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ABSTRAKT

Biogenni aminy jsou latky vznikajici v potravinagtinkem mikrobialnich enzytm Vysoké
koncentrace biogennich amimohou mit negativni vliv na lidské zdravi. Praeezabyva
vlivem vrgjSich faktofi (vliv aerobniho a anaerobniho piesti, viv pidavku
aminokyseliny histidinu otzné koncentraci, vliv teploty, vliv pH, viivifdavku NaCl a vliv
piitomnosti kofaktoru pyridoxal-5-fosfatu), které naoeh oviiviiovat dekarboxyldzovou

aktivitu enterobakterii.

NejvysSi produkce histaminu byla zfisa v gFipad, Ze bylEnterobacter aerogendSCM

2531 kultivovan bez fiistupu kysliku pi teplot& 37 °C v bujonu o pH 6 se 2,0 % (w/v)
histidinu a 0,005 % (w/v) pyridoxalfosfatu. Dekaxgthzova aktivita byla u tohoto kmene
ovlivnéna zejména pH, dostupnosti kysliku a koncentréiciapé aminokyseliny, ostatni

testované faktory gty na produkci histaminu mensi vliv.

Klicova slova: biogenni aminy, histamienterobacter aerogenes

ABSTRACT

Biogenic amines are substances formed in food byne@ activity. High concentrations of
biogenic amines may have negative effect on huneaitth This dissertation is describing
the effect of external factors (aerobic and anaerobnditions, addition of amino acid-
histidine in various concentrations, temperaturd, pddition of NaCl and presence of
cofactor-pyridoxal-5-phosphate), which may affectecarboxilating activity of

enterobacteria.

The highest production of histamine was found isecavhereEntrobacter aerogenes
CCM 2531 was cultivated in anaerobic conditionshwémperature of 37 °C on cultivation
broth of pH 6 with 2,0 % (w/v) of histidine and 0® % (w/v) pyridoxal phosphate. For
this strain of bacteria the decarboxylating actiwitas affected by pH, accessibility of
oxygen and by the concentration of added amino. dtid other factors tested affected the

production of histamin not as significantly.

Keywords: biogenic amines, histamit&terobacter aerogenes
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UvoD

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni alifaticképmauatické nebo heterocyklické bazickeé
sloweniny odvozené od aminokyselin, které jsaiigmny v Zivych organizmech &irg se
podileji na metabolickych procesech. Nachazeji aeé tv potravinach, kde vznikaji
dekarboxylani ¢innosti rekterych mikroorganiziin (zejména hnilobnych bakterii a bakterii
mlééného kvaseni). Pro zdravé osoby iegistavuji biogenni aminy wbné davce zadné
riziko, avSak ve vysokych koncentracich se mohamjepovat jako latky psychoaktivni a
vazoaktivni. Vymezeni fpsné hragni hodnoty toxicity biogennich aniinje u iznych
jedinal velmi obtizné, nelbtoxickd davka je sik zavisla na vykonnosti detoxi&aiho

mechanizmu jedince.

Biogenni aminy mohou slouzit jako indikatory pracefermentace potravin nebo jejich
kazeni. Mezi faktory, které ovliwji tvorbu biogennich aminu bakterii, paf teplota, pH
prostedi, aktivita vody, aerobni/anaerobni pfedf, dostupnost zdribjuhliku (nap.
glukdézy), gitomnost #stovych faktoli, koncentrace NaCl, ffjomnost soli a jinych

pridatnych latek aj.

Schopnost dekarboxylace aminokyselin byla &jgt u mikroorganiziin které disponuji
prislusnymi enzymy. Mezi takové mikroorganizmy Izefazit mnohé bakterigieledi
Enterobacteriaceaezastupce raddPseudomonas, Clostridium, Bacilluskterie mléného

kvaSeni a mnohé dalSi mikroorganizmy

Cilem této diplomové prace bylo provést studii,které byly sledovany soubory &gich
faktoni, jeZz mohou ovlivnit produkci histaminu u enterotmak, konkrét# u kmene
Enterobacter aerogengsCM 2531.
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1 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni alifatické anigké latky, které vznikaji
v potravinach nepsgji dekarboxylaci aminokyselintgobenim dekarboxylaich enzyn.
Bézre se podileji na metabolickych procesech v zivydnith a vykazujitizné biologické

acinky. Na lidsky organizmus maji ve vySSich davkéefativni @inky. [1]

V nizkych koncentracich jsou biogenni aminyrqzenou sloZzkodtady potravin, &které
vznikaji @i jejich zpracovani (nap pasobenim enzythnebo vysokych teplot). Ve vysSich
koncentracich se vyskytuji ve fermentovanych patémh, kde vznikaji cinnosti

mikroorganiznd. [2]

Nekteri zastupci biogennich anfinrmohou byt tkéovymi hormony (histamin), stavebnimi
latkami pro syntézu dalSich hornio(nag. fenyletylamin), fytohormoin alkaloich a dalSich

sekundarnich metabadiitrostlin. [2]

Mezi biogenni aminy se dnegdi asi 40 slotenin, z nichZz nejzn&&si jsou histamin,
kadaverin, tyramin, putrescin, agmatin, fenyletytgrkadaverin, dopamin, tryptamin a jiné.

[3]

1.1 Vznik a rozdéleni biogennich amim

V posledni dob znané zesilil vyzkum podminek vzniku biogennich afninpotravinach a
jejich inka na lidské zdravi. Je z&ben d¥mi sméry - na zdravotni nezdvadnost potravin

a na biogenni aminy jako ukazatele bakterialnitaklemlu bilkovin.

Biogenni aminy vznikaji jako produktyéiné metabolickécinnosti rostlin, zviat a
mikroorganizni. Vznikaji z aminokyselin fsobenim dekarboxyldz, z nichz mnohé obsahuji
jako kofaktor pyridoxalfosfat. V potravinach a ptinovych surovinach vznikaji riejst;i
dekarboxylaci firozenych aminokyselingsobenim bakterialnich dekarboxyiéch enzym

(obr. 1 az 5). Dal8i moznou cestou vzniku je tramsace aldehyi a ketoid. [2]
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HsN | /> HoN | />
histidin histamin
Obr.1. Vznik histaminu z histidindgobenim enzymu histidindekarboxyl§lza

w K\/V

Ha lysin kadaverin

Obr.2. Vznik kadaverinu z lysinggobenim enzymu lyzindekarboxyl§lza

A

agmatin

MNH

NH, putrescin

Obr.3. Vznik agmatinu a putrescinu z argininispbenim enzymu

arginindekarboxylaz#l]
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Obr.4. Vznik putrescinu z ornitinuzgobenim enzymu ornitindekarboxyldth

OH
o=
—_— —_—
NH, NH. NH;
OH OH oH

tyrosin tyramin oktopamin

Obr.5. Vznik tyraminu z tyroxinuipobenim enzymu tyrozindekarboxylazy a jeho nasledna

oxidace na oktopamifi]

NejcasgjSimi producenty biogennich anlinjsou mikroorganizmy z rad Citrobacter,

Escherichia, Proteus, Pseudomonas, Lactobacillugdidtoccus, Enterococcus

Streptococcud3]
Podle chemické strukturydheme biogenni aminy ro&i na [2]:
1. alifatické — putrescin, kadaverin,
2. aromatické — tyramin, fenyletylamin,
3. heterocyklické — histamin, tryptamin,
4. polyaminy — spermidin, spermin, agmatin.
Pro vznik vyznamgsiho mnoZstvi biogennich anlisplreny nasledujici podminky:

- pritomnost a dostupnost volnych aminokyselin v sdibst(potravis),
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- pritomnost mikroorganizins dekarboxyldzovou aktivitou,
- vhodné podminky praist a mnozeni mikroorganizim
- dalezitym predpokladem je také proteolyza.

Tvorba biogennich amin v potravinach zavisi také na aktévit mikrobialnich
dekarboxylgnich enzymi. Ta je ovliviena mnoha faktory - teplotou, dobou skladovani,

aktivitou vody, pH, redoxnim potencialem nebo olesalsoli. [4]

Dekarboxylaci argininu (arginindekarboxylazou) ¥&niagmatin a déle putrescin (1,4-
diamonibutan). Ten vznikd takéiimo dekarboxylaci ornitinu ornitindekarboxylazou
(ornitin vznika z argininu fisobenim arginazy obr. 3, 4). Z putrescinu vznikdylaei S-
adenosylmetioninem  spermidin  a dale spermin. Dekataci fenylalaninu
fenylalanindekarboxylazou vznika 2-fenyletylamirtymzinu cinnosti tyrozindekarboxylazy
tyramin a jeho oxidaci oktopamin (obr. 5). Z lyzmenik4 pisobenim lyzindekarboxylazy
kadaverin (obr. 2). Z histidinu vznika jako produdekarboxylace histidindekarboxyldzou
histamin (obr. 1). Z DOPA (dihydroxyfenylalaninu) znikA dopamin (fisobenim
dihydroxyfenylalanindekarboxylazy), oxidaci dopamimznikd hormon tkrg nadledvinek
noradrenalin (norepinefrin) a jeho reakci s S-adgintetioninem dalSi hormon nadledvinek
adrenalin. Dekarboxylaci tryptofanu tryptofandekesjdazou vznika tryptamin, ze kterého
se tvdi hormon serotonin, serotonin-N-acetyltransferaamnika ze serotoninu N-
acetylserotonin a zéppuasobenim hydroxyindol-O-metyltranferazy hormon rreatéd. [1]

Schématicky je tvorba biogennich athanazorgna na obr. 6.
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Tyrosin Histidin~ Tryptofan  Lysm  Glutamin — Orpitin <—— Arginin
Dekatboxylizy r—‘
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E

Tyramn Histamin ~ Tryptamin ~ Kadavern Spermine s Putrescin £ Spermidin

t T

Obr.6. Tvorba biogennich amir5]

1.2 Biologicky vyznam a ®&inky biogennich amini

Biogenni aminy jsou pro organizmus nepostradatalio#iZi jako zdroj uhliku, prekurzory

hormoni nebo samy {sobi jako hormony, protairna alkaloid. [2]

U Zivocichi jsou nezbytné praadu fyziologickych funkci, zvlast histamin, tyrozin,
putrescin, spermidin a spermin. V @¢pam gipac pri nadnérném gFijmu potravou jsou

schopny zpsobovat @izné otravy. Mohou se pak projevovat jako latky [1]:
 psychoaktivni (jevi se jakagnaSei v centralnim nervovém systému)

» vazoaktivni (fisobi gimo nebo nefimo na vaskularni systém), dale seéli cha

vasokonstraktibilni (naptyrozin) a vazodilaini (nag. histamin)
 vazokontraktibilni (tyrozin)

* vazodilaténi aminy (histidin)
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Tab.1. Biologicky vyznam jednotlivych biogenniclinam[1]

Biogenni amin

Biologicky vyznam

Histamin Lokalni tkdovy hormon, snizuje krevni tlak, sekreci Zaknie¥avy,
Gcast @i anafylaktickém Soku a alergickych reakcich

Kadaverin Stabilizace makromolekul (nukleovych Kky$e subcelularnich strukty
(ribozomi), stimulace, diferenciace b&éky rostlinny hormon

Putrescin Stabilizace makromolekul (nukleovych kgsesubcelularnich strukty
(ribozomi), stimulace, diferenciace b&éky rostlinny hormon

Agmatin Stabilizace makromolekul (nukleovych kysglisubcelularnich strukty
(ribozomi), stimulace, diferenciace b&éky rostlinny hormon

Fenyletylamin Prekurzor tyraminu

Tyramin Prekurzor dopaminu, lokélni tigdvy hormon, zvySuje krevni tlak
kontrakce hladkého svalstva

Dopamin Mediator sympatickych nérv

Tryptamin Lokalni tkdovy a rostlinny hormon, vliv na krevni tlak a péalsku

strev, psychické funkce

1.2.1 Ug¢inky biogennich amini

=

=

a

Biogenni aminy jsou ifrodni antinutini latky a jsou dlezité z hlediska hygieny potravin.

Jsou zdrojem dusiku, prekurgohormori, alkaloidi, nukleovych kyselin a protdin

Ovliviiuji mnohé procesy v organizmu, jako jsou [6]:

- regulacedlesné teploty,

- prijem Zivin,

- zvySeni nebo snizeni krevniho tlaku.

Byly ozna&eny jako jedna zifitin mnoha potravinovych otrav. Jsou pang stabilni,

odolavaji teplu, fezivaji v kyselych a zasaditych podminkach. Mikach pini fizné
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specifické funkce jako je n#églad kontrola a inhibice translace mRNA do bilkowa
regulace translace. Jsou nepostradatelné pro angasi ale ve vysokych koncentracich
mohou zgisobit otravu. Skodlivé dinky Ize atekavat pouze tehdy, pokud aminy maiji

pristup do krevniho aihu. [7]

NejcasgjSimi priznaky konzumace vysokych davek biogennich ansiau zvraceni, navaly
horka, poceni, fijlem, kete, dychaci potize, buSeni srdce, hypotenze neberteyze a
migrény. [8] V praxi se nestanovuji vSechny biogeaminy, ale ¥tSinou pouze histamin,
ktery ma pedepsané limitni hodnoty v potravinach, konk&étmmybach a vyrobcich z ryb.
Obecré se uvadi, Ze hrafmi hodnoty histaminu,ipkterych se z&naji projevovat fiznaky

otravy, jsou nad 100 mg v 1 kg (nebo I) potrav|dy.

Existuje ovSem individualni citlivostiei biogennim amiéim, roli hraji i ostatni faktory,
jakymi jsou mnoZzstvi sptgbované potraviny,iffomnost jinych toxickych latek apod. Pro-

to je velmi obtiZzné stanovit hranici toxicity biagéch amii. [4]

1.2.2 Histamin

Mezi nejzavazgsi (inky histaminu pdf anafylakticky Sok, jehozifznaky jsou zrychlené
dychani, zrychleny tep, vyrazna bledost, dusSnasg aiiize histamin zfisobit snizeni tlaku,
bolesti hlavy, které mohourg@chazet v silné migrény. DalSimi toxickymi projejgpu
kontrakce hladké svalovinyist jako BiSni kiece, zvraceni, gijmy. S otravou histaminem
miaZe souviset i zarudnutich kiaZe, potize s dechem ge$. NejétSi otravy z histaminu
zaznamenavaji zeirs vySSi konzumaci ryb. Otrava se projevuje v raimikolika minut
az ti hodin po poziti kontaminované potraviny. Projevsg pekrvenim oblieje a Sije,
silnym buSenim srdce.

U zdravéhocloveka existuje regulmi mechanizmus, ktery je schopny pomoci erizym
zvlddnout toxické €inky histaminu. \étSi mnoZzstvi histaminu, a nebo jinych biogennich
aminmi (putrescinu, kadaverinu, spermidinu, sperminu, &gm aj.) niZze tento systém
pretizit. Toxicky &inek zesiluje i poZiti alkoholickych nagoj[9], [10], [11], [12].

Scombroid syndrom

Scombroid syndrom je souhrrfignalki vyvolany pisobenim biogennich anfin zejména

histaminu, pijatych v potra¥. Potraviny nejasgji spojované se scrombrotoxicitou jsou
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ryby ¢eledi Scombridaea Scomberesocidagejména tiak, makrela, treska, sardinky nebo
herinek. Hladina histaminu schopna vyvolat scontbsyindrom se pohybuje mezi 20-100
mg histaminu na 100g rybiho masa. Obvyklé mnoZsstaminu obsaZzené v rybim mase je
vSak mnohem mensi, ve 100g se nachazieméd 0,1mg histaminu. Vedle koncentrace
histaminu se na vzniku sympténpodili mnoZstvi spéébované ryby a konkrétni pouzitéa
Cast ryby — nejrizikojSi je stednicést trupu. DalSimi potravinami, které mohou obsahov

vySSi mnoZstvi histaminu jsou zejména Spenat, llekanygervena vina a syry. [13], [14].

1.2.3 Tyramin

Tyramin je souasti alkaloid a dilezitych neuroamiih Z toxikologického hlediska je
tyramin spolu s histaminem jednim z biogennich &nmgmejzavazgSimi €inky. Mezi
piiznaky vyvolané otravou tyraminem pfiatvorba otok, silné bolesti hlavy spolu se
zvracenim, zvySend teplota a prudké zvySeni kreviigku, které rmize byt gFicinou

krvaceni do mozku a selhani srdce. [10], [11], [12]

Jeho toxicky efekt zavisi nafijtém mnoZstvi, itomnosti jinych biogennich aniina na

celkovém fyziologickém stavu jedince. [15]

1.2.4 Putrescin a kadaverin

Putrescin a kadaverin jsou toxickérpdré se vyskytujici aminy Zijsobujici nefijemny

zapach rozkladajicich se z#ignych €l (tzv. mrtvolné jedy).[16], [17]

Pri vareni vznikaji z putrescinu a kadaverinu tzv. sekuamidaminy piperidin a pyrolidin,

které jsou limitnim faktorem pro tvorbu nitrosafifez jsou silé karcinogenni. [18]

1.2.5 Spermidin

Mnohé vyzkumy prokazaly, Ze zvySena iga sperminu, spermidinu a putrescinu je
nezbytna pro rychlytist tkani. Z tohoto @vodu byl zkouman vlivéchto biogennich amin
na pabéh nadorovych onemoéni, @icemz prag inhibice jejich biosyntézy iedstavuje
jednu z moznostiip lé¢bé rakoviny. Spermin, spermidin a putrescin se Bdvayzna&uji
antioxida&nimi &inky, které souviseji s @em aminovych skupin v molekule, jejichz efekt

se niize projevit nap inhibici oxidace polynenasycenych mastnych kys€li]
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1.3 Vyskyt biogennich amini

Zjistovani obsahu biogennich arfimam slouZi k identifikaci kvality a jakosti potiav
Odstrani jiz vzniklych biogennich aminv potravig je velmi obtizné. Nejvhodsim
postupem je dodrZzovani takovych technologickychtyguis a hygienickych podminek
vyroby, které brani jejich vzniku. Nej@zitéjSim opatenim pro zabr&mi tvorby amid je
pouzivani vhodné teploty skladovanti PO °C je produkce aminvelmi zpomalena aip
5 °C témdr ustava. S teplotou souvisi také doba skladovamiakstu obsahu biogennich

amini dochazi n€pstji behem doby skladovani). [3]

Biogenni aminy se vyskytuji prakticky ve vSech peinach jako &né produkty
metabolizmu mikroorganizin Podle zf@sobu tvorby biogennich anfinlze potraviny

rozclit na fermentované a nefermentované. [19]

1.3.1 Nefermentované potraviny

V nefermentovanych potravinach (maso,isk@ ryby, zelenina, ovoce) vznikaji biogenni
aminy hlavé pasobenim kontaminujici mikrofléry éhem skladovani, coz ke byt
ukazatelem jakosti vstupni suroviny a ur®vhygieny khem vyrobniho procesu a
skladovani20]

1.3.1.1 Maso, masné vyrobky a ryby

V mase, masnych vyrobcich a rybach jsou nejviceaddyy/ biogenni aminy histamin,
tyramin, putrescin a kadaverin. Jerstvych ryb je jejich koncentrace nizka, avSak
skladovanim, skladovaci teplotou ailpthem zrani se jejich obsah zvySuje. Uidka a
jinych makrelovitych ryb bylo zaznamenano zvySem@orstvi histaminu, které zde vznik4

premenou histidinu Histamin a tyramin fedstavuji nejgtsi toxikologické riziko. [19]

Psychrofni halofilni bakterie obsaZzené viskych rybach jsou schopny produkovat vysoké
mnoZstvi histaminu jiz iip nizkych teplotach (2,5 °C). Nizké skladovaci tgypljsou tudiz

nedostaujici k potlaeni vzniku biogennich amin predevsim histaminu. [7], [19]

Tyramin, kadaverin, putrescin, spermidin a speraisazené v mase a masnych vyrobcich
se pouzivaji jako indikator§erstvosti masa. Jejich obsah se zvySuje se skladte@otou.
Cerstvé maso &sinou obsahuje maxim&lrdo 7 mg/kg kadaverinu a putrescinu, zkazené

maso 60 mg/kg a vice. [1]
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1.3.1.2 Ovoce a zelenina

Cerstvé ovoce v neporuseném stavu obsahuje nizkéektrace biogennich aniinJejich
hladiny se mohou zvysit nedodrzenim skladovacidinpoek a Spatnou manipulacghiem
mechanického zpracovani, i p kterem niZe dojit ke kontaminaci ipdevsim

dekarboxylujicimi bakeriendelediEnterobacteriaceadl]

Hlavnim biogennim aminem v ovoci i zelehife tyramin. Nach&zi se napv bananech
(65 mg/kg), vcerveném via (25 mg/kg), malinové taw (66 mg/kg) nebo v jablkach
(11 mg/kg). Ostatni biogenni aminy se vyskytujivecd a zelenid v menSim mnoZstvi.
Histamin je obsaZen napv malindch, bananectierveném vinu, réatech a Spenatu.
Fenyletylamin se nachazi ve vinu a bananech, mitrespomeradich a pomerafové
&aw, mandarinkach, grapefruitovych dZzusech¢atgch a mrkvi. Spermidin byl zj&t v
hruskach, listové zelerdin kvétdku, brokolici a mrkvi, kadaverin ve vodnich meieah,
dopamin, a tryptamin v k¥aku a rajatech a dopamin, serotonin a noradrenalin v bahanec
[1], [21], [22]

1.3.1.3 MIéko a mlgné vyrobky

V mléku a miénych vyrobcich zavisi tvorba biogennich aimima obsahu aminokyselin a
peptidi, na gitomnosti bakterii schopnych dekarboxylace, na kphcentraci soli, aktivit
vody, technologii vyroby, dabzrani a skladovani, mnozZstvi mikroorganizeng-itomnosti
kofaktor (nag. pyridoxalfosfatu). [1] Koncentrace biogennich aimv cerstvém miléce je
menSi neZz 1 mg/kg. Jedna segevsim o histamin a tyramin. Obsah histaminu \cen|é
0,5 az 0,8 mg/kg, v suSeném mléce 131 mg/kg a obgaminu 42 mg/kg. Obsah
biogennich amiinv syrech mze byt i vySSi nez 1 g/ki23]

1.3.2 Fermentované potraviny

Fermentované potraviny obsahuji vice mikroorgafizkteré mohou tviit biogenni aminy,
nez potraviny nefermentované. Z toxikologickéhallslea se jedna o neijbzitejSi skupinu
potravin s rizikem vysokého obsahu biogennich amkiteré zde vznikaji kro&nmikrobialni
dekarboxylace aminokyselin také transaminaci aldietey ketod. Mezi hlavni biogenni
aminy objevujici se ve fermentovanych potravinéatii zejména tyramin, 2-fenyletylamin,
tryptamin, kadaverin, putrescin a histamin. Jejutozstvi ale neni konstantni, rozdily jsou

udavany i mezi stejnymi typy vyrobk OdliSné obsahy biogennich adinavisi na mnoha
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faktorech jako je kvalitativni a kvantitativni sex#m mikrobialni flory, chemicko-
fyzikalnich faktorech, hygienickych postupechi pyrobé a na pitomnosti prekurzar

biogennich amih (zejména dostupnosti aminokyselin). [1], [24],][25

Hlavnimi biogennimi aminy obsazenymi v syrech jspomatické aminy tyramin a histamin,
diaminy kadaverin a putrescin a dalSi biogenni gnkteré se v syrech vyskytuji v nizkych
koncentracich, jako j@-fenyletylamin, tryptamin, oktopamin, dopamin aaenin. Vyssi
mnozstvi biogennich aniirse tvdi v syrech holandského typu a tygedar nez v samotném
cerstvém syru. Bakterie tvigi biogenni aminy jsou spiSefigpmny v mléce ped
zpracovanim (jako tzv.termorezistentni non-stasé@roakterie mného kvaseni) nez jako
kontaminanty v prbéhu zpracovani. [1], [26], [27]

1.3.2.1 Fermentované masné vyrobky

Pri fermentaci masa vznikaji biogenni aminy jak phladirenskych, tak iip vySSich
teplotach (25 °C). Ne@irgjSimi biogennimi aminy ve fermentovanych masnyctobgich
jsou tyramin, putrescin, histamin, kadaverig—#enyletylamin. Jejich tvorbu Zisobujerada
faktoni jako je kvalita vychozi suroviny, vgb startovaci kultury, dostupnost substratu,
aktivita vody, pH a dalsi. [1], [25], [28].

1.3.2.2 Fermentovand zelenina

Fermentovana zelenina obsahujiedevsim kadaverin, putrescin, histamin, spermidin a

tyramin.

U kysaného zeli je obsah biogennich d@njnim z jakostnich ukazatiel technologii jeho
vyroby. Pro spontarnkysané zeli je charakteristicky vysoky obsah himgeh amid,
nejvice se jich hromadi v solném nalelseuconostoc mesenteroidpsodukuje putrescin,
laktobacily putrescin a tyramin, pediokoky histamidbsah tyraminu dhem skladovani
roste. Obsah vSech biogennich airire snizit pidavkem vhodnych startovacich kultui p
nakladani zeli. [7], [17].

1.3.2.3 Napoje

Fermentované alkoholické népoje mohou obsahovatvelkém mnoZstvi agmatin,

kadaverin, etanolamin, histamin, putrescin a tyng2®]
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Biogenni aminy obsazené v pivu pochazégdevsim z pouzitych surovin, z fermeintia
faze wvyroby piva a mikrobialni kontaminac&hbm vyrobniho procesu nebcshem
skladovani. [30]

Sladovnicky jémen je zdrojem agmatinu, putrescinu, spermidinypermsinu a to i za
steriinich podminek. Nejvice biogennich aiminznika Ehem hlavniho kvaSeni. Za
indikatory kontaminace ipdevSim mignymi bakteriemi, se povazuji zvySené obsahy
tyraminu a kadaverinu. Ke zvySeni obsahu biogenaigimi, zejména tyraminu, éize doijit

i béhem skladovani piva v obalech, pokud nebylo do&tateasterovano. [31]

Obsah biogennich aniinje u cervenych a bilych vin podobny, vyr&gi kvantitativni
rozdily nebyly zaznamenany. Nejh&gim aminem ve vihje putrescin, tyramin a histamin.
[32]

Na hromaeéni putrescinu maji podilékteré kmenyOenococcus oeni. Oenococcus ojeni
negasejSim bakterialnim druhem pouzivanym jako startovadiura k vyvolani jablkno-
mlécného kvaSeni ve wn Putrescin vznika dekarboxylaci volného ornitirtdladiny
ornitinu jsou ve via obvykle nizké. Vysoké koncentrace putrescinu wgglyze schopnosti

Oenococcus oemyrobit ornitin degradaci argininu. [33]
Koncentrace biogennich anlife také zavisla na teploa délce kvaseni. [6]

Mnozstvi biogennich aminv ¢eskych pivech je znazaoimo v tabulce. [34]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

Tab.2. MnozZstvi biogennich aniin pivu[34]

Biogenni amin MnoZzstvi biogennich amin
Vv pivu v mg/kg
Histamin 0-22
Kadaverin 0-40
Putrescin 2-15
Spermidin 0-7
Spermin 0-4
Agmatin 1-41
Fenyletylamin 0-8
Tyramin 1-68
Tryptamin 0-5

1.4 Mikroorganizmy produkujici biogenni aminy

Biogenni aminy vznikaji dekarboxylaci aminokyseliomoci enzyrin produkovanych
bakteriemi. Pat mezi ®& nag. bakteridlni rody Citrobacter, Escherichia, Proteus,
Pseudomonas, Klebsiella, Micrococcus, Propionibagte, Salmonella, Shigella,
Lactobacillus, Pediococcus, Streptococcasrekteré dalSi hnilobné bakterie, bakterie
mlécného kvaseni a plisnMezi nejdilezitéjSi druhy mikroorganiziin s vyraznou produkci

dekarboxylaz pdt takéMorganella morganii, Klebsiella pneumoniae a Hafalaei. [4]

Nutno vSak také zminit fakt, Zeskteré mikroorganizmy v potravinach naopak biogenni

aminy odbouravajifseudomonas, Serratia, Sarcifa]

Schopnost jednotlivych bakterii dekarboxylovat akiseliny je velmi éizna. Dokonce i
raizné druhy jednoho rodu se mohou liSit v produkoigbnnich amin az o ti rady. Je

proto téndt nemozné najit korelaci mezi obsahy biogennich @mipaty gramnegativnich
baktérii. [2]
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Tab.3. Vyznamné mikroorganizmy produkujici bioganminy[1]

Potravina Mikroorganizmy Produkované aminy
Ryby Morganella morganii, Histamin, kadaverin,
Klebsiella pneumonie, Hafnia tyramin, putrescin,
alvei, Proteus vulgaris, agmatin, spermidin,

Clostridium perfringens, spermin

Enterobacter aerogenes,

Bacillus sp., Staphylococcus

xylosus

Syry Lactobacillussp, Histamin, kadaverin,
Enterococcus faecium, tyramin, putrescin,
Streptococcus mitis, Bacillus tryptamin

macerans, Propionibacterium

Sp

Maso a masné vyrobky | Pediococcus sp., Lactobacillus  Histamin, kadaverin,
sp.,Pseudomonasp,, tyramin, putrescin,
Streptococcus sp., Micrococcus fenyletylamin, tryptamin

sp., Enterobacteriaceae

Fermentovana zelenina | Lactobacillus plantarum, Histamin, kadaverin,
Leuconostoc mesenteroides, tyramin, putrescin,
Pediococcusp. fenyletylamin, tryptamin

Mnoho bakterii ¢eledi Enterobacteriaceaeprodukuje vysoké mnozstvi kadaverinu,
putrescinu a histaminu, a to zviSEnterobacter cloacgeEnterobacter aerogenea
Klebsiella oxytocaa steji tak i Escherichia colia Morganella morganii Vysoky obsah
enterobakterii, etrg koliformich bakterii, byl zaznamenancasném stadiu zrani syrale

jejich paset vyraze klesa v plibehu zrani a skladovani. [28]
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1.5 Faktory ovliviujici tvorbu biogennich amina

Tvorba biogennich aminje ovlivréna fadou faktoéi. Mezi nejdilezitéjSi, které ovliviuji
aktivitu mikrobialnich dekarboxytmich enzymy, pati ptitomnost volnych aminokyselin
(substratu biogennich andin pH, aktivita vody, pitomnost soli a kysliku, doba skladovani,
teplota, dodrzovani hygieny procesu ziskavani sarav jejich zpracovani ve vyréb
Podstatny vliv na vznik biogennich arnihraje vylr vhodné startovaci kulturyfipvyrobe

fermentovanych vyrohk [1]

1.5.1 Koncentrace substratu a pH

Optimalni koncentrace substratu (hapminokyselin) pro produkci biogennich athije
0,5-2%. VySSi koncentrace mohou dekarbadnilaaktivitu potl&ovat. Jako optimalni pH
pro dekarboxylaci aminokyselin se uvadi kyselé fieak, v rozmezi pH 2,5-6,5.uRt
bakterii v kyselém progdi stimuluje tvorbu dekarboxylaz. Prudkym sniZzepidochazi
k omezeni distu amino-pozitivnich mikroorganiZmzejména zeledi Enterobacteriaceae.

Naopak zvySenim pH prasdi dochazi k rychlému navySeni tvorby biogenniomé [18]

1.5.2 Teplota

Teplota je jednim z nejdezitgjSich faktofi, ktery brani vzniku biogennich aniin

Vyznamré ovliviiuje enzymatickou aktivitu mikroorganiZima tim i vznik biogennich
amini. Bylo zjiS€no, Ze pi skladovaci teplat 10 °C se biogenni aminy vyskytovaly
Vv potraviré ve zhruba 20x &Sim mnoZstvi neZipteplot skladovani 2 °C. Biogenni aminy

jsou termostabilni, tudiz na& mé& vaeni maly vliv. [28]

1.5.3 Pritomnost soli a kysliku

Soli maji na tvorbu biogennich anirétSinou inhibéni (Cinek. Zalezi vSak na pouZzité solici
smesi. Bylo zjiS€no, Ze pidavek dusitanové solici $si zpomali ést mikroorganizn vice

nez stejné mnozstvi oéyjné soli. [15]

Nizka koncentrace chloridu sodného zvySuje tvorbogdmnnich amiéi, ovSem p
koncentraci 3-6 % d%e byt produkce biogennich arinimnané redukovana. Tento efekt je

zesilen snizenim pH. [12], [35]
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1.5.4 Ostatni faktoty

Nejednoznanym faktorem s vliivem na produkci biogennich amja pritomnost kysliku,
protoZe biogenni aminy mohou byt teay mikroorganizmy aerobnimi, anaerobnimi i

fakultativre anaerobnimi. [24]

Také vysoké hodnoty vodni aktivity podporuji aktividekarboxylaz a tim i produkci

biogennich amih [36]
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2 CELED ENTEROBACTERIACAE

.....

gramnegativnimi §inkami. Enterobakterie jsou cel@tgveé rozstené, vyskytuji s&asto
jako sowast stevni mikroflory lidi i zvfat, kde mohou napadat intestinalni trakt a
zpasobovat piijmova onemocni. Dale se nachazeji g, vodk, ovoci, zeleniy, zrnech,
kvetoucich rostlinach a stromech, cizopasnydrvech a hmyzu. Existuje zira
rozmanitost v jejich ekologii, rozmezi hostitel&, patogeni&. V nedavné dob doslo
v souvislosti s novymi metodami identifikace bakterceledi Enterobacteriacea& mnoha
taxonomickym zrénam, byly popsany nové rody #gada novych drun Do celedi
Enterobacteriaceag v sodasnostiazeno celkem 48 rdgd mezi no¥ji pojmenované rody
této celedi mizeme z#adit tyto rody:Arsenophonus, Biostraticola, Brenneria, Budvicia,
Buchnera, Buttiauxella, Calymmatobacterium, Cedgece@ronobacter, Dickeya,
Ewingella, Kluyvera, Leclercia, Leminorella, Levane Mangrovibacter, Moellerella,
Obeseumbacterium, Pantoea, Pectobacterium, Phoboitig Pragia, Rahnella,
Raoultella, Saccharobacter, Samsonia, Shimwelli@adas, Tatumella, Thorsellia,
Trabusiella, Wigglesworthia, Xenorhabdus, Yokenefl&klinického hlediska paét mezi
nejdileZitéjSi zastupceteledi Enterobacteriaceaeody Escherichia, Salmonella, Shigella,

Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Proteus, Croaotera Yersinia.[37], [38].

2.1 Morfologie

Bakterie tétoceledi jsou gramnegativni rovnécinky, 0,5-2um Siroké a 2-3um dlouhé,
Jsou nepohyblivé nebo pohyblivé pomoci peritricic@ln biika, nekteré maji

polysacharidova pouzdra. Cysty ani endospory tieti@g], [40].
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Obr.7. Enterobacter aerogenpsl],

2.2 Kultivace

I

Enterobakterie jsou fakultatigranaerobni mikroorganizmy, které nejsatlip nara:né na
Ziviny a dolse rostou na &tSing béznych mikrobiologickych fid. VétSina druli roste dobe

pii 37 °C, avSak &které druhy rostou léperipniZsi teplot a jsou pi ni vice metabolicky
aktivni. Pro diagnostické cely se vyuzivaji specialni selektivniugy, odliSujici
enterobakterie na zakkdejich biochemickych viastnosti. Mezi tytaigy pati nagiklad
Endiv nebo MacConkeyho agar &peni laktézy), nebo agar s xyl6zou-lyzinem a
deoxycholatem (XLD agar), Simmons-citrat agar (Wadi citratu jako jediného zdroje
uhliku).[42]

Na pevnych pdach byvaji kolonie enterobakterii peme velké (2-3 mm), tvaray

rozlicné, od hladkych kruhovitych az po @8 s roztepenymi konci. lkteré rody byvaji
specifické svym vzhledem kolonii. Nidad rod Klebsiella tvori kolonie o pémeru 3-

4 mm, které jsou okrouhlé, hladkétSinou mukoézniProteusje charakteristicky svym
plazivym fistem. Nkteré druhy tvéi barevné pigmenty, né#éiglad Serratia nebo

Cronobacter (Enterobacter) sakazaKi 3], [44]

2.3 Biochemické vlastnosti

Mikroorganizmy z¢eledi Enterobacteriaceaéermentuji glukézu a jiné cukry nebo cukerné
alkoholy s tvorbou kyselin (hlagrkyseliny octové a mié) a gkdy i plynu (CQ a H),
rychle redukuji dughany na dusitany, jsou kataldza pozitivni @Swmou jsou oxidaza

negativni, vyjimkou je rodPlesiomonas|39], [40]
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Co se tyka konkrétnich bakterialnich diutéto celedi, tak ty se ve svych biochemickych
vlastnostech zraé odliSuji. Obeca plati, Ze komenzalové a saprofyté jsou powh

aktivni, zatimco parazitické druhy jsou aktivni rham méa. [40]

2.4 Klinicky vyznam

Bakterie ¢eledi Enterobacteriaceaebyvaji spojovany fedevSim se stvnim traktem
obratové. Ve stew mohou bsobit jako komenzalové, saprofyté nebo parazité.
Parazitické enterobakterie vyvolavaji v intestif@lntraktu stevni infekce a pijmovéa
onemockni, ktera mohou vést i k sepsiétéina ostatnich enterobakterii jsou obvykle
oportunni patogeny #gobujici infekce jen u pacignt ktei jsou imunosuprimovani,

katetrizovani nebo oslabeni. Jsou to tedy i vyzigirodci nozokomidlnich infekci. [45]

Pokud se tyto #tvni bakterie dostanou mimo intestinalni trakt, gedu nejasegjSimi
pavodci matovych infekci,éasté jsou i infekce respimaiho traktu, dale mohou épobovat

infekce ran, bakteriémie, septikémie, u novorodgrak velmi zavazné meningitidy. [46]

2.5 Produkce biogennich ami enterobakteriemi

Mikroorganizmy z¢eledi Enterobacteriaceaanaji vysokou dekarboxylazovou aktivitu a

negaseji byvaji spojovany zejména s tvorbou kadaverimuaescinu.

Studie provedené vitro autory Bover-Cid a kol. [47] ukazaly, Z&trobacter freundiia
Proteus vulgarigpati ke slabSim dekarboxylujicim dniuin, zatimcoEnterobacter cloacae
a rod Serratia produkuji kadaverinu a putrescinu vice. Na drubtyanu Durlu-Ozkaya a
kol. [48] zjistili, ze kmenyCitrobacter freundiia Enterobacter aerogeneasohouin vitro
tvorit vysoké hladiny kadaverinu a putrescinu. Zastugsledi Enterobacteriaceaenohou
také produkovat zmaé mnoZstvi histaminu a to zejmérnterobacter aerogenges

Enterobacter cloacae, Klebsiella oxytoadorganellamorganii

Tyto mikroorganizmy jsou obvykle v ko&eych produktech obsaZzeny v malych
koncentracich, ale nespravné skladovani syrovychermafi nebo nekontrolovatelna

fermentace mohou vést K jejich pomnozeni a rychléaninéni dekarboxylaz. [28]
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2.6 Zakladni charakteristika bakterie rodu Enterobacter

Bakterie roduEnterobacterjsou gramnegativni, fakultatigranaerobni pohyblivé &inky,
zkvaSuji sacharidy za vzniku G@Q H. Optimalni teplota tUstu je 30 az 37 °C. [49]
Zastupci rodu se vyskytuji verstnim traktu lidi i zviat, v rostlinach, sladké a odpadni

vod, sekundar&i v mléku. [50] Jsou zodp@dné za syntézu putrescinu a kadavefBiu.
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3 CILE PRACE

Cilem diplomové prace bylo provedeni studie, verétieyly sledovany soubory §8ich
faktoni, jeZz mohou ovlivnit produkci histaminu u enterotmak, konkrét# u kmene
Enterobacter aerogengsCM 2531.

Pro dosazeni dilbylo treba:

0 zpracovat reSerSi tykajici se problematiky biogemmimird, jejich vzniku a dinka
na lidsky organizmus. Dale bylofeba charakterizovat bakteri€eledi

Enterobacteriaceaa faktory ovliviujici produkci biogennich aniin

V ramci praktické&asti diplomové prace bylo nutné sledovasgbeni nasledujicich fakior

na produkci biogennich andin
o Vliv aerobniho a anaerobniho pristi,
o Vliv ptidavku aminokyselin oizné koncentraci,
o Vliv teploty,
o VlivpH,
o Vliv pridavku NaCl,
o Vliv ptitomnosti kofaktoru (pyridoxal-5-fosfatu).

Na zaklad teoretickécasti a vysledi praktickécasti byly zformulovany zavy produkce
histaminu kmenenknterobacter aerogeneSCM 2531 Bhem kultivace za sledovanych

podminek.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Pristroje

Autoklav 135 S, H+P VARIOKLAYV /H+P Labortechnik ANémecko/
Digitalni vahy KB 800-2 /Kern & Sohn GmbH &ékhecko/

Analyzator aminokyselin AAA 400 /Ingos Pral@R/

Chladntka Elektrolux

pH metr

Automatické mikropipety

Bézné laboratorni sklo a dalSi laboratorni material

4.2 Priprava pad a kultivace mikroorganizmu

Masopeptonovy bujon (MPB)

Beef-extract (masovy extrakt) 19
Pepton 19

NacCl 0,59
destilovana voda 100ml
Priprava @dy

Bylo navazeno fislusné mnozstvi jednotlivych slozek MPB a vSe bydapuséno ve

100 ml destilované vody. Sterilace pébla v autoklavu p 121 °C po dobu 15 minut.

Pro sledovani dalSich faktobylo vzdy do gdy pridano gislusné mnozstvi aminokyseliny
histidinu (sledované koncentrace 0,1; 0,2; 0,3; 0,6 a 2,0 % w/v) a NaCl (0,0; 0,5; 1,0;
2,0; 3,0; 4,0; 5,0 % w/v).

Pri sledovani vajSich vivi na produkci biogennich andinu Enterobacter aerogenes
CCM 2531 probihala kultivace v masopeptonovém huggridavkem histidinu o ffislusné

koncentraci (0 - 2,0 % w/v), NaCl (0-5% w/v) a pops pidavkem pyridoxalfosfatu
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(0,005 %w/v) pi 30 £ 1 °C nebo 37 + 1 °C v rozmezi 1 az 3i.dNMPB byl upraven na
vysledné pH 6, respektive na pH 7.

Pro tyto studie byl vybrafEnterobacter aerogeneSCM 2531, ktery byl ziskan @eské
sbirky mikroorganizri v Brreé (CCM).

Pro (el sledovani dekarboxylazové aktivity uvedeného nendyla vzdy fpravena
suspenze bwik, ktera byla v MPB sifidavkem aminokyseliny histidinu o koncentraci 0,2 %
(w/v) kultivovana pes noc, aby doSlo k pomnozZeni Bkina zarové Kk zahajeni

dekarboxyldzoveé aktivity bakterii.

Prislusny bujon (stznym obsahem histidinu, NaCl, pogpridavkem pyridoxalfosfatu a o
prislusném pH) o objemu 5 ml byl vzdy z&ovan 25 ul suspenze bakterii. Viv
aerobniho/anaearobniho pi@sti na produkci biogennich aniirbyl sledovan tak, Ze
polovina zkumavek byla kultivovdna aeréba druhd anaerobn Anaerobniho prostdi
bylo dosaZzeno zakdpnutim kultévdho média sterilnim parafinovym olejem. @dbzorki
pro analyzy probihal ¥asech 24, 48 a 72 hod a to tak, Ze vzdy byly n&hodebrany od

kazdého kmene a kazdé urévaktoru 2 zkumavky. Cely experiment byl opakovékréat.

4.3 Analyza produkce biogennich amiii

Produkce histaminu byla zjiidvana pomoci iont@avvyménné chromatografieChemikalie
pro @ipravu puffi a standardl pro ionto¥ vyménnou chromatografii byly dodany firmou Ingos,
Praha, Ceska Republika. Ninhydrin, metylcellosolvu (4 mol/§cetatovy pufr (pH 5,5) a
hydrindantin byly zakoupeny také od Ingos, Prak® jsestava ninhydrinovych reagens (pro
postkolonovou derivatizaci) a standarghro analyzu. Biogenni aminy (tyramin, histamin,
putrescin, kadaverin, spermidin a spermin) ptgpnavu standardu byly ziskany ze Sigma-
Aldrich, Inc., St. Louis, USA.

Kultiva¢cni médium bylo po inkubaci centrifugovano (10000 38 minut @i 4 °C) v
mikrozkumavkach. S#s byla gefiltrovana pes filtr o porozié 0,45 um. Testované vzorky byly
dle potebytedtny davkovacim pufrem. 100 pfipravené srési bylo automaticky nasknuto
do analyzatoru aminokyselin AAA400 (Ingos), jehaikssti byla kolona 55%3,7 mm naghé
iontomenicem Ostion LG ANG (Ingos). Detekce probihala po kashové ninhydrinové

derivatizaci spektrofotometrickym detektoretnygnové délce 570 nm.
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Biogenni aminy byly eluovany podle nasledujicihogpamnu: pufr A po dobu 0 — 60 min, pufr B
po dobu 60 — 86 min. Poté byla kolona obnovenargll NaOH po dobu 15 minut a
stabilizovana po dalSich 19 minut pufrem A. Teplatkbony byla nastavena na 65 °Ca@kova
rychlost pufru byla 0,3 ml/min, ninhydrinovélimidla 0,2 ml/min. Eluce probihalaipeplot
65 °C (0 —41 mina 111 — 120 min) a 45 °C (41 —rhir).

Kazda sms byla analyzovana minim&uplicitre.

4.3.1 Roztoky pro iontové-vyménnou chromatografii

 Pufr A (citronan sodny)

monohydréat kyseliny citronové (Lach-Ner).......... 1,509
dihydrat citronanu sodného (Lach-Ner)............. 21,00 g
NaCl (Lach-Ner)............cceveiiviiieienven.....5,00 g
KBr (Lach-Ner).......cooiiiiiiii e, 41,65 g
Izopropanol (Lach-Ner).............................250,00 ml

Jednotlivé komponenty byly smichany a dépindo 1 litru deionizovanou vodou.

* Pufr B (citronan litny)

monohydrét kyseliny citronové (Lach-Ner).......... 9,56 g
citronan litny (Lach-Ner)...............................2,08 ¢
LiCl (Lach-Ner).........ccooevviiiiiiiiiie e e .....6,68 g
azid sodny (Lach-Ner)..................eeeveeeeen.....0,10 g
thiodiglykol (Lach-Ner)............ccooiiiiinnn. 2,50 ml

Jednotlivé komponenty byly smichany a dépindo 1 litru deionizovanou vodou.

» Déavkovaci pufr |

monohydréat kyseliny citronové (Lach-Ner)......... 14§90
NaCl (Lach-Ner)...........ccoceieviiiiiiinine.. 11,50 g
azid sodny (Lach-Ner)..................eeeveeveeen.....0,10 g

thiodiglykol (Lach-Ner)............ccooiiiiiiiiis 5,00 ml
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Jednotlivé komponenty byly smichany a dépindo 1 litru deionizovanou vodou.

* Ninhydrinové ¢inidlo (ZMBCchemik, Vaclav Hauiek, Vrané nad Vitavou)

niNhydrin ... e 200 Q
hydrindantin...............ccooocciii 1 g
methylcellosolve (4mol/l).............coiiiiiiiiinn. 750 ml
acetatovy pufr (pH5,5).........ccoevvveviiineen...250 m

Jednotlivé komponenty byly smichany v uvedenémegoom

4.4 Kultivace E. aerogenew syntetickém médiu s aminokyselinami

V dalSi ¢asti prace byl sledovarist E. aerogenes syntetickém médiu s aminokyselinami
za (elem zjiskni, zda wkter4 z aminokyselin neni praist E. aerogenesesencialni
Syntetické médium bylofjpraveno smichanim nésledujicich aminokyselin {glycystein,
izoleucin, valin, leucin, tyrozin, fenylalanin, amtp, serin, metionin, treonin, prolin, histidin,
ornitin, lyzin, asparagin, tryptofan, kyselina gloiova, kyselina diaminopimelova a citrulin)
v koncentraci 0,1 g/lijtemz v kazdé fipravené srsi jedna aminokyselina ch§la. Takto
pripravena kultivani média byla rozpipetovana v mnoZzstvi 20@o jamek mikrotitrani
desttky a zagkovana 5pul suspenze bakterieenterobacter aerogene€CM 2531
narostenych ies noc. Destka byla gichystana tak, aby bylo mozné hodnotyrin
duplicitreé tzn., Ze byly vedle sebe ungisy dw stejna kultivéni média pro jednu bakterialni

suspenzi. Stefntak byla uskuténéna i pozitivni a negativni kontrola.

Vzorky, které mdly slouzit k pozitivni kontrole, obsahovaly kultivd@ médium
masopeptonovy bujon gidavkem aminokyselin. Jako negativni kontrola pa&lyg vzorky
kultivacnich pid aminokyselinami, ale bez bakterialni suspenzea @ebyl Zadny nést

mikroorganizni ocekavan.

Testovany kmen byl kultivovaniipteplott 25+1 °C za ofasného prdepavani po dobu
24 hodin. Bakterialni nést, resp. zima optické hustoty, byla gfena na fstroji TECAN
Sunrise TW/TC (TECAN, Rakousko)fipvinové délce 600 nm v 30-ti minutovych
intervalech. Bed n&fenim byly vzorky praepavany po dobu 10-ti sekund&éigi pristroj
disponuje softwarem pro komplexni redukci dat Miagelpomoci 8hoz byl TECANFrizen.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Produkce biogennich andirv potravinach je zavisla na mnoha faktorech, rhemiéradime
koncentraci sacharig které slouzi jako zdroj uhliku a energie pro bakt koncentraci
NaCl, dostupnost kysliku, ale takéitpmnou mikroflorou, mnoZstvi prekurZgrteplotu,

pH, aktivitu vody, redoxni potencial aj.[6]

Produkce biogennich aniinje rovreZz omezena mnozstvim dostupnych aminokyselin
v prostedi,[35] a proto bylo kultivani médium (MPB) obohaceno o 0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 1,0

a 2,0 % (w/v) aminokyseliny histidinu, ktera sldajako prekurzor pro tvorbu histaminu.

Kultiva¢ni teplota rovaz vyznam# ovliviiuje tvorbu biogennich aniin Nami zvolené
teploty (30 a 37 °C) vyhovuji optimalnistové teplat kmenu Enterobacter aerogenes
CCM 2531, a tim i produkci biogenniho aminde&to byly zjis&ny rozdily v produkci

histaminu v zavislosti n&thto kultivatnich teplotach.

Mezi dalSi vyznamné faktory owivjici tvorbu biogennich aminpH prostedi. Mnohé
studie prokazaly, Ze optimalni pH pro jejich tvor®b — 6,5, tedy kyselé prasti. [39]
V préaci jsme se za#ili na pH 6 a 7, ktera jsou nejvhog$i pro fist testovaného kmene
E. aerogene€CM 2531.

5.1 Vliv vn¢jSich faktoru na produkci histaminu pii pH 7

V prvni ¢asti experimentu byl sledovan viiv kultiwg teploty na produkci histaminu

kmenemEnterobacter aerogend&sCM 2531 v médiu o pH 7 po dohii dni.

1.den

Po 24 hodinach kultivace byla v médiu bazdavku pyridoxalfosfatu i teplot& 37 °C
produkce histaminu vysSi ne# peplote 30 °C (viz. Obr.8)

Produkce histaminu kmenekh aerogene&£CM 2531 s fidavkem pyridoxalfosfatu se jiz
iSi v zavislosti na fistupu kysliku. V aerobnim prdsti byla produkce histaminutip
teplog€ 37 °C vyssi, zatimco v anaerobnim predt byla produkce histaminuripeplot

37 °C niZSi ve srovnani s kultda teplotou 30 °C.
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Obr.8. Obsah histaminu v zavislosti na kultivateplot

nP — bez fidavku pyridoxalfosfatu, P —fjolavek (0,005 % w/v) pyridoxalfosfatu, AE -
aerobni prosedi, AN -anaerobni podminky, 30 a 37 — kultiviateplota ve °C; 0,1 — 2,0 —

koncentrace aminokyseliny histidinu.

Z obrazku je rové patrné, Ze se obsah biogenniho aminu histaminstsuci koncentraci
histidinu postup& zvySoval. Maximalni produkce histaminu (11,6 g/édia) byla po
24 hodinich kultivace v médiu o pH 7 zaznamenamaeplot 30 °C za anaerobnich

podminek v médiu s 2 % (w/v) histidinem airglpvkem kofaktoru pyridoxalfosfatu.

2.den

Po 48 hodinach kultivace byla produkce histamitiutgplot 30 °C vySSi térf u vSech
analyzovanych vzorknez i teplot 37 °C (viz. Obr.9)

Z grafu je opt ziejmé, Ze se obsah biogenniho aminu histaminu pestapySoval
v zavislosti na rostouci koncentraci aminokyselmstidinu. Ri koncentraci 2,0 % (w/v)
histidinu bylo mnoZstvi histaminu nejvysSi a hognprodukce biogennich aminu byly
srovnatelné v aerobnim i anaerobnim pexdit Ridavek pyridoxalfosfatu aniffpomnost

kysliku nengly na produkci testovaného biogenniho aminu vygzmliv.
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Obr.9. Obsah histaminu v zavislosti na kultivateplot

nP — bez fidavku pyridoxalfosfatu, P —fjglavek (0,005 % w/v) pyridoxalfosfatu, AE -
aerobni prosedi, AN -anaerobni podminky, 30 a 37 — kuttivateplota ve °C;0,1-2,0

— koncentrace aminokyseliny histidinu.

Maximalni produkce histaminu (11,5 g/l média) bpla 48 hodinach kultivace v médiu o
pH 7 zaznamenanaiipteplot 30 °C @i aerobnich podminkach v médiu s2 % (w/v)

histidinem a bezifidavku kofaktoru pyridoxalfosfatu.

3.den

Po tidenni kultivaci (72 hodinach) byl obsah histamgiiteplot 37 °C nizSi v anaerobnim
i aerobnim prosgedi nez pi teplote 30 °C.

NejvysSi produkce byla zaznamenéna v eatbez kysliku sifidavkem pyridoxalfosfatu a
to 15,8 g/l.

Stejre jako pedchazejici dva dny #a na produkci histaminu kmeneis.aerogenes
CCM 2531 nejetSi vliv koncentrace aminokyseliny histidinu aidavek kofaktoru

pyridoxalfosfatu.
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Obr.10. Obsah histaminu v zavislosti na kultiviateplot

nP — bez fidavku pyridoxalfosfatu, P —fjglavek (0,005 % w/v) pyridoxalfosfatu, AE -
aerobni prosedi, AN -anaerobni podminky, 30 a 37 — kuttivateplota ve °C;0,1-2,0

— koncentrace aminokyseliny histidinu.

Pouze prvni denipvladala produkce histamindipeplott 37 °C a pouze po 24 hodinové
kultivaci mél na produkci histaminu vlivifistupu kysliku i pidavek pyridoxalfosfatu. DalSi
dva dny byla zji&na zvySena produkce histaminuii pteplot 30 °C, pidavek

pyridoxalfosfatu ani fistup kysliku nerdy jiz na produkci biogenniho aminu vyrazny vliv.

5.2 Vliv vn¢jSich faktoru na produkci histaminu pii pH 6

V dalsi fazi experimentu byl @p sledovan vliv teploty na produkci histaminu kmene

Enterobacter aerogend3CM 2531 v médiu po dobtiitdni, tentokrat pi pH 6.
1.den

Z grafu na obrazku 11 jerfgme, Ze po 24 hodinach byla vySSi produkce histamii
teplo& 30 °C nez fi teplote 37 °C téndi ve vSech fipadech. Htomnost kysliku nesta na
jeho produkci vyznamny vliv. Nejznatéjdi produkce histaminu bylatip2% (w/v)

koncentraci histidinu.
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Obr.11. Obsah histaminu v zavislosti na kultiviateplot

nP — bez fidavku pyridoxalfosfatu, P —fjolavek (0,005 % w/v) pyridoxalfosfatu, AE -
aerobni prosgedi, AN -anaerobni podminky, 30 a 37 — kultiviateplota ve °C; 0,1 — 2,0 —

koncentrace aminokyseliny histidinu.

Z obrazku 11 je rowt patrné, Ze se obsah biogenniho aminu histamirastsuci
koncentraci histidinu postuprevySoval. Maximalni produkce histaminu (10,4 gédia)
byla po 24 hodinach kultivace v médiu o pH 6 zazmadna fi teplot 30 °C za aerobnich

podminek v médiu s 2 % (w/v) histidinu aisdavkem kofaktoru pyridoxalfosfatu.

2.den

Z grafu na obrdzku 12 jerggmé, Ze pokud probihala kultivace v médiu beidgvku
pyridoxalfosfatu, tak byla po 48 hodinach vysSiduice histaminu zaznamenariatpplot
37 °C, zatimco v prostdi s pidavkem pyridoxalfosfatu byla vysSi produkce histam
detekovéana ip teplot 30 °C. Ritomnost kysliku nesta na jeho produkci vyznamny vliv.

NejznateldjSi produkce histaminu byla detekovarfa3¥ koncentraci histidinu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41

12000,0

10000,0

8000,0

O 30stC
| 37stC

6000,0

Obsah histaminu (mg/I

4000,0

2000,0

0,0

Kultiva éni podminky

Obr.12. Obsah histaminu v zavislosti na kultiviateplot

nP — bez fidavku pyridoxalfosfatu, P —fjglavek (0,005 % w/v) pyridoxalfosfatu, AE -
aerobni prosedi, AN -anaerobni podminky, 30 a 37 — kuttivateplota ve °C;0,1-2,0

— koncentrace aminokyseliny histidinu.

Z obrazku 12 je rowt patrné, Ze se obsah biogenniho aminu histamirastsuci
koncentraci histidinu postuprevySoval. Maximalni produkce histaminu (10,6 gédia)
byla po 48 hodinach kultivace vmédiu o pH 6 zazmdna p teplo€ 30 °C za
anaerobnich podminek vmeédiu s2 % (w/v) histidiau s gidavkem kofaktoru

pyridoxalfosfatu.

3.den

Po tech dnech kultivace v médiu o pH 6 byla produketahniinu nejvyssi v anaerobnim
prostedi s pidavkem pyridoxalfosfatu ip teplo& 37 °C, a to 47,3 g/l, coz jeriblizné

dvojnasobné mnoZzstvi ne# geplot 30 °C (viz. obr.13)
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Obr.13. Obsah histaminu v zavislosti na kultiviateplot

nP — bez fidavku pyridoxalfosfatu, P —fjolavek (0,005 % w/v) pyridoxalfosfatu, AE -
aerobni prosedi, AN -anaerobni podminky, 30 a 37 — kuttivateplota ve °C;0,1-2,0

— koncentrace aminokyseliny histidinu.

V anaerobnim progdi bez pidavku pyridoxalfosfatu byla také&iplizné dvojnasoba vyssi
produkce histaminu ip teplo& 37 °C neZ fi teplo€ 30 °C a to 18,1 g/l. V ostatnich
piipadech rostla produkce histaminu se zvySujiciosedéntraci histidinu, ale jeho obsah byl

mnohem nizsi.

Prvni dva dny byla zvySena produkce histaminu pozama pi teplot€ 30 °C, pouzereti
den geviadala produkce histamintii peplot 37 °C.

Obecré bylo zjiS€no, Ze pi nizSich koncentracich aminokyseliny histidinu lglativni

vytézek biogenniho aminu histaminu vySSi.

5.3 Vliv pH na produkci histaminu

Z predchazejicich vysledk je patrné, Ze iftomnost kysliku ani fidavek kofaktoru
pyridoxalfosfatu nerly na produkci histaminu u testovaného kmeBeaterobacter
aerogene<CM 2531 vyraz§si vliv. Proto byla v dalSim experimentu sledov@nadukce

histaminu pouze v zavislosti na pH (4, 5, 6 airkpltivacni teplo 30 °C po dobuit dna.

Zarovei bylo z gredchézejicich experiméntzjiSteno (vzhledem Kk relativnimu w§Zku

histaminu), Ze na produkci histaminu ma &gV viiv pfitomnost aminokyseliny histidinu
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v nizSich koncentracich. Proto byl v této fazi expentu testovan vliviitomnosti histidinu

v koncentracich do 0,5 %(w/v).

4500,0
4000,0 =
3500,0 M -
3000,0 - |8 pH=7
2500,0 - | m pH=6
2000,0 - |0 pH=5
1500,0 ~ |0 pH=4
1000,0 -
500,0 - -
0,0 - —_ ||

1 1 1 1 1 1 3 3 3 3 3 3

Obsah histaminu (mg/l)

0,00 | 0,05 | 0,10 | 0,20 | 0,30 | 0,50 | 0,00 | 0,05 | 0,210 | 0,20 | 0,30 | 0,50
Koncentrace histidinu (% w/v) a den

Obr.14. Obsah histaminu v zavislosti na pH
1, 3 — testovaci dny, 0,00-0,50- koncentrace amgsliay histidinu (% w/v)

Obecr Ize konstatovat, Zze se obsah biogenniho aminarhisti s rostouci koncentraci

histidinu postupé& zvysoval.

NejvysSi produkce histaminu byla zaznamenana whitim médiu pi pH 5 a koncentraci
0,50 % (w/v) histidinu prvni (3,6 g/l) iréti den (4,0 g/l). NaopakiippH 7 byla jeho
produkce nejnizsi. iiP koncentraci histidinu do 0,20 % (w/v) v kulti&r@m médiu nebyly
zjisteny znatelné rozdily v produkci histaminu v oboudganych dnech. Mirné rozdily byly

zaznamenany a#iprysSikoncentraci (0,30 a 0,50 % w/v) histidinkultivacnim médiu.

vvvvv

souladu i s poznatky jinych aufor(nag. Fernandez et al., [51]), podle kterych je
dekarboxyldzova aktivita bakterii vy$8i pizSim pH. Dekarboxylazové enzymy mohou byt
bakteriemi vyuzivany k regulaci vnitrobtimého pH za &elem jejich peziti a fAstu v

kyselém prosedi.

Gardini et al. [35] popsaldinky viivu pH, a teploty na parametryistu a produkci
biogennich amiin kmenem Enterococcus faecali€€£37. Podle jejich studie bylo vice

biogennich amih produkovano ve vySSim pH, coz se s nasSimi vysledispoduje.
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Z vysledli je rovrez patrné, ze se zvySujici se koncentréitigmé aminokyseliny, ktera je
substratem pro sledovany produkt (biogenni amig)p letekovano vyssi mnozstvi
histaminu. Z vysledk Ize také vypozorovat, Ze mezi obsahem histamirkoraentraci

aminokyseliny histidinu nebyla zj&ta gima ungrnost.

Obecré byla zaznamenana vysSi produkce histaminditopnosti pyridoxalfosfatu, ktery
pusobi jako kofaktor dekarboxylazovych enZynNicmérg pritomnost kofaktoru neéia
vyrazrgjSi vliv na produkci histaminu .aerogenesCCM 2531 za danych testovanych

podminek.

Zjisténi, Ze i nizSi testovaci teplét bylo produkovano vysSi mnoZstvi histaminu, se
neshoduje se studii Bover-Cid et al. [52], poderétvzniklo pi skladovaci tepldt 4 °C ve
fermentovanych salamech niz8i mnoZstvi biogenmicinianez i skladovanim fi 15 °C.
[52] Rozdil je dan faktem, Ze ®leploty 30 a 37C vyhovuji optimalni tistové teplos
testované bakterie a tim i produkci biogenniho amiiZsi teploty produkci biogennich

amini tak u nami testovaného kmeBuaerogene€CM 2531 nepotiauji.

DalSim faktorem, ktery byl sledovan zg&elem ovlivreni produkce histaminu u kmene
E. aerogene€£CM 2531, byl vliv aerobniho a anaerobniho prexdit Z vysledi je patrné,
Ze v fipack vétSiny testovanych paramétidosio k nepatrh vySSi produkci histaminu v

prostedi, ve kterém nebyl kyslik dostupny.

Tyto vysledky jsou v souladu s dalSimi studiemipfnaBuikova et al., Molenaar et al.,
Pereira, et al.), ve kterych se uvadi, Ze dekalbagyé enzymy maji &Si aktivitu v
prostedi bez pistupu kysliku. [53], [54], [55]

5.4 Vliv obsahu NaCl na produkci histaminu

V dalSi ¢asti experimentu byla sledovana produkce histampifitppH 6 them 48 hodin

kultivace v zavislosti na koncentraci NacCl.
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Obr. 15 Obsah histaminu v zavislosti dese a obsahu NaCl
0,0-5,0- koncentrace NaCl (% w/v), 2, 4, 6, 8,24, 48-cas (hod)

V ¢asech 2, 4, 6 a 8 hodin byla zji$a nejvySSi produkce histaminii pSech testovanych

koncentracich NaCl (0,0; 0,5 ; 1,0; 2,0; 3,0; 4600 w/v) 829,7 mg/l. NejnizSi obsah
histaminu byl zaznamenéatii p% (w/v) koncentraci NaCl a to 298,6 mg/l.cesech 24, 30

a 48 hodin byla produkce histaminu znatelrySSi. Nejvy3Si produkce histaminu byla
pozorovana po 48 hodinachi 2% (w/v) koncentraci NaCl a to zhruba 1600 mg/l.
V literature [52] se uvadi, Ze produkce biogennich @nfiyva zpravidla zaznamenana
v pozdni logaritmické nebo stacionarni fadstu bakterii. To je i v souladu s nasSimi

vysledky. NejvysSi produkce histaminu byla zaznaamanpo 48 hodipkoncentraci 2 %
(w/v) NaCl a to 1589,2 mg/I.

Chander et al. [56] zjistili, Ze rychlost tvorbyogennich amiih kmenemLactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus byla zn&né omezena # zvySeni koncentrace chloridu
sodného v médiu z 0 % na«6coz se shoduje i s nasSimi vysledky, kdyiippd kultivace
bakterii v bujénu obohaceném o NaCl v koncentrggsivnez 3,0 % (w/v) bylo detekovano

niZz8i mnoZstvi biogenniho aminu histaminu.

Tylor a Woychik [57] zjistili, Ze koncentrace NagJ5 - 5, 5 % (w/v) psobi inhibéné na
produkci histaminu u gramnegativnich baktefiebsiella pneumonige kdezto nizSi

koncentrace NaCl jsouwi sniZeni histaminu n&inné.
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Gardini et al. [35] popsali dinky koncentrace chloridu sodného na parametistur a
produkci biogennich aminkmenemEnterococcus faecaliB37. Se virstajici koncentraci
chloridu sodného byl vznik biogennich athin bakterieEnterococcus faecalipotlaen,

coz se shoduje i s naSimi vysledky.

Sumner et.al [58] sledovali vivaznych koncentraci NaCl (0; 0,5; 1,5; 3,5 a 5,5 %v)w

na produkci histaminu u bakterie Lactobacillus me&rh Jeho maximalni produkce byla
zaznamenanarppridavku 0,5 % (w/v) NaCl do kultiéamiho média (MRS). Koncentrace
5,5 % (w/v) NaCl uz fsobila inhibéné na produkci histaminu testované bakterie, ale jeji

rast jeSe inhibovan nebyl.

Z testovaného kmene bakterienterobacter aerogene€CM 2531 byla fipravena
suspenze bwik, ktera byla kultivovanaips noc v médiu obsahujicim aminokyselinu histidin
v koncentraci 0,2 % (w/v), aby doSlo k pomnozeninku a zarové k zahajeni

dekarboxyldzoveé aktivity bakterii [52].

Z vysledki experiment je patrné, Ze kmeBnterobacter aerogengSCM 2531 produkoval

histamin téndf za vSech testovanych podminek.

Zvolené kultiv&ni teploty (30 a 37 °C) vyhovuji optimalnfistové teplot kmenu E.
aerogenesCCM 2531, a tim i produkci biogenniho aminu. Okediyla zjiS€na vySSi
produkce histaminuipteplote 30 °C, tedy fi nizSi kultivatni teplog.

Vyrazrgjsi vliv na produkci histaminu &a hodnota pH progtdi, respektive kultivaniho
bujonu. Nejvyssi produkce histaminu byla zaznamenakultivatnim médiu pi pH 5,
naopak pi pH 7 byla jeho produkce nejnizsi. Je tedy patheéprodukce histaminu je vyssi
pii nizS8im pH. Fernandez et al. [59] uvadi, Ze niz&dnoty pH pispivaji k mensi produkci
biogennich amify, avSak Gonzéles-Fernandes et al. [60] zjistils&dakterie dokadzou proti
nizkému pH branit zvySenim dekarboxylazové aktivityZ vede k vy3Si tvoébbiogennich
amini, které vykazuji zasaditou reakci a tim zvySuji pdstedi buiky. Tento gedpoklad

byl potvrzen i vysledky experimehs E. aerogenes predkladané diplomové praci.

Pyridoxal-5-fosfat psobi jako kofaktor dekarboxylazovych enzynV jeho gitomnosti

byla zaznamenana vyssi produkce histaminu, cobicstuge s vysledky jinych studii. [7]

DalSim faktorem, ktery byl v této diplomové pradedovan, byl viiv aerobniho a

anaerobniho pro&tdi. RodEnterobactelje popisovan jako fakultati¢énanaerobni bakterie
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[39], coZz znamena, Ze kyslik ke svému Zivotu nisgimtji, ale v jeho ifitomnosti jej dokézi

vyuzivat v metabolickych reakci. Z vyslédlexperimeni této prace je patrné, ze na
produkci histaminu ne&fa pritomnost, respektive n&pomnost, kysliku vyznamny vliv, coz
se projevilo nevyraznymi rozdily v produkci histamipo kultivaci za aerobnich nebo

anaerobnich podminek.

5.5 Vliv p¥itomnosti aminokyselin a NaCl na fist Enterobacter aerogenes
CCM 2531

Ve druhé fazi diplomové prace byly provedeny expenty s éistem bakteridecnterobacter
aerogenesCCM 2531 v pitomnosti aminokyselin jako prekurZobiogennich amiin Test
byl proveden paraleintak, Ze bylo fipraveno syntetické médium, které obsahovalo vzdy

devatenact aminokyselin z celkovych dvacettidgvek NaCl v koncentraci 2,0 % (w/v).
Rast bakterii 1.den v médiu sigavkem NacCl

Po 24hodinové kultivaci v bujénu s NaCl o koncetitéa% (w/v) byl nejznateljSi nacdist
burek testovaného kmene ve zkumavce, ktera neobsaharafeokyselinu cystein. Mirny
narist byl pozorovan u zkumavek, které neobsahovalyn@kgseliny metionin, glycin,
prolin, fenylalanin, citrulin, arginin, kyselinu athinopimelovou a tyrozin. Naopak féat
nebyl pozorovan u zkumavek, kde nebiitian valin, serin, leucin, ornitin, lyzin, izoleungi
tryptofan, kyselina glutamovda, aspargin, histamitremnin. Vysledky tohoto experimentu

jsou shrnuty v tabulce 4.
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Tab.4. Rist Enterobacter aerogenes po 24 hodinach kultivesgntetickém médiu

s aminokyselinami a sijplavkem NacCl

Cys ++ Leu 0 lleu 0 His O
Met + Phe + Trp 0 Thre 0
Gly + Orn 0 Glu 0

Pro + Citr + Asp 0

Val 0 Arg + Diamino +

Ser 0 Lys 0 Tyr +

Uvedena aminokyselina nebyla do syntetického ngidtidna, 0 —iist nebyl detekovan

Rast bakterii 2. den v médiu gigavkem NacCl

Po 48hodinové kultivaci v syntetickém médiu s arkyselinami a s fidavkem NaCl nebyl
narist pozorovan ve zkumavkach, které neobsahovaly akyseliny valin, serin, leucin,
lyzin, izoleucin a tryptofan. V ostatnich zkumavkégyl pozorovan pouze mirny ridt.

Vysledky jsou shrnuty v tabulce

Tab.5. Rist Enterobacter aerogenes po 48 hodinach kultivasgntetickém médiu

s aminokyselinami a sijplavkem NacCl

Cys ++ Leu 0 lleu 0 His +
Met + Phe + Trp 0 Thre +
Gly + Orn + Glu +

Pro + Citr + Asp +

Val 0 Arg + Diamino +

Ser 0 Lys 0 Tyr +

Uvedena aminokyselina nebyla do syntetického ngidtidna, 0 —iist nebyl detekovan
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Rast bakterii 1. den v médiu be#igavku NaCl

Po 24hodinové kultivaci testované bakterie v syeckétn médiu obsahujicim s
aminokyselin bezifdavku NaCl byl nejznatedfsi nadst ve zkumavce, kter4 neobsahovala
aminokyseliny valin a serin, naopak v kulidwém médiu bez kyseliny glutamové a histidinu
nebyl pozorovan zadny niat. U ostatnich zkumavek byl &t mirny, jak ukazuji vysledky

v tabulce 6.

Tab.6. Rist Enterobacter aerogenes po 24 hodinach kultivesgntetickém médiu

s aminokyselinami bezipavku NacCl

Cys + Leu + lleu + Hs O
Met + Phe + Trp + Thre +
Gly + Orn + Glu 0
Pro + Citr + Asp +
Val +++ Arg + Diamino +
Ser +++ Lys + Tyr +

Uvedena aminokyselina nebyla do syntetického mgidtidna, 0 —iist nebyl detekovan

Rast bakterii 2. den v médiu be#igavku NaCl

Po 48hodinové kultivadt. aerogene€€CM 2531 v syntetickém meédiu s aminokyselinami
bez gidavku NaCl byl zji&n nejznatel§Si nafst ve zkumavkach, které neobsahovaly
aminokyselinu valin, serin, lyzin a kyselinu glutawou. Nulovy ndiist byl pozorovan v
kultivacnim bujonu bez histidinu. Vifpac ostatnich kultivénich pid byl zjiS&n velmi

mirny nafist, jak lze vyist z tabulky 7.

Bakterieceledi Enterobacteriaceagsou obec# kultivacné nenar@né, proto byl jejich st
detekovan ve a&tSirg pripadi. Pridavek NaCl v koncentraci 2 % (w/v) n&mma jejich fist

prilis velky vliv.
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Tab.7. Rist Enterobacter aerogenes po 24 hodinach kultivesgntetickém médiu

s aminokyselinami bezipavku NacCl

Cys + Leu + lleu + Hs O
Met + Phe + Trp + Thre +
Gly + Orn + Glu ++

Pro ++ Citr + Asp +

Val +++ Arg + Diamino +

Ser +++ Lys ++ Tyr +

Uvedena aminokyselina nebyla do syntetického mgittidna, 0 —iist nebyl detekovan

V syntetickém médiu obsahujicim vzdy devatenactnakyiselin z celkovych dvaceti
s pridavkem nebo bezijolavku NaCl bylo obe@énpozorovano, Zeifdavek NaCl nei na

rast kmeneEnterococcus aerogen€&CM 2531 vyraz§si viiv.

Bakterie celedi Enterobacteriaceagsou ve srovnani nd@ps bakteriemi miéného kvaseni
kultivatné méré narané, tudiz nebylo zjigho, Ze pro & byla rektera z testovanych

aminokyselin esencialni.

Bakterie mléného kvaseni nadprodulactococcusryZzaduji pro swj rast komplexni média
a je pro & esenciadlnich mnoho aminokyselin. Novak et al. [Bjidtil, Ze v minimalnim
médiu pro #ést L. lactis subsplactis je pofeba 6 esencidlnich aminokyselin (kyselina

glutamova, izoleucin, leucin, metionin, serin anjal
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ZAV ER

Cilem pedkladdané diplomové prace bylo sledovani viivigjdioh faktofi na produkci

biogenniho aminu histaminu kmenefmterobacter aerogene€CM 2531. Progtrovany

byly nasledujici faktory: vliv pH prosdi, vliv pridavku aminokyselin otizné koncentraci,

vliv kofaktoru pyridaxal-5-fosfatu, vliv iidavku NaCl, vliv teploty a vliv aerobniho a

anaerobniho proisdi.

Zjisténé vysledky Ize shrnout do nasledujicichinod

pii teplott 30 °C byla obeah zjiStena vysSi produkce histaminu ne# teplot
37 °C.
pii pH 7 byla nej¢tSi produkce histaminu zaznamenéna v peaktbez kysliku

s pridavkem pyridoxalfosfatu, ip pH 6 byla za stejnych podminek zjisa vysSi

produkce histaminu,

obsah histaminu se s rostouci koncentraci histidindobou kultivace postupn
zvySoval, nejvysSi produkce byla zaznamenara koncentraci 2 % (w/v)

aminokyseliny histidinu,
s pidavkem kofaktoru pyridoxalfosfatu byla detekovagsasi produkce histaminu

piitomnost kysliku nesta na produkci histaminu kmenefr aerogene€CM 2531
vyrazny Vliv,

pri nizSim pH (pH 5) byla produkce histaminu vyr&ghnez pi pH 6 a 7,

pii vySSich koncentracich NaCl (5 % (w/v)) v kultigménm prostedi byla produkce

histaminu nejnizsi (298,6 mg/l), nejvyssi produkataminu byla pozorovana po 48

hodinach kultivace v médiu gigavkem 2 % (w/v), a to 1600 mg/l.
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PRILOHA P I: CLANEK PUBLIKOVANY VE V EDECKEM
CASOPISE

& Risk Fgotars of Foud Chein Li® = /4" Seguenibier 2010

VLIV ANEISTHO PROSTREDE S A PRODUKC! HISTAMINU KMENEM
ENTEROBACTER AERUGENLS COM 2831

EFFECT OF ENVIRONMEN T ON HISTAMINE FRODUCTION OF
ENTEROBACTER AERDGENES COM 2831 STRAIN

BUNKOVA Leona, BUNKA Fransiieh, KLCOVEKA Pavitea, DOLEFALEDV 4 fva,
KARACMAR Seaniviav

Lmary techmologie cki, neezidh o fosmenity, Feku'tg wechnoingickd, Unmversia Tomdie St ve Ziin,
2lin. Cecka repubitka

Abstract

High pomcenranons of biogenic srunes may nave negauve offecs on rne numan neal. Higher
conegtil of thete subminces @ food mcedy depends cm the decsrhoxylss aksiviy of presant
microoiganens and genarally, it & congidened ta be unfivorebie Therefore, the 2 of sur sy was
W EEmine e enwvircnmenia! faoters [wwperstae pH, presence of oxygEn, amineacids and
pridoxs ipheapaie. addition} which cen infleence the Secarboxylase.gltiviry of Enterebacioris. The
bighest epamine productior was decected when Ewnferodacher serogenes TUM 233 | was cultivaned
in brosh eariched with 208 (v ef histidoe snd 0008% (wv) of pwridexsinhosphee wnder
araerobis candicions with 2 sewperasuse of 3730 and a pH of 6. The dxcarboxyiase asivity was
infugnced meinky by pH. oupgen pesilabilin and aminoecid congemmamion, offer fcsors wsied had
2wesker impaet on the histapvine prodietion

Keywards: histaming, hidbdine. decarbonyviase alaivity, pH. sarohicnstercki 2pviranment
Emerchacienas, Entgrohacter

Lvod

Bicgenit amuny e mizkomelekuidrn alifsické, arometickd nebo Serocvklicki hazickd
sloudeniy advoreng od smineioselin. lsou yyeremmimi siouleninese visioanjiciml se v Evich
organirmect jiko mewebolické meriprodday & produley, beerd vikangi biolegickou ektivieu.
Beogenni gmniny s¢ nechazejl mké vopemevicdch, kée vemkaji Sannost lﬁh’?ﬁi mikroarga znit
(zgjnadng halobnyeh babeerii 8 bakierd migindhe lsbesl), kel maji akiivad H‘p‘iﬂu}lﬁ}
oditipaiie: 7 aminokysclin karhoxyliovon siupinu. Zékladni podmithkor wanike begennich amd je
prromnos  doewpeveh amimekyeehn v dandm  subemine, pRumnes | milroargamer
g dekarbox ylizeieu akiivciow, vhadnd podminky mro jeich e msnafesd & altiviae dekarboopids
iHalher ot al | 904 Kaks & Ktidek. 2004

Biogenil aming jecu peo Slovikes tepostradaieing. aviak ve vysokyol sencenracicl s mohou
projevovet jako |y peychoaktival 2 vazaakoevnl Sympromy konzumece vyesiopch dévek biogearich
armind jsos evracen, dwchaci poiie pmﬂi.hﬂadtt{?iﬁmmmﬂh wperienre {hisaming g
migrény | fany lezylamen, I}u-;{l{ﬂ&i&m hodnacen! loxického alinke je wnd
ralovel nejar pRannost konkidnibo amams, ale | oosemich fekeord, jakymil jecw  mnedstyvi
spotfeboven peraviry, phmnogt fingch toxiokch ek gpod, X oshate dirvady jo veimd obtidnd
senovil hramiel waiciry eogemnich amind Komcemrece histawny wwkli ned S08 — 1000 mg'hg se
poralu i sra dovdke za ncheapeing. Zviend meodacy | hasaming mlde vyvoelal a2 anafrlakticky Bok
i‘5illa Samos. 1996

Tworbe Biogeanich amind basmereemi mide by eviivngne msnohisl valEini faleary, kierd
miohoy plschh 2emena na kinetiky deks dazovyeh reshel Mo vr@ falmory evisvitugiol vorky
b:ageanich amind s haloaric, F-j‘ll':ﬁ-l prestiadi, aeros anberohidza. dossupnos 2dropl whlilos
mapt . giukory), pHomnes: msovich faord, riswve faze bursk, kencantrace ™aC |, vodni aktivica
al (Ciecil et & . 1997, 1098, 2006 Gardud & @l 2001, 2088; Santes o ol 2003; Ferndndéz o ai.,
2067, Bover-Cid e al, 2008; Emberg & Dalgnand. 2008). Néloeré z vilie zminénych faloond {nap?,
koncentraoe ghabory) mepl makd viv ma produks) hiogennich amind, jié neopak viTezndl eviwugi

"
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seisch syméeu. Mezi poslodng rmingné fakiory Ime zefedic anagrobni prosdfed: (v phinadd fako etived
atmarcheich baicaril), 1eplotu, pH nebo koncentras: MaCl (Gardini et al., 2001; Geaf & &, 2006
Bover-Cid et al,, 300F) Kromé ville mindayoh fakiord mohos produke: hiegeanich amind o ivhaval
dalli ehemuckd cky. sake mon napf. fonctickd sloulenny { Alero gt &7, 2007), sancl (Gardini o al,
2008, Mazzoli pr 2l 2009, oxid sifidity nebo dali sschanidy (rapf. ershméen) (Gerdini o o2, 20095,

Schopnost  dskarboxylace aminckyselhn byl moblna o mikrocngariziod  isponujicing
ptslubngmi  engvmy. Mezi ekovd mikroorganizmy (se zafadic mnohi  balcere  Leled:
Ererobarrerigreas {Viecans-Nogess ot al, 2004, Pucher @ al, 2007 zisapce rodt Prewdomongs
| Baixas-Nogueras o al , 20030 Cloaridinem, Bacilus (Halisz o 2l., 1994], bakerie reléfinébo kvaken|
(Befkovi 2t al, 20087 & mmohé delfi smkrecrganizay. Prodwices Biagernich amni j¢ viasmnasi
specificka spie pro wrlité emeny mikroorganizng ned visstest typicid pro deny drub, wkde riané
kmeny i&hof drube e mohayu &t v prodelei biogenmick amant {Asena &Manca de MNadra, 2001,
Buitkovd ot al. 20809).

Sledovéni v¥skym begeenich gmind v poravisdch mide 2yt zdrojem cennveh informagt o
bezpefnosti & kvalid poravin a hygiend potravindbskych provorl Obsah Biogemich smind
v potravinach mbide zadnd kelisa, nkdy a2 v roamezi deou Bdd Obvyilé absaky biogennich amint
v potravinack & ponyiuy’ FdovE v jednoticich af destkack mitigramd na kologram | Kala? & Kekei,
2008y Art chindisenské sicladovin’ semas| zamezit veniku neigh gl Vingl £ Amcacll]
(2082 gjistili. B se eheah biagennkeh smind 2vyBuie | bilesn sk | i sapiowd =4 °C.
Odstrandng jit vanikiyeh biogeanich amind 2 potravia je velmi obtiéng Ngvbodngjiin zpisohe
vireby powravim obsabuiicich malé mnedsrvi biogennich amind e ek dedriovaal wkovich
tecknolegickych postapd & hygiengloich podminek vywoly, kiend brdni jench veniku (Halise o al,
1994 8dlla Sammox, | 996)

Cilom tito prace ¥ylo provist prvotni sudil, ve kurd budos sisdovin saubor vedjlich fakiord.
e moliow ovlivie pradukc hetemnme o esterobakionii, koalosing o kmens Enferobacisr @evagerss
OCM 2531,

Muaterial a metadiks

Wiv tepiaty, :Hprmdnmmmknltu, prigevky ammokyseliny v rieng koncenwss &
poridesal-5-foafiu [ Aldrick) na prodelet hwsming byl testevie o kmene Emevobacier
mﬁ'm lﬂl uliivace probihais v masopestonovém buony (MPE. H:Madia) 8 ptidavkem

(Sigrma-Aldrich) o pfisheiné onepnragi (0.1; 0.2 03; 0.5, 10 2 20 ™ wv) & popf i

ﬁn'hm*prmmlfmhm]ﬁ*mﬂ pli 30 £ | °C mebo 372 | °C v rozmeri | af 3 dnl MFB

upraven na visbednd pH 6 sespebaive pH 7 Prislubny baica o okjermns § ml byt zaclkovin vady 24
pl suspemse balierii marosténgch pfes nec v MPB s pFdavieem 8.2 % (wv) hisidinu, Vi
aerobnihy sngearobnihe prosttedi re produkel biogennich amind byl sledovin tak, Be poloving
shumavek byly kelivovdne gecobml g Jrubd snaperobsd  Argercbrihe proxfedi bylo dosaleno
rskirmarim kulevadnie média seriinim novyme olgiem {1 ml; Pliva-Lachema) Odblr vearkd
pro analfzy probihal v tesech 24, 48 & 72 had & to 1k, 2 vidy byly ndhadng adebeiny od kaddéhe
kmene & kaddé wrovmd fakoors I zZkumaviy. Cely sxpariment byl opaie van fikric

Po inkubasi baleeril Tyly bufiky odstrandny cemrifugaci (10000 = g 8 min} 2 supemazmn: by
fiirovin phee 045 um filr Produkee hismntinu byl zjdfevins pomosl isntowdvimdned
ehromatcgrefic (JEC, Ameramicky ara'vaiter aminchkyselin A4AS80, Ingos Praha, OR) v médiu po
odsrrangni buntk & pa fhrack pedic Bafkovi a1 &l {"MH Baddy weldt byl ansfysovin ghespon
cfibrdt Standand histannnu byl ziskas ze Sqgra-Aldrich

Vysledky & diskus

Obsals biogeandho amine hissaming v hujdou pa kultivas E. aevegeeer COCM 2331 50 v ase u
sestovawieh MPE po pfideskn histidww v koncemragich 0.3% {wv) & vwilich ber chipdy aa dald
siedosané fakory poanapad evyieval Vil roedily belv shiedéne reri 24, g 48 hodinoe ned miezi 48
& 7. hedineu Pokud tyle do MPB pfidine menll mnodsyi ammmokyseliny, nebyly ve vidbing pripadd
shiediny vivaznbii rozdily mezi jedmoilnjimi Sasavinu intervaly edbdri Tenio jev mide by
Mthﬁmemmﬂdemmmhw
nirisry progukce Mstamny & v avedese Saey odndrd se [a produsee viTammdi nemémnila ey 1 &
Z engporhu § produkci Ristamane po 3 dmach kulivvace v 2avigkoeti ng slpdevanich fakusach prosihedi

2K
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Kalsvetni teplowm 303 8 37 °C nemdle vienamny viiv e peodulei issmeno keenem £ geragenes
CCM 2331 jair. | & 2), oo mide byt dine Gkeosem, So abl cop laty vidwowajl oprin el ristowd weplod
dané hektorie a tim | profukel biogena (e anune.

i

LI

[ 3
W

U, | Produkce histsminu u E acrogenss COCM 2531 po 72 hodindch kultivace pii pH=Y

AE = aerobnd promfedi. AN = anastolnd prosifedy; of - bex pEdavics gyridossioefios; P -
¢ phdeviem pyndexalfesfion, 30 & 57 — Bultivalnl teplole we N0 00 = 20 = koncenirase
aminckvsehmy hisading

£ visladkll je rovndd pairnéd, Be produlece fstasmunc byla sejvice ovibensdne pH kakvadnlbo
prosfeci, prifermt vwilkl produlie byls zarremesine pfi nidlim pH, kdy byle deghovino hrobs
dvogrdsabné mnoksevi biogenmino s fobr. | 8 2) Teme jev je v soulsds | 8 pomatky jimjch s
(mapl. Femdndaz ot al . 2007, podie kieryeh e dekarbowylizovd aktivita bakeeri| vlki pf nidlim pH
Dekerbaxyidaové enzymy mobou byt bakenemi viivdieny k reguiaci viiehandinélio pH ze dlelem
sejech predin o rbata v kysedéan progifed|

Wil prodikee hisamimu byl zpravidla zarmsmensng v ptiemnast peridosifosfin, keey
plschl jako kofzitar dekartbsxydazcvych enzpml (Slaaby. 19960 Kiemdnk priomnos: kofakions
nestiéla vyTazndile vie fa prodekel hsstaming s dangeh teovanych pradinirek.

Z oAkl | a2 d e rovedd patongd. 20 s 2vilaiicl se koneenivach nfidend aminckyseling, kerd je
subsripim pre sipdovary smin, o detekosine vl mmedarvi histanwne, T vsiadid fe zaroveh
wipazoroval. f2 mesl sheghem histaming 2 koncemerscl anvmokysel iy histiding nebyvia rjding pfimd
umbrnest v plipadd viikich kencenirse! snuneioseioy Byle konrverze biogen nihe aminu ndi. Poloed
vEubnene nmodstv! detskovaného hesmamin koosolmivi srwnokemeliy vbaeydnu, zjisiime, Xe
optimaini koncerirace afmmokeseiing pro produke: biogennibo amirw sen E aerogeres OCM 2531
potebovals v ropmer 8, =003 % iww)
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Obr. I Produkes histamtimy u £ gerogenss CCM 2511 po 72 hodimach kuitvace ph pHe=é

AF — sprobnd prosfedi AN — snasrcbrd prossfedf of - ber pldaviu pyridossifosfine P =
g pralacken pyndozalfosfite 30 3 37 = hultivalel eploa we *C 01 = 20 = koneenirace
sminckyeelmy hissdina

Daltio foorem, mery Byl sledovin 72 Glebem oviivnén) prodakes isarery ¢ £ gpragenes
COM 2531, byle asrobnl & anaercbm| peckifedl Z vysladkd {obr. [ a 23 @ parnd, 2 o wBliny
epgtovach nerametnd dodio & v prodekei hissaming v prosifad). ve kierdm seby| kyel ik dosupery
Tyeo veslediey jeowy v doulada & dailing @udiem: mept. Bulicevd @ sl 20000 v kegrvch spuwidl, S
dekartenyiizovi pazymy meji wBE kv v prosdhedi bez pFiemupy kyslike.

Laver

Angeroknl proitedl. pH & kongenirace amunokseliny mily ey viiv na prodekei bstaming a
Entgnchacter seragenes CCM 2531 Vi wgplory & kofakwru puridexatfosfica ji# neby) wk viTaany
Nep il mpaloy hisdming byle deekovino v phipadt &0 byly goo enterobabense kolivovimy
v EIFB e p &, v phitconmeti 2.0% Pae'y) aniding o 0005 & iwiv) pyridonsifoefine pN o eplont 35 °C
bez rhipragrs bvel il

Pacdékovani
Price verikle za podpory projelau MIMT . MSM TORE3S2101.
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