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VLIV AEROBNIHO/ANAEROBNIHO PROSTREDIi NA DEKARBOXYLAZOVOU
AKTIVITU VYBRANYCH BAKTERIi MLECNEHO KVASENI
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SELECTED LACTIC ACID BACTERIA
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ABSTRACT

Biogenic amines are undesirable compounds produced in foods mainly through bacterial decarboxylase activity. The aim 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 strains. The levels of parameters tested were chosen according to real situation
in fermented dairy products technology (especially cheese-making). Tyramine was determined 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 influence on tyramine
production, anaerobiosis seemed to favour the enzyme activity because all L. lactis strains produced higher tyramine

amount.
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UvoD

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni alifatické,
aromatické nebo heterocyklické bazické slouceniny
odvozené od  aminokyselin. Jsou  vyznamnymi

slouCeninami, které se vyskytuji v zivych organizmech
jako metabolické meziprodukty a produkty, které vykazuji
biologickou aktivitu. Zakladni podminkou vzniku
biogennich amind je pfitomnost aminokyselin v daném
substratu, ptitomnost mikroorganizmi s dekarboxylazovou
aktivitou a vhodné podminky pro rast a mnoZeni
mikroorganizmt. (Fernandez et al., 2007; Landete et al.,
2007; Bover-Cid et al., 2008).

Tvorba biogennich amind bakteriemi mize byt ovlivnéna
mnohymi vné&j§imi faktory, které mohou ovliviiovat
zejména kinetiku dekarboxyldzovych reakci. Mezi vnéjsi
faktory, které ovliviiuji tvorbu biogennich amini u
bakterii, patii teplota a pH prostfedi,aero-/anaerobidza,
dostupnost zdroji uhliku (napt. glukézy), pritomnost
rustovych faktorl, ristova 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 vySe zminénych faktort
mohou produkci biogennich amini ovliviiovat dalsi
chemické latky, napt. etanol, n¢které sacharidy, fenolické
slou¢eniny nebo oxid sifi¢ity (Gardini et al., 2005;
Alberto et al., 2007; Mazzoli et al., 2009).

Biogenni aminy mohou byt produkovany i kmeny BMK,
které se bézné vyuzivaji pro technologické tcely jako
starterové kultury (Buiikova et al., 2009), a proto je
vhodné tyto kmeny pied pouzitim v mlékarenstvi otestovat
na dekarboxyldzovou aktivitu. Stejné¢ tak by pro
technologické tucely bylo vhodné znat kinetiku tvorby
biogennich amint za podobnych podminek prostiedi, které
mohou nastat béhem technologického procesu vyroby
fermentovanych mléénych vyrobkil. Tyto informace se
vsak v soudobé odborné¢ literature vyskytuji jen ziidka.

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

MATERIAL A METODIKA

Vliv aerobniho a anaerobniho prostfedi na produkci
tyraminu byl testovan u 3 kment Lactococcus lactis subsp.
lactis (CCDM 48, CCDM 53 a CCDM 141) a 3 kment
Lactococcus lactis subsp. cremoris (CCDM 824, CCDM
946 a CCDM 1004). Vsechny kmeny byly ziskany ze
Sbirky kultur mlékarskych mikroorganizmii Laktoflora®™
(CCDM).

Kultivace vySe zminénych kment, pozitivnich na
produkci tyraminu, probihala v bujonu M17 s pridavkem
0,2 % (w/v) tyrozinu pii 10 = 1 °C v rozmezi 1 az 15 dni.
Pfislusné kultivaéni médium o objemu 5 ml bylo
zaockovano vzdy 25 pl suspenze bakterii narostenych pres
noc v M17 bujénu s ptidavkem 0,2 % tyrozinu. Kultiva¢ni
médium bylo obohaceno o laktozu v koncentraci 0,5 %
(w/v) a NaCl (0; 1 a 2 % wiv).

Vliv aerobniho/anaearobniho prostiedi na produkci
biogennich amint byl sledovan tak, Zze polovina zkumavek
byla kultivovana aerobné a druhd anaerobné. Anaerobniho
prostiedi bylo dosazeno zakapnutim kultiva¢niho média
sterilnim parafinovym olejem (1 ml). Odbér vzorkd pro
analyzy probihal 0., 1., 5., 10. a 15. den kultivace a to tak,
ze vzdy byly nahodné odebrany od kazdého kmene a
kazdé trovné faktoru 2 zkumavky. Cely experiment byl
opakovan tiikrat.

Po inkubaci bakterii byly buiky odstranény centrifugaci
(10000 x g, 5 min) a supernatant byl filtrovan pies 0,45
pm filtr. Produkce tyraminu byla zjistovana pomoci
iontové-vyménné chromatografie (IEC; Automaticky
analyzator aminokyselin AAA400, Ingos Praha, CR)
v médiu po odstranéni bunék a po filtraci podle Buiikova
et al. (2009). Kazdy izolat byl analyzovan alespon tiikrat.
Standard tyraminu byl ziskan ze Sigma-Aldrich. Vysledky
IEC byly statisticky vyhodnoceny pomoci Kruskall-
Wallisova testu a Wilcoxonova testu.

VYSLEDKY A DISKUZE

V ptedchazejici studii (Buiikova et al., 2009) byla u 6
kmentt L. lactis zjisténa produkce biogenniho aminu
tyraminu. Tyto kmeny byly nyni vyuzity pro testovani
vlivu aerobniho a anaerobniho prostfedi na produkci
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tyraminu. Teplota kultivace byla volena tak, aby se
priblizila podminkam technologického procesu vyroby
pfirodnich syrti a aby tato studie napomohla piedvidat
pribéh tvorby biogennich aminii ve fermentovanych
mlécnych vyrobcich (zejména pfirodnich syrech), které
prochazi zracim procesem. Testované kmeny laktokokt
byly proto kultivovany pfi teploté 10 = 1 °C, ktera se
vyuziva béhem technologického procesu zrani ptirodnich
syrt.. U v8ech testovanych kmenii se maximalni produkce
tyraminu po 10. dnu kultivace jiz neménila.

Z testovanych kment L. lactis subsp. lactis (CCDM 48,
CCDM 53 a CCDM 141) byl jako nejproduktivnéjsi
oznacen kmen L. lactis subsp. lactis CCDM 141, u n¢hoz
byla zjisténa maximalni produkce tyraminu az 790 mg/l
kultiva¢niho média. U testovanych kmenu L. lactis subsp.
lactis byla pozorovana nejvyssi produkce tyraminu v
médiu obohaceném 0 2 % NaCl po kultivaci v anaerobnim
prostfedi (Obrazek 1A). Knejvyssi produkci tyraminu
doslo pti kultivaci bez ptitomnosti kysliku. K produkci
tyraminu u kmene L. lactis subsp. lactis CCDM 48 doslo
pouze tehdy, pokud byly tyto bakterie kultivovany
Vv pritomnosti nejvyssi aplikované koncentrace soli (2 %
NaCl). V ostatnich pfipadech (bez NaCl a 1 % NaCl)

tyraminu byla pozorovana pii kultivaci v prostiedi se 2 %
NaCl bez piistupu kysliku. Tato zjisténa produkce
tyraminu se statisticky vyznamné¢ odlisovala (P < 0,05) od
produkce zjisténé pii kultivaci za ostatnich testovanych
podminek (Obrazek 1B). Testovany kmen L. lactis subsp.
cremoris CCDM 1004 se do jist¢ miry choval podobné
jako kmen L. lactis CCDM 48. Dekarboxylazova aktivita
byla u kmene CCDM 1004 pomérné slaba a tyramin byl
detekovan pouze béhem kultivace v prostiedi se 2 % NaCl.
Mnoho studii se vénuje vlivu nejriznéjSich faktor
vnéj§iho prostiedi (napf. teploty, pH, pfitomnosti
sacharidli, NaCl a jinych chemickych latek) na produkci
biogennich amind u bakterii Celedi Enterobacteriaceae
(Greif et al., 1997, 1998, 2006; Emborg and Dalgaard,
2008a, b) nebo u mléénych bakterii 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). Avsak studii, vénujicich se faktorim, které
ovliviiuji produkci biogennich amint u bakterii rodu
Lactococcus, neni ptili§ mnoho. Z divodu absence studii
vlivu podminek prostfedi na produkci biogennich aminu u
laktokokti a také proto, ze se jedna o technologicky
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Obrazek 1: Produkce tyraminu po 15 dnech kultivace pti 10 £ 1 °C u testovanych kment L. lactis subsp. lactis (A) a L.
lactis subsp. cremoris (B) v M17 bujonu s 0,5 % laktozy a 0, 1 nebo 2 % NaCl v aerobnim (AE) a anaerobnim (AN)

prostiedi.

nebyla u tohoto kmene ptitomnost tyraminu detekovana.

U testovanych bakterii L. lactis subsp. cremoris byla
zaznamenana nejveétsi produkce tyraminu u kmene CCDM
946 (az 1400 mg.I™" kultivaéniho média), nejnizsi pak u
CCDM 1004. U vsech testovanych kmenu L. lactis subsp.

cremoris lze pozorovat trend, Zze maximalni produkce

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

Vysledky nasi studie ukazuji, ze 4 z 6 testovanych kmeni
laktokokd (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 produkci tyraminu pouze =za urcitych
podminek (kultivace v prostfedi se 2 % NaCl). Tyto
vysledky prokazuji, ze schopnost produkce biogennich
aminli bakteriemi zavisi na kultiva¢nich podminkach a
zéroven, ze tato vlastnost je charakteristikou daného
kmene (Arena and Manca de Nadra, 2001; Bover-Cid
et al., 2001) Jestlize srovname rust testovanych laktokokt
a kiivku produkce biogennich amint, zjistime, ze
produkce biogennich amind zapocala béhem logaritmické
faze jejich rustu. Podobny trend zaznamenali u
Lb. curvatus také Bover-Cid et al. (2008).

U vsech testovanych technologicky vyznamnych kment
L. lactis byla za danych podminek zjisténa vyssi produkce
tyraminu za anaerobnich podminek. Bover-Cid et al.
(2008) nezjistili vyraznéjsi vliv v dostupnosti kysliku na
produkci biogennich amindt  u Lactobacillus curvatus, a
zaroven vsak poukazuji na to, Ze anaerobni prostredi
pravdépodobné napomaha dekarboxylazové aktivité
enzymu.

ZAVER

U vSech testovanych kment L. lactis, pozitivnich na
produkci tyraminu, byla zjisténa vyssi produkce tohoto
biogenniho aminu po kultivaci bez piistupu kysliku.
Zaroven bylo detekovano nejvy$§i mnozstvi tyraminu
v kultiva¢nim médiu s pridavkem 2 % NaCl.
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