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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva reSersSi soucasnych vyzkumti o moznostech pouzivani enzymu ami-
nooxidaz k dosazeni sniZeni, ¢i eliminaci biogennich amint v potravinach.

V prvni ¢asti prace je uvedena obecnd charakterizace biogennich amind, v¢etné jejich roz-
déleni, zpisobl vzniku a obsah v jednotlivych potravinach. Priblizuje i problematiku me-
tabolizovani a biologickych G¢inkt biogennich aminti po pozfeni jejich vysokych koncent-
raci. Okrajové€ se zabyva i otravou histaminem.

V dalsi ¢asti prace je charakterizovan enzym aminooxiddza v nékolika jejich formach,
vcetné vyskytu a funkci.

V posledni ¢asti prace jsou shrnuty vysledky nékolika vyzkumnych praci o aminooxida-
zach. Aminooxiddzy mohou byt pfidany pfimo do surovin a potravin, nebo je mohou

Vv pritbéhu vyrobniho procesu vyprodukovat konkrétni startérové bakterie.

Kli¢ova slova: biogenni aminy, monoaminooxidazy, diaminooxidazy, histamin

ABSTRACT

This thesis deals with summary of current researches of possibilities of using amine oxida-
se enzymes to reduce or eliminate biogenic amines in food.

In the first part of the thesis there is a general characterization of biogenic amines, inclu-
ding their distribution, methods of formation and content in individual foods. It also dis-
cusses the metabolism and biological effects of biogenic amines after ingesting their high
concentrations. There is also mentioned a histamine poisoning.

In the next part of the work there is a characterization of the enzyme amine oxidase in se-
veral of its forms, including occurrence and function.

The last part of the thesis summarizes the results of several research works of amine oxida-
ses. They can be added directly to raw materials and foods, or can be produced by particu-

lar starter bacteria during the manufacturing process.

Keywords: biogenic amine, monoamine oxidase, diamine oxidase, histamine
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UvVOD

Biogenni aminy jsou latky, které jsou pro zivocisné i rostlinné organizmy v malych kon-
centracich nepostradatelné. Vykonavaji fadu dulezitych funkci, bez kterych by nemohl
organizmus fungovat. V zivocisnych tkanich maji naptiklad funkci tkanovych hormont,
nebo jsou prekurzory hormont nadledvinek nékterych zivocichl. V rostlinnych pletivech
se vyskytuji jako protoalkaloidy i jako stavebni latky pro biosyntézu sekundarnich metabo-
litd rostlin. Nicméné ve vyssich koncentracich mohou plisobit na organizmus toxicky. Na-
ptiklad histamin se podili na alergickych reakcich a u citlivych jedinci muze po pozieni
zpusobit az otravu histaminem. Novodobé vyzkumy se proto zabyvaji riznymi zpisoby
sniZeni, ¢i Gplné eliminace biogennich amini.

Jednou z moznosti, jak snizit obsah biogennich aminl v potravinach, je vyuziti enzymu
aminooxidazy. Aminooxidazy jsou pomérné dostupné, jelikoz se vyskytuji v mnoha dru-
zich mikroorganizmu, véetné grampozitivnich i gramnegativnich bakterii a mikroskopic-
kych hub (plisni), v rostlinach i zvitatech. Plisobi jako katalyzatory oxida¢ni deaminace
monoamind, diamini i polyamind, které jsou pfeménény ping-pongovym mechanizmem
na aldehydy, amoniak a peroxid vodiku za soucasného snizeni koncentrace enzymu.
Existuji dv€ moZnosti kontroly koncentrace biogennich aminli v potravinach. Jednou
z moznosti je pfimé pridani aminooxidaz k potravinam, druhou moznosti je pouziti bakterii

sniZujicich obsah biogennich amint.
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1 OBECNA CHARAKTERIZACE A PRODUKCE BIOGENNICH
AMINU V POTRAVINACH

Biogenni aminy jsou organické, nizkomolekularni, bazické, dusikaté slouceniny vykazujici
biologickou aktivitu, vznikajici pfevazné dekarboxylaci aminokyselin. Jsou pfitomny
v §iroké skale potravin a napojt (Onal, Tekkeli a Onal, 2013, s. 509; Linares et al., 2011, s.
691). V malych koncentracich jsou nezbytné pro mnoho fyziologickych funkci, zejména

regulacnich. (Kodi¢ek, Valentova a Hynek, 2015, s. 352).

Nekteré biogenni aminy v zivociSnych tkanich a rostlinnych pletivech vykazuji razné bio-
logické ucinky. Napftiklad v ZivociSnych tkanich maji funkci tkanovych hormonti (hista-
min), jsou prekurzory hormoni nadledvinek nékterych Zivocicht (katecholaminy) a jako
stavebni latky se ucastni biosyntézy dalSich hormont zivocicht (fenylethylamin). V rost-
linnych pletivech se vyskytuji jako protoalkaloidy (hordenin, gramin) 1 jako stavebni latky
pro biosyntézu sekundarnich metabolitl rostlin, napt. fytohormonli ze skupiny auxinli a

alkaloidu. (Velisek a Hajslova, 2009, s. 317; Velisek, 1999, s. 123)

Pti konzumaci vét§iho mnozstvi se v§ak mohou objevit neptiznivé toxikologické ucinky na
lidsky organizmus. Nékteré biogenni aminy (putrescin, kadaverin, spermin a spermidin)
mohou po reakci s dusitanem produkovat t€kavé nitrosaminy, které jsou definovany jako

karcinogenni latky (Onal, Tekkeli a Onal, 2013, s. 509).

1.1 Déleni biogennich amint

Podle biosyntézy lze rozliSovat aminy pfirodni, které vznikaji metabolickymi procesy a
biogenni, vznikajici nejCastéji bakterialni dekarboxylaci volnych aminokyselin. Vyjimkou
je histamin, ktery se fadi mezi pfirodni (je soucasti bazofilt) i biogenni aminy. (Grumeze-

scu a Holban, 2018, s. 225)
Biogenni aminy klasifikujeme podle nékolika zptsobt a teorii.

Podle chemické struktury mohou byt rozdéleny do tii skupin — alifatické, které nemaji
aminoskupiny uzaviené do cyklu, aromatické majici aminoskupiny navazané
k aromatickému cyklu a heterocyklické, ve kterych jsou biogenni aminy soucasti jednoho
nebo vice uzavienych cyklia uhliku a dusiku (Dong a Xiao, 2017, s. 502; Park, Lee a Mah,
2019, s. 1).
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Podle chemické struktury se déli na (Park, Lee a Mah, 2019, s. 1):
- Alifatické: putrescin, spermin, spermidin, kadaverin, agmatin
- Aromatické: tyramin, fenylethylamin

- Heterocyklické: histamin, tryptamin, serotonin

Biogenni aminy mohou obsahovat jednu aminoskupinu (monoaminy), dvé aminoskupiny

(diaminy) nebo vice aminoskupin (polyaminy) (Grumezescu a Holban, 2018, s. 225).
Podle po¢tu aminoskupin se dé¢li na (Grumezescu a Holban, 2018, s. 225):

- Monoaminy: tyramin, fenylethylamin

- Diaminy: histamin, serotonin, tryptamin, kadaverin, putrescin

- Polyaminy: agmatin, spermin, spermidin

Nekteti autofi jako jsou Prester a Kotzekidou (2016, s. 397) uvadi ve své publikaci tyto
dva typy déleni dohromady do ¢tyf kategorii na aromatické, heterocyklické, alifatické dia-

miny a alifatické polyaminy.

Podle zpiisobu vzniku rozliSujeme biogenni aminy endogenni, které se v nizkych koncent-
racich pfirozené vyskytuji ve vSech potravinach (tj. v buiikach tkani a pletiv) jako produkty
metabolizmu, a exogenni, vznikajici v dusledku kvasnych procest a mikrobialni kontami-

nace (VeliSek a Hajslova, 2009, s. 317).

1.2 Vznik biogennich amini

Biogenni aminy mohou vznikat enzymaticky aminaci nebo transaminaci aminokyselin, ¢i
karbonylovych sloucenin (tj. aldehyda a ketonti) za pusobeni transaminaz (Dong a Xiao,
2017, s. 502; Park, Lee a Mah, 2019, s. 1; Velisek a Hajslova, 2009, s. 317). Nékteré alifa-

tické aminy vznikaji dokonce i in vivo z ur¢itych aldehydi (Santos, 1996, s. 213).
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Nejcastéji vSak biogenni aminy vznikaji enzymatickou dekarboxylaci volnych aminokyse-
lin ptisobenim karboxylaz (dekarboxylazy obsahujici jako kofaktor pyridoxalfosfat) (Veli-
Sek a Hajslova, 2009, s. 317; Velisek, 1999, s. 123).

vvvvvv

pfitomnost mikroorganizmt s dekarboxylacni aktivitou aminokyselin. Mezi dalsi faktory
se fadi i dostupnost substratu v podobé prekurzort volnych aminokyselin a podminky pro-

stiedi — teplota, pH, mnozstvi soli a dalsi (Sanli a Senel, 2015, s. 228).

1.2.1 Dekarboxylace aminokyselin

U bakterii je dekarboxylace (obr. 1) hlavnim zpisobem odbouravani aminokyselin, i
Vv rostlinach je znacné rozsitena. U zivoc¢icht slouzi pouze k vyrobé potiebnych biogennich
amint, které mohou byt vyuzity napfi. k tvorb&é hormonti, koenzym a vitamina (Vodrazka,
Kralova a Sicho, 1981, s. 300).
A
\
R—CH—COCH
St CcO
NH; 2

 J

R—CHy-NH,

Obr. 1. Dekarboxylace aminokyselin (upraveno dle Berdanek, Daniel, 2013, s. 48, Vodraz-
ka, Krdlova a Sicho, 1981, s. 300).

Jako produkt dekarboxylace vznika z histidinu histidindekarboxylazou histamin, z lyzinu
lyzindekarboxylazou kadaverin (1,5-diaminopentan). Arginindekarboxylazou vznikd z
argininu agmatin a nasledné putrescin (1,4-diaminobutan), ktery mize pfimo vznikat orni-
thindekarboxylazou z ornithinu. Z putrescinu vznika methylaci S-adenosylmethioninem
spermidin a nasledné¢ spermin. Fenylalanindekarboxylazou vznika z fenylalaninu 2-
fenylethylamin, z tyrozinu tyrozindekarboxylazou tyramin a jeho oxidaci oktopamin. Pu-
sobenim dihydroxyfenylalanindekarboxyldzy vznika z DOPA dopamin, jeho oxidaci pak
hormon dfené nadledvinek noradrenalin, dal§imi reakcemi adrenalin. Z tryptofanu vznika
tryptofandekarboxylazou 5-hydroxytryptamin a nasledné hormon serotonin. Dekarboxylaci
kyseliny aspartové vznika f-alanin, z kyseliny glutamové y-aminomaselna kyselina (Veli-

Sek, 1999, s. 123-124; Vodrazka, Kralova a Sicho, 1981, s. 300).

Piehled biogennich amint, jejich prekurzorti a vyznamu je uveden v tabulce 1.
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Tab. 1. Biogenni aminy vzniklé dekarboxylaci aminokyselin a jejich vyznam (upraveno dle
Kodicek, Valentova a Hynek, 2015, s. 352, Velisek, 1999, s. 123; Vodrazka, Kralova a Si-

cho, 1981, s. 299).

Aminokyselina Produkt dekarboxylace Vyznam a funkce v organizmu
Histidin histamin krevni tlak, alergie, tkdfiovy hormon,
sekrece zaludecni $tavy
. . nukleové kyseliny, ribozomy,
Lyzin kadaverin diferenciace bungk, rostlinny hormon
. . nukleové kyseliny, ribozomy,
Omithin putrescin diferenciace bungk, rostlinny hormon
- . nukleové kyseliny, ribozomy,
Arginin agmatin diferenciace bungk, rostlinny hormon
Fenylalanin fenylethylamin prekurzor tyraminu
prekurzor dopaminu, tkanovy
Tyrozin tyramin hormon, kontrakce hladkého svalstva,
krevni tlak
Tryptofan tryptamin — serotonin tkéfiové a rostlinné hormony,
yp yp peristaltika, psychika, krevni tlak
DOPA dopamin nervova soustava
Serin ethanolamin — cholin fosfatidy
Threonin propanolamin vitamin B, v bakteriich
Methionin spermin, spermidin nukleové kyseliny, pohyb spermii

Asparagova kyselina

B-alanin

koenzym A, peptidy

Glutamova kyselina

y-aminomaselna kyselina

neurotransmitery

Cystein

cysteamin

koenzym A
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1.2.2 Mikroorganizmy produkujici biogenni aminy

Pokud se v potraving nachazi volné prekurzory biogennich aminti v podobé aminokyselin a
specifické bakterie produkujici aktivni dekarboxyldzy danych aminokyselin, mize
k pfeméné aminokyselin na biogenni aminy dojit pomoci bakterii, napt. laktobacild, ente-

robakterii, aj. (Ray a Bhunia, 2014, s. 397).

Mikrobialni ¢innosti vznikaji biogenni aminy ve fermentovanych vyrobcich (napt. kysané
zeli a jina zelenina, vino, pivo, syry, salamy atd.) jako bézné produkty metabolizmu, mo-
hou vSak vznikat 1 mikrobidlni kontaminaci béhem skladovani potravin, nej¢astéji v rybach

a mase (Velisek a Hajslova, 2009, s. 318-319).

V ptipad¢ fermentovanych potravin a napojii miize zavedeni startérovych kultur ovlivnit
produkci biogennich amint bud’ pfimo, nebo nepiimo prostfednictvim interakce mezi riz-
nymi mikrobialnimi populacemi. Proto by selekéni kritéria pro pouziti bakterii jako starté-

rovych kultur méla brat v Givahu i analyzu produkce amind (Santos, 1996, s. 218).

Bakterialni druhy mnoha rodd, jako jsou napt. Bacillus, Clostridium, Klebsiella, Escheri-
chia, Citrobacter, Proteus, Photobacterium, Pseudomonas, Salmonella, Shigella a bakterie
mlécného kvaseni Lactobacillus, Pediococcus, Enterococcus a Lactococcus jsou schopné
dekarboxylovat aminokyseliny. Nékteré druhy jsou schopny pfeménovat pouze jednu ami-
nokyselinu, jiné jich pfeménuji hned nékolik soucasné (Santos, 1996, s. 218; Sanli a Senel,
2015, s. 227; Velisek a Hajslova, 2009, s. 321).

Halofilni, mezofilni i psychrofilni organizmy, jako jsou Morganella morganii (Proteus
morganii), nékteré kmeny Klebsiella pneumoniae, né€kolik kmenti Hafnia alvei a luminis-
cenéni bakterie JsSou vyznamnymi producenty histaminu, pti¢emz hladinu histaminu v ma-

se muze pritomnosti Morganella morganii zvysit az 72 krat (Santos, 1996, s. 218).

U Escherichia coli a Pseudomonas spp. byla detekovana aktivita dekarboxylazy tyrozinu a
histidinu. Tyrozindekarboxylazova aktivita byla také objevena u Enterococcus faecium a
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus a histamindekarboxylazova aktivita byla spo-
jena s Lactobacillus spp. a Lactobacillus sanfrancisco, Staphylococcus spp., Vibrio spp. a

Pseudomonas spp. (Santos, 1996, s. 218).

Prehled nekterych mikroorganizmi produkujici biogenni aminy jsou uvedeny v tabulce 2.
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Tab. 2. Prehled mikroorganizmii produkujici biogenni aminy (upraveno dle Velisek, 1999,
s. 124; Velisek a Hajslova, 2009, s. 318).

Potravina Mikroorganizmy Biogenni aminy

Ryby Morganella morganii, Klebsiella histamin, kadaverin,
pneumoniae, Hafnia alvei, Clostridium | putrescin, tyramin,
perfringens, Proteus mirabilis, agmatin, spermin,
Proteus vulgaris, Enterobacter spermidin
aerogenes, Staphylococcus xylosus,
Bacillus sp.

Maso a masné vyrobky | Pediococcus sp., Lactobacillus sp., histamin, kadaverin,
Pseudomonas sp., Streptococcus sp., putrescin, tyramin,
Micrococcus sp., ¢eled’ tryptamin,
Enterobacteriaceae fenylethylamin

Syry Lactobacillus buchneri, L. delbrueckii | histamin, kadaverin,

subsp. bulgaricus, L. casei, L. planta- | putrescin, tyramin,
rum, L. acidophilus, Enterococcus fae- |tryptamin
cium, Propionibacterium sp.,

Bacillus sp.

Fermentované vyrobky | Lactobacillus plantarum, Leuconostoc | histamin, kadaverin,
mesenteroides, Pediocccus sp., putrescin, tyramin,
Rhizopus oligosporus tryptamin,

fenylethylamin
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1.3 Vyskyt biogennich amini

Biogenni aminy Ize nalézt v mnoha potravinach a napojich, jako jsou napt. ryby a produkty
rybolovu, maso a masné vyrobky, fermentované potraviny (maso, trvanlivé salamy, zeleni-
na, nékteré mlééné vyrobky, pivo, vino), mléko, nefermentovana zelenina, ovoce, suché
skorapkové plody, ¢okolada, ovocné dzusy, s6jové omacky, ¢i fermentované tofu (Dong a

Xiao, 2017, s. 502-503; Del Rio et al., 2018, s. 1; Moracanin et al., 2015, s. 309).

Obzvlast vysoké koncentrace biogennich aminti se vyskytuji u Spatn¢ skladovanych potra-
vin v pokrocilém stadiu kazeni. U hub, zeleniny a ovoce dochazi k produkci biogennich

aminti endogennimi dekarboxyldzami (Velisek, 1999, s. 124).

1.3.1 Zivolisné zdroje
Nejbéznéjsimi biogenni aminy v materialech Zivocisného pivodu jsou histamin, tyramin,

kadaverin a putrescin (Pérez, Bartroli a Fabregas, 2013, s. 4066; Naila et al., 2010, s. 139).

Histamin sice patii mezi jedny z biologicky nejaktivnéjsich slozek, nicméné intenzivnéjsi a

rychlejsi cytotoxicky efekt vykazuje tyramin (Linares et al., 2016, s. 658).

Mnozstvi vytvofenych biogennich aminil 1ze ¢astecné, ¢i zcela, eliminovat napft. tepelnou
upravou, ptidanim nékterych enzymu i zpiisobem baleni — napi. vakuové baleni losost,
baleni ryb, kufat a klobas v modifikované atmosféfe, aktivni obaly makrel (Naila et al.,
2010, s. 144).

Pti tepelnych Gpravach masa a drobt klesa obsah polyaminti sperminu a spermidinu o n¢-
kolik desitek procent. Vyssi ubytky jsou pfi peCeni a smaZeni, neZ u duseni a vareni, kdy

dochazi pouze k ¢aste¢nému rozkladu a vyluhovéni (Velisek a HajSlova, 2009, s. 320).

Ackoliv tepelna Gprava odstrani bakterie produkujici biogenni aminy pfi zrani, ¢i kazeni
potraviny, muze se V tepelné¢ zpracovaném produktu dany amin i nadéale vyskytovat
z diivodu rekontaminace nebo nedostacujici upravy, protoze nékteré biogenni aminy (napf.

histamin) jsou tepeln¢ stabilni (Naila et al., 2010, s. 140).
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1.3.1.1 Ryby a plody more

V rybach, jako jsou makrela, sled’, tundk, sardinky, an¢ovicky, byly zjistény rizné biogen-
ni aminy — nejvice histamin, putrescin a kadaverin, dale pak tyramin, spermin a spermidin
(Grumezescu a Holban, 2018, s. 245; Santos, 1996, s. 215).

Pti skladovéni ryb kolem 0 °C a nizsich, vznikaji biogenni aminy v zanedbatelném mnoz-
stvi. Pti vySSich teplotach je dekarboxylovan pfevazné histidin a tkdn¢ makrelovitych ryb
(Celed’ Scombroidae). Nicméné né€kolik studii mikrobialni populace moiskych ryb ukazalo
jejich schopnost produkovat vysoké mnozstvi histaminu i pfi nizkych teplotach (Santos,

1996, s. 215; Velisek a Hajslova, 2009, s 321).

Pritomnost vysokého obsahu histaminu v nékterych rybach mize byt nebezpecna. V di-
sledku nevhodného skladovani nebo chlazeni po uloveni, se mize ¢innosti mikroorgani-
zmu vytvofit toxické mnozstvi diive, neZ se ryba projevi senzoricky jako zdvadna. Tyto
bakterie produkuji skombroidni toxin (histamin) zptsobujici skombroidni syndrom (Pérez,

Bartroli a Fabregas, 2013, s. 4066; Santos, 1996, s. 215).

Ptic¢iny nadpriimérné produkce histaminu jsou ptfitomnost vysokého obsahu histidinu v
rybim mase, bakterialni histidindekarboxylazy, piitomnost bakterii ¢eledi Enterobacteria-
ceae a nekteré dalsi podminky (prostfedi, hygiena, manipulace, zpracovani, skladovani

(Grumezescu a Holban, 2018, s. 246).

Tvorba histaminu u rtiznych druht meékkysi, jako jsou hlavonozci (kalamary, chobotnice,
sépie), korysi (krevety, humii) a mlzi (musle) je relativné nizka vzhledem k nizké Grovni

prekurzorovych aminokyselin (Prester a Kotzekidou, 2016, s. 405).

1.3.1.2 Maso a masné vyrobky

U vafeného i nevafeného hovéziho, vepiového a kufeciho masa byla zjisténa piitomnost

riznych biogennich amint (Santos, 1996, s. 215).

Cerstvé a zpracované maso obsahuje vyssi hladiny spermidinu a sperminu, ale nizsi hladi-
ny putrescinu, histaminu, kadaverinu a tyraminu (Santos, 1996, s. 215; Grumezescu a Hol-
ban, 2018, s. 248).

K nartistu biogennich aminti dochazi predevsim pfi skladovani masa diky enzymové akti-

vit¢ mikroflory. Nekteré z nich lze vyuzit jako indikatory Cerstvosti masa (Grumezescu a
Holban, 2018, s. 248; Velisek a Hajslova, 2009, s. 319-320).
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Vzhledem k zastoupeni a mnozstvi volnych aminokyselin nepfedstavuje nezpracované
maso u lidi riziko tvorby vysokych toxickych koncentraci biogennich amint, fermentované
masné vyrobky vSak potencialni rizika mohou nést (Grumezescu a Holban, 2018, s. 249).
Mohou totiz obsahovat velmi vysoké hladiny tyraminu — nejcastéji v suchych fermentova-
nych uzeninach. Jeho koncentrace mize dosahnout urovné vyssi nez 400 mg/kg (Prester a

Kotzekidou, 2016, s. 407).

Dalsi aminy, jako jsou histamin, tryptamin a fenylethylamin, byvaji v zavislosti na vyrob-
nich postupech piitomny v uzeninach (Prester a Kotzekidou, 2016, s. 407; Moracanin et
al., 2015, s. 308-309).

Hladina histaminu ve vét$iné€ uzenin je niz$i, av§ak klobasy vyrobené z krutiho masa obsa-
huji nejvyssi mnozstvi histaminu a putrescinu. Pfirodni polyaminy (spermin a spermidin)
byly také nalezeny témé&f ve vSech uzeninach, obvykle na nizkych trovnich (Prester a Kot-
zekidou, 2016, s. 407).

Obecné je pritomnost biogennich aminti v dal§ich masnych vyrobcich, jako jsou uzena
Sunka a nékteré dribezi vyrobky (uzeny kriti fizek a grilované kufte), nizka (Prester a Kot-
zekidou, 2016, s. 407).

1.3.1.3 Miléko a mlécné vyrobky

V plnotuéném a polotucném kravském mléce bylo zjisténo malé mnozstvi polyamint

sperminu a spermidinu a dalSich biogennich aminti, napft. histaminu (Santos, 1996, s. 216).

MnozZstvi histaminu v mléce je zavislé na tepelné upravé mléka. Zatimco Cerstvé mléko
obsahuje nizké hladiny histaminu, pasterizované a UHT mléko vykazuje mirny nardst ob-
sahu histaminu. Po procesu fermentace vSak mlécné vyrobky vykazuji vyznamny nardst
histaminu. Napiiklad, zakysana smetana dosahuje obsahu az 7 mg/kg, v jogurtech jsou tyto
hladiny mirné vyssi (Grumezescu a Holban, 2018, s. 244; Prester a Kotzekidou, 2016, s.
406).

Dal$im produktem fermentace mléka je syr. Existuje mnoho druhtli syri, napt. syry zrajici
pod mazem nebo syry s plisni na povrchu, které obsahuji potencidlné skodlivé hladiny bio-
gennich amint, zejména tyraminu, histaminu a putrescinu, dale pak kadaverinu, tryptaminu
a fenylethylaminu. Ve vyzralych syrech mohou hladiny histamin vzrustat az na 2500
mg/kg (Grumezescu a Holban, 2018, s. 244; Pachlova et al., 2018, s. 730; Prester a Kot-
zekidou, 2016, s. 406; Sanli a Senel, 2015, s. 223-224).
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Obsah biogennich amint se muze lisit U stejného typu syra a dokonce i mezi riznymi
¢astmi stejného syra, napfiklad mezi stfedem a ktrou syra. Produkce biogennich amint se
zna¢né lisi a zavisi na nékolika faktorech, v¢etné teploty skladovani, doby a technologie
zrani a mikrobialni populaci (Prester a Kotzekidou, 2016, s. 406-407).

Velisek a Hajslova (2009, s. 321) dokonce tvrdi, ze pfi zrani syrt z tepelné zpracovaného
mléka mize dojit k vyrazné tvorbé biogennich aminii pouze v provozu s nedostate¢nou

hygienickou trovni, a to pomoci kontaminujicich bakterii.

1.3.2 Rostlinné zdroje

Nejbéznéjsimi biogenni aminy v materialech rostlinného ptivodu jsou tyramin, histamin a
putrescin. V mensim mnozstvi se vyskytuji i dalsi biogenni aminy (Velisek a Hajslova,

2009, s. 321).

Zastoupeni biogennich aminil zavisi na klimatickych a geologickych faktorech oblasti pés-
tovani a na samotnych postupech péstovani. Nejvice vsak obsah biogennich amint ovliv-
nuji posklizinova tprava, skladovani a zpracovani. Stejné jako u zivociSnych produkti, i u
rostlinnych produktii se koncentrace pti skladovani vyrazné zvySuje, pifi vafeni snizuje.
Ptitomnost vysokého obsahu biogennich aminti v produktech rostlinného piivodu miize byt
také spojena s mikrobialni aktivitou (pfedevsim ¢eledi Enterobacteriaceae a Pseudomona-
daceae). Doporucuje se proto konzumovat maximalné Cerstvé nebo vafené potraviny rost-
linného ptvodu, aby se snizil pfijem biogennich amint (Prester a Kotzekidou, 2016, s.
409; Sanchez-Pérez et al., 2018, s. 1).

1.3.2.1 Zelenina
Kazda zelenina vykazuje velikou variabilitu obsahu rtiznych biogennich amint.

Vyznamnou hladinu histaminu obsahuji napft. lilek, listy Spenatu a rajée, které zaroven
obsahuje i tyramin a tryptamin, a fermentované sojové produkty (napi. miso a sdjova
omacka), ve kterych se mlze vyskytovat i tyramin. Vysoka hladina tyraminu (aZ n¢kolik
set mg/kg) je v zeli, dale se mize vyskytovat napt. v mangoldu, dyni, ¢i chiestu (Prester a
Kotzekidou, 2016, s. 409; Sanchez-Pérez et al., 2018, s. 3; Santos, 1996, s. 215-216).

Z tryptaminu jsou odvozeny fytohormony (rostlinné hormony), rovnéz z né&j vznikaji i pro-

toalkaloidy, jako jsou psilocin a psilocybin, vyskytujici se v halucinogennich houbach,
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nebo bufotenin, vyskytujici se v sekretech obojzivelniki (VelisSek a Hajslova, 2009, s.
323).

Putrescin byl nalezen prakticky ve veskeré zelenin€. Nékteré druhy zeleného pepie, lilku,
kukufice, zelenych a fialovych fazoli, Spenatu, keCupu z rajcat, sdjovych bobii a hrachu
maji vysoky obsah putrescinu, v nékterych ptipadech piesahujici 200 mg/kg (Sanchez-
Pérez et al., 2018, s. 3).

Fenylethylamin je pfirozenou slozkou kakaovych bobt, tudiz se vyskytuje v Cokolade,

¢okoladovych vyrobcich a cukrovinkach obsahujicich ¢okoladu (Santos, 1996, s. 215).
Vysoky obsah fenylethylaminu obsahuji i nékteré druhy hub (Santos, 1996, s. 215).

Kadaverin se vyskytuje v zelening v relativné nizkych koncentracich, naptiklad je obsazen

v karagenanu z tas (Sanchez-Pérez et al., 2018, s. 3; Santos, 1996, s. 215).

1.3.2.2 Ovoce

Hlavnim biogennim aminem v ovoci je tyramin. Vyskytuje se nejcastéji v bananech spo-
le¢né s fenylethylaminem, histaminem, tryptaminem, dopaminem a serotoninem. Vyssi
hladiny tyraminu se vyskytuji i ve Svestkach, avsak nepiekracuje davku 7 mg/kg. Pouze
Svestky spolecné s avokddem a kiwi obsahuji kromé tyraminu i histamin (VeliSek a Ha-

jslova, 2009, s. 321; Santos, 1996, s. 215).

Putrescin byl nalezen v mnohém ovoci a suchych skotapkovych plodech, s nejvyssimi hla-
dinami v pomeran¢i, mandarince, grapefruitu, bananu, marakuji a pistacii. Plody neobsahu-

jici putrescin jsou avokado a $vestka (Sanchez-Pérez et al., 2018, s. 4).

Kadaverin se vyskytuje v malych koncentracich v bananech a slune¢nicovych semenech
(Sanchez-Pérez et al., 2018, s. 4).

1.3.2.3 Nealkoholické napoje

Biogenni aminy se mohou vyskytovat nejen v potravinach, ale i v napojich. N&které dzusy,
nektary a limonady z pomeranct, malin, citront, grapefruitti, mandarinek, jahod, rybizu a
hroznti obsahuji rizné biogenni aminy v riznych koncentracich, nejbéznéjsi je putrescin

(Santos, 1996, s. 215).

Vysoké hladiny tryptaminu se nachdzi v pomerancové §tave, ve které spolecné se stavou

z grapefruitu a ananasu byl detekovan i histamin. Pfitomnost histaminu v téchto §tavach je
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zpusobena nedostatkem hygienické kvality béhem zpracovani nebo skladovani, protoze

tento amin se nenachazi v ptivodnim ¢erstvém ovoci (Sanchez-Pérez et al., 2018, s. 4).

1.3.2.4 Alkoholické napoje

Alkoholické napoje piedstavuji kategorii fermentovanych produktl, které obsahuji znacné
mnozstvi biogennich amind, zejména ¢ervené vin0o a pivo. Slozeni amintl ve vin¢ zavisi
nejen na klimatickych a geologickych podminkach, ale i enologickych postupech (Prester a
Kotzekidou, 2016, s. 409).

Hlavni biogenni aminy ve vinech jsou histamin a tyramin, které se tvoii na zacatku procesu
starnuti a jejich obsah se mize ménit se stafim vina. Histamin je povazovan za nejdulezi-
t¢j$i diivod nesnasenlivosti vina. Déle se v ¢ervenych a bilych vinech mohou vyskytovat
napf. tryptamin, putrescin, kadaverin, spermidin. Kontrolou kritickych technologickych
faktori je mozné vyrabét vino s nizkymi hladinami biogennich amint (Prester a Kotzeki-

dou, 2016, s. 409).

Podobné¢ jako vino muze i pivo obsahovat variabilni mnozstvi biogennich aminu, taktéz
nejCastéji tyramin a histamin. Tvorba biogennich aminii miize byt spojena se Spatnymi
hygienickymi podminkami béhem vyroby, teplotnimi zménami surovych potravin béhem
skladovani a pouzitou mikroflorou. Vybrané startérové kultury piispivaji ke sniZeni obsahu

biogennich aminu (Prester a Kotzekidou, 2016, s. 409-411; Santos, 1996, s. 217).

1.4 Biologické ucinky

Jak jiz bylo fec¢eno v kapitole 1.3.1.1, v malém mnozstvi mohou mit biogenni aminy pozi-

tivni vliv na organizmus.

U lidi maji klicovou biologickou funkci jako hormony nebo neurotransmitery a jsou nepo-
stradatelnou soucésti biologicky aktivnich bun¢k. Kromé toho se ukazalo, ze nizké koncen-
trace biogennich amind jsou dulezité pro regulaci fyziologickych funkci vazbou na recep-
tory na membranach kize a tkani, jako je respiracni, gastrointestinalni, kardiovaskularni a
imunitni systém. Konkrétn€ se podili napiiklad na sekreci zalude¢ni kyseliny, normalni
funkci srdce a hladkého svalstva nebo regulaci télesné teploty (Dong a Xiao, 2017, s. 502;
Pérez, Bartroli a Fabregas, 2013, s. 4066; Prester a Kotzekidou, 2016, s. 402).

Ve vétsSim mnozstvi v§ak mohou zplsobit zavazné zdravotni problémy, zejména u citli-

vych jedinct (Sanli a Senel, 2015, s. 223).
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Otrava histaminem (histamin6za) je celosvétovy problém, ke kterému dochéazi po konzu-
maci potravin obsahujicich histamin ve vyssich koncentracich. Podoba se alergické reakci.
Projevuje se dusnosti, bolesti hlavy, svédici kopfivkou, pocenim, hore¢kou, kie¢emi v bii-
Se, zvracenim, prijmem, hypotenzi nebo hypertenzi. Vyrazka se objevuje po pozieni pro-
blematické potraviny do pul hodiny az hodiny, teprve poté ji nasleduji dalsi symptomy,
pticemz u kazdého jedince se mohou vyskytnout rozdilné potize v jiné intenzité (Naila et
al., 2010, s. 139; Park, Lee a Mah, 2019, s. 2; Sanli a Senel, 2015, s. 223; Sato, Horiuchi a
Nishimura, 2005, s. 320).

U nékterych jedinct vSak mize dojit k otrave, i kdyz hladina histaminu nedosahuje nad-
primérné hodnoty. Zptsobuje to synergicky ucinek jinych biogennich amint (putrescinu a
kadaverinu), obsazenych v potravinach v pétkrat vyssi koncentraci nez histamin (Dong a
Xiao, 2017, s. 502; Naila et al., 2010, s. 139; Sato, Horiuchi a Nishimura, 2005, s. 320).

Stejné tak mohou putrescin a kadaverin plsobit na tyramin v nékterych mléénych vyro-
cich, jelikoz kromé histaminu je tyramin nejbéznéj$im biogennim aminem zptsobujicim
zdravotni potiZze. Vyskytuje se nejcast&ji v syrech. Spotieba syri s vysokym obsahem ty-
raminu miiZe mit za nasledek nebezpecnou intoxikaci, tzv. ,,syrovou reakci®, kterd se vy-
znacuje bolestmi hlavy, pocenim, palpitaci, hypertenzi a migrénou (Linares et al., 2016, s.
658; Pachlova et al., 2018, s. 730; Sanli a Senel, 2015, s. 223-224).

Nekteré dalsi biogenni aminy (putrescin, spermin a spermidin) mohou reagovat s dusitany
za vzniku N-nitrosamind, které jsou povazovany za karcinogeny a mutageny pro ¢loveka.
Nitrosaminy z téchto polyaminti nemusi nutné piedstavovat zdravotni riziko, protoze toxi-
cita je dosazena az po konzumaci nadmérného mnozstvi, coZz u pramérného ¢lovéka neni

zcela bézné (Dong a Xiao, 2017, s. 502; Naila et al., 2010, s. 139).

Tyramin, fenylethylamin a putrescin jsou vazoaktivni aminy zvySujici krevni tlak, ktery
muze vést az k srde¢nimu selhani nebo krvaceni do mozku (Dong a Xiao, 2017, s. 502;
Naila et al., 2010, s. 139).

Problémy z konzumace biogennich aminti mohou byt zvlasté zavazné u citlivych jedincd,
ktefi maji snizenou schopnost detoxikovat biogenni aminy ve stfeve. Tyto vlohy se mohou
lisit v dusledku genetickych faktord, ale i dalsich rizikovych faktort, jako je gastrointesti-
nalni onemocnéni, uzivani n€kterych 1ékt a pfijem alkoholu. SniZzuje se tim aktivita deto-

xika¢nich enzymu (Linares et al., 2011, s. 658).
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2 CHARAKTERISTIKAAMINOOXIDAZ

2.1 Vyskyt aminooxidaz

Aminooxidazy jsou vSudypfitomné enzymy, vyskytuji se v mikroorganizmech (mikrosko-
pické houby — napt. Aspergillus niger, gramnegativni i grampozitivni bakterie), rostlinach
a zviratech (Garcia-Ruiz et al., 2011, s. 115; Kozanagi et al., 1999, s. 717; McGuirl et al.,
1994, s. 1205).

2.2 Katalyza chemickych reakci aminooxidazami

Aminooxidazy se prostfednictvim svych reakénich produktii podili na dilezitych fyziolo-
gickych procesech. V rostlinach je to produkce peroxidu vodiku, odvozena z oxidace poly-
aminu, ktera souvisi s dozravanim bunécné stény a s lignifikaci béhem vyvoje, stejné jako
s hojenim ran a zesilenim bunééné stény béhem invaze patogent. Peroxid vodiku jako sig-
nalni molekula zprostfedkovava také smrt bunék, hypersenzitivni reakci a expresi obran-
nych genl. Aminoaldehydy a 1,3-diaminopropan, které vznikaji pti oxidaci polyamind, se
ucastni syntézy sekundarnich metabolitti a reguluji toleranci abiotického stresu (Angelini et
al., 2010, s. 562; Callejon et al., 2016, s. 3114; Cona et al., 2006, s. 82).

Aminooxidazy obsahujici flavin katalyzuji oxida¢ni deaminaci mnoha monoamind, diami-
nd a polyamind na aldehydy, amoniak a peroxid vodiku (obr. 2) (Cona et al., 2006, s. 80;
Eom, Seo a Choi, 2015, s. 1524; Kozanagi et al., 1999, s. 718).

monoaminoxidasa

H,O
R—CHy,—NH, 7?— R—CH=NH R—CH=0
biogenni amin imin aldehyd
FAD  FADH,
NH;

H,O, O,

Obr. 2. Oxidacni deaminace primarnich aminii (Vitkova Vera, 2019, s. 91).
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Struktury aminooxidaz z riiznych zdroji vykazuji velikou podobnost, coz poukazuje na
podobné katalytické mechanizmy pro vSechny enzymy tohoto typu. Optimalni substraty
pro kazdy typ se vSak liSi v zavislosti na zdroji enzymu a jeho umisténi (Di Paolo et al.,

2011, s. 1232; Eom, Seo a Choi, 2015, s. 1524).

Zavislost hodnot afinity a katalytické konstanty na pH, iontové sile a teploté¢ ukazuje, ze
vazba monoaminu je fizena hydrofobnimi interakcemi. Vazba diaminu je siln¢ usnadnéna
elektrostatickymi faktory, fizenymi polarnimi postrannimi fetézci a dvéma titrovatelnymi
aminokyselinovymi zbytky pfitomnymi v aktivnim misté. Poloha dokovaného substratu je
také nezbytnd pro ucast téchto aminokyselinovych zbytkli v nasledujicich katalytickych
krocich. Ke katalyze dochazi tzv. ping-pongovym mechanizmem, ve kterém je amin pre-
ménén na produktovy aldehyd za soucasného sniZzeni koncentrace enzymu (redukéni polo-
vina reakce). Nasleduje reoxidace kofaktoru kyslikem, ktery dokonc¢i katalyticky cyklus
(oxidacni polovina reakce) (Di Paolo et al., 2011, s. 1232; Leuschner, Heidel a Hammes,
1997, s. 1-2; Naila et al., 2014, s. 225).

Aminooxidazy také zprostfedkovavaji degradaci bunéénych polyamind, které jsou vsu-
dypiitomné slouceniny nezbytné pro rust a proliferaci buné¢k, a tim ptispivaji k tzv. polya-

minové homeostaze (Cona et al., 2006, s. 80).

Nékolik studii prokazalo souvislost aminooxidaz s riiznymi zivotnimi funkcemi, které maji
souvislost s intenzitou metabolizmu, jako je bunétné déleni nebo tvorba organt. Timto
ponechdvaji otevienou hypotézu, ze mohou hrat také tlohu v regulaci bunééného cyklu

modulaci polyaminového buné¢ného obsahu (Angelini et al., 2010, s. 560).

2.3 Déleni aminooxidaz

Jeden z hlavnich detoxikaénich systémi se sklada ze dvou odlisnych enzymt — monoami-
nooxidaz (MAQ) a diaminooxidaz (DAO), nazyvanych v zavislosti na poc¢tu piednostné
oxidovanych aminoskupin. Tyto enzymy pfeménuji aminy na méné toxické produkty, které
se dale vylucuji z organizmu (Alvarez a Moreno-Arribas, 2014, s. 147; Garcia-Ruiz et al.,
2011, s. 115).

Polyaminy jsou oxidativné deaminovany dvéma tfidami aminooxidaz: aminooxiddzy obsa-
hujici méd’ (CuAO) a polyaminooxiddzy obsahujici flavin (PAO) (Angelini et al., 2010, s.
560; Cona et al., 2006, s. 80).
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2.3.1 Monoaminooxidazy

Monoaminooxidazy se fadi mezi flavoproteiny. Na vné&jSich membranach mitochondrii v
mozku, jatrech, stfevni sliznici a dalSich organech obsahuji flavinadenindinukleotid (FAD).
Katalyzuji oxida¢ni deaminaci fady biogennich monoaminii (neuroaminy, vazoaktivni a
exogenni aminy), véetn¢ dopaminu, serotoninu, noradrenalinu, tyraminu, tryptaminu a neu-
rotoxinl. Koneénymi produkty MAO jsou odpovidajici aldehydy, peroxid vodiku a amoni-
ak, které se podileji na oxida¢nich buné¢nych a cytotoxickych procesech (Alvarez a More-
no-Arribas, 2014, s. 151).

U lidi existuji dvé oddé€lené izoformy monoaminooxidaz: MAO-A a MAO-B, které vyka-
zuji odlisné, ale piekryvajici se substratové a inhibi¢ni specificity (Alvarez a Moreno-
Arribas, 2014, s. 151; Herraiz a Chaparro, 2005, s. 237).

Obe¢ tyto izoformy vyuzivaji stejné substraty — tyramin, dopamin a tryptamin (Herraiz a
Chaparro, 2005, s. 237).

2.3.1.1 MAO-A

MAO-A piednostné katalyzuje oxidaci serotoninu a noradrenalinu a je inhibovana klorgy-
linem, ktery se vyuziva k 1é¢bé deprese. MAO-A se podili na regulaci neuroamint v cent-
ralnim nervovém systému, perifernich organech a stfevnich buiikach v gastrointestinalnim
systému. Ma vliv na chovani a psychiatrické poruchy, napt. deprese. Inhibitory MAO-A
(napt. klorgylin, iproniazid, brofaromin) se pouzivaji jako antidepresiva. Pro stanoveni
enzymatické aktivity MAO byla pouzita fada analytickych metod. Ty jsou obecné zalozeny
na detekci spotieby kysliku, peroxidu vodiku nebo amoniaku a méteni oxidovanych mono-
aminovych produktl pfimou absorpci nebo detekci fluorescence (Herraiz a Chaparro,
2005, s. 237; Martinkova et al., 2007, s. 127; McCabe-Sellers, Staggs a Bogle, 2006, s. 59).

2.3.1.2 MAO-B

MAO-B selektivné katalyzuje oxidaci fenylethylaminu, dopaminu a benzylaminu a je inhi-
bovana deprenylem. Aktivuje nékteré aminové substraty (protoxiny) na toxiny poskozujici
neurony. Muze se tak podilet na neurologickych poruchach jako jsou Parkinsonova a Al-
zheimerova choroba a inhibitory MAO-B se vyuzivaji pii 1é¢bé Parkinsonovy nemoci. Na-
chazi se prevazné v jatrech a svalech (Herraiz a Chaparro, 2005, s. 237; Martinkova et al.,
2007, s. 127; McCabe-Sellers, Staggs a Bogle, 2006, s. 59).
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2.3.2 Diaminooxidazy

DAO jsou enzymy ptitomné prevazné v lidském stfevé a ledvinach, kde jejich plisobenim
mohou byt deaminovany fyziologicky aktivni aminy. Poskytuji tim ochranu pifed malym
mnozstvim aminu, které jsou bézné obsazeny v potravinach (McCabe-Sellers, Staggs a
Bogle, 2006, s. 59; Naila et al., 2012a, s. 2; Wohrl et al., 2004, s. 306).

Sttevni DAO chrani organizmus pfed histaminem absorbovanym z exogennich (strava) a
endogennich zdroji (hlavné subepitelidlnich zirnych bunék). Normalné¢ béhem procesu
piijmu potravy v lidském stfevé jsou mald mnozstvi biogennich aminti metabolizovana na
fyziologicky mén¢ aktivni produkty degradace. Po pfijeti vysokého mnozstvi biogennich
amint v potravinach vSak neni detoxikacni systém schopen tyto biogenni aminy dostate¢né
eliminovat. Navic v piipadé nedostatecné aktivity DAO, zptisobené napiiklad generickou
predispozici, gastrointestindlnim onemocnénim nebo inhibici aktivity DAO v duasledku
sekundarnich u¢inku 1é¢iv nebo alkoholu, nelze u¢inné metabolizovat ani mald mnozZstvi

biogennich amint (Shukla, Kim a Kim, 2011, s. 192; Wohrl et al., 2004, s. 306).

Nejlepsim médiem pro aktivitu DAO je Vv laboratornich podminkéch fosfatovy pufr obsa-
hujici dihydrochlorid histaminu (Naila et al., 20124, s. 1).

2.3.3 Aminooxidazy obsahujici méd’

Aminooxidazy obsahujici méd’ (CUAO) jsou homodimery, ve kterych kazda podjednotka
obsahuje iont mé&di a kofaktor 2,4,5-trihydroxyfenylalaninchinon generovany posttranslac-
ni autokatalytickou modifikaci aktivniho mista tyrozinového zbytku (Angelini et al., 2010,
s. 560; Cona et al., 2006, s. 80).

Rostlinné CuAO se vyskytuji ve vysokych koncentracich u dvoudé€loznych rostlin, zejmé-
na celedi Fabaceae (bobovité), jako napt. hrachu, cizrny, ¢ocky a so6jovych sazenic. Jsou

voln¢ spojené s bunéénymi sténami (Cona et al., 2006, s. 80).

CuAO z mikrobl, zvifat a rostlin oxiduji diaminy putrescin a kadaverin na primarnich
aminoskupinach, které uvoliiuji odpovidajici aminoaldehydy a amoniak (Angelini et al.,
2010, s. 560).
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2.3.3.1 Lakdzy

V nékterych grampozitivnich a gramnegativnich bakteriich, véetn¢ bakterii mlé¢ného kva-
Seni (napf. v Lactobacillus plantarum, Bacillus subtilis, Escherichia coli) je obsazen tzv.
lakdazovy enzym. Jedna se o vicebarevné médéné formy oxidaz, které katalyzuji redukci
molekularniho kysliku na vodu, pficemz obchézi fazi vzniku peroxidu vodiku (Callejon et

al., 2016, s. 3113; Morozova et al., 2007, s. 1143; Zhang, 2012, s. 2574).

Jsou rozsifené i mezi houbami, vy$§imi rostlinami a také u hmyzu. U hub se podili na de-
gradaci ligninu, produkci pigmentl a pfispivaji k patogenezi rostlin, zatimco u rostlin se
ucastni procesu lignifikace. Jejich fyziologické funkce u mikroorganizmii zahrnuji ucast
pii produkci melaninu, odolnosti sporovych vrstev, zapojeni do morfogeneze, bunécného
déleni, transportu elektronti a detoxifikaci médi (Callejon et al., 2016, s. 3113; Morozova
etal., 2007, s. 1143; Zhang, 2012, s. 2574).

VétSina bakteridlnich lakaz jsou intracelularni nebo periplazmatické enzymy grampozitiv-
nich bakterii. Nejznamé&jsim a nejvyznamnéj$im typem enzymu je lakaza z Bacillus subtilis
tvotici endosporovy obalovy protein s vysokou termostabilitou (Callejon et al., 2016, s.

3121).

Jejich katalyticka aktivni centra obsahuji ¢tyfi reaktivni atomy médi, coz jim dava charak-
teristickou modrou barvu. Katalyticka centra jsou konvenéné rozdélena do tii typ podle
koordinac¢nich a spektroskopickych vlastnosti médi. Méd’ typu 1 (T1 — modréd mé&d’) je mo-
nonuklearni centrum, které se podili na oxidaci substratu, zatimco méd’ T2 (neboli normal-
ni méd’) spolu s médi T3 (sdruzena jadra binuklearni médi) tvofi trinuklearni shluk obsahu-

jici misto vazajici kyslik (Callejon et al., 2016, s. 3113; Morozova et al., 2007, s. 1143).

Lakazy kombinuji ctyrelektronovou redukci molekularniho kysliku na vodu s nékolika
druhy substratt vcetné fenoli jako jsou methoxyfenolové, polyfenolové a nonfenolové
substraty, napf. aromatické aminy, arylaminy, aniliny, thioly a nékteré kyanidové kovové
komplexy. Diky stabilité v extrémnich podminkach teploty, pH, soli atd., Sirokému spektru
lakazovych substratt a jejich katalyzovanych reakci, véetné zesitovani monomert, degra-
dace polymerd, $tépeni kruhu a funkcionalizaci aromatickych sloucenin, jsou povazovany
za pramyslove relevantni enzymy s potenciadlem pro rizné aplikace (Callejon et al., 2016,

s. 3113).
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2.3.4 Polyaminooxidazy

Rostlinné polyaminooxidazy (PAO) jsou obsazeny zejména u jednodéloznych rostlin, na-
priklad u kukufice, jejich glykoprotein je pevné vazan na bunééné stény (Cona et al., 2006,
s. 82).

PAO nesou jako kofaktor nekovalentné vazanou molekulu FAD. Polyaminy jsou oxidova-
ny na uhliku, ktery je umistén bud’ na vnitini strané (bakterialni PAO, Zea mays, Hordeum
vulgare a Avena sativa) nebo na vné&jsi stran¢ dusiku (zvifeci N-acetyl polyaminoxidaza a
sperminoxidaza), coz vede ke vzniku kone¢né katabolické drahy nebo k polyaminové
zpétné draze. Chemické slozeni produkti reakce PAO poukazuje na oxidaci sperminu,
spermidinu a jejich acetylovanych derivatii na sekundarnich aminoskupinach. Spole¢nym
produktem ve vSech reakcich katalyzovanych aminooxidazami je peroxid vodiku (Angelini

etal., 2010, s. 560).
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3 VYUZITi AMINOOXIDAZ V POTRAVINARSTVI ZA UCELEM
SNIZENI VYSKYTU BIOGENNICH AMINU

Biogenni aminy se bézné vyskytuji ve vyssich koncentracich ve fermentovanych produk-
tech s vysokym obsahem bilkovin. B€hem procesu fermentace ptedstavuji produkty roz-
kladu proteinti, peptidi a aminokyselin prekurzory pro tvorbu fermentujicich mikroorgani-
zmu (Callejon et al., 2015, s. 4170).

U zdravych jedinci jsou biogenni aminy rychle metabolizovany ve stfevnim traktu na fy-
ziologicky méné aktivni produkty degradace na zakladé aktivity enzymi monoaminooxi-
daz, diaminooxidaz, polyaminooxidaz a histamin N-methyltransferazy, které hraji dulezi-
tou roli v procesu detoxikace. Uginnost detoxikaéniho systému biogennich amint je kli¢o-
va pro zabranéni jejich akumulace u lidi. Nedostatecnd detoxikace muze byt disledkem
konzumace vysokych koncentraci biogennich aminti, které detoxikacni systém nezvladne
dostate¢né eliminovat, nebo muize byt zpisobena genetickymi predispozicemi, gastrointes-
tindlnim onemocnénim, ¢i inhibi¢nim ucinkem nekterych 1€kt nebo alkoholu, coz ma za
nasledek akumulaci biogennich amini v téle (McCabe-Sellers, Staggs a Bogle, 2006, s. 59;
Prester a Kotzekidou, 2016, s. 399; Sanli a Senel, 2015, s. 224; Shukla, Kim a Kim, 2011,
s. 191).

Stanoveni pfesného prahu toxicity biogennich amint u lidi je velmi obtiZné, protoZe toxic-
ka davka siln€ zavisi na koncentraci a individualnich vlastnostech jednotlivych biogennich
amint, na pfitomnosti jinych amind a u¢innosti detoxikacnich mechanizmiti kazdého jedin-

ce (Sanli a Senel, 2015, s. 224; Shukla, Kim a Kim, 2011, s. 192).

Informace o toxicité putrescinu a kadaverinu jsou vzacné. Ackoli oba tyto sekundarni bio-
genni aminy, na rozdil od vazoaktivnich amint, jako jsou tyramin, histamin, tryptamin a
fenylethylamin, samy o sob& nemaji nepfiznivé ucinky na zdravi. Mohou pouze podporo-
vat Skodlivou aktivitu téchto aminti kompetitivni inhibici detoxika¢nich enzymti diamino-
xidazy a hydroxymethyltransferazy, podilejicich se na oxidacnim katabolizmu histaminu.
Potenciaci toxického ucinku histaminu Ize vysvétlit ptitomnosti putrescinu a kadaverinu
usnadiiujicich prachod histaminu ptes tenké stievo, ¢imz se zvySuje jeho rychlost vstieba-
vani do krevniho obéhu. Kromé toho pfitomnost ethanolu v alkoholickych napojich zvysu-
je toxikologicky ucinek téchto vazoaktivnich amind diky jeho inhibi¢nimu uc¢inku na deto-
xikaéni enzymy pritomné v lidském stievé (Callejon, Sara et al., 2015, s. 4170; Del Rio et
al., 2018, s. 1; Sanchez-Pérez et al., 2018, s. 2; Sanli a Senel, 2015, s. 224).
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3.1 Metody sniZeni vyskytu biogennich amint Vv potravinach

Prevence tvorby biogennich aminli v potravindch mtze byt dosazena regulaci teploty, pou-
zitim vysoce kvalitnich surovin, sprdvnou vyrobni a balici technikou, ozafovanim a potra-

vinafskymi pfidatnymi latkami (Naila et al., 2010, s. 140).

Dalsi dvé moznosti kontroly koncentrace biogennich amint vyuzivaji pfimé pfidani inhibi-
tort k potravinam — pouziti bakterii snizujicich obsah biogennich aminii a pouziti enzymu
pro oxidaci aminu (napif. diaminooxidazy) k degradaci biogennich amint V potravinach
(Nailaetal., 2014, s. 227; 2012, s. 140; Wang et al., 2015, s. 395).

3.2 Vyuziti aminooxidaz v potravinarstvi

Aminooxidazy mohou byt izolovany z mnoha zdroju, jako jsou organy prasat (jatra, ledvi-
ny), lidska placenta a krevni plazma, z mikroorganizmi, v¢etné mikroorganizmi Micro-

bacterium lacticum a Arthrobacter crystallopoietes (Naila et al., 2012b, s. 2651).

I ptesto, ze pouziti enzymi, jako je diaminooxidaza, které degraduji biogenni aminy, a
pouziti bakterii, které tento enzym obsahuji, jsou jedinymi potencidlnimi nastroji k degra-
daci jiz vytvofenych biogennich aminil, nejsou v soucasné dob& uznavanymi metodami

konzervace (Naila et al., 2010, s. 140).

3.2.1 Faktory ovliviiujici aktivitu aminooxidaz

Enzymy oxidujici biogenni aminy, byly shledany G¢innymi pouze v pfitomnosti vysoké
koncentrace kysliku (Naila et al., 2010, s. 140; 2012b, s. 2651). Aktivita diaminooxidaz je
optimalni pii pH 7 a 37 °C, muze byt snizena piitomnosti chloridu sodného, glukézy a
hydralazinu (Naila et al., 2012b, s. 2651).

Bakterie jsou schopné degradovat biogenni aminy, stejné tak je produkovat, takze nalezeni
rovnovahy, ktera bude v potravinach kontrolovat mikrobialni rist a aktivitu enzymd, muze
byt obtizné (Naila et al., 2010, s. 140). Nizky obsah amint byl zjistén u syrt, u kterych
byla detekovana vyssi diaminooxidazova aktivity a naopak vysoka koncentrace amini byla
zjisténa u syrd, které vykazovaly vétsi aktivitu aminokyselinovych dekarboxyldz, coz po-
tvrzuje, ze koncentrace aminli v potravinach zéavisi na poméru enzymii produkujicich a

degradujicich aminy (Naila et al., 2012b, s. 2651).
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3.2.2 Histamin oxidaza

Histamin se tvofi v riznych potravinidch a mize zpusobit otravu jidlem pfti vysokych kon-
centracich. U lidi se ve stfevé absorbuje 68 az 80 % peroralné podaného histaminu (Naila
etal., 2012b, s. 2650).

V situacich, kdy nelze zabranit tvorbé histaminu v potravindch pomoci chlazeni, mtze byt
pouzit enzym DAO k degradaci histaminu na bezpe¢né hladiny (Naila et al., 2012b, s.
2651). Pfidanim DAOQO do suroviny obsahujici histamin, miZze byt sniZzen na bezpe¢nou
uroven (Naila et al., 2014, s. 227). ZhorSena aktivita tohoto enzymu vsak muze byt jednou

z hlavnich pficin intolerance histaminu (Sanchez-Pérez et al., 2018, s. 2).

Bylo zjisténo, ze DAO degraduje histamin u¢innéji nez bakterie snizujici obsah histaminu.
Uginnost tohoto pfirozené piitomného enzymu se mize liit v zavislosti na piijmu histami-

nu (Naila et al., 2012a, s. 1).

Arthrobacter crystallopoietes je potencialnim degradatorem histaminu prostfednictvim
aktivity diaminooxidazy. Tato bakterie mize byt pfidana do fermentovanych potravin, coz
ptispiva k chuti a bezpecnosti kone¢ného produktu. Nicméné u nefermentovanych potravin
nemusi byt pouziti bakterii praktickym feSenim problému, protoze pravdépodobné zméni
povahu produktu. Kromé toho degradatory histaminu pouze obsah histaminu snizuji, ale
nevylucuji ho uplné. Z tohoto divodu se uptednostiiuje aplikace DAO nebo bakterii obsa-
hujicich tento enzym (Naila et al., 2012b, s. 2650). V posledni dobé¢ se tyto aplikace staly
novou technologii pro sniZzeni koncentrace histaminu v potravinach, zejména fermentova-

nych produktech (Wang et al., 2015, s. 396; Zaman et al., 2014, s. 59).

N¢ekolik studii prokazalo pfitomnost histamin oxidazy v mnoha bakterialnich druzich (Za-

man et al., 2014, s. 58).

Histaminolytické (histamin oxidujici) bakterie mohou umoznit rovnovahu mezi produkci
histaminu a destrukci v potravinach obsahujicich vysoké mnozstvi histaminu (Naila et al.,

2010, s. 139).

Byla nalezena napi. u Staphylococcus xylosus, Staphylococcus carnosus, Bacillus amylo-
liquefaciens, Arthrobacter crystallopoietes a Brevibacterium linens. Kromé toho nékolik
bakterii také vyuziva histamin dehydrogenazu ke katalyzovani oxida¢ni deaminace hista-
minu na acetaldehyd imidazolu a amoniak. Nékteré bakterie produkujici histamin dehyd-
rogenazu zahrnuji Rhizobium sp., Nocardioides simplex a Natrinema gari (Lee et al., 2015,
s. 837).
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3.2.3 Oxidazy ostatnich biogennich amint

Mezi dal$i biogenni aminy, které mohou byt oxidovany aminooxiddzami, patii i putrescin,

kadaverin a tyramin (Callejon et al., 2015, s. 4171).

Ve fermentovanych uzeninach inokulovanych jednim bakterialnim kmenem s aktivni ty-
ramin-dekarboxylazou a také aktivni tyramin-oxidazou byla zaznamenana degradace tyra-
minu. V pfitomnosti bakterii oxidujicich tyramin bylo celkové mnozstvi vytvofeného ty-
raminu snizeno na 40 % koncentrace nalezené v klobase inokulované pouze bakteriemi

schopnymi dekarboxylace tyrozinu (Naila et al., 2012b, s. 2651).

Tyramin oxiddza byla pouzita pro degradaci tyraminu béhem dozravani uzenin nebo pro
kontrolu produkce biogennich amini v nizkokyselych salamech pomoci bakterie Micro-

coccus (Kocuria) varians (Callejon et al., 2015, s. 4170).

K odstranéni biogennich amina (histaminu, putrescinu a tyraminu) z nékterych potravin
(fermentované masné vyrobky, syry, thajské rybi omacky a fermentované ancovicky) byly
pouzity rtizné druhy mikroorganizmt. Tyto mikroorganizmy mohou byt izolovany
z riznych zdroji. Napiiklad Staphylococcus xylosus pochazi z klobas, Brevibacterium li-
nens ze syra, Lactobacillus sakei z rybi omacky, Virgibacillus sp. z thajské rybi omacky,
kmeny Lactobacillus plantarum a dalsi bakterie mlééného kvaseni z vinné klobasy a Pedi-

ococcus acidilactici z piva (Callejon et al., 2015, s. 4171).

Garcia-Ruiz et al. (2011, s. 116) poukazali na to, ze béhem skladovani vina a starnuti pod-
1€¢hé obsah biogenni amint (histaminu a tyraminu) n¢kolika zménam, které jsou pozorova-
ny jako mirny pokles téchto slouc¢enin béhem procesu starnuti v dubovych sudech. To mi-

ze byt zptisobeno plisobenim enzymu aminooxiddzy ptirozené piitomného ve vinech.

Leuschner, Heidel a Hammes (1997, s. 1) zjistili, ze fenylethylamin a tryptamin byly oxi-
dovany pii niz8ich koncentracich neZ tyramin, avsak ani tyto koncentrace nejsou zcela za-

nedbatelné.

3.3 Bakterie produkujici aminooxidazy

Mnoho mikroorganizmti miize pfeménit biogenni aminy prostifednictvim oxidace na pro-
dukty, které mohou pouzit jako zdroj uhliku a energie nebo jako zdroj dusiku. Flavoprotei-

nové oxidazy pfitomné v nékterych mikroorganizmech katalyzuji oxidaci Sirokého spektra
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sloucenin, v¢etné biogennich amint, prostiednictvim soucasné redukce kysliku na peroxid

vodiku (Callejon et al., 2015, s. 4170).

Aby se snizila tvorba biogennich aminti, vyzkumnici se zaméfili na kontrolu vhodnych
startérovych kultur s aminooxidazovou aktivitou za uc¢elem degradace biogennich amint

(Sanl1 a Senel, 2015, s. 227).

Garcia-Ruiz et al. (2011, s. 119) zjistili, ze nekteré kmeny vykazuji aminové degradacni

aktivity proti n¢kolika biogennim aminiim soucasné.

Startérové kultury, pouzité pii fermentaci, mohou také oddalit tvorbu biogennich amini.
Startéry pouzivané pro fermentované potraviny jsou bud amin-negativni bakterie (ne-
schopné dekarboxylovat aminokyseliny na biogenni aminy) nebo bakterie oxidujici aminy
(oxiduji biogenni aminy na aldehyd, peroxid vodiku a amoniak). Tyto bakterie vyzaduji
optimalni ristové podminky, aby dominovaly nad bakteriemi produkujicimi biogenni ami-
ny a piipadné i dal$imi kontaminujicimi bakteriemi (Callejon et al., 2015, s. 4170; Naila et
al., 2010, s. 146).

V posledni dob¢ se aplikace bakterii s enzymy degradujicimi biogenni aminy stala novou
metodou snizovani koncentrace biogennich aminll (pfevazné histaminu) v potravinach,

zejména ve fermentovanych produktech (Lee et al., 2015, s. 837).

Typické fermentované potraviny, ve kterych byl studovan vliv startéri na obsah biogen-

nich amind, zahrnuji klobasy, zeli, syr, vino a zeleninu (Naila et al., 2010, s. 146).

Nékteré potravinaiské vyrobky vSak ptedstavuji omezeni této aplikace, pokud jde o rlst
bakterii a enzymovou aktivitu pfi nizké hodnoté pH, vysoké teploté€ nebo vyssi koncentraci
soli (Lee et al., 2015, s. 837). Tato omezeni by méla byt eliminovana, aby byla zajisténa
ucinnost aktivity aminooxidaz i v potravinach s vysokym obsahem soli, napt. rybi omacce

nebo omacce z krevet (Zaman et al., 2014, s. 59).

Aby mohl byt snizen nebo eliminovan vyskyt biogenni aminii v potravinach, mohou byt
bakterie nesouci degradacni aktivitu biogennich aminl pfimo pfidany do potravin béhem
faze zpracovani. Z tohoto divodu vzrostl zajem o startérové kultury schopné degradovat

biogenni aminy (Callejon et al., 2015, s. 4170).

Enzymy aminooxiddzy $tépi biogenni aminy, jako jsou histamin a tyramin, a zabranuji

jejich nadmérné resorpci, coz naznacuje, ze bakterialni aminooxidazy mohou byt uzitec-
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nymi nastroji pro regulaci mnozstvi biogennich aminl v potravinach (Eom, Seo a Choi,

2015, 5. 1524).

Pro vyzkum a vyvoj pramyslovych fermentovanych potravin mohou byt pouzity bakterial-
ni startérové kultury oxidujici aminy (napf. nékteré bakterie mlééného kvaseni, jako je
Lactobacillus casei) a nasledné tako mohou byt vyuzity i pro vyrobu riznych fermentova-
nych produktt. Bylo zji§téno, ze n€kolik kmenl mikroorganizmti z fermentujicich potra-
vin, jako jsou Bacillus subtilis a Lactobacillus spp., vykazuji velmi dobrou schopnost de-
gradace aminu. Bacillus subtilis obsahuje gen pro aminooxidazu, ktera katalyzuje oxidac¢ni
deaminaci Siroké skaly biogennich amind, véetné riiznych aminovych neurotransmiterd,
histaminu, tyraminu a xenobiotickych aminti. Diky témto pfiznivym vlastnostem lze Bacil-
lus subtilis pouzit k prevenci tvorby biogennich amini nebo ke snizeni jejich hladin,

zejména pii vyrobé fermentovanych potravin (Eom, Seo a Choi, 2015, s. 1520).

Naila et al. (2010, s. 147) publikovali, ze inokulace amin-negativnich smiSenych startérd,
Pediococcus acidilactici, Staphylococcus carnosus, Lactobacillus sakei, Staphylococcus
xylosus do studenych uzenych ryb, miiZze pomoci kontrolovat obsah biogennich amini.
Béhem fermentace suchého saldmu byly také pouzity amin-negativni smésné startéry Sta-
phylococcus carnosus, Lactobacillus sakei a Staphylococcus xylosus a bylo zjisténo, ze
potlacuji akumulaci biogennich aminti. Smisené startéry Lactobacillus plantarum, Pedi-
ococcus pentosaceus, Staphylococcus xylosus a Lactobacillus casei inhibovaly tvorbu bio-
gennich amint a potlacovaly kontaminujici mikroorganizmy v Klobasach. Smisené startéry
tak mohou mit synergicky uG¢inek pii kontrole obsahu biogennich amint. Pouziti smise-
nych startérti vede k velkému poklesu pH, které mtze byt adicnim faktorem pfispivajicim
ke sniZeni akumulace biogennich amind. Také pfisli na to, Ze amin-negativni startéry Sta-
phylococcus xylosus a Lactobacillus curvatus zpomaluji tvorbu putrescinu a kadaverinu

béhem zrani a skladovani suchych fermentovanych uzenin (Naila et al., 2010, s. 147).

Nékolik dalsich vysledk poukazalo na to, Ze kmeny Micrococcus (Kocuria) varians, Sta-
phylococcus epidermidis, Staphylococcus simulans, Brevibacterium linens, Micrococcus
sp., koryneformni bakterie, nékteré bakterie mlééného kvaseni (Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus casei, Pediococcus parvulus, Pediococcus pentosaceus), izolované z fermen-
tovanych uzenin vykazovaly aktivitu aminooxidaz (Garcia-Ruiz et al., 2011, s. 116; Wang
et al., 2015, s. 400). Brevibacterium linens vede ke snizeni hladiny tyraminu a histaminu
béhem zrani syra (Sanli a Senel, 2015, s. 227).
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Bylo prokazano, ze i rekombinantni Lactobacillus plantarum je schopen oxidovat biogenni
aminy, predev§im tyramin, a pfedstavuje tak novy biotechnologicky potencial pfi eliminaci
toxickych sloucenin pfitomnych ve fermentovanych potravinach a napojich (Callejon et al.,

2016, s. 3113).

3.4 Aminooxidazové biosenzory

V posledni dobé se v dusledku komeréni dostupnosti enzymti, jako jsou monoaminooxida-
za a putrescin-oxidaza, n€kolik vyzkumnych skupin pokusilo spojit enzymatické reakce s
elektrochemickymi senzory za uc¢elem ziskani jednoduchych a reprodukovatelnych biosen-
zorl. V nékterych pfipadech byly biogenni aminy spojeny se senzory kysliku nebo senzory
peroxidu vodiku. Pouziti biosenzoru ma ur¢ité vyhody, napf. nizkou cenu, kratkou dobu
analyzy a jednoduchost pouziti a mize byt pouzit také mimo laboratot (Shukla, Kim a
Kim, 2011, s. 196).
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ZAVER
Ke zvySeni obsahu biogennich aminti dochazi v disledku nevhodného skladovani a tech-
nologického zpracovani surovin a potravin bakteridlni dekarboxylaci. NejdilezitéjSimi

faktory ovlivitujici tuto reakci jsou teplota a doba kultivace. Cim jsou tyto faktory vyssi,

tim se zvySuje obsah biogennich aminti v potravinach.

Nejvice informaci o redukci biogennich amini pomoci aminooxidaz je v ptipad¢ histami-
nu. Také existuji vyzkumy o putrescinu, kadaverinu a tyraminu. Ostatni biogenni aminy
vsak nebyly natolik prozkoumany, aby mohly vzniknout zavéry o jejich reaktivité s ami-

nooxidazami.

Aminooxidazy jsou u¢inné pouze v ptitomnosti vysoké koncentrace kysliku, jejich opti-
malni pH se pohybuje kolem 7 a teplota kolem 37 °C v zavislosti na kazdém biogennim
aminu. Jejich aktivita mdze byt snizena pfitomnosti vyss$i koncentrace chloridu sodného,

glukozy nebo hydralazinem.

Bakterie jsou schopné degradovat biogenni aminy, stejn¢ tak je produkovat, takze nalezeni
rovnovahy, kterd bude kontrolovat mikrobidlni riist a aktivitu enzymu, mize byt obtizné.
Koncentrace biogennich aminti v potravinach tedy zavisi na poméru enzymu produkujicich

a degradujicich dané aminy.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
CuAO Aminooxidazy obsahujici med’

DAO  Diaminooxidazy

MAO Monoaminooxidazy

PAO  Polyaminooxidazy obsahujici flavin

FAD  Flavinadenindinukleotid

pH Stupen kyselosti

Sp. Druh
mg Miligram, jednotka hmotnosti
kg Kilogram, jednotka hmotnosti

°C Stupeni Celsia, jednotka teploty
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