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ABSTRAKT

Cilem bakal&ské prace bylo studium produkce biogennich a&nfimistaminu, tyra-
minu, kadaverinu, putrescinu, spermidinu, spermagmatinu a fenyletylaminu) bakteri-
emi izolovanymi z masnych vyrobkprodukfi studené kuchyna pitné vody. Celkem bylo
izolovano 69 bakterii. Z vybranych masnych vyrblkylo izolovano 21 bakterii, z ladek
24 bakterii a z pitné vody 24 bakterii. Produkcegbnnich amif byla u €chto bakterii
zjistovana pomoci kultivani metody a ionta¥vyménné chromatografie. U zadné
Z testovanych bakterii nebyla z§isa schopnost produkce histaminu, spermidinu, spermi
a agmatinu. U bakterii izolovanych z masnych vyfobila detekovana produkce fenyle-
tylaminu. Schopnost produkce tyraminu byla Zjigt u 1 izolatu. NeptSimi producenti
putrescinu a kadaverinu byly bakterie izolovanéitzépvody. U bakterii izolovanych

z lahidek nebyla zji&na schopnost produkce stanovovanych biogennichiamin

Kli¢ova slova: biogenni aminy, iont®vymeénna chromatografie, kulti¢ai metoda

ABSTRACT

The aim of this work was to explore the productidrbiogenic amines (histamine,
tyramine, cadaverine, putrescine, spermidine, sppernagmatine and phenylethylamine)
on bacteria isolated from meat products, delicateggoducts and drinking water. A total
of 69 bacteria were isolated. From meat productsevisolated 21 bacteria, 24 isolates
were from selected delicatessens and from drinkuager 24 bacteria. Production of
biogenic amines in these bacteria were investigdgdcultivation methods and ion-
exchange chromatography. None of the tested bacpeaduced histamine, spermidine,
spermine and agmatine. In bacteria isolated fromatmeoducts were detected production
of phenylethylamine. The ability of tyramine protioo was detected in 1 isolate. The
highest producers of putrescine and cadaverine bacteria isolated from drinking water.
Bacteria isolated from the delicatessen was foundble to produce the determined

biogenic amines.

Keywords: biogenic amines, ion exchange chromapyracultivation method
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UvoD

Bezpenost potravin Mze byt ohroZzovana mnohymi riziky biologického, &élni-
ho nebo chemickéhaipodu. Mezi¢asto sledované kontaminanty potravinipatposledni
doks i biogenni aminy [1].

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni organické hteré vykazuji biologickou
aktivitu. Jsou produkty dZné metabolické aktivity zkat, rostlin i mikroorganizrin Bio-
genni aminy jsou prolovéka nepostradatelné, avSak ve vysokych koncentraeichohou
projevit jako latky psychoaktivni a vasoaktivni. jMarkantrgjSi symptomy konzumace
vysokych davek biogennich aniifsou zvraceni, dychaci potiZze, poceni, buSenestue
potenze nebo hypertenze a migrény [2].

V potravinach biogenni aminy vznikajfgulevsim dekarboxylaciipozenych ami-
nokyselin misobenim dekarboxylaz, kterymi jsou vybaveéryné druhy hnilobnych bakte-
rii, ale takérada druld bakterii ml€éného kvaseni [2]. Dale vznikajiiipvyrobe, zrani a
skladovani fermentovanych potravin hagym, ryb, masnych vyrohk vina, piva, kyselé-
ho zeli a vyrobl ze soji [3]. Vysoké koncentrace biogennich aimsa vyskytuji u potravin
v pokratilém stupni kazeni. Biogenni aminy se tak stavaginjm z ukazatélkvality po-
travin [4]. Jakmile se biogenni aminy vyioje obtizné je it pasteraci nebo varem.
Tvorba biogennich aminby se proto rla prisné sledovat v surovihi ve vyrobnim pro-

stredi s odpovidajici inhibici mikroorganizrnzpisobujicich kazeni.
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1 DEKARBOXYLA CNi CINNOST

Dekarboxylace je chemickéa reakcéi piz dochazi k od8povani oxidu uhtiitého
ze substratu (obr. 1) [5]. Tyto reakce jsou kataané specifickymi dekarboxylazami,
z nichz mnohé obsahuiji jako kofaktor pyridoxalfég6. Pyridinovy kruh usnatlje pf-
béh reakci diky aromatickému charakteru a schopromitithovat elektrony z QLCuhliku
substratu a stabilizovat Schiffovu bazi vzniklou pavazani substratu. Tim dojde k ne-
zbytné destabilizaci vazeb vychazejicich,au@liku [7].

Dekarboxylaci aminokyselin vznikaji aminy, kteréjmatSinou vyznamné fyzio-
logické &inky a proto je také ozkajeme jako biogenni aminy. U Zigchu slouzi dekar-
boxylace k vyrob dalSich dlezitych biogennich amin které pak slouzi k vystawtkoen-

zymd, vitamini, hormori [6].

dekarboxylace
R — CH— COOH R — CH, —NH,
-CO,
NH,
aminokyselina biogenni amin

Obr. 1 — Dekarboxylace aminokyselin [3]

1.1 Biogenni aminy

1.1.1 Charakterizace biogennich amié

Biogenni aminy (BA) jsou nizkomolekularni bazickéstkaté sloteniny, které
vznikaji prevazre dekarboxylaci aminokyselin nebo aminaci a transanii aldehyd a
ketori [9] (zdroj 1). Jsou vyznamnymi sléeninami, které se vyskytuji v Zivych organiz-

mech jako metabolické meziprodukty a produkty, &terkazuji biologickou aktivitu [10].
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Na zaklad chemické struktury je mozno biologicky aktivni amrozclit do néko-

lika skupin [9]:

alifatické (putrescin — PUT, kadaverin — CAD, sperm SPM, spermidin — SPD),
aromaticke (tyramin — TYR, 2-fenyletylamin — PEA),

heterocyklické (histamin — HIS, tryptamin — TRY),

polyaminy (putrescin — PUT, spermidin — SPD, sparmBPM).

Biogenni aminy je mozné takeé klasifikovat jako @ohiny a biogenni aminy.iP

rozenymi producenti polyaminjsou zvfata, rostliny a mikroorganizmy. Do této skupiny

sefadi spermidin, spermin a diaminy putrescin, kadavaragmatin [11]. Podileji se na

dulezitych fyziologickych procesech, jsouldzité v procesechistu a podileji se na dife-

renciaci bugk a stabilizaci membran [12]. ddtefi zastupci biogennich antinmaji

v organizmuclovéka dilezité fyziologické funkce. Slouzi jako prekurzawkterych hor-

mon (nag. 2-fenyletylamin), alkaloid, nukleovych kyselin a protein Mohou i @gimo

fungovat jako hormony (histamin). Ve vysokych, rdpve nadbyténych, davkach mohou

biogenni aminy mit pro lidsky organizmus toxickénky [13].

Mezi nejvyznanyjSi biogenni aminy Ize #adit:

putrescin (tetrametylendiamin) a kadaverin (pentgi@ediamin) — vytvéeji se pi
kaZeni (hniti) masa a js@asto nazyvany jako mrtvolné jedy nebo ptomainy,[14]
tyramin — lokalni tkdovy hormon, vliv na krevni tlak a kontrakce hlad&éval-
stva [15],

2-fenyletylamin — hormon a alkaloid skupiny amfetain|16],

histamin — v centralni nervové soustgisobi jako neurotransmiter, viiv na krevni
tlak a sekreci Zalugdei ¥avy [15],

tryptamin — lokalni tkovy a rostlinny hormon, vliv na krevni tlak, viharperistal-
tiku strev, psychické funkce [15],

spermin — esencialntistovy faktor gkterych bakterii, u &kterych vifi je spojen s
nukleovymi kyselinami [17],

spermidin — polyamin vyskytujici se ve spermatwgdinkach, hoszim pankreatu a
dalSich tkanich [17],

dopamin — fisobi jako neurotransmiter v CNS i v periférni ne&sousta¥ [17],
serotonin — vyznamny neurotransmiter, v CNS &estini jedevSim proces které

se podileji na vzniku nalad [18].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 14

1.1.2 Vznik biogennich amir

Nejcastji biogenni aminy vznikaji dekarboxylactipzenych aminokyselingso-
benim bakterialnich dekarboxylaz (obr. 2). Dekasteci argininu vznika agmatin a orni-
tin. Putrescin vznikd dekarboxylaci ornitinu, kaelaw z lyzinu, histamin z histidinu,
2-fenyletylamin z fenylalaninu, tyramin z tyrozirutryptamin z tryptofanu [19]. Hormon
serotonin vznika z tryptaminu. Z putrescinu vznikétylaci S-adenosylmetioninem sper-
midin a dale spermin. Z DOPA vznika dopamiigpbenim dihydroxyfenylalanindekarbo-
xylazy) [15].

Tvorba biogennich aminbakteriemi nize byt ovliviena mnohymi vijSimi fakto-
ry, které mohou ovliiovat zejména kinetiku dekarboxylazovych reakci. Me#jSi fakto-
ry, které ovlivauji tvorbu biogennich aminu bakterii, pat teplota a pH prostdi, dostup-
nost zdroj uhliku (nap. glukozy), aero-/anaerobidzaitpmnost fistovych faktoi, risto-
va faze buik, koncentrace NaCl (vodni aktivita) aj. Kréngchto zmignych faktoti mo-
hou produkci biogennich antirovliviiovat dalSi chemické latky, napetanol, gkteré sa-

charidy, fenolické slateniny nebo oxid $icity [10].
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Obr. 2 — Dekarboxylace aminokyselin za tvorby biogeh ami-

nu [20]

1.1.3 Vyskyt biogennich amiii v potravinach

Vyskyt biologickych aktivnich aminlze aiekavat v potravinach obsahujicich bil-

koviny anebo volné aminokyseliny, zvlid§gbokud poskytuji vhodné podminky pro bio-

chemickou aktivitu fitomnych mikroorganizrin[21].
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Biogenni aminy se vyskytuji se ve fermentovanyctiguinach, nap ve fermento-
vanych salamech, v syrech, pivu, vinu a kysanéimvzpbtravinach gipravenych fermen-
tatni cestou jsou BA jejich pravidelnowtasto i girozenou so&asti. U nefermentovanych
potravin jsou BA pedevSim indikatorem nez&douci mikrobidlimnost. V gipact sklado-
vani potravin mze byt obsah BA ukazatelem jakosti vstupni surodnyrovié hygieny
béhem vyrobniho procesu a skladovani [22]. V zel&navoci a houbachipnevhodném
skladovani produkuji BAfedevsim endogenni dekarboxylazy [15]. Ni2j&jSi biogenni
aminy vyskytujici se v potravinach jsou histamiyramin, kadaverin, spermin, spermidin,

putrescin, 2-fenyletylamin a tryptamin [23].

1.1.3.1 Ryby a vyrobky z ryb

Obsah biogennich amirv ¢erstvych rybach je velmi nizky a jejich vyskyt jgofe-
ny s kazenim ryb. Z tohotaidodi slouzi BA jako indikatory kvality ryb a vyrolikz ryb.
Ve zkazeném rybim mase byvaji detekovany zejmérteegmin, kadaverin, histamin,
spermidin a spermin [20].

MnoZstvi BA v rybach zavisi na i s druhu gitomnych mikroorganiziin druhu
a kvali€ syrovych ryb a na podminkach zpracovani a sklaiofz]. Ri skladovani ryb
pii teplotach kolem 0 °C a nizSich jsou BA produkoyarténme zanedbatelném mnozstvi.
Pti vySSich skladovacich teplotach jgtpmnou mikroflérou dekarboxylovan hlayvihisti-
din a tkar zejména makrelovitych ryb (nagundk a makrela) mohou obsahovat az 3000
mg/kg (makrela) nebo dokonce 8000 mg/kg histamtiniiak). Také ostatni BA jako je
tyramin, kadaverin, putrescin a dalSi vznikaji hatigné vysokém mnozstvi [15].

Na hodnoceni kvality rybiho masa byl zaveden taglek kvality, ktery je definova-
ny jako [25]:

index kvality (BAT) = {mg/'kg histamin + mg/kg putrescin + mg/'kg kadaverin)

{1+ mg/kg spermin + mg/'kg spermudin)

Obr. 3 — Vzorec vypiu indexu kvality rybiho masa [20]

Pfi hodnot BAI < 1 je kvalita povaZzovana za vybornodj BAI > 10 za velmi

Spatnou [25].
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1.1.3.2 Maso a masneé vyrobky

Maso a nefermentované masné vyrobky zpravidlaeuspavuji z hlediska obsahu
tyramin, kadaverin, putrescin a také histamin. Yenamném mnozstvi se¢erstvém ma-
se vyskytuji spermidin a spermin [26].

Pri skladovani masa se zvySuje vlivem enzymoveé digtptitomné mikrofléry ob-
sah BA a mnozstvigkterych z nich mohou indikovderstvost masa [15]. Zatimco obsah
tyraminu, putrescinu a kadaverinu se obvykle zw3ahem skladovani masa, obsah
spermidinu a sperminu se snizuje nebo seénéntaké teplota skladovani ma vliv na ob-
sah BA v mase. Vépvé maso skladovandipeplot 30 °C a vysSi obsahuje zpravidla
veétSi mnozstvi BA nez vépvé maso skladovandipeplog 4 °C [19]. Hladina putrescinu
se nejastji zvySuje s piibchem kaZeni masa, obsah kadaverinu se v§raxySuje
v poslednich fazich kazeni [11]erstvé vepové maso obsahuje zhruba do 7 mg/kg kada-
verinu a putrescinu, zatimco zkazené maso 60 nmagikge [15].

Fermentované saldmy jsou vyrobky, které vigjyiavhodné podminky pro tvorbu
biogennich amith Na z&atku fermentace se vyskytuji zejména kadaverinstamin, ke
konci je to putrescin a tyramin. Kranchto BA se niZze v konéném vyrobku vyskytovat

tryptamin, 2-fenyletylamin, spermin a spermidin]20

1.1.3.3 Syry

Vedle ryb jsou syry néastji uvadénou potravinou spojovanou s intoxikaci BA. Na
rozdil od jinych potravin syry two biologicky a biochemicky dynamicky systém, kteey
neustale réni [27]. Proto syry pedstavuji idealni prostdi pro tvorbu BA a mohou tedy
obsahovat i vyznamna mnozstvi biogennich @nj#8]. BA se vytvéeji v pribéhu zrani
syni a pak i v obdobi skladovani [11]. Mnozstvi BA & hejen mezitzné druhy syi, ale
také v ramci stejného typu [27].
rescin, kadaverin, tryptamin a 2-fenylatylamin [18ylo zjiS€no, Ze dominantni BA
v syru Beyaz (turecky syr vyrobeny z nepasterovarakiiho mléka) jsou putrescin, kada-
verin a tyramin. V syrech Feta a Domiati byl jakamdnantni zji&n tyramin. V tureckych
syrech Milalic, Otlu a Orgu bylo zji&o vy33i mnozstvi 2-fenlyetylaminu, kadaverinu,

tyraminu a spermidinu [29].
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Mikrobiologick& kvalita mléka je jednim z n&jezitéjSich faktofi, které ovliauji
tvorbu BA v syrech [11]. V provozech s nedostatei hygienickou urovni dochaziip
zrani syfi k vyrazné tvorb BA vlivem kontaminujici mikroflory [15]. Dale jevbrba BA a
aminokyselin pimo ovlivréna dekarboxylazovou aktivitou, pH a koncentraci. Soépi-

mo je pak ovlivina vodni aktivitou, teplotou skladovani a dobowagklani [29].

1.1.3.4 Potraviny rostlinnéhosprodu

Biogenni aminy se jakoijpozena sotast vyskytuji také v potravinach rostlinného
puvodu [15]. Ve 8avach, dzusech a v limonadach z pom&ramalin, citrorii, grapefrui-
ta, mandarinek, jahod a hrakrbyly zjiSttny BA v riznych koncentracich. Tyto ovocné
dZzusy obsahovalyipdevSim putrescin. Jahodovy dzus obsahoval vysdmeentraci
tyraminu (66,66 mg/l) [19].

Vysoké koncentrace BA byly také detekovany v pom&reém dzZzusu (noradrena-
lin, tryptamin), ragatech (tyramin, tryptamin, histamin), bananechaftyin, noradrenalin,
tryptamin, serotonin), Svestkach (tyramin, noradhe a Spenatu (histamin)iiRpzenou
slozkou kakaovych bdbje 2-fenyletylamin a proto se také vyskytujéokolads, vyrob-

cich a cukrovinkach gokolady [9].

1.1.3.5 Fermentované napoje

Pivo se Bzné fadi mezi potraviny a napoje, které mohougkterych konzumerit
zpasobovat zdravotni problémy, a to @&vddu gitomnosti biogennich amin U nékterych
pacienti, ktefi uzivaji Iéky inhibujici detoxikani enzym monoaminoxidazu,@e dojit k
nahlému zvySeni krevniho tlaku. Je znamo, Ze kenv@&ahu nezadoucimuiaku doslo po
konzumaci bzného i nealkoholického piva &iaky byly zpisobeny tyraminem [30].

Tvorbou biogennich aminv lahvovém pivu se zabyvali vyzkumnici na Jibské
univerzig v Ceskych Budjovicich ve spolupraci s Bafbvickym Budvarem, icemz zjis-
tili, Ze zn&né mnozstvi tyraminu a histaminu sefive lahvovém pivu fisobenim ml&
nych bakterii, pedevSim kontaminujicich laktobagilschopnych f&Zit nedostateou pas-
teraci. K tvorlg amini vSak dochazi i v plechovkach a sudech. ZvySenézatmioamiri
Ize atekavat u piva kontaminovaného gmi bakteriemi Bhem vyroby, pi nedostat&-
né eliminaci bakterii ip filtraci a jejich nedostat@é inaktivaci pi pasteraci. Koncentrace
amini Ize tak vyuzit jako indikator mikrobialniho stayii vyrob¢ piva. Vysoky obsah

amini se miZze vyskytnout u &kterych piv, pi jejichz vyroke byla pouzita pSenice, nebo
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mléné bakterie jsou sdéasti fermenténi mikroflory. Zdroje bakterii produkujicich bio-
genni aminy mohou byt i kontaminované kvasinky pearzé @i vyrobé piva [30].

Obsah BA ve vié zna&n¢ kolisa a je zavisly na pouzitych surovinach ésnbu
zpracovani [20]. BA mohou bytipomny jiZ v moStu, pouze putrescin i v hrozneabv(fe
casto spojeno s deficitem drasliku) ¢l viiv na obsah ma i stupievyzralosti hrozid. Ve
vinech ale vznikaji igvazre v pribéhu fermentace (hla¥nputrescin) a wervenych vin
jese i béhem malolaktické fermentace a &mnosti mikroorganizrin mléného kvaseni
(predevsim spontanni mikrofléry). Jejich obsah vyznaowiiviiuje také zfisob vinifikace
hrozni, hygiena rmutu i samotného vina, v mensfengak odiida, poloha nebo klima.
Vznikaji také Bhem zrani vina. Vyznamnymi faktory owuiivjici produkci BA ve vinech
jsou také pH a obsah $@B1]. V nejwtSim mnozstvi se ve wWrvyskytuje histamin, tyra-

min, putrescin a kadaverin [20].
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1.1.4 Toxicky &inek biogennich amin

Prijem potravin obsahujicich vysoké koncentrace Bizenu citlivych osob vyvolat
alimentarni intoxikaci. Mezi toxikologicky nejvyzmaxjsi biogenni aminy p#éttyramin a
histamin. Otrava histaminem ¢asto spojovana s konzumaci makrelovitych ryb (s&ydli
tunak, makrely) a syr (Gouda,Cedar) [19]. Je to celosiovy problém, ktery je hladen
v fadt zemi. Toxicky dinek histaminu se projevi tehdy, kdyz dojde k iakei histaminu
s receptory (W Hz a Hs) burgénych membran nachazejicich se v kardiovaskularysn s
tému a sekrich Zlazach. Histamin Apobuje dilataci krevnich kapilar a cév, coz vede
k hypotenzi a zfisobuje bolesti hlavy. Kontrakce hladkého svalstieva zprosedkované
H, receptory vyvolava fifem, kiece a zvraceni. Vykovani Zaludénich §av je regulova-
né histaminem prosgdnictvim H receptoit umistnych na stnach busk [32].

Tyramin zvySuje krevni tlak, #yobuje u rizikovych konzumehimigrenozni bo-
lesti hlavy, pop. krvaceni do mozku a selhani srdce [33]. Polyar{pogrescin, spermidin,
spermin, kadaverin, agmatin) mohou reagovat saugia vytvéet karcinogenni nitrosa-
miny [23].

Toxické davky BA je obtizné stanovit. Velmi zaler individualnich rozdilech
mezi lidmi, zastoupeni jednotlivych BA v potra¥jrmnozstvi konzumované potraviny a

piitomnosti jinych potencujicich sloZek, jakymi jsoapiiklad alkohol nebo 1éky [34].

1.1.5 Detoxikace biogennich amiin

Normalni Fijem BA je metabolizovan veistvnim traktu velmi vykonnym detoxi-
fikacnim systémem zaloZzenym na aktivinzymi monoaminooxidazy (MAQO), diaminoo-
oxidazy (DAO) a histidinmetyltransferazy (HMT)iiPFhadnérném gijmu BA potravou
vSak detoxikani kapacita tohoto systému nemustiste4].

U jedindi s chorobami traviciho traktu (gastritida, Zakmieviedy) je aktivita ami-
nooxidaz nizsi nez u zdravych jedind) nemocnych lidi, kig@ uzivaji Iéky s inhikinimi
acinky na MAO a DAO jako jsou antihistaminika, 1ékg tuberkul6zu a antidepresiva, je
zmenény metabolizmus BA. To vede k jejich hrondadv €le a mize vést k vaznym zdra-

votnim porucham [20].
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2 MIKROORGANIZMY S VYZNAMNOU DEKARBOXYLAZOVOU
AKTIVITOU

Rada bakterialnich druhvéetns bakterii mléného kvaseni jsou schopny dekarbo-
xylace jedné&i vice aminokyselin. Jedné se zejména o Bdyillus, Citrobacter, Klebsiel-
la, Escherichia, Proteus, Pseudomonas, Salmon8hégella, Photobacteriung bakterie
mlé&ného kvaSeni, naplLactobacillus, Pediococcus a Streptococfp Prehled rkte-
rych zastupt bakterialnich rodl produkujicich BA udava Tabulka 1. Produkce biogeimn
amin je vlastnost specifické spiSe pra&ité& kmeny bakterii nez vlastnost typicka pro dany

druh, takzeidzné kmeny téhoz druhu se mohou liSit v produkcgbrmich amit [1].

Tab. | — Vyznamné mikroorganizmy produkujici BAT15

Potravina Mikroorganismy Produkované aminy
Morganella morganii, Klebsiella pneumonia, Hafniwei, histamin, tyramin,
ryby Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Clostridiumrfsangens, kadaverin, putrescin,

Entrobacter aerogenes, Bacillus sp., Staphylocoggissus| agmatin, spermin, spermidi

-

Lactobacillus buchneri, L. bulgaricus, L. plantarum casei, histamin, kadaverin,
syry L. acidophilus, Enterococcus faecium, Streptocoauitis, | putrescin, tyramin, tryptamimf

Bacillus macerans, Propionibacterium sp.

Pediococcus sp., Lactobacillus sp., Pseudomonas sp,. histamin, kadaverin,
maso a mas
i Streptococcus sp., Micrococcus sp., putrescin, tyramin,
vyrobky
celed’ Enterobacteriaceae fenyletylamin, tryptamin
Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides, histamin, kadaverin,
fermentovan
leni putrescin, tyramin,
zelenina Pediococcus sp.
fenyletylamin, tryptamin
fermentovan Rhizopus oligosporus, Trichosporon beigllii, histamin, kadaverin,
produkty ze

soji Lactobacillus plantarum putrescin, tyramin, tryptamill\
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2.1 Celad’ Enterobacteriaceae

Bakterie z¢eledi Enterobacteriaceagsou obecd povazovany za mikroorganizmy s
vysokou dekarboxylazovou aktivitouigalevsim ve vztahu k tvatthistaminu, kadaverinu
a putrescinu [32]. Tatdeled zahrnuje gramnegativni nesporulujici fakultagamaerobni
ty¢inkovité bakterie ro@l Enterobacter, Escherichia, Schigella, Salmonell@&rabacter,
Klebsiella, Erwinia, Serratia, Proteus, Hafnia, ¥gma, Morganella, Tatumella, Edward-
siella, Kluyveraa dalSi. \étSina €chto rodi roste na zakladnich kultigaich pidach bez
rastovych faktolh za gFistupu vzduchu, maji respiratorni a fermentativtabolizmus.
Fermentuji sacharidy na kyselitgsto i s tvorbou plynu [35].

NejvyznamrdjSimi producenty histaminu jsoiviorganella (Proteus) morganii
Klebsiella pneumoniaa reékteré kmeny druhidafnia alvei. Tyto mikroorganizmy izolo-
vané z ryb produkuji vyznamné mnozstvi histamimaaghou zfisobovat otravu histami-
nem. V rybim mase je histamin dale produkovan bekte Proteus vulgaris, Proteus mi-
rabilis, Klebsiella oxytoca, Enterobacter aerogenEsiterobacter cloacae, Pantoea sp.,
Pantoea agglomerans a Morganella psychrotolerdr®g, [32].

V mléce a syrech byla identifikovasada zastupcEnterobacteriaceggako jeEs-
cherichia coli, Enterobacter aerogenes, Enterobacteaceae, Serratia spp., Citrobacter
freundii nebo Proteusschopnych produkovat kadaverin a putrescin ve ké/smi-
e [11], [32].

2.1.1 HRehled a zakladni charakteristika bakterii zé¢eledi Enterobacteriaceag@odile-

jicich se na tvork® biogennich amini

Rod Escherichia

Prislusnici rodu zkvasSujtescherichialaktozu za tvorby kyseliny mé@é, kyseliny
octové a plyn CO, a H. Typovym druhem jdEscherichia coli nejprozkouma&jSi orga-
nismus na zegkouli (obr. 4). Tato bakterie Zije jako komenzaistiého sevaclovéka a

teplokrevnych Ziveichu [35].



UTB ve Zling, Fakulta technologicka 23

V potravin&stvi a vodarenstvi jEscherichia colivyuzivana jako indikatorovy mik-
roorganizmus sanitace a zachovani a dodrzovanéhipiiych podminek. Vysoky obsah v
potravinach a surovinach igobuje kazeni, ip vyrob¢ syri zpisobuje tzv.casné dieni

syni. Escherichia colje fakultativni patogen, zejména u oslabenychnedj36].

Obr. 4 —Escherichia col{37]

Rod Enterobacter

Tento rod pedstavuji gramnegativni fakultat&anaerobni §inky. Jejich optimal-
ni teplota éstu je 30 az 37 °C. Vyskytuje se véesnim traktu, rostlinach, sekundérinv
mléce. Wastni se kazeni potravin, fiado skupiny koliformnich mikroorganisimzkvasu-
je sacharidy za vzniku G H. Nejvyznamgjsi jsou druhyEnterobacter aerogenes, En-

terobacter cloacae, Pantoea agglomerddi$ve Enterobacter agglomerah$§36].

Rod Citrobacter

Rod Citrobacterpredstavuje gramnegativni fakultatévanaerobni §inky vyskytu-
jici se jednotli¢ nebo v parech. Optimalni teplotistu je 37 °C. Vyskytuje se v travicim
traktu ¢lovéka i zvicat. Vyznamnym druhem vyskytujicim se v potravingeRitrobacter
freundii [36].

Rod Klebsiella

Tento rod pedstavuji gramnegativni dyky vyskytujici se jednotli& nebo
v fetizcich. Optimalni teplotaistu je 37 °C. Vyskytuje se v travicim traktlovéka i zvi-

fat. NejvyznamgySi druhy jsowKlebsiella pneumoniae a Klebsiella oxytd&é].
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Rod Proteus

Jde o gramnegativni pohybliv&igky. Optimum fistu ma pi 37 °C, v potravinach
roste i i pokojové teplat. Ne polotuhych médiich se vyznge plazivym fistem. Nacha-
zi se v [idé, vod a v travicim traktu. Zfsobuje kazeni bilkovinnych potravin (hniti).
Zpusobuje infekce m@mvych cest a vyskytuje se zejména v neméxdm prostedi. Mezi

nejvyznamijSi druhy pati Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, Proteus myxiéas[36].

Rod Shigella

Jedna se o gramnegativniitky, jejichz optimum istu je 37 °C. V potravinach
roste i i pokojové teplat. Nachazi se ve vykalech nemocnych lidi a bacil@iose vo-
d¢ a potravinach. Jsou patogenni pouze pro lidi. WejgamijSi druhy jsouShigella son-
nei, Shigella dysenteriae, Shigella flexn@fr. 5)a Shigella boidii36].

Obr. 5 =Shigella flexner[38]
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2.2 Bakterie ml&ného kvaseni

Bakterie mléného kvaSeni (BMK) jsowastymi producenty biogennich amin
Schopnost dekarboxylace tyrozinu byla pozorovamanohych zastugcroda Lactococ-
cus, Leuconostoc, Lactobacillus, Enterococcus, ©ecxus,dekarboxylace tryptofanu u
Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacilllsodukce putrescinu byla zgéa u roduLacto-
bacillusa produkce histaminu luactobacillus, Oenococcus a Pediococflls

Bakterie mléného kvasSeni tud velkou skupinu nepohyblivych nesporulujicich ka-
taldzanegativnich mikroaerofilnich az fakultativeeerobnich grampozitivnich kola tyi-
nek. Nazev této skupiny bakterii je odvozen octfegchopnosti fermentovat sacharidy na
kyselinu mi€énou (homofermentace) jako hlavni vysledny prod3kf.[

Taxonomie BMK je provazena velkymi Zmami. Jedna se o velmi heterogenni
skupinu, do které p#trody Abiotrophia, Aerococcus, Agitococcus, Alkalibaateri Allo-
fustis, Alloicoccus, Atopobacter, Atopococcus, Astipes, Carnobacterium, Desemzia,
Dolosicoccus, Dolosigranulum, Enterococcus, Erensouas, Globicatella, Granulicatella,
Ignavigranum, Isobaculum, Lactobacillus, Lactocagcuactosphaera, Lactovum, Leuco-
nostoc, Marinilactibacillus, Melissococcus, Oencmas; Paralactobacillus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Trichococcus, \tagos, WeissellE89].

BMK tvoii sowast bakterialniho osidleni resgingho systému a dominantddst
mikroflory traviciho a urogenitalniho trakélovéka i zvirat. Jsou rovéZ vyznamnou sloz-
kou mikroflory potravin (mléné vyrobky, fermentované maso a zelenigatot napoje).
Vybérem vhodnych tzv. startovacich kultuPgdiococcus, Lactobacillygpri vyrobe fer-
mentovanych produistize zajistit jejich poZzadovanéiipnivé organoleptické vlastnosti
(chw, vani apod.). BMK vykazuji silny inhikéni efekt proti éistu a produkci toxif ostat-
nich gitomnych bakterii. Fchto viastnosti se vyuziva ke zvySeni trvanlivasidravotni

nezavadnosti potravin [40].
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2.2.1 RodLactobacillus

Laktobacily jsou grampozitivni, fakultati¢n anaerobni nebo mikroarofilni
nepohyblivé tyinky (obr. 6). Hlavnim metabolitem fermentace saictiaje kyselina
mléina, ale také kyselina octovd, etanol a,(3B].

Rod Lactobacillusje v girodk velmi rozsten. Jeho druhy se vyskytuji v mléce,
kde vyvolavaji pirozené kysani. Dale se vyskytuji v Ustech a tiavitzaktu savé, na tra-
vinach, obili i jinych rostlinach a vipi¢ [36].

Laktobacily maji vyznamnou Ulohu v mlékarenskénoazervarenském pmyslu.
Spolu se streptokoky, pediokoky, mikrokoky a spekjfmi stafylokoky jsou sotést star-
térych kultur ve fermentovanych masnych vyrobcidbkteré druhy zpsobuji nezadouci
kontaminaci vina, piva a uzenin [36], [41].

Laktobacily se &i na obligate homofermentativni, fakultati¥nheterofermenta-
tivni a obligate heterofermentativni. Obligatrhomofermentativni laktobacily fermentuji
glukdézu na kyselinu mééou. Optimum tistu je i 30 — 45 °C. Pouzivaji se jakisté
zakysove kultury (jogurty, acidofilni mléko, tvarosyr). Jedna se bactobacillus acido-
philus, L. salivarius, L. helveticus, L. delbrueckubsp.delbrueckii, L. delbruecksubsp.
bulgaricusa L. delbrueckiisupsplactis[36].

Fakultativié heterofermentativni laktobacily fermentuji hexdzySinou na kyelinu
mlécnou. Jejich optimumisstu je @i 28 — 32 °C. Uplatuji se v mlékarenském a konzerva-
renském pimyslu. Do této skupiny pétLactobacillus casesubspcasei, L. casesubsp.
pseudoplantarund,. alimentarium, L. saka dalSi [36].

Obligatre heterofermentativni laktobacily fermentuji hexdmy kyselinu miénou,
octovou, etanol a COJejich optimumistu je i 28 — 32 °C. Zfisobuji kazeni potravin.
Jedna se d.actobacillus buchneri, L. brevis, L. fermentum,candleri, L. kefira dal-
Si [36].
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Obr. 6 —Lactobacillus casgé2]

2.2.2 Rod Lactococcus

Tento rod pedstavuji grampozitivni fakultati¢nanaerobni koky sdruzujici se
v parech nebo v kratSidtetizcich. Jejich optimalniistova teplota je 30 °C. Fermentuji
glukozu, laktézu a maltézu na kyselinu griéu. Vyskytuji se v rostlinnych materialech a
ve fermentovanych mé@ych produktech. Tud sowtast ¢istych mlékarenskych kultur na
vyrobu zakysanych mlék, zakysanych smetan a vSedmi dyni. Mezi nejvyznam#si
zastupce lze Zadit Lactococcus lactissubsp.lactis, Lactococcus lactisubsp.cremo-
ris [36].

2.2.3 Rod Leuconostoc

Rod Leuconostogredstavuji grampozitivni fakultati¢gnanaerobni koky. Zkvasuje
sacharidy na kyselinu migou, etanol a C® Tvori kulovité az¢ockovité buiky spojené
po dvou nebo daéetizki. Nekteré druhy vytvéeji zna&né mnozstvi slizu polysacharidove
(dextranové) povahy. Sliz tviopiedevSimLeuconostoc mesenteroidegbsp.mesenteroi-
des jehoz pitomnost niZe pisobit potize v draZérstvi (aglutinace drozdi) i ve slazenych
mineralnich vodach (rosolowt). L. mesenteroidesubsp.dextranicumse naopak pouZzi-
va pro ptimyslovou vyrobu dextranpro lekdské &ely. L. mesenteroidesubspcremoris

se uplaiiuje jako sodast masleské kultury, nebbdodava masluifjemné aroma [41].
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2.2.4 Rod Enterococcus

Tento rod pedstavuji grampozitivni aerotolerantni koky. Jsdoloé vaci vySSim
koncentracim soli v potravinach &epivaji i nizSich pastetaich a termizénich teplo-
tach. Rivodni stanovigt tohoto rodu je gastrointestinalni trakbveéka a Ziv@ichu. Sekun-
darre se vyskytuje v mléce, migych produktech a potravinach s vysSim obsahem Boli
stélou sowdasti mikrofléry syti (mikroflora pochézejici z mléka), syrovych fernmmrgnych
klobas, Sunky a rostlinnych potravin. Je indikatoreekalniho zn&steni pitnych vod a
sanitace mlékarenskych prowonzNejvyznamgjSi druhy jsouEnterococcus faecalis, E.

faecium, E.s avium, E.s gallinarumt. durang36].
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2.3 Ostatni mikroorganizmy produkujici biogenni amny

Mezi dalSi mikroorganizmy s dekarboxylazovou aktivi mizeme z#adit rody
Micrococcus, Staphylococcus, Bacilla®seudomonad\¢které druhy rodiMicrococcusa
Staphylococcug&olované z ryb jsou schopny produkovat histarpimyescin a kadaverin.
Staphylococcus epidermides Staphylococcus capitigsou silnymi producenty histaminu
v solenych agovickach. Dale v rybim mase produkuji histamitkteré druhy roduBacil-
lus nag. Bacillus coagulans, Bacillus megateriBacillus pumilus. Bacillus megaterium
muze také produkovat putrescin a kadaverin a Baailhasgulans spermidin [32].

Z fermentovanych rostlinnych produkbyla izolovanaada bakterii schopnych pro-
dukovat biogenni aminy. V trathi japonské pastMiso (fermentovana vyzrala pasta ze
séjovych bold, ryze, pSeriné nebo jené mouky) produkovaly histamiStaphylococcus
pasteuri, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus slitbta Bacillus megateriumV jiném ja-
ponském produktu ze sgji byl histamin produkovasiaty Bacillus subtilis, Staphylococ-

cus pasteura Staphylococcus capit{d1].
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3 CILE PRACE

Cilem bakal&ské prace bylo studium tvorby biogennich aim@kteriemi izolova-

nymi z masnych vyrohk produkti studené kuchyha pitné vody.

Pro dosazeni dilbylo treba:

» vypracovat reSerSi tykajici se problematiky biogehnamini, bakterii

s vyznamnou dekarboxylazovou aktivitou,

e struné popsat vyznam a zastoupeni bakterii s dekarboswtar aktivitou

Vv potravinach.

Pro vypracovani praktick&sti bakaléské prace bylo nutné naplinit tytoditile:

» zachyt a morfologicka charakterizace vybranych skbakterii v masnych

vyrobcich a vyrobcich studené kuchyn
» otestovat bakterie na dekarboxyldzovou aktivitu,

* na zaklad ziskanych vysledkzformulovat zagr.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Kultivaéni media
Masopeptonovy bujon (MPB)

Masovy vytazek (HiMedia, Bombai, Indie) 3,0 g

Pepton (HiMedia) 50¢g
NaCl (LachNer, Neratovic&R) 309
Destilovana voda 1000 mi

Priprava fiidy: Jednotlivé sloZzky byly navazeny a rozga§tv 1000 ml destilované vody.
Poté bylo pH upraveno na 6,8 — 7. Sterilace ¢ghtzbv autoklavu p 121 °C za 15 minut.

Plate Count Agar (PCA; HiMedia)

Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 500
Kvasnieni extrakt 25¢g
G-glukosa 109
Agar 15,09
Destilovana voda 1000 ml

Priprava fiidy: Jednotlivé sloZzky byly navazeny a rozga§tv 1000 ml destilované vody.
Poté bylo pH upraveno na 7. Sterilace ghda v autoklavu p 121 °C za 15 minut. Takto

piipravena fida byla rozlita na Petriho misky.

4.2 0Odbér vzorkua

Bakterie zkoumané na produkci biogennich antigly izolovany ze salamVyso-
¢ina, Herkules a Pdlan; z latlidek PaiZsky salat a Parmska pomazanka, které byly zakou-
peny v obchodni sitCeské republikyCast bakterii byla izolovana z pitné vody odebrané
ze studny v HoleSav (vyuzivané k individualnimu zasobovani vodou v donosti).

Z masnych vyrobk, lahidek a vody bylo ziskano celkem 69 izélébkterii.

Odbér vzorki byl proveden vzdy sterilnimi odivymi IZicemi do sterilnich séu.
Obsah sé&u byl homogenizovan s fyziologickym roztokem v gom1:9 ve stomacheru
po dobu pti minut. Nasledd bylo podle patby provedeno desitkovéedini.

Z prislusnéhaedini bylo 0,1 ml inokula natkovano roztrem na PCA.
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Z kolonii vyrostlych na Petriho miskach byly vybydoakterie s rozdilnymi makro-
skopickymi morfologickymi znaky a bylo jimigazeno pgadovécislo. Poté byly jednotli-
vé kmeny izolovany Zovym rozérem na fid¢ PCA. Zagkované Petriho misky byly
kultivovany @i 30 °C po dobu 24 hodin.

4.3 Charakterizace izolovanych bakterii

4.3.1 Morfologie kolonii
Makroskopické morfologické znaky

Makroskopické morfologické znaky jsou patrné okerakazuji na zfisob fistu
mikroorganiznii na tuhych kultivanich pidach. U izolovanych bakterialnich kolonii byly
zjistovany na fpidé¢ PCA nésledujici znaky [43]:

» velikost kolonii,
e povrch kolonii,
» profil kolonii,
» okraj kolonii,

* barva kolonii.

4.3.2 Gramovo barveni

Princip barveni podle Grama

viv s

Zivanych pi zakladnim u¥ovani rodi a druhii bakterii. Jedna se o barveni fixovaného pre-
paratu a nasledné rdfemi burtk roztokem jédu. Vznikd komplex barvivo — j6d — Aty
bungcné stny, ktery Ize z bugk nekterych rodi a drukli mikroorganiznid vyplavit etano-
lem nebo acetonemiiBlusné druhy jsou oztavany jako gramnegativni {§; jejich bu-
nécné sény jsou pro mikroskopicka pozorovani dobarvovangpituchsinem nebo safra-
ninem. Pokud barevny komplexstava v bu&inych sénach zachycen, ozéigeme orga-
nizmy jako grampozitivni (Q.

Gramovo barveni bylo provedeno u prepafétovanych teplem podle postupu Ko-

touckove a Jandové [43] .
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4.3.3 Dikaz produkce katalazy

Nekteré bakterie maji schopnost produkovat enzyml&ata ktery rozklada pero-
xid vodiku na vodu a molekularni kyslik. Anaerobakterie ¥tSinou tento enzym net¥io
Na podlozni sklo byl kdpnut 3% peroxid vodiku arégbo se pomoci kiky rozete ¢ast
bakterialni kolonie z Petriho misky. Pozitivni reakse projevila uvébvanim bublinek

kysliku bezprosedre po gidani kultury [43].

4.3.4 Oxidazovy test

Cytochromoxidaza je enzym, ktery se podili na axdéch procesech v lige. Je
piitomen u vSech aerobnich bakterii s regpiid metabolismem. Podstatou testu je reakce
derivati p-fenylendiaminu se Zelezem obsazenym v cytochvgotorespirdnich komple-
xech. Ritomnost cytochromoxidazy je detekovana barevnysakcemi pomoci ifslus-
nych ¢inidel. Testovana kultura byla nanesena sterilitkklu na prouzek papiru, ktery byl
nasycerinidlem. Je-li test pozitivni, vznikne¢cbem 10ti sekund tmavfialové zbarveni
(Wursterova moti[43]).

4.4 Stanoveni dekarboxylazové aktivity bakterii kuiivaéni metodou

V pripact zjistovani dekarboxylazové aktivity testovanych krindaylo pouZzito de-
karboxylani médium, které obsahovaldgigusné aminokyseliny (arginin, ornitin, lyzin,
tryptofan, histidin, tyrozin) v koncentraci 1,0 %/¢) a pH indikétor (bromkresolovater-
ven). Kmeny byly kultivovany 30 £ 1 °C po dobu 24 hodi

4.4.1 FRiprava dekarboxylaéniho média

Aminokyseliny arginin, histidin, lyzin, ornitin, tgzin a tryptofan byly ziskany ze
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). VeSkeré dalSi chiatie pro gipravu dekarboxykaniho
média byly ziskany rowz ze Sigma Aldrich.
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Slozeni dekarboxyl&niho média
Pepton 0,59
Yeast extrakt 0,3g

Bromkresolpurpur 0,2% v 50% alkoholu 1 ml

Prislusna L-aminokyselina 0,75¢
Destilovana voda 150 ml
pH 5-5,3

Priprava médiaBylo navazeno ifpslusné mnozstvi jednotlivych slozekdy a vSe bylo

rozpuséno ve 150 ml destilované vody. pH roztoku bylo wereo na 5 — 5,3; pH indikéator
bromkresolpurpur byl fidan az nakonec. Nasletibylo 5,0 ml média autoklavovano

v uzavenych zkumavkéach (121 °C 15 min).

4.4.2 Zjiovani produkce biogennich amifi v dekarboxylaénim médiu

Produkce biogennich aminu byla sledovana v mikegstiich destikach. Do kazdé
jamky mikrotitra&ni desttky bylo napipetovano 150l dekarboxyl&niho média obohace-
ného o pislusnou aminokyselinu a @ 24 hodinové suspenze daného mikroorganizmu.
Poté byly vSechny jamky zakapnuty 1 kapkou paratho oleje pro vytvieni anaerobni-
ho prostedi. Desitky byly viozeny do sé&u a kultivovany pi teplot 30 °C po dobu 48

hodin. Pozitivni reakce se projevovala&rou barvy média z oranZovaide na fialovou.

4.5 Stanoveni biogennich aminiontové-vymeénnou chromatografii

Produkce 8 biogennich anithistaminu, fenyletylaminu, tyraminu, putrescika;
daverinu, agmatinu, spermidinu a sperminu) byldt‘ajyiana pomoci iont@¥vyménné
chromatografie (Automaticky analyzator aminokyseNAA400, Ingos PrahaCeska re-
publika). Stanovena byla provedeny podle praci Hieb [44] a Buikové et al (2010) [1].
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Z vybranych masnych vyrolik(salam Vyseéina, Herkules a Palan), produki stu-
dené kuchya (Paizsky salat a Parmskd pomazanka) a z vody ze stiogloyizolovano
celkem 69 kmei bakterii. Z toho 4 izolaty pochazely ze salamu d¢ysa, 7 ze salamu
Herkules, 10 ze salamu R&@n, 15 z Pédzskeho salatu, 9 z Parmské pomazanky a 24
z vody. Tyto izolaty byly blize charakterizovany todami dostupnymi v laboratiomikro-
biologie Ustavu technologie a mikrobiologie potrae nasledi byly a testovany na pro-

dukci biogennich aminpomoci kultiv&ni metody a iontosvyménné chromatografie.

5.1 Charakterizace izolovanych bakterii
Makroskopické morfologické znaky

Z vysledka uvedenych v Rloze I, vyplyva, Ze izolaty pochazejici ze saldwyso-
¢ina, Herkules a Padlan tvdily kolonie velikosti 1 — 8 mm sipvazrié lesklym hladkym
povrchem, ¥tSinou s plochym profilem,fpvazie s hladkymi nebo zvénymi okraji a bilée,
mléiné nazloutlé, mlén¢ Zluté nebo miéne bilé barvy.

Bakterie izolované z Piského salatu tvdy kolonie velikosti 2 — 4 mm sipvaz-
n¢ lesklym povrchem, s plochym nebo vypouklym prafilevétSinou s hladkym nebo
vroubkovanym okrajem atevazie bilé nebo mién¢ bilé, popipact nazloutlé barvy.
Oproti tomu kolonie bakterii izolovanych z Parmsgkdénazanky byly drobfsi (1 — 2 mm)
s prevazre matnym povrchem a hladkym okrajem, s profilem pjoo nebo vypouklym a
pievazre s ml&ne bilym zbarvenim.

Bakterie izolované z vody tvity kolonie velikosti 1 — 5 mm s lesklym nebo mat-
nym povrchem, fevazr s plochym profilem, &Sinou s hladkym nebo zwinym okrajem

a Zlute, fialové, miéne zluté, ml€ne bilé barvy.

Vysledky Gramova barveni a vybranych biochemickegsia

Vysledky Gramova barveni jsou uvedenyiildze Il. Z celkem 21 izolét ziska-
nych z vySe uvedenych salarnylo:
» 18 grampozitivnich katalazapozitivnich a oxidazatiegich koki,
» 1 grampozitivni katalazanegativni oxiddzanegatikakiotycinka,
» 1 grampozitivni katalazapozitivni oxidazanegatkokotycinka,

» 1 gramnegativni katalazapozitivni oxidazapozitikokotyinka tvaici retizky.
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Z vySe uvedenych ldldek bylo izolovano 12 grampozitivnich kigk4 grampozi-
tivni kokotyeinky, 2 gramnegativni koky, 5 gramnegativnich kgkotek a 1 gramnegativ-
ni ty¢inka. Schopnost produkce katalazy byla gt u 20 izolat a schopnost produkce
oxidazy u 4 izolat.

Z pitné vody bylo izolovano 11 gramnegativnichimgk, 8 gramnegativnich koko-
ty¢inek, 2 grampozitvni tynky, 2 grampozitivni koko®inky a 1 grampozitivni kok. 20

izolat bylo schopno produkovat katalazu a 8 bylo pozitkima produkci oxidazy.

5.2 Detekce BA kultiva&ni metodou

Schopnost dekarboxylace 6 aminokyselin (histidargjninu, ornitinu, lyzinu, tryp-
tofanu a tyrozinu) byla u izolovanych bakterii #figana nejprve skriningovou kulti&ai
metodou, a to po 48 hodinoveé kultivaci bakteriiekarboxylg&nim médiu. Pozitivni reakce
se projevila zrénou zbarveni kultiveniho média z hdozZlutého na fialové. Vysledky jsou

shrnuty v tabulkach I, lll a IV.

Tab. Il — Dekarboxylace aminokyselin bakteriemiliz@nych z vybranych mas-
nych vyrobk
& izolatu Vzorek Dekarboxylace aminokyseliny

HS | ARG | orRN | Lys | TRP | TYR
1 salam Vysdina - + - - - -
2 salam Vysoéina - + + + - +
3 salam Vysdina - + + - - +
4 salam Vyseéina - + - - - -
5 salam Herkules - + + + - +
6 salam Herkules - + + + - +
7 salam Herkules - + + + - +
8 salam Herkules - + + + - +
9 salam Herkules - + + + - +
10 salam Herkules - + + + - +
11 salam Herkules - + + - - +
12 salam Podian - + + + - -
13 salam Podian - + + + - +
14 salam Podian - + + + - +
15 salam Podian - + + + - +
16 salam Podian - + + + - +
17 salam Podian - + + + - +
18 salam Podian - + - - - -
19 salam Podian - + + + - +
20 salam Podian - + + + - +
21 salam Podian - + + + - +

HIS — histidin, ARG — arginin, ORN — ornitin, LYSIyzin, TRP — tryptofan, TYR — tyrozin
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Zmeéna zbarveni dekarboxyaiho kultivatniho média obsahujiciho aminokyselinu
arginin byla pozorovana u vSech bakterii izolovdnyovySe uvedenych sal@amNaopak
schopnost dekarboxylace histidinu a tryptofanu teeppzorovana u zZadné z izolovanych
bakterii. Schopnost dekarboxylace ornitinu, lyzantyrozin byla zji&na u vice nez polo-

viny testovanych bakterii.

Tab. Il - Dekarboxylace aminokyselin bakteriemi izolovanyolylaranych lafidek

C. izo- Dekarboxylce aminokyseliny
. Vzorek
latu HS | ARG | orRN | Lys | TRP | TYR
22 Pdizsky salat - - - - . _
23 PdiZsky salat - - - - - .
24 Pdizsky salat - - - - - .
25 PdiZsky salat - - - - - -
26 Pdizsky salat - - - - . ;
27 Paizsky salat - - + - - -
28 Pdizsky salat - - - - . ;
29 Paizsky salat - - - - - -
30 Pdizsky salat - - - - - .
31 PdiZsky salat - - - - - .
32 Pdizsky salat - - + - - -
33 Paizsky salat - - + - - -
34 Pdizsky salat - - + - - -
35 Paizsky salat - - - - - -
36 Pdizsky salat - - - - - .
37 Parmska pomazanka - - - - - -
38 Parmska pomazéanka - - - - R .
39 Parmska pomazanka - - - - - -
40 Parmska pomazéanka - - - - - -
41 Parmska pomazanka - - - - - -
42 Parmska pomazéanka - - - - - -
43 Parmska pomazanka - - - - - -
44 Parmska pomazéanka - - - - - -
45 Parmska pomazanka - - - - - -

HIS — histidin, ARG — arginin, ORN — ornitin, LYSlyzin, TRP — tryptofan, TYR — tyrozin

Z vysledka uvedenych v tabulce Il vyplyva, Ze u Zadné zaeshych bakterii neby-
la kultivatni metodou zji&tna dekarboxylace histidinu, argininu, lyzinu, tigfainu a tyro-
zinu. Znena zbarveni dekarboxyiaiho kultiva&thiho média obsahujiciho aminokyselinu
ornitin byla pozorovana u 4 izotat

Schopnost dekarboxylace argininu byla pozorovafaakterii izolovanych z pitné
vody (tab. 1V). Naopak schopnost dekarboxylaceidirst, lyzinu, tryptofanu a tyrozinu
nebyla zjis¢na u testovanych bakterii s vyjimkou 1 izolatu I@at7) schopného dekarbo-
xylace histidinu, argininu, ornitinu, lyzinu a ttgfanu. U 8 izolat byla pozorovana de-

karboxylace ornitinu.
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Tab. IV - Dekarboxylace aminokyselin bakteriemila@nych z pitné vody

C. Dekarboxylace aminokyseliny

. Vzorek

izolatu HS | ARG | orRN | Lys | TRP | TYR
46 Pitna voda - + + - - -
47 Pitna voda + + + + + -
48 Pitna voda - + - - - -
49 Pitna voda - - - - - -
50 Pitna voda - + - - - -
51 Pitna voda - + + - - -
52 Pitna voda - - - - - -
53 Pitna voda - - - - - -
54 Pitna voda - - - - - -
55 Pitna voda - - - - - -
56 Pitna voda - - + - - -
57 Pitna voda - - + - - -
58 Pitna voda - - + - - -
59 Pitna voda - - - - - -
60 Pitna voda - - - - - -
61 Pitna voda - + + - - -
62 Pitna voda - - - - - -
63 Pitna voda - - - - - -
64 Pitna voda - - - - - -
65 Pitna voda - + - - - -
66 Pitna voda - - - - - -
67 Pitna voda - - - - - -
68 Pitna voda - + - - - -
69 Pitna voda - + + - - -

HIS — histidin, ARG — arginin, ORN — ornitin, LYSlyzin, TRP — tryptofan, TYR — tyrozin

Detekce biogennich amirpomoci kultivéni metody niZze byt nepesna, coz je
jednou z nevyhod této metodyidem jsou faledhpozitivni vysledky zpsobené tvor-
bou jinych alkalickych produkt které pravépodobr zpisobily znénu barvy pH indika-
toru v dekarboxylenim meédiu [1]. K faleS& pozitivnim reakcim dohazelorgoevsim
v dekarboxylanim médiu obsahujici aminokyseliny arginin a tynozZa dalSi mozZnou
nevyhodu této metody lze povaZzovat neschopnostyitichalé mnozstvi produkovanych
biogennich amiin.

Vyuzitim dekarboxyl&nich médii pro prvotni skrining produkce biogenraohini
se zabyvali i dalSi autio Zaman et al [45] se zabyvali produkci 3 biogehramini (hista-
minu, putrescinu a kadaverinu) bakteriemi izolova@ny rybi oméky. Schopnost produkce
alespa jednoho ze zmimych biogennich amin byla zjiS€na u vSech izolovanych

bakterii.
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5.3 Detekce BA pomoci ionto¥vyménné chromatografie

Produkce 8 biogennich andir(histaminu, tyraminu, putrescinu, kadaverinu, sper
midinu, sperminu, fenyletylaminu a agmatinu) by|&tovana pomoci metody ionté&v
vyménné chromatografie (IEC). Vysledky jsou shrnutyabulkach V, VI a VIl. U Zadné
Z testovanych bakterii nebyla metodou IEC &jiatprodukce histaminu, spermidinu, sper-

minu a agmatinu.

Tab. V — Detekce produkce BA bakteriemi izolovanygchybranych masnych vyrobk

metodou IEC
C. izola- Analyzované biogenni amin?
Vzorek =

tu HIS®| TYR | pPur |[caD | sPm |sPD| PEA | AG

1 salam Vys¢éina ND 3,2+0,1 05%0,0 ND ND ND 55+0,3 NIp
2 salam Vys¢ina  ND ND ND ND ND ND ND ND
3 salam Vys¢ina  ND ND ND ND ND ND ND ND
4 salam Vys¢ina  ND ND ND ND ND ND ND ND
5 salam Herkules ND ND ND ND ND ND ND NO
6 salam Herkules ND ND ND ND ND ND ND NDO
7 salam Herkules ND ND ND ND ND ND 1,7+20,1 NP
8 salam Herkules ND ND ND ND ND ND ND NDO
9 salam Herkules ND ND ND ND ND ND ND NO
10 salam Herkules ND ND ND ND ND ND ND N[O
11 salam Herkules ND ND ND ND ND ND ND N[O
12 salam Potian ND ND ND ND ND ND ND ND
13 salam Potlian ND ND ND ND ND ND 19+0,1 ND
14 salam Potian ND ND ND ND ND ND ND ND
15 salam Potian ND ND ND ND ND ND ND ND
16 salam Potian ND ND ND ND ND ND 2,3+0,1 ND
17 salam Potlian ND ND ND ND ND ND ND ND
18 salam Potian ND ND ND ND ND ND 2,7+0,1 ND
19 salam Potlian ND ND ND ND ND ND ND ND
20 salam Potian ND ND ND ND ND ND ND ND
21 salam Potian ND ND ND ND ND ND 2,2+0,1 ND

A _ produkce vyjatena v mg/l + sirodatna odchylka
HIS — histamin, TYR — tyramin, PUT — putrescin, CADkadaverin, SPM — spermin, SPD — spermidin,

PEA — fenyletylamin, AG — agmatin
ND — biogenni amin nebyl detekovan

Bakterie izolované z vySe uvedenych salanejvice produkovaly fenyletylamin.
Nejvy8si mnoZstvi fenyletylaminu (5,5 = 0,3 mg/l)yld zjiSttno u izolatu 1
vykultivovaného ze saldmu Vy&oa, nejmenSi pak u izolatu 7 ziskaného ze saldmu
Herkules (1,7 = 0,1 mg/l). Bakterie izolované zksa Poléan produkovaly
fenyletylamin v rozmezi 1,9 — 2,7 mg/l kultirdho média. Kmen 1 izolovany ze salamu

Vysaéina produkoval mimo fenyletylamin také tyramin arnpscin. Detekované mnoZstvi
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téchto biogennich amin bylo pongrné nizké (3,2 = 0,1 mg/l vifpad tyraminu a

0,5 £ 0,0 mg/l putrescinu).

Tab. VI - Detekce produkce BA bakteriemi izolovamyrvybranych laidek metodou IEC

C. Analyzované biogenni aming
o Vzorek
izolatu HIS* | TYR | puT | caD | sPm | sPD | PEA| AG

22 Paizsky salat ND ND ND ND ND ND ND ND
23 Paizsky salat ND ND ND ND ND ND ND ND
24 Paizsky salat ND ND ND ND ND ND ND ND
25 Paizsky salat ND ND ND ND ND ND ND ND
26 Paizsky salat ND ND ND ND ND ND ND ND
27 Paizsky salat ND ND ND ND ND ND ND ND
28 Paizsky salat ND ND ND ND ND ND ND ND
29 Paizsky salat ND ND ND ND ND ND ND ND
30 Paizsky salat ND ND ND ND ND ND ND ND
31 Paizsky salat ND ND ND ND ND ND ND ND
32 Paizsky salat ND ND ND ND ND ND ND ND
33 Paizsky salat ND ND ND ND ND ND ND ND
34 Paizsky salat ND ND ND ND ND ND ND ND
35 Paizsky salat ND ND ND ND ND ND ND ND
36 Paizsky salat ND ND ND ND ND ND ND ND
37 Parmska pomazanka ND ND ND ND ND ND ND NI
38 Parmska pomazanka ND ND ND ND ND ND ND NI
39 Parmska pomazanka ND ND ND ND ND ND ND NI
40 Parmska pomazanka ND ND ND ND ND ND ND NI
41 Parmska pomazanka ND ND ND ND ND ND ND NI
42 Parmska pomazanka ND ND ND ND ND ND ND NI
43 Parmska pomazanka ND ND ND ND ND ND ND NI
44 Parmska pomazanka ND ND ND ND ND ND ND NI
45 Parmska pomazanka ND ND ND ND ND ND ND NI

HIS — histamin, TYR — tyramin, PUT — putrescin, CADkadaverin, SPM — spermin, SPD — spermidin,
PEA — fenyletylamin, AG — agmatin
ND — biogenni amin nebyl detekovan

U bakterii, které byly izolovany z vybranych talek nebyla metodou ionto-
vé-vymeénné chromatografie zji&ha produkce zadného z testovanych biogennich ami-

na (tab. VI).

V pripact bakterii izolovanych z pitné vody byla z{iga produkce putrescinu a ka-
daverinu. Ostatni biogenni aminy nebyly v Zivnéndméo kultivaci bakterii detekovany.
Schopnost produkce putrescinu byla Zjist u 14 izoldt a schopnost produkce kadaverinu
u 8 izolafi. Putrescin byl produkovan v mnozstvi 2,9 — 44,8/hagkadaverin v mnozstvi
1,1 -83,0 mgl/l.
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Tab. VII - Detekce produkce BA bakteriemi izolovahyz pitné vody metodou IEC

W

C. Analyzované biogenni aming

o Vzorek T

izolatu HS* | TYR| pPur | cab |spem | spD| PEA| AG
46  PitnAvoda ND ND  6,4+0,1 ND ND ND ND NO
47  PitnAvoda ND ND ND ND ND ND ND ND
48  PitnAvoda ND ND  4,3%0,1 ND ND ND ND NO
49  PitnAvoda ND ND 12,803 ND ND ND ND NO
50 PitnAvoda ND ND 11,1+04 ND ND ND ND NO
51  PitnAvoda ND ND  29#0,1 ND ND ND ND NO
52  PitnAvoda ND ND 11,8402 557+1,8 ND ND ND ND
53  PitnAvoda ND ND ND ND ND ND ND ND
54  PitnAvoda ND  ND ND ND ND ND ND ND
55  PitnAvoda ND  ND ND ND ND ND ND ND
56  PitnAvoda ND  ND ND ND ND ND ND ND
57 PitnAvoda ND ND  56+0,0 11,1400 ND ND ND NP
58  PitnAvoda ND ND 11,3+01 25+01 ND ND ND DN
59  PitnAvoda ND ND 448+21 830207 ND ND NDND
60 PitnAvoda ND ND 890,11 42+02 ND ND ND NP
61  PitnAvoda ND ND ND ND ND ND ND ND
62  PitnAvoda ND ND ND ND ND ND ND ND
63  PitnAvoda ND ND ND ND ND ND ND ND
64  PitnAvoda ND ND ND ND ND ND ND ND
65 PitnAvoda ND ND 11,8+04 ND ND ND ND NO
66  PitnAvoda ND ND 520, 5701 ND ND ND NP
67 PitnAvoda ND ND 144401 1900 ND ND ND DN
68  PitnAvoda ND ND 120401 10,302 ND ND ND ND
69 PitnAvoda ND ND ND ND ND ND ND ND

A _ produkce vyjatena v mg/l + sirodatna odchylka

HIS — histamin, TYR — tyramin, PUT — putrescin, CAlxadaverin, SPM — spermin, SPD — spermidin,
PEA — fenyletylamin, AG — agmatin

ND — biogenni amin nebyl detekovan

Detekci biogennich aminpomoci chromatografickych metod se zabyvali i idals
tori. Bover-Cid et al [46] se zabyvali dekarboxylazavaktivitou bakterii izolovanych
z fermentovanych patkz vegového masa. Z 66 testovanych kradmakterii ml€ného
kvaSeni bylo schopnych produkce tyraminu ve vyzreasmmnoZstvi 21 izolétrodulLac-
tobacillusa 16 izolak rodu EnterococcusDale byla u &chto izolati také zjis€na schop-
nost produkce fenyletylaminu, tryptaminu, kadawera putrescinu. Produkce histaminu
nebyla u testovanych bakterii rateho kvaseni detekovana.

Studiem produkce biogennich aribakteriemi izolovanych z povrchutidreZze se
zabyvali Bukova et al [21]. Z celkového ptu 98 testovanych izolkatbyla zjiS€na pro-
dukce alespio 1 biogenniho aminu u 49 izolatZadny z testovanych kmémeprodukoval
histamin, spermin ani spermidin. Nagtji produkovanym biogennim aminem byl putres-

cin, jehoz produkce byla zj&ta u celkem 35 testovanych kniegramnegativnich bakterii
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a 1 grampozitivniho izolatu v rozmezi 2,00 — 10%8§1. Vice jak tetina (37,5 %) vSech
testovanych kmehprodukovala kadaverin. Dale byla z§i8a produkce tyraminu a agma-
tinu.

Dekarboxylazovou aktivitou bakterii izolovanych asa, fermentovanych saléra
syri se zabyvali Pircher et al [47]. &hto potravin bylo izolovano celkem 149 bakterii
¢eledi Enterobacteriaceg€l62 bakterii rodlLactobacillus 89 bakterii rodlLeuconosto@a
137 bakterii rodiEnterococcusU téchto izolafi byla zji¥ovana produkce histaminu, put-
rescinu, kadaverinu a tyraminu. 147 izél&tledi Enterobacteriaceabylo schopnych pro-
dukce kadaverinu a putrescinu v mnozstvi vySSilt€¥ mg/l kultiv&niho média. Ostatni
biogenni aminy byly produkovany v mnozstvi men& ©6 mg/l. Naopak schopnost pro-
dukce &chto biogennich amin (histaminu, tyraminu) ve vyznamném mnoZstvi byla
zjiSttna u izolat rodu Lactobacillus a Leuconostoc Bakterie roduEnterococcuspro-
dukovaly nejvice tyramin. Schopnost produkce tyrami mnoZzstvi 100 — 1000 mg/l byla
detekovéana u 47,9 % kméiknterococcus faecals 59,7 % kmei Enterococcus faecium.

Lavizzari et al [48] se za#nli na produkci 3 biogennich amir(histaminu, kadave-
rinu a putrescinu) bakterienieledi Enterobacteriacea@ Pseudomonadaceakteré byly
izolovany ze Spenatovych listZ celkového pé&tu 364 testovanych izokatbyla zjiS€na
produkce kadaverinu u 240 izalaprodukce putrescinu u 208 izala produkce histami-
nu u 196 izolat. Hlavnimi producenty histaminu byilebsiella pneumoniasubsp pneu-
moniaea Morganella morganii.Vyznamné mnozstvi putrescinu bylo produkovano také
bakteriemiEnterobacter amnigenus Enterobacter cloacea&a hlavni producenty kada-
verinu byly ozn&eny bakterieSerratia liquefaciens, Serratia marcescenStenotropho-
monas maltophilia.

Pt srovnani metod pouZzitych na detekci biogennicinamrodukovanymi bakteri-
emi izolovanych z masnych vyrolkprodukfi studené kuchyha vody, se jevi kultivani
metoda s pouzitim dekarboxytdch médii s fisluSnou aminokyselinou a pH indikatorem
jako mér vhodna. Tato metoda je sice technicky i matetidlenaréna, avsak v fipadt
kadaverin a putrescin produkujicich bakterii neladghyceny &které izolaty (48, 49, 50,
52, 59, 60, 65, 66, 67, 68), u kterych byla ggizoomoci ionto¥-vyménné chromatografie
prokazana produkceédhto biogennich amin Naopak u mnohych vysledkoyla pozoro-
vana falesa pozitivni reakce hlavhv pripadt dekarboxylace aminokyselin argininu a ty-

rozinu.
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Nebezpéi faleSre pozitivnich ugeni produkce biogennich aniiniz publikovali
Bunkova et al [1], kt# tuto faleS® pozitivni reakci vysstluji tim, Ze kultivované bakterie
mohou produkovat latky s alkalickou reakci (jin& f@ogenni aminy)imz se rusi &inky
testu, ktery je zaloZen na barevnéminpH indikatoru.

ZvysSeny zajem o stanoveni koncentraci a zastoyeendtlivych biogennich amin
v potravinach vyplyva z prohlubujicich se poziatkjejich biologickém fisobeni nalo-
véka. Biogenni aminy jsou prédovéka nepostradatelné, avSak ve vysokych koncentracich
se mohou projevit jako latky psychoaktivni a vasvak [2]. Psychoaktivni aminy{sobi
jako prenaseéi v centralnim nervovém systému. Vasoaktivni anpéigobi gimo nebo ne-
piimo na vaskularni systém. N&grelrgjSi symptomy konzumace vysokych davek biogen-
nich amiri jsou zvraceni, dychaci potiZze, poceni, buSenesitugpotenze nebo hypertenze
a migrény [15].

Sledovani biogennich antirv potravinach je tedyidezité jednak z hlediska ovliv-
néni zdravotni nezavadnosti a jednak z hlediska m&tZramsoudit kvalitu potravin. V
sowasnosti se touto problematikou zabyedéla ¥deckych tynd, které svym vyzkumem

neustale prohlubuji znalosti &imaseji nové informace o biogennich aminech.
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ZAVER

Bakal&ska prace byla zaffena na studium produkce biogennich antiakteriemi
izolovanymi z masnych vyrolik(salamy Vyseéina, Herkules a Palan), z produkl stude-
né kuchyg (Paizsky salat a Parmska pomazanka) a z pitné vody. iBglovano celkem
69 bakterii. Pomoci skriningoveé kultird metody a iontod*vyménné chromatografie byla
provéirovana produkce histaminu, tyraminu, putrescinuakadnu, spermidinu, sperminu,

fenyletylaminu a agmatinu.
Zjisteéneé vysledky lze shrnout do nésledujicichiood

* U Zadné z testovanych bakterii nebyla kukthdametodou zji&na schopnost de-
karboxylace histidinu a tryptofanu s vyjimkou 1 & schopného dekarboxylace

obou aminkokyselin.

» Kultiva¢cni metodou byla schopnost dekarboxylace arginiotndinu zjisS€na u 30
izolati (43 %) a schopnost dekarboxylace lyzinu a tyrobiyla zjiS€na u 17 izola-
ti (25 %).

* U Zadné z testovanych bakterii nebyla metodou Ii&i¢ma produkce histaminu,
spermidinu, sperminu a agmatinu.

o Zcelkového p&tu 69 izolovanych bakterii produkovalo putrescin Zolath
(22 %), kadaverin 8 izolat(12 %), fenyletylamin 6 izolat(9%) a tyramin 1 izo-
lat (1 %).
vyménna chromatografie. U kulti¢ai metody byly zji&ny faleS® pozitivni vy-

sledky.
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PRILOHA | MAKROSKOPICKE MORFOLOGICKE ZNAKY
IZOLOVANYCH BAKTERIi

&, izolatu Vzorek . Makroskopické mqrfologické zna@ kolonii

Velikost | Povrch | Profil |  Okraj | Barva
1 salam Vystina 4 mm leskly plochy vroubkovany mlecnelanazlout-
2 salam Vysdina 4 mm leskly plochy zvimy bila
3 salam Vysdina 6 mm leskly plochy hladky miée Zluta
4 salam Vysdina 3 mm leskly plochy hladky migé Zluta
5 salam Herkules 5 mm matny plochy i bila
6 salam Herkules 4 mm leskly plochy zubaty bila
7 salam Herkules 4 mm leskly plochy zubaty bila
8 salam Herkules 4 mm leskly vypoukly hladky bila
9 salam Herkules 7 mm leskly plochy 8y bila
10 salam Herkules 6 mm leskly plochy hladky bila
11 salam Herkules 8 mm matny plochy s mlecnelanazlout-
12 salam Potian 5 mm leskly plochy hladky ndge bila
13 salam Potian 4 mm leskly plochy Vrégy mlécné bila
14 salam Potian 4 mm leskly plochy zvimy ml&né bila
15 salam Potian 5 mm leskly plochy zvimy mlé&né bila
16 salam Potian 4 mm leskly plochy zvimy ml&né bila
17 salam Potian 3 mm leskly vypoukly hladky bila
18 salam Potian 1 mm matny plochy hladky bila
19 salam Potian 3 mm leskly vypoukly hladky bila
20 salam Potian 4 mm leskly plochy vrégy bila
21 salam Potian 3 mm leskly plochy hladky bila

&, izolatu Vzorek . Makroskopické morfologické znallky kolonii
Velikost | Povrch | Profil |  Okraj | Barva

22 Paizsky salat 3mm leskly plochy hladky rohé bila
23 Paizsky salat 2 mm leskly plochy hladky bila
24 Paizsky salat 2 mm leskly plochy hladky bila
25 Paizsky salat 2 mm leskly plochy hladky bila
26 Paizsky salat 3mm leskly plochy vroubkovany bila
27 Paizsky salat 3mm leskly vypoukly zviny mlé&né bila
28 Paizsky salat 2 mm leskly vypoukly vroubkovany bila
29 Paizsky salat 3 mm matny plochy vroubkovany bila
30 Paizsky salat 3mm leskly plochy hladky bila
31 Paizsky salat 3 mm leskly plochy hladky bila
32 Paizsky salat 3mm leskly vypoukly hladky raig bila
33 Paizsky salat 2 mm leskly plochy hladky bila
34 Paizsky salat 4 mm leskly plochy hladky rohé bila
35 Paizsky salat 3 mm leskly plochy hladky nazloutla
36 Paizsky salat 4 mm leskly plochy hladky nazloutla
37 Parmska pomazanka 1 mm matny plochy hladky cmaliila
38 Parmska pomazanka 1 mm matny plochy hladky c¢maléila
39 Parmska pomazanka 1 mm matny plochy hladky cmaliila
40 Parmska pomazanka 1 mm matny plochy hladky c¢maligila
41 Parmska pomazanka 1 mm leskly vypoukly hladky &l bila
42 Parmska pomazanka 1 mm matny vypoukly hladky ¢malbila
43 Parmska pomazanka 1 mm leskly plochy hladky bila
44 Parmska pomazanka 1 mm matny vypoukly hladky ¢malbila
45 Parmska pomazanka 2mm leskly plochy vroubkovany mlé&né bila




Makroskopické morfologické znaky kolonii

C. izolatu Vzorek _ - _
Velikost | Povrch | Profil | Okraj | Barva

46 Pitna voda 3 mm leskly plochy zehy ml&né Zluta
47 Pitna voda 1 mm matny plochy zubaty migbila
48 Pitna voda 4 mm leskly plochy hladky omé Zluta
49 Pitna voda 1 mm leskly plochy hladky omé Zluta
50 Pitna voda 3 mm leskly plochy vidy mlécné zluta
51 Pitna voda 2 mm leskly plochy zehy fialova
52 Pitna voda 3 mm matny plochy hladky onké Zluta
53 Pitna voda 4 mm matny plochy zubaty miézluta
54 Pitna voda 5 mm matny plochy hladky Zluta
55 Pitna voda 4 mm leskly vypoukly hladky é Zluta
56 Pitna voda 4 mm leskly plochy zehy Zluta
57 Pitna voda 3 mm leskly plochy hladky omé Zluta
58 Pitna voda 4 mm leskly plochy vroubkovany Zluta
59 Pitna voda 1 mm matny plochy hladky nazloutla
60 Pitna voda 3 mm leskly plochy hladky omié Zluta
61 Pitna voda 1 mm leskly vypoukly hladky hié bila
62 Pitna voda 2 mm matny plochy hladky tmkgbila
63 Pitna voda 3 mm leskly vypoukly hladky Zluta
64 Pitna voda 3 mm leskly plochy hladky Zluta
65 Pitna voda 4 mm leskly vypoukly hladky hié bila
66 Pitna voda 2 mm leskly plochy hladky oranZovwat&|
67 Pitna voda 4 mm leskly vypoukly hladky hié bila
68 Pitna voda 3 mm leskly plochy hladky Zluta
69 Pitna voda 3 mm leskly plochy zehy bila




PRILOHA II: VYSLEKDY GRAMOVA BARVENi A VYBRANYCH

BIOCHEMICKYCH TEST U

L Gramovo Biochemickeé testy
C. izolatu Vzorek . Tvar buiiky
barveni Katalaza | Oxidaza
1 salam Vysdina G t\ljgfkig’[g?ilz(iy + +
2 salam Vysdina G koky + -
3 salam Vysdina G koky + -
4 salam Vysdina G koky + -
5 salam Herkules G koky + -
6 salam Herkules G koky + -
7 salam Herkules G koky + -
8 salam Herkules G koky + -
9 salam Herkules G koky + -
10 salam Herkules G koky + -
11 salam Herkules G koky + -
12 salam Podian G koky + -
13 salam Podian G koky + -
14 salam Podian G koky + -
15 salam Podian G koky + -
16 salam Podian G koky + -
17 salam Podian G koky + -
18 salam Podian G kokotysinky - -
19 salam Podian G koky + -
20 salam Podian G kokotysinky + -
21 salam Podian G koky + -
. Gramovo Biochemické testy
C. izolatu Vzorek . Tvar buriky
barveni Katalaza | Oxidaza
22 P&izsky salat G koky + -
23 Paizsky salat G diplokoky + -
24 Paizsky salat G diplokoky + -
25 Paizsky salat G koky + -
26 Paizsky salat G koky + -
27 Paizsky salat G kokotyginky + -
28 Paizsky salat G kokotyginky + +
29 Paizsky salat G t\‘jgr‘jgtﬁgﬁ’y " -
30 Paizsky salat G diplokoky + -
31 Paizsky salat G diplokoky + -
32 P&izsky salat G kokotyinky + +
33 P&izsky salat G koky + +
34 P&izsky salat G kokotyinky + -
35 Paizsky salat G diplokoky + -
36 Paizsky salat G tycinky + +
37 Parmska pomazanka G kokotyginky - -




tvorici retizky

38 Parmska pomazanka G kokotyinky - -
39 Parmska pomazanka G kokotyinky - -
40 Parmska pomazanka G kokotyinky - -
41 Parmska pomazanka G kOkyC\l,/thhlu' + -
42 Parmska pomazanka "G kOkyC\l,/:hShlu' + -
43 Parmska pomazanka G kogg@ ¢l + -
44 Parmska pomazanka G kOkyC\l,/:hShlu' + -
45 Parmska pomazanka G koky + -
L Gramovo Biochemickeé testy
C. izolatu Vzorek . Tvar buiiky
barveni Katalaza | Oxidaza

46 Pitna voda G tycinky + +
47 Pitna voda G tyginky -

48 Pitna voda G tycinky - -
49 Pitna voda G tycinky + +
50 Pitna voda G kokotyeinky + +
51 Pitna voda G tycinky + -
52 Pitna voda G tycinky + +
53 Pitna voda G kokotyinky - +
54 Pitna voda G tycinky + +
55 Pitna voda G tycinky + +
56 Pitna voda G kokotyinky + -
57 Pitna voda G tycinky + -
58 Pitna voda G kokotyinky + -
59 Pitna voda G kokotyginky + -
60 Pitna voda G kokotyinky + -
61 Pitna voda G koky + -
62 Pitna voda G kokotyginky - -
63 Pitna voda G tycinky + -
64 Pitna voda G tycinky + -
65 Pitna voda G tycinky + -
66 Pitna voda G kokotyinky + -
67 Pitna voda G tycinky + -
68 Pitna voda G kokotyinky + -
69 Pitna voda G kokotyinky + -




