SCREENING OF STARTER AND PROBIOTIC CULTURES
INTENDED FOR PROCESSING OF FERMENTED MEAT
PRODUCTS FOR THEIR ABILITY TO PRODUCE BIOGENIC
AMINES

SKRINING STARTOVACICH A PROBIOTICKYCH KULTUR
URCENYCH PRO VYROBU FERMENTOVANYCH MASNYCH
VYROBKU

NA SCHOPNOST TVORBY BIOGENNICH AMINU

Sladkova P., Komprda T., Burdychova R.

Ustav technologie potravin, Agronomicka fakulta, Mendelova zemédélska a lesnicka univerzita
v Brng, Zemédélska 1, 613 00 Brno, Ceska republika.

E-mail: sladkopavla@seznam.cz, komprda@mendelu.cz, burdycho@node.mendelu.cz

ABSTRACT

Biogenic amines are toxic low-molecular organic basic compounds formed in food by
amino acid decarboxylation induced by microbial enzymes (decarboxylases). Other
factors like pH, temperature, oxygen availability and storage life affect the production
of biogenic amines, too. Tyramine, histamine, cadaverine and putrescine are considered
to be the toxicologically most important biogenic amines, with tyramine and histamine
being the most intensively studiedThe group of organisms capable of production of
biogenic amines includes Pediococcus spp, Lactobacillus spp., Pseudomonas spp.,
Streptococcus spp., Micrococcus spp. and many members of Enterobacteriaceae family,
as well as Bacillus macerans and Propionibacterium. Some starter cultures used for
fermented food processing can be included, too. The contemporary trend is using
probiotic cultures in fermented food production. They can be used as starter cultures and
for their positive effect on human health. Unfortunately, even some probiotic cultures
can be counted among potential producers of biogenic amines, so their testing for the
presence of biogenic amines is necessary. The aim of this study was to screening of 73
types of bacterial cultures (SACCO, Italy) as starter or probiotic cultures for their ability
to produce biogenic amines. Cultivation in decarboxylating medium, HPLC descibed
by, and PCR detection of genes coding enzymes tyrosindecarboxylase and
histidindecarboxylase, participating in formation of biogenic amines, were used as the
screening methods. Thirty-nine strains of Lactobacillus spp., 15 strains of
Staphylococcus spp., 15 strains of Streptococcus spp., 2 strains of Pediococcus spp. and
2 strains of the Bifidobacterium spp. were examined by the methods mentioned above.
The tyramine production was detected at 13 strains of Lactobacillus spp., 14 strains of
Staphylococcus spp., 3 strains of Streptococcus spp. and 2 strains of the
Bifidobacterium spp., whereas no tested cultures were found to be able to produce
histamine. The strains at which production of biogenic amines wasn’t detected are



suitable for fermented food processing. When the strains at which production of
biogenic amines was demonstrated were used in food processing, a control of
concentration of biogenic amines in final product is highly recommended.
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ABSTRAKT

Biogenni aminy jsou toxické nizkomolekularni organické bazické slouceniny,
které v potravinach vznikaji dekarboxylaci aminokyselin plisobenim mikrobialnich
enzymi (dekarboxyldz). Dal$imi faktory , které ovliviiuji produkci biogennich amint
jsou pH, teplota, dostupnost kysliku a doba skladovani. K toxikologicky
nejvyznamnéj$im biogennim aminiim patii tyramin, histamin, kadaverin a putrescin.
Nejvice prostudovany je tyramin a histamin. Tyramin zvySuje krevni tlak, zplsobuje
migrény s bolesti hlavy, mize byt pfi¢inou krvaceni do mozku, resp. selhani srdce.
Toxicky ucinek tyraminu zavisi na pfijatém mozstvi, pfitomnosti jinych biogennich
aminl a na celkovém fyziologickém stavu jedince (SILLA-SAN-TOS a kol., 1996).
Histamin zptsobuje rozsifeni perifernich krevnich cév, coz vede ke snizeni krevniho
tlaku a bolestem hlavy. Dale histamin indukuje kontrakeci hladkych svald vnitfnosti
s nasledkem bfisnich kieci, priijmu a zvraceni.

Mezi mikroorganismy, které produkuji biogenni aminy patii bakterie rodu
Pediococcus, Lactobacillus, Pseudomonas, Streptococcus, Micrococcus a mnoho
ptislusnikl celedi Enterobacteriaceae, Bacillus macerans a Propionibacterium. Patii
sem i zastupci startovacich kultur, pouzivanych pfi vyrob¢ fermentovanych potravin.

V soucasnosti je trendem pouzivat pii vyrobé fermentovanych potravin
probiotické kultury. Ty mohou mit funkci startovacich kultur a do vyrobkl jsou
piidavany pro dosazeni pozitivniho uc¢inku na lidské zdravi. Probiotika jsou definovana
jako zivé mikroorganismy piitomné v potravé, které po poziti v ur€itém mnoZstvi
priznivé ovliviiuji sloZzeni a rovnovahu stfevni mikroflory, a tak i zdravi Clovéka.
Kultury téchto bakterii musi byt humanniho ptivodu, musi byt schopné prezit prichod
travicim traktem, musi se v misté plisobeni (ve stiev€é) mnozit a nesmi byt toxické ¢i
patogenni. Bohuzel i zéstupci probiotickych kultur patii mezi potencionélni producenty
biogennich aminil a je proto nutné je provétovat na schopnost tvorby biogennich amina
(BURDYCHOVA, 2007).

Cilem této prace bylo provefit 73 druhit bakteridlnich kultur (SACCO, Itélie)
pouzivanych jako startovaci ¢i probiotické kultury na schopnost tvofit biogenni aminy.
Pro skrining byla pouzita metoda kultivace v dekarboxylacnim médiu (BOVER-CID,
HOLZAPFEL, 1999), HPLC popsana BURDYCHOVOU A DOHNALEM (2007) a
metoda detekce genti kodujicich enzymy tyrosindekarboxyldzu a histidindekarboxylazu
GiGastnicich se tvorby biogennich amini (BURDYCHOVA, 2006). Uvedenymi
metodami  bylo provéfeno 39 kment rodu Lactobacillus, 15 kmeni rodu
Staphylococcus, 15 kmenil rodu Streptococcus, 2 kmeny rodu Pediococcus a 2 kmeny
rodu  Bifidobacterium. U 13 kmenu rodu Lactobacillus, 14  kmenli rodu
Staphylococcus, 3 kmenll rodu Streptococcus, a 2 kmenl rodu Bifidobacterium byla
zjisténa schopnost tvorby tyraminu, schopnost tvofit histamin nebyla zjisténa u zadné
z provétovanych kultur.

Kmeny, u kterych nebyla prokazana tvorba biogennich aminl tyraminu a
histaminu jsou vhodné pro vyrobu fermentovanych potravin. U kmenl s prokazanou
produkci biogennich aminti je vhodné pfi jejich pouziti disledné¢ kontrolovat
koncentraci biogennich amint ve findlnim vyrobku.
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UVOD

Biogenni aminy (BA) jsou nizkomolekularni bazické dusikaté latky vznikajici
v potravinach a potravinovych surovinach nejcastéji dekarboxylaci aminokyselin
pusobenim bakteridlnich dekarboxylac¢nich enzymi. Zakladnimi podminkami vzniku
biogennich aminl v potravinach jsou pfitomnost aminokyselin v substratu (potravin¢),
pfitomnost mikroorganismti s dekarboxylazovou aktivitou a nastoleni vhodnych
podminek pro rlst a mnozeni mikroorganismi. Ve fermentovanych masnych vyrobcich
se nejCastéji na produkci biogennich amind podileji bakterie rodu Pediococcus,
Lactobacillus, Pseudomonas, Streptococcus, Micrococcus a mnoho pfislusnikl celedi
Enterobacteriaceae. Patii sem i zastupci startovacich kultur, pouzivanych pti vyrobé
fermentovanych potravin. Jednim z dualezitych faktor, které ovliviluji aktivitu
mikrobidlnich dekarboxyla¢nich enzymt, je dostupnost substratu. Vyznam ma nejen
pfitomnost volnych aminokyselin, ale také pfitomnost vyuzitelnych sacharid. DalSimi
vyznamnymi faktory, které ovlivituji produkci biogennich amind jsou teplota, pH,
ptitomnost soli, pfistupnost kysliku, doba zréni, skladovani a hygienické podminky
vyroby. K toxikologicky nejvyznamngj§im biogennim amintim patii tyramin, histamin,
kadaverin a putrescin. Vyznamnym vazoaktivnim biogennim aminem je tyramin, ktery
zvySuje krevni tlak s moznym dusledkem hypertenzni krize, migrendznich bolestech
hlavy, v krajnich piipadech az krvaceni do mozku, resp. selhani srdce. Negativni G€inky
histaminu na organismus clovéka jsou pomérné rtiznorodé. Vazba histaminu na
ptislusné receptory cévni stény vyvolava dilataci hladké svaloviny perifernich krevnich
cév s disledkem poklesu tlaku, coz mize mit za nasledek silné bolesti hlavy. Naopak
interakce histaminu s receptory stfevni stény vyvold kontrakce hladké svaloviny stfeva s
klinickymi projevy bfi$nich kieci, prijmi a zvraceni. Toxické davky biogennich amint
je obtizné stanovit. Zavisi na individudlnich rozdilech mezi lidmi a na pfitomnosti
riznych biogennich aminti v potravé. Pro histamin je toxickéd davka asi 70 - 100 mg/ kg
potraviny, pro tyramin asi 20 - 80 mg/ kg (KOMPRDA, 2005).

V soucasnosti je trendem pouzivat pifi vyrobé fermentovanych potravin
probiotické kultury. Ty mohou mit funkci startovacich kultur nebo jsou pifidavany pro
dosazeni pozitivniho u¢inku na lidské zdravi. Probiotika jsou definovana jako zivé
mikroorganismy piitomné v potravé, které po poziti v ur€itétm mnozstvi piiznivé
ovlivilyji sloZeni a rovnovahu stievni mikroflory, a tak i zdravi ¢lovéka. Kultury téchto
bakterii musi byt humanniho ptivodu, musi byt schopné piezit priichod travicim
traktem, musi se v misté piisobeni (ve stfevé) mnozit a nesmi byt toxické ¢i patogenni
(BURDYCHOVA, 2007). Bohuzel i zastupci probiotickych kultur patfi mezi
potencionalni producenty biogennich amint a je proto nutné je provérovat na schopnost
tvorby biogennich amind.



MATERIAL A METODY

Bakterialni kmeny a jejich kultivace

73 startovacich a probiotickych kultur, které poskytla firma (SACCO, Italie) (Tab I.)
byly kultivovany aerobné i anaerobné dle typu kultury na MRS, M17 agaru (Merck,
Némecko) a PCA agaru (NOACK, Francie)

Tab. I. Podminky kultivace jednotlivych bakterialnich kultur

Nézev kmenti Pocet Doba Teplota aerobné/anaerobné
kultivace

Lactobaccillus 39 5 dni 30 °C Ana

Staphylococcus | 15 48 hodin 37 °C A

Streptococcus 15 48 hodin 37°C A

Pediococcus 2 3 dny 37°C A

Bifidobacterium | 2 3 dny 45 °C Ana

A - aerobné

Ana - anaerobné

Izolace DNA a PCR

Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA byly provedeny podle SAMBROOK et al. (2001).
Multiplex PCR pro detekci genli pro tyrosin a histidin dekarboxyldzu byla provedena
v kone¢ném objemu 25 pl obsahujicim 10 ng genomové DNA, 10 pmol kazdého
primeru TD2/TD5 a HDC3/HDCS, 1 U Taq DNA polymerazy a ptisluSné mnozstvi
Qiagen HotStar Master Mixu (Qiagen, Hilden, Némecko). Vzorky DNA byly nejprve
kompletné denaturovany 15 min inkubaci pii 95 °C. DNA byla amplifikovana ve 30
cyklech; denaturace pii 95 °C po dobu 45 s, ptipojeni primeri pii 55 °C po dobu 45 s a
elongace pii 72 °C po dobu 75 s, s pouzitim modelu PTC — 150 HB thermal cycler (MJ
Research, Waltham, MA, USA). V poslednim amplifikacnim cyklu byly vzorky
inkubovany 10 min pifi 72 °C pro kompletni elongaci PCR produktii. PCR produkty
byly vizualizovany agarosovou gelovou elektroforézou (1 %, 5 V/cm, 60 min.) a
barvenim ethidium bromidem (0,5 pl/ml). Jako negativni kontrola PCR byly pouzity
komponenty PCR bez DNA.

Stanaveni tvorby biogennich amini pomoci HPLC

Kolonie bakteridlnich kment byly kultivovany v dekarboxylaénim médiu (BOVER-
CID, HOLZAPFEL, 1999) s ptidavkem aminokyselin tyrosinu a histidinu, 10 mg/l.
Vzorek byl centrifugovan (Hettich Universal 32R, Némecko) s naslednym ptidanim 0,1
M roztoku kyseliny chlorovodikové a roztoku vnitiniho standardu (1,7-diaminoheptan).
Smés byla promichdna na vortexu (MS2 Minishaker, IKA Werke, Némecko), a
centrifugovéna a zfiltrovana ptes 0,45 pm nylonovy membranovy filtr. Pfred HPLC
analyzou probéhla derivatizace 0,5 ul vzorku orthoftalaldehydem (OPA, 2,5 ul) v
boratovém pufru (pH 9,5) za pritomnosti 2-merkaptoethanolu. Po 2 minutach byl vzorek
davkovan na chromatografickou kolonu. Analyza byla realizovana na kapalinovém
chromatografu HP 1100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko). Obsah
biogennich amint byl v médiu stanoven dle postupu popsaném BURDYCHOVOU a
DOHNALEM (2007).




VYSLEDKY A DISKUSE

Produkce biogennich amind tyraminu a histaminu byla popsdna u fady
mikroorganismli pouzivanych jako startovaci kultury pifi vyrobé fermentovanych
potravin (KOMPRDA a kol., 2004). Tato vlastnost byla popsana dokonce i u tfady
probiotickych mikroorganismi, které jsou v soucasnosti hojné¢ ptidavany do
fermentovanych potravin. V mlékarenském pramyslu ma pouziti probiotik dlouhou
tradici a do riznych typi mlécnych vyrobkll je pifiddvana fada komercnich
probiotickych kultur fady zahrani¢nich vyrobct. VSechny tyto probiotické kultury,
podobné¢ jako startovaci mikroorganismy, by mély byt provéfovany na schopnost tvofit
biogenni aminy, jejichz tvorba je pii vyrobé fermentovanych potravin nezadouci.
Vzhledem ke skutecnosti, zZe je v soucasnosti trendem piidavat probiotické kultury i do
fermentovanych masnych vyrobkt, je nutné vSechny startovaci i probiotické kultury na
schopnost tvorby biogennich aminll testovat, pfipadné provétovat obsah biogennich
aminQ pfimo ve finalnich vyrobcich.

V této praci bylo na schopnost tvorby biogennich aminii provéfeno celkem 73
bakterialnich kment dodanych firmou SACCO (Italie), pouzivanych coby startovaci ¢i
probiotické kultury pfi vyrobé fermentovanych vyrobku Zivo¢isného ptivodu (39 kmenil
rodu Lactobacillus, 15 kmena rodu Staphylococcus, 15 kmeni rodu Streptococcus, 2
kmeny rodu Pediococcus, 2 kmeny rodu Bifidobacterium). Specifické DNA sekvence
pro enzym tyrosindekarboxyldzu byly detekovany u 13 kment rodu Lactobacillus
(33%), 14 kment rodu Staphylococcus (93%), 3 kmeni rodu Streptococcus (20%), a 2
kment rodu Bifidobacterium (100%) a tyto bakterie byly oznaceny za potencidlni
ptivodce tvorby biogennich amind. Schopnost tvofit histamin nebyla zjisténa u Za4dné
z provétovanych kultur.

Vzhledem k nepfitomnosti genu pro histidindekarboxylazu nebyla produkce
histaminu testovana. Schopnost tvorby biogenniho aminu tyraminu byla u vSech 73
provétovanych kmenil testovdna v dekarboxylaénim médiu s prekurzorem tyraminu
(tyrosinem). Tvorba tyraminu byla prok4zéna u vSech kultur u kterych byl detekovan
gen pro tyrosindekarboxyldzu (13 kmeni rodu Lactobacillus, 14 kmenli rodu
Staphylococcus, 3 kmenil rodu Streptococcus a 2 kment rodu Bifidobacterium, a to v
ruznych koncentracich (10 ng/ml - 1 mg/ml).

ZAVER

Vzhledem k tomu, Ze je tfeba pro prevenci rizika, které pro spotiebitele plyne z
pfitomnosti biogennich amini ve fermentovanych potraviniach produkci biogennich
amind snizit nebo zcela eliminovat, vyvstava nutnost startovaci i probiotické kultury
peclivé vybirat a testovat (BURDYCHOVA, 2006). Kmeny, u kterych nebyla
prokazana tvorba biogennich aminl tyraminu a histaminu jsou vhodné pro vyrobu
fermentovanych potravin. U kment s prokédzanou produkci biogennich amint je vhodné
pfi jejich pouziti disledné kontrolovat koncentraci biogennich amini ve findlnim
vyrobku.
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