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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva sledovanim produkce hingh amifi kadaverinu
a putrescinu bakteriiSerratia marcescensyV teoretické ¢asti jsou charakterizovany
biogenni aminy, jejich struktura, vznik, ¢idky a vyskyt. Dé&le jsou popséany
mikroorganizmy produkujici biogenni aminy a jejidbkarboxylazova aktivita. Dalgast
je zangiena na problematiku stanoveni biogennich énainistovou Kivku bakterialni
populace. V praktickéasti byly aplikovany vybrané faktory (teplota 1@, 2 37 °C, pH 6,
7 a 8 a obsah NaCl 0 — 6 %) owiyjici rast bakterieSerratia marcescens jeji produkci
biogennich amiin. Produkce kadaverinu a putrescinu byla stanovenapowysoce &inné
kapalinové chromatografie. Optimélni podminky ptstrbakterieSerratia marcescens
a produkci putrescinu a kadaverinu byly nasledujipH 6 a 7, koncentrace
NaCl 0, 1 a 3 %, teplota 37 °C. Vy3Si pH a kon@m#mMNaCl a niZsi teploty inhibovalfyst

bakterie i produkci biogennich aniin

Kli¢ova slova: biogenni aminy, kadaverin, putres@eyratia marcescendeplota, pH,
NaCl, HPLC



ABSTRACT

This thesis deals with the monitoring of biogenimies cadaverine and putrescine
production by bacteri&erratia marcescensn the theoretical part there are characterized
biogenic amomines, their structure, formation, omnce and effects on human health.
Further, the microorganisms producing biogenic &wiand their decarboxylase activity
are described. The last two parts are focused ®mlebermination of biogenic amines and
growth curve of bacterial populations. In the picadtpart of the thesis the selected factors
(temperature 10, 20 and 37 °C, pH 6, 7 and 8, aad| ontent from 0 to 6 %) affecting
the growth of bacteri&erratia marcescenand its production of biogenic amines were
applied. The formation of cadaverine and putrescimas determined using high
performance liquid chromatography. Optimal growtmditions for the bacteri&erratia
marcescenand the production of putrescine and cadaverine \asrfollows: pH 6 and 7,
NaCl concentration of 0, 1 and 3 %, temperaturé@Migher pH and NaCl concentration

and lower temperature inhibited the growth of baatand production of biogenic amines.

Keywords: biogenic amines, cadaverine, putres@eeratia marcescensgmperaturgpH,
NaCl, HPLC
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UvoD

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni bazické gknminy [1]. Pati mezi potencionalni
ukazatele bakterialniho kaZeni a z hlediska hygi&tio jsou studovany v potravinach [2].
Vznikaji zde ¢innosti rekterych mikroorganizri, které maji aktivni dekarboxylazy
odSe€pujici z aminokyselin karboxylovou skupinu. Mezitaymikroorganizmy se‘adi

i podmirén¢ patogenni bakteri€erratia marcescens ¢eledi Enterobacteriaceaektera je
¢astym kontaminantem mnoha diupotravin[3,4].

Biogenni aminy jsou latky nepostradatelné pro zZivganizmy. V lidském organizmu
vykonavajiradu dilezitych fyziologickych funkci, bez nich by nagotnemohlo fungovat.
Hraji roli v nistu a proliferaci butk, poskytuji biochemickym reakcim dusikigobi jako
pienasei v centralnim mozkovém systému a jsou nezbytnéymdou dalSich vyznamnych
latek. Na druhé straénse jedna o latky, které séastni kkterych patologickych procés
probihajicich v lidskénele, nag. alergickych reakci [5,6].

V posledni dob poutd pozornost skupina polyamjnmezi které pdt téZ putrescin
a kadaverin. V padedi zajmu stoji jejich mozn&ast v nadorovém bujenififhodnoceni
toxického @inku je nutné zvaZzovat nejerfipmnost konkrétniho aminu, ale i ostatnich
faktoni (mnozstvi spdebované potraviny,ifiomnost jinych toxickych latek apod.) [7].
Verejnost neni oéchto latkach dostateé informovana. Proto jsem se v teoreticiésti
své diplomové prace zaitla na celkovou charakteristiku a na metody stanove
biogennich amiin.

Prakticka ¢ast této prace se zabyva vlivem vybranych fakt(ieplota, pH prosedi,
koncentrace NaCl) naist gramnegativni bateri€erratia marcescens jeji produkci

kadaverinu a putrescinu.
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1 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy jsou latky znamé vice nez 100 letrode 1903 bychom je nasli pod
zastaralym nazvem ,ptomainy“, coz oZp®alo jedovaté latky. Dnes se vi, Ze biogenni
aminy jsou nizkomolekularni dusikaté latky bazipk&ahy odvozené od aminokyselin [5].
Bezpe&nost potravin mze byt ohroZzovana mnohymi riziky chemického, biad&gho nebo
fyzikélniho pivodu. V posledni dab mezi nejsledovasjsi kontaminanty potravin pit

biogenni aminy [8].

1.1 Charakteristika biogennich amini

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni bazické gkminy, které mohou Zgobovat
alimentarni intoxikace. Nachazeji se v potravindkbtle vznikaji ¢innosti rkterych
mikroorganiznii (zejména hnilobnych bakterii a bakterii #mého kvaSeni), které maiji
aktivni dekarboxylazy od&pujici z aminokyselin karboxylovou skupinu [1,9,1B}oto je
Z divodu prevence v potravifglvi nutnd vasna detekce bakterii, které tyto slewniny
produkuji [8]. V potravinach a krmivechgastavuji biogenni aminy jedny z nezadoucich
zplodin z konéného rozkladu bilkovin [11].

Nékteré biogenni aminy maji vyznamné biologické wiasti, neb@ jsou nap. stavebni
latky, které se &astni biosyntézy dalSich hormbpaivocichu (fenyletylamin), fytohormoi
neboli auxiri, alkaloidi a dalSich sekundarnich metahbplibstlin. Jsou také tk@vymi
hormony (histamin) a protoalkaloidy (hordenin, gmam[6]. DalSi biogenni aminy
(spermidin, spermin) secastni regulace bé@nného fistu a diky &mto vlastnostem jsou

studovany v souvislosti s procesem karcinogene2k [1

1.2 Struktura a vznik

Z chemického hlediska maji biogenni aminy alifadiek(putrescin, spermin, spermidin,
kadaverin, agmatin), aromatickou (tyramin, fenyimtyin) nebo heterocyklickou
(tryptamin, histamin) strukturu [5,13]. Mezi zaktddpodminky vzniku biogennich aniin

pafi pritomnost aminokyselinového substratu, vyskyt mikgaoizni

s dekarboxylazovou aktivitou a nastoleni vhodnyollrpinek pro dst a mnozeni [12].

Nejcastji vznikaji biogenni aminy i ferment&nich procesech. Mezi néj@Zit¢jSi rody

mikroorganiznii s vyraznou produkci dekarboxylaz flanag. Proteus, Klebsiella,
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Hafnia, Bacillus, Citrobacter, Escherichia, Pseudwras, Lactobacillus, Pediococcus
a Streptococcuf3,14].

Vznikaji z aminokyselin fisobenim dekarboxyldz obsahujicich jako kofaktor
pyridoxalfosfat nebo z aminokyselin a karbonylovyaibuwienin pisobenim transaminéz.
Pti jejich transformaci na dalSi biologicky aktivnioplukty se uplaiuji nékteré oxygenazy

a metyltransferazy [6]. Tvorbaédahto latek postupuje od bilkovinigs peptidy

k aminokyselinam [11]. Biogenni aminy odvozené odzibkych aromatickych
(heterocyklickych) aminokyselin jsou v nizkych kentracich firozenou slozkou
potravin. Vykonavaji v ziv&isSnych tkanich a rostlinnych pletive¢adu dilezitych funkci
[6].

» Z histidinu vznikéa jako produkt dekarboxylace hdstdekarboxylazou histamin.

» Zlyzinu vznik4 gisobenim lyzindekarboxyldzy kadaverin (1,5-diamombge).

» Dekarboxylaci argininu arginindekarboxylazou vzni&ggmatin a dale putrescin
(1,4-diaminobutan). Ten vznikd také tippo dekarboxylaci ornitinu
ornitindekarboxylazou (ornitin vznika z argininigpbenim arginazy).

e Z putrescinu vznikd metyla&adenozylmetioninem spermidin a dale spermin.

» Dekarboxylaci fenylalaninu fenylalanindekarboxyldzanika 2-fenyletylamin.

» Ztyrozinu vznik&innosti tyrozindekarboxylazy tyramin a jeho oxidakfopamin.

e Z DOPA  (3,4-dihydroxyfenylalanin)  vznikd  dopamin pugobenim
dihydroxyfenylalanindekarboxylazy), oxidaci dopamirvznikd hormon tkre
nadledvinek noradrenalin a jeho reakciSsdenozylmetioninem dalsi hormon
nadledvinek adrenalin.

» Dekarboxylaci tryptofanu tryptofandekarboxylazounika tryptamin, ze kterého se
tvofi hormon serotonin. Serotonht-acetyltransferdzou vznikd ze serotoninu
N- acetylserotonin a z&n piasobenim hydroxyindoB-metyltransferazy hormon

melatonin.

Na Obrazku 1 jsou n&jstji se vyskytujici biogenni aminy v potravinach.
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Obrazek 1: Nejastji se vyskytujici biogenni aminy v potravinach [15]
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1.2.1 Putrescin

Tetrametylendiamin nebo-li butan-1,4-diamin (vizréxek 2) je alifaticky diamin. Vznika
dekarboxylaci aminokyseliny arginith aminokyseliny ornitin. Vznika takéfphniti masa,
jeho toxické dinky jsou témdt stejné jako u amoniaku.é&kdy se proto ozralje jako

mrtvolny jed neboli ptomain [16,17].
H,N
Obrézek 2: Strukturni vzorec putrescinu [18]

V Tabulce 1 jsou znazogny fyzikalni vlastnosti putrescinu.

Tabulka 1: Fyzikalni vlastnosti putrescinu [19]

Registr&ni ¢islo CAS 110-60-1
Sumarni vzorec E1N,
Molarni hmotnost 88,15 g.mbl
Teplota tani 27 °C
Teplota varu 158 — 160 °C
Hustota 0,877 g.cth

Putrescin mze byt v biikdch syntetizovan z L-argininuigs L-ornitin nebo agmatin.
Pribéh syntézy pes ornitin je znazogm na Obrazku 3. Ornitin vznika z argininu
pusobenim arginazy (EC 3.5.3.1) d&epena ornitinu na putrescin je katalyzovana
enzymem ornitindekarboxylazou (EC 4.1.1.17). Tayatéza niZe probihat ve vSech
buinkach. V rostlinnych pletivech a u gramnegativnialkterii mize putrescin vznikatips
agmatin, ktery vznikd dekarboxylaci aminokyseliny -argininu  gisobenim
arginindekarboxylazy (EC 4.1.1.19). Reakcderpny agmatinu na putrescin je
katalyzovana enzymem agmatinazou (EC 3.5.3.11) Qbrazek 4) nebo @ze probihat
pres meziprodukiN-karbamoylputrescin. ®ména agmatinu na\-karbamoylputrescin je
katalyzovana  agmatiniminohydrazou (EC  3.5.3.12) aasledna jentna
N- karbamoylputrescinu na putrescin  palN-karbamoylputrescinamidohydrolazou
(EC 3.5.1.53). Ribéh techto reakci je znazogn na Obrazku 5. iemEna agmatinu je

u bakterii a v rostlinnych hikach vnimana jako jedna z hlavnich cest pro syntézu
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polyamini. Spermin a spermidin se odvozuji z putrescindipggeni dvou

aminopropylovych skupin [18,20].

o MHS hH3
” HEN
D-{WNHJL"NH }:=D D'WHWNHg
: 2 —
[‘:]Hg b Hzo -_— H2N + &
L-arginin mocovina L-ornitin
NH
e omem0 | My
! + — +
L ornitin €Oy putrescin

Obrazek 3: Vznik putrescinu z L-argininiéeg L-ornitin [21,22]

0 MHE
|| | MR
D"’WNHJ“NHE v g T s
r;]H§ -+ CO 2
L-arginin 2 agmatin
NHE NH HaM
‘2[/ MNH% \C=III NWNH§
HHs +HO — -+
agmatin mocovina putrescin

Obrézek 4: Vznik putrescinu z L-argininéeg agmatin [23]
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2 NH
NH%/NWNHg MHE T \“/NHE i
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NH%"" MNH\W,NHE NW O=C=0
a +HoO +HY —» NS -y + amoniak
putrescin €Oy

N-Karbamoylputrescin

Obrézek 5: Vznik putrescinu z L-argininteg agmatin &l-karbamoylputrescin [24]

1.2.2 Kadaverin

Pentametylendiamirti pentan-1,5-diamin (viz Obrazek 6¢ alifaticky diamin. Jeho
toxické &inky jsou podobné amoniaku. Byva také amnain jako mrtvolny jed
[16,17,25].

H2N /\/\/\NHz
Obrazek 6: Strukturni vzorec kadaverinu [18]

Tabulka 2 znazawje fyzikalni vliastnosti kadaverinu.

Tabulka 2: Fyzikalni vlastnosti kadaverinu [26]

Sumarni vzorec £H 14N>
Molarni hmotnost 102,18 g.mol
Teplota tani 9°C
Teplota varu 178 — 180 °C
Hustota 0,870 g.chh

Kadaverin je v bilkdch syntetizovan z L-lyzinu. Reakcerepe¥ny je katalyzovana
enzymem lyzindekarboxyldzou (EC 4.1.1.18) [18,Fiibéh syntézy je znazoén na
Obrazku 7.
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Obrazek 7: Vznik kadaverinu z L-lyzinu [27]

1.3 Uginky biogennich amini

Biogenni aminy jsou pro organizmus nepostradatedfed ve vysokych koncentracich se
mohou projevovat jako latky psychoaktivni a vazoalt Psychoaktivni aminy gsobi
jako prenaseéi v centralnim nervovém systému, vazoaktivni ampigsobi gimo na

vaskularni systém [6].

Pti hodnoceni toxickéhodinku je nutné zvazovat nejetiifpmnost konkrétniho aminu, ale
i ostatnich faktal, jakymi jsou mnoZstvi spibované potraviny, fiomnost jinych
toxickych latek apod. Z tohotaidodu je velmi obtizné stanovit hranici toxicity gennich

amin [6].

Biogenni aminy jsou prekurzorem dusiku, alkaloigroteini, prekurzoé hormori
a nukleovych kyselin. Mohou ovlivnit mnohé procesyrganizmu, jako je regulacédsné
teploty, zvySeni nebo snizeni krevniho tlakiijep Zivin, navaly horka, nevolnost a jasn

cervend vyrazka [13,28,29].

Biogenni aminy, jako spermidin, kadaverin a putresenohou zneSkagbvat volné
radikaly. Tyramin m4 ietelny antioxidani (inek, ktery se z&tSuje s jeho koncentraci.
Tento &inek je podmiany pritomnosti amino a hydroxy skupin. Spermin je schope
regenerovat tokoferol z tokoferolového radikélu giednictvim vodikového donoru
z aminoskupiny. Sperminovy radikal potom vaze peloxé radikaly do komplek
Dopamin, noradrenalin a tyramin jsou schopny znésteat reaktivni sloteniny kysliku
jako nap. superoxidové a hydroxylové radikaly. Sekundaming, jakymi jsou agmatin,
spermin a spermidin, mohou ##ostabilni nitrozaminy reakci s dusitany a vyivéak
karcinogenni slateniny, zatimco terciarni aminy produkujfadu nestabilnich
N- nitrozoslogenin. Putrescin a kadaverin jsou povazovany zanp@hi karcinogeny.
Zahrivanim putrescinu f¥e vzniknout pyrolidin a z kadaverinu piperidinii Basobeni

tepla se z nich vyt¥&N-nitrozopyrolidin aN- nitrozopiperidin [15].
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Putrescin, spermidin a spermin jsou nepostradatetnéasti zivych bugk. Diky jejich
struktue plni v butkdch fadu specifickych funkci, jako je kontrola a inhibitranslace
MRNA a jeji syntéza vedouci kznym proteiim. Katecholaminy, indolaminy a histamin
pini u ¢loveéka dilezité metabolické funkce. Kontroluji zejména nesvsystém a krevni
tlak [13]. Histamin gsobi na centralni nervovou soustavu, kde d@uj® procesy &eni,

panmet a faze spankwsp).

1.3.1 Putrescin a kadaverin

Mezi hlavni funkce putrescinu gatstabilizace makromolekul (nukleovych kyselin),
subcelularnich struktur (ribozama stimulace diferenciace hikn Putrescin synergicky
zesiluje @&inek histaminu a tyraminu [6,11,31alSi nepiznivou vlastnosti tohoto aminu
je jeho schopnost reakce s dusitany za vzniku zopgrolidinu, heterocyklického
karcinogenniho nitrozaminu. Mimo jinétde tento amin zneSkadvat volné radikaly.
Putrescin, spolu se sperminem a spermidinem inhibxidaci polyenovych mastnych
kyselin, gicemz tento finek souvisi s p&iem amino skupin obsazenych v polyaminu
[15]. Putrescin pdt mezi nejvice produkované biogenni aminy u kingramnegativnich
bakterii, fedevsim zelediEnterobacteriacea32].

Kadaverin je dlezity pro st burgk a je zapojen do mnoha pro@escetrg syntézy
bilkovin [27]. Kadaverin pdi do skupiny polyamii (podobri jako spermin, spermidin
a putrescin). Mezi jejich biologické funkce fiahj. (¢ast na bu&ném Kstu a proliferaci.

V popredi zajmu tak stoji jejich mozn&ast v nadorovém bujeni. Polyaminy jsou také
povazovany za potencionalni  prekurzory kancerogénni N-nitrozoslodenin

a aromatickych heterocykl [33]. Kadaverin rov& pati mezi nejvice produkované
biogenni aminy u kmeéngramnegativnich bakteriifgdevsim z'eledi Enterobacteriaceae
[32].

1.3.2 Potravinova precitlivélost

Potravinovou pecitlivélosti trpi vyznamna a stale riatajici ¢ast populace. Postihuje asi
2 % dosplych, 8 % dti do 3 let ¥ku. Jedinci s potravinovourgcitlivélosti jsou pi poziti
rizikové potraviny ohrozeni jednak akutni reakgifignaky postizeni systému dychaciho,
gastrointestinalniho, &hoveho i kozniho, nebo se potravinovigqitlivélost projevuje

chronickym onemocamim, jako je atopicky ekzém a chronické zazivadiizeo které
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mohou vyznamé& ovliviiovat praceschopnost jedince i kvalitu jeho ZivdRatravinove
alergie jsou reakce zprostkované imunitnim mechanismem a hlavni roli zdaji hr

imunoglobuliny IgE [34].

Vyznamnymi @astniky patologické alergické reakce jsou Zirnéklguneboli mastocyty.
Na povrchu mastocitjsou navazany molekuly IgE. Vazba alergenu napgarchoveé IgE
vede k wyliti histaminu a dalSich mediatar granuli uvnit buiky do jejiho okoli. Nkteré
potraviny, zvlast bohaté na tyramin nebo histamin, mohou vyvolaeblpgickou reakci
prakticky nerozeznatelnou od potravinové alergiderdick4 reakce se u postizeného
jedince projevuje népstji jako otok sliznic, coZz je zndma senna ryma, neialni
alergicky syndrom, dale pak paleni a zarudnutkek nebo i, astmatické projevy

a v nejhorsichiipadech jako tzv. anafylakticky Sok [34].

1.3.3 Histaminova intolerance

Prijaté mnoZzstvi histaminu hraje rozhoduijici rali pbjeveni piznali. Potize budou vzdy
naristat tim vice¢im vice bude zatiZzen organizmus histaminem, ne2 bdouran. Tento
jev nazyvame histaminovou intoleranci (HIT). Tatotrpvinova nesnasenlivost vznikla
diky nedostatku enzymu diaminooxiddza (DAO). Tdxichistaminu mZe zvySovat
piitomnost putrescinu a kadaverinu, protoZze maji ivggiitu k DAO, ¢imZz dochazi

k vycerpani DAO pro histamin.i®lizné jedno procento obyvatel ma takovy enzymaticky
nedostatek a musi séeknout rizikovych potravin obsahujicich histamiakq jsou ryby

sled’ovitého nebo makrelovitého typuarvené vino [20,35].

Nektefi pacienti maji potize srymou, jini se trapi tklpd plicnimi problémy.
Pomoci DAO se uvdliji také dalSi biogenni aminy. | jidlo, které ohga@hmalé mnozZstvi
histaminu, ale velké mnoZzstvi jinych biogennich@mimaze vyvolat potize. Aminy, které
pochazeji z kakaaiasto nastartuji migrénu. Pokud jdtpmna intolerance k histaminu,
mame se vyvarovat jigin, ktera obsahuji jehoétsi mnozstvi. HIT se nerozviji nahle,
nybrz velmi pomalu. To je hlavniidod, pr@& nelze tuto nemoc snadno rozpoznatasto
je povaZzovana za psychosomatickou zalezitost. peje zjisti tzv. vylkkovaci dietou, p

které se vysadi na dva tydny potravina bohata nestamin [30,35].
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1.3.4 Detoxikace biogennich amid

V zazivacim traktu {sobi detoxikani systém, ktery dok&Zze metabolizovat normalni
piijem biogennich amin potravou. Hlavni Ulohu v odbouravani biogennichingm
zaujimaji enzymy monoaminooxidaza (MAO) a diamiridaxa. Maji vSak jen dgitou
kapacitu a vysoky ijlem biogennich amin nezvladnou metabolizovat. MAO a DAO
pusobi v zaZivacim traktu, takZze do krevniho¢hab se dostavaji oxidai produkty
biogennich amii [13,15]. Toxicky @inek biogennich aminje siln® ovlivnén aktivitou
téchto enzyni, kterd niize byt u jednotlivych jedinc rizna a zavisla naadé faktor,

nag. na gitomnosti inhibitoé a potenciatar. [6].

Otravy biogennimi aminy z potravin se mohou vyskwtnobzvla§ ve spojeni s faktory,
jako nagiklad inhibice MAO zfisobena l&vy ¢i alkoholem, onemocamim zazivaciho
systému a ftomnosti dalSich amin v potravirg. DalSim rizikem je jejich reakce
s dusitanovymi a dusnhanovymi solemi, které se pouZzivaji ke konzerva@smych

vyrobki za vzniku nitrozami [36].

Jedinci s chorobami traviciho traktu (Zaltieviedy, gastritida) maji aktivitu aminoxidaz
nizsi nez jedinci zdravi. U paciént ktefi uZivaji 1éky s inhibinim ®&inkem
monoaminooxidaz a diamonoxidazube dojit k pozmanéni metabolizmu biogennich

amin, jejich nahromaghi a k zavaznym zdravotnim komplikacim [15].

1.4 Legislativa

V Ceské republice byly dané legislativni limity probvgné biogenni aminy v rybéach,
syrech, pivu a vinu do roku 2004. Legislativni iyrse v fiznych zemich od sebe péme
liSi, jsou nejednotné [6].

Natizeni komise (ES§. 2073/2005 stanovuje limit histaminu u ryb a rybigrobki. Pro
produkty rybolovu z druln ryb spojovanych s vysokym mnozstvim histidinu @/qeny
limit 100 — 200 mg.kd. Aby byl dany vyrobek vyhovujici, musi sphat nasledujici
kritéria: (i) primérna hodnota obsahu histaminu v 9 vzorcich musi igSi nez
100 mg.kd, (i) maximalre 2/9 vzorki smi mit obsah histaminu v rozmezi
100 — 200 mg.kg, (iii) zadna zji&na hodnota obsahu histaminu nesntévpSovat

200 mg.kg". Pro produkty rybolovu, které byly ofeny enzymatickym zranim v laku
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vyrobenych z ryb s vysokym obsahem histidinu, jegteny limit 200 — 400 mg.kY
piicemz plati stejna pravidla jako vgalchozim gipad [37].

V CR je v sodasné dob platna vyhlaska. 305/2004 Sb., ve Zni pozajSich gedpid,
vydané Ministerstvem zdravotnictvi, kterd stanowdijehy kontaminujici a toxikologicky
vyznamnych latek a jejichtfpustné mnozstvi v potravinach. Vyhlaska uvatipystné
mnoZstvi pouze pro histamin v rybach a rybich vgfoh, které je ve vysi 100 mgXg
Tento limit povoluje pekraieni o 100 % u dvou vzoitkz deviti. Legislativa netteuje

vyrobaim uvadt obsah biogennich amima obale potravin [38].

1.5 Vyskyt biogennich amini

Biogenni aminy v potravinach iou pochazet ze dvou zdiojJsou pirozenou sotasti
buréénych struktur rostlin anebo iou vznikat v procesu vyroby a skladovani potravin,
jako vysledek metabolickéhotugobeni mikroorganizin [39]. Biogenni aminy mohou
slouzit jako indikatory procesu fermentace potragie také jejich kazeni [9].

Ve vy$Sim mnozstvi se nachazi ve fermentovanycbbeych, jako jsou n&ppivo, vino,
kysané zeli, syry aj. iBobenim kontaminujici mikrofléry vznikaji hla&nv rybéach
a v mase ¢hem skladovani. Vysoké koncentrace biogennich @asenvyskytuji u potravin
v pokratilém stupni kaZeni. #® nevhodném skladovani ovoce, zeleniny a hub projduk
biogenni aminy zejména endogenni dekarboxylazy V@lné aminy nafiklad formuji
v plodech ovoce a zeleniny charakteristickoutclautypickou vini pro zralé plody. Bylo
prokazano, Ze jejichifijomnost v relativdh vysokych koncentracich wdhto plodech
prodluZuje dobu skladovatelnosti [40]. Vyznamné nodcganizmy produkujici biogenni

aminy v fiznych potravinach jsou uvedeny v Tabulce 3.
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Tabulka 3: Vyznamné mikroorganizmy produkujici @ogi aminy [6]

Potravina Mikroorganismy Produkované aminy

Morganella morganii,
Klebsiella pneumoniae,

Hatnia alvei histamin, tyramin
Proteus mirabilis, Proteus ' '
Ryby vulgaris, kadaverin, putrescin,

Clostridium perfringens

Enterobacter aerogenes,
Bacillus sp.,

Staphylococcus xylosus

agmatin, spermin, spermidjn

Lactobacillus buchneri, L.
bulgaricus, L. plantarum,

L.casei histamin, kadaverin,
) L. acidophilus, . ,
Syry Enterococcus faecium, putrescin, tyramin,
Streptococcus mitis tryptamin

Bacillus macerans,

Propionibacterium sp.

Pediococcusp.,

Lactobacillussp., histamin, kadaverin,
Maso a masné vyrobky gﬁiggggggl?zg putrescin, tyramin,

Micrococcussp., fenyletylamin, tryptamin
celed” Enterobacteriaceae

Lactobacillus plantarum, histamin, kadaverin,

Fermentovana zelenina | Leuconostoc mesenteroides  putrescin, tyramin,

Pediococcusp., fenyletylamin, tryptamin

. Rhizopus oligosporus, histamin, kadaverin,
Fermentované produkty ze  Trichosporon beigllii ' '
sje Lactobacillus plantarum, putrescin, tyramin,
Leuconostoc mesenteroides tryptamin

1.5.1 Rostlinné produkty

Biogenni aminy se jakoftpozena sotast vyskytuji v potravindch rostlinnéhdiyodu
Hlavnim biogennim aminem v ovoci a zelehinyva tyramin [6]. Nkteré dZusy, nektary

a limonady vyrobené z pomergdin malin, citroni, grapefruii, mandarinek, jahod, rybizu
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a hrozrmi obsahuji #izné biogenni aminy v liSici se koncentradi¢@mz putrescin byva

zastoupeny nejvice [3].

Vysoké koncentrace biogennich adimiZzeme najit v r&atech (tyramin, tryptamin,
histamin), bananech (tyramin, tryptamin, serotaon&yestkach (tyramin, noradrenalin)
a listech Spenatu (histamin).fi@mnost biogennich amin miZzeme taky pozorovat
v nékterych houbach, bilém &rném pep a v sojové omée. Histamin a kadaverin byl

detekovan v karagenanuas [3,4,6,41].

V pivu je nejvice pitomny tyramin a kadaverin s kolisavym obsahem taggrmin,

spermidin a putrescin [42,43].

Mnoho biogennich amin je pitomno i vcéerveném a bilém vén Mezi nejvice
se vyskytujici pat tyramin, histamin, tryptamin, putrescin, kadamerspermidin [3,44].
RyZova vina obsahuji relati¥n vysokd mnoZzstvi volnych aminokyselin. Vysledky
prizkumu biogennich aminv ¢inskych ryZzovych vinech ukazuji, Ze tato vina obgghet
biogennich amiin, a to histamin, tyramin, kadaverin, spermin a spaimi45].

V Kkli¢icim jegmeni (gedevsim v kieni) se nachazi derivat tyraminu hordenin. V pSenic
se nachézi napamidy 2-hydroxy-putrescinu s ferulovoupg&umarovou kyselinou, které
vznikaji jako fytoalexiny @i napadeni rostliny [6]Fenyletylamin je frodni sloZkou
kakaovych bob a tim padem se dostava i &likolady a cukrovinek obsahujici¢bkoladu
[3,4].

1.5.2 Zivo¢&isné produkty

Obsah histaminu je v rybach stabilni za podminelZp@nych p sterila&&nim procesu
rybich konzerv [46]. Rzné biogenni aminy (histamin, putrescin, kadavetymamin,
spermidin a spermin) @iou byt detekovany v makrelovitych rybackcombridag jako
jsou makrely, sl&, tundk a sardinky. MnoZzstvi biogennich arfhise ve fermentovanych
rybich vyrobcich zna¢ 1iSi. Objevuji se stopova mnozstvi histaminu, estinu,
agmatinu, tryptaminu a tyraminu. Ve vySSi koncesitsz® po fermentaci vyskytuje pouze

spermidin [3].

Po rybach je syr n&sgjSi potravinou, kter4 d@¥e byt gicinou otrav zgsobenou
histaminem. Syry obsahuji dostaté mnozstvi aminokyselin, které vzniklyepazre

proteolyzou kaseinu. Mnozstvi biogennich alminsyru je zavislé na délkzrani, aktivié
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vody, mikrofl&e, koncentraci soli, pH, teplbt skladovani, fitomnost kofaktoru
pyridoxalfosfatu. Zrani¢i dlouhodobé skladovani tvrdych a polotvrdych asywede
k degradaci bilkovin a k hromaai volnych aminokyselin. Ty zde mohou byepeneny
diky ¢innosti dekarboxyldz na aminy [46,47].

Schopnost tiznych bakterii produkovat aminy je velmi rozdilndysoké mnoZzstvi
biogennich amii s nej¢tSi pravédpodobnosti bude zji&o u syf silné kontaminovanych
a znehodnocenych mikroorganizmy. Mezi hlavni biogeaminy zjiS¢éné v syrech péit

histamin, tyramin, tryptamin, putrescin a kadavé4ig).

Mléko a ml€né vyrobky jsou dobrymijkladem prokazani nezadouciho zvySeni obsahu
histaminu Bhem nevhodného zpracovanickdli ¢erstvé mléko obsahuje nizkou hladinu
histaminu, pasterované nebo UHT #8eé mléko obvykle dosahuje vysSi hladiny tohoto
biogenniho aminu.iiPfermentaci mléka |ze pozorovat Zmg naiist ¢asto se vyskytujiciho
histaminu [49]. V matiském mléce byla zji&ha iizna koncentrace sperminu, spermidinu
a putrescinu. Rozdil koncentraci byl dokonce prakédanezi levym a pravym prsem [3].

Pti skladovani masa dochazi vlivem enzymové aktipitfomné mikroflory k fistu obsahu
biogennich amiin a obsah &kterych z nich |ze proto vyuzit jako indikatterstvosti masa.
Cerstvé vefové maso obsahuje do 7 mg'kkadaverinu a putrescinu, zatimco zkaZené
maso 60 mg.kga vice. Bi vareni dochazi pouzeddst&nému rozkladu biogennich aniin
[6]. U vepové panenky dochazi ¢bnymi technikami zpracovani potravin
k vyraznému poklesu kadaverinu, putrescinu a tymamina rozdil od sperminu

a spermidinu, u kterych je koncentraémito technikami zdaleka mérovliviiovana [50].
Histamin a faktory, které ovliwji jeho syntézu, byly stanoveny u skotu a jinyehhd

masati masnych vyrobi [3].

Ve fermentovanych masnych vyrobcich se vyskytigy@zié tyramin. Vznik biogennich
amini ve fermentovanych masnych vyrobcich je mozné amgamianim startovacich
kultur, které potlauji rast proteolytickych mikroorganizin[51]. Tyramin a putrescin jsou
jedny z nejvice se vyskytujici biogennich afninsuchych salamech [52]. V poslednich
letech doSlo k rostouci sgebe dribeziho masa a vyrobkz dribeZziho masa. Tyto
produkty mohou obsahovat diaminy ve &mém mnoZzstvi visledku enzymatické aktivity

kontaminujicich bakterii, které mohou ohrozit zdrspotebitel [53].
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1.6 Mikroorganizmy tvo Fici biogenni aminy

Mikroorganizmy vlastnici dekarboxyldzy aminokysgBou z&lenény predevsim da@eledi
Enterobacteriaceaea Micrococcaceae.Celed Enterobacteriaceaezahrnuje nap rody
Citrobacter, Clostridium, Hafnia, Klebsiella, Esclehia, Proteus, Salmonella, Shigella,
Serratia, aj. Do ¢eledi Micrococcaceaeati rody Stafylococcus Micoroccus.Z bakterii
mlé&ného kvaseni, které produkuji dekarboxylazy lIze novat rody Lactobacillus,
Enterococcus, Carnobacterium, Lactococcus, PedioesalLeuconosto§3,4,52].
Histidindekarboxylazova aktivita byla kr@mbakterii nalezena téZz uékterych plisni

a kvasinek, u kterych je aktivita dokonc#si nez u bakterii mé@ého kvaseni [52].

1.6.1 Celad’ Enterobacteriaceae

NazevEnterobacteriaceage odvozen z latinského slov&nterobacteriuty coz znamena
strevni bakterie [54]. Jsou celagové rozStené a nalézaji se wg, vodk, ovoci, zeleniy,
na zZivaisich od cizopasnyctervi a hmyzu az polovéka. Mnoho drufi primarré napada
intestinalni trakt a zisobuje péjmova onemocEni [55].

Clenové c¢eledi Enterobacteriaceaezaujimaji  Gstedni pozice v saiasné biologii
a vzhledem k jejich rozdilnym vlastnostem a histicgiroli maji velky vyznam pro vyzkum
lekarsky, mikrobiologicky, potravingky i biochemicky [56].

V sowlasné dob celed Enterobacteriaceaezahrnuje nejméh 34 rodi se 149 druhy
a poddruhy [57]. Jsou to gramnegativni rovnéintgy, nepohyblivé nebo pohyblivé
peritrichalnimi  béiky, netvdi endospory ani cysty. Jsou fakultativnanaerobni
a chemoorganotrofni, majici jak respiratorni térmentatorni typ metabolizmu [55,56].
VétSina druli roste pi 37 °C. Optimalni aktivita vody je 0,94 — 1,0 a pH- 7 [57].
Nekteré druhy rostou iip niZSi teploé a jsou pi této teplok i vice metabolicky aktivni.
Generéni doba je velice kratkd. Okyseluji glukézuradu jinych cukit a cukernych
alkoholi, vétSinou jsou oxidaza negativni (vyjimkou je rdtlesiomonak a WtSinou

i kataldza pozitivni, fevazré produkuji nitraty [55].

Druhy ¢eledi Enterobacteriaceagsou schopny univerzalnvyuzivat sacharidy. SmiSena
fermentace ma kokré produkty jako je kyselina ni#éd, kyselina octova, kyselina
jantarova, kyselina mraveéna etanol. Mezi jednotlivymi druhy mohou byt v idesti na
podminkach fermentace velké rozdily v kémgch produktech. Tvorba plynu je jednim

z identifikanich znak patogennich mikroorganiZimnEscherichia coliplyn tvai, zatimco
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Shigella a Salmonella plyn neprodukuje. Paradoxn Serratia plyn neprodukuje
(ve skuténosti je plyn tvéen, ale astava stabilizovany v médiu) [56,57].
Enterobacteriaceagsou ve ¥tSin¢ pripadi povazovany za mikroorganizmy s vysokou
dekarboxylazovou aktivitou. Produkuji zejména katawva putrescin, jejichz vyznamnymi
producenty jsouSerratia sp.a Enterobacter CloacaeTyto mikroorganizmy jsou ve
findlnich vyrobcich zastoupeny v malém mnoZstve akspravné skladovani surovin
a nekontrolované fermentace mohou vyvolat rozmnéidb¥chto bakterii za s@asného
pusobeni dekarboxylaz. Uvalné enzymy jsou zodpéuné za hromathi biogennich

amini a jejich¢innost nize pokré&ovat i v nepitomnosti Zivych buék [52].

1.6.1.1 Rod Serratia

Rod Serratiatvoii gramnegativni rovné &inky, obvykle pohyblivé pomoci peritrichalnich
bicika. Jsou fakultativéh anaerobni a chemoorganotrofni, majici jak respindt tak

i fermentatorni typ metabolizmu. Optimalni teplotesstu je 30 az 37 °C a optimalni
pH 5 az 9, dkteré druhy tvéi ¢erveny pigment. Jsou oxidaza negativni a katalézdipni
[55,58]. Seracie se vyskytuji v humannim klinickénaterialu, fdé, vod, na povrchu
rostlin a obectv prostedi, dale ve se¢vnim traktu hlodavica hmyzu [54,55].

S. liquefacienge nejroz&iensjSi bakterie zpisobujici kaZzeni chlazené zeleniny a masnych
vyrobki [58].

S. marcesceng pohybliv4, fakultativé anaerobni, gramnegativni bakterie. Rovréény
maji v pfiméru 0,5 — 0,8um a jsou dlouhé 0,9 — 2)im. Kolonie na agaru jsou kruhové,
konvexni, nepthledné a maji bily,iizovy nebaterveny pigmentBakterie roste v rozmezi
pH 5 az 9 a teplotach 5 — 40 °C [59,60].

Syntézaterveného pigmentu u baktei$e marcescengktery se nazyva prodigiozin, zavisi
na podminkachtistu a je produkovan i za nizkych koncentraci N&glkoncentraci 8 %
avice se pigment nettio Na pigmentaci ma vliv i ostleni. S¥tlo ma gimy vliv na
syntetizované barvivo dané kultury. N&8i nafist biomasy a produkce pigmentu je
pozorovana naguwach s obsahem glycerolu. V kulttvam médiu obsahujicim glukozu
jako zdroj uhliku a energie k tvarkprodigiozinu nedochazi [61]. Pigment se podili na
dychani a na #kterych anabolickych procesechieBpoklada se, Ze biosyntéza pigmentu
funguje jako ochranny mechanizmus v fiepivych podminkéach, ve kterych jést burék

zpomalen. Vyuziti pigmentu jako obchodniho bangeanezdalo, protoze jeho citlivost
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na s¥tlo je zn&na. Biosyntéza pigmentu je jako u jinych fyzioldgich proces podstati
ovlivnéna faktory, jako jsou teplotajippmnost mineralnich latek a aminokyselin [61].

S. marcescense vyskytuje v firozeném prosedi, tzn. v ide¢, vod a na povrchu rostlin.
Uprednostiuje spiSe vihké pragdi. V podob ¢ervenych skvrn se vyskytuje na nekyselych
potravinach a zjsobuje jejich kazeni. Bakterigasto roste na Skrobovitych potravinach,
kde jsou pigmentované kolonie snadno a mypovazovany za kapky krve [59,60]
S marcescensje vyzna&nym oportunnim patogenem pro hospitalizované péagien

zpisobuje septikémie, pneumonie, meningitidu a infekogovych cest [55,61].

1.6.2 Ostatni mikroorganizmy produkujici biogenni aminy

1.6.2.1 Bakterie mlé&ného kvaSeni

Bakterie mléného kvaseni jsou obetmovaZzovany za nepatogenni a netoxické, avSak
v posledni dob je ¢asto dokazovano, ze&které druhy mohou produkovat biogenni aminy.
Za producenty tyraminu byly oz&eny rekteré kmenyLactococcus LeuconostocyétSina
kmeni Enterococcusrod Carnobacteriuma dale gkterédruhy laktobacii (Lactobacillus
alimentarius, Lactobacillufomohiochi, Lactobacillus bavaricuksactobacillus buchneri,
Lactobacillus farciminis, Lactobacillus reuteri, €mbacillus curvatus a Lactobacillus
sakei) U rekterych kmef Leuconostoc sppa u Oenococcus oenbyla pozorovana
schopnost tviat histamin. Enterokoky produkuji tyramin a 2-feetgllamin, avSak nejsou

schopny vytvéit vyznamné mnozstvi kadaverinu a putrescinu [52].

1.6.2.2 Celed’ Micrococcaceae

Existuje jen malo dostupnych informaci o tubrkbiogennich amibh u celedi
MicrococcaceaeU rekterych druli rodu Micrococcusa Staphylococcubyla pozorovana
aktivita histidindekarboxylazyStaphylococcus carnosasStaphylococcus piscifermentans
mohou vykazovat vysokowinnost aminokyselinovych dekarboxyldz a r&&nmohou
produkovat 2-fenylethylamin, histamin, kadaverinpatrescin. Tvorba histaminu byla
pozorovana i u 76 % kmérStaphylococcus xylosusolovanych ze Spaiskych salam
[52].
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1.6.2.3 Plisn¢

Prirozeny vyskyt biogennich amira jejich vyskyt v piibéhu spontanniho kazeni nebo po
inokulaci byl sledovan u plisniBotrytis cinerea, Cladosporium cladosporioides,
Penicillium digitatum, Phoma sp., Rhizopus stolemifMédiem byly ovocné tivy

z obchodni séi stavy cerstw vylisované, dale zmrazené malidgrstvé hrozny a citrony.
Celkow se ukéazalo, Ze koncentrace biogennich amiavoci a §avach jsou v normalnich

podminkach zanedbatelné [62].

S vysSimi koncentracemi biogennich ainje treba pditat u €ch druhli ovoce, které
vzhledem ke své konzistenci maji sklon k mikrobjpdé nestabilit. Principialré jsou
vSak rizika vyvolana aminy z ovoce a ovocnycavwsvelmi nepatrna. Problémy by mohl ve
zvlastnich pipadech (pacienti s migrénami)tigobovat gkdy se vyskytujici vysSi obsah
tyraminu. Nezavisle na tom vSak mohou znamenat eng/sriziko vysSi koncentrace

mykotoxini, kterym je teba ¥novat pozornost [62].

1.6.2.4 Kvasinky

Ve fermentovanych potravinach se na produkci biagdn amiri podileji i kvasinky.
U kvasinek roduDebaryomycesa Candida izolovanych z fermentovaného masa byla
objevena aktivita histidindekarboxylazyétsi, nez je u bakterii miéého kvaseni
a stafylokoki. Nekteré neidentifikované kmeny kvasinek byly schopméiit vysoké

mnozZstvi 2-fenyletylaminu a tyraminu [52].

1.7 Dekarboxylazova aktivita mikroorganizmi

Tvorba biogennich aminbakteriemi nize byt ovliviena mnohymi vijSimi faktory, které
mohou ovliviovat zejména kinetiku dekarboxylazovych reakci [6BEkarboxylazova
aktivita mikroorganizn je velice pestra a rozmanif{&,15].

Eliminaci oxidu uhlitého z karboxylovych kyselin Ize uskutét v zavislosti na jejich
struktue zalitivanim na teploty 100 — 300 °C. Dekarboxylage oxokyselin

a substituovanych malonovych kyselirfegstavuje posledni krok v syntézach kéton
a karboxylovych kyselin. Snadnost dekarboxylace omaych kyselin klesa s rostouci
substituci na uhliku v poloze 2. Spiigm znakem dekarboxylace je tvorba cyklického
tranzitniho stavu [64]. Dekarboxylace je reakc#, kperé se z molekuly aminokyseliny

odstraiuje karboxylova skupina za vzniku aminu [65]. Dadh& odSépovani oxidu
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uhli¢itého ze substratu, proces je katalyzovany enzyenfidy lyaz (tzv. dekarboxylazy).
Mezi nejznanyjSi dekarboxylazy pét pyruvatdekarboxylaza, produkujici acetaldehyd p
alkoholové fermentaci,ci dekarboxylazy aminokyselin, jejichz apobenim vznikaji
biogenni aminy [66].

Biosyntézu a transport polyaniinkontroluji predevsSim enzymy ornitindekarboxylaza
(EC 4.1.1.19) aS-adenozylmetionindekarboxylaza (EC 4.1.1.507).chejkatabolizmus
aexport z bugk je naopak kontrolovan spermidin/spermix‘-acetyltransferazou.
ZvySenou biosyntetickou aktivitu polyaniinlze nalézt typicky u neoplastického
burg¢cného fistu. N, N'-diacetylspermin (DAC) je obsaZzen v polyamineatiské mai.
Exkrece tohoto diacetylpolyaminu byva zvySena wbos fadou malignich nadoér

(prostata, prs, tlustérsivo, atp.) [67].

Na dekarboxylaci aminokyselin seét§inou podili pyridoxalfosfat jako kofaktor
(viz Obrazek 8). Z aminokyseliny a pyridoxalfosfade vytvdi Shiffova baze. Kladh
nabité atomy dusiku pyridinového kruhiitghuji elektrony. Timto se vyty@priznivy
mezomerni stav, ktery ime vzniknout jen tehdy, pokud se na &omu aminokyseliny
eliminuje substituent jako kation. Mezomerni meamisse potom stabilizuje adici jednoho
protonu na ¢ a hydrolyzou Shiffovovy baze na primarni amiri Bekarboxylaci se
zachovava konfigurace. Dekarboxylazy jsouétSinou specifické na L-formu
aminokyseliny. Tyto enzymy jsou rogsne v zZivgisich, rostlinach i mikroorganizmech.

Dekarboxyladzy vykazuji zvySenou aktivitu zejméniaakterii [3,15].



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

32

AK + Pyridoxalfosfat

R—CH;NH,
Aminy

Obrazek 8: Ribeh dekarboxylani reakce [15]
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1.7.1 Faktory ovliviiujici dekarboxylazovou aktivitu mikroorganizmi

LepSi pochopeni mechaniam kterymi jsou tvéeny biogenni aminy, nadm pdiXe
v zabragni jejich vzniku. Obech vyskyt biogennich amin v potravinach rize byt
potlaten pouzivanim iisné a spravné hygienické praxi@ yybéru surovin a vyrobniho
prostedi. Biogenni aminy mohou byt produkovany i kmenyikB (bakterie mléného
kvaseni), které sechbre vyuzivaji pro technologickécealy jako starterové kultury, a proto
je vhodné tyto kmeny ipd pouzitim v mlékarenstvi otestovat na dekarb@opéu
aktivitu. Stej tak by pro technologicke ¢ély bylo vhodné znat kinetiku tvorby
biogennich amibh za podobnych podminek priedi, které mohou nastatéhem
technologického procesu vyroby fermentovanychcéméh vyrobki [63]. Fi vyrobe
fermentovanych potravin je daléldzité zbyténé neprodluzovat dobu kvaSeni a pouzivat
peslivé vybrané startovaci kultury [3].

Vybrané faktory, které mohou ovlivnit dekarboxylama aktivitu, jsou popsany

v nésledujicich kapitolach.

1.7.1.1 pH

Riast mikroorganiznd i jejich biochemickaéinnost jsou sild ovlivnény koncentraci
vodikovych iont v prostedi. pH prosedi ovliviiuje také odolnost bwk ke zvySenym
teplotdm. Odolnost k vysokym teplotdm je tedy tinenSi, ¢cim wtSi je odchylka od

optimalniho pH [68].

Hodnota pH je jednim z Klovych bodi, ktery ovliviiuje dekarboxylazovou aktivitu.
Dekarboxylazova aktivita je sidjsi v kyselém prosedi (pH 4 az 5,5). Prudké okyseleni
zpisobi omezeni ustu amino-pozitivnich  mikroorganiZim obzvla& zceledi
EnterobacteriaceaeZvySeni pH v progedi ma za nasledek navyseni tvorby biogennich
amim [3,15,28,52].

Putrescin je rozpustny ve wbds hodnotou pH kolem 10 a uplnprotonovan ve

fyziologickém pH [20].
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1.7.1.2 Teplota

Teplota vrjSiho prostedi je jednim z hlavnich faktior které ovlivauji rychlost
rozmnozovani mikroorganizimni moznost jejich Zivota. U kaZzdého mikroorganizmu
rozeznavametit zakladni body teploty: minimalni teplotu, tj. ngsi teplotu, fi niZz se
dany druh rozmnoZuje jeSgjistitelnou rychlosti, optimalni teplotufipiz se rozmnoZuje
nej\wetsi rychlosti a maximalni teplotu, tj. nejvysSiltegp, pri které je schopen se jést
rozmnozovat. Stanoveni minimalni teploty je gomd obtizné, nebd s klesajici teplotou
klesa postuphi rychlost rozmnoZzovani. Zatimco optimalni teplgabvykle asi o 30 °C
vysSi nez teplota minimalni, maximalni teplot@yySuje pouze o 5 az 10 °C optimalni

teplotu utitého mikroorganizmu [68].

Kratkodobé zvySeni teploty na maximalni teplotuaigvteplotni Sok, ktery vede kanym
vykyvim metabolizmu. ® tom se syntetizuji tzv. teplatnSokové proteiny (heat shock
proteins, HSP), které nalezi mezi tzv. stresovéeprg. T¢émito proteiny se rozeznavaji
anomalni proteiny tM@né i stresu a zajidlje se jejich rychlé odbouravani. ZvySena
syntéza HSP je vyvolana ikterymi jinymi stresovymi podminkami, nappiitomnosti
tézkych kowa v prostedi. Funkce HSP a regulace jejich syntézy za styebopodminek je

predmeétem intenzivnich studii [68].

Je dolbe znamo, Ze teplota ma vyrazny vliv na tvorbu binogeh amii. Optimum pro
rast wWtsiny mikroorganizm vybavenych dekarboxylazami je 20 az 37 °C. Nizgaty
zastavuji jejichiist. Tato prordnna maiizny vliv na mnoho jefr souvisejicich s produkci
biogennich amiin (nag. rast burg¢né kinetiky, proteolytickd a dekarboxytd aktivita
enzymi) [15,52].

Produkce histaminu v potravindch se zpomaluje 1® °C a zastavuje jizip5 °C
v disledku dhynu bakterii produkujicich histamin. S toasi skladovaci teplotou
koncentrace aminvzrista. Pozitivni vliv Ize sledovat i u ¥eni, s vyjimkou sperminu,
jehoz koncentraceipzatrivani klesa [13]. Biosyntéza putrescinu bakté&niterobacter
cloacaebyla detekovanaipinkubaci 20 °C po 24 hodinach, na rozdil od tgplt0 °C, i

které jiz produkce zaznamenana nebyla [3].
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1.7.1.3 NacCl

Koncentrace NaCl v médiu sinovliviiuje tvorbu biogennich amin kolisani mnozstvi
vody a pondru dil/voda kEhem skladovani a vyroby potravin ma &#&ma viiv na
rozmnozovani mikroorganizin [69]. NaCl aktivuje tyrozindekarboxylazu a inhibuje

histidindekarboxylazu [15].

Béhem skladovani ip 25 °C je inhibéni inek anErny naiGstu koncentrace v solném
nalevu. Nap. syntézu histaminu, tyraminu a tryptaminu ponfstcéptococcus cremorize
potl&it pridanim jiz 0,5 % NaCl k zakladnimu médiu. Al pysSich teplotach (30 °C)

a koncentraci 2 % NaCl naopak tvorba histaminu geudste [3].

1.7.1.4 Dalsi faktory

* obsah glukézy— optimum pro st mikroorganizmi je 0,5 az 2 %, zatimco 3 %

inhibuji syntézu dekarboxylaz
* pritomnost NaNQG, — aktivuje tyrozindekarboxylazu
e pritomnost O,— pro mikroorganizmy vybavené dekarboxylazami jeglmy

* mnozZstvi pfitomnych amina — obsah histaminu, agmatinu a putrescinu v médiu

inhibuje histidindekarboxylazu [15].

Krom¢ vySe zmignych faktofi mohou produkci biogennich andinovliviovat dalSi

chemickeé latky, jako n&petanol, fenolické slaieniny nebo oxid $icity [63].
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2 METODY STANOVENI BIOGENNI AMIN U

Jsou dva tivody pro stanoveni biogennich arinim potravinach. Prvnim je moZnost jejich
stanoveni jako ukazatelkvality potravina druhd jejich potencionalni toxicita a s tim
spojené zdravotni problémy [29,70].

Pro stanoveni biogennich amirbyla navrzena spousta metod. Neexistuje vSak Zadna
univerzalni kvantitativni metoda pro stanoveni WSdmiogennich amihn ve vSech
potravinach. Typické problémy spojené se stanovenimgennich amifn v potravinach
jsou gitomnost potencionaén piekazejicich slotenin a vyskyt Bkterych biogennich
amini sowtasre ve stejném posgiu [71].

K nejcastji pouzivanym metoddm pro stanoveni biogennich amgpati papirova
chromatografie (PC), tenkovrstva chromatografie J,Lplynova chromatografie (GC),
chromatografie na iontognicich (IEC) a vysoce dinnad kapalinova chromatografie
(HPLC) [25,29,72]. VSechny tyto vyjmenované metazghrnuji dva hlavni kroky —
extrakci amiti z buiky a jejich vlastni stanoveni [25]. Prvni faze pitigky bod, ktery
zahrnuje ziskani odpovidajiciho mnozstvi vSech antixtrakce volnych aminz burek
muze byt provadna vodou pi pokojové teplot nebo i teplot vySSi. Dale pak v kyselém
prostedi, a to za pomoci kyseliny chlorovodikové, clit&inebo trichloroctové tak, aby
byly ziskany i vazané aminy [25,73].

K dalsim metodam p#t elektromigréni metody, zejména kapilarni elektroforéza (CE),
enzymatické metody (ELISA), imuno-enzymatické mgtod molekularni metody,

nag. polymerazovdettzova reakce (PCR) [20].

2.1 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Tenkovrstva chromatografie jeifipadem plosné chromatografie sieyladajicim
adsorgnim mechanizmeméteni analyzované stsi latek [36]. Vlastni chromatograficky
experiment se provadi na tenkeé viésporbentu (celuldza, silikagel, alumina) naneseného
na vhodné podloZce (sklo, kovova félie). Vzorekveevelmi malém mnoZstvi (ul) nanési
na za&atek vrstvy (start) spate¢ se standardy obdobnjako v @ipad papirové
chromatografie. Po zaschnuti nanesenych wea vrstva viozi do vyvijeci komory

s vhodnou sisi rozpoustdel (mobilni faze) tak, aby startovni linie byladnhladinou.
Komora se zae. Vyvijeni chromatogramu probiha tak dlouho, dokedelo vzlinajici

smesi rozpoustdel nepiblizi k okraji desky. Poté se chromatogram vyjmeysusi
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a vhodnym zpsobem detekce se zjisti, kam doputovaly latky obisédzve vzorku.

K detekci se pouzivaji vrstvy upravené fluoresoénatkou, fluoreskujici id oswtleni

UV zaenim. Stanovované latky velmiasto tuto fluorescenci zhaseji, takze se pod
UV lampou objevuji na chromatogramu v poddimavych skvrn. VyuZivaji se i dalSi
zpusoby detekce, zaloZzené na pibdet chromatogramu vhodnyndinidlem, které se
stanovovanou latkou vytyidbarevnou sloteninu [74].

TLC pati mezi prvni metody pro kvalitativni analyzu biogérh amiri v potravinach
[20]. TLC metoda je velmi ekonomicka a rychla. NEagtuje Zadné specialniizzeni, ale
ziskané vysledky mohou byt rnegné (semikvantivni metoda). Nabizi nam stanovéni a
osmi biogennich aminv potravinich [36,70,71].

Pro separaci a stanoveni danzyldefivabiogennich amih se vyuzZiva systému
rozpoustdel chloroform-dietyleter-trietylamin  (6:4:1), nédbvaného systémem

chloroform-trietylamin (6:1) [36].

2.2 Plynova chromatografie (GC)

Plynova chromatografie se pro stanoveni biogenafi ¢asto nevyuzivaPlynna mobilni
faze zde slouzi pouze k transportu analgt neovliviuje stacionarni fazi. Pro metodu
plynové chromatografie je charakteristickéegevsim ginna a rychla separace slozitych
smési a prace s malymi mnozstvimi vzorku za pouZlttinené jednoduché aparatury. Pro
analyzy tkavych latek si plynova chromatografie zachovaviaripni postaveni. Je zde
pozadovana vysoka selektivita segaibo procesu. iP separaci by o dochazet k co
nejmensimu rozmyvani zon analy75]. Jako nosny plyn se pouziva He, Ap, N, CO,
[76].

V GC se casto vyuzivd technik s programovanim pracovnich arpati

a multidimenzionalnich technik (teplotni gradiemtména pfitokové rychlosti plynu,
piepinani kolon, z¢iné vyplachnuti kolony).Plynovou chromatografii 1ze vyuZzit nejen
k analytickym «elim, pouzita nize byt roveZz jako metoda sledovani fyzik&ln
chemickych pochada vlastnosti (adsorpce, katalytické procesy, difzochody) a jako
metoda preparativni [75].

Biogenni aminy polyaminy jsou stanoveny jako tofloacetyl-, trimetylsilyl- nebo
2,4- dinitrofenylderivaty. K detekci se pouziva mpknovy ionizéni detektor (FID), detektor
elektronového zachytu (ECD), plamenovy iokizdadetektor s alkalickym kovem (AFID)

a hmotnostni spektrometr (M&)0].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 38

2.3 Chromatografie na iontoméni¢ich (IEC)

P tomto zmisobu chromatografie zachycuje sorberitirtyp ioni vyménou za jiny ion.
Podstatou je chemicka reakce:

-RY + X <=> -RX+Y pro anex

-RY + X" <=> -RX+Y  pro katex
kde Y a Y'jsou vynénitelné iony, které jsou vazany na funk skupiny ionexu.
iontové vynené difunduji sorbované iony z okolniho roztoku do emn, vygsiuji
a vymenuji ekvivalentni mnoZzstvi jinych ignvazanych na jinych vygmnych skupinach.
Tento pochod je obousimy, takZe v ufittm okamziku dochazi k ustaveni rovnovahy.
V ionexové chromatografii se vSak nikdy nevyuzivihapvymEnna kapacita ionexu,
o celkové rychlosti vyrmy rozhoduje pedevSim difuze kapalinovym filmem a u velmi
zredkénych roztok: také difuze ionexem [77].
P¥i technice iontové vyrny jde o separaci idn proto je vzdy pouzivana vodna mobilni
faze. Stacionarni faze (iontémi¢, ionex) je zpravidla makromolekularni matrice
obsahujici kyselou nebo bazickou fdnk skupinu. Katexy jsou iontani¢e s kyselou
funkeéni skupinou nesouci zaporny nédboj. Na povrchu katex obvykle setkdavame se
skupinami kyselymi (§@azeno podle vistajici sily): fenolicka skupina —OH, karboxylova
skupina —COOH, fosfatova skupina —PO(@H)sulfatova skupina S8. Anex obsahuje
bazickou funkni skupinu a je nositelem kladného naboje [77].chl&}jSimi skupinami
chemicky vazanymi na povrchu ariejsou (séazeno podle vastajici sily): primarni
aminy —NH, sekundarni aminy —NHR, terciarni aminy —NBR kvartérni amoniové
baze — NR3 [78]. lon obsaZeny v ionexu byva vymgn za ion obsazeny v mobilni fazi
nebo ve vzorku a na principu s&kgni ionexu o tyto ionty dochazi k separaci [77].
lontowe vyménna chromatografie nabizi ve srovnani s HPLC vyhjedgoduché fipravy
vzorki a stanoveni &Siho pd@tu amini ve vzorcich potravin s dostédteu citlivosti
a pesnosti. IEC je vysoce spolehliva @&gna metoda pro stanoveni vyznamnych
biogennich ami v syrech. Metoda je velmi vhodna pro rutinni autbok& analyzy a je
hned po HPLC druhou ngstji vyuzivanou metodou pro stanoveni biogennich @min
[72].
Metoda zaloZzend na iontdvyménné chromatografii s integrovanou pulzni
amperometrickou detekci (IPAD) byla vyvinuta jakeps$i alternativa pro stanoveni

nederivatizovanych biogennich amin(kadaverin, putrescin, spermidin, histamin
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a tyramin) a gkterych aminokyselin (histidin, tyrozin). Tato md&obyla UspsSné pouzita
pro analyzu biogennich antira aminokyselin v potravinach jak rostlinného aoZi$ného

puvodu, tak i ve fermentovanych potravinach (suché&nsg emental) [79].

2.4 Vysoce &inna kapalinova chromatografie (HPLC)

Mezi metodami kapalinové chromatografie zaujimanamné misto technika HPLC.
Zkratka je odvozena od dvouipustnych naz¥ této techniky, a to ,high performance
liquid chromatography* (vysok@inna kapalinova chromatografie) nebo ,high pressure
liquid chromatography” (vysokotlaka kapalinova amaiografie). Mobilni fazi je v tomto
piipadt kapalina. Stacionarni fazi je filntiplusné latky zakotveny na povrchu riesnebo
pevny adsorbent. iB3troj, na kterém se provadi HPLC analyzy se naZm@alinovy
chromatograf [76].

Vv s

lon- Pair-RP-HPLC je velmi znama procedura. Biogeaminy a polyaminy nelzeifmo
detekovat v UV/VIS oblasti a ani fluorimetricky, @oto je nutné vzorky iled detekci
derivatizovat [20]. Postkolonova derivatizace aimipomoci ninhydrinu ma za nasledek
vznik zbarvenych produit Citlivost detekce jéasto zvySenaipdkolonovou derivatizaci,
zejména pomoci danzylchloridu, benzoylchloridu nebkfiluorenylmetylchloroformatu.
Nové HPLC metody spojené s detekci pomoci hmothagiektrometrie byly vyuZity
k separaci amiin predem derivatizovanych danzylchloridem. Tyto metody bylwinuty

k identifikaci a stanoveni Sesti biogennich aimia to kadaverinu, histaminu, spermidinu,

sperminu, tryptaminu a tyraminu [80].

V posledni dob se jevi jako velmi spolehlivé a vysoce citlivé amatografické metody
s elektrochemickou detekci nebo detekci pomoci hosbhi spektrometrie (LC/MS),

zvlast pokud dochazi ke koeluci vice latek [81].
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3 RUSTOVA KRIVKA BAKTERIALNI POPULACE

Ristova Kivka je grafickym vyjadenim 6istu bakterii v podminkach statické kultivace

a predstavuje funéni zavislost logaritmu stoupajici koncentrace dkuresp. pétu Zivych

burgk nacase. Pro analyzuistu bakterialni populace je zakladni situdist tisté kultury

v uzaveném, undle piipraveném, nadbytek Zivin obsahujicim tekutém a dgennim

prostedi. Kiivka je charakteristicka titymi Useky, které Ize nazyvafistovymi fazemi

[82].

Obecr zndmé jsou nasledujici faze:

lag faze— adaptace na noveé priati, buiky se nemnozi, naopak starSi odumiraji,
vytvareji se patebné enzymy a liky zwvétSuji svaj objem. Délku lag faze ovliwije
sloZeni prosedi, zejména velikost a gtanokula. Lag faze je dana v podstaemi
procesy: pestavbou klidové hiky v buiku exponencidl&rostouci, adaptaci bly

na nové progedi (deprese a indukovana syntéza erigymahromadni
intermediélnich metaboiit apod.) a Upravou nového prigsti cinnosti burk.
VSechny ti faktory se mohou samigmé kombinovat.

faze zrychlenéhaistu— kultura je plg prizpusobena podminkam prastli, buiky

se z&inaji mnozit s ndistajici rychlosti deni, zvySuje se intenzita metabolizmu,
buiky maji zvySenou citlivost na néipnivé vlivy prostedi.

faze logaritmicka (exponencialnf)intenzivni mnozeni, get roste geometrickou
fadou, aktivni metabolizmus a rychlé vyuzZivani sudibst rychlost deni je
konstantni, ubytek b@k odumiranim je minimalni.

faze zpomalenéhaistu — postupné zbrzmi mnoZeni a celkového metabolizmu,
rychlost d&leni se snizuje vigsledku vyerpani Zivin a hromauahi metabolit.

faze stacionarri- vyrovnava se get odumirajicich butk s griristkem, nedostatek
.biologického prostoru®. Fyziologie bék nachazejici se ve stacionarni fazi diky
vyéerpani limitujici Ziviny je charakterizovana nejprmevyvazenymistem, pak
piestavbou enzymového vybaveni a posléze relativrétalmolickym klidem.

faze poklesu(zrychleného odumirani) — ri&t Obytku bugk (prevaha nad

piirastkem), rychlost &éeni klesa pod nulovou hodnotu [82].
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VétSina matematickych modelpopisujicich @istové Kivky nezahrnuje fazi odumirani
bakterialni populace a popisuje pouze prvni famgur Faze trstové Kivky mohou byt
popsanyiemi parametry: (i) maximalni specifickastova rychlosim, ktera je definovana
jako te&tna v inflexnim bog; (ii) doba lag fazel. definovana bodem, ve kterém tatérie
protind osux; (iii) asymptotaA, tedy maximalni hodnota logaritmu relativéétnosti
populace, které bylo dosazen® £ In [N/Ng], kde N, je paiet burgk na p&atku kultivace
a N je maximalni dosazeny ¢ burgk) [83]. Ristova Kivka s jednotlivymi parametry je
na Obrazku 9.

In(N/No)

Time

Obrazek 9: Rstova Kivka bakterii [86]

Specificka #stova rychlostu, neni v ptibéhu celého istu konstantni. S klesajici
koncentraci Ziviny klesa. OvSem pokles praktickyndtantni maximalni hodnotymax

k hodnot nulové je velmi rychly. Praihne Ehem rekolika minut, takZze je sotva
pozorovatelny. Diky tomuipchazi éistova Kivka z exponencialni faze do faze stacionarni

oste (kthem rEkolika minut), ale nicménplynule [82].
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. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Hlavnim cilem této prace bylo sledovatinek vybranych v#Sich faktofi (pH, NacCl,
teplota) na st bakterieSerratia marcescens jeji produkci biogennich amina to
zejména kadaverinu a putrescinu. Pro n&glrtohoto hlavniho cile byloréba splnit
nékolik dil¢ich cila:
e Zpracovat literarni reSerSi tykajici biogennich mima mikroorganizm, které je
produkuji se zagtenim na putrescin, kadaverirSarratia marcescens
» Sledovat #st bakterieSerratia marcescens riznych prostdich (teplota 10, 20
a37°C,pH6,7a8,obsah NaCl 0, 1, 3,4,396
» Sledovat produkci putrescinu a kadaverinu bakfeiiratia marcescens riznych
prostedich (teplota 10, 20 a 37 °C, pH 6, 7 a 8, obsa@I9, 1, 3, 4,5 a 6 %)
» Ziskané vysledky modelovat pomoci Gompertzova modelziskat tak tistové

kiivky a zavislosti obsahu biogennich afhimacase.
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5 MATERIALA METODIKA

5.1 Pouzité chemikalie, fFistroje a pomicky

5.1.1 Pristroje a pomicky

o Sterilator H+P Varioklav 135S (H+P Labortechnik AG)

» Biologicky termostat 30 °C, 37 °C (Laboratortigtroje Praha)

* Centrifuga MIKRO 200 R (Hettich-Zentrifugen)

* pH tester Spear Eutech s pevnou vpichovou elektrgdatech Instruments)
» Spektrofotometr Libra S6 s diodovym polem (Biochjom

e Vahy Kern 440-47W (KERN & Sohn GmbH)

* Analytické vahy Adam AFA 210 LC (Schoeller instrums)

« Kapalinovy chromatograf (LabAlliance / Agilent Tewogies / MicroSolv

Technologies)
» Automatické mikropipety (Biohit)
* Chladntka (Elektrolux)
* Vortex (Heidolph Reax)
* Temper&ni komora (Baumatic)

» Laboratorni sklo a plasty (3fy automatickych pipet, mikrozkumavky Eppendorf,
0,22pm filtr)

5.1.2 Chemikalie

* Lyzin, arginin, ornitin, tryptamin (Sigma-Aldrich)

e Chlorid sodny (LachNer)

« 0,1a1 moliHCI (Lachema), 0,1 a 1 mol.NaOH (Ing. Petr Lukes)
» Sterilni fyziologicky roztok (0,9% NaCl)

0,6 mol.I* HCIO,

» Kyselina borita (LachNer)

e CH3COONa (Sigma-Aldrich)

» Acetonitril (Sigma-Aldrich)
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5.2 Mikrobiologické analyzy

5.2.1 Kaultiva éni média

Masopeptonovy bujon (MPB)

Masovy extrakt (HiMedia) ........cccccccevveeeennnnennnnn.n. 3,09
Pepton (HiMedia)...................eceeeveeveeveeee... 5,0 g
NaCl (Lach-Ner).........cceviiiiiiciieeeenn. 3,0 g

Destilovana voda. ... ..o eee i 1000 ml

Masopeptonovy agar (MPA)

Beef extract (HIMedia) ............cooovvviviiiiieeniiiiiiiiinnnns 3,09
Pepton (HIMedia) .........uueieiiiieeeieeee et 500
AGAI . 15,09
NaCl (LACh-NEr) ......uuviiiiiiieieieeeeeeeveeeeee e 500
Destilovana voda ..........ccooviiiiiiiieiiiieeee e 1000 ml

Dekarboxylazové médium (DM)

PePION e 14,3 ¢

Yeast eXtract........oovviiiiiiiiiieee e 309

N o 1 U 2,09 (c=0,2 %)

Y74 TSR PPTUPPPURRPRRR 2,09 (c=0,2 %)

(@ 91111 124 = [ 3,0 g (c = 0,2 Y%epaitano naisty
ornitin)

Destilovana voda............coooiurieieeeiiiiieee e 1000 ml

Slozky vSech meédii byly navazeny a rozgpogt v pisluSném mnozstvi vody. Do
zé&kladniho MPB byly fidany aminokyseliny arginin, ornitin a lyzin v mrst¢i 0,2 %
a dale azné koncentrace NaCl (viz dale). Naslediyla meédia vysterilovana v autoklavu

pii 121 °C po dobu 15 minut a MPA byl rozlit na misky
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5.2.2 Kaultivace bakterie

BakterieSerratia marcescens subsp. marcesce@$/ 303 byla nakultivovana na pevném
meédiu a uchovana v lednici. Pomnozeni bakterieipedb v MPB v termostatuip37 °C
po dobu 20 hodin.

5.2.3 Optimalizace slozZeni kultiva&niho média a¢asovych intervali odbér i

BakterieSerratia marcescensyla pomnozena ve zkumavce se sterilnim MPB a zkiena
byla umiséna na 24 hodin do termostatti 7 °C.

Jako prvni varianta bylo fipraveno DM a MPB, jejichZ iesné sloZeni je popséano
v kapitole 4.2.1. Naslednbylo do obou médii fiidano vypd@itané mnozstvi NaCl, a to
v nésledujicich koncentracich: 0 %, 0,5 %, 1 %, 236, 4 %, 5 % a 6 %. Takto
piipravena média byla roztna do zkumavek a doslo k UpégH na 6, 7 a 8 (pomoci 0,1
mol.I" pifpadré 1 mol.I* HCl a NaOH). Po sterilaci byly v&echny zkumavkering
zaakovany gipravenou kulturou a umisty na 24 hodin do termostati 87 °C. U vSech
zkumavek byla po kultivaci protrena optickd hustota (OD) na spektrofotometru
s diodovym polem Libra S6 s programem pré&eni optické hustoty bék (A = 600 nm).
Tato varianta slouZila k optimalizaci obsahu NaGhédiu a téZz ke zji8hi, zda budou
podstatné rozdily vistu bakterie v obou médiich. Vzhledem k tomu, Zktdyége rostla
v obou médiich velmi podobnbyl pro dalSi experiment zvolen MPB.

V dalsi fazi byl pipraven MPB s néasledujicimi koncentracemi NacCl: ,01%0, 3 %, 4 %,
5 % a 6 %. Oproti fgdchozimu pokusu byly vypusty koncentrace 0,5 a 2 % NacCl,
u kterych nebyly vfedchozim pokusu zji&y pilisS vyrazné rozdily se sousednimi
koncentracemi. Oft doslo k Gpray hodnot pH na 6, 7 a 8 (pomoci 0,1 miblpripadré

1 mol.I* HCI a NaOH). Takto fipravené médium bylo kultivovanoiipteplot 6 °C
(lednice), 15 °C (tempetai komora) a 37 °C (termostat). U zkumavek bylayvddebrana
jedna z kazdé kombinace NaCl x pH aehto zkumavkach bylorpméteno pH pomoci
nakalibrovaného pH-metru Spear Eutech s pevnouhepau elektrodou (pro kontrolu
spravnosti Upravy pH ipd sterilaci). Ostatni zkumavky byly steélrzaakovany
pripravenou kulturou z bujonu. Kultivace naslégmobihala v lednici, tempemai komde,
piipadré termostatu a v nasledujici¢asovych intervalech byladrena OD: 24h — 48h —
72h — 96h — 168h — 192h (pro 6 °C), 6h — 12h — 286h — 48h — 60h — 72h — 96h
(pro 15 °C) a 1h — 2h — 3h — 4h — 5h — 6h — 8hk-4@4h (pro 37 °C). Tento pokus byl
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proveden pro zjighi, jak dlouhoSerratia marcescenpti dané teplat a kombinaci pH
a NaCl roste. Vzhledem k tomu, Z28 p °C bakterie téwt nerostla, byly v dalSich fazich
pokusu pouzity teploty 10, 20 a 37 °Casové intervaly odist byly adekvata upraveny

(viz dale).

5.2.4 Stanoveni ristové Kivky bakterie

Ristova Kivka byla sestrojena ze ziskanych hodnot optickétdiy a poétu kolonii.
Opticka hustota byla &ena dle postupu uvedeného v kapitole 4.2.3.

Z hlediska analytického byla zvolena metoda turbiliie, kterd je posmné presnou,
nedestruktivni a jednoduchou metodou. Turbidimetje zalozena na &eni
prochazejicino sitla, které bylo zeslabeno rozptylem ¢asténé i jeho rozptylu na
casticich. V naSem #&eni jsou castice nahrazeny bBkami bakterii suspendovanymi
v tekutém kultivénim médiu. Ty jsou schopny absorpceerda o ukité vinové délce
v opticky neaktivnim progedi. Dany efekt zisobuji chromoforické skupiny obsazené
v mikroorganizmech. Proslé ighni ma diky dmto jevam nizSi intenzitu neZz dopadajici,
které udava sitelny zdroj [84,85].

S nafistem buic¢né hmoty dojde ke 2tSeni zékalu, tudiz i k postupné &m intenzity
proslého zéeni. Pomoci této metody Ize vysledovastové chovani bakterii, protoZze se
priabéh optické hustoty édhem kultivace gasem nani [86].

Opticka hustota seasto vyuziva, neliov mikrobiologii predstavuje jednoduchou metodu
k uréeni koncentrace gtu burtk ve Zedné suspenzi. V jiném rozsahu platibizné
linearni vztah mezi koncentraci ke optickou hustotou [87].

Patet burgk byl stanoven nasledujicim igopbem: bakterie byla pomnozena MPB a po
sterilaci a vychladnuti byla média z&kovana koloniiS. marcescensultivace probihala
jak v termostatu ip 37 °C, tak v chladicim boxuip20 °C a 10 °C. U vybranych variant
bylo provedendedini 1 — 10° atedsni 10°, 10* a 10° byla sterils rozhokejkovéana po
100ul na misky s MPA. Misky byly umishy do termostatu na 20 hoditi peplog 37 °C

a poté byly spéitany vyrostlé kolonie.
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5.3 Stanoveni obsahu biogennich amin

5.3.1 Priprava médii pro stanoveni biogennich amit

Bylo pripraveno MPB s obsahem 0,2 % aminokyselin (lyzemgininu a ornitinu). Dale
bylo piidano NaCl v koncentracich 0 %, 1 %, 3 %, 4 %, 5% %. Nasledh bylo
upraveno pH na 6, 7 a 8 a byla provedena steritaédia. Celkem tak bylo ziskano
18 niznych kombinaci MPB.

5.3.2 Kultivace bakterie a dalSi operace ped vlastnim stanovenim biogennich

aminua

Jednotlivé kombinace MPB g8anym pH a obsahem NacCl (viz kapitola 4.3.1) bybyriste
zaakovany gipravenou kulturou (viz kapitola 4.2.2). Kultivapeobihala jak v termostatu
pii 37 °C, tak v chladicim boxuip20 °C a 10 °C.Casové intervaly odist pro jednotlivé
teploty byly nasledujici: 24h — 48h — 72h — 96h68H.— 240h — 264h — 336h (pro 10 °C),
6h — 10h — 24h — 36h — 48h — 60h — 72h — 96hZpreC) a 1h — 2h — 3h — 4h — 6h —8h —
10h — 24h (pro 37 °C). Celkem bylgkmvano 864 zkumavek (6 koncentraci NaCl, 3 pH,
3 teploty, 8 odbrovychcagi, 2 paralelni stanoveni: 6 x 3 x 3 x 8 x 2 = 864).

V jednotlivych¢asovych intervalech byly provedeny vzdydperace:

1. Z vybranych kombinaci pH a obsahu NaCl byl provedgisev na misky
(viz kapitola 4.2.4).

2. Obsah zkumavek byliedsn 0,6 mol.' HCIO,, promichan a byla z#tena OD.
Nasledr byl obsah zkumavek odstién (6000 ot/min, 10 minut). Supernatant byl
dale zedsn do 2 ependorfovych zkumavek boratovym pufrem (0ghI* kyselina
boritd upravena pomoci NaOH na pH 9,5) v pani:4.

3. Obsah ependorfovych zkumavek byl dddin pri 20000 g po dobu 30 minut,
supernatant byl gefiltrovan ges 0,22um filtr do vialek (gFedem vyplachnutych
metanolem a vysuSenych). K 1 ntefiltrovaného supernatantu byléiggno 10 pl
tryptaminu jako vniniho standardu. V ifpac poteby byly vzorky deediny
boratovym pufrem naifslusnou koncentraci.

Krom¢ toho bylo ped vlastni kultivaci zeieno pH u jedné sady zkumavek (z kazdé

kombinace NaCl x pH), a to Zidodu kontroly spravnosti Upravy pH.
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5.3.3 Stanoveni biogennich amifi pomoci vysoce &inné kapalinové chromatografie

Pro stanoveni obsahu putrescinu a kadaverinu bwZivykapalinovy chromatograf
sestavajici z autosampleru, binarni pumpy (oba Lam&e), degaseru, termostatu kolony
a fluorescetniho detektoru (vSe Agilent Technologies). Separbgl provedena na
predkoloré Cogent HP8" C18, 20 mm x 4 mm, 5um a kolois reverzni fazi Cogent
HPS™ C18, 150 mm x 4,6 mm, 5um @MicroSolv Technologies). N4t na kolonu
¢inil 5 pl. Pro separaci byla vyuZzita gradientovacel (eléni program viz Tabulka 4)
mobilni fazi 0,1 mol} CH;COONa s acetonitrilem fp objemové piitokové rychlosti
0,6 ml.miri*. Analyza probihalaip 30 °C. Signal byl sniman fluorescerim detektorem
pii Aex = 330 nm &gy = 440 nm.

Tabulka 4: Eldgni program

Cas (min) CH3(C%O)ONa Acetonitril (%)
0 70 30
13 70 30
20 50 50
43 0 100
46 0 100
50 70 30
55 70 30

5.4 Statistické vyhodnoceni vysledk

Jak nhstova kivka, tak obsah putrescinu a kadaverinu byl modetgromoci Gompertzova
modelu. Jednotlivé parametry modelj (i, 4) byly odhadnuty pomoci nelineérni regresni
analyzy (Marquardt-Levenburgova metoda). Pro sickis vyhodnoceni byl pouzit

program Unistat® 5.5 arivky byly sestrojeny v programu MS Excel.
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Gompertziv model Ize povaZzovat za nejvhagii matematicky model pro popis a analyzu
rastovych dat. Pro vypet nistovych parameir (Um, 4) z hodnot lezicich v exponencialni
fazi rastovych kivek podle Gompertzova modelu Ize pouzit nelineaegiresni analyzu

(za podminekum> 0 a prol > 0) (viz nasledujici vztah):

y= AEdaxp{— exr{%ﬁe(/] ~t) +1}}

kde:

T ST maximalni fistova rychlost [H]

A délka lag faze [h]

Aol maximalni hodnota logaritmu relatiwgtnosti populace, které bylo dosazeno

Pro hodnoceni obsahu putrescinu a kadaverinuyateth nasledujici:

kde:
UBA «eeee e, maximalni rychlost produkce BA [mg.h"]
ABA weeennns délka lag faze, tedy doba, nez byla poprvénaarenana produkce BA [h]

ABA.een... maximalni produkovana koncentrace BA [rif})[B8].
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Rustova krivka bakterie Serratia marcescens

Sestrojeni wstovych Kivek bakterie bylo zaloZzeno na hodnotach optickstdiy a pdétu

burgk, pricemz byl vyuzit Gompertar model (viz kapitola 5.4).

6.1.1 Rustova kifivka pri 10 °C

Rist bakterie se v médiich &nou hodnotou pH a koncentraci soli amalisil. V prib&hu
lag faze, kdy dochazi k tigpasobovani se bwk novému prosedi, k pFestavis
jejich enzymového aparéatu a postupné utilizaci wsich Zivin [82], byl nejmarkanjsi
rozdil mezi hodnotami u pH 8, 6 % NaGl%£ 90,05 h) a pH 6, 5 % NaCl € 22,87 h).
Da sefict, Ze nejdelSi lag faze byla u vSech koncentiaeT!| pii pH 8. Hodnotal v tomto
pH se pohybovala od 35,81 h u 0 % NaG&s74,84 h u 5 % NacCl, az k jiz zrmvanym
90,05 h pi 6 % NaCl (viz Obradzek 10; ostatnistové Kivky jsou sowasti gilohy P 1).
Naopak nejkratSi lag faze byla pozorovatigpl 6, 5 % NaCl, pH 6, 3 % NaClapH 6 a 7,
0 % NacCl. Se virstajicim obsahem chloridu sodného v méditsimou rostla i vetiina
J, COZ lzexici taktéZ o rostouci hodriopH.

Maximalni rmstova rychlost byla ip teplo€ 10 °C dle ¢ekavani porérné nizka.
NejrychlejSi naist mikroorganizmu byl detekovan vmédiu s 1 % Nagll 6 a 7
(um= 0,07 ). Nejpomaleji bakterie rostlatippH 6, 7 a 8, koncentraci 6 % NaCl
(um=0,01 K. Ve wt&ing pripadi (s vyjimkou 4 % NaCl) rostla bakterie rychlejti p
pHG6a7.

NejvétsSi nafist patu burek byl zaznamenan v médiich s 0 % Na@l<£ 6,65 — 8,39).
S rostouci koncentraci NaCl hodnofa postupw klesala, picemz mezi 6 % NaCl
a 0% NaCl byl rozdil az 8 logaritmickyctadi. Jednotlivé parametry Gompertzova

modelu jsou znazo#ny v Tabulce 5.
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Obrazek 10: Rstova kivka pri 10°C, koncentrace NaCl 6 %, pH 6, 7 a 8

Tabulka 5: Parametry Gompertzova modelu fistavou Kivku pii 10 °C

oo | P | AG [mh)| 20
6 7,61 0,05 28,58
0 7 6,65 0,06 25,23
8 8,39 0,04 35,81
6 6,18 0,07 37,47
1 7 7,50 0,07 36,10
8 5,75 0,04 66,51
6 4,85 0,04 24,80
3 7 4,20 0,05 48,17
8 3,93 0,03 54,73
6 3,01 0,03 30,26
4 7 3,43 0,05 36,01
8 3,28 0,05 65,09
6 2,38 0,02 22,87
5 7 2,12 0,02 60,21
8 1,39 0,01 74,84
6 0,38 0,01 68,93
6 7 0,57 0,01 69,96
8 0,64 0,01 90,05
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6.1.2 Rustova kifivka pri 20 °C

Délka lag faze $ 20 °C byla nejkratSi v médiu s 0 % NaGipH 6 ¢ = 7,91 h)apH 7
(4 =8,53 h). V ostatnichtfpadech se délka lag faze pohybovala v rozmezi510,az
34,88 h. Nejdéle se bakterigigpusobovala prosédi v médiu s obsahem 6 % NaCl
(PH6718) a5 % NaCl (pH 7 a 8). Zatimco hodnbai pH 6 a 7 byla u jednotlivych
koncentraci NaCl podobnéiipH 8 byl zaznamenargtsi skok a ndist délky lag faze od

nizsich hodnot pH.

NejvyssSi maximalnitstova rychlost byla zjigha v médiich s obsahem 0 a 1 % NaCl ve
vSech hodnotach pH (viz Obrazek 11; ostafistavé Kivky jsou sodasti gilohy P 1I).
Maximalni istova rychlost véchto médiich se pohybovala mezi 0,194 0,12 H. Vy3&i
ristova rychlost byla jeStzaznamenana u 3 a 4 % NaGi pH 6 (un = 0,13 ).
Nejpomaleji se bakterie rozmnoZovalti koncentraci NaCl 6 %, = 0,02 — 0,05 1)
aub5 % NaCl, pH 8, = 0,05 i). S vyjimkou 0 % NaCl se bakterie rozmnoZovala
nejpomaleji pi pH 8.

NejvétsSi nafist patu burek byl detekovan v meédiu s nulovym obsahem NaCl
(A =7,28 —8,20). S rostouci koncentraci NaCl pastumpdnotaA klesala, nejnizsi byla

u 6 % NaCl A =0,86 — 1,68). Markantni rozdil téimrsedmi a fil logaritmickychiada byl
zaznamenan u 6 % NaCl, pH 8 € 0,86) a 0 % NaCl, pH 8A(= 8,20). Jednotlivé

parametry Gompertzova modelu jsou znazoyrv Tabulce 6.
9,0

8,0
7,0
501 —&—pH 6
4.0 —e—pH7

o Lot

2,01

LN (CFUW/CF)

—&—pH8

1,0

0,04 ‘ ‘ : ‘
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0

Cas ()

Obrazek 11: Rstova kivka pri 20 °C, koncentrace NaCl 0 %, pH 6, 7 a 8
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Tabulka 6: Parametry Gompertzova modelu fistavou Kivku pii 20 °C

oo | P | AG [meh]| 20
6 7,96 0,19 7,91
0 7 7,28 0,14 8,53
8 8,20 0,16 17,10
6 7,96 0,18 12,88
1 7 7,04 0,17 10,75
8 5,70 0,12 18,36
6 5,98 0,13 14,80
3 7 4,62 0,09 15,55
8 4,66 0,08 19,69
6 3,63 0,13 23,32
4 7 3,80 0,08 19,85
8 3,91 0,08 24,18
6 3,31 0,11 18,38
5 7 3,12 0,10 31,98
8 1,71 0,05 34,88
6 1,68 0,05 25,39
6 7 1,53 0,05 26,21
8 0,86 0,02 31,46

6.1.3 Rustova kifivka pri 37 °C

Praibéh lag faze byl ve vSech médiich p&me vyrovnany. Hodnotal se postup®
zvySovala od 0 % NaCl k6 % NaCl. Podleekavani byla lag faze nejdelsfi pH 8,
6 % NaCl 4 = 5,81 h) a nejkratSiipstejném pH a 0 % NaCRh (= 1,73 h). S vyjimkou
0 a 1% koncentrace NaCl byla nejkratSi lag fazeyvad pH 7 (viz Obrazek 12; ostatni

rastove Kivky jsou sowasti gilohy P 1I1).

V exponencialntasti fistoveé Kivky, kde pa@et burgk roste geometrickotadou, doslo

37 °C kintenzivnimu mnozeni a maximalristova rychlost se pohybovala v rozmezi
0,41 — 1,74 Hi. Nejrychleji bakterie rostla v médiu s 3 % NaQH 7 (um = 1,74 ') a dale

v médiich s obsahem 0 a1 % Na@h &€ 1,29 — 1,56 ). Naopak nejpomalejsiist byl
zaznamenanip8 pH a koncentraci NaCl 6 %= 0,41 i) a 5 % {im = 0,42 HY).

Co se tye poslednicasti kivky, tak hodnotyA se pohybovaly v rozmezA = 10,40
u0% NaCl, pH 6 @& = 0,80 u 6 % NaCl, pH 8. Rozdil mezi nimi tedyi témet

10 logaritmickychradi. Nejlépe se bakterie mnozZila v médiu s nulovymablesn NacCl,
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s rostouci koncentraci NaCl hodn&tgostupri klesala. V pipad vSech koncentraci byl
nejvyssi poet burgk v médiich s pH 6 nebo 7fipH 8 rostla bakterie podst&tmeérs.

Jednotlivé parametry Gompertzova modelu jsou zméngrv Tabulce 7.

12,0
*‘_‘_‘_‘-‘-‘-‘—‘—Mﬁ"‘ﬁ‘"‘"‘ﬂ
10,0
8,0
é —&—pHB6
Q
=) 6,0 7
\'-(_'_-), —e—pH7
=2
4 4,0 s _pHS
2,0 1
0,0 ol T T T T T
0,0 50 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0
Cas (h)

Obrazek 12: Rstova kivka pii 37 °C, koncentrace NaCl 0 %, pH 6, 7 a 8

Tabulka 7: Parametry Gompertzova modelu fistavou Kivku pii 37 °C

oo | P A0 (| 20
6 10,40 1,56 2,66
0 7 8,13 1,29 2,25
8 8,74 151 1,73
6 8,23 1,54 2,67
1 7 8,45 1,41 2,77
8 6,39 1,56 2,86
6 5,03 0,90 3,13
3 7 4,23 1,74 2,93
8 4,19 1,16 4,11
6 3,86 1,30 4,71
4 7 4,21 0,79 3,68
8 3,21 1,14 4,12
6 3,47 1,30 5,38
5 7 2,81 0,64 2,84
8 2,40 0,42 4,52
6 1,91 0,61 4,99
6 7 1,62 0,78 5,75
8 0,80 0,41 5,81
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6.1.4 Dilé&i diskuze

Porovname-li ziskané hodnoty um a A u vSech 3 teplot, ziskame spoustu zajimavych

a rozdilnych vysledk

Prvni popisovanéast fistové Kivky je lag faze. Lag faze je doba, kdy dochaztésmavid
klidové buiky v bunku exponencialé rostouci, adaptaci iy na nové progedi a Upray
nového prosedicinnosti burk [82]. Nejdéle se bakterigippisobovala novému prasdi
pii 10 °C, kde se hodnotypohybovaly v rozmezi 22,87 — 90,05 h. ¥pgadt kultivace i
teplo€ 20 °C dosahovaly hodnoty7,91 — 34,88 h aipteplot 37 °C pak 1,73 — 5,81.
NejkratSi lag faze bylo &Sinou dosazeno v médiich s obsahem 0 % NacCl, ISejde
vyhovujici a potvrzuje se tvrzeni, Ze optimalnildég ristu pro rodSerratiaje 30 az 37 °C
[55,58] a 0% az 4% koncentrace NaCl [89].

Maximalni mstova rychlost seip10 °C pohybovala v rozmezi 0,01 — 0,0%, Ipii 20 °C
v rozmezi 0,02 — 0,19*ha pi 37 °C pak v rozmezi 0,41— 1,74".hBakterie tedy rostla
rychleji pi vysSi teplog, coz ot potvrzuje Udaje uvéaeé v literatile [55,58]. Hodnota

pH nengla na fistovou rychlost tak velky vliv, jako obsah NaCl.

Maximalni mnozstvi bu¥k bylo vytvareno i 37 °C, kdy se hodnotg pohybovaly mezi
0,80 — 10,40. # 20 °C byly tyto hodnoty 0,86 — 8,20 & 0 °C pak pouze 0,38 — 8,39. Ve
vétsing pripadi byly hodnotyA nejnizsi pi pH 8. Dostupna literatura uvadi [3,28,52], Ze
optimalni pH pro aktivitu bakteri8erratia marcesceng v rozmezi pH 4 — 5,5. keme

tedyfici, Ze takto vysoké pH (zejména pH 7 a 8) nenilgakterii vyhovuijici.

6.2 Stanoveni obsahu biogennich amin

Dekarboxyldzova aktivita bakteriéSerratia marcescensbyla testovana za pouZiti
masopeptonového bujonu (MPB) s obsahem 0,2 % aiysebk (lyzinu, argininu

a ornitinu), gicemz byla sledovana produkce kadaverinu a putrescinu

Putrescin a kadaverin jsou nizkomolekularni polygmiyskytujici se u vSech organiam

véetre Zivocichi, rostlin, hub a bakterii. U rostlin jsou lokaliZzow zejména v cytoplazm

ale také ve vakuolach, mitochondriich a chloropglelsf18].
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6.2.1 Stanoveni obsahu putrescinu

6.2.1.1 Produkce putrescinu f 10 °C

Bereme-li v Gvahu lag fazi, tedy dobu, nez bylarpémaznamenana produkce putrescinu,
nelzefici, Ze prokazatebnejvyssici nejnizSi hodnotyiga byly vZdy v utité koncentraci
NaCl a utitém pH. Co se tyka vlivu pH na délku lag fazé, tiakoncentrace NaCl 0 a 5 %
byly ziskany velmi podobné hodnotisf = 60,7 — 65,8 h pro 0 % NaCl a 76,8 — 80,9 h pro
5 % NaCl). Pro koncentraci NaCl 1 a 3 % byl chagkticky nafist hodnotyiga

s rostoucim pH/ga = 51,1 — 123,4 h pro 1 % NaCl a 71,3 — 127,1 h 38 NacCl).

V piipact obsahu NaCl 4 a 6 % byl pozorovan jiny trend @iardzek 13; ostatniiieky
jsou souasti gilohy P IV). Vliv mnoZstvi soli v médiu na produkgutrescinu byl p této
kultivaéni teplot nejednoznény. Zatimco u koncentrace 1, 3 a 6 % byla nejda{Fifaze

u pH 8, v gipack ostatnich koncentraci to bylo u pHi6/.

500,0
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X _aassrrmsRETRasses 7
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o |
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Obrazek 13: Produkce putrescinti 70 °C, koncentrace NaCl 4 %, pH 6,7 a 8

Pti hodnoceni maximalni rychlosti produkce putresdigly zjiSttny nasledujici vysledky.
V piipact koncentrace NaCl 0, 3, 4, 5 a 6 % doslo k poklesdnoty uga Vvlivem

rostouciho pH. Vyjimkou byla vtomto ohledu pouz# Xkoncentrace NaCl, kdy byla
nejvy3si hodnotasa zaznamenana u pH 7 (224,7 richt!). Nicmérg i u této koncentrace

byla nejniz&i maximalni produkce putrescinu jigtu pH 8 (24,3 mgih?). Vezmeme-li
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v Gvahu vliv mnozstvi soli, pak u pH 6 doSlo k pedd maximalni produkce putrescinu az
od koncentrace 4 %. \fipact pH 7 byl poklesugsa zaznamenan jiz od koncentrace 3 %

a u pH 8 jiz od 1% koncentrace NacCl.

V posledni faziiistu byla stanovena asymptota, ktera viggel maximalni produkovanou
koncentraci putrescinu. NejvySSich hodAgh bylo dosazeno v médiu s 0 % NaCl a 6 pH
(Aea = 1336,0 mgh), s1 % NaCl a6 pHAgs = 14153 mg. ™) i pH 7
(Aea = 1465,3 mg. I a té7 se 3 % NaCl a6 pHga = 2096,8 mgl). S vyjimkou
koncentrace NaCl 1 a 6 % tgobilo rostouci pH pokles maximalni produkované
koncentrace putrescinu. Zatimco &chto dvou koncentraci byla nejvysSi hodnota
Aga zjiSt€na u pH 7, u ostatnich koncentraci NaCl to byldHuép V piipac pH 6 hodnota
Aga rostla az do koncentrace NaCl 3 %, zatim#iovpSSim obsahu soli doslo k poklesu
maximalni produkované koncentrace putrescinu. VimédH 7 byl naist pozorovan
pouze do koncentrace 1 % NaCl, s dalSim zvySovéastisahu soli nasledoval pokles
hodnotyAga. Koneng, v piéipad pH 8 hodnotaiga s rostoucim mnozstvim NaCl postépn

klesala. Jednotlivé parametry Gompertzova modelu fmazorany v Tabulce 8.

Tabulka 8: Parametry Gompertzova modelu pro detakirescinu f 10 °C

NaCl oH Aga HBA 2BA
(%) (mg.") |(mg.I*.h™) | (h)
6 1336,0 81,1 65,8
0 7 818,3 74,2 60,7
8 557,8 14,2 64,1
6 1415,3 85,6 51,]
1 7 1465,3 224,7 80,3
8 497,2 24,3 123.4
6 2096,8 76,1 71,3
3 7 892,3 66,4 97,9
8 437,8 21,8 127,L
6 438,8 41,2 86,1
4 7 385,6 25,5 122,L
8 235,6 2,9 108,90
6 55,6 2,8 80,9
5 7 33,6 2,3 76,8
8 9,3 1,7 79,0
6 1,8 1.4 104,%
6 7 4,1 0,9 104,1
8 2,5 0,7 127,38
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6.2.1.2 Produkce putrescinu f 20 °C

Délka lag faze rostla s rostoucim pHiypgact 0, 1, 3 a 6 % NaCl (viz Obrazek 14; ostatni
kiivky jsou soudasti gilohy PV). V médiich s obsahem soli 4 a 5 % temtad pozorovan
nebyl. V gipadt pH 6 a 8 hodnotyga Vv zavislosti na obsahu NaCl kolisaly, u pH 7 byl
sledovan ndist délky lag faze od 0 do 4 % NaCl. Délka lag faeeve vSech médiich
pohybovala vrozmezi cca 10 — 28 hodin. NejdelSia bytSinou v gipadt pH 8
(pri 1 % NaCl 28,6 h, ¥ 3 a 6 % 24 h, f# 4 % 20,5 h). NejkratSi lag faze pak byla
pozorovana v meédiich s 0 % NaCl (vSechna pH) a tt% NaCl (pH 6).
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Obrazek 14: Produkce putrescinii20 °C, koncentrace NaCl 1 %, pH 6, 7 a 8

Maximalni rychlost produkce putrescinu kigact 3, 4 a 5 % NaCl se s rostoucim pH
snizovala. U zbyvajicich obsahsoli (. 0, 1 a 6 %) byla nejvysSi hodnota
Usazaznamenana u pH 7 a nejnizsétop pH 8. Rychlost produkce putrescinu u vSech pH
vzrostla pouze do 1 % NaCl v médiu. S dale se ZiwiSkoncentraci soli dochazelo
k poklesu hodnotyuga. NejrychlejSi tvorba putrescinu byla pozorovdnaOua 1%
koncentrace NaCl (pH 6 a 7) a téZ u 3% koncentida€l (pH 6). Naopak nejnizsi

rychlost produkce byla sledovana #gac vysSich obsah soli (4 — 6 %) a vySSim
pH (7 - 8).

Nejniz8i maximalni produkovana koncentrace putresdiyla zjiSéna u 5 a 6 % NaCl

(v8echna pH — cca 1 — 46 mb,| zatimco nejvy3si hodnotAsa byla detekovana
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u0,1a3% NaCl (pH 6 a 7 — cca 550 — 1970 MgMaximalni produkovana koncentrace
putrescinu u vSech koncentraci NaCl vzdy klesalavaéstajicim pH. Vliv NaCl na
nejvyssi produkované mnozstvi putrescinu jiz nebyék jednoznéné. V gipadc
pH 6 hodnotaAsa rostla do 3 % NaCl, u pH 7 pouze do 1 %.\§sSich koncentracich jiz
dochéazelo k pokles#ga. V médiich s pH 8 byl patrny té&ihjednoznany klesajici trend

hodnoty Aga s rostoucim obsahem soli. Jednotlivé parametry ggotnova modelu jsou

znazorrny v Tabulce 9.

Tabulka 9: Parametry Gompertzova modelu pro detakitescinu fi 20 °C

NacCl oH Aga HBA /BA
(%) (mg.lY) | (mg.IthYH | (h)
6 922,6 150,9 | 11,1
0 7 729,0 201,7 | 12,7
8 566,2 37,3 13,9
6 1075,9| 151,0 9,7
1 7 786,5 4549 | 14,4
8 330,5 44,7 28,6
6 1968,9| 127,1 | 13,
3 7 556,0 99,1 19,9
8 368,7 35,2 24,0
6 404,4 78,3 19,3
4 7 255,3 35,2 21,9
8 108,0 4,0 20,5
6 46,4 4,4 16,2
5 7 31,7 3,9 15,7
8 6,4 3,7 14,5
6 15,5 2,8 19,8
6 7 12,7 3,3 21,2
8 1,1 1,2 24,0

6.2.1.3 Produkce putrescinu i 37 °C

Délka lag faze byla ve vSech médiich u této kudtivdgeploty pondrné kratka, pohybovala

se pouze vrozmezi 2,6 —

6,0 hodin. Nid byl putrescin produkovan v médiu
S0% NaCliga=2,6 -3 h),s1% NaCl,pH6 a7 (2,9-3,7 b8 % NaCl, pH 6 (3 h).

Naopak nejdelSi lag faze byly zaznamenanytipget vySSich koncentraci NaCl
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(4,5 a6 %) atéz v médiu s obsahem NaCl 3 % & pH8 (viz Obrazek 15; ostatniikky
jsou sowdésti gilohy PVI). Vliv pH na délku lag faze byl pammé maly a nejednoziiay.
Zatimco i pH 6 rostly hodnotylga az do koncentrace NaCl 4 %, tigact pH 7 a 8 pouze

do koncentrace 3 %. VySSi mnozstvi soli jiz takaly nemgly.
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Obrazek 15: Produkce putrescinti 7 °C, koncentrace NaCl 3 %, pH 6, 7 a 8

NejvysSi maximalni rychlost produkce putrescinuabgbznamenana v médiich s pH 7
a obsahem soli 1 % (652,4 myh?), 0 % (346,6 mglih?) a 3 % (237,1 mgih?).

e

s

pii pH 8. Ki pH 6 a 7 byla maximalni rychlost produkce putmesc(zejména v médiu
s 0— 4 % soli) vyraznvyssi. Vliv mnozstvi NaCl na maximalni rychlosbgukce tohoto
biogenniho aminu nebyl Upinjednoznany, lze ovSem konstatovat, Ze nejvySSi

koncentrace (tedy 5 a 6 %) rychlost produkce vy¥azhibovaly.

Vliv pH na maximalni produkované mnoZzstvi putrescie patrny na prvni pohled —
u vSech koncentraci NaCl doslo k poklesu hodmgfys rostoucim pH. Vliv obsahu NaCl
tak jednozn&ny nebyl, nicméa Ize shrnout, Ze v médiich s pH 6 (resp. 7) bylgoozan
narist hodnotyAga do 3 % (resp. 1 %) NaCl, s dalSim zvySovanim obsati nasledoval
pokles produkovaného mnozstvi putrescinu.ippgcE pH 8 hodnotyAga do 3% obsahu

NaCl kolisaly, pi vysSich koncentracich soli &p klesaly. Nejvice byl putrescin
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produkovan v médiu pH 6 a obsahem NaCl 3 % (814 Hgl % (709,0 mgl}) a 0 %
(609,9 mgt). Naopak nejmén byl tento BA tvden g vysokych koncentracich
NaCl -5 % (10,7 — 41,2 mg)l a zejména 6 % (1,4 — 8,8 mt).| Jednotlivé parametry

Gompertzova modelu jsou znazémg v Tabulce 10.

Tabulka 10: Parametry Gompertzova modelu pro defakrescinu fi 37 °C

NacCl oH Aga HBA 2BA
(%) (mg.") |(mg.Ith™) | (h)
6 609,9 159,1 2,8
0 7 523,6 346,6 3,0
8 360,6 62,4 2,6
6 709,0 251,4 2,9
1 7 659,7 652,4 3,7
8 103,3 79,7 55
6 814,2 201,2 3,0
3 7 411,7 237,1 57
8 225,8 53,0 6,0
6 285,3 151,0 57
4 7 202,7 62,5 55
8 62,9 54 5,2
6 41,2 54 4,3
5 7 21,4 5,0 4,1
8 10,7 51 3,6
6 8,8 6,2 5,8
6 7 5,8 5,0 5,2
8 1.4 1,6 5,8
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6.2.1.4 Diléi diskuze

Zanmetime-li se na dekarboxylazovou aktivitu bakteSerratia marcescensesp. na jeji
produkci putrescinu, pak z dostupné literatury yypji nasledujici skut@osti: optimalni
pH pro aktivitu dekarboxyldz, a tedy i pro produkBA, je spiSe v kyselé oblasti
(pH 4 — 5,5) [3]. Obsah NaCl ovituje produkci BA izre¢ pri riznych teplotach — zatimco
nag. pii 25 °C byla jiz gi 0,5 % NaCl v médiu pozorovana inhibice tvorby B, 30 °C
byly BA tvoreny i v gipadt 2% koncentraci soli. Vy3Si koncentrace soli jiisgbi na
produkci BA inhibtné [52,90,91]. Rostouci teplota ma na tvorbu biogemnamiri
jednozné&né pozitivni vliv, pii 10 °C k produkci BA prakticky nedochazifi 20 °C
produkce vziista a pi 37 °C je nejvyssi [92,93].

Co se tyka délky lag faze, tedy doby, nez byla pdmaznamenana produkce putrescinu
[82], tak jeji délka samdejmeé souvisi s délkou lag faze tykajici se bakterianiimstu.
Podobr jako v gipack rastové Kivky, byla lag faze nejdelSitpl0 °C (cca 50 — 130 h)

a nejkratsi fi 37 °C (cca 2,5 — 6 h). pH hodnotga nijak vyrazié neovlivnilo v médiich
kultivovanych i 10 a 37 °C; i 20 °C byl ve ¥tSin¢ pipadi pozorovan rostouci trend
délky lag faze s rostoucim pH. Jednaawapozitivni ¢i negativni vliv koncentrace NacCl
na délku lag faze taktéZz potvrzen nebyl. Hodngy bud’ kolisaly, nebo rostly az do

obsahu soli i 4 %.

Maximalni rychlost produkce putrescinu s rostowgpldtou jednoznmé vzristala, coz
koresponduje i s rychlostiistu bakterie. # 10 °C se maximalni rychlost produkce
pohybovala pouze v rozmezi 0,7 — 224,7 thil, pri 20 °C to bylo 1,2 — 454 mg-lh*

a pi 37 °C 1,6 — 652,4 mgHh™. pH 8 u vSechit teplot vyrazs snizovalo hodnotyuga,
maximalni rychlost produkce putrescinu byla vzdy8Siygri pH 6 nebo 7. Vysoké
koncentrace (5 a 6 %) soli v médiu taktéZz hodnefusnizovaly, a to vippact vSech i
teplot. Navic, g teplog 20 °C maximalni rychlost produkce klesala jiz azh&entrace
NaCl 1 %. V médiich kultivovanychtipl0 °C pokles z&al od 1, Xi 4 % NaCl v zavislosti
na pH.

Koneing, nejvyssi maximalni produkovana koncentrace pcitmasbyla v gipad 0 — 4 %
NaCl pozorovany vzdy ip 10 °C (cca 2,5 — 2097 mg) a nejnizsi pak i 37 °C
(1,4 — 814 mg?). F¥i vy3sich koncentracich NaCl hodndtys v ramci jednotlivych teplot

kolisaly. Téngt ve vSech fipadech dochazelo srostoucim pH ke snizeni mamimal
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produkce putrescinu. Takeé vliv mnozstvi NaCl byaech teplot tégt shodny — fi pH 6
hodnoty rostly az do obsahu soli 3 % a nasiedah koncentrace 4 % klesalyiipH 7

klesaly jiz od 3 % aifppH 8 byl s rostoucim obsahem soli pozorovan kiesaend.

MuZeme shrnout, Ze zatimco kigad 1sa a Usa ziskané vysledky koresponduji s vySe
uvedenymi literarnimi udaji, vifpad® hodnoty Aga byly ziskany vysledky odliSné

(podrobrjSi diskuze viz kapitola 6.3).

6.2.2 Stanoveni produkce kadaverinu

6.2.2.1 Produkce kadaverinu i 10 °C

Pri hodnoceni lag faze lzéci, ze vliv mnozstvi soli v médiu na produkci kadenu byl
pii této kultivani teplot nejednoznény. V pripact 3 a 6 % NaCl délka lag faze rostla
s rostoucim pH. V médiich s ostatnimi koncentraceati tento trend pozorovan nebyl,
hodnoty /ga vicemér kolisaly. Rostouci koncentrace NaCl v naprost&Sime pripadi
zpasobila prodlouzeni lag faze. Zatimco nejkratSi fi@me byly zaznamenany v médiich
s 0 % NaCl (30,4 — 37 h), nejdelSi v médiich s% soli (az 83, 6 h). (viz Obrazek 16;
ostatni kivky jsou sowésti gilohy PVII).
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Obrazek 16: Produkce kadaverinti 70 °C, koncentrace NaCl 6 %, pH 6, 7 a 8
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Maximalni rychlost produkce kadaverinu setippc 3, 4, 5 a 6 % NaCl s rostoucim pH
snizovala. Pouze u koncentraci 5 a 6 8staly hodnoty v fipad pH 7 a 8 steja velké
(0,2 mg.lhh?, resp. 0,1 mgih?). U zbyvajicich obsahsoli (0 a 1 %) byla nejvyssi
maximalni rychlost produkce kadaverinu podstatsnizovalo, maximalni rychlost
produkce se i tomto pH pohybovala pouze vrozmezi 0,1 — 3,7I™igl. Rychlost
produkce kadaverinu rostla pouze do koncentracd N&e (v giipad pH 7 a 8), resp. 3 %
produkce byla sledovana ¥ipads obsahu soli 5 a 6 % (0,1 — 0,4 nighi). Naproti tomu
nejrychlejSi tvorba kadaverinu byla pozorovana wdimés 0 a 1 % NaClip pH 7
(16,9 a 20,5 mgih?).

Posledni fazetstu byla stanovena asymptotou, kterd viggsl maximalni produkovanou
koncentraci kadaverinu. NejvysSich hoddgi bylo dosazeno v médiu s0, 1, 3 a5 %
NaCl v gipad pH 6 a se viistajicim pH hodnot#ga klesala. Vyjimkou byla v tomto
ohledu pouze koncentrace 4 % NaCl, kdy byla nejuyddnotaAgs zaznamenana u pH 7,
a koncentrace 6 % NaCl, kdy byla maximalni produkadaverinu zji&na paradox&
upH 8. Svyjimkou nejvysSi koncentrace soli bylejni#Si produkce kadaverinu
pozorovana vzdy u pH 8. Vliv obsahu NaCl bytmy u odliSnych pH. Zatimcou pH 6 a 7
se produkce kadaverinu zvySovala do koncentracd Na@sp. 3 %, vipad nejvyssiho
pH 8 dochazelo srostouci koncentraci soli k postop snizovani maximalni
produkované koncentrace kadaverinu. NejvysSi ha@dnataximalni produkované
koncentrace kadaverinu byla zaznamenénaiipag 3% koncentrace soli ip
pH 6 (343,3 mgl), naopak nejniz&i u koncentrace 6 % (0,3 — 1 fgJdednotlivé

parametry Gompertzova modelu jsou znaZoyrv Tabulce 11.
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Tabulka 11: Parametry Gompertzova modelu pro dekaldaverinu i 10 °C

0 Aga 'uB-Al - | ZBa
NaCl (%) pH (mg.IY) (mgl.)l .h h)
6 260,0 6,3 37,0
0 7 110,8 16,9 30,4
8 74,1 2,6 34,1
6 297,5 9,7 44,1
1 7 268,9 20,5 50,9
8 61,4 3,7 38,1
6 343,3 10,8 46,
3 7 120,0 7,5 55,5
8 40,5 2,4 64,7
6 31,6 3,8 74,1
4 7 45,9 2,8 61,2
8 13,8 0,8 61,4
6 7,9 0,4 76,1
5 7 50 0,2 56,7
8 1,8 0,2 82,5
6 0,4 0,2 70,5
6 7 0,3 0,1 71,3
8 1,0 0,1 83,6

6.2.2.2 Produkce kadaverinu fi 20 °C

N 22

nejnizsi hodnotylga byly vZzdy v ugité koncentraci NaCl a &itém pH. Nejdive byl
kadaverin produkovan v mediu s 0 % Na@da(= 12,3 — 13,9 h), s rostouci koncentraci
soli se délka lag faze ténve vSech fipadech zvySovala. Nejpogdbyl kadaverin zjistn
v pripadt koncentrace NaCl 4 %lda= 33,4 h pi pH 6) a 6 % Asa= 34,0 h i pH 8).
NejdelSi lag faze byly zaznamenanytipp 3, 5 a 6 % NaCl i pH 8, v médiu
s obsahem 0 a 1 % NacCl (viz Obrazek 17; ostatakk jsou sowasti gilohy PVIIl) u pH
7 a vmédiu s obsahem NaCl 4 % pH 6. Vliv pH na délku lag faze byl pamé maly

a nejednoznany, hodnotylgavicemer kolisaly.
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Obrazek 17: Produkce kadaverinii20 °C, koncentrace NaCl 1 %, pH 6,7 a 8

NejvysSi maximalni rychlost produkce kadaverinu abyjiS€na v meédiich spH 7

e

produkce kadaverinu byly zaznamenany u pH 7t(ggot 0, 1 a 3 % NacCl), resp. pH 6
(v pripact 4, 5 a 6 % NaCl). Maximalni rychlost produkce sk 1% koncentrace soli
v médiu ve vSechifpadech sniZzovala a Ize tedy konstatovat, Ze WwdScentrace soli

(zejména nad 4 %) rychlost produkce kadaverinuangahibovaly.

Pti hodnoceni asymptoty, vyjagici maximalni produkovanou koncentraci kadaverinu
byly zjiSteny nasledujici vysledky. U vSech koncentraci Nag3lo k poklesu hodnotfga
s rostoucim pH. Nejvice byl kadaverin produkovamédiu s obsahem NaCl 0, 1 a 3 %
apH 6 a 7 (89 — 301,8 mg)l Naopak nejniz&i mnoZstvi kadaverinu obsahovaddian
s5a 6 % NaCl (0,5 — 7,2 m@)l V médiich spH 6 doslo Kistu hodnotyAsa do
koncentrace 3 %, s dalSim zvySovanim obsahu sdlieddval pokles produkovaného
mnoZzstvi kadaverinu. V médiu s pH 7 byl isir pozorovan pouze do koncentrace
1% NaCl a v gpac 8 pH hodnotaAga S rostoucim mnozZstvi soli postupklesala.

Jednotlivé parametry Gompertzova modelu jsou zméngrv Tabulce 12.
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Tabulka 12: Parametry Gompertzova modelu pro dekaldaverinu fi 20 °C

0 Aga 'uB-Al - | ZBa
NaCl (%) pH (mg.IY) (mgl.)l .h h)
6 161,2 11,3 12,9
0 7 89,0 25,4 13,9
8 68,9 3,7 12,3
6 301,8 14,7 16,3
1 7 168,5 33,1 18,2
8 44,6 54 17,8
6 174,3 9,6 14,9
3 7 105,2 12,3 23,9
8 37,1 3,2 25,1
6 26,5 5,8 33,4
4 7 21,3 4,0 25,7
8 11,7 0,3 22,8
6 7,2 0,5 25,7
5 7 4,2 0,3 23,4
8 1,2 0,3 26,7
6 1,9 0,3 26,8
6 7 1,3 0,2 24,5
8 0,5 0,1 34,0

6.2.2.3 Produkce kadaverinu fi 37 °C

Doba lag faze byla u této kultignai teploty ve vSech médiich pem¢ kratka. Ziskané
hodnoty Aga se pohybovaly v rozmezi 2,6 — 6,2 h. Kadaverin fsjdive produkovan
v meédiu s 0 % NaCliga= 2,6 — 2,7 h), s 1 % NaClga= 2,8 — 3,7 h) a se 3 % Nadiip
pH 6 (2,9 h). Naproti tomu nejdelSi lag faze byjigtzny v médiich s vy3Si koncentraci soli
(4,5 a6 %isa= 4,5 - 6,2 h; viz Obrazek 18; ostatrtivky jsou sodasti gilohy PIX).
Zatimco hodnotyga pii pH 6 a 7 rostly do koncentrace 4 % NaClfippd pH 8 tomu tak
bylo aZz do koncentrace 6 %. Vliv pH na délku lazeféyl pondrné maly a nejednozritay.
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Obrazek 18: Produkce kadaverinii®7 °C, koncentrace NaCl 5 %, pH 6,7 a 8

Maximalni rychlost produkce kadaverinu byla nejyy§Smédiich o koncentraci soli
0,1a3 % fi pH 6 a 7 (14,5 — 48,7 mg.h?). Naopak nejnizsich hodnaiza bylo
dosaZeno vifipads koncentrace NaCl 5 a 6 % (0,2 — 0,6 mdif). Nejniz&i hodnotaga
byla zjiS€na vzdy pi pH 8. Ri pH 6 a 7 byla maximalni rychlost produkce kadauer
vyrazre vysSi, a to zejména v médiu s 0 — 4 % NaCl. Via@aNna maximalni rychlost
produkce tohoto biogenniho aminu nebyl @pj@dnoznény, avsak lzdici, Ze dochazelo

k inhibici rychlosti produkce kadaverinu ve vysSkadncentracich soli (tj. 5 a 6 %).

Na maximalni produkovanou koncentraci kadaverinu viid pH i koncentrace NaCl.
S rostoucim pH a koncentraci soli dochazelo azyjimky k postupnému poklesu hodnoty
Asa. Nejvice byl kadaverin produkovan v médiich s pHa6obsahem NaCl 0 %
(150,3 mg1Y), 1 % (139,0 mg}) a 3 % (124,8 mg’). Naopak nejménbyl tento biogenni
amin tvden i vysokych koncentracich soli zejména ipads 5 % (4,3 — 0,7 mg})
a6% (1,6 — 0,3 mg’). Jednotlivé parametry Gompertzova modelu jsouzamény

v Tabulce 13.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 70

Tabulka 13: Parametry Gompertzova modelu pro dekaldaverinu i 37 °C

0 Aga 'uB-Al - | ZBa
NaCl (%) pH (mg.IY) (mgl.)l .h h)
6 150,3 15,1 2,7
0 7 69,8 29,6 2,7
8 44,2 4,9 2,6
6 139,0 20,5 2,8
1 7 92,6 48,7 3,6
8 16,0 7,2 3,7
6 124,8 14,5 2,9
3 7 66,7 17,9 4,6
8 29,0 4,2 4,4
6 20,2 13,3 59
4 7 31,8 50 52
8 28,2 0,5 4,5
6 4,3 0,6 53
5 7 2,4 0,4 5,0
8 0,7 0,4 53
6 1,6 0,6 5,6
6 7 1,0 0,4 50
8 0,3 0,2 6,2

6.2.2.4 Diléi diskuze

Bereme-li v Gvahu lag fazi, tedy dobu nez byl p@mraznamenan kadaverin [82], tak je
ziejmé, Ze jeji délka bezpochyby souvisi s délkouféag tykajici se bakteridlnihdstu.
Stejre tak jako u f@stové Kivky byla lag faze nejdelSitpteplog 10 °C (30,4 — 83,6 h)
a nejkratSi v fipact 37 °C (2,6 — 6,2 h). Hodnotisa nijak vyrazré neovliiiovalo pH
média, a to v Ppact vSech kultivanich teplot. Vliv obsahu NaCl byl jednozmg pouze

v pripadt kultivacni teploty 37 °C a pH 8, kdy byl pozorovéan rostomend délky lag faze
s rostouci koncentraci NaCl. V ostatni¢gfppdech hodnotysa kolisaly, gipadré rostly az
do 3¢i 4 % NacCl.

Pti hodnoceni maximalni rychlosti produkce kadavelimuwejme, Ze rostla s vistajici
teplotou, coz je ve sheéd s rychlosti éistu bakterie. V fipad 10 °C se maximalni rychlost
produkce kadaverinu pohybovala pouze v rozmezi-020,5 mg:f.h?, pri 20 °C byly
hodnoty usa zjistny vrozmezi 0,1 — 33,1 mg.h' a @i 37 °C to bylo
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0,2 — 48,7 mgt.h’. U v8echit teplot doslo k vyraznému sniZeni hodnpgy pii pH 8.

V piipact pH 6 a 7 byla maximalni rychlost produkce kadawemnzdy vySSi a v médiich
s vysSi koncentraci (tj. 5 a 6 %) soli v ojadijeh pripadech stejna. VysSi koncentrace
NaCl v médiu u vSechritteplot roviéz snizovaly hodnotwga. V zavislosti na pH zal

pokles vzdy nejpozgi od 3 % NacCl.

V posledni faziiistu byla stanovena asymptota, ktera vigge maximalni produkovanou
koncentraci kadaverinu. \fipact 0, 1, 3 a 5% koncentrace soli v médiu byla nejivyss
hodnota Asa zaznamenanaiip 10 °C a srostouci teplotou dochazelo ke snizétd
hodnoty. U 4 a 6 % NaCl vmeédiu se maximalni pragukadaverinu vyvijela
u jednotlivych teplot ¥zn¢ v zavislosti na pH. Maximalni produkce kadaverisa
shizovala s rostoucim pH téinve vSech fipadech. NejnizSich hodnéga bylo dosazeno
vzdy pi pH 8. Vliv NaCl byl roviéZz jednoznany. V pripact pH 8 byl s rostoucim
obsahem soli pozorovan klesajici trend hodn&gy. V médiich s pH 6 a 7 byl pokles

hodnotyAga zaznamenan téve vSech fipadech od koncentrace 3 % NaCl.

Dostupna literatura [3] uvadi, Ze optimalni pH mhlekarboxyldzovou aktivitu bakterie
Serratia marcescenseboli pro jeji produkci kadaverinu je pH 4 —.5Rostouci teplota
ma na produkci biogenniho aminu kadaverinu jedn@zn@ozitivni vliv a vyssi obsah
NaCl pisobi na produkci BA inhibn¢ [52,92,93]. Lze tedyici, ze v ffipad igaa usa S€
nase vysledky s uvedenou literaturou ztatgz V pripact hodnotyAga byly vSak vysledky
odliSné (podrobéjsi diskuze viz kapitola 6.3).
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6.3 Yield faktor

Yield faktor (YF) je mnoZstvi biogennich aniinkteré vyprodukovala jedna tka
(resp. jedna kolonie) a zohiage produkci biogennich aminvzhledem kiitstu bakterie.
Yield faktor, tedy absolutni mnoZstvi produkovanébiogenniho aminu (kadaverinu

a putrescinu) vztazené na CFU, byl v§itén podle nasledujicich vztah

KADt = KADO +YKAD/CFU [th - NO)D-OOO
PUTt = PUTO +YPUT/CFU [ﬂNt - NO)D-OOO

kde

KAD;, KADo, PUT; a PUT (mg.I") jsou koncentrace kadaverinu a putrescintase
taoO

N; a Ny vyjadkuji CFU.mI* v ¢aseta 0
Y kaorcru @ Yeuticru (Mg.10.CFUY) jsou Yield faktory pro kadaverin a putrescin [88]

Bereme-li v Gvahu putrescin (viz Tabulka 14), ta#le zbyly nejvysSi hodnoty YF
zaznamenany vifpad koncentraci soli 3 a 4 %ipsSech hodnotach pH. Naopak nejnizsi
hodnoty Y5 byly zaznamenany vifpact koncentraci 0 a 1 % NaCl. Tento trend byl
pozorovan u vsechitteplot (tj. 10, 20 a 37 °C). Hodnoty YF s rostbteplotou az na
vyjimky klesaly. Ri 10 °C se nejvySSi hodnoty YF (tjfi@3 a 4 % NaCl) pohybovaly
v rozmezi 30,66 — 75,69 mgGFU?, pii 20 °C to bylo 13,43 — 45,79 mgCFU* a i

37 °C pak 7,16 — 22,84 mgAGFU™.

U hodnot YF ziskanych u kadaverinu (viz Tabulka ifd)pozorovan stejny trend. Nejvice
biogenniho aminu kadaverinu, ktery vyprodukovaldnge buika, bylo zaznamenano
v pripadt 3 a 4% koncentrace soli u vSech kultingch teplot (10, 20 a 37 °C). Hodnoty
YF se vziistajici teplotou klesaly. Tedy v médiu s 3 a 4 %CNgii 10 °C byly nejvyssi
ziskané hodnoty YF vrozmezi 2,15 - 10,83 mydBU', pi 20 °C
1,36 — 5,21 mg.T0OCFU* a @i 37 °C to bylo uZ jen 0,75 — 2,98 mg’¥OFU™. Oproti

e

a 15 je patrné, Ze YF pro putrescin b§kolikanasobg vysSi nez YF pro kadaverin.
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Tabulka 14: Zjistné hodnoty Yield faktoru putrescinu

mg.10.CFU?!
putrescin
NacCl pH 10 °C 20 °C 37 °C
6 1,09 £ 0,09 1,49 + 0,15 0,88 = 0,05
0 7 1,50 +£0,13 1,64 = 0,06 0,59 £ 0,04
8 0,49 + 0,02 0,71 +£0,04 0,21 +£ 0,01
6 3,19+0,19 2,92 +0,21 0,71 = 0,06
1 7 2,88 + 0,08 2,35+0,15 0,65 + 0,04
8 1,82 £0,30 2,50 £ 0,27 0,59 = 0,03
6 65,75 £ 4,52 33,05+1,75 21,07 £1,2)
3 7 45,36 £ 3,75 29,48 £ 0,79 18,28 + 0,7Pp
8 35,82 +£1,93 24,02 £1,62 11,69 + 1,01
6 75,69 £ 5,88 45,79 + 2,84 22,84 £0,4p
4 7 41,39 £2,91 31,78 £ 2,10 12,09 £ 0,7p
8 30,66 1,45 13,43 £ 1,00 7,16 £ 0,28
6 22,81 +£1,63 7,55 £ 0,66 13,50 £ 0,74
5 7 18,97+ 1,71 6,81 +0,34 5,16 + 0,35
8 13,85 £ 0,50 7,12 £ 0,39 4,43 + 0,23
6 19,71 £ 0,67 16,22 £ 1,11 5,85 £ 0,3(
6 7 21,39 £1,79 15,38 + 1,47 5,48 + 0,24
8 11,51 +£1,05 3,95+0,35 4,22 + 0,31

Vliv kultiva¢ni teploty ngl na ziskané hodnoty YF z&ay vliv. Se vzfistajici teplotou

klesalo mnoZstvi biogennich anijrkteré vyprodukovala jedna tika (YF), zarové doSlo

i k poklesu mnozstvi maximalni produkované konaa@rbiogennich amin(Aga), ale na

druhou stranu se zvySilo mnoZstvi vytenych bugk (A).

Na zaklad ziskanych uddjlze diskutovatii modelové situace:

V piipac, Zze méa bakterie vhodné podminkytstu (0 a 1 % NaCl, 37 °C), di#broste,

neni ve stresu, a tudiz BA nefmdiuje tvdit v nijak zvlag vysoké koncentraci. Vzhledem

k tomu, Ze bylo bu¥k velmi mnoho (vysokd hodno#®), tak celkova produkce BA (tedy

hodnotaAgs) byla vysoka. Pokud se ovSerfepciita produkce jen na jednu iku, tak je

nizka pra¥ z toho divodu, Ze bakterie biogenni aminy primé&mepotebovala.

Vezmeme-li v ivahu koncentrace soli 3 a 4 % ifioe Ze za &hto podminek bakterie

rostla hife nez v pipadt koncentrace 0 a 1 % (niZ8i hodnéjaa aminokyseliny vyuZivala
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primarre jako zdroj energie [88,94,95,96]. Biogenni amirak pvznikaly jako koncovy
produkt i této metabolické draze (vysSi hodn@g) a po pepaitu na 1 bilkku byla
zjisténa i vysoka hodnota YF.

Koneing, v pripadt koncentraci NaCl 5 a 6 %, kdy byist bakterie vyrazhinhibovan

(minimalni hodnotyA), k tvorb: BA dochazelo minimakh (nizké hodnotyAg,) a téz
hodnoty YF byly porarné nizké.

Posledni d¥ moznosti Uzce souvisi s chovanim (jalstem, tak i dekarboxylazovou
aktivitou) bakterie ve stresovych podminkach, ktes&@ velmi odliSuje od chovani

v podminkéach fiznivych (optimalnich) [82].

Tabulka 15: Zji&né hodnoty Yield faktoru kadaverinu

mg.10.CFU*
kadaverin
NaCl pH 10°C 20 °C 37 °C
6 0,21 +0,01 0,26 £ 0,02 0,07 £ 0,00
0 7 0,20+ 0,01 0,20 £ 0,01 0,08 £ 0,00
8 0,04 £ 0,00 0,09 £ 0,00 0,02 £ 0,00
6 0,67 £ 0,03 0,67 £ 0,00 0,13 +0,01
1 7 0,35+0,01 0,50 £ 0,04 0,07 £ 0,00
8 0,29 £ 0,03 0,47 £ 0,03 0,09 £ 0,00
6 10,83 £ 0,72 5,21 +£0,20 2,98 +0,19
3 7 6,22 + 0,56 5,55 +0,27 2,93+0,18
8 3,45 +0,20 2,41+0,12 1,46 +0,12
6 554 +0,16 2,96 + 0,09 1,62 £ 0,06
4 7 5,61+0,23 2,65+0,17 1,78 £ 0,06
8 2,15+0,13 1,36 £ 0,11 0,75+0,04
6 3,27 £0,13 1,14 £ 0,07 0,46 £ 0,03
5 7 2,84 +0,12 0,90 £ 0,05 0,52 £ 0,03
8 2,47 + 0,26 1,01 £ 0,09 0,30 + 0,02
6 2,97 +£0,11 2,00+0,11 1,05 £ 0,07
6 7 1,62 + 0,08 1,52+0,11 0,97 £ 0,09
8 2,62 +0,19 1,77 £ 0,16 0,79 £ 0,05
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ZAVER

Biogenni aminy se twbnegastji v potravinach s vyssim obsahem bilkovin, ktebéahuji
mikroorganizmy vyznéujici se dekarboxylazovou aktivitou. Takovotinnosti se
vyznauje i bakterieS. marcescenscelediEnterobacteriaceae

Tato diplomova prace byla z&ena na sledovani vybranych faktaovliviujicich st

a produkci kadaverinu a putrescinu baktBeiratia marcescenSledovanymi faktory byly
teploty 10, 20 a 37 °C, neutralni a zasadité pedst(pH 6,7 a 8) a koncentrace chloridu
sodného 0 — 6 %.Rt bakterie byl sledovan pomodstové kivky a produkce biogennich
amini byla stanovena pomoci vysoceinné kapalinové chromatografie. Na zakiad

ziskanych vysledkbyly formulovany tyto z&sry:

* Pro st bakterie Serratia marcescens byla nejvBddreplota 37 °C, obsah NaCl
Oal%apHG6arv.

* Naopak v médiich kultivovanychtiplO °C s koncentraci NaCl 5 a 6 % a s pH 8

bakterie téns nerostla.

» Putrescin byl tven ve vySSim mnoZzstvi nez kadaverin, ovSem prohgrodukci

platily stejné principy.

e Optimalni podminky pro dekarboxylazovou aktivitukteaie byly oggt 37 °C,
koncentrace NaClI0O-3 % apH6a?7.

* Maximalni produkce putrescinu i kadaverinu klesalastoucim pH, koncentraci

soli a teplotou.

Zawrem lze shrnout, Ze obsah biogennich d@nenednim z ukazatélkvality potravin a je
proto velice dlezité sledovat jejich koncentraci v potravinachravnéz kontrolovat

faktory, které jejich tvorbu ovliwiji.
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BMK

CE
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DAO

DM

DOPA

ECD

ELISA

FID

GC

HIT

HPLC

HSP

IEC

IPAD

MAO

MPA

MPB

MS

oD

PC

Plamenovy ionizéni detektor a alkalickym kovem
Biogenni amin(y)

Bakterie mléného kvaseni

Kapilarni elektoforéza

N, N~ diacetylspermin

Diaminooxidaza

Dekarboxyldzové médium

3,4 — dihydroxyfenylalanin

Detektor elektronového zachytu

Imunoalanyza s enzymem vazanym na imunosorbent
Plamenovy ionizéni detektor

Plynova chromatografie

Histaminové intolerance

Vysoce @inna kapalinova chromatografie

Heat shock proteins

lontowé vymeénna chromatografie

lontoww vyménna chromatografie s integrovanou pulzni

amperometrickou detekci
Monoaminooxidaza
Masopeptonovy agar
Masopeptonovy bujon
Hmotnostni spektrometr
Opticka hustota

Papirova chromatografie
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PCR
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UHT

uv

Polymerazovdettzova reakce
Tenkovrstva chromatografie
Vysoky zatiev

Ultrafialové z&eni
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PRILOHA P VI: PRODUKCE PUTRESCINU P RI 37 °C

Obsah BA (mg/L’

Obsah BA (mg/L]

0 % NaCl
700,0
600,0
500,01
400,0
300,0 "
200,0
100,04
0,04 ; ; ; ;
0,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0
Cas (h)
1 % NacCl
800,0
700,0 R R R
600,0 y ‘
500,0 //
400,0 Y
300,01
200,01
100,01
0,04 ; ; ; ;
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0

—Aa—pH6

—e—pH7

—a—pH8

—4—pH6

—e—pH7

—&—pH8



\
)

Obsah BA (mg/L

\
)

Obsah BA (mg/L

4 % NacCl

300,0

e

250,0

200,01

150,0

100,0

50,0

i
d

0,0#
0,0 5,0

10,0 15,0 20,0 25,0

Cas (h)

5 % NacCl

45,0

40,0
35,01

30,04

25,0

20,0

15,0

10,01

50 ;;—
0,0 T

0,0 50

10,0 15,0 20,0 25,0

Cas (h)

30,0

30,0

—A—pH 6

—e—pH7

—a—pH8

—A—pH 6

—e—pH7

—a—pH8



\
)

Obsah BA (mg/L

6 % NacCl

10,0
9,01

8,0

7,0 f
6,0

0,0 50 10,0 15,0 20,0 25,0

Cas (h)

30,0

—A—pH 6

—e—pH7

—a—pH8



PRILOHA P VII: PRODUKCE KADAVERINU PRI 10 °C
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PRILOHA P VIII: PRODUKCE KADAVERINU PRI 20 °C
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PRILOHA P IX: PRODUKCE KADAVERINU PRI 37 °C
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