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FACTORS AFFECTED DECARBOXYLATION ACTIVITY OF ENTEROCOCCUS
FAECIUM ISOLATED FROM RABBIT

Pavel Pleva, Leona Buirikovd, Andrea Laukova, Eva Lorencova, Viastimil Kubdii, FrantiSek Buiika

ABSTRACT

Biogenic amines (BA) are basic nitrogenous compounds formed mainly by the decarboxylation of amino acids. There are
generated in course of microbial, vegetable and animal metabolisms. The aim of the study was to monitor influencing
factors of biogenic amine production by Enterococcus faecium, which is found in rabbit meat. Biogenic amines were
analyzed by the means of UPLC (ultrahigh performance liquid chromatography) equipped with a UV/VIS DAD detector.
Decarboxylation activity of E. faecium was mainly influenced by the cultivation temperature and by the amount of NaCl in
this study.E. faecium produced most of the monitored biogenic amines levels: tyramine <2500 mg.I™; putrescine <30 mg.I™;

spermidine <10 mg.I”* and cadaverine <5 mg.I™.
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UVOD

Biogenni aminy (BA) jsou organické dusikaté slou¢eniny
s nizkou molekulovou hmotnosti, které Ize podle chemické
struktury rozdélit na aromatické (napf. tyramin,
2-fenylethylamin),  heterocyklické  (napf.  histamin,
tryptamin) a alifatické diaminy (napf. putrescin, kadaverin)
(Sméla et al., 2004). Biogenni aminy se vyskytuji v
mnohych tkanich a jsou soucasti metabolickych procest
bun¢k. Maji funkci prekurzord syntézy proteint,
nukleovych kyselin, hormonti i alkaloidd (Karovi¢ova et
al., 2005).

Biogenni aminy se vyskytuji téméf v kazdé potraving,
ktera obsahuje urcité mnozstvi volnych aminokyselin nebo
proteini  podléhajici mikrobialni aktivit¢. Cinnosti
mikrobialnich enzymt dochazi k dekarboxylaci volnych
aminokyselin, ¢imz vznikaji BA a polyaminy (K¥Fizek,
1998). Nizka koncentrace BA muze byt lidskym télem
tolerovana, pokud jsou u¢inné detoxika¢ni mechanizmy ve
sttevnim traktu. Na detoxikaci se podili enzymy
monoaminooxiddzy a diaminooxidazy. Jestlize vSak
nastane nadmérny piijem nékterého biogenniho aminu,
jsou  katabolické cesty potlaceny a  dochazi
k fyziologickym porucham (Shalaby, 1996). Spanier
et al. (1991) navrhuji tolerovatelné sumarni mnozstvi BA
(histaminu, tyraminu, putrescinu a kadaverinu) pro
potraviny do 900 mg/kg. S mnozstvim biogennich amini
souvisi 1 nafizeni ES €. 2073/2005, kde je uvadén limit pro
histamin v rybach a vyrobcich z ryb do 200 mg.kg™.

U masa a masnych vyrobkll patfi mezi vyznamné
bakterie produkujici BA (zejména histamin, kadaverin a
putrescin) rody Pediococcus, Lactobacillus, Pseudomonas,
Streptococcus,  Micrococcus a  zastupci  Celedi
Enterobacteriaceae. Zaroven se tyto bakterie mohou lisit
v produkci BA i o né&kolik tada (Shalaby, 1996). Je
nemozné najit korelaci mezi obsahem biogennich amint a
poctem bunék (Halasz et al. 1994).

Vliv podminek vnéjsiho prostfedi na tvorbu BA (napf.
teplota, pH, pfistup kysliku a mnozstvi NaCl), se 1isi i

vramci kmend stejného druhu (K¥izek et al., 1998).
VétSina amint je tepelné stala, nékteré¢ dekarboxylazy si
vSak uchovavaji aktivitu i po tepelném oSetfeni (napf.
pasteraci), takze obsah BA mutze dale rGst i béhem
skladovani potraviny (Brink et al., 1990).

MATERIAL A METODY

Mikroorganizmus a kultiva¢ni podminky

Enterococcus faecium M2C byl izolovan z masa kralika a
byl ziskan z Ustavu fyziologie hospodarskych zvierat,
Slovenské akademie véd v Kosicich. Bakterie byly
kultivovany v Brain Heart Influsion Broth (BHI; HiMedia)
s aminokyselinami (histidin, ornitin, arginin, lyzin, tyrozin;
Sigma-Aldrich) jako prekurzory testovanych biogennich
aminu Vv koncentraci 0,2 % (w/v). Produkce biogennich
amini byla zkouména v zavislosti na teploté¢ (6+1°C a
30£1°C), dostupnosti kysliku a koncentraci NaCl (0; 1; 2;
3 a 6 % w/v). Vliv dostupnosti kysliku na produkeci
biogennich aminti byl sledovan tak, Ze polovina zkumavek
byla kultivovana aerobné a druha anaerobné, anaerobniho
prostiedi bylo dosazeno zakapnutim média sterilnim
parafinovym olejem (1 ml; Pliva-Lachema). Kazdy izolat
byl kultivovan tfikrat podle Buiikova et al., (2009). Rust
E. faecium byl sledovan pomoci optické denzity (A= 600
nm; Fotometr TECAN Sunrise TW/TC).

Stanoveni biogennich aminu

Produkce 7 biogennich amind (kadaverinu, CAD;
histaminu, HIS; fenylethylaminu, PHE; putrescinu, PUT;
tyraminu, TYR; spermidinu, SPD; a sperminu, SPN) byla
stanovovana pomoci ultra-vysoko U¢inné kapalinové
chromatografie (UPLC) s binarni pumpou (autosampler
LabAlliance, Statr Colleges; kolona s termostatem;
UV/VIS DAD detektor (A =254 nm); a degaser 1260
Infinity, Agilent Technologies).

Bujon po kultivaci testovanych bakterii byl centrifugovan
(4000 x g; 22+1 °C; 20 minut; EBA 20, Hettich) a ziskany
supernatant byl zfedén vpoméru 1:1 (v/v) Kkyselinou

Volume 6

No. 2/2012



potravinarstvo

chloristou (¢ = 1.2 mol.I"). Smés byla filtrovana (porozita
filtru 0.45pum) a filtrat byl podroben derivatizaci
dansylchloridem podle Daddkova et al., (2009).
Jako interni standard byl pouzit 1,7-heptandiamin.
Derivatizované vzorky byly po danzylaci opét filtrovany
(porozita 0.22 um) a nanaseny na kolonu (Cogent HPLC
Column HPS C18, 150 x 4.6 mm, 5um). Podminky
separace sledovanych biogennich aminti jsou popsany
v Sméla et al., (2004). Kazdy ze tfi supernatantd (pro
jeden testovany mikroorganizmus) byl derivatizovdm
dvakrat a kazda derivatizovana smés nanesena na kolonu
ve dvojim opakovani (n = 12).

VYSLEDKY A DISKUZE

Schopnost tvorby biogennich amint rodem Enterococcus
potvrdil ptedchazejici skrining (Pleva et al., 2011).
Na zaklad¢ téchto vysledku byl pro dalsi studii vybran
kmen E. faecium M2C schopny produkce tyraminu,
putrescinu, kadaverinu, fenylethylaminu a spermidinu.
U tohoto kmene byly v modelovych podminkach
sledovany vybrané faktory, u kterych existuje predpoklad,
ze jsou schopny ovlivitovat produkci BA (NaCl 0 — 6%
(w/v); aerobni/ anaerobni prostiedi, kultivaéni teplota
6+1°C a 30+1°C). Tyto faktory byly voleny tak, aby se
ptiblizily podminkdm zpracovani a skladovani masa a
masnych vyrobka.

Tvorba biogennich amind za aerobnich i anaerobnich
podminek se v Case zvySovala. Biogenni aminy po 16
dnech kultivace pifi 6+1°C za aerobnich podminek

dosahovaly nasledujicich hodnot: TYR <50 mg/l; PUT
<40 mg.l™*; SPD <25 mg.I™ a za anaerobnich podminek
TYR <80 mgl?; PUT <50 mg.l?; SPD <20 mgl™
Pii 30+1°C byla po 48 hodinach kultivace (obr. 1) zjisténa
vy§si  produkce BA: aerobné TYR <2500 mg.I™;
PUT <30 mgl™; SPD <10 mgl® a CAD <5 mg.l™;
anaerobné TYR <2250 mg.I*;  PUT <30 mgl™;
SPD <7 mgl’, CAD <5 mgl™. Rozdil vmnozstvi
vytvofenych BA je dan pfedev§im vlivem anaerobniho
prostiedi, které muze rast E. faecium zpomalovat.

Tvorba biogennich amini je ovlivnéna predevsim
rustovou fazi bunék, tedy mnozstvim a aktivitou bakterii
E. faecium v médiu. Pfi 30+1°C byla zietelnd vyznamna
produkce BA jiz po hodiné kultivace (TYR 5,91%0,13
mg.I"; PUT 41,93+6,53 mg.l™; CAD 4,16+0,59 mg.l™;
SPD 5,32+0,12 mgl™; PHE 2,99+0,03 mgl™). Po 48
hodinové kultivaci bylo mnozstvi BA nésledujici: TYR
1650+118 mg.I™*; PHE 7,60+0,20 mg.I™; PUT 35,30+1,05
mg.l™; CAD 5,00+0,12 mg.l™; SPD 5,00£0,10 mg.I™.
Ze studovanych faktorti méla na rist a dekarboxylazovou
aktivitu vliv ptedev§im teplota (obr. 2), ktera je schopna
zpomalit bunécny rust, prodlouzit generacni dobu a
umérné tomu i tvorbu BA. Dekarboxylazova aktivita E.
faecium pfi teploté 6+1°C v prvnim az 16 dnu byla fadové
obdobna. Nejvyssi zaznamenany nartst produkce tyraminu
byl &tvrty den (TYR 83,22+11,93 mg.1™) od tohoto dne se
produkce zpomalovala. Mnozstvi tvofeného spermidinu
(SPD <25 mg/l) kontinualné rostlo s dobou kultivace.
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Obr. 1 Produkce tyraminu u E. faecium M2C; pii pH=7. Kultiva¢ni teplota 30°C, 1% a 6 % NaCl. TYR AE —

produkce v aerobnim prosttedi; TYR AN — produkce v anaerobnim prostiedi; O. D. (opticka denzita) métena pti 600

nm za aerobnich podminek.
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Obr. 2 Produkce tyraminu a putrescinu u E. faecium M2C pti pH7. AE — aerobni prostiedi; AN — anaerobni prostiedsi;
30 £ 1°C po 48 hodinach a 6 + 1°C po 10-ti dnech kultivace; 0-6 — % koncentrace pfidaného NaCl.

Mnozstvi NaCl ovliviiyje tvorbu BA vyznamnéji pouze u
tyraminu, kdy byl znatelny rozdil v produkeci tyraminu pfi
koncentracich do 3 % (TYR 1958+ 201 mg.I™") a nad 3%
(W/v) koncentraci soli (TYR 2500+67,8 mg.l™") pti
30+1°C. Koncentrace 6 % (w/v) NaCl vyrazné inhibovala
produkci tyraminu, a po 12 hodinach kultivace bylo
mnozstvi vyprodukovaného tyraminu mensi (TYR <110
mg.I™%), nez u 3 % (w/v) NaCl, (TYR <1500 mg.I""). D4 se
tedy fici, ze NaCl ma do koncentraci 3 % (w/v) efekt
akceleratoru, zatimco piidavek 6 % (w/v) NaCl tvorbu BA
zpomaluje. Putrescin byl tvofen in vitro za aerobnich i
anaerobnich podminek az od 4. dne kultivace u
koncentrace NaCl <1 % (w/v) pii 6+1°C, dale se produkce
postupné zvySovala za aerobnich i anaerobnich podminek
(41,51£1,47 mg.I™).

Obsah tyraminu, kadaverinu a fenylethylaminu se
vbujonu po kultivaci E. faecium v c&ase zvySoval.
Mnozstvi vytvofeného spermidinu (max. SPD 23,48+0,45
mg.I™) a putrescinu (max. PUT 52,03+2,48 mg.I"") se po
16-ti dnech kultivace pfi 6°C vyrazné nenavySovalo.
Burdychova et al. (2007) uvadi, Zze fada kment rodu
Enterococcus tvori takové koncentrace tyraminu, které jiz
prekracuji hladinu toxicity (100 mg.I™), coZ se sluGuje i
sna$imi vysledky. Bover-Cid et al. (2001) zjistili
produkci tyraminu v rozmezi 500-4300 mg.l' a
fenylethylaminu 40-432 mg.I" u viech jimi testovanych
kment E. faecium (5 testovanych kment). Naopak u téchto
izolati nedetekovali produkci putrescinu a kadaverinu.
Stejni autofi rovnéz oznacuji studované enterokoky za
Casté producenty tyraminu a fenylethylaminu, coz opét
koresponduje s nasimi vysledky. Castou produkci
tyraminu u kment E. faecium popisuji také Roig-Sagués
et al. (2002), Cosentino et al. (2004) a Komprda et al.

(2008). Latorre-Moratalla et al. (2010) detekovali u
kment E. faecium kromé jiz zminéného tyraminu i
produkci fenylethylaminu a tryptaminu. Podle Marcobal
et al. (2006) je produkce BA ovlivnéna mimo jiné i
mnozstvim prekurzorl (zejména volnych aminokyselin) a
upravou fyzikalné chemickych podminek prostfedi. Dale
je nutné konstatovat, ze produkce BA je rovnéZ vlastnost
siln¢ kmenové zavisla (Pischer et al., 2007; Buiikova et
al., 2009).

ZAVER

V praci byla studovana in vitro produkce biogennich
aminu u izolatu Enterococcus faecium. Bylo zjisténo, Ze
maso kralika mutze byt kontaminovano mikro-
florou bohatou na produkci BA, coz miZze podstatné
ohrozit bezpecnost a zdravotni nezavadnost této suroviny.
Nejcastéji byla detekovana produkce tyraminu, putrescinu,
fenylethylaminu a spermidinu. Vzhledem Kk moznému
ohrozeni zdravi konzumentti, by bylo vhodné dale
prozkoumat  dalsi  faktory  ovliviiyjici  intenzitu
dekarboxylacni aktivity dekarboxyldza-pozitivnich kment
rodu Enterococcus.

LITERATURA

BOVER-CID, S., HUGAS, M., IZQUIERDO-PULIDO, M.,
VIDAL-CAROU, M. C. 2001. Amino acid-decarboxylase
activity of bacteria isolated from fermented pork sausages.
Int. J. Food Microbiol., vol. 66, 2001, 185-189.

BUNKOVA, L., BUNKA, F., HLOBILOVA, M.,
VANATKOVA, Z., NOVAKOVA, D., DRAB, V. 2009.
Tyramine production of technological important strains of
Lactobacillus, Lactococcus and Streptococcus. Eur. Food
Res. Technol., vol. 229, 2009, 533-538.

Volume 6

No. 2/2012



potravinarstvo

BURDYCHOVA, R., KOMPRDA, T. 2007. Biogenic
amine-formingmicrobial communities in cheese. In FEMS
Microbiol. Lett., vol. 276, 2007, 149-155.

BRINK, B., DAMINK, C., JOOSTEN, H. M., HUIS IN 'T
VELD J. H. 1990. Occurrence and formation of biologically
active amines in foods. In Int. J. Food Microbiol., vol. 11
1990, no.1, p. 73-84.

COSENTINGO, S., PISANO, M. B., CORDA, A., FADDA,
M. E., PIRAS, C. 2004. Genotypic and technological
characterization of enterococci isolated from artisanal Fiore
Sardo cheese. In J. Dairy Res., vol. 71, 2004, p. 444-450.

HALASZ, A. BARATH, SIMON-SARKADI, L,
HOLZAPFEL, W. 1994. Biogenic amines and their
production by microorganisms in food. In Trends Food Sci.
Technol., vol. 5, 1994, p. 42-49.

KAROVICOVA, I, KOHAJDOVA, Z. 2005. Biogenic
amines in food. In Chemical Papers, vol. 59, 2005, no. 1, p.
70-79.

KOMPRDA, T., BURDYCHOVA, R., DOHNAL, V.,
CWIKOVA, 0., SLADKOVA, P., DVORACKOVA, H.
2008. Tyramine production in Dutch-type semi-hard cheese
from two different producers. In Food Microbiol., vol. 25,
2008, p. 219-227.

KRIZEK, M., KALAC, P. 1998. Biogenic amines in foods
and thein roles in human nutrition. In Czech. J. Food Sci., vol.
16, 1998, p. 151-159.

LATORRE-MORATELLA, L., BOVER-CID, S., TALON,
R., AYMERICH, T., GARRIGA, M., ZANARDI, E,
IANIERI, A., FRAQUWZA, M. J., ELIAS, M., DROSINOS,
E. H., LAUKOVA, A., VIDAL-CAROU, M. C., 2010.
Distribution of Aminogenic Activity among Potential
Autochthonous Starter Cultures for Dry Fermented Sausages.
In J. Food Prot., vol. 73, 2010, no. 3, p. 524-528.

MARCOBAL, A., ALVAREZ P. J. M., MORENO-
ARRIBAS M. V., MUNOZ, R., 2006. A multifactorial design
for studying factors influencing growth and tyramine
production of the lactic acid bacteria Lactobacillus brevis
CECT 4669 and Enterococcus faecium BIFI-58. In Res.
Microbiol., vol. 157, 2006, p. 417-424.

PIRCHER, A., BAUER, F., PAULSEN, P. 2007. Formation
of cadaverine, histamine, putrescine and tyramine by bacteria
isolated from meat, fermented sausages and cheeses. In Eur.
Food Res. Technol., vol. 226, 2007, p. 225-231.

PLEVA, P, BUNKOVA, L., LORENCOVA, E,
LAUKOVA, A., BUNKA, F. 2011. Produkce biogennich
amind u enterokokti izolovanych z masa kralikid a stafylokoku
ziskanych z vnitfniho obsahu stfev pstruhi. In Proteiny 2011 :
sbornik z védecké konference. 1. vyd. - Zlin : Univerzita
Tomase Bati, 2011, ISBN 978-80-7454-022-6.

ROIG-SAGUE, A. X., MOLINA, A. P., HERNANDES-
HERRERO, M. M. 2002. Histamine and tyramine-forming
microorganisms in Spanish traditional cheeses. In Eur. Food
Res. Technol., vol. 215, 2002, p. 96-100.

SANTOS, M. H. S. 1996. Biogenic amines: Their
importance in foods. In Int. J. Food Microbiol., vol. 29, 1996,
p. 213-231.

SHALABY, A., R. 1996. Significance of biogenic amines
to food safety and human health. In Food Res. Int., vol. 29,
1996, no. 7, p. 675-690.

SMELA, D., PECHOVA, P., KOMPRDA, T., KLEJDUS,
B., KUBAN, V, 2004 Chromatografické stanoveni
biogennich aminl v trvanlivych salamech béhem fermentace
a skladovani. In Chemické listy, vol. 98, 2004, p. 432-437.

SPANIER, M. C,, BRUIN, T.J. F,, VAN ROODE, B. A. S.
W. 1991. HPLC determination of biogenic amines and
evaluation of results. In Food Policy Trends in Europe, vol. 6,
1991, p. 213.

Acknowledgments:
This work sas supported by grant UTB Zlin no.
IGAFT2012/027 and GACR 503/11/1417.

Contact address:

Pavel Pleva, Department of Fat, Tenside and Cosmetics
Technology, Faculty of Technology, Tomas Bata
University in Zlin, nam. T. G. Masaryka 5555, 760 01
Zlin, Czech Republic, E-mail: ppleva@ft.utb.cz

Leona Bunikova, Department of Fat, Tenside and
Cosmetics Technology, Faculty of Technology, Tomas
Bata University in Zlin, nam. T. G. Masaryka 5555, 760
01 Zlin, Czech Republic, E-mail: bunkova@ft.utb.cz
Andrea Laukova, Institute of Animal Physiology, Slovak
Academy of Sciences, Soltesovej 4-6, 040 01 Kosice,
Slovakia, E-mail: laukova@saske.sk

Eva Lorencova, Department of Fat, Tenside and
Cosmetics Technology, Faculty of Technology, Tomas
Bata University in Zlin, nam. T. G. Masaryka 5555, 760
01 Zlin, Czech Republic, E-mail: lorencova@ft.utb.cz

Vlastimil Kuban, Department of Food Technology and
Microbiology, Faculty of Technology, Tomas Bata
University in Zlin, nam. T .G. Masaryka 5555, 760 01
Zlin, Czech Republic E-mail: kuban@ft.utb.cz

FrantiSek Bunka, Department of Food Technology and
Microbiology, Faculty of Technology, Tomas Bata
University in Zlin, nam. T. G. Masaryka 5555, 760 01
Zlin, Czech Republic, E-mail: bunka@ft.utb.cz

Volume 6

49

No. 2/2012



