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ABSTRAKT

V bakal&ské préaci byla sledovana metabolickdnost u vybranych kmeénStreptococcus
salivarius subsp thermophilusktery je vyznamnou slozkou ndléych kultur vyuzivanych
pii vyrobé kysanych vyrobk a vysokodofivanych syli. Pozornost byladnovana vyuzi-
vani a produkci aminokyselin. Byla provedena aralglozeni supernatantu pri@stnic-
tvim automatického aminokyselinového analyzatomerykje zaloZzen na metdédHPLC
iontovymreénou. Hodnoceni bylo dopino o shlukovou analyzu (Euklidovské vzdalenosti,

pramér mezi skupinami).
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ABSTRACT

In the bachelor thesis there was monitored a mésab@ctivity of chosen strairStrepto-

coccus salivariussubsp thermophilusvhich is the significant component of dairy cultire
used for the manufacturing of fermented productstzard ,,cooked” cheeses. The attenti-
on was devoted to the exploitation and productionina acids. There was effected the
analysis of supernatants composition via autona@atimo acid analyzer unit which is based
on method HPLC by an ion exchanger. The evalutiaa sompleted with the cluster ana-

lysis (Euclidean distance, the average betweernpgrotimicroorganisms).
Keywords:

amino acid, dissimilation amino acids aerobic amaeaobic, biosynthesis amino acids,
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UvoD

VSudygitomnost mikroorganizina variabilita jejich Zivotnich projévnam dava podity

pro bliz§i zkoumani metabolickych progdsto nezastupitelné stasti okolniho sita.

Biologické a biochemické pochody probihajici v rorganizmech, jez vedou k vyrdb

organickych latek, jsotiastym stedem zajmu odborné i laickéiegosti.

Na mysli mame latky, které se vyzwgi fyziologickymi a technologickymi funkcemi
(nag. aminokyseliny, sacharidy, lipidy a deriva¥giito biomolekul). V posledni deétbyly
ziskany dlezité poznatky pravpii studiu aminokyselin, jichz se tyka literarni n&sei

praktickacast této bakatgke préace.

Pozornost si zasluhuji zvl&Smetabolické produkty, které mohou mit negativnv via
zdravicloveka (na. biogenni aminy) a latky vynikajici pozitivningiakem, jeZ jsou vyu-

Zivany pamyslow (tvorba chtiovych latek vznikajici  ferment&nich procesech).

V nasledujicim textu se bud&novat aminokyselinAm produkovanym mikroorganizmy a

moznostem, jak tyto vysledky biosyntetickélegradani cinnosti identifikovat.

Cilem této bakai&ké prace bylo zjistit preference vyuzZivani a pkmguaminokyselin u
vybranych kmeti Streptococcus salivariusubsp thermophilus(dale jen Streptococcus

thermophilu3.
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1 AMINOKYSELINY

V piirodé se vyskytuje mnoho aminokyselin a vysokomolektitArrslowenin, jejichz sta-
vebnimi jednotkami jsou aminokyseliny. Ty jsou réem propojeny amidovou vazbou
-CO-NH-, ktera je nazyvana peptidovou. Podle veikanolekul resp. ptiu vazanych

aminokyselin, se tyto sl@aniny cli na dw velké zakladni skupiny, kterymi jsou:
» peptidy obsahujici obvykle 2-100 monotiner

= bilkoviny neboli proteiny, které obsahuiji vice i, Ezné nékolik set az wkolik

tisic, aminokyselin.

Rostliny a gkteré mikroorganizmy jsou schopné syntetizovatdviiy ze zakladnich sub-
strati jako je nap. oxid uhlgity, voda a anorganické sléeniny dusiku. Zivéichové jsou
vS8ak odkazani natfjem rostlinnych nebo Zividnych bilkovin potravou. V procesu trave-
ni potravy se fjaté bilkoviny hydrolyzuji na zakladni slozky (amokyseliny, pipadré
dalSi slogeniny), ze kterych Ziwichové syntetizuji své vlastni specifické bilkovimgbo
je stejre jako sacharidy a lipidy vyuZzivaji jako zdroj enetgve vyziw ¢lovéka jsou ami-
nokyseliny nezastupitelné, neabfe neni mozné dlouhod®dmahrazovat jinymi zivinami.
V piirodnich materiadlech bylo prokdzano asi 7@@ngch aminokyselin. Bkteré z nich
jsou roz&ieny zcela obeen jiné se vyskytuji jen v @ditych druzich rostlin, Zivéicha ¢i

v jinych organizmech [1].

1.1 Chemicka struktura zakladnich aminokyselin a jejichvlastnosti

1.1.1. Chemicka struktura

Aminokyseliny jsou sloéeniny, v jejichz molekule je fffomna alespo jedna primarni
aminoskupina -Nka sodasré karboxylova skupina -COOH. Jsou tedy susbstitugwan
karboxylovymi kyselinami. Podle vzdalenosti aminggiy od karboxylové skupiny se

obecnrt rozliSuji:
= g-aminokyseliny (2-aminokyseliny),  e-aminokyseliny (6-aminokyseliny).
= B-aminokyseliny (3-aminokyseliny),
» y-aminokyseliny (4-aminokyseliny),

= J-aminokyseliny (5-aminokyseliny),
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K aminokyselinam se¢adi také karboxylové kyseliny obsahujici v moleksbkundarni
aminoskupinu -NH-, ktera je seésti ti-, ctyi-, psti- ¢i Sestélenného cyklu. Jsou to vlastn
derivaty nasycenych dusikatych heterogyairidinu, azetidinu, azolidinu (pyrrolidinu) a

azinanu (piperidinu),ifpadré dalSich dusikatych i jinych heterocyklickych slenin.

Z&kladni aminokyseliny vazané ve vSech bilkovingol vyhradg a-aminokyseliny, které
maji primarni, pipadré sekundarni aminoskupinu na uhliku sousedicim tsoxgtovou

skupinou. Tento uhlik v poloze 2 s&bh¢ oznauje jako uhlik G.

V bilkovinach tSiny organiznd se vyskytuje jen 21 zakladnich aminokyselin, reXp.
aminokyselin s primarni aminoskupinou a jedna akygeelina se sekundarni skupinou.
Tento pa@et byl dive uva@gn mensi o jednu z aminokyselin, a to o selenoaygterivat
cysteinu). VSechny aminokyseliny s vyjimkou glycijsou opticky aktivni (chirélni) slou-

¢eninytady L [1], [2].

V biochemii se zmignych 21 standardnich le-aminokyselin ozn&uje nazvem koédované
aminokyseliny. Pro jednotlivé kdédované aminokyseliexistuji specifické molekuly
transferovych RNA a bilkoviny kazdého organizmuichrvznikaji jako produkty proteo-
syntézyiizené genetickym kodem. Zakladni aminokyseliny eggasgji oznaiuji trivialni-
mi n4zvy, které jsou odvozeny z jejich vlastnogtba z nazvu zdroje, 2hoz byly prvré
izolovany. Kazda klasifikace aminokyselin je dagisniry nepesna a vyhovuje jen &itym
acelim. NejrozsfergjSim zpisobem ttidéni 21 zakladnich bilkovinnych aminokyselin je
klasifikace podle struktury postrannibeizce a v 8m péitomnych funknich skupin [1],
[2].

Takto se rozliSuji nasledujici skupiny aminokysé@br. 1-8):

Alifatické aminokyseliny s nesubstituovanym postiamiettzcem, kam séadi nejjedno-
dussi aminokyselina glycin (Gly), alanin (Ala), ealalin (Val), leucin (Leu) a izoleucin

(lle).

0 0 O O 0

““F{” “~OH “‘7" “Som ;y’ “OH HHT ‘}; ~OH S ﬁ' “0H

NH, H NH, H NH, H NH, H NH, H
glycin alanin valin leucin izoleucin

Obr. 1. Alifatickénanokyseliny nesubstituovane
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Alifatické hydroxyaminokyseliny, kam pétserin (Ser) a threonin (Thr).

j} OH le
ncf”“;x__’ ~OH - ”‘f/ ~oH
NH, H NH: H

serin threonin

Obr. 2. Alifatické hydroxyaminokyseliny

Alifatické sirné aminokyseliny cystein (Cys), methin (Met).

0

I_L i

Hs 5~ “OH s~

: (‘}’ CHy {.., OH
NH; H NH: H
cystein methionin

Obr. 3. Sirné aminokyseliny

Aminokyseliny s karboxylovou skupinou v postrani@tizci: asparagova kyselina (Asp) a

glutamova kyselina (Glu).

0 0 0

HC . o
<~ TOH HO™ ™7 S on

O NH; H NH, H
asparagova kyselina taghova kyselina

Obr. 4. Monoaminodikarboxylové aminokysglin

Monoamidy aminokyselin s postranni karboxylovoyaagin (Asn) a glutamin (GIn).

0 0 0
NH?\f/H}) “~OH NH *’l'"“ i f’l“‘*u]i
O NHy H NH; H
asparagin glutamin

Obr. 5. Diaminomonokarboxylové kyseliny
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Aminokyseliny s bazickymi funinimi skupinami v postrannirfetézci: diaminokarboxy-
lova kyselina lyzin (Lys), dale arginin s guanidybol skupinou v postrannitetzci (Arg)

a derivat imidazolu histidin (His).

(4] NH ik H

| M
e OR Wy s - il < ‘
/ / 2,
NHy H M Nz

NH; H H

OH

lyzin arginin Ihash

Obr.Bazické aminokyseliny

Aminokyseliny s aromatickym heterocyklickym postmén rettzcem: fenylalanin (Phe),
tyrozin (Tyr), tryptofan (Trp).

il ™
[ "q i
[y *I:L—[:j Jnj = T 7 TOH
Iif aj_l-»-f H?,f “~0OH “?{f “~0H o e Ny H
“‘--..'__'v'::"' NH; H NH. H H
fenylalanin tynoz tryptofan

Obr. 7.ofmatické aminokyseliny

Prolin (Pro) je aminokyselinou, u které se famkskupina Gastni tvorby cyklu.

| COOH

prolin

Obr. 8. Heieyklickd aminokyselina

Jako 21. aminokyselina se v posledni&abédi selenocystein, ve kterém je atom siry na-

hrazen atomem selenu [1].
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1.1.2 Vlastnosti aminokyselin

Ve fyziologickém rozmezi hodnot pH jsedkarboxylové skupiny aminokyselin zpravidla
pIné disociovany ar-aminoskupiny protonizovany. Sléeniny s ¢émito vlastnostmi se na-
zyvaji amfoterni nebo amfolyty. T¥iotzv. vnitni dil. Jedn& se o bipolarni obojetny ion
neboli amfion. Ten nese stasré kladny i zaporny elektricky naboj, takze je vysigd
elektricky naboj molekuly nulovy. Aminokyseliny jgsgroto velmi polarni, poémn¢ dolre
rozpustné ve vaga polarnich rozpousdlech (nap. ethanol) a maji vysoké hodnoty dip6-
lového momentu. Body tani aminokyselin jsou r&mysoké (200°C a vice). Mirou kyse-
losti a bazicity funknich skupina aminokyselin jsodiglusné disociani konstanty. Hod-
nota pH prosedi, v #mz se vyskytuje maximalni koncentrace amfiontu aeywa izoe-
lektricky bod (pl). Hodnotu pl Ize vygdtat jako aritmeticky pmér pK; a pK> (pKi=- log
Ki) [1], [2].

1.2 P¥irozeny vyskyt aminokyselin v prostedi

Nekteré kodované aminokyseliny mohou byt v organiziflavéka syntetizovany z jinych
aminokyselin, z glukozy,ifpadré z mastnych kyselin a jinych sléenin. Ugkité aminoky-
seliny vSak nenélovek schopen syntetizovatibec a musi je ziskavat vyhradn potravy.
Tyto aminokyseliny se nazyvaji esencialnimi. U tgatostoucich organizin(malych dti)

se stavaji esencilalnimi aminokyselinamgkteré neesencialni aminokyseliny, které mlady
organizmus neni schopen v dostatsn mnoZstvi syntetizovat. Tyto aminokyseliny se

nékdy nazyvaji semiesencialni (poloesencialni) amysekny [1].

Podle vyznamu ve vyzésse kédované aminokyselingltina:

= esencialni: valin, leucin, izoleucin, threonin, mehin, lyzin, fenylalanin a trypto-

fan,
» semiesencialni: arginin a histidin,
* neesencialni: ostatni aminokyseliny [1].
Kromé¢ aminokyselin, které jsou slozkami bilkovin, seotravinach nachazeji mnohé dalsi
mére obvyklé girozené aminokyseliny. Js@asto vazany v peptidech nebistpmny jako
volné aminokyseliny. Tyto nebilkovinné kyseliny biemici fadi mezi tzv. sekundarni

metabolity, nebt secasto jedna o produktyiznych metabolickych pochéada prekurzory

biosyntézy nebilkovinnych a dusikatych slemin. Nekteré z &chto aminokyselin maji
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v organizmech také specifické funkcéspbi kupikladu jako nervové mediatory a hormo-
ny, jiné jsou toxickymi latkami, které Zigiwhoveé uplatuji pred tiznymi predatorygi
slouzi jako zasobni a transportni forma dusikékt®&té neobvyklé aminokyseliny ro¥h
vznikaji sekundamcinnosti mikroorganizri a jako produkty chemické transformace bil-

kovin, nebo volnych aminokyselirfigskladovani a zpracovani potravin [1].

Nadbyt&né aminokyseliny, které nejsou hned zabudovanyrdteini, nejsou skladovany,
ale jsou zbaveny dusiku a rozlozeng.f¥ém katabolizmu poskytuji uhlikové kostry, které
jsou dale zuzitkovavany. Podle toho, do které nadielke drahy vstupuji a jaky tize byt
jejich kone&ny produkt, se aminokyselingld na aminokyseliny glukogenni, ketogenni a
takové, které jsou glukogenni i ketogenni. Glukegeminokyseliny mohou bytemene-

ny na glykogen, ketogenni pak na tuk. V organizraustéale probiha obnova proteia

ré aminokyseliny. Rostliny a bakterie maji staleagmost tvat tyto aminokyseliny, proto-
Ze u nich nachazime metabolické drahy, kterécavdm chylji - nagiklad Sikimatova

cesta k syntéze rogwenych aminokyselin [3], [4].
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2 VYUZIVANI AMINOKYSELIN MIKROORGANIZMY

2.1 Vyskyt aminokyselin v buiikkdch mikroorganizmi

SloZeni, tj. vyskyt a zastoupendZmych aminokyselin v bakterialnich proteinech, r@d |
omezeny klasifikéni vyznam. Naproti tomu velmitteZitym chemotoxonomickym zna-
kem bakterii je sloZeni aminokyselin vérgich. Bilkoviny tvéici podstatnogast bakteri-
alni buiky zahrnuji vedle strukturnich protéirenzymy, cytochromy a dalSi biologicky a

imunologicky aktivni latky [4].

2.1.1 Strukturni proteiny jako zdroj aminokyselin

Bunécnd stna bakterii je struktura rozmanité stavbyianeho stupd slozitosti u iznych
bakterii. Vzdy je zakladni slozkou bitmé stny linearni polysacharid s peptidickymi po-

strannimitetézci zvany peptidoglykan. Mureinovat'spini funkci ogrné kostry bucné

.....

2.1.1.1 Struktura peptidoglykanu

Peptidoglykan je linearni polymer dvouidgjicich se aminocuir N-acetylgluk6zaminu a
N-acetyl-muramové kyseliny. ParalélpoloZzen&etézce polysacharitjsou spojeny tetra-
peptidy peptidovou vazboutgs karboxylovou skupinu kyseliny muramoveé. Typickou
kombinaci aminokyselin jsou v tetrapeptidu tyto @aokiyseliny: L-alanin-D-glutamova
kyselina-R-D-alanin, kde R je pra&ma aminokyselina, n&gsgji L-lyzin, L,L-diamino-

pimelovéa kyselina (DAP, Obr. 9) nebo L-ornitin.

HOOG- CH— NH» H— CH—NH,
diaminopimelic acid (CHy)s (CH2)z  lysine
HOOG- CH— NH» HOOG- CH— NH»

Obr. 9. Struktura Kysg diaminopimeloveé a lyzinu

DAP se specificky vyskytuje jen v peptidoglykaniktesii. Jednotlivé tetrapeptidowétiz-
Ky jsou mezi sebou propojeny (Obr. 10). Propojehimearnichiettzca se vytvdi pevna
nékolikavrstevnata sovita struktura, ktera je pe#si u grampozitivnich bakterii, kde jsou

cetrgjSi propojeni [7].
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Ala-DGlu-DAP-pDAla

pAla-DAP-pGlu-Ala

Ala-DGlu-DAP-pDAla

Peptidoglycan
of E. coli
Ala-pGlu-DAP-DAla-DAla

Obr. 10. Struktura peptidoglykanu baktdfscherichia col{8]

Podle typu vzajemného propojeeiczci se pak rozlisSuji dva zakladni typy peptidoglyka-
nu: peptidoglykan A a B. U typu A je jedésiezec spojen f&s aminokyselinu na 3. pozici,
negastji pres DAP, L-lyzin a 8 dalSich aminokyselin s termmé D-alaninem druhého
iettzce. Mér casto se vyskytuje typ B, ve kterém je D-glutamoyaekina na 2. pozici
jednohoietzce propojena s D-alaninem druhék@zce a to vzdy f@s mistek obsahujici
diaminokyselinu. Htomnost D-aminokyselin je povaZzovana za charadtiekiy znak bak-

terii, vyuzZivany pi jejich stopové detekci [6].

2.1.1.2 Biosyntéza peptidoglykanu

Biosyntézu peptidoglykanu Ize rodid na 3 hlavni etapy. Nejprve jsou v cytoplazpfi-
tomnymi rozpu&nymi enzymy syntetizovany prekurzory. Prekurzoiujgpak peneseny
skrze membranu v tucich rozpustnyfeqmasSéem a poslézeifpojeny k peptidoglykanu
tam, kde #ist burgcné stény probiha [6]. TentoignaSe Ize oznéit jako baktoprenolfosfat
(baktoprenol-P) [8].

Kroky biosyntézy peptidoglykanu

1) Tvorba N-acetyl-glukézaminu (NAG) a N-acetyl-raomové kyseliny (NAM).
2) Aktivace cukernych podjednotek s uridintrifosidt (UTP).
3) VlozZeni pentapeptidovétiettzce do UDP-NAM.

4) Prenos UDP-NAM-pentapeptidu na baktoprenol-P.
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5) Vlozeni NAG.
6) Prenos disacharidické jednotkygs cytoplazmatickou membranu.
7) Propojovani pentapeptidickyébtézca.

Rozebereme-li si podrobjn zacatek biosyntézy peptidoglykanu, jielba konstatovat tyto
skute&nosti: Prvotg dojde k misobeni nukleozidtrifosfatu a k aktivaci ctkik tzv. fosfo-
rylaci), ¢imz vznikaji NDP-cukry (cukr + dusikata baze tjeanh, tymin, guanin, uracil,

cytozin), které fuguji jako aktivai prekurzory biosyntézy.

Reakce obeenprobih& touto cestou : cukr-1-P + NBPNDP-cukr + PPi [8]. Konkréth
N-acetylglugdézamin-1-fosfat je aktivovan UTP za ienUDP-N-acetylgluk6zaminu. Tim
je pripraven jeden ze dvou prekuraoiSyntéza druhého prekurzoru palupe odtud dale
tak, Ze molekula UDP-N-acetylgluk6zaminu reagujes$oenolpyruvatem, posléze redu-
kovanym na laktyl, pomoci v biosyntézach obvykléedukujiciho agens NADPHza
vzniku druhého stavebniho kamene UDP-N-acetylmuvankyseliny (Obr. 11). V dalSim
kroku jsou postuphpridavany aminokyseliny [6]. Adicegd aminokyselin probiha na kar-
boxylovou skupinuietiho uhliku stranyettzce, kde je navazana NAM. Kazdé napojeni je
fizeno vlastnim enzymem a j& pém spotebovavano ATP. DAP je vazanaep skupinu
a-NH; nay-COOH glutamatuo-COOH této D-Glu je amidovana v pagsich krocich.
Posledni probih& kowteéa adice terminalniho dipeptidu D-Ala-D-Ala, ktgeypidan na-

jednou [8].
H,OH H,OH
Q Q ]
NAG Peptidoglycan
HO H o) NAM o— disaccharide
K Lo
COCH 4 H?CH 3 COCHg

COOH -«——— amino acid side chain attached here

Obr. 11. Struktura UDP-N-acetylmuramové kyseliny [8

Zpusob tvorby peptidoglykanu je tedy principiéladliSny od tvorby polypeptidprobiha-
jici na ribozomech. Na ribozomech jsou bilkovinptsyizovany podle informace v mRNA
za spoludasti GTP (guanozintrifosfat) a tRNA molekul. Tepimces je také, na rozdil od
tvorby peptidoglykanu, necitlivy na specifické ibhory proteosyntézy, jako je niklad
chloramfenikol. Molekula UDP-N-acetylmuramové kysgls navazanym pentapeptidem

tak reaguje s fosforylovanym polyizoprenoidnitenqaSéem [6]. Risobenim polyizopreno-
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idniho lipidového penaSée (baktoprenol-P, Obr. 12) dojde keposu ve vo&rozpustnych

prekurzofi pres lipidovou vrstvu cytoplazmatické membrany [8].

Na reakci je spdebovavana energie ve fokrtyDP. Uvolreny UMP je fosforylovan na
UTP a mize byt znovu pouzit v novém cyklu. Na memkr@lochazi transglykozytai

reakci ke vzniku disacharidpentapeptidového darivifosfatu polyizoprenoidniho alko-
holu a ten je membranovym enzymem zapojen na vuoisé v peptidoglykanové struktu-

ie za uvolgni fosforylovaného fenasee, ktery je k dispozici pro dalSi cykly tohotejel
[6].

bactoprenol H-[CH,— C= CH~CH,];;- O~ PQ*"
phosphate EH
3

Obr. 12. Struktura baktoprenolfosfatu

Tvorba peptidové vazbyigného propojeni (Obr. 13) je poslednim krokem v é&xatpep-
tidoglykanu. Musi probihat mimo membranu, v prastdade neni ATP. Enzym vyuZiva
energie uvoldné od&penim posledniho D-alaninu (hydrolyzou vazby v gt D-Ala-
D-Ala) [8].

U rodu Staphylococcuge vnittni D-alanin spojen pentaglycinovymastkem aminokyseli-
novou stranouetzce res lyzin s druhou strandetizce. Tato propojeni jsou velr@etna.
V Escherichia colije jen 50% pentapeptidovythbtzcl, které jsou propojeny [8]. Peptido-
glykan roste difuzé& po celém povrchu lilky. U grampozitivnich bakterii bylo prokazano,
Ze se peptidoglykan ramtd gedevsSim v ekvatorialni oblasti fiky, tj. tam, kde se bude

pii pristim cleni tvait pricné septum [6].

Hood p-ala | p-Ala | paP [ o-Glu | Al ( Nam

NH> Growth of Peptidoglycan

NAM ) Ala | o-Glu | paP | o-ala | b-Ala |COOH

NLz
The Crosslinking Reaction
Hood p-Ala | b-Ala | DAP | p-Glu| Ala (j}:@

NAM ) Ala | o-Glu] pap | DAIa

polysaccharide
chain

growing chains amino acid
cross links

Obr. 13. Posledni krok syntézy peptidoglykanu [8]

NHz
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2.1.2 Enzymy produkované mikroorganizmy jako zdroj aminokyselin

Metabolicka ¢innost mikroorganizrin ovliviuje velkou nérou kvalitu (organoleptické

vlastnosti, vzhled) a zdravotni nezavadnost patravi

Mikrobialni rozklad potravin je enzymatickym proees, jenz je zaloZzen nannosti en-
zyma mikroorganizni a nikoli na enzymechiftomnych ve tkani. # mikrobiologickych
rozkladnych procesech vznikaji nezadoucifipemns chutnajici, pachnouci a zdravi Skod-

livé zplodiny latkového metabolizmu bakterii, plisnkvasinek [9].

Mikrobialni rozklad se navenek projevujéznymi zpisoby (plesni¥ni, kvaseni, hniti,
tleni). Na rostliny a jejich plody, které slouZliéiské spateks, se jiz Bhem Gstu dostane
mnoho mikroorganiziin Ty jsou genasSeny hmyzentasticemi prachu, stykem se zem-
skym povrchenti kontaktem stlovékem. U \&tSiny z nich, dochazi v kyselych potravi-
nach k inhibici jejich tistu. Nekteré mikroorganizmy, obzvlaSbakterie mléného kvaseni,
jsou ale proti niz§imu pH odalj$i a mohou se mnozit i v kyselych potravinach.rbiz
kladnécinnosti se podili celéada mikrobialnich enzyinjako jsou proteazy, lipazy a sa-
charolytické enzymy. DalSi enzymy, rtapeduktazy nebo dekarboxylazy, se mohou podilet
na vzniku toxickych latek. Mezi tyto latky gahag. biogenni aminy, které mohou indiko-
vat procesy kazeni potravin. Jmenovat Ize histakiary gi Spatném skladovani dosahuje
toxickych hodnot aiedstavuje zdravotni riziko. Tato skémest bude off zmirgna v dalSi
casti této prace, a to konkrétm problematice metabolizinaminokyselin anaerobni disi-
milaci [10].

VétSina mikroorganizrin rozklada intracelularnimi enzymy nizkomolekulaldtiky, které
jsou transportovany do bky riznymi mechanizmy. Mnoho mikrobialnich kiknvSak
produkuje také extracelularni enzymy, které jsoludgvany do potraviny a hydrolyzuji
velké molekuly na malé. Ty jsou pak transportovdayuiky. Extracelularni enzymy jsou
vétSinou termostabilni a zachovavaji si svou aktivitpo tepelném osini potravin a

piedstavuji potencialni nebezpegejich kazeni [10].

Na druhou stranu se metabolizniimnosti mikroorganizma vyuziva k vyrols Sirokého
sortimentu potravinovych produktjako jsou kysané mi@é vyrobky, syry, fermentované
uzeniny, nakladana zelenina a kysané zeli. |deltinikroorganizmy se upkatji také v
zenedélstvi pri vyrobe silazi. Jsou charakteristické tim, Ze rychle radkji cukry na orga-

nické kyseliny, pedevSim kyselinu mé@ou, a produkuji nizkomolekularni latky jako dia-
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cetyl a dalsi, které po podileji nani a chuti fermentovanych vyrobk Ozn&uji se jako

startovaci kultury [11].

Z&kladni poZzadavky na startovaci kultury jsou: pikax kyseliny miéné, vznik senzoric-
ky vyznamnych slozek (diacetyl, acetaldehyd, vakiéavé mastné kyseliny), hydrolyza
bilkovin a tuki, produkce biologicky vyznamnych slozek (baktemggj potla&ovani pato-

gennich a technologicky nezadoucich mikroorgadif].

2.2 Metabolizmus aminokyselin

2.2.1 Disimilace bilkovin mikroorganizmy

Proces disimilace aminokyselin je uskiii@van bakteriemi, které mohou vyieé proteo-
lytické enzymy Stpici bilkovinnou molekulu az na monomerni podje#poaminokyseli-
ny. Tvorba &chto enzynmi je priznand zejména pro bakterialni druhy ro@acillus,
ClostridiumaProteus mohou se vSak vyskytovat i u jinych bakterii. tBabytické enzymy
se podle zfisobu @inku na polypeptidovyetzec @&li na exopeptidazy, atakujici koncové
glanky a endopeptidazy, kterégobi v mistech podél peptidovétezce. kinkem obou
enzymi je molekula bilkoviny $pena pes oligopeptidy na volné aminokyseliny, které
mohou byt pijimany buikou a jsou pak dale metabolizovany. \ilmthu S€peni bilkovin

je uvokovana energie, kteratbe byt Zasti kumulovana v makroergickych vazbach slou-

¢enin typu ATP a vyuZivana k zaggi pochod biosyntézy.

Pavodci proces katabolizmu aminokyselin jsolizné anaerobni nebo fakultatévanae-
robni, sporulujici i nesporulujici bakterie. Zakian rysem &chto proces jsou deaminé

ni a dekarboxykni reakce, které mohou mitdto reduktivni (anaerobni) nebo oxidativni
(aerobni) charakter [12].

2.2.1.1 Anaerobni disimilace (kvaseni aminokyselin)

Jako mivodci kvasSeni aminokyselin jsou ozoaany hlavi klostridia a anaerobni pepto-
koky. Procesy deaminace zahrnuji reduktivni regkobihajici isobenim hydrogenaz za
tvorby nasycenych mastnych kyselin a uiosanim amoniaku. Udgkterych aminokyselin
muze prokthnout tzv. denatutai deaminace, poskytujici vedle amoniaku nenasyceno
mastnou kyselinu. Do proaesanaerobni disimilace mohou vstupovaidtu jednotlivé

aminokyseliny nebo dvojice aminokyselirfjjp mohou vzajemhreagovat aminokyseliny
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s ketokyselinami [12]. S anaerobni disimilaci arkiyselin se mMzZeme setkat i v pozitiv-
nim pipact pii produkci zadoucich latek bakteriemi i€ho kvaseni. OvSem i v tomto
piipact to neni jednozr@é. Existuji vyjimky, kdy mohou dekarboxyldami reakcemi
vznikat steji@ nebezpéné a neckiné latky, jako u klostridi. V nasledujicim textudeuu
nékterych aminokyselin uva@t metabolizmus bakterii migého kvaSeni vedle metaboli-

zmu nezadoucich mikroorganiam

Z jednotlivych aminokyselin podléh& anaerobnimuktadu kyselina aspargova, arginin,

histidin, kyselina glutamova, glycin, serin, mettiig threonin, tryptofan a lyzin.

Kyselina aspargova podléha denatufadeaminaci na kyselinu fumarovou a amoniak. Re-
akce katalyzuje enzym aspartaza, vigver nap Clostridium cadaveri$l2]. S totoZnymi
produkty se Ize setkat préw bakterii mléného kvaSeni. Fumaratite byt nasledhpie-
meénén na sukcinat pomoci sukcinatdehydrogenazy nébeepgen na malat pomoci reakce
katalyzované fumarazou. Redukce fumarazy na sukenide byt u gkterych bakterii
mlésného kvaSeni spojena s regeneraci intracelulaiAD’, ktery je pak vyuzit pro de-

gradaci sacharid[13].

Arginin je v procesech reduktivni deaminadernenovan druhy rodiMycoplasmana cit-
rulin, ornitin, karbamoylfosfat a amoniak. Karbarffogfat je dale &pen na amoniak a
oxid uhlicity za vzniku ATP. Az do vzniku ornitinu je arginstejnym zgisobem pems-
novan kmenyClostridium botulinumkteré jej pak déle rozkladajfgs kyselinu valerovou

na €kavé kyseliny (octovou, propionovou, maselnou) [12]

Existuji dw katabolické cesty metabolizmu histidinu, kteréujgmpsany u bakterii mié
ného kvaseni a jsou katabolizovany amoniumlyazdustdindekarboxyldzou. Histidin
amoniumlyaza katalyzuje prvni krok degradace, kierde ke glutamové kysetinHis-
tidindekarboxylaza katalyzujergménu histidinu na histamin a GQOproto se tomuto en-
zymu dostalo znmé pozornostiStreptococcus thermophiluguziva dva kroky katalyzo-
vané amoniumlyazou a urokanathydratdzou [13]. #istzkvasuji kmenyClostridium
tetanomorphunpies kyselinu urokanovou a mezakonovou na formankygsalinu gluta-
movou, ktera je dale disimilovana na kyselinu pyoainovou, octovou a amoniak. Kyseli-

na pyrohroznova fze byt dale femenovana na kyselinu maselnou [12].

Katabolizmus glycinu u bakterii miéeého kvaseni neni doposuilig prozkouman. Utili-
zace glycinu zaiftomnostia-ketoglutaratu je uskut@ovana kmeny.actococcus lactis

Lactobacillus casesubsp paracasei kdy je naa-ketoglutarat pomoci enzyimamino-
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transferdz fendSena aminoskupina glycinu [13]. Glycin sloukbjaubstrat pro anaerobni
bakterie Peptostreptococcus anaerobicugerymi je gengnovan na kyselinu octovou,
amoniak a oxid uhtity. KvaSeni probiha zacésti kyseliny tetrahydrolistové a pyridoxinu

pies serin a kyselinu pyrohroznovou.

Methionin hraje hlavni roli ve vzajemnégmene sirnych aminokyselin. Bakterie ndléeho
kvaSeni jej pemenuji pomoci fiznych cest. MZe byt genmgnén na cystathion figs S-
adenozylmethionin¢ili spojovanim methioninu a cysteinu, nebo s&mjednat o deami-
naci naa-oxo-y-methylthiobutyrat a nasledovnou dethiomethylacinmethanthiol. Degra-
dace methioninu na methanthiol je sledovanlikehutové sloZce, ktera jgasta zvlastu
sy [13]. Methionin zkvaSuje tak€lostridium sporogened’rodukty kvaseni jsou kyseli-

naa-keto-maselna, methylmerkaptan a amoniak [12].

Anaerobni rozklad threoninu setire uskuténovat za tvorbytiznych produki [12]. Po-
moci bakterii mléného kvaSeni f¥e byt katabolizovan na acetaldehyd, jako hlavii ch
tovou komponentu jogut nebo byt deaminovan na 2-oxobutanoat, ktery $l@kd pre-
kurzor pro biosyntézudvenych aminokyselin [13]. Kmen@lostridium tetanomorphum
provadji deaminaci threoninudginkem dehydratazy na kyselimsketomaselnou a amoni-
ak. Za pitomnostiClostridium propionicunje a-ketoméselna kyselina dalégpénovana

na kyselinu propionovou, G vodik [12].

Katabolizmus tryptofanu probih& z&itpmnostia-oxoglutaratu dehydrogenaci, dekarboxy-
laci a oxidativni dekarboxylaci. Tryptofan, jakaaisi aromatické aminokyseliny, je de-
gradovan bakteriemi mtéeho kvasené prastnictvim transaminace nebo dekarboxylace.
Transaminace vede k indolpyruvatu, fenylpyruvatp-layroxyfenylpyruvatu. Tyto reakce
katalyzuji aromatické aminotransferazy. Oxidiadekarboxylaci pak vznikaji aldehydy,
které mohou byt redukovany na alkoholy pomoci deteylaz [13]. Aminokyselina tryp-
tofan je bakteriemClostridium sporogeneseduktivrié deaminovana na kyselinu indolyl-
propionovou a amoniak. Naproti tomu fakultativanaerobni bakterie, jako régad
Escherichia colivytvéreji pii deaminaci tryptofanu indol, kyselinu pyrohroznava amo-
niak. Tvorby indolu je vyuzivano v diagnostice kakt Fitomnost této latky se prokazuje

pomoci dimethylbenzaldehydu, s nimz dava irgovené zbarveni vodik [12].

Mezi procesy anaerobni disimilace aminokyselin, jgm jiz uvadla v predeSlém textu,
pafti téZ procesy dekarboxylace vedouci k técaimini. Tyto rekace jsouffznainé zejmé-

na pro diaminokyseliny a jsou katalyzovany subetrétspecifickymi dekarboxylazami
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vytvarenymi zastupci roi Clostridium, Pseudomonaa rekterymi dalSimi bakteriemi.
Jako piklad lze uvést fipad dekarboxylace lyzinu, ornitinu a agmatinu ré&tposkytuji
kadaverin, putrescin a agmatin [12]. Bakteriedného kvaSeni row prengnuji arginin a
ornitin na agmatin a kodeymi produkty jsou putrescin, amoniak a £@3]. Obdobr
vznika histamin fi dekarboxylaci histidinu [12], [13]. Dekarboxylana které se &astni
metabolizmu aromatickych aminokyselin, se dostadaopnosti zvlast kvili tyraminu,
ktery vznika z tyrozinu. Tyramin je jednim z nejhg)j se vyskytujicim biogennim aminem
ve fermentovanych vyrobcich. @jpmanim potravin obsahujici vyssi hladiny tyramiau

histaminu jsou spojovany toxikologické problémy]i13

2.2.1.2 Aerobni disimilace (oxidativni katabolizmus) aminokyselin

Mnohé aerobni a fakultati¢gnanaerobni bakterie, zejména enterobakterie a drody
Pseudomonagnaji schopnost vyuzivat aminokyseliny jako zdrofgiku, dusiku a ener-
gie. Nekteré z nich disponuji oxidazovymi systémy s flawipmi koenzymy, které kataly-
zuji oxidaci aminokyselin za tvorby peroxidu (hapody druhuProteug. Tento proces
probiha pedevSim u D-izomér aminokyselin. L-izomery jsou éSinou oxidovany
v procesech oxidativni deaminace, ktera probih&zniku ketokyselin a amoniaku. VSe je

¢asto spojeno s dekarboxylaci a podléh&tgima aminokyselin [12].

Cystein gechazi dinkem cysteinsulfhydratazy na kyselinu pyrohrozngvamoniak a si-
rovodik. Zmirny enzym byl nalezen u bakteifoteus vulgarisEscherichia coliBacillus

subtilisa jinych [12].

L-lyzin je oxidativre preménovan kmenyPseudomonaputidaaZz na CQ a vodu. Proces
oxidace katalyzovany oxygenazou probiliéspaminovaleramid na kyselinu 5-aminovale-
rovou vznikajici dinkem amidazy. #sobenim transaminazy je vytemy semialdehyd
kyseliny glutarové dehydrogenazotepadn na kyselinu glutarovou, ktera je oxidovana
pies acyl-CoA na Coa HO.

Valin, leucin a izoleucin podléhaji aerobni oxidaskuténované pedevsim druhyseu-
domonas které gemenuji L-formy aminokyselin nejilve pisobenim transaminace na
ketokyseliny, které jfgchazeji dekarboxylaci za&ifmmnosti CoA na acyl-CoA. U D-forem
probiha v prvnim stupni oxidativni deamina@iéem dehydrogenéz naiplusné ketoky-

seliny. Acyl-CoA je dale postugmmetabolizovan, ficemz vznika u valinu kyselina propi-
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onova, u leucinu kyselina octova a acetooctovdzaleucinu kyselina octova a propiono-

va. Propionova rive dal poskytovat kyselinu jantarovou [12].

Prolin je kmenyBacillus subtilispreménovan nejdiive na kyselinu pyrrollin-2-karbonovou,
ktera rechazi dale finkem NAD-dehydrogenazy na kyselinu glutamovou. téygprolin
slouzi jako substrat pr@seudomonas fluorescens pribéhu katabolizmu je ifgmenovan

pies pyrollin-4-hydroxy-2-karbonovou kyselinu na Zdgutarovou kyselinu.

Tryptofan oxiduji izné druhy rodlPseudomonasa kynurenin, poskytujici alanin a kyse-

linu antranilovou, ktera je dale metabolizovanalsta reakci fes katechol [12].

2.2.2 Biosyntéza aminokyselin

Biosyntéza aminokyselin se usktitaje bu'to piimou aminaci nebo transaminaci gom
né¢ malého poétu vychozich sloéenin. Zdrojem dusiku pro amino- a iminoskupiny je u
autotrofnich bakterii dusik dodavan do piedt v podob amonnych soli, ifpadré vznika-

jici pti denitrifikaci nitrati [12].
K vychozim substrém pati:

a) Kyselinaa-ketoglutarovd, z niz je odvozena kyselina gluteimdterd pak dale po-

skytuje glutamin, arginin a prolin.

b) Kyselina oxaloctova poskytujici kyselinu asparagoweoz ni aspargin, methionin,

threonin, lyzin a izoleucin.
c) Kyselina pyrohroznova, ktera jégmsnovana na alanin, valin a leucin.
d) Kyselna fosfoglycerova, z niz vznika serin, glyagstein.

e) Kyselina fosfoenolpyrohroznova a erytrézofosfagrétjsou prekurzory biosyntézy

fenylalaninu, tyrozinu a tryptofanu.
f) Imidazolylgrlycerofosfat z &hoz vznika histidin.

Kyselina glutamova vznikaipnou aminaci-ketoglutarové. Reakce probiha pomoci glu-
tamatdehydrogenazy, kterd se nalézé .nafEscherichia colia Enterobacter aerogenes

Aminaci glutamoveé kyseliny zaipomnosti ATP vznika glutamin.

Arginin je vytvaen z kyseliny glutamovéres ornitin a citrulin. V prvni fazi procesu usku-
tecnované kmenyCorynebacterium glutamicura Escherichia colivznika v gitomnosti

acetyl-CoA a ATP nejidve N-aceltylglutamova kyselina, kterd jgepadna dehydrogena-
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zou na semialdehyd.f@méni se transaminaci na arginin. Tytéepeny vyuZivaji také

kmenyBacillus subtilig12].

Prolin je syntetizovan z kyseliny glutamovieg jeji semialdehyd. Tvorba semialdehydu je
spojena s fosforylaci glutamoveé kyseliny zsmsti ATP. Spontanni reakci vznika pak ze
semialdehydu kyselina pyrolinkarbonovd, ktera jaydeogenazou igvadna na prolin.

Reakce byla popsanabscherichia colia Enterobacter aerogenes

Threonin, izoleucin a methionin jsou syntetizovaeysemialdehydu kyseliny asparagové
pies homoserin. Po jeho vyitemi se proces rozhlije na d¢ vétve. Jedna z nich vede
k tvorbe threoninu a dale izoleucinu. Ve druh&w kondenzuje homoserin s cysteinem na

cystathion, ktery je disimilovan na homocysteinsédynu pyrohroznovou a amoniak.

Lyzin vznik4 ze semialdehydu kyseliny asparagoies kyselinu dihydropikolinovou a

diaminopimelovou.

Alanin je vytv&en zastupci rodBacillus z kyseliny pyrohroznové zaasti alanindehyd-

rogenazy [12].

Leucin a valin vznikaji z kyseliny pyrohroznovéep kyselinua-ketoizovalerovou. Valin
vznika transaminaci kyseliny-ketoizovalerové progtdnictvim kyseliny glutamové.iP
biosyntéze leucinu doch&zi néje ke kondenzaci kyseliny-ketoizovalerové a octové na
B-karboxy$-hydroxyizokapronovou, ktera oéhim vody poskytuje izokaproylmaleinovou

kyselinu.

Fenylalanin, tyrozin a tryptofan vznikaji z aronc&fich slogenin, jejichz prekurzorem je
kyselina Sikimova. Fosforylaci kyseliny Sikimové @&gasti ATP a kondenzaci s kyselinou
fosfoenolpyrohroznovou jeies kyselinu chorizmovou vytigna kyselina prefenova nebo
kyselina antranilova. Z prefenové vznikd kyselirenyipyrohroznova nebo hydroxyfe-
nylhroznova. Prvni z nich poskytuje transaminacipgitomnosti glutamové kyseliny fe-
nylalanin, druh& tyrozin. Antranilova kyselina reggs fosforibozylpyrofosfatem za vzni-
ku fosforibozylantranilové kyseliny. Jeji aminaei @asti serinu vznika tryptofanifom-

nost enzym katalyzujicich biosyntézu aromatickych aminokysddyla zjiSéna u bugk

Escherichia coliEnterobacteaerogenesSalmonellarhyphimurium

Histidin je vytv&en z imidazolglycerolfosfatu, ktery je meziproduktgieneny fosforibo-
zyl-ATP, vytvd&eneho kondenzai reakci ATP a fosforibozylpyrofosfatem. U fostuoot

zyl-AMP dochéazi f dalSi reakci k oteteni purinového kruhu za vzniku substituovaného
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ribonukleotidu. Roz&peni kruhu katalyzuje cyklohydroldza. Po transamiigéutaminem
je ribonukleotid uvolan a vznika imidazolylglycerofosfat. ixeh této biosyntézy byl sle-

dovan u zastugcrodi Salmonellaa Neurosporg12].
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3 METODY STANOVENI AMINOKYSELIN

Obecr je problematika stanoveni aminokyselin v peptigibghu velmi rozsahla a pouziva
se v fiznych oborech biochemie q@tré klinické). Hlavni metodou je iontévwyménna

chromatografie.

Peptidoglykan se izoluje odli§ru grampozitivnich a gramnegativnich bakterii. Bpgtse
liSi téZ podle stuphgéistoty preparatu. Izolaceést z bakterialni biomasy zahrnuje nejprve
inaktivaci enzymi zalratim na 100 °C, delipidaci organickymi rozpaasy, disrupci bu-
nek. Zbytky nukleovych kyselin, membran a cytoplazicigich membran, se ze sedimentu
odstrauji pasobenim nukleaz a trypsinuti Bripraw cistého peptidoglykanu se zedrst
dale extrahuji polysacharidy (magormamidem za horka, fenolem). Yipact gramnega-
tivnich baktérii se po disrupci j€fenolem extrahuje lipopolysacharid éspbenim pepsi-
nu ¢i trypsinu odstrauje lipoprotein. Zjsob hydrolyzy peptidl ovliviiuje vyrazi vysled-
ky stanoveni. Jako standardni metoda je dafpmana kysela hydrolyza. e vSak pro-
béhnout i alkalicka. Kyselou hydrolyzou dochazi kdlof destrukci tryptofanu &ast&ne
destrukci threoninu, serinu a tyrozinu. Alkalickgdiolyza vede téZ k degradacikterych
aminokyselin. Enzymaticka hydrolyza jét$inou nelplna a pouziva se ikgraw oligo-

peptidi pri urcovani struktury [4].

3.1 Zakladni operace ¥i stanoveni aminokyselin

Postup stanoveni aminokyselin

1) Nejprve je provedena homogenizace vzorku a Bexrubugk. Fi izolaci z burgk mik-
roorganiznii nastava problém s b&fnou stnou, ktera je velmi rezistentni a jeji naruseni
vyzaduje zvlastni ukony. K naruseni btmé sény a membrany se u mikroorganizmou-
Ziva nap. pasobeni chemickychinidel (detergenty), fisobeni enzyiin které Stpi polysa-
charidy bugénych stn (lyzozym, celuladza), kratkéipobeni ultrazvuku, opakované zmra-
zovani a rozmrazovani apodieRled nejuzivatjSich technik je uveden v nasledujici ta-
bulce 1 [14].
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Tabulka 1 Nkteré techniky pouzivané pro dezintegraci mikrabi@d burk. Metody jsou
rozc&leny do skupin podle intenzityaipobeni [14].

Metoda Priklad pouziti Princip

Setrné

Pisobeni enzyiin | Bakterie Stpeni bukené stny specificky-
mi enzymy.

Ptisobeni chemit Extrakce kvasinek toluenem| Cast&na solubilizace bugné

kalii + autolyza skny + lytické enzymy.

Stiredni

Mleti s abrazivy Bakterie Mechanické porusenidbun

Intenzivni

French press Bakterie igne sily, nahla ze&na tlaku.

Ultrazvuk Burgétné suspenze Nahlé Zny tlaku a teploty b
zaniku vznikajicich mikrobublin.

Kulovy mlyn Bure¢né suspenze Mechanické poruSeni&urych-

lou vibraci sklesnych kulicek.

2) Dalsi moznosti je ffprava acetonové suSiny, ktera probihd homogenizaci
v desetindsobném objemu acetonu vychlazeném naazl520 °C, pak se odeti
v chlazené odstdivce (pipadre se odsaje na Blchnekonalevce v chladice). Sedlina
se promyje vychlazenym acetonem, znovu ied§ta rozproge se na filtrani papir. Susi

se za laboratorni teploty &iwolné nebo v exsikatoru.

3) Extrakce bugk probih& suspendaci v hypotonickém roztoku.&8né membrany prask-

nou a proteiny se dostanou z cytoplazmy do rozfbki

4) V posledni fazi je nutné provést hydrolyzu piieve vzorku. Rozeznavame hydrolyzu
kyselou, alkalickowi enzymatickou. Dopokiovana je hydrolyza kysela. Uskaiéme ji
zahrivanim vzorku s 6M HCIip 110 °C po dobu 18 az 24 hodin [4].
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Béhem hydrolyzy dochazi k rozkladu tryptofanu a stimgminokyselin. Asparagin se hyd-
rolyzuje na asparagovou kyselinu a glutamin naaghatvou kyselinu za uvodni amonia-
ku ve forn& amonné soli. Rychlost rozkladu peptidickych vazgehliSi podle struktury a
druhu jednotlivych aminokyselin. Aminokyseliny umdhé z peptidickych vazeb mohou
dale podléhattiznym rozkladnym reakcim. Pro stanoveingégmych obsahizoleucinu a
valinu, které jsou obtiznuvoliovany ze svych peptidickych vazeb, se musi pouyiitda
lyza po dobu 70 hodin, u threoninu a serinu podych autoll dochézi ke ztratam ve
vySi 3-16 %, u tyrozinu jsou uvédy ztraty kolem 1-14 %. Tyrozin iwe jeS¢ byt

v piitomnosti oxidanich¢inidel oxidovan nebo fize fechazet na chloroderivaty [15].

3.2 ldentifikace aminokyselin

Detekce aminokyselin se uskéteje pomoci chromatografie papirové, tenkovrstvéoneb

chromatografie na iontonici.

Pro kvantitativni detekci aminokyselin v peptiddginu resp. ghach bugk jsou vyhodné
rychlé a jednoduché metody jako je papirova chrografie (PC) a tenkovrstva chromato-
grafie (TLC). PC je realizovana na listu fikrdho papiru s definovanymi vlastnostmi.
TLC by se dala popsat jako zvlastni usmtani kapalinové chromatografieii FLC je

sorbent rozpro#tn na podlozce do tenké vrstvy.

V souwasnosti je ovSem nigstjSi analytickou metodou ve stanoveni aminokyselatada
vysokoinné kapalinové chromatografie (HPLC) na&nitich ionti s postkolonovou deri-

vatizaci, kterd je pouzivana v analyzatorech anyiselin.

Priprava derivat pro rychlejsi a citligjSi HPLC na obracenych fazich se provéeidgo-
lonovymi reakcemi. Vznikajici derivaty mohou byasoveny fluorimetricky respektive

pomoci UV nebo elektrometrickym detektorem [14].

K separaci aminokyselin se pouzivéegevsim ionek, kterych bylo vyuzito jiz fed 40
lety a v fiznych modifikacich se v automatickych analyzatoraatinokyselin pouzivaji
dodnes. Vlastni kvantifikace aminokyselin neni miobez derivatizace.

a) Derivatizace

Predkolonova derivatizace aminokyselin jedasigjSim gripadem. Postkolonova derivati-
zace se uplatnila pouze u o-ftaldialdehydu a flsikaeninu, ale vlivem Zazeni reaktoru za

analytickou kolonou dochazi k rogdvani chromatografické zény a snizetindosti sepa-
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race. Derivatizéni cinidla jsou: o-ftaldialdehyd (OPA), 9-fluorenylmgtbxykarbonyl
chlorid (FMOC-CI), ninhydrin, danzylchlorid, 6-angquinolyl-N-hydroxysukcinimidyl
karbamat (AQC), fenylizothiokyanat (PITC).

Reakce s OPA je pa¥me rychla a probiha za laboratorni teploty. Uplgé secastji pfi
derivatizaci za kolonou. Vyhodou OPA je, Zze samuuweéskuje, ale samotné derivaty s
aminokyselinami maji vynikajici fluoresaami vyt¢Zky. Nevyhodou je, Ze reaguje pouze s
primarnimi aminokyselinami a sekundarni aminokysejako prolin a hydroxyprolin tuto

reakci neposkytuji [15].

FMOC-CI reaguje jak s primarnimi tak sekundarninmireokyselinami. Nevyhodou
FMOC-CI je, Ze se pouziva ve velkém nadbytku, kiarysi byt odstrafm v nasledném
extrakinim kroku pentanem nebo reakci s hydrofobnimi anjiky nap. adamantamin

nebo oktylamin.

NejvhodrgjSim derivatizanim ¢inidlem pro metodu HPLCipstanoveni aminokyselin je
ninhydrin, ktery jsme pouZzili iip naSem stanoveni aminokyselin u krheBtreptococcus
thermophilus Reakni mechanizmus ninhydrinu s aminokyselinami je pawslozity a je

znazorrn na schématu (Obr. 14) [15].
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Obr. 14. Reé&ki mechanizmus ninhydrinu

Molekula aminokyseliny reaguje sedwi molekulami ninhydrinu za vzniku tzv. Ruhe-

mannova purpuru jehoZz maximum absorbancefijp0 nm. Sekundarni aminokyseliny
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jako prolin a hydroxyprolin poskytuji pskud odliSny komplex s maximem absorbantie p
440 nm.

PouZziti danzylchloridu je jedna z nejstarSi¢hdkolonovych derivatizaich technik. Dan-
zylchlorid reaguje jak s primarnimi, tak sekundarnaminokyselinami. Ma ovSem mnoho
nedostatlk mezi rEz pati dlouhy reakni ¢as (2 az 60 minut), vysoka reéal teplota (60 az
100 °C) a tvorba multiderivatu bazickych aminokyselin [15].

AQC je jedno z nejnaySich derivatizanich ¢inidel. AQC reaguje jak s primarnimi tak
sekundarnimi aminokyselinami. Reakce obvykle prébdho aminy a aminokyseliny za
laboratorni teploty. Tyrozin vSak poskytuje malstoapené polimé derivaty, které za
laboratorni teploty pomalui@smykuji na hlavni monoderivat. Nadbytakidla se likvidu-

je hydrolyzou samotnéhocinidla za vzniku hlavniho, mélo interferujiciho 6-

aminochinolinu a N-hydroxysukcinimidu, ktery neirfezuje vibec [15].

PITC se pouziva vyhradrpro pedkolonovou derivatizaci a naslednou separaci dtriv
aminokyselin na reverzni fazi s gradientovou eldetekci UV fi 254 nm. Nevyhodou
je, Ze samotnéinidlo reaguje s interferujicimi latkami (reziduékyseliny) ve vzorku a ty
davaji interferujici piky na chromatogramu (maieitect). Proto se musi vzorek dvakrat
odpdovat (fed gidavkemeinidla a po reakci se jeho nadbytkem). Odsija se za vyso-

kého vakua vysusSenim nad pevnym NaOH [15].

b) Samotné HPLC

Pomoci této techniky (hight performance, hight puee, ale i ,hight price” liquid chroma-
tography) niize byt analyzovano vice nez 80 % vSech doposudapgplk chemickych in-

dividui, wetrg biologicky vyznamnych molekul a latek [4].

Chromatograficky systém zahrnujé zakladni prvky- mobilni fazi, sloZzky vzorku a sita
onarni fazi. Mobilni faze unasi slozky vzorku I&kam stacionarni faze. Pojmem stacio-
narni faze se rozumi t&st chromatografického systému, kterdigj@ alespa jednu z

téchto vlastnosti:

= fyzikdlné-chemicky adsorbuje (ads@mi chromatografie) nebo absorbuje (sorip

chromatografie) slozky vzorku z mobilni faze,

* na jejim povrchu rize probihat proces iontové vgny (chromatografie na ionto-

menici),
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= nebo ma poérovitou strukturu, ktera umaje separaci slozek vzorku na zaklad

efektivnich rozniria jeho molekul (gelova chromatografie).

Kapalinovy chromatograf se sklad&ghto ¢asti:

= zaizeni pro uchovavani a transport mobilni faze (kgdakécerpadlo),
= zaizeni pro davkovani vzorku,

= zaizeni pro separaci latek (chromatograficka koldeamostat kolony),
= zaizeni pro detekci latek popskerac frakci [16].

Kapalinovy chromatograf fite mit samazjmeé fadu obnén, rekteré komponenty lze vy-
fadit nebo naopakiflat. Ri izokratické eluci je mobilni faze vedena ze zéasdhb mobilni
faze do vysokotlakéhoerpadla nebo ip gradientové eluci sefppadkné proudy ze dvou,
nebo vice zasobnikmisi podle programu ve s$8ovai, ktery je zdazeny ped nebo za
vysokotlakyméerpadlem. Odplyni mobilni faze se provadi v odplyvai. Dale je mo-
bilni faze vedenaips zdizeni pro davkovani vzorku do chromatografické kgldktera je
piimo spojena s detektorem, zéhoz miZze byt na vystupu Zzazen jest skéra¢ jednotli-
vych frakci. Z detektoru je signal vedendbdo integratoru a zapisos&nebo dnegastji

do datové stanice s tiskarnou [16].

Rychlé metody stanoveni aminokyselin v hydrolyzteelych bakterii nebo&t se obvyk-

le kombinuje se stanoveni cukfipida a dalSich slozek [5].

Stanoveni aminokyselin bylo v praxi provedeno poirarninokyselinového analyzatoru.
Postupy izolace jsou zvoleny tak, aby nedoslo rkiefaci jednotlivych aminokyselin a na-

opak doslo k jejich identifikaci ve vzorkstreptococcus thermophilus

3.3 Charakteristika bakterie Streptococcus thermophilus

Celed Streptococcaceae

Celed’ Streptococcacearahrnuje rody.actococcusLactovuma Streptococcus.

Bunky jsou kulovité nebo ovalnéfidka prodlouzené do dnkovitého tvaru. Jsou sdruze-
né v parech, kratkych nebo dlouhyidtizcich a tvti tetrady. Jedna se o grampozitivni
nepohyblivé, fakultativé anaerobni, katalaza negativni bakterie [17]. Ngkefl duséna-
ny na dusitany. Vzhled kolonii jednoho druhiza byt ovlivreén teplotou, zdrojem dusiku

i jinymi latkami. Rrechézi od formy drsné az po mukoidni. Hloubkovéki@ maji disko-
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vity tvar s izné¢ utvaenymi okraji. Rist v bujonu je rové¢ vzhledo¥ promenlivy, nikdy
vSak netvéi na povrchu blanku. Jedna se o mikroorganizmy duweganotrofni, jejichz
metabolizmus je fermentatorni, z ctlkwori kyselinu miénou, octovou, mravei, etanol
a CQ. VSechny rody tét@eledi mohou byt nutné narané a proto vyzaduji komplexni

médium. Bi rozliSovani se posuzuje vztah ke krevnimu baryhg], [19].

Dale bude definovan ro8treptococcusa konkrétg druh Streptococcushermophilus u
jehoz rekterych vybranych kmehbylo v praktickécasti provedeno stanoveni aminokyse-

lin.

Rod Streptococcus

Bunky jsou sférické nebo ovoidni, vyskytujici se vejitsich nebo Wetizcich, pokud ros-
tou v tekutém médiu [17]. &Sinou jsou nepohyblivé a netliepory. Ve vztahu ke kysliku
fakultativne anaerobni. Bkteré druhy tvé pouzdra. Kiistu vyZzaduji nuttiné bohata me-
dia a rkdy i 5% CQ. Metabolizmus je fermentatorni, produkufepazrt laktét, ale ne
plyn. Jedn& se o katalaza negativni bakterie, ki&né rozkladaji krvinky v krevnim aga-
ru, coz ma za nasledek nazelenalé zbarveni koldonikaha agaru -hemolyza), nebo
aplné projaséni média f-hemolyza). Velmiasto jsou streptokokyeteny doctyi skupin

na pyogennif{-hemolytické), oralni, ostatni a anaerobni streptgk Druhow nejpaetnsj-

Si je skupina oralnich streptokoKL8], [19].

Tento rod zahrnuje jednak druhy, kteféspbi negativé jsou patogenni, saprofytické (vy-
skytujici se na sliznicich dychaciho, zazivacilpmlalavniho traktu a také na, vyvola-
vajici hnisavé infekce a septické onemaddidi i zvirat), a také druhy které jsou vyuziva-
ny v potravinédském pamyslu a maji jednozria¢ pozitivni &inek. V mlékdském pti-
myslu jsou vyuzZivany streptokoky a koky, které bgtyskupiny streptokdkvyclenény do
samostatnych rad Streptococcus thermophilssibsp.salivarius Lactococcus lactidac-
tococcus lactisubsplactis (biovar diacetylactis),.actococcus lactisubsp.cremois Ente-

rococcus faecalifEnterococcus faeciufi9], [ 20].

Streptococcus thermophilus

Streptococcus thermophilye hlavni mlék#&ska startovaci kultura pouzivané pyrobé

jogurtii a vysokodolvanych syii (eidam, emental). Vyuziva se také jako &m smeta-
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nového zéakysu. Jedn& se o termofilni baktericm#@o kvaseni a trathi¢ je kombinovana

s Lactobacillus delbrunecksubsp bulgaricusneboLactobacillus helveticug1].

Streptococcus thermophilysldle S. thermophilus zkvaSuje glukézu, fruktdzu, laktozu,
sacharozu, itdka rafin6zu a arabin6zu. Netdkyseliny z maltdzy ani salicinu. Na syro-
vatkovém agaru s kvasimym autolyzatem &inskou modi vytvéi pii 37°C za 2-3 dny
drobné syt modré kolonie se stlym mechovym okrajem. Kultivace tedy probihid qp-
timalni teplot 37°C, po dobu minimai16 hodin, picemzZ doportena kultiv&ni média
jsou obnovené mléko a syrovatkovy agar [ 20]. Negir&$jSi prostedi je mléko, kde tvd

pravot@ivou kyselinu mlénou [18].

Hlavni roli hraje tato bakterie pr&v kysanych vyrobcich, kde jglkézity moment konver-
ze laktozy na laktat. Sami@gme dochazi k produkci dalSich slozek, ktefsspivaji k chuti

a typické textée. S. thermophiluge vysoce adaptovatelny na laktézu jako zdrojkuhli
Vedle kyseliny mléné, hlavniho produktu fermentace, s&eme setkat s dalSimi latkami
hydu a acetatls. thermophiluspodobr jako &tSina bakterii mléného kvaseni, vyZzaduje
pro nist exogen& dodavané aminokyseliny. AvSak se zd4, Ze jeém@nany nez-li \&tSi-

na ostatnich laktobadil VétSinou vyZzaduji nejménctyii esencialni aminokyseliny. Vice-
nasobné testy prokazaly, Zz&suthermophilusnize nedostatek glutamové kyseliny &as+

n¢ s glutaminemgi obou sirnych aminokyselin cysteinu a methioniramipletr® narusit
rast tim, Ze nejsou péfunkeni biosyntetické cykly [21].

Katabolizmus aminokyselin hraje rasindilezitou roli, a to nejen pro samotny metaboli-
zmus daného mikroorganizn{poskytovani prekurzérbiosyntézy aminokyselin, nukleo-
tida, vitamini, energie), ale i tvorbu rozhych aromaslozek v kysanych rtgch produk-
tech. Katabolizmus aminokyselin jétSinou iniciovan transamidaim krokem, ktery vy-
Zaduje pitomnost a-ketokyseliny jako akceptoru aminoskupiny nutné rédokci o-
ketokyselin. Katalyza je provéda aminotransferazami (3 aspartataminotransfefaayo-
maticka aminotransferaza, 1 BCAA branch-chain-arsicid aminotransferaza- pro ami-
nokyseliny s rozétvenymietzcem).S. thermophiluprodukuje leucin, fenylalanin a deri-
vaty methioninu. Obsahuje proteolyticky systémjnstgako ostatni bakterie migého
kvaseni a je sloZzen z protedzy kotvené #ckeuschopné hydrolyzy kaseinu, sestavu amino-
kyselin a peptid transportujicich systéima kon€n¢ sestavu intracelularnich peptidaz do-

volujicich hydrolyzu peptidickych derivékaseinu [21].
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4 KULTIVA CNi PUDY

4.1 M17 Broth

Tento bujon je pouzivaniedevSim pro izolaci a zjiti celkového p&tu mikroorganizni

mlécnych streptokok z jogurti, startovacich kultur, nebo jinych nitgch vyrobk.

4.1.1 Slozeni

Latky [o/1]

TIYPION o 50g¢g
0] [0 )V AV ¢ 1] o] (o] o PR 509
Beef EXIract ......ooooeiiiiiieee e 509
Kvasnitny EXIrakt.........ccccvveeeiiiiiiiiieieeeeeiesssseenene 25¢g
Sulfid h@etNaty .......ccvvvveeeeieeiii e 0.25¢g
Glycerolfosfat disodny.........ccccee vevviviicccccee e 19.0¢
4.1.2 Postup

Do 950 ml destilované vody bylo navazeno a rozmest37,25 g fipravku. Po té praihla
sterilace v autoklavu po dobu 15 miri p21°C. V za¥ru bylo gidano 50ml 10% roztok
laktézy. Bujon byl rozlit do zkumavek, kde probih&ultivace mikroorganizin Bakterie

byly kultivovany g 37°C po dobu dvou dni.
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5 ROZTOKY A OSTATNI CHEMIKALIE
fyziologicky roztok

koncentrovana kyselina sirova 96%

30% peroxid vodiku

30% roztok hydroxidu sodného

2% roztok kyseliny trihydrogenborité

pufr sodnocitratovy pH 2,2

85% kyselina mravei

kyselina chlorovodikova 6M

indikator Tashiro

Ptiprava fyziologického roztoku

8,5 g chloridu sodného bylo rozp&sd v 1000 ml destilované vody a sterilovanio p
121°C po dobu 15 minut.

Ptiprava roztoku hydroxidu sodného

30 g granulovaného hydroxidu sodného bylo rozmastve 100 ml destilované vody za
intenzivniho michani. Kadinka byla untisa v lazni studené vody, aby byla sniZzena teplo-

ta uvolrena i této exotermni reakci.

Priprava roztoku kyseliny trihydrogenborité

Navazka 2 g kyseliny trihnydrogenborité byla rozgoatve 100 ml destilované vody.
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6 POUZITE METODY STANOVENI

6.1 Priprava vzorkia bakterii Streptococcusthermophilus
V bujénu M17 byl kultivovan mikroorganizmus v tersiatu i 37°C po dobu dvou dni.

Vzorek byl promyt fyziologickym roztokem, a to cetk dvakrat. Po centrifugaci byly zis-
kany tyto slozky: supernatant (bujon) aiky daného mikroorganizmu. Bky byly vysou-

Seny acetonem.

Dale bude pozornost z&bena na aminokyselinové sloZeni supernétantybranych kme-

nu Streptococcus thermophilus

6.2 Celkové stanoveni dusiku podle Kjeldahla

Princip metody

Vzorek byl mineralizovan varem v kysdlisirové. Dusikaté latky vém obsaZzené byly
pievedeny na amonné ionty (siran amonny), z nichiojealkalizovani mineralizatu po-
moci hydroxidu sodného uvan amoniak, ktery je po vydestilovani v Parnas-Wagwe
pristroji s vodni parou jiman do kyseliny trihydrogenité. Navazany amoniak je pak sta-
noven titr&né odmérnym roztokem kyseliny sirové na indikator Tashirgrepaiten na
dusik.

Pracovni postup:

Vzorek byl navazen do mineraligd baiky. Ke vzorku byla v digestoptfidana koncent-
rovana kyselina sirova (5 ml) a varné kaminky. @usaiky byl zattivan i 430 °C. Po
15 minutach bylo fidano 5 ml 30% peroxidu vodiku a vzorek byl #aén az do v§ereni
roztoku. Po ochlazeni byl obsahnkg kvantitativié pieveden do odsmé baiky a po
ochladnuti byl doplén destilovanou vodou po rysku. Po temperadiesmpem dopkni byl
mineralizat destilovan na Parnas-Wagnérpkistroji. Do destildni baiky pristroje bylo
odpipetovano 10 ml vzorku a byldgigano 20 ml 30% NaOH:érstw pripraveného). Pod
usti chladie byla postavena tittai baika s 50 ml 2% BBO3. Po oplachnuti nalevky vo-
dou a po uzaeni kohout byl uvolniny amoniak pedestilovan vodni parou (asi 15 minut
od paatku varu v destiléni baice). Po skokeni destilace byly do tittai baiky pridany
3-4 kapky indikatoru Tashiro. Obsah byl titrovg8Zb M HSO, do staléh@ervenofialo-

vého zbarveni.
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6.3 Kysela a oxidativni hydrolyza

Princip metody:

Vzorky supernataiitbyly podrobeny kyselé a oxidativni hydrolyze. Bgtavedena filtrace
a nasledné odpani na roténi odparce do husté sirupovité konzistencékdlkrat byly

odparky promyvany destilovanou vodou. Po ddpa byly kvantitative prevedeny do
10 ml odn@rné baiky vymyvanim pufrem (sodnocitratovy, pH 2,2). Prmé& aminokyseli-
ny byla provedena oxidativni hydrolyza, a to taktéto kyselé hydrolyzef@dchazela oxi-

dace vzork pomoci oxidani snesi.

6.3.1 Kysela hydrolyza

Do vialek byl navazen vzorek. K navazce supernathpt pridan 6M roztok kyseliny chlo-

rovodikové. Kysela hydrolyza byla provedeitateplot 115 °C po dobu 23 hodin.

6.3.2 Oxidativni hydrolyza

Vzorek byl navazen do bék pro oxidativni hydrolyzu. K vzorku bylofjgano 15 ml oxi-
dativni sngsi. SloZeni oxidativni sisi: 85% kyselina mraveh a 30% peroxid vodiku

v poneru 9:1. Oxidativni hydrolyza byla prové&ah i teplo€ 2 °C po dobu 16 hodin.

Po hydrolyze bylo provedeno stanoveni aminokysaimutomatickém aminokyselinovém

analyzatoru.

6.4 Stanoveni aminokyselin pomoci AAA 400

Ke stanoveni fitomnosti a obsahu aminokyselin byl pouzit autookgtiaminokyselinovy
analyzator AAA 400 (Ingos, Praha). Analyza bylayadena iontovygnnou chromatogra-

fii pomoci sodnocitratovych puifra ninhydrinové detekce.
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7 VYSLEDKY

Byl stanoven profil aminokyselin v bujénu po kuliti u vybranych kmanStreptococcus

thermophilus Vysledky jsou uvéghy v nasledujicich tabulkach (Tab. 2-5). Tyto kmeny

byly ziskany ZCeské sbirky mlékarenskych mikroorganiziractoflora (CCDM). Zarovie

byl sledovan i obsah aminokyselin v kmenu ziskargtreské sbirky mikroorganizin

(CCM).

Tabulka 2 Pimérny obsah aminokyseliny v g/16gN u vybranych kinbakterieStrepto-

coccusthermophilusvy supernatantu

Kmeny CCDM7 CCDM33 CCDM45 CCDM55 CCDM69 CCDM70 CCDM126 | CCDM128
Aminokyselina

Cystein 0,83+0,120 | 0,80+0,070| 0,76+0,077 0,95+0,142 1,1088, | 0,76+0,058 | 0,89+0,096  0,88+0,08p
Methionin 2,1840,260 | 2,02+0,089| 2,00+0,222 2,14+0,223 2,528, | 1,59+0,147 | 2,46+0,244 2,05+0,22Pp
Asparagova kys. | 7,08+0,310 | 6,61+0,156| 6,87+0,886 6,720,405 6,983D, | 6,68+0,306 | 6,97+0,227 7,01+0,234
Threonin 2,8240,264 | 2,54+0,107| 2,76+0,54 2,82+0,122 2,680, | 2,67+0,183 | 3,01+0,183 2,72+0,10B
Serin 2,68+0,217 | 2,65+0,082| 2,74+0,176¢ 3,26+0,154 2,9B#0, | 3,26+0,185 | 3,44+0,178  2,84+0,08]
Glutamovéa kys. | 14,17+0,640{ 12,92+0,36p 13,80+1,984 12,13+0,610074),622| 12,98+0,59¢ 12,73+0,5%2 14,03+0,%89
Prolin 8,17+0,339 | 7,98+0,308| 7,97+0,82 8,35+0,444  8,344®, | 7,82+0,374 | 8,54+0,351] 8,27+0,33p
Glycin 6,15+0,244 | 6,24+0,252| 5,73+0,50 6,63+0,345 6,148, | 6,41+0,214 | 6,74+0,254 6,02+0,20L
Alanin 4,51+0,234 | 4,27+0,152| 4,34+0,35 4,53+0,234  4,63388, | 4,35+0,134 | 4,59+0,171 4,3710,23[L
Valin 4,18+0,144 | 3,98+0,121| 3,99+0,379 4,32+0,249 4,3228, | 4,030,202 | 4,34+0,161 4,20+0,10B
Izoleucin 3,09+0,158 | 2,93+0,102| 2,87+0,24 3,31+0,202  3,1886, | 3,08+0,143 | 3,28+0,119  3,11+0,07p
Leucin 5,30+0,261 | 4,96+0,142| 5,04+0,369 5,54+#0,315 5,528D, | 5,02+0,230 | 5,56+0,214 5,39+0,15p
Tyrozin 1,60+0,221 | 1,15+0,066| 1,56+0,11% 1,54+0,188 1,6B3D, | 1,38+0,101 | 1,560,173 1,53+0,21p
Fenylalanin 3,07+0,154 | 3,08+0,117| 2,92+0,224 3,15+#0,169 3,2B3b, | 2,97+0,108 | 3,19+0,137| 3,09+0,12p
Histidin 1,85+0,072 | 1,82+0,099| 1,82+0,14 1,97+0,142  1,9B#9, | 1,87+0,096 | 2,02+0,075 1,91+0,07p
Lyzin 4,60+0,231 | 4,73+0,139| 4,720,469 4,92+0,278 4,9338, | 4,78+0,241 | 5,04+0,195 4,87+0,134
Arginin 4,3840,128 | 2,11+0,118| 2,21+0,164 4,27+0,238 2,383, | 4,66+0,427 | 4,72+0,230 4,69+0,23B
Ornitin 0,00+0,000 | 2,49+0,086| 2,29+0,10 0,19+0,017 2,65#0, | 0,17+0,014 | 0,17+0,011] 0,18+0,03¢

Vyhodnoceni obsahu aminokyselin v g/16gN (zastouaemnokyselin)

Pozornost byla za#ena nafi nejcasgji a tii nejmérg zastoupené aminokyseliny (vysled-

ky hodnoceny z Tab. 2 a Tab. 3). Vyjédi mnozstvi aminokyselin na 16g/N je nutné pro

srovnani zastoupeni jednotlivych aminokyselin @ resp. v dusikatych latkach. Hod-

nota obsahuje korekci na rozdilné mnozstvi dustkel§tek v materialu.

Jako fi nejcastji zastoupené aminokyseliny byly shledany: kyselghatamova, prolin a

kyselina asparagova.

1. Kyselina glutamova, jejiz hodnoty byly z§8y v rozmezi 12,79-14,75 g/16gN. N&Si
zastoupeni bylo sledovano u kmene CCDM130 a to @zsini 15,02+1,324 g/16gN.
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2. U prolinu byly zjis¢ény hodnoty od 7,82 do 8,97 g/16gN. Hodnotou 9,3880,g/16gN
se vymykal kmen CCMD133.

Tabulka 3 Pimérny obsah aminokyseliny v g/16gN u vybranych kinbakterieStrepto-

coccusthermophilusvy supernatantu

Kmeny CCDM129 | CCDM130 |CCDM131 |CCDM133 | CCDM224 |CCDM437 | CCDM438 |[CCM4757
Aminokyselina

Cystein 0,79+0,097 | 1,02+0,098| 0,84+0,037 0,90+0,066 0,883D, | 0,920,059 | 1,10+0,066 1,00+0,06[
Methionin 2,00+0,276 2,66+0,292| 1,82+0,152 1,72+0,158 1,820, | 1,54+0,085| 1,94+0,212 1,82+0,11p
Asparagova kys. | 6,47+0,396 | 7,47+0,565| 6,98+0,403 7,38+0,506 6,986, | 7,03+0412 7,45+0,538  7,64+0,41B
Threonin 2,78+0,175 2,88+0,357| 3,09+0,15% 2,89+0,161 2,648, | 2,74+0,187 | 3,02+0,266 2,41+0,14p
Serin 3,33+0,274 | 3,15%0,308| 3,29+0,19 2,560,131 2,68640, | 2,70+0,118 | 2,99+0,180 2,57+0,09)
Glutamova kys. | 13,30+0,999| 15,02+1,324 12,77+0,7Y2 14,75+0,y74 03#4),661| 14,37+0,518 14,55+0,797 14,59+0,985
Prolin 8,07+0,503 | 8,78+0,648| 9,08+0,747 9,39+0,707 8,69%0, | 8,630,849 | 8,89+0,707 8,97+0,33P
Glycin 6,44+0,304 6,46+0,394| 6,61+0,367 5,750,329 5,72#8, | 5,89+0,128 | 6,97+0,487 6,04+0,15p
Alanin 4,48+0,176 | 4,90+0,303| 4,41+0,242 4,12+0,2711 4,2B%D, | 4,46+0,207 | 4,630,310 4,67+0,13p
Valin 4,040,148 4,51+0,250| 4,22+0,189 4,22+0,178 4,06#b, | 4,11+0,157 | 4,38+0,398 4,21+0,11P
Izoleucin 3,050,120 | 3,34#0,171| 3,14+0,162 3,02+0,141 2,9298, | 2,96+0,073 | 3,14+0,23§ 3,06+0,10L
Leucin 5,24+0,198 5,83+0,288| 5,33+0,266 5,27+0,245 5,1P39, | 5,15+0,105 | 5,44+0,394 5,36+0,14B
Tyrozin 1,61+0,076 | 1,83+0,146| 1,59+0,151 1,59+0,134 1,604, | 1,60+0,078 | 1,01+0,092 1,61+0,05B
Fenylalanin 3,10+0,133 3,46+0,139] 3,08+0,18 2,51+0,175 3,0B¥D, | 3,01+0,108 | 2,82+0,137 3,26+0,10p
Histidin 1,97+0,066 | 2,15+0,106| 1,96+0,082 1,95+0,129 1,883, | 1,84+0,052 | 2,04+0,126 2,03+0,07B
Lyzin 4,650,201 5,25+0,320] 4,69+0,35 4,55+0,345 4,5180), | 4,62+0,139 | 4,94+0,289 4,63+0,12B
Arginin 4,19+0,243 | 2,52+0,248| 4,25x0,29¢ 2,19+0,156 2,183D, | 2,17+0,047 | 2,26%0,169 2,31+0,17p
QOrnitin 0,24+0,046 2,90+0,151| 0,22+0,031 2,44+0,142 2,550, | 2,55+0,100 | 2,75%+0,298 0,22+0,05p

3. Zastoupeni asparagoveé kyseliny bylo &jiétv rozmezi 6,61-7,08 g/16gN. VySSi hodno-
ty zastoupeni byly zaznamenénytukmeri: CCDM130 7,470,565 g/16gN, CCDM 133
7,380,506 g/16gN a CCDM438 7,45+0,538 g/16gN.

Naopak nejmé&hzastoupeny byly aminokyseliny cystein, tyrozin etiionin.

N4

1. Vyskyt cysteinu byl v rozmezi hodnot 0,76-0,926gN. VysSi vysledky byly ziskany u
kmeni: CCDM69 1,10+0,095 g/16gN, CCDM130 1,02+0,098 gM6a CCDM438
1,10+0,066 g/16gN.

2. Pro tyrozin byly zji&ny hodnoty v rozmezi hodnot 1,38-1,61 g/16gN. Vtmimntervalu
byly sledovany odchylky. Vyssi vysledky byly vyhaseny u CCDM130 1,83+0,146
g/16gN. Naopak nizSi Udaje byly zfigy u kmeri: CCDM438 1,01+0,092 g/16gN a
CCDM33 1,150,066 g/16gN.

3. Vyskyt methioninu byl vyhodnocen v rozmezi 134 g/16gN. Og byly zjiStny od-

chylky od tohoto rozmezi hodnot zastoupeni, a @ Na zaklad zjisteni, byly rozd-
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leny vybrané kmeny do dvou interiala/ 1,54-1,94 g/16gN (CCDM131, CCDM133,
CCDM224, CCDM437, CCDM438 a CCM4757), b/ 2,0-2,5416gN (CCDM7,
CCDM33, CCDM45, CCDM55, CCDM69, CCDM126, CCDM128C£DM129). Ri-
¢emz uplg odliSné hodnoty byly dosahnuty kmenem CCDM130, nmaidé vysoke
2,66+0,292 g/16gN.

Zastoupeni ornitinu u jednotlivych kmienelmi kolisa v rozmezi 0-2,9 g/16gN. U kmene
CCDMY7 nebyla v supernatantu z§iga gitomnost ornitinu. Podoknjako tomu bylo i u
dalSich kmea (CCDM55, CCDM70, CCDM126, CCDM128, CCDM131, CCMZJ5
kde byly zjiseny velmi nizké hodnoty. U kmene CCDM130 naopak Haga hodnot
2,90+0,151 g/16gN. Pro arginin nastala podobnasépjelikoz se jeho hodnoty v g/16gN
ve t3ing piipadh odliovaly. Udaje se obegpohybovaly okolo 2 a 4 g/16gN (velmi zao-

krouhlere).

Obsah aminokyselin v supernatantu byl rprepaiten na g/kg supernatantu. Tyto vy-
sledky uvadji tabulky Tab. 4 a Tab. 5. Jedna serepmet hodnot zastoupeni aminokyse-
lin na mnoZstvi hydrolyzovaného materialu (hmotrgiahovené latky v hmotnosti super-

natantu).

Tabulka 4 Pimérny obsah aminokyseliny v g/kg supernatantu u vyych kmeri bakterie

Streptococcus thermophilus

Kmeny CCDM7 CCDM33 CCDM45 | CCDM55 [CCDM69 | CCDM70 | CCDM126 | CCDM128
Aminokyselina

Cystein 0,06+0,009 | 0,08+0,006| 0,07+0,00f 0,070,009 0,0836, | 0,06+0,005| 0,07+0,007 0,07+0,008
Methionin 0,16+0,019 | 0,19+0,007) 0,18+0,018 0,16+0,012 0,1@%0, | 0,13+0,016| 0,20+0,01§ 0,17+0,020
Kys. Asparagova | 0,49+0,018 | 0,63+0,016] 0,54+0,058 0,52+0,080 0,53#0, | 0,57+0,062| 0,59+0,024 0,59+0,014
Threonin 0,19+0,013 | 0,24+0,011] 0,21+0,014 0,22+0,016 0,2030,| 0,23+0,028| 0,25+0,009 0,23+0,008
Serin 0,19+0,022 | 0,25+0,008| 0,22+0,032 0,250,016 0,239, | 0,28+0,032| 0,29+0,007 0,24+0,008
Kys. Glutamova | 0,98+0,045 | 1,22+0,030[ 1,08+0,102 0,930,051 1,0830, | 1,11+0,120| 1,07+0,025 1,19+0,043
Prolin 0,56+0,031 | 0,76+0,031] 0,63+0,069 0,64+0,086 0,6488, | 0,67+0,073| 0,720,014 0,70+0,021
Glycin 0,42+0,033 | 0,59+0,023] 0,45+0,05p 0,51+0,024 0,4088, | 0,55+0,050| 0,57+0,014 0,51+0,012
Alanin 0,31+0,029 | 0,40+0,016| 0,340,044 0,35+0,017 0,3888, | 0,37+0,030| 0,39+0,012 0,37+0,014
Valin 0,29+0,020 | 0,38+0,012] 0,31+0,036 0,33+0,017 0,330, | 0,34+0,038| 0,37+0,013 0,36+0,047
Izoleucin 0,21+0,019 | 0,28+0,011] 0,23+#0,029 0,250,012 0,2439, | 0,26+0,028| 0,28+0,008 0,260,006
Leucin 0,37+0,033 | 0,47+0,015 0,40+0,056 0,43+0,021 10,4299, | 0,43+0,046| 0,47+0,011 0,46+0,010
Tyrozin 0,11+0,020 | 0,11+0,007| 0,120,028 0,12+0,013 0,12%8, | 0,12+0,005| 0,130,011 0,13+0,016
Fenylalanin 0,21+0,019 | 0,29+0,001p0,23+0,033 | 0,24+0,010] 0,25+0,04p 0,25+0,024 0,2086,| 0,26+0,008
Histidin 0,13+0,009 | 0,17+0,010, 0,14+0,020 0,15+0,009 0,1G2D, | 0,16+0,018| 0,17+0,006 0,16+0,005
Lyzin 0,32+0,028 | 0,45+0,014| 0,37+0,042 0,38+0,019 0,3%D,| 0,41+0,046| 0,42+0,013 0,41+0,009
Arginin 0,30+0,019 | 0,20+0,010, 0,170,028 0,33+0,019 0,1&®, | 0,40+0,061| 0,404+,0,018 0,40+0,032
Ornitin 0,00+0,000 | 0,24+0,007| 0,21+0,01 0,01+0,001 0,2040,0 0,01+0,001| 0,01+0,001 0,02+0,008
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Tabulka 5 Pimérny obsah aminokyseliny v g/kg supernatantu u vyfch kmeri bakterie

Streptococcus thermophilus

Kmeny CCDM129 | CCDM130 |CCDM131 | CCDM133 | CCDM224 | CCDM437 | CCDM438 | CCM4757
Aminokyselina

Cystein 0,07+0,001 | 0,07+0,001] 0,07+0,0083 0,08+0,006 0,0080,| 0,07+0,003| 0,07+0,003 0,070,042
Methionin 0,20+0,007 | 0,20+0,007| 0,18+0,012 0,20+0,015 0,1830,| 0,20+0,007| 0,20+0,007 0,190,006
Kys. Asparagova | 0,55+0,098 | 0,56+0,091] 0,63+0,04p 0,63+0,045 0,58398, | 0,56+0,035| 0,53+0,030 0,53+0,030
Threonin 0,21+0,035 | 0,21+0,030, 0,25+0,02]@ 0,25+0,021 0,238D,| 0,23+0,006| 0,21+0,03Q0 0,210,047
Serin 0,25+0,041 | 0,26+0,036] 0,27+0,01p 0,27+0,019 0,292H,| 0,24+0,018| 0,22+0,009 0,22+0,049
Kys. Glutamova | 1,06+0,182 | 1,08+0,164] 1,23+0,115 1,23+0,115 1,1@#0,| 1,14+0,071| 1,03+0,073 1,03%0,073
Prolin 0,60+0,077 | 0,61+0,066] 0,730,059 0,730,059 0,632, | 0,66+0,027| 0,58+0,019 0,58+0,019
Glycin 0,49+0,068 | 0,50+0,062] 0,54+0,04Dp 0,54+0,0%9 0,4926, | 0,49+0,027| 0,46+0,016 0,460,016
Alanin 0,34+0,044 | 0,35+0,040, 0,37+0,026 0,37+0,026 0,332D, | 0,34+0,027| 0,31+0,009 0,31+0,049
Valin 0,32+0,043 | 0,32+0,039 0,35+0,01p 0,35+0,019 0,32%B,| 0,32+0,013| 0,29+0,009 0,290,049
Izoleucin 0,25+0,034 | 0,25+0,032] 0,27+0,01fy 0,27+0,017 0,23%D,| 0,24+0,012| 0,22+0,009 0,22+0,049
Leucin 0,42+0,054 | 0,42+0,050, 0,44+0,028 0,44+0,028 0,4020, | 0,40+0,020| 0,38+0,009 0,380,049
Tyrozin 0,130,015 | 0,13+0,013 0,14+0,015 0,14+0,015 0,1339,| 0,130,009 0,12+0,001 0,120,041
Fenylalanin 0,25+0,020 | 0,25+0,022] 0,25+0,020 0,25+0,020 0,23%9, | 0,24+0,019| 0,22+0,01Q0 0,22+0,070
Histidin 0,15+0,020 | 0,15+0,019 0,15+0,01p 0,15+0,010 0,1@68®, | 0,14+0,008| 0,13+0,007 0,130,047
Lyzin 0,37+0,051 | 0,38+0,047| 0,39+0,04p 0,39+0,040 0,382D,| 0,36+0,027| 0,33+0,014 0,33+0,014
Arginin 0,34+0,060 | 0,34+0,055 0,36%0,02fF 0,36+0,027 0,338, | 0,33+0,023| 0,30+0,010 0,300,070
Ornitin 0,02+0,002 | 0,01+0,002] 0,02+0,002 0,02+0,002 0,00680,| 0,01+0,001| 0,02+0,001 0,0Zi0,0(jl

Nejvy3si obsah aminokyselin v g/kg supernatantypbybrovan:

1. U kyseliny glutamové v rozmezi hodnot 0,97-1glkg supernatantu. Udaj, ktery se to-

muto intervalu vymykal byl zaznamenan u kmene CCBNI322+0,030 g/kg).

2.Prolin, jehoz hodnoty byly sledovany v rozme&0,72 g/kg supernatantu, vykazoval
odchylky u kmei: vysSi hodnotu CCDM33 0,76+0,031g/kg, nizSi hodn@CDM7
0,56+0,031 g/kg.

3. Pro asparagovou kyselinu byly ziskany vysledigahiu této aminokyseliny v rozmezi
0,5-0,63 g/kg supernatantu. Kmeny CCDM7 a CCDM1géyxovaly rozdily. Obsah aspa-
ragove kyseliny byl u nich niz§i (CCDM7 0,49+0,0§/8g, CCDM129 0,47+0,040 g/kg).

NejnizSi obsah byl zji8h u €chto #i aminokyselin:

1. Pro cystein byly zjighy vysledky v rozsahu hodnot od 0,06-0,08 g/kg sugtantu.

Hodnoty, které by se vymykaly tomuto rozmezi nelsygdovany.

2. U tyrozinu byly vyhodnoceny vysledky, které zabwaly hodnoty obsahu aminokyseliny

od 0,11 do 0,13 g/kg supernatantu. Jediny vyraenodliSujici udaj byl zji8h u kmene
CCDM438, jehoz hodnota byla 0 mnoho nizsi, a td8000053 g/kg.
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3. Pro methionin byly ziskany vysledky obsahu vmezi 0,11-0,22 g/kg supernatantu.

Nejvétsi vykyvy v nangienych hodnotach byly pozorovany u aminokyselinrangi a orni-
tinu. Arginin vykazoval hodnoty v rozmezi 0,15-0,g¢{kg. Ot Ize provést rozéleni do
uzSich intervai: a/ 0,15-0,20 g/kg, ktery byl zastoupen osmi km@gDM33, CCDM45,
CCDM69, CCDM130, CCDM133, CCDM224, CCDM437, CCDM4.38

b/ 0,30-0,33 g/kg, v jehoz rozsahu hodnot byly maty hodnotyctyt kmeni (CCDM?7,
CCDMb55, CCDM129, CCDM131), c/ 0,40 g/kg - tato skwgpbyla gedstavovanarémi
kmeny (CCDM70, CCDM126 a CCDM128).

U ornitinu nastala podobna situace. Pro kmen CCIbWyy hodnoty ornitinu ot nulové.
NejvysSi produkce ornitinu byla sledovana u kme@®®33, a to 0,24 g/kg. Rozmezi, ve
kterém byl ornitin obsazen, se tedy pohybovalo @it @,24 g/kg supernatantu. Stejako

u argininu, lze obsah této aminokyseliny rélizddo menSich intervél Pro ornitin sté
tyto dw rozmezi hodnot (rozdily jsowtsi): a/ 0,01-0,02 g/kg, v jehoZ rozsahu hodnot
bylo zahrnuto sedm kmén(CCDM55, CCDM70, CCDM126, CCDM128, CCDM129,
CCDM131, CCM4757), b/ 0,18-0,21 g/kg, tento intég reprezentovan sedmi kmeny
(CCDM45, CCDM69, CCDM130, CCDM133, CCDM224, CCDM4ZCDM438).
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Shlukova analyza

Vzdalenost

CCDM 7
CCDM 70
CCDM 126
CCDM 131
CCDM 129
CCDM 55
CCDM 128
CCM 4757
CCDM 33 I
CCDM 45
CCDM 224
cCb™M 437
CCDM 133
CCDM 69
CCDM 130
CCDM 438

Obr. 15. Dendrogram shlukové analyzy (Euklidovskéatenosti, prmér mezi skupinami)
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Vyhodnoceni dendrogramu shlukové analyzy

Byla provedena shlukova analyza (Euklidovské vauzdé, ptiimér mezi skupinami), a to
prostednictvim programu Unistat, v. 5.5. Prvnim kritériekteré bylo g shlukové analy-
ze zohledovano, byla fitomnost ugité aminokyseliny. Druhym kritériem pak bylo mnoz-
stvi jednotlivych aminokyselin. Nejvyrag8i odliSnosti v hodnotach byly pozorovany
v mnoZstvi ornitinu. Shlukova analyza byla provedarkmerh CCDM (Sbirka kultur mleé-
karskych mikroorganizrin Lactoflora) a u jednoho kmenu z CCMgskéa sbirka mikroor-

ganizmi), ktery plni srovnavaci funkci.

Z obrazku Obr. 15 je patrné, Ze se vyilyadveé velké skupiny. Vybrané kmeny byly roz-

déleny na ty, které:

1. produkuji ornitin (CCDM33, CCDM45, CCDM224, C&237, CCDM133, CCDM69,
CCDM130, CCDM438),

2. neprodukuji ornitin a nebo ho produkuji, ale je@ velmi malé nfe (CCDM?7,
CCDM70, CCDM126, CCDM131, CCDM129, CCDM55, CCDM1Z8:M4757).

Kmeny produkujici ornitin byly dale rozkkny do dvou podskupin. Jedna podskupina byla
tvofena kmeny CCDM224, CCDM437, u nichz byly zaznamgniéméi stejné a zarove
nejvysSi hodnoty ornitinu. Druh& nejprodukijgi skupina prvni podskupiny byl&quista-
vovana kmeny CCDM33 a CCDM45, u nichZ byla shled@&nai stejna produkce orniti-
nu. Posledni kmeny reprezentujici tuto podskupiply KCDM133 a CCDM69. DalSi
podskupina byla ty@na kmeny CCDM130 a CCDM438, u kterych byly korstahy ofgt

témet shodné hodnoty v produkci ornitinu.

Skupina neprodukujici nebo téhmeprodukujici ornitin je f@dstavovana d¥ni podsku-
pinami. Kmeny CCDM7 a CCDM70 formuji prvni podskopj u které se setkhvame se
situaci, Ze CCDM7 netwbornitin viibec a CCDM70 jen v zanedbatelném mnozstvi- jejich
hodnoty jsou fiblizn¢ stejné. Druha nejrozséhlejsi a fejrorodjSi skupina je reprezen-
tovana kmeny CCDM126 a CCDM131, vzajehpodobnymi. U CCDM129, CCDM55 a
CCDM128 je shoda stedeslymi kmeny mald. U jediného kmen€eské sbirky mikroor-
ganizmi CCM4757 bylo z dendrogramu patrné, Ze se odliSodabstatnich kmenstrep-
tokoki. Tato skupina jetiznoroda a fibuznost jednotlivych kmeénna zaklad podobnosti
shody produkce ornitinu neni takova jako v prvniske. Jsou zde ietelrgjSi rozdily.
Nejpodobwjsi jsou si kmeny CCDM7, CCDM70 a CCDM129.
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DISKUZE

Pokud porovname zastouperichito aminokyselin (g/16gN) s obsahem aminokyselin
(g/kg) v supernatantu, jegmé, Ze nastala shoda vestyaminokyselin, které vykazovaly
jak nejvyssi, tak i ty nejnizSi hodnoty. Nejvicesttaipenymi aminokyselinami a zardve
témi, které byly v nejtSim mnozstvi obsazeny v supernatantu jsou kysejlim@mova,
prolin a kyselina asparagova.a@dem vysSich hodnot obgalkyseliny glutamové je
pravéEpodobr ten, Ze mé kyselina glutamové zakladni vyznamtiaiasaminace, tedy pro
biosyntézu aminokyselin. Glutamova kyselina vzriakdmoniaku a-ketoglutarové kyseli-
ny pasobenim enzyih glutaméatdehydrogenézy. JéleZitym donorem aminoskupin. Vza-
jemna souvislost ¢chto nejvice zastoupenych kyselinfejpé spa@iva vtom, Ze

z glutamové mze byt syntetizovan prolin. Reakci kyseliny glutaths oxalacetatem zase
vznika kyselina asparagova [23]. Zarayvgk uz bylo jednou konstatovano, kyselou hydro-
lyzou dochéazi ke konverzi asparginu a glutaminikyselinu asparagovou a glutamovou,
¢imz se zvySi zastouperdichto aminokyselin. Je tedy nutnéigtupovat k tomuto hodno-

ceni tak, Ze zahrnuje jistou korekci.

Nejmére zastoupenymi a obsazenymi aminokyselinami byly @atein, tyrozin a methio-
nin. Cystein vznika z methioninu reakci se serinétodnoty zastoupeni aminokyselin
methioninu a serinu, pay k tém nizSim, tudiz se nedal@akavat vysSi zastoupeni cystei-
nu. Zarové miZze byt methionin syntetizovan z kyseliny asparagslaZitym mecha-
nizmem, ktery gejm¢ neni vybranymi kmengtreptococcus thermophilyseferovan, pro-
toZe hodnoty zastoupeni a obsahu kyseliny aspagageupernatantu gdy k teém vyssSim,

a pesto jsme dosli kniz§im vysleitk zastoupeni methioninu. Tyrozin vznika
z fenylalaninu hydroxylaci [23]. Fenylalanin fak primérné zastoupenym aminokyseli-
nam ve zkoumaném supernatantu (bujénu po kultivaci)Sech kmein Streptococcus

thermophilus

Rozdily v produkci argininu a ornitinu byly prajgbdobré zpasobeny jejich stale sedmi-

cim pongérem, a to diky metabolické drdze ornitinového cyMuwz&wru tohoto biosynte-
tického dje se totiz z argininu od&ii pomoci enzymu arginazy gmvina a ornitin. Obec-
né ornitin vznik4 z kyseliny glutamové postupnou gtzati. Ornitin se fermeni na arginin

reakcemi, které jsou s@asti ornitinoveho cyklu.
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Shlukova analyza, ktera byla provedena na zéktmddukce ornitinu, jako hlavniho rozli-
Sovaciho kritéria, poukazala na vzajemneibyznost gkterych kmei. Hodnoty argininu

jsou také vyhodnoceny jako kolisavé, ale v meng méZli ornitin.

Je mozno konstatovat, Ze vysledky prakti¢ésti jsou v souladu s teoretickymi poznatky o
metabolizmech aminokyselin, které jsou usrddv této praci, avSakekteré hodnoty maji
kolisavy charakter Zisobeny odliSnostmi metabolickych drah. Rozdil i@aseni jednot-
livych aminokyselin mohl byt dan jednak vySe uvegardivodem, nebo také n&gsnosti
v dodrzeni optimalnich teplot kultivace a synchrace ontogenezi bék vybraného mik-

roorganizmul.
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8 ZAVER

Aminokyseliny se v biikach bakterii vyskytujiigvazi jako sodast jejich struktury (pep-
tidoglykan). V Gvahu je brdna mikrobial&innost mikroorganizrin, ktera je enzymatickym
procesem. Aminokyselinyifiomné v prosedi jsou jimi vyuZivany afeménovany, kata-
bolizovany aerobni nebo anaerobni cestou na dadlly. Nekterych mikroorganizr,
schopnych tviit Zadouci latky, je vyuzivano vigmyslu potravin, a to zvlaStve fermen-
tatnich procesech mi@ych kysanych vyrohk pro produkci chtovych latek. Ké&mto
Gcelaim je pra¥ vyuzivanStreptococcus salivariusubsp.termophilus kterému je ¥nova-

na teoreticka i praktické&st této bakaldké prace.

V praktické ¢asti byla provedena analyza aminokyselin, respektivjonu M17, po kulti-

vaci bakteriiStreptococcus salivariusibsptermophilus

Analyza aminokyselin byla provedena metodami imerntalni chemické analyzy. Byla
uskuté&néna hydrolyza vzonk supernataiitod vybranych kmehStreptococcus salivarius
subsp.termophilus Nasledg bylo identifikovano a stanoveno mnozstvi aminokysee
vzorku gitomnych pomoci aminokyselinového analyzatoru AABG04 Sodasré byla u
vzorki supernatarit provedena mineralizace a stanoveni celkového dusj&ldahlovou
metodou. Tim bylo umoZno stanovit zastoupeni jednotlivych aminokyselipovovnéni
ku celkovému dusiku a objekti¥nzhodnotit metabolickou aktivitu vybranych knien

streptokok ve vztahu k aminokyselinam.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

Gly glycin

Ala alanin

Val valin

Leu leucin

lle izoleucin

Ser serin

Thr threonin

Met methionin

Cys cystein

Asp asparagova kyselina
Glu glutamova kyselina
Asn asparagin

GIn glutamin

Lys lyzin

Arg arginin

His histidin

Phe fenylalanin

Tyr tyrozin

Trp tryptofan

Pro prolin

DAP diaminopimelova kyselina
NAG N-acetylgluk6zamin
NAM N-acetylmuramova kyselina

ATP adenozintrifosfat
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MRNA mediatorova ribonukleova aminokyselina

tRNA transferova ribonukleova aminokyselina
UMP uridinmonofosféat

UTP uridindifosfat

UTP uridintrifosfat

PC papirova chromatografie

TLC tenkovrstva chromatografie

HPLC vysokodinna kapalinova chromatografie
OPA o-ftaldialdehyd

FMOC-CI 9-fluorenylmethyloxy-karbonyl chlorid
AQC 6-aminoquinolyl-N-hydroxysukci-nimidyl karbama
PITC fenylizothiokyanat

BCAA vétvené aminokyseliny
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