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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva tvorbou biogennich aminti v zavislosti na riznych zdrojich uhliku a
podminkach prostfedi. V teoretické Casti je popsdna charakteristika biogennich amint,
mechanismus dekarboxylace, jejich vyskyt v potravinach, toxikologické hodnoceni a

metody stanoveni téchto amint. Také je strucné pojednano o bakteriich mlééného kvaseni.

Pro praktickou ¢ast bylo pouzito 6 kmenti bakterii rodu Lactococcus. Biogenni aminy byly

stanoveny pomoci iontové vyménné chromatografie.

Kli¢ova slova: biogenni amin, tyrosin, dekarboxylace, bakterie mlééného kvaseni,

lactococcus, iontove vyménna chromatografie

ABSTRACT

This work deals with production biogenic amines depending on different sources of carbon
and enviromental conditions. The theoretical part is description of the biogenic amines, the
mechanism of decarboxylation, its occurrence in foods and toxicological evaluation and
methods for the determination of these amines. It is also briefly discussed the lactic acid

bacteria.

For the practical part was used 6 strains of bacteria of the genus Lactococcus. Biogenic

amines were determinated by ion-exchanged chromatography.

Keywords: biogenic amin, tyrosine, decarboxylation, lactic acid bakteria, lactococcus, ion-

exchange chromatography
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UvVOD

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni dusikaté organické baze, které vykazuji urCitou
biologickou aktivitu. V potravinach vznikaji procesem dekarboxylace ¢innosti mnohych
mikrobidlnich enzym, v€etn¢ bakterii mlééného kvaseni. Substratem pro jejich vznik jsou
aminokyseliny. Nej¢astéji se vyskytuji ve fermentovanych potraviniach a napojich. Pro
¢loveéka byvaji vétSinou nepostradatelné, avsak ve vysSich koncentracich mohou vyvolat
nezadouci toxikologické ucinky. Z tohoto divodu je jejich zvySeny vyskyt v potravinach
nezéadouci.

Bakterie mlééného kvaseni tvoii skupinu mikroorganismii, ktera ma schopnost fermentovat

sacharidy na kyselinu mlécnou jako hlavni produkt. Z tohoto divodu patii mezi

technologicky vyznamné mikroorganismy a ¢asto se vyuZzivaji jako tzv. startérové kultury.
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1 CHARAKTERISTIKA BIOGENNICH AMINU

Biogenni aminy (BA) jsou nizkomolekularni organické dusikaté baze tvofené hlavné
dekarboxylaci aminokyselin (AK) ¢innosti enzymti produkovanych mikroorganismy (MO)
nebo aminaci a transaminaci aldehydut a ketont [1,2,3,4,5,6]. BA jsou pfirodni antinutri¢ni
faktory dulezité z hygienického hlediska, a to vzhledem K jejich zapojeni do mnoha otrav
z potravin [7]. Jedna se o produkty bézné metabolické aktivity zvifat, rostlin a
mikroorganismu [1,8]. BA vykazuji ruzné biologické u¢inky v rostlinnych pletivech a
zivocisnych tkéanich, napt. nékteré BA jsou protoalkaloidy rostlin (hordein), stavebnimi
latkami pro biosyntézu fytohormonid a dalSich sekundarnich metabolitd rostlin.
V zivocisnych tkanich mohou mit funkci tkanovych hormona (histamin) anebo mohou byt
stavebnimi latkami pro biosyntézu hormonu (fenylethylamin), koenzymi a vitaminQ
[9,10,11]. Mohou byt klasifikovany jako polyaminy a biogenni aminy [12]. Polyaminy
patfily dfive do skupiny BA, roku 1990 byly vzhledem ke své specifické biologické roli

Vv bunikach eukaryot zafazeny do zvlastni skupiny [13].

1.1 Struktura a nazvoslovi

Podle chemické struktury se BA mizou délit na alifatické (putrescin, kadaverin),
aromatické (tyramin, fenylethylamin), heterocyklické (histamin, tryptamin) nebo
polyaminy (spermidin, spermin) [2,9,14,6]. Obrazek 1 ukazuje vzorce nejvyznamnéjSich
biogennich aminl. Dal§i moZnosti je déleni podle poctu alkylovych a arylovych skupin

vazanych misto vodiku na atom dusiku, a to na BA primarni, sekundarni a terciarni [15,7].

Pro BA se nejcastéji pouzivaji trividlni ndzvy namisto nazvu systematickych. Tabulka 1

ukazuje nazvoslovi BA.
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Tabulka 1: Trivialni a systematické nazvy nejdulezitéjsich BA véetné enzymu [2,9,13,16]

Nazev AK | Trivialni Systematicky nazev BA Enzym zodpovédny za
nazev BA tvorbu BA

histidin histamin 2-(1H-imidazol-5-yl)etanamin histidindekarboxylasa

tyrosin tyramin 4-(2-aminoetyl)fenol tyrosindekarboxylasa

tryptofan | tryptamin 2-(1H-indol-3-yl)etanamin tryptofandekarboxylasa

lysin kadaverin pentan-1,5-diamin lysindekarboxylasa

ornithin putrescin butan-1,4-diamin ornithindekarboxylasa

arginin agmatin 2-(4-aminobutyl)guanidin arginindekarboxylasa
spermidin N-(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin spermidinsynthasa
spermin N,N’-bis(3-aminopropyl)butan-1,4- sperminsynthasa

diamin
fenylalanin | fenylethylamin  2-fenyletanamin fenylalanindekarboxylasa

NH,
HaN o~ HN A~~~ N2 Q/\/
NH, HO

putrescin

fenylethylamin

HN/\L
HoN H,N
NH
NH,

spermidin

kadaverin tyramin
||\|IH NH,,
A\
NH
HeC” ONH NN 2 \
- H
agmatin tryptamin

spermin

N\\/_?/\/NHz

H

histamin

Obrazek 1: Piehled strukturnich vzorct biogennich aminti [9]

1.2 Tvorba a vznik biogennich aminu

Biogenni aminy vznikaji v potravinach bohatych na bilkoviny, ze kterych plsobenim

proteolytickych enzymt vznikaji AK. Déle se mohou vytvaret pfi vyrobé, zrani, fermentaci

a skladovani potravin [12,13,17,18,19]. Proteolyza, bud’ autolyticka nebo bakterialni, muze
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hrat vyznamnou roli ve formaci volnych AK z tkanovych proteind, které poskytuji substrat
pro dekarboxyla¢ni reakce [7]. BA jsou produktem dekarboxylace volnych AK puisobenim
dekarboxylas, kterymi jsou vybaveny ¢etné druhy bakterii. Mohou byt také tvoieny jako
vysledek endogenni aminokyselinové dekarboxylasové aktivity v syrovych potravinach
[1,20]. Dekarboxylace AK se uskute¢tiuje odstranénim o-karboxylové skupiny za vzniku
ptislusného aminu [7]. Obrazek 2 ukazuje metabolické drahy vzniku jednotlivych
biogennich amini. MnozZstvi a typ vzniklych aminii jsou ovlivnény slozenim potraviny,
mikroflorou a dal§imi faktory, které podporuji rist bakterii [8]. V mase a rybach nejcastéji
vznikaji jako produkt bakteridlni dekarboxylace (kontaminujicimi bakteriemi), zatimco
v potravinach fermentovanych (vino, kysané zeli) se tvofi Ccinnosti pfislusnych
mikroorganismi. U ovoce, zeleniny a hub vznikaji pfi nevhodném skladovani [3,10]. MO

se mohou vyskytovat jako kontaminanty anebo mohou byt soucasti starterovych kultur [5].
Tvorba BA v potravinach zavisi na:[7,12,21,22]

» dostupnosti prekurzort (hlavné volné AK),

» piitomnosti MO vlastnicich specifické aminokyselinové dekarboxylasy,

» ptiznivych podminkach pro rist MO a produkci jejich enzymu.

Nejcastéjsimi mikrobialnimi producenty amind jsou zastupci roda Bacillus, Citrobacter,
Escherichia, Enterobacter, Salmonella, Shigella, Achromobacter, Pseudomonas,
Alcaligenes, Proteus, Micrococcus, Leuconostoc Clostridium, Serratia, Sarcina,
Morganella, Klebsiella a nékteré bakterie mlééného kvaseni Streptococcus, Lactobacillus,
Pediococcus a Lactococcus [7,12,21,23,24].
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Obrazek 2: Metabolické drahy vzniku biogennich aminti [25]
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1.3 Dekarboxylace

Dekarboxylace jsou reakce katalyzované pusobenim specifickych dekarboxylas, které
spadaji do tiidy lyas, a které katalyzuji uvolnéni molekuly oxidu uhli¢itého [3,11,16].
Kofaktorem téchto enzymi je pyridoxalfosfat [9,11]. Dekarboxylasové enzymy mohou byt
vytvofeny bakteriemi K jejich pieziti a ristu v kyselém prostiedi. Ve skute¢nosti jsou
zpravidla inaktivni v neutralnim a zasaditém prostfedi z ¢ehoz vyplyva, ze pH hraje
dilezitou roli v produkci BA [14]. Tabulka 2 ukazuje faktory ovliviiujici dekarboxylaéni

aktivitu. Byly popsany dva mechanismy dekarboxylace AK: [7]
» Reakce zavislé na pyridoxalfosfatu [6,7,16].

- Vazba tohoto kofaktoru se uskuteciiuje ve form¢ Schiffovy baze na
aminoskupinu a tvofi tak aktivni ¢4st enzymu, karbonylova skupina
pyridoxalfosfatu  reaguje  pohotové s aminoskupinou za vzniku
meziproduktli Schiffovy baze, které jsou nasledné¢ dekarboxylovany
s eliminaci vody za vzniku korespondujicich aminti. Tento proces je popsan

na obrazku 3
» Reakce bez pyridoxalfosfatu [6,7]

- Reakce dekarboxylované bez pyridoxalfosfatu se spojuji s pyruvoylovymi
rezidui misto pyridoxal-5-fosfatu. Pyruvoylova skupina je kovalentné
vazéna na aminoskupinu zbytku fenylalaninu na enzymu. Takto aktivni
proenzym se zbytkem pyruvoylu se chova jako pyridoxalfosfat

Vv dekarboxylacni reakci.

Tabulka 2: Faktory ovliviiujici dekarboxylasovou aktivitu mikroorganismu [6]

Faktory Vliv na dekarboxylazovou aktivitu

pH dekarboxylasova aktivita je silnéjsi v kyselém prostredi (pH 4 az 5,5)

0,5 aZz 2 % optimalni pro rist mikroorganisma vybavenych

Obsah glukosy dekarboxylasami, 3% inhibuji syntézu dekarboxylas

20 az 37°C je optimum pro rlst vétsSiny mikroorganismu

Teplota vybavenych dekarboxylasami, nizké teploty zastavuiji jejich rlst
Pritomnost NaCl aktivuje tyrosindekarboxylasu, inhibuje histidindekarboxylasu
Pfitomnost NaNO, aktivuje tyrosindekarboxylasu

je potfebny pro rist mikroorganism( vybavenych

Pfitomnost O .
2 dekarboxylasami
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Mnoizstvi pfitomnych amint ‘ histidin, agmatin a putrescin inhibuje histidindekarboxylasu

AK + Pyridoxalfosfat ll

R—CHzNH,
Aminy

Obrazek 3: Dekarboxylace aminokyselin [6]

1.4 Vyskyt biogennich aminii v potravinach

Prakticky ve vSech potravindch, které obsahuji proteiny nebo volné AK, lze ocekavat
pritomnost BA [2,9]. Celkové mnozstvi biogennich amind V riznych potravinach a

napojich se znaéné lidi, zavisi na povaze potraviny a piitomnosti MO [2,26]. Casto byvaji
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nachazeny ve fermentovanych potravinach, jako jsou syry, ryby a rybi vyrobky, maso a
masné vyrobky (suché salamy), fermentovana zelenina, sdjové produkty a alkoholické
napoje jako vino a pivo [4,21,26]. Pii posuzovani vyskytu biogennich amind se potraviny
Casto déli na nefermentované a fermentované [6]. Tabulka 2 ukazuje vyskyt jednotlivych

BA Vv rliznych potravinach.

1.4.1 Nefermentované potraviny

V nefermentovanych potravinach byva pfitomnost BA piesahujici urcitou uroveil
povazovan jako indikator nezadouci mikrobialni aktivity, hlavné b&hem skladovani
[2,18,21]. V Cerstvém rybim mase je obsah BA maly, napt. v ¢erstvém mase tunidka byva
0-10 mg.kg™ histaminu a 0-2 mg.kg™ tyraminu, pfi nevhodném skladovani toto mnoZstvi
roste. Skladovanim ryb pii teplotach 0 °C a nizsich vznikaji BA v témét zanedbatelném
mnoZstvi, naopak pii teplotich vy$§ich mohou dosahovat hodnot az 3000 mgkg™
(makrela) nebo dokonce az 8000 mg.kg™ histaminu (tufiak) [9]. Nicméné pfitomnost BA
V potravin¢ bezprostiedné nesouvisi s ristem hnilobné mikroflory [2]. Bylo zjisténo, Ze
schopnost produkce histaminu bakteriemi disponujicimi histidindekarboxylasou klesa kvuli
jejich posSkozeni mrazem, dokonce i1 kdyz jej pieziji. Ryby (tunak a makrelovité ryby)
byvaji bézn¢ zmrazovany béhem rybolovu a distribuce. Vedou se diskuze, ze akumulace
histaminu Vv rozmrazovanych rybach vznika ucinkem histidindekarboxylasy z autolyzy
histidin produkujicich bakterii [27]. BA aminy se rovnéz vyskytuji lidském mléce, zejména
spermidin, spermin a putrescin. Dokonce se ukazala rozdilna koncentrace sperminu a
spermidinu mezi levym a pravym prsem. V mléce kravském byla detekovana nizka

mnozstvi téchto amind [2].

1.4.2 Fermentované potraviny

Pii pfipravé fermentovanych potravin miZeme ocekavat pfitomnost mnoha druhi MO,
pti¢emz nékteré z nich jsou schopné produkovat BA [2]. Nartist amint je patrny hlavné

V pocatecnich fazich fermentace [9].

1.4.2.1 Syry a mlécné vyrobky

Syry jsou vedle ryb nejéastéjsi surovinou spojovanou s vyskytem toxickych BA [2,21].

Hygienicka kvalita mléka je pro tvorbu BA v syrech velmi dulezita. Syry vyrabéné z mléka
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se Spatnou hygienickou kvalitou obsahuji vy$si mnozstvi BA nez syry vyrobené
z kvalitniho mléka [12]. K tvorbé BA dochazi rovnéz v provozech se Spatnou hygienou
a kontaminujicimi MO. Pfi dodrzovani spravné hygieny je obsah BA i1 v dlouhodobé
zrajicich syrech pomérné maly [9]. Obsah amind v syrech je zavisly také na pfitomnosti
enzymdu, dostupnosti volnych AK, které vznikaji proteolyzou kaseinu béhem zrani, hlavné
starterovymi kulturami, déle na pfitomnosti vhodnych kofaktori a vhodnych podminek
prostiedi (pH, vlhkost, vyssi teplota, niz§i obsah soli), ale také na typu syra, zrani a délce
skladovani [28,29]. Produkce BA  vsyrech byva  Casto spojovana
s nonstarterovymi kulturami bakterii mlé¢ného kvaseni (BMK) [29,30]. Nejcastéji se
vyskytujicimi aminy v téchto vyrobcich jsou histamin, tyramin, putrescin, kadaverin,

fenylethylamin, tryptamin, spermin a spermidin [2,12,7,29,30].

1.4.2.2 Fermentované masné vyrobky

Hlavni kultury pro fermentaci masa jsou bakterie mlé¢ného kvaseni a grampozitivni,
katalaza pozitivni koky, zahrnujici mikrokoky a stafylokoky [20]. Polosuché salamy jsou
fermentovany kratkou dobu, Casto kulturami mlé¢nych bakterii, zatimco suché saldmy je
mozno fermentovat prirozenou mikroflorou dlouhou dobu. Béhem tohoto zraciho procesu
se zvySuje koncentrace histaminu minimalné na 10-ti nasobek proti prvnim tfem dnim

zrani [2].

1.4.2.3 Vino a pivo

Béhem alkoholového kvaseni jsou ve vysokém mnoZstvi produkovany agmatin, kadaverin,
ethanolamin, histamin, putrescin a tyramin. Histamin a tyramin byl zji§tén v ¢erveném
ving€. RovnéZ byla detekovana ptitomnost tyraminu a histaminu v pivu [2]. Na sniZeni
obsahu amintll ve ving se podili svoji vazebnou schopnosti napi. bentonit, ktery se pouziva

jako ¢ifici prostiedek [6].
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Tabulka 3: Obsah hlavnich aminti a polyamint v potravinach [9]

Potravina

Obsah v mg kg™ (nebo mg:d_@_'.‘} O]

histamin_ Kadaverin putrescin spermidin spermin agmatin fenylethylamin tyramin _wyptamin seratomn

maso
veprove
hoveéri
kubeci
masné vy-
robky
Sunka
slanina
uzeniny
ryby

tunak
makrcla
SYTY

meékke syry
tvrdé syry
tvrdé syry !
Cheddar
Emmental
Gouda
Eidam
Roguefort
svry celkem
ovoce
banany
ananas
pomeranc
grapefruit
zelenina
Spenat
rajcata
dalsi
potraviny
kysané zeli
s0jovi
omiicka
pivo

slad
cervend vino
bile vino
sherry

Cokolada

5-8000
$-3000

0
0-301
0-609

0-1300
5-2000
0-850
{)-88

0-4100

a0
5-1

1-200
0-274

0-22
1-4
0-30
0-20
0-31
0-10

0-171
0-27
9

5-97
s-1

-
S-ind

5-447

5-226

0-1.5
0-710
()-389
0-
0-460
[-140

42-903

1-311

(-40

0-47
3-108
|
0-8

5-702
5-26

5-10

$-20
5-8
|-396

s=200
$-40)

0-3.1
0-612
0-670
1-996
1-130
=200
§
44-830

Ry

95-150
20-90

5-120

10

g5

3-10

5-8
2-42
s-10

1-10
2-4

0-0.8
(-43
0-40

5-4di)
S5-410)
20-60

20-60
1-212
10-60

235

-8

(%]

O-1,1
0-19

(-22

5-20)

5-11

2-112

0-22

0-27

0-696

545

5-126

]
0-32
0-30

0-303
0-490
0-46

10-25

1-35
5-01
23

3-618
1-3
0-1240

5-1060

-
S-40

0-0.6

0-301

-609
0-1500
1-1000
0-670
5-320
5-1350

7-95
0-4
1410

0-1400

0-680
0-1200

s-212
1-17
(-2

[-48

8-07

0-29

0
0-45
0-34

0-300
0-210
10-200

10-1100

-1

)z pasterovaného kraviho mléka. b Ze syrového kraviho a ov¢iho mléka. 9s= stopy
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2 HYGIENICKO TOXIKOLOGICKE HODNOCENI BIOGENNICH
AMINU

Biogenni aminy jsou piirodni slozky mnoha fermentovanych a nefermentovanych potravin
rostlinného a Zivoc¢isného puvodu. Proto mohou vyvolavat otravy z potravin, hlavné ve
spojeni s podpurnymi faktory jako je alkohol nebo monoaminooxidasové inhibitory
(MAOI) [8,20]. Nizké koncentrace BA v potraving nejsou povazovany za riziko, ale pokud
je konzumované mnozstvi dostate¢né vysoké, nebo jsou cesty katabolismu inhibovany,
muze byt vysledkem propuknuti otravy [9,19,23]. BA vykazuji psychoaktivni a vasoaktivni
u¢inky [5,7,9,31]. Psychoaktivni aminy funguji jako pfenaSee v centralnim nervovém
systému, zatimco vasoaktivni plsobi piimo nebo nepiimo na kardiovaskuldrni systém

[7,9].

Symptomy spojené s intoxikaci zahrnuji zmény krevniho tlaku, nevolnost, zvraceni, bolesti
bticha, prijem, rudnuti tvafi, otoky rt, edémy, svédeni, buSeni srdce, migrény, kopiivku,
zvraceni a ve vyjimeénych piipadech i smrt [4,12,14,19,29]. Toxicky u¢inek BA se projevi

tehdy, pokud se aminy dostanou do krevniho fecisté [7].

Toxicita BA zavisi siln€é na individualni schopnosti detoxikace. Béhem pfijimani potravy
jsou v lidskych stievech nizkd mnozstvi aminti enzymaticky metabolizovana na
fyziologicky méné aktivni degrada¢ni produkty [8,21,23]. Pokud jsou BA v potravinach
v nadmérném mnozstvi, nemusi detoxikacni kapacita tohoto systému stacit [8,21]. Proces
intoxikace mize byt niz§i u citlivéjSich jedincd, jez maji sniZzenou aktivitu enzymu
monoaminooxidas (MAQO) a diaminooxidas (DAQO), které se bézné vyskytuji u vyssich
organismi [8,26,32]. V takovém piipadé mohou pusobit toxicky i potraviny obsahujici
nizka mnozstvi amint [14]. Uéinnost téch enzymi snizuji 1éky (monoaminooxidasové
inhibitory), které se pouzivaji v psychiatrické praxi [23]. Nepfiznivy ucinek BA zvySuje
konzumace alkoholu [4,26]. Nejtoxi¢téjsi jsou tyramin a histamin. Jejich ti¢inek je nasoben

putrescinem a kadaverinem [8,23].

2.1 Tyramin

Tyramin patfi mezi vasoaktivni aminy, spolu s tryptaminem a fenylethylaminem [7].
Nejhojnéji se vyskytuje v syrech a vyvolava tzv. syrovou reakci, kterd je charakteristicka

hypertenzi, horeCkou, buSenim srdce, migrénami, pocenim, nevolnosti a
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zvracenim[8,12,1426]. Nejvétsi riziko tyraminu spoéiva v kombinaci s dalsimi faktory,
jako jsou léky inhibujici MAO, alkohol a gastrointestinalni nemoci [7,12]. V koncentraci
vyssi nez 60 mg. kg'l muze vyvolat hypertenzni krizi, hlavné u pacientli 1écenych 1€ky
inhibujicich MAO. Z tohoto divodu byly syry odstranény z diet takovychto pacienti [12].
Tyramin pusobi nepfimo uvoliiovanim noradrenalinu ze sympatického nervového systému.
Rovnéz zpusobuje dilataci zornice, oéni tkan€, zpusobuje slzeni a tvorbu slin, zrychluje
dychani a zvySuje krevni cukr [7]. Pozitivni vlastnosti tyraminu je jeho antioxidaéni
ucinek, ktery se zvySuje s jeho koncentraci a je podminén amino a hydroxy-skupinami. Je
schopny zneskodiiovat reaktivni kyslikové druhy jako jsou napi. superoxidovy a

hydroxylovy radikal [6].

2.2 Histamin

Otrava histaminem souvisi hlavné se spotifebou ryb patiici do ¢eledi makrelovitych, ale
rovnéz mohou zpusobovat intoxikace spojené s konzumaci syrt [8,12]. Histamin se
uplatituje svou vazbou na receptory bunéénych membran, které se nachazeji
Vv kardiovaskularnim systému a na riznych sekre¢nich Zlazach. Histamin mlZe okamZité
stimulovat srdce a vysledkem tohoto u¢inku je uvoliiovani adrenalinu a noradrenalinu
z nadledvinek, dale drazdi svalstvo dé€lohy, stfev a dychaciho traktu, stimuluje senzorické a
motorické nervové bunky a kontroluje sekreci zaludeéni kyseliny [7]. Otrava histaminem
ma kratkou inkubaéni dobu, v fadu nékolika minut az hodin po konzumaci [8]. Otravy se
Casto projevuji koznimi problémy jako vyrazky, koptivka, otoky a lokéalni zanéty, dale
pocenim, nevolnosti, zvracenim a prijmem [7,8,12]. V tézkych ptipadech byly pozorovany

dychaci potize, bronchospasmus a palivé pocity [7].

2.3 Putrescin a kadaverin

Tyto aminy samy o sobé jSOU povazovany za zdravotné nezavadné, ale zvySuji nepiiznivy
ucinek histaminu a tyraminu [9,26]. Jejich obsah v potravinach byva zna¢ny [9]. Putrescin
brani detoxikaci histaminu a tyraminu, dal$i nepfiznivou vlastnosti tohoto aminu je jeho
schopnost reakce s dusitany za vzniku nitrosopyrrolidinu, heterocyklického karcinogenniho
nitrosaminu [26]. Mimo jiné mohou tyto aminy zneSkodnovat volné radikaly. Putrescin,
spolu se sperminem a spermidinem inhibuji oxidaci polyenovych mastnych kyselin,

pfi¢emz tento ucinek souvisi s poctem amino skupin obsazenych v polyaminu [6].
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2.4 Biogenni aminy jako karcinogenni latky

Aminy byly také vySetfovany jako mozné mutagenni prekurzory, nebot’ mohou byt
nitrosovany za tvorby nitrosamini [2,7,23]. Nitrosaminy jsou karcinogenni pro rtzné
druhy zvitat a predstavuji potencionalni riziko pro zdravi ¢lovéka [7]. Jedna se hlavné o
diaminy putrescin a kadaverin [1,29]. Putrescin a kadaverin jsou za tepla konvertovany na
pyrrolidin a piperidin, respektive N-nitrosopyrrolidin a N-nitrosopiperidin. Proto tedy
technologicky proces vyroby potravin, jako je soleni a uzeni, pravdépodobné indukuje
tvorbu nitrosamint, a vateni (peceni) zvySuje jejich formaci. Syrové potraviny neobsahuji
nitrosaminy [7,33]. Lidé jsou vystaveni N-nitrosaminim skrz in- vivo nitrosaci piijimanych
amint, kde tyto mohou tvorit N-nitrosaminy pisobenim dusitant za podminek podobnych
tém v zaludku. Reakéni produkt tyraminu a dusitanu, 3-diazotyramin, vyvoldva rakovinu
ustni dutiny u potkand. Tato mutagenni sloucenina mize byt tvofena v zaludku, kde
inkubace tyraminu a dusitanu pii 37 °C a pH 1-2 po dobu 60 minut vedla k vyznamnému
nartstu

3-diazotyraminu [7]. Endogenni tvorba nitrososloucenin zalezi hlavné na ptijmu dusi¢nant
a dusitanti. SniZzeni tvorby nitrosamind je mozné ptidavkem vitaminu C, jenz inhibuje

jejich vznik [33].
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3 STANOVENI BIOGENNICH AMINU

Studium vyskytu BA, stejné jako kontrola jejich limitd v potravinach by nebyla mozna bez
podpurnych analytickych metod [7]. Existuji dva diavody stanoveni BA v potravinach.
Prvnim je jejich potenciondlni toxicita a Stim spojené zdravotni problémy a druhd je

moznost jejich stanoveni jako ukazatelt kvality potravin [8,19].

Byla publikovana spousta metod pro stanoveni BA, ale neexistuje zaddnd univerzalni
kvantitativni metoda pro stanoveni vSech BA ve vSech potravinach. Typické problémy
spojené se stanovenim BA v potravinidch jsou pfitomnost potenciondlné piekazejicich

slou¢enin a vyskyt nékterych BA souéasné ve stejném poméru extraktu [7].

Pro stanoveni BA byla vyvinuta fada metod. Patii mezi né papirovd chromatografie,
tenkovrstva chromatografie (TLC), vysoce ucinna kapalinova chromatografie (HPLC),
chromatografie na iontoménic¢ich (IEC), plynova chromatografie (GC), dale kapilarni
zonova elektroforéza, metoda polymerazové fetézové reakce (PCR) a blizka infracervena

reflektan¢ni spektrometrie[1,7,8,13,17,34].

Pied pouzitim nckteré ztéchto metod musime izolovat aminy ze vzorku. U vzorkl
tekutych sta¢i pouha filtrace, u ostatnich materidli je nutno pouzit extrakéni cinidla
[19,35]. Nejcastéjsimi extrakénimi Cinidly jsou kyselina perchlorova, kyselina
trichloroctova (TCA), chlorovodikova kyselina a rizna organicka rozpoustédla [19,7,8]. Po
homogenizaci vzorku s extrakénim c¢inidlem je nutné odstranit vysrazené Casti pomoci

filtrace anebo na odstredivce [35].

3.1 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Jedna se o metodu ploSné chromatografie, kde prevlada adsorpcni mechanismus déleni
analyzované smési latek. Vlastni stanoveni se provadi na tenké vrstvé sorbentu. Vzorek se
ve velmi malém mnoZstvi nands$i na zaCatek vrstvy, tzv. start a vedle néj se nanesou
standardy [36]. Po zaschnuti se vrstva vlozi do vyvijeci komory s vhodnou smési
rozpoustédel, v ptipadé BA to jsou chloroform — diethyleter — triethylamin v poméru 6:4:1
a dale chloroform — triethylamin v poméru 6:1 [36,35]. Derivatizace se provede
dansylchloridem s naslednou denzitometrickou detekci pti 254 nm [35]. TLC metoda je
rychlé a ekonomicka. Nabizi odhad 8 BA v potravinach [7,8].
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3.2 Vysoce ucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC je velmi dulezita metoda pro analyzu potravin [7]. Zkratka je odvozena od dvou
nazvu této techniky a to high performance liquid chromatogramy nebo high pressure liquid
chromatogramy. Mobilni fazi tvoifi kapalina a stacionarni je film zakotveny na nosici
ptipadné pevny adsorbent [37]. Stanoveni biogennich amini metodou HPLC zahrnuje
dansylaci, benzoylaci nebo derivatizaci [1,8,37]. Tu je mozno provést o-ftaldialdehydem
(OPA), 9-fluorenyl-methyloxycarbonyl chloridem, ninhydridinem, dansylchloridem,
merkaptoethanolem nebo N-hydroxysuccinimidyl-6-chinolyl karbamatem [1,38,8,19].
Nasleduje spektrofotometricka, fluorimetricka nebo UV detekce [1,35,19]. V posledni
dobé se zaina pouzivat vysoce citlivé chromatografické metody s elektrochemickou

detekci nebo detekci pomoci hmotnostni spektrometrie [37].

3.3 Kapilarni zénova elektroforéza (CZE)

Jedna se o elektromigrani metodu, u které je nutna derivatizace analyzovanych sloZek.
Nejpouzivangjsi derivatizaéni cCinidla jsou OPA, fenylizothiokyanat, benzoylchlorid,
6-aminochinoyl-N-hydroxysuccinimidyl ~ karbamat, a dalsi. U aromatickych a
heterocyklickych BA vSak nutnd neni z divodii jejich zékladni absorpce UV svétla.
Stanovovana latka miZe s ¢inidlem reagovat pfed nebo az po rozdéleni smési v kapilafe.
Miize byt také pouzita metoda derivatizace vzorku pifimo v kapilafe, ve které se nachazi

zakladni elektrolyt spolu s derivatiza¢nim ¢inidlem [8,19,35].

3.4 Blizka infracervena reflektan¢ni spektrometrie

Metoda blizké infraervené reflektancni spektrometrie s Fourierovou transformaci
(FT-NIR) se zacina prosazovat v poslednich letech pfi analyze mléénych vyrobkd. Jedna se
o rychlou a nedestruktivni metodu, u které odpada uprava vzorkl. Drackova a kolektiv
pouzili tuto metodu pro stanoveni polyamini v tvariizcich a nena$li statisticky zadné
vyznamné rozdily mezi hodnotami zjiSt€énymi pomoci FT-NIR a referen¢nimi metodami.
Nicméné se ukézalo, Ze NIR spektrometrie neni vhodnd pro stanoveni minoritnich slozek

[13].
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3.5 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Aminokyselinova dekarboxylasova aktivita je vlastnost kmenové zavisla. Aminogenni
kmeny mohou byt nalezeny u kontaminujicich druht, ale také jako soucast spontanni
fermentativni mikroflory zahrnujici BMK a stafylokoky [39]. PCR patii mezi molekularni
metody pro véasnou a rychlou detekci produkujicich bakterii a je vhodnou alternativou
k tradi¢nim metodam. PCR nabizi vyhodu rychlosti, citlivosti, jednoduchosti a specifické
detekci genti aminokyselinové dekarboxylace. Navic, tato molekularni metoda je schopna

detekovat potencionalni riziko tvorby BA v potraving pied jejich produkci [26].
Polymerazové fetézova reakce je jednoducha metoda zmnozZeni neboli amplifikace DNA
in vitro [40,41].
Cyklus amplifikace zahrnuje [40,41,42]:

» zahtev na 94°C — teplotni denaturace (rozvlaknéni DNA)

» sniZeni teploty na 50-60°C (vazba primert)

» zvyseni teploty na 72°C — polymerace, za pfitomnosti DNA polymerasy dochazi
Kk syntéze useku vymezeného primery a zaroven k dosyntetizovani vlakna (reakéni

teplota Tag-polymerasy).

Timto zplisobem lze zmnozit tsek o velikosti az dvou tisic nukleotidd, a to i teoreticky
z jediné molekuly DNA [42]. Pomoci PCR lze detekovat pouze ty mikroorganismy, u
kterych je alesponl ¢astecné zndma jejich sekvence, €ili téch, ke kterym Ize zkonstruovat
primery [40]. Nasledné vyhodnoceni cilové nukleové kyseliny ve vySettovaném vzorku je

prokazovan napf. elektroforesou s naslednou vizualizaci v UV svétle [37].
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4 BAKTERIE MLECNEHO KVASENI

Potravinaisky mikrobiolog si pod pojmem bakterie mlééného kvaSeni zpravidla piedstavi
skupinu kokovitych a ty¢inkovitych bakterii zahrnujici n€které druhy rodu téchto bakterii:
Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus a
Bifidobacterium [43]. Rod Bifidobacterium, ¢asto povazovan za bakterii mlééného kvaseni
(BMK), ma nékteré typické rysy avsak je fylogeneticky odlisSny a ma ojedinély zpusob
fermentace cukru [44]. Klasickda monografie Dana Orla-Jensena (1919) zabyvajici se
bakteriemi mlé¢ného kvaseni definuje tyto jako ,,Pravé bakterie mlécného kvaSeni tvori
velkou pfirozenou skupinu nepohyblivych, nesporulujicich grampozitivnich koki a
tyCinek, které fermentuji sacharidy za fakultativné anaerobnich (mikroaerofilnich)
podminek a tvofi pfitom hlavné kyselinu mléénou.* Tato definice BMK je viceméné platna
dodnes [43,44]. Historicky, druhy Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus a
Streptococcus tvotily hlavni skupinu BMK. Taxonomické zmény téchto druhli a popis
novych znamenaly, ze BMK, Vv jejich Siroké fyziologické definici, obsahuji kolem 20
druhli. Nicméné, z praktickych a technologickych divodl jsou nasledujici druhy
povazovany za BMK: Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,

Vagococcus a Weissella [44].

Pojem bakterie mlé¢ného kvaseni je Casto spojovan s bakteriemi Ui€astnicich se fermentace
potravin nebo krmiv [44]. Do mléka se dostavaji hlavné¢ az po nadojeni, cca 90% je
z vnéjsku [45,46]. MnozZstvi mikroorganismii se méni v prubéhu dojeni, pficemzZ nejvice

jich je v prvnich stiicich a nejmén¢ na konci dojeni [46].

Spoleénym  znakem bakterii mléného kvaSeni je tvorba kyseliny mlécné
z fermentovatelnych sacharidi [43]. Bakterie mlééného kvaseni lze tfidit podle hlavnich
a vedlejSich fermentacnich produktli na homofermentativni, heterofermantativni a necisté

mlécné kvaseni [43,45].

Vzhledem ktomu, Ze kyselina mlécnd zastavuje rozmnozovani hnilobnych bakterii
a stafylokoktli, vyuziva lidstvo ¢innosti téchto bakterii pro konzervaci zeleniny, ale také
nékterych krmiv [47,48]. V mlékarenském primyslu se homofermentativni bakterie

pouzivaji na vyrobu syra, kvaseného mléka, jogurtu a tak dale [47].
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4.1 Homofermentativni mlééné kvaseni

Homofermentativni BMK fermentuji hexosy témét vyluéné na kyselinu mléénou podle
Embden-Meyerhofovy metabolické drahy neboli glykolyzy [43,45,47]. Biochemismus
spo¢iva v pfeméné¢ pyruvatu, vzniklého glykolyzou, na laktat, redukci za soucinnosti
redukovaného kofaktoru, Cili anion kyseliny mlééné [44]. Tato skupina obsahuje napf.

bakterie rodu Streptococcus a Lactococcus a nékteré laktobacily.

4.2 Heterofermentativni mlééné kvaSeni

Heterofermentativni BMK fermentuji hexosy na kyselinu mlé¢nou, propionovou, octovou,
etanol, glycerol, také CO, a dalsi latky [43,45,48]. Heterofermentativni bakterie neobsahuji
aldolasu, coz je glykolyticky enzym s§tépici hexosa-1,6-bisfosfat na dva triosafosfaty.
Z tohoto divodu pievadéji hexosy oxida¢nim mechanismem hexosafosfatového zkratu
Vv pentosa-5-fosfat a CO,. Za tucasti anorganického fosfatu se pak enzymové Stépi
pentosa-5-fosfat v acetylfosfat a glyceraldehyd-3-fosfat, ktery je pak glykolyzou pfeméné
VvV pyruvatu a laktat. Z acetylfosfatu vznika za ucasti redukovaného kofaktoru etanol [47].
Patii zde napt. Leuconostoc cremoris, Leuconostoc dextranicum, Lactobacillus brevis a

Lactobacillus fermentem [49].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILE PRACE

Cilem préce bylo stanovit bakteridlni produkci biogenniho aminu tyraminu v zavislosti na
slozeni kultivacni pudy s piidavkem raznych sacharidi (glukosa, laktosa, galaktosa) a na
podminkach prostiedi (aerobni nebo anaerobni). Déle byla sledovana produkce kyseliny
mlécné. K této studii byly pouzity tfi kmeny Lactococcus lactis subsp. lactis a tii kmeny

Lactococcus lactis subsp. cremoris.

Pro uspésné vypracovani teoretické €asti bylo nutné zpracovat literarni resersi tykajici se
charakteristiky biogennich amint, jejich disledku na zdravi ¢lovéka a moznosti jejich
stanoveni pouzitim riiznych analytickych metod. Dale pak byly struéné charakterizovany
bakterie mlé¢ného kvaseni, které se technologicky podili na vyrobé fermentovanych

produkt a které produkuji tyto aminy.

Pro zvladnuti praktické casti bylo nutné pfipravit zivné pudy o riznych koncentracich
cukrl glukosy, galaktosy a laktosy. Tyto pudy byly po kultivaci méfeny na pH metru a
nasledn¢ po filtraci byly pouziti ke stanoveni obsahu tyraminu iontové vyménnou

chromatografii.

Srovnanim teoretické a praktické Casti bylo cilem najit kmen, ktery bude nejlépe vyhovovat
primyslovému pouziti jako kultura pro vyrobu fermentovanych produkti a bude tvofit

dostatek kyseliny mlé¢né, s pokud mozno co nejmensim mnozstvi tyraminu.
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6 MATERIALY A METODY

6.1 Pouzité mikroorganismy

V experimentalni ¢asti byla sledovana produkce biogennich amint u nasledujicich kment
ziskanych ze Sbirky mlékatskych mikroorganismt Laktoflora (Cultures Collection of Diary
Microorganisms — CCDM):

e Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48

Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 53

Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141

Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824

Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946

Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 1004

6.2 Priprava suspenze bakterii

Laktokoky byly kultivovany v M17 bujénu (Oxoid, Basingstoke, UK) obohaceném o 0,2 %
(w/w) tyrosinu po dobu nutnou k dosazeni potfebné hustoty suspenze bakterii (24 hodin)
pii 30+ 1 °C.

Nejdiive bylo pfipraveno inokulum, ze kter¢ho byla nasledné pfichystana suspenze
bakterii. Inokulum bylo pfipraveno zaockovanim 20 ml pfislusného kultivaéniho média
sledovanymi bakteriemi ze Sikmého agaru nebo Petriho misky. Bunky byly kultivovany pfi

teploté
30+ 1 °C po dobu 24 hodin.

Suspenze bakterii byla pfipravena zaoCkovanim 4 ml piislusného kultivacniho média
s aminokyselinou tyrosinem piipravenym jednodennim inokulem o objemu 25 pl. Bakterie
byly nasledné kultivovany pfi teplot¢ 30 + 1 °C po dobu 24 hodin. S takto pfipravenou

suspenzi bakterii byly nasledn¢ provadény testy na dekarboxylazovou aktivitu bakterii.
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6.3 Prubéh experimentu

V experimentu byl sledovan vliv zdroji uhliku (glukosa, laktosa, galaktosa) a pfitomnost
kysliku (aerobni a anaerobni prostiedi), které mohou ovlivnit produkci biogennich amind.

V zavislosti na sledovanych faktorech zdrojii uhliku byl bujoén obohacen o:
e glukosu v koncentracich 0,25; 0,5; 0,75 a 1 % (w/w)
e laktosu v koncentracich 0,25; 0,5; 0,75 a 1 % (w/w)
e galaktosu v koncentracich 0,25; 0,5; 0,75 a 1 % (w/w)

Ptislusné médium bylo vzdy zaockovano 25 pl a kultivovano 24 hodin pii 30 £ 1 °C.
Rovnéz byl sledovan vliv aerobniho a anaerobniho prostfedi na produkci amind.
Anaerobniho prostiedi bylo dosazeno zakapnutim zkumavky parafinovym olejem.

Nésledné bylo druhy den méteno pH.

6.4 Chromatograficka detekce biogennich amini

Dekarboxylacni medium bylo centrifugovano pii 10000 otackach za minutu po dobu
10 minut. Nasledn¢ byla smés zfiltrovana ptes 0,45 pum filtr 100 pl takto pfipravené smési
bylo nastfiknuto do analyzatoru aminokyselin AAA400 (Ingos, Praha, Ceskéa republika),
jehoz soucasti je kolona naplnéna ionexem Ostion LG ANG (55x3,7 mm; Ingos, Praha,
Ceska republika). Detekce probihala po postkolonové ninhydrinové derivatizaci
spektrofotometrickym detektorem pii 570 nm. Jako eluéni pufry byly pouzZity roztoky,
jejichz slozeni je uvedeno v tabulce 4. Postup pfipravy ninhydrinového C¢inidla a
chemikalie (s vyjimkou standardii) byly ziskany od vyrobce AAA 400 (Ingos, Praha, CR).
Standardy biogennich amint byly zakoupeny od Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Kazda
smés byla analyzovana minimaln€ dvakrat. Pokud byla koncentrace biogennich aminti ve

smési prili§ vysoka, byl pro fedéni pouzit ddvkovaci pufr L.

Biogenni aminy byly eluovany podle nésledujiciho programu: pufr A po dobu 0 — 60
minut, pufr B po dobu 60 — 86 minut. Poté byla kolona regenerovéana 0,2 mol.I"* NaOH (15
minut) a stabilizovana po dalSich 19 minut pufrem A. Pratokova rychlost pufru byla
0,3 ml.min™, ninhydrinového &nidla 0,2 ml.min™. Eluce probihala pii teploté 65 °C (0 —
41 minut
a111-120 minut) a 45 °C (41 — 111 minut).
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Tabulka 4: Slozeni sodnocitratovych pufra pii detekci biogennich amint (slozeni

uvedeno v gramech na celkovy objem pufru 1 1).

_ Pufr

Reagencie
A B Davkovaci pufr I

Kyselina citronovd monohydrat 1,55 14,00 14,00
Citronan sodny dihydrat 21,00 - —
Chlorid sodny 5,00 - 11,50
Chlorid draselny - 171,50 |-
Bromid draselny 41,65 - -
Hydroxid draselny - 10,00 |-
Azid sodny - - 0,10
Izopropanol (ml) 250,00 |- —
Tiodiglykol (ml) - - 5,00

6.5 Stanoveni pH kultiva¢niho média

pH bylo méteno v jednotlivych dnech po kultivaci, kdy se ménilo disledkem produkce

kyseliny mlécné bakteriemi mlééného kvaSeni. Kultivacni médium bylo pfed métenim po

odstranéni parafinového oleje centrifugovano pii 5000 otackach za minutu po dobu 10
minut. K mé&feni byl vyuzivan pH metr GRYF209S (GryfHB, Havli¢kiv Brod, Ceska

republika) s kombinovanou sklenénou elektrodou pro biologické vzorky. Méfeni probihalo

po vytemperovani vzorku na teplotu 22 + 2 °C. VSechny vzorky byly méfeny nejméné

trojim opakovanim.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

V této studio bylo testovano celkem 6 kmeni bakterii mlééného kvaSeni, konkrétné se
jednalo o bakterie Lactococcus lactis subsp. lactis a L. lactis subsp. cremoris. Testovany
byly kmeny CCDM 53, CCDM 141, CCDM 48, CCDM 1004, CCDM 824 a CCDM 946.

Tyto kmeny byly jiz diive oznac¢eny za producenty biogenniho aminu tyraminu [50,51].

7.1 Detekce biogennich aminl iontové-vyménnou chromatografii

Pomoci metody iontové-vyménné chromatografie byla zjiStovdna pfitomnost biogennich
amint v médiu obohaceném o tyrosin. Témét vSechny kmeny produkovaly tyramin za

nékterych z testovanych podminek.

7.1.1 Produkce tyraminu kmenem CCDM 53

Kmen L. lactis subsp. lactis CCDM 53 vykazoval nejvétsi produkci tyraminu
v aerobnim prostiedi pfi koncentracich glukosy 0,50 %, kde vytvofil 2750 mg.1™* tyraminu
a v koncentraci 0,75 % , kde bylo mnozstvi tyraminu 2347 mg.1™" (obr. 4). V ostatnich
koncentracich byla produkce podstatné nizsi. Za anaerobnich podminek byl tyramin nejvice
produkovan rovnéz Vv piitomnosti glukosy o koncentracich 0,50 a 0,75 %. V pfitomnosti
ostatnich sacharidi byla tvorba tyraminu téméf stejna za vSech dalSich podminek.
Jednoznaéné nejmensi obsah tyraminu byl stanoven u pid bez ptidavku cukru, kde se

nakumulované mnoZstvi tyraminu pohybovalo v rozpéti hodnot 218 az 228 mg.l'l.
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Obrazek 4: Produkce tyraminu kmenem CCDM 53

Cisla vlegendé zna¢i koncentrace sacharidi. G-glukosa, L-laktosa, Gal-galaktosa,

AE-aerobni, AN-anaerobni prostiedi.

Tabulka 5: Hodnoty pH kultiva¢niho média s pfidavkem cukru pro kultivaci kmene

CCDM 53
pH
Cukr koncentrace cukru | aerob- ,
ni anaerobni
0,25 6,22 5,81
0,5 5,38 4,73
Glukosa 0.75 6.22 5.05
1 5,36 471
0,25 6,29 6,08
0,5 5,78 5,45
Lakt : ' :
axtosa 0,75 6,41 6,09
1 5,80 5,46
0,25 6,29 5,92
0,5 5,56 5,20
lakt ’ ' :
Galaktosa 0,75 6,04 5,84
1 5,59 5,24
Kontrola
ptidavku 0 6,73 6,68
cukru
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Kromé¢ detekce biogennich aminti v kultivacnim médiu byla rovnéz zjistovana hodnota pH
kultivaéniho média po 24 hodinové kultivaci bakterii. Ztabulky 5 je patrné, ze
k nejvétsimu poklesu pH dochazelo u média s piidavkem glukosy, coz  koresponduje
s obrazkem 4. Je patrné, ze glukosa byla nejvhodnéj$im zdrojem uhliku pro kmen CCDM

53. Hodnoty u dal$ich cukrii jsou si velmi podobné.

7.1.2 Produkce tyraminu kmenem CCDM 141

Kmen L. lactis subsp. lactis CCDM 141 produkoval nejvétsi mnozstvi tyraminu
(1372 mg.1") v piitomnosti sacharidu laktosy o koncentraci 0,75 % v aerobnich
podminkach prostiedi (obr. 5). V anaerobnich podminkach byla produkce nepatrné nizsi. V
piipadé 1% koncentrace laktosy a anaerobiho prostfedi byla produkce tyraminu téméf
shodna jako v koncetraci 0,75 %. V aerobnim prostiedi byla pfi koncentraci laktosy 1 %
produkce mnohem niz$i nez pii koncentraci 0,75 %. Tvorba aminu pfi koncentraci
sacharidu 0,50 % byla nejvyssi v pfitomnosti laktosy za aerobnich podminek. O néco nizsi
byla produkce u galaktosy (v koncentraci 0,50 %), rovné€Z v aerobnim prostiedim.
Vytvofilo se 1159 mgl™ tyraminu, zatimco za anaerobich podminek bylo mnozstvi
tyraminu polovicni.

v

dostupnost kysliku. K téméf shodné produkci tyraminu jako u laktosy, v anaerobnim
prostiedi pii koncentracich 0,75 a 1 %, doSlo u glukosy v aerobnich podminkach pfi tychz
koncentracich. Formace tyraminu u glukosy za anaerobnich podminek v koncentracich
0,75 a 1 % byla téméf stejna, rozdil byl nepatrny. V koncentraci glukosy 0,25 % doslo k asi
doslo v pritomnosti galaktosy, hlavn¢ v anaerobnich podminkach. Patrny byl vsak rozdil
v produkci u galaktosy 0,25 % =za anerobnich podminek, kdy byl zaznamenam
mnohonasobné vyssi obsah tyraminu oproti ostatnim cukrim Vv této koncentraci. Za
aerobnich podminek byl p#i koncentraci 0,25 % obsah aminu podobny jako u laktosy
glukosy v obou podminkach prostiedi a téméf zanedbatelny obsah tyraminu byl ve

vSech ptidach bez piidavku cukru.
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Obrazek 5: Produkce tyraminu kmenem CCDM 141

Cisla vlegendé zna¢i koncentrace sacharidi. G-glukosa, L-laktosa, Gal-galaktosa,

AE-aerobni, AN-anaerobni prostiedi.

Tabulka 6: Hodnoty pH kultiva¢niho média s ptidavkem cukri pro kultivaci
kmene CCDM 141

Cukr koncentrace cukru i pH i
aerobni anaerobni
0,25 6,18 6,22
0,5 5,84 5,84
Glukosa 0,75 5,20 5,16
1 4,63 4,60
0,25 6,22 6,20
0,5 5,91 5,93
Laktosa 0,75 5,67 5,62
1 5,30 5,28
0,25 6,21 6,19
0,5 5,84 5,81
Galaktosa 0.75 552 5 49
1 5,17 5,15
Kontrola
ptidavku 0 6,63 6,74
cukru
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Za aerobnich podminek bylo oproti ostatnim testovanym cukriim vytvoieno nejvice
kyseliny z glukosy, a to ve vSech koncentracich. Tabulka 6 ukazuje pokles hodnot pH
Vv zavislosti na tvorbé kyseliny mlé¢né. K nejveétsi produkcei kyseliny doslo v médiu pii 1%
koncentraci glukosy. Glukosa se stejné jako u piedchazejiciho kmene jevila jako nejlepsi
substrat pro tvorbu kyselin u Lactococcus sp.. Zarovenn u toho cukru dosSlo k nejmensi

produkci tyraminu (u koncentrace cukru 0,50 % a niZzsi).

Za anaerobnich podminek se tvorba kyseliny liSila. Pti koncentraci cukrti 0,25 a 0,50 % se
jevila jako vhodny substrat pro produkci kyseliny galaktosa a pro koncentrace 0,75 a 1 %

laktosa.

7.1.3 Produkce tyraminu kmenem CCDM 48

Tento kmen byl velmi slabym producentem tyraminu. K nejvétsi tvorb€ tyraminu u kmene
L. lactis subsp. lactis CCDM 48 doslo v médiu obohaceném o galaktosu, a to v aerobnim i
anaerobnim prostfedi. V anaerobnich podminkach pfti koncentraci galaktosy 0,50 % byla
produkce jednoznatng nejvyssi, presahovala hodnotu 2 mgl®, a mnohonasobn&
prevySovala produkci aminu v ptitomnosti jinych cukrd (obr. 6). V aerobnim prostiedi u
stejné koncentrace bylo vytvofeno 0,854 mg.1™, tedy zhruba poloviéni mnozstvi. Galaktosa
v médiu v koncentracich 0,75 a 1 % vykazovala zvySenou tvorbu tyraminu za anaerobnich
podminek. Za aerobnich podminek pfi koncentraci 0,75 a 1 % byla produkce podobna té za
anaerobnich. Glukosa byla druhym substratem, v jehoz pfitomnosti doslo k vyssi produkci,
kdy k nejvétsi tvorbé tyraminu doslo v pritomnosti cukru o koncentraci 1 %. V anaerobnim
vmédiu s laktosou, kdy u koncentrace 0,50 % nebyl tento amin detekovan vibec.
V anaerobnich podminkach bez pfitomnosti sacharidu bylo vytvofeno vice tyraminu nez u
ostatnich cukrti s vyjimkou glukosy a galaktosy v anaerobnim prostiedi, kdy byla

koncentrace stejna.
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Obrazek 6: Produkce tyraminu kmenem CCDM 48

Cisla vlegendé zna¢i koncentrace sacharidi. G-glukosa, L-laktosa, Gal-galaktosa,

AE-aerobni, AN-anaerobni prostiedi.

Tabulka 7: Hodnoty pH kultivaéniho média s pfidavkem cukrii pro kultivaci
kmene CCDM 48

Cukr koncentrace cukru i pH i
aerobni anaerobni
0,25 6,15 6,15
0,5 5,58 5,53
Glukosa 0,75 4,87 4,86
1 4,85 4,83
0,25 6,12 6,10
0,5 5,55 5,52
Laktosa 0,75 5,08 5,04
1 4,88 4,90
0,25 6,12 6,15
0,5 5,66 5,61
Galaktosa 075 514 506
1 4,96 4,97
Kontrola
piidavku 0 6,66 6,68
cukru
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Kmen CCDM 48 produkoval nejvétsi mnozstvi kyseliny mlécné v pritomnosti laktosy, a to
v koncentracich 0,25 a 0,50 % v aerobnim tak i v anaerobnim prostiedi. U koncentraci
0,75 a 1 % doslo k nejvétsimu poklesu pH u glukosy, rovnéZ v aerobnim a anaerobnim
prostredi. Galaktosa se ukazala nejhtife utilizovanym cukrem, co se tvorby kyseliny mlé¢né

ty¢e. Ovsem produkce tyraminu v piitomnosti tohoto sacharidu byla nejvétsi.

7.1.4 Produkce tyraminu kmenem CCDM 1004

Tento kmen, podobn¢ jako piedchdzejici CCDM 48, produkoval jen velmi malé mnoZstvi
biogenniho aminu. Galaktosa se u kmene L. lactis subsp. cremoris CCDM 1004 ukazala
z testovanych sacharidi jako nejvhodnéjsi faktor ovliviyjici tvorbu tyraminu, kdy doslo
K trojnasobné tvorbé tyraminu ve srovnani s laktosou pii stejné koncentraci (obr. 7). V
ptitomnosti galaktosy o koncentraci 1 % za aerobnich podminek doslo k nejvétsi kumulaci
sledovaného aminu. Se snizujici se koncentraci klesala za aerobnich podminek i produkce
tyraminu. Za anaerobnich podminek byla u galaktosy produkce tyraminu nejvys$si u
koncentrace 1 % a jen nepatrné nizsi u 0,75 %. V pritomnosti glukosy produkovaly
laktokoky tohoto kmene nejvice tyraminu za aerobnich podminek Vv pfitomnosti sacharidu
o0 koncentraci 1 %, coz bylo 0 cca jednu tfetinu méné nez u galaktosy. V anaerobnich
podminkach byl tyramin produkovan hlavné v koncentraci 0,75 a 1%, téméf ve stejném
mnozstvi. 'V médiu s koncentraci  glukosy 0,25 % byla produkce nejnizsi
(0,25 a 0,28 mg.I""). V zivné padé bez piitomnosti sacharidu byla detekovana vyssi
produkce aminu Vv aerobnim a anaerobnim prostiedi nez v piipadé glukosy o téze
koncentraci. K nejniz§i produkci tyraminu do$lo v pfitomnosti laktosy. U média s 1%
koncentraci laktosy a pudy bez cukru doslo k nejvyssi, téméf stejné, produkci za aerobnich
podminkach byla tvorba témét stejna u koncentrace 0,75, 1 % a bez ptfitomnosti laktosy.

Nejmén¢ tyraminu bylo vytvotreno v koncentraci 0,50 %.
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Obrazek 7: Produkce tyraminu kmenem CCDM 1004

Cisla vlegendé zna¢i koncentrace sacharidi. G-glukosa, L-laktosa, Gal-galaktosa,

AE-aerobni, AN-anaerobni prostredi.

Tabulka 8: Hodnoty pH kultiva¢niho média s ptidavkem cukri pro kultivaci
kmene CCDM 1004

Cukr koncentrace cukru , PH i
aerobni anaerobni
0,25 6,09 6,09
0,5 5,56 5,52
Glukosa 0,75 4,84 4,78
1 4,41 4,39
0,25 6,08 6,08
0,5 5,50 5,46
Laktosa 0,75 4,98 4,95
1 4,77 4,76
0,25 6,04 6,07
0,5 5,50 5,43
Galaktosa 075 4.96 2.93
1 4,88 4,81
Kontrola
ptidavku 0 6,51 6,67
cukru
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V prostiedi bohatém na kyslik dochazelo k nejvétsi produkei kyseliny mlécéné v médiu
s galaktosou, a to Vv koncentracich 0,25 a 0,50 %. Pti vySSich koncentracich sacharidt
(0,75 a 1 %) byla nejvyssi tvorba kyseliny zaznamendna Vv ptitomnosti glukosy. Laktosa se
u tohoto kmene ukazala jako nejméné vhodny substrat pro fermentaci z hlediska tvorby
kyseliny, na druhou stranu se jevila jako nejvhodnéjsi cukr, ktery pozitivné ovlivioval

produkci tyraminu.

7.1.5 Produkce tyraminu kmenem CCDM 824

Tvorba tyraminu u Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 byla nejveétsi
Vv ptitomnosti  galaktosy o koncentraci 0,75 % Vv aerobnim prostfedi, méné pak
v anaerobnim — 1605 a 1481 mg.I™ (obr. 8). V piitomnosti galaktosy o koncentraci 1 %
byla produkce vyrovnana stejné jako u koncentrace 0,50 %. V prostiedi s galaktosou o
koncentraci 0,25 % vykazovala tato bakterie v anaerobnim prostiedi o zhruba 300 mg.I™*
vys$$i produkci aminu nez v ptitomnosti kysliku. Pomérné stejnych produkci tohoto aminu
bylo dosazeno u glukosy a laktosy, kdy k nejvyssi produkci doslo v aerobnim prostiedi s
glukosou o koncentraci 0,50 % a anaerobnim prostiedi s laktosou ve stejné koncentraci.
V aerobnim prostiedi s laktosou o koncentraci 0,50 % byla produkce tyraminu nizsi jen asi
0 50 mglt ne’ vanaerobnich podminkich. Velmi malo se ligilo mnoZstvi
vyprodukovaného aminu v médiu s glukosou v koncentraci 0,25 % Vv aerobnim a
anaerobnim prostiedi.
V piipadé laktosy byla v koncentraci 0,25 % tvorba niz$i nez u glukosy, ale vyssi nez u
galaktosy. Nejvice aminu v nepfitomnosti cukru bylo nahromadéno u glukosy a galaktosy

v anaerobnich podminkach, 741 mg.I™,
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Obrazek 8: Produkce tyraminu kmenem CCDM 824

Cisla vlegendé zna¢i koncentrace sacharidi. G-glukosa, L-laktosa, Gal-galaktosa,

AE-aerobni, AN-anaerobni prostredi.

Tabulka 9: Hodnoty pH kultivaéniho média s pfidavkem cukrt pro kultivaci
kmene CCDM 824

Cukr koncentrace cukru , PH i
aerobni anaerobni
0,25 6,20 6,22
0,5 5,83 5,82
Glukosa 0,75 5,14 5,13
1 4,65 4,63
0,25 6,43 6,37
0,5 6,04 5,99
Laktosa 0,75 5,54 5,52
1 5,30 5,22
0,25 6,14 6,18
0,5 5,95 5,88
Galaktosa 075 570 567
1 5,40 5,32
Kontrola
ptidavku 0 6,64 6,67
cukru
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V piipadé kmene CCDM 824 se jako nejvhodnéjsi substrat pro tvorbu kyseliny mléné za
aerobnich podminek ukazala galaktosa v koncentraci 0,25 %. U koncentraci sacharidi
0, 50; 0,75 a 1 % byla vhodné&jsim substratem glukosa. Laktosa se v tomto ptipad¢ jevila
jako nejméné vhodny zdroj pro produkci kyseliny mlééné. V anaerobnim prostiedi bylo
dosazeno stejnych vysledkd, ¢ili v koncentraci 0,25 % galaktosy doSlo k nejvétSimu

poklesu pH, zatimco u vysSich koncentraci byla vhodnéj$im cukrem glukosa.

7.1.6 Produkce tyraminu kmenem CCDM 946

Kmen Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946 produkoval nejvétsi mnozstvi
tyraminu v prostfedi s galaktosou o koncentraci 0,25 % v pfitomnosti kysliku. Tato
produkce az o0 tietinu pievySovala detekované mnozstvi tyraminu v kultivatnim médiu
s ostatnimi sacharidy (obr. 9). V anaerobnim prostiedi a pii téZe koncentraci sacharidu byl
amin vytvoren v dosti mensim mnozstvi. Pii koncentraci 0,50 % tohoto cukru doslo témé&f
ke stejné tvorbé tyraminu jak v aerobnich tak anaerobnich podminkach, stejné jako pii
dalsich pii dalSich pouzitych koncentracich (0,75 a 1 %) stim, Zze ne nepatrné vySsi
produkce byla detekovana v anaerobnim prostiedi. V pid€ bez pfitomnosti cukru
dochazelo k vétsi tvorbé tyraminu v anaerobnich podminkach. Glukosa vytvarela vhodnéjsi
prostfedi pro formaci aminu nez laktosa, avSak rozdily v jeho produkci nejsou nikterak
vyznamné. Velky rozdil byl u glukosy v koncentraci 0,75 % za ptitomnosti kysliku, kdy
doslo k vysoké formaci tohoto aminu — 1552 mg.I™". Koncentrace glukosy 0,50 % a aerobni
prostiedi rovnéz poskytovalo vhodné podminky pro zvySenou tvorbu tyraminu. Glukosa za
anaerobnich podminek v koncentracich 0,75 a 1 % vykazovala témét podobné podminky
tvorby aminu. U laktosy byl zaznamenan vysSi nartist aminu v aerobnim prostiedi u
koncentrace 0,75 % a 1 % neZz v anaerobnim, zatimco u koncentraci 0,50; 0,25 % a bez

pritomnosti cukru bylo mnoZstvi tyraminu vyss$i v anaerobnim prostiedi.
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Obrazek 9: Produkce tyraminu kmenem CCDM 946

Cisla v legendé zna¢i koncentrace sacharidi. G-glukosa, L-laktosa, Gal-galaktosa, AE-

aerobni, AN-anaerobni prostiedi.

Tabulka 10: Hodnoty pH kultiva¢niho média s pfidavkem cukrt pro kultivaci
kmene CCDM 946

Cukr koncentrace cukru i pH i
aerobni anaerobni
0,25 6,03 6,03
0,5 571 5,66
Glukosa 0,75 5,04 5,00
1 4,63 4,56
0,25 5,92 5,92
0,5 5,54 5,50
Laktosa 0,75 5,25 5,19
1 5,05 5,06
0,25 5,86 5,92
0,50 5,49 5,40
Galaktosa 0.75 536 532
1 5,26 5,26
Kontrola
ptidavku 0 6,27 6,33
cukru
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Galaktosa se v aerobnim prostfedi a koncentracich 0,25 a 0,50 % ukéazala jako vhodny
substrat pro tvorbu kyseliny mlééné. Pti koncentraci cukru 0,75 a 1 % se jako vhodng&jsi
zdroj fermentace jevila glukosa. Laktosa se ukazala jako mén¢ vhodny zdroj pro tvorbu

kyseliny mlécné.

7.2 Souhrnna diskuze

Tato prace si kladla za cil sledovat dekarboxylasovou aktivitu 6 technologicky dulezitych
kmeni Lactococcus sp. Z duvodt absence studii vlivu podminek prostiedi na produkci
biogennich aminid u laktokoku a také proto, Ze se jedna o technologicky vyznamné bakterie
hojn¢ vyuzivané v mlékarenstvi, jsme sledovali vliv vybranych sacharidi a
aerobidzy/anaerobiozy na dekarboxyldzovou aktivitu tyramin pozitivnich bakterii rodu

Lactococcus.

Produkty dekarboxylace aminokyselin jsou biogenni aminy, pfi¢emz cilem prace bylo
sledovat mnozstvi vzniklého tyraminu. Zivné pady byly kultivovany v riiznych
podminkach (aerobni x anaerobni) a s pfidavky sacharidi glukosy, laktosy a galaktosy
v koncentracich 0,25; 0,50; 0,75; 1 % a bez piidavku sacharidu. Dal§im sledovanym
znakem byla produkce kyseliny mlééné, ktera se stanovovala jednoduchou metodou

meéfenim pH.

Ze tii sledovanych kmenu Lactococcus lactis subsp. lactis (CCDM 53, CCDM 141,
CCDM 48) byl nejproduktivnéjsi kmen L. lactis subsp. lactis CCDM 53, ktery za
aerobnich podminek v pritomnosti glukosy o koncentraci 0,50 % vytvofil az 2750 mg.I™
tyraminu. Podle Burnikové et al. [51] byl nejproduktivnéjsi kmen L. lactis subsp. lactis
CCDM 141, u kterého byla zjidténa tvorba 790 mg.I™ tyraminu [51]. Rozdil ve vysledku
Vv produkci mize byt dan jinym slozenim pudy, kdy byl bujon M17 obohacen o 2 % NacCl,
a teplotou kultivace, ktera byla 10 + 1 °C.

Hlobilova [49] oznacila kmen CCDM 53 rovnéz jako nejvétsiho producenta tyraminu.
V obou studiich byla do kultivaéniho média M17 piidavana laktosa v koncentraci
0,5 %.

V ptitomnosti ostatnich sacharidi byla produkce aminu velmi podobnd a nikterak
vyznamné se ani neprojevil vliv aerobniho a anaerobniho prostfedi. Nejveétsi mnozstvi

kyseliny mlécné bylo kmenem CCDM 53 tvofeno pii 1% obsahu sacharidii. Jako vhodné;si
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prostiedi pro tvorbu kyseliny bylo ozna¢eno anaerobni prosttedi, kde byl oproti aerobnimu
znatelny rozdil v poklesu pH. Nejvhodnéjsim zdrojem uhliku byla glukosa, ktera byla
laktokoky nejlépe vyuzita, avSak Vjeji piitomnosti, pravdépodobné z divodu rychlé
utilizace tohoto sacharidu a rychlého rastu, tvofily testované bakterie nejvice tyraminu, coz
je technologicky nevyhodné. Vhodnéjsi se proto jevi piitomnost galaktosy jako
utilizovatelného zdroje, protoze v tomto piipad¢ byla zaznamenana niz$i produkce aminu a

zaroven poskytla vice kyseliny nez laktosa.

Druhym nejproduktivnéjsim kmenem Lactococcus lactis subsp. lactis byl L. lactis subsp.
lactis CCDM 141. Tento kmen vytvoril az 1372 mg.1™ tyraminu, coZ je o polovinu mén&
nez U L. lactis subsp. lactis CCDM 53. Na rozdil od pfedchoziho kmene tento vykazoval
vys$$i produkei 1 v pfitomnosti ostatnich cukrti v obou podminkéch, tzn. v pfitomnosti
kysliku 1 bez jeho pristupu. Knejvétsi produkci dochazelo pfi  vySSich
testovanych koncentracich sacharidi (0,75 a 1 %). V ptipadé 0,25% galaktosy kultivované
bez pritomnosti kysliku byla formace aminu vyssi nez v piredchozich dvou koncentracich,
ovSem jen bez pfistupu kysliku. Kontrolni pidy, bez ptidavku cukru, vykazovali az 30 x
mensi obsah sledovaného aminu. Tvorba kyseliny mlééné byla nejvétSi za anaerobnich
podminek. Rozdily mezi aerobnim a anaerobnim prostfedim nejsou pfili§ velké, a proto
muze byt tento kmen vhodné pouzit pro fermentace v prostiedi bohatém na kyslik i
prostiedi bez kysliku. Jako nejvhodnéjsi substrat pro tvorbu kyseliny mlééné se ukazuje
glukosa, kde doslo k prokazatelné nejvyssi produkcei kyseliny. V koncentracich sacharidu
0,25 a 0,50 % mize byt kmen CCDM 141 pouzit pro technologické tcely bez rizika velké

tvorby tyraminu.

Nejmén¢ produktivnim kmenem byl Lactococcus lactis subsp. lactis byl L. lactis subsp.
lactis CCDM 48, coz potvrzuje i1 studie Hlobilové [49]. Maximalni tvorba tyraminu
nepiekrogila hodnotu 2,3 mg.I"! a to v piitomnosti galaktosy o koncentraci 0,50 % a bez
ptistupu kysliku. V pfitomnosti ostatnich cukri byla zjisténa mnohonasobné mensi
produkce tyraminu, pokud byl tento kmen kultivovan v médiu s ptidavkem laktosy
v koncentraci 0,75 % (za aerobnich podminek) nedoSlo dokonce k zadné produkci
tyraminu. Vhodnym substratem pro tvorbu kyseliny byla glukosa a laktosa, které

okyselovaly prostfedi zhruba stejnym zptisobem, a to bez rozdilu pfistupnosti kysliku
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Kmen L. lactis subsp. lactis CCDM 48 se ukazal jako nejvhodnéj$im pro technologické
pouziti. Jednak byl jednozna¢né nejmensim producentem tyraminu a navic utilizoval

sacharidy za nejvétsi produkce kyseliny mlé¢né.

Dalsi sledovanou skupinou byly kmeny Lactococcus lactis subsp. cremoris (CCDM 1004,
CCDM 824, CCDM 946). Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946 vyprodukoval az
1626 mg.l™", coz bylo nejvétsi mnozstvi tyraminu ze viech ¥ sledovanych kmeni
poddruhu cremoris. Tato hodnota byla jen 0 21 mg.I™" vyssi nez mnozstvi, které vytvofil
Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824. Kmeny CCDM 946 a CCDM 824 byly
velmi silnymi producenty tyraminu a mnozstvi tyraminu se navzajem pfili§ nelisila. Patrny
byl rozdil zejména v médiich bez cukru, kdy kmen CCDM 946 tvotil cca o tietinu vice
tyraminu. Pfi koncentraci sacharidi 0,50 % dochazelo k vyssi tvorb& u kmene CCDM 824.
Vysledky se pfilis neliSily nelisi oproti vysledkim Bunkové et. al. [51], ktera dosla
k zavéru, ze kmen CCDM 824 tvofil méné tyraminu nez kmen CCDM 946, kultivace a
slozeni zivné pidy vSak byly jiné nez v tomto experimentu. K jinym vysledkim dosla
Hlobilova [49], ktera oznacila kmen CCDM 824 za vice produktivni nez CCDM 946.

Vliv kysliku nikterak vyznamné neovlivnil produkei kyseliny mlééné u kmene CCDM 824.
Rozdily byly velmi nepatrné. Nejvhodnéj$im sacharidem pro produkei kyseliny mlécné se
ukazala byt jednozna¢né glukosa, kdy doslo k nejvétSimu poklesu pH. Galaktosa se ukazala

jako méné vhodna nez glukosa, ale vhodnéjsi nezZ laktosa.

Kmen CCDM 946 rovnéz preferoval jako zdroj uhliku pro fermenta¢ni procesy glukosu.
Preferovano bylo anaerobni prostfedi. Galaktosa se u tohoto kmene ukézala jako nejméné

vhodny metabolizovatelny sacharid.

Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 1004 produkoval tyramin, podobné jako kmen
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48, ve velmi malém mnozstvi, ze sledované
skupiny laktokokd byl nejméné tyramin produktivnim kmenem. Nejvice tyraminu, cca 1,6
mg.l'l, vytvofil v prostiedi s 1% koncentraci galaktosy a piitomnosti kysliku. U laktosy
stejné koncentrace bylo mnoZstvi vyprodukovaného aminu az trojnadsobné niz$i a o jednu
ttetinu niz8i bylo 1 v pfitomnosti glukosy. Nejméné tyraminu bylo vytvotfeno v bujénu M17
obohaceném o laktosu, ktera se tak jevi jako nejlepsi sacharid pro pouziti v prumyslu

s kombinaci s touto kulturou. Nejvice kyseliny mlééné vzniklo u glukosy v koncentraci 1



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

%, mnozstvi aminu pii této koncentraci bylo vSak vyssi. CCDM 1004 vytvofil pifi této

koncentraci z laktosy mnohem méné tyraminu a dostatek kyseliny mlé¢né.

Bover-Cid et al. [52] nezjistili vyrazné&jsi vliv dostupnosti glukosy na produkci tyraminu u
Lb. curvatus, ptfiCemz mirn¢ vysSi produkce byla zaznamenana v prostiedi s vyssi
koncentraci glukosy. Rovnéz Connil et al. [53] poukazuji na to, Ze zvySujici se koncentrace
glukozy nema vyrazny vliv na produkci tyraminu u bakterii rodu Carnobacterium. Vliv
riznych koncentraci sacharidii na produkci biogennich amini vSak nebyl u bakterii

mlécného kvaseni podle dostupné literatury popsan.

Syntéza a aktivita dekarboxylaz mize byt ovliviiovana také prostiednictvim pH prostiedi
[52,54,56]. Aktivita dekarboxylas a tim i mnozstvi vysledného produktu, mize byt zvysena
tehdy, pokud dojde vlivem vys8i produkce kyseliny mlééné k okyseleni kultiva¢niho
prostiedi. Fernandez et al. [57] sledovali produkci tyraminu u Enterococcus durans za
ruznych podminek pH, ktefi dosli k zadvértim, Ze na produkeci biogennich amini mé pouze
maly vliv pouzity zdroj uhliku (glukosa, galaktosa, laktosa, sacharosa), pti¢emz rozdily
V produkci tyraminu byly pozorovany v zavislosti na pH, pokud byly pouZity rtzné
sacharidy. Gardini et al. [55] sledovali vliv arabinosy na produkci tyraminu u Oenococcus
oeni a pozorovali trend, Ze do uréité koncentrace sacharidu (do 1 %) dochazi ke zvySovani
produkce tyraminu a poté, co dojde k piekroCeni urCité koncentrace sacharidu, se jiz
mnozstvi biogenniho snizuje. Podobny jev zaznamenali i Arena et al. [58] u Lactobacillus
plantarum s ptidavkem glukosy a fruktosy. Lze tedy vyslovit hypotézu, Ze existuje

optimalni pH prostiedi, ve kterém lze zaznamenat maximalni tvorbu biogennich aminti.

Nejvhodnéjsimi kmeny pro pramyslové pouziti se ukazaly Lactococcus lactis subsp. lactis
CCDM 48 a Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 1004. Oba kmeny produkovali
mnohonéasobné niz$i mnozstvi sledovaného aminu, ktery pii vysSich koncentracich mtize

zpusobovat zdravotni problémy.
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ZAVER

Cilem prace bylo sledovat tvorbu biogenniho aminu tyraminu bakteriemi mlécného
kvaSeni. Dale byla sledovana tvorba kyseliny mlééné. K této studii bylo pouzito 6 kment
bakterii mlé¢ného kvaseni, z toho 3 kmeny Lactococcus lactis subsp. lactis (CCDM 48,

CCDM 53, CCDM 141) a 3 kmeny Lactococcus lactis subsp. cremoris (CCDM 824,
CCDM 946, CCDM 1004).

V potravinach rostlinného piivodu se aminy nejcastéji vyskytuji v zelenin€, ovoci, viné a
pivu. U potravin zivo¢isného ptivodu je to nejcastéji maso, mlécné vyrobky a ryby. Obecné

se da fict, zZe se vyskytuji vSude tam, kde probéhl proces fermentace.

Stanoveni aminll v potravinach je dulezité¢ predevSim z divodi jejich toxicity na lidsky
organismus a také lze z jejich obsahu usuzovat kvalitu potravin. Pro jejich stanoveni byla
vyvinuta fada metod. V této praci byly aminy stanovovany pomoci iontové-vymeénné

chromatografie.

Vsechny sledované kmeny produkoval tyramin, jehoz mnozstvi bylo zavislé na
podminkach prostfedi (aerobni nebo anaerobni) a na koncentraci a pfitomnosti sacharidii

glukosy, galaktosy a laktosy.
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MAOI

MAO

DAO

TLC

HPLC

IEC
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PCR

TCA

OPA

CZE

FT-NIR

DNA

Biogenni aminy

Amino kyseliny

Mikroorganismy

Bakterie mlé¢ného kvaseni
Monoaminooxidasové inhibitory
Monoaminooxidasa
Diaminooxidasa

Tenkovrstva chromatografie
Vysoce u¢inna kapalinova chromatografie
Chromatografie na iontomeénicich
Plynova chromatografie
Polymerazové fetézova reakce
Kyselina trichloroctova
o-ftaldialdehyd

Kapilarni zénova elektroforéza
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Deoxyribonukleova kyselina
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