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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva sledovanim ucinkti vybranych faktorGi na rlst
a dekarboxylazovou aktivitu bakterie Serratia marcesens. V prvni ¢asti jsou obecné
popsany biogenni aminy, zejména jejich rozdé€leni, vznik a vyskyt v potravinach. Dale je
diplomova prace zaméfena na mikroorganizmy produkujici biogenni aminy a faktory
ovlivilyjici jejich tvorbu. Posledni oddil teoretické ¢asti je v€novan nékterym metodam
uzivanym ke stanoveni biogennich amind. Prakticka ¢ast zahrnuje stanoveni ristové kiivky
Serratia marcescens a obsahu dvou biogennich amint, kadaverinu a putrescinu, V riznych
podminkach teploty, pH a NaCl. Biogenni aminy byly stanoveny pomoci vysoce G¢inné
kapalinové chromatografie. Pro rist bakterie Serratia marcescens, stejné jako pro produkci
biogennich amind, bylo optimalni prostfedi s nizkym obsahem soli, vy$Sim pH a vyssi

teplotou.

Kli¢ova slova:

dekarboxylazova aktivita, Serratia marcescens, biogenni aminy, pH, NaCl, teplota, ristova

ktivka, kadaverin, putrescin



ABSTRACT

This diploma thesis deals with monitoring the effects of selected factors on the growth and
decarboxylase activity of the bacteria Serratia marcescens. The first part generally
describes biogenic amines, particularly their distribution, formation and occurrence in
foods. Futhermore, diploma thesis is focused on microorganisms producing biogenic
amines and factors affecting their production. The last section of theoretical part is devoted
to some methods used to determination of biogenic amines. The practical part includes
determination of Serratia marcescens growth curve and content of two biogenic amines,
cadaverine and putrescine, in various conditions of temperature, pH and NaCl. Biogenic
amines were determined by high performance liquid chromatography. Environment with
low salt concentration, higher pH and higher temperature was optimal for bacterial growth,

as well as for the production of biogenic amines.

Keywords:

decarboxylase activity, Serratia marcescens, biogenic amines, pH, NaCl, temperature,

growth curve, cadaverine, putrescine
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UvVOD

Bezpecnost potravin miize byt ohrozovana riznymi faktory biologického, fyzikalniho nebo
chemického ptivodu. V posledni dobé patii mezi Casto sledované kontaminanty potravin

I biogenni aminy [1].

Biogenni aminy vznikaji ptisobenim bakteridlnich dekarboxyldz na volné aminokyseliny.
Jedna se o nizkomolekularni bazické dusikaté latky, které mohou vykonavat v organizmu
Clovéka vyznamné fyziologické funkce. Slouzi naptiklad jako prekurzory nékterych
hormonti, nukleovych kyselin nebo proteint. Jejich nadbyte¢né mnozstvi vSak mtze vést
k alimentarnim intoxikacim. Proto je s ohledem na prevenci v potravinaistvi nutna v¢asna
detekce bakterii, které tyto slouCeniny produkuji. Biogenni aminy mohou tedy

Vv potravinach fungovat jako indikatory procesu kazeni [1, 2].

Hlavni podminkou pro vznik a produkci biogennich amint je tedy ptitomnost aminokyselin
v daném substratu, pfitomnost mikroorganizml s dekarboxyldzovou aktivitou a vhodné
podminky pro rlst a mnozeni mikroorganizmu. Tvorba téchto aminti bakteriemi mize byt
ovlivnéna také fadou vnéjSich faktorti, piisobicich zejména na kinetiku dekarboxyldzovych
reakci. Mezi vnéjsi faktory ovliviujici tvorbu biogennich amind u bakterii patii hlavné
teplota a pH prostfedi, aero-/anaerobidza, dostupnost zdroji uhliku (napt. glukézy),

piitomnost rustovych faktord, ristova faze bunék, koncentrace NaCl aj. [3].

Mikroorganizmy, které produkuji dekarboxylazy, se mohou v produktech vyskytovat
prirozené nebo mohou byt zaneseny pted technologickym zpracovanim, v jeho pribchu
anebo po ukonceni vyroby. Dekarboxylazy byly zjiSteny u bakterii z celedi

Enterobacteriaceae, kam se tadi i bakterie Serratia marcescens [4].

Podstatou této prace je pravé sledovani dekarboxylazové aktivity bakterie Serratia

Marcescens Vv riiznych podminkach prostiedi.
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1 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy jsou bazické dusikaté slouceniny vznikajici pfedev§im dekarboxylaci
aminokyselin nebo aminaci a transaminaci aldehydt a ketond. Jsou to nizkomolekularni
organické baze, které vykazuji biologickou aktivitu. Jedna se o produkty bézné

metabolické aktivity zvifat, rostlin i mikroorganizmd [5, 6].

Navzdory tomu, ze jsou biogenni aminy pro lidsky organizmus nepostradatelné, ve
zvysenych koncentracich jsou toxické a z potravinaiského hlediska je tak muzeme zaradit
putrescin a kadaverin. Tyto biogenni aminy vznikaji ptedevS§im v prabehu technologického

procesu vyroby potravin [7].

Histamin je nejvice prostudovanym biogennim aminem. V lidském téle pisobi jako lokalni
tkaiovy hormon, ovlivituje krevni tlak, sekreci zalude¢ni S$tavy a ucastni se pfi
anafylaktickém Soku a alergickych reakcich. Na druhou stranu je oznafovdn za
nejcastéjsiho ptivodce potravinovych intoxikaci. Hlavni pozornost se soustfed’uje na obsah

histaminu v rybich produktech [8, 9, 10].

Tyramin je biogenni amin odvozeny od tyrozinu. Slouzi jako prekurzor dopaminu, lokalni
tkanovy hormon, ovliviiuje krevni tlak a kontrakce hladkého svalstva. Obvykle pro
jednotlivce nepiedstavuje riziko, neni-li pfijiman v nadmérném mnozstvi. Negativné mutize
pusobit pfi podavani 1ékd inhibujicich monoaminooxidazu. Obsah tyraminu se sleduje

zejména ve fermentovanych potravinach a syrech [9, 11, 12].

Kadaverin a putrescin jsou povazovany za indikatory nezadoucich pfemén bilkovin.
Zahtivanim putrescinu mize vznikat pyrolidin a z kadaverinu piperidin, z nichz se vytvaii
pusobenim tepla N-nitrozopyrolidin a N-nitrozopiperidin. Putrescin a kadaverin jsou proto
posuzované jako potencidlni karcinogeny. Bylo také zjiSténo, Ze kadaverin a putrescin
umociiuji toxické Gc€inky histaminu a tyraminu, nebot’ inhibuji enzymy, které tyto aminy
detoxikuji. V organizmu se vSak mohou podilet na stabilizaci biologicky vyznamnych
makromolekul (nukleovych kyselin), subcelularnich struktur (ribozomi) a na stimulaci

bunéeného déleni [6, 12, 13, 14].

Normélni pfijem biogennich aminil je ve stfevnim traktu savcli metabolizovan velmi
vykonnym detoxikaénim systémem zaloZenym na aktivité¢ pfisluSnych enzymi. Hlavni

ulohu zde sehravaji enzymy monoaminooxiddza (MAO, EC 1.4.3.4) a diaminooxiddza
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(DAO, EC 1.4.3.6). Ty puisobi ve stitevnim epitelu a tak se do krevniho ob&hu dostavaji az
oxida¢ni produkty biogennich aminti. Koncové metabolity jsou také rychle vylucovany
moci. Avsak v pfipadé nadmérného piijmu biogennich amint, alergii ¢i uziti inhibitor
mize byt detoxikacni systém naruSen a biogenni aminy se tak mohou hromadit v téle

[15, 16, 17].

Rizikovou skupinou jsou napiiklad lidé s poruchami gastrointestinalniho traktu, nebot
¢innost aminooxidaz v jejich stievech je obvykle niz$i nez u zdravych jedinct. Také léky
s inhibi¢nimi u¢inky na MAO a DAO, jako jsou antihistaminika a psychofarmaka, je nutné
brat v tvahu, protoze méni metabolizmus biogennich amint, zpisobuji jejich nahromadéni,

coz muze vést k vaznym zdravotnim potizim [12, 17].

Detoxikacni kapacita je znacn€ individudlni, v détstvi je omezend a sniZuje se s rostoucim

vékem [18].

1.1 Rozdéleni biogennich amini

Biogenni aminy mizeme d¢lit podle dvou zdkladnich kritérii, a to podle chemické

struktury nebo dle poctu jejich aminovych skupin.

Podle chemické struktury miizeme biogenni aminy rozd¢lit na:
o alifatické (putrescin, kadaverin, spermin a spermidin)
e aromatické (tyramin, fenyletylamin)
e heterocyklické (histamin, tryptamin)

Dle poctu aminovych skupin rozliSujeme:
e monoaminy (tyramin, fyneletylamin)
e diaminy (putrescin, kadaverin)
e polyaminy (spermin, spermidin a pfip. agmatin)

Pro zjednoduseni se n€kdy mezi polyaminy fadi i diaminy, podobné jako se do skupiny
aromatickych amini zjednodusené fadi heterocyklické aminy [6, 19]. Chemicka struktura

nékterych biogennich aminti je zaznamenana na Obr. 1.
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Obr. 1. Chemicka struktura vybranych biogennich aminu [20]




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

1.2 Vznik biogennich amint

Z hlediska potravin a vyzivy je rozhodujici cestou vzniku biogennich amint dekarboxylace
piirozenych aminokyselin ptisobenim enzymi nékterych bakterii. Dekarboxylace je proces,
pii némz se odbourava karboxylova skupina —COOH a vytvafi se oxid uhli¢ity (viz Obr. 2).
U¢innym enzymem je potom dekarboxylaza obsahujici jako kofaktor pyridoxalfosfat.

Touto cestou vznikaji zejména histamin, tyramin, fenyletylamin a kadaverin [9, 21].

bakteriilni
dekarboxylace

R-CH—COOH — R-CH, + CO,

NH, NH,

aminolcyselina biogenni amin  oxid uhlidity

Obr. 2. Schéma vzniku biogenniho aminu z aminokyseliny [21]

Podrobngjsi prubéh dekarboxylace je zaznamenan naObr. 3. Zaminokyseliny
a pyridoxalfosfatu se vytvaii Schiffova baze. Kladn€ nabité atomy dusiku pyridinového
kruhu pfitahuji elektrony, ¢imz se vytvaii pfiznivy mezomerni stav. Tento stav miiZe nastat
jen v piipadg, Ze se na o-C atomu aminokyseliny vylou¢i substituent jako kation. Muze to
byt zbytek R (jen ve specidlnich ptipadech napiiklad u serinu) anebo karboxylova skupina
(dekarboxyldza). Mezomerni mezistav se potom stabilizuje prostfednictvim adice jednoho

protonu na a-C a hydrolyzou Schiffovy baze na primarni amin [12].
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Obr. 3. Dekarboxylace aminokyselin [12]

Pti dekarboxylaci se konfigurace neméni. Dekarboxyldzy jsou vétSinou specifické na
L-formu aminokyseliny. Mozna je vSak jeSté jina cesta dekarboxylace, kdy namisto
pyridoxal-5-fosfatu ptisobi pyruvoylovy zbytek vazany na amino skupinu fenylalaninového

bocéniho fetézce enzymu. Mechanizmus dekarboxylace ptfitom zlstava stejny [12].

Mimo dekarboxylaci mohou biogenni aminy vznikat i dal$im zpGsobem, a to
z aminokyselin a karbonylovych sloucenin piisobenim transamindz. Pfi jejich transformaci
na dalsi biologicky aktivni produkty se mohou uplatinovat nékteré oxygenazy
a metyltransferdzy. Jména vétSiny biogennich aminl odpovidaji nazviim svych ptivodnich

aminokyselin [9, 17].

Histamin vznik4 z histidinu piisobenim histidindekarboxylazy. Dekarboxylaci fenylalaninu
vznika 2-fenyletylamin, z tyrozinu ¢innosti tyrozindekarboxylazy tyramin a dekarboxylaci
tryptofanu tryptofandekarboxylazou vznika tryptamin [9]. Tvorbu nékterych biogennich

amint znazornuje Obr. 4.
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Obr. 4. Tvorba histaminu, tyraminu a tryptaminu [12]
Zlyzinu vznika jako produkt dekarboxylace lyzindekarboxylazou kadaverin [9]

(viz Obr. 5).

41.1.18

L-lyzin / \' #» kadaverin
+
H co,

Obr. 5. Tvorba kadaverinu [22]

Putrescin mize vznikat dvéma odliSnymi drdhami vychazejicimi z argininu. Muaze byt

tvofen bud’ pfimo z ornitinu (vzniklého z argininu) ornitindekarboxylazou, anebo nepfimo

z argininu pres meziprodukt pomoci arginindekarboxylazy. Tvorba putrescinu z ornitinu

probiha bud’to anabolicky, kdy vznika putrescin jako polyamin ¢i prekurzor spermidinu,

nebo katabolicky, kdy slouzi jako zdroj uhliku a dusiku. Existuji také dvé varianty

dekarboxylace argininu. V obou pfipadech je nejprve arginin dekarboxylovan pomoci

arginindekarboxylazy na agmatin. Nasledné mtize byt agmatin pfeveden pomoci enzymu

agmatindzy bud’ pfimo na putrescin, anebo milZe byt hydrolyzovan enzymem

agmatiniminohydrolazou na N-karbomoylputrescin a amoniak. Putrescin nakonec vznika
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odstranénim ureidové skupiny z N-karbomoylputrescinu [23, 24, 25]. VSechny zptsoby

vzniku putrescinu popisuje Obr. 6.

41.1.19 353N

L-arginin / \ = agmatin / \ - putrescin
nt co //—HZD H,0 modovina
2

35312 \_amu:u'niak
+

HED-\ H
‘/ 4.9.3.1 N—karbamlz:lputrescin SRR # putrescin
moéovina /
H,O amoniak
o o,
'!' 41117 \
L-ornitin - putrescin

)

Obr. 6. Tvorba putrescinu [23, 24, 25, 26]

Z putrescinu muze dale vznikat metylaci S-adenozylmetioninem spermidin a spermin [9]
(viz Obr. 7).

|‘2 N_E_I:': Hz :Ig,_N Hz

)

Putrescin
A
i
_ ¥
H;N—C—{CHz)}ps—MN—{CH;);—C—NHz HzMN—{CHz)z—MN—({CHz}y—MN—{CHz)3—NH-
Ha H Ha H H
Spermidin Spermin

Obr. 7. Tvorba spermidinu a sperminu [12]
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Hlavnim pfedpokladem pro tvorbu a vznik biogennich amini za ti¢asti mikroorganizmt je
dostupnost volnych aminokyselin, pfitomnost dekarboxylaza-pozitivnich mikroorganizmu

a podminky, které umoziuji rist bakterii, dekarboxylazovou syntézu a aktivitu [5].

1.3 Vyskyt biogennich aminii

Vyskyt biogennich aminti 1ze ocekavat prakticky ve vSech potravinach, které obsahuji
bilkoviny a volné aminokyseliny, a které zaroven spliiuji podminky mikrobidlni
a biochemické aktivity. Celkova mnozstvi riznych amint zavisi do zna¢né miry na povaze
potravin a pfitomnych mikroorganizmi. V soucasné dob¢ jsou biogenni aminy ptitomny
Vv celé fad¢ potravindiskych vyrobku, véetné vyrobkl z ryb, masnych vyrobki, mlécnych
vyrobki, dale mohou byt biogenni aminy obsazeny v pivu, vinu, zeleniné€, ovoci, ofechach

a ¢okolad¢ [27].

Obsahy biogennich amind v potraviné ur¢itého druhu mohou kolisat ve velmi Sirokych
mezich. N¢kdy muze rozdil Cinit az dva tady. Proto je témé&F nemozné vytvorit
a poskytnout vérohodné tabulkové udaje. I presto se jiz podafilo nashromazdit dostatek
informaci o obsazich biogennich amind, v mensi mife i polyamind, a poznatkt o faktorech
ovlivityjicich jejich tvorbu v potravinach. Bézné obsahy jednotlivych aminl v potravinach
se pohybuji viadu jednotek az desitek miligramt v kilogramu. Hodnoty ve

stovkach mg kg™ jsou povazovany jiz za vysoké aZ velmi vysoké [18].

Jelikoz jsou u€innymi producenty biogennich aminti mlécné bakterie, déli se potraviny
zpravidla ~na  fermentované, pfipravované nékterym  z kvasnych  pochodi,
a nefermentované, v nichZ biogenni aminy vznikaji predevSim ¢innosti hnilobnych bakterii

[18, 21].

1.3.1 Nefermentované potraviny

V nefermentovanych potravinach se pfitomnost biogennich aminii nad urCitou mez
povazuje za zndmku nezadouci mikrobidlni aktivity, tudiz se obsah n€kterych aminti miize
vyuzivat jako indikator mikrobialniho kazeni [5].

24

(skombroidni) ryby, zejména makrely a tundci, ale také sled’ovité ryby, sledi, sardinky

a ancovicky. Ve svaloviné téchto ryb je pomérné velké mnozstvi volného, v bilkovinach
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nevazaného histidinu. V pfipad¢€, Zze ryby nejsou po vyloveni u¢inn€ a rychle zchlazeny
a vhodné skladovany, pomnozi se mikroflora, ktera poté pritomny histidin dekarboxyluje
na histamin. Obsah histaminu mize byt stovky az tisice miligramu v Kilogramu svaloviny.
Nasledkem toho mutze dochazet k onemocnéni zvanému histamindéza neboli

skombrotoxikoza [18].

Vys$§i mnozstvi amind bylo zjisténo také v pomeranc¢ovém dzusu (noradrenalin, tryptamin),
rajéatech (tyramin, tryptamin, histamin), bananech (tyramin, noradrenalin, tryptamin

a serotonin), svestkach (tyramin, noradrenalin) a listovém Spenatu (histamin) [10].

Fenyletylamin je pfirozenou slozkou kakaovych bobtl a vyskytuje se i v nékterych druzich

hub. Histamin a kadaverin byly zaznamenany v karagenu moftskych fas [5].
ZvySeny obsah polyamint sperminu a spermidinu je v lusténinach, kvétaku a brokolici.

Peclivé oSetfené maso a nefermentované masné vyrobky nepiedstavuji zdravotni riziko
svym obsahem biogennich amind. Stejné tak je tomu i u nefermentovanych mlécnych
vyrobki, ovoce, zeleniny a vyrobku z nich. Potraviny s vy$§im obsahem bilkovin, které
vSak byly v pribehu zpracovani ¢i skladovani Spatné oSetfeny, mohou obsahovat rizikova
mnozstvi zejména histaminu, a to jiz v dob¢, kdy jesté senzorické ptiznaky kazeni nejsou

patrné [18].

1.3.2 Fermentované potraviny

vewr

nejcastéjsi potravinou spojovanou s otravami histaminem. Nejvyssi obsah téchto aminti je
u syrt vyrabénych z nepasterovaného mléka za Spatnych hygienickych podminek, u syrii
zrajicich pod mazem (tvartizky, romadur), polomékkych a plisnovych syrd, zatimco ve

tvrdych syrech holandského typu je obsah biogennich amint relativné nizky [18, 27].

Ve fermentovanych masnych vyrobcich mohou biogenni aminy vznikat v disledku
mikrobialni ¢innosti souvisejici s fermentaci anebo se mohou nachazet v produktech
z nekvalitnich surovin prostfednictvim mikrobialni kontaminace. Pfi spravném vyrobnim
procesu, kde se uplatiluji startovaci kultury, které nevykazuji Zddnou dekarboxyldzovou
aktivitu, vznikaji jen velmi mala mnozstvi biogennich amini. Tepelné neupravené a zrajici
maso obsahuje zpravidla vy$§i mnozstvi histaminu a tyraminu, neZ maso a masné vyrobky

A4

vatené. Vys§i koncentrace histaminu a tyraminu byla zjisténa také u fermentovanych
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klobas. Biogenni aminy se mohou tvofit i po ukonceni procesu fermentace, v pribc¢hu

skladovani [27].

Mezi potraviny s vy$§im obsahem biogennich amint se fadi i spontanné kvasené kysané
zeli, ve kterém se sleduje predevSim obsah tyraminu. S dobou skladovani obsah tyraminu
stoupa. Obvykle se biogenni aminy nachazeji také ve fermentovanych vyrobcich ze soje,

jako jsou omacky, tempeh a miso. Vyjimkou nejsou ani nékteré druhy napoju. [18].

Vino a pivo jsou napoje vyrabéné alkoholickym kvaSenim. Pokud vSak dojde K jejich
kontaminaci mlécnymi bakteriemi, mize obsah aminli dosahnout hodnot, které je nutné
brat v ivahu. Obsahy biogennich amini v obou téchto napojich jsou sice niz$i, ale zato
muze byt konzumovano znacné mnozstvi v kratkém casovém tuseku. Alkohol navic
potlacuje Cinnost detoxikacnich stfevnich enzymi. Obsahy biogennich aminli nejsou
ovliviiovany tim, zda se jedna o pivo bézné ¢i nizkoalkoholické. Nejvyssi mnozstvi aminti
bylo zjisténo v népojich vyrdbénych ve starych pivovarech, tradi¢ni technologii, kde se
nedafi zajistit mlééné bakterie. Ve vin€ dochézi k tvorbé biogennich amint zejména ve fazi
po hlavnim kvaseni, kdy plsobenim mlécnych bakterii probihd prokvaSovani kyseliny

jable¢né v kyselinu mléénou [18, 21].

1.4 Legislativa

Nejvyssi  pfipustna mnozstvi biogennich amini V potravinach jsou stanovena
Vv jednotlivych zemich rizné. VétSinou se tykaji potravin, které jsou pro danou zemi
néjakym zpusobem vyznamné. Piikladem muzou byt moiské ryby a vyrobky z nich

v piimoiskych statech anebo vino v oblastech s jeho nejvétsi spotiebou [18].

Obecné je legislativa tykajici se vyskytu biogennich aminil v potravinach malo specificka.
Nafizeni komise (ES) ¢. 2073/2005 stanovuje pouze jasnou hranici pro obsah histaminu
V rybich produktech, zatimco horni limity pro biogenni aminy v ostatnich potravinach byly
prozatim jen navrhnuty ¢i doporuceny. Orientacné se uvadi, Ze obsah histaminu by nem¢l
V jednom kilogramu potraviny piekrocit hranici 100 mg a v jednom litru alkoholického
napoje by nemél byt vyssi nez 2 mg. Nékteré evropské zemé, jako je Némecko, Holandsko,
Finsko, Belgie, Francie, Svycarsko a Rakousko, maji zavedeny maximalni limity pro obsah

histaminu ve vin&. Tyto limity se pohybuji v rozmezi 2 — 10 mg.I™". Dana legislativa jim tak
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umoziuje odmitnout vina, u nichz byl zdkonny limit pfekroCen. To mulze zpusobovat

problémy zejména maloobchodnikiim, kteti se snazi do téchto zemi vina vyvazet [19, 28].

Do roku 2004 zahrnovala Ceska legislativa limity pro nékteré biogenni aminy v syrech,
rybach, pivu a vinu. V soucasnosti je dle vyhlasky Ministerstva zdravotnictvi (MZd)
¢. 305/2004 Sb., kterou se stanovi druhy kontaminujicich a toxikologicky vyznamnych
latek a jejich pfipustné mnozstvi v potravinach, platny pouze hygienicky limit pro histamin
V rybach a vyrobcich z ryb ve vysi 100 mg.kg’l. Tento limit mize byt ve dvou vzorcich
z deviti odebranych z jedné SarZe piekroGen az do hodnoty 200 mg.kg™. Ceska legislativa

je tak v souladu s legislativou evropskou [15, 18, 29].

Zatim v zadné zemi nenafizuje legislativa vyrobcim potravin deklarovat obsah biogennich
amintll na obale, 1 kdyz by takovy udaj n¢kteti jedinci urcité ocenili. Vyrobclim by vSak tato
povinnost zpusobila zna¢né obtize hlavné z diivodu velkého kolisani obsahu amintl v ramci
konkrétniho druhu potraviny. MoZznym feSenim by potom mohly byt jednoduché, rychlé

a levné metody vyvinuté pro stanoveni obsahu biogennich amind v potravinach [18].
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2 MIKROORGANIZMY PRODUKUJICI BIOGENNI AMINY

Produkce biogennich aminti obvykle vyplyva z pfitomnosti bakterii, které¢ jsou schopny
v daném prostiedi dekarboxylovat piislusné aminokyseliny. Mikrobidlni enzymy
dekarboxylazy mohou byt pfitomny v ncékterych druzich bakterii, které se bézné
V potravinach vyskytuji a jejichz disledkem zde biogenni aminy vznikaji. Je tieba vSak
poznamenat, ze ne vSechny kmeny téchto druhti jsou na tvorbu biogennich amind pozitivni.
Nékteré kmeny maji Siroké spektrum a mohou tak dekarboxylovat mnoho aminokyselin,
zatimco jiné maji dekarboxyldzovou aktivitu omezenou. Lze tak fici, ze produkce
biogennich aminl je vlastnost specifickd spiSe pro urCit¢ kmeny bakterii nez vlastnost
typicka pro dany druh a riizné kmeny téhoz druhu se mohou v produkei biogennich amini
lisit. Schopnost dekarboxylace byla zaznamenana u mnohych zastupct roda Bacillus,
Pseudomonas a Photobacterium, stejn¢ tak jako u celedi Enterobacteriaceae
a Micrococcaceae. Mimoto se schopnosti dekarboxylace vyznacuje i fada druhti bakterii
mlécného kvaseni. V Tab. 1 jsou uvedeny nékteré bakterie produkujici biogenni aminy.
Tvorbu biogennich amint vSak nelze ptisoudit pouze bakteriim, ale i kvasinkdm a plisnim

[17, 30, 31].

2.1 Bakterie mlééného kvaSeni

Bakterie mlé¢ného kvaSeni jsou heterogenni mikroorganizmy, které zkvaSuji sacharidy
(napt. glukézu) prevazné na kyselinu mlé¢nou. Jednd se pfedev§im o grampozitivni,
nesporulujici, acidotolerantni bakterie, které rostou za mikroaerofilnich az striktné
anaerobnich podminek. Je jich celd fada, mezi nejvyznamnéjsi rody patii Aerococcus,
Bifidobacterium,  Carnobacterium,  Enterococcus,  Lactococcus,  Lactobacillus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus
a Weissella [32, 33, 34].

Po biochemické strance mtizeme bakterie mlééného kvaseni rozdélovat do dvou zakladnich
skupin, na homofermentativni a heterofermentativni. Homofermentativni bakterie, kterymi
jsou napt. Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus a nekteré laktobacily, produkuji
primarné jako kone¢ny produkt kyselinu mlécnou, zatimco heterofermentativni bakterie,
jako jsou Weisella a Leuconostoc, produkuji jako konecné produkty ekvimolarni mnozstvi
kyseliny mlééné, oxidu uhli¢itého a etanolu. Bakterie mlé€ného kvaSeni se fadi obvykle do

skupiny mezofilnich mikroorganizmti. Nékteré z nich vSak dokazou rust i pfi teplotach
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niz§ich jak 5 °C a vyssich jak 45 °C. Stejn¢ tak vétSina kmenti roste pii optimalnim
pH 4 az 4,5, ale existuji 1 vyjimky, které jsou aktivni spiSe pfi pH 9,6 anebo naopak
pii pH 3,2. Kmeny jsou vétSinou slabé proteolytické a lipolytické a vyzaduji pro svij riist
aminokyseliny, purinové a pyrimidinové baze a vitaminy skupiny B [35].

Mlécné bakterie se primarné vyuzivaji pro vyrobu kysanych potravinovych vyrobk,
podileji se natvorbé textury, chuti, viné i nutricni hodnoty. Pfirozené¢ se vyskytuji
Vv razném prostfedi, a tak muze fermentace probihat napiiklad v mléce a mlécnych
vyrobcich, mase, zelening a cerealiich [32].

Produkce biogennich amina byla popsana u fady mikroorganizmii, které jsou pouzivany pfi

vyrobé fermentovanych potravin jako startovaci ¢i probiotické kultury [36].

Tab. 1. Produkce biogennich aminit nékterymi bakteriemi [12]

Bacillus macerans, Propionibacterium
spp.

Potraviny Bakterie Produkované aminy
Morganella morganii, Klebsiella _ _ _
pneumonia, Hafnia alvei, Proteus h|stam|r?, tyramin,

ryby mirabilis, P. vulgaris, Clostridium kadav?rm, putr.es.,cm,
perfringens, Enterobacter aerogenes, | 2gmatin, spemidin,
Bacillus spp., Staphylococcus xylosus | SPErmMIn
Lactobacillus buchneri, L. bulgaricus,

L. plantarum, L. casei, L. acidophilus, histamin, kadaverin,
syry Streptococcus faecium, S. mitis, putrescin, tyramin,

fenyletylamin, tryptamin

maso a masné

rody Pediococcus, Lactobacillus,
Pseudomonas, Streptococcus,

histamin, kadaverin,
putrescin, tyramin,

vrobk ; Y ” ; . .
vy y Micrococcus, celed’ Enterobacteriaceae fenyletylamin, tryptamin
.| Lactobacillus plantarum, Leuconostoc | histamin, kadaverin,
fermentovana . . . .
Selenina mesenteroides, Pediococcus spp. putrescin, tyramin,

tryptamin

2.1.1 Startovaci a probiotické kultury

Startovaci kultury jsou smési pievazné bakterii mlééného kvaseni (Lactobacillus,

Pediococcus) a katalaza-pozitivnich kokt (Staphylococcus, Micrococcus), namichané tak,
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aby vyrobek dosahoval pozadovanych finalnich vlastnosti. Mohou ovliviiovat nejen kvalitu
vyrobku (barvu, texturu, udrznost), ale i nezavadnost a dany vyrobni postup. V soucasné
dobé je velmi popularni pouzivat pii vyrobé fermentovanych potravin také probiotické
kultury. Ty mohou fungovat jako kultury startovaci a soucasné pozitivné pisobit na lidské
zdravi, nebot’ ptiznivé ovliviiuji slozeni a rovnovahu stievni mikroflory. Piesto, ze by
kultury téchto bakterii nemély byt toxické ani patogenni, bohuzel nekteii zastupci patii

mezi potencionalni producenty biogennich amini [36, 37].

Jako producenti histaminu jsou oznacovany napiiklad bakterie Lactobacillus helveticus
a Streptococcus lactis pouzivané jako startovaci kultury v mlékarenském primyslu. Stejna
dekarboxylazova aktivita byla prokazana i u Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus
plantarum, Streptococcus feacium, Streptococcus mitis a u nékterych zastupci rodu
Propionibacterum. Streptococcus faecalis a Enterococcus faecalis jsou ¢asto spojovany
s tvorbou tyraminu v syrech a mlé¢nych produktech. Ze $vycarského syru byla izolovana
bakterie produkujici histamin Lactobacillus buchneri a pét velmi podobnych kment této
bakterii, co se tyfe produkce histaminu, bylo izolovdano také ze syru Gouda. Ve
fermentovanych sojovych potravinach typu miso byla zjisténa produkce tyraminu
prostiednictvim Enterococcus faecium a Lactobacillus bulgaricus a produkce histaminu je

zde spojovana s Lactobacillus spp. a Lactobacillus sanfrancisco [27, 30].

Vysoké koncentrace volnych aminokyselin v mase a masnych vyrobcich umoziuji
v disledku mikrobialnich rozkladnych zmén tvorbu velkého mnozstvi amint. Za tuto
tvorbu jsou zodpovédné piedevsim mlécné bakterie Lactobacillus brevis, Lactobacillus
buchnerii, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus carnis, Lactobacillus divergens
a Lactobacillus hilgardii. Krom¢ téchto se na tvorbé histaminu v mase a masnych
vyrobcich podileji Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophilus a néktefi zastupci
rodu Leuconostoc. Neékteré druhy enterokoki, zejména Enterococcus faecalis, maji

schopnost v téchto produktech tvofit tyramin [17, 27].

Také pifi vyrobé vina se UCastni tvorby biogennich aminii nékteré bakterie mlééného
kvaseni, zejména rody Pediococcus, Lactobacillus, Leuconostoc a Oenococcus.
Z laktobacilt je to nejcasteji Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus
brevis a Lactobacillus mali. Hlavnimi producenty histaminu a tyraminu ve viné jsou také
Leuconostoc mesenteroides a Oenococcus oeni. V pivu byvaji Castymi producenty

histaminu pfedev§im nékteré druhy laktobacilt a pediokoku [17, 19].
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2.2 Bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae

Zastupci z Celedi Enterobacteriaceae zaujimaji v souc¢asné mikrobiologii ustiedni pozice.
Vzhledem Kk jejich rozdilnym vlastnostem, historické, zdravotni a hospodarské roli jsou
velmi vyznamné zejména V oblasti I¢€kafstvi, biochemie, molekularni biologie,
potravinaiské mikrobiologie i technologie. Nékteré z nich patii mezi nejvice prostudované
a sledované mikroorganizmy vibec, nebot’ se jedna také o lidské patogeny (ovliviuji
zdravi lidi i zvitat). Mohou slouzit jako indikatory hygieny, sanitace a bezpe¢nosti

potravin, jsou ¢astymi pivodci kazeni potravin [38, 39, 40].

Celed” Enterobacteriaceae predstavuje skupinu gramnegativnich, nesporulujicich,
fakultativné anaerobnich a chemoorganotrofnich mikroorganizmi. Bunky tvofi vétSinou
rovné ty¢inky o velikosti 0,1 az 1,5 pym v praméru, n€které rody vytvaii i delsi vlaknité
formy. Mohou byt nepohyblivé i pohyblivé, pohyb je zprostfedkovavan pomoci
peritrichdlnich bic¢ikii. Maji schopnost okyselovat glukozu, ale i tfadu jinych cukra
a cukernych alkoholti. Nékdy muize byt proces okyselovani doprovazen tvorbou plynu.
Ve vétSing pripadil jsou bakterie oxiddza negativni a kataldza pozitivni, pfevazné také

redukuji nitraty [39, 41].

Bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae jsou velmi rozsifené v pfirodé a zivotnim prostiedi.
Nachézeji se v pudé, vode€, ovoci, zelenin€, zrnech, kvetoucich rostlinach a stromech.
Mnoho druhi je zodpovédnych za onemocnéni rostlin, coz mize mit za nasledek
vyznamné ekonomické ztraty. Dale se také mohou vyskytovat v zivocisnych organizmech,
a to od cizopasnych Cervii a hmyzu az po ¢lovéka. Existuji uréité odliSnosti v jejich
ekologii, rozmezi hostitele, &i patogenité (pro ¢lovéka, zvifata, hmyz a rostliny). Rada
druhli primarné napadé intestinalni trakt a zplsobuje prljmova onemocnéni, jiné jsou
oportunné patogenni. Mimo stfevni infekce zplisobuji bakteriemie, meningitidy, infekce
ran, mocovych cest, respiratniho traktu, vcetné nozokomidlnich infekci (vznikajicich pfi
pobytu v nemocnici). Jsou tedy vyznamné ze zdravotniho i ekonomického hlediska
[39, 41, 42, 43].

Optimalni teplota rastu pro vétSinu téchto bakterii je kolem 37 °C. Nékteré¢ druhy vSak
rostou lépe i pfi teplotach nizSich a dokonce miizou byt pfi této nizsi teploté 1 vice

metabolicky aktivni. Jejich generacni doba je velmi kratka [41].
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Zatimco nékteré mikroorganizmy dokazou tolerovat vysoké teploty nad 50 °C, bakterie ze
skupiny Enterobacteriaceae nejsou pfili$ tepelné odolné a mély by byt usmrceny béznymi
pastera¢nimi teplotami. Z tohoto divodu se vyuzivaji jako indikatorové mikroorganizmy
u varenych ¢i jinak tepeln¢ opracovanych potravin. Nicméné tepelnd odolnost mize byt
ovliviiovana do ur€ité miry také riznymi faktory, zejména vodni aktivitou anebo
pasobenim nizkych teplot pifi predchozi expozici. Optimalni vodni aktivita se
u enterobakterii pohybuje Vrozmezi hodnot 0,94 az 0,99, avSak V ptipadé zmrazeni
potraviny mohou bakterie piezivat relativné dlouhou dobu i pifi minimalnich hodnotach
aktivity vody. Co se tyCe kyselosti prostiedi, tak pro vétSinu druhti je optimalni pH
v rozmezi 4,4 az 9,0, ale najdou se i takové, kterym vyhovuje spiSe kyselejsi prostredi
(pH pod 4). Takovéto druhy jsou vétSinou zodpovédné za kazeni fermentovanych nebo

jinych technologicky kyselych potravin [39].

V soucasné dobé¢ celed” Enterobacteriaceae zahrnuje nejméné 34 roda, 149 druhu
a2l poddruhi. Vyznamné jsou predev§im rody Citrobacter, Enterobacter, Escherichia,
Hafnia, Klebsiella, Kluyvera, Morganella, Plesiomonas, Proteus, Salmonella, Serratia,
Schigella, Yersinia a dalsi [39, 41].

Nekteré druhy bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae, zejména Escherichia coli,
Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumonie, Proteus vulgaris
a Serratia marcescens, jsou ptedev§im jako kontaminujici mikroflora zodpovédné za
tvorbu kadaverinu, putrescinu a histaminu v potravinach. PfestoZe jsou tyto bakterie
termolabilni, vyskytuji se v mlékarenskych vyrobcich, nejcastéji v  dasledku
nedostatecného pasteratniho rezimu nebo Spatné hygieny a sanitace v zavodé. Byl
dokazany zvySeny obsah kadaverinu a putrescinu v syrech vyrobenych zmléka
kontaminovaného témito bakteriemi. Pii skladovani Cerstvé zeleniny a Cerstvych salati byl
zjistén také zvySeny obsah putrescinu, pficemz se predpoklada souvislost mezi pfitomnosti
populace Enterobacteriaceae, ktera tvoti 90 % ptitomné mikroflory, a produkci putrescinu
[4, 44].

Cinnosti enterobakterii byl zaznamenan také zvySeny obsah kadaverinu a putrescinu
v mase a masnych vyrobcich. Napiiklad z klobas byly izolovany Enterobacter cloacae
a Serratia jako hlavni producenti téchto amind. Enterobakterie jako Morganella morganii
(Proteus morganii), Klebsiella pneumoniae a Hafnia alvei jsou zna¢nymi producenty
histaminu v rybich produktech [5, 30, 45].
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2.2.1 Rod Serratia

Jedna se o gramnegativni rovné tyCinky, obvykle se pohybujici pomoci peritrichalnich
bi¢ikli. Rostou pifevazné za fakultativné anaerobnich podminek a vyznacuji se
chemoorganotrofni vyzivou. Nekteré druhy maji schopnost vytvéaret Cerveny pigment.
Okyseluji glukozu i dalsi sacharidy, coz je ¢asto doprovazeno tvorbou plynu. Jsou oxidaza
negativni a kataldza pozitivni. Serdcie se mohou vyskytovat v huménnim klinickém
materidlu, ptdé, na povrchu rostlin a v prostfedi obecné¢, dale ve stievnim traktu hlodavct
a hmyzu. Jsou potencionalnimi patogeny pro ¢loveéka. Serratia marcescens je povazovana
za Casté¢ho plivodce zdvaznych infekci, zejména erxtraintestindlnich a nozokomidlnich.

Mohou zptisobovat také mastitidy u krav i rizné infekce zvitat [40, 41].

Bakterie obvykle dobie rostou pii teplotach 20 az 37 °C, vrozmezi pH 5 az 9
a v pritomnosti 0 az 4 % NaCl. Nékdy mize byt rust potlacen, pokud je pH nizsi nez 4,5
nebo pokud teplota piekroci 45 °C [46, 47].

Typickym zastupcem tohoto rodu je pravé Serratia marcescens, dal§imi druhy jsou
napiiklad Serratia ficaria, Serratia fonticola, Serratia grimesii, Serratia liquefaciens,
Serratia odorifera, Serratia plymuthica, Serratia proteamaculans a Serratia rubidaea
[39, 42].

Seracie jsou vyznamnymi producenty zejména kadaverinu a putrescinu v potravinach.
Mohou byt soucasti mikroflory masa a masnych vyrobkl, mléka a mlénych vyrobki,
zeleniny a zeleninovych salatd. V neposledni tadé¢ jsou zodpovédné také za tvorbu

histaminu v rybach a rybich produktech [39, 40, 42, 45].
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3 FAKTORY OVLIVNUJICI TVORBU BIOGENNICH AMINU

Produkce biogennich aminid bakteriemi mize byt ovlivilovana né€kolika vnéjSimi faktory,
které plisobi zejména na kinetiku dekarboxylazovych reakei, riist mikroorganizmu a jejich
schopnost dekarboxylace. Jedna se prevazné o fyzikdln¢ chemické parametry, z nichz

vyznamné jsou predevsim:
— pH prostredi,
— teplota,
— koncentrace NaCl, aj. [48, 49, 50].

Struény piehled né&kolika zakladnich faktord ovliviiyjicich dekarboxyldzovou aktivitu

mikroorganizmi znézornuje Tab. 2.

Tab. 2 Faktory ovlivijici dekarboxyldzovou aktivitu [12]

Faktory Vliv na dekarboxylazovou aktivitu
4 dekarboxylazova aktivita je intenzivnéjsi v kyselém prostiedi

P (pH 4 az 5.5)
20 az 37 °C je optimalni teplota pro rist vétSiny

teplota mikroorganizmu s dekarboxylazovou aktivitou, nizké teploty
zastavuji jejich rist

pritomnost NaCl aktivuje tyrozindekarboxyldzu, inhibuje histidindekarboxylazu
0,5 az 2 % je optimalni koncentrace pro rist mikroorganizmu

obsah glukézy s dekarboxyldazovou aktivitou, 3 % inhibuji syntézu

dekarboxylaz

pritomnost NaNQO, | aktivuje tyrozindekarboxylazu

mnozstvi . . . e g g i .
., , . . | histamin, agmatin a putrescin inhibuji histidindekarboxylazu
pritomnych aminu

3.1 pH prostredi

Hodnota pH je jednim zklicovych faktor ovliviujicich dekarboxylazovou aktivitu

atvorbu biogennich aminli v potravinidch. V daném prostitedi muize kyselost pusobit
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zpravidla dvéma mechanizmy. Budto mtize byt v disledku vysoké kyselosti prostiedi
inhibovan rlst pfitomnych mikroorganizmti, anebo naopak mohou bakterie v takovém
prostiedi produkovat vétsi mnozstvi dekarboxyldz, jakozto vysledek ptisobeni jejich

ochranného systému vuci piekyseleni [17, 51].

Obecn¢ lze fici, ze dekarboxylazova aktivita mikroorganizml je intenzivnéjs$i spiSe
Vv kyselém prostiedi s pH optimem v rozmezi 4 az 5,5. Pro kazdou potravinu mize byt vSak
toto optimum jiné. Bylo napiiklad prokazano, ze nejvétsi mnozstvi tyraminu v makrelach
se nachdzi pravé pii nizkém pH, vyss$i koncentrace histaminu ve viné byla zjiSténa
pti pH nad 3,77 a pH 5,0 bylo demonstrovano jako optimdlni hodnota pro syntézu tyraminu
v syrech. Také v mase tunidka pruhovaného byla stanovena nejvétsi produkce histaminu pii
pH 4,0 a zvySenim pH na hodnotu 6,0 bylo zjisténo, ze az 70 % z ptedchozi aktivity zde

zUstava zachovano [5, 52].

I samotné pH prostfedi mize byt rizné upravovano. V potravinaistvi se vyuziva napiiklad
glukono-6-lakton. Jeho pridavkem dochdzi v potravinach k poklesu pH, coz ma za
nasledek omezeni ristu mikroorganizmli (zejména enterokokl a enterobakterii) a tedy
I snizeni produkce biogennich aminti (zejména histaminu, putrescinu a tyraminu). Tento
zpiisob se uplatiiuje hlavné u klobas a dalSich uzenatskych vyrobku. Plati tedy, Ze prudkeé
snizeni pH zabranuje riistu amino-pozitivnich mikroorganizmii, obzvlast¢ mikroorganizmu

Z ¢eledi Enterobacteriaceae.

Tvorba biogennich aminil tak zavisi spiSe na mnoZstvi a ristu dekarboxylujicich bakterii

nez na rustovych podminkach samotnych [5, 45].

3.2 Teplota

Teplota ma vyrazny vliv na tvorbu biogennich aminQ v potravinach. Nejedna studie uvadi,
ze obsah biogennich aminti z&visi na dob¢ a teploté skladovani. Obecné plati, Ze s rostouci
teplotou a dobou skladovani produkce biogennich aminii stoupa. Vyssi teplota zpravidla
umociiuje proteolytické a dekarboxyla¢ni reakce, coz se projevi zvySenou koncentraci
aminl. Naopak pfi nizkych teplotach je v dusledku potlaceni mikrobidlniho riistu a snizeni
enzymové aktivity kumulace biogennich amini v potravin€ minimalni. Mimoto je dillezité
brat v uvahu i teplotu piisobici na potraviny pii jejich zpracovani, kterd se mize na tvorbé

amint taktéz vyznamné podilet [17, 51, 52].
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Optimalni teplota pro tvorbu biogennich amini mezofilnimi bakteriemi se pohybuje
obvykle v rozmezi 20 az 37 °C, zatimco pii teplotach nizsich jak 5 °C anebo vyssich jak
40 °C produkce biogennich amint klesd. Pfi 15 °C mohou mikrobidlni dekarboxyldzy
zustavat aktivni, 1 pfesto, ze se témer vSechna populace dostava do stacionarni faze rtstu
anebo zanikd. Ne&které psychrotrofni bakterie se mohou aktivné podilet na tvorbé
biogennich aminti i pii velmi nizkych teplotach, obycejné nepiekracujicich 5 °C. Naptiklad
bakterie Morganella psychrotolerans je schopna rtst a produkovat toxické koncentrace
histaminu i pfi teplotaich do 2 °C. To je Castym problémem obzvlasté pti skladovani
chlazenych ¢i mrazenych potravin, zejména ryb. Tvorba histaminu, kadaverinu a putrescinu
byla zaznamenana naptiklad u pstruha duhového, tunidka a moiské stiky. Jedna se zpravidla

o chlazené Cerstvé ryby ulozené v ledu [50, 51, 52, 53].

Koncentrace biogennich aminti neni vyrazné ovliviiovana vafenim. VétSina z nich je
tepelné stabilnich, s vyjimkou sperminu, jehoZ obsah v pribéhu tepelného opracovani klesa

[27].

3.3 Pritomnost NaCl

Chlorid sodny hraje dilezitou roli v pribéhu mikrobialniho riistu a ovliviluje Cinnost
aminokyselinovych dekarboxylaz, podilejicich se na tvorbé biogennich amint. Jeho ucinek
muze byt jak stimulujici, tak inhibicni, coz zavisi predev§im na specifit€¢ mikroorganizmu
vyskytujicich se v daném prostfedi. Pfitomnost chloridu sodného zpravidla aktivuje

tyrozindekarboxylazu a inhibuje histidindekarboxylazu [16, 50, 51].

Rozdilnd mnoZstvi vody a soli v potraviné a jejich vzdjemny pomér mohou vyznamné
ovlivitovat rozmnozovani mikroorganizmd. Sul brani produkci biogennich amint tim, ze
snizuje vodni aktivitu. Mikroorganizmy poté nemaji dostatecné mnoZstvi volné vody
potiebné ke svému preziti. Vysokd koncentrace NaCl muze také vést k postupnému

naruseni samotnych dekarboxylaz [45, 54, 55].

Ve vétsiné piipadu plati, ze vysokd koncentrace soli potlacuje tvorbu biogennich aminti.
Uvadi se naptiklad, ze koncentrace 3,5 az 5,5 % NaCl je pro syntézu histaminu inhibi¢ni.
Na druhou stranu ale existuji 1 takové kmeny halofilnich mikroorganizmi, u nichz chlorid

sodny dekarboxylazovou aktivitu zesiluje [17, 45, 50].
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3.4 Ostatni faktory

Ptitomnost  zkvasitelnych  sacharidd, naptiklad D-glukoézy, obecné zvySuje
dekarboxylazovou €innost a rist bakterii. Jako optimalni se jevi koncentrace 0,5 az 2,0 %
glukozy, zatimco pii hodnotach vyssich jak 3 % je enzymova aktivita mikroorganizmu

inhibovana [16].

Dostupnost kysliku méa také vyznamny vliv na syntézu biogennich amind. Kazdému
mikroorganizmu vyhovuji jiné podminky pro rist a stejné¢ tak i pro tvorbu biogennich
amint. Fakultativné anaerobni mikroorganizmy produkuji men$i mnozstvi amint za
anaerobnich podminek nez za podminek aerobnich. Mezi dalsi faktory patii i redoxni
potencial. Bylo zjisténo, ze snizeni redoxniho potencidlu v médiu stimuluje produkci

histaminu [5, 27].

Dekarboxylazova aktivita mikroorganizmit mtize byt potlacena i v diisledku nahromadéni

daného aminu v prostiedi [5].

Pochopeni téchto mechanizmi je nezbytné pro zamezeni vzniku biogennich amint.
Vyrobei potravin by proto méli vSechny tyto faktory brat v vahu a podle nich
optimalizovat vyrobu a podminky skladovani [5, 10].
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4 METODY STANOVENI BIOGENNICH AMINU

Detekce biogennich amint je dulezitd vzhledem k jejich potencionalni toxicité, pro
oveétovani vyrobnich procesii potravin a v neposledni fad¢ také z toho diivodu, ze mohou
slouzit jako ukazatele kvality samotnych surovin i hotovych vyrobkd. Studie vyskytu
biogennich amint, stejné¢ tak jako kontrola jejich limit, by nebyly mozné bez pouziti

podputrnych analytickych metod [30, 51].

Pro stanoveni biogennich aminti v potravinach bylo vyvinuto nékolik riznych technik.
Nejcastéji pouzivané jsou chromatografické metody zahrnujici mimo jiné tenkovrstvou
chromatografii (TLC), plynovou chromatografii (GC), iontové-vyménnou chromatografii
(IEC) a vysoce ucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) [6, 56, 57]. Dale se mohou
uplatiiovat elektromigraéni metody jako je kapilarni elektroforéza (CE) a enzymatické
metody vcetné¢ imunologické analyzy ELISA (imunoalanyza senzymem vazanym na
imunosorbent). Pro detekci bakterii produkujicich biogenni aminy se stale ¢astéji vyuzivaji
i metody molekularni biologie, zejména polymerazova fetézova reakce (PCR)

[31, 52, 58, 59].

Z analytického hlediska neni stanoveni biogennich aminii v potravinach viibec jednoduché.
Rozdilna chemicka struktura, smiSené prosttedi, pfitomnost potencialné rusivych sloucenin
a vyskyt nékolika biogennich aminli soucasn¢ vétSinou v nizkych koncentracich jsou
hlavnimi problémy pii provadéné analyze. Proto se obvykle pied samotnou separaci
provadi jesté extrakce amint ze vzorku vhodnym ¢inidlem a jejich nasledné docisténi. Pro
tyto Ucely se nejcastéji pouzivaji kyseliny chlorovodikova, trichloroctova a chloristé, dale

metylalkohol, petroleter a jina organicka rozpoustédla [8, 12, 17, 56, 60].

4.1 Chromatografické metody

Chromatografie je obecné separatni metoda, pii které se oddéluji slozky obsazené ve
vzorku na zaklad¢ rychlosti jejich pohybu. Vzorek se nanasi mezi dvé faze, pficemz jedna
je nepohybliva (stacionarni fadze) a ptes ni se pohybuje druha, kterd se proto nazyva faze
mobilni. Pohybem mobilni faze je pak vzorek touto soustavou unasen. Slozky, které se
vazou ochotnéji ke stacionarni fazi nez k fazi mobilni, se pii pohybu zdrzuji vice nez ty,

které se ke staciondrni fazi poutaji hife. Tim dojde k postupné separaci slozek.
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Chromatografickych metod je velké mnozstvi, pro stanoveni biogennich amint se

vyuzivaji n¢které z nich [61, 62].

4.1.1 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

TLC je pravdépodobné jedna z prvnich a zaroven nejjednodussich metod pouzivanych pro
stanoveni biogennich aminii. Vzorek se nanasi na tenkou vrstvu, kterou se nechd vzlinat
mobilni faze. Hlavni vyhodou této metody je to, ze nevyzaduje specialni a draha zafizeni,
neni tedy nakladna na laboratorni vybaveni. Na druhou stranu je znamo, ze TLC metody
jsou vétSinou ¢asoveé narocné a ziskané vysledky maji jen semikvantitativni (orientacni)
charakter. Také ztohoto divodu je hlavnim zajmem analytikii dané metody neustale
zlepsovat. V soucasnosti jiz napiiklad existuje i rychla kvantitativni TLC metoda pro
stanoveni biogennich aminti v tekutém médiu. Uprava zde spoéiva ve vynechani kroku
extrakce. Pro vyhodnoceni je nezbytny pouze fotoapardt a UV transiluminator. U této

metody doposud nebyly zjistény falesné pozitivni vysledky [17, 20, 30, 61].

V ptipad¢ klasick¢é TLC se vétSinou po extrakci vzorku provadi derivatizace biogennich
aminil prostfednictvim ¢inidla danzylchloridu. Stanoveni je obvykle ukonceno

denzitometrickym vyhodnocenim [16, 52].

4.1.2 Plynova chromatografie (GC)

V plynové chromatografii se vzorek davkuje do proudu plynu. Ten jej dale unasi kolonou,
ve které se slozky nasledné separuji. MlzZe se pouZzivat kolona kapildrni, kterd je pro
separaci biogennich amind vhodnéj$i, anebo néplnova. Mobilni faze se poté nazyva nosny

plyn. [16, 61].

Vyuziti GC pro analyzu biogennich amint neni piili§ ¢asté. Pro detekci tékavych aminti se
tato metoda uplatinovala spise v minulosti. Biogenni aminy jsou stanoveny ve formé

derivatt pomoci vodivostnich ¢i plamenovych ioniza¢nich detektoru [16, 20].

Casto se plynovéa chromatografie pouziva v kombinaci s hmotnostni spektrometrii jako tzv.
GC-MS. Jedna se o velmi citlivou, pfesnou a rychlou metodu, ktera jako prvni umoziuje
stanoveni diamind, polyaminli a aromatickych aminli souCasné. Tato analyza byla

provedena napt. U hroznové §tavy a vina. Doposud byly metody GC pouzity napiiklad jesté
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pro stanoveni kadaverinu, putrescinu a histaminu v mase a konzervovanych rybach

[20, 63].

4.1.3 Iontové-vyménna chromatografie (IEC)

Asi nejjednodussi metodou pro stanoveni aminl v potravindch je iontové-vymeénna

chromatografie s pouzitim automatického analyzatoru aminokyselin [52].

Separacni proces je zalozen na elektrostatické interakci a difuzi latek. Stacionarni fazi je
zde ménic¢ iontl. V podstaté se jednd o makromolekularni matrici nesouci vhodné funkcni
skupiny kyselé ¢i zasadité povahy. Kazda z téchto skupin je pevné vazanym ionem, na
ktery je iontovou vazbou pfipojen protiion s opaénym nabojem. V prib&hu separace je
tento protiion zaménén za stejné¢ nabity ion separované slozky. Dochazi tak ke zpétné
zamén¢ piebytkem ionit z mobilni fdze. Ve funkci mobilni fize se mohou uplatiiovat

roztoky soli anebo pufry [61, 64, 65].

Pfipravené vzorky jsou obvykle automaticky nastiiknuty do analyzatoru aminokyselin.
Biogenni aminy jsou poté separovany na koloné naplnéné iontoméniCem za ucasti
vhodnych pufri. Casto se pouzivaji pufry s obsahem citronanu sodného &i draselného.
Detekce vétSinou probiha po post-kolonové derivatizaci s ninhydridem nebo
o-ftalaldehydem (OPA) pomoci spektrofotometrického detektoru [6, 66, 67].

Hlavni vyhoda IEC metody spociva Vv jednoduché piipravé a stanoveni velkého poctu

vzorkd s dostate¢nou citlivosti a presnosti [68].

4.1.4 Vysoce u¢inna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC je v soucasnosti nejvice pouzivanou metodou pro stanoveni biogennich amint
V potravinach. Zakladem této vysokotlaké chromatografie je klasické kolonové provedeni,
kdy je sklenéna trubice plnéna zrnitym sorbentem. Na horni vrstvu néplné se davkuje malé
mnozstvi vzorku a nasledné se ptfiddva mobilni kapalnd faze. Pii postupu kolonou se
slozky vzorku od sebe oddé€luji a v riznych intervalech opoustéji spodni ¢ast kolony.
K ucinné separaci je nutné pouzit dostate¢n¢ mala zrnicka sorbentu. Ta kladou prostupujici
kapalin¢ zna¢ny odpor, a proto je nutné pracovat pii vysokém tlaku [60, 61]. Schéma

kapalinového chromatografu ztvarnuje Obr. 8.
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vzorek A
4 3 2 1
— B
6 1 - z4sobniky mobilni fize Aa B
7l 2. Hzent gradientu
3 - sméSoval 6 - termostat
4 - vysokotlaké Cerpadlo 7 - kolona
8 5 - ddvkovacf zalizen{ 8 - detektor

l o 9 - eluat

Obr. 8. Schéma kapalinového
chromatografu [61]

Pted samotnou detekci biologicky aktivnich amind je zapotiebi pro zvySeni citlivosti
provést chemickou derivatizaci. Pfti HPLC se vyuziva pre-kolonova anebo po-kolonova
derivatizace. Na pre-kolonovou derivatizaci se nejcastéji pouzivaji c¢inidla jako je
benzoylchlorid, danzylchlorid, 9-fluorenylmetylchloroformat, fluorescein a dabsylchlorid.

Na po-kolonovou derivatizaci se pouzivaji ninhydrin a o-ftalaldehyd (OPA) [8, 56, 69].

Nejveétsi uplatnéni jako derivatizacni ¢inidlo ma danzylchlorid. Danzylderivaty se daji po
HPLC separaci detekovat pomoci UV/VIS detektoru, popiipadé¢ také fluorimetricky.
Dabsylchlorid je schopen reagovat s primarnimi i sekundarnimi aminoskupinami a jeho
derivaty jsou stabilni i pii pokojové teploté. OPA reaguje pouze S primarnimi
aminoskupinami, vysledkem ¢ehoZ jsou intenzivné fluoreskujici produkty. Pfed aplikaci
benzoylchloridu je nutné vzorek alkalizovat. Benzoylderivaty jsou potom velmi stabilni

a pii UV detekci vysoce citlivé [8].

Metoda HPLC se vyuziva ke stanoveni biogennich amini u mnoha riznych potravin.
Dobrych vysledkil bylo opakované dosazeno pfi sledovani obsahu putrescinu, kadaverinu,
histaminu a tyraminu v rybach a rybich produktech. Mimoto se HPLC uplatnila napiiklad
pii sledovani biogennich aminii v majonéze, syru, salamu, ving¢, mase a sdjovych

produktech [8, 52].

Vysokotlakd chromatografie je citlivd a vSestrannd metoda. Poskytuje soucasné¢ vysoké

rozliSeni a nizké detek¢ni limity. Také Gprava vzorku je relativné jednoducha. Nicméné ma
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1 své nevyhody, kterymi jsou pfili§ drahé vybaveni a ¢asové naro¢na piiprava a separace
vzorkd. Pro neustalé zlepsovani bylo vyvinuto nékolik rtiznych modifikaci. Ptikladem

muze byt tzv. reverzni HPLC (RP-HPLC neboli reversed-phase HPLC) [20, 56, 59, 70].

4.2 DalSi metody

Do skupiny metod pouzivanych pro analyzu biogennich aminti se fadi i kapilarni
elektroforéza. V poslednich letech se hojné vyuziva, hlavné diky své vysoké citlivosti,
jednoduchosti a spolehlivosti, je nenakladna. Dokaze pojmout velky pocet vzorki
v kratkém Casovém intervalu, coz je jeji hlavni vyhodou. K separaci dochéazi na zékladé
rozdilné migra¢ni rychlosti jednotlivych latek v elektrickém poli. Proces probihd v kapilare
(nejcastéji kifemenné). V piipadé pouziti vhodného pufru zde muizou byt aromatické
a heterocyklické biogenni aminy separovany bez derivatizace. Ke stanoveni lze pouZit
laserem indukovanou, konduktometrickou, pulzni amperometrickou ¢i nepfimou UV
detekci [16, 17, 71].

Jiny pfistup nabizi enzymatické a imuno-enzymatické metody. Ty jsou zalozeny na
specifické vazebné reakci mezi antigenem a protilatkou. Pfi stanoveni se vyuzivaji enzymy
aminooxidazy, jejichZ plisobenim na biogenni aminy vznika jako barevny reakéni produkt
peroxid vodiku. Produkce peroxidu muize byt nasledné detekovdna amperometrickymi,
chemiluminiscenénimi a spektrofotometrickymi metodami [8, 59, 72]. Enzymatické
analyzy se vyznaCuji svou rychlosti a jednoduchosti. Nejsou ndrocné na pfistrojové
vybaveni a dokonce je 1ze pouzit i ve formé testovacich prouzki. Nejvice se uplatiuji pii

sledovani histaminu. Zvlast¢ oblibena je imunologicka metoda ELISA [16, 17, 52].

Prostfednictvim PCR lIze s vyuzitim specifickych primert rychle a v¢as zachytit bakterie
nesouci geny zodpovédné za produkci dekarboxyldz. Molekularni metody tak umoziuji
odhalit potencidlni riziko vzniku biogennich aminl jesté pted jejich samotnou produkci

[31, 73].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

39

II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem diplomové prace bylo zjistit, jak muze teplota, kyselost prostfedi a obsah soli

v prostiedi ovliviiovat rist a dekarboxylazovou aktivitu bakterie Serratia marcescens.

K hlub$imu proniknuti do této problematiky bylo nutné v teoretické ¢asti popsat biogenni
aminy, zejména jejich rozdé€leni, vznik a vyskyt v potravinach, dale mikroorganizmy, které
je produkuji a metody pouzivané k jejich stanoveni. V neposledni fadé bylo tieba

charakterizovat zakladni faktory ovliviiujici rust bakterie i produkci biogennich amind.

Pro naplnéni vySe uvedeného cile bylo zapotiebi v praktické ¢asti stanovit rustové kiivky
Serratia marcescens Vv ruznych podminkach prostiedi, stejné jako produkci kadaverinu
a putrescinu. Z poznatki v teoretické casti a zjisténych vysledkt bylo nutné vyvodit

patfi¢né zavéry.
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6 MATERIAL A METODIKA

6.1 Pouzité pristroje a chemikalie

6.1.1 Pristroje

Centrifuga MIKRO 200 R (Hettich Zentrifugen, Némecko)

pH tester Spear Eutech s pevnou vpichovou elektrodou (Eutech Instruments, Nizozemsko)
Spektrofotometr Libra S6 s diodovym polem (Biochrom, UK)

Autoklav Varioklav H+P 135S (H+P Labortechnik AG, Némecko)

Kapalinovy chromatogram HPLC (LabAlliance/Agilent Technologies/MicroSolv Technolo
gies)

Tempera¢ni komora (Baumatic, Ceska republika)

Chladnicka RBI 41 208 (Gorenje, Slovinsko)

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

Analytické vahy Adam AFA 210 LC (Schoeller instruments, Ceska republika)

Biologicky termostat (Laboratorni piistroje Praha, Ceska republika)

Ttepacka Vortex (Heidolph, Reax top, Némecko)

6.1.2 Chemikalie

Lyzin, arginin, ornitin (Sigma-Aldrich)

NaCl (Lach-Ner)

HCI 1 mol.I"* (Lachema), NaOH 1 mol.I™* (Ing. Petr Lukes)
HCIO,4 0,6 mol.I"* (Ing. Petr Lukes)

Kyselina borita (Lach-Ner)
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6.2 Kultiva¢ni média

Masopeptonovy bujon (MPB)

— masovy vytazek (HiMedia) ................. 300
— pepton (HIMedia) ..........ccovvererinnnnnnns 509
— NaCl (Lach-Ner) ....cccccevvvveveiieirenns 300
— destilovand HoO ......ooccvvvveiniiiiiiiiiieen, 1000 ml

Slozky byly navazeny a rozpustény v odpovidajicim mnozstvi destilované vody. Mimoto
byla Zzivna pida MPB obohacena o ptidavek 0,2 % lyzinu, argininu a ornitinu a NaCl
Vv koncentracich 0, 1, 3, 4, 5 a 6 %. Nasledné byl bujon vysterilovan v autoklavu pii 121 °C

po dobu 15 minut.

Dekarboxyliazové médium (DM)

— pepton (HIMedia) ........cccoevevvrinirnnnnne 500

— kvasniény extrakt (HiMedia)................ 300

— arginin (Sigma-Aldrich) ............cc.co.... 2,09 (c=0,2%)

— lyzin (Sigma-Aldrich) .......c..ccccoevvennins 2,09 (c=0,2 %)

— ornitin.2HCI (Sigma-Aldrich).............. 3,1 g (c=0,2 %, ptepocteno na Cisty ornitin)
— destilovand HyO ......cccooviiiiicie 1000 ml

Navazené slozky DM byly rozpustény v destilované vodé. Médium bylo poté obohaceno

ptidavkem NaCl. Sterilace byla provedena v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

Masopeptonovy agar (MPA)

— hovézi vytazek (HiMedia).................... 309
— pepton (HIMedia) ........cccoeerereniniennnnn 500
QAN e 1509
— NaCl (Lach-Ner) ......cccovvininiiiriennn 500
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Vyse uvedené slozky byly navazeny a rozpustény v 1000 ml destilované vody. Takto
pfipraveny agar byl sterilovan pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut a jesté za tepla naplnén
do sterilnich Petriho misek. Po ztuhnuti byl pouzit jako tuhé médium pro kultivaci bakterie

Serratia marcescens.
6.3 Stanoveni ristové kiivky a obsahu biogennich amint

6.3.1 Priprava bakteridlni suspenze

Do zkumavky s MPB byla zaotkovana 1 kolonie bakterie Serratia marcescens CCM 303,
ktera byla pfedem pfipravena na pevné pudé. Zkumavka byla umisténa do termostatu
a kultivovana pti 37 °C po dobu cca 24 hodin. Po uplynuti této doby bylo 100 pl bakterialni
suspenze zaoCkovano do dalsich zkumavek s MPB a opét kultivovano za stejnych
podminek. Takto pfipravena suspenze byla pouZzita jako vybuzovaci médium pro dalsi

stanoveni.

6.3.2 Priprava médii a kultivace

V ramci sledovani ucinkli vybranych faktort bylo nutné upravit kultivaéni padu MPB
0 piidavek aminokyselin a NaCl. Dale bylo pouzitim 1 mol.I"" HCI, resp. NaOH upraveno

pH bujonu na 4, 5 a 6. Piesna sloZeni a mnozstvi jsou uvedena v kapitole 6.2.

Cilem bylo vytvofit vS§echny mozné kombinace pH a NaCl, cozZ je celkem 18 kombinaci
0, 1, 3,4, 5, 6 % NaCl x pH 4, 5, 6). Takto pfipravené médium bylo rozpipetovano do
zkumavek a vysterilovano. Jednotlivé sady zkumavek byly zaoCkovéany pfipravenou
kulturou z bujonu a kultivovany pii 10 °C (v chladicim boxu), 20 °C (v chladicim boxu)

a 37 °C (v termostatu). Intervaly odbéra byly nasledujici:
— 10°C:24h,48h,72h,96 h, 168 h, 240 h, 264 h, 336 h,
20°C: 6 h,10h,24 h,36 h,48 h, 60 h, 72 h, 96 h,

— 37°C:1h,2h,3h,4h,6h,8h,10h, 24 h.
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6.3.3 Optimalizace sledovanych faktori

Za ucelem optimalizace sledovanych faktort a slozeni kultiva¢niho média bylo v poc¢atcich
tohoto experimentu provedeno né¢kolik pilotnich pokusii. Ty byly zaméfeny hlavné na

vybér vhodnych koncentraci NaCl, stanoveni vhodnych teplot a casovych intervald odbért.

Nejdiive byl pro kultivaci zvolen jak MPB, tak i DM. Vzhledem k tomu, ze se hodnoty
optické hustoty (OD) u obou médii nijak vyznamné nelisily, byl pro dalsi experimenty

vybran MPB.

Pivodné byly do experimentu zahrnuty i koncentrace NaCl 0,5 a 2 %. Jelikoz vSak nijak
vyznamné neovliviiovaly bakteridlni rist a rozdily optickych hustot byly v pifipad¢ tolika

koncentraci minimalni, byly nakonec vynechany.

Stejné tak tomu bylo i u teploty, kdy kultivace piivodné probihala pii 6, 15 a 37 °C. Teplota
6 °C se vSak ukazala pro rust bakterie jako pfili§ nizka, a proto byly nakonec zvoleny
teploty 10, 20 a 37 °C.

Také intervaly odbéri musely byt sestaveny tak, aby vyhovovaly dané teploté. U teploty
10 °C se neptedpokladal nijak vyrazny ndrGst, a proto doba mezi jednotlivymi odbéry
mohla byt delsi. Naopak pfi teploté¢ 37 °C bakterie rostla velmi rychle, a tak odbéry

probihaly témét po hodiné.

6.3.4 Stanoveni poctu kolonii a méreni optické hustoty

V ptipad¢ kazdé sledované teploty, tj. 10 °C, 20 °C a 37 °C, byl Vv jednotlivych ¢asovych
intervalech (uvedenych v kapitole 6.3.2) stanoven pocet bundk (CFU.mI™Y) a zméfena

opticka hustota.

Pro stanoveni podtu kolonii bylo provedeno fedéni 10 — 10°. Na misky s MPA byla
nasledné aplikovana fedéni 103 10" 10° a po uplynuti 24 hodinové kultivace byly
spocitany vyrostlé kolonie. Pocet kolonii byl stanoven pouze u vybranych faktori.

Opticka hustota byla méfena u v§ech moznych kombinaci pH a NaCl. K méfeni byl pouZit

spektrofotometr Libra S6 s diodovym polem a nastavenou vinovou délkou 600 nm.

Jesté pred samotnym méfenim optické hustoty bylo nutné obsah zkumavek ztedit

0,6 mol.I" HCIO; vpoméru 1:1 za tuéelem zastaveni dal§iho bakteridlniho rustu.
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Po dikladném promichani zkumavek byla opticka hustota proméfovana proti blanku

(sterilni MPB zfedény HCIO,).

Na zakladé ziskanych vysledk poctu kolonii a optické hustoty byla sestrojena kalibracni
kiivka a pomoci prepocti dle Gompertzova modelu (viz kapitola 6.3.6) byla ziskana

samotna rustova kiivka.

6.3.5 Stanoveni obsahu biogennich amini

Pro vlastni stanoveni biogennich aminli bylo zapotiebi obsah zkumavek odstfedit pfti
6000 g po dobu 10 minut. Supernatant byl nasledné¢ v mikrozkumavkach typu Eppendorf
zfedén boratovym pufrem (0,4 mol.I™ kyselina borita upravena pomoci NaOH na pH 9,5)

vV poméru 1:4.

Nasledujicim krokem bylo dalsi odstfedéni pii 20000 g po dobu 30 minut. 1 ml ziskaného
supernatantu byl piefiltrovan pies 0,22 um filtr do vialek a bylo k nému pfidano 10 pl
tryptaminu jako vnitiniho standardu. V ptipadé potieby byly vzorky dofedény boratovym
pufrem na pfislusSnou koncentraci. Takto pfipravené vzorky byly podrobeny analyze

prostfednictvim vysoce u¢inné kapalinové chromatografie.

Tab. 3. Elucni program

Cas (min) | CH3COONa (%) | Acetonitril (%)
0 70 30
13 70 30
20 50 50
43 0 100
46 0 100
50 70 30
55 70 30

Pro stanoveni obsahu putrescinu a kadaverinu byl vyuZit kapalinovy chromatograf
sestavajici z autosampleru, binarni pumpy (oba LabAlliance), degaseru, termostatu kolony
a fluorescen¢niho detektoru (vSe Agilent Technologies). Separace byla provedena na

piedkolon& Cogent HPS™

C18, 20 mm x 4 mm, Sum a koloné€ s reverzni fazi Cogent
HPS™ C18, 150 mm x 4,6 mm, 5um (ob& MicroSolv Technologies). Nastik na kolonu

¢inil 5 pl. Pro separaci byla vyuzita gradientova eluce (elu¢ni program viz Tab. 3) mobilni
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fazi 0,1 mol.I'* CH3;COONa s acetonitrilem pii objemové pritokové rychlosti 0,6 ml.min™.
Analyza probihala pifi 30 °C. Signdl byl sniman fluorescencnim detektorem pfi

Aex = 330 nm a Agm = 440 nm.

6.3.6 Statistické vyhodnoceni vysledki

Jak rustova kiivka, tak obsah putrescinu a kadaverinu byly modelovany pomoci
Gompertzova modelu. Jednotlivé parametry modelu (A, um, 4) byly odhadnuty pomoci
nelinedrni  regresni analyzy (Marquardt-Levenburgova metoda). Pro statistické
vyhodnoceni byl pouzit program Unistat® 5.5 a kfivky byly sestrojeny v programu
MS Excel.

Pro Gompertztiv model riistové kiivky plati nasledujici vztah:

y=a.exp {-exp[F2E (-0 + 1]}

kde

A délka lag faze [h]

7 maximalni ristova rychlost [h™]

A asymptota, maximalni hodnota logaritmu relativni ¢etnosti populace, které bylo

dosazeno: A = In [N./No] (kde N, je pocet bunék v poslednim odbérovém case

a N je pocet bun¢k na pocatku) [48].

Pro Gompertztv model produkce biogennich amint plati nasledujici vztah:

y =Ag, .exp {—exp [ﬂjﬂ € (Aga—t) + 1“
BA

kde
ABA crereeene lag faze (doba, nez byla poprvé zaznamenana produkce biogennich amint) [h]
UBA-weeeene maximalni rychlost produkce biogennich amini [mg.I™".h™]

Agaeecanen. asymptota, maximalni produkovana koncentrace biogennich amind [mg.I™] [48].
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Stanoveni ristové kirivky

Zaznamenavanim poctu bun€k po naockovani do zivné pudy v Case, lze ziskat typickou
rustovou kiivku, z niz jsou patrné jednotlivé faze mnozeni. Tésné po naockovani se bunky
prizptisobuji novym podminkdm a zalind se aktivovat metabolizmus. Tato faze, kdy se
buiiky nemnozi, se nazyva lag faze. Nasledn¢ se pomalu a nesynchronné¢ bunky zacinaji
delit, kiivka se ohyba a ptrechazi do faze vyrovnaného rastu. Builkky se mnozi maximalni
konstantni rychlosti, d€li se stejnym tempem. Pocet bunc¢k nartistd exponencidlné, a proto
se tento usek oznacuje jako exponencialni faze. Pozvolna se intenzita mnoZeni snizuje a po
fazi zpomaleni piechazi populace do stacionarni faze. Ta je charakteristicka tim, ze bun¢k
nepiibyva ani neubyva. Po uplynuti dalsi doby se pocet Zivych bun¢k snizuje a populace se

dostava do faze hynuti [74]. Jednotlivé faze ristu bakterii jsou znazornény na Obr. 9.
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Obr. 9. Zakladni faze rustové krivky [74]

V naSem piipadé byly rastové kiivky sestaveny jednak z namétenych hodnot optickych

hustot a jednak z poctu bunék vyrostlych na Petriho miskach.
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Ze ziskanych hodnot byly vypocteny logaritmy CFU v case t oproti hodnotam CFU v Case
0, vyjadfeno vztahem: y = In(CFU/CFU) (kde CFU; vyjadiuje celkovy pocet kolonie
tvorticich jednotek na ml v Case t a CFUjy celkovy pocet kolonie tvoficich jednotek na ml na
zacatku kultivace) a rastové kiivky byly poté znazornény pomoci tfi zékladnich parametrti
Gompertzova modelu, jako zavislost tohoto logaritmu na Case kultivace [48]. Prikladem

takové rastové kiivky je Obr. 10.

In (CFU/CFUy)

Obr. 10. Rustova krivka dle Gompertzova modelu [75]

Rust bakterie Serratia marcescens byl sledovan ve tiech teplotach (10 °C, 20 °C a 37 °C),

vzdy za riznych podminek pH a koncentrace NaCl.

Hodnoty jednotlivych parametrt (A, um a A) jsou pro jednotlivé kultivaéni teploty uvedeny
v Tab. 4,5a6.

7.1.1 Stanoveni ristové krivky — 10 °C

Na zakladé sledovani tfi zdkladnich parametri Gompertzova modelu byly z rhstovych

ktivek sestavenych pro teplotu 10 °C, vyvozeny nasledujici zavéry.

Lag faze se u vétSiny kombinaci pH a NaCl pohybovala kolem 30 hodin, a to zejména
v niz§ich koncentracich NaCl do 4 %. Vyjimku zde tvofily pouze hodnoty odpovidajici
pH 4, nebot’ v takto kyselém prosttedi byla u vSech koncentraci NaCl lag faze prodlouzena.
Vyrazny skok byl zaznamenan u 4 % NaCl a pH 4, kdy byla lag faze nejdelsi ze vSech

atrvala 95,21 hodin. V podobném tempu se nachazela faze laguiu 5 a 6 % NaCl, pfiCemz
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doba trvani byla jen o néco kratsi (prumérné¢ kolem 70 hodin). Od téchto udaji se
odlisovala pouze hodnota pfislusici koncentraci 5 % NaCl a pH 6, ktera ¢inila 22,87 hodin.
Z téchto poznatkii tak bylo mozné usoudit, ze pH 4 a zvySujici se koncentrace NaCl

prodluzovaly dobu lag faze.

Tab. 4. Parametry Gompertzova modelu —
ristovad krivka (10 °C)

NaCl (%) [pH| A() [wm(h?) | A(h)
4 3,15 0,02 41,15

0 5 6,46 0,07 28,99
6 7,61 0,05 28,58

4 3,99 0,02 61,09

1 5 5,89 0,06 36,45
6 6,18 0,07 37,47

4 3,51 0,02 61,92

3 5 3,95 0,04 31,24
6 4,85 0,04 24,80

4 1,63 0,01 95,21

4 5 3,23 0,03 36,76
6 3,01 0,03 30,26

4 0,48 0,00 78,62

5 5 1,55 0,01 65,99
6 2,38 0,02 22,87

4 0,54 0,01 74,35

6 5 1,31 0,02 68,93
6 0,38 0,01 68,93

Jak rychle mikroorganizmus roste, bylo zjiStovano pomoci parametru pm. Jako optimalni
se jevily kombinace 0 % NaCl, pH 5a 6 a 1 % NaCl, pH 5 a 6, nebot’ v téchto ptipadech
dosahovala ristova rychlost hodnot 0,05 — 0,07 h™. Obecné lze ¥ici, Ze ve vétsing piipada
byl zaznamenan rychlejsi nartst pfi pH 5 a 6 aZ do koncentrace NaCl 5 %. Na druhou
stranu se ukazalo, ze prostfedi s pH 4 neni pro rist bakterie pfili§ vhodné, ponévadz pfi
této kyselosti ani v jedné zkoncentraci nedosahla rlstova rychlost hodnoty vyssi jak
0,02 h™. Také se zvysujici se koncentraci soli byl rist mikroorganizmd potlagen, kdy se
u 5 a 6 % pohybovala ristova rychlost maximalng v rozmezi 0,00 — 0,02 h™. Nulova
hodnota maximalni rastové rychlosti byla nalezena u kombinace 5 % NaCl a pH 4, coz

V podstaté potvrzuje vySe uvedené udaje.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

Pro maximalni nariist bunék (A) platily téméf stejné principy jako pro maximalni ristovou
rychlost. Ve vétsing piipada to tedy znamenalo, ze tam, kde byla ristova rychlost vyssi,
byla zpravidla vyssi i maximalni hodnota nariistu bunék a naopak. Uplné nejvyssi hodnoty
(7,61) bylo ptitom dosazeno za podminek 0 % NaCl a pH 6. Déle byly vysoké hodnoty
zjistény u 0 % NaCl pH 5 (6,46), 1% NaCl pH 5 (5,89) a 1 % NaCl pH 6 (6,18). Co se tyce
nizkych hodnot, tak ty opét prevladaly u koncentraci 5 a 6 %, pficemz nejnizsi hodnota
(0,38) ptipadla na 6 % NaCl pH 6. U zbylych nejmenovanych kombinaci pH a NaCl se

pribéh vyvijel podobnym zptsobem jako u maximalni ristové rychlosti.

Ukézku toho, za jakych podminek bakterie dobie rostla a jak byl naopak jeji riist inhibovan
kyselosti prostfedi, poskytuje Obr. 11. Ostatni ristové kiivky pro kultiva¢ni teplotu 10 °C

jsou soucasti ptilohy PL

1% NaCl
7.0
=] ——1 4
é: —a—1 5
z ——16
u,u T T T T T T T
0,0 50,0 100,0 150,0 2000 250,0 300,0 350,0 400,0
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Obr. 11. Rustova krivka bakterie Serratia marcescens v podminkdach 1 % NaCl, pH 4,5, 6
a teploty 10 °C

7.1.2 Stanoveni ristové krivky — 20 °C

Z prubéhu rtstovych kiivek sestavenych pro teplotu 20 °C vyplynulo, Ze doba lag faze se
S nartistajicim obsahem soli v médiu prodluzovala. Zlom nastal u koncentrace 4 % NaCl
a pH 4, kdy byla faze lagu nejdelsi a trvala 34,72 hodin (viz Obr. 12; ostatni rastové kiivky

pro kultivacni teplotu 20 °C jsou soucasti ptilohy PII). Do koncentrace 3 % NaCl se



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka o1

hodnoty, vyjma téch, které ptislusely pH 4, pohybovaly v intervalu 7 — 15 hodin, pfi¢emz
horni hranice intervalu dosahovaly pfevazné hodnoty odectené pii pH 6. U zbyvajicich
koncentraci NaCl 4, 5 a 6 % nebyly zaznamenany vyrazné vykyvy a hodnoty se v priméru
pohybovaly kolem 25 hodin. Stejn¢ jako u predchozi teploty, se i zde ukazalo, ze

Vv prostiedi s pH 4 byla doba lag faze u kazdé koncentrace nejdelsi.

4 % NaCl

4.5

4.0
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15
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Obr. 12. Rustova krivka bakterie Serratia marcescens v podminkdach 4 % NaCl, pH 4,5, 6
a teploty 20 °C

Nejrychleji rostla bakterie Serratia marcescens za podminek 0 % NaCl pH 5, kdy rdstova
rychlost &inila 0,26 h™. Pro riist vyhovujici se dale jevily kombinace 0 % NaCl pH 6,
1 % NaCl pH 5 a 1 % NaCl pH 6, nebot’ v jejich ptipadé se ristova rychlost priblizovala
hranici 0,20 h™. Naopak nejvice utlumena byla rychlost riistu v prostfedi s vy$§im obsahem
soli, konkrétné za podminek 6 % NaCl a pH 4, kdy bylo dosazeno pouze hodnoty 0,01 h.
Vesmés vSechny hodnoty ristové rychlosti zaznamenané u vySSich koncentraci soli byly
nizké a nepiesdhly 0,06 h, Cemu se vymykala pouze hodnota 0,11 h™ u koncentrace
5 % NaCl a pH 6. Z rustovych kiivek bylo také ziejmé, ze u téméf kazdé z koncentraci

zvySujici se pH prostiedi postupné urychlovalo bakteridlni riist.

Maximalni néarGst bun¢k opét prakticky kopiroval maximalni ristovou rychlost, s tim

rozdilem, ze nejvySsi hodnota (7,96) v tomto piipad¢ nalezela koncentraci 0 % NaCl
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a pH 6. Nic se ale nezménilo na tom, Ze celkové se nejvy$$i hodnoty nachazely
vV podminkach 0 a 1 % NaCl, pH 5 a 6, kde se pohybovaly kolem 7 — 8 a rozdily mezi nimi
U maximalni ristové rychlosti, tedy 6 % NaCl a pH 4. Ze ziskanych vysledkl tak bylo
mozné vyvodit, ze vysokd koncentrace NaCl a nizké pH maximalni hodnotu rastu

snizovaly.

Tab. 5. Parametry Gompertzova modelu —
riistova krivka (20 °C)

NaCl (%) [pH| A() [wn(h?) | A(h)
4 4,25 0,09 20,02

0 5 6,81 0,26 10,70
6 7,96 0,19 7,91

4 4,08 0,08 17,59

1 5 6,40 0,16 9,38
6 7,96 0,18 12,88

4 3,92 0,11 22,56

3 5 5,79 0,11 13,91
6 5,98 0,13 14,80

4 2,40 0,06 34,72

4 5 4,35 0,09 21,54
6 3,63 0,13 23,32

4 1,32 0,02 24,18

5 5 1,79 0,06 20,82
6 3,31 0,11 18,38

4 0,74 0,01 28,14

6 5 1,99 0,04 25,63
6 1,68 0,05 25,39

7.1.3 Stanoveni ristové kirivky — 37 °C

Z rustovych ktivek zpracovanych pro teplotu 37 °C vyplynulo, zZe sledované parametry byly

ovlivnény poné€kud jinak nez u ptedchozich dvou teplot.

Lag faze v tomto piipad¢ nebyla vzdy nejdelsi pfi pH 4, u n€kolika koncentraci trvala
nejdéle dokonce pii pH 6 a hodnoty 4 u vétSiny koncentraci, v zavislosti na pH, jiz nebyly
sefazeny od nejveétsi po nejmensi ¢i naopak, ale pohybovaly se riizné. Ovsem na tom, ze
zvySujici se koncentrace soli lag fazi prodluzovala, se nic nezménilo. Do koncentrace

3 % NaCl se doba lagu nachazela v rozsahu piiblizn¢ 2 — 4 hodin. To ale neplatilo za
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podminek 1 % NaCl a pH 4, kdy hodnota ¢inila 5,16 hodin a ptfedstavovala tak skok od
ostatnich. Dale bylo zajimavé, Ze pii koncentraci 0 % NaCl a pH 5 lag faze trvala nejkratsi
dobu, a to 1,45 hodin, kdezto za stejného pH u koncentrace 3 % NaCl to byla hodnota
Z nich nejvyssi 3,86 hodin. Co se tyce vyssich koncentraci soli, 4, 5 a 6 %, tak u kazdé
Z nich byla zaznamenana vysoka hodnota ptekracujici hranici 5 hodin. U koncentrace
4 % NaCl pH 4 to byla doba 5,61 hodin, u 5 % NaCl a pH 6 to byla hodnota 5,38 hodin
a Vv prostiedi s 6 % NaCl a pH 4 trvala faze lagu nejdéle, 5,70 hodin. Jelikoz pH putisobilo
na dobu lag fadze za odlisSnych koncentraci NaCl rtzné€, nebylo mozné jednozna¢né jeho

vliv zevSeobecnit.

Tab. 6. Parametry Gompertzova modelu —
ristova krivka (37 °C)

NaCl (%) | pH| A(-) [ um(h™) | A(h)
4 | 413 | 065 | 1,66

0 5| 7,76 | 1,06 | 1,45
6 | 10,40 | 156 | 2,66

4 | 476 | 042 | 516

1 5| 730 | 096 | 2,71
6 | 823 | 154 | 2,67

4 | 38 | 08l | 344

3 5| 580 | 072 | 386
6 | 503 | 090 | 313

4 | 207 | 039 | 561

4 5 | 385 | 1,14 | 445
6 | 38 | 1,30 | 4,71

4 | 136 | 029 | 343

5 5| 1,78 | 0,76 | 4,88
6 | 347 | 130 | 5,38

4 | 117 | 035 | 570

6 5 | 246 | 141 | 352
6 | 1,91 | 061 | 499

Na rychlost ristu mikroorganizmti neméla sl az tak vyrazny vliv, nebot’ se riistova
rychlost pohybovala v ramci vSech koncentraci na stejné urovni. Z rustovych kiivek nebylo
zfejmé, ze by koncentrace 6 % NaCl né&jakym zplsobem riist mikroorganizmli vyrazné
ovlivitovala. Ptikladem muze byt koncentrace 0 % NaCl pH 5, kdy maximalni rGstova
rychlost dosahla 1,06 h™ a naproti tomu koncentrace 6 % NaCl pH 5, kdy byla rychlost

rustu dokonce vyssi a Cinila 1,41 h™. Na druhou stranu zde hrala vyznamnou roli kyselost
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Nejpomaleji (0,29 h™) rostla bakterie v podminkéach 5 % NaCl a pH 4, naopak nejrychleji
(1,56 h'l) rostla pii koncentraci 0 % NaCl a pH 6. Velmi rychly nariist byl zpozorovan také
v prostiedi s 1 % NaCl a pH 6, kde hodnota uy vystoupla az na 1,54 h™. Od vysledkii
ostatnich se ponc¢kud odliSovaly hodnoty odpovidajici koncentraci 3 % NaCl, nebot’
v priméru dosahovaly maximalni ristové rychlosti 0,80 h™ a ani u jedné z kombinaci pH
a NaCl nebyla piekrocena hranice 1 ht. Bylo tak mozné vyvodit, ze v prostiedi s touto
koncentraci a pH 5 a 6 rostly mikroorganizmy pomaleji, nez v prostiedi s 4 a 5 % NaCl

a stejnym pH a také v prostiedi s 6 % NaCl byl narast rychlejsi, pouze ale v pfipadé pH 5.

6 % NaCl
30

25 ;‘m—
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Obr. 13. Rustova krivka bakterie Serratia marcescens v podminkdach 6 % NaCl, pH 4, 5, 6
a teploty 37 °C

Do nejvyssich hodnot A narostly mikroorganizmy podobné jako u piedchozich teplot
V podminkéach 0 % NaCl pH 5 (7,76), 0 % NaCl pH 6 (10,40), 1 % NaCl pH 5 (7,30)
a 1 % NaCl pH 6 (8,23). Naopak nejnizsi hodnota (1,17) ptislusela koncentraci 6 % NaCl
a pH 4. Mimo vySe zminéné se jednotlivé hodnoty sestav pH a NaCl pohybovaly v rozpéti
¢isel pfiblizné 4 — 6, do koncentrace 3 % NaCl, u vyssich koncentraci maximalni hodnota
nartistu bunc¢k nepiekrocila hranici 4. Z prabéhu ristovych kiivek tak bylo mozné

vydedukovat, Ze bakteridlnimu ristu svédCilo spiSe méné kyselé prostredi (pH 5 a 6)
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a naopak vysoké koncentrace soli jej eliminovaly (viz Obr. 13; ostatni rustové kiivky pro

kultivaéni teplotu 37 °C jsou soucasti piilohy PIIL.).

7.1.4 Diléi diskuze

Dostupna literatura uvadi, Ze optimalni teplota rlistu se u seracie pohybuje kolem 37 °C
[46, 76]. S piihlédnutim k tomu musely byt v piipadé nami sledovanych teplot 10 °C,
20 °C a 37 °C upraveny intervaly mezi jednotlivymi odbéry tak, aby byl nartst u kazdé
Z nich patrny. Z toho vyplyva, Ze pro teplotu 10 °C, jakozto nejméné vhodnou pro rist této
bakterie, byly zvoleny intervaly del$i (24 — 336 h), pro teplotu 20 °C o néco kratsi
(6 — 96 h) a naopak pro teplotu 37 °C (optimalni), byly zvoleny intervaly velmi kratké
(1-24n).

Asymptoty (tedy maximalni hodnoty logaritmu relativni ¢etnosti populace) se pohybovaly
v ramci vSech teplot u totoznych kombinaci pH a obsahu NaCl v podstaté na stejné urovni.
Rozdily ¢inily vétSinou maximalné jeden logaritmicky fad (s vyjimkou 0 % NaCl a pH 6,
kdy byla hodnota A u 37 °C o vice nez dva logaritmické fady vyssi nez u ostatnich dvou

coz se jisté dalo predpokladat.

Rozdilnych vysledkli bylo dosaZeno u délky lag faze. V této fazi neprobihd témét zadné
mnozeni. Buiiky pouze zvétSuji svillj objem, organizuji metabolické systémy a aktivuji
enzymy. Bakterie jsou v tomto stadiu velmi citlivé k neptiznivym faktoriim a jednim z nich
je prave teplota, ktera dokaze dobu lag faze vyznamné ovlivnit [77, 78]. Zatimco u teploty
10 °C byly obecné faze lagu nejdelsi a mnohdy trvaly ptes 60 hodin, u 20 °C dosahovaly
nejdelsi lag faze uz jen 20 — 30 hodin a v pfipadé kultivaéni teploty 37 °C nepiesahla zadna
lag faze 6 hodin.

Stejné tak se liSily 1 maximalni rychlosti ristu, nebot u teploty 10 °C rostly
mikroorganizmy nejpomaleji, ptiblizné rychlosti 0,00 — 0,07 h™, u teploty 20 °C se nejvyssi
riistové rychlost vysplhala az k 0,26 h™ a hranice 1 h™* byla prekrocena u teploty 37 °C.

Na zéklad¢ téchto zjisténych vysledkli bylo mozné potvrdit, Ze teplota 37 °C je pro rlst
bakterie velmi vhodna a souhlasit tak s uvedenou literaturou [46, 76]. Naopak teplota
10 °C je jiz pro seracii pomérné nizka, coz souvisi i se zji§ténim v jednom z naSich

pilotnich pokust, kdy pti 6 °C jiz Serratia marcescens téméf nerostla. Pfi této teploté bylo
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lag faze. Ercolini et al. zkoumali ve své praci rust vybranych bakterii pii 7 °C, 20 °C
a 30 °C. Mimo jiné se jednalo také o bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae, pii¢emz stejné
jako v nasem ptipadé¢ rostly nejpomaleji pii 7 °C, a né€které z nich pii takto nizké teploté

nerostly vabec [79].

Z hlediska ptsobeni u¢inkd pH a NaCl se teploty 10 °C a 20 °C prakticky kopirovaly.
U obou nastal v pribéhu faze lagu zlom pii koncentraci 4 % NaCl a pH 4, kdy byly
naméfeny nejdelsi hodnoty. Soucasné také pro obé kultivacni teploty platilo, ze kyselé
prostfedi (zejména pH 4) a zvySujici se koncentrace soli prodluzovaly dobu lag faze.
U teploty 37 °C nebyla sice faze lagu vzdy nejdelsi pii pH 4, ale za to Gc¢inek soli zde byl
stejny jako u dvou ptedchozich teplot. Maximalni riistové rychlosti bylo jak u teploty
10 °C, tak u teploty 20 °C dosazeno za podminek 0 % NaCl pH 5, 6 a 1 % NaCl pH 5, 6,
z ¢ehoz bylo mozné usoudit, ze vySsi pH prosttedi a nizk4 koncentrace soli plisobi ptiznivé
na bakteridlni rist. Déle bylo zjisténo, Ze pfi teploté 37 °C nem¢éla stl vyrazny vliv na
rychlost ristu mikroorganizmi, nebot’ vysoké hodnoty byly zaznamendny i u koncentrace
6 %. Naproti tomu se zde jevila jako velmi dilezity faktor kyselost prosttedi, kdy pH 4
tlumilo bakterialni rist a naopak pH 6 jej povzbuzovalo. Vliv pH a NaCl na maximalni
narast bunc¢k byl v podstaté u vSech teplot stejny. Spocival v tom, Ze vysoké koncentrace
soli a nizké pH zpravidla inhibovaly riist bakterie. Mezi optimélni kombinace se tak
zatradily koncentrace 0 a 1 % NaCl, pH 5 a 6, naopak mezi nepiiznivé 6 % NaCl, pH 4.
Z literatury je znamo, ze bakterie Serratia marcescens dobie roste v podminkach

0—4% NaCl a pH 5 -9 [46, 47], coz prakticky potvrzuje vySe uvedené vysledky.

7.2 Stanoveni produkce biogennich amint

Stejné jako u ristovych kiivek byly pouzitim Gompertzova modelu sestaveny kiivky
vyjadiujici dekarboxylazovou aktivitu bakterie Serratia marcescens, ¢ili jeji schopnost
produkovat biogenni aminy. Prioritné byl sledovan obsah dvou biogennich amind, a to
kadaverinu a putrescinu, opét ve tfech odliSnych teplotach, za rGznych podminek kyselosti
prostiedi a koncentrace soli. Kiivky vtomto ptipad¢ vyjadiovaly zavislost obsahu

biogennich amini [mg.l™] na &ase kultivace.

Parametry Gompertzova modelu pro rizné kultivacni teploty jsou znazornény v Tab. 7 — 9

(pro kadaverin) a v Tab. 10 — 12 (pro putrescin).
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7.2.1 Stanoveni obsahu kadaverinu — 10 °C

Prostiednictvim grafii upravenych Gompertzovou modulaci, byla pozorovana tvorba
kadaverinu pii teploté 10 °C. O tom, jaky vliv na produkci kadaverinu mé¢la koncentrace
soli ¢i pH prostiedi, vypovidala jednak faze lagu, jednak rychlost produkce a také

koncentrace biogenniho aminu.

Tab. 7. Parametry Gompertzova modelu —
produkce kadaverinu (10 °C)

Aga UBA ABA

NaCl (%) | PH | g 17y | (malmhY) | (h)
4| 347 14 | 49,7

0 5 | 79,7 51 | 308
6 | 260,0 63 | 37,0

4 | 464 62 | 442

1 5 | 1364 53 | 334
6 | 2975 07 | 441

4 | 1751 28 | 511

3 5 | 289,9 74 | 2638
6 | 3433 | 108 | 460

4 | 224 16 | 517

4 5 | 61,0 48 | 666
6 | 316 38 | 741

4| 33 02 | 883

5 5 | 72 03 | 8L6
6 | 7.9 04 | 761

4 | 26 02 | 647

6 5 | 24 02 | 994
6 | 04 02 | 705

Lag fazi (tedy dobu, nez byla poprvé zaznamenana produkce kadaverinu) ovliviiovala
predev§im koncentrace soli, nebot’ nejvyssi hodnota (99,4 hodin) byla zaznamendna pii
koncentraci 6 % NaCl a pH 5. Daéle trvala faze lagu relativné¢ dlouho za podminek
5 % NaCl pH 4 (88,3 hodin) a 5 % NaCl pH 5 (81,6 hodin). Na zéklad¢ téchto tidaji bylo
mozné vyvodit, Ze s narlstajicim obsahem soli se lag faze postupné prodluzovala. Nejkratsi
doba piekvapiveé nenalezela 0 % NaCl, ale byla zjiSténa v podminkach 3% NaCl pH 5, kdy
¢inila 26,8 hodin. Kyselost prostfedi plisobila na délku lag faze rGzn€. Pouze do
koncentrace 3 % NaCl se dalo jednoznaéné konstatovat, Ze taze lagu byly nejdelsi pii pH 4

a nejkratsi pii pH 5. Hodnoty Aga se pfitom pohybovaly v rozmezi ptiblizn¢ 30 — 50 hodin.
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Od vyssich koncentraci jiz nebyl uc¢inek pH tak jasny. Naptiklad u koncentrace 4 % NaCl
byla lag faze nejkratsi pfi pH 4, zatimco pfti koncentraci 5 % NaCl trvala naopak v takto

kyselém prostiedi faze lagu nejdéle.

Jak vyplynulo z pribéhu kiivek, tak pro rychlost produkce kadaverinu se jako optimalni
jevilo prostfedi s nizkym obsahem soli a vy$sim pH. Dikazem toho je skuteCnost, ze pfi
koncentraci 1 % NaCl a pH 6 byla tvorba kadaverinu velmi rychla (9,7 mg.lh.h™).
Nejrychleji jej vSak seracie dokazala produkovat v médiu s3 % NaCl a pH 6, kdy
maximalni rychlost produkce doséhla 10,8 mg.I™".h™". Naopak minimalni rychlosti probihala
dekarboxylace lyzinu v prostiedi s 5 a 6 % NaCl, pfi¢emz ani jedna ze zjisténych hodnot
upa neprekroéila hranici 0,4 mg.l™.h™. V tak vysoké koncentraci NaCl, jako je 6 %, se
dokonce ani u¢inek pH neprojevil, nebot’ ve vSech piipadech byl kadaverin produkovan

stejnou rychlosti, a to 0,2 mg.1™".h™.

104 NaCl
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Obr. 14. Produkce kadaverinu v podminkach 3% NaCl, pH 4, 5, 6 a teploty 10 °C

Nejveétsi mnozstvi kadaverinu (343,3 mg.l'l) bylo vytvoieno za podminek 3 % NaCl pH 6.
Koncentrace soli 3 % se obecné projevila jako velmi ptizniva, nebot’ ani u zbylych dvou
pH nebyly koncentrace kadaverinu niz$i nez 170 mg.l™ (viz Obr. 14; ostatni kfivky
znazornujici produkei kadaverinu pii 10 °C jsou soucasti pfilohy PIV). U Zadné jiné

z koncentraci NaCl nebyla piekro¢ena hodnota 100 mg.1™ v ramei viech pH soudasng. Déle
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byla vysokd mnozstvi kadaverinu zaznamenidna u 0 % NaCl pH 6 (260,0 mg.l'l)
a 1 % NaCl pH 6 (297,5 mg.I™"). K vyraznému poklesu doslo u koncentraci 5 a 6 % NaCl,
kdy se hodnoty Aga nachazely pouze v rozmezi 2 — 8 mg.I". Vyjimkou zde byla pouze
hodnota ze vech nejnizsi (0,4 mg.1™), ktera piipadala na kombinaci 6 % NaCl pH 6. Lze
tedy shrnout, Ze az do koncentrace 3 % NaCl maximalni produkovana mnozstvi kadaverinu
ale koncentrace soli vyssi, méla maximalni dosazend mnozstvi kadaverinu klesajici trend

a vliv pH se nedal jednozna¢né urcit.

7.2.2 Stanoveni obsahu kadaverinu — 20 °C

Hodnoty délky pripravné faze ziskané z kiivek sestavenych pro teplotu 20 °C bylo mozné
prakticky rozdé€lit do dvou c¢asti, a to na hodnoty Aga naleZici koncentracim NaCl do 3 %
a na hodnoty vyssich koncentraci (4, 5 a 6 % NaCl). V prvni jmenované skupin¢ trvala faze
lagu primérné 14 hodin a nepiesdhla hranici 18 hodin. Nejkratsi dobu ptitom
predstavovala hodnota 12,1 hodin, stanovena pti koncentraci 3 % NaCl a pH 5. V ptipadé
vysSich koncentraci byla doba lag faze podstatné del$i a pohybovala se v intervalu
25 — 30 hodin. Nejdéle ze vSech (33,4 hodin) probihala faze lagu za podminek 4 % NaCl
pH 6. JelikoZ se hodnoty v ramci odliSnych kombinaci pH a NaCl pohybovaly riizné, nebyl
zaznamenan jednoznacné rostouci €1 klesajici trend. Jako zlomova se projevila pouze

koncentrace 4 % NaCl, od které byly faze lagu znateln€ prodlouZeny.

Rychlost produkce kadaverinu byla viditelné utlumena v prostedi s vy$§im obsahem soli,
coz dokazovaly velmi nizké hodnoty, nepiesahujici 0,5 mg.1™.h™, piislusici koncentracim
5 a 6 % NaCl. Nejpomaleji byl kadaverin produkovan v podminkach 5 a 6 % NaCl a pH 4,
kdy byla u obou kombinaci zaznamenana stejna rychlost, a to 0,2 mg.1™.h™. Naopak velmi
dobife pusobila na tvorbu kadaverinu koncentrace 1 % NaCl a pH 6, nebot’ za téchto
podminek bylo dosaZeno nejvyssi produkéni rychlosti (14,7 mg.I".h™). Zbylé hodnoty se
pohybovaly pfiblizn& na stejné urovni (kolem 6 — 11 mg.I'>.h™), s vyjimkou t&ch, které
nalezely pH 4. V takto kyselém prostfedi byla ve vétSiné piipadi rychlost produkce

vyrazné sniZzena a zjisténé hodnoty uga se tak odliSovaly od ostatnich.

Nejvyssi rychlost produkce a nejvyssi produkované mnozstvi kadaverinu zndzorfiuje
Obr. 15. Ostatni kiivky znazoriujici produkci kadaverinu pii 20 °C jsou soucasti

ptilohy PV.
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Obr. 15. Produkce kadaverinu v podminkdach 1 % NaCl, pH 4,5, 6 a teploty 20 °C

Z vysledki maximalnich produkovanych mnozstvi kadaverinu bylo mozné vypozorovat
rostouci trend u koncentraci 0 a 1 % NaCl. V té€chto ptipadech tedy platilo, Ze se zvySujici
se koncentraci soli a zvySujicim se pH nartistaly 1 koncentrace kadaverinu. Nejvyssi
hodnota Aga pritom naleZela 1 % NaCl a pH 6 a &inila 301,8 mg.1™. V prostiedi s 3 % NaCl
bylo dosazeno také relativné vysokych vysledkd, pfi¢emz ale druha nejvyssi hodnota
(265,6 mg.I™) ptislusela pH 5. Od této koncentrace vySe tak nebyl ucinek pH zcela
jednozna¢ny a hodnoty Aga postupné zacaly klesat. U koncentrace 4 % NaCl se v ramci
vSech pH maximdlni produkovand mnoZstvi kadaverinu pohybovala v rozmezi
20 — 60 mg.I'", u 5 % NaCl to bylo uZ jen primémé 5 mg.l™ a v prostiedi s 6 % NaCl
a pH 4 byla nalezena nejnizsi hodnota Aga (1,0 mg.I™"). Z vyse uvedenych informaci tak
bylo mozné vyvodit, Ze koncentrace soli nizsi jak 3 % stimulovaly produkci kadaverinu,
naproti tomu koncentrace vyssi ji inhibovaly. Také je nutné poznamenat, Ze do 1 % NaCl

v

koncentrace soli 3, 4, 5 a 6 %.
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Tab. 8. Parametry Gompertzova modelu —
produkce kadaverinu (20 °C)

Aga MBA ABA

NaCl (%) | PH | g 1) | (mglth®) | (h)
4 | 264 20 | 146

0 5 | 782 66 | 124
6 | 1612 | 113 | 128

4| 347 88 | 172

1 5 | 1244 75 | 136
6 | 3018 | 147 | 163

4| 928 42 | 152

3 5 | 2656 | 115 | 121
6 | 1743 06 | 149

4| 219 25 | 265

4 5 | 592 66 | 246
6 | 265 58 | 334

4| 27 02 | 248

5 5 | 65 04 | 285
6 | 72 05 | 257

4| 10 02 | 26,9

6 5 | 19 03 | 287
6 | 19 03 | 268

7.2.3 Stanoveni obsahu kadaverinu — 37 °C

Za podminek kultivace pfi teplot¢ 37 °C trvala faze lagu nejdéle u 5 % NaCl pH 5
(6,1 hodin) a 6 % NaCl pH 5 (6,2 hodin). V prostiedi s obsahem soli 4, 5 a 6 % se obecné
doba lagu pohybovala v rozmezi 5 — 6 hodin, pfi¢emz se neprojevilo, Zze by kyselost
prostiedi tyto hodnoty néjakym zplisobem ovliviiovala. U koncentraci 0, 1 a 3 % NaCl, se
vramci vSech pH, hodnoty Aga pohybovaly kolem hranice 3 hodin. Od ostatnich se
odliSovala pouze hodnota 2,2 hodiny, kterd byla soucasné¢ dobou ze vSech nejkratsi
a prislusela 0 % NaCl a pH 5. Ze ziskanych vysledki tak bylo patrné, Ze zvySujici se obsah

soli lag fazi prodluzoval, zatimco G¢inek kyselosti nebyl jasn¢ patrny.

Nejstrméjs$i nartist méla kiivka vyjadiujici tvorbu kadaverinu v podminkach 1 % NaCl
apH 6. Diikazem toho byla hodnota uga 20,5 mg.I™".h™", ktera tak zaujimala prvni misto
v rychlosti produkce kadaverinu. Znac¢nou rychlosti byl kadaverin produkovan také
v médiu s obsahem 0 % NaCl a pH 6 (15,1 mg.I".h™) a 3 % NaCl a pH 5 (15,5 mg.I™.h™).

Jako optimalni se tak jevilo prosttedi s vy$sim pH (5 a 6) a niz§im obsahem soli (do 4 %).
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Vyrazny pokles byl zaznamenan u 4 % NaCl a pH 4, kde byla rychlost produkce sniZena na
0,6 mg.I'".h"! coz dokazuje Obr. 16. Ostatni k¥ivky znazorfujici produkci kadaverinu pfi

37 °C jsou soucasti ptilohy PVIL
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Obr. 16. Produkce kadaverinu v podminkdach 4 % NaCl, pH 4, 5, 6 a teploty 37 °C

V podobném tempu byl kadaverin produkovan také u koncentrace 5 a 6 % NaCl, pficemz
nejniz$i hodnoty upa nalezely pH 4 a uobou koncentraci piedstavovaly 0,3 mg.l'l.h'l.
Maximalni rychlost produkce byla tedy ovliviiovana jak kyselosti, tak obsahem soli
Vv prostiedi, s tim, ze ve vétSin¢ pfipadi bylo nejvice inhibi¢ni pH 4 spole¢né se zvysSujici

se koncentraci soli.

Nejvyssi koncentrace kadaverinu seracie vyprodukovala v prosttedi s0 % NaCl a pH 6
(150,3 mg.I™"), dale 1 % NaCl pH 6 (139,0 mg.I") a 3 % NaCl pH 6 (124,8 mg.I"™).
Hodnota 100 mg.I" p¥itom nebyla piekrogena u zadné dalsi kombinace pH a NaCl. Oproti
tomu bylo opravdu minimalni mnozstvi (1,1 mg.l“l) vytvoieno v médiu s piidavkem
6 % NaCl a pH 4 a o mnoho vyssi koncentrace nebyly vyprodukovany ani v podminkach
5 a 6 % NaCl pH zbyvajicich, kde nepfesahly hranici 5 mg.I™". Stejné jako u maximalni
rychlosti produkce se tak dalo vyvodit, Ze rostouci pH a nizké koncentrace soli ptisobily na

tvorbu kadaverinu ptiznivé, nasledkem c¢ehoz se mohl kumulovat vtak vysokych
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mnozstvich. Na druhou stranu v prostfedi s vysokym obsahem soli a nizkym pH byla jeho

kumulace znatelné potlacena.

Tab. 9. Parametry Gompertzova modelu —

produkce kadaverinu (37 °C)

ABA HUBA /IBA

NaCl (%) | PH | mg.r) | (mg.Lhh) | (h)
4 16,6 2,6 2,6

0 5 49,7 11,4 2,2
6 150,3 15,1 2,7

4 32,8 11,2 34

1 5 59,5 9,1 3,1
6 139,0 20,5 2,8

4 59,4 5,4 3,3

3 5 89,7 15,5 2,8
6 124,8 14,5 29

4 10,8 0,6 55

4 5 33,7 8,8 53
6 20,2 13,3 5,9

4 3,1 0,3 52

5 5 4.0 0,6 6,1
6 4.3 0,6 53

4 1,1 0,3 54

6 5 3,9 0,8 6,2
6 1,6 0,6 5,6

7.2.4 Diléi diskuze

Vyssi teplota zpravidla umociiuje dekarboxylacni reakce, nasledkem ¢ehoZ jsou biogenni
aminy produkovany ve vétSich mnoZstvich. Naopak nizké teploty potlacuji mikrobialni rist
a enzymovou aktivitu, a tak je 1 kumulace biogennich amint niz8i. Dle dostupné literatury
se optimalni teplota pro tvorbu biogennich aminti pohybuje v rozmezi 20 — 37 °C [51, 52].
V nasem experimentu tento Uidaj potvrzuji délky lag faze 1 maximalni rychlosti produkce,

avSak v pfipad¢ maximalnich produkovanych koncentraci se vysledky ponékud rozchazi.

Pti teploté 10 °C probihaly lag faze celkové nejdéle a v n€kterych podminkéach dosahovaly
az témé&f 100 hodin. Jakmile se jednalo 0 kultivaéni teplotu 20 °C, faze lagu se vyrazné
zkratily a nejvys$si hodnoty dosahovaly ptiblizné 30 hodin. Za teploty 37 °C trvaly lag faze

nejkrat$i dobu a hodnoty Aga nepiesahly hranici 6 hodin.
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Stejny trend provéazel 1 maximalni rychlosti produkce. Obecné byl tedy kadaverin
produkovan nejpomaleji pti 10 °C, kdy nejvyssi rychlosti dosahovaly piiblizné
11 mg.I™.h™. Pfi 20 °C bylo tempo o néco rychlejsi a nejvyssi hodnoty uga se pohybovaly
v rozmezi 11 — 15 mg.I'".h™ a p¥i 37 °C byl kadaverin produkovan nejrychleji, pfi¢emz za

optimalnich podminek hodnoty uga vystoupaly az k 20 mg.I*.h™.

Prekvapivych vysledkii bylo dosazeno u maximalnich produkovanych koncentraci, nebot’
zde pfisluSely nejvyssi hodnoty teplot¢ 10 °C a za vhodnych podminek dosahovaly az
350 mg.I™. U teploty 20 °C to byly koncentrace niz§i, dosahujici piiblizng 300 mg.1™

tohoto jevu je soucasti kapitoly 7.3.

Vliv pH a NaCl na tvorbu kadaverinu byl v ramci vSech teplot podobny. Lag faze byla
prodluzovana se zvySujicim se obsahem soli a jako nejvice vyhovujici se jevily
koncentrace NaCl 0, 1 a 3 %. Kyselost prostfedi ptisobila na dobu lag faze rtizné a jeji vliv
tak nebyl zejména u vyssich koncentraci NaCl jednoznacny. Co se tyce rychlosti produkce
kadaverinu, jako optimalni se zdéalo byt prostiedi s niz§im obsahem soli a vys$§im pH.
V prostiedi s pH 4 byla rychlost produkce vétSinou potlacena, stejné tak jako za podminek
5 a 6 % NaCl. U takto vysokych koncentraci soli se u¢inek pH vétSinou ani neprojevil.
Nejvyssi koncentrace kadaverinu byly vytvofeny za podminek 0, 1 a 3 % NaCl, pficemz
pH 4 pisobilo inhibi¢né a pH 6 naopak stimulacné. U vysSich koncentraci byly obsahy

kadaverinu minimalni a vliv pH nejednoznacny.

Podle toho, co uvadi dostupna literatura, by méla byt dekarboxylazova aktivita
mikroorganizmul intenzivnéj$i spise v kyselém prostiedi s pH optimem v rozmezi 4 — 5,5
[5]. Jelikoz vsak seracie rostou 1épe v prostiedi s pH 5 — 9 [47], mohl by byt v disledku
poklesu pH jejich rist potlacen a jejich dekarboxylazova aktivita utlumena, coz v podstaté
vysvétluje to, ze v naSem piipadé pusobilo pH 4 témét vzdy inhibicné. Dale literatura
uvadi, Ze vysoka koncentrace soli vétSinou potlacuje tvorbu biogennich amint,

[17, 45, 50], s ¢imz se naSe vysledky ztotoznuji.

7.2.5 Stanoveni obsahu putrescinu — 10 °C

Stejnym zplsobem jako byla sledovana tvorba kadaverinu a faktory, které ji ovliviiovaly,

byla pozorovéna za danych podminek 1 produkce putrescinu.
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Tab. 10. Parametry Gompertzova modelu —

produkce putrescinu (/0 °C)

Aga UBA ABA

NaCl (%) | PH | g 1) | (mgth®) | (h)
4 | 2097 26 | 353

0 5 | 7804 | 393 | 526
6 | 13360 | 8L1 | 658

4 | 4330 | 405 | 1039

1 5 | 16479 | 526 | 647
6 | 14153 | 856 | 511

4 | 4851 | 364 | 637

3 5 | 11483 | 654 | 632
6 | 20968 | 761 | 713

4 | 1150 34 | 1110

4 5 | 5843 | 251 | 1110
6 | 4388 | 412 | 867

4| 92 18 | 92

5 5 | 44, 29 | 10338
6 | 556 28 | 80,9

4| 76 14 | 1046

6 5 | 26,1 17 | 1008
6 | 18 14 | 1048

Z prub¢hu kiivek sestavenych pro kultivacni teplotu 10 °C wvyplynulo, Ze lag fazi
prodluzovala rostouci koncentrace soli, zatimco uc¢inek kyselosti nebyl uplné zietelny.
V nékterych piipadech byla totiZ lag faze nejkratsi pti pH 4, v jinych naopak pii pH 5 ¢i 6.
Nejdéle trvala faze lagu v podminkach 4 % NaCl pH 4 a 5, kdy byla naméfena u obou
téchto kombinaci hodnota stejnd, odpovidajici 111,0 hodindm. V podobném tempu
probihala lag faze také u koncentraci 5 a 6 % NaCl, pficemz se hodnoty Aga, bez ohledu na
kyselost prosttedi, pohybovaly v intervalu zhruba 90 — 105 hodin. U koncentraci niz$ich
(tj. 0, 1 a 3 % NaCl) doba lagu trvala primérné kolem 60 hodin, ¢emuz se vymykala
hodnota 103,9 hodin ndlezici kombinaci 1 % NaCl a pH 4 a také hodnota 35,3 hodin, ktera

byla soucasné dobou nejkratsi a ptislusela 0 % NaCl a pH 4.

Nejrychleji byl putrescin produkovan v prostiedi s0 % NaCl pH 6 (81,1 mg.I".h™)
a1 % NaCl pH 6 (85,6 mg.I".h™). Koncentrace soli 3 % a vys$i produkei postupnd
zpomalovaly az na hodnoty usa nepfesahujici 3 mgl™.h™, které nalezely zpravidla
5 a 6 % NaCl. Jako nejméné¢ vhodné se zdalo byt prosttedi s 6 % NaCl pH 4 a 6, nebot’ zde

produkce probihala nejpomaleji, rychlosti 1,4 mg.l’l.h'l. Produkei putrescinu vSak netlumil
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jenom vysoky obsah soli, ale také kyselost prostiedi, coz dokazuje skuteCnost, ze az do
koncentrace 4 % NaCl se hodnoty nejnizsi vyskytovaly u pH 4 a naopak nejvyssi u pH 6.
Uginek kyselosti se projevil hlavné v médiu s 0 a 4 % NaCl a pH 4, kde byly v porovnani

s ostatnimi zaznamenény velmi nizké rychlosti (2,6 a 3,4 mg.I'".h™).

Pii 10 °C byly maximalni produkované koncentrace putrescinu velmi vysoké, a to
predevsim v prostiedi s 0, 1 a 3 % NaCl pii pH 5 a 6, kde se hodnoty Aga pohybovaly
vrozmezi 1000 — 2000 mg.I}. Vibec nejvétsi mnozstvi putrescinu (2096,8 mg.l™)
vyprodukovala seracie za podminek 3 % NaCl a pH 6 (viz Obr. 17; ostatni kiivky
znazoriiujici produkci putrescinu pii 10 °C jsou soucasti ptilohy PVII). Extrémnim
protikladem byly poté hodnoty Aga piislusici 5 a 6 % NaCl, nebot’ ty se pohybovaly
v fadech jednotek, maximaln¢ desitek. Nejmensi koncentrace pfitom nalezela 6 % NaCl
apH 6 a &inila 1,8 mg.I™. Ze ziskanych poznatki tak bylo mozné usoudit, 7e koncentrace
soli do 3 % ovlivitovaly tvorbu putrescinu ptfiznivé, kdezto vyssi koncentrace uz ji

potlacovaly. Inhibi¢n¢ pusobilo také pH 4, nebot’ v takto kyselém prostiedi byly u vSech
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Obr. 17. Produkce putrescinu v podminkdch 3 % NaCl, pH 4, 5, 6 a teploty 10 °C
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7.2.6 Stanoveni obsahu putrescinu — 20 °C

Stejné jako u predchozi teploty, 1 zde trvala faze lagu nejdéle v prostiedi s 4 % ptidavkem
soli a pH 5, a to 24,4 hodin. Obecné hodnoty /ga, které piislusely koncentracim
4,5 a 6 % NaCl, se ve vSech pH pohybovaly kolem 20 hodin, s vyjimkou 5 % NaCl
a pH 6, kde byla lag faze kratsi (16,2 hodin). Také v nizSich koncentracich se od sebe doby
lag faze nijak vyrazné€ neliSily a probihaly v rozmezi 9 — 14 hodin. Nejkratsi doba pfitom
nalezela 0 % NaCl a pH 4 a trvala 9,3 hodin. Od téchto vysledki se odchylovala pouze
hodnota 18,6 hodin, které bylo dosazeno za podminek 1 % NaCl a pH 4. Bylo tak zfejmé,
Ze az na vyjimky, probihala faze lagu u vSech kombinaci pH a NaCl pfibliZzné na stejné
urovni, s tim rozdilem, ze do 3 % NaCl byly doby trvani kratsi, zatimco od 4 % NaCl

naopak delsi. Vliv kyselosti prostedi nebyl v tomto piipad¢ jednoznacny.

Maximalni rychlost produkce se vyvijela prakticky stejnym zptisobem jako pti 10 °C. Jako
nejvhodné&jsi se opét projevilo prosttedi sO a 1 % NaCl a pH 6, kdy byl putrescin
produkovan rychlosti pfiblizng 151,0 mg.1™.h™. Velmi rychla tvorba byla vypozorovana
také v médiu s obsahem soli 3 %, avSak od této koncentrace dale se zacaly hodnoty
postupné snizovat. Nejpomaleji byl putrescin produkovan za podminek 6 % NaCl a pH 4,

kdy rychlost ¢inila pouze 2,2 mg.I*.h?. Z vysledkil tak bylo patrné, Ze nizs§i koncentrace

vvvvv

cv v

ptipadech zjistény v prostredi s pH 4. V disledku vysoké kyselosti byla produkce potlacena
zejména v podminkéach 0 a 4 % NaCl a pH 4, o ¢emzZ vypovidaly velmi nizké hodnoty uga

nepiekracujici 7 mg.1".h™.

Nejvétsi mnoZzstvi putrescinu byla vyprodukovéana za podminek 1 a 3 % NaCl pH 5 a 6,
pfi¢emz nejvyssi hodnota, piislusici 3 % NaCl a pH 6, sahala az ke 2000 mg.1™". Na druhou
stranu minimalni koncentrace byly vytvofeny v prostiedi s vysokym obsahem soli, kdy
hodnoty Aga nepresahly hranici 50 mg.1™ (viz Obr. 18; ostatni kiivky znazorfiujici produkci
putrescinu pii 20 °C jsou souasti piilohy PVIII). Obzvlasts nizka hodnota Aga (2,7 mg.I™)
byla zaznamendna u koncentrace soli 6 % a pH 4, coz v podstaté¢ poukazovalo na to, Ze

vysoky obsah soli a nizké pH tvorbé putrescinu branily.
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Obr. 18. Produkce putrescinu v podminkdach 5 % NaCl, pH 4, 5, 6 a teploty 20 °C

Tab. 11. Parametry Gompertzova modelu —

produkce putrescinu (20 °C)

Aga MUBA ABA

NaCl (%) | PH | g 1) | (malth®) | (h)
4 | 1917 48 9,3

0 5 | 6051 | 795 | 10,0
6 | 9226 | 1500 | 117

4 | 3440 | 807 | 186

1 5 | 10429 | 1075 | 13.0
6 | 10759 | 15.0 | 97

4 | 3624 | 547 | 140

3 5 | 10087 | 1370 | 118
6 | 19689 | 1271 | 136

4 | 1060 61 | 214

4 5 | 5228 | 658 | 244
6 | 4044 | 783 | 193

4| 139 29 | 197

5 5 | 398 a1 | 195
6 | 464 24 | 162

4| 27 22 | 197

6 5 | 172 30 | 20,0
6 | 155 28 | 198
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7.2.7 Stanoveni obsahu putrescinu — 37 °C

Béhem kultivace pti 37 °C trvala faze lagu nejdéle v prostiedi s 4, 5 a 6 % NaCl, pficemz
se hodnoty pohybovaly zhruba v intervalu 4 — 6 hodin. Horni hranice intervalu (6,1 hodin)
byla dobou ze vSech nejdelsi a pfislusela 6 % NaCl a pH 5. Z prubéhu kiivek tak
vyplyvalo, Ze s rostoucim obsahem soli se doba lag faze pomalu prodluzovala, ackoliv bylo
zajimavé, ze v podminkach s4 % piidavkem soli byly zjistény hodnoty Aga vys$si nez
vV podminkach s5 % NaCl. V ramci niz$ich koncentraci, tj. do 3 % NaCl, faze lagu
neprobihala déle nez 4 hodiny a nejkratsi doba (2,3 hodiny) tentokrat nalezela 0 % NaCl
apH 5. Od téchto udajii se odliSovala pouze hodnota piisluSici koncentraci 1 % NaCl

a pH 4, ktera ¢inila 5,4 hodin. Dale bylo mozné konstatovat, ze u vétSiny koncentraci trvala

cvwr

0% NaCl
700,0
= 500,0
E { —0 4
£ 4000
2 —a—0 5
£ 3000
= —06
3 200,0
b=
100,0 e
0,0 : : . : :
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0
Cas (h)

Obr. 19. Produkce putrescinu v podminkach 0 % NaCl, pH 4, 5, 6 a teploty 37 °C

Rychlost produkce putrescinu byla ovliviiovana jak vysokym obsahem soli v prostfedi, tak
1 kyselosti prostfedi. Vyrazny skok byl zaznamenan u 5 a 6 % NaCl, nebot’ zde hodnoty
pouze 4,0 mg.I'".h™ . Mimoto byly velmi nizké rychlosti, stejn& jako u dvou predchozich
teplot, pozorovany také v podminkach 0 a 4 % NaCl a pH 4, kde se pohybovaly kolem

7 — 8 mg.I".h™ a exponencialni faze zde nebyla témé&f znatelna (viz Obr. 19; ostatni k¥ivky
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znazornujici produkci putrescinu pii 37 °C jsou soucasti ptilohy PIX). V piipad¢ ostatnich
kombinaci byl putrescin produkovan pievazné rychlosti vyssi jak 100 mg.1™.h™, pficemz
nejvyssich hodnot uga bylo dosazeno u 1 % NaCl pH 6 (251,4 mg.1>.h™) a 3 % NaCl pH 6
(201,2 mg.I".h™). Z t&chto poznatkii 1ze vyvodit, Ze vysoky obsah soli a nizké pH produkci
tlumily.

Maximalni produkované koncentrace putrescinu mély rostouci tendenci az do 3 % NacCl,
pricemz nejvetsi mnozstvi (814,2 mg.l'l) bylo vytvoteno v podminkéch 3 % NaCl a pH 6.
Koncentrace soli vyssi nez 3 % produkci postupné inhibovaly a hodnoty Aga tak zacaly mit
klesajici charakter. Jako nejvice inhibi¢ni se opét projevily koncentrace soli 5 a 6 %, nebot’
v téchto podminkach nepfesahly hodnoty Aga hranici 30 mg.I" a nejmensi mnoZstvi
(7,7 mg.I"") seracie vyprodukovala v médiu s 6 % NaCl a pH 4. Z vysledki tak bylo patrné,
ze nizsi koncentrace soli (0, 1 a 3 %) ptsobily na tvorbu putrescinu pfiznivé, naproti tomu

vysoké koncentrace ji potlatovaly. Utinek kyselosti byl zfejmy pouze u pH 4, nebot

cv v

Tab. 12. Parametry Gompertzova modelu —

produkce putrescinu (37 °C)

Aga UBA /BA

NaCl (%) | PH | g 1y | (ma™hY) | (h)
4 | 1096 85 25

0 5 | 6550 | 1432 | 23
6 | 6099 | 1591 | 28

4 | 2680 | 1360 | 54

1 5 | 6084 | 1290 | 28
6 | 7000 | 2514 | 29

4 | 3994 | 727 | 37

3 5 | 7455 | 1895 | 30
6 | 8142 | 2012 | 30

4 | 665 71 58

4 5 | 3015 | 1130 | 57
6 | 2853 | 1510 | 57

4 | 143 45 5.1

5 5 | 232 72 4,0
6 | 412 5.4 43

2| 77 4,0 6.0

6 5 | 259 100 | 61
6 | 88 6.2 5.8
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7.2.8 Diléi diskuze

Vliv teploty na tvorbu putrescinu byl prakticky stejny jako u kadaverinu. Lag faze trvaly
podle ocekavani nejdéle pti 10 °C, pii¢emz se nejvyssi hodnoty Aga pohybovaly kolem
100 hodin. Pii teploté¢ 20 °C byly doby lagu o poznani kratsi a dosahovaly v nékterych

piipadech az 20 hodin a teplota 37 °C zahrnovala faze lagu nejkratsi, nepfesahujici 7 hodin.

Podobné¢ se vyvijela i maximalni rychlost produkce putrescinu, nebot’ obecné nejpomale;ji
byl putrescin produkovan pii 10 °C, kdy rychlosti nebyly vyssi jak 90 mg.l’l.h‘l. Pti teploté
20 °C nejvyssi hodnoty uga vystoupaly az k 150 mg.lhh? a pii teploté 37 °C byla
prekrodena hranice 250 mglth?. Tyto vysledky tedy odpovidaji faktu, ze
dekarboxylazova aktivita se s nartistajici teplotou zvysuje a teplotni optimum se nachazi

v rozmezi 20 — 37 °C [51, 52].

Jina situace nastala u maximalnich produkovanych koncentraci, kdy naopak nejveétsi
mnozstvi pfislusela teplot¢ 10 °C a za vhodnych podminek dosahovala az 2000 mg.l’l.
U teploty 20 °C to byly hodnoty Aga 0 néco malo nizsi a v podminkach 37 °C byl putrescin
produkovan v nejmensich koncentracich, nepiekradujicich 900 mg.1™. Diskuze tohoto jevu

je opét soucasti kapitoly 7.3.

V ramci vSech teplot byla lag faze ovliviiovana piedev§im obsahem soli v prostiedi, nebot’
se zvysujici se koncentraci soli se doba lag faze prodluzovala. U¢inek kyselosti nebyl pfi
teplotach 10 a 20 °C jednoznacny, zatimco pii 37 °C u vétSiny koncentraci trvala faze lagu
nejdéle v prostiedi s pH 4. Vysoky obsah soli a nizké pH tlumily také rychlost produkce
putrescinu. Naopak jako optimalni se pro vSechny tfi teploty jevilo prostiedi
50,1 a3 % NaCl apH 6, kde byl putrescin produkovan nejvyssi rychlosti. VSechny teploty
spojovala také skutecnost, Ze v podminkdch 0 a 4 % NaCl a pH 4 byly v porovnani
kyselost prostiedi, ktera tak produkci inhibovala. Celkové nejvyssi koncentrace putrescinu
byly vytvofeny v podminkach s nizSim obsahem soli (do 3 %) a pH 5 a 6. Vyssi
koncentrace soli stejné jako pH 4 produkci putrescinu postupné potlacovaly a hodnoty Aga

tak klesaly.

Stejn¢ jako u kadaverinu lze poznamenat, ze ackoliv literatura uvadi optimalni pH pro

dekarboxylaci v rozmezi 4 — 5,5 [5], tak v pfipadé seracie jsou tyto hodnoty posunuty
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a pH 4 pisobi vétSinou inhibicné. S tvrzenim, Ze vysoké koncentrace soli zpravidla

potlacuji tvorbu biogennich aminut [17, 45, 50], se vyse uvedené vysledky shoduji.

7.3 Yield faktor

Yield faktor udava mnozstvi biogennich amint, které vyprodukovala 1 bunka
(resp. 1  kolonie). Zohledniuje produkci biogennich aminti vzhledem k ristu
mikroorganizmu (vyjadiuje produkei biogennich aminti na pocet bunék). Plati tedy, ze ¢im
vyssi je hodnota Yga/cru, tim vice biogennich amint jedna bunika vyprodukovala. Vysoka
hodnota Yga/cru vSak nemusi vzdy znamenat, ze je bakterialni rist ¢i produkce biogennich

aminu idealni [80].
Yield faktor, tedy absolutni mnozstvi produkovaného biogenniho aminu (kadaverinu
a putrescinu) vztazené na CFU, byl vypocitan podle nasledujicich vztahi:
KAD, = KAD, +Y,0,ceu - (N, =N, )-1000
PUT, = PUT, +Yeur,crs - (N, =N, )-1000
kde
KAD;, KADg, PUT;a PUT, (mg.l™) jsou koncentrace kadaverinu a putrescinu v dase t a 0
N a No vyjadfuji CFU.ml™ v ¢ase ta 0
Ykapicru @ YpuT/cru (mg.lOg.CFU'l) jsou Yield faktory pro kadaverin a putrescin.

V tabulkach 13 a 14 jsou uvedeny hodnoty yield faktoru vypoctené pro kadaverin
a putrescin ve vSech teplotach, pH a NaCl.

Dle tabulky pro kadaverin mizeme fici, ze hodnoty Ykapscru byly zpravidla nejvyssi pii
a produkovala kadaverin, je to pfesné naopak. To znamena, Ze za podminek pH 4 byly rtist
bakterie 1 produkce kadaverinu potlaceny, zatimco prostiedi s pH 6 jim vyhovovalo.
Ptikladem takové situace muzou byt hodnoty nélezici 0 % NaCl stanovené pro 10 °C.
V ptipad¢ yield faktoru pfislusela docela vysokd hodnota pH 4, ktera Ccinila
7,68 mg.10°.CFU™. Pro rist seracie &i produkei kadaverinu se viak takto kyselé prostiedi
neprojevilo jako pfili§ vhodné, o ¢emz také vypovidaly relativné nizké hodnoty asymptot

(A = 3,15; Aga = 34,7 mg.I™"). Naproti tomu nejvyssi hodnota nariistu bundk (A = 7,61),
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stejné jako vysoka koncentrace kadaverinu (Aga = 260,0 mg.I™) byly zjistény v podminkéach
0 % NaCl a pH 6. V takovém prostiedi byl yield faktor o poznani niz$i a predstavoval
0,21 mg.10°.CFU™. Je tedy zajimavé, ze ackoliv v médiu s 0 % NaCl a pH 6 byly hodnoty
nariistu bun¢k i koncentrace biogennich aminii vysoké, hodnota yield faktoru byla nizka.
MozZznym odiivodnénim je to, ze bakterie produkuje biogenni aminy hlavné ve stresu, za
neptiznivych podminek [48, 80]. Pokud se vSak nachazi v podminkéach optimalnich, dobie
roste, a tudiz primarné nepotiebuje tvofit biogenni aminy. Vzhledem k velkému poctu
bun¢k je ale celkova produkce biogennich amind vysokd, ovSem po piepoctu na jednu
buniku se vyprodukované mnozstvi zredukuje, coz se projevi nizkym Y kap/cru. Podobny
stav nastal naptiklad u teploty 20 °C v podminkéch 1 % NaCl a pH 6, kdy byl yield faktor
velmi nizky (0,67 mg.lOg.CFU'l), zatimco narist bunék i1 maximdlni koncentrace

kadaverinu dosahovaly hodnot nejvyssich.

Tab. 13. Hodnoty yield faktoru pro kadaverin

Yiapicru [g.10°.CFU™]
NaCl (%) | pH 10 °C 20 °C 37 °C
4 7,68 +0,59 2,14+0,11 1,06 + 0,08
0 5 0,43 £0,03 0,34 £ 0,02 0,09 £ 0,00
6 0,21 £0,01 0,26 £ 0,02 0,07 £0,00
4 3,42 +0,32 3,07 +£0,34 1,65+ 0,09
1 5 0,60 £+ 0,02 0,70 £ 0,04 0,17 £0,01
6 0,67 £0,03 0,67 £0,00 0,13 +£0,01
4 29,01 £1,65 12,04 + 0,82 4,03 +£0,30
3 5 16,80 + 0,46 6,39 £ 0,37 3,11 £0,09
6 10,83 + 0,72 5,21 £0,20 2,98 +£0,19
4 26,32 +£ 1,38 12,33 £ 0,86 3,61 £0,22
4 5 9,97 +£0,49 5,02 £0,35 2,68 +0,14
6 5,54 +0,16 2,96 + 0,09 1,62 £ 0,06
4 25,51 £1,40 5,68 £0,39 2,33+0,24
5 5 5,32 +0,54 4,81 +£0,33 2,38+0,17
6 3,27+0,13 1,14 £ 0,07 0,46 £ 0,03
4 1542+ 1,16 5,17+0,26 1,84 £ 0,16
6 5 3,42+0,11 1,52 +0,13 1,11 £0,05
6 297 +£0,11 2,00+0,11 1,05 +0,07

Jiny ptipad byl zaznamendn u teploty 37 °C v prostiedi s 5 % NaCl a pH 6. Za takovych
podminek byl nizky jednak yield faktor, jehoZ hodnota ¢inila 0,46 mg.10°.CFU™, dale

koncentrace kadaverinu, nebot' témto podminkam pftislusela hodnota Aga 4,3 mg.l’l,
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pricemz nejvyssi koncentrace obecné dosahovaly az 150 mg.l'1 a Vv porovnani s ostatnimi
hodnotami nebyl ani ndrlst bun¢k vysoky. Tento jev lze pfisoudit tomu, Ze koncentrace
soli 5 % je dost vysoka a bakterie v takovém prostfedi Spatné¢ roste. Vyuzivd aminokyseliny
radéji jako zdroj energie a neprodukuje tak biogenni aminy [81]. Yield faktor je tim padem
také nizky.

Stejné situace, které se projevily u kadaverinu, provazely také rlst seracie a jeji produkei
putrescinu. Vysoké asymptoty a nizky yield faktor (2,92 mg. 109.CFU‘1) byly zaznamenéany
napiiklad pii 20 °C v podminkach 1 % NaCl a pH 6. Relativné nizké hodnoty vSech tii
porovnavanych parametra piisluSely teploté 37 °C, koncentraci soli 6 % a pH 6. V pfipadé
3 % NaCl a pH 5 nastal pfi teploté 20 °C dokonce jev opacny, a to takovy, Ze jak hodnota

Yputicru, tak hodnota nartstu bunck i koncentrace putrescinu byly vysoké.

Tab. 14. Hodnoty yield faktoru pro putrescin

Y puT/CEU [mglOgCFU'l]
NaCl (%) | pH| 10°C 20 °C 37 °C
4 45,67 £2,94 14,77 £ 0,71 5,76 £0,21
0 5 4,29+ 0,27 2,67+0,16 1,16 = 0,07
6 1,09 + 0,09 1,49+ 0,15 0,88 = 0,05
4 44,84 + 1,50 38,29 + 3,98 13,51 £ 1,06
1 5 7,17+ 0,37 5,91 £0,22 1,72+ 0,17
6 3,19+0,19 2,92 +0,21 0,71 +£0,06
4 81,05+7,68 | 47,74 +3,59 31,26 £ 1,59
3 5 66,28 £ 2,88 39,02 £2,05 26,00 £ 2,18
6 65,75+4,52 | 33,05+1,75 | 21,07+1,27
4 | 131,45+6,46 | 59,38+ 1,83 | 31,09+2,09
4 5 90,05+4,79 | 44,40+499 | 24,33+1,95
6 75,69 £5,88 | 45,79+2,84 | 22,84+0,42
4 70,08 £5,28 | 29,69+ 1,04 18,52 £ 1,10
5 5 63,61 £3,62 31,23 £ 1,75 17,03 £ 0,95
6 22,81 £1,63 7,55+ 0,66 13,50+ 0,74
4 | 44.49+294 | 1412£0,60 | 13.22+0,54
6 5 36,60 £ 3,17 14,22 + 1,01 7,99 + 0,77
6 19,71 £ 0,67 16,22 + 1,11 5,85 +0,30

| z tabulky pro putrescin vyplyva, Ze nejvyssi hodnoty Ypyricru patfily pH 4. Vysvétleni
muze spocivat v tom, ze kyselé prostiedi je pro rust bakterie méné vhodné a ta proto na
obranu proti piekyseleni produkuje biogenni aminy [48, 51]. Zvlastni situace nastala pii

10 °C vprostiedi s5 % NaCl a pH 4, kde byl vypocitan vysoky yield faktor
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(70,08 mg.lOg.CFU'l), 1 kdyz vyprodukované mnozstvi putrescinu, stejné¢ jako nartst
bun¢k byly nizké. V tomto piipadé bakterie Spatné rostla a celkové bylo vytvofeno malé
mnozstvi putrescinu. Pokud vSak toto zdanlivé malé mnoZzstvi vztahneme k malému poctu
bun¢k, miize vzniknout docela vysoky Ypyticru, predevsim pokud se bunky snazi branit

kyselému prostredi.

Na zéklad¢ zjisténych poznatkl lze fici, ze mikroorganizmy se za stresovych podminek
chovaji odlisn¢, n¢kdy az nepfedvidatelné, nez za podminek normalnich. Muzou
produkovat biogenni aminy jako ochranu pfed nepfiznivymi vlivy, anebo naopak mize byt
jejich produkce potlacena v diisledku spotfeby aminokyselin jako zdroje energie. Takovych
divodt maze byt ne€kolik, a jelikoz se jedna o zivy systém, tak ne vzdy se daji jednotlivé

situace logicky vysvétlit [48, 80, 81, 82].
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ZAVER

Biogenni aminy jsou organické slouceniny, které¢ se bézné vyskytuji v organizmu cloveka,
kde vykonavaji vyznamné biologické funkce. V nizkych koncentracich jsou pfirozenou
soucasti mnoha potravin. Pokud jsou vSak pfijimany potravou v nadbytecném mnoZzstvi,
mohou vyvolat spoustu nepiiznivych reakci a zpusobit tak vazné zdravotni potize. To je

jeden z hlavnich davodu, pro¢ je v soucasnosti sledovani biogennich aminti v potravinach

velmi aktuilni.

Obsah biogennich aminii v potravinich mize byt ovliviiovan fadou faktord. Dilezitd je
ptedevsim kvalita vychozich surovin, hygiena pti vyrob¢, teplota a doba skladovani ¢i zrani
a Vvneposledni tadé také pritomnost dekarboxylaza pozitivnich mikroorganizmd.
Dekarboxylazovou aktivitou se vyznaCuje i bakterie Serratia marcescens, ktera byla

hlavnim pfedmétem tohoto experimentu.

Prace se =zabyvala sledovanim ucinkt teploty, pH a obsahu NaCl na rust
a dekarboxylazovou Cinnost seracie. Rust bakterie byl sledovan pomoci ristovych kiivek
a dekarboxylazova aktivita, tedy produkce biogennich amint, byla stanovena
prostiednictvim vysoce ucinné kapalinové chromatografie. Prace byla zaméfena na
produkci dvou biogennich amint, a to kadaverinu a putrescinu.
Ze vSech zjisténych informaci bylo mozné vyvodit nasledujici zavery:
— jako optimalni se pro rlst seracie projevila teplota 37 °C, naopak teplota 10 °C
nebyla pro rist vhodna,
— vyss8i pH prostfedi a nizké koncentrace soli pusobily na bakteridlni rast pfiznive,
zatimco vysoké koncentrace soli a nizké pH jej inhibovaly,
— mezi vhodné kombinace se tak tadily koncentrace soli 0 a 1 % a pH 5 a 6, naopak
mezi neptiznivé 6 % NaCl a pH 4,
— produkce kadaverinu i putrescinu byla vsemi faktory ovliviiovana témér stejné,

— vysoky obsah soli a nizké pH tlumily produkci biogennich aminf,

— prostfedi s obsahem soli do 3 % a pH 5 a 6 se u obou amini ukdzalo jako

nejvhodné;si,
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— ackoliv byly pti 37 °C biogennich aminy produkovany nejrychleji, maximalni

SV v

V podminkach vhodnych pro riist biogenni aminy nepotiebovala),

— nejvyssi produkované koncentrace obou biogennich amini byly zaznamenany

piekvapive pii 10 °C (coz pravdépodobné souvisi se stresovym chovanim bakterie),
— celkov¢ vyprodukovala seracie vétsi mnozstvi putrescinu nez kadaverinu,

— mnoZzstvi biogennich amind, které vyprodukovala jedna bunka, vzdy neodpovidalo
celkovému vytvofenému mnozstvi anebo rlstu bakterie, coz lze vysvétlit
napf. vyuzivanim aminokyselin jako zdroje energie misto prekurzoru biogennich
amint, C¢i nepiedvidatelnym chovanim bakterie ve stresovych situacich (nizka

kultivaéni teplota, vysoky obsah NaCl a nizké pH).

Jelikoz muze vyskyt biogennich amind pfedstavovat riziko téméf ve vSech fazich
potravindiské vyroby, je nutné sledovat nejen jejich obsah v potravinach, ale také faktory

ovliviyjici jejich tvorbu, coz bylo naplni této diplomové prace.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CE

CFU

DAO

DM

ELISA

GC

GC-MS

HPLC

IEC

MAO

MPA

MPB

Mzd

oD

OPA

PCR

RP-HPLC

TLC

uv

Kapilarni elektroforéza (Capillary electrophoresis)
Kolonie tvofici jednotka (Colony forming unit)
Diaminooxidaza

Dekarboxylazové médium

Imunoalanyza senzymem vazanym na imunosorbent (Enzyme linked

immunosorbent assay)
Plynova chromatografie (Gas chromatography)
spektrometrickou detekci

Plynova chromatografie s hmotnostné (Gas

chromatography-mass spektrometry)

Vysoce ucinnd kapalinovd chromatografie (High performance liquid

chromatography)

Iontové vymeénna chromatografie (Ion exchange chromatogramy)
Monoaminooxidaza

Masopeptonovy agar

Masopeptonovy bujon

Ministerstvo zdravotnictvi

Opticka hustota (Optical density)

o-ftalaldehyd

Polymeréazova fetézova reakce (Polymerase chain reaction)
Reverzni HPLC (Reversed-phase HPLC)

Tenkovrstva chromatografie (Thin layer chromatography)

Ultrafialové zafeni (Ultra-violet)
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PRILOHA PIV: PRODUKCE KADAVERINU - 10 °C
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PRILOHA P V: PRODUKCE KADAVERINU — 20 °C
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PRILOHA P VI: PRODUKCE KADAVERINU — 37 °C
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PRILOHA P VII: PRODUKCE PUTRESCINU - 10 °C
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PRILOHA P VIII: PRODUKCE PUTRESCINU - 20 °C
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PRILOHA P IX: PRODUKCE PUTRESCINU - 37 °C
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