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ABSTRAKT

Disertaéni prace se zabyva izolaci a identifikaci mikroorganizmi
degradujicich biogenni aminy a naslednym studiem kinetiky jejich rozkladu.
Jednotlivé mikroorganizmy byly ziskdny analyzou komerén€ dostupnych
potravin a potravin vyrobenych v potravinaiskych laboratofich FT UTB. Tyto
mikroorganizmy byly nasledné identifikovany pomoci MALDI-TOF MS.
Vysledky identifikace metodou MALDI-TOF byly ovéfeny sekvenaci ¢asti genu
pro 16S rRNA. Cilem prace bylo in vitro studium schopnosti ziskanych
a identifikovanych 1zolati degradovat biogenni aminy za plisobeni riiznych
kombinaci vnéjSich podminek a kvantifikace sniZzeni koncentrace biogennich
aminil tryptaminu, p-fenylethylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu
a tyraminu. Zéakladni schopnost degradace byla ur¢ena na zaklad& schopnosti
ristu v mineralnim médiu s biogennimi aminy jako jedinymi zdroji uhliku
a dusiku. Izolované kmeny se schopnosti degradace jednoho a/nebo vice
biogennich amini byly kultivovany v médiu obohaceném o pfislusné biogenni
aminy, derivatizovany a separovany pomoci HPLC.

V experimentalni casti prace bylo analyzovano 895 vzorkli potravin,
ze kterych bylo izolovano 114 mikroorganizmii degradujicich biogenni aminy.
Pomoci MALDI-TOF byly izolaty identifikovany. Ze vSech testovanych izolath
bylo ziskdno 22 rlznych druhi mikroorganizmii. Identifikace 13 vybranych
mikroorganizmi byla ovéfena pomoci PCR a naslednou sekvenaci (16S rRNA).
U izolath 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 ureilytica byla zji$téna
vyznamngj$i mira degradace biogennich aminll a byla pozorovana schopnost
degradovat vSechny testované biogenni aminy v rozmezi 8-100 %. Nejvyssi mira
degradacni aktivity byla zaznamenana u kmene Bacillus subtilis 1B23, u néjz byl
dale sledovan vliv vnéjSich podminek na degradacni aktivitu. Testovane
parametry kultivace (teplota, pH média, zplsob kultivace) vyrazné neovlivnily
miru degradace a vSechny biogenni aminy byly degradovany o vice nez 50 %.
V dalsi fazi prace byl porovnavan vliv vngjSich faktorii (teplota, pH a typ média,
koncentrace soli) na miru degradace u kmenl 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 mensi mife se zvySujici se koncentraci soli (0-3 % w/v)
a snizujici se teplotou. V nutrient broth bylo prokazano, ze mira degradace
je zavisla pouze na dobé€ 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 wvarious 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 biogenic amines were cultured in a medium 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 ureilytica, 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 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 I1B23 and Bacillus pumilus 1B26 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 1B23 and Bacillus pumilus
[B26 strains showed that B. subtilis IB23 degrades BA more efficiently in mineral
medium, B. pumilus 1B26 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 proteinii (Iversen et al., 2012).
Tyto sloucCeniny lze podle chemické struktury rozdé€lit na aromatické
(B-fenylethylamin a tyramin), alifatické (putrescin, kadaverin, spermidin
a spermin) a heterocyklické (histamin a tryptamin). Podle po¢tu 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).

Biogenni aminy jsou syntetizovany a degradovany béhem normalniho
metabolizmu  Zivocichli, rostlin a mikroorganizml. Vznikaji predevSim
dekarboxylaci jednotlivych AMK nebo aminaci a transaminaci aldehydu
a ketonll. Biogenni aminy hraji dilezitou roli v mnoha lidskych fyziologickych
funkcich, jako je mozkova aktivita, sekrece ZaludeCni kyseliny, imunitni reakce
(Shalaby, 1996) ¢1 bunéény riist a diferenciace (Ladero et al., 2010). Diky ¢innosti
mikroorganizmi a jejich metabolické aktivit¢ se mohou BA ve vysokych
koncentracich akumulovat v potravinach. ZvySena hladina BA mize ukazovat na
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; Dabad¢ et al., 2021). Nadmé&rny peroralni piijem BA muize
zpusobit zdravotni potize. Mozné zdravotni komplikace se tykaji predevSim
citlivych jedinca, jejichz detoxikacni systémy pracuji méné dobie (Bodmer et al.,
1999). U téchto jedincii jsou pfi¢inou geneticka alterace, alergie, nadmérny piijem
alkoholu a/nebo uZivani nékterych druhii antidepresiv (Alvarez a Moreno-
Arribas, 2014; Jairath et al., 2015), jako jsou inhibitory monoaminoxidazy
(Hernandez-Jover et al., 1997; Yongmei et al., 2009), 1€ka pouzivanych pro 1€cbu
Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby, ptipadné 1€kl proti bolesti (Mohedano
et al., 2015). Vzhledem k moznym neptiznivym UCinkiim 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 oznaeni intoxikace tyraminem
se dokonce pouziva termin ,,cheese reaction® (ten Brink et al., 1990). V syru byly
také zaznamendny koncentrace BA vyS$i nez 1 g/kg, a to nejCastéji zvySené
koncentrace tyraminu a histaminu. Tyto aminy se zaroveinl vyskytuji nejhojnéji
ze vSech BA (Stratton et al., 1991; Fernandez et al., 2007a), podle stanoviska
EFSA se soucasné jednd o nejvice toxické BA. Jejich toxicita miize byt pak dale
umocihovana pritomnosti jinych BA (EFSA, 2011), nejcastéji kadaverinem
a putrescinem (Ladero et al., 2010). Pro sniZeni produkce a nasledné akumulace



BA v potravindch byly navrZzeny rizné strategie, jako je napiiklad inhibice
bakterii produkujicich BA (napft. ptidavkem sifi¢itanu do vina), sniZeni viability
producentii BA, napt. pomoci pasterizace mléka, které ma byt pouzito pii vyrobe
syrd, snizeni proteolytické aktivity (tedy snizeni dostupnosti aminokyselinovych
prekurzorii biogennich aminil) atd. Dal$im z moZnych zptsobt, jak snizit obsah
BA vpotravinach, je jejich pifimé odstranéni ze suroviny pomoci
mikroorganizmu. Je zndmo, Ze naptiklad nckteti zastupci rodt Brevibacterium,
Lactobacillus a dalSich mlé¢nych tyCinek, Pediococcus a Micrococcus jsou
schopni BA degradovat a snizit tak jejich koncentraci v potravinach
(Herrero-Fresno et al., 2012).

Ptfestoze akumulace BA v potravinach piredstavuje vyznamné zdravotni
riziko, evropské legislativa stanovuje limity definujici pouze maximéalni obsah
histaminu, 100 mg/kg. Tato hodnota je navic dle Nafizeni Komise (ES)
¢. 2073/2005, ve znéni pozd¢jSich predpisii stanovena pouze pro ryby a produkty
rybolovu.

1. 1. Klinické aspekty a toxikologie

Biogenni aminy jsou pfirodni antinutricni faktory a jsou dulezité
z hygienického a toxikologického hlediska, nebot’ jsou identifikovany jako
plivodci fady otrav jidlem a jsou také schopny iniciovat rizné farmakologicke
reakce. Histamin, putrescin, kadaverin, tyramin, tryptamin, B-fenylethylamin,
vyskytujici se v potravindch. Tyto aminy jsou oznaceny jako biogenni, protoze
jsou vytvoieny pusobenim zivych organizmt (Shalaby, 1996). Vztah mezi Grovni
BA a otravami jidlem byl Siroce studovan a bylo zjiSténo, Ze intoxikace
histaminem a tyraminem jsou dvéma nejcastéji hlaSenymi potravinovymi
intoxikacemi (EFSA, 2011). Lidé bé&zn¢ konzumuji potraviny s urcitym
mnozstvim BA, tyto jsou detoxikovdny ve stfevni sliznici enzymatickymi
reakcemi (oxiddzami). Pf1 nadmémém peroralnim piijmu BA miZe zvySena
koncentrace téchto latek vyvolat v organizmu fadu nezadoucich Gc€inki, jako jsou
nevolnost, stievni problémy, alergie, bolest hlavy, vyrdzku a zmény krevniho
tlaku (Ladero et al., 2010). Vyjime¢né muzZe nastat hypertenze, zplsobujici
nevratné poskozeni srdce nebo centralniho nervového systému (Alvarez, Moreno-
Arribas, 2014). V mnohych piipadech potravinovych otrav je jako puvodce
oznacovan pravé histamin, zatimco tyramin a B-fenylethylamin byly oznaceny
jako inicidtory hypertenzni krize. Histamin, tryptamin, B-fenylethylamin a
tyramin maji vyznamné fyziologické ucinky na clovéka, obvykle bud
psychoaktivni nebo vazoaktivni. Psychoaktivni aminy ovliviiuji nervovy systém
plUsobenim na neurotransmitery, zatimco vazoaktivni aminy plsobi na vaskularni
systém (Lovenberg, 1973).

Konzumace potravin obsahujicich biogenni aminy zodpovidd za mnoho
fyziologickych efekti, které mohou vést k nékolika typim alimentarnich
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onemocnéni, véetné otravy histaminem a tyraminem. Toxické plisobeni BA
na organizmus bylo zaznamenano 1u kufat, kde byla popsana vyraznéd ztrata
hmotnosti, u tézkych intoxikaci byla hldgena i zvy$ena mortalita. Skodlivé u¢inky
vyplyvajici ze zvySené konzumace potravin bohatych na biogenni aminy lze
ocekavat pouze tehdy, kdyz jsou tyto latky schopny dostat se do krevniho fecisté
(Joosten, 1988). Biogenni aminy byly také studovany jako karcinogenni
prekurzory (Shalaby, 1996).

1. 2. Vyskyt biogennich amini v potravinach

U Cerstvych a fermentovanych produkti a u produktl Zzivocisného
a rostlinného ptvodu jsou typy nalezenych BA a také jejich koncentrace riizné.
Tyto odchylky lze odvodnit typem zpracovani, dostupnosti a typem
aminokyselin pfitomnych v potraviné, podminkami, dobou a teplotou skladovani,
typem baleni a pfitomnosti dekarboxyldaza pozitivnich mikroorganizmu.
V disledku dekarboxylace aminokyselin mikroorganizmy béhem fermentace
je koncentrace BA ve fermentovanych potravinach (syry, pivo, sojova omacka
atd.) obecné vys$si neZ v potravinach nefermentovanych (zelenina, ovoce, maso
atd.) (Wojcik et al. 2020).
Obsah BA v rlznych potravinach a krmivech byl studovan mnoha védci
a bylo jiz zminéno, Ze jejich nejcastéjsi vyskyt byl pozorovan u syri, ryb (napf.
sardinky, ancovicky a sledi), masnych vyrobki, dale byla ptitomnost téchto latek
zaznamendna u vajec, ovoce, zeleniny (Ramos et al., 2009; Figueiredo et al.,
2013; Vasconcelos et al., 2021) a hub (Kala¢ a Ktizek, 1997; Dadakova et al.,
2009b). Fermentované potraviny jsou nachylnéj$i k vySSimu obsahu BA.
Fermentace je pfirozend metoda pouZzivand k vyrobé potravin s jedinecnymi
organoleptickymi vlastnostmi, jako jsou barva, chut a konzistence, které
spotiebitelé preferuji. Navzdory vyhoddm tohoto zpiisobu zpracovani potravin
muze vést fermentace k tvorbé toxickych latek, mezi které patii BA. Fermentace
je zalozena na aktivité mikroorganizmi, kdy jsou BA produkovany nékolika
kvasinkovymi a bakteridlnimi kmeny, z nichZ nejvyznamnéj$i jsou BMK
(bakterie mlécného kvaSeni). Velka ¢ast 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 mikrobialni kontaminaci béhem technologického
procesu vyroby nebo skladovani, je pravdépodobné, Ze obsahuji biogenni aminy.
BA mohou byt obsazeny také v alkoholickych népojich, jako jsou pivo a vino,
ale 1 v dalSich fermentovanych potravinach, jako je napf. kysané zeli a vyrobky
ze sojovych bobl. U cerstvych a fermentovanych produkti a u produkti
zivociSného a rostlinného ptvodu jsou nalezené BA a také jejich koncentrace
ruzné. Tyto odchylky lze odivodnit typem zpracovani, dostupnosti a typem
aminokyselin pfitomnych v potravin€¢, podminkami a dobou a teplotou
skladovani, typem baleni a pfitomnosti pozitivnich dekarboxylazovych
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mikroorganizml. Vysoké koncentrace BA byly prokazany také u riznych druhii
ovoce a zeleniny. BA byly proto diive povaZzovany za endogenni latky rostlinného
puvodu. BA jsou vytvafeny v potravinach v dusledku mikrobidlni Cinnosti
v prubéhu jejich starnuti a skladovani (Shalaby, 1996).

Existuje n€kolik faktord, které mohou omezit akumulaci biogennich amini
v téchto potravindch, napi. dostupnost substratu, hodnota pH, koncentrace soli
a teplota maji omezujici ¢inky na hromadéni biogennich aminti, respektive
na pfitomnost mikroorganizmii a jejich schopnost piezivani a nésledného
rozmnozovani v daném substratu. Koncentrace biogennich amini se znacné méni
nejen u rtznych druhli potravin, ale v rdmci rizného zpracovani a skladovani
stejnych druhl 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 potravinach (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 (Karovi¢ova a Kohajdova, 2005).

1. 3. MozZnosti sniZeni obsahu biogennich amint v potravinach

Obsah biogennich aminli v potravinach kolisd a méni se taktéZz sloZeni
mikrobioty. Na vzniku biogennich aminii v potravinach se podili mnoho faktort,
a to jak pfi vyrobnim procesu, tak pfti jejich skladovani. Jednu z nejdiilezitéjSich
roli hraje samotna kvalita a stav vstupni suroviny, u fermentovanych vyrobku
pak vhodny vybér ptidanych startérovych kultur. DalSimi neméné dualezitymi
faktory, které ovliviiyji tvorbu ¢i redukci BA, je napt. pH, koncentrace NaCl,
teplota ¢1 zminénd metabolickd a biochemicka aktivita pfitomné mikrobioty,

tavSak viceméné¢ podléhd proménlivosti faktori vyjmenovanych vySe
(Giictikoglu a Kiipliilii, 2010).

1. 3. 1. Zména pH

Hodnoty pH prostfedi jsou dulezitymi faktory, které ovliviiuji aktivitu
bakterialnich dekarboxylaz (Linares et al., 2011). Aktivita dekarboxyldz byva
vys$$i spolu s vyssi aciditou prosttedi. pH optimum je v takovych piipadech mezi
4 az 5,5 (Haléasz et al., 2002). Pohyb v takovém prostiedi bakterie stimuluje
k vys§i tvorbé dekarboxylaz, které¢ produkuji jako soucéast svych obrannych
mechanismil proti kyselému prosttedi (Maijala et al., 1993). Na druhou stranu
vyrazné snizeni €i zvySeni pH inhibuje riist mikroorganizmi, a tedy zamezuje
tvorbé BA plisobenim jejich dekarboxylaénich enzymi (Bover-Cid et al., 2008;
Fernandez et al., 2007a).
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1. 3. 2. Zména koncentrace NaCl

Dalsim dulezitym faktorem, ktery muze mit vliv na akumulaci BA
v potravindch, je koncentrace soli ve fermentovaném produktu ¢i v médiu.
Tradi¢né se stl pouziva k potlaceni ristu patogenii v prubéhu fermentace a kysani
mlécnych vyrobkl s diléim cilem zabranit kazeni potravin a otrav z jidla.
Vyznamnym Cinitelem pii reprodukci mikroorganizmi je totiz spravny pomer
vody a soli béhem fermentace, zrani ¢i skladovani potravin. NaCl snizuje tvorbu
BA mikroorganizmy tim, Ze méni osmoticky tlak butiky a snizuje vodni aktivitu
prostiedi. Mikroorganizmy jsou poté inhibovany nedostatkem volné vody.
Pokud neni vodni hospodaieni buniky uvedeno zpét do normalu (resp. na hranici
potiebnou k preziti daného mikroorganizmu), zmény v bunécné struktuie jsou
destruktivni a ireverzibilni. Za téchto podminek dochazi tedy k odumieni
mikroorganizmu (Chander et al., 1989; Stratton et al., 1991).

1. 3. 3. Zména teploty

Neméné vyznamnym faktorem, ktery hraje dualezZitou roli v redukci BA,
je teplota. Dilezita je nejen teplota zpracovani potravin, ale 1 jejich uchovavani.
Teplotni optimum rastu vétSiny bakterii s dekarboxylazovou aktivitou
se pohybuje v rozmezi 20 °C az 37 °C. Jedna se tedy zpravidla o mezofilni
organizmy. VysSsi teplota zplisobuje nejen denaturaci proteinti a jejich inhibici,
ale i naslednou smrt buiiky (Smarda et al., 2005). Zvyseni teploty do blizkosti
teplotniho optima mikroorganizmu tedy umociuje proteolytické a dekarboxylacni
reakce, coZ ma za nasledek hromadéni volnych AMK a zvySeni koncentrace
amini (Vidal-Carou, 2007). Vystaveni potravin vysokym teplotdm Casto inhibuje
rust mikroorganizmli produkujicich histamin. Naopak pti nizkych teplotach
je v disledku zpomaleni ¢i potladeni mikrobidlniho ristu a snizeni celkové
metabolické aktivity kumulace biogennich aminii v potraviné sniZena
(Karovicova a Kohajdova, 2005).

1. 3. 4. Zména tlaku

Vysoky tlak (HHP, high hydrostatic pressure) je netermicky zpiisob
konzervace nckterych potravin, ktery poskozuje bunééné membrany
mikroorganizmi, coz vede k jejich inaktivaci nebo na né¢ ma subletalni Gc¢inky
(Rivas et al., 2008). Vysoky tlak je uZitecnd metoda pro rozruSeni bunck,
ktera méni propustnost bunécné membrany. Tento stav zplisobuje sniZeni
mozZnosti stietu s volnymi AMK a diky denaturaci membranovych protein
zpusobuje poskozeni nebo smrt buiikky (Lanciotti et al., 2007). Prostfednictvim
inaktivace mikroorganizmtit HHP prodluzuje Zivotnost potravin pifi zachovani
puvodni chuti a vlastnosti (Patterson, 2005). Jednd se o relativné novy zpiisob
oSetfeni potravin, u kterych zvySeni ¢i sniZeni teploty méni jejich organoleptické
vlastnosti (Ercan et al., 2013). OSetfeni potravin HPP je b&ézné napi. v USA,
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Japonsku a Spanélsku (Patterson 2005). Je-li HHP aplikovan na vychozi suroviny
nebo konecné produkty fermentace, snizeni poctu bakterii mize inhibovat tvorbu
BA. Napt. pii aplikaci HPP (200 MPa) na syrovou masovou hmotu pro vyrobu
fermentovanych masnych vyrobkii byl inhibovéan rlst enterobakterii a soucasné
oddaloval akumulaci putrescinu a kadaverinu (Latorre-Moratalla et al., 2007).
Inhibice tvorby biogennich aminil, zdvisi na trovni pouZité¢ho tlaku (Novella-
Rodriguez et al., 2002).

1. 3. 5. Vliv ionizujiciho zareni

Ozafovani potravin se v mnoha zemich pouziva pro ucely inhibice klicent,
znehodnoceni potravin hmyzem a parazity, oddéaleni fyziologického zrani,
prodlouzeni trvanlivosti nebo zlepSeni technologickych vlastnosti potravin
(Loaharanu, 1989; Radomyski et al., 1994; Thayer, 1994). Ozafovani je G¢inné
pii redukei poctu Zivotaschopnych mikroorganizmi a virl a je zndmé jako dobra
metoda pro inaktivaci patogenli v potravinaiskych materidlech. Kromé
sanitdrnich ucelli se technologie ozatovani pouziva také ke snizeni obsahu
karcinogennich nitrosaminil a dusitani v masnych vyrobcich (Ahn et al., 2002).
Ahn, et al. (2002) uvadi, Ze ozafeni miiZze vyvolat radiolyzu karcinogennich
N-nitrosamini ve vodném modelovém systému a je u¢inn€ 1 pro sniZeni obsahu
N-nitrosamini v masnych vyrobcich. VSechny potraviny obsahujici vodu
pravdépodobné prochazeji béhem ozafovani jak oxida¢nimi, tak redukcnimi
reakcemi, protoZe radiolytické produkty vody, zejména hydroxylovy radikal, jsou
silnd oxida¢ni Cinidla a vodny elektron nebo atom vodiku je redukénim ¢inidlem
(Brewer, 2009). Ozatfovani jako zplsob prodlouZeni trvanlivosti a zajiSténi
bezpecnosti potravin bylo zavedeno v roce 1950 (Mbarki et al., 2009), zaroven
se tak vyskytla moznost snizeni pouzivani chemickych konzervacnich latek
(Loaharanu, 1989; Radomyski et al., 1994). Ozafovani mize sniZit hodnoty BA
v potravindch dvéma zplisoby — ptimou radiolyzou amini v potravinach (Mbarki
et al., 2009) nebo snizenim poctu bakterii, které BA produkuji (Kim et al., 2003).
V modelovém systému byla prokazana radiolytickd degradace biogennich aminii.
Histamin, kadaverin, putrescin, spermidin, spermin, tryptamin, tyramin a agmatin
byly rozpustény v destilované vod¢ v koncentraci 100 mg/kg a nasledné ozateny
2,5; 5; 10; 20 a 25 kGy. Degradace byla pozorovana v rozmezi 5 az 100 %,
pramérné vSak bylo pozorovano 95% snizeni vSech BA pfi 20 kGy (Kim et al.,
2004).

1. 3. 6. Pouziti startérovych kultur

Startérové kultury jsou Cisté nebo smiSené prospéSné mikroorganizmy
pouzivané ve fermentovanych potravinatskych vyrobcich. Aplikace startérovych
kultur s aminoxiddzovou aktivitou je dilezita kvili inhibici tvorby biogennich
amind (Karovicova a Kohajdova, 2005). Bylo pozorovano, Ze rychlé snizeni pH
pomoci amin negativnich startérovych kultur miize do znacné miry zabrénit
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akumulaci biogennich amini ve fermentovanych potravindch. Pouziti amin
negativnich startérl, jako je Latilactobacillus sakei (dtive Lactobacillus saker)
nebo Pediococus pentosaceus, by mohlo zabranit tvorbé biogennich amint
ve fermentovanych masnych vyrobcich (Maijala et al., 1995). Také startérové
kultury schopné nutricné konkurovat nestartérovym mikroorganizmiim, zejména
béhem procesu dozravani a po celou dobu skladovani, mohou dale zabranit
nadmérné produkei biogennich amini (Stadnik a Dolatowski, 2010).

1. 4. Detekce a kvantifikace biogennich amini

Z4jem o stanoveni biogennich aminli v potravinach je pfedevsim z diivodu
jejich potencialni toxicity. BA lze povazovat i za chemické indikatory stavu
suroviny, hygienickych podminek vyrobnich postupii a obecné kvality potravin.
Syr je komplexni matrice s vysokym obsahem tuku, bilkovin, peptidd, volnych
aminokyselin a anorganickych kationtl, které ztézuji stanoveni biogennich
amini, na rozdil od jinych potravinovych matric. Analyticka u¢innost mize byt
ovlivnéna vysokou variabilitou koncentrace BA v disledku typu a plivodu syra,
podminek vyroby a zrani, mikrobioty a enzymatickych aktivit ptitomnych v syru
(Nufiez a Medina, 2011).

Extrakce BA z potravinafskych matric je zasadnim krokem v analytickych
postupech. Pii extrakci biogennich aminli ze syra byvaji pouZivana riizna
rozpoustédla a roztoky (kyselina chlorovodikova, trichloroctova, chlorista,
sulfosalicylové a octova, boratovy pufr, methanol a ethanol). Analytické techniky
pouzivané pro separaci a kvantifikaci biogennich amini v syrech jsou predevsim
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 aminti t€émito technikami
vyzaduje ptedupravu vzorku a relativné dlouhé doby analyzy (Nuiiez a Medina,
2011).

Pro separaci a kvantifikaci biogennich aminl byla vyvinuta fada HPLC
technik. VétSina metod vyZzaduje derivatizaci amin pied detekci pomoci UV-VIS
absorpce nebo fluorescence (Orddnez et al., 2016; Ahmad et al., 2020).
Pro derivatizaci jsou pouZivana rizna chemicka €inidla, zeyména dansylchlorid,
dabsylchlorid a o-ftaldehyd (OPA) s ptedkolonovou, kolonovou nebo
postkolonovou derivatizaci. Nedavno vyvinuté metody ultra-HPLC (U-HPLC)
zvySuji rychlost, rozliSeni a citlivost pouzitim ¢astic menSich nez 2 um, kratSich
kolon a vysSich pritokti. Rychld metoda U-HPLC spojena s on-line OPA
postkolonovou derivatizaci a fluorescen¢ni detekci umoZznila stanoveni
12 biogennich aminli v syru za mén¢ nez 7 minut chromatografické eluce.
U rtznych druhti syra U-HPLC s pfedkolonovou derivatizaci s 6-aminochinolyl-
N-hydroxy-sukcinmydilkarbamatem  (AQC)  oddé¢lila 20  primarnich
a sekundarnich biogennich aminii béhem 9 minut, zatimco pro HPLC separaci
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bylo zapottebi 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 rychlda 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 kultivatnim metodam.
Metody PCR =zacilené na geny kodujici dekarboxyla¢ni enzymy jsou rychlé
a citlivé a umoznuji identifikaci mikroorganizmii produkujicich BA v potravinach
jesté pred tim, nez je sloucenina produkovana. Multiplex PCR testy byly vyvinuty
pro detekci potencidlnich producentii histaminu, tyraminu, putrescinu
a kadaverinu Sirokou Skéalou Gram-pozitivnich a Gram-negativnich bakterii
(Fernandez et al., 2006).

Enzymatické metody jsou ve stanoveni BA stejné dilezité jako metody
chromatografické a  molekuldrné-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 (Nuiiez a Medina, 2011). Enzymatické imunotesty
slouzi k identifikaci a  stanoveni  koncentrace rlznych  latek
v biologickych tekutinach. Pouziti reakci antigen-protilatka Cini tuto metodu
selektivni, protoze je specifickd pro kazdou molekulu, konkrétné proteiny,
hormony, vitaminy nebo l¢ky (Aydin, 2015). Metody zaloZené na ELISA jiZ byly
aplikovany 1 u stanoveni BA jako slibna méné Casové narond a snadnéjsi
analytickd technika (Sadeghi et al., 2019).

1. 5. 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 nachazi, je jejich
piimé 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 skute¢nosti, ze MAO, kterd je zodpovédna
za detoxikaci BA pfijimanych v potravé (PiStékova et al., 2020; Sun et al., 2022;
Wang et al., 2022), je produkovana i nékterymi mikroorganizmy, véetné plisni
(napt. z rodu Aspergillus, Penicillium, Phoma atd.) (Alvarez a Moreno-Arribas,
2014; Leuschner et al., 1998).

Vseobecné ptijimanym faktem je, Ze schopnost mikroorganizmii degradovat
BA je kmenové¢ specificka (Zaman et al., 2014). Pouziti takovych kmeni se jevi
jako vhodna strategie ke sniZzeni hodnot BA ve fermentovanych potravinach,
kdeje velmi obtizné zabranit akumulaci BA z divodu pfitomnosti
BA-produkujicich BMK, které¢ jsou souc¢asti obvyklé mikrobioty dané potraviny,
v disledku ¢ehoz jsou BA ptitomny ve finalnich fazich vyrobniho procesu (Fadda
et al., 2001). Pouziti startérovych kultur, které jsou schopny degradovat biogenni
aminy a zaroven jsou dekarboxyldza-negativni je povazovano za jednu
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z nejslibnéjsSich 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 prok4zéna schopnost nékterych
mikroorganizmi izolovanych z potravin degradovat BA in vitro. U druhi
Lactiplantibacillus  plantarum, Latilactobacillus sakei, Lactiplantibacillus
pentosus (diive 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 potencidl kmenil B. linens rozkladat histamin a tyramin
v pribéhu povrchového zrani munsterského syru, kdy poprvé naznacuji moznost
pouziti BA-degradujicich mikroorganizmi ke snizeni obsahu BA v potravinach
(Leuschner a Hammes, 1998).

O par let pozdéji byla zkoumana schopnost ¢tyt kment 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 zryb by mohli GspéSné snizit riziko zvySené koncentrace tohoto
aminu (Dapkevicius et al., 2000). Ve studiich provadénych na rybach
a fermentovanych masnych vyrobcich (suchych klobasach) byla zjiSténa
pritomnost ur¢itych bakterialnich 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, Zze jeden kmen Lb. casei, Lentilactobacillus hilgardii (dfive
Lactobacillus hilgardii), Pediococcus parvulus, Oenococcus oeni, dva kmeny
L. plantarum a tti kmeny Pediococcus pentosaceus vyznamné snizuji koncentraci
histaminu, tyraminu a putrescinu v kultivacnim médiu. Déle bylo ovéteno, Ze jsou
tyto kmeny schopny ristu ve vinu podobném meédiu a vykazuji uZite¢nou
schopnost rozkladat kyselinu jable¢nou. U druhti Pencillium citrinum, Alternaria
sp., Phoma sp., Ulocladium chartaruma, Epicoccum nigrum bylo zjiSténo,
ze vykazuji nejvyssi kapacitu pro degradaci BA (Alvarez a Moreno-Arribas,
2014). Spole¢né tato zjisténi ukazuji, ze pridavek degradujicich mikrobialnich
kment schopnych snizit obsah BA miize byt pouzit pfi vyrobé syrii 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). Vzorky zrlznych syri byly testovany
na pritomnost BA-degradujicich bakterii mlééného kvaSeni a bylo zachyceno 17
izolatl, které byly schopny rozklddat tyramin a histamin, tyto kmeny byly
identifikovany pomoci sekvenovani genu prol6S rRNA (Herrero-Fresno et al.,
2012).
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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 omdacky
(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 prubé¢hu fermentace (Zaman et al., 2011). Martuscelli et al. (2000)
ve své praci uvadéjii, ze nékteré kmeny jinych druhii rodu Staphylococcus, napft.
Staphylococcus  xylosus, 1izolované zitalskych fermentovanych salamii,
jsou schopny degradovat histamin. Pouziti jednoho ztéchto kment
jako startérové kultury u suSenych klobas mirné€ sniZilo obsah BA (Gardini et al.,
2002). Studie také ukdzaly, 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 miize vyvolat rychlé okyseleni, inhibovat rst mikrobl
a poskodit bunéénou membranu, coZ ma za nasledek sniZeni aktivity mikrobialni
dekarboxylace a tim sniZeni tvorby biogennich amint (Zeng et al., 2021). Kmeny
Lacticaseibacillus casei a Lb. plantarum 1zolované z fermentovanych masnych
vyrobkll vyrabénych v Argentin€ byly schopny snizit hladiny tyraminu, 1 kdyZz
s riznou ucinnosti (Fadda et al., 2001). Qiang a Zhenjiang (2021) testovali pét
kment bakterii BMK s vysokou t¢innosti 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 o 90 %. Tento
kmen dobfte rostl v prostfedi s obsahem soli 0-9 % a pii pH 4,5-8,5. Dany kmen
nevykazoval Zadnou dekarboxylacni aktivitu, proto se jevi jako idedlni startérova
kultura (Zeng et al., 2021). Nekteré kmeny Kocuria varians (diive Micrococcus
varians) jsou také schopny rozkladat tyramin, ale zaroven jsou oznaovany jako
producenti tyraminu a/nebo histaminu. Kmeny Lb. casei izolované z riznych
zdroji byly také schopny degradovat BA. Je pozoruhodné, Ze klidové buiky
jednoho kmene Lb. casei byly schopny degradovat 98 hmotnostnich procent
2,5 mM roztoku tyraminu za 96 hodin. Naockovani kmene Lb. casei
z komercéniho preparatu miZze snizZit koncentraci BA v riznych rostlinnych
silaZzich (Nishino et al., 2007), 1 kdyZ autofi tvrdi, Ze se zde miize jednat
o specificky antagonismus Lb. casei proti BA-produkujicim mikroorganizmam.

Pouziti bakterii s aminoxida¢ni aktivitou, popt. oxidacnich enzymi bylo
popsano v n¢kolika studiich. Naila et al. (2012) studovali miru degradace
histaminu diaminoxidazou v modelovém (pufr) a skutecném systému (tunidkova
polévka z rybi pasty). Pomoci enzymu diaminoxiddzy byli schopni redukovat
obsah histaminu v obou systémech z 500 mg/l na nedetekovatelné hladiny
(<0,5 mg/kg). Bylo také zjisténo, ze histamin muze byt degradovan pii vysokych
koncentracich soli (12 %) a pH 6,7, ale také se vtomto stavu mohou liSit
pozadované organoleptické vlastnosti produktu.
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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
mikroorganizmi bude srovnavana schopnost degradace biogennich amint
v definovanych podminkach in vitro. Dil¢i cile prace jsou postaveny nasledovngé:

1.

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

Z;jisténi idedlnich podminek pro rist nami izolovanych mikroorganizmii.
Identifikace mikroorganizmii, u kterych byla zjiSténa schopnost degradace
biogennich amind.

Stanoveni miry degradace vybranych BA v zavislosti na vnéjSich
podminkach:

doba a zplisob a kultivace

teplota
hodnota pH
koncentrace NaCl

Vyvozeni doporuceni a navrhii dalSich smérli vyzkumu v oblasti degradace
biogennich amind mikroorganizmy.
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3. MATERIAL A METODIKA

Experimenty se zabyvaly detekci mikroorganizml schopnych degradovat
biogenni aminy v komeréné¢ dostupnych potravinach, jejich identifikaci
a naslednym studiem kinetiky rozkladu biogennich aminii za stanovenych
podminek in vitro pomoci metody HPLC.

3. 1. Pouzité mikroorganismy

Testované a identifikované kmeny byly ziskany z komerén€ dostupnych

potravin a dale z produktii vyrobenych v potravinarskych laboratotich FT UTB
Pro nésledné provadéné experimenty byly vybrany nasledujici kultury:
Bacillus altitudinis 1B84, Bacillus pumilus 1B26, Bacillus safensis 1B731,
Bacillus subtilis 1B23, Acinetobacter pittii 1BS5, Micrococcus luteus 1B16,
Enterobacter cloacae 1B62, Serratia marcescens 1B11, Pseudomonas koreensis
IB431, Pseudomonas fulva 1B266, Serratia ureilytica 1B1, Agrobacterium
radiobacter (dtive Agrobacterium tumefaciens, Rhizobium radiobacter) 1B102

3. 2. Zvolena metodika a postup zpracovani
3. 2. 1. Skrining a izolace

V experimentu I byl proveden skrining mikroorganizmt degradujicich BA.
Tento skrining byl provadén v 895 vzorcich potravin rostlinného 1 Zivo¢isného
ptvodu a napojt (Tab. 1).

Tab. 1: Seznam potravin a ndpojii, u nichz se provadel skrining na pritomnost
mikroorganizmii degradujicich biogenni aminy

Matrice Pocet vzorki
Masné vyrobky 471

Syry 144

Ostatni mléc¢né vyrobky 128

Ovoce a zelenina 45

Vino 39

Pivo 16

Cokolada 13

Caj a kava 12

Ostatni 27

Ze  ziskanych  vzorkli  potravin  bylo  sterilné  odebrano
5 g materidlu, ktery byl zfedén v poméru 1:9 ve sterilnim fyziologickém roztoku
a nasledn¢ zhomogenizovan ve stomacheru. Inokulum bylo nasledné pfipraveno
vzdy ve 3 opakovanich. Do 5 ml tekutého mineralniho média MM1 s piidavkem
BA bylo zaockovano 100 pl testované suspenze dané potraviny. V piipad€ napojt
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bylo do MM1 rovnou ockovano 100 ul testované¢ho nadpoje. Schopnost riistu
v mineralnim médiu byla srovnavéna s kontrolnim vzorkem, kde byla sledovana
schopnost rlstu bakterii v MM1 bez pfitomnosti BA. Tyto vzorky byly v dal§im
kroku kultivovany pfi teploté¢ 30 °C po dobu 24, 48, 72 hodin a jednoho tydne.
V téchto Casovych intervalech byl sledovan rast dané bakteridlni kultury.
Pii pozitivnim zéichytu byla kultura nasledné¢ pfeockovana na tuhé MMI
s pfidavkem BA a dale kultivovana po dobu 24 a 48 hodin pii 30 °C. Jednotlivé
kolonie byly poté izolovany a identifikovany.

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

Identifikace mikroorganizmt, 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 priletovym analyzatorem). Z divodu
casove 1 finan¢ni naro€nosti a vysokych pozadavkli na vybavenost laboratofi
byl tento krok proveden ve Vyskumném centru AgroBioTech na Slovenské
pol'nohospodarske univerzit¢ v Nitfe, Fakult¢ zahradnictva a krajinného
inZenierstva za asistence prof. Ing. Miroslavy Kacaniové, 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.
pi1 30 °C, poté byla bakterialni kultura klickou pfevedena do mikrozkumavky
se 150 ul sterilni destilované vody a 450 pl 96% etanolu. Takto zpracované vzorky
byly nasledné¢ odeslany na analyzu.

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

Dalsi metodou identifikace vybranych izolovanych kment byla sekvencni
analyza genu pro 16S rRNA. Pied samotnou izolaci DNA byly kultury nejdtive
oziveny. Ze zasobnich kultur byly provedeny ktizové roztéry na NB agar, ktere
byly nasledné kultivovany 24 hodin pii1 30 °C. Izolace DNA byla provedena
odebranim jedné bakterialni kolonie a jejim resuspendovanim v 50 pl
deionizované vody. Suspenze bakterialnich bun€k byla povafena v termobloku
po dobu 5 minut pfi teploté 98 °C. Bakteridlni lyzat byl centrifugovan 3 minuty
pii 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 a reverse primer 907R,
oba o koncentraci 0,4 pmol/l (Zhao et al., 2008). PCR byla provedena pomoci
G2 Hot Start Green Master Mix (ROCHE, Germany). Amplifikované produkty
byly analyzovany na 1% (w/v) agar6zovém gelu s ptidavkem ethidiumbromidu.
Analyza probihala pti 90 V, 400 mA po dobu 25 minut. Detekce produktii byla
provedena pomoci UV translumindtoru. 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.o. (SEQme,
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Dobiis). Ziskané sekvence byly upraveny v programu GATC Viewer a vysledky
sekvenovani byly zpracovany a vyhodnoceny pomoci algoritmu BLAST.
Tento algoritmus pro analyzu vysledkii sekvenovanych gent vyuziva databazi
MicroSeq, GenBank nebo SmartGeneIDN (Simmon et al., 2006).

3. 2. 5. Sledovani kinetiky degradace biogennich amini

Vliv vnéjsich podminek na miru degradace biogennich amini byl studovan
v rdmci kultivace jednotlivych kmentl za rizné definovanych podminek a jejich
kombinaci. Kultivace vybranych kment probihala aerobné 1 anaerobné v médiu
o rtiznych hodnotach pH (5,0; 6,0; 7,0; 8,0), riznych koncentraci NaCl (0 %, 1 %,
2 %, 3 % w/v) a za riiznych 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 II bylo z 98 ziskanych a identifikovanych MO
ze vzorkl potravin vybrano 13 kmenil, u kterych byla sledovana celkova
schopnost degradace kadaverinu, histaminu, B-fenylethylamin, putrescinu,
tyraminu, tryptaminu.

[zolované zasobni kultury byly oZiveny pfenesenim inokula do NB bujonu,
kde byly kultivovany 24 hodin pifi 30 °C. Po narastu kultury bylo 100 pl
bakterialni suspenze zaockovano do 5 ml MM1 s BA. Jako kontrola pro stanoveni
vychoziho obsahu BA v bujénu slouzily 3 vzorky MM1 s BA, které nebyly
zaoCkovany MO a byly odebrany k analyze v Case, kdy byly ostatni zkumavky
s bujonem zaoCkovany. Takto ptipravené vzorky byly opét kultivovany 12 hod.
pii 30 °C. Po kultivaci byla zivna média centrifugovana (4500 RPM, 10 minut).
Do mikrozkumavky bylo odebrano 650 pl supernatantu a nasledné ptidano 650 pl
kyseliny chloristé v koncentraci 1,2 mol/l. Nasledujici analyzy kazdého vzorku
byly zhotoveny vzdy ve 3 opakovanich. Takto ptipravené vzorky byly zamraZzeny
a prichystany na derivatizaci. Stejnym zptsobem byly odebrany vzorky v ¢asech
24, 36, 48 a 72 hod. u kmenl Bacillus subtilis 1B23, Bacillus pumilus 1B26,
Acinetobacter pittii 1BS, Microccus luteus 1B16, Enterobacter cloacae 1B62,
Bacillus safensis 1B731, Bacillus altitudinis 1B84 Agrobacterium radiobacter
IB102, Serratia ureilytica 1B1, Serratia marcescens 1B11, Pseudomonas
koreensis 1B431, Klebsiella pneumoniae 1B148, Pseudomonas fulva 1B266.

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

V experimentu III byla sledovdna mira degradace BA za riiznych teplot,
pii rizném pH a zpiisobu kultivace u kmene B. subtilis 1B23.

Pro praci s kmenem B. subtilis 1B23 byly pfipraveny 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 pfipraveného média bylo zaockovano 100 ul 24 hod.
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pomnozené kultury. VSechna zaoCkovana média o rliznych variantach pH byla
kultivovana aerobn¢ 1 anaerobné¢ pii rtiznych teplotach, pro které byly stanoveny
odbérové Casy v zavislosti na kultivacni teploté.

V experimentu IV byla sledovana dalsi degradace BA, pro tento experiment
byly zvoleny kmeny Bacillus subtilis 1B23 a Bacillus pumilus 1B26. U téchto
kment byla sledovana schopnost degradace pii rozdilnych teplotach, hodnotach
pH (5,0; 7,0; 8,0£0,1) a obsahu NaCl (0, 1, 2, 3 % w/v) v MMI1 a NB.
Pro jednotlivé teploty byly stanoveny rtizné odbérové Casy. Experiment s NB
probihal v mensim rozsahu, jelikoz zde byl dGvodny ptedpoklad,
ze v nutricné bohatSim médiu budou Bacillus subtilis 1B23 1 Bacillus pumilus
IB26 degradovat BA v menSi mife. Dalsi postup byl shodny s postupem
piechoziho experimentu.

3. 2. 6. Detekce biogennich aminii metodou HPLC

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

Derivatizace
Okyselend smés BA byla podrobena pifedkolonové derivatizaci
dle standardizovaného postupu laboratote podle Dadakova et al. (2009a).

Chromatografické stanoveni biogennich aminii

Derivatizované vzorky byly filtrovany pfes stfikackovy filtr s porozitou
0,22 pm a davkovany na kolonu (Agilent Eclipse Plus C18 RRHD, 50 x 3,0 mm,
velikost Castic 1,8 pm) chromatografického systému (termostat kolon Agilent
1260 Infinity; autosampler LabAlliance, USA; binarni pumpa LabAlliance, USA;
UV/VIS DAD detektor Agilent Technologies). Separace dansylderivatu
biogennich amin probihala gradientovou eluci. Detekce dansylderivatu probihal
spektrofotometricky UV zafenim o vinové délce 254 nm (DAD detektor Agilent
Technologies 1260 Infinity). Podminky separace a detekce sledovanych
biogennich amini byly nastaveny dle standardizovanych postupti laboratote podle
prace Purevdorj et al. (2021).

3. 2. 7. Statistické metody

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

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

V této experimentalni Casti prace byly zriznych potravinovych matric
izolovany mikroorganizmy, které jsou schopny degradovat biogenni aminy.
7 895 vzorki potravin bylo izolovdno 114 mikroorganizmi schopnych
degradovat BA. Minerdlni médium, ve kterém byla jedinym zdrojem uhliku
a dusiku smés biogennich amini, bylo zaoCkovano homogenitem z dané
potravinové matrice. Tento zakladni skrining byl vyhotoven ve 3 opakovanich
pro kazdé inokulum pfipravené z dané potraviny. Pro kontrolu riistu autotrofni
mikrobioty bylo stejnym vzorkem zaoCkovano mineralni médium bez piidavku
biogennich aminli. Pozitivni vysledky byly odecitany pozorovanim zikalu
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 kmentil,
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 Nitfe pomoci MALDI-TOF MS. Ze vSech
testovanych potravin bylo ziskano 22 rtiznych druhit mikroorganizmu. 16 izolatt
se zvolenou metodou nepodatfilo identifikovat. Divodem pro nemozZnost
identifikace mohla byt smé&snd kultura mikroorganizmi, jejich pfili§ nizka
koncentrace nebo absence daného hmotnostniho spektra v pouzitych knihovnach,
které jsou dodavatelem sestavovany predevsim k identifikaci klinickych izolati.
Degradéti byli izolovani zejména z mlénych vyrobkil. Pro dalSi experimenty
byly vybrany pravé izolaty z téchto potravin a jeden izolat nalezeny v ovoci.
Z mnozstvi identifikovanych mikroorganizmi bylo pro dal§i experimenty
zvoleno 13 téch, které pro dany druh vykazovaly nejlepsi identifikacni skore.

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

Identifikace 13 mikroorganizmi, které byly vybrany pro dalsi praci, byla
ovéfena pomoci PCR a naslednym sekvenovanim casti genu pro 16S rRNA
firmou SEQme s.r.o. Identifikace vSech izolatl vybranych na zaklad¢ analyzy
MALDI-TOF MS se shodovala s vysledky sekvenovani PCR produktii na tirovni
druhu. Kmeny zvolené pro dalsi pokusy byly pomoci databidze GeneBank
identifikovany jako Acinetobacter pittii, Agrobacterium radiobacter, Bacillus
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altitudinis, Bacillus pumilus, Bacillus safensis, Bacillus subtilis, Enterobacter
cloacae, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Pseudomonas koreensis,
Pseudomonas fulva, Serratia marcescens, Serratia ureilytica.

Kmeny Bacillus subtilis 1B23 a Bacillus pumilus 1B26 byly identifikovany
se 100% shodou.

4. 2. Experiment II - Mira degradace biogennich amint

U kmend ziskanych a identifikovanych v pfedchozim experimentu
byl stanoven ubytek jednotlivych BA v ¢asech 0-72 hodin. Pro tento pokus bylo
vybrano 13 kmenti pozitivnich na degradaci biogennich aminti. Priibéh degradace
v jednotlivych Casech byl sledovdn pomoci vysokouéinné kapalinové
chromatografie. VSechny zvolené kmeny byly schopny degradovat vSechny
testované BA aspon o 8,5 % za 72 h. Kmen Acinetobacter pitii IB5 vykazoval
po 72 hodinach nejnizsi miru degradace uTRY, a to jen o 8,5 %, naopak byl
schopen degradovat KAD o c¢tvrtinu. Podobnou schopnost degradace TRY
vykazoval kmen Agrobacterium radiobacter IB102, ktery po 72 hodinach dokazal
snizit jeho koncentraci 0 9,65 %. Koncentrace TYM po 72 h kultivace klesla témét
o polovinu. Jednalo se o nejvyssi ubytek ze vSech BA v tomto ¢ase. Koncentrace
vSech BA degradovanych kmenem Bacillus altitudinis 1B84 pozvolna klesala
v rozmezi 13-36 %. Nejvyssi miru degradace vykazoval B. altitudinis v TRY.
Stejné jako u dvou piedchozich kment byl nejvétsi ubytek zaznamendn u TYM.
Velice podobnou miru degrada¢ni aktivity jako B. altitudinis vykazoval v Case
72 h1B. pumilus 1B26. Shodn¢ degradoval TYM o 36 %. Bacillus safensis IB731
po 72 h kultivace dokézal nejvice snizit hladinu PUT, a to témét o polovinu,
obdobn¢ jako v piedchozich méfenich degradoval nejméné TRY, v tomto ptipadé
vSak témeét o Ctvrtinu. Vlibec nejvyssi sniZzeni koncentrace BA byla zaznamendna
u B. subtilis 1B23.Tento kmen byl schopen vyrazné sniZit obsahy vSech BA,
nejméné byl po 72 h opét degradovan TRY o 22,68 %, PEA o bezmala 35 %.
Nejvyssi snizeni koncentrace bylo pozorovano u PUT, kdy se po 72 h kultivace
dostal k téméf nulovym hodnotam, podobné Uspésné byly degradovany 1 KAD
a HIM 0 92,4 resp. 97 %. Z nami zachycenych degradért se praveé B. subtilis IB23
nejvysSi miru degradace u PUT o témét 44 %, nejniz§i podobné jako
v ptedchozich ptipadech u tryptaminu. Zde se jeho obsah za 72 h snizil 0 15,46 %.
Vysokou efektivitu degradace BA vykazovaly také kmeny Klebsiella pneumoniae
IB148 a Micrococcus luteus 1B16, kdy oba kmeny byly schopné po 72 h
degradovat PUT o vice nez 90 % a TRY a PEA o vice neZ 60 %, ale pouze 0 9 %
byla snizena koncentrace HIM kmenem M. [uteus 1B16. Oba testované kmeny
Pseudomonas byly schopny snizit hladinu PUT o vice nez 90 %, o vice nez
polovinu dokézaly snizit obsahy TRY, PEA 1 TYM. U obou kment byl po 72 h
detekovan nejnizs$i ubytek histaminu. Obdobné jako u kmenl Pseudomonas
1 u testovanych izolatl Serratia byl zaznamenan ubytek PUT o vice nez 90 %,
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nejmensi sniZzeni koncentrace u kmene Serratia marcescens 1B11 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 aminti klesly 66 a 65 %.

4. 3. Experiment III - Degradace biogennich aminii kmenem
Bacillus subtilis 1B23 v zavislosti na vnéjSich podminkach

V experimentu II byla sledovdna vSeobecna schopnost degradace BA
13 rlznymi kmeny mikroorganizmii. Na zékladé¢ vysledkil ziskanych
z ptedchoziho experimentu byl pro tuto sadu pokusiti vybran kmen Bacillus
subtilis 1B23, ktery 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 zavislosti na vnéjSich podminkach
kultivace. Konkrétné byl studovan vliv teploty, pH kultivaéniho média a zpisob
kultivace (aerobni-AE/anaerobni-AN). Ve Ctyipdlovych grafech byl srovnévan
teplotu byly zvoleny rizn¢ odbérove €asy na zakladé predpokladu rychlejsiho
rustu bakterii se zvysujici se teplotou. Béhem experimentu byl pozorovan vyrazny
ubytek vSech biogennich amint o vice nez 52 % u vSech sledovanych parametru.

Nejvice ze vsech testovanych BA byl po 96 h pii kultivaéni teploté 8 °C
redukovan obsah putrescinu, a to az na 12 % béhem kultivace v médiu o pH 7
(Obr. 1). Narozdil od kultivaci v médiich o pH 7 a 8, kde bylo opét patrné vyrazne
snizeni mnozstvi PUT jiz béhem prvnich 12 h kultivace (pokles o 36 %),
v kyselejSim prostiedi se koncentrace pohybovala na 95 % ptvodniho obsahu.
Béhem 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 o pH 5 pii teploté 8 °C (pokles o 4 %) a 23 °C (pokles o 30 %).
V AN prosttedi byl pozorovan opaény trend (Obr. 2), kdy byl béhem prvnich
12 h kultivace putrescin pii pH 5 a teploté 23 °C degradovan nejvice. Pti teploté
30 °C byl PUT po 48 h degradovan nejméné pii pH 7 (na 21 %), nejvice naopak
pii nejnizsim testovaném pH, kdy byl degradovan na 17 % ptivodniho obsahu.
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Obr. 1: Degradace putrescinu kmenem B. subtilis IB23 v mineralnim médiu
za aerobnich podminek; A—pH 5, B—pH 6, C—pH 7, D—pH 8
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Obr. 2: Degradace putrescinu kmenem B. subtilis IB23 v mineralnim médiu
za anaerobnich podminek; A—pH 5, B—pH 6, C—pH 7, D—pH 8
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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 zaznamendny 1 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 jednoznaéné urcit, kterd hodnota pH
by vykazovala vSeobecné inhibi¢ni ¢i naopak posilujici ucinky pro degradaci
danym kmenem. Pro pfiklad je moZzné uvést kultivaci v anaerobnim prostiedi
po 72 hodinach redukovéan o 70 % a déle se jeho mnozZstvi spolu s rostoucim pH
mirné zvySovalo (pii pH 7 na 32 % a pii pH 8 na 36 %). Naopak pfti kultivaci
v aerobnim prostiedi pfi 8 °C byla koncentrace napft. putrescinu v pribé¢hu 96 h
kultivace v médiu o pH 5 sniZena az na 16 % a se zvySujicim se pH jeho
koncentrace dale klesala azk 12 %. Ze ziskanych experimentalnich a statistickych
vysledkll 1ze ale obecné usoudit, Ze ze sledovanych faktori mély na pribéh
degradace statisticky vyznamny vliv 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 1B26 v zavislosti
na vnéjSich podminkach

V experimentu IV byla srovnavana schopnost degradace biogennich aminti
u 2 kment ziskanych a identifikovanych v experimentech 1 a II. Na zakladé¢
vysledkli ziskanych z predchozich experimentli byly pro tento pokus vybrany
kmeny rodu Bacillus, konkrétné Bacillus subtilis 1B23 a Bacillus pumilus 1B26.
V tomto experimentu byla srovnavéna schopnost degradace 6 vybranych
biogennich aminil (tryptaminu, fenylethylaminu, kadaverinu, putrescinu,
histaminu a tyraminu) v zavislosti na vnéjSich podminkéch kultivace. V této sérii
pokust 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
bohat§Sim médiem NB. Vzhledem k mnoZstvi testovanych parametrii byly
vysledky zpracovany v Sestipolovych grafech pro MM1 a dvoupdlovych pro NB
(z diivodu mensiho mnozstvi parametril), kde byl opét srovnavan relativni obsah
Pro kazdou teplotu byly zvoleny rtzné odbérové casy kvili piedpokladu
rychlejsiho rlGstu bakterii spolu se zvySujici se teplotou. Vzhledem
k nevyznamnym statistickym rozdilim v degradaci jednotlivych amint
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za aerobnich a anaerobnich podminek v experimentu III byly oba kmeny
kultivovany pouze aerobng.

4. 4. 1. Kinetika degradace biogennich aminti kmenem Bacillus subtilis I1B23

Kmen B. subtilis IB 23 byl schopen HIM degradovat nejvice ze vSech
testovanych amind, nejefektivnéji v médiu o pH 8 pii teploté 10 °C. Vysledna
koncentrace se napfi¢ variantami médii ale pfili§ neliSila. Po 96 h kultivace byl
vysledny obsah histaminu 39 % jak v médiu bez obsahu soli, tak v médiu
obsahujicim 1 % NaCl (Obr. 3). V médiu s obsahem 2 % NaCl byla vysledna
koncentrace 35 %, zatimco v médiu s 3 % NaCl 37 % (Obr. 4). V médiu o tomto
pH byl histamin nejméné degradovan pii teploté 30 °C. Po prvnich 4 hodinéch,
kdy se jeho obsah ve vSech typech médii snizil minimalné o ¢tvrtinu, klesala dal
jeho koncentrace uz jen mirn€. Po 48 h kultivace byly jeho obsahy v jednotlivych
variantach 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 mirné€ klesal 1 ubytek histaminu. Jeho vysledné koncentrace v prostiedi
se 2 % soli byla 52 % a v prostiedi se 3 % soli 57 %. Pribéh degradace pii 23 °C
vykazoval opét velmi podobné hodnoty napti¢ vSemi typy médii. Nejvétsi rozdily
v mife degradace byly patrné v prostiedi o 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 priubéhu degradace histaminu v médiu o pH 7 byly pozorovany jen minimalni
rozdily v koncentraci napti¢ testovanymi teplotami kultivace a koncentracemi
soli. S minimalnim rozdilem byl HIM nejlépe degradovan pii 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 Cas klesla koncentrace HIM béhem kultivace
pii 30 °C o0 51 % a 0 50 % b&hem kultivace pii 10 °C. V prostiedi o pH 5 klesalo
mnozstvi histaminu nejpomaleji pfi 30 °C. B&hem prvnich 4 h kultivace se jeho
obsah takika 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 o pH 5 probihala degradace
nejefektivnéji pti 23 °C. Po 72 hodinach klesl obsah histaminu nejvice v médiu
s 2 % NaCl, kdy bylo jeho vysledné mnozstvi 45 %.

V nutrient broth probihala degradace bez ptidavku soli nejefektivnéji pfi
30 °C (Obr. 5). Béhem prvnich 12 h klesaly hodnoty histaminu velice podobnym
tempem i pi1 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 variant¢ média zjiSténo po 48 h pii teploté 30 °C,
kdy se jeho obsah snizil o 40 %. V zadné z testovanych variant médii neklesl
pii teploté 30 °C obsah histaminu béhem 48 h o vice nez 51 %, béhem 72 h pfi
teploté 23 °Covicenez62%a béhem 96 h pfii teploté 10 °C o vice nez 65 %. V NB
s pfidavkem soli klesala koncentrace HIM za prvnich 24 h nejvice béhem
kultivace pii 23 °C. I v piipad¢€ nutricné bohatSiho média mél ptidavek soli vliv
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na prub¢h degradace. Po 96 h kultivace byl pii 10 °C ubytek histaminu v médiu
s 2 % NaCl o 6 % niz8i neZ u varianty bez soli a 0 15 % niZ§i nez u stejné varianty
v minerdlnim médiu. Vysledky degradace histaminu byly nejvice ovlivnény
riznymi hodnotami pH.
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Obr. 3: Degradace histaminu kmenem B. subtilis IB23 v minerdlnim médiu
bez pridavku solia s 1 % NaCl; A, B—pH S5, C,D—pH 7, E,F—-pHS8 A, C,E—0%
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Obr. 4: Degradace histaminu kmenem B. subtilis IB23 v mineralnim médiu s 2 a 3 %
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Ze statistického hodnoceni ziskanych vysledkli degradace biogennich amint
kmenem B. subtilis 1B23 vyplyva, Ze vSechny testované faktory statisticky
vyznamné ovliviiuji miru degradace tryptaminu v mineralnim médiu (P<0,05),
v médiu nutrient broth je mira degradace ovliviiovana pouze dobou kultivace,
ostatni sledované¢ faktory sice ovliviiuyji miru degradace, ale nejedna
se o statisticky vyznamné rozdily (P>0,05). V ptipadé€ degradace fenylethylaminu
neposkytuji testované koncentrace NaCl v mineralnim médiu ¢i v nutrient broth
vyznamné statistické rozdily. Bakteridlni degradaci putrescinu a kadaverinu
v MM1 vyznamné ovliviiuji v§echny sledované faktory kultivace — Cas a teplota
kultivace, hodnota pH a koncentrace NaCl (P<0,05), na rozklad téchto amint
v NB neméla témét Zadny vliv sledovana koncentrace soli (P>0,05). U histaminu
poskytovaly statisticky vyznamné rozdily jen sledované hodnoty pH, teplota a ¢as
(P<0,05), stejné jako v NB meédiu koncentrace soli degradaci vyrazné
neovliviiovala (P>0,05). SniZzeni obsahu tyraminu v MMI1 za sledovanych
podminek vyznamné ovliviiovaly opét jen hodnoty pH, Cas 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 pftes
ocekavani 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 amini kmenem Bacillus pumilus 1B26

Z testovanych biogennich amind byl kmen B. pumilus 1B26 schopen nejlépe
rozkladat také histamin. Po 72 h kultivace pii 23 °C byl jeho nejnizsi obsah
detekovan v prosttedi o pH 5 v médiu bez soli (Obr. 6). Jeho koncentrace po 72 h
kultivace klesla 0 63 %. Cim vys§i koncentrace soli byla v médiu, tim méné byl
HIM degradovan. V médiu se 3 % NaCl kleslo mnozZstvi histaminu po 72 h
0 42 %. V prostiedi o pH 8 v médiu bez soli a v médiu s 3 % NaCl byl shodné
zaznamenan 61% pokles koncentrace HIM. V médiu opH 8 s 1 % soli jeho
koncentrace mirng stoupla na 41 %, v médiu s obsahem soli 2 % dal koncentrace
HIM mirné rostla az na 45 %, v médiu s nejvySSim testovanym obsahem soli
pH 7 byl histamin degradovan nejméné u varianty s nejvyssi sledovanou
koncentraci soli. Jeho obsah byl pii 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 detekovéana
v prostiedi o pH 5 v médiu bez ptidané soli. I v tomto piipad¢ se mira degradace
snizovala v médiich s vy$§§im obsahem NaCl. Histamin byl pii teploté¢ 10 °C
v prostiedi o pH 5 redukovan pomaleji. Po 36 h inkubace byla jeho miniméalni
koncentrace 85 %. V prostfedi o vys§im pH byl HIM pii 10 °C redukovan
rychleji. V prostiedi o pH 8 pii teploté 30 °C byl histamin redukovan nejméné
ze vSech testovanych teplot v médiich s pfidavkem soli.
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Obr. 6: Degradace histaminu kmenem B. pumilus [IB26 v minerdlnim médiu
bez pridavku solia s 1 % NaCl; A, B—pH S5, C,D—-pH 7, E,F—-pHS8; A, C,E—0%
NaCl; B, D, F— 1 % NaCl
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V médiu bez soli byla po 48 h jeho nejnizsi koncentrace 63 %, v médiich
s ptidavkem soli se jeho koncentrace po 48 h pohybovala v rozmezi od 79-83 %.
s 1 % soli, kdy jeho koncentrace po 4 h klesla o 41 %. Rozklad histaminu
v nutrient broth probihal nejlépe piti teploté 30 °C (Obr. 8). 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 o 4% vyS§i nez u stejné
varianty mineralniho média. Po 48 h kultivace klesl obsah HIM v NB o 56 %,
histamin byl tedy redukovan o 5 % vice nez po 48 h v minerdlnim médiu. Naopak
degradace pfi 23 °C probihala v nutriéné bohatém médiu vyrazné pomaleji.
Béhem prvnich 12 h inkubace klesl obsah histaminu o 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 o 36 % nizsi. Rozklad HIM
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pii teploté¢ 10 °C v NB nevykazoval v porovnani s redukci histaminu v MM 1
tak vyrazné rozdily jako u pfedchozi teploty. Béhem prvnich 12 h inkubace klesl
obsah HIM o 15 %, tedy o 10 % vice nez v mineralnim médiu, po 96 h kultivace
kleslo mnozstvi histaminu celkové o 20 %, tedy o 7 % méné nez ve stejné varianté
MMI1. V NB spitidavkem 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 byla o 1 % vyssi. V 10 °C byl HIM
degradovan o 15 %, tedy méné nez ve variant¢ bez ptidavku soli.
Pti inkubaci ve 23 °C byl histamin redukovéan o0 9 % vice neZ u média bez ptidavku
NaCl.
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Obr. 7: Degradace histaminu kmenem B. pumilus IB26 v mineralnim médiu s 2 a 3 %
NaCl; A, B—-pHS5; CCD-pH7;, E, F-pH8; A, C,E—2 % NaCl; B, D, F— 3 % NaCl
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Ze ziskanych vysledki degradace biogennich aminii kmenem

B. pumilus 1B26 a jejich statistického vyhodnoceni vyplyva, Ze stejn€ jako béhem
degradace kmenem B. subtilis 1B23 vSechny testované faktory statisticky
vyznamné ovliviiuji miru degradace tryptaminu v minerdlnim 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 piipadé¢ vyznamné ovliviiovdna (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 ptipad¢ ovlivnéna pouze
dobou kultivace. Srovnani rozkladu vSech biogennich aminli v podminkach
in vitro ukéazalo patrné rozdily, které vSak byly statisticky nevyznamné (P>0,05)
a mira degradace byla v danych médiich vyznamné ovlivnéna jen dobou kultivace
pii teploté 30 °C (P<0,05).

5. SOUHRNNA DISKUZE

Biogenni aminy maji negativni efekt na lidské zdravi. Reakce lidského
organizmu na pfitomnost BA v potravinach je individudlni, existuji vSak jedinci,
ktefi jsou na pritomnost téchto latek citlivéjsi a zvySeny piijem jim muze
zpusobovat zdravotni problémy (Emborg a Dalgaard, 2008). Vzhledem k této
skute¢nosti pretrvavaji v potravinaiském primyslu tendence kontrolovat obsah
BA v potravinach a néapojich. Bylo navrZzeno mnoho strategii, které by mohly
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vysledny obsah biogennich amina ovlivnit. VétSina téchto navrzenych technik
se vSak soustfed'uje na potlaceni riistu mikroorganizmii s dekarboxyldzovou
aktivitou (Mohedano et al., 2015). Tyto metody maji moznost zabranit produkci
BA, ptipadné zpomalit proces jejich tvorby, ale neexistuje zde moznost eliminace
jiz vytvotenych BA. Jako moZn4 alternativa se ukazuje vyuziti mikroorganizmd,
které jsou schopny utilizovat biogenni aminy, a tim jejich obsah v potravinach
redukovat. Jiz v minulosti se nékteré studie zabyvaly hledanim BA-degradujicich
mikroorganizmd, které disponuji enzymy aminoxidazami, jez jsou zodpovédné
za rozklad BA (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 nasledné¢ je identifikovat pomoci instrumentdlnich
a molekularné-biologickych metod. Izolace téchto mikroorganizmi byla zaloZena
na kultivaci v definovaném minerdlnim médiu s pfidavkem biogennich aminti
jako jedinych zdrojt uhliku a dusiku. Degradace BA byla prokdzdna schopnosti
ristu a mnoZeni ziskanych izolati v daném médiu. Existuje nékolik praci,
které se zabyvaly mikrobidlnim rozkladem biogennich aminil a jejich vysledky
do jisté miry koreluji se zachyty mikroorganizmi uvedenych v této praci (Alvarez
a Moreno-Arribas, 2014; Cueva et al., 2012; Zaman et al., 2014). Herrero-Fresno
et al. (2012) se ve své praci zabyvali studiem 17 izolatd identifikovanych jako
Lacticaseibacillus casei (dtive Lactobacillus casei) nalezenych v syru, u kterych
byla popsana schopnost degradovat histamin a tyramin in vitro. Ziskané izolaty
byly identifikovany sekvenovanim ¢asti genu pro 16S rRNA.

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 ureilytica a nasledné byly
podrobeny dalSim 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 1B23 nejvysSi degradacni aktivitu. Byla pozorovana témétr 100%
degradace putrescinu, 97% degradace histaminu a rozklad 92 % kadaverinu.
Tryptamin, fenylethylamin a tyramin byly po 72 hodinach degradovéany v rozmezi
22-49 %. Kmeny Acinetobacter pitii 1BS, Agrobacterium radiobacter 1B102,
Bacillus altitudinis 1B84 a Bacillus pumilus 1B26 vykazovaly nejvyssi degradacni
kapacitu pro tyramin, ktery degradovaly v rozmezi od 36 do 50 %, v§echny ostatni
sledované kmeny byly schopny nejvice degradovat putrescin. Studiem kinetiky
degradace BA se zabyvaly 1 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
(dtive Bacillus polymyxa) bylo béhem této doby redukovano az 100 % histaminu.
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Pouziti mikroorganizmi s aminoxidazovou aktivitou a jejich aplikace do potravin
pii procesu jejich vyroby ma ovSem také sva omezeni, a to zeyména tehdy, pokud
podminky vyrobniho ¢i skladovaciho procesu nejsou souladu s podminkami
pro pieziti téchto mikroorganizmii, respektive s optimalnimi podminkami
pro katalytickou aktivitu degradujicich enzymt, napt. pfili§ vysoké teploty
¢i koncentrace soli, ¢imz mulze byt zabranéno degradaci pfitomnych BA
(Tapingkae et al., 2010). Teplota, pH a obsah soli jsou klicové environmentalni
prvky, které ovlivituji mikrobialni aktivitu v potravinch.

Po vyhodnoceni vysledka pozorovani, kdy byla sledovdna mira degrada¢ni
aktivity u jednotlivych kmena, byl B. subtilis IB23 vybran pro sledovani kinetiky
degradace péti vybranych biogennich aminii v zdvislosti na zméné vnéjSich
podminek. Byl sledovan vliv kombinace téchto faktorti, konkrétné€ to byla hodnota
pH kultivaéniho média, teplota a aerobni/anaerobni zpiisob kultivace. Teplota
prosttedi vyznamné ovliviiuje tvorbu BA u dekarboxyléza-pozitivnich
mikroorganizmi, kdy spolu se sniZujici se teplotou se snizuje 1 mnoZstvi
produkovanych BA (Naila et al., 2010). V ramci tohoto experimentu byla
porovnavana mira degradace v prostiedi 3 riznych teplot (8 °C, 23 °C, 30 °C),
které predstavuji teplotu skladovani potravin, b&Znou pokojovou teplotu,
respektive optimalni teplotu pro rist testovanych mikroorganizmi. S niZ§i
teplotou byla ptfedpokladana 1 niZ$i degradacni aktivita s ohledem na rlistové
optimum pro B. subtilis (30-37 °C). Tato hypotéza se vSak nepotvrdila a nizsi
kultivaéni teplota neméla na vysledny obsah BA vyrazné;si vliv. Naopak byl
v nékterych ptipadech zaznamendn nejvyssi Ubytek BA pravé béhem inkubace
pii teploté 10 °C. Napt. v ptipad¢ degradace fenylethylaminu v prosttedi o pH 5
byl jeho celkovy obsah po 48 h kultivace pti 10 °C redukovan o 76 %, pii 30 °C
vSak jen o 69 %. Spolu s rostouci teplotou vSak rostla rychlost degradace BA,
kdy béhem kultivace pfi 30 °C casto dochazelo ke skokovému sniZeni
koncentrace amint jiz béhem prvnich 12 h kultivace a jejich mnozstvi kleslo
az na Ctvrtinu piivodniho obsahu, pfi niZSich inkubacnich teplotach dochazelo
k podobnym ubytkiim az po 24 h kultivace. Zavislost aktivity tyraminoxidazy
na okolni teploté popsali Leuschner et al. (1998), kteti sledovali miru degradace
v prosttedi 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 dochézelo k dentauraci tyraminoxidazy
a nedochazelo tak k degradaci tohoto biogenniho aminu. Zeng et al. (2021)
zkoumali aktivitu diaminoxidazy v zévislosti na teploté inkubace. Jejich vysledky
ukazaly, ze DAO izolovand z Arthrobacter spheroides v nejvyssi mife degraduje
histamin a putrescin. Jejich pozorovdni naznacuji, ze termostabilita této
diaminoxidazy je velmi malda a nejvySsi teplota, pii které je jeSté schopna
rozkladat histamin a putrescin, je 37 °C. Vysledky nasi prace ukazaly,
ze pokles mnozstvi testovanych biogennich aminli byl téméf stejny jak pfi
aerobni, tak pfi anaerobni kultivaci. Z dalSich méfeni vyplyva, ze testované
kombinace jednotlivych faktort nijak vyrazn€ neovlivnily schopnost kmene
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B. subtilis 1B23 degradovat vybrané biogenni aminy. Ve vSech variantach pH
minerdlniho média, za vSech teplot a u obou zpiisobli kultivace doslo ke sniZeni
obsahu BA o 65-87 %. Piesto, ze testovani vlivu jednotlivych faktort na miru
degradace neukazalo 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, které
prevence vzniku téchto nezadoucich latek, naznacuji ziskané vysledky moznost
vyuZiti izolovanych degradérti BA ke sniZeni jejich obsahu v potravinach. V fadé
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 aminti u B. subtilis.

Pti porovnani degradace BA kmeny B. subtilis IB23 a B. pumilus 1B26 byla
pozorovana vys$i degradacni aktivita u prvniho zminéného kmene. Béhem
inkubace pii 30 °C v prosttedi o 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 o0 51 % a tyramin o 62 %, B. pumilus 1B 26 degradoval
ve stejném prostiedi tryptamin o 47 %, fenylethylamin o 35 %, putrescin o 42 %,
kadaverin o 41 %, histamin o 39 % a tyramin o 25 %, snizil tak koncentraci
testovanych BA minimaln€ o Ctvrtinu. Obdobné jako u pfedchozich pozorovani
méla na miru degradace nejvétsi vliv teplota. Obecné 1ze konstatovat, ze biogenni
aminy byly nejlépe degradovany pfi teploté 30 °C, coz je nejen teplotni optimum
pro rist obou vybranych kment, ale také idedlni teplota pro plsobeni
bakterialnich aminoxidaz (Cheng et al., 2020), se zvySujici se teplotou nad 45 °C
dochazi k denaturaci téchto enzymd, a tedy Uplné inhibici degradace BA (Zaman
et. al, 2014). Se snizujici se teplotou klesala degradac¢ni aktivita obou sledovanych
kmena. B. pumilus 1B26 napt. v prostiedi o pH 7 v médiu bez ptidané soli
degradoval obsah putrescinu pii 30 °C po 24 h 0 41 %, pfi teploté 23 °C 0 24 %
a pii teploté 10 °C jen o 2-3 %. Spolu se snizovanim teploty se snizuje 1 rychlost
metabolizmu a rlstu bakterii, proto 1 k redukci biogennich aminii dochézi
na 96 h. Po ukonceni kultivace B. pumilus 1B26 klesly obsahy vSech sledovanych
BA ve vSech prosttedich minimalné o ¢tvrtinu. Podobné vysledky jsou veskrze
pozitivni napt. pro vyrobu dlouho zrajiciho syra, ktery je ¢asto zdrojem vysokého
mnoZstvi biogennich amind. Zraci teploty jsou zavislé na individualnim druhu
a vlastnostech syra, ale obvykle se pohybuji pravé kolem 10 °C (Joosten a Nuifiez,
1996). Nami sledované rozmezi pH miru degradace BA kmeny rodu Bacillus
ovlivitovalo, ale ze =ziskanych vysledkii nelze pfesné urcit, zda né&jaka
ze sledovanych hodnot vyrazné zesilovala ¢i inhibovala degradaci. Pro ptiklad 1ze
uveést degradaci histaminu kmenem B. pumilus 1B26, ktery v médiu bez ptidavku
soli pti inkubacni teploté 30 °C snizil po 48 h jeho koncentraci v prostiedi o pH 5
0 43 %, v prosttedi o pH 7 o0 45 % a v prostiedi o pH 8 o 27 %, naproti tomu
hladina putrescinu byla ve stejnych podminkach v prostiedi o pH 5 snizena
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044 %, v prostfedi o pH 7 0 37 % a v prostiedi o pH 8 0 26 %. Cheng et al. (2020)
izolovali z n€kolika fermentovanych potravin kvasinky, které byly pomoci
sekvenace Casti 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 i pro tyto
aminoxidazy je optimdlni pH 7, ale jejich aktivita se v rozmezi pH 5-8 pfilis
neliSila (Dapkevicius et al., 2010). Ke snizeni degradace dochézelo
az v prostiedich o pH < 5 a pH > 9 (Cheng et al., 2020). V podobném rozmezi
testovali aktivitu aminooxidaz ve své pracii Ying et al., 2016, kdy sledovali miru
degradace BA kmenem Halomonas shantousis SWA25. Degradace BA probihala
nejintenzivngji v prostiedi o pH 7, které je optimem pro funkci bakteridlnich
aminooxiddz, ale vysokou degradacni aktivitu si udrzela i v rozmezi pH 5-8.
Dal§im ze sledovanych faktorii byla ptitomnost NaCl. U nékterych potravin,
pokud je koncentrace soli pfili§ nizka, je inhibi¢ni u€inek soli na nékteré
nezadouci mikroorganizmy oslabeny (Jia et al., 2020) a vede Casto k neptijemnym
zménam organoleptickych vlastnosti, jako je tteba kyselost a hotkost (Xie et al.,
2022). Pokud nedojde k inhibici ristu mikrobioty, ktera produkuje BA, nastava
opét problém s jejich akumulaci (Chun et al., 2020; Li et al., 2020). V nami
testovaném rozmezi (0-3 % w/v) byly B. subtilis IB23 1 B. pumilus 1B26 schopny
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 ptedpokladat, Ze s dal§Sim
zvySovanim koncentrace NaCl by se dale snizovala 1 mira degradace BA az do
uplného zastaveni ristu dané mikrobioty. V literatufe je popséno jen velmi malo
druhti, 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 pii teploté¢ 35 °C v prostiedi o 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 vysledkl bylo dosazeno 1 v praci
Cheng et al. (2020), kdy testované¢ kmeny Wickerhamomyces anomalus
a Millerozyma farinosa vykazovaly pokles degradacni aktivity spolu s rlistem
koncentrace NaCl nad 10 %. Kdyz koncentrace soli dosdhla 30 % (w/v),
dané kmeny v podstat¢ ztratily degrada¢ni schopnost pro KAD, PUT, HIM, TYM
(<5 %), coz muze byt zptisobeno vysokou koncentraci soli inhibujici rist daného
kmene nebo koncentrace soli inhibujici aktivitu aminoxiddzy 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 teplotich 1 koncentracich soli. Studie popsala degrada¢ni
aktivitu Natrinema gari, kdy byla nejvySsi degradaéni kapacita zaznamenana
pii teploté 40-55°Cv prostiedi o pH 6-8,5 a koncentraci soli 15-20 %. Ying et al.
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(2016) testovali schopnost degradace osmi BA v médiu s obsahem NaCl
halotolerantnim mikroorganismem Halomonas santhousis SWA25. Piestoze byl
sledovany kmen schopen redukovat mnozstvi vSech testovanych BA v prostiedi
s20 % 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 % (w/v). Tato studie spolu se studiemi Zaman et al. (2010) a Tapingkae et al.
(2010) naznacuji, ze k nejvyssi mife degradace BA riiznymi mikroorganizmy
dochézi v prostiedi s optimalni koncentraci NaCl pro jejich riist a riiznou citlivosti
aminooxiddz. Tyto vysledky pfedstavuji dualezity piinos pro potravinaisky
prumysl, jelikoz takto vysoké koncentrace soli inhibuji rlst velké CcCasti
mikroorganizml a teoreticky by se obtizn¢ hledala ndhrada, kterd je schopna
v téchto koncentracich nejen rist, ale 1 redukovat mnozstvi pfitomnych BA.

Stejn¢ jako ve studii Sun et al. (2023) bylo pfedpoklddano, ze rozsah
degradacni aktivity bude mnohem patrnéj$i v minerdlnim médiu, kde jedinymi
zdroji uhliku a dusiku byly dodané biogenni aminy. Pokud byly sledované kmeny
schopny rlistu, musely nutné utilizovat minimaln¢ jeden z obsaZenych BA.
Nutrient broth je ale nutriéné bohat§i médium, které ve svém sloZeni obsahuje
mj. glukozu, kvasni¢ny 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 probihd. Z toho divodu
také probihalo sledovani degradace B. subtilis 1B23 a B. pumilus IB26 v menSim
rozsahu. Zajimavym zji§ténim bylo, Ze 1 v nutricné bohatém médiu degradace BA
probiha pii 30 °C pomérné efektivné. B. subtilis IB23 dokézal snizit obsah vSech
BA, béhem 48 h pii kultiva¢ni 30 °C v médiu bez pridavku soli doslo k ubytku
vSech primémé o 37 %. V piipad¢ média s 2 % soli bylo snizeni koncentrace
v danych podminkdch obdobné. B. pumilus 1B26 vykazoval ve stejnych
podminkéch vyssi degradacni schopnost a obsah vSech testovanych BA snizil
béhem 48 h o0 45 %. I v tomto ptipadé bylo v médiu s pfidavkem soli dosazeno
obdobnych vysledkli jako v médiu, které sl neobsahovalo. Srovnani vysledki
degradace mezi jednotlivymi kmeny ukazalo, Ze B. subtilis 1B23 degraduje
v MMI1 vSechny testované biogenni aminy lépe, neZ kmen B. pumilus 1B26,
v meédiu NB jsme dosli k vysledkiim opa¢nym. K zajimavym vysledklim 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 redlnych potravinovych systémech byla jejich aktivita vyrazné
omezena pritomnosti jinych zdroji dusiku, které byly pro tyto bakterie snadné&ji
dostupné (Gardini et al., 2002). V kontrastu k t€émto vysledkiim byla zajimavé;si
data ziskana v realné potravinové matrici chudé na dusik, jako je vino, ve kterém
probihala deaminace BA kmeny Lacticaseibacillus casei, Lactiplantibacillus
plantarum a Pediococcus spp. vyrazné 1épe (Garcia-Ruiz et al., 2011; Capozzi
et al., 2012).

Vyuziti nami izolovanych a testovanych sporulujicich bakterii
v potravinaiském primyslu ovSem vyzaduje dal$i studie, které by se zabyvaly

38



degradaci BA pfimo v potravinové matrici a zdroven by se soustiedily na udrzeni
jejich nezévadnosti a organoleptickych vlastnosti (Kim et al., 2022). Podobn¢
jako u Weizmania coagulans (dtive Bacillus coagulans) a Geobacillus
stearothermophilus, které se vyznacuji silnym enzymatickym aparatem, je totiz
pfitomnost sporotvorného B. subtilis v potravindch nezadouci (Harirchi et al.,
2022). V kontrastu s timto faktem je také dualezit¢ zminit, Ze nckteré kmeny
B. subtilis jsou fazeny mezi probiotika, ktera naopak pozitivné ovlivituji lidské
zdravi (Lorencova et al., 2012). B. subtilis 1 B. pumilus je mozné vyuzit jako
startérové kultury pro vyrobu nékterych fermentovanych potravin (Ouoba et al.,
2004).

6. ZAVER

Jednou z nejslibnéjSich mozZnosti pifimého odstranéni biogennich aminti
z potravin je vyuziti mikroorganizmi se silnou aminoxiddzovou aktivitou a jejich
vyhledat a izolovat mikroorganizmy, které tuto schopnost maji, a nasledné
definovat idedlni podminky a parametry pro jejich rist. Pro izolaci a identifikaci
kmenii schopnych degradovat biogenni aminy byly definovany hlavni cile
disertacni prace, které byly zpracovavany ve 4 dilCich experimentech.
Experimenty se zabyvaly izolaci mikroorganizmli schopnych degradovat
biogenni aminy zpotravin a jejich naslednou identifikaci pomoci
spektrometrickych a molekularné-biologickych metod. Kinetika degradace byla
sledovana pomoci kapalinové chromatografie.

Podle ptedpokladi bylo potvrzeno, ze zachyt degradérli izolovanych
z potravin nebude pfili§ vysoky. V pribéhu pocate¢niho skriningu 895 zejména
mlécnych a masnych vyrobkl bylo izolovdno 114 mikroorganizma schopnych
degradovat alesponl jeden z nasledujicich aminii — tryptamin, fenylethylamin,
putrescin, kadaverin, histamin a tyramin. VSech 114 izolati bylo metodou
MALDI-TOF MS identifikovdno a na zaklad¢ identifikace bylo ziskdno
22 raznych druhtt 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 ureilytica.

Bylo prokadzano, ze vSech 13 identifikovanych kmenli je schopno
v podminkach in vitro pfi 30 °C degradovat vSechny z testovanych aminl
o 8-100 %. Nejvice byla sniZzena koncentrace tyraminu a putrescinu, které
po 72 hodinach kultivace pii 30 °C klesly v rozmezi 36-100 %. Nejvyssi
degradacni kapacita byla zaznamenédna u kmene B. subtilis IB23, ktery degradoval
putrescin, kadaverin a histamin o vice nez 92 %, u zbylych amini dokazal snizit
jejich koncentraci o 22-48 %.
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U kmene B. subtilis 1B23, ktery vykazoval nejvys§i aminoxidazovou
aktivitu, byla v Case sledovadna kinetika degradace za definovanych podminek
invitro. V této fazi byl studovan vliv teploty, raznych hodnot pH a zplsob
kultivace na miru degradace biogennich aminl. Bylo prokézdno, ze zadny
ze sledovanych parametrti ani jejich vzdjemné kombinace vyrazn€ neovlivnily
degradacni aktivitu B. subtilis 1B23. Ve vSech ptipadech byly po 48 hodinéch
kultivace hodnoty biogennich aminl sniZzeny o 52-83 %. I kdyz nejvys$si miru
kultivace vykazoval B. subtilis 1B23 pii kultivacni teplot¢ 30 °C, s niz§imi
teplotami se vysledny obsah biogennich amint vyraznéji nelisil.

V dalsi fazi prace byla u Bacillus subtilis 1B23 a Bacillus pumilus 1B26
srovnavana kinetika degradace biogennich aminti v minerdlnim médiu a v médiu
nutrient broth. Sledovanymi parametry byly teplota, hodnoty pH a koncentrace
soli. Ze vSech sledovanych faktorti byla mira degradace nejvice ovliviiovana
kultiva¢ni teplotou. Dle pfedpokladii oba kmeny rozkladaly BA nejlépe pii teploté
30 °C, coZ je nejen ristové optimum vybranych druhil, ale také idedlni teplota pro
¢innost bakteridlnich aminoxidaz. Se sniZujici se teplotou mira degradace klesala.
ziskanych vysledki ale nelze jednoznaéné urcit, zda néjaka z testovanych hodnot
pH rozklad BA vyraznéji inhibuje. V rozmezi 0-3 % w/v NaCl byly B. subtilis
IB23 1 B. pumilus 1B26 schopny degradovat vSechny sledované biogenni aminy,
vliv koncentraci NaCl byl na oba dva kmeny stejny. S rostouci koncentraci
se ale mira degradace mirn¢ snizovala. Bylo také prokdzano, ze v mineralnim
médiu degraduje kmen B. subtilis IB23 vSechny testované BA vice nez kmen
B. pumilus 1B26, kdy B. subtilis 1B23 snizil koncentraci n¢kterych BA az o 62 %,
u B. pumilus 1B26 byl zaznamenidn maximdalni pokles koncentrace o 47 %.
Naopak v médiu nutrienth broth byla mira degradace vyssi u B. pumilus 1B26.
Predpokladalo se, Ze v nutricné bohatém médiu budou sledované kmeny BA
degradovat minimalné nebo vibec. I pfes to, Zze byly BA v nutrient broth
degradovany meéné¢, snizil B. subtilis 1B23 obsah vSech BA v nutrient broth,
béhem 48 h pii kultivaéni teploté 30 °C v médiu bez ptidavku soli primérné
0 37 %, vmédiu s 2 % soli bylo sniZeni koncentrace v danych podminkach
obdobné. B. pumilus 1B26 snizil obsah sledovanych BA béhem 48 h primérné
0 45 %, obdobn¢ vysledky byly ziskany i1 po kultivaci v médiu s ptidavkem soli.
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7. PRINOS PRO VEDU S PRAXI

Predkladana disertatni prace se veénovala vytipovadni mikroorganizmi

izolovanych zpotravin a jejich schopnosti degradovat biogenni aminy.
U nalezenych kment byla studovana kinetika degradace v podminkéch in vitro.
Jednotlivé metody identifikace mikroorganizmi a naslednd kvantifikace jejich
schopnosti rozkladat biogenni aminy mohou pfispét k detailnéjSimu prostudovani
mechanismil bakterialni degradace a ptispét tak ke sniZeni €1 uplné eliminaci otrav
z potravin a negativnich vlivii takto kontaminovanych potravin na lidské zdravi.
Déle mohou slouzit jako podklady pro dalsi studie zabyvajici se konzervaci
a trvanlivosti zejména fermentovanych vyrobki.

Ptinos pro védu lze spattit v nasledujicich aspektech

Byl proveden rozsahly skrining nejriiznéjSich druhii potravin, v nichz bylo
zachyceno 114 izolati schopnych degradovat jeden a/nebo vice biogennich
aminl.

Bylo identifikovano 22 rliznych bakterialnich druhii s vysokou degrada¢ni
aktivitou.

Byla kvantifikovana schopnost a mira degradace biogennich aminl
u 13 druhl 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 ureilytica.

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

Byly sledovany rozdily v degradaci u kmenl Bacillus subtilis 1B23
a Bacillus pumilus 1B26 v zavislosti na teploté, pH média, koncentraci soli
a pouzitém meédiu v riznych ¢asovych intervalech.

Byl prokazan vliv teploty, zvySujici se koncentrace soli a druh pouzité¢ho
média na pribch degradace.

Ptinos pro praxi lze spatfit v nasledujicich aspektech

Zjisténi, ze testované kmeny jsou schopny degradovat biogenni aminy
v pomé&rné Sirokém rozmezi teplot.

Zjisténi efektivniho rozkladu BA v Sir§im rozmezi pH.

Zjisténi, Ze se zvySyjicim se mnozstvim soli v médiu sice klesd mira
degradace, ale pfti ptidavku az 3 % (w/v) NaCl neni vyrazn¢ inhibovana.
Zjisténi, Ze testované kmeny jsou schopny pomérné dobie rozkladat BA
1 v nutricn€ bohatém médiu pfiblizujicimu se vzorku realné potraviny.

Ziskané poznatky mohou slouzit jako zéklad pro dalsi studium rozkladu BA

Vv
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