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ABSTRAKT

Bakalafskd prace se zabyva izolaci mikroorganismii degradujicich biogenni aminy
z fermentovanych vyrobku. Teoreticka Cast zahrnuje popis biogennich amint, jejich cha-
rakterizaci, vyskyt a vyznam v potravinach a popis mikroorganismi degradujicich biogen-
ni aminy. Praktickd ¢ast se zabyva izolaci degradujicich mikroorganismii
z fermentovanych mastnych vyrobk a néslednym vyhodnocenim vysledkt. Bylo izolova-
no 36 kment a byla ovéiena jejich degradacni schopnost pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie s UV detekci po pfedchéazejici derivatizaci dansylchloridem. V celém expe-
rimentu byl nejlépe degradovanym aminem putrescin, nejhiife degradovanym aminem ka-
daverin. Nejvétsi degradacni schopnost vykazoval kmen XY7, ktery byl izolovan z Polica-
nu, u kterého koncentrace vSech sledovanych aminii poklesla minimalné o 85%. Nejlépe

degradoval histamin, obsah byl snizen o0 95%.
Kli¢ova slova:

Biogenni aminy, mikroorganismy, degradace, fermentované masné vyrobky, izolace

ABSTRACT

The aim of this bachelor thesis is the isolation of biogenic amines degrading microorgan-
isms from fermented meat products. The theoretical part describes the biogenic amines,
their characterization, occurrence and importance in food and the description of microor-
ganisms degrading biogenic amines. Practical part deals with isolation of microorganisms
degrading biogenic amines from fermented meat products and evaluation of our results.
We isolated 36 strains and verified their degradation ability by high performance liquid
chromatography with UV detection after previous dansyl chloride derivatization. Through-
out the experiment, the most degraded amine was putrescine, the worst degraded amine
cadaverine. Strain XY7 was izolated from Poli¢an, showed the greatest degradation ability.
The concentration of all the monitored amines decreased by at least 85%. The best degrad-

ed was histamine, its content was reduced by 95%.
Keywords:

Biogenic amines, microorganisms, degradation, fermented meat products, isolation
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UvVOD

Zvyseny zajem o biogenni aminy vyplyva z prohlubujicich se znalosti jejich plisobeni na
Cloveka. I kdyzZ jsou pro Cloveéka nepostradatelné, ve vysokych koncentracich mohou byt

pro telo toxické. Proto jsou obecné povazovany za potravinove riziko

Tento fakt spolu s ekonomikou vyroby je divodem pro kontrolu mnozstvi biogennich ami-
ntu. V EU pro né nejsou stanoveny maximalni pfipustné hodnoty. Vyjimkou je histamin v
rybach a rybich vyrocich, kde je jeho pfipustné mnozstvi stanoveno na 100 mg.kg" (Nafi-

zeni Evropského parlamentu a Rady (ES), 2073/2005).

Nejcastéji vznikaji biogenni aminy dekarboxylaci. Fermentované produkty maji vysoky
obsah biogennich amint, protoze k jejich vyrobé¢ se vyuziva startérovych kultur, které mo-

hou mit praveé dekarboxylazovou aktivitu.
Protoze v nékterych ptipadech neni mozné se vyhnout vyskytu biogennich amint, vyuziva-
ji se také kultury, které jsou schopny biogenni aminy degradovat nebo ovliviiuji vnéjsi pro-

stfedi a tim omezuyji 1 jejich vznik.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOGENNI AMINY - CHARAKTERIZACE, VYSKYT A VYZNAM
V POTRAVINACH

1.1 Charakterizace

Biogenni aminy jsou netékavé bazické nizkomolekularni latky vykazujici biologickou ak-
tivitu. Byvaji produkovany a degradovany zivoc€ichy, rostlinami a mikroorganismy (Vidal-
Carou et al., 2010, s. 400; Halasz et al., 1994; s. 42; Batimlisberger et al., 2015, s. 840).
Délime je dle po¢tu aminoskupin, chemické struktury, mista vzniku a fyziologické funkce.
Dle poctu aminokyselin se biogenni aminy déli na monoaminy - tyramin, fenylethylamin;
diaminy - histamin, serotonin, putrescin, kadaverin, tryptamin a polyaminy - spermin,
spermidin, agmatin (Fernandes a Gloria, 2015, s. 301).

Dle mista vzniku se biogenni aminy dé€li na endogenni (biogenni) a exogenni (pfirodni
/natural). Hranice mezi endogennimi a exogennimi biogennimi aminy se mohou piekryvat.
Exogenni jsou syntetizovany in situ jako vysledek normalni metabolické aktivity. Endo-
genni vznikaji ptisobenim dekarboxyldz bakteridlniho ptivodu (Vidal-Carou et al., 2010, s.
400; Halasz et al., 1994; s. 42; Stadnik a Dolatowski, 2010, s. 252).

Dle chemické struktury mohou byt biogenni aminy rozdéleny na aromatické monoaminy -
tyramin, fenylethylaminy, heterocyklické aminy - histamin a tryptamin, serotonin; alifatic-
ké diaminy - kadaverin a putrescin a alifatické polyaminy - agmatin, spermidin a spermin
(Vidal-Carou et al., 2010, s. 400; Stadnik a Dolatowski, 2010, s. 252).

Heterocyklické aminy mohou byt déle rozdéleny na indolaminy - serotonin a imidazoliny -
histamin (Fernandes a Gloria, 2015, s. 301).

Dle fyziologické funkce néktefi autofi rozliSuji polyaminy a biogenni aminy (Fernandes a

Gloria, 2015, s. 301).

1.1.1 Fyziologické piisobeni biogennich amini

Biogenni aminy a polyaminy maji vyznamnou regulaéni roli pfi fizeni fyziologickych
funkci. BéZné se podileji na fadé metabolickych procesi, a proto jsou pro télo v nizkych
koncentracich nepostradatelné. Za nékterych okolnosti, zejména se jednd o sniZenou
schopnost degradace a pfijem vysokych koncentraci, mohou pfedstavovat potencidlni

zdravotni riziko (Fernandes a Gloria, 2015, s. 301).
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U rostlin ovliviiuji déleni buné€k, diferenciaci, tvorbu kvétu a plodu, syntézu stresovych
faktort (Halasz et al., 1994, s. 42).

V lidském téle piisobi hlavné jako hormony a neurotransmitery. Mohou byt také prekurzo-
ry alkaloidl, nukleovych kyselin a proteinii. Jsou povazovany za vasoaktivni a psychoak-
tivni latky. (Stadnik a Dolanowski, 2010; s. 252; Baiimlisberger et al., 2015, s. 840). Poly-
aminy jsou dulezité pro normalni funkci imunitniho systému, bunéénou proliferaci a dife-
renciaci, reparaci a stabilizaci bunéénych membran. Maji antioxidacni G¢inky, zpomaluji

starnuti a opotfebovani bunék. (Halasz et al., 1994, s. 42; Silla Santos, 1996, s. 213)

vvvvvv

vevr

s. 678 — 680, Alvarez a Moreno-Arribas, 2014, s. 147-148; Velisek 2002)

Histamin Uvolnéni katecholaminti

Kontrakce hladkého svalstva (d€loha, stieva, pradus-
ky)

Stimulace smyslovych a motorickych neuronti
Sekrece Zalude€nich kyselin

Periferni vasodilatace

Hypotenze

Navaly horka, bolesti hlavy

Tyramin Periferni vasokonstrikce

Hypertenze, tachypnoe

Zvyseni respirace

Slzeni, slinéni

Zvyseni obsahu cukru v krvi

Uvolnéni noradrenalinu z nervového systému

Migrény

Putrescin a kadaverin | Hypotenze
Bradykardie, zpomaleni srde¢ni ¢innosti
Tonické kieCe zvykacich svall

Céste¢na paralyza koncetin

Fenylethylamin Uvolnéni noradrenalinu z nervového systému
Hypertenze, zvySeni krevniho tlaku

Migrény

Tryptamin Hypertenze, zvySeni krevniho tlaku
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1.1.2 Patologie biogennich amini

Biogenni aminy piedstavuji zdravotni riziko pouze v ptipadé¢ piijeti vysokych koncentraci,
které se dostanou ze zazivaciho traktu az do ob¢hového systému. Zalezi také na citlivosti
jedince. Intolerance je disledek nepoméru mezi piisunem a odbouravanim amini v téle

(Batimlisberger et al., 2015, s. 840).

Histamin a tyramin jsou hlavni biogenni aminy ohrozujici lidské zdravi. Fenylethylamin a
tryptamin jsou mén¢ toxické (Kamenik, 2012, s. 74 -75). Detoxikace probiha ve stievé
pusobenim monoaminooxidaz (MAQO) a diaminoxiodaz (DAO). Tyto enzymy jsou inhibo-
vany tzv. inhibitory monoaminooxidazy (IMAO), jde napt. o alkohol a antidepresiva (Ha-

lasz et al., 1994 s. 42; Shalaby et al., 1996, s. 676; Baiimlisberger et al., 2015, s. 840).

Aminové intoxikace mohou zptisobit tzv. pseudoalergii, kterd se vétSinou projevi do 4 ho-
din. Ptiznaky mohou byt bolest hlavy, potize s dychanim, bronchidlni astma, prijjem, Zalu-
decni kiece, kolisani krevniho tlaku, urtikaridlni exantém. Byly zaznamenany ptipady, kdy
doslo 1 k anafylaktickému Soku (Batimlisberger et al., 2015, s. 840; Silla-Santos, 1996, s.
223 - 224, Stadler a Linenback, 2009, s. 342).

Biogenni aminy byvaji povazovany za prekurzory karcinogenl. V pfitomnosti dusitanil
nebo bilkovin tvofi karcinogenni nitrosaminy. Pozadavek polyamidil je zvIasté vysoky u
rapidné se délicich tkani, proto jsou putrescin, spermidin a spermin dilezité pro nadorovy
rust (Shukla et al., 2011, s. 184). ZvySené¢ mnozstvi polyaminii bylo nalezeno také pfi ji-
nych patologickych stavech, napf. pfi infekci, polycytemii rubra vera, systémovém lupus
erytematoides, uremii, chronické hepatitid¢, cirhoze jater, cystické fibroze, inzulin depen-
dentnim diabetes mellitus, svalové dystrofii a Alzheimerové chorobé. (Alvarez et al., 2014,

5. 152)

1.1.3 Vznik biogennich aminii

Biogenni aminy jsou derivaty aminokyselin. Volné aminokyseliny se ziskavaji béhem fer-
mentace z bilkovin nebo z neproteinogennich dusikatych latek. (Vidal-Carou et al., 2010,
s. 400; Stadnik a Dolanowski, 2010; s. 252; Batimlisberger et al., 2015, s. 840).

Mnoho biogennich amintl je pojmenovano dle svych prekurzord (napft. histidin — hista-

vvvvvv

nich aminti ukazuje obrazek 1.
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Obr. 1: Vznik nejdulezitéjsich biogennich aminit z aminokyselin. (Upraveno podle

Halasz et al., 1994, s. 43, s. 258, Ledvina, 2010)
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Biogenni aminy vznikaji nejcastéji pomoci bakteridlnich dekarboxyldz. Tento enzym ma
obvykle absolutni substratovou specifi¢nost a byva velmi ovlivnén podminkami prostiedi.
Kofaktor je derivatem vitaminu B¢ (pyridoxalfosfatu; PLP), (Vidal-Carou et al., 2010, s.
400; Ledvina, 2010).

Neékteré MO vyuzivaji dekarboxylaci kvili ziskani energie, nebo ke své ochran¢ pied kyse-
lym prostfedim produkovanym ostatnimi bakteriemi - zvySuji protonovy gradient a tim
snizuji cytoplazmatické pH (Batimlisberger et al., 2015, s. 840).

BA mohou vznikat také transaminaci a aminaci aldehydtl a ketonli nebo hydrolytickou
degradaci neproteinogennich dusikatych latek (Halasz et al., 1994 s. 42; Baiimlisberger et
al., 2015, s. 840)

Biogenni aminy produkuji kvasinky, grampozitivni i gramnegativni bakterie. Grampozitiv-
ni bakterie maji nejvyssi podil na produkci biogennich aminii, gramnegativni bakterie by-
vaji ¢asto inhibovany pfi fermentaci nebo hygienickymi postupy pii vyrob¢ (Linares et al.,
2012, Ladero et al., 2011).

Produkce biogennich amini je podpotfena dostupnosti volnych aminokyselin, pfitomnosti
dekarboxyldaza pozitivnich mikroorganismti a piitomnosti pyridoxalfosfatu. Produkci
ovliviiyji 1 podminky vnéjSiho prostiedi, napt. hladina pH, koncentrace NaCl, teplota, re-
doxni potencidl a aktivita vody. Produkci negativné ovliviiuje pfitomnost antimikrobnich
latek, napt. sorbanu draselného (Vidal-Carou et al., 2010, s. 400, Stadnik a Dolanowski,
2010; s. 252, Shukla et al., 2011, s. 182; Halasz et al., 1994 s. 42).

1.2 Vyskyt a vyznam v potravinach

Biogenni aminy se nachazeji ve vSech potravinadch obsahujicich bilkoviny. Volné aminy
vytvareji typickou chut’ zralych potravin a jsou prekurzory nékterych aromatickych slou-
¢enin. (Stadnik a Dolanowski, 2010; s. 253) Z diivodu zminéného v kapitole 1.1.1 je dobré

védet, jaké biogenni aminy lze v jednotlivych potravinach oc¢ekavat.

Potraviny obsahujici vySsi koncentrace biogennich jsou napi. ryby, maso, syry, ovoce a
zelenina, ofechy, vino a pivo. NejCastéj§imi BA v potravindch jsou histamin, tyramin, ka-
daverin, fenylethylamin, spermin a spermidin, putrescin, tryptamin a agmatin. V mase a
rybach mize byt nalezen i dopamin a oktopamin (Vidal-Carou et al., 2010, s. 400, Stadnik
a Dolanowski, 2010, s. 253).
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Potraviny z hlediska vzniku biogennich aminti mizeme délit na fermentované, kde aminy
vznikaji pfevazné vlivem startérovych kultur, a nefermentované, kde aminy vznikaji ¢in-

nosti hnilobnych bakterii. (Kalhotka, 2007).
1.2.1 Nefermentované potraviny

1.2.1.1 Ryby a plody more

Maso ryb se vyznacuje vysokou hodnotou aktivity vody, nizkym obsahem sacharidi a tu-
kt. Proto rychle podléha zkaze. Nejvétsi mnozstvi mikroorganismli miize byt nalezeno
v oblasti zaber, pfipadné v zazivacim traktu. Na kaZeni se podili pfedev§im tyto mikroor-
ganismy: Pseudomonas, Alteromonas, Moraxella, Acinetobacter a pii vyssich teplotach

také Bacillus, Micrococcus (Kalhotka, 2007).

Nejvice rizikové je maso ryb s vysokym obsahem histidinu ve svaloving. Jde napf. o mak-
relu, tresku, tufidka, sleds, sardinky. Cerstva svalovina obsahuje fadové jednotky mg kg™
histaminu a tyraminu. Pfi $patném skladovani se koncentrace biogennich aminti mize zvy-
Sit az tisickrat. Ve svaloviné se v prubéhu skladovani také tvofi putrescin, kadaverin, tyra-
min. Obsah agmatinu je vysoky u nékterych korysh a suSenych ryb. (Shalaby, 1996, s. 677,
Velisek, 2002)

1.2.1.2 Maso a masné vyrobky

U cerstvé€ porazen¢ho masa jsou hlavnimi BA adrenalin, spermin a spermidin. Ostatni BA
vznikaji aZ béhem skladovani diky mikrobidlni aktivité - putrescin, kadaverin, tyramin.
Vyjimkou miize byt malé mnozstvi exogenniho putrescinu. (Stadnik a Dolanowski, 2010;
s. 253; Halasz et al., 1994; s. 43; Shalaby, 1996). Vysoké koncentrace sperminu jsou ob-
vyklé u masa z teplokrevnych zivoc€ichil. (Halasz et al., 1994, s. 43)

U tepeln€ opracovaného masa jsou spermin a spermidin obvykle jediné detekovatelné BA.
Vyjimecéné miize byt detekovan fenylethylamin a tryptamin. Obecné u tepelné opracova-
nych masnych vyrobkl je obsah histaminu, tyraminu a diamind docela nizky. (Halasz et

al., 1994, s. 43)

Aminy byvaji termorezistentni, ale obCas byvd zaznamenina mald redukce sperminu a
spermidinu béhem tepelného opracovani. Bylo zjisténo, Ze koncentrace tyraminu lze efek-

tivné snizit umytim. (Halasz et al., 1994, s. 43)
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Koncentrace tyraminu, putrescinu, kadaverinu se normaln¢ zvysuje béhem zpracovani a
skladovani masa a masnych vyrobki, zatimco koncentrace spermidinu a sperminu se sni-
zuje nebo zustava konstantni (Halasz et al., 1994, s. 43; Baitimlisberger et al., 2015, s. 840)
Z tohoto duivodu jejich mnozstvi a poméry mohou byt pouzivany jako index hygienickych
podminek syrového materialu a vyroby (Stadnik a Dolanowski, 2010, s. 253)
Cerstvost masa miize byt zhodnocena pomoci tzv. indexu biogennich aminti (BAI) (Vidal-
Carou et al., 2010, s. 404).
BAI — c(Him) + c(Put) + c(Cad)

1+ c(Spd) + c (Spm)

Him — histamin, Put - putrescin, Cad - kadaverin, Spd - spermidin, Spm - spermin, c- koncentrace, mg.kg™

Rovnice 1: Index biogennich aminti (Upraveno podle Stadnik a Dolanovski, 2010,

s. 259 - 260; Vidal-Carou et al., 2010, s. 404)

Pro zdravé, Cerstvé maso je BAI <5, pro pouzitelné maso se znamkami zacinajiciho bakte-
ridlniho znehodnoceni 5-20, pro nizkou kvalitu masa 20-50 a pro zkazené maso >50. Vyu-
zitelnost BAI zalezi na povaze vyrobku. Vysledky jsou pfesnéjsi u ¢erstvého masa a tepel-
n¢ opracovanych produktti nez u fermentovanych produkti. (Stadnik a Dolanowski, 2010,
s. 259-260)

Vzhledem k moZzné pfitomnosti degradérti tento vzorec nemuize byt vyuZit jako absolutni
kritérium. Urceni BA v mase je proto vhodné pro uiféeni pocatecniho sekundarniho znecis-

téni. (Vinci a Antonelli, 2002, s. 519)

1.2.1.3 Miéko

Koncentrace histaminu, tyraminu je v ¢erstvém mléce, mléénych napojich a nefermentova-

cv v

nu a spermidinu (Kalhotka, 2007, s. 32).

1.2.1.4 Ovoce a zelenina

V ovoci a zeleniné se biogenni aminy vyskytuji pfevazné endogenné. Hlavnim biogennim
aminem je tyramin. Mohou se zde vyskytovat 1 konjuganty tryptaminu s mastnymi kyseli-
nami a s kyselinou skoficovou, které maji funkci fungicidni, insekticidni, anebo jako fyto-

hormony. (Kalhotka, 2007, s. 33; Shalaby, 1996, s. 684).
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Ve $penatu se vyskytuje histamin od 200 do 400 mg.kg™. Cerstva zelenina a salaty obsahu-
ji animy v rozmezi 14 az 20 mg.kg"'. Hlavnim aminem je spermidin. V houbéch byl nale-

zen putrescin, tyramin a fenylethylamin. (Kalhotka, 2007, s. 33; Shalaby, 1996, s. 684).

Citrusové plody maji vyssi obsah putrescinu. V lusténinach, kvétaku a brokolice je hodné
sperminu a spermidinu. Velké mnozstvi amint obsahuji dzusy. Pievazujicim aminem zde
byl putrescin, histamin se zde vyskytoval v nizkych koncentracich. (Kalhotka, 2007, s. 37;
Shalaby, 1996, s. 684).

1.2.2 Fermentované vyrobky

U fermentovanych potravin a napoji je pravdépodobnost akumulace vyssich koncentraci
biogennich amind. Akumulace mize byt ovlivnéna i mnoha faktory, které nelze ovlivnit
nebo se jim neda vyhnout, napt. produkce ov¢ich syrii z nepasterizovan¢ho mléka. Nebez-
pecnd je zejména konzumace vice fermentovanych potravin najednou. (Burkova et al.,

2012; Alvarez et al., 2014, s. 152).

1.2.2.1 Fermentované masné vyrobky

Fermentované masné vyrobky patii mezi potraviny, u kterych lze nalézt hned po syrech
nejvice biogennich aminll. Vznikaji spolu s organoleptickymi latkami pti fermentaci nebo
mohou byt disledkem sekundarni kontaminace a nevhodnych podminek béhem zpracovani

a skladovani (Stadnik a Dolanowski, 2010, s. 254-255).

Akumulaci biogennich amina zpusobuji mikroorganismy, které jsou bud’ soucasti ptiroze-
né mikroflory, nebo jsou vyuzivané jako startovaci kultury pfi procesu fermentace (Stadnik
a Dolanowski, 2010, s. 254-255). Pro sniZeni obsahu biogennich aminti se doporucuje vyu-
zit kment, které neprodukuji biogenni aminy a inhibuji rist kultur s dekarboxylazovou
aktivitou nebo vyuzit kmenl s aminooxidazovou aktivitou. (Alvarez et al., 2014, s. 152-

153, Fadda et al., 2002; Gardini et al., 2002).

Fermentované produkty se srovnatelnymi mikrobidlnimi profily se mohou liSit obsahem
jednotlivych BA. To naznacuje zavislost interakci vnitifnich a vnéjSich faktora. (Stadnik a

Dolanowski, 2010, s. 254-255).

Hladina biogennich aminti u fermentovanych masnych vyrobkl kolisa v ramci typu pro-
duktu, vyrobce a Sarze. NejvysSsi nartist byvd zaznamendn na pocatku fermentace. Na
mnozstvi BA plisobi 1 velikost salamu, kdy vétsi koncentrace aminil se nachazela v salé-

mech s vétSim primérem. Uvnitt salamu byl naméfen vyssi obsah aminl neZ na okraji
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(Kohajdova et al., 2008, s. 42). Ve fermentovanych vyrobcich se vyskytuje tyramin, pu-
trescin a kadaverin, fenylethylamin, tryptamin, spermin a spermidin. (Latorre- Moratalla et
al. 2012, s. 2)

Histamin a putrescin se vyskytuje ve vysSich koncentracich na zacatku fermentace. Ke
konci fermentace dochédzi k narGistu tyraminu a putrescinu. Nejvys$si koncentrace byvaji
zaznamenany u tyraminu, az 145 mgkg'. Vysoké koncentrace byvaji zaznamenany vice
variabiln¢ 1 u kadaverinu a putrescinu. Jejich koncentrace je zavisla na pfitomnosti gram-
negativnich bakterii. Hladiny histaminu byvaji nizké. Hladiny sperminu jsou vyssi nez
spermidinu (Vidal-Carou et al., 2010, s. 403-404, Latorre — Moratalla et al., 2012, s. 1-3).
V salamu Herkules (startovaci kultura Pediococcus pentosaceus a Staphylococcus car-
nosus) bylo po 21 dnech detekovano 123 mgkg” tyraminu, 247 mgkg" putrescinu, 15
mg.kg” kadaverinu, 30 mg.kg" sperminu, 4 mg.kg" spermidinu a 2 mg.kg™ histaminu. V
pripadé pouziti jiné startovaci kultury (S. carnosus, S. xylosus, Lactobacillus farciminis)
byly hladiny biogennich amini zanedbatelné, nejvyssi hodnoty vykazoval spermin 22
mgkg' (Komprda et al., 2004, s. 616 - 617). U salamu Poli¢an bylo naméfeno 89 mg.kg™
tyraminu, 54 mg kg putrescinu a 28,5 mg kg histaminu (Suzzi a Gardini, 2003, s. 43).
Vysoké koncentrace kadaverinu, putrescinu a histaminu svéd¢i o nedodrzeni hygienickych
podminek. Dlouho skladované maso miva zvySenou hladinu kadaverinu. Koncentrace

amint je nejvice ovlivnéna dobou zrani a teplotou. (Vidal-Carou et al., 2010, s. 403-404).

1.2.2.2 Fermentované mlécné vyrobky

NejvyznamnéjS$im fermentovanym mléénym vyrobkem z hlediska obsahu biogennich ami-
nt jsou syry. (Kalhotka, 2007, s. 40) Nejvice tyraminu se nachazi v syrech zrajicich pod
mazem, syrech s vysokodohiivanou syfeninou a plisnovych syrech. Byly zaznamenany
koncentrace histaminu a tyraminu nad 1g.kg”, stovky mgkg" putrescinu a kadeverinu,
desitky fenylethylaminu a minoritni obsah tryptaminu. Za produkci tyraminu jsou zodpo-
védné zejména enterokoky. Nedavno byl identifikovan kmen Lactobacillus casei, ktery by
mohl byt vyuZivan jako konkuren¢ni doplitkova kultura se schopnosti redukce koncentrace

histaminu a tyraminu. (Alvarez et al., 2014, s. 152; Standarova, 2008, s. 39)

1.2.2.3 Fermentované ndapoje

V pivu se nejCastéji vyskytuje tyramin, putrescin, kadaverin a histamin. Celkové mnozstvi
kolisa mezi 15 — 60 mg.I"". Ve ving se vyskytuje putrescin, histamin, tyramin a kadaverin

v koncentracich max. 50 mg.1". Jejich obsah se v jednotlivych vinech znaéng lisi, zalezi
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na suroviné a zpusobu jejiho zpracovani. Biogenni aminy se mohou vyskytovat také

v mostu a mladiné. (Kohadajova et al., 2008, s. 43; Latorre — Moratalla et al., 2012, s. 1-3).
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2 MIKROORGANISMY DEGRADUJICI BIOGENNI AMINY

2.1 Schopnost mikroorganismi degradovat biogenni aminy

Diive probihala fermentace jen diky pfirozen¢ se vyskytujicim mikroorganismiim. Dnes se

pristupuje k vybéru startovacich kultur.

Pti pokusu o kontrolu biogennich aminti by mélo byt potvrzeno, Ze mikroorganismy, které
maji byt pouzity jako startovaci kultury, nevytvareji biogenni aminy a jsou schopny ptertst
autochtonni mikrofléru za podminek vyroby a skladovani (Alvarez et al., 2014, s. 149).
Jedna se o amin negativni kmeny, které postradaji dekarboxylazovou aktivitu a schopnost
degradovat aminokyseliny, pfipadné i jejich prekurzory. V posledni dobé se vyuZivaji i
organismy se schopnosti snizovat hladinu biogennich amint, tj. mikroorganismy

s aminooxidazovou aktivitou (Naila et al., 2010, s. 146).

Je dulezité poznamenat, Ze dosud nebyly provedeny biochemické studie, které by dokazo-
vali, Ze aminooxidazova aktivita je zodpovédna za redukci biogennich aminti ve vyrobcich,
nebo zda jsou podminky fermentace viibec vhodné pro aminooxiddzovou aktivitu (Alvarez
et al., 2014, s. 151). Aplikace mikroorganismi s aminooxiddzovou aktivitou je omezena
koncentraci kysliku, pH a pfitomnosti NaCl a glukosy. Produktem oxiddz je navic H,O»,

ktery miiZze zplsobit ztratu barvy a chuti potravin (Leuschner et al., 1997, s. 10-11).

2.2 Bakterie

V této kapitole je uveden piehled mikroorganismd, které jsou schopny degradovat biogenni

aminy.

2.2.1 Rod Bacillus

Zastupci rodu Bacillus jsou aerobni nebo fakultativné anaerobni, sporulujici grampozitivni
ty¢inky. Byvaji velmi dobfe zndmy pro svou protein degradujici aktivitu (Zaman et al.,

2010, s. 446).

2.2.1.1 Bacillus amyloliquefaciens

Bacillus amyloliquefaciens je bakterie dulezita hlavné kvili produkei restrikéni endonukle-
azy a barnadzy. Barnaaza Casto plsobi jako selektivni antibiotikum, napt. proti Bacilus

antracis nebo nékterym plisnim, napt. Rhizopus. (Shen a Wang, 2015, Fukumoto, 1943,
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Priest a Goodfellow 1987). Tato bakterie degraduje histamin, putrescin a kadaverin. Snizu-
je akumulaci histaminu v rybich fermentovanych omackach. Byla prokazéna vyrazné vyssi

schopnost degradace nez u jinych kment rodu Bacillus (Zaman et al., 2010, s. 445).

2.2.1.2 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis je jednim z modelovych organismt. Byva pfirovnavan urovni prozkouma-
ni k E. coli jen s odlisnosti, Ze studie se vénuji sporulaci a gram pozitivnosti (Juhas et al.,
2014). B. subtilis je katalaza pozitivni mikroorganismus, zkvasuje glukézu, manitol, pro-
dukuje hydrolazy (McKenney, et al., 2012, s. 33—44). Ma velkou schopnost degradovat

histamin. Degraduje i putrescin a kadaverin. (Zaman et al., 2010, s. 445)

2.2.1.3 Bacillus coagulans

Bacillus coagulans je kataldza pozitivni. M4 schopnost produkce laktatu. Ve stacionarni
fazi rlstu se mize jevit jako gramnegativni. Sporulujici formy byvaji velmi Casto vyuziva-
ny jako probiotika pro pacienty s dlouhodobou antibiotickou lécbou. (Endres, J. R.; et al.,

2009). Byla prokazana schopnost degradace histaminu (Mah a Hwang, 2009, s. 798).
2.2.1.4 Jiné

Vyznamnymi histaminovymi degradéry byli také Bacillus megaterium (Kim et al., 2006, s.
120), Bacillus humi. (Zaman et al., 2010, s. 445).

2.2.2 Rod Staphylococcus

Zastupci rodu Staphylococcus jsou fakultativné anaerobni, grampozitivni koky. Ackoliv
jejich proteolytickéd aktivita by mohla stimulovat aminogenezi poskytovanim prekurzort
aminokyselin, byl prokdzan potencial proteolytickych stafylokokil inhibovat biogenni pro-

dukci. (Latorre — Moratalla et al., 2012, s. 4)

2.2.2.1 Staphylococcus xylosus

Staphylococcus xylosus je koaguldza negativni potencidln€ patogenni organismus. Bézné
se vyskytuje na kazi. Byva vyuzivan k fermentaci masnych vyrobkl. Bylo prokdzano, ze
ma nejlepsi schopnost degradovat histamin a tyramin. Nékteré¢ kmeny byly schopny degra-
dovat az 100 % histaminu (Martuscelli et al., 2000, s. 231). Vyuziti téchto kment jako star-
térové kultury vedlo k mirnému snizeni koncentrace biogennich amind (Gardini et al.,

2002).
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2.2.2.2 Staphylococcus carnosus

Staphylococcus carnosus je koaguldza negativni degradér histaminu, putrescinu a kadave-
rinu. Snizuje akumulaci histaminu v rybich fermentovanych oméckach. (Zaman et al.,

2010, s. 445).

2.2.2.3 Dalsi

Mezi degradéry histaminu, putrescinu a kadaverinu se fadi 1 Staphylococcus intermedius a
Staphylococcus condimenti (Zaman et al., 2010, s. 445). Staphylococcus equorum ve fer-
mentovanych masnych vyrobcich redukoval 45 % kadaverinu, v kombinaci s Lactobacillus
casei redukoval obsah kadaverinu az o 75 % (Latorre — Moratalla et al., 2012, s. 4). Sta-

phylococcus epidermidis degraduje histamin (Wang et al., 2015, s. 400).

2.2.3 Rod Brevibacterium

Zastupci rodu Brevibacterium jsou striktn€ aerobni gram pozitivni mikroorganismy vysky-
tujici se v riznych morfologickych formach. Casto tvoii dvojice. Zajem v potravinafstvi
vzbuzuje produkce aminokyselin, napt. kyseliny glutamové, pouzivaji se pifi zrani syri

(Bets, 2006).

Brevibacterium linens ma schopnost degradovat histamin a tyramin (Zaman et al., 2010, s.

441).

2.2.4 Rod Micrococcus a Kocuria

Zastupci rodu Micrococcus jsou grampozitivni koky. Mohou se vyskytovat v tetradach.
Jsou kataldza a oxidédza pozitivni. Kmeny Kocuria varians maji schopnost degradovat ty-
ramin, ale sou¢asné jsou i producenty tyraminu a histaminu. Micrococcus rubens je schop-
ny degradovat putrescin (Zaman et al., 2010, s. 441). Micrococcus luteus byl schopny de-

gradovat dopamin a tyramin (Leuschner et al., 1997, s. 8).

2.2.5 Rod Lactobacillus

Zastupci rodu Lactobacillus jsou grampozitivni, fakultativné anaerobni nebo mikroaerofil-
ni ty€inky. Obecné starterové kultury obsahujici laktobacily vykazovaly vyssi a€innost pii
redukci biogennich amint neZ kultury obsahujici pouze koaguldza negativni stafylokoky.
Je pravdépodobné, Ze jsou schopni 1épe nahradit endogenni mikroorganismy s potencidlni

aminogenni aktivitou (Latorre — Moratalla et al., 2012, s. 4).
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2.2.5.1 Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum dokaze ve viné degradovat tyramin a putrescin. Bakterie je vhod-
na k pouziti jako startér jablecno-mlécného kvaseni (Dapkevicius et al., 2000, s. 112, Cue-

va et al. 2012).

2.2.5.2 Lactobacillus casei

Kmeny L. casei maji zna¢nou schopnost degradovat tyramin a histamin v syrech. Pti studii
kmeny L. casei byly schopny degradovat az 98 % 2,5 mM roztoku tyraminu. (Fadda et al.
2001). Inokulace komerénich kmenti L. casei muze snizit koncentrace biogennich aminii u
zeleninovych vyrobktl. Ve vin¢ zna¢né degraduje putrescin, histamin a tyramin. Ve studii
provedené Gonzales — Fernandez et al. (2003) mezi vSemi testovanymi dekarboxylaza ne-
gativnimi kmeny vykazoval L. casei nejucinngjsi redukei produkce aminti pravdépodobné

proto, ze tento kmen zputsobil rychly pokles pH béhem fermentace.

Kmeny L. casei vykazuji nejvyssi efektivitu v kombinaci s kmeny Staphylococcus xylosus.

(Latorre — Moratalla et al., 2012, s. 6, Kamenik, 2012, s. 56)

2.2.5.3 Dalsi

Lactobacillus hilgardii a L. curvatus degraduji histamin (Dapkevicius et al., 2000, s. 112).
Lactobacillus curvatus, ale zarovein mize produkovat tyramin. Lactobacillus pentosus de-

graduje tyramin a histamin (Leuschner a Hammes, 1998, s. 289-296).

2.2.6 Rod Pediococcus

Zastupci rodu Pediococcus jsou grampozitivni, nesporulujici koky. Mohou vytvaret tetrady
nebo shluky. Jsou kataldza negativni, fakultativné anaerobni, chemoorganotrofni mikroor-
ganismy. Kmeny Pediococcus acidilacti jsou schopny degradovat tyramin a histamin
v syrech. (Leuschner a Hammes, 1998, s. 289-296). Ve vin¢ byla navic prokazana i degra-
dace putrescinu. Pediococcus parvulus a P. pentosaceus ve vin¢ zna¢né¢ degradovaly his-

tamin, tyramin a putrescin (Garcia - Ruiz et al, 2011, s. 215-220 ).

2.2.7 Jiné

Kmeny Rhodococcus, Arthrobacter a Corynebacterium mohou mit schopnost degradace

histaminu a tyraminu. (Leuschner et al. 1997, s. 9).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 27

2.3 Plisné

Ptiprava a primyslové pouziti aminooxidazy Aspergillus niger IMI17454 ke snizeni bio-
gennich aminti byla popséana v roce 1985. I kdyz autofi navrhovali pouziti v potravinach,
jako jsou syrové, pivni, mostové a kvasinkové extrakty, nebyly hlaSeny specifické udaje
prokazujici uzite¢nost v realnych podminkach produkce potravin. (Hobson a Anderson,

1985).

Moreno-Arribas et al. (2012) vymysleli zptisob snizeni biogennich amint zaloZeny na pou-
ziti enzymatického extraktu z Penicillium citrinun CIAL-274 760 izolovaného z vinic,
ktery ptfidanim do vina snizuje nebo dokonce zcela eliminuje biogenni aminy v syntetic-
kych vinech. V téchto ptfipadech byly signifikantné degradovany histamin, tyramin a pu-
trescin. (Cueva et al., 2012, s. 115 - 120).

Alternaria sp., Phoma sp., Ulocladium chartarum a Epicoccum nigerum degraduji hista-

min, tyramin a putrescin. (Cueva et al., 2012, s. 115-120).

2.4 Kbvasinky

Baiimlisberger et al. (2015, s. 845-846) zkoumali degradacni schopnosti Debaryomyces

hansenii a Yarrowia lipolytica.
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II. PRAKTICKA CAST
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CiL PRACE
Cile teoretické ¢asti byly stanoveny nésledné:

e charakterizace biogennich amind, jejich vznik, vyskyt a vyznam v potravinach

e popis mikroorganizmu schopnych jejich degradace.

Cile praktické ¢asti byly nasledujici:

e izolace mikroorganizmt degradujicich biogenni aminy z fermentovanych masnych
vyrobki

e ovéfeni schopnosti degradace vybranych biogennich aminl izolovanymi kmeny
metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie,

¢ vyhodnoceni vysledkl a formulace zavért.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Izolace degradujicich mikroorganismi z fermentovanych mastnych

vyrobkii

3.1.1 Vzorky

Byla provedena izolace mikroorganizma degradujicich biogenni aminy z 21 fermentova-
nych masnych vyrobk, jejich seznam je uveden v tabulkach 2 a 3. Tyto vyrobky byly za-

koupeny v b&Zné obchodni siti v Ceské republice.

Tab. 2: Skupiny fermentovanych vyrobku, ze kterych byly izolovany mikroorganismy

Syrové Sunky 2
Fermentované masné salamy 19
Fermentované salamy s nizkou kyselosti 11
Fermentované salamy s vyssi kyselosti

Tab. 3: Seznam potravinovych matric, ze kterych byly izolovany mikroorganismy

Paprikas Kostelecky uherak

Klobésa klasik Hermin

Mexicka klobasa Chorizo

Lovecky salam Kmotrova klobésa klasik

Princ Bacansky pikant

Uherak Chilli salamky

Poli¢an Javorovy sirup saldmky

Poli¢an fit Salamky z vepfového masa klasik
PrSut pecené Uherska klobasa

Gombasecka klobasa Gyulai klobasa

Téliszalami

3.1.2 Pristroje a pomucky

e Stomacher Seward
e Vortex

e Sterilni sacky

e Laboratorni vahy Adventurere Pro

e pH metr
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e Sterilizator H+P Varioklav 135S

e Mikrobiologicky inkubator (Memmert)

e Termoblok Benchmark Digital HEAT BLOCK

e Laboratorni tfepacka LT2, KAVALIERGLASS, a. s., Sazava

e HPLC Agilent Technologies (sestava se skldda z binarni pumpy a autosampleru
LabAlliance),

e DAD detektor Agilent Technologies 1260 Infinity a degaser

e Kolona Zorbax Exlipce Plus C18 RRHD

e Laboratorni sklo a plasty

3.1.3 Kultivaéni media a roztoky

Mikroorganismy byly izolovany v mineralnim médiu.

Roztoky nutné pro jeho ptipravu byly:

Roztok KH,PO4

Byl pfipraven navazenim 9,07 g KH,PO4 (Penta) a jeho rozpusténim v destilované vodé
doplnéné do 1000 ml.

Roztok Na,HPO,- 12 H,O

Byl pfipraven navazenim 23,9 g Na,HPO4 - 12 H,O (Penta) a jeho rozpusténim
v destilované vodé doplnéné do 1000 ml.

Roztok stopovych prvki

Roztok stopovych prvkll byl pfipraven navaZzenim piislusSného mnozstvi dale zobrazenych

sloZek (vSechny Penta) a doplnénim do 1000 ml destilovanou vodou.

MnSOy - S HyO v 0,043 g
H3BOs oo 0,057 g
ZnSOy4 - THO ..o, 0,043 g
(NH4)6M07024 - 4 HyO oo 0,037 g
Co (NO3)2 - 6 H2O oo 0,025 g
CuSO4 - S HoO o, 0,040 g
Roztok Mg(SOy) - 7 H,O

Byl ptipraven navaZzenim 10 g Mg(SOy) - 7 H,O (Penta) a jeho rozpusténim v destilované

vodé doplnéné do 1000 ml.
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Roztok Fe (NHy4)2(SOy); - 6 H,O

Byl pfipraven navdzenim 3 g Fe (NH4)2(SO4), - 6 H,O (Penta) a jeho rozpusSténim
v destilované vodé doplnéné do 1000 ml.

Roztok CaCl; - 2 H,O

Byl pfipraven navazenim 1 g CaCl, - 2 H,O (Penta)a jeho rozpusténim v destilované vodé
doplnéné do 1000 ml.

Roztok NaCl

Byl pfipraven navazenim 50 g NaCl (Lach-Ner) a jeho rozpusténim v destilované vod¢

doplnéné do 1000 ml.

Roztok biogennich amint 10x koncentrovany
Roztok biogennich amini byl pfipraven navdzenim ptislusného mnozstvi biogennich ami-
ni (vSechny Sigma-Aldrich) a jejich rozpusténim v 400 ml destilované vody, pH roztoku

bylo upraveno pomoci HCI (Penta) na 6,8.

TYramin ......oecceeveeeeveenieenienieesee e 2g
Putrescin .......ceeveeeviieniieienieeeee 2g
Kadaverin ........cccoevvveevienieeciieeieeene 2g
Histamin .......cccceevviieniiieieeeieeeees 2g
Fenylethylamin ..........ccccoooviiniineinnnns 2g
Tryptamin ......ccccceceeveviineenenieneeeee. 2g

Mineralni médium tekuté
K ptipravé minerdlniho média byly odméfeny pfipravené roztoky v uvedeném mnozstvi a

doplnény do 1 litru destilovanou vodou. Médium bylo pipetovano po 5 ml do zkumavek a

sterilizovéno.

Roztok pufru KHoPOy .eeeeeiiiiiiieeceeee e 20 ml
Roztok pufru Na;HPOy4 - 12 HpO oo 80 ml
Roztok stopovych prvkill........coccueeviiiiiieniiiiieieceee e 2 ml
Roztok Mg(SO4) - 7HaO oo 10 ml
Roztok FE(NH4)2(SO4)2 - 6 HoO weneiiieieeeeeeeee e 10 ml
ROZtOK CaCly * 2 HoO e 10 ml
ROZLOK NACT ..ot 10 ml

Roztok biogennich aminil ..........cccceevieriiiiieniieiieieeeeee, 10 ml
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Mineralni médium tuhé
Mineralni médium tuhé ma stejné slozeni jako vySe zminéné minerdlni médium tekuté.
Navic byl ptfidan agar do obsahu 1,5 %. Po sterilizaci bylo médium rozlévano do sterilnich

Petriho misek.

Fyziologicky roztok
Byl pfipraven navazenim 8,5 g NaCl (Lach-Ner) a jeho rozpusténim v destilované vod¢

doplnéné do 1000 ml. Roztok byl sterilovan.

Plate count agar (PCA)
Byl pfipraven navdzenim 7,4 g PCA (HiMedia) a jeho rozpusténim v destilované vodé

doplnéné do 400 ml. Po sterilizaci bylo médium rozlévano do sterilnich Petriho misek.

3.1.4 Priprava a odbér vzorki

Z jednotlivych potravin bylo do sacku sterilné odebrano 5 g vzorku. Bylo pfidano 45 ml
sterilniho fyziologického roztoku. Vzorky v sd€ku byly homogenizovéany ve stomacheru po
dobu 3 minut. Nasledné bylo o¢kovano 20 pl této suspenze do mineradlniho média pii sepa-
raci fedéni 10" do 3 zkumavek.

Vsechny vzorky byly kultivovany pti 30 °C. Jakmile byl zaznamenan zakal ve zkumavce
(odecty po 48, 72 a 96 hodinach), vzorek byl pteockovan na tuhé mineralni médium a kul-
tivovan pii 30 °C po dobu 2-5 dn.

Poté byla provedena opakovana izolace kolonii na PCA kiiZovym roztérem. Vzorky byly
kultivovany pti 30 °C po dobu 2-5 dnti. (Vitkova, 2016, s. 35-48)

Izolované kmeny byly charakterizovany dostupnymi metodami, byly popsany makrosko-
pické 1 mikroskopické morfologické znaky (kolonie, tvar a shluky buné¢k, barveni dle Gra-
ma), pfipadné 1 jejich zékladni biochemické vlastnosti (test na kataldzu a oxidazu) dle Jan-

dova a Kotouckova (1996, s. 6-17, s. 35)

3.2 Ovéreniizolovanych kmenii na schopnost degradace amini

3.2.1 Mikroorganismy

Byly pouzity mikroorganizmy izolované dle postupu v kapitole 3.1.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

3.2.2 Kultivaéni média a roztoky

Bylo pfipraveno mineralni medium dle postupu uvedenym v kapitole 3.1. Médium bylo

pipetovano po 5 ml do zkumavek a nasledné bylo sterilovano.

3.2.3 Priprava a odbér vzorki pro analyzu

Kmeny byly pomnozeny ve 104 zkumavkach s minerdlnim médiem. Degradace byla sle-
dovana pfi teploté¢ 30 °C. Odbérovy Cas byl po 48 hodinach. Odbéry byly provedeny ve
stanovenych Casech vzdy ve 3 paralelnich zkumavkach. Vzorky byly centrifugovany (3600
otacek, 5 minut) a z kazdé zkumavky bylo odebrano do 3 eppendorfovych zkumavek k 750
ul kyseliny chloristé (Merck) o koncentraci 1,2 mol 1" 750 ul supernatantu. Takto piipra-

vené vzorky byly zamrazeny a pfipraveny pro derivatizaci.

3.2.4 Derivatizace vzorku

Do derivatizacni nadobky bylo pipetovano 100ul vnitiniho standardu 1,7-heptandiaminu
(Sigma-Aldrich) o koncentraci 500 mg.I"'. Nasledn& byl pipetovan 1ml vzorku a 1,5 ml
karbonatového pufru (pH 11,1-11,2) a 2 ml Cerstvé ptipraveného dansylchloridu (Sigma-

Aldrich) rozpusténého v acetonu (Merck) o koncentraci 5 gl'l.
Zavickované derivatiza¢ni nadobky byly tfepany 20 hodin v temnu.

Druhy den bylo ke vzorktim ptidano 200 pl prolinu (Sigma-Aldrich) a vzorky byly tfepany
dalsi hodinu. Nasledné byly ke vzorku pfidany 2 ml heptanu (Sigma-Aldrich) a po pecli-
vém uzavieni se vzorky tfepaly ru¢né 3 minuty. Poté byl odpipetovan 1 ml heptanové vrst-
vy do vialek. Obsah vialek byl odpafen do sucha pod proudem dusiku pfi teploté 60°C.
Nasledné bylo pfidano 1,5 ml acetonitrilu (Sigma-Aldrich).

3.2.5 Chromatografické stanoveni

Vzorky pted analyzou byly prefiltrovany ptes sttikackovy filtr s porozitou 0,22 pm a dav-
kovany do chromatografického systému. Biogenni aminy byly hodnoceny pomoci mobilni
a staciondrni faze na koloné Zorbax C18 RRHD s rozméry 50 x 3 mm s porovitosti 1,8 um.
Pritok kolonou byl 0,45 ml/min. Stanoveni bylo provadéno pii teploté 30 °C a vinové dél-
ce 254 nm (UV/VIS DAD detektorem). Chromatogramy byly vyhodnoceny pomoci soft-

ware Chromeleon.
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4 VYSLEDKY

4.1 Izolace mikroorganismi

Z 21 potravinovych matric bylo izolovano celkem 36 kment, které byly schopné rust
v mineralnim médiu s biogennimi aminy a lze je povazovat za jejich degradéry. Jejich pie-

hled je uveden v tabulce 4.

Tab. 4: Prehled kmenii izolovanych z jednotlivych potravinovych matric

Paprikas XY1, XY2

Mexicka klobasa XY3, XY4, XY5
Poli¢an XY6, XY7, XY8
Prsut pecené XY9

Gombasecka klobasa XY10, XY11, XY12
Téliszalami XY13, XY14
Kostelecky uherak XY15, XY16, XY17
Hermin XY18, XY19
Chorizo XY20, XY21
Kmotrova klobasa klasik XY22, XY23, XY24
Chilli salamky XY25, XY26
Javorovy sirup salamky XY27, XY28, XY39
Salamky z veprového masa klasik XY30, XY31
Uherska klobasa XY32

Gyulai klobasa XY33, XY34, XY34, XY36

4.2 Chromatografické stanoveni poklesu biogennich amint izolovanymi

mikroorganismy

Byla sledovana schopnost 36 kmenli degradovat fenylethylamin (FEM), putrescin (PUT),
kadaverin (CAD), histamin (HIM) a tyramin (TYM). Ubytek jednotlivych biogennich ami-
nl byl vztahovéan ke kontrolnimu médiu, tj. mineralnimu médiu s aminy bez zaockovanych

izolatl (v tomto médiu tedy bylo mnozstvi jednotlivych biogennich amind na trovni 100
%).
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4.2.1 Chromatografické stanoveni poklesu biogennich aminii kmeny izolovanymi

z Paprikase

4.2.1.1 Degradacni schopnost kmene XY1

Kmen XY1 byl izolovéan z fermentovaného saldmu Paprikas. Kolonie byly velikosti 1 mm,
bilé barvy, bunky byly grampozitivni koky. Katalaza test byl pozitivni, cytochromoxidaza
test negativni. Z obrazku 2 1ze pozorovat tbytek fenylethylaminu, putrescinu a histaminu,
ktery je u vSech zminénych aminill na stejné Urovni, tj. 33 %. Tyramin byl timto kmenem

zredukovan o 26 %, kadaverin o 20 %.
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Obr. 2: Degradace biogennich aminit kmenem XY1

4.2.1.2 Degradacni schopnost kmene XY2

Kmen XY?2 byl izolovan z fermentovaného salamu Paprikés. Kolonie byly velikosti 1 mm,
barvy bilé, buniky byly grampozitivni ty¢inky. Kataldza test byl pozitivni a cytochromoxi-
daza test negativni. Z obrazku (Obr. 3) je patrny ubytek putrescinu, ktery ¢inil 33 %. Bylo
také redukovano 32 % histaminu a 21 % kadaverinu. Tyramin byl zredukovan jen o 7%.

Minimalni redukce byla zaznamendna u fenylethylaminu (3 %).
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Obr. 3: Degradace biogennich aminii kmenem XY2

4.2.2 Chromatografické stanoveni poklesu biogennich amini kmeny izolovanymi

z Mexické klobasy

4.2.2.1 Degradacni schopnost kmene XY3

Kmen X7Y3 byl izolovan z Mexické klobésy. Kolonie byly velikosti 1 mm, barvy bilé, bun-
ky byly gramnegativni tyCinky. Katalaza test byl pozitivni, cytochromoxidaza test negativ-
ni. Schopnost degradace byla u tohoto kmene nizsi, zadny z biogennich aminti nebyl de-
gradovan vice nez o tfetinu. Na obrazku 4 mizeme vidét, Ze nejvyssi pokles byl zazname-
nan u histaminu, a to 0 21 %. Obsah fenylethylaminu a putrescinu byl sniZzen o 18 %. Ob-

cv v

rinu, pouze 3 %.
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Obr. 4: Degradace biogennich aminu kmenem XY3

4.2.2.2 Degradacni schopnost kmene XY4

Kmen XY4 byl izolovan z Mexické klobasy. Kolonie byly slizovité o velikosti 1 mm, barvy
bilé, buiiky byly gramnegativni, tvarem ty€inky. Test pfitomnosti kataldzy i cytochro-
moxydazy byl negativni. Degradacni aktivita, jak mizeme pozorovat na obrazku 5, byla
slaba. Minimaln¢ byly degradovany pouze putrescin a histamin. Obsah putrescinu byl sni-

zen o 8 %, obsah histaminu o 2 %. Ostatni biogenni aminy degradovany nebyly.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Fenylethylamin  Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin

Obsah biogennich aminl

Obr. 5: Degradace biogennich aminut kmenem XY4
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4.2.2.3 Degradacni schopnost kmene XY5

Kmen X735 byl izolovan z Mexické klobasy. Kolonie byly velikosti 1 mm, barvy bilé, buii-
ky byly gramnegativni tyCinky. Kataldza i cytochromoxydaza byla negativni. Kmen XY35,
jak miizeme pozorovat z obrazku 6, degradoval vSechny ndmi pozorované biogenni aminy.
Nejvice byl snizen obsah fenylethylaminu, putrescinu a histaminu, a to u vSech o 39 %.

Tyramin byl degradovan z 38 %. Nejmén¢ byl sniZzen obsah kadaverinu, a to o 28 %.
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Obr. 6: Degradace biogennich aminit kmenem XY5

4.2.3 Chromatografické stanoveni poklesu biogennich amini kmeny izolovanymi

z Policanu

4.2.3.1 Degradacni schopnost kmene XY6

Kmen XY6 byl izolovan ze salamu Polican. Kolonie byly velikosti 1,5 mm, barvy bilé,
buniky byly grampozitivni ty¢inky. Starsi kolonie tvofily endospory. Buniky byly katalaza
pozitivni, cytochromoxidaza negativni. Byl schopny degradovat vSechny sledované bio-
genni aminy (Obr. 7). Obsah histaminu a tyraminu byl sniZzen témé&f o tfetinu (32 %, re-
spektive 31 %). Obsah fenylethylaminu byl sniZen o ¢tvrtinu. Obsah kadaverinu byl snizen

cca o pétinu.
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Obr. 7: Degradace biogennich aminii kmenem XY6

4.2.3.2 Degradacni schopnost kmene XY7

Kmen XY7 byl izolovan z Poli¢anu. Kolonie byly velikosti 1 mm, barvy bilé, buiiky byly
grampozitivni koky, kataldza negativni, cytochromoxidéza negativni. Kmen vykazoval
velmi dobrou degradacni schopnost (Obr. 8). Byl pozorovan vyrazny pokles vSech sledo-
vanych biogennich aminti. Obsah histaminu byl snizen az o 95 %. Obsah fenylethylaminu,

tyraminu a putrescin byl snizen o cca 90 %. Mnozstvi kadaverinu bylo snizeno o 85 %.
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Obr. 8: Degradace biogennich aminit kmenem XY7
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4.2.3.3 Degradacni schopnost kmene XY8

Kmen XY8 byl izolovan z Poli¢anu. Kolonie byly velikosti 2 mm, barvy bilé, buiiky byly
grampozitivni koky, katalaza pozitivni, cytochromoxiddza negativni. Obsah histaminu byl
pomoci tohoto kmene snizen o 26 %. Obsah putrescinu byl redukovéan o 25 %. Obsah feny-
lethylaminu byl snizen o 12 %, obsah tyraminu o 5 %. Mnozstvi kadaverinu bylo témér

nezménéno, tj. byl snizeno o 2%.
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Obr. 9: Degradace biogennich aminii kmenem XY8

4.2.4 Chromatografické stanoveni poklesu biogennich amini kmenem izolovanym

z Prsut pecené

Kmen XY9 byl izolovan z Prsut pecené. Kolonie byly velikosti 1 mm, barvy zluté, bunky
byly grampozitivni, tvarem koky. Kataldza byla pozitivni, cytochromoxiddza negativni.
Z obrazku 10 Ize vycist zna¢ny Ubytek fenylethylaminu, a to o 67 %. Obsah putrescinu byl
snizen o 36 %, histaminu o 33 %. Obsah kadaverinu a tyraminu byl sniZzen o stejnou hod-

notu, tj. 0 26 %.
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Obr. 10: Degradace biogennich aminii kmenem XY9

4.2.5 Chromatografické stanoveni poklesu biogennich amini kmeny izolovanymi

z Gombasecké klobasy

4.2.5.1 Degradacni schopnost kmene XY10

Kmen XY10 byl izolovan z Gombasecké klobasy. Kolonie byly velikosti 1,5 mm, barvy
zluté, buiky byly grampozitivni koky, uspofddané do tetrdd, kataldza i cytochromoxidaza
pozitivni. Na obrazku 11 mGzeme pozorovat snizeni obsahu tyraminu o polovinu, putresci-
nu o 43 %, histaminu, fenylethylaminu a kadaverinu o cca ttetinu (37 %, 35 %, respektive

30 %).
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Obr. 11: Degradace biogennich aminii kmenem XY10

4.2.5.2 Degradacni schopnost kmene XY11

Kmen XY11 izolovany z Gombasecké klobasy, vykazoval tyto vlastnosti: velikost kolonii
byla 1 mm, barva riizova, buiiky byly grampozitivni koky, uspofadané ve dvojicich, kata-
laza 1 cytochromoxid4za negativni. Byla prokdzana schopnost degradace tyraminu, jehoZ
obsah byl sniZzen o dvé pétiny. Ostatni sledované biogenni aminy degradovany nebyly

(Obr. 12).
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Obr. 12: Degradace biogennich aminit kmenem XY11
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4.2.5.3 Degradacni schopnost kmene XY12

Kmen XY 12 byl izolovan z té¢hoz potravinarského produktu. Kolonie byly velikosti 2 mm,
barvy bil¢, buiky byly grampozitivni koky, kataldza 1 cytochromoxiddza negativni.
Z obrazku lze vycist, Ze obsah fenylethylaminu byl snizen o 30 %. Obsah putrescinu byl
snizen o 28 %., obsah tyraminu o 25 %, kadaverinu o 23 %. Nejméné byl degradovan his-

tamin, jehoz obsah byl snizen o 10 %.
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Obr. 13: Degradace biogennich aminii kmenem XY12

4.2.6 Chromatografické stanoveni poklesu biogennich amini kmeny izolovanymi

z Téliszalami

Téliszalami je mad’arsky salam vyradbény podle staleté tradice. Byva vyroben z libové-
ho vepfového masa plemene mangalica s pfiddnim uzené slaniny a koteni (hlavné paprika

a bily pept). Byva také nazyvan Zimni salam nebo Uhersky salam. (Petr Morvay, 2000)

4.2.6.1 Degradacni schopnost kmene XY13

Kmen XY13 byl izolovany z Téliszalami . Z obrazku 14 Ize vypozorovat, ze nejlepsi byla
schopnost degradovat putrescin, jehoZ obsah byl sniZen az o 85 %. Kadaverin a histamin
minu, a to o 10 %. Kolonie vykazovaly tyto vlastnosti: velikost 2 mm, barva rizova. Bun-

ky byly grampozitivni ty€inky, kataldza pozitivni, cytochromoxiddza negativni.
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Obr. 14: Degradace biogennich aminii kmenem XY13

4.2.6.2 Degradacni schopnost kmene XY14

Kmen XY 14 byl rovnéz izolovany z T¢liszalami. Kolonie byly velikosti 2 mm, barvy me-
ruitkové, buniky byly grampozitivni koky. Kataldza negativni, cytochromoxidaza pozitivni.
Z obrazku 15 mlzeme vidét, Ze tento kmen nejvice degradoval putrescin, jehoz obsah se

snizil o Ctvrtinu (25 %).
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Obr. 15: Degradace biogennich aminii kmenem XY14
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4.2.7 Chromatografické stanoveni poklesu biogennich aminii kmeny izolovanymi

7z Kosteleckého uheraku

4.2.7.1 Degradacni schopnost kmene XY15

Kmen XY15 izolovany z Kosteleckého uherdku prokazal schopnost degradovat putrescin a
histamin o necelou pétinu (17 %, respektive 16 %), fenylethylamin 010 %, tyramin o 4 %.
Obsah kadaverinu zlstal t¢éméf nezménén. Degradacni schopnost tohoto kmenu byla slabsi
(viz obrazek 16). Kmen vykazoval tyto vlastnosti: velikost kolonii 2 mm, barva bil4, bunky

byly grampozitivni koky, katal4dza i cytochromoxiddza negativni.

100%

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Fenylethylamin  Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin

Obsah biogennich amin(

Obr. 16: Degradace biogennich aminii kmenem XY15

4.2.7.2 Degradacni schopnost kmene XY16

Kmen XY16 byl taktéz izolovan z Kosteleckého uheraku. Kolonie byly velikosti 1 mm,
barvy bil¢, buniky byly grampozitivni tvarem koky, katalaza pozitivni, cytochromoxidaza
negativni. Jak miizeme vidét na obrdzku 17, tento kmen prakticky neprokazoval degradac-

ni schopnost. Obsah testovanych biogennich amint byl snizen minimalné.
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Obsah biogennich amin(
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Obr. 17: Degradace biogennich aminii kmenem XY16

4.2.7.3 Degradacni schopnost kmene XY17

Kmen XY17 byl izolovan z Kosteleckého uherdku. Kolonie byly velikosti 1 mm, barvy
zluté, bunky byly grampozitivni koky. Test na pfitomnost katalazy byl pozitivni, cy-
tochromoxiddzy negativni. Na obrazku 18 miZeme pozorovat sniZzeni obsahu tyraminu o
36 %, putrescinu 0 26 %, histaminu o 17 % a fenylethylaminu 016 %. Nejmén¢ byl degra-

dovan kadaverin, doslo ke snizeni jeho obsahu o 8 %.
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Obr. 18: Degradace biogennich aminit kmenem XY17
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4.2.8 Chromatografické stanoveni poklesu biogennich amini kmeny izolovanymi

Z Herminu

4.2.8.1 Degradacni schopnost kmene XY18

Kmen XY18 byl izolovan z Herminu. Kolonie byly velikosti 2 mm, barvy bilé, buiiky byly
grampozitivni koky. Kataldza i cytochromoxiddza byly negativni. Z obrazku 19 je patrna
redukce putrescinu a histaminu o 18 %, fenylethylaminu o 15 %, tyraminu o 12 %. Nejmé-

né byl redukovan kadaverin, a to o 7 %.
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Obr. 19: Degradace biogennich aminii kmenem XY18

4.2.8.2 Degradacni schopnost kmene XY19

Kmen XY19 byl izolovan z Herminu, kolonie vykazovaly tyto vlastnosti: velikost 2 mm,
barva bild, buiiky byly grampozitivni ty¢inky, kataldza pozitivni, cytochromoxidaza nega-
tivni. Na obrazku 20 mtizeme pozorovat redukci histaminu a putrescinu o 13 %. Obsah

fenylethylaminu byl sniZen o 5 %, kadaverinu o 4 %. Tyramin nebyl degradovan.
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Obr. 20: Degradace biogennich aminii kmenem XY19

4.2.9 Chromatografické stanoveni poklesu biogennich amini kmeny izolovanymi

z Choriza

4.2.9.1 Degradacni schopnost kmene XY20

Kmen XY20 byl izolovéan z Choriza. Kolonie byly velikosti 2 mm, barvy bilé, buiiky byly
grampozitivni koky, katalaza pozitivni, cytochromoxiddza negativni. Na obrazku 21 je
patrnd na minimalni schopnost degradace. Byla pozorovéana redukce histaminu o 10 %,

putrescinu o 7 %. Ostatni sledované biogenni aminy degradovany nebyly.
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Obr. 21: Degradace biogennich aminii kmenem XY20

4.2.9.2 Degradacni schopnost kmene XY21

Kmen XY21 byl izolovany z Choriza. Kolonie byly velikosti 2 mm, barvy bilé, buniky byly
grampozitivni koky, kataldza i cytochromoxiddza negativni. Bylo zpozorovano (Obr. 22),
ze nedoslo k vyraznym Ubytkiim biogennich amint, degradace byla minimalni. Histamin a
putrescin byly redukovany o 6 %, fenylethylamin o 5 %. Kadaverin a tyramin redukovany

nebyly.
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Obr. 22: Degradace biogennich aminii kmenem XY21
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4.2.10 Chromatografické stanoveni poklesu biogennich aminii kmeny izolovanymi

z Kmotrovy klobasy

4.2.10.1 Degradacni schopnost kmene XY22

Kmen XY22 byl izolovan z Kmotrovy klobasy a vykazoval tyto vlastnosti: kolonie byly
velikosti 3 mm, barvy bilé, buiiky byly grampozitivni koky, tvofici ¢tvetice, katalaza pozi-
tivni, cytochromoxidaza negativni. Na obrazku 23 mizeme pozorovat nizkou degradacni
schopnost tohoto kmene. Doslo k redukci histaminu o 5 %, putrescinu o 10 %. Zbyl¢ sle-

dované biogenni aminy degradovany nebyly.
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Obr. 23: Degradace biogennich aminii kmenem XY22

4.2.10.2 Degradacni schopnost kmene XY23

Kmen XY23 byl izolovan z Kmotrovy klobasy. Kolonie byly velikosti 1 mm, barvy bilé,
bunky byly grampozitivni koky, v hroznovitém uspotadani, kataldza pozitivni, cytochro-
moxidédza negativni. Na obrazku 24 mliZeme pozorovat redukci tyraminu o 57 %, putresci-
nu o 40 %. Obsah histaminu byl sniZzen o 19 %, fenylethylaminu o 17 %, kadaverinu o 14

%.
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Obr. 24: Degradace biogennich aminii kmenem XY23

4.2.10.3 Degradacni schopnost kmene XY24

Kmen XY23 byl izolovan z Kmotrovy klobasy. Kolonie byly velikosti 2 mm, barvy bilé,
buiiky byly grampozitivni ty¢inky, kataldza i cytochromoxiddza negativni. Na obrazku 24
muzeme vidét redukei putrescinu o 28 %, histaminu o 23 %. Obsah kadaverinu byl sniZen

0 16 %, fenylethylaminu o 13 %. Nejmén¢ byl degradovan tyramin, a to o 5 %.
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Obr. 25: Degradace biogennich aminii kmenem XY24
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4.2.11 Chromatografické stanoveni poklesu biogennich aminii kmeny izolovanymi

z Chilli salamku

4.2.11.1 Degradacni schopnost kmene XY25

Kmen XY25 byl izolovan z Chilli salamki. Kolonie byly velikosti 1 mm, barvy meruiko-
vé, bunky byly grampozitivni koky, hroznovitého usporadéani, katalaza pozitivni, cy-
tochromoxiddza negativni. Na obrazku 26 mizeme pozorovat redukci histaminu o 20 %,
fenylethylaminu o 16 % Obsah kadaverinu a putrescinu byl sniZzen o 14 %. Nejméné byl

degradovan tyramin, a to o 8 %.
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Obr. 26: Degradace biogennich aminii kmenem XY?25

4.2.11.2 Degradacni schopnost kmene XY26

Kmen XY26 byl izolovan z Chilli salamkd, vykazoval tyto vlastnosti: kolonie byly veli-
kosti 1 mm, barvy bilé, bunky byly grampozitivni koky, kataldza pozitivni, cytochromoxi-
daza negativni. Z grafu (Obr. 27) je patrna nizkd degradacni schopnost tohoto kmene. Do-
Slo k redukei putrescinu o 15 %, histaminu o 8 %. Ostatni biogenni aminy byly degradova-

ny velmi malo, doslo k ubytku o méné nez 1 %.
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Obr. 27: Degradace biogennich aminii kmenem XY26

4.2.12 Chromatografické stanoveni poklesu biogennich aminii kmeny izolovanymi

ze Salamki s javorovym sirupem

4.2.12.1 Degradacni schopnost kmene XY27

Kmen XY27 byl izolovan ze Salamk s javorovym sirupem. Kolonie byly velikosti 1 mm,
barvy bilé, buniky byly grampozitivni koky, hroznovitého uspotadani, kataldza pozitivni,
cytochromoxiddza negativni. Na obrdzku 28 mizeme vidét, Ze nejvice byl redukovéan o 57
% putrescin. Obsah histaminu byl snizen o 23 %, fenylethylaminu o 17 %, kadaverinu o 11

%. Nejmén¢ byl redukovan tyramin, a to 0 9 %.

100%

90%

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Fenylethylamin  Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin

Obsaah biogennich amint

Obr. 28: Degradace biogennich aminii kmenem XY27
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4.2.12.2 Degradacni schopnost kmene XY28

Kmen XY28 byl izolovan ze Salamku s javorovym sirupem. Kolonie byly velikosti 2 mm,
barvy bilé, buiikky byly grampozitivni koky tvofici ¢tvefice, kataldza pozitivni, cytochro-
moxidaza negativni. Na obrdzku 29 miZeme vidét, Ze nejvice byl redukovan histamin o 38
%. Obsah fenylethylaminu byl sniZzen o 32 %. Tyramin a putrescin byly redukovany o 25

%. Nejmensi ubytek byl zaznamenan u kadaverinu (4 %).
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Obr. 29: Degradace biogennich aminii kmenem XY28

4.2.12.3 Degradacni schopnost kmene XY29

Kmen XY29 byl také izolovan ze Salamk s javorovym sirupem. Kolonie byly velikosti 1
mm, barvy zluté. Buniky byly grampozitivni koky s hroznovitym spofadanim, byly katalaza
pozitivni, cytochromoxidaza negativni. Nejvice byl timto kmenem redukovan tyramin, a
to 0 30 %. Obsah putrescinu byl snizen o 27 %, fenylethylaminu o 24 %, histaminu o 16
%. Nejmén¢ byl redukovan kadaverin (o 5 %.), viz Obr. 30.
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Obr. 30: Degradace biogennich aminii kmenem XY29

4.2.13 Chromatografické stanoveni poklesu biogennich amini kmeny izolovanymi ze

Salamku z veprového masa klasik

4.2.13.1 Degradacni schopnost kmene XY30

Kmen XY30 byl izolovan ze Salamkl z vepfového masa klasik. Kolonie byly velikosti 1
mm, barvy bilé, buiikky byly grampozitivni koky. Test na katalazu i cytochromoxidazu byl
negativni. Vykazoval velmi dobrou degradacni schopnost. Histamin byl redukovan o 49 %,
putrescin o 45 %, fenylethylamin o 41 %, tyramin o 40 %. Nejméné& byl sniZen obsah ka-
daverinu, a to o0 33 % (Obr. 31).
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Obr. 31: Degradace biogennich aminii kmenem XY30
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4.2.13.2 Degradacni schopnost kmene XY31

Kmen XY31 byl izolovan také ze Salamkl z vepfového masa klasik a vykazoval tyto
vlastnosti: kolonie byly velikosti 2 mm, barvy bilé, builkky byly grampozitivni koky
s hroznovitym uspotfadanim. Test na kataldzu byl pozitivni, cytochromoxiddazu negativni.
Nejvice byl redukovan o 29 % putrescin. Obsah histaminu byl snizen o 14 %, fenylethyla-
minu o 13 %, kadaverinu o 10 %. Nejméné byl redukovén tyramin, o 5 % (Obr. 32).
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Obr. 32: Degradace biogennich aminii kmenem XY31

4.2.14 Chromatografické stanoveni poklesu biogennich amini kmenem izolovanym

z Uherské klobasy

Kmen XY32 byl izolovan z Uherské klobasy. Kolonie byly velikosti 1 mm, barvy zluté,
buiiky byly grampozitivni koky s hroznovitym uspotfadanim, kataldza pozitivni, cytochro-
moxiddza negativni. Z grafu na obrazku 33 plyne dobra degrada¢ni schopnost tohoto
kmene. Nejvice byl sniZen obsah tyraminu, az o 60 %. Obsah kadaverinu a fenylethylami-

nu byl sniZzen o 40 %, putrescinu o 37 %. Nejméné byl redukovéan kadaverin, a to o 28 %.
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Obr. 33: Degradace biogennich aminii kmenem XY32

4.2.15 Chromatografické stanoveni poklesu biogennich aminii kmeny izolovanymi

z Gyulai klobasy

4.2.15.1 Degradacni schopnost kmene XY33

Kmen XY33 byl izolovan z Gyulai klobésy a vykazoval tyto vlastnosti: kolonie byly veli-
kosti 1 mm, barvy zluté, bunky byly grampozitivni koky. Kataldza i cytochromoxidaza
byla negativni. Z obrazku 34 je patrné, ze nejvice byl redukovan putrescin, az o 73 %.
Obsah kadaverinu byl sniZen o 25 %, fenylethylaminu o 22 %, histaminu o 19 %. Nejméné

byl redukovan tyramin, a to o 15 %.

100%

90%

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Fenylethylamin  Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin

Obsah biogennich amin(

Obr. 34: Degradace biogennich aminii kmenem XY33
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4.2.15.2 Degradacni schopnost kmene XY34

Kmen XY34 byl izolovan z Gyulai klobasy. Kolonie byly velikosti 1 mm, barvy bilé, bui-
ky byly grampozitivni koky. Test kataldzy i cytochromoxidazy byl negativni. Na obrazku
35 mizeme vidét dobrou schopnost kmene degradovat putrescin a kadaverin. Mnozstvi
ostatnich biogennich amint zlstaly nezménény. Nejvice byl redukovan putrescin, az o 90

%. Kadaverin byl redukovan o 40 %.
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Obr. 35: Degradace biogennich amini kmenem XY34

4.2.15.3 Degradacni schopnost kmene XY35

Kmen XY35 byl izolovan z Gyulai klobasy. Kolonie byly velikosti 1 mm, barvy bilé, bun-
ky byly grampozitivni koky s hroznovitym uspofadanim, kataldza byla pozitivni, cy-
tochromoxiddza byla negativni. Na obrazku 36 je patrna dobra schopnost kmene degrado-
vat putrescin, avSak ostatni koncentrace biogennich aminli zistaly nezménény. Obsah pu-

trescinu byl sniZen o tfi Ctvrtiny.
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Obr. 36: Degradace biogennich aminii kmenem XY35

4.2.15.4 Degradacni schopnost kmene XY36

Kmen XY36 byl izolovan z Gyulai klobasy. Kolonie kozovité konzistence byly velikosti 1
mm, barvy bilé, buniky byly grampozitivni koky, katalaza i cytochromoxidaza byly nega-
tivni. Tento kmen vykazoval nizkou schopnost degradace (Obr. 37). Fenylethylamin byl

snizen o 10 %. Ostatni biogenni aminy degradovany nebyly.
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Obr. 37: Degradace biogennich aminii kmenem XY36
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S DISKUZE

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni dusikaté baze. Vznikaji nejcastéji dekarboxylaci.
Jsou nezbytné pro fyziologickou funkci organismu. Ve vysokych koncentracich a snizené
schopnosti organismu degradovat aminy, mohou byt pro télo toxické. (Fernandes a Gloria,

2015, s. 301; Halasz et al., 1994; s. 42).

Nejvice biogennich aminti obsahuji fermentované potraviny a napoje. Posledni dobou je
trendem vyuzivat pfi vyrobé mikroorganismy se snizenou schopnosti dekarboxylace, a
nebo se schopnosti degradace biogennich aminii — aminooxiddzovou aktivitou. Produkci
biogennich aminil se vyrobci snazi regulovat také nastavenim podminek vyroby (Naila et

al., 2010, s. 146).

Cilem bakalaiské prace bylo izolovat mikroorganismy se schopnosti degradace biogennich
aminti z fermentovanych masnych vyrobki. Tento ptedpoklad vychazel ze studii Leu-
schner et al. (1997), Martuscelli et al. (2000), Gonzéles-Fernandez et al.(2003), Komprda
et al. (2004), Lattore—Moratella et al. (2012), ve kterych byly izolaty z fermentovanych
masnych vyrobkll oznaceny za degradéry biogennich amintll. I1zolace kmenii z masnych
vyrobkl byla uskute¢néna na zéklad¢é kultivace v minerdlnim médiu obohaceném o bio-
genni aminy, ve kterém biogenni aminy piedstavovaly jediny zdroj dusiku a uhliku.
V prvni fazi se podafilo se izolovat 36 kment, které byly schopny rist v tomto médiu
s minimalnim mnoZstvim zivin.

Jak bylo zminéno vySe, izolaci mikroorganismu z fermentovanych masnych vyrobki se
zabyvala tfada studii. Bylo prokazano, ze kmeny Staphylococcus xylosus maji schopnost
degradovat histamin a tyramin. Nékteré kmeny byly schopny degradovat az 100 % hista-
minu (Martuscelli et al., 2000, s. 231). Staphylococcus equorum redukoval 45 % kadaveri-
nu (Lattore—Moratella et al., 2012, s. 4). Micrococcus luteus byl schopny degradovat do-
pamin a tyramin (Leuschner et al., 1997, s. 8). Lactobacillus sakei mél také vysokou de-
gradacni aktivitu. (Gonzales-Fernandez et al., 2003). Obecné¢ starterové kultury obsahujici
laktobacily vykazovaly vyssi G€innost pii redukci biogennich amini nez kultury obsahujici
pouze koagulaza negativni stafylokoky (Latorre — Moratalla et al., 2012, s. 4 - 6). Kmeny
Rhodococcus, Arthrobacter a Corynebacterium mohou mit schopnost degradace histaminu

a tyraminu. (Leuschner et al. 1997, s. 9).

V salamu Herkules (startovaci kultura Pediococcus pentosaceus a Staphylococcus car-

nosus) bylo po 21 dnech detekovano 123 mgkg” tyraminu, 247 mg.kg™ putrescinu, 15
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mg.kg" kadaverinu, 30 mg.kg™ sperminu, 4 mg.kg" spermidinu a 2 mg.kg™ histaminu. V
ptipad¢ pouziti jiné startovaci kultury (S. carnosus, S. xylosus, Lactobacillus farciminis)
byly hladiny biogennich aminii zanedbatelné, nejvyssi hodnoty vykazoval spermin 22

mg.kg ! (Komprda et al., 2004, s. 616 - 617).

Téliszaldmi — zimni saldm, nebo také uhersky saldm, je uzenina se stoletou tradici vyroby.
Pochézi z Mad’arska, kde je v Segedinu vyrabén v tovarné Pick. Od roku 2007 tento vyro-
bek ziskal chranéné oznaceni ptivodu Evropské unie (PDO). Je vyroben z libového vepto-
vého masa mad’arskych bagounti s ptidanim uzené slaniny. Tradovalo se, Ze pfi jeho vyro-
bé se pouziva i osli maso, ve skuteCnosti je to vSak jen legenda. Zakladnim kofenim
je paprika a bily pept. Je vyrabén za pristupu studeného vzduchu a velmi pomalu uzen.
Béhem suchého zrani vytvoii specidlni uslechtilé ochranné plisné jeho charakteristicky bily

povrch (Petr Morvay, 2000; chranéné oznaceni piivodu Evropské unie (PDO), 2007).

Izolaci mikroorganizmi z jinych matric nez fermentovanych masnych vyrobku se zabyvala
také tada studii. Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis, Staphylococcus carnosus,
Staphylococcus intermedius a Staphylococcus condimenti byly izolovany z rybi fermento-
vané omacky. Bacillus amyloliquefaciens degraduje histamin, putrescin a kadaverin. Ba-
cillus subtilis mé velkou schopnost degradovat histamin, degraduje 1 putrescin a kadaverin.
Staphylococcus carnosus je degradér histaminu, putrescinu a kadaverinu. Mezi degradéry
histaminu, putrescinu a kadaverinu se fadi 1 Staphylococcus intermedius a Staphylococcus
condimenti (Zaman et al., 2010, s. 445). Bacillus coagulans izolovany z fermentovanych
anCovicek, degradoval histamin (Mah a Hwang, 2009, s. 798). Vyznamnymi histaminovy-
mi degradéry byly také Bacillus megaterium (Kim et al., 2006, s. 120), Bacillus humi.
(Zaman et al., 2010, s. 445). Brevibacterium linens ma schopnost degradovat histamin a
tyramin (Zaman et al., 2010, s. 441). Kmeny Kocuria varians maji schopnost degradovat
tyramin. Micrococcus rubens je schopny degradovat putrescin (Zaman et al., 2010, s. 441).
Lactobacillus plantarum dokéze ve viné degradovat tyramin a putrescin. (Dapkevicius et
al., 2000, s. 112, Cueva et al. 2012). Pediococcus parvulus a P. pentosaceus ve vin€ znac-
né degradovaly histamin, tyramin a putrescin (Garcia - Ruiz et al, 2011, s. 215-220 ). Al-
ternaria sp., Phoma sp., Ulocladium chartarum a Epicoccum nigerum degraduji histamin,
tyramin a putrescin. (Cueva et al., 2012, s. 115-120). Baiimlisberger et al. (2015, s. 845-

846) zkoumali degradacni schopnosti Debaryomyces hansenii a Yarrowia lipolytica.


https://cs.wikipedia.org/wiki/Chr%C3%A1n%C4%9Bn%C3%A1_ozna%C4%8Den%C3%AD_EU
https://cs.wikipedia.org/wiki/Evropsk%C3%A1_unie
https://cs.wikipedia.org/wiki/Paprika
https://cs.wikipedia.org/wiki/B%C3%ADl%C3%BD_pep%C5%99
https://cs.wikipedia.org/wiki/Chr%C3%A1n%C4%9Bn%C3%A1_ozna%C4%8Den%C3%AD_EU
https://cs.wikipedia.org/wiki/Evropsk%C3%A1_unie

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 63

V ramci experimentu, kdy byla ovéfovana degradacni schopnost biogennich aminti izolo-
vanymi kmeny pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s UV detekci po pfedcha-
zejici derivatizaci dansylchloridem, byl nejlépe degradovanym aminem putrescin, nejhlie

degradovanym aminem kadaverin.

Nejvétsi degradacni schopnost vykazoval kmen XY7 izolovany z Poli¢anu, buiiky byly
tvaru kokti, grampozitivni, kataldza i cytochromoxidaza negativni. Koncentrace vSech sle-
dovanych amint poklesla minimaln¢ o 85 %. Nejlépe degradoval histamin, jehoz obsah byl

sniZzen o0 95 %. Obsah fenylethylaminu, tyraminu a putrescin byl sniZen o cca 90 %.

Druhy kmen s vysokou degradacni schopnosti byl XY30, grampozitivni koky, kataldza i
cytochromoxiddza negativni, schopny redukovat vSechny testované biogenni aminy nej-
mén¢ o tietinu. Nejvice redukoval histamin, a to o 49 %. Tento kmen byl izolovéan ze Sa-

lamki z veprového masa klasik.

Kmen XY34, grampozitivni koky, kataldza i cytochromoxidéza negativni, redukoval pu-
trescin 0 90 % a byl izolovan z Gyulai klobasy. Velmi podobnou degrada¢ni schopnost
putrescinu mél 1 kmen XY 13, grampozitivni tyCinky, katalaza pozitivni, cytochromoxiddza

negativni, izolovany z Téliszaldmu, obsah putrescinu snizil o 85 %.

Degradac¢ni schopnosti mikroorganismti se zabyvala také fada zavéreCnych praci.
V diplomové praci Vitkoveé (2016) se jako nejlepsi degradér projevil Bacillus subtilis, kte-
ry zredukoval putrescin o 100 %, histamin z 97 %, tyramin o 40 % a fenylethylamin o 35
%. DalSimi vyznamnymi degradéry, které ale nebyly schopny sniZit obsah aminli o vice
nez polovinu v této praci byli Bacillus altitudis, Bacillus pumilus, Acinetobacter pitii, Ba-

cillus safensis, Rhizobium radiobacter a Entrerobacter cloacae.

V bakalaiske praci Kacerové (2017) byl nejlepSim degradérem Microccocus luteus KS15,
ktery snizil koncentraci vSech biogennich aminti nejméné o 70 % a nejvice pak degradoval
histamin, jeho kone¢nd hodnota ¢inila 5 % po 24 hodinach. Dal§im degradérem byl Pseu-
domonas fragi KS03, ktery sniZil koncentraci tryptaminu, fenyletylaminu a histaminu vzdy
o minimalné tfi ctvrtiny. Kmen Escherichia coli KS11 dokazal snizit koncentraci fenylety-

laminu o 90 % a koncentraci putrescinu, kadaverinu a histaminu o 60 %.

V bakalatrské praci BeneSe (2018) byl nejlepSim degradérem Lactobacillus casei subsp.
casei CCDM 198, ktery byl schopny snizit obsah putrescinu, kadaverinu a histaminu cca o

polovinu. Dal§im za zminéni hodnym degradérem v této praci byl kmen Pediococcus sp.
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CCDM 395, ktery zredukoval histamin o 40 %. Brevibacterium linens CCDM 1010 redu-

koval putrescin, kadaverin o 40 %.

V bakalarské praci Swaczynové (2019) se jako nejlepsi degradér projevil kmen Pseudo-
monas protegens 6B12. Koncentraci vSech sledovanych biogennich amint snizil vice nez o

polovinu. Obsah putrescinu byl snizen o 89 %.

Z dosazenych vysledku Ize soudit, Ze mikroorganismy degradujici biogenni aminy by moh-
ly mit vyuziti v potravinafstvi. Nejvyssi potencial je ve vyrobé, kde vyskyt biogennich
amind je nevyhnutelny. Praktickd ¢ast této prace a dalsi publikace dokazuji pozitivni vy-

sledky snizovani obsahu biogennich amint.
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6 ZAVER

Bakalatskd prace se zabyvala moznostmi degradace biogennich amint. Cilem praktické

¢asti bylo izolovat mikroorganismy degradujici biogenni aminy z fermentovanych mas-

nych vyrobku a provéfit jejich degradacni schopnosti.

Na zakladé ziskanych vysledkti mizeme fici, zZe:

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Z 21 fermentovanych vyrobkil se podafilo izolovat 36 kmenti se schopnosti ristu
v mineralnim médiu, kde jedinymi zdroji uhliku a dusiku byly biogenni aminy.
Pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s UV detekci byla potvrzena de-
gradacni schopnost vétSiny izolatu.

Nejlépe degradovanym biogennim aminem byl putrescin.

Nejméné degradovanym biogennim aminem byl kadaverin.

Nejlepsi degradacni schopnost vykazoval kmen XY7 izolovany z Poli¢anu. Obsah
histaminu byl snizen az o 95 %, obsah fenylethylaminu a tyraminu 90 %. Obsah

putrescinu byl sniZzen o 89 % a obsah kadaverinu o 85 %.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BA Biogenni aminy
cca piiblizné
HPLC vysokouc¢inna kapailinova chromatografie (High — performance liquid chro-

matography)
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