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ABSTRACT

The development and application of new method for monitoring of decarboxylase activity of
microorganisms that were isolated from samples of Eidam cheese were our aim. With regard
to a high number of required assays and long time of existing method for biogenic amines
determination (40 — 45 minutes) a new faster screening method was necessary to developed.
This method is based on use of high performance liquid chromatography (HPLC) with
fluorescence detection. It originated from established method for biogenic amines
determination. The analyses are realized on a short chromatography column filled with small
particles (1,2 um) thereby the analyse’s time decreased to 4 — 5 minutes (10-times) with
approximately similar detection limits. Obtained results were used as verification for PCR
method for detection of tyramine producing microorganisms.
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ABSTRAKT

V této praci byla vyvinuta a aplikovana novd metoda pro rychly monitoring dekarboxylazové
aktivity mikroorganismii izolovanych ze vzorkli syru eidamského typu. Vzhledem
k vysokému poctu pozadovanych rozborti a Casové narocnosti stavajici analytické metody (40
— 45 minut), bylo nutné vyvinout novou rychlejsi screeningovou metodu. Ta je opét zaloZena
na vyuziti vysokou¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) s fluorescencni detekci a vznikla
modifikaci jiz zavedené metody stanoveni biogennich aminl. Analyza probihd na kratké
chromatografické koloné naplnéné malymi casticemi (1,2 pum), ¢imz se doba potiebna
k analyze zkratila na 4 — 5 minut (tedy 10-ti ndsobn&) pii zachovani piiblizné stejného limitu
detekce. Ziskané vysledky byly vyuzity jako verifikace pfi zavadéni PCR metody pro detekci
mikroorganismu potencidlné tvoficich tyramin.
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UvVOD

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni organické latky pro clovéka nepostradatelné.
Nekteré z nich jsou tkanovymi hormony, stavebnimi latkami pro syntézu dalSich hormont,
fytohormonti, alkaloidd a dalsich sekundarnich metabolitdi rostlin (CWIKOVA 0.,2006).

Ve vyssich mnozstvich se biogenni aminy vyskytuji ve fermentovanych potravinach
(kysané zeli, zrajici uzeniny, syry, nékterd cervena vina) (www.agronavigator.cz), kde
vznikaji mikrobialni dekarboxylaci aminokyselin a transaminaci aldehydi a ketont
(INNOCENTE N.,2006). Bézné neznamenaji biogenni aminy pro zdravé osoby zadny
problém.Skodlivy vliv se miize projevit pii piijmu uréitych 1é&iv — psychofarmak a v piipadé
zhorSené funkce jater, kdy je porusen proces Stépeni biogennich amini.

P1ili§ vysoké hladiny biogennich aminil v potravinach jsou znamkou kazeni a mohou
se vyskytovat predevsim v rybach a v mase béhem skladovani (histamin, kadaverin, putrescin,
tyramin), v syrech a také pifi nevhodném skladovani ovoce, zeleniny a hub (pfedevSim
tyramin) (www.agronavigator.cz). Nejmarkantn€j$i symptomy konzumace vysokych davek
biogennich amint jsou zvraceni, dychaci potiZe, poceni, buseni srdce, hypo- nebo hypertenze
(histamin) a migrény (tyramin) (SMELA D.,2004). Nejéast&j§imi producenty biogennich
aminl jsou mikroorganismy z rodl Bacilllus, Citrobacter, Clostridium, Escherichia, Proeus,
Pseudomonas, Lactobacillus, Pediococcus a Streptococcus (CWIKOVA 0.,2000).

MATERIAL A METODIKA

Béhem prace byly analyzovany dva syry eidamského typu od rtznych producenti
(oznacené R a H) o tucnostech 30 a 45% pfi poziti dvou riznych startovacich kultur (Y, L).
Odbéry pro mikrobiologickou analyzu probihaly v mési¢nich intervalech v obdobi od
listopadu 2005 do kvétna 2006 a od kazdého druhu syra byl analyzovan jeho okraj a stied.
Pritomné mikroorganismy byly kultivovany a pieockovavany dokud nebyly ziskany cisté
kolonie. Na dekarboxylaénim mediu s obsahem tyrosinu pak byly mikroorganismy odebrané
z téchto kolonii dale kultivovany a testovany na dekarboxyla¢ni aktivitu, konkrétné
dekarboxylaci tyrosinu za vzniku biogenniho aminu tyraminu. Pfi upravé vzorku se vychdzelo
z postupu (BOVER-CID S.,1999), jez zahrnuje centifugaci dekarboxyla¢niho média (Hettich
Universal 32R, Némecko) s néslednym ptidanim 0,1 M roztoku kyseliny chlorovodikové a
roztoku vnitfniho standardu (1,7-diaminoheptan) Smés byla promichana na vortexu (MS2
Minishaker, IKA Werke, Némecko) a opét centrifugovana a zfiltrovana pies 0,45 pum
nylonovy membranovy filtr. Pfipraveny vzorek byl uchovéavan pii -20°C az do analyzy. Pred
samotnou analyzou probé¢hla derivatizace 0,5 pl vzorku orthoftalaldehydem (OPA, 2,5 ul)
v boratovém pufru (pH 9,5) za ptitomnosti 2-merkaptoethanolu. Po 2 minutach byl
derivatizovany vzorek nadavkovéan na chromatografickou kolonu. Analyza byla realizovana
na kapalinovém chromatografu HP 1100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko)
vybaveném vakuovou odplynovaci jednotkou, kvartérnim cCerpadlem mobilni faze,
automatickym davkovacem vzorkli a fluorescenénim detektorem. V nové vyvinuté metode
jsme vyuzili tzv. ,rapid resolution high throughput™ kolonu (Agilent Eclipse XDB-C18 4,6 x



50 mm) svelmi malou velikosti ¢astic (1,8um) umoziujici dosazeni vysoké separacni
ucinnosti 1 pfi vysokém pritoku mobilni faze. B€hem vyvoje metody bylo optimalizovano
slozeni mobilni faze. Nejlepsi vysledky byly ziskany s gradientovou eluci. Parametry elu¢niho
programu jsou uvedeny v tabulce 1. Priitok byl oproti piivodni metod¢ zvysen z hodnoty 0,6
ml/min na 1,2 ml/min. Stanoveni probihala pii laboratorni teploté a signal byl snimam
fluorescenénim detektorem pii Agx = 330 nm a Agy, = 440 nm.

Tab. 1 Parametry linearniho gradientového elu¢niho programu

Cas [minuty] % acetatového pufru % acetonitrilu
0,5 52 48
4.5 52 48
6 70 30
6,1 25 75
VYSLEDKY A DISKUZE

S pouzitim vyvinuté metody bylo mozné provést stanoveni biogennich aminti v dobé&
krat§$i nez 5 minut, v pfipadé¢ nutnosti kvantifikace pak analyza trvala 6 minut. Ukazky
chromatogramu jsou na obrazku 1.

Obr. 1 Ukazka chromatogrami standardu biogennich amint (A), negativniho vzorku pudy (B)
a pozitivniho vzorku pady (C), ziskanych vyvinutou metodou.

Linearni odezva fluorescencniho detektoru byla u stanoveni tyraminu ve vzorcich
standardu pozorovana v rozsahu koncentraci od 10 ng/ml do 0,1 mg/ml. Limit detekce 3
ng/ml je srovnatelny s ptivodni metodou (0,74 ng/ml). Kalibra¢ni funkeci byla linearni rovnice
s regresnim koeficientem vzdy vysSim nez 0,999, obrazek 2.



Obr. 2 Kalibracni kiivka stanoveni tyraminu

3500 -
3000 +
2500 -
2000 -

1500 -
y = 24643x - 5,4766

1000 -+ RZ=1

500 -

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14

Vyvinutou metodou byly analyzovany vzorky dekarboxyla¢nich médii, které
vykazovaly pozitivni vysledek (zména pH) po kultivaci mikroorganismii. Ziskané vysledky
rovnéz potvrdily, ze zménu pH média nelze povazovat za dostate¢ny diikaz dekarboxylazové
aktivity.

ZAVER

V této praci byla vyvinuta nova rychla chromatografickd metoda pro sledovani obsahu
biogennich amini ve vzorcich média po kultivaci mikroorganismii izolovanych ze syra
eidamského typu. Analytické parametry metody jsou srovnatelné s klasickymi HPLC
metodami. Naméfené vysledky slouzily jako kontrola pii vyvoji a zavadéni PCR metody pro
detekci genu tyrosindekarboxyldzy.
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