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ABSTRAKT

Tato prace je zamétena na dekarboxyldzovou aktivitu vybranych bakterii mlééného kvaSeni
rodu Lactococcus. Tyto bakterie se bézné€ pouzivaji v potravinafstvi, jako soucast smetano-
vé kultury, pficemz n¢které druhy byly oznaceny za producenty biogennich amini. Expe-
rimentalné byla tvorba téchto toxickych latek detekovana po kultivaci v aerobnim i anae-
robnim prostiedi v zivnych médiich o proménlivém slozeni NaCl a laktézy. Z vysledki
vyzkumu vyplyva, ze vSechny nami vybrané bakterie rodu Lactococcus produkuji biogenni
amin tyramin. Jeho nejvyssi koncentrace byla detekovana v anaerobnim prostredi pfi kon-

centraci laktozy 0,5% (w/v) a 2% NaCl (w/v).

Kli¢ova slova: biogenni aminy, dekarboxylace, bakterie mlé¢ného kvaseni (BMK), Lacto-

coccus lactis subsp. cremoris, Lactoccus lactis subsp.lactis.

ABSTRACT

This thesis is aimed at decarboxylation activity of chosen lactic acid bacteria strains Lacto-
coccus. These bacteria are generally used in the food-processing industry
as a component of cream culture. Some of them were identified as producers of biogenic
amines. Production of these toxic substances was experimentally detected after the cultiva-
tion in both aerobic and anaerobic atmosphere in nutrient medium with variable composi-
tion of NaCl and lactose. The results imply that all of us selected bacteria strains Lacto-
coccus produce biogenic amine tyramine. Its highest concentration wasdetected in an anae-

robic atmosphere at a concentration of 0,5% laktose (w/v) and 2% NaCl (w/v).

Keywords: biogenic amines, decarboxylation, lactic acid bacteria, Lactococcus lactis sub-

sp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis.
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UvVOD

Hlavnim smyslem technologického zpracovani a skladovani potravinarskych surovin
a potravin je, krom¢ vytvofeni a udrZzeni nutricni a senzorické hodnoty potravin,
také zabrdnit ohrozeni zdravi spotfebitele v pribcéhu celé¢ho fetézce vyroby potravin,
a to od produkce surovin az po spotiebu konzumentem. Béhem celého cyklu zpracovani
podléhaji potravinaiské materialy komplexnim zménam (fyziologické, enzymové, chemic-
ké a mikrobiologické). Z hlediska duasledkti, potencidlniho ohrozeni zdravi konzumenta,
sniZeni nutri¢ni a senzorické hodnoty potravin a znehodnoceni potraviny, jsou nejvyznam-

néjSimi zménami zmeény mikrobiologické [1].

Mikroorganizmy mohou svou metabolickou ¢innosti ovliviiovat kvalitu a zdravotni neza-
vadnost potravin. Na této ¢innosti se podili celd fada mikrobialnich enzyma. Mezi nejvy-
znamn¢jsi patii proteazy, lipazy, sacharolytické enzymy, které rozkladaji zakladni slozky
potravin (bilkoviny, tuky a sacharidy). Dal$i enzymy, napt. reduktazy nebo dekarboxyldzy,
se mohou podilet na vzniku toxickych latek. Mezi tyto latky patii i biogenni aminy, z nichz
histamin mtiZze pii nespravném skladovani masa nebo motskych ryb dosdhnout toxickych

koncentraci. Biogenni aminy mohou slouZit také jako indikatory kazeni potravin [2].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

11

I. TEORETICKA CAST
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1 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy jsou nizkomolekuldrni organické bazické slouceniny, které jsou pfitomny
ve vSech zivych organizmech. V potravinach a krmivech ptfedstavuji biogenni aminy jedny

z nezédoucich zplodin kone¢ného rozkladu bilkovin [3].

Jejich tvorba i rozklad spada mezi bézné metabolické pochody zvitat, rostlin i mikroorga-

nizmi [4].

V potravinach vznikaji pfedevSim dekarboxylaci pfirozenych aminokyselin plsobenim
dekarboxylaz, kterymi jsou vybaveny c¢etné druhy hnilobnych bakterii, ale také fada druhti

bakterii mlécného kvaSeni [5].

1.1 Clenéni biogennich amini

Podle chemické struktury se biogenni aminy c¢leni na aromatické (tyramin a 2-
fenyletylamin), heterocyklické (histamin a tryptamin), alifatické (putrescin a kadaverin)
a polyaminy (spermidin, spermin a piip. agmatin). Nékdy se mezi polyaminy zjednodusen¢
fadi 1 diaminy, podobné¢ jako se heterocyklické aminy zjednodusené fadi do skupiny aroma-
tickych amini [5]. Skupina polyaminti mize byt klasifikovana i1 jako samostatna skupina,
protoZe biogenni aminy do ni patfici mohou byt tvofeny alternativni metabolickou cestou

a néasledkem toho se projevuji odliSnym fyziologickym, resp. patologickym plsobenim [6].

1.2 Vyznam biogennich amint

Biogenni aminy jsou pro Zivé organizmy nezbytné z hlediska fady fyziologickych funkci.
Utastni se bunééného metabolizmu, a zaroven jsou dileZité i pro samotny bun&ény rist.
Podili se na regulaci nukleovych kyselin a ovlivituji syntézu bilkovin. Uplatiuji se 1 pfi
stabilizaci membran a pii kontrole krevniho tlaku. Nékteré z nich jsou tkdniovymi hormony
nebo stavebnimi latkami pro syntézu dalSich hormonti, fytohormont, alkaloid a dalSich
sekundarnich metabolitl rostlin. Na druhé stran€ jejich vysoké koncentrace mohou zapftici-

nit toxické efekty [7,8].

Posledni dobou pouta velkou pozornost skupina polyamini (spermin, spermidin, putrescin,
kadaverin). Polyaminy jsou dileZité v procesech buné¢ného ristu a proliferaci. V popiedi

z4jmu tak stoji mozna ucast v nadorovém bujeni. Ptiznivé vSak plisobi pii hojeni ran. Poly-
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aminy jsou také povazovany za potencialni prekurzory kancerogennich N-nitr6zosloucenin

a aromatickych heterocyklu. [9].

1.3 Vznik biogennich amini — charakteristika dekarboxylace
Biogenni aminy v potravinach mohou pochazet ze dvou zdroji:
- jsou pfirozenou soucasti bunéénych struktur rostlin,

- mohou vznikat v procesu vyroby a skladovani potravin jako vysledek metabolického

pusobeni mikroorganizmd.

V procesu vyroby a skladovani potravin se tak biogenni aminy stavaji indikatorem mikro-
bidlni kontaminace a jejich koncentrace tak mlize byt jednim z ukazateld kvality potravin
[10]. Biogenni aminy v builkkdch vznikaji enzymovou dekarboxylaci aminokyselin

s eventuelni dalsi upravou [11].

K tvorbé biogennich aminti zna¢nou mérou piispiva kulturni a kontaminujici mikroflora.
Nékteré mikroorganizmy totiz maji schopnost tvofit dekarboxylazové enzymy, které kata-
lyzuji dekarboxylaci volnych aminokyselin v potravingé za vzniku biogennich amint [12].
Tvorba téchto latek postupuje od bilkovin pies peptidy k aminokyselinam, jejichz dekarbo-

xylace vede ke vzniku aminti [13].

Pii dekarboxylaci dochézi k odStépovani oxidu uhli¢itého ze substratu (karboxylové skupi-

ny). Je to proces katalyzovany enzymy ze tfidy lyaz nebo oxidoreduktaz [11].

K typickym lyazovym reakcim patii odSt€povani malé molekuly ze substratu za vzniku
dvojné vazby nebo naopak adice na dvojnou vazbu. V ptipad¢ dekarboxylace je touto ma-

lou molekulou oxid uhlicity [14,15].

Mezi dekarboxylacni reakce mizeme také zaradit procesy dekarboxylace vedouci k tvorbé
biogennich amint. Dekarboxylace probiha obvykle za zvySenych teplot. Je také dulezitym

biochemickym pochodem v Zivych organizmech (odbourdvani keto- a aminokyselin) [16].
K nejzndméjsim dekarboxyldzdm patii pyruvatdekarboxyldza, produkujici acetaldehyd
pii alkoholové fermentaci, ¢i dekarboxylazy aminokyselin, jejichz plisobenim vznikaji bio-

genni aminy [11].
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Nejznaméjsim biogennim aminem je histamin, ktery vznika z aminokyseliny histidinu.
Z aminokyseliny tyrozinu vznikd tyramin, z ornitinu putrescin, z lyzinu kadaverin, z trypto-

fanu tryptamin a z fenylalaninu vzniké beta-fenyletylamin [16].
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Hz“\/\/\NHZ

4
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H;N\/\/\N/\/\NH
H 2
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Obr. 1. Vznik biogennich aminti [16]

1.4  Diilezité biogenni aminy
Mezi nejcastéji se vyskytujici biogenni aminy patii: [16]

- histamin - odvozen od histidinu. Tkanovy hormon, ktery v centralnim nervovém sys-
tému plisobi jako neurotransmiter. MiiZze vyvolavat alergické projevy,

- tyramin - odvozeny od tyrozinu, zvysSuje krevni tlak, zpisobuje migrény,

- serotonin - odvozen od 5-hydroxytryptofanu. Neurotransmiter, vyvolava stahy hlad-

kého svalstva stfev a naopak uvoliuje svalovinu cév,

- dopamin - odvozen od tyrozinu. Prekurzor noradrenalinu a adrenalinu, piisobi jako

neurotransmiter pii nervovém pienosu,
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- B-alanin - odvozen od kyseliny asparagové,
- cysteamin - odvozen od cysteinu. Soucast koenzymu A,
- kyselina y-aminomaselna - odvozena od kyseliny glutamové,

- fenyletylamin - vznika enzymatickou dekarboxylaci fenylalaninu. Hormon a alkaloid
skupiny amfetaminu, pii jehoz konzumaci ve vétSim mnozstvi mize dojit k psycho-

tropnim efekttim,

- kadaverin a putrescin - kadaverin vznikéd dekarboxylaci lyzinu, dekarboxylaci ornitinu
vznikd putrescin. Oba aminy byly detekovany pfedevsim pfi hniti masa jako tzv. mrt-

volné jedy,
- etanolamin - odvozeny od serinu, soucast fosfolipidi,
- propanolamin - odvozen od treoninu, souc¢ast vitaminu B12,

- polyaminy (putrescin, spermidin a spermin) se vyskytuji ve vSech vyssich rostlinach

a podileji se na dilezitych fyziologickych procesech. [16].

1.5  Biogenni aminy v potravinach

Biogenni aminy jsou pfirozenou slozkou fady fermentovanych i nefermentovanych potra-
vin rostlinného 1 zivocisného ptivodu [17]. Jejich vyskyt v potravinach je zavisly zejména
na dekarboxylazové aktivité¢ pritomnych mikroorganizmi. Vyssi koncentrace biogennich
amint Ize predpokladat v potravinach obsahujicich bilkoviny nebo volné aminokyseliny,
zvlasté pokud poskytuji vhodné podminky pro biochemickou aktivitu pfitomnych mikroor-
ganizmu. Biogenni aminy mohou tedy slouzit jako indikatory procesu fermentace potravin

nebo jejich kazeni [18].

1.5.1 Sledovani biogennich amini v potravinaiskych provozech

Sledovani vyskytu amini mize byt zdrojem cenné informace v potravinaiskych provozech,
v nichZ stéZejni roli hraje ¢innost mikroorganizmii (vyroba piva, vina, kysaného zeli, syri,
fermentovanych masnych vyrobktll). V pfipadé potravin je diilezité, zda se jedna o produkty

fermentacnich procest ¢i nikoli [19].

Fermentované potraviny
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Fermentované potraviny (napt. kysané zeli, pivo, vino) obsahuji biogenni aminy jako pii-
rozenou slozku. Vyznamnéjsi je zde pohled toxikologicky. Ve fermentovanych potravinach
jsou biogenni aminy vytvareny pifedevsim dekarboxylaci ptislusnych aminokyselin substra-
toveé specifickymi enzymy bakterii mlééného kvaseni, které se vyuzivaji jako startérové

kultury [18,19].
Nefermentované potraviny

Nefermentované potraviny (napf. maso, moiské ryby) vykazuji vyznamnéjsi nariist obsahu
aminl v souvislosti s nezadoucimi rozkladnymi procesy bilkovinné matrice. Aminy zde

pfedevsim hraji roli potencidlniho kritéria jakosti [19].

Pti skladovani potravin, jako jsou maso, ryby a syry, dochéazi vlivem enzymové aktivity
pfitomné mikroflory k riistu obsahu biogennich aminii. Obsah nékterych z nich lze proto
vyuzit jako indikator Cerstvosti masa. Vareni ma relativné maly vliv na obsah biogennich
amind, dochazi pouze k jejich ¢astecnému rozkladu. V mase ryb pii nevhodném skladovani
nartsta predevsim obsah histaminu. Je to déno tim, ze pfedevSim v rybach s tmavym ma-
sem je vysS§i obsah volného histidinu nez v bilém rybim mase nebo v mase jate¢nych zvitat

[20].

Nejvétsi nebezpeci tvorby biogennich amintli je pfi vysoké mikrobidlni kontaminaci ryb
a pfi nedodrZeni chladirenského fetézce. NejCastéji se biogenni aminy tvoii ithned po vylo-
veni ryb, které nejsou patficn€ zchlazeny na teplotu kolem +1 °C. Dalsi rizikovou operaci
je tepelné opracovani, predevs§im uzeni ryb, hlavné makrel. Zalezi na dob¢ od pfipravy ryb
na uzeni k vlastnimu tepelnému osetieni. Pokud je tato doba dlouh4 a ryby jsou vystaveny
vysS$im teplotam, dochazi k pomnozovani mikroorganizmi. Uzeni ryb probihd za nizsich
teplot a n€které mikroorganizmy (napft. laktobacily) proces uzeni mohou piezit, ve vhod-

nych podminkach se pomnoZovat a tvofit pfedev§im histamin [21].

1.6  Faktory ovliviiujici dekarboxylazovou aktivitu mikroorganizmi

Pro tvorbu biogennich aminti jsou, kromé piitomnosti volnych aminokyselin (dalezity
je stupen proteolyzy) a mnoZzstvi bakterii obsahujicich dekarboxyldzy, také dileZzité pod-
minky, pfi nichz bakterie mohou rist a syntetizovat dekarboxylazy. Vzhledem k riznoro-
dosti druhti a kment jsou rtizné i optimalni podminky pro tvorbu biogennich amini jako je

teplota, pH, pfistup kysliku, aktivita vody, technologie vyroby (napi. zafazeni pasterace),
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doba zrani, doba skladovéni a pfitomnosti kofaktorti jako pyridoxalfosfat nebo obsah soli

a glukozy [22,23,24].

1.7 Vliv biogennich amint na lidské zdravi

Zvyseny zéjem o stanoveni koncentraci a zastoupeni jednotlivych biogennich amint
v potravinach vyplyva z prohlubujicich se poznatkl o jejich biologickém piisobeni na ¢lo-
veka. Biogenni aminy jsou pro ¢lovéka nepostradatelné, avSak ve vysokych koncentracich

se mohou projevit jako latky psychoaktivni a vazoaktivni [5].

Potravinovou precitlivélosti trpi vyznamna, stile nardstajici, ¢ast populace. Postihuje
asi 2 % dospélych a 8 % déti do 3 let véku. Jedinci s potravinovou precitlivélosti jsou
pfi poziti rizikové potraviny ohrozeni jednak akutni reakci s pfiznaky postizeni systému
dychaciho, kozniho, zazivaciho i ob&hového, nebo se potravinova piecitlivélost projevuje
chronickym onemocnénim, jako je atopicky ekzém a chronické zazivaci potize, které mo-

hou vyznamné ovliviiovat praceschopnost jedince 1 kvalitu jeho Zivota [17].

Stanoveni biogennich aminti miize byt vyuzito k posouzeni miry rozkladu sledovaného
materidlu. V piipadé skladovani potravin miize byt obsah biogennich aminti ukazatelem
jakosti vstupni suroviny a irovné hygieny béhem vyrobniho procesu a skladovani. Pfijem
potravin obsahujicich vysoké koncentrace téchto slou¢enin mize u citlivych osob vyvolat

alimentarni intoxikaci [22].

1.7.1 Symptomy intoxikace biogennimi aminy

Nejmarkantnéj$i symptomy konzumace vysokych davek biogennich aminl jsou zvraceni,
zavraté, dychaci potiZe, poceni, buseni srdce, snizeni nebo zvyseni krevniho tlaku a migré-

ny. Jejich intenzita je zavisla na kvalitativnim 1 kvantitativnim slozeni biogennich aminti
[9].

Histamin zpusobuje koptivku, bolesti hlavy, navaly horka, kieCe v bfiSe, rozSifeni cév
a sniZeni krevniho tlaku, je pfi¢inou otravy z ryb (scombroid poisoning). Tyramin mtze byt
pfi¢inou migrén, krvaceni do mozku a hypertenznich krizi, tzv. reakce na syr (cheese re-

action), zejména u pacientll uzivajicich antidepresiva [22,25].

Pro negativni vliv biogennich aminii na lidské zdravi je zadouci, aby se tyto aminy v potra-

vinach vyskytovaly v minimalnim mnozstvi [22].
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1.7.2 Odbouravani biogennich amini

Normalni pfijem biogennich aminl je metabolizovan ve stfevnim traktu velmi vykonnym
detoxifika¢nim systémem zalozenym na aktivité enzymii monoaminooxidazy (MAO), dia-
minoooxidazy (DAO) a histidinmethyltransferdzy (HMT). Pfi nadmémém piijmu biogen-
nich amind potravou vSak detoxikacni kapacita tohoto systému nemusi stacit, stejné tak i v
pfipad¢ pacientt, ktefi uzivaji 1éky inhibujici MAO — antidepresiva, antiparkinsonické 1¢-
ky. Toxicita histaminu a tyraminu je zvySovana soucasnou konzumaci alkoholu a potravin
obsahujicich jiné biogenni aminy, zejména diaminy a polyaminy. Jejich negativni pisobeni
spociva v od€erpani detoxikaéni kapacity enzymtt MAO, DAO a HMT a v nasledném zesi-

leni ucinku toxictejsich biogennich amint [22,25].

1.7.3 Toxicka davka biogennich amint

Toxické davky biogennich amind je obtizné stanovit. Velmi zalezi na individudlnich rozdi-
lech mezi lidmi, zastoupeni jednotlivych biogennich amind v potraviné, mnoZzstvi konzu-
mované potraviny a pfitomnosti jinych potencujicich slozek, jakymi jsou napiiklad alkohol
nebo léky. Obsah histaminu 100 mg/kg vzorku muze zpulsobit intoxikaci histaminem,
100 — 800 mg/kg tyraminu tzv. reakci na syr a 30 mg/kg 2-fenyletylaminu migrénu. Bylo
navrzeno [22], Ze suma histamin + tyramin + putrescin + kadaverin by pro syr neméla pre-
kroc¢it hodnotu 900 mg/kg. S tim souvisi 1 legislativni omezeni nejvyssi ptipustné davky

[22].
Legislativni opatieni

Ceska legislativa do roku 2004 obsahovala legislativni limity pro vybrané biogenni aminy
v rybach, syrech, pivu a vinu, ale dnes je v CR platny jen hygienicky limit pro histamin
v rybach a vyrobcich z ryb uvadény v Natizeni komise (ES) ¢. 2073/2005 ve vysi
100 mg/kg. Tento limit mize byt ve dvou vzorcich z deviti z jedné Sarze piekroCen
az do hodnoty 200 mg/kg. Legislativa neurcuje vyrobciim deklarovat obsah biogennich
amind na obale. Vedle ryb jsou syry nejcastéji uvadénou potravinou spojovanou s intoxika-

ci biogennich amint [22].
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1.8 Stanoveni biogennich amini
Pro stanoveni biogennich amini bylo vyvinuto nékolik technik zahrnujici:
- tenkovrstvou chromatografii (TLC),
- plynovou chromatografii (GC),
- kapilarni elektroforézu (CE)
- kapalinovou chromatografii (HPLC).

V praxi se nejcastéji pouzivaji vysoce citlivé chromatografické metody na reverznich fa-
zich s fluorescen¢ni nebo UV detekci po dansylaci, benzoylaci nebo derivatizaci reakci s 9-
fluoromethyl chloroformatem, N-hydroxysuccinimidyl-6-chinolyl karbamatem nebo o-
ftaldialdehydem (OPA). Iontové parovou RP-HPLC nebo iontové vyménnou chromatogra-
fii 1ze stanovit aminy po postkolonové derivatizaci OPA. V posledni dobé¢ se jevi jako vel-
mi spolehlivé a vysoce citlivé chromatografické metody s elektrochemickou detekci

nebo detekci pomoci hmotnostni spektrometrie (LC/MS) [5].
Pro detekci bakterii produkujicich biogenni aminy se vyuzivaji i metody molekularni bio-
logie, zejména PCR, pomoci které 1ze s vyuZitim specifickych primeri rychle zachytit bak-

terie nesouci piislusné geny zodpovédné za produkci dekarboxylacnich enzymt [18,26].
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2 MIKROORGANIZMY S DEKARBOXYLAZOVOU AKTIVITOU

Mezi dekarboxylacni reakce miizeme zaradit procesy dekarboxylace vedouci k tvorbé bio-

gennich amint [16].
R — CHNH; - COOH -» R — CH; - NH; + CO;,

Obr. 2. Dekarboxylacni reakce [16]

Schopnost dekarboxylovat aminokyseliny maji pouze mikroorganizmy, u kterych jsou pii-

tomny dekarboxyldzové enzymy. Dekarboxyldzy patii do skupiny enzyml lyaz.
[7].

Mikroorganizmy, které produkuji dekarboxyldzy, mohou byt v produktech ptirozené pfi-
tomné nebo mohou byt vnesené do potravin pred technologickym zpracovanim,

v jeho pribeéhu nebo po ukonceni vyroby [10].

Dekarboxyla¢ni reakce, priznacné predevsim pro diaminokyseliny, jsou katalyzovany sub-
stratove specifickymi dekarboxyldzami vytvafenymi zastupci bakterii z ¢eledi Enterobacte-
riaceae, rodu Enterococcus, Micrococcus, Pseudomonas, a nékterymi dal§imi hnilobnymi
bakteriemi, ale také fadou druhti bakterii mlécného kvaseni (Lactobacillus, Lactococcus,

Pediococcus, Streptococcus) [7] a plisnémi [27].

Bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae (ptedevsim Escherichia coli, Enterobacter aeroge-
nes, Klebsiella pneumoniae) jsou jako kontaminujici mikroflora v potravinach zodpovédné
za tvorbu kadaverinu, putrescinu a histaminu. Tyto kmeny jsou soucasti stievni mikroflory
clovéka a hospodarskych zvirat. Protoze tyto bakterie jsou termolabilni, je jejich pfitom-
nost v mlékarenskych vyrobcich disledkem bud nedostatecného pasteraéniho rezimu

nebo Spatné hygieny a sanitace v zavod¢ [10].
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3 BAKTERIE MLECNEHO KVASENI

Nazev této skupiny bakterii je odvozen od jejich schopnosti fermentovat sacharidy
na kyselinu mlécnou jako hlavni vysledny produkt. Oznacenim bakterie mlécného kvaseni
(BMK) neni myslena pfesn¢ definovana taxonomicka skupina, ale fada fylogeneticky vice
¢1 mén¢ pribuznych rodl s nékolika spoleCnymi biochemickymi a ekologickymi znaky.

Soucasti bakterii mléEného kvaseni je také dnes hodné diskutovana skupina probiotik [28].

3.1 Taxonomie bakterii mlé¢ného kvaseni

Bakterie mlécného kvasSeni tvoii heterogenni skupinu, do které patti mimo jiné rody Ente-
rococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Sporolac-

tobacillus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus a Weissella [29].

Bakterie mlééného kvaseni jsou grampozitivni nesporogenni mikroaerofilni bakterie. Mor-
fologicky se bakterie mlécného kvaSeni fadi jak mezi koky, tak mezi tyCinky a obecn¢ ne-
produkuji kataldzu. Nazev této skupiny bakterii je odvozen od jejich schopnosti fermento-
vat sacharidy na kyselinu mlé¢nou jako hlavni vysledny produkt - homofermentace (napf.
Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus). Pti heterofermentaci (napt. Leuconostoc, Lac-
tobacillus) vznikaji kromé kyseliny mlé€né rovnéz kyseliny jablecnd, jantarova, mravenci,

octova, etanol a oxid uhli¢ity [29].

Ttidéni bakterii mlé¢ného kvaseni do jednotlivych rodi je predevsim zaloZzeno na morfolo-
gickych vlastnostech, zptisobu zkvasovani glukozy, ristu pii riznych teplotach, prostorove
konfiguraci produkované kyseliny mléc¢né (D, L nebo ob¢ formy), schopnosti rtistu pti vy-
soké koncentrace soli a na zdklad¢ posouzeni tolerance ke kyselému ¢i zésaditému prostie-

di [30].

3.2 Pozitivni vyznam bakterii mlééného kvaSeni

Nekteré rody bakterii mlééného kvaSeni jsou producenty bakteriocint. Jedna se o slouceni-
ny bilkovinné povahy, které vykazuji baktericidni aktivitu proti omezenému spektru mik-

roorganizmil, vétSinou tizce piibuznych s danym producentem [29].

Rody Lactobacillus, Enterococcus a Bifidobacterium jsou uzivany rovnéz jako probiotika

s cilem kompenzovat Gi€inky neptiznivych faktort pisobicich na lidsky organizmus [29].
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3.3 Fermentace laktozy

Zakladnim biochemickym pochodem zajistovanym cistymi mlékarskymi kulturami
pii vyrob¢ zakysanych mlécnych vyrobkil je anaerobni proces pfemény sacharidi na kyse-
linu mlé¢nou katalyzovany komplexem enzymt. Pfi fermentaci laktdzy se musi tento disa-
charid ¢innosti enzymu B-galaktozidazy, vytvorené bakteriemi mlécného kvaseni nejprve
hydrolyzovat na monosacharidy glukozu a galaktézu. Obecné je mozno vyjadiit tento pro-

ces rovnici: [31].
C12H2011 + H,0 — 2 C6H1206
Obr. 3. Homofermentativni mlé¢né kvaseni [32]

Pti tzv. homofermentativnim mlééném kvaseni je jedinym vyslednym produktem zkvaso-
vani glukdzy kyselina mlécna (obr. 3). Kyselina pyrohroznova se pifimo redukuje na kyse-
linu mléénou, piicemz NADH'H' se oxiduje zpatky na NAD'. Typickym kvasenim
pro mnoh¢é mlécné bakterie je heterofermentativni mlééné kvaseni. Na rozdil od homofer-
mentativniho mlééného kvaseni, ve kterém z jedné molekuly gluk6zy vznikaji dvé moleku-
ly kyseliny mlécné, vyslednymi produkty heterofermentativniho mlééného kvaseni jsou

kyselina mlécnd, etanol a CO, (obr. 4) v molarnim pomeéru 1:1:1 [32].

4

glukéza — kyselina mlé¢na + etanol + CO,

Obr. 4. Heterofermentativni mlé¢né kvaseni [32]

3.4  Vyskyt a vyznam bakterii mlé¢ného kvaSeni

Bakterie mlé¢ného kvaSeni se pfirozené¢ vyskytuji v riznych prostiedich. Zejména v mis-
tech s vysokymi koncentracemi sacharidii, aminokyselin, vitaminl a vyssi tenzi CO,. Tvofi
dominantni ¢ast mikroflory traviciho a urogenitalniho traktu ¢lovéka i zvifat. Byvaji nalé-
zany v klinickém materialu humanniho a animalniho piivodu. Bakterie mlééného kvaseni
jsou vyznamnou sloZkou mikroflory potravin (mlécné vyrobky, fermentované maso a zele-

nina, ceredlie, tésto, napoje) [29].
Bakterie mlé¢ného kvaseni jsou dulezité pro spravné sloZeni sttevni mikroflory, z ¢ehoZz
vyplyva 1 snizeni rizika prijmovych onemocnéni a zvySeni humoralni i bunééné imunity,

snizeni hladiny cholesterolu a triacylglyceridii, snizeni moZznosti vzniku nadorti a zvySeni
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mineralizace a hustoty kosti. Diky schopnosti fermentace sacharidi na kyselinu mlécnou
(snizeni pH a redoxpotencialu) a produkci latek s antimikrobialnim G¢inkem (nisin a ostat-
ni bakteriociny) maji schopnost prodlouzit trvanlivost potravin inhibici nezddouci mik-
roflory [33]. Téchto vlastnosti se vyuziva ke zvySeni trvanlivosti a zdravotni nezavadnosti
potravin. Produkty metabolizmu davaji potravindm typické organoleptické vlastnosti (chut,

vung, vzhled) [29].

3.5 Startovaci kultury

Historicky byly a jsou bakterie mlé¢ného kvaseni vyuzivany jako startovaci kultury pfi vy-
rob¢ potravin, zvlasté fermentovanych mléénych vyrobkl. Bakterie mlécného kvaseni jsou
obecné povazovany za zcela bezpecné organizmy — maji status GRAS (generally recogni-
zed as safe). Startovaci kultury jsou vybrané a provéfené kmeny mikroorganizmi,
které jsou ve formé Cisté kultury nebo ve smésich s jinymi kmeny ptidavany do potravin

v pribehu vyrobniho procesu [34].

Vybérem vhodnych startovacich kultur (Pediococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuco-
nostoc) pii vyrobé fermentovanych produkti 1ze zajistit jejich poZadované ptiznivé organo-

leptické vlastnosti (chut, vini apod.) [34].

3.6 Funk¢ni potraviny — probiotika

Problematika funkénich potravin patii v oblasti lidské vyzivy mezi nejsledovangjsi témata
v Evropé, Spojenych statech, Kanadé i v Japonsku. Funkéni potraviny jsou potraviny,
které maji pfi pravidelné konzumaci pfiznivé ovliviiovat zdravotni stav clovéka. V urc¢itém
mnozstvi ptizniveé plisobi na slozeni a rovnovahu stievni mikroflory a tak i na lidské zdravi

[35].

Probiotika (z fectiny, ,,pro Zivot™) jsou zivé mikroorganizmy, které se dostavaji do téla
v potrave. Probiotika jsou bakterie, pfevazné bakterie mlé¢ného kvaseni. Ne vSechny mléc-
né bakterie vSak maji probiotické vlastnosti, a proto je dulezité, aby byli spotiebitelé

o této problematice dostate¢n¢ informovani [35].

Probiotické kultury mohou mit funkci startovacich kultur nebo jsou pfidavany pro dosaZeni

pozitivniho G¢inku na lidské zdravi.
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Kultury téchto bakterii:

-jsou humanniho (lidského) ptivodu,

- nejsou patogenni €1 toxicke,

- nenici se v kyselém prostiedi a v ptitomnosti zluc¢i (nesmi byt béhem prichodu zazi-

vacim traktem zniceny nebo oslabeny),

- nenic¢i se béhem vyrobniho procesu a zlstavaji zivotaschopné po celou dobu trvanli-

vosti potraviny,

- je prokazan jejich pozitivni vliv na zdravotni stav [35],

- musi se v misté¢ ptisobeni (ve stieve) mnozit [34].
Béhem fermentace potravin produkuji tyto probiotické kultury fadu biologicky aktivnich
latek, které mohou pfiznivé, ale i negativné (biogenni aminy), ovliviiovat lidské zdravi.
Schopnost tvofit biogenni aminy je pfi planovaném pouziti probiotickych kultur bakterii
mlécného kvaSeni pro vyrobu fermentovanych potravin nezadouci. Je velice dileZité vybi-
rat takové kmeny bakterii mlé€ného kvaSeni, které neprodukuji biogenni aminy. Proto byly

do vyroby zavedeny metody umoZnujici detekci mikroorganizml produkujici biogenni

aminy [34,36].
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4 ROD LACTOCOCCUS

Jednim z nejvyznamnéjsich zastupct bakterii mlécného kvaseni je rod Lactococcus. Jedna
se o grampozitivni mikroaerofilni koky s homofermentativnim typem metabolizmu gluko-
zy [37]. Hlavnim produktem fermentace glukdzy je tedy kyselina mlé¢na. Déle muze vzni-

kat malé mnozstvi diacetylu, jez zptisobuje typické aroma [38].

Rod Lactococcus obsahuje Sest druhii, L. garviae, L. piscium, L. plantarum, L. raffino-
lactis, L. chuangangensis a L. lactis. Nejvyznamnéj$i zastupce rodu Lactococcus, druh
Lactococcus lactis, zahrnuje tii poddruhy. L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris a
L. lactis subsp. hordniae, ktery byl izolovan z rostlinného materidlu (Hordnia circellata) a

neni pramyslové vyuzivan [37].

Nejobvyklejsim prostfedim pro L. lactis subsp. lactis a subsp. cremoris je mléko a mlécné
vyrobky. Syrové kravské mléko bézné obsahuje L. lactis subsp. lactis, v mensim mnozstvi

1 subsp. cremoris [37].

Druh Lactococcus lactis s poddruhy lactis a cremoris je celosvétoveé pouzivan v mlékaren-
ském primyslu pii vyrobé fermentovanych mléénych vyrobkl. Nekteré kmeny produkuji

antibiotikum nisin, ktery inhibuje rlist grampozitivnich bakterii (napt. klostridii) [39].

Ve vyjimecnych piipadech byl popsan L. lactis jako pivodce humannich infekci. Jedna
se napiiklad o endokarditidy, pfevazné vSak u imunosuprimovanych jedinct, u kterych
soub&zné probihalo jiné zdvazné onemocnéni. PostiZeni jedinci vykazovali sniZenou obra-
nyschopnost organizmu zplsobenou dysfunkci imunitniho systému, chemoterapii
nebo poSkozenim tkanovych bariér. Riziko infekce L. lactis je velmi nizké, v Zadném po-
psaném piipad¢ nebyla pfimé souvislost mezi infekci a konzumaci fermentovanych potra-

vin [37].

4.1 Lactococcus lactis subsp. cremoris

Lactococcus lactis subsp. cremoris predstavuje soucast smetanové (zakladni) kultury, ur-
¢ené k vyrobé kysanych napojovych, tvarohovych a syrovych vyrobkl a k vyrobé masla
a syrt. Patii mezi mezofilni streptokoky mlé¢ného kvaseni, které jsou vedle kmenti Lacto-
coccus lactis subsp. lactis dulezitym producentem kyseliny mlé¢né. Nékteré kmeny jsou
schopny vytvaret malé mnozstvi aromatickych latek. Charakteristické vlastnosti, kterymi se

li§i od Lactococcus lactis subsp. lactis, jsou naptiklad nizsi optimalni teplota rastu, tvorba
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méfitelného mnozstvi CO, a morfologicky se vyznacuje zpravidla vétSimi buitkami, které

tvori dlouhé fetizky [40,41].

Dalsi vlastnosti druhu Lactococcus lactis

Taxonomické zatazeni rodu Lactococcus je nasledujici:

Doména Bacteria - Oddé€leni Firmicutes - Celed’ Streptococaceae.
Reakce na Gramovo barveni: pozitivni.

Kolonie: 1-2 mm nepigmentované az bézové okrouhlé kolonie s hladkymi okraji, lesklé,

vypouklé (obr. 5).

Tvar a uspotadani bunék: nesporulujici kokovité nebo ovalné buniky v parech nebo kratsich

fetizcich (obr. 6).

Velikost bunky: 0,5-1,5 x 0,5-1,2 pm.

Pohyblivost: nepohyblivy.

Vztah ke kysliku: fakultativné anaerobni.

Zpisob vyzivy: chemoorganotrofni.

Optimalni kultiva¢ni teplota: 30°C.

Specialni pozadavky na vyzivu a rist: komplexni kultivaéni média, aminokyseliny, vitami-
ny.

Hlavni diagnostické znaky: katalaza negativni, oxiddza negativni, fermentativni metaboli-
zmus, sacharidy §té€pi na L(+) kyselinu mlé€nou, z argininu netvoii amoniak.

Vyskyt a vyznam: vyskyt - rostlinny materidl; pouziti - fermentované mlécné vyrobky
s tahlovitou strukturou.

Poznamka: produkce sloucenin zpiisobujicich tahlovitost, neroste pii pH 9,2 nebo 40 °C

[42].
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® J. Chumchalova

Obr. 5. Lactococcus lactis subsp. cremoris: Vzhled povrchovych kolonii po aerobni kulti-
vaci na M17 agaru s glukézou (48 h pti 30°C). [42]

© 1. Chumchalova . 5 pm

Obr. 6. Lactococcus lactis subsp. cremoris: Barveno podle Grama po aerobni kultivaci

v M17 bujonu s glukdzou (18 h pfi 30°C), zvétSeni 10 x 100. [42]


http://www.sci.muni.cz/mikrob/Miniatlas/images/bakterie/kolonie/Lactococcus%20lactis%20subsp.%20cremoris%20var.%20tae-tee%20LCC%20111k.jpg
http://www.sci.muni.cz/mikrob/Miniatlas/media.htm#M17
http://www.sci.muni.cz/mikrob/Miniatlas/images/bakterie/mikro/Lactococcus%20lactis%20subsp.%20cremoris%20var.%20tae-tee%20LCC%20111.jpg
http://www.sci.muni.cz/mikrob/Miniatlas/media.htm#M17
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILE PRACE

Teoreticka cast této diplomové prace méla za cil charakterizovat skupinu biogennich ami-
nu. Popsat je jako latky, které v nizkych koncentracich jsou pro zivé organizmy nezbytné,
ale také upozornit na jejich toxikologickou vyznamnost. Vysvétlit proces dekarboxylace,
vedouci k jejich tvorbé, véetné urceni faktord, které mohou tvorbu ovliviiovat. Soucasti
bylo také blize specifikovat mikroorganizmy schopné dekarboxylazové aktivity, pfedev§im
se pak zaméfit na skupinu bakterii mlééného kvaseni, které se hojné vyuzivaji

V potravinarstvi.

Prakticka cast této prace byla zaméfena na sledovani tvorby biogennich aminli pomoci ion-
tové-vyménné kapalinové chromatografie s postkolonovou ninhydrinovou derivatizaci
a spektrofotometrickou detekci (A = 570 nm) bakteriemi mlééného kvaSeni Lactococcus
lactis subsp. cremoris a Lactoccus lactis subsp.lactis pti riznych podminkach kultivace.

Témito podminkami byly:
- riznd koncentrace laktézy - 0; 0,25; 0,50; 0,75 nebo 1 % (w/v),
- riznd koncentrace NaCl - 0; 1 nebo 2 % (w/v),
- vliv aerobniho/anaerobniho prostiedi v kultivaénim médiu.

Na zakladé vysledki ziskanych z jednotlivych méteni byly formulovany zavéry.
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6 METODIKA A MATERIAL

6.1 Kultury bakterii

V experimentalni ¢asti této prace byla sledovéana produkce biogennich aminii u nasleduji-
cich kmenii ziskanych ze Sbirky mlékatskych mikroorganizmii Laktoflora (Cultures Col-

lection of Dairy Microorganisms - CCDM):
- Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824
- Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946

- Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 1004

6.1.1 Priprava suspenze bakterii

Laktokoky byly kultivovany v M17 bujonu nebo agaru (Oxoid, Basingstoke, UK) obohace-
ném o 0,5 % (w/v) laktozy (LachNer, Neratovice, CR) po dobu nutnou k dosaZeni potiebné
hustoty suspenze bakterii (24 — 48 hodin) pti 30 + 1 °C. Hustota bakterii byla ovéfena meé-

fenim optické hustoty bunék pii vinové délce 600 nm (ODgqy).

Nejdtive bylo pfipraveno inokulum, ze kterého byla nasledné ptichystana suspenze bakte-
rii. Inokulum bylo pfipraveno zao¢kovanim 20 ml pfislusného kultivacniho média sledova-
nymi bakteriemi ze Sikmého agaru nebo Petriho misky. Buiiky byly kultivovany pfi teploté

30 + 1 °C po dobu 24 hodin.

Suspenze bakterii byla pfipravena zaockovanim 10 ml pftislusného kultivaéniho média
pfipravenym jednodennim inokulem o objemu 25 pl. Bakterie byly nésledné kultivovany
pii teploté 30 £ 1 °C po dobu 24 hodin. S takto pfipravenou suspenzi bakterii byly nasledné

provadény testy na dekarboxylazovou aktivitu bakterii.

6.1.2 Kultivaéni média

Bujon M17
MI17 (OXO0Id) e 67,25 ¢
glukéza (Lach-Ner) ..o 5,00 g
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Ptiprava pudy: Bylo navazeno 37,25 g pidy M17 s ptisluSnymi sacharidy, NaCl (Lach-Ner)
a aminokyselinou tyrozinem (Sigma-Aldrich) a vSe bylo rozpusténo v 1000 ml vody.

Sterilace prob¢hla v autoklavu pii 121°C po dobu 15 minut.

V zavislosti na sledovanych vnéjSich faktorech byl bujon M17 (o objemu 5 ml)

s ptidavkem 0,2 % (w/v) tyrozinu obohacen o:

- laktézu v koncentracich 0; 0,25; 0,50; 0,75 a 1,00 % (w/v) bez soucasné¢ho pridavku
NaCl,

- NaCl v koncentraci 1 % (w/v) a laktézu v koncentracich 0; 0,25; 0,50; 0,75
a 1,00 % (w/v),

- NaCl v koncentraci 2 % (w/v) a laktézu v koncentracich 0; 0,25; 0,50; 0,75
a 1,00 % (w/v).

Ptislusné kultivaéni médium o objemu 5 ml bylo zao¢kovano vzdy 25 ul suspenze bakterii

narostenych pies noc.

6.2 Pribéh experimentu

V experimentu byl sledovan vliv vybranych vné&jSich faktort (pfidavek laktozy, NaCl a
aerobni/anaerobni prostiedi), které mohou ovlivnit produkci biogennich aminti pfi vyrobé

pfirodnich syri.

Kultivace kment pozitivnich na produkei tyraminu probihala pfi teploté 10 £ 1 °C v roz-

mezi 1 az 15 dnu.

V experimentu byl rovnéZ sledovan vliv aerobniho/anearobniho prosttedi na produkci bio-
gennich amini, a to tak, Ze polovina zkumavek byla kultivovana aerobné¢ a druhd anaerob-
né. Anaerobniho prostfedi bylo dosaZeno zakapnutim kultivacniho média sterilnim parafi-
novym olejem (750 pl). Odbér vzorki pro analyzy probihal 0., 1., 2., 3., 4., 5., 6., 7., 10,
12. a 15. den kultivace a to tak, Ze vzdy byly nahodné odebrany od kazdého kmene a kazdé
urovné faktoru 2 zkumavky. Od kazdého kmene tak bylo tedy analyzovano 330 riiznych

variant média po kultivaci bakterii. Cely experiment byl proveden dvakrat.

Kromé detekce biogennich aminii metodou iontové vyménné chromatografie byl ve vSech
odbérovych dnech sledovan také nartst mikroorganizmii méfenim optické hustoy bunck

a pH kultivacniho média.
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6.3 Iontové vyménna chromatografie pro stanoveni biogennich amint

Biogenni aminy byly stanovovany pomoci iontové-vyménné kapalinové chromatografie
po postkolonové ninhydrinové derivatizaci a spektrofotometrické detekci (A = 570 nm).
Vyuzit byl piistroj Analyzator aminokyselin AAA 400 (Ingos, Praha, CR). Pro separaci
biogennich aminii byla pouzita kolona naplnénéd ionexem Ostion LG ANG (55%3,7 mm;
Ingos, Praha, CR). Jako elu¢ni pufry byly pouZity roztoky, jejichz sloZeni je uvedeno
v tabulce 1. Postup pfipravy ninhydrinového ¢inidla a chemikalie (s vyjimkou standardit)
byly ziskany od vyrobce AAA 400 (Ingos, Praha, CR). Standardy biogennich amini byly
zakoupeny od Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Kazd4d smés (viz nize) byla analyzovana
minimaln¢ dvakrat. Pokud byla koncentrace biogennich aminii ve smési prili§ vysoka, byl

pro fedéni pouzit davkovaci pufr I (tabulka 1).

Tabulka 1: SloZeni sodnocitratovych pufrii pouzitych pfi detekei biogennich aminti (slozeni

uvedeno v gramech na celkovy objem pufru 1 1).

Pufr
Reagencie

A B Davkovaci pufr I
Kyselina citronova monohydrat 1,55 14,00 14,00
Citronan sodny dihydrat 21,00 — —
Chlorid sodny 5,00 - 11,50
Chlorid draselny — 171,50 |-
Bromid draselny 41,65 — —
Hydroxid draselny — 10,00 —
Azid sodny — — 0,10
[zopropanol (ml) 250,00 — -
Tiodiglykol (ml) — — 5,00

Kultiva¢ni médium bylo po inkubaci mikroorganizmi centrifugovano piti 10 000.g po dobu
30 minut. Smés byla nasledné zfiltrovéana (filtr o porozité 0,45 um). Takto pfipravena smes
(100 pl) bylo automaticky nasttiknuta do AAA 400. Biogenni aminy byly eluovany podle
nasledujiciho programu: pufr A po dobu 0 — 60 minut, pufr B po dobu 60 — 86 minut.

Poté byla kolona regenerovana 0,2 mol.I"" NaOH (15 minut) a stabilizovana po dalSich
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19 minut pufrem A. Pritokovéa rychlost pufru byla 0,3 ml.min, ninhydrinového &inidla
0,2 ml.min™. Eluce probihala pii teploté 65 °C (0 — 41 minut a 111-120 minut) a 45 °C
(41 — 111 minut).

Jelikoz byla separovan pouze tyramin, mohl byt elucni program zkracen takto: pufr A
po dobu 20 minut, regenerace 0,2 mol.I"" NaOH po dobu 5 minut a stabilizace pufrem A

10 minut. Teplota kolony byla udrzovana na 65 °C [43,44].

6.4 Stanoveni optické hustoty bunék

V piipad¢ bakterii mlééného kvaSeni pozitivnich na produkci biogennich aminti byl
jejich rast sledovan v jednotlivych odbérovych dnech métenim optické hustoty bunék pii
vinové délce 600 nm (ODggo) proti bujonu M17 (obohaceném o piislusnou koncentraci
laktozy nebo NaCl) bez zaoCkovanych bun€k na spektrofotometru s diodovym polem

LIBRA S6 (Biochrom, Cambridge, UK).

6.5 Stanoveni pH kultiva¢niho média

Meteni pH kultivacniho média bylo rovnéz vyuzito pfi sledovani naristu bakterii mlééného
kvaseni schopnych dekarboxylace, kdy byly v jednotlivych odbérovych dnech sledovany
zmény pH kultivaéniho média v disledku rtstu bakterii mlécného kvaseni a produkce ky-
seliny mlécné.

Kultiva¢ni médium bylo po inkubaci mikroorganizmi centrifugovano pti 10 000.g po dobu
30 minut a po odstranéni bakterii byla zjiStovana hodnota pH M17 bujonu. Hodnoty pH
byly méfeny pH-metrem GRYF209S (GryfHB, Havli¢kiv Brod, Ceska republika)
s kombinovanou sklenénou elektrodou pro biologické vzorky pfi 22 + 2 °C. VSechny vzor-

ky byly méfeny nejméné ve trojim opakovani.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Chromatografické stanoveni biogennich aminu

Pomoci metody iontové vyménné chromatografie byla po kultivaci bakterii zjistovana pfi-
tomnost biogennich amind v daném médiu. U zadné z testovanych bakterii nebyla metodou
IEC zjisténa produkce putrescinu, kadaverinu ani histaminu. Kdezto produkce tyraminu

byla zjisténa u vSech tii bakteridlnich kultur.

7.1.1 Vliv vnéjSich faktori na produkci tyraminu u Lactococcus lactis subsp.

cremoris CCDM 824

Z danych vysledki je patrné, Ze nejvyssi hodnoty produkce tyraminu byly zjistény
v pripad¢ kultivace v médiu obsahujicim laktézu v koncentraci 0,5%, kde nejvyssi hodnota
produkce tohoto biogenniho aminu byla ptiblizn€ 1120 mg/l kultivaéniho média. Naopak
nejnizsi hodnoty produkce tyraminu byly detekovany v médiu bez piidavku laktozy (obra-
zek 7 — 11). Z danych obrazkl rovnéz vyplyva, zZe tyramin se u vSech testovanych koncent-
raci laktozy 1épe tvofil v anaerobnim prostiedi nez v aerobnim. Nejvyssi produkce byla
zaznamenana po anaerobni kultivaci v prostiedi s nejvyssi zkoumanou koncentraci NaCl

cv v

davku NaCl.

VysS§ich hodnot produkce biogenniho aminu zacal tento kmen dosahovat ve tfetim dnu kul-
tivace a rust produkce tohoto sekundarniho metabolitu pokra¢oval zhruba do dne sedmého,
kdy byly hodnoty nejvyssi. Po zbytek kultivace se hodnoty produkce tyraminu ménily jiz

jen nepatrné, a to zejména v dusledku vycerpani zivin.
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Obrazek 7: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. cremoris CCDM 824 v prostiedi

bez laktdzy.
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AE — aerobni prostfedi; AN — anaerobni prostfedi; za typem prostfedi koncentrace NaCl

v % (w/v). Tyto vysvétlivky plati také pro vSechny nasledujici obrazky.

Obrazek 8: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. cremoris CCDM 824 v prostiedi
s 0,25 % (w/v) laktozy.
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Obrazek 9: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. cremoris CCDM 824 v prostiedi

s 0,5 % (w/v) laktozy.
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Obrazek 10: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. cremoris CCDM 824 v prostie-

dis 0,75 % (w/v) laktozy.
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Obrazek 11: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. cremoris CCDM 824 v prostie-

dis 1 % (w/v) laktédzy.
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7.1.2 Vliv vnéjSich faktori na produkci tyraminu u Lactococcus lactis subsp.
cremoris CCDM 946

I u druhého kmene byly stanoveny nejvyssi hodnoty produkce biogenniho aminu pti kon-
centraci laktozy 0,5 % (w/v). Pii niZSich koncentracich nebyla laktéza zfejmé ptitomna
v dostatecné koncentraci pro vyZivu bakterii a tim 1 pro proces tvorby tyraminu. Naopak
vyss$i koncentrace laktdzy uz na produkci biogenniho aminu pisobily spiSe inhibi¢né. Po-
dobné jako u ptedchoziho testovaného kmene, byla nejvyssi produkce tyraminu zazname-
nana v anaerobnim prostfedi v médiu obsahujicim NaCl v koncentraci 2 % (w/v) a 0,5 %
(w/v) laktozy (obrazek 12 — 16). Nejméné tyraminu pak tyto bakterie produkovaly
v aerobnim prostfedi bez ptidavku NaCl. ZvySovani mnoZstvi vyprodukovaného tyraminu
je patrné od tfetiho dne. V obdobi od tfetiho do sedmého dne probihal dosti znacny nartst
vyprodukovaného tyraminu. V tomto ¢asovém rozpéti byly ziviny v substratu zastoupeny
jeste v hojné mite, kdy po jejich zmetabolizovani (od 7. dne) byl pferusen exponencialni

narust tvorby tyraminu a jeho vyprodukované mnozstvi dale stagnovalo.
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Obrazek 12: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. cremoris CCDM 946 v prostie-

di bez laktozy.
946 - 0% laktozy
800
700 o —© ® e
o o ®

600 ©0_AE_0
= e y« x x X F'3 F 3
D 500 A A ®0_AN_O
é X A A A
£ 400 A AO0_AE_1
E A 2 * 4 . .
E- 300 : AO0_AN_1

200 % o O ° 0 0 © o X 0_AE_2

®0_AN_2
100 o
0 7_‘ T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Doba (dny)

Obrazek 13: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. cremoris CCDM 946 v prostie-

dis 0,25 % (w/v) laktozy.
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Obrazek 14: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. cremoris CCDM 946 v prostie-

dis 0,5 % (w/v) laktédzy.
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Obrazek 15: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. cremoris CCDM 946 v prostie-
dis 0,75 % (w/v) laktozy.
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Obrazek 16: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. cremoris CCDM 946 v prostie-

dis 1 % (w/v) laktédzy.
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7.1.3 Vliv vnéjsich faktori na produkci tyraminu u Lactococcus lactis subsp.

lactis CCDM 1004

V ptipad¢ kmene L. lactis subsp. lactis CCDM 1004 byla tvorba tyraminu ve srovnani
s predchazejicimi testovanymi kmeny dosti mala (obrazek 17 — 21). Tvorba tohoto biogen-
niho aminu byla patrna jen u mikroorganizmi kultivovanych v médiu s 2 % NaCl (w/v),
a to az po tydenni kultivaci. Podobné jako u ptedchozich dvou kmenii byla zaznamenana
vys$$i produkce tyraminu v médiu po kultivaci bez ptistupu kysliku (anaerobni prostiedi),

jelikoz pro své metabolické pochody kyslik striktné nevyzaduyji.
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Obrazek 17: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. lactis CCDM 1004 v prostiedi

bez laktdzy.
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Obrazek 18: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. lactis CCDM 1004 v prostiedi s

0,25 % (w/v) laktozy.
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Obrazek 19: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. lactis CCDM 1004 v prosttedi s

0, 5 % (w/v) laktozy.
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Obrazek 20: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. lactis CCDM 1004 v prosttedi s

0,75 % (w/v) laktozy.

120

1004 - 0,75 % laktézy

100

80

60

Tyramin (mg/l)

40

20

»x @

»

»

»

6 0.75_AE_0
+0.75_AN_0
2 0.75_AE_1
A0.75_AN_1
x 0.75_AE_2
©0.75_AN_2

8
Doba (dny)

10

12

14

16




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 43

Obrazek 21: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. lactis CCDM 1004 v prostiedi s
1 % (w/v) laktozy.
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7.2 Meéreni narustu bunék

Me¢tenim optické hustoty bun€k (ptiloha I - III) byl sledovan rtst zkoumanych kment
bakterii mlééného kvaseni v zavislosti na vybranych faktorech prostiedi. Do 7 dne
kultivace byl nartst zkoumanych kmeni nejvétsi. Po zbylou dobu kultivace byl dany nartst
jiz témétf neménny. Ze vSech tii zkoumanych kmeni nejvyssich hodnot zékalu suspenze
dosahoval kmen Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824. PiedevSim pak,
probihala-li kultivace v médiu o obsahu 2 % (w/v) NaCl a 0,5 — 0,75 % (w/v) laktozy (obr.
22), kde bylo dosazeno hodnot az 3,3. Nejmensich hodnot pak dosahoval testovany kmen
hustoty tento kmen dosahoval po kultivaci v prostiedi bez laktdzy a bez soli, a to hodnoty
0,7 (obr. 23). Vliv rozdilnosti aerobniho a anaerobniho kultiva¢niho prostiedi na rist téchto

kmeni bakterii mlééného kvaseni zasadni vyznam nemélo.
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Obrazek 22: Grafické zndzornéni prubéhu zmén absorbance u kmene Lactococcus lactis

subsp. cremoris CCDM 824, kultivovano s ptidavkem 2 % (w/v) NaCl.
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N — anaerobni prostfedi, hodnoty 0 - 1 vyjadfuji koncentraci laktozy % (w/v).

Obrazek 23: Grafické znazornéni pribéhu zmén absorbance u kmene Lactococcus lactis

subsp. lactis CCDM 1004, kultivovano bez ptidavku NaCl.
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N — anaerobni prostiedi, hodnoty 0 - 1 vyjadiuji koncentraci laktozy % (w/v).
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7.3 Stanoveni pH kultiva¢niho média

Dal8im sledovanym znakem bylo pH kultivacnich médii po kultivaci testovanych kment
bakterii (ptiloha IV-VI). Diisledkem nartstu bakterii mlécného kvaseni byla zvySena pro-
dukce kyseliny mlécné a tim i pokles pH daného kultivacniho média. Nejvétsi pokles pH
byl zaznamenan v prvnich péti dnech kultivace. V dalSich dnech pak pH mirné oscilovalo
kolem hodnoty z 5. dne. Dle o¢ekavani byl vétsi pokles pH u vzorki s koncentraci laktozy
1% (w/v). Vliv aerobniho/anaerobniho prostfedi nemélo na hodnotu pH vyraznéjsi vliv.
Co se tyka koncentrace soli, tak niz$ich hodnot pH kultivacni médium dosahovalo pfi jejim

vy$§im obsahu.

Po celou dobu bylo sledovano také kontrolni kultivaéni médium (tj. bez zaockovanych bak-

terii). Jeho pH se pohybovalo v rozmezi 6,70-6,80.

Nejnizsi pH (4,8) bylo namétfeno u kmene Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004 po
sedmidenni kultivaci v anaerobnim prosttedi s 1% (w/v) laktozy a 2% (w/v) NaCl.

(obr. 24).

Obrazek 24: Grafické znadzornéni pribéhu zmén pH béhem kultivace testovanych bakterii

mlécného kvaseni s ptidavkem 1 % (w/v) laktozy a 2 % (w/v) NaCl.
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Cisla oznacuji testované kmeny, N — anaerobni prostfedi, K — kontrolni kultiva¢ni médium.
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7.4 Souhrnna diskuze

Tato prace byla zaméfena na sledovani faktorti vnéjSiho prostfedi (pfitomnost laktozy,
NaCl, aerobidza/anaerobidéza) na dekarboxylazovou aktivitu bakterii rodu Lactococcus.
Skupina laktokokii byla vybrana zejména z diivodu nedostatku studii vlivu podminek

na dekarboxylazovou aktivitu téchto technologicky vyuzivanych bakterii.

Laktokoky, u nichz byla suspenze bun¢k pfipravena kultivaci pfes noc s prekurzorem tyra-
minu (aminokyselinou tyrozinem), byly kultivovany v bujonu M17 s ptidavkem 0,2 %
(wW/v) tyrozinu pii teploté 10 £ 1 °C. Pfipravou suspenze bunck kultivaci s prekurzorem
biogenniho aminu docilime toho, Ze u sledovanych bunék je jiz zapocata dekarboxyldzova
aktivita a je tak eliminovan vliv pfizptisobovani se bakterii novym podminkam prostredi.
Bylo zjisténo, Ze pokud se ponechaji buiiky se schopnosti dekarboxylovat ur€itou aminoky-
selinu del$i dobu v prostfedi bez prekurzoru, dojde ke zpozdéni v produkci biogennich

amint po rizné dlouhou dobu a zarovei také ke snizeni jejich produkce [45].

Nastavené podminky pribehu celého experimentu byly voleny tak, aby se jednotlivé fakto-
ry (obsah lakt6zy, NaCl, aerobni/anaerobni prostiedi) pfiblizily podminkam technologické-
ho procesu pii vyrobé piirodnich syrii holandského typu. Z tohoto diivodu byla rovnéz zvo-

lena 1 kultivaéni teplota 10 £+ 1°C, ktera se vyuziva pii zrani ptirodnich syri.

Ziskané vysledky této prace ukazuji, Ze L. lactis subsp. cremoris CCDM 824 a CCDM 946
produkuji tyramin za vSech sledovanych podminek. Narlst tohoto biogenniho aminu je
pfitom znacn€ zavisly na nastavenych kultivacnich podminkach vnéjSiho prostiedi. Za
vhodnych podminek se mohou bakterie mlééného kvaseni rychleji mnozit a tim miize byt
vetsi 1 jejich dekarboxylazova aktivita.

U L. lactis subsp. lactis CCDM 1004 byl tyramin tvofen pouze za urcitych podminek (kul-
tivace v prostiedi se 2 % w/v NaCl), ¢ili dekarboxyldzova aktivita tohoto kmene byla po-

mérné mala.

Tyto vysledky prokazuji, Ze schopnost produkce biogennich aminii bakteriemi zavisi
na kultivacnich podminkéch a zaroven, ze tato vlastnost je kmenové, ne druhové nebo ro-

dove, specificka [4,46].
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Prvnim faktorem, ktery byl pii této praci sledovan, byl ptidavek laktozy, jakozto zdroj Zi-
vin pro studované laktokoky. V kultivacnim médiu bez laktézy byla tvorba tyraminu vzdy
mensi (u vSech testovanych koncentraci NaCl). Zaroven byl zaznamenan také mnohem
pomalejsi nartst bakterii nez v ptitomnosti laktozy. Miizeme tedy fici, ze kultivacni médi-
um bez pridavku laktozy je pro testované bakterie rodu Lactococcus, které ke svému rustu
vyzaduji komplexni média, méné vhodné.

Naopak nejvyssi mnozstvi tyraminu bylo u testovanych kment detekovano v prostredi
s 0,5 % (w/v) laktdzy, pficemz s dalsim zvySovanim koncentrace laktézy se produkce ty-
raminu jiZ nezvySovala, respektive snizovala. Vyssi koncentrace ptitomného disacharidu na
tvorbu tyraminu zde pisobi spiSe inhibi¢n¢. Ke zrychlenému ristu a mnozeni studovanych
bakterii mlééného kvaseni pfitom postacovala 1 minimalni koncentrace laktdzy.
Jiz jeji obsah 0,25 % w/v v kultivatnim médiu byl dostate¢nym mnozstvim zivin a zdroji

energie pro jejich rust [47].

Druhym sledovanym faktorem této prace byl vliv NaCl. Vyssi produkce tyraminu byla sta-
novena v kultivacnich médiich o vyssi koncentraci NaCl.

V jiném experimentu byla zaznamenéna produkce biogennich aminl (zejména tyraminu
a fenyletylaminu) u Enterococcus faecalis v prostiedi s 2 % (w/v) NaCl. Pokud byla kon-
centrace NaCl dale zvySovéana, doSlo v zavislosti na poc¢ate¢nim pH prostfedi u tohoto
kmene ke snizovani produkce biogennich aminti [48]. Tato hrani¢ni koncentrace rastu bio-
gennich aminil je druhové specificka. Pfi jinych studiich totiz bylo zjisténo, Ze halotole-
rantni psychrotrofni bakterie Morganella psychrotolerans produkuje vice histaminu pokud
roste v prostiedi se 4 % (w/v) NaCl nez v prostiedi s 2 % (w/v) NaCl [49]. Obdobné byl
sledovan vliv NaCl na produkci biogennich aminli u gramnegativnich bakterii rodu Ente-
robacter a bylo zjisténo, Ze tyto bakterie produkuji vice kadaverinu a histaminu v prostiedi
s 1,2 —3 % (w/v) NaCl nez v médiu s 0,2 % (w/v) NaCl, pticemzZ detekované mnoZstvi
biogennich aminll se zvySovalo se zvysSujici se koncentraci NaCl. Pokud bylo do média
pfidano jesté vice NaCl (4,5 % nebo 6,8 % w/v) doslo jiz ke sniZeni produkce biogennich
aminl. V pfipad¢ putrescinu bylo u kmene Enterobacter cloaceae zaznamenana vyssi pro-
dukce po kultivaci s 0,5 % (w/v) a 1 % (w/v) NaCl nez v prosttedi bez NaCl. Pokud byla

koncentrace soli dale zvysena, doslo u tohoto kmene ke snizeni produkce putrescinu [24].
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Lze tudiz vyslovit hypotézu, ze pokud bychom testovali jesté vyssi koncentrace NaCl (> 2
% w/v), doslo by u testovanych kment laktokokti od ur¢itého mnozstvi NaCl ke snizeni

produkce tyraminu [50].

Tieti faktor, ovlivitujici dekarboxylazovou aktivitu laktokok, je vliv aerobniho/anaerobni-
ho kultiva¢niho prostifedi. Vyssi produkce tyraminu byla u vSech sledovanych laktokokt
stanovena v prostfedi anaerobnim. Jelikoz ale dochazelo k podobnym, avSak vzdy mensSim,
nartistiim 1 v prostedi s vylou¢enim kysliku, miizeme fici, ze studované kmeny jsou aero-

tolerantni. Kyslik pro n€ neni toxicky, ale ke svému ristu jej nevyzaduji [51].

Jestlize srovname riistovou kiivku testovanych laktokokl a kiivku produkce biogennich
amint, zjistime, ze produkce biogennich amind zapocala béhem logaritmické faze jejich

rustu a odpovidé tak nejvétSimu narlstu tyraminu mezi 3. a 7. kultivacnim dnem.

V této praci byla také sledovana dekarboxyldzova aktivita laktokokl v zavislosti na pH
daného kultivaéniho média. Je znamo, Ze syntéza a aktivita dekarboxylaz znacné zavisi
na pH kultivaénich médii [48,24]. Ke zvySené aktivité dekarboxylaz, a tim 1 k vyssi pro-
dukci biogennich amint, dochazi pti pfidavku sacharidu. Pfitomnost cukru ma za nasledek
vyss$i produkei kyseliny mlééné, ¢imz se okyseli kultivaéni médium. AvSak na druhou stra-
nu lze ptredpokladat, Ze pfiliS nizké hodnoty pH budou mit na produkci téchto metabolitil
spiSe negativni dopad. Je tedy mozné, Ze pro maximalni produkci biogennich aminti existu-
je optimalni hodnota pH a po jejim piekroceni dojde ke snizeni dekarboxyazové aktivity

bakterii.

Pfi srovnani testovanych kmenii mezi sebou byl jako nejvyznamnéjsi producent biogenniho
aminu tyraminu oznacen kmen L. lactis subsp. cremoris CCDM 946. NejvysSich hodnot
produkce tyraminu, 1400 mg/kg, dosahoval pii anaerobni kultivaci s ptidavkem 0,5 % lak-
tozy a 2% NaCl. Mensi tvorbu tyraminu zptisoboval kmen L. lactis subsp. cremoris CCDM
824. Jeho maximdlni dosazend hodnota, 1200 mg/kg, byla také vytvofena
v anaerobnim kultivaénim médiu obsahujicim 0,5 % laktézy a 2 % NaCl. Naopak produk-
ci tyraminu u kmene L. lactis subsp. lactis CCDM 1004 doslo pouze tehdy, byla-li tato

bakterie kultivovana v ptfitomnosti 2 % NaCl.
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I u technologicky vyznamnych bakterii mlééného kvaseni byla zjiSténa tvorba toxikologic-
ky vyznamnych biogennich amind. Proto je nezbytné, aby kultury mikroorganizmu, které
se v potravinatrskych provozech pouzivaji pii vyrob¢ syrii a fermentovanych mléénych vy-
robkt, byly na jejich produkci testovany. Na zaklad¢ téchto testd by méla probéhnout se-
lekce a vyfrazeni kmenu s vysokou produkci biogennich aminti nebo popft. optimalizovat
technologicky proces vyroby tak, aby byla produkce biogennich amind co nejnizsi, ¢imz by

bylo mozné zvysit bezpecnost potravin.
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ZAVER
V této praci byly sledovany bakterie mlééného kvaSeni druhG Lactococcus lactis subsp.

cremoris a Lactococcus lactis subsp. lactis na produkci biogennich amind, a to v zavislosti

na vybranych faktorech vnéjsiho prostiedi.

Dle vysledkl iontové vyménné chromatografie 1ze konstatovat, Ze biogenni amin tyramin
byl vzdy vice produkovén pii anaerobnim prostiedi nez pii aerobnim a nejvysSich mnozstvi
produkce dosahoval pii nejvyssich testovanych koncentracich NaCl (2%). Pfi snizujicim se
obsahu NaCl bylo produkovano méné tyraminu. Limitujicim faktorem pro tvorbu tyraminu
bylo také mnozstvi laktéozy v kultivatnim médiu. Nejvice tyraminu bylo detekovéano

pfi 0,5 % obsahu laktdzy.

Kultivace byla sledovana po dobu patnacti dni, pfiCemZz nejvyS$i nariist byl sledovan
od tfetiho do sedmého dne, kdy zaroven doslo k nejvétsimu nartstu poctu bunck laktoko-
k, schopnych dekarboxylace. Po sedmém dnu kultivace jiz byly potiebné zZiviny vycerpa-
ny, pocet bun¢k se jiz dale nezvysoval, a tim byla také pozastavena mozna dekarboxylace

s tvorbou tyraminu.

Kmeny Lactococcus lactis subsp. cremoris 824 a Lactococcus lactis subsp. cremoris 946
produkovaly tyramin za vSech testovanych podminek. Pozitivni produkce tyraminu u kme-

ne Lactococcus lactis subsp. lactis 1004 byla pouze v ptipadé kultivace pii 2 % NaCl.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLIOJ A ZKRATEK
BA Biogenni aminy
BMK Bakterie mlé¢ného kvaseni

CCDM  Sbirka mlékaiskych mikroorganizmt Laktoflora (Cultures Collection of Diary

Microorganisms)
HPLC  Vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
IEC Iontové vyménna chromatografie
L. Lactococcus
OPA o-ftaldialdehyd, deprivatiza¢ni ¢inidlo

PCR Polymerazova fetézova reakce
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PRILOHAPI:

Opticka hustota bunék kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824

Grafické vyhodnoceni absorbance kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824,
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Grafické vyhodnoceni absorbance kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824,

kultivovéano s 1 % NacCl, s ptidavkem laktézy o jednotlivych koncentracich (0-1 % w/v).

N - oznacuje anaerobni prostiedi.
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Grafické vyhodnoceni absorbance kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824,

kultivovéano s pfidavkem 2 % NaCl, s pfidavkem laktézy o jednotlivych koncentracich

(0-1 % w/v). N - oznacuje anaerobni prostredi.
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PRILOHA P II:

Opticka hustota bunék kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946

Grafické vyhodnoceni absorbance kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946,

kultivovano bez pifidavku NaCl, s pfidavkem laktéozy o jednotlivych koncentracich

(0-1 % w/v). N - oznacuje anaerobni prostiedi.
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Grafické vyhodnoceni absorbance kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946,

kultivovéano s 1 % NacCl, s ptidavkem laktézy o jednotlivych koncentracich (0-1 % w/v).

N - oznacuje anaerobni prostiedi.
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Grafické vyhodnoceni absorbance kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946,

kultivovano s ptidavkem 2 % NaCl, s pfidavkem laktdézy o jednotlivych koncentracich

(0-1 % w/v). N - oznacuje anaerobni prostredi.
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PRILOHA P III:

Opticka hustota bunék kmene Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004

Grafické vyhodnoceni absorbance kmene Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004,

kultivovano bez piridavku NaCl, s ptfidavkem laktéozy o jednotlivych koncentracich

(0-1 % w/v). N - oznacuje anaerobni prostiedi.
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Grafické vyhodnoceni absorbance kmene Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004,

kultivovéano s 1 % NacCl, s ptidavkem laktézy o jednotlivych koncentracich (0-1 % w/v).

N - oznacuje anaerobni prostiedi.
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Grafické vyhodnoceni absorbance kmene Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004,

kultivovano s ptidavkem 2 % NaCl, s pfidavkem laktdézy o jednotlivych koncentracich

(0-1 % w/v). N - oznacuje anaerobni prostredi.
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PRILOHA P1V:

Hodnoty pH kultivaéniho média po kultivaci sledovanych kmenii laktokoki bez pri-

davku NaCl a s pridavkem laktozy o jednotlivych koncentracich.

Grafické znazornéni zmén pH behem kultivace bakterii mlééného kvaseni bez piidavku

NaCl a bez pridavku laktozy. N — anaerobni prostfedi, K — kontrolni kultivacni médium.
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Grafické znazornéni zmén pH behem kultivace bakterii mlééného kvaseni bez piidavku

NaCl s ptidavkem 0,25 % (w/v) laktézy. N — anaerobni prostfedi, K — kontrolni kultiva¢ni

médium.
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Grafické znazornéni zmén pH b&hem kultivace bakterii mlécného kvaSeni bez piidavku

NacCl s ptidavkem 0,5 % (w/v) laktdozy. N — anaerobni prostiedi, K — kontrolni kultiva¢ni

médium.
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Grafické znazornéni zmén pH behem kultivace bakterii mlééného kvaseni bez piidavku

NaCl s ptidavkem 0,75 % (w/v) laktézy. N — anaerobni prostfedi, K — kontrolni kultiva¢ni

médium.
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Grafické znazornéni zmén pH b&hem kultivace bakterii mlééného kvaSeni bez piidavku

NaCl s ptidavkem 1 % (w/v) laktézy. N — anaerobni prostfedi, K — kontrolni kultiva¢ni

médium.
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PRILOHA P V:

Hodnoty pH Kkultivaéniho média po Kultivaci sledovanych kmenii laktokoki

v pritomnosti 1% (w/v) NaCl a s pridavkem laktozy o jednotlivych koncentracich.

Grafické zndzornéni zmén pH béhem kultivace bakterii mlécného kvaseni s ptidavkem 1 %

NaCl a bez pridavku laktozy. N — anaerobni prostfedi, K — kontrolni kultivacni médium.
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Grafické zndzornéni zmén pH béhem kultivace bakterii mlécného kvaseni s ptidavkem 1 %

NaCl a s pridavkem laktézy 0,25 % (w/v). N — anaerobni prostiedi, K — kontrolni

kultivaéni médium.
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Grafické znazornéni zmén pH béhem kultivace bakterii mléného kvaseni s pridavkem 1 %

NacCl a s ptidavkem laktdzy 0,5 % (w/v). N — anaerobni prostiedi, K — kontrolni kultiva¢ni

médium.
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Grafické znazornéni zmén pH béhem kultivace bakterii mlééného kvaseni s pfidavkem 1 %

NaCl a s pridavkem laktozy 0,75 % (w/v). N — anaerobni prosttedi, K — kontrolni kultivac-

ni médium.
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Grafické znazornéni zmén pH béhem kultivace bakterii mléného kvaseni s pridavkem 1 %

NacCl a s ptidavkem laktozy 1 % (w/v). N — anaerobni prostfedi, K — kontrolni kultiva¢ni

médium.
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PRILOHA P VI:

Hodnoty pH Kkultivaéniho média po Kkultivaci sledovanych kmenii laktokoki

v pritomnosti 2% (w/v) NaCl a s pridavkem laktozy o jednotlivych koncentracich.

Grafické zndzornéni zmén pH béhem kultivace bakterii mlééného kvaseni s ptidavkem 2 %

NaCl a bez pridavku laktozy. N — anaerobni prostfedi, K — kontrolni kultivacni médium.
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Grafické zndzornéni zmén pH béhem kultivace bakterii mlécného kvaseni s ptidavkem 2 %

NaCl a s pridavkem laktézy 0,25 % (w/v). N — anaerobni prostiedi, K — kontrolni

kultivaéni médium.
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Grafické znazornéni zmén pH béhem kultivace bakterii mlééného kvaseni s pridavkem 2 %

NacCl a s ptidavkem laktdzy 0,5 % (w/v). N — anaerobni prostiedi, K — kontrolni kultiva¢ni

médium.
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Grafické zndzornéni zmén pH béhem kultivace bakterii mlécného kvaseni s ptidavkem 2 %

NaCl a s pridavkem laktézy 0,75 % (w/v). N — anaerobni prostfedi, K — kontrolni kultivac-

ni médium.
6.8 R e o ¢ U O s w524
6,6
824N
6,4
A
6,2 946
[]
6 = 946N
I
2 58 2
A 1004
5,6
A1004N
5.4 o =] (] ] [] ]
5,2 oK
A A A A
° N A 2 X OK_N
4,8 T T T T T T
2 6 8 10 12 14 16
Doba (dny)

Grafické zndzornéni zmén pH béhem kultivace bakterii mlé€ného kvaSeni s ptidavkem 2 %

NacCl a s ptfidavkem laktozy 1 % (w/v). N — anaerobni prostfedi, K — kontrolni kultiva¢ni

médium.
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PRILOHA P VII: Clanek publikovany v recenzovaném védeckém Easopise.

potravinarstvo
VLIV AEROBNIHO/ANAEROBNIHO PROSTREDI NA DEKARBOXYLAZOVOU
AKTIVITU VYBRANYCH BAKTERIi MLECNEHO KVASENI

EFFECT OF AERO-/ANAEROBIOSIS ON DECARBOXYLASE ACTIVITY OF
SELECTED LACTIC ACID BACTERIA

Leona Bunkova, Frantisek Buska, Eva Pollakova, Tereza Podesvova, Viadimir Drab, Stanislav
Kracmar

ABSTRACT

Biogenic amines are undesirable compounds produced in foods mainly through bacterial decarboxylase activity. The amm of
this study was to investigate some environmental conditions (particularly aero/anaerobiosis. sodium chloride concentration
(0-2% wi/w). and amount of lactose (0—1% w/w)) on the activity of tyrosine decarboxylase enzymes of selected six
technological important Lactococcus lactis strams. The levels of parameters tested were chosen according to real situation
mn fermented dairy products technology (especially cheese-making). Tyramine was determmed by the ion-exchange
chromatography with post-column ninhydrine derivatization and spectrophotometric detection. Tyrosine decarboxylation
occurred during the active growth phase. Under the model conditions used, oxygen availability had mfluence on tyramme
production, anaerobiosis seemed to favour the enzyme activity because all L. Jactis strains produced higher tyramine

amount.

Keywords: Lactococcus, tyramine, 1on-exchange chromatography, aero/anaerobiosis.

TVOD

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni alifatické,
aromatické nebo heterocyklické bazické slouceniny
odvozené od  ammokyselin.  Jsou  vyznamnym

slouéeninami. které se vyskytwi v zivych organizmech
jako metabolické meziprodukty a produkty, které vykazui
biologickou aktivitu.  Zikladni podminkou vzniku
biogennich amin(i je pfitomnost aminokyselin v daném
substratu, pfitomnost mikroorganizmt s dekarboxylazovou
aktivitou a vhodné podminky pro mist a mnoZeni
mikroorganizmi. (Fernandez et al., 2007; Landete et al.,
2007; Bover-Cid et al., 2008).

Tvorba biogennich amin® bakteriemi muze byt ovlivnéna
mnohymi vné&sinu faktory. které mohou ovliviiovat
zeyména kinetiku dekarboxylazovych reakei. Mezi vnéji
faktory, které ovliviuji tvorbu biogennich aminti u
bakterii, patii teplota a pH prostiediaero-/anaerobioza,
dostupnost zdroji uvhliku (napf. glukézy). pfitomnost
ristovych faktort. mistova faze bunék, koncentrace NaCl
(vodni aktivita) aj. (Greif et al., 1997, 1998, 2006;
Gardini et al, 2001, 2005; Santos et al. 2003;
Fernandez et al., 2007; Bover-Cid et al., 2008; Emborg
and Dalgaard, 2008a, b). Kromé vyie zminénych faktori
mohou produkci biogennich aminfi ovliviiovat dalsi
chemické latky. napi. etanol, nékteré sacharidy, fenolické
sloufeniny nebo oxid sififity (Gardini et al, 2005;
Alberto et al.. 2007; Mazzoli et al.. 2009).

Biogenni aminy mohou byt produkoviny 1 kmeny BME,
které se béiné vyuzivayi pro technologické uéely jako
starterové kultury (Bunkova et al, 2009). a proto je
vhodné tyto kmeny pied pouzitim v mlékarenstvi otestovat
na dekarboxylizovou aktivitu. Stemné tak by pro
technologické ucely bylo vhodné znat lanetiku tvorby
biogennich amint za podobnych podminek prostredi. které
mohou nastat béhem technologického procesu vyroby
fermentovanych mléénych vyrobkii. Tyto informace se
viak v soudobé odbomé literatuie vyskytuyi jen ziidka.

Cilem této studie tedy bylo sledovat vliv aerobniho a
anaerobniho prostfedi na produkci tyraminu u 6 kment
bakterii rodu Lactococcus (Buikova et al., 2009). Tyto
bakterie se v pritbéhu biotechnologického procesu vyroby
mléénych vyrobkl vyuzivaji jako starterové kultury.

MATERIAL A METODIKA

Vliv aerobniho a anaerobniho prostiedi na produkci
tyraminu byl testovan u 3 kment Lactococcus lactis subsp.
lactis (CCDM 48, CCDM 53 a CCDM 141) a 3 kmentl
Lactococcus lactis subsp. cremoris (CCDM 824, CCDM
946 a CCDM 1004). Viechny kmeny byly ziskany ze
Shirky kultur mlékifskych mikroorganizmii Laktoflora®
(CCDM).

Kultivace vyfe zminénych kmenl, pozitivnich na
produlkcei tyraminu, probihala v bujonu M17 s pfidavkem
0.2 % (w/v) tyrozinu pfi 10 = 1 °C v rozmezi 1 az 15 dnfi.
Piisluiné kultivaéni médmm o objemu 5 ml bylo
zaotkoviano vidy 25 pl suspenze baktenii narostenych pies
noc v M17 bujonu s pfidavkem 0.2 % tyrozinu. Kultivaéni
médinm bylo obohaceno o laktézu v koncentraci 0.5 %
(w/v) aNaCl (0; 1 a 2 % wiv).

Vliv  aerobniho/anaearobniho prostiedi na produkc
biogennich amint byl sledovan tak, Ze polovina zkumavek
byla kultivovina aerobné a druha anaerobné. Anaerobniho
prostiedi bylo dosaZeno zakipnutim kultivaéniho média
sterilnim parafinovym olejem (1 ml). Odbér vzorkd pro
analyzy probihal 0.. 1.. 5., 10. a 15. den kultivace a to tak,
ze vidy byly nihodné odebrany od kazdého kmene a
kazdé urovné faktoru 2 zkumavky. Cely experiment byl
opakovan titkrat.

Po inkubaci baktenii byly buiiky odstranény centrifugaci
(10000 = g 5 pun) a supernatant byl filtrovan pies 0.45
um filtr. Produkce tyraminu byla zpSfovina pomoci
iontové-vyménné chromatografie (IEC: Automaticky
analyzitor aminokyselin AAA400, Ingos Praha, CR)
v médiu po odstranéni bunék a po filtraci podle Buinkova
et al. (2009). Kazdy izolat byl analyzovin alespod tiikrat.
Standard tyraminu byl ziskin ze Sigma-Aldrich. Vysledky
IEC byly statisticky vyhodnoceny pomoci Kruskall-
Wallisova testu a Wilcoxonova testu.

VYSLEDKY A DISKUZE

V piedchizejici studu (Buiikova et al. 2009) byla u 6
kmenti L lactis zjiténa produkce biogenniho aminu
tyramimu. Tyto kmeny byly nyni vyuZity pro testovani
vlivu aerobniho a anaerobniho prostiedi na produken
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potravinarstvo

tyraminu. Teplota kultivace byla wvolena tak, aby se
piiblizila podminkim technologického procesu vyroby
pfirodnich syri a aby tato studie napomohla predvidat
pribéh tvorby biogennich amini ve fermentovanych
mléénych vyrobcich (zejména pfirodnich syrech), které
prochazi zracim procesem. Testované kmeny laktokokt
byly proto kultivovany pii teploté 10 £ 1 °C, ktera se
vyuzna béhem technologického procesn zrani pfirodnich
syri. U viech testovanych kmenti se maximalni produkce
tyraminu po 10. dnu kultivace ji17 neménila.

Z testovanych kmenti L. lactis subsp. lactis (CCDM 48,
CCDM 53 a CCDM 141) byl jako nejproduktivnési
oznaden kmen L. Jactis subsp. lactis CCDM 141, u néhoz
byla zjiiténa maximilni produkce tyraminu az 790 mg/l
kultivaéniho média. U testovanych kment L. lactis subsp.
lactis byla pozorovina nejwvyiii produkce tyraminun v
médiu obohaceném o 2 % NaCl po kultivaci v anaerobnim
prostiedi (Obrazek 1A) K nejvy3i produkei tyraminu
doilo pit kultivaci bez pfitomnosti kysliku. K produkci
tyraminu v kmene L. lactis subsp. lactis CCDM 48 doilo
pouze tehdy, pokud byly tyto bakterie kultivoviany
v piitomnosti nejvyssi aplikované koncentrace soli (2 %
NaCl). V ostamich pfipadech (bez NaCl a 1 % NaCl)
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tyraminu byla pozorovina pii kultivac: v prostiedi se 2 %
NaCl bez piistupu kysliku. Tato zpsténi produkce
tyraminu se statisticky vyznamné odlidovala (P < 0,05) od
produkce zjiténé pi1 kultivaci za ostatnich testovanych
podminek (Obrazek 1B). Testovany kmen L. lactis subsp.
cremoris CCDM 1004 se do jisté miry choval podobné
jako kmen L. lactis CCDM 48. Dekarboxylizova aktivita
byla u kmene CCDM 1004 pomérmné slaba a tyramin byl
detekovin pouze béhem kultivace v prostiedi se 2 % NaCl.
Mnoho studii se vénuje vlivu nejmizngiich faktorh
wvnéjiitho prostiedi (napi. teploty, pH, piitomnost
sacharidf, NaCl a jinych chemickych litek) na produkci
biogennich amin u bakterii celedi Enterobacteriaceae
(Greif et al., 1997, 1998, 2006; Emborg and Dalgaard,
2008a, b) nebo umléénych baktenii rodu Lactobacillus
(Alberto et al., 2007; Arena et al., 2008; Bover-Cid et
al. 2008; Mazzoli et al., 2009), Enterococcus (Gardini et
al., 2001; Fernandez et al., 2007) a Oenococcus (Gardini
et al.,, 2005). Aviak studii, vénujicich se faktorim, které
ovliviiugi produkci biogennich aminti v bakterii rodu
Lactococcus, neni piilid mnoho. Z diivodu absence studii
vlivu podminek prostiedi na produkei biogennich aminu u
laktokokli a také proto, Ze se jedna o technologicky
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Obrazek 1: Produkce tyraminu po 15 dnech kultivace pfi 10 + 1 °C u testovanych kmenti L. lactis subsp. lactis (A) a L.
lactis subsp. cremoris (B) v M17 buyjonu s 0,5 % laktozy a 0. 1 nebo 2 % NaCl v aerobnim (AE) a anaerobnim (AN)

prostiedi.

nebyla u tohoto kmene piitomnost tyraminu detekovana.

U testovanych bakterii L. lactis subsp. cremoris byla
zaznamenana nejvétii produkce tyraminu u kmene CCDM
946 (az 1400 mgl™ kultivacntho média). nejnizsi pak u
CCDM 1004. U viech testovanych kmenti L. Jactis subsp.
cremoris lze pozorovat trend, fe maximilni produkce

vyznamné bakterie homné vyuzivané v mlékarenstvi, jsme
sledovali vliv aerobniho a anaerobniho prostiedi na
dekarboxylazovou aktivitu tyramin pozitivnich bakterii
rodu Lactococcus.

Vysledky nadi studie ukazuji, Ze 4 z 6 testovanych kmenti
laktokokti (L. lactis subsp. lactis CCDM 53, CCDM 141 a
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L. lactis subsp. cremoris CCDM 824 a CCDM 946)
produkovaly tyramin za kazdych podminek, které byly
testovany. Zbyvajici 2 kmeny (L. lactis subsp. lactis
CCDM 48 a L. lactis subsp. cremoris CCDM 1004)
vykazovaly produkei tyraminu pouze za uréitych
podminek (kultivace v prostiedi se2 % NaCl). Tyto
vysledky prokazuji, Ze schopnost produkce biogennich
aminti bakteriemi zavisi na kultivaénich podminkach a
zarovedi, Ze tato vlastnost je charakteristikon daného
kmene (Arena and Manca de Nadra, 2001; Bover-Cid
et al., 2001) Jestlize srovname rist testovanych laktokokh
a kitvku produkce biogennich aminfi. zjistime. ze
produkce biogennich aminti zapo¢ala béhem logaritmické
fize jejich ristu. Podobny trend zaznamenali u
Lb. curvatus také Bover-Cid et al. (2008).

U viech testovanych technologicky vyznamnych kmenf
L. lactis byla za danych podminek zjiténa vyiii produkce
tyraminu za anaerobnich podminek Bover-Cid et al
(2008) nezjistili vyraznédi viv v dostupnosti kysliku na
produkei biogennich amintt  u Lactobacillus curvatus. a
zarovein viak poukazwyi na to, Ze anaerobni prostiedi
pravdépodobné napomaha dekarboxylizové aktivité
enzymil.

ZAVER

U viech testovanych kment L. lactis, pozittvnich na
produkci tyraminu, byla zpjSténa vy produkce tohoto
biogenniho aminu po kultivaci bez piistupu kysliku.
Zarovenn bylo detekovino nejvysii mmoZstvi tyraminu
v kultivaénim médiu s piidavkem 2 % NaCl
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The aim of this work was to study, under model conditions, combined effects of the concentration of lactose
{0-1% wyv), NaQl (0-2% wyv) and aero/anaerobiosis on the growth and tyramine production in 3 strains
of Lactococcus lactis subsp. lactis and 2 strains of L lactis subsp. cremoris. The levels of the factors tested were
chosen with respect to the conditions which can occur during the real process of natural cheese production,
including the culture temperature (104 1°C). In all strains tested, tyrosine decarboxylation was most
influenced by NaCl concentration; the highest production of tyramine was obtained within the culture with
the highest (2% w/v) salt concentration applied. Two of the strains L loctis subsp. lactis produced tyramine
Tyramine only in broth with the highest NaCl concentration tested. In the remaining 3 strains of L lactis, tyramine was
Lactose detected under all conditions applied. The tested concentration of lactose and aero/anaerobiosis had a less
MaCl significant effect on tyramine decarboxylation. However, it was also found that at the same concentrations
Aero/anaerobiosis of NaCl and lactose, a higher amount of tyramine was detected under anaerobic conditions, In all strains
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lactococcus locts subsp. lactis
Lactococcus locts subsp. cremors

lon-exchange chromatography

tested, tyramine decarboxylation started during the active growth phase of the cells

@ 2011 Elsevier BV. All rights reserved.

1. Introduction

Biogenic amines are low-molecular, basic, aliphatic, aromatic or
heterocyclic compounds derived from amino adids occurring in living
organisms in the form of metabolic intermediates and products
showing biological activity. The essential condition for the formation
of biogenic amines is the presence of amino acids in a given substrate,
the presence of microorganisms with decarboxylase activity and
suitable conditions for the growthand activity of microorganisms. The
formation process of biogenic amines is catalyzed by microbial
enzymes (decarboxylases). The production of these compounds
proceeds through several steps, starting from proteins via peptides
to amino acids, the decarboxylation of which leads to biogenic amine
formation (Haldsz et al, 1994). Lactic acid bacteria (LAB), induding
the representatives of Lactococcus genus, also belong to microorgan-
isms with decarboxylase enzymes ( Arena et al., 2007; Aymerich etal,
2006; Bover-Cid et al., 2008; Bufikova et al, 2009; de Llano et al,
1998; Fadda et al, 2001; Ferndndez et al., 2007; Gardini et al, 2001;
Landete et al., 2007; Marcobal et al,, 2006; Roig-Sagués et al,, 1997). It
has been found that the ability to produce biogenic amines is specific

* Comesponding author. Tel.: +420 576 031 232; fax: +420 577 210 172,
E-mail address bunkova@ftuth.cz (L Bufikovd ).

0168-1605/% - see front matter © 2011 Elsevier BV, All rights reserved.
doi: 101016/ Lijfoodmicro2011.03.017

to certain strains of microorganisms rather than to certain spedes.
This means that various strains of the same species can differ in the
production of biogenic amines (Arena and Manca de Nadra, 2001;
Aymerich et al., 2006; Bover-Cid et al, 2001; Buiikova et al,, 2009).

The production of biogenic amines by bacteria can be influenced
by several external factors through affecting the kinetics of decar-
boxylase reactions, the growth of the aminogenic microorganisms and
also the expression of their decarboxylase potential The external
factors influencing the production of biogenic amines in bacteria
indude temperature and pH of the environment, aero/anaerobiosis,
availability of carbon sources (e.g. glucose), the presence of growth
factors, growth phase of the cells, NaCl concentration (water activity),
etc. (Bover-Cid et al, 2008; Emborg and Dalgaard, 2008a, 2008b;
Fernindez et al., 2007; Gardini et al, 2001, 2005; Greif et al., 1997,
1998, 2006; Santos et al, 2003). Contrary to the influence of glucose
on the biogenic amines production, which has been studied by e. g.
Bover-Cid et al. (2008), the effect of different lactose concentrations
on the production of biogenic amines in lactic acid bacteria has not
been described in the available literature.

Biogenic amines can also be produced by LAB strains which are
commonly used for technological purposes as starter cultures
(Bufikovd et al, 2009). Therefore, it is recommended to test these
strains for decarboxylase activity before they are used in dairy
industry. It would also be useful to describe the kinetics of biogenic
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amine production under conditions which are similar to those during
the technological process of the cheesemaking. However, this
information occurs very rarely in current technical literature.

The aim of the work was to evaluate, in factorial design, the effect
of selected factors (the concentration of lactose, NaCl and an aerobic/
anaerobic environment) on tyramine production in 5 bacterial strains
of Lactococcus genus which were assigned as tyramine producers in
study of Buiikovd et al. (2009). These bacteria are commonly used
within the biotechnological process of cheese production as stamer
cultures. The levels of factors were, hence, chosen with respect to the
conditions which can occur within this technological process.

2. Materials and methods

The effect of selected external factors (the addition of lactose
at a concentration of 0; 0.25; 0.50; 0,75 and 1.00% w/v; NaCl
at a concentration of 0; 1 and 2%:; and an aerobic/anaerobic
environment; 30 different conditions) which can influence the
production of biogenic amines during cheese manufacturing was
tested in 3 strains of Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
(CCDM 48, CCDM 141 and CCDM 1004) and 2 strains of Lactococcus
lactis subsp. cremoris (CCDM 824 and CCDM 946). All strains were
isolated from milk and plant environments and were obtained from
the Cultures Collection of Dairy Microorganisms Laktoflora® (Czech
Republic). Choice of the strains was motivated by their practical use as
primary mesophilic cultures for cheese, fermented milk and for cream

production. Lactose and NaCl were obtained from Lach-Ner, Nerato-
vice, Czech Republic.

Cultivation of the above-mentioned strains was performed in M17
broth (Oxcid, Basingstoke, UK) with the addition of 0.2% (w/v)
tyrosine (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) at a temperature of 104+ 1 °C
within the interval of 1 to 15days, which is used within the
technological process of natural cheese ripening. Five milliliters
of cultivation medium was always inoculated with 25pl of
overnight culture (ca 107 CFU/mL) cultivated in M17 broth enriched
by 0.2% (w/v) tyrosine. The effect of an aerobic/anaerobic environ-
ment on the production of biogenic amines was studied by com-
parison of the results determined on test tubes cultured aerobically
and anaerobically while keeping remaining factors identical. The
anaerobic environment was achieved by covering the culture
medium with sterile paraffin oil (1 mL; PLIVA-Lachema Diagnostika,
Brno, Czech Republic). Sampling for the analysis was performed on
the Oth, 1st, 2nd, 3rd, 4th, 5th, 6th, 7th, 10th, 12th and 15th day of
cultivation by taking 2 random test tubes of each strain and each level
of tested factors. Thus in total, 660 tubes of each strain were analyzed
in the experiment and the whole experiment was repeated three
times.

After the cultivation of bacteria, the cells were removed by
centrifugation ( 10,000 xg for 30 min at 4 "C) and the supernatant was
filtered through a 0.45 pm filter. Tyramine content in supematant was
determined by means of ion exchange chromatography (IEC; Amino
acid analyser AAA400, Ingos Prague, Czech Republic) in the medium
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Fig. 1. Gompertz model parameters: (A) maximum tyramine production Agy; (B) maximum tyramine production rate pg, (mg tyramine/L day) and ( C) delay period Agy (in days)
expressing the influence of environment factors on the production of tyramine in L. loctis subsp. loctis biovar diecetylacts CCDM 141, AE — aerobic environment; AN — anaerobic

environment; and the numbers refer to lactose concentration (in %) The error bars represent standard deviations (n=6).
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after the cell removaland filtration according to Bufikova et al. (2009).
Each tube was analyzed three times. Tyramine standard for 1EC
analyses was obtained from Sigma-Aldrich.

The development of tyramine content in the tested L. lactis strains
was modeled by means of Gompertz models (modification according
to Zwietering et al, 1990). The dependence of the tyramine content
(v; mg/L) on time (t; hours) was expressed as follows:

¥y =Ag - Em{— exp
Agy

s E0 )+ 1]} M
where: [z, is the maximum tyramine production rate (mg tyramine/L h);
Ags is the delay period (the time until the tyramine production was
firstly detected; hours); and Ag, is the asymptote defined as maximum
tyramine production. For the calculation of pigs, Ags and Ags parameters,
non-linear regression analysis (Marquardt-Levenburg method) was
used for the following conditions: pgs=0, Ags=0 and Ags=0. For each
level of each factor tested, the dependence of the tyramine content (y)
ontime (t) was modeled (using Gompertz model ) six times (2 replicate
tubes in three experiments). From values obtained by regression
analysis, mean and standard deviation were calculated (shown in
Figs. 1-4). For a graphic illustration, the pgs and Ags values were
converted from hours to days.

Apart from biogenic amine production measured by means of 1EC,
during the entire testing period the following factors were also
studied: (i) pH of the culture medium after incubation of bacteria

(pH-meter CyberScan pH/lon 510; Eutech Instruments, Vernon Hills,
USA) and (ii) the increase in number of cells in M17 broth
in dependence on lactose and salt concentrations in aerobic
and anaerobic conditions. Bacteria were counted on M17 agar plates
(30+£1°C; 2 days) on the Oth, 12th, 24th, 36th and 48th hour and
then on the 3rd, 4th, 5th, 6th, 7th, 10th, 12th and 15th day of
cultivation. The dependence of the logarithm of the relative
population size (y =In{N;/Np); where N, is total number of CFU/mL
in fime t and Np is total number of CFU/mL at the beginning of
cultivation) on the time of culturing (t) was described by means of the
three-parameter Gompertz model:

y=A-exp{- exp[“":T"'(A—r)H]} 2)

where: Uy, is the maximum specific growth rate ( 1/h); A is the lag-
time (h); Ais the asymptote [A = In(N../Np)] defined as the maximum
value of the logarithm of the relative population size reached
(Zwietering et al., 1990). The Marquardt-Levenburg method was
also used for =0, A>0 and A>0. The asymptote A was converted into
A’ (Table 1) according to equation:

A = log(Ny-e"). (3)

The absolute rate of tyramine production (mg/Lday) can be
related to the absolute growth rate (CFU/mL day) by a constant yield
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Fig. 2. Gompertz model parameters: (A) maximum tyramine production Ag,; (B) maximum tyramine production rate ug, (mg tyramine/Lday) and (C) delay period Ag, (in days)
expressing the influence of environment factors on the production of tyramine in L lzetis subsp. cremoris OCDM 824 AE — aerobic environment; AN — anaerobic emvironment; and
the numbe s refer to lactose concentration (in %). The error bars represent standard deviations (n=6).
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factor for tyramine formation ( Yrgcpy, Mg tyramine/CFU) according
to Eq. (4) (Emborg and Dalgaard, 2008a):

TYR, = T¥Ry + Yryg - (No—Np) - 1000, (4

where TYR, and TYR; (mg/L) are the concentrations of tyramine at
time t and 0, respectively; and N; and Ny are total numbers of CFU/mL
in time t and 0, respectively. The Marquardt-Levenburg method was
applied for Ynmou=0. The parameter Yngogu was expressed in
mgx 10°/CFU (Table 2).

For the calculations of all experimental data, statistical software
Unistat® 5.5 (Unistat Ltd,, London, UK) was used. For each non-linear
regression model, the correlation coefficient (r) was calculated. In the
next step, the goodness-of-fit test (Fisher-Snedocor test) was used for
evaluation of significance of correlation coeffidents (r) obtained.
Kruskall-Wallis and Mann-Whitney tests were carried out for
comparison of Gompertz parameters determined from growth curves
and tyramine development curves, respectively. The values of yield
factors (Yrmow) calculated for individual levels of studied factors
were statistically evaluated in the same way.

3. Results

Correlation coeffidents (r) of dependence between the logarithm
of the relative population size and the time of cultivation ranged

between 0827 and 0.990 (P<0.05). Correlation coefficients (r) for
dependence of the tyramine content and the time of cultivation were
within an interval of (0.712; 0948). Correlation coeffidents (r) of
models calculating yield factors (Yngo) showed values between
0,682 and 0,852 (P<0.05).

3.1. Growth of bacteria under the conditions tested

Within the factors evaluated, only the presence of lactose
influenced the growth of lactococci tested. A significant difference
(P<0.05) was found in the logarithm of total CFU number in medium
cultivated without the presence (0%) of lactose in comparison
with the broth containing lactose, irrespective of its concentra-
tion (Table 1; A-value calculated from the Gompertz model of
growth curve according to Eg. (3)). However, lactose concentra-
tion as such (range of 0.25-1.00% w/v) did not have a significant
influence on the growth of bacterial strains tested (P=0.05). Also,
a similar growth of bacteria was found (P =0.05) in the presence of
tested NaCl concentrations and in an aerobic/anaerobic environment
Growth of bacteria in aerobic or in anaerobic environment did not
have a significant influence on the Gompertz model parameters of
tested strains (P=0.05). The only exception to the above-mentioned
results was the strain of L. lactis subsp. lactis CCDM 48, in which the
growth of cells was not influenced by any of the factors studied
(P=0.05).
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During the whole experiment, the control culture medium (without
inoculated cells) had a pH within 6.85-6.88. With the increasing culture
time and the rising number of cells, a decrease in pH of the culturing
environment occurred due to the production of lactic add, between the
3rd and 5th days. During the following days, the pH of the cultivation
medium remained almost unchanged (P=005; data not shown). On
the 15th day, the culture media with a higher concentration of lactose
(0.75 and 1.00% w/w) showed a more significant decrease (P<0.05) in
pH (the range of 5.16-4.81) in comparison to the broths with a lower
content of lactose (0.25 and 0.50% w/w; the pH-value between 5.19 and
5.84). A different NaCl content or type of the environment (aerobiosis/
anaerobiosis ) did not have a significant influence on final pH of broth
after the cultivation (P=005).

32. Tyramine production in the strains tested

In the tested bacteria of L lactis subsp. cremoris (CCDM 824 and
CCDM 946) and L. lactis subsp. lactis {CCDM 48, CCDM 141 and CCDM
1004), the highest production of tyramine was determined in the
L lactis subsp. cremoris CCDM 946 strain, which was shown to produce
as much as 1400 mg/L of the culture medium after 15days of
cultivation. Within the strains of L. lactis subsp. lactis, higher
production of tyramine was detected in CCDOM 141 (790 mg/L). The
Gompertz parameters for tyramine production of five above men-
tioned strains are presented in Figs. 1-4.

The maximum tyramine production (Ags), maximum rate of
tyramine production (iz4) and yield factor for tyramine production
(Yrnmoru) were lower (P=005) when bacteria were cultivated in the
medium with 0% or 1% (w/v) NaCl compared to the incubation in the
environment with the highest NaCl concentration (2% w/v) (Figs. 1-3,
parts A and B, and Table 2). The results in Table 2 also show, that the

production of tyramine was increased in anaerobic environment in
comparison with aerobic environment (P<0.05). In all salt concen-
trations tested, the highest production of tyramine (represented as
maximum tyramine production, Ags) was determined during the
cultivation with 0.5% (w,/v) lactose without oxygen access. On the
other hand, if the absolute value of tyramine production was
recalculated on production of individual cells (represented as yield
factor, Yrmizu) the maximum yield of tyramine per CFU was
determined in cultivation broth without lactose (P<0,05). In strains
CCDM 824, CCDM 946 and CCDM 141, the production of tyramine was
detected very early, typically between the 1st and 2nd day of
cultivation. Under some conditions (2.0% NaCl w/v; 0.5% lactose w/'v
and anaerobiosis) tyramine production started even earlier, already
after 20 and 36 h (Figs. 1-3 part C).

In the strains L. lactis subsp. lactis CCDM 48 and CCDM 1004,
tyramine was formed only in the environment with 2% (w/v) NaCl
(Fig. 4). Decarboxylase activity of individual cells of strain CCDM 1004
was very weak This can be concluded from the yield factor ( Yngcr)
that was at least ten-fold lower compared to other strains tested
(Table 2). A higher production of biogenic amine in the strains CCDM
48 and CCDM 1004 was detected in an anaerobic environment
(P<0.05; at the identical concentration of lactose). On the other hand,
in the cultivation medium without lactose, no statistically significant
difference (P= 0.05) between the maximum tyramine production rate
(Mg4) in aerobic and anaerobic environments was found. At all tested
concentrations of lactose in an aerobic or anaerobic environment,
L lactis CCDM 48 started to produce tyramine between the 3rd and
4th day (Fig. 4C). In the strain CCDM 1004, in comparison with the
other strains tested, the longest delay period of tyramine production
was determined. Tyramine was firstdetected between the Gthand 8th
day (Fig. 4F).
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Table 1

Gompertz model parameters (A, g and A) of growth curve for L [ecos subsp. lecs
biovar discetylacts (CODM 48, CCDM 141 and CCDM 1004 ) and L lronis subsp. cremoris
(OCDM 824 and CCDOM 846) for different conditions with MaCl and lactose additions.

Strain MaCl Gompertz Lactose content (% wv)
concentration model
(% w/iv) parameter® None® 0251007
CCDM 48 o A 689 +10.06 G.79-7.06
1] u 038 +0.02 035-043
o A 2305 +0.12 2496-25.07
1 A" 67440057 E86-7.01
1 u 033 4002 032-036
1 A 25024013 25012512
2 A" 6794003 T02-724
2 u 036 40,02 0340349
2 A 2507 +£0.10 2509-25.24
CCDM 141 o A 653 +0.02° 758-7.82
1] u 038 +0.06° 043-051
1] A 248540.10 2482-25.08
1 A 665 +0.11* 7.64-7.79
1 u 032+ 00" 038-040
1 A 2495 +0M 2305-25.16
2 A" 667 410,067 T6HE-7.81
2 u 039 4002° 042045
2 A 2488 +0.02 2501-25.09
CCDM 1004 1] A" 657 £0.17* 744-7567
o u 035 4+002° 039-0.48
1] A 2494 +0.11 2490-25.09
1 A" 663 015 741-761
1 u 031 +001* 038046
1 A 24974013 2492-25.06
2 A" G61+0.14° 751-761
2 u 032 4003 036-0.43
2 A 2496 +0.22 24992507
CCDM 824 1] A" 65440167 774783
1] u 041 40,01 042-0.44
1] A 24914012 2496-25.12
1 A" 6714013 7.70-7.80
1 u 033 +0.04° 038-0.42
1 A 2499 4+0.16% 2506-25.08
2 A 685 40.17* 7.79-780
2 u 038 +0.02° 045-048
2 A 24934014 2496-25.04
CCDOM 946 1] A" 66940137 750-7.70
1] u 036 410,02 036-0.49
o A 2497 +025 24982509
1 A" GE2 4007 T60-7.71
1 u 034 40,02 034-043
1 A 2504 +0.04 2301-25.08
2 A" 684 40,02 753-778
2 u 036 +0.03* 040-0.44
2 A 24994021 2495-25.11

* Gompertz model parameters: A — the recaleulated asymptote A (according o
Eq. (3)) defined as the maximal amount of viable cell count reached; g — maximum
specific growth rate ( 1/h); and A — lag tme (h).

B The values of Gompertz model parameters (for experiments without lactose
addition) were obtained and are given as mean 4 5.0, (n=12; values were calculated
from results for both aerobic and anaerobic environments). The values of the parameter
for experiments without lactose additon, which significantly differ from the values of
the parameter for conditions with 025-1.00% w/'v lactose, are signed by asterisk

© The values of Gompertz model parameters for experiments with 0.25-1.008 w/v
lactose are presented as an interval of minimum and maximum values, The intevals
contain values for conditions of both aerobic and anaerobic environments.

4. Discussion

The results of the study show that 3 of 5 strains of the lactococci
tested (L lactis subsp. lactis CCDM 141 and L. lactis subsp. cremoris
CCDM 824 and CCDM 946) produced tyramine under all conditions
tested. The remaining 2 strains (L lactis subsp. lactis CCDM 48
and CCDM 1004) showed tyramine production only under certain
conditions (cultivation in the presence of 2% w/v MaCl). These results
prove that the ability of bacteria to produce biogenic amines
depends on culture conditions and the kinetics of the process is
a characteristic of an individual strain {Arena and Manca de Nadra,

2001; Bover-Cid et al., 2001). If the growth curve of the tested
lactococci is compared with the curve of biogenic amine production, it
is obvious that the production of tyramine started during the
exponential phase of the bacteria growth. A similar trend of tyrosine
decarboxylase activity was also found out in Lactobacillus curvatus by
Bover-Cid et al. (2008).

A higher production of tyramine was determined in the environ-
ment with a higher concentration (2% wy/v) of NaCl in all strains
tested. Analogous results were published by Emborg and Dalgaard
(2008a) who reported that Morganella psychrotolerans bacterium
produces more histamine when growing in an environment with
4% (w/v) NaCl than in an environment with 2% (w/v) NaCl. Similarly,
Greif et al. (2006) found out that some strains of Enterobacter
genus produce more cadaverine and histamine in an environment
with 12-3.0% (w/v) NaCl than in a medium with 0.2% (w/v) NaCL
A further increasing of NaCl concentration in the medium (4.5% or
6.8% w/v) resulted in a decrease in biogenic amine production. Also,
in the current study it was found out that an increased amount of
tyramine was detected in the medium with a higher NaCl concentra-
tion (in range of 0-2% w/v). The highest level of NaCl applied
corresponds to the NaCl content in many groups of cheeses (e.g
Dutch-type or Swiss-type ) (Fox et al., 2000). In two strains tested in
the current study, no production of tyramine was detected after the
cultivation in the medium without salt or with 1% (w/v) NaCL
However, different results were obtained by Santos et al. (2003), who
noted a lower production of biogenic amines in lactococd cultivated
in an environment with 0.5% (w/v) NaCl This can be explained by the
differences in incubation temperature, as these authors used higher
temperatures for incubation (20 and 32 °C) compared to the current
study (10 °C). Pereira et al. (2009) suggested that Na™ ions that are
involved in regulation of intracellular pH, play an essential role in the
tyrosine decarboxylation pathway. Na* ions are important in sodium/
proton antiport system, as they are exchanged with H* ions that are
removed out of cells. This phenomenon can explain the higher
tyramine production in medium with NaCl addition.

A further factor studied in our paper was addition of lactose, Under
absence of lactose in M17 broth, a lower growth of bacterial cells and
a lower maximum tyramine production (Ags), in all NaCl concentra-
tions tested, were found. On the other hand, the yield factors for
tyramine production (Ymg.cq) were the highest under these
cultivation conditions. This phenomenon can be attributed to the
fact that a cultivation medium without lactose is less suitable for the
tested lactococci, which need complex media for their growth.
According to Molenaar et al. (1993), decarboxylation of amino add
may serve as a source of metabolic energy. Thus, in sub-optimal
cultivation conditions, represented by medium without saccharide
source of energy — lactose, the cells can obtain necessary energy also
from decarboxylation processes and therefore the amount of tyramine
produced by a cell as a final product of this metabolic pathway,
increases. When lactose was added to cultivation broth, the yield
factor (Yrmem), expressing tyramine concentration per CFU, de-
creased likely because the cell could obtain energy more effectively
from saccharides. On the other hand, the absolute amount of tyramine
produced by cells increased, which can be explained by higher
amount of cells in medium. The highestabsolute tyramine production,
within the strains tested, was mostly determined in the anaerobic
environment with 0.5% (w/v) lactose. A further increase in lactose
concentration above 0.5%, with the same NaCl concentration led to
a decreasing production of tyramine. However, the effect of different
lactose concentrations on the production of biogenic amines in lactic
acid bacteria has not been published in the literature. Contrary to
findings from cument work, Bover-Cid et al (2008) did not find
a significant influence of glucose on the production of tyramine in
Lactobacillus curvatus. Also, Connil et al. (2002 refer to the factthat an
increasing concentration of glucose does not significantly influence
tyramine production in the bacteria of Carnobacterium genus.
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Table 2

The values of yield factor for tyramine formation Yo, (mg= 10° CFU) of strains L lactis subsp. lectis blovar diocetylactss (CCOM 48, CCOM 141 and CCDM 1004) and L. laerss subsp.
cremoris (CCOM 824 and CCOM 946) for different conditions with MaCl and lactose additions and aerobic or anaerobic environment { mean +50. and n=6).*

NaCl lactose Envimnment Yrmom of strain (mgx= 107CFU)

(% wh) (% wiv) coom 48** DM 141 DM 1004** CCOM 824 (COM 946

o o Aembic N 735407 Aa N 11.17 + 088" Aa 41324 238 A,
0 0 Anaerobic N 1403+ 125" A, N 2190+ 180" A, 7047+ 443" A,
0 025 N:mbi:h' N 380+ ms:ab N 238 gu_zg: Ay, 9564 IZL-IZ: Age
o 025 Anaerobic N 549+ 040" A, N 377037 A, 14254 134" A,
0 as0 Aembic N 4254 uzu:ac N 335 j:l]]; A 1063+ l.l]G: Ay
0 as0 Anaerobic N 493+ 028" A, N 492 +029" A, 14384 1230 A,
0 075 Aembic N 281+ 018% A, N 308 £ 020F A 10314+ 092% Ay,
o 075 Anaerobic N 506+ 0117 A, N 4334027 A, 14604 122" A,
0 1.00 Aemwbic N 164+ 018% A, N 2194023 Ay 9.104 072% A,
0 1.00 Anaerohbic N 2574+ u.u:& N 402 :usg: Aua 1255+ IjE:.ﬁm
1.0 o Aembic N 6.55+ 041" B, N 25.08 + 226" Ba 49784+ 330° B,
10 0 Anaerobic N 1085+ 094" B, N 5422 +308" By 785094 404" B,
10 025 Aembic N 400+ 0374 By, N 45346027 B, 102544 047 By
1.0 025 Anaerobic N 5.6+ 030" A, N 581+025" B, 14614 095" A,
10 as0 Aembic N 51131039:& N 3.103;}\: 11_19¢053:ﬂ¢
10 as0 Anaerobic N 891+ 073 N 6.19+04 13784 099

10 075 Aembic N 3_?111113*‘:; N 428 gu_-au*:: 9854+ usz*tc
1.0 075 Anaerobic N 5.10+ 039" A, N 525+023 B, 13064 091" A,
10 1.00 Aemwbic N 2414023 By N 288+ 0.17" By 9914 096* Ay
10 1.00 Anaerobic N 42940317 By N 3954027 Ay 11734 102% Aq
20 o Aembic 596+052", 1283+ 126°Ca 161 +0.16" 5 3077 +203 G 70204 G007 Ca
20 0 Anaerobic 1098 + 088" , 2405+ 174" ¢ 2994022°, 5808 4+303" ¢ 93264+ 4397 C,
20 025 Aembic BE1+£070°, 766 4 064 Gy, 051 £009° 807 £055 Cy 14794 128° Gy,
20 025 Anaerobic 1284+ 112°, 1105+ 099" B, 13940.12%, 1008 + 088 G, 2468+ 183" B,
20 as0 Aembic 1276+ L1738, 7RG+ 074G, 059+ 0054, 760+ 081 By 15684 13138,
20 050 Anaerobic 1758 + 164", 1080+ 086" G, 154 +0.107 11194+ 096" G, 23104+ 1.70" B,
20 075 Aembic 1389+ 156, 853+ 061°C, 049 £008% BIB+£07F 16354 1L01% B,
20 075 Anaerabic 1871+ 184" 1074+ 084" By 1044+010° 10824091 G 21814 100" B
20 1.00 Aemwbic 6.10 4 0.38% 4 417+ 046*C4 025+ 002* 451 +029° C. 12974+ 127°B,
20 1.00 Anaerobic 1044 +0.75" ; 773+ 101° G 072 +007° 5714053 ¢ 16.81 4 056" By

* Means within a column (the difference between environment) followed by different superscript letters differ (P<0.05); and the vahies in individual NaCl and lactose
additions were evaluated separately. Means within a column (the difference between lactose addition) followed by different subscript letters differ (P<0.05); and the vahies in
individual MaCl addition and environment were evaluated separately. Means within a column (the difference between NaQ addition) followed by different capital letters differ
(P=005); and the values in individual lactose addition and environment wene evaluated separately.

+* The effect of different NaCl additions was not evalated in strains CCOM 48 and CCDM 1004 because tyramine was detected only in broth with 2% wy'v NaCl.

kN tyramine was not detected.

Decarboxylase activity can also be influenced by pH of the
environment (Bover-Cid et al., 2008; Gardini et al, 2001; Greif et al,,
2006). If the cultivation environmentis acidified by a higher lactic acid
production, the decarboxylase activity can increase and thus the
amount of the final product also increases. Tyramine production was
increasing to a certain level of saccharide concentration and after this
concentration was exceeded, the amount of bioge nic amine remained
unchanged or even decreased. A similar phenomenon was also
observed for Lactobacillus plantarum in the presence of glucose or
fructose (Arena et al.; 2007). Hence, a hypothesis can be suggested
that in the case of different lactose concentrations, the decarboxylase
activity in lactococci might have been influenced by a drop in
pH caused by acidification of the medium. This canbe corroborated by
pH measurements of cultivation media; the decrease of pH-values
of broth after cultivation with increase of the lactose concentration
was namely observed in presented study. According to Haldsz et al.
(1994), the biogenic amine production is higher in an acidic
environment. Furthermore, in a very addic environment, bacteria
are more intensely encouraged to produce these enzymes, as a part of
their defense mechanisms against the acidity. Higher concentrations
of lactose could result in lower pH-values (below the optimum
of tyrosine decarboxylase) which could reduce activity of latter
mentioned enzyme.

The last factor studied was influence of an aerobic/anaerobic
environment on tyramine production. In all strains tested under given
conditions, a higher production of tyramine was determined under
anaerobic conditions. This is in accordance with findings published by
Bover-Cid et al. (2008), who also found that an anaerobic environ-
ment enhances decarboxylase activity of Lactobacillus enzymes.

5. Conclusion

Under model conditions simulating real technological process
during production of natural cheeses, three of five tested strains of
L lactis (CCDM 141, CCDM 824 and CCDM 946) produced tyramine
under all conditions tested. In the remaining two strains (CCDM 48
and CCDM 1004), tyramine production was detected only in the
presence of 2% (w/v) NaCl in the cultivation medium. The highest
production of biogenic amines was in all five strains of L lactis studied
determined in the presence of 2% (w/v) NaCl and 0.5% (w/v) lactose
during anaerobic cultivation.
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