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ABSTRAKT

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni dusikaté lakyyznamnymi biologickymi dinky.
Vznikaji prevazre dekarboxylaci aminokyselin. Kii svym toxickym @&inam jsou sledo-
vany redevsim v potravinachi€dkladana prace je zarena na studium dekarboxylaso-
vé aktivity u bakterii vyskytujicich se v biotickygrostedich. Bylo izolovano celkem
61 bakterialnich kmenz pidy a stojaté povrchové vody. Identifikace jedngitir kmeri
byla provedena technikou MALDI/TOF. Pdda se identifikovat 36 izolovanych bakterii,
Z nich 44 % patlo do roduBacillus Screening dekarboxylasové aktivity bakterii Bali-
zovan kultiv&ni metodou. Vyznamnou dekarboxgié aktivitu izolovanych bakterii
potvrdilo i nasledné stanoveni produkce jednotlivixiogennich amiinmetodou HPLC —
UV/Vis. Nejéastji byl detekovan spermin (v desitkach riy.la spermidin (v jednot-
kach mg1). Obzvlag vysoka byla schopnost bakterif titayramin (ve stovkach mg’).

Zadny ze sledovanych kmineprodukoval histamin a tryptamin.

Kli¢ova slova: biogenni aminy, dekarboxylace, HPLC +\¥, MALDI/TOF.

ABSTRACT

Biogenic amines (BAs) are low molecular weight aggen compounds with significant
biological effects. They are usually produced bgaiboxylation of aminoacids. Because
of their toxic effects, BAs are monitored espegiali food. Presented thesis concentrates
on screening of decarboxylase activity of environtakbacteria. 61 bacterial strains were
isolated from soil and standing surface freshwalére identification of the particular
strains was made by the MALDI/TOF technique. We aggadl to identify 36 isolated bac-
teria, 44 % of them belonged to the geBaxillus Screening of decarboxylase activity
of the bacteria was realised by the cultivationhodt Significant decarboxylation activity
was confirmed by HPLC — UV/Vis analysis. Spermiten$ of mg:}) and spermidine
(units of mg.T") were the most frequently detected BAs. The abdftbacteria to produce
tyramine was especially high (hundreds of i)g.None of the isolated bacteria produced
histamine and tryptamine.

Keywords: biogenic amines, decarboxylation, HPLG#Vis, MALDI/ TOF.
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UvoD

Biogenni aminy jsou dusikaté latky s vyznamnymidmackymi (€inky vznikajici gevaz-
né¢ dekarboxylaci aminokyselin.i€stoze jsou do jisté miry pihovéka nepostradatelné,
jelikoz tvari fadu stavebnich latek, hormonebo prekursdrjinych dilezitych slogenin,
ve WtSim mnozstvi je lidsky organismus nezvlada odhguiteozenou cestou a mohou tak
pusobit zn&né zdravotni obtize [1, 2, 3].

Vzhledem k tomu, Ze velk&st ml€nych a hnilobnych bakteriifjpozere se vyskytujicich
v potravinidch vykazuje dekarboxylasovou aktivitytveéii se ve zrajicich, fermentovanych
a kazicich se produktech vysoké mnozstvi biogenamimi. Z toho divodu se pra¥
mnozstvi &chto latek v danych potravinach stava ukazatelgichj&vality. Siroka skupina
odborniki se zabyva stanovovanim biogennich anwmejitizréjSich druzich potravin
[1, 4].

Studium produkce biogennich amiwve slozkach Zivotniho prdstdi podle dostupnych
informaci dosud nepr@hlo. Ackoli toxikologické hledisko biogennich aniinnejspis
nepedstavuje vyrazné riziko pro Zivotni presti, jednd se o vyztiaé prekursory
karcinogennich nitrosamima tudiz mohou znamenat riziko kontaminaceifnppné vody
[5].

Tato bakal&ska prace je zaena na studium dekarboxylasoveé aktivity u bakf#ibze-
n¢ se vyskytujicich v biotickych prastdich (tzv. biodegrad&), a to konkrétdé na jejich
schopnost produkovat stejné biogenni aminy (histarputrescin, tyramin, tryptamin,
kadaverin, agmatin a fenylethylamin), které ¢asgji vytvareji bakterie s dekarbo-

xylasovou aktivitou izolované z potravin.
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1 AMINY

Aminy jsou organické slaieniny obsahujici atom dusiku s volnymi elektronovysary.
Na rozdil od amoniaku je atom dusiku substituovédnpu nebo vice alkylovymi
¢i arylovymi skupinami, ficemz p@et takto navazanych substitugnircuje, zda se jedna
o primarni amin, sekundarni amin, terciarni amiban&vartérni amoniovy kation NR

ktery se vyskytuje ve forinsoli (viz obr. 1) [6].

R
H R R 2
e o2 o2 | .
R1—N R-]_N R1_N R-I_N_Rq_ K
S . S [
primarni amin sekundarni amin terciarni amin kvartérni amoniova sul

Obr. 1: Obecna struktura aniin

Existuje cel&ada vyznamnych aminovych stanin, které maji vyuZziti viznych odt-
vich pimyslu, ale takéfada amifd vznikajicich fgisobenim Zivych organisim Tato

skupina amifi byva oznaovana jako tzv. biogenni aminy.

1.1 Biogenni aminy

Biogenni aminy jsou dusikaté nizkomolekularni latkyeré vznikaji metabolickymi
¢innostmi rostlin, zviat a mikroorganisiin Maji ¢etné biologické €inky. Jsou sotAsti
raiznych metabolickych pochéad pisobi jako hormony, stavebni latky nebo jako

prekursory dalSich vyznamnych stemin.

Podle chemické struktury séldna:
- alifatické (putrescin, kadaverin, spermin, spermidi
- aromatickeé (tyramin, fenylethylamin),
- heterocyklické (histamin, tryptamin),

- polyaminy (putrescin, spermidin, spermin) [1].
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1.2 Dekarboxylasova aktivita

Dekarboxylace je chemickd reakceshbm které dochazi k odgeni molekuly oxidu
uhlicitétho ze substratu. Je katalyzovana enzymem dekgdsou, ktery seradi
do skupiny lyas a jeho koenzymem je fiklad pyridoxal-5-fosfat (vitamin B6) [7].
Jak je uvedeno naobr. 2, je-li substratem aminglkys, odtpuje se oxid uhtity

z jeji karboxylové skupiny a dochézi ke vzniku amin

R— CH— COOH R— CH,— NH,

NH

2 co,

Obr. 2: Obecné schéma dekarboxylace aminokyseliny.

Timto mechanismem vznik&gvazna ¥tSina biogennich amin Jedn& se n&po histamin,
tryptamin, fenylethylamin, tyramin, kadaverin nedgmatin, ktery vznikd dekarboxylaci
argininu. Arginin ale mze byt zarove pasobenim bakterii degradovan na ornitin, jehoz
naslednou dekarboxylaci se tivoputrescin. Putrescin je zardveprekursorem dvou
alifatickych polyamiti — sperminu a spermidinu [1, 8]. Schémata vznikijcassji

se vyskytujicich biogennich antijsou uvedena na obr. 3.

Podminky tvorby biogennich aniin

- pritomnost aminokyselin,

- pritomnost mikroorganisins dekarboxylasovou aktivitou,
- vyhodné vijSi podminky proist mikroorganism,

- pozitivni predpoklady pr@&innost dekarboxyknich enzyn.

Faktory ovliviwujici dekarboxylasovou aktivitu tedy zavisedevsim na vytieni gihod-
nych podminek k udrZzeni Zivotaschopnosti jednotlivipakterii a&innosti enzyni. Proto
je dilezita zejména hodnota pH, teplotdjspup kysliku, dostupnost zdtogivin, faze
rastu, ve které se liley nachazeji nebo koncentrace NaCl [9, 10, 11].iNapjvysSi
koncentrace biogennich anirbyly stanoveny v progtdich s miré kyselym pH [11].
N¢které biogenni aminy vSak mohou vznikat aminacdhiehebo aldehyil [5].
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Nj/YCOOH HisDC N NH,
co, N

histidin histamin
COOH TrpDC NH,
[ :[ ] NH, ;
N C02 N
H H
tryptofan tryptamin
©/YCOOH PheDC NH,
NH,
Co,
fenylalanin fenyletylamin
COOH TyrDC NH,
NH
HO 2 Co, HO
tyrosin tyramin
H,N COOH LysDC
\/\/\( HzN\/\/\/NHZ
NH
lysin 2 CO,
kadaverin
NH,
ArgDC
Y COOH Y NH,
NH CO, NH
arginin agmatin
l ArgDI l AgmDI
NH2 ornDC
HZN\/\)\ HZN\/\/\
COOH NH,
y Co, .
ornitin putrescin

SpdS

SpmS NH
NH NH /\/\ /\/\/
HZN/\/\NH/\/\/ \/\/ 2 <«—>» Hy5N NH 2

spermin spermidin

Obr. 3: Schéma vzniku jednotlivych biogennich amin
AgmbDI — agmatindeiminasa, ArgDC — arginindekarbasy, ArgDI — arginindeiminasa, HisDC — histidindékesylasa,
LysDC - lysindekarboxylasa, PheDC - fenylalaninde&gylasa, OrnDC — ornitindekarboxylasa, SpdS — sj#nm
synthasa, SpmS — sperminsynthasa, TrpDC — tryptekamtoxylasa, TyrDC — tyrosindekarboxylasa.
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1.3 Biologické &inky

Biogenni aminy jako ndp histamin, tyramin nebo putrescin, jsou nezbytrne zajiSeni
dulezitych funkci v lidském organismu. Dostanou-li s8ak ve ¥tSim mnoZstvi
do ol&hového systému, maji toxick€iaky. Nekteré gimo Skodliv nepisobi, ale mohou

zesilovat nezadoucgkiinky jinych amini [12].

Podle svého vlivu na organismus se biogenni amifiynd:

- psychoaktivni latky,

- vazoaktivni latky.
Mezi tzv. psychoaktivni aminy, kteréugobi v centrdlnim nervovém systému jako
neurotransmitéry, seadi dopamin, serotonin, tyramin a histamin [1, Ngkteré biogenni
aminy byvajicasto spojovany s migrénami. Jedna s&.nagyramin, tryptamin a fenyle-
thylamin [13]. Latky vazoaktivniho charakteru zaljimievazié aromatické aminy, které
zpasobuji zUZeni cév, kapilar a tepen (hdgramin), zatimco aminy s alifatickou struktu-
rou naopak vyvolavaji jejich rozgéni [14].
Slouweninou s nejvyrazijSimi biologickymi &inky je histamin, ktery nejen Ze je vyznam-
nou vazoaktivni latkou a #pobuje dilataci perifernich cév, kapilar a tepeoZ wede
k hypotenzi, navam horka a bolestem hlavy, ale®obuje také kontrakce hladkého
svalstva, coZz ma za nasledekde v kiSe, phjem a zvraceni. Zaroyespolu s tyraminem
pusobi v Ele ¢loveéka a zviat jako hormonalni mediator. Otravu histamineméjesssiluje
piitomnost sekundarnich aniinjejichz primarni biologické dinky se nezdaji tolik

vyznamneé (naip putrescin a kadaverin) [1, 15].

1.3.1 Karcinogenni G¢inky

Polyaminy, kadaverin agkteré dalSi biogenni aminy vytiiaeakci s dusitany karcinogen-
ni nitrosaminy, které ohroZuji nejéloveka, ale i fizné druhy zvat [1, 15]. Nap. spermi-
din nebo putrescin mohou v kyselém pfedt reagovat s kyselinou dusitou za vzniku
N-nitrosopyrrolidinu. Zarowe se ukazuje, Ze putrescin podporuje maligni transdoi
burék. Jeho zvySené koncentrace opra@iirie tkani, byly nalezeny ve tkanich postizenych
rakovinou Zzaludku. ZvySené koncentrace dalSich gmigh byly zjiS€ny ve tkanich

tlustého gteva zasaZzenych rakovinou [16]. Spermidin ma tak& wia tvorbu
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N-nitrosodimethylaminu [12]. Mezindrodni agentura pyzkum rakoviny (IARC) klasifi-
kovala N-nitrosodimethylamin aN-nitrosodiethylamin jako pravgodobné karcinogeny
pro ¢lovéka (kategorie karcinog@n2A) a N-nitrosomethylethylaminiN-nitrosopyrrolidin,
N-nitrosomorfolin, N-nitrosopiperidin, N-nitrosodi-n-propylamin aN-nitrosodi-n-butyl-

amin jako pode&lé karcinogeny prolovéka (kategorie karcinog@ér2B) [17, 18].

1.3.2 Detoxikace v lidském organismu
U zdravych jeding je vysoky obsah biogennich amim organismu sniZovaniipozenym
odbouravanim ve #vech a jatreckinnostifady enzynm. Jako piklady enzynt, které

se podileji na odbouravani biogennich aniae uveést:

- monoaminooxidasu (MAO) - Kkatalyzuje rfapdeaminaci tyraminu a fenyl-
ethylaminu
* MAO - A (deaminuje aminy, které maji ve struidwedle aromatického
jadra polarni funé&ni skupiny)
* MAO - B (deaminuje aminy, které maji ve struldwedle aromatického
jadra nepoléarni furdni skupiny)

- diaminooxidasu (DAO) — deaminuje rfapistamin a putrescin [19, 20],

- histaminN-methyltransferasu (HNMT) — je druhym néjezit¢jSim enzymem inak-
tivujici histamin; cytostolicky enzym, ktery specky methyluje imidazolovy kruh
histaminu a struktughpodobnych slotenin,

- indolethylaminN-methyltransferasu (INMT) — katalyzujd-methylaci tryptaminu

a strukturg podobnych sloteniny [21].

U alergickych jeding nebo pi velkém mnozZstvi biogennich aniirv organismu raze
dojit k zahlceni enzymatickych syst&rm mohou se projevitifznaky intoxikace. Bkteré
biogenni aminy (nap putrescin, kadaverin, spermin nebo spermidin) ajemezadouci
acinky, ale zablokovanim enzymatickych systémohou sniZovat katabolismus toxickych
amini a pisobit tak Skodli¢ na organismus [2, 3, 22]. Inhéinii efekt na¢innost zmiw-
nych enzyni mohou mit takeé ¢které druhy lék (nag. antihistaminika, antimalarika nebo
psychofarmaka) [20].

Stanovit jesnou hodnotu toxické davky je ale obtizné. Z&wist na @&innosti detoxika-
nich mechanisfn kazdého jedince. Vifpad® biogennich amiin vyskytujicich se

v alkoholickych napojich jer¢ba brat #etel i na zvySené mnozZstvi alkoholu v organismu,
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po poziti &chto napa}, jelikoz znemo#tuje spravné fungovani detoxikdch pochod
[14].

1.3.3 Fyziologie a metabolismus rostlin

Putrescin, spermin a spermidin maji vyznamné biok#g (Einky také v rostlinnych
organismech, kde s&astni morfogeneze, diferenciacesy rastu kaeni, vyvoje plodi,
embryogeneze a takéugobi proti starnuti [23]. &které aminy jsou takeé figinou
vyraznych chutti vani, jeZ jsou spojeny s &itymi druhy rostlin nebo rozkladajicimi se

organismy [5].

1.3.4 Toxicita pro Zivé organismy

Vzhledem k nedostatku studii biogennich aimue vztahu k Zivotnimu prasdi lze jen
téZko vyvozovat za&kry, ale na zakladnékolika experiment se gedpoklada, Ze &sSina
amim je netoxickd pro ryby a bezobratlé Ziiahy, zatimco skteré aminy vykazuji
mirnou az g$edni akutni toxicitu &i fytoplanktonu a #kterym drulim bakterii.
Nap'. smrtelnd koncentrace (€ pro bakterieVibrio fischeri je v literatde uvadna

v rozmezi od 6 mg' (pro monoethanolamin) do 36 my(pro methyldiethanolamin) [5].

1.4 Vyskyt biogennich amini

1.4.1 V potravinach

Na zéklad provadnych vyzkuni a studii bylo prokdzano, Ze se biogenni aminyelkév
mife vyskytuji v potravinach jak rostlinného, tak vaisného fivodu. Nap. v mase

a masnych vyrobcich [24], mléce a drigch vyrobcich, zejména pak v syrech [25], dale
v zelenirg, ovoci [26, 27, 28] a zdp vyrabénych dZzusech [29], sdji [2Eokolack [28, 30],
octu [31], houbé&ch [32],teSich [15, 28] a alkoholickych napojich jako jeq[33] a vino
[3]. A to prevazr jako disledek pouzivani nekvalitnich syrovych surovin,ég&téni nebo
nevhodnych podminekifzpracovani a skladovani potravin [1].

Nejcastji se vyskytujicimi biogennimi aminy v potravinageou histamin, tyramin,

tryptamin, putrescin, kadaverin, spermidin a sparj#].
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1.4.2 V biotickém prostiedi

Aminy se v zZivotnim prosedi nachazi ve vysSi fei gicemz do ®&j vstupuji rekolika
moznymi cestami. NejjednodusSimugpbem je geni amiri formou vykahh a mai
Zivocicht a vyneski mikroorganisni a zarové jako produkty degradace protéia dusi-
katych slodenin vypous&tnych do ndstskych odpadnich vod. Dale pak fotochemickym
nebo biologickym $penim z huminovych latek nebdi gachycovani emisi CObéhem
vyroby elektrické energie z fosilnich paliv, kdy até@zi k aniku monoethanolaminu.
Vyznamnymninitelem je i chemicky prmysl (a to pedevsim farmaceuticky), kde aminy
vznikaji jako meziprodukty vyroby, nappii syntéze pesticitl[5, 17, 18].

Podle vysledi uvadnych v literatiie, dochazi k fekrazeni koncentrace amin(10pg.I™)

v povrchovych vodach jerrilka. Zejména v oblastech ovligmych lidskou¢innosti dosa-
huijf jejich koncentrace a®kolik desitek mg:t [5].

K negastji se vyskytujicim amitim v biotickych progedich pat zejména methylamin,
dimethylamin, ethylamin, diethylamin a monoethylamV nizSich koncentracich (maxi-
malns nekolik desitekpg.I") se vyskytuji nap morfolin, piperazin, piperidin, pyrrolidin,
n-propylamin, n-butylamin nebo methylethylamin. A v koncentracichenSich nez
0,1pg.I" pak nap. n-pentylamin n-hexylamin nebo difenylamin [5].

V souwasnosti se &decké skupiny hofh zabyvaji sledovaninN-nitrosodimethylaminu,
ktery byl klasifikovan jako prawghodobny karcinogen. Vznika totiz jako vedlejSi prkd
béhem chloraminace nebo chlorace fitgmnosti amoniaku vistirnach odpadnich vod.

Jeho prekurzory jsou naglimethylamin nebo trimethylamin [17, 34].
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2 BAKTERIE

Bakterie jsou jednobuiné prokaryotni organismy. Jejich velikost je chésekticka
pro jednotlivé rody a zavisi také naistaunky (mladsi buiky jsou WtSi, nez starSi). Koky
mivaji piamér od 0,5 do 5,am a rozméry tycinkovitych bakterii byvaji v rozmezi

1 —-5um (délka) a 0,2 — 1im (Sika) [35, 36]. Jsou nejroZgikjSi skupinou organistn
které se vyskytuji na néznéjSich stanovistich. V ovzdusinge, vod, na povrchu i uvnit
mnohobug¢nych organism, ale také ieba ve vroucich pramenech. Jejich rozmanitost

se projevuje i v narocich na optimalni predi pro fist [35, 37].

Podle vztahu k pH rozliSujeme bakterie na:
- alkalofilni — rostouci v zasaditém preésdi, tedy v prosedi s vysSim pH (pH > 8),
- neutrofilni— vyZadujici ke svémuistu hodnoty blizké neutralnimu pH (pH 6 — 8),
- acidofilni— dolie snésejici kyselé prasti (pH < 6).

Podle optimalni teploty rozliSujeme:

- psychrofilni (chladnomilné— nejlépe rostou za nizsSich teplot od 10 do 20d€
dokézou se rozmnozovat az v intervalu od -5 do GPrfachazi se v hlubokych
vodach;

- mezofilni — idealni teplotou pro jejichist je 37,5 °C, ale posita teplota
od 20 do 40 °C;

- termofilni (teplomilné)

» striktné termofilni— jejich optimalni teplotaistu se pohybuje okolo 55 °C,
rostou maximal& pii 80 °C, @i teplo& pod 30 °C nerostou;
o fakultativre termofilni — idedl® rostou @i 45 —55°C, aktivni jsou

i pfi teplotach pod 30 °C aist jsou schopny az do 75 °C.

Poklesem teploty pod 0 °C se wvilidch z&inaji vytv&et krystaly ledu, které je poskozuiji.
AvSak dojde-li k tomuto poklesu velmi rychle,énau se v biikkach tvdit jenom malé

krystalky a k poSkozeni nedochazi [36].
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Podle naroku na kyslik rozliSujeme bakterie:

aerobni— vyZaduji koncentrace atmosférického kysliku;

mikroaerofilni— vyZaduji pitomnost kysliku jen v nizkych koncentracichi¢em?z
vyS8Simi koncentracemi jsoudeiny;

fakultativre anaerobni— preferuji éist za pistupu vzduchu, ale dokdzou S&zpu-
sobit prostedi a fist i bez pistupu ke kysliku;

aerotolerantni- jsou schopné tolerovat nizké koncentrace kysliku

s

striktné anaerobni- Ziji pouze v progedi bez pistupu ke kysliku.

Podle narok na zdroj uhliku rozliSujeme:

autotrofni bakterie- zdrojem uhliku je oxid uhdity a zdrojem dusiku amonné soli,
dusitany a dugnany;

heterotrofni bakterie- zdrojem uhliku jsou organické latky, ftapolysacharidy,
bilkoviny nebo organické kyseliny a zdrojem dusjkou i organické slateniny,
nag. bilkoviny.

Zarover podle zdroje energie rozliSujeme:

fotoautotrofni bakterie — energii ziskavaji ze slanino z&eni;
chemoautotrofnbakterie — energii ziskavaji oxidaci anorganickiatbk;
fotoheterotrofnbakterie — ziskavaji energii také ze skmibo zdeni;
chemoheterotrofnbakterie — energii ziskavaji oxidaci organickyékek [35, 36,
37].

2.1 Stavba bakterialni buiky

Informainim centrem prokaryontni bk, uvedené na obr. 4, je molekula DNA, nazyvana

nukleoid, ktery je analogicky k jadru eukaryotniohnék. V prostoru cytoplazmy mohou

byt rozptyleny pomocné, ale ne nepostradatelnéyuB&kA — tzv. plazmidy, dale se v ni

nachazi jest ribozomy, tizné inkluze, metabolity, proteiny a higny skelet. Samotna

cytoplazma tak tvid prostedi pro metabolické &k probihajici uvnit buiky. Povrch

je tvaren cytoplazmatickou membranou z fosfolipidové dstjwy s proteiny, ktera ode

luje vnittni prostedi buiky od okolniho a umailje transport latek mezi nimi.
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Na cytoplazmatickou membré naléha bu&ina stna, jejiz Akladni sloZzkou je pepio-
glykan (murein). Bdle jeho mnoZstvi mZzeme naslednrozliSovatbakterie na grampozi-
tivni a granmegativni. Nkteré bakterie maji je3tproteinové nebo polysacharido
ochranné pouzdrotZv. kapsul) razné tlousky, které zarove brani vysusSeni hiky.
Je-litvoreno tidkou a vldknitou $bvinou, nazyva se glykokal. Z povrchu buiky pak
vystwpuji vlagité fimbrie a béiky, coz jsou organy slouzici pchybu nebo zachyceni
burky [35, 37].

cytoplazmaticka .
membrana fimbrie

pouzdro

bunécéna M inkluze

sténa

’
‘
ribozomy {7

" bigik

Obr. 4: Schéma bakterialnidy [37].

PrestoZe jsou bakteridlni tky mnohem jednodus$si, jejich metabolismus je ipiSi

arychlejsi, nez je tomu u eukaryotnich organis
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3 MIKROBIALNI PROST REDI PUD A SLADKYCH VOD

3.1 Mikrobiélni prost fedi sladkych vod

Mezi tii hlavni domény osidlujici sladkovodni priesti pati Bakterie, Archea a Eukarya.

Sladkovodni mikroorganismy se také rozliSuji pgdjeh vyZivovych narok na:

- autotrofni mikroorganismyke kterym setradi fasy a fotosyntetizujici bakterie
a jsou primarnimi producenty sladkovodniho ekosysté
- heterotrofni mikroorganismyk nimz se z#azuji bakterie, prvoci a houby, které

maji ve vodnim ekosystému roli predditor

Jednou z néptnsjSich skupin mikroorganistnvyskytujicich se v progdi sladkych vod
jsou bakterie. Jsou ro¥8hé po celém sladkovodnim piesti a tvéi rozsahlé pelagicke

a bentické populacei€&devsim pak bakterie s heterotrofninisgbem vyzivy.

Na slozeni vodnich bakterialnich sp@astev ma vliv &kolik zasadnich faktdr; jako
nagiklad teplota vody, predace zooplanktonem a prvatgzeni fytoplanktonu, ifsun

organické hmoty nebo intenzita UVieai [38, 39].

Ve sladkovodnim ekosystému stojatych vod vyéapievazuji gramnegativni bakterie,
nad grampozitivnimi. Jedna st&epevsim o zastupeelediVibrionaceae Pseudomonada-
ceae a rodi Proteus Flavobacterium Mycobacterium Bacillus Achromobacter
aAlcaligenes Casto se vyskytuji tak&ooglea Beggiatoa Sphaerotilusa methanogenni
bakterie roduMethanococcusMethanobacteriuma Methanosarcing39]. Nekteré studie
ale dokazaly i vyskyt grampozitivnich bakterii. Koétreé rodu Actinobactera kmenu
Firmicutes [40]. Z fyziologickych skupin jsou pravideélnnachdzeny nap celulolytické
bakterie a chemosyntetické bakterie jako nitrifikia vodikové, methanové a oxidujici siru
(thionové) [41]. Mnohdy do vodyipchazeji vlivem iznych splach i padni bakterie,
nag. rody Micrococcus nebo sevni bakterie Zivéichd, nag. Escherichiacoli, ¢i rody

Salmonellaa Shigellg které ale Bhem reékolika dni ve vodnim prosedi odumiraji [42].

Ve stojatych vodach je zasobovani organickou hmatakoli omezené. Vyhradnim
zdrojem substratu je fytoplanktongigem jarnich résiai fytoplankton nalksta v hornich
vrstvach vody. Bakterie se koncentruji pravtéchto vrstvach a vyuzZivaji jeho extracelu-
larni produkty fotosyntézy. V nasledujicickesitich, kdy dochazi k n&stu zooplanktonu,
je organicka hmota dopravovana k bakteriim skrzgpoiebované zbytky v jeho exkre-

mentech. Na konci sezony fytoplankton odumird, ldadk se a klesa ke dnu, kde se kolem
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n¢j sousted’uji i bakterie. Po celou sezénu odpovidajétgdoakterii ve stojatych vodach

mnozstvi fytoplanktonu [41].

3.2 Mikrobidlni prost fedi pad

Stejre jako voda i fida je obrovskym rezervoarem nigjnéjSich mikroorganisrin. Osidluji
ji prevazre vlaknité houby (plis#), prvoci, mikroskopick&asy a sinice. NejgetrejSi
skupinu mikroorganisinosidlujici pidni prostedi tvai praw bakterie [42].

Prevazna wtSina bakterii se nachazi v horni vistpady bohaté na Ziviny. festoze
prosakujici @dni vlhkost zfisobuje pasivni unaSedasti bakterialnich butk vrstvami
pudy, s nafistajici hloubkou p&et bakterii vyrazéi kleséa a zarovese néni jejich druhové
zastoupeni. Zoénou s nejvysSi mikrobialni aktivifeuhizosféra, tedyjma €sre obalujici
koteny rostlin. Sekrety uvibvané z kéeni vytvareji prostedi bohaté na Ziviny a bakterie
tak sodasre pomahaji rostlinam naiklad fixovat molekuly dusiku ztmniho vzduchu,
rozpoustt minerdly a jsou takéuteZitymi reducenty. Rozkladaji totiz odiehou organic-
kou hmotu,¢imZ navraci jednotlivé prvky dorfippzeného kolothu. Tento zfisob vyzivy
je typicky pro heterotrofni bakterie a jejich zagieni v fidnim prostedi tak vyraz#
pievysuje vyskyt bakterii autotrofnich [43, 44. 45].

Osidleni jid bakteriemi je ovlisiovanoradou faktoidl, nag. piitomnosti organickych latek,
piistupem kysliku, vihkosti, druhem zakoenych rostlin nebo hodnotou pH. Nejrozmani-
t&jSi druhy bakterii Ziji v fidach neutralnich a slabkyselych. Pi&tého pidy nejsou
zdaleka tolik osidlovany bakteriemi jak@qgy jilovitého charakteru.

Mezi bakterie s népsgjSim vyskytem v pdnim prostedi setadi rody Pseudomonas
Agrobacterium Flavobacterium Enterobacter [42], Nitrobacter Clostridium
Arthrobacter StreptomycesAzotobacter nebo Azospirillum [44]. V piadach secasto
piirozere objevuji i rekteré patogenni bakterie, rfaprody Clostridium Bacillus
Salmonella StreptococcusieboNeisseria Posledniii jmenované rody bakteriit@Zivaji

v padach jen gkolik tydna [42].
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4 ULOHA MIKROORGANISM U V BIODEGRADA CNiM PROCESU

Biodegradace je proces tgobeny biologickou aktivitou mikroorganisimktery vede

k vyrazné zminé chemické struktury materialu.

Mikroorganismy koexistuji gadou organickych sl@enin uz miliardy let, Ehem kterych
dochéazelo k vyvoji enzyinschopnych tyto latky ipmenovat. Ve volné firock probiha
biodegradani procescastji za pistupu vzduchu, ale iie probihat i za anaerobnich
podminek. Definice popisuje, Ze biodegradace jéobioky proces. Bzn¢ ale zarove
probih& nebo je iniciovan nebiologickymi pochodgpin tepelnou degradaci, fotodegrada-
ci nebo hydrolyzou [46].

4.1 Aerobni biodegradace
Biodegradani procesy probihajici zatiptupu kysliku jsou povazovany za jednodussi
a efektivigjSi. Jsou katalyzovany enzymy s nizSi specifitoiysanutymi pro katabolismus

piirodnich substrat[46]. Nasledujici schéma popisuje proces aeroimtiggradace:

CSUbStl’ét+ Oz - COZ + HZO + Czbytek"' Ooiomasa

kde GuostratVyjadiuje molekulu substratu nebo fragmentu degtathed procesu (e,
ze kterého se zdaigtupu kysliku uvaluje oxid uhltity a voda za vzniku biomasy [47].
Ktomuto rozkladu polymé&r dochazi nafklad ve vod, padé, kompostu nebo
v ¢istirenskych kalech. V praxi se aerobni rozkladziya nap. pii biologickém cisteni

odpadnich vod.

4.2 Anaerobni biodegradace

Vzhledem k tomu, Ze metabolismus anaerobnich migerosnii je pomalejSi, zpomaluje

se tim i proces rozkladu zé&chto podminek. B vyjadiuje nasledujici schéma:

Csubstrét—' COZ + CH4 + HZO + Czbytek"' ooiomasa

kde Gubstrat Vyjadiuje molekulu substratu degramdho procesu, z niz se postupnym
rozkladanim vlivem jednotlivych bakterii uvalje oxid uhlgity, methan a voda za vzniku

biomasy [47].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

Anaerobni digesce (anaerobni fermentace) je prptidderém mikroorganismy rozkladaji
organicky material bezifstupu vzduchu. Cely proces probih& v sekvétytech krok:

1. Hydrolyza— fermentani bakterie produkuji extracelularni hydrolytickazgmy,
které S¢pi makromolekularni latky na nerozpustné nizkomaligtai 1atky.

2. Acidogeneze- latky vzniklé hydrolyzou jsou dale rozkladany mastné kyseliny
a alkoholy, za saiasného uvalovani oxidu uhiitého a vodiku.

3. Acetogeneze rozklad vzniklych latek za vzniku kyseliny océov

4. Methanogeneze kyselina octova je metabolizovana methanogenbgkieriemi
na methan. Tyto bakterie jsou striktanaerobni mikroorganismy. Ke svéniistu

acinnosti potebuji stalé okolni podminky [48, 49].

Rozklad substratu beziptupu vzduchu probihd zejména ve vodnich sedirolentale

muzeme se s nim setkat i na skladkach odpad
Jako piklady vyuZiti anaerobniho rozkladu v praxi Ize sivé

- fizenou anaerobni fermentaci v bioplynovych stahisienergetickym vyuZzitim,
- zpracovani bioodpal

- prvni fazi biologickéh@isteni odpadnich vod [48].

4.2.1 Faktory ovliviiujici rozlozitelnost substratu

Pribéh biologického odbouravani organickych latek i jefyohlost ovliviuje celarada
faktoni. Mezi nejvyznamisi pati chemicka struktura rozkladané latky, jeji koncace,
druhové zastoupeni a ¢m mikroorganism, ale také fyzikaldchemicky charakter
prostedi, ve kterém procesy probihaji. Velky vliv nalgh rozkladu substratu ma zejmé-
na teplota a pH pragdi. Oba faktory zasadrovliviiuje vyskyt a interakci jednotlivych
druhi mikroorganisni v daném prosédi. Nap. methanogenni bakterie vyZaduji praijsv
rast neutralni hodnoty pH (6,5-7,5). Stejdilezité je rozpti intervalu, ve kterém
teplota kolis&, aby nedoslo k poruseni dynamickéawahy dje [49, 50].

Z hlediska Zivin, je paebny spravny posr dusiku a fosforu vzhledem k organickym lat-
kam (je uvadn jako pondr CHSK : N: P —300: 6,7 : 1), dale pakitpmnost stopovych
mnozstvi prvk (Na, K, Ca, Se, Mg, Se, W) astovych fakto. Toxické a inhibujici latky
se projevuji v zavislosti na hodiqgiH a jejich koncentraci v praedi. Jedna ser@devsim

o niz8i mastné kyselinyfimizkém pH nebo naopakipyysokém pH o amoniak [50].
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ProtoZe molekuly polymérjsou v girodnich podminkach nerozpustné a jejieftzce
jsou milis dlouhé, je nemozné dopravit je do Bkinmikroorganisnmi. Proto musi
mikroorganismy Bhem rozkladu polymernich latek n#jk uvolnit extracelularni
enzymy, které zmou rozkladat polymer mimo bhku. Tyto enzymy jsou natolik velké, Ze
nedokazou proniknout do molekuly polymerutesgbi pouze na jeho povrchu. Naskedn
jsou vzniklé meziproduktyiepraveny do hitky k prislusné metabolické draze.

Ke kompletni biodegradaci dochazi az ve chvili, kelyivodni substrat zcelairgveden
na plynné produkty a soli. Tedy az pébhe i proces mineralizace. Ten je vSak Heop-
nich podminek u dkterych typi substratu velice pomaly, a proto je cilein gosuzovani

odstragni materialu ze Zivotniho prdstli pra¢ biodegradace [46].
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. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem této bakaigké prace bylo izolovat vhodné biodegradéry zekizstojaté povrcho-
vé vody a tiznych typ pad. Nasleds provest screening dekarboxylasové aktivity na kul-
tivatnim médiu s jednotlivymi aminokyselinami a usoudistli bakterie firozers

se vyskytujici v biotickych pro&dich produkuji stejné biogenni aminy (tryptamenyfe-
thylamin, putrescin, kadaverin, histamin, tyramspermidin a spermin), jako bakterie

s dekarboxylasovou aktivitou izolované z potravin.
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6 PRACOVNi POSTUPY

6.1 Materialni vybaveni

6.1.1 Chemikalie

Slozky pro pipravu zivnych d a bujori:

Mineralni agar (HiMedia)

Kvasniéni autolyzat (HiMedia)

Trypton (HiMedia)

Tryptone Yeast Extract Agar — TYA (HiMedia)

Masovy vytazek (HiMedia)

Pepton (HiMedia)

NaCl (LachNer)

Yeast extrakt (HiMedia)

Bromkresolpurpur 0,2% v 50% alkoholu (Sigma Aldjich
Masopeptonovy bujon — MPB (HiMedia)

Ostatni chemikalie:

Ethanol (LachNer)

Krystalova viol& (HiMedia)
Jod (LachNer)

Jodid draselny (LachNer)
Safranin (HiMedia)

Peroxid vodiku (LachNer)
1,7-heptandiamin (Sigma Aldrich)
Karbonatovy pufr (Merck)
Dansylchlorid (Sigma Aldrich)
Aceton (Sigma Aldrich)
Heptan (Sigma Aldrich)
Acetonitril (Sigma Aldrich)

Dusik 5,0 — tlakové lahev (Linde Gas a.s.)
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Aminokyseliny:
- Arginin, Histidin, Lysin, Ornitin, Fenylalanin, Tgsin, Tryptofan a Prolin
(HiMedia)

6.1.2 Pristrojové vybaveni a ostatni poricky

- Autoklav SANOclav (Robert Bosch)

- Automatické pipety (Hirschmann Laborgerate, Biohit)

- Analytické vahy — Adventurer Pro type AV513CM (Selier)
- Mikroskop CX41 (Olympus)

- Centrifuga ROTANTA 460 R (Schoeller)

- Trepaka LT2 (Kavalierglass, a.s.)

- Vyhfivaci blok (Labicom s.r.0.)

- OXltest (PLIVA-Lachema Diagnostika s.r.o.)

- Mikrotitracni destéky

6.2 Odbér a zpracovani vzorki

Pro screening dekarboxylasové aktivity u baktegiuiAivanych v biodegradacich byly
odebrany ii vzorky zeminy a if vzorky povrchové vody, ze kterych byly naslédn

izolovany jednotlivé bakterie.

Odbsr padnich vzork byl provedeny 2. listopadu 2014 na katastralnirentiz Zopy.
Vzorek¢. 1 byl odebrany ze zahradniho zahonu, vzareR na okraji dubového lesa
a vzoreke. 3 z pole po sklizni obili. Odi vzorki stojaté povrchové vody byl provedeny
3. listopadu 2014. Vzorek 4 byl odebrany z vodni nadrze filBpich, vzorek. 5 z vodni
nadrze Skalka ve FryStaku — Horni Vsi a vzotels z Dolniho Blovodského rybnika

v Lukow. Poloha odérovych mist je vyzng&na na mapv priloze P I.

VSechny vzorky byly odebrany do sterilnich vzorkiova pevezeny do laborate, kde

byly uchovany v lednici{) 4 °C a khem dvou di zpracovany.
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6.2.1 Kultivace padnich bakterii

Z odebranych vzortk zeminy bylo odvazeno vzdy 5g, které byly nastedn
suspendovany v 50 ml sterilniho suspemdao roztoku, Fedény, naneseny na kultivai
média a kultivovanyip 25 °C po dobu 48 hodin.

Agar pro stanoveni fdnich bakterii (APB) — na 350 mi:

MINEralni agar...........uueieiiiiiie oo e e e 6,749
Kvasnini autolyzZat.............eeeeevviviieeeeeees v 175 mg
TIYPION e 175 mg
Roztok stopovych prdK...........ccooevvvviviiiiiiiiiieeee e, 0,3%

K ptipraw APB bylo navazeno vzdy odpovidajici mnozstvi skoieeré byly rozpugny
v 350 ml destilované vody, sterilovany v autokl&makonec za horka rozlity na Petriho

misky.

6.2.2 Kaultivace bakterii z povrchové vody

Ze vzorki povrchovych vod bylo natovano vzdy po 1,0 ml a 0,1 ml na TYAdqu a tyto
vzorky byly kultivovany pi 25 °C a 37 °C po dobu 5 dn

Tryptone Yeast Extract Agar (TYA):

K pripraw 800 ml TYA bylo rozpu&no 16,8 g pipravku v destilované vaéda sterilovano
v autoklavu po dobu 15 minutifgl21 °C.

6.3 Charakteristika izolovanych bakterii

Z narostenych kolonii byly vybrany bakterie makmysikcky rmiznych morfologickych
znaki pro kazdy zkoumany vzorek zeminy a povrchove vadakto ziskané bakterie byly
systematicky &islovany, kizovym roz€rem jednotli¢ naakovany na Petriho misky
s TYA piadou a kultivovany $ 25 °C po dobu 3 dn
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6.3.1 Morfologické znaky kolonii
Bakterialni kolonie byly sledovany po 48 hodinovéltivaci pi 25°C na TYA mdé.
Hodnocendyla velikostkolonie, dale jeji barva, profil, tvar a okraj apodle rozdleni

uvedeném na obr. 5.

Tvar Okraje Profil
okrouhly .
hladké plochy
lalonaty Pl =Y —
vroubkované zvyseny
s vyvySenym g
okrajem ;
zubaté vypoukly

koncentricky

vypoukly

nepravidelné

ATHEN bl
viaknity brvité bradavéity
\

mycelialni

miskovity

rhizoidni

Obr. 5: Morfologické znaky kolonii [51].

6.3.2 Barvenipodle Grama

MriviN s

Grama, které vyuziva rozdilného chemického slojepéh burééné stny. Fixovany
preparat se barvi roztokem joddigemz vznika komplex barviva, j6du a slozek &ime
sttny. Takto vznikly komplex je mozné nékterych druli bakterialnich bugk
vymyt ethanolemmebo acetoner Jedna se gramnegativni bakterie ~). Pro snad¥Si



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

mikroskopické pozorovani byvaji jejich bimé sény jeSt dobarvovany safraninem nebo
karbolfuchsinem. Tyto bakterie jsou potom zbarverp\k. V piipad, Ze komplex barvi-

va, j6du a sloZzek bwtiné stny zistava zachyceny, jedna se o bakterie grampozitivni
(G+), které jsou zabarveny fialovPi Gramow barveni bylo postupovano podle metodiky
Jandové a Kotaikové [52].

Sterilni a@kovaci klickou byl odebran bakterialni kmen, ktery byl susmesah v kapce
fyziologického roztoku na podloznim skt a zafixovan protazenim v plameni. Takto
piipraveny preparat bylipvrstven krystalovou violeti. Po 60 fitéhch byla krystalova
violet’ slita a preparat bylipvrstven Lugolovym roztokem, ktery se nechasqgbit ot

po dobu 60 vtign. Nasled® byl preparat p#ivé omyty destilovanou vodou a ethanolem
a dobarven safraninem. Po dalSich 6Ginéeh byl safranin pdiveé vymyty destilovanou

vodou a preparat vysusen.

6.3.3 Oxidasovy test

Pri stanovovani cytochromoxidasy bylo postupovand@adacovniho ndvodu uvedeného
v privodnim listu OXltestu vyramého firmou PLIVA-Lachema Diagnostika s.r.o.

Pritomnost cytochromoxidasy je detekovana barevnoakaie N,N-dimethyl-1,4-
fenylendiaminu su-naftolem za vzniku indofenolové miodZ agaroveé pdy byl sterilni
ockovaci klickou odebran bakterialni kmen a nanesen do impregrowzony prouzku,
kterd byla nasycenanidlem. Ri pozitivni reakci na cytochromoxidasu se projevittaw

fialové zbarveni.

6.3.4 Katalasovy test

Aerobni bakterie tvid enzym katalasu, ktera rozklada peroxid vodikwodu a moleku-
larni kyslik. Do kapky 3% peroxidu vodiku na podioh sklcku byla klickou nanesena
bakterialni kolonie. Ftomnost katalasy se projevila uiioanim bublinek kysliku ihned

po umiséni bakterii.
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6.4 ldentifikace bakterialnich kmenid pomoci MALDI/TOF
Cerstvé kmeny bakterii byly suspendovany ve fl58estilované vody. Pak bylaigano
450l absolutniho ethanolu a taktéigravené vzorky byly zamrazeny.

Bezprostedre pred analyzou byly jednotlivé vzorkyfipraveny extrakci (99% ethanol,
70% kyselina mraveth a 100% acetonitril). Samotna analyza byla pronadea pistroji
MALDI/TOF MS Biotyper Microflex system LT/SH (BrukeDaltonics, Nmecko).
Hmotnostni spektra byla zpracovana pomoci softvidemcontrol verze 3.4 a porovnana

s knihovnou spekter v databazi Taxonomy.

6.5 Stanoveni produkce biogennich amid

6.5.1 Screening dekarboxylasové aktivity u bakterii kultvaéni metodou

Pti zkoumani produkce biogennich arnikultivacni metodou bylo postupovano podle
metodiky uvedené v bakatkych pracich Khatantuul Purevdorj [53] a Zuzangl&doveé
[54].

Nejprve byly kmeny izolovanych bakterii Zz&ovany do 5 ml sterilniho masopeptonovéeho

bujénu a kultivovany f 30 °C po dobu 24 hodin.

Masopeptonovy bujon (MPB):

MaSOVY VYIAZEK ........ccvvveeeiiiiiinnn s e eeeeeeeeennnnns 0,93 ¢
PePION ..o 1,55¢
NACHT .. 0,93 ¢
Destilovana voda...........ccuveeeiieiiiiiiiiieee e 310 ml
DH ettt 6,8—7,0

K pfichystani MPB bylo navazenoriplusné mnozstvi jednotlivych slozek, které byly
rozpusény v destilované vad Nasleds bylo upraveno pH na hodnotu v rozmezi 6,8 — 7,0

a takto pipraveny bujon byl sterilovan v autoklavu.

Tvorba biogennich aminbyla sledovana na mikrotittaich destikach, kdy bylo do kazdé

piislusné jamky napipetovano 10 suspenze bakterialniho kmenu v masopeptonovém
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bujonu a 20Qul dekarboxylgniho média sifisluSnou aminokyselinou. Taktdipravené
desttky byly uzaveny vikem a kultivovany v mikrotenovém && pri teplot 30 °C
po dobu 48 hodin. #Ppozitivni reakci na biogenni aminy se projevilardwna zmina

z pavodni hrédé na fialovou.

Dekarboxyla‘nhi médium:

Pepton ..o 0,59
Yeast exXtrakt .........coovvveevviuiiiiiiii i 0,39
Bromkresolpurpur 0,2% v 50% alkoholu ............. 1ml
Prislusna aminokyselina ..........cccccooeeeiviceicenens 0,75¢
Destilovana voda..........ccuuvvveieiiiiiiiieee e 150 mi
DH ettt 5-5,3

K ptipraw dekarboxyl&niho média bylo pouzito sedmi aminokyselin (argirtimstidin,

lysin, ornitin, fenylalanin, tyrosin a tryptofarBylo navazeno vzdy odpovidajici mnoZzstvi
slozek, které byly, vyjma pH indikatoru, rozptr$f v destilované vody a pH roztoku bylo
upraveno nahodnotu 5-5,3. Nakonec bylddgn pH indikator bromkresolpurpur

a pichystané médium bylo sterilovano v autoklavu.

6.5.2 Stanoveni biogennich amifi pomoci HPLC — UV/Vis

Z izolovanych bakterii bylo vybrano 21 zasttapclejich kmeny byly nadkovany
do zkumavky obsahujici 5 ml MPB gigavkem aminokyselin a kultivovanyip30 °C
po dobu 72 hodin. Nasledyly znovu geatkovany do 5 mEerstvého MPB sifidavkem
aminokyselin a to vzdy do dvou zkumavek stejOpet byly kultivovany gi 30 °C
po dobu 72 hodin. Bakteridlni suspenze byla potérifegovana p 15 °C a 4600 RCF
po dobu 15 minut a z jeji kapalné faze pak bylodveu opakovanich odebrano 6hD0
ke kterym bylo pdano 650ul kyseliny chloristé. Red dalSim zpracovanim byly takto

pripravené vzorky zamrazeny.
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MPB s pfidavkem aminokyselin:

IMPB ..ttt 4,420 g
Jednotlivé aminokyseliny ............cccoovvvmmmeemeeeeeennn. 0,102 g
Destilovana voda..........ccccovvviiiiiiiiiiiiiieeeee e 340 ml

Bylo rozpustno 4,420 g fHpravku a vzdy po 0,102 g jednotlivych aminokysghnginin,
histidin, lysin, ornitin, fenylalanin, tyrosin ayftofan) v destilované veéda sterilovano
v autoklavu po dobu 15 minutid21 °C.

.....

kovanou metodou Dadakové a kol. [55].

Po rozmrazeni vzotk pti laboratorni teplat bylo vzdy k1 ml ve dvou paralelnich
stanovenich iidano 100 pl vnitiniho standardu 1,7-heptandiaminu o koncentraci
500 mg.I*, 1,5 ml karbonatového pufru o pH = 11,1 a XZerkt& piipraveného roztoku
dansylchloridu v acetonu o koncentraci 5'g.Takto ffipravené vzorky byly uzaeny

v derivatiz&nich nadobkach a w@pavany vtemnu po dobu 20 hodin. PHdéni
200l prolinu byly vzorky vytepavany jest po dobu 1 hodiny. Nasledrbyly pridany

3 ml heptanu a vzorky byly 3 minutydang vytiepavany. Pak byl odebran 1 ml heptanové
vrstvy a i teplo€ 60 °C se nechaly do sucha otippod proudem dusiku. Suchy odparek
byl ztedén 1,5 ml acetonitrilu. f#d dalSim zpracovanim byly vzorky zamrazeny a lwezpr

stredre pred analyzou bylyiefiltrovany gres stikackovy filtr s porozitou 0,22um.

Stanoveni jednotlivych biogennich amibylo relizovano systémem HPLC (LabAlliance,
USA; Agilent Technologies, USA), ktery byl vybavdegasserem 1260 Infinity (Agilent
Technologies, USA), binarni pumpou (LabAlliance, A)S UV/Vis detektorem

(A = 254 nm) a automatickym davkaesn (LabAlliance, USA). Separace byla provedena
na kolorg Agilent Eclipse Plus C18 RRHD (50 mm x 3,0 mmjicemzZ byla pouZzita
gradientova eluce s nasledujicimi pwynmobilni faze A (10% acetonitril) a B (100% ace-
tonitril): 0 — 0,1 min 39 % A, 61 % B; 0,1 — 1,4m39 % A, 61 % B; 1,4 min — 3,5 min
30% A, 70 % B; 1,4 min — 3,5 min 17 % A, 83% B53- 9 min 0 % A, 100 % B
a95-115min 10 % A, 61 % B; 11,5 - 15,5 mirt@%4, 61 % B, plitokem mobilni faze
0,45 ml.min" a teplotou kolony 30 °C.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

Z odebranych vzork pid a povrchové stojaté vody bylo izolovano celkem kideni
bakterii, gicemzZ 5 izoladl ze vzorku zahradnitpy (vzorek¢. 1), 10 izolat ze vzorku
lesni pidy (vzoreke. 2), 14 izolak ze vzorku gdy odebrané na poli (vzorek 3), 6 izolat
ze vzorku vody odebrané z vodni nadrzeiieBich (vzoreké. 4), 13 izolak ze vzorku
vody odebrané z vodni nadrze Skalka ve FrystakwrniHVsi (vzoreké. 5) a 13 izolat
z Dolniho Elovodského rybnika v Luka@v(vzoreke. 6). 1zolované kmeny byly podrobeny
screeningové kultivani metod na dekarboxyknim médiu s jednotlivymi aminokyseli-

nami a pH indikatorem.

7.1 Charakteristika izolovanych bakterii

Z vysledki uvedenych v tabulce | plyne, Zerepdzna wutSina bakterii izolovanych
z padniho progtedi tvdila kolonie bilé nebo oranzové barvy. Vyskytovagy\sak i kolo-
nie nafizowlé (kmen¢. 12) nebo sitle hredé (kmen¢. 11). Revazna ¥tSina kolonii pak
také néla hladky a leskly povrch.iBs 50 % sledovanych koloniiéto okrouhly tvar,
druhou polovinu pak twily kmeny vlaknité, lalénaté, pop. se sektorovym (kmeé& 21)
nebo koncentrickym tvarem (kme&nl7 a 24). Asi u jedné&dtiny kolonii byl pozorovan
zvysSeny, druhététiny plochy profil a zbylou jednurdtinu tvaily kmeny s miskovitym
(kmen¢. 1, 6 a 26) nebo vypouklym (kmen 12, 22, 24, 25 a 28) profilem. Betiny
kolonii pak ngly hladky okraj. Zbylou jednuiétinu tvaily kmeny s brvitym, vroubkova-

nym a v jednom fipack i lalo¢natym okrajem (kmen. 17).

Tabulka I: Makroskopické morfologické znaky baktézblovanych z fidniho prostedi.

ki:zlr?u v(;lcfrllfu V[enI:IIfr%st Barva Povrch Tvar Profil Okraj

1 1 3,0 bila hladky, leskly vlaknity miskovity btyi

2 1 0,5 bila hladky, leskly okrouhly zvyseny hladky
3 1 0,5 naoranza&da | hladky, leskly okrouhly zvyseny hladky
4 1 1,0 bila drsny, matny vlaknity plochy brvity
5 1 1,0 bila drsny, matny vlaknity plochy brvity
6 2 1,0 bila drsny, matny vlaknity miskovity brvity

7 2 1,0 péhledna hladky, leskly okrouhly plochy hladky
8 2 0,5 naoranza&léd | hladky, leskly okrouhly zvySeny hladky
9 2 2,0 naoranza&da | hladky, leskly lalénaty zvyseny hladky
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k(r:rzzlr?u v(z:gsrllgu V[erglr(;)]st Barva Povrch Tvar Profil Okraj
10 2 1,0 nazloutla hladky, leskly |&loaty plochy hladky
11 2 2,0 svtle hreda | hladky, leskly okrouhly plochy hladky
12 2 0,5 naizowla | hladky, leskly okrouhly vypoukly  vroubkovany
13 2 0,5 bila hladky, leskly latoaty zvySeny hladky
14 2 1,0 naoranzela | hladky, leskly okrouhly zvySeny hladky
15 2 0,3 naoranzéla | hladky, leskly okrouhly plochy hladky
16 3 0,2 nazloutla hladky, leskly okrouhly plochy rowubkovany
17 3 0,2 nazloutla drsny, leskly  koncentricky  zwyjge| lalotnaty
18 3 0,5 piisvitna hladky, leskly okrouhly plochy hladky
19 3 0,2 bila hladky, leskly latoaty plochy | vroubkovany
20 3 0,2 bila hladky, leskly okrouhly plochy hladky
21 3 3,0 bila drsny, leskly sektorovy plochy vroot&ny
22 3 1,0 syt oranzovd| hladky, leskly okrouhly vypoukly hladky
23 3 0,5 Zluta hladky, leskly okrouhly zvyseny ad
24 3 0,3 bila hladky, leskly  koncentricky  vypoukly hladky
25 3 0,3 bila hladky, leskly okrouhly vypoukly hiad
26 3 1,0 pithledna hladky, leskly okrouhly miskovity hladky
27 3 1,0 oranzova hladky, leskly lakaty zvyseny hladky
28 3 1,0 oranzova hladky, leskly okrouhly vypoukly hladky
29 3 0,1 bila hladky, leskly okrouhly zvySeny  vriabany

V tabulce Il jsou shrnuty vysledky pozorovani makapickych vlastnosti bakterialnich

kolonii izolovanych ze stojatych povrchovych vodsi 25 % hodnocenych kolonii bylo

oranZového zabarveni, vice jak 25 % Zlutého zabaraedalSich vice jak 25 % kolonii

bylo prasvitnych nebo prhlednych. Stej& jako u midnich bakterii, i tady bylaipvazna

vétSina kolonii s hladkym a lesklym povrchente¥azna ¥tSina kolonii pak rda take

okrouhly tvar. Jednatvrtina méla tvar mir zvinény a jen vyjimeéné se projevil lalgnaty
(¢. 34, 59 a 60) nebo sektorow: 60 a 55) tvar kolonii. N&éasgji se objevovaly bakteri-

alni kolonie s vypouklym nebo plochym profilem, es§ @ipadech s profilem zvySenym

a v jediném pipact s profilem miskovitym (kmeg. 43). Velkou rozmanitost vykazovaly

bakterie z povrchovych vod z hlediska okraje jejlabionii. Restoze asi jednatina

kolonii méla hladky okraj, ostatni vykazovaly okraje vroub&oe, brvité, nepravidelné,

lalo¢naté, koncentrické i zubaté.
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Tabulka
povrchovych vod.

II: Makroskopické morfologické znaky baliteizolovanych ze stojatych

k(r:rzzlr?u v(z:gsrllgu V[erglr(;)]st Barva Povrch Okraj
30 4 1,0 naoranzela | hladky, leskly zvySeny  vroubkovany
31 4 0,5 pithledna hladky, leskly hladky
32 4 0,3 piisvitna hladky, leskly nepravidelny
33 4 0,5 bila drsny, matny plochy brvity
34 4 0,5 nazloutla hladky, leskly hladky
35 4 0,1 oranzova hladky, leskly vypoukly hladky
36 5 1,0 bila drsny, matny plochy vroub&oy
37 5 0,2 piisvitna hladky, leskly vroubkovany
38 5 0,5 piisvitna hladky, leskly| koncentricky vypoukly |&loaty
39 5 0,2 piisvitna hladky, leskly vroubkovanyf
40 5 1,0 pithledna hladky, leskly hladky
41 5 0,5 nazloutla hladky, leskly vypoukly hladky
42 5 1,0 syt oranzovd| hladky, leskly y hladky
43 5 1,0 oranzova hladky, leskly lalo¢naty
44 5 1,0 nazloutla hladky, leskly lalo¢naty
45 5 0,5 nazloutla hladky, leskly lalo¢naty
46 5 0,5 piisvitna drsny, leskly brvity
47 5 1,0 nazloutla hladky, leskly zvySeny hladky
48 5 1,0 nazloutla hladky, leskly zvySeny hladky
49 6 0,2 naoranzéla | hladky, leskly vypoukly hladky
50 6 1,0 bila hladky, leskly plochy nejlalny
51 6 0,5 nazloutla hladky, leskly hladky
52 6 0,5 oranzova hladky, leskly vypoukly hladky
53 6 0,5 piisvitna drsny, matny brvity
54 6 0,3 piisvitna hladky, leskly zubaty
55 6 3,0 nasedla drsny, matny plochy Huba
56 6 0,5 syt oranzovd| hladky, leskly y hladky
57 6 1,0 nazloutla hladky, leskly vypoukly hladky
58 6 0,3 naoranzela | hladky, leskly koncentricky
59 6 2,0 nasedla drsny, matny i zvySeny locheaty
60 6 3,0 bila drsny, matny plochy talaty
61 6 0,3 Sy Zluta hladky, leskly zvyseny hladky

Jak je patrné z tabulky Ill, ngsgji se vyskytovaly grampozitivni tynky v pastu

12 kmerii, potom gramnegativni &inky v paitu 10 kmeri, 2 kmeny byly gramnegativni

koky a 2 kmeny gramnegativni kokéigky. V izolovanych kmenech byl také pozorovan

jeden kmen grampozitivnich kbka jeden kmen grampozitivnich kokoek. Ritomnost
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cytochromoxidasy se fialovym zabarvenim projevil& éumeni. Pozitivni reakce naip
tomnost katalasy préhla celkem u 20 kmen

Tabulka IlI: Mikroskopické morfologické znaky a loltemicka aktivita bakterii izolova-
nych z mdniho prostedi.

Cislo Cislo Morfologické znaky Biochemicke testy
kmenu vzorku Barveni podle Grama Tvar tky Oxidasa Katalasa

1 1 G+ tyinky -

2 1 G+ tginky -

3 1 G+ tycinky —

4 1 G+ tycinky - -
5 1 G+ tginky - +
6 2 G+ tginky - -
7 2 G- tginky - -
8 2 G- kokotyinky - +
9 2 G+ tginky - +
10 2 G- tginky + +
12 2 G+ tginky - +
13 2 G- tginky + +
14 2 G- tyginky - -
15 2 G- tginky - +
16 3 G- tyinky + -
17 3 G- tginky - +
18 3 G+ kokotyinky + +
19 3 G+ tginky - +
20 3 G- koky - -
21 3 G+ tginky - +
22 3 G+ tginky + -
23 3 G- tginky -

24 3 G- kokotyinky -

25 3 G+ koky - +
26 3 G+ tginky - -
27 3 G- tginky -

28 3 G- tyginky -

29 3 G- koky - +

V déale uvedené tabulce |V je Vil Ze z bakterii izolovanych z vodniho piesti se neéjas-

téji objevovaly grampozitivni t§inky v pottu 17 kmeid, pak gramnegativni &nky

v pcctu 10 kmeid, 2 kmeny byly vyhodnoceny jako grampozitivni kakyyskytl se také

1 kmen gramnegativnich kokdéigek a 1 kmen grampozitivnich kokétgek. Zajimavé
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pozorovani bylo u kmen& 52, ktery tvaéil grampozitivni tginky se sporami. ftomnost
cytochromoxidasy se prokazala u 9 izolovanych kimd?ozitivni reakce narftomnost

katalasy prothla celkem u 25 bakterialnich kmien

Tabulka 1V: Mikroskopické morfologické znaky a bimmickd aktivita bakterii

izolovanych z prosedi sladkych vod.

Cislo Cislo Morfologické znaky Biochemicke testy
kmenu vzorku Barveni podle Grama Tvar tky Oxidasa Katalasa

30 4 G+ tginky -

31 4 G- tginky +

32 4 G+ tginky -

33 4 G+ tginky - -
34 4 G- tginky + +
35 4 G+ kokotyinky - -
36 5 G- tginky -

37 5 G- tginky -

38 5 G+ tginky + -
39 5 G- tginky - +
40 5 G- tyginky - -
41 5 G- tginky + +
42 5 G+ tginky + +
43 5 G+ tyinky + +
44 5 G- tginky + +
45 5 G+ tginky - +
46 5 G+ tginky + -
47 5 G+ tginky - +
48 5 G+ tginky - +
49 6 G- tginky - +
50 6 G+ tginky - +
51 6 G+ tginky - +
52 6 G+ tyinky se sporami - +
53 6 G+ tyginky - -
54 6 G- kokotyinky - +
55 6 G+ tginky - +
56 6 G- tyginky - +
57 6 G+ tginky - +
58 6 G+ koky - +
59 6 G+ tginky + +

Béhem greatkovavani jednotlivych bakterii ngerstvé [idy doslo ke ztrétkolonie¢. 11,
u které se nepodito provést Gramovo barveni, biochemické testy fitomnost oxidasy

a katalasy, ani stanoveni produkce biogennich @pamoci HPLC — UV/Vis.
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7.2 ldentifikace bakterialnich kmenid pomoci MALDI/TOF

Snahou této prace bylo také identifikovat jednétlizolované kmeny bakterii. K tomu
byla vyuZita metoda MALDI/TOF, ktera v stasné dob predstavuje novy Zjsob identi-

fikace mikroorganisrin. Vysledky provedeného experimentu jsou uvederabulte V.

Tabulka V: Vysledky identifikace bakterii izolovastyz pidy (kmenye. 1 — 29) a ze stoja-

té povrchové vody (kmeny 30 — 61).

k?rlélr?u Nazev bakterie k?rlélr?u Nazev bakterie
1 nespolehliva identifikace 32 Viridibacillus neidei
2 Bacillus pumilus 33 nespolehliva identifikace
3 Bacillus pumilus 34 Pseudomonas antarctica
4 nespolehliva identifikace 35 Microbacterium oleivorans
5 nespolehliva identifikace 36 Bacillus cereus
6 Bacillus mycoides 37 Pseudomonas libanensis
7 nespolehliva identifikace 38 Bacillus licheniformis
8 Microbacterium maritypicum 39 Enterobacter cloacae
9 Sporosarcina psychrophila 40 nespolehliva identifikace
10 Pseudomonas koreensis 41 Pseudomonas libanensis
12 Rhodococcus erythropolis 42 nespolehliva identifikace
13 Pseudomonas koreensis 43 nespolehliva identifikace
14 nespolehliva identifikace 44 Serratia fonticola
15 nespolehliva identifikace 45 Bacillus pumilus
16 nespolehliva identifikace 46 Bacillus mycoides
17 nespolehliva identifikace 47 nespolehliva ididwce
18 nespolehliva identifikace 48 nespolehliva idéace
19 nespolehliva identifikace 49 nespolehliva ididwce
20 Citrobacter gillenii 50 Bacillus cereus
21 Bacillus cereus 51 nespolehliva identifikace
22 nespolehliva identifikace 52 Bacillus idriensis
23 nespolehliva identifikace 53 Bacillus cereus
24 Alcaligenes faecalis 54 Acinetobacter Iwoffii
25 Alcaligenes faecalis 55 Bacillus cereus
26 nespolehliva identifikace 56 Bacillus idriensis
27 nespolehliva identifikace 57 nespolehliva ididwce
28 Flavobacterium hibernum 58 nespolehliva identifikace
29 Acinetobacter calcoaceticus 59 Bacillus mycoides
30 Rhodococcus erythropolis 60 Bacillus mycoides
31 Bacillus cereus 61 Micrococcus luteus

Zelena: spolehliva identifikace na Urovni druhwgrarova: spolehliva identifikace na arovni rodu.
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Z vysledki je patrné, Ze se nepdda identifikovat vSechny bakterialni kmenyaioda,
pro¢ tomu tak je, mze byt rkolik. Napriklad, Ze se ze vzoikpad a stojatych povrcho-
vych vod nepoddlo dostatén¢ odkultivovat a rozizolovatisté kolonie, ale mohlo se také
stat, Ze dana bakterie nebyla nalezena v pouzitbda, ktera vyhodnocuje naéfena

hmotnostni spektra.

V danych vzorcich byl nejgetrgji zastoupen rodBacillus ktery byl izolovan zejména
ze vzorki stojatych povrchovych vod. Z celkovéhocpoSedesati izolovanych bakterial-
nich kmer z biotického prosgedi jich bylo Sest identifikovano jakBacillus cereugviz
tabulka V) a to v pdnim vzorkue. 3 (kmen¢. 21) a ve vzorcich povrchové vody4, 51 6
(kmeny¢. 31, 36, 50, 53 a 55). Dale byl identifikovBacillus idriensis(ve vzorku stojaté
povrchové vody. 6 — kmen¢. 52 a 56),Bacillus licheniformis(ve vzorku¢. 5 — kmen

W

¢. 38), Bacillus mycoidegpadni vzoreké. 2 — kmeng. 6 a vzorky vody. 5 a 6 — kmeny
¢. 46, 59 a 60) 8acillus pumilusy piadnim vzorku¢. 1 — kmeny. 2 a 3. Ve vzorcich ode-
branych [id byl dale identifikovan kmeRAlcaligenes faecaligvzorek¢. 3 — kmenye. 24
a 25),Acinetobacter calcoaceticyszorek¢. 3 — kmenrg. 29),Citrobacter gillenii (vzorek
¢. 3 — kmerx. 20) aFlavobacterium hibernunivzoreké. 3 — kmere. 28). RodMicrobac-
terium byl identifikovan ve dvou fipadech, a sice vignim vzorku¢. 2 Microbacterium
maritypicum(kmenc¢. 8) a ve vzorku vody. 4 Microbacterium oleivorangkmen¢. 35).
V dalSich vzorcich, odebranych ze stojatych powghb vod, byl identifikovan kmen
Enterobacter cloacaévzoreké. 6 — kmerc. 39), Micrococcus luteugvzoreke. 6 — kmen

¢. 61) aAcinetobacter Iwofi{vzoreke. 6 — kmert. 54).

7.3 Screening dekarboxylasové aktivity u bakterii kultvaéni metodou

Schopnost dekarboxylovat sedm vybranych aminokygaliginin, tryptofan, fenylalanin,
ornitin, lysin, histidin, tyramin) byla kultivani metodou zjifovana u vSech
61 izolovanych baterii. Pozitivni reakce byla paz@telna zrinou zabarveni dekarboxy-

la¢niho média vlivem gitomnosti pH indikatoru (bromkresolpurpuru) do @z.
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Jak je patrné z vysledkuvedenych v tabulkach VI a VI, byla touto metodmokazana
ponerné vysoka dekarboxytmi schopnost zkoumanych bakterialnich kinedejména
u ornitinu, argininu, tyrosinu a fenylalaninu. Na#éptryptofan dokazaly dekarboxylovat

jenom asi dv tietiny zkoumanych bakterialnich kmea histidin pouhé jednaetina.

Ornitin byl dekarboxylovan celkem Sedesati bakteimi kmeny. Pouze u kmen& 1
nebyla pozitivni reakce pozorovana. Jednalo se enkmiskany zidniho prostedi.
Arginin byl dekarboxylovan 97 % bakterialnich kndeffuto schopnost neprojevily jenom
dva kmeny. 1 a 5, které byly izolovany zigy. Schopnost dekarboxylovat tyrosin proka-
zalo 93 % bakterialnich kménKmeny izolované z {y ¢. 1 a 6 a kmeny izolované
z rybniéni vody ¢. 60 a 61 tuto schopnost neprokazaly. Dekarboxyfanglalaninu byla
pozitivni u 85 % bakterialnich kménzZbylych 15 % kmet fenylalanin netviilo; tyto
bakterie byly izolovany zimniho prostedi. Schopnost dekarboxylovat lysin projevilo
zmeénou barvy média na fialovou 84 % bakterialnich kinégdstatnich 16 % kmdén které
tuto schopnost neprojevily, byly izolovany taktégiziniho prostedi. Mnohem mensi mira
dekarboxylace byla pozorovana u aminokyseliny tfgtu. Pozitivni reakce byla patrna
u 67 % bakterii. Zbylych 33 %@dstavovalo dvacet bakteridlnich kmerCtyi z nich
byly izolovany ze stojatych povrchovych vod a Sastrze vzork pidy. Nejmeér dekar-
boxylovan byl histidin. U 66 % kmdrbyla prokazana negativni reakcé&¢pmz se jedna-

lo 0 21 kmei izolovanych z pdy a 19 kmet z vodniho prosedi.

Tabulka VI: Vysledky dekarboxylace jednotlivych amokyselin bakteriemi izolovanymi
z padniho prosiedi.

Cislo Cislo Dekarboxylace aminokyseliny

kmenu | vzorku ARG TRP PHE ORN LYS HIS TYR
1 1 + - - - + - - - +-
2 1 ++ - - + + + - + +
3 1 ++ - +- ++ ++ + - ++
4 1 ++ - - ++ t- +
5 1 + - - - + + - - +-
6 2 + - - + + - - +
7 2 ++ - - + + - + - +
8 2 + + - - + + - + + +
9 2 ++ - +- ++ + - + +
10 2 + + + + + + + + ++ + ++
11 2 ++ + ++ + ++ +- ++

++ vyrazna pozitivni reakce, + pozitivni reakce negativni reakce, - vyrazna negativni reakce.
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Cislo Cislo Dekarboxylace aminokyseliny
kmenu | vzorku | ARG TRP PHE ORN LYS HIS TYR
12 2 ++ - ++ + + ++ + - ++
13 2 + + ++ ++ + + + + + + +
14 2 ++ ++ ++ ++ ++ + - ++
15 2 + + ++ ++ + + + + + - ++
16 3 ++ ++ ++ ++ ++ + - ++
17 3 ++ + + + + + + + + -
18 3 ++ ++ ++ ++ ++ +
19 3 ++ + - ++ ++ ++ + + +
20 3 ++ + + + ++ ++ + - ++
21 3 ++ + - ++ ++ ++ + - ++
22 3 ++ + + + ++ ++ + - ++
23 3 ++ + + + ++ ++ + - ++
24 3 ++ + + + + + + + + - + +
25 3 ++ - ++ + + + - ++ ++
26 3 ++ + + + + + + + + - + +
27 3 ++ + - ++ + + ++ + - ++
28 3 ++ + - ++ ++ ++ + - ++
29 3 ++ - ++ + + - + + + +

++ vyrazna pozitivni reakce, + pozitivni reakcenegativni reakce, - vyrazna negativni reakce.

Tabulka VII: Vysledky dekarboxylace jednotlivych emokyselin bakteriemi izolovanymi
ze stojatych povrchovych vod.

Cislo Cislo Dekarboxylace aminokyseliny
kmenu | vzorku | ARG TRP PHE ORN LYS HIS TYR
30 4 ++ + ++ ++ ++ + - ++
31 4 + + + + + + + + + + + +
32 4 ++ - ++ ++ ++ + - ++
33 4 + + - ++ ++ ++ + - ++
34 4 ++ + + + ++ + + + + +
35 4 + + + + + + + + + + + +
36 5 ++ - ++ ++ ++ + - ++
37 5 ++ ++ ++ ++ ++ + ++
38 5 ++ +- ++ ++ ++ + - ++
39 5 ++ ++ ++ ++ ++ + ++
40 5 ++ ++ + + ++ + + + + +
41 5 + + + + + + + + + + ++ ++
42 5 ++ ++ ++ ++ ++ +- ++
43 5 ++ ++ ++ ++ ++ +- ++
44 5 + + ++ ++ ++ ++ ++ ++
45 5 + + ++ ++ ++ + + + + + +

++ vyraznd pozitivni reakce, + pozitivni reakcenegativni reakce, - vyrazna negativni reakce
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Cislo Cislo Dekarboxylace aminokyseliny

kmenu | vzorku | ARG TRP PHE ORN LYS HIS TYR
46 5 ++ ++ ++ ++ + + + - + +
47 5 ++ ++ ++ ++ ++ + ++
48 5 ++ ++ ++ ++ + + ++ + +
49 6 ++ ++ ++ ++ ++ + - ++
50 6 ++ ++ ++ ++ + + + ++
51 6 ++ ++ ++ ++ ++ + - ++
52 6 ++ ++ ++ ++ + + + - + +
53 6 ++ ++ ++ ++ ++ + - ++
54 6 ++ + ++ ++ ++ + +
55 6 ++ + ++ ++ ++ + - ++
56 6 ++ + ++ ++ ++ + - +
57 6 ++ + ++ ++ ++ + - ++
58 6 ++ + ++ ++ ++ + -

59 6 ++ + ++ ++ ++ + -

60 6 ++ + ++ + ++ + - + -
61 6 ++ + ++ + ++ + - + -

++ vyrazna pozitivni reakce, + pozitivni reakcenegativni reakce, - vyrazna negativni reakce

Na zaklad provedeného screeningového testu Ize konstat@eatbakterie izolované
ze stojatych povrchovych vod maji mnohem vysSSi gobet dekarboxylovat vybrané

aminokyseliny, nez bakteriaigni.

Velkou nevyhodou této pa¥mé jednoduché a rychlé metody je jeji begnost. Ta vznik4
vlivem tvorby dalSich alkalickych produktkteré zgisobuji faleSa pozitivni zabarveni
meédia. Zarove kultivacni metoda neni schopna zachytit mald mnozstvi \grhikbiogen-
nich amir [10]. Jak bylo pozgSim chromatografickym stanovenim zidb, u vice nez
poloviny zkoumanych bakterialnich kmerbyly prokadzany fale&n pozitivni reakce
u dekarboxylanich médii obsahujicich aminokyselinu histidin,ptofan a fenylalanin.
Kultiva¢cni metodou také nebylo prokazano, Ze by bakterkaménc. 1 produkoval ékte-
ry z biogennich amin zatimco z analyzy HPLC — UV/Vis je vSak patrné, se jedna
o faleS®# negativni vysledek, protoZe i tento kmen produkdi@genni aminy, konkrétn

pak kadaverin, tyramin, spermin a spermidin (vizutia VIII).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 47

7.4 Stanoveni biogennich amifi pomoci HPLC — UV/Vis

U 21 vybranych bakteridlnich kmirbyla stanovena produkce osmi biogennich @min
(tryptaminu, fenylethylaminu, putrescinu, kadavarirhistaminu, tyraminu, spermidinu

a sperminu) pomoci vysokéané kapalinové chromatografie s vyuzitim UV/Vidalee.

V piipact vSech vybranych kmdénbyla zjiS€na produkce &kterého ze stanovovanych
biogennich amik (viz tabulka VIII). Nefasgji byl detekovan spermidin a spermin, které
byly produkovany vSemi kmeny. Naopak tryptamin stdmin zadny ze sledovanych kme-

nt neprodukoval.

Tabulka VIII: Vysledky analyzy produkce jednotlilycbiogennich amiin metodou
HPLC — UV/Vis.

C. Produkce jednotlivych biogennich amifmg."] YBA
km. | Tpa PEA PUT CAD HIA TRA SPD SPM | [mg.lY]
1 | ND ND ND 1249+15 ND | 2642+116 2,1+02 28409 4196
3 | ND ND ND 36+01| ND| 290,9+87 22+01 2&%4| 3255
5 | ND ND ND 43+02| ND| 290,7+57 15+0,1 340,9| 3309
6 | ND ND ND 34+01| ND| 3005+16,0 16+00 3&9,7| 3445

10 | ND ND 17,1+0,3 35+0,1 ND 2974+83 108 36,4+05 3554
13 | ND ND 17,5+0,8 4,7+0,1] ND 2644+141 16, 31,4+0,3 3196

17 | ND ND ND ND ND | 319,5+16,2 15+0,0 36,5+1,0357,5
18 | ND ND ND ND ND | 329,0+84 1,7+0,0 33,0+ 1,2363,7
19 | ND ND ND ND ND| 297,0+x29 18+01 30,7+1,03295

25 | ND ND 386+1,0 ND ND| 243,8+7%
29 | ND | 13,3%0,6 ND ND ND| 283,1+11,
32 | ND ND 18,7+ 0,6 93+0,3] ND 320,3%9 0,960 30,6 +1,9 379,8
34 | ND ND 13,1+0,3 ND ND 1368+39 12+0,0 @%1,7| 1780

> 2,0+0,1 2814| 3133

1

2

)
36 | ND ND 14,0+ 0,5 4,8+0,2 ND  317,7+x7),7 108 278+12 3654

I

5

15+0,1 3%35| 3292

38 | ND ND 23,1+£0,7 4,701 ND 3452+6 102| 31413 406,2
44 | ND ND 376,3+22,7 61,3+35 ND 2186+5 160| 21,6+0,8 679,3

47 | ND ND 14,1 +0,2 3,3%£0,2 NC ND 15+00 3401, 529
50 | ND ND 16,7+0,4 45+0,2 ND 3224+258 20%| 30,1+0,9 375,8
52 | ND ND 6504 ND ND| 3226+63 1901 4816| 3712
56 | ND ND ND ND ND | 291,7+152 25+0,1 29,9+0,5324,1
57 | ND ND ND ND ND| 3154+112 15+0,0 36,1+2,0353,0

C. km. —¢islo kmene, TPA — tryptamin, PEA — fenylethylamifJT — putrescin, CAD — kadaverin, HIA — histamin,
TRA — tyramin, SPD — spermidin, SPM — spermEBA — celkové mnozstvi produkovanych biogennich dimin
ND — biogenni amin nebyl detekovan. Vysledky jsotAdiny jako pimér ¢tyi méfeni + smerodatna odchylka.

(Kmeny¢. 1 — 29 byly izolovany zimly a¢. 32 — 57 ze stojaté povrchové vody.)
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U bakterialniho kmené. 29 byla jako u jediného zji&ta produkce fenylethylaminu, a sice
v mnozstvi 13,3 + 0,6 m@.l Jednalo se oupini bakterii Acinetobacter calcoaceticus
U jedenacti ze sledovanych bakterialnich kindoyla prokédzana tvorba putrescinu.
U bakterialniho kmené. 44 Serratia fonticold, izolovaného z vodni nadrze, detekované
mnoZstvi putrescinu (376,3 + 22,7 m.Myrazré prevySovalo mnoZstvi zji&ha u ostat-
nich kmeri. Naopak nejnizSi produkce putrescinu byla detekavd/ mnoZstvi
6,5 + 0,4 mg:l u kmene¢. 52 Bacillus idriensi$ izolovaného z rybgi vody. U ostat-
nich deviti bakterialnich kménbyl putrescin produkovan v mnoZstvi 13,1 — 38,6Ithg
Dvanact ze sledovanych kmerprojevilo schopnost dekarboxylovat lysin za vzniku
kadaverinu. Nejastji se hodnoty detekovanych mnoZstvi pohybovaly anrezi
3,3-4,8mgl, a to zejména u bakterii rodBacillus Zatimco produkce kadaverinu
bakteriemi Pseudomonas koreensise pohybovala také vtomto rozmezi, u druhu
Pseudomonas antarcticdadna produkce toho biogenniho aminu vypozorovéstayla.
Nepatrg vy$si mnozstvi (9,3 + 0,3 mg)l bylo nangieno u bakteridlniho kmene 32
(Viridibacillus neide) izolovaného z vodniho prdsti. Vyrazg vysSi byla produkce
kadaverinu (61,3 + 3,5 mg) zjitna u kmene. 44 Gerratia fonticold a u kmenes. 1
(124,9 + 1,5 mg}), ktery se nepodio identifikovat. Tvorba tyraminu byla zaznamenana
u dvaceti ze sledovanych kmienJediny kmen, u kterého zaznamenéna neliyld7) se
nepodéilo identifikovat. Nejnizsi mnoZstvi vyt¢eného tyraminu (136,8 + 3,9 mglbylo
detekovano u kmené. 34 Pseudomonas antarctizaOstatni hodnoty se pohybovaly
prevazm v rozmezi 218,6 — 345,2 mg.IProdukce spermidinu i sperminu byla detekovana
u vSech sledovanych bakterialnich krnehlodnoty nansfenych mnoZzstvi spermidinu se
bez vyjimky pohybovaly vrozmezi 0,9 — 2,5 mg.IAni ?a4dna z nagfenych hodnot
tvorby sperminu sledovanymi bakterialnimi kmenywgeazre nevymykala. Pohybovaly se
v rozmezi 21,6 — 40,1 mgf.| Vypozorovana nebyla 7adné zavislost Begulu bakterii ani

na jejich taxonomickém azeni.

Celkové mnozstvi produkovanych biogennich aminzadném z iipadi negekrcilo
mezni hodnotu (750 — 900 mg:Rg kterd je uvaeha v literatiie jako mnoZstvi nebez-

peiné pro zdravéloveka [19].
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Informace o dekarboxylasové aktiibakterii vyskytujicich se v Zivotnim préstli se

v dostupné literatie objevuji jen #idka. Vyjimené jsou zmihovany rékteré druhy bakte-
rii, které se v této praci také pdidaizolovat, ale v jinych souvislostech.

Ve spojeni s moznym vyuzitim kmeBacillus pumilugako biokatalyzatoru ip piipraw
4-vinyl-guaiacolu z kyseliny ferulové zmije Lee a kol. [56] jeho schopnost kyselinu
ferulovou dekarboxylovat. Také v této bakalke praci byla zjigha jeho schopnost
dekarboxylovat &které aminokyseliny. Jak prokazala analyza vzniketi metabolickych
produkti pomoci HPLC — UV/Vis, byl u kmen& 3 detekovan kadaverin, tyramin, sper-
midin a spermin. Min a kol. [57] sledovali tvorbingennich amit bakteriemiBacillus
cereus, Enterobacter cloacae Alcaligenes faecalisU vSech iti zmirgnych prokazali,
mimo jiné, tvorbu putrescinu, kadaverinu, histamityraminu, spermidinu a sperminu.
RovnéZ Lorenzo a kol. [58] ve své préaci prokazali schagirkmeneEnterobacter cloacae
tvorit histamin, kadaverin, putrescin a tyramin. Sm§ou histaminu byla u vSechii t

uvedenych kmehzmirgna zjiS€ni potvrzena i v této bakakké praci.

Analyzou vznikajicich biogennich antirbyla zjis€na pongrné vysoka schopnost sledo-
vanych biodegradér tuto skupinu latek vytw@t. Vzhledem Kk jejich vyraznym bio-
logickym &inkim se jedn& o potencialni rizikové faktory. Kontaauhuzitkové vody, by
mohlo dojit k gipadnému transferuripzavlazovani plodin, coZz by mohlo mit za nasledek
zvySeny vyskyt biogennich aniirv potravindch. Stejny dopad by mohlo mit jeji viyiuz
pii napajeni hospodskych zvfat. Jelikoz je ¥tSina biogennich aminrozpustna ve vag
nehrozi jejich pipadna akumulace v tukovych tkanich ryb nebo dalBieccicht obyvaji-

cich vodni ekosystémy.

Tato prace poukézala na schopnost bakterii vyskythj se v Zivotnim prostdi
(v padach av povrchovych stojatych vodach) produkovejné biogenni aminy (a to
relativré vyznamna mnozstvi), které jsou diskutované v siosii s bezp@osti potravin.
Prace ale nepodava zadné informace o tom, jaka stuid¥chto latek se reatnve stoja-
tych povrchovych vodach vyskytuji. Proto by byloZné vyuzit metodu HPLC — UV/Vis
a dalSi analytické instrumentalni metody pro stamdvjednotlivych biogennich amiin

piimo ve vzorcich vod.
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ZAVER

Predklddana bakatéka prace byla zaffena na studium dekarboxylasové aktivity

u bakterii vyskytujicich se v biotickych pristich (tzv. biodegrad&). I1zolované bakterie

byly identifikovany pomoci MALDI/TOF. Z vysledkidentifikace a z vysledkziskanych

kultivacni metodou a naslednym stanovenim produkce biogenamini (tryptaminu,

fenylethylaminu, putrescinu, kadaverinu, histamityraminu, spermidinu a sperminu)
metodou HPLC — UV/Vis Ize konstatovat:

Ze vzorki pad i povrchovych stojatych vod byly kestji izolovany a identifiko-
vany bakterie rodBacillus

Kultiva¢ni metodou byla schopnost dekarboxylovat vybranéakyseliny (argi-
nin, histidin, lysin, ornitin, fenylalanin, tyrosia tryptofan) ve &Si mie zjiS€na
u bakterii izolovanych ze stojatych povrchovych voelz u gdnich bakterii.
Stanoveni vznikajicich biogennich arnimetodou HPLC — UV/Vis potvrdilo
u vdech 21 sledovanych kmieschopnost dekarboxylovat aminokyseliny. Zadny
ze sledovanych bakterialnich kn@ienetvdil histamin ani tryptamin. V nejtSich
mnoZzstvich produkovaly sledované kmeny tyraminexrsin. VSechny ze sledova-
nych bakterialnich kmentvorily spermin a spermidin.

Chromatografické stanoveni potvrdilo vyskyt fakegozitivnich i faleSé negativ-

nich vysledk u kultivatni metody.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK
APB Agar pro stanovenidapnich bakterii

ARG Arginin

CAD Kadaverin

DAO Diaminooxidasa

G- Gramnegativni

G+ Grampozitivni

HIA Histamin

HIS Histidin

HNMT  HistaminN-methyltransferasa

HPLC  Vysokodinna kapalinova chromatografie

CHSK  Chemické spaeba kysliku

LCso Smrtelna koncentrace

IARC Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny
INMT IndolethylaminN-methyltransferasa

LYS Lysin

MALDI Laserova desorpce/ionizace z&sti matrice (Matrix Assisted Laser Desorpi-

ton/lonization)
MAO Monoaminooxidasa
MPB Masopeptonovy bujon
ND Biogenni amin nebyl detekovan
ORN Ornitin
PEA Fenylethylamin
PHE Fenylalanin
PUT Putrescin

RCF Relativni centrifugai zrychleni
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SPD
SPM
TOF
TPA
TRA
TRP
TYA
TYR

UV/Vis

Spermidin

Spermin

Analyzéator doby letu
Tryptamin

Tyramin

Tryptofan

Tryptone Yeast Agar
Tyrosin

Spektrofotometricky detektor v oblasti UV a vidiitého z&eni
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