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ABSTRAKT

Biogenni aminy jsou piirozené se vyskytujici dusikaté nizkomolekularni latky; jsou pro-
duktem bézné metabolické aktivity zvifat, rostlin i mikroorganismu. Na zdkladé fady expe-
rimentll bylo prokazano, Ze se tyto latky mohou ve velké mife vyskytovat v potravinich,
kde za jejich vyskytem stoji pfitomnost bakterii s dekarboxylasovou aktivitou. Biogenni
aminy jsou latky, které na jedné stran¢ zajistuji fadu dilezitych funkci, na druhé strané

mohou nadmérnd mnozstvi zpisobovat nezddouci az toxické ucinky.

V soucasné dobé¢ je v dostupné literatufe velmi mélo informaci o dekarboxylasové aktivité
bakterii vyznamnych v Zivotnim prostredi. Pfedklddand bakalarskd priace je zaméfena
na studium dekarboxylasové aktivity u bakterii izolovanych ze vzork povrchovych vod
(voda ze studédnek, rybnik nebo vodni nadrze). Z 5 vzorkli povrchovych vod se podatilo
izolovat 55 bakteridlnich kment, z nichZ bylo 37 identifikovano metodou MALDI/TOF.
Mezi identifikovanymi bakteriemi byly v nejvét§im zastoupeni rody Pseudomonas (35 %)
a Acinetobacter (30 %). Screening dekarboxylasové aktivity kultivacni metodou, byl témét
u vSech izolovanych bakterii pozitivni. Pro stanoveni koncentrace biogennich amint
(tryptaminu, fenylethylaminu, histidinu, tyraminu, putrescinu, kadaverinu, sperminu a
spermidinu) byla vyuZita metoda HPLC — UV/Vis. VSechny identifikované kmeny (100 %)
produkovaly spermin a spermidin; 70 % identifikovanych kment se podilelo na produkci
kadaverinu, 30 % na produkci tyraminu a putrescinu, a cca 5 % na produkci histaminu a
tryptaminu. Fenylethylamin nebyl produkovan Zadnym izolovanym identifikovanym kme-
nem. Tyto vysledky dokumentuji, Ze 1 bakterie vyznamné v Zivotnim prostfedi vlastni de-
karboxylasovou aktivitu a jsou schopny produkovat biogenni aminy v ne zcela zanedbatel-

nych mnozstvich (jednotky — stovky mg.1™).

Klicova slova: biogenni aminy, dekarboxylace, MALDI/TOF, HPLC



ABSTRACT

Biogenic amines are naturally occurring nitrogenous low molecular substances; are pro-
ducts of normal metabolic activity of animals, plants and microorganisms. On the basis of
a series of experiments it was shown that these substances may be extensively present in
foods where the incidence for standing the presence of bacteria having decarboxylase acti-
vity. Biogenic amines are compounds which on the one hand provide a number of impor-

tant functions, on the other hand, excessive quantities to cause undesirable toxic effects.

Currently, the available literature is very little information about decarboxylase activity of
bacteria important in the environment. The bachelor thesis is focused on the study decar-
boxylase activity in bacteria isolated from samples of surface water (water from wells,
ponds or water tanks). Of 5 samples of surface water could be isolated 55 bacterial strains,
of which 37 were identified by MALDI/TOF. Among the identified bacteria were most
represented genera Pseudomonas (35 %) and Aci-netobacter (30 %). Screening decarboxy-
lase activity cultivation method, almost all the isolated bacteria positive. For determining
the concentration of biogenic amines (tryptamine, phenylethylamine, putrescine, cadaveri-
ne, spermine and spermidine) method was used HPLC - UV/Vis. All identified strains
(100 %) produced by spermine and spermidine; 70 % of identified strains were involved
in the production of cadaverine, 30 % for the production of putrescine and tyramine, and
about 5 % for the production of histamine and tryptamine. Phenylethyl-lamin has not pro-
duced any isolated strain identified. These results demonstrate that even bacteria in the
environment significant own decarboxylase activator herein and are capable of producing

biogenic amines in a not entirely insignificant amounts (units - hundreds mg.I™).

Keywords: biogenic amines, decarboxylation, MALDI/TOF, HPLC



PODEKOVANI

Na tomto misté chci podékovat vedouci mé bakalarské prace Mgr. Pette Jancové, Ph.D. za

odborné rady, vstiicnost pii konzultacich a pomoc pfi zpracovani této prace.

Dile pak doc. RNDr. Leoné Buiikové, Ph.D. za cenné rady a pfipominky, Lence Machdl-
kové, Bc. Veronice Ku€abové a Ing. Ludmile ZaleSakové za Cas, ktery mné vénovaly pii

pomoci béhem zpracovani experimentdlni Casti bakalafské prace v mikrobiologické labora-

tofi.



OBSAH

UV OD . ccteiinneicnsnnicsssnicssssisssasssssassssssssssssssssssssssssssssasssssasssssassssssssssssssssssssssasssssasssssasssssases 11
| TEORETICKA CAST..oueirrerrensernsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 12
1 BAKTERIE.......iiiiiiinniinnnncnssncsssicsssstsssasssssasssssasssssasssssssessssssssssssssasssssasssssasssssas 13
1.1 IMORFOLOGIE ......tttiiiieiitieeiieeeitee ettt e eiteestte e st e e sabeesssbeessabeessbeesbbeesaseeesabeeenanes 14
1.2 STAVBA BAKTERIALNI BUNKY ...ceiutiiiiiieiieniieeieesiteeteesiveeeeeseteeseesaeeeseesnseenseenens 15
1.3 CHEMICKE SLOZENI BAKTERIALNI BUNKY .....uteiuiiiiieniieeiieniieeieesieeieesveeeeesnneens 15
1.3.1  Buné&Cnd sténa bakteridlni bunlky ...........coceeiriiiiiniiiiiiiieiieeeeeee 16
1.4 BAKTERIALNI OSIDLENT SLADKYCH VOD ....cc.uteiiieiieniieeiieniieeieesieeeseesnseeseesnneens 16
2 AMINY courreiinrnnicnsnnicssanessssnesssssesssssesssssessasssssasssssasssssasssssassssssssssssssssssssssssssssasssssasssssas 17
2.1.1  VIaStnOSti @MNTL......cceeuiieeiiireeiieeeiieeeieeesieeesreeeereeeeaaeeeseeeeaseesseeeeseeessnes 17
2.2 BIOGENNI AMINY ..ioiiiiiietieniieettenteettessteeteesteesnseasstessseenseesnseeseesnseenseesnseeseesnns 17
2.2.1  Déleni biogennich amint ...........ccceoeeriieiiieniieniienie e 18
2.2.2  Vznik biogennich amini .........cccceeveeeiiiireriiieeriie e 18
2.2.2.1  DeKarbOXYIaCe .....ccuueiiiiiiiiiiiiiiieeiieeiteete et 18
2.2.3  Reakce a ptemény biogennich amintd ...........cceceerieiiieniiiniinieiienieeeee 19
2.2.4  Toxicita biogennich amint..........cccceeriieiiiiiiienienie e 20
2.2.5 Biogenni aminy jako KarcinOZeny ..........ccccceevvveeerieeerieeenieeeieesieeeeveee s 21
2.2.6  VYZNAM ..ttt ettt ettt sttt e e e e 21
227 VYSKYE ittt ettt ettt sttt e te e abeerbe e rbe e taeeabeenreennes 22
2.2.77.1  Vstup aminl do Zivotniho prostiedi..........cccceeevierieniiiinieniieieeieeee. 23

3 IDENTIFIKACE BAKTERII PORODUKUJiCi pIOGENNi AMINY
IZOLOVANYCH ZE VZORKU POVRCHOVYCH VOD ......cceveecccnnccccancesens 24
3.1 METODA MALDI/TOF MS ...t e 24
3.1.1  Princip metody MALDI/TOF ........cccooiiiiiieieeeeeeeeee e 24
T T O B () 11 /2T PRSP 25
3.1.1.2  TOF QNAlYZALOT ......oeeivieiiiieeiiie ettt e e e e s e s 25
T8 I G T B 11151 Q) PRSP 25
3.2  METODA POLYMERAZOVE RETEZOVE REAKCE ......cccveeeevieeriieeenireeeneeesneeesneeennnes 25
3.2.1  Princip metody PCR......coccoiiiiiiii e 26
322 VYUZIT PCR oottt et 27
4 METODY DETEKCE PRODUKOVANYCH BIOGENNICH AMINU............. 28
4.1 HPLC — HIGH PREFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY .......covvvvueeeeeeeeeerennnnn 28
411 HPLC = UV/VIS ettt ettt e e e 29
4.1.2  HPLC —FD oottt ettt s e e e e s aae e s nee e 30
413 HPLC = MS .ottt ettt e et e e e aae e eaeeens 30
I PRAKTICKA CAST .cccveerrsnersssiessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 33
5 CIL PRACE .uueeeeresereesssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 34
6 PRACOVNI POSTUPY ..cuuruuerrrsrrnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 35
6.1 POUZITY MATERIAL.....cutieitieitieeiieniieeiteeeeeeseesseeeseessseeseessseesseessseessesssseesseessseens 35
6.1.1  PIiStroje @ POMUCKY .....cc.eeeiuiteriiiieiiieeeieeeeiee et et ere e e e e e e e aee e 35

6.1.2  ChemiKale ......cccoiiiiiiiiiiiiiiiic 35



6.2 ODBER VZORKU....ccettttuueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneaesseeeeeteenenaeasseseseeeeannaaasseseesrnennnns 35

6.3 ZPRACOVANI VZORKU ...cutiiieitiiieiiieeieeeeitee et ettt eteeeetaeeeetaeeeetaeeeeaeeeeraeeeneeens 36
6.3.1  Ptiprava Tryptone Yeast Extract Agar = TYA ...cccoeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 36

6.3.2  KUltiVaCe VZOIKU ....ccooiuviiiiiiiiiii ettt eeaaaee e 36

6.4  POPIS JEDNOTLIVYCH BAKTERIALNICH KOLONIL......cccvvieiiiieiieeeiieeeiieeeieeeeiee e 36
6.4.1  Makroskopické morfologické znaky...........ccoceerviiiiiiiiniiiiniiiinieeeeeee, 36

6.4.2  Mikroskopické morfologické znaky ...........cccocoeeeveieeeiiieeiiieeiieeeieeeiee e 37
6.4.2.1  Gramovo DAIVEINI .......ccccuvvieiiieieeeeciiiiieeee e e e e e eeeecrrereeeeeeeeeanes 37

6.4.3  BiOCheMICKE LESLY ...eeeeuiiiiiiieeiiieciie ettt et et aee e 37
6.4.3.1  KatalaSOVy teST...cciiuiiiiiiiieiiiieeiie ettt ettt 37

6.4.3.2  OXIAASOVY tEST..uuiiiiuiieeiiieeriiieeitieeeiiteesteeesteeesreeesseeessreeesreesseeesseeens 37

6.5 IDENTIFIKACE BAKTERII METODOU MALDI/TOFMS ....coooiiiiiiieeeeeeeee 38
6.6  STUDIUM DEKARBOXYLASOVE AKTIVITY U IZOLOVANYCH BAKTERII .................. 38
6.6.1  Kultivacni screeningova Metoda .........c.eeervveerieeenieeerieeeieeeeeeeieeeevee e 38
6.6.1.1 Ptiprava masopeptonového bujonu =MPB ............ccocciiiiiiniiinnninn. 38

6.6.1.2  Pfiprava dekarboxylacntho média ............ccoceeriiiiiiniiniiiniiiiiieee, 39

6.6.2  Stanoveni biogennich amini pomoci HPLC — UV/Vis .......ccccceeviiviinnennne. 39
6.6.2.1 Ptiprava MPB s pfidavkem aminokyselin .........cc..ccocceeviiniiininncnnen. 39

7 VYSLEDKY A DISKUZE ....oeoueereeneseeesessnssssasssssssassnsssssssssssssssasssssssssssssssssassases 41
7.1 CHARAKTERISTIKA IZOLOVANYCH BAKTERIT ......ccovviiiiiieeiieeeiiee et 41
7.2 IDENTIFIKACE BAKTERII POMOCI MALDI/TOF ......cccvviiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeea 45
7.3 STANOVENI PRODUKCE BIOGENNICH AMINU KULTIVACNI METODOU ................... 46
7.4 STANOVENI PRODUKCE BIOGENNICH AMINU METODOU HPLC — UV/VIs............. 47
ZAVER ouoeereeresresessssssessesssssssssessesssssssssessessssssssssssasssssssssassessssssssessessassssssessessassssssessassasses 52
SEZNAM POUZITE LITERATURY a.uueeeureeeenreeensessnssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssess 54
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK ......cvevvverrrresssesssenssesssssssssssesssessens 59
SEZNAM OBRAZKU ....courrrrrrrsresssassssessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssasssssssssssses 61
SEZNAM TABULEK ......iieneieneeneenancssesncsssesassssesssessssssssasssassssessssssssssssssssassssesasssasns 62

SEZNAM PRILOH..c.....oeoieueveeeeesessnesesessssassssssesssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 63



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 11

UVOD

Biogenni aminy (BA) jsou pfirozen¢ se vyskytujici nizkomolekularni latky, které ve své

struktufe obsahuji dusik. Nejcastéji vznikaji enzymatickou dekarboxylaci aminokyselin.

V Zivotnim prostiedi zastupuji biogenni aminy n¢kolik dileZitych funkci, jsou vyznamnym
zdrojem dusiku a jsou produkty metabolickych aktivit Zivoc¢ichd, rostlinnych organismi a
mikroorganismti. Dilezitou dlohu maji také pro funkci lidského organismu, stabilizuji
nukleové kyseliny, ovliviuji krevni tlak, jsou prekurzory pro syntézy hormont, alkaloidi a

bilkovin nebo plisobi jako neurotrasmitery v centrdlnim nervovém systému.

Nicméné ve vysokych koncentracich pisobi na lidsky organismus negativné. Ovliviuji
kontraktilitu cév, zpasobuji bolesti hlavy, migrény, dychaci potiZe, hypertenzi nebo hypo-

tenzi. Biogenni aminy jsou také prekurzory N-nitrososloucenin, které jsou karcinogenni.

Vyskyt biogennich amint je sledovdn hlavné v potravinich, kde se béZné vyskytuji. Sledo-

vanymi aminy jsou napf. histamin, putrescin, tyramin nebo spermidin.
V dostupné literatuie je jen malo informaci o produkci biogennich aminti bakteriemi vy-
skytujicich se v Zivotnim prostiedi.

Tato bakalafskd prace se zabyva studiem schopnosti produkce biogennich amina bakterie-
mi izolovanymi ze vzorkl povrchovych vod. Sledovanymi biogennimi aminy jsou — sper-

min, spermidin, fenylethylamin, histamin, kadaverin, putrescin, tryptamin a tyramin.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BAKTERIE

Bakterie jsou jednobunécné prokaryotické organismy. Velikost prokaryotické bunky se
obvykle pohybuje mezi desetinami az desitkami mikrometrti. Nikdy netvoii funkéné a

morfologicky diferencované tkang, ale mohou tvofit kolonie [1].
Podle optimdlni teploty rozliSujeme:

— psychrofilni (chladnomilné) — rostou za nizsich teplot od 10 do 20 °C, ale rozmno-
Zuji se od -5 do 30 °C, nachdzi se v hlubokych vodéch;
— mezofilni — nejlépe rostou za teploty 37,5 °C, ale rostou v intervalu od 20 do 40 °C;
— termofilni (teplomilné):
- striktné termofilni — optimalni teplota rtstu je 55 °C, maximdlni teplota rlstu
je 80 °C, pfi teploté pod 30 °C uz nerostou;
- fakultativné termofilni — idedlné rostou v intervalu od 45 do 55 °C, aktivni

jsou i pfti teplotach pod 30 °C a rtst jsou schopny az do 75 °C [2].
Podle ndaroku na kyslik rozliSujeme bakterie:

— aerobni — vyZaduji koncentrace atmosférického kysliku;

— mikroaerofilni — vyZaduji pfitomnost kysliku jen v nizkych koncentracich, pficemz
vyS$imi koncentracemi jsou niceny;

— fakultativné anaerobni — preferuji rust za piistupu vzduchu, ale dokdzou se ptizpt-
sobit prostiedi a rlst i bez ptistupu ke kysliku;

— aerotolerantni — jsou schopné tolerovat nizké koncentrace kysliku;

— striktné anaerobni — Ziji pouze v prostiedi bez ptistupu ke kysliku [2].
Podle naroki na vyZzivu rozdélujeme mikroorganismy:

— autotrofni — kterym k vyzivé sta¢i pouze anorganické slouceniny;
— heterotrofni — které vyZaduji piitomnost organickych sloucenin v Zivném prostiedi,

at’ uz jako zdroj uhliku, vodiku nebo energie [1].
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1.1 Morfologie
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Obrazek 1: Tvar bakterialnich bunék [1]
a) rovné tyCinky; b) zakfivené tyC€inky (vibria); c) spirily; d) spirochety;
e) streptokoky; f) tetrakoky; g) mycelium se sporami (streptomycety);

h) nevétvena vlakna

Bakterie jsou po fyziologické strdnce velmi rozmanité, po morfologické strance nejsou

mezi jednotlivymi rody velké rozdily. Tvar bunck bakterii (viz obrdzek 1) je nejcastéji ty-

¢inkovity, mén¢ Casto kulovity [1].

Tyc¢inkovité buiiky jsou bud’ rovné (obr. 1-a), zakiivené (obr. 1-b), tvaru pravidelné spirdly
(obr. 1-c) nebo dlouhé nepravidelné spirdly (obr. 1-d). Rizné druhy bakterii se li§i pomé-

rem délky buniky k jeji Sitce. U vétSiny tyCinkovitych bakterii se délka pohybuje v rozmezi

od 1 do 3 um a sitka od 0,5 do 1,5 um [1].

Kulovité bunky se nazyvaji koky. Pokud se rozmnozuji délenim pouze v jedné roving, tvo-
i fetizky (obr. 1-e), napt. rod Streptococcus. D&lenim koki v rGznych rovinich vznikaji

nepravidelné shluky bunék (obr. 1-f), napt. rod Staphylococcus [1].
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1.2 Stavba bakterialni buiiky

nukleoid
mezozom

. G o cytoplazmaticka membrana
rezervni material \

fimbrie bunééna sténa

cytoplazma plazmid

ribozomy

Obrazek 2: Schéma bakteridlni bunky [3]

Bakterie maji bunécnou sténu, kterd obklopuje cytoplazmatickou membranu (viz obra-
zek 2). Cytoplazma mé na elektronoptickych snimcich granuldrni vzhled v dasledku pii-
tomnosti vétstho poctu ribozomu. Uvnitf cytoplazmy je jaderny geneticky apardt, téZ zvany
nukleoid. U mnoha bakterii se vyskytuji membrdnovité struktury zvané mezozomy, které
jsou v tésném vztahu k nukleoidu a cytoplazmatické membrané. V cytoplazmé se vyskytuji
riznd granule, jako jsou kapénky lipida, granula glykogenu nebo zdsobni polymery, u fo-
tosyntetickych bakterii jsou dale v cytoplazmé& piitomny chromatofory, v nichZ probihd
fotosyntéza. Bunéfnd sténa mulze byt pokryta fimbriemi, které slouZi ptedevSim
k pfichyceni a k pohybu. Dalsim pohybovym orgidnem je bi¢ik. N&které bakterie mohou

na povrchu stény vytvaiet vnéjsi pouzdro neboli kapsuli [1].

1.3 Chemické sloZeni bakterialni bunky

Ziva biomasa obsahuje 70 — 95 % vody, zistatek se nazyva sufina. Z té ¢ini 40 — 80 %
bilkoviny, 5 — 20 % sacharidy, 10 — 30 % RNA, 5 — 10 % lipidy a zbytek rtizné organické
latky jako jsou intermedidty metabolismu, vitaminy, barviva nebo toxiny. Anorganicky
podil ¢ini 5 — 10 % suSiny a obsahuje zejména fosforecnany (2 — 6 %), sirany (1 %), dras-

lik, hoi¢ik, ostatni latky a prvky v podstatné niz§im procentudlnim zastoupeni [1].
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1.3.1 Bunécna sténa bakterialni buiiky
Podle rozdilnych slozek obsazenych v bunééné st€né délime bakterie na:

— grampozitivni — jejichZ usmrcené bunky po odbarveni Gramovym barvicim rozto-
kem a mofeni jodovym roztokem neztriceji toto barvivo piisobenim rozpoustédel;

— gramnegativni — u kterych je toto barvivo z obarvenych bunck rozpoustédly vypla-
vovano a buiiky zcela odbarveny, coz je pfi¢inou nepiitomnosti teichoové kyseliny

v bunécné sténé a pomérné tenkou vrstvou peptidoglykanu [1].

1.4 Bakterialni osidleni sladkych vod

Pro stavbu bun¢k mikroorganismii a jejich aktivitu je nezbytd piitomnost urcitého procenta
vody v jejich zZivotnim prostiedi. Pro vétSinu z nich je voda nositelem zdroji vyZivy a

energie [2].

Za neptiznivych podminek mohou nékteré bakteridlni buiiky ztricet Cast vody, jejich cyto-
plazma se zahusti a vytvoii tak dalsi vrstvy chranici bunku. Tyto buiiky se zméni na spory,
které se ddle nemnoZi. Spory jsou velmi odolné, odoldvaji teplotdm az 100 °C a podchla-
zeni -190 °C. Za ptiznivych podminek spora piijme vodu a zméni se na buiiku s plnou Zi-

votaschopnosti [4].
Ve sladkych vodach se vyskytuji rozmanité bakterie. Lze je rozd€lit do ti hlavnich skupin:

— autochtonni vodni bakterie — jsou pfirozené vodni bakterie, zejména zde patii rody
Chromobacterium, Chryseobacterium, Micrococcus, Sphaerotillus, Spirillum a pro-
stékaté bakterie. VétSina autochtonnich vodnich bakterii je psychrofilnich a jsou ae-
robni ¢i fakultativné anaerobni, avS§ak tam, kde je dostatek organickych latek, 1ze
najit 1 striktni anaeroby jako rod Clostridium, Desulfovibrio aj.;

— pidni bakterie — piechdzeji do vody nejrizn€jsimi splachy. Jsou to zejména zastup-
ci rodu Bacillus, Micrococcus, koryneformni bakterie a aktinomycety;

— stfevni bakterie ¢lovéka a zvifat — jednd se o enterobakterie a enterokoky, 1 o Cetna
klostridia. Nejvétsi vyznam maji tzv. koliformni bakterie v Cele s Escherichia coli,

které slouzi jako indikédtory kontaminace vod fekdlnim zneciSténim [5].
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2 AMINY

Aminy jsou dusikaté derivaty uhlovodikl, v nichz je na uhlovodikovém zbytku vdzana
aminoskupina. Soucasn¢ vSak aminy miiZeme povaZovat za derivaty amoniaku, v jehoz
molekule jsou jeden, dva nebo tfi atomy vodiku nahrazeny substituentem — uhlovodikovym
zbytkem, ktery miZe byt alifaticky nebo aromaticky. Takto 1ze odvodit tfi rizné charakte-
ristické skupiny a tfi rizné typy aminti (viz obrazek 3) — primarni amin, sekundarni amin,
tercidlni amin. Jsou zndmy sloucCeniny i se ¢tyfmi uhlikatymi substituenty (R) vdzanymi na
jeden atom dusiku; v tomto pripadé mé atom dusiku kladny ndboj a tyto slouceniny jsou

nazyvany jako kvartérni amoniové soli [6].

R

|

R—NH, R—NH—R R—N—R R—N—R
| I
R R

primarni amin sekundarni amin terciarni amin kvartérni amoniova sul

Obrazek 3: Struktura aminti [7]

2.1.1 Vlastnosti aminu

Methanamin a ethanamin jsou plynné latky, anilin je kapalina, aminy odvozené od naftale-
nu jsou pevné latky. Aminy s kratkym uhlovodikovym fetézcem jsou rozpustné ve vode,
protoZe se mezi molekulami aminu a vody vytvafeji vodikové vazby. Volny elektronovy
par na atomu dusiku je pfi¢inou zdsaditych a nukleofilnich vlastnosti aminll. Projevuji se

napft. reakci s kyselinami, kdy vznikaji amoniové soli [6].

2.2 Biogenni aminy

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni dusikaté slouceniny. Vznikaji dekarboxylaci ami-
nokyselin nebo aminaci a transaminaci aldehydl a ketonti. Vykazuji biologickou aktivitu a
ucastni se reakci jako meziprodukty [8]. Biogenni aminy jsou pro organismus nepostrada-
telné, nicméné ve vysokych koncentracich plsobi negativn€, projevuji se vasoaktivné
(ovliviji kontraktilitu cév, diky ¢emuz maji G€inek na krevni tlak) a psychoaktivné (pu-

sobi jako neurotrasmitery v centrdlnim nervovém systému). Pokrocilejsi stddium intoxika-
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ce se projevuje bolesti hlavy, migrénou, zvracenim, busenim srdce, dychacimi potiZemi,

hypertenzi nebo hypotenzi [9].

2.2.1 Déleni biogennich amini

Déleni biogennich amint neni pevné dané, dle chemické struktury se mohou délit na:

alifatické — putrescin (PUT), kadaverin (CAD), agmatin (AGM);

aromatické — tyramin (TRA), 2-fenylethylamin (PEA);

heterocyklické — histamin (HIA), tryptamin (TPA);

polyaminy — spermidin (SPD), spermin (SPM), putrescin (PUT) [10].

Polyaminy produkuji zvifata, rostliny 1 mikroorganismy. Z hlediska uplatnéni jsou podstat-
né ve fyziologickych procesech, jako je rast nebo diferenciace bun¢k. Vyznamnym zastup-

cem polyamini je spermin, ktery je rastovym faktorem bakterii [12].

Mezi dulezité aromatické biogenni aminy fadime 2-fenylethylamin, ktery je prekurzorem

nékterych hormont nebo tyramin, ktery ma vliv na krevnf tlak a kontrakci svalstva [13].

2.2.2 Vznik biogennich amint

Biogenni aminy vznikaji jako produkty metabolické Cinnosti rostlin, zvitat i mikroorga-
nismu. Pasobenim dekarboxylas vznikaji z aminokyselin pfi dekarboxylaci. Dal§im zptliso-

bem vzniku biogennich amin je transaminace aldehydt a ketont [8].

2.2.2.1 Dekarboxylace

Dekarboxylace se uskutecniuje pomoci specifickych enzymt dekarboxylas pochézejicich
predevS§im z mikrobl. Dochazi k odStépeni CO, za vzniku bazického aminu (viz obré-
zek 4). U clovéka se nékteré aminokyseliny dekarboxyluji za vzniku biogennich amind,
napf. histaminu, tryptaminu, tyraminu, serotoninu nebo kyseliny 4-aminoméselné (GABA)

[9].

i |
R—(|3—COOH EE— R—?—H + CO,

Obrazek 4: Obecné schéma dekarboxylace
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Dekarboxylaci argininu vznikd agmatin, putrescin z ornitinu, kadaverin z lysinu, histamin z
histidinu, 2-fenylethylamin z fenylalaninu, tyramin z tyrosinu a tryptamin z tryptofanu.
Serotonin vznikd z tryptaminu. Z putrescinu vznikd spermidin a dale spermin. Z DOPA

vznikd dopamin [14].

o ——» R
‘coz gy NH:
tryptamin
——— N
.M.*.CD (f jr\l
2 N N
o H,
histidin histamin
—~ AT
T,
/©/\LJ’\ > €% o i
HO Hy
tyrosin tyramin

Obrazek 5: Dekarboxylace vybranych AMK za tvorby biogennich aminti [15]

2.2.3 Reakce a pfemény biogennich amini

Biogenni aminy jsou pomérné reaktivni, podléhaji pfedevSim enzymatickym reakcim, pfi

kterych vznikaji pislusné derivaty. Dalsi reakci, které biogenni aminy podléhaji, je oxida-

Vv s

2N 2

skladovani vytvéii reakci s triacylglycerolem amidy mastnych kyselin. Reakci sekundér-
nich amina s oxidy dusiku vznikaji nitrosaminy, které jsou karcinogenni. V alkoholickych
napojich muze vznikat derivét B-karbolinu, a to reakci aldehydu s tryptaminem. Fenylethy-
lamin, putrescin, kadaverin, spermidin nebo tyramin zase reaguji s bilkovinami, pficemz

vznikaji B-N-substituované derivity diaminopropionovych kyselin [14].
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Obrézek 6: Reakce tryptofanu [16]

2.2.4 Toxicita biogennich amini

ProtoZe jsou biogenni aminy ve vétsi koncentraci pro organismus toxické, mohou vyvolat
intoxikaci organismu. Biogenni aminy jsou oxidovédny ve stfevech, jatrech, ledvinich a

plicich a jejich detoxikace probihd timto zptisobem:
R—CH,—NH, + O, + H,O — R—CH=0 + H,0, + NH,
Obrazek 7: Oxidativni deaminace

Pokud se do t€la dostava vétsi mnozstvi biogennich amint, oxida¢ni mechanismus nezvla-

da detoxikaci a dochazi k intoxikaci [17].

K nejtoxictéjSim aminiim fadime tyramin a histamin. Histamin zplisobuje hypotenzi a na-
sledné bolesti hlavy, kiece a zvraceni. Tyramin zptsobuje zvySeni krevniho tlaku, migré-
ny, krvaceni do mozku a mize dojit az k selhani srdce. Pfesné toxické koncentrace biogen-
nich amini jsou obtiZné stanovitelné a zdleZi na mnoha dalSich faktorech, jako je napiiklad
sniZend aktivita enzymi monoaminooxidasy a diaminooxidasy nebo aktudlni zdravotni

s\ s

stav organismu a jeho stafi [18, 19].
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2.2.5 Biogenni aminy jako karcinogeny

Biogenni aminy jsou prekurzory N-nitrososlouenin, které jsou karcinogenni. BA maji
schopnost reagovat s dusitany za vzniku nitrosaminti. Aktivnim (elektrofilnim) ¢inidlem je
oxid dusny, ktery pfijimd volné elektrony aminového dusiku a tim vytvari
N-nitrosamoniovy ion. U sekundarnich amint vznik4 stabilni N-nitrosamin tim, Ze nitro-
samoniovy ion odevzdd proton vazany na dusikovy atom [11]. Nejznaméjsi aminy, které

jsou prekurzory karcinogennich N-nitrosaminti, jsou sekundarni aminy (agmatin) a polya-

miny (spermin a spermidin) [20].

Obava pted tvorbou karcinogennich N-nitrosamint vedla k podstatnému sniZeni nitritii
pouzivanych v masném primyslu k vytvafeni termostabilniho nitroxymyoglobinu a nitro-

xyhemoglobinu [11].

2.2.6 Vyznam

I ptesto, Ze jsou biogenni aminy ve vysSich koncentracich toxické, jsou vyznamnym zdro-
jem dusiku. Uplatnéni nachézi také jako prekurzory pro syntézy hormont, bilkovin ¢i alka-
loidd, proto jsou téZ nazyvany jako protoalkaloidy. Biogenni aminy jsou téZ soucasti fosfo-

lipidt a vitamina [11].

DtileZitou ulohu maji i pro funkci lidského organismu. Hlavni dlohou putrescinu je stabili-
zace nukleovych kyselin nebo ribozomu. Histamin mé vliv na krevni tlak, ktery pasobi
jako lokélni tkdnovy hormon. Tyramin je prekurzorem pro syntézu dopaminu, adrenalinu a

noradrenalinu (viz tabulka I) [21].
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Tabulka I: Vyznam biogennich aminii [11]

Dekarboxylaci vznikly

Aminokyselina Vyznam
biogenni amin
o . . vyluc¢ovani Zalude¢ni §t'dvy, ucast na alergic-
histidin histamin .
kych a zanétlivych reakcich
lysin kadaverin
_ : struktura ribozom{l, stabilizace biomakromole-
ornitin putrescin ]
kul a bunécnych struktur, biosyntézy
arginin agmatin
. . stahy délohy, lokdlni tkafiovy hormon, vliv na
tyrosin tyramin
krevni tlak
‘ ) regulace odbourdvani a syntéza glykogenu, vliv
fenylalanin fenylethylamin
na krevni tlak
. vliv na krevni tlak, psychické funkce, podporu-
tryptofan tryptamin

je vyluovani moci

2.2.7 Vyskyt

Biogenni aminy se vyskytuji tam, kde jsou pifitomny bilkoviny, aminokyseliny a bakterie

s dekarboxylasovou aktivitou (viz tabulka II). Aminokyseliny jsou zdkladnim stavebnim

kamenem proteint, ale jsou to také jejich rozkladné produkty, ze kterych vznikaji mikrobi-

alni pfeménou biogenni aminy. Vyskyt biogennich amini je sledovan v potravinéch, kde se

beézné vyskytuji. Zejména to jsou potraviny obsahujici velké mnozZstvi bilkovin — maso,

masné vyrobky, mléko, syry. Ve vztahu k zZivotnimu prostiedi se biogenni aminy vyskytuji

ve vodach, pokud maji organismy s dekarboxylasovou aktivitou vhodné podminky pro

jejich tvorbu. V pitné vod¢ je vyskyt biogennich aminii nepiipustny diky dpravdm vod,

které neumozni podminky pro rast mikroorganismt. Nicmén¢ ve fazi ¢iSténi odpadnich

vod se vyskytuji bakterie, které jsou schopny produkce biogennich aminil. Zejména

z diivodu pfitomnosti velkého mnozstvi dusikatych latek a metabolickych produktt [21].
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Tabulka I1: Vyskyt biogennich aminit v organismu [11]

Dekarboxylaci vznikly
Aminokyselina Vyskyt
biogenni amin
histidin histamin sttevo, plice, kiiZze, ledviny, jatra, rostliny
lysin kadaverin
ornitin putrescin sttevo, ZivoCichové, rostliny
arginin agmatin
tyrosin tyramin zviteci tkan€, mikroorganismy
fenylalanin fenylethylamin zviteci tkang, rostliny, mikroorganismy
tryptofan tryptamin stievo

2.2.7.1 Vstup aminii do Zivotniho prostiedi

vV,

Aminy vstupuji do Zivotniho prostiedi n¢kolika moZznymi cestami. NejCastéjsi zptisob je
Siteni amind jako produktii rozkladu proteint a dusikatych slouc¢enin nebo formou vykalti a
moci zivocichii vypousténych do odpadnich vod. Dalsi moznosti vstupu amini do Zivotni-
ho prosttfedi je napf. vstup monoethanolaminu pfi zachycovani emisi CO, z fosilnich paliv

pii vyrobé elektrické energie [23, 24].

Pomérné Castym zdrojem je chemicky a farmaceuticky priimysl. Aminy zde vznikaji jako

meziprodukty vyroby [23, 24].

Nejcastéji vyskytujici se aminy v Zivotnim prostfedi jsou methylamin, dimethylamin, ethy-
lamin, diethylamin a monoethylamin. V jesté nizSich koncentracich se vyskytuji morfolin,

piperazin, piperidin, pyrrolidin, n-propylamin, n-butylamin nebo methylethylamin [25].

V soucasné dobé je v dostupné literature malo informaci o problematice vyskytu biogen-
nich aminl v zZivotnim prostiedi. Pozornost se vénuje ptedevsim N-nitrosodimethylaminu,
ktery byl klasifikovan jako karcinogen. Vznikd jako vedlejsi produkt chloraminace nebo

chlorace za ptsobeni amoniaku v Cistirnach odpadnich vod [22, 23].
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3 IDENTIFIKACE BAKTERIi PRODUKUJICI BIOGENNI AMINY
IZOLOVANYCH ZE VZORKU POVRCHOVYCH VOD

Doposud bylo vyvinuto velké mnozZstvi metod, které jsou urcené k identifikaci mikroorga-
nismt. Kazdd metoda by méla spliiovat nékolik nasledujicich zékladnich ptfedpoklada —
univerzalni princip identifikace bakterii, kvantitativni stanoveni bakterii ve vzorku, stano-
veni i doposud nezndmych bakterii, vyhledani co nejvice ptibuznych bakteridlnich druht.
Dal§imi vyhodnymi pfedpoklady pro spolehlivou identifikaci jsou flexibilita, rychlost a
nizké naklady [26].

3.1 Metoda MALDI/TOF MS

Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za Gcasti matrice s priletovym
analyzatorem patii k jednoduchym, rychlym a pomérné¢ pifesnym metoddm identifikace
bakterii. Postup této metody byl poprvé popsan pracovni skupinou Holland a kol. v ro-
ce 1996. Principem metody bylo odebrdni jedné bakteridlni kolonie, nédsledné rozetfeni
na desticku, pievrstveni matrici a po ndsledném vysuSeni provedeni samotné analyzy. Tato
metoda umoznila urcit rod bakterii, druh bakterii a dokonce i nékteré jednotlivé kmeny.
V ptipad¢ izolace bakterii ze Zivotniho prostfedi je nezbytnd izolace jednotlivych bakteri-
alnich druht, které jsou reprezentovany jednotlivymi koloniemi narostlymi na agarovém

médiu [26].

3.1.1 Princip metody MALDI/TOF

Identifikace mikroorganismi pomoci metody MALDI/TOF (Matrix—Assisted Laser
Desorption/Ionization Time of Flight) je vysoce pfesnd a rychl4. Tato metoda dokéze rozli-

Sit mikroorganismy na rodové, druhové i kmenové trovni [27].
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Obrazek 8: Schéma MALDI/TOF hmotnostniho spektrometru [27]
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Na krystaly matrice se vzorkem je aplikovédno laserové zafeni (viz obrdzek 8), které zptso-
bi desorpci molekul matrice spolu s molekulami vzorku a zaroven dojde k ionizaci molekul
vzorku pfeddnim H* od molekul matrice. Poté je aplikovano extrakéni napéti mezi MALDI
desti¢ku a vstupni Stérbinu praletového analyzatoru, ¢imz dojde k extrakci nabitych mole-
kul podle zvolené polarity napéti a k jejich analyze v priletovém hmotnostnim analyzéto-
ru. V zdvislosti na dob¢ letu molekul analyzitorem k detektoru se vypocitd pomér hmot-

nost/naboj (déle jen m/z) [27].

3.1.1.1 Ionizace

Proces matrici zprosttedkované laserové ionizace ,,matrix assisted laser desorption ioni-
zation® (MALDI) vyuzivé ke své funkci matrici, latku, jejimz prostiednictvim se ionizacni
energie laseru piendsi na molekuly vzorku a tim brani jejich Stépeni. Energie, kterd je po-
ttebnd pro desorpci, zdvisi na sublimacni energii daného vzorku a chemickych reakcich
probihajicich v kondenzované fazi t€sné€ pfed expanzi plazmového oblacku. Pfi jednom

stieleni se vytvoii fadoveé nekolik tisic iontt [27].

3.1.1.2 TOF analyzdtor

Zéakladnim principem TOF analyzatoru je extrakce iontli a méfeni doby jejich letu. Tonty se
pomoci vloZeného napéti na extrakéni miizku urychli (extrahuji) elektrickym polem a zis-
kaji rychlost v zdvislosti na jejich hmotnosti m a velikosti naboje z. Ziskand kineticka
energie je pifimo imérnd ndboji iontll a nepiimo Umeérnd jejich hmotnosti. Vysledkem je
rozdilnd rychlost iontli s riznym pomérem m/z, a proto takto urychlené ionty dopadnou

na detektor v rozdilném cCase, pokud urazi stejnou vzdalenost [27].

3.1.1.3 Detektor

Detektor je schopen zachytit dopadajici ionty, ze kterych vypocitdvd hmotnost kazdého

iontu, ktery na néj dopadne. Velka ¢ast detektort je zaloZena na pfevodu iontl na elektric-

ky signél pomoci scintilacni vrstvy, kterd pti dopadu iontli vydava svételné zaieni [27].

3.2 Metoda polymerazové retézové reakce

Enzymatické zmnozZeni specifickych tsekiit DNA in vitro nazyvame jako polymerdzovou
fetézovou reakci (PCR). Tato metoda je zaloZena na komplementarité bdzi obsaZenych
v molekule nukleové kyseliny. Ukolem PCR je namnoZeni cilového tiseku nukleové kyse-

liny. Samotnd pfitomnost cilové nukleové kyseliny ve vzorku muze byt detekovédna rtz-
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nymi metodami, napf. elektroforézou v agarasovém gelu s naslednou vizualizaci v UV

svétle nebo hybridizaci se specifickymi sondami s ndslednou imunoenzymatickou vizuali-
zaci [28].
3.2.1 Princip metody PCR

PCR spocivd v cyklickém stiidani tif jednoduchych kroki, z nichZ kazdy probiha za urcité

teploty:

‘T-‘Té”l:gftove mwm“mmwm% B denaturace

1 WWWWWWW dvousroubovice

primery nasedani

LALLM LRR TRy LA AN rimer(
M 3 / P
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volné
nukleotidy 1 " 4 jrnm?nwmﬁmrmﬁrm ?;ltrir;i
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3 | || . l [ 'E—T—H(elongace)

Obrazek 9: Princip PCR metody [29]

1. teplotni denaturace — rozpojeni dvousroubovice DNA na jednotlivé fetézce, ¢imZ umoz-

ni nasednuti primerd, probiha pii teplotiach okolo 94 °C;
2. ptipojeni primera (annealing) — navdzani primeri na odpovidajici misto rozvinuté DNA,
teploty této faze se nejcastéji pohybuji mezi 55 — 65 °C;
3. polymerace (syntéza) — probihd za pfitomnosti DNA-polymerasy, syntetizuje se usek

vymezeny navdzanymi primery a také dochdzi k dosyntetizovéani vldkna (vytvoreni dvoure-

tézce), syntéza probiha pfi teploté 72 °C [30,31].
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Vzniklé reak¢ni produkty (amplikony) slouzi v dal§im cyklu jako matrice pro vznik no-

vych kopii. Kazdy cyklus zdvojndsobi pocet kopii pivodni DNA [31].

PCR se provadi v pfistroji, tzv. termocykleru, ktery je schopen ménit teplotu reakéniho
prostiedi velmi rychle (kolem 1 °C za 1 sekundu). Nastavenim specifickych teplot se takto
spusti jednotlivé kroky jednoho cyklu a jejich opakovanim se spousti fetézova reakce. Toto
zafizeni potom cyklicky opakuje stejny teplotni program (94 °C, 55 — 65 °C, 72 °C). Jeden
cyklus netrvd vétSinou vice nez 3 minuty. Pocet cykli u bézné PCR se pohybuje od

25 do 40 [32].

3.2.2 Vyuziti PCR

I kdyZ metoda umoZziiuje velmi rychlou, citlivou a specifickou detekci, 1ze u mikroorga-
nismu identifikovat pouze piitomnost genu kodujicitho piislusSny enzym (dekarboxylasu a
aminokyseliny), jeZ se podili na produkci daného biogenniho aminu, nikoliv jejich produ-

Vv s

Zit jinou metodu, napt. HPLC [33].
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4 METODY DETEKCE PRODUKOVANYCH BIOGENNICH AMINU

Pro stanoveni produkce biogennich amini miiZeme pouZit Sirokou skédlu analytickych me-
tod. Mezi nejpouzivané€jsi metody patii vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (HPLC),
déle infracervena spektroskopie (IR), tenkovrstva chromatografie (TLC), plynovéd chroma-

tografie (GC) nebo kapilarni elektroforéza (CE) [34, 35].

4.1 HPLC - High Preformance Liquid Chromatography

Vysokoucinnd kapalinovd chromatografie je separacni analytickou metodou. Rozd¢leni
sloZek probiha tak, Ze je vzorek undSen mobilni fazi analytickou kolonou. Podstatou rozd¢-

leni je pfenos sloZek smési mezi mobilni a staciondrni fazi [35].

ODPLYNOVAC _ﬂ:[},_

4 KOLONA
- POCITAC
DAVKOVAC
A -
.
ZASOBNIK e =
MOBILNi ¢ — il
FAZE VZOREK
EERPADLO DETEKTOR

ODPAD

Obréazek 10: Schéma kapalinového chromatografu [36]

Za pruchod sloZek z mobilni do staciondrni fdze zodpovidaji fyzikdlni a chemické pocho-
dy, jako je adsorpce, iontovd vyména nebo chemicka afinita. Diky pasobeni téchto pocho-

dt dochézi k rozdeleni jednotlivych slozek vzorku pfi pruchodu kolonou [35, 37, 38].

Kapalinovy chromatograf je sloZen ze zdsobnikli mobilni faze, sméSovaciho zafizeni, de-
gaseru, Cerpadla, ddvkovaciho zatizeni, kolony a detektoru (viz obrdzek 10). Mobilni fazi

je smes tvofend riznymi rozpoustédly, nejcastéji kyselinou mravenci, kyselinou octovou,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

methanolem, acetonitrilem a vodou. Mobilni faze je Cerpdna do sméSovaciho zatizeni, kte-
ré mize menit pomer rozpoustédel v priibéhu analyzy (gradientova eluce), a nebo nechava
pomér rozpoustédel v pribéhu celé analyzy stejny (isokratickd eluce). Cerpadlo mobiln{
faze pak zajistuje konstantni pratok mobilni faze. Vzorek je ddvkovan v injektoru, nejcas-
téji pomoci automatickych davkovacl (autosamplertt). Mobilni faze spolu se vzorkem
vstupuje do analytické kolony. Typy kolon se 1isi délkou, primérem, velikosti ¢astic, obsa-
Zenou staciondrni fazi nebo typem materidlu, ze kterého je plast’ kolony tvofen (nerezova
ocel, plast nebo sklo). Na vlastnosti kolon jsou kladeny poZadavky, jako je odolnost viici
vysokym tlakiim, dostate¢n¢ hladky povrch plasté kolony a také musi byt chemicky inertni.
Stacionarni faze je tvofend polarnimi sorbenty (napf. oxid hlinity, silikagel) ¢i nepoldrnimi
sorbenty (napt. chemicky vazané faze). K samotné detekci se pouZzivaji zafizeni zvané de-
tektory. Biogenni aminy jsou detekovany napf. pomoci spektrofotometrického detektoru v
oblasti UV/Vis, dile hmotnostné-spektrometrického detektoru nebo fluorimetrického de-

tektoru [35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42].

4.1.1 HPLC -UV/Vis

Nejcastéji se pouziva spektrofotometricky detektor v oblasti UV/Vis (viz obrazek 11),
princip je zaloZen na méfeni absorbance v eludtu v rozmezi vlnovych délek od 190 do
800 nm. Detektory mohou méfit absorbanci bud’ pfi stdlé (fixni, nastavené) vinové délce
nebo jsou schopny snimat celé absorp¢ni spektrum v redlném case bez pteruseni chroma-

tografické separace (detektor diodového pole, DAD) [38].

Diodové pole

Disperzni prvek

Stérbina
‘ Mé&Fici cela
m Zdroj

Obrazek 11: Schéma detektoru s diodovym polem [43]
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412 HPLC-FD

Fluorescen¢ni detektor je velmi selektivni a citlivy. PouZziti nachdzi u latek vykazujicich
fluorescenci. Pfi stanoveni biogennich aminil je pro tuto metodu nutnd derivatizace, za
pouziti dansylchloridu jako derivatizacniho ¢inidla. Detekovana latka absorbuje primarni
excitacni zdteni, jeho pohlcend energie se zCasti vyzaii ve form¢ fluorescencniho zafeni
o vyS§i vlnové délce neZ mé excitacni zafeni. Vyzéarené zafeni dopadd na ndsobic, ten pro-
dukuje proud, ktery je umérny toku vyzateného fluorescencniho zafeni a koncentraci de-

tekované latky [35, 41]. Schéma HPLC s FD je zndzornéno na obrazku 12.
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Obrazek 12: Schéma fluorescenéniho detektoru [44]

413 HPLC-MS

Analytickd metoda, pfi které dochdzi k separaci iontil, které vznikly ionizaci molekul.
Hmotnostni detektor umoziuje identifikaci analyt na zaklad¢ jejich rozdilnych hmotnosti
ionizovanych castic. Tuto hmotnost znac¢ime m/z, kde ,,m* je hmotnost a ,,z*“ ndboj frag-

mentu [35, 45].
Hmotnostni spektrometry pracuji ve Ctyfech zakladnich krocich, a to:

= pievedeni vzorku do plynného stavu;
» jonizace molekul vzorku v plynné fazi;
= rozdé€leni iontt dle efektivni hmotnosti m/z;

= detekce jednotlivych ionti [35, 45].
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Prvni dvé faze, prevedeni vzorku do plynné fize a ndslednou ionizaci molekul, zajistuje
iontovy zdroj. Pro stanoveni biogennich amint se provadi ionizace elektrosprejem, ioniza-
ce za atmosférického tlaku nebo fotoionizace za atmosférického tlaku. NejSetrnéjsi a ceno-
ve velmi malé fragmentaci iontd. Dochdzi k vedeni rozpusténého analytu nabitou kapila-
rou, kterd je pod napétim az 5 kV. U usti kapilary se uc¢inkem zmlZujiciho plynu tvoii kap-

ky analytu, které nesou naboj [35, 45, 46].

odpafovani '®=== yyolné&ni iontd
L]

ionty . e‘/"

zmlzujici = T o
plyn \\-\__l et

susici plyn

s * <Dl
—

aerosol
\\\__ .

-2
. ®
s

LT T
" LX ] ]
0452

; e

&

L]
L]

.
™
LR T

1-.. "-- -]

=

Obrazek 13: Schéma ionizace elektrosprejem [45]

kapildra

Po odpateni rozpoustédla dochédzi ke zvétSeni hustoty ndboje na analytu. Pfi dosaZeni kri-
tické hodnoty dochazi ke Coulombické explozi, zacnou se uvoliiovat ionty analytu. Poté
dochézi k transportu vzniklych iontii analytu z oblasti atmosférického tlaku do oblasti va-

kua hmotnostniho analyzatoru [35, 45, 46].

Ttetim krokem analyzy je rozdé€leni iont dle efektivnich hmotnosti (m/z) v hmotnostnim
analyzdtoru. Hmotnostni analyzdtory tvoii pfi stanoveni biogennich aminl nejcastéji

tzv. kvadrupdly, iontové pasti nebo analyzéitory doby letu [35, 46].

Kvadrupélovy hmotnostni analyzator je slozen ze ¢ty stejnych kovovych ty¢i (viz obra-
zek 14). Na dv¢ protilehlé tyCe je vloZeno kladné stejnosmérné napéti a na druhé dvé je
vloZzeno zédporné stejnosmérné napéti. Principem je pfitomnost analyzovaného iontu
ve stiedu kvadrupdlu, kde dochézi k jeho oscilaci. Oscilace je stabilni pro ion s urcitou

hodnotou m/z pouze v dany ¢asovy okamzik, pro ktery plati urcity pomér amplitudy V a
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napéti U. Ion projde kvadrupdlem a dostane se na detektor, pfi¢emZz ostatni ionty jsou za-
chyceny v kvadrupdlu. Dals$i zménou velikosti amplitudy V a stejnosmérného napéti U

dochdzi k postupnému propousténi vSech ionti dal na detektor [35, 46].

lontovy zdroj

!\
N \\\
\@\ Zdroje napéti

Obréazek 14: Kvadrupd6lovy hmotnostni analyzator [47]

Pro analyzu biogennich aminli se nabizi pouZit tandemovy hmotnostni analyzator
(MS/MS) s trojitym kvadrupdlem (QgQ), na kterém je moZno analyzovat biogenni aminy
jako kadaverin, histamin, fenylethylamin, putrescin, spermin, spermidin, tyramin a trypta-

min [35, 48].

Posledni, ¢tvrtou sou¢ésti hmotnostniho spektrometru je detektor. Ten poskytuje analogo-
vy signdl, ktery je imérny poctu dopadajicich iontii. Nejcastéji pouzivané jsou nasobicové
detektory, které vyuZzivaji efekt nasobeni elektront. Maji velmi vysokou citlivost, poskytuji
signdl 1 pro jednotlivé ionty. Mezi ndsobicové detektory patii elektronovy nasobig, elektro-

novy nédsobi€ s polem a fotonédsobi¢ [35, 49].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem této bakaléaiské prace byla izolace bakterii ze vzorkli povrchovych vod. U téchto
izolovanych bakterii popsat morfologii, identifikovat bakterie pomoci metody
MALDI/TOF, provést screening dekarboxylasové aktivity na kultivatnim médiu
s jednotlivymi aminokyselinami (argininem, histidinem, lysinem, ornitinem, fenylalani-
nem, tryptofanem a tyrosinem). Nasledn¢ vysledky doplnit o analyzu jednotlivych biogen-

nich amint produkovanymi témito bakteriemi pomoci metody HPLC — UV/Vis.
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6 PRACOVNI POSTUPY

6.1 Pouzity material

6.1.1

Pristroje a pomiicky

Autoklav SANOclav, Robert Bosch

Automatické pipety — Hirschmann Laborgerite

Centrifuga — ROTANTA 460 R, Schoeller

Analytické vahy — Adventurer Pro type AV513CM, Schoeller
Viahy — Kern, 440-45N

Termostat — Biological Thermostat BT 120, Memmert
Mikroskop — CX41 (Olympus)

pH metr — pH Spear Waterproof, Double Junction

Vortex — Heidolph REAX

OXItest — PLIVA-Lachema Diagnostika s.r.o.

Mikrotitracni desticky, umélohmotné klicky, hokejky, Petriho misky

Chemikalie

Pro ptipravu zZivné pudy: Tryptone Yeast Extract Agar = TYA (HiMedia).

Pro pfipravu masopeptonového bujéonu = MPB: Masovy vytazek (HiMedia); Pep-
ton (HiMedia); Chlorid sodny = NaCl (LachNer).

Pro ptipravu bujonu ke stanoveni dekarboxylasové aktivity: Masovy vytazek (Hi-
Media); Pepton (HiMedia); Yeast extrakt (HiMedia); Bromkresolpurpur 0,2%
v 50% alkoholu (Sigma Aldrich).

Pro Gramovo barveni: Krystalova violet' (HiMedia); J6d (LachNer); Jodid draselny
(LachNer); Ethanol (LachNer); Safranin (HiMedia).

Ostatni pouZzité chemikalie: Peroxid vodiku (LachNer); Glycerol; Aminokyseliny:

Arginin, Histidin, Fenylalanin, Lysin, Ornitin, Tyrosin a Tryptofan (HiMedia).

6.2 Odbér vzorku

Celkem bylo odebrano 5 vzorkli povrchovych vod, ze kterych byly nésledné izolovany

s s

jednotlivé bakterie. Odbér do sterilnich vzorkovnic byl proveden 6. zaii 2015, vzorky byly

nasledné ponechdny v chladni¢ce pii 5 °C a béhem nésledujicich dvou dnl zpracovany.

Vzorek ¢. 1 byl odebrany z vodni nddrZe Bystficka, vzorek ¢. 2 z Lacnovskych rybnikd,
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vzorek €. 3 z rybniku Neratov, vzorek €. 4 z pitné studanky v Prlové a vzorek €. 5 ze stu-
danky Vapenka ve ValaSské Polance. Mapa s polohou odbérovych mist je uvedena

v priloze P L.
6.3 Zpracovani vzorku

6.3.1 Priprava Tryptone Yeast Extract Agar = TYA

Bylo rozpusténo 12,6 g piipravku v 600 ml destilované vody, nésledné sterilizovano
v autoklavu pfi 121 °C po dobu 60 minut.

6.3.2 Kultivace vzorki

Ze vzorki povrchovych vod bylo naockovédno vzdy po 1 ml vzorku na TYA pldu. Tyto

vzorky byly kultivovany pfti 25 °C a 37 °C po dobu 48 hodin.

6.4 Popis jednotlivych bakterialnich kolonii

Po dvou dnech kultivace bylo z narostenych kolonii vybrano 46 bakterii, riznych velikosti,
tvara a barev, které byly néasledné ocislovany a kiizovym roztérem naockovany na TYA

pudu. Kultivovany byly pfi 25 °C a 37 °C opét po dobu 2 dnl.

6.4.1 Makroskopické morfologické znaky

Makroskopické morfologické znaky jsou patrné okem. U izolovanych bakteridlnich kolonii

byly zjistovany na TYA pud¢ znaky jako velikost, barva, profil, tvar a okraj kolonii.

TVAR

okrouhly nepravidelny vildknity rhizoidni

PROFIL

vyvyieny vypoukly plochy bradav&ity miskovity

OKRAJ

hladky vroubkovany brvity zvinény zubaty

PO =W

Obrazek 15: Makroskopické morfologické znaky kolonii [49]
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6.4.2 Mikroskopické morfologické znaky

6.4.2.1 Gramovo barveni

Diagnosticka metoda barveni pfi urcovani rodti a druhii bakterii. ZaloZena na zéklad¢ bar-
veni fixovaného preparatu a moieni bun¢k jodem. Komplex barviva a jodu lze z urcitych
mikroorganismu vyplavit rozpoustédly (napf. ethanol nebo aceton). Piislusné druhy délime

na:

— grampozitivni mikroorganismy (G+) — jejichZ usmrcené buniky po odbarveni Gra-
movym barvicim roztokem a moteni jodovym roztokem neztriceji toto barvivo pi-
sobenim rozpoustédel, maji fialové zbarventi,

— gramnegativni mikroorganismy (G-) — u kterych je toto barvivo z obarvenych bu-
nek rozpoustédly vyplavovano a buiiky zcela odbarveny, coZ je pfi¢inou nepfitom-
nosti teichoové kyseliny v bunééné sténé a pomérné tenkou vrstvou peptidoglyka-

nu, po dobarveni safraninem maji riiZové zbarveni [51].

Fixovany roztér na podloznim skli€ku byl pfevrstven krystalovou violeti, kterd se nechala
pusobit 60 sekund. Poté co byla barva slita, byl preparét pfevrstven Lugolovym roztokem
jez pusobil 60 sekund. Roztok z prepardtu byl slit, poté preparat oplachnut destilovanou
vodou a odbarven ethanolem, az do doby, dokud nebylo vymyté veSkeré barvivo. Po
30 sekundach byl prepardt dokonale oplachnut destilovanou vodou a dobarven zfedénym
safraninem po dobu 60 sekund. Nakonec byl preparat dokonale opldchnut destilovanou

vodou a nechal se vyschnout. Pii mikroskopovani preparédtu byl vyuZzit imerzni objektiv.
6.4.3 Biochemické testy

6.4.3.1 Katalasovy test

Urcité bakterie produkuji enzym katalasu. Katalasa rozklada peroxid vodiku na molekulér-
ni kyslik a vodu. Na podlozni sklicko do kapky 3% peroxidu vodiku byla pomoci klicky
rozetfena Cast bakteridlni kolonie z Petriho misky. Pfi uvoliovani bublinek kysliku se jed-

nd o pozitivni reakci [49, 51].

6.4.3.2 Oxidasovy test

Aerobni bakterie produkuji enzym cytochromoxidasu - ta se v buiice podili na oxidativnich
procesech. Ptitomnost cytochromoxidasy lze prokdzat barevnou reakci N,N-dimethyl-1,4-

fenylediaminu s a-—naftolem; vznika indofenolovd modf. Ockovaci klickou se odebere
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dobfte izolovana kolonie testovaného kmene z agarové pudy a vetfe se do impregnované
z6ny prouzku. Pokud je test pozitivni, dochédzi k tmavé fialovému zbarveni na impregno-
vané zoén¢ testovaciho prouzku. Pfitomnost cytochromoxidasy je tedy urena barevnou

reakci [22, 51].

6.5 Identifikace bakterii metodou MALDI/TOF MS

Prvnim krokem bylo suspendovani kmenti bakterii v 150 ul destilované vody. Nésledné
piidani 450 ul absolutniho ethanolu a zamrazeni vzorkl. Pfed samotnou analyzou prosly
vzorky extrakci, nejprve do 99% etanolu a 70% kyseliny mravenci, poté do 100% acetonit-
rilu. Analyza vzorki byla provedena na pfistroji MALDI/TOF MS Bruker Daltonik Bioty-
per Microflex (Némecko). Vyslednd hmotnostni spektra byla porovndvédna se spektry

z databaze Taxonomy [22].

6.6 Studium dekarboxylasové aktivity u izolovanych bakterii

Pro sledovani dekarboxylasové aktivity u bakterii byly vyuzity dvé metody — kultivacni
metoda (screeningovd) a vysokoucinnd kapalinova chromatografie HPLC pro kvantifikaci

jednotlivych biogennich amini.

6.6.1 Kultiva¢ni screeningova metoda

Prvni metodou byl screening dekarboxylasové aktivity u izolovanych bakterii na kultivac-
nim médiu. Bakteridlni kmeny byly zao¢kovany do 5 ml masopeptonového bujénu a kulti-

vovany pii 25 °C a 37 °C po dobu 48 hodin.

6.6.1.1 Piiprava masopeptonového bujonu = MPB

Masovy vytazek 093 ¢g
Pepton 1,55 ¢
NaCl 093¢
H,O 310 ml
pH 6,8 -7,0

Tato metoda vyuZziva reakce na mikrotitracnich destickach. Do pfislusné jamky bylo napi-

petovdno vzdy po 10 pl suspenze (bakteridlni kmen + MPB) a 200 ul dekarboxyla¢niho



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

média s jednotlivymi aminokyselinami. Mikrotitra¢ni desti¢ky byly uzavieny a kultivova-

ny pii teploté 30 °C po dobu 2 dni.

6.6.1.2 Piiprava dekarboxylacniho média

Pepton 03¢
Yeast Extract 02¢g
Bromkresopurpur (0,2%

v 50% alkoholu) 0,7 ml
L — aminokyselina 0,5¢g
H,0 100 ml
pH 5-53

Pro piipravu dekarboxyla¢niho média bylo pouZzito celkem 7 aminokyselin, a to arginin,
fenylalanin, histidin, lysin, ornitin, tryptofan a tyrosin. V piipad¢ pozitivniho vysledku
dochdzi pii reakci na mikrotitracnich destickach diky pH indikatoru — bromkresopurpuru

k barevné zméne€ z hnédé na fialovou.

6.6.2 Stanoveni biogennich amini pomoci HPLC - UV/Vis

Bylo vybrano 37 bakteridlnich kment, u kterych probéhlo stanoveni produkce biogennich
aminti pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie. Bakterie byly naockoviny do

5 ml MPB s pfislu$nymi aminokyselinami a kultivovény pii 25 °C a 37 °C po dobu 3 dni.

6.6.2.1 Priprava MPB s piidavkem aminokyselin

MPB 6,6 ¢
Pepton 30¢g
NaCl 1,8¢g
BE 1,8¢g
L — aminokyselina 1,2¢g

H,O 600 ml
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Bylo rozpusténo 6,6 g MPB v 600 ml destilované vody a ptfiddno vZdy po 1,2 g ptisluSné
aminokyseliny — arginin, fenylalanin, histidin, lysin, ornitin, tryptofan a tyrosin a sterilizo-

vano v autoklavu po dobu 15 minut pti 121 °C.

Nejprve byly bakteridlni kmeny z Petriho misek naockovany do 5 ml Cerstvého MPB
s ptidavkem aminokyselin a kultivovany pfi 25 °C a 37 °C po dobu 3 dnti. Nasledné bylo
odebrano po 1 ml bakteridlni suspenze a opét naockovano do 5 ml Cerstvého MPB. Stejny
postup byl proveden i potieti. Suspenze byla nésledné centrifugovana pii 20 °C a
5000 RCF po dobu 5 minut. Do eppendorfek bylo napipetovano 650 pl suspenze, ke které
bylo priddno 650 pl kyseliny chloristé. Nasledné byly vzorky zamrazeny na teplotu -70 °C.

Pro stanoveni biogennich amint bylo potfeba provést derivatizaci a separaci. Po rozmraze-
ni vzorkid bylo napipetovano 100 pl vnitfniho standardu 1,7-heptandiaminu o koncentraci
500 mg.I"" do derivatiza&ni nidobky o objemu 16 ml, ke kterym bylo pfiddno vzdy po 1 ml
vzorku. Déle 1,5 ml karbondtového pufru o pH 11,1 — 11,2. Po ptfidani 2 ml Cerstvé ptipra-
veného roztoku dansylchloridu o koncentraci 5 g.l'1 v acetonu byly derivatiza¢ni nddobky
uzavieny a tfepany v temnu po dobu 20 hodin. Nasledn¢ bylo do derivatiza¢nich nddobek
piidano 200 pl prolinu a opét nasledovalo tfepani vzorkl tentokrat po dobu 60 minut. Na-
sledné byly ptiddny 3 ml heptanu, po jejichz ptidani se v nddobkéch vytvofily tfi ztetelné
vrstvy kapalin. Z horni heptanové vrstvy bylo odebrano po 1 ml do vialek. Smés ve vial-
kach byla odpatena do sucha pod proudem dusiku pfti teploté 60 °C. Suchy odparek byl
ziedén 1,5 ml acetonitrilu. Poté byly vzorky zamrazeny pfi teplotach pod -18 °C az do do-
by analyzy. Bezprostfedné pted analyzou byly vzorky prefiltrovany ptes stiikackovy filtr

s porozitou 0,22 um a byly naddavkovéany do chromatografického systému.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Charakteristika izolovanych bakterii

Z'5 vzorka povrchovych vod kultivovanych pii 25 °C a 37 °C bylo izolovano celkem
46 kolonii, a to 5 kolonii ze vzorku ¢. 1 z vodni nadrze Bystficka, 7 kolonii ze vzorku ¢. 2
z rybniku Lacnov, 9 kolonii z rybniku Neratov (vzorek ¢. 3), 13 kolonii ze vzorku €. 4 ze

studanky Prlov a 12 kolonii ze vzorku €. 5 ze studanky Vapenka.

Z tabulky III vyplyva, Ze vétSina izolovanych kolonii byla Zluté, béZové a nartzov¢lé bar-
vy. Vyskytovala se i kolonie modrého zbarveni (vzorek 2A) nebo nazelenalého zbarveni.
(vzorky 5J, 5K a 5L). Témét 80 % vsech kolonii mélo plochy nebo vypoukly profil, Sest
kolonii mé€lo miskovity profil a pouze 4 kolonie (vzorek 1E, 3A, 3B a 3E) profil zvySeny.
63 % kolonii m¢lo okrouhly tvar, vyskytoval se i tvar sektorovy (vzorek 1E). Vzorky 5J,
5K a 5L byly plazivé a nem¢ly zieteln€ ohrani¢ené okraje. Okraje u asi 50 % izolovanych
kmenit byly hladké nebo vroubkované. Osm kolonii mélo koncentrické okraje, pet kolonii
okraje zvrasnéné a okraje zbylych kolonii byly zubaté (vzorek 2B, 4B, 4D, 5A) a myceli-
alni (vzorek 4E).

Tabulka II1: Makroskopické morfologické znaky.

. Veli-

Vzo- Ko.Io— Celkvovy Ter:lota kost Barva Profil Tvar Okraj

rek nie pocet [°C]
[cm]

1 A 4 25 0,2 oranzova | vypoukly okrouhly hladké
1 B 20 25 0,3 Zlutd plochy okrouhly | vroubkované
1 C 66 25 0,5 bézova vypoukly okrouhly hladké
1 D 70 25 0,1 bila vypoukly lalo¢naty | koncentrické
1 E 1 37 1 bila zvyseny sektorovy zvrasnélé
2 A 25 0,2 modrd vypoukly okrouhly hladké
2 B 20 25 0,4 oranzova plochy okrouhly zubaté
2 C 195 25 0,5 bézova plochy okrouhly hladké
2 D 2 25 0,1 bila vypoukly okrouhly | vroubkované
2 E 10 25 0,6 bila plochy okrouhly hladké
2 F 23 37 0,7 oranzova plochy zvinény vroubkované
2 G 15 37 0,6 bézova plochy zvinény vroubkované
3 A 8 25 0,1 rGzova zvyseny okrouhly | vroubkované
3 B 2 25 0,2 Zlutd zvyseny okrouhly | vroubkované
3 C 149 25 0,4 mlécna miskovity okrouhly | koncentrické
3 D 2 25 0,1 bila vypoukly lalo¢naty zvrasnélé
3 E 41 25 0,4 mlécna zvyseny lalo¢naty hladké
3 F 147 25 0,2 béZova vypoukly okrouhly hladké
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3 G 48 37 0,3 Zlutd vypoukly laloCnaty hladké
3 H 37 37 0,5 |narGzovéld| vypoukly okrouhly | vroubkované
3 I 3 37 0,4 bila vypoukly okrouhly | vroubkované
4 A 2 25 0,1 Zlutd plochy zvinény vroubkované
4 B 41 25 0,7 |narGzovéld| plochy zvinény zubaté
4 C 3 25 0,4 Zlutd vypoukly okrouhly | koncentrické
4 D 13 25 0,2 bézova plochy zvinény zubaté
4 E 3 25 0,1 bila plochy okrouhly mycelidlni
4 F 10 25 0,3 oranzova | vypoukly okrouhly hladké
4 G 15 25 0,3 mlécna vypoukly okrouhly hladké
4 H 12 25 0,2 oranzova plochy zvinény hladké
4 I 2 37 0,3 Zlutd vypoukly lalo¢naty | vroubkované
4 J 15 37 0,7 |narGZovélda| plochy okrouhly hladké
4 K 1 37 0,4 oranzova | vypoukly lalo¢naty | vroubkované
4 L 39 37 0,2 Zlutd vypoukly okrouhly | vroubkované
4 M 139 37 0,3 bila miskovity okrouhly | koncentrické
5 A 1 25 1,2 bila plochy zvinény zubaté
5 B 3 25 0,3 bézova miskovity okrouhly | koncentrické
5 C 58 25 0,4 bila plochy okrouhly hladké
5 D 230 25 0,1 bila vypoukly okrouhly hladké
5 E 63 37 0,4 bézova plochy okrouhly hladké
5 F 2 37 0,5 Zluta miskovity okrouhly | koncentrické
5 G 3 37 1,1 prahlednd | vypoukly okrouhly hladké
5 H 2 37 0,3 | narGZovéla | miskovity okrouhly | koncentrické
5 I 2 37 0,2 mlécnd | miskovity okrouhly | koncentrické
5 J 1 37 0,4 nazelenala plochy plazivé zvrasnélé
5 K 1 37 4 nazelenala plochy plazivé zvrasnélé
5 L 1 37 3 nazelenald plochy plazivé zvrasnélé

Legenda: 1, 2, 3 — oznaCeni dané lokality; A, B, C — jednotlivé kolonie

Z puvodnich 46 kolonii bylo 10 vybranych kolonii rozoc¢kovano (znaceni x,y), protoze uz

podle makroskopickych morfologickych znakl nebyly ¢istymi kmeny. Naopak bakteridlni

kmen ¢islo 3A a 3G byl vyfazen, z divodu slabého riistu pti ndslednych kultivacich.

Déle bylo pracovano s 55 bakteridlnimi koloniemi, z toho 7 kolonii ze vzorku €. 1 (vodni

nadrz Bystticka), 7 kolonii ze vzorku €. 2 (rybnik Lacnov), 10 kolonii ze vzorku €. 3 (ryb-

nik Neratov), 16 kolonii ze vzorku ¢. 4 (studianka Prlov) a 15 kolonii ze vzorku €. 5 (stu-

danka Vapenka).

Jak je patrné z tabulky IV, 71 % kment kultivovanych pfi 25 °C je gramnegativnich, coZ

znamend, Ze bakterie jsou riiZzové (obarvené safraninem), protoZe pii barveni se komplex

jodu a krystalové violeti vymyva v disledku neptitomnosti teichoové kyseliny. 57 % kme-

nt bylo na oxidasovy test pozitivni, tyto bakterie obsahovaly enzym cytochromoxidasu,
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ktery se v bunice podili na oxidativnich procesech. Dv¢ tfetiny kment kultivovanych pfi
25 °C bylo katalasa pozitivni, tyto bakterie produkovaly enzym katalasu, ktery rozklada
peroxid vodiku na kyslik a vodu. Pievazna ¢ést bakterii, 67 %, méla tvar tyCinek. Zbylé

bakterie mély tvar kokotycCinek.

Tabulka 1V: Mikroskopické morfologické znaky a biochemickd aktivita bakterii, jeZ byly

izolovdny behem kultivace pri 25 °C.

Kultivace p¥i 25 °C
Biochemické Mikroskopické morfologické
testy znaky
zk::kay Os:s:;um oxidasa | katalasa | barveni dle Grama | tvar buriky
! 1A - + G- ty&inky
2 1Bx + - G+ ty&inky
3 1Cx + G- kokotycinky
4 1Dx - + G+ kokotycinky
> 1Dy - + G+ kokotyc&inky
6 2AX + - G+ tyéinky
U 28 - + G+ koky
8 2€ + - G- kokotycinky
9 2D + - G- kokotycinky
10 2E - + G+ ty&inky
11 3A + G+ tyéinky
12 3Bx + - G+ ty&inky
13 3By + - G- tyéinky
14 3D + - G- ty&inky
1> 3Ex + + G+ ty&inky
16 3ty + + G+ ty&inky
17 3F - - G- ty&inky
18 4Ax - + G+ kokoty¢inky
19 AAX - + G+ kokotyc&inky
20 4AY - + G- kokotyc&inky
21 4Bx + - G- kokotycinky
22 ac - + G- kokotyc&inky
23 4D + + G- kokotyc&inky
24 4Ex + + G- kokotyc&inky
25 aF + + G- ty&inky
26 4G - + G+ koky
27 AHx + + G+ ty&inky
28 Aty - + G+ ty&inky

Legenda: 1, 2, 3 — oznaceni dané lokality; A, B, C — jednotlivé kolonie; x, y — prvni rozizolovéan{

vzorku, X” — druhé rozizolovani vzorku



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 44

Z tabulky V vyplyvéa, Ze vSechny bakterie kultivované pifi 37 °C byly na katalasovy test
pozitivni a produkovaly enzym katalasu. 44 % bakterii bylo na oxidasovy test negativni,
tyto bakterii neobsahovaly enzym cytochromoxidasu. Pouze 8 z 27 kolonii kultivovanych
pii 37 °C bylo grampozitivnich. Nejcastéji se vyskytovaly bakterie ve tvaru tyCinek v poctu
15 kmend, dale se vyskytovaly tvary koki (5 kmenil), sporulati (5 kment) a 2 kmeny ve

tvaru kokotycinek.

Tabulka V: Mikroskopické morfologické znaky a biochemickd aktivita bakterii, jeZ byly

izolovdny behem kultivace pri 37 °C.

Kultivace pfi 37 °C
Biochemické Mikroskopické morfologické
testy znaky
cislo ozhacent | . idasa | katalasa| barvenidle Grama | tvar bunky
zkumavky vzorku

1 1Ex + G- tycinky
2 1Ey + G+ tycinky
3 2F - + G+ koky
4 2G + + G- tycinky
5 3Hy + + G- tycinky
6 3Hy’ + + G- ty€inky
7 31 + + G- tycinky
8 4 + + G- koky
9 4) - + G- koky
10 4K - + G+ sporulaty
11 4L - + G+ sporulaty
12 4M - + G- sporulaty
13 5A + G+ tycinky
14 5B + G- tycinky
15 5C - + G- ty€inky
16 5D - + G- tycinky
17 5E - + G+ tycinky
18 5Fx + + G- ty€inky
19 5Gx + G+ tycinky
20 5Gy + G- koky
21 5H - + G- ty€inky
22 51 - + G- tycinky
23 5Jx - + G+ sporulaty
24 Sly + G- sporulaty
25 5Kx + G- kokotycinky
26 5Ky - + G- koky
27 5Lx + + G- kokotycinky

Legenda: 1, 2, 3 — oznaceni dané lokality; A, B, C — jednotlivé kolonie; x, y — prvni rozizolovani

vzorku, y” — druhé rozizolovani vzorki
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7.2 Identifikace bakterii pomoci MALDI/TOF

Identifikace jednotlivych izolovanych kmena bakterii probéhla pomoci metody
MALDI/TOF. Z ptehrady Bystficka byly identifikovany 4 kmeny (vzorek €. 1), z rybniku
Lac¢nov 4 kmeny (vzorek €. 2), z rybniku Neratov 6 kmena (vzorek €. 3), ze studanky
v Prlové 13 kmenti (vzorek ¢. 4) a ze studanky ve ValaSské Polance 10 kmeni (vzo-

rek €. 5). Celkem bylo pomoci MALDI/TOF identifikovdno 37 kment (viz tabulka VI).

Tabulka VI: Vysledky identifikace bakterii pomoci MALDI/TOF

Kultivace pfi 37 °C Kultivace pfi 25 °C
Cislo vzorku Nazev bakterie Cislo vzorku Nazev bakterie

1Ex nespolehliva identifikace 1A Brevundimonas sp.
1Ey Bacillus sp. 1Bx nespolehliva identifikace
2F nespolehliva identifikace 1Cx Aeromonas veronii
2G Aeromonas veronii 1Dx nespolehliva identifikace
3Hy Pseudomonas oleovorans 1Dy Enterobacter cloacae

3Hy’ Pseudomonas oleovorans 2Ax nespolehliva identifikace

3l Pseudomonas composti 2B nespolehliva identifikace

41 Pseudomonas sp. 2C Aeromonas veronii

4] Acinetobacter radioresistens 2D Aeromonas veronii
4K Acinetobacter radioresistens 2E Acinetobacter sp.
4L Leclercia adecarboxylata 3A nespolehliva identifikace
4M Acinetobacter radioresistens 3Bx nespolehliva identifikace
5A nespolehliva identifikace 3By nespolehliva identifikace
5B Pseudomonas aeruginosa 3D Acidovorax sp.
5C Acinetobacter sp. 3Ex Pseudomonas sp.
5D nespolehliva identifikace 3Ey Pseudomonas sp.
5E Acinetobacter sp. 3F nespolehliva identifikace
5Fx Pseudomonas aeruginosa 4Ax Acinetobacter radioresistens
5Gx nespolehliva identifikace 4AX Acinetobacter sp.
5Gy Pseudomonas aeruginosa 4Ay Pseudomonas sp.
5H nespolehliva identifikace 4Bx Shewanella sp.

51 Acinetobacter radioresistens 4c nespolehliva identifikace
5)x nespolehliva identifikace 4D Aeromonas popoffii
Sly Pseudomonas aeruginosa 4Ex Shewanella sp.
5Kx Pseudomonas aeruginosa 4F Flavobacterium sp.
5Ky Acinetobacter sp. 4G Acinetobacter sp.
5Lx Pseudomonas aeruginosa 4Hx nespolehliva identifikace

4Hy nespolehliva identifikace

Legenda: 1, 2, 3 — oznaceni dané lokality; A, B, C — jednotlivé kolonie; x, y — prvni rozizolovan{
vzorku; x”, y” — druhé rozizolovani vzorki; zelend — identifikace na tirovni druhu; cervena — identi-

fikace na trovni rodu.
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Z 28 kment kultivovanych pfi 25 °C se podaftilo identifikovat 17 bakterii a z 27 kmenil
kultivovanych pii 37 °C se podafilo identifikovat 20 bakterii.

Velka ¢ast identifikovanych bakterii byla gramnegativnich. Identifikované grampozitivni
bakterie zastupuje napi. rod Bacillus (1Ey), ktery byl izolovany z piehradni nadrZze Bys-
tficka. Na rozdil od vysledki Jitky Bakalové [22], kterd ve své praci vyizolovala pfevazné
bakterie rodu Bacillus, se ve vzorcich této bakalaiské prace nejCastéji vyskytovaly bakterie

rodu Pseudomonas (v 13 vzorcich) a bakterie rodu Acinetobacter (v 11 vzorcich).

Celkem 6 kmentl bylo identifikovdno jako Pseudomonas aeruginosa (ve vzorku €. 5 — stu-
danka Vdépenka ve Valasské Polance, kmeny 5B, 5Gy, 5Jx, 5Kx, 5Lx), dva vzorky jako
Pseudomonas oryzihabitans (vzorek €. 4, studdnka Prlov, kmeny 4Ax a 41), dva vzorky
jako Pseudomonas oleovorans (vzorek €. 3 — rybnik Neratov, kmeny 3Hy a 3Hy"), dalsi
dva vzorky jako Pseudomonas anguilliseptica (vzorek €. 3 — rybnik Neratov, kmeny 3Ex a
3Ey) a vzorek 31 jako Pseudomonas composti .Celkem 7 kment bylo identifikovdno jako
Acinetobacter radioresistens (ve vzorku €. 4 — studanka Prlov s pitnou vodou, kmeny 4Ax,
4Ax’, 4G, 4], 4K, 4M a ve vzorku €. 5 — studdnka Vapenka, kmen 51) a jeden kmen (vzo-
rek €. 2, rybnik Lac¢nov, kmen 2E) jako Acinetobacter Johnsonni. Pievazna vétSina bakterii
rodu Pseudomonas a Acinetobacter pochazi ze studanky ve ValaSské Polance a ze studén-

ky v Prlové.

Dalsim hojné zastoupenym rodem je rod Aeromonas v poctu 5 kmentl. Nejhojnéjsi je Ae-
romonas veronii (vzorek ¢. 1Cx, 2C, 2D, 2G), také se vyskytla Aeromonas popoffii
(ve vzorku €. 4 — studdnka s pitnou vodou, kmen 4D). Dale byly identifikovany bakterie
Bacillus licheniformis (vzorek €. 1Ey), Brevundimonas vesicularis (vzorek €. 1A), Lecler-
cia adecarboxylata (vzorek €. 4L), Enterobacter cloacae (vzorek 1Dy), Acidovorax dela-
fieldii (vzorek €. 3D), Flavobacterium saccharophilum (vzorek €. 4F) a Shewanella baltica

(vzorek ¢. 4Bx, 4Ex).

7.3 Stanoveni produkce biogennich amini kultiva¢ni metodou

U vsech 55 izolovanych bakterii byla zjiStovana produkce biogennich amint pomoci kulti-
vacni metody. V pripad€ pozitivniho vysledku lze sledovat zmé&nu zbarveni dekarboxylac-

niho média z hné€dé na fialovou barvu.

Z vysledkl vyplynulo, Ze vSechny testované bakterie vykazuji schopnost dekarboxylace

jednotlivych aminokyselin (arginin, fenylalanin, histidin, lysin, ornitin, tryptofan a tyro-
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sin). Screening dekarboxylasové aktivity na kultivatnim médiu je velmi jednoducha a po-
mérné rychld metoda, velkou nevyhodou této metody je jeji nepfesnost. Prvnim problé-
mem je, Ze kultivaéni metodou nelze zachytit mald mnoZstvi vznikajicich biogennich ami-
nd. A druhym velkym problémem kultiva¢ni metody je tvorba alkalickych produktl, které

zpusobuji faleSné pozitivni zabarveni dekarboxyla¢niho média.

7.4 Stanoveni produkce biogennich aminii metodou HPLC - UV/Vis

U vybranych 37 bakteridlnich kmend, identifikovanych na MALDI/TOF, byla stanovena
produkce biogennich amint - tryptaminu, fenylethylaminu, histaminu, putrescinu, kadave-
rinu, tyraminu, spermidinu a sperminu, pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
s vyuzitim UV/Vis detekce. Jak je patné z tabulky VII, u vSech vybranych kmenti byla

zjisténa produkce alespoi nékterého ze stanovovanych amini.

Tabulka VII: Vysledky analyzy produkce jednotlivych biogennich aminit metodou HPLC —
UV/Vis v mg. I

Cislo Produkce jednotlivych biogennich aminf v mg.I™
vzorku TPA PEA PUT CAD HIA TRA SPD SPM
1A ND ND ND 2,0+0,0 ND 39+0,1 27,1+0,6 33,7+0,2
1Cx ND ND 20,2+0,1 59+0,1 ND 3,8+0,0 28,2+0,5 20,8 +0,5
1Dy ND ND 308,5+2,0 1,2+0,0 ND 2,7%+0,0 21,5+0,1 15,9+0,3
1Ey 12,4+0,1 ND 4,7+0,1 30,1+0,1 ND 30,1+0,1 25,0+04
2C ND ND 17,2+0,3 49,3+0,7 1,7+0,1 22,5+0,1 18,1+0,9
2D ND ND 17,7+0,1 ND 8,6+0,1 1,1+0,0 4,7+0,1 28,1+0,0
2E ND ND ND 1,6+0,0 ND ND 32,2+1,3 26,5+0,6
2G ND ND ND ND ND ND 26,5+1,4 332+04
3D ND ND ND 1,6+0,0 ND ND 28,2+0,0 33,2+0,3
3Ex ND ND ND 0,8+0,0 ND ND 28,4+1,3 25,3+0,6
3Ey ND ND ND 9,4+0,1 ND ND 25,5+1,2 39,2+0,6
3Hy ND ND ND ND ND ND 17,5+0,1 20,0+0,3
3Hy’ ND ND ND 19+0,1 ND ND 31,4+0,9 31,9+0,2
3l ND ND ND 2,7+0,4 ND ND 356+1,5 26,9+0,2
4Ax ND ND ND 1,8+0,0 ND 9,2+0,0 245+1,1 20,4+1,6
4Ax’ ND ND ND 1,7+0,2 ND ND 31,9+0,1 23,0+0,3
4Ay ND ND ND 2,3+0,0 ND ND 37,0+0,7 33,3+1,0
4Bx ND ND ND ND ND ND 25,1+1,2 21,1+24
4D ND ND 24,4+ 0,0 2,8+0,23 ND ND 30,8+0,1 20,4+0,9
4Ex ND ND 210,7+2,2 2,0+0,0 ND ND 29,9+0,5 25,6+14
4F ND ND ND ND ND ND 30,1+0,4 23,5+0,8
4G ND ND ND 2,7+0,3 ND ND 18,7+1,4 29,9+0,2
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4] ND ND 29,1+0,7 25,0+3,3 ND ND 45,5+9,7 354+0,1
4) ND ND ND 1,5%0,1 ND ND 30,2+0,1 | 27,0£1,0
4K ND ND ND 1,8%0,0 ND ND 29,8+0,4 | 24,004
4L ND ND 29+0,1 2,0+0,0 ND ND 28,3+0,7 16,6 £0,3
am ND ND ND ND ND 33:0,7 | 24,6%0,5 | 20,6+0,6
5B ND ND ND 1,9+0,2 ND 1,4£0,0 | 259+1,4 | 199+1,1
5C ND ND ND 2,1+0,1 ND ND 38,1+1,2 31,1+1,5
S5E ND ND ND 2,4+0,2 ND ND 26,1+0,9 28,5+0,7
5Fx ND ND 8,2+0,0 2,4+0,0 ND 37,7+0,0 33,104 22,5+0,7
5Gy ND ND ND 0,8+0,0 ND 7,3+0,2 15,2+0,7 16,8+ 0,5
51 ND ND ND 2,5+0,3 ND ND 40,3+2,1 34,4+0,1
5ly ND ND ND ND ND ND 22,509 | 13,3+0,3
5Kx ND ND ND ND ND 3,9:0,2 | 10,904 | 12,0£2,4
5Ky ND ND ND ND ND ND 34,0+0,0 26,1+0,2
5Lx ND ND ND ND ND ND 21,6+0,8 24,8+1,1

Legenda: 1, 2, 3 — oznaceni dané lokality; A, B, C — jednotlivé kolonie; x, y — prvni rozizolovani
vzorku; x",y” — druhé rozizolovéani vzorkl; TPA - tryptamin; PEA - fenylethylamin; HIA - hista-
min; PUT - putrescin; CAD - kadaverin; TRA - tyramin; SPD - spermidin; SPM - spermin; ND -

bez detekce aminu

Mezi nejcastéji detekované biogenni aminy patfil spermidin a spermin, jejichZ produkci
prokdzaly vSechny sledované kmeny (viz tabulka VII). Spermidin byl produkovin
v mnoZstvi 4,5 — 45,5 mg.I" a spermin v mnozstvi 12 — 34,4 mg.I". Dal§im pomé&mg &asto
detekovanym biogennim aminem se ukdzal kadaverin, ktery produkovalo 26 kment
z celkovych 37 sledovanych kment. Vyssi produkce kadaverinu byla zaznamendna u kme-
ne &. 1Ey z prehradni nadrze Bystiicka (Bacillus licheniformis) 30,1 + 0,1 mg.I" a u kmene
&. 41 ze studdnky Prlov (Pseudomonas oryzihabitas) 25,0 + 3,3 mg.l". Produkce tyraminu
byla zaznamendna u 11 sledovanych kment. Vyssi hodnoty produkce tyraminu byly pii-
tomny u kmene ¢. SFx ze studanky Vapenka (Pseudomonas aeruginosa) 37,7 £ 0,0 mg.l'l.
Zbylych 10 kmena vykazovalo produkci tyraminu v mnoZzstvi 1,1 — 7,3 mg.l'l. Putrescin
produkovalo 10 kment z 37 sledovanych kmenii. Pomérné vysoké mnozstvi (308,5
+ 2,0 mg.l") produkoval kmen &. 1Dy z piehradni nadrze Bystiicka (Enterobacter cloacae).
ZvySenou produkci putrescinu vykazal také kmen €. 4Ex ze studdnky Prlov (Shewanella
baltica), a to 210,7 + 2,2 mg.1 *. Naopak histamin produkovaly pouze 2 kmeny, které byly

izolovany z Lacnovskych rybnikl. Jednalo se o izolaty ¢. 2C (Aeromonas veronii) a ¢. 2D

(Aeromonas veronii). Pouze u jednoho sledovaného kmene (¢. 1Ey, ptehradni nadrz Bys-
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ttiCka, Bacillus licheniformis) byla detekovdna produkce tryptaminu, a to v mnoZstvi
12,4+ 0,1 mg.l'1 . Poslednim sledovanym aminem byl fenylethylamin, ktery neprodukoval

Zadny ze sledovanych kmeni.

Mnozstvi produkovanych biogennich amint nepfekrocilo v zddném z ptipadu limitni kon-
centraci 750 — 900 mg.1"", kterd je uvddéna v literatufe jako nebezpeénd pro zdravi ¢lovéka

[52].

Tabulka VIII: Celkovd suma produkce biogennich aminu pro jednotlivé kmeny.

Celkova suma produkce biogennich amin( pro jednotlivé kmeny
Cislo SUMA Cislo SUMA Cislo SUMA
kmenu [mg.l'l] kmenu [mg.l'l] kmenu [mg.l'l]
1A 66,8 £ 0,3 3l 65,2+2,1 aM 48,5+0,8
1Cx 80,0+0,9 4Ax 55,8+0,5 5B 49,1+0,2
1Dy 349,8+2,1 4Ax 56,5+0,1 5C 71,3+0,1
1Ey 72,2+0,7 4Ay 72,6 +0,2 5E 570+1,8
2C 108,9+1,9 4Bx 46,5+ 3,6 5Fx 99,0+0,4
2D 60,1+0,1 4D 784+1,1 5Gy 40,0+0,4
2E 60,2+1,0 4Ex 268,01+ 3,1 51 77,2+1,9
2G 59,7+1,0 4F 53,6+1,3 Sly 358+0,7
3D 629+1,3 4G 51,0+£2,0 5Kx 26,7+2,1
3Ex 59,8 +5,7 4l 134,9+ 12,4 5Ky 60,1+0,2
3ky 74,0+0,5 4) 58,7+1,0 5Lx 46,4 £0,3
3Hy 37,5+04 4K 55,7+0,7
3Hy’ 651+1,1 4L 49,9+0,9

Legenda: 1, 2, 3 — oznaCeni dané lokality; A, B, C — jednotlivé kolonie; x,y — prvni rozizolovani

vzorku; x”,y” — druhé rozizolovani vzorki

Nicméné v nekterych piipadech byla zjiSt€na pomérné vysoka celkova produkce stanovo-
vanych biogennich amini (viz tabulka VIIT). Nejvy3§i hodnota (349,8 mg.l™") detekované-
ho mnozstvi byla zaznamendna u kmene ¢. 1Dy. Jednalo se o rod Enterobacter, ktery byl
izolovan z povrchové vody z piehradni nadrZe Bystticka. ZvySend hodnota (268,0 mg.1™")
produkce biogennich aminti byla naméfena i u kmene ¢. 4Ex izolovaného ze studanky
Prlov, ten byl reprezentovan rodem Shewanella. U kmene ¢. 41 zastoupeného rodem Pseu-

domonas (izolace ze studénky Prlov) byla naméfena hodnota 134,9 mg.I". A zvysend hod-
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nota (108,9 mg.1™") produkce biogennich amind byla zaznamenana i u rodu Aeromonas,

kmen ¢&. 2C, ktery byl izolovan z La¢novskych rybnikda.

Pokud secteme celkové mnozstvi produkovanych biogennich amina bakteriemi z jednotli-
vych lokalit. Dostaneme se na podstatn¢ vysoké hodnoty. U vzorku €. 4 (studanka Vépen-
ka) je suma namétenych hodnot 1030 mg.l'1 a je nadlimitni. U ostatnich vzorkl povrcho-

vych vod se celkovd suma biogennich amind pohybuje v rozmezi 288,9 — 568,8 mg.l'l.

Rizikem pro lidské zdravi mize byt pfedevsim konzumace masa z ryb, které se bézné vy-
skytuji ve sladkych vodach. Pokud je maso Spatné skladovdno a upravovano, dochdzi
k jeho mikrobidlnimu kaZeni. Na mikrobidlnim kazeni rybiho masa se podileji predev§im
mikroorganismy rodu Pseudomonas a Alteromonas. Béhem kazeni rybiho masa se dobte
mnoZzi také kmeny rodu Moraxella — Acinetobacter [53]. Pokud je rybi maso uchovavano
pii vyssich teplotach, dochazi k mnozeni rodt Bacillus a Micrococcus. U ryb skladovanych
pfi chladirenskych teplotach jsou to Pseudomonas spp. a Shewanella putrefaciens [54].
Dochézi k odbourdvani vodorozpustnych dusikatych sloucenin rybiho masa, pficemz vzni-
kaji nepiijemné zapéachajici latky jako amoniak, sirovodik, dimethylsulfid, dimethylamin
apod. Typicky pro kazeni rybiho masa je trimethylamin, ktery je podstatnou sloZkou rybi-

ho aroma [53].

U ryb s vysokym obsahem histidinu vznika v disledku dekarboxylace biogenni amin histi-
din, ktery miZe zplsobit otravy rybim masem. Koncentrace histaminu je v mase zmin¢-
nych ryb indikétorem Gerstvosti [53]. Ustav potravindiskych véd na Tchaj-wanu se zabyval
zkoumdnim solenych rybich vyrobkd, pfitomnosti histaminu a histamin tvoficich bakterii.
Mez piipustnd pro mnoZstvi histaminu ve vyrobku je 50 mg.kg'1 vyrobku. Tuto mez pfte-
krocilo témét 11 % odebranych vzorkl. Nejvyznamnéj$im mikrobidlnim producentem his-
taminu obecné je Bacillus megaterium [55]. U kmene €. 2C byla zvySena produkce pravé
histidinu a to v mnoZstvi 108,9 mgl”'. Tento kmen (rod Aeromonas) byl izolovany

z Lac¢novskych rybnikd, které jsou pro chov sladkovodnich ryb urceny.

Skladovani pii nizké teploté sniZuje rychlost tvorby biogennich amint v rybach. Yoshida a
Nakamura (1982) zjistili, Ze v Cerstvych rybdch nebyla zjiSténa Z4dnd stopa histaminu, ale
kdyz cerstvé makrely ponechali stat pii pokojové teploté, hladina histaminu se zvySila az
na 28,4 mg.I"! po 24 hodindch a na 1540 mg.1"' po 48 hodindch. Histamin narostl o 37,8 %

(38 °C) a byl zavisly na mikrobidlni ¢innosti [56]. Obsah biogennich amint v sardinkdch
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skladovanych v chladni¢ce se sice postupné zvySoval, ale toxickd droven histaminu byla

vyvinuta pouze tehdy, kdyZ byly sardinky v pokroc¢ilém stadiu rozkladu [56].

Putrescin, kadaverin a histamin byly detekovany v syrovych rybach — k rychlému narastu
jejich koncentraci dochézelo vlivem nevhodnych skladovacich podminek (36 h pfi 21 °C)

[56].

Problém miiZe nastat taky pfi tpravé rybiho masa uzenim. Udici proces probihd ve tfech
fazich — nasoleni, ¢astecné vysuSeni a pusobeni chemické slozky koutfe. Pomoci kouie
z tvrdého dieva se zabraiiuje pomnozovani mikroorganismi a tvoii se typické aroma a
chut’. Pfi nedodrzeni technologického zptsobu uzeni miize dochdzet k infekci stfevniho
traktu ryb bakterii Aeromonas hydrophila. Tato bakterie je pfitomna zejména u makrel, kde

muze pii Spatném technologickém postupu vytvéret biogenni aminy [52].

I kdyZ je ptitomnost jednotlivych biogennich aminti ve vyrobcich z ryb spojovéna s jejich
Spatnym skladovanim nebo technologickym postupem pii zpracovani vyrobku, je mozZné si
polozit otazku, zda jednotlivé biogenni aminy nebo bakterie s dekarboxylasovou aktivitou
nejsou pritomny i prostiedi, kde tyto ryby Ziji. Tato bakalarska prace dokumentuje, Ze bak-
terie s dekarboxylasovou aktivitou, které se podileji na produkci BA, jako napi. Pseudo-
monas sp. nebo Shewanella sp. (bakterie izolované z ryb), jsou pfitomny v povrchovych
vodach (napf. ve studance s pitnou vodou nebo v chovném rybniku). Jaké mnoZstvi jednot-
livych BA se nachézi pfimo v povrchovych vodach, mohou zjistit analyzy vzorkli pomoci

ruznych instrumentdlnich metod (napt. HPLC nebo UPLC/MS).
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ZAVER
7.5 vzorkl povrchovych vod bylo izolovano celkem 55 kolonii — 7 kolonii z vodni nadrze

Bystficka, 7 kolonii z rybniku Lac¢nov, 10 kolonii z rybniku Neratov, 16 kolonii ze studan-

ky Prlov a 15 kolonii ze studdnky Vépenka.

Vice nez polovina kolonii kultivovanych jak pii 25 °C, tak pii 37 °C byly na oxidasovy test
pozitivni. 2/3 kolonii kultivovanych pfi 25 °C bylo katalasa pozitivni a bakterie, které byly
kultivovany pfii 37 °C byly vSechny katalasa pozitivni.

70 % vSech izolovanych kolonii bylo gramnegativnich, barvivo z bunék se odbarvilo, coz
je pti€inou nepiitomnosti teichoové kyseliny v bunécné sténé a zbylych 30 % kolonii bylo
grampozitivnich. Pievdzna vétSina bakterii (61 %) méla tvar tyCinek, 20 % tvar kokotyc¢i-

nek a vyskytovaly se i bakterie ve tvaru kokt a sporulatti.

Identifikace bakterii byla provedena metodou MALDI/TOF a z plivodnich 55 kolonii bylo
spolehlivé identifikovdno 37 bakteridlnich kmenii. Nejcastéji se vyskytovaly bakterie rodu

Pseudomonas (ve 13 vzorcich) a bakterie rodu Acinetobacter (v 11 vzorcich).

Screening dekarboxylasové aktivity u izolovanych bakterii probihal kultivaéni metodou,
ktera se projevila jako ne moc spolehliva. Vysledky této metody ukdzaly, Ze vSechny izo-
lované bakterie vykazuji schopnost produkovat biogenni aminy. Z toho diivodu byly sta-
noveny mnoZzstvi jednotlivych biogennich amini metodou vysokouc¢inné kapalinové chro-
matografie s UV/Vis detekci. Mezi nejCastéji detekované biogenni aminy patfil spermin a
spermidin, které produkovaly vSechny izolované bakterie. Dalsim pomérné Casto deteko-
vanym biogennim aminem byl kadaverin, ktery produkovalo 26 kment. Produkce tyrami-
nu byla zaznamenédna u 11 sledovanych kmenta a produkce putrescinu u 10 sledovanych
kmenii. Naopak produkce histaminu byla zaznamendna jen u dvou kmenii a produkce
tryptaminu pouze u jednoho kmenu. Posledni stanovovany biogenni amin — fenylethyla-

min, neprodukuje Zadny ze sledovanych kmend.

V experimentech provadénych v ramci této bakalarské prace bylo zjiSténo, Ze mnoZstvi
vyprodukovanych jednotlivych biogennich amint nepfekrocilo v zadném z testovanych
vzorkl koncentrace, které by byly nadlimitni z hlediska bezpe¢nosti pro zdravi ¢lovéka.
Nicméné celkovd suma biogennich aminii, které mohou vSechny bakterie pfitomné

v jednotlivych vzorcich povrchovych vod vyprodukovat, se této hranici velmi blizila.
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Bylo prokazano, ze v povrchovych vodach, které uzivaji 1idé k piti (studanky), nebo ve
kterych se koupou (rybniky) ¢i lovi ryby (chovné rybniky), jsou pfitomny bakterie
s vyznamnou dekarboxylasovou aktivitou a je zde velkd pravdépodobnost, Ze v téchto vo-

dach budou piitomny biogenni aminy, jako je napf. spermin, spermidin ¢i kadaverin.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AGM

AMK

ARG

BA

CAD

CE

DNA

FD

G+

GABA

GC

HIA

HIS

HPLC

IR

LYS

MALDI

MPB

MS

ORN

PCR

PEA

PHE

Agmatin

Aminokyselina

Arginin

Biogenni amin

Kadaverin

Kapilarni elektroforéza
Deoxyribonukleova kyselina
Fluorescenc¢ni detektor
Gramnegativni

Grampozitivni

Gama aminomdselna kyselina
Plynova chromatografie
Histamin

Histidin

Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie
Infracervend spektrometrie
Lysin

Laserova ionizace za ti¢asti matrice
Masopeptonovy bujén
Hmotnostni detektor

Ornitin

Polymerazova fetézova reakce
Fenylethylamin

Fenylalanin
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PUT

RNA

SPD

SPM

TOF

TLC

TPA

TRA

TRP

TYA

TYR

UV/Vis

UPLC

Putrescin

Ribonukleova kyselina
Spermidin

Spermin

Analyzator doby letu
Tenkovrstevnd chromatografie
Tryptamin

Tyramin

Tryptofan

Tryptone Yeast Extract Agar
Tyrosin

Spektrofotometricky detektor v oblasti UV zafeni a viditelného zaieni

Ultrauc¢innd kapalinova chromatografie
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PRILOHA P 1: MAPA ODBEROVYCH MIST VZORKU
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Legenda: vzorek €. 1 — vodni nadrz Bystiicka (Bystficka); vzorek €. 2 — Prostifedni la¢nov-
sky rybnik (La¢nov); vzorek €. 3 — rybnik Neratov (Prlov), vzorek €. 4 — studdnka Prlov
(Prlov); vzorek €. 5 — studdnka Védpenka (Valasska Polanka)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 65

PRILOHA P 2: PRESNA POLOHA ODBEROVYCH MIST VZORKU

Vzorek €. 1 — vodni nddrZ Bystficka, Bystiicka (49.421998, 18.032578)
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Vzorek €. 3 — rybnik Neratov, Prlov (49.244215, 19.986719)

Prlov 48
756 11 Prlov
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Vzorek €. 5 — studdnka Vépenka, Valasska Polanka (49.259832, 17.987715)

L JF. g ( L 3
1 ! )

B

= I Restaurace Paradol

Yo
Jedrota SD Visetin @

| Valasska Polanka 403
756 1 Valadsks Polanka Q




