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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo prozkoumdani dekarboxylasové aktivity 99 bakteridlnich kmeni
izolovanych z mléka a mléénych vyrobki (syr Eidam, uzeny Eidam, syr Krolewski,
Kralovsky syr, taveny syr, syr Jadel a syrové nepasterované mléko). Stanoveni
dekarboxylasové aktivity izolovanych kment bylo provedeno skriningovou metodou.
Produkce jednotlivych biogennich amind (histamin, tyramin, putrescin, kadaverin, agmatin,
spermin a spermidin) izolovanymi kmeny byla analyzovana také metodou iontové vyménné

chromatografie. Cést prace se zabyva zékladni charakteristikou izolovanych bakterii.

Kli¢ova slova: biogenni aminy, fermentované mléné vyrobky, iontové-vyménna

chromatografie, kultiva¢ni metoda

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate decarboxylase activity of 99 bacterial strains
isolated from milk and milk products (cheese Eidam, smoked cheese Eidam, cheese
Krolewski, the Royal cheese, cream cheese, cheese Jadel and raw unpasteurized milk).
Determination of dekarboxylase activity of isolated strains was performed by screening
method. Production of biogenic amines (histamine, tyramine, putrescine, cadaverine,
agmatin, spermine and spermidine) by isolated strains was also analyzed by ion-exchange
chromatography. Part of this work deals with the basic characteristics of the isolated

bacteria.

Keywords: biogenic amines, fermented dairy products, ion-exchange chromatogramy,

improved screening
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UvVOD

Obsah biogennich aminl v potravinach je v dnesni dob¢ ¢asto diskutovanym problémem.
Stanoveni urcitych limith je v tomto pfipad¢ velmi slozité, a proto jsou nové poznatky
a studie v této oblasti vitany. Biogenni aminy jsou latky Vv lidském organismu pfirozené
a vyznamné. Ve vyssich koncentracich ovsem mohou vyvolat znacné zdravotni komplikace
(bolest hlavy, zvyseni srdecni ¢innosti a krevniho tlaku, nevolnost a rizné alergické reakce)
a to predevsim u citlivych jedincti. Z tohoto divodu se spolecnost snazi jejich obsah
Vv potravinach minimalizovat. Jednou ze skupiny potravin rizikovych na vyskyt biogennich
amind jsou fermentované vyrobky. Jde o Sirokou skupinu, ktera zahrnuje fermentovanou
zeleninu, fermentované vyrobky masného pramyslu a vétSinu mléénych vyrobku.

Tato bakalaiska prace je zaméfena na skupinu fermentovanych mléénych vyrobk.

V teoretické ¢asti se pojednava o chemickém zatazeni biogennich amint, jejich vyznamu
a ucincich na lidsky organismus a také vyskytu biogennich aminti v mléce a mlécnych
vyrobcich. Dale se zabyva mikroorganismy, u nichz byla zjisténa dekarboxylasova aktivita,
a to predev§im bakteriemi mlécného kvaseni. Tato heterogenni skupina bakterii
ma v potravindiském primyslu velky vyznam a ftada bakterii mlécného kvaseni
je vyuzivana jako tzv. startovaci kultury v mnoha technologickych postupech.

rowr

Praktickd ¢ast je potom zaméfena na vlastni stanoveni dekarboxylasové aktivity bakterii
izolovanych zmléka a mléénych vyrobku a zakladni charakterizaci téchto bakterii.
U izolovanych bakterii byla zkouména jejich schopnost dekarboxylace aminokyselin

lysinu, argininu, histidinu, tryptofanu, tyrosinu a ornithinu.
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1 BIOGENNI AMINY

1.1 Charakteristika aminu

Aminy je mozné povazovat za derivaty amoniaku, ve kterych byl atom vodiku nahrazen
arylovou nebo alkylovou skupinou. Podle poc¢tu nahrazenych vodikovych atomt jsou pak
rozeznavany aminy primarni, sekundarni a terciarni. Nahradou vSech atomii v amoniovém

iontu I1ze odvodit kvartérni amoniovou sil (Obr. 1) [1].

H CH, CH, ¢Hs
H,C—N H.C—N, HLC—N HC—N=CH, Cl
H H CH, CH,
methylamin dimethylamin trimethylamin tetramethylamonium-chlorid
(primarni amin)  (sekundarni amin)  (terciarni amin) (kvartérni amoniova sul)

Obr. 1: Chemicka struktura vybranych amint [1]

V zivé ptirod¢ se vyskytuje velké mnozstvi amint a jejich derivatid. Pro tyto latky
je charakteristicka jejich vysoka biologicka aktivita. V rostliniach jde napiiklad o vysoce
toxicky nikotin pfitomny v tabaku, dale pak chinin nebo kokain (Obr. 2). U zivocicht
se aminy ucéastni pfenosu nervového vzruchu [1]. Mezi vyznamné neurotransmitery patii
naptiklad dopamin a serotonin (Obr. 3) [2]. Serotonin je syntetizovan v mozku a ma vztah
k nékterym dusevnim onemocnénim. Dale se mize k témto latkam fadit naptiklad hormon
adrenalin (Obr. 3) vylucovany nadledvinkami ve stresovych situacich [1]. Pfenos
nervového vzruchu, mezi jednotlivymi nervovymi buiikami v synapsich pak zajistuje
kvartérni amoniova stl acetylcholin (Obr. 3) [2]. Mezi derivaty amint lze zafadit

i aminokyseliny, jako L-fenylalanin (Obr. 3), které jsou stavebnimi jednotkami bilkovin

[1].

OMe
p o=
A ~N
| a2 N H,C O.__CgH,
JH on, g
N O
nikotin kokain

Obr. 2: Chemicka struktura rostlinnych alkaloidu [1]
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NH

2 NH,
HO HO 0 cH,
\ )J\ /\/N\
H.C @) VN CH
N 3 s
HO \ ’\{ 3
dopamin 3 serotonin H acetylcholin

HO

adrenalin L-fenylalanin

Obr. 3: Chemicka struktura vybranych Zivo¢isnych alkaloidi [1,2]

1.2 Obecna charakteristika biogennich amint

Jsou-li aminy tvofeny puasobenim zivych organismi, jsou oznafovéany jako biogenni.
Biogenni aminy jsou nizkomolekularni organické bazické slouceniny odvozené
od aminokyselin [3,4,5]. Tyto organické baze jsou syntetizovany mikrobialnim, rostlinnym
a zivo¢isnym metabolismem [6]. B&Zné se podileji na metabolickych procesech v Zivych
tkanich a vykazuji rizné biologické ucinky. Mohou fungovat piimo jako hormony
(histamin) nebo mohou byt napt. stavebni latkou pro biosyntézu hormoni (fenylethylamin),

alkaloidd, ptipadné mohou slouzit i jako prekurzory nukleovych kyselin a proteint [3,4].

V nizkych koncentracich jsou biogenni aminy pfirozenou slozkou fady potravin (syry, vino,
pivo, trvanlivé salamy aj.), a vznikaji i vlivem nékterych procest pii zpracovani potravin

(napf. pasobenim enzymii nebo vysokych teplot) [3,4].

Toxikologicky nejvyznamnéj$i biogenni aminy (BA) jsou histamin, tyramin, putrescin
a kadaverin. BA vznikaji dekarboxylaci volné aminokyseliny vyskytujici se v potraviné

ucinkem mikrobialniho enzymu [4].

Podle chemické struktury mohou byt biogenni aminy déleny na: alifatické (putrescin,
kadaverin, spermin, spermidin), aromatické (tyramin, fenylethylamin), heterocyklické

(histamin, tryptamin). Aminy, jako jsou polyaminy, putrescin, spermidin, spermin
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a také kadaverin jsou nepostradatelnou soucasti zivych bunék a jsou dulezité v regulaci

funkce nukleovych kyselin a syntézy bilkovin a pravdépodobné i pro stabilizaci membran

[6].

1.3 Vznik biogennich amini

Biogenni aminy jsou dusikaté slouceniny, které vznikaji z aminokyselin plsobenim
karboxylas (dekarboxylas) nebo z aminokyselin a karbonylovych sloucenin (aldehydu,
ketontl) pisobenim transaminas. V potravinach a napojich jsou biogenni aminy vytvareny
enzymy obsazenymi v suroviné nebo jsou generovany mikrobidlni dekarboxylaci
aminokyselin. Bylo vsak zjisténo, ze nékteré z alifatickych aminii mohou byt ptitomny
jiz v suroviné pouzité pro vyrobu, a jsou tedy tvofeny ,, in vivo* aminaci z odpovidajicich

aldehydu [6,7].

Predpoklady pro tvorbu biogennich aminii mikroorganiSmy jsou: dostupnost volnych
aminokyselin, ktera vSak ne vzdy vede k produkci amint; pfitomnost dekarboxylasa-
pozitivnich  mikroorganismti; podminky, které umoziuji rast bakterii, syntézu

dekarboxylasy a nasledné jeji aktivitu [6].

Aminokyseliny uvolnéné Stépenim bilkovin ptechazeji ptimo do buiky, kde jsou dale
metabolizovany dekarboxylaci, deaminaci nebo transaminaci. Dekarboxylace na biogenni
aminy je katalyzovana specifickymi dekarboxylasovymi enzymy, patficimi do tiidy lyas,
které obsahuji jako prekurzor koenzym pyridoxalfosfat. Vysledkem této reakce je vznik
oxidu uhli¢itého a nekterych toxickych primarnich aminG nepfijemné chuti.
Z diaminokyselin lysinu a ornithinu vznikaji toxické primarni aminy kadaverin
a putrescin (Obr. 4) [8,9,10].

H,N—(CH,), —CH(NH,)—COOH H,N—(CH,), —CH,(NH,) + Co,

2)4

lysin kadaverin

H,N—(CH,);—CH(NH,)—COOH — H,N—(CH,),—CH,(NH,) + CO,

ornithin putrescin

Obr. 4: Dekarboxylace diaminokyselin (vznik toxickych primarnich amint) [8]
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Dekarboxylaci aromatickych aminokyselin histidinu, tyrosinu a tryptofanu vznikaji toxické
primarni aminy histamin, tyramin a tryptamin (Obr. 5). Z tryptaminu se tvofi hormon

serotonin [7,8].

|____I//\T/COOH |____[//\V/NHZ
HN._N  NH + CO

2 HN\¢N 2
histidin histamin
COOH NH,
— O«
2
HO N HO
tyrosin tyramin
COOH
SulR’ Suht
—_—
N NHZ [\/\N/ + COZ
H H
tryptofan tryptamin

Obr. 5: Dekarboxylace aromatickych aminokyselin (vznik biogennich amint) [8]

Z aminokyseliny argininu vznikd agmatin a dale putrescin. Ten vznikd také piimo
dekarboxylaci ornithinu. Z putrescinu pak vznikd spermidin a nasledné¢ spermin.

Dekarboxylaci fenylalaninu vznika 2-fenylethylamin [6,7].

1.3.1 Reakce a pfremény biogennich aminii

Biogenni aminy jsou zna¢né reaktivni latky [7]. Aminy, které vznikly dekarboxylaci,
jsou obvykle dale metabolizovany flavoproteinovymi aminooxidasami,
které dehydrogenuji amin na imin. Ten hydrolyzou poskytuje NH3 a aldehyd, jehoZ oxidaci

vznikd karboxylova kyselina o jeden uhlik kratsi, nez byla pivodni aminokyselina [9].

Kromé reakci enzymovych, které vedou kriznym derivatim biogennich amind,

mohou oxidativni deaminaci vznikat aldehydy (Obr. 6). Za zvySené teploty
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nebo pii dlouhodobém skladovani reaguji biogenni aminy s triacylglyceroly za vzniku

amidi mastnych kyselin (Obr. 6) [7].

Stejné¢ jako dal$i aminoslouceniny vstupuji do reakci neenzymatického hnédnuti,
kde vznikaji jako produkty pfislusné iminy (Obr. 6). Iminy jsou tvofeny také oxidaci aminti

(napf. peroxidem vodiku nebo hydroperoxidy lipida) (Obr. 6) [7].

S oxidy dusiku mohou sekundarni aminy tvofit karcinogenni nitrosaminy [7].

104 oxidativni deaminace

» RI-CH=0 aldehvd
NH:
RI-COOR} teplo

» R CO-NH-CH,-R! amid

Rl-CH,-NH, — -R*-0OH

RI-CHO neenzymové hnédnuti

»RI_CH=N-CH—R! Imin
-H.O
H-O4 oxidace

»R1-CH=NH imin
-2 H.O

Obr. 6: Hlavni reakce biogennich amind [7]

1.4 Vyznam biogennich amini v organismu a jejich toxicita

Biogenni aminy patii k pfirozenym antinutricnim faktorim, které jsou hygienicky
vyznamné ve vyzive. V malych mnozstvich jsou organismu potiebné pro celou fadu
zékladnich funkci (regulace nukleovych kyselin, stabilizace membran, syntéza bilkovin,

atd.). Na druhé strané¢ mohou vsak jejich vysoké koncentrace pisobit toxicky [11].

1.4.1 Vyznam a vyuZiti biogennich aminu v organismu

Dekarboxylace aminokyselin u bakterii je hlavni cestou jejich odbourdvani a je znacné
rozSifena 1 V rostlinach. U ZivociSnych organismi vSak dekarboxylace slouzi v podstaté
pouze K vyrob¢ dilezitych biogennich amind, jez jsou vyuzivany k vystavbé koenzymt,
vitamint, hormont nebo i jinak pro své fyziologické Gc¢inky [9].

Biologicky vyznam biogennich aminti je zna¢ny. Naptiklad nedostatek dopaminu (Tab. 1),

ktery je vyznamny neurotransmiterem, v mozku vyvolavd Parkinsonovu chorobu

doprovazenou typickym tfesem [10].
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Urcité tiidy amint, katecholaminy, indolaminy a histamin, plni dulezité metabolické
funkce u lidi, pfedev§im v nervovém systému a kontrole krevniho tlaku. Fenylethylamin
a tyramin (Tab. 1) mohou zpusobit vzestup krevniho tlaku, naopak, histamin krevni tlak
snizuje [6]. Histamin (Tab. 1) vykonava své ucinky vazbou na receptory na bunéénych
membranach, které se nachazeji v kardiovaskuldrnim systému a v raznych sekreCnich
zlazach. To histaminu umoziluje pifimou regulaci ¢innosti srdce v diisledku jeho ucinku
na uvoliiovani adrenalinu a noradrenalinu z nadledvin. Tento biogenni amin také pusobi
na hladké svalstvo délohy, stfev a dychacich cest, stimuluje i senzorické a motorické
neurony, a kontroluje sekreci zaludeéni kyseliny [5]. Diky témto funkcim, pisobi histamin
také jako vyznamny medidtor pii alergickych reakcich (napf. vyvolad zachvat bronchialniho
astmatu, stimuluje peristaltiku ve stfevech a pii alergii na potravinu vyvola prijem,

zpusobi svédéni pokozky) [13].

Polyaminy (putrescin, spermidin a spermin) (Tab. 1) jsou nepostradatelnou soucasti vech
zivych bun¢k. Ackoli je o nich jiz dlouho zndmo, Ze jsou nezbytné pro rist, jejich presna
biologicka role v bunééném metabolismu je dosud nejasna. Vzhledem k rozmanitosti jejich
funkci v bunééném metabolismu a rastu, jsou odpovédny za rychly rust tkani. Polyaminy
jsou dilezité pro udrzeni vysoké metabolické aktivity, normalni funkci a imunitni systém
stfeva. Mezi jejich vyznamné G¢inky patii to, ze brani oxidaci polynenasycenych mastnych
kyselin. Tento antioxida¢ni u¢inek koreluje s po¢tem aminovych skupin v polyaminu.

Také tyramin ma vyraznou antioxidacni aktivitu, kterd se zvySuje s jeho koncentraci [6].
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Tab. 1: Biogenni aminy, jejich prekurzory, produkty transformace a biologicky vyznam [7]

. , | Dalsi produkty AMK
. P Puvodni . v
Biogenni amin AMK a transf_ormace Biologicky vyznam
aminu
Lokalni tkanovy hormon, vliv na
. . s krevni tlak, sekrece zaludecni §t'avy,
histamin histidin zpisobuje anafylakticky Sok a
alergické reakce
Stabilizace makromolekul
(nukleovych kyselin), subcelularnich
kadaverin lysin struktur (ribosomy), stimulace
diferenciace bunék, rostlinny
hormon
arginin Stabilizace makromolekul
o N-methylputrescin, (nukleovy.ch kyselin), gubcelulérnich
putrescin ornithin - _ struktur (ribosomy), stimulace
nebo citrulin | SPErMidin, spermin diferenciace bunék, rostlinny
hormon
putrescin Stabilizace makromolekul
(nukleovych kyselin), subcelularnich
agmatin arginin N-methylputrescin, struktur (ribosomy), stimulace
spermidin, spermin diferenciace bun¢k, rostlinny
hormon
tyramin, dopamin,
fenylethylamin | fenylalanin ] . Prekurzor tyraminu
adrenalin, noradrenalin
dopamin, adrenalin, Prekurzor dopaminu, lokélni tkafiovy
tyramin tyrosin noradrenalin, synefrin, hormon, vliv na krevni tlak a
hordenin kontrakce hladkého svalstva
dopamin DOPA noradrenalin, adrenalin | Mediatory sympatickych nervi
Lokalni tkanové a rostlinné hormony
tryptamin tryptofan serotonin, melatonin (katecholaminy), vliv na krevni tlak,

peristaltiku stfev, psychické funkce

1.4.2 Toxicita biogennich aminu

Biogenni aminy mohou byt oxidovany pomoci mono- a diaminooxidas ve stievech, jatrech,

ledvinach, v plicich a v dalSich organech a timto zpisobem jsou detoxikovany (Obr.7) [8].

R-CH,-NH; + O, + H,O — R-CH=0 + H;0, + NH;

Obr. 7: Schéma oxidativni deaminace [12]
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Pii pfijmu vysokych davek tento oxida¢ni mechanismus detoxikaci nestiha a u konzumenta
se projevi ptiznaky otravy. Ve vysokych koncentracich se pak biogenni aminy mohou

projevovat jako latky [7]:
e Psychoaktivni — piisobi jako pfenaseci v centralnim nervovém systému.
e Vasoaktivni — ptisobi pfimo nebo nepiimo na vaskularni systém.
Vasoaktivni aminy se pak podle ucinku déli [7]:
e vasokontraktibilni (tyramin).
e vasodilata¢ni aminy (histamin).

Aktivita detoxikacnich enzyml (mono- a diaminooxidas) miiZze byt rizna u jednotlivych
jedinct a zéavisla na fad€ faktort. Pfi hodnoceni toxického uc¢inku biogennich amint
je nutné zvazovat nejen piitomnost konkrétniho aminu, ale i ostatnich faktort, jakymi jsou
mnozstvi spotfebované potraviny, pfitomnost jinych toxickych latek apod. [7]. Toxicky
ucinek se vyznamné zvySuje pii poziti alkoholu, podéavani urcitych antibiotik,
tuberkulostatik a psychofarmak, které jsou inhibitory monoaminooxidas. Tyto inhibitory
ve stfevech brzdi detoxikacni procesy a zpiisobuji zvySeni resorpce biogennich aminii
i pfi malém obsahu v konzumované potraving [8]. Z tohoto divodu je velmi tézké stanovit
hranici toxicity biogennich aminti. Za pro ¢lovéka nebezpecné se povazuji koncentrace
histaminu vys$$i nez 500-1000 mg/kg potraviny. Pro fenylethylamin se uvadéji hodnoty
30 mg/kg. Znalosti o toxicité ostatnich biogennich aminti jsou prozatim nedostate¢né [7].
V nékterych statech vSak byly navrZzeny hodnoty pro horni limit 100 mg histaminu/kg
potravin a 2 mg/l alkoholickych napoji. Hodnoty 100 - 800 mg/kg pro tyramin a 30 mg/kg
pro fenylethylamin byly hlaseny jako toxické davky v potravinach. Obecné plati, Ze uroven

1000 mg/kg (amin / potravina) je povazovana za nebezpec¢nou pro zdravi ¢lovéka [6].

Histamin v potravinach nemusi byt nutné¢ nebezpecny. Je ziejmé, Ze mnohé potraviny
obsahuji jen malé mnozstvi histaminu, které muze byt tolerovano. Detoxikacni systém
ve stfevnim traktu je schopen pomérné ¢inn€ metabolizovat pozity histamin a histamin,
ktery mize byt tvoten také sttevnimi bakteriemi. Tento systém se skldd4 ze dvou odlisnych
enzymil diaminooxidasy a histamin-N-methyltransferasy. Tyto enzymy pfeménuji histamin
na netoxické produkty. Systém detoxikace je dostaCujici pro b&ézny piijem histaminu.
Metabolismus histaminu je potlaten soucasnym podanim jinych amini, které tak zesiluji

otravu histaminem z potraviny. Mezi tyto latky patfi putrescin a kadaverin, vyskytujici se
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V nezanedbatelném mnozstvi ve zrajicich syrech. Z dalSich biogennich amini, které zvysuji
toxicitu histaminu, to jsou tyramin, tryptamin a fenylethylamin. Spermin a spermidin
zvysuji transport histaminu pies sténu traviciho traktu [5]. U osob citlivych na pfitomnost
histaminu v potravinach se mohou vyskytnout otravy histaminem [3]. Histamin zptsobuje
po pul az jedné hodiné bolesti hlavy, zvraceni, bolesti bficha, poruchy krevniho ob¢hu
a diky rozsifeni kapilar zcervenani pokozky [8]. Mezi charakteristické pfiznaky,
které postihuji kozni systém, patii vyrazka, kopfivka, otok nebo zanét.
V gastrointestinalnim systému se otrava vyznaCuje nevolnosti, zvracenim, pridjmem
a kiecemi v biiSe. Dalsimi ptiznaky pak jsou hypotense, bolesti hlavy, buseni srdce,
brnéni a navaly horka [5]. Otravy histaminem se ¢asto vyskytuji po poziti dlouhozrajicich
syri, které v disledku mikrobialni ¢innosti mohou obsahovat vyssi koncentrace histaminu

[8]. Vysoké mnozstvi ptijatého histaminu mize vyvolat anafylakticky Sok [7].

Vyznam tyraminu Vv potravinach je piedev§im kvuli jeho toxikologickym dusledktm.
Tyramin plsobi nepiimo tim, Ze zpusobuje uvolfiovani noradrenalinu ze sympatického
nervového systému, ktery zptsobuje zvySeni krevniho tlaku a Cinnosti srdce. Pisobenim
tyraminu dochdzi k rozsifeni cév, ocni tkané€, zpisobuje slzeni a slinéni, zvySuje dychani
a hladinu cukru v krvi. S hypertensi byla diive spojovana konzumace syrt, nebot’ tyramin
se v nich muze vyskytovat ve vy$§im mnozstvi. Hypertense zplisobena tyraminem miize
mit za nasledek silné bolesti hlavy a v nékterych pfipadech muize vyvolat krvaceni

do mozku ¢i1 srde¢ni selhani [5].

S hypertensi je spojovan také fenylethylamin a histamin. V relativné vysokych
koncentracich se tyto aminy nachazeji v ¢okoladég, syrech a alkoholu (predev§im Cerveném

ving) [14].

cv v

dekarboxylace lysinu. Vznikly kadaverin neboli pentamethylendiamin, nalezi do skupiny
mrtvolnych jedt, ptomainti. Mezi bakterie schopné dekarboxylace lysinu patii napt. E. coli,
Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enteritidis nebo Serratia

marcescens [15].

1.4.3 Biogenni aminy jako karcinogeny

Kromé jejich biologické role jako zdroje dusiku a prekurzorli pro syntézu hormond,

alkaloidii, nukleovych kyselin a proteinti, jsou aminy také potencidlni prekurzory
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karcinogennich N-nitroso sloucenin [6]. Biogenni aminy mohou tedy byt povazovany
za karcinogeny, protoze maji schopnost reagovat s dusitany za vzniku potencialné
karcinogennich  nitrosaminti.  Nitrosovatelné aminy, které jsou nejvice znamé
jako prekurzory karcinogennich N-nitrosamint jsou sekundarni aminy (napt. agmatin)
a polyaminy (spermin a spermidin). Obecné plati, ze k vyraznému nartstu nitrosamint
v moci dochazi po konzumaci jidla s obsahem dusi¢nanti a aminti ve srovnani s jidlem
s malym mnozstvim amina [5]. N-nitroso-slouceniny se tvoii interakci s dusitany a oxidy
dusiku v pribéhu skladovani, uchovdvani a vafeni potravin. Znepokojeni tedy muize

vyvolat pouzivani dusitant vzhledem k jejich mozné reakce s aminy [6].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

2 VYSKYT BIOGENNICH AMINU V MLEKU A MLECNYCH
VYROBCICH

Biogenni aminy se mohou vyskytovat v potravinarskych vyrobcich jako pfirozené (soucasti
bunécnych struktur pouzitych surovin pro vyrobu) nebo mohou vznikat pfi procesu vyroby
a skladovani potravin. Stanoveni koncentrace biogennich aminii (histaminu, tyraminu,
agmatinu, putrescinu, kadaverinu, sperminu a spermidinu) je dulezité nejen z hlediska
jejich toxicity, ale také pro to, Ze mohou byt pouzity jako indikatory mikrobiologické
kontaminace, stupné Cerstvosti, kazeni a ukazatele kvality zkoumané potraviny [6,11].
Ve vyssim mnozstvi se biogenni aminy nachazi ve fermentovanych vyrobcich (napfi. syry,
trvanlivé salamy, pivo, vino, kysané zeli aj.), kde vznikaji mikrobialni ¢innosti. Vysoké

koncentrace BA se pak vyskytuji u potravin v pokrocilém stupni kazeni [7].

Tvorba velkého mnozstvi BA zavisi na n€kolika faktorech: dostupnost substratu (volné
aminokyseliny nebo kratkych peptidi obsahujicich tyto aminokyseliny), optimalni
environmentalni podminky (napi. pH, teplota, atd.) a samoziejm¢ pfitomnost
mikroorganismid s tvorbou  dekarboxylas  Stépicich  pftislusné  aminokyseliny.
Mikroorganismy s dekarboxylasovou c¢innosti jsou pomérné znaéné rozSifené mezi
bakteriemi, tato schopnost vSak neni specificka pro kazdy rod nebo druh. Nékteré kmeny,
které patii ke stejnému druhu, mohou dekarboxylovat jednu nebo né€kolik aminokyselin,
zatimco jiné kmeny ne. Tyto mikroorganismy mohou vyznamné zménit senzorické

vlastnosti a kvalitu ¢erstvych potravin [16].

Vyuziti metod, jako je napt. skladovani v chladu muze tyto zmény oddalit, ale nedokaze
definitivné zastavit dekarboxylacni proces, protoze nékteré bakterie mohou rist
I pfi nizkych teplotach. Naopak tepelné zpracovani potravin mize znicit dekarboxylace
schopné mikroorganismy, ale nezarucuje zniCeni pfitomnych amint [16]. Odstranéni
jiz jednou vzniklych BA z potraviny je velmi obtizné. Jejich koncentrace lze snizit
napf. pouzitim diaminooxidasy, ale v praxi tento zpusob dekontaminace neni pouzitelny.
K ¢aste¢nému sniZeni obsahu biogennich amind dochazi v tepelné zpracovanych vyrobcich
jejich reakci s redukujicimi cukry (resp. Srozkladnymi produkty cukrti v Maillardové
reakci). Z téchto zjisténi vyplyva, ze pro ucinné predchazeni vzniku BA musi byt opatieni
obsahujicich pouze malé mnozstvi BA je dodrZzovéani takovych technologickych postupt

a hygienickych podminek vyroby, které brani jejich vzniku [7,16].
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2.1 Miléko a nefermentované mlééné vyrobky

V nefermentovanych potravinach lze pfitomnost biogennich aminti nad uréitou Groven
povazovat orientatn¢ za indikator nezaddouci mikrobidlni aktivity. Nicmén€, piitomnost
biogennich aminl v potravinach nemusi nutné korelovat s ristem organismu pfispivajicich

ke kazeni, protoze ne vSechny pritomné mikroorganismy jsou dekarboxylasa-pozitivni [6].

vvvvvv

BA v syru. Obsah mikroorganismti v mléce pro vyrobu syrt zavisi na hygienickych
podminkach béhem dojeni, podminkach skladovani a tepelném oSetteni. Sanita¢ni postupy,
zejména pasterace mléka, maji zdsadni roli nejen pro odstranéni patogenni mikroflory,
ale také pro vyrazné snizeni poCtl prirozenych bakterii podilejicich se na tvorbé BA.
Syrové mléko muze obsahovat rtizné bakterie, které mohou byt schopny dekarboxylace
aminokyselin a tvorby tyraminu, histaminu, putrescinu a kadaverinu. V plnotu¢ném,
polotuéném a odstfedéném kravském mléce byly zjiStény také mald mnozstvi polyamini
sperminu a spermidinu. V nekontaminovaném mléce obsah BA nepiesahuje 1 mg/kg
[12,16,17].

2.2 Fermentované mlé¢né vyrobky

Obecné plati, Ze potraviny s vysokym obsahem bilkovin, jako jsou mléko a syry,
se mikrobialné kazi nebo zraji tim rychleji, ¢im vice obsahuji nizkomolekularnich §tépt
bilkovin (nizkomolekularni peptidy, aminokyseliny, rozpustné organické dusikaté latky).
Pti intenzivnim rozkladu bilkovin vznika fada hnilobnych produktd, které nepiiznivé

ovliviiuji senzorické vlastnosti (chut’, barvu, vzhled, texturu, viini) pozivatin [8].

Syr predstavuje idedlni prostiedi pro tvorbu aminti, ale koncentrace biogennich aminti
se velmi 1i8i v zavislosti na faktorech, jako je druh syru, jeho stafi a mikroorganismy v ném
obsazené¢. Velké rozdily byly pozorovany i v ramci té¢hoz typu syru [18]. K vyrazné tvorbé
BA pii zrani syri dochazi v provozech s nedostate¢nou hygienickou Grovni (vlivem
kontaminujici mikrofléry). Pfi zachovani osvédcenych technologickych postupii vyroby
a dodrzovani spravnych hygienickych zasad obsahuji i dlouhodobé zrajici syry pomérné
mala mnozstvi BA [7,8]. Obvykle syry obsahuji jednotky az stovky mg/kg histaminu,
tyraminu, putrescinu a kadaverinu, jednotky az desitky mg/kg 2-fenylethylaminu a velmi

mald mnozstvi tryptaminu. Obsah jednotlivych biogennich amini vSak mize vyjimecné
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dosahnout az gramovych mnozstvi v 1 kg syra, coz zna¢né zavisi na oSetfeni vychozi
suroviny a technologickych faktorech, jako jsou teplota syfeniny, pouziti startovacich
a plisnovych kultur. Vyrazné vyssi mnozstvi BA byla zjisténa u syrt vyrobenych z mléka

nepasterovaného [17].

Jednou z nejucinnéjSich metod k potlaéeni rustu nezadoucich mikroorganismu
a tim 1 k inaktivaci enzymu je tepelné oSetfeni. Nicméné¢, tepelnym zpracovanim suroviny
dochazi ke zménam fyzikalnich a chemickych vlastnosti a v nékterych ptipadech je tim
omezeno vyuziti suroviny pro pozd¢jsi zpracovani. V poslednich desetiletich byly navrzeny
pro kontrolu kontaminace potravin mikroorganismy ruzné technologické operace
bez vyuziti vysokych teplot (,,chladné-technologie®), jako je vysoky hydrostaticky tlak
nebo ozafovani. Usp&$né se jich pouziva k odstranéni nékolika patogennich bakterii,
jako jsou Salmonella spp. nebo Listeria monocytogenes, ale v poslednich letech byla
pozornost zameéfena rovnéZ na jejich vyuziti pro zabranéni tvorby BA v cerstvych

a fermentovanych potravinach [16].

2.2.1 Obsah biogennich amini v syrech

Syr je po rybach nejCastéj$i potravinou Spojenou s otravami histaminem a prvni
zaznamenany piipad nastal v roce 1967 v Nizozemsku konzumaci syru Gouda s vys$s§im
obsahem histaminu. Poté byly provedeny mnohé studie pro stanoveni obsahu amint
v syrech a vyrobcich z nich [6]. Syry spojované s otravami histaminem jsou nejcastéji
Gouda, syry §vycarského typu, Cedar, Gruyere, a Cheshire [5]. U syri z ¢eské obchodni
sité¢ byly zjistény nejvyssi koncentrace celkovych BA u tvartzki (2 540 mg/kg), brynzy
(2 490 mg/kg) a u ostatnich mékkych zrajicich syrt. Nejniz§i koncentrace BA byly
nalezeny u smetanovych a termizovanych syrd, tj. u syrt, kde nedochazi k fermentaci
(zrani). Jednotlivé BA se (podle studie obsahu BA v syrech ceské obchodni sit€) nejvice

vyskytuji v nasledujicich syrech [17]:

e Nejvyssi koncentrace histaminu v mékkych syrech byla nalezena u pivniho syru
(283 mg/kg). U ceskych syra s vysokodohiivanou syieninou byly zjiStény nizsi
hodnoty histaminu nez hodnoty uvadéné u zahrani¢nich syrii stejného typu (emental

az 1500 mg/kg) [17].
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e Tyramin byl zjistén v nejvysSich mnozstvich u syri ementalského typu (emental
1123 mg/kg), mekkych zrajicich syri (brynza 417 mg/kg) a syrt plisnovych
(Hermelin 187 mg/kg) [17].

o Svyjimkou mékkych zrajicich syra (brynza, tvarizky) a syru plisnovych byla

zjisténa relativné nizka koncentrace putrescinu u ¢eskych syru [17].

e Vysoké hladiny kadaverinu obsahovala brynza (1 110 mg/kg), tvarizky
(739 mg/kg) a Niva (699 mg/kg). Driivéjsi studie uvadéji vysokou hladinu
kadaverinu také u syru Camembert (az 1000 mg/kg) [17].

e Vyskyt tryptaminu v ¢eskych syrech byl velmi nizky. Zahrani¢ni prameny
vsak pfipousti i vysoké koncentrace napt. u syru Roquefort (az 600 mg/kg) [17].

e Polyaminy (spermin a spermidin) byly v nejvyssich koncentracich zjistény
u plistovych a mékkych zrajicich syrd. Jejich koncentrace vsSak odpovidaly

jednotkam vyjimeéné desitkam mg/kg [17].
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3 BAKTERIE S DEKARBOXYLASOVOU AKTIVITOU

K Stépeni bilkovin extracelularnimi proteasami dochdzi, az kdyz mikroorganismy
spotfebovaly 1épe dostupné nizkomolekularni slozky. Tyto extraceluldarni enzymy
produkuji nejéastéji bakterie zrodu Bacillus, Clostridium, Pseudomonas, Lactococcus,
Streptococcus, Enterococcus a mnohé druhy z &eledi Enterobacteriaceae [8]. Cetné rody
z cCeledi Enterobacteriaceae jsou spojovany se syry (jako jejich kontaminanty),
a to predevsim rody Enterobacter, Serratia, Escherichia, Hafnia, Citrobacter a Klebsiella.
Jejich schopnost dekarboxylace jedné nebo vice aminokyselin je specificka. Tyto bakterie
jsou predevsim producenti kadaverinu a v mensi mite putrescinu [12]. Vyraznou schopnost
dekarboxylace aminokyselin maji i enterokoky sérologické skupiny D, které jsou
ptirozenou slozkou mikroflory syri. Mezi slabé producenty biogennich aminl se fadi
bakterie z rodu Propionibacterium, streptokoky oralni skupiny (S. salivarius apod.)

a n¢které laktobacily (L. delbrueckii ssp. bulgaricus, L. plantarum apod.) [8].

Schopnost asimilovat kadaverin, putrescin a histamin byla zjisténa i u nckterych druh
kvasinek izolovanych ze syru Roquefort. U riznych typi mikroorganismu (napt. laktokoky,
plisenn Aspergillus niger a kvasinky rodu Trichosporon) byla prokézana také schopnost

inhibice monoaminooxidas [6].

3.1 Bakterie mlééného kvaseni

Pojem mlécné bakterie zahrnuje $irokou skupinu rodi s podobnymi fyziologickymi znaky.
Bakterie mlééného kvaSeni jsou definovany jako grampozitivni nesporogenni
mikroaerofilni bakterie. Morfologicky se BMK fadi jak mezi tyCinky, tak mezi koky
a obecn¢ neprodukuji kataldzu. Nazev této skupiny bakterii je odvozen od jejich schopnosti
fermentovat sacharidy na kyselinu mlécnou jako hlavni vysledny produkt [19]. V zavislosti
na jejich rodu a druhu fermentuji BMK sacharidy podle riiznych metabolickych drah,
a podle toho se déli [8]:

e homofermentativni — kdy kyselina mlécnd tvofi nejméné 90 % wvzniklych
metabolitd.
e heterofermentativni — kdy kyselina mléna tvoii nejméné¢ 50 % vzniklych

metaboliti [8].
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Pfi heterofermentativnim kvasSeni vznikaji kromé kyseliny mlécné rovnéz dalsi produkty
jako napt. kyseliny jable¢nd, jantarova, mravenci, octova, etanol a oxid uhliity. Bakterie
mlécného kvaSeni fermentuji hexosy podle tii hlavnich metabolickych drah (glykolysa,

6-fosfoglukonatova draha a bifidova draha) [8,19].

Taxonomie bakterii mlécného kvaSeni je v posledni dobé provazena mnohymi zménami.
Puvodné byla skupina BMK tvofena rody Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus
a Streptococcus. Taxonomickéd revize uvedenych rodi a zejména v poslednich letech
zatazeni novych rodt vedla k rozsiteni skupiny BMK na nasledujici rody: Abiotrophia,
Aerococcus, Agitococcus, Alkalibacterium, Allofustis, Alloicoccus, Atopobacter,
Atopococcus, Atopostipes, Carnobacterium, Desemzia, Dolosicoccus, Dolosigranulum,
Enterococcus, Eremococcus, Globicatella, Granulicatella, Ignavigranum, Isobaculum,
Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Lactovum, Leuconostoc, Marinilactibacillus,
Melissococcus,  Oenococcus,  Paralactobacillus,  Pediococcus,  Streptococcus,

Tetragenococcus, Trichococcus, Vagococcus, Weissella [20,23].

V porovnani s jinymi proteolytickymi bakteriemi (Bacillus, Proteus, Pseudomonas,
koliformni bakterie) jsou bakterie mlécného kvaseni jen mirné proteolytické. Vysledkem
jejich proteolytické aktivity jsou $té€py bilkovin (peptidy, aminokyseliny a jiné nebilkovinné
dusikaté latky), které jsou bunkami utilizovatelné (Obr. 8). Této vlastnosti bakterii
mlécného kvaseni se vyuzivaji v potravinaiskych technologiich k prodluzovani trvanlivosti
a pfi vyrobé zrajicich a fermentovanych potravin o pozadovanych reologickych

a organoleptickych vlastnostech [8].

MEDIUM BUNECNA STENA | MEMBRANA CYTOPLAZMA
molekulové sito aktivni transport

mlééné bilkoviny peptidy malé peptidy

f g aminokvseliny

= = —

iz = aminokyseliny
peptidy l
aminokvseliny - - bakterialni bilkoviny

Obr. 8: Stépeni bilkovin z hlediska buiiky [8]
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Proteolytické pusobeni bakterii mlééného kvaseni ma velky vyznam predev§im
v mlékarenské technologii. Pti vyrob¢ fermentovanych mléénych napoju a pii vyrobé syrii

je fermentace mléka a jeho bilkovin nepostradatelna [8].

3.1.1 Vliv startovacich kultur na tvorbu biogennich amini

Protoze kyselina mlé¢nd zastavuje rozmnozovani hnilobnych bakterii a stafylokokt,
vyuziva se ¢innosti mléénych bakterii pro konzervaci nékterych potravin. V mlékarenském
prumyslu se pouzivaji laktobacily pii ptipravé syru (napf. L. casei, L. lactis). Nékteré druhy
laktobacilli se pouzivaji pro pifipravu zakysanych mlécnych vyrobka (napt. L. acidophilus
pro ptipravu tzv. acidofilniho mléka, L. delbrueckii subsp. bulgaricus pro ptipravu jogurtu)
[21]. Nicméné bylo zjisténo, ze nékteré startovaci kultury mohou zvySovat proteolyzu
a nasledné¢ mnozstvi volnych aminokyselin, které jsou k dispozici pro bakterie
s dekarboxylasovou aktivitou, a v dusledku toho muize dojit ke zvySené tvorbé BA.
Kromé¢ toho mohou n¢které kmeny bakterii navrhované jako startovaci kultury pro mlécéné
vyrobky, jako jsou Lactobacillus helveticus nebo Lactococcus lactis, byt schopny tvofit BA
[16]. Rod Lactobacillus se zda byt hlavnim producentem tyraminu v syrech.
Dekarboxylasova aktivita byla zjisténa také u kment Lactobacillus lactis subsp. lactis
(hlavné produkce histaminu), Lactobacillus brevis (produkce tyraminu) a Lactobacillus
casei subsp. casei. Schopnost produkovat tyramin a histamin byla prokazana i u kmenu

Lactobacillus curvatus [12].

Za pivodce tvorby BA ve fermentovanych potravinach jsou povazovany také enterokoky.
Patfi k termorezistentnim bakteriim pfezivajicim pasteracni teploty. Pfitomnost enterokoki
v mlé¢nych vyrobcich je povazovana za indikdtor nedostatecnych sanitacnich podminek.
Na druhé strané enterokoky hraji vyznamnou roli pfi zrani syri a vytvafeni jejich aroma
(tvori acetaldehyd, acetoin, diacetyl). Pievaha enterokokd v nékterych druzich syra lze
pfisuzovat jejich vysoké odolnosti viici vysokym teplotdm a vici soli. Tyto vhodné
vlastnosti enterokokt vedly k jejich za¢lenéni do urcitych startovacich kultur (E. faecium,

E. faecalis, E. durans) [22].

Pouzivani vhodnych startovacich kultur bylo navrzeno jako jedna z moZnosti ovlivnéni
tvorby BA v syrech. Komer¢ni kultury by nemély obsahovat kmeny s proteolytickou
aktivitou nebo kmeny dekarboxylujici aminokyseliny. K snizovani hladiny BA u zrajicich

fermentovanych potravin by mohla byt vyuZita metabolickd aktivita nékterych
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mikroorganismii majicich aminooxidasy, které v pfitomnosti kysliku rozkladaji vzniklé
aminy. Potencial pro degradaci biogennich aminti byl nalezen u bakterie Brevibacterium

linens, plisn¢ Geotrichum candidum a u riznych druhti laktobacila [12,16].
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II. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

4 CILPRACE

Cilem této bakalaiské prace byla izolace bakterii z mléka a mléénych fermentovanych
vyrobkll a nasledné stanoveni jejich dekarboxylasové aktivity. Dekarboxylasova aktivita
izolovanych kment bakterii byla prokazovana s vyuzitim dvou metod, a to skriningovou
detekci biogennich amint kultivaéni metodou (pomoci kultivaéni pady s indikatorem pH)
a detekci a kvantifikaci biogennich aminti chromatograficky (iontové vyménnou
chromatografii na automatickém analyzatoru aminokyselin). U izolovanych bakterii byla
provedena zékladni charakteristika pomoci hodnoceni morfologickych znakd,

vyuziti nékterych biochemickych testi a ENTEROtestu u vybranych kmenti.

Na zéklad¢ poznatkidl z teoretické ¢asti a vysledkl ¢asti praktické bylo cilem zhodnotit
dekarboxylasovou aktivitu bakterii izolovanych zmléka a fermentovanych mléénych
vyrobkii a zhodnoceni vysledkli tvorby biogennich amini ziskanych dvéma metodami

stanoveni.
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5 PRACOVNI POSTUPY A SLOZENIi ZIVNYCH MEDII

5.1 Mikrobiologicka analyza vzorki

5.1.1 Charakteristika analyzovanych vzorki

Byla zkouména dekarboxylasova ¢innost bakterii izolovanych ze vzork mléka a mléénych
vyrobkt (syril). K analyze byly pouzity vzorky zakoupené v obchodni siti CR (s vyjimkou

taveného syru) a to nasledujici:
e syrové nepasterované mléko z mlékomatu,
e syry s nizkodohtivanou syfeninou Eidam a Eidam uzeny,
e syry s vysokodohi#ivanou syfeninou Kralovsky syr a syr Krolewski,
e bily pafeny syr Jadel,

e taveny syr vyrobeny na laboratornim zafizeni Ustavu technologie a mikrobiologie

potravin.

5.1.2 Zpracovani analyzovanych vzorki

P#i mikrobiologické analyze vzorkdi se postupovalo podle normy CSN 56 0100 [27].
Bé&hem celého postupu byly dodrZzovany aseptické podminky. K vlastni analyze bylo
odebrano pfimétené mnozstvi vzorku (ze vSech Casti analyzovaného vzorku syru, vzorek
mléka byl pfed analyzou nékolikrat promichan pfevracenim lahve) do sterilniho sacku
a zredéno fyziologickym roztokem v poméru 1:9. Odbér vzorku k analyze byl provadén
Vv aseptickém prostiedi za pouZziti sterilnich pomucek. Takto upraveny vzorek byl
homogenizovan na stomacheru. Vznikly homogenizat (fedéni 10™) byl podle potieby
rozfedén V aseptickém prostifedi desitkovym fedénim do zkumavek s fyziologickym
roztokem. Pfislusna fedéni byla ockovana na ptedem piipravené pudy PCA — Plate Count
Agar (HiMedia, Bombai, Indie) a ENDO Agar (HiMedia) roztérem, na ptidy bylo ockovano
0,1 ml inokula. Poté byly Petriho misky se zao¢kovanymi pidami kultivovany v termostatu
pii 30 °C po dobu 48h.
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5.1.3 Zivné pidy pouZité pro kultivaci vzorki a p¥iprava fyziologického roztoku
PCA - Plate Count Agar (HiMedia)

Pouziti pro stanoveni po¢tu mikroorganismtl v potravinach a vode¢.

Slozeni:

Enzymaticky hydrolyzat kaseinu ...........ccccooiiiiiiiiiiiiceece 5,00/
KVaSNICNY €XIIAKL ....vveveiieiieie ettt 2,59/l
(€[] 01T R 1,0 g/l
o - | SO 15,0 g/l

Konecné pH (25 °C) 7,0 £ 0,2
Ptiprava:

Pro ptipravu 1000 ml zivné pidy bylo navazeno 23,5 g piipravku a pfidano 1000 ml
destilované vody. Smés byla michana do uplného rozpusténi a poté byla sterilovana
Vv autoklavu pfi 121 °C po dobu 15 minut. Sterilni piida byla za horka rozlita na Petriho

misky.
ENDO Agar (HiMedia)

Pouziti pro detekci a rozliSeni laktosa-pozitivnich a laktosa-negativnich koliformnich

bakterii.

SloZeni:

MaASOVY PEPLOM ...ttt 10,0 g/l
1 (0 Y- 10,0 g/l
SITICItAN SOANY ...ttt bbb 2,59/l
Hydrogenfosforecnan (di)draselny..........ccccevvverireeniiiiinienieiiseese e 3,59/
Basicky fUChSIN .........oiiiiiici 0,59/l
AT e 15,0 g/l

Konecné pH (25 °C) 7,5+ 0,2
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Ptiprava:

Na ptipravu 1000 ml zivné pudy bylo odvdzeno 41,5 g piipravku a ptidano 1000 ml
destilované¢ vody. Smés byla michana do uplného rozpusténi a poté autoklavovana
pfi 121 °C po dobu 15 min. Pfed nalévanim na Petriho misky byla pida dikladné

promichana.
Priprava fyziologického roztoku

K ptipravé 1000 ml fyziologického roztoku bylo odvazeno 8,5 g chloridu sodného
(LachNer, Neratovice) a rozpusténo v 1000 ml destilované vody. Takto pfipraveny roztok

byl sterilovéan pti 121 °C po dobu 15 minut.

5.2 Zakladni charakteristika izolovanych bakterii

Pro kazdy analyzovany vzorek byly z kolonii vyrostlych na Petriho miskadch vybrany
bakterie s rozdilnymi makroskopickymi znaky. Témto vybranym bakteriim bylo piifazeno
potadové cislo. Nasledné byly jednotlivé kmeny bakterii izolovany a pomoci ockovaci
klicky ockovany na pldu PCA kiiZovym roztérem, aby doSlo k pomnoZeni a zaroven
kizolaci Ccisté kultury. Zaockované Petriho misky spidou PCA byly kultivovany
v termostatu pii 30 °C po dobu 24 h.

Po kultivaci byly u jednotlivych izolovanych kment bakterii hodnoceny morfologické
znaky a biochemické vlastnosti S vyuzitim nekterych biochemickych identifikacnich testi.

Na zékladé téchto vysledkl pak byl proveden u vybranych kmenii ENTEROtest.

5.2.1 Morfologické a biochemické znaky

Pomoci morfologickych znaka nelze ptesné urcit, o jaky druh mikroorganismu se jedna.
Pfesto jsou ale tyto znaky jednou ze zakladnich informaci a v nékterych pfipadech mohou
byt voditkem kvlastni identifikaci daného mikroorganismu. Pfi  hodnoceni
makroskopickych znakii bylo postupovano pomoci Jandové a Kotouckové [24].
Morfologie kolonii byla hodnocena podle obrazku 9. Rust sledovanych kment bakterii byl
pozorovan na zivné pudé¢ PCA. Vzhledem k tomu, ze makroskopické znaky kolonii jsou
do zna¢né miry ovlivnény stafim kultury, byly u vSech kmend hodnoceny ve stejny den
po 24 hodinové kultivaci. U kolonii bylo pozorovani zaméfeno na jejich velikost (pramér),

barvu, povrch, profil a okraj.
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Obr. 9: Tvary bakterialnich kolonii [24]

Mikroskopické morfologické znaky byly hodnoceny u preparatd fixovanych teplem
a barvenych diagnostickym barvenim podle Grama [24]. Pozorovani bylo zaméfeno
piedevsim na typ bunééné stény podle Grama, tvar bunky, jeji velikost a charakteristicka
usporadani bunék.

Z biochemickych identifika¢nich testti byl pouzit OXItest a test k dikazu produkce katalasy.
OXltest slouzi pro detekci enzymu cytochromoxidasy. V ptfitomnosti tohoto enzymu dochazi
k barevné reakci N,N-dimethyl-1,4-fenyldiaminem s a-naftolem za vzniku indofenolové
modfi. Kdikazu enzymu katalasy byl pouzit 3% roztok peroxidu vodiku,
ktery je timto enzymem rozkladan za tvorby bublinek. K biochemickym testim byly opét
pouzity 24 hodinové kultury [24].

Na zdklad€¢ vysledkli téchto zdkladnich identifikacnich metod byly vybrany kmeny,
u nichz byl néasledné proveden ENTEROtest 16. ENTEROtest 16 umoziuje provedeni 16ti
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biochemickych testi (produkce sirovodiku H,S, dekarboxylace lysinu LY'S, produkce indolu
IND, dekarboxylace ornithinu ORN, rozklad mocoviny URE, deaminace fenylalaninu PHE,
hydrolyza eskulinu ESC, utilizace citratu SCI, utilizace malonatu MAL, produkce kyseliny
z inozitolu INO, adonitu ADO, celobiosy CEL, sacharosy SUC, sorbitolu SOR, trehalosy
TRE, manitou MAN), které slouzi k piesnéjsi identifikaci gramnegativnich fermentujicich
tyCinek. Postup spociva v pfipravé inokula z 24 hodinové kultury suspendované ve 3 ml
fyziologického roztoku tak, aby homogenni suspenze odpovidala 1. stupni McFarlandovy
zakalové stupnice. Suspenze byla timto zpisobem pfipravena pro kazdy z vybranych kmeni
bakterii a poté postupné pipetovana po 0,1 ml do 16ti jamek ENTEROTtestu. Jamky pro testy
sirovodik, lysin, indol, ornithin a ureasa byly pfevrstveny dvéma kapkami sterilniho
parafinového oleje. Zaockovand mikrotitracni desticka byla ptekryta kryci folii, vsunuta
do sterilniho polyethylenového sacku a kultivovana pii 37 °C 24 hodin. Po kultivaci byly
zakapnuty jamky stestem pro produkci indolu ¢inidlem pro indol a jamky s testem
pro deaminaci fenylalaninu ¢inidlem pro fenylalanin. Poté byly vyhodnoceny barevné zmény
ENTEROtestu pomoci kli¢e a provedena identifikace zadanim vysledkil do softwarového

programu TNW.

5.3 Detekce biogennich aminu kultiva¢ni metodou

Kmeny izolovanych bakterii byly nejprve jednotlivé zaockovany Vv aseptickém prostiedi
do zkumavek se 3 ml sterilniho masopeptonového bujonu. Zaockované zkumavky byly

kultivovany pii 30 °C po dobu 24 hodin.

Dekarboxylasova aktivita byla pozorovana na mikrotitraénich destickach s zivnou pidou
obsahujici pfislusnou aminokyselinu (ornithin, lysin, arginin, tyrosin, histidin, tryptofan).
Do jamek mikrotitra¢ni desticky bylo pipetovano 150 pl pfipraveného média s danou AMK
a 5 pl 24 hodinové suspenze daného bakterialniho kmenu v MPB. Mikrotitra¢ni desticky
byly uspofadany tak, aby byl kazdy kmen zaockovan vzdy ve dvou jamkach pro vsechny
pouzité aminokyseliny. Jako kontrola slouzily Zivné pidy (pro kazdou AMK)
bez zaCkovani bakteriemi. Mikrotitracni desticky byly prekryty sterilnim vickem, vlozeny
do polyetylenového sacku a kultivovany v termostatu pti 30 °C po dobu 48 h. Po kultivaci
bylo zapséno, zda doslo k barevné zméné média ¢i nikoliv. Dekarboxylaci AMK dochazi

k alkalizaci média a zmén¢ barvy média ze zIuté na fialovou.
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Ptiprava bujonu a kultivacni pidy s pH indikatorem:
MPB — Masopeptonovy bujon

Neselektivni tekutd zivna pada.

Ptiprava:

Masovy vytazek (HIMedIa)..........cooovriiiiiiiiiieieee e 309¢g
Pepton (HIMEMIA) ....ccvecveiieeeecie e 5090
NACT (LACHNET)...ceie et 309¢g
DESHIOVANA HoO ..o et 1000,0 ml

Konec¢né pH 6,8 — 7,0

Ptipraveny bujon byl rozlit do zkumavek po 3 ml a po uzavieni byly zkumavky sterilovany

V autoklavu.

Kultivacni puda pro detekci BA s pH indikdtorem

Ptiprava:

Pepton (HIMEMIA) .....ccvoviiiiiiiiieiieie e 059
Yeast extrakt (HIMEdIa) .......cccoveieeiiiiieieccece e 0,39
Bromkresol purpur (Sigma Aldrich) 0,2 % v 50 % alkoholu ...................... 1ml
Piislu$na aminokyselina (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) .......ccccceeenenn. 0,759
DL 81 (o) 7z Vo : 10 5 L L 150 mi

Kone¢né pH 5 - 5,3

Nejprve bylo pfipraveno médium bez aminokyseliny a indikatoru pH (roztok
bromkresolové ¢erveni). Toto médium bylo rozdéleno na Sest stejnych dilti, do nichz byla
poté pfidana pfisluSna aminokyselina (ornithin, lysin, arginin, tyrosin, histidin, tryptofan).
Pied pridavkem roztoku indikatoru pH bylo médium upraveno na pozadované pH. Takto

pfipravené dekarboxylacni médium bylo nésledné sterilovano v autoklavu.
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5.4 Detekce a kvantifikace biogennich aminti chromatograficky

Pti stanoveni tvorby biogennich aminli u kmenl izolovanymi z mléka a fermentovanych
mlécnych vyrobkid bylo postupovano podle metodiky uvedené v diplomové praci
Michaely Hlobilové a metodiky pouzivané k detekci BA na ustavu technologie
a mikrobiologie potravin [25,26]. K vlastnimu stanoveni bylo vyuzito iontové vyménné
chromatografie na automatickém analyzatoru aminokyselin se spektrofotometrickou

detekci po reakcei s ninhydrinem.
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

Z mléka a mléénych vyrobkl bylo izolovano celkem 99 kment bakterii, u nichz byla
provedena zakladni charakterizace. Dekarboxylasova aktivita izolovanych kmena byla
nejprve stanovovana skriningovou kultivaéni metodou na mikrotitracnich destickach
s pudou obsahujici aminokyseliny arginin, histidin, lysin, ornithin, tryptofan a tyrosin a pH
indikator bromkresolova cerven. Tato metoda ovSem neni pfili§ pfesna a vykazuje znacné
mnozstvi faleSné pozitivnich vysledkt [26]. Z tohoto divodu poté byla provedena detekce
biogennich amind pomoci iontové vyménné chromatografie na analyzatoru aminokyselin

AAA400.

6.1 Zakladni znaky izolovanych bakterii

Jak je uvedeno v ¢asti 5.1.1, bakterie byly izolovany ze vzorku syri Eidam, uzeny Eidam,

Krolewnski syr, Kralovsky syr, taveny syr, Jadel a syrového nepasterovaného mléka.

6.1.1 Makroskopické znaky

Z makroskopickych znakti byla hodnocena velikost, barva, povrch, profil a okraj
pozorovanych kolonii (Tab. 2). Primérna velikost kolonii byla cca 3,4 mm, vyjimku tvotily
kolonie kmenti 14 a 87, které se vyznaCovaly plazivym ristem. Prevazna cast vSech
izolovanych bakterii byla zbarvena v rizné intenzivnich odstinech mlééné bilé barvy,
vV menSim mnoZstvi se pak vyskytovaly bakterie tvofici kolonie v odstinech zluté a jen
ojedin¢le se vyskytovaly bakterie tvofici oranzové pigmenty. Témét 64 % vSech
izolovanych bakterii mélo hladky povrch. Bakterie se suchym (matnym) povrchem byly
nejvice zastoupeny u vzorku Kralovského syru, naopak u vzorku uzeného Eidamu byly
pozorovany pouze kolonie s hladkym povrchem. Nejcastéji pozorovany profil kolonii byl
plochy, ktery se vyskytoval u 88 % vsech kolonii. Polovina pozorovanych kolonii méla
hladky okraj, v menSi mife se pak vyskytoval okraj vlnity, zvraStély, vroubkovany,

lalo¢naty a zubaty.
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Tab. 2: Makroskopické morfologické znaky izolovanych kment bakterii

v Makroskopické morfologické znaky Kkolonii
C. | Pivod | Velikost

kmenu Barva Povrch Profil Okraj

[mm]

1 4 mlécna suchy plochy vroubkovany
2 5 mlécna suchy plochy vinity
3 4 mlécna suchy plochy hladky
4 5 mlééna hladky plochy hladky
5 4 mlééna hladky plochy hladky
6 3 mlééna hladky plochy hladky
7 5 mlééné bila hladky plochy hladky
8 6 mlééné bila hladky | pupkovity vlnity
9 3 prihledné mlééna | hladky plochy hladky
10 3 prihledné mlééna | hladky plochy hladky
11 % 3 prihledné mléénd | hladky plochy hladky
12 E 6 mlécné bila hladky | vypoukly vinity
13 3 prihledné mléénd | suchy plochy vroubkovany
14 16 zluté mlécna suchy plochy lalo¢naty
15 4 prihledné mléénd | suchy plochy hladky
16 4 prihledné mléénd | suchy plochy hladky
17 4 prihledné mléénd | suchy plochy hladky
18 7 mlééné bila hladky | knoflikovity hladky
19 2 prihledné mléénd | suchy plochy vroubkovany
20 3 bila hladky plochy vlnity
21 1 bila hladky plochy hladky
22 1 bila hladky plochy hladky
23 4 mlééné bila hladky plochy hladky
24 = 4 mlééné bila hladky plochy hladky
25 3 4 mlééné bila hladky plochy hladky
26 i 5 mlécné bila hladky plochy vinity
27 = 1 oranzove-zluta hladky | vypoukly hladky
28 g 3 mlécné bila hladky plochy hladky
29 = 3 mlécné bila hladky plochy hladky
30 4 zluté mlécna hladky plochy hladky
31 1 prihledné mlééna | hladky | vypoukly hladky
32 . 2 zlutd hladky | vypoukly hladky
33 > 3 zlutd hladky plochy hladky
34 % 1 zlutd hladky zvyseny hladky
35 = 1 zlutd hladky zvyseny hladky
36 'q—; 3 prihledné mléénd | suchy plochy ZVrastély
37 v, 3 prihledné mléénd | suchy plochy ZVrastély
38 4 prihledné mléénd | suchy plochy ZVrastély
39 4 prihledné mlééna | suchy plochy ZVrastely
40 3 zluté mlécna suchy plochy zubaty
41 3 zluté mlécna suchy plochy zubaty
42 E\ 2 pruhledné mlé¢nd | suchy plochy vinity
43 2 5 zluté mlécna suchy plochy vinity
44 Z 2 pruhledné mlé¢nd | suchy plochy vinity
45 172 6 zluté mlécna suchy plochy vinity
46 v, 6 zluté mlécna suchy plochy vinity
47 7 zluté mlécna suchy plochy hladky
48 3 pruhledné mlé¢na | hladky plochy vinity
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Pokrac¢ovani Tab. 2

x Makroskopické morfologické znaky kolonii

¢. Pivod | Velkost . .

kmenu Barva Povrch Profil Okraj
[mm]

71 3 zluté mlécna hladky plochy zvrastély

72 % 1 zluté mlécna hladky plochy hladky

73 o> 5 zluté mlécna hladky zvyseny zvrastely

74 5 3 Zutd mlééna | hladky | plochy zubaty

75 8 7 mlécna suchy plochy lalo¢naty

76 4 zluté mlécna hladky plochy zubaty

77 2 pruhledné mlé¢na | hladky plochy hladky

78 1 pruhledné mlé¢nd | hladky plochy hladky

80 1 pruhledné mlé¢nd | hladky plochy hladky

81 0,5 zluté mlécna hladky plochy hladky

82 2 Zluta hladky plochy hladky

83 2 zlutd suchy plochy zubaty

84 3 zluté mlééna hladky plochy hladky

85 3 zlutd suchy plochy ZVrastely

86 3 krémov¢ oranzova | suchy plochy hladky

87 8 zluté mlécna hladky | vypoukly vroubkovany

88 4 zluta hladky plochy zvrastély

89 = 4 zluta hladky plochy zvrastély

90 S 4 luta hladky plochy Zvrastily

91 E\ 7 prihledné mlééna | suchy plochy lalo¢naty

92 @ 4 prihledné mlééna | suchy plochy ZVrastély

93 4 prihledné mlééna | suchy plochy lalo¢naty

94 4 prihledné mlééna | suchy plochy lalo¢naty

95 3 mlécna hladky plochy zubaty

96 5 mlécna hladky | knoflikovity zubaty

97 4 mlécna hladky | vypoukly hladky

98 4 mlécna hladky plochy lalo¢naty

99 5 prihledné mlécna | hladky plochy lalo¢naty

101 6 zluté mlécna suchy plochy laloénaty

102 3 prihledné mlééna | suchy plochy vroubkovany

103 4 prihledné mlééna | hladky plochy zubaty

104 4 prahledné mlééna | hladky plochy zubaty

140 0,5 mlécné bila suchy plochy hladky

141 0,5 mlécné bila suchy plochy hladky

142 0,5 mlécné bila suchy plochy hladky

143 1 mlécné bila suchy plochy hladky

144 2 krémové zluta hladky plochy hladky

145 2 mlééné bila hladky plochy hladky

146 2 0,5 mlécné bila hladky plochy hladky

147 ié 0,5 bila hladky plochy hladky

148 0 1 krémové zluta hladky plochy hladky

149 § 2 zlut€ mlécna hladky plochy vroubkovany

150 o 3 zluté mlécna hladky plochy vroubkovany

151 3 Zluta hladky plochy hladky

152 2,5 zlutd hladky plochy vroubkovany

153 3 krémové zluta hladky plochy hladky

154 2 mlééné bila hladky plochy hladky

155 2,5 krémove Zlutd hladky plochy vroubkovany

156 3 zluta hladky plochy vroubkovany
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6.1.2 Mikroskopické znaky

Zakladnim mikroskopickym znakem bakterii je tvar buiiky. U izolovanych kment byly
koky zastoupeny z 39 % a tyCinky 59 % (38 % ty¢inek tvofily kokoty¢inky) (Tab. 3). Zbylé
2 % tvorily mikroorganismy vyskytujici se u vzorku syrového mléka, které svymi
mikroskopickymi znaky neodpovidaly bakteridlnim buiikam. Jednalo se o kmeny 143
a 155.

vvvvvv

podle Grama, na jehoz zakladé¢ se bakterie d€li na grampozitivni a gramnegativni, ptipadné
gramlabilni. Rozdéleni bakterii podle Grama je zalozeno na barvitelnosti jejich bunck
barvivy krystalovou violeti a safraninem. V prostfedi se hojné¢ vyskytuji bakterie
sbunéénou sténou gramnegativniho typu nalezici do kmene Proteobacteria (napf.
pseudomonady, enterobakterie, meningokoky a dal§i). Gramnegativni bakterie maji
bunéénou sténu slozenou z vngjsi tiivrstevné membrany (proteiny, lipopolysacharidy,
lipoproteiny) a wvnitini tenké a pevné peptidoglykanové vrstvy. Bunénd sténa
grampozitivnich bakterii, patficich do kmene Firmicutes, obsahuje silnou vrstvu
peptidoglykenu (mureinové struktury a kyselina teichoova). Do této skupiny patii napf.
bacily rodu Clostridium a Bacillus, laktobacily a vét$ina koku [20,33]. U nékterych bakterii
je Gramova reakce zavisla na fyziologickém stavu buiiky a na slozeni kultiva¢niho
prostiedi. Tyto organismy jsou oznacovany jako gramlabilni nebo také gramvariabilni [24].
V mlékarenském primyslu jsou jako ¢isté mlékatské kultury vyuZivany grampozitivni
bakterialni kmeny. Z kment studovanych v této praci tvotily grampozitivni bakterie 68 %
a gramnegativni bakteriec 32 %. Bylo zjisténo, Ze S vyjimkou kmend 29, 95 a 98 byly

vSechny bakterie tvaru koku grampozitivni (Tab. 3).

Ze vzorku syru Eidam bylo izolovano celkem 22 kment, znichz 9 kmenu tvofily
grampozitivni koky, 4 kmeny byly identifikovany jako grampozitivni ty€inky a 9 kment
jako gramnegativni ty¢inky. U vzorku uzeného Eidamu byly zastoupeny pouze bakterie
tvaru kokti a az na jeden kmen byly vSechny ureny jako grampozitivni. Také kmeny
izolované ze vzorku syru Krolewski byly grampozitivni. Zastoupeni kokl a ty€inek vSak
bylo rozlisné od predchoziho vzorku, z 9ti izolovanych kment byly pouze dva tvaru kokt
a zbylych 7 kmenii bylo tvaru kokoty€inek. Grampozitivni bakterie byly izolovany
1 ze vzorku Krélovského syru, zde tvotily grampozitivni kokoty€inky 44 % a grampozitivni

koky 56 %.
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Ze vzorku taveného syru bylo izolovano 6 kmenut bakterii tvaru tyCinek, z toho 5 kment
bylo identifikovano jako grampozitivni a pouze jeden kmen byl gramnegativni. U vzorku
syru Jadel bylo 77 % izolovanych bakterii tvaru tycinek (ptipadné kokotyc¢inek),
z nichz 31 % tvofily grampozitivni a 46 % gramnegativni ty¢inky. Koky byly zastoupeny
u vzorku syru Jadel z 23 %, z nichZ 15 % byly grampozitivni a 8 % gramnegativni koky.
Ze vzorku syrového mléka tvofily grampozitivni koky (Casto velmi drobné) 47 %
izolovanych kment, 41 % tvofily bakterie tvaru ty€inek, u nichZ byly grampozitivni
bakterie zastoupeny z6 % a gramnegativni z 35 %. Zbylych 12 % predstavovaly
mikroorganismy vykazujici pozitivni reakci Gramova barveni, ale svou velikosti a tvarem
neodpovidaly bakterialni bunice. Tyto mikroorganismy byly specifické tvorbou shluki
a oballl kolem jednotlivych bun&k. Slovné zhodnocena velikost bakteridlnich bunck
jednotlivych kmenti pozorovanych pod mikroskopem a pfipadna tvorba specifickych

seskupeni byla zaznamenana v Tab. 3.

6.1.3 Biochemické znaky

Biochemické znaky bakterii byly posuzovany u 97 kment izolovanych z vyse uvedenych
vzorkli pomoci dikazu enzymu katalasy a cytochromoxidasy (Tab. 3). Enzym katalasa
tvofeny nékterymi startovacimi kulturami rozklddd nezédouci peroxidy. Tyto nezadouci
peroxidy jsou casto produkovany kontaminujici florou a do znané miry se podileji
na stupni oxidace (zluknuti) tukd obsazenych v potraviné [28]. Pozitivni test na tvorbu
katalasy vykazovalo 73 % izolovanych bakterii, zbylych 27 % bylo negativnich na tvorbu
katalasy. Enzym cytochromoxidasa podilejici se na oxidativnich procesech v buiice
byl prokazovan pomoci OXltestu. Tento test se vyuziva predev§im k diferenciaci druhi
roda Flavobacterium, Alcaligenes a Pseudomonas. Negativni reakce na cytochromoxidasu
je naptiklad u koliformnich bakterii patficich mezi gramnegativni ty¢inky [24,29].

Pozitivni vysledek OXItestu byl zaznamenan pouze u dvou z 97 testovanych kment.

Na zakladé téchto vysledkt a vysledki Gramova barveni byl proveden ENTEROtest
u kment 4, 5, 7, 8, 12 (Eidam), 29 (uzeny Eidam), 71 (taveny syr), 91 — 99 (Jadel).
U testovanych kmenti bylo potvrzeno zafazeni do celedi Enterobacteriaceae. Do celedi
Enterobacteriaceae se fadi gramnegativni tyCinky, které jsou pfibuzné geneticky a svym
metabolismem. Jedna se o fakultativné anaerobni bakterie schopné fermentace glukosy

za vzniku plynu a redukuji nitraty. Az na vyjimky (rod Shigella a Klebsiella) se jedna
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o pohyblivé bakterie majici bi¢iky a rizné druhy fimbrii. NejvyznamnéjSimi rody této
¢eledi jsou rod Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Proteus, Citrobacter,
Shigella a Salmonella [30]. Bakterie se schopnosti zkvasovat laktosu, patiici do Celedi
Enterobacteriaceae, se nazyvaji koliformni bakterie. VSeobecné jsou za koliformni

bakterie povazovany rody Escherichia, Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella a dalsi [29].
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Tab. 3: Mikroskopické morfologické znaky a zakladni biochemicka

charakteristika izolovanych kment bakterii

& Mikroskopické morfologické znaky Biochemické testy
kmenu Pivod Tvar buiiky Téﬁ;&gle Dalsi charakteristika | Katalasa | Oxidasa
1 Ty¢inky G- kratké fetizky + -
2 Ty¢inky G- + -
3 Tycinky G- diplobakterie + -
4 Kokoty¢inky G- + -
5 Kokoty¢inky G- drobné bunky + -
6 Ty¢inky G- + -
7 Ty¢inky G- + -
8 Ty¢inky G- + -
9 Koky G+ - -
10 Kokoty¢inky G+ - -
11 % Koky G+ - -
12 = [Tyginky G- + 3
13 Koky G+ diplokoky - -
14 Ty¢inky G+ vétsi, dlouhé bunky + -
15 Koky G+ hroznovité seskupeni - -
16 Koky G+ - -
17 Koky G+ - -
18 Ty¢inky G+ dlouhé fetizky + -
19 Kokoty¢inky G+ - -
20 Koky G+ vétsi bunky + -
21 Koky G+ drobné + -
22 Koky G+ drobné + -
77 Kokoty¢inky G+ drobné + -
78 Kokoty¢inky G+ velmi malé - -
80 Kokoty¢inky G+ drobné - -
81 Koky G+ tetrakoky + -
82 Koky G+ velmi malé + -
83 Kokoty¢inky G+ velmi malé + -
84 Kokoty¢inky G+ + -
85 Koky G+ + -
86 Kokoty¢inky G+ + -
87 Ty¢inky G- kratké, tenké + +
88 Ty¢inky G+ drobné - -
89 _. | Kokoty¢inky G+ drobné + -
90 <2 | Koky G+ velmi malé + -
91 <= | Kokoty&inky G- velmi malé + -
92 = | Kokotyginky G- velmi malé + -
93 Kokoty¢inky G- drobné + -
94 Kokoty¢inky G- drobné + -
95 Koky G- + -
96 Ty¢inky G- kratké + -
97 Kokotycinky G - + -
98 Koky G- drobné + -
99 Kokoty¢inky G- drobné + -
dlouhé, $tihlé buiiky,
101 Ty¢inky G- fetizky + -
102 Kokotycinky G - drobné + -
103 Kokoty¢inky G- drobné + -
104 Kokoty¢inky G - drobné + -
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Pokrac¢ovani Tab. 3

& Mikroskopické morfologické znaky Biochemické testy
kmenu Pivod Tvar buiiky Téﬂ:&ile Dalsi charakteristika | Katalasa | Oxidasa
23 Koky G+ vEtsi + -
24 £ Koky G+ vEtsi + -
25 S | Koky G+ vEtsi + -
26 o | Koky G+ tetrakoky + -
27 2 | Koky G+ hroznovité seskupeni + -
28 ¥ | Koky G+ + -
29 = [Koky G- + -
30 Koky G+ + -
31 Kokoty¢inky G+ - -
32 Kokoty¢inky G+ - -
33 = [ Koky G+ + -
34 ¢ | Kokoty€inky G+ drobné + -
35 £ | Kokoty¢inky G+ drobné - -
36 2 | Kokotyginky G+ - -
37 v Kokoty¢inky G+ drobné - -
38 Koky G+ + -
39 Kokoty¢inky G+ drobné - -
40 Koky G+ hroznovité seskupeni + -
41 Koky G+ + -
42 2 | Kokotyginky G+ |velmimalé - -
43 Z | Koky G+ + -
44 'S | Kokoty&inky G+ drobné - -
45 Q Koky G+ drobné + -
46 = | Koky G+ |velmimalé - -
47 Kokoty¢inky G+ + -
48 Kokoty¢inky G+ drobné - -
71 Kokoty¢inky G- drobné + -
72 % Ty¢inky G+ kratké bunky, fetizky + -
73 <> | TyCinky G+ delsi §tihlé bunky + -
74 S | Tycinky G+ | delsi stihlé buiiky + ;
75 8 | Ty¢inky G+ delsi §tihlé bunky, fetizky + -
76 Kokoty¢inky G+ + -
140 Koky G+ velmi malé - -
141 Koky G+ velmi malé - -
142 Koky G+ velmi malé - -
Nepravidelné
143 ovalné velké bunky G+ tvorba slizl + -
144 Kokoty¢inky G- drobné + +
145 Koky G+ velké, citronovitého tvaru + -
146 £ | Koky G+ velmi malé - -
147 LE) Koky G+ drobné buiiky, fetizky - -
148 w | Koky G+ drobné + -
149 2 |Kokotycinky G+ drobné + ;
150 2 | Kokoty¢inky G- + -
151 Ty¢inky G- drobné, tenké + -
152 Ty¢inky G- drobné, tenké + -
153 Kokoty¢inky G- drobné + -
154 Koky G+ velké, tvorba pouzder + -
Nepravidelné
155 ovalné velké bunky G+ tvorba slizli + -
156 Ty¢inky G- delsi, tenké + -
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6.2 Detekce biogennich amint u testovanych bakterii kultivacni

metodou

Tvorba biogennich amind byla nejprve detekovana na mikrotitraénich destickach pomoci
skriningové metody s kultivaénim médiem obsahujicim aminokyseliny arginin, histidin,
lysin, ornithin, tryptofan a tyrosin. Jako indikator tvorby biogennich amint z pfisluSnych

AMK byl pouzit roztok bromkresolové ¢ervené tvorici v alkalickém pH fialové zbarveni.

Kultiva¢ni metoda pro zjisténi produkce BA byla provedena u vSech 99 izolovanych
kmeni. Produkce BA byla touto metodou prokazana u 75 izolovanych kment (Tab.4).
Dekarboxylace histidinu byla stanovena pouze u ¢tyt kmend, a to U kmenti 96, 97, 99 a 104
ziskanych ze vzorku syru Jadel. Dekarboxylace argininu byla pozitivni u 76 % izolovanych
kment. Pfevazna cast vysledkii negativnich na dekarboxylaci argininu byla tvofena
bakteriemi izolovanymi ze syrového mléka. Dekarboxylace aminokyseliny ornithinu byla
zaznamenana u 36 % vSech izolovanych kment, z nichz 18 % bylo ziskano ze vzorku syru
Jadel, 10 % ze vzorku Eidamu a zbylych 8 % byly bakterie taveného syru, Kralovského
syru a syru Krolewski vzdy v zastoupeni po 2 %. U bakterii syrového mléka nebyla

dekarboxylace ornithinu detekovana.

Dekarboxylace aminokyseliny lysinu byla zjisténa u 24 % izolovanych kment. Nejvyssi
zastoupeni pozitivnich vysledkl bylo stanoveno u vzorku Eidamu (11 %) a Jadelu (9 %),
v mensi mife pak u vzorku uzené¢ho Eidamu (3 %) a syru Krolewski (1 %). U zbylych
vzorkl nebyla dekarboxylace lysinu prokazana. Schopnost dekarboxylace tryptofanu byla
pozorovana pouze u peti kmend, z nichz 3 byly izolovany ze syru Jadel, jeden ze syru
Eidam a jeden z taveného syru. Kultivaéni metodou byla zjisténa také dekarboxylace
tyrosinu, a to u 39 % testovanych bakterii. Nejvice pozitivnich vysledkl bylo u skupiny
kmeni izolovanych ze vzorku Eidamu, kde stanoveni pfitomnosti biogenniho aminu
odpovidalo 18 % (ze vSech testovanych kment). V mensi mife se pak schopnost
dekarboxylace tyrosinu vyskytovala u bakterii izolovanych ze syru Jadel (8 %), uzeného
Eidamu (5 %), syru Krolewski (4 %), Kralovského syru (3 %) a tavené¢ho syru (1 %).
U bakterii izolovanych ze syrového mléka opét nebyla tvorba tohoto biogenniho aminu

zaznamenana.

Pii srovnani vysledkt detekce BA kultivacni metodou pro jednotlivé vzorky syru bylo

zaznamenano nejvice pozitivnich testli (z poctu vsech testll provedenych na dekarboxylaci
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aminokyselin u daného vzorku) u kment izolovanych Eidamu (47 %), dale pak u kment
ziskanych ze syru Jadel (41 %), uzeného Eidamu (35 %), syru Krolewski (30 %),
Kralovského syru (26 %), taveného syru (19 %) a nejméné pozitivnich test bylo zji$téno

u kmenti izolovanych ze syrového mléka (1 %).

Vyuzitim skriningové kultivaéni metody k prvotni indikaci dekarboxylasové aktivity
bakterii se zabyva napfiklad diplomova prace Hlobilové [25] a autofi Buikova
a kol. [26]. Tyto studie jsou zaméfeny na dekarboxylasovou aktivitu nékterych kment
bakterii mlé¢ného kvaseni vyuzivanych jako startovaci kultury. V téchto pracech, podobné
jako ve studii autorti Roig-Sagués a kol. [16], je mimo jiné feSen vyskyt faleSné pozitivnich
nebo falesné¢ negativnich vysledkt u kvalitativni kultivaéni metody vyuzivané
pro stanoveni dekarboxylace aminokyselin. Falesné pozitivni vysledky byly popsany jako
disledek vzniku jinych alkalickych slouc¢enin nez biogennich aminti vlivem proteolytické
¢innosti bakterii. FaleSné negativni vysledky pak mohou vznikat vlivem fermentace

sacharidt, ¢imz dochazi ke snizeni pH média.

6.3 Detekce a kvantifikace biogennich amint chromatograficky

Jak jiz bylo feceno, vysledky kultivacni metody se Casto li$i od vysledkl presnéjsich metod
stanoveni biogennich amint, jako je naptiklad kapilarni elektroforéza, spektrofotometrické
metody nebo chromatografické metody, kam lze =zafadit i iontové vyménnou
chromatografii, ktera byla pro detekci biogennich aminti vyuzita v této praci [16,25,26].
Chromatografickou metodou jsou jiz stanovovany jednotlivé biogenni aminy (histamin,
fenylethylamin, tyramin, putrescin, kadaverin, agmatin, spermidin, spermin) a také to,
V jakém mnoZstvi jsou bakteriemi tvofeny. Testované kmeny bakterii jsou zde kultivovany
v zivné pud€ obsahujici potfebné aminokyseliny, neni zde vSak jiz pfitomen Zadny
indikator pH. Prok4zani tvorby biogenniho aminu je zajiSt€no na konci procesu iontové

vyménné chromatografie detekci ninhydrinovym ¢inidlem.

U Zadného z kmenu izolovanych z mléka a fermentovanych mlé¢nych vyrobkli nebyla
detekovana produkce agmatinu, spermidinu, Sperminu a tyraminu. Tvorba ostatnich
stanovovanych biogennich amini (histaminu, fenylethylaminu, putrescinu a kadaverinu)
byla chromatografickou metodou prokazana pouze u 32 kmenut z 99 testovanych (Tab. 4).
Dekarboxylasova aktivita, respektive produkce biogennich aminti, nebyla zjiSténa

u bakterii izolovanych ze vzorku uzeného syru a syrového mléka. Nejcastéji detekovanym
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biogennim aminem byl putrescin, ktery byl produkovan 31 kmeny a kadaverin
produkovany 28 kmeny. Ojedinéle pak byla zaznamenéna tvorba histaminu produkovaného
ttemi bakterialnimi kmeny a fenylethylaminu, jehoz produkce byla zaznamenéna pouze

u kmenu jednoho.

Fenylethylamin byl produkovdn kmenem 72 izolovanym z taveného syru v pomérné
nizkém mnozstvi 1,2 + 0,1 mg.1™" kultivaéniho média. Histamin byl pomoci IEC stanoven
u kmenta 96, 97, 98 izolovanych ze syru Jadel. Nejvyssi hodnoty histaminu byly zjistény
u kmenu 96, kde bylo stanoveno mnozstvi 108,7 + 1,2 mg.l'l. U ostatnich dvou kmenu
pak byly hodnoty nizsi, a to 47,8 + 1,9 mg.I* u kmene 97, respektive 0,7 + 0,0 mg.I™

u kmene 98.

Produkce kadaverinu byla zaznamendna nejcastéji u bakterii ziskanych ze vzorku syru
Jadel (15 kmenti z 28 testovanych) a syru Eidam (12 kment z 22 testovanych). V nizkém
mnozstvi 1,5 + 0,1 mg.I"" kultivaéniho média byl zjistén vyskyt kadaverinu u kmenu 43
izolovaného ze vzorku Kralovského syru. U bakterii izolovanych ze syru Eidam byly
naméfeny hodnoty kadaverinu v rozmezi 2.4 — 30,8 mg.I" kultiva¢niho média. Nejvyssi
hodnoty tohoto rozmezi byly naméteny u kmend 7, 6, 2, a 10. Naméfené hodnoty tvorby
kadaverinu u kmenl izolovanych ze syru Jadel se prevazné pohybovaly v rozmezi
0,5 - 7,5 mg.l" kultivainiho média. Z tohoto rozmezi vyrazn&ji vybogila produkce
kadaverinu kmenem 99, kde byla namétena hodnota 25,4 + 0,3 mg.I™" a kmenem 101,

kde byla zaznamenana hodnota kadaverinu 491,4 £ 15,6 mg.l'1 kultivaéniho média.

v

naméfena hodnota 0,7 + 0,0 mg.I™. V nizkém mnozstvi 2,3 + 0,1 mg.I™ kultivaéniho média
byl putrescin stanoven také u kmenu 73 izolovaného ztaveného syru a v mnozstvi
10,0 £ 0,6 mg.l'l u kmenu 43 izolovaného z Kralovského syru. Velmi vysoké hodnoty
putrescinu byly naméfeny u nékterych kmentu (4, 5, 8) izolovanych ze syru Eidam,
kde se pohybovaly v rozmezi 502,8 — 517,8 mg.I"Y. O n&co nizsi, presto viak vyznamné,
hodnoty putrescinu pak byly stanoveny u kmend 9, 10 a 11 (v rozmezi 106,5 — 230,7
mg.l'l) u ostatnich kmend, kde byla detekovana tvorba tohoto biogenniho aminu,
se hodnoty pohybovaly vrozmezi 6,9 — 29,6 mg.I". Produkce putrescinu byla také
detekovana u bakterii izolovanych ze vzorku syru Jadel. Nejvyssi tvorbu putrescinu
vykazoval kmen 87 (434,0 £ 12,5 mg.I" kultivaéniho média), dale pak kmen 92
(369,7 + 11,9 mg.I™"), kmen 99 (144,0 + 7,2 mg.I"") a kmen 94 (123,4 + 5,6 mg.I?).
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Hodnoty produkce putrescinu pro ostatni kmeny syru Jadel produkujici putrescin

se pohybovaly v rozmezi 3,1 — 20,9 mg.I™ kultiva¢niho média.

Tab. 4: Vysledky kultiva¢ni a chromatografické metody

Dekarboxylace aminokyseliny/detekce biogenniho aminu
C. HIS PUT KAD PHE
kmenu | Pivod |dH | [mg.I-1] |dA[dO| [mg.l-1] |dL| [mg.-1] |dTY |dTR [[mg.l-1]
1 - ND + | + | 164+0,1 | +| 2,1+0,2 + - ND
2 - ND + | + 17,4+0,7 + | 26,8+0,7 +- - ND
3 - ND + | + | 11,7¢03 | +| 2,4+0,1 + - ND
4 - ND + | + | 517,8849 | + | 13,7+0,5 + - ND
5 - ND + | +[502,8£26,8 | +| §,1+0,3 + - ND
6 - ND + | + | 29,6£1,5 + | 28,0+£0,7 + + ND
7 - ND + | + 19,3£1,0 + | 30,8+0,8 + - ND
8 - ND + | +[508,8t163 | +| 8§,6+0,4 + - ND
9 - ND +| - | 230,7+4,1 | - | 4,7+0,2 + - ND
10 c - ND + | - | 122,0+3,4 25,8+0,4 - - ND
11 3 - ND + | - | 106,509 | - 6,5+0,1 + - ND
12 w - ND + | +| 6,9+0,2 +| 4,5+0,0 + - ND
13 - ND +| - ND - ND + - ND
14 - ND + |+ ND + ND + - ND
15 - ND +| - ND +- ND + - ND
16 - ND +| - ND - ND + - ND
17 - ND +| - ND - ND + - ND
18 - ND +| - ND - ND + - ND
19 - ND +| - ND - ND - - ND
20 - ND +| - ND - ND +- - ND
21 - ND +| - ND - ND - - ND
22 - ND +| - ND - ND - - ND
23 - ND +| - ND - ND - - ND
24 - ND + | - ND + ND + - ND
25 E | - ND | + | +- ND - ND + | -] ND
26 | = | -| ND [+ ]+ ND + ND + | - | ND
27 = - ND + | - ND +- ND + - ND
28 S - ND -] - ND - ND - - ND
29 - ND +- | - ND - ND + - ND
30 - ND +| - ND - ND - - ND
31 - ND +| - o07+00 | - ND - | - ND
32 - ND +| - ND - ND - - ND
33 R - ND + | + ND - ND + - ND
3 | g [ -] ~no [ +]- ND - ND + | - | ~ND
35 % - ND + | + ND + ND + | - ND
36 s - ND +| - ND - ND - - ND
37 2 [T ~No | +] - ND - ND | - n~D
38 - ND +| - ND - ND + - ND
39 - ND +| - ND - ND - - ND
40 T E ND +| - ND - ND + - ND
41 o | - ND +| - ND - ND + - ND
2 | 2 [ -] N [ +]- ND - ND - | - n~D
43 = | - ND +| - | 100%0,6 | - | 1,5+0,1 | + | - ND
44 2 [ ~No [ +] - ND - ND -1 n~D
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Pokracovani Tab. 4
Dekarboxylace aminokyseliny/detekce biogenniho aminu
C. HIS PUT KAD PHE
kmenu | Pived |dH | [mg.l-1] |dA|dO| [mg.l-1] [dL [mg.I-1] dTY | dTR | [mg.I-1]
45 | .. - ND +] - ND - ND - - ND
46 | ¢ |- ND +| - ND - ND - - ND
47 2% - ND + | + ND - ND - - ND
48 | ¥ N ND ; ND | - | ~D
71 - ND +] - ND - ND - + ND
72 s |- ND - - ND - ND - - | 1,2+0,1
73 ;;, - ND + |+ | 23+0,1 | - ND + | - ND
74 g - ND + | +- ND - ND - - ND
75 g |- ND - - ND - ND - - ND
76 - ND - ND - ND - - ND
77 - ND +] - ND - ND - - ND
78 - ND +] - ND - ND - - ND
79 - ND +] - ND - ND - - ND
80 - ND +| - | 3,1%0,1 - 0,5+0,0 - - ND
81 - ND +] - ND - ND - - ND
82 - ND -] - ND - ND - - ND
83 - ND -] - ND - ND - - ND
84 - ND -] - ND - ND - - ND
85 - ND +] - ND - ND - - ND
86 - ND + | + ND - ND - - ND
87 - ND + | +]434,0£125] - 4,140,3 + - ND
88 - ND +| +| 75804 | +- ND - - ND
89 - ND -] - ND - ND - - ND
90 ) - ND + | + ND +- ND + - ND
91 = - ND + | +| 102403 | - | 42401 - - ND
92 w | - ND + | +[364,7£11,9 | +-|  7,5+0,2 + | - ND
93 - ND +| +] 209+05 | - 5,8+0,1 - - ND
94 ND + | + | 123,445,6 | +-| 4,502 - - ND
95 - ND +| +| 12,1201 | - 4,7+0,0 - - ND
96 + ND +| +| 82403 | +| 4,4+0.1 + + ND
97 +47,8£19| + | +| 8,701 | +| 4,6%01 + |+ ND
98 -1 0,7£0,0 | + | + | 12,3+0,3 | - 5,240,1 + | - ND
99 +-[ ND + | + | 144,072 | +| 25,4403 + + ND
100 - ND + |+ ND - ND - - ND
101 - ND +| +| 10,1203 | +| 491,4+15,7 | - - ND
102 - ND +| +| 11,8804 | - 4,0+0,2 - - ND
103 - ND +| +] 19,601 | - 4,9+0,2 - - ND
104 + ND +| + | 12,6202 | +| 4,2+0.1 + - ND
140 - ND -] - ND - ND - - ND
141 - ND -] - ND - ND - - ND
142 ° - ND -] - ND - ND - - ND
143 = - ND -] - ND - ND - - ND
144 & - ND -] - ND - ND - - ND
145 2 | -] N |+ - ND - ND - |- ND
146 z | - ND -1 - ND - ND - - ND
147 - ND -] - ND - ND - - ND
148 - ND -] - ND - ND - - ND
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Pokrac¢ovani Tab. 4

Dekarboxylace aminokyseliny/detekce biogenniho aminu
C. HIS PUT KAD PHE
kmenu | Pived |dH | [mg.l-1] |dA|dO| [mg.-1] [dL [mg.I-1] dTY | dTR | [mg.l-1]
149 - ND - - ND - ND - - ND
150 o - ND - - ND - ND - - ND
151 | - ND - - ND - ND - - ND
152 | E - ND -1 - ND - ND - - ND
153 % - ND - - ND - ND - - ND
154 5 - ND - - ND - ND - - ND
155 | - | _ND - |- ND - ND - |- ND
156 ND - - ND - ND - - ND

dH, dA, dO, dL, dTY, dTR — dekarboxylace histidinu, argininu, ornithinu, lysinu, tyrosinu,
tryptofanu kultivaéni metodou;

HIS, PUT, KAD, PHE — detekce biogennich aminé (v mg.I") histaminu, putrescinu,
kadaverinu a fenyletylaminu chromatograficky,

ND — biogenni amin nedetekovan

+- — dekarboxylac¢ni reakce v kultivaénim médiu slabé pozitivni

Produkce BA kmeny izolovanymi zuvedenych vzorkii nepiekracovala literaturou
uvadénou obecnou hranici 1000 rng.kg'1 (amin / potravina), kterd je povazovéana

za zdravotni riziko pro lidsky organismus [6].

Kvantitativni metoda iontové vyménné chromatografie byla ke stanoveni tvorby BA
pouzita také v diplomové praci Hlobilové [25] a studiich autorti Bunikova a kol. [26,34,35].
Zde byla chromatografickd metoda pouZita pro zhodnoceni tvorby biogennich aminl
u vybranych startérovych kultur bakterii mlééného kvasSeni, non-startérovych bakterii
mlécného kvaSeni izolovanych ze syri Eidam nebo bakterii izolovanych z povrchu
driibeze. Ve studii bakterii izolovanych ze syru Eidam [35] byly jako jedini producenti
tyraminu, putrescinu a kadaverinu oznafeny kmeny pochazejici z rodu Lactobacillus.
Stanovenim BA v syrech pomoci chromatografické metody (HPLC) se zabyvali také autoti
Innocente a kol. [31]. Chromatograficka metoda HPLC byla pouzita také autory Standarova
a kol. [17] pro stanoveni produkce BA u syri z ¢eské obchodni sité. U vzorkid syrt
analyzovanych v uvedené studii byly v nejvétsi mife zastoupeny biogenni aminy tyramin
a putrescin stejné jako v této bakalarské praci nebo i v jinych studiich [35]. Méné pak byla
zjisténa produkce kadaverinu a histaminu. Hodnoty tryptaminu, fenylethylaminu, sperminu
a spermidinu byly uvedeny jako velmi nizké. Nejvyssi koncentrace BA zde byly stanoveny
u bakterii izolovanych ze syri s vysokodohtivanou syfeninou a z mékkych zrajicich syra.

Hodnoty pro jednotlivé biogenni aminy zaznamenané ve studii Standarové a kol. jsou
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uvedeny v kapitole ,,Obsah biogennich amint v syrech® (kap. 2.2.1) této bakalaiské prace.
Autori Komprda a kol. [32] se zabyvali chromatografickym stanovenim biogennich amini
Vv sterilovaném a pasterovaném taveném syru. Podle této studie byl v analyzovaném
taveném syru nejvice zastoupen tyramin (1,3 — 29,3 mg.kgl), ale z toxikologického

hlediska zadny z analyzovanych vzorkl nepiedstavoval zdravotni riziko.

Produkci BA bakteriemi izolovanymi z masa, fermentovanych salamu a syrii se zabyvali
autofi Pircher a kol. [36]. Ve studii Pircher a kol. byly ze vzorkl izolovany bakterie ¢eledi
Enterobacteriaceae, rodu Lactobacillus a Leuconostoc a enterokoky. Studie uvadi,
7e vétSina bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae byla schopna tvofit kadaverin a putrescin
v mnozstvi vice nez 100 mg.1™" kultivaéniho média. Tyramin byl bakteriemi této &eledi
tvofen pouze v nevyznamném mnozstvi. Nejéastéji byly v této studii izolovany bakterie
druhu Hafnia alvei a Serratia liquefaciens, u nichz byla ojedinéle (1,6 a 6,5 %) zjisténa
také produkce histaminu v mnoZstvi vy$§im nez 100 mg.l™. U izolovanych laktobacili
a leukonostokil byla tvorba kadaverinu a putrescinu v mnozstvi vys$im nez 100 mg.I™
zjisténa pouze u jednoho izolatu (Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides).
Produkce histaminu a tyraminu v mnozstvi vice nez 100 mg.I"” byla zjisténa u 3,6 a 19 %
izolovanych laktobacilli a leukonostokl. U izolovanych enterokokid pak byla zjisténa
produkce BA v mnozstvi 100-1000 mg.I kultivadniho média pouze u tyraminu, a to
u 47,9 % bakterii Enterococcus faecalis a 59,7 % bakterii Enterococcus faecium. Putrescin,

kadaverin a histamin byl enterokoky produkovan v mnozstvi niz§im nez 100 mg.l'l.

Produkci BA bakteriemi izolovanymi z jinych potravin (ryb a driibeze) nez syrt se zabyvali
také autofi Baixas-Nogueras a kol. [37] (ryby) a Bunkova a kol. [34] (drGibeZ). Prvni
uvedena studie uvadi, Ze nejcastéji byly z Cerstvychryb (Stikozubce obecného)
Stfedozemniho mofe izolovany bakterie rodu Pseudomonas a u 20 % bakterii toho rodu
byla stanovena produkce putrescinu. Po 6ti tydnech skladovani ptevladaly bakterie
Shewanella putrefaciens a v tomto obdobi byla stanovena nejsilngjsi produkce tyraminu
a kadaverinu. Pozitivni vysledky na tvorbu BA v této studii nebyly zjiStény u bakterii
mlécného kvaseni a enterokokii. U 20 % bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae byla zjisténa
produkce kadaverinu a nékteré bakterie této ¢eledi byly schopny zaroven produkovat také
putrescin. Ze vzorka ryb byly v hojném poctu izolovany také mikrokoky a stafylokoky,
ale pouze dva izolaty byly pozitivni na dekarboxylaci ornithinu. Druha studie zabyvajici

se produkci BA bakteriemi izolovanymi z povrchu drubeze uvadi, ze schopnost produkce
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alespont jednoho BA byla zjisténa u 49 kment z 98 izolovanych. Zadny z testovanych
kmenti neprodukoval histamin, spermin a spermidin. Podobné jako v této bakalatské praci
byl i vtéto studii nejcastéji produkovanym biogennim aminem putrescin (35 z 98
testovanych kment). Produkce putrescinu byla pfevazné stanovena u kmeni
gramnegativnich bakterii, a to nejcastéji u ¢eledi Enterobacteriaceae (21 kmenii) a rodu
Aeromonas (11 kmentl). Kadaverin byl produkovan 37,5 % vsech izolovanych kmeni
a u veétsSiny téchto kmenti byla produkce oznacCena jako stfedni az silnd. Schopnost
dekarboxylace lysinu byla zaznamenana nejcastéji u kmend rodu Serratia a Klebsiella

(u rodu Klebsiella byla pozorovéna silné produkee v rozmezi 127,43-140,00 mg.I™).
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ZAVER

Bakalafské prace byla zaméfena na stanoveni dekarboxylasové aktivity bakterii
izolovanych z mléka a fermentovanych mlécnych vyrobkt (Eidam, uzeny Eidam, syr
Krolewski, Kralovsky syr, taveny syr, Jadel a syrové nepasterované mléko). Studie byla
realizovana u 99 izolovanych kment, u nichz byla provedena zakladni charakteristika.
K prokazéni tvorby biogennich aminii byla pouzita skriningova kultivacni metoda
a kvantitativni metoda iontové vyménné chromatografie. Metodou IEC byla zjistovana
mira produkce histaminu, fenylethylaminu, tyraminu, putrescinu, kadaverinu, agmatinu,

spermidinu a sperminu.
Na zékladé¢ vysledkt této studie lze konstatovat:

e 68 % izolovanych bakterii bylo grampozitivnich a 32 % gramnegativnich, 59 %
izolovanych kmeni byly tyCinky a bakterie kokovitého tvaru tvoftily 39 %, 2 %

¢inily mikroorganismy neodpovidajici svoji velikosti bakterialni buiice,

e kultivacni metodou byla dekarboxylasova aktivita stanovena u 75 kment, nejcasteji
byla pozorovana dekarboxylace argininu (76 %), v mensi mite tyrosinu, ornithinu

a lysinu (39 — 24 %) a nejméné byl dekarboxylovan histamin a tryptofan (cca 4 %),

e iontové vyménnou chromatografii nebyla prokdzana produkce agmatinu,

spermidinu, sperminu a tyraminu,

e tvorba alespon jednoho z dalSich stanovovanych BA byla metodou IEC prokazana

u 32 kment z 99 testovanych,

e nejcastéji byl produkovan putrescin (31 kment) a kadaverin (28 kmenti), histamin

produkovaly pouze 3 kmeny a fenylethylamin 1 kmen,

e nejvyssi hodnoty histaminu (108,7 £ 1,2 mg.I" kultivaéniho média) a kadaverinu
(491,4 + 15,6 mg.I™) byly zjistény u bakterii izolovanych ze syru Jadel, nejvyssi
hodnoty putrescinu (v rozmezi 502,8 — 517,8 mg.I™" kultivaéniho média) byly

nameéfeny U 3 kmenil izolovanych ze syru Eidam,

e tvorba BA nebyla, s vyuzitim obou metod, prokdzana téméf u zadného z kment

izolovanych ze syrového nepasterovaného mléka,
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ADO
AMK
BA
BMK
CEL
CSN
dA
dH
dL
do
dTR
dTvY
ESC
HIS
HPLC
IEC
IND
INO
KAD
LYS
MAL
MAN
MPB

ND

Adonit.

Aminokyslina.

Biogenni aminy.

Bakterie mlé¢ného kvaseni.
Celobiosa.

Ceska statni norma.
Dekarboxylace argininu.
Dekarboxylace histidinu.
Dekarboxylace lysinu.
Dekarboxylace ornithinu.
Dekarboxylace tryptofanu.
Dekarboxylace tyrosinu.
Eskulin.

Histamin.

Vysokouéinna kapalinova chromatografie.
Iontové vyménna chromatografie.
Indol.

Inozitol.

Kadaverin.

Lysin.

Malonat.

Manitol.

Masopeptonovy bujon.

Nedetekovano.
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ORN

PCA

PHE

PHE

PUT

SCI

SOR

SuC

TNW

TRE

URE

Ornithin.

Plate Count Agar.

Fenylalanin.

Fenylethylamin.

Putrescin.

Utilizace citratu.

Sorbitol.

Sacharosa.

Mikrobiologicky identifikacni systém.
Trehalosa.

Mocovina.
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