminokyselin mikroorganizmy béhem fermentace
je koncentrace BA ve fermentovanych potravinach (syry, pivo, séjova omacka
atd.) obecné vyssi neZz v potravinach nefermentovanych (zelenina, ovoce, maso
atd.) (Wojcik et al. 2020). Tab. 3 uvadi udaje o BA v rtznych potravinach
(Vasconcelos et al., 2021).
Obsah BA v rliznych potravinach a krmivech byl studovan mnoha védci
a bylo jiz zminéno, Ze jejich nejéastéjsi vyskyt byl pozorovan u syru, ryb (napf.
sardinky, ancovicky a sledi), masnych vyrobkil, dale byla ptitomnost téchto latek
zaznamenana u Vvajec, ovoce, zeleniny (Ramos et al., 2009; Figueiredo et al.,
2013; Vasconcelos et al., 2021) a hub (Kala¢ a Ktizek, 1997; Dadakova et al.,
2009b). Fermentované potraviny jsou nachylnéjsi k vyssimu obsahu BA.
Fermentace je pfirozend metoda pouzivana k vyrobé potravin s jedine¢nymi
organoleptickymi vlastnostmi, jako jsou barva, chut a konzistence, které
spotiebitelé preferuji. Navzdory vyhoddm tohoto zplisobu zpracovani potravin
muze vést fermentace k tvorbé¢ toxickych latek, mezi které patii BA. Fermentace
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je zaloZena na aktivit¢ mikroorganizmu, kdy jsou BA produkovany nékolika
kvasinkovymi a bakteridlnimi kmeny, z nichz nejvyznamnéjsi jsou BMK
(bakterie mlécného kvaseni). Velka cast této skupiny bakterii je dekarboxylaza
pozitivni, coz znamend, Ze maji schopnost transformovat aminokyseliny na BA
(Swider et al., 2020). U potravin nebo jejich &asti, které prosly fermentaénim
procesem, nebo byly vystaveny mikrobidlni kontaminaci béhem technologického
procesu vyroby nebo skladovani, je pravdépodobné, ze obsahuji biogenni aminy.
BA mohou byt obsazeny také v alkoholickych néapojich, jako jsou pivo a vino,
ale i v dalSich fermentovanych potravinach, jako je napt. Kysané zeli a vyrobky
ze s6jovych bobi. U cerstvych a fermentovanych produkt a u produkth
zivocisného a rostlinného ptvodu jsou nalezené BA a také jejich koncentrace
rizné. Tyto odchylky lze odivodnit typem zpracovani, dostupnosti a typem
aminokyselin pfitomnych v potraviné, podminkami a dobou a teplotou
skladovani, typem baleni a pfitomnosti pozitivnich dekarboxylazovych
mikroorganizmu. Tab. 3 uvadi adaje o BA v rGznych potravinach. Vysoké
koncentrace BA byly prokazany také u riznych druhii ovoce a zeleniny. BA byly
proto diive povazovany za endogenni latky rostlinného ptvodu. BA jsou
vytvareny v potravinach v diusledku mikrobialni ¢innosti v pribéhu jejich starnuti
a skladovani (Shalaby, 1996).

Tab. 3: Koncentrace BA v riznych potravinach (mg/kg, mg/l) (podle VVasconcelos
et al., 2021).

Matrice PUT KAD TYM HIM
Fermentované kravské mléko 2,4-3,7 1,2-7,5 13,3-23,3 -
Fermentované kozi mléko 3,0-5,3 - 16,2-26,1 -

Syr 1,3-45,5 1,7-131 1,1-717 0,2-186
Cokol4da 1,32 1,32 0,58 -

Pivo 1,5-8,2 0,17-1,45 0,43-6,01 0,08-0,8
Cervené vino 24,8-34,2 1,14 1,78-4,29 -

Bilé vino 1,85 1,49 0,38 0,76
Dzus 0,43-3,4 0,12-0,64 0,15-1,5 0,11-0,62
Cervené maso 1,9 0,9-2,3 0,2-33,8 1,2-20
Klobasy 1-24,6 23,8-681,2 53,5-273,9 0,87-343,9
Sardinky - 1,67-2,21 27,9-105,9 1,12-1,99
Séjova omacka 20-23,3 33,9-149 - 56,3-440

PUT - putrescin, KAD, kadaverin, TYM — tyramin, HIM — histamin

Existuje n€kolik faktoril, kter¢ mohou omezit akumulaci biogennich aminti
v téchto potravinach, napt. dostupnost substratu, hodnota pH, koncentrace soli
a teplota maji omezujici G€inky na hromadéni biogennich aminti, respektive
na ptitomnost mikroorganizmti a jejich schopnost prezivani a nasledného
rozmnozovani v daném substratu. K omezeni tvorby BA v potravinach mohou byt
v prubéhu jejich technologického zpracovéani pouzity razné piidatné latky,
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jako napiiklad sorban draselny. Biogenni aminy se V nékterych potravinach
nachazeji soucasné s bakteriemi odpovédnymi za jejich tvorbu. Nékteré z nich
jsou uvedeny v Tab. 4. Koncentrace biogennich amind se zna¢né¢ méni nejen
u riznych druhii potravin, ale v ramci razné¢ho zpracovani a skladovani stejnych
druhti potravin (Shalaby,1996). BA jsou pfitomny ve fermentovanych produktech
(napt. syr 5-4500 mg/kg, vino 5-130 mg/l, pivo 2,8-13 mg/l, kysané zeli
110-300 mg/kg) av  nespravné  uchovavanych  potravindch  (ryby
2400-5000 mg/kg, hovézi jatra cca 340 mg/kg, hotova masa 10-700 mg/kg). Také
mnoh¢ zkazené potraviny jsou obvykle bohaté na BA, nejcastéji obsahuji vysoké
hladiny putrescinu a kadaverinu (Karovicova a Kohajdova, 2005).

Tab. 4: Bakterie a biogenni aminy nalezené a izolované Z riznych potravin (podle
Shalaby, 1996)

Potravina Bakterialni agens Nalezené aminy

Morganella morganii, Klebsiella

pneumoniae, Hafnia alvei, Proteus histamin, tyramin,
Ryby mirat_)ilis, Proteus _vulgaris, Clostridium kadave_:rin, putrgscin,

perfringens, Klebsiella aerogenes (dtive agmatin, spermin,

Enterobacter aerogenes), Bacillus spp., spermidin

Staphylococcus xylosus

Lentilactobacillus buchneri, Lactobacillus
sp., Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus (diive Lb. bulgaricus),
Lactiplantibacillus plantarum (diive Lb.
Syry plantarum), Lacticaseibacillus casei (dfive
Lb. casei), Lactobacilus. acidophilus,
Enterococcus faecium, Streptococcus mitis,
Paenibacillus macerans (dtive Bacillus
macerans), Propionibacterium spp.

histamin, kadaverin,
putrescin, tyramin,
B-fenylethylamin,
tryptamin

histamin, kadaverin,
putrescin, tyramin,
B-fenylethylamin,
tryptamin

histamin, kadaverin,
putrescin, tyramin,
tryptamin

Pediococcus, Enterobacteriaceae,
Lactobacillus. Pseudomonas,
Streptococcus, Micrococcus

Maso a masné
produkty

Fermentovana  Lactiplantibacillus plantarum, Pediococcus
zelenina spp., Leuconostoc mesenteroides

histamin, kadaverin,
putrescin, tyramin,
tryptamin

Fermentované Rhizopus oligosporus, Trichosporon beiglli,
sojové produkty Lactiplantibacillus plantarum
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1. 3. 1. Ryby a rybi produkty

Je nesporné, Ze ryby a rybi produkty jsou ¢asto sledovany, pokud jde o obsah
biogennich amind. Rybi svalovina je bohata na volny histidin. Ten mize byt
pfeménén na histamin Cinnosti bakteridlnich dekarboxyldz. Obecné se tvrdi,
ze produkce histaminu je sama o sobé bakterialniho ptivodu, a proto tento fakt
pfedstavuje jedno ze zasadnich kritérii kazeni nebo zhorSeni kvality produkti
rybolovu. U ryb se velkou mérou podili na ptipadech otravy histaminem zastupci
¢eledi Scombridae a Scomberesocideae (Biji et al., 2016). Ryby jako makrela
(Scomber scombrus), tunak (Thunnini), mahi-mahi (Coryphaena hippurus),
sardinka (Sardina pilchardus) a lufara drava (Pomatomus saltatrix) obsahuji
vysoké koncentrace histaminu diky vysokym hladindm volného histidinu (Bilgin
a Gengcelep, 2015). Histamin obsazeny v produktech rybolovu je produkovan
primarné gramnegativnimi bakteriemi Morganella morganii. Bylo zjisténo,
ze za vysoké koncentrace histaminu Vv chlazenych produktech rybolovu je ¢asto
zodpovédna Photobacterium phosphoreum (Comas-Basté et al., 2019).
Ptitomnost této bakterie je obtizné eliminovat kviili jeji odolnosti vii¢i zahtivani
a také nizkym teplotam (Takahashi et al., 2015). Byly zaznamenany zvysené
koncentrace nékterych BA v produktech rybolovu, jako jsou konzervovana
makrela, konzervovany tunak, konzervované sardinky a marinované ancovicky,
naméfen¢ hodnoty BA se pohybovaly v rozmezi od 26,5 do 406,5 mg/kg
pro histamin a kadaverin (Bilgin a Gengcelep, 2015). Ryby, které obsahuji velka
mnozstvi histaminu, mohou mit normalni vzhled 1 zapach (Arnold a Brown,
1978). Bylo provedeno nékolik studii, které zkoumaly ucinek skladovaci teploty
na tvorbu biogennich aminli v rybach. Yoshida a Nakamura (1982) zjistili,
Ze U Cerstvych ryb nebyla zaznamenana piitomnost biogennich amind, ale kdyz
byla ¢erstva makrela uloZena pii pokojové teploté, uroven histaminu se zvysila
az na 28,4 mg/kg po 24 hodinach a 1540 mg/kg po 48 hodinach. Histamin byl
tvofen snadnéji, kdyz byl tunidk uchovéavan pii mirné zvysSené teploté, ackoli
Cerstva ryba byla histaminu zcela prosta (Frank et al., 1981). Tvorba histaminu
byla optimalni pfi teploté 37,8 °C a byla zcela zavisla na mikrobialni aktivité.
Na zaklad¢ téchto skutecnosti bylo dokazano, ze skladovani ryb pii nizké teploté
snizuje rychlost tvorby biogennich amind.

1. 3. 2. Maso a masné vyrobky

Maso a masné vyrobky obsahuji velké mnozstvi bilkovin a s tim spojené
riziko akumulace BA. Bylo zjiSténo, Ze maso a masné vyrobky obsahuji nejcastéji
tyramin, kadaverin, putrescin, spermin a spermidin (Koehler a Eitenmiller, 1978;
Nakamura et al., 1979; Edwards et al., 1983; Stratton et al., 1991), méné Casto
se pak v mensich koncentracich mohou u nékterych masnych vyrobku objevit
B-fenyletylamin a tryptamin (Gloria, 2005).

Cerstvé vepfové maso pouzivané pro vyrobu masnych vyrobkii muZe
obsahovat vét§i mnozstvi sperminu, spermidinu a stopy jinych amind. ZvySujici
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se obsah BA ve vepiovém mase je zavisly na teploté uchovani masa. Béhem
skladovani se obsah ostatnich BA zvySuje, zatimco koncentrace sperminu
a spermidinu klesa. Veptfové maso skladované pfti teploté 30 °C vykazovalo vyssi
hodnoty biogennich aminti nez veptové skladované pfi teploté 4 °C (Chen et al.,
1994). Vyznamné zvySeni koncentrace biogennich amint bylo spojeno s kazenim
masa (Nemeth-Szerdahelyi et al., 1993). Ve vepfovém mase, které bylo vystaveno
nevhodnym teplotnim podminkam, byla detekovana pfitomnost vysokého
mnozstvi enterokoktl a zastupcti ¢eledi Enterobacteriaceae. Pritomnost BA byla
zaznamenana také v Cerstvém vakuové baleném hovézim mase v prib¢hu
skladovani pfti teploté¢ 1 °C po dobu 120 dnti. Vyss8i hladiny byly detekovany
pocinaje 20. dnem skladovani. Bylo také zjiS§téno, Ze vakuové balené hovézi maso,
kde byla zjisténa piitomnost BA, ale které bylo ulozeno v chladu, bylo senzoricky
piijatelné. Tento fakt mize pfedstavovat zvySené riziko otrav pro jedince citlivé
na biogenni aminy (Smith et al., 1993). Naopak dritbeZi maso je rychle se kazici
produkt, ktery je citlivy na fyzikalni, chemické a mikrobiologické zmény.
V disledku této citlivosti je mozné skladovat dribezi maso pii chladirenske
teploté vyrazné krat$i dobu nez Cervend masa (Balamatsia et al., 2007). Hlavnimi
ukazateli kvality a cCerstvosti dribeziho masa jsou jeho organoleptické
a mikrobialni vlastnosti. Vzhledem k nedostatku obecné shody, pokud jde o Casné
pfiznaky kazeni dribeziho masa a nemoznosti zobecnit subjektivni smyslové
vnimani, byla navrZzena fada chemickych ukazateld, diky kterym by bylo mozZne
posoudit kvalitu driibeziho masa (Balamatsia et al., 2006; Savvaidis, Ruiz-
Capillas, 2009). BA v kufecim mase jsou nejéastéji produkovany zastupci celedi
Enterobacteriaceae (Balamatsia et al., 2006; Bunkova et al., 2010). Koncentrace
BA mize potencialné slouzit jako chemicky indikator kvality cerstvosti dribeziho
masa, protoze urovné BA >50 mg/kg je dosazeno diive, nez se zvysi uroven
mikrobialni kontaminace svédcici o zkazeni masa (bez ohledu na obal a podminky
skladovani) (Fusek et al., 2022).

U nékterych masnych vyrobkil je fermentace jednim z dualezZitych faktort
pii produkci histaminu. B€éhem prvnich tii dni zrani nékterych fermentovanych
masnych vyrobkli se zvySuje koncentrace histaminu alespoii desetindsobné
(Dierick et al., 1974). Zatimco se béhem skladovani zvySuji hladiny histaminu,
kadaverinu, putrescinu a tyraminu, obsah sperminu mirné klesa a koncentrace
spermidinu zistava stabilni (Ruiz-Capillas a Jiménez-Colmenero, 2004). Dlouhé
doby zrani, prodlouzena proteolyza, snizeni pH a dals$i podminky zpracovani
fermentovanych masnych vyrobk podporuji akumulaci BA v nich (Suzzi
a Gardini, 2003). Vysoké mnozstvi bilkovin, volnych AMK, proteolyticka
aktivita béhem vyroby a zpracovani masnych vyrobka tak zpfistupiiuje
prekurzory pro dekarboxylazovou aktivitu mikroorganizmi vyskytujicich
se Vv potravinové matrici (Bover-Cid et al., 2001a). Obecné plati, ze mnozstvi
biogennich aminli ve fermentovanych masnych vyrobcich je dost variabilni.

Vv

potraving, je kvalita a stav vstupnich surovin (Pachlova et al., 2018). Vyrazna
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promeénlivost v koncentraci BA mliZe byt zplisobena riznou dobou zrani (Cantoni
et al., 1974), riznou urovni dekarboxylazové aktivity mikrobioty zodpovédné
za fermentaci, biosyntézou a metabolizmem téchto amini (Shalaby
a Abd EI-Rahman, 1995) ¢i variabilitou ve vyrobnim procesu, zastoupenou
predevsim velkymi rozdily v typu a kvalité¢ pouzité suroviny (Shalaby, 1995).
Jednim z dulezitych faktorfi, ktery hraje vyznamnou roli pfi ptredchézeni
akumulace BA ve fermentovanych masnych vyrobcich, je vybér vhodnych
startérovych kultur. Pro tento proces byvaji Casto vyuzivany bakterie mlé¢ného
kvaseni a nékteré nepatogenni druhy stafylokokt (Lorenzo et al., 2017). Diky své
proteolytické a lipolytické aktivité pozitivné ovliviluje pouziti raznych
startérovych kultur chut’, viini a strukturu vysledné potraviny. Nékteré BMK jsou
vSak schopny BA produkovat, je proto tedy nutné vybirat kmeny bez
dekarboxylazové aktivity (Corsetti et al., 2014).

1. 3. 3. Syry a mlécné produkty

Z mlécnych vyrobkil ptedstavuji syry nejvétsi riziko intoxikace BA. Mnoho
druhti syri obvykle obsahuje vyznamnd mnoZstvi biogennich aminii (Joosten
a Stadhouders, 1987; Stratton et al., 1991), podle Pachlov¢ et al., 2018 se v syrech
ve zvySenych koncentracich vyskytuji predev§im histamin a tyramin. Nejvyssi
koncentrace BA byly naméfeny Vv syru s modrou plisni v koncentraci
1585,4 mg/kg tyraminu a 2101,4 mg/kg kadaverinu. V Cerstvém syru pak byly
naméfen¢ koncentrace mnohem nizs§i, 0,6 mg/kg pro tyramin a 0,5 mg/kg
pro kadaverin (Benkerroum, 2016). MnoZstvi BA je obecné vyS$i u syri
vyrabénych z Cerstvého nepasterizovaného mléka a syra zrajicich (Linaers et al.,
2011).

Ptitomnost biogennich aminli byla prokazana i u tavenych syrt, které byly
v pribéhu vyroby vystaveny vyssi teploté (El-Sayed, 1996). Rozséhla studie,
ktera monitorovala vznik BA v syrech, uvadi, ze 124 ze 129 testovanych kment
enterokokll izolovanych z mlécnych vyrobkli bylo schopno tvofit tyramin
a tryptamin. Tvorba histaminu byla zaznamenina nckterymi laktobacily
a laktokoky. 104 izolati z italského syru s modrou plisni patticich do celedi
Enterobacteriaceae bylo schopno dekarboxylovat alespon dvé aminokyseliny,
pficemz 104 bylo schopno tvofit kadaverin, 100 putrescin, 71 tyramin
a 60 histamin (Nufiez a Medina, 2011).

Béhem vyroby a zrani syra dochazi k Siroké Skale biochemickych zmén,
které ovliviiuji mlécné bilkoviny, lipidy a sacharidy. Primarni proteolyza vede
k tvorbé peptidi a sekundarni proteolyza k akumulaci volnych AMK.
Touto cestou pak mohou byt vytvofeny biogenni aminy tyramin, fenylethylamin,
histamin, tryptamin, kadaverin a putrescin, v tomto potadi, prostiednictvim
mikrobidlni dekarboxylace tyrosinu, fenylalaninu, histidinu, tryptofanu, lysinu
a ornithinu nebo argininu prostiednictvim agmatinu (Nufiez a Medina, 2011).
Za vnik BA v syrech je obecné odpovédna kontaminujici mikrobiota. Tradi¢né
byly za hlavni pilvodce tvorby histaminu v syrech povazovany
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heterofermentativni mlécné tyCinky a enterokoky za hlavni piivodce tvorby
tyraminu. Na tvorb& biogennich aminli se mohou ale podilet 1 jiné bakterie
aminy, které se vyskytuji v syrech, jsou histamin, tyramin, tryptamin, putrescin,
kadaverin, a B-fenylethylamin (Tawfik et al., 1992). V pribéhu zrani syra
je kasein pomalu degradovan proteolytickymi enzymy, coz vede ke zvySeni
obsahu volnych aminokyselin (Foster et al., 1958; Joosten a Olieman, 1986).
Tyto AMK mohou byt nésledné¢ vyuzity k dal§im reakcim katalyzovanym
specifickymi bakteridlnimi dekarboxyldzami a vést k tvorbé¢ CO; a amint.
Proto se obsah biogennich amind (zejména histaminu, putrescinu a kadaverinu)
postupné zvySuje a méni spolu s prodluzujici se dobou zrani syrii (Degheidi et al.,
1992).

V jogurtech byly koncentrace BA hlaseny v rozmezi 0,27 a 0,43 mg/kg
pro kadaverin a spermin, v daném potadi (Adimcilar et al., 2018). Mald mnozZstvi
BA byla detekovana v suSeném mléce (Voigt et al., 1974)

1. 3. 4. Ostatni fermentované potraviny

Fermentované produkty ze s6jovych bobl, jako jsou miso, s6jova omacka
a tempeh, jsou v Orientu popularni vice nez 1000 let a nadale ziskavaji stale vétsi
popularitu i v zapadnich zemich. Vzhledem k tomu, Ze do fermentacnich procest
téchto vyrobkil je zapojeno nékolik druhii kvasinek, bakterii mlééného kvaseni,
dalsich bakterii a plisni a stejn¢ tak syrova surovina (séjové boby, lusténiny,
obiloviny), obsahuji tyto potraviny zna¢né mnoZstvi bilkovin. Miizeme zde tedy
také predpokladat zvySenou tvorbu biogennich aminti (Chin a Koehler, 1983).
Vysoké hladiny biogennich aminti (azl g/kg) byly zaznamenany v s6jové omacce
z ¢ernych s6jovych bobll (Yen, 1986), stfedné vysokd koncentrace tyraminu
(450 mg/kg) byla zjisténa ve fermentovanych solenych cernych fazolich (Mower
a Bhagavan, 1989). Proménlivost koncentrace biogennich aminli v komerc¢nich
fermentovanych s6jovych vyrobcich lze pfi¢ist variabilit¢ v poméru séji, fazoli
ajinych surovin pouzivanych pro vyrobu dané potraviny, jejimu
mikrobiologickému slozeni a podminkam a dob¢ fermentace (Chin a Koehler,
1983). Nout et al. (1993) ukazali, ze pritomnost Rhizopus oligosporus v tempehu
zvySovala koncentraci hlavné tyraminu a ¢aste¢né 1 putrescinu, kdeZto pfitomnost
Klebsiella pneumoniae a Trichosporon beiglli vedla ke zvyseni celkové
koncentrace biogennich amind v tempehu, naopak Lactiplantibacillus plantarum
hladinu tyraminu v tomto produktu snizoval.

Fermentovana zelenina predstavuje dalsi skupinu potravin, ve kterych byla
zjisténa pritomnost biogennich amint. NejcastéjSimi biogennimi aminy,
které se vyskytuji napi. v kysaném zeli, jsou histamin, tyramin, putrescin
a kadaverin, zatimco napi. B-fenylethylamin se zde nachazi pouze v mensich
mnozstvich. Ackoli kysané zeli béZn¢ obsahuje hladiny histaminu pod toxickou
hranici (1 g/kg) (Stratton et al., 1991), podili se ve zna¢né mife na otravach
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histaminem v Evropé (Mower a Bhagavan, 1989), coZ naznacuje, Ze kysané zeli
milize obsahovat vys$§i mmnozstvi histaminu, nez je télu snesitelné. Studie
fermentace zeli ukazala, Ze znacné mnozstvi putrescinu (150 mg/kg) bylo
vytvoifeno v prubéhu pocatecni faze fermentace, kdy paralelné dochazelo
k poklesu koncentrace argininu, zatimco histamin a tyramin byly detekovany
az vV zavérecné fazi fermentace (Koutsoumanis et al., 2010).

1. 3. 5. Alkoholické napoje

Stejné jako jiné fermentované napoje, i alkoholické napoje mohou obsahovat
BA jako wvysledek dekarboxylace urcitych AMK  mikroorganizmy,
které se pii vyrob¢ alkoholickych napojii pouzivaji. Obsah BA byl studovan
v alkoholickych napojich jako jsou boza (tradi¢ni fermentovany turecky napoj
na bazi obilovin), pivo a cider. Nicméné nejvice studovanym népojem v této
oblasti je vSak vino.
Ve viné se mulze vyskytovat histamin, tyramin, putrescin, kadaverin
a fenylethylamin, ale histamin, tyramin a putrescin byvaji ve vin¢ zaznamenavany
nejcastéji (Anli et al., 2009; Smit et al., 2013). Pfitomnost biogennich amini
ve vinech je intenzivné studovana od roku 1980. V disledku kladeni velkého
dirazu na bezpeCnost potravin a ochranu spotiebitele se vSak v poslednich
10 letech zajem o BA ve ving jeste zvysil. Biogenni aminy mohou byt jiz pfitomny
v mostu nebo jsou tvofeny kvasinkami pii alkoholovém kvaseni. Druha
alternativa pro ptivod biogennich amint ve ving je ptisobeni bakterii podilejicich
se na jablec¢no-mléc¢né fermentaci (Anli et al., 2004; Hernandez-Orte et al.,2002).
Neékteré BA jsou normalné pfitomny v hroznech v zdvislosti na typu a slozeni
pudy, hnojeni puady, klimatickych podminkach béhem rastu, stupni zralosti,
zpusobu zpracovani vina, ristu BMK a rezidudlni mikrobialni populace.
V nékolika studiich byly BA navrzeny jako indikatory nedostatecné hygieny
b&hem procesu vyroby vina nebo jako indikatory souvisejici (v pfipad€ putrescinu
a kadaverinu) se Spatnym hygienickym stavem hroznt (Prete et al., 2009).
Pro vznik BA jsou dutlezité také podminky fermentace vina (teplota, pH, pfistup
kysliku, obsah NaCl, Giprava mostu, délka kvasSeni, ptitomnost duzniny a slupky,
obsah alkoholu, koncentrace oxidu sifi¢itého a pfidanych zivin, mnozstvi a typu
pouzitych cetidel a Ceficich ¢inidel) (Anli et al., 2009).

BA se vyskytuji také ve zminéném pivu. Stejn¢ jako u vina je koncentrace
BA v pivu ovlivnéna pfedevsim kvalitou vstupnich surovin a moZznou mikrobialni
kontaminaci béhem technologie vyroby vateni piva. Slad je a zdroj agmatinu,
putrescinu, spermidinu a sperminu, zatimco tyramin histamin a kadaverin vznika
béhem fermentace Cinnosti kontaminujicich BMK (Kala¢ et al., 2002). Histamin
byl nalezen ve vysokych koncentracich dosahujicich 5, 15 a 20 mg/l ve §védském,
danském a francouzském pivu (Zee a Simard, 1981). Koncentrace putrescinu
a kadaverinu byvaji v pivech obecné nizké (Stratton et al., 1991). Buiika et al.
(2012) ve své studii testovali pfitomnost biogennich amind tyraminu, putrescinu,
kadaverinu, sperminu a spermidinu v ¢eskych pivech. V téméf 25 % testovanych
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vzorkli alkoholického piva (na konci obdobi trvanlivosti) pifesahla celkova
koncentrace vSech testovanych biogennich amini a polyaminti hodnotu 100 mg/I.

1. 3. 6. Cerstvé ovoce, zelenina a dalsi

Obsah biogennich amini byl zjiStén nejen v potravinach zivocisného
puvodu, ale také v Cerstvém ovoci a zeleniné. BA byly zjiStény v nekvasené
zelening, jako je chiest, fazole, brokolice, zeli, kvétdk, mrkev, celer, mangold,
cuketa, okurka, lilek, hlavkovy salat, cibule, paprika, brambory, dyn¢, Spenat
arajcata stejn¢ jako v nékolika ovocnych stavéach, ofisScich nebo houbach
(Sanchez-Pérez et al., 2018). U zeleniny, jako je napt. Cinské zeli, Stérbak, ledovy
salat a Cekanka, bylo zjiSténo, Ze obsahuji biogenni aminy v koncentracich
od14do 20 mg/kg, nejcastéji detekovanym BA zde byl spermidin
(Simon-Sarkadi a Holzapfel, 1994). Bylo zji§téno, ze obsah biogennich aminti
u hub (Volvariella volvacea) se zvysuje s dobou skladovani pii 4 °C a 25 °C,
naopak sniZzeni koncentrace BA pfiblizn€ o 80 % bylo dosazeno po 5 minutich
varu (Yen, 1986). Jako alternativa mléka se v poslednich letech dostavaji
do poptedi rizné zeleninové a cerealni napoje. V nedavnych studiich o cerealnich
napojich obsahujicich obiloviny, jako jsou Spalda, oves, proso, quinoa a ryze byly
u téchto napojii zjisteny zvySené¢ koncentrace kadaverinu v hodnotach
0,15 — 3,1 mg/l a histaminu v hodnotach 2,55 — 7,47 mg/l (Gobbi et al., 2019).
Maxa a Brandes (1993) zjistili, Ze ve vétSin€ vzorkli ovocnych $tav, vcetné
malinové, citronoveé, grapefruitové, mandarinkové, jahodoveé, rybizove
a hroznové, pirevladd zbiogennich amind putrescin, jehoZ koncentrace
vV pomeranCoveé $taveé dosahovala az 61 mg/l (Preti et al., 2016). Koncentrace
histaminu byla v téchto §tavach nizka, s vyjimkou vzorku citronové $tavy

(0,36 mg/1). Malinova §tava vykazovala naopak zvysenou koncentraci tyraminu
(67 mg/l).

1. 4. Konzervace potravin

Konzervace potravin je proces zahrnujici uchovani a manipulaci
S potravinami, ktery ma zastavit nebo vyrazné¢ zpomalit kazeni (ztrata kvality,
organoleptickych vlastnosti nebo nutri¢ni hodnoty) zplisoben¢ nebo urychlené
¢innosti mikroorganizmi. Zachovani pozadovanych nutri¢nich hodnot, textury
a chuti je dualezité jak z hlediska zdravotniho, tak z hlediska ekonomického.
Konzervace potravin ma obvykle zabranit ristu bakterii, hub a dalSich
mikroorganizmt, stejné¢ jako zpomalit oxidaci tukt, které zpusobuji zluknuti.
To zahrnuje také procesy pouzivané Kk potladeni prirozeného starnuti
nebo barevnych zmén potraviny, které muze nastat béhem ptipravy pokrmd,
jako napiiklad enzymatické reakce zpusobujici zhnédnuti jablka po rozkrojeni
(Jean, 1994).
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Razné druhy potravin vyzaduji rizné konzervaéni zakroky. Mezi béZzné
zpusoby konzervace patii napf. suSeni, lyofilizace, mraZeni, vakuové baleni
nebo tieba ozafovani potravin, pfidani chemickych konzervacnich latek
Ci oSetfeni inertnimi plyny (napf. oxid uhliCity). Nékteré potraviny musi byt
uzavieny v nddobach, aby se zabranilo jejich rekontaminaci mikroorganizmy, jiné
potraviny se mohou konzervovat susenim, které¢ umoznuje uloZeni potravin mimo
obalovy materidl po delsi dobu. Existuji také metody, které nejen pomahaji
uchovani potraviny, ale také ji dodavaji specifickou chut’. Jedna se napt. o mofent,
soleni, uzeni ¢i konzervovani v sirupu nebo alkoholu (Abdulumeen et al., 2012).

Suseni

Jedna se o jednu z nejstarSich konzervacnich technik. SuSeni snizuje vodni
aktivitu prosttedi a tim zpomaluje ¢i inhibuje rist mikroorganizmi. Suseni také
snizuje hmotnost potraviny (Abdulumeen et al., 2012).
Mrazeni a chlazeni

Mrazeni je jednim z nejrozSifenéjSich zpusobli konzervace potravin.
Komercéné dostupné spotiebice (lednicky, mraznicky) se nachazi temét v kazde
domacnosti, coZ umoziuje uchovavani potravin v domacim prostiedi. Nejen diky
tomu se v dneSni dobé vyrabi potraviny ze surovin, které se ve své piirozene
podobé mrazit nemohou (bramborové placky x syrové brambory) (Heldman,
1980).

Vakuové baleni

Vakuové baleni uchovava potraviny obvykle ve vzduchotésném vaku nebo
lahvi. Prostiedi vakua inaktivuje, piipadné i nici, bakterie, které jsou fyziologicky
zavislé na kysliku. Tim se zpomali proces kazeni potraviny. Vakuova baleni
se ¢asto pouziva pro uchovani riznych druht ofechl S cilem snizit moZnost
oxidace tuktll a nésledné ztraty chuti (Abdulumeen et al., 2012).

Solent

Soleni odjima vlhkost z masa prostfednictvim procesu osmozy. Maso
se nasledné vytvrdi soli, cukrem nebo kombinaci obou (Abdulumeen et al., 2012).
Ke konzervaci masa jsou také casto pouzivany dusi¢nany a dusitany,
které piispivaji k jeho charakteristické rizové barve, stejné jako k inhibici ristu
Clostridium botulinum (Abdulumeen et al., 2012).

Proslazovani

Cukr se pouziva nejcastéji pro konzervaci ovoce, a to bud’ v sirupech
s ovocem jako jsou jablka, hruSky, broskve, meruiiky, Svestky nebo v krystalické
form¢, kdy je konzervovany material vatfen v cukru, po dikladném provaieni
potraviny je cukr nechén zpét vykrystalizovat. Takto zpracovana potravina vydrzi
v suchu po dlouho dobu. Tato metoda je ¢astou vyuzivana pro zachovani ktry
citrusového ovoce (kandovana kiira) nebo zazvoru. Pouziti cukru je cCasto
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kombinovano s pouzitim alkoholu pro konzervaci luxusnich vyrobki jako tfeba
ovoce V brandy ¢i jinych destilatech (Saulo, 2005).

Morent

Mofteni je zpiisob konzervovani potravin pomoci pozivatelné antimikrobidlni
kapaliny. Signifikantni vlastnosti takové kapaliny, ve které je potravina
namacena, je schopnost inhibovat ¢i usmrcovat bakterie a jiné mikroorganizmy.
Typickymi mofidly jsou napf. siln€ koncentrovany solny roztok, ocet, alkohol,
rostlinny olej atd (Abdulumeen et al., 2012).

Uzavirani do plechovek a lahvi

Pro uchovani potravin v plechovkach ¢i lahvich je nutno vstupni potravinu
nejprve tepelné upravit pro usmrceni nezadoucich mikroorganizmi v potraving
a asepticky plnit do pripravenych sterilnich nadob. Takto uchovavané potraviny
si dokazi po velmi dlouhou dobu udrzet své nutri¢ni a organoleptické hodnoty.
Po prvnim otevieni nadoby a jejim opétovném zavieni mlZe nastat pomérné
rychlé kazeni (Abdulumeen et al., 2012).

Konzervace tukem
Jedna se o tradi¢ni britsky zplisob konzervovani masa (zejména krevet),
kdy se povafena potravina v nadobé zalije vrstvou tuku, ¢imZ je vytvofeno

anaerobni prostiedi, které neumoZiuje pieziti mnohych mikroorganizml
(Abdulumeen et al., 2012).

Ozarovani

Expozice potravin ionizujicim zafenim ma ftadu pozitivnich UCinkl
na kvalitu potravin, vCetné likvidace bakterii, plisni, hmyzu, zpomaleni zrani
a kazeni ovoce, pfi vysSSich davkach dokéaze potravinu zcela sterilizovat. Tato
technologie byva Casto srovnavana s pasterizaci, proto se pro tuto metodu nékdy
uzivd pojem "studena pasterizace", protoze vyrobek neni vystaven zvySenym
teplotam. Ozarovani neni ucinné proti prionim, nemiZe eliminovat toxiny
jiz vytvofené mikroorganizmy a je vhodné pouze pro potraviny o vysoké
pocate¢ni kvalité¢ (WHO, 1991).
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1. 5. MoZnosti sniZeni obsahu biogennich amint v potravinach

Obsah biogennich aminli v potravinach kolisa a méni se taktéZ sloZeni
mikrobioty. Na vzniku biogennich aminti v potravinach se podili mnoho faktort,
a to jak pfi vyrobnim procesu, tak pfi jejich skladovani. Jednu z nejdilezitéjSich
roli hraje samotna kvalita a stav vstupni suroviny, u fermentovanych vyrobkl
pak vhodny vybér pfidanych startérovych kultur. Dal$Simi neméné dilezitymi
faktory, které ovlivituji tvorbu ¢i redukci BA, je napt. pH, koncentrace NaCl,
teplota ¢i zminéna metabolickd a biochemicka aktivita pfitomné mikrobioty,
tavSak vicemén¢ podléhd proménlivosti faktori vyjmenovanych vyse
(Giiciikoglu a Kiipliilii, 2010).

1.5.1. Zména pH

Hodnoty pH prostiedi jsou dilezitymi faktory, které ovliviuji aktivitu
bakterialnich dekarboxyldz (Linares et al., 2011). Aktivita dekarboxyldz byva
vy$si spolu s vyssi aciditou prostiedi. pH optimum je v takovych piipadech mezi
4 az 5,5 (Halasz et al., 2002). Pohyb v takovém prostiedi bakterie stimuluje
k vy$si tvorbé dekarboxylaz, které produkuji jako soucast svych obrannych
mechanismu proti kyselému prostfedi (Maijala et al., 1993). Na druhou stranu
vyrazné snizeni ¢i zvySeni pH inhibuje riist mikroorganizmt, a tedy zamezuje
tvorb¢ BA pilisobenim jejich dekarboxyla¢nich enzymut (Bover-Cid et al., 2008;
Fernandez et al., 2007a). Navzdory tomu, Ze je hodnota pH jednim z klicovych
faktorti, ktery ptedstavuje potencialni riziko akumulace BA v konecném
produktu, je casto obtizné zmeénit pH, jehoz hodnoty jsou uzce spjaty
s fermentac¢nim procesem (Sanli a Senel, 2015).

1. 5. 2. Zména koncentrace NaCl

DalSim dulezitym faktorem, ktery mlzZe mit vliv na akumulaci BA
V potravinach, je koncentrace soli ve fermentovaném produktu ¢i v médiu.
Tradicné se stll pouziva k potlaceni riistu patogenti v pribéhu fermentace a kysani
mlécnych vyrobkll s dil¢im cilem zabranit kazeni potravin a otrav z jidla.
Vyznamnym cinitelem pfi reprodukci mikroorganizmi je totiz spravny pomeér
vody a soli béhem fermentace, zrani ¢i skladovani potravin. NaCl snizuje tvorbu
BA mikroorganizmy tim, Zze méni osmoticky tlak buniky a snizuje vodni aktivitu
prostiedi. Mikroorganizmy jsou poté inhibovany nedostatkem volné vody.
Pokud neni vodni hospodateni buniky uvedeno zpét do normalu (resp. na hranici
potiebnou k pteziti daného mikroorganizmu), zmény v bunécné struktuie jsou
destruktivni a ireverzibilni. Za téchto podminek dochdzi tedy k odumfieni
mikroorganizmu (Chander et al., 1989; Stratton et al.,, 1991). Dusledkem
je snizeni rychlosti ¢i Uplna inhibice rustu bakterii, véetné produkce BA.
Takovy postup by nasledné¢ vedl k poklesu koncentrace BA i1 v kone¢ném
produktu (Linares et al., 2011).
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1. 5. 3. Zména teploty

Neméné¢ vyznamnym faktorem, ktery hraje dilezitou roli v redukci BA,
je teplota. Diilezita je nejen teplota zpracovani potravin, ale 1 jejich uchovavani.
Teplotni optimum rlOstu vétSiny bakterii s dekarboxyldzovou aktivitou
se pohybuje v rozmezi 20 °C az 37 °C. Jedna se tedy zpravidla o mezofilni
organizmy. Vyssi teplota zptisobuje nejen denaturaci proteint a jejich inhibici,
ale i naslednou smrt buiiky (Smarda et al., 2005). Zvyseni teploty do blizkosti
teplotniho optima mikroorganizmu tedy umocnuje proteolytické a dekarboxyla¢ni
reakce, coz ma za nasledek hromadéni volnych AMK a zvySeni koncentrace
aminu (Vidal-Carou, 2007). Vystaveni potravin vysokym teplotam casto inhibuje
rust mikroorganizmi produkujicich histamin. Naopak pii nizkych teplotach
je v disledku zpomaleni ¢i potla¢eni mikrobidlniho riistu a snizeni celkové
metabolické aktivity kumulace biogennich aminii v potraviné snizena
(Karovicova a Kohajdova, 2005). Vysledky studie Du et al. (2002) ukazuji,
ze tunak zluty skladovany 9 dni pii 0 °C a 22 °C vykazoval nartist koncentrace
histaminu o 15 mg/kg pti 0 °C a 4500 mg/kg pii 22 °C.

1. 5. 4. Zména tlaku

Vysoky tlak (HHP, high hydrostatic pressure) je netermicky zptisob
konzervace nckterych potravin, ktery poSkozuje bunééné membrany
mikroorganizmt, coz vede k jejich inaktivaci nebo na né¢ ma subletalni ucinky
(Rivas et al., 2008). Vysoky tlak je uzite¢na metoda pro rozruseni bunck,
ktera méni propustnost bunééné membrany. Tento stav zplisobuje sniZeni
moznosti stietu s volnymi AMK a diky denaturaci membranovych proteinti
zpusobuje poskozeni nebo smrt bunky (Lanciotti et al., 2007). Prostfednictvim
inaktivace mikroorganizmi HHP prodluzuje Zivotnost potravin pii zachovani
puvodni chuti a vlastnosti (Patterson, 2005). Jedna se o relativné novy zptsob
oSetieni potravin, u kterych zvyseni ¢i sniZeni teploty méni jejich organoleptické
vlastnosti (Ercan et al., 2013). Osetfeni potravin HPP je bézné napt. v USA,
Japonsku a Spanélsku (Patterson 2005). Je-li HHP aplikovan na vychozi suroviny
nebo konecné produkty fermentace, snizeni poctu bakterii miize inhibovat tvorbu
BA. Napt. pii aplikaci HPP (200 MPa) na syrovou masovou hmotu pro vyrobu
fermentovanych masnych vyrobki byl inhibovan rlst enterobakterii a souc¢asné
oddaloval akumulaci putrescinu a kadaverinu (Latorre-Moratalla et al., 2007).
Inhibice tvorby biogennich amintl, zavisi na urovni pouzitého tlaku (Novella-
Rodriguez et al., 2002). Pasobeni nizkého tlaku (50 MPa) na zrajici syr po 72 h
obsah BA zvysil, zatimco vystaveni vyssimu tlaku (400 MPa) po dobu 5 minut
a naslednému opétovnému snizeni na 50 MPa putsobiciho po dobu 72 hodin
ukazalo mirny pokles (Novella-Rodriguez et al., 2002). Osetieni fermentovaného
masného vyrobku vysokym tlakem (350 MPa/15 min) snizilo mnozstvi BMK
0 20,1 % a snizilo také hladiny kadaverinu (o 12,5 %), putrescinu (o 8,7 %)
a tyraminu (0 17 %) béhem 160denniho skladovani ve srovnani s vyrobkem
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neosettenym HHP (Ruiz-Capillas et al., 2007). Pocet histamin tvoficich
mikroorganizmt a aktivita histidindekarboxylazy u tunaka Zzlutoploutvého
a mahi-mahi ryby lze snizit aplikaci HHP v rozmezi 300 az 400 MPa,
aniz by to ovlivnilo kvalitu ryb. HHP (300 MPa pii 40 °C po dobu 10 minut)
aplikovany béhem fermentace kysané¢ho zeli prodlouzil jeho trvanlivost diky
redukci pritomnych mikroorganizmt (Ercan et al., 2013).

1. 5. 5. Vliv ionizujiciho zareni

Ozafovani potravin se v mnoha zemich pouziva pro ucely inhibice kliceni,
znehodnoceni potravin hmyzem a parazity, oddaleni fyziologického zréni,
prodlouzeni trvanlivosti nebo zlepSeni technologickych vlastnosti potravin
(Loaharanu, 1989; Radomyski et al., 1994; Thayer, 1994). Ozafovani je G¢inné
pii redukci poctu zivotaschopnych mikroorganizmi a virti a je znamé jako dobra
metoda pro inaktivaci patogenli v potravinaiskych materidlech. Kromé
sanitdrnich ucelii se technologie ozatfovani pouziva také ke snizeni obsahu
karcinogennich nitrosamint a dusitanti v masnych vyrobcich (Ahn et al., 2002).
Ahn, et al. (2002) uvadi, Ze ozafeni miZe vyvolat radiolyzu karcinogennich
N-nitrosamind ve vodném modelovem systému a je u¢inné 1 pro snizeni obsahu
N-nitrosaminit v masnych vyrobcich. VSechny potraviny obsahujici vodu
pravdépodobné prochdzeji béhem ozafovani jak oxida¢nimi, tak redukénimi
reakcemi, protoZe radiolytické produkty vody, zejména hydroxylovy radikal, jsou
silnd oxidacni ¢inidla a vodny elektron nebo atom vodiku je redukénim ¢inidlem
(Brewer, 2009). Ozaiovani jako zpusob prodlouzeni trvanlivosti a zajisténi
bezpecnosti potravin bylo zavedeno v roce 1950 (Mbarki et al., 2009), zaroven
se tak vyskytla moZnost snizeni pouZzivani chemickych konzervaénich latek
(Loaharanu, 1989; Radomyski et al., 1994). Ozarovani mutze snizit hodnoty BA
V potravinach dvéma zpiisoby — ptimou radiolyzou amind v potravinach (Mbarki
et al., 2009) nebo snizenim poctu bakterii, které BA produkuji (Kim et al., 2003).
V modelovém systému byla prokazana radiolyticka degradace biogennich amint.
Histamin, kadaverin, putrescin, spermidin, spermin, tryptamin, tyramin a agmatin
byly rozpustény v destilované vodé v koncentraci 100 mg/kg a nasledné ozateny
2,5; 5; 10; 20 a 25 kGy. Degradace byla pozorovana v rozmezi 5 az 100 %,
primérmé vsak bylo pozorovano 95% snizeni vSech BA pfi 20 kGy (Kim et al.,
2004). Nicméné studie je zaloZzena pouze na modelovém systému, aplikace
V ramci potravinového primyslu vyzaduje dalsi vyzkum. Vysokeé davky zateni
mohou mit vliv na organoleptické vlastnosti potravin. Aplikace zafeni o 10 kGy
je povazovana za bezpecnou u jakéhokoliv potravinaiského produktu (WHO,
1994), avSak pouziti vys$§i arovné zafeni by opét vyzadovalo studie
organoleptickych charakteristik a bezpecnosti oSetienych potravin (Min et al.,
2007). ProdlouZeni trvanlivosti vyrobkl ozafovanim bylo aplikovano na mnoho
druhti potravin vcetn€ hovéziho, veptového a kufeciho masa, sdjoveé pasty a ryb
(Kim et al., 2004, Min et al., 2007, Mbarki et al., 2009). Ve studii Kim et al.
(2003) byly sledovany obsahy BA po ozafeni za ucelem sledovani radiolytickych
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charakteristik. Koncentrace BA v této studii byly vyznamn¢ snizeny v zavislosti
na davce zareni. Ozéafenim 5 kGy byly zcela rozloZeny putrescin a spermin,
spermidin byl pak Gplné rozloZen pii ozaieni 10 kGy a fenylethylamin a histamin
ozatenim 15 kGy, v daném potadi. Kadaverin, tryptamin, tyramin a agmatin
vykazovaly 95-98 % rozklad ozarenim 20 kGy. Radiolyza BA gama zaienim byla
pozorovana v modelovém vodném systému. AvSak z hlediska stejnych trovni
radiolyzy by se v nevodnych potravinaiskych systémech pouzivaly vyssi davky
ozéateni nez u vodnych modelovych systémua kvili odlisné fyzikélni struktute,
riznym urovnim obsahu vlhkosti a sloucenin. Podle pfedchozi prace (Kim et al.,
2003) bylo gama ozafovani fermentované s6jové pasty u¢inné pro snizeni obsahu
BA béhem fermentace a skladovani, ale nemohlo BA 1UpIné¢ radiolyzovat
pti davkach nizsich nez 15 kGy. Vysledky méteni Kim et al. (2004) ukazaly,
ze putrescin, spermidin a spermin byly na gama zafeni nejcitlivéjsi a mohly
se radiolyzovat mnohem rychleji nez ostatni. Dalsi BA vykazovaly podobnou
rychlost degradace. Tryptamin, tyramin a agmatin byly v tomto modelovém
systému stabilnéjsi vi¢i ozareni nez ostatni BA (Kim et al., 2004). Je dulezité
zminit, Ze stale existuje ur¢itd nediivéra spotiebitelli v potraviny oSetfene
ozafovanim, mimo jiné 1 z divodu zmény organoleptickych vlastnosti (Naila
etal., 2010).

1. 5. 6. Aplikace potravinarskych piidatnych latek

Kofeni a byliny jsou pfisady, které¢ jsou Siroce vyuzZivany nejen
pro zvyraznéni chuti nebo barvy nejriznéjSich potravin, ale také pro své
antimikrobialni a antioxida¢ni u¢inky. Mnoho studii dokazuje, ze n€které druhy
kofeni a bylin snizuji produkci biogennich amind. Pfirozenou inhibi¢ni aktivitu
vykazuje kurkumin (kurkuma), kapsaicin (Cervena paprika) a piperin (Cerny pepft)
(Mbarki et al., 2009). Yiicel a Uren, (2008) uvedli, ze slozky v kofeni,
jako je thymol, inhibuji tvorbu biogennich amint. Bylo také pozorovano,
ze pouziti kyseliny citronové pii kvaSeni naklddaného zeli mélo za nasledek mirny
pokles obsahu biogennich amint (Kurt a Zorba, 2009). Dalsi studovanou
pridatnou latkou byl dusitan sodny pii fermentaci suchych klobas. Bozkurt
a Erkmen (2004) zjistili, ze produkce BA po jeho ptidani klesla. Pii pouziti
dusitant béhem vyroby sucuku (sucha kotfenéna klobéasa) bylo zjiSténo,
ze ovlivnuji tvorbu biogennich aminti kromé spermidinu a sperminu (Gengcelep
et al., 2007). Dale byl studovan vliv pfitomnosti sifi¢itanu sodného na akumulaci
BA béhem zrani fermentovanych masnych vyrobki. Studie uvadi, Ze se po jeho
ptidani zvysila koncentrace tyraminu, zatimco tvorba kadaverinu byla vyrazné
inhibovana. SniZzeni tvorby kadaverinu bylo pozorovano u pomalu
fermentovanych masnych vyrobkt, kdyz byl do surovinové skladby piidan cukr
(Bover-Cid et al., 2001a).
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1. 5. 7. Pouziti startérovych kultur

Startérové kultury jsou cCisté nebo smiSené prospéSné mikroorganizmy
pouzivané ve fermentovanych potravinarskych vyrobcich. Aplikace startérovych
kultur s aminoxidazovou aktivitou je dilezita kvili inhibici tvorby biogennich
aminu (Karovi¢ova a Kohajdova, 2005). Bylo pozorovano, Ze rychlé snizeni pH
pomoci amin negativnich startérovych kultur mize do zna¢né miry zabranit
akumulaci biogennich aminii ve fermentovanych potravindch. Pouziti amin
negativnich startérti, jako je Latilactobacillus sakei (diive Lactobacillus sakei)
nebo Pediococus pentosaceus, by mohlo zabranit tvorbé biogennich amint
ve fermentovanych masnych vyrobcich (Maijala et al., 1995). Také startérové
kultury schopné nutri¢né konkurovat nestartérovym mikroorganizmim, zejména
béhem procesu dozravani a po celou dobu skladovani, mohou dale zabranit
nadmérné produkci biogennich amin (Stadnik a Dolatowski, 2010). Bylo
zjisténo, ze prirozena mikrobiota sucuku produkovala vysoké hladiny tyraminu
a putrescinu (vice nez 250 mg/kg), zatimco pridani smiSenych startérovych kultur
(L. sakei, P. pentosaceus, S. xylosus a S. carnosus) zabranily tvorbé putrescinu,
ale ne tyraminu (Tosukhowong et al., 2011). S. xylosus byl identifikovan
jako ucinny pfi inhibici tvorby BA v solenych fermentovanych ancovickéach.
Inokulace L. plantarum do kysaného zeli (Kala¢ et al., 2000) a Nham (thajska
fermentovana klobasa) (Tosukhowong et al., 2011) acéinné snizila produkci
tyraminu, putrescinu a kadaverinu. Tyto vyzkumy ukazuji, ze rizné startérové
kultury disponuji riznymi metabolickymi ucinky. Ne&kteti autofi zjistili,
ze startérové kultury nestaci k zabranéni tvorby biogennich amini v nékterych
fermentovanych masnych vyrobcich. To mize souviset s nedostatecnou
hygienickou kvalitou syrového masa (Gonzalez-Fernandez et al., 2003).

1. 5. 8. Adsorbce

Snizeni koncentrace BA v potravinach pomoci adsorpce je relativné novou
metodou. V oblasti vyzkumu souvisejiciho s potravinami jsou specifické
adsorbenty pro biogenni aminy vzacné (Amghouz et al. 2014). Vlasova et al.
(2011) studovali adsorpci tryptaminu a tyraminu z vodnych roztokt na povrchu
jemné dispergovaného oxidu kiemicitého modifikovaného adsorpci bovinniho
séroveho albuminu. Ve sveé praci popisuji imobilizaci téchto amini na povrchu
oxidu kfemicitého v zavislosti na hodnoté¢ pH. Tameem et al. (2010) vyvinuli
metodu pro extrakci riznych amind z potravy pomoci sorbentil na bazi ethert,
u kterych byla pozorovana dobra u¢innost u spermidinu, ale niz§i a¢innost viici
tryptaminu, putrescinu, histaminu a tyraminu. Tito autofi popsali adsorp¢ni
materidl na bazi hydrazonu s dobrou selektivitou pro alifatické aminy (v obou
ptipadech je pro U¢innou extrakci aminil nutnd destrukce vzorku, coZz omezuje
jejich pouziti na oblast chemické analyzy). Amghouz et al. (2014) navrhl novou
metodu ke zkoumani adsorpce BA ve viné pomoci adsorbentu obsahujiciho
sodnou formu komer¢niho fosfore¢nanu zirkonic¢itého (Na-ZrP). Tento material
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vykazoval silnou adsorpéni aktivitu na histamin a putrescin. Mechanismus
adsorpce je dan iontovou vyménou s Na*, ktera tvoii vodikové vazby na povrchu
Na-ZrP. Aplikace selektivniho adsorpéniho materialu poskytuje dal§i moderni
metodu na sniZzeni koncentrace BA v postfermentacéni fazi (Guo et al., 2015).

1. 6. Aminoxidazy

Aminoxidazy (AO) jsou enzymy patfici do tfidy oxidativnich deaminaz, které
jsou schopny rozklddat BA na pfislusné aldehydy, amoniak a peroxid vodiku.
Tato reakce Ize vyjadtit rovnici R-CH;NH; +0O; + H,O—R-CHO + NH3 + H,0;,
kde R je aromaticka nebo alifaticka skupina. (Li a Lu, 2020). Tyto slouceniny
byly poprvé zminény v praci Yamada et al., 1965. Pfi studiu Aspergillus niger
uvedli, Ze AO se mohou tvofit v myceliu plisni, kdyZ byly tyto kmeny kultivovany
na médiu s monoaminem nebo diaminem jako jedinym zdrojem dusiku. AO patii
do tfidy oxidoreduktaz, do niz patii monoaminoxidazy obsahujici flavin (MAO),
oxidazy obsahujici méd’ (CuAOs) nebo diaminoxidazy (DAO). AO jsou Siroce
roz§ifeny u zvifat, rostlin a mikroorganizmi a hraji zasadni roli v procesu
oxidativni deaminace a udrzovani télesné homeostazy v zivych organizmech (Li
a Lu, 2020). AO jsou umistény na bunécné sténé jako antitoxin, ktery brani vstupu
BA do buiiky a udrzuje acidobazickou rovnovahu uvniti i vn¢ bunky (Shalaby,
1996). AO vsak mohou byt inhibovany mnoha riznymi latkami,
jako je ethanol a acetaldehyd nebo pisobenim nékterych 1€kt (kyselina
klavulanova, verapamil, acetylcystein a metoklopramid) (Sattler et al., 1988;
Comas-Bast¢ et al., 2019; Poveda, 2019). Jednou z hlavnich pfi¢in otravy BA je,
ze aktivity AO jsou inhibovany, coz vede k siln¢ akumulaci BA v lidském t¢le.

1. 6. 1. Aminoxidazy obsahujici méd’ (CuAQ)

Aminoxidazy obsahujici méd’ (CuAO) oxiduji primarni aminy na aldehydy.
Enzymy obsahuji dva typy kofaktort: 2,4,5-trihydroxyfenylalaninchinon (TPQ)
a lysin tyrosylchinon (LTQ). CuAO obsahujici TPQ jsou vSudyptitomné, protoze
jsou Siroce rozSifeny v kvasinkdch, bakteriich, houbach, zvifatech a rostlinach
(Mcgrath et al., 2011). V soucasné dobé bylo provedeno mnoho studii s cilem
objasnit mechanismus degradace aminiti katalyzovanych CuAOs (Li a Lu, 2020).
Aktivity CuAO vici degradaci amind byly studovany jiz mnoho let. CuAO byly
nalezeny v mnoha mikroorganizmech, jako je Escherichia coli, Arthrobacter
globiformis, ale jsou distribuovany piedevSim v houbach, naptf. Hansenula
polymorpha a Pichia pastoris (McGrath, 2011). Termostabilni CuAO izolovana
z Arthrobacter crystallopoietes KAIT-B-007 je schopna degradovat histamin
(Sekiguchi et al., 2004). Studie Lee a Kim, 2013 popisuje moznost vyuziti CuAO
izolované z Paenarthrobacter aurescens (diive Arthrobacter aurescens) TC-1,
ktera byla klonovana a exprimovana v E. coli, ziskané rekombinantni enzymy
vykazovaly degradacni aktivitu pro p-fenylethylamin, tyramin a histamin.

34



1. 6. 2. Monoaminoxidazy obsahujici flavin (MAQ)

Podobné jako CuAO vyuzivaji monoaminoxiddzy obsahujici flavin (MAO)
také molekularni kyslik jako akceptor elektroni, jedna se tedy o flavoprotein
katalyzujici oxidativni deaminaci BA (Alvarez a Moreno-Arribas, 2014).
MAO ptitomné v nékterych mikroorganizmech jsou cennymi biokatalyzatory pro
oxidaci Siroké skaly biomolekul véetné BA prostiednictvim soucasné redukce
kysliku na peroxid vodiku (Yagodina et al., 2002). V soucasnosti se studie MAO
zamétuji predevsim na identifikaci enzymu, analyzu genti kddujicich tyto enzymy
a hodnoceni schopnosti degradace BA (Callejon et al., 2015; Hiroyuki et al., 1992,
Schilling, 1995). MAO izolované z Micrococcus luteus byly identifikovany jako
tyraminoxidazy kvili jejich vysoké specifité pro tyramin a jemu piibuzné
slou¢eniny (Okamura et al., 1976).

1. 6. 3. Multicopperoxidazy (MCO)

MCO jsou S$iroce rozsiteny u zvifat, rostlin a mikroorganizmt (Hoegger
etal., 2006). Diky svym neSkodnym katalytickym produktim jsou Siroce
vyuzivany v mnoha oblastech zivota, jako je napf. vyroba biopaliv
¢1 v papirenském a potravinaiskem primyslu (Coniglio et al., 2008; Mikolasch
et al., 2002; Mikolasch et al., 2007). Bakterialni MCO maji ve srovnani s MCO
izolovanych z hub S$irsi substratovou specifitu, jsou rezistentni K SirSimu rozsahu
pH a jsou odolngjsi vuci alkalickému prostiedi (Solano et al., 2001 ; Callejon et al.,
2016). Ackoli jsou MCO v ptirod¢ Siroce rozsifeny, aktivita MCO viuci amintim
neni jeSté dostateéné¢ prostudovana (Li a Lu, 2020). Guarcello et al., 2016,
izolovali kmeny degradujici BA (Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei,
diive Lactobacillus. paracasei subsp. paracasei CB9CT) ze syru a identifikovali
MCO odpovédné za degradaci téchto amini. V soucasné dobé Pistékova et al.
(2020), hledali pomoci metody qPCR vhodné kmeny exprimujici gen pro MCO
u startérovych nebo doplikovych kultur, sledovali také degradac¢ni schopnosti
vybranych kmend (L. casei CCDM 198) v mléce. Z jejich vysledkd je patrné,
ze L. casei CCDM 198 vykazoval velmi dobré degradacni schopnosti vici
putrescinu, histaminu, tyraminu a kadaverinu.
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1. 7. Detekce a kvantifikace biogennich amint

Z4jem o stanoveni biogennich aminl v potravinach je pfedevs§im z diivodu
jejich potencialni toxicity. BA lze povazovat 1 za chemické indikatory stavu
suroviny, hygienickych podminek vyrobnich postupi a obecné kvality potravin.
Syr je komplexni matrice s vysokym obsahem tuku, bilkovin, peptidi, volnych
aminokyselin a anorganickych kationtli, které ztézuji stanoveni biogennich
amint, na rozdil od jinych potravinovych matric. Analytickd G€innost miize byt
ovlivnéna vysokou variabilitou koncentrace BA v diisledku typu a ptivodu syra,
podminek vyroby a zrani, mikrobioty a enzymatickych aktivit pfitomnych v syru
(Nufiez a Medina, 2011).

Extrakce BA z potravinaiskych matric je zasadnim krokem v analytickych
postupech. Pii extrakci biogennich aminii ze syra byvaji pouzivana rlizna
rozpoustédla a roztoky (kyselina chlorovodikova, trichloroctova, chlorista,
sulfosalicylova a octova, boratovy pufr, methanol a ethanol). Analytické techniky
pouzivané pro separaci a kvantifikaci biogennich amint v syrech jsou ptedev§im
chromatografické metody, které zahrnuji tenkovrstvou chromatografii (TLC),
plynovou chromatografii (GC), kapilarni elektroforézu (CE) a vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii (HPLC) (Latorre-Mortalla et al., 2009; Garcia-
Moruno et al., 2005). Stanoveni obsahu biogennich amint témito technikami
vyzaduje predupravu vzorku a relativné dlouhé doby analyzy (Nufiez a Medina,
2011).

Pro separaci a kvantifikaci biogennich amina byla vyvinuta fada HPLC
technik. VétSina metod vyZaduje derivatizaci amint pred detekci pomoci UV-VIS
absorpce nebo fluorescence (Ordoénez et al., 2016; Ahmad et al., 2020).
Pro derivatizaci jsou pouzivana rizna chemicka ¢inidla, zejména dansylchlorid,
dabsylchlorid a o-ftaldehyd (OPA) s piedkolonovou, kolonovou nebo
postkolonovou derivatizaci. Nedavno vyvinuté metody ultra-HPLC (U-HPLC)
zvySuji rychlost, rozliSeni a citlivost pouzitim ¢astic mensich nez 2 pum, kratSich
kolon a vys$ich pratoki. Rychla metoda U-HPLC spojend s on-line OPA
postkolonovou derivatizaci a fluorescenéni detekci umoZnila stanoveni
12 biogennich amini v syru za méné¢ nez 7 minut chromatografické eluce.
U rtznych druhi syri U-HPLC s pfedkolonovou derivatizaci s 6-aminochinolyl-
N-hydroxy-sukcinmydilkarbamatem  (AQC) odd¢lila 20  primarnich
a sekundarnich biogennich amini béhem 9 minut, zatimco pro HPLC separaci
bylo zapotiebi 24 minut (Mayer et al., 2010; Nufiez a Medina, 2011). Autofi
uvadéji limity detekce od 0,4 do 16,2 mg/kg a limity kvantifikace mezi
1,6 a 60,9 mg/kg. Byla vyvinuta také rychld metoda nuklearni magnetické
rezonance s limitem detekce 0,6-1 mg/kg pro histamin (Schievano et al., 2009).

Molekularné-biologické metody pro Casnou a rychlou detekci bakterii
produkujicich BA se stavaji alternativou k tradicnim kultivacnim metodam.
Metody PCR zacilené na geny kodujici dekarboxyla¢ni enzymy jsou rychlé
a citlivé a umoznuji identifikaci mikroorganizmi produkujicich BA v potravinach
jesté pred tim, neZ je sloucenina produkovana. Multiplex PCR testy byly vyvinuty
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pro detekci potencidlnich producentii histaminu, tyraminu, putrescinu
a kadaverinu Sirokou Skédlou Gram-pozitivnich a Gram-negativnich bakterii
(Fernandez et al., 2006).

Enzymatické metody jsou ve stanoveni BA stejné dilezit¢ jako metody
chromatografické a  molekularné-biologické. ELISA  (Enzyme-linked
immunosorbent assay) je zalozena na vazb¢ specifického antigenu na protilatku.
Tato reakce je detekovana zménou barvy za pouziti vazaného enzymu
konjugovaného se substratem (Obr. 5) (Nufiez a 2011). Enzymatické imunotesty
slouzi k  identifikaci a  stanoveni  koncentrace raznych latek
v biologickych tekutinach. Pouziti reakci antigen-protilatka Cini tuto metodu
selektivni, protoze je specifickd pro kazdou molekulu, konkrétné proteiny,
hormony, vitaminy nebo 1éky (Aydin, 2015). Metody zalozené na ELISA jiz byly
aplikovany 1 u stanoveni BA jako slibna méné¢ Casové naroCnd a snadnéjsi
analytickd technika (Sadeghi et al., 2019). Komer¢ni kompetitivni piima
imunoanalyza ELISA (CD-ELISA) se ukézala jako specifickd pro detekci
histaminu a jako takova byla Jaksi¢ et al. (2017) aplikovana v rybich konzervach.
Tato metoda byla porovnana s HPLC a prokazala dobrou korelaci (r=0,977) mezi
obéma metodami s rozsahem koncentraci 16,95-216 mg/kg. Vysledky stanoveni
histaminu ukazaly, ze CD-ELISA poskytuje spolehlivé a ptfesné¢ hodnoty
1 pii vysSich koncentracich. To Ize povazovat za dulezity vysledek, protoze
hlavnim problémem jsou alternativy k drahym a ¢asové naro¢nym metodam. Test
ELISA lze vyuzit jako dulezity nastroj pro stanoveni histaminu v produktech
rybolovu (Nufiez a 2011).

ja.m.ka mikrotitracni imobilizace
de Sﬁé]\}' p[otﬂa{k}'

vazba antigenu

-

0)

vazba druhé protilatky inkubaces stanoven% produktu
chromogennim enzymove reakce

S navazanym enzymem ”
substratem enzymu

Obr. 5: Princip ELISA (podle Kodicek et al., 2004)
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1. 8. Mikroorganizmy degradujici biogenni aminy

Existuje mnoho strategii, jak pfedejit akumulaci BA v potravinach. Jednou
ze znamych metod, jak odstranit BA, které se v potravinach uz nachéazi, je jejich
pfimé odstranéni pomoci mikroorganizmi, které¢ jsou schopny BA degradovat
a/nebo pridavek aminoxiddz (Ercan et al., 2013). MoZnost odstranéni BA
z potravin touto cestou je zalozena na skutecnosti, ze MAO, kterd je zodpovédna
za detoxikaci BA ptijimanych v potrave (Pistékova et al., 2020; Sun et al., 2022;
Wang et al., 2022), je produkovana i n¢kterymi mikroorganizmy, vcéetné plisni
(napt. z rodu Aspergillus, Penicillium, Phoma atd.) (Alvarez a Moreno-Arribas,
2014; Leuschner et al., 1998).

Struény prehled mikroorganizmi vyuzivanych v potravinaiském priimyslu,
které jsou schopny redukovat mnozstvi biogennich amint, je shrnut v Tab. 5.

Tab. 5: Mikroorganizmy degradujici BA (podle Alvarez a Moreno-Arribas, 2014).

Amin Mikrorganizmus Matrice
Lactiplantibacillus plantarum, Latilactobacillus sakei,
Lactiplantibacillus pentosus (diive Lactobacillus
Histamin, tyramin  pentosus), Pediococcus acidilactici, Rhodococcus sp., in vitro
Arthrobacter sp., Micrococcus sp., Brevibacterium
linens, Geotrichum candidum
. . . . . . tersky
Histamin, tyramin  Brevibacterium linens ?lrms sy
Y
Histamin Latilactobacillus sakei ryby
Histamin Bacillus amyloliquefaciens, Staphylococcus carnosus  in vitro
Putrescin, . - . . L
. Bacillus subtilis, Staphylococcus intermedius in vitro
kadaverin
: . : : : fi t i
Histamin Bacillus amyloliquefaciens, Staphylococcus carnosus em,len (,)Yana
rybi omacka
Histamin Staphylococcus xylosus in vitro
Tyramin Lacticaseibacillus casei, Lactiplantibacillus plantarum in vitro

Histamin, tyramin

Lacticaseibacillus casei

modelovy syr

Lacticaseibacillus casei, Lacticaseibacillus hilgardii,

Histamin, Pediococcus parvulus, Oenococcus oeni, kultivaéni
tyramin, putrescin  Lactiplantibacillus plantarum, Pediococcus médium
pentosaceus
Histamin, . - . ,
. . Lacticaseibacillus casei vino
tyramin, putrescin
Tyramin, . o L
y . Lactiplantibacillus plantarum in vitro
putrescin
Histamin, Penicillium citrinum, Alternaria sp., Phoma sp.,

tyramin, putrescin

Ulocladium chartarum, Epicoccum nigrum

in vitro/vino
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Vseobecné piijimanym faktem je, Ze schopnost mikroorganizmti degradovat
BA je kmenové¢ specifickd (Zaman et al., 2014). Pouziti takovych kment se jevi
jako vhodna strategie ke snizeni hodnot BA ve fermentovanych potravinach,
kdeje velmi obtizné zabranit akumulaci BA z divodu pfitomnosti
BA-produkujicich BMK, které jsou soucasti obvyklé mikrobioty dané potraviny,
Vv disledku ¢ehoz jsou BA ptitomny ve finalnich fazich vyrobniho procesu (Fadda
et al., 2001). Pouziti startérovych kultur, které jsou schopny degradovat biogenni
aminy a zarovenl jsou dekarboxylaza-negativni je povaZzovdno za jednu
z nejslibnéjsich biotechnologickych strategii prevence hromadéni BA v hotovych
potravinach. Takovy zpusob oSetieni surovin zpiisobuje minimalni nebo zadné
zmény organoleptickych vlastnosti vysledné potraviny.

Ve studii Leuschner et al. (1998) byla prokazana schopnost nékterych
mikroorganizmti izolovanych z potravin degradovat BA in vitro. U druht
Lactiplantibacillus plantarum, Latilactobacillus sakei, Lactiplantibacillus
pentosus (dfive Lactobacillus pentosus), Pediococcus acidilactici, Rhodococcus
sp., Arthrobacter sp., Micrococcus sp., Brevibacterium linens a Geotrichum
candidum byla zaznamenana schopnost rozkladu tyraminu a histaminu in vitro.
Stejna skupina studovala potencial kment B. linens rozkladat histamin a tyramin
v prub&hu povrchového zrani munsterského syru, kdy poprveé naznacuji moznost
pouziti BA-degradujicich mikroorganizmil ke sniZeni obsahu BA v potravinach
(Leuschner a Hammes, 1998).

O par let pozdé&ji byla zkoumana schopnost ¢tyi kmenu Lb. sakei degradovat
histamin v modelovém systému, tyto kmeny byly izolovany z piirozené
fermentované rybi paStiky. Autofi dosli k zavéru, Ze pouzitim tohoto kmene
pro vyrobky z ryb by mohli uspésné snizit riziko zvySené koncentrace tohoto
aminu (Dapkevicius et al., 2000). Ve studiich provadénych na rybach
a fermentovanych masnych vyrobcich (suchych klobdsach) byla zjisténa
ptitomnost urcitych bakteridlnich kment, které byly schopny sniZovat obsah BA,
1 kdyZ ptresny mechanismus, diky kterému k bakterialni degradaci BA dochazi,
neni dosud znam (Dapkevicius et al., 2000; Fadda et al., 2001; Gardini et al.,
2002). Garcia-Ruiz et al. (2011) ve své studii sledovali skupinu BMK
asociovanych s vyrobou vina. Studovali jejich schopnost rozkladat BA a bylo
ovéfeno, ze jeden kmen Lb. casei, Lentilactobacillus hilgardii (diive
Lactobacillus hilgardii), Pediococcus parvulus, Oenococcus oeni, dva kmeny
L. plantarum a ti'i kmeny Pediococcus pentosaceus vyznamné snizuji koncentraci
histaminu, tyraminu a putrescinu v kultivaénim médiu. Dale bylo ovéieno, Ze jsou
tyto kmeny schopny rastu ve vinu podobném médiu a vykazuji uzitecnou
schopnost rozkladat kyselinu jable¢nou. Capozzi et al. (2012) analyzovali
26 kmenu Lactiplantibacillus plantarum pro jejich schopnost odbouravat
biogenni aminy béZzné¢ vyskytujici se pii fermentaci vina. Vybrali dva kmeny
L. plantarum kvili jejich schopnosti degradovat putrescin a tyramin. V jejich
praci byla hodnocena degradace BA in vitro. U téchto dvou kment L. plantarum
bylo zjisténo, ze funguji synergicky. Cueva et al. (2012) izolovali 44 révovych
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a vinohradnickych ptidnich hub ze &tyt riznych oblasti ve Spanélsku a ve své
praci studovali degradaci BA in vitro v mikrofermenta¢nim systému. VSechny
houby byly schopny degradovat alesponn dva rtizné primarni aminy. U druht
Pencillium citrinum, Alternaria sp., Phoma sp., Ulocladium chartarum
a Epicoccum nigrum bylo zjisténo, ze vykazuji nejvyssi kapacitu pro degradaci
BA (Alvarez a Moreno-Arribas, 2014). Spole¢né tato zjisténi ukazuji,
ze pridavek degradujicich mikrobidlnich kment schopnych snizit obsah BA mtze
byt pouzit pii vyrobé syrd a dalSich fermentovanych potravin (Herrero-Fresno
et al, 2012). Mezi takové mikroorganizmy patii napt. BMK
Companilactobacillus  farciminis  (dfive Lactobacillus  farciminis),
Lactiplantibacillus plantarum nebo Pediococcus acidilactici (Lee et al., 2021).
Voigt a Eitenmiller (1978) analyzovali bakterie izolované z mléénych vyrobku
a dospéli k zavéru, ze tyto bakterie obvykle postradaji aminoxidazy. Navic téchto
nékolik bakterii, u kterych nebyla zjisténa ptitomnost aminoxidazy, vykazovalo
vysokou aktivitu tyrosin- nebo histidin-dekarboxylazy, a proto jsou potencialnimi
producenty BA. Vzorky zriznych syri byly testovany na piitomnost
BA-degradujicich bakterii mlécného kvaseni a bylo zachyceno 17 izolath, které
byly schopny rozkladat tyramin a histamin, tyto kmeny byly identifikovany
pomoci sekvenovani genu prol6S rRNA (Herrero-Fresno et al., 2012).

Nekteré kmeny Bacillus amyloliquefaciens a Staphylococcus carnosus
schopné rozkladat histamin a Staphylococcus intermedius a Bacillus subtilis
degradujici putrescin a kadaverin byly izolovany z malajské rybi omacky
(Tepkasikul et al.,, 2023; Zaman et al., 2014). Bylo také zjisténo,
ze B. amyloliquefaciens a S. carnosus jsou schopné snizit hladiny histaminu v rybi
omacce v prubéhu fermentace (Zaman et al., 2011). Martuscelli et al. (2000)
ve své praci uvadéjii, ze n€které kmeny jinych druhti rodu Staphylococcus, napf.
Staphylococcus  xylosus, izolované zitalskych fermentovanych salamd,
jsou schopny degradovat histamin. Pouziti jednoho ztéchto kment
jako startérové kultury u susenych klobas mirné snizilo obsah BA (Gardini et al.,
2002). Studie také ukazaly, Ze hladiny histaminu jsou vyznamné sniZeny,
kdyz se do fermentovanych masnych vyrobkil pfidd smés startérovych kultur
(Lacticaseibacillus casei a Staphylococcus xylosus). Pouziti L. casei
jako startérové kultury mize vyvolat rychlé okyseleni, inhibovat rist mikrobt
a poskodit bunéénou membranu, coZ ma za nasledek sniZeni aktivity mikrobialni
dekarboxylace a tim snizeni tvorby biogennich amint (Zeng et al., 2021).
U Companilactobacillus farciminis (Lactobacillus farciminis) bylo zjisténo,
ze by mohl odbouravat histamin, tyramin a putrescin v ¢erveném viné (Callejon
etal., 2014). Ming et al. (2019) pouzili S. xylosus a L. plantarum k fermentaci
paprikové klobasy a vysledky ukazuji, Ze mohou vyznamné zlepsit jeji zdravotni
nezavadnost a kvalitu. Kmeny Lacticaseibacillus casei a Lb. plantarum izolované
z fermentovanych masnych vyrobkll vyrabénych v Argentiné byly schopny sniZit
hladiny tyraminu, i kdyz sriznou ucinnosti (Fadda, et al., 2001). Qiang
a Zhenjiang (2021) testovali pét kment bakterii BMK s vysokou u¢innosti
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degradace BA, mezi nimiz mél nejlepsi schopnost odbouravat biogenni aminy
kmen Lactiplantibacillus plantarum 30. L. plantarum 30 byl schopen redukovat
histamin o 74 % a tyramin 0 90 %. Tento kmen dobfe rostl v prostiedi s obsahem
soli 0-9 % a pii pH 4,5-8,5. Dany kmen nevykazoval zadnou dekarboxyla¢ni
aktivitu, proto se jevi jako idedlni startérova kultura (Zeng et al., 2021). Nékteré
kmeny Kocuria varians (diive Micrococcus varians) jsou také schopny rozkladat
tyramin, ale zaroven jsou oznacovany jako producenti tyraminu a/nebo histaminu.
Kmeny Lb. casei izolované z riznych zdroju byly také schopny degradovat BA.
Je pozoruhodné, Ze klidové bunky jednoho kmene Lb. casei byly schopny
degradovat 98 hmotnostnich procent 2,5 mM roztoku tyraminu za 96 hodin.
Naockovani kmene Lb. casei z komer¢niho preparatu mize snizit koncentraci BA
v ruznych rostlinnych silazich (Nishino et al., 2007), 1 kdyZ autofi tvrdi, Ze se zde
muze jednat o specificky antagonismus Lb. casei proti BA-produkujicim
mikroorganizmum.

Pouziti bakterii s aminoxidacni aktivitou, popt. oxida¢nich enzymi bylo
popsano V n¢kolika studiich. Naila et al. (2012) studovali miru degradace
histaminu diaminoxidazou v modelovém (pufr) a skute¢ném systému (tunakova
polévka z rybi pasty). Pomoci enzymu diaminoxidazy byli schopni redukovat
obsah histaminu v obou systémech z 500 mg/l na nedetekovatelné hladiny
(<0,5 mg/kg). Bylo také zjisténo, ze histamin mize byt degradovan pti vysokych
koncentracich soli (12 %) a pH 6,7, ale také se vtomto stavu mohou lisit
pozadované organoleptické vlastnosti produktu. Dapkevicius et al. (2000)
také zkoumali degradaci histaminu diaminoxidazou u ryb a rybich produktt
s pouzitim 2 % NaCl, 12 % sachardzy a 0,05 % cysteinu a zjistili, Ze aminoxidaza
byla pii degradaci histaminu ucinna pouze v piitomnosti cysteinu. Pouziti
diaminoxidazy muze byt potencialni metodou pro degradaci histaminu, ale budou
tieba dalsi studie, které by zkoumaly jeji i¢inky na degradaci dalsich biogennich
amind a také na vlastnosti danych potravin.
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2. CILE DISERTACNI PRACE

Cilem disertacni prace je izolovat a identifikovat mikroorganizmy

zodpovédné za degradaci biogennich amini v potravinach. U izolovanych
mikroorganizmtt bude srovnavana schopnost degradace biogennich amint
v definovanych podminkach in vitro. Dil¢i cile prace jsou postaveny nasledovné:

1.

2.
3.

Provedeni skriningu mikroorganizmi izolovanych z potravin na schopnost
degradovat biogenni aminy.

Zjisténi idealnich podminek pro rist nami izolovanych mikroorganizmd.
Identifikace mikroorganizmii, u kterych byla zjisténa schopnost degradace
biogennich amint.

Stanoveni miry degradace vybranych BA V zavislosti na wvné&jSich
podminkéach:

doba a zptiisob a kultivace

teplota
hodnota pH

koncentrace NaCl
Vyvozeni doporuceni a navrhll dalSich smérii vyzkumu v oblasti degradace
biogennich amin mikroorganizmy.
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3. MATERIAL A METODIKA

Experimenty se zabyvaly detekci mikroorganizmti schopnych degradovat
biogenni aminy V komeréné¢ dostupnych potravinach, jejich identifikaci,
stanovenim zékladnich biochemickych charakteristik a naslednym studiem
kinetiky rozkladu biogennich aminii za stanovenych podminek in vitro pomoci
metody HPLC.

3. 1. Material

3. 1. 1. Pouzité mikroorganizmy

Testované a identifikované kmeny byly ziskany z komercné dostupnych
potravin a dale z produktli vyrobenych v potravinaiskych laboratotich FT UTB
(viz kapitola 3.2.1.). Pro nasledn¢ provadéné experimenty byly vybrany
nasledujici kultury:

Kultura Bacillus altitudinis 1B84 — izolovana z taveného syru zakoupeného
v obchodni siti v CR

Kultura Bacillus pumilus I1B26 — izolovana ze syru typu gouda poskytnutého
potravinarskymi laboratofemi FT UTB

Kultura Bacillus safensis IB731 — izolovana ze suSeného mléka zakoupeného
v obchodni siti v CR

Kultura Bacillus subtilis 1B23 — izolovana ze syru typu gouda poskytnutého
potravinafskymi laboratofremi FT UTB

Kultura Acinetobacter pittii IB5 — izolovana z kefirového mléka zakoupeného
v obchodni siti v CR

Kultura Micrococcus luteus I1B16 — izolovana z trvanlivé smetany do kavy
zakoupené v obchodni siti v CR

Kultura Enterobacter cloacae 1B62 — izolovana z bilého krémového jogurtu
zakoupeného v obchodni siti v CR

Kultura Serratia marcescens IB11 — izolovana z mékkého syru zakoupeného
v obchodni siti v CR

Kultura Pseudomonas koreensis 1B431 - izolovana z mékkého syru
poskytnutého potravinaiskymi laboratoremi FT UTB

Kultura Pseudomonas fulva 1B266 — izolovana z m¢kkého syru poskytnutého
potravinarskymi laboratofemi FT UTB
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Kultura Serratia ureilytica IB1 — izolovana ze syru typu emental zakoupeného
v obchodni siti v CR

Kultura Agrobacterium radiobacter (diive Agrobacterium tumefaciens,
Rhizobium radiobacter) 1B102 — izolovana z hrusky z vlastni produkce

3. 1. 2. Kultiva¢ni média, chemikalie a roztoky

Chemikalie
Chlorid sodny (Lach-Ner, CR)
Destilovana voda
Ethanol 96% (Merck, Némecko)
Glycerol 30% (Merck, Némecko)
Hydroxid sodny (Merck, Némecko)
Kyselina chlorovodikova (Merck, Némecko)

Fyziologicky roztok
8,5 g NaCl bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody, sterilizovano
Vv autoklavu 20 minut pti 120 °C

Roztok biogennich amint

2 g histaminu, kadaverinu, putrescinu, tryptaminu, tyraminu a -fenylethylaminu
(vSe Merck, Némecko) bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody. Pomoci
1M HCI bylo upraveno pH roztoku na 6,8. Roztok byl poté sterilizovan filtraci
pomoci filtru o porozité 0,22 pm.

SloZeni mineralniho média MM1

Roztok biogennich amina 100 ml
Roztok KH,PO, pufru (pufruA) 20 ml
Roztok Na;HPO,4.12H,0 pufru (pufruB) . 80 ml
Roztok stopovychprvka 2ml
Roztok CaCl,.2H,O 10 ml
Roztok FE(N H4)2(SO4)2.6H20 _______________________________ 10 ml
Roztok Mg(SsO,).7H, O 10 ml
Roztok NaCl 10 ml

Doplnéno destilovanou vodou na 1000 ml. pH pro jednotlivé experimenty bylo
upraveno piidanim 1,2 M HCI. Kultiva¢ni médium bylo poté po 5 ml rozd€leno
do zkumavek a 20 minut pti 120 °C sterilizovano v autoklavu.

Tuhé MM1 bylo pfipraveno piidanim 12 g agaru (HiMedia, Indie) do 1000 ml

tekut¢tho MM 1. Kultiva¢ni médium bylo poté 20 minut pii 120 °C sterilizovdno
v autoklavu a nasledné¢ rozlito do Petriho misek.
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Roztok pufru A
9,07 g KH;PO,4 (Merck, Némecko) bylo rozpusténo v 1000 ml destilované
vody

Roztok pufru B
23, 9 g NagHPO4.12H,0 (Merck, Némecko) bylo rozpusténo v 1000 ml

destilované vody

Roztok stopovych prvki

0,043g MnSO4.5H,0 (Merck, Némecko)
0,057g HsBO3 (Merck, Némecko)

0,043g ZNnS0,4.7H20 (Merck, Némecko)

0,037 O (NH4)6M07024.4 H,O (MGI'Ck, NémeCkO)
0,025g Co(NO3),.6H,0 (Merck, Némecko)
0,049 CuS0,4.5H,0 (Merck, Némecko)

Doplnéno destilovanou vodou na 1000 ml.
Roztok byl poté 20 minut pii 120 °C sterilizovan v autoklavu.

Roztok CaCl2-2H20
1 g CaCl,-2H,0 (Merck, Némecko) bylo rozpusténo v 1000 ml destilované
vody

Roztok Mg(S0.)-7H.0
10 g Mg(SO,4)-7H,O (Merck, Némecko) bylo rozpusténo v 1000 ml
destilované vody

Roztok Fe(NH4)2(SO4)2:6H20
3 g Fe(NH4)2(S04)2:6H,0 (Merck, Némecko) bylo rozpusténo v 1000 ml
destilované vody

Roztok NaCl
50 g NaCl bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody

SloZeni M17 broth

42,5 g M17 broth (Merck, Némecko) bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody.
Kultivacni médium bylo poté po 5 ml rozdéleno do zkumavek a 20 minut
pii 120 °C sterilizovano v autoklavu.

Slozeni M17 agaru

52,2 g M17 broth (Merck, Némecko) a 12 g agaru bylo rozpusténo v 1000 ml
destilované vody. Kultivatni médium bylo 20 minut pii 120 °C sterilizovano
v autoklavu a nasledné rozlito do Petriho misek.
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SloZeni Nutrient broth (NB) s biogennimi aminy

25 g NB (HiMedia, Indie) bylo doplnéno destilovanou vodou do 1000 mi
a 20 minut pii 120 °C sterilizovano v autoklavu. Ke kultivacnimu médiu bylo poté
pfidano 100 ml roztoku BA (sterilizovan filtraci) a po 5 ml za aseptickych
podminek rozdéleno do zkumavek.

SloZeni Nutrient broth (NB) s biogennimi aminy a pridavkem NaCl
2 g NaCl bylo ptidano k NB (HiMedia, Indie) o objemu 1000 ml. Dalsi postup
byl shodny s ptipravou NB s biogennimi aminy.

Roztok HCl1O4
51,1 ml HCIO4 (Merck, Némecko) piidano do 500 ml destilované vody
(1,2 M HCIO.)

Roztok dansylchloridu
5 g dansylchloridu bylo rozpusténo v 1000 ml acetonu

Karbonatovy pufr
K 50 ml pufru A bylo ptidano takové mnozstvi pufru B, aby vysledna smés
pufrd mé¢la hodnotu pH 9,2. K takto vzniklé smési bylo pridano 16,65 g
uhli¢itanu draselného (Merck, Némecko), aby vyslednd hodnota pH
karbonatového pufru byla v rozmezi 11,0-11,1.
e pufrA
42 g NaHCO; (Merck, Némecko) bylo rozpusténo v 1000 ml
destilované vody
e pufrB
53 g Na,COs3 (Merck, Némecko) bylo rozpusténo v 1000 mi
destilované vody

Agarozovy gel
1% agardozovy gel (SeaKem LE Agarose, Lonza, Svycarsko) s pfidavkem
3-8 kapek ethidiumbromidu o koncentraci 10 mg/ml (SERVA
Electrophoresis GmbH, Némecko)

Komeréni smési pro metody PCR
100 bp Plus DNA Ladder (Malamité, CR)
FastStart Universal SYBR Green Master (Merck, Némecko)
GoTaq® G2 Hot Start Green Master Mix (ROCHE, Némecko)

Sady pro izolaci DNA a purifikaci templatu
High Pure PCR Template Preparation Kit, (ROCHE, Némecko)
High Pure PCR Product Purification Kit, (ROCHE, Némecko)
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up, (Macherey - Nagel, Némecko)
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NucleoSpin Genomic DNA from tissue (Macherey - Nagel, Némecko)
UltraClean Microbial DNA Isolation Kit (Qiagen, Némecko)

3. 1. 3. Laboratorni piistroje a pomicky

Analytické vahy Denver Instrument SI-64A (USA)

Asepticky laminarni box Telstar Bio II-A (Spanélsko)

Automatické mikropipety Eppendorf Research (Némecko)

Bio Vortex V1 Biotech (Ceska republika)

Centrifuga Jouan MR23i (USA)

Centrifuga Hettich Rotanta 460 R (Némecko)

Elektroforeticka aparatura Scie-Plas HU10 Mini-Plus (Velka Britanie)

Filtry Millex GS Filter Unit 0,22 um (Merck, Némecko)

Chromatograficky syst¢ém Dionex HPLC UltiMate 3000, Thermo Fischer
Scientific, (Massachusetts, USA)

Kombinovana chladni¢ka Beko (Turecko)

Laboratorni sterilizator Wolf SANOclav (Némecko)

Laboratorni tfepacky GLF (Némecko)

Laboratorni vahy 440-47N KERN (Némecko)

Mikroskop Olympus CX 41 (Japonsko)

Mikrovlnna trouba Electrolux (CR)

pH metr inoLab pH/ION 735 se sklen¢nou elektrodou SenTix 81(Némecko)

Stomacher Seward (Velka Britanie)

Termoblok Dry Block Heating Thermostat BioSan Bio TDB-100 (Lotyssko)

Termocykler PIKO, Finnzymes, Thermo Fisher Scientific (USA)

Termostat BT 120 — Laboratorni piistroje Praha (Ceska republika)

UV transluminator SynGene Imaging In Genius (Velké Britanie)

Pii praci byly také pouzivany bézné laboratorni pomicky jako stojany,
davkovace, pipety, Spi¢ky, mikrobiologické kli¢ky, mikrozkumavky a laboratorni
sklo jako vzorkovnice, zkumavky, vialky, odmérné nadoby atd.

3. 2. Zvolena metodika a postup zpracovani

V prvnim experimentu byl proveden skrining potravin na pfitomnost
bakterii, které jsou schopny biogenni aminy degradovat. Tyto mikroorganizmy
byly nasledné identifikovany pomoci n¢kolika metod (MALDI-TOF MS), vcetné
molekularné-biologickych (PCR s naslednou sekvenaci genu pro 16S rRNA).
U vSech vyizolovanych a identifikovanych kmend byly stanoveny zakladni
biochemické charakteristiky a sledovana jejich schopnost redukce nasledujicich
6 biogennich amint: kadaverinu (KAD), histaminu (HIM), B-fenylethylaminu
(PEA), putrescinu (PUT), tyraminu (TYM), tryptaminu (TRY) metodou HPLC.
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Vybrané kmeny bakterii pozitivni na schopnost degradace biogennich amint
(jednoho nebo vice) byly ve dvou nasledujicich experimentech podrobeny dal$im
analyzam.

3. 2. 1. Skrining a izolace

V experimentu | byl proveden skrining mikroorganizmt degradujicich BA.
Tento skrining byl provadén v 895 vzorcich potravin rostlinného i1 Zivocisného
pivodu a napoju (Tab. 6). Ze ziskanych vzorkt potravin bylo steriln¢ odebrano
5 g materialu, ktery byl zfedén v poméru 1:9 ve sterilnim fyziologickém roztoku
a nasledné zhomogenizovan ve stomacheru. Inokulum bylo nasledné pfipraveno
vzdy ve 3 opakovanich. Do 5 ml tekutého MM1 s ptidavkem BA bylo zao¢kovano
100 pl testované suspenze dané potraviny. V piipadé ndpoji bylo do MM1 rovnou
oc¢kovano 100 pl testovaného népoje. Schopnost riistu v minerdlnim médiu byla
srovnavana s kontrolnim vzorkem, kde byla sledovana schopnost ristu bakterii
Vv MM1 bez pfitomnosti BA (substratu organického ptivodu).

Tab. 6: Seznam potravin a napoji, u nichz se provadel skrining na pritomnost
mikroorganizmii degradujicich biogenni aminy

Matrice Pocet vzorki
Masné vyrobky 471

Syry 144

Ostatni mlécéné vyrobky 128

Ovoce a zelenina 45

Vino 39

Pivo 16

Cokolada 13

Caj a kava 12

Ostatni 27

Tyto vzorky byly v dalsim kroku kultivovany pii teploté 30 °C po dobu 24,
48, 72 hodin a jednoho tydne. V téchto ¢asovych intervalech byl sledovan riist
dané bakterialni kultury. Pii pozitivnim zéichytu byla kultura nasledné
pfeoCkovana na tuhé MMI1 s pifidavkem BA a dale kultivovana po dobu
24 a 48 hodin pti 30 °C. Jednotlivé kolonie byly poté izolovany a identifikovany.
Nasledujici analyzy kazdého kmene byly zhotoveny vzdy ve 3 opakovanich.

Pii pozitivnim zachytu byly jednotlivé vzorky z MM1 agaru pieneseny
na NB agar, kde bylo zaockovano 100 ul bakterialni suspenze a ty byly 24 hod.
kultivovany pii 30 °C. Z jednotlivych kolonii byly pfipraveny kiizové roztéry
vSech izolatd, které byly nasledné kultivovany 24 hodin pii 30 °C. Z izolovanych
¢istych kolonii byly vytvoteny zasobni kultury tak, Ze se kultura z misky ptenesla
kli¢kou do bujoénu, kde se nechala 24 hod pii 30 °C pomnozit. Poté bylo 600 ul
suspenze smichano se 600 pl sterilniho 30% glycerolu. Takto pfipravené zasobni
kultury byly zamrazeny pii -70 °C.
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3. 2. 2. Stanoveni biochemickych charakteristik jednotlivych kment

Ziskané vzorky byly podrobeny taky zdkladnim biochemickym testim.
e Gramovo barveni, KOH test
e U G+ mikroorganizmi katalazovy test
e U G- mikroorganizmi oxidazovy test

3. 2. 3. Metoda hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

Identifikace mikroorganizmi, které se podafilo izolovat, byla provedena
pomoci metody MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorp-tion/lonization
Time of Flight mass spectrometry — hmotnostni spektrometrie s laserovou
desorpci a ionizaci za ucasti matrice s pruletovym analyzitorem). Z divodu
Casové i1 finan¢ni naroc¢nosti a vysokych pozadavkli na vybavenost laboratofi
byl tento krok proveden ve Vyskumném centru AgroBioTech na Slovenské
pol'nohospodarske univerzit¢ v Nitie, Fakult¢ zahradnictva a krajinného
inzenierstva za asistence prof. Ing. Miroslavy Kac¢aniové, Ph.D. Pfed odeslanim
na MALDI identifikaci byly kultury nejdiive oziveny. Ze zasobnich kultur byly
provedeny kiiZové roztéry na NB agar, které byly néasledné kultivovany 24 hod.
pii 30 °C. Po uplynulé dob¢ kultivace byla bakteridlni kultura klickou pfevedena
do mikrozkumavky typu Eppendorf se 150 pl sterilni destilované vody a 450 ul
96% etanolu. Takto zpracované vzorky byly nésledné odeslany na analyzu.

3. 2. 4. Sekvenovani kmenii schopnych degradovat biogenni aminy

Dalsi metodou identifikace vybranych izolovanych kmenti byla sekvencni
analyza genu pro 16S rRNA. Pfed samotnou izolaci DNA byly kultury nejdiive
oziveny. Ze zasobnich kultur byly provedeny kiiZové roztéry na NB agar, které
byly nasledné¢ kultivovany 24 hodin pti 30 °C. lzolace DNA byla provedena
odebranim jedné bakteridlni kolonie a jejim resuspendovanim v 50 pl
deionizované vody. Suspenze bakteridlnich bunék byla povafena v termobloku
po dobu 5 minut pii teploté 98 °C. Bakteridlni lyzat byl centrifugovan 3 minuty
pti 4500 RPM. Pro PCR bylo odebrano 1 pl supernatantu. Metodologie této ¢asti
prace vychazi z publikaci Christensen a Bisgaard, 2010; Simmon et al., 2006.

Pro naslednou amplifikaci byl pouzit forward primer 341F
(5’-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’) a reverse primer 907R (5’-CCGTCAATT
CCTTTGAGTTT-3"), oba o koncentraci 0,4 umol/l (Zhao et al., 2008). PCR byla
provedena pomoci G2 Hot Start Green Master Mix (ROCHE, Germany). Reak¢ni
smés byla slozena z 10 pl smési master mixu komer¢niho kitu, 1 pl forward, 1 pl
reverse primeru, 1 ul templatové DNA a 7 pl deionizované vody. Negativni
kontrola byla slozena ze stejného objemu vzorku bez DNA templatu, jehoZ objem
byl nahrazen sterilni destilovanou vodou. Podminky PCR byly upraveny podle
pokynu dodavatele, viz Tab. 7.

Amplifikované produkty byly analyzovany na 1% (w/v) agar6zovém gelu
s pridavkem ethidiumbromidu. Analyza probihala pii 90 V, 400 mA po dobu
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25 minut. Jako velikostni standard byl pouzit 100 bp Plus DNA Ladder,
(Malamité, CR). Detekce produktii byla provedena pomoci UV transluminatoru.

Pro néslednou sekvenaci bylo 5 pl amplifikované a purifikované DNA
smichano s 5 pl primeru (5 uM) 907R. Samotné sekvenovani bylo provadéno
externi firmou SEQme s.r.0. (SEQme, Dobiis). Ziskané sekvence byly upraveny
v programu GATC Viewer a vysledky sekvenovani byly zpracovany
a vyhodnoceny pomoci algoritmu BLAST (voln¢ dostupny prohledavaci
algoritmus ,,The Basic Local Alignment Search Tool*). Tento algoritmus
pro analyzu vysledkii sekvenovanych genti vyuziva databazi MicroSeq, GenBank
nebo SmartGenelDN (Simmon et al., 2006).

Tab. 7: Podminky PCR

Krok Teplota (°C) Cas (min) Pocet cykli
Denaturace 94 5 1
95 1
Amplifikace 56 1 35
72 15
Extenze 72 10 1

3. 2. 5. Sledovani kinetiky degradace biogennich amint

Vliv vnéjSich podminek na miru degradace biogennich aminta byl studovan
v ramci kultivace jednotlivych kmend za rizné definovanych podminek a jejich
kombinaci.

Kultivace vybranych kment probihala aerobné i1 anaerobné v médiu
o0 ruznych hodnotach pH (5,0; 6,0; 7,0; 8,0), riznych koncentraci NaCl (0 %, 1 %,
2 %, 3 % wiv) a za riznych teplot (8 °C, 10 °C, 23 °C a 30 °C).

Pro sledovani vlivu jednotlivych faktorti na miru degradace byly vybrany
kmeny Bacillus subtilis 1B23 a Bacillus pumilus 1B26.

Sledovani vSeobecné schopnosti degradace

V experimentu Il bylo z 98 ziskanych a identifikovanych MO
ze vzorkl potravin vybrano 13 kmenii, u kterych byla sledovdna celkova
schopnost degradace kadaverinu, histaminu, [-fenylethylamin, putrescinu,
tyraminu, tryptaminu.

[zolované zasobni kultury byly oZiveny pfenesenim inokula do NB bujonu,
kde byly kultivovany 24 hodin pii 30 °C. Po nardstu kultury bylo 100 ul
bakterialni suspenze zaockovano do 5 ml MM1 s BA. Jako kontrola pro stanoveni
vychoziho obsahu BA v bujonu slouzily 3 vzorky MM1 s BA, které nebyly
zaoCkovany MO a byly odebrany k analyze v Case, kdy byly ostatni zkumavky
s bujonem zaoCkovany. Kazdy vzorek byl zaoCkovan do 2 paralelnich zkumavek
pro jednotlivé odbérové Casy (celkem tedy 10 paralelnich vzorkd pro kazdy
testovany kmen). Takto pfipravené vzorky byly opét kultivovany 12 hod.
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pii1 30 °C. Po kultivaci byla Zivnad média centrifugovana (4500 RPM, 10 minut).
Do mikrozkumavky Eppendorf bylo odebrano 650 ul supernatantu a nasledné
pridano 650 ul kyseliny chloristé v koncentraci 1,2 mol/l. Nasledujici analyzy
kazdého vzorku byly zhotoveny vzdy ve 3 opakovanich. Takto ptipravené vzorky
byly zamrazeny a pfichystany na derivatizaci. Stejnym zptsobem byly odebrany
vzorky v Casech 24, 36, 48 a 72 hod. u kment Bacillus subtilis 1B23, Bacillus
pumilus 1B26, Acinetobacter pittii IB5, Microccus luteus IB16, Enterobacter
cloacae 1B62, Bacillus safensis IB731, Bacillus altitudinis 1B84 Agrobacterium
radiobacter 1B102, Serratia ureilytica IB1, Serratia marcescens [B11,
Pseudomonas koreensis 1B431, Klebsiella pneumoniae 1B148, Pseudomonas
fulva 1B266.

Schopnost degradace biogennich amini kmeny Bacillus subtilis 1B23
a Bacillus pumilus 1B26 v zavislosti na vnéjSich podminkach

V experimentu Il byla sledovana mira degradace BA za rtuznych teplot,
pfi rizném pH a zpisobu kultivace u kmene B. subtilis 1B23.

Pro praci s kmenem B. subtilis IB23 byly ptipraveny 4 varianty MM1 s BA,
kdy bylo jeho pH postupné¢ pomoci HCI a NaOH upraveno na 5,0; 6,0; 7,0
a 8,0£0,1. Do 5 ml takto pifipraveného média bylo zaockovano 100 pl 24 hod.
pomnozené kultury. VSechna zaockovand média o riiznych variantach pH byla
kultivovana aerobné 1 anaerobné pti riznych teplotach, pro které byly stanoveny
odbérové Casy v zavislosti na kultiva¢ni teploté (Tab. 8)

Tab. 8: Odberové casy pro jednotlivé teploty kultivace kmene B. subtilis 1B23

Teplota (°C) Cas (h)
8+l 12 24 48 72 96
23+1 6 12 24 48 72
30+1 6 12 24 36 48

V experimentu IV byla sledovana dalsi degradace BA, pro tento experiment
byly zvoleny kmeny Bacillus subtilis 1B23 a Bacillus pumilus IB26. U téchto
kment byla sledovdna schopnost degradace pti rozdilnych teplotach, hodnotach
pH (5,0; 7,0; 8,0£0,1) a obsahu NaCl (0, 1, 2, 3 % w/v) v MM1 a NB.
Pro jednotlivé teploty byly stanoveny riizné odbérové Casy (Tab. 9). Experiment
SNB probihal v men$im rozsahu, jelikoz zde byl divodny piredpoklad,
ze v nutricné bohat§im médiu budou Bacillus subtilis 1B23 i Bacillus pumilus
IB26 degradovat BA v mensi mife. Rozdilné parametry kultivace jsou uvedeny
v Tab. 10. Dalsi postup byl shodny s postupem piechoziho experimentu.

51



Tab. 9: Odberové casy pro jednotlivé teploty kultivace kmenii B. subtilis 1B23
a B. pumilus 1B26

Teplota (°C) Cas (h)
10+1 12 24 36 48 72 96
23+1 6 12 24 36 48 72
30+1 4 8 12 24 36 48

Tab. 10: Sledované vnéjsi faktory pri kultivaci kmenii B. subtilis 1B23
a B. pumilus 1B26

MM1 NB
5
pH 7 7
8
0
. 0
NaCl (%) ,
2
3

Po ukonceni kultivace byly vzorky dle jiz zminéného postupu pfipraveny
na naslednou derivatizaci.

3. 2. 6. Detekce biogennich amini metodou HPLC

Koncentrace danych biogennich amind v jednotlivych experimentech byla
stanovena metodou HPLC (Fernandez et al., 2007b).

Derivatizace

Okyselena smé&s BA byla podrobena piredkolonové derivatizaci

dle standardizovaného postupu laboratofe podle Dadakova et al. (2009a).

1. Ke vzorkim bylo pfidano 100 pl vnitintho standardu
(1,7-heptandiaminu (500 mg/l). Z této smési byl odebran 1 ml
do derivatiza¢ni nadobky.

2. Do vzorkli v derivatizatnich nédobkach bylo pfiddno 1,5 ml
karbonatového pufru o pH 11 a 2 ml Cerstvé piipraveného roztoku
dansylchloridu v acetonu (5 g/l). Derivatiza¢ni nadobky byly dobie
uzavieny a 20 hodin byly v temnu protiepavany.

3. Nasledné bylo do kazdého vzorku ptidano 200 pl roztoku prolinu
a vzorky byly dalsi hodinu protiepavany. K takto upravené smési bylo
piidano 3 ml heptanu a vzorky byly 3 minuty ru¢né protiepavany.

4. 'V dalSim kroku byl z derivatizacnich nadobek odebran 1 ml heptanové
vrstvy do vialek.

5. Obsah vialek se nechal pii teploté 60 °C odpatit pod proudem dusiku.
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6. Suchy odparek byl zfedén 1,5 ml acetonitrilu a takto zpracované vzorky
byly uchovany pfi teploté -18 °C do doby analyzy.

Chromatografické stanoveni biogennich aminu

Derivatizované vzorky byly filtrovany ptes stiikackovy filtr s porozitou
0,22 pm a davkovany na kolonu (Agilent Eclipse Plus C18 RRHD, 50 x 3,0 mm,
velikost Castic 1,8 um) chromatografického systému (termostat kolon Agilent
1260 Infinity; autosampler LabAlliance, USA; binarni pumpa LabAlliance, USA;
UV/VIS DAD detektor Agilent Technologies). Separace dansylderivatu
biogennich aminti probihala gradientovou eluci, jejiz program je znazornén
v Tab. 11. Detekce dansylderivatu BA bude probihat spektrofotometricky UV
zatenim o vlnové délce 254 nm (DAD detektor Agilent Technologies 1260
Infinity). Podminky separace a detekce sledovanych biogennich amint byly
nastaveny dle standardizovanych postupii laboratote podle prace Purevdorj et al.
(2021).

Tab. 11: Gradientovy elucni program pro HPLC

Cas (min) 10% acetonitril (%) 100% acetonitril (%)
0,1 41 59

19 37 63

3,5 18 82

4,0 0 100

9,5 0 100

115 41 59

15,5 41 59

Podle Sm¢la et al., 2004

3. 2. 7. Statistické metody

Pro vyhodnoceni dat ziskanych z HPLC byl vyuzit Kruskal-Walistiv test
ke srovnani stiednich hodnot vice nez dvou nezavislych souborti, popf.
Wilcoxontv test pro srovnani stfednich hodnot dvou nezavislych souborti. Data
byla vyhodnocovana pomoci softwaru Unistat® 6.5 (software Unistat, London,
UK) na hladin€ vyznamnosti 0,05.

Wilcoxontliv test se pouziva se pro hodnoceni parovych pokusi, kdy
sledovana veli¢ina neodpovida Gaussovu normalnimu rozdéleni. Porovnava dvé
méfeni provedend u jednoho vybérového souboru. Testuje hypotézu rovnosti
distribu¢nich funkci na zdkladé ovéfeni symetrického rozlozeni sledované
nahodné veliCiny. Kruskal-Wallisliv test je rozSifenim Wilcoxonova testu
pro porovnani mediand vice nez dvou nahodnych vybéru (Blatna, 1996). Stejny
ptistup byl pouzit naptiklad v praci Purevdorj (2021).
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4. VYSLEDKY

4. 1. Experiment I- Skrining mikroorganizmii na schopnost
degradace biogennich amint

V této experimentalni Casti prace byly zriznych potravinovych matric
izolovany mikroorganizmy, které jsou schopny degradovat biogenni aminy.
Z 895 vzorkii potravin bylo izolovano 114 mikroorganizmii schopnych
degradovat BA. Mineralni médium, ve kterém byla jedinym zdrojem uhliku
a dusiku smés biogennich amini, bylo zaoCkovano homogenitem z dané
potravinové matrice. Tento zdkladni skrining byl vyhotoven ve 3 opakovanich
pro kazdé inokulum pfipravené z dané potraviny. Pro kontrolu rlstu autotrofni
mikrobioty bylo stejnym vzorkem zaockovano mineralni médium bez pfidavku
biogennich amini. Pozitivni vysledky byly odecCitany pozorovanim zakalu
zivného média. Jako pozitivni byl bran takovy vzorek, kde byl zakal pozorovan
ve vSech 3 opakovanich. Piestoze tento zakladni pokus probihal po dobu 7 dni,
kdy byly kazdych 24 hodin odecitany vysledky, vSech 114 ziskanych kmeni,
které¢ byly schopny biogenni aminy rozkladat, bylo detekovano jiz po prvnich
24 hodinach probihajiciho pokusu. V nasledujicich odbérovych €asech nebyly
dal$i noveé zachyty zaznamendny. Z téchto vysledk je patrné, Ze vSechny ziskane
izolaty byly schopny vyznamné redukovat biogenni aminy jiZ v prvnich 24 h
kultivace.

4. 1. 1. Identifikace pomoci MALDI-TOF

Izolaty pozitivni na degradaci BA byly identifikovany na Slovenské
pol'nohospodarské univerzité¢ v Nitte pomoci MALDI-TOF MS. Vysledky
identifikace jsou shrnuty v Tab. 12. Citlivost a pfesnost provedené identifikace
je vyjadiena pomoci skore, které se pohybuje vrozmezi 3-2,3 pro vysoce
pravdépodobnou identifikaci na urovni druhu (v Tab. 12 oznaceny Sed¢); 2,29-2
pro bezpecnou identifikaci na turovni rodu a pravdépodobnou identifikaci
na uUrovni druhu; 1,99-1,7 pro pravdépodobnou identifikaci na Grovni rodu.
Ze vsech testovanych potravin bylo ziskano 22 riiznych druhi mikroorganizmii.
16 izolatd se zvolenou metodou nepodafilo identifikovat. Tyto vzorky vykazovaly
skore nizsi nez 1,7. Dlivodem pro nemoZnost identifikace mohla byt smésna
kultura mikroorganizmd, jejich pfili§ nizkd koncentrace nebo absence dané¢ho
hmotnostniho spektra v pouzitych knihovnach, které jsou dodavatelem
sestavovany piedevsim k identifikaci klinickych izolati. Degradéti byli izolovani
zejména z mléénych vyrobkl. Pro dalsi experimenty byly vybrany pravé izolaty
Z téchto potravin a jeden izolat nalezeny v ovoci. Z mnozstvi mikroorganizmu
byly pro dalsi experimenty zvoleny ty, které pro dany druh vykazovaly nejlepsi
identifika¢ni skore.
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Tab. 12: Vysledky identifikace izolovanych mikroorganizmii ziskané metodou

MALDI-TOF MS

Mikroorganizmus Kmen Skore Mikroorganizmus Kmen Skore
*Acinetobacter pittii IB5 2516 Latilactobacillus curvatus IB521 1.833
Acinetobacter pittii IB235 2.502 Latilactobacillus curvatus IB347 1.824
Acinetobacter pittii IB415 2.401 Latilactobacillus curvatus IB270 1.764
Acinetobacter pittii IB682 2.397 Latilactobacillus curvatus IB88 1.752
Acinetobacter pittii IB27 2.373 Latilactobacillus curvatus IB9% 1.701
Acinetobacter pittii IB310 2.372 Latilactobacillus curvatus IB304 2.227
Acinetobacter pittii IB69 2.356 Latilactobacillus sakei IB431 2.234
Acinetobacter pittii IB174 2.319 Latilactobacillus sakei IB438 1.862
Acinetobacter pittii IB248 2.271 Latilactobacillus sakei IB603 1.843
Acinetobacter pittii IB804 2.251 *Micrococcus luteus IB16 2.431
Acinetobacter pittii IB521 1.957 Micrococcus luteus IB116 2.158
Acinetobacter radioresistens IB182 2.365 Micrococcus luteus IB320 2.037
*Agrobacterium radiobacter IB102 2.375 Pediococcus pentosaceus IB541 2.328
*Bacillus altitudinis IB84 2.414 Pediococcus pentosaceus IB301 2.247
*Bacillus pumilus IB26 2.724 Pediococcus pentosaceus IB358 2.124
Bacillus pumilus IB418 2.135 Pediococcus pentosaceus IB629 2.036
Bacillus pumilus IB630 2.093 Pediococcus pentosaceus IB138 2.035
Bacillus pumilus IB581 1.775 Pediococcus pentosaceus IB203 2.016
*Bacillus safensis IB731 2.417 Pediococcus pentosaceus IB482 1.976
*Bacillus subtilis IB23 2.831 Pediococcus pentosaceus IB197 1.972
Bacillus subtilis IB38 2.263 Pediococcus pentosaceus IB836 1.961
Bacillus subtilis IB493 2.024 Pediococcus pentosaceus IB522 1.954
Bacillus subtilis IB658 1.935 Pediococcus pentosaceus IB485 1.927
Bacillus subtilis IB311 1.928 Pediococcus pentosaceus IB398 1.913
Bacillus subtilis IB87 1.818 Pediococcus pentosaceus IB742 1.893
*Enterobacter cloacae IB62 2.384 Pediococcus pentosaceus IB647 1.877
Enterococcus faecalis IB129 2.395 Pediococcus pentosaceus IB303 1.875
Fructilactobacillus fructivorans 1B360 1.834 Pediococcus pentosaceus IB371 1.872
*Klebsiella pneumoniae IB148 2.395 Pediococcus pentosaceus IB299 1.858
Latilactobacillus curvatus IB521 2.223 Pediococcus pentosaceus IB58 1.833
Latilactobacillus curvatus IB367 2.215 Pediococcus pentosaceus IB39 1.823
Latilactobacillus curvatus IB608 2.189 Pediococcus pentosaceus IB596 1.736
Latilactobacillus curvatus IB18 2.185 *Pseudomonas fulva IB266 2.344
Latilactobacillus curvatus IB96 2.179 *Pseudomonas koreensis IB431 2.313
Latilactobacillus curvatus IB253 2.176 Pseudomonas oryzihabitans IB438 2.244
Latilactobacillus curvatus IB347 2.156 *Serratia marcescens IB11 2531
Latilactobacillus curvatus IB731 2.148 Serratia marcescens IB39 2.035
Latilactobacillus curvatus IB621 2.146 *Serratia ureylitica IB1 2.635
Latilactobacillus curvatus IB806 2.137 Staphylococcus carnosus IB87 2.215
Latilactobacillus curvatus IB380 2.121 Staphylococcus carnosus IB174 2.17
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Mikroorganizmus Kmen Skore Mikroorganizmus Kmen Skore

Latilactobacillus curvatus IB114 2.077 Staphylococcus carnosus IB559 1.869
Latilactobacillus curvatus IB864 2.072 Staphylococcus carnosus IB47 1.86
Latilactobacillus curvatus IB230 2.046 Staphylococcus carnosus IB41 1.85
Latilactobacillus curvatus IB382 2.009 Staphylococcus carnosus IB166 1.848
Latilactobacillus curvatus IB557 2 Staphylococcus carnosus IB655 1.799
Latilactobacillus curvatus IB203 1.992 Staphylococcus carnosus IB724 1.747
Latilactobacillus curvatus IB716 1.891 Staphylococcus hominis IB693 1.902

* - kmeny pouzité pro dals§i experimenty

Pro nésledné experimenty bylo vybrano 13 riznych mikroorganizmi, u kterych
byly zjistény zdkladni biochemické charakteristiky

4. 1. 2. Identifikace pomoci sekvenace genii pro 16S rRNA

Identifikace 13 mikroorganizmt, které byly vybrany pro dalsi praci, byla
ovéfena pomoci PCR a néslednym sekvenovanim casti genu pro 16S rRNA
firmou SEQme s.r.o. Identifikace vSech izolatli vybranych na zakladé analyzy
MALDI-TOF MS se shodovala s vysledky sekvenovani PCR produktd na trovni
druhu. Kmeny zvolené pro dal$i pokusy byly pomoci databaze GeneBank
identifikovany jako Acinetobacter pittii, Agrobacterium radiobacter, Bacillus
altitudinis, Bacillus pumilus, Bacillus safensis, Bacillus subtilis, Enterobacter
cloacae, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Pseudomonas koreensis,
Pseudomonas fulva, Serratia marcescens, Serratia ureylitica.

Kmeny Bacillus subtilis 1B23 a Bacillus pumilus IB26 byly identifikovany
se 100% shodou.

4. 2. Experiment II - Mira degradace biogennich aminu

U kmenit ziskanych a identifikovanych v pfedchozim experimentu
byl stanoven ubytek jednotlivych BA v ¢asech 0-72 hodin. Pro tento pokus bylo
vybrano 13 kmenil pozitivnich na degradaci biogennich amini. Priibéh degradace
Vv jednotlivych ¢asech byl sledovan pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie a je shrnut v Tab. 13. VSechny zvolené kmeny byly schopny
degradovat vSechny testované BA aspon o 8,5 % za 72 h. Kmen Acinetobacter
pitii IBS vykazoval po 72 hodinach nejnizsi miru degradace u TRY, a to jen
0 8,5 %, naopak byl schopen degradovat KAD o ¢tvrtinu. Podobnou schopnost
degradace TRY wvykazoval kmen Agrobacterium radiobacter 1B102, ktery
po 72 hodinach dokazal snizit jeho koncentraci 0 9,65 %. Koncentrace TYM
po 72 h kultivace klesla téméf o polovinu. Jednalo se o nejvyssi ubytek ze vSech
BA vtomto Case. Koncentrace vSech BA degradovanych kmenem Bacillus
altitudinis 1B84 pozvolna klesala v rozmezi 13-36 %. Nejvyss$i miru degradace
vykazoval B. altitudinis u TRY. Stejné jako u dvou ptedchozich kmend byl
nejvetsi ubytek zaznamendn u TYM. Velice podobnou miru degrada¢ni aktivity
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jako B. altitudinis vykazoval v ¢ase 72 h i B. pumilus IB26. Shodn¢ degradoval
TYM o0 36 %. Bacillus safensis IB731 po 72 h kultivace dokazal nejvice snizit
hladinu PUT, a to témér o polovinu, obdobné jako v piedchozich métenich
degradoval nejméné TRY, v tomto piipad¢ vSak téméf o Ctvrtinu. Viibec nejvyssi
snizeni koncentrace BA byla zaznamenéana u B. subtilis 1B23.Tento kmen byl
schopen vyrazné snizit obsahy vSech BA, nejméné byl po 72 h opét degradovan
TRY 0 22,68 %, PEA o bezmala 35 %. Nejvyssi snizeni koncentrace bylo
pozorovano U PUT, kdy se po 72 h kultivace dostal k témét nulovym hodnotam,
podobné uspésné byly degradovany i KAD a HIM o0 92,4 resp. 97 %. Z nami

vvvvvv

A4

Zde se jeho obsah za 72 h snizil o 15,46 %. Vysokou efektivitu degradace BA
vykazovaly také kmeny Klebsiella pneumoniae I1B148 a Micrococcus luteus
IB16, kdy oba kmeny byly schopné po 72 h degradovat PUT o vice nez 90 %
a TRY a PEA o vice nez 60 %, ale pouze o 9 % byla sniZena koncentrace HIM
kmenem M. luteus IB16. Oba testované kmeny Pseudomonas byly schopny snizit
hladinu PUT o vice nez 90 %, 0 vice neZ polovinu dokazaly snizit obsahy TRY,
PEA i TYM. U obou kment byl po 72 h detekovan nejnizsi ubytek histaminu.
Obdobn¢ jako u kmenti Pseudomonas i u testovanych izolati Serratia byl
zaznamenan ubytek PUT o vice nez 90 %, nejmensi sniZeni koncentrace u kmene
Serratia marcescens IB11 po 72 h bylo detekovano u HIM a KAD shodné
o necelych 34 %, u kmene Serratia ureilytica IB1 u HIM a PEA, kdy hladiny
téchto amint klesly 66 a 65 %.

Tab. 13: Relativni pokles koncentrace biogennich aminii (rel. %) Vv case
u vybranych testovanych mikroorganizmai

Kmen/BA Doba kultivace (h)

12 24 36 48 72
Acinetobacter pitii IB5
Tryptamin 3,47 4,47 6,31 7,37 8,25
Fenylehtylamin 32,62 1,99 13,50 10,29 23,77
Putrescin 20,07 13,99 30,70 20,26 21,85
Kadaverin 0,64 1,19 1,68 5,95 25,04
Histamin 41,78 54,12 58,41 11,83 16,36
Tyramin 33,83 32,55 15,70 13,38 37,42
Agrobacterium radiobacter 1B102
Tryptamin 2,02 3,02 5,46 6,42 9,65
Fenylehtylamin 15,76 16,18 26,51 38,86 43,31
Putrescin 27,66 18,63 14,28 27,33 25,14
Kadaverin 11,51 14,73 18,01 27,03 28,30
Histamin 2,13 8,53 17,24 14,52 20,43
Tyramin 32,44 31,39 38,93 43,36 49,75
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Doba kultivace (h)

Kmen/BA 12 24 36 48 72
Bacillus altitudinis 1B84

Tryptamin 1,19 2,01 6,62 10,71 12,74
Fenylehtylamin 20,42 25,74 27,25 29,57 30,36
Putrescin 16,60 17,16 22,47 22,80 25,84
Kadaverin 16,36 17,05 19,78 21,85 24,57
Histamin 11,60 13,36 20,23 22,85 28,18
Tyramin 23,79 28,77 30,95 35,14 36,50
Bacillus pumilus 1B26

Tryptamin 2,78 4,39 4,45 6,61 8,55
Fenylehtylamin 5,09 7,51 8,19 11,29 27,70
Putrescin 7,99 14,80 25,30 27,14 28,57
Kadaverin 3,51 6,47 17,50 20,08 28,68
Histamin 3,06 13,64 23,32 29,00 30,55
Tyramin 10,20 10,53 12,68 15,53 36,23
Bacillus safensis IB731

Tryptamin 5,48 8,09 12,07 22,90 24,43
Fenylehtylamin 0,64 2,46 9,90 22,65 30,84
Putrescin 15,63 18,04 32,01 45,76 49,36
Kadaverin 1,71 7,87 16,03 25,50 32,95
Histamin 0,24 11,16 15,41 21,08 30,38
Tyramin 30,64 32,24 34,13 39,54 44,33
Bacillus subtilis 1B23

Tryptamin 3,00 4,85 8,27 16,11 22,68
Fenylehtylamin 24,37 28,37 31,87 33,78 34,97
Putrescin 33,48 43,59 50,62 95,97 99,77
Kadaverin 15,94 4491 62,06 82,23 92,40
Histamin 30,95 49,26 58,63 77,29 96,95
Tyramin 27,89 31,12 37,37 41,65 48,45
Entrerobacter cloacae 1B62

Tryptamin 1,06 1,48 7,62 6,24 15,46
Fenylehtylamin 4,56 11,36 16,40 17,05 19,57
Putrescin 12,80 20,16 20,99 35,89 43,96
Kadaverin 13,72 19,71 22,14 21,99 24,05
Histamin 21,37 21,62 24,54 24,49 28,80
Tyramin 20,50 25,55 30,78 34,30 39,49
Klebsiella pneumoniae 1B148

Tryptamin 42,79 57,78 60,33 64,98 62,78
Fenylehtylamin 32,48 53,32 58,37 58,97 66,61
Putrescin 28,39 58,63 72,03 91,56 92,12
Kadaverin 11,77 13,92 20,91 22,41 30,63
Histamin 43,76 53,40 51,67 57,10 61,10
Tyramin 47,67 66,70 52,63 58,25 69,41

58



Doba kultivace (h)

Kmen/BA 12 24 36 48 72
Micrococcus luteus 1B16

Tryptamin 3,32 12,25 37,60 68,71 76,21
Fenylehtylamin 6,62 10,05 48,66 65,21 75,15
Putrescin 16,35 20,71 73,33 88,05 90,87
Kadaverin 1,13 9,44 17,62 18,92 17,13
Histamin 1,77 3,565 5,78 6,87 8,99
Tyramin 6,73 13,25 25,63 38,70 55,78
Pseudomonas fulva 1B266

Tryptamin 10,18 14,83 42,80 64,82 65,40
Fenylehtylamin 2,15 3,11 37,50 61,30 64,85
Putrescin 0,98 7,19 61,50 91,01 92,55
Kadaverin 7,65 13,22 15,93 17,56 18,99
Histamin 1,30 2,44 6,34 11,43 16,23
Tyramin 18,36 26,21 45,75 58,18 67,86
Pseudomonas koreensis 1B431

Tryptamin 37,80 57,88 59,00 62,31 67,51
Fenylehtylamin 28,34 52,58 58,37 61,17 62,58
Putrescin 41,67 58,78 77,37 92,47 92,34
Kadaverin 10,64 52,61 55,51 61,42 63,19
Histamin 1,76 4,83 12,48 18,99 23,59
Tyramin 31,75 67,01 42,67 53,73 61,39
Serratia marcescens 1B11

Tryptamin 8,74 17,51 20,97 27,38 66,15
Fenylehtylamin 6,81 10,07 16,08 25,67 64,08
Putrescin 11,74 14,24 37,97 58,61 92,26
Kadaverin 5,15 10,07 17,15 25,83 33,76
Histamin 3,15 15,60 21,45 28,72 33,93
Tyramin 21,94 35,43 40,45 46,52 70,35
Serratia ureilytica 1B1

Tryptamin 22,97 56,11 60,45 65,10 67,50
Fenylehtylamin 25,70 46,17 52,64 60,85 64,98
Putrescin 38,68 60,23 72,19 91,76 91,92
Kadaverin 18,48 49,71 58,48 74,20 79,86
Histamin 25,48 52,61 61,79 63,30 66,43
Tyramin 31,15 56,94 60,74 64,69 72,04
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4. 3. Experiment III - Degradace biogennich amini kmenem
Bacillus subtilis 1B23 v zavislosti na vnéjSich podminkach

V experimentu II byla sledovana vSeobecnd schopnost degradace BA
13 riznymi kmeny mikroorganizmi. Na zakladé vysledki ziskanych
z predchoziho experimentu byl pro tuto sadu pokustt vybran kmen Bacillus
subtilis IB23. Nejen, ze byl identifikovan s velmi vysokou pfesnosti, ale také
vykazoval nejlepsi degradacni schopnosti pro vSechny testované aminy. V tomto
experimentu byla pozorovdna schopnost degradace 5 vybranych biogennich
amint (fenylethylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu a tyraminu)
V minerdlnim médiu v zéavislosti na vnéjSich podminkach kultivace. Konkrétné
byl studovan vliv teploty, pH kultivacniho média a zplsob kultivace
(acrobni-AE/anaerobni-AN). Vysledky pozorovani jsou shrnuty na obrazcich
6-15. Ve ctyipdlovych grafech byl srovnavan relativni obsah jednotlivych aminii
Casy (viz Tab. 8) na zaklad¢é piedpokladu rychlejsiho ristu bakterii se zvysujici
se teplotou. Behem experimentu byl pozorovan vyrazny tbytek vSech biogennich
amint o vice nez 52 % u vSech sledovanych parametru.
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Obr. 6: Degradace kadaverinu kmenem B. subtilis 1B23 v mineralnim médiu
za aerobnich podminek; A —pH 5, B—-pH6,C—-pH7,D—-pH8
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Obr. 7: Degradace kadaverinu kmenem B. subtilis 1B23 v minerdlnim médiu
za anaerobnich podminek; A—pH5 B—-pH6,C—pH7,D—-pHS8

Na Obr. 6 a 7 je znazornén prubéh degradace kadaverinu v aerobnim (AE)
a anaerobnim (AN) prostiedi. K vyraznému uUbytku kadaverinu dochazelo
za vSech teplot a pfi vSech hodnotach pH. Po 12 h kultivace pii 30 °C doslo
ke skokovému snizeni obsahu kadaverinu o 65-70 % jak pii aerobni,
tak pii anaerobni kultivaci. VIiv anaerobiozy byl nejvice patrny béhem Kkultivace
pii nejnizsi teplote (8 °C), ve srovnani s kultivaci v aecrobnim prostiedi byl KAD
degradovan o 5-12 % méné. Jak se dalo ptedpokladat, nejvyssi miru degradace
vykazoval kadaverin pii kultivaci v médiu o neutralnim pH, kdy jeho koncentrace
po 48 h kultivace klesla pti 30 °C na 18 % a po 96 h kultivace pii 8 °C na 15 %.
Vysledky naznacuji, ze delsi doba kultivace pii teploté 30 °C by pfispéla
k dalsimu snizovani obsahu KAD. S posunem pH ke kyselejsim ¢i zasaditéjSim
hodnotdm, spolu se sniZujici se teplotou, byl vysledny ubytek kadaverinu nizsi.
pii teploté 23 °C.

Dalsim sledovanym aminem byl fenylethylamin. PEA byl ve srovnani
sKAD pii teplot¢ 8 °C po 72 h kultivace degradovan méné (Obr. 8).
0 pH 5 a 8 byl na konci kultivace jeho obsah o 7 % vyssi. Po 24 h byl opét
pozorovan skokovy tbytek BA u vSech pozorovanych teplot a zarovenl u vSech
médii s riznym pH. Nejvétsi rozdily v degradaci PEA u sledovanych teplot
mizeme zaznamenat v médiu 0 pH 5, kdy pfi teploté 23 °C po 24 h klesla
jeho hladina na 45 %, pii 30 °C na 40 % a pti 30 °C na 35 %. Nejvyssi celkovy
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ubytek byl po 48hodinové kultivaci pozorovan pii teplot¢ 8 °C v médiu
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Obr. 8: Degradace fenylethylaminu kmenem B. subtilis 1B23 v minerdalnim médiu
za aerobnich podminek; A—pH5,B—-pH6,C—-pH7,D—-pH 38

Pti anaerobni kultivaci byl u PEA (Obr. 9) po 96 h kultivace pti 8 °C zaznamenan
nejvyssi ubytek v médiu o pH 8, kdy jeho koncentrace Kklesla asi o tii ¢tvrtiny.
Béhem aerobni i anaerobni kultivace klesala pii teplotach 8 a 23 °C jeho
koncentrace v pribéhu prvnich 12 h jen velmi pozvolna ve vSech kultiva¢nich
médiich testovanych hodnot pH. Pii kultivaci v prostfedi 0 pH 5 a 6 pfi teploté
30 °C klesal obsah PEA pomaleji, v prostiedi s pH 7 a 8 byl naopak pozorovan
ubytek o 23 %, resp. 28 %.

62



ol B 8°C 1
O 23°C A B
100+ Ix
%g X 30°C Qg
T 80 — [ 7
Q 1 ns
é 60+
g | .
£ 7% x ’ =P ¢ o .
R X 0 x =
=3 1
-
=2
> 0 : " {
= | 1 |
& & C , D
= 100+ = ——Eég .
< 1 om 1
2 f
2 80+ % T &
=
> 604
'*;-; ]
S 40t . &
(=7 X B x B g x @ . ©
- % n (]
20+
o+ + —
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

Doba kultivace (h)
Obr. 9: Degradace fenylethylaminu kmenem B. subtilis I1B23 v minerdlnim médiu za
anaerobnich podminek; A—pH5, B—-pH6,C—pH7,D—-pH 8

Nejvice ze vSech testovanych BA byl po 96 h pii kultivaéni teploté 8 °C
redukovan obsah putrescinu, a to az na 12 % bé&hem kultivace v médiu o pH 7
(Obr. 10). Na rozdil od kultivaci v médiich o pH 7 a 8, kde bylo opét patrné
vyrazné sniZzeni mnozstvi PUT jiz béhem prvnich 12 h kultivace (pokles o 36 %),
Vv kyselejSim prostiedi se koncentrace pohybovala na 95 % plivodniho obsahu.
Bé&hem dalsich 12 h bylo pozorovano zrychleni rozkladu putrescinu, kdy se jeho
koncentrace ve vSech typech médii a za vSech teplot pohybovala v rozmezi
od 22 do 34 %. Béhem prvnich 12 h kultivace byl PUT nejpomaleji rozkladan
vmédiu 0 pH 5 pii teploté 8 °C (pokles o 4 %) a 23 °C (pokles 0 30 %).
V AN prostiedi byl pozorovan opa¢ny trend (Obr. 11), kdy byl béhem prvnich
12 h kultivace putrescin pii pH 5 a teploté 23 °C degradovan nejvice. Pii teploté
30 °C byl PUT po 48 h degradovan nejméné pii pH 7 (na 21 %), nejvice naopak
pii nejniz$im testovaném pH, kdy byl degradovan na 17 % pivodniho obsahu.
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Relativni obsah putrescinu (rel. %)

Obr.

Relativni obsah putrescinu (rel. %)
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11: Degradace putrescinu kmenem B. subtilis 1B23 v mineralnim médiu
za anaerobnich podminek; A—pH 5, B—-pH6,C—-pH7,D-pHS8
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V piipad¢ dalSiho testovaného aminu histaminu byl pozorovan rozklad 60 %
dané latky béhem 24 h aerobni kultivace, a to jak u vSech teplot, tak u vSech
sledovanych hodnot pH (Obr. 12). Stejna rychlost degradace béhem prvniho dne
kultivace byla pozorovéana i v anaerobnim prostfedi. Behem inkubace pti 8 °C
po 96 h kultivace byl pozorovan nejvétsi ubytek HIM v médiu o pH 7, kdy jeho
mnozstvi kleslo o 83 %, nejméné¢ pak jeho koncentrace klesla v médiu s nejvyssim
pH, kdy byl pozorovan pokles o 78 %. V pribéhu prvnich 12 h kultivace
pii 23 a 30 °C klesal obsah HIM pomaleji, nicméné po 24 h od inokulace byl opét
zaznamenan skokovy pokles koncentrace na méné nez jednu tfetinu pivodniho
obsahu, stejn¢ tak tomu bylo 1 v AN prostiedi. Nejvétsi ubytek byl zaznamenan
v prosttedi 0 pH 7, kdy pocatecni koncentrace klesla o 10 %. Po 48 h aerobni
kultivace pii 30 °C se vysledny obsah HIM pohyboval u vSech typt médii mezi
18 a 20 %. Pii anaerobni kultivaci byl vysledny obsah HIM nepatrné vyssi.
Jeho koncentrace se po 48 h pohybovala v rozmezi 20-21 % (Obr. 13). Podobn¢
jako u vSech predchozich amint byl po 48 h od inokulace nejrychlejsi rozklad
HIM pozorovan pii 30 °C u vSech typi médii, jedinou vyjimku tvotil HIM
v médiu s pH 8, kdy degradace probihala nejrychleji pii 23 °C. Nejnizsi miru
degradace HIM v anaerobnim prostfedi vykazoval B. subtilis IB23 v prostiedi
0 pH 8 pfi teploté 23 °C.
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Obr. 12: Degradace histaminu kmenem B. subtilis 1B23 v minerdlnim médiu
za aerobnich podminek; A —pH5, B—pH6,C—-pH7,D—-pH8
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Obr. 13: Degradace histaminu kmenem B. subtilis I1B23 v minerdlnim médiu
za anaerobnich podminek; A—pH5 B—-pH6,C—-pH7,D—-pHS8

V piipad€é tyraminu byl nejvyssi ubytek po 96 h kultivace pii 8 °C
zaznamenan v médiich opH 5 a 7, a to témét shodné o 77 %, po 12 h od
zaockovani byl nejvétsi pokles zaznamendn v prosttedi opH 6,
kdy koncentrace TYM klesla o 20 %, zatimco v médiich o dalSich testovanych
hodnotach pH se pokles pohyboval mezi 7 a 10 % (Obr. 14). Podle o¢ekavani
I v tomto piipadé¢ klesala koncentrace TYM nejpomaleji béhem inkubace pii 8 °C
v AE prostiedi s vyjimkou prostiedi 0 pH 6, kdy byl TYM nejpomaleji rozkladan
pi1 23 °C, v anaerobioze klesalo mnozstvi TYM nejpomaleji pii 23 °C u vSech
testovanych hodnot pH médii. Pti 23 °C B. subtilis IB23 nejlépe degradoval
v médiu 0 pH 6, kdy byla koncentrace TYM po 72 h snizena o 80 %, nejhiife
pak pii dané teploté¢ degradoval Vv nejkyselejSim testovaném prostiredi,
kdy byl po 72 h obsah TYM redukovan o 70 %. Stejn¢ jako u pifedchozich amini
1 zde doslo k rapidnimu sniZeni obsahu TYM béhem prvnich 24 h od inokulace,
kdy u vSech testovanych teplot a pH medii doslo k redukci mnozZstvi TYM o 60 %.
V anaerobnim prostiedi byla koncentrace v pruméru o dalSich 5 % nizsi (Obr. 15).
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Obr. 14: Degradace tyraminu kmenem B. subtilis 1B23 v minerdlnim médiu
za aerobnich podminek; A —pH 5, B—-pH6,C—pH7,D—-pH8
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Obr. 15: Degradace tyraminu kmenem B. subtilis 1B 23 v mineralnim médiu
za anaerobnich podminek; A—pH5, B—-pH6,C—pH7,D—-pHS8
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Vzhledem k teplotnimu optimu pro rast B. subtilis (30-37 °C) nebylo
piekvapenim, Ze jeho schopnost redukovat biogenni aminy in vitro v mineralnim
médiu byla nejpatrnéjsi prave pii kultivacni teploté 30 °C. Velmi dobré vysledky
byly zaznamenany i pfi nizSich teplotach, kdy byl rovnéz schopen vyznamné
snizit obsah vSech sledovanych biogennich aminti. Diky své zivotaschopnosti
v rozmezi pH 5-9 byl schopen rozklddat BA v uvedeném testovaném rozsahu.
Ptestoze byl u jednotlivych aminli pozorovan statisticky vyznamny vliv hodnot
pH média na jejich degradaci, nelze jednoznacné urcit, kterd hodnota pH
by vykazovala vSeobecné inhibi¢ni ¢i naopak posilujici u¢inky pro degradaci
danym kmenem. Pro piiklad je mozné uvést kultivaci v anaerobnim prostiedi
po 72 hodinach redukovan o 70 % a dale se jeho mnozstvi spolu s rostoucim pH
mirné zvySovalo (pii pH 7 na 32 % a pii pH 8 na 36 %). Naopak pfi kultivaci
v aerobnim prosttedi pfi 8 °C byla koncentrace napft. putrescinu v pribc¢hu 96 h
kultivace v médiu 0 pH 5 snizena az na 16 % a se zvySujicim se pH jeho
koncentrace dale klesala azk 12 %. Ze ziskanych experimentalnich a statistickych
vysledkl 1ze ale obecné usoudit, Ze ze sledovanych faktorh mély na pribéh
degradace statisticky vyznamny Vvliv teplota a hodnota pH média (P<0,05), rozdil

ve zpusobu kultivace (aerobni a anaerobni) se ukazal jako statisticky nevyznamny
(P>0,05).

4. 4. Experiment IV - Srovnani degradace biogennich amini
kmeny Bacillus subtilis 1B23 a Bacillus pumilus IB26 v zavislosti
na vnéjSich podminkach

V experimentu IV byla srovnavana schopnost degradace biogennich aminti
u 2 kmenu ziskanych a identifikovanych v experimentech 1 a II. Na zaklad¢
vysledkli ziskanych z predchozich experimentli byly pro tento pokus vybrany
kmeny rodu Bacillus, konkrétn¢ Bacillus subtilis 1B23 a Bacillus pumilus 1B26.
V tomto experimentu byla srovnavana schopnost degradace 6 vybranych
biogennich amint (tryptaminu, fenylethylaminu, kadaverinu, putrescinu,
histaminu a tyraminu) v zavislosti na vnéjsich podminkach kultivace. V této sérii
pokustt byl studovan vliv teploty, pH, koncentrace NaCl a typu kultiva¢niho
média, kdy byla srovnavana schopnost redukce BA v mineralnim médiu MM1,
kde jsou jedinymi zdroji uhliku a dusiku opét jen biogenni aminy, s nutri¢né
bohatsim médiem NB. Vysledky méfeni jsou shrnuty na obrazcich 16-51.
Vzhledem Kk mnozstvi testovanych parametrd byly vysledky zpracovany
v Sestipolovych grafech pro MM1 a dvoupolovych pro NB (z divodu mensiho
mnozstvi parametril), kde byl opét srovnavan relativni obsah jednotlivych amina
zvoleny rtuzné odbérové Casy (viz Tab. 9) kvuli predpokladu rychlejsiho ristu
bakterii spolu se zvySujici se teplotou. Vzhledem k nevyznamnym statistickym
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rozdilim v degradaci jednotlivych amind za aerobnich a anaerobnich podminek
v experimentu Il byly oba kmeny kultivovany pouze aerobng.

4. 4. 1. Kinetika degradace biogennich aminu kmenem Bacillus subtilis 1B23

Schopnost degradace tryptaminu kmenem B. subtilis 1B23 v mineralnim
médiu byla patrna u vSech testovanych koncentraci soli. V prostfedi o pH 5
a bez ptidavku NaCl pfi teploté 30 °C dochézelo k nejpomalejSimu ubytku TRY
béhem prvnich 48 h kultivace. Po 48 h od inokulace jeho obsah klesl na 58 %,

.....

.....

na 60 %, pii pH 7 na 59 % a pti pH 8 na 58 % (Obr. 16). V médiu o pH 5
s ptidavkem 2 a 3 % NaCl dochézelo k dalSimu zpomalovani degradace a poklesu
mnozstvi TRY. Po 48 h kleslo jeho mnozstvi v médiu se 2 % NaCl na 63, se 3 %
NaCl na 69 %. Se zvySujicim se pH byl pozorovan i vyssi pokles TRY na 46 %
v prostiedi se 2 % NaCl ana 50 % se 3 % NaCl. S dal§im zvySenim pH na 8 zacala
degradace opét mirné zpomalovat a po 48 h kultivace byl zaznamenan Ubytek
tryptaminu 0 52 % v prostiedi s 2 % NaCl a 0 49 % s 3% koncentraci NaCl
(Obr. 17). Béhem kultivace pti 23 °C byl pozorovan skokovy ubytek TRY
uz po prvnich 6 h od inokulace. U vSech typli médii se koncentrace TRY snizila
aspon o 35 %. K nejvyssimu Ubytku dochazelo v médiu 0 pH 7 bez ptidavku soli,
a to 0 45 % po 6 h kultivace. Vysledna koncentrace tryptaminu byla po 72 h
kultivace nejvyssi v médiu 0 pH 5 a koncentracich soli 1 a 3 %. Na konci méieni
bylo pfitomno 49 % pavodniho obsahu tryptaminu. Nejniz$i koncentrace byla
po 72 hodinach inkubace pozorovana v médiu 0 pH 8 bez piidavku soli, vysledny
obsah tryptaminu byl za téchto podminek 39 %. Béhem prvnich 12 h kultivace
pii 23 °C koncentrace tryptaminu vyrazné klesla ve vSech ptipadech minimalné
0 40 % a dale klesala jen velmi zvolna. Degradace tryptaminu kmenem B. subtilis
IB23 pii 10 °C probihala nejpomaleji opét v médiu 0 pH 5, tentokrat s 1% NaCl.
Po 72 h kultivace klesl obsah tohoto aminu jen o 49 %, nejvyssi mira degradace
byla pozorovana v kultivaénim médiu opH 8 s 3% koncentraci NaCl,
kdy se vysledna koncentrace TRY zastavila na hranici 38 %. Ze ziskanych
vysledkli miizeme odvodit, Ze v pfipadé¢ tryptaminu byla mira degradace
za danych podminek ovlivnéna hodnotou pH kultiva¢niho prostiedi, kdy spolu
s rtistem téchto hodnot rostla 1 mira degradace, a to jak pti 23 1 30 °C.

Paraleln¢ probihajici sledovani miry degradace tryptaminu v nutri¢né
bohatém médiu NB pii 10 °C ukazalo rozdily v degradaci zmifilovaného aminu
v MML1 a NB, kdy v NB bez piidavku NaCl pii 10 °C klesl po 72 h obsah TRY
na 59 %, zatimco v MM1 se stejnym pH se jeho mnoZstvi sniZilo na 55 %.
Podobné vysledky byly pozorovany i v prostfedi s2 % NaCl, kdy byl v NB
po 72 h TRY degradovan o 40 %, v médiu MM1 pak o 55 %. V nutri¢n¢ bohatém
médiu byl TRY nejrychleji degradovan pii 10 °C bez ptidavku soli (Obr. 18).
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Obr. 16: Degradace tryptaminu kmenem B. subtilis 1B23 v mineralnim médiu
bez pridavku solia s 1 % NaCl; A,B—-pH5;C,D-pH7,;E,F-pHS8;ACCE-0%
NaCl; B, D, F -1 % NaCl
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Obr. 17: Degradace tryptaminu kmenem B. subtilis IB23 v mineralnim médiu s 2 a 3 %
NaCl; A, B-pH5;C,D-pH7;E,F-pH8; A, C,E-2%NacCl; B, D, F-3 % NaCl
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Obr. 18: Degradace tryptaminu kmenem B. subtilis 1B23 v nutrient broth;
A -0 % NaCl, B -2 % NacCl
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V piipad¢ fenylethylaminu probihala degradace nejrychleji pii 23 °C
pii vSech koncentracich soli v médiich opH 5 a 7. Pii této teploté doslo
k vyraznému ubytku PEA jiz béhem prvnich 8 hodin kultivace, kdy se jeho
koncentrace pohybovala mezi 57-49 %, pricemz nejvyssi koncentrace (57 %) byla
pozorovana v médiu opH 5 s 1 % NaCl, nejnizsi koncentrace (49 %) byla
namétfena v médiu 0 pH 8 bez ptitomnosti soli (Obr. 19). Na konci 72 h kultivace
byla nejniz$i hodnota PEA namétfena v médiu o pH 8 s 1 % NaCl, kdy jeho
koncentrace ¢inila 37 %. NejvySsi koncentrace za dané teploty byla na konci
kultivace shodné 45 % zjisténa v médiu 0 pH 5 bez ptidavku soli a s jeji 1%
koncentraci. Pii teploté 10 °C probihala degradace PEA nejpomaleji v neutralnim
prostiedi u vSech sledovanych koncentraci soli. Podobné jako u teploty 23 °C byl
obsah PEA sniZen vyrazné uz béhem prvnich 12 h kultivace, kdy doslo k jeho
ubytku minimalné o 51 % u vSech testovanych parametrti (Obr. 20).
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Obr. 19: Degradace fenylethylaminu kmenem B. subtilis 1B23 v minerdlnim médiu
bez pridavku solias 1 % NaCl; AB—pH5,C,D-pH7,E,F—-pHS8;A/CE-0%
NaCl; B, D, F — 1 % NacCl
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Nejvyssi pokles koncentrace (o 66 %) PEA po 96 h kultivace byl zjistén béhem
kultivace pii teploté 10 °C vmédiu o pH 8 s ptidavkem 2 % NaCl. Spolu
se zvySujicim se pH byla degradace fenylethylaminu u€innéjs$i. Pti kultivacni
teploté¢ 30 °C v médiu 0 pH 5 probihala degradace prvnich 12 hodin, vzhledem
k ptredchozim teplotam, velmi pomalu. Po 12 h kultivace poklesla koncentrace
PEA nejvice v médiu s 1 % soli, jeho obsah klesl 0 5 %. Béhem dalsi doby
kultivace miizeme u vSech koncentraci soli pozorovat podobny trend, kdy hladiny
PEA klesaly pomaleji nez béhem inkubace pii 10 °C a 23 °C, v ¢ase 48 h
se ale mira degradace viceméné vyrovnala a u vSech teplot se ubytek
fenylethylaminu pohyboval v rozmezi 45-60 %. Pti 30 °C byl po 48 h PEA
nejvice degradovan v prostiedi 0 pH 7 s 1 % NaCl, kdy jeho obsah dosahoval
40 % jeho piivodni koncentrace. I v ptipad¢ PEA je patrné, Ze degradace probihala
nejhlie v prostfedi 0 pH 5 bez ohledu na koncentraci soli a nejucinnéji v prostiedi
o pH 8.
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Obr. 20: Degradace fenylethylaminu kmenem B. subtilis IB23 v minerdlnim médiu s 2
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V médiu NB probihala degradace velmi podobné v prostfedi bez soli
I v prostiedi s 2 % NaCl (Obr. 21). Po 96 h kultivace pii 10 °C dosahovala
koncentrace PEA v prostfedi bez soli 69 %, vmédiu s2 % NaCl 67 %.
Obdobnych koncentraci dosahoval fenylethylamin 1 pfi 23 °C po 72 hodinach
kultivace, kdy v médiu bez ptidavku NaCl dosahoval 70 % svoji ptivodni
koncentrace a v médiu s pridavkem soli 69 %. Ve srovnani s mineralnim médiem
byla uroven degradace nizsi u vSech méienych hodnot.
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Obr. 21: Degradace fenylethylaminu kmenem B. subtilis IB23 v nutrient broth;
A -0 % NaCl, B -2 % NacCl

Bakterialni rozklad putrescinu se liSil od pfedchozich degradaci tryptaminu
a fenylethylaminu. Zasadnim rozdilem byla rychlost a mira degradace pii 10 °C.
V predchozich ptipadech probihala degradace za vSech sledovanych teplot
nejméné v médiu o pH 5. V tomto ptipadé€ ale miZzeme pfi teploté 10 °C pozorovat
nejmensi ubytek PUT v prostfedi o pH 8, a to u vSech sledovanych koncentraci
soli (Obr. 22, Obr. 23). Béhem prvnich 12 h kultivace zde rozklad putrescinu
téméf neprobihal nebo probihal jen minimaln¢. Béhem této doby byl maximalni
ubytek putrescinu pozorovan v médiu se 2 % NaCl a to pouhych 7 %, v médiu
s 1 % soli byl pozorovan pouze minimalni ubytek (1 %), ve zbylych 2 ptipadech
degradace prvnich 12 h viibec neprobihala. Po 96 h od zaoCkovani byla vysledna
koncentrace PUT v médiu bez soli 86 %, s 1% NaCl 87 %, se 2 % NaCl 85 %
a vmédiu se 3 % NaCl 89 %. Nejrychleji v prostiedi o pH 8 degradoval PUT
pii teploté 23 °C ve vSech typech médii. Po 72 h kultivace degradoval v médiu
s 3 % NaCl B. subtilis IB23 52 % ptvodniho obsahu putrescinu. Tato hodnota
piedstavovala nejvyssi Ubytek za dané teploty a zaroven se jednalo o nejvyssi
ubytek putrescinu ve vSech variantach mineralniho média. Nejnizsi ubytek (48 %)
byl pozorovan v médiu bez piidavku soli. V prostiedi 0 pH 5 byl putrescin
prvnich 48 h degradovan nejpomaleji pii 30 °C ve vSech médiich s pfitomnosti
soli. Béhem prvnich 24 h probihala kultivace v médiu 0 pH 7 velmi podobné
pii 23 °C a pii 30 °C. V Case 24 h se nejvice lisily hodnoty v médiu s 3 % NacCl,
kdy se obsah putrescinu 1isil o 3 %. V ostatnich pfipadech byl rozdil v obsahu
pii danych teplotach mensinez 1 %. Nejvétsi pokles putrescinu po 48 h pii teploté
30 °C byl zjistén pravé v médiu 0 pH 7 bez ptidavku soli. Zaroven se jedna
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o nejvysSi pokles obsahu PUT ve vSech typech média. V tomto piipadé
koncentrace klesla o 45 %. Na zaklad¢ predloZenych vysledkll se jevi mira
rozkladu putrescinu zéavisla na koncentraci piitomné soli. Spolu s rostouci
koncentraci klesa mira jeho degradace.

V prostiedi NB bez piidavku soli probihala degradace putrescinu pii 10 °C
efektivnéji nez v MM1 (Obr. 24). Po 96 h kultivace klesl jeho obsah o 48 %,
cozje 0 4 % vice neZ v mineralnim médiu. Béhem kultivace v médiu bez ptidavku
NaCl pii 23 °C klesl obsah putrescinu 0 40 %, coz je o 12 % vice nez v mineralnim
médiu se stejnymi parametry. Béhem kultivace pii 30 °C byl sledovan pokles PUT
o 50 %, tedy degradoval o 5 % mén¢ nez v MM1. V médiu s obsahem soli
probihala degradace opét v mensi mife. Béhem kultivace pii 10 °C bylo v Case
96 h rozlozeno pouze tietinové mnozstvi PUT. Po 48 h pii 30 °C bylo zbytkové
mnozstvi PUT 62 %.
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Obr. 22: Degradace putrescinu kmenem B. subtilis I1B23 v mineralnim médiu
bez pridavku solias 1 % NaCl; AAB-pH5;C,D-pH7,E,F-pHS8;A CCE-0%
NaCl; B, D, F —1 % NacCl
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Obr. 23: Degradace putrescinu kmenem B. subtilis 1B23 v minerdlnim médiu s 2 a 3 %
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Obr. 24: Degradace putrescinu kmenem B. subtilis IB23 v nutrient broth;
A —-0% NaCl, B -2 % NacCl
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U degradace kadaverinu miizeme pozorovat podobny trend jako u rozkladu
putrescinu, kdy byl béhem kultivace pii 10 °C nejméné degradovan v médiu 0
pH 8. Patrny rozdil jsme v§ak mohli vidét v mite degradace obou amind. Zatimco
putrescin byl v daném prostiedi rozkladan jen malo, Ubytek kadaverinu je zde
mnohem vyraznéjsi. U vSech variant médii klesl obsah KAD po 96 h od inokulace
v rozmezi 33-40 %. Nejvyssi ubytek (33 %) byl, podobné jako v ptedchozich
ptipadech, zaznamenan v médiu bez pridavku NaCl (Obr. 25). Naopak degradace
pii 23 °C probihala v médiu 0 pH 8 nejrychleji ze vSech sledovanych variant pH.
Po 48 h klesla koncentrace KAD v médiu bez ptidavku soli na 43 %. Spolu
se zvySujici se koncentraci soli klesala urovenn degradace. Nejmensi efektivita
pH 5. Béhem této doby pozvolna klesla koncentrace kadaverinu v médiu bez
pridavku soli o jednu ¢tvrtinu. Nejvice byla jeho koncentrace snizena v prosttedi
s ptidavkem 2 % NaCl, kdy po 48 h klesla na 55 % (Obr. 26).
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V prosttedi 0 pH 7 probihala degradace velmi podobné za vSech testovanych
teplot a ve vSech variantaich médii. Po 48 h kultivace klesl obsah kadaverinu
v rozmezi 40-62 % u vSech teplot a vSech typti médii a nadale byl pozorovan
stejny trend, kde koncentrace NaCl za dané¢ho pH degradaci téméi neovliviiovala.
Napt. pti teploté 10 °C byla pii pH 7 po 96 h kultivace vysledna koncentrace
kadaverinu 51 % v médiu bez obsahu soli, 47 % v médiu s 1 % NaCl, 50 %
v médiu s 2 % NaCl a 47 % v médiu s 3 % NaCl. Obdobn¢ probihal rozklad
pii 23 °C, kdy se vysledné koncentrace po 72 h pohybovaly mezi 46 a 51 %
(Obr. 26). V¢étsi rozdily v mife degradace byly patrné v médiu 0 pH 5. | v médiu
0 tomto pH byl kadaverin degradovan nejvice pii teploté 23 °C.

V NB probihala degradace podle pfedpoklad opét méné (Obr. 27). Nejvyssi
pokles obsahu KAD byl po 48 h zaznamenan pfi teploté 30 °C v médiu bez obsahu
soli, kdy klesl na 58 %, coZ je 0 9 % méné nez v piipadé¢ MM1. V NB s pfidavkem
soli se mira degradace dale sniZila a pti 30 °C kleslo mnoZzstvi KAD na 68 %.
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Obr. 26: Degradace kadaverinu kmenem B. subtilis IB23 v minerdlnim médius2 a3 %
NaCl; A, B-pH5;C,D-pH7;E,F-pH8; A C,E-2% NaCl; B, D, F—3 % NaCl
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Obr. 27: Degradace kadaverinu kmenem B. subtilis IB23 v nutrient broth;
A -0 % NaCl, B -2 % NaCl

Degradace histaminu probihala obdobn¢ ve vSech variantach médii. Kmen
B. subtilis IB 23 byl schopen HIM degradovat nejvice ze vSech testovanych
amini, nejefektivnéji v médiu o pH 8 pii teploté 10 °C. Vysledna koncentrace
se napfic¢ variantami médii ale opét prilis neliSila. Po 96 h kultivace byl vysledny
obsah histaminu 39 % jak v médiu bez obsahu soli, tak v médiu obsahujicim
1 % NaCl (Obr. 28). V médiu s obsahem 2 % NaCl byla vysledna koncentrace
35 %, zatimco v médiu s 3 % NaCl 37 % (Obr. 29). V médiu o tomto pH
byl histamin nejméné degradovan pii teplot¢ 30 °C. Po prvnich 4 hodinéch,
kdy se jeho obsah ve vSech typech médii snizil minimaln¢ o ¢tvrtinu, klesala dal
jeho koncentrace uz jen mirng. Po 48 h kultivace byly jeho obsahy v jednotlivych
variantdch médii podobné. V prostiedi bez soli byl jeho obsah na konci kultivace
51 %, stejny obsah byl zjistén 1 v médiu s 1 % NaCl. Se zvysujici se koncentraci
soli velmi mirn¢ klesal 1 ubytek histaminu. Jeho vysledna koncentrace v prostiedi
se 2 % soli byla 52 % a v prostiedi se 3 % soli 57 %. Prubéh degradace pti 23 °C
vykazoval opét velmi podobné hodnoty naptic¢ vSemi typy médii. Nejvétsi rozdily
v mife degradace byly patré v prostiedi 0 pH 8 s 3 % NaCl mezi teplotami 23 °C
a 30 °C, kdy byly vysledky v danych ¢asech velmi podobné, a teplotou 10 °C.
V pribehu degradace histaminu v médiu 0 pH 7 byly pozorovany jen minimalni
rozdily v koncentraci napfi¢ testovanymi teplotami kultivace a koncentracemi
soli. S minimalnim rozdilem byl HIM nejlépe degradovan pfi teploté 23 °C
v médiu bez NaCl, kdy po 48 h klesl jeho obsah o 53 %. Pro srovnani mizeme
uvést, ze v daném médiu v dany ¢as klesla koncentrace HIM béhem kultivace
pii 30 °C 0 51 % a 0 50 % béhem kultivace pti 10 °C. V prostiedi 0 pH 5 klesalo
mnozstvi histaminu nejpomaleji pfi 30 °C. Béhem prvnich 4 h kultivace se jeho
obsah taktka nezménil u vSech variant médii, krom média s nejvyssi testovanou
koncentraci soli, kde po 4 h klesl obsah histaminu o 8 %. Po 12 hodinach se obsah
HIM stale pohyboval kolem 96 %, opét s vyjimkou média s 3 % NaCl, kdy byl
obsah histaminu 86 %. Po 48 h od inokulace v médiu 0 pH 5 probihala degradace
nejefektivnéji pii 23 °C. Po 72 hodinach klesl obsah histaminu nejvice v médiu
s 2 % NacCl, kdy bylo jeho vysledné mnozstvi 45 %.
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V nutrient broth probihala degradace bez piidavku soli nejefektivnéji pii
30 °C (Obr. 30). Béhem prvnich 12 h klesaly hodnoty histaminu velice podobnym
tempem i pii 23 °C a 10° C. Po 96 h kultivace pti 10 °C klesl obsah HIM o 41 %
v médiu bez soli. Ve stejné varianté MM1 klesl obsah histaminu o 48 %. Nejnizsi
mnozstvi HIM bylo v dané varianté média zjisténo po 48 h pfi teploté 30 °C, kdy
se jeho obsah snizil 0 40 %. V zadné z testovanych variant médii neklesl pti
teploté 30 °C obsah histaminu béhem 48 h o vice nez 51 %, béhem 72 h pfi teploté
23 °C 0 vice nez 62 % a béhem 96 h pii teploté 10 °C o vice nez 65 %. V NB
s piidavkem soli klesala koncentrace HIM za prvnich 24 h nejvice béhem
kultivace pti 23 °C. I v piipadé nutri¢né bohatsiho média mél ptidavek soli vliv
na prib¢h degradace. Po 96 h kultivace byl pti 10 °C ubytek histaminu v médiu
S 2 % NaCl o 6 % niZsi nez u varianty bez soli a 0 15 % niZ8i nezZ u stejné varianty
vV minerdlnim médiu. Vysledky degradace histaminu byly nejvice ovlivnény
riznymi hodnotami pH.
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A —0% NaCl, B—-2 % NaCl
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Nejmensi rozdily v pribéhu degradace tyraminu byly pozorovany u vSech
po 8 hodinach v médiu bez ptidavku soli pozorovan jen velmi mirny pokles
koncentrace tyraminu (0 5 %; Obr. 31), na rozdil od variant médii s pfidavkem
soli, kdy hladiny tyraminu vyrazn¢ klesaly uz po 6 h kultivace. V médiu s 1 %
soli klesl obsah TYM o0 40 %, v médiu se 2 % NaCl o 44 % a v médiu se 3 %
NaCl 0 42 % (Obr. 32). Po 48 h kultivace pii 30 °C byl ale pozorovan viibec
nejvyssi ubytek tyraminu (62 %). Po 96 h kultivace pti 10 °C byl v médiu o pH 7
u vSech testovanych koncentraci soli zaznamenan Ubytek tyraminu v rozmezi
54-56 %. V médiu o pH 5 probihala nejpomaleji degradace TYM pii 30 °C,
a to pii vsech testovanych koncentracich NaCl. Po 48 h pii 30 °C klesla hladina
TYM 050 % v médiich bezsolias 1 % NaCl. V médiich s vy$§imi koncentracemi
soli klesla koncentrace TYM o 45 %. Zatimco uz béhem prvnich 6 h inkubace
pii 23 °C a 10 °C klesly koncentrace tyraminu ve vSech variantach médii o pH 5
minimaln€ o 40 %, pti 30 °C zacaly koncentrace u vSech typl médii vyraznéji
klesat az po 24 h kultivace, béhem prvnich 12 h kultivace se obsahy tyraminu
pohybovaly mez 97 a 100 %. Nejvyssi ubytek TYM ve vSech variantach médii
0 pH 5 byl zaznamendm bé&hem inkubace pii1 23 °C v bujonu s piidavkem 2 %
NaCl. Béhem kultivace pti 10 °C probihala degradace v nejmensi mite v mediu
0 pH 8 bez ohledu na piitomnost soli. NejniZsi koncentrace tyraminu v prostiedi
bez soli byla po 96 h kultivace 82 %. V médiu s 1% a 3% koncentraci NaCl
se po 96 h objem pfitomného tyraminu snizil jen o 10 %, v médiu se 2 % NaCl
o 17 %. Stejné jako v ptipadé€ putrescinu probihala degradace v prostiedi o pH 8
nejrychleji pii 23 °C u vSech koncentraci soli. Nejmensi rozdil v mife degradace
pii 23 a 30 °C byl pozorovan u média s 1 % soli.

V NB neprobihala degradace v takové mite jako v MM1 (Obr. 33). Nejvyssi
ubytek TYM po 48 h byl patrny po kultivaci pti 30 °C v obou variantdich média.
U zadné zteplot ani variant média nepiesahl ubytek TYM v NB 30 %,
coz je 0 32 % méné nez v piipadé¢ MM1.
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Obr. 31: Degradace tyraminu kmenem B. subtilis IB23 v minerdlnim médiu bez pridavku
solias1l% NaCl; A,B-pH5;C,D-pH7; E,F-pHS8; A, C, E-0% NaCl; B, D,
F -1 % NaCl
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Obr. 33: Degradace tyraminu kmenem B. subtilis IB23 v nutrient broth;
A -0 % NaCl, B -2 % NaCl
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Ze statistického hodnoceni ziskanych vysledkli degradace biogennich amint
kmenem B. subtilis I1B23 vyplyva, ze vSechny testované faktory statisticky
vyznamn¢ ovliviuji miru degradace tryptaminu v mineralnim médiu (P<0,05),
v médiu nutrient broth je mira degradace ovliviiovana pouze dobou kultivace,
ostatni sledované¢ faktory sice ovliviluji miru degradace, ale nejednd se
o statisticky vyznamné rozdily (P>0,05). V ptipad¢ degradace fenylethylaminu
neposkytuji testované koncentrace NaCl v mineralnim médiu ¢i v nutrient broth
vyznamné statistické rozdily. Bakteridlni degradaci putrescinu a kadaverinu
vV MM1 vyznamné ovliviiuji vSechny sledované faktory kultivace — ¢as a teplota
kultivace, hodnota pH a koncentrace NaCl (P<0,05), na rozklad téchto amind
v NB nem¢la témér zadny vliv sledovana koncentrace soli (P>0,05). U histaminu
poskytovaly statisticky vyznamné rozdily jen sledované hodnoty pH, teplota a ¢as
(P<0,05), stejn¢ jako v NB médiu koncentrace soli degradaci vyrazné
neovliviiovala (P>0,05). Snizeni obsahu tyraminu v MM1 za sledovanych
podminek vyznamné ovliviiovaly opét jen hodnoty pH, ¢as a teplota (P<0,05),
degradace v NB byla ovlivnéna pouze dobou kultivace. Srovnani rozkladu vSech
biogennich aminli v testovanych médiich ukézalo patrné rozdily, ale 1 pfes
oc¢ekavani byly tyto interakce statisticky nevyznamné (P>0,05) a mira degradace
byla vyznamné ovlivnéna jen dobou kultivace pii 30 °C.

4.4. 2. Kinetika degradace biogennich amint kmenem Bacillus pumilus 1B26

Redukce obsahu tryptaminu kmenem B. pumilus IB26 probihala nejvice
v prostiedi 0 pH 7 béhem Kultivace pii 30 °C. Nejvétsi pokles obsahu tryptaminu
byl po 48 h inkubace detekovan v prostiedi s obsahem 2 % soli, béhem této doby
pokleslo jeho mnozstvi na polovinu, jednalo se o nejvyssi ubytek TRY ve vSech
variantdch médii. Nejmensi pokles (o0 40 %) byl pozorovan pii 30 °C v prostiedi
0 pH 7 v médiich s 1 % a 3 % soli. Degradace béhem kultivace pii 23 °C a 10 °C
probihala mén¢. Nejvyssi ubytky TRY béhem kultivace pii 10 °C byly
zaznamenany v prostiedi se 2 % NaCl, s vyssi koncentraci soli byl pokles TRY
opét nizsi. V médiu s pridavkem 3 % NaCl byl pii této teploté zaznamenan
nejnizsi ubytek tohoto aminu, a to jen o 24 %. Degradace TRY probihala
v pocateCnich fazich inkubace rychleji v médiu bez ptidavku soli a v médiu
s 1 % NacCl, kdy byl béhem prvnich 4 h kultivace detekovan pokles koncentrace
v obou piipadech minimalnég o ¢tvrtinu (Obr. 34). Se zvySujicim se obsahem soli
klesaly hladiny tryptaminu pomaleji, v médiu s 2 % NaCl 0 9 % a v médiu s 3 %
soli 0 4 %. Naopak degradace pii 23 °C probihala pomaleji v médiu s nulovym
obsahem NaCl a v médiu s 1 % soli, kdy bylo po 24 h kultivace piitomno stale
minimaln€ 96 % obsahu tryptaminu. V médiu se 2 % NaCl klesla koncentrace
TRY na 86 % a se zvySujici se koncentraci soli klesl jeho obsah béhem 24 h
0 28 %. Béhem nasledujici doby se ale proces degradace v médiu bez solias 1 %
NacCl zrychlil, v médiich se 2 % a 3 % soli naopak zpomalil (Obr. 35). Po 72 h
kultivace pii 23 °C byla nejnizsi koncentrace TRY (57 %) zaznamenana v médiu
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bez ptidavku soli a s jejim rostoucim obsahem se zvySoval i vysledny celkovy
obsah TRY, jehoz koncentrace dosahovala na konci 72 h kultivace 67 %. Viibec
nejméné byl tryptamin redukovan pti 10 °C v prostiedi 0 pH 5 v médiu s obsahem
3 % NaCl. Jeho minimalni koncentrace dosahovala 92 % z piivodniho objemu.
Nejvice byl TRY pfti 10 °C v prostredi 0 pH 5 degradovan v médiu s 1 % NaCl.
Jeho koncentrace klesla o 15 %. O trochu vice byl TRY degradovan pti 23 °C
v médiich s ptidavkem soli, kdy se koncentrace TRY spolu s rostoucim obsahem
soli postupné snizovala na 81 %. V médiu bez ptidavku soli probihala degradace
pii 23 °C v obdobném rozsahu jako pti 10 °C. V prostiedi 0 pH 5 byl TRY
koncentrace v médiu bez ptidavku soli 59 %. Pfi této teploté v prostiedi 0 pH 5
byla po 48 h jeho nejvyssi koncentrace 71 %. V prostiedi 0 pH 8 byl TRY nejméné
degradovan pii teploté¢ 23 °C ve vSech médiich s vyjimkou média s 1 % soli,
kdy byl nejméné degradovan pii 30 °C. Obsah tryptaminu béhem Kultivace
pii 23 °C byl po 72 h sniZen nejvice v médiu bez soli (o 21 %), nejméné v médiu
se 3% NaCl (o 3 %). V médiich s ptidavkem soli byl TRY rozkladan nejlépe
pti teplot¢ 10 °C. Jeho koncentrace po 96 h kultivace klesla 0 30 % v médiu
s 1% soli a0 37 % v médiu se 2 % soli. S dalsim zvySenim koncentrace soli byl
vysledny obsah tryptaminu opét negmeéné o 10 % vySSi. VSeobecné probihal
rozklad tryptaminu nejlépe pii 30 °C u vSech sledovanych hodnot pH v médiu
bez obsahu soli.
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Obr. 34: Degradace tryptaminu kmenem B. pumilus I1B26 v minerdlnim médiu

bez pridavku solias 1 % NaCl; AAB—-pH5;C,D-pH7,E,F-pHS8;A CCE-0%
NaCl; B, D, F -1 % NaCl

V médiu NB béhem kultivace pti 30 °C klesl obsah tryptaminu nepatrné vice
nez ve stejné variant¢ mineralniho média (Obr. 36). Po 48 h kultivace se jeho
obsah v médiu bez soli snizil o 51 %. Nejhtuife probihala degradace b&hem
kultivace pti 10 °C, kdy byl po 72 hodinach zbytkovy obsah TRY 80 %, obsah
tryptaminu po kultivaci pti 10 °C byl vsak jen o 3 % niz$i. Ve srovnani s MM1
se obsah TRY béhem kultivace pii 10 °C v dané varianté NB média snizil 0 17 %
méné, pii 23 °C o 21 % méne. V médiu s pfidavkem 2 % NaCl byl TRY
odbouravan jest¢ pomaleji. Vysledna koncentrace tryptaminu v NB byla
po kultivaci pti 30 °C 57 %, tedy o 6 % niZ8i nez ve stejné variant¢ mineralniho
média. I v médiu obsahujicim 2 % NaCl byl TRY nejvice degradovan pfi teploté
30 °C anejméné pii teploté 10 °C. Po 96 h inkubace pti10 °C byl vysledny ubytek
TRY v NB 0 6 % niz$i nez v MML.
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Obr. 35: Degradace tryptaminu kmenem B. pumilus IB26 v minerdlnim médiu s 2 a 3 %
NaCl; AL B-pH5;C,D-pH7;E,F-pH8; A C,E-2%NaCl; B, D, F—3 % NacCl
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Obr. 36: Degradace tryptaminu kmenem B. pumilus IB26 v nutrient broth;
A -0 % NaCl, B -2 % NaCl
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Nejméné ze vSech biogennich amint redukoval kmen B. pumilus 1B26
fenylethylamin. Ve vSech variantich minerdlniho média byl PEA redukovan
nejvice o 35 %. K tomuto poklesu doslo v prostiedi 0 pH 7 pii kultivacni teploté
30 °C v médiu bez NaCl (Obr. 37). Vysledna koncentrace se zvySovala zaroven
se zvySujici se koncentraci soli. V médiu s 3 % NaCl se po 48hodinové inkubaci
nachazelo 80 % pavodniho mnozstvi fenylethylaminu. K nejmensimu ubytku
PEA béhem inkubace pii 30 °C doslo v prostiedi 0 pH 8 s 1 % soli. Po 48 h byl
detekovan ubytek 15 % obsahu PEA. Koncentrace PEA klesala u vsSech
testovanych teplot pozvolna. Nedochéazelo zde k takovym skokovym ubytkiim,
jako tomu bylo napi. pti degradaci TRY, kdy v prostiedi 0 pH 7 dochazelo
k velkym ubytkiim jiz béhem prvnich 4 h kultivace. Rozklad PEA pfi teploté
10 °C probihal ve vSech testovanych variantach prostfedi nejméné. Nejvyssi
ubytek obsahu fenylethylaminu byl zaznamenan v prostiedi 0 pH 8 v médiich
s 1% a 2% koncentraci soli. Po 96 h kultivace zde shodn¢ klesla koncentrace PEA
0 22 %. Nejnizsi ubytek tohoto aminu byl naopak pozorovan v prostiedi
S nejniz§im testovanym pH a s obsahem soli 2 % a 3 %, kdy bylo po 96 h inkubace
degradovano pouze 2 %, respektive 5 % jeho ptvodniho mnozstvi (Obr. 38).
Ve vSech variantach médii klesala koncentrace PEA pfi inkubacni teploté 10 °C
velmi pomalu. V médiu bez soli byl vprostiedi opH 7 snizen obsah
fenylethylaminu o 5 %, v prostiedi 0 pH 8 0 2 %. Kultivace pti 23 °C vykazovala
nevyss$i miru degradace v prostfedi 0 pH 8. Nejvice byl obsah PEA redukovan
v médiu s ptfidavkem 1 % NaCl, kdy byla jeho koncentrace po 72 h sniZena
0 23 %. U ostatnich variant médii se vSak v daném prostiedi vysledna koncentrace
prili§ neliSila a pohybovala se v rozmezi 77-79 %. Nejmén¢ byl za dané teploty
PEA rozkladan v prostiedi 0 pH 5. U vSech typit médi jeho koncentrace béhem
prvnich 36 h kultivace pfilis neklesala. Obsah fenylethylaminu se u vSech variant
médii pohyboval mezi 94 a 98 %. Vyraznéjsi pokles koncentrace byl detekovan
po 72h kultivace, kdy byl pozorovan ubytek PEA 0 10 % a spolu se zvySujici
se koncentraci NaCl se zvySoval azna 17 %.

Degradacni aktivita B. pumilus IB26 v NB ukazala rozdil v mife degradace
zejména za danych teplot. Na rozdil od rozkladu PEA v MMI, kde za danych
podminek probihala nejpomaleji degradace pii 10 °C, probihala v NB degradace
v médiu bez piidavku soli nejpomaleji pfi teploté 23 °C (Obr. 39). Za dané¢ teploty
doslo po 72 h v médiu s 2 % NaCl k ubytku PEA vyssimu o 10 %. Nejvice byl
PEA v NB degradovan pii 30 °C v médiu bez ptidavku soli. Koncentrace
fenylethylaminu byla po 48 ho sniZena o 36 %, coz je 0 4 % vice nez v médiu
s ptidavkem soli, a jen 0 1 % méné nez v MM1. V NB s ptidavkem soli probihal
rozklad PEA pii 30 °C intenzivnéji. Vyslednd koncentrace fenylethylaminu
po 48h kultivaci byla v médiu bez piidavku soli 0 2 % nizsi nez u dané varianty
MM1. Podobné vysledky byly pozorovany i u varianty NB s pfidavkem NaCl,
kdy bylo detekovano stejné snizeni koncentrace jako v pfislusné variant¢ MM1.
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Obr. 37: Degradace fenylethylaminu kmenem B. pumilus 1B26 v minerdalnim médiu
bez pridavku solia s 1 % NaCl; A,B—-pH5;C,D-pH7,;E,F-pHS8;A CCE-0%
NaCl; B, D, F -1 % NaCl
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Obr. 38: Degradace fenylethylaminu kmenem B. pumilus 1B26 v minerdlnim médiu s
2a3%NaCl; AB-pH5;C,D-pH7;E,F-pHS8; A C, E-2% NaCl; B, D,
F -3 % NaCl
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Obr. 39: Degradace fenylethylaminu kmenem B. pumilus IB26 v nutrient broth;
A -0 % NaCl, B -2 % NacCl
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Bakterialni rozklad putrescinu probihal u kmene B. pumilus IB26 nejlépe
za teploty 23 °C v prostfedi 0 pH 8 u vSech variant médii (Obr. 40, Obr. 41).
Nejvyssi ubytek byl vSak zaznamendn v médiu bez piridavku soli. Jeho
koncentrace po 72 h kultivace klesla na 46 %. S rostouci koncentraci soli se jeho
obsah pfili§ neménil. U vSech zbylych variant média s obsahem soli se jeho
mnozstvi pohybovalo mezi 48 a 50 % piavodni koncentrace. Pfitomnost soli
neméla vyrazny vliv na obsah putrescinu ani pii kultivaci v médiich o dalSich
testovanych hodnotach pH. V prosttedi 0 pH 7 se vysledny obsah PUT pohyboval
u vSech variant médii mezi 47 a 51 %. I zde byl vSak pozorovan nejvyssi ubytek
PUT v médiu bez ptidavku soli. V prosttedi 0 pH 5 byl po 72 h kultivace pti 23 °C
zaznamenan nejvetsi ubytek opét v meédiu bez soli (Obr. 40). Obsah putrescinu
Klesl 0 50 %. V médiich s pfidavkem soli se na konci kultivace jeho obsah
zvySoval z 52 na 55 %. Rostouci koncentrace soli v tomto ptipad€ mirn¢ snizila
vysledny ubytek PUT. Béhem inkubace pfi teploté 30 °C dochazelo k nejvétsimu
zachycenav médiu s 1 % soli. Koncentrace tohoto aminu v daném prosttedi klesla
po 48 h kultivace o0 45 %. Nejméné byl PUT pii teploté 30 °C a v prostiedi 0 pH 7
degradovan v médiu s ptidavkem 2 % NaCl, kdy se jeho hladina pohybovala
na 63 %. Pii kultivaci v prostfedi 0 pH 8 byl pozorovan podobny trend degradace
jako v prostfedi o pH 7. Vyslednd koncentrace PUT byla po 48 h 63 %,
tedy 0 4 % vyssi nez v médiu o pH 7. S pfidavkem soli se mira rozkladu PUT
pii inkubaci ve 30 °C v prostifedi 0 pH 8 snizovala a na konci kultiva¢ni doby
dosahovala 32 % v médiu s 1 % NaCl, 27 % v médiu se 2 % NaCl a 22 % v médiu
se 3 % NaCl. Béhem kultivace pii 30 °C v prostiedi 0 pH 5 dosahovaly nejnizsi
koncentrace putrescinu 54 % v médiu s nejvysSim testovanym obsahem soli.
S vyjimkou média 0 pH 8 s 3 % NaCl (Obr. 41) jsme mohli u vSech ostatnich
variant médii po 48 h pozorovat nejmensi snizeni koncentrace PUT po inkubaci
pii 10 °C. Za kultivace pii 10 °C byl PUT nejvice degradovan v prostiedi 0 pH 5
v médiu bez soli. Jeho koncentrace dosahovala po 96 h kultivace 52 %, naopak
nejhire byl degradovan v médiu bez ptidavku soli v prostiedi 0 pH 7. V prostredi
0 pH 5 v médiu s ptidavkem 1 % NaCl se za prvnich 48 h kultivace jeho obsah
snizoval relativné¢ pomalu. Po 2 dnech kultivace pii 10 °C za danych podminek
klesl obsah putrescinu v této varianté média viibec nejméné, 0 8 %.

Inkubace v nutrient broth vykazovala oproti inkubace v MML1 i v ptipadé
degradace putrescinu statisticky vyznamné rozdily (P <0,05), a to zejména béhem
kultivace pii 23 °C v médiu bez ptidavku NaCl (Obr. 42). V médiu NB klesaly
hodnoty putrescinu béhem kultivace pii 10 °C a 23 °C ve srovnani s MM1 velmi
pomalu (Obr. 42). Ve varianté mineralniho média, kde dochazelo k rozkladu PUT
za danych podminek nejrychleji, klesala jeho koncentrace v NB prvnich 36 h
nejpomaleji. Vyslednd koncentrace putrescinu po 72 h kultivace pii 23 °C
dosahovala 77 %, coz je 0 32 % vice nez u MM1. Ve varianté NB s ptidavkem
soli klesala koncentrace PUT pii 23 °C rychleji a jeho vysledny zistatek byl
po 96 h inkubace o 11 % niz§i nezZ u varianty média bez soli, ale o 19 % vyssi
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nez ve stejné varianté s MM1. Nejvyssi snizeni obsahu putrescinu v NB bylo
pozorovano béhem kultivace pii 30 °C. Jeho obsah klesl po 48 h na 50 %.
Ve srovnani se stejnou variantou MM1 byl jeho vysledny obsah v NB v daném
Case o 10 % nizsi. Degradace v nutrienth broth s pfidavkem soli byla i v tomto
ptipadé mirné vyssi. Vysledna koncentrace PUT klesla v porovnani s variantou
MM1 o 3 % vice.
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Obr. 40: Degradace putrescinu kmenem B. pumilus 1B26 v minerdlnim médiu
bez pridavku solias 1 % NaCl; AAB—-pH5;C,D-pH7,E,F-pHS8;A CCE-0%
NaCl; B, D, F—1 % NacCl
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Obr. 41: Degradace putrescinu kmenem B. pumilus IB26 v minerdlnim médiu s 2 a 3 %
NaCl; AL B-pH5;C,D-pH7;E,F-pH8; A C,E-2%NaCl; B, D, F—3 % NacCl
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Kadaverin byl nejlépe rozkladan pti teplot¢ 23 °C v prosttedi o pH 8
ve varianté média bez ptidané soli (Obr. 43). Jeho obsah byl po 72 h inkubace
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snizen o 53 %. S rostoucim obsahem soli se vSak jeho vyslednd koncentrace
vyrazn€ji neménila a pohybovala se mezi 48 a 49 %. I v prostfedi o0 pH 7 byla
koncentrace KAD po 72 h kultivace nejnizsi ve varianté¢ média bez ptidané soli,
kdy jeho obsah klesl o 51 %. Podobn¢ jako béhem kultivace v prostiedi 0 pH 5
se srostouci koncentraci soli vysledny obsah kadaverinu piili§ neménil
a pohyboval se mezi 51 a 54 % (Obr. 44). Podobn¢ jako v ptfedchozich dvou
pfipadech se koncentrace KAD srostouci koncentraci soli neménila
ani v prostfedi 0 pH 5. Maximalni snizeni obsahu KAD bylo pozorovano i zde
v médiu bez NaCl, kdy jeho mnoZstvi kleslo o 50 %, v dalSich variantach média
se ale po 72 h kultivace jeho obsah pohyboval stale v rozmezi 54-57 %. Degradace
pii kultivacni teplot¢ 23 °C nebyla pfili§ ovliviiovana hodnotami pH
ani zvysujicimi se koncentracemi soli. Pii kultivacni teploté 30 °C byl nejvyssi
ubytek kadaverinu (51 %) pozorovan v prostiedi 0 pH 5 v médiu bez NaCl.
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Obr. 43: Degradace kadaverinu kmenem B. pumilus IB26 v minerdlnim médiu
bez pridavku solias 1 % NaCl; AB—-pH5,C,D-pH7,E,F—-pHS8;A/CCE-0%
NaCl; B, D, F —1 % NacCl
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K nejniz§imu ubytku kadaverinu v prostiedi opH 5 dosSlo v médiu
s pridavkem 1 % soli. V médiu o pH 7 dochazelo k nejvys$Simu snizeni obsahu
KAD opét ve variant¢ média s obsahem soli 1 %, kde mnozstvi KAD kleslo
po 48 hna 55 %. Pii teploté 10 °C byl KAD nejméné degradovan v prostiedi o pH
5 a 3% koncentraci NaCl, kdy bylo rozlozeno 29 % jeho celkového obsahu
(Obr. 44), nejvice byla jeho koncentrace sniZzena V prostiedi 0 pH 8 bez ptidavku
soli. Ve vSech pozorovanych prostiedich se mnozstvi degradovaného kadaverinu
snizovalo spolu s rostouci koncentraci soli.
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Obr. 44: Degradace kadaverinu kmenem B. pumilus IB26 v minerdlnim médiu
s2a3%NaCl; AB-pH5,C,D-pH7;E,F-pHS8; A C, E-2% NaCl; B, D,
F -3 % NaCl

Mnozstvi kadaverinu v NB bez NaCl kleslo pfi inkubaci pti 30 °C na 53 %,
coZ je 0 7 % vice neZ ve stejné variantd MM 1 (Obr. 45). Ubytek KAD o 18 % byl
zaznamenan po 72 h pii teplot€¢ 10 °C a o 19 % pii kultivaéni teploté 23 °C.
Ve stejné variant¢ MM1 byl u obou teplot zaznamendn ubytek kadaverinu
minimaln¢ o jednu tietinu. V NB s ptfidavkem soli byl zaznamenan vyssi pokles
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u obou teplot. Pti inkubacni teploté¢ 10 °C klesla hladina kadaverinu o 21 %,
pii 23 °C 0 31 %.
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Obr. 45: Degradace kadaverinu kmenem B. pumilus IB26 v nutrient broth;
A -0 % NaCl, B -2 % NaCl

Z testovanych biogennich amint byl kmen B. pumilus IB26 schopen nejlépe
Vv prostedi 0 pH 5 v médiu bez soli (Obr. 46). Jeho koncentrace po 72 h kultivace
klesla 0 63 %. Cim vyssi koncentrace soli byla v médiu, tim méné byl HIM
degradovan. V médiu se 3 % NaCl kleslo mnoZstvi histaminu po 72 h o 42 %.
V prostiedi 0 pH 8 v médiu bez soli a v médiu s 3 % NaCl byl shodn€ zaznamenan
61% pokles koncentrace HIM. V médiu 0 pH 8 s 1 % soli jeho koncentrace mirn¢
stoupla na 41 %, v médiu s obsahem soli 2 % dal koncentrace HIM mirné rostla
azna45 %, v médiu s nejvysSim testovanym obsahem soli koncentrace histaminu
degradovan nejméné u varianty s nejvyssi sledovanou koncentraci soli. Jeho
obsah byl pti 23 °C po 72 h redukovan o 52 %. Nejméné byl HIM degradovan
béhem kultivace pii 10 °C ve vSech variantach testovanych médii. Nejnizsi
dosazend koncentrace pii 10 °C po 96 h inkubace byla detekovédna v prostiedi
0 pH 5 v médiu bez ptidané soli. I v tomto ptipadé se mira degradace sniZovala
v médiich s vy$S§im obsahem NaCl. Histamin byl pfi teploté 10 °C v prostiedi
0 pH 5 redukovéan pomaleji. Po 36 h inkubace byla jeho minimalni koncentrace
85 %. V prostiedi 0 vys§im pH byl HIM pfi 10 °C redukovan rychleji. V prosttedi
0 pH 8 pii teploté 30 °C byl histamin redukovdn nejméné ze vSech testovanych
koncentrace 63 %, v médiich s pfidavkem soli se jeho koncentrace po 48 h
pohybovala v rozmezi od 79-83 %. Pii teploté 30 °C byl HIM nejlépe degradovan

.....

0 41 %.
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Obr. 46: Degradace histaminu kmenem B. pumilus [B26 v minerdlnim médiu
bez pridavku solia s 1 % NaCl; A,B—-pH5;C,D-pH7,;E,F-pHS8;A/CE-0%
NaCl; B, D, F -1 % NaCl
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Obr. 48: Degradace histaminu kmenem B. pumilus IB26 v nutrient broth;
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Rozklad histaminu v nutrient broth probihal nejlépe pii teploté¢ 30 °C
(Obr. 48). Jeho obsah byl skokové redukovan jiz béhem prvnich 4 h kultivace,
kdy jeho koncentrace klesla v médiu bez ptidavku soli o 27 %, tento ubytek byl
0 4% vys$i nez u stejné varianty minerdlniho média. Po 48 h kultivace klesl obsah
HIM v NB o 56 %, histamin byl tedy redukovan o 5 % vice nez po 48 h
vV mineralnim médiu. Naopak degradace pii 23 °C probihala v nutri¢n¢ bohatém
médiu vyrazn¢ pomaleji. Béhem prvnich 12 h inkubace klesl obsah histaminu
0 5 %, tedy o 12 % méné& nez v mineralnim médiu. Po 72 h kultivace pozvolna
klesal obsah histaminu az na 85 %. Ve stejné variant¢ MM1 byl po 72 h 0 36 %
nizs§i. Rozklad HIM pii teploté 10 °C v NB nevykazoval v porovnani s redukci
histaminu v MM tak vyrazné rozdily jako u piedchozi teploty. Béhem prvnich
12 h inkubace klesl obsah HIM o 15 %, tedy o 10 % vice neZ v mineralnim médiu,
po 96 h kultivace kleslo mnoZzstvi histaminu celkové o 20 %, tedy o 7 % méné
neZ ve stejné variant¢ MM1. V NB s pfidavkem 2 % NaCl byl histamin nejvice
redukovan opét pii teploté 30 °C. Po 48 h dosahovala jeho koncentrace 62 %,
koncentrace HIM ve stejné varianté mineralniho média bylao 1 % vyssi. V 10 °C
byl HIM degradovan o 15 %, tedy méné neZz ve varianté¢ bez ptidavku soli.
Pt1 inkubaci ve 23 °C byl histamin redukovan o0 9 % vice nez u média bez ptidavku
NaCl.

Nejnizsi redukce tyraminu byla zaznamenana pfi teploté 10 °C v prostiedich
0 pH 5 a7 u vSech variant kultivacnich médii. V prostiedi o pH 5 bez soli byla
po 96 h kultivace koncentrace TYM 72 % a postupné rostla s rostouci koncentraci
soli az na hodnotu 87 %. V prosttedi 0 pH 7 byla po 96h kultivaci pii 10 °C
nameéfena nejnizsi koncentrace tyraminu v médiu s obsahem 1 % NaCl (Obr. 49),
kdy hladina tyraminu klesla o0 23 %. V ostatnich variantaich média se pokles
pohyboval mezi 20-21 %. Po 48 h inkubace pii 10 °C byl nejvyssi pokles TYM
zaznamenan v prostiedi 0 pH 8 v médiu s pfidavkem 2 % soli, kdy se jeho
koncentrace snizila o 26 % (Obr. 50). Po ukonceni kultivace po 96 h
se koncentrace TYM ve vSech variantach médii pohybovala mezi 72-76 %.
23 °C.V case 72 h bylo degradovano 31 % obsahu TYM v médiu bez ptidané soli
(Obr. 49). Spolu s rostouci koncentraci soli se opét mirn¢ zvySovala zbytkova
koncentrace TYM na 72 %, 73 % a 76 %.
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Obr. 49: Degradace tyraminu kmenem B. pumilus 1B26 v minerdalnim médiu
bez pridavku solias 1 % NaCl; AAB-pH5;C,D-pH7,E,F-pHS8;A CCE-0%
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V prostiedi o pH 5 byl tyramin redukovan nejvice v médiu se 2 % NaCl,
kdy se po 72 h kultivace jeho vysledny obsah zastavil na 68 %. U ostatnich variant
média se vysledné koncentrace pohybovaly v intervalu 69-71 %. Béhem
pocate¢nich 24 h kultivace byl nejvétsi pokles obsahu TYM zaznamenéan
pii 30 °C u vSech testovanych variant médii. Pti této teploté v prosttedi 0 pH 8
s 3 % NaCl doslo k nejvyssimu zaznamenanému ubytku tyraminu (Obr. 50). Jeho
obsah klesl po 48 h kultivace na 60 %. Naopak nejnizsi ubytek po 48 h byl
pozorovan pii dané teploté v prostiedi 0 pH 8 v médiu s 1 % NacCl, kdy jeho obsah
klesl 0 18 %.
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Obr. 50: Degradace tyraminu kmenem B. pumilus 1B26 v minerdalnim médiu s 2 a 3 %
NaCl; A,B-pH5;C,D-pH7;E,F-pH8; A C,E-2% NacCl; B, D, F—3 % NaCl

Relativni obsah tyraminu (rel. %)

Degradace TYM v NB probihala i v tomto ptipadé odlisn¢ (Obr. 51). Nejvice
byl TYM degradovan pii teploté 30 °C, v ¢ase 48 h bylo jeho zbytkové mnozstvi
62 % ve varianté bez soli a 70 % ve varianté s 2 % NaCl, i v tomto piripadé
je ubytek o0 9 % vysSi nez u stejné varianty MM1 bez piidavku soli, u varianty
se 2 % NaCl je pokles 0 6 % vyssi. Po 76 h pti teploté 10 °C byl TYM degradovan
Vv prostiedi bez soli jen o 8 %, pii teplote¢ 23 °C ve stejném prostiedi o 6 %.
Obdobné vysledky byly pozorovany i pii Kultivaci v NB s pridavkem soli,
kdy obsah TYM Kklesl pti 10 °C po 96 h 0 13 %, pii 23 °C po 72 h o 14 %.
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Ze ziskanych vysledkii degradace biogennich aminti Kmenem
B. pumilus IB26 a jejich statistického vyhodnoceni vyplyva, Ze stejné jako béhem
degradace kmenem B. subtilis IB23 vsechny testované faktory statisticky
vyznamné ovliviiuji miru degradace tryptaminu v mineralnim médiu (P<0,05),
v médiu nutrient broth je mira degradace i v tomto ptipad¢ ovlivnéna pouze dobou
kultivace, ostatni sledované faktory maji sice vliv na bakteridlni degradaci,
ale nejednd se o statisticky vyznamné rozdily (P>0,05). Degradace
fenylethylaminu neni ani v tomto pfipadé¢ vyznamné ovliviiovana (P>0,05)
sledovanymi koncentracemi soli v Zadném z testovanych médii. Obdobné jako
u predchoziho experimentu rozklad putrescinu a kadaverinu v MM1 vyznamné
ovliviiuji vSechny sledované faktory kultivace, na rozklad amint v NB neméla
testovana koncentrace soli statisticky vyznamny vliv (P>0,05). U histaminu
poskytovaly v MM statisticky vyznamné rozdily (P<0,05) jen sledované hodnoty
pH, teplota a Cas, naopak zaddné ze sledovanych parametri rozkladu HIM
v nutrient broth degradaci vyznamné neovliviiovaly. Snizeni obsahu tyraminu
v MM1 ve sledovanych podminkach vyznamné ovliviiovaly pouze hodnoty pH,
Cas a teplota (P<0,05), degradace v NB byla i v tomto pfipad¢ ovlivnéna pouze
dobou kultivace. Srovnani rozkladu vSech biogennich aminli v podminkach
in vitro ukazalo patrné rozdily, které vsak byly statisticky nevyznamné (P>0,05)
a mira degradace byla v danych médiich vyznamné ovlivnéna jen dobou kultivace
pfi teploté 30 °C (P<0,05).
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5. SOUHRNNA DISKUZE

Biogenni aminy maji negativni efekt na lidské zdravi. Reakce lidského
organizmu na piitomnost BA v potravinach je individualni, existuji vSak jedinci,
ktefi jsou na pfitomnost téchto latek citliv§jsi a zvySeny pifijem jim miZze
zpusobovat zdravotni problémy (Emborg a Dalgaard, 2008). Vzhledem Kk této
skutecnosti pretrvavaji v potravinaiském prumyslu tendence kontrolovat obsah
BA v potravinach a napojich. Bylo navrzeno mnoho strategii, které by mohly
vysledny obsah biogennich aminti ovlivnit. VétSina téchto navrzenych technik
se vSak soustfed'uje na potlaceni riistu mikroorganizmii s dekarboxyldzovou
aktivitou, jako je napi. pouzivani aditiv, vybér startérovych kultur, zvolené
metody baleni potravin, ¢i oSetfeni vysokym tlakem nebo ionizujicim zafenim
(Mohedano et al., 2015), kromé toho je tieba vzit v tivahu aspekty, jako
je produkce antimikrobidlnich sloucenin, jako jsou bakteriociny (Ayhan et al.,
1999; Bover-Cid et al., 2001b), které rovnéz mohou potlacit rist dekarboxylaza
pozitivnich mikroorganizmil. VSechny tyto navrzené¢ metody maji moZzZnost
zabranit produkci BA, pfipadné zpomalit proces jejich tvorby, ale neexistuje zde
moznost eliminace jiz vytvoifenych BA. Jako moZna alternativa se ukazuje vyuZiti
mikroorganizmu, které jsou schopny utilizovat biogenni aminy, a tim jejich obsah
V potravinach redukovat. JiZ v minulosti se nékteré studie zabyvaly hledanim
BA-degradujicich mikroorganizmi, které disponuji enzymy aminoxidézami,
jez jsou zodpovédné za rozklad BA na aldehydy, amoniak a peroxid vodiku
(Mohedano et al., 2015; Liu et al., 2016; Xia et al., 2018).

Cilem prvni casti této prace bylo vyhledat v potravinovych matricich
a napojich takové mikroorganizmy, které jsou schopny rozkladat biogenni aminy,
tyto izolovat a mnasledné je identifikovat pomoci instrumentalnich
a molekularné-biologickych metod. Izolace téchto mikroorganizmi byla zaloZena
na kultivaci v definovaném mineralnim médiu s piidavkem biogennich amint
jako jedinych zdroji uhliku a dusiku. Degradace BA byla prokazana schopnosti
ristu a mnoZeni ziskanych i1zolatl v daném médiu. Existuje nckolik praci,
které se zabyvaly mikrobidlnim rozkladem biogennich amint a jejich vysledky
do jisté miry koreluji se zachyty mikroorganizmuti uvedenych v této praci (Alvarez
a Moreno-Arribas, 2014; Cuevaet al., 2012; Zaman et al., 2014). Studiem izolace
BA-degradujicich mikroorganizmi se zabyvala napft. také prace Leuschner et al.,
1998, kteti v potravinach objevili kmeny, které byly schopny redukovat histamin
a tyramin. Tyto kmeny byly identifikovany jako Arthrobacter sp., Brevibacterium
linens, Geotrichum candidum, Lacticaseibacillus casei, Lactiplantibacillus
pentosus, Lactiplantibacillus plantarum, Micrococcus sp., Pediococcus
acidilactici a Rhodococcus sp. Dalsi kmeny identifikované jako zastupci rodu
Bacillus a Staphylococcus schopné degradovat jeden ¢i vice BA se podafilo
izolovat Zaman et al. (2010) z rybich omacek. Nékolik zastupci rodu Bacillus,
kteti byli schopni vyrazn¢ snizit obsahy histaminu a tyraminu, bylo izolovano také
Z fermentovanych séjovych produktti (Eom et al., 2015) a rlznych variaci syra
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(Saad et al., 2022). Herrero-Fresno et al. (2012) se ve své praci zabyvali studiem
17 izolath identifikovanych jako Lacticaseibacillus casei (diive Lactobacillus
casei) nalezenych v syru, u kterych byla popsana schopnost degradovat histamin
a tyramin in vitro. Ziskan¢ izolaty byly identifikovany sekvenovanim ¢asti genu
pro 16S rRNA. Lee et al. (2015) popsali ve své studii dalSich 8 izolath
pochazejicich z produktd rybolovu a identifikovanych jako Agrobacterium
radiobacter, Bacillus amyloliquefaciens, B. cereus, B. licheniformis,
B. polymyxa, B. subtilis a Rummeliibacillus stabekisii, které¢ byly schopny
vyrazné degradovat histamin. Tittarelli et al. (2019) popsali izolaci a identifikaci
bakterii schopnych degradovat histamin a tyramin. VSechny ziskané kmeny byly
izolovany ze syra a identifikovany jako Bifidobacterium pseudocatenalatum,
Kocuria varians Latilactobacillus curvatus, L. sakei, Leuconostoc mesenteroides,
Pediococcus pentosaceus, P. acidilactici, P. parvulus a Staphylococcus carnosus.

V ramci dalSich experimenti byly z potravin izolovany mikroorganizmy
schopné rlstu v minerdlnim médiu obsahujicim biogenni aminy. Tyto izolaty byly
identifikované jako Acinetobacter pittii, Agrobacterium radiobacter, Bacillus
altitudinis, Bacillus pumilus, Bacillus safensis, Bacillus subtilis, Enterobacter
cloacae, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Pseudomonas koreensis,
Pseudomonas fulva, Serratia marcescens, Serratia ureylitica a nasledn¢ byly
podrobeny dal$im analyzam. Byla sledovana jejich schopnost degradace
tryptaminu, fenylethylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu a tyraminu v ¢ase
v podminkach in vitro. V porovnani s ostatnimi izolaty vykazoval Bacillus
subtilis IB23 nejvyssi degrada¢ni aktivitu. Byla pozorovana témér 100%
degradace putrescinu, 97% degradace histaminu a rozklad 92 % kadaverinu.
Tryptamin, fenylethylamin a tyramin byly po 72 hodinach degradovany v rozmezi
22-49 %. Kmeny Acinetobacter pitii IB5, Agrobacterium radiobacter 1B102,
Bacillus altitudinis 1B84 a Bacillus pumilus IB26 vykazovaly nejvyssi degradacni
kapacitu pro tyramin, ktery degradovaly v rozmezi od 36 do 50 %, vSechny ostatni
sledované kmeny byly schopny nejvice degradovat putrescin. Studiem kinetiky
degradace BA se zabyvaly i mnohé dalsi studie. V praci Lee et al. (2015)
je popisovana degradace histaminu u B. subtilis, kdy bylo béhem 24hodinové
kultivace v bujonu degradovano 74 % jeho obsahu, u Paenibacillus polymyxa
(diive Bacillus polymyxa) bylo béhem této doby redukovano az 100 % histaminu.
Degradace histaminu o 27-60 %, putrescinu o 7-30 % a kadaverinu o0 22-29 %
béhem 24 hodin v podminkach in vitro byla pozorovana u Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus subtilis, Priestia megaterium (dfive Bacillus
megaterium) a Bacillus licheniformis (Zaman et al., 2014). Mah a Hwang (2009)
ve své praci pozorovali schopnost degradovat histamin u dvou kment, Bacillus
coagulans a Styphylococcus xylosus. Béhem 24 hodin v podminkach in vitro byly
tyto kmeny schopny snizit jeho obsah o 35-38 %. Pouziti mikroorganizmii
s aminoxidazovou aktivitou a jejich aplikace do potravin pii procesu jejich vyroby
ma ovSem také svd omezeni, a to zejména tehdy, pokud podminky vyrobniho
¢i skladovaciho procesu nejsou souladu s podminkami pro pieziti téchto
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mikroorganizmu, respektive s optimalnimi podminkami pro katalytickou aktivitu
degradujicich enzym, napt. pfili§ vysoké teploty ¢i koncentrace soli, ¢imZ muze
byt zabranéno degradaci ptitomnych BA (Tapingkae et al., 2010). Pro zmapovani
podminek idedlnich pro rhst téchto mikroorganizmi, a tedy jejich nasledny
rozklad biogennich aminti, je nutné provést sérii experimentti, které¢ by popsaly
chovani aminoxidédza pozitivnich mikroorganizmi pod vlivem kombinace
riznych vnéjSich faktorti in vitro. Teplota, pH a obsah soli jsou klicové
environmentalni prvky, které ovliviiuji mikrobidlni aktivitu v potravindch.
Tyto faktory jsou zodpovédné za metabolizmus zivé bunky, kterd produkuje
bakterialni dekarboxylazy, a také ovliviiuji aktivitu tohoto enzymu (Saad et al.,
2022).

Po vyhodnoceni vysledkii pozorovani, kdy byla sledovana mira degradac¢ni
aktivity u jednotlivych kmend, byl B. subtilis IB23 vybran pro sledovani kinetiky
degradace péti vybranych biogennich amind v zavislosti na zméné vné&jSich
podminek. Byl sledovan vliv kombinace téchto faktort, konkrétné to byla hodnota
pH kultivaéniho média, teplota a aerobni/anaerobni zpusob kultivace. Teplota
prosttedi vyznamné ovliviuje tvorbu BA u dekarboxyldza-pozitivnich
mikroorganizmut, kdy spolu se snizujici se teplotou Se snizuje i mnozstvi
produkovanych BA (Naila et al., 2010). V ramci tohoto experimentu byla
porovnavana mira degradace v prostiedi 3 rlznych teplot (8 °C, 23 °C, 30 °C),
které predstavuji teplotu skladovani potravin, béznou pokojovou teplotu,
respektive optimalni teplotu pro rdst testovanych mikroorganizmti. S nizsi
teplotou byla piedpokladéna 1 niz8i degradacni aktivita s ohledem na riistové
optimum pro B. subtilis (30-37 °C). Tato hypotéza se vSak nepotvrdila a nizsi
kultivacni teplota neméla na vysledny obsah BA vyraznéjsi vliv. Naopak byl
v nékterych piipadech zaznamendn nejvyssi Ubytek BA pravé béhem inkubace
pii teploté 10 °C. Napt. v ptipad¢ degradace fenylethylaminu v prostredi o0 pH 5
byl jeho celkovy obsah po 48 h kultivace pii 10 °C redukovan o 76 %, pii 30 °C
vSak jen o 69 %. Spolu s rostouci teplotou vsak rostla rychlost degradace BA,
kdy béhem kultivace pii 30 °C casto dochazelo ke skokovému snizeni
koncentrace amind jiz béhem prvnich 12 h kultivace a jejich mnozstvi kleslo
az na Ctvrtinu pivodniho obsahu, pti niZSich inkubacnich teplotach dochazelo
k podobnym ubytktim az po 24 h kultivace. Zavislost aktivity tyraminoxidazy
na okolni teploté popsali Leuschner et al. (1998), ktefi sledovali miru degradace
Vv prostfedi v Sirokém rozsahu teplot. SniZeni aktivity této aminoxidazy bylo
pozorovano pii teploté 5 °C, naopak pfi teploté 37-40 °C byl tyramin degradovéan
nejvice. Pii teplotach vyssich nez 60 °C dochazelo k dentauraci tyraminoxidazy
a nedochazelo tak k degradaci tohoto biogenniho aminu. Zeng et al. (2021)
zkoumali aktivitu diaminoxidazy v zavislosti na teploté inkubace. Jejich vysledky
ukazaly, ze DAO izolovana z Arthrobacter spheroides v nejvyssi miie degraduje
histamin a putrescin. Jejich pozorovani naznacuji, Ze termostabilita této
diaminoxidazy je velmi mald a nejvySsi teplota, pii které je jeSté schopna
rozkladat histamin a putrescin, je 37 °C. B&hem inkubace pii teploté 35 °C
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po dobu 50 minut klesa jeji aktivita az o 50 %. Nejvyssi degradacni aktivita byla
zaznamenana pii teploté do 30 °C. Dapkevicius et al. (2000) studovali degradaci
BA bakteriemi mlécného kvaseni pii ¢tyfech rtiznych teplotdch (37, 30, 22
a 15°C). Testovan¢ BMK izolované¢ zrybich past byly schopny rozkladat
ptitomné BA za vSech sledovanych teplot, kdy opét spolu s klesajici teplotou
klesala i1 tiroven degradace v prostfedi o pH 7, v prostiedi o pH 4,5 ale nebyla
zaznamenana témét zadna degradacni aktivita. Vysledky naSi prace ukazaly,
ze pokles mnozstvi testovanych biogennich aminli byl téméf stejny jak pfi
aerobni, tak pifi anaerobni kultivaci. Z dalSich méfeni vyplyva, ze testované
kombinace jednotlivych faktort nijak vyrazn€ neovlivnily schopnost kmene
B. subtilis IB23 degradovat vybrané biogenni aminy. Ve vSech variantach pH
minerdlniho média, za vSech teplot a u obou zpasobii kultivace doslo ke sniZeni
obsahu BA 0 65-87 %. Piesto, Ze testovani vlivu jednotlivych faktord na miru
degradace neukdzalo pfili§ velké rozdily ve vyslednych koncentracich BA,
muzeme obecné predpokladat, Ze se jedna o zajimavé vysledky, které naznacuji
vyuziti v relativné Sirokém spektru vnéjSich podminek, a to i u téch potravin, ktere
prevence vzniku téchto neZadoucich latek, naznacuji ziskané vysledky moznost
vyuziti izolovanych degradérii biogennich aminii ke sniZeni jejich obsahu
Vv potravinach. V fad¢ dalSich publikovanych studii (Zaman et al., 2014,
Kim et al., 2012; Alvarez a Moreno-Arribas, 2014; Eom et al., 2015; Lee et al.,
2015) byly zaznamenany pozitivni vysledky degradace biogennich amint
u B. subtilis.

Pti porovnani degradace BA kmeny B. subtilis IB23 a B. pumilus 1B26 byla
pozorovdna vys$$i degrada¢ni aktivita u prvniho zminéného kmene. Béhem
inkubace pti 30 °C v prostiedi 0 pH 7 v médiu bez piidané soli degradoval po 48 h
B. subtilis 1B23 tryptamin o 50 %, fenylethylamin o 57 %, putrescin o 45 %,
kadaverin 0 47 %, histamin o 51 % a tyramin 0 62 %, B. pumilus IB 26 degradoval
ve stejném prostredi tryptamin o 47 %, fenylethylamin o 35 %, putrescin o 42 %,
kadaverin o 41 %, histamin o 39 % a tyramin o 25 %, snizil tak koncentraci
testovanych BA minimalng o Ctvrtinu. Obdobné jako u pfedchozich pozorovani
m¢éla na miru degradace nejvétsi vliv teplota. Obecné 1ze konstatovat, ze biogenni
aminy byly nejlépe degradovany pii teploté 30 °C, coz je nejen teplotni optimum
pro rist obou vybranych kment, ale také idedlni teplota pro pusobeni
bakterialnich aminoxidaz (Cheng et al., 2020), se zvySujici se teplotou nad 45 °C
dochazi k denaturaci téchto enzymi, a tedy UpIné inhibici degradace BA (Zaman
et. al, 2014). Se snizujici se teplotou klesala degradac¢ni aktivita obou sledovanych
kmend. B. pumilus IB26 napt. v prostfedi o pH 7 v médiu bez ptidané soli
degradoval obsah putrescinu pii 30 °C po 24 h o0 41 %, pfi teploté 23 °C 0 24 %
a pti teploteé 10 °C jen o 2-3 %. Spolu se snizovanim teploty se snizuje i1 rychlost
metabolizmu a rdstu bakterii, proto i k redukci biogennich aminti dochazi
pomaleji. Pi1 nejnizsi sledované teploté byla tedy kultivaéni doba prodlouZena
na 96 h. Po ukonceni kultivace B. pumilus IB26 klesly obsahy vsech sledovanych
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BA ve vSech prostfedich minimalné o ¢tvrtinu. Podobné vysledky jsou veskrze
pozitivni napt. pro vyrobu dlouho zrajiciho syra, ktery je ¢asto zdrojem vysokého
mnoZzstvi biogennich amind. Zraci teploty jsou zavislé na individuadlnim druhu
a vlastnostech syra, ale obvykle se pohybuji pravé kolem 10 °C (Joosten a Nuifiez,
1996). Pridavek BA-degradujici kultury schopné ptezit vyrobni proces a zrani
pii nizkych teplotach by mohl vysledny obsah BA vyznamné snizit. Schopnost
degradace HIM a TYM v syru testovali Leuschner a Hammes (1998). Kmen
Brevibacterium linens pouzivany jako mazova kultura u syra zrajicich s mazem
na povrchu byl schopen béhem mési¢niho zrani syru s ptidanymi BA redukovat
obsah histaminu o 55 % a tyraminu o0 70 %. Nami sledované rozmezi pH miru
degradace BA kmeny rodu Bacillus ovliviiovalo, ale ze ziskanych vysledkt nelze
piesné urcit, zda né¢jaka ze sledovanych hodnot vyrazné zesilovala ¢i inhibovala
degradaci. Pro piiklad Ize uvést degradaci histaminu kmenem B. pumilus 1B26,
ktery v médiu bez ptidavku soli pii1 inkubacni teploté 30 °C snizil po 48 h jeho
koncentraci v prostiedi 0 pH 5 0 43 %, v prostiedi 0 pH 7 0 45 % a v prostiedi
0 pH 8 0 27 %, naproti tomu hladina putrescinu byla ve stejnych podminkach
Vv prostiedi 0 pH 5 snizena o 44 %, v prostiedi 0 pH 7 0 37 % a v prostiedi 0 pH 8
0 26 %. Cheng etal. (2020) izolovali z nékolika fermentovanych potravin
kvasinky, které byly pomoci sekvenace ¢asti genu pro 16S rRNA identifikovany
jako Wickerhamomyces anomalus a Millerozyma farinosa, u nichz sledovali
aktivitu aminoxidaz V Sirokém rozpéti pH (3-10). Stejné jako u vétSiny
bakterialnich aminoxidaz byla prokazana zavislost miry degradace na hodnotach
pH. Studie uvadi, Ze 1 pro tyto aminoxidazy je optimalni pH 7, ale jejich aktivita
se vrozmezi pH 5-8 pfili§ neliSila (Dapkevicius et al., 2010). Ke sniZeni
degradace dochazelo az v prostiedich o pH <5 a pH > 9 (Cheng et al., 2020).
V podobném rozmezi testovali aktivitu aminooxiddz ve své praci i Ying et al.,
2016, kdy sledovali miru degradace BA kmenem Halomonas shantousis SWA25.
Degradace BA probihala nejintenzivnéji v prostiedi o pH 7, které je optimem
pro funkci bakterialnich aminooxidaz, ale vysokou degrada¢ni aktivitu si udrzela
I vrozmezi pH 5-8. V prostiedi o pH 2 a pH 10 neprobihala zadna zjevna
degrada¢ni aktivita. DalSim ze sledovanych faktorti byla piitomnost NaCl.
V poslednich letech mnoho studii ukazalo, ze snizeni pfijmu sodiku je pro zdravi
velmi dalezité a nezbytné (Wolkers-Rooijackers et al., 2013; Bistola et al., 2020;
Celik a Bektas, 2020; Jin et al., 2020). Nadmérmy pfijem soli je povazovan
za Skodlivy pro lidské zdravi, zptisobuje kardiovaskularni a cerebrovaskularni
onemocnéni (Yang et al., 2021). Mnoho zemi proto navrhlo plany na sniZeni
denniho piijmu soli (Cappuccio et al., 2018). U nékterych potravin, pokud
je koncentrace soli pfili§ nizkd, je inhibi¢ni uc€inek soli na nckteré nezadouci
mikroorganizmy oslabeny (Jia et al., 2020) a vede Casto k nepfijemnym zménam
organoleptickych vlastnosti, jako je tfeba kyselost a hotkost (Xie et al., 2022).
Pokud nedojde k inhibici rustu mikrobioty, ktera produkuje BA, nastava opét
problém s jejich akumulaci (Chun et al., 2020; Lietal.,, 2020). V nami
testovaném rozmezi (0-3 % w/v) byly B. subtilis IB23 i B. pumilus 1B26 schopny
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degradovat vSechny sledované biogenni aminy. S rostouci koncentraci soli
se ale mira degradace mirné snizovala. Na zaklad¢ vysledk publikovanych
ve studiich Cheng et al. (2020) a Xie et al. (2022), ktefi testovali schopnost
degradace BA izolaty ziskanych z potravin, lze ptredpokladat, Ze s dalSim
zvySovanim koncentrace NaCl by se dale snizovala i mira degradace BA
az do uplného zastaveni rtistu dané mikrobioty. Lee et al. (2015) ve své studii
popsali obdobny experiment, kdy sledovali vliv riznych hodnot pH, rtznych
teplot a koncentraci soli na degradaci histaminu druhem B. polymyxa. Z vysledki
jejich studie vyplyva, ze nejvyssi miru degradace vykazoval tento druh rodu
Bacillus béhem kultivace pii 30 °C v prostiedi 0 pH 7. Nicméng¢ ostatni sledované
hodnoty pH (pH 5-9) vykazovaly v priméru jen o 15 % mensi miru degradace.
Testovany kmen byl schopen degradovat HIM v bujonu VvV pomérné Sirokém
rozmezi koncentrace soli (0,5-5%), kdy bylo v pfitomnosti 0,5 % NaCl
degradovano témét 100 % ptitomného HIM, v piitomnosti 5 % NaCl pak 97 %,
zatimco v médiu s 10 % soli bylo degradovano jen 8,5 % celkového mnozstvi
HIM. Zadny histamin nebyl B. polymyxa degradovan v kultivaéni padé pii 15%
a 20% koncentraci NaCl (Lee et al., 2015). Saad et al. (2022) testovali efekt
pridavku kultury B. polymyxa D05-1 na eliminaci histaminu a tyraminu v syru
Tallaga, ktery obsahoval vysokou koncentraci téchto aminii. Po pfidani kmene
B. polymyxa D05-1 béhem zpracovani syra doslo po 12 h kultivace pii 5 °C
v prostiedi s 2,5 % NaCl (w/v) ke sniZzeni koncentrace histaminu o 67 %, po 24 h
kultivace o 83 %, mén¢ byl degradovan tyramin, jehoz koncentrace klesla po 12 h
0 58 %, po 24 h o 72 %. Tato studie ukazala potencial rodu Bacillus efektivné
snizovat mnozstvi HIM a TYM i v realnych potravinovych matricich, kde je zdroj
dusiku i uhliku pro mikroorganizmy snadnéji ptistupny. Mah a Hwang (2009)
popsali vyuziti Staphylococcus xylosus pii snizeni koncentrace biogennich amint
u solenych fermentovanych ancovi¢ek. S. xylosus byl schopen pii 25 °C
v prostiedi s 15 % NaCl v pribéhu 10 tydnt degradovat 16 % BA. V literatuie
je popsano jen velmi madalo druhd, které¢ by byly schopny degradovat BA
pii vysokych koncentracich NaCl (> 10 % w/v) (Cheng et al., 2020). Jednim
z nich je napt. Brevibacillus sp. SK35, ktery byl schopen efektivné degradovat
histamin, putrescin, kadaverin, tyramin a tryptamin pfi teploté 35 °C v prostredi
0 pH 8 s 10% koncentraci NaCl. Se zvysujici se koncentraci soli nad 10 % (w/v)
se rychlost degradace postupné snizovala (Sinsuwan et al., 2010). Obdobnych
vysledkt bylo dosazeno i v praci Cheng et al. (2020), kdy testované kmeny
Wickerhamomyces anomalus a Millerozyma farinosa vykazovaly pokles
degradacni aktivity spolu s ristem koncentrace NaCl nad 10 %. KdyZz koncentrace
soli dosahla 30 % (w/v), dané kmeny v podstaté ztratily degrada¢ni schopnost
pro KAD, PUT, HIM, TYM (<5%), coz mize byt zpusobeno vysokou
koncentraci soli inhibujici rist daného kmene nebo koncentrace soli inhibujici
aktivitu aminoxidazy kmene, ¢imz se snizuje rychlost degradace (Kim et al.,
2017). V praci Tapinkgkae et al. (2010) byly popsany druhy extrémné halofilnich
archei, ktera jsou schopna BA rozkladat pii velmi vysokych teplotach
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I koncentracich soli. Tyto organizmy byly izolovany ze solenych fermentovanych
rybich produkti. Studie popsala degradac¢ni aktivitu Natrinema gari, kdy byla
nejvyss$i degradacni kapacita zaznamendna pii teplot¢ 40-55 °C v prostiedi
0 pH 6-8,5 a koncentraci soli 15-20 %. Ying et al. (2016) testovali schopnost
degradace osmi BA v médiu s obsahem NaCl halotolerantnim mikroorganismem
Halomonas santhousis SWAZ25. Piestoze byl sledovany kmen schopen redukovat
mnozstvi vSech testovanych BA v prostfedi s 20 % NaCl o 10-20 %, nejvyssi
degradacni aktivity dosahoval v médiu s ptidavkem 0-3 % NaCl (w/v), pfi¢emz
optimalni koncentrace NaCl pro jeji rist je 3 % NaCl (w/v). Tato studie spolu
se studiemi Zaman et al. (2010) a Tapingkae et al. (2010) naznacuji, Ze k nejvyssi
mife degradace BA rtiznymi mikroorganizmy dochézi v prostfedi s optimalni
koncentraci NaCl pro jejich rlst a riznou citlivosti aminooxiddz. Tyto vysledky
piedstavuji dilezity pfinos pro potravindisky pramysl, jelikoz takto vysoké
koncentrace soli inhibuji rust velké casti mikroorganizmti a teoreticky
by se obtizn¢ hledala ndhrada, kterd je schopna v téchto koncentracich nejen rist,
ale 1 redukovat mnoZzstvi pfitomnych BA.

Stejné jako ve studii Sun et al. (2023) bylo piedpokladano, ze rozsah
degradacni aktivity bude mnohem patrngjsi v mineradlnim médiu, kde jedinymi
zdroji uhliku a dusiku byly dodané biogenni aminy. Pokud byly sledovan¢ kmeny
schopny rlstu, musely nutné utilizovat minimaln¢ jeden z obsaZenych BA.
Nutrient broth je ale nutricné bohatsi médium, které ve svém slozeni obsahuje
mj. glukdzu, kvasnicny extrakt a pepton, a proto se svou skladbou vice podoba
vzorku realné potraviny. JelikoZ jsou v médiu NB uhlik a dusik snaze dostupné
Z jinych zdrojt, bylo sledovano, v jaké mife degradace probiha. Z toho ditvodu
také probihalo sledovani degradace B. subtilis IB23 a B. pumilus I1B26 v mensim
rozsahu. Zajimavym zjisténim bylo, Ze 1 v nutricné¢ bohatém médiu degradace BA
probiha pii 30 °C pomérné efektivné. B. subtilis IB23 dokazal snizit obsah vSech
BA, béhem 48 h pii kultivac¢ni 30 °C v médiu bez pridavku soli doslo k ubytku
vSech primémé o 37 %. V ptipadé¢ media s 2 % soli bylo sniZzeni koncentrace
v danych podminkach obdobné. B.pumilus IB26 vykazoval ve stejnych
podminkach vys$si degradacni schopnost a obsah vSech testovanych BA snizil
béhem 48 h o0 45 %. I v tomto ptipadé bylo v médiu s ptidavkem soli dosazeno
obdobnych vysledkli jako v médiu, které sl neobsahovalo. Srovnani vysledki
degradace mezi jednotlivymi kmeny ukazalo, ze B. subtilis IB23 degraduje
VvV MM1 vsechny testované biogenni aminy 1épe, nez kmen B. pumilus 1B26,
v médiu NB jsme dosli k vysledkiim opa¢nym. K zajimavym vysledkiim dospéli
také Martuscelli et al., 2000 a Zaman et al., 2011, kdy izolovali stafylokoky
(S. xylosus, S. carnosus), které byly schopny deaminovat tyramin a histamin
in vitro, ale v realnych potravinovych systémech byla jejich aktivita vyrazné
omezena pritomnosti jinych zdroji dusiku, které byly pro tyto bakterie snadnéji
dostupné, napt. v pfipad¢ tepelné neopracovanych fermentovanych masnych
vyrobku (Gardini et al., 2002). V kontrastu k t¢émto vysledkiim byla zajimavéjsi
data ziskana v realné potravinové matrici chudé na dusik, jako je vino, ve kterém
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probihala deaminace BA kmeny Lacticaseibacillus casei, Lactiplantibacillus
plantarum a Pediococcus spp. vyrazné 1épe (Garcia-Ruiz et al., 2011; Capozzi
etal., 2012).

Vyuziti ndmi izolovanych a testovanych sporulujicich bakterii
V potravinarském primyslu ovSem vyzaduje dalsi studie, které by se zabyvaly
degradaci BA pfimo v potravinové matrici a zaroven by se soustedily na udrzeni
jejich nezavadnosti a organoleptickych vlastnosti (Kim et al., 2022). Podobné
jako u Weizmania coagulans (diive Bacillus coagulans) a Geobacillus
stearothermophilus, které se vyznacuji silnym enzymatickym aparatem, je totiz
pritomnost sporotvorného B. subtilis v potravinach nezadouci (Harirchi et al.,
2022). V kontrastu s timto faktem je také dulezité zminit, Ze nékteré kmeny
B. subtilis jsou fazeny mezi probiotika, ktera naopak pozitivné ovliviiuji lidské
zdravi (Lorencova et al., 2012). Studie Gopikrishna et al. (2021) popsala vliv
Bacillus subtilis na lidské zdravi. Zminuje zejména jeho pozitivni wlohu
v prevenci vysokého tlaku, ochrané¢ pfed ateroskler6zou, ochrané
pifed enteropatogeny ve stfevé, inhibuje rast nékterych rakovinnych bunck.
B. subtilis i B. pumilus je mozné vyuzit jako startérové kultury pro vyrobu
nékterych fermentovanych potravin (Ouoba et al., 2004). Tyto startérové kultury
mohou inhibovat rlist patogennich mikroorganizmii svou schopnosti produkovat
bioaktivni slou€eniny a také proptjCit fermentovanym potravinam poZadované
organoleptické vlastnosti (Gopikrishna et al., 2021).
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6. ZAVER

Jednou z nejslibnéjsich moznosti pfimého odstranéni biogennich amini
Z potravin je vyuziti mikroorganizmi se silnou aminoxidazovou aktivitou a jejich
vyhledat a izolovat mikroorganizmy, které tuto schopnost maji, a nasledné
definovat idealni podminky a parametry pro jejich rust. Pro izolaci a identifikaci
kment schopnych degradovat biogenni aminy byly definovdny hlavni cile
disertacni prace, které byly zpracovavany ve 4 dilCich experimentech.
Experimenty se zabyvaly izolaci mikroorganizmti schopnych degradovat
biogenni aminy zpotravin a jejich ndslednou identifikaci pomoci
spektrometrickych a molekularné-biologickych metod. Kinetika degradace byla
sledovana pomoci kapalinové chromatografie.

Podle piedpokladii bylo potvrzeno, ze zachyt degradérii izolovanych
Z potravin nebude pfili§ vysoky. V pribéhu pocate¢niho skriningu 895 zejména
mlécnych a masnych vyrobkl bylo izolovano 114 mikroorganizma schopnych
degradovat alespon jeden z nasledujicich aminti — tryptamin, fenylethylamin,
putrescin, kadaverin, histamin a tyramin. VSech 114 izolati bylo metodou
MALDI-TOF MS identifikovdno a na zaklad¢ identifikace bylo ziskano
22 riznych druhli mikroorganizmi. Tfinact Z nich bylo nasledné vybrano pro
dalsi skrining a jejich identifikace byla ovéfena pomoci sekvenace. Takto byly
identifikovany druhy Acinetobacter pittii, Agrobacterium radiobacter, Bacillus
altitudinis, Bacillus pumilus, Bacillus safensis, Bacillus subtilis, Enterobacter
cloacae, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Pseudomonas koreensis,
Pseudomonas fulva, Serratia marcescens, Serratia ureylitica.

Bylo prokazano, ze vSech 13 identifikovanych kmenti je schopno
v podminkach in vitro pti 30 °C degradovat vSechny z testovanych amint
0 8-100 %. Nejvice byla snizena koncentrace tyraminu a putrescinu, které
po 72 hodindch kultivace pii 30 °C klesly v rozmezi 36-100 %. Nejvyssi
degradacni kapacita byla zaznamenana u kmene B. subtilis IB23, ktery degradoval
putrescin, kadaverin a histamin o vice nez 92 %, u zbylych aminti dokazal snizit
jejich koncentraci o0 22-48 %.

U kmene B. subtilis IB23, ktery vykazoval nejvy$si aminoxidazovou
aktivitu, byla v Case sledovana kinetika degradace za definovanych podminek
invitro. V této fazi byl studovan vliv teploty, riznych hodnot pH a zptsob
kultivace na miru degradace biogennich amind. Bylo prokdzdno, Ze Zadny
ze sledovanych parametrii ani jejich vzdjemné kombinace vyrazn€ neovlivnily
degradac¢ni aktivitu B. subtilis IB23. Ve vSech ptipadech byly po 48 hodinach
kultivace hodnoty biogennich amind snizeny o 52-83 %. I kdyZ nejvyssi miru
kultivace vykazoval B. subtilis IB23 pfti kultivaéni teplot¢ 30 °C, s nizSimi
teplotami se vysledny obsah biogennich amintli vyraznéji nelisil.

V dalsi fazi prace byla u Bacillus subtilis 1B23 a Bacillus pumilus 1B26
srovnavana kinetika degradace biogennich aminil v mineralnim médiu a v médiu

112



nutrient broth. Sledovanymi parametry byly teplota, hodnoty pH a koncentrace
soli. Ze vSech sledovanych faktorGi byla mira degradace nejvice ovliviiovana
kultiva¢ni teplotou. Dle ptfedpoklad oba kmeny rozkladaly BA nejlépe pii teploté
30 °C, coz je nejen riistové optimum vybranych druht, ale také idealni teplota pro
¢innost bakteridlnich aminoxidaz. Se snizujici se teplotou mira degradace klesala.
ziskanych vysledku ale nelze jednoznacné ur¢it, zda néjaka z testovanych hodnot
pH rozklad BA vyraznégji inhibuje. V rozmezi 0-3 % w/v NaCl byly B. subtilis
IB23 i B. pumilus IB26 schopny degradovat vsechny sledované biogenni aminy,
vliv koncentraci NaCl byl na oba dva kmeny stejny. S rostouci koncentraci
se ale mira degradace mirné sniZovala. Bylo také prokézano, ze v mineralnim
médiu degraduje kmen B. subtilis IB23 vSechny testované BA vice nez kmen
B. pumilus 1B26, kdy B. subtilis IB23 snizil koncentraci nékterych BA az o 62 %,
u B. pumilus IB26 byl zaznamenan maximalni pokles koncentrace o 47 %.
Naopak v médiu nutrienth broth byla mira degradace vyssi u B. pumilus I1B26.
Ptedpokladalo se, Ze v nutricné bohatém médiu budou sledované¢ kmeny BA
degradovat minimalné nebo vibec. I pifes to, Ze byly BA v nutrient broth
degradovany mén¢, snizil B. subtilis IB23 obsah vSech BA v nutrient broth,
béhem 48 h pii kultivaéni teplot¢ 30 °C v médiu bez ptidavku soli primérné
0 37 %, vmédiu s 2% soli bylo snizeni koncentrace v danych podminkéach
obdobné. B. pumilus IB26 snizil obsah sledovanych BA béhem 48 h primérné
0 45 %, obdobné vysledky byly ziskany i po kultivaci v médiu s ptidavkem soli.
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7. PRINOS PRO VEDU S PRAXI

Predkladand disertacni prace se vénovala vytipovani mikroorganizmii

izolovanych z potravin a jejich schopnosti degradovat biogenni aminy.
U nalezenych kment byla studovana kinetika degradace v podminkach in vitro.
Jednotlivé metody identifikace mikroorganizmii a naslednd kvantifikace jejich
schopnosti rozkladat biogenni aminy mohou piispét k detailn€jSimu prostudovani
mechanismil bakteriadlni degradace a ptispét tak ke sniZeni €1 uplné eliminaci otrav
z potravin a negativnich vlivi takto kontaminovanych potravin na lidské zdravi.
Déle mohou slouzit jako podklady pro dalsi studie zabyvajici se konzervaci
a trvanlivosti zejména fermentovanych vyrobk.

Ptinos pro védu lze spattit v nasledujicich aspektech

Byl proveden rozsahly skrining nejriznéj$ich druhii potravin, v nichz bylo
zachyceno 114 izolath schopnych degradovat jeden a/nebo vice biogennich
amintl.

Bylo identifikovano 22 riznych bakterialnich druhi s vysokou degradaéni
aktivitou.

Byla kvantifikovana schopnost a mira degradace biogennich amint
u 13 druht bakterii — Acinetobacter pittii, Agrobacterium radiobacter,
Bacillus altitudinis, Bacillus pumilus, Bacillus safensis, Bacillus subtilis,
Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus,
Pseudomonas koreensis, Pseudomonas fulva, Serratia marcescens,
Serratia ureylitica.

Byl studovan vliv vnéjSich podminek na degradaci fenylethylaminu,
putrescinu, kadaverinu, histaminu a tyraminu kmenem Bacillus
subtilis 1B23

Byly sledovany rozdily v degradaci u kment Bacillus subtilis IB23
a Bacillus pumilus 1B26 v zavislosti na teploté, pH média, koncentraci soli
a pouzitétm meédiu v riiznych ¢asovych intervalech.

Byl prokazan vliv teploty, zvySujici se koncentrace soli a druh pouzitého
média na pritbéh degradace.

Piinos pro praxi Ize spatfit v nasledujicich aspektech

Zjisténi, Ze testované kmeny jsou schopny degradovat biogenni aminy
vV pomérné Sirokém rozmezi teplot.

Zjisténi efektivniho rozkladu BA v Sir§im rozmezi pH.

Zjisténi, ze se zvySujicim se mnozstvim soli v médiu sice klesd mira
degradace, ale pfti piidavku az 3 % (w/v) NaCl neni vyrazn¢ inhibovana.
Zjisténi, Ze testované kmeny jsou schopny pomérné dobie rozkladat BA
I V nutri¢né bohatém médiu piiblizujicimu se vzorku realné potraviny.

Ziskané poznatky mohou slouzit jako zdklad pro dalsi studium rozkladu BA

N A4
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