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ABSTRACT

The concentration of y-aminobutyric acid (GABA) from fermentation processes of the natrium L-glutamate transformation
in different broths, in presence of different fibrous fungis, yeasts, and bacteria, mainly lactic acid bacteria isolated from
a variety of foods by HPLC method were determined. The highest selectivity of GABA formation (20.95%) after 108 h of
natrium L-glutamate fermentation in MRS broth, in presence of lactic acid bacteria isolated from Niva cheese, at 33 °C
were determined. For augmentation of selectivity the application of the further stimulating factors of GABA biosynthesis is

needed.
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INTRODUCTION

Kyselina y-aminomaslovda (GABA) je hlavnym
inhibiénym neurotransmiterom v centralnom nervovom
systéme (CNS) (Huang et al., 2007) a esencialna pre
celkovii rovnovahu medzi neurondlnou excitaciou
a inhibiciou. GABA ma mnohé fyziologické funkcie, ako
st prenos nervového vzruchu, indukcia hypotenzie,
diuretické a upokojujuce ucinky (Wong et al., 2003),
podporuje vyluCovanie inzulinu v pankrease (Siragusa
et al., 2007), moduluje kardiovaskularne a respira¢né
funkcie posobenim nielen v CNS ale aj v periférnych
tkanivach (de Feudis, 1982), zlepSuje pamat’, vydrZ pri
cviceni, redukuje p 38 MAP kinazne signaly (Spangelo
et al., 2004), ¢o modze redukovat zapalové procesy
vkiboch ap. Nizka hladina GABA v organizme je
spojend s niektorymi psychiatrickymi a neurologickymi
poruchami, v¢itane nepokoja, depresie, epilepsie (Van
Blercom et al., 2004).

GABA je pritomna v malych mnoZzstvach v mnohych
rastlinnych zdrojoch, zelenine, napr. Spenate, zemiakoch,
kapuste $parglovej (brokolici), rajciakoch, v ovoci, napr.
jablkach, hrozne, v cerealiach, napr. jameni, kukurici
(Oh et al., 2003). Vo zvySenom mnozstve sa nachadza
najmd vo fermentovanych  produktoch, hlavne
Vv kyslomlie¢nych (Hayakawa et al., 2004), séjovej
omacke (Yamakoshi et al., 2007), syroch (Siragusa et
al., 2007) ap. Vo vysokych koncentraciach méze byt
produkovand najmd niektorymi druhmi  baktérii
mlieéneho  kvasenia.  NajcastejSie sa  pouzivaju
Lactococcus lactis, Lactobacillus brevis, L. paracassei,
L. delbrucki susp. Bulgaricus, ale aj iné mikroorganizmy,
napr. Rhyzopus microsporus (Watanabe et al., 2007),
Monascus purpureus, Aspergillus oryzae, Streptomyces
cinereus (Bown, Shelp, 1997) a d’alsie. Nedavno bola
GABA schvéilena na pouzitie ako zlozka funkénych
potravin v réznych druhoch potravin v Japonsku a USA
kvoli jej zdravotnému efektu.

GABA je vorganizme biosyntetizovana prevazne za
katalyzy glutamatdekarboxylazou (GAD) a jej kofaktora
pyridoxal-5-fosfatu (P5P) ireverzibilnou
dekarboxylaciou z kyseliny glutamovej (Ueno, 2000).
Pri syntéze mikrobidlnou cestou sa vyuziva ako

prekurzor kyselina glutdmova, CastejsSie jej sodna sol’ alebo
prirodné rastlinné zdroje s vysokym obsahom bielkovin
obsahujucich kyselinu glutdmowu.

Kedze cielom nasho vyskumného snaZzenia nie je len
vyvinit' produkty so zvySenym obsahom GABA, ale aj
S prirodnymi zlozkami prejavujucimi preventivnu kardio-,
neuro- alebo kanceroprotektivnu aktivitu, vysledky uvedené
V tejto praci predstavuju zatial' naSe neoptimalne vyskumné
kroky z pohladu selektivity tvorby GABA.

MATERIAL AND METHODOLOGY

Zdroje mikroorganizmov. Boli pouzité nasledovné
suroviny ako zdroje mikroorganizmov: E; — biela vlaknita
huba z povrchu syra Encian, E, — baktérie odobraté z cestom
Encianu mimo vlaknitej huby, NI; — modra vlaknita huba zo
syra Niva, NI, — baktérie odobraté z Nivou mimo vlaknité
huby, C — mikroorganizmy odobraté zcmarom, B -
mikroorganizmy odobraté s kvasiacou castou starého
bananu, PK — Saccharomyces cerevisiae Hansen (pekarske
drozdie), VK — Saccharomyces cerevisiae (suché vinne
kvasinky) Klosterneuburg. Hmotu s mikroorganizmami sme
ziskali v sterilnom prostredi podla zasad spravnej
laboratornej prace v mikrobiologickom laboratériu za
pomoci sterilného bakteridlneho ocka. Odobralo sa 0,5 g
materidlu, ktory sa vlozil do vopred vysterilizovanej
skimavky so zatkou, do 5 ml prislusného bujonu. Na
predkultivaciu  kvasiniek a vlaknitych hub bol pouzity
Czapek-Doxov  bujon (CzD), na predkultivaciu baktérii
Mueller-Hintonov alebo MRS bujon. Zlozenie mikrobialne;j
zmesi bude identifikované len v najvhodnejSej
potravinarskej surovine, s ktorou sa  dosiahne
v nasledujucich experimentoch najvyssia selektivita tvorby
GABA, s predpokladom  jej vyuzitia v praxi.
Mikroorganizmy z kazdého potravinového zdroja boli

kultivované v réznych médiach (vo faze stanovenia
optimalneho poctu aktivnych kolénii buniek), preto sa
uvadza aj Mueller-Hintonov bujon. Kedze mnohé

z pouzitych potravinovych zdrojov (Encian, Niva, cmar) st
produkty mliekarenského priemyslu, bol predpoklad, ze
pouzitie MRS bujonu, najmé pre ne bude najvhodnejsie. Vo
variantoch, ktoré boli zaradené do tabuliek 1 a 2, Mueller-
Hintonov bujon nebol pouzity, z dévodu mensej vhodnosti.
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Fermenticia. Pred fermentacnymi experimentami
stanoveni (za konStantnych teplotnych podmienok)
optimalnu dobu kultivacie a pH na agaroch z hladiska
poctu aktivnych kolonii buniek (10-100 buniek/prislusné
zivné¢ médium v Petriho miske) v inokule pouzili sme
vzdy pri predkultivacii mikroorganizmov (0,5 g zdroja/5
ml  bujonu). Cely objem 5 ml suspenzie
mikroorganizmov, inokulum cca 10” az 10° buniek podl’a
zdroja, sme vnaSali do procesu produkcie GABA
mikrobialnou cestou. Do 50 ml prislusného bujoénu sa
pridal L-glutaman sodny (1 g), upravilo sa pH na
optimum (vopred stanovené z hladiska maximalneho
po¢tu mikroorganizmov na agaroch) pre prislusné
mikroorganizmy alebo na pozadované pH s kyselinou
mravéou. Pridala sa predkultivovand suspenzia
mikroorganizmov v objeme 5 ml bujonu. Fermentacia
v aerébnych  podmienkach sa  uskutoénila za
konstantnych teplotnych  podmienok. Vzorky sa
odoberali v pravidelnych intervaloch v objeme 1 ml. pH
fermentacnej zmesi sa upravovalo pravidelne po kazdom
odbere vzorky za sterilnych podmienok. Kazdy variant
bol trikrat opakovany. Varianty v prvom bloku
experimentov (zdroje mikroorganizmov; bujon; teplota v
°C; pH) (tabul’ka 1) boli nasledovné: 1. NI;; CzD; 23;
50. 2. PK; CzD; 23; 4,0. 3. VK; CzD; 23; 4,0. 4. B;
CzD; 23;5,0. 5. Ey; CzD; 23; 4,0. 6. PK; CzD; 30; 4,0. 7.
PK; CzD; 30; 6,5. 8. PK; MRS; 30; 6,5. 9. PK; MRS; 37;
6,5. Varianty v druhom bloku experimentov (vo vSetkych
bol pouzity MRS bujon apH 6,5) (tabulka 2), preto
d’alej uvadzame len zdroj mikroorganizmov a teplotu
fermetacie: 1. C; 30. 2. C; 33. 3. C; 37. 4. E,; 30. 5. Ey;
33. 6. Ey; 37. 7. Nly; 30. 8. Nly; 33. 9. NIy; 37.
Spracovanie vzorky: K odobratej vzorke (vodny roztok)
sa pridalo 4,2 ml 96 % etanolu. Po 2 min intenzivnom
trepani sa zmes nechala stat’ 1 h pri laboratornej teplote
a nasledne sa filtrovala. Znamy objem filtratu sa odfukal
S plynnym dusikom do sucha. Pred chromatografickou
analyzou sa vzorka rozpustila v 1 ml nasyteného roztoku
Na,COs;. Roztok sa kvantitativne preniesol do 50 ml
tuby, pridali sa 4 ml nasyteného roztoku Na,COj,
acetonovy roztok dansylchloridu a pri teplote 60 °C sa
vzorka 60 min derivatizovala. Na ukoncenie dansylacie
pridal sa 1 ml roztoku L- alaninu (100g.ml™ vody)
a nechal sa reagovat’ 30 min pri 60 °C. Aceton z tuby sa
odparil zahrievanim pri 40 °C. Dansylovand GABA sa
vyextrahovala prudkym 1 min trepanim do 5 ml
dietyléteru a extrakcia sa eSte raz zopakovala. Spojené
extrakty sa centrifugovali 10 min pri 4500 g apo
oddeleni faz sa odobral presny objem dietyléterovej fazy,
odparil do sucha a nasledne sa rozpustil v mobilnej faze
(MF), z ktorej sa injektovalo 20 ul do HPLC pristroja.
Stanovenie GABA. Na stanovenie obsahu GABA vo
vzorkach sa pouzil HPLC pristroj Waters Breeze
s detektorom Waters UV-2487. Separacia sa dosiahla na
reverznej faze kolony C-18 (Waters Nova Pack) vel'kosti
150x3,9 mm, 3 pm. Teplota kolony bola udrziavana pri
35 °C arychlost prietoku MF bola 1 mlmin™. MF:
rozpustadlom A bola 0,2 % H3;PO, arozpustadlom B
metanol. Elu¢né podmienky boli nasledovné: 90 % A, 0-
1 min; linearny gradient od 90 % A do 40 % A, 1-7 min;
izokraticka eluacia pri 40 % A od 7-10 min; linearny
gradient od 40 % A do 90 % Aod 10-11 min a90 %

Aod 11-14 min (Naval et al., 2006). Identifikacia GABA
bola zalozenda na retenénom cCase Standardu ajeho UV
absorpénom spektre pri 256 nm. Kvantifikacia sa
uskutocnila za pomoci externého Standardu.

Vsetky hodnoty v tabulkach su vyjadrené ako priemer +
smerodajna odchylka.

RESULTS AND DISCUSION

Kvasinky a vlaknité mikroskopické huby pouzité v prvom
bloku experimentov pri teplote 23 °C (vSeobecne
odporuc¢ané pre optimalnu kultivaciu v pritomnosti tychto
mikroorganizmov su teploty 25 + 1 °C) produkovali GABA
svelmi nizkou selektivitou. Hlavnou pri¢inou je
pravdepodobne vel'mi nizka aktivita GAD v nich. Najvacsie
mnozstvo GABA za tychto podmienok (1478 pg.ml™
fermenta¢ného média) vyprodukovala biela vldknitad huba
z Encianu po 120 h fermentacie v CzD bujone pri pH 4,0
(tabul’ka 1). Toto mnozstvo GABA predstavuje len 1,34 %
selektivitu.  Pekarske kvasinky dosiahli maximalnu
produkciu GABA po 132 h fermentacie (89,8 pg.ml™), o je
len 0,81 % selektivita tvorby GABA. Kedze vplyv pH
ateploty na biosyntetické procesy je nepopieratelny, do
tohto bloku experimentov boli zaradené aj d’alSie varianty
s pekarskymi kvasinkami, pri ktorych sa menila bud’ teplota
alebo pH fermentac¢nej zmesi, pripadne obidva faktory, ako
aj druh pouzitého bujonu.

Zvysenie teploty fermentacnej zmesi na 30 °C akcelerovalo
tvorbu GABA, kedZe jej maximalna produkcia bola
stanovena uz po 60 h fermentacie a si¢asne mierne zvysilo
selektivitu produkcie GABA (2,73 % selektivita , t.j. 302,2
pg.ml™). Zmena pH CzD bujénu na 6,5 pri 30 °C
fermentacie malo pochopitelne negativny vplyv na
biosyntézu GABA, podobne ako na mnozenie PK, stanovené
uz na agaroch. Zmena druhu bujénu pri tom istom pH 6,5
a teplote 30 °C, pouzitiec MRS bujonu nemalo Ziaden vplyv
na intenzitu biosyntézy GABA (dosiahla sa 2,76 %
selektivita jej tvorby) v porovnani s pouzitim CzD bujonu.
Pri tomto pH (6,5), optimalnom pre MRS bujon, dalsie
zvySenie teploty na 37 °C opit’ zvysilo selektivitu produkcie
GABA 7z L-glutamanu sodného na 4,06 %, ¢o bol stale
neuspokojivy vysledok.

Pouzitie baktérii, najmi baktérii mlie¢neho kvasenia je pre
ich znaéne vys$Siu GAD aktivitu preferované viacerymi
autormi (Ueno et al., 2010; Watanabe et al., 2007; Rizello
et al., 2008; Siragusa et al., 2007). V pociatoénej faze
vyskumu nebolo zamerom pouZit' selektivne uréity kmen,
ale zrejme zmes viacerych, izolovanych z rastlinnych
a zivo¢iSnych surovin. V d’alSom bloku experimentov bol za
pouzitia konStantného kultivaéného média (MRS bujonu)
S pH 6,5 hodnoteny vplyv zdroja mikroorganizmov a teploty
fermentacného média na biosyntézu GABA.

Obsah  mikroorganizmami  vyprodukovanej  GABA
kulminoval pri teplote média 33 °C nezavisle na pouzitom
zdroji mikroorganizmov. V pripade pouzitia baktérii
mliecneho kvasenia z cmaru sa vyprodukovalo maximalne
mnozstvo inhibi¢ne pdsobiaceho neurotransmitera 714,8
pg.ml™? média po 120 h fermentécie, v pripade laktobaktérii
z Encianu 1794,4 pgml™ média po 144 h fermenticie.
NajaktivnejsSie boli baktérie zo syra Niva, ktoré po 108 h
vyprodukovali 2319,8 ug GABA.ml™ média, o predstavuje
20,95 % selektivitu. Vyprodukované mnozstvo GABA
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zavisi aj od mnozstva a aktivity degradacnych enzymov
GABA. Napr. GABA transamindza katalyzuje
reverzibilnu konverziu GABA na semialdehyd kyseliny
jantarovej, pricom pouZzije ako akceptory aminoskupiny
bud kyselinu pyrohroznovi alebo kyselinu a-
ketoglutarova (Shelp et al., 1999). Stcasne treba brat’ do
uvahy, Ze biosyntéza sa uskutocnila v aerdébnych
podmienkach, limitujucich selektivitu tvorby GABA
a skutocnost’, ze nebol  pouzity  katalyzator
enzymatického procesu, kofaktor GAD, pyridoxal-5-
fosfat, d’alej podla vysledkov Bai et al. (2009) bolo
pouzité vysoké, az inhibi¢ne pdsobiace mnozZstvo
prekurzora, navyse proces bol uskutoéneny bez miesania
fermentacného média atd’.

CONCLUSION

Na zabezpecCenie novych druhov potravin so zvySenou
neuro-, kardio- alebo kanceroprotektivnou aktivitou
potencialne oznacovanych ako ,,potraviny so zvySenymi
zdraviu prospe$nymi ucinkami® je potrebné uvazovat
nielen s pridavkami $pecialnych prirodnych zloziek —
zdravie protektivnych aditiv, ale aj s vyuzitim
fermentaénych procesov v povodnych, bazu potraviny
tvoriacich surovinach. V zhode s uvedenymi vysledkami
mozno konStatovat, ze pre biosyntézu GABA nie st

zhladiska  efektivity jej  tvorby  vyhovujuce
V experimente pouzité kvasinky a vlaknité
mikroskopické huby. V neoptimalnych aerébnych

podmienkach, najvyssia selektivita tvorby GABA bola
dosiahnutd s pouzitim baktérii mliecneho kvasenia,
pritomnych v syre Niva, dekarboxylaciou jej prekurzora
v MRS bujone pri 33 °C.
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