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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace bylo sledovat obsah biogennich aminli ve vybranych vzorcich
fermentovanych potravin Zivo¢isného puvodu ziskané z bézné obchodni sité a sledovat
jejich zmény béhem chladirenského skladovani. Obsah biogennich amini byl monitorovan
bezprostfedné po zakoupeni a na konci doby minimalni trvalivosti, resp. pouzitelnosti. Tie-
ti odbérovy termin byl volen tak, aby byl pfiblizn¢ uprostfed vySe zminénych termind.
Ke stanoveni biogennich aminil byla vyuzita iontové-vyménna kapalinova chromatografie
s fotometrickou detekci. Pti chladirenském skladovani bylo zjisténo, ze dochazi k nardstu
koncentrace biogennich amint a tato koncentrace byla vzdy nejvyssi na konci doby mini-
malni trvanlivosti, resp. pouzitelnosti. Nejvyssi obsah biogennich aminti byl zaznamenan
u syri ementalského typu a syru zrajicich pod mazem, kde mnozstvi ptesahlo hodnoty
1000 mg kg™. Takova mnoZstvi jiz mohou piedstavovat zdravotni riziko pro konzumenty.

U syra s plisni na povrchu byly obsahy biogennich amint nizké.

Klicova slova: biogenni aminy, polyaminy, fermentované potraviny, iontové-vyménna

kapalinova chromatografie.

ABSTRACT

The aim of this work was to observe content of biogenic amines in selected samples of
fermented foods of animal origin obtained from common market and to monitor their
changes during storage at 6°C. The content of biogenic amines was noted immediately after
the purchase and at the end of the shelf-life. The third time of sampling was chosen to be
approximately in the middle of the terms mentioned above. To determine the biogenic
amines, ion exchange liquid chromatography with photometric detection was used. During
the cold storage, increasing concentration of biogenic amines was detected. This concentra-
tion was always higher than at the end of the shelf-life. The highest content of biogenic
amines was recorded in Swiss cheeses and smear cheeses, in which the amount exceeded
1000 mg kg™. Such concentrations may infer a health risk for consumers. Low content of

biogenic amines was detected in cheeses with white mould on the surface.

Key words: biogenic amines, polyamines, fermented foods, ion exchange liquid chroma-

tography.
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UvVOD

V soucasné dob¢ je pii vyrobé potravin kladen velky diraz na jejich kvalitu, bezpec¢nost
a zdravotni nezavadnost. Riziko vznika pii samotné vyrobé potravin, kde muze dojit
ke kontaminaci potravin z vyrobniho prostiedi anebo je spojeno s nezadoucimi latkami,
které vznikaji béhem vyroby pfimo v potravin€. Do posledné zminéné skupiny lze zaradit
biogenni aminy, které vznikaji pusobenim nékterych mikroorganizmii. Producenty
biogennich aminu lze najit 1 mezi zdkysovymi (starterovymi) kulturami, které se vyuzivaji

pti vyrobé fermentovanych vyrobki.

V Ceské republice jsou od roku 2004 stanoveny maximaélni povolené limity biogennich
amini pouze V rybach a produkti zryb, i kdyz lze predpokladat, ze tyto latky vznikaji
i v dalsich fermentovanych potravinach. Bylo by tedy zajimavé provést monitoring

fermentovanych potravin v obchodni siti z hlediska obsahu biogennich amin.

Teoretickd ¢ast diplomové priace je veénovana charakteristice biogennich aminil
a polyamind, jejich vzniku a moznym reakcim a interakcim. Dale je popsan jejich vyskyt,
stanoveni v potravinach a mozny toxikologicky G¢inek a legislativni limity pro tuto skupi-

nu sloucenin.

V praktické ¢asti bylo provedeno stanoveni biogennich amint u 24 vzorkl fermentovanych
potravin Zivocisného plivodu ziskanych z béZné obchodni sité. U vySe zminénych vyrobki
byla sledovana zména obsahu biogennich aminti béhem chladirenského skladovani po dobu

minimalni trvanlivosti, resp. pouzitelnosti.
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1 BIOGENNI AMINY A POLYAMINY

1.1 Biogenni aminy

Biogenni aminy jsou organické nizkomolekularni latky, které jsou syntetizovany
Vv mikrobialnich, rostlinnych a zivoc¢iSnych buikach [1-6]. Jsou zdrojem dusiku a maji
funkci prekurzorti syntézy hormont, alkaloidi, nukleovych kyselin a proteini [2,7].
V potravinach bylo objeveno pies 30 psychoaktivnich a vazoaktivnich amini [6]. Me-
zi nejvyznamngéjsi biogenni aminy fadime histamin, tryptamin, tyramin, fenyletylamin, ka-
daverin a agmatin. Kala¢ [8] a nékteti autofi zafazuji kadaverin a agmatin do skupiny poly-
aromatické

amini. Podle chemické struktury je mulzeme rozd€lit na alifaticke,

a heterocyklické aminy [1-4,7,9]. Pfehled biogennich amind je zobrazen v tabulce 1.

Tabulka 1: Systematicky ndzev a chemicka struktura vyznamnych biogennich aminii

[1,2,4].

Trivialni nazev Chemicka Systematicky nazev Strukturni vzorec
struktura
R
histamin heterocyklicka 2-(1H-imidazol-5-yl)etanamin ( NH,
N
H
tryptamin heterocyklicka 2-(1H-indol-3-yl)etanamin Qﬂ“z
N
H
tyramin aromaticka 4-(2-aminoetyl)fenol @/\',\IHZ
HO
NH,
fenylethylamin aromaticka 2-fenyletanamin ©/v
kadaverin alifaticka pentan-1,5-diamin N A~ N
. in . .. HoN NH A~
agmatin alifaticka 2-(4-aminobutyl)guanidin \M: NH,
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1.1.1 Fyziologické u¢inky biogennich amint

Biogenni aminy syntetizované v lidském organizmu mohou ovliviiovat n¢které zde probi-
hajici procesy. K témto pochodim patii regulace télesné teploty, traveni piijaté potravy,

snizovani a zvySovani krevniho tlaku [10].

Histamin objevili v roce 1910 Henry Hallett Dale a Patric Playfair Laidlaw. Poprvé byl
izolovan z jaternich a plicnich bun¢k. Podili se na regulaci hladkého svalstva stiev a pridu-
Sek, ovliviiyje ¢innost srdce, krevni tlak, vazodilataci, sekreci zaludeénich §t'av, imunolo-
gické a alergické reakce. Histamin plsobi na centralni mozkovou soustavu, kde ovliviuje

procesy uceni, pamét’ a faze spanku [10-12].

Tyramin, fenyletylamin a tryptamin patii do skupiny vazoaktivnich biogennich amint.
Vys8i koncentrace tyraminu v lidském organizmu mize vyvolat zvySeny krevni tlak, mi-
grény, krvaceni do mozku a srde¢ni selhani. Dale ovlivituje dilataci zornic¢ek, sekreci slz,

slin, zvySuje respiraci a hladinu cukru v Krvi [3,13].

Vyskyt agmatinu byl do 90. let 20. stoleti omezen pouze na bakterie, rostliny a bezobratlé
az v roce 1994 byl izolovan z mozkovych bunék savcl. Agmatin plni fadu fyziologickych
funkci, pasobi jako neurotransmiter nebo neuromodulator. Jeho vazbou na imidazol

a 0p- receptory muize ovlivnit tvorbu inzulinu a katecholaminti [14-16].

1.1.2 Vybrané poznatky o syntéze a katabolizmu biogennich amini

Endogenni biogenni aminy jsou produkty metabolizmu organizmli za jejich Zivota
a v nizkych koncentracich se mohou vyskytovat ve vSech potravinach, kam se prostfednic-
tvim surovin dostanou. Exogenni biogenni aminy vznikaji béhem fermenta¢nich procesii
nebo jsou disledkem mikrobialni kontaminace [2,9].

Pro tvorbu vyznamnéjsiho mnozstvi biogennich amind v potravindch jsou nutné tii hlavni
podminky: pfitomnost volnych aminokyselin, vyskyt mikroorganizmu s pozitivni dekarbo-
xylazovou aktivitou (pro dany biogenni amin) a ptiznivé podminky pro rast téchto mikro-

organizmu, produkci enzymu a jejich aktivitu [1,3,4,7,13].

Primarni biogenni aminy vznikaji pfevazné dekarboxylaci volnych aminokyselin, sekun-

darni a tercialni aminy jsou tvofeny aminaci a transaminaci aldehydu a ketond [1-4,9].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

Dekarboxylace volnych L-aminokyselin je reakce, pii které je odStépena a-karboxylova
skupina a vznika pfisluSny amin a oxid uhli¢ity. Tato reakce miiZze probihat dvéma mecha-
nizmy[4,9,17,18]. Oba mechanizmy vyuzivaji delokalizaci n-elektronti. Reakci aminosku-
piny a-aminokyseliny s karbonylovou skupinou prosthetické skupiny enzymu vznikaji pre-
chodné iminoslouceniny nazyvané jako Schiffovy baze [19]. Tyto slouc¢eniny jsou stabili-
zovany danymi kofaktory. Jako kofaktor se reakce ztcastiiuje pyruvoylovy zbytek nebo
pyridoxalfosfat. Vytvotrena nova Schiffova baze je dekarboxylovana a eliminaci vody vzni-

ka dany amin [4,9,17].

Na obrazku 1 je znazornéna dekarboxylace pies pyruvoylovy zbytek a na obrazku 2 dekar-

boxylace ptes pyridoxalfosfat.

Biosyntéza histaminu, na které¢ se podili enzym pyridoxalfosfat histidindekarboxyldza
probihd u G-negativnich bakterii a savcti. U G-pozitivnich bakterii probiha biosyntéza ptes

pyruvoylovy zbytek [9,10,11].

Biogenni aminy jsou odvozeny od pfislusnych aminokyselin, které jsou uvedeny

v tabulce 2.

O

O H.C H.C N
= N i N H o co,
—_—
\/\OH Q @’ _ =
NH, HN

I O HN O
I
Enz Enz
aminokyselina kofaktor pyruvoyl Schiffova baze
H

nz Enz
biogenni amin

Obrazek 1: Dekarboxylace L-aminokyselin pres pyruvoylovy zbytek. Upraveno podle
Bach et al [19].
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H O 3 \H
(e} 2- 2-
OsP H OsP OH
R || + 3 \O AN o \o 2 CoO,
- = - =
\AOH P Q )
NH, N
|

N\

aminokyselina pyridoxalfosfat H

Schiffova baze

H 0
2.
O5P
H20 > +
N/ CHs

HoN

biogenni amin

Obrazek 2: Dekarboxylace L-aminokyselin pres pyridoxalfostdt. Upraveno podle Kohajdo-
va et al. [9].
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Tabulka 2: Aminokyseliny jako prekurzory biogennich aminii [2,4].

Aminokyselina Biogenni amin
H H
N, N,
W >
N N
hlStldln histamin (.lin Histidine decarboxylase_’_ ny
HC —NH, \ CH,
I co, |
COO0 Nh

CHQFHCOOH CH,CH,NH,
NH
yptofan tryptamin . \
f €O, H

0]
H,N
tyrozin tyramin NH, oH oH
co,

@CHZ-CH-COOH @CH,—?H,
I :
NH, co, NH,

fenylalanin fenyletylamin
o}
HOJJ\E/\/\/NHz 7T> NH, ““~~"~">NH,
lyzin kadaverin N co,
NH,
.. . HZNYNHMCOOHT HZNYNH\/\/\NHz
arginin agmatin NH NH

Biogenni aminy se mohou dale transformovat na biologicky aktivni latky. Pti téchto reakci
se uplatiluji rizné oxygenazy, transferdzy a dalsi enzymy [2,9].

Histamin miZe byt degradovan dvéma riznymi cestami:

1. Metylaci imidazolového kruhu enzymem histamin—N-metyltransferazou (HNMT;
E.C.2.1.1.8) vznika 1-metylhistamin, ktery je dale metabolizovan monoaminooxidazou
(MAO) a vznikd  1-metylimidazolacetaldehyd. = Koneénym  produktem je

1-metylimidazoloctova kyselina. Reakce je katalyzovana enzymem aldehyddehydrogena-
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zou (ALDH, EC 1.2.1.5). 1-metylimidazoloctova kyselina je dale izomerizovana a jeji

izomer je odvadén do mozkomisniho moku [11].

2. Pasobenim diamonooxiddzy (DAO; E.C. 1.4.3.6) je tvofen imidazolacetaldehyd.
Z imidazolacetaldehydu vznika imidazoloctova kyselina, reakce se zucastnuje enzym alde-

hyddehydrogenaza. Imidazoloctova kyselina je dale vazana na ribézu [11,12].

Metabolizmus histaminu je zndzornén na obrazku 3.

CH2(|3HNH2
COOH
L-Histidine

L-histidine decarboxylase(HDC)

-

CHoCH,NH,
Histamine(HA)

l Histamine N-methyltransferase i Diamineoxidase(DAO)
CH,CH2NH, CH,CHO
1-Methylhistamine(MHA) Imidazoleacetaldehyde
Monoamineoxidase(MAQ) Aldehyde dehydrogenase
CH,CHO CH,COOH
1-Methylimidazoleacetaldehyde Imidazoleacetic acid(IAA)

Aldehyde dehydrogenase

HaC-y SN Ribose ~\ "X
CH,COOH CH,COOH
1-Methylimidazoleacetic acid(MIAA) Imidazoleacetic acid riboside

Obrazek 3: Syntéza a katabolizmus histaminu. Upraveno podle Toyo 'oko [11].
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Tyramin je rozkladan vlivem enzymu tyramin-B-hydroxylazy na oktopamin, ktery je dale

metabolizovan na dalsi biologicky vyznamné latky [2,20].

Metabolizmus tyraminu je zobrazen na obrazku 4.

I
OH indekarboxvl3 . .
tyrosindekarboxylaza tyramin B-hydroxylaza (TBH)
NH, (TDC) NH,
OH OH
tyrosin tyramin
OH
_—
NH,
OH
oktopamin

Obrdzek 4: Metabolizmus tyraminu. Upraveno podle Roeder et al. [20].

1.2 Polyaminy

Polyaminy objevil Antonie van Leeuwenhoek jiZ v roce 1678, ale jako organické baze byly
popsany o 150 let pozdéji [21,22,23]. Diive se tyto slouéeniny zafazovaly do skupiny bio-
gennich amind, ale béhem 90. let 20. stoleti se vycClenily jako samostatna skupina [24,25].
Vyskytuji se v rostlinnych pletivech, mikroorganizmech a v Zivo€iSnych tkanich, kde plni
fadu dulezitych fyziologickych funkci [15,16,26-31]. Mezi polyaminy patii putrescin,
spermin a spermidin [27,29,32]. Jsou to alifatické, nizkomolekularni organické slouceniny
se dvéma, tfemi nebo Ctyfmi aminoskupinami v molekule [16,28,31]. Jejich chemicka
struktura je znazornéna v tabulce 3. Ve vod¢ jsou rozpustné s hodnotou pK kolem 10

a uplné protonovany ve fyziologickém pH [15,26].
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Tabulka 3: Systematicky ndazev a chemicka struktura polyaminu [16,21-24,27,29].

Trivialni el ie? o .
= Systematicky nazev Strukturni vzorec
nazev
putrescin butan-1,4-diamin HNT S NH2
NH,

spermidin N-(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin HZNM
NH

NH,

spermin N,N’-bis(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin HzNWMN”Z

NH,

Putrescin se i pfes svou strukturu diaminu klasifikuje jako polyamin, protoze pti biosyntéze
zastava funkci prekurzoru ,,pravych® polyamint spermidinu a sperminu. Tyto dva polya-
miny vznikaji biochemickou syntézou v Zivych organizmech [16,22]. Polyaminy
se v organizmu ucastni dulezitych pochodu, jako je syntéza DNA, RNA a syntéza proteint
[22,33,34]. Dale stabilizuji bunééné membrany, reguluji bunéény rist, profilaci a diferenci-
aci bunék a ovliviiuji bunécnou smrt [35]. Spermin a spermidin jsou ristovymi faktory pro
savéi a bakteridlni buiiky [17]. Jejich obsah je vyssi v mladych a metabolicky aktivnich
rostlinnych pletivech a zivocisnych tkanich [25]. Déale se mohou podilet na obnov¢ a funkci
stievniho epitelu [36]. Spermin byl identifikovan jako silny antioxidant [16]. Polyaminy

se v téle podileji na riistu a mnozeni bungk, jako pozitivni projev maji pti hojeni ran [37].

Vznik polyamini je v téle zajiStovan tfemi zdkladnimi procesy Vnitini biosyntézou, ¢innos-

ti sttevnich mikroorganizmi a ptijmem potravy [24,29].

1.2.1 Vybrané poznatky o syntéze a katabolizmu polyamini
Biosyntéza polyaminu

Putrescin mize byt v buiikach syntetizovan z L—argininu pies L-ornitin. Reakce je kataly-
zovand ornitindekarboxylazou (ODC, EC 4.1.1.17). Tato syntéza mtiZze probihat ve vSech

bunkach [15-17,26-29,31,32].

V rostlinnych pletivech a u Gram-negativnich bakterii mtze putrescin vznikat dekarboxy-
laci aminokyseliny L-argininu, plisobenim enzymu arginindekarboxylazy (ADC, EC
4.1.1.19) vznika agmatin. Reakce pfemény agmatinu na putrescin je katalyzovana enzy-

mem agmatinazou (EC 3.5.3.11). Agmatin je charakteristicky pro rostliny, bakterie
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a bezobratlé. U Gram-pozitivnich i nékterych Gram-negativnich bakterii naptiklad Landete
etal. [38] uvadi, ze bakterie Pseudomonas aeruginosa, ktera patti do skupiny Gram-
negativnich bakterii, obsahuje gen pro syntézu putrescinu pies N-karbamoylputrescin. Syn-
téza putrescinu probiha pfeménou agmatinu na N-karbamoylputrescin. Reakce je katalyzo-
vana  enzymem  agmatiniminohydroldzou (AIH, EC 3.5.3.12). Enzym
N-karbamoylputrescinamidohydrolaza (NCPAH, EC 3.5.1.53) se zGcastiuje piemény
N-karbamoylputrescin na putrescin [28,31,38,39]. Spermidin aspermin se odvozuji
Z putrescinu pfipojenim dvou aminopropylovych skupin. Tato syntéza se uskutecniuje po-
moci aminopropyltransferaz (spermidinsyntdzy, EC 2.5.1.16 a sperminsyntazy, EC
2.5.1.22). Aminopropylskupinu do systému poskytuje S-adenosyl-S-metylhomocysteamin,
ktery vznika z S-adenosylmetioninu (SAM) pusobenim SAM-dekarboxylazy (SAMdc, EC
4.1.1.50) [15-17,27 -29,31,32,38,39]. Diaminopropanova ¢ast spermidinu a sperminu je
odvozena L-metioninu [17]. Tato aminokyselina pfi reakci s ATP v piitomnosti Mg®* iontt
poskytuje methylovou skupinu komplexu S-adenosylmetioninu, ktery vstupuje do biosyn-

tézy spermidinu a sperminu [15,17,38,39].
Biosyntéza polyaminti je zndzorné€na na obrazku 5.

Transformace agmatinu je v rostlinnych bunkach a bakterii vnimana jako jedna z hlavnich
cest pro syntézu polyamint. Z agmatinu vznika putrescin, meziproduktem reakce je
N-karbamoylputrescin. Tyto reakce jsou katalyzovany agmatiniminohydrolazou (AIH,

EC 3.5.3.12) a N-karbamoylputrescinamidohydrolaza (NCPAH, EC 3.5.1.53) [14,40].
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a Arginase
L-Arginine — (RIS

Arginine Ho/\urea
decarboxylase 2
Ornithine
CO; decarboxylase
Agmatine
Agmatine \co,
iminohydrolase
Methionine
NH,* 3
Qomaase Mg-ATP Methionine
N-carbamoyl- ' Putrescme Mg PP P, adenosyltransferase
putrescine N-carbamoyl-
PO i SR :ﬁ; S-adenosyl-methionine
Methyithio- S-adenosylmethi
d yimethionine
Sp:;m;\;gz adenosine decarboxylase
Spemudme Decarboxylated
S-adenosylmethionine
Spermine Methylthio-
synthase
y adenosine

Obrazek 5: Biosyntéza polyaminii. Upraveno podle Kusano et al. [39].

Katabolizmus polyaminii

V Zivoc¢isnych bunkach muze vznikat putrescin ze sperminu pies spermidin. Produktem
téchto reakci jsou N'-acetylspermidin a spermin [35,41]. Reakce probihaji pomoci
acetyl-CoA a jsou katalyzovany enzymy spermidin/spermin -N-acetyltransferazy (SSAT,
EC 2.3.1.57) [17,35,41]. N*-acetyl derivaty jsou oxidovany pomoci flavinadenindinukleo-
tidu (FAD) plisobenim enzymu polyaminoxidazy (PO, EC 1.5.3.11) a vznika spermidin
respektive putrescin. Konecnymi produkty oxidace acetylovanych polyamint je vznik
3-acetamidopropanolu, 3-aminopropanalu [24,41]. Spermidin ze sperminu také mutize vzni-

kat pfimo pisobenim sperminoxidazy a flavinadenindinukleotidu (FAD) [39].
V bakterialni bunice pfeména sperminu na spermidin neprobiha. Spermin i1 spermidin je
oxidovan plsobenim enzymu polyaminooxidazy (PO, EC 1.5.3.11) a kone¢nymi produkty

reakci jsou 4-aminobutanal, 1,3-diaminopropan a N-(3-aminopropyl)-4-aminobutanal.
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V téchto buiikach vznika putrescin ze spermidinu pies N'-acetyl derivat jako v Zivo&isné

burice [39].

U rostlin probiha syntéza spermidinu ze sperminu ptisobenim sperminoxidazy a flavinade-
nindinukleotidu (FAD). Spermidin podléhda oxidaci a koneénymi produkty jsou
4-aminobutanal, 1,3-diaminopropan a N-(3-aminopropyl)-4-aminobutanal. V rostlinnych

buiikéch je tento proces oznacovan jako sekundarni metabolizmus polyamina [39].

Nékteré produkty oxidace jako napiiklad peroxid vodiku, akrolein, 4-aminobutanal
a 3 -acetamidopropanol jsou pro bunky toxické a mohou zptisobit jejich smrt. Vzajemna
pfeména sperminu, spermidinu a putrescinu probiha v Zivém organizmu velmi rychle

[35,41].

Zavérecna Cast katabolizmu je oxida¢ni deaminace putrescinu. Putrescin miize byt pfi této
reakci pfeménén na y-aminobutyrat (GABA) puasobenim diaminooxidazy (DAO)
[15,29,35,41]. Reakce je katalyzovana enzymem pyrrolindehydrogenaza (PDH). GABA je
transaminovana a nasledné oxidovana na sukcinat, ktery vstupuje do citratového cyklu. Zde
je zajisténa recyklace uhliku a dusiku z putrescinu [17]. Oxidace putrescinu probiha ve

vSech typech bunék [39].

Katabolizmus polyamini je znazornén na obrazku 6.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

b Sie
" —
4-aminobutanal
3-acetamidopropanal

A] de Aldehyde
rogenase G -alanine Polyamine H,0, 0,H,0  H,0;NH, dehydrogenase
oxidase /
C“xc°°“ alamne iid
deacetylase Nt-acetylspermidine Y -aminobutyric acid
N-ace(ylﬁ-olmln CoA
Spermidine/Spermine-
s acetyltras?l:!erase Polyamine
oxidase
Aldehyde AeetiCoR | Spermidine 4-aminobutanal
dehydrogenase
0,H0 H0,
3-acetamidopropanal
f 3-aminopropanal
H,0,
N'-acetyispermine < 1,3-diaminopropane
0,,H,0
CoA Spermine
oxidase
Spermidine/Spermine-
e acerynr%femse
Polyamine
- oxidase
feeticok | Spermine | 2 [z-aminopropyl)
/\ 4-aminobutanal
0,,H,0 K0,

Obrazek 6: Katabolizmus polyaminii. Upraveno podle Kusano et al.[39].

1.2.2 Vybrané interakce polyaminu

Polyaminy se v bunikach vyskytuji ve tfech riznych formach jako volné kationty, vazané
k malym molekulam jako jsou fenolické kyseliny [33,34] a dale se mohou vazat elektrosta-
tickymi silami k negativné nabitym makromolekuldm, jako jsou nukleové kyseliny (DNA,
RNA a tRNA) a fosfolipidy [22,33,34]. Tyto iontové interakce jsou vratné a vedou ke sta-
bilizaci makromolekul, membran a nékterych proteint [22,24] Z téchto vazeb mohou byt

uvolnény hydrolyzou silnou kyselinou [24].

Interakce polyaminti S nukleovymi kyselinami mohou chranit DNA proti tepelné denaturaci
a rentgenovému zafeni. Dale mohou vyvolavat zmény ve strukture DNA a RNA a tak

ovliviuji prenos genetické informace [22].
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Spermin se vaze vodikovymi vazbami na velky Zlabek, zatimco spermidin a putrescin
na maly zlabek molekuly DNA [22,32]. Maly a velky zlabek jsou mista na povrchu mole-
kuly DNA, ktera umoznuji interakce [17,42,43] napiiklad s bilkovinami, antibiotiky a dal-
Simi latkami [18]. Vodrazka [18] tyto mista nazyva jako mala a velka ryha. Molekula DNA
je vyobrazena na obrazku 7. K reaktivnim mistim na molekule DNA patii na velkém Zlab-
ku atom dusiku na sedmé pozici na purinu, atom kysliku a metylova skupina na thyaminu
a na malém zlabku je to atom dusiku na tfeti pozici na purinu a atom kysliku na pyrimidi-

nu. Polyaminy se ktémto mistim DNA vazou elektrostatickymi vazbami a mohou

tak chranit molekulu DNA pted degradaci [32].

34nm

0.34 nm
1

Minor
groove

Obrazek 7 Struktura molekuly
DNA. Upraveno podle Kool-
man et. al. [43].

Vazby mezi polaminy a RNA jsou podle nékterych studii slabé interakce, protoze musi
zajistit rychly pfenos informace z DNA do proteosyntetickych pochodt. Rychle rostouci
prokaryotickd buiika obsahuje hlavné putrescin a spermidin. ProtoZze spermin se
Vv eukaryotické bufice na proteosyntéze podili v malych koncentracich, je tato syntéza bio-

chemicky a energeticky vyhodna [27].

Polyaminy se podili na regulaci nékterych enzymut napiiklad proteinkinaz [22,32]. Dale
mohou vytvafet komplexy s kovovymi ionty. Ionty kovii se bézné vyskytuji v Zivych bui-

kach, a proto maji vliv na reakce mezi polyaminem a nukleotidem. Tyto ionty mohou blo-
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kovat reaktivni mista na molekule polyaminu a tim ovlivnit interakce mezi molekuly DNA.

Mezi tyto kovy patii méd’naté, kobaltnaté nebo platinové ionty [44].

1.3 Nékteré reakce biogennich amini

Biogenni aminy a polyaminy jsou reaktivni latky [2]. Jejich reaktivita je zptisobena volnym
elektronovym parem na atomu dusiku [46,45]. Histamin ve své struktufe obsahuje dva
atomy dusiku, jeden na imidazolovém kruhu a druhy na postrannim fetézci. Ve fyziologic-
kém pH existuji dva tautomery histaminu a do reakce vstupuje aminoskupina imidazolové-

ho kruhu i postranniho fetézce [47].

Aminoskupina biogennich aminti mtize reagovat s oxidy dusiku a poskytovat nitrosaminy.

Tato skupina predstavuje pro lidsky organizmus zdravotni riziko [2,7,9,18,48].

Latky N-nitrosodimetylamin a N-nitrosodietylamin patii do skupiny karcinogennich latek,
u N-nitrosodibutylaminu, N-nitrosopiperidinu a N-nitrosopyrrolidinu je mozné zdravotni
riziko oCekavat. Pii zvySené koncentrace biogennich amint zvlasté spermidinu, dusitanu
sodného a teploty je ocekavan zvySeny vznik N-nitrosodimetylaminu. Vznik
N-nitrosopiperidinu je prikazny v pfitomnosti spermidinu a kadaverinu, reakce probiha za
zvySené teploty [48].

Dale mohou biogenni aminy reagovat s triacylglyceroly za zvySené teploty nebo dlouhodo-
bym skladovanim a vznikaji amidy mastnych kyselin. Mohou vstupovat do reakci neenzy-
mového hnédnuti a s reakci s bilkovinami vznikaji B-N-substituované derivaty diamino-

propionové kyseliny [2].
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2 VYSKYT BIOGENNICH AMINU A POLYAMINU
V POTRAVINACH

Mezi dilezité biogenni aminy obsaZené v potravinach patii histamin, B-fenyletylamin,
tyramin, tryptamin, kadaverin a z polyamind putrescin, spermidin a spermin [13,49].
Biogenni aminy a polyaminy se vyskytuji v potravinach rostlinného i zivocisného puvodu
[29]. Tyto potraviny obsahuji bilkoviny nebo volné aminokyseliny, které umoziuji jejich
mikrobidlni nebo biochemickou pfeménu [3,7,49]. Mnozstvi kolisa od nékolika nmol az
umol/g a je zavislé na druhu, zpracovani (napi. ve fermentovanych potravinach jsou bio-
genni aminy a polyaminy pfirozenou slozkou, u nefermentovanych je jejich vyskyt spojen

s nezadoucim rozkladem bilkovin) a skladovani potraviny [3,29].

Polyaminy spermin a spermidin, které jsou v Cerstvé potraving, pochazi z rostlinnych pletiv
a jsou tedy ptirozenou slozkou potravin. Jen nepatrné mnozstvi je tvofeno ptitomnou mik-
roflorou. V potravinach rostlinného ptivodu se ve vysSich koncentracich vyskytuje putres-
cin, pak nasleduje spermidin a spermin. Tyto dva polyaminy se objevuji soub&ézné ve stej-
nych potravinach. U potravin rostlinného ptivodu je obsah spermidinu vyssi neZ sperminu,
Vv potravinach zivoc¢isného pivodu je to naopak [24,29]. V rostlinnych pletivech je spermin
zpétné syntetizovan na spermidin a pro rostlinné buniky je spermin vyuZitelny jen
v prahovych koncentracich [50]. ZvySeny obsah putrescinu je obvykle spojen s nezadoucim
rozkladem bilkovin [24,29].

2.1 Biogenni aminy a polyaminy v potravinach rostlinného pivodu

Ovoce a zelenina obsahuji biogenni aminy v riznych koncentracich, obsah se zvySuje
se stupném zralosti [51]. Nejcast&jsim biogennim aminem vyskytujici se v ovoci a zeleniné
je tryptamin dale to je tyramin a noradrenalin [3,51], z polyamint je to pfedev§im putrescin
[29]. Tyramin byl nalezen ve vysSich koncentracich v bramborach, paprice, rajcatech
a kapusté [52]. Histamin a kadaverin byl stanoven v karagenanech z tas a ve $penatu. Feny-
letylamin mtizeme nalézt v kakaovych bobech. Dale byl detekovan v nékterych druzich hub
[3,51]. V houbach byl stanoven vyssi obsah spermidinu [29]. Obsah biogennich amint
V ovoci a zelening se mlze zvySovat béhem nevhodného skladovani [2]. Biogenni aminy
Jsou Vv ovoci piirozenou slozkou rostlinnych pletiv, a proto mohou byt stanoveny ve final-

nich vyrobcich. Naptiklad putrescin byl stanoven v ovocnych dzusech [3,52], tyramin
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Vv kecupech a rajském protlaku [52], fenyletylamin se vyskytuje v ¢okoladé a cukrovinkach,

které obsahuji ¢okoladu [3,51].
V kysaném zeli byl stanoven histamin po deseti tydnech kvaseni, v solném laku to byl

putrescin [3,51].

Zelené kavové boby obsahuji predevs§im polyaminy putrescin, spermidin a spermin,
ze skupiny biogennich aminii to jsou v nizkych koncentracich tyramin, kadaverin a hista-
min. Pfitomnost biogennich aminl zavisi na druhu, ptivodu, podminkéch skladovani a sen-
zorickych vlastnostech kavy. Méné¢ kvalitni kdva miize obsahovat vétsi koncentraci putres-
cinu, histaminu a tryptaminu. Béhem prazeni kavy se vyskyt biogennich aminQ snizuje ne-
bo tpln¢ vylucuje. V prazené kave byl stanoven agmatin, ktery byl pfi tepelném zpracovani

vyvézan z konjugovanych forem [53].

Pivo miiZze obsahovat vyss§i koncentrace aminl. Ze surovin pro vyrobu piva je za zdroj bio-
gennich amind povazovan slad, ktery obsahuje putrescin, spermidin, spermin a agmatin.
Koncentrace histaminu, fenyletylaminu, tryptaminu a kadaverinu se zvysuje béhem kli¢eni
je¢mene. Obsah tyraminu se zvysil nepatrné. Nejveétsi nartst histaminu, tyraminu a kadave-
rinu je patrny pii hlavnim kvaseni piva. Aminy mohou byt tvofeny i béhem skladovani pi-
va. Zvyseni obsahu biogennich aminli mize dochazet pii sekundarnim kvaseni specialnich
piv v 1ahvi. Mnozstvi putrescinu a kadaverinu se vyznamné neméni [54]. ZvySena koncent-
race histaminu, tyraminu a kadaverinu muze signalizovat aktivitu kontaminujicich mikro-

organizmi vznikajici béhem vyroby piva [3,54].

Vino patii mezi potraviny, ve kterych se vyskytuji rizné biogenni aminy ve velkém mnoz-
stvi [4]. Obsah biogennich aminl a polyaminid je vyssi u ¢ervenych vin. Nejcastéji jsou
pfitomny putrescin, spermidin a histamin. Tyto latky do vina ptfechézi z hroznt pfi lisova-
ni. Biogenni aminy mohou byt tvofeny pfevazné b&hem jable¢no-mlééného kvaseni.
V prvni fazi vyroby vina vznikd histamin a tyramin. V dal$i fazi se tvoii kadaverin a
putrescin. Pfitomnost biogennich aminii ve viné vytvaii charakteristické organoleptické

vlastnosti [55,56].

2.2 Biogenni aminy a polyaminy v potravinach Zivo¢isného piivodu

V rybim mase se ve velké mitfe vyskytuje predev§im histamin. Mikroorganizmy bézné& pii-

tomné v rybim mase dekarboxyluji histidin za nizkych teplot a vytvaii histamin [1-3,51].
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K dal$im biogennim aminiim a polyaminiim, které¢ byly detekovany v rybim mase, patii
putrescin, kadaverin, tyramin, spermin a spermidin. Tyto latky mohou pfechazet i po zpra-
covani do finalnich vyrobkii. Ani nizké teploty pii skladovani nezabrani tvorbé biogennich
aminli a polyamint a to predstavuje velké toxikologické riziko pro konzumenty [3,51].
Piipustny obsah histaminu v rybach a vyrobki z ryb je v ramci Evropské unie oSetien Nafii-
zenim komise (ES) ¢. 2073/2005 v platném znéni [57].

V mase pievazuji tyramin, kadaverin, putrescin a histamin. Spermin a spermidin jsou pfi-
rozenou soucasti Cerstvého masa [3,49,51]. Tyramin, kadaverin, putrescin jsou tvofeny
béhem skladovani masa a masnych vyrobku [3,49]. Vyss§i obsah tyraminu byl stanoven

na povrchu hovéziho masa, ktery jde odstranit dikladnym omytim pied zpracovanim [49].

Kadaverin a histamin mohou slouZit jako indikatory hygienické kvality surovin a vyrobnich
prostort. Velky rozdil obsahu biogennich amini je mezi domaci a primyslovou vyrobou.
Vyssi obsah je ocekavan pii domaci vyrobé [49,51]. Vznik biogennich amini ve fermento-
vanych masnych vyrobcich je zavisly na mnoha vnéjSich a vnitinich faktorech jako jsou
podminky skladovani, vstupni surovina a ptidatné latky a fyzilalné- chemické a proteoly-
tické parametry [59,60,58]. K nejvice zastoupenym biogennim aminem je tyramin a kada-

verin a polyamin putrescin [49,58].

Polyaminy jsou pfirozenou slozkou kravského mléka [36], nejvyssi obsah ve mléce ma
putrescin a spermidin a tyto polyaminy lze stanovit i po zpracovani ve finalnich vyrobcich
[29].

Syry patii mezi potraviny s vys$sim rizikem tvorby biogennich aminti a polyaminti. Obsahu-
ji histamin, tyramin, tryptamin, kadaverin, fenylethylamin a polyamin putrescin [3,51].
Obsah je zavisly na druhu pouzité startovaci kultury pii vyrobé daného syra [3,61]. Kon-
centrace se mize zvySovat vlivem pusobeni kontaminujici mikroflory. Mnozstvi roste bé-

hem zrani a skladovéni [61-64].
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3 METODY STANOVENI BIOGENNICH AMINU A POLYAMINU

Stanoveni biogennich amini a polyamind je dulezité vzhledem jejich mozné toxicité
a ke sledovani zdravotni nezavadnosti potravin. Analyza miize byt provedena pro zjisténi
kvality vstupnich surovin, meziprodukt, findlnich vyrobkd, ale také pti sledovani fermen-

tacnich procest, skladovani a dalSich technologickych operaci napt. zrani [65,67,68,72].

Pro stanoveni biogennich aminl a polyamint v potravinach byla vyvinuta cela fada metod
[37,65]. Vzhledem rzné struktute téchto latek a charakteru vzorku neni jednoduché vybrat
vhodnou metodu [68]. Ke stanoveni biogennich amind se nejéastéji pouzivaji chromatogra-
fické metody. Jako je kapalinova chromatografie (LC), iontové—vyménna chromatografie

(IEC), tenkovrstva chromatografie (TLC) a plynova chromatografie (GC) [7,37,65,67-75].

K dal§$im metoddm patii elektromigracni metody (kapilarni -elektroforéza (CE))

[37,56,65,68,69,71,74,75], enzymatické (ELISA) a imuno-enzymatické metody [56,69].

Pro stanoveni producentii biogennich amini a polyamini se vyuzivaji molekularni metody.

K zékladni molekularni metod¢ patii polymerazova fetézova reakce (PCR) [56,73,76].

3.1 Kapalinova chromatografie

Pro stanoveni biogennich amind a polyaminQ se vyuZziva vysoce G€inna kapalinova chro-
matografie (HPLC) [7,37,56,65-68,72]. Je to varianta kolonové chromatografie [77,78].
Vyhodami této metody jsou vysoka citlivost a rychlost analyzy a zna¢na reprodukovatel-

nost [77].

Biogenni aminy a polyaminy nelze ptimo detekovat v UV/VIS oblasti a ani fluorimetricky,
a proto je nutné vzorky ptfed detekci derivatizovat. Mezi derivatiza¢ni Cinidla v pre-
kolonovém uspotadani patii: dansylchlorid (5-(diametylamino)naftalen-1-sulfonylchlorid),
flurescein, isothiokyanat, fenylisothiokyanat, benzoylchlorid, fluorescamin,

o-phtalaldehyd, 9-fluorenylmethoxycarbonylchlorid [7,37,56,65,67,68,72,79].

Pro post-kolonovou derivatizaci se vyuziva nihydrin nebo o-phtalaldehyd [7,72,79].

YV wew

Dansylchlorid je nejbéznéj$im derivatiza¢nim ¢inidlem pro pre-kolonovou derivatizaci.
Poskytuje barevné produkty, které jsou pii pokojové teploté stabilni a lze je detekovat

spektrofotometricky pti 254 nm [7,68,79,80].
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Metoda HPLC je vyuzivana v ruznych modifikacich napiiklad RP-HPLC (chromatografie
s reverznimi fazemi), kdy stacionarni faze je nepolarni a mobilni faze je polarni [77]. Nové

je vyuzivana ultra vysoce u¢inna kapalinova chromatografie UHPLC [68,72,75].

Mezi dal$i chromatografické metody patii iontové—vyménna chromatografie. Tato metoda
je zalozena na adsorpci slozek vzorku na opacné nabité skupiny imobilizované v ¢asticich
nosice. K uvolnéni slozek dochazi zménou podminek, vétsSinou pH, iontové sily a teploty
[77,81]. Hlavni nevyhoda této metody je derivatizace. Derivatizace miize byt pre-kolonova,
post-kolonové a na kolon€. Dal§imi nevyhodami je dlouhd doba analyzy, nizka reproduko-
vatelnost a nizka stabilita derivatizacnich produktd. Vyhodou se zda byt spojeni post-
kolonové derivatizace a uprava pH [82]. Pii pouziti konduktometru jako detektoru, odpada
krok derivatizace a k detekci se vyuziva méfeni vodivosti eluatu. Faravo et al.[82] stanovil
biogenni aminy v mase a masnych vyrobcich pomoci iontové-vyménné chromatografie

S pulsni amperometrickou detekci na Au elektrode¢.

Tenkovrstva chromatografie (TLC) patifi mezi prvni metody pro kvalitativni analyzu bio-
gennich amind v potravinach. Je to jednoduchd, rychld metoda a je nenaro¢nd na instru-
mentaci [7,13,56,65,71,77,83]. Ke stanoveni lze pouzit modifikaci TLC vysoce ucinnou
tenkovrstvou chromatografiit HPTLC [71,77]. Detekce je provadéna po derivatizaci dan-

sylchloridem vizuédln€ nebo denzitometricky pii 254 nm [13,65].

3.2 Plynova chromatografie

Plynovéa chromatografie se pro stanoveni biogennich amind a polyaminli ¢asto nevyuziva.
Biogenni aminy polyaminy jsou stanoveny jako trifluoroacetyl-, trimetylsilyl- nebo
2,4-dinitrofenylderivaty [7]. K detekci se pouziva plamenovy ioniza¢ni detektor (FID),
detektor elektronového zachytu (ECD), plamenovy ioniza¢ni detektor s alkalickym kovem
(AFID) a hmotnostni spektrometr (MS) [7,71].

3.3 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (CE) patii mezi elektromigracni metody a vyuziva elektrokinetic-
kych principt elektroforézy a elektroosmézy k separaci latek uvnitt kiemenné kapilary

[77].
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Metoda je vhodné pro separaci biogennich aminti polyamini ze slozitych biologickych
vzorkl. Vyznacuje se predev§im vysokou Gc¢innosti, kraitkou dobou analyzy a minimalnim

mnozstvim ¢inidel a vzorku [56,74].

Aromatické a heterocyklické biogenni aminy se mohou stanovit bez derivatizace po vybéru
vhodného pufru. Polyaminy se detekuji bud’ v derivatizovaném vzorku kapilarni elektrofo-
rézou nebo bez derivatizace, ale musi byt pouzita nepiimé metoda detekce napiiklad kon-

duktometricka detekce [56,74,84].

Pti stanoveni se vyuziva technika micelarni elektrokinetickd kapildrni chromatografie
(MECC) [56,71] a pouzitim povrchové aktivnich latek jako dodecylsulfat sodny (SDS)
nebo cetylamonium bromid. K dal$im technikdm patii spojeni kapilarni chromatografie s
fluorescen¢nim detektorem (LEDIF) [74], vysokotlaka kapilarni elektroforéza (HPCE) pro

stanoveni biogennich amind ve ving [56].

3.4 Imuno-enzymatické metody

K imuno-enzymatickym metodam patii tzv. ELISA metody (enzyme linked immunosor-
bent assay). Metoda vyuziva imunochemické reakce antigenu a protilatky. Tyto metody
jsou kvalitativni a slouZzi pro rutinni analyzu. V praxi se tato metoda vyuziva pro stanoveni
histaminu. Technika vyuziva riiznou schopnost absorpce biogennich aminti a polyamint s
polymerni vrstvou. Detekce je provadéna vizualné srovnanim s referencni barevnou skalou
a v posledni dob¢ se vyuziva pocitacovych programi pro vyhodnoceni zbarveni nebo op-

tickych metod [56,69].
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4 TOXICITA BIOGENNICH AMINU A POLYAMINU

Biogenni aminy a polyaminy maji v lidském organizmu své fyziologické ucinky, ale kon-
zumace potravin s vysokym obsahem téchto latek mize vést az k toxickym ac¢inkam. Into-
xikace ma obvykle mirny pribéh a piiznaky mizi béhem nékolika hodin, ale u nékterych
jedinct mohou vést k vaznym zdravotnim komplikacim. Mezi projevy intoxikace patii
kozni (koptivky, vyrazky, otoky), nervové poruchy, nevolnost, zvraceni, priijmy, buseni

srdce a dalsi [36].

Normalni pfijem biogennich amint a polyamintl je u savcli metabolizovan v travicim trak-
tu. Hlavni ulohu zde maji pfitomné enzymy monoaminooxidazy a diaminooxidazy. Maji
omezenou kapacitu a pii zvySeném piijmu se do krevniho ob&hu dostavaji oxidacni pro-
dukty biogennich aminl a polyamint. Aktivitu enzymti muze sniZzovat piijem alkoholu,
ktery je odbouravan prednostné, dale to mohou byt 1éky tzv. inhibitory monoaminooxidaz

[4,9,10,13,36].

V praxi je znama otrava histaminem a tyraminem. Toxicitu histaminu mize zvySovat pii-
tomnost putrescinu a kadaverinu, protoze maji vyssi afinitu k diaminooxiddzdm, dochézi
k vyCerpani diaminooxidaz pro histamin. Pfiznaky se mohou projevit do péti minut. Mezi
rizikové potraviny patii ryby makrelovitého nebo sled’ovitého typu. Tyramin miZe vyvolat

migrény a hypertenzni krize, které jsou n¢kdy popisovany jako tzv. ,,reakce na syr [85].

Toxicita polyamint nebyla popsana, ale jsou nebezpecné pro jejich mozné reakce s oxidem
dusnatym za vzniku stabilnich karcinogennich N-nitrosoaminti, béhem skladovani, konzer-
vace a vafeni potravin [1,7,9,79] Iniciatorem této reakce je oxid dusnaty, ktery vznika
zZ dusitant, které jsou soucasti piisad hlavné v masném prumyslu [18]. Zahiivanim putres-
cinu se tvoii pyrolidin a z kadaverinu piperidin a z téchto sloucenin pisobenim tepla vzni-

kaji N-nitrosopyrolidin a N-nitrosopiperidin [1,7,9,48].

4.1 Toxické davky biogenni amini a polyamini

Toxické davky biogennich amint a polyaminti je v potravinach obtizné stanovit, protoze
jsou velké rozdily ve funkcnosti detoxifika¢niho systému konzumentd [3,7,64]. Déle zalezi

na charakteru potraviny a napojl a na pritomnosti biogennich aminii a polyaminti [54,65].
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Obecn¢ se predpoklada, ze koncentrace histaminu 8-40 mg kg'l je netoxicka [3,65]. Mnoz-
stvi 40-100 mg kg™ vyvol4 mirnou otravu a obsah nad 100 mg kg™ se povazuje za toxicky
[54,65]. Toxicka davka v potravinach byvéa uvadéna pro tyramin 1080 mg kg™ [65]. Ruiz-
Capillas a Jiménez-Colmenero [66] uvadi, Ze toxicka davka pro tyramin je jiz 125 mg kg™,
McCabe-Sellers et al.[85] poklada za mezni limity v potravinich pro tyramin
200-800 mg kg™, zatimco Silla-Santos [3] pokladd za toxickou davku pro tyramin
100 mg kg™. Za toxické hodnoty pro fenyletylamin se uvadi 30 mg kg™ [2]. Pro ostatni
biogenni aminy nebyly mezni hodnoty uvedeny. Nékteré potraviny mohou obsahovat vice
biogennich amint, a proto napf. u syr soucet tyraminu, histaminu, putrescinu a kadaverinu

by nemél prekrogit 900 mg kg™ [55].

4.2 Legislativni limity biogennich aminii a polyamini

V Ceské republice je podle Nafizeni komise (ES) ¢ 2073/2005 stanoven limit pouze pro
histamin. A to pro produkty rybolovu z druhti ryb spojovanych s vysokym mnozstvim his-
tidinu. Povoleny limit je 100 — 200 mg kg™ . A pro produkty rybolovu, které byly osetfeny
enzymatickym zranim v laku vyrobenych z ryb s vysokym obsahem histidinu. Pro tuto

skupinu je povoleny limit 200-400 mg kg™ [57].

V 90. letech 20. stoleti a v prvni ¢asti minulé dekady byly vyhlaskou ¢.298/1997 Sb. stano-
veny limity pro histamin v rybach, rybich vyrobcich 200 mg kg™, pivu a vinu 20 mg kg™.
Déle to byl tyramin pro syry tvrdé, mé&kkeé, zrajici 200 mg kg'l, olomoucké tvartzky
350 mg kg™ a pro &ervena vina 50 mg kg™ a pro vybranou skupinu potravin ve vyhlasce
oznacenou jako skupina A 100 mg kg™ . Do skupiny A patii napiiklad tyto potraviny mlé-
ko, kojenecka a détska vyziva, vepiové a hovézi maso, hotové pokrmy, zmrazené hotové
pokrmy a polotovary, dribez, mouka, ryze, pecivo, téstoviny, zelenina a vyrobky ze zeleni-

ny, nealkoholické napoje, ¢aj a dalsi [86].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem diplomové prace byl monitoring obsahu biogennich amint ve vybranych vzorcich
fermentovanych potravin zivocisného piivodu ziskané z bézné obchodni sit¢ a sledovat

zménu jejich obsahu béhem chladirenského skladovani.
Pro dosazeni vyse zminéného cile bylo nutné:
V teoretické casti popsat:
» Vznik biogennich amint a zpusob jejich stanoveni,
» Vyskyt biogennich aminti v potravinach a zmény béhem skladovani,

» Charakterizovat legislativni limity pro vyskyt biogennich aminti v potravinach.

v praktické ¢asti bylo nutné naplnit tyto dil¢i cile:
» Stanovit biogenni aminy ve vybranych skupinach vzorkd,
» Sledovat zmény obsahu biogennich amini béhem chladirenského skladovani,

» Na zakladé teoretické Casti a vysledktl formulovat zaveér.
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6 MATERIALA METODY

6.1 Charakteristika vzorku

V experimentalni ¢asti diplomové prace byl stanoven obsah biogennich amini ve vybra-
nych fermentovanych potravinach zivoc¢isného ptivodu. Potraviny byly zakoupeny v bézné
obchodni siti. Ke stanoveni bylo pouzito 24 vzorka (15 vzorka syrii a 9 vzorkt fermento-
vanych masnych vyrobktl). Vzorky byly rozdéleny do 6 skupin. Skupiny vzorka jsou uve-
deny vtabulce 4. VSechny vzorky byly skladovany po celou dobu experimentu

(od zakoupeni do konce doby pouzitelnosti, resp. doby minimalni trvanlivosti) Vv lednici

pfti teploté 6+2°C.

Tabulka 4. Skupiny vzorkii.

Skupina

Oznacdeni skupiny

Pocet
vzorki

Oznaceni
vzorki

Pocet dni
skladovani

syry s plisni na povrchu

18

22

18

syry s plisni uvnitt hmoty

14

20

19

17

7

syry dvouplisiiové

18

syry s ementalského typu

78

65

70

syry ostatni

17

17

17

trvanlivé fermentované masné vyrobky

70

36

24

70

62

70

58

63

N[X[|<L|C|H|wn|o|O|w|o|Z|Z|r|R|l«|—|T|O|M|m|O|O|m|X>

46
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6.2 Extrakce biogennich amint

Pred stanovenim biogennich amini byla provedena lyofilizace. Vzorek byl navazen
(10-15 g) do hlinikového kelimku, ktery byl na 24 hodin umistén do hlubokomraziciho
boxu o teploté -80°C a nasledné zlyofilizovan (ALPHA 1-4 LSC, CHRIST). Po lyofilizaci
byl vzorek dezintegrovan a 1g lyofilizatu byl navaZzen do centrifugacnich zkumavek.
K navézce bylo pfidano 5 ml sodno-citratového pufr o pH 2,2. Zkumavky byly umistény do
laboratorni tfepacky na dobu 45 min, poté byly odstfedény na odstiedivce (Odstiedivka
EBA 21, Hettich ZENTRIFUGEN, Germany, Tuttlingen) pti 6000 g, po dobu 20 min. Su-
pernatant byl pieveden do 10ml odmérné banky a sediment resuspendovan dal$imi
5 ml sodno-citratového pufru. Postup extrakce byl opakovan a oba supernatanty byly pie-
vedeny do 10ml odmérné banky, kterd byla sodno-citratovym pufrem doplnéna po rysku.
Z odmérné banky byl vzorek napipetovan do eppendorfovych zkumavek a nésledovalo
odstfedéni pii 15000 g po dobu 45 minut pii teplot¢ 4°C (MIKRO 200R, Hettich
ZENTRIFUGEN, Tuttlingen, Némecko). Supernatant byl zfiltrovan pfes 0,45um nylonovy
filtr a davkovan do automatického analyzatoru aminokyselin. U kazdého vzorku byla ex-

trakce provedena trikrat.

6.3 Chromatografické stanoveni

Biogenni aminy byly stanoveny pomoci iontové-vyménné chromatografie (kolona
55 x 3,7 mm naplnéna iontoméni¢em OSTION Lg ANB) s post-kolonovou derivatizaci
ninhydrinem a fotometrickou detekci (A = 570 nm). Analyza biogennich aminti byla prove-
dena pomoci Automatického analyzatoru aminokyselin AAA 400 (Ingos, Praha, Ceska
republika). Pouzity teplotni a elu¢ni program pii chromatografické analyze byl 0-41 min
pufr A a 42-93 min pufr B. Pak nasledovala regenerace 0,2 mol-I" roztokem hydroxidu
sodného, ktera trvala 12 minut. V dal$ich 19 minutach probéhla stabilizace kolony pufrem
A. Teplota kolony byla 65 °C (0-40 a 116-120 min) a 45 °C (41-115 min). SloZeni pouzi-
tych pufrt je popsano v tabulceTabulka 5. Standard byl pfipraven smichanim 8 biogennich
amint (histamin, fenyletylamin, agmatin, spermin, spermidin, kadaverin, putrescin a tyra-
min) v sodno-citratovém pufru (pH = 2,2) o koncentraci 500 nmol-ml™ kazdého biogenni-
ho aminu. Standardy biogennich aminti byly ziskany ze Sigma — Aldrich (St. Louis, USA).
Kazdy extrakt byl stanoven dvakrat.
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Tabulka 5: SlozZeni (g) elucnich a extrakcnich sodno — citrdtovych pufiri pro stanoveni bio-
gennich aminii na objem 11[73].

Pufr A Pufr B Extrakéni pufr pH 2,2
Kyselina citronova 1,25 14,00 14,00
Citronan sodny 21,00 - -
Chlorid sodny 5,00 - 11,50
Bromid draselny 41,65 - -
Chlorid draselny - 171,50 -
Isopropanol (ml) 300 - -
Azid sodny 0,10 0,10 0,10
Hydroxid draselny 5,00
Thiodiglykol (ml) - - 5,00
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Obsah biogennich amint ve vzorcich skupiny 1

Prvni skupina vzorka obsahovala 3 vzorky syra s plisni na povrchu. Tyto syry patii do sku-
piny sladkych syrii. Na srazeni mléka se podili koagula¢ni enzymy syiidla a proteolytické
enzymy mikrobialnich kultur. K vyrobé¢ téchto syrti bylo pouzito pasterované mléko, sme-
tana, jedla sul, mlékarska kultura a plisnova kultura Penicillium candidum. Vyznacuji
se jemnou syrovou chuti a pikantni chuti po zampionech. Doba zrani u této skupiny syri je

3 -5 tydnu.
Obsah biogennich amind u vzorkt prvni skupiny (A — C) je uveden v tabulkach 6 a 7.

Tabulka 6: Obsah histaminu, tyraminu, fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, agmatinu,
spermidinu a sperminu v syrech s plisni na povrchu (skupina 1, vzorky A — B)*

Vzorek A (mg-kg™) Vzorek B (mg-kg™?)

I. odbér I odbér | TIL odbér I. odbér I1. odbér I1. odbér
Histamin ND** ND** ND** 12,44+0,6 18,2+0,6 35,4+1,5
Tyramin ND** ND** ND** 18,8+1,1 | 42,8+1,8 | 93,0+3,8
Fenyletylamin | ND** ND** ND** ND** ND** ND**
Putrescin 5,0+£0,1 | 6,6+0,2 11,0+0,5 | 2,6+0,1 6,7+0,4 6,9+0,4
Kadaverin ND** ND** ND** 20,1+0,7 27,7£0,5 31,0+0,5
Agmatin ND** ND** ND** ND** ND** ND**
Spermidin ND** ND** ND** ND** ND** ND**
Spermin ND** ND** ND** ND** ND** ND**

* vysledky vyjadreny jako prumér+smérodatna odchylka, n = 6

** ND — nebylo detekovano
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Tabulka 7: Obsah histaminu, tyraminu, fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, agmatinu,
spermidinu a sperminu v syrech s plisni na povrchu (skupina 1, vzorek C)*

Vzorek C (mg-kg™)

L. odbér II. odbér II1. odbér
Histamin ND** ND** ND**
Tyramin ND** ND** ND**
Fenyletylamin ND** ND** ND**
Putrescin 6,5+0,3 2,9+0,1 2,9+0,1
Kadaverin ND** ND** ND**
Agmatin ND** ND** ND**
Spermidin 0,9+0,1 2,5+0,1 4,4+0,1
Spermin ND** ND** ND**

* vysledky vyjadieny jako prumér+smérodatna odchylka, n = 6, (mg~kg'1)

** ND — nebylo detekovano

Biogenni amin histamin, tyramin a kadaverin byl stanoven jen ve vzorku B po celou dobu
chladirenského skladovani. Koncentrace téchto biogennich aminii se béhem skladovani
zvySovala. Putrescin byl detekovan ve vSech vzorcich této skupiny, jeho mnoZstvi
se ve vzorku A a B béhem skladovani zvySovalo, zatimco ve vzorku C byla koncentrace
putrescinu nejvyssi ihned po zakoupeni, pak doslo ke sniZeni a koncentrace se do konce
minimalni doby nezménila. Spermidin byl detekovan jen ve vzorku C a jeho koncentrace
se do konce minimalni doby trvanlivosti zvySovala. Biogenni amin fenyletylamin, agmatin

a spermin nebyl stanoven v zadném vzorku této skupiny.

Obsah putrescinu ve vzorku A se zvySoval a na konci minimalni doby trvanlivosti dosahl
11,040,5 mg-kg™. Ve vzorku B dolo ke zvyieni vech stanovenych biogennich amint
a jejich mnoZstvi na konci minimalni doby trvanlivosti bylo u histaminu 35,4+1,5 mg-kg™,
tyraminu 93,0+3,8 mg-kg™, putrescinu 6,9+0,4 mg-kg” a kadaverinu 31,0£0,5 mg-kg™.
U biogennich aminti ve vzorku C doslo ke snizeni koncentrace putrescinu na hodnotu
2,9+0,1 mg-kg™ a toto mnozstvi od 10. dne skladovani stagnovalo. Koncentrace spermidi-

nu se b&hem skladovani zvySovala a doséhla Girovné 4,4+0,1 mg-kg™.

Celkovy obsah biogennich amint v syrech s plisni na povrchu je zobrazen v tabulce 8.
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Tabulka 8: Celkovy obsah biogennich aminii v mgkg™ v syrech s plisni na povrchu (skupi-

nal).
Celkové mnoZstvi biogennich amint skupiny 1 (mg-kg™)
L. odbér II. odbér III. odbér
Vzorek A 5,0 6,6 5,5
Vzorek B 53,9 95,4 166,3
Vzorek C 7,4 5,4 7,3

U vzorkl A a B se celkové mnoZstvi biogennich amint po dobu chladirenského skladovani
zvySovalo. U vzorku C doslo nejdiive ke snizeni koncentrace biogennich amint a pak
ke zvyseni jejich obsahu. Bylo to zptisobeno snizenim mnozstvi putrescinu a nasledné zvy-

Senim mnozstvim spermidinu.

7.2 Obsah biogennich aminii ve vzorcich skupiny 2

Druhé skupina vzorkli obsahovala 5 vzorky syrd s plisni uvnitf hmoty. Tyto syry patfi
do skupiny sladkych syrt. Na srazeni mléka se podili koagulaéni enzymy sytidla a proteo-
lytické enzymy mikrobidlnich kultur. K vyrob¢ téchto syrii bylo pouzito pasterované mlé-
ko, smetana, jedla stl, mlékaiska kultura a plisiiova kultura Penicillium roqueforti. Syr
je krémové barvy s modrym porostem plisn¢ a slanou pikantni chuti po uslechtilé plisni.

Doba zrani u této skupiny syri je 3 — 5 tydnd.
Obsah biogennich aminti u vzorkd druhé skupiny (D — G) je uveden v tabulkach 9 a 10.

Biogenni aminy histamin a kadaverin byly stanoveny jen vzorku G a F. Koncentrace hista-
minu se zvySovala béhem skladovani v obou vzorcich. Kadaverin vznikl ve vzorku F bé-
hem skladovéni a byl stanoven az na konci minimalni doby trvanlivosti. Ve vzorku G byl
detekovan ihned po zakoupeni a koncentrace se nejdiive zvysila a do konce miniméalni do-

by trvanlivosti se zvysila jiz jen nepatrné. Putrescin byl detekovan ve vzorcich D, E, F a G.
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Tabulka 9: Obsah histaminu, tyraminu, fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, agmatinu,
spermidinu a sperminu v syrech s plisni uvniti- hmoty (skupina 2, vzorky D — E)*

Vzorek D (mg-kg™) Vzorek E (mg-kg™)

L. odbér II. odbér I11. odbér L. odbér IL. odbér II. odbér
Histamin ND** ND** ND** ND** ND** ND**
Tyramin ND** ND** ND** ND** 2,7+0,1 15,4+0,4
Fenyletylamin | ND** ND** ND** ND** ND** ND**
Putrescin 2,0+0,1 3,4+0,1 6,3+0,3 ND** 1,7+0,1 2,0+0,1
Kadaverin ND** ND** ND** ND** ND** ND**
Agmatin ND** ND** ND** ND** ND** ND**
Spermidin 2,2+£0,1 | 3,0+0,1 14,0+0,4 | 1,6+0,1 3,6+0,2 15,3+0,7
Spermin ND** ND** ND** ND** ND** ND**

* vysledky vyjadieny jako primér+smérodatna odchylka, n =6

** ND — nebylo detekovano

Tabulka 10: Obsah histaminu, tyraminu, fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, agmatinu,

spermidinu a sperminu v syrech s plisni uvniti- hmoty (skupina 2, vzorky F — G)*

Vzorek F (mg-kg™)

Vzorek G (mg-kg™)

I. odbér II. odbér I11. odbér I. odbér Il. odbér I11. odbér
Histamin 4,940,2 | 6,0+0,3 7,4+0,3 3,2+0,1 4,3+0,2 6,0+0,1
Tyramin 10,7+0,5 | 126,9+£2.,8 | 140,6+5,8 | 142,9+6,0 | 600,1+18,3 | 1069,6+9,6
Fenyletylamin | ND** ND** ND** ND** ND** ND**
Putrescin 10,5£0,4 | 30,0+1,2 | 30,4+0,7 | 14,8+0,6 | 54,3+1,7 81,2+0,5
Kadaverin ND** ND** 3,0+0,1 2,3+0,1 9,2+0,2 10,2+0,1
Agmatin ND** ND** ND** ND** ND** ND**
Spermidin 2,0+£0,1 | 2,0+0,1 7,7+0,4 1,4+0,1 2,5+0,2 17,1+0,5
Spermin ND** ND** ND** ND** ND** ND**

* vysledky vyjadieny jako primér+smeérodatna odchylka, n =6

** ND — nebylo detekovano

Ve vzorcich D, F a G byl stanoven ihned po zakoupeni a jeho mnoZstvi se béhem sklado-

vani zvysilo, zatimco ve vzorku E vznikl béhem skladovani a jeho koncentrace se zvysila

nepatrné. Tyramin byl nalezen ve vzorcich E, F a G. Ve vzorku F a G byl opét detekovan

po celou dobu skladovani a ve vzorku G doslo k vyznamnému zvyseni koncentrace na kon-
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ci minimalni doby trvanlivosti. Tyramin byl ve vzorku E stanoven aZ v jedenactém dnu
skladovani a mnozstvi se do konce minimalni doby trvanlivosti zvysovalo. Spermidin byl
detekovan ve vSech vzorcich této skupiny a jeho koncentrace se do konce minimalni doby
trvanlivosti nepatrné zvysila. Biogenni aminy fenyletylamin, agmatin a spermin nebyl sta-

noven v zadném vzorku této skupiny.

Obsah putrescinu a spermidinu ve vzorku D se zvysSoval a na konci minimalni doby trvan-
livosti dosahl hodnoty 6,3+0,3 mg-kg™ pro putrescin a 14,0+0,4 mg-kg™ pro spermidin.
Ve vzorku E doslo ke zvyseni vSech stanovenych biogennich amint a jejich mnozstvi
na konci minimélni doby trvanlivosti bylo u tyraminu 15,4+0,4 mg-kg™, putrescinu
2,0£0,1 mg-kg™ a spermidinu 15,3+0,7 mg-kg™. U biogennich amint ve vzorku F doslo
ke zvyseni koncentrace vSech biogennich amini a to histaminu na hodnotu
7,4+0,3 mg-kg'l, tyraminu 140,6+5,8 mg-kg'l, putrescinu 30,4+0,7 mg-kg'l, kadaverinu
3,0+0,1 mg-kg™ a spermidinu 7,7+0,4 mg-kg™. Stejny zvysujici se trend byl patrny i u bio-
gennich amint stanovenych ve vzorku G. U tohoto vzorku dosahly koncentrace na konci
minimalni doby trvanlivosti histaminu 6,0+0,1 mg-kg™, tyraminu 1069,6+9,6 mg-kg™,

putrescinu 81,2+0,5 mg-kg™, kadaverinu 10,2+0,1 mg-kg™ a spermidinu 17,1+0,5 mg-kg™.
Ve vzorku H nebyl stanoven zadny biogenni amin béhem naseho chladirenského skladova-
ni.

Tabulka 11 uvadi celkové mnozstvi biogennich aminti ve vzorcich skupiny 2.

Tabulka 11: Celkovy obsah biogennich aminii v mgkg™ v syrech s plisni uvniti hmoty
skupina 2).

Celkové mnoZstvi biogennich amina skupiny 2 (mg-kg™)
1. odbér II. odbér II1. odbér
Vzorek D 4,2 6,4 20,3
Vzorek E 1,6 7,9 32,7
Vzorek F 28,0 164,9 189,1
Vzorek G 164,5 670,4 1184,1
Vzorek H - - -

U vzorka D, E, F a G se celkové mnozstvi biogennich aminti po dobu chladirenského

skladovani zvysuje. Vyznamné zvyseni celkové koncentrace biogennich amint je patrné

u vzorku G.
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7.3 Obsah biogennich amint ve vzorcich skupiny 3

Tteti skupina obsahovala 1 vzorek dvouplisnového syra. Tento syr patii do skupiny slad-
kych syrii. Na srazeni mléka se podili koagulacni enzymy syftidla a proteolytické enzymy
mikrobialnich kultur. K vyrobé tohoto syra bylo pouzito pasterované mléko, smetana, jedla
sul, mlékaiska kultura a plisnova kultura Penicillium roqueforti a Penicillium candidum.
Syr je tvofen hermelinovou slupkou na povrchu a zelenou plisni uvnitt hmoty. Dale se vy-
znacuje chuti po zampionech a slanou pikantni chuti po uslechtilé plisni. Doba zrani u této

skupiny syra je 3 — 5 tydnu.
Obsah biogennich amind u vzorku | skupiny 3 je uveden v tabulce 12.

Tabulka 12: Obsah histaminu, tyraminu, fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, agmati-
nu, spermidinu a sperminu v douplisniovém syru (skupina 3, vzorek 1)*

vzorek I (mg-kg™)

I. odbér II. odbér I11. odbér
Histamin ND** ND** ND**
Tyramin ND** ND** ND**
Fenyletylamin ND** ND** ND**
Putrescin 1,8+0,1 4,0+0,1 5,6+0,1
Kadaverin ND** ND** ND**
Agmatin ND** ND** ND**
Spermidin ND** 1,5+0,1 12,2+0,2
Spermin ND** ND** ND**

* vysledky vyjadieny jako primér+smérodatna odchylka, n =6
** ND — nebylo detekovano

U vzorku | byl stanoven putrescin po celou dobu skladovani, obsah se zvySoval a dosahl
hodnoty 5,6+0,1 mg-kg'l. Spermidin vznikl béhem skladovani a jeho mnozstvi na konci
minimalni doby trvanlivosti mé&lo hodnotu 12,2+0,2 mg-kg™*. Histamin, tyramin, fenylety-

lamin, kadaverin, agmatin a spermin nebyl u vzorku I detekovan.

7.4 Obsah biogennich amint ve vzorcich skupiny 4

Do c¢tvrté skupiny byly zatazeny 3 vzorky syrt ementalského typu. Tyto syry patii do sku-
piny sladkych syri. Na srazeni mléka se podili koagula¢ni enzymy syfidla a proteolytické



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

enzymy mikrobialnich kultur. K vyrob¢ tohoto syra bylo pouzito pasterované mléko, sme-
tana, jedla stil, mlékatska kultura. Syr mize vytvaret oka velikosti vlagského ofechu. Dale
se vyznacuje nasladlou chuti a jeho konzistence miize byt az drobiva. Doba zrani u této

skupiny syru je 2 — 3 mésice.
Obsah biogennich amini u vzorka druhé skupiny (J — L) je uveden v tabulkach 13 a 14.

Tabulka 13: Obsah histaminu, tyraminu, fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, agmatinu,
spermidinu a sperminu v syrech ementdlského typu (skupina 4, vzorky J — K)*

Vzorek J (mg-kg™) Vzorek K (mg-kg™)

I. odbér II. odbér III. odbér I. odbér II. odbér III. odbér
Histamin ND** ND** ND** ND** ND** ND**
Tyramin 54,040,1 | 795,2+3,4 | 1015,0£20,1 | 25,2+1,1 | 869,7+14,4 | 973,5+19,5
Fenyletylamin | ND** 56,4+3,4 | 74,2+0,7 353+1,4 | 154,6+5.9 163,5+1,3
Putrescin ND** 4,4+0,2 11,2+0,1 ND** 52,6+0,4 108,9+0,7
Kadaverin ND** ND** ND** ND** 42,2+1,2 67,0+0,4
Agmatin ND** ND** ND** ND** ND** ND**
Spermidin ND** ND** ND** ND** ND** ND**
Spermin ND** ND** ND** ND** ND** ND**

* vysledky vyjadieny jako prumértsmérodatna odchylka, n =6

** ND — nebylo detekovano

Tabulka 14: Obsah histaminu, tyraminu, fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, agmati-
nu, spermidinu a sperminu v syrech ementalského typu (skupina 4, vzorek L)*

Vzorek L (mg-kg™)
L. odbér II. odbér III. odbér

Histamin ND** ND** ND**
Tyramin 365,1+8,2 984,4+43,9 991,5+19,6
Fenyletylamin ND** 113,9+6,5 140,0+1,7
Putrescin 37,4+1,32 358,4+18,0 459,8+13,0
Kadaverin ND** ND** ND**
Agmatin ND** ND** ND**
Spermidin ND** ND** ND**
Spermin ND** ND** ND**

* vysledky vyjadieny jako primért+smérodatna odchylka, n = 6

** ND — nebylo detekovano
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Histamin, agmatin, spermidin a spermin nebyly detekovany u zadného vzorku této skupiny.
Biogenni aminy tyramin, fenyletylamin a putrescin byly stanoveny ve vSech vzorcich této
skupiny. Obsah tyraminu se béhem skladovani zvySoval ve vSech vzorcich. Fenyletylamin
ve vzorcich J a L vznikl béhem skladovani a jeho obsah v obou vzorcich rostl. U vzorku
K byl stanoven jiz po zakoupeni a jeho obsah rovnéz rostl do konce minimalni doby trvan-
livosti. Putrescin byl detekovan u vzorku J a K béhem skladovani a mnozstvi se zvySovalo.
U vzorku L byl putrescin nalezen ihned po zakoupeni a koncentrace se vyznamné zvysila.

Kadaverin byl stanoven jen u vzorku K béhem skladovani a obsah vzrustal.

Obsah tyraminu ve vzorku J se zvySoval a na konci minimélni doby trvanlivosti dosahl
hodnoty 1015,0+20,1 mg-kg™. Putrescin a fenyletylamin byl detekovan az ve 40. dnu skla-
dovani a na konci minimalni doby trvanlivosti dosahly hodnoty 74,2+0,7 mg-kg™ pro feny-
laetylamin a 11.2+0,1 mg-kg™ pro putrescin. Ve vzorku K doglo ke zvyseni viech stanove-
nych biogennich aminil a jejich mnozstvi na konci minimalni doby trvanlivosti bylo u ty-
raminu 973,5£19,5 mg-kg™, fenyletylaminu 163,5+1,3 mg-kg™. Putrescin a kadaverin byly
ve vzorku Kobjeveny az v 15. dnu skladovani a dosahly turovné putrescin
108,9+0,7 mg-kg™ a kadaverin 67,0+0,4 mg-kg™. U biogennich aminti ve vzorku L doglo ke
zvyseni koncentrace viech biogennich aminti a to tyraminu 991,5+19,6 mg-kg™, putrescinu
459,8+13,0 mg-kg™?, fenyletylaminu 140,0+1,7 mg-kg™, ktery byl detekovan v 35. dnu

skladovani.

Tabulka 15 uvadi celkové mnozstvi biogennich amint ve vzorcich skupiny 4.

Tabulka 15: Celkovy obsah biogennich aminii v mgkg™ v syrech ementdlského typu (sku-
pina 4).

Celkové mnoZstvi biogennich amina skupiny 4 (mg-kg™)
I. odbér II. odbér II1. odbér
Vzorek J 54,0 856,0 1100,3
Vzorek K 60,5 1119,1 1313,0
Vzorek L 37,4 1456,7 1591,4

U vzorki J, K a L se celkové mnoZstvi biogennich amind po dobu chladirenského skla-
dovani zvySuje. Vyznamné zvySeni celkové koncentrace biogennich aminii je patrné

na konci minimalni doby trvanlivosti u vSech vzorki.
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7.5 Obsah biogennich amini ve vzorcich skupiny 5

Do péaté skupiny byly zatazeny 3 vzorky syrii zrajici pod mazem. Tyto syry patii do skupiny
sladkych syri. Na srazeni mléka se podili koagulacni enzymy syftidla a proteolytické enzy-
my mikrobidlnich kultur. K vyrobé¢ tohoto syra bylo pouzito pasterované mléko, smetana,
jedla sul, mlékatska kultura a mazova kultura tvoiena kvasinkami rodu Candida. Pro tyto
syry je typicky oranzovohnédy maz na povrchu, ktery je tvofeny Brevibacterium linens.

Je to skupina aromatickych syri. Doba zrani u této skupiny je 10-14 dni.

Obsah biogennich amint u vzorki paté skupiny (M — O) je uveden v tabulkach 16 a 17.

Tabulka 16: Obsah histaminu, tyraminu, fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, agmatinu,
spermidinu a sperminu v zrajicich syrech (skupina 5, vzorky M — N)*

Vzorek M (mg-kg™) Vzorek N (mg-kg™)

I. odbér Il. odbér I11. odbér I. odbér II. odbér I11. odbér
Histamin ND** ND** ND** 2,8+0,1 3,2+0,1 5,0+0,1
Tyramin ND** ND** ND** 167,9+£5,0 | 168,0+5,5 243,9+0,5
Fenyletylamin | ND** ND** ND** 28,9+0,1 36,1+1,5 59,7+1,3
Putrescin ND** ND** ND** 201,7+£7.2 | 227,9+7,7 272,3+10,0
Kadaverin ND** ND** ND** 630,6+21,1 | 1106,3+50,5 | 1428,4+46,8
Agmatin ND** ND** ND** ND** ND** ND**
Spermidin 2,340,2 | 7,5+0,1 | 11,0+£0,1 | 1,0+0,1 2,4+0,1 4,1+0,1
Spermin 6,0+0,1 | 8,4+0,1 | 9,9+0,1 | ND** ND** ND**

* vysledky vyjadieny jako primér+smérodatna odchylka, n =6
** ND — nebylo detekovano

Biogenni aminy tyramin, fenyletylamin, putrescin a kadaverin byly stanoveny ve vzorcich
N a O. Histamin byl detekovan pouze u vzorku N, spermidin ve vzorcich M a N a spermin
ve vzorku M. Obsah stanovenych biogennich amini se ve vSech vzorcich béhem chladiren-
ského skladovani zvySoval. Biogenni amin agmatin nebyl nalezen v Zadném vzorku této

skupiny.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

48

Tabulka 17: Obsah histaminu, tyraminu, fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, agmati-
nu, spermidinu a sperminu v zrajicich syrech (skupina 5, vzorek O)*

Vzorek O (mg-kg™)
I. odbér I1. odbér I11. odbér

Histamin ND** ND** ND**
Tyramin 34,525 66,4+1,5 77,7£2,8
Fenyletylamin 6,3+0,2 7,1+£0,2 12,1+0,2
Putrescin 7,3+0,4 12,8+0,3 15,2+0,3
Kadaverin 170,6+5,5 220,1+4,4 245,7+6,0
Agmatin ND** ND** ND**
Spermidin ND** ND** ND**
Spermin ND** ND** ND**

* vysledky vyjadieny jako primértsmérodatna odchylka, n =6

** ND — nebylo detekovano

U vzorku M byl stanoven spermidin a spermin v nizkych koncentracich, u kterych nastalo
béhem skladovani nepatrnému zvyseni. Na konci doby trvanlivosti byla jejich koncentrace
11,0+0,1 mg-kg™ spermidinu a 9,9+0,1 mg-kg™ sperminu. Ve vzorku N byl obsah tyraminu
detekovan ihned po zakoupeni, jeho mnozstvi se béhem skladovani vyznamné neménilo,
ale na konci minimalni doby trvanlivosti se zvysilo a doséhlo hodnoty 243,9+0,5 mg-kg™.
Koncentrace putrescinu, fenyletylaminu, histaminu, kadaverinu a spermidinu se béhem
skladovani zvySovala a na konci minimalni doby trvanlivosti dosdhla mnozstvi pro putres-
cin 272,3+10,0 mg-kg™?, fenyletylamin 59,7+1,3 mg-kg™, histamin 5,0+0,1 mg-kg™, kada-
verin 1428,4+46,8 a spermidin 4,1+0,5 mg-kg™. Ve vzorku O doslo ke zvyseni viech sta-
novenych biogennich aminll a jejich mnozstvi na konci minimélni doby trvanlivosti bylo
U tyraminu 77,7+2,8 mg-kg?,  fenyletylaminu  77,7+2,8 mg-kg™?,  putrescinu

15,24+0,3 mg-kg ™ a kadaverinu 245,7+6,0 mg-kg™.

Tabulka 18 uvadi celkové mnozstvi biogennich aminti ve vzorcich skupiny 5.
U vzorkli M, N a O se celkové mnoZstvi biogennich amint po dobu chladirenského skla-
dovani zvySuje. Vyznamné mnozstvi celkové koncentrace biogennich aminil je patrné

u vzorku N po celou dobu chladirenského skladovani.
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Tabulka 18: Celkovy obsah biogennich aminii v mgkg™ ve zrajicich syrech (skupina 5).

Celkové mnoZstvi biogennich amina skupiny 5 (mg-kg™)
1. odbér II. odbér III. odbér
Vzorek M 8,3 15,8 20,9
Vzorek N 1033,0 15440 2013,4
Vzorek O 170,6 220,1 2457

7.6 Obsah biogennich aminiti ve vzorcich skupiny 6

Do Sest¢ skupiny bylo zatazeno 9 trvanlivych fermentovanych masnych vyrobkl. Je
to skupiny tepeln¢ neopracovanych vyrobku a jejich trvanlivost je zajiStovana procesem
fermentace a naslednym suSenim. Jsou vyrabény ze syrového masa (vepiové, hovézi maso),
tukové tkané (kuze, sadlo). Dale se ptidava jedla sul, kofeni, mikrobialni kultury a dal$ich

piisady podle druhu vyrobku.

Obsah biogennich amind u vzorkt paté skupiny (P - Z) je uveden v tabulkach 19 — 23.

Tabulka 19: Obsah histaminu, tyraminu, fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, agmatinu,
spermidinu a sperminu v trvanlivych fermentovanych masnych vyrobcich (skupina 6, vzorky

P-Q)*

Vzorek P (mg-kg™) Vzorek Q (mg-kg™)

1. odbér II. odbér I1. odbér 1. odbér I1. odbér I1. odbér
Histamin ND** ND** ND** ND** ND** ND**
Tyramin 12,4+0,6 | 131,3+1,1 | 181,7+8,3 | 54,0+1,0 | 75,9+0,6 148,5+6,9
Fenyletylamin | 6,4+0,2 | 10,0+0,1 | 14,1+£0,6 | ND** 5,1+0,1 24,1+1,1
Putrescin ND** ND** ND** ND** ND** ND**
Kadaverin ND** ND** ND** ND** ND** ND**
Agmatin ND** ND** ND** ND** ND** ND**
Spermidin 1,1+0,1 | 2,8+0,1 3,5+0,1 1,0+0,1 2,5+0,2 3,1+0,1
Spermin 2,7+0,1 | 11,2+0,5 | 14,6+0,7 | 10,5+0,5 | 13,3+0,3 14,7+0,7

* vysledky vyjadieny jako primer+smérodatna odchylka, n =6

** ND — nebylo detekovano
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Tabulka 20: Obsah histaminu, tyraminu, fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, agmatinu,
spermidinu a sperminu v trvanlivych fermentovanych masnych vyrobcich (skupina 6, vzorky

R - S)*

Vzorek R (mg-kg™) Vzorek S (mg-kg™)

I. odbér I1. odbér 1. odbér I. odbér I1. odbér I1. odbér
Histamin ND** ND** ND** ND** ND** ND**
Tyramin ND** ND** ND** 42,3+£0,6 | 69,9+1,0 | 228,1+7,9
Fenyletylamin | ND** ND** ND** 24,7+0,3 27,5+0,2 | 42,7+1,0
Putrescin ND** ND** ND** ND** ND** ND**
Kadaverin ND** ND** ND** ND** ND** ND**
Agmatin ND** ND** ND** ND** ND** ND**
Spermidin 1,5+¢0,1 | 7,3+£0,2 10,2+0,2 | 1,1+0,0 1,8+0,2 4,8+0,2
Spermin 17,4£0,3 | 18,4+0,7 | 30,1+1,2 | 20,8+0,9 | 19,2+0,3 | 20,4+0,9

* vysledky vyjadieny jako primér+smérodatna odchylka, n =6

** ND — nebylo detekovano

Tabulka 21: Obsah histaminu, tyraminu, fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, agmatinu,
spermidinu a sperminu v trvanlivych fermentovanych masnych vyrobcich (skupina 6, vzorky

T-U)*

Vzorek T (mg-kg™) Vzorek U (mg-kg™)

1. odbér I1. odbér II1. odbér 1. odbér I1. odbér I1. odbér
Histamin 31,7+1,2 | 100,0+4,6 | 151,8+£3,5 | ND** ND** ND**
Tyramin 35,0+1,7 | 76,4+1,0 | 195,0+4,5 | 3,6+0,2 9,3+0,2 15,3+0,5
Fenyletylamin | ND** ND** ND** ND** ND** ND**
Putrescin 15,140,8 | 17,7+1,0 | 31,7+1,4 | 3,1+0,2 5,1+0,2 18,1+0,6
Kadaverin 6,3+0,4 | 11,5+0,4 | 16,8+0,2 | ND** ND** ND**
Agmatin ND** ND** ND** ND** ND** ND**
Spermidin ND** 9,0+0,5 15,7£0,1 | 0,5+0,1 1,7+£0,1 8,1+0,2
Spermin 15,540,8 | 14,5+0,3 | 17,0+£0,9 | 1,5+0,1 12,9+0,7 26,6+0,8

* vysledky vyjadieny jako primert+smeérodatna odchylka, n =6

** ND — nebylo detekovano
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Tabulka 22: Obsah histaminu, tyraminu, fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, agmati-
nu, spermidinu a sperminu v trvanlivych fermentovanych masnych vyrobcich (skupina 6,

vzorky V — X)*

Vzorek V (mg-kg™) Vzorek X (mg-kg™)
I. odbér II. odbér II1. odbér I. odbér II. odbér II1. odbér
Histamin 12,940,5 | 22,2+0,2 | 29,6+1,4 | ND* ND** ND**
Tyramin 81,0£2,5 | 81,8+1,1 |86,6+1,3 | 17,504 |33,4+0,8 | 46,4%0,5
Fenyletylamin | np» ND** ND** ND** ND** ND**
Putrescin 134,348 | 144,6£6,2 | 225,1+4,6 | ND* ND** ND**
Kadaverin ND** ND** ND** ND** ND** ND**
Agmatin ND** ND** ND** ND** ND** ND**
Spermidin 0,4£0,0 |0,7£0,0 | 4,0£0,1 |0,6£0,0 | 6,5+0,2 11,8+0,1
Spermin 11,120,6 | 19,4+0,6 | 24,7£1,1 | 10,1£0,0 | 13,0£03 | 18,1+0,4

* vysledky vyjadreny jako prumér+smérodatna odchylka, n =6

** ND — nebylo detekovano

Tabulka 23: Obsah histaminu, tyraminu, fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, agmatinu,
spermidinu a sperminu v trvanlivych fermentovanych masnych vyrobcich (skupina 6, vzorek

2)*
vzorek Z (mg-kg™)
I. odbér I1. odbér I1. odbér

Histamin 2,4+0,1 11,2+0,2 73,1+1,7
Tyramin 26,7+0,6 42,0+1,2 90,4+2,7
Fenyletylamin ND** ND** ND**
Putrescin 57,1+0,7 93,2+2,5 210,4+3,3
Kadaverin 4,1+0,1 10,9+0,4 15,0+0,2
Agmatin ND** ND** ND**
Spermidin ND** ND** ND**
Spermin ND** ND** ND**

* vysledky vyjadieny jako primér+smérodatna odchylka, n =6

** ND — nebylo detekovano

Histamin byl stanoven jen vzorku T, V a Z. Koncentrace histaminu se zvySovala béhem

skladovani ve vSech tiech vzorcich. Kadaverin vznikl ve vzorku T a Z a jeho mnozstvi mé-
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lo do konce minimalni doby stoupajici trend. Fenyletylamin byl detekovan ve vzorku P,
QasS. Ve vzorku P a S byl detekovan ihned po zakoupeni a koncentrace se do konce mi-
nimalni doby trvanlivosti zvysila, zatimco ve vzorku Q byl stanoven az béhem skladovani
a jeho mnozstvi rostlo. Putrescin byl detekovan ve vzorcich T, U, V a Z a jeho mnozstvi
se béhem skladovani zvysilo. Tyramin byl nalezen ve vzorcich P, Q, S, T, U, V a X a byl
detekovan po celou dobu skladovani. Jeho obsah se po dobu skladovani postupné zvySoval
mimo vzorek V, u kterého se obsah po celou dobu skladovani vyznamné neménila. Sper-
midin a spermin byly detekovany soubézné ve vzorcich P, Q, R, S, T, U, V a X a jejich
koncentrace se do konce minimalni doby trvanlivosti nepatrné zvysila. Agmatin nebyl sta-

noven v zadném vzorku této skupiny.

Obsah tyraminu, fenyletylaminu, sperminu a spermidinu ve vzorku P se zvySoval a na kon-
ci minimalni doby trvanlivosti dosahl hodnoty 181,7+8,3 mg-kg™ pro tyramin, 14,1+0,6
mg-kg™ pro fenyletylamin, 14,6+0,7 mg-kg™ pro spermin a 3,5+0,1 mg-kg™ pro spermidin.
Ve vzorku Q doslo ke zvySeni vSech stanovenych biogennich amind a jejich mnozstvi
na konci minimalni doby trvanlivosti bylo u tyraminu 148,5+6,9 mg-kg™, fenyletylaminu
24,1+1,1 mg-kg™, ktery vznikl az po 14. dnech skladovani, spermidinu 3,1+0,1 mg-kg™
a sperminu 14,7+0,7 mg-kg™. Ve vzorku R byl stanoven spermin a sperimidin, jejich obsah
se zvySoval a na konci minimalni doby trvanlivosti dosahl 10,2+0,2 mg-kg™ pro spermidin
a 30,1+1,2 mg-kg™ pro spermin. Ve vzorku S doglo ke zvyseni viech stanovenych biogen-
nich amind a jejich mnozstvi na konci minimalni doby trvanlivosti bylo u tyraminu
228,1+7,9 mg-kg™?, fenyletylaminu 42,7+1,0 mg-kg™, spermidinu 4,8+0,2 mg-kg™ a sper-
minu 20,4+0,9 mg-kg™. U biogennich amini ve vzorku T doglo ke zvy3eni koncentrace
viech biogennich aminii a to histaminu na hodnotu 151,8+3,5 mg-kg™, tyraminu
195,0+4,5 mg-kg™, putrescinu 31,7+1,4 mg-kg™, kadaverinu 16,8+0,2 mg-kg™, sperminu
17,0+0,9 mg-kg™ a jeho koncentrace se béhem skladovani vyznamné nelisila a spermidinu
15,7+0,1 mg-kg'l. Spermidin byl ve vzorku T stanoven po 30 dnech skladovani. Biogenni
aminy ve vzorku U dosahly na konci minimalni doby trvanlivosti urovné pro tyramin
15,3+0,5 mg-kg™®, pro putrescin 18,1+0,6 mg-kg?, 8,1+0,2 mg-kg" pro spermidin
a26,6+0,8 mg-kg™ pro spermin. Obsah tyraminu ve vzorku V se po celou dobu skladovani
vyznamné neménil a dosahoval hodnoty 86,6+1,3 mg-kg™. Ve vzorku V byl déle stanoven

histamin, putrescin, spermidin a spermin a dosahly koncentrace na konci minimalni doby
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trvanlivosti  histaminu  29,6+1,4 mg-kg™, putrescinu  225,1+4,6 mg-kg™, sperminu
24,7+1,1 mg-kg™ a spermidinu 4,0+0,1 mg-kg™. Ve vzorku X doslo ke zvyseni viech sta-
novenych biogennich aminti a jejich mnozstvi na konci minimalni doby trvanlivosti bylo
u tyraminu 46,4+0,5 mg-kg™, spermidinu 11,8+0,1 mg-kga speminu 18,1+0,4 mg-kg™.
U biogennich amint ve vzorku Z doslo ke zvySeni koncentrace vsech biogennich aminii
a to histaminu 73,1+1,7 mg-kg'l, tyraminu 90,4+2,7 mg-kg'l, putrescinu 210,4+3,3 mg-kg'1
a kadaverinu 15,0+0,2 mg-kg™.

Tabulka 24 uvadi celkové mnozstvi biogennich aminti ve vzorcich skupiny 6.

Tabulka 24: Celkovy obsah biogennich aminii v mgkg™ v trvanlivich fermentovanych
masnych vyrobcich (skupina 6).

Celkové mnoZstvi biogennich amina skupiny 6 (mg-kg™)
1. odbér II. odbér II1. odbér

Vzorek P 22,7 155,3 2140
Vzorek Q 65,5 96,8 190,5
Vzorek R 18,9 25,7 40,3

Vzorek S 88,8 118,4 296,0
Vzorek T 103,7 229,1 428,0
Vzorek U 8,7 29,0 68,0

Vzorek V 239,7 268,7 370,0
Vzorek X 28,1 52,9 76,4

Vzorek Z 90,4 157,2 388,9

U vsech vzorkl této skupiny se celkovy obsah stanovenych biogennich amint po dobu

chladirenského skladovani zvySoval.

7.7 Souhrnna diskuze
V této praci byla pomoci iontové-vyménné chromatografie sledovana zména koncentrace
biogennich amint u vzorkl zivocisného ptivodu pfi chladirenském skladovani.

Z predlozenych 24 vzorkt nebyly biogenni aminy stanoveny pouze u jednoho vzorku H
syra s plisni uvniti hmoty. Tento vzorek byl zafazen do skupiny 2 a skladovan 7 dnt.

V ostatnich vzorcich byly biogenni aminy béhem skladovani detekovany a jejich celkovy
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obsah se béhem skladovani zvySoval. Z vysledku bylo zpozorovano, ze délka skladovani
vyznamn¢ ovliviiuje obsah biogennich aminti v daném vzorku, tuto skute¢nost uvadi fada

autorti ve svych pracich [62,87].

Biogenni aminy mohou mit ve vyssich koncentracih toxicky ucinek na lidsky organizmus.
Nejvice prostudovany jsou negativni reakce na lidsky organizmus pro histamin a tyramin.
Je uvadéno, Ze mnozstvi 40-100 mg-kg™ vyvolava mirné otravy a za toxické limity je po-
vazovéana hodnota v&tsi nez 100 mg-kg™ [55,65]. Vyssi koncentrace histaminu byla stano-
vena u dvou vzorkl fermentovanych masnych vyrobka Z a T. Ve vzorku Z dosahl stanove-
ny obsah histaminu na konci minimalni doby trvanlivosti mnozstvi nad 70 mg-kg™, toto
mnozstvi jiz podle Ancin-Azpilicueta et al. [55] a Onal [65] miize vyvolat mirné otravy.
Ve vzorku T doséhl histamin Grovng vyssi nez 150 mg-kg™ a tato hodnota je povazovana
za toxickou. Konzumace téchto potravin ve vét§sim mnozstvi miize znamenat potencidlni
zdravotni riziko. Vyssi obsah tyraminu byl zaznamenan u dvou vzorkt syra s plisni uvnitf
hmoty (F, G), u tii vzorkl syra ementalského typu (J, K, L), jednoho vzorku syra zrajici
pod mazem (N) a u ¢ty vzorkll fermentovanych masnych vyrobku (Q, P, T, S). U vzorki
F-T bylo mnoZstvi tyraminu nad 100 mg-kg™, u vzorki S a N nad 200 mg-kg™, u vzorki
Ka L nad 900 mg-kg™" a u vzorkéi J a G doséhly hodnoty nad 1000 mg-kg™.Vzhledem
k tomu, 7e néktefi autofi pokladaji za toxické jiz hodnoty tyraminu nad 100 mg-kg™
[4,62,76], mohly by tyto vzorky ptedstavovat zdravotni riziko pro spotiebitele. U vzorki
G, J, K, L a N byl vyznamn¢ vyssi celkovy obsah biogennich aminti, ktery u vzorku G (syr
s plini uvnité hmoty) dosahl 1069 mg-kg™, vzorku J (syr ementalského typu) 1100 mg-kg™,
vzorku K (syr ementalského typu) 1313 mg-kg?, vzorku L (syr ementélského typu)
1594 mg-kg™ a vzorku N (syr zrajici pod mazem) 2013 mg-kg™. Vzhledem k tomu, Ze né-
ktefi autofi pokladdaji za toxické hodnoty celkového mnozstvi biogennich amint

v potravinach 900 mg-kg'mohly by predstavovat zdravotni riziko pro spotiebitele [55].

U nékterych fermentovanych potravin (syry s plisni na povrchu, s plisni uvnitf tésta, zrajici
syry pod mazem) doporucuje vyrobce ke konzumaci poddvat alkoholické napoje (napf.
¢ervena vina nebo pivo). Takovato doporuceni v§ak mohou byt kontraproduktivni, nebot’
alkohol (etanol) patii mezi slouceniny, které také omezuji aktivitu enzymatického systému
odbourdvajiciho piijaté biogenni aminy. Navic fada alkoholickych népoji obsahuje také

vyznamna mnozstvi téchto sloucenin [4,54].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

Dale se mohou tyto skupiny potravin vyuzivat jako piisady pro studenou i teplou kuchyni.
Jsou vyuzivany pro smazeni, peceni, nakladani do riznych laki a grilovani. Paulsen et al.
[88] uvadi, ze zadny tento proces nezajist'uje snizeni obsahu biogennich amint a polyami-
nd. Nakladanim do kofeni a kofenicich smési mize dojit ke snizeni obsahu biogennich
amint, protoze néktera kofeni a kofenici smési maji inhibi¢ni ucinky vac¢i mikroorgani-
zmum a tudiZ mohou omezit syntézu biogennich amint [59-60].

V této praci byly biogenni aminy stanoveny v Sesti skupinach vzorkt. Nejnizsi koncentrace
biogennich amint byla zjisténa u skupiny syra s plisni na povrchu. U této skupiny dosahly
hodnoty niz$i nez 10 mg-kg™ u dvou vzorkd, jeden vzorek doséhl hodnot nad 100 mg-kg™.
Mayer et al. [72] prezentuje hodnoty vyssi u celkového obsahu biogennich amint. Nejvyssi
koncentrace biogennich amint byly stanoveny u syrti ementalského typu. U téchto vzorku
hodnoty celkového mnoZstvi biogennich amini dosahovaly hodnot nad 1000 mg-kg™.
Standarova et al. [89] ve své praci uvadi srovnatelné hodnoty, zatimco Mayer et al. [72]
stanovil obdobné hodnoty pouze u dvou vzorkt ze skupiny 14 analyzovanych vzorka syrt
ementalského typu, ostatni vzorky dosahovaly hodnoty desetkrat nizs§i. Skupina zrajicich
syri pod mazem je ruznoroda. V této praci byla vyssi hodnota zaznamenana pouze u jed-
noho vzorku, u kterého hodnota piesdhla hodnotu 2000 mg-kg™. Mayer et al. [72] uvadi
hodnoty niz$i. I u vzorki skupiny syra s plisni uvnitf hmoty byl obsah biogennich amini
v odli$ném intervalu. Stejna data prezentuje Komprda et al. [90], Standarova et al. [89]
a Mayer et al. [72]. Celkovy obsah biogennich amint ve tiech vzorcich skupiny 6 (skupiny
fermentovanych masnych vyrobka) dosahl v této praci vyssich hodnot, nez uvadi Komprda
et al. [91] a Suzzi et al. [92] a tti vzorky dosahly vyznamné niz$ich hodnot, nez tito autofi

uvadgji.

Pivod stanovenych biogennich aminii mize byt ze starterovych a nonstarterovych mikro-
organizmu. Pfitomny histamin a kadaverin mize slouzit jako indikator hygieny pii vyrobé
[49,51]. Putrescin je pfirozenou slozkou cerstvého mléka nebo masa a muze prechazet
do findlnich vyrobkt [36]. Dale mize vznikat dekarboxylaci aminokyselin L-argininu a
L - ornitinu [15-17,26-29]. Pii vyrobé syru bylo pouzito mléko pasterované, v takto upra-
veném mléce se vsak mohou vyskytovat termofilni mikroorganizmy naptiklad rodu Ente-
robacteriaceae. Tato skupina mikroorganizmu muze byt producentem biogennich amint,

a proto mize byt plivod stanoveného putrescinu z nonstarterovych mikroorganizmii [93-
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97]. I ve fermentovanych masnych vyrobcich miize byt piivod putrescinu zptisobeny rody
mikroorganizma Enterobacteriaceae, Micrococcaceae a dalsi jako nonstarterové kultury
nebo starterovymi mikroorganizmy (bakterie mlééného kvaseni) [92]. Spermin a spermidin
jsou prirozenou slozkou bun€k a ¢innosti mikroorganizmt nevznikaji [24,29]. Plvod sta-
noveného tyraminu miize byt ze zvySené¢ho obsahu kontaminujicich mikroorganizmt ente-
rokokt s pozitivni tyrosin-dekarboxyldzovou aktivitou [76,97]. Tyramin muze byt produ-
kovan laktobacily ze starterovych kultur [97], protoze starterové kultury podléhaji kontrole,

je predpoklad, ze stanoveny tyramin je produkovan kontaminujicimi mikroorganizmy.

Rada spotiebitelis mize patfit k rizikové skupiné z hlediska piijmu biogennich aminti, ne-
bot’ uzivaji 1éky inhibujici aktivitu aminooxidaz. Pro tuto skupinu konzumenti muze byt
podle Santos-Silla [3], Komprda et al. [59] toxické jiz davka 6 mg-kg™. Tento limit byl
prekrocen prakticky ve vSech vzorcich (mino vzorek H), coz je mozné povazovat za zavaz-

né zjisténi.
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ZAVER

Diplomova prace byla zaméfena na stanoveni biogennich amint ve fermentovanych potra-
vinach zivocisného ptivodu ziskanych v bézné obchodni siti.

Ukolem této prace bylo sledovat zmény obsahu biogennich aminti pomoci iontové-
vyménné kapalinové chromatografie. Cilem tohoto experimentu bylo zjistit jaky vliv ma

délka skladovani pii teploté 6+2°C na zméné obsahu biogennich aminti ve fermentovanych

potravinach zivocisného ptuvodu.
Byly zjistény nasledujici vysledky:

» Piitomnost biogennich amint byla zjisténa v téméf vSech studovanych aminy fer-

mentovanych potravinach zivo¢isné¢ho ptvodu,

» Mohou vznikat ptisobenim ptitomnych mikroorganizmui, které mohou byt soucasti

starterovych a non-starterovych kultur nebo kontaminujici mikroflory,
» Koncentrace biogennich amini se béhem skladovani zvysuje,

» Obsah biogennich aminti na konci doby minimalni trvanlivosti, resp. pouzitelnosti

muze dosahovat hodnot, které jiz mohou zplisobit zdravotni komplikace,

» Studované potraviny mohou za urcitych okolnosti piedstavovat riziko pro konzu-

menty, u kterych je inhibovana aktivita aminooxidaz.

Zaveérem lze fici, ze délka skladovani vyznamné ovliviiuje koncentraci biogennich amint
ve fermentovanych potravinach ZivociSného piivodu. Pro vyrobu téchto potravin by mély
byt pouzity starterové kultury jejichZz mikroorganizmy nevykazuji pozitivni dekarboxylazo-

vou aktivitu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

HNMT histamin-N-metyltransferaza
MAO monoaminooxiddza

ALDH aldehydehydrogenaza

DAO diaminooxidédza

ADC arginindekarboxylaza

OoDC ornitindekarboxylaza

NCPAH N-karbamoylputrescinaminodehydrolaza

SAM S-adenosylmetionin

SAMdc SAM-dekarboxylaza

AlH agmatiniminohydroldza

ATP adenosintrifosfat

SSAT spermin/spermidin-N-acetyltransferaza
PO polyaminooxidazy

FAD flavindinukleotid

GABA kyselina y-aminomaselna

DNA deoxyribonukleova kyselina

RNA ribonukleova kyselina

tRNA transferova ribonukleova kyselina
HPLC vysoce ucinna kapalinova chromatografie
PCR polymerazova fetézova reakce

LC kapalinova chromatografie

GC plynové chromatorgrafie

TLC tenkovrstva chromatografie

CE kapilarni elektroforéza
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UHPLC

IEC

ELISA

RP-HPLC

HPTLC

FID

MC

ECD

AFID

SDS

LEDIF

HPCE

utra vysoce ucinnd kapalinova chromatografie
iontové-vymeénna kapalinova chromatografie
imunoenzymaticka metoda

chromatografie s reverznimi fazemi

vysoce ucinna tenkovrstva chromatografie
plamenovy ioniza¢ni detektor

hmotnostni spektrometr

detektor elektronového zachytu

plamenovy ioniza¢ni detektor s alkalickym kovem
dodecylsulfat sodny

kapilarni chromatografie s fluorescen¢nim detektorem

vysokotlaka kapilarni elektroforéza
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