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ABSTRAKT

Bakalaiské prace se zabyva studii riznych podminek statické kultivace, tzv. ¢initeli
ovlivituji tvorbu biogennich aminii a polyamini vznikajici Cinnosti dekarboxylaza-
pozitivnich bakterii. Dekarboxylazova aktivita byla sledovana u Enterococcus faecium
izolovaného z masa kralika. Teoretickd ¢ast je zaméfena na chemickou strukturu
biogennich amini a polyamint, jejich vyskyt, vliv na organizmus a vznik. Je
charakterizovan rod Enterococcus a jeho ptiznivé a Skodlivé ucinky. Cilem praktické ¢asti
byla detekce a stanoveni piesného mnozstvi produkovanych biogennich amini a
polyamint pfii urcité teploté, pH a koncentraci NaCl. Schopnost rstu Enterococcus
faecium v riznych kultivaénich podminkach byla sledovana méfenim optické denzity.
Stanoveni aminG bylo provedeno vysokotc¢innou kapalinou chromatografii. Nejvice

produkovanym biogennim aminem byl tyramin.
Kli¢ova slova:

biogenni aminy, polyaminy, dekarboxylace, Enterococcus faecium, potraviny.
ABSTRACT

This bachelor thesis pays an attention to the conditions of static cultivation or so-called
factors for the production of biogenic amines and polyamines which are produced by the
activity of decarboxylase-positive bacteria. Decarboxylase activity was observed at
Enterococcus faecium which was isolated from the rabbit meat. The theoretical part
concerns the chemical structure of biogenic amines and polyamines including their
occurrence, effect on organism and their origin. Then the genus Enterococcus is
characterised and its positive and negative effects are mentioned. The aim of the practical
part is to detect and determine the exact amount of produced biogenic amines and
polyamines at particular temperature, pH and concentration of sodium chloride. The
sustainability of Enterococcus faecium growth in different culture conditions was observed
by optical density measuring. The determination of amines was made by high performance

liquid chromatography. The highest produced biogenous amine called tyramine.
Keywords:

biogenic amines, polyamines, decarboxylation, Enterococcus faecium, foods.
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UvVOD

Kwvalita, bezpe¢nost a zdravotni nezdvadnost potravin zarucuje ochranu zdravi spotiebitel.
Dba se piedevsim na prevenci a omezeni jakékoli kontaminace potravin v dusledku lidské
¢innosti nebo urcitymi nezadoucimi latkami. K témto latkam se fadi i aminy, které jsou
potiebné pro tadu fyziologickych pochodid v organizmu, ale jejich nadmérny piijem

potravou je pro ¢loveka toxicky.

Potraviny obsahujici urcité mnozstvi volnych aminokyselin a proteinti podléhaji
mikrobialni aktivitd. Cinnosti mikrobialnich enzymi dochazi k dekarboxylaci volnych
aminokyselin, a tim vznikaji biogenni aminy a polyaminy. K tvorbé téchto sloucenin
zna¢nou mérou piispiva kulturni a kontaminujici mikroflora. Rizikovymi jsou potraviny
fermentované, u kterych mohou byt biogenni aminy tvofeny v toxikologicky zavaznych
koncentracich. V nefermentovanych potravinach je jejich vyskyt spojen s nezadoucim

rozkladem bilkovin.

Krali¢i maso ma dobrou nutriéni hodnotu. Tento druh masa je vSak bohatym zdrojem
plnohodnotnych bilkovin a muze byt tak kontaminovano mikroflorou produkujici
biogennich aminy a polyaminy, coz miZe podstatné ohrozit bezpetnost a zdravotni
nezavadnost této suroviny. Je tedy nutné zabranit vyskytu mikroorganizmt s
dekarboxylazovou aktivitou. Dulezitou roli zde hraji inhibi¢ni faktory: pH, teplota,
koncentrace NaCl a ptistup kysliku. Naptiklad prudky pokles pH, skladovani pfi velmi
nizkych teplotach, vysoka koncentrace NaCl atd. zamezi aktivitu dekarboxylaza-

pozitivnich bakterii.

Mezi bakterie s dekarboxyldzovou aktivitou se fadi bakteridlni rod Enterococcus.
Enterokoky jsou nékdy oznaCovany jako "mlécné koky" a jsou pfirozeni obyvatelé
traviciho traktu ¢lov€ka a zivocichl. Jsou Siroce rozSifeni v prostiedi a v potravinach

pfedevsim zivocisného pivodu.
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1 BIOGENNI AMINY A POLYAMINY

1.1 Chemicka struktura biogennich aminii

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni organické baze, které maji nahrazeny jeden ¢i dva
atomy vodiku aminoskupiny alkylovou nebo arylovou skupinou (Shalaby, 1996, s. 675).
Tyto latky jsou produkty bézné metabolické aktivity zvitat, rostlin i mikroorganizmu
(Smela, 2004, s. 432). Biogenni aminy jsou nezbytnou soucasti zivych bunék s

vyznamnymi fyziologickymi a biologickymi funkcemi (Juneja a Sofos, 2010, s. 248).

Mimo jiné mezi biogenni aminy patii histamin, tryptamin, fenyletylamin, tyramin a
kadaverin (Karovicova a Kohajdova, 2005, s. 70; Santos et al., 2003, s. 595). N¢ktefti autofi
zatazuji kadaverin mezi polyaminy (Karovicova a Kohajdova, 2005, s. 70). Mnoho nazvu
biogennich amint je odvozeno od jejich pivodni aminokyseliny, napfiklad: histamin z
histidinu, tryptamin z tryptofanu, fenyletylamin z fenylalaninu a tyramin z tyrozinu (Juneja
a Sofos, 2010, s. 248-249; Karovi¢ova a Kohajdova, 2005, s. 71; Shalaby, 1996, s. 676).

Z chemického hlediska se ¢leni na (Karovi¢ova a Kohajdova, 2005, s. 70; Silla-Santos,
1996, s. 213-214; Sméla, 2004, s. 432):

+ alifatické (kadaverin)
« aromatické (fenyletylamin, tyramin)

* heterocyklické (histamin, tryptamin).

Nékdy se heterocyklické aminy zjednodusen¢ fadi do skupiny aromatickych amint (Sméla,

2004, s. 432).

V tab. 1 jsou uvedeny prekurzory, klasifikace a chemicka struktura biogennich amind.
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Tab. 1:Prekurzory, klasifikace a chemicka struktura biogennich aminii. Upraveno dle
Juneja a Sofos, 2010, s. 249.

Prekurzor Biogenni amin  Klasifikace Chemicka struktura
CH,CH,NH,
heterocyklicka, N
histidin histamin monoamin ( \
N
H
CH,CH,NH,
. heterocyklicka,
tryptofan tryptamin monoamin A\
N
H
CH,CH,NH,
. . aromaticka,
fenylalanin  fenyletylamin Monoamin
CH,CH,NH,
. . aromaticka,
tyrozin tyramin monoamin
OH
. . alifaticka
NN H,N NH
lyzin kadaverin diamin N o N

1.2 Chemicka struktura polyamini

Polyaminy jsou malé alifatické biomolekuly obsahujici vice nez jednu aminoskupinu (Shah
a Swiatlo, 2008, s. 4). Jsou piitomny ve vSech bunkach organizmu, kde maji fyziologickou
funkci (Drackova et al., 2009, s. 121; Larqué, Sabater-Molina a Zamora, 2007, s. 87).
Dtive byly zafazeny mezi biogenni aminy, ale od roku 1990 byly na zakladé¢ svého
specifického fyziologického vyznamu a tvorby alternativni metabolickou cestou
klasifikovany jako samostatna skupina (Drackova et al., 2009, s. 121; Komprda et al.,
2008, s. 29).

Mezi polyaminy patii putrescin, spermidin, spermin a ptipadné agmatin (Larqué, Sabater-
Molina a Zamora, 2007, s. 87). Autofi, jako napfiklad Santos et al. (2003, s. 595) zafazuji

putrescin i mezi biogenni aminy.
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Polyaminy tvofi vodikové mustky s molekulami rozpoustédel, naptiklad voda a alkoholy.
Jsou tedy ve vodé rozpustné. Dale jsou pfi fyziologickém pH uplné protonizovany (Larqué,
Sabater-Molina a Zamora, 2007, s. 87). Diky své specifické struktute mohou polyaminy
slouzit jako elektrostatické mosty mezi negativnimi fosfaty nukleovych kyselin a dal§imi
zaporné¢ nabitymi polymery. Polyamin putrescin je primarni diamin se dvéma
aminoskupinami, zatimco spermidin a spermin obsahuji tfi a ¢tyfi aminoskupiny dle tab. 2
(Shah a Swiatlo, 2008, s. 4). Putrescin je také fazen mezi polyaminy, protoZze je

prekurzorem spermidinu a sperminu (Drackova et al., 2009, s. 121).
V tab. 2 jsou uvedeny prekurzory, klasifikace a chemicka struktura polyamind.

Tab. 2: Prekurzory, Klasifikace a chemicka struktura polyaminu. Upraveno dle Juneja a
Sofos, 2010, s. 249.

Prekurzor Polyamin Klasifikace Chemicka struktura
ornitin o
L . alifaticka, HoN o~
arginin,  putrescin diamin NH,
agmatin
putrescin, .. alifaticka, H.N NH -~
spermin spermidin polyamin N~ NH,

putrescin, spermin alifaticka, HZNWNHMNHMNHZ

spermidin polyamin

1.3 Vyskyt biogennich aminii a polyaminii v potravinach

Biogenni aminy (BA) jsou v potravinach pfirozenou soucasti buné¢nych struktur rostlin a
zivocichii, nebo mohou vznikat v procesu vyroby a skladovani potravin jako vysledek
metabolického pisobeni mikroorganizmu (Greif, Greifova a Karovicova, 2006, s. 21).
Polyamin spermidin a spermin pochazeji hlavné ze vstupnich surovin. Vyss$i obsah
spermidinu ve srovnani se sperminem je typicky pro potraviny rostlinného plvodu. U

potravin zivo¢i$ného pivodu je tomu naopak (Drackova et al., 2009, s. 121).

1.3.1 Fermentované potraviny

Pii pfipravé fermentovanych potravin lze ocekavat pritomnost mnoha druhil
mikroorganizml, z nichz nékteré jsou schopny produkovat BA, coz vede k jejich
hromadéni, obzvlast’ putrescinu, kadaverinu, histaminu a tyraminu. Mezi fermentované
potraviny patii: fermentované masné a rybi vyrobky, syry, fermentovana zelenina, pivo a

vino. (Silla-Santos, 1996, s. 216-217)
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Fermentované masné vyrobky poskytuji vhodné podminky pro tvorbu BA. Na zacatku
fermentace se vyskytuje zejména kadaverin a histamin, na konci spise putrescin a tyramin.
Ve findlnim vyrobku muze byt také pritomen tryptamin, fenyletylamin, spermidin a

spermin. (Kohajdova, Karovicova a Greif, 2008, s. 41)

Syry obvykle obsahuji jednotky aZ stovky mgkg™ histaminu, tyraminu, putrescinu a
kadaverinu, jednotky az desitky mg.kg™ fenyletylaminu a velmi mal4 mnoZstvi tryptaminu.
Obsahy téchto slou¢enin mohou vyjime¢né dosahnout az gramovych mnozstvi v 1 kg syra,
coz zavisi na oSetfeni vychozi suroviny a technologickych faktorech, jako je teplota
syfeniny, pouziti startovacich a plisnovych kultur. Vyrazné¢ vy$$i mnozstvi BA bylo
zjisténo u syrd z nepasterovaného mléka. (Standarova, Borkovcova a Vorlova, 2008, s.

735-736)

1.3.2 Nefermentované potraviny

V nefermentovanych potravinach jsou BA ptfedevsim indikatorem nezadouci mikrobialni
¢innosti. Stanoveni téchto slou¢enin muze byt vyuzito k posouzeni miry rozkladu
sledovaného materialu. V piipadé skladovani potravin muze byt jejich obsah ukazatelem
jakosti vstupni suroviny a Urovné hygieny bchem vyrobniho procesu a skladovani
(Standarova, Borkovcova a Vorlova, 2008, s. 735-736). Jako indikatory kvality ryb, masa,
zeleniny slouzi zejména histamin, putrescin a kadaverin (Saaid et al., 2009, s. 1356). Mezi
nefermentované potraviny patii: maso, ryby, mléko, ovoce a zelenina (Silla-Santos, 1996,
S. 214-216).

Maso cCerstvé a zpracované obsahuje tyramin, kadaverin, putrescin, spermin a spermidin
(Zornikova, 2012). Spermin a spermidin se vyskytuje v cerstvém mase v relativné
konstantnim mnozstvi. Nicméné tyramin, kadaverin, putrescin mize byt tvofen v prub&hu

skladovani Cerstvého masa (Hernandez-Jover et al., 1997, s. 2099).

V cerstvém hovézim a vepfovém mase se nachazi predevsim spermin a spermidin. Hovézi
a vepfové maso maji podobné mnozstvi téchto polyaminti, kdy v obou masech je vyssi
obsah sperminu nez spermidinu. Tyto polyaminy jsou piirozenou soucasti Cerstvého
hovéziho a vepfového masa, tudiZ nevznikaji béhem procesu fermentace a kazeni potravin.
V ptredchozich studiich bylo zjisténo, ze béhem skladovani vepfového masa byl
produkovan histamin, tyramin, putrescin a kadaverin. Spermidin zastal v konstantnim

mnozstvi a mnozstvi sperminu mirné pokleslo. Index kvality je dan sou¢tem kadaverinu,
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putrescinu, histaminu a tyraminu. P¥i indexu kvality pod 5 mg.kg™ uvedenych aminii je

maso povazovano za vyborné. (Hernandez-Jover et al., 1997, s. 2099)

V krali¢im mase byla nejéastéji detekovana produkce tyraminu, putrescinu, fenyletylaminu
a spermidinu (Pleva et al., 2012a, s. 48). Dale Pleva et al. (2012b, s. 439-442) zjistili, Ze se
v krali¢im mase vyskytuje kromé tyraminu, putrescinu a fenyletylaminu i kadaverin, a ze

spermidin a spermin nebyl pfitomen.

Hernandez-Jover et al. (1997, s. 2099) detekovali v tepelné opracovanych a zrajicich
masnych vyrobcich vy$$i mnozstvi sperminu nez spermidinu, ale jejich mnozstvi bylo nizsi

nez v Cerstvém mase v dusledku fedéni masa s tuky a dal$imi piisadami.

Ryby jsou charakteristické neutralnim pH, vysokou aktivitou vody a koncentraci volnych
aminokyselin. Obsah BA v ¢erstvych rybach je velmi nizky. Ve zkazeném rybim mase se
nachazi putrescin, kadaverin, histamin, spermidin a spermin. V rybach ¢eledi Scombridae
(makrelovité), Scomberesocidae (rohoretkovité) se nachazi prirozené vysoké mnozstvi
volného histidinu (Kohajdova, Karovicova a Greif, 2008, s. 40-41; Zornikova, 2012). Za
velmi kratky ¢as muaze byt histidin pfeménén na rizikové mnozstvi histaminu mikrobialni

¢innosti (Kohajdova, Karovic¢ova a Greif, 2008, s. 41).

V plnotu¢ném a polotuéném kravském mléku byly detekovany nizké koncentrace sperminu
a spermidinu (Silla-Santos, 1996, s. 216).

1.4 Fyziologické funkce biogennich amini a polyaminu

Biogenni aminy jsou zdrojem dusiku a prekurzori pro syntézu alkaloidti, hormond,
nukleovych kyselin a proteini. VétSina procest, které BA ovliviluji, probihaji v
organizmu, jako napiiklad: ptijem vyZzivy, regulace télesné teploty, snizeni, nebo zvyseni
krevniho tlaku (Karovicova a Kohajdova, 2005, s. 70). Histamin ovliviiuje krevni tlak a
sekreci zaludecni $tavy. Tyramin mé vliv na kontrakci hladkého svalstva a také na krevni
tlak. Mimo jiné piisobi jako antioxidant, ktery je schopny zneSkodnovat reaktivni formy
kysliku, jako napftiklad hydroxylovy a superoxidovy radikal. Antioxidac¢ni UCinek se
zvySuje s koncentraci tyraminu a je podminény amino a hydroxy skupinami (Kohajdova,

Karovicova a Greif, 2008, s. 36-37).

Polyaminy se podileji na regulaci funkce nukleovych kyselin, na stabilizaci membran a
syntéze bilkovin (Onal, 2007, s. 1476-1477). Polyamin putrescin, spermidin a spermin

inhibuji oxidaci polyenovych mastnych kyselin a tento ucinek koreluje s po¢tem amino
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skupin pfitomnych v polyaminu. Kadaverin a putrescin stabilizuji biologicky vyznamné
makromolekuly (nukleové kyseliny), subcelularni struktury (ribozomy) a déle stimuluji

bunééné déleni (Kohajdova, Karovicova a Greif, 2008, s. 36-37).

1.5 Toxikologie biogennich amini a polyamint

Biogenni aminy a polyaminy maji v lidském organizmu fadu fyziologickych funkci, ale
konzumace potravin s vysokym obsahem téchto latek mutze vést az k intoxikaci (Silla-
Santos, 1996, s. 223; Santos et al., 2003, s. 595-596). Ve vysokych koncentracich se
mohou projevit jako latky psychoaktivni a vazoaktivni (Sméla, 2004, s. 432).
Psychoaktivni aminy ptsobi v centralnim nervovém systému na neurotransmitery, zatimco
vazoaktivni aminy ovliviiuji cévni systém (Shalaby, 1996, s. 676). K toxikologicky
nejvyznamnéj$im slouceninam patii tyramin, histamin, kadaverin a putrescin. Nejvice
studovan je tyramin a histamin. (Sladkova, Komprda a Burdychova, 2007, s. 96). Udaje o

toxicité jinych BA nez tyraminu a histaminu jsou omezené (Juneja a Sofos, 2010, s. 263).

vvvvvv

konzumace ryb ¢eledi Scombridae a Scomberesocidae (Zornikova, 2012). Z
2007, s. 32). Maso a nefermentované masné vyrobky obsahuji jen vyjimecné mnozstvi BA,

které by mohlo pfedstavovat zdravotni riziko (Zornikovéa, 2012).

Toxikologicky vyznam polyaminii spo¢iva ve schopnosti vytvaret stabilni karcinogenni

N-nitrososlou¢eniny (Komprda et al., 2008, s. 30). Polyaminy jsou dulezité pro rist a
mnozeni bun¢k. Tyto aktivity jsou zcela nezddouci naptiklad pro rast nadord (Sméla, 2004,
S. 432). Ve stravé pacientll s naidorovym onemocnénim se proto musi piisné kontrolovat

piijem polyamint (Komprda et al., 2008, s. 30).

1.5.1 Symptomy intoxikace biogennimi aminy a polyaminy

Tyramin je nejicinngjsi ze skupiny vazoaktivnich amind (Kohajdova, Karovi¢ova a Greif,
2008, s. 39). Jeho toxické ucinky zavisi na pfijatém mnozstvi, pfitomnosti jinych BA a na
celkovém fyziologickém stavu jednotlivce (Silla-Santos, 1996, s. 224). Nepiimo uvoliuje
noradrenalin od sympatického nervového systému, ktery zpiisobuje zvySeni krevniho tlaku,
a tim 1 zvySeni srde¢niho vykonu (Shalaby, 1996, s. 678). Hypertenze zpiisobena
tyraminem je také znama jako tzv. reakce na syr. Nicméné hypertenzi mohou vyvolat i jiné

potraviny (kufeci jatra, masné vyrobky a slanecky). Hypertenzni krize se projevuje silnou
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bolesti hlavy, buSenim srdce, nevolnosti, pocenim, zmatenosti, ztuhlosti krku a dokonce
zpusobuje mrtvici (Juneja a Sofos, 2010, s. 263). Mimo jiné tyramin rozsifuje zornicky,
zpusobuje slinéni, slzeni, zvySuje dychani a obsah cukru v krvi (Shalaby, 1996, s. 676-
678).

Histamin zpisobuje nejznaméjsi alimentarni intoxikace (Juneja a Sofos, 2010, s. 260).
Toxické ucinky histaminu se projevuji vazbou na receptory bunéénych membran, které se
nachazeji v kardiovaskularnim systému a v riznych sekre¢nich zlazach. Histamin se muaze
projevovat celou fadou pfiznakd: bolesti hlavy, buSenim srdce, edémem, hypotenzi,
koptivkou, kieci bticha, nevolnosti, prijmem, vyrazkou, zanétem a zvracenim (Shalaby,
1996, s. 676-677. Otrava histaminem je mozné pfekonat pozitim antihistaminovych 1é¢iv

(Karovicova a Kohajdova, 2005, s. 72).

Kadaverin a putrescin zptsobuje hypotenzi, zpomaleni srde¢ni ¢innosti a umocnéni

toxicity dal§ich aminti (Shalaby, 1996, s. 676).

Fenyletylamin patfi do skupiny vazoaktivnich amint. Uvoliiuje noradrenalin od

sympatického nervového systému, zvySuje krevni tlak a zpisobuje migrénu. (Shalaby,

1996, s. 676-677)

1.5.2 Detoxikace biogennich aminu a polyamini

Nizka koncentrace BA muze byt lidskym télem tolerovana, pokud jsou u¢inné detoxikacni
mechanizmy (Pleva et at., 2012a, s. 46). Hlavni tlohu v procesu detoxikace maji enzymy
monoaminooxidazy (MAO) a diaminooxidazy (DAO). MAO a DAO se vyskytuji ve
stfevnim epitelu, a tudiz se oxida¢ni produkty BA dostavaji do krevniho ob&hu. Vysoky
ptijem BA v potravinach zpusobi naruseni detoxikac¢niho systému, ktery neni schopen
dostate¢né odstranit tyto latky a hromadi se v téle. Tato situace nastava i v ptipadé alergii,
pti nedostate¢né aktivit¢ MAO a DAO u lidi se zazivacimi problémy a u pacientii uzivajici
Iéky s ucinkem inhibitori MAO a DAO (Karovi¢ova a Kohajdova, 2005, s. 72; Silla-
Santos, 1996, s. 223-224). Polyaminy jsou nejprve acetylované, az potom oxidované DAO
a PAO (polyaminooxidazy) (Karovicova a Kohajdova, 2005, s. 72; Kohajdova,
Karovi¢ova a Greif, 2008, s. 40). Putrescin a kadaverin inhibuji enzymy detoxikujici

histamin, a tim nasobi jeho toxicitu (Karovicova a Kohajdova, 2005, s. 73).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

1.5.3 Pripustné limity a toxické davky vybranych biogennich amint

Toxicka davka aminti 1ze velmi obtizné urcit, protoze zavisi na charakteristice jednotlivce

a piitomnosti dalSich aminu (Silla-Santos, 1996, s. 224).

Udaje tykajici se toxického mnoZstvi histaminu jsou v literatufe velmi odlisné, ale piesto
se daji stanovit ur¢ité hrani¢ni hodnoty (Kohajdova, Karovicova a Greif, 2008, s. 37).
Maximalni pfipustny limit histaminu v potravinich je v rozmezi 50-100 mg.kg™ (Onal,
2007, s. 1477). U citlivych lidi je S8kodlivy pfijem uz 5-10 mg histaminu. Ptijem 100 mg
histaminu je povazovéan za stfedné toxicky a 1000 mg za vysoce toxicky (Karovicova a
Kohajdova, 2005, s. 71). Od roku 2004 je v Ceské Republice (CR) platny hygienicky limit
histaminu v rybach uvadény v Natizeni komise (ES) &. 2073/2005 ve vysi 100 mg.kg™.
Tento limit mze byt ve dvou vzorcich z deviti z jedné Sarze ptekrocen az do hodnoty 200

mg.kg™ (Standarova, Borkovcova a Vorlova, 2008, s. 735-736).

Limity tyraminu v potravinich se pohybuji v rozmezi 100-800 mg.kg™ (Onal, 2007, s.
1477). V CR je maximalni pipustné mnoZstvi tyraminu u syrtt 200 mg.kg™, pro ervené
vino 50 mg.kg™ a pro ostatni potraviny 100 mg.kg™. Pfijem tyraminu nad 100 mg miZze
vyvolat migrénu a u pacientil 1é¢enych inhibitory MAO by nemélo jeho pfijaté mnoZstvi

prekrogit 6 mg.kg™ po dobu &ty hodin (Kohajdova, Karovicova a Greif, 2008, s. 39).
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2 PRODUKCE BIOGENNICH AMINU A POLYAMINU

2.1 Vznik v potravinach

Nejbéznéjsi zpusob syntézy amint v potravinach je dekarboxylace aminokyselin (Shalaby,
1996, s. 675). Aminokyseliny jsou z proteinti uvoliovany proteolyzou (Karovicova a
Kohajdova, 2005, s. 71). Proteolyza mize byt bakterialni nebo autolytickd (Zornikova,
2012). Dekarboxylaci vznikaji pouze primarni aminy, jako je histamin, tryptamin,
fenyletylamin, tyramin, kadaverin a putrescin (Kohajdova, Karovic¢ova a Greif, 2008, s. 31;
Santos et al., 2003, s. 595). Dal§i moznou cestou tvorby mize byt aminace nebo
transaminace aldehydd a ketont (KaroviCova a Kohajdovéa, 2005, s. 70; Kohajdova,
Karovi¢ova a Greif, 2008, s. 31-32). Aminaci ketonit mohou vzniknout sekundarni aminy.
Transaminaci aldehydii mohou rovnéz byt tvofeny i alifatické diaminy (putrescin a
kadaverin) (Kohajdova, Karovi¢ova a Greif, 2008, s. 31-32).

2.1.1 Dekarboxylace aminokyselin

Pti dekarboxylaci aminokyselin je odstépena a-karboxylova skupina a vznika piislusny

amin (Shalaby, 1996, s. 680) dle obr. 1.
R—CHNH,—COOH — R CH,NH, + CO,

Obr. 1: Dekarboxylace aminokyselin. Upraveno dle
Fadda, Vignolo a Oliver, 2001, s. 2015.

Na dekarboxylaci se podili exogenni enzymy, které jsou uvolnény dekarboxyldza-
pozitivnimi mikroorganizmy (Fadda, Vignolo a Oliver, 2001, s. 2015; Ozogul a Ozogul,
2007, s. 385). Enzymy dekarboxylazy jsou specifické na L-formu aminokyselin a zvySenou
aktivitu vykazuji zejména u bakterii (Kohajdova, Karovicova a Greif, 2008, s. 31). Jedna
se ptfedevSim o Cetné druhy hnilobnych bakterii, ale také o fady druhti bakterii mlé¢ného
kvaseni (Sméla, 2004, s. 432). Mimo jiné jsou rozsifené u zivocichi a rostlin (Kohajdova,

Karovi¢ova a Greif, 2008, s. 31).

Kofaktorem dekarboxylaz je pyridoxalfosfat, ktery ma katalytickou funkci (Juneja a Sofos,
2010, s. 249; Kohajdova, Karovi¢ova a Greif, 2008, s. 31). Reakce karbonylové skupiny
pyridoxalfosfatu s aminokyselinou vznikaji meziprodukty (Schiffovy baze). Tyto
slouceniny jsou nasledné¢ dekarboxylovany za vzniku odpovidajiciho aminu. Namisto

pyridoxalfosfatu mize byt pfitomen i pyruvoylovy zbytek (Juneja a Sofos, 2010, s. 249).
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2.2 Vznik v zivych organizmech

Gastrointestinalni trakt je vyznamnym mistem tvorby polyamint. Bakterie, jako Bacillus,
Clostridium, Enterococcus, Klebsiella, Morganella a Proteus, metabolizuji aminokyseliny z
potravy (Teti, Visalti a McNair, 2002, s. 109-110). Tato bakterialni syntéza probiha
dekarboxylaci aminokyselin pifimo na polyaminy nebo na dal$i meziprodukty, které jsou
nasledné¢ modifikovany za vzniku funkénich polyaminii. Napiiklad z ornitinu ¢innosti
ornitindekarboxylazy (ODC) vznika putrescin. Timto zptisobem syntézy se tvofi i histamin
a kadaverin (Shah a Swiatlo, 2008, s. 5).

Z putrescinu déle ¢innosti enzymu spermidinsyntazy a sperminsyntazy vznika spermidin a
spermin. Tvorba téchto dvou polyamini vyzaduje aminopropyl, ktery poskytuje S-
adenosylmetionin (SAM) (Larqué, Sabater-Molina a Zamora, 2007, s. 88; Teti, Visalti a
McNair, 2002, s. 110). S-adenosylmetionin je tvofen z metioninu. Takto vzniklé polyaminy
jsou Casteéné absorbovany v gastrointestinalnim traktu a nasledné mohou byt

transportovany do bunék prostiednictvim nosi¢u (Teti, Visalti a McNair, 2002, s. 110).

2.3 Cinitelé ovliviiujici dekarboxylazovou aktivitu mikroorganizmu
Zékladni podminky vzniku BA v potravinach jsou tfi (Komprda, 2007, s. 29):

* pfitomnost aminokyselin v substratu
* pfitomnost mikroorganizmi s dekarboxyldzovou aktivitou

* vhodné podminky pro rist a mnoZeni mikroorganizmd.

vvvvvv

dostupnost volnych aminokyselin, teplota, pH - aktivni kyselost, koncentrace NaCl, piistup
kysliku atd. (Juneja a Sofos, 2010, s. 252; Komprda, 2007, s. 29-30).

2.3.1 Dostupnost volnych aminokyselin

Koncentrace dostupnych volnych aminokyselin hraje zasadni roli pfi tvorbé aminl v
potravinach. Tyto aminokyseliny jsou totiz prekurzory aminil, a navic tvofi substrat pro
rust mikroorganizmt. Pfitomnost bakterii s vysokou proteolytickou enzymovou aktivitou
stimuluje tvorbu aminli zvySovanim dostupnosti volnych aminokyselin. Mira
dekarboxylace aminokyselin zavisi na koncentraci produkovaného aminu nebo na
pritomnosti dalsich BA. (Juneja a Sofos, 2010, s. 249-250)
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2.3.2 Teplota

V publikacich je Casto uvadéno, Zze obsah amind zévisi na dobé a teploté skladovani.
Teplota ovliviiuje rast a enzymatickou aktivitu mikroorganizmu (Suzzi a Gardini, 2003, s.
48). Optimalni teplota rtstu vétSiny mikroorganizmi vybavenych dekarboxyla¢nimi
enzymy je v rozmezi 20 °C a 37 °C (Karovi¢ova a Kohajdova, 2005, s. 71). Pti 15 °C
mikrobidlni dekarboxyldzy zlstavaji aktivni, i kdyz vétSina mikrobidlni populace dosahuje
stacionarniho riistu nebo zanika. VysSi teploty mohou podporovat proteolytické a
dekarboxylazni reakce. Vysledkem je pak zvySujici se koncentrace BA po skladovani
(Suzzi a Gardini, 2003, s. 48-49). Z toho vyplyva, ze ¢im je teplota niz$i, tim je
dekarboxylazni ¢innost méné stabilni. Napiiklad histidindekarboxylaza se zacéina
inaktivovat po osmi az patnacti dnech v -20 °C. Skladovani pii velmi nizkych az
mrazirenskych teplotich je nepfiznivé pro tvorbu BA (Juneja a Sofos, 2010, s. 252).
Nicméné putrescin byl v mase produkovan psychrotrofnimi mikroorganizmy i pii 4 °C

(Suzzi a Gardini, 2003, s. 49).

Teploty nad 75°C zplsobuji u mléka destrukci mlénych protedz a proteolytickych
bakterii, coz ma za nasledek nizky obsah volnych aminokyselin, a tim dochazi ke snizeni

tvorby BA (Kohajdova, Karovicova a Greif, 2008, s. 45).

2.3.3 pH - aktivni kyselost

Dulezitym faktorem, ktery ovliviiuje dekarboxylazovou aktivitu aminokyselin je pH. Tato
aktivita byla silngjsi v kyselém prostfedi a optimalni hodnota pH se pohybuje v rozmezi
4,0 a 55 (Silla-Santos, 1996, s. 219-220). Nicméné tvorba aminti zavisela spiSe na
mnozstvi rostoucich dekarboxyldza-pozitivnich bakterii neZ na samotnych rlstovych
podminkach. Prudkym poklesem pH dochazi k omezeni rGstu amino-pozitivnich
mikroorganizmi zejména z Celedi Enterobacteriaceae, a tim i ke snizeni produkci BA
(Suzzi a Gardini, 2003, s. 47-48).

2.3.4 Koncentrace NaCl

Vysoké koncentrace NaCl snizujici vodni aktivitu mohou inhibovat vznik amint Vv
potravinach, jelikoz niz§i vodni aktivita zpomaluje bakterilni riist. Naopak pii niz§ich
koncentracich je jejich produkce podpofena (Juneja a Sofos, 2010, s. 253). Pritomnost
NaCl inhibuje histidindekarboxylazy a aktivuje tyrozindekarboxylazy (Kohajdova,
Karovi¢ova a Greif, 2008, s. 36).
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Rozdily v mnozstvi vody a poméru stl/voda mély dilezitou roli pfi rozmnozovani
mikroorganizm béhem fermentace a skladovani fermentovanych masnych vyrobkd.
Produkce amint se snizila, kdyz koncentrace NaCl v médiu vzristala od 0 % do 6 %
(Suzzi a Gardini, 2003, s. 48). Dale susenim fermentovanych salamut se snizi obsah vody
predevsim na okraji salamu, kde je tento proces nejintenzivnéj$i, naopak stfed obsahuje
vice vody, tedy vétsi mnozstvi amind. Z toho divodu ma vyznamny podil na produkci
amin®l i pramér tohoto vyrobku. Cim vét§i je promér salamu, tim vy3$§i mnoZstvi téchto

sloucenin obsahuje (Kohajdova, Karovicova a Greif, 2008, s. 42).

2.3.5 Pristup kysliku

Kyslik je potfebny pro rtst mikroorganizmti vybavenych dekarboxylazami (Kohajdova,
Karovi¢ova a Greif, 2008, s. 36). Zasobovani kyslikem je tedy vyznamny faktor pro
biosyntézu BA. Naptiklad Enterobacter cloacae produkuje ptiblizné poloviéni mnozstvi
putrescinu v anaerobnim prostiedi a Klebsiella pneumoniae syntetizuje vyrazné méné
kadaverinu, ale ziskava schopnost produkovat putrescin za anaerobnich podminek. Redox
potencial média také ovliviiuje tvorbu BA. SniZzeni redox potencidlu mize podpofit

produkci histaminu (Karovi¢ova a Kohajdova, 2005, s. 71).
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3 BAKTERIALNI ROD ENTEROCOCCUS

3.1 Taxonomie enterokoku

Taxonomické zafazeni (Sedlacek, 2007, s. 248):

Doména (Domain) Bacteria

Kmen (Phylus) Firmicutes

Ttida (Class) Bacilli

Rad (Order) Lactobacillales
Celed’ (Family) Enterococcaceae
Rod (Genus) Enterococcus.

Predtim nez vznikl samotny nazev rod Enterococcus, byly enterokoky fazeny v rdmci rodu
Streptococcus. Pozdgji byly enterokoky z tohoto rodu vyclenény. (Murray, 1990, s. 46-47;
Morrison; Woodford a Cookson, 1997, s. 89)

Do rodu Enterococcus byly ptefazeny a piejmenovany druhy Streptococcus faecalis a
Streptococcus faecium. Kratce poté byly do tohoto rodu piesunuty a piejmenovany také
druhy Streptococcus avium, Streptococcus casseliflavus, Streptococcus durans,
Streptococcus malodoratus a Streptococcus gallinarum (Murray, 1990, s. 46-65). Druhy
jako Enterococcus porcinus a Enterococcus seriolicida byly diive fazeny a pozd&ji

reklasifikovany z rodu Enterococcus (Naser et al., 2005, s. 2224).

Bakterialni rod Enterococcus zahrnuje 43 druhd, které byly izolovany z nejriznéjsiho
prostiedi. Enterokoky se &leni do n&kolika vnitrodruhovych fylogenetickych skupin (Svec,
2012, 167-178). V tab. 3 jsou uvedeny jednotlivé fylogenetické skupiny.

Tab. 3: Prislusné druhy jednotlivych fylogenetickych skupin. Upraveno dle Hardie a
Whiley, 1997, s. 8; Morrison, Woodford a Cookson, 1997, s. 90.

Skupina Druh

Enterococcus faecium E. durans, E. faecium, E. hirae, E. mundtii

E. avium, E. pseudoavium, E. malodoratus,

Enterococcus avium .
E. raffinosus

Enterococcus gallinarium E. gallinarum, E. casseliflavus
Enterococcus cecorum E. cecorum, E. columbae
" E. faecalis, E. dispar, E. sulfureus,
odli$né druhy P

E. saccharolyticus
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3.2 Charakteristika enterokoku

Enterokoky jsou grampozitivni koky sférického nebo ovoidniho tvaru vyskytujici se po
dvou, ve shlucich nebo v kratkych fetizcich. Tyto bakterie netvoii endospory a pouzdra, ale

nékteré druhy jsou pohyblivé nevyraznymi biciky. (Sedlacek, 2007, s. 248-249)

Enterokoky jsou fakultativné anaerobni, chemoorganotrofni s fermentativnim
metabolizmem a vyZzaduji nutricné¢ bohatda média. Vyuzivaji Siroké rozmezi sacharidd,
které zkvaSuji za vzniku L(+) kyseliny mléné bez tvorby plynu. Jsou kataldza negativni,
Casto viridujici (a-hemolyza) na krevnim agaru (Sedlacek, 2007, s. 248-249). Rostou v
rozmezi od 10 °C do 45 °C, v médiu s obsahem 6,5 % NaCl ¢i 40 % zluce a pti pH 4,0 az
9,6. Piezivaji v8ak zahtev i pii 62,8 °C po dobu 30 min (Bhardwaj, Malik a Chauhan,
2008, s. 319).

3.2.1 Enterococcus faecium

Bakterie Enterococcus faecium jsou nepohyblivé. ZkvasSuji L-arabindzu, ale nezkvasuji
sorbitol. Ziidka redukuji nitraty a z argininu tvoti amoniak. Specialni pozadavky na vyzivu
a rust jsou: vitaminy - biotin, nikotinova a pantotenova kyselina, riboflavin, pyridoxin a
kyselina listova. Rostou pfi teploté 10 °C i 45 °C a pii pH 9,6. Optimalni kultivacni teplota
je 37 °C. Tyto bakterie tvoii lesklé vypouklé kolonie s neporusenymi okraji po aerobni
kultivaci na M17 agaru s glukézou pii teploté 30 °C (Chumchalova, 2008).

3.3 Priznivé ucinky enterokoki

Vzhledem k tomu, Ze enterokoky tvoii zna¢ny podil pivodni pfirozené se vyskytujici
mikroflory traviciho traktu savcd, se uplatiuji jako probiotika. Jako probiotické ptisady do
potravin se pouzivaji E. faecium a E. faecalis. Vyuzivaji se k udrzeni rovnovahy v travicim

traktu a k potlacovani priajmu. (Sukova, 2003 cit. podle Agronavigator)

Dalsi ptiznivy ucinek enterokokll je produkce bakteriocinii potlacujici rist jinych, Casto
patogennich druhi bakterii ve fermentovanych masnych vyrobcich (Hugas, Garriga a
Aymerich, 2003, s. 227). Z enterokokl se nejvice ve vyrobé vyuziva E. faecium (Hugas,
Garriga a Aymerich, 2003, s. 224).

Enterokoky ovliviwyji také organoleptické vlastnosti syri béhem zrani (Giraffa, 2002, s.
164). Typicka chut’, struktura a aroma je dana proteolytickou a lipolytickou aktivitou

enterokokid. Tyto metabolické aktivity se vyuzivaji pfi vyrobé syrt z ovc¢iho, koziho a
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mén¢ kravského mléka (Foulquie Moreno, 2006, s. 2; Bhardwaj, Malik a Chauhan, 2008, s.
319). Priznivé vlastnosti enterokokl vedly k jejich zaclenéni do uréitych startovacich
kultur (Bhardwaj, Malik a Chauhan, 2008, s. 319; Sukova, 2003 cit. podle Agronavigdtor).
Jako doplnkova kultura pii zrani syru cedarového typu se pouziva E. faecium
(Chumchalova, 2008). Pfitomnost enterokokti v nékterych syrech béhem zrani lze pficist

jejich rastu v Siroké skale teplot a jejich odolnosti vici pH a soli (Giraffa, 2002, s. 166).

3.4 Skodlivé u¢inky enterokokii - dekarboxylazova aktivita

Enterokoky patfi mezi mikroorganizmy produkujici enzymy dekarboxyldzy. Mohou byt
prirozené¢ ptitomny v produktech, anebo mohou byt vnesené pied technologickym

zpracovanim, béhem nebo po ukonceni vyroby. (Greif et al., 1999, s. 15-16)

Bover-Cid et al. (2001, s. 188-186) oznacuje studované enterokoky za ¢astymi producenty
tyraminu a fenyletylaminu. Pleva et al. (2012b, s. 441) zjistili, Ze téméf jedna Ctvrtina
testovanych Enterococcus faecium produkovala tyramin. Burdychova a Komprda (2007, s.
151-153) uvadi, ze fada kmenl rodu Enterococcus tvoii takové koncentrace tyraminu,

které prekracuji hladinu toxicity (100 mg.kg™).

Tvorba BA je kmenové velmi zavisla. U kmene E. faecium M2C izolovaného z masa
kralika byla nejcastéji detekovana produkce tyraminu, putrescinu, fenyletylaminu a
spermidinu (Pleva et al., 20123, s. 47-48). Nicmén¢ Pleva et al. (2012b, s. 441) uvadi, Ze
vySe uvedeny kmen produkoval tyramin, kadaverin a putrescin. Podle Plevy et al. (2012b,
S. 439-442) nebyla prokazana dekarboxylazova aktivita u kment E. faecium MC7 a M1b
izolovanych z masa kralika. Zatimco kmen E. faecium 5BM1 produkoval tyramin,
fenyletylamin a kadaverin. Z zadnych testovanych kment netvofil histamin, spermidin
nebo spermin (Pleva et al., 2012b, s. 441).

Pfitomnost enterokokt je v mlé¢nych vyrobcich povazovana za indikaci nedostateénych
sanita¢nich podminek. Patii k termorezistentnim bakteriim ptezivajicim pasteracni teploty
a vyskytuji se i v suSeném mléce (Sukova, 2003 cit. podle Agronavigdtor). Cinnosti
enterokokl vznika v syrech predevsim tyramin. Bylo zjisténo, ze E. faecium produkoval i

malé mnozstvi histaminu v kozim syru (Gardini et al., 2001, s. 106).
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4 OPTICKA DENZITA

Opticka denzita (OD) je standardnim ukazatelem ruastu bun€k (Rao, 2010 s. 7). Urcuje se
dle zakalu (turbidimetricky) spektrofotometrem nebo fotometrem (Bunkova a Dolezalova,
2010, s. 127; Widdel, 2010, s. 5). Tyto pristroje se pouzivaji pro stanoveni hustoty
mikrobialni populace (Fugelsang a Edwards, 2007, s. 239).

Turbidimetrie je analytickd technika zalozend na sledovani rozptylu svétla Casticemi
suspendovanymi v kapaling, tj. srazeninami nebo koloidnimi ¢asticemi. M¢&fi se intenzita
zateni proslého roztokem, tedy zareni nerozptyleného. Detektor zafeni je umistén ve sméru

prochazejiciho zafeni. (Némcova, Cermékova a Rychlovsky, 1997, s. 163)

V obr. 2 je znazornéno schéma turbidimetrického méfeni.

Df”\”(l}fﬁ

1

— =0

Obr. 2: Schéma turbidimetrického méreni: 1- zdroj
zareni, 2,2'- cocky, 3- vzorek, 4- detektor. Upraveno
dle Némcové, Cermdkové a Rychlovského, 1997, s. 163.

Turbidimetrie slouZi k urovani koncentrace suspendované latky ve vzorku. Ke stanoveni
se pouzivaji kalibra¢ni kiivky. Metodika méteni je nésledujici: intenzita zafeni proslého
vzorkem se srovnava s intenzitou zatreni proslého Cistym rozpoustédlem. Turbidimetrie je
vhodnd predev§im pro méfeni roztokli s velkym obsahem suspendovanych Ccastic.

(Némcova, Cermakova a Rychlovsky, 1997, s. 163)

Rozptyl svétla je zavisly nejen na koncentraci bun¢k v kultuie, ale také na dalSich
faktorech, jako je absorbance svétla v kultivacnich médiich, velikost a tvar bakterialnich
bun€k. Velikost bun¢k se mize lisit v zavislosti na typu pouzitého média (Zachary, Burton
a Kaguni, 1997, s. 23). Rozptylu svétla zavisi i na vinové délce. Rozptyl kratSich vinovych
délek je siln€jsi nez u dlouhych vinovych délek. (Widdel, 2010, s. 5)

Turbidimetrické méteni zakalu (OD) kultivaénich médii v pribéhu ristu bakterialnich
bunék se provadi pii hodnoté absorbance 600 nm (Supinova, 2009, s. 25; Zachary, Burton
a Kaguni, 1997, s. 23). Pii této vinové délce bakterialni buiiky neabsorbuji zna¢né

mnozstvi svétla. U vinovych délek mensich nez 600 nm komponenty v médiich vyznamné
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ptispivaji k celkové absorbanci (Zachary, Burton a Kaguni, 1997, s. 23). Dale Fugelsang a

Edwards (2007, s. 239) uvadi pti spektrofotometrickém méteni prochazejiciho svétla
hodnotu vinové délky 420 a 650 nm.

Grafickym vyjadfenim rastu bakterii je rtstova kiivka. Lze ji ziskat vynesenim logaritmu

poctu zivych bunék stanovenych v casovych intervalech. Rustovd kiivka je

charakteristicka ur¢itymi ristovymi fazemi. (Bunkova a Dolezalova, 2010, s. 128)

V obr. 3 jsou znazornény faze ristové kiivky bakterii.
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Obr. 3: Faze ristové krivky bakterii. Upraveno dle Supinové, 2009, s. 27.

Lag faze se n¢kdy oznacuje jako prFipravna faze nebo faze zdrzeni (Bunkova a
Dolezalova, 2010, s. 128). Béhem této faze se bunky nerozmnoZzuji, prozatim
zvet§uji sviij objem a aktivuje se jejich enzymovy systém (Supinova, 2009, s. 26).
Ve fazi zrychleného ristu jsou jiz buniky pfizptisobené novému prostiedi a na
konci tohoto obdobi maji buiky velkou intenzitu metabolizmu a velkou rychlost
déleni. (Bunkova a Dolezalova, 2010, s. 128)

Exponencialni faze je charakteristicka intenzivnim mnozenim bun¢k a prakticky
nedochazi k odumirani bunck, ty také maji konstantni velikost. (Bunkova a
Dolezalova, 2010, s. 128-129)

Faze zpomaleného ristu je typicka snizenim intenzity metabolizmu a mnozeni
bun¢k v diisledku vycerpani zivin a hromadéni metabolitl. V této fazi nartistd pocet

odumirajicich bunék. (Bunikova a Dolezalova, 2010, s. 129)
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V.

VI.

Ve stacionarni fazi dochazi k vyrovnani poc¢tu odumirajicich bunék a jejich
ptirtstku. Rychlost déleni je tedy nulovéa, mnozstvi bun¢k je konstantni a nabyva ve
stacionarni fazi maxima. V této fazi je vétSina zivin jiz vyCerpana a dochazi také k
nahromadéni toxickych metabolitd. (Bunikova a Dolezalova, 2010, s. 129)

Faze odumirani je charakterizovana nariistajicim poctem odumirajicich bun¢k a
snizenim intenzity metabolizmu. Rychlost déleni klesa pod nulovou hodnotou.
(Bunkova a Dolezalova, 2010, s. 130)
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. PRAKTICKA CAST
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5 CILE PRACE

Cilem prace bylo studium vybranych C¢initela ovliviiujici dekarboxylazovou aktivitu
Enterococcus faecium. Tato aktivita byla sledovana pti danych podminkach statické

kultivace se zaméfenim na:

» teplotu 6 °C a 30 °C

 pH5;6a7

» koncentraci NaCl 0; 1; 2; 3a 6 (w/v)
» pfistup kysliku.

Pro vyhodnoceni cilit bylo nutné stanovit:

1. Optickou denzitu, tzv. narist bakterii Enterococcus faecium fotometrem.
2. Mnozstvi produkovanych biogennich amind a polyamind pomoci vysokoucinné

kapalinové chromatografie na reverznich fazich (RP-HPLC).
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6 MATERIAL A PRISTROJE

6.1 Pouzity mikroorganizmus

Pro vypracovani prace byly pouzity bakterialni kmeny Enterococcus faecium 5BM1 a
M2C. Tyto kmeny byly izolovany z masa kralika a byly ziskany z Ustavu fyziologie

hospodarskych zvierat, Slovenské akademie véd v Kosicich.

6.2 Kultiva¢ni média

Bakterie Enterococcus faecium byly kultivovany v tekutych médiich v Brain Heart
Influsion Broth (BHI; HiMedia). Jako prekurzory sledovanych BA a polyamind byly
pouzity aminokyseliny (AMK; Sigma-Aldrich): histidin, ornitin, arginin, lyzin, tyrozin a
fenylalanin v koncentraci 0,2 % (w/v) (Pleva et al., 2012a, s. 46). Pro stanoveni optické

denzity a dekarboxyldzové aktivity byla pouzita shodna média.

BHI bujon
BHI (Brain Heart Influsion Broth) 37,00 g
Deionizovana voda (Aqua Osmotic) 1000,00 ml

Tento bujon se pouZzival i pro pfipravu inokula.

BHI agar
BHI (Brain Heart Influsion Agar) 52,209
Deionizovana voda (Aqua Osmotic) 1000,00 ml

Pro uchovavani bakterii byl pouZit Brain Heart Influsion Agar (BHI; HiMedia). Pfipravena
média BHI bujonu a BHI agaru byla sterilovana v autoklavu pii teploté 121 °C po dobu 15

minut.

6.3 Chemikalie a roztoky

1,7-heptandiamin (Sigma-Aldrich) v koncentraci 5 g.I", aceton, acetonitril (Sigma-
Aldrich), aminokyseliny (histidin, ornitin, arginin, lyzin, tyrozin a fenylalanin; Sigma-
Aldrich) v koncentraci 0,2 % (w/v), dansylchlorid (Sigma-Aldrich) v koncentraci 5 g.I™,
denaturovany etanol (LachNer), dusikovy plyn, hydrogenuhli¢itan sodny (Merck), chlorid
sodny (NaCl; LachNer), karbonatovy pufr (pH 11,1-11,2), kyselina chlorista (Merck) v

koncentraci 1,2 mol.I"}, kyselina chlorovodikova (HCI) v koncentraci 6 mol.I™, parafinovy
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olej (Pliva-Lachema), prolin (Merck), uhli¢itan draselny (Merck), uhli¢itan sodny bezvody
(Merck).

6.4 Pomiicky a pristroje

Analytické vahy (Sartorius BA 110S; A&D GH-200 EC), autoklav (Systec 2540EL),
automatické mikropipety (Biohit a Nichyrio), biologicky termostat (Memert), derivatiza¢ni
nadoby (vialky), fotometr (Benchmark), horkovzdu$na susarna (Memert), chladni¢ka
(Elektrolux), laboratorni plast (Spicky automatickych pipet, ependorfkové mikrozkumavky,
ockovaci klicky, mikrotitraéni desticka), laboratorni sklo (Simax), laboratorni tfepacka
(LT2), mikrovinna trouba, o¢kovaci box (Biohazard), odstfedivka (Hettich), pH-metr,
plynovy kahan, syst¢tm RP-HPLC (bindrni pumpa LabAlliance, USA, autosampler
LabAlliance, USA, kolona s termostatem; UV/VIS DAD detektor (A = 254 nm); a degaser
1260 Infinity, Agilent Technologies), vortex (Heidolph, Reax).
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7 METODIKA

7.1 Priprava inokula

Inokulum bylo zaockovano predem piipravenou 1 % kulturou mikroorganizmi. Kultivace
probéhla pii teploté 30+=1 °C po dobu 24 hodin v termostatu. Takto pifipravena suspenze

bakterii narostenych pies noc byla pouzita pro zaockovani do kultiva¢nich médii.

7.2 Priprava ruznych kultiva¢nich podminek

Dekarboxylazova aktivita Enterococcus faecium byla zkoumana v zavislosti na teploté
(61 °C; 30£1 °C), pH (5; 6; 7) koncentraci NaCl (0; 1; 2; 3; 6 % (w/v)) a dostupnosti
kysliku (Pleva et al., 2012a, s. 46). Celkem bylo pfipraveno 5 médii s rdznymi
podminkami statické kultivace dle tab. 4. U média 1 a 2 byla sledovana dekarboxylazova
aktivita E. faecium kmene M2C. Dekarboxylazova aktivita E. faecium kmene 5BM1 bylo

zkoumano u ostatnich médii pfi danych podminkach kultivace.

Tab. 4: Prislusna média s riznymi kultivacnimi podminky.

Médium teplota °C pH koncentrace NaCl (% wi/v)
1 6+1 5 0;1;2;3;6
2 6+1 6 0;1;2;3;6
3 6+1 7 0;1;2;3;6
5 6+1 5 0;1,2;3;6
4 30+1 7 0;1;2;3;6

Kazdé médium bylo ptipraveno v koncentraci 0; 1; 2; 3 a 6 % (w/v) NaCl, navazenim
potiebného mnozstvi NaCl a BHI s aminokyselinami. Nasledné byly tyto komponenty

smichany s pozadovanym objemem vody dle tab. 5.

Tab. 5: Priprava médii za pouziti potrebnych komponent.

Médium NaCl (g) BHI (9) AMK (9) H20 (ml)
0 % NaCl - 7,992 0,432 216
1 % NaCl 2,16 7,992 0,432 216
2 % NaCl 4,40 7,992 0,432 216
3 % NaCl 6,60 7,992 0,432 216

6 % NaCl 13,20 7,992 0,432 216
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Zivna média byla upravena na pozadované pH okyselenim HCl o koncentraci 6 mol.1™.
Nasledné¢ byly do zkumavek odebirany 3 ml pfislusného média. Poté byla média
sterilovana v autoklavu pfi teploté¢ 121 °C po dobu 20 minut. Kazda zkumavka byla
ofkovana 1 % suspenzi bakterii. Nezaockovana zivna média slouzila jako srovnavaci
vzorky tzv. kontroly. Polovina médii byla kultivovana anaerobn¢ pfidanim 1 ml sterilniho

parafinového oleje (Pliva-Lachema). Kazdy izolat byl kultivovan tfikrat.

7.3 Odebirani vzorkua

Podle danych kultivacnich podminek bylo provedeno 10 odbért (TO-T10) v ptislusnych
casovych intervalech. Pii kultivaéni teplot¢ 6+1 °C byly vzorky odebirany do

devatenactého dne kultivace dle tab. 6.

Tab. 6: Jednotlivé odbéry v casovych intervalech pri kultivaci 6+1 °C.

Odbér | TO T1 T2 T3 T4 TS5 T6 T7 T8 T9 T10

Dny 2 3 5 7 8 10 12 15 16 17 19

Pti kultivacni teploté 30+1 °C byly vzorky odebirany 3 dny dle obr. 7.

Tab. 7: Jednotlivé odbéry v casovych intervalech pri kultivaci 30+1 °C.

Odbér| TO TL T2 T3 T4 715 716 | 17 T8 T9 |T10

Hodiny] 2 4 6 8 10 12 14 | 26 32 36 | 50

Dny 1 2 3

Odbér byl proveden nasledovné: z kazdého stojanu byly odebrany tfi zkumavky S
parafinem a tfi bez parafinu. Zivné médium po kultivaci testovanych bakterii bylo
centrifugovano (4000 x g; 22+1 °C; 20 minut) (Pleva et al., 2012a, s. 46). Z kazdé
zkumavky bylo nasledné odebrano 750 pl média se suspenzi bakterii a 750 ul kyseliny
chloristé o koncentraci 1,2 mol.I" do ependorfkové mikrozkumavky. Timto zptisobem byly

ptipraveny i kontroly.

Béhem odbéri bylo méfeno pH zaockovanych kultivaénich médii pH-metrem s

kombinovanou sklenénou elektrodou. VSechny vzorky byly métfeny trojim opakovanim.
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7.4 Meéreni optické denzity

Pii kazdém odbéru pro analyzu byl sledovan narust Enterococcus faecium kment 5BM1 a
M2C meéfenim optické denzity bun¢k pii vinové délce 655 nm proti kontrole pomoci
fotometru (Bechmark). Do prislusnych jamek mikrotitra¢ni desticky bylo pipetovano 200

pl kultivaéniho média se suspenzi bakterii a kontroly slouzici jako srovnavaci médium.

7.5 Stanoveni dekarboxylazové aktivity Enterococcus faecium

Produkce 7 amint: tyraminu (TYR), kadaverinu (CAD), fenyletylaminu (PHE), histaminu
(HIS), putrescinu (PUT), spermidin (SPD) a sperminu (SPN) byla stanovena pomoci
vysokoué¢inné kapalinové chromatografie na reverznich fazich (RP-HPLC) s binarni

pumpou po piedchozi derivatizaci dansylchloridem (Pleva, 2012b, s. 439).

Postup derivatizace BA a polyamini dansychloridem byl proveden podle Dadéakové,
Kftizka a Pelikanové (2009, s. 367). Kazdy vzorek z ependorfkové mikrozkumavky byl
pipetovan po 1 ml do derivatiza¢nich nadob (vialek). Dale bylo piidano 100 ul vnitiniho
standardu v koncentraci 5 g.I", 1,5 ml karbonatového pufru (pH 11,1-11,2) a 2 ml &erstvé
pFipraveného roztoku dansylchoridu v acetonu o koncentraci 5 g.I™. Jako interni standard
byl pouzit 1,7-heptandiamin. Nasledovalo dvacetihodinové tiepani v temnu. Po uplynuti
této doby bylo do kazdé vialky pfidano 200 pl roztoku prolinu a probéhlo dalsi hodinové
tiepani. Po hodin¢ byly napipetovany 3 ml heptanu a vzorky byly 3 minuty intenzivngé
protiepany. Po tfepani byl odpipetovan 1 ml vrchni heptanové vrstvy (supernant), ktery byl
odpafen pod inertnim plynem pii teplot¢ 60 °C. Suchy odparek byl rozpustén 1,5 ml
acetonitrilu. Biogenni aminy a polyaminy rozpusténé v acetonitrilu byly filtrovany
(porozita filtru 0,22 um) a nanaseny na kolonu (Cogent HPLC Column HPS C18, 150 x
4,6 mm, 5um) (Pleva, 20123, s. 46-49).
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

Schopnost tvorby biogennich aminii rodem Enterococcus potvrdil pfedchazejici skrining
(Pleva et al., 2012b, s. 439-442). Ke studii této prace byly vybrany kmeny Enterococcus
faecium 5BM1 a M2C. U téchto kment byly sledovany vybrané faktory, u kterych se
predpoklada, ze jsou schopny ovliviiovat produkci BA a polyamind. Vybrané faktory byly
nasledujici: kultivaéni teplota (61 °C a 30+1 °C), pH (5; 6 a 7), NaCl (0-6 % (w/V)),
aerobni/anaerobni prostiedi a byly zvoleny tak, aby co nejvice vystihly podminky pfi

zpracovani a skladovani masa. Celkem bylo analyzovano celkem 1650 vzorki.

8.1 Dekarboxylazova aktivita Enterococcus faecium kmene 5BM1

Dekarboxylazova aktivita bakterialniho kmene E. faecium 5BMI1 byla sledovana pii
kultiva¢nich podminkéch: teplota 6+1 °C a 30+1 °C, pH5a 7.

Maximalni hodnoty produkce amint u E. faecium 5BM1 béhem kultivace pii 6+1 °C a pH
5 za aerobnich podminek byly: TYR <945 mg.I", SPN <43 mg.I", PHE <23 mg.I"*, CAD
<17 mg.I", PUT <8 mg.I™ a za anaerobnich podminek: TYR <914 mg.I", SPN <51 mg.I*,
PHE <24 mg.I"!, CAD <17 mg.I", PUT <8 mg.I". Pi pH 7 za acrobnich podminek: TYR
<107 mg.I", SPN <23 mg.I"*, CAD <8 mg.I"}, PUT <4 mg.I", PHE nebyl detekovan a za
anaerobnich podminek: TYR <159 mg.1™*, SPN <23 mg.I"*, CAD <9 mg.I"}, PUT <4 mg.I™,
PHE op¢t nebyl detekovan.

Maximalni hodnoty produkce aminti u E. faecium 5BM1 béhem kultivace pii 30+1 °C a
pH 7 za aerobnich podminek byly: TYR <1208 mg.I"*, PHE <150 mg.I"" SPN <83 mg.I™,
CAD <15 mg.I"*, PUT <7 mg.I" a za anaerobnich podminek: TYR <1554 mg.I*, PHE
<231 mg.I", SPN <159 mg.I™, CAD <11 mg.I™, PUT <5 mg.I"".

Podle Plevy et al. (2012b, s. 441) E. faecium 5BM1 produkoval tyramin, fenyletylamin a

kadaverin, coz se slucuje i s naSimi vysledky.

Histamin (HIS) a spermidin (SPD) byl produkovan kmenem E. faecium SBM1 pod mezi
detekce (2 mg.I"") v uvedenych kultivaénich podminkach.

Fadda, Vignolo a Oliver (2001, s. 2016) zjistili, ze kmeny rodu Enterococcus neprodukuji
histamin, ale zejména tyramin. Podle Burdychové a Komprdy (2007, s. 151-153) bylo
mnozstvi tyraminu vznikajici Cinnosti bakterii E. faecium jiz v takové koncentraci, které

prekracuji hladinu toxicity (100 mg.I™), coz odpovida i nasim zaznamenanym hodnotam.
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Bover-Cid et al. (2001, s. 186) oznacily sledované kmeny rodu Enterococcus (16 kmeni)
za Castymi producenty tyraminu a také fenyletylaminu. Podle téchto autorti byla produkce
tyminu v rozmezi 10-3000 mg.I"* a mnozstvi fenyletylaminu bylo niZzsi, coz opét
koresponduje s nasimi hodnotami. Nedetekovali vSak putrescin a kadaverin (Bover-Cid et
al., 2001, s. 187). Bover-Cid a Holzapher (1999, s. 39) rovnéz nedetekovali produkci
putrescinu a kadaverinu kmeny E. faecium, ale zaznamenali hodnoty tyraminu v rozmezi
379-4339 mg.I™.

Pleva et al. (20123, s. 47) tvrdi, Ze se tvorba BA za aerobnich a anaerobnich podminek se v
Case zvySovala. Podle nami uvedenych grafi nebyl pribéh tvorby s ¢asem vzdy vzristajici.
Rozdily v obsahu jednotlivych vyprodukovanych aminii mohou byt zplsobeny

zpomalenim rustu E. faecium v anaerobnim prostiedi (Pleva et al., 2012a, s. 47).

Tvorba BA a polyamint je ovlivnéna predevs§im ristovou fazi bunék, tedy mnozstvim a
aktivitou bakterii E. faecium v médiu (Pleva et al., 2012a, s. 47). Obecné Ize fici, Ze rist
bakterii E. faecium byl relativné linearni s tvorbou jednotlivych produkovanych amini.
Vyjimkou je spermin kultivovany pii teploté¢ 30+1 °C a pH 7. Tvorba tohoto polyaminu

byla nelinearni vzhledem k rustové fazi sledovaného bakterialniho kmene.

Pleva et al. (2012a, s. 47) uvadi, zZe ze sledovanych faktord ma na rust a dekarboxylazovou
aktivitu vliv predev$im teplota, ktera je schopna zpomalit bunéény rust, prodlouzit
generacni dobu a Umémé tomu i tvorbu BA. Optimalni teplota rlstu vétSiny
mikroorganizmi vybavenych dekarboxylaénimi enzymy je v rozmezi 20 °C a 37 °C
(Karovicovda a Kohajdova, 2005, s. 71). Cim je nizsi teplota kultivace, tim je
dekarboxylazni ¢innost méné stabilni (Juneja a Sofos, 2010, s. 252), coz koresponduje s
naSimi vysledky. Produkce zejména tyraminu, fenyletylaminu a sperminu pfislusnym
kmenem E. faecium pii 30+1 °C a pH 7 byla vyrazné vyssi nez u kultivace pii 6+1 °C, pH

5a 7. Oviem produkce jednotlivych aminti byla zavisla i na dalSich faktorech.

Kmen E. faecium pii 621 °C a pH 5 produkoval nejvyssi mnozstvi tyraminu dvanacty den
kultivace za aerobnich podminek pii 0 % (W/v) NaCl (TYR 945,13+87,78 mg.l™) a za
anaerobnich podminek pfi 1 % (w/v) NaCl (TYR 914,22435,16 mg.1™). Jednotlivé hodnoty
tyraminu jsou uvedeny v piiloze PIl. Pfi 1 % (w/v) NaCl byl pribéh tvorby tyraminu
nasledujici: mnozstvi se zvySovalo od prvniho odbéru po odbér T6 a poté doslo k poklesu.
Obdobny prubéh byl i s 1 a 2 % (w/v) NaCl. Tvorba tyraminu v 3 % (w/v) NaCl od

prvniho dne odbéru az po desaty den kultivace vzristala. Poté nasledoval pokles a
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sedmnacty den se mnozstvi tyraminu za aerobnich podminek opét zvySovalo dle obr. 4.
Pti 6 % (w/v) NaCl se syntéza tyraminu vyrazn¢ zménila, kdy s ¢asem bylo produkovano
relativné stejné mnozstvi, ale doslo k jeho poklesu (TYR <99 mg.l'l) v porovnani s 0 %

(w/v) NaCl. Prabéh tvorby tyraminu pfi 1; 3 a 6 % (w/v) NaCl je zobrazen v ptiloze PI.

mmm TYRAE mmmTYRAN =——0D AE

In TYR mg.I*
I
In OD

Obr. 4: Produkce tyraminu u E. faecium pri 6 °C, pH 5, 0; 3 a 6 % NaCl. TYR

AE - produkce v aerobnim prostiedi, TYR AN - produkce v anaerobnim

prostiedi. OD - optickad denzita mérena pri 655 nm za aerobnich podminek.
Tvorba sperminu pti 61 °C a pH 5 méla pievazné klesajici tendenci do patnactého az
Sestnactého dne kultivace dle pfilohy PI. Nejvétsi nartst byl jiz prvnim dnem kultivace pfi
3 % (w/v) NaCl za aerobnich podminek (SPN 42,55+3,02 mg.1™) a za anaerobnich pfi 2 %
(w/v) NaCl (SPN 50,82+3,93 mg.I"). Redukci sperminu mohla zapfiinit jeho spotieba pri
tvorbé dalSich polyamint. Je tieba podotknout, Ze na produkci sperminu méla vyznamny
vliv koncentrace NaCl. Klesajici zavislost produkce sperminu neni tak zfetelné vyrazna,

jelikoZz s rostouci koncentraci NaCl dochazi k postupnému naristu sperminu.

Produkce fenyletylaminu pii 6+1 °C a pH 5 byla vyraznéjsi az dvanacty den kultivace dle
obr. 5. Nejvyse zaznamenana hodnota fenyletylaminu byla dvanacty den kultivace v 0 %
(W/v) NaCl jak za aerobnich podminek (PHE 27,20+3,84 mgl™), tak i za anaerobnich
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podminek (PHE 23,93+0,94 mg.I'"). Pribéh tvorby fenyletylaminu pii 0 % (w/v) NaCl byl
obdobny jako u tyraminu. Z obr. 5 je patrné, ze produkce fenyletylaminu byla inhibovana v
6 % (w/v) NaCl, kdy je tvorba fenyletylaminu tak nevyrazna, ze jiz nebyla ani detekovana.

Produkce fenyletylaminu pii rizné koncentraci NaCl je uvedena i v ptiloze PI.
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Obr. 5: Produkce fenyletylaminu u E. faecium p#i 6 °C, pH 5, 0; 1 a 6 % NaCl.
PHE AE - produkce v aerobnim prostredi, PHE AN - produkce v anaerobnim

prostiedi. OD - opticka denzita mérena pri 655 nm za aerobnich podminek.

Mnozstvi kadaverinu pii 6+1 °C a pH 5 se pohybovalo v rozmezi za aerobnich podminek:
7-17 mg.I"" a za aerobnich podminek: 3-8 mg.I™. S rostouci koncentraci NaCl dochazi k
nepatifenému snizeni obsahu kadaverinu. Nejvétsi narust kadaverinu byl vétSinou pfi

prvnich dnech kultivace.

Tvorba putrescin byla pii 6+1 °C a pH 5 nejvétsi prvni den kultivace a poté nasledoval
pokles. Koncentrace NaCl vyznamné neovliviiovala produkci putrescinu. Putrescin je
prekurzorem polyaminu sperminu a spermidinu (viz kap. 1.2), ¢imz mohlo dojit k jeho
ubytku.

Na dekarboxylazovou aktivitu E. faecium (5BM1) pii 6+1 °C mélo vliv pH i NaCl. Béhem

kultivace se pH zvysilo pouze o 0,1 v zavislosti na tvorbé jednotlivych amini, které maji
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zasadité pH, pti¢emz dochazi k ubytku aminokyselin. Podle Silla-Santos (1996, s. 219-
220) byla dekarboxylazova aktivita nejsilnéjsi v kyselém prostiedi a optimalni hodnota pH
se pohybovala v rozmezi 4,0 a 5,5, coz koresponduje s naSimi vysledky. Napiiklad
produkce tyraminu v 0 % (w/v) NaCl byla vyssi pfimo umérmné snizovani pH jak za

aerobnich, tak i za anaerobnich podminek.

Tvorbu tyraminu ovliviiovalo vyznamné pH. Nejvyssi hodnota tyraminu pii 61 °C a pH 7
byla s 2 % (w/v) NaCl za aerobnich podminek osmy den kultivace (TYR 106,62+11,52
mg.I™) a za anaerobnich podminek desaty den kultivace (TYR 158,86+23,53 mg.I™). Obg
hodnoty tyraminu pfi pH 5 a pH 7 ptekracovaly Groven toxicity. VIiv koncentrace NaCl na
produkci tyraminu byl podobny jako pii 61 °C a pH 5. Grafické znazornéni syntézy

tyraminu pii pH 7 je uvedeno v obr. 6.
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Obr. 6: Produkce tyraminu u E. faecium p7i 6 °C, pH 7, 0 a 6 % NaCl. TYR AE
- produkce v aerobnim prostredi, TYR AN - produkce v anaerobnim prostredi.

OD - opticka denzita mérena pri 655 nm za aerobnich podminek.
Obsah sperminu pti 6+1 °C a pH 7 se s rostoucim pH snizoval jako u tyraminu. Nejvys$si
zaznamenana hodnota produkce sperminu v médiu pii 0 % (w/v) NaCl za aerobnich
podminek byla: SPN 23,12+0,40 mg.1™ a za anaerobnich podminek inila: SPN 22,69+0,97
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mg.I". Na produkci sperminu pii téchto podminkach kultivace m&la vliv i koncentrace
NaCl. Rostouci koncentrace NaCl ovlivnily tvorbu sperminu obdobné jako pfi kultivaéni
teploté 6+1 °C a pH 5.

Pti 6 °C a pH 7 byl kadaverin produkovén v niz§im mnoZzstvi nez pii 6 °C a pH 5. Nejvyse
zaznamenana hodnota kadaverinu byla pti 3 % (w/v) NaCl za aerobnich podminek
posledni den kultivace (CAD 7,92+0,76 mg.I") a za anacrobnich podminek sedmy den
kultivace (CAD 8,57+0,35 mg.I"). Obsah kadaverinu v 3 % (w/v) NaCl se s Gasem
zvySoval az do sedmého dne Kultivace, nasledoval sestup a patnacty den kultivace

mnozstvi opét vzrustalo. Podobné tomu tak bylo i s 6 % (w/v) NaCl.
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Obr. 7: Produkce kadaverinu u E. faecium p#i 6 °C, pH 7, 0 a 6 % NaCl. CAD

AE - produkce v aerobnim prostiedi, CAD AN - produkce v anaerobnim

prostiedi. OD - optickad denzita mérena pri 655 nm za aerobnich podminek.
Putrescin pifi 61 °C a pH 7 nebyl produkovan ve vyznamnych koncentracich.

Fenyletylamin nebyl za téchto kultiva¢nich podminek detekovan.

Produkce tyraminu kmenem E. faecium pti 30+1 °C a pH 7 byla vyrazna jiz u prvniho
odbéru jak za aerobnich podminek (0 % (w/v) NaCl: TYR 74,9042.23 mg.I"™), tak i za
anaerobnich (0 % (w/v) NaCl: TYR 65,20+2,03 mg.I™). Jeho obsah se pfi 0 % (w/v) NaCl
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kontinudlné zvySoval az do druhé dne kultivace v Case T9, poté doslo k nepatrnému
poklesu dle obr. 8. Obdobna produkce tyraminu byla i s 1; 2 a 3 % (w/v) NaCl. Pti 6 %
(w/v) NaCl byla jiz situace odlisna a to tak, Zze po Sesti hodinach jeho obsah mirné klesl jak
za aerobnich podminek, tak i za anaerobnich. Za dvé hodiny mnozstvi tyraminu opét
nartistalo. NejvySe zaznamenand hodnota tyraminu byla za aerobnich podminek tieti den
(T10) kultivace s 2 % (w/v) NaCl (TYR 1208,25+108,30 mg.I") a za anaerobnich
podminek druhy den kultivace (T9) s 3 % (w/v) NaCl (TYR 1553,64+21,21 mg.I™"). Je
nutné podotknout, Ze nejvice produkované mnozstvi tyraminu pfisluSnym kmenem E.

faecium bylo pravé pii této kultivaéni teploté.

mmmTYRAE ®msmTYRAN =—O0OD AE
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Obr. 8: Produkce tyraminu u E. faecium p7i 30 °C, pH 7, 0 a 6 % NaCl. TYR
AE - produkce v aerobnim prostiedi, TYR AN - produkce v anaerobnim

prostiedi. OD - optickad denzita mérena pri 655 nm za aerobnich podminek.

Druhym nejvice produkovanym BA kmenem E. faecium pii 30+1 °C a pH 7 byl
jelikoz pii pH 7 a teploté 6+1 °C nebyl tento BA detekovan. Koncentrace fenyletylaminu
pii 30+1 °C a pH 7 byla u prvnich odbéri nepatrna. Az po osmihodinové kultivaci (T3)

byla produkce fenyletylaminu p#i 0-3 % (w/v) NaCl vyznamna, pficemz jeho mnozstvi
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kontinualn¢ rostlo. Pridavek 6 % (w/v) NaCl zpomaloval produkci fenyletylaminu dle obr.
9. Nejvyse zaznamenana hodnota fenyletylaminu byla za aerobnich podminek tieti den
kultivace (T10) s 2 % (w/v) NaCl (PHE 149,60+1,24 mg.I™") a za anaerobnich podminek
tieti den kultivace (T10) s 3 % (w/v) NaCl (PHE 230,61+17,76 mg.I™).
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Obr. 9: Produkce fenyletylaminu u E. faecium pri 30 °C, pH 7, 0 a 6 % NaCl.
PHE AE - produkce v aerobnim prostiedi, PHE AN - produkce v anaerobnim

prostiedi. OD - opticka denzita mérena pri 655 nm za aerobnich podminek.

Produkce sperminu méla pii 30+1 °C klesajici charakter dle obr. 10. Spermin, jak jiz bylo
zminéno, mize byt prekurzorem jinych latek, ¢imz dochazi k jeho redukci. Tento polyamin
byl produkovan v nejvétsi koncentraci za aerobnich podminek pii 2 % (w/v) NaCl
(82,89+6,48 mg.I") a za anaerobnich podminek pii 3 % (w/v) NaCl (158,71+6,08 mg.1™).
Tyto hodnoty byly vyssi nez mnozstvi tyraminu. Nepatrny Vliv na snizeni tvorby sperminu
mélo 6 % (w/v) NaCl.
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Obr. 10: Produkce sperminu u E. faecium p#i 30 °C, pH 7, 0 a 6 % NaCl. SPN
AE - produkce v aerobnim prostiedi, SPN AN - produkce v anaerobnim
prostiedi. OD - opticka denzita mérena pri 655 nm za aerobnich podminek.
Mnozstvi kadaverinu pii 301 °C a pH 7 se s ¢asem neménilo dle obr 11. Nejvyssi
zaznamenana hodnota kadaverinu byla: 14,46+0,35 mg.1™". Nepatrné rozdily v mnoZstvi

mohou byt pfipisovany pusobenim odlisnych koncentraci NaCl.

Produkce putrescinu pii 30+1 °C a pH 7 nebyla vyznamna.
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Obr. 11: Produkce kadaverinu u E. faecium pri 30 °C, pH 7, 1 a 6 % NaCl.
CAD AE - produkce v aerobnim prostredi, CAD AN - produkce v anaerobnim

prostiedi. OD - opticka denzita mérena pri 655 nm za aerobnich podminek.

8.2 Dekarboxylazova aktivita Enterococcus faecium kmene M2C

Dekarboxylazova aktivita bakterialniho kmene E. faecium M2C byla sledovana pfi
kultiva¢nich podminkéch: teplota 6+1 °C, pH5a 6.

Maximalni hodnoty produkce aminti u E. faecium M2C béhem kultivace pii 6+1 °C a pH 5
za aerobnich podminek byly: TYR <190 mg.I", PUT <21 mg.I"}, SPN <15 mg.I*, CAD
<12 mg.I", PHE <7 mg.I"* a za anaerobnich podminek: TYR <163 mg.I"}, PUT <23 mg.I*?,
SPN <16 mg.I"*, CAD <12 mg.I"*, PHE <8 mg.I™.

Maximalni hodnoty produkce amint u E. faecium M2C béhem kultivace pii 6+1 °C a pH 7
za aerobnich podminek byly: TYR <150 mg.I", SPN <19 mg.I", PUT <18 mg.I"}, CAD
<14mg.I"", PHE <5 mg.I"* a anaerobnich podminek: TYR <122 mg.I*, PUT <19 mg.I?,
SPN <16 mg.I"*, CAD <13 mg.I"*, PHE<4 mg.I™.

Histamin (HIS) a spermidin (SPD) byl produkovan kmenem E. faecium M2C pod mezi
detekce v uvedenych kultivaénich podminkach.
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Pleva et al. (2012a, s. 47) uvadi, ze kmen E. faecium M2C je schopny produkce tyraminu,
putrescinu, kadaverinu, fenyletylaminu a spermidinu, coz se slucuje i S nasimi vysledky.
Dale tvrdi, Ze dekarboxylazova aktivita E. faecium pii 6x1 °C v prvnim az Sestnactém dnu
byla fadové obdobnd. Nejvyssi zaznamenany narust produkce tyraminu byl ¢tvrty den
kultivace (TYR 83,22+11,93 mg.I""), od tohoto dne se produkce zpomalovala (Pleva et al.,
2012as. 47).

Produkce tyraminu kmenem E. faecium pii 6+1°C a pH 5 byla vyrazna jiz u prvniho
odbéru za aerobnich podminek (0 % (w/v) NaCl: TYR 21,85+0,82 mg.I™") a za anaerobnich
podminek (0 % (w/v) NaCl: TYR 22,06+1,05 mg.1™"). Nejvyse zaznamenana hodnota byla
za aerobnich podminek devatenacty den kultivace s 2 % (w/v) NaCl (TYR 189,38+9,70
mg.I'") a za anaerobnich podminek sedmnécty den kultivace s 1 % (w/v) NaCl (TYR
162,61+16,29 mg.I"™"). Dalsi namé&fené hodnoty jsou uvedeny v piiloze PI. Pii 2 % (w/v)
NaCl byl pribéh tvorby tyraminu za aerobnich podminek nasledujici: mnozstvi se
kontinualn¢ zvySovalo od prvniho odbéru do dvanactého dne kultivace dle obr. 12.
Nepatrny pokles byl zaznamenan patnacty a sedmnacty den Kultivace. S rostouci
koncentraci NaCl se mnozstvi tyraminu snizovalo. Pleva et al. (2012a s. 48) uvadi znatelny
rozdil v produkci tyraminu pii jednotlivych koncentracich, dale konstatuje, ze 3 % (wW/v)
NaCl ma efekt akceleratoru, zatimco 6 % (w/v) NaCl tvorbu BA zpomaluje. Prubéh tvorby

tyraminu pfi riznych koncentracich NaCl je uveden v piiloze PI.

Produkce sperminu pii 6+1 °C a pH 5 od prvniho dne kultivace vétSinou po patnacty az
Sestnacty den rostla. Zména v trendu ristu muze byt zpiisobena pfeménou sperminu na jiné
latky. Nejvétsi nartist sperminu byl Sestnacty den kultivace za aerobnich podminek v 0 %
(w/v) NaCl (SPN 15,30+0,79 mg.1™") a dvanécty den kultivace za anaerobnich s 3 % (W/v)
NaCl (SPN 16,20+0,32 mgl?). Tyto hodnoty relativné odpovidaly mnoZstvi
vyprodukovaného spermidinu, ktery byl detekovan autory Pleva et al. (2012a, s. 48).

Nameéfené hodnoty a graf tvorby sperminu jsou uvedeny v piiloze PI.
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mm TYRAE ®mmmTYRAN =—0D AE

In TYR mg.I!

Obr. 12: Produkce tyraminu u E. faecium pri 6 °C, pH 5, 0 a 6 % NaCl. TYR
AE - produkce v aerobnim prostiedi, TYR AN - produkce v anaerobnim

prostiedi. OD - opticka denzita mérena pri 655 nm za aerobnich podminek.

Na tvorbu putrescinu pii 61 °C a pH 5 mélo vliv pfedevsim koncentrace NaCl. Produkce
byla za aerobnich podminek nejintenzivngjsi pii 3 % (w/v) NaCl (PUT 20,60+0,53 mg.1™)
a za anaerobnich podminek s 2 % (w/v) NaCl (PUT 23,14+4,23 mg.l™). Produkce
putrescinu byla pfi 6 % (w/v) NaCl relativné inhibovana jak za aerobnich podminek (PUT
7,42+0,70 mg.I™"), tak i za anaerobnich (PUT 8,21+0,73 mg.I™"). Produkce putrescinu je
uvedena v piiloze Pl. Dle Plevy et al. (2012a, s. 48) byl putrescin tvofen za aerobnich i
anaerobnich podminek az od ¢tvrtého dne kultivace u koncentrace NaCl <1 % (w/v) pfi
6+1 °C, dale se produkce postupné zvySovala za aerobnich i anaerobnich podminek. Dle
nasSich vysledkt se tenhle udaj neshoduje, jelikoz byl produkovan v nizkych koncentracich

jiz prvni den kultivace.

Na mnozstvi kadaverinu pii 6+1 °C a pH 5 méla nepatrny vliv koncentrace NaCl, kdy s 6
% (w/v) NaCl byl jeho pribéh jiny nez u ostatnich koncentraci. Pfi této koncentraci byla
vice potlacena produkce kadaverinu do desatého dne odbéru dle obr. 13. Nejvyssi

zaznamenana hodnota kadaverinu pfi této kultivacni teploté byla pii 2 % (w/v) NaCl
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patnacty den kultivace za aerobnich podminek (PUT 12,11+0,71 mgl™), za anaerobnich
pii 1 % (w/v) NaCl (PUT 12,0140,59 mg.I™).

s CAD AE = CAD AN ==0OD AE

In CAD mg.I1

0% NacCl 6% NaCl
6+1°C

Obr. 13: Produkce kadaverinu u E. faecium pri 6 °C, pH 5, 0 a 6 % NaCl.
CAD AE - produkce v aerobnim prostiedi, CAD AN - produkce v anaerobnim

prostiedi. OD - opticka denzita mérena pri 655 nm za aerobnich podminek.

Tvorba fenyletylaminu pii 6+1 °C a pH 5 se vyznamné neménila. NejvySe zaznamenana

hodnota byla za aerobnich i anaerobnich podminek desaty den kultivace s 2 % (w/v) NaCl.

Na dekarboxylazovou aktivitu kmene E. faecium M2C pii 6+1 °C mélo rovnéz vyznamny
vliv jak koncentrace NaCl, tak i pH. Jak jiz bylo zminéno, dekarboxylazova aktivita byla
nejsilngjsi v kyselém prostiedi. Nicméné Suzzi a Gardini (2003, s. 47-48) uvadi, ze tvorba
amind je zavisla spiSe na mnozZstvi rostoucich dekarboxylaza-pozitivnich bakterii nez na
samotnych rastovych podminkach. Prudky pokles pH inhibuje rist amino-pozitivnich
mikroorganizmi (Suzzi a Gardini, 2003, s. 47-48). Tohle tvrzeni koresponduje pouze s
produkci sperminu a kadaverinu, kdy s rostoucim pH je jejich koncentrace vyssi. Ostatni

detekované aminy byly vice produkovany pfi niz§im pH.
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Produkce tyraminu kmenem E. faecium pii 6+1 °C a pH 6 byla opét vyrazna u prvniho
odbéru za aerobnich podminek (0 % (w/v) NaCl: TYR 25,14+0,69 mg.I") a za anaerobnich
podminek (0 % (w/v) NaCl: TYR 27,79+3,33 mg.I™"). Nejvyssi hodnota byla s 1 % (w/v)
NaCl za aerobnich podminek posledni den kultivace (TYR 149,44+23.24 mgl™) a za
anaerobnich podminek dvanacty den kultivace (TYR 121,53+2,74 mg1™). Tyto hodnoty
byly podstatné nizsi nez pii pH 5. Vliv koncentrace NaCl byl nepatrny dle obr. 14.

mmm TYRAE mmmTYRAN =—=—O0D AE

In TYR mg.I1
In OD

Obr. 14: Produkce tyraminu u E. faecium pri 6 °C, pH 6, 0 a 6 % NaCl. TYR
AE - produkce v aerobnim prostredi, TYR AN - produkce v anaerobnim

prostiedi. OD - opticka denzita mérena pri 655 nm za aerobnich podminek.

Produkce sperminu pfi kultivaéni teploté¢ 61 °C a pH 6 mélo rostouci a osmym dnem
klesajici tendenci. Dekarboxylazova aktivita sperminu je vyssi pii pH 6 nez pii pH 5,

jelikoz rust E. faecium byl méné inhibovan.

Putrescin byl tvoten pii 61 °C a pH 6 v nepatrn¢ niz§im mnozstvi nez pii pH 5. Nejvyssi
nartst byl paty den kultivace pii 0 % (w/v) NaCl za aerobnich podminek (PUT 18,12+0,15
mg.I"") a za anaerobnich (PUT 19,13+1,80 mg.I™"). Je zcela pfirozené, Ze produkce BA
muze byt vysSi za anaerobnich podminek, jelikoz jsou sledované bakterie fakultativné

anaerobni. Tvorbu putrescinu ovliviioval piidavek NaCl. Mnozstvi putrescinu se v 0 a 6 %
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(w/v) NaCl s casem neménilo. Nicméné 1; 2 a 3 % (w/v) NaCl inhibovala tvorbu

putrescinu, zatimco 6 % (w/v) NaCl ji podporovala dle obr. 15.

mmwm PUT AE = PUT AN =—=0D AE

In PUT mg.I1
N

Obr. 15: Produkce putrescinu u E. faecium p#i 6 °C, pH 6, 1 a 6 % NaCl. PUT

AE - produkce v aerobnim prostredi, PUT AN - produkce v anaerobnim

prostredi. OD - optickad denzita mérena pri 655 nm za aerobnich podminek.
Tvorba kadaverinu pti 6+1 °C a pH 6 byla nepatrné redukovana niz§im pH. Na produkci
kadaverinu méla vliv koncentrace NaCl. Nejvétsi mnozstvi bylo produkovano s 1 % (w/v)
NaCl a nejmensi mnozstvi pti 6 % (w/v) NaCl. Fenyletylamin nebyl sledovanym kmenem

produkovan ve vyznamném mnozstvi.
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ZAVER
Na zakladé ziskanych vysledku jsou studované izolaty Enterococcus faecium (5BM1 a

M2C) z masa kralika dekarboxyldza-pozitivni, ¢imz se zatfazuji do kategorie kment

produkujici BA a polyaminy.

Kmeny Enterococcus faecium 5BM1 a M2C byly schopné produkce tyraminu, sperminu,
fenyletylaminu, kadaverinu a putrescinu. Histamin a spermidin nebyly detekovany.
Mnozstvi jednotlivych  produkovanych amini zaviselo na danych faktorech.
Dekarboxylazova aktivita kmene E. faecium 5SBM1 byla ucinngjsi pii 30 °C nez pii 6 °C.
Snizovanim pH byla podpotena produkce BA a polyamind u kment E. faecium 5BM1 a
M2C. Koncentrace NaCl m¢la zejména inhibujici u¢inek na produkci BA a polyamint
sledovanymi kmeny. Oba kmeny maji schopnost dekarboxylace pii chladirenskych
teplotaich 6 °C a nizkém pH 5. Nejcastéji byl detekovan tyramin, kdy jeho hodnoty
prekracovaly hladinu toxicity (100 mg.1™). Bakterie jsou fakultativn& anaerobni, proto je
zcela prirozené, Ze produkce BA a polyamint muze byt vyssi za anaerobnich podminek.

Bylo zjisténo, Ze se produkce aminu li$i v ramci kmenu stejného druhu.

Krali¢i maso poskytuje ptiznivé prostfedi pro kontaminujici mikroflérou bohatou na
produkci BA a polyamini, a tim ohrozuje zdravotni nezdvadnost a bezpecnost této
potraviny pii jeji konzumaci spotiebiteli. Z toho divodu je Zadouci studium dalSich

¢initelt ovliviujici dekarboxyldzovou aktivitu rodu Enterococcus.

Ziskané vysledky této studie budou publikovany na konferenci 26. kongresu
Ceskoslovenské spolec¢nosti mikrobiologické ve dnech 24.6. - 26.6.2013. Vysledky jsou
mozné k nahlédnuti u autora a do budoucna s nimi bude nadale pracovano v diplomové

préci.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AE Za aerobnich podminek
AN Za anaerobnich podminek
AMK Aminokyseliny

BA Biogenni aminy

BHI Heart Influsion Broth
CAD Kadaverin

CR Ceska republika

DAD Detektor diodového pole
DAO Diaminooxidazy

E. Enterococcus

ES Evropské spolecenstvi
HCI Kyselina chlorovodikova
HIS Histamin

L(+) L-forma pravotoc¢ivého enantiomeru
MAO Monoaminooxidazy
NaCl Chlorid sodny

OD Opticka denzita

OoDC Ornitindekarboxylazy
PAO Polyaminooxidazy

PHE Fenyletylamin

PUT Putrescin

RP-HPLC Vysokoucinnd kapalinova chromatografie na reverznich fazich
SAM S-adenosylmetionin

SPD Spermidin



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

59

SPN

TO-T10

TYR

USA

uv

VIS

Spermin

Odbéry v danych ¢asovych intervalech
Tyramin

Spojené staty americké

Ultrafialové zareni

Viditelné zateni

Alfa

VInova délka
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PRILOHA PI: VYBRANE NAMERENE VYSLEDKY A GRAFY
AMINU PRODUKOVANYCH KMENY E. FAECIUM 5BM1 A M2C

Tab. 8: Vybrané namérené vysledky aminii produkovanych kmenem E. faecium M2C pri
kultivacni teplote 6 °C, pH 5, 1; 3 a 6 % (w/v) NaCl.

v

TEPLOTA| NaCl | CAS | TYR | SD | SPN | SD | PUT | SD |InTYR|InSPN |InPUT
TO 22,74 1,28 | 3,32 | 0,31 | 6,13 | 0,29 | 3,1240 | 1,1995 | 1,8128

T1 |5923 ] 184 | 2,63 | 0,18 | 12,51 | 0,16 | 4,0814 | 0,9676 | 2,5266

T2 |6821 | 2,77 | 535 ( 0,02 | 13,81 [ 2,03 | 4,2225 | 1,6768 | 2,6252

T3 |[5901) 643 | 3,26 | 0,01 | 841 | 0,10 | 4,0776 | 1,1823 | 2,1289

T4 | 80,70 | 7,88 | 593 | 0,67 | 3,79 | 0,17 | 4,3907 | 1,7795 | 1,3335

1% NaCl| T5 | 90,65 1,10 | 409 | 0,08 | 3,14 | 0,07 | 4,5070 | 1,4079 | 1,1444
T6 (131,83 1166 | 7,30 [ 0,06 | 3,19 | 0,10 | 4,8815 | 1,9878 | 1,1610

T7 |100,88| 6,79 | 525 | 0,99 | 509 | 0,78 | 4,6139 | 1,6575 | 1,6270

T8 (120,41| 8,32 | 11,53 1,42 | 5,04 | 0,17 | 4,7909 | 2,4447 | 1,6173

T9 |[134,46| 570 | 6,81 [ 0,56 | 4,60 [ 0,24 | 4,9013 | 1,9180 | 1,5268

T10 |166,58| 0,50 | 8,69 | 145 | 4,74 | 0,02 | 51155 | 2,1624 | 1,5560

TO | 22,74 128 | 3,32 | 0,31 | 6,13 | 0,29 | 3,1240 | 1,1995 | 1,8128

T1 |5329| 1,20 | 2,63 | 0,39 | 20,60 [ 0,53 | 3,9757 | 0,9670 | 3,0252

T2 |5634 | 2,40 | 3,71 | 0,07 | 17,41 | 0,18 | 4,0315 | 1,3105 | 2,8570

T3 | 8740 | 7,77 | 423 | 0,16 | 1535 0,10 | 4,4705 | 1,4416 | 2,7313

T4 (101,11 2,45 | 6,66 | 0,07 | 10,73 | 0,89 | 4,6162 | 1,8968 | 2,3731

6+1°C [3%NaCl| T5 | 8542 | 7,14 | 6,13 | 0,57 (12,48 | 0,48 | 4,4476 | 1,8132 | 2,5245
T6 |11524| 157 | 6,71 | 0,82 [ 1578 | 1,76 | 4,4476 | 1,8132 | 2,5245

T7 (132,07 4,63 | 12,12 | 0,97 | 13,99 | 1,27 | 4,7470 | 1,9029 | 2,7587

T8 |139,42| 2,71 | 11,08 | 1,31 | 14,40 | 0,34 | 4,8833 | 2,4945 | 2,6383

T9 |145,06| 14,14 | 7,24 | 1,00 | 14,23 | 0,39 | 4,9771 | 1,9800 | 2,6556

T10 |153,27( 6,27 | 8,39 | 1,45 [ 13,96 | 0,21 | 5,0322 | 2,1269 | 2,6361

TO 22,74 1,28 | 3,32 | 0,31 | 6,13 | 0,29 | 3,1240 | 1,1995 | 1,9851

T1 | 4095 | 141 ] 299 | 0,15 | 511 | 2,91 | 3,7123 | 1,0951 | 1,8343

T2 | 57,00 | 483 | 242 | 0,01 | 7,42 | 0,70 | 4,0430 | 0,8829 | 1,9796

T3 | 7461 | 3,16 | 3,96 | 0,46 | 4,65 | 0,19 | 4,3123 | 1,3765 | 1,8909

T4 | 7412 | 2,12 | 3,30 | 0,15 | 3,89 | 0,26 | 4,3057 | 1,1932 | 1,5240

6% NaClI| T5 | 70,25 | 7,31 | 3,81 | 0,36 | 4,11 | 0,03 | 4,2520 | 1,3369 | 1,5329
T6 (9790 | 0,78 | 12,70 | 1,42 | 4,74 | 0,03 | 4,5840 | 2,5416 | 1,4180

T7 |100,65| 591 | 12,98 | 0,87 | 5,14 | 0,06 | 4,6117 | 2,5632 | 1,1895

T8 (107,69| 5,73 | 11,22 ( 0,63 | 5,89 | 0,22 | 4,6792 | 2,4178 | 1,4876

T9 |[113,19| 6,06 | 6,75 [ 0,06 | 559 [ 0,05 | 4,7291 | 1,9094 | 1,4263

T10 |113,23] 12,13 | 7,42 | 0,19 | 529 | 0,13 | 4,7294 | 2,0036 | 1,4238
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Obr. 16: Produkce tyraminu, sperminu a fenyletylaminu u E. faecium 5BM1 p7i 6 °C, pH

5,51; 3a6 % (w/v) NaCl.



ESPN EPUT ®TYR

In BA mg.I1

Obr. 17: Produkce tyraminu, sperminu a putrescinu u E. faecium M2C p7i 6 °C, pH 5, s I;
3 a6 % (w/v) NaCl.






