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Uvod

Tyrosindekarboxylasa je mikrobidlni enzym ze tfidy
lyas, ktery katalyzuje pfeménu volné aminokyseliny tyro-
sinu v potravinovém substratu na toxicky biogenni amin

raznou produkci tyrosindekarboxylasy patii rody Bacillus,
Citrobacter, Clostridium, Escherichia, Klebsiella, Proteus,
Pseudomonas, Salmonella a Shigella, ale také mlécné bak-
terie rodu Lactobacillus, Pediococcus a Streptococcus
a mnoho prislusniki Seledi Enterobacteriaceae’.

Enzym tyrosindekarboxylasa je v mikrobialnim geno-
mu kodovan specifickou DNA sekvenci, genem pro tyro-
sindekarboxylasu (¢yrDC). Tato DNA sekvence je soucasti
genového klastru, ktery je kromé genu pro tyrosindekarbo-
xylasu  slozen z geni pro tyrosyl-tRNA synthetasu
(tyrRS), genu pro tyrosin permeasu (#yrP) a genu pro Na+/
H+ antiporter (nhaC). Molekularni detekce potencialnich
producentd tyrosindekarboxylasy spociva v identifikaci
specifické tyrDC sekvence v genomu jednotlivych mikro-
organismil.

Exprese genu pro tyrDC je fizena promotorem, umis-
ténym proti sméru jeho transkripce. Produkt exprese, en-
zym tyrosindekarboxylasa, mtize byt nepfimo detegovan
stanovenim obsahu tyraminu ve vzorku, v némz je pfito-
men mikroorganismus s dekarboxylasovou aktivitou. Pro
presné stanoveni je vyuzivano optimalni Zivné médium pro
konkrétni mikroorganismus s tyrosindekarboxylasovou
aktivitou s presné definovanym mnozstvim tyrosinu, sub-
stratu pro enzymovou katalytickou pfeménu tyrosinu na
biogenni amin tyramin. Pfi stanoveni tyraminu je vyuZziva-
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na fada separacnich analytickych metod, nejcastéji vyso-
kotlaka kapalinova chromatografie (HPLC), v nékterych
pfipadech je nutné pouZzit micelarni elektrokinetickou ka-
pilarni chromatografii. Vzhledem k absenci chromoforu je
nutné stanovovany analyt pted vlastni detekci derivatizo-
vat, coz je mozné uskutecnit bud’ pred nastiikem na kolonu
nebo az po jeho vystupu z kolony. Nejcastéji pouzivanymi
derivatizacnimi c¢inidly jsou dansylchlorid (5-dimethyl-
aminonaftalen-1-sulfonylchlorid) a o-ftaldialdehyd'.

Tyramin (p-hydroxyfenylethylamin) je aromaticky
biogenni amin (obr. 1), ktery je ve vyzivé cloveka dulezity
jako zdroj dusiku a prekurzor pro syntézu hormont, alka-
loidi, nukleovych kyselin a bilkovin®.

Ackoli je tyramin nepostradatelny pro zajiSténi fady
velmi dulezitych Zivotnich funkci, mize konzumace potra-
viny obsahujici vysoké koncentrace této latky vyvolat to-
xicky ucinek, nejcastéji vazoaktivni, konkrétné vazokon-
strikéni’. Toxické davky tyraminu je obtizné stanovit, velmi
totiz zalezi na individudlnich rozdilech mezi lidmi a na pfi-
tomnosti riiznych biogennich amindl v potraviné (potenciace).
Pro tyramin je toxicka davka asi 20-80 mg kg™' potraviny.

Zatim v zadné zemi neurluje legislativa vyrobcim
deklarovat obsah tyraminu na obalu. Takovyto udaj by
jisté ocenili predevsim jedinci trpici migrénami, dietologo-
vé a alergici. Pro vyrobce by vSak tato povinnost byla
znaéné obtiznd, coz vyplyva z velkého kolisdni obsahu
tyraminu v ramci ur¢itého druhu potraviny. Vyzkum proto
vyviji nejen metody pro stanoveni tyraminu v potravinach,
ale i jednoduché, rychlé a levné metody pro odhaleni pii-
¢in jeho produkce.

HOOCHQCHZNHZ

Obr. 1. Tyramin (p-hydroxyfenylethylamin)

Experimentalni ¢ast
Bakteridalni kmeny

Bakteridlni butiky Enterococcus faecalis CNRZ 238
(cit.*) byly kultivovany na médiu s kanamycinem, eskuli-
nem a azidem sodnym (Merck, Némecko) pii 37 °C. Kul-
tura byla pouzita jako pozitivni kontrola pro PCR a po
kultivaci v dekarboxyla¢nim médiu s tyrosinem i jako
pozitivni kontrola pro HPLC analyzu.

Startovaci kultury uréené pro vyrobu fermentovanych
tepelné neopracovanych trvanlivych salami (BioCarna,
Némecko) byly kultivovany na PCA, MRS a M17 agaru
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Tabulka I
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Pouzité startovaci kultury pro vyrobu fermentovanych tepelné neopracovanych masnych vyrobki, vyrobce BioCarna

Oznaceni startovaci Slozeni startovacich kultur Detetekce DNA HPLC detekce tyraminu
kultury vyrobcem (bakterialni druhy) sekvenci [mg I”' média]
pro tyrosindekarboxylasu

PPX Pediococcus pentosaceus =2 =
Staphylococcus xylosus - _

SG1 Staphylococcus carnosus - -
Streptomyces griseus - _

SCl1 Staphylococcus carnosus - -
Lactobacillus curvatus +b 0,45 +0,01

PLS Pediococcus acidilactici - -
Staphylococcus carnosus — _
Lactobacillus plantarum _ _

CXK Staphylococcus carnosus - -
Staphylococcus xylosus - -
Lactobacillus sakei + 0,40 + 0,01

PPLX Pediococcus pentosaceus - -
Lactobacillus plantarum - -
Staphylococcus xylosus _ _

LGl Staphylococcus carnosus - -

Lactobacillus plantarum
Streptomyces griseus

* Sekvence nedetegovana, ° sekvence detegovana, © tyramin nedetegovan

(Merck, Némecko). Pro rozliSeni a identifikaci jednotli-
vych mikrobialnich druhti byly pouzity komercni API testy
(Biomerieux, Francie), katalasa test a Gramovo barveni.
Slozeni pouzitych startovacich kultur je uvedeno v tabulce I.

Izolace DNA a PCR screening

Lyze bunék, izolace DNA z bakterialnich kultur, jeji
purifikace a zplsob kontroly koncentrace a Cistoty byly
provedeny dle autord™®. Pro amplifikaci specifické DNA
sekvence kodujici bakteridlni tyrosindekarboxylasu byla
pouzita dvojice specifickych oligonukleotidovych primert
TD2/TD5 (cit.”). Gen pro tyrosindekarboxylasu byl ampli-
fikovan pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR).
PCR byla provedena v termocykleru PTC 130 (MJ Re-
search, Waltham, MA, USA) v celkovém objemu 25 pl
a obsahovala 10 ng purifikované DNA, 10 pmol kazdého
primeru TD2/TDS5, 1 U HotStar Tag DNA polymerasy
a piislusné mnozstvi optimalizované smési specifickych
komponent pro PCR (HotStar Master Mix, Qiagen, Hil-
den, Némecko). Templatové DNA byly nejprve denaturo-
vany inkubaci pfi 95 °C 15 min. DNA byla amplifikovana
ve 30 cyklech (denaturace pii 95 °C 45 s, hybridizace pri-
mert pii 52 °C po dobu 45 s a syntéza komplementarniho
DNA fetézce pii 72 °C 75 s). V poslednim amplifika¢nim
cyklu byla teplota 72 °C prodlouzena na 10 min, a to pro
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kompletni syntetizovani findlntho PCR produktu. PCR
produkty byly vizualizovany pomoci agarosové gelové elek-
troforézy na pfistroji Easy, model B1 (Owl Scientific, USA)
a vizualizovany na UV transluminatoru (EB-20E Ultralum,
USA) po barveni ethidium bromidem (0,5 pg ml™). Jako
pozitivni kontrola PCR byla pouzita DNA purifikovana
z bun&k Enterococcus faecalis CNRZ 238, jako negativni
kontrola PCR byly pouzity komponenty PCR bez DNA.

Stanoveni tyraminu

Bakterialni kmeny byly kultivovany v dekarboxy-
la¢nim médiu® s tyrosinem (10 g ™' média) p¥i 37 °C 48 h.
Mikrobialni produkce tyraminu byla potvrzena analyzou
HPLC a vzorky byly pfipraveny modifikovanou metodou’.
Kultivacni média byla po kultivaci centrifugovéna pfi
3000 otackach/min po dobu 10 min a pfi teploté 4 °C na
centrifuze Hettich Universal 32R, Némecko. Supernatant
(1 ml) byl smichan s 1 ml 0,1 M kyseliny chlorovodikové
a 20 pl interniho standardu 1,7-diaminoheptanu (Sigma-
Aldrich, Némecko). Smés byla promichdna (MS2 Mi-
nishaker, IKA Werke, Germany) a znovu centrifugovana.
Supernatant byl filtrovan pfes 0,45 pm nylonovou mem-
branu. Filtrat byl derivatizovan o-ftalaldehydem v bora-
tovém pufru (pH 9,5) (Sigma-Aldrich, Némecko) za pii-
tomnosti 2-sulfonylethan-1-olu (Merck, Némecko). Stej-
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nym zpusobem byl zpracovan i standard tyraminu (Sigma-
Aldrich, Némecko).

Vzorky byly podrobeny chromatografické analyze
pouzitim Agilent HP 1100 systému (Agilent, Némecko),
ktery byl slozen z vakuové odplynovaci jednotky
(G1322A), kvartérni pumpy (G1311A), automatického
davkovace (G1313A) a fluorescenéniho detektoru
(G1321A). Pro analyzu byla déle pouzita Zorbax XDB C8
kolona (4,6 x 150 mm, velikost ¢astic 5 um) s ptedkolo-
nou Meta Guard Inertsil C18 (4,6 x 30 um, velikost ¢astic
5 um) a metoda vyvinuta v nasi laboratofi’. Ke gradiento-
vé eluci tyraminu byla pouzita mobilni faze slozena
z 0,1 M acetatového pufru, A (pH 5,8) a acetonitrilu, ACN
(Merck, Némecko) (¢as 027 min: A 60-23 %, ACN 40-77 %)
pi pritokové rychlosti 0,6 ml min™".

Kvalitativné byl tyramin ve vzorcich stanoven porov-
nanim retencnich ¢ast jednotlivych vzorkii a reten¢niho
Casu standardu. Kvantitativni zastoupeni tyraminu bylo
vypocteno z plochy specifického piku a vyuzitim kalibrac-
ni kiivky.

Vysledky a diskuse

VétSina odbornikll se domniva, Ze startovaci kultury
mohou zvysit obsah biogennich aminti ve finalnim vyrob-
ku. Zhlediska prevence vzniku biogennich amint
v potravinach je tedy nutné volit takové mikroorganismy,
které netvoii biogenni aminy. Zaroven by startovaci kultu-
ra méla byt schopna potlacit konkuren¢ni mikrofloru tvofi-
ci biogenni aminy'®'". Pro odhaleni potencialnich produ-
centll biogennich aminti musi byt definovany vhodné skri-
ningové metody. V této praci byla optimalizovana metoda
pro typizaci mikroorganismi produkujicich tyramin. Tato
metoda muze byt pouzita nejen pro skrining startovacich
kultur pouzivanych pro vyrobu fermentovanych potravin,
ale i pro odhaleni jakychkoli jinych mikroorganismd tvori-
cich tyramin, napf. z fad kontaminujici a doprovodné mik-
roflory.

Pti nepfimé detekci biogenniho aminu tyraminu byly
vyuzity metody molekularni biologie v kombinaci s analy-
tickymi metodami. Specifita polymerazové fetézové reak-
ce (PCR) pro detekei specifické sekvence genu pro tyro-
sindekarboxylasu byla ovéfena pouzitim purifikované
DNA bunék Enterococcus faecalis CNRZ 238, u nichz
byla prokazana’ produkce tyrosindekarboxylasy. V reakci
byl amplifikovan PCR produkt o piedpokladané velikosti
(1100 bp).

Po ovéfeni specificity a funkénosti byla PCR pouzita
pro skrining startovacich kultur pouzivanych pro vyrobu
fermentovanych tepelné neopracovanych trvanlivych sa-
lama. Prehled analyzovanych startovacich kultur uvadi
tabulka I.

Z cistych kultur jednotlivych bakterilnich druhi byla
izolovana a purifikovana DNA, kterd byla pouzita jako
DNA matrice (10 ng) pro PCR na detekci genu pro tyro-
sindekarboxylasu. Postup detekce genu pro tyrosindekar-
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M 12 3 4

56 789
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1200 —,
1000 —

500 —

Obr.2. PCR detekce tyrDC pozitivnich startovacich kultur; M:
100 bp ladder (New England Biolabs), béh €. 1-7: startovaci
kultury (sestupné poradi tab. I), béh ¢. 8: pozitivni kontrola —
E. faecalis CNRZ 238, béh ¢. 9: negativni kontrola
(komponenty PCR bez DNA)

boxylasu byl stejny jako u kontrolniho kmene. Specifické
PCR produkty byly amplifikovany s pouzitim DNA bakte-
rii druhu Lactobacillus sake a Lactobacillus curvatus. Pii-
tomnost specifickych PCR produktl v téchto kulturach je
uvedena na obr. 2.

Exprese specifické sekvence DNA byla ovéfena ana-
Iytickym stanovenim produktu exprese této sekvence —
tyraminu, a to v médiu s pfesné definovanym mnozstvim
aminokyseliny tyrosinu (10 gI"' média). Kvalitativné
a kvantitativné byl tyramin stanoven metodou vysoce ucin-
né kapalinové chromatografie (HPLC).

V obou vzorcich médii po kultivaci provéfovanych
bakterialnich kultur byla potvrzena pfitomnost tyraminu.
Vzhledem ke skuteCnosti, ze detek¢ni limit tyraminu je
2,90 £+ 0,01 ng ml™, Ize s jistotou prohlasit, Ze u sledova-
nych kultur doSlo pfi kultivaci v médiu s tyrosinem
k expresi sledovaného genu, tedy k produkci bakterialni
tyrosindekarboxylasy. Stanovend mnozstvi tyraminu se
vzdjemnd podstatné nelisila (0,40 + 0,01 mg ™' média pro
Lactobacillus sake a 0,45 + 0,01 mg ™' média pro Lacto-
bacillus curvatus). To vS§ak mlze byt ovlivnéno standard-
nim sloZzenim kultivacniho média, konkrétn¢ uniformni
dostupnosti substratu. Je znamo, Ze se dekarboxylasova
aktivita mikroorganismt miize znac¢né lisit. V rameci urcité-
ho mikrobialniho druhu dokonce existuji kmeny, které se
mohou touto aktivitou ligit az o ti fady'’. V této préaci
uvedena hypotéza potvrzena nebyla.

Startovaci kultury obsahujici blize nespecifikované
kmeny dvou bakterialnich druhi Lactobacillus sake a Lac-
tobacillus curvatus byly identifikovany jako potencialni
producenti tyrosindekarboxylasy a mohou se ve fermento-
vanych trvanlivych salamech ucastnit tvorby biogenniho
aminu tyraminu.
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Obr. 3. Chromatogram standardu biogennich aminid (c
0,1 mg mI™); 1: histamin, 2: tyramin, 3: tryptamin, 4: putrescin,
5: 2-fenylethylamin, 6: kadaverin, 7: 1,7-diaminoheptan; LU —
luminiscence
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Obr. 4. Chromatogram vzorku Zivné pidy s pozitivnim nale-
zem tyraminu; LU — luminiscence

Vzhledem k ochrané konzumenta pted nezadoucimi
vlastnostmi tyraminu, ktery mohou za vhodnych podminek
startovaci kultury SC1 a CXK (tabulka I) obsahujici druhy
Lactobacillus sake a Lactobacillus curvatus tvofit, je tieba
pouziti téchto startovacich bakterialnich kultur pro vyrobu
potravin dikladné zvazit.
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R. Burdychova and V. Dohnal (Department of Food
Technology, Mendel University of Agriculture and For-
estry, Brno, Czech Republic): The Use of HPLC for De-
termination of Expression Product of Microbial Tyro-
sine Decarboxylase

The aim of this study was verification of the presence
or absence of specific DNA sequences coding for tyrosine
decarboxylase in the starter cultures used in the fermented
sausages production and confirmation of the tyrosine de-
carboxylase gene expression by rapid HPLC analysis af-
fording the expression product — tyramine.

Genomic DNA from microorganisms used as starter
cultures for production of fermented sausages was ex-
tracted with phenol. The DNA was used as a template for
PCR identification in which a set of oligonucleotide prim-
ers based on tyrosine decarboxylase gene sequence was
used. Two strains with high tyrosine decarboxylase activ-
ity were detected (Lactobacillus curvatus and Lactobacil-
lus sake). The tyrosine decarboxylase gene expression of
these two strains was analyzed by an optimized rapid
HPLC method, which confirmed the presence of high con-
centrations of tyramine. The results show suitability of the
described PCR and HPLC methods of screening starter
cultures for the presence and expression of the above gene.



