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1 Uvod

Biogenni aminy jsou organické slou¢eniny, které v potravinach vznikaji predevs§im z
volnych aminokyselin plsobenim bakteridlnich dekarboxylas. Negkteré znich mayji
v organismu ¢lovéka vyznamné fyziologické funkce — slouti jako prekurzory hormond,
nukleovych kyselin, proteind; stabilizuji membrany, reguluji krevni tlak. V potravinach se
mohou vyskytovat v syrech, pivu, vinu, trvanlivych saldmech aj. potravinach.

Vznik biogennich aminti ve fermentovanych potravinach zavisi na piitomnosti
volnych aminokyselin, jakot i na pfitomnosti mikroorganismi, které jsou schopny
produkovat dekarboxylasy, a na technologickych parametrech (pH, koncentrace NaCl,
teplota, vodni aktivita).

Biogenni aminy je nutné sledovat, nebot’ jejich nadbyte¢né mnot stvi miite byt pro
lidsky organismus skodlivé. Mezi toxikologicky nejvyznamnéjsi patii histamin, tyramin,
putrescin a kadaverin. Urceni pfesného prahu toxicity biogennich amint je vSak nesmirné
obtitné, protote toxickd davka je siln€ zdvisld na Uc¢innosti detoxika¢niho mechanismu
kat dého jednotlivce.

Cilem diplomové prace bylo sledovat dekarboxyla¢ni aktivitu u vybranych kultur
rodit Lactobacillus a Enterococcus v médiu dle Joostena a Norholta (1989) a potvrdit
tvorbu biogennich aminii pomoci kapalinové chromatografie na reverzni fazi
s gradientovou eluci a fluorescenéni detekci. Soucasné sledovat vliv podminek (pH a
teploty) na dekarboxylacni aktivitu danych kultur a tim 1 vy$s$i koncentrace biogennich

aminu.



2 Literarni prehled

2.1 Biogenni aminy

Biogenni aminy (BA) jsou nizkomolekularni organické baze tvofené hlavné
dekarboxylaci aminokyselin, nebo aminaci a transaminaci aldehyda a ketonti (Ascar and
Treptow, 1986). BA jsou generovany v priab&hu mikrobidlnich, rostlinnych a tivocisnych
metabolismt (Greif et al., 1997). BA jsou skupinou alifatickych, aromatickych nebo
heterocyklickych dusikatych bazi odvozenych od aminokyselin, které vykazuji rtzné
biologické ucinky. Nekteré biogenni aminy maji samy vyznamné biologické vlastnosti,
nebot’ jsou napi. tkanovymi hormony (histamin), protoalkaloidy (hordein, gramin) a
stavebnimi  latkami, které se TUcCastni biosyntézy dalSich hormond tivocichl
(B-fenylethylamin), fytohormonti neboli auxinid, alkaloidd a dal§ich sekundarnich
metabolitl rostlin (Velisek, 2002).

Histamin, putrescin, kadaverin, tyramin, tryptamin, B-fenylethylamin, spermin a
spermidin jsou povatovany za nejduilet it¢jsi biogenni aminy vyskytujici se v potravinach
(Onal, 2007). Schopnost tvorby biogennich aminfi byla popsana u nékolika skupin
mikroorganismi, zejména Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., enterokoki a n¢kterych
dalSich bakterii mlé¢ného kvaseni (Halasz et al., 1994).

Mnohé z nich maji silné U€inky (napf. histamin, serotonin, dopamin, tyramin), a maji
vyznamné biologické aktivity (Shalaby, 1996). Kromé& toho, sekundarni aminy
jako putrescin a kadaverin hraji diletitou roli v intoxikaci, protote mohou potencovat
toxicitu histaminu (Bjeldanes et al., 1978). Mnot stvi BA je také povatovano za ukazatel
urovné mikrobiologické kontaminace potravin (Leuschner et al., 1999). I z téchto divodi

je dulet ité sledovat hladiny biogennich aminti v potravinach.



2.1.1 Rozdéleni biogennich amini

Podle chemické struktury biogenni aminy délime:

1. aromatické (tyramin, B-fenylethylamin)

2. heterocyklické (histamin, tryptamin, serotonin)

3. alifatické (kadaverin, putrescin, spermidin, spermin, agmatin) (Bernardeau et al.,

2008)
Nejbét néjsi monoaminy, histamin (HIM), tyramin (TYR) a tryptamin (TRY), a diaminy
(nebo polyaminy), putrescin (PUT) a kadaverin (CAD), jsou tvofeny z histidinu, tyrosinu,
tryptofanu, ornitinu a lysinu, resp. polyaminy, spermidin (SPD) a spermin (SPM), vznikaji
z putrescinu (Esti et al., 1998).
Podle plivodu délime biogenni aminy na pfirozené a biogenni. Je slotité najit mezi

témito dvéma skupinami biogennich amini jasnou hranici, protot e nékteré z aminii mohou
vznikat b€hem metabolickych procesi vtivych organismech nebo cCinnosti

mikroorganismu (Delgado et al., 2002).

2.1.2 Tvorba a struktura biogennich aminii

Biogenni aminy vznikaji v potravinach pfedev§im dekarboxylaci volnych
aminokyselin piisobenim dekarboxylas, které obsahuji ¢etné druhy hnilobnych bakterii, ale
také fada druhti bakterii mlécného kvaseni (Ktitek a Kala¢, 1998). Pro jejich biologické
ucinky se oznacuji spoleénym nazvem ,,biogenni aminy”’(Gorner a Valik, 2004).

Biogenni aminy odvozené od bazickych a aromatickych (heterocyklickych)
aminokyselin jsou v nizkych koncentracich pfirozenou slotkou fady potravin, nebot’
v tivociSnych tkanich a rostlinnych pletivech vykonavaji fadu diletitych funkci. Vznikaji
z aminokyselin plsobenim karboxylas (dekarboxylas obsahujicich jako kofaktor
pyridoxalfosfat) nebo z aminokyselin a karbonylovych slou€enin plisobenim transaminas.
Pti jejich transformaci na dalsi biologicky aktivni produkty se uplatituji nékteré oxygenasy
a methyltransferasy. Dekarboxylaci aminokyselin dekarboxylasami vznika oxid uhli¢ity a
nékteré toxické, primarni aminy. Z diaminokyselin lysinu a ornithinu vznikaji primarni
aminy kadaverin a putrescin. Mohou vznikat i po ¢as chladirenského skladovéani vakuové
baleného masa. Jejich producenty jsou bakterie Celedi Enterobacteriaceae a zrodu

Pseudomonas (Gorner a Valik, 2004).



Z histidinu vznikd jako produkt dekarboxylace histidindekarboxylasou histamin.
Z lysinu vznika pusobenim lysindekarboxylasy kadaverin. Dekarboxylaci argininu
(arginidekarboxylasou) vznika agmatin a dale putrescin. Ten vznikd také piimo
dekarboxylaci  ornithinu ornithindekarboxylasy. Z putrescinu  vznikd methylaci
S-adenosylmethioninem  spermidin ~a  spermin.  Dekarboxylaci  fenylalaninu
fenylalanindekarboxylasou vzniké B-fenylethylamin, Z tyrosinu ¢innosti
tyrosindekarboxylasy tyramin a jeho oxidaci oktodopamin. Z DOPA vznika dopamin
(ptisobenim  dihdroxyfenylalanindekarboxylasy), oxidaci dopaminu hormon dfené
nadledvinek noradrenalin (norepinerfin) a jeho reakci s S-adenosylmethioninem dalsi
hormon nadledvinek adrenalin. Dekarboxylaci tryptofanu tryptofandekarboxylasou vznika
tryptamin, ze které¢ho se tvoii hormon serotonin. Dekarboxylace aminokyselin a jejich dalsi

reakce jsou zobrazeny na obrazkach €. 1, 2 a 3 (Velisek, 2002).

Obrazek ¢. 1: Dekarboxylace a dalsi reakce fenylalaninu (Velisek, 2002)



Obrazek €. 2: Dekarboxylace a dalsi reakce tryptofanu (Velisek, 2002)

Obrazek ¢. 3: Dekarboxylace a dalsi reakce argininu (Velisek, 2002)

Biogenni aminy jsou vétSinou generovany dekarboxylaci aminokyselin
prostiednictvim odpovidajiciho substratu - specifickych enzymii dekarboxylas odvozenych
z mikroorganismu pfitomnych v potravinach. Piestot e dekarboxylasy aminokyselin nejsou
Siroce rozdéleny mezi bakteriemi, mnoho druht rodt jsou schopny dekarboxylasy jedné
nebo vice aminokyselin. Nicméné, schopnost mikroorganismli dekarboxylovat
aminokyseliny je velmi variabilni. Zaleti nejen na druhu, ale také na kmenu a
enviromentalnich podminkéch (Landete et al., 2007).

Biogenni aminy mohou vznikat 1 pifi technologicky potfebnych fermentacich
potravin, jako ut bylo uvedeno pii syrech a salamech, ale i pii fermentaci potravin
rostlinného plvodu, pifi alkoholovém kvaseni a pifi kysani kapusty, i kdyt v malych
mnot stvich. Vznik aminll ve fermentovanych potravinach a ndpojich zavisi na pfitomnosti
volnych aminokyselin (mnot stvi volnych aminokyselin zavisi na stupni proteolyzy), jakot
1 na pfitomnosti mikroorganismu, které jsou schopny tvofit aminy, a na technologickych
parametrech (pH, koncentrace NaCl, teplota, vodni aktivita) (Maijala et al., 1993; Joosten
etal., 1997).
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2.1.3 Podminky pro vznik

Mnoho druht jako je Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Klebsiella, Escherichia,
Proteus, Pseudomonas, Shigella, Photobacterium a bakterie mlécného kvaseni
Lactobacillus, Pediococcus a Streptococcus jsou schopni dekarboxylovat jednu nebo vice
aminokyselin (Silla-Santos, 1996; Halasz et al., 1999). Protote BA v potravinaiskych
vyrobcich vznikaji hlavné dekarboxylaci odpovidajicich prekurzorii aminokyselin,
proto jsou pro jejich tvorbu nutné tyto podminky (Bodmer, 1999):

- dostupnost aminokyselin,

- ptitomnost dekarboxylasy,

- dekarboxylasa pozitivni mikroorganismy,

- podminky, které umot fiuji rtist baktertii,

- syntéza a ¢innost dekarboxylas.

Volné aminokyseliny se bud’ vyskytuji jako takové v potravinach, nebo mohou byt
jako nasledek proteolyzy. Mikrobidlni kmeny s vysokou proteolytickou aktivitou enzymu
také mohly zvysit riziko pro vznik biogennich aminl v potravinach, zvySenim dostupnosti
volnych aminokyselin. Dulet itou roli pii tvorbé biogennich amint hraje tedy proteolyticka
aktivita v prostfedi, které poskytuje substraty pro ¢innost dekarboxylasy (Joosten, 1988).
Tham et al. (1990) sledovali schopnost enterokokti produkovat histamin v izolovanych
kozich syrech a zjistili, te Enterococcus faecalis neprodukuje histamin a Enterococcus
faecium jsou producenti pouze pro malé mnot stvi té€chto aminti v syrech. Neni jasné, které
faktory jsou nejduletitéjSi pro tvorbu velkého mnotstvi biogennich aminli v syrech.
Z koziho syra byly izolovany pozitivni kmeny enterokokl na tyramin. Suzzi et al. (2000)
zjistili, t e proteolytické kmeny E. faecalis vt dy tvofi znacné mnot stvi biogennich amind.

Mnot stvi kysliku ma také vyznamny vliv na BA. Enterobacter cloacae produkuje
zhruba polovinu mnot stvi putrescinu v anaerobnich podminkach v porovnani s aerobnimi
podminkami. Klebsiella pneumoniae syntetizuje vyrazné méné kadaverinu, ale ziskava
schopnost produkovat putrescin za anaerobnich podminek (Haldsz et al., 1994). Redox
potencial ovlivitiuje také produkci BA. Tvorba aminli je v rozhodujici mife ovlivnéna
teplotou. Teplota mezi 20 °C a 37 °C je optimalni pro rist vétSiny bakterii, které obsahuji
dekarboxylasu, nit$i teplota zastavi jejich rust (Maijala, 1993). Pfitomnost chloridu
sodného aktivuje tyrosin dekarboxylasu a inhibuje histidin dekarboxylasu (Silla-Santos,

1996). Pii obsahu chloridu sodného 3,5 % ma Lactobacillus buchneri aste€né potlacenou
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schopnost tvofit histamin a pfi obsahu 5 % je jeho schopnost zastavena (Maijala, 1995).
Poutiti vhodnych startovacich kultur s aminooxida¢ni aktivitou snituje tvorbu BA
(Leuschner and Hammes, 1998). Brevibacterium lineans snituje obsah tyraminu a

histaminu v priabéhu zrani syrt (Kolesarova, 1995).

2.1.4 Funkce biogennich aminii

BA jsou zdrojem dusiku a prekurzort pro syntézu hormoni, alkaloidii, nukleovych
kyselin a proteint (Silla-Santos, 1996). Mohou také ovlivnit procesy v organismu, jako je
regulace télesné teploty, sniteni nebo zvySeni krevniho tlaku (Greif et al., 1997).
Polyaminy jsou diletit¢é pro rlst, renovaci a metabolismus katdého organu v téle a
nezbytné pro udrteni vysoké metabolické aktivity pro normalni fungovani a imunitni
systém stfeva (Silla-Santos, 1996; Barddcz, 1993). BA jsou potencidlnimi prekurzory
pro tvorbu karcinogennich N-nitrososloucenin (Kfitek and Kala¢, 1998). Sekundarni
aminy, mohou tvofit nitrosaminy reakci s dusitany, zatimco tercidlni aminy mohou
produkovat fadu labilnich N-nitroso produktii (Halasz et al., 1994). V tu¢nych jidlech, jako
je slanina, pfi vysoké teplot¢ a za pfitomnosti vody, mite byt tvofen karcinogen
nitrospyrrolidin z putrescinu nebo spermidinu (Karovi¢ova a Kohajdova, 2005). Tyramin
ma pozoruhodnou antioxida¢ni aktivitu, ktera se zvySuje sjeho koncentraci. Uginek

inhibice je taky zavisly na amino a hydroxylovych skupinach (Halész et al., 1994).

r r we

2.1.5 Biologické ucinky

Biogenni aminy jsou pro organismus nepostradatelné, ale ve vysokych koncentracich

se mohou projevovat jako latky:

» psychoaktivni

» vasoaktivni
Psychoaktivni aminy plisobi jako pfenaseci v centrdlnim nervovém systému, vasoaktivni
aminy puasobi pfimo nebo nepfimo na vaskularni systém. Vasoaktivni aminy se podle
ucinky déli na:

» vasokontraktibilni (napf. tyramin)

» vasodilata¢ni aminy (napf. histamin)

12



Symptomy konzumace vysokych davek biogennich aminl jsou zvraceni, dychaci potite,
poceni, buSeni srdce, hypotenze nebo hypertenze (histamin) a migrény (tyramin,
fenylethylamin).

Monoaminooxidasa (MAQO) a diaminooxidasa (DAO) jsou hlavnimi enzymy, které
biogenni aminy odbouravaji. Toxicky uc¢inek biogennich amind je siln€ ovlivnén aktivitou
téchto enzymd, kterd mut e byt u jednotlivych jedinct rizna a zavisla na fad¢ faktord napf.
na pritomnosti inhibitort (urcita 1éciva) nebo potenciatorti. Vysoké koncentrace biogennich
aminl neni jit schopen tento enzymovy systém eliminovat.

Pfi hodnoceni toxikologického ucinku je nutné zvatovat nejen pritomnost
konkrétniho aminu, ale i ostatnich faktord jakymi jsou mnotstvi spotiebované potraviny,
pfitomnost jinych toxickych latek apod. Z tohoto diivodu je velmi obtitné stanovit hranici
toxicity biogennich amint (VeliSek, 2002). Prekurzory biogennich amintli, produkty

transformace a jejich biologicky vyznam je uveden v tabulce €. 1.
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Tabulka ¢. 1: Biogenni aminy, jejich prekurzory, produkty transformace a biologicky

vyznam (Velisek, 2002)

o , Dalsi produkty AMK
. P Piivodni . c Lo
Biogenni aminy AMK a transformace Biologicky vyznam
aminu
lokalni tkanovy hormon, vliv
na krevni tlak, sekreci
histamin histidin taludecni s't avy %cast pr
anafylaktickém Soku a
alergickych reakcich
. . prekurzor dopaminu, lokalni
dopamin, adrenalin, oy, . ,
tyramin tyrosin noradrenalin, synefrin tkafiovy hormon, vliv na krevni
y . ’ tlak a kontrakce krevniho
hordenin
svalstva
stabilizace makromolekul
(NK), subcelularnich struktur
kadaverin lysin (ribosomy), stimulace
diferenciace bunék, rostlinny
hormon
stabilizace makromolekul
. (NK), subcelularnich struktur
. . N-methylputrescin, . .
putrescin arginin .7 . (ribosomy), stimulace
spermidin, spermin . . Ny .
diferenciace bunék, rostlinny
hormon
tyramin, dopamin,
fenylethylamin fenylalanin adrenalin, prekurzor tyraminu
noradrenalin
mediator sympatickych nervi,
. noradrenalin, lokalni tkanové a rostlinné
dopamin DOPA . . ,
adrenalin hormony, vliv na krevni tlak,
peristaltiku stiev
mediator sympatickych nervi,
tryptamin tryptofan serotonin, melatonin lokdlni tkafiové a rostlinné
yp P ’ hormony, vliv na krevni tlak,
peristaltiku stiev
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2.1.6 Vyskyt a vyznam v potravinach

Biogenni aktivni aminy jsou slouCeniny ¢lenéné podle obvyklych metabolickych
pochodii v bunikach tivych organismi, vcetné¢ regulace rGstu (spermin, spermidin a
kadaverin), nervového ptenosu (katecholaminii a serotoninu) a jako mediatory zanétu
(histamin a tyramin) (Tabor and Tabor, 1976). Biogenni aminy se vyskytuji prakticky
ve vSech potravinach jako bétné produkty metabolismu. Ve vy$§im mnotstvi se nachazi
ve fermentovanych vyrobcich (napt. syry, ryby a rybi vyrobky, trvanlivé salamy, pivo,
vino, kysané zeli aj.), kde vznikaji mikrobidlni ¢innosti, avSsak mohou mit netadouci
zdravotni disledky pro spotiebitele (Brink et al., 1990). Pisobenim kontaminujici
mikroflory vznikaji hlavné v rybach a v mase béhem skladovani. Vysoké koncentrace
biogennich aminti se vyskytuji u potravin v pokroc¢ilém stupni kateni. V zeleniné, ovoci a
houbach pii nevhodném skladovani produkuji biogenni aminy zejména endogenni
dekarboxylasy.

Tyramin a histamin funguji jako hormondalni mediatory, u lidi a zvitat. Psychoaktivni
aminy, jako je dopamin a serotonin jsou neurotransmitery v centralni nervové soustave
(Bardocz, 1993). Putrescin a kadaverin jsou povatovany za indikatory netadoucich
premén bilkovin. Zvyseny vyskyt biogennich aminl v potravinidch se proto povatuje za
net adouci (Kfit ek and Kalag, 1998).

Piehled mikroorganismii podilejicich se na produkci biogennich amint

v jednotlivych potravinach je uveden v tabulce €. 2.

15



Tabulka ¢. 2: Vyznamné mikroorganismy produkujici biogenni aminy (Velisek,

2002)

Potravina Mikroorganismy Produkované aminy

Kleibsiella pneumonia, Hafnia ' . .
histamin, tyramin,
alvei, Proteus mirabilis, . _
ryby kadaverin, putrescin,
Proteus vulgaris, Clostridium . .
agmain, spermin,

perfringens
Lactobacillus buchneri, L. histamin, kadaverin,
syry bulgarius, L. plantarum, L. putrescin, tyramin,
casei, L. acidophilus tryptamin

Pediococcus sp.,
( orobk Lactobacillus sp., histamin, kadaverin,
maso a masné vyrobky ' .
Pseudomonas sp., putrescin, fenylethylamin

Streptococcus sp.,

Lactobacillus plantarum,
histamin, kadaverin,
fermentovana zelenina Leuconostoc mesenteroides, ) )
tyramin, putrescin
Pediococcus sp.

wew /4

2.1.7 Potraviny tivoc¢iSného ptivodu a BA

V mase, rybach a syrech byvaji hlavnimi biogennimi aminy histamin, kadaverin,
putrescin a tyramin. Pfi skladovani masa dochédzi vlivem enzymové aktivity pfitomné
mikroflory k rGstu obsahu biogennich amint, a obsah nékterych z nich lze proto vyutit
jako indikator &erstvosti masa. Cerstvé vepfové maso napf. obsahuje do 7 mgkg”
kadaverinu a putrescinu, zatimco zkat ené maso 60 mg.kg™ a vice. Vafeni ma relaéné maly
vliv na obsah biogennich aminl, dochazi pouze k jejich castecnému rozkladu. U masa
veprového je ubytek biogennich aminli vyS$i. Obsah biogennich amind vzrasta také
pii vyrobé fermentovanych salami a nckterych syrt. Tento nariist je patrny hlavné
v poCateCnich fazich fermentace vyrobki a je zavisly na druhu piitomnych
mikroorganismi. V ojedinélych ptipadech mohou vyrobky obsahovat at 100 — 1000
mg kg™ histaminu. PHi zrani syra dochazi k tvorbé& biogennich amini pfevat né v provozech

s nedostateCnou hygienickou urovni, tedy vlivem kontaminujici mikroflory. Pii dobré
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technologii a dodrt ovani spravnych hygienickych zésad obsahuji i dlouhodobé¢ zrajici syry
jen pomérné mald mnotstvi biogennich aminti. V Cerstvém rybim mase je obsah
biogennich amint maly, napf. v mase tutidka byva 0 - 10 mg.kg™ histaminu a 0 - 2 mg.kg™
tyraminu. Obsah biogennich aminii vSak roste pii nevhodném skladovani (Velisek, 2002).
Pii skladovani ryb pfi teplotich kolem 0 °C a nitS$ich vznikaji biogenni aminy v témé&f
zanedbatelném mnot stvi. Pfi vysSich teplotach je pfitomnou mikroflérou dekarboxylovan
hlavné¢ histidin a tkan¢ zejména makrelovitych ryb (Scrombroidae, kam patii napt. tunak a
makrela) mohou obsahovat at 3000 mgkg”' (makrela) nebo dokonce 8000 mgkg™
histaminu (tunak). Také ostatni biogenni aminy, jako je tyramin, kadaverin, putrescin a
dalsi, vznikaji v relativné vysokém mnot stvi. Optimalni teplota tvorby histaminu je zna¢né
rozdilna (5 - 38 °C) a zavisi hlavné na druhu kontaminujici mikroflory. Odstranéni jit
jednou vzniklych biogennich aminG z potraviny je velmi obtitné. Sniteni jejich
koncentrace 1ze napt. dosdhnout poutitim diaminooxidasy, ale v praxi neni tento zptisob
dekontaminace poutitelny. K ¢astecnému sniteni obsahu amind dochazi také v tepelné
zpracovanych vyrobcich jejich reakci s redukujicimi cukry, resp. s rozkladnymi produkty
cukra v reakci dle Maillarda. Nejvhodnégj$im zptisobem vyroby potravin obsahujicich malé
mnotstvi biogennich aminli je vSak dodrtovani takovych technologickych postupli a

hygienickych podminek vyroby, které brani jejich vzniku (Velisek, 2002).

2.1.8 Potraviny rostlinného piivodu a BA

Biogenni aminy se jako pfirozena soucast vyskytuji také v potravinach rostlinného
puvodu. Hlavnim biogennim aminem v ovoci a zelenin€ byva tyramin, v mensim mnot stvi
se vyskytuje celd fada dalSich biogennich amind. V listech Spenatu se napf. vyskytuje
volny histamin v mnotstvi zhruba 200 — 400 mgkg' a dale také N-methylhistamin,
N-acetylhistamin a amidy histaminu s riznymi karboxylovymi slou¢eninami. V bananech
se jako hlavni biogenni amin vyskytuje tyramin a dale také B-fenylethylamin, histamin,

dopamin a serotonin (Velisek, 2002).
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2.1.9 Toxikologické ucinky

Biogenni aminy, jako tyramin a B-fenylethylamin, byly navrteny jako inicidtofi
hypertenzni krize u nékterych pacientd. Pijem histaminu v rozmezi 8 - 40 mgkg’,
40 -100 mg.kg" a vyssi net 100 mg.kg" mite zpiisobit mirné, stredni a intenzivni otravy
(Parente et al., 2001). Nout (1994) uvedl, te maximalni pfipustna Groven histaminu a
tyraminu v potravinach by mé&la byt v rozmezi 50 - 100 mgkg” a 100 - 800 mg.kg™.
Putrescin, kadaverin, spermin a spermidin nemaji neptfiznivy ucinek na zdravi, ale mohou
reagovat s dusitany a tvofit karcinogenni nitrosaminy a také mohou byt navrteny jako
ukazatele kat eni (Eerola et al., 1997; Hernandez-Jover et al., 1997).

Tryptamin mé toxické ucinky na clovéka, jako je zvySeni krevniho tlaku, tedy
zpisobuje vysoky krevni tlak (Shalaby, 1996). Formovani nitrosamini, které jsou
potencidlnimi karcinogeny, piedstavuje dalsi toxikologické riziko spojené s BA, zejména
v masnych vyrobcich, které obsahuji dusitanové a dusi¢nanové soli a vulkanizaéni ¢inidla
(Scanlan, 1983). Urceni ptesného prahu toxicity BA v jednotliveich, je nesmirné obtit né,
protote toxickd davka je siln¢ zdvisld na Gc¢innosti detoxikacniho mechanismu kat dého
jednotlivce. Né&které biogenni aminy, napf. histamin a tyramin, jsou povatovany
za antinutriéni slouceniny. U citlivych jedinct predstavuji zdravotni riziko, zvIasté kdyt je
jejich i¢inek umocnén jinymi latkami. Toxicita biogennich aminil se vyznamné zvySuje pii
soucasné konzumaci alkoholu, kdyt jsou podavany i urcité antibiotika, psychofarmaka, cot
jsou inhibitory monoaminooxidas.

Histamin zplsobuje vasodilataci cév a sniteni krevniho tlaku, je pfi¢inou otravy
z ryb (scombroid poisoning). Tyramin je pfi¢inou migrén a hypertenznich krizi, zejména
u pacientll poutivajici antidepresiva. Pro negativni vliv BA na lidské zdravi je tadouci,
aby se tyto aminy vyskytovaly v potravindch v minimalnim mnot stvi (Halasz et al., 1994).
Toxicita histaminu a tyraminu je zvySovana konzumaci alkoholu a potravin obsahujici jiné
BA, zejména diaminy a polyaminy. Kromé téchto toxikologickych aspektl, jsou obavy
o BA, pokud jde o hygienu potravin (Karmas, 1981; Vidal-Carou et al., 1990).

Putrescin a kadaverin, aminy se slabSimi farmakologickymi ucinky v porovnani
s histaminem a tyraminem, blokuji aktivitu monoaminooxidasy a diaminoxidasy, cot
vysvétluje skutecnost, te vyssi koncentrace histaminu a tyraminu byly naméfeny v krvi pfi
potiti kadaverinu a putrescinu ve srovnani s pfijmem vody (Lyon et al., 1983; Ibe et al.,

1991). Faktory, které snituji vykonnost detoxikac¢niho systému, jsou alkohol, kava, caj,
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cigarety a nékteré léky (ambroxal hydrochlorid, dihydralazine, isoniazide, kyselina
klavulanova, promethazin) (Jarisch et al., 1996; Sattler et al., 1988).

Biogenni aminy jsou v orgdnech pomoci mono- a diaminooxidas oxidované a jsou
netoxické. P pijmu vysokych davek histaminu nebo tyraminu (>100 mgkg') tento
oxida¢ni mechanismus ut nepostacuje na detoxikaci a u konzumenta se projevi pfiznaky
otravy. Histamin zpisobuje po pul at jedné hodiné bolesti hlavy, zvraceni, bolesti bficha,
poruchy krevniho obé&hu, kopfivku. Otravy histaminem se Casto vyskytuji po potiti
zkatenych makrel a tundkd, ktefi jsou bohati na histidin. I dlouhozrajici syry mohou
v disledku mikrobidlni cCinnosti obsahovat vysSi koncentrace histaminu. Tyramin
zpusobuje zvySeni krevniho tlaku a bolesti hlavy (Gorner a Valik, 2004), mite zpusobit
krvaceni do mozku a srde¢ni selhani (Til et al., 1997). Tento amin se mite nachazet i
v dlouhozrajicim syru, rovnét v trvanlivych saldmech i1 v zkatenych rybach (Joosten,
1988).

Rizné aminy (napf. histamin, tyramin, kadaverin, putrescin a B-fenylethylamin) byly
nalezeny v mnoha rtiznych druzich syra (Rice et al., 1976; Silla-Santos, 1996). Mnot stvi

histaminu, putrescinu a kadaverinu se obvykle zvySuje béhem kateni ryb nebo masa

(Karmas, 1981).

2.1.9.1 Tyramin

Tyramin, jeden z toxikologicky vyznamnych biogennich aminti, tvofi
se v potravinach, plsobenim tyrosindekarboxylasy produkované bakterii spojenych
s potravinami (Silla-Santos, 1996). Tyramin mute zplsobit vysoky krevni tlak, migrény,
krvaceni do mozku a srde¢niho selhani, pii vySSich koncentracich v organismu (Til et al.,
1997). Koncentrace 100 mgkg' v potravinach jsou 8kodlivé (Silla-Santos, 1996).
Mezi fermentované potraviny, ve kterych mohou byt pfitomny toxikologicky vyznamné
irovné tyraminu patii kvaSena zelenina, zeli (Spicka et al., 2002), alkoholické napoje
(Kalac¢ et al., 2002), fermentované suché salamy (Komprda et al. 2004), zejména zrajici

syry (Stratton et al., 1991).
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2.1.9.2 Histamin

v

Histamin je fyziologicky nejdiletitéjsi z biogennich aminl. Je to latka
s farmakologickym uc¢inkem (mediator), a je zapojena do patofyziologickych procest, jako
jsou alergie a zanéty (Velisek, 2002).

Biologické ulinky histaminu jsou obvykle vidét pouze tehdy, kdyt se uvolni
ve velkém mnotstvi v pribéhu alergické reakce. Histamin uplatituje sviij vliv vazbou
na receptory bunéénych membran v respiracnich, kardiovaskularnich, gastrointestinalnich
a hematologickych / imunologickych systémech a kiti. Existuji tii typy receptorti, H1, H2
a H3. Nejcastéjsimi piiznaky jsou reakce z kardiovaskularniho systému (Bentley et al.,
1995). Histamin zpisobuje dilataci perifernich cév, kapilar a cév, cot vede k hypotenzi,
navalim horka a bolestem hlavy. Sekrece talude¢ni kyseliny je fizena prostiednictvim
receptoru H2 umisténého na parietalnich buiikach (Stratton et al., 1991). Bolest a svédéni
spojené s koptivkovou 1ézi mohou byt v disledku senzorickych a motorickych neuronti
stimulovany pfes H1 receptor (Bentley et al., 1995).

Otravy histaminem je motné léCit pomoci antihistaminik (Silla-Santos, 1996).
Po mnoho let, byly H1 receptory k dispozici pro 1é€bu alergii, zatimco receptory H2 byly
k dispozici pro 1écbu taludecnich viedd. Naproti tomu, H3 receptor byl objeven v roce
1983 a byl poutit k lé€bé poruch centralniho nervového systému. Role H3 receptoru
v uceni a paméti ukazuje, te H3 receptor by mohl mit roli v 1é¢bé paméti poruch, jako je
Alzheimerova choroba (Preus et al., 1998).

Koncentrace histaminu vy$si net 500 - 1000 mgkg”! se povatuji pro clovéka
za nebezpecné. Zvysené mnot stvi histaminu miite vyvolat anafylakticky Sok (tj. silny otfes

provazeny poruchou hlavnich funkei organismu) (Velisek, 2002).

2.1.10 Zakonné limity

Evropské Unie (EU) stanovila limit v nafizeni (ES) 2073/2005 a jejim platném znéni
pro histamin, ktery by mél byt nit §i net 100 mg.kg™ pro ryby, a mensi net 200 mg.kg" pro
solené ryby pro druhy, které patii do Celedi Scrombroidae a Clupeidae (Montel et al.,
1999). V rybich vyrobcich oSetfenych enzymatickym zranim lze piekrocit hodnotu z 200
mg.kg ! at do hodnoty 400 mg kg™ u dvou vzorkii z deviti z jedné 3arte.
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Potravinovy kodex Slovenské republiky urcil maximalni inosnou miru pro tyto dvé
kategorie BA: histamin (20 mg.kg™ v pivu a 200 mgkg" v rybach a rybich vyrobcich) a
tyramin (200 mg.kg" v syru) (Halasz et al., 1999). Horni limit od 100 do 200 mg.kg" pro

histamin \% masnych vyrobcich byl navrten Nizozemskem.
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2.2 Faktory, které maji vliv na tvorbu BA v potravindch

Pisobenim mikroorganismii se méni vlastnosti potravin, jejich textura, konzistence,
barva, vzhled, viiné a chut’. Jaké zmény plusobenim mikroorganismi v a na potravinach
vznikaji, zavisi od fyzikalnich a chemickych vlastnosti, od vnitinich faktort:

e od sloteni potravin
e aktivity vody
e redoxniho potencidlu

o textury

Dalsi vyznamny vliv na vlastnosti uchovavanych potravin maji vnéjsi faktory, podminky
uchovéani a skladovani jako:

e teplota prostiedi

e relativni vlhkost vzduchu

e doba skladovani

Vnitini a vnéj$i faktory urcuji druh mikrobidlnich zmén jako i jejich rychlost a
trvanlivost potravin. Cim je teplota potravin vyssi, tim rychlejsi se méni jejich mikrobialné
podminéné vlastnosti.

Kromé vnitinich a vnéjSich faktori ma na mikrobiologickou trvanlivost potravin
vyznamny vliv pocet a druhové zastoupeni mikroorganismli (mikrobiologicka zatct
potravin). Cim potravina na zalatku uchovani a skladovani obsahuje méné
mikroorganismu a ¢im jsou méné aktivni (schopné se rozmnot ovat a metabolizovat), tim je
pfi danych wvné&jSich a vnitfnich podminkach potrebny del§i cas, aby se potravina
senzoricky zménila. Pocate¢ny pocet a pocatecné druhové slot eni mikroflory potravin se

vyznamné uplatiiuje pii nizkych skladovacich teplotach (Gorner a Valik, 2004).
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2.2.1 Vnitini faktory potravin

Hodnota pH

Sladké tepelné neopracované mléko mé hodnotu pH mezi 6,5 at 6,7. Patii proto mezi
potraviny s mirné kyselou reakci. VIlivem bakterii mléného kvaseni, které jsou
v normalnim nadojeném surovém mléce piitomné a pro obsah pro nelehko
fermentovatelného disacharidu laktdzy se pii teploté¢ 28 at 30 C sniti jeho hodnota pH
na 4,0 anitsi za 16 at 20 hodin.

Minimalni hodnota pH pro vétSinu bakterii (mnohé bakterie z €. Enterobacteriaceae,
druhy rody Bacillus a jiné), které se zucastnuji pii kateni potravin je pH 4,4 at 4,6.
Bakterie octového kvaSeni maji svoje optimalni pH nizké, mezi 5,4 at 6,3 a nékteré druhy
bakterii mlécného kvaseni zrodu Lactobacillus mezi 5,5 at 6,0. Maximalni hodnota

bakterii, kvasinek a plisni mezi pH 8 at 9 (Gorner a Valik, 2004).

Glukéza
Je monosacharid, ktery zvySuje rist a dekarboxylacni aktivitu bakterii, tedy i
produkci biogennich amind. Optimalni obah gluko6zy je v rozmezi od 0,5 — 2 % (Suzzi et

al., 2003).

Aktivita vody a,,

Mikroorganismy potiebuji pro svoji latkovou pfeménu vodu. Snitovanim obsahu
vody v bufice zplsobuje zpomaleni jejich ristu. Za nepfitomnosti vody se v nich latkova
pfemeéna zastavi. Citlivé mikroorganismy za takovych podminek odumiraji. N&které slot ky
potravin jako je sul, cukr, bilkoviny mohou vazat vodu natolik, te je nemohou
mikroorganismy vyutit pro sviij metabolismus. Optimalni hodnota a,, je pro vétSinu
mikroorganismu a,, > 0,98. Pfi sniteni hodnoty a,, prostfedim odnimanim vody (suSeni,
uzeni), ptidavkem soli, cukru a tét i mrazenim se koncentrace mikroorganismu vyut itelné

vody snituje a jejich rist je castecné nebo Gplné€ inhibovany (Gorner a Valik, 2004).
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2.2.2 Vnéjsi faktory potravin

Teplota
Odlisné skupiny mikroorganismti maji rizné naroky na teplotu prostredi, v kterém se
mohou nebo maji rozmnot ovat a metabolizovat. Podle jejich optimalni riistové teploty se

tfidi do 4 skupin: psychrofilni, psychotropni, mezofilni a termofilni (tab ¢. 3).

Tabulka ¢. 3: Rozdéleni bakterii podle jejich teplotnich narokt

Skupina Minimalni teplota (DC) Optimalni teplota (OC) Maximalni teplota (OC)
Psychrofilni bakterie -5at +5 12 at 15 15 at 20
Psychotrofni bakterie -5at +5 25 at 30 30 at 35

Mezofilni bakterie +5at 15 30 at 40 35 at 47
Termofilné bakterie 40 at 45 55at 75 60 at 90

Mezi ptiméfenou minimalni teplotou a optimalni teplotou je rozdil asi 22 °C a mezi
pfiméfenou optimalni a maximélni teplotou je rozdil jen 6,5 “C. Podle toho
mikroorganismy 1épe snéseji teploty suboptimalné jako hyperoptimalné¢ (Gorner a Valik,
2004).

VétSina bakterii, které zplsobuji otravy potravinami (alimentarni intoxikace a
toxoinfekce) je ve skupiné mezofilnich bakterii. Jejich optimalni teplota je mezi
30 - 40 "C. Jsou to nékteré durhy a sérotypy z rodu Salmonella, dale Clostridium botulinum
typu A a B, Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus a jiné. Bakterie z Celedi
Enterobacteriaceae jako je vétSina grampozitivnich bakterii, napf. rody Bacillus,
Clostridium, Micrococcus a bakterie mlécného kvaSeni, patii s ur€itymi vyjimkami tét
do skupiny mezofilnich mikroorganismi. Jejich teplotni minimum je mezi 5 — 15 C,
proto se pii konzervarenském dodrteni chladirenskych teplot skladovani potravin

nerozmnot uji a potraviny se jejich plisobenim nezkazi (Gorner a Valik, 2004).
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Kyslik O,

Baleni potravin do obalt nepropustnych pro vodni paru a nékteré plyny jako i uméla
regulace atmosféry v skladovacich prostorech mite mit na rist urcitych fyziologickych
skupin mikroorganismi pozitivni i negativni vliv. Vzduch v blizkosti pidy obsahuje
pfiméiené (v obj. %) 78 % dusiku, 21 % kysliku, < 1 % vzéacnych plyni, 0,03 % oxidu
uhli¢itého a mensi mnot stvi vodni pary.

Mnohé aerobni a anaerobni bakterie svymi nespecificky ptlisobicimi enzymami
obsahujici flavin a za pfitomnosti vzdusného kysliku katalyzuji tvorbu toxického peroxidu
vodiku, radikdl oxidaz katalyzuje 1 vznik pro mikroorganismy rovné toxickych
superoxidasovych radikdli. Aerobni mikroorganismy mohou pak za pomoci
superoxiddismutadzy a katalazy rozrusit vzniklé superoxidové ionty i peroxid vodiku, ¢im
se chrani proti jejich toxickému ucinku.

Tento ochranny detoxika¢ni mechanismus spo¢iva na obou enzymech a maji ho i
fakultativné anaerobni bakterie (napi. z Celedi Enterobacteriaceae). Aerotolerantni
anaerobni bakterie (napt. rodu Streptococcus a Lactococcus) obycejné syntetizuji jen jeden
ochranny enzym superoxidismutdzu, ale nikoliv kataldzu. Striktné anaerobni bakterie (z
rodu Clostridium) nesyntetizuji tadny z t€chto ochrannych enzymii. Proto za pfitomnosti

vzdusného kysliku nerostou a rychle odumiraji (Gorner a Valik, 2004).
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2.3 Mikroorganismy, které se vyznamné podileji na tvorbé BA

2.3.1 Rod Enterococcus (€. Streptococcaceae)

Vyznam a ulohy pfislusniki rodu Enterococcus jsou v potravinaiské mikrobiologii
na prvni pohled protichidné. Intenzivné fermentuji sacharidy a nékdy se tcastni na tvorbé
aroma a chutnosti potravin. Pfipisuje se jim i toxinogennost, tvorba biogennich amint a
vyutivaji se v mikrobiologii pitné vody jako indikatory fekalniho znecisténi (GOrner a
Valik, 2004).

Rod Enterococcus ma pojmenovani piipominajici jeho ptivod ve stievé lidi a zvifat.
Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium, ve stfevé lidi a nékterych zvifat;
Enterococcus avium a Enterococcus gallinarum, ve sttevech zvifat (GOrner a
Simkovicova, 1978).

Enterokoky jsou Gram-pozitivni, kataldsa negativni koky, fermentuji sacharidy
podobné jako jiné bakterie mlééného kvaseni a produkuji kyselinu mléénou. V alkalickém
prostiedi produkuje z gluk6ézy vyznamné mnot stvi etanolu, kyseliny octové a mravenci a
oxidu uhli¢itého. Jsou naro¢né na tiviny; vytaduji pro svlj rist a metabolismus
aminokyseliny, peptidy, puriny, pyrimidiny a vitaminy (Gorner a Valik, 2004).

Enterokoky se bétné vyskytuji v syrovém mléce a mléénych vyrobcich (Garg and
Mital, 1991; Giraffa et al., 1994). Mléko je idedlnim zdrojem pro riist téchto organismd.
Enterokoky se mohou vyskytovat ve znaéném mnot stvi v tvarohu a zrajicich syrech (Clark
and Reinbold, 1966; Muchetti et al., 1982; Fontecha et al., 1990; Poullet et al., 1991;
Freites et al., 1996; Centeno et al., 1997). Mnozi z nich maji hlaSeny jejich pfitomnost v
pasterovaném a UHT mléce (Garg and Mital, 1991). Protote patii mezi termorezistentni
bakterie, a nékteré kmeny enterokoktl pretivaji i predepsané pasteracni teploty. Nejvice
termorezistentim enterokokem je E. faecium. Jejich schopnosti rozvijet se v pfitomnosti
6,5% NaCl a ve vyvaru pfi pH 9,6 je bétné poutivan jako fyziologickad kritéria pro
rozliSovani enterokokil od jinych streptokokt. Kone¢nad hodnota pH v glukozovém bujoné
je 4,6 at 4,2, priletitostné 1 mens$i hodnoty. V mléce byla pii laboratorni teploté u
Enterococcus durans dosahnuté kyselost 34,5 SH a obsah kyseliny mlécné 0,66 % (Gorner

a Valik, 2004).
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Vyznam enterokokil je v potravindiské mikrobiologii na prvni pohled protichidny.
Naptiklad, pfi vyrob& a zrani syru cedar se podle nékterych autorti vyutivaji jejich
fermentacni vlastnosti jako bakterie mlééného kvaSeni a soucasné jejich vysokéd odolnost
vici obsahu soli (Gorner a Valik, 2004). Enterokoky jsou trvalou souc¢ésti fermentovanych
potravin s vys§im obsahem soli, jako u syrd (Brandys), klobas a Sunky, fermentovanych
ryb, pfiemt se pravdépodobné zucastnuji na tvorbé jejich chutnosti a aroma. Oproti tomu
v nefermentovanych potravinach poukazuje jejich zvysSend piitomnost na nedostatecné
zahtati a na kontaminaci z ploch, které nebyly dostateéné Cisténé a dekontaminované.
Enterokoky jsou vyznamnym indikatorem mikrobiologické jakosti suSeného mléka.
Pro jejich termorezistentnost a schopnost rist v prostfedi snit$i aktivitou vody
se rozmnotuji v zahusténém mléce ve vakuovych odparkdch (pfed susenim). Pfi suSeni
koncentratu mléka horkym vzduchem se nedevitalizuji. Jejich kone¢ny pocet v suSeném
mléce zavisi od dikladnosti CiSténi a dekontaminace odparky, suSarenského zafizeni a
ostatnich ploch a od Casu nepftetrt it€ho odparovani mléka (Gorner a Valik, 2004).

Enterokoky ptichédzeji do tivahy i jako indikatory kontaminace pitné vody. Vyutiva
se jejich vlastnost, te pochazeji ze stiev lidi a ve vodé pret ivaji kratsi Cas jako koliformni
bakterie. Podle vodarenskych mikrobiologli poukazuje jejich pfitomnost v pitné vodé
na nedavné fekalni znecisténi (Gorner a Valik, 2004).

Z divodl jejich tepelné tolerance a pfetiti za nepfiznivych podminek prostiedi,
enterokoky mohou sloutit jako indikatory kvality potravin. Enterokoky se vyskytuji
v hojném poctu v zelening, rostlinném materidlu a potravinach, zejména tivociSného
ptuvodu, jako jsou fermentované salamy a syry. Ve zpracovaném mase jsou enterokoky
obecné netéadouci, naopak maji vyznamné dusledky v mlékarenském primyslu (Giraffa,
2002).

Enterococcus faecalis tvoii vejcovité bunky, uspofddané v parech a v kratkych
tetizkach, ma optimalni teplotu 37 "C. Zpravidla jsou nepohyblivé. Na polotuhych tivnych
pudach tvoii hladké smetanové at bilé kolonie. Na médiu Slanetz-Bartley tvoii kolonie
hladké, obkrouhlé¢ a lesklé hnédocervené at rit ové. Fermentuje glukdzu za tvorby kyseliny
mlécné. Peptonizuje kasein a telatinu. Aminokyselinu tyrosin dekarboxyluje na biogenni
amin tyramin. Nachazi se v bétnych fekaliich lidi, teplokrevnych a studenokrevnych

zvifat; v hmyzu a na rostlinach (Gorner a Valik, 2004).
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Enterococcus faecium mé podobné vlastnosti jako E. faecalis. Na médiu Slanetz-
Bartley tvoti bledortitové at bilé kolonie. Telatinu a kasein nepeptonizuje. Na krevnim
agaru tvofi a-hemolyzu. Plvodni stanovisté podobné jako E. faecalis. Jako zdroj a prvni
izolat se udava susené mléko; nachazi se v mléku a mléénych vyrobcich (Gorner a Valik,
2004).

Enterokoky jsou, 1 kdyt se nepoutivaji jako technické mikroorganismy, stilou
soucasti mikroflory, syri, fermentovanych klobas, Sunky a jinych i rostlinnych potravin.

Gorner a Valik, (2004) stanovili v syru brynza, ktery obsahoval pfiméiené 50 %
vody a 2,5 % NaCl po ¢as jedné sezony od 50 000 po 10 000 000 KTJ.g" enterokokd.
Nejcastéjsi byl izolovany druh Enterococcus faecalis (Streptococcus faecalis ssp. faecalis),
62 % a Enterococcus faecium 4 %. Mezi obsahem enterokoktl a celkovym poctem bakterii
nebyla vyznamna korelace. Autor piedpoklada, te enterokoky spolupiisobi pfi vytvareni
typickych senzorickych vlastnosti syru bryndza.

V ementalskych syrech zplsobil Enterococcus faecalis (star§i pojmenovani
S. faecalis spp. liquefaciens), kdyt byl v ném ve velkém mnotstvi (5.10° at 10° KTI.g™")
,,bilou hnilobu“ a inhiboval tvorbu ok propionovymi bakteriemi tvorbu ok jako i vznik
normalni chuti téchto syrd. Bild hniloba se projevila na fezu tvorbou bilych skvrn
s m&kkym a horkym obsahem (Gorner a Valik, 2004).

Kombinovany vliv teploty, pH a koncentrace NaCl ma vliv na dynamiku ristu
Enterococcus faecalis EF37. Tvorba biogennich amint, v ramci schvalenych podminek, je
aminy byly B-fenylethylamin, ale zna¢né mnot stvi tyraminu bylo zji$téno u vSech vzorku.
Bylo potvrzeno, t e hlavni biologické funkce ovliviiujici tvorbu biogennich amint je rozsah
ristu mikroorganismd, jako je E. faecalis, ktery se vyznacuje dekarboxyldzovou aktivitou.
V tradi€ni a femeslné vyrobé syrit za poutiti syrového mléka, dosdhnou enterokoky
obvykle urovné 10’ bunék/g. Z tohoto pohledu je dilet ité,
aby pfitomnost biogennich aminii v disledku cinnosti téchto mikroorganismti byla
udrt ovdna v bezpecné urovni, anit by to ovlivnilo pozitivni €inky enterokoki na konecné

organoleptické vlastnosti tohoto syru (Gardini et al., 2001).
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2.3.2 Rod Lactobacillus (¢. Lactobacilaceae)

Tyto bakterie spolu sdalSimi (Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus,
Leuconostoc a Pedicoccus) fadime mezi tzv. bakterie mlééného kvaseni (Bernardeau et al.,
2008).

Rod Lactobacillus zahrnuje fakultativné anaerobni nebo mikroaerofilni nepohyblivé
palickovité bakterie mlé¢ného kvaSeni (zpravidla rovné, obcas kokobacily). Jejich hlavnim
metabolitem fermentace sacharidu je kyselina mlécna, ale i octova, etanol a oxid uhlicity.
Kyselina mlécna snituje pH prostiedi at na 4,0. Nachazeji se ve fermentovanych
rostlinnych a tivociSnych materidlech, méné v travicim a zativacim traktu lidi a zvifat.
Z potravinafského hlediska se nachazeji v mléce a mlécnych vyrobcich, v tepelné
neopracovanych masnych vyrobcich, kysaném zel, syru. Jsou saprofyté, velmi ziidka
patogeni (Gorner a Valik, 2004).

Rod Lactobacillus se podle fermentace hexdz, pentdz a glukonatt deli na tfi skupiny
druhd.

Druhy I. Skupiny: jsou obligatné¢ homofermentativni (hex6zy fermentuji vylu¢né
(>90 %) na kyselinu mlécnou, pentozy a glukonaty nefermentuji). Skupina obsahuje druhy:
Lactobacillus delbrueckii spp delbrueckii, L. delbrueckii spp. bulgaricus, L. delbrueckii
spp. lactis, L. helveticus, L. acidophilus, L. salivarius, L. farciminis.

Vlastnosti: grampozitivni, kratké at dlouhé palicky, mikroaerofilni. Rostou pii 45 'C,
optimalni teplota 30 at 45 °C, nerostou pii 15 °C. Vyjimku tvoti L. farciminis, ktery roste
pfi 15 °C a neroste pii 45 C.

Vyskyt a vyznam: v mléce a mléénych vyrobcich, v dutin€ ustni a v intestindlnim
traktu lidi a zvirat. N&které se vyutivaji ve formé Cistych zédkysovych kultur pfi vyrobé
jogurtd, acidofilniho mléka, tvarohu, syrt.

Druhy II. Skupiny: jsou fakultativné homofermentativni laktobacily (hexo6zy
fermentuji skoro vyluéné > 90 % na kyselinu mlé¢nou; pii nedostatku glukdzy produkuji
nékteré¢ druhy kyselinu octovou, etanol, kyselinu mravenci, pentézy fermentuji pomoci
indukovan¢ fosfoketoldzy). Skupina obsahuje: L. casei spp. casei, L. casei spp.
pseudoplantarum, L. casei spp. rhamnosus, L. casei ssp. tolerans, L. plantarum,
L. alimetarius a jiné.

Vlastnosti: grampozitivni mikroaerofilni pali¢ky s tendenci tvofit fetizky. Rostou

pii 15 °C, vyjimeend pii 45 "C, optimélni teplota 28 at 32 “C.
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Vyskyt a vyznam: mléko, syry, mlécné a masné produkty, pekarensky kvas, tstni
dutina, intestindlni trakt. L. alimentarius roste i pti 10 % NaCl. L. casei spp. tolerans
pfetiva pasteraci pii 72 ‘C 40 s. Nékteré jsou v mlékarenském a konzervarenském
primyslu vyut ivany ve formé ¢istych kultur.

Druhy III. Skupiny: jsou obligitn¢ homofermetativni (hexdézy fermentuji
heterofermentativné na kyselinu mlénou a kyselinu octovou, etanol a oxid uhliity.
Pentézy fermentuji na kyselinu mléénou a kyselinu octovou. Skupina obsahuje
plynotvorné laktobacily: L. buchneri, L. brevis, L. fermentum, L. bifermentas, L. divergens
L. fructivorans, L. haloterans, L. kefir, L. reuteri, L. viridescenc, L. sanfrancisko.

Vlastnosti: grampozitivni pali¢ky, ¢asto 1 koloidni builkky, to mite vést
pii  mikroskopickém zkoumani k zdméné srodami Leuconostoc, Lactococcus a
Streptococcus. Od téchto se 1isi tvorbou pp kyseliny mlé¢né. Rostou pii prevatné 15 C,
L. fermentum a L. reuteri pii 45 C. Optimalni teplota 28 at 32 C. L. fermentum pii 41 at
42°C, L. fructirovorans upiednostiiuje pH 5,0 at 5,5. L. halotolerans roste za ptitomnosti
12 at 14 % NaCl

Vyskyt a vyznam: mléko a mlééné produkty, masné vyrobky, fermentovana zelenina
a plody, pekarensky kvas, kvasnice, dutina stni, intestinalni trakt. Zac¢astiuji se pii kat eni
potravin.

Kolonie na agarovych mediich maji tvar s pravidelnym okrajem, hladké, lesklé,
bezbarvé. Laktobacily pifi ristu v bétnych mediich netvofi charakteristicky pach.
V potravinach vSak pfispivaji k tvorbé jejich charakteristickych chutovych a vonavych
vlastnosti tvorbou prachovych latek jako acetaldehydu, diacetylu, kyseliny octové,
aminokyselin a v syrech 1 sulfanu.

Nékteré aminokyseliny jako kyselina glutamova a tyrosin jsou laktobacily
dekarboxylované za vzniku amint, které nejsou dale metabolizované. Néekteré druhy a
kmeny laktobacili produkuji bakteriociny.

Rod Lactobacillus obsahuje termofilni druhy, ale mezi termorezistentni se po€ita jen
Lactobacillus casei ssp. tolerans, ktery sndsi zdhtev na 72 C trvajici 40 s. Druhy a kmeny
rodu Lactobacillus nejsou vyznamnou slot kou termorezistentnich bakterii vypéstovanych
za podminek metody na stanoveni celkového poctu bakterii v mléku. Laktobacily jsou
podobné jako streptokoky a laktokoky naro¢né na rustové faktory a na bétnych mediich

obycejné nerostou. Vytaduji delsi kultivacni ¢as 3 at 4 dny a bohaté médium (kvasnicovy
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extrakt, hydrolyzovany kasein). Pii poutiti vhodného média se podil laktobacilli mezi

termorezistentnimi bakteriemi zvysuje (Gorner a Valik, 2004).

Laktobacily v potravinarstvi a tivotnim prostiedi

Laktobacily rostou, rozmnotuji se a metabolizuji za anaerobnich podminek, ale i
pfi sniteném obsahu kysliku ve vSech prostiedich, které jim poskytuji dostatek
fermentovanych sacharidd, stépnych produktt bilkovin, nukleovych kyselin a vitamina
skupiny B.

Laktobacily jsou acidotolerantni at acidofilni. Nékteré kmeny druht L. viridescens,
L. sake, L. plantarum. L. curvatus rostou, i kdyt pomalu, pfi nizkych teplotach blizkych

bodu mrazu (napf. na chlazeném mase) (Gorner a Valik, 2004).
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2.4 Metody stanoveni BA

Existuji dva ditvody pro stanoveni amint v potravinach: prvni je potencialni toxicita,
druhy je mot nost jejich vyutiti jako markerti kvality potravin. Nékteré z hlavnich aplikaci
analyzy biogenni aminll jsou: kontrola kvality surovin, meziprodukti a konecnych
produkttl, sledovani fermenta¢nich procesi, fizeni procestl, vyzkum a vyvoj (Onal, 2007).

Analyza BA je duletita pro jejich toxicitu a jejich vyutiti jako ukazatele Cerstvosti a
stupné kateni potravin. Byly vyvinuty metody pro stanoveni biogennich amini v
potravinach. Analytické metody poutivané pro kvantifikaci biogennich aminii jsou
zaloteny pfedevS$im na chromatografickych metodach: chromatografie na tenké vrstvé
(TLC), plynovd chromatografie (GC), kapilarni elektroforéza (CE) a vysokolUc¢inné
kapalinové chromatografie (HPLC) (Onal, 2007).

Lapa-Guimaraes a Pickovd (2004) ptedstavili jednorozmérné, dvojrozmérné
chromatografické techniky na tenké vrstvé, systému chloroform-diethylether-tryethylamine
(6:4:1) nasledovaném chloroform-tryethylamine (6:1) a to pro separaci a stanoveni
dansylovanych derivati BA.

TLC je jednoducha a nevyt aduje specidlni vybaveni, avSak vétSina z publikovanych
metod, trpi nadmérnou potiebou Casu pro analyzu a je jen (semi-kvantitativni). GC neni tak
Casto pout ita pro stanoveni BA (Lange et al., 2002).

HPLC je nejcastéji vyutivana pro analyzu metod biogennich amint (Onal, 2007).

2.4.1 Chromatografické metody

Chromatografie je separacni metoda, pii které se odd€luji — separuji slot ky obsat ené
ve vzorku. Svym urc¢enim je to pfedev§sim metoda pro kvantitativni a kvalitativni analyzy
slotek vzorku. V chromatografii se vzorek vnasi mezi dvé faze. Jedna je nepohybliva a
nazyva se stacionarni faze. Pies ni se pohybuje druhd, kterd se proto nazyva mobilni faze.
Pohybem mobilni fadze je vzorek touto soustavou unéaSen. Slotky vzorku, které Inou
ochotnéji ke stacionarni fazi net k fazi mobilni, se pfi pohybu zdrt uji vice net jiné slotky,
které se ke stacionarni fazi poutaji htfe. Tim se postupné slotky od sebe separuji (Klouda,

2003).
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Klouda (2003) rozdéluje chromatografické metody podle nékolika hledisek:

1) Podle povahy mobilni faze:

a) kapalinova chromatografie (LC), kdy mobilni faze je kapalina

b) plynova chromatografie (GC), kdy mobilni faze je plyn

2) Podle usporadani staciondrni faze:

a) kolonova chromatografie, kdy stacionarni faze je umisténa v trubici

(kolon¢)

b) plo$né techniky:

> papirova chromatografie, kdy stacionarni faze je soucasti
chromatografického papiru

> tenkovrstva chromatografie, kdy stacionarni faze je
umisténa na sklenéné desce, hlinikové fo6lii nebo plochém

podkladu z jiného materidlu

3) Podle povahy déje, ktery prevlada pri separaci:

- obvykle se pfi separaci uplatiiuje nékolik fyzikalné chemickych dé&ju

soucasng, ale jeden z nich prevlada

a)

b)

d)

rozdélovaci chromatografie, kdy o separaci rozhoduje rlizna
rozpustnost slot ek vzorku ve stacionarni fazi (kapalina) a mobilni fazi
(kapalina nebo plyn)

adsorp¢ni chromatografie, kdy o separaci rozhoduje riizna schopnost
slotek poutat se (adsorbovat se) na povrch staciondrni faze (tuha
latka)

iontové — vyménna chromatografie, kdy o separaci rozhoduji rizné
velké elektrostatické pfitatlivé sily mezi funkénimi skupinami
stacionarni faze (iontoménic) a ionty vzorku

gelova chromatografie, kdy se slotky separuji podle velikosti na
porovité stacionarni fazi — gelu; mensi molekuly se v porech gelu
zdrt uji déle (molekulové sitovy efekt)

afinitivni chromatografie, kde stacionarni faze je schopna vézat ze
vzorku pravé urCité slotky, ke kterym ma tzce selektivni vztah -

afinitu
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2.4.1.1 Kapalinova chromatografie

V kapalinové chromatografii je mobilni faze kapalina. Na rozdil od plynové
chromatografie rozhoduji o separaci slotek vzorku nejen jejich interakce se staciondrni
fazi, ale velmi vyrazn€ 1 poutitd mobilni faze. Béhem separace se analyt rozdéluje mezi
mobilni a stacionarni fazi. Cas, ktery stravi v jedné nebo druhé fazi, zavisi na afinité
analytu ke kat dé z nich. Jsou vyut itelné vSechny mot né mechanismy separace — adsorpce,
rozdélovani na zaklad¢ rizné rozpustnosti, iontova vymeéna, molekulové sitovy efekt nebo
specifické interakce v afinitni chromatografii. Podle uspofadani stacionarni faze
rozliSujeme kolonovou a tenkovrstvou ¢i papirovou kapalinovou chromatografii. Protot e je
mot no pracovat za laboratorni teploty bez nutnosti prevadét vzorek na plyn, je kapalinova
chromatografie vhodna i pro separaci tepelné nestalych a neté¢kavych sloucenin (Klouda,

2003).

Kapalinovy chromatograf

V klasické kapalinové chromatografii naplnime sklenénou trubici délky asi 0,5 m a
priméru 2 cm, dole zakoncenou fritou a kohoutem, zrnitym sorbetem s velkym primérem
castecek (napf. oxidem hlinitym). Na horni vrstvu napln¢ davkujeme malé mnot stvi
vzorku a pak pfiddvame mobilni kapalnou fazi (eluent). Plisobenim gravitacni sily mobilni
faze postupujeme kolonou, slotky vzorku od sebe separuji a v riznych casech opoustéji
spodni ¢ast kolony (Klouda, 2003).

Klasické kolonové provedeni nema pottebnou tcinnost, ale stalo se zdkladem vysoce
ucinné kapalinové chromatografie (HPLC). K G¢inné separaci je tfeba poutit dostatecné
malych zrnicek sorbentu, kterd kladou prostupujici kapaliné znaény odpor. Proto je nutno
pracovat pti vysokém tlaku (Klouda, 2003).

o Cerpadlo. Kapalina se do kolony &erpa pistovymi nebo membranovymi Gerpadly.
Dobré cerpadlo dociluje prutoku v rozsahu od mikrolitrd do desitek mililitrti za
minutu s méné net 1% kolisanim pratoku pfi tlaku at 35 MPa. Material cerpadla
nesmi byt naruSen mobilni fazi a nesmi do ni uvoliiovat t 4dné latky.

e SméSovaci zarizeni. Sloteni mobilni faze mite zlstat stdlé (izokratickd eluce)
nebo se béhem separace méni (gradientova eluce).

e Davkovaci zarizeni. Davkovani injekéni stfikackou pfinasi nevyhody z hlediska

tésnosti, udrteni tlaku a zejména vnaSeni stop materialu injekéni stiikacky. Pokud
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je poutito injekéni zafizeni, musi byt zhotovena z inertnich materialii (nerezova
ocel, titan, nékteré polymery). Injekéni zafizeni miite byt ovlddano rucné i
automaticky.

e Kolony poutivime pouze néapliové. Mnoho rozli¢nych aplikaci kapalinové
chromatografie podmifiuje existenci velkého mnot stvi kolon rtizné délky, vnitiniho
praméru a ndpln¢€. Pro vétSinu rutinnich analyz jsou kolony zhotoveny z nerezové
oceli.

e Nastaveni teploty. V¢tSina separaci HPLC probiha pii laboratorni teploté a
nevyt aduje termostatovani. Nékteré separace se vyznamné zlepsi zvysenim teploty,
cot vétsina novych chromatografli umotiiuje. Programova zmeéna teploty se vSak
v HPLC nevyutivé (Klouda, 2003).

(Obrazek ¢. 4 kapalinovy chramatograf viz ptiloha).

Detektory v kapalinové chromatografii

Detektory v HPLC by mély byt selektivni pro analyty a malo citlivé pro mobilni fazi.
Prttoc¢na cela detektoru musi snést tlak mobilni faze a udrtet tésnost. Nejpout ivanejSimi
detektory jsou fotometricky, refraktometricky a fluorescen¢ni.

Fotometrické detektory patii k nejbétn€jSim detektorim. M¢efi absorbanci fluatu
vychazejiciho z kolony. Pro optimdlni citlivost detektoru musi byt zajiSténa dostate¢na
adsorp¢ni draha pritocné kyvety, jit prochazi paprsek. Jednodussi detektory méfi pii jedné
vlnové délce v ultrafialové oblasti, slotit€jsi dovoluji nastaveni vlnové délky pomoci
monochromatoru.

Refraktometricky detektor méii rozdily mezi indexem lomu fluétu a ¢isté mobilni
faze. Obsahuje-1i fluat slotku, objevi se vychylka. Tento typ detektoru neni pftili§ citlivy,
ale je velmi univerzalni. Pf1 jeho poutivani je tfeba ptisn€ udrt ovat konstantni teplotu.

Fluorescen¢ni detektor je zalot en na principu fluorescence — schopnosti absorbovat
ultrafialové zafeni a pak vysilat zafeni o vyssi vinové délce, které se méfi fotondsobi¢em
kolmo na smér vystupujiciho zateni. Detektor ma detekéni limit at 10 "'* g.mlI™ analytu. Je
vysoce selektivni. Vhodné 1ze kombinovat s fotometrickym detektorem.

Elektrochemické detektory jako vodivostni nebo voltametrické lze poutit tam,
kde jsou v roztocich obsat eny ionty respektive slot ky oxidovatelné nebo redukovatelné na

polarizované elektrod¢ (Klouda, 2003).
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3 Material a metodika

Vlastni prakticka cast probihala v obdobi od bfezna do Cervna a od zafi do listopadu

2010 v laboratofich Ustavu hygieny a technologie mléka FVHE VFU Brno.

3.1 Material
3.1.1 Vzorky

Byly poutity identifikované kmeny rodG Lactobacillus a Enterococcus, které
pochazely ze sbirky mikroorganismi na Ustavu hygieny a technologie mléka, VFU Brno a
byly izolované z kozich syrt. Kozi syry pochazely zeské farmy Sosivka v okrase

Blansko.

3.1.2 Kontrolni kmeny

Pro pozitivni kontrolu v ptipadé pudy s tyrosinem byl poutit kmen Lactobacillus
brevis (CCM 1815), u pudy s histidinem Lactobacillus buchneri (DSMZ 5987).
Lactobacillus rhamnosus (CCM 1828) byl vyutit pro negativni kontrolu u obou typt puid.
Tyto laktobacily pochézely z Ceské sbirky mikroorganismii, Masarykovy univerzity
vBrmé (Pirodovédecka fakulta, Ustav experimentilni biologie) a kmen DSMZ 5987
z Némecké sbirky mikroorganismu a bunéénych kultur.

Pro pozitivni kontrolu byl poutit sbirkovy kmen CCM 4224 Enterococcus faecalis
(tyramin) a dale byly poutity v praci CCM 2308 Enterococus faecium, CCM 5612
Enterococcus durans a jako negativni kontrola ndm slout ilo médium bez mikroorganismi.
Tyto enterokoky pochézely ze sbirky mikroorganismt na Ustavu hygieny a technologie

mléka, VFU Brno.
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3.1.3 Sklo, pomiicky

kadinky

zabrusova banka
pipety

odmérné banky
odparovaci banky
odmérny valec
petriho misky
ockovaci klicky
zkumavky

stojan na zkumavky
vatové zatky

kahan

vialky

pasteurovy pipety
membranovy nylonovy filtr, 0,45 pm

alobal

V V V V V VYV VYV V V VYV VYV V V VY V V VY

magnetické michadlo

3.1.4 Pristroje

termostat (BTM, CR)

analytické vahy (KERN, D)

analytické vahy (METTLER TOLEDO, D)
vysokorychlostni mixér (ULTRA-TUREX, D)
magnetickd michacka (HEIDOLPH, D)
ultrazvukova lazen (KRAINTEK, SK)
ttepacka typ 3005 (GFL, D)

lednicka (CR)

pH metr (RADELKIS, H)

mikrovinna trouba (WHIRPOOL, SE)
autoklav (TUTTNAUER, NL)

V V V V V V VYV V V VYV V
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YV V. V V V V

vodni lazen typ 1002 (GFL, D)

rotacni vakuova odparka (BUCHI Rotavaport, CH)

kapalinovy chromatogram Alliance (WATERS, USA)

fluorescencni detektor typ 2475 (WATERS, USA)

detektor s diodovym polem (PDA) typ 2996 (WATERS, USA)

kolona Zorbax Eclipse XDB typ C 18 4,6x150 nm, se zrnitosti 3,5 pum (AGILENT,
USA)

piedkolona Zorbax Eclipse XDB typ C 18 4,6x12,5 nm o zrnitosti 5 pm
(AGILENT, USA)
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3.1.5 Chemikalie a roztoky pro stanoveni dekarboxylac¢ni aktivity

voda deionizovana

trypton / pepton (ROTH, D)

kvasni¢ny extrakt (PENTA, CR)

chlorid sodny (PENTA, CR)

D-glukosa bezvoda (PENTA, CR)

tween 80 (HIMEDIA, IND)

heptahydrét siranu hofeénatého (PENTA, CR)

monohydrat siranu manganatého (PENTA, CR)

heptahydrat siranu t eleznatého (PENTA, CR)

uhligitan vapenaty (PENTA, CR)

L-Aminokyselina — L-tyrosine hydrochloride (98%) (SIGMA-ALDRICH, USA)
L-histidine dihydrochlorid (99%) (SIGMA-ALDRICH, USA)

bromkresol purpur (BKP) (P-LAB, CR)

agar (OXOID, GB)

MRS agar (OXOID, GB)

Slanetz-Bartley agar (OXOID, GB)

pyridoxal-5-fosfat monohydrat (SIGMA-ALDRICH, USA)

0,1 M kyselina chlorovodikova (PENTA, CR)

hydroxid sodny (PENTA, CR)

V V V V V V VYV V V VYV V

V V V V V V VY

3.1.6 Chemikalie a roztoky pro stanoveni BA

methanol pro HPLC (MERCK, D)

10% kyselina trichloroctova (ROTH, D)
hydrogenuhli¢itan sodny (99%) (CHEMICA, CR)
dansylchlorid (FLUKA, CH)

aceton pro HPLC (MERCK, D)

26% amoniak (PENTA, CR)

kyselina chlorovodikova (PENTA, CR)

petrolether pro organické stopové analyzy (MERCK, D)
acetonitril gradient grade pro HPLC (MERCK, D)
acetic acid (50%) (SIGMA-ALDRICH, USA)

YV V.V V V V VYV V V VY
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Standardy (SIGMA-ALDRICH, USA):
histamine dihydrochloride

tyramine dihydrochloride

tryptamine hydrochloride
1,7-diaminoheptan

putrescin dihydrochloride

kadaverin dihydrochloride
B-fenylethylamine hydrochloride
agmatine sulfate

spermidine trihydrochloride

VvV V.V V V V V V V VY

spermine tetrahydrochloride

Sloteni mobilnich fazi, které byly poutity pifi stanoveni BA pomoci kapalinové

chromatografie jsou uvedeny v tabulce €. 4.

Tabulka €. 4: Slot eni mobilnich fazi

Mobilni faze:
A B
900 ml 0,02 M kyselina octova 100 ml 00,2 M kyselina octova
100 ml acetonitrilu 450 ml acetonitrilu
450 ml methanolu
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3.2 Metodika

Nejdiive byla sledovana dekarboxylacni aktivita u vybranych kultur rodi
Lactobacillus a Enterococcus v mediu dle Joostena a Northota (1989). A nasledn¢ aktivita
byla potvrzena tvorbou biogennich amint. Biogenni aminy (agmatin, tryptamin, putrescin,
kadaverin, histamin, tyramin, spermidin a spermin) byly stanoveny metodou HPLC

s predkolonovou derivatizaci dansylchloridem podle Paulsena et al. (1997).

3.2.1 Sledovani dekarboxylac¢ni aktivity

Ke sledovéani dekarboxylacni aktivity byly vybrany typické kolonie. Kmeny byly
pfipraveny pro testovani subkultivaci na pudach S-B (Slanetz-Bartley agar) u enterokoki
nebo MRS (Man, Rogosa a Sharpe agar) u laktobacilti pti 30 - 37 °C 24 hodin. Pfiprava
média viz modifikované médium dle Joosten and Northolt (1989). Poté se puda
promichanim homogenizovala (v ultrazvuku) a byla sterilovana p#i 121 °C/15 minut (80-
90 kPa/15 minut). Do sterilnich zkumavek 80x10 mm jsme napipetovali 2 ml média,
zkumavky jsme oznacili a uzavieli vatovou zatkou. Katda kultura byla sterilni klickou
pfenesena na dekarboxyla¢ni agar a inkubovana pii 30 - 37 °C 24 at 48 hodin. Pozitivni
reakci tvorby aminl potvrzuje fialové zbarveni — Joosten and Northolt (1989), negativni
reakci potvrzuje tluté zbarveni (obrazek €. 5 viz pfiloha). VSechny kmeny se testovaly
dvakrat. A nésledné byly nepipetovany do ependorfek ke zmrateni. Mez stanovitelnosti

pro metodu stanoveni dekarboxylagni aktivity v DM je 0,3 mg.I".

Piiprava pidy (modifikované médium dle Joosten and Northolt, 1989)

Chemikalie (0,5 g.1" trypton + 0,5 g.I"' kvasni¢ny extrakt + 0,5 g.I"' chlorid sodny +
0,1 g.I" glukosa + 0,05 g.I" tween 80 + 0,020 g.I"' heptahydrat siranu hofe¢natého + 0,005
gl siranu manganatého + 0,004 g.I' heptahydrat siranu teleznatého + 0,010 g’
uhli¢itanu vapenatého + 0,006 g.1"' bromkresol purpur + 2 g.I"' agar + 0,005 g.1"" pyridoxal-
5-fosfat) byly rozpustény v deionizované vode (1000 ml) a byly pfidany aminokyseliny (2
g.I" L-histidin, 2 g1 L-tyrosin). Bylo upraveno pH piidy pomoci HCl a NaOH na pH 5,5
nebo na pfislusné pH dle pokusu (pH 4,5; 5 a 5,5) a nakonec byl pfidan indikator

bromkresol purpur.
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3.2.2 Stanoveni biogennich aminii metodou HPL.C

Piiprava vzorku

Po rozmrateni ependorfek a jejich odstfedéni byl napipetovan do zkumavky
supernatant vzorku (0,9 ml filtratu vzorku + 0,1 ml roztoku diaminoheptanu + 1 ml
nasycen¢ho roztoku hydrogenuhlicitanu sodného + 1 ml dansylchloridu). U slepého vzorku
a standardu bylo postupovéno viz nite. VSechny zkumavky byly zazitkovany, obaleny
alobalem, dobfe protiepany i pomoci ultrazvuku a takto pfipravené zkumavky inkubovany
ve vodni 1azni pfi 40 °C po dobu 60 minut. Po 60 minutidch bylo do katd¢ zkumavky
napipetovano 50 pl amoniaku, pro odstranéni zbytku dansylchloridu a uchovany v temnu
po dobu 30 minut. Poté do zkumavek byl ptidan 1 ml petroletheru pro residualni analyzu a
vytfepavan na tiepacce po dobu 10 minut. Po odeberani supernatantu (cca 1 ml) pomoci
pasterovych pipet do odpafovacich banc¢k byl cely postup proveden tfikrat. Vodna faze
v odmérné baiice byla odpafena na vakuové odparce pii 45 °C cca 3-5 minut (tak aby
zustala kapicka). Zakoncentrovany vzorek byl rozpustén v 1 ml acetonitrilu pro HPLC a
ptefiltrovan pfes membranovy filtr (0,45 pm) do vialky pro HPLC stanoveni. Mez
stanovitelnosti pro metodu stanoveni dekarboxylaéni aktivity pomoci HPLC metody je

0,114 mg.kg™ pro histamin a 0,020 mg.kg" pro tyramin.

Priprava dansylchloridu

125 mg dansychloridu se rozpustilo ve 25 ml acetonu pro HPLC .

Piiprava slepého vzorku
Do zkumavky bylo napipetovano: 0,9 ml 0,1 M kyseliny chlorovodikové (HCI) + 0,1 ml
roztoku 1,7-diaminoheptanu + 1 ml nasyceného roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného + 1

ml roztoku dansylchloridu, protfepano i pomoci ultrazvuku rozmichéno.

Priprava standardu

Smés 10 biogennich aminQ po 1 ml (argininu+tryptaminu+2-
fenylethylaminu+putrescinut+kadaverinu-+histaminu+heptaminu+tyraminu-+spermidinu+
sperminu) napipetovano do zkumavky:1 ml smési BA + 1 ml nasycené¢ho roztoku
hydrogenuhli¢itanu sodného + 1 ml roztoku dansylchloridu protfepano i pomoci ultrazvuku

rozmichano.
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3.2.3 Chromatografické podminky

Koncentrace biogennich aminii byla stanovena pomoci kapalinového chromatografu
Alliance 2695 od firmy Waters (USA) s fluorescencnim detektorem typu 2475 a
fotodiodovym detektorem typu 2996. Separace byla provedena na koloné Zorbax Eclipse
XDB typ C 18 4,6x150 mm, se zrnitosti staciondrni faze 3,5 um s predkolonou Eclipse
XDB typ C 18 4,6%12,5 mm o zrnitosti 5 um (Agilent, USA), pfi teploté kolony 35 °C a
nastiiku 20 pl. Byla poutita gradientova eluce, gradient viz tabulka ¢. 5. Dansyl derivaty
amina byly kvantifikovany métfenim fluorescence (Agx = 330 nm, Agm = 500 nm). Vysledky
byly vyhodnoceny pomoci programu Empower fluorescence software (Waters, USA).
(Zaznamy chromatogramii viz ptiloha).

Tabulka €. 5: Elu¢ni program: ¢as analyzy 28 min, gradient, pritok 1 ml.min™

Gradient:

t (min) A (%) B (%)
0-3 40 60
3-6 30 70
6-9 20 80
9-13 10 90

13-18 0 100
18-20 10 90
20-22 20 80
22-24 30 70
24-28 40 60
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4 Cil prace

Cilem diplomové prace bylo sledovat dekarboxyla¢ni aktivitu u identifikovanych
druht rodu Lactobacillus a Enterococcus, izolovanych zkoziho syra z eské farmy
Sostivka, v médiu dle Joostena a Norholta (1989) a potvrdit tvorbu biogennich aminti
pomoci kapalinové chromatografie na reverzni fazi s gradientovou eluci a fluorescenéni
detekci. Soucasné byl sledovan vliv rizného pH (4,5; 5 a 5,5) a vliv rizné teploty (15 °C,
30 °C a 44 °C) u identifikovanych druhi rodu Lactobacillus a Enterococus na tvorbu BA a
dale byly tyto identifikované druhy srovnavany s kulturami, které pochazely ze sbirky

mikroorganismt z Ustavu hygieny a technologie mléka, VFU Brno.
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5 Vysledky a diskuse

V obdobi od bfezna do Cervna a od zéii do listopadu 2010 bylo v laboratofich na
Ustavu hygieny a technologie mléka FVHE VFU Brno stanoveno celkem 73 izolatdl na
dekarboxylacni aktivitu, izolovanych z kozich syrii. Dekarboxyla¢ni aktivita byla ovétena
pomoci kapalinové chromatografie na reverzni fazi s gradientovou eluci a fluorescencni
detekci.

Z archivu mikroorganismii VFU Brno jsme poutily identifikované druhy rodu
Lactobacillus (10 izolatd) a Enterococcus (63 izolatl) izolované z kozich syrtu ziskanych

ptimo z farmy Sostivka okres Blansko.

5.1 Enterokoky

Enterokoky patfi mezi mikroorganismy s vysokou dekarboxyla¢éni aktivitou
(Joosten and Northolt, 1989). Zam¢fili jsme se na tento rod, ktery byl nalezen v kozim syru
v druhovém zastoupeni, jak uvadi graf ¢. 1. Nejvice izolatli (23) z koziho syra bylo
identifikovano jako Enterococcus faecalis (37 %), druhé nejvétsi zastoupeni zaujima
Enterococcus faecium a Enterococcus spp. (25 %), 10 % izolatd bylo identifikovano jako
Enterococcus durans a nejmensi zastoupeni bylo identifikovano jako FEnterococcus

gallinarum (3%).

Graf ¢. 1: Druhové zastoupeni enterokoktl izolovanych z koziho syra
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Byla sledovana dekarboxylacni aktivita u rodu Enterococcus na produkci tyraminu
a histaminu v dekarboxylaénim mediu (DM) v aerobnim prostiedi pii 37 °C po dobu 48
hodin a nésledné kvantitativné stanovena pomoci HPLC metod. Pfi katdém stanovovani
byla soucasné provadéna pozitivni a negativni kontrola pro pritkkaz spravnosti testu. Jako
pozitivni kontrola nam sloutily sbirkové kmeny s pozitivitou na dany amin a jako
negativni kontrola ndm sloutilo médium bez mikroorganismli. Za negativni vysledek
zméteny metodou HPLC povat ujeme hodnoty v desitkach mg.1 " a jako pozitivitu bereme
hodnoty ve stovkach v mg.1 . Jednotlivé tabulky uvadi hodnoty BA (v mg.I") a pozitivni a
negativni vysledky dekarboxylacni aktivity (v DM) u izolath Enterococcus spp. (tab €. 6),
izolatl identifikovanych jako Enterococcus faecalis (tab ¢. 7). A tabulka ¢. 8 uvadi
vysledky u izolatl identifikovanych jako Enterococcus faecium, Enterococcus durans a

Enterococcus gallinarum.

Tabulka ¢. 6: Stanoveni dekarboxylacni aktivity u Enterococcus spp. v dekarboxylacnim

mediu a pomoci HPLC
Biogenni aminy
vzorek izolat TYRAMIN HISTAMIN
DM HPLC (mg.I") | DM HPLC (mg.I™")

Pozitiv. kontrola | CCM 4224 | + 1239 - 60,7
Negativ.kontrola | Bez MO - 3,09 - 4,04
1603 ENT spp. + 1885 - 10,2
1604 ENT spp. + 1561 - 18,8
1605 ENT spp. + 1810 - 21,7
1607 ENT spp. + 1718 - 16,0
1608 ENT spp. + 1783 - 23,2
1609 ENT spp. + 1861 - 12,7
1616 ENT spp. + 1780 - 14,2
1902 ENT spp. + 1537 - 33,0
1903 ENT spp. +/- 680 - 13,5
1904 ENT spp. + 1354 - 30,4
1905 ENT spp. + 1657 - 31,9
1906 ENT spp. +/- 825 - 31,4
1907 ENT spp. +/- 1054 - 35,3
1930 ENT spp. - 1493 - 17,6
1931 ENT spp. - 1668 - 24,8
1932 ENT spp. - 1563 - 34,2
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+ pozitivni dekarboxylacni aktivita (fialové zbarveni), - negativni dekarboxylacni aktivita (tluté zbarveni),
ENT spp. — Enterococcus species, DM — dekarboxyla¢ni medium dle Joostena a Northolta, 1989
Kontroly:Pozitivni kontrolni sbirkovy kmen CCM 4224 Enterococcus faecalis (tyramin)

Negativni kontrola - Bez MO — medium bez mikroorganismi

Zastoupeni Enterococcus spp. v kozim syru je 25 % (16 izolath z celkovych 63
izolatl). Z toho na tvorbu tyraminu bylo 10 izolath pozitivnich, 3 negativni a 3 dubiozni
(+/-). VSechny nami sledované izolaty byly negativni na tvorbu histaminu. Enterococcus
spp. tvofil tyramin v rozmezi od 680 — 1885 mg.I"'. U dubioznich (+/-) nalezt byla pomoci

HPLC potvrzena snit end dekarboxylacni aktivita u téchto izolat.

Tabulka ¢. 7: Stanoveni dekarboxyla¢ni aktivity u Enterococcus faecalis

v dekarboxylaénim mediu a pomoci HPLC metody

Biogenni aminy
vzorek izolat TYRAMIN HISTAMIN
DM HPLC (mg.1") DM HPLC (mg.l")

1856 EFS + 1819 - 13,5
1857 EFS + 1141 - 58,1
1859 EFS + 1739 - 15,7
1860 EFS + 1702 - 16,3
1861 EFS + 1730 - 14,6
1862 EFS + 1663 - 14,0
1863 EFS + 1754 - 14,4
1864 EFS + 1522 - 13,5
1865 EFS + 1155 - 10,2
1866 EFS + 1711 - 18,7
1867 EFS + 1608 - 10,4
1868 EFS + 1069 - 17,3
1869 EFS + 1216 - 20,9
1870 EFS + 1505 - 16,8
1964 EFS + 1308 - 34,8
1969 EFS + 1500 - 33,6
1984 EFS + 1614 - 35,0
1985 EFS + 746 - 29,2
1986 EFS + 1425 - 38,1
1988 EFS + 1493 - 20,8
1595 EFS + 1905 - 28,6
1596 EFS + 2086 - 30,4
1598 EFS + 792 - 23,8
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+ pozitivni dekarboxylacni aktivita (fialové zbarveni), - negativni dekarboxylacni aktivita (tlu té zbarveni)
EFS - Enterococcus faecalis
DM - dekarboxyla¢ni medium dle Joostena a Northolta, 1989

Zastoupeni Enterococcus faecalis v kozim syru je nejvyssi (37 %). Z toho byly
vSechny izolaty (23) pozitivni na tvorbu tyraminu a vSechny negativni na tvorbu histaminu.
Enterococcus faecalis tvofil tyramin v rozmezi od 746 — 2086 mg.l" . Vysledky jsou

Tham et al. (1990) sledovali schopnost enterokokli izolovanych z kozich syri
produkovat histamin a zjistili, te Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium netvoril
histamin. V této studii byl izolovan z koziho syra tyramin, pozitivni kmen enterokokt
Enterococcus faecalis. Suzzi et al. (2000) uvadi, te proteolytické kmeny E. faecalis tvoti
ve zna¢ném mnot stvi biogenni aminy.

Ve $pan¢lském syru znacky Cabrales bylo prokdzano nejvétsi mnot stvi tyraminu
(1807 mg.kg™) produkované enterokoky a laktobacily (Sagués-Roig et al., 2002). Na
druhou stranu Schneller, et al. (1997) uvadéli pouze enterokoky a celed
Enterobacteriaceae odpovédné za tvorbu tyraminu, nikoliv laktobacily. V nasi studii byly
naméfeny hodnoty u tyraminu v médiu v rozmezi od 746 — 2086 mg.1"". Cot jsou obdobné
hodnoty jako uvadi i jini autofi (Bonetta et al., 2008). U syri s vysokodohiivanou
syfeninou byly nalezeny nejvyssi koncentrace tyraminu (emental 1123 mgkg'), u
mékkych zrajicich syrti (bryndza 417 mgkg™") a syrt plistiovych (hermelin 187 mg.kg™)
(Standarové a kol., 2008). U zahrani¢nich syrt té€hot typu vSak byvaji nalézany hodnoty 1
nasobné vyssi (napt. parmazan 2460 mg.kg™) (Sieber et al., 1990).

Izolaty identifikovanych kultur poutité v nasi studii byly izolované z kozich syrt z
eské farmy Sostivka. Tyto syry byly erstvé nezrajici, vakuové balené a skladované pii
teplot¢ 5 °C. Zdrojem biogennich aminii jsou bud’ mikroorganismy piitomné ve
vychozi suroving (v mléce) nebo jeho naslednou kontaminaci pfi vyrobé ¢i skladovani.

Mezi obecné zndmé mikrobidlni kontaminanty mléka patii Escherichia coli,
Enterococcus faecium a Pseudomonas fluorescens, ale my jsme vSechny nesledovali. V
nefermentovanych potravinach poukazuje pfitomnost téchto mikroorganismii na
nedostate¢né zahtati suroviny a na nedostateCnou sanitaci vyrobniho zafizeni (Gorner a

Valik, 2004).
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Tabulka ¢. 8: Stanoveni dekarboxyla¢ni aktivita u Enterococcus faecium, Enterococcus

durans a Enterococcus gallinarum v dekarboxyla¢nim mediu a pomoci HPLC metody

Biogenni aminy

vzorek izolat TYRAMIN HISTAMIN
DM HPLC (mg.l") | DM HPLC (mg.1™)

1858 EFM + 1890 - 13,9
1949 EFM - 1047 - 18,8
1735 EFM + 1487 - 27,1
1736 EFM + 883 - 23,3
1737 EFM + 1411 - 25,3
1738 EFM + 1143 - 28,0
1739 EFM + 1181 - 22,4
1601 EFM + 1110 - 24,1
1602 EFM + 914 - 27,5
1613 EFM + 818 - 24.4
1614 EFM + 1247 - 254
1597 EFM + 766 - 24.6
1599 EFM + 1804 - 20,2
1732 EFM + 810 - 26,9
1733 EFM + 944 - 23,8
1734 EFM + 1620 - 25,7
1855 EDU + 1550 - 13,5
1989 EDU - 958 - 12,0
1600 EDU + 1690 - 32,1
1982 EDU + 1929 - 27,7
1983 EDU + 1968 - 24.9
1987 EDU + 1798 - 28,1
1990 EGAL +- 1020 - 17,3
1991 EGAL +/- 818 - 12,8

+ pozitivni dekarboxylacni aktivita (fialové zbarveni), - negativni dekarboxyla¢ni aktivita (tfluté zbarveni),

+/- - dubiozni dekarboxyla¢ni aktivita

EFM - Enterococcus faecium

EDU - Enterococcus durans

EGAL - Enterococcus gallinarum

DM - dekarboxyla¢ni medium dle Joosten a Northolt, 1989
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Zastoupeni Enterococcus faecium stejné jako u Enterococcus spp. v kozim syru je
25 % (16 izolat). Z toho 1 izolat byl na tvorbu tyraminu negativni a ostatni (15) byly
pozitivni. Enterococcus faecium tvofil tyramin v rozmezi od 766 — 1890 mg.I"". Z 10 % (6
izolatl) je v kozim syru zastoupen Enterococcus durans, kdy 5 izolath bylo pozitivnich a 1
izolat negativni na tvorbu tyraminu. A jeho koncentrace se pohybovala v rozmezi od 950 —
1968 mg.I"". Nejmensi zastoupeni zaujima v kozim syru Enterococcus gallinarum (3 %), u
kterého jsou 2 izolaty dubiozni (+/-) na produkci tyraminu a to v rozmezi od 818 — 1020
mg.I"". Vechny izolaty nami sledovanych druht enterokoki prokazaly negativni aktivitu
na tvorbu histaminu.

Tyramin je nejCastéjsi biogenni amin nalezen v syru. Za tvorbu tyraminu byl
odpovédny Enterococcus durans IPLA 655, u kterého byl sledovan rist v bioreaktoru za
riznych podminek, pro urceni vlivu zdroje uhliku, koncentraci tyraminu a pH pro jeho
tvorbu. Bylo zjisténo, te zdroj uhliku nema zasadni vliv na tvorbu tyraminu. pH mélo
zdaleka nejvetsi vliv na syntézu tyraminu. Nejvetsi tvorby tyraminu bylo dosateno pii pH
5,0 ackoliv bylo doprovazeno snit enou rychlosti riistu (Fernandez et a., 2007).

Autofi Bonetta et al. (2008) zkoumali dekarboxyla¢ni aktivitu bakteridlnich kment a
obsah biogennich amind v italském kozim syru. Studie byla provedena u cCerstvych a
zrajicich vzorkll kozich syrd. 67 izolovanych kmena bakterii prokazaly dekarboxylacni
aktivitu a Enterococcus faecalis byl nejrozsifenéj$i ze vSech druhii bakterii ve vSech
vyrobcich. Pedicoccus acidilactici a Enterococcus malodoratus byly také identifikovani
jako piivodci biogennich aminil v syru Robiola di Roccaverano. VSechny izolované kmeny
Enterococcus faecalis v této studii byly schopni dekarboxyla¢ni ¢innosti tyrosinu. Tyramin
byl s nejvys$i koncentraci biogenni amin ve vzorcich syrd, zatimco histamin byl
nejrozsifenéjsi. Ve vzorcich zralych syrit bylo nalezeno velké mnotstvi tyraminu a
histaminu (at do 2067 mg.kg" pro tyramin a 1786 mgkg' pro histamin), zatimco B —
fenylethylamin a tyramin byly pfitomny ve vSech zralych syrech, ale v nizkych
koncentracich (Bonetta et al., 2008).

Autofi Sagués-Roig et al., (2002) studovali 44 vzorkl riznych druhil Spanélskych
syri, které byly testovany na tvorbu tyraminu a histaminu. Bylo ziskdno 694 izolatl a
testovany na dekarboxylacni aktivitu histaminu a tyraminu. Tyramin byl castéjs$i u
mikroorganismli izolovanych ze selektivni tivné piady a mikroorganismy byly
identifikovany jako grampozitivni bakterie (enterokoky a bakterie mlééného kvaSeni). Za

tvorbu histaminu byly odpovédné bakterie mlécného kvaseni.
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V ementalskych syrech zpisobil tvorbu BA (tyraminu) Enterococcus faecalis (starsi
pojmenovani S. faecalis spp. liquefaciens), kdyt byl ve velkém mnotstvi (5.10° at 10°
KTJ.g") (Gorner a Valik, 2004). V nasi studii bylo potvrzeno, te na tvorbé tyraminu
se nejvice podileli enterokoky.

V kozim syru byl identifikovan rod Enterococcus jako jeden z ¢astych pivodct BA,
tudit jsme se na né&j zaméfili. V grafu €. 2 je uvedeno procentudlni zastoupeni vSech druhii
enterokokti, které jsme sledovali, a to v pozitivni, negativni a dubiozni tvorbé na tyramin.
Z grafu vypliva, te Enterococcus faecalis se podilel pouze na pozitivni tvorb¢é na tyramin
(100 %). Podobné¢ je tomu tak u Enterococcus faecium (96 %) pro pozitivni tvorbu a z 6 %
byl negativni na tvorbu tyraminu. Enterococcus durans se podilel z 83 % na pozitivni
tvorb&é a ze 17 % netvofil tyramin. Z 19 % byl negativni a dubiozni (+/-) na tvorbu
tyraminu Enterococcus spp. a z vétSiny pozitivni (63 %). Jediny Enterococus gallinarum

se nepodilel na pozitivni a negativni tvorb¢, ale tvofil 100 % dubiozni tvorbu tyraminu.

Graf ¢. 2: Procentualni zastoupeni dekarboxyla¢ni aktivity na tyramin u jednotlivych

identifikovanych druhii enterokokt izolovanych z koziho syru

it OE-E-

100% 100%
’ 94% ’

63%
19%19%
0% 0% 0% 0% 0%
Enterococcus E.faecalis E.faecium E.durans E.gallinarum
spp.

Nase vysledky poukazuji na motnou predispozici tedy zvySenou dekarboxylacni
aktivitu nékterych druhli enterokoki k tvorbé biogennich amint v tomto kozim syru. A to
hlavné na zvySenou tvorbu tyraminu. Nicméné, tvorba aminu zavisi na vysi rlstu

dekarboxylacnich bakterii spiSe net na ristovych podminkach. Minimalni koncentrace
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bundk enterokokd pro tvorbu tyraminu se uvadi 10’ KTJ.g ™' (Téima a kol., 2007). V nasi
studii jsme nesledovali pocty enterokokii ani laktobacild v daném syru, takte muteme

pouze piedpokladat mot nou tvorbu BA témito druhy.
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5.2 Laktobacily

Byla sledovana dekarboxylaéni aktivita i u rodu Lactobacillus na tvorbu tyraminu a

histaminu v DM a nasledn¢ byla dekarboxylac¢ni aktivita potvrzena pomoci HPLC metod.

Laktobacily nebyly dale druhové dourceny. V tabulce €. 9 jsou uvedeny nalezené nizké

hodnoty BA, které ukazuji, te laktobacily v tomto kozim syru nebyly hlavnimi producenty

BA. Pii stanovovani byla soucasn¢ provedena pozitivni i negativni kontrola pro prokézani

spravnosti testu.

Tabulka €. 9: Stanoveni dekarboxylacni aktivity u Lactobacillus spp. v anaerobnim
prostiedi pii 37 °C po dobu 48 hodin v dekarboxylaénim mediu a pomoci HPLC metody

Biogenni aminy

vzorek TYRAMIN HISTAMIN

DM HPLC (mg.I") | DM HPLC (mg.I™")
Pozitiv. kontroly
L.brevis CCM 1815 + 2071
L.buchneri DSMZ 5987 + 15,6
Negativ. kontroly
Bez MO - 3,44
L.rhamnosus CCM 1828 - 2,91
003 - 5,16 - 2,92
007 - 3,64 - 2,98
013 - 3,40 - 2,76
027 - 3,32 - 2,98
029 - 3,21 - 2,89
030 - 2,99 - 3,30
045 - 3,14 - 2,93
046 - 3,26 - 2,89
047 - 3,28 - 2,82
050 - 3,53 - 3,09

+ pozitivni dekarboxylacni aktivita (fialové zbarveni), - negativni dekarboxylacni aktivita (tlu té zbarveni)

DM - dekarboxyla¢ni medium dle Joosten a Northolt, 1989

Pozitivni kontrola sbirkové kmeny L. buchneri DSM 1819 (u histaminu), L. brevis CCM 1815 (u tyraminu)

Negativni kontrola sbirkovi kmen L. rhamnosus CCM 1828 (u histaminu) nebo medium bez mikroorganismi

(u tyraminu)
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Bylo stanoveno 10 izolatl rodu Lactobacillus, z nicht vSechny byly negativni na tvorbu
tyraminu a histaminu.

Mnoho druhii mikroorganismu z rodu Lactobacillus bylo izolovano z raznych syra.
Naptiklad, L. plantarum, L. casei spp. casei a L. brevis byly izolovany ze syru Armada,
Spanélsky kozi syr s mlékem (Herreros et al., 2003), a L. plantarum, L. paraplantarum,
L. paracasei spp. tolerans, L. curvatus a L. pentosus z Batzos, tradi¢ni fecky syr vyrobeny
ze syrového koziho mléka (Psoni et al., 2003). L. delbruckii subsp. bulgaricus,
L. delbruckii subsp. lactis a L. helveticus jsou ziskané z ementalu, parmazanu Reggiano a
italského-typu Gorgonzola, Mozzarella, a Caciocavallo syry (Stiles and Holzapfel, 1997).
Jiné druhy poutivané k vyrobé mnoha femeslnych syri ze stfedomoiskych zemi jsou
L. casei, L. plantarum a L. salivarius (Parente and Cogan, 2004).

Z testovanych bakterii mlécného kvaseni (Lactococcus, Enterococcus, Lactobacillus)
izolovanych z potravin byla u mnoha kmenti prokazidna tvorba aminii a to zejména
tyraminu (Ttma a kol., 2007).

Enterokoky a nékteré druhy laktobacill, a to zejména L. curvatus, L. brevis,
L. buchneri byly nejintenzivnéj$i kmeny na tvorbu tyraminu a histaminu. Nékteré kmeny
laktobacill, Leuconostoc spp. Weissella spp. a Pediococci neprokazaly potencidl pti tvorbe

biogennich aminid (Bover-Cid and Holzapfel, 1999).
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5.3 Sledovani vlivu podminek (pH a teploty) na dekarboxylacéni aktivitu

5.3.1 Rod Enterococcus

Byl sledovan u rodu Enterococcus vliv rizného pH (4,5, 5 a 5,5) na tvorbu
tyraminu, kdy byly vybrany 3 sbirkové kmeny a 4 izolaty z koziho syra. Dale sledovan vliv
ruznych teplot (44 °C, 30 °C a 15 °C), kdy byly vzorky rozdéleny a vyhodnocovany po
dobu 24 hodin. Pii teploté 44 °C cot uvadi tabulka ¢. 10, pfi 30 °C uvadi tabulka ¢. 11 a pii
15 °C.

Tabulka €. 10: Sledovani vlivu pH na tvorbu tyraminu u vybranych kultur pfi teploté 44 °C

TYRAMIN
Enterococcus spp.
pH 4,5 pHS pH 5,5

. , HPLC HPLC HPLC
Sbirkovy kmen DM (mg.I™) DM (mg.I") DM (mg.I")
CCM 4224 | E. faecalis + 327 + 304 + 261
CCM 2308 | E. faecium + 193 + 319 + 243
CCM 5612 | E. durans +/- 143 +/- ND +/- ND
Izolat
1988 E. faecalis + 250 + 9,32 + 82,9
1601 E. faecium + 143 +/- 33,2 - ND
1983 E. durans - ND + 151 +/- 907
1901 E. gallinarum + 165 + 261 +/- 412

+ pozitivni dekarboxyla¢ni aktivita (fialové zbarveni),- negativni dekarboxylacni aktivita (tluté zbarveni), +/-
pozitivni/negativni
DM - dekarboxyla¢ni medium dle Joosten a Northolt, 1989

ND - nedetekovano

Izolat Enterococcus durans vykazoval nejlepsi dubidzni dekarboxylacni aktivitu (+/-) pii
pH 5,5 (907 mg.l™"), stejné jako izolat Enterococcus gallinarum (412 mgl™). Nejlepsi
dekarboxylaéni pozitivitu pii pH 4,5 vykazovaly izolaty Enterococcus faecalis (250 mg.1™)

a Enterococcus faecium (143 mg.1"). Sbirkové kmeny vykazovaly nejlepsi dekarboxylaéni
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pozitivitu pti pH 4,5, Enterococcus faecalis (327 mg.1'1) a pti pH 5 Enterococcus faecium
(319 mg.I'"). Enterococcus durans nebyl detekovan.

Diive bylo zjiSté€no, te u Enterococcus faecalis se vyrazné snitila tvorba biogennich
amini s klesajicim pH (Gardini et al., 2001). Vnasi studii bylo prokazano, te
Enterococcus faecalis tvotil v&tsi mnot stvi tyraminu pfi vyssim pH 5,5 pfi teploté 30 °C,
ale pfi teploté 44 °C tomu tak nebylo, tvofil vétsi mnot stvi tyraminu pii pH nitSim (pH
4,5).

Enterokoky maji schopnosti rozvijet se v pfitomnosti 6,5 % NaCl a ve vyvaru pii pH
9,6. Konecnd hodnota pH v glukozovém bujoné je 4,6 at 4,2, priletitostné i mensi
hodnoty. Enterococcus faecalis ma optimalni teplotu 37 °C (Gorner a Valik, 2004). V této
studii bylo prokazéano, te enterokokiim vyhovuje teplota 30 1 44 C, pii které vykazuji
vysokou dekarboxylacni aktivitu, ale teplota 15 °C neni pro enterokoky pfizniva, tudit
vykazuji snit enou dekarboxylacni aktivitu.

Podle Gornera a Valika (2004) se mohou enterokoky rozvijet i pti pH 9,6. V nasi
studii bylo prokazano, te enterokoky vykazuji vysokou dekarboxylacni teplotu pti 44 C
pH 5,5apH 5—5,5 pii 30 'C.

56



Tabulka €. 11: Sledovani vlivu pH na tvorbu tyraminu u vybranych kultur pti 30 °C

TYRAMIN
Enterococcus spp.
pH 4,5 pHS pHS,5
Sbirkovy HPLC HPLC HPLC
vzorek kmen DM (mg.ll) DM (mg.ll) DM (mg.ll)
CCM 4224 E.faecalis + 192 + 320 + 348
CCM 2308 | E.faecium + 169 + 256 + 264
CCM 5612 E.durans + 192 +/- ND + 167
vzorek izolat
1988 E.faecalis + 8,55 + 339 + 131
1601 E.faecium - ND + 10,1 - ND
1901 E.gallinarum +/- ND + 246 - ND

+ pozitivni dekarboxylacni aktivita (fialové zbarveni),- negativni dekarboxyla¢ni aktivita (tluté zbarveni),
+/- dubiozni dekarboxyla¢ni aktivita
ND — nedetekovano

DM - dekarboxyla¢ni medium dle Joosten a Northolt, 1989

Nami sledované sbirkové kmeny Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium vykazovaly
nejlepsi dekarboxylaéni aktivitu pti pH 5,5 a Enterococcus durans pti pH 4,5. Zatimco u
izolatl z koziho syra byla nejvyssi dekarboxyla¢ni aktivitu sledovana pii pH 5,0.

Ve srovnani s teplotami 44 °C a 30 °C vSechny nami sledované druhy enterokokt
prokézaly negativni dekarboxylacni aktivitu na tvorbu tyraminu a histaminu pii 15 °C po
dobu 24 hodin.

Marcobal et al. (2006) sledoval vliv pH, tyrosinu a pyridoxal-5-phosphatu (PLP) na
tvorbu tyraminu, ktery produkuji mikroorganismy rodu Enterococcus a Lactobacillus
brevis, a dospél k zavéru, te nizké pH a vysoké koncentrace tyrosinu jsou optimalni pro
tvorbu tyraminu. V nasi studii bylo prokazéano, t e enterokoky vykazovaly optimalni tvorbu
tyraminu pii nizkém pH pouze pii teplot¢ 44 °C a to v pifipadé sbirkového kmenu
Enterococcus faecalis a Enterococcus durans a u izolath Enterococcus faecalis a
Enterococcus faecium. Pti 30 °C vliv nizkého pH nebyl optimalni pro tvorbu tyraminu,
spise to byl vliv vysokého pH (5,5) v ptipad¢ sbirkovych kmenti a pH 5 u izolat. Zejména
Teodorovic et al. (1994) zjistili, te dekarboxyla¢ni aktivita enterokokl byla vyssi pii pH
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v rozmezi mezi 4 a 5,5. Stejné tak i v nasi studii byl prokézan vliv pH na vyssi tvorbu
tyraminu a histaminu v rozmezi od 5 at 5,5.

Gardini et al. (2001) sledovali kombinovany vliv teploty (16 - 44 °C), pH (od 5,4 do
7) a koncentrace NaCl (2 at 6 %) na rlst Enterococcus faecalis, jeho proteolytickou
aktivitu a produkci biogennich aminti. Maximalni proteolytické aktivity bylo dosateno pfi
inkuba¢ni dobé kolem 32 — 34 °C a koncentraci NaCl kolem 3,2 %. Vliv pH na
proteolytickou aktivitu byl slaby, i kdyt zvySenim proteolyzy se mute zvysit pH.

Fernandez et al. (2007) sledovali vliv rizné¢ho pH (5,0, 6,0, a 6,8) na riist enterokokti
a jejich produkci tyraminu pii 30 °C po dobu 24 hodin. Byl pozorovén jasny vliv na tvorbu
tyraminu. Pfi pH 6,8, byl tyramin zjiStén v kultufe supernatantu po inkubaci 4 hodin a
nadéle se zvySoval at do konce inkubacni doby. V kulturdch péstovanych pii pH 6,0 a 5
byl tyramin zjistén ut po 2 hod kultivaci. Nejvétsi produkce tyraminu byla zaznamenana
pii pH 5 a 6,0 po dobu 24 hodin. V nasi studii byla prokazana nejvyssi tvorba tyraminu pti
pH 5 at 5,5.

Zaverem lze uvést, te v nasi studii byl sledovan vliv rizné teploty (15 "C, 30 °Ca44
OC) a vliv rizného pH (4,5; 5 a 5,5) na dekarboxyla¢ni aktivitu enterokokli. Bylo zjisténo,
te enterokokiim vyhovovala nejvice teplota 30 a 44 C, pfi které vykazovaly nejvyssi
dekarboxylacni aktivitu a to pfi pH 5 at 5,5. Enterokoky prokazaly negativni
dekarboxylacni aktivitu pii teploté 15 °C. Je dobie znamo, te teplota ma vyrazny vliv na
tvorbu biogennich amint v syrech. Nékolik autorti uvedlo, te obsah biogennich amint
z4avisi na teploté, a roste s Casem a teplotou skladovani (Klausen and Lund, 1986; Halasz et
al., 1994). V nasi studii bylo prok4zéno, te ¢im je teplota vyssi, tim vice enterokoky

produkuji biogenni aminy.
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5.3.2 Rod Lactobacillus

Byl sledovan u rodu Lactobacillus vliv rizného pH na tvorbu tyraminu a histaminu.
Byly vybrany pouze 2 sbirkové kmeny, Lactobacillus brevis (CCM 1815) a Lactobacillus
buchneri (DSMZ 5987) a sledovany v riznych teplotach po dobu 24 hodin.

Lactobacillus brevis (59,42 mg.l") vykazoval nejlepsi dekarboxylagni aktivitu na
tvorbu tyraminu pfi 44 °C, pH 5,5 a Lactobacillus buchneri (23,02 mg.l") na tvorbu
histaminu pti 44 °C, pH 5,5.

Pii 30 °C, pH 5 vykazoval nejlepsi dekarboxylacni aktivitu na tvorbu tyraminu
Lactobacillus brevis (258,16 mg.I"), u pH 4,5 a 5,5 se pohybovaly hodnoty okolo 100
mg.I". Na tvorbu histaminu vykazoval nejlepsi aktivitu Lactobacillus buchneri (16,99
mg.1™") pti 30 °C, pH 5,5 a pii 15 °C, pH 5,5 (30,55 mg.1™).

Jit dfive bylo zjiSténo, te Lactobacillus brevis byl odpovédny za tvorbu tyraminu
(Straub et al., 1995).

Optimalni teplota je 28 at 32 ‘Ca uptednostiuji pH 5,0 at 5,5 (Gorner a Valik,
2004). Vnasi studii jsme vSak zjistili, te laktobacilim vyhovovaly rizné teploty.
Lactobacillus brevis vykazoval nejvy$si dekarboxylacni aktivitu pii teploté 30 C a
Lactobacillus buchneri pti teploté 15 C.

Byla provedena studie, pti které 15 vzorkl syru ze syrového mléka byly vySettovany
na pritomnost bakterii mlééného kvaseni. Pét kmeni na dekarboxyla¢ni aktivitu histaminu
bylo identifikovano jako Lactobacillus buchneri, kmeny na dekarboxylacni aktivitu
tyraminu byly identifikovany jako Lactobacillus brevis (Joosten and Northolt, 1989).

V nasi studii jsme se u laktobacild zamétili na dva druhy L. brevis a L. buchneri,
ktefi se nejvice podilely na tvorbe tyraminu (L. brevis) a histaminu (L. buchneri).
Laktobacily se zdaji byt velmi aktivni v tvorbé biogennich amint, pfedev§im histaminu a
tyraminu a enterokoky jsou povatovany za tvlrce tyraminu (Bover-Cid and Holzapfel,

1999).
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6 Zavér

S vyutitim dekarboxylaéniho média podle Josstena a Northolta byla sledovana
dekarboxylacni aktivita bakterii rodu Enterococcus a Lactobacillus izolovanych z koziho
syru a nasledné byla ovéfena tvorba BA pomoci kapalinové chromatografie. Dale byl
sledovan vliv rizného pH a vliv rizné teploty po dobu 24 hodin u identifikovanych druha
rodu Enterococus a Lactobacillus a tyto identifikované druhy byly srovnavany s kulturami,
které pochéazely ze sbirky mikrooganismti z Ustavu hygieny a technologie mléka, VFU

Brno.

Nejvétsim producentem biogennich aminll z koziho syru byl Enteroccocus faecalis
z 37 %. Enterococucs spp. a Enteroccous faecium jsou druhym nejvétsim producentem
z25 %. Z 10 % byl v kozim syru zastoupen Enterococcus durans. Nejmensi zastoupeni
zaujimal v kozim syru Enterococcus gallinarum (3 %). Enterokoky se podilely na tvorbé
tyraminu v kozim syru v rozmezi od 680 — 2086 mg.l'. Viechny izolaty nami
sledovanych druhii enterokokli prokazaly negativni aktivitu na tvorbu histaminu.
Enterococcus faecalis prokazal 100% pozitivni dekarboxylasu na tyramin a Enterococus
faecium 96 %. Z 83 % vykazoval pozitivitu na tvorbu tyraminu Enterococcus durans a
z 63 % Enterococcus spp. Pouze Enterococcus gallinarum, jako jediny prokéazal 100 %
dubidzni dekarboxylasu na tyramin. Laktobacily v kozim syru nebyly hlavnimi
producenty, jelikot byly nalezeny nizké hodnoty BA. VSechny izolaty rodu Lactobacillus

prokazaly negativni aktivitu na tvorbu tyraminu a histaminu.

Nejvyssi dekarboxylaéni aktivitu vykazovaly enterokoky pii 30 °C, pH 5 — 5,5 a pfi
44 °C pH 5,5 po dobu 24 hodin. VSechny nami sledované druhy enterokokti prokazaly
negativni dekarboxylacni aktivitu na tvorbu tyraminu a histaminu pii 15 °C. Lactobacillus
brevis vykazoval nevy$si dekarboxylaéni aktivitu pti 30 °C, pH 5 a pii 44 °C, pH 5,5 na
tvorbu tyraminu a nejvysSi dekarboxylacni aktivitu na tvorbu histaminu vykazoval L.
buchneri pti 15 °C, pH 5,5. U sbirkovych kmeni a izolatd byla potvrzena tvorba

biogennich amintl v dekarboxyla¢nim mediu metodou HPLC a to ve vSech ptipadech.
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Enterokoky mohou byt producenti biogennich aminti v potravinach, proto je nutné
jejich vyskyt sledovat a eliminovat, zejména dodrt ovdnim spravné vyrobni a hygienické
praxe, spravnym skladovanim surovin i syrd za vhodnych podminek, manipulaci, tak aby
byla co nejvice inhibovana aktivita dekarboxyla¢nich enzymil. VétSina vzorkd syri
neobsahovala laktobacily s vyraznou dekarboxyla¢ni aktivitou. Z hlediska motné tvorby

BA neptedstavovaly syry riziko pro konzumenta.
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7 Seznam poutitych symbola a zkratek

BA.................. biogenni aminy

HIM................ histamin

TRY ..cooviiiinnn. tryptamin

TYR ..o tyramin

CAD........ceeee. kadaverin

PUT.................. putrescin

SPD......covvinn. spermidin

SPM........ocennee. spermin

HPLC................ Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography)

LCoiii kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography)
GC.oovvivei, plynova chromatografie (Gas Chromatography)
TLC...coiii, chromatografie na tenkré vrstv€ (Thin Layer Chromatography)
CE...ooiiii kapilarni elektroforéza (Capillary Electrophoresis)
MO.......cooiins mikrooganismy

KTJo kolonie tvoficich jendotek

DM........ooieie dekarboxylacni médium

MAO.......cooeenit. monoaminooxidasa

DAO............l. diaminooxidasa

MRS ... Man, Rogosa a Sharpe agar

S-Booooii Slanetz-Bartley agar

ENT..........oo enterococcus

BKP......ooeee bromkresolpurpur

CCM....ooiiii, Ceska sbirka mikroorganismii

DOPA................. dihydroxyphenylalanin

DSMZ................. Némeckd sbirka mikroorganismti (Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen)

ES....o ,Evropské spoleCenstvi
EU....ooooii ,Evropska Unie
VFU............l. Veterinarni a farmaceutickd univerzita Brno
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9 Abstrakt

Sledovani dekarboxylacni aktivity u rodu Enterococcus spp. a

Lactobacillus spp. izolovanych z mléénych vyrobkiu

Zemkova G.
Fakulta veterinarni hygieny a ekologie

Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Biogenni aminy jsou nizkomolekuldarni organické slouceniny, které vznikaji
v potravinach dekarboxylaci volnych aminokyselin pasobenim dekarboxylas. Vysoké
mnot stvi biogennich amint mite vést k poSkozeni lidského organismu, z toho divodu je

nutné sledovat jejich obsah v potravinach.

Byla sledovana dekarboxylaéni aktivita u vybranych kultur rodd Enterococus a
Lactobacillus v médiu dle Joostena a Northolta izolovanych zkozich syrt z farmy
Sostivka. Nasledn& byla potvrzena tvorbou biogennich aminti metodou HPLC. Soudasné
byl sledovan u téchto mikroorganisma vliv rizného pH (4,5; 5 a 5,5) a rizné teploty
(15 °C, 30 °C a 44 °C) a identifikované druhy rodu Enterococcus a Lactobacillus byly

srovnavany s kulturami, které¢ pochazely ze sbirky mikroorganismiit VFU Brno.

Enterokoky se podilely na tvorbé tyraminu v kozim syru v rozmezi od 680 — 2086
mg.l". Enterococcus faecalis byl nejvétsim producentem biogennich aminti (37 %)
z koziho syru a nejmenSim producentem byl Enterococcus gallinarum (3 %). VSechny
izolaty prokézaly negativni aktivitu na tvorbu histaminu. U laktobacilli byly nalezeny nizké
hodnoty BA a vSechny izolaty prokazaly negativni aktivitu na tvorbu tyraminu a
histaminu.

Nejvyssi dekarboxylacni aktivitu vykazovaly enterokoky pii 30 °C i 44 °C pH 5 —
5,5 a Lactobacillus brevis pii 30 °C, pH 5 a pii 44 °C, pH 5,5 na tvorbu tyraminu. Nejvyssi
dekarboxyla¢ni aktivitu na tvorbu histaminu vykazoval L. buchneri pti 15 °C, pH 5,5.

Abychom zabranili zvySené tvorbé biogennich aminli enterokoky v potravinach, je
nutné dodrtovat spravnou vyrobni a hygienickou praxi, pasteraci, skladovani, manipulaci
surovin 1 hotovych vyrobk, a tim inhibovat aktivitu dekarboxyla¢nich enzymi. Mnot stvi
lactobacilil v syrech bylo zanedbatelné a neznamenalo riziko pro konzumenta.

Klicova slova: HPLC, tyramin, histamin, kozi syry, enterokoky, laktobacily
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10 Prilohy

Obrazek €. 4: Kapalinovy chromatograf Allinace od firmy Waters

Obrazek ¢. 5: Dekarboxyla¢ni medium podle Joostena a Northolta

Na tomto obrazku jsou zkumavky, které vykazuji negativni dekarboxylacni aktivitu
(tluté barvy) a pozitivni dekarboxylaéni aktivitu (fialové barvy) na tvorbu tyraminu.
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HPLC chromatogram ¢. 1: Standardni roztok
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TRY - tryptamin, AGM- agmatin, 2-P - 2- fenylethylamin, PUT - putrescin, CAD - kadaverin, HIS -
histamin, TYR - tyramin, SPD - spermidin, SPN — spermin

HPLC chromatogram €. 2: Enterococcus faecium pii pH 5,5 pozitivni na dekarboxyla¢ni
aktivitu tyraminu
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