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ABSTRAKT

Tato bakalarskd price je zaméfena na biogennimi aminy ve fermentovanych
mlécénych vyrobcich, zejména v syrech. Biogenni aminy jsou nizkomolekularni dusikaté
baze vznikajici zejména dekarboxylaci volnych aminokyselin ptisobenim bakteridlnich
dekarboxyla¢nich enzymt. Nejvyznamng&jsi bakterie tvofici biogenni aminy v syrech
jsou soucasti kontaminujici mikrofléry (napt. Enterococcus) i startovacich kultur (napf.
Lactobacillus). V syrech se nejvice vyskytuje histamin, tyramin, kadaverin, putrescin.

Déle jsou v praci popsdny ucinky, faktory ovliviujici vyskyt a metody stanoveni.

Kli¢ova slova: biogenni aminy, zrajici syry, histamin, tyramin

ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on biogenic amines in fermented dairy products,
particularly in cheeses. Biogenic amines are low molecular weight nitrogenous base
formed mainly by decarboxylation of free amino acids by treatment with bacterial de-
carboxylation enzymes. The most important bacteria forming biogenic amines in cheese
are part of contaminating microflora (e.g. Enterococcus) and starter cultures (e.g. Lac-
tobacillus). The cheeses are most prone to histamine, tyramine, cadaverine, putrescine.
Furthermore, the work described effects, factors affecting the incidence and methods of

determination.

Keywords: biogenic amines, ripened cheese, histamine, tyramin
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1 UVOD

Téma bakalarské prace Biogenni aminy ve fermentovanych mlécénych vyrobcich
se zabyva popisem biogennich amind, jejich vyskytem a faktory ovliviiujici vyskyt,
vyznamnymi Uc¢inky, mikroorganismy podilejicimi se na jejich tvorbé a samotnym
stanovenim.

Biogenni aminy jsou velice vyznamnéd chemicka nebezpeci z hlediska hygieny
potravin. Vznikaji mikrobidlni ¢innosti a jsou pfirozenou slozkou témét vSech potravin.
Maji mnoho prospé$nych fyziologickych funkci. Jsou napt. zdrojem dusiku v rtiznych
biochemickych reakcich, slouzi jako prekurzory hormont, nukleovych kyselin nebo
proteinti, nékteré maji vyznam pii regulaci bunécného rustu. Na druhou stranu maji i
toxické ucinky. Z hlediska toxickych ucinkll je nejvyznamngjsi histamin, tyramin a
fenylethylamin. Obecné se projevuji jako latky psychoaktivni, kdy piisobi na centrdlni
nervovy systém a vasoaktivni, kdy ptisobi na cévni systém. Biogenni aminy maji i
hygienicky vyznam. SlouZi jako indikétory stupné¢ kazeni potravin.

Jejich obsah je ovlivnén mnoha faktory, z nichZ nejdilezitéjsi je dostupnost sub-
stratu, teplota, pH, pfitomnost soli, pfistupnost kysliku, doba skladovadni vyrobku, tro-
ven hygieny, pfitomnost startovaci kultury s dekarboxyldzovou aktivitou.

Clovék ma vyvinut detoxifikaéni mechanismus v podobé enzymti aminooxidéz,
které oxiduji aminy, a tim je odbourdvaji. Tyto mechanismy jsou u kazdého jedince
jinak dspésné. Jsou nedostate¢né u alergikil, pacientll uzivajicich 1éky s inhibitory téchto
enzymt, pii nadbytku amina v potrave.

Mikroorganismy, které se podileji na tvorbé biogennich amini mohou byt sou-
¢asti kontaminujici mikrofléry nebo startovacich kultur. Proti ptsobeni kontaminujici
mikroflory se zavadéji hygienickd opatfeni. Startovaci kultury se kontroluji na dekarbo-
xyldzovou aktivitu a na vyrobu fermentovanych vyrobkil se vybiraji ty kultury, které
dekarboxyldzovou aktivitu nemaji.

Stanoveni biogennich amint je analyticky ndro¢né vzhledem k vysokym poZa-
davkim na citlivost a pfesnost. K nejpouzivanéj$im metodam patii vysokoucinnd kapa-

linovéa chromatografie. Souc¢asti analytickych metod byvaji i mikrobiologické analyzy.



2 CIL PRACE

Cilem této bakalarské prace bylo popsat vznik biogennich amini, jejich vyskyt v
potravindch a nevyznamngj$i faktory. Dale zabyvat se ucinky jak fyziologickymi, tak
toxickymi. V neposledni tfadé¢ podrobnéji popsat biogenni aminy nachézejici se
v syrech, popsat metody jejich stanoveni a zabyvat se toxickymi ddvkami a legislativ-

nimi limity.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Charakteristika biogennich aminu

Biogenni aminy (BA) jsou nizkomolekularni bazické dusikaté latky, které vzni-
kaji v potravinach a potravinovych surovindch nejcastéji dekarboxylaci aminokyselin
(obrazek ¢. 1) pusobenim bakteridlnich dekarboxyla¢nich enzyma (Komprda, 2004).
Substratem téchto mikrobidlnich enzymt jsou volné aminokyseliny, které se vytvoii
proteolyzou (Toldrd, 2007). Z pohledu obecné hygieny potravin fadime BA mezi che-
mickd nebezpeci (latky vznikajici mikrobidlni ¢innosti — latky pfirozené se vyskytujici;

Komprda, 2004).

COOH
R ——= R NH,,
. co, T
2
aminokyselina amin

Obrazek ¢. 1: Dekarboxylace aminokyselin (upraveno dle Velisek a Hajslovd, 2009a)

BA se nazyvaji biogenni, protoZe jsou to biologicky aktivni slouc¢eniny odvoze-
né od aromatickych, heterocyklickych a bazickych aminokyselin. RozliSujeme endo-
genni a exogenni BA.

Endogenni BA jsou pfirozenou sloZkou prakticky vSech potravin, jsou produkty
metabolismu a nachdzi se v nizkych koncentracich (VeliSek a HajSlova, 2009a). Jsou
prenaseny lokdlné nebo krevnim systémem (VeliSek a Cejpek, 2008). Vznikaji pomoci
endogennich dekarboxyldzovych enzymu, které jsou pfirozené piitomné v potraviné
(Flick a Ankenman Granata, 2005).

Exogenni BA vznikaji v potravinidch v disledku mikrobidlni kontaminace a pfi
fermentaci (VeliSek a HajSlova, 2009a). Piimo se absorbuji z potravy ve stfevech (Veli-
Sek a Cejpek, 2008). Vznikaji pomoci exogennich dekarboxyldzovych enzymu, které
jsou produkovédny mikroflérou potraviny. Vznik BA endogenni cestou je zanedbatelny

ve srovnani s exogenni cestou (Flick a Ankenman Granata, 2005).
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3.1.1 Chemicka struktura biogennich amini

Podle chemické struktury (obrazek ¢. 2) se alimentarn¢ vyznamné BA dé€li na:
e Alifatické — kadaverin (CAD), putrescin (PUT), spermidin (SPD), spermin
(SPM), agmatin (AGM)
e Aromatické — tyramin (TYR), fenylethylamin (PEA)
e Heterocyklické — histamin (HIS), tryptamin (TRY; Komprda, 2004)

PUT, SPD, SPM, AGM jsou v jiném thlu pohledu také oznacovany jako polya-
miny (PA; Komprda, 2004). PUT a CAD jsou diaminy, ale z téchto dvou diaminti je
jako polyamin z biologického hlediska oznacovan jenom PUT, protoze je pfimym me-
ziproduktem syntézy spermidinu a sperminu (Komprda, 2005). PA jsou odli$na skupina

vzhledem k biochemickym a toxikologickym diivodiim (Komprda a Dohnal, 2010).

NH NH,
) T NH
7 o o
NH

histamin tryptamin tyramin
O/v -
H,N NH H)N
20N o NN g
.
fenylethylamin kadaverin putrescin

NH )
| UL HN
)\\ NH HN . K
H.-’N N/\/\/ 2 Hzl\ NH.-,
2 H NH, W\/H\A 2
2 N

agmatin spermidin spermin

Obrdzek ¢. 2: Chemickd struktura BA (upraveno dle Velisek a Hajslovd, 2009b)
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3.1.2 Vznik biogennich amini

Zékladni podminky vzniku BA:
® (Obsah aminokyselin v substratu
¢ (Obsah mikroorganismil, které jsou vybavené dekarboxyldzovou aktivitou

¢ Vhodné podminky pro riist a mnoZeni mikroorganismti (Komprda, 2004)

vvvvvv

e Histidin — HIS

e Tyrosin — TYR

e Tryptofan — TRY

e Lysin —» CAD

¢ Ornitin — PUT, SPD, SPM (Komprda, 2004)

HIS wvznikd zhistidinu pomoci histidindekarboxyldzy. PEA  vznikd
z fenylalaninu pomoci fenylalanindekarboxyldzy. TYR vznikd z tyrosinu pomoci tyro-
sindekarboxyldzy. TRY vznikd z tryptofanu pomoci dekarboxyldzy aromatickych ami-
nokyselin (tryptofandekarboxyldza). Dopamin vznikd z 3,4-dihydroxyalaninu (DOPA)
také pomoci dekarboxyldzy aromatickych aminokyselin (dopadekarboxyldza). CAD
vznikd z lysinu pomoci lysindekarboxyldzy (VeliSek a HajSlova, 2009b). PUT miiZe byt
vytvoten bud’ piimo z ornitinu pomoci ornitindekarboxyldzy, nebo nepfimo z argininu
pomoci arginindekarboxyldzy. Nepiimou cestou vznika z argininu AGM, ktery je pak
transformovan do PUT puasobenim agmatindzy (VeliSek a Cejpek, 2008). Ornitin se
tvofi z argininu pomoci argindzy (VeliSek a HajSlova, 2009b). SPD a SPM vznikaji
z PUT (Velisek a Cejpek, 2008). Biosyntézu SPD a SPM (obrazek ¢. 3) katalyzuje
spermidinsyntdza a sperminsyntdza za ucasti S-adenosyl-L-methioninu (SAM). Dekar-
boxylaci SAM vznika S-adenosyl-L-methioninamid (dSAM), ktery poskytuje trimethy-
lenaminovy zbytek pro biosyntézu a vznikd S-methyl-5"-thioadenosin (MTA; VeliSek a

Hajslova, 2009b).
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Obrdzek ¢. 3: Biosyntéza SPD a SPM (upraveno dle Velisek a Hajslovd, 2009b)

3.1.3 Vyskyt biogennich amint

Biogenni aminy mliiZeme najit témét ve vSech potravinich jako bézné produkty
metabolickych procest (VelisSek a Cejpek, 2008). VéEtsi vyskyt lze predpokladat ve
fermentovanych potravinach, protoZze vétSinou vznikaji plisobenim bakteridlnich dekar-

boxylaz.

Z hlediska vyskytu BA potraviny délime:
¢ Fermentované

e Nefermentované (Komprda, 2004)

3.1.3.1 Nefermentované potraviny

V nefermentovanych potravinich vznikaji BA pfedevsim diky hnilobnym bakte-
rifm (Kala¢ a Kftizek, 2005).

Mezi nefermentovanymi potravinami je nejvetsi vyskyt u ryb, predevsim u mak-
relovitych (Komprda, 2004). Obsahuji predev§im HIS, AGM, TYR, TRY (Velisek a
Cejpek, 2008). Primérny obsah HIS ve svaloving ryb je asi 1 — 15 mg/100 g, ve Spatné

skladovaném produktu se mize hodnota zvysit az na 100 mg/kg. Takovy produkt je
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znacné toxicky a otravu timto produktem nazyvdme skombrotoxicitu (Komprda, 2004).
V zemich s vysokou konzumaci moiskych ryb je otrava HIS nejbéZngjSi otravou
z potravin (Ktizek a Kala¢, 1998).

Vyskyt malych mnozstvi (kolem 1 mg/100 g) Ize ptfedpoklddat také v mase,
mléce, nckteré zeleniné (rajCata) a ovoci i ovocnych St'avach, ¢okoladé a houbach

(Komprda, 2004). V ¢okolad¢ se vyskytuje predevSim PEA (VeliSek a Cejpek, 2008).

3.1.3.2 Fermentované potraviny

Ve fermentovanych potravinach vznikaji BA predevs$im diky bakteriim mlécné-
ho kvasSeni (Kala¢ a Kiizek, 2005).

Syry. Jsou druhou nejduilezitejsi skupinou potravin z hlediska vysokého vyskytu
toxikologicky vyznamnych BA. Zrajici syry mohou obsahovat stovky aZ tisice mg
celkovych BA/100 g (pfedev§sim TYR, PUT, CAD, HIS; Komprda, 2005).

Fermentované masné vyrobky. V téchto vyrobcich byva celkovy obsah BA
jednotky az desitky mg/100 g. Kvantitativné nejvyznamnéj$i BA byva TYR. Obsah
ovliviuji nasledujici faktory: zachazeni se surovinami, vybér startovaci kultury, metody
zpracovani daného vyrobku (Komprda, 2005) (fermentace bez ptidavku cukru, aditivni
latky; Komprda, 2004 nebo primeér salamu — ¢im vyS$i primér, tim vyssi obsah BA;
Bover-Cid et al., 1999), teplota zrani a skladovani, doba zrani a skladovani (obsah BA
nartistd s dobou zréani i skladovani; Komprda, 2004).

Fermentované napoje. Zde vznikaji BA aZz v prub¢hu fermentace, protoZe
obsah ve vychozich surovindch je nizky. V evropskych pivech se celkovy obsah BA
pohybuje v jednotkdch az desitkdch mg/l (Komprda, 2004). V alkoholickych napojich
se nejcastéji vyskytuje HIS, TYR, TRY, PEA; konkrétn¢ vino obsahuje TYR, HIS, PEA
(Velisek a Cejpek, 2008).

Fermentované zeleniny. U nds je relativné nejrizikovéjsi potravinou kysané
zeli, zvlasté spontdnné fermentované, které muze obsahovat desitky mg BA/100 g
(Komprda, 2004). V zeli se nejcastéji vyskytuje HIS, TYR, PEA (Velisek a Cejpek,
2008).
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3.1.4 Obecné faktory ovliviiujici vyskyt biogennich amini

Znacné kolisani obsahti BA je charakteristické v zavislosti na riznych faktorech

(Velisek a Hajslova, 2009b).

vvvvvv

tim vyskyt samotnych BA:
¢ Dostupnost substritu
e Teplota
e pH
¢ Pfitomnost soli
e Piistupnost kysliku
¢ Doba skladovéani vyrobku
e Hygiena
e Startovaci kultury (Komprda, 2004)

Aktivita mikrobidlnich dekarboxyla¢nich enzymt je ovlivnéna obsahem volnych
aminokyselin a cukrt v substratu. Optimdlni koncentrace glukosy je 0,5 — 2 %. Teplota
vyrazné ovliviiuje vznik BA. Napi. HIS se tvoii fadové méné pii 5 °C nez pii 20 °C.
Optimélni pH pro mikroorganismy s dekarboxyldzovou aktivitou je 4 — 5,5. Sul obecné
inhibuje tvorbu BA, ale HIS nebo TYR muze plsobit na nékteré bakterie osmoprotek-
tivne, coZ zpusobi zvySeni tvorby BA v pfitomnosti NaCl. Pfistup ke kysliku je nejed-
noznacny faktor, protoZe na tvorbé BA se podili bakterie jak aerobni, tak anaerobni a
fakultativné anaerobni. Jednoznacny faktor je doba skladovdni vyrobku, kdy s delsi
dobou skladovani se obsah BA v potraviné zvySuje. Obsah BA je vyrazné ovlivnén
hygienickym ziskdvdnim surovin a jejich zpracovanim. Pfi vyrobé fermentovanych
potravin se musi vybirat startovaci kultury bez dekarboxyldzové aktivity (Komprda,

2004).

15



3.1.5 Prevence rizik z biogennich amint

Prevenci rizik 1ze shrnout v nésledujicich doporucenich:
® Hygienické zachazeni a skladovani se surovinami a findlnimi vyrobky
e Spravny vybér startovacich kultur bez dekarboxyldzové aktivity
¢ Krat$i doba fermentace
¢ Doporuceni pro rizikové skupiny konzumentti

e Zavedeni hygienickych limiti (Komprda, 2005)

Mezi rizikové skupiny konzumentl patii alergici a pacienti uZivajici 1éky
s inhibitory monooxiddz (Komprda, 2005). Odstranéni jiz jednou vzniklych BA
z potraviny je velmi obtizné. K ¢aste¢nému snizeni mtuze dochézet v tepelné opracova-
nych vyrobcich (Velisek a HajSlova, 2009b). Histamin neni ni¢en vafenim (Moy, 2009).
Nékteré bakterie jsou naopak schopny vytvoiené BA ve skladované potraviné rozkladat.
Mezi takové patii Pseudomonas ssp., Serratia mercescens, Sarcina lutea (Komprda,

2004).

3.2 Vyznam biogennich amini

3.2.1 Fyziologicky vyznam biogennich aminu

Nékteré BA maji vyznamné fyziologické funkce v organismu Zivocicht a lidi.
Byvaji zdrojem dusiku v riiznych biochemickych reakcich, slouzi jako prekurzory
hormont, nukleovych kyselin nebo proteinti, mohou spoluvytvédfet aroma vysledného
produktu (Komprda, 2004). HIS se napf. ucastni imunologickych reakci organismu
(Velisek a Hajslova, 2009a). Dale ma HIS regulujici fyziologickou funkci a ptisobi jako
neurotransmitér tkdnovych hormont (Velisek a Cejpek, 2008).

PA maji vyznam pfi regulaci bunéného ristu, hlavné pfi diferenciaci a ristu
bunék stievni tkdné¢ a v rdmci metabolické aktivity stfeva (Komprda, 2004). Jejich
zvySeny piijem je Zadouci pfi hojeni ran, popélenin, ale nezddouci u osob
s onkologickym onemocnénim (VeliSek a Hajslova, 2009b). Spoluptsobi pii vychyta-

vani volnych radikdli (Komprda, 2005). V lidském téle se PA nachdzi ze 3 zdroju:
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vzniklé vlastni biosyntézou z aminokyselin, produkované strevnimi bakteriemi, pfijaté
potravou (Kala¢ a Ktizek, 2005).

Svou strukturou patii mezi BA také katecholaminy adrenalin, noradrenalin
(Komprda, 2004) a dopamin (Velisek a Cejpek, 2008). Katecholaminy vznikaji z PEA
(Velisek a Hajslovd, 2009a). Hydroxylaci dopaminu pomoci dopamin-f3-
monooxygenazy vznika noradrenalin, ktery se methyluje na adrenalin pomoci noradre-
nalin-N-methyltransferdzy. Priibéh biosyntézy (obrdzek €. 4) zdvisi na dostupnosti
enzymt, které se podileji na premén¢ PEA a meziprodukti na uvadéné katecholaminy.
Katecholaminy jsou hormony, které se produkuji v nadledvinich v stresovych situacich
(psychicky stres, nizka hladina cukru v krvi, apod.; VeliSek a Cejpek, 2008). Noadrena-
lin je medidtorem v rdmci sympatického nervového systému. Adrenalin je dulezitym
hormonem dfené nadledvin. M4 tucinek na hladkou svalovinu krevnich cév: dilatace
v kosterni svaloving, konstrikce ve stfevé (Komprda, 2004). Celkové¢ prevlada u adrena-
linu uc¢inek vazodilatacni, u noradrenalinu vazokonstrikéni (Komprda, 2005). Adrenalin
mé za nésledek zvySeni srde¢ni funkce a zvySeni hladiny krevni glukosy (Komprda,

2004).

fenylethylamin .
A tyramin

dekarboxylace
’ dekarboxylace

COOH COOH
O)ddﬂCC Qxidace HD CODH
1\—1-[2 = NH, %’ NH
HO = HO 2
L-fenylalanin L-tyrosin

3.4-dihvdroxy-L-fenylalanin

\Ldekarboxylace
OH OH
HO HO HO
methylace .
NH NH S
HO - HO 2 HO NHQ

H,C

L-adrenalin L-noradrenalin dopamin

Obrdzek ¢. 4: Biosyntéza katecholaminu (upraveno dle Velisek a Hajslovd, 2009b)
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3.2.2 Toxikologicky vyznam biogennich amini

BA mohou byt prekurzory karcinogennich N-nitrososloucenin. PredevsSim
sekundarni aminy (R-NH-R; Komprda, 2004), jako napiiklad PUT a CAD (Flick a
Ankenman Granata, 2005), vytvafeji stabilni a tedy nebezpecné produkty, na rozdil od
primdrnich aminti (R-NH;; Komprda, 2004).

Vyraznéjsi neptiznivé tcinky na organismus maji HIS, TYR a PEA (Velisek a
Hajslova, 2009b). PEA zvysSuje krevni tlak (Kalac¢ a Kftizek, 2005). Nepiiznivé ucinky
ostatnich BA jsou zaloZeny na tom, Ze zesiluji u¢inky TYR nebo HIS (Komprda a
Dohnal, 2010). BA se mohou se projevovat jako latky psychoaktivni a vasoaktivni.
Psychoaktivni aminy plisobi na centrdlni nervovy systém a vasoaktivni aminy ptisobi na
vaskularni systém. Vasoaktivni aminy podle uc¢inky délime na vasokontraktibilni (HIS)
a vasodilatacni (TYR; VeliSek a HajSlova, 2009b).

Obecné symptomy vysSich didvek BA jsou zvraceni, poceni, dychaci potiZe,
hypotenze nebo hypertenze, buSeni srdce, migrény (VeliSek a HajSlov4, 2009b), zv1astni
chut’, zavraté, oblicejové otoky, zrudnuti, priijmy a bolesti bficha. Projevy intoxikace
nastdvaji nékolik minut az hodinu po poZiti potraviny (Moy, 2009).

V dnesni dob€ jsou PA studovédny v souvislosti s procesem karcinogeneze. Toxi-
cita PA je zvySovéna s jejich rostouci molekulovou hmotnosti a ndbojem (Komprda,

2005).

3.2.2.1 Detoxifikacni mechanismus odbourdvajici biogenni aminy

Organismus c¢lovéka ma k dispozici detoxifikacni mechanismy, které plsobi
predevSim ve stievé (Komprda, 2004). Rozhodujici cestou odbourdvani BA
v organismu clovéka je oxidace. Odbourdvdni BA je katalyzovdno enzymy, které nazy-
vame aminooxiddzy (monoaminooxiddza — MAO, diaminooxiddza — DAO, polyamino-
oxiddaza — PAO; Komprda, 2005). Detoxifika¢ni kapacita téchto enzymi je individudlni,

sniZuje se s rostoucim vékem (Kala¢ a Kiizek, 2005).

Mechanismy jsou nedostatecné:
e U alergiku

e U pacientt, ktef{ konzumuji 1é¢iva s inhibitory MAO

® Pii vysokého piijmu BA (Komprda, 2004)
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Léciva s inhibitory MAO se vétSinou pouZzivaji pro 1écbu deprese, hypertenze a
tuberkul6zy (Flick a Ankenman Granata, 2005). Dnes existuji 1éky (napf. Rasagiline)
pro 1écbu Parkinsonovy choroby, které obsahuji selektivni inhibitory MAO-B. Tyto
selektivni inhibitory neptisobi na MAO, které odbourdvaji BA, a proto pacienti nemusi
dodrZovat diety, pfi kterych nesmi pfijimat potraviny obsahujici BA (Goren et al.,
2010). MAO mohou byt inhibovéany i alkoholem. DAO mohou byt inhibovany Iéky pro
odkaslavani a uvoliovani hlent (Kala¢ a Kiizek, 2005). Znacny obsah PUT a CAD
v potravindch saturuje Cast kapacity potiebné pro detoxikaci predev§im HIS a TYR.
PUT a CAD nejsou samy o sob¢ zdravotné rizikové (VeliSek a HajSlova, 2009b).

MAO odbouravaji predevsim aromatické monoaminy pomoci oxida¢ni deami-
nace na piislusny aldehyd, ¢pavek a peroxid vodiku (rovnice ¢.1). MAO jsou mitochon-
dridlni enzymy, které jsou aktivni predevS§im v jatrech, slezing, ledvindch, mozku, pli-

cich a predevsim ve stieve.

Rovnice ¢.1: Oxidacni deaminace monoaminu (Komprda, 2005)
R-CHz-NHz + HzO + 02 — R-CHO + NH3 + HzOz

DAO odbouravaji diaminy (PUT, CAD) pomoci oxida¢ni deaminace. Nejvyssi
aktivitu vykazuji v tenkém stteve, ledvinach a placenté.

PAO vyuzivaji jako substrit predev§im PA spermidin a spermin, mohou vSak

odbourdvat i monoaminy a diaminy (Komprda, 2005).

3.2.2.2 Toxické ucinky tyraminu

TYR je nejvyznamnéjsi vazoaktivni BA. Jeho nejdilezitéjsi toxické tcinky jsou
zvySeni krevniho tlaku, hypertenze, migrény, krvaceni do mozku, selhdni srdce (Kom-

prda, 2004).
3.2.2.3 Toxické ucinky histaminu

Mezi nejdilezitéjsi toxické ucinky patii dilatace hladké svaloviny perifernich
krevnich cév (ta vede k poklesu tlaku, zrudnuti obliceje, bolestem hlavy), kontrakce

hladké svaloviny stfeva (ty vedou k bifiSnim kiecim, prijmtim, zvraceni), dale kopftivka,
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zrudnuti o¢i, dechové potize, tfes (Komprda, 2004), hypotenze, anafylakticky Sok (Veli-
Sek a Hajslova, 2009b), astma, ryma, zanét spojivek (Komprda a Dohnal, 2010).

Toxicky ucinek zavisi zvlasteé na velikosti piijatého mnozZstvi, ptitomnosti jinych
amint (muze dochézet k tzv. potenciaci ucinku), aktivit¢ aminooxidéaz a celkovém stavu
sttev (Komprda, 2004).

HIS uplatiuje své ucinky prostiednictvim vazby na receptory na bunécnych
membrandch. DalSim potencidtorem, krom¢ jinych aminti, mohou byt bakteridlni en-
dotoxiny. Bakteridlni endotoxiny jsou lipopolysacharidy, odolné proti vysokym teplo-
tdm a jsou produkovany zejména G- bakteriemi.

K 1é¢b¢ ptiznakd mohou byt G¢inné pouZity antihistaminika. Prvni ohldSeny pii-
pad otravy HIS ze syra byl v roce 1967 ze syru Gouda (Flick a Ankenman Granata,
2005).

3.2.2.4 Toxické ddvky biogennich aminii

Toxické davky BA je obtizné stanovit. Zavisi na individudlnich rozdilech mezi
lidmi, na pfitomnosti riznych BA v potravé (Komprda, 2004), na mnoZstvi spotfebova-
né potraviny, pfitomnosti jinych toxickych litek (VeliSek a HajSlova, 2009b) nebo na
dalSich biologicky aktivnich slozkdch ve fermentovanych potravinach, které chrani proti
toxickym vlastnostem BA (Park a Kyung Kim, 2012). Vyznamny je vliv teploty skla-
dovani. Pti teploté blizko 0 °C nastanou negativni senzorické zmény dfive, nez hodnoty
obsahu BA dosdhnou toxickych ddvek. Pti teploté 10 °C nastanou senzorické zmény
pozdé&ji, neZ hodnoty obsahu BA dosahnou toxickych davek (Komprda, 2004).

Koncentrace HIS, kterda zplisobi intoxikaci, je asi 500 — 1000 mg/kg, u TYR asi
100 — 800 mg/kg a u PEA asi 30mg/kg (Flick a Ankenman Granata, 2005). Celkovy
obsah TYR + HIS + PUT + CAD v dané potraviné by nemél prekrocit 900 mg/kg
(Komprda, 2005).

Pro HIS se dédle uvadéji hodnoty:
¢ 8 —40 mg — lehkd otrava
e 40 - 100 mg — stfedni otrava

¢ nad 100 mg — téZké intoxikace (Kala¢ a Ktizek, 2005)
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Pro TYR se déle uvadé&ji hodnoty:
¢ 10-80 mg - vyvolani otokl

¢ nad 100 mg — vyvolani migrén (Kala¢ a Kiizek, 2005)
3.2.3 Hygienicky vyznam biogennich aminu

BA slouzi jako indikdtory stupné kazeni potravin. Ke zjisténi stupné kazeni
potravin se pouziva tzv. index biogennich amint (BAI = obsah BA v mg/kg; Komprda,
2004). BAI (vzorec ¢.1) vyuziva skutecnosti, Ze obsah HIS, PUT a CAD se v pritb¢hu
skladovani produktu zvySuje, na druhé stran¢ se obsah SPD a SPM neméni nebo dokon-
ce snizuje (Komprda, 2005). Pii hodnoté¢ BAI < 1 je kvalita vybornd, pti hodnoté BAI >
10 je kvalita velmi Spatné (Kfizek a Kalag, 1998).

Vzorec ¢. 1: index BA (upraveno podle Karovicovd a Kohajdovd, 2003)

_HIS + PUT + CAD
1+ SPD + SPM

BAI

BA nékterych potravin (napf. syrti) se mohou podilet spole¢né s bilkovinami a

aminokyselinami na Maillardové reakci (VeliSek a HajSlova, 2009a).

3.3 Biogenni aminy ve zrajicich syrech

K vyrazné tvorbé BA v syrech dochdzi v provozech s nedostateCnou hygienic-
kou drovni, takZe obsah ovliviiuje kontaminujici mikrofléra. Pii dodrZovani hygienic-
kych podminek je obsah BA velmi maly. Jinak je tomu u syrii z nepasterovaného mléka.
Takové syry se Casto vyrabi v malych provozovnich se Spatnou hygienou i ve vyspé-
lych zemich (VeliSek a Hajslova, 2009b). Koncentrace BA v syrech mohou byt pouZzity
jako indikator pro jeho Cerstvost a indikator kvality syrovych materidli a vyrobnich
procesu (Flick a Ankenman Granata, 2005). BA jsou aromatickou slozkou syrt (VeliSek
a Cejpek, 2008). Nejvyssi koncentrace BA byly zjistény u syri s modrou plisni (Walstra
et al., 1999) a v syrech zrajicich pod mazem (Kala¢ a Ktizek, 2005). Nejvyssi obsahy
PA jsou zjistovany v syrech typu ¢edar: primérny obsah PUT kolem 650 mg/kg, SPD
kolem 200 mg/kg, obsah SPM v rozmezi 20 — 40 mg/kg (Komprda, 2005). Obsah BA

v syrech je uveden v tabulce €. 1 (VeliSek a HajSlova, 2009b).
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Flick a Ankenman Granata (2005) studovali obsah BA v rtiznych typech syra.
Studie analyzovala 20 Cerstvych syri, 20 tvrdych zrajicich syri vyrobenych z pasterizo-
vaného mléka, 20 tvrdych zrajicich syra vyrobenych ze syrového mléka, 20 kozich syra
a 20 syrtt s modrou plisni. Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 2 (Flick a Ankenman

Granata, 2005).

Tabulka ¢. 1: Obsah BA v mg/kg (upraveno dle Velisek a Hajslovd, 2009b)

Syr HIS CAD PUT | AGM | PEA TYR TRY
Meékkeée 0 0-1,5 |0-3,1 0 0 0-0,6 0
0—
Tvrdé syry“ | 0-301 | 0-710 6o 0-22 | 0-32| 0-301 0-45
b 0-
Tvrdeé syry 0-609 | 0-389 670 0-27 0-30 | 0-609 0-34
. 1- 0—
Cedar 0-1300 0-1500 | 0-300
996 303
1- 0-
Ementdl S-2000| 0-460 1-1000 | 0-210
130 490
1—
Gouda 0-850 | 1-140 0-46 | 0-670 | 10-200
200
Eidam 0-88 S S S -320
44 — 10 - 10 -
Rogquefort | 0—-4100 | 42 - 905 S -1350
830 25 1100

a...z pasterovaného kravského mléka
b...ze syrového kravského a ov¢ciho mléka

S...stopy
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Tabulka ¢. 2: Obsah BA v mg/kg (upraveno dle Flick a Ankenman Granata, 2005)

] Tvrdy zrajici syr | Tvrdy zrajici Koz Syr
Amin | Cerstvy syr | z pasterizovaného | syr ze syrového ) s modrou
mléka mléka o plisni

TRY 0,6 301 609 830 1585
HIS | Nedetekovéano 163 391 88 377
PEA | Nedetekovano 32 28 12 40
TYR | Nedetekovano 45 34 17 129
PUT 3,1 615 670 192 257
CAD 1,5 710 369 89 2101

Zrajici syry obsahuji vyssi primérné koncentrace amini neZ Cerstvé syry. Prote-
olyza kaseinu pii zrani ma za ndsledek zvySeni hladiny volnych aminokyselin, potiebné
ke tvorbé BA. Delsi proces zrani mtiZze vést k vys$im koncentracim biogennich amini.

Velmi nizké hladiny biogennich amint se vyskytuji u Cerstvych syrti vyrobenych
z pasterizovaného mléka z divodu pasterizace a nedostatecné délky zrani. Vysoké
urovné BA v Cerstvych syrech mohou vznikat v disledku pouZiti nekvalitniho mléka

(Flick a Ankenman Granata, 2005).

3.3.1 Faktory ovliviiujici obsah biogennich aminii v syrech

Obsah BA v syrech ovliviiuje hygiena produkce surovin, vybér startovacich
kultur, doba skladovani, pH, aktivita vody, obsah soli, obsah tuku, teplota v prib¢hu

Vv

zrani (Komprda, 2004), tvar syra (vysSS§i obsah v kulatych syrech ve srovnéni
s pravouhlymi), obal (vyssi obsah BA pii zrani pod f6lii neZ pii zrani pouze pod ktirou;
Petridis a Steinhart, 1996a), teplota syiidla, proteolytickd ¢inidla (Komprda, 2005),
vrstvy syra (vngjsi Cast syra ma podstatn¢ vySS$i obsah nez ¢ast vnitini, proto se riziko-
pied jeho konzumaci; Komprda et al., 2014). Vliv zplsobu upravy, doby a teploty
skladovani zrajiciho syru ementdlského typu na obsah celkovych BA je uveden

v tabulce ¢. 3 (Petridis a Steinhart, 1996b).
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Tabulka ¢. 3: Vliv zpiisobu tipravy, doby a teploty skladovdni zrajiciho syru ementdl-

ského typu na obsah celkovych BA (upraveno dle Petridis a Steinhart, 1996b)

Zpusob Doba skladovani Obsah celkovych
Teplota skladovani (°C)
dpravy (mésice) BA (mg/kg)
. 5 650
15 1600
Strouhany
s 5 2000
15 4900
. 5 450
15 550
Kusovy
s 5 1200
15 4000

Doba zrani, doba a teplota skladovani. ProdlouZeni zrani zvySuje koncentraci
BA. Flick a Ankenman Granata (2005) provedli studii s cilem zkoumat vliv teploty
skladovani na obsah BA. Vzorky syra Azeitao byly transportovany pii 4 °C a pti 25 °C,
pak udrzovany pfi teploté 4 °C po dobu dvou tydnt, poté udrzovany pfi teploté 25 °C
po dobu dalsich dvou tydnti. BA byly vyznamné¢ vys§i v syru transportovaného pii 25
°C nez pfi teploté 4 °C. KdyZ byl syr ze 4 °C umistén do teploty 25 °C po dobu dvou
tydnti doslo k nartstu koncentrace BA o 37 %. Proto je dulezité, aby spravné teploty
byly udrzovany po celou dobu pfepravy, distribuce, ndkupu a skladovani (Flick a Anke-
nman Granata, 2005).

Hodnota pH. Hodnota pH miZe mit vyznamny vliv na produkci BA. Optimalni
pH pro tyrosin dekarboxyldzovou a histidin dekarboxyldzovou aktivitu je pH 5. (Flink a
Ankenman Granata, 2005).

Druh syra. Obsah BA je ovlivnén druhem syra. Rozdily v rdmci riznych druht
syra mohou byt zplisobeny vyrobnim postupem, poctem bakterii v mléce, tepelnym
zpracovanim, pouZitim startovacich kultur a dobou trvani a podminkami procesu zrani
(Flick a Ankenman Granata, 2005). Zrajici syry jsou jednou ze zdkladnich surovin pro
vyrobu tavenych syrd, proto existuji i idaje o primérném obsahu TYR, SPM a PUT
v ruznych druzich taveného syra: TYR 59 mg/kg, SPM 56 mg/kg, PUT 21 mg/kg
(Komprda, 2005).
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3.3.2 Mikroorganismy podilejici se na tvorbé biogennich amini

Mezi nejdilezitéjsi bakteridlni druhy produkujici BA patii: Bacillus macerans,
Propionibacterium ssp. (Komprda, 2004), Citrobacter, Clostridium, Escherichia, Kleb-
siella, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Shigella, Lactobacillus, Pediococcus, Strep-
tococcus (Kalac a Kiizek, 2005).

Z rodu Lactobacillus jsou nejdulezitéjsi nasledujici druhy: Lactobacillus buch-
neri, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactoba-
cillus acidophilus (Komprda, 2004), Lactobacillus arabinosae (VeliSek a HajSlova,
um (Komprda, 2004), Streprococcus mitis (Velisek a Hajslova, 2009b).

Diéle k vyrobé BA ptispivaji Lactobacillus fermentum, Lactobacillus helveticus
Streptococcus lactis, Celed’ Enterobacteriaceae a Enterococcus faecalis. (Flick a Anke-
nman Granata, 2005)

Stanovovand mnoZstvi BA v potraviniach se ¢asto neshoduji s pocty vyse uvede-
nych mikroorganismil, protoZe jednotlivé kmeny se mohou lisit svou dekarboxyldzovou
aktivitou (Komprda, 2005). Mikroorganismy s dekarboxyldzovou aktivitou mohou byt
startovaci mikroorganismy nebo kontaminujici mikroorganismy vzniklé ve vyrobnim

procesu mléka a syrit (Burdychova a Komprda, 2007).

3.3.2.1 Kontaminujici mikroflora

Pfitomnost kontaminujicich mikroorganismil v potravinich miiZe byt povazova-
na za ukazatel kvality nebo stupné hygieny suroviny pouzité pfi vyrob¢ potravin nebo
jako indikétor drovné hygieny u vyrobce. Mezi kontaminujici mikrofléru miiZze patfit
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus lactis a bakterie rodu Enterococcus (Burdychovi

a Komprda, 2007).

3.3.2.2 Startovaci mikroflora

Startovaci kultury na vyrobu syri by mély byt kontrolovdny na jejich schopnost
produkovat biogenni aminy pted jejich pouzitim. Pfi vyrob¢ syru Manchego bylo vypo-
zorovano, Ze pii pouziti 1 % startovacich kultur se vytvotilo o 15 % vice TYR a 0 28 %

vice HIS nez pfi pouZiti 0,1 % startovacich kultur (Flick a Ankenman Granata, 2005).
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Mezi startovaci mikrofléru miZe patfit Lactococcus lactis ssp. cremoris, Lactococcus
lactis ssp. lactis, Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris, Lactococcus lactis ssp.
diacetylactis, Streptococcus thermophilus a Lactobacillus helveticus (Burdychova a

Komprda, 2007).

3.4 Legislativa

Legislativni limity obsahu BA jsou pomérné rozdilné v riznych zemich (Kom-
prda, 2004).

Narizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005 udava limit HIS pro ryby a produkty
z rybolovu. Produkty rybolovu z druhti ryb spojovanych s vysokym mnoZstvim histidi-
nu (Celed” Scomridae, Clupeidae, Engraulidae, Coryfenidae, Pomatomidae, Scombreso-
sidae) maji limit 100 mg/kg, u dvou vzorkl z 9 je limit 200 mg/kg a hlavni referencni
analytickd metoda je metoda HPLC. Produkty rybolovu, které byly oSetfeny enzymatic-
kym zranim v ldku, vyrobené z druhii ryb spojovanych s vysokym mnoZstvim histidinu
(Celed Scomridae, Clupeidae, Engraulidae, Coryfenidae, Pomatomidae, Scombresosi-
dae) maji limit 200 mg/kg, u dvou vzorkl z 9 je limit 400 mg/kg a hlavni referencni
analytickd metoda je metoda HPLC.

Pied vstupem Ceské republiky do Evropské Unie platily dvé vyhlagky. Vyhlaska
MZd. €. 53/2002 Sb., kterd uddvala nejvyssi ptipustné mnozstvi HIS v rybach a rybich
vyrobcich a piipustné mnozstvi HIS v pivu a vinu a vyhlaska MZd. ¢. 298/1997 Sb.,
kterd uddvala ptipustné mnozstvi TYR ve vinu, v syrech a v potravinich vSeobecné. Po
vstupu Ceské republiky do Evropské Unie se vydala vyhlaska MZd. & 305/2004 Sb.,
kterd udava piipustné mnozstvi HIS v rybach a rybich vyrobcich 100 mg/kg (2 vzorky
z 9 maji povoleno maximdlni prekroceni o 100%).

Zatim nikde neurcuje legislativa vyrobciim, aby deklarovali obsah HIS a TYR
na obalu. Tenhle tdaj by rizikové skupiny konzumentii ocenily, ale je to obtizné vzhle-
dem k velkému kolisdni obsahu amind v rdmci urc¢itého druhu potraviny. Proto se snazi
vyzkumy vyvijet rychlé, jednoduché a levné metody stanoveni BA, predev§im HIS a

TYR (Kalac¢ a Ktizek, 2005).
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3.5 Stanoveni biogennich amini

Analyticky se BA stanovuji kapalinovou chromatografii, kapilarni zénovou
elektroforézou (Komprda, 2004) nebo miceldrni elektrokinetickou kapildrni chromato-
grafii. Nevyhodou vétSiny analytickych postupl pro stanoveni obsahu BA je nutnost
hledané analyty pted vlastni detekci derivatizovat (Komprda, 2005). Nedilnou soucasti
stanoveni BA jsou mikrobiologické analyzy, protoze BA jsou vytvofeny zejména bakte-

riemi s dekarboxyldzovou aktivitou (Komprda a Dohnal, 2010).

3.5.1 Obecné schéma stanoveni biogennich amini a polyaminu

Na zacdtku je tfeba vzit v ivahu pocet vzorki pro spravné statistické zpracovani.
BA a PA mohou byt v syrech distribuovany nerovnomérné (rozdily v koncentraci mezi
jadrem a okrajovymi ¢astmi), proto je nutnd dostatecnd homogenizace vzorku pro zis-
kani primérného obsahu. Vlastni stanoveni BA je analyticky naro¢né vzhledem k vyso-

kym poZadavklim na citlivost a pfesnost (Komprda a Dohnal, 2010).

Schéma:
e Extrakce — pomoci CCI3COOH (kyselina trichloroctova), HC1O4 (kyselina chlo-
ristd), HCI (kyselina chlorovodikovd)
e Derivatizace — pomoci dansylchloridu, o-ftaldialdehydu
® Separace — pomoci chromatografie, elektroforézy

e Detekce — pomoci UV, MS (Komprda a Dohnal, 2010)

3.5.1.1 Extrakce

Pred extrakci se do vzorku pfidd presné mnoZzstvi vnitiniho standardu (1,7-
diaminoheptan). Extrakci jsou vzorky dezintegrovdny a aminy jsou rozpustény v ex-
trakénim rozpoustédle. Pro dezintegraci vzorku jsou typicky pouZivané Ultra-Turrax
homogenizatory.

Pti CiSténi se odstranuji dalsi 1atky, které obsahuji aminovou skupinu a mohly by
reagovat s derivatizaCnim ¢inidlem. Proto se pfi €iSténi odstraniuji aminokyseliny, aby

byl zaji$tén prebytek derivatizaéniho ¢inidla k dosaZeni kvantitativni derivatizace. Casto
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se pouzivd metoda extrakce aminovych derivati do diethyletheru. Vysoky obsah vol-
nych aminokyselin mliZe plisobit problémy v chromatografii, protoZze dochdzi k eluci
téchto aminokyselin v prvnich minutich analyzy, které mohou interferovat s ¢asnou
eluci nékterych BA. Dadle se odstraiuje z matrice tuk. Lipidové frakce se odstrani za
pouZiti nizké teploty v chlazené odstfedivce (obvykle pfii 4 °C).

Pro extrakci se nejCastéji pouziva kyselina chlorovodikova (0,1 M) nebo kyseli-
na chlorista (0,2 a 0,6 M). Davka cCinidel byva 25 nebo 50 ml 0,1 M kyseliny chlorovo-
dikové na 5 — 10 g vzorku, 15 ml 0,2 M kyseliny chloristé na 4 g vzorku, 40 ml 0,6 M
kyseliny chloristé na 10 g vzorku (Komprda a Dohnal, 2010).

3.5.1.2 Derivatizace

Derivatizaci se vlozi skupina chromoforu nebo fluoroforu do molekuly aminu,
¢imZz se umozni jejich detekce. Derivatiza¢ni €inidla jsou ndsledujici: dansylchlorid
(DClI - I-dimethylaminonaftalen-5-sulfonylchlorid), dabsylchlorid, o-ftaldialdehyd
(OPA), derivaty fluoresceinu (dichlorotriazinylaminofluorescein), benzoylchlorid, 6-
aminoquinolyl-N-hydroxysukcinimidylkarbamét, 9-fluorenylmethyloxykarbonylchlorid
(FMOC), fenylisothiokyanat, 4-fluor-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol a 3-(2-furoyl)-
chinolin-2-karboxaldehyd. Dvé nejpouZzivanéjsi derivatizacni ¢inidla jsou DCI a OPA.

Dansyl derivaty. UmoZnuji rychlou separaci v kombinaci s UV detekci pii 254
nm. DCI je nejrozsifené;si Cinidlo pro derivatizaci amint pted separaci HPLC. Je ov§em
citlivy na svétlo a md omezenou stabilitu. DCI se obvykle pouZivé rozpustény v acetonu
za mirn¢ alkalickych podminek (O NaHCOs3) a pfi vyssi teploté (40 °C — 60 °C) po
dobu 20 — 60 minut.

OPA derivaty. Maji delsi separaci s pouZzitim fluorometrické detekce pii exci-
tacni vlnové délce 330 nm a emisni vlnové délce 440 nm. OPA je nedostatecny v piipa-
dé amint se sekunddrnimi aminoskupinami (SPD, SPM).

FMOC. Toto derivatiza¢ni ¢inidlo se pouziva pro aminokyseliny a PA se sekun-
darnimi aminoskupinami (SPD, SPM). Tyto derivaty jsou stabilni pii pokojové teploté a
v kyselém prostfedi. Vyhodou je moZnost detekovat velmi nizké koncentrace. Derivati-
zace se provadi v roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného nebo uhli¢itanu sodného pii
teploté 40 °C po dobu 10 minut. PouZziva se fluorescencni detekce s excitacni vinovou

délkou 262 nm a emisni vinovou délkou 615 nm (Komprda a Dohnal, 2010).
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3.5.1.3 Separace

Pro screening se Casto pouziva tenkovrstva chromatografie (TLC). Pro presnéjsi
stanoveni BA a PA se pouZzivd chromatografie (plynov4, kapalinovd, iontoménicovd) a
elektromigracni metody (kapilarni elektroforéza, kapilarni elektrochromatografie, mice-
l4rni elektrokinetickd chromatografie).

Kapalinova chromatografie (LC). MizZe byt bez derivatizace, s derivatizaci
predkolonovou nebo pokolonovou. Je nejCastéji pouzivanou metodou separace pro
stanoveni aminti. Pfedkolonova derivatizace pifimo ovliviiuje separacni vlastnosti ami-
nl, pokolonova derivatizace umoziiuje pouze zvySeni citlivosti detekce (Komprda a
Dohnal, 2010).

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC). Je to nejcastéji pouZivana
metoda. VyuZzivd se derivatizace pokolonovd s ninhydrinem nebo OPA v pfitomnosti 2-
merkaptoethanolu. Pro zvySeni citlivosti se pouZzivd derivatizace ptredkolonova s DCI,
benzoylchloridem nebo FMOC. Kolona byva kovova se staciondrni fazi Nucleosil 100
C18 a mobilni fazi methanol : acetonitril : voda v poméru 2 : 1 : 1 (Greif et al., 1997).

Micelarni kapalinova chromatografie (MIC). Je alternativou ke konven¢nimu
HPLC, kdy se pouZivd mobilni faze s povrchové aktivnimi latkami. Aplikace micelarni-
ho prostfedi sniZuje naroky na piipravu vzorku. Kromé toho zlepSuje chromatografické
parametry, napiiklad rozliSeni piku a citlivost detekce UV pii stanoveni aromatickych
BA (Komprda a Dohnal, 2010).

Kapilarni zéonova elektroforéza (CZE). Je to dobra separa¢ni technika. Ve své
vetsing aplikaci se pouzivd pro ucinnou separaci nabitych slou¢enin. Pouziva se kie-
mennd kapildra plnénd citraitovym pufrem. Hlavni vyhodou této metody je zvySeni
ucinnosti v disledku lepsi moZnosti automatizace a velmi nizkd cena pouzitych chemi-

kalif (Ktizek a Pelikanova, 1998).

3.5.1.4 Detekce

Nejcastéji pouzivand metoda detekce je méfeni absorbance v UV oblasti. Po-
dobné se pouziva i fluorometricka detekce, ktera je selektivnéjsi a citlivejsi.

Detek¢ni limity pro individudlni BA a PA ve standardnim roztoku jsou obvykle
v rozmezi od 0,2 — 0,45 pug/l az 5,1 — 35 pg/l. Detek¢ni limity pro aminy ziskané ze syra
se pohybuji mezi 0,05 — 0,25 mg/kg az 0,7 — 1,5 mg/kg (Komprda a Dohnal, 2010).

29



3.5.1.5 Vyhodnoceni dat

Separované latky ve vzorku se mohou identifikovat pomoci porovnani retenc-
nich Cast standardi a pfitomnych latek ve vzorku (Smél4 et al., 2004).

Koncentrace BA ve vzorku (cy, mg/kg) se pak upravuje v zdvislosti na koncent-
raci vnitfniho standardu na zdkladé rovnice:
C, =C Xix RF

IN

Cis...koncentrace vnitiniho standardu (mg/kg)
Ajs...plocha piku vnitiniho standardu (jednotky plochy)
Ax...plocha piku BA/PA (jednotky plochy)

RF...faktor odezvy amint

x a A
Cxr-..koncentrace BA v referen¢nim vzorku (mg/kg)
cisr. .. koncentrace vnitiniho standardu pfidaného do referen¢niho vzorku (mg/kg)
Ajs;...plocha piku vnittniho standardu v referenénim vzorku (jednotky plochy)

Ax:...plocha piku BA v referencnim vzorku (jednotky plochy; Komprda et al., 2014)
3.5.2 Metody izolace mikroorganismii

Je popisovano mnoho kvalitativnich i kvantitativnich metod pro stanoveni pro-
dukce BA mikroorganismy. VétSina screeningovych postupii zahrnuje pouziti diferenci-
alnich médii obsahujicich indikatory pH (bromkresolovéa ¢erven), zakladni slozky (pep-
ton, masovy a kvasni¢ny extrakt, glukosu a/nebo stil) a prekurzory aminokyselin (Bo-
ver-Cid a Holzapfel, 1999).

Burdychovéd a Komprda (2007) pouzili metodu PCR pro screening specifickych
tyrosindekarboxyldzovych (tyrDC) a histidindekarboxyldzovych (hDC) genti, diky
kterym vznikaji dekarboxylac¢ni enzymy. Jako kontrolni kmeny byly pouzity HIS nebo
TYR produkujici kmeny Lactobacillus a Enterococcus faecalis. Tyto kontrolni kmeny
byly péstovany na MRS agaru pii 30 °C nebo na kanamycin aesculin azidovém agaru
pii 37 °C. Dva vzorky polotvrdého syra holandského typu byly vyrobeny s pouZitim

dvou startovaci kultur, které byly analyzovany po 21 dnech zréani. Prvni vychozi kultura
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(1) se skladala z Lactococcus lactis ssp. cremoris, Lactococcus lactis ssp. lactis, Leuco-
nostoc mesenteroides ssp. cremoris, Lactococcus lactis ssp. diacetylactis, Streptococcus
thermophilus a Lactobacillus helveticus. Druhd vychozi kultura (2) se sklddala z Lacto-
coccus lactis ssp. lactis a Lactococcus lactis ssp. cremoris.

Byla provedena izolace mikroorganismu ze syru, izolace jejich DNA a PCR.
PCR byla provdadéna v konecném objemu 25 ml, ktery obsahoval 10 ng genomické
DNA. Vzorky DNA byly nejprve kompletné¢ denaturovany inkubaci pii 94 °C po dobu
15 minut. DNA byla amplifikovdna ve 30 cyklech denaturace pti 95 °C po dobu 45 s,
nasednuti primerd pii 52 °C po dobu 45 s a prodlouzeni pti 72 °C po dobu 75 s. V
kone¢ném amplifikacnim cyklu byly vzorky inkubovany pfi 72 °C po dobu 5 minut pro
kompletni prodlouzeni konecnych PCR produktti.

Bylo vybrano celkem 17 kolonii Lactobacillus, 19 kolonii Enterococcus a 16 ko-
lonii koliformnich bakterii. 17 bakteridlnich izolatd bylo pozitivnich na tyrDC a hDC
(tabulka ¢. 4). Celkem 14 bakteridlnich izolati ukdzalo amplifikaci fragmentii 1100 bp
charakteristickou pro tyrDC. 3 izolaty ukdzaly amplifikaci fragmenta 440 bp pro hDC.
Metody PCR jsou rychlé, jednoduché a spolehlivéjsi nez metody zaloZené na fenotypic-
kych znacich bakterii.

Lactobacillus curvatus a Lactobacillus lactis nepochdzi ze startovaci kultury,
takZe jejich ptritomnost v syrech je pravdépodobné vysledkem kontaminace syrového
mléka, znecisténi po pasteraci béhem vyroby syru nebo z piisad pouZivanych pro vyro-
bu syra. Ani Zadny enterokokovy kmen nebyl pfitomen ve startovaci kultufe, proto
vSechny druhy tohoto rodu izolovany ze vzorkl syrd jsou reprezentovany jako kontami-

nujici mikrofléra (Burdychova a Komprda, 2007).
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Tabulka ¢. 4: Identifikace bakteridlnich izoldtii na tyrDC a hDC (upraveno dle Burdy-
chovd a Komprda, 2007)

HPLC
Loldt Encoccus API tost PCR PCR detekce detekee
test identifikace
tyrDC | hDC | TYR | HIS

1 E.durans - E.durans + - + -
2 E.faecalis - E.faecalis + - + -
3 E.durans - E.casseliflavus + - + -
4 E.durans - E.durans + - + -
5 E.faecium - E.faecium + - + -
6 E.faecium - E.faecalis + - + -
7 E.durans - E.durans + - + -
8 E.durans - E.casseliflavus + - + -
9 E.durans - E.durans + - - -
10 E.durans - E.durans + - + -
11 E.faecalis - E.faecalis + - + -
12 E.faecium - E.faecalis + - + -
13 E.durans - E.durans + - + -
14 E.durans - E.durans + - + -
15 - L.curvatus L.curvatus - + - +
16 - L.lactis L.lactis - + - +
17 - L.helveticus L.helveticus - + - +
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4 ZAVER

Tato bakaldiska prace se zabyva obecné popisem BA, jejich vznikem a vysky-
tem, faktory ovliviiujici jejich vyskyt a ucinky. Ddle se zabyva vyskytem BA ve zraji-
cich syrech, mikroorganismy podilejicich se na jejich vzniku a faktory ovliviiujici vy-
skyt v syrech. Nakonec se zabyvala stanovenim biogennich aminii v syrech.

BA mohou spoluvytvéaret aroma syrt. Jejich obsah je v syrech siln€ ovlivnén
dobou a teplotou skladovéani, dobou zrani, hygienou vyroby, vybérem startovacich
kultur. Nejvyssi obsahy byly zjiStény v syrech s modrou plisni a v syrech zrajicich pod
mazem. BA vznikaji mikrobidlni ¢innosti. Mikroorganismy s dekarboxyldzovou aktivi-
tou mohou byt soucasti kontaminujici mikrofléry (napt. Enterococcus) nebo startova-
cich kultur (napt. Lactocococus).

Stanoveni biogennich amind v syrech se nej€astéji provadi pomoci vysokoucin-
né kapalinové chromatografie. Vzorek by m¢l byt homogenizovan, nésledné se provadi
extrakce, derivatizace, separace, detekce a vyhodnoceni dat. Souc¢ésti byvaji i mikrobio-
logické analyzy, kdy se zjiStuji pfitomné mikroorganismy a jejich dekarboxyldzova
aktivita.

Legislativni limity jsou odlisSné v riznych zemich. U nds je aktudlni Natizeni
Komise (ES) ¢. 2073/2005, o mikrobiologickych kritériich, které udava limit histaminu
pro ryby a produkty z rybolovu. Zatim neni povinnost uvadét obsah biogennich amint
na obale. Tuto povinnost by uvitaly rizikové skupiny konzumentt, ale jejich stanovova-

ni je obtizné a proto se vyvijeji jednoduché, rychlé a levné metody stanoveni.
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6 SEZNAM ZKRATEK

AGM - agmatin

BA - biogenni amin

BAI — index biogennich amint

CAD - kadaverin

CZE - kapilarni zénova elektroforéza

DAO - diaminooxiddza

DCI — dansylchlorid

DOPA - 3,4-dihydroxyalanin

dSAM - S-adenosyl-L-methioninamid

FMOC - 9-fluorenylmethyloxykarbonylchlorid
hDC - histidindekarboxyldazovy gen

HIS - histamin

HPLC - vysokotc¢inna kapalinova chromatografie
LC — kapalinova chromatografie

MAO — monoaminooxiddza

MIC — micelarni kapalinova chromatografie
MRS - de Man, Rogosa, Sharpe agar

MS — mass spektrometry — hmotnostni spektrometr
MTA - S-methyl-5"-thioadenosin

OPA - o-ftaldialdehyd

PA — polyamin

PAOQO - polyaminooxidaza

PCR - polymerase chain reaction — polymerdzova fetézova reakce
PEA — fenylethylamin

PUT - putrescin

SAM - S-adenosyl-L-methionin

SPD — spermidin

SPM - spermin

TLC - tenkovrstva kapalinova chromatografie
TRY - tryptamin

TYR — tyramin
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tyrDC — tyrosindekarboxylazovy gen

UV — ultrafialové zareni
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