Vliv vybranych faktor(i na produkci biogennich
aminu u enterokoku izolovanych z masa kraliku

lveta Mahovska

Bakalarska prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2013 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka

Ustav technologie potravin
akademicky rak: 201272013

ZADANI BAKALARSKE PRACE

{(PROJEKTU, UMELECKEHQ DILA, UMELECKEHD YYKONLI

Iména a prijmeni:  lveta MAHOVSKA

Osobni Cislo: TIO065

Studijnl program:  B2901 Chemie 2 technalagie potrevin

Studijni abor: Chemie & technologie petravin

Forma studia: prezencni

Téma price: Viiw wwbrangrch faktord na produkei biogennich aminf

u enterokolcd izalovanieh T masa krallkd

f£3sady pro vypracovanis

I. Tearsticks &8st
1. Charakterizujte biogenni aminy.
4. Popifta viiv biogennich amind na zdravotnl skav Elevéka.
3. Charakternizujte red Enterococcus.
II. Prakticka £&st
1. Popiste metodiku stanoveni predukce biegennich amind.

2. Stanovie produkci biogennich amind u Enterococcus species metodou RP-HPLC v
ravislosti na vwbranfyeh wnBjSich Fakitorach.

3. ¥ysledky vyhodnotle a fermulujte.



Rozsah bakalaiske prace:
Rozsah pfiloh:
Farma zpracovani bakalafske prace: tifténafelektronicks

Serparm edbama literaluny:

[1] SILLA SANTOS, MH.: Biogenic amines: thair imporance in focds, Intarnational
lournalof Faod Microbiclogy, 1996, 29, 2-3, 113-231

21 IUMHELA, VK., SOF0S, 1N, Pathagens and Toxins in Food: Challenges and
Inter—ventions. 1. wydani. Washington, DC; ASM Press, 2010, 514 5. ISEN
978-1-55581-459-5, Chapter 16. Bingenle Amines in Foods, 248- 274,

131 GARDIMI, F., MARTUSCELLI, M., CARUSC, M.C., GALGANG, F., CRUDELE, M_A_,
FAVATIL, F., GUERZOMI, M.E., SUZZ1, G.: EFerls of pH, tempearature and NaCl
concentration on the-growth kinetics, protealytic activity and blogenle amine
praduction of Enteraenecus fascalis, Intarnational Journalof Food Microbiology, 2001,
64, 1-2, 105117

(4] EANDOUNAS, L., BALLERSTEDT, H., WIKDE, J.H., RULSSENAARS, HJ: Redundancy in
putrescine catabolism in solvent tolerant Pseudomonas putida 513, Journal of
Bigtechnology, 2011, 154, 1, 1-10

Yedouri bakaldfské prace: Ing. Pavel Pleva
Ustav inZanyrstyl echrany zvatnihe prestied
Datum zadani bakalafzke préee: 16. ledna 2013

Termin odevzdani bakalaiske prace: 2. kvétna 20M3

Vo Hind dne 4. dnora 2013

doc Jig. Rombn Cermak, PRO. o oo doc. Ing. Frantisck Bufi<a, Ph.O.
oifan M B Febited ditan




Pfijmeni a jméno: Iveta Mahovska Obor: Chemie a technologie potravin

PROHLASENI
Prohlasuji, ze

*  beru na védomi, Ze odevzdanim diplomové/bakalaiské prace souhlasim se zvefejnénim
své prace podle zdkona €. 111/1998 Sb. o vysokych $kolach a 0 zméné a doplnéni dalsich
zakont (zékon o vysokych Skoldch), ve znéni pozdéjsich pravnich ptedpist, bez ohledu
na vysledek obhajoby D,

* beru na védomi, Ze diplomové/bakalaiska prace bude uloZena v elektronické podobé v
univerzitnim informaénim systému dostupnd k nahlédnuti, Ze jeden wvytisk
diplomové/bakalaiské prace bude uloZen na piislusném ustavu Fakulty technologické
UTB ve Zling a jeden vytisk bude uloZen u vedouciho prace;

*  byl/a jsem sezndmen/a s tim, Ze na moji diplomovou/bakalafskou praci se plné vztahuje
zékon €. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a
0 zméné nék;[)erych zakonu (autorsky zédkon) ve znéni pozdgjsich pravnich predpist, zejm.
§ 35 odst. 3 7;

¢ beru na védomi, Ze podle § 60 % odst. 1 autorského zakona mé UTB ve Zling pravo na
uzavieni licenéni smlouvy o uZiti $kolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského zakona;

*  beru na védomi, Ze podle § 60 ¥ odst. 2 a 3 mohu uZit své dilo — diplomovou/bakalatskou
préaci nebo poskytnout licenci k jejimu vyuziti jen s ptedchozim pisemnym souhlasem
Univerzity Tomase Bati ve Zling, kterd je opravnéna v takovém piipadé ode mne
pozadovat ptimeéfeny piispevek na thradu ndkladd, které byly Univerzitou Tomase Bati
ve Zlin€ na vytvoreni dila vynalozeny (az do jejich skuteéné vyse);

* beru na védomi, Ze pokud bylo k vypracovani diplomové/bakalaiské prace vyuzito
softwaru poskytnutého Univerzitou Tomase Bati ve Zling nebo jinymi subjekty pouze ke
studijnim a vyzkumnym uéelim (tedy pouze k nekomerénimu vyuziti), nelze vysledky
diplomové/bakalai'ské prace vyuzit ke komerénim uceltim;

«  beru na védomi, Ze pokud je vystupem diplomové/bakalarské prace jakykoliv softwarovy
produkt, povazuji se za soucast prace rovnéz i zdrojové koédy, popt. soubory, ze kterych
se projekt skladd. Neodevzdani této soucasti mize byt dlivodem k neobhéjeni préce.



¥ zkon & 111/1998 Sb. o vysokych $koldch a 0 zméné a doplnéni dalsich zakonu (zdkon o vysokych Skoldch), ve znéni pozdéjsich prévnich

predpisd, § 47 Zverejriovani zavérecnych praci:

(1) Vysokd skola nevydélecné zverejriuje disertacni, diplomové, bakaldiské a rigordzni prdce, u kterych probéhla obhajoba, véetné posudki
P i a vysledku obhajoby prostiednictvim databdze kvalifikaénich praci, kterou spravuje. Zpisob zvefejnéni stanovi vnitini pfedpis

vysoké skoly.

(2) Disertacni, diplomové, bakaldrské a rigorézni prace odevzdané uchazecem k obhajobé musi byt téZ nejméné pét pracovnich dni pred

kondnim obhajoby zvefejnény k nahliZeni vefejnosti v misté uréeném vnitinim pfedpisem vysoké Skoly nebo neni-li tak uréeno, v misté

pracovisté vysoké skoly, kde se md konat obhajoba prdce. KaZdy si miZe ze zvefejnéné prdce porizovat na své ndklady vypisy, opisy nebo

rozmnoZeniny.

(3) Plati, Ze odevzddnim prdce autor
2)

[ se zvefejnénim své préce podle tohoto zdkona, bez ohledu na vysledek obhajoby.

zdkon €. 121/2000 Sb. o prdvu autorském, o prdvech souvisejicich s prévem autorskym a o zméné nékterych zékond (autorsky zékon) ve
znéni pozdéjsich pravnich predpisd, § 35 odst. 3:

(3) Do prdva autorského také nezasahuje $kola nebo Skolské ¢i vzdéldvaci zafizeni, uZije-li nikoli za ucelem pfimého nebo nepfimého
hospoddrského nebo obchodniho prospéchu k vyuce nebo k viastni potfebé dilo vytvorené Zdkem nebo studentem ke spinéni skolnich nebo
studijnich povinnosti vyplyvajicich z jeho pravniho vztahu ke Skole nebo skolskému ¢&i vzdélévaciho zafizeni (Skolni dilo).

? z6kon €& 121/2000 Sh. o prdvu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zékond (autorsky zdkon) ve
znéni pozdéjsich prévnich predpisd, § 60 Skolni difo:

(1) Skola nebo 3kolské ¢i vzdéldvaci zatizeni maji za obvyklych podminek prévo na uzavieni licenéni smlouvy o uziti Skolniho dila (§ 35
odst. 3). Odpird-li autor takového dila udélit svoleni bez vaZného divodu, mohou se tyto osoby domdhat nahrazeni chybéjiciho projevu jeho
vile u soudu. Ustanoveni § 35 odst. 3 zustdva nedotéeno.

(2) Neni-li siedndno jinak, muZe autor Skolniho dila své dilo uZit &i poskytnout jinému licenci, neni-li to v rozporu s oprévnénymi zéjmy $koly
nebo skolského ¢i vzdéldvaciho zarizeni.

(3) Skola nebo $kolské ¢i vzdéldvaci zafizeni jsou oprdvnény poZadovat, aby jim autor $kolniho dila z vydélku jim dosaZeného v souvislosti s
uZitim dila ¢i poskytnutim licence podle odstavce 2 pfiméfené pFispél na Ghradu ndkladd, které na vytvofeni dila vynaloZily, a to podle
okolnosti az do jejich skutecné vyse; pfitom se prihlédne k vysi vydélku dosazeného Skolou nebo s ym ¢i vzdélévacim zafizenim z uZiti
Skolniho dila podle odstavce 1.




ABSTRAKT

Cilem této bakalaifské prace bylo pozorovat vliv vybranych vnéjSich faktorti na
produkci biogennich amini u mikroorganismi rodu Enterococcus. Produkce byla
sledovéna u Enterococcus sp. izolovaného z masa kralikti. Celkem bylo analyzovano 1320
vzorkd. Pfi inokulaci byl pouzit Brain Heart Infusion Broth bujon. Béhem kultivace byly
odebirany v riznych Casovych intervalech vzorky, u kterych byla nasledné métena opticka
denzita. Mnozstvi vyprodukovanych biogennich aminii bylo stanovovano pomoci RP-
HPLC. Nejvice produkovanym biogennim aminem testovanymi bakteriemi byl tyramin (<
1470 mg/l). Produkce biogennich aminti byla nejvyznamnéji snizovana v médiu pii pHS a

koncentraci NaCl 6%.

Klic¢ova slova: Biogenni aminy, Enterococcus sp., tyramin, dekarboxylace, bezpecnost

potravin, opticka denzita

ABSTRACT

The aim of this work was to observe the influence of selected environmental factors
on the production of biogenic amines by microorganisms of the genus Enterococcus.
Production was observed in Enterococcus sp. isolated from rabbit meat. 1320 samples
were analyzed in total. Brain Heart Infusion Broth was used for inoculation. The samples
were taken at various time intervals during cultivation and then their optical density was
measured. The amount of biogenic amines produced was determined by RP — HPLC.
Tyramin was the most produced biogenic amine (< 1470 mg/l). Biogenic amines
production was decreased significantly in medium with pH5 and with NaCl concentration
of 6%.

Keywords: Biogenic amines, Enterococcus sp., tyramine, decarboxylation, food safety,
optical density
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UvVOD

Prakticky ve vSech potravinach, které obsahuji proteiny, nebo volné aminokyseliny
a mohou umoznit mikrobialni a biochemickou ¢innost, 1ze ptedpokladat vyskyt biogennich
amint (Silla Santos, 1996, s. 214). Biogenni aminy (BA) jsou pfirodni antinutri¢ni Cinitelé,
daleziti z hygienického hlediska, protoze se podili jako ptvodci v fadé ptipadd otravy
potravinami, a jsou schopny zahajovat rozmanité farmakologické reakce (Shalaby, 1996, s.
675). Jejich stanoveni v potravinach je dulezité, kvili jejich potencialni toxicité a kvili

znaktm kvality potravin (Yassoralipour et al., 2012, s. 142).

Biogenni aminy se ¢asto nachdzeji v mase a masnych vyrobcich, v¢etné rybiho
masa, V mensi mife v mase kralicim a zvéfing, a také syrech a jinych fermentovanych
potravindch rostlinného a Zzivocisného plvodu. Krali¢i a rybi maso ma dobré nutri¢ni
vlastnosti, jako je vysoky obsah zeleza, zinku nebo selenu a nizky obsah sodiku. Navic je
Vv dnesni dob¢ krali¢i a rybi maso pouzivano v $iroké skale riznych kuchyni (Pleva et al.,
20123, s. 438-439). U masa a masnych vyrobkii patii mezi vyznamné bakterie produkujici
BA (histamin, kadaverin a putrescin)zejména rody: Pediococcus, Lactobacillus,
Pseudomonas, Streptococcus, Micrococcus a zastupci ¢eledi Enterobacteriaceae. Zaroven
se tyto bakterie mohou lisit v produkci BA i o nékolik tadu (Pleva et al., 2012b, s. 46).

Me¢éfteni biogennich amind v mase a masnych vyrobcich bylo provedeno nékolika
technikami, jako je napftiklad fluorimetrie, UV absorpce, detektor diodového pole a
hmotnostni spektrometrie. Z uvedenych extrakénich metod pro biogenni aminy jsou pro
maso a masné vyrobky nejpouzivanégj$i, jak lze vyvodit z literatury, metody zahrnujici
kyselou extrakci téchto latek, po niz nasleduje bud’ piedkolonova derivatizace
danzylchloridem, s naslednou reverzni fazi vysokoucinné kapalinové chromatografie (RP-
HPLC), pfi které dochazi k separaci ve spojeni s UV detekci, nebo néasleduje detekce
pomoci iontovych part reverzni faze HPLC s kolonou ¢i predkolonou, s naslednou

derivatizaci spolu s fluorescen¢ni detekci. (Leo, Toldra aToldra, 2010, s. 409-409)
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1 BIOGENNI AMINY

1.1 Charakteristika a vyznam biogennich amini

Biogenni aminy jsou zakladni dusikaté slouceniny, které jsou tvoreny dekarboxylaci
aminokyselin, anebo aminaci a transaminaci aldehydi a ketond. Jedna se o organické baze
s nizkou molekulovou hmotnosti, které jsou syntetizovany mikrobialnim, rostlinnym a

zivocisSnym metabolizmem. (Silla Santos, 1996, s. 213)

Vétsina biogennich aminid mlze byt pfirozené pfitomna v fad¢ rostlinnych tkéni a
muze byt také tvofena béhem zpracovavani nebo skladovani potravinovych produkti,
diky tepelné ¢i enzymatické dekarboxylaci volnych aminokyselin (Oliviera et al., 2005, s.
287). K nejvyznamnéjSim biogennim aminim vyskytujici Se V potravinach patii
fenyletylamin, histamin, kadaverin, putrescin, spermidin, spermin, tryptamin a tyramin
(Shalaby, 1996, s. 675).

U nefermentovanych vyrobkii se pfitomnost biogennich aminti nad urcitou miru
povazuje za znamku nezadouci mikrobidlni aktivity. Nicméné, pfitomnost biogennich
aminl v potravindch nemusi nutné souviset s ristem mikroorganizmli zplsobujicich
kaZeni, protoZe nejsou vSechny dekarboxyldza-pozitivni. Pfi vyrobé fermentovanych
vyrobkl je pfedpokladana ptitomnost mnoha druhli mikroorganizmii, z nichZ nékteré jsou
schopny produkovat biogenni aminy. VétSina vyrobki, ve kterych rostou bakterie
mlééného kvaseni, obsahuji zna¢né mnozstvi putrescinu, kadaverinu, histaminu a

tyraminu. (Silla Santos, 1996, s. 214-216)

Biogenni aminy jsou oznaCovany jako indikatory kvality a Cerstvosti potravin (Jenuja
a Sofos, 2010, s. 248). Jenuja a Sofos (2010, s. 248) uvedli, Ze koncentrace se zvySuji

v prubéhu skladovani v disledku mikrobialni metabolické aktivity.
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1.1.1 Histamin

Obr. 1: Histamin
(prevzato a upraveno

dle Juneja a Sofos, 2010, s. 249)

vvvvvv

Histamin (B-imidazolyletylamin) je jednim z nejdalezitéjsich prostiednikt
zapojenych do riznych fyziologickych a patologickych stavi, naptiklad: neurotransmise a
cetné mozkové funkce, sekrece hypofyzarnich hormont, regulace gastrointestinalniho

traktu, funkce krevniho ob&hu a zanétlivych reakci. (Jutel et al., 2002, s. 735)

Jeho biologické G¢inky jsou obvykle vidét pouze tehdy, kdyZ se uvolni ve velkém
mnozstvi v prib¢hu alergickych a jinych reakei (Landete et al., 2011, s. 697). Jutel et al.
(2002, s. 738) prokazali, ze histamin siln€ ovliviiuje imunitni odpoveéd’ organizmu. Toxicita
histaminu je patrné zesilena pfi pfitomnosti dalSich amint, jako je kadaverin, putrescin a

tyramin (Shalaby, 1996, s. 675).

Histamin ucinkuje vazbou jeho 4 receptort na cilové buiiky v riznych tkénich. To
zpusobi kontrakci hladkych svalovych buné€k, vazodilataci, zvySeni vaskularni
permeability a sekreci hlenu, tachykardii, zmény krevniho tlaku a arytmii, stimulaci
sekrece zaludec¢ni kyseliny a nociceptivnich nervovych vldken. (Maintz a Novak, 2007, s.

1185-1186)

Histidin muze byt metabolizovan dvéma zpusoby- oxidativni deaminaci
diaminooxidézou (DAO) nebo kruhovou metylaci histamin-N-metyltransferazou (HNMT).
Zda je histamin metabolizovan DAO nebo HNMT zavisi na lokalizaci histaminu. Protein
DAO je uloZen v plazmé membrany- spojené vezikuldrni struktury v epitelidlnich bunkach,
inaktivujici histamin je cytozolovy protein, ktery umi pfevést histamin pouze

V intraceluldrnim prostoru buniek. (Maintz a Novék, 2007, s. 1186)
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Mezi mikroorganizmy produkujici histamin patii celd fada kmeni, izolovanych
Z riiznych potravinaiskych vyrobkii. Mezi bakterie izolované z ryb, tvofici histamin, patii:
Morganella morganii, Klebsiella pneumonie, Hafnia alvei, Proteus vulgaris, Proteus
mirabilis, Clostridium perfringens, Enterobacter aerogenes, Acinetobacter Iwoffi,
Pseudomonas putrefaciens, Aeromonas hydrophila, Plesiomonas shigelloides a Vibrio spp.
(Jejuna a Sofos, 2010, s. 250)

1.1.2 Tyramin

NH,

OH

Obr. 2: Tyramin

(prevzato a upraveno
dle Juneja a Sofos, 2010, s. 249)

Tyramin je monoamin se sympatomimetickymi U¢inky a nachazi se v mnoha
potravinach (Bryant a Knights, 2010, s. 361). Je pfitomen pouze ve stopovém mnoZstvi
V nervové soustavé savcil, u hmyzu je obsaZen ve vétSim mnoZstvi. Tyramin slouZi jako

prekurzor pro dilezity neuromodulator oktopamin (Davis et al., 2002, s. 271).

Dekarboxylazova aktivita tyrozinu u mikroorganizmi ziskala zvlaStni pozornost,
vyrobcich. Vzhledem k tomu, Ze je silny vazokonstriktor, miZe tyramin pfi vysokych
koncentracich v organizmu vyvolat hypertenzi, migrény, krvaceni do mozku a selhdni

srdce. (Kuley a Ozogul, 2011, s. 1163)

Tyrozin-dekarboxylaéni draha je pfitomna pouze u nékterych druhd bakterii
mlécného kvaseni a je povaZovana spise za kmenové specifickou nez druhové specifickou.
Vzhledem k tomu, Ze dekarboxylac¢ni enzymy jsou aktivovany pii kyselém pH, je obecné

pfijimano, Ze dekarboxyla¢ni drahy jsou aktivovany kvili zvySeni odolnosti bunck viici
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kyselindm a udrzeni bunécné homeostaze, pokud jsou buiiky vystaveny okyseleni. (Pereira
etal., 2010, s. 345)

Razné koncentrace tyraminu byly nalezeny v mnoha potravinach, vcetné syru,
masnych a rybich vyrobka. Déavka pouze 6mg celkového piijmu tyraminu miize byt
nebezpeénd pro pacienty pod antidepresni 1éCbou, ktefi jsou 1éceni inhibitory

monoaminooxidaz (Kuley a Ozogul, 2011, s. 1163).

V laboratornim prostiedi byl tyramin produkovan rody Enterococcus, Lactococcus,
Proteus a Pseudomonas, nebyl vSak produkovan rody Acinetobacter a Bacillus,
Escherichia coli, Hafnia, Salmonella arizonae, Serratia marcescens, Shigella nebo
Yersinia enterocolitica, ani zkoumanymi kvasinkovymi druhy s vyjimkou Candida krusei.
(Jejuna a Sofos, 2010, s. 251)

1.1.3 Fenyletylamin

NH,

Obr. 3: Fenyletylamin

(prevzato a upraveno dle
Juneja a Sofos, 2010, s. 249)

Fenyletylaminy patii do souhrnné tiidy arylalkylamind, které obsahuji alespon
jednu arylovou skupinu a jednu alkylovou skupinu, tedy derivaty nasyceného uhlovodiku.
Kdyz je alkylovou skupinou etyl, jsou tyto skupiny oznacCovany jako aryletylaminy a
aryletanaminy. (Newton, 2007, s. 94)

Fenyletylamin méa vyznamné biologické funkce, v¢etn€ vaskularnich u€inkl nebo
jeho zasahu do aminergickych drah (Zamora, Delgado a Hidalgo, 2012, s. 321).
Fenyletylamin je také pfirodni slozka kakaovych bobl a vyskytuje se tedy v Cokoladg,

¢okolddovych vyrobcich a cukrovinkdch obsahujicich cokolddu. Nékteré druhy hub
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obsahuji také vysoké hladiny fenyletylaminu. Fenyletylamin je inhibitorem
diaminooxidazy a histamin N-metyltransferazy (Silla Santos, 1996, s. 215-224).

Dva biogenni aminy se jevi jako druhové specifické, a to fenyletylamin a
etanolamin, ty jsou ve znaéném mnozstvi produkovany Brettanamyces bruxellensis a

Sacharomyces cerevisiae (Rai a Chikindas, 2011, s. 176).

1.1.4 Tryptamin

NH,
N\

N
H

Obr. 4: Tryptamin

(prrevzato a upraveno
dle Juneja a Sofos, 2010, s. 249)

Tryptamin je monoamin, piirozené se vyskytujici nazelenaly alkaloid u rostlin a
hub. Je chemicky ptibuzny aminokyselin€ tryptofanu, to se zakladd na indolové kruhové
struktufe. Chemické varianty pfirozen€ se vyskytujicich tryptaminli byly ziskany

modifikaci postranniho fetézce nebo funkéni skupiny. (Corkery et al., 2012, s. 259)

Draha vedouci k bioaktivnimu auxinu, indol-3-octova kyselina, je znama jako
tryptaminova draha, ktera postupuje v pofadi: tryptofan, tryptamin, N-hydroxytryptamin,
indol-3-acetaldoxim, indol-3-acetaldehyd a indol-3-octova kyselina (Quittenden et al.,
2009, s. 1130).

Aktivita tyrozin dekarboxylazy byla zjisténa u Lactobacillus brevis a u nesyrové
ptibuzné kultury Lactobacillus lactis subsp. cremoris (Konings, Kuipers a Huis in 't Veld,
1999, s. 235).
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1.1.5 Putrescin, spermidin, spermin

NH
HzN/\/\/ 2

Putrescin

NH
/V\/ 2
HNT N ONH

Spermidin

/\/\ /\/\/
H,N NH NH A~ NH:

Spermin
Obr. 5: Putrescin, spermidin a spermin
(prevzato a upraveno dle Juneja a Sofos, 2010, s. 249)

Putrescin, spermidin, spermin a kadaverin jsou obecné nejcastéji produkované
mobilni polyaminy a jsou nezbytné pro normalni bunécny rist a mnozeni prokaryotickych
a ecukaryotickych bunék. Polyaminy jsou malé alifatické uhlovodiky s kvarternimi
skupinami dusiku, které mayji ¢isté kladny naboj pti fyziologickém pH. Intracelularni obsah
spermidinu (1-3 mmol/l) je vyssi neZ u putrescinu (0,1-0,2 mmol/l)u téméf vsech bakterii,
ackoliv putrescin (10-30 mmol/l) je pievladajicim polyaminem u Escherichia coli,
nasledovany spermidinem (1-3 mmol/l). Pfitomnost sperminu v bakterialnich bunikach neni

znama. (Shah a Swlatlo, 2008, s. 4-5)

U Escherichia coli a mnoho druht rodu Pseudomonas je syntetizovan putrescin
prostiednictvim dvou drah: U prvni drahy dochazi k dekarboxylaci ornitinu na putrescin
pomoci ornitin-dekarboxylazy a u druhé drahy k dekarboxylaci argininu na agmatin
pomoci arginin-dekarboxylazy, poté dochazi k preméné agmatinu na putrescin a mocovinu

diky agmatin-ureohydrolaze (viz ptiloha P I) (Shah a Swlatlo, 2008, s. 5).

Polyaminy jako putrescin se nachazeji v mnoha organizmech, piisobi jako signalni
a regulacni molekula v zavislosti na podminkach stresu zptisobeného reaktivnimi formami
kysliku, teplem, UV zafenim, kyselinou a osmotickym tlakem (Bandounas et al., 2011, s.
1).Spermidin a spermin se podileji na vyvoji stfevni tkané (Silla Santos, 1996, s. 222).
Spermin je schopen regenerovat tokoferol z tokoferoxylového radikalu ptes donora vodik
Z aminoskupiny. Sperminovy radikal nésledné vaze lipidové nebo peroxidové radikaly do

lipidového komplexu (Karovicova a Kohajdova, 2005, s. 70).
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1.1.6 Kadaverin
HZN/\/\/\NHZ

Obr.6: Kadaverin
(pFrevzato a upraveno
dle Juneja a Sofos, 2010, s. 249)

Diamin kadaverin (1,5-diaminopentan) je tvofen dekarboxylaci intracelularniho
lyzinu enzymem lyzin dekarboxylazou (viz ptiloha P I). Tento enzym se nachazi u
prokaryot, jako jsou bakterie a mykoplazmata. Sav¢i bunky nedisponuji za normalnich
podminek unikatnim enzymem lyzin dekarboxyldzou a nesyntetizuji kadaverin. Pfitomnost
intracelularniho kadaverinu v savéich buinkach byla obvykle v souvislosti s otravami

mykoplazmaty. (Hawel et al., 1994, s. 7412)

Kadaverin je jednim z nejméné rozsifenych piirozené se vyskytujicich bakterialnich
polyamini a b&zné je pfitomen u Escherichia coli. Nicméné, tato bakterie syntetizuje
kadaverin béhem anaerobniho ristu v pfitomnosti jeho prekurzoru aminokyseliny lyzinu
pfi nizkych hodnotach pH nebo pfi absenci biosyntézy putrescinu. (Shah a Swlatlo, 2008,
s. 5)

1.2 Vznik biogennich aminii

Dekarboxylace aminokyselin je nejjednodussi zplisob syntézy aminil v potravinach.
Tyto aminy, které jsou tvofeny zivymi organizmy prostfednictvim procesu dekarboxylace

aminokyselin, se nazyvaji jako biogenni (Shalaby, 1996, s. 675).

Chemické struktura biogennich amind muze byt: alifaticka (putrescin, kadaverin,
spermin, spermidin), aromatickd (tyramin, fenyletylamin) a heterocyklickd (histamin,

tryptamin) (Silla Santos, 1996, s. 213-214).
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Tab. 1: Prekurzory hlavnich biogennich amini, které se podileji na otravé jidlem (ptevzato

a upraveno dle Silla Santos, 1996, s. 214)

AMINOKYSELINA ODVOZENY AMIN
Arginin Spermin, spermidin
Histidin Histamin
Hydroxytryptofan Serotonin

Lyzin Kadaverin

Ornitin Putrescin

Tryptofan Tryptamin

Tyrozin Tyramin

Pro vytvofeni biogennich amini dekarboxylaci aminokyselin byly identifikovany
dva specifické mechanizmy. Prvni mechanizmus je zalozen na pyridoxal-5-fosfatu, ktery
muze byt povazovan za soucast enzymu a katalyzuje reakci dekarboxylace. Aktivni misto
dekarboxyla¢niho enzymu je tvoteno pyridoxal fosfatem, ktery je ptipojen v Schiffové bazi
na aminoskupinu lyzylového zbytku. Karbonylova skupina pyridoxalfosfatu reaguje
s aminokyselinami za vzniku meziproduktl s Schiffovou bazi, ta je poté dekarboxylovéna,
pfi¢emz se ziskaji odpovidajici aminy. Druhy mechanizmus zahrnuje pyruvoylovy zbytek
misto pyridoxalfosfatu. Pyruvoylova skupina je kovalentné¢ vazana na aminoskupinu
enzymu a funguje podobnym zpiisobem jako pyridoxalfosfat pti dekarboxylaci. (Jejuna a

Sofos, 2010, s. 249)

1.3 Faktory ovliviiujici tvorbu biogennich aminu

Mezi faktory, které maji vliv na vznik biogennich aminli v potravinach, patii
dostupnost volné aminokyseliny a pfitomnost mikroorganizml. Tyto mikroorganizmy
mohou dekarboxylovat aminokyseliny a vytvafet ptfiznivé podminky pro rist
mikroorganizmi a tvorbu jejich enzymii (Shalaby, 1996, s. 675-676). Dilezitou roli pfi
produkci amind hraje také proteolyticka aktivita v médiu, ktera poskytuje substraty pro

dekarboxylazovou aktivitu (Gardini et al., 2001, s. 106).
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1.3.1 Teplota

Teplota ma vyznamny vliv na produkci biogennich aminti v potravinich. Rada
studii uvadi, Zze obsah aminti zavisi na teploté a nartistd s casem a skladovaci teplotou.
Teplotné nevhodné podminky maji nasledujici dvoji dopad na formaci amind: ucinkem
proteolyzy v disledku zvySeného mikrobidlniho ristu podporuje pronikani do svali a
zvySovani dostupnosti prekurzoru bez aminokyseliny, a také ucCinek na aktivitu

aminodekarboxyldzy. (Jejuna a Sofos, 2010, s. 252)

Ritchie a Mackie (1979, s. 489-494) sledovali tvorbu histaminu, putrescinu,
kadaverinu, sperminu a spermidinu v Cerstvé ulevené makrele obecné a sledi obecném,
nevykuchanych na ledu po dobu 28 dni pfi teploté 1 °C, v inkubatoru pii teploté¢ 10°C a
V izolovaném boxu pii pokojové teploté (25°C). V rybach byla koncentrace histaminu a
dalSich amind docela nizka po del$im skladovani pti 1 °C, i1 kdyZ ryby vykazovaly znamky
hniloby. Podle o¢ekavani byly aminy produkovany v relativné vétsich koncentracich pii
dvou zvysSenych teplotach. Autofi uvadéji, ze histamin nebyl pfitomen pii skladovacich
teplotach pod 10°C. Tyto vysledky byly v souladu s dal§imi studiemi, které¢ uvedly, ze
produkce histaminu se zpomalila pfi 10°C a byla témé&f ukoncena pii teploté 5°C

v disledku pomalého ristu bakterii produkujicich histamin pii nizkych teplotéach.

Hladina biogennich aminit v potravinach je obecné ovlivnéna tepelnym
zpracovanim (vatfenim), s vyjimkou sperminu, ktery klesa po tepelné¢ upravé vatrené¢ho
mletého masa pii 200°C po 2 hodinach (Jejuna a Sofos, 2010, s. 252). Luten a spol. (1992,
s. 427-439), Wendakoo a Sakaguchi (1993, s. 410-413) uvedli, Ze histamin je teplotné
stabilni v pribéhu procesu peceni. Vzhledem Kk této skutecnosti je pfitomnost amini ve

vatenych vyrobcich tizce spojena s kvalitou pouzitého surového materialu.

Tvorba aminl bakteriemi je rozhodujicim zptsobem ovlivnéna teplotou. Teplota
vrozmezi 20°C a 37°C je optimalni pro rist vétSiny bakterii, které obsahuji
dekarboxylazy. Pii sniZzeni teploty dochazi k zastaveni rlstu bakterii (Karovicova a
Kohajdova, 2005, s. 71). Enterokoky mohou rist v Sirokém teplotnim rozmezi, fada kment
muze rust pii teplotdch minimalné 1°C. Maximalni uvadéna teplota pro rist je 50°C, ale
teplota optimélni pro fadu druhii je 37°C. Enterokoky jsou rezistentni vi¢i zmrazeni a
ptezivaji skladovani pfi teploté -70°C po dobu nékolika let (Lawley, Curtis a Davis, 2012,
s. 51).
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132 pH

pH je jednim z kli¢ovych faktord ovlivilujici aktivitu dekarboxyldzy aminokyselin a
tvorbu biogennich amint v potravinach. Bylo prokazano, ze tvorba aminti bakteriemi je
fyziologicky mechanizmus k potlaceni kyselého prostfedi, a proto je aktivita
aminodekarboxyldzy obvykle siln€jsi v kyselych podminkach s optimdlnim pH mezi 4,0-

5,5 (Jejuna a Sofos, 2010, s. 253).

Optimalni uroven pro syntézu tyraminu v syrech je pH 5,0, které se shoduje s
optimem pro dekarboxylazni aktivitu histidinu, ale nebylo definovano jakymi
mikroorganizmy, ptedpoklada se u Escherichia coli, Pseudomonas spp., Proteuss pp.
Ptidani glukono-o-laktonu do suché klobasy vedlo k vyraznému poklesu pH a produkce
mnozstvi histaminu a putrescinu. Pfidavek glukono-6-laktonu mél vliv na rist fekalnich
streptokokti, aerobnich mezofilnich a koliformnich bakterii, ale neovliviioval rust bakterii

mlééného kvaseni. (Silla Santos, 1996, s.219)

1.3.3 Aktivita vody

Vysoké koncentrace rozpusténych latek (napt. chlorid sodny) nebo procesy, které
mohou snizovat aktivitu vody (napi. fermentace), udajné potlacuji tvorbu aminti v
potravindch pravdépodobné proto, Ze nizka aktivita vody zpomaluje rist bakterii.
Naptiklad bylo zaznamenano, Ze NaCl pii koncentracich 3,5 + 5,5% potlacuje produkeci
histaminu u Klebsiella pneumoniae a Morganella morganii (gramnegativni bakterie),

zatimco pfi nizsSich Grovnich byly neucinné. (Silla Santos, 2010, s. 253)

Henry Chin a Koehler (1986, s. 423-427) dokazali, ze koncentrace NaCl v rozmezi
3,5% do 5,5% mize inhibovat tvorbu histaminu. Tento vliv 1ze pfipsat snizeni bunéénych
vytézkl ziskanych v pfitomnosti vysokych koncentraci NaCl a postupnému naruSeni
membrany, kde se nachédzeji mikrobidlni dekarboxyla¢ni enzymy. Podobné vlivy NaCl na
vytézek bunky a produkci amind byly zaznamenany u Enterococcus faecalis. Ze studie
Leroie et al. (2000, s. 502-508) vyplynulo, Ze inhibice bakterii ve studeném uzeném
lososovi, ktery byl ulozen po dobu 5 tydnt pii teploté 5°C, obsahu soli (5%) a koute, byl
obsah pfimo umérny obsahu soli a koufe, ¢im vyssi koncentrace soli a koufe, tim vétsi

inhibice bakterii.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

1.3.4 Aerobni a anaerobni prostiredi

Zasobovani kyslikem ma také vyznamny vliv na biosyntézu amina (Silla Santos,
1996, s. 221). Enterobacter cloacae produkuje ptiblizné poloviéni mnozstvi putrescinu za
anaerobnich podminek ve srovnani s acrobnimi podminkami. Klebsiella pneumoniae za
anaerobnich podminek syntetizuje podstatné méné kadaverinu, ale ziskdva schopnost

produkovat putrescin (Karovicova a Kohajdova, 2005, s. 71).

Redoxni potencial média také ovliviiuje tvorbu biogennich aminti. Podminky
vedouci ke snizeni redoxniho potencidlu stimuluji produkci histaminu a ¢innost histidin-
dekarboxylazy se jevi jako inaktivovana nebo zniCena v pifitomnosti kysliku (Karovicova a

Kohajdova, 2005, s. 71).
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2 VLIV BIOGENNICH AMINU NA ZDRAVOTNI STAV CLOVEKA

Za normalnich podminek u ¢lovéka jsou exogenni aminy vstfebavané z potravy
rychle detoxikovany pusobenim aminooxidaz nebo konjugaci (obr. 7), ale v ptipadé
alergennich osob nebo pokud jsou uplatiovany inhibitory monoaminooxid4dz, nebo
konzumovény ve vysoké mife, je proces detoxikace naruSen a histamin se hromadi v téle

(Landete et al., 697-698).

L-aminokyselina

aminopropyl Dekarboxylaza
v
l/ \ serotonin
polyaminy putrescin tryptamin

dopamin

\ [ Aminooxidéza | % histamin

aminopropanal /\

|Aminooxidazal [Methyl-transferazal|

A

methylovany amin

Y

aldehyd |

[Aminooxidaza |

v

methylovany

aldehyd
Aldehyd-dehydrogenaza |
¢ | Aldehyd-dehydrogenaza |
kyselina 4,
methylovana
kyselina

Obr. 7: Metabolizmus biogennich aminii a polyaminii u savcii (prevzato a

upraveno dle Medina et al., 2003, s. 30)
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Vztah mezi témito aminoslou¢eninami a lidskou patologii je znam vice nez 150 let.
V soucasné dob¢é je ve skuteCnosti znamo, Ze jsou zapojeny do néckterych z
nejrozsifenéjSich lidskych onemocnéni, vEetné naddorti a nadorovych invazi (jako naptiklad
od ornitinu odvozené polyaminy a histamin), alergie a imunitni reakce obecné (histamin), a
neurologické poruchy jako Parkinson, Alzheimerova choroba, deprese a anorexie

(serotonin, dopamin, histamin). (Medina et al., 2003, s. 23-24)

Pti poziti potravy s vyS§im obsahem histaminu mutze dojit az ke vzniku scombroid
syndromu, tedy K pfiznakiim vyvolanym toxickymi u¢inky histaminu po jeho vstiebani
travicim traktem. Nejcastéji kontaminovanymi potravinami jsou ryby z ¢eledi Scombridae
a Scomberesocidae, mezi nimi zejména makrela, tunak a treska, dale i jiné druhy ryb jako
je delfin, herinek a sardinky, a vyS$i obsah histaminu mize byt i ve Spendtu, lilku,
bandnech, nékterych druzich syri a vinech. Kontaminace a vyslednd koncentrace
histaminu v rybé tzce souvisi sjejim zpracovanim, skladovanim a pfipravou — pii
teplotach okolo 20 stupni Celsia dochézi k pfemnozeni enterobakterii a nasledn¢ vysoké
tvorbé histaminu. Enterobakterie jsou mrazem docasné inaktivovéany, ale po rozmrazeni
ryby se mohou mnozit a dale tvofit histamin. Varem jsou enterobakterie sice zniceny, ale
jiz vytvotfeny histamin je termostabilni a odolava jak nizkym, tak i vysokym teplotdm —

tedy 1 varu (Bé€lohlavkova a Fuchs, 2005, 231).

Rada studii poskytla tidaje o potencialni roli biogennich aminti jako prekurzort
karcinogennich sloucenin. U riiznych biogennich amini, jako je spermidin, spermin,
tyramin, putrescin a kadaverin, dochazi pfi vystaveni vysokym teplotam ke vzniku
sekundarnich amind. Tyto sekundarni aminy mohou v dasledku ptitomnosti dusitanii

vytvaret nitrosaminy. (Jejuna a Sofos, 2010, 263)

2.1 Ochrana pred biogennimi aminy

U nefermentovanych potravin jsou biogenni aminy produkovany piedev§im pfi
kontaminaci bakteriemi, které zptsobuji jejich kazeni. Z tohoto diivodu existuje mnoho
kontrolnich prvka pouzivanych k zabranéni mikrobialniho kazeni a prodlouzeni
trvanlivosti, jako je baleni v ochranné atmosféfe, ozafovani a zpracovani pfi vysokém

tlaku. Tyto kontrolni prvky slouzi ve vysoké mife také jako uziteCna prevence jejich
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produkce. Avsak klicova je dobra hygienicka praxe a efektivni regulace teploty. Jedna se

zejména o zabranéni ristu. (Lawley, Curtis a Davis, 2012, s. 333)

Pocate¢ni mikrobiologicka jakost surovin ma také vyznamny vliv na tvorbu amin v
priabéhu vyroby a skladovani. Dobra hygiena je dllezita pfi prevenci kontaminace non-
starterovych druhti, které mohou produkovat velké mnozstvi amind, zejména u vyrobki
s dlouhou dobou zréni. Tepelné oSetfeni pfi zpracovani pomaha také snizovat populaci
non-starterovych kultur. Syrové mléko, syry a fermentované masné vyrobky vyrobené bez
pasterizace jsou nachylnéjsi ke vzniku vysokych koncentraci aminti béhem zrani. (Lawley,

Curtis a Davis, 2012, s. 333)
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3 ENTEROKOKY

3.1 Taxonomie

Enterokoky jsou gram-pozitivni bakterie a zapadaji do obecné definice bakterii
mlécného kvaseni (Franz, Holzapfel a Stiles, 1999, s. 1). Jsou to sferoidni bunky (1um),
vyskytujici se v parech nebo tvofici fetizky, nepohyblivé, mezofilni, fakultativné anaerobni

a n¢které kmeny piezivaji kratky zahiev- napt. pasteraci (Bibek, 2004, s. 27).

3.2 Fylogenetické zarazeni rodu Enterococcus
Zatazeni rodu Enterococcus (Sedlacek, 2007, s. 248):
Doména: Bacteria
Kmen: Firmicutes
Trida: Bacilli
Rad: Lactobacillales
Celed’: Enterococcaceae

Rod: Enterococcus

3.3 Charakteristika enterokoku

Enterokoky jsou ,,vSudyptitomné* bakterie, které se mohou vyskytovat jako soucast
mikroflory osidlujici travici trakt, stejné jako ve spousté rlznych potravinaiskych
vyrobcich. Zajem o tento bakterialni rod se zvysil v poslednich desetiletich v disledku jeho
pozitivnich a negativnich vlastnosti ve vztahu k lidskému zdravi a potravinarské
technologii (Gardini et al., 2008, s. 2740). Obecné plati, Ze jsou odoInéjsi vici zchlazeni,
zmrazeni, suSeni, snizeni pH, mnozstvi NaCl a vody, nez vétSina ostatnich koliformnich

bakterii (Bibek, 2004, s. 436).

Byvaji Casto izolovany z ekologickych zdroji, jako je puda, povrchové vody a
syrové rostlinné a ZzivociSné produkty, kde jim jejich pfirozend odolnost umoZiluje
pfetrvavat a §ifit se do prostfedi. Kdysi byly povazovany za rody s miniméalnim klinickym

dopadem, zejména Enterococcus faecium a Enterococcus faecalis se vynofily jako
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organizmy, které maji vyznam vzhledem ke vzniku vice rezistentnich kment, které jsou
odpovédné za pfiblizné 12% vSech nozokomialnich infekci ve Spojenych statech. Kromé
toho, jejich schopnost ziskat odolnost vii¢i antibiotikim prostfednictvim pienosu plazmid
a transpozont, chromozomalni vymény nebo mutace predstavuje vyznamny problém pro

1écebna opatieni. (Johnston a Jaykus, 2004, s. 3133)

Enterokoky hraji velmi vyznamnou roli béhem dozravani syrt, hlavné jsou soucasti
jejich metabolickych procesi, které ovliviuji finalni senzorické vlastnosti syrt. Ackoliv
byly enterokoky Siroce pouzivany k produkci fermentovanych potravin a uvazuje se nad
jejich pouzitim jako konzervaéni latky, nejsou v soucasné dobé vSeobecné uznany jako
bezpecné. Spolecné s jinymi bakteriemi mlééného kvaseni a enterobakteriemi mohou byt
enterokoky povazovany za nejvyznamnéjsi producenty biogennich amind, hlavné tyraminu

a histaminu. (Bunkova et al., 2012, s. 973)

Nicméné, jejich vyskyt v potravinach je sporny, protoze enterokoky byly
charakterizovany jako mikroorganizmy zpusobujici kazeni a také jako indikatorové
fekalniho znecisténi. Krome toho jsou alimentdrni enterokoky zndmy svym piechovdvanim

rezistence na riizné antibiotika. (Gardini et al., 2008, s. 2740)

3.4 Zastupci rodu Enterococcus

Rod Enterococcus V soucasné dobé zahrnuje piiblizné 26 druht. Enterokoky a
skupina D streptokoki mohou byt povazovany za nezbytnou soucdst autochtonni
mikroflory ¢lovéka a zvifat. Existuje i hostitelska specifita (Corry, Curtis a Baird, 2003, s.
111).

U lidi jsou ¢astymi druhy Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium. U drubeze,
skotu, prasat je Casty druh Enterococcus faecium, dalsi druhy jako Enterococcus faecalis a
Enterococcus cecorum. Enterococcus cecorum, jenz byl plvodné nalezen v drubezich
sttevech, byl izolovan také u prasat, koni, skotu, kanarkii a kachen. Enterococcus
gallinarum a Enterococcus durans se obcas vyskytuji ve stfevech zvirat a Enterococcus
avium se vyskytuje pouze vzacné. Nékteré druhy, jako Enterococcus casseliflavus (shodny
s Enterococcus flavescens) a Enterococcus mundtii se vétSinou vyskytuji v rostlinach.
Pritomnost Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium se ¢asto vyuziva jako indikator

fekalni kontaminace potravin. (Corry, Curtis a Baird, 2003, s. 112)
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4 OPTICKA DENZITA

Opticka denzita je standardnim ukazatelem pro rust bun¢k (Rao, 2010, s. 7). Pti
spektrofotometrickém meéteni optické denzity se vyuziva vinovych délek 420 nm nebo 650

nm (Fugelsang a Edwards, 2007, s. 239).

Jedna se o spolehlivou metodu k odhadu ristovych vlastnosti z méteni absorbance
mikrobialnich populaci pii predpokladu nizkého obsahu zivin. Problémy v odhadu
rustovych vlastnosti pfi téchto podminkach vyplyvaji z nizké optické hustoty populace, kde
experimentalni Sum (napf. vzduchové bubliny a Skrabance na dn¢ jamek) miize mit velky

vliv na odhad parametrt. (Novak et al., 2009, s. 268)

Me¢fteni vlastnosti ristu mikroorganizmd, jako je trvani lag faze, vynos stacionarni
faze a zejména tempo rustu jsou zasadni pro mnoho oblasti mikrobiologie, vcetné

experimentalniho vyvoje (obr. 8) (Novak et al., 2009, s. 267).
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Obr. 8: Faze ristové kiivky- | - Lag-faze, II - Faze zrychlujiciho se ristu, II -
Exponencialni faze, IV - Faze zpomalujiciho se riistu, V - Stacionarni faze, VI -

Faze postupného odumirani (Supinova, 2009, s. 27)
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem prace bylo sledovat tvorbu biogennich amini rodem Enterococcus sp. pii
riznych kultivaénich podminkach. Déle byla sledovéna rtstova kiivka pomoci optické

denzity. Prace byla rozdélena na nékolik ¢asti:

- Priprava médii, kultivace bakterii, odbér vzorku a jejich ptiprava na derivatizaci,
méieni optické denzity,

- derivatizace, detekce biogennich aminti pomoci reverzni faze HPLC,

- vyhodnoceni a zpracovani vysledk, zjisténi vlivu vnéjSich faktorti na produkei

biogennich amind.
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6 POUZITE PRISTROJE A MATERIAL

6.1 Zarizeni, pristroje a pomiicky
Analytické vahy, Sartorius BA 110S
Autoklav,Systec 2540EL

Automatické mikropipety,Biohit a Nichyrio
Biologicky termostat, Memert
Derivatiza¢ni nadoby (vialky)

Fotometr, Benchmark

Horkovzdu$na susarna, Memmert
Chladnicka, Elektrolux

Laboratorni plast- Spicky automatickych pipet, ependorfkové mikrozkumavky,

mikrotitracni desticka
Laboratorni sklo, Simax
Mikrovlnna trouba
Ockovaci box- Biohazard
Odstredivka, Hettich

pH metr

Plynovy kahan

VortexHeidolph, Reax

6.2 Pouzité mikroorganizmy

P11 préci byl pouzit kmen Enterococcus sp. M5a, ktery byl izolovan z masa kralika a

byl ziskan z Ustavu fyziologie hospodarskych zvierat, Slovenské akademie véd v Kosicich.
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6.3 Kultiva¢ni média

Bakterie byly kultivovany v Brain Heart Infusion Broth (BHI; HiMedia) s
aminokyselinami (histidin, ornitin, arginin, lyzin, tyrozin; Sigma-Aldrich) jako prekurzory
testovanych biogennich aminti v koncentraci 0,2 % (w/v) (Pleva et al., 2012b, s. 46). Tento
bujon byl také pouzit pii ptipravé inokula. Bakterie byly uchovéavany na Brain Heart
Infusion agaru. Po rozmichani daného mnozstvi média v deionizované vod¢ byla tato

média sterilovana v autoklavu pii teploté 121 °C po dobu 15 minut.

BHIbujon  BHI (Brain Heart Infusion Broth) 37,009
Deionizovana voda (Aqua osmotic) 1000,00 ml

BHI agar BHI (Brain Heart Infusion Agar) 52,20 g
Deionizovana voda (Aqua osmotic) 1000,00 ml

6.4 Chemikalie a pomocné latky

1,7-heptandiamin, Sigma- Aldrich (v koncentraci 5g/l)
Aceton, (Sigma- Aldrich)

Acetonitril, (Sigma- Aldrich)

Aminokyseliny (histin, ornitin, arginin, lyzin, tyrozin, fenylamin; Sigma-Aldrich)
Dansylchlorid, (Merck) (v koncentraci 5g/l)

Denaturovany etanol, (LachNer)

Dusik v tlakové nadobé, (Linde)

Heptan, (Sigma- Aldrich)

Hydrogenuhlicitan sodny a uhli¢itan sodny bezvody, (Merck)
Chlorid sodny NaCl, (LachNer)

Kyselina chlorista, (Merck) (v koncentraci 1,2 mol/l)
Kyselina chlorovodikové, (Merck) (v koncentraci 6 mol/l)
L-Prolin, (Merck)

Parafinovy olej, (Pliva-Lachema)
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7 METODIKA

7.1 Priprava inokula

Pii pfipravé inokula bylo pouzito 16,5 ml kultivatniho média, do kterého byla
zaoCkovana sledovana bakterie. Kultivace probihala v termostatu pii teplot¢ 30+1 °C po
dobu 24 hodin. Pfipravena suspenze sledovanych bakterii byla pouzita k zaockovani do
kultiva¢nich médii.

Pro kontrolu ¢istoty kultury bylo provedeno barveni dle Grama. Druh Enterococcus

sp. byl potvrzen pomoci ENTEROtest 16.

7.2 Priprava riznych kultiva¢nich podminek

Produkce biogennich amint byla zkoumana v zavislosti na teploté (6+1°C, 12+1°C
a 30+£1°C), dostupnosti kysliku a koncentraci NaCl (0; 1; 2; 3 a 6 % w/v). Vliv dostupnosti
kysliku na produkci biogennich aminti byl sledovéan tak, Ze polovina zkumavek byla
kultivovana aerobn¢ a druha anaerobnég, anaerobniho prostfedi bylo dosazeno zakapnutim
média sterilnim parafinovym olejem (1 ml; Pliva-Lachema) (Pleva et al., 2012b, s. 46).

Celkem byla pfipravena 4 média s riznymi kultiva¢nimi podminkami.

Tab. 2: Teplota, pH a koncentrace NaCl u jednotlivych médii

Méreni Teplota pH Koncentrace NacCl
1. 6°C 7 0;1;2;3,6
2. 6°C 6 0;1;2;3;6
3. 12°C 7 0;1;2;3,6
4. 30°C 5 0;1;2;3,6

U kazdého média byla hodnocena média o koncentraci 0; 1; 2; 3; 6 % (w/v) NaCl, s
danym mnozstvim BHI, aminokyselin (histidin, ornitin, arginin, lyzin, tyrozin, fenylamin)

v koncentraci 0,2 % (w/v) a pozadovanym objem vody.
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Tab. 3: Rozdil navazovaného mnozstvi latek u médii s riznou koncentraci NaCl

Koncentrace NacCl
H,O (ml) BHI (9) AMK (g) NaCl (g)
(%) v médiu
0 216 7,992 0,432 0
1 216 7,992 0,432 2,2
2 216 7,992 0,432 4.4
3 216 7,992 0,432 6,6
6 216 7,992 0,432 13,2

Pied sterilizaci bylo pH u jednotlivych médii upraveno na pozadované pH piidavkem
HCI o koncentraci 6 mol/l. Piipravena zivna média byla podrobena sterilizaci v autoklavu
pti teploté 121 °C po dobu 20 minut. Nasledn¢ byly do zkumavek odebirany 3 ml daného
média. Jedno pismeno predstavovalo 5 stojani po 66 zkumavkach s riznou koncentraci
NaCl a poZzadovanym pH. Kazda zkumavka byla o¢kovéana 50 pl suspenze bakterii. Sterilni
Zivna média byla pouzita jako srovnavaci vzorky (kontroly). Polovina zkumavek tzn. 33
zkumavek, byla kultivovana aerobné¢ a druha anaerobné. Anaerobniho prostiedi bylo
dosaZeno pfidanim 1ml média sterilniho parafinového oleje (Pliva-Lachema). Kazdy izolat
byl kultivovan tfikrat. Poté byly vzorky pro analyzu kultivovany po urcitou dobu pii dané

kultivaéni teploté.

7.3 Odbér vzorku

Bylo provedeno celkem 10 odbért v danych ¢asovych intervalech v zavislosti na
kultivaénich podminkéach. Casové obdobi mezi jednotlivymi odbéry bylo 24 nebo 48 hodin
pii teploté 6+1 °C a 12+1 °C, odbéry probihaly 1.; 3; 5.; 7.; 8.; 10.; 12.; 14.; 16. a 18. den.
Pii teplot¢ 30+1°C trval experiment 3 dny, kdy prvni den bylo celkem Sest odbérii
Vv ¢asovém intervalu 2 hodiny, druhy den byly tfi odbéry v casovém intervalu 6 hodin a po
48 hodinach byl proveden posledni odbér. Tento experiment byl proveden pii danych

kultivaénich podminkéch celkem pétkrat, bylo analyzovéano celkem 1320 vzorki.
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Pii odbéru vzorka bylo odebrano celkem 6 zkumavek z kazdého stojanu, kdy tii
zkumavky byly kultivovany aerobné (bez parafinu) a tfi zkumavky anaerobné (s
parafinem). Zivné médium po kultivaci testovanych bakterii bylo centrifugovano (4000 x
g; 2241 °C; 20 minut; EBA 20, Hettich) (Pleva et al., 2012b, s. 46). Z kazdé zkumavky
bylo odebrano 750 pl média se suspenzi bakterii a 750 pl kyseliny chloristé o koncentraci
1,2 mol/l do ependorfkové mikrozkumavky. Zaroven byly pfipraveny kontroly, u kterych
byly pouzity srovnavaci vzorky bez suspenze bakterii. Takto pfipravené vzorky byly

uchovavany pfi teploté -18 °C a nésledné byly podrobeny derivatizaci.

7.4 Méreni optické denzity

Po kazdém odbéru byl sledovan rist kmene Enterococcus sp. pomoci optické
denzity (A= 655 nm; Fotometr TECAN Sunrise TW/TC) proti zivnému médiu bez

suspenze bakterii (kontrola).

Me¢fteni bylo provadéno na mikrotitracni desti€ce. Do jednotlivych jamek bylo
tiikrat pipetovdno 200 pl daného média se suspenzi bakterii a kontroly pro srovnani.

Nameétené vysledky byly pouzity pfi vlastnim stanoveni produkce biogennich amind.

7.5 Meéreni pH kultivaéniho média

Béhem kazdého odbéru bylo méfeno pH u jednotlivych zkumavek pH-metrem s
kombinovanou sklenénou elektrodou. Denné byl pH-metr kalibrovan a u kazdé zkumavky

bylo pH méteno trikrat.

7.6 Stanoveni biogennich amini

Produkce sedmi biogennich aminii (kadaverin, CAD; histamin, HIS; fenyletylamin,
PHE; putrescin, PUT; tyramin, TYR; spermidin, SPD; spermin, SPN) byla sledovana
pfedkolonovou derivatizaci danzylchloridem, s néslednou reverzni fazi vysokoucinné
kapalinové chromatografie (RP-HPLC) vybavené binarnim cerpadlem, autosamplerem

(LabAlliance, USA), kolonou s termostatem, UV/VIS DAD detektorem (I= 254 nm) a
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degaserem (1260 Infinity,Agilent Technologies, USA) po piedchozi derivatizaci
danzylchloridem. (Pleva et al., 20123, s. 439)

Postup derivatizace BA a polyaminti danzychloridem byl proveden podle Dadakové
et al. (2009, s. 367). Kazdy vzorek z ependorfkové mikrozkumavky byl pipetovan po 1 ml
do derivatizacni nadob (vialek). Dale bylo ptidano 100 ul vnitiniho standardu, 1,5 ml
karbonatového pufru s pH 11,1-11,2 a 2 ml Cerstvé ptipraveného roztoku danzylchoridu o
koncentraci 5¢/1 v acetonu. Jako interni standard byl pouzit 1,7-heptandiamin. Poté
probéhlo dvacetihodinové tiepani v temnu. Po uplynuti této doby bylo do kazdé
derivatizacni nadoby piidano 200 pl roztoku prolinu a probéhlo dalsi hodinové tiepani. Po
hodiné byly napipetovany 3 ml heptanu a vzorky byly 3 minuty intenzivné protifepavany.
Po tfepani byl odpipetovan 1 ml vrchni heptanové vrstvy (supernant) do 1,5 ml vialky.
Supernant bylo odpafen pfi teploté 60 °C do sucha inertnim plynem (dusikem). Suchy

odparek byl rozpustén v 1,5 ml acetonitrilu.

Derivatizované vzorky byly po danzylaci filtrovany (porozita filtru 0,22 pum) a
nanaseny na kolonu (Cogent HPLC Column HPS C18, 150 x 4,6 mm, 5um) (Pleva, 2012b,
S. 46-49).
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

Schopnost tvorby biogennich aminti rodem Enterococcus potvrdil piedchéazejici
skrining (Pleva et al., 2012a, s. 47). Na zaklad¢ tohoto skriningu byl pro dalsi studie
vybran Enterococcus sp. Mb5a, ktery je schopen produkce fenyletylaminu, kadaverinu,
putrescinu, sperminu a tyraminu. U tohoto kmene byly v modelovych podminkach
sledovany vybrané faktory, u kterych existuje predpoklad, ze jsou schopny ovliviiovat
produkci biogennich aminti (NaCl 0 — 6% (w/v); aerobni/ anaerobni prostfedi, kultiva¢ni
teplota byla 6+1°C, 12+1 °C a 30+1°C). Tyto faktory byly voleny tak, aby se piiblizily
podminkam zpracovani a skladovani masa a masnych vyrobku (Pleva et al., 2012a, s. 47).
Jelikoz mél pfistroj odchylku méfeni, byla stanovena mez detekce 2 mg/l. Celkem bylo

zpracovano a vyhodnoceno 1320 vzorkd.

Tvorba biogennich amind pifi aerobnich a anaerobnich podminkach méla v Case
rostouci charakter. BA, které byly produkovany Enterococcus sp. pii 6+1 °C a pH 7 za
aerobnich podminek po dobu 18 dni, dosahovaly nasledujicich hodnot: TYR <54 mg/l;
SPN <18 mg/l; CAD <10 mg/l; za anaerobnich podminek: TYR <57 mg/l; SPN <19 mg/I;
CAD <9 mg/l. Hodnoty PHE a PUT byly pod mezi detekce. U hodnot pH nedochézelo

béhem kultivace k vyraznym zménam, pohybovaly se v rozmezi pH 6,9-7,1.
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Obr. 9: Produkce tyraminu u Enterococcus sp. M5a. Pri pH=7, 6x1 °C, 0 % a 6 % (W/Vv)
NaCl. TYR AE — produkce v aerobnim prostiedi; TYR AN — produkce v anaerobnim

prostiredi; O.D. (opticka denzita) merena pri 655 nm za aerobnich podminek
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Produkce tyraminu pti 6 °C a pH 7 pftiblizné€ odpovidala riistovym kiivkam kmene
Enterococcus sp. pfi jednotlivych koncentracich NaCl (obr. 9). Produkce tyraminu pfi
koncentraci 1 %, 2 % a 3% (w/v) NaCl byla obdobna jako pii 0% (w/v) NaCl. Nejvyssi
zaznamenany rast produkce tyraminu byl pii 0 % (w/v) NaCl za aerobnich i anaerobnich
podminek k 18. dnu kultivace. Produkce kadaverinu pti 6 °C a pH 7 byla zpocatku
zvysend, piiblizn€ v poloviné doby kultivace doslo ke zpomaleni ristu produkce a ke konci
kultivace doslo opét ke zvySeni produkce kadaverinu (obr. 10). Koncentrace 0%, 2% a
3% (w/v) NaCl byly témét shodné s hodnotami pti 1% (w/v) NaCl.
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Obr. 10: Produkce kadaverinu u Enterococcus sp. M5a. Pri pH=7, 6+1 °C, 1 % a 6 %
(w/v) NaCl. CAD AE — produkce v aerobnim prostiedi; CAD AN — produkce v anaerobnim

prostredi; O.D. (optickad denzita) mérena pii 655 nm za aerobnich podminek

Biogenni aminy po 18 dnech kultivace pfi 6+1 °C a pH 6 za aerobnich podminek
nabyvaly hodnot: TYR <480 mg/l; SPN <22 mg/l; CAD <13 mg/l; PHE <10 mg/l; PUT
<6 mg/l. Za anaerobnich podminek dosahovaly hodnot: TYR <330 mg/l; SPN <20mg/l;
CAD <10 mg/l; PUT <6 mg/l; PHE <5 mg/l. Hodnota pH se béhem kultivace vyrazné
nem¢nila, pohybovala se v rozmezi pH 5,9-6,1. Produkce tyraminu (obr. 11) pti 0 %, 1 %,
2 % a 3 % (w/v) NaCl méla stejny charakter rastu (TYR <480 mg/l), pti 6% (w/v) NaCl
byl rast produkce nizsi (TYR 72,39+2,38). Nejvyssich hodnot dosahoval tyramin pii 1%

(w/v) NaCl pii aerobnich i anaerobnich podminkach.
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Obr. 11: Produkce tyraminu u Enterococcus sp. M5a. Pri pH=6, 6+l °C, 1 % a 6 % (WIV)

NaCl. TYR AE — produkce v aerobnim prostiedi; TYR AN — produkce v anaerobnim

prostredi; O.D. (opticka denzita) merena pri 655 nm za aerobnich podminek
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Obr. 12: Produkce tyraminu u Enterococcus sp. M5a. Pri pH=6, 6x1 °C, 0 % a 6 % (W/V)
NaCl. CAD AE — produkce v aerobnim prostredi; CAD AN — produkce v anaerobnim

prostiredi; O.D. (opticka denzita) merena pri 655 nm za aerobnich podminek

Produkce kadaverinu pii 6+1 °C a pH 6 byla pti 0 % (w/v) NaCl vyrazna od 10 dne
kultivace, kdy doslo ke zvySeni produkce kadaverinu (AE CAD 10,93+0,48 mg/l; AN
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CAD 10,04+0,24 mg/l), které odpovidalo rastové kiivce pii métené O.D. 655 nm. Pii
koncentracich 1-6% (w/v) NaCl nebyla produkce kadaverinu vyrazna (obr. 12). Nejvyssich
hodnot dosahoval kadaverin pti 0 % (w/v) NaCl (CAD 13,80+0,12 mg/l). Produkce
sperminu byla vyrazna az od poloviny doby kultivace, kdy pii koncentraci 3 % a 6 % (w/v)
NaCl, pti koncentracich 0-2 % (w/v) NaCl produkce plynule rostla (obr. 13). Nejvyssi
mnozstvi vytvoreného sperminu in Vitro bylo za aerobnich i anaerobnich podminek pii
koncentraci 3 % (w/v) NaCl (max SPN 17,87+0,41 mg/l). Produkce putrescinu a

fenyletyaminu byla v ¢ase téméf konstantni.
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Obr. 13: Produkce sperminu u Enterococcus sp. M5a. Pri pH=6, 6+1 °C, 0 % a 6 % (W/V)
NaCl. SPN AE — produkce v aerobnim prostredi; SPN AN — produkce v anaerobnim

prostiedi; O.D. (opticka denzita) mérena pri 655 nm za aerobnich podminek

Produkce biogennich amint pii 12+1 °C a pH 7 po 18 dnech byla za aerobnich
podminek nasledujici: TYR <732 mg/l; SPN <23 mg/l; CAD <18mg/l; PHE <11 mgl/l;
PUT <8 mg/l. Pii anaerobnich podminkach dosahovala hodnot: TYR <1189 mg/l; PHE
<37 mg/l; SPN <33 mg/l; CAD <14 mg/l; PUT <7 mg/l. Hodnoty pH kolisaly v zavislosti
na obsahu NaCl a dob¢ kultivace v rozmezi pH 6,6-7,3 (vyssi pH pfi nizsich koncentracich
NaCl; nizs§i pH pii vysSich koncentracich NaCl). Produkce tyraminu byla vyznamné
zvySena od 4. dne kultivace (TYR <180 mg/l) u média s 0% (w/v) NaCl. Produkce
tyraminu (obr. 14) pii 0-3 % (w/v) NaCl byla témét shodna (AE TYR <523 mg/l; AN TYR
<1060 mg/l), pti 6% (w/Vv) byla vyrazné nizsi (TYR <165 mg/l).
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Obr. 14: Produkce tyraminu u Enterococcus sp. M5a. Pri pH=7, 12+1 °C, 1 % a 6 % (WIV)
NaCl. TYR AE — produkce v aerobnim prostiedi; TYR AN — produkce v anaerobnim

prostredi; O.D. (opticka denzita) merena pri 655 nm za aerobnich podminek
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Obr. 15: Produkce kadaverinu u Enterococcus sp. M5a. Pri pH=7, 12«1 °C, 1 %, 3 % a
6 % (w/v) NaCl. CAD AE — produkce v aerobnim prostredi; CAD AN — produkce v

anaerobnim prostiedi; O.D. (optickd denzita) mérena pri 655 nm za aerobnich podminek
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Produkce kadaverinu pti 12+1 °C a pH 7 byla vyrazn¢ zvySend druhy den kultivace
(CAD <11 mg/l) pii vSech koncentracich NaCl (obr. 15). Nejvyssi produkce kadaverinu
byla zaznamenana pii 0 % (w/v) NaCl za aerobnich podminek (CAD 11,86+0,23 mg/l) a
pii 3 % (w/v) NaCl za anaerobnich podminek (CAD 10,06+0,19 mg/l). Produkce sperminu
byla vyrazna od druhé ho dne kultivace (SPN <23 mg/l), v polovin¢ doby kultivace doslo
K ustaleni a pii koncentracich 1-6 % (w/v) NaCl produkce od 10. dne mirn¢ klesala.
Tvorba fenyletylaminu pii 12+1 °C byla vyrazna od 10. dne kultivace (PHE <24 mg/l)
zejména pii anaerobnich podminkach (obr. 16). Nejvyssi produkce byla zaznamenéna pii

1 % (w/v) NaCl (AE PHE 11,96+1,63; AN PHE 36,86+1,38 mg/l).
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Obr. 16: Produkce fenyletylaminu u Enterococcus sp. M5a. Pri pH=7. 12+1 °C, 1 %, 3 %
a 6 % (w/v) NaCl. PHE AE — produkce v aerobnim prostiedi; PHE AN — produkce v

anaerobnim prostredi; O.D. (optickad denzita) mérena pri 655 nm za aerobnich podminek

Produkce biogennich amint pii 301 °C a pH 5 byla vyznamna jiz po dvou
hodinach kultivace (TYR 192,62+4,63 mg/l; SPN 90,47+1,72 mg/l; CAD 12,06+0,41 mg/l;
PUT 4,394+0,16 mg/l; PHE 1,984+0,06 mg/1). Po 48 hodinach kultivace dosahovaly BA pfi
aerobnich podminkach nasledujicich hodnot: TYR <1470 mg/l; PHE <540 mg/l; CAD
<9 mg/l, PUT <7 mg/l; SPN <2 mg/l; pii anaerobnich podminkach TYR <1490 mg/l; PHE
<710 mg/l; CAD <10 mg/l; PUT <7 mg/l; SPN <2 mg/l. Hodnoty pH byly v rozmezi

pH 5,2-6,2, umérné s rostouci koncentraci NaCl pH klesalo.
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Obr. 17: Produkce tyraminu u Enterococcus sp. M5a. Pri pH=5, 30<1 °C, 0 % a 6 % (w/v)
NaCl. TYR AE — produkce v aerobnim prostiedi; TYR AN — produkce v anaerobnim

prostredi; O.D. (opticka denzita) merena pri 655 nm za aerobnich podminek
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Obr. 18: Produkce fenyletylaminu u Enterococcus sp. M5a. Pri pH=5, 30+1 °C, 0 % a 3
% (w/v) NaCl. TYR AE — produkce v aerobnim prostiedi; TYR AN — produkce v

anaerobnim prostredi; O.D. (optickad denzita) méiena pri 655 nm za aerobnich podminek
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Produkce tyraminu pti 30+1 °C byla nejvyssi pii 2 % (w/v) NaCl (TYR
1470,65+68,28 mg/l). Ruist produkce pii koncentracich 0-3 % (w/v) NaCl byl obdobny
(TYR <1470 mg/l), pti koncentraci 6 % (w/v) NaCl (TYR 1038+61,72 mg/l) byl rist
produkce pomalejsi (obr. 17). Mnozstvi fenyletylaminu, které bylo produkovano pii
3041 °C piimo tumérné kopirovalo trend ristu Enterococcus sp. (obr. 18) a po 10 hodinach
bylo mnozstvi vyprodukovaného fenyletylaminu nejvyssi (aerobni podminky PHE
<95 mg/l; anaerobni podminky PHE <132 mg/l). Rust produkce byl obdobny pii 0-2 %
(w/v) NaCl (PHE <95 mg/l). Znatelny rozdil produkce fenyletylaminu byl zaznamenan pti
0 % (w/v) NaCl za aerobnich (PHE 538,61+0,08 mg/l) i anaerobnich podminek (PHE
710,91+£57,28 mg/l), narozdil od 3 % a 6 % (w/v) NaCl (PHE <40 mg/l). Produkce
kadaverinu a putrescinu se v dob¢ kultivace vyznamné neménila. Produkce sperminu méla

spise klesajici charakter, coz je zptsobeno jeho funkci jako prekurzoru dalSich polyamint.

Produkci tyraminu vyznamné ovlivnila teplota, kdy pii 301 °C byla produkce
nékolikanasobné vyssi, pti 61 °C a pH 6 byla produkce tyraminu (TYR <483 mg/l); pii
30+1 °C a pH 5 byla produkce tyraminu nékolikanasobné vyssi (TYR <1470 mg/l). Vliv
pH byl patrny pti kultivaéni teploté 6+1 °C u médii s pH 6 a pH 7. Pti pH 7 dosahovalo
mnozstvi tyraminu hodnot: AE TYR 53,91£3,09 mg/l, AN TYR 56,66+7,94 mg/1. Pti pH 6
byla produkce pii aerobni kultivaci: TYR 482,7+58,29 mg/l; pii anaerobni kultivaci: TYR
333,83+63,77 mg/l. Rozdil produkce pii aerobnich a anaerobnich podminkach byl
vyznamny pii 12+ °C a pH 7, kdy pfi anaerobnich podminkéach byla produkce tyraminu
dvojnasobna oproti aerobnimu prostiedi (TYR 1062,63+46,52 mg/1). Koncentrace NaCl v
médiu méla také vliv na rist produkce, pti 6 % (w/v) NaCl doslo k vyraznému zpomaleni
rustu produkce tyraminu u vSech kultivacnich médii. Burdychovd a Komprda (2007, s.
153) uvadi, ze fada kment rodu Enterococcus tvoii takové koncentrace tyraminu, které jiz

ptrekracuji hladinu toxicity (100 mg/l). Toto tvrzeni odpovida naméfenym hodnotam.

U fenyletylaminu méla kultiva¢ni teplota zasadni vliv na jeho produkci. Pii 6+1 °C
byla produkce fenyletylaminu minimalni (PHE <3 mg/l), pii 12+1 °C byl patrny rust
produkce a pii 30+1 °C byla produkce vyrazna (AE PHE <538 mg/l; AN PHE <710 mg/l).
Vliv pH byl patrny pii 6+1 °C, kdy pii pH 7 byly hodnoty fenyletylaminu pod mezi
detekce (PHE <2 mg/l) a pii pH 6 byla vyssi produkce (PHE<9 mg/l). Vyssi produkce
PHE byla zaznamenana pii anaerobnich podminkach. Pii 6 % (w/v) NaCl byla produkce
biogennich amint vyrazné nizsi u v§ech kultivacnich médii. Bover-Cid et al. (2001, s. 187)

zjistili produkci tyraminu v rozmezi 500-4300 mg/I a fenyletylaminu 40-432 mg/I u vSech
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jimi testovanych kment E. faecium (5 testovanych kment). Vysledky produkce tyraminu
byly v tomto rozmezi a produkce fenyletylaminu u testovaného kmene Enterococcus sp.

byla v tomto rozmezi nebo vyssi (max PHE 710,90+57,28 mg/l).

Produkce kadaverinu byla minimaln¢€ ovlivnéna teplotou, kdy pii 61 °C (pH 6 a
pH 7) byl minimalni rst produkce kadaverinu. Pii 12+1 °C byl patrny rtst produkce u
médii s NaCl <2 % (w/v) a pii 301 °C nedochazelo k vyznamnému ristu produkce
kadaverinu. Vliv pH byl patrny pii 6+1 °C, pfi pH 7 byla produkce nizsi (AE CAD
<10 mg/l; AN CAD <9 mg/l) a pii pH 6 byla zvySena (AE CAD <14 mg/l; AN CAD
<11 mg/l). Oproti ptfedchozim biogennim amintim byla produkce kadaverinu vyrazné nizsi
(CAD <18 mg/l). Mezi produkci za aerobnich a anaerobnich podminek nebyl vyznamny

rozdil.

Rust produkce sperminu byl zaznamenan pii 6+1 °C a pH 7 (AE SPN <18 mg/I;
AN SPN <19 mg/l), nepatrné vyssi produkce byla zaznamenana pii stejné teploté¢ a pH 6
(AE SPN <20 mg; AN SPN <22 mg/l) a pi 1241 °C a 30+1 °C se produkce neménila nebo
méla mirné€ klesajici charakter. Vliv koncentrace NaCl na produkci sperminu nebyl patrny.
Vyssi produkce sperminu byla zaznamenéna pii anaerobnich podminkéch. Vliv teploty na
rust produkce putrescinu byl patrny pouze pii 30+1 °C (PUT <7 mg/l), u ostatnich teplot
nedoslo k vyraznému ristu. VIiv aerobniho a anaerobniho prostfedi byl patrny pouze pfi
301 °C, kdy byla produkce putrescinu vyss§i za anaerobnich podminek (AE PUT
7,04+0,23 mg/l; AN PUT 21,27+2,08 mg/l). Sledované biogenni aminy histamin a
spermidin byly pod mezi detekce, z tohoto diivodu nebyly diskutovany.

Z vyse uvedenych vysledki 1ze vycist trend zavislosti tvorby BA a polyamini na
teploté. S rostouci teplotou pifimo Umérné roste produkce biogennich amini rodem
Enterococcus sp. Tvorba biogennich amintli je pfedevS§im ovlivnéna ristovou fazi bunék

(méfenou optickou denzitou) a aktivitou Enterococcus sp.
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ZAVER

Tato prace byla zaméfena na produkci biogennich amini rodem Enterococcus,
konkrétné¢ vybranym kmenem Enterococcus sp. MbS5a pii raznych kultivanich
podminkach. Mezi nejvyznamngj$i produkovany biogenni amin patfil tyramin, jehoZz
koncentrace ve vétsing piipa du piesahovala hladinu toxicity (100 mg/l). Druhym nejvice

produkovanym biogennim aminem byl fenyletylamin, ktery také vykazoval vysoké

koncentrace béhem kultivace.

Béhem experimentu byl prokézan vliv vybranych faktorti na produkci biogennich
aminl, mezi které patfila: teplota, aerobni a anaerobni prostedi, pH a koncentrace NaCl.
Vyssi ptidavek NaCl vedl ke snizeni produkce biogennich amint. Dale bylo zjisténo, Ze

béhem anaerobni kultivace doslo k prokazatelné vyssi produkei tyraminu.

Z naméfenych hodnot bylo mozné konstatovat, ze kmen Enterococcus sp. Mb5a
izolovany z masa kralikii by mohl byt potencidlnim ptivodcem kontaminace biogennimi
aminy béhem dlouhodobého skladovani. Z tohoto divodu by bylo vhodné sledovat dalsi
mozné faktory, které by mohly ovlivnit tvorbu biogennich amind, v rdmci navazujici

diplomové prace.

Vysledky experimentu budou publikovany na 26. kongresu Ceskoslovenské
spole¢nosti mikrobiologické v Brné, ve dnech 24.6.- 26.6.2013 a jsou k nahlédnuti u

autora, ukazka zpracovanych vysledki viz ptiloha P II a pfiloha P III.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AE- aerobni prostiedi

AN- anaerobni prostiedi

BA- biogenni amin

BHI- brain heart infusion

CAD- kadaverin

DAD- detektor diodového pole
DAO- diaminooxidaza

HIS- histamin

HNMT- histamin-N-metyltransferaza
HPLC- vysoce u¢inna kapalinova chromatografie
NaCl- chlorid sodny

PHE- fenyletylamin

PUT- putrescin

RP-HPLC- reverzni faze vysoce G¢inné kapalinova chromatografie

SD- smérodatna odchylka
SPD- spermidin

SPN- spermin

TYR- tyramin

UV/VIS- ultrafialovo-viditelna oblast
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Obr. 9: Produkce tyraminu u Enterococcus sp. M5a. Pri pH=7, 6+l °C, 0 % a 6 %
(w/v) NaCl. TYR AE — produkce v aerobnim prostredi; TYR AN — produkce v

anaerobnim prostredi; O.D. (opticka denzita) mérena pri 655 nm za aerobnich
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Obr. 10: Produkce kadaverinu u Enterococcus sp. M5a. Pri pH=7, 6£1 °C, 1 % a 6
% (w/v) NaCl. CAD AE — produkce v aerobnim prostiedi; CAD AN — produkce

v anaerobnim prostiedi; O.D. (opticka denzita) mérena pri 655 nm za

AerObNICh POAMINGE ...

Obr. 11: Produkce tyraminu u Enterococcus sp. M5a. Pri pH=6, 6+l °C, 1 % a 6 %
(w/v) NaCl. TYR AE — produkce v aerobnim prostredi; TYR AN — produkce v

anaerobnim prostredi; O.D. (opticka denzita) mérena pri 655 nm za aerobnich

POAMINEK ...

Obr. 12: Produkce tyraminu u Enterococcus sp. M5a. Pri pH=6, 6x1 °C, 0 % a 6 %
(w/v) NaCl. CAD AE — produkce v aerobnim prostiedi; CAD AN — produkce v

anaerobnim prostredi; O.D. (opticka denzita) mérena pri 655 nm za aerobnich

POAMINCK ..o

Obr. 13: Produkce sperminu u Enterococcus sp. M5a. Pri pH=6, 61 °C, 0 % a 6 %
(w/v) NaCl. SPN AE — produkce v aerobnim prostredi; SPN AN — produkce v

anaerobnim prostredi; O.D. (opticka denzita) mérena pri 655 nm za aerobnich

POAMINEK ..ot
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Obr. 14: Produkce tyraminu u Enterococcus sp. M5a. Pri pH=7, 12+]1 °C, I % a 6
% (w/v) NaCl. TYR AE — produkce v aerobnim prostredi; TYR AN — produkce v
anaerobnim prostredi; O.D. (opticka denzita) mérena pri 655 nm za aerobnich
POAMINCK ..ottt b e rae s
Obr. 15: Produkce kadaverinu u Enterococcus sp. M5a. Pri pH=7, 12+1 °C, 1 %, 3
% a 6 % (w/v) NaCl. CAD AE — produkce v aerobnim prostredi; CAD AN —
produkce v anaerobnim prostredi; O.D. (optickd denzita) mérena pri 655 nm
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Obr. 16: Produkce fenyletylaminu u Enterococcus sp. M5a. Pri pH=7. 12+1 °C, 1 %,
3% a 6 % (w/v) NaCl. PHE AE — produkce v aerobnim prostredi; PHE AN —
produkce v anaerobnim prostiedi; O.D. (optickd denzita) mérena pri 655 nm
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Obr. 17: Produkce tyraminu u Enterococcus sp. M5a. Pri pH=5, 301 °C, 0 % a 6
% (w/v) NaCl. TYR AE — produkce v aerobnim prostredi; TYR AN — produkce v
anaerobnim prostredi; O.D. (opticka denzita) mérena pri 655 nm za aerobnich
POAMUINCK ...ttt e e st e et e e s s e e e e nrbeeans
Obr. 18: Produkce fenyletylaminu u Enterococcus sp. MS5a. Pri pH=35, 30+1 °C, 0 %
a 3% (w/v) NaCl. TYR AE — produkce v aerobnim prostiedi; TYR AN —
produkce v anaerobnim prostiedi; O.D. (opticka denzita) mérena pri 655 nm
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PRILOHA P I: Biosyntetické drahy pro polyaminy (pfevzato a upraveno
dle Shah A Swiatlo, 2008, s. 6)

L - arginin

L —lyzin
l Arginin — dekarboxyléza Y
L —ornitin
Agmatin

Lyzin — dekarboxylaza

Ornitin — Agmatin —ureohydrolaza

dekarboxylaza

Kadaverin
LA
Putrescin
L — methionin
ATP
Methionin- adenosyltransferaza
S — adenosylmethionin (SAM)
Spermidin —
syntaza SAM — dekarboxylaza

‘/——\ Dekarboxylovany SAM

~— Thiomethyladenozin

Y

Spermidin



PRILOHA P II: Tabulka produkce biogennich amini p¥i teploté 30+1 °C

a za aerobnich podminek (vybrané vysledky)

PHE

TYR

SPN

Teplota| NaCl | CAS | o | SD | gy | SP | (mgmy | SP
To | 126 | 010 | 89.88 | 1,36 | 100,96 | 801

T1 | 1,92 | 007 | 18372 | 584 | 86,04 | 2,92

T2 | 901 | 079 | 62632 | 848 | 2287 | 138

T3 | 2746 | 099 | 72225 | 1357 | 296 | 0,00

T4 | 7128 | 276 | 871,44 | 5420 | 1,89 | 025

0% NaCl | T5 | 9525 | 581 | 94113 | 11,61 | 1,53 | 0,03
T6 | 129,97 | 506 |100330| 59,57 | 153 | 0,04

T7 | 329,39 | 1537 |1256,22| 40,91 | 1,38 | 0,07

T8 | 30542 | 1342 | 977,99 | 41,77 | 1,57 | 010

T9 | 538,61 | 008 |1558,74| 130 | 123 | 0,03

T10 | 9538 | 974 | 990,84 | 6578 | 1,30 | 001

To | 126 | 010 | 89.88 | 1,36 | 100,96 | 801

TL | 198 | 006 | 19262 | 463 | 7819 | 098

T2 | 616 | 029 | 54314 | 17,80 | 27,82 | 2.14

T3 | 1895 | 034 | 80087 | 1533 | 550 | 0,03

T4 | 5702 | 1,05 | 92896 | 806 | 153 | 005

3041°C | 1% NaCl | T5 | 77,26 | 1,91 | 887,37 | 36.24 | 1,72 | 0,18
T6 | 11649 | 0,00 | 95333 | 000 | 123 | 000

T7 | 35329 | 1039 |127182| 7420 | 153 | 0,04

T8 | 33819 | 11,07 |111200| 2537 | 151 | 0.2

T9 | 455,71 | 3522 | 151049 80,57 | 121 | 0,07

T10 | 507,27 | 2311 |1394,91| 5849 | 143 | 020

To | 126 | 010 | 8988 | 136 | 100,96 | 801

T1 | 151 | 013 | 10434 | 060 | 7851 | 6.28

T2 | 164 | 009 | 13022 | 406 | 7043 | 915

T3 | 327 | 073 | 19147 | 2224 | 2303 | 216

T4 | 344 | 058 | 28047 | 6326 | 22,04 | 061

6% NaCl | T5 | 348 | 008 | 30671 | 197 | 1881 | 3.35
T6 | 1,86 | 026 | 6372 | 189 | 1871 | 1,29

T7 | 6735 | 2,56 | 777,06 | 4465 | 156 | 0,01

T8 | 130,00 | 16,62 |1026,66| 10456 | 1,36 | 0.21

T9 | 139,26 | 16,60 |1009,32| 92,37 | 157 | 017

T10 | 14850 | 238 |1038,70| 61,72 | 133 | 007




PRILOHA P III: Graf produkce biogennich aminii p¥i teploté 30£1 °C a

za aerobnich podminek

In BA mg/I
OFRPNWPNMUIO N

0% NaCl

TYR AE
W SPN AE
W PHE AE

1% NaCl

30+1°CA 6% NaCl




