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ABSTRAKT

Diplomové prace se zabyvd sledovanim dekarboxyldazové aktivity bakterie Serratia mar-
cescens a jeji produkce biogennich amint. V prvni ¢ésti jsou charakterizovany biogenni
aminy se zamé&fenim na jejich fyziologické ucinky, tvorbu a vyskyt v potravinach. Dalsi
¢ast je zaméfena na popis enzymil a to hlavné na skupinu dekarboxyldz a faktory ovliviiuji-
ci jejich Cinnost. Posledni pasaZ je vénovédna enzymové aktivaci a inhibici. V praktické
¢asti byly aplikovany vybrané faktory ovliviiujici rst bakterie a jeji dekarboxyldzovou
¢innost. Produkce biogennich aminl byla stanovena pomoci iontové vyménné chromato-
grafie s postkolonovou derivatizaci a spektrofotometrickou detekci. Optimalni pH pro riist
Serratie marcescens bylo pH 7 — 8, zatimco dekarboxyldzy projevily nejvétsi aktivitu pfi
pH 6. Monosacharidy stimulovaly rast bakterie a zvySovaly tvorbu putrescinu pii pH 6.
Naopak, pti pH 7 a 8 doslo vlivem ptfidavku monosacharidd k inhibici produkce putresci-

nu.

Klicova slova: biogenni aminy, dekarboxyldzy, Serratia marcescens, inhibice, pH, mono-

sacharidy



ABSTRACT

Diploma thesis deals with monitoring decarboxylase activity of the bacteria Serratia mar-
cescens and its production of biogenic amines. In the first part, there is described characte-
ristic of biogenic amines focused on his physiological effects, formation and occurence
in foods. The next part is aimed on the description of enzymes, especially group of decar-
boxylases and the factors that influence their activity. The last passage is applied to enzy-
mic activation and inhibition. In the practical part, there were applied the chosen factors
affecting growth of the bacteria and its decarboxylase activity. The production of biogenic
amines was assessed with use of ion-exchange chromatography with post-column ninhyd-
rine derivatization and spectrophotometric detection. The optimal pH for S. marcescens
growth was 7 — 8, while decarboxylases exhibited their maximum activity at pH 6.
The monosaccharides stimulated growth of bacteria and increased the production of putres-
cine at pH 6. On the contrary addition of monosaccharides at pH 7 and 8 led to inhibition

in production of putrescine.

Keywords: biogenic amines, decarboxylases, Serratia marcescens, inhibition, pH, mono-

saccharides
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UVOD

S vyrobou potravin jsou spojovany rizné druhy mikroorganizmd, jimiZ jsou kvasinky, bak-
terie a plisn¢. Kvasinky se uplatiiuji pii vyrobé peciva nebo alkoholu, bakterie piisobi pii-
vzniku fermentovanych mléénych vyrobku a tzv. uslechtilé plisné¢ se tvoii pii vyrobé nekte-
rych syrii a uzenin. K vyrob¢ téchto a celé fady podobnych vyrobki se vyuziva metabolické
¢innosti mikroorganizmti. Jejich metabolickd ¢innost mliZze ale rovnéZ ovlivnit kvalitu po-
travin i jejich zdravotni nezdvadnost. V potravinidch dochazi k ptisobeni mikrobidlnich en-
zymd jako jsou protedzy, lipdzy, amyldzy, které $té€pi zdkladni Ziviny. Jiné enzymy mohou
svou Cinnosti vyvolat vznik toxickych latek. Mezi tyto enzymy patii dekarboxyldzy.
Jak Cisté bakteridlni kultury, tak i kontaminujici mikrofléra tvoii specifické dekarboxyldzy,

které katalyzuji dekarboxylaci volnych aminokyselin za vzniku biogennich amint [1].

Biogenni aminy jsou nizkomolekuldrni organické latky s biologickou aktivitou. Nizké kon-
centrace biogennich amint jsou pro ¢lovéka vyznamné, protoZze plni v téle dileZité funkce
(stavebni, metabolické, regulacni, sekrecni, stimulac¢ni apod). Naopak jejich vysoké kon-

centrace vedou k alimentarnim intoxikacim [2].

Aminokyselinové dekarboxyldzy jsou rozSiteny u nékterych druhti mikroorganizmi a vy-
kazuji vyraznou aktivitu. Mezi tyto mikroorganizmy patii i gramnegativni bakterie Serratia
marcescens z Celedi Enterobacteriaceae. Dekarboxyldzy bakterie S. marcescens mohou
navenek meénit oblast u¢inku a intenzitu své aktivity, kterd je ovliviilovdna fadou faktort.
Zalezi na sloZzeni média (pfitomnost volnych aminokyselin) a vhodnych podminkdch
pro rust bakterie a jeji produkci dekarboxyldz (teplota, pH prostfedi, piitomnost kysliku,
ptitomnost sacharidl, koncentrace NaCl, redoxni potencidl a pfitomnost jiZ vytvoieného

biogenniho aminu v médiu) [3, 4].

Tato prace se zabyva sledovanim vybranych faktort ptsobicich na rtst a dekarboxyldzovou

aktivitu bakterie Serratia marcescens.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy jsou skupinou dusikatych sloucenin, které vznikaji dekarboxylaci amino-
kyselin nebo aminaci a transaminaci karbonylovych slouc¢enin — aldehydi a ketonti. Jsou to
nizkomolekuldrni organické bédze, jenZ jsou produkty metabolické aktivity zvitat, rostlin
a mikroorganizmu [3, 5]. Nékteré maji vyznamné biologické vlastnosti, jsou napi. tkaio-
vymi hormony (histamin), protoalkaloidy (hordenin, gramin) a stavebnimi latkami, které se
ucastni biosyntézy dalSich hormonti Zivocicht (fenyletylamin), fytohormont neboli auxinti,

alkaloidu a dalSich sekundarnich metabolitt rostlin [2].

1.1 Struktura a tvorba

Z chemického hlediska maji biogenni aminy alifatickou (putrescin, kadaverin, spermin,
spermidin, agmatin), aromatickou (tyramin, fenyletylamin) nebo heterocyklickou (hista-
min, tryptamin) strukturu [6]. Vznikaji piisobenim dekarboxyldz — enzyml obsahujicich
jako kofaktor pyridoxalfosféat (obr. 1). Pfi jejich transformaci na dalsi biologicky aktivni
produkty se uplatituji nékteré oxygendzy a metyltransferdzy. Predpokladem pro tvorbu bio-
gennich aminii pomoci mikroorganizmti je dostupnost volnych aminokyselin, pfitomnost
dekarboxylazy-pozitivnich mikroorganizmt a ddle podminky, které dovoluji bakteridlni

rust a dekarboxyldzovou aktivitu [3].

DM
"CH i
HO CH-O-P-0O
T c';.‘
-
Hil™ w

Obr. 1. Kofaktor pyridoxalfosfat [7].

Z histidinu vznikd plsobenim histidindekarboxyldzy produkt dekarboxylace histamin,

z lyzinu vznika vlivem lyzindekarboxyldzy kadaverin a z argininu vznikd agmatin (obr. 2).
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Obr. 2. Dekarboxylace histidinu, lyzinu a argininu [8].

Agmatin se méni na putrescin (obr. 3). Putrescin vznikd také dekarboxylaci ornitinu [2].

Z putrescinu vznikd metylaci S-adenozylmetioninem spermidin a dl spermin.

NHE MH Hal
R 1T . HH
%/ § fHoO — il 4 T
Ll 2V — % HuM
. putrescine
agmatlne urea
NHE
MH
WNH§

o HWNHg
\]D +HY ——» COp +
putrescine

L-ornithine

Obr. 3. Vznik putrescinu dvéma odliSnymi drdhami [8].

Dekarboxylaci fenylalaninu fenylalanindekarboxyldzou vznikd 2-fenyletylamin, z tyrozinu
¢innosti tyrozindekarboxyldzy tyramin a jeho oxidaci oktopamin. Z dihydroxyfenylalaninu

(L-dopa) vznikd dopamin (vlivem dihydroxyfenylalanindekarboxyldzy) (obr. 4), oxidaci
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dopaminu hormon dfen¢ nadledvinek noradrenalin a jeho reakci s S-adenozylmetioninem
dalSi hormon adrenalin. Z dopaminu vznikd reakci s acetaldehydem salsalinol — hlavni me-
tabolit v bandnech. Oxidaci dopaminu pak vznikaji melaninové pigmenty. Dekarboxylaci
tryptofanu tryptofandekarboxyldzou vznika tryptamin (obr. 4), ze kterého se tvoii biologic-
ky aktivni latka serotonin. Ze serotoninu se tvoii pusobenim serotonin-N-acetyltransferdzy
N-acetylserotonin a z néj vznikd melatonin — hormon produkovany epifyzou [2].
V ptilohdch P T a P II jsou zndzornény nejdilezitéjsi biogenni aminy, jejich prekurzory

a také jejich biologicky vyznam.

HO
HO o
+
" i +HY — NHE  + COg
L-dopa dopamine
0
o e AU MHE
+
+H *__I-' COE + @m/
MH

tryptamine
L-tryptophan

Obr. 4. Vznik dopaminu a tryptaminu [8].

1.2 Vyskyt

Biogenni aminy se vyskytuji témét ve vSech potravinach jako bézné produkty metabolismu.
Ve vyS$§im mnoZstvi se biogenni aminy nachédzi ve fermentovanych vyrobcich jako jsou
napt. syry, trvanlivé salaimy, vino, pivo aj., kde vznikaji pisobenim mikroorganizmti.
Oproti tomu kontaminujici mikrofléra je produkuje hlavné v mase a rybach béhem jejich
skladovani. Vysoké koncentrace biogennich aminli jsou pfitomny v potravinich
v pokroCilém stupni kaZeni. Vlivem nevhodného skladovdni se mohou také nachazet

v ovoci, zeleniné a houbdch. Pfitomnost biogennich aminti v potravinich a népojich je di-
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lezita z toxikologického a technologického hlediska. Vysoké mnozstvi téchto latek muze

vést ke zdravotnim problémiim [2].

1.2.1 Materialy rostlinného pavodu

Polyaminy existuji v buiikdch jak ve volné formé¢, tak i v konjugované. Hlavnim biogennim
aminem pifitomnym v ovoci a zeleniné je tyramin, dalSi se vyskytuji v menSim mnoZstvi.
Konjugaty se vyskytuji se skoficovymi kyselinami nebo s mastnymi kyselinami. Déle se
v rostlindch nachdzi i derivaty biogennich amind. Putrescin je obsaZen v pomerancich,
mandarinkéch, grapefruitech a ve zpracovanych potravinach jako je keCup, zmrazeny hra-
Sek a fermentované séjové produkty. Zeleninou obsahujici spermidin je s6ja, kvétdk, bro-

kolice, ledovy salét, ¢inské zeli a ¢ekanka [2, 9].

Ve Spendtu se nachdzi volny histamin, a také N-metylhistamin, N-acetylhistamin a amidy
histaminu s karboxylovymi kyselinami. Tyramin je obsazen hlavn¢ v bandnech. Mimoto
v bandnech miize byt fenyletylamin, histamin, dopamin, serotonin a norepinefrin.
Z konjugétii biogennich aminti s fenolovymi kyselinami jde o hordatiny nachézejici se
v kli¢icim jeCmeni. V pSenici jsou pifitomny amidy 2-hydroxyputrescinu s ferulovou a p-

kumarovou kyselinou, jenZ vznikaji béhem napadeni rostliny [2].

Biogenni aminy, zejména putrescin, se také nachdzi v solném ndlevu fermentovanych vy-

robk, jsou jimi kysané zeli, okurky a zelené olivy [6].

1.2.2 Materialy zivoc¢iSného puvodu

V rybach, mase, masnych vyrobcich a syrech jsou hlavnimi biogennimi aminy histamin,
tyramin, putrescin a kadaverin. U tundka a podobnych ryb (makrelovitych) bylo zazname-
nano zvySené mnoZzstvi histaminu, které v té€chto rybach vznikd pfeménou histidinu. Obsah
biogennich aminti roste prfedevSim pii nevhodném skladovani v dtsledku ptsobeni endo-
gennich a exogennich protedz. Se snizujici se teplotou skladovani obsah biogennich aminil

klesa [4].

Maso a masné vyrobky jsou vyznamné pro obsah tyraminu, kadaverinu, putrescinu, sper-

minu a spermidinu. Tyto latky lze vyuZit jako indikdtor Eerstvosti masa. Cerstvé maso m4
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maximélné do 7 mg.kg"' kadaverinu a putrescinu, kdeZto zkaZené maso 60 mg.kg” a vice
[2]. Cerstvé vepfové maso obsahuje spermin a spermidin a stopy ostatnich biogennich
amint. Béhem skladovani jejich obsah vzriista s vyssi teplotou. Na obsah biogennich ami-

nt mé kromé teploty také vliv doba skladovéani a atmosféra.

Fermentace je proces, ktery ma znacny vliv na tvorbu biogennich amini pfi vyrob¢ fermen-
tovanych saldmil a nékterych syrii a zavisi na druhu ptitomnych mikroorganizmii. Nartst je
nejvice patrny v prvnich fazich fermentace vyrobkl, coZ byvaji zpravidla prvni tfi dny.
Cerstvé vepfové maso obsahuje spermin a spermidin a stopy ostatnich biogennich amint.

Vv,

Béhem skladovani jejich obsah vzriista s vyssi teplotou [10].

Vysoké hladiny biogennich amint jsou také zjiStény v syrech siln¢ znecisténych mikroor-
ganizmy kaZeni. Jsou jimi histamin, tyramin, tryptamin, putrescin, kadaverin a fenyletyla-
min. Vys§{ drovné biogennich aminti se tvofi v syrech z pasterovaného mléka
nez v samotném cerstvém syru. Bakterie odpovédné za tvorbu biogennich aminti jsou spise
pfitomny v mléce pted zpracovdnim neZ jako kontaminanty v prib&hu zpracovani. ZvysSena
teplota skladovani zvySuje obsah histaminu v syrech, coz bylo prokdzano

napt. v holandském syru Gouda [11].

1.2.3 Napoje

V pivovarnictvi jsou druhy biogennich aminti zavislé na pouZitych surovinach, na zpisobu
vafeni piva a na mozné mikrobidlni kontaminaci piva béhem vafeni a skladovani [12].
U spontanné kvaseného piva se mnozstvi vazoaktivnich aminl zvySuje a to u tyraminu
nad 20 mg.I"" a okolo 10 mg.I"" u histaminu. Tyto hodnoty poukazuji na nekvalitni hygienu
kvasiciho procesu, coZ mize zpusobit zdravotni potize predevS§im osobam citlivym na tyto
latky [13]. Nekteré studie uvadéji, Ze odrudy je¢mene maji zna¢ny vliv na obsah amind,
coz se také odrazi na Cinnosti aminokyselinovych dekarboxyldz. Pii zpracovani suroviny

dochazi ke zvySeni agmatinu a putrescinu spolu s poklesem sperminu a spermidinu [14].

N¢ekteré aminy vznikaji v hroznech nebo v mostu pfi vyrob¢ vina (napf. putrescin, kadave-
rin, fenyletylamin) nebo je mohou tvofit kvasinky béhem alkoholového kvaSeni (etylamin,
fenyletylamin), ale pouze v men$im mnozstvi (do 3 mg.I"). Jable¢no-mlé&né kvaseni je

také hlavnim mechanismem jejich tvorby (histamin, tyramin a putrescin). Zvyseni amind je
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ale rovnéz doprovazeno vyznamnym poklesem jejich aminokyselinovych prekurzort. Zasi-
fenim vina a béhem jeho zranf{ jiZ nedochdzi ke zvySeni koncentrace aminii. Oxid sifi¢ity
zabranuje jejich tvorb¢. Zabranit tvorbé biogennich aminti Ize pouze peclivym sledovanim
celého pribehu vyroby a to zejména v kritickych bodech [15]. Také nekteré enologické
praktiky pouzivané ke zvySeni jakosti vina, jako je napi. del$i macerace hroznovych slu-
pek, silné zvySuje koncentraci biogennich amind, zatimco pfiddvani pektolytickych enzy-
mu k tomu nepfispiva [16]. Proto se biogenni aminy pouzivaji jako deskriptory enologic-

kych procesti nebo mohou také usnadnit rozliSeni mladych vin od sebe [17].

1.3 Biologické u¢inky

Biogenni aminy jsou pfirodni antinutri¢ni latky. Jsou velice stabilni, odolavaji teplu, prezi-
vaji v kyselych a zdsaditych podminkdch. V bunikdch plni rtizné specifické funkce jako
napt. kontrola a inhibice translace mRNA do bilkoviny a regulace translace. Polyaminy
mohou stimulovat spojeni jednotek ribozomd, stabilizovat strukturu tRNA a sniZovat rych-
lost degradace RNA. Potom mohou také posilovat syntézu RNA a DNA a regulovat stabili-
tu a pevnost bunéénych membran [6]. Jsou nepostradatelné pro organizmus, ale ve vyso-
kych koncentracich mizou zpusobit otravu. Skodlivé tginky lze ogekdvat pouze pokud
aminy maji pfistup do krevniho obéhu. Vy$§i mnoZstvi se mize projevit dvéma fyziologic-
kymi ucinky na ¢lovéka — psychoaktivnimi a vazoaktivnimi. Tyto G¢inky maji histamin,
tryptamin, B-fenyletylamin, tyramin, putrescin a kadaverin. Psychoaktivni aminy plsobi
na centrdlni nervovy systém, zatimco vazoaktivni aminy ptisobi na vaskularni systém [10].
Nejmarkantngjsi piiznaky konzumace vysokych davek jsou zvraceni, ndvaly horka, pocent,
prajem, kiece, dychaci potize, buseni srdce, hypotenze nebo hypertenze a migrény. Fenyle-

tylamin a tyramin zvySuji krevni tlak, kdezto histamin ho sniZuje [6].

Toxicky tcinek amint spociva v aktivit¢ enzymu, monoaminoxiddz (MAO) a diaminooxi-
ddz (DAO), které odbourdvaji biogenni aminy. Aktivita téchto enzymu je rGznd a zdvisi
na kazdém jedinci zvIlast. PredevSim zdvisi na pfitomnosti aktivatorit nebo inhibitora
v téle. Toxicita konkrétnich amintl je rtznd, zdleZi na mnoZstvi spotiebované potraviny.
Zvysené mnozstvi histaminu (nad 500 mg.kg™") miiZe vyvolat anafylakticky Sok (extrémni
alergickou reakci organismu) [2]. Cetné ohnisko otrav histaminem pochdzi z konzumace

syra nebo ryb, krom¢ toho mtiZze byt také ve viné a masnych vyrobcich. Jeho toxicky ucinek
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zéavisi také na pritomnosti ostatnich aminli, aminooxiddzové aktivit¢ a stievni fyziologii
jedince. Stevo absorbuje az desetkrat vice histaminu pokud jsou ptfitomny putrescin, kada-

verin a spermidin [6].

Biogenni monoaminy (napf. serotonin, fenyletylamin, tyramin) a diaminy (histamin,
tryptamin) jsou tvoieny i degradovany béhem bunécného metabolismu a maji rtizné fyzio-
logické funkce jako je regulace télesné teploty a pH nebo ovliviiovani mozkové Cinnosti.
Aminy jsou zkoumdny jako mozné mutagenni prekurzory. Sekundarni aminy (tj. agmatin,
spermin a spermidin) mohou tvofit nitrozaminy, které jsou karcinogenni pro rizné druhy
zvitat a predstavuji i zdravotni riziko pro ¢lovéka. Reakci aminosloucenin s nitrozacnimi
Cinidly (dusitany, dusi¢nany, oxidy dusiku) vznikaji karcinogenni, mutagenni a teratogenni
N-nitrozoslou¢eniny. Vznikaji v pribéhu skladovani a kulinarniho zpracovéani (smaZeni,

uzeni, fermentace apod.) [6].

Tyramin piisobi nepiimo uvolnénim noradrenalinu do sympatického nervového systému
a zpusobuje zvyseni krevniho tlaku. RozSifuje zornice, zptisobuje slzeni a slinéni, zvySuje
dychani a hladinu cukru v krvi [10]. Krom¢ toho ma tyramin vyznamnou antioxida¢ni akti-
vitu, kterd roste s jeho koncentraci. Jeho antioxida¢ni ucinek lze pfipsat jeho amino a hyd-
roxy skupindm. Biogenni aminy jako putrescin, kadaverin, spermidin a mnohé dal$i jsou
radikalovymi zhaSeci. Polyaminy inhibuji oxidace polynenasycenych mastnych kyselin.

Antioxidac¢ni t¢inek souvisi s po¢tem aminovych skupin v molekule polyaminu [6].

1.4 Bakterie tvorici biogenni aminy

MnozZstvi a typ biogennich aminii vznikajicich v potravindch zavisi na povaze produktu
a pfitomnych mikroorganizmech. Mikroorganizmy maji razné schopnosti syntézy dekarbo-
xyldz. Jednu ¢i vice aminokyselin jsou schopny dekarboxylovat rizné druhy mikroorgani-
zmu z rodil jako je napi. Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Klebsiella, Escherichia, Pro-
teus, Pseudomonas, Salmonella, Shigella, Photobacterium a mlé¢né bakterie Lactobacillus,
Pediococcus a Streptococcus. Kmeny s vysokou pravdépodobnosti proteolytické aktivity
enzymu maji vyss$i potencidl tvorby biogennich amint. V piipadé fermentovanych potravin

a napoju zavadeni startovacich kultur mize ovlivnit produkci biogennich aminti a to bud’

piimo anebo nepiimo prostfednictvim riiznych populaci mikroorganizmii [3].
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Nejvyssi biologickou aktivitu ze vSech aminti mé histamin, proto je také na jeho produkci
zaméfena nejvétsi pozornost. Cetna distribuce histidin dekarboxyldzové aktivity sméfuje
od roda Escherichia, Salmonella, Clostridium, Bacillus a Lactobacillus. Avsak relativné

malé mnozstvi bakterii tvoii toxikologicky vyznamné mnozstvi histaminu [4].

V mikrobiologii rybich produktli jsou vyznamnymi producenty histaminu organizmy jako
Morganella morganii, nékteré kmeny Klebsiella pneumoniae a Hafnia alvei [3, 6]. Stejné
tak produkuji histamin i Proteus vulgaris, Escherichia, Clostridium, Salmonella a Shigella.
Ve fermentovanych rybach lze produkci pfisoudit Staphylococcus sp., Vibrio, Pseudomo-
nas a Bacillus sp. Za syntézu kadaverinu a putrescinu jsou odpovédné Morganella morga-

nii, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii a Serratia liquefaciens [6].

N¢ekteré bakterie pouZzivajici se v mlékarenském primyslu jako startovaci kultury, jimiz
jsou Lactococcus lactis a Lactobacillus helveticus, jsou identifikovdny jako producenti
histaminu. Stejnd ¢innost byla dokdzdna i u Streptococcus faecium, Streptococcus mitis,
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus aci-
dophilus a Propionibacteriaceae [10]. Pfi zrani syru je prevladajici mikrofléra spojovédna
s tvorbou tyraminu (Streptococccus faecalis). Piirozend mikroflora a pridavek kyseliny
mlééné md vyznamny vliv na tvorbu biogennich amind. V anglickém syru Cedar byla zjis-
téna tyrozin a histidin dekarboxyldzova aktivita u Escherichia coli. Bakterie Pseudomonas

sp. a Enterococcus faecalis jsou spojovany s produkci tyraminu [3, 6].

s 2

MIécné bakterie Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus curvatus, Lac-
tobacillus carnis, Lactobacillus divergens a Lactobacillus hilgardii tvoii aminy v mase
a masnych vyrobcich. Produkci amint se snadno ptizplsobuje Escherichia coli a Klebsiel-
la oxytoca a ptibuznd Morganella morganii. Za vysokou droven biogennich amint je spise
zodpovédna kontaminujici mikrofléra nez samotné startovaci kultury. Tyramin a histamin
se napft. vyskytuji v saldmech na konci zrani [3, 10]. U ¢istych kultur experimenty ukazaly,
Ze béhem riistu na aerobn¢ skladovaném veprovém mnohé kmeny Enterobacteriaceae pro-
dukuji zna¢né mnozZstvi kadaverinu, zatimco Pseudomonas produkuji hlavné putrescin
[10].

U nékterych vin dochézi ke vzniku histaminu Cinnosti bakterii Pediococcus cerevisiae,
které odoldvaji pfitomnosti oxidu sifi¢itého. Pfi vyrobé belgického piva riizné druhy kvasi-

nek tvofi a pouzivaji biogenni aminy (kadaverin, putrescin) ve svém metabolizmu [3].
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1.5 Stanoveni

Studium vyskytu biogennich aminti v potravindch a kontrola jejich limitd neni moZna
bez podpory analytickych metod. Jiz v minulosti byly publikovany metody pro izolaci
a odhad amini, avSak Zddnd metoda neumoznovala jednotné kvantitativni stanoveni vSech
biogennich aminl v potravindch. Komplexni matrice vzorku, pfitomnost moznych rusivych
slozek a souCasny vyskyt nékolika biogennich amint ve stejném extraktu jsou charakteris-

tickymi problémy pfi analyze potravin [10].

Pro extrakci aminti z potravin se pouZzivaji ¢inidla jako je kyselina chloristd, trichloroctova,
chlorovodikovad a organickd rozpoustédla (aceton, etanol, metanol, xylen, toluen) [10].
Pro separaci biogennich aminti byly vyvinuty rizné analytické techniky zahrnujici papiro-
vou chromatografii (PC), tenkovrstvou chromatografii (TLC), plynovou chromatografii
(GC), vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) a kapildrni elektroforézu (CE)

[18].

Pro stanoveni jednotlivych aminl se pouzivaly fluorimetrické metody. Pro urceni histami-
nu v rybach byla vyvinuta a pfijata metoda (AOAC, 1990), kterd spocivala v extrakci vzor-
ku metanolem, oddéleni histaminu od rusSivych latek pomoci iontové vyménné chromato-
grafie a reakci s o-ftalaldehydem (OPA) pod diislednou kontrolou a ndslednym fluorimet-
rickym méfenim. Nésledné pak byly vyvijeny podobné metody, kdy metanol a anex AOAC
metody byly nahrazeny 10 % trichloroctovou kyselinou a katexem. Ddle mohla byt iontova
vyména z AOAC nahrazena jesté sekvencni extrakci (podobny postup se pouZziva pro sta-

noveni tyraminu v potravinach) [10].

Vzhledem k tomu, Ze biogenni aminy se Casto vyskytuji soucasné ve stejném vyluhu, jsou
Zadouci vysoce ucinné a citlivé metody jako je ultravykonnd kapalinovd chromatografie
(UPLC), plynové rozd€lovaci chromatografie (GLC), vysokoucinné kapalinova chromato-
grafie (HPLC), tenkovrstva chromatografie (TLC) a iontové vyménnd kapalinova chroma-
tografie (IEC) s vyuZitim automatického analyzdtoru aminokyselin (AAA) [3, 10]. NejcCas-
t&ji se pouzivaji citlivé chromatografické metody na reverznich fazich s fluorescen¢ni nebo
UV  detekci po  danzylaci, Dbenzoylaci nebo  derivatizaci  reakci s 9-
fluorometylchloroformatem, N-hydroxysuccinimidyl-6-chinolylkarbamiatem nebo o-

ftalaldehydem (OPA) [18].
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Predkolonova derivatizace je pouzivdna pro simultdnni stanoveni histaminu, tyraminu,
kadaverinu, putrescinu, tryptaminu a fenyletylaminu pomoci HPLC v syrech a rybéach.
Po extrakci aminil ze saldmi je 9 danzylovanych aminli od sebe oddéleno a stanoveno
HPLC metodou. Béhem derivatizace se vSak n€kdy mohou objevit nezddouci produkty.
Proto se vétSinou pouZziva postkolonova derivatizace, a to napf. pii stanoveni biogennich
aminQ v syrech, vin¢ a kyselém zeli slou¢enim s ninhydrinem. Reakce probihd zahiatim
po separaci. Problémy mohou nastat i pfi samotné analyze, mobilni fize nebo nosny plyn
maji omezené pouziti. Mobilni faze také miiZe sniZovat odezvu detektoru. Pravé pro tyto
ucely je vhodnd metoda tenkovrstvé chromatografie (TLC). Metoda je jednoduchd, t¢inna,
pouzitelnd pro velky pocet vzorkli v minimdlnim case a levnd co se ty¢e pouZivanych Cini-

del a vybaveni [10].

Jednou z nejjednodussich metod pro stanoveni biogennich aminil v potravinich je stanove-
ni pomoci automatického analyzatoru aminokyselin (AAA) vyuZivajici iontové vymeénnou
chromatografii (IEC) [3]. AAA analyzditor je vybaven iontové-vymeénnou kolonou, kde
dochdzi k postupné eluci vzorku pufry o rizném pH. Nasleduje postkolonova derivatizace

s ninhydrinem a spektrofotometricka detekce [19].

Bylo také popsano tekuté médium, kde byla po 24 h detekovana histidin dekarboxyldzova
¢innost u Cisté bakteridlni kultury. DalSi metoda spoc¢iva v automatizovaném meéteni vodi-

vosti v médiu obsahujici histidin a inkubaci pii 25 °C [3].

Velice spolehlivé a citlivé jsou chromatografické metody s elektrochemickou detekci ne-

bo detekci za pomoci hmotnostni spektrometrie (LC/MS) [18].

Metody jsou harmonizované a normalizované riznymi analytiky. Jsou spiSe obtiZné, Caso-
ly byt jednoduché, rychlé, robustni a dostate¢né citlivé. Hlavni vyzkum, znalosti mikroor-
ganizmii a podminek vedoucich k tvorbé biogennich amint v potravinidch jsou uzitecné
pro zabranéni potravinovych otrav zplsobenych aminy [3]. Dal§i vyvoj neni moZny
bez spoluprace vyzkumnych pracovnikii ve vladé a v pramyslu. V tomto zdjmu je tfeba
pokracovat a vytvofit organizovany program, ktery bude vyZadovat mezinarodni spolupraci
a bude zahrnovat databdzi biogennich amina pro lepsi informovanost a dostupnost téchto

udajli na celém svéte [10].
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2 ENZYMY

Témeér vSechny chemické reakce v Zivych organizmech jsou umoZznovany katalytickym
pusobenim biokatalyzatori — enzyml. Enzymy pracuji jako ostatni katalyzatory, liSi se
pouze v n¢kterych aspektech, jako je napf. jejich vysokd ucinnost, umoZnéni reakce
i za mirnych podminek (nizka teplota, neutrdlni pH, apod.) a snadnd regulovatelnost, coz je

pro Zivot za ménicich se podminek okoli dilezité [20].

Z tyzikdlni chemie jiz vime, Ze Zadny katalyzator neméni termodynamickou rovnovahu
reakce. Jakykoli katalyzator pouze ovlivni rychlost, kterou se k dosazeni termodynamické
rovnovéahy dospéje. Enzym ve velmi malych mnozstvich urychluje pribéh chemické reakce
tak, Ze snizuje velikost jeji aktivacni energie [21]. Za pfitomnosti enzymu reakce mize
probéhnout daleko rychleji, az do ustaveni rovnovahy. Pro¢ dochdzi ke snizeni aktivacni
energie vysvétluje fakt, Ze Zivy organismus nemiZe k piekondni energetické bariéry vyuZzit
vysokou teplotu, extrémné meénit tlak ¢i pH. Jedinym feSenim pro téméi vSechny reakce je
enzym. Mezi enzymem a pfeménujici se latkou (substritem) dojde k vytvofeni jednoho
nebo né¢kolika piechodnych stavii. Jedna reakce se tedy rozdéli na nékolik postupnych
menSich s niZ$i hodnotou aktivacni energie, coZ je pro organizmus uskuteCnitelné [20].
Nésledujici graf (obr. 5) ukazuje, jak se hodnota aktivacni energie celkové reakce v dil¢ich

reakcich snizuje.

A | A pechaidng stay =~ === g wisseasasnne
E) " fnizsi E,

l : dil¢i reakce
................. e T R SRR [, S
B e ST N U ... —
prib&h reakce pribeh reakee
nekatalyzovana reakce katalyzovana reakce

Obr. 5. Prib¢h katalyzované a nekatalyzované reakce [20]
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V nekatalyzované reakci ma jen malo molekul dostatek energie k pfekonéani energetické
bariéry (aktivacni energie E,). Zatimco u enzymové reakce je vétsi pocet molekul schop-

nych piekonat nizsi energetickou bariéru dil¢ich reakci [20].

2.1 Definice a struktura

Enzymovy priimysl, jak jej zndme dnes, je vysledkem rychlého rozvoje béhem poslednich
Ctyt desetileti a to predevSim diky vyvoji modernich technologii. Pfirodni enzymy byly
pouzivény uZ od starovéku na vyrobu chleba, piva, vina a octa. Lidé tenkrat ani netusili,

Ze se pti tomto procesu kvaseni meni Skrob a cukry na etanol [22].

Roku 1878 vznikl ndzev enzym — z feckého en = uvnitt zymo = uvést v kvas, nebo také
ferment (star$i nazev) jako faktor zpusobujici kvaseni. 1897 bylo zjisténo Eduardem Buch-
nerem, Ze ke kvasnému ucinku neni nutno zapotiebi Zivé kvasinky. Enzymy jsou bilkovin-
liny z traveni bilkovin obsaZenych v potravé. Musi byt ve specifickém poradi sefazeny
do dlouhych polypeptidovych fetézcii. Byla tedy dokdzana velkd molekula enzymu — bilko-
vina, kterd si v Cistém stavu, po izolaci zachovava aktivitu [23]. Bilkovinnd ¢ast enzymu se
nazyva apoenzym. Dal$im rozvojem védy byla nalezena i neproteinova slozka, tzv. koen-

zym — slab€ vazany kofaktor. Samotny apoenzym je enzymové¢ nedcinny, ale miZe se slu-

Covat s kofaktorem za vzniku komplexu. Cely enzym se pak nazyva holoenzym [24].

Témer viechny enzymy jsou jednoduché ¢i sloZzené bilkoviny. Je zndmo velké mnoZstvi
enzymu, bilkovinnych enzymi v lidské bunice se odhaduje na 50 000. V 80. letech 20. sto-
leti bylo zjiSténo, Ze vlastnosti katalyzatoru maji 1 nékteré druhy RNA. Jsou jimi ribozymy.
Pfirodovédci se domnivaji, Ze tyto molekuly RNA dfive plnily katalytickou funkci misto
tehdy jesté neexistujicich bilkovin. Ribozymy jsou RNA katalyzujici St€peni a vazbu RNA-
substratll bez piitomnosti proteind. Jinymi slovy, ribozymy katalyticky napadaji fosfo-
diesterové vazby v RNA a maji klicovou dlohu pfi spojovani intrond pfi konverzi hnRNA

na mRNA [25, 26].

Enzym je globuldrni bilkovina rizné velikosti, o relativni molekulové hmotnosti 25 000
az n¢kolik miliont. Velikosti vétSinou pfevySuje molekuly substratu. Aby mohl enzym

fungovat, musi vytvofit se substritem enzym-substritovy komplex (obr. 6). Na enzymu je
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malé misto, na které se substrat napojuje — aktivni misto (centrum). Na povrchu enzymu je
obvykle jen jedno aktivni misto. Tvarové aktivni misto pfipomina prohluben neboli zéfez,
do které pak zapadne molekula substratu a navdze se. Aktivni misto je trojrozmérny utvar
tvofeny zbytky aminokyselin, které v primarni struktufe mohou byt daleko od sebe. Vazba
mezi enzymem a substratem byla nazvana teorii klice (substrat) a zamku (enzymy). Sub-
strdt mizZe zapadnout a pusobit jen v enzymu, jehoZ vyiez tvarové presné odpovida. Speci-
fita vici substratu neni vSak téméf nikdy absolutni. Pozd¢ji se ukdzalo, Ze substrit je
schopny do jisté miry ménit konformaci enzymu, ktery se mu dokéze ptizptsobit. Stejné
tak rzné inhibujici latky se mnohdy usadi do aktivniho mista, i kdyZ jejich molekula je

veétsi nez prohlubeii a nékteré se i tvarové prizpuisobuji enzymu [20, 23].

= (&)

T

enzyme-substrate complex

Obr. 6. Vznik enzym-substratového komplexu [27].

Na vazbé€ enzym-substrat se podileji nevazebné interakce, jako napt. vodikové vazby, hyd-
rofobni interakce, elektrostatické sily a van der Waalsovy sily. Kovalentni vazba se vysky-
tuje spiSe vyjimecné. V aktivnim misté enzymu se nachdzeji vazebné skupiny zajist'ujici
spojeni se substritem a katalytické skupiny, které obstardvaji vlastni katalytické reakce.
Neni vSak jednoduché odhadnout, kterd skupina je vazebnd a kterd katalytickd. Na obou
funkcich se v aktivhim misté enzymu podileji hlavné reaktivni zbytky a skupiny (cystein,
hydroxykyseliny, kyselé a bazické aminokyseliny). Zarez je obvykle hydrofobni, pfispiva
k vazbé substratu. Polarni skupiny pfitomné v aktivnim misté, majici zdsadni vyznam
pfi mechanizmu katalyzy, zGstavaji nedotCeny. Vazba substratu do aktivniho centra enzy-
mu zpusobi zménu mikroklimatu. Spojenim se vytla¢i voda, prostiedi se stane nepolarni

a vymizi dielektrikum, které znemoznovalo uplatnéni elektrovalentnich vazeb. Mechaniz-
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my muzeme rozd¢lit na: acidobazickou katalyzu, kovalentni katalyzu, katalyzu kovovymi
ionty (vznik komplexu enzym-kov-substrat), elektrostatickou katalyzu, katalyzu na zdkladé
piibliZzeni a prostorové orientace a vazbu prechodného stavu na enzym s vyssi afinitou,
neZz ma substrat nebo produkt. Pro mechanizmy je béZné, Ze se vZdy uplatni sou€asné n¢ko-

lik katalytickych mechanizmti [20].

Na vazb¢ substratu a katalyze se také podili koenzym. Je to kofaktor — nizkomolekuldrni
organickd latka nebilkovinné povahy tvofici soucast sloZenych enzymt (obvykle nukleotid
Ucastnici se reakce jako akceptor nebo donor chemickych skupin ¢i elektronil). Vitaminy

jsou casto prekurzory kofaktorti nebo i samotnymi kofaktory [28].

Aromatickd jadra fenylalaninu a tyrozinu a bazické aminokyseliny obstardvaji vazbu sub-
stratu v enzymech. Na katalyze se podileji karboxyly dikarboxylovych aminokyselin, hyd-

roxylové skupiny serinu, karbonylové kysliky, histidin a arginin [20].

Na povrchu enzymu se nachdzi allosterickd mista, kterd jsou typicka pro allosterické enzy-
my — regulacni enzymy s oligomerni strukturou snadno meénici konformaci pod vlivem
efektorti [29]. Na povrchu enzymu se stejné tak nalézaji determinantni skupiny urcujici
imunitni charakteristiku molekuly. Enzymy dile mohou vézat cizorodé latky jako

napft. jedy a farmaka. [20].

2.2 Slozeni a molekulova hmotnost

Enzym se muze sklddat z jednoho polypeptidového fetézce, ale i z vice fetézcl. Pokud ob-
sahuje pouze jeden, neznamena to, Ze ma specifickou aktivitu. Enzym se ddle muze skladat
z jednoho fetézce sloZzenym z n€kolika domén se stejnou enzymovou specifi¢nosti ne-
bo z jednoho fetézce sloZzenym z domén s riznou specifi¢nosti. Multienzymovy komplex je
pak enzymové aktivni bilkovina s kvarterni strukturou s molekulou sloZenou z nékolika

podjednotek, které maji riznou specificnost [20].

Molekulovd hmotnost se pohybuje od hodnot nepfili§ vzdédlenych polypeptidim
az k ohromnym ¢islim. Napt. enzym ribonukledza je pomérné maly a jeho M; je piiblizné
13700. Naproti tomu multienzymovy komplex pyruvdtdehydrogendza izolovany
z prase¢iho myokardu ma molekulovou hmotnost asi 1x10’ [30]. Mnohé enzymy, obzv1ast

hydrolytické enzymy, se buiitkami travicich Zlaz produkuji nejdiive jako nedcinné proen-
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zymy a aktivuji se tim, Ze se Cast jejich molekuly odStépi (obvykle protedzou), ¢imz se de-

s vz

maskuje jejich aktivni misto. Odstépena ¢ést travicich enzymu byva rozmérna [20].

2.3 Formy enzymi

Jeden enzym se stejnym nazvem se mnohdy vyskytuje v nékolika formach, které maji stej-
nou specifi¢nost, ale li$i se od sebe velikosti molekuly a malymi rozdily ve struktufe. Mize
jit napt. o rizny pocet elektrickych ndboji (coz umoziuje jejich separaci elektroforézou).
Li3{ se také odolnosti vici vyS$im teplotdm nebo imunitnimi vlastnostmi. Jde o mnohocet-

né formy, které mohou vznikat riznymi mechanizmy [20].

Ys 2

Rozdily mohou byt determinovany geneticky, pak se liSici formy nazyvaji izoenzymy. 1zo-
enzymy katalyzuji stejnou reakci, ale maji odliSnou primarni strukturu [31]. Podjednotky
vzniklé podle piislusného genetického kédu se spolu mohou riznym zptisobem hybridizo-
vat, tim vznikaji dimery, tetrametry atd. Rozdili mezi izoenzymy s vyhodou vyuZzivaji kli-
nické laboratote k diagnostickym uceliim. Stanovenim katalytické aktivity pfislusného izo-
enzymu napi. v krvi (resp. v plazm¢) lze usuzovat na poskozeni nebo poruchu konkrétni
¢asti teéla. Prikladem izoenzymu je laktdtdehydrogendza (LD). V jadfe buniky obratlovcil
jsou dva geny pro odliSné ¢astice, a ty se po skonceni proteosyntetického pochodu shlukuji
péti moznymi zpiisoby do tetrametru. Existuje tedy pét izoenzymu laktdtdehydrogendzy

LD-1 az LD-5 [20, 32].

Pseudoizoenzymy jsou mnohocetné formy katalyzujici stejnou reakci, ale rozdily v jejich
vlastnostech nejsou zpiisobeny geneticky podminénymi odliSnostmi v primarni struktuie.
Jejich existence je diisledkem enzymovych nebo neenzymovych modifikaci enzymu
s jednou primdrni strukturou in vivo. Ptikladem jsou rtizné chymotrypsiny, trypsiny, pepsi-

ny a atd., odvozené od jednoho inaktivniho prekurzoru [33].

2.4 Nazvoslovi a klasifikace

Ze zacatku dostavaly enzymy jména podle ndpadii samotnych objevitell. Pro nékteré en-
zymy traviciho traktu byly pouZity ndzvy koncici na koncovku -in (pepsin, trypsin, ptyalin,

atd.) a dodnes se jesté pouzivaji. Pozdéji se ujal zvyk k ndzvim enzymil ptidavat koncovku
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-dza, kmen vyjadiuje bud’ dcastnici se substrat (napf. uredza) nebo typ reakce (oxiddza).
Dochiézelo viak ke zmatktim. Cim vice enzymi védci objevili, tim t&Z§{ bylo zachovat pie-
hled. Potfadek vnesla az Mezinarodni biochemickd unie EC/IUBMB (Enzyme Commision
International Union of Biochemistry and Molecular Biology) zavedenim pravidel pro klasi-

fikaci a ndzvoslovi enzymu.
Nézvoslovi je:

a) Systematické — popisuje katalyzovanou reakci. Skldda se z oznaceni substratu/i,
co se prenasi, typ reakce a na konec se pfid4 koncovka -4za.
Napt. 1,4-alfa-D-glukan glukanohydroldza.

b) Trivialni — je kratsi a obsahuje nazev substritu a typu reakce.

Napt. alkoholdehydrogendza.

Unie zavedla také pro kazdy enzym &iselny kod sklddajici se ze étyt &isel. Cisla oznaduji
ttidu — podtiidu — podpodtiidu (nebo skupinu) — pofadové Cislo v oficidlnim seznamu. Tak

napt. EC 4.1.1.1. je pyruvdtdekarboxyldza [20, 23].

Enzymy se rozclenuji do Sesti tiid, které se pak podle dalSich kritérii d€li na podtiidy

a na podpodttidy:

1. Oxidoreduktdazy (EC 1.) katalyzuji oxida¢né-redukéni procesy. Prendseji vodik ne-
bo kyslik, nebo jen elektrony z jedné latky na druhou. Piiklad katalyzované reakce:
C,Hs0H + NAD" — CH;CHO + NADH + H* alkoholdehydrogendza

2. Transferdazy (EC 2.) prenaseji celé skupiny atomil (metyl, acyl, amino, glykosyl,
fosfat). DéEli se podle skupin, které prendseji.

ATP + D-Glc —» ADP + D-Glc—6—fosfét fosfotransferdza

3. Hydrolazy (EC 3.) katalyzuji hydrolyzu urcité vazby, St€pi substrity za vstupu vo-
dy. Podle substritu rozezndvame peptiddzy, lipdzy, esterdzy, glykosiddzy a jiné.

CO(NH;), + H,O — CO; + 2 NH; uredza

4. Lydzy (EC 4.) katalyzuji St€peni vazby mezi uhliky C—C, mezi uhlikem a dusikem
C-N (ale bez vstupu vody), nebo odstranéni urcité skupiny, popt. jejich vnaseni
za vzniku vazeb (C-C, C-N, C-0).
(COOH), —» HCOOH + CO, dekarboxyldza
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5. Izomerdazy (EC S.) katalyzuji vzdjemné pfemény izomerd vnitinim preskupenim
molekuly substratu. Podle typu izomerace se dé€li na podtiidy cis-trans izomerdzy,
epimerdzy, mutdzy, atd.

D-Arg — L-Arg argininracemdza

6. Ligazy (EC 6.) (syntetdzy) spojuji dv€ slou€eniny za tvorby novych vazeb mezi
atomy C-C, C-0O, C-N, C-S, a to za spotieby energie ziskané Stépenim ATP.
ATP + CH3COOH + CoA — AMP + PP; + CH3CO-CoA acetyl-CoA-syntetdza

Enzymy prvnich tif tfid se vyskytuji nejcastéji v zivociSnych télech. Pocet enzymil z ostat-
nich tfid je daleko niZsi [20, 34, 35]. BéZné uZivané ndzvy podtiid jsou uvedeny v tabulce

1.
Enzymy se daji také rozd¢lit podle mista piisobeni na:

= Intracelularni — pasobi uvnitf buné€k, ve kterych vznikly. Vyskytuji se v cytoplazmé
nebo v bunéénych organelach. Funguji v rozpusténé forme nebo vdzané v rtiznych bi-
ologickych strukturach

= Extracelularni — jsou bunkami vyluCovany. Nachdzi se v tkdnovych kapalinidch
(napf. u zZivocichti v krvi, mozkomiSnim moku)

Nebo podle formy vyskytu:

= Jzoenzymy, neaktivni proenzymy, rozpusSténé/volné, véazané/imobilizované

na biologické struktury, multienzymové komplexy [23, 34].
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Tab. 1. BéZn¢ uzivané (doporucené) nazvy enzymt [36].

Oxidoreduktdzy Transferdzy Hydrolazy
dehydrogendza skupinatransferdza (pr. aminotransferdza) esterdza
reduktdza kindza fosfatdza
oxiddza fosforyldza fosfodiesterdza
peroxiddza transketoldza nukledza
oxygendza transaldoldza peptiddza
hydroxyldza glykosiddza
desaturdza lipdza
Lyazy Izomerdzy Ligdzy
dekarboxyldza epimerdza karboxyldza
hydratdza mutdza syntetdza
dehydratdza
syntdza

2.5 Aktivita enzymu, specifita a a¢innost katalyzy

24

Misto stanoveni latkového mnozstvi enzymu v molech se méii katalytickd aktivita enzymu.
Je to rychlost reakce za definovanych podminek. Aktivita enzym je zavisla na koncentraci
substratu, teploté, pH a pfitomnosti nezbytnych kofaktort. Zakladni jednotkou je 1 katal
[kat] a uddva mnoZstvi enzymu, které premeni 1 mol substratu za 1 s. Tato jednotka je pfi-
1i§ vysoka, proto se spiSe uzivaji jeji zlomky — pkat, nkat azZ pkat. Koncentrace katalytické

aktivity vyjadiuje koncentraci enzymu v biologickém materidlu (ukat.1™) [20, 36].

Podminky vytvareni komplexu enzym-substrat a nasledn¢ enzym a produkt urcuji kromé
rychlosti reakce také dalSi charakteristiky jako je vysokd katalyticka ti¢innost a vysoka spe-
cifi¢nost. Uginnost se uvadi jako &islo pfemény a uddvd podet molekul substritu (substra-
tl), které jedna molekula enzymu pfeméni za sekundu. Hodnoty ¢isla pfemény byvaji vét-

Sinou obrovské.
Specificnost se déli na dva typy:

a) Vazebna (substratovd) specifi¢nost stanovuje, jaky substrat bude atakovan. Enzym

muze byt absolutné specificky, jestlize plisobi pouze na jediny substrat. Napt. ured-

vvvvv
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enzym schopen vazby a ptemény nékolika substratii, bézné ¢lenii téze homologické
fady nebo jinych strukturou podobnych latek (napt. glukdza — fruktéza); afinita
ke kazdému substritu je ovSem jind.

b) Kineticka specificnost (specifinost ucinku) je druhym typem. Napf. aminokyselina
muze podlehnout deaminaci na oxokyselinu a NHj3, dekarboxylaci na primérni
amin, nebo se miZe pfeménit na jinou aminokyselinu. Co enzym se substritem
provede, zavisi do znacné miry na pfitomném koenzymu. Protoze ale rizné reakce
jednoho substritu jsou katalyzovany nékdy ve spolupréci se stejnym koenzymem, je
ziejmé, Ze 1 na specificnosti icinku se musi podilet proteinovy apoenzym.

Také mezi enzymy pusobicimi stejnym typem reakce na stejny substrdt mize byt

rtiznd pusobnost [20, 37].

2.6 Kinetika enzymovych reakci

Rychlost enzymové reakce je ddna bud’ ibytkem substratu za ¢asovou jednotku, nebo pfi-
rustkem produktu. Vzdy se zvoli sledovani té sloZky, kterd se urcuje snadné&ji. Méfeni musi

probihat za standardizovanych podminek.
Faktory ovliviiujici enzymovou reakci jsou néasledujici:

= Koncentrace enzymu — pii konstantni koncentraci substratu je zdvislost reak¢ni rych-
losti na koncentraci enzymu linearni.

= Koncentrace substrdtu — musi byt takovd, aby béhem méteni nebyla ovlivnéna reakéni
rychlost, reakce mé probihat maximalni rychlosti (Vmax)-

= Teplota — rychlost enzymové reakce roste s teplotou. Cinnost enzymi je od teplot
okolo nuly az do teplot vyssich +100 °C. Ale kvili bilkovinnému sloZeni a nasledné
mozné denaturaci je teplotni stabilita vétSiny enzymu od +20 °C do +40 °C.

= pH a pufr — kazdy enzym ma své optimdlni pH, které se vSak muze liSit od pH,
pfi némzZ pracuji enzymy v lidském organismu. Pufr schopné udrzuje stabilni pH a ta-
ké jeho slozeni a pfitomnosti necistot ovliviiuje vlastni enzymovou reakci.

= Inhibitory a aktivdtory — inhibitory zpomaluji rychlost enzymové reakce a aktivatory

ji naopak zrychluji [34].
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2.6.1 Jednosubstratové reakce

Jednosubstratové reakce mé jednoduchou kinetiku. Jeden substrat vstupuje do reakci kata-

lyzovanych enzymy z ttidy izomerdz, lydz a hydroldz.

kl k3
E+SkHESkHE+P (1
kde ki, ks, k3 a k4 jsou reak¢ni konstanty. Ve stavu dynamické rovnovahy reak¢éni rovnice

vypada takto:
Ki[E][S] + k4 [E][P] = ko[ES] + k3[ES] 2)

Analyza se omezuje na pocatecni reak¢ni rychlost, kdy [P] je zanedbatelné a [S] je praktic-

ky konstantni, ¢len obsahujici [P] 1ze tedy vypustit a ¢leny s [ES] spojit. Dostaneme:

[E]S] k,+k
K([E][S] = (ks +k3) [ES] nebo =2 _3-K 3
1[E][S] = (ka2 +k3) [ES] [Es] A " (3)
Kde K, je Michaelisova konstanta [20].

Kdyz vyneseme koncentraci substratu v molech na litr [S] proti rychlosti [v], dostaneme

nasledujici zavislost (obr. 7).
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Obr. 7. Zavislost rychlosti jednosubstratové reakce

na koncentraci substratu [38].
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Predpokladem sestrojeni kiivky je konstantni koncentrace enzymu [E] a registrace poca-
te¢nich rychlosti reakce. Ktivka, spojujici jednotlivé naméfené body ma tvar hyperboly
a asymptoticky se blizi ur¢ité maximalni hodnot¢ reakcni rychlosti (Viay). Jde o maximalni
inicidlni reak¢ni rychlost, kterou lze ziskat, anizZ se zvy$i mnoZstvi enzymu. Pfi nizkych
koncentracich substratu je zavislost linedrni, odpovidajici reakci prvniho fadu. Pfi vysSich
koncentracich substratu rychlost roste uz ménég, az dosdhne maximdalni rychlosti Vax, tady
se uplatiiuje zdvislost nultého fadu, tedy nezavislost na [S]. Pfi rozdilnych koncentracich
substratu se meéni snadnost tvorby enzym-substratového komplexu, coz je pifedpoklad roz-

padu na produkt a ptivodni enzym. Matematickym vyjadienim hyperboly na obr. 7 je rov-

nice podle L. Michaelise a M. L. Mentenové:

_ VoulS]
"=k, +[5] @

Michaelisova konstanta K, je takova koncentrace substratu, pfi niZ je pocatecni rychlost
enzymové reakce rovna polovin€ Vi, je dosaZzeno polovi¢ni nasyceni enzymu. Hodnoty
K a [S] jsou vyjadieny ve stejnych jednotkdch, mol.I". Rovnici Ize prevést do nazorngjsi-

ho tvaru:

K, = [S]-(%—lj 5)

Cim je hodnota K, niZ§i, tim je afinita enzymu k danému substritu vétsi. Staéi tedy mald
koncentrace substritu, aby se enzym z poloviny nasytil. K, se pohybuje od 10" do 10°®
mol.I". Michaelisova konstanta se stanovuje graficky — vyska maximdlni rychlosti
(Y2 Vimax) se rozdé@li na polovinu a koncentrace substratu odpovidajici této hodnoté je Ki,.
Avsak k tomuto urceni je potfeba velké mnoZstvi naméfenych dat a stanoveni nemusi byt
pfesto presné, takZe se toto stanoveni v praxi nepouzivd. Vice se prokdzalo stanoveni po-
moci pfevracenych hodnot (1/v a 1/[S]). Jde o reciproké vyjadieni podle Lineweavera
a Burka. Na ose x je 1/[S], na ose y 1/v. Vysledkem vyneseni je pifimka, kterd protind osu y
v bodé¢, ktery odpovida hodnoté 1/V,x a osu x v bod¢ -1/K, (obr. 8). Pro toto stanoveni

neni tfeba velkého pocCtu naméfenych dat. V enzymologii se vyuZivaji jeSt€ 1 jind vyneseni,

vvvvvv



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

Obr. 8. Reciproké vyjadreni podle Lineweavera a Burka [38].

2.6.2 Dvousubstratové reakce

Slozitéjsi kinetika se zabyva reakcemi, na kterych se podileji zardz nebo po sob¢ dva sub-
oxidoreduktdzy a kindzy. Tady se pouziva dvojité reciproké vyneseni. Produkt mlize byt

také jen jeden, jako pfi ucinku lydz, kdyz funguji jako syntetizujici enzymy.

Existuji i reakce tfisubstratové, popf. i vice substratové. Postup, kterého se tucastni tii sub-

straty, katalyzuji hlavné ligdazy [20, 33].

2.7 Podminky pro enzymovou katalyzu

Enzymy jsou regulovatelné, snadno se adaptuji na ménici se podminky uvnitt buiiky. Vy-
znamnymi pusobicimi fyzikdlnimi faktory jsou teplota, pH, redoxpotencidl prostfedi, ion-

tova sila okolniho prostiedi a ionizujici zafeni [20].

Rychlost enzymové reakce vzrlsta srostouci teplotou. Reakce se urychluje na dvoj-
az trojndsobek pii zvySeni teploty o 10 °C. Soucasné také dochdazi k inaktivaci enzymu
v dusledku denaturace bilkovinné ¢asti a piipadné odstépovani kofaktoru. Jde o prerusSeni
vodikovych a hydrofobnich interakci. Denaturace zptsobuje zaroven pokles ¢i ztratu en-

zymové aktivity. Vysledkem protichlidnych efektd (teplota versus denaturace) je vznik
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zévislosti s maximem, kterému se fikd teplotni optimum. Kulminace u enzymu lidského
téla je mezi 40 az 50 °C. Za vysSich teplot aktivita klesa, az pti 60 °C dosdhne nuly. Poloha
maxima neni spolehlivou charakteristikou enzymu, je ddna jeho termostabilitou, délkou
plsobeni vyssi teploty, iontovou silou a hodnotou pH. Na rozdil od enzymi lidského téla
v ptirod¢ existuji i odoln€jsi enzymy. Nekteré bakterie dokdZou vegetovat i v horkych ziid-

lech pti 80 — 100 °C, coZ jim umoZziuji prave termostabilni enzymy.

Enzymy jsou polyamfolyty, obsahuji jak pozitivné tak negativné nabité monomery na hlav-
nim fetézci, vétSina jejich vlastnosti je zavisla na pH. Zavislost katalytické aktivity na kon-
centraci vodikovych iontl podminuji protonované skupiny, které jsou soucasti aktivnich
center enzyml a molekul mnohych substratli. Reakce mezi enzymem a substratem zavisi
na stupni jejich protonace. VétSina enzymu proto pusobi katalyticky jen v urcité oblasti pH,
mimo ni ucinnost klesa. Zavislost rychlosti enzymové reakce na pH ma tvar zvonovité
kiivky. Jeji maximum je pak tzv. pH-optimum, kde je aktivita enzymu nejvyssi. Vliv
na rychlost enzymové reakce mlze mit také ucinkem pH zménénd disociace substratu, po-
kud obsahuje disociovatelné skupiny. Pii extrémnim vyboceni pH okoli méni enzym svou
konfiguraci a nevratn¢ se denaturuje. VétSina enzymi ma optimum ucinnosti pii pH 5 — 7.
Vyjimkou je ale napt. enzym travicich $tav pepsin s optimem pH 1,5 — 2 odpovidajici pH
Zaludecni $tavy v dobé traveni potravy. Naopak argindza a sukcindtdehydrogendza jsou

nejaktivnéj$i v mirn¢ alkalickém aZ zcela alkalickém prostiedi.

Aktivita enzyml muze ddle zaviset na redoxnim potencidlu prostfedi (je dan rovnovahou
mezi skupinami —S—S— a —SH), déle na iontové sile a relativni permitivité, které ovliviuji
silu nekovalentnich interakci uplatiiujicich se pfi reakci enzymu se substrdtem, a taktéz

na ionizujicim zéfeni. Zafeni y vSak Skodi az pti vysokych davkach [20, 33].

2.8 Dekarboxyldzy

Dekarboxylace je chemickd reakce, pii které se z molekuly aminokyseliny (resp. jeji kar-
boxylové skupiny) odStépuje oxid uhliCity a dochdzi ke vzniku aminu [39]. Tato reakce je
katalyzovdna enzymy ze tiidy lydz, které se nazyvaji dekarboxyldzy [40]. Proces je irever-
zibilni a probiha Casto za zvySenych teplot. Je také dilezitym biochemickym pochodem

v Zivych organismech pii odbourdvani keto- a aminokyselin [20].
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Velice znamé jsou aminokyselinové dekarboxyldzy, jejichz ¢innosti vznikaji biogenni ami-
ny. Vznikaji z aminokyselinovych prekurzort jako jsou histidin, tyrozin, tryptofan, 5-
hydroxytryptofan, fenylalanin, lyzin, cystein, arginin, ornitin a mnohé dalsi [41]. Dekarbo-

xylacéni reakce je schematicky zndzornéna na obrazku 9.

MNH H
R—C—COOH ———— HyC—C—NH, + C0O;
L H

Obr. 9. Dekarboxylace aminokyselin [39].

Biogenni aminy vznikaji v buiikdch dekarboxylaci volnych aminokyselin za vys$ich teplot
a v ptitomnosti dekarboxyldzy-pozitivnich mikroorganizmu. MiiZe jit jak o Cisté bakteridlni
kultury, tak i o kontaminujici mikrofléru, ktera tvoii specifické dekarboxyldzové enzymy
dilezité pro katalyzu dekarboxylacni reakce. Dekarboxyldzy jsou vétSinou specificky orien-
tované na urcitou aminokyselinu, pfedev§im na jeji L-formu. Volné aminokyseliny se vy-
skytuji v potravinich jako takové a také se uvolnuji z bilkovin proteolytickou ¢innosti ne-
bo pii tepelném rozkladu. Dekarboxyldzovou aktivitu ovliviiuje teplota, pH, ptistup kysli-
ku, pfitomnost vitamind a kofaktord, pfitomnost volnych aminokyselin a fermentovatel-

nych cukrt [41].

Produkty dekarboxylace (biogenni aminy) a latky, které z primarnich aminti ddle vznikaji,
se uplatiiuji jako hormony, neuromedidtory, latky plsobici na tonus krevnich cév a jako

vvvvvv

[20].

Dekarboxyldzy jsou také zndmé pro jejich rizné role v metabolickych drahdch. Pyruvdtde-
karboxyldza (EC 4.1.1.1) je enzym vyznamny pro etanolové kvaSeni. Je to enzym, ktery
za anaerobnich podminek provadi dekarboxylaci pyruvatu na konecné produkty. V kvasu
tato dekarboxyldza prevadi spolu s alkoholdehydrogendzou pyruvét pres meziprodukt ace-
Saccharomyces cerevisiae. Benzoylformdtdekarboxyldza (EC 4.1.1.7) se podili na kataboli-

zmu aromatickych slou¢enin. Tento enzym tvofi rody Pseudomonas a Acinetobacter.
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Hlavni reakce je dekarboxylace benzoylformatu na benzaldehyd. Stejné metabolické drahy
se také ucastni fenylpyruvdtdekarboxyldza (EC 4.1.1.43), ktera byla nalezena u podobnych

rodu (Achromobacter, Acinetobacter a Thauera) [42].

Bylo popsdno a izolovédno i mnoho dal$ich aminokyselinovych dekarboxyldz. Ackoli maji
tyto enzymy uzkou substratovou specifitu, byla prokazana jejich Siroka prospésnost. Nada-

le se budou rozvijet dalsi priimyslové procesy a s nimi i dal$i uzite¢né dekarboxyldzy [43].

2.9 Faktory ovliviiujici ¢innost dekarboxyldz

Dekarboxyldzova aktivita mikroorganizmi je velice rozmanitd. Predevs$im zaleZi na slozeni
média a ristové fazi mikroorganizmu. Tvorbu aminid rozhodné ovliviiuje teplota. Nekteré
bakterie citlivéj$i na teplotu maji mensi produkci biogennich amint pii niZsich teplotach
(okolo 10 °C), nez pii normdlni pokojové teploté (20 — 25 °C) [4]. Napt. produkce histami-
nu v potravinach se zpomaluje pii 10 °C a zastavuje jiz pti 5 °C v disledku zniceni bakterii
produkujicich histamin. S rostouci skladovaci teplotou koncentrace aminti vzristd. Pozi-
tivni vliv Ize sledovat i u vareni, s vyjimkou sperminu, jehoz koncentrace pii zahfivani

klesa [6].

Piisun kysliku mé také vyznamny vliv na biosyntézu amind. Anaerobni podminky
v nekterych piipadech omezuji tvorbu biogennich amint a jindy ji zase podporuji. Zavisi to
na typu bakterie nebo i na vznikajicim aminu. Fakultativné anaerobni mikroorganizmy
produkuji méné biogennich aminti v anaerobnich podminkach. Mezi dalsi ptisobici faktory
patii pH. Prvni studie aminokyselinovych dekarboxyldz prokéazaly, Zze optimdlni pH
pro tvorbu amint je v rozmezi 2,5 — 6,5; tedy kyselé prostfedi. Pfitomnost fermentovatel-
nych sacharidii jako je glukéza zvySuje rist i dekarboxyldzovou aktivitu mnoha bakterii.
Optimdlni koncentrace cukru je 0,5 — 2,0 %, troven vyssi jak 3 % uZ enzymovou tvorbu

inhibuje. Redoxni potencidl také ovliviiuje tvorbu aminti. Podminky vedouci ke snizeni

oxida¢né-redukéniho potencidlu stimuluji tvorbu histaminu [4, 6].

Produkce biogennich amint (zejména histaminu) muze byt inhibovana ptidavkem NaCl
a to bez ohledu na koncentraci solného roztoku. B€hem skladovéni pfi 25 °C je inhibi¢ni
ucinek umérny nértstu koncentrace v solném ndlevu. Napf. syntézu histaminu, tyraminu

a tryptaminu pomoci Streptococcus cremoris lze potlacit pfidanim jiz 0,5 % NaCl
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k zdkladnimu médiu. Ale pii vyssich teplotich (30 °C) a koncentraci 2 % NaCl naopak

tvorba histaminu prudce roste [3].

Pfitomnost jiz vytvofeného biogenniho aminu v médiu také zpomaluje dekarboxylaci ami-
nokyseliny. Bylo zjiSténo potlaceni dekarboxylace histidinu pfi akumulaci histaminu v mé-

diu [3].

Biogenni aminy nemusi byt jen Skodlivé pro citlivé jedince, nékteré mohou mit synergicky
efekt. Proto je dulezité, aby vyrobci optimalizovali a piisn¢ dodrZzovali podminky spravné
hygienické praxe, technologii vyroby a skladovaci podminky. Aby pfi vyrobé fermentova-
nych potravin vyuZzivali kratkého kvaseni s peClivé vybranou startovaci kulturou pro zajis-

téni nizké drovné biogennich aminii v potravinach [3, 4].
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3 AKTIVACE A INHIBICE ENZYMU

3.1 Aktivace enzymii

Utinnost enzymu ovliviiuje velké mnozstvi latek. Tyto latky se nazyvaji efektory nebo mo-
difikédtory. Latky zvySujici aktivitu enzymu jsou pozitivni efektory neboli aktivatory [44].
Aktivatory se dé€li na piirozené (endogenni) a nepfirozené (exogenni). Ty pfirozené jsou
béZzné slozky bunék (metabolity, koenzymy) a jsou vyznamné pro regulaci metabolizmu
buniky. Nepfirozené efektory jsou modelové latky, 1éCiva a jedy. Spousta enzymi potiebuje
ke své plné aktivit¢ ptfitomnost aktivatorti, jako jsou napf. ionty kovi, organické latky ne-
bo vzacné nekteré aniony (napi. chloridové). Aktivatory se vdZou na enzym vratné, nejsou
tedy soucdsti enzymové bilkoviny [33]. Za aktivaci lze povazovat pfechod proenzymu
na enzym. Do skupiny aktivatorii patii také slouceniny chranici enzym pred inaktivaci,
coz je napt. redukovany glutation (GSH), ktery ochraiiuje enzymy bunky pied oxidaci je-

jich SH-skupin [20].

3.2 Inhibice enzymu

Latky snizujici u€inek enzymu se nazyvaji negativni efektory neboli inhibitory. Mohou to
byt latky riizné povahy — organické latky, anorganické latky, ale i ionty. Inhibitor sniZuje
aktivitu enzymu, aniZ by jej destruoval. Jedna z moZnosti inhibice je, kdyz tzv. faleSny

,,KIi¢* pronikne do spravného ,,zamku* [20, 33].

Inhibice je jednim z hlavnich regulacnich prostfedkl Zivé buiiky. PouZiti inhibitort je du-
lezita diagnostickd metoda enzymologie. Inhibitory umoziuji zasahovat do latkové preme-
ny organizmil. Jejich vyuZiti je v mediciné¢ v boji proti infekcim (sulfonamidy) [45]
a zhoubnému bujeni (cytostatika), pii transplantacich (imunosupresiva) [46], v zemé&d¢€lstvi
a zahradnictvi (herbicidy a insekticidy) [47] a v neposledni fad¢ se mezi né fadi i mnoho
bojovych latek. Aktivitu enzymi Ize snizit také destrukci drastickymi fyzikdlnimi a che-
mickymi faktory, které naru$i strukturu a vazby uvnitf proteinové molekuly. Jsou to
napft. var, silné hydroxidy a kyseliny, organicka rozpoustédla, detergenty a koncentrované
roztoky mocoviny a guanidinu. Tato rozrusSeni struktury se v§ak mezi inhibice nefadi. Mezi

pfirozené inhibitory, piitomné v tkdnich a sekretech riznych organii Zivocicht i nékterych
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rostlin, patii latky povahy polypeptidi, které inaktivuji nekteré proteolytické enzymy. Jsou
to napf. inhibitory enzymu trypsinu a n€kterych protedz G€astnicich se procesu sraZeni krve

[20, 33].

Existuje vice mechanizmil inhibice. Inhibitory lze délit podle pevnosti vazby na enzym.
Pfi ireverzibilni inhibici je inhibitor poutdn kovalentné k enzymu nebo je pfipojen tak pev-
n¢, Ze moznost disociace inhibitoru od enzymu je velmi nizka az prakticky nulovd. Irever-
zibilnimi inhibitory specifickych enzymu jsou néktera 1éCiva, napfi. penicilin [48]. Reverzi-
bilni inhibice je oproti tomu charakterizovdna skuteCnou rovnovahou mezi volnym enzy-
mem a inhibitorem a komplexem enzym-inhibitor. V mnoha piipadech mize dojit k tvorb¢
kovalentni vazby, ale tato vazba je nasledné hydrolyzovdna. Dojde k obnové volného en-
zymu a inhibitoru [49]. Inhibitory se d€li podle mechanismu tc¢inku (vztahu k vazbé sub-
stratu a k jeho pfeméné na produkt). Lze je od sebe rozlisit kinetickym méfenim, srovna-
nim Michaelisovy konstanty a mezni rychlosti naméfené bez a za pfitomnosti inhibitoru.

Zakladni typy inhibici jsou:

=  Kompetitivni, kdy inhibitor neovliviiuje mezni rychlost a zvySuje Michaelisovu kon-
stantu.

= Nekompetitivni, kdy inhibitor neovliviiuje Michaelisovu konstantu, ale snizuje mez-
ni rychlost.

= Akompetitivni, kdy inhibitor snizuje mezni rychlost i Michaelisovu konstantu, ale
tak, Ze se nemén{ jejich vzdjemny pomér.

* SmiSena, kdy inhibitor méni Michaelisovu konstantu, mezni rychlost i jejich vzdjem-

ny pomer [33].

3.2.1 Kompetitivni inhibice

Substrat s inhibitorem soutézi o aktivni misto enzymu, protoZe se nemohou soucasn¢ vazat
na tutéZ formu enzymu. Kompetitivni inhibitory jsou strukturni analogy substritu, enzym
je nerozeznd a vytvoii s nimi inaktivni komplex s inhibitorem, ktery se neméni na produkt
[50]. Tato tvorba komplexu je vratnd, protoZe jde pouze o slabé vodikové vazby, které se
Casem opét prerusi [S51]. Lze ji Gplné odstranit, pokud koncentrace ptfirozeného substratu
siln€ vzroste. Rozsah inhibice zavisi na poméru koncentraci substritu a inhibitoru a na po-

méru jejich afinit k enzymu. Cim vice je molekul kompetitivniho inhibitoru, tim véts{ je
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zébrana pro piistup ptfirozeného substratu. To zpomaluje tvorbu produktu. Ke kompetitivni
inhibici miiZe dojit i soutéZenim inhibitoru s koenzymem o ptislusné vazebné centrum na-
povrchu enzymové molekuly. Tato inhibice neni piili§ ¢astd v zivych systémech, spisSe se
prosazuje u mén¢ specifickych enzymt. Kompetitivni inhibitory jsou latky chemicky pfi-
buzné pfirozenému substratu. Jde ¢asto o Cleny téZe homologické fady [20]. Patii mezi né
riznd 1éciva, napf. sulfonamidy. Substituované sulfanilamidy jsou antibakteridlni 1éCiva,
protoze efektivné soutézi s jim podobnou kyselinou p-aminobenzoovou pii syntéze folatu.
Zablokovani syntézy kyseliny listové potlacuje bakteridlni infekce, ale buitkdm lidského

téla neskodi, protoZe je pro n¢ vitaminem [52].

3.2.2 Nekompetitivni inhibice

Nekompetitivni inhibitor je molekula, kterd se vaZze na enzym v jiném neZ aktivnim misté.
SniZuje aktivitu enzymu tim, Ze zpusobuje zmény v jeho struktufe, aby zabranil katalytic-
kym skupindm v aktivnim misté jejich pisobeni [51]. Pokud je vazba inhibitoru nekova-
lentni, je inhibice vratnd. Ale pfi kovalentnim spojeni je nevratnd, inhibitor nelze odpoutat.
Tento inhibitor ma pak ulohu enzymového jedu. Pfi této inhibici sout€Z neprobihd,
na enzym se vaze soucasné i substrat do aktivniho mista. Tvorba produktu je pomalejsi
kvili mirné deformaci molekuly inhibitorem v aktivnim misté. Nekompetitivni inhibitor
nevykazuje Zadnou podobnost se substratem [20]. Muzou to byt napt. latky z vajecného
bilku a ze sojovych bobii. Nevratné plisobi nervové jedy — nervovy plyn sarin [53], jodace-

tamid (vaze se na cystein) a razné insekticidy [54].

3.2.3 Akompetitivni inhibice

Akompetitivni inhibitor je litka, kterd reaguje az s komplexem enzym-substrit, nikdy
ne s volnym enzymem [55]. Vazbou na tento komplex zabraiiuje jeho pfeméné na produkt
a enzym. Tato inhibice probihd hlavn€ u dvousubstratovych reakci, kdy se inhibitor vaze
na vazebné misto pro druhy substrat a vi¢i nému se pak chova jako kompetitivni inhibitor

[33].
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3.2.4 SmiSené inhibice

Jsou také prokdzany piipady smiSené inhibice; do této skupiny jsou zahrnovany rizné typy
inhibice, pfi nichZ inhibitor méni afinitu enzymu k substritu, ale i katalytickou rychlost

pfemény substratu na produkt [33].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem této prace bylo sledovani vybranych faktorti ovliviiujici rst a dekarboxyldzovou
¢innost bakterie Serratia marcescens a jeji naslednou produkci biogennich aminua. Sledo-
vanymi faktory byly rastové médium, ptidavek aminokyselin — lyzinu, argininu a ornitinu
(jednotlive a také v kombinaci dvou a tif aminokyselin), pH 6, 7, 8 a pfidavek monosacha-

rida glukézy, fruktézy a galaktdzy.

Pro pochopeni souvislosti a problematiky biogennich amini bylo nutné z teoretického hle-
diska popsat biogenni aminy, zejména jejich strukturu, tvorbu, vyskyt v potravinach, biolo-
gické ucinky a metody, kterymi se daji tyto latky stanovit. Déle bylo tfeba obecné¢ charakte-
rizovat enzymy, podrobné&ji popsat skupinu enzymii dekarboxyldz, faktory plisobici na je-

jich ¢innost a v neposledni fad¢ popsat inhibice enzymii.
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 Charakteristika bakterie Serratia marcescens

Serratia marcescens je pohybliva, fakultativné anaerobni, gramnegativni bakterie patiici
do celedi Enterobacteriaceae. Rovné tyCinky maji v priméru 0,5 — 0,8 um a jsou dlouhé
0,9 — 2,0 um. Kolonie na agaru jsou neprihledné, kruhové, konvexni a maji bily, rizovy
nebo cerveny pigment. Nékteré kmeny S. marcescens totiz produkuji pigment s nazvem
prodigiozin, ktery se pohybuje v barvé od tmavé Cervené az po bled¢ rizovou. Zbarveni
zavisi na veéku kolonii, u star§ich kolonii tento pigment mizi. S. marcescens roste v rozmezi

pH 5 a7 9 a pii teplotach 5 — 40 °C [56, 57, 58].

Vyskytuje se v ptirozeném prostiedi, tzn. v pidé, vod¢ a na povrchu rostlin. Uptednostiiuje
spiSe vlhké prostfedi. V podob¢ Cervenych skvrn se vyskytuje na nekyselych potravinach
a zpusobuje jejich kazeni. Bakterie Casto roste na Skrobovitych potravinich, kde jsou pig-
mentované kolonie snadno a myln¢ povazovany za kapky krve. Serratia je lyzin a ornitin

dekarboxyldza-pozitivni [57, 58]. Dalsi diagnostické znaky jsou uvedeny v tabulce 2.

Tab. 2. Diagnostické znaky Serratia marcescens [59].

katalaza oxidaza acetoin indol laktéza glukéza Skrob

+ - + - - + -

5.2 Pouzité chemikalie a piistroje

5.2.1 Chemikalie

Lyzin, arginin, ornitin (Sigma-Aldrich)

Glukoéza, fruktéza (Penta), galaktéza (Acros Organics)

1 mol.I'' HCI (Lachema), 1 mol.I"" NaOH (Ing. Petr Lukes)
Pufry pro stanoveni BA (Lach-Ner)

BA pro ptipravu standardu (Sigma-Aldrich)
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Ninhydrinové ¢inidlo pro stanoveni BA (ZMBD Chemik)

5.2.2 Pristroje

Sterilator H+P Varioklav 135S (H+P Labortechnik AG, Obercheissheim, Némecko)
Biologicky termostat 30 °C, 37 °C (Laboratorn{ piistroje Praha, Ceskd republika)
Centrifuga MIKRO 200 R (Hettich-Zentrifugen, Tuttlingen, Némecko)
Automaticky analyzator aminokyselin AAA 400 (Ingos, Praha, Cesk4 republika)

pH tester Spear Eutech s pevnou vpichovou elektrodou (Eutech Instruments, Nijkerk, Ni-

zozemsko)
Spektrofotometr Libra S6 s diodovym polem (Biochrom, Cambridge, UK)
Viéhy Kern 440-47W (KERN & Sohn GmbH, Balingen-Frommern, Némecko)

Analytické vahy Adam AFA 210 LC (Schoeller instruments, Praha, Cesk4 republika)

5.3 Mikrobiologické analyzy

5.3.1 Kultivaéni média

Masopeptonovy bujon (MPB)

— masovy extrakt (HiMedia)............... 03¢g
— pepton (HiMedia)......................... 0,5¢
— NaCl (Lach-Ner).............ccooeennnn... 03¢g
— destilovand voda......................... 100 ml

Slozky bujonu byly navdZeny a rozpuStény ve 100 ml vody. Bujon byl vysterilovan
v autoklavu pfi 121 °C po dobu 15 minut.
Kromé zakladniho MPB byly ke kultivacim pouzity bujény s obsahem 0,2 % aminokyselin

(lyzinu, argininu a ornitinu), a 0,25 — 1 % monosacharidl (glukéza, galakt6za, frukt6za)

jejichz ptesné sloZeni je uvedeno v kapitoldch 5.3.3,5.3.4 a 5.3.5.
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Dekarboxyldzové médium (DM)

— pepton (HiMedia)........................ 05¢g
— kvasni¢ny extrakt (HiMedia)............0,3 g
— destilovand voda........................ 100 ml

SloZzky média byly navdzeny a rozpusStény ve 100 ml vody. DM bylo vysterilovano

v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

Plate count agar (PCA)
— pepton (HiMedia)....................... 50¢g
— kvasni¢ny extrakt (HiMedia)............. 25¢g
— glukéza (Penta).......ccccoeevveeenieennen. 1,0g
— agar (HiMedia)........ccceevveeviieennnens 150¢g
— destilovand voda........c..ccoceeniienennnn 1000 ml

Slozky PCA byly navaZeny a rozpuStény v 11 vody. Agar byl vysterilovan v autokldvu
pii 121 °C po dobu 15 minut.

Ptipraveny agar byl za tepla nalit na sterilni Petriho misky, které byly po ztuhnuti oto¢eny

dnem vzhuru.

5.3.2 Kaultivace bakterie

Bakterie Serratia marcescens byla nakultivovdna na pevném médiu a uchovana v lednici
pii 4 °C. PomnozZeni bakterie probihalo v MPB, jehoZz pifesné slozeni je uvedeno
v kapitolach 5.3.3, 5.3.4 a 5.3.5. Kultivace byla provedena v termostatu pii 30, resp. 37 °C
po dobu 20 hodin.
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5.3.3 Optimalizace sloZeni kultiva¢niho média

Bakterie byla pomnoZena v MPB s obsahem 0,2 % lyzinu, argininu a ornitinu pii 30 °C

po dobu 20 hodin.

Kultivace probihala jednak v MPB a déle také v DM. Do kultiva¢nich médii byly pfidany
aminokyseliny v koncentraci 0,2 %. Jednotlivé varianty pfidavku aminokyselin do obou

médii jsou uvedeny v tabulce 3.

Tab. 3. Varianty ptidavku aminokyselin

Varianta ¢. 1. 2. 3. 4. S. 6. 7.

Lyzin (%) 0,2 - - 0,2 0,2 - 0,2
Arginin (%) - 0,2 - 0,2 - 0,2 0,2
Ornitin (%) - - 0,2 - 0,2 0,2 0,2

Zkumavky s takto pfipravenymi médii byly vysterilovdny v autoklavu pii 121 °C po dobu
15 minut a po vychladnuti sterilné¢ zaockovany 50 ul bakterie pomnoZzené v MPB. Zaocko-

vané zkumavky byly umistény na 20 hodin do termostatu pfi 30 °C.

5.3.4 Stanoveni po¢tu bakterialnich bunék

Bakterie byla pomnoZena jednak v zdkladnim MPB a daile také v MPB s obsahem 0,2 %
ornitinu. Po sterilizaci (121 °C, 15 minut) a vychladnuti byla média zaockovédna kolonii

S. marcescens. Kultivace probihala 20 hodin jak v termostatu pti 30 °C, tak i pii 37 °C.

U vSech 4 variant bylo provedeno fedéni 10°-10® a byla zmétena optickd hustota (denzi-
ta) bunék. K tomuto ucelu byl vyuzit spektrofotometr s diodovym polem Libra S6 (Bi-

ochrom, Cambridge, UK) s programem pro méteni optické hustoty bunék (A = 600 nm).
Redéni 107 — 10 byla sterilné rozhokejkovédna po 100 ul na misky s PCA. Misky byly
umistény do termostatu na 20 hodin pfi teploté 37 °C a poté byly spo€itany vyrostlé kolo-

nie.
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Ze ziskanych vysledka optické hustoty a poc¢tu kolonii byla sestrojena kalibracni kiivka,

ktera byla proloZzena mocninnou regresi. Rovnice kalibra¢ni pfimky m4 tvar:

y:al-xb (6)

Pomoci této rovnice byl urovan pocet bun€k bakterie v dalSich vzorcich.

5.3.5 Stanoveni vlivu pH a piidavku monosacharidu na rist a dekarboxylazovou

aktivitu Serratia marcescens
Bakterie byla pomnoZena v MPB s obsahem 0,2 % ornitinu pfi 30 °C po dobu 20 hodin.

Kultivace probihala jednak v zdkladnim MPB a déle také v MPB s obsahem 0,2 % orniti-
nu. Do obou médii byla priddna glukéza, galaktdza, resp. frukt6za v koncentraci 0,25 %,
0,5 %, 0,75 % a 1 %. Kromé toho prob¢hla kultivace téz v médiich bez pridavku sacharidu.
Bakterie byla kultivovédna jednak pifi pH 7 (tj. pH MPB) a déle také pii pH 6 a 8. pH bylo
upraveno 1 mol.I"" HCI, resp. NaOH.

Zkumavky s takto pfipravenymi médii byly vysterilovdny v autoklavu pii 121 °C po dobu
15 minut a po vychladnuti sterilné¢ zaockovany 50 ul bakterie pomnozené v MPB
s obsahem 0,2 % ornitinu. Zaockované zkumavky byly umistény na 20 hodin do termostatu
pii 30 °C. Cést zkumavek (ve viech vysSe uvedenych variantich) byla z diivodu srovnani

pH a optické denzity umisténa do termostatu bez zao¢kovéani.

Ve vsech zkumavkéch bylo po kultivaci zméteno pH a optickd hustota bunék. V kazdém

vzorku celkem trikrat (n = 3).

5.4 Stanoveni obsahu biogennich aminu

5.4.1 Priprava vzorku

Po kultivaci byl obsah zkumavek diikladné promichan a ptepipetovan do mikrozkumavek
typu Eppendorf. Eppendorfky byly centrifugovany pii 15000 otdCkach po dobu 10 min
a supernatant byl ndsledné zfiltrovan 0,45 um filtrem. Takto pfipravené vzorky byly analy-

zovany pomoci iontové vyménné chromatografie.
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5.4.2 Iontové vyménna kapalinova chromatografie

100 pl zfiltrovaného vzorku bylo automaticky nastfiknuto do analyzatoru aminokyselin
AAA 400 (Ingos, Praha, Cesk4 republika), jehoZ fotografie je souéasti piilohy P IIL. DiileZi-
tym prvkem analyzdtoru je kolona (55 x 3,7 mm) naplnénd iontoméni¢em Ostion LG ANG
(Ingos, Praha, Ceskd republika). Detekce probihala po postkolonové ninhydrinové derivati-
zaci spektrofotometrickym detektorem (A = 570 nm). SloZeni jednotlivych pufri, Cinidel

a elucni program je uveden v praci Bunkova a kol. [60].

Vzorky pro optimalizaci sloZeni kultivatniho média byly pfipravovany celkem tfikrat
po dvou opakovanich a kazdy byl dvakrat analyzovdn na analyzatoru aminokyselin (n =

12).

Vzorky pro stanoveni vlivu pH a pfidavku monosacharida na riist a dekarboxyldzovou ak-
tivitu S. marcescens se ptipravovaly pii kazdém pH a pfidavku monosacharidi tiikrat

a kazdy vzorek byl opét dvakrat analyzovan na analyzatoru aminokyselin (n = 6).

5.5 Statistické vyhodnoceni vysledki

Vysledky stanoveni biogennich aminil byly podrobeny statistickému hodnoceni s pouZitim
parametrického testu srovnavajiciho stfedni hodnoty dvou nezdvislych vybértu (Studentiv t-
test). Statistickd analyza byla provedena pomoci programu StatK25 na hladiné vyznamnosti

5 %.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Optimalizace sloZeni kultiva¢niho média

Dekarboxyldzova aktivita byla testovdna za pouZziti masopeptonového bujénu (MPB)
a dekarboxyldzového média (DM). V obou médiich byl detekovan putrescin a kadaverin.
Obsah biogennich aminii se pohyboval od 2,9 mg.kg™" do 1342,2 mg.kg ™. Obsah putrescinu
a kadaverinu produkovany v ptidavku rtiznych kombinaci aminokyselin v MPB, resp. DM

je uveden na obrazku 10, resp. 11.

oy 1400
Y’
gb 1200 - z
E 1000 é
E 800 - é putrescin
S 600 % B kadaverin
: % 72
en 400 -
z 7 7
= 200 é é ;
2 o 7/ A A A

Lys Arg Om  Lys, Arg Lys, Orn Arg, Orn Lys, Arg,

Om
pridavek aminokyselin

Obr. 10. Vliv ptidavku aminokyselin na produkci biogennich amint v MPB

Skrining ptidavku tif aminokyselin — lyzinu, argininu, ornitinu v koncentraci 0,2 % (jednot-
livé ¢i v kombinaci dvou a tii aminokyselin dohromady) ukdzal, Ze Serratia vykazovala
nejveétsi dekarboxyldzovou aktivitu vii¢i ornitinu (P < 0,05). Vysledky produkce putrescinu
z ornitinu se u obou médif neliSily (P > 0,05). Tvorba putrescinu pro kombinaci prekurzorii
lyzin — ornitin a lyzin — arginin — ornitin byla u obou médii srovnatelna (P > 0,05). Produk-
ce putrescinu z kombinace aminokyselin arginin — ornitin byla vyznamné vyssi v DM neZ
v MPB (P < 0,05). Je zajimavé, Ze s ptfidavkem lyzinu, tedy aminokyseliny, kterd je pre-

kurzorem kadaverinu, se tento biogenni amin témér netvofil. Stejny piipad pak nastal 1 pfi-
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piidavku argininu, ktery sice je prekurzorem putrescinu, ale tento BA z n¢j byl produkovén

v minimalnim mnoZzstvi.

Pro kultivaci S. marcescens v dalSich experimentech byl vybran MPB s ptidavkem 0,2 %

ornitinu a byla sledovdna pouze produkce putrescinu.

En 1400
éb 1200 Z
g 1000 é
E 800 1 é 4 putrescin
‘& 600 é & kadaverin
=
gn 400 - é z é
% 200 f 7 é
2 . DBr oo 4 A wn

Lys Arg Orn Lys, Arg Lys, Orn Arg, Orn Lys, Arg,

Orn

pridavek aminokyselin

Obr. 11. Vliv piidavku aminokyselin na produkci biogennich amini v DM

6.2 Stanoveni po¢tu bakterialnich bunék

Pro stanoveni poc¢tu bakteridlnich bunék byla zvolena metoda kalibra¢ni kiivky, coz je za-
vislost optické hustoty (denzity) na poctu kolonii. Kalibra¢ni kiivka pro kultivaci pii 30 °C
bez ptidavku ornitinu je zobrazena spolu s rovnici regrese a hodnotou spolehlivosti na ob-
razku 12. Kalibra¢ni kiivka s rovnici regrese a hodnotou spolehlivosti pro vzorky kultivo-

vané pii 30 °C s pifidavkem ornitinu je zobrazena na obrazku 13.
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Obr. 12. Kalibra¢ni kiivka pro vzorky bez ornitinu (kultivace pii 30 °C)
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Obr. 13. Kalibra¢ni kfivka pro vzorky s ornitinem (kultivace pii 30 °C)

Kultivace vzorku probihala i ptfi 37 °C, avSak vysledky pro obé zvolené teploty byly srov-

natelné (P > 0,05); proto dalsi kultivace probihaly uz jen pfti 30 °C.
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6.3 Stanoveni vlivu pH a pFidavku monosacharidi na rist a dekarboxy-

lazovou aktivitu Serratia marcescens

Pted vlastnim stanovenim vlivu pH a pfidavku monosacharida na rist a dekarboxyldzovou
aktivitu S. marcescens bylo provedeno orientaéni méfeni za ucelem zjiSténi, zda pridavek
monosacharidii glukézy, galaktézy a fruktézy ovliviiuje pH média a jeho optickou hustotu
(média tedy nebyla zaoCkovana S. marcescens). Z tabulky €. 4 lze rozeznat, Ze pii piidavku
vSech tii sacharidii dochédzelo s rostouci koncentraci sacharidii v médiu k nepatrnému po-
klesu pH bez rozdilu na druh monosacharidu. 1% koncentrace monosacharidu sniZovala
pH priimérné o hodnotu pH 0,6 ve srovnani s 0% koncentraci. Z vysledki je také ziejmé,

Ze pridavek jakéhokoliv monosacharidu neovliviioval optickou hustotu média.

Tab. 4. Vliv ptidavku monosacharidi na pH média a optickou hustotu (bez S. marcescens)

pH 6 pH 7 pH 8
Sacharid | % pH 0))) pH oD pH oD
0 6,23 0 6,58 0 7,92 0
0,25 6,13 0,01 6,39 0,01 7,79 0
Glukéza | 0,5 6,01 0,01 6,36 0,02 7,66 0
0,75 5,94 0,01 6,27 0,01 7,52 0
1 5,61 0 6,13 0,01 7,41 0
0 6,23 0 6,58 0 7,92 0
0,25 5,99 0 6,30 0,02 7,73 0
Galaktéza | 0,5 5,82 0,01 6,05 0,02 7,53 0
0,75 5,74 0 6 0,02 7,37 0,01
1 6,03 0,03 5,93 0,04 7,26 0,02
0 6,23 0 6,58 0 7,92 0
0,25 6,04 0 6,38 0 7,57 0
Fruktéza | 0,5 5,72 0,01 6,19 0 7,25 0
0,75 5,6 0,01 6,15 0,02 7,07 0,07
1 5,57 0,02 5,98 0,03 6,84 0,02

Pozn.: OD = optickd hustota. Toto méteni bylo provedeno pouze 1x, a proto nejsou u vy-

sledkt uvedeny smérodatné odchylky.

Nasledujici tabulky 5 — 7 poukazuji na vliv piidavku monosacharidii na pH média a pocet

bunék v médiu po zaoCkovani bakterii S. marcescens pti pH 6, 7 a 8.
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Tab. 5. Vliv piidavku monosacharidi na pH média a pocet bunék po zaockova-

ni S. marcescens pii pH 6

pH Potet bunék (log KTJ.ml™")
Sacharid | % | 0% ORN | 0,2 % ORN | 0 % ORN | 0,2 % ORN
0 | 7,37+0,03 | 743+0,13 | 7,53+£0,06 | 7,85+0,11
0,25| 5,54+0,03 | 6,02+0,28 | 7,61+0,03 | 8,31 +0,09
Glukéza | 0,5 | 477001 | 497+0,01 | 7,62+0,09 | 8,34 +0,03
0,75| 457+0,02 | 475+0,01 | 7,63+£0,03 | 8,27 +0,04
1 | 443+£0,00 | 461+0,03 | 7,74+0,03 | 8,17 +0,06
0 | 737+0,03 | 743+0,13 | 7,53+£0,06 | 7,85+0,11
0,25| 6,77+0,06 | 6,83+0,04 | 7,70£0,06 | 8,18 +0,04
Galaktoza | 0,5 | 6,52 +0,04 | 6,62+0,04 | 7,67+0,04 | 833+0,07
0,75] 6,51+0,01 | 6,59+0,03 | 7,72+0,11 8,20 £ 0,09
1 | 633+£0,07 | 6,77+£0,22 | 7,59+0,05 | 7,77 £0,40
0 | 7,37+0,03 | 743+0,13 | 7,53+£0,06 | 7,85+0,11
0,25| 496+0,01 | 535+0,09 | 7,49+£0,02 | 8,30 +0,02
Fruktoza | 0,5 | 485+0,02 | 494+0,01 | 7,61+0,02 | 8,25+0,03
0,75] 481+0,01 | 491+0,02 | 7,61+£0,05 | 8,24 +0,02
1 | 480+£0,02 | 502+020 | 7,66+0,07 | 7,71 £0,12
Pozn.: ORN = ornitin. Vysledky jsou vyjadfeny jako primér + smérodatna od-
chylka.

Pti pfidavku monosacharidi se pH média sniZovalo, a to zejména u vzorkl bez piidavku
ornitinu (P < 0,05). U vzorka s ornitinem dochazelo k poklesu pH pouze v pifitomnosti
glukézy (P < 0,05); v ptipadé monosacharidi galaktézy a fruktézy nebyl pokles pH vy-
znamny (P > 0,05). V médiu s ptidavkem ornitinu a jednotlivych monosacharidii bylo pH

ve veétsing pripadil o néco vyssi, neZ u média bez ornitinu (P < 0,05).

Co se tyce pocti bunek, dochdzelo u vzorkli bez ornitinu k riiznému kolisani hodnot.
U vzorkl s ornitinem dochdzelo k vyraznému zvyseni bunck pti ptidavku 0,25 — 0,75 %
vSech tif monosacharidd ve srovnani s nulovou koncentraci téchto cukrii (P < 0,05). Z toho
plyne, Ze monosacharidy v koncentraci 0,25 — 0,75 % jsou pii pH 6 v pfitomnosti ornitinu
pro S. marcescens vhodnym zdrojem energie a uhliku. Pfidavek monosacharidii v mnoZstvi
1 % jiz dalsi zvySeni po¢tu bunék nevyvolal (P > 0,05). U vzorki s ornitinem byla opticka

hustota, resp. pocet bunék ve vétsing piipadil vyssi, nez u vzorkl bez ornitinu (P < 0,05).
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Tab. 6. Vliv piidavku monosacharidi na pH média a pocet bunék po zaockova-

ni S. marcescens pti pH 7

pH Potet bunék (log KTJ.ml™")
Sacharid | % | 0% ORN | 0,2 % ORN | 0 % ORN | 0,2 % ORN
0 | 7,52+021 | 6,63+0,11 | 7,29+0,12 | 7,03 +0,09
0,25| 6,23+0,11 | 6,15+0,21 | 7,77+0,07 | 7,41 0,11
Glukéza | 0,5 | 4,73+0,01 | 460+£0,08 | 7,56+0,03 | 7,36 +0,08
0,75| 456+0,03 | 441+0,00 | 7,46+0,06 | 7,51 £0,07
1 | 447+£0,03 | 425+0,02 | 745+0,03 | 7,34+£0,02
0 | 7,52+0.21 | 6,63+0,11 | 7,29+0,12 | 7,03+0,09
0,25| 6,76+0,18 | 6,41 +0,09 | 7,55+0,05 | 7,47+0,03
Galaktoéza | 0,5 | 6,29+0,13 | 6,19+0,15 | 7,45+0,04 | 7,54 +0,06
0,75] 6,13+0,04 | 6,02+0,01 | 7,37+£0,06 | 7,67 +0,04
1 | 6,06+£0,02 | 603+£0,02 | 747+0,10 | 7,71 £0,11
0 | 752+021 | 6,63+0,11 | 7,29+0,12 | 7,03 +0,09
0,25| 547+0,28 | 522+0,07 | 7,54+£0,06 | 7,44 +0,16
Fruktéza | 0,5 | 4,75+0,00 | 4,56+0,06 | 7,63+0,02 | 7,67+0,07
0,75| 4,76 £0,06 | 4,65+0,04 | 7,62 +0,01 7,57 £0,12
1 | 468+£0,03 | 468+0,09 | 747+0,05 | 7,51 +0,15
Pozn.: ORN = ornitin. Vysledky jsou vyjadfeny jako primér + smérodatna od-
chylka.

Ptidavek monosacharidii zptisoboval vyrazné sniZeni pH média témét ve vSech piipadech
(P < 0,05), jak u vzorkl bez ornitinu, tak i s jeho piidavkem. Mezi ptidavky 0,75 % a 1 %
monosacharidu nebyl zaznamenan vyznamny rozdil, coZ lze pozorovat napi. u vzorkl
s fruktézou a galaktézou (P > 0,05). U vzorkl s pfidavkem ornitinu byl zaznamendn vyraz-

n¢ vetsi pokles pH, nez u vzorki bez ornitinu (P < 0,05).

Ptidavek monosacharidii az na jednu vyjimku (ptidavek 0,75 % galakt6zy) vyrazné zvyso-
val pocet bun¢k v médiu (P < 0,05). Z hlediska piidavku rtiznych koncentraci cukri nebyl
zaznamendn jednoznacny stoupajici €i klesajici trend, hodnoty kolisaly s ptidavkem kazdé-
ho monosacharidu jinym zptsobem. Lze tedy konstatovat, Ze pti pH 7 m¢ly na rust S. mar-
cescens pozitivni vliv vSechny testované koncentrace glukdzy, galaktozy i1 fruktézy. Médi-

um s ptidavkem ornitinu vykazovalo nizsi pocet bun¢k (kromé vzorku s 0,75 % galakt6zy),

nez médium bez ornitinu (P < 0,05).
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Tab. 7. Vliv piidavku monosacharidi na pH média a pocet bunék po zaockova-

ni S. marcescens pti pH 8

pH Potet bunék (log KTJ.ml™")
Sacharid | % | 0% ORN | 0,2 % ORN | 0 % ORN | 0,2 % ORN
0 | 7,65+025 | 795+0,02 | 6,85+0,33 | 7,07+0,21
0,25 5,52+0,38 | 6,36 +0,11 | 7,29+0,11 8,10 £ 0,03
Glukéza | 0,5 | 5,04+0,03 | 550+0,03 | 7,45+0,03 | 8,24 +0,06
0,75| 482+0,01 | 509+0,01 | 7,31+0,05 | 8,14 +0,08
1 | 468+£0,01 | 497+0,00 | 7,44+0,06 | 8,06 +0,07
0 | 7,65+025 | 795+0,02 | 6,85+0,33 | 7,07+0,21
0,25| 6,62+0,04 | 697+036 | 7,32+£0,13 | 7,73+0,24
Galaktoza | 0,5 | 6,37+£0,12 | 6,77+0,38 | 7,26+0,04 | 7,82+0,21
0,75| 6,12+0,09 | 6,53+0,10 | 7,35+0,06 | 8,00+0,03
1 | 6,16£0,06 | 648+0,04 | 7,22+0,06 | 8,07 +0,09
0 | 7,65+025 | 795+0,02 | 6,85+0,33 | 7,07+0,21
0,25| 5,32+0,17 | 598+0,18 | 7,46+0,14 | 8,16 +0,06
Fruktéza | 0,5 | 495+0,01 | 5,17+0,00 | 7,27+0,05 | 8,05+0,02
0,75] 493+0,00 | 5,09+0,00 | 7,39+0,08 | 8,11 +£0,03
1 | 493+£0,01 | 503+£0,01 | 742+0,06 | 8,05+0,02
Pozn.: ORN = ornitin. Vysledky jsou vyjadfeny jako primér + smérodatna od-
chylka.

U vzorkil bez ornitinu pii pfidani glukézy ve vSech koncentracich dochézelo ke snizeni pH
v médiu (P < 0,05), pfi dodani galaktdzy a fruktézy bylo pozorovano sniZeni pH aZ do kon-
centrace 0,75 % monosacharidu (P < 0,05), 1% ptidavek fruktézy a galaktézy uz pH dél
nesnizoval (P > 0,05). S pfidavkem ornitinu v médiu se vyrazné snizovalo pH u vzorki
s gluk6zou a fruktézou (P < 0,05), galakt6éza snizila pH v médiu v piipadé 0,25 % ptidavku
(P < 0,05), pti vyssi koncentraci galaktézy uz dal nedochdzelo k ovlivnéni pH (P > 0,05).

U vzorkl bez ornitinu byl pokles pH vyznamné nizsi (P < 0,05), neZ u vzorki s ornitinem.

Optickd denzita, resp. pocet bun€k se s piidavkem vSech monosacharidi vyznamné zvysil
(P < 0,05) jak v pfitomnosti ornitinu, tak i bez n¢j. Jednotlivé koncentrace piidavku sacha-
ridd zplisobovaly rizny trend ve vyvoji, nicméné lze obecné fici, Ze (stejné jako v piipadé
pH 7) i pii pH 8 mély na rlst S. marcescens pozitivni vliv vSechny testované koncentrace
glukézy, galaktézy i fruktézy. Pocet bunék byl téméf u vSech vzorkd s ornitinem vyssi,

nez u vzorku bez ornitinu (P < 0,05).
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V nasledujici casti praktického méteni byl sledovéan vliv pfidavku monosacharidi na pro-
dukci putrescinu pfi pH 6, 7 a 8 v MPB s ptidavkem 0,2 % ornitinu (viz obrazek 14 — 16).
Vzhledem k nizkym koncentracim kadaverinu (viz kapitola 6.1), nebyla jeho tvorba déle

sledovana. Soucasti ptiloh P IV, P V a P VI jsou vzorové chromatogramy.
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Obr. 14. Vliv ptidavku monosacharidii na tvorbu putrescinu pti pH 6

Na obrazku 14 je zndzornéna produkce putrescinu v zdvislosti na ptidavku monosacharidii
pii pH 6. V piipadé glukézy doSlo ke zvySeni tvorby putrescinu pouze
v pfipadé€ koncentrace 0,75 % (P < 0,05), zatimco ostatni koncentrace jeho tvorbu neovliv-
nily (P > 0,05). Fruktéza v koncentraci 0,25 — 0,75 % vyrazné zvysila tvorbu putrescinu
(P < 0,05). 1% ptidavek fruktézy nemél zadny vliv na tvorbu tohoto biogenniho aminu
(P >0,05). Pridavkem galakt6zy vzrostla produkce putrescinu pouze v koncentraci 0,25 %
(P < 0,05), ostatni koncentrace se ukdzaly jako nedcinné (P > 0,05). Lze tedy shrnout,
Ze pti pH 6 méla fruktéza pozitivni ucinek na produkci putrescinu, zatimco piidavek glu-
kozy a galaktozy ji témér nikterak neovlivnil. Mezi jednotlivymi koncentracemi kazdého
monosacharidu nebyl zaznamenan jednoznac¢ny trend, hodnoty kolisaly kazda jinym zpt-

sobem. Produkce putrescinu vzrostla v priméru o 37,22 mg.kg ™.
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Obr. 15. Vliv ptidavku monosacharidii na tvorbu putrescinu pti pH 7

Produkce putrescinu v zdvislosti na ptfidavku glukézy, fruktézy a galaktézy pii pH 7 je

zobrazena na obrazku 15. Stanoveni produkce biogennich amint pti pH 7 ukézalo, Ze pii-

davkem vSech koncentraci glukézy doSlo k vyraznému snizeni tvorby putrescinu

(P <0,05). Fruktéza také redukovala tvorbu putrescinu, pouze pii dodani 0,5 % jeji kon-

centrace nedoslo k ovlivnéni (P > 0,05). Stejny piipad nastal i u galaktézy, kdy u piidavku

0,5 % jeji koncentrace nebyl zaznamendn zadny ucinek (P > 0,05), zatimco ostatni koncen-

trace vyznamné snizovaly produkci putrescinu (P < 0,05). Monosacharidy tedy témér

ve vSech piipadech sniZovaly tvorbu zminovaného biogenniho aminu. Pokles cinil

v priméru 162,11 mg.kg". Ve vésing pripadi byly mezi jednotlivymi koncentracemi kaz-

dého monosacharidu také vyznamné rozdily (P < 0,05), i kdyZ ze ziskanych vysledkl nelze

vypozorovat jednoznac¢né klesajici ¢i rostouci trend.
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Obr. 16. Vliv ptidavku monosacharidii na tvorbu putrescinu pifi pH 8

Na obrazku 16 je zobrazena zavislost obsahu putrescinu na piidavku jednotlivych monosa-
charidt pfi pH 8. Z obrazku lze vycist, Ze vSechny pfidané koncentrace vSech tiff monosa-
charidi vyrazné snizovaly produkci putrescinu (P < 0,05). Piidavek glukézy zptsoboval
s rostouci koncentraci postupny pokles obsahu putrescinu (P < 0,05). Frukt6za vykazovala
postupny inhibi¢ni Gc¢inek az do koncentrace 0,75 % a galakt6za pak do 0,5 % (P < 0,05).
Nicméné, 1 média s vyS$i koncentraci fruktézy a galaktozy obsahovala niz§i mnoZstvi
putrescinu ve srovnani s nulovou koncentraci téchto cukri (P < 0,05). Tvorba putrescinu se

snizila v priméru 0 219,21 mg.kg'l.

6.4 Diskuze

Ob¢ kultivacni média (MPB i1 DM) se sklddaji ze zédkladnich sloZek (pepton, kvasni¢ny
nebo masovy extrakt, NaCl a destilovand voda). JiZ v minulosti byla v téchto médiich pro-
kazana produkce biogennich amind riznymi bakteriemi [61], coZ se nyni potvrdilo i u bak-
terie S. marcescens. Jako kapalné médium pro rist kultury S. marcescens byl vybran maso-
peptonovy bujén (MPB) s ptidavkem 0,2 % aminokyselin (lyzinu, argininu a ornitinu).
MPB je vhodné pomnoZovaci médium, které spliuje ristové a energetické pozadavky ne-

naro¢nych mikrobidlnich druht. Pro produkci i aktivitu bakterie je nutné, aby kultivacni
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prostiedi bylo saturovdno zivinami a neobsahovalo inhibi¢ni latky, proto byly ptfidany
k médiu aminokyseliny. MPB byl pfed DM upiednostnét také z toho ditvodu, Ze jeho slo-
Zeni je blizZ8i potravinam.

Zaroven byl v této studii proveden skrining pfidavku tff aminokyselin — lyzinu, argininu,
ornitinu v koncentraci 0,2 % jednotlivé, v kombinaci dvou riznych a nasledn¢ i vSech ti{
aminokyselin dohromady. Zatimco ornitin a arginin jsou prekurzory putrescinu, z lyzinu se
tvofi kadaverin. Serratia marcescens vykazovala silnou dekarboxyldzovou aktivitu vici
ornitinu, ze kterého pfimo vznikal putrescin (az 1342,2 mg.kg'1 v MPB a 1202,2 mg.kg'1
v DM). Vysokd koncentrace putrescinu byla zpiisobena enzymem ornitindekarboxyldza
(EC 4.1.1.17). Putrescin vznikal také z aminokyselin v kombinaci arginin — ornitin, lyzin —
ornitin a lyzin — arginin — ornitin, ale v podstatn¢ nizsich koncentracich. Upfednostnéni
prekurzoru ornitinu pfed argininem pro tvorbu putrescinu lze pravdépodobné vysvétlit tim,
Ze mechanizmus produkce putrescinu z argininu vyzaduje mezistupeni agmatin nebo kar-
rie je také lyzindekarboxyldza-pozitivni, proto ve vSech jednotlivych i kombinovanych va-
riantdch z lyzinu dochdzelo k tvorbé kadaverinu. Koncentrace kadaverinu byla ovSem veli-
ce nizkd (do 20,7 mg.kg™), 1ze to vysvétlit tim, Ze optimum pro &innost lyzindekarboxyldzy
(EC 4.1.1.18) je pfti teploté 37 °C a pH 5,2 — 7,0 [63]. V naSem piipad¢ probihala kultivace
pii 30 °C. Za niz$ich teplot by musela kultivace probihat delsi dobu, neZ jen 24 hodin, aby
byla produkce kadaverinu vySSi. Podobnd bakterie Klebsiella pneumonie ze stejné Celedi
Enterobacteriaceae vykazuje nejvyssi koncentraci kadaverinu pii 37 °C v 30. hodin¢ kulti-

vace [63].

Orientacni stanoveni vlivu pfidavku monosacharidii na pH a optickou hustotu média uka-
zalo, Ze s ptidavkem monosacharidii dochiazelo k mirnému poklesu pH v médiu, které
ovSem lze pokladat za zanedbatelné. Opticka hustota média nebyla nijak ovlivnéna, mono-

sacharidy byly v médiu snadno rozpustény.

Po upravé pH roztoku a zaockovani S. marcescens monosacharidy v médiu vyznamné sni-
Zovaly pH. S rostouci koncentraci cukrt pH klesalo a to zejména v médiu o pH 6, ptidavek
nad 0,75 % galaktdzy a fruktézy v médiu o pH 7 a 8 uz aciditu déal nezvySoval. Galakt6za
vmédiu o pH 8 a s pfidavkem ornitinu neovlivnila pH suspenze pii jejim piidavku
nad 0,25 %. Vzhledem k tomu, ze glukdza, frukt6za a galaktéza patii mezi jednoduché

fermentovatelné sacharidy, bakterie z nich produkuji kyseliny — zejména kyselinu mlé¢nou,
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octovou a propionovou, coZ vede k okyseleni prostfedi. V médiu s ornitinem byl pokles pH
témé&r ve vSech piipadech o néco niZsi, protoze S. marcescens metabolizovala monosacha-

ridy a zdroven vyuZivala ornitin jako aminokyselinovy prekurzor k tvorbé amint.

Pti pridavku 0,25 — 0,75 % monosacharidii v médiu o pH 6 bylo zaregistrovdno zvySené
mnoZzstvi bunék. Nad 0,75 % ptidavku cukri buiiky uZ nerostly. Pii pH 7 a 8 vSechny tes-
tované koncentrace cukrii zvySovaly rist bakterie. Rozsah riistu bakterie ovliviiuje hlavné
pH, potom také teplota a délka inkubace [64]. Jak je patrné z vysledki, tak Serratii mar-
cescens vyhovuje spiSe pH 7 a 8, neZ nizsi pH 6. Teplota inkubace 30 °C a jeji délka (20h)
byla zvolena jako bézna inkubacni teplota pro tento typ bakterie a nikterak negativné neo-
vliviiovala jeji rast a aktivitu [56, 57, 58]. Podobnd bakterie Klebsiella pneumonie ze stejné
Celedi Enterobacteriaceae produkuje ve stejném médiu (MPB) nejvice biogennich amint
pfi 30 a 37 °C [63]. Rozdilné hodnoty pH i optické denzity mezi jednotlivymi sacharidy
jsou zcela jisté také ovliviiovany metabolickou drdhou, kterd je rtizn¢ dlouhd pro kazdy

minosacharid (viz dale).

Stanoveni produkce putrescinu ukdzalo, Zze pH je klicovym faktorem ovliviiujici dekarbo-
xyldzovou aktivitu. Prosttedi média o pH 7 pfineslo nejvyssi produkci putrescinu
(1717,09 mg.kg™), pti pH 8 byla produkce nizsi (1252,6 mg.kg™") a nejniZsi byla pii pH 6
(1027,79 mgkg™"). Zliteratury je viak zndmo, Ze dekarboxyldzy se nejvice projevuji
v kyselém pH optimu mezi pH 4 a 5,5 [64, 65, 66]. Z toho vyplyva, Ze tvorba amini neza-
visi jen na optimalnim pH pro dekarboxyldzovou aktivitu, ale také na rstové aktivité dané

vvvvv

S. marcescens.

Ptfidavek monosacharidi do média pifi pH 6 zvySoval tvorbu putrescinu a to nejvice
pfi dodéani 0,25 — 0,75% koncentrace. Nejvice ovlivnila tvorbu frukt6za a nejméné galakto-
za. Pii pH 7 a 8 naopak doslo ke snizeni produkce putrescinu vlivem piidavku vSech mo-
nosacharidii. Nejmensi vliv na sniZeni méla pfi pH 7 fruktéza a galakt6za v koncentraci
0,5 %. Vsechny ostani koncentrace vyznamné snizovaly tvorbu biogenniho aminu jako
tomu bylo 1 ve vSech pfipadech u stanoveni pii pH 8. pH 6 bylo optimalnéjSim prostiedim
pro ¢innost dekarboxyldz [64, 65], proto se produkce zvySovala. Navic se produkci putres-
cinu bakterie chranila pfed u¢inkem nizkého pH, které, jak se ukdzalo, neni optimalni pro
jeji rast. Z divodu vyssiho pH (mén¢€ vhodného pro dekarboxyldzy) byly ptrednostné

v médiu metabolizovdny monosacharidy a pak az dochdzelo k tvorb¢é biogenniho aminu.
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Sacharidy jsou vyznamnym zdrojem energie pro buiiky a také zdrojem uhliku pro syntézu
bunécnych slozek. Kazdy monosacharid se choval v médiu jinak. Rozdilné hodnoty mezi
jednotlivymi monosacharidy jsou zpiisobeny riznou délkou metabolické drahy kazdého
monosacharidu (viz ptiloha P VII). Kli¢ovou latkou v metabolismu sacharid je glukéza-6-
fosfat (Glc-6P), kterd je spojnici metabolickych drah. Nejkratsi cestu v metabolismu ma
jednoznacéné glukdza, fruktéza a galaktéza se odbourdvaji bud’ vlastni cestou, nebo opét
stejnou cestou pies glukézu v glykolyze. Rozdilné hodnoty pH i optické denzity mezi jed-
notlivymi sacharidy byly zcela jisté také ovliviiovany metabolickou drdhou kazdého mono-
sacharidu. Jak je jiZ uvedeno v kapitole 2.9, tak rlst bakterie i jeji dekarboxyldzovou akti-
vitu zvySuji koncentrace cukru 0,5 — 2 % [6]. V nasem piipad€ dochédzelo ke zvySeni nejvi-

ce v koncentracich 0,25 — 0,75 %, ale zalezelo také na druhu sacharidu.

Z vysledkt také vyplynulo, Ze s pfidavkem prekurzoru ornitinu se zvysil riist S. marcescens
a jak ukdazalo hned prvni stanoveni (kapitola 6.1), tak se zvySila i produkce biogenniho

aminu putrescinu, coZ bylo prokazano jiz v predchozich studiich [67].
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ZAVER

Biogenni aminy patii k pfirozenym antinutricnim l4atkam, které jsou hygienicky vyznamné
ve vyzivé. Jsou pfirozenou soucdsti bunécnych struktur rostlin a Casto také vznikaji
pfi procesu vyroby a skladovani potravin jako vysledek metabolického piisobeni mikroor-
ganizmil. Biogenni aminy se tvoii nejcastéji v potravinich s vys$sim obsahem bilkovin, kte-
ré obsahuji mikroorganizmy vyznacujici se dekarboxyldzovou aktivitou. Jak Cisté bakteri-
alni kultury pfidavajici se do potravin napt. pii procesu fermentace, tak i kontaminujici
mikrofléra muze tvoftit dekarboxyldzy. Dekarboxyldzovou Cinnosti se vyznacuje i bakterie
S. marcescens z Celedi Enterobacteriaceae. Jeji aktivita zavisi na podminkach vhodnych

pro jeji rast a dekarboxyldzovou ¢innost.

Prace se zabyvala sledovanim vybranych faktorti ovliviiujici riist a dekarboxyldzovou akti-
vitu S. marcescens. Sledovanymi faktory byly rdstové médium, pfitomnost prekurzorii
(aminokyselin) v médiu, pH prostfedi (6 — 8) a ptfidavek monosacharidt (glukézy, fruktézy
a galakt6zy). Produkce biogennich amint byla stanovena pomoci iontové vymeénné kapali-
nové chromatografie. Rust piislusné bakterie byl sledovdan métenim optické denzity vzor-
kt. Na zdklad¢ ziskanych vysledkil byly formulovany tyto zaveéry:

* masopeptonovy bujon i dekarboxyldzové médium poskytovaly t€mét totozné vy-
sledky v produkci biogennich amintll. Pro dal$i experimenty byl zvolen masopepto-
novy bujoén pro jeho slozeni, které je blizsi potravinam,

* vhodnym prekurzorem pro tvorbu biogennich amint se ukdzal ornitin,

= vSechny monosacharidy sniZovaly pH prostfedi a to nejvice v médiu o pH 6,

nejméné ovlivnila pH prostiedi galaktéza v médiu o pH 8,
= piidavek ornitinu brzdil pokles pH v médiu,
= optimdlni pH pro rlst S. marcescens bylo prokazano pH 7 — 8,
= piidavek ornitinu stimuloval rust S. marcescens 1 jeji dekarboxyldazovou aktivitu,
» piidavek monosacharidl stimuloval rist bakterie, a to nejvice pii pH 7 a 8,

» piidavek monosacharidii zvySoval tvorbu putrescinu pti pH 6 (optimalni pH pro de-

karboxyldzy),
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» piidavek monosacharidl brzdil produkci putrescinu pii pH 7 a 8 (preference meta-

bolizmu cukrti pfed tvorbou biogennich amintl),
= nejvetsi vliv na produkei aminu méla fruktéza, nejmensi galaktdza,

» vSechny zminéné faktory se ovliviiovaly mezi sebou navzdjem

Na zavér lze konstatovat, Ze vSechny vytycené cile této prace byly splnény. Koncentrace
biogennich amint je jednim z ukazatel kvality potravin. Proto je velice dilezité sledovat
obsah biogennich amind v potravinich a monitorovat také veskeré faktory, které jejich

tvorbu ovliviuji.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 66

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1]

(2]

(3]

[4]

(5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

LUKASOVA, J. Vyznam mikrobiologie pro zajiténi zdravotni nezdvadnosti
ajakosti potravin [online]. [cit. 2010-04-22]. Dostupny z WWW:
<http://www.vetweb.cz/projekt/clanek.asp?pid=2&cid=3482>.

VELISEK, J. Chemie potravin 3. 2. vyd. Tabor: OSSIS, 2002. 343 s. ISBN 80-
86659-02-X.

SILLA SANTOS, M. H. Biogenic amines: their importace in foods. International
Journal of Food Microbiology. 1996, ro€. 29, s. 213-231.

HALASZ, A., BARATH, A., SIMON-SARKADI, L., HOLZAPFEL, W. Biogenic
amines and their production by microorganisms in food. Trends in Food Science

& Technology. 1994, roc. 5, s. 42-49.

INNOCENTE, N., BIASUTTI, M., PADOVESE, M., MORET, S. Determination
of biogenic amines in cheese using HPLC technique and direct derivatization

of acid extract. Food Chemistry. 2007, ro€. 101, s. 1285-1289.

ADAMS, M. R., NOUT, M. J. R. Toxic Nitrogen Compounds Produced during
Processing: Biogenic Amines, Ethyl Carbamides, Nitrosamines. Fermentation and
Food Safety. Gaithersburg MD: Aspen Publisher, 2001. s. 119 - 140. ISBN 978-
0-8342-1843-7.

Biochemické pojmy, vykladovy slovnik [online]. [cit. 2010-3-08]. Dostupny
z WWW:

<http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-002/ebook.html?p=pyridoxin>.

MetaCyc Encyclopedia of Metabolic Pathways [online]. [cit. 2010-3-04]. Dostup-
ny z WWW: <http://biocyc.org/metacyc/index.shtml>.

KALAC, P., KRAUSOVA, P. A review of dietary polyamines: Formation,
implications for growth and health and occurence in foods. Food Chemistry. 2005,

roc. 90, s. 219-230.

SHALABY, A. R. Significance of biogenic amines to food safety and human
health. Food Research International. 1996, roc. 29, s. 675-690.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 67

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

FOX, P. F., MCSWEENEY, P. L. H., COGAN, T. M., GUINEE, T. P. Toxins
in cheese. Cheese — Chemistry, Physics and Microbiology. General Aspects. 31
ed. 2004. s. 561-571. ISBN 0-1226-3652-X.

KALAC, P., KRIZEK, M. A review of biogenic amines and polyamines in beer.
Journal of the Institute of Brewing. 2003, ro€. 109, s. 123-128.

LORET, S., DELOYER, P., DANDRIFOSSE, G. Levels of biogenic amines
as a measure of the quality of the beer fermentation process: Data from Belgian

samples. Food Chemistry. 2005, ro€. 89, s. 519-525.

HALASZ, A., BARATH, A., HOLZAPFEL, W. The biogenic amine content
of beer; the effect of barley, malting and brewing on amine concentration. Zeit-
schrift fiir Lebensmitteluntersuchung und -Forschung A. 1999, ro€. 208, s. 418-
423.

MARCOBAL, A., MARTIN-ALVAREZ, P. J., POLO, M. C., MUNOS, R.,
MORENO-ARRIBAS, M. V. Formation of biogenic amines throughout the in-
dustrial manufacture of red wine. Journal of Food Protection. 2006, ro¢. 69,

s. 397-404.

MARTIN-ALVAREZ, P. J., MARCOBAL, A., POLO, C., MORENO-ARRIBAS,
M. V. Influence of technological practices on biogenic amine contents in red wi-

nes. European Food Research and Technology. 2006, roC. 222, s. 420-424.

GARCIAA-VILLAR, N., HERNAA NDEZ-CASSOU, S., SAURINA, J. Charac-
terization of wines through the biogenic amine contents using chromatographic
techniques and chemometric. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 2007,

ro€. 55, s. 7453-7461.

SMELA, D., PECHOVA, P., KOMPRDA, T., KLEJIDUS, B., KUBAN, V. Chro-
matografické stanoveni biogennich amint v trvanlivych saldimech béhem fermen-

tace a skladovani. Chemické listy. 2004, roC. 98, s. 432-437.

CSOMOS, E., SIMON-SARKADI, L. Characterisation of Tokaj Wines Based
on Free Amino Acids and Biogenic Amines Using lon-exchange Chromatography.

Chromatographia Supplement. 2002, ro€. 56, s. 185-188.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 68

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

LEDVINA, M., STOKLASOVA, A., CERMAN, J. Biochemie
pro studujici mediciny I. dil. Praha: Nakladatelstvi Karolinum, 2005.
274 s.

Enzymy (katalyza biochemickych reakci) [online]. [cit. 2010-3-08]. Dostupny
z WWW:

<http://is.muni.cz/do/1499/el/estud/pedf/js09/biochem/web/tisk/t-enzymy.pdf>.

KIRK, O., BORCHERT, T. V., FUGLSANG, C. C. Industrial enzyme applicati-
ons. Current Opinion in Biotechnology. 2002, roC. 13, s. 345-351.

LEIBOLD, G. Enzymy — enzymy pri prevenci a lécbé. Praha: Pragma, 2002. 77 s.
ISBN 80-7205-700-6.

WHITAKER, J. R. Principles of enzymology for the food science. 2" ed. New
York: CRC Press, 1994. 625 s. ISBN 0-8247-9148-7.

Z materidlu k vyuce: predndska Ribozymy [online]. [cit. 2010-3-10].
Dostupné na WWW:

<http://www.lf2.cuni.cz/Ustavy/biochemie/vyuka/biox2.htm>.

KHACHIGIAN, L. M. Synthetic nucleic acids as inhibitors of gene expression:
mechanisms, applications, and therapeutics implications. USA: CRC Press, 2005.
182 s. ISBN 0-8493-3025-4.

Enzyme-substrate complex [online]. [cit. 2010-3-10]. Dostupné na

WWW: <http://www.hsc.csu.edu.au/biology/core/balance/9_2_1/921net.html>.

Cofactor (biochemistry) [online]. [cit. 2010-3-10]. Dostupné na WWW:
<http://en.wikipedia.org/wiki/Coenzyme>.

BETTELHEIM, F. A., BROWN, W. H., CAMPBELL, M. K., FARRELL, S. O.
Introduction to organic and biochemistry. 7" ed. USA: Cengage Learning, 2009.
569 s. ISBN 0-495-39116-6.

KOTYZA, J., BALVIN, M., CERNY, R., CERNA, E., RACEK, J., SVARC, V.
Uvod do klinické biochemie a enzymologie pro studujici lékai'stvi: teorie a prakti-

kum. Praha: Karolinum, 2007. 150 s. ISBN 978-80-246-1350-5.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 69

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

SHEPPARD, R. C. Amino-acids, peptides and proteins. USA: Royal Society
of Chemistry, 1976. 504 s. ISBN 0-85186-074-5.

Izoenzym [online]. [cit. 2010-3-11]. Dostupné na WWW:

<http://cs.wikipedia.org/wiki/Izoenzym>.

ZEHNALEK, J. Biochemie. Brno: Mendelova zemé&dé&lska a lesnickd
univerzita, 2005. 168 s. ISBN 80-7157-840-1.

DASTYCH, M., HRDINEK, P., A KOL. Klinickd biochemie: bakaldrsky obor
Zdravotni laborant. Brno: Masarykova univerzita, 2008. 232 s. ISBN 978-80-246-
1350-5.

AEHLE, W. Enzymes in industry: production and applications. 3 ed. Germany:
Wiley-VCH, 2007. 489 s. ISBN 978-3-527-31689-2.

Zdkladni pojmy enzymologie [online]. [cit. 2010-3-12]. Dostupné na-
WWW: <old.lf3.cuni.cz/chemie/cesky/materialy_B/enzymy.doc>.

STENESH, J. Biochemistry. USA: Birkhduser, 1998. 568 s. ISBN 0-306-45732-6.

Michaelis-Menten  kinetics [online]. [cit. 2010-3-13]. Dostupné

na WWW: <http://themedicalbiochemistrypage.org/enzyme-kinetics.html>.

Aminokyseliny  [online].  [cit.  2010-03-18]. Dostupny z WWW:

<http://www.biochemie.wz.cz/aminokyseliny.html>.

Decarboxylases [online]. [cit. 2010-3-18]. Dostupné na WWW:

<http://www.expasy.org/enzyme/>.

HUIL, Y. H. Handbook of food science, technology and engineering. vol. 2. New
York: CRC Press, 2006. 1000 s. ISBN 1-57444-551-0.

WARD, O. P., SINGH, A. Enzymatic asymmetric synthesis by decarboxylases.
Current Opinion in Biotechnology. 2000, roC. 11, s. 520-526.

AGER, D. J. Handbook of chiral chemicals. 2" ed. USA: CRC Press, 2006. 648 s.
ISBN 1-57444-664-9.

BISSWANGER, H. Enzyme kinetics: principles and methods. 2™ ed. Germany:
Wiley-VCH, 2008. 301 s. ISBN 978-3-527-31957-2.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 70

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

STRANIX, B. R., SAUVE, G., BOUZIDE, A., COTE, A., SEVIGNY, G.,
YELLE, J., PERRON, V. Lysine sulfonamides as novel HIV-protease inhibitors:
Ne-disubstituted ureas. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters. 2004, ro€. 14,
s. 3971-3974.

CRESPO-LEIRO, M. G. Calcineurin Inhibitors in Heart Transplantation.
Transplantation Proceedings. 2005, roc. 37, s. 4018-4020.

ASHIGH, J., CORBETT, CH-A. L., SMITH, P. J., LAPLANTE, J., TARIF, F. J.
Characterization and diagnostic tests of resistance to acetohydroxyacid synthase
inhibitors due to an Asps376Glu substitution in Amaranthus powellii. Pesticide Bio-

chemistry and Physiology. 2009, ro€. 95, s. 38-46.

METZLER, D. E., METZLER, C. M. Biochemistry: the chemical reactions
of living cells. 2" ed. USA: Academic Press, 2001. 937 s. ISBN 0-12-492540-5.

FOYE, W. O., LEMKE, T. L., WILLIAMS, D. A. Foye's principles
of medicinal chemistry. 6™ ed. USA: Lippincott Williams & Wilkins, 2007. 1377
s. ISBN 978-0-7817-6879-5.

ROSKOSKI, R. Biochemistry. USA: Elsevier Health Sciences, 1996. 530 s.
ISBN 0-7216-5174-17.

STOKER, H. S. General, organic, and biological chemistry. 4™ ed. USA: Cen-
gage Learning, 2007. 871 s. ISBN 0-618-60606-8.

BAYLY, A. M., MACREADIE, I. G. Folic acid antagonism of sulfa drug treat-
ments. Trends in Parasitology. 2002, ro€. 18, s. 49-50.

DAVIDSON, V. L., SITTMAN, D. B. Biochemistry. 4™ ed. USA: Lippincott Wil-
liams & Wilkins, 1999. 479 s. ISBN 0-683-30503-4.

IQBAL, S. A. Biochemistry. India: Discovery Publishing House, 2005. 328 s.
ISBN 81-7141-985-2.

BUXBAUM, E. Fundamentals of protein structure and function. USA: Springer,
2007. 367 s. ISBN 978-0-387-26352-6.

Enterobacteriaceae: Serratia marcescens [online]. [cit. 2010-4-10]. Dostupné

na WWW: <http://www.ruf.rice.edu/~bioslabs/bios318/species_id_example.pdf>.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 71

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

Serratia marcescens [online]. [cit. 2010-4-10]. Dostupné na WWW:

<http://www.sci.muni.cz/mikrob/Miniatlas/serr.htm>.

Serratia marcescens [online]. [cit. 2010-4-10]. Dostupné na WWW:

<http://en.wikipedia.org/wiki/Serratia_marcescens>.

Serratia marcescens biochemical tests [online]. [cit. 2010-4-10]. Dostupné na-
WWW:
<http://inst.bact.wisc.edu/inst/index.php?module=Book&func=displayarticle&art_
id=123>.

BUNKOVA, L., BUNKA, F., HLOBILOVA, M. VANATKOVA, Z.,
NOVAKOVA, D., DRAB, V. Tyramine production of technological important
strains of Lactobacillus, Lactococcus and Streptococcus. European Food Research

and Technology. 2009, ro¢. 229, s. 533-538. ISSN 1438-2377.

BOVER-CID, S., HOLZAPFEL, W.H. Improved screening procedure for biogenic
amine production by lactic acid bacteria. International Journal of Food Microbio-

logy. 1999, ro€. 53, s. 33-41.

BOUCHEREAU, A., AZIZ, A., LARHER, F., MARTIN-TANGUY, J. Polyami-
nes and environmental challenges: recent development. Plant Science. 1999, roc.

140, s. 103-125.

GREIF, G., GREIFOVA, M., DVORAN, J., KAROVICOVA, J., BUCHTOVA,
V. Study of the growth and production of biogenic amines by some microorga-

nisms in model conditions. Czech Journal of Food Science. 1999, ro¢. 17, s. 15-

21.

GARDINI, F., MARTUSCELLI, M., CARUSO, M. C., GALGANO, F,
CRUDELE, M. A., FAVATI F., GUERZONI, M. E., SUZZI G. Effects of pH,
temperature and NaCl concentration on the growth kinetics, proteolytic activity

and biogenic amine production of Enterococcus faecalis. International Journal

of Food Mikrobiology. 2001, ro€. 64, s. 105 — 117.

TEODOROVIC, V., BUNCIC, S., SMILJANIC, D. A study of factors influencing
histamine production in meat. Fleischwirtschaft. 1994, roc. 74, s. 170 — 172. ISSN
0015-363X.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 72

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

GREIF, G., GREIFOVA, M., KAROVICOVA, J. Effects of NaCl concentration
and initial pH value on biogenic amine formation dynamics by Enterobacter spp.
bacteria in model conditions. Journal of Food and Nutrition Research. 2006, roc.

45, s. 21-29.

FERNANDEZ, M., LINARES, D. M., RODRIGUEZ, A., ALVAREZ, M. A. Fac-
tors affecting tyramine production in Enterococcus durans IPLA 655. Applied

Microbiology and Biotechnology. 2007, ro€. 73, s. 1400-1406.

Serotonin  [online]. [cit. 2010-4-5]. Dostupné na WWW:

<http://cs.wikipedia.org/wiki/Serotonin>.

Strukturni vzorce biogennich amind a prekurzorti [online]. [cit. 2010-4-5].

Dostupné na WWW: <http://www.sigmaaldrich.com>.

Strukturni vzorce biogennich amint a prekurzord [online]. [cit. 2010-4-5]. Do-

stupné na WWW: <http://commons.wikimedia.org>.

Spermine  [online]. [cit. 2010-4-5]. Dostupné na WWW:

<http://en.wikipedia.org/wiki/Spermine>.

Ethanolamine [online]. [cit. 2010-4-5]. Dostupné na WWW:

<http://en.wikipedia.org/wiki/Ethanolamine>.

ADAMS, M. R., MOSS, M. O. Food microbiology. 3" ed. Cambridge: The Royal
Society of Chemistry, 2008. 577 s. ISBN: 978-0-85404-284-5.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 73

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AAA
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DAO
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E

E,

EC/IUBMB
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GLC
Glc-6P
GSH

hnRNA

HPLC

IEC

LC/MS

Automaticky analyzator aminokyselin (Automatic Amino Acid Analyser)
Asociace analytickych chemikii (Association of Official Analytical Che-
mists)

Biogenni amin/y (Biogenic amine/s)

Kapilérni elektroforéza (Capillary electrophoresis)

Diaminoxidaza (Diamineoxidase)

Dekarboxyldzové médium

Enzym (Enzyme)

Aktivacni energie (Activation energy)

Enzymova komise/Mezindrodni Biochemickd a Molekularné biologicka
Unie (Enzyme Commision/International Union of Biochemistry and Mole-
cular Biology)

Enzym-substratovy komplex (Enzyme-substrate complex)

Plynova chromatografie (Gas chromatography)

Plynova rozdé€lovaci chromatografie (Gas-liquid chromatography)
Glukéza-6-fosfat (Glucose 6-phosphate)

Glutation (Glutathione)

Heterogenni jaderna ribonukleové kyselina (Heterogeneous nuclear ribo-
nucleic acid)

Vysokotc¢inna kapalinova chromatografie (High performance liquid chro-
matography)

Iontové vymeénna chromatografie (Ion exchange chromatography)
Kapalinova chromatografie s detekci hmotnostni spektrometrii (Liquid

chromatography/mass spectrometry)
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ORN
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PCA

RNA
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uv

Laktatdehydrogenaza (Lactate dehydrogenase)
Monoaminoxidaza (Monoamineoxidase)

Masopeptonovy bujon (Meat-peptone broth)

Relativni molekulova hmotnost (Relative molecular mass)
Mediatorova ribonukleova kyselina (Messenger ribonucleic acid)
Opticka hustota (Optical density)

o-ftaldialdehyd (o-phthalaldehyde)
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Produkt (Product)
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PCA agar (Plate Count Agar)
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Substrat (Substrate)

Tenkovrstva chromatografie (Thin layer chromatrography)
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PRILOHA P III: Automaticky analyzator aminokyselin AAA 400 (Ingos,
Praha, Ceska Republika)




PRILOHA P IV: Chromatogram standardu biogennich amini
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PRILOHAPV: Chromatogram vzorku s ornitinem a s pridavkem 0,5 %
glukézy
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02 owssannd

2.00000 —
1.00000 —
0.00000 —



PRILOHA P VI: Chromatogram vzorku bez ornitinu a s pridavkem

0,75 % fruktézy
- &
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0.50—
0.30—
0.10—
010

1.50
170
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PRILOHA P VII: Metabolismus sacharidi [73]
Galactose Lactose outside Lactose Galactose
s L i (el AN 1.3 | il
Q"_I;S) PTS Permease Permease H
| | e [
Ll
Lactose-P Lactose
]
Gal-6p ——L1 . Glucose «— 1 Galactose
Phospho-f-galactosidase B—-Galactosidase

Gal-6P isomerase |

Tag—6P Glc-6P
Tag-6P kinase l
Tag-1,6P + Triose-3P «—— Fru-1,6P

Pyruvate

Tagatose—6P pathway Glycolysis

Gal-1P

-+ Gk-1P

Leloir pathway



