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ABSTRAKT

Cilem této bakaigké prace bylo stanovit obsah biogennich @amirsyrech s plisni
na povrchu Bhem dvounssicniho skladovani. Syry s plisni na povrchu byly dilaany

v lednici @i teplog& 6 £ 2 °C. U vSech vzotkbyla provedena zakladni chemicka analyza.
Obsah biogennich aminve vySe uvedenych pfisvych syrech byl stanoven pomoci
iontow-vyménné  chromatografie s  postkolonovou  derivatizaci hyininem

a spektrofotometrickou detekci pouzitim Automatluké analyzatoru aminokyselin
AAA 400.

Ve zkoumanych vzorcich byly detekovany biogennirgngpermidin, spermin, putrescin
a kadaverin. KvantitativhnejzastoupefjSim biogennim aminem v analyzovanych syrech
s plisni na povrchu byl spermidin. Celkovy obsabgbnnich amih byl zanedbatelny
z hlediska toxicity proclovéka. Agamatin, histamin a tryptamin nebyly stanoveny

ani v jednom z analyzovanych vzérk

Kli¢ova slova: Biogenni aminy, plisvy syr, ionto¥-vyménna chromatografie

ABSTRACT

The aim of this bachelor work was to investigaie dimount of biogenic amines in mould-
ripened cheeses. There were analysed three conamnbrands of mould-ripened cheese
that were stored in the refrigerator at 6 + 2 °dl gamples were subjected to basic
chemical analysis. The content of biogenic aminespdes was determined by using
ion-exchange  chromatography  with  post-column  nimnimgd derivatization

and spectrophotometric detection by Amino acid ys®l AAA 400.

Spermidine, spermine, putrescine and cadaverine degected in all samples. Spermidine
was quantitatively the most important of all de¢eicbiogenic amines. It was found that
the total amount of biogenic amines during 8 weekstorage was not dangerous for
health of consumers. Agmatine, histamine and trgpta were not found in any analysed

samples.

Keywords: Biogenic amines, mould cheese, ion-exgbamromatography
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UvoD

Plisiové syry jsou stal€astji vyhledavanymi vyrobky na trhu. Jejich oblibenostte
piedevsim diky jejich charakteristické vyrazné&niv a jemné chuti. Plimveé syry
jsou zdrojem plnohodnotnych bilkovin, a proto zagji vyznamné misto z hlediska
vyzivové hodnoty. O jejich oblibenosti vypovidariipkum Ceského statistickéhoradu,
ktery zvéejnil spoteby plisiovych syfi od roku 2000 do roku 2007. Vroce 2000
byla spoteba plisovych syfi 1,1 kg na osobu za rok. V roce 2007 byla tato btain
jiz 1,6 kg na osobu za rok, coihi témei 12 % z celkové spiteby syfi v témze roce. [1]
Mezi vyznamné producenty plisvych syfi pati zejména Francie. Roginski a kol. [2]
uvedl, Ze Francie v roce 1999 vyprodukovaiidlgné 310 000 t plisovych syfi (zejména
Camembert, Brie a Coulommiers). V ramci &t&vropské unie vyroba plievych syfi

dosahuje 7 — 8 % produkce vSechitgyn.

Pri vyrob¢ plisiovych syfi se pouZzivaji jak primarni, tak také sekundarnitukul
Diky ttmto pouZzitym kulturam mohou ¥dhto typech syr vznikat biogenni aminy.
Biogenni aminy mohou t¥i rovnéz kontaminujici mikroorganizmy, nap hnilobné
bakterie, a proto Ize biogenni aminy vyuZit v nefentovanych potravinach
jako indikatory mikrobialni kontaminace potravin.nizkych koncentracich jsou biogenni
aminy girozenou sloZkou potravin av organizmu plni mnofwznamnych funkci.
Ve vysSich koncentracich vSak mohou mit negativiv' na lidsky organizmus,

a proto je velmi dlezité jejich mnoZstvi v potravinich sledovat.
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1 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni dusikaté latkgvozené od aminokyselin.
Aminokyseliny jsou pitomny ve vSech Zivych organismech, kdeftvoakladni slozku
proteimi a peptid. Biogenni aminy se ipozere vyskytuji u Ziva@&icha, rostlin
a mikroorganizm, kde pIni vyznamné fyziologické funkce. V organizfsou gedevsim
zdrojem dusiku pro biochemické reakce. Biogenningmnohou mit vyznam nejen
jako hormony, nap adrenalin, histamin, ale the se jednat i o stavebni latky,
které se tiastni na biosyntéze dalSich hormpmap. fenyletylamin. Hornin a gramin
sefadi mezi biogenni aminyipobici v organizmu jako protoalkaloidy. [2-5] VeSgjch
koncentracich mohou mit v8ak negativni vliv nakiderganizmus a byvaji ndznakem
kazeni potravin. Proto se biogenni amingasbvyuzivaji jako indikatory jejicberstvosti.
[2-9]

1.1 Chemicka struktura biogennich amini

Biogenni aminy se podle chemické struktunglid na alifatické, aromatické
a heterocyklické. Mezi alifatické biogenni aminy is&li putrescin, kadaverin, spermin,
spermidin, agmatin. [3, 8] VSechny zramh alifatické biogenni aminy s#adi roviéz

mezi polyaminy, tj. sloteniny obsahujici dv a vice aminoskupin v molekule.
Z biogenniho aminu putrescinu vznika biochemickgmtézou spermidin a spermin,
touto cestou mohou vznikat ve vSech Zivych orgae@m [4] Podle Santose [8]
jsou polyaminy nezbytnou soasti Zivych budk a jsou dlezité @i regulaci funkci

nukleovych kyselin, syntéze protéia pravdpodobrt se podili i na stabilizaci membran.
Mezi aromatické biogenni aminy seéadi tyramin a fenyletylamin. Zastupci

heterocyklickych biogennich aniigsou histamin a tryptamin. [3, 5]
Dale se biogenni aminy mohowlitl podle patu alkylovych a arylovych skupin
navazanych na atom dusiku. Jde o biogenni aminyapni, sekundarnéi terciarni.

Podle pétu reaktivnich aminoskupin mohou bytiehy na monoaminyi polyaminy. [2]

Pro biogenni aminy se kransystematickych nazvpouzivaji i nazvy trivialni. V tabulce 1

Mriviw s

(podle IUPAC) a zimzeni do skupin podle chemické struktury a podtgypaminoskupin.
[2]
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Tabulka 1 - Trivialni nazvy nejtezitejSich biogennich amih jejich

systematicky nazev asaaeni do skupin [2]

Nazev trivialni | Nazev systematicky Zéazeni

histamin 2-(1H-imidazol-5-yl)etanamin heterocykkcknonoaminy
tyramin 4-(2-aminoetyl)fenol aromatické, monoaminy
fenyletylamin 2-fenyletanamin aromatické, monoaminy
tryptamin 2-(1H-indol-3-yl)etanamin heterocyklicképnoaminy
serotonin 3-(2-aminoetyl)-1H-indol-5-ol heterocyldé, monoaminy
putrescin butan-1,4-diamin alifatické, polyaminy
kadaverin pentan-1,5-diamin alifatické, polyaminy
spermidin N-(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin alifatické, polyayi
spermin N,N-bis(3-aminopropyl)butan-l,4-diamivw| alifaticke lysminy

1.2 Vznik biogennich amini

Biogenni aminy vznikaji v potravinachrqvazrie jako produkty metabolismuifpomnych
mikroorganizni. Ve fermentovanych potravinach se vyskytuji zejmédiky cinnosti
mlécnych bakterii, které vykazuji dekarboxylazovou wakti. V potravinach vSak mohou
biogenni aminy vznikat row vlivem kontaminujici mikrofléry, naphnilobnych bakterii.
Biogenni aminy jsou odvozeny odiglusSnych aminokyselin, z nichz vznikajigobenim
dekarboxylaz. [2-4, 6, 7, 9-11] Naplekarboxylaci aminokyseliny histidin vznika porhoc
histidindekarboxylazy histamin. Z lyzinu diky lyziekarboxylaze vznika kadaverin. [5, 6]

Biogenni aminy mohou vznikat i aminacii@menou gisluSnych aldehyida ketori. [8]

Pro vznik biogennich aminjsou dilezité zejménait faktory, které ovliwuji jejich

mnoZstvi v danych potravinach. Mezi tyto faktoryipd2, 3, 5, 9]
e pritomnost volnych aminokyselin, ze kterych biogeaminy vznikaji
» piitomnost mikroorganiziny které maji dekarboxytai aktivitu

e vhodné okolni podminky umadgjici rist a mnoZeni vySe jmenovanych

mikroorganizni
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V tabulce 2 je uvedeno, ze kterych volnych aminekgsvznika dany biogenni amin a jeho

biologicky vyznam pro organizmus. [5]

Tabulka 2 - Biogenni aminy, jejich prekurzory albgicky vyznam [5]

Biogenni amin | Pavodni aminokyselina | Biologicky vyznam
lokalni tk&iovy hormon, vliv na krevni
tlak, sekreci Zaludmi ¥avy, East
histamin histidin pii anafylaktickém Soku a alergickych
reakcich, stabilizace makromolekul
(nukleove kyseliny), rostlinny hormon
. : stabilizace makromolekul (nukleovée
kadaverin lyzin . o,
kyseliny), rostlinny hormon
. arginin (gres ornitin nebo | stabilizace makromolekul (nukleové
putrescin o ) o
citrulin) kyseliny), rostlinny hormon
fenyletylamin fenylalanin prekurzor tyraminu
prekurzor dopaminu, lokalni tkavy
tyramin tyrozin hormon, vliv na krevni tlak a kontrakce
hladkého svalstva
dopamin 3,4-dihydroxyfenylalanin | mediatory sympatickychwer
lokalni tk&iové hormony (katecholaminy),
tryptamin tryptofan vliv na krevni tlak, peristaltiku stv,
psychickeé funkce

Vyznamnymi bakteriemi majicimi vliv na

Achromobacter, Alcaligenes, Bacillus,

vznik biogdoh amirii jsou zejména rody

Citrobacter, Clostridium, Escherichia,

Enterobacter, Klebsiella, Leuconostoc, Micrococdemteus, Pseudomonas, Salmonella,

Shigella a nekteré druhy miénych bakterii, pedevSim Lactobacillus, Pediococcus,

Streptococcus[2-7, 12, 13] Podminky, které ovfiuji rast a mnozeniéthto bakterii,

jsou nasledujici:

e ptitomnost volnych aminokyselin a vyuzitelnych saahar podle Komprdy

[3] by dany substrat &h mit koncentraci glukdzy v rozmezi 0,5 — 2,0 %, [7

9, 10]

* teplota — ¥tSina vySe jmenovanych rod mikroorganisnd se fadi

mezi mezofilni bakterie, které rostou a mnoZi $etgplotdch v rozmezi



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 13

20 — 45 °C, ale nef#Siho hGistu a mnoZeni dosahuji za optimalni teploty
37°C.[3,7,8, 10, 13]

e pH — pro mléné bakterie je za optimalni pH povazovano &l&lgselé
prostedi, pro hnilobné bakterie je optimalni neutrdld slalg zasadité
prostedi. [3, 7, 8, 10]

 obsah kysliku vsubstratu - jeho vliv vSak neni ngh&ny.
Musi se rozliSovat, zdali konkrétni druh mikroorgami s dekarboxyléni
aktivitou aerobni, anaerobnfi fakultativié anaerobni. ¥tSina bakterii
vykazujici dekarboxykni aktivitu pati praw mezi fakultative anaerobni
mikroorganizmy, jez mohou Zit jak z&ifemnosti, tak i za néomnosti
kysliku. [2-5, 7, 8, 10, 13]

» doba skladovani potraviny — bylo dokazano, #edfipuhodobém skladovani
se obsah biogennich anminyrazré zvySuje, a to zejména v zele&irovoci,

houbéach a fermentovanych vyrobcich. [3-7]

1.3 Vyskyt biogennich amini v potravinach

Obsah biogennich aminse vyznamé& liSi ve fermentovanych a nefermentovanych

potravinach.

1.3.1 Nefermentované potraviny

K nefermentovanym potravinam, které mohou obsahayagi koncentrace biogennich
amini, pati nag. ryby. Z hlediska vySSiho obsahu biogennich amjenejdilezitéjsi
celedi Scombridaeili makreloviti. V ¢erstvém rybim mase je obsah biogennich &min
zanedbatelny. OvSem s délkou skladovani masa, piejeho kazeni, obsah biogennich
amini, zejména histaminu, vyrazmoste a Mmze dosahnout hranici toxicity. Proto se otrava
biogennimi aminy z tohoto druhu rybich mas nazyka@srotoxikbzagasto ozné&ovana
také jako histamindza. V ostatnich nefermentovangoiravinach, jako na&p ovoce,

zelenina, houby, je mnoZstvi biogennich airtémet zanedbatelné. [3, 5]
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1.3.2 Fermentované potraviny

Mrivrw s

a masné vyrobky, u kterych byla ve vyrobnim progesuzita fermentace. U tohoto druhu
potravin se vyskytuji f@devSim nasledujici biogenni aminy: tyramin, peireskadaverin

a histamin. Biogenni aminy vznikaji ve fermentovany vyrobcich c¢innosti
mikroorganiznii s dekarboxyléni aktivitou. Vyskytu vy$8iho mnoZstvi biogenniahiai

lze zamezit kratSi dobou fermentace, kratSi dobkladevani a zejména pouZzitim
téch startovacich kultur fpvyrobeé, které vykazuji nejniz§i moznou dekarboxyla
aktivitu. K fermentovanym potravinam s$adi i fermentované napoje. Jedna se zejména
o pivo avino. V&hto napojich neni mnoZstvi biogennich amiptiliS vysoké.

Pri pomerné rychlé konzumaci &Siho mnoZzstvidchto napaj vSak mize dojit k otra¥

biogennimi aminy. [3-5, 7]

Vysoka mnozstvi biogennich anjifze nalézt zejména v nééych produktech, igdevsim
v syrech, protoZe fpdstavuji idedlni prostdi pro tvorbu biogennich aniinPo rybach
a rybich produktech je konzumace tsyrejpravépodobrjSi moznosti otravy biogennimi
aminy. NegasgjSimi biogennimi aminy, které se v migch vyrobcich vyskytuji,
jsou tyramin, histamin, putrescin, kadaverin, taypin a fenyletylamin. Vysoka mnozstvi
téchto biogennich amin v ml&nych vyrobcich jsou z#&fginéna diky vzajemnému
pusobeni ®kolika faktomi. Nejdilezit¢jSim faktorem pro jejich vznik a hromad

v mlénych vyrobcich je fitomnost a aktivita bakterii a jejich enzgmDalSim, velmi
dulezitym faktorem, je dostupnost substratu a jehadvié pH, arove proteolyzy bilkovin,
aj. Nemés dulezitym faktorem je teplota zrani a uskladh mlé&nych vyrobKi. S delSi
dobou zranti skladovani se obsah biogennich aimiyrazré zvysuje. [6, 10, 12, 15, 17]
Pti technologii vyroby by rly byt pouZity mikroorganizmy pokud moZno s co nEjh
dekarboxylazovou aktivitou, protoze dekarboxylazoaiétivita byla prokazana nejen
u kontaminujicich mikroorganizim ale i u startovacicti sekundarnich kultur.#®®vyrobe
mlécnych vyrobkKi je proto velmi dlezité pouziti vhodnych mikroorganizm[6, 7,10, 12,
15, 17, 19, 26]

Obsah biogennich amimeni ve vSech mééych vyrobcich stejny. NeftSi zaznamenana
mnoZstvi biogennich amin byla pozorovana v mé@dych produktech vyrobenych

ze syrového mléka.iPkontaminaci syrového mléka bakterieteledi Enterobacteriaceae



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 15

se zvySuje riziko vzniku biogennich amirSyry s podobnym sloZzenim se mohou obsahem
biogennich amif vyrazre lisit. [6, 7, 17, 19, 20, 26, 27]

1.4 Ug&inky biogennich amini na lidsky organizmus

Biogenni aminy jsotdiazeny mezi firozené toxické latky. Zatimco v nizSich koncenitthc
jsou pro organizmus nepostradatelné, ve vysSiclceadracich maji néfznivy vliv
na organizmus a stavaji se tak toxickymi. [3-7] d&ioni aminy se v organizmu mohou

projevovat jako:

» psychoaktivni latky — biogenni aminy, které@spbi na nervové ipnaSeée.
Ve tSiné pripadi dochazi k deasnym zmindm vnimani, chovani, aj.
Mezi tyto latky seadi nap. histamin. [2, 3, 5, 6, 14]

e vasoaktivni latky — biogenni aminy majicitimpy ¢ nepimy vliv
na vaskularni systém. Tyto latky se mohoélitdna vasokontraktibilni
(nag. tyramin) a vasodilatmi. Mezi vasoaktivni aminy s&adi i tryptamin
a fenyletylamin. Maji za nasledek hl&vrkontrakce hladkého svalstva,

rozSieni cév, a tim i snizeni krevniho tlaku. [2, 36b,

Horni hranice, kdy se biogenni aminy stavaji toyiokpro lidsky organizmus, neni zcela
piesré stanovena. Zalezi na konkrétnim jedinci, jeho wolrdm stavu a na mnozZstvi
konzumované potraviny, ktera obsahuje vygazyssSi mnoZzstvi biogennich aniinzdravy
¢loveék je ochragn i proti vySSimu fjmu biogennich amiin K detoxikaci biogennich
amimi v lidském organizmu dochazi pomoci fesnich enzym aminooxidaz,
které jsou velmicasto nazyvany jako detoxifikai mechanizmy. [2, 3, 6-8, 15-18]
Mezi nejvyznamiyjSi aminooxidazy jsodazeny monoaminooxidazy a diaminooxidazy.
Jejich mnozstvi se v lidském organizmu sniZzujessaucim ¥kem, pisobenim alkoholu
Ciléka, zejména psychofarmak, protoze tyto léky mohou abbsgat inhibitory
aminooxidaz. [2, 3, 5, 18, 19]

Z toxikologického hlediska se mezi nejzavggnhbiogenni aminyadi histamin a tyramin.
Pati k nejvice zkoumanym biogennim aria dnesSni dof Ve vysokych koncentracich
mohou mit negativni vliv na zdravi. Jejich vysokifjgm zpisobuje zdravotni potize,

které mohou vést az ke smrti konzumenta. [2-55719, 20]
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Biogenni aminy jako putrescin a kadaverin nemdjiisp velky vliv na organizmus.
Jejich gitomnost a mnozZstvi v potravindch je aléledité, protoZze zvysuji dinky
histaminu a tyraminu. Putrescin, spermidin a sperjaou dilezité pro regulaci funkci
nukleovych kyselin, syntézu bilkovin a pr&pddobré maji vliv i na stabilizaci membran.
Jejich hranice toxicity byla stanovena na 180, 89 ang na jeden kilograngélesné vahy
konzumenta. Legislativn vSak nejsou dany Zadné hranice toxiciéghto biogennich
amini. Nékteré biogenni aminy,ipdevsim sekundarni aminy, mohou reagovat s dusitany
obsaZzenymi v potravinach za vzniku karcinogennidgtrtogamini. [2-5, 7, 15, 20]
Putrescin, spermidin a spremin jsalleZité pro regulaci funkci nukleovych kyselin. dhji
hranice toxicity byla stanovena na 180, 83 a 19 mmgeden kilogram desné vahy
konzumenta. LegislativnvSak nejsou dany Zzadné hranice toxiciéghto biogennich
amini. [15, 20]

1.4.1 Histamin

Histamin je jednim z nejvyznarg8ich biogennich amin jez ve vySSich koncentracich
pusobi negativé na lidsky organizmus. Vyskyt histaminu je zejmengbim mase, syrech,
ving a masnych produktech. [8] Kala Kiizek [4] uvadi, Ze hodnota 8 — 40 mg'kg
je mnoZstvi, které fte vyvolat projevy lehké otravy. 40 — 100 mg'kge uvadi
jako hodnoty pro #edrs t&zkou otravu a obsah nad 100 mg‘Kgstaminu je velmi silna
otrava. Tato mnozstvi jsou uvddh pro pevné potraviny. Pro alkoholické napojergnite
toxicity 2 mg.dni. [2, 15, 21] Zpravidla se otrava projevuje v rozimaskolika minut
bolesti hlavy, které mohoui@chézet v silné migrény. DalSimi toxickymi projejgou
kontrakce hladké svalovinyist jako WisSni kiece, zvraceni, @ijmy. S otravou histaminem
muZe souviset i zarudnutti kiZe, potize s dechemigs. [3, 6] Ve vyhlaSce Ministerstva
zdravotnictvi ¢. 305/2004 Sb. (v platném &m) [22] se stanovuje ffpustné mnoZzstvi
histaminu v rybach a rybich vyrobcich 100 mg-k@oto mnoZstvi riize byt frekraseno
ve dvou z deviti odebranych vzdrk jedné Sarze o 100 %, tj. ve dvou vzorcictizen

byt tedy gitomno aZz 200 mg.kljohoto biogenniho aminu. [4, 22]
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1.4.2 Tyramin

Z toxikologického hlediska je tyramin spolu s histaem jednim z nejzavagsich
biogennich amif. Vyskytuje se zejména v mase @gem, hoé¢zim a rybim. V masnych
vyrobcich niize byt mnoZstvi tyraminu v rozmezi 100 — 800 mg.kgnané mnoZstvi
tyraminu byva nalezeno i v syrech. V rostlinnychteni@lech se tyramin vyskytuje zejména
v bananech, kde jeho mnoZstvi dosahuje a? 200 —mM@®g". Ve fermentovanych
vyrobcich rostlinného jvodu je obsah tyraminu nejzava&i zejména v kysaném zeli.
[2-5, 15, 23] Bylo zji&no, ?e mnoZstvi 10 — 80 mg.kdyraminu v potravinach frte
vyvolavat tvorbu otok. Friznaky vyvolané otravou tyraminem jsou silné bolégavy
spolu se zvracenim, zvy3eni teploty a prudké zvykeswvniho tlaku. Podle Onala [24]
se za toxické mnoZstvi tyraminu povaZuje hodnot&801éng.kg'. Sowasna vyhlaska
Ministerstva zdravotnictvic. 305/2004 Sb. (v platném &m) bohuZzel jeho povolené
mnozZstvi v potravinach neudava. MnoZzstvi tyramimotravinach oSébvala pouze starSi
(dnes jiz neplatnd) vyhlaska Ministerstva zdrawditni ¢. 298/1997 Sb., ktera stanovila
povolené mnoZstvi tyraminu ve ¥b0 mg.kg" a v syrech tvrdych, #ikkych a zrajicich
200 mg.kg-. [22, 25]

1.5 Metody stanoveni biogennich amit

Biogenni aminy jsou ve vySSich koncentracich toxigko lidsky organizmus. Prév
proto je jim posledni dobou émovana velka pozornost. Obsah biogennich amin
v potravindch je sledovan i proto, Ze mohou byt Zityu jako indikatory bakterialni

kontaminace potravin. Stanoveni taktoeditych latek je ovSem slozity proces.

Mezi sowasné metody stanoveni biogennich amipati zejména tenkovrstevna
chromatografie, plynova chromatografie, kapilarnilekgoforéza a kapalinova
chromatografie. Podle Sié a kol. [28] se v praxi n&sgji pouziva vysoce citlivé
chromatografické metody RP-HPLC (vysokoina chromatografie s obracenymi fazemi)
s fluorescetni nebo UV detekci. 8Sina metod pro stanoveni biogennich amexasow
velmi nar@gnd a nelze je vdiném provoze pouzit. DalSi metodou pro stanoveni
biogennich amif v potravinach je ndpiontow-vyménna chromatografie. [6, 11, 24, 29,
30]
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Pred pouzitim konkrétni metody pro stanoveni biogemr@miri v potravinach je nutna
izolace €chto nizkomolekularnich dusikatych latek ze zkoudhanpotravinového vzorku.
V piipact napofi sestava fiprava vzorku obvykle pouze z filtrace. U ostatnpatravin
se pro extrakci biogennich aninpouZivaji fizna extrakni ¢inidla. V dneSni dob
mezi nejpouziva¥)si extrakni c¢inidla pati zejména kyselina chlorista otznych
koncentracich, kyselina chlorovodikova (0,1 mol3n5% [w/w] kyselina trichloroctova,
metanol, petroleter. Pro extrakci z masnych vyfolk ryb se népsgji pouziva
metansulfonova kyselina. Po homogenizaci vzorkybsanymcinidlem je nutné odstranit

vysrazené slozky pomoci otistivky a/nebo filtrace. [11, 24, 28-30]

1.5.1 Tenkovrstevna chromatografie (TLC)

Jedna se o pa¥mé jednoduchou, aléasov¥ velmi nargénou metodu. V fipadt analyzy
biogennich amii se pouziva dvoufazova TLC. Tato metoda vyuzivéays rozpousdel
chloroform — dietyleter — trietylamin (6:4:1) a datchloroform — trietylamin (6:1).
Derivatizace biogennich aniinse provadi zejména pomoci dansylchloridu s nasledn
denzitometrickou detekcitip254 nm. Vyhody této metody s§igaji v tom, Ze je mnozné
ji pouzit pro &tSi mnozstvi vzonk. TLC se ovSem rfadi mezi zcelaigsné metody. [6,
21, 24, 28, 32]

1.5.2 Plynova chromatografie (GC)

Nejcastji se tato metoda pro stanoveni biogennich &myuziva ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii (GC-MS) za pouZziti anhydridu kyselimeptafluoromaselné (HFBA)
jako derivatizaéniho ¢inidla (pro gevod biogenniho aminu nékavy derivat). Metoda GC
byla podle Onala [24] pouzita nappro stanoveni biogennich arfiv portském vip.

Celkovycas této analyzy byl 18 min.

Onal [24] zveéejnil i daldi postup vyuZivajici plynovou chromatafij, pii kterém
vSak odpada nutnost derivatizace analytu. Tato daebyla vyuZzita pro stanoveni obsahu
histaminu v rybach a rybich produktech. Histamin bejprve ze vzorku extrahovan
alkalickym metanolem a poté injektovan na chromafickou kolonu bez derivatizace,
doba analyzyinila 20 minut. [6, 21, 24, 28, 29, 33]
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1.5.3 Vysokowinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC je velmi ¢asto vyuZivanou metodou. Jde o citlivou desmou metodu.
Casto pouzivanou variantou je RP-HPLC po postkolénderivatizacio-ftalaldehydem
(OPA). Lze pouzit rowz merktaptoetanol (2-ME), nasleduje fluorimetriclatekce.
Jako dalSi derivatizai cinidla se pouzivaji ndp 1,2-naftochinon-4-sulfonat
(spektrofotometrick& detekce), 4-chloro-7-nitrobafnzazan (spektrofotometrickd deteke),
aj. Pro detekci &kterych biogennich amin neni nutné pouZzit derivatigai cinidlo,
jedna se zejména o histamin a tryptamin. U histame mozné pouzit UV/VIS DAD
detektor, tj. detektor diodového pole. KrémysSe uvedenych detekci je mozné pouzit
i konduktometricky detektor. Stélgastji se pouziva pro stanoveni biogennich amin
kombinace HPLC s hmotnostni spektrometrii (HPLC-M3%-39]

1.5.4 Kapilarni elektroforéza (CE)

Z elektromigr&nich metod seipstanoveni biogennich aniiruplafiuje zejména kapilarni
zénova elektroforéza (CZE). Steéjnjako v @ipac€ chromatografickych technik,
také u elektromigrmich metod je nutna derivatizace analyzovanych ekloAomoci
derivatiz&niho cinidla dochazi ke vzniku fluoreskujicicti absorbujicich produkit
Mezi nejpouzivagSi derivatiz&ni cinidla pati: o-ftalaldehyd (OPA), fenylizotiokyanat
(FITC), 9-fluoroenylmetyloxokarbamat (FMOC), darhbrid, aj. Analyt nize s¢inidlem
reagovat ped ctlenim¢i az po rozdleni sn€si v kapil&e. Je mozné vyuzit i derivatizace
vzorku pgimo v kapil&e (,on-column® nebo ,in-capillary*), v niz je obsai zakladni
elektrolyt dohromady s derivatigaim ¢inidlem (nag. OPA) [6, 11, 21, 24, 28, 29, 34]
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2 PLISNOVE SYRY

Syry jsou mléné vyrobky obsahujici idezité slozky pro vyzivuclovéka. Mazeme

je zaadit mezi hodnotné slozky potravy. Hlavni kompogerkteré v syru nalezneme,
jsou ml&€na bilkovina a tuk. Tyto bilkoviny jsou plnohodnétnobsahuji vSechny
esencialni aminokyseliny, a jejich mnozstvi v sfirese pohybuje v rozmezi 20 — 30 %.
Syry dale obsahuiji vitamin A a vitaminy skupinyrigag. riboflavin. Ve velkém mnoZstvi

jsou zde zastoupeny i mineralni latky jako Zeldwmixik a vapnik. [40-46]

Plisiové syry paf do skupiny mikkych, girodnich, zrajicich syr Paivod plisiovych syfi
neni zcela fesrt znam. Uvadi se, Ze plievé syry vznikly nahodou, kdyZ selka jménem
Marie Harelova ve francouzské vesnici Camembernti rbk90 nalezla domacky vyrobeny
syr porostly bilou plisni. Po ochutnani tohoto gjiatila, Ze vybora chutna. Diky této
ndho@& vznikla nejstarSi zrika plisiového syru Camembert de Normandie,
ktery ma ochrannou znamkuiyodu. [47, 48] Pozgi se vyroba &chto syfi rozStila

i mimo Uzemi Francie.

V tehdejSiCeskoslovenské republice bylo jednou z nejvyzngsich firem vyragjicich
syry Mlékaské druzstvo taborska (MDT), dnes znadmé jako Madészal se zde vyrah

syr s plisni na povrchu pod nazvem Hermelin. Tewdpev vznikl diky tomu, Ze plise
na povrchu syraifpominala kozZeSinu kralovského pk§dizv. hermelin, ktery byl vyréin

z kize hranostd, Hermelin byl pozéi vyrabén i v Sedéanech, avSak jednalo se spiSe
o piilezitostnou produkci v zimnim obdobi. Teprve rok®bs7 se zde zaly Hermeliny
vyrabit sério, ale stale pouze v zimnim obdobi. Cetmiovyroba toho syra Zala teprve
roku 1960. Dnes pli®mvé syry vyrabi také napMlékarna Otinoves s.r.o., Povltavské

mlékarny a. s., Niva s. r. 0. DoInfiR, aj. [2, 46-48]
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2.1 Rozdéleni plisiovych syni

V dneSni dob je na s¥tovych trzich mnoho drdh plisitovych syi. Nejastji

jsou plisiové syry syt déleny podle typu adstu plisi. [40, 42, 44-46, 50]

2.1.1 Mé&kké syry s plisni na povrchu

Tyto syry se vyznauji mékci, krémovitou konzistenci. Na povrchu je typick#&Udirka.
Jsou vyrabny predevsim z kravského mléka a zraji okolo dvou aZi Sgsind.

Mezi nejznamsjSi zastupce fizeme zeadit:

- Camembertde Normandie- tento syr s ochrannou zndmkotvedu je vyrakn
Z nepasterovaného kravského mléka s obsahem tubwsi® 45 %, doba zrani
je alespd 3 tydny za fitomnosti plisg Penicillium camembertiMa mirrg slanou
chuw’, bochnik o pkméru 10,5 — 11,0 cm o tlotée 3 cm. [46, 48, 51, 52]

- Brie — oficialni druhy jsou Brie de Melun a Brie de M&akteré jsou tvarovany

do plochych bochniko prtiméru 27 — 37 cm a tlotdige 2,5 — 3,0 cm.

Brie de Melun— jde o pligovy syr majici mikké roztékajici jadro a jeho
povrch je porostly nalalou mikroflorou. Zraje alespo4 tydny i teplog 10 °C.

Tento typ syra ma vyrazné aroma

Brie de Meaux- vyzn&uje se slamovou barvou, pikantni nasladlou chuti
s nddechem liskovychéi8ki. Doba zrani se pohybuje mezi 4 — 10 tydny. [47, 48
52]

- Coulommiers —dtive setadil mezi syry typu BrieJe vyrabn z kravského mléka.
Z pctatku je porostly bilou plisni, ale po 5 tydnechnirge mikrofléra rani
na n&ervenale hédou. [46-48, 51, 53]

- Hermelin— jeceska varianta francouzskéeho syru Camembert. [4/52]8

2.1.2 Syry s plisni v gsté

Jedna se o syry, které maji plisprorostiou az ke stdu vyrobku. Maji krémovou
konzistenci. H zrdni se musi tyto typy syralespé dvakrat propichnout jehlou,
aby se dovnit dostal vzdusny kyslik ptgbny pro #st a rozvoj plisni. [43, 47, 48, 53]
Do této skupiny plisovych syfi fadime nap:
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- Roquefort- jde o syr s ochrannou znamkaivpdu. Je vyragén ze syrového astho
mléka. Tento syr obsahuje nejméd2 % tuku v suSih Po 3 aZz 6 msicich zrani
ma vyraznou ostrouni. Typickd plisé Penicillium roquefortizraje vyhrada
v jeskynich Combalou nachazejicich se v oblastiuetart (Francie), které jsou
charakteristické vysokou vlhkosti vzduchu (az 90 48, 48, 52, 53]

- Niva— nazyvana také syr s modrou plisni, jedna &skou obdobu francouzského
syru Roquefort, ma smetanovou az syra@utou barvu, naezu lze pozorovat

mramorovou strukturu stlé aZz zelené uslechtilé plisri43, 47, 53]

- Gorgonzola- jeden z nejznagsich italskych syi. Obsahuje minimakh48 % tuku
v suSirg. Vyznauje se vyraznouidni i chu’; bochnik majici prmér 25 — 30 cm
a tloug’ce 16 — 20 cm. Doba zrani je 2 az &ie. [46-48, 52, 53]

- Fourme d"Ambert francouzsky syr s ochrannou znamkaoivgdu majici velmi
vyraznou chd s dechovou az houbovouuwi. Vyrabi se z kravského mléka

o minimalnim obsahu tuku v su8iB0 %.[48, 52]

- DalSimi typy jsouSaint-Agur, Danablu, Stiltoraj.[46-48, 52, 53]

2.1.3 Dvouplisiiové syry

Jde o zvlastni typy sfrjak s plisni na povrchu, tak s plisniégt. Obsah tuku v su&n
je vyrazré vysSi nez u ostatnich pievych syh. [48, 49, 52] Mezi zastupce

dvouplisiovych syfi pati nag.:

- Cambozola- je vyrakn v Némecku. Jedna se o dvouplds’y syr se smetanovou
chuti. Neméa tak vyraznouumi jako ostatni dvoupli®vé syry. Ma miré

nazloutlou barvu. Obsah tuku v susja 70 %.

- Vltavin — jednd se o dvouplisvy syr ¢eské vyroby na povrchu s bilou plisni
a se zelenou plisni ¥ste. Ma jemnou konzistenci. S délkou zrani se zvySuje

jeho vyrazna chi) jemnost a lahodnost. [47, 48, 52, 53]
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2.2 Technologie vyroby plisiovych syni

Hlavni surovinou pro vyrobu phlisvych syf je kravské mléko. Nedilnou stasti dnesni
produkce plisovych syi jsou i syry z owiho ¢i koziho mléka, které jsou posledni dobou
stéle ¢asgji pouzivanou surovinou. P vyrob¢ je velmi dilezity obsah bilkovin,
tuka a ml&€ného cukru. Vyroba a zranichto syf je wtSinou velmi slozity a zdlouhavy

proces, ktery je specificky pro dany druh syru-§8) 45, 46, 49, 54]

Technologie vyroby pligovych syfi zahrnuje ¥tSinou pasteraci mléka. Obvykle

se vyuziva Setrna (kratkodoba) pasterace mlék@2p— 74 °C po dobu 20 — 30 sekund.
Cilem tohoto kroku je zneni vegetativnich forem patogennich a technologicky
nezadoucich mikroorganiZm[40, 41, 46]

Nepostradatelnym technologickym krokem je o¢aBbvani mléka pomoci tdbve
samoodkalovaci odstdivky. ZiskA se mléko sobsahem tuku maxitkah05 %
a smetana. Poté nasleduje standardizace, jejitgiemd je Uprava mnoZzstvi tuku
na poZzadovanou hranici pro konkrétni typ syru. &asizace se provadiriganim
smetany, resp. homogenizované smetany, do pasteiova odsedného mléka
na pozadovanou hranici obsahu tuku v suSifento krok je dlezity, protoZze podle

jeho obsahu v su&irdélime syry do skolika skupin:
1. vysokotwné — obsah tuku nad 60 %
2. plnotwné — 45 - 60 %
3. polotwné —25-45%
4. nizkotwné — 10 — 25 %
5. odtwnéné — pod 10 % [55]

Dale se mléko upravuje chloridem vapenatym, kteéyza ukol zlepsit sitelnost mléka,
atim zvySit kvalitu skeniny. Poté se fjdavaji mezofilni (smetanové) kulturgasto
nazyvané jako startovaci primarni kultury. Diky jejich psobeni dochazi k fermentaci
laktozy a tvork kyseliny mi€né, pomoci niz dochazi ke snizeni pH na hodnoty 3,8,
coz je nevhodné prasdi pro gkteré kontaminujici mikroorganizmy. Dochazi i k twni
enzym, které se uplauji v pribéhu zrani a maji vliv nap na organoleptické vlastnosti
koneinych produki. Casto vyuzivanou mlékskou kulturou fi vyrobé plisiovych sy

je StreptococcusLactococcusa Lactobacillus. Pridani mezofilnich kultur se provadi
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30 — 45 minut ped syenim. Nasled® se i vyrob¢ symi s plisni na povrchuiavaji

sekundarni kultury v podetplisiové suspenzBenicillium camemberti2, 42, 45-47, 54]

Syfeni mléka se provadiipavkem sjidla, tzv. enzymatickéi sladké srazeni. $igla jsou
proteolytické enzymy, které jsourippisobeny kyselému prdsdi a maji za nasledek
srazeni kaseinu, ktery pocité dokE tuhne a tim vznika $gnina. V dnesni débe znamo
nékolik syfidel. NejstarSim pouzivanym i&glem je chymosin. Jedna se o enzym,
ktery se nachazi v zaludku sajicich dd& savé (nag. telat). Pouziva se i kombinace
pepsinu s chymosinefi syfidlo s grevahou pepsinu. Dnes lIze vyuzit i tzv. rekombin&antn
chymosin. Ziskava se z produich mikroorganisrin Apergillus nigeraEscherichia coli
tak, Ze se do nich vnese gen pro tvorbu chymosgiale ¢astji se nejen ve vyrab
plisiovych syf uplatiuji mikrobialni syidla, zejménaz Rhizomucor miehei, Bacillus
subtilis, aj. [2, 40, 43, 49]

Vznikla syenina se kraji tzv. harfou. Vznikaji zrna, kterdypiuna sita, kde se oddje
vedlejSi produkt syrovatka. Odkapavani syrovatkyobfita samovokh pri teplot
26 — 28 °C Bhem prvni hodiny. Poté se teplota sniZzuje na 20VZdikaji tak syrova zrna
o pH 4,6 — 4,7, kterd maji nizky obsah mineralmatbk. [2, 43]

Vznikld syrova zrna putuji do formovaciho stolu, ekdmohou byt lisovana
do pozadovanych tvamebo jsou dana do forem (Wiek). Lisovani neprobiha u Zadného
typu plisiovych syfi, protoze by vznikla kompaktni struktura, ktera zamezila #istu
sekundérnich kultur. Odstram syrovatky probihd tedy samovolnym odkapem.

Poté probiha soleni. Jsou pouzivémnyésledujici zpsoby:
1) m&seni v solné lazni,
2) soleni dodsta - rozkrajena sgnina je solenaifmo do &sta,
3) soleni na sucho -kje roztirdna gimo po povrchu syru.

V dnesni dob je vCeské republice soleni $ys plisni na povrchu realizovano rfsm

suché soli na vlhky povrch syra. [2, 40, 42, 43, 49

Zrani syfi je posledni a velmitezity krok @i vyrob¢ plisiovych syfi. Zrani utuje jakost
syra a velmi vyrazh méni jeho slozeni, &ni a konzistenci zejména dik§innosti
sekundarnich kultur. Syry s plisni na povrchu jdmnem zrani uloZeny ve zracich

sklepech, kde musi byt udrZzovdna vhodna teplotalativni vihkost vzduchu. Syry
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se Ehem zrani ve zracich sklepech obraci, aby doSlovkamérnému fstu plisni
na povrchu. Musi byt dodrzeny vhodné podminky, g zabragno vzniku vad syr.
[2, 40, 47] Na zrani se dale mohou podilet takén@mi kultury acast&né i enzymy
syfidla. [40, 50] Ristu avyvoji sekundarnich kulturrguichazi fermentace laktdzy
na kyselinu mlénou. Sekundarni kultury se pouzivaji diky jejichdif@nym
fyziologickym a biochemickym vlastnostem, které rist@aci kultde obvykle chybi
nebo jsou velmi omezené. Jedna se zejména o hafmbol, fist v nizkém pH, vyuziti
kyseliny mlé&né, tvorbu oxidu uhtitého, proteolytickou ¢i lipolytickou aktivitu.
Pti vyrobe plisiovych syfi se dnes vyuzivaji pligrPenicillium camemberta Penicillium
roqueforti [40, 42, 43, 46, 49, 52, 54, 55]

Penicillium camembert- tvai Sedobilé kolonie. Pouziva se hapi vyrob¢ sym
typu Brie, Camembert a CoulommiePs.camembertioste pi teplo 5 °C a pH v rozmezi
3,5 — 8,5. Nevhodna teplotafi které nedochazi Kistu, je okolo 37 °C. Tato plise
je schopnatrstu i @i vySSi koncentraci soli; maximalni koncentrace gmlokolo 20 %.
[40, 44, 49, 52, 53, 55]

Penicillium roqueforti— tvaii zelenomodré kolonie. Pouziva s#& pyrobé syru
s plisni uvnit, nagiklad Danablu, Gorgonzola, Stiltoti Roquefort. Optimalni teplota
rastu je obdobn& jako ®. camembertiavSak rozsah pH optimalni prast je SirSi
(3,0 - 10,5). Je schopeistu @i nizsi hladir kysliku a vysSi hladi oxidu uhlgitého,
ktery je @itomny v trhlinach syr s plisni uvnit. Stejré jako P. camembertje odolny Wi
vySSim koncentracim soli. [40, 44, 49, 52, 53, 55]

Pri zrani plisiovych syfi se mohou uplabvat i dalSi mikroorganismy, nap

Geotrichum candidum— podle morfologickych a biochemickych vlastnosti
je roztlen do 3 drubi. Prvni druh tvéi smetano¥ zbarvené kolonie majici podobny
vzhled jako kvasinky. Jsou typické nizkou protdokdu aktivitou. Teti druh je bile
zbarveny s pravym myceliem a vysokou proteolyticladtivitou. Mezi druhy druh jsou
fazeny ty rody, které nejsou j&sklasifikovany jako druh 1 nebo 3. Optimalni rozsah
teplot pro jehotst je 15 — 25 °C a pH okolo 4,5 — 7,5. Temfstu se vyraz& sniZzuje

pii koncentraci soli $tSi nez 5 %. [2]
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Brevibacterium linens- striktre aerobni mikroorganizmus, ktery ma optimalni
teplotu kstu vrozmezi 20 — 30 °CtippH 6,5 — 8,5.Brevibacterium linensroste

pii koncentraci soli az 15 %. [2]

2.3 Procesy probihajici @i zrani plisnovych syni

Béhem zrani plisovych syfi dochazi k biochemickym znam, které jsouidezité
pro kon€nou jakost syra. Jedna se zejménglykolyzu, lipolyzu a proteolyziK témto
biochemickym zminam u pligovych syfi dochazi vice nez u ostatnich diusymi diky

bohatému enzymatickému vybaveni plisni. [2, 4458656]

Glykolyza — probih& jiz od vzniku $gniny, kdy povrchova mikroflora Zma
vyuzivat kyselinu mlé&nou pro swj rast. Povrchové pH se tim neustéle zvySuje a na konci
zrani se blizi k hodnet7,0. Vziist pH uvnit syra je podkud pomalejSi a kokea hodnota
pH je okolo 5,5 — 6,0. Toto zvySeni pH vyraampravuje reologické vlastnosti a vznika

tak syr krémovité konzistence.

Lipolyza— je dilezity proces, zejména u s$ys plisni uvnit, kde se ve vyzralém
syru pohybuje obsah volnych mastnych kyselin ok20%. U sy& s plisni na povrchu
se jejich obsah pohybuje asi kolem 3 — 10 %. Atu tgysokd mnozstvi vSak negmbuji
Zluklou chu’. Lipolyza probiha zejména dikynnosti extracelularnich lipaz sekundarnich
plisiovych kultur. [2, 44, 45, 53, 56]

Proteolyza — jedna se o rozklad bilkovin za $asného zvySovani obsahu
NHsza rozpustného dusiku. Obsah amoniaku, ktery vznit@aminaci volnych
aminokyselin, ve zralych syrech dosahuje az 7%ow&lko dusiku. K degradaci bilkovin
dochazi zejména diky proteolytické aktkviP. camemberti Role kvasinek, &etns

Geotrichum candiduny, proteolyze je zanedbatelna. [2, 45, 53, 54, 56]

Béhem zrani plisovych syfi dochazi roviZ k vyvinu jejich aroma. U syrs plisni v &ste
dochéazi Bhem zrani k rozkladu mtéého tuku za vzniku metylketdnTyto latky davaji
syrim s plisni vé&st nejen typickou chij ale i vani. [2, 15, 18] U syi s plisni na povrchu
je za typickou houbovitoutni zodpowdny okt-1-en-3-ol. Je produkovan zejména diky
P. camembertiz kyseliny linolové a linolenové. Typicka &inova viné sym s plisni
na povrchu je fkladana alkohalm a jejim estédm, zejména fenyletanolu,

ktery je produkovana ihned nac¢asku zraniécinnosti kvasinek. [2, 44, 45, 54]
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3 CILPRACE

Cilem teoretickécésti bylo popsat chemickou strukturu biogennichnémjejich vznik

a &inky na lidsky organizmus a dale popsat metody p@ng ke stanoveni biogennich
amim v potravinach. Dale se teoretickdst ¥nuje plisiovym syim, technologii jejich
vyroby a procesy probihajicimiélbem jejich zrani a skladovani, se zaemim na syry
s plisni na povrchu.

Cilem praktick&asti této prace bylo sledovat mnoZzstvi sedmi binggnamird (histamin,

agmatin, spermin, spermidin, kadaverin, putrescigramin) v syrech s plisni na povrchu

béhem dvounisicniho skladovani v ledniciipteplot 6 £ 2 °C.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Charakteristika vzork a

Pro vyzkum byly pouzityit rozdilné druhy Bzné¢ dostupnych plisovych syt (Sedéansky
hermelinek, Karel IV. Camembert,iftmak; viz. obrazek 1). VSechny uvedené vzorky
pati mezi syry splisni na povrchu. Vtabulce 3 jsoeedeny zakladni Udaje vySe
uvedenych zkoumanych sys plisni na povrchu, které uvadi vyrobce na obdfechny
syry s plisni na povrchu byly ébem dvounssiéniho skladovani uloZzeny v ledoe

pii teplo€ 6 + 2 °C.

Obréazek 1 - $tbriak, Sedfansky hermelinek, Karel IV. Camembert
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Tabulka 3 - Zakladni charakteristika pisvych sy# uvedena vyrobcem

Obsah gﬁﬁah
Syr* | Vyrobce Typ vyrobku SlozZeni susiny .
(% wiw) V SuSirg
(% wiw)
Povltavské .
mlékamy, a.s mléko, smetana,
H SedEany, zrajici syrs biloy jedla sil, mlékaska 47 53
v ! plisni na povrchu kultura,
Ceska .
: P. candidum
republika
Polser Sp. . . . .| pasterované mléko
syr s bilou plisni} ™" o
Z.0.0., jedla gil, mlékaska
C o na povrchu 51 60
Siemiatycze, Mekky kultura,
Polsko y P. candidum
MV
Oberfranken- | ptirodni zrajici | mléko, jedla 8l,
S West eG, syr s bilou plisni| mlékaska kultura, | 38 30
Wiesenfeld, na povrchu P. candidum
Némecko

* H — Sedtansky hermelinek, C — Karel IV. Camembert, Si#h&tak

4.2 Zakladni chemicka analyza

Chemicka analyza vzoik byla provedena ihned po nakupu, tj. 0 den skladiova
Poté byla provedena chemicka analyza po 28 a 5&hds&ladovani. Obsah suSiny
byl stanoven suSenim vzdrkii 102 + 2 °C podle ISO 5534:2004. [57] pH byl@&ieno
pomoci pH-metru Gryf 208 L (Gryf, Hawkiv Brod, Ceska republika) se skl&mou
elektrodou THETA 90 HC 113 (Gryf, Havkuv Brod, Ceska republika). Bylo #feno
pH vodného vyluhu syrpii 20 +1 °C (10 g vzorku bylo rozeno s 30 ml destilované
vody). Obsah tuku byl zji&h acidobutyrometricky podle van Gulika. Hrubé biliky
byly stanoveny pomoci zji&ti obsahu celkového dusiku s pouzitim Kjeldahlowstady.
Byl pouzit destilani pristroj Pro-Nitro A (JP SELECTA, Barcelona, Spisko).
Poté byl vypditan obsah hrubych bilkovin jako obsah celkovéhasilkdu nasobeny

piepaitavacim faktorem 6,38.

Vysledky ziskané chemickym rozborem byly statistickhodnoceny pouZzitim

parametrického t-testu. Vysledky se vyznarigily, pokud P < 0,05.
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4.3 Extrakce biogennich amini

Pro extrakci biogennich aniinbylo pouZito 10 g vzorku s 25 ml 0,1 mol.dnHClI.
VSe bylo dano do stomacheru a vzorek byl sp@ls extraknim ¢inidlem homogenizovan
podobu 7 minut. Po extrakci byl homogenizovany rgko odstedovan v 50ml
zkumavkach v odgtdivce Z 300K (HERMLE Labortechnik GmbH, Wehingen,
N&mecko) pi 6500 ot.mift pri 4 °C po dobu 30 minut. Ziskany supernatant bi¢da
zfiltrovan a nasledhodpaen pomoci roténi vakuové odparky RVO 400 A (Ingos, Praha,
Ceska republika) do sirupovité konzistence. Po tefpiza zahushi byl vzorek rozpush

v sodno-citratovém pufru (o pH = 2,2) v 10ml aginé baice. Takto pipraveny roztok
byl filtrovdn ples nylonovy membranovy mikrofiltr (0.45 pm) a vsglob vioZzeno

do davkovaciho kotae Automatického analyzatoru aminokyselin.

4.4 Chromatograficka analyza biogennich amir

Vyextrahované biogenni aminy byly analyzovany pomaatow-vyménné chromatografie
(kolona 55 x 3,7 mm napind iontongnicem OSTION Lg ANB) vybavena postkolonovou
derivatizaci ninhydrinem a spektrofotometrickouettef ¢. = 570 nm). Analyza biogennich
amini byla provedena pomoci Automatického analyzatorinakyselin AAA 400 (Ingos,
Praha,Ceska republika). PouZzity teplotni a @il program fi chromatografické analyze
je uveden vtabulce 4. Slozeni pouzitych pufe popsano vtabulce 5. Standard
byl ptipraven smichanim 7 biogennich ainithistamin, agmatin, spermin, spermidin,
kadaverin, putrescin a tyramin) v sodno-citratovémfru (pH = 2,2) o koncentraci
500 mmol.cit kazdého biogenniho aminu. Standardy biogennictniarbily ziskany
ze Sigma — Aldrich (St. Louis, USA). VSechiynidla pro AAA aiontongnic byly
zakoupeny od firmy Ingos (Prah@eské republika). Dva vzorky kazdého druhu syra byly
analyzovany kazdy tydencbem 8tydenniho skladovani. Extrakce biogennich arbyta

provedena alespadvakrat u kazdého vzorku.
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Tabulka 4 - Teplotni a etai program pouzity i chromatografické analyze

Cas (min) Teplota kolony (°C) Cislo pufru
0 65 1
41 45 1
60 45 2
86 45 6
101 45 1
111 65 1
120 65 1

Tabulka 5 - SlozZeni pouzitych pufra 1000 ml

Pufr 1 2 6
Hydroxid sodny (Q) — - 8
Kyselina citronova (g) 1,55 14,0 —
Citronan sodny (g) 21,0 — -
Chlorid sodny (g) 5,0 - —
Chlorid draselny (g) - 171,5 -
Bromid draselny (g) 41,65 — -
Hydroxid draselny (g) - 10,0 -
Isopropanol (ml) 250 - —
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Béhem 8tydenniho skladovani pits/ych syi pri teplo& 6 £ 2 °C byly sledovany nejen
koncentrace biogennich aniinale také byly provashy chemické analyzy pro zjiti

obsahu suSiny, TVS, pH a obsahu hrubych bilkovin.

5.1 Chemickéa analyza vzorku

Po 8 tydri byla provadna zakladni chemicka analyzé komegnich drulii syni s plisni

na povrchu. Vysledky zakladni chemické analyzy jsaznamenany v tabulce 6.

Hodnoty obsahu suSiny ziskané chemickou analyzoukirzse vyraza neliSily od udaj,
které uvadi vyrobci na obalech analyzovanychiphigch syfi (tabulka 3). Bhem 8 tydii
se obsah susiny, tuku a hrubych bilkovin ¥&w¢ pripadi témet nezngnil (P> 0,05).

Hodnoty obsahu tuku, které byly ziskany acidobutetrickou analyzou, porppaitani
na TVS téndi odpovidaji uddjm, které vyrobci uvedli na obalechiigusnych plisovych
Syn.

Rozbor vSak prokazal viist pH u vSechit vzorka plisiovych syii. Analyza pH, ktera byla
provedena 0. den po nakupu ukazala, Zze ph@ligh syf bylo mirrg kyselé az neutralni.
Rozbor 56. den po nakupu prokazal, Zze se pHa@hgh syi zmenilo na neutréini
az slalk zasadité. Tento jev se podle Roginskiho a koldi]aiekavat, nebdb¢hem zrani
a skladovani plisovych syfi dochazi k tvorb amoniaku za saasného vyuZiti kyseliny
mléné povrchovou mikroflérou pli@vych syfi. Diky tvorké a hromadni amoniaku

v plisiovych syrech doSlo k odkyseleni pldsych syf.
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5.2 Chromatograficka analyza

Chromatograficka analyza vzorku C

Chromatografickou analyzou syru s plisni na povikatel IV. Camembert bylo zji&ho,

Ze pevladajicim biogennim aminem po celou dobu skladbov#l spermidin. 0. den
skladovani byly ve vzorku C detekovany biogennirgnspermidin a spermin. Po 7 dnech
skladovani byla zjigha gitomnost putrescinu. Zatimco obsah spermidinu ensipe
kolisal bez zjevného kolisajicih rostouciho trendu, mnozstvi putrescinu ve vzotku

zpaiatku kolisalo, avSak po 42 dnech skladovani jelsablzaal vzristat (viz. obrdzek 2).

Obréazek 2 - Obsah jednotlivych biogennich anfing.kg") bchem skladovani

ve vzorku C

8.0
~ 1.0
En
sy 0.0
g
£ 5.0
2
§ 4.0 B Spenmnidin
a:"n 3.0 .PLItICS(.)lll
= = Spertin
=
E
=
o

2.0 -
1.0 I I
0.0

28 35 ‘

0 7 14 21
Doba skladovani (dny)
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Chromatograficka analyza vzorku S

Ve vzorku S byly 0. den skladovani detekovany 3yeimi aminy (spermidin, putrescin,
spermin). PevaZzujicim biogennim aminem byl z@@dku spermidin. Jeho obsah se vSak
v praibéhu skladovani postupnsnizoval. Biogenni amin spermin byl detekovan gouz
v prvnich 14 dnech skladovani. Obsah putrescimjésjako u vzorku C, zptatku mirrg
kolisal, a po 21 dnech skladovani jeho obsah vykalzezristajici trend. Putrescin
byl v druhé polovia skladovani fevazujicim biogennim aminem. Po 35 dnech analyzy
byl ve vzorku S detekovan dalSi biogenni amin —akadn. Koncentrace biogenniho
aminu kadaverinu vyrazrkolisala (viz. obrazek 3). Viflohach Pl a PII jsou znazamy

chromatogramy standardu biogennich andrvzorku S po 14ti dnech skladovani.

Obrézek 3 - Obsah jednotlivych biogennich ahfing.kg") behem skladovani

ve vzorku S
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Chromatograficka analyza vzorku H

Béhem dvounssiéniho skladovani byly ve vzorku H detekovany pouza biogenni aminy
(spermidin a putrescin). V prvni polo¥indvountsicni analyzy byl pevazujicim
biogennim aminem spermidin, ovSem po 28 dnech ekbad z&al obsah tohoto
biogenniho aminu postupnklesat. Putrescin byl detekovan ve vzorku H azdé@n
skladovani. Jeho koncentrace &@u mirg kolisala, ale po 35 dnech analyzy
byl zaznamenan vyrazny r&t obsahu putrescinu. V druhé polaviskladovani byl

pievladajicim biogennim aminem putrescin (viz. obkate

Obrézek 4 - Obsah jednotlivych biogennich ahfing.kg") behem skladovani

ve vzorku H

7.0
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4.0
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Souhrnna diskuze

Pomoci chromatografické analyzy tedy bylo 2t Ze vSechny testované vzorky
obsahovaly 0. den po nakupu biogenni amin spermi@into biogenni amin byl detekovan
u vSech plisovych syfi pouze v zanedbatelnych koncentracich. [2-5, 1pK2dcentrace

biogennich amif béhem prvnich 5 tydinmirné kolisaly u vSech analyzovanych vzork

Agmatin, tyramin a histamin nebyly nalezeny anedrjom zeif plisiovych syfi béhem
8 tydenni analyzy. Tyto vysledky se shoduji s K&rovou a kol. [58], kt&i béhem analyzy
syru nezjistili gitomnost biogenniho aminu histaminu. Roig-Sagudsla [26] zjistili
vyrazré vysSi koncentrace biogennich afhine 44 vzorcichiznych typi Sparlskych
syri. Tyto rozdilné koncentrace biogennich aimwodliSnych typech syr mohou byt
dusledkem pedevSim rozdilné doby zréni, technologii vyrotiypouzitim mlék#skych

kultur pri vyrobe syni. [3-6]

Celkové koncentrace sledovanych biogennich arbéinem skladovani jsou zaznamenany
na obrazku 5. Obsah biogennich afminanalyzovanych syrech po celou dobu skladovani
mirn¢ kolisal. Na konci analyzy, tj. 56. den skladovdnyly koncentrace biogennich anmin
v plisiovych syrech tégt zanedbatelné ve srovnani s toxickymi hranicemerétjsou

udavany v Bzn¢ dostupné literaie. [2, 3, 4, 10, 11]

Vysledné nizké koncentrace biogennich amimrmohly byt diky pitomnosti
mikroorganizni s nizkou dekarboxytmi aktivitou. Dekarboxykni &inky piitomné
mikroflory symi s plisni na povrchu mohly byt inhibovany nevhodnymostedim, zejména
vySSimi pH (viz. tabulka 6). Podle Halasz a kol5][je pro tvorbu biogennich aniin
vhodrgjSi spiSe kyselé prasdi. Zasadité pragtdi na konci skladovani vSech typa
plisiovych syl spolu s nizkou skladovaci teplotou mohlo mit indnb (€inky na tvorbu
biogennich amith. Omezena tvorba biogennich ahwmanalyzovanych plimvych syrech
muze byt i disledkem toho, Ze vyrobci dodrzeli vhodné hygienipkéminky pi samotné

vyrobé syni s plisni na povrchu.
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Obrézek 5 - Zavislost mnoZstvi biogennich @nfimg.kg™) v syrech s plisni
na povrchu na dabskladovani; C — Camembert, S #l8tiak, H —

Hermelinek

Suma biogennich aminu (mg.kg!)

14.0
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ZAVER
Chemickou analyzou bylo zj&io, Ze obsah suSiny, tuku, TVS a hrubych bilkovin

se ve ¥tSire pripadi vyrazré neliSil. BEhem skladovani vSak doslo k vyraznému zvysSeni

pH testovanych vzortk

V analyzovanych syrech byly chromatografickou apaily detekovany biogenni aminy
spermidin, spermin, putrescin a kadaverin. Anidngm ze ii sym s plisni na povrchu
nebyla zjiS¢éna @itomnost histaminu, agmatinu a tyraminu. VétSin¢ pripadi byl

po nakupu, ostatni biogenni aminy sefilyovétSinou az v pibéhu skladovani. Obsah
putrescinu se v fibéhu skladovani z&l zvySovat, zatimco obsah spermidinu ¥&Swe
piipadi postupw klesal. | po datu spiby, které bylo uvedeno na obalu kazdéeho
plisiového syra, byly koncentrace biogennich anmianedbatelné. Vysledné koncentrace
biogennich amikh ve vSech analyzovanych vzorcich tsys plisni na povrchu tedy
nepgredstavovaly toxické riziko pro zdravi lidi, a protgSe uvedené plisvé syry nejsou

Z hlediska mozné otravy biogennimi aminy nebénpe
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2-ME 2 — merkaptoetanol
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PRILOHA P I: Chromatogram standardu biogennich amini
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PRILOHA P II: Chromatogram vzorku S po 14ti dnech skladovani
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