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ABSTRAKT

V bakalaiské praci je piiblizen vliv faktort, které ovliviiuji produkci biogennich amint u vybranych
grampozitivnich bakterii. Konkrétn¢ byla sledovana kinetika produkce biogennich amint u kmene
Lactobacillus brevis RIBM 2-69 pii 0; 3 a 6% (v/v) koncentraci etanolu v ristovém prostiedi.
Lactobacillus brevis je fazen mezi mozné kontaminanty piva, které jsou navic schopné zvysené
produkce biogennich amind, ¢imz negativné ovliviiuji kvalitu tohoto alkoholického napoje,
pfipadné i zdravi konzumenta. Vznik biogennich amint (tyraminu, fenyletylaminu, putrescinu,
kadaverinu) byl po kultivaci sledovan v supernantantu pomoci kapalinové chromatografie na
reverznich fazich s ptredkolonovou derivatizaci danzylchloridem a UV detekci. U testovaného
mikroorganizmu bylo uskute¢néno sledovani kinetiky produkce tyraminu. Pravé tyramin byl

produkovan v hojné mife, na rozdil od ostatnich BA, jejichz koncentrace nedosahla ani 2 mg/I.

Kli¢ova slova: biogenni aminy, faktory ovliviiujici dekarboxylazovou aktivitu, Lactobacillus brevis
RIBM 2-69



ABSTRACT

In the bachelor thesis the factors affecting the production the biogenic amines in selected gram-
positive bacteria is described. The kinetics of biogenic amine production by Lactobacillus brevis
RIBM 2-69 at 0, 3 and 6 % (v/v) concentration of ethanol in the growth medium was observed.
Lactobacillus brevis is considered to be one of the most possible beer contaminants. These bacteria
are able to produce higher levels of biogenic amines which negatively affect the quality of alcoholic
drinks and subsequently the consumer's health. The formation of biogenic amines (tyramine,
phenylethylamine, putrescine, cadaverine) was monitored after the cultivation in the supernatants
by reverse phase liquid chromatography with pre-column derivatization by dansylchloride and UV
detection. The observation of kinetics of tyramine production was realized. Only tyramine was
produced by the current tested bacterial culture. The tyramine was formed in abundant measure

in comparison with concentrations of other biogenic amines which were bellow 2 mg/I.

Keywords: biogennic amines, factors influencing decarboxylase activity, Lactobacillus brevis
RIBM 2-69
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UvVOD

Prakticky ve vSech potravinach a napojich, které obsahuji proteiny nebo volné aminokyseliny, Ize
diky pifitomnym mikroorganizmiim s dekarboxylazovou aktivitou ocekavat vyskyt biogennich
aminl. Biogenni aminy jsou dusikaté, nizkomolekularni, biologicky aktivni latky vznikajici ¢innosti
zivych organizmu. Mikrobiadlni dekarboxylazova aktivita je povazovana za Kmenovou
charakteristiku a do znacné miry je ovlivnhéna vnéjSimi fyzikdlné-chemickymi faktory jako
napf. teplotou, pH, koncentraci soli a pyridoxal fosfatu, pfitomnosti zkvasitelnych cukrti, acrobnim

¢i anaerobnim prostfedim atd.

Zvyseny vyskyt biogennich aminti vV potravinach a napojich je nezadouci nejen z divodid moznych
toxikologickych u¢inki na zdravi ¢lovéka, ale je také indikaci jejich nizké kvality a kaZeni.
Nejcastéji sledovanymi biogennimi aminy v potravinach jsou histamin, tyramin, tryptamin,
spermin, spermidin, kadaverin a putrescin. V soucasné dobé¢ je na toto téma zvefejnéna cela fada
védeckych studii snazici se fesit (minimalizovat ¢i zcela zastavit) nezadouci vznik téchto dusikatych
ve vysSich koncentracich toxickych latek.

V této préaci byly charakterizovany biogenni aminy, faktory majici stimulac¢ni a inhibi¢ni efekt
na dekarboxylazovou aktivitu. Dale byla pfiblizena problematika vyskytu biogennich amint
VvV potravinach a ndapojich, pfipadné nezadouci ucinky biogennich aminti na lidské zdravi

a byly popsany mikroorganizmy schopné syntézy biogennich amint.

Prakticka Cast byla zaméfena na monitoring Kinetiky produkce biogennich aminii u zastupce
grampozitivni mikroflory, u bakterie mlécného kvaseni Lactobacillus brevis RIBM 2-69. Tento
kmen je oznafen za kontaminantu piva a je dekarboxylaza pozitivni. V souvislosti s produkci
biogennich amini vybranym kmenem byly testovany faktory, které mohou dekarboxylazovou
aktivitu ovlivnit at’ uz jako inhibitory nebo akceleratory. Do rlstového prostfedi byly ptidany
prekurzory vzniku biogennich amint (aminokyseliny tyrozin, arginin, ornitin, histidin, lyzin), bylo
upraveno pH (pH 4,5) a byl ptidan etanol v koncentraci 0; 3 a 6 % (v/v). Hodnoty sledovanych
faktort byly zvoleny tak, aby co nejvice imitovaly prostedi piva, ve kterém by se zminéna bakterie

mohla vyskytovat.
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1 CHARAKTERISTIKA BIOGENNICH AMINU

Biogenni aminy (BA) jsou organické, nizkomolekularni, pfirozené se vyskytujici dusikaté
slouceniny. Jak uz sam nazev napovida, jedna se o skupinu latek s biologickou aktivitou, ktera
se uplatiiuje v metabolizmu zvifat, rostlin a lidi. Vznikaji predev§im dekarboxylaci odpovidajicich
aminokyselin, ddle pak procesem aminace a transaminace aldehydd a ketond. BA jsou
syntetizovany diky mikrobidlnimu, rostlinnému a Zzivo¢iSnému metabolizmu. Bézné je najdeme
v nefermentovanych a ve vy$$ich koncentracich ve fermentovanych potravinach [1, s. 691],

[2,s.213], [3, s. 375 — 739].

1.1 Klasifikace biogennich amini

Nejvice zastoupené BA, které se vyskytuji v potravinach, Ize rozd¢lit nékolika zpisoby. Naptiklad
je mizeme délit podle jejich chemické struktury na: BA alifatické (putrescin, kadaverin, spermin
a spermidin; Obr. 1), aromatické (tyramin, 2-fenyletylamin; Obr. 2), nebo heterocyklické (histamin,
tryptamin; Obr. 3). Dale je pak mtzeme rozliSovat podle toho, kolik aminovych skupin tyto BA
obsahuji, na: monoaminy (tyramin, fenyletylamin), diaminy (putrescinu, kadaverin), nebo

polyaminy (spermin, spermidin) [1, s. 691], [2, s. 213].

”W /\\//\\/NHQ
HoN NH, H,N
kadaverdin putrescin
spermidin spermin

Obr. 1. Chemicka struktura alifatickych biogennich aminii [4, s. 1476]
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NH,
HO
tyramin 2-fenyletylenamin
Obr. 2. Chemicka struktura
aromatickych biogennich aminu
[4,s. 1476]
NH,
H>N
HN™ ™
N NH
X
histamin tryptamin
Obr. 3. Chemicka struktura

heterocyklickych ~ biogennich  aminii

[4, 5. 1476]

1.2 Vznik biogennich amini - dekarboxylace

Pro tvorbu BA je nutnd pfitomnost volnych aminokyselin, vhodnych bakterii

schopnych

dekarboxylovat pfislusné aminokyseliny a optimalnich podminek, pfi nichz bakterie mohou rist

a syntetizovat dekarboxylazy. NejznaméjSim BA je histamin, ktery vznika z aminokyseliny

histidinu. Z aminokyseliny tyrozinu vznik4 tyramin, z ornitinu putrescin, z lyzinu kadaverin,

Z tryptofanu tryptamin a z fenylalaninu vznika p-fenyletylamin [5, s. 71, 72].
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BA vznikaji dekarboxylaci specifickych volnych aminokyselin, které jsou z proteinti uvolnény
autolytickou nebo bakteridlni proteolyzou. Dekarboxylace aminokyselin probihd odStépenim

a-karboxylové skupiny za vzniku piislusného aminu (Obr. 4) [5, s. 71, 72]:

R-CHNH:-COOH — F -CH:-NH: +COz

Obr. 4. Dekarboxylacni reakce [6, s. 2015]

Razné bakterie se znacné 1iS§i v mnozstvi produkované dekarboxylazy a také v jeji ucinnosti.
Na mnozstvi dekarboxyldzy, které bakteridlni bunky mohou vyprodukovat, ma vliv povaha
mikroflory a slozeni prostiedi [7, S. 385].

Proces dekarboxylace muze probihat [7, s. 385]:

1.Endogenn¢, kdy zacne piisobit enzym dekarboxylaza vyskytujici se pfirozené v potravinach;

2.Exogenné, kdy rizné mikroorganizmy uvoliiuji dekarboxylazu.

1.3 Faktory ovliviiujici produkci biogennich amini

Pro syntézu BA je dulezitd dostupnost aminokyselin v substratu. Diky proteolyze, ktera
V potravinach Casto nastava, je tento pozadavek na pritomnost volnych aminokyselin splnén. Dal§im
pozadavkem pro vznik BA, resp. pro dekarboxyldzovou aktivitu, jsou optimalni vnéjsi podminky.
Jedna se o fyzikalné-chemické faktory, mezi které napi. fadime teplotu, pH, koncentraci soli,
pfitomnost zkvasitelnych cukrii, aerobni ¢i anaerobni podminky, v nékterych ptipadech i pfitomnost

pyridoxal-5-fosfatu [2, s. 219], [8, s. 2].

Také je tfeba brat vvahu fadu mikroorganizmi, které se vyznamné podili na tvorbé BA
(pfedevsim u fermentovanych potravin). Pokud dojde ve vétSim rozsahu k rozkladu bilkovin
a k produkci BA muize mit metabolizmus zminéné mikroflory negativni dopad na jakost potravin.
Tyto mikroorganizmy se v potravinach mohou vyskytovat pfirozen¢ a / nebo mohou byt do potravin
zameérn¢ pridany (napf. bakterie mlécného kvaSeni). Omezit vznik nezddouci mikrobialni
kontaminace je mozné i na zékladé¢ dodrzovani hygieny pii zpracovani, vyrobé a skladovani

potravin, sledovanim cerstvosti nékterych potravin (zejména ryb, ale i masnych vyrobki)
[1,s.691],[8,s. 2, 3, 6].

1.3.1 Teplota

Jednim ze zpUsobu, jak efektivné zabranit tvorbé BA dekarboxylaza-pozitivnimi mikroorganizmy,

je spravna regulace teploty piisobici po ur€itou dobu. Obecné se rychlost syntézy BA zvysuje
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s teplotou a naopak. Pti nizkych teplotach dochazi k inhibici mikrobialniho ristu a stejné tak
ke snizeni enzymové aktivity. Optimalni teplota pro ridst mezofilnich bakterii majici
dekarboxylazovou aktivitu je mezi 20 °C a 37 °C, u psychrotoleratnich bakterii je vSak mozna
kumulace BA pii nizkych teplotach pod 5 °C (i béhem skladovani) [8, s. 14].

Také pii delSim skladovani potravin je zvySeno riziko vétSiho vyskytu BA, konkrétné tyraminu,
putrescinu a kadaverinu. Proto jsou potraviny skladovany pfi teplotach nizsich, kdy je zna¢né
omezen vznik BA. Duvodem je, jak jiz bylo naznaeno vySe, sniZzeni nejen proteolytické
a dekarboxyla¢ni schopnosti souvisejici s omezenim ristu bakterii. AvSak u psychrotrofnich
bakterii je mozné zaznamenat dekarboxylazovou aktivitu i1 pifi relativné nizkych teplotach
napt. 1 U fadné chlazenych ryb. Mnozstvi BA v potravinach Ize ovlivnit tepelnou upravou.
Vyjimkou je histamin, ktery je teplotn¢ stabilni, jak pfi nizSich, tak i pfi vysSich teplotach
[1,s.691], [5,s. 71, 72], [8, s. 14].

1.3.2 Hodnota pH

Dalsim velmi dalezitym faktorem ovliviiujici dekarboxylazovou aktivitu mikroorganizmi je pH.
Obecné lze fici, ze nepiiznivé pH je pticinou veEtsi citlivosti mikroorganizmu k toxickym latkam
a také, ze mladé bunky jsou vice citlivé na zmény pH nez buiky starsi [8, s. 14], [9, s. 45].

Nizka hodnota pH (popi. rychld acidifikace) muze zpUsobit v prvnim piipad¢ inhibici rastu
mikroorganizmii, nebo v druhém piipadé mize mit za nasledek zvySenou produkci a aktivitu
enzymi, ¢imZz zacnou mikroorganizmy ve vétsi mife produkovat dekarboxyldzu v ramci jejich
obranného mechanizmu pied nezadouci nizkou hodnotou pH tedy zvysenou kyselosti. Tyto dva
procesy se navzajem ovliviiuji a koneény vysledek zavisi na jejich vzajemné rovnovaze [8, s. 14].
Optimalni pH pro syntézu BA odpovidd hodnoté 4,0, ptfi¢emz hodnoty pH nad 5,5 maji spise
inhibi¢ni charakter. Av8ak toto tvrzeni je v rozporu se studiemi Sinell (1978) a Teodorovi¢ et al.
(1994), kde je uvedeno, ze tato optimalni hodnota pH je v rozmezi 4,0 a 55, [2, s. 219],
[9, s. 44].

Napft. pro syntézu tyraminu v syrech je idealni pH 5,0 [2, s. 219].

Snizit hodnotu pH Ize pomoci glukono-6-laktonu (GDL), kdy dojde ke stimulaci dekarboxylazové
aktivity pro vznik histaminu a putrescinu. Tim je nasledné¢ omezen rist fekalnich streptokokd,
aerobnich mezofilnich bakterii a koliformnich bakterii. Pfidavek GDL nema vliv na rlst bakterii

mlécného kvaseni [2, s. 219].
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1.33 Chlorid sodny

Chlorid sodny taktéz ovlivitluje dekarboxylazovou aktivitu mikroorganizmi. Jeho G¢inek pii syntéze
BA muze byt bud’ inhibi¢ni, nebo naopak stimula¢ni. Zalezi na specificité pfislusného kmene
[8, s. 15].

Napiiklad urcita koncentrace chloridu sodného muze zpisobit u mikroorganizmi aktivaci
tyrozindekarboxylazy. Naopak jistd mnozstvi NaCl, mtize zpusobit inhibici histidindekarboxylazy

[2,s. 221], [5, s. 71].

Pfidanim chloridu sodného napt. do mléka pti vyrob¢ syrii je mozné zabranit vzniku BA. Avsak
tento zpusob inhibice BA muze zplsobit v procesu vyroby syri zmény jak v textuie, chuti, tak

I v kvalité vyrobku [1, s. 694].

1.34 Pyridoxal-5-fosfat

Pyridoxal-5-fosfat puisobi jako kofaktor enzymt dekarboxylaz a mutize také ovlivnit produkci BA.
Konkrétné u kmene Lactobacillus rhamnosus byla ve studii Lorencové et al. (2012) detekovana
mnohonasobné vyssi produkce tyraminu, avSak u zkoumanych bifidobakterii se hodnoty

produkovanych BA po ptidavku pyridoxalfosfatu nezménily [1, s. 694], [10, s. 151].

1.35 Pristup kysliku a redoxni potencial

Na biosyntéze BA se vyznamné podili 1 pfitomnost kysliku nebo oxida¢né-redukéni potencial
kultivaéniho média. Pfitomnost ¢i absence vhodnych oxida¢nich/reduk¢nich cCinidel v médiu
je dulezita pro rust a ¢innost vSech mikroorganizmti. Zdali bude mit pfitomnost kysliku pozitivni
nebo negativni dopad na produkci BA, zalezi do jisté miry i na samotném mikroorganizmu.
Napt. Enterobacter cloacae produkuje ptiblizné poloviéni mnozstvi putrescinu za anaerobnich pti
srovnani s aerobnimi podminkami. Klebsiella pneumoniae syntetizuje vyrazné¢ méné kadaverinu,
avsak za anaerobnich podminek je schopna produkovat ve vétsim mnozstvi putrescin. V pfitomnosti
kysliku mize byt inaktivovana nebo znicena histidin dekarboxylaza, pficemz ke zvyseni produkce
histaminu dojde snizenim redoxniho potencialu. Produkce tyraminu, fenyletylaminu a putrescinu
bakterii Lactobacillus curvatus nebyla vyznamné ovlivnéna ptitomnosti kysliku [5, s. 71],
[8,s. 15], [9, s. 51, 52].

Laktobacily spolu s dalsim BMK vyzaduji pro pribéh fermentace anaerobni prostiedi, tedy nizsi
hodnotu redoxniho potencialu. Také nékteré aerobni bakterie 1épe rostou za mirné snizené hodnoty
redoxniho potencidlu. Jedna se o mikroaerofilni mikroorganizmy, mezi které miiZeme zatfadit

kampylobakterie a nékteré zastupce zminénych laktobacilu [9, s. 51, 52], [11, s. 53].
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1.3.6 Vliv zkvasitelnych cukri

Ptitomnost zkvasitelnych sacharidi, predevSsim D-glukézy, mé pozitivni vliv na rist
mikroorganizmi a na jejich dekarboxylazovou aktivitu. Optimalni koncentrace glukozy se pohybuje
v rozmezi 0,5 — 2,0% (w/v), zatimco koncentrace vyS$i nez 3% (w/v) zamezuje vzniku
dekarboxylaz [2], [5].

1.3.7 Etanol

Etanol spolu s fenolickymi slou¢eninami pati do skupiny dezinfekcnich prostiedkti. Tyto chemické
latky se pouzivaji za GCelem odstranéni mikroorganizmu a ostatnich zarodkl infekce z vnéjsiho

prostiedi [11, s. 21, 22], [12, s. 168, 169].

4

Nejucinngjsi jsou roztoky etanolu o koncentraci 50 — 70% (v/v), jelikoz absolutni etanol

je neucinny. Pisobenim alkoholu dochazi ke koagulaci a denaturaci bilkovin [11, s. 21, 22],

[12, s. 168, 169].

Etanol je jeden z faktorG majici inhibi¢ni ucinek na bakteridlni rist. Do jaké miry bude etanol
pusobit jako inhibitor, rozhoduji i dalsi faktory jako je napt. teplota a pH. Obecné jsou
mikroorganizmy citlivéj$i na pusobeni etanolu pifi niz§im pH. BMK byly dlouho povazovany
za rezistentni viéi pisobeni etanolu. Inhibi¢ni u¢inek etanolu byl prokazan ve studii Casadei et al.

(2001) u Lactobacillus delbrueckii pii nizsich teplotach [13], [14, s. 125].

Rist bakterialni populace u kmene Lactobacillus plantarum pti inkubaéni teploté 18 °C poklesl
za pritomnosti 7% (v/v) koncentrace etanolu na hodnotu 78,6 %, pti pusobeni 12% (v/v)
koncentrace etanolu klesl na 45,6 % a za ptitomnosti 13% (v/v) koncentrace etanolu poklesl
na 39,5 % z celkového poctu Zivych bun€k bez pouZiti etanolu. Tento kmen je také tolerantni viici

pusobeni 13% (v/v) koncentraci etanolu pii nizkém pH v rozmezi 3,2 — 4 [13].

1.3.8 Relativni vlhkost prostredi a aktivita vody

Relativni vlhkost prostfedi zavisi na teplot€¢ a obecné plati, Ze ¢im vySsi je teplota, tim nizsi
je relativni vlhkost a naopak. Potraviny, které mohou podléhat zkaze diky pfitomnosti plisni,
kvasinek a nékterych bakterii na povrchu potravin, by mély byt skladovany pti nizké relativni
vlhkosti. Relativni vlhkost je také mozné snizit zménou plynného prostiedi [9, S. 56].

Vodni aktivita vyjadfuje dostupnost volné vody, kterou mikroorganizmy potiebuji pro prabéh
chemickych reakci. Optimalni hodnota aktivity vody je jednim zpozadavkii pro rist
mikroorganizma a pohybuje se v rozmezi 0,99 — 0,95. Vodni aktivita pro rist mikroorganizmu

je ovlivnéna nejen teplotou, ale do ur¢ité miry i pfitomnosti Zivin v substratu, kdy lepsi dostupnost
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zivin navysSuje hodnotu vodni aktivity. Citlivost vi¢i vodni aktivité klesa v ramci potravinarsky
vyznamnych mikroorganizmli v nasledujicim potadi: bakterie, kvasinky, plisn¢. K optimalnimu
rastu vyzaduji vyssi hodnotu vodni aktivity gramnegativni bakterie nez grampozitivni bakterie.
Rozdil je dan odliSnou stavbou bunécné stény. AvSak vétSina mikroorganizmi je schopna piezivat,

rist a mnozit se i v prostfedi mimo optimalni hodnoty vodni aktivity [9, s. 56], [15], [16].

1.3.9 Pritomnost prekurzoru pro vznik biogennich amini

Histidindekarboxylaza zavisi na samotné pfitomnosti prekurzoru histaminu, tedy na koncentraci
histidinu, dale na koncentraci sacharidii v médiu, na tenzi kysliku, vitaminech a koenzymech
piitomnych v rustovém prostiedi [3], [17, s. 29, 30].

Na syntézu histaminu ma napf. vliv i piitomnost glycinu (10 % wi/v), kyseliny sorbové
0,1 — 0,2 % w/v), 10 % (w/v) kyseliny citronové, jable¢né a kyseliny jantarové. Zminéné latky

pusobi jako inhibitory jeho syntézy [2, s. 220].

1.4 Identifikace producentii biogennich amini

Pro identifikaci produkce BA lze pouzit analytické metody separacni, které zahrnuji
chromatografick¢ (LC, HPLC, GC) a elektroforetick¢é stanoveni, dale metody molekularné
genetické (PCR, kapilarni elektroforéza) a metody kultivacni [5, s. 74, 77], [18, s. 684, 685],
[19, s. 432], [20], [ 21, s. 373].

a) Chromatografické metody

Metoda pouzivand ke stanoveni BA patfici do skupiny chromatografickych metod
je chromatografie na tenké vrstvé (TLC). Metoda TLC je rychl4, piesna a levna. Stejné jako
u modernéj§i metody vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) je vSak nutné provést
extrakci BA z vzorka aderivatizaci s naslednou UV detekcei. Jednim z druhtt HPLC je kapalinova
chromatografie na reverznich fazich (RP-HPLC) s fluorescen¢ni nebo UV detekcei, které predchazi
derivatizace ptislusnymi cinidly (napt. dansylchloridem). Dal$im typem je iontové parova nebo
iontové vyménna chromatografie (IEC), pomoci které je mozné stanovit BA po postkolonové
derivatizaci. Dalsi vhodnou chromatografickou metodou pro detekci BA je plynova chromatografie
(GC), avsak ta se dnes uz témét nevyuziva. GC muze kolonu mit bud’to kapilarni nebo napliovou

a detektor elektronového zachytu, tepelné vodivostni nebo ioniozacni plamen. GC je velmi citliva,
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jednoducha, ¢asové nenarocna a levna chromatograficka metoda [5, s. 74, 77], [18, s. 684, 685],
[19, s. 432].

b) Metody molekularni biologie a kapilarni elektroforéza

Mezi molekularni metody je zafazena metoda PCR (polymerase chain reaction). Jedna
se 0 nepfimou metodu zaloZzenou na detekci genli v DNA mikrobialnich plivodct zodpovédnych

za syntézu dekarboxyla¢nich enzymi. Jedna se tedy spise o stanoveni potencialu tvorby BA [20].

| kdyz je bakterie svhodnou genetickou vybavou schopna produkovat piislusné enzymy,
neznamena to vzdy, ze dojde K jejich realné syntéze a zapojeni do metabolizmu. Separace usekt

amplifikovanych gent se provadi pomoci elektroforetické metody na agarézovém gelu [8, s. 63],

[22].

Dalsi moznosti identifikace BA je vyuziti kapilarni elektroforézy (CE). Jednd se o piimou,

separa¢ni metodu, jejiz pouziti je rychlé, jednoduché, avsak s nedostacujici citlivosti [5, s. 77], [20].

Cc) Metoda kultivacni

V neposledni tad¢ je také mozné vyuzit metodu zalozenou na kultivaci dekarboxyla¢niho média
pomoci pH indikatort. Tato metoda je vSak pouze orientaéni, jelikoz v nékterych ptipadech dava

fale$né negativni a falesné pozitivni vysledky [21, s. 373].

1.5 KvaSeni

Kvaseni (fermentace) je metabolicky d&j probihajici v anaerobnim prostiedi, jehoz zakladem
je rozklad sacharidii nejen chemoorganotrofnimi mikroorganizmy, ale i samotnymi bunkami.
Zékladem je anaerobni katabolicky proces vSech chemoorganotrofnich bun¢k neboli
glykolyza neboli Embden—Meyerhof—Parnasova draha (EMP draha), kdy z glukézy vznika sledem
reakci jako vysledny produkt kyselina pyrohroznova. K tomu je zapotfebi dodané energie ve forme

ATP [11, s. 53].

Principem je pfeména glukozy na fruktdza-1,6-difosfat za spotfeby 2 ATP. Fruktoza-1,6-difosfatu
je dale se rozstépen na dvé tridzafosfaty (glyceraldehyd-3-fosfat a dihydroxyacetonfosfat). Na zaver
EMP dréhy vzniknou dvé molekuly kyseliny pyrohroznové ze dvou molekul 1,3-difosfoglycerové
kyseliny, pfi¢emz oba fosfatové zbytky piejdou na ADP. Z jedné molekuly glukozy se vytvoii
4 molekuly ATP pii souasné spotiebé 2 molekul ATP na fosforylaci. Cisty zisk pfi odbourani
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jedné molekuly hexo6zy jsou tedy pouze 2 molekuly ATP. Pro srovnani, za aerobnich podminek
je z jedné molekuly glukozy odbourané az na CO; a H,O vytvoifeno maximalné 38 molekul ATP
[11,s. 53].

Procesy fermentace jsou z energetického hlediska nevyhodné, jelikoz vzniklé metabolity maji jesté
vysokou energetickou hladinu. P#i dehydrogenaci je vodik preddvan na NAD" za uvolnéni COy, kdy
se souCasné regeneruje ATP. Jedna organicka latka je tak redukovana a druhd oxidovéana.
Mikrobidlni bunka tak musi na pokryti celkové potieby energie piemeénit velké mnozstvi substratu.
Aby k tomu mohlo dojit, musi mit mikroorganizmus vhodny zdroj energie (pro vznik stejného
po¢tu donorti a akceptort, aby kazdé vzniklé NADH, mohlo byt opét oxidovano na NAD" a znovu
vraceno do procesu). Déle zdroj energie musi byt rozlozitelny na dva produkty (jeden produkt
se bude chovat jako donor a druhy jako akceptor elektrontl, pficemz soucasné vznikne molekula
ATP). V neposledni fadé musi mit mikroorganizmus vhodné genetické vybaveni (geny pro enzymy

katalyzujici fermentaci) [11, s. 53], [23].

Produkty, jako jsou napf. etanol, kyselina mlécna, kyselina propionova, vznikaji pii kvaseni
sacharidu a dalich latek samostatné nebo ve smési. Podle vyslednych produktu se pak dané kvaseni
oznacuje napf. jako kvaSeni etanolové, mléc¢né, propionové. Nejvice vyuzivané fermentaéni procesy

z prumyslového hlediska jsou etanolové a mlééné kvaseni [11, s. 53], [23].
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laktoza
etanol + CO., - J 1 kyselina miécna
-~ -—— —_—-
kyselina
pyrohroznova
y \

kyselina mliécna + kyselina kyselina miécna + kyselina
propionova + kyselina octova + CO, octova + etanol + CO, +H,

Mikroorganzmy zkvasujici lakézu:
1  Streptococcus a Lactobacillus
2 Kvasinky

3 Propionové bakterie

4  Koliformni bakterie

Obr. 5. Schéma ctyr zpiisobii zkvasovani laktozy prislusnymi mikroorganizmy [24]

151 MIlé¢éné kvaseni

MIlécné kvaseni je charakteristické pro bakterie mlééného kvaseni (BMK), které ziskavaji energii
kvaSenim. VétSina BMK neni striktné anaerobni a mohou tak byt anaerobni, mikroaerofilni nebo

fakultativné anaerobni [11, s. 53], [25, s. 1419].

Pro pribéh mlécné fermentace je dulezita energie, kterou BMK vyuzivaji ve form¢ ATP. Tuto

energii mohou BMK ziskat tfemi zptisoby:

e dekarboxylaci aminokyselin,

e dekarboxylaci malatu,

e deiminaci [25,s. 1419].
Tyto zptisoby jsou dllezité nejen pro energeticky vydej, ale také se podili na regulaci pH rstového
prostiedi. Pii mlécné fermentaci dochazi ke kumulaci kyselych produkti (zvlasté kyseliny mlécné),

tim padem dochazi ke snizeni pH [25, s. 1419].

MIlécéné kvaseni 1ze rozdélit podle toho, jaké konecné produkty pii tomto procesu vzniknou. Délime

je tedy na homofermentativni a heterofermentativni [11, s. 53], [25, s. 1420]:
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a) Pii homofermentativnim mlééném kvaseni jako hlavni produkt vznika Kyselina mlécna.
Tento typ kvaSeni vyuzivaji pfedev§im mikroorganizmy rodu Streptococcus a Lactococcus
a n¢které laktobacily, které jsou schopny pyruvat redukovat v laktat.

b) Pfi heterofermentativnim mlécném kvaSeni vznikaji kromé kyseliny mlécné jesté dalsi
produkty (etanol, kyselina octova). Heterofermentativni mlécné bakterie vyuzivaji
tzv. ,hexodzafosfatového zkratu®, kdy oxiduji hexdzy na pentdza-5-fosfat a oxid uhlicity.
Diivodem je absence enzymu aldolazy, diky némuz je umoznéno S$tépeni hexodza-1,6-
bisfosfatu na dva triozafosfaty. V ptitomnosti anorganického fosfatu dojde k rozstépeni
pentoza-5-fosfatu na acetylfosfat a  glyceraldehyd-3-fosfat. Acetylfosfat pii reakci
s redukovanym kofaktorem umozni vznik etanolu. Glyceraldehyd-3-fosfat je glykolyzou

pfeménén v pyruvat a poté v laktat.

15.2 Etanolové kvaSeni

Etanolové kvaseni je charakteristické pro kvasinky i bakterie, avSak prab¢h kvaseni téchto
mikroorganizmu je odlisny:

a) Etanolové kvaseni u kvasinek probiha az po vytvoteni kyseliny pyrohroznové (EMP draha),
ktera je dekarboxylovana na acetaldehyd. Ten je alkoholdehydrogenazou posléze redukovan
na etanol.

b) Etanolové kvaseni u bakterii zac¢ina po fosforylaci glukozy, kdy je vznikly glukonlakton-6-
fosfat dehydrogenovan. Nasledné vznika kyselina 2-keto-3-deoxy-6-fosfoglukonova, ktera
se Stépi na 2 tridzy (glyceraldehyd-3-fosfat a pyruvat) a ty jsou Vv navazujicim kroku
redukovany na etanol. Tento zplisob kvaSeni neni tak vykonny, jelikoZ bakterie timto
zpusobem ziska jen 1 molekulu ATP. Zminény zptsob bakterialni etanolové fermentace je
navic vyuzivan pouze gramnegativnimi bakteriemi [11, s. 53].

Etanolové kvaSeni se predevSim uplatiiuje pfi vyrobé alkoholickych ndpoji a samotny etanol
se vyuziva pro potravinafské i farmaceutické tcely. S etanolovym kvaSenim se mizeme setkat 1 pfi
kynuti tést v pekarenském pramyslu, kdy je vyuzivan ,,vedlejsi produkt CO,. Pti pramyslovém
etanolovém kvaseni vznika (kromé etanolu, CO, a malého mnozstvi glycerolu) jesté fada vedlejsich
produktii. Zadoucim vedlejsim produktem mohou byt estery, které nachazi pozitivni uplatnéni napf.
ve vinaistvi jako nezbytna soucast tzv. buketu vina. Béhem etanolového kvaSeni vznika v malém
mnozstvi diacetyl. V pivovarnictvi je tvorba diacetylu nezadouci, jelikoz 1 pii jeho nizké
koncentraci nepfiznivé ovliviiuje chut’ hotového vyrobku. Znacné mnozstvi diacetylu produkuji

pfislusnici rodu Pediococcus, a proto jsou velmi obavanou kontaminaci v pivovarnictvi
[9, s. 183], [11, s. 53].
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2 BIOGENNI AMINY V POTRAVINACH A JEJICH UCINEK

Prakticky ve vSech potravinach, které obsahuji proteiny nebo volné aminokyseliny, Ize
pii optimalnich ristovych podminkach ocekavat diky pfitomnym mikroorganizmim vyskyt BA

[2, s. 214].

2.1 Biogenni aminy v potravinach a napojich

Nejcastéji se BA nachazeji ve fermentovanych potravindch a napojich napt. v syrech, mlé¢nych
vyrobcich, Vv kysaném zeli, pivu a vinu. V potravinach pfipravenych fermentacni cestou jsou BA
pravidelnou pfirozenou soucasti. Pro zahdjeni fermentace kvaSenych vyrobkll jsou standardné
vyuzivany startérové kultury. U nefermentovanych potravin je vyskyt BA predevsim indikatorem
nezadouci mikrobialni ¢innosti [3], [26].

Stanoveni BA muze byt vyuzito k posouzeni miry rozkladu sledovaného materialu. Obsah BA
V potravinach muize byt ukazatelem jakosti vstupni suroviny a trovné hygieny béhem vyrobniho
procesu a skladovani [3].

a B-fenylethylamin, tryptamin, agmatin, spermin, a spermidin, které jsou produkty dekarboxylace

histidinu, tyrozinu, ornitinu, lyzinu a B-fenylalaninu [1, s. 691].

2.1.1 Nefermentované potraviny a napoje

a) Maso
Cerstvé a zpracované vepifové maso ma vysoké hladiny adrenalinu, spermidinu a sperminu, naopak
nizké hladiny noradrenalinu, putrescinu, histaminu, kadaverinu a tyraminu. U hovéziho, skopového

masa a u masnych vyrobki byla zjisténa predevsim piitomnost histaminu [2, s. 214, 215].

b) Ryby
Nejveétsi nebezpeci tvorby BA je pfi vysoké mikrobidlni kontaminaci ryb a pifi nedodrzeni
chladirenského fetézce. Nejéastéji je kontaminace spojovana s vys$sim vyskytem histaminu, ktery je

mozné detekovat i behem skladovani pfi nizkych teplotach. Dalsi BA, které je mozné najit v rybim
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mase, napt. u makrel, sled’ti, tunakd a sardinek, jsou putrescin, kadaverin, tyramin, spermin,
spermidin [2, s. 215, 216], [26].

Nejcastéji se BA tvofi ihned po vyloveni ryb, které nejsou patfién¢ zchlazeny na teplotu
odpovidajici teplotu (kolem + 1 °C). Dalsi rizikovou operaci je tepelné opracovani. Piedev§im
se jedna o uzeni ryb, hlavné makrel. Uzeni ryb probiha za nizSich teplot (nez fadna konzervace)
a n¢které mikroorganizmy (napf. laktobacily) proces uzeni mohou pfezit. Za ptiznivych podminek
se pak mohou pomnozovat, a pokud jsou dekarboxyldza pozitivni, mohou produkovat biogenni

aminy [26].

c) Miéko

S produkci BA v mléce byvaji spojovany gramnegativni bakterie, jako Hafnia alvei, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae a Serratia sp., které se podili na produkci histaminu a enterobakterie
podilejici se na produkci putrescinu. Pfislusnd koncentrace BA v mléce je charakteristicka pro
ur¢ité savce, napf. u plnotuéného a polotuéného kravského mléka se b&zné vyskytuji v nizsi
koncentrace sperminu a spermidinu [1, s. 691], [2, s. 215, 216].

Ptidanim chloridu sodného do mléka a/nebo pouzitim vhodného tlaku a teploty je mozné inhibovat
vznik BA. Pouzitim kvalitniho mléka lze snizit mozny vyskyt BA pii dalSim zpracovani ve finalni

mlécné vyrobky [1, s. 700].

d) Ovocné §t’avy a zelenina

Obsah BA v ovoci je stanoven z hlediska zdravotni nezavadnosti pfedevs$im pro histamin, tyramin,
putrescin a kadaverdin. Kazdy z jmenovanych BA se v ovoci vyskytuje do 5 mg/kg. V ovocnych
Stavach je koncentrace pfitomného histaminnu 3 mg/kg, u tyraminu, putrescinu a kadaverdinu
se koncentrace pohybuje okolo 1 mg/kg [8, s. 32].

Ovocné §t'avy, nektary a limonddy vyrobené z pomeranctli, malin, citrond, grapefruiti, mandarinek,
koncentrace putrescinu. Nejvice BA mliZeme najit v pomerancové §taveé (noradrenalin, tryptamin),
v rajeti (tyramin, tryptamin, histamin), bananu (tyramin, noradrenalin, tryptamin, serotonin),

ve Svestkach (tyramin, noradrenalin) a listovém S$penatu (histamin) [2, s. 215].
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e) DalSi nefermentované potraviny
V kakaovych bobech se nachazi pfirodni slozka fenyletylamin, jenz se pak nasledné vyskytuje
v Cokolad¢, ve vyrobcich a cukrovinkach z ¢okolady. Fenyletylamin také obsahuji nékteré druhy
hub, bily a Cerny pepf. Histamin a kadaverin byly prokadzany v karagenanu z motskych fas

[2, s. 215].

2.1.2 Fermentované vyrobky

Mnoho mikroorganizmti mé schopnost produkovat BA, v¢etné¢ grampozitivnich a gramnegativnich
bakterii riznych rodii a druhti. Schopnost produkce BA je kmenovou charakteristikou. To znamena,
ze kmeny jednoho druhu se mohou liSit v produkci BA az o n¢kolik tadu. Je proto obtizné najit
presné korelace mezi obsahy BA a poc¢ty mikroorganizmi. Vzhledem k riznorodosti druhti a kmenti
jsou specifické 1 optimalni podminky pro tvorbu BA. Kyselé pH, teplota pii inkubace, ptidavek
chloridu sodného do mléka ¢i média muze vést ke snizeni produkce BA. AvSak pilisobenim
fyzikalné-chemickych faktori by nemélo dojit ke zméné textury, chuti nebo kvality vyrobku
[1, s. 693, 694], [3].

Jak jiz bylo zminéno, pfitomnost BA v potravinach je ukazatelem Spatné kvality, nebo Spatnych
vyrobnich postupli. Pisobenim protedz a peptiddz ptitomnych v syru dochézi k proteolyze kaseinu,
k uvolnéni aminokyselin a naslednému vzniku BA. Kazdy typ syra ma charakteristicky profil
aminokyselin a BA, ktery vyplyva ze specifické mikrobidlni degradace a syntézy. Syry
se srovnatelnym mikrobiologickym profilem se mohou vyznamné lisit v obsahu BA [1, s. 699, 700],

[2, s. 216].

a) Syry a mlééné vyrobky
MIécné vyrobky jsou dulezitou soucasti stravy v rozvinutych zemich [1, s. 692].
Syry obvykle obsahuji desitky az stovky mg/kg histaminu, tyraminu, putrescinu a kadaverinu, mén¢é
pak 2-fenylethylaminu a velmi mald mnoZzstvi tryptaminu. Obsahy BA vSak mohou vyjime¢né
dosahnout az gramovych mnozstvi na jeden kilogram syra, coz zavisi na oSetfeni vychozi suroviny
a technologickych faktorech, jako jsou teplota syfeniny, pouziti startovacich a plisnovych kultur.

Vyrazné vys$si mnozstvi BA bylo zjisténo u syrt z nepasterovaného mléka [3].

Koncentrace BA v syrech ceské produkce jsou srovnatelné s obsahy BA v syrech téhoz typu
zahrani¢ni vyroby. Ve vétSin€ piipadd maji ceské (tvrdé i tavené) syry vyssi obsah tyraminu nez
histaminu, u velké €asti syrti zahrani¢ni produkce ma syr s vysokym obsahem histaminu také
vysoky obsah tyraminu. Podle studie Standarové et al. (2008) mtzeme syry rozdélit do tii skupin

podle maximalni koncentrace BA na syry: s vysokymi koncentracemi BA (mékké zrajici syry, syry
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s vysokodohiivanou syfeninou), se zvySenou koncentraci BA (s nizkodohiivanou syfeninou,
plistiové syry, resp. syry kozi) a syry s nizkou koncentraci BA (smetanové, termizované mékkeé
syry). Jelikoz pro ptipustné mnozstvi BA v syrech nejsou dosud definovany hygienické limity,

nelze urcit hrani¢ni hodnoty pro jednotlivé aminy [3].

Obsah BA lze pak snizit riznymi zpisoby, mezi které patii pasterace mléka, pouziti dekarboxylaza
negativni startérové mikroflory, volba kratSich period fermentace, skladovani vstupnich surovin
a syru za vhodnych podminek (zejména aplikace nizkych teplot pro inhibici aktivity dekarboxylaz)
[3].

b) Vino

Tento alkoholicky napoj vznikd fermentaci mostu révy vinné. Za primarni alkoholové kvaseni jsou
zodpovédné kvasinky rodu Saccharomyces, za sekundarni jable¢no-mlééné kvaseni pak odpovidaji
BMK. Pravé BMK zrodu Lacobacillus, Pediococcus, Leuconostoc a Oenococcus jsou spojeny
s produkci BA ve viné. AvSak mnozstvi BA je pfi srovnani s jinymi fermentovanymi vyrobky
podstatné nizsi. Konkrétné¢ za vyskyt histaminu a putrescinu ve viné jsou primarné¢ odpovédné
bakterie Oenococcus oeni. Rod Lacobacillus ovlivituje hlavné produkci tyraminu. Mezi dalsi BA
obsazené ve vin¢ mohou byt zafazeny fenylalanin, etylamin a metylamin. Koncentrace BA ve ving
je také ovlivnéna stupném zralosti hroznii, kvalitou zemédélskych piid, mnozstvim dusikatych latek
V hroznové S$taveé, pritomnymi kvasinkami, dobou macerace, pribéh a podminkami kvaseni

[2,s.217], [5,s. 73], [7, s. 388 — 393], [9, s. 184, 185].
c) Pivo

Jedn4d se o alkoholicky népoj vyrdbény zje¢menného sladu, vody a chmele, kdy plsobenim

pivovarskych kvasinek dochazi k fermentaci [9, s. 182, 183].

Pro Ceskou republiku je typické pivo svétlé vyrab&jici se dekokénim rmutovanim a spodnim
kvasenim. Svétlé pivo miZzeme délit podle koncentrace mladiny (produktu chmelovaru, jehoz

chemické slozeni je rozhodujici pro kone¢nou kvalitu vyrobeného piva) [27, s. 159]:
o Vycepni neboli konzumni piva: do 10,5 %
o Lezéky:do 12,5 %
o Piva specidlni: nad 12,5 %

o Popft. piva se snizenym nebo nulovym obsahem alkoholu
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Dale 1ze pivo podle obsahu alkoholu rozdélit nasledovné [30]:

Tab. 1. Pripustné koncentrace etanolu pro jednotlivé
druhy piva stanovené podle Narizeni rady (ES)
¢. 510/2006 [30]

Druh piva Koncentrace alkoholu v pivé
Svétly lezak 3,8 — 6,0 % (v/v) alkoholu
Tmavy lezak 3,6 — 5,7 % (v/v) alkoholu

Svétlé vycepni pivo | 2,8 —5,0 % (v/v) alkoholu

Tmavé vycepni pivo | 2,6 —4,8 % (v/v) alkoholu

Lehké pivo 2,6 — 3,6 % (v/v) alkoholu

I piesto, ze pivo netvoii pfiliS pfiznivé prostredi pro rast mikroorganizmt diky nizkému pH,
nizkému obsahu kysliku, pfitomnosti oxidu uhli¢itého, hotkym chmelovym latkdm, obsahu
alkoholu a postupné klesajicimu obsahu zkvasitelnych cukri, je zde mozny vyskyt nezadoucich
mikroorganizmu podilejicich se na kontaminaci piva [29, s. 336].

Mezi organizmy, které maji nejvétsi dopad na mikrobiologickou stabilitu piva, patii bakterie
mlécného kvaSeni predevsim rody Lactobacillus a Pediococcus. Mezi zastupce rodu Lactobacillus
je mozné zatadit jako pivni kontaminanty kmeny Lactobacillus brevis, L. plantarum, L. paracasei
subsp. Paracasei [9, s. 183, 184], [29, s. 336].

Tyto mikroorganizmy mohou znehodnotit kvalitu piva vznikem sedliny, zakalu nebo zapachu

a piedevsim jsou schopny produkce BA [9, s. 183, 184].

Za ukazatele mikrobidlni kontaminace piva jsou povazovany vyssi koncentrace BA histaminu,
kadeverdinu a tyraminu (TYR), jejichZ koncentrace se zvySuje béhem kvaseni. BA jako putrescin
(PUT), spermidin, spermin a agmatin (AGM) jsou piirozenou soucasti sladu, pti¢emz koncentrace
PUT a AGM se snizi pfi rmutovani. SniZit hladinu koncentrace TYR V pivé je moZzné omezenim
vyskytu bakterie Pediococcus, &ehoz se da docilit pidanim kyseliny fosfore¢né. U¢inkem kyseliny
fosfore¢né (vznikajici pii Stépeni organickych sloucenin fosforu kyselinotvornymi enzymy) spolu
s aminokyselinami (vzniklymi pfi $tépeni bilkovin) se da také docilit nizSich hodnot pH, které pak

inhibuji rozvoj zminénych bakterii [27, s. 153, 154], [28, s. 123 — 124].
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Hodnota pH piva je navic dilezita z hlediska technologického. Pro ztekucovani skrobového mazu
a-amylazou je optimalni pH 4,6 (pfi teploté¢ 65 — 75 °C), pro zcukiovani Skrobového mazu
B-amylazou je idealni hodnota pH 4,5 pfip. i kyselejsi (pfi teploté 75 — 85 °C). Podle Natizeni rady
(ES) ¢. 510/2006 hodnota pH ceského piva musi byt vrozmezi 4,1 az 4,8 [9, s. 183],
[27, s. 153, 154], [30].

2.2 Utinky biogennich aminti na lidské zdravi

Prestoze rostliny, zvifata a mikroorganizmy piirozené produkuji BA, konzumace potravin

obsahujicich velké mnozstvi téchto amini muze mit toxikologické nasledky [1, s. 691].

2.2.1 Fyziologické u¢inky biogennich amint

BA hraji dulezitou roli v oblasti farmakologie, fyziologie a psychologie. Tyto dusikaté latky
se uplatiiuji i jako neurotransmitery, neuromodulatory, neurohormony. Mezi neurotrasmitery
je mozné zatadit katecholaminy (dopamin, norepinefrin, a epinefrin), indolaminy (serotonin)
a imidazoleamin (histamin). Katecholaminy jsou derivaty aminokyseliny tyrozinu a maji stimulujici
ucinek nejen v nervové soustave, ale i v kardiovaskularnim a respiraénim systému. Histamin ptsobi
mimo jiné 1 jako medidtor zanétu. Zejména funguje jako signalizace zanétu alergického
[33,s. 10, 13], [34, s. 111].

Dopamin a serotonin jsou nezbytné pro spravné fungovani nervové soustavy. Zmény koncentraci
téchto neurotrasmitert vedou k nejriznéjSim neurologickym onemocnénim. Jejich nedostatek
se projevuje opozdénym vyvojem, intelektudlnim postizenim, abnormdlnimi pohyby a autonomni

dysfunkei [33, s. 10].

2.2.2 Nadmérny piijem biogennich amini

Ptijem BA v ,pfiméfeném* mnoZstvi je bez potizi metabolizovan ve stfevnim traktu vykonnym
detoxifikatnim systémem zaloZenym na aktivité¢ enzymii monoaminooxiddzy, diaminoooxidazy
a histidinmethyltransferazy. Avsak pii nadmérném piijmu BA potravou detoxikac¢ni kapacita tohoto
systému nemusi byt dostacujici. Pii pfekroceni metabolizovatelné koncentrace BA pfijaté potravou
se uvolni adrenalin a noradrenalin, mtize dojit ke stimulaci sekrece zalude¢ni kyseliny, k zvySeni
srde¢niho rytmu, migréné, tachykardii, ke zvySeni hladiny cukru v krvi a zmén¢ krevniho tlaku.
Naptiklad toxicita histaminu zpisobuje vazodilataci cév a sniZeni krevniho tlaku (typické pro

otravu z ryb, scombroid poisoning). Intoxikace tyraminem ma pro zménu za nasledek zminovanou



migrénu a hypertenzni krizi, tzv. reakci na syr (cheese reaction). Tato reakce se vyskytuje zejména
u pacientli uzivajicich antidepresiva nebo trpici Parkinsonovou chorobou, schizofrenii [1, s. 692],

[28, s. 123].

Zminéna intoxikace se zvysuje soucCasné s pozivanim alkoholu a potravin obsahujicich jiné BA,
jako diaminy a polyaminy. Sekundarni aminy jako putrescin a kadaverin mohou také reagovat
S dusitany za vzniku karcinogennich nitrozamint. U skupiny polyaminii (sperminu, spermidinu)
a diaminu kadaverinu byly vSak za urCitych okolnosti pozorovany i jejich piiznivé ucinky jako

je podpora regenerace a hojeni tkani [1, s. 692], [3].

Do roku 2004 byly v ceské legislativé definovany pftipustné koncentrace BA vyskytujicich
se v rybach, syrech, pivu a vinu. Dnes se v potravindch a napojich stanovuji pfedevsim koncentrace
histaminu a tyraminu. Podle Nafizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005 ze dne 15. listopadu 2005
o mikrobiologickych kritériich pro potraviny je maximalni pfipustna hodnota histaminu pfitomného
vV rybim mase 100 mg/kg. Pro masné vyrobky byla doporuc¢ena horni hranice vyskytu histaminu
v potravinach 100 — 200 mg/kg. U alkoholickych napoji je piipustna koncentrace histaminu
2 mg/l. Pfijatelna hodnota mnozstvi tyraminu v potravinach neni pfesné stanovena a pohybuje
se vrozmezi 100 — 800 mg/kg. Vyjimkou jsou syry, u kterych je nejvyssi pfipustna koncentrace
tyraminu 200 mg/kg. Z alkoholickych napoji ma nejvyssi koncentraci tyraminu pivo, piip. i vino.
Proto by se osoby s narusenym detoxikacnim systémem (napt. diky uzivani 1€kt inhibujici
monoaminooxiddzy), méli mit pifi konzumaci téchto alkoholickych napoji na pozoru, jelikoz
tyramin v mnozstvi 6 mg/l mtze u téchto jedinci zapticinit intoxikaci [3], [5, s. 72], [35, s. 418].

Pfijem histaminu v mnozstvi 10 mg je povazovan za unosny, avSak u citlivych osob pozieni
5 — 10 mg histaminu muiZze vyvolat nezadouci u¢inky. Stéednich toxickych ucinkd nabyva histamin
pfi pfijmu 100 mg, pfi pi{jmu 1000 mg je histamin vysoce toxicky. Nutné je ovSem dodat,
ze dulezita je individualni citlivost kK BA. Obzvlasté u déti se projevuji ptiznaky jiz pfi hodnotach

50 mg ve 100 g potraviny [5, s. 72, 73], [26].



3 MIKROORGANIZMY PRODUKUJICI BIOGENNI AMINY

Jak jiz bylo zminéno, BA mohou vzniknout diky mikrobialni aktivit¢ mikroorganizmi resp. pfi
mikrobialni dekarboxylaci aminokyselin. Schopnost syntézy BA maji nékteré grampozitivni
a nekteré gramnegativni bakterie odlisnych rodt i druhd (viz Tab. 2). Bakterialni dekarboxylazova

aktivita je diky tomu spiSe povazovan za kmenovou charakteristiku [1, s. 693], [20].

Naptiklad mezi gramnegativni bakterie produkujici konkrétné histamin pati napt. Hafnia alvel,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae a Serratia spp. Produkce putrescinu a kadaverinu

je pripsana enterobakteriim [1, s. 693].

Pii vyrobé syrti se uplatiuji grampozitivni bakterie, bakterie mlécného kvaseni produkujici
predev$im histamin a tyramin. Rody Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc a Streptococcus
jsou schopny produkovat BA. Mohou byt pfitomny v ptirozené se vyskytujici mlécné mikroflore,
nebo ptedstavovat kontaminaci, ktera se do mléénych vyrobka ¢i mléka dostala pted, v prubéhu
nebo po jeho zpracovani na vyrobek. Pokud nebyly kultury pied pouzitim kontrolovany
na dekarboxylazovou aktivitu, mohou byt produkéni kmeny dokonce soucasti startérovych kultur
[1,s.693].

Tab. 2. Prehled vybranych mikroorganizmii syntetizujici prislusné biogenni aminy

[2,s. 220, 221], [7, s. 388 — 393], [8, s. 11 — 13]

Mikroorganizmus

Produkce BA

grampozitivni gramnegativni
Lactobacillus buchneri Morganella morganiie
Lactobacillus fermentum Photobacterium phosphoreum
Lactobacillus hilgardii Photobacterium psychrotolerans
histamin Lactobacillus curvatus Hafnia alvei

Lactococcus lactis
Oenococcus oeni

Tetragenococcus
Lactobacillus curvatus Pseudomonas
Enterococcus faecalis Proteus
tyramin Enterococcus faecium
Lactococcus
Leuconostoc
Bacillus halodurans ¢eled’ Enterobacteriaceae
Bacillus subtilis (Escherichia coli, Hafnia alvel,
K . Clostirdium Acetobutylicum Salmonella enterica, Salmonella
adaverin L L . :
Listeria monocytogenes typhinurium, Shigella flexneri)
Staphylococcus aureus Vibrio vulnificus, Vibrio cholerae

Vibrio parahaemolyticus




Pokracovani Tab. 2.

Mikroorganizmus
Produkce BA grampozitivni gramnegativni
Lactobacillus curvatus subsp. Escherichea coli
curvatus Haemophilus influenza
Lactobacillus helveticus Salmonella typhimurium
putrescin Enterococcus durans Vibrio cholerae
Enterococcus faecalis Vibrio parahaemoliticus
Shigella flexneri
Enterobacter cloacae

3.1 Bakterie mlééného kvasSeni

Tato skupina grampozitivnich bakterii nese nazev podle produktu -kyseliny mlécné, ktery vznika
jejich plisobenim V anaerobnim prostfedi pii zkvaSovani cukri (pfipadné 1 dalSich latek).
Z taxonomického hlediska se jedna o rizné rody bakterii, které mohou byt fylogeneticky piibuzné.
Vyskyt bakterii BMK je obvykle spojen s piitomnosti substratu bohatého na ziviny, a proto
je mozné BMK najit v syrovém mléce, mase, ovoci a zelening, ve fermentovanych potravinach, ale
také v organech zivocichu [11, s. 53], [31, s. 153], [36, s. 691].

Zastupci BMK, zejména Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Pediococcus,
jsou schopni pii svém rustu produkovat znaéné mmnozstvi putrescinu, kadaverinu, histaminu
a tyraminu. Tito zastupci spolu s bifidobakteriemi (viz dale) patfi mezi nejuzivangjsi probiotika
[31, s. 156], [38, s. IV], [39, s. 87].

Nektefi autofi fadi bifidobakterie mezi BMK, pfestoze s touto skupinou po strance fylogenetického
vyvoje aZz tak dalece nesouvisi. Bifidobakterie jsou taktéZ grampozitivni mikroorganizmy majici
probiotickou schopnost. Tento rod zahrnuje 30 druht pfislusnych mikroorganizmi, pficemz
probiotické Gcinky jsou prokazany u druht Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium animalis,

Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve a Bifidobacterium longum [36, s. 609].

3.11 Rod Lactobacillus

Laktobacily jsou grampozitivni, nesporulujici, mikroaerofilni bakterie, které maji tvar ty¢inek nebo
kokotyc¢inek. Pro jejich optimélni riist je vhodna teplota 30 az 40 °C a pH v rozmezi 5,5 az 6,2,

pficemz nckteti zastupci vyzaduji ptitomnost kysliku (fakultativn€ anaerobni mikroorganizmy),



nebo koncentraci kysliku v minimalnim mnoZzstvi (mikroaerofilni mikroorganizmy), ptipadné
vyzaduji striktné anaerobni podminky. Tyto mikroorganizmy se vyskytuji témét ve vSech
prostiedich, kde jsou k dispozici sacharidy, a to jak v potravinach (mlécné vyrobky, zelenina,
ovoce, napoje, atd.), tak i v dychacim, travicim a pohlavnim ustroji savca [31, s. 155 - 157],

[36, 5. 595, 596].

Na syntéze BA se podili celd skdla zéastupct ztad laktobacili. Napi. ve fermentovanych
potravinach jsou schopny produkovat histamin Lactobacillus saerimneri, L. hilgardii, L. buchnerii
a L. curvatus. Mezi producenty tyraminu je mozné zatadit L. curvatus a L. brevis, pficemz L. brevis
se spolu s L. hilgardii a L. plantarum se podili na zkvaSovani piva ¢i vina [8, s. 12 — 14].
Laktobacily obecné pusobi blahodarné na nase zdravi. Podporuji traveni, vstfebavani, dostupnost
zivin. Podili se taktéz na syntéze vitamini skupiny B (B2, kyseliny listové a B12), snizuji
intoleranci  laktozy. Neékteré kmeny jsou schopny degradovat sacharidy (laktézu nebo
a-galaktosidy), které mohou V jistych ptipadech zpusobit bolest bticha, ddle mohou hydrolyzovat
slouCeniny a tim zlepS$it absorpci mineralnich latek do bunék. Laktobacily se nejvice podili
na stimulaci imunitniho systému a na prevenci vzniku moznych onemocnéni napi. zanétlivého
onemocnéni stiev, prijmového onemocnéni, atd. [39, s. 87].

Krom¢ blahodarnych uc¢inkd mohou mit laktobacily i nezadouci vlastnosti. Jedna se o rezistenci
vici urditym antibiotikiim a to, ze pti nizkém pH (pH 2-3) mohou mit (pokud je u nich deklarovan
dieteticko 1é¢ebny ucinek) omezeny probioticky ucinek. Laktobacily jsou mimo jiné fazeny mezi

pivni kontaminanty (viz kapitola 2.1.2) [39, s. 88].

312 Dalsi grampozitivni bakterie s dekarboxylazovou aktivitou patiici mezi bakterie

mlécéného kvasSeni

Do této skupiny je mozné zahrnout grampozitivni fakultativné anaerobni bakterie z rodu
Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus [39, s. 87], [8, s. 12 — 14].

Ve fermentovanych potravinach a napojich je za vznik histaminu zodpoveédny Pediococcus
parvalus, Pediococcus damnosus, Streptococcus salivarius subsp. thermophilus. Pii vyrobé syra
a fermentovanych masnych vyrobkl dochazi diky Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium
ke vzniku tyraminu. Zastupci enterokoku a stafylokoku jsou schopny syntetizovat kromé tyraminu
také fenylethylamin [8, s. 12 - 14].



1) Rod Streptococcus
Tento rod zahrnuje asi 67 druhii. Optimalni podminky pro rist zastupct tohoto rodu jsou praimérné
pti teploté¢ 37 °C (25 — 45 °C, pii teploteé 10 °C je jejich rist znaéné inhibovan) a mohou byt
patogenni, saprofytické a parazitické. Avsak vyznamnou roli ma Streptococcus thermophilus, ktery
postupem cCasu ztratil své patogenni vlastnosti a vyuziva se jako vhodna startérova kultura pii

vyrobé fermentovanych vyrobkd, napf. jogurti [31, s. 154], [39, s. 88, 91].

2) Rod Lactococcus
Rod zahrnujici 6 druhi, z nichZ nejvétsi uplatnéni z hlediska fermentacéni vyroby mé Lactococcus
lactis, ktery se piirozené nachazi v mléce, mlé¢nych vyrobeich, v potravinach. Optimalni teplota
pro jejich rust je 37 °C (jsou schopny rist i pfi 10 °C), k inhibici rustu dochazi pii 6,5 %
koncentraci NaCl [31, s. 153, 154].

3) Rod Enterococcus

Jedna se o pomérné odolné organizmy schopné ristu jak pti 10 °C, tak pii 45 °C i v pfitomnosti
6,5 % koncentrace NaCl a hodnoté¢ pH 9,6. Zcela bézné se vyskytuji v ptidé, vode, rostlinach
a travicim traktu nékterych savcii. Hlavnim fermenta¢nim produktem je kyselina mlé¢na, avSak bez
vznikajiciho CO; [9, s. 55, 483].

Charakteristickymi zastupci toho rodu jsou Enterococcus durans, ktery je béznou soucasti zivotniho
prostiedi a také mlécnych potravin, dale Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium — piirozené
se vyskytuji ve stfevech ¢lovéka a zvifat a jsou indikatory fekalniho zneéisténi vod [31, s. 158],

[37, s. 612 - 615].

4) Rod Pediococcus
Pti zkvaSovani sacharidd, obdobné jako u rodu Enterococcus, vznika pouze kyselina mlécna.
Optimalni teplota rustu je v rozmezi 25 az 40 °C. Vyskytuji se hojné¢ na rostlinném materialu,
v potravinach i napojich. Zastupce je napf. Pediococcus damnousus, jehoz vyskyt je spojen

S vyrobou piva, vina a mostu [37, s. 615 - 618].



1. PRAKTICKA CAST



4 UVOD DO PROBLEMATIKY

Biogenni aminy (BA) jsou bézné se vyskytujici dusikaté slouceniny, které miizeme najit v zivych
organizmech, kde se podileji na cel¢ tfadé metabolickych déja. Dale se bézné vyskytuji
Vv potravinach ¢i alkoholickych napojich, které byly zfermentovany pfislusSnymi mikroorganizmy
za urCitych podminek, a to pfi vhodném pH, teploté, piistupu kysliku, koncentraci Zivin,
koncentraci soli, koncentraci alkoholu, atd. AvSak pii nespravném regulovani téchto podminek,
nebo 1 pfi nevhodném technologickém postupu, miize dojit k prekroceni limitnich hodnot BA
v potravinach ¢i napojich, nésledné k mikrobidlni kontaminaci, coz miize mit negativni dopad
na zdravi konzumenta.

V této praci byl sledovan Lactobacillus brevis, ktery je spojovan s kontaminaci piva.

Pravé zastupci BMK rodu Lactobacillus a rodu Pediococcus jsou zafazeny mezi mikroorganizmy
nejvice narusujici mikrobiologickou stabilitu piva. Tyto bakterie jsou totiz rezistentni vuci
antimikrobialnim ¢inkGim hotkych chmelovych latek [29, s. 336, 337].

Rist bakterii v pivé je mozny v rozmezi pH 4,0 — 5,0 a pti vyvazené koncentraci vyuZitelnych zivin.
Pro ziskani vysledkli experimentu bylo nutné zajistit takové kultivaéni podminky, aby byly
co nejvice identické s podminkami bé&zné vyroby piva. Proto bylo pH v bakterialni suspenzi
upraveno na hodnotu 4,5 a koncentrace etanolu byla nulova, tfiprocentni a Sestiprocentni. Hodnoty
pH a koncentrace etanolu u ¢eskych piv uréenych ke konzumaci tak odpovidaly normé podle
Nafizeni Rady (ES) ¢. 510/2006 [30], [36, s. 387].



5 CILPRACE

Cilem teoretické Casti bylo vytvofit literarni resersi zabyvajici se problematikou BA. Tyto dusikaté
slouceniny jsou v posledni dobé spojovany s kontaminaci potravin ¢i ndpoju, s intoxikaci
a naslednym negativnim dopadem na lidské zdravi. Za timto ucelem byla pfiblizena charakteristika
BA nejen z hlediska chemické struktury, jejich vzniku (procesem dekarboxylace), ale byly popsany
1 vlivy vnéjsich faktorti ovliviiujici produkci BA u vybranych mikroorganizmu. Dale se tato prace
zabyvala problematikou identifikace mikroorganizmu produkujicich BA. Pozornost byla zaméfena
na bakterie, které se ucCastni fermentaCnich procesti at uz jako startéry, non-startéry nebo
kontaminanty. BA, které jsou nékteti zastupci vySe zminénych skupin mikroorganizmi schopny
vyprodukovat, jsou nezbytné pro zivé organizmy, avSak v mnozstvi piekracujici tolerovatelné

hodnoty pro jednotlivé BA pusobi toxicky.

Cilem praktické ¢asti této bakalarské prace bylo sledovat kinetiku produkce BA v pivé pii riiznych
koncentracich etanolu bakterii mlééného kvaseni, ktera je oznacovana za ¢astou kontaminantu piva.
Testovanym mikroorganizmem byl Lactobacillus brevis RIBM 2-69, a to za téchto podminek:

- Kultivaéni teplota 30 °C;

- upravené pH na hodnotu 4,5;

- 0; 3a6 % (v/v) koncentrace etanolu.

Pro ziskani vysledkli bylo nutné nejdiive provést derivatizaci vzorku, separaci dansylderivati
pomoci RP-HPLC s naslednou detekci produkce BA pomoci UV pii vinové délce 254 nm.
Na zakladé vysledkil ziskanych béhem experimentu byl zformulovan zavér, kde byla zhodnocena

produkce BA kmene Lactobacillus brevis RIBM 2-69 za sledovanych podminek.



6 MATERIAL A METODIKA

6.1 Bakterialni kultura

V experimentalni ¢asti byla sledovana kinetika produkce BA v pivé pfi riznych koncentracich
etanolu u mikroorganizmu Lactobacillus brevis RIBM 2-69 ze Sbirky pivovarskych

mikroorganizmt (RIBM) Vyzkumny tustav pivovarsky a sladafsky, a.s., v Praze.

6.1.1 Piiprava média

Lactobacillus brevis RIBM 2-69 byl kultivovan v médiu Lactobacillus MRS Broth (HiMedia,
Mumbai, Indie), do kterého byly ptfidany aminokyseliny jako prekurzory testovanych BA,
konkrétn¢ tyrozin, arginin, ornitin, histidin, lyzin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Kazda
aminokyselina byla pfidavana v koncentraci 0,2 % (w/v). Do suplementovaného Sterilniho MRS
bujonu byl pfidan etanol (96% jemny potravinaisky lih) v koncentraci 0; 3 a 6 % (v/v). Vliv
koncentrace etanolu na produkci BA byl proveden v trojim opakovani pro kazdou koncentraci.
Stejnym zpisobem byla u kazdé koncentrace pfipravena kontrola (slepy vzorek nezaockovany

bakterialni suspenzi sledovaného kmene).

6.1.2 Kultivaéni médium
Médium: Lactobacillus MRS broth
Slozeni kultiva¢niho média je nasledujici (viz Chyba! Nenalezen zdroj odkazii.):

Tab. 3. Slozeni{ kultivacniho média

Ingredience Mnozstvi
Pepton 10,00 g/l
Masovy extrakt 10,00 g/l
Kvasni¢ni extrakt 5,00 g/l
Dextroza 20,00 g/i
Hydrogenfosfore¢nan draselny | 2,00 g/l
Tween 80 1,00 g/l
Citran amonny 2,00 g/l
Octan sodny 5,00 g/l
Siran hofecnaty 0,10 g/l

Siran manganaty 0,05 g/l




Piprava pidy: Bylo navazeno 55,15 g média Lactobacillus MRS Broth. K navazce bylo pfidano
5 aminokyselin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) - tyrozin, arginin, ornitin, histidin a lyzin - kazda
v koncentraci 0,2 % (w/v). Vse bylo rozpusténo v 1000 ml vody. Nasledné byla provedena uprava
pH na hodnotu 4,5 pomoci 0,1M HCI a byla uskute¢néna sterilace (Varioklav, Steam Sterilizers,
H+P Labortechnik, Oberschleissheim, Germany) pfi teploté 121°C po dobu 15 minut. Do sterilniho

média pied zaoCkovanim zkouSenou kulturou byl ptidan etanol v koncentraci 0; 3 a 6 % (v/v).

6.1.3 Priprava bakterialni suspenze

Ptiprava inokula byla provedena pomnozenim vyizolované kolonie bakterii v prostfedi podobném
dekarboxylacnimu médiu bez ptidavku etanolu (bujon s ptidavkem vSech 5 aminokyselin
v koncentraci 0,2 % (w/v)) po dobu 24 hodin pii optimalni teploté pro danou kulturu (30 £+ 1°C).

Nasledné byl bujon o objemu 3 ml zaockovan vzdy 25 ul inokula bakterii narostenych pies noc.

6.1.4 Kinetika produkce biogennich amint

Vzorky byly odebirany v casech 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 30, 34 a 48 hod od zaoCkovani (¢as 0).
Soucasné se vzorky (kazdy vzorek v trojim opakovani pro jednotlivou koncentraci etanolu) byly

kultivovény 1 kontroly (nezaockované zkumavky).

6.2 Pribéh experimentu a stanoveni biogennich amini

Bujon po kultivaci testovanych mikroorganizmt byl centrifugovan (3 421 x g; 22 = 1 °C; 20 minut;
odstfedivka EBA 20, Hettich UK) a ziskany supernatant byl zfedén 1,2 M kyselinou chloristou
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) v poméru 1:1 (v/v). Okyselena smés byla filtrovana (velikost port
0,45 um). Vznikly filtrat byl podroben derivatizaci.

Produkce BA (tyraminu, fenyletylaminu, putrescinu a kadaverinu) byla stanovovana pomoci
kapalinové chromatografie na reverznich fazich (RP-HPLC), kde byl jako interni standard pouzit
1,7-heptanediamin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) o objemul00 pl a koncentraci 500 mg/I.
Nasledné byl pfidan 1 ml kyselého hydrolyzatu supernatantu, 1,5 ml uhli¢itanového pufru a 2 ml
dansylchloridu o koncentraci 5 g/l. Tato smés byla tiepana v temnu po dobu 20 hodin. Poté bylo
ptidano 200 pl roztoku prolinu (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) o koncentraci 100 g/l. Tim byla
derivatizacni reakce pozastavena. Danzylderivaty byly podrobeny extrakci, byly vytfepany
do heptanu (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) o objemu 3 ml. Heptanova vrstva byla odebrana
v objemu 1 ml a nasledné odpatfena pod dusikem pii 60 + 2 °C. Ziskany odparek byl rozpustén
v acetonitrilu (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) o objemu 1,5 ml.



Derivatizované vzorky byly filtrovany (porozita 0,22 pm) a nanaseny na kolonu (kolona Zorbax
RRHD C18 s rozméry 50 mm x 3,0 mm a velikosti ¢astic 1,8 um, Cogent USA,; termostat kolony
Agilent 1260 Infinity, UV/VIS DAD detektor Agilent 1200, Agilent Technologies, USA; binadrni
pumpa a autosampler LabAlliance, USA) s UV detekci (A = 254 nm). Rychlost pritoku mobilni
faze byla 0,45 ml/min. Program gradientové eluce je znazornén v Tab. 4. Analyza probihala pfi
teploté 30 °C.

Kazdy vzorek (véetné kontrol, n = 4; v kazdém odbérovém Case pro kazdou koncentraci etanolu
n=144) byl derivatizovan dvakrat a derivatizovana smés byla na kolonu nanesena ve dvojim

opakovani (n=576). Vysledky byly vyhodnoceny pomoci softwaru Clarity.

Tab. 4. Program gradientové eluce

Cas [min] Koncentrace acetonitrilu v mobilni fazi[%]
10% (v/v) acetonitril | 100% (v/v) acetonitril
00 39 61
0,1 39 5
14 30 =5
> 17 83
o 0 100
o 0 100
115 39 =
15,5 39 o




7 VYSLEDKY A DISKUZE

U kmene Lactobacillus brevis RIBM 2-69 byl sledovan vliv faktori ovliviiujici dekarboxylazovou
aktivitu. Sledovany mikroorganizmus byl kultivovan v médiu obohaceném o aminokyseliny, které
slouzi jako prekurzory testovanych BA. Ptidany byly aminokyseliny tyrozin, arginin, ornitin,
histidin, lyzin, kazda v koncentraci 0,2 % (w/v). U zkoumaného mikroorganizmu byl pozorovan
ucinek 0; 3 a 6 % (v/v) koncentrace etanolu, pfi¢emz Kultivacni teplota byla 30 °C a pH bylo

upraveno na hodnotu 4,5, ktera odpovida pH v pivé [30].

7.1 Vliv koncentrace etanolu na kinetiku produkce biogennich amini kmenem

Lactobacillus brevis RIBM 2-69 ristovém prostiedi

Za rizné upravenych podminek in vitro byla u kmene Lactobacillus brevis RIBM 2-69
monitorovana kinetika produkce BA, konkrétné tyraminu.

Obecné Ize oznacit druh Lactobacillus brevis za kontaminantu, ktera je schopna narusit
mikrobiologickou stabilitu piva. Znehodnoceni piva timto kmenem je dano zejména jeho schopnosti
odolat n¢kolika stresovym faktorim, jako koncentraci alkoholu, hotkym chmelovym latkam,
pretlaku CO; a SO,. Zvysena koncentrace hotkych chmelovych latek je pfi¢inou sniZeni specifické
ristové rychlosti a prodlouzenim lag-faze [29, s. 341].

Laktobacily jsou mezofilni mikroorganizmy majici dekarboxylazovou aktivitu a k jejich rustu
je idedlni teplota mezi 20 °C a 37 °C. Teplota, pii které byl pokus uskute¢iiovan, byla 30 £ 1 °C
a nachazi se tedy ve vySe uvedeném rozmezi. Bylo upraveno pH na hodnotu pH 4,5, které
je optimalni pro ¢innost dekarboxylaz [9, s. 44].

Optimalni podminky vedou nejen K rtstu vétSiny mikroorganizmti, ale také k produkci a aktivité
jejich  enzym. Naopak vliv etanolu muize mit baktericidni (mikrobicidni) uCinky
[2,s.219], [8, s. 14], [9, s. 44], [12, s. 168, 169].

Pii 0; 3 a 6% (v/v) koncentraci etanolu, pH odpovidajici hodnoté 4,5 a pfi inkubacni teploté
30 £ 1 °C byla u testovaného kmene zjisténa schopnost produkce detekovatelnych mnozstvi
tyraminu (TYR), histaminu a kadaverdinu. V bakalafské praci jsou zpracovany pro ucely sledovani
kinetiky pouze vysledky produkce TYR, jelikoz pravé TYR (jako jediny z pfitomnych BA) byl

produkovan v koncentraci vyssi nez 2 mg/1.



Vliv 0; 3 a 6% (v/v) koncentrace etanolu na produkci TYR je graficky znazornén na Obr. 8.

Nejprudsi rozvoj dekarboxylazové aktivity byl zaznamenan v kultivaénim prostfedi bez pritomnosti
etanolu (viz Obr. 6 — 8). Zde doslo také k nejvyssi produkci TYR danym mikroorganizmem,
pficemz maximalni mnozstvi TYR bylo zaregistrovano po uplynuti 34 hod od zaockovani, a to
288,411 mg/l. Vtomto médiu zacala byt tyrozindekarboxylaza nejvice aktivni po 8 hod
od zaockovani. Do té doby (do Sesté hodiny kultivace) Lactobacillus brevis setrvaval ziejmé v lag-
fazi a prizptisoboval se rustovym podminkam. Béhem doby lag-faze byl TYR v médiu s 0% (v/v)

koncentraci etanolu produkovan v rozmezi 5,488 — 7,670 mg/I.

Obdobny poznatek byl zjistén i pii pouziti 3% (v/v) koncentrace etanolu v médiu (viz Obr. 6), kdy
doba lag-faze probihala do 8. hodiny od zaockovani. V lag-fazi se zvysila koncentrace TYR
z 3 mg/l na 6,251 mg/l. Nejvyssi mnozstvi TYR v tomto médiu bylo taktéz vyprodukovano
po uplynuti 34 hod od zaoCkovani, konkrétné 134,029 mg/l. Ttiprocentni koncentrace etanolu
prokazala inhibi¢ni u¢inek na aktivitu pfislusné dekarboxylazy, tim padem produkce TYR

nedosahovala takového mnozstvi jako v médiu s 0% (v/v) koncentraci etanolu.
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Obr. 6. Kinetika produkce TYR kmenem Lactobacillus brevis RIBM 2-69

pri 0 a3 % (v/v) koncentraci etanolu v ristovém prostredi

Vmédiu s 6% (v/v) koncentraci etanolu (viz Obr. 7) doslo k prodlouzeni doby lag-faze
a dekarboxylaza byla vice aktivni aZ po 12. hod od zaoCkovéani. Béhem této doby byl TYR
produkovan v mnozstvi 6,280 mg/l az 7,804 mg/l. Hodnota 23,229 mg/l v c¢ase 34 hod



od zaockovani odpovida nejvyssi koncentraci TYR vtomto médiu. Plsobenim 6% (v/v)
koncentrace etanolu v médiu je mnozstvi TYR nejnizsi pfi porovnani S nulovou a tfiprocentni
koncentraci etanolu. Kmen Lactobacillus brevis RIBM 2-69 produkoval pii 6% (v/v) koncentraci

vvvvvvvv

ze ptidavek zemédélského lihu inhiboval riist a tim padem i produkce biogenniho aminu.
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Obr. 7. Kinetika produkce TYR kmenem Lactobacillus brevis RIBM 2-69 pri

0 a 6% (v/v) koncentraci etanolu v riistovém prostredi

Inhibi¢ni G¢inek byl taktéz prokazan na produkci BA kadaverdinu a histaminu, jelikoz tyto BA byly
detekovany jen v médiu neobsahujici alkohol. Pfi nulové koncentraci etanolu bylo nejvice
vyprodukovano kadaverdinu v ¢ase 48 hod od zaockovani, a to 0,490 mg/l (nepublikovana data).
V ¢case 34 hod od zaockovani byla v médiu neobsahujici etanol zaznamenana nejvyssi koncentrace

histaminu o hodnoté€ 0,5973 mg/1 (nepublikovana data).

Na zaklad¢ ziskanych vysledkt u analyzovaného kmene Lactobacillus brevis RIBM 2-69 lze
konstatovat, ze S rostouci koncentraci pfidané¢ho etanolu byla jeho dekarboxylazova aktivita nizsi
a byla potlacena produkce BA tyraminu. S vyssi koncentraci etanolu je také spojena delsi doba

lag-faze ptislusného mikroorganizmu.

Dalsim faktorem, ktery prodluzuje lag-fazi a produkci BA je pfitomnost hotkych chmelovych latek,
jak publikuje Matoulkova et al. (2012) ve své studii [29, s. 341.] Pridavek pryskyfic v podobé



chmelovych extrakti bude moznym pokraCovdnim tohoto experimentu, kdy bude sledovan

konkrétni vliv na vybrany kmen Lactobacillus brevis.

Uvazime-li efekt ptfidavku inhibi¢nich latek, do jist¢ miry je mozné zamezit potencidlni
kontaminaci piva zpusobené laktobacily, nebo omezit jejich rozvoj a predejit intoxikaci

zptisobené nadmérnym piijmem BA.

Pti konzumaci potravin ¢i napoju se zvySenym obsahem ptitomnych BA pievysujici limitni hodnoty
(viz kapitola 2.2.2) mohou byt u konzumenta vyvolany negativni zdravotni nasledky, jako jsou
napf. hypertenze, migréna ¢i alergické reakce. Pro senzitivni jedince je doporu¢ena maximalni

koncentrace TYR v pivé 6 mg/l [5, s. 72, 73].

Kromé& mnozstvi BA, maji dilezitou roli v pivé i koncentrace etanolu. Samotny rozsah zdravotnich
nasledkl zavisi také na vlastnim detoxika¢nim systému jedince, na synergickém ucinku predevsSim

alkoholickych napoijti a 1éki [28, s. 123, 124], [31, s. 156].

Detoxikaéni systém jedince je zalozen na aktivité¢ enzymti monoaminooxidazy, diaminoooxidazy
a histidinmethyltransferazy. Pokud konzument neuziva 1éky narusujici aktivitu monoaminooxidaz,
nekonzumuje potraviny s vysokym obsahem BA (napf. pivo, syr), nehrozi u n&j intoxikace
[8s.17], [28, s. 123, 124].

300 -
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200 -
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150 - 0 % (v/v) etanolu
3 % (v/v) etanolu

100
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Obr. 8. Kinetika produkce TYR kmenem Lactobacillus brevis RIBM 2-69 pri

0; 3 a 6% (v/v) koncentraci etanolu v ristovéem prostiedi



8 ZAVER

V této praci bylo pojednano o biogennich aminech a wvnéjSich faktorech pusobicich

na dekarboxylazovou aktivitu grampozitivnich bakterii. Za rizné upravenych podminek in vitro

byla sledovana kinetika produkce biogennich amini u kmene Lactobacillus brevis RIBM 2-69

ze Sbirky pivovarskych mikroorganizmt (RIBM) Vyzkumny ustav pivovarsky a sladafsky, a.s.,

V Praze.

Na zaklad¢ vysledkt praktické ¢asti 1ze formulovat nasledujici zavery:

Testovany kmen Lactobacillus brevis RIBM 2-69 byl schopen detekovatelné produkce

tyraminu, fenyletylaminu, putrescinu a kadaverinu.

Tyramin byl produkovan nejhojnéji (maximalni produkce v médiu bez etanolu dosihla

koncentrace az 284,298 mg/1), proto byla u néj sledovana kinetika produkce.

Dekarboxylazova aktivita u Lactobacillus brevis RIBM 2-69 byla prokazateln¢ potlacovana
rostouci koncentraci pfidaného etanolu bez ohledu na ostatni (dekarboxyldzovou aktivitu

podporujici) podminky.

Doporucena koncentrace tyraminu v pivu je 6 mg/l, pficemz potraviny a napoje obsahujici

tyramin je mozné konzumovat v mnozstvi 100 — 800 mg/den, aniz by doslo k intoxikaci.

Obsah etanolu v pivé (podle Natizeni rady (ES) ¢. 510/2006) se pohybuje v rozmezi
2,6 —6,0 %.

Koncentrace tyraminu pii pisobeni 3% (v/v) koncentrace etanolu dosahuje hodnoty
az 130,274 mg/l a pii ptisobeni 6% (v/v) koncentrace etanolu je zaznamenana nejvyssi

koncentrace tyraminu odpovidajici 20,133 mg/I.

S rostouci koncentraci etanolu byla inhibovana dekarboxylazova aktiva piislusného
mikroorganizmu. Omezenou produkei v pfitomnosti etanolu je snizeno ptipadné zdravotni

riziko plynouci z nadmérné konzumace biogennich amint.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BA Biogenni aminy

GDL Glukono- 5-lakton

BMK Bakterie mlé¢ného kvaseni

TLC Chromatografie na tenké vrstveé

HPLC Vysokoucinna kapalinové chromatografie

RP-HPLC  Kapalinova chromatografie na reverznich fazich
GC Plynova chromatografie
PCR Polymerazova tfetézova reakce

EMP draha Embden—Meyerhof-Parnasova draha
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