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Abstract

GREIF G., GREIFOVA M., DVORAN 1., KAROVICOVA J., BUCHTOVA V. (1999): Study of the growth and production of biogenic
amines by some microorganisms in model conditions. Czech I. Food Sci,, 17: 15-21.

The study was aimed at the growth of selected strains from the family Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Enterobacter
aerogenes and Kiebsiella pneumoniae) in meat-peptone (MPB) broth and cabbage juice at different cultivation temperatures, and
at the production of biogenic amines (cadaverine, putrescine, histamine). Bacterial growth was evaluated on the basis of specific
growthrate (p ) and lag phase (A) calculated from growth curves. Cadaverine was produced as the first amine in MPB and cabbage
juice by all studied strains at the cultivation temperatures and at living cell densities 10° KTJ/cm?, Putrescine was produced by E.
coli only in both substrates at the cultivation temperatures. Histamine was produced by E. coli at 18 °C in cabbage juice and by
Enterobacter aerogenes in both substrates at the cultivation temperatures.
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Sledovali sme rast vybranych kmefiov z &el'ade Entercbacteriaceae (Escherichia coli, Enterobacter aerogenes a Klebsiella pneumoniae)
v masopeptonovom bujéne (MPB) a kapustovej $tave pri roznych teplotach kultivacie a produkeiu biogénnych aminov (kadaverin,
putrescin, histamin). Rast baktérii bol hodnoteny na ziklade Specifickej rastovej rychlosti (i) a lag fazy (A) vypocitanych
z rastovych kriviek. Vietky sledované kmene produkovali v MPB a kapustovej 8t'ave pri zvolenych teplotach a pri denzitich
zivych buniek 10°® KT)/cm® ako prvy kadaverin. Putrescin bol produkovany len E. coli v oboch substratoch pri zvolenych
teplotach kultivacie. Histamin produkovali E. coli pri 18 °C v kapustovej Stave a Enterobacter aerogenes pri pouzitych teplotach
v oboch substratoch.

Kliéové slovi: kadaverin; putrescin; histamin; Escherichia coli; Enterobacter aerogenes; Klebsiella pneumoniae

Biogénne aminy (BA) patria k prirodzenym antinutri@-
nym faktorom, hygienicky vyznamnym vo vyZive. S po-
trebné pre rad zakladnych funkcii, ako st napr. regulécia
nukleovych kyselin, syntéza bielkovin, stabilizacia mem-
brén, kontrola krvného tlaku. Na druhej strane ich vysoké
koncentricie mézu zapri¢init’ toxické efekty (DAVIDEK
1995).

BA v potravinidch méZu pochadzat’ z dvoch zdrojov. St
prirodzenou stéast'ou bunkovych $truktir rastlin alebo
méZu vznikat' v procese vyroby a skladovania potravin
ako vysledok metabolického pdsobenia mikroorganizmov.
BA sa tak stavajh indikdtorom mikrobilnej kontaminacie
aich koncentracia mézZe byt’ jednym z ukazovatelov kva-
lity potravin (SCHNELLER et al. 1997). Pri ich sledovani

sa sustred'uje pozornost' predovietkym na stanovenie
histaminu, putrescinu, kadaverinu, tyraminu, tryptami-
nu, sperminu, spermidinu v rybich produktoch, syroch,
fermentovanych masovych a zeleninovych vyrobkoch,
pive a vine (HALASZ et al. 1994; SHALABY 1996).

Faktory, vplyvajuce na tvorbu BA v potravinach, si:

~ pritomnost’ voI'nych aminokyselin,

— pritomnost’ pyridoxalfosfatu,

— priaznivé podmienky pre rast mikroorganizmov produ-
kujucich dekarboxylazy.

Mikroorganizmy, ktoré produkuji dekarboxylazy, mézu
byt prirodzene pritomné v produktoch, alebo mézu byt
vnesené pred technologickym spracovanim, poéas neho
alebo po ukonéeni vyroby. Dekarboxyldzy boli najdené
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u baktérii z éelade Enterobacteriaceae, rodov Clostri-
dium, Lactobacillus, Enterococcus, Micrococcus, Pseu-
domonas a mnoha inych.

Baktérie z Gel'ade Enterobacteriaceae (hlavne Esche-
richia coli, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneu-
moniae) ako kontaminujica mikrofléra sit zodpovedné za
tvorbu kadaverinu, putrescinu a histaminu v potravinach.
Tieto kmene st suéast'ou &revnej mikroflory ¢loveka
a hospodarskych zvierat. Vyskytuji sa aj v prirodnom
prostredi. PretoZe tieto baktérie st termolabilné, je ich pri-
tomnost’ v mliekarenskych vyrobkoch désledkom bud’ ne-
dostatoéného pasterizaéného rezimu, alebo zlej hygieny
a sanitacie v zavode. Bol dokazany zvyseny obsah kada-
verinu a putrescinu v syroch vyrobenych z mlieka konta-
minovaného tymito baktériami (ANTILA er al. 1984;
ABD-ALLA et al. 1996).

Pri skladovani Cerstvej zeleniny a Cerstvych Salatov
z listovej zeleniny bol zisteny zvy3eny obsah putrescinu,
pri¢om sa predpokladala sivislost’ medzi pritomnost'ou
populécie Enterobacteriaceae, ktord tvori 90 % pritom-
nej mikroflory, a produkciou putrescinu (SIMON-SARKA-
Dl et al. 1994).

Vzt'ah medzi zloZenim mikrofléry a obsahom BA bol 5tu-
dovany aj u inych potravin, ako su médso (BUNCIC ef al.
1990; TEODOROVIC et al. 1994), kyslé kapusta (KUNSCH
et al. 1990; GREIF et al. 1994; HALASZ et al. 1994), pivo
avino (ZEE et al. 1983; STRAUB et al. 1995).

Ciel'om nadej prace bolo za modelovych podmienok sle-
dovat’ schopnost’ vybranych druhov mikroorganizmov
(Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Klebsiella
pneumoniae) produkovat’ biogénne aminy v mésopep-
ténovom bujéne (MPB) a kapustovej §t'ave pri rdznych
teplotach kultivacie. Okrem toho sme stanovili pocty sle-
dovanych mikroorganizmov v zvolenych ¢asovych inter-
valoch v kazdom substrate a pri kazdej teplote platfiovou
kultivaénou metédou za téelom vypoctu parametrov ras-
tovych kriviek — 8pecifickej rastovej rychlosti (i ) a lag
fazi (M.

MATERIAL A METODY

Pouzité mikroorganizmy. Eschericia coli (izolovand
z &erstvého kravského mlieka, potvrdend biochemickymi
testami); Enterobacter aerogenes CCM 2531; Klebsiella
pneumoniae subs. pneumoniae CCM 4415

Priprava inokula a kultivicia substrdtu. Z dvadsat’-
hodinovej kultury vyrastenej na §ikmom GTK agare bola
pripravena suspenzia baktérii vySetrovaného kmefia vo
fyziologickom roztoku (0,85% NaCl a 0,1% pepton) o hus-
tote 3 x 108 KTJ/m?, ktora zodpoveda L. zakalovému stup-
fiu Mc Farlandovej zikalovej stupnice Desiatkovym
riedenim bolo pripravené inokulum, ktoré bolo aplikova-
né (1 cm®) do 10 cm’ sterilného masopeténového bujonu
(MPB), resp. sterilnej kapustovej 3t'avy v skiimavkéch.
Vstupné koncentrécia mikroorganizmov bola 10° KTJ/em’,
resp. 10° KTJ/em® (pri teplotéch 6 a 10 °C).
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Podmienky kultivdcie: staciondrna kultivicia
Escherichia coli MPB, teplota 10, 15,20,30,37°C
kapustova §tava, teplota 6 a 18 °C

Enterobacter ~ MPB, teplota20a30°C

aerogenes MPB s pridavkom lyzinu a histidinu
{(0,0520,07%), teplota20a 37 °C
kapustova §tava, teplota 20 a 30 °C

Klebsiella MPB, teplota 10,20, 25,30a37°C

pneumoniae kapustova §t'ava, teplota 10, 20, 30 °C

Vzorky boli odoberané v zvolenych ¢asovych interva-
loch, pri¢om kaZdy odber bol uskutoéneny z novej ski-
mavky.

Stanovenie po&tu mikroorganizmov. Pocty mikroorga-
nizmov (KTJ/cm®) pre Escherichia coli, Enterobacter
aerogenes a Klebsiella pneumoniae boli stanovené kul-
tivaénou metodou na Petriho miske (rozterom 0,2 cm*) na
VCZL agare podl'a STN ISO 4832.

Stanovenie pH. pH bolo merané na pristroji Radelkis
QP211/11

Stanovenie aminov. Aminy boli stanovené po odstre-
deni (9 000 g, 10 min) v supernatante vo forme dansylde-
rivatov metddou HPLC (GREIF et al. 1997)

Vypolet charakteristik rastu mikroorganizmov

Rastové charakteristiky p_ (3pecificka rychlost’ rastu)
a A (lag fiza) boli uréené z rastovej krivky:

dN
i (1]
T kN

a vypoéitané z parametrov fitovacej krivky:

. 1+exp (—(x—b/c))

(2]

- 3]

A=b-2c [4]

VYSLEDKY A DISKUSIA

Produkcia aminov Escherichia coli

Pri hodnoteni produkcie biogénnych aminov (kadave-
rin, putrescin, histamin) kmefiom Escherichia coliv MPB
pri teplotach 10, 15, 20, 30, 37 °C a kapustovej §t'ave
(6 a 18 °C) sme vychédzali z toho, Ze tento kmeti je schop-
ny rast na uvedenych substratoch (GREIF et al. 1995, 1956),
ako aj z po&tov E. coli nachédzajicich sa na surovej ka-
puste, resp. $alatovej zelenine a surovinach Zivogisneho
povodu (miso, mlieko), ktoré sa méZzu menit’ v zavislosti
od teploty a sposobu skladovania, ale aj hygieny a sam-
tacie technologického procesu pri spracovani.

Namerané vysledky (obr. 1 a 2) ukazuji, Ze E. coli pro-
dukuje enzym lyzin dekarboxylazu (L-lyzin karboxyly4za;
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Obr. 1. Produkcia kadaverinu a putrescinu kmefiom Escherichia
coli v MPB pri réznych teplotach kultivacie — Cadaverine and
putrescine production by Escherichia coli in MPB at different
cultivation temperatures

EC4.1.1.18), v désledku oho vznika kadaverin. Maximal-
na koncentracia kadaverinu v MPB produkovaného E. coli
pri teplote 37 °C bola v 16. hodine kultivacie (238 pg/cm?).
Podl'a publikécii (STEIN 1956; GERDES, LEISTNER 1979;
BERGMEYER 1983; SIGMA 1996) optimum pre éinnost’
L-lyzin dekarboxylyézy produkovanej mikroorganizmami
jepriteplote 37 °C a pH 5,2-7,0. Pri niZ§ich teplotach kul-
tivacie (30, 20, 15, 10 °C) sa &as dosiahnutia maximalnej
koncentracie kadaverinu predlZoval, ale koncentricia kada-
verinu nepresiahla 248 pg/cm® (obr. 1).

Pri teplote optimaélne;j (z intervalu nami pouzitych teplét
— 37 °C) prerast E. colibolav 8. hodine kultivacie v MPB
zistend koncentracia kadaverinu 10° KTJ/cm?®. Vysledky
d’alej ukazali (obr. 3), Ze €as, v ktorom bola vytvorena me-
ratel'na koncentracia kadaverinu (v MPB) bol o cca 6 ho-
din dlh8i, pri nami sledovanych teplotach (10, 15, 20, 30,
37 °C), ako Cas lag fdzy a denzita buniek bola na hladine
106 KTJ/em®,

Produkcia kadaverinu, putrescinu a histaminu E. coli
v kapustovej §tave je uvedend na obr. 2. Koncentracia ka-
daverinu vyznamne vzrastla uZ po 1. dni kultivacie pri teplo-
te 18 °C a maximalnu hodnotu dosiahla v 7. defi (87 pg/cm?)
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Obr. 2. Vplyv teploty kultivacie (A) 6 °C, (B) 18 °C na produk-
ciuaminov kmetiom Escherichia coli v kapustovej §tave a zmeny
pH — The effect of cultivation temperatures (A) 6 °C, (B) 18 °C
on amine production by Escherichia coli in cabbage juice and on
pH variations

(obr. 2B). V d'aldich ditoch kultivacie (8. a 10.) bol sledo-
vany pokles koncentricie kadaverinu. Pri teplote 6 °C bola
maximalna koncentricia kadaverinu namerana na 10. defi
(42,9 pg/em®). Aj napriek tomu, Ze pri teplote 6 °C bola
produkcia kadaverinu E. coli v kapustovej §fave znaéne
spomalend (obr. 2A), nie je zanedbatel'nd. Pri teplote kul-
tivacie 6 °C nebol nami zaznamenany vyznamny rast
E. coli v pouzitom substrate, aviak produkciu kadaveri-
nu je mozné odévodnit’ skuto&nostou, Ze preZivajice
bunky boli schopné produkcie kadaverinu. Vstupn4 den-
zita buniek E. coli pri tejto teplote bola 8,3 x 10° KTJ/ecm?.

Pokles koncentracie kadaverinu v sledovanych poku-
soch (obr. 1, 2B) bol zavisly od pouZitej teploty a substra-
tu. Je ho moZné oddvodnit’ jednak zniZenim koncentracie
substratu (lyzin) a jednak pritomnost'ou enz¢ymu diamino-
oxidéza (DAO) (EC 1.4.3.6), ktory sa uvolfiuje z odumre-
tych buniek pri ich rozpade (lyze). DAO dehydrogenuj
kadaverin cez imin, priom dva odobrané atémy vodika za
spolutcasti kyslika tvoria peroxid vodika. Z iminu sa hyd-
rolyzou uvolfiuje amoniak a vznik4 aldehyd (w-aminova-
leraldehyd), ktory nésledne spontinne cyklizuje na
Al-piperidein.
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Produkcia putrescinu E. coli v MPB a kapustovej $t'a-
ve je na obr. 1 a 2. Ako sa ukézalo, dolezitym faktorom
ovplyviujucim produkciu putrescinu, ale aj histaminu
kmefiom E. coli, je hodnota pH substratu. Na treti defi
kultivacie pri teplote 18 °C, v désledku produkcie orga-
nickych kyselin (mliena, octova, pyrohroznova, mrav-
&ia), hodnota pH kapustovej §tavy inokulovanej E. coli
poklesla na 5 (obr. 2B) a dolo k vyznamnému zvySeniu
koncentracie putrescinu. Optimélna hodnota pH pre
L-omitin dekarboxylazu (EC 4.1.1.25) produkovan E. coli
je 5-5,2 (ASKAR, TREPTOW 1986; FLUKA 1989). Putrescin
méze viak byt tvoreny aj z argininu cez medzistupne ag-
matin alebo karbamylputrescin (ASKAR, TREPTOW 1986).
Cez dekarboxyldzu argininu (EC 4.1.1.19) vzniké najprv ag-
matin. £. coli mo7e hydrolyzovat agmatin cez ureohydro-
lazu (EC 3.5.1.5) priamo na putrescin. SkutoCnost, Ze
putrescin vznikal aj z argininu, potvrdili analyzy amino-
kyselin a amoniaku vo vzorkich. Pokusy ukazali, Ze pu-
trescin bol tvoreny kmetiom E. coli pri denzitach buniek
10° KTJ/ml. Namerané hodnoty koncentréacii putrescinu
nemusia viak zodpovedat' poklesu koncentrécie ornitinu,
resp. argininu vzhl'adom na to, Ze vznikal v Ease odumie-
rania buniek (¢innost DAO). Okrem toho putrescin je pre-
kurzorom pri syntéze polyaminov (spermin, spermidin)
(KRIZEK, KALAC 1998).

Niektoré aminy st posudzované ako potencialne karci-
nogény. Zahrievanim putrescinu méZze vznikat' pyrrolidin,
z kadaverinu piperidin. Tieto produkty za uréitych pod-
mienok mdZu byt nitrozované ako sekundérne aminosku-
piny agmatinu, sperminu a spermidinu (FAZIO et al. 1973;
DAVIDEK 1995; SHALABY 1996).

Produkecia aminov kmetiom Enterobacter acogenes

Charakteristiky rastu Enterobacter aerogenes v MPB
a kapustovej §tave pri sledovanych teplotich su uvede-
né v tab. 1. Vplyv substratu sa vyraznejdie prejavil pri
teplote 20 °C, ked’ dlzka lag fazy v kapustovej st'ave bola
cca 2,5krat dlhsia ako v MPB. Aj Specificka rastové rych-
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Tab. 1. Charakteristiky rastu - $pecificka rastova rychlost’ (u )
a lag faza (L) pre Enterobacter aerogenes — Growth character-
istics — specific growth rate (i) and lag phase (A) for Entero-
bacter aerogenes

Teplota' MPB Kapustova §tava’
[°C] Al p, (b7 A[h] i, [b7]
20 4,7 0,81 124 0,71
30 2,4 1,59 39 1,31
37 1.9 1,85 - -

ltemperature; 2cabbage juice

lost bola niZ§ia v kapustovej $t'ave (aj napriek pritomnos-
ti glukézy) ako v MPB, &o je mozné oddvodnit’ pritom-
nost'ou inhibitorov.

Pri hodnoteni produkcie aminov kmefiom Enterobacter
aerogenes vidiet, Ze tento kmeni produkoval kadaverin
a histamin v oboch nami pouzitych substratoch (MPB
a sterilna kapustové §t'ava) (obr. 4-5). Aj v tomto pripade
bol kadaverin produkovany ako prvy a meratelné kon-
centracie v MPB bolo mozZné stanovit' v 9. hodine pri
30°C a v 20. hodine pri 20 °C, ked’ denzita buniek bola na
hladine 10° KTJ/cm’. Aj napriek pridavku lyzinu (0,1%)
do MPB bola maximélna koncentracia kadaverinu
(536,1 pg/cm®) dosiahnuta v 30. hodine pri 30 °C av 72. ho-
dine kultivacie bola koncentracia 421,5 pg/cm’. Nezane-
dbatel'na nie je ani produkcia histaminu, ktory vznika
z histidinu dekarboxyldciou pomocou enzymu L-histidin
dekarboxyléza (EC 4.1.1.22). Najvys8ie koncentrécie hista-
minu v MPB (s pridavkom 0,1% histidinu) boli 437 pg/cm’
pri 20 °C v 97. hodine a 381 pg/em’ pri 30 °C v 48. hodine
kultivacie. Vysledky poukazuji na vhodnejsie podmien-
ky pre produkciu histaminu kmefiom Enterobacter aero-
genes pri nizich teplotach kultivacie v oboch pouZitych
substréatoch (obr. 4). Ako uvadzaji TAYLOR et al. (1978),
za produkciu histaminu v mlic¢ne fermentovanej kapuste
je zodpovedny prave Enterobacter aerogenes. S tymto
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tvrdenim je moZné sthlasit len Giastodne vzhladom na
skutocnost’, Ze podstatna Gast’ koncentracie histaminu
v kyslej kapuste je tvorena na konci fermentécie, kedy pH
substratu ma hodnotu 3,7-3,5. Kme Enterobacter aero-
genes je schopny preZivat' v substrte len do pH 4,2 a mdze
byt' teda zodpovedny za produkciu histaminu len v pr-
vom §tadiu kvasenia kapusty.

Pri teplote kultivacie 37 °C bola maximalna koncentrécia
kadaverinu dosiahnuté v 16. hodine pri rozdielnych kon-
centraciach substritu (obr. 5). Vyznamny je pokles kada-
verinu pri tejto teplote v nasledujiicich hodinach kultivécie
(obr. 5), €o je mozné pripisat’ ¢innosti DAO, aviak pod-
statny vplyv DAO na histamin v tomto pripade nebol zis-
teny. Je mozZné teda predpokladat’ vy33iu afinitu DAO ku
kadaverinu nez k histaminu a tito skuto&nost’ méze byt
vysvetlenim zisteni niektorych autorov (GRANERUS 1968;
LYONS et al. 1983; HUIL, TAYLOR 1985; TAYLOR 1986), Ze
po si¢asnom ordlnom prijme histaminu, kadaverinu a pu-
trescinu (ryby, syry) bola zistena vys$ia koncentracia his-
taminu v krvi, ako ked’ bol histamin prijaty samostatne.

Produkcia aminov kmefiom Klebsiella pneumoniae

Rast a produkcia aminov kmetiom Klebsiella pneumo-
niae bol sledovany v MPB (pri teplote 10, 20, 25, 30, 37 °C)
a kapustovej $tave (10, 20, 30, 37 °C) (tab. 2, obr. 6).

Vysledky ukazuju, Ze kmefi Klebsiella pneumoniae produ-
koval v nami pouzitych substrétoch pri zvolenych podmien-
kach kultivacie len kadaverin. Aj napriek nie vyznamnym
rozdielom v hodnotach Specifickej rastovej rychlosti pri
30a37°C v MPB je viditeI'ny vplyv teploty na produkciu
kadaverinu. Najvys§ia koncentracia kadaverinu bola do-
siahnuté pri teplote 37 °C v MPB aj kapustovej §tave
(obr. 6) v 30. hodine kultivacie. V nasledujtcich hodindch
kultivécie nastal ur¢ity pokles koncentricie kadaverinu

Tab. 2. Charakteristiky rastu — $pecificka rastova ryzchlost ()
a lag fza (A) pre Klebsiella pneumoniae — Growth characteris-
tics — specific growth rate (u_) and lag phase (A) for Klebsiella
pheumoniae

Teplota! MPB Kapustova §tava’
[°C] Al w, [0 Al o, [
10 nebol zaznamenany rast}
20 8,6 0,72 8,9 0,42
25 7,3 1,41 = N
30 3,5 1,89 3,8 1,05
37 1,3 1,96 14 1,13

ltemperature; 2cabbage juice; *no growth occurred
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Kadaverin! [pg.cm™]

Histamin? [pg.cm™]

Kadaverin' [mg.cm~]

Kadaverin [pg.cm™]

20

Obr. 5. Produkcia kadaverinu a histaminu kmefiom
Enterobacter aerogenes v MPB s pridavkom ly-
zinua histidinu pri réznych teplotach kultivacie
— Cadaverine and histamine production by En-
terobacter aerogenes in MPB with lysine and
histidine additions at different cultivation tem-
peratures

Icadaverine; Zputrescine; 3time of cultivation

pri tejto teplote vo vietkych substratoch, ¢o je mozné

pripisat’ pésobeniu DAO z lyzovanych buniek.
Vyznamny vplyv substratu na rast Klebsiella pneumo-

niae (ale aj E. coli a Enterobacter aerogenes) a produkciu

® kadaverinu bol pozorovany v kapustovej §tave. Specific-

ké rastova rychlost v nej poklesla priblizne na polovicu

a koncentracia kadaverinu bola niZ§ia ako 100 pg/em’. Je to
mozné oddvodnit jednak vplyvom latok nachadzajicich
sa v kapuste (ide predovetkym o sirne zli¢eniny — gluko-
zinolaty) a jednak nizkou koncentréciou lyzinu v substrate.

Pri teplote kultivacie 10 °C nebol nami zaznamenany

rast Klebsiella pneumoniae v pouzitych substratoch,
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aviak kadaverin sa naSiel (v koncentracii do 10 (ug/cm®)
v désledku toho, Ze preZivajice bunky boli schopné pro-
dukcie kadaverinu. Vstupna denzita buniek Klebsiella
pneumoniae pri tejto teplote bola 5,8 x 10° KTJ/em’,
V literature sa objavujit zmienky o produkcii kadaverinu
a histaminu kmefiom Klebsiella pneumoniae pri tejto aj
niZ§ich teplotich (BARANOWSKI ef al. 1985; SANTOS et

lcadaverine; *time of cultivation

Obr. 6. Produkeia kadaverinu kmefiom Klebsiella pneumoniae
v MPB (A), MPB + 0,1% lyzinu (B) a kapustovej 3tave (C)
pri réznych teplotdch kultivicie — Cadaverine production by
Klebsiella pneumoniae in MPB (A), MPB + 0.1% of lysine (B)

and in cabbage juice (C) at different cultivation temperatures
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