Stanoveni dekarboxylazové aktivity bakterii pomoci kultivaéni metody

Biogenni aminy (BA) pfedstavuji skupinu nizkomolekularnich dusikatych sloucenin, které
maji vyznamné fyziologické a toxické ucinky. Tyto latky se tvofi a zase rozkladaji béhem ob-
vyklych metabolickych procestt v zivych bunkéach. Mohou také vznikat z aminokyselin
pusobenim bakteridlnich dekarboxylaz, takze mohou byt obsazeny ve vSech produktech,
pfipravovanych fermentacnimi postupy nebo vystavenych béhem vyroby nebo skladovani
mikrobiadlni kontaminaci. Proto relativné vysoké hodnoty obsahu nékterych biogennich aminti
mohou slouzit i jako indikator zhorSeni vyrobniho nebo skladovaciho procesu ¢i nedodrzeni
predepsaného technologického postupu vyroby. Nejbéznéjsi BA vyskytujici se v potravinich
jsou histamin, tyramin, kadaverin, spermin, spermidin, putrescin, 2-fenyletylamin a tryptamin.
Histamin vznikéd dekarboxylaci histidinu, kadaverin z lyzinu, 2-fenyletylamin z fenylalaninu,
tyramin z tyrozinu a tryptamin z tryptofanu. Dekarboxylaci argininu vznika agmatin a ornitin
a  dekarboxylaci  ornitinu  vznikd  putrescin.  Z putrescinu  vznikd  metylaci
S-adenosylmetioninem spermidin a déle spermin.

Rada bakterialnich druhii véetné bakterii mlé&ného kvageni jsou schopny dekarboxylace jedné
¢i vice aminokyselin. Jedné se zejména o rody Bacillus, Citrobacter, Klebsiella, Escherichia,
Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Shigella a Photobacterium. Bakterie mlécného kvaseni
(BMK) jsou €astymi producenty BA zejména ve fermentovanych potravinach, kde jsou BMK
pridavany obvykle ve form¢ startérovych kultur. Dekarboxyldzova aktivita byla prokazana
piredevsim u rodu Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Pediococcus a
Bifidobacterium.

Kultivaéni metody poskytuji prvotni skrining. Vyhodami téchto metod je nenarocnost a
rychlost provedeni. Nevyhodou pak falesné pozitivni vysledky. Screeningové metody
vyuzivaji specifického média, které obsahuji pH indikator, jako je napt. bromkresolova violet.
Mezi zakladni slozky média patii: pepton, stl nebo glukoza, kvasni¢ny nebo hovézi extrakt.
Do média jsou také pfidavany prekurzory aminokyselin. Pozitivni vysledek je indikovan
zménou barvy média na fialovou. Naopak pfi negativni reakci se barva média neméni.

Ukol 1 — Stanoveni dekarboxylazové aktivity bakterii kultivaéni metodou

Testované mikroorganizmy: Enterococcus faecium, Leuconostoc mesenteroides,
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus plantarum, Lactococcus
lactis, Staphylococcus epidermis.

Postup:

e Do kazdé jamky mikrotitracni destiCky napipetujte 150 pl dekarboxyla¢niho média
obohaceného o pfisluSnou aminokyselinu a 5 pl 24 hodinové suspenze dan¢ho
mikroorganizmu (viz Tab. 1).

e Poté vSechny jamky zakipnéte parafinovym olejem pro vytvofeni anaerobniho
prostiedi (St€peni aminokyselin je anaerobni proces).

e Desticky vlozte do sacku a nechte kultivovat pti teploté 30 °C po dobu 48 hodin.



Tab. 1 — Schéma rozmisténi jednotlivych komponent v mikrotitrani desti¢ce
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Legenda: NK — Negativni kontrola (¢isté dekarboxylaéni médium),
1 — Enterococcus faecium,
2 — Leuconostoc mesenteroides,
3 — Streptococcus thermophilus,
4 — Lactobacillus curvatus,
5 — Lactobacillus plantarum,
6 — Lactococcus lactis,
7 — Staphylococcus epidermis.

Hodnoceni:
Dekarboxylaci AMK dochézi k alkalizaci média a zméné barvy média ze Zluté na fialovou
(Obr. 1).
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Obr. 1 - Dekarboxylace aminokyselin




