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SOUHRN

Disert&ni prace se zabyva uzitim afinnosti rékterych mén béznych zmisohi
konzervace rybiho masa. V souvislosti s netr@idii konzervanimi metodami je sledovana
tvorba biogennich aminv mase. Tyto latky mohou slouzit jako indikatoogkladu bilkovin.
Kvalita rybiho masa byla posuzovana v souvislostiaBstajicim obsahem vybranych
biogennich amih (putrescinu, kadaverinu, spermidinu, sperminu,er@dethylaminu,
histaminu, tyraminu a tryptaminu). Pro stanoverdgbnnich ami byla pouZzita metoda
ultraltinné kapalinové chromatografie (UPLC). Osm biogehrdmiri bylo derivatizovano

dansylchloridem fed jejich rozdlenim pomoci metody UPLC.

Rybi maso bylo vakuavzabaleno. Podinku vybrané konzeri techniky byly vzorky
uchovavany po #&kolik tydni v termostatu i zvolené skladovaci tepkat Ke konzervaci
rybiho masa bylo uzito jednagkzéaeni, dale pak vysoky hydrostaticky tlak. Sasré byly
piipraveny kontrolni vzorky, které nebyly vystavenyinku p-z&eni a vysokému tlaku.

U vSech vzork byly sledovany organoleptické vlastnostitf¥/zapach, vhled a tvar).

Konzervace &inkem p-z&eni byla aplikovana na rybi maso kapra obecného
(Cyprinus carpi a pstruha duhoveh@acorhynchus mykissOba druhy sladkovodnich ryb
jsou hospodiky vyznamné. Jsou reistji konzumovanymi druhy CR. Z hlediska vyZivy
¢lovéka je rybi maso povaZzovano za zdravé a dietnis&k plati pouze vifpad sowasné
cerstvosti.

Ke zjis€ni vhodné davky-zéeni byla u kapra obecného vyteoa zkuSebni série vzark
V prvnim experimentu byla vystavena nejvy38ppstné davce #éni pro rybi maso 3 kGy.
V dalSich experimentech byla davkaerd sniZzena na zakladkusenosti z tvodniho pokusu.
U pstruha duhového byly pouzity davky 0,25; 0,550,1,0 a 2,0 kGy. Hodnoty-z&eni
0,75 kGy a vyssi (1,0; 2,0 a 3,0 kGy) prodlouzilgrdZnost rybiho masa, které &chto
piipadech bylo skladovatelné a#i tnésice (98 df). Prodlouzeni skladovatelnosti masa
na98 dii je pi 3,5°C ztechnického hlediska nadhliyté. V opakovaném experimentu
s kagfim masem byly proto podrodjn zkouseny nizsi davky #éni 0,25; 0,5 a 0,75 kGy.
NizSi davkyp-zaeni jsou u obou druhryb povaZzovany zaijjatelnéjSi a sodasré dostaténe

a¢inné pro oddaleni Zénajicich rozkladnych procés



Vysoky hydrostaticky tlak byl aplikovan na maso kambecného Qyprinus carpi,
pstruha duhovéhoQncorhynchus mykissa Stiky obecné Hsox luciup Stika obecna je
dalSim velmi oblibenym druhem sladkovodni ryby. Masky je velmi chutné, avSak tento
druh ryby neni mezi spiabiteli tolik rozSfen ve srovnani s kaprem a pstruheriv@lem je
piedevsim jeho vysSi cena.

Na rozdil od experimeits s-z&enim byly vzorky po aplikaci vysokého tlaku skladay
krom¢ standardni nizSi teploty 3,5 °C, také yySSi teplot 12 °C. Nizka skladovaci teplota
byla navrzena tak, aby se pi@sti ulozenych vzork podobalo podminkam uchovavani
rybiho masa v mimyslovych chladirenskych #iaenich a domécnostech. Podle dostupnych
informaci vznikl gedpoklad, Ze vysoky tlak nebude dostatai konzervéni technikou p
vysSich skladovacich teplotach. Pro¢i@ani tohoto pedpokladu byly vzorky oSitné
vysokym tlakem skladovany jakim,5 °C tak i @i vySSi teplog 12 °C. VySSi teplotou bylo
simulovano selhani chladirenskéheizanici nevhodné teplotni uchovavani masa.

U v8ech drufi vybranych sladkovodnich ryb byly aplikovanyedwovre vysokého tlaku —
300 a 500 MPa. Gbuarovre mély vyznamny vliv na omezeni tvorby biogennich ainin
predevsim u vzork které byly skladovanyip3,5 °C. inek 300 i 500 MPa oddaliliptéto
teplog zatatek rozkladnych procésv rybim mase o 3—4 tydny.fil2 °C a 500 MPa
prodluZuje vysoky tlak udrzitelnost masa nejvySel dyden. U niZSi skladovaci teploty
piedstavuje 500 MPac¢inny konzervani zakrok. Oproti tomu i vySSi teplo neni vysoky

tlak tak spolehlivou konzer¢ai technologii.

U kvalitnich a zdravoth nezavadnych vzotkbyly obsahy sledovanych andirzpravidla
niz&i nez 10 mg.kg. Narist obsahu putrescinu, kadaverinu a tyramigbhen skladovani
vzorka velmi dolie korespondoval stinky pouzité davkys-z&eni¢i arovreé vysokého tlaku
a organoleptickymi vlastnostmi. Polyaminy, spermi@ spermin nevykazovaly statisticky
vyznamné zrny ve srovnani s pouzitou davkouiesdi a uarovni vysokého tlakuéhem
skladovani. Zréiny obsahu histaminu, tryptaminu a 2-fenylethylamiryly po aplikaci obou
konzerv&nich technik a&em skladovani velmi malé a ¥kterych gipadech dokonce

zanedbatelné.



SUMMARY

The thesis deals with the use and effectivenesssarfie less common methods
of conservation of fish meat. The formation of l@og amines in meat is observed
in connection with the non-traditional preservatimethods. Amines can serve as indicators
of protein degradation. The quality of fish was sidered in connection with the increasing
content of selected biogenic amines (putrescinejawerine, spermidine, spermine,
2-fenylathylamine, histamine, tyramine and trypta@)i Ultra performance liquid
chromatography (UPLC) was used as the method feerméation of biogenic amines.
Amines were derivatized by dansylchloride beforartklPLC separation.

The fish flesh was vacuum-packed. Samples weredtor several weeks in a thermostat
at the selected storage temperature after thecapipih of selected preservative technique.
Beta-irradiation and high hydrostatic pressure wesed for the preservation of fish flesh.
Control samples were not exposed to fhieradiation and high pressure. The organoleptic

properties were studied for all samples (smell/pot@ight and shape).

Beta-irradiation was applied to fish meat of comnearnp Cyprinus carpi9 and rainbow
trout (Oncorhynchus mykiks Both these species of freshwater fish are ecdralin
significant. Carp and trout are the species beingtiy consumed in the Czech Republic. Fish
meat is considered to be provided the flesh idfres

A testing series of samples was created with como@op to determine the appropriate
dose ofg-irradiation. The maximum permissible dose of irasidn for fish meat is 3 kGy.
Fish samples were exposed this dose in the firgeraxent. The dose of irradiation was
reduced in following experiments based on the agpee from the initial experiment. The
doses of 0.25, 0.5, 0.75, 1.0 and 2.0 kGy were i@gpplo rainbow trout. The value
of 0.75 kGy ofg-irradiation or higher (1.0, 2.0 and 3.0 kGy) pruged the shelf life of fish
meat, which was stored for three months (98 da@)longing of the shelf life of fish meat
to approximately 98 days at 3.5 °C is redundannftechnical point of view. For that reason
lower doses 0.25, 0.5 and 0.75 kGy were tested arerdetail in the repeated experiment
with carp meat. Lower doses gMirradiation are considered to be more acceptatead the

same time-sufficiently effective for delaying theginning of degradation processes.



High hydrostatic pressure was applied to meat ofroon carp Cyprinus carpig, rainbow
trout (Oncorhynchus mykissand pike Exos luciuy. Pike is another very popular kind
of freshwater fish. Pike flesh is very tasty, butspite of this, pike is not so much popular
among consumers compared to carp and trout. Treegauts high price.

Samples of pike were stored at standard temperattreC and also at higher temperature
12 °C (unlike experiments wiftirradiation). Lower temperature of storage (3.5 f@lowed
the conditions of storing of fish meat in indudtniafrigeration facilities and households.
The high pressure might not be sufficient for presgon at higher storage temperatures.
This assumption was based on available informatt@mples were treated by high pressure
and stored at both 3.5 °C and 12 °C to verify #asumption. Higher temperature simulated
either failure of refrigeration equipment or unabit store temperature of meat.

In all species selected freshwater fish two lewéleigh pressure were applied — 300 and
500 MPa. Both levels had significantly reduced filrenation of biogenic amines, especially
in samples stored at 3.5 °C. At this temperature effect of 300 and 500 MPa delayed start
of degradation processes in fish meat by 3—4 wekkd2 °C and 500 MPa, high pressure
extended the sustainability of meat by no more thramweek. 500 MPa is effective treatment
at the lower temperature of 3.5 °C. High pressgrenot reliable preservative techniques
at higher temperature.

The contents of monitored amines were generallg fd®n 10 mg.Kg is samples
with good sensory score. The increase of contenputfescine, cadaverine and tyramine
corresponded very well with the effects of bothdusise off-irradiation and the level
of high pressure as well as with organoleptic prigge The polyamines, spermidine and
spermine did not show any statistically significahtanges in connection with applied dose
of irradiation and the level of high pressure. Thanges of contents of histamine, tryptamine

and 2-fenylathylamine were very small and negligilbl most cases.
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vysoky tlak, kvalitativni zrany
KEYWORDS

biogenic amines, polyamines, putrescine, cadavetyramine, fish, carp, trout, pike,

irradiation, high-pressure, quality changes
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1 UVOD

Biogenni aminy jsou ifrozenou sotasti vSech Zivych bk a rovréZz i potravin.
Po chemické strance lze hlavnfegstavitele dchto latek rozdit do t¢éi skupin. Prvni
skupinou jsou aromatické aminy, kamipdiistamin, 2-fenylethylamin, tyramin a tryptamin.
DalSi skupinu tvd alifatické diaminy, putrescin a kadaverin. Posliede ti skupin
piedstavuji alifatické polyaminy, spermidin a spermin

Diaminy a polyaminy jsou firozenymi produkty metabolismu Zidichd, rostlin
a mikroorganism. Hraji dilezitou roli @i syntéze proteiln v bunkdch a pi stabilizaci
bung¢nych membran.

V nefermentovanych pozivatinach (ftay mase), pedstavuji BA jedny z nezadoucich
zplodin koneéného rozkladu protein Proces jejich vzniku je katalyzovan zpravidla
mikrobialnimi enzymy a postupuje od bilkovirkep peptidy k aminokyselinam, jejichz
dekarboxylace vede ke vzniku aminP¥i tomto ji vznikd nag. z ornitinu ¢i argininu
putrescin, z lysinu kadaverin, z histidinu histanarnyrosinu tyramin.

V odborné literatte nachazime v zdsadlva divody pro sledovani biogennich amin
v pozivatinach. Hlavnim z nich je toxicitéchto latek, dalSi pak snaha o nalezeni souvislosti
mezi obsahem aminv potravinach a jejich jakosti.

Toxicita biogennich amin vyrazré kolisa v zavislosti na individualnich a obvykle
i geneticky podmignych detoxik&nich schopnostech lidského organismu. Pro vnimavé
jednotlivce pedstavuji pedevsim histamin a tyramin Zimou miru rizika, zejména ipac
sowasného poziti alkoholdi nékterych druli léciv (antidepresiv nebo tuberkolostatik).
Doprovodné diaminy — putrescin a kadaverin, mohodiskedku synergického efektu
negiznivou situaci navic je8tzhorsit. Intoxikace vyvolané poZzitim nekvalitnifylbiho masa
se pravideld objevuji v iznych castech sita. Za rizikové jsou povazovanyrgaevsim
makrelovité ryby, jejichz tk&hobsahuji volny histidin. Riziko néstu zejména vifpadech,
Ze ryby byly skladovany ip nevhodné (vysSi) teplét piipadré maso bylo upraveno
(rozmglnéno) pro gipravu rybich vyrobk (nag. fishburger).

Z literarnich reSersi jergimé, Ze o tvorbamini ve vyznamnych miskych rybach (thak,
makrela aj.) je k dispozidiada udaj, situace u sladkovodnich ryb je dosud podstatére
prostudovana. Ukazuje se, Ze u sladkovodnich ryfedstavuje obsah biogennich athin
piimou toxikologickou hrozbu.

U sladkovodnich ryb jsou obsahy biogennich d@nwyznamné pedevSim z hlediska jejich

potencialniho vyuziti jako indikatdrjakosti masa. V minulosti byla navrzenama kritéria
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zaloZzena na obsahuiznych biogennich aminve vzorcich. Pro sladkovodni ryby byly
nalezeny korelace mezi obsahem biogennich @n@nsenzorickymi ukazateli kvality.
Na zaklad tvorby biogennich aminlze posuzovat miru rozkladu matrice vzorku a skatlo
zmeény, k nimz dochazi v gbéhu skladovani masé& posuzovat dinnost fiznych zgisohi

konzervace.
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2 CiL PRACE

Mezi netradini a perspektivni Zfsoby konzervace péat uziti radioaktivniho zgni
¢i aplikace vysokého tlaku. Cilem disema prace je prozkoumat vliv konzervace vaork
acinkem radioaktivnino Z&ni a @inkem vysokého tlaku na tvorbu biogennich aimin
Pozornost je #novana zejména masu sladkovodnich ryekava se, Zeizné davky zéeni
budou mit nestejny konzerwd (kinek na jakost masa a s nim spojenou tvorbu bidghnn
amini. Lze gedpokladat, Zze dhem experimerit budou nalezeny optimalni (minimalni)
davkyp-zaeni a optimalni (minimalni) aro¥rvysokého tlaku prodinnou konzervaci rybiho

masa.

Pro disertani praci byly stanoveny nasleduijici cile:

Rozvrhnout experimentalni schéma zpracovavanyctrkizoyb a nésledn cisté
hmotnosti rybi svaloviny.

Vzhledem k novostieSené tématiky provest zkuSebni experiment s ryigsem,
ktery umozni odhadnout optimalni skladovaci dobepldtu, spravné rozlozeni
¢asovych odtrovych profili, sprdvné davkys-zéeni a spravné uaroé¢nvysokého
tlaku. Tyto orientani vysledky by nily umoznit optimalni zaloZeni nasledujicich
pokusi.

Oweiit vliv p-zaeni a vysokého tlaku na tvorbu biogennich aminmase bzr¢
konzumovanych sladkovodnich ryb.

Stanovit BA v mase sladkovodnich ryb wip¢hu skladovani po aplikaci konzetva
techniky pomoci ultratinné kapalinové chromatografie (UPLC).

Vyhodnotit (&inek dané konzer¢ai techniky f-zaeni, vysoky tlak)

na skladovatelnost masa sladkovodnich ryb.

V ramci stanoveni jednotlivych biogennich amiwv mase sladkovodnich ryb, bude

pouZivan postup dle Dadakové a spol. 2b0&i kterém se jako analyticka koncovka pouZiva

ultraltinna kapalinova chromatografie (UPLC).
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Biogenni aminy

Biogenni aminy (BA) jsou nizkomolekularni baze gnvgmnou biologickou aktivitou. BA
hraji dilezitou roli v mnoha buftnych fyziologickych funkcich. Hygienicky vyznamné
aminy jsou zvla&t putrescin, kadaverin, spermidin, spermin, histantymamin, tryptamin
a 2-fenylethylamin. BA rizeme podle chemické strukturylidd na:

aromatickeé (tyramin — TYM, 2-fenylethylamin — PEA),
heterocyklické (histamin — HIM, tryptamin — TRM),
alifatické diaminy (putrescin — PUT, kadaverin —[QA

A

polyaminy (spermidin — SPD, spermin — SPM).

U skupiny polyamif (PUT, SPD, SPM, ifp. CAD), které jsou v ffiméiené mie
piijimany potravou, byly prokazany zacitych podminek fiznivé &inky na organismus.
Naopak pi vysSich koncentracich se mohou objevit toxickiky BA. Pfi konzumaci jidla,
které obsahuje velké mnozst¥cito latek, mohou nastat vazné zdravotni komplikackst
u citlivych jedindi. Negiznivy vliv ma také souwZna konzumace alkoholu nebo uzivani
nekterych 1éK.

BA se casto vyskytuji ve zkazenych potravinach, kde js@wagovany za indikatory
rozkladu proteif. V poslednich dvou desetiletich velmi zesilil vk podminek vzniku BA

v potravindch a jejich dinku na lidsky organismus i Vv souvislosti s hygakyimi

podminkam#

V potravinach, jako je ovoce, zelenina, maso, ryinkolada, mléko a syry, jsou BA
v nizkych koncentracich fjpozenou sloZzkou. Aminy mohou byt vytemy pomoci
mikroorganisni a to mgisobenim jejich dekarboxylaz. Vysoky vyskyt mikroangsnmi maze
vést ke zn&né akumulaci BA. Ftomnost a akumulace BA zavisi na mnoha faktorech.
Jednim zdchto faktofi je napiklad pitomnost specifickych bakterii (enterokoky
a laktobacily) a jejich dekarboxyaich enzyni, dalSimi faktory jsou dostupnost substratu
(volné aminokyseliny), fitomnost vhodného kofaktoru, existence vhodnéhastigai (vysSi
pH, wt3i vihkost, vy3si teplota a nizsi obsah soli),ggfraviny a doba skladovadi.

Aminy se rgkdy rozctluji do dvou typickych skupin, a to na polyaminkiagenni aminy.

Polyaminy (PUT, SPD, SPM) sefifpzere vyskytuji ve vSech zivych likach. Jsou
spojeny se syntézou DNA, RNA a protiginjsou esencialnimi slozkami proast
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arozmnozovani bwk. SPD a SPM jsowinné g obnovovani epitelu traviciho traktu
a stevnich tkani.

Biogenni aminy (PUT, CAD, TYM, HIM, PEA a TRM) obkle vznikaji v potravinach
béhem procesu vyroby nebochem fermentace. BA vznikaji dekarboxymd preménou

volnych aminokyselin ) procesu zvaném proteoly#a.

Systematicky nazev
Strukturni vzorec
2-(1H-imidazol-5-yl)etanamin

Trivialni ndzev BA

tryptamin

o

\
H

2-fenyletanamin

2-fenyletylamin @N N

butan-1,4-diamin
putrescin /\/\/NHZ
HoN

pentan-1,5-diamin

kadaverin
HoN NH,
2-(1H-imidazol-5-yl)etanamin
H
N
histamin >
L

HoN

4-(2-aminoethyl)fenol

. NH,
tyramin /@/\/
HO

N-(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin
spermidin NH
P HZN/\/\NH/\/\/ 2

N,N"-bis(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin
spermin NH NH
P HzN/\/\NH/\/\/ NS

Obr. 1 Systematicky nazev a strukturni vzorec vyznamrigigetmich amif.d
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Naristajici zdjem o stanoveni obsahu a zastoupenitjedoh BA v potravinach vychazi
z biologického psobeni &chto latek nac¢lovéka. BA jsou pro lidsky organismus
nepostradatelné, ale ve vysokych koncentracich mglisobit jako latky psychoaktivni
a vasoaktivni. Symptomy po konzumaci vysokych daBékjsou zvraceni, dychaci potize,
poceni, buSeni srdce, hypo- nebo hypertenze (HIMj)igiény (PEA, TYM). PUT a CAD
mohou byt indikatory nezadoucicliepen proteini. BEhem vyvoje se @nil pohled na roli
polyamini, ktere, jak je znamo, se podileji nestu a rozmnozovani bek a proto mohou
pusobit @iznivé nag. pii hojeni ran, ale jsou naopak zcela nezadouci diska mozné

podpory fistu nadorovych tkarf.

3.1.1 Vznik a vyskyt biogennich amini

BA vznikaji &inkem mikroorganisin, a to enzymatickou dekarboxylaci volnych
aminokyselin nebo aminaci a transaminaci ald&éhgdketori. Vyskytuji se ve vSech
potravinach, které obsahuji proteiny nebo volnénakyseliny a jsou vystaveny podminkam
mikrobialni a biochemické aktivity. Déle se BA vsgeji pisobenim nativnich enzym
potravin atinnosti specifickych mikrobialnich dekarboxylaz.

Proteir
Proteinaza
Endopeptidaza

Peptic

l
s I N N N

Tyrosir Fenylalanii Histidin  Tryptofar  Lysin Glutamir & Omitin <= Arginin

Dekarboxylazy
aminokyselin

Tyramir 2-Fenylethylamin Histamir Tryptamin Kadaverit

Spermin <% Putrescin<®»  Spermidin
A A

Obr. 2 Tvorba biogennich amin’
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Mezi jednotlivé faktory rozhodujicifpvzniku BA pati bakterialni hustota, synergické
efekty mezi mikroorganismy, Uroieproteolyzy (dostupnost substratu), pH, hladina sol

ve Vo, teploty skladovani a obsah susSiny. KoncentracarB&e dosahovat rizikové dro¥n

pouze tehdy, jestlize alespfeden z &chto faktofi je pro tvorbu BA piznivy.8

Pro vznik ¥tSiho mnozstvi BA jsou nutné:

- dostupnost volnych aminokyselin,

- vyskyt baktérii vybavenych dekarboxyldzami aminahiys

- podminky umot#ujici rast baktérii, biosyntézu dekarboxylaz a jejich akdiv

Vyznamnym pedpokladem tvorby BA je proteolyza, kdy vznikajiln@® aminokyseliny
jako prekurzory BA. Jedné se o proteolyzu autokgticnebo bakterialr.

Ve vysSich koncentracich se BA vyskytuji ve ferroganhych vyrobcich (syry, trvanlivé
salamy, pivo, vino, kysané zeli apod.). Mira jejiamiku souvisi s pouzitymi startovacimi
mikrobialnimi kulturami a také s mikroorganismyeié jsou Bzn¢ piitomné ve zpracovavané
surovirg. Syry obsahuji vysoky obsah bilkovin, v nichz roik@lni a enzymatické aktivity
zpasobuji vznik volnych aminokyselin a naslédBA. Dochazi k tomu, Zedhem zrani syr
dochazi k degradaci kaseinu a nastelinpostupnému kumulovani volnych aminokyselin,
které mohou byt konvertovany na BA pomoci aktiigkterialnich dekarboxylaz.

BA se vyskytuji i v nefermentovanych potravinachago, maské ryby, zelenina, ovoce)
vznikaji hlavrg pasobenim kontaminujici mikroflory ¢hem skladovani. i® skladovani
potravin nize byt obsah BA ukazatelem jakosti vstupni surowielyo arova hygieny Ehem
vyrobniho procesu a skladovani. Vysoké koncentrao@nmi se vyskytuji u potravin
v pokrasilém stupni rozkladu, proto zjidvani jejich obsahu slouzZi ik posouzeni miry
rozkladu potravin. Odstr&ni jiz jednou vzniklych BA v potravih je prakticky nemozné.
NejvhodrgjSim postupem je proto dodrzovani takovych techgiokyych postup

viv s

pro zamezeni tvorby amirje pouzivani vhodné teploty skladovani. 0 °C je tvorba amiin

~

znané zpomalena a ip 5°C tén#F ustava. S teplotou souvisi také celkova doba

skladovan®. 10, 11

Dekarboxylazy aminokyselin nejsou u bakterii zd&lané, ale vyskytuji se mnoha frqd
zejména Bacillus, Citrobacter, Clostridium Escherichia Klebsiellg Photobacterium
Proteus PseudomonasSalmonellaa Shigellaa ml&nych baktérii, jsou to rodyactobacillus
Pediococcusa StreptococcusUcinnost dekarboxylaz aminokyselin je velnizna. Dokonce

i rizné rody jednoho druhu se mohou liSit v produkci BA o fi fady. Je proto tédi
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nemozné najit korelaci mezi obsahy BA actyogramnegativnich baktérii. Vzhledem
k riznorodosti druth a rodi jsou odlisSné i optimalni podminky pro tvorbu BAakp je
nag. teplota, pH, fistup kyslikuc¢i obsah chloridu sodného.¢¥ina amiri véetne HIM je

tepelr® stala. Nkteré dekarboxylazy si uchovavaji aktivitu i po teagci, takze obsah BA

maZe vzihstat i Ehem skladovani takto o$ehych potravir?

3.1.2 Biologicky ué¢inek BA

BA mohou zapi¢init nap. bolest hlavy, vykyvy krevniho tlaku, hdiei, nevolnost,
vyrazku na kzi (koprivku), dychaci potize, naval krve do dfglje, vyrazku na®zi, Zaludeéni
a stevni wedy. Ve stevnim traktu sauvc funguje detoxifikéni systém, ktery dokaze
metabolizovat &na& mnoZstvi BA v potravinach. Hlavni roli hraji zgmy
monoaminooxidaza (MAO) a diaminooxidaza (DAQO). Tgtzymy maji vSak jen omezenou
kapacitu, ktera nezvladne odbourat nadm prijem BA. Intoxikace se pak e projevit
i u potravin, které na pohled nejevi projevy zkdzdgvedené enzymy gsobi gedevsim
zmirgnych enzymi snizuje alkohol a ¢které Iéky, dinkujici jako jejich inhibitory.
NejvyrazrejSi vliv maji nikterd psychofarmaka a dale miepiveé pasobi zvlast klasicka
antidepresiva Tranylcypromin, Nardil, Anuredal aigramin, réktera z nich jsou v dnesni
doke nahrazovana preparaty s jinymi farmakodynamickyiinky. Nicmérgé velmi Siroce
jsou pouzivana broncholytika — rfa@mbroxol (Iek Mucosolvan), ktera vyznangnizuji
¢innost MAO a DAO. Detoxifikani schopnost organismu je individualni a zhorSuje
se nap. pii nékterych onemoacinich. Z tohoto dvodu je u&eni prahové toxicity BA velmi
obtiZzné. Toxick& davka je sdrzavisla na schopnosti detoxifikdich mechanisfnu kazdého
jedince3

Toxické davky BA je obtizné stanovit. Velmi zéledéd kondici jedince, zastoupeni
jednotlivych BA v potravid, mnozstvi zkonzumované potraviny ditpmnosti jinych
potencujicich sloZek, jimiZ jsou jiz ziivany alkohol nebo Iéky. Obsah 100 mg'kgIM
ve vzorku nfize zmisobit intoxikaci histaminem, 100-800 mg-k@YM miiZze zpisobit tzv.
reakci na syr (,cheese reaction”) (k tomucstpouze i 6 mg, pokud pacient uziva léky

s (tinkem MAO). Alimentarni migrénu fize vyvolat PEA v obsahu pouhych 30 mgk?
Ceska legislativa do roku 2004 obsahovala limity pybrané BA v rybach, syrech, pivu

avinu, ale dnes je ¢R platny jen hygienicky limit pro HIM v rybach a nobcich z ryb
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uvadiny v Naizeni komise (ES§. 2073/2005 ve vysi 100 mg.Kg Tento limit mize byt
ve dvou vzorcich z deviti z jedné Sar#ekpaten az do hodnoty 200 mg:Kg Legislativa
neucuje vyrob@m deklarovat obsah BA na obalovém materialu. Sybyykle obsahuji
jednotky aZ stovky mg.kg HIM, TYM, PUT a CAD, jednotky aZ desitky mg:KgPEA

a velmi mala mnozstvi TRNIZ

3.1.2.10trava histaminem (HIM)

Histamin miZe zasahovat di@ady fyziologickych funkci a v organismu je exogdranebo
endogenniho gwvodu. V lidském &le je uloZzen v zirnych hikach a v basofilnich
granulocytech, coZ je jeden z dfubilych krvinek. Odtud se uvialije do krve jako tisledek
alergické reakce. Druhym zdrojem HIM je potravaMHt potravy niize zpisobovat stejné
potize, jako HIM uvoldny z €lnich depozit. Intoxikace pomoci HIM s&asto mylr
vyswtluje jako alergicka reakce, protoze jejich projgsgu si velmi podobné. Otrava HIM
se vSak da rozliSit, podle toho zda uz se alergielanou potravinu jiZ&kdy vyskytla, zda
doslo k projewm u vice lidi a zda Izerpdpokladat vyskyt HIM v dané potragin

Céast HIM, gipadre i dalsi BA, se jiz vsebavaji z dutiny Gstni, jak Ize usuzovat
z rychlosti, s jakou se dostavtigek po gijmu HIM (n¢kdy dokonce i do @i minut).
Rychlost vatebavani je tedy vysSi, neZz rychlost detoxifikadewstimi aminooxidazami.
Inkubani doba byva 30 minut po poziti. Projevy trvaji gkie nékolik hodin, vyjim&né

i nékolik dni.. Otravu Ize rychle iekonat podanim antihistamindk.

3.1.2.20trava tyraminem (TYM)

TYM je nej&inngjsi ze skupiny tzv. vasoaktivnich amijntj. latek, které zvysuji krevni
tlak. TYM muze @i podani Iék inhibujicich MAO vyvolat tzv. hypertenzni krizi sginymi

.....

jako migrény. Poprvé bylo zvySeni krevniho tlakwetané TYM zjiSéno po konzumaci syr
u pacient lécenych inhibitory MAO v 60. letech. Intoxikace TYMHIM se rekdy ozn&uje

jako tzv. ,cheese reactio®".
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3.1.2.3Role polyamim

Polyaminy PUT, SPD a SPM jsou nepostradatelnoukslozpro vSechny Zzivé liky,
protoZe se podileji na syntéze nukleovych kyselipraeini. Lidsky organismus vyuZiva
i polyaminy z potravy, kteréajmeé uklada jako rezervu ve svalechigk

Zvysena spdeba polyamin se projevuje  nadorovém bujeni. Zai¢hto okolnosti by
meél byt jejich p@ijem co nejnizSi. Naproti tomu v obdobi, kdy je dadi intenzivni #st

bunsk, jako je hojeni ran, poopeira stavy apod., iZe byt zvySenyifijiem Zadouc?

3.2 Biochemické reakce biogennich amii
3.2.1 Metabolismus amini

Niz§i monoaminy vznikaji z aldehi§d transamin&nim pochodem. Pouzectyii
aminokyseliny mohou slouzit jako donor aminové sSkyp L-alanin, kyselina
5-aminokapronova, kyselina 4-aminoméaselnd a kyselinglutamovéa. Skéla aldehyd

schopnych vstupovat do této reakce je pamsiroka.

HO 0 HO >
o NH2
I + Hie” N I + e N
H3C 0

H3C NH2

alanin propanal kyselina pyrohroznovéa propylamin

1)

Nekteré z monoamih jeden az dva, ze Sesti vznikaji dekarboxylaeakci. Touto cestou

je vytv&en nap. isobutylamin z valind3

Pro polyaminy je dnes ¢bn¢ piijimano biosyntetické schéma (Obr. 3), vychazejici
Zz aminokyselin argininu a ornitinu. Zdrojem PUTuyevySSich rostlin fevazi arginin, ktery
je arginindekarboxylasou (ADC)igvadn na agmatin. Z agmatinu tbe dale dinkem
agmatindeiminasy vznikatl-karbamoylputrescin, zéhoz PUT vznika transformaci pomoci
N-karbamoylputrescinamidohydrolasy. VWkterych gipadech mze N-karbamoylputrescin
vznikat i z citrullinu.

DalSim prekurzorem PUT je ornitin t&ioi se &fpenim argininu enzymem arginasou.
Pro rekteré rostliny (nap Nicotiana), je pravornitin S€peny ornitindekarboxylasou (ODC)
vyhradnim zdrojem PUT. Stejnou cestou, ¥y z ornitinu, vznika PUT i v Ziv@Snych

bunkach.
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L COOH
HoN™ NH

arginin  NH2

NHi (H)

COOH I NH N COOH
HoN™ > HoN™ SNH S~ NH2 - HoN NH ™"

NH2
NH2 agmatin citrullin

|

| NH
HzN)\NH/\/\/ 2

ornitin

N-karbamoylputrescin

|

HoN
2 \/\/\NH2

— > putrescin

N
l -
HoN™ > NH N2 —

pyrrolin

spermidin
/\A
— HoN NH2

— diaminopropan

HoN /{r \
. \/\/N

aminopropylpyrrolin

NH NH
HZN/\/\NH/\/\/ [N 2
spermin E—

Obr. 3 Biosyntéza diamiha polyamid

Funkce ADC a ODC v rostlinnych bkach v souvislosti s tvorbou PUT je obtizné
vymezit. ZvySenda aktivita ODC se promita do zintemeného @leni burgk. Aktivita ADC
souvisi pravipodobré vice s intenzitoutstu burk, v piipact rostlin téz s jejich reakcemi
na stresové situadé

Na rozdil od PUT je zZjsob biosyntézy SPD a SPM stejny u rostlin i Zigbi. Tento
proces byl velmi date popsan v roce 1987 Miyazakim a Yand€ra sklada se zsholika
kroki (Obr. 4). Pomoci enzymuS-adenosylmethionindekarboxylasy (SAMDC) je
S-adenosylmethionin (SAM)iptvaen na dekarboxylovany SAM (DSAM). Aminopropylova
skupina z DSAM je poté pomoci spermidinsyntaggngasSena htl na PUT za vzniku SPD
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nebo na SPD za vzniku SPM. DSAMitpm prechdzi na 5 -methylthioadenosin (MTA).
MTA, ktery vznika jak pi syntéze polyamiin tak iethylenu, fechazi porad premen
cyklicky opét v methionin. Je prawpodobné, Ze existuje regulace &m biosyntézy
usnadujici bud’ tvorbu ethylenu, nebo polyaniin Tento pedpoklad je z fyziologického
hlediska pijatelny, nebd polyaminy a ethylen majéasto proticidné funkce. Ethylen
urychluje rekteré procesy spojené se starnutim (zrani). Polyamiohou takovéto zémy
zbrzdit.

Objev kompetitivniho inhibitoru spermidinsyntasgieyklohexylaminu (DCHA) otetel

nové moznosti na tomto Useku vyzkudfu.

e NH
NH
— 2 3
HC=CH, = |>c !
co, [0] HC~ ~coo elele)
HyCo_

(methionin)

+
N H3
H,C COO

H,C
adenosin SNg

HO (MTA) o
OH adenosin
(@) SAM
OH ( )
Q CO,

H
HzN/\\//\NH/\\//\\/NH2
spermidin
spermin
NH,
HZN//\\\///\\V//NHZ
putrescin
Hac\S+
o)

spermidin
adenosin

HO (DSAM)
OH

Obr. 4 Biosyntéza SPD a SPM (tzv. methioninovy cykius)
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Biosyntéza CAD vychazi z homoargininuiep homoagmatin jako meziprodukt.
Rozhodujici podil CAD vSak vznikaisledkem dekarboxylace lysinu. Ve srovnani s PUT
a polyaminy neni biochemie CAD zpracovana v taksiie

SttZejni cestou vznik amini v organickych materidlech (pozivatinach, krmivech
¢i oduntelych organismech) je tvorba amindekarboxyléni cestou 2z aminokyselin,

katalyzovana mikrobialnimi enzymy.

3.2.2 Katabolismus amini

Pt katabolismu polyamiin v buikach hraje dlezitou Ulohu diaminoxidasa (DAO). Tento
enzym jevi vysokou specifitu k PUT a CAD, ngévhodnymi substraty jsou SPD a SPM.
PUT je zde oxidovan na pyrrolin a SPD na aminopimyyolin.

H,N
2 \/\/\NH2 + o, —> N@ + NH; 4+ H,0,
putrescin pyrrolin

(@)

/
£
PN~~~ e N\/:\ + NAs 4+ H0;
2
spermidin H,N aminopropylpyrrolin

3)

DalSim enzymem uplatjicim se pi katabolismu amit je polyaminoxidasa (PAO). Jejim
acinkem dochazi k oxidaci SPD za vzniku pyrrolinu aoxidaci SPM za vzniku
aminopropylpyrrolinu. Reakce do zZmee miry analogicka fiedchozi je vSak doprovazena
tvorbou diaminopropanu namisto amoniaku.

Oba enzymy jsou z nejt8i ¢asti situovany v busgnych sénach a jejich hlavni funkci je
ovliviiovat rychlost #istu burgk.1?

V pozivatindch a krmivech se uplaje zn&na reaktivita BA. Mohou byt fetvdeny
na aldehydy cestou oxitlsi deaminace. S aldehydy mohoti pahrivani ¢i dlouhodobém
skladovani tvéit amidy. Tyto reakce vedou ke vzniku Schiffovychzba jsou znamy jako

tzv. Maillardovy reakcei neenzymatické hiunuti.
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BA mohou v kyselém prostdi vytv&et s dusitanyéi oxidy dusiku karcinogenni
nitrosaminy18

Pfi detoxikaci amih u Zivadicht se kromd¢ diaminooxidasy uplauje téZ enzym
monoaminooxidasa (MAO). Tyto enzymy oxiduji amirgy @dehydy a posléze na organické
kyseliny.

HIM je v travicim traktu detoxikovan pomoci MAO iAD na kyselinu imidazoloctovou,

tyramin na kyseling-hydroxyfenyloctovoul9

3.3 Mikroorganismy produkujici biogenni aminy

Mikroorganismy, které jsou schopny produkovat BAykazuji dekarboxyléni aktivitu,
jsou bakterialni rodBacillus, Clostridium, Citrobacter, Escherichia, ®eus, Pseudomonas,
Salmonella, Shigella, Lactobacillus, PediococeuStreptococcusNekteré mikroorganismy
v potravindch naopak BA odbouravajPseudomonas, Serratia, SarcjnaProteolyticka
aktivita enzyn, které podporuji tvorbu BA je mnohem vysSi neZivilet enzymi
degradujicici0

Za tvorbu aminokyselin jsou odpg&ny hlavré proteolytické enzymy pochazejici
ze startovacich kultur a ®glla, které podporuji &peni kaseinu. Optimum aktivity
dekarboxylgnich enzynmi schopnych dekarboxylovat aminokyseliny se pohyhuig/selé
oblasti pH. Velké vykyvy a zvliaStrychly pokles pH psobi negativé na aktivitu enzyn.

Produkce amilh se obvykle zvySuje se zvysSujici se teplotou, voakiivitou a sniZujici

se koncentraci sdfi.

3.3.1 Enterococcus spp.

3.3.1.1Charakteristika enterokok

Enterokoky pai mezi bakterie mi&ného kvaseni (LAB) a jsou vyznamné jak pro Zivotni
prostedi, tak pro potraviny a klinickou mikrobiologii.akterie roduEnterococcusneboli
enterokoky (tive nazyvany také ,fekalni“ nebo Lancefieldova skapD streptokok) jsou
vSudygitomné grampozitivni (G+) koky, které se ve vysok@moZstvi vyskytuji v zelené
rostinném materialu, potravinach a to zwasttéch, jejichz mivodce je Zivdich. Tyto
bakterie hraji vyznamnou uz#eou roli @i vyrobé riznych tradinich fermentovanych
potravin vyralénych zvla&t v jizni Evrog (predevsim fi vyrob¢ tradicnich syfi). Pritomnost

a nst enterokok ve fermentovanych potravinach jako jsou syry abé&ky vykazuji
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organolepticky unikatni vlastnosti, kterdigpivaji k zajis&ni vzniku mistniho kulindtvi

a jedingnosti pivodu daného vyrobkgd.21

V souwlasné dob do rodu Enterococcustadime vice nez 20 drthkdy se nejasgji
vyskytuje Enterococcus faeciuma Enterococcus faecalis Enterococcus faecium
aEnterococcus faecaligsou girozenymi ¢leny stevni mikroflory ¢lovéka vyskytujicich
se v fiznych mnoZstvich v zavislosti na jedinci {20(°/g stevniho obsahu) a osidluji
cely zaZivaci trakt. Proto sékuy pouZivaji také jako probiotika majici blahodamliv
na funknost zazivaciho traktuCasto byly dive povaZovany za indikatory fekalniho
zn&isténi, avsak bylo zjigho, Ze se vyskytuji té#h vSude a i na rostlinach, které misfy
s fekaliemi vibec do styku.

Enterokoky vykazuji i nezadouctiaky. V kontrastu s tim, Ze jsatazeny mezi bakterie
mlé&ného kvaSeni, nejsou enterokoky povazovany za essdb ,bezp&né”
(GRAS = Generally Recognized as Safe) a jejich kabeteve vod je povazovana jako
indikator fekalni kontaminace. Jsou odpowi za zkaZeni potravin, zvlé&Stnasa, a jest
zavazgji mohou zmisobit lidska onemoami. Enterokoky jsou zdravatredvazné, protoze
zvySuji vyskyt nosokomiélnich onemaem a neobvyklych infekci jako je endokarditida,

bakteriémie, infekce miovych cest, infekce centralni nervové soustavy,tremiisni
a panevni infekcé2.23 Virulence enterokok je vyraz@é umocréna tim, Ze jsou rezistentni

proti antibiotikim, které se &n& v praxi pouzivajg4

3.3.1.2Vliv enterokoki na lidsky organismus

Ackoliv  jsou enterokoky konzumovany jiz po staleti aikdy nebyly
povazovany zdasté&né virulentni organismy, dnes je tomu jinak. Jsouegbyany jako
hlavni icina vzniku nosokomialnich infekci vSude veétsv Enterokoky jsou ieti
nejEznejSi pricinou nosokomialni krevni infekce ve Spojenych stata ¢tvrtou v Evrog.
Enterokokové infekce jsourgvazié zpisobenyE. faecalisa E. faecium jez zodpovidaji az
za 80 % infeknich onemocni. Posledni studie signalizuji, Ze po&minfekci zpisobené
E. faeciumstoupa, hlavé nasledkem toho, Ze se zvySuje antibioticka rezcst&. faecium
izolati. Jiné druhy enterokdk jako je E. durans E. gallinarum E. casseliflavusnebo
E. raffinosusbyly mnohem méh ¢astji odpowdny za enterokokové infekce. Enterokokové
klinické izolaty jsou neSkodné u zdravého jedinede stavaji se patogennimi hlgvn
u pacieni jednotky intenzivni p& a u hospitalizovanych paciéntse zavaznym

onemocgnim nebo zhorSenou funkci imunitniho systému netstarSich lidi. Enterokoky

24



jsoucasto sdruzeny s dalSimi patogeny u polymikrobidliitraabdominalnich infekcéjimz
se komplikuje uteni jejich konkrétni role u dané infekce. To vSakni nic na tom, Ze bylo
jasre prokazano, Ze jsou bakterie roBaterococcusspp. zodpo¥dné za infekci m&ovych
cest, bakteriémii, endokarditidy a poop&riakomplikace po operaci Sedého zakalu.

Epidemiologické studiecasto vztahuji enterokokové infekce s primarni kidaci
pacientova gastrointestinélniho traktu. Translokengerokok pies intestinlni epitelovou
vrstvu je povazovana zdipinu vzniku bakteriémie. DalSi identifikovatelné aplr pro vznik
bakteriémie zahrnuji zavedeni intravendzni infuabscesy a infekce movych cest.
Rizikovy faktor umrtnosti spojeny s enterokokovoakteriémii zahrnujgadu nemoci, &k
a uzivani Sirokospektralnich antibiotik jako jaett generace cefalospaiin nebo
metronidazal. Enterokokova bakteriémietrbe zmisobit také endokarditidu, ktera vyZzaduje
nejnar@néjSi 1&bu krevnihoieCiSte a je spojovana vSeobecrs vysSi umrtnosti. Hned
po streptokocich &taphylococcus aureusmdime enterokoky nadti misto ve schopnosti
zpisobovat bakteriémii. Ze vSechripadi onemocgni endokarditidou jsou enterokoky
zodpowdné iblizné za 5-20 %.

Zatimco jsou vSechny rizikové faktory enterokokowdekce stale debatovany, je
zanedbavani hygienickych podminekegchazejici intenzivni ofewani antibiotiky, delSi
hospitalizace a iftomnost méovych nebo Zilnich katetrpovazovany za rizikové faktory,
kdy mize vzniknout enterokokova infekcecloliv se stupg umrtnosti liSi mezi studiemi
a nemocnrinimi studiemi z odéeni, je pamérny stup& umrtnosti 20—30 %. Enterokokové
infekce jsou velmi zdvaZzné pro zdrallovéka a jako nosokomidlni patogeny majinpy

avyznamny ekonomicky dopad na prodlouZzeni doby pitelzace v nemocnicich

a poskytovani dalsi a n&rejsi pé&e 22

Rezistence enterokakk antibiotikizm

Virulence enterokok je silre zvySena jejichéastou odolnosti kdiné pouzivanym
antibiotikim. Antibioticka rezistence, kterate byt jak vlastni, tak ziskan&lé enterokoky
efektivnimi  oportunisty  zjsobujici nosokomidlni infekc& Antibioticka rezistence
zaneiujici se zejména nk&. faecalisa E. faeciumbyla intenzivé prostudovana. $Sinou
byly analyzy provaéhy u klinickych a lidskych enterokokovych izalafprotoze maji vyssi
klinicky dopad. ikladna charakteristika enterokiolprokazala neobvykle vysokou Urdve
vlastni tolerance k nizkym koncentracim ¢kalika druhi  antibiotik  zahrnujici

aminoglykosidy,Zlaktamy (teti generace cefalospoiina chinolony. SpeciaE. faecium
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(jeho klinické izolaty) jsou skude¢ rezistentni i k vysokym koncentracim penicilinuokg
jejich vlastni tolerance (nizk& Uraveezistence) jsou enterokoky vybaveny i genetickymi
determinanty, diky kterym ziskavaji rezistenci kaia dalSim antibiotikm. Specialg
glykopeptidim  (vankomycin, teikoplanin) a k synergickému  vlivuS-laktami

a aminoglykosid. Enterokoky rezistentni na vankomycinfe@stavuji hlavni problém
pii Iécb¢ infekci. Jako Iék je vankomycin pouzZivan jako pdsli moZznost oSeni i
infekcich ohroZujici Zivot Zjsobené vicendsobmntibioticky rezistentni enterokoky.

Mnohé studie se pokusily srovnavat rezistentni spekiznych enterokok v zavislosti
na jejich mivodu (lidsky, zviteci, z potravin). | kdyZ jsou antibioticky rezistenenterokoky
izolovany z potravin, jen dkolik z nich je rezistentni ke klinicky vyznamnynmtébiotikim
jako je ampicilin, penicilin, gentamicin a vankontyc Antibioticka rezistence u izolkat
z ml&nych produki se zda byt patkud odliSna, nez jak bylo dokazano ve studiichikgel
zavisi na druhu a regionalniniypdu danych izoldt nebo se take @ou liSit i z divodu
odliSné metody izolace. Naprezistence na tetracykliny je jedna z ®éjgjSich ziskanych
forem antibiotickych rezistenci u enterokokovyctol&i z potravin. DalSim zavaznym
problémem je schopnostigmosu rezistentnich géndo vice patogennich driuh Byla
studovana a zji8ha schopnost ipnosu Z. faecalisdo S. aureusv mySi Kizi a genos
in vitro do listerie. V novych poznatcich byl takovytéepos zakomponovanytipvyvoji
S. aureusrezistentniho k vankomycinu a methicilinu. Dan&azina hrozba reprezentovana

timto patogenem musi byt$ie & monitorovana?2

3.3.2 Lactobacillus spp

3.3.2.1Charakteristika laktobacid

Laktobacily jsou nesporogenni, grampozitivniinky spadajici do skupiny bakterii
mléného kvaSeni (LAB — lactic acid bacteria). Nacha&zija v substratech s vysokym
obsahem sachafigddale také ve svalovych membranach &ieloi a lidi (Gstni dutina, Btva,
pochva), na rostlinach a materidlech rostlinnéliwodu, v hnojivu, v odpadnich vodach
a ve fermentujicich nebo kazicich se potravindchikrddkopicky jsou tyto bakterie
nepohyblivé, tenké tynky liSici se ve své délce od dlouhych ke kratky®pousta druin
laktobacifi jsou fakultativnimi anaeroby rostouci fitpmnosti nebo néggomnosti kysliku
v prostedi. Pouze 20 % drahizolath z lidského organismu jsou obligatni anaeroby.
Laktobacily jsou vSudyiitomné ve strava nachézeji se v gastrointestinalnim traktu jzybr
po narozeni. U zdravého jedince jsditgmny v Gstni dutien (L0~10 cfu/g), tenkém seve
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(10*-10' cfu/g) a tlustém sewe (1010 cfu/g) a také jsou dominantni mikroflérou v poghv
Laktobacily hraji vyznamnou roli ip vyrobé fermentovanych potravin: zelenina, maso
acasteén¢ fermentované mitmé produkty. Mléna kyselina je hlavnim metabolickym
konenym produktem laktobadil béhem fermentace glukosy. Octova a jantarova kyselina
jsou také vytvéeny, ale jen v menSim mnoZstvi. Gastrointestintikiét (GI) jednotlivych
sava je k&Zr¢ kolonizovan bakteriemi roduactobacillusspp. Nefasgji izolovanym druhem

z traviciho traktu jsouWb. brevis Lb. casei Lb. acidophilus Lb. plantarum Lb. fermentum

aLb. salivarious Laktobacily jsouitznoroda skupina baktedpP

3.3.2.2Vliv laktobaciliz na lidsky organismus

Navzdory jejich extrémni vSud¥ipomnosti je znamo pouzekolik malo gipadi infekci
zpusobené laktobacily. Neni dokumentovany Zadfiggn nemoci z povolani nebo respira
alergie zaficinéna laktobacily. Mezi roky 1950 a 2003 byl analyzoy@oiet onemoceéni
zpasobenych laktobacily. Bylo uvedeno 24idpadi a diskutovano, v jakém rozsahu se tento
rod bakterii podili na vzniku endokarditidy, bakkerie, lokalni infekce a dal$ady infekci.
Posledni sledované infekce postihly pacienty seedenwym centralnim katetrerh. casei
(35,7 %) aL. rhamnosug22,9 %) byli nejbzn¢jSimi viniky onemoc#ni. Od roku 1823 bylo
ve Francii detekovanoép pripadi infekci zapi¢inénych rodemLactobacillus Tii pripady
piivodily endokarditidu, jeden jaterni absces a jedafiekci maiovych cest. Je faktem,
Ze &tSina tchto ojediklych pfipadi onemocgini se vyskytuje u jediric procklavajicich
néjaké jiné onemoai, obvykle kkolik nemoci sotasré. Pacienti s oslabenou imunitou
jsou obecn vice nachylni kinfekcim s danymi patogeny a vi&® unich vyskytuji
oportunistické infekce.

Laktobacily samy o sa@bnegedstavuji pro organismus velké riziko. Mnohem azi{Si
je vysledek jejich metabolické aktivity, kdy mohemnikat pro &o negiznivé latky, jako je
trteba D-laktat nebo BA (HIM, TYM, atd.). DalSimi rélaé zavaznymi vlastnostmi

laktobaciti je jejich schopnost dekarboxylace tyrosinu, jepectzymaticka aktivita, degradace

kyseliny hyaluronové, kolonizace a produkce toxatkynetabolii.25

Rezistence laktobaail k antibiotikizm

Antibioticka rezistence bakterii izolovanych z poiny je ve stedu pozornosti od té doby,
kdy tyto bakterie, ¥etné laktobacii, mohou slouZit jako rezervoary pro antibioticky

rezistentni geny. Prdstdnictvim potravin vstupuje do naSeho organismikévehnozstvi
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bakterii a mohou interagovat s \mit mikrobialni florouclovéka. Laktobacily se vyzriaiji
také svou vlastni rezistenciadr nékterym antibiotiiim (nag. vankomycin, bacitracin,
gentamycin, atd.). Mnoho studii zabyvajici se fertoeanymi ml€nymi vyrobky nelo sklon

k tomu stanovit antibiotickou Skalu rezistence pape laktobacil bez ohledu na jejich
vlastni rezistenci. To je vSak v celku bezvyznanjelkoZ to nezajiBuje absencifenosného
mechanismu. Jak prohlasila EFSA (Evropskadipro bezp#ost potravin) v roce 2005:
Vlastni rezistence a rezistence dskbdku mutace chromosomalnich ggfedstavuje malé
riziko rozSiovani a na zakladtoho mizou byt tyto bakterie akceptovany pro konzumaci
v potravinach. Nicméh vSak ziskana rezistence zpreskovana fidanymi geny nize

piedstavovat riziko pro w¥ejné zdravi. Pozornost byém byt wnovana novym druim

baktérii, které se pouzivaji jako startovaci kyltmebo probiotik&d

3.4 Biogenni aminy v mase

Koncentrace amihv mase je vyznamnovlivnéna zmsobem a teplotou usklagm a je
vyrazre téz zavisla na druhu masa. NejvysSi hladiny ameou typické pro rybi maso
zejména u makrelovitych ryb, zejména HIM a TYM zdehou dosahovat hodntddow az

tisich mg.kg’. U ostatnich druh masa se jejich hladiny pohybuji vrozmezi desitek

aZ stovek mg.kg.19

Za tvorbu amif v mase je zodpadny zejména rodEnterobactera Pseudomonas
Existuje korelace mezi obsahy PUT, CAD a SPD &eun bakterii zmiénych rodi
ve vzorcich ho¥ziho a vepového masa. Obsahy PUT a CAD byvaji vy3Si uieegho

masal6
VSeobech se uvadi, Zze mnozstvi anliruskladinych @i 0 °C ¢i nizSich teplotach je
zanedbatelné. | u masa a masnych vyiigbkeplota dlezitym ¢initelem @i ovlivnéni tvorby

amini. V posledni dob se vSak objevuji studie popisujici tvorbu PUT, CADTYM

i ve velmi kvalitré skladovanych vzorcich maga.

Vyzkumem dynamiky tvorby BA v rybim mase zjistiliidz a Karmas v roce 1978, Ze
s postupujici dobou usklagm nakistal v mase obsah PUT, CAD a HIM, zatimco obsah SPD
a SPM klesal. Protic¢tlinosti chto trend vyuZili autdi pii navrZeni kritéria pouzitelnéhdip
hodnoceni jakosti uskladného masa. Jejich "index obsahu BA” je definov&mja

BA| = PUT + CAD + HIM
1+SPC+SPNV '

(4)
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kde obsahy fislusnych amif jsou dosazovany v mg.Kgéi libovolnych jinych, ale
konzistentnich jednotkach. Hodnoty indexu BAI jsewobré shod& s organoleptickymi
vlastnostmi vzork.28 V kvalitnim rybim mase jsou hodnoty BAI < 1, pres§ prijatelnou
kvalitu plati 1 < BAI < 10, nevyhovuijici vzorky vgkovaly BAI > 10.

Ackoli korelace mezi BAI a stupm rozkladu rybiho masa prokazali i jinédci29, fada
autoii nepovazuje pokles obsahu SPD a SPM ve skladovamse za vyrazn§i prikazny
a doporuguji jako optimalni kvalitativni kritérium obsah preirekterého konkrétniho aminu.
Vyuziti samotného stanoveni HIM k odhadu stupozkladu masa se vSak neé&dgilo.
Predpoklada se, Ze vhodnym indikatorem jakosti kn&ltakuow baleného masa by mohl
byt TYM, neba’ v takto skladovaném hézim mase koncentrace TYM a téz PUT a CAD

rostou2’ Tento gredpoklad vychazi z toho, Ze laktobacily, které jgominantni ve vakuayv
baleném mase fednosti vytvéreji praw zmirgny amin.

Ve wtSineé pripadi je vSak za nejlepSi kvalitativni kritérium povaaovobsah CAD.
Pfi pokusech se skladovanim rybiho masa resého chloramfenikolem se prokazal
retard&ni (Cinek tohoto antibiotika na tvorbu BA potvrzujicie Zaminy jsou vytvieny

ginnosti bakterialnich a nikoli endogennich svaldwglekarboxylasO

K obdobnym z&sram dosli i dalSi aute, ktefi experimentovali s inokulaci masanymi
druhy bakterii a prokazali, Zze obsah PUT je zvy&opéedevSimcinnosti Pseudomonas
obsah CAD zase vlivem enterobakterii. Za nejlepdikator jakosti povazuji thrnnou vysi
hladiny PUT a CA3L

3.4.1 Biogenni aminy v rybim mase

Velkd pozornost je v souvislosti s BAnovana rybimu masu. Zastoupeni jednotlivych
amini u ryb je fizné. Z toxikologického hlediska neéjgi riziko pedstavuje HIM, jehoz
vyskyt ve svalovit ryb je podmign koncentraci volného histidinu. Pro rybi maso je
ve Vyhlasce:. 305/2004 Sb. v platném am ukeno gFipustné mnozstvi pouze pro HIM, a to
hodnotou 100 mg.K§ ZvySené mnoZstvi BA v potravmiZe po konzumaci vyvolavat
prudké fyziologické odezvy, u vnimggich osob mize dojit az k &kym migrénovym
stavam. Pa@ty mikroorganisni u skladovanych ryb zavisi nad@e:ni kontaminaci suroviny
a na teplat a dol& skladovani. ZvySené hodnoty BA jsou v souladus&uajicim se pétem
mikroorganisni. Za nejlepsi indikator jakostiiwie byt povazovana uhrnna vySe hladiny PUT

a CAD. Tyto BA se tak mohou stat indikatorem mikédii kontaminace.

29



Duvodem, pré se BA vyskytuji ve $Si mie u ugitych druhi ryb, je jednak zvySeny
obsah pislusnych aminokyselin, a tagdevSim histidinu, a také fakt, Zze v rybach s tmavy
masem je vysSSi obsah volného histidinu nez v bitgbim mase nebo v mase jatgch
zvitat32

Za normalnich okolnosti je HIM, ktery se dostane siteva ¢lovéka, inaktivovan
a nevznikaji zadné Klinickétiznaky onemoaini. Hi piijmu velkého mnozstvi HIM jsou
inaktivatni mechanismy prolomeny a HIM se dostava do kreeuJzndmy dva hlavni
enzymy, které metabolizuji HIM. Je to jednak histaima a histamimN-metyltransferaza.
Pritomnost dalSich BA nebo uzivantkterych Ikt mize inhibovat Ginek €chto enzyni
a zvySovat tinek BA. To ve svémiikledku znamena, Zze€iaek pijatych BA je dan jednak
jejich mnozstvim, ale také dalSimi faktory.

NejvetSi nebezpd tvorby BA je @i vysoké mikrobialni kontaminaci ryb @& medodrzeni
spravné teploty chlazeni. Nlegtji se BA tvai ihned po vyloveni ryb, které nejsou f&ne
zchlazeny na teplotu kolem +1 °C. DalSi rizikovquer@aci je tepelné opracovaniggevsim
uzeni ryb, hlavé makrel. ZaleZi na d&bod gipravy ryb az k vlastnimu tepelnému déet
(uzeni). Pokud je tato doba dlouha a ryby jsou awesty vySSim teplotdm, dochazi
k pomnozovani mikroorganism Uzeni ryb probihd za nizSich teplot ackteré

mikroorganismy (naip laktobacily) proces uzeni mohouepit, ve vhodnych podminkach

se pomnoZovat a tyib predevim HIM32

Za hospodi&sky nejvyznam@sSi druh nasi sladkovodni trzni ryby je dlouhogob
povazovan kapr obecnZyprinus carpi9, ktery tvai témet 85 % z naSi celotmi produkce
ryb. Zarova je také nejasgji konzumovanou sladkovodni rybou u nas, a to r@jen
v obdobi vanénich svatk. Rybi maso je obe¢npovazovano za dieteticky velmi hodnotné
a dopordované léka zejména g dietnim stravovani. Celkovou jakost rybiho masize
ovSem posuzovat pouze na zaklagho nutréni hodnoty, ale jako komplex dalSich
parametit, ke kterym paf zdravotni nezavadnost nebo technologické a seh#ovlastnosti
majici vztah pedevsim kerstvosti masa3

Zdravotni nezavadnost rybi svaloviny je vymezetsslgsnymi platnymi veterinaén
hygienickymi redpisy, ostatni parametry, jako jsou fyzikalchemické vlastnosti majici
vztah k latkovému sloZzeni nebo zihak cerstvosti, mohou byt objekti¥nlaboratorg
stanoveny podle platnych metodickych poétdp

Existuji dva divody pro sledovani amin v potravinach. Prvnim idodem je jejich
potencialni toxicita a druhymuaslodem je moZznost jejich pouziti, jako ukazatele likya
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potravin. Otrava HIM je ss#tov¢ rozSteny I|ékdsky problém a je pra¥gpodobré
nejszrejsim pripadem otravy z ryB4 Zatimco maské ryby byly prostudovény ve velkém
rozsahu, sladkovodni ryby byly studovany v menSi#hithu. Bakterie, pitomné ve vodnim
prostedi nebo vytviené kBhem skladovani ryb, produkuji dekarboxylazu hisitigli ktera
prevadi histidin na HIM. Tento proces je urychlerstljge ryby nejsou zamrazené nebo
drzené v chladd® Vyznam mikrobidlni kontaminace pro BA je evidentMykuchana
moiska Stika Merluccius merlucciusulozena v ledu vykazovala 3—-100 krat vySSi olBBAh

a nizsi senzorické vysledky ve srovnani s rybouykeshanouw3® Vykuchani ryb vede
k naristu mikrobialni kontaminace rybi svaloviny, kte® [gojevi Spatnymi senzorickymi
vlastnostmi. HIM je v dsledku synergie typi&jSi v piitomnosti zvySenych obsahPUT

¢i CAD. Tyto aminy mohou omezovah vivo mechanismus detoxifikace HIM, hlayn
itinkem oxidazy diamind/ Otrava HIM je pedevsim spojovana s konzumaci obouirod

moaiskych ryb, Scombridae a Scomberesocitfae.

3.4.2 Rozkladné procesy biogennich ami@ v rybim mase

BA mohou slouzit jako indikatory rozkladu rybiho saa Potencialni pouziti BA jako
indikatori kontroly kvality bylo studovano pro nwkou Stiku, ktera byla uloZzena
v kontrolované atmosfé obohacené kyslikem a v 1e8%40 K produkci CAD evident#
doSlo gred z&atkem mikrobiélniho kazeni. Hodnoty CAD obvyklethppozdji nez u PUT,
ale kongna koncentrace CAD byla obecny3Si. Tento jev byl pozorovan nejenom uiske
stiky, ale také u kapra obecnéh®yprinus carpig.41 Podobny trend byl pozorovan také
u masského cejnaGalamus bajonadp ale ke konci skladovani byly vy3si hodnoty PHT.
Hodnoty PUT, CAD a SPD u uk®ficniho @Anguilla angullig béhem skladovani vistaly,
zvIase u vzorki uloZenych bez ledu. Obsah PUT byl 50-90 mid,kgAD 30-90 mg.kg-.43
Pro pstruha duhovéh@®fcorhynchus mykis®yly jako idikatory kvality ugeny PUT, TYM,
SPD a SPM. Zatim nebylo nalezeno zadné univerditdérium zaloZzené na obsahu BA,
protoZe dynamika rozkladu souvisi s druhem ryby railgrobiélni populaci kontaminujici
rybu. Teplota hraje Kbvou roli v tvorld BA. Vzorky makrel uloZzenychip0 a 10 °C
obsahuji srovnatelné koncentrace BA po 2 a 6 dédbprava atmosféry baleni prodiuZuje
trvanlivost ryb. V experimentu sitakem velkookym Thunnus obesisulozenym pi 2 °C,
byla prodlouzena trvanlivost Upravou atmosféry bal@0 % CQ, 15% Q 25% N) z 13
na 22 dfi. Tyto za¥ry byly winény na zaklad stanoveni obsahu HIM, CAD a senzorickych
hodnot4>
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3.5 OSefreni rybiho masa zdéenim

3.5.1 Ozaiovani a bezpénost potravin

Pritomnost mikrobialnich patogénv potravindch je vazny globalni problém. Dokonce
ve vysoce industrializovanych a rozvinutych zenriddi potraviny kontaminované patogeny
znany zdravotni a ekonomicky dopad.

Vice nez 50 let se zkouma bepest a dinnost technologie o*avani potravin. Je to vice
nez u jinych technologii pouzivanych v dnesnirinpyslu. Ri ozarovani potravin se pouziva
piisre kontrolované mnoZstvi ionizujiciho ieai (tj. z&eni majiciho dostateou energii
k vytvéareni klad@ a zapor nabitych ¢astic) ke znieni baktérii, patogéna Skodlivého

hmyzu v potravinach a zemlskych produktech,cimz se znén¢ sniZzuje nebezpé

onemockni z potravin*6

3.5.1.1Typy ionizujiciho z&eni

gama z#enf radioaktivniho izotopu kobaltt’Co) a césia’t’Cs),
urychlené elektrony o energii ngwysujici 10 MeV g-zaeni),
rentgenoveé Z&ni o energii nagvysujici 5 MeV.

Zadny z &chto zdroj z&eni nema takovou energii, aby doslo k indukci rakiitvity, maji
vSak dostatek energie k odswan elektrori z atomi, pricemz vznikaji ionty nebo volné
radikaly. Uvolréné elektrony narazeji do chemickych vazeb v moketulmikrobialni DNA,
dochazi k jejich ferudeni a usmrceni mikroBa.

Mnozstvi energie ionizujiciho #ni pohlcené jednotkou hmotnosti te@é latky
v ozdovaném mist se ozndéuje jako absorbovand davka ionizujicihdera. Jednotkou je
1 gray (Gy), ktery fedstavuje absorbovanou energiicerd 1 joule na 1 kilogram latky.
Velikost davky je pimo umérna intenzié z&eni a dob expozice, dale zalezi na druhu
a energii z#eni i na slozeni @edevsSim hust¢) ozaované latky. Absorbované davce je
piimo unmérny paiet vzniklych ionti, volnych radikal a tim i riziko a rozsah poSkozeni

biologicky aktivnich latek v organisnft®

3.5.1.2Vliv davky zdeni

Uroven snizeni mikroorganistnv potraviré zavisi na davce, kterouiplusna potravina
absorbovala. Gama igni a rentgenoveé #ni ma schopnost pronikat hlagibdo potraviny

nez z#éeni beta. Pokud generator elekitododava elektrony z jedné strany, pronikaji
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v potravirg asi do hloubky 3,8 cm. Aplikaci urychlenych elekir ze dvou stran se dosahne
maximalni penetrace, tj. az do hloubky asi 8,9%ém.

lonizujici z&eni poSkozuje nukleové kyseliny a v kéném disledku usmrcuje mikroby
piimymi nebo nefimymi ,kolizemi”. V ptipact negimé kolize dochazi k poskozeni
nukleovych kyselin, kdyz Zani ionizuje pilehlou (sousedni) molekulu, ktera pak reaguje
s genetickym materidlem. ProtoZe voda je hlavrdksla &tSiny potravin i mikrol, je casto
onou sousedni molekulou, kterd vede v koéen disledku k usmrceni mikrobu. lonizujici
z&eni zgisobuje, Ze molekuly vody ztraceji elektron a vzrik®" a elektron. Tyto produkty
reaguji s ostatnimi molekulami vody a vznile@la slodenin, nap. vodikovy a hydroxylovy
radikal, molekularni vodik, kyslik a peroxid vodikid,O,). Hydroxylové radikaly a peroxid
vodiku jsou velmi reaktivni. Je zndmo, Ze ruSi yamiezi nukleovymi kyselinami uviiit
jednohoretézce i mezi protilehlymietézci DNA. Ackoliv biologické systémy maji schopnost
napravovat feruseni (rozpojeni) u jednotlivyckettzci DNA i mezi nimi, poskozeni
zpisobené ionizujicim zanim je nahodné a rozsahlé. Proto bakterialni @pradigniho
poskozeni je téit nemozn&®

Relativni citlivost fiznych mikroorganisii k ionizujicimu z&eni je zaloZena na jejich
piislusnych hodnotachp(coz je davka pdebna ke snizeni populace o 90 %). NizSi hodnota
Dioudava ¥tsi citlivost organismu.

Mikrobialni buiky, patogenni neboékné mikroflory potravin, vykazuji rozdilnou odezvu
na ionizujici zé&eni. Hlavnimi faktory, které ovliwji rezistenci mikrobialnich bk
k ionizujicimu zé&eni, jsou:

- velikost organismut&im je cilovy organismus mensi, tim je odgéi k ionizujicimu

zaeni,

- typ organismu, tj. charakteristika hkitné stny, grampozitivni (G+) nebo

gramnegativni (G-) povaha,

- pcet a relativni ,std” bunék v potravirg,

- ptitomnost/nefitomnost kysliku.

Fyzikalni a chemicky stav potraviny rasin ovliviiuje odezvu mikrobu na #ni. Jako
piiklad Ize uvést vliv teploty u mletéhotkiho masa, kdy sefipsniZeni teploty ze 30 °C
na —30 °C, hodnotaise zvySuje z 0,16 kGy na 0,29 kGy. Hodnoty $ n&ni, jak se voda
ve vyrobku vymrazuje. SniZzuje se rychlost migraoeidanich produki, nag. volnych

radikai a vyZzaduje se &Si dodavka energie, aby doslo ke kolizim nezbytrkgrznteni

mikrobi.50
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3.5.1.3Vyhody ozé#ovani

Krome zietelného zvySeni bezfeosti potravin v dsledku destrukce patoggnposkytuje
ozaovani dalSi prosfgh, nap. prodlouzeni Udrznosti masa, ovoce a zeleninypséei
kvality ovoce a zeleniny je alternativou pouZzivaohemickych prosedki zvlase
pro dekontaminaci ovoce a zeleninyin@dsi roviez ekonomické uspory vidledku snizeni

piipadi onemociini z potravin. | pes tyto vyhody se uvedena technologie v potragkem

pramyslu vyuZivéa jen velmi omez&®l

3.5.1.4Problémy, které brani Sirokému vyuZiti aevani v praxi

Na zaklad cetnych rozsahlych pr@wovani toxikologickych a jinych udajregulanich
a zdravotnich orgdnraznych zemi, nap Health Canada (2003), US FDA (1986), Codex
Alimentarius Commission (CAC, 1983), SCF Evropsks#nise (2003) bylo konstatovano,
Ze ozaéovani potravin davkou do 10 kGy je bezpé. CAC v roce 2003 revidovala igv
,VSeobecny standard pro deaé potraviny” tak, Zze maximalni absorbovana dald@dana
potravire by nengla piekratit 10 kGy krong situace, kdy je nezbytné dosahnout legitimniho
technologického zaanu.

V roce 1999 spolma studijni skupina FAO (Food and Agricultural Qrigation), IAEA
(International Atomic Energy Agency) a WHO (Worlee#lth Organization) doSla k z#w,
Ze potravina oz@na jakoukoliv davkou vhodnou k dosazeni zamySlertébhnologického
cile je pro spdtbitele bezp#a i nutréné adekvatni. Tato skupina da$p také k nazoru,
Ze neni nezbytny horni limit absorbované davky.ZRbad&eni je totiz omezeno na takové

davky, které neovliuji nezadoucim Zjsobem senzorické vlastnostijmz se vytvé

prakticky limit asi 50-75 kGy2 Zprava skupiny zahrnovala vsechny relevantni studi
na zvfatech (celkem 82), studie mutagenity (47 in vitrojzné typy potravin a druhy
pokusnych zwvfat. Ackoliv se u 14 studii projevil dity vliv, pfi¢ina nebyla fisouzena
ozaovani, nybrz deficitu ve vyzé Je teba zminit, Ze tyto pokusy zahrnovaly konzumaci
stravy obsahujici z&aé mnoZzstvi potravinovych polozek {prerné¢ 35-100 %) oz&nych
velmi vysokymi davkamigasto az 59 kGy. Ve studiich mutagenity bylo pozarm osm
moznych dinkt vysokych davek zéni. D¥ studie zahrnovaly konzumaci deaych olej,

ve kterych ozéeni zpisobilo zn&nou oxidaci a ztratu karotena@idV ostatnich Sesti studiich
byly pouzity oz&ené roztoky jednoduchych cukrnnag. sachardzy, fruktdzy, glukdzy),

o nichZz je v sotasné dob znamo, Ze v nich dochazi k tvérbmutagefi chemickymi

mechanismy indukovanymi oignim?>3
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V roce 1976 provedl Raltech Scientific Services Z@&ost americké vlady rozséhlé
nutricni, genetické a toxikologické studie oedych potravin. Mysi, i#ecci, krysy a krélici
dostavali kieci maso (tviilo 35-70 % jejich stravy), které bylo dz@o — minimalni
absorbovana davkénila 46 kGy. Provaely se i studie mutagenity. Nebyly zgéty zadné
dukazy o genetické toxigitneboli teratogennich¢incich u €chto zvfat a nedosSlo k Zzadnym
abnormalitdm ani v multigenefaich studiich?4

Ackoliv je metoda oz@vani potravin zndma jiz velmi dlouho, dosud sé gjlatreni
v praxi @ilis neroz&iilo. V USA je povolen oSébvat ionizujicim z#enim SirSi sortiment
potravin nez v EU. V EU je vSeobecachvaleno ozavani pouze jedné kategorie potravin:
susené byliny, kieni a kdenici @gipravky. Na zakla&l narodnich legislativ povolujickterée
staty EU (Francie, Belgie, Nizozemi, ltalie, VelBiitanie) oz&ovani podstath SirSiho
sortimentu vyrobk. V CR do3lo po schvéleni nové vyhlasky133/2004 Sb. z 12.iézna
2004 také k rozgkni sortimentu potravin, které Ize éaaat.

Naprosta wtSina dikazi ziskanych za poslednich 50 let ukazuje na to, Zaéowani
potravin nepedstavuje zdravotni riziko pro spebitele a jeho pouZziti vede ke zvySeni
mikrobialni bezpénosti dodavek potravin. Technologie #m#ani byla shledana jako
pros@sna pro regulaci patogénale také pro zvySovani udrznosti potravin a Zayani

kvality potravin.

3.5.2 Ozareni rybiho masa

Vzriastajici poZzadované naroky na kvalitu potravin agim delSi doby trvanlivosti vedou
k zavedeni novych konzemch technologii. Jednou Zchto novych technologii je jiz
zmirgné oz#ovani potravin. Ozavani se zda byt efektivni pro kontrolu obsahu érodch
amini u miznych druti potravin. Gamma Zani, rentgenové ¥ani a zrychleny proud
(svazek) elektrain se pouzivaji jako zdroje ionigaiho zdeni pro ochranu potravin.éBné
se aplikuji davky mezi 0,5 a 6 kGy. Pouziticitek davky z tohoto rozmezi zavisi
na zpracovavaném materialu. Davky 4 a 6 kGy bylhodnoceny jako nejvice efektivni
pro syr s modrou plisP? a zrajici klobasy® Fermentovana sojova pasta byla ey
davkami z&eni 5, 10 a 15 kGy. Bylo zji&to, Ze neniteba pouzivat davkyipsahujici
5 kGy>/

Nizké davky z#eni v kombinaci se zmrazenim prodluzuji trvanlivastdrzuji kvalitu
ryb.58 Aplikace vakuového baleni s naslednym femém Spagiské makrely $comber
japonicug potlaila tvorbu biogennich aminna gtinu béhem 14 dd ulozeni @i 1 °C
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v lednici. Test ukazuje, Ze dehi optimalizuje senzorické vlastnosti a prodluzny@nlivost
0 7 dri.29 Nejvyznamgjsim vysledkem bylo sniZzeni obsahu HIM pybrané davce zéni
(1,5 kGy). Bylo uvedeno, Ze vzorky of=ié nizkou davkou #eéni zachovaly fvodni podil
jejich nenasycenych mastnych kyselin (poly-unsadarefatty acids PUFA). VySSi davky
(okolo 7 kGy) snizily podil PUFA o 21 %. V dalSinokusu s pelamidou obecnoS8drda
sardg pii oz&eni davkou vysSi nez 7,5 kGy, pokles HIM &ikoreluje s pouzitou davkou
z&enib0 HIM diky své hygienické @leZitosti je nejvice sledovany biogenni amin vejspo
s oz&enim rybiho masa. Nizka davkaedi 1 kGy byla dostatea pro vyznamny pokles BA
v podrobné studii ozavani karase obecnéhbréchurus trachurus®1 Obecr je prodlouZeni
trvanlivosti ovlivieno davkou zgeni, metodou baleni, teplotou skladovani a druhgoy r
spole&né s jejim vodnim pivodem. Nekolika rozsahlymi toxikologickymi recenzemi a dati
dokumenty reguknich a zdravotnich organizaci byloiiza&no, Ze potraviny o¥avané
davkami pod 10 kGy jsou bezpe&62 VV Ceské Republice horni hranice pro fwmani ryb
byla utena na 3 kG¥3 B&zné experimentélni davky i aplikované na rybi maso byly

v rozsahu mezi 0,5 a 5 kG,

3.5.2.1ZaFizeni pro oz#eni rybiho masa

V Ceské Republice je sestavendizani pro ozivani potravin proudem urychlenych
elektroru (5-zéeni). Toto z&zeni se nazyva MT 25 mikroton a fdnstitutu jaderné fyziky
v Praze, ktery spada pod AkademithCeské Republiky.

I\ > e ‘l ! N

Obr. 5 Pohled na z&Ezeni MT 25 Mikrotron.
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MT 25 mikrotron je cyklicky elektronovy urychlova rezonatorem Kapitz&astice jsou
urychlovany vysokofrekvamim elektrickym polem s konstantni frekvenci v kansnim
homogennim poli. Elektrony se pohybuji po kruhovyithhach ve vakuové korfeoa maji
spole&ny tetny bod. Schématické usf@mani je znazogmo na Obr. 6. Energie urychlenych

elektrori je proménnd v zavislosti na @tu elektronovych kol v kome vakuového

mikrotronu steji jako na velikosti magnetické pd¥é.

L E

Obr. 6 Schématicky plan Mikrotonu MT 25. 1 — magnetron,f@zovy posun, 3 cirkulator,
4 — zatizeni vodou, 5 — urychlovaci dutina, 6kuead komora, 7 — @tiné drahy
elektroni, 8 — nastavitelny proud paprskd — deflektor paprsk64

3.6 OSefreni rybiho masa vysokym tlakem

3.6.1 Aplikace vysokého tlaku v potravinatstvi

Jednim z vhodnych #gohi pro konzervaci rybiho masaiie byt i vliv vysokého tlaku.
Aplikace vysokého izostatického tlaku je znama jglaiencialni konzervai koncovka
pro potraviny a slozky potravin.&decky zaklad pro usph tohoto procesu zahrnuje mnoho
disciplin &etrg chemie a mikrobiologie. Pro jeho konser Usgch, podoba jako i u dalSich
potravind&skych aplikaci, je vSakidgba efektivni integrace s inZenyrskymi disciplinami
zahrnujicimi navrh a vyrobu #aeni a vyrobni schopnostiiané a spolehli¢ aplikovat
vysoky tlak na pevné i kapalné potraviey.

Prvni wdecké prace zabyvajici se vysokym tlakem jsou datpo 20. let 19. stoleti, kdy

Perkins zkoumal vliv tlaku na stligelnost vody. Ve 2. polovihl19. stoleti udali vyznamny

prispsvek, zvlast ve tvaru z#izeni a ndteni vysokého tlaku, Cailletet a Ama§&tPrelom

stoleti znamenal velky n#st zajmu o vyzkum vysokého tlaku a jehdimpyslového vyuZziti.
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Jednou z nejvyznandj$i osobnosti tohoto obdobi byl nositel Nobelovgyc®. W. Bridgman,
jehoz vdecka prace zahrnovala zkoumani vlastnosti maiguigd vysokym tlakem, navrhy
tvaru zdizeni schopné pracovat s tlakem do 3 000 MP&kterych gipadech i 10 000 MPa.
Po 2. s¥tové valce nastal velky n#st v komeénim vyuziti vysokotlakych procés jako

nag. vyroba roz¥tveného polyethylenu, izostatické lisovani, izaskatt stl&ovani za horka

nebo vysokorychlostni proudoyézanios

Praktické pouziti vysokych tlékpro potraviny a dalSi biotechnologické materi&ghazi
ze dvou zakladnich prindip Je to jednak Le Chatelier princip, kteryiika, Zze vSechny jevy
(fazové znrgny, chemické reakce, zZmy konformace molekul atd.) doprovazené zmensenim
objemu jsou vysokym tlakem urychlovany a naopakuhym je zakon o #&ni tlaku

v kapalindch, podle kterého se tlaki &onstants vSemi sndry v celém objemu stt&ného
vzorku 66, 67

&

Obr. 7 Princip oSeteni izostatickym tlakem: potraviny jsou komprimgvatejnym tlakem
ze vsech straf8

Zpracovavana potravina tbe byt b’ v piimém kontaktu s tlakovym médiem nebo
hermeticky uzakena ve flexibilnim obalu, kterytenasi tlak. PouZiti tlaku nezavisi na objemu
zpracovavanych vzoik Obvykle jsou pouzivany hydrostatické generattaigu, kdy je tlak
pienasen nizko-sitgelnymi kapalinami jako je voda nebo olej.

Hlavnim cilem oS&bvani potravin vysokym tlakem je jejich zpracovéeiz vystaveni
acinkam vysSich teplot a tim udrZzeni senzorickych a twitth viastnosti prakticky beze
zmeén oproti vychozi surovih OSeteni potravin vysokym tlakem je Sedj$i nez tradini
zpiusoby konzervace. Potravina si uchova svou ¢nittiodnotu a nedochazi u ni k poskozeni
teplem nebo mrazem. dihek vysokého tlaku na mikroorganismy zavisfegevsim
na velikosti a dob expozice, druhu mikroorganismu, teglgirocesu a prostdi, v rmz
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se dany mikroorganismus vyskytuje. Tyto faktorymsasi uvazit pedem, aby cely proces

mohl byt optimalizovan a vysledkem byly kvalitndravotr& nezavadné potravirf§p

nizkotlakécerpadic

pis

tlakované médiul

tlakova nadok
spodni uzasr

ram zdizen

tlakované médiul

tlakova nadok

spodni uzasr

horni uzasr

ram zdizen

2

—

zesilova®  stredni tlakova nad

- MERDD NOCUQ

Obr. 8 Pprodukce vysokého tlaku préstinictvim pimé (nahée) a nepimé (dole)
kompresé8

3.6.1.1Potencialni potravin#ské aplikace vysokych tlak

V sowasnosti se jako né&phé postupy zavaai vysokotlakych technologii v potravirsévi
jevi nag. konzervace ki@ni, kdy nedochazi vlivem zvysSené teploty k zahHagidainich
zmen. Tlak do 400 MPa jedinny pri sterilaci¢erného pefe Piper nigrum L), kdy @gitomné
mikroorganismy jsou vyznandnredukovany, ale senzorické vlastnosti igeistavaji
zachovany?® Byl také popsanifpad tlakového o3gni cibule, kdy rezim 300 MPaipt0 °C

po dobu 30 minut redukoval mikrobiélnidhg o vice neZtyti tady./0
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Velmi vyznamnou oblasti pro aplikaci vysokych flake jevi téZ zpracovani masa.
Nap. v Japonsku se stlani &zné¢ pouziva pro cilenou Upravu konzistence masgedgvsim

rybiho) a potléeni aktivity zde fitomnych enzyr.”1.72Tlak 300 az 400 MPaiposeteni
rybi pasty surimi zfpsobil usmrcenf &Siny gritomnych mikroorganisin’3 Popsany jsou téz
fyzikalng chemické vlastnosti tlakem ofetého kafiho masd4 Rada praci sednuje vlivu

vysokého tlaku na hewi svalovinu/> Nevyhodou pouZiti tlak nad 300-350 MPa
pii zpracovani masa je denaturace myoglobinu, cog kedzndné barvy z¢ervené azirzové
na Sedo-hédou./6

Nemér perspektivni se jevi pouZziti vysokych tlagii zpracovani ovoce a zeleniny. Je
popsandaada praci (oft predevsSim z Japonska) tykajici se vysokotlaké pastesaocnych
gfav, kdy tlak 300-900 MPa inaktivuje enzymy a mikganismy, ale zachova aroma
a nutréni obsah. Zimmerman a Bergman uvadi, Ze taktorer&@tcitrusovat&va si nejen

zachovala fivodni aroma, ale dnem nasledujicich sedmnacti¢sini skladovani nebyly

zaznamenany zadné ztraty vitamind &riterium &innosti i vysokotlaké pasterackthto
materiati je inaktivace pektinesterasy, ktera v ovocnytdvach zgsobuje tvorbu zakal

Popsany jsou ifpady vysokotlaké pasterace nejen tekutych, ale usokitych
potravindskych material. Nag. Aleman et al. popisuji vysokotlakou pastergerstv
krdjeného ananasu, kdy pouzitinizmych tlakovych (200 MPa, 270 MPa a 340 MPa),
teplotnich (4 °C, 21 °C a 38 °C)¢asovych rezim (5 min., 15 min. a 60 min.) byly zj&ty
rizné hodnoty decimalni redérid doby pro pitomné mikroorganismy3

Pro aplikaci vysokého tlakutipzpracovani zeleniny byla publikovana téfda praci,
nag. v oblasti vlivu gedzpracovani vysokym tlakem na suSeni, dehydra&adijru a barvu
zelenych fazoli, brambor a mrkv¥8,kdy autdi srovnavaji vliv vysokotlakého a klasického
tepelného blanSirovani a nasledného mrazeniényéh drulii zeleniny na uvedené fyzikalni
vlastnosti. Byla téZz publikovana prace o vysokatlak oSateni bramborovych kosik
(400 MPa, 15 min., 5-50 °C) jako alternativy k B&ovani v horké vafl Sledovana byla
inaktivace mikroorganistn a polyfenoloxidasy, zemy v textde, ztraty vitaminu C

a drasliku80

Pres optimisticky néastup v uplatmi technologie vysokych tlékv potravindstvi nelze
ziejme ocekavat hned masivni ro¥8hi technologie ve vSech popsanych oblastech. dehie
k pomerné vysoké ced zaizeni, pondrné nizké zivotnosti (obvykle umdaijici omezeny
pocet cykli), omezené produktivit(vsadkovy, maximakh polokontinualni systém) apod. je
pocet komeéné vyradbinych potravin oSéenych vysokym tlakem jen velmi maly. Vyvoj
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vysokotlakych z&zeni s vySSi kapacitou, automatickym ovladanimplotaim ¢izenim, lepsi
sanitaci, zvySenou odolnosti a nizSi cenou jsodadék pozadavky na U&gnou aplikaci

do pimyslové praxe. Pro o%ewani pevnych i kapalnych potravin je téZ pozadovan
adekvatni obalovy material (pryZové materialy, itbéxi polymerni materidly atd.) zZda
se tedy, Ze zmé&m4 technologie se patrnuplatni zejména u vyrolik vySSi ceny,
pravdEpodobré u farmaceutickych prepatatkdy mize ginést vysSi zhodnoceni produktu.
Z potravindskych aplikaci jsou velmi perspektivni iiapizné Upravy bilkovinnych potravin,
nag. zhodnoceni masa horSi kvality a také kombinacdikeap vysokého tlaku
se zmrazovanim.iBstoZze si budeme muset jestjakou dobu na cenévdostupny vyrobek
udrzitelny za normalni teploty a s chuti haperstvého ovoce jeStpatkat, predstavuje

aplikace vysokych tlakdalSi roz&eni moznosti potraviiigké technologie.

Obr. 9 Zarizeni pro oséeni vysokym tlakem, které se nachéazi na VUPP.
3.6.2 Aplikace vysokého tlaku na rybi maso
Kdyz je vysoky hydrostaticky tlak (100-1000 MPa)lilpvan na zabalené potraviny

pondené v kapalig, tlak je rovnondrné rozSten po celé potravin tak Ze vSechnyasti
potravy podléhaji stejnému oEmti81 Pro inaktivaci #tSiny G— bakterii je dostatey tlak
okolo 300 MPa, plisha kvasinky pdebuji tlak okolo 400 MPa, G+ bakterie jsoucamy (i
tlaku okolo 500 MPa. Bakterialni spory mohou bybloé@ velmi vysokym tlakm, vySSim
nez 1000 MP&2

Efekt destrukce mikroorganigmvysokym tlakem je zaloZenigdevSim na inaktivaci

enzymi, poSkozeni DNA, RNA, ribosoina na destrukci membran a Banych sén.
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Destrukce je zfsobena rychlymi zgmami v buréném objemu a denaturaci protein
v membréanéach a bgnych stnach83.81

Informace o tvord BA v mase nebo masnych produktech, které bylyresgtvysokym
tlakem, jsou vzacné. BA byly teny ve vzorcich uzené tresk§ddus morhup ktera byla
oSetena 400, 500 a 600 MIB4. Prekvapiw, pouze TRM a SPM byly detekovany, zvyseny
obsah TRM byl zejména ve vzorcich @éaiych vysokym tlakem. Zémy v koncentracich BA
nevykazuji jednozriany trend. Rozsahla studie byla provedena na maspyobuktech,
na parcich, klobasach a Sunce. Proti kontrolnimrkézo péarki, TYM, PUT a CAD
v oSetenych vzorcich 400 MPa nevykazovaly &m v koncentracich dhem skladovaci
doby85 Podobné vysledky vykazovaly vzorky suSenych ,churiklobas, ale navic byl
zaznamenan nést obsahu SPB6 Navzdory faktu, Ze mikroby se nerozmnoZuji vergizh
oSetenych vysokym tlakem, BA se mohou fitodiky pokraujici aktivitt dekarboxylaz
v substratu. Ve studii, zabyvajici se platkyerg Sunky, které byly ogeny tlakem 400 MPa,
bylo testovano kolisani skladovacich teplot (2-@P Experimenty s rozdilnymi teplotami

ukazaly, Ze TYM miZe byt nejlepsim ukazatelem kvalitghto proces.87
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie, gristroje a zarizeni
Pro analyzu BA byly krom béZnych laboratornich poicek a laboratorniho skla
pouzivany nasledujici chemikaliefigiroje a z#&zeni. VSechny pouzité chemikalie byly

analytické nebo vy3Si Uro¥n

Chemikalie 5
- 1,7-heptandiamin, Fluka, Buchs, Svycarsko

Aceton, Penta, Chruding;R
Acetonitril pro HPLC (gradient grade), MerkgiMecko
Dansylchlorid, Sigma-Aldrich, 8imecko
Destilovana voda, Premier, Phoenix, AZ, USA
Dusik (UN 1066), Linde Technoply@R
Fenylethylamin hydrochlorid, Sigma Aldrichghecko
Histamin dihydrochlorid, Sigma Aldrich,dhecko
Hydrogenuhkitan sodny, Lach-Ner, Neratovic€R
Kadaverin dihydrochlorid, Sigma Aldrich,éihecko
Kyselina chlorista, Acros, Geel, Belgie
n-Heptan, Fluka, Buchs, Svycarsko
Prolin, Fluka, Buchs, Svycarsko
Putrescin dihydrochlorid, Sigma Aldrichghecko
Spermidin trinydrochlorid, Sigma Aldrich,dhecko
Spermin tetrahydrochlorid, Sigma Aldrich¢idecko
Tyramin hydrochlorid, Sigma Aldrich, &hecko
Tryptamin hydrochlorid, Sigma Aldrich,dhecko
Uhligitan draselny, Penta, Chrudi@iR
Uhli¢itan sodny, Penta, ChrudiiR
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Pristroje a zatizeni 5
- Analytické vahy, B 204, Mettler Toledo, Svycarsko

Kapalinovy chromatograf (UPLC) Agilent 1200 Serkeapid Resolution LC systém,
Agilent Technologies, Bmecko

Kolona pro UPLC Agilent Zorbax Eclipse XDB — C1&ugpec (50 mm x 4,6 mm ID,
1,8um velikost¢astic), Agilent Technologies,dhecko,

Odstedivka Sigma 2-5, Sigma Laborzentrifungen GmbH, ef@gte am Harz,
Némecko

Ponorny mixer, Braun, Polsko

Ultarzvukové laze Bandelin Sonorax RK 31,dwecko

Vakuova balkka Speedy 320 Bossghecko

Zatizeni pro destilovanou vodu Premier, Phoenix, AZAU

4.2 lzolace biogennich amin

Obsah BA ve vzorcich byva obvykle velmi maly a wasfovnatelny s koncentracemi
slozek chemicky podobnych. Citlivé stanoveni zejanpalyamiri se neobejde bez selektivni
separace odifbuznych latek nesoucich rasn aminovou funkni skupinu a bez vhodn
zvolené derivatizac@d

Zpasob izolace BA z firodnich vzork je zpravidla mé& naranou céasti jejich
analytického stanoveni. Tida vyhrad® se vyuZiva bazické povahy amirHomogenizace
vzorku probiha v progtdi extrahujici 'edné mineralni kyseliny, té#éh vzdy kyseliny
chloristé nebo trichloroctové. V kyselych vyluzigou aminy pitomny ve fornd soli a tyto
roztoky Ize uchovavat beze #Zmzmrazené po dobwkolika mgsiai. Nutnosti pi skladovani
kyselych extrakt pred analyzou je pouZiti plastikovych nadobek, wepolyaminy se silé
vazou na sklo. V posledni dblse tézc¢asto vyuziva k separacim B& jejich derivati
z piirodnich vzork metoda extrakce na tuhou fazi ,solid phase extat{SPE).

Primé dleni jak na normalni, tak na reverzni fazi neniyd&, Divodem jsou jejich
vyrazné protolytické vlastnosti, zejména vSak ot#tidetekovatelnost kontgimi detektory.
Volné polyaminy neabsorbuji &ni v ultrafialové ani ve viditelné oblasti spekina #mz je
zaloZenacinnost ¥tSiny HPLC detektar. Tvorbou derivat se jednak sniZuje protolyticky

charakter amibh a vhodnym vybrem derivatiz&nich cinidel se pipravuji slogeniny

absorbuijici z&eni gislusnych vinovych délekS
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NejrozstergjSimi cinidly jsou chloridy organickych kyselin, t¥i@i s aminovou funini
skupinouN-substituované amidy. Aromatické jadro zane vysokou absorpci UV ¥éni.
Oblibenym derivatizenim ¢inidlem je tzv. dansylchlorid (5-dimethylamino-1ftaden-
sulfonylchlorid). Dansylderivaty lzeétit jak na reverzni, tak na polarni stacionarnii.faz
Vzniklé derivaty nizeme detekovat jak fotometrickym ultrafialovym, tlikorescefinim
detektorem, nadmz se dosahuje oproti absénimu usp#adani az oit rady nizSich mezi
detekce — Jig aminu/kg fivodniho vzorku. Jistou nevyhodou je citlivost dddsyivati vici
swtlu.

Pred reakci s derivatizaim ¢inidlem na bazi chlori@l organickych kyselin je nezbytné
kysely extrakt vzori zalkalizovat. B pH = 9—12 nastane vlastni derivatizace, zbyialdla
piejde na 8l piislusné organické kyseliny. Aby reakce pifola kvantitative, doporéuje
se provest ji v progedi ultrazvukové lazn Po derivatizaci nasleduje extrakce vzniklych
amidi do organického rozpoustla, zpravidla etheru. Vyhodou extrakce, kgom
zakoncentrovani stanovovanych latek, je i jejickébehi od doprovodnych ruSivych slozek,

zejména aminokyselin, jejich derivaty se vzhledemykokému pH vodné faze extrahovat

nemohouB8

4.3 Obecné stanoveni biogennich amin

Metody pro stanoveni BA v potravinach jsgetné. Prvni vyvinuté postupy byly z&fané
na nejvice toxikologicky vyznamné aminy — HIM a TYWMIrro stanoveni amirbyly navrzeny
metody, mezi které pat chromatografie na tenké vrstv(TLC), iontow vyménna
chromatografie (IEC), plynova chromatografie (GCrzgména vysokaiinna kapalinova
chromatografie (HPLC). Dobré vysledky ohlédstanoveni BA jsou také dosazeny pomoci
kapilarni zonové elektroforézy (CZE).

Aminy jsou silné organické baze. Pro jejich sprastadmoveni je velmitdezity prvni krok,
a to oddleni od matrice vzorku. Za timtatélem se jako extr&ki ¢inidlo Siroce pouziva
kyselina chlorist89 P pouziti LC technik jsou aminy odtbvany jako derivaty.
NejcastjSim derivatizanim ¢inidlem pro aminy je dansyl chlorid. Metoda TLC seustale
pouziva pro stanoveni BA #ir rychlosti, jednoduchosti a moznosti sledovarkalika
vzorki najednou. Ztohoto iwodu mize byt metoda TLC dinné pouzita,
naf. v potravindském pamyslu®0 Pro TLC separace byla navrZena Siroka 3Skala
organickych rozpouétlel. Moderni metody updnosiiuji netoxicka rozpouétlla.

lontovd chromatografie je vhodna metoda zejména kmmplexni matrice. Extrakty

kyseliny chloristé jsou injeiké podany bez dalSich Uprav na sloupec katexu aglot¥any
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roztokem mathansulfonové kyselifi}.Velkou vyhodou IEC je moZnost pouZiti analyzéatoru
aminokyselin.

Plynové chromatografie neni taiisto pouzivanou metodou pro stanoveni BA. Metoda GC
pro stanoveni BA je spojovandadou problém. | zde se provadi derivatizace vzirk piveé
a virg byla provedena dvoufazowkethoxykarbonylace s ethylchloroformiatem a alkiytily
a naslednowN-ethoxykarbonylaci amin®2 Pro uteni amiri v alkoholickych napojich byl
navrzen derivatizmi postup s isobutylchloroformiated. Obs metody byly ueny
pro detekci hmotnostni spektrometrie. BA ve vzdiciyb byly derivatizovany pomoci
anhydridu kyseliny pentafluoropropionové. Separdgta dosazena za pouziti kapilarni
kolony DB-1 s FID detektorer®?

Aromatické a heterocyklické BA lze snadna&itipomoci kapilarni zonové elektroforézy
(CZE) bez derivatizace vzarpomoci vlastni absorpce UViedi. Analyzy HIM jsou rychlé
(doba migrace je mezi 4-9 min.), vzorky v roztokdrjoduchého pufru postupujiekni¢itou
kapilarou. HIM v rybach byl stanoven ve fosfatovpafru o pH = 2,525 VVzorky ragat nebo
rajéatovych protlak byly stanoveny v citratovém pufru o pH = 2%0becr plati, Ze aminy
musi byt derivatizovany v CZE. Pro potravinové ¥orbyl navrzen 6-aminochinolyn-
N-hydroxysukcinimidyl karbamat. Sedm ami PUT, CAD, SPD, SPM, HIM, TYM
a TRM, které sed¥n¢ vyskytuji v potravinach, se pofila stanovit Bhem 25 minuf? Stejna
skupina amif byla stanovena vramci 15 az 35 minut po derigatiz pomoci
benzoylchlorid?8 Derivatizace pomoci 4-fluor-7-nitro-2,1,3-benzoxatilu s naslednou
fluorescexini detekci umaiuje velmi citlivé stanoveni aminv rostlinnych tkanici99

HPLC zahrnuje fed- nebo post-kolonovou derivatizaci. BA mohou bgtkleny jako
iontové pary na reverzni fazi HPLC. Octosulfonatrspsecasto pouziva jako iontéwparove
ginidlo a aminy jsou derivatizovany v post-kolonovérmédu o-ftalaldehydentt
Pro derivatizaci BA fed jejich @&lenim pomoci HPLC bylo navrzeno mnotinidel,
nap. 2-chlorethyl nitrosourd®0 ale nejasgji byl pouZivan dansyl chlorid.

Od roku 2004 je pouzivana nova generace staciofé@zeiu kapalinové chromatografie.
Nové stacionarni faze odolavaji velmi vysokym tiak(az 1000 bar) a byly uvedeny na trh
s LC systémem pod ndzvem Ultra Performance Liquico@atography (UPLCYO1 UPLC
obsahuje velmi maléastice (< 2m) umistrné v kratkych kolonach (5 cm¢jmz vyrazr

shizuje dobu paebnou pro analyzu bez ztratgignosti metody. V porovnani s konven
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HPLC metodou, UPLC ukazal@adu vyhod vetrg sniZzeni doby analyzy, menSi Sigdsiu

rozpoudkdla a zvySeni maximalni kapaci§?2

@] HO O
c” S0 ek, o cl o/\(
n 3 CHg
ethylchloroformiat alkylfenol isobutylchloroformiat
F /F F\ F /O
F F
Scy N SN
/ ~C ¢} c” N\ N
Pl I F Z 0
o) o) N o/
anhydrid
kyseliny pentafluorpropionové | 6-aminochinolynN-hydroxysukcinimidyl karbamat
O\ Cl F @]
PN H
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NO, O
benzoylchlorid | 4-fluor-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol o-ftalaldehyd
Cl
|
Cl 0—S—0

) ¢
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HoC” CH,

2-chlorethyl nitrosourea

dansyl chlorid
Obr. 10 Prehled vySe popsanych derivatinéch cinidel.

4.4 Rybi maso jako pokusny material

Ryby jsou bohatym zdrojem vysoce kvalitnich bilkgveakladnich vitamin a zdravi
prosgsnych poly-nenasycenych mastnych kyselin. Vysokygabb proteifi predstavuje
nebezpeéi pii rozkladnych procesech. Jejich rozkladem vznikagptidy a aminokyseliny,
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které jsou nachylné k dalSimu rozkladu. Vysledkéamtb proces jsou BA, které se mohou
objevovat pedevsim v potravinach bilkovinné podstaty.

Pro stanoveni biogennich amiinv rybim mase byly do této studii vybrany druhy
sladkovodnich ryb, které jsouwind dostupné na trhu a oblibené u $pbiteli v Ceské
Republice. Mezi vybrané druhy piat

kapr obecnyCyprinus carpig 36 nésial, trzni kapr, sadky febai, Ceska Republika)
pstruh duhovy@ncorhynchus mykis46 nesiai, sadky KapliceCeska Republika)

Stika obecnaHsox lucius45 mesial, sadky Febai, Ceska Republika).

Obr. 11 Analyzované druhy sladkovodnich ryb: a) kapr obd@yjprinus carpio), b) pstruh
duhovy (Oncorhynchus mykiss), c) Stika obecna (Esmxs).

4.5 Odbér vzorku

Pro stanoveni BA «erstvém rybim mase byly analyzované vzorky porcgyvdaleny
a oSeteny vybranou konzer¢ai technikou v jeden den. Cela série vionro jeden
experiment podstoupila stejné prvotni podminkgdpuloZzenimdchto vzorki do termostatu
ke skladovani.

Pri zakladani experimentu byly rano vyzvednuty rybg sadkach. Zivé ryby byly
piepraveny do areélu Zemislské fakulty Jihdeské univerzity \Ceskych Budjovicich, kde
byly zabity a vykuchany. Déle néasledovalo porcovaykosenych fileti masa, vakuové
baleni a podrobné oz&eni veSkerych vzoftk Vzorky masa byly uloZzeny dotgpravni
lednice a dopraveny do Prahy, kde byly t&®y odliSnymi konzervaimi technikami,
z&enim a vysokym tlakem. Konzervacefedim byla provagha ve spolupraci s Ustavem
jaderné fyziky AVCR a konzervace vysokym tlakem byla proséa ve spolupréci
s Vyzkumnym Gstavem potravirskym Praha (VUPP).
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Po oSdteni vzorki konzervéni technikou byly vzorky téhoZz dne dopravenytzo areélu
Zemgdélské fakulty Jihdeské univerzity vCeskych Budjovicich. Zde byly uloZeny
do termostatu sipdem nastavenou teplotu. V termostatu byly vzoiladrény po rékolik
dna az tydrii. Postupi se vzorky odebiraly k analyzam pro stanoveni ab&#h

Pro danou davku o#éni i vysokého tlaku byly fjpraveny fi paralelni vzorky, aby
se jejich vysledky mohly spré¥nstatisticky zpracovat. iP zakladani pokus byly vzdy
piipraveny kontrolni vzorky, jakéerstvého masa, tak masa net&stho konzervmi

technikou.

4.6 Priprava vzorkia k méreni

Vzorky rybiho masa byly homogenizovanygmim mixérem v plastové nadéb kyselinou
chloristou (0,6 M) po dobuitminut. 40 g masa bylo mixovano ve 100 ml HCHO20 g masa
v 50 ml HCIQ. Vznikly homogenat byl centrifugovan po dobu 1Gwii @i 1800 g
(3500 ot./min.) v centrifuze Sigma 2-5. Supernatayit piefiltrovan ges slozeny filtrani
papir do odrrného valce. Objem kazdého filtratu byl zaznameffakto byly gipraveny
kyselé extrakty kazdého vzorku.

4.6.1 Derivatizace

Do plastové kyvety byl odpipetovan 1 ml kyseléhdraiktu, bylo gidano 100ul roztoku
vhitiniho standardu (1S), 1,5 ml witanového pufru o pH = 11 (kapitola 4.6.1.1) a 2 ml
roztoku dansylchloridu (Dns-Cl v acetonu 5 mg/m¥nitini standard BA byl fypraven
o koncentraci 400 mg/l 1,7-heptandiaminu v 0,6 M GLI

Uzawena plastova kyveta byla umista do tepaky, kde byla tepana 20 hodin
pii pokojové teplot a ve tnd. Poté bylo do kyvety fiddno 200ul roztoku prolinu
(100 mg/ml) a vzorek byk¢pan dalsi hodinu. Po dok@mi ¥epani nasledovala extrakce 3 ml
n-heptanu. Do sklemé kyvety byl odpipetovan 1 ml supernatantu, kteyy vysuSen fi
60 °C pod proudem dusiku. VysuSeny zbytek byl ré&ouw 1,5 ml acetonitrilu. Nakonec byl
roztok vzorku filtrovdn pes sklegny membranovy filtr (1,7um) do uzaviratelnych
sklerénych vialek. Timto postupem bylyipraveny vSechny vzorky k &eni na UPLC.
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Obr. 12 Reakce putrescinu s dansylchloridem

4.6.1.1Pfiprava uhli¢itanového pufru

Nejprve bylo smichano 5 ml roztoku A (0,5M NaHgG 12 ml roztoku B (0,5 M
NaCOzs). Hodnota pH vzniklého roztoku se nastavila napg&oci pidavku malého objemu
(cca 0,5 ml) roztoku B. Taktoripraveny pufr je stabilni poékolik mésiai, pii uskladréni
v chladu. Vlastni tlumivy roztok pro derivatiza@ pamichan z fjpravené srsi roztoki
A a B s roztokem KCOs. Friprava je uvedena viz. Tabulka 1. Vysledny tlumigytok musi

byt vZdycerst\w pripraven.

Tabulka 1 Priprava ¢erstvého uhtitanového pufru smichanim ,RO; s roztokem A, B podle
piislusného p&u vzork.

Poéet vzorki 1 2 4 5 6 8 10
K,CO;(g) | 0,666| 1,332| 1,998 2,664| 3,330| 4,664 | 5,328
AB (ml) 2 4 6 8 10 14 16

4.7 Analyticka koncovka
Jako analytickd koncovka byla pouzita ultréin@d kapalinova chromatografie UPLC

(ultra performance liquid chromatofgraphy).
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4.7.1 Podminky separace na UPLC

UPLC separace byla uskdigna na kapalinovém chromatografu Agilent 1200 Series
Rapid Resolution LC systém s kolonou Agilent ZorbBxlipse XDB — Gg sloupec
(50 mm x 4,6 mm ID, 1,8m velikost ¢astic), kterd je vybavena RRLC wmim filtrem,
0,2um. Chromatografickd separace byla us&mea v rezimu gradientové eluce pomoci
roztoku (A) acetonitril (100%) a roztoku (B) aceitoh (50%) nasledové: 0—2 min, A 40%,

B 60%; 2-3 min, A 40-80%, B 60-20%; 3-4 min, A 80%) B 20-10%; 4-6 min,
A 90-95%, B 10-5%; 6—7 min, A 95-40%, B 5-60%; 7+, A 40%, B 60%.

Vzdy byla zachovana linearni 2Zma koncentrace. Btokova rychlost kolonou byla

1 ml.min™, teplota kolony 25 °C, n&s 5 pl a detekce v UV oblastifpvinové délce 225 nm.

Tabulka 2 Profil gardientové elucefpUPLC-analyze dansylovanych deriwdamini pii pratoku
mobilni faze 1 ml.mir.

¢as [min] | A [%] | B [%]
0-2 40 60
2-3 40-80] 60-2(
34 80-90| 20-1(
4-6 9095 10-5
6—7 95-40, 5-60
7-12 40 60

=

=4

4.8 Stanoveni a statistické vyhodnoceni biogennich amin

Pro stanoveni obsahu BA v rybim mase byl pouZigm@mm Agilent Chemstation pro LC
a LC/MS systémy a program Chemexport. Pomeéchto programi byly ziskany obsahy
jednotlivych BA amiri v mg.kg™ ve vzorcich rybiho masa.

Detekéni limity obsati jednotlivych BA pro metodu UPLC jsou 2,9 mgkgro TRM,
2,5 mg.kg" pro PEA, 2,1 mg.kg pro PUT, 1,9 mg.kg pro CAD, 1,9 mg.kg pro HIM,
3,3 mg.kg* pro TYM, 1,2 mg.kg* pro SPD, 3,7 mg.kg pro SPM. Tyto hodnoty byly
stanoveny jako dvojnasobek Sumu zakladni linie.

Pro statistické vyhodnoceni vyslédlnalyz byl pouzit program Microsoft Excel. Obsah
BA v rybim mase byl charakterizovan aritmetickymirpérem a smrodatnou odchylkou.

Vzdy byly pipraveny ti paralelni vzorky pro statistické zpracovani.
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4.9 Konzervace rybiho masa zéenim

Pfi konzervaci rybiho masa &&nim bylo pateba nejprve vytvat zkuSebni série vzoibk
pro zjiSéni vhodné davky zéni, vhodné teploty a doby skladovani. Pro tentp ty
konzerv&ni techniky byly vybrany dva druhy sladkovodnicho.ryrvnim druhem byl kapr
obecny Cyprinus carpid a druhym druhem byl pstruh duhov®r{icorhynchus mykiks

4.9.1 Vzorky pro ovéreni vhodné davky z&eni a skladovatelnosti vzorl

Pro zkuSebni sérii vzoikbyl vhodnou sladkovodni rybou kapr obecny. Kapeaty paiti
mezi Siroce roz#&nou sladkovodni rybu a z hlediska jeho proportii paezi stedni az velké
ryby.

Kapii maso bylo rozporcovano. Z masa kapra byipraveny vzorky o hmotnosti okolo
40 g (cca 7 x 6 x 2 cm). VSechny vzorky byly zabglepomoci vakuové baky Speedy
do vakuovych s&kia (PA/PE, tlouska 80um) a ozéeny p-zaenim v cylindrické ionizéni
komare (z&izeni Mikrotron MT 25). Vzorky byly ozavany ve spolupraci s Ustavem jaderné
fyziky AV CR v Praze. Kafy maso bylo prvnim experimentalinim materialem, zudi
se u &chto vzorki vyzkouSela nejvysSi mozna davkaerdi 3 kGy, ktera je pro rybi maso
piipustnd podle vyhlasky. 133/2004 sh., O podminkach éx@ani potravin a surovin,
0 nejvyssi davceifpustné zgeni a 0 zfisobu oznéeni ozéeni na obalu.

Po ozdeni byly vzorky skladovany v termostatu pgkolik tydni. Experiment se vzorky
kapiho masa byl fedevSim zkuSebni, aby byla zisa vhodnost davky #éni, teploty
skladovani acasovy rozsah skladovatelnosti. Vzorky kapra bylad&vany pi 3,5 °C,
coz byla dostéujici teplota pro uchovani vzairka zarové vhodna teplota profiblizeni
se k teplotdm chladicich bbx prodejnichretézcich¢i v domacnosti.

Vzorky byly odebirdny k analyze po 5, 8, 14, 21, 2B a 49 dnech skladovani. Podle
dosaZzenych vysledkz tohoto prvotniho experimentu, byly naplanovaa&idexperimenty
s riznymi davkami zéeni, s upravenymi dobami skladovani @azwmi druhy sladkovodnich

ryb.

4.9.2 Vzorky pro sledovani obsahu biogennich amié v mase pstruha duhového

Z masa pstruha byly fijpraveny vzorky o hmotnosti okolo 20 g (cca 7 x Bam).
Pti srovnani hmotnosti zkuSebnich vzibrinasa kapra a vzotkmasa pstruha, maji vzorky
pstruha polouvini hmotnost, z @ivodu mensi velikosti ryby.#Phmotnosti 40 g vzork masa

by u pstruha, dochazelo k propor nesrovnalosti s kaprem.
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Hmotnost vzork 20 g se jevila dostajici pro stanoveni BA v rybim mase, tudiz
se s touto hmotnosti pokiavalo ve vSech ostatnich experimentech a nedoahéazdd
k nadbyténé spatelke materialu.

U masa pstruha byly provedenyédsérie experimeiit V prvni sérii byly vzorky oz&ny
davkami 0,5; 1 a 2kGy a ve druhé sérii davkambp0@25 a 0,75 kGy. Davky oni
u pstruha jsou niZsi, z tohawbdu, Ze oz&eni 3 kGy u kapra se po prvnich experimentech
jevilo jako zcela dostajici pro konzervaci rybiho masa.

Po ozé&eni byly vzorky skladovany v termostatu pékolik tydna pri 3,5 °C. OSaené
i neoSetené vzorky zéenim byly odebirdny k analyze po 7, 14, 21 a 2&kin€o 42, 70
a 98 dnech skladovani byly odebirany k analyze @aunrky oSéené zéenim.

4.9.3 Vzorky pro sledovani obsahu biogennich amié v mase kapra obecného

Z masa kapra bylyijpraveny vzorky o hmotnosti okolo 20 g (cca 7 x B em). U kapiho
masa byla provedena pouze jedna série expenimgntéto dol¥ bylo zejmé z pedesSlych
experimeni kapra a pstruha, Ze davkyreai 3, 2 a 1 kGy jsouiihs vysoké pro konzervaci
rybiho masa. Uéthto davek zé&ni nedochazelo k degradaci rybiho masa i po diboidém
uskladréni. Z #chto divodi byla zvolena pouze jedna série experimegnto nasledujici
experiment s kapm masem. U této série vzdrlyly, jako vhodné davky #éni, vybrany
hodnoty 0,25; 0,5 a 0,75 kGy.

Po ozdeni byly vzorky opt skladovany v termostatu pékolik tydna pri 3,5 °C. OSd€ené
i neoSetené vzorky z&enim byly odebirany k analyze po stejnyasovych intervalech, jako
tomu bylo v gedeSlych experimentech se pstruhem duhovym (vie. TR).
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Odbéry vzorka k analvze
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Obr. 13 Casovy harmonogram odhi vzorki rybiho masa k analyze BA po konzervaci
z&enim. Vzorky byly skladovanyi 8,5 °C.

4.10Konzervace rybiho masa vysokym tlakem

Pro konzervaci rybiho masa vysokym tlakem byly ayty i druhy sladkovodnich ryb.
Pro tento typ konzervai techniky byl vybran kapr obecn@€yprinus carpi9, pstruh duhovy
(Oncorhynchus mykissa Stika obecnaEsox luciuy. Konzervace vysokym tlakem probihala
na Vyzkumném astavu potraviiském Praha.

Ze zkuSenosti zipdeSlych experimeintpii konzervaci rybiho masa i&nim nebyloieba
u konzervani techniky vysokym tlakem provéidzkuSebni sérii vzokkpro zjiS€ni spravné
teploty a doby skladovatelnosti. Z dostupné litenatbylo Zejmé, Ze doba skladovatelnosti
vzorka oSetenych vysokym tlakem bude kratSi nez skladovat¢lop&enych vzork. DalSi
dulezity poznatek byl, Ze vysoky tlakKigobi jako dobra konzersai technika spiSefpnizSich
teplotach uskladii. Pro o¥ieni €chto informaci byly zvoleny diteploty skladovani (nizka
a vysoka teplota). Dale bylo skladovani vAorgo oSeateni vysokym tlakem zkraceno
v porovnani se vzorky osenymi zdenim z pedeSlych experimeft Zkracend doba
skladovani¢aso¥ umoznila provést experimenty ne jenom na dvou idhusladkovodnich
ryb (kapr obecny a pstruh duhovy), jak tomu bylgiedeSlych experimentech, ale také

na dalSim druhu sladkovodnich ryb, a to na Stieeoé.
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4.10.1Vzorky pro sledovani obsahu biogennich amié v rybim mase kapra
obecného, pstruha duhového a Stiky obecné
Z rybiho masa (kapr obecny, pstruh duhovy, Stik@&coB) byly pipraveny vzorky

o hmotnosti okolo 20g (cca7x3x1cm). Vzorkylyp oSeteny vysokym tlakem
300 a 500 MPa po dobu 10 minut. Po konzervaci bylyrky uloZzeny do dvou termostat
Jeden byl nastaven na nizSi teplotu 3,5 °C a dtahyostat byl nastaven na vyssi teplotu
12 °C. OSdené i neosSéené vzorky konzengmi technikou byly odebirany po 7, 14, 21
a 28 dnech i nizké i vysoké teplet skladovani. Po 42 dnech skladovani byly odebirany
k analyze pouze vzorky o$ehé vysokym tlakem, skladované pizké i vysoké teplet

Po 70 dnech skladovani byly odebrany vzorky ie$e&t vysokym tlakem, ale skladované

pouze pi nizkeé teplot (viz. Obr. 14).

Odbéry vzorkia k analyze
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ZANNVANERVAN
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Obr. 14 Casovy harmonogram odhi vzorki rybiho masa k analyze BA po konzervaci
vysokym tlakem. Vzorky byly skladovariy35 °C a 12 °C. (HP = high pressure,
NT = nizkéa teplota, VT = vysoka teplota).
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4.11 Organoleptické vlastnosti

V ramci experimerit byly sledovany téz organoleptické vlastnosti u ciSevzork.
Organoleptické vlastnosti se stanovovaly pouze jdkphujici informace k obsahu BA
u jednotlivych vzork. Organoleptické vlastnosti byly vyjighy pomoci i stupit:
dobré = 1, fijatelné =2, Spatné = 3, které jsou popsany nizeTabulka 3. Vyhodnoceni
bylo obecné na zakladvzhledu, textury, barvy aumé. Vysledky jednotlivych vzonk

se skladaly ze&tit paralelnich posudk

Tabulka 3 Systém hodnoceni organoleptickych viastnosti Wzork

Organoleptické Kvalita — organoleptické vysledky vzorki
vlastnosti vzorki dobré =1 prijatelné = 2 Spatné = 3
vinelzépach neutraln rybi neutralni, mlrny z4pach odpudw_y zapach
rybiny rybiny
vzhled a tvar naruZOVe!a/ mirné zavadla,/ nejlis savadla / rskka
(barva/struktura) pevna pevna

DalSim velmi zajimavym hlediskem problematiky twrBA v mase vybranych druh
sladkovodnich ryb, by mohlo byt sledovatinosti mikroorganisrin ve vakuo¥ balenych
vzorcich rybiho masa. Sledovanic¢po mikroorganism, které rostou na povrchu vzark
oSetenych i neoSéenych konzervani technikou, by bylo pro disetsai praci ginosem.

Nicmére Skolici pracovidt katedry aplikované chemie Zedglské fakulty Jihdeské
univerzity vCeskych Budjovicich nebylo vybaveno pro sledovani mikrobiamihanstu
a s nim spojenou tvorbou BA. Samotné experimetkiynzerv&nimi technikami (vliv zéeni
a vysokého tlaku) jsowaso¥ nara@né. PouZité konzer¢ai techniky nejsou dostupné
na $kolicim pracovisti a byly prové&ay ve spolupraci s Ustavem jaderné fyziky AR
v Praze (ozmvani) a s VUPP Praha (vysoky tlak), jak jiz bylmimno dive. Délka
jednotlivych experimerit odpovidala 4-5 gsiaim, dle ¢asovych moZznosti a vzajemné
domluvy se zmiovanymi pracovisti. Pouze doba skladovani viofyla 3 nésice.
Po odlégrech vzorki nasledovala jejich extrakce, derivatizace, samaiadoveni pomoci
UPLC a vyhodnoceni. Zisodu tétocasové narenosti experimentalnéasti meé diserii
prace nebyly planované dalSi experimenty, kterédoygabyvaly mikrobialni problematikou
vzniku BA ani ve spolupraci s jinym pracost.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Pro prodlouzeni uZitkovostEerstvého rybiho masa, byly zvoleny édkonzervé&ni
techniky. Rybi maso bylo vaku®wzabaleno a uloZzeno do termostatiuizvolené skladovaci
teplot po celou dobu probihajicich experimentednou z pouzitych technik byl vizéeni
a druhou vliv vysokého hydrostatického tlaku.éQbuvedenych technik gatmezi moderni

zpiasoby konzervace.

5.1 Vliv g-zareni na tvorbu biogennich amim v mase sladkovodnich ryb

Z vysledki experimeni je patrné, Ze vliys-z&eni na konzervaci rybiho masa je zcela
zdsadni. Ve vSechtipadech byl obsah BA v o&nych vzorcich vyrazn nizSi nez
u neozé&nych vzork rybiho masa. Tento jev je nejlépe patrny u PUTDCAIM a TYM.

U ostatnich amiin TRM, PEA, SPD a SPM je zma jejich obsahu v mase v souvislosti
s oz&enim nizka nebo t&hzanedbatelna.

U kapiho masa se obvykletbem skladovani zvySuje obsalepazié PUT a CAD. Tyto
latky byvaji povaZzovany za ukazatele kvaliiyrozkladu. U masa pstruha nejvice isdal
obsah PUT a TYM, proto jsou u tohoto druhu masavgpriyto aminy diskutovany
v souvislosti s kvalitou. iPskladovani neozénych vzork pstruha, byl rové&Z patrny i nalist
obsali CAD a HIM. Skupina amiin PUT, CAD, HIM a TYM vypovidala nejlépe o postupu
rozkladnych proceds

Vzorky kapra obecného, jak uz bylo uvedeno, bylyprve zkuSebni sérii pro zjiti
vhodné doby skladovani a optimaldétnosti odebirani vzoik k analyze. Vzorky byly
oz&eny davkou 3 kGy. Nejprve byly aené a neozéné vzorky odebrany po 5, 8 a 14 dnech
skladovani. Obsah BA se &chto vzorcich fliS nezvySoval ve srovnani s obsaheithto
amini v kontrolnim neozi@ném vzorku. Z tohotoudodu byly dalSi vzorky odebrany az
po sedmi dnech skladovarili po 21, 28 a 35 dnech u nedeaych vzork. U oz&enych
vzorki byl obsah vzniklych BA stéle nizky, proto byl @dlvzorki po 28 dnech vynechéan
a nasledoval odi po ¢trnacti dnechgili po 35 a 49 dnech. Nast obsahu BA, &em
skladovani u ozé&nych i neozi&nych vzork kapra, je znazogm na nize uvedenych grafech.
Grafy byly vytvaeny pro aminy, které jsou obecrpovaZzovany za ukazatele kvality

a rozkladu.
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Obr. 15 Obsah PUT v mase kapra obecnéldbdm skladovanip3,5 °C.
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Obr. 16 Obsah CAD v mase kapra obecnélkibdm jeho skladovanip3,5 °C.

58



Pro dalSi série poktshylo vybrano maso pstruha duhového. ¥ypstruha namisto kapra

Experiment s masem pstruha byl proveden celkdvakrat. U kazdého pokusu byly
vzorky ozdeny ffiznymi davkamip-zaeni. Ozéeni davkou 3 kGy u vzotkkapra se jevilo
jako dostaujici az nadriérné. Z tohoto dvodu u vzork pstruha seifstoupilo na nizsi davky.
V prvnim pokusu na davky 0,5; 1 a 2 kGy, v druhékysu na davky 0,25; 0,5 a 0,75 kGy.

Vzorky byly odebirany nejprve vtydennich intencle Na zaklad pribézne
vyhodnocovanych dat, ktera ukazovala stale nizisatmp BA, byla doba odbi postupr
prodlouZzena na 14 az 28idrOz&ené vzorky byly tedy odebrany po 7, 14, 21, 28, 42,
a 98 dnech. Neoréné vzorky se kazily podstatmychleji v porovnani s oxénymi, a proto
byly odebrany pouze po 7, 14, 21 a 28 dnech. RPbté&hledem k nizké kvalitnebyly dalSi
odkery konany.

Nanist BA v oz&enych i neozé&nych vzorcich je zndzain graficky. Grafy byly opt
vytvoreny pro aminy, které jsou obecpovaZzovany za ukazatele kvality.
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Obr. 17 Obsah PUT v mase pstruha duhového (pokugtgr jeho skladovaniip3,5 °C.
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Obr. 18 Obsah TYM v mase pstruha duhového (pokugtgr jeho skladovaniip3,5 °C.

Pfi porovnani vyslednych dat ze vzérkpstruha s vysledky vzoikkapra, nebyly zjigny
vyrazné odliSnosti visobenis-z&eni na oba druhy masa.

Po dokoweni prvniho pokusu se pstruhem bylo prokazano, dévky 1 a 2 kGy jsou
dost&ujici ¢i dokonce nadbytmé pro konzervaci vzoik Z tohoto divodu byly v druhém
pokusu davky snizeny na 0,25; 0,5 a 0,75 kGy. iztay odebirany ve stejnyatasovych
intervalech, jako v prvnim pokusu. U druhého pokjasaetelny vzestup obsahu PUT a TYM
jako v prvnim pipact, ale také CAD a HIM.
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19 Obsah PUT v mase pstruha duhového (pokugt®r jeho skladovaniip3,5 °C.
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Obr. 20 Obsah CAD v mase pstruha duhového (pokugt®r jeho skladovanii3,5 °C.
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Obr. 21 Obsah HIM v mase pstruha duhového (pokuséBeim jeho skladovaniip3,5 °C.
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Obr. 22 Obsah TYM v mase pstruha duhového (pokusgt®r jeho skladovanii3,5 °C.
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Pro uceleni experimentupsz&enim, jako konzerwmi technikou pro rybi maso, byl
zopakovan pokus s masem kapra obecného. PouZiyjibypouze takové davkg-zéeni,
které byly na zakladpredchozich zkuSenosti shledany pégji@imi. Vzorky kagiho masa
byly oz&eny davkou 0,25; 0,5 a 0,75 kGy a odebirany vegthjcasovych intervalech jako
v predesSlych pokusech s masem pstruha. V druhém pokksgtim masem PUT a TYM
vykazovaly nejvy3Si vzestup obsahghem skladovani ip 3,5 °C. Tyto vysledky zcela
nekoresponduji s vysledky ze zkuSebni série vzerkagim masem, kde hlavnimi ukazateli
kvality byly PUT a CAD. AvSak tento druhy pokus akm masem probihal v jiném
¢asovém obdobi nez pokus prvni (zkuSebni). Ryby kiggany z jiného chovu, ale bylo
dodrzeno stejné gfid putvod ryb.
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Obr. 23 Obsah PUT v mase kapra obecného (pokug¢mm jeho skladovaniip3,5 °C.
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Obr. 24 Obsah TYM v mase kapra obecného (pokugt2r jeho skladovaniip3,5 °C.

V ramci experimerit byly sledovany téz organoleptické vlastnosti u ciSevzork.

Z vysledia, které jsou diskutovany nize, je patrné, ze ortgptické vlastnosti jednotlivych
vzorki odpovidaly obsalm distribuovanych BA. Lzéici, Ze i velmi mala davka-z&eni
(pod 0,75 kGy) zajidije dostatenou konzervaci rybiho masa po celé sledované obdié

si mizeme povSimnout, Ze u vzdrkozaenych davkou 0,25 kGy, které byly skladovany
po dobu 42 di, jiz ziejmé zaina dochazet k degradaci rybiho masa. Lze konstgtov
Zedavka 0,25kGy byla u naSich pokusejnizSi pijatelnou hodnotou ozéni
pro dostat&nou konzervaci masa po uvedenou dobu.

V dalSich podkapitolach jsou podrafiinpopsany ziskané vysledky, obsaBA bé¢hem
skladovani oz&nych a neozénych vzork pii teplog 3,5 °C. Vysledky jsou odtene
diskutovany, jak u kapra obecnét@yprinus carpi9, tak u pstruha duhovéh®fcorhynchus
mykis3. Vysledky jsou komentovany a shrnuty do tabul&lazda tabulka je anovana
jednotlivému aminu. Pro kazdou pouzitou davkuiemaje zde uvedenapnérna hodnota
obsahu sledovaného aminu v dafkéru vzorku a jeji srodatna odchylka zeitméreni.
VSem vysledkm predchazi tabulka s hodnotami BA u kontrolniho vzowkden zalozeni
experimentu. V &kterych gfipadech, na misto hodnoty obsahu se nachazteahiD, které
vyjadiuje, Ze nar&‘end hodnota je pod mezi detekik hodnota neni detekovana.
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5.1.1 Vliv nizké davky zareni na tvorbu biogennich amini u vakuové baleného
kapra obecného Cyprinus carpig

5.1.1.1ZkuSebni série vzouk (pokus 1)

Hodnoty vSech sledovanych BA u kontrolniho vzorkoy vyjadeny v nasledujici tabulce
(Tabulka 4). Zde nejvysSi obsah vykazuji polyam8®D a SPM. Polyaminy a PUT jsou
ptirozenou sloZkou vSech Zivych btk a tak jejich pitomnost u kontrolniho vzorku nebyla
neaiekavana. Ostatni aminy jsou u kontrolniho vzorkweknmi nizkych az zanedbatelnych

koncentracich. Dokonce Wipadt TRM a HIM je jejich obsah pod mezi detekce.

Tabulka 4 Hodnoty BA kontrolniho vzorku kapra obecného (0 k@yden zaloZeni experimentu
(0. den skladovani).
Obsah BA, mg.kd (0 kGy ozéeni, 0. den skladovani).
TRM PEA PUT CAD HIM TYM SPD SPM
ND 16+034| 3.0+x046] 3.0+£0.93 ND 42+1.30 .76165| 55+2.06

Vzorky se povaZzuji zaserstvé, pokud obsah BA nigkraiuje hodnotu 10 mg.Kg
Za prijatelné jsou vzorky povazovany, pokud se obsah Béchazi vrozmezi meazi
10—20 mg.kg". Nad touto hraghi hodnotou jsou vzorky povaZovany za nevyhovuijici.

PUT a CAD vykazovaly nejtSi nafist jejich obsafh u neozéenych vzork béhem
skladovani a byly tak geny za ukazatele kvality kipo masa. Obsah PUT se aZ do 14. dne
skladovani drzel pod hodnotou 10 mgkgOd 21. dne skladovani PUTerosil hodnotu
20 mg.kg®. Od této doby, se obsah PUT zvySoval aZ k 35. skiadovani, kdy dosahl
hodnoty 88.9 mg.Kd. Narist obsahu CAD byl vyrazj&i ve srovnani s PUT. JiZifl4. dnu
skladovani obsah CADigkrasil hodnotu 20 mg.kg a jeho obsah se dynamicky navy3oval
do 35. dne skladovani, kdy jeho hodnéitdla 232 mg.kg".

Tabulka5 Obsah PUT (mg.kg) v mase kapra (pmér + SD, n = 3).

PUT Doba skladovani, dny
Davka ozaeni, kGy 5 8 14 21 28 35 49
0 2.6 +£0.38 2.6+0.13 8.1+245 259+7.0629.2+6.12| 88.9+41.3 -
3 27+031| 3.0x070| 29%030| 2.6+0.38 = 35+1.94| 1.8+0.39
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Tabulka 6 Obsah CAD (mg.kg) v mase kapra (pmér + SD, n = 3).

CAD Doba skladovani, dny
Davka ozaeni, kGy 5 8 14 21 28 35 49
0 41+1.11 1.5+037 30.1+13.8 69.4+37.0 238159 | 232+59.3 -
3 26+1.10| 1.4%008| 07x061| 3.1+0.96 = 4.4+6.31 ND

Vyrazny natist bkthem skladovani vykazoval i TYM. Stgjnako PUT, obsah TYM
do 14. dne skladovani se drzel pod hodnotou 10gng.Kzorky od 21.dne skladovani
vykazovaly zndmky rozkladu. Obsah TYM od 21. dniadévani unirné naristal s dobou
skladovani a? do 35.dne, kdy dosahl hodnoty 6B%gt u neozéenych vzork.

U oz&enych vzork obsah TYM dosahl hodnoty 10 mgk@? ¥ 35. dnu skladovani afip
nejdelsi dob skladovani (49 dij dosahl hodnoty 15 mg.kg Oz&ené vzorky nevykazovaly

znamky rozkladu po celou dobu skladovani.

Tabulka 7 Obsah TYM (mg.kd) v mase kapra (pmér + SD, n = 3).

TYM Doba skladovani, dny
Davka ozaeni, kGy 5 8 14 21 28 35 49
0 6.8 +2.25 1.6 £1.08 29+0.30 20.3+8.8341.8+14.2| 67.9+28.1 -
3 15+0.76 | 24+0.33| 29+054| 22+201 = 10.3+6.19 | 15.0+4.95

Nejniz8i nafist bshem skladovani vzotk vykazoval HIM, TRM a PEA. Obsah HIM
se u neoz@nych i ozéenych vzork nefiblizil k hodnot 10 mg.kg' bshem celé doby
skladovani. Obsah TRM a PEA byl po celou dobu pokpsd mezi detekce jak u vzdrk

neozdenych, tak u vzork oz&enych.

Tabulka 8 Obsah HIM (mg.kg) v mase kapra (pmér + SD, n = 3).

HIM Doba skladovani, dny
Davka ozaeni, kGy 5 8 14 21 28 35 49
0 ND 0.2£0.35 ND ND 3.8+2.49 1.9+2.15 -
3 19+0.35| 17+025| 1.6+048 ND - 0.8+0.29 | 0.9+0.76

Obsahy polyamitn SPD a SPM, po celou dobu pokusu, jsou nezavisiexpmeé s davkou
oz&eni a dobou skladovani. SPD a SPM jstitopenou slozkou vSech Zivych hikg a proto
nejsou vhodnymi aminy pro stanoveni rozkladnychcesn Ani v pripact neozéenych

vzorka nevykazuje jejich obsah vyznamny st

66



Tabulka 9 Obsah SPD (mg.k9 v mase kapra (pmér = SD, n = 3).

SPD Doba skladovani, dny
Davka ozaeni, kGy 5 8 14 28 35 49
0 6.4+1.09| 6.3+051 6.6=07 48+1383 402037 | 6.4+131 -
3 59+125| 6.8+0.77| 93+263| 52+024 = 6.0+1.75| 6.3+6.83
Tabulka 10 Obsah SPM (mg.kg v mase kapra (pmér + SD, n = 3).
SPM Doba skladovani, dny
Davka ozaeni, kGy 5 8 14 28 35 49
0 6.7+2.93| 51+034 50207 48+1.28 23+0.85| 3.9+0.65 -
3 57+285| 55+164| 7.8+138| 50x1.46 - 32+140| 9.3+347

U zkuSebni série vzoikkapiho masa bylo zjigho, Ze pouzita davkg-z&eni 3 kGy

pro konzervaci rybiho masa byla nadiéyi@ Vzorky nepodléhaly zndmkdm kaZeni ani

po nejdelSi skladovaci déba to po 49 dnech ulozeni vzéark termostatu $ 3,5 °C. Tyto

vysledky jsou v souladu i se sledovanymi organat&gimi vlastnostmi &chto vzorki

(viz. Tabulka 11). Na rozdil od o&hnych vzork, vzorky neozgenép-zé&enim projevovaly

prvni naznaky rozkladu po 21. dnu skladovani (h¢alr®) a po 35. dnu skladovani se jevily

zcela zkazené (hodnota 3).

Tabulka 11 Organoleptické vlastnosti vzarlkapra: kontrolni vzorky a vzorky ogenéps-zaenim.

Organoleptické vlastnosti

Doba skladovani, dny

Davka oz&eni, kGy 14 | 21 | 28 | 35 | 49
0 1 2 2-3| 3 -
3 1 1 1 - 1 1

Pomoci tohoto pokusu se pdiia |épe odhadnout doby odti vzorki pro dalSi

experimenty. Bylo zji$no, Ze neoz@&né vzorky vykazuji zrimé znamky rozkladu jiz ip

28. dnu skladovani. Odty po 28. dnu skladovani byly pro dalSi experimeatySeny

u neozé&enych vzork.

NejdelSi doba skladovani (49inneodhalila dobu, ip niz se za&inaji kazit ozéené
vzorky. U oz&enych vzork hodnota BA nefekrotila hodnotu 10 mg.Kg po 49. dnu
skladovani. Vyjimkou je pouze obsah TYM po 49. dskliadovani, ktery byl 15 mg.ky

Tento obsah sice rekrasil hodnotu 10 mg.kg pro &erstvé rybi maso, ale stale fat

do rozmezi 10-20 mg.ktpro pijatelns cerstvé rybi maso. Zthto vysledk vyplyva, Ze pro

dalSi experimenty s ozEnym rybim masem musi byt prodlouzena doba skladoazrk.
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5.1.1.2Série vzork s vhodnymi davkami oZéni a vhodnou dobou skladovani (pokus 2)

Tento opakovany experiment s kipp masem byl poslednim pokusem, ktery se zabyval
vlivem pg-z&eni na rybi maso, vramci experimentalffisti mé disertai prace. Mezi
zkuSebni a touto sérii vzarkoyly provedeny dva pokusy s masem pstruha. Vysiagthto
pokusi jsou popsany nasledv kapitole 5.1.2. Bhem pokus s rybim masem pstruha byly
pouzity nizSi davkys-zaeni a zngnily se doby odéra vzorki. Zjisttné nejvhodsjsi davky
S-z&eni, pro konzervaci rybiho masa #jgielna doba skladovani, pro spravnou dynamiku
degradanich proces, byly pouZzity i opakované sérii vzotks kagim masem.

Navzdory faktu, Ze podlg&asové osy provedenych experimenby meél byt tento
experiment zéazen az za pokusy, které se zabyvaji rybim maseihgst je experiment
s kagfim masem popsan v jedné kapitole se zkuSebni\sgoiki, kterd se téz tyka rybiho
masa kapra obecného.

Hodnoty jednotlivych BA u kontrolniho vzorku, kterynebyl vystaven
p-z&eni a byl odebran ke zpracovani v den zaloZeni rempatu, jsou uvedeny nize
(viz. Tabulka 12). S vyjimkou obsahu TYM jsou u kainiho vzorku detekovany pouze
PUT, SPD a SPM, které jsotiifmzenymi slozkami zivych butk. Obsah TYM nefekraiuje
hranici 20 mg.kg', ktera4 je povaZovana za kritickou hodnotu, pro ikzdegradanich

proces.

Tabulka 12 Hodnoty BA kontrolniho vzorku kapra obecného (0 k®yden zaloZeni experimentu
(0. den skladovani).
Obsah BA, mg.kd (0 kGy oz&eni, 0. den skladovani)
TRM PEA PUT CAD HIM TYM SPD SPM
ND ND 0.7+1.24 ND ND 148+£169 372079 40981

PUT a TYM vykazuji nejutSi nafisty jejich obsahu dhem skladovaniipteplot 3,5 °C.
Dynamika zvySujiciho se obsahu PUT a TYM v zavislom dolé skladovani je tésf
vzorova v pipadt neozéenych vzork. PUT gekraiuje hodnotu 20 mg.K§ pii 28. dnu
skladovani. Naproti tomu, u azhych vzork obsah PUT negkrasil hodnotu 10 mg.kg
ani po 98 dnech skladovani u vSech daget&eni. Obsah TYM u neo¥énych vzork
prekrozil hodnotu 20 mg.kd jiz pii 14. dnu skladovani. U vzoikoz&enych davkou 0,5
a 0,75 kGy nefekrasil obsah TYM hodnotu 20 mg.kyani po 98. dnu skladovani. Avsak
udavky 0,5kGy v 98. den skladovani byl obsah T¥Mozmezi 10-20 mg.k§ a to
18,9 mg.kg". Velmi zajimavé jsou vysledky obsahu TYM u vzbrkz&enych davkou
0,25 kGy, kde hranice 10 mgKgbyla prekratena jiz @i 21.dnu skladovani a hranice
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20 mg.kg" pii 28. dnu skladovani. K 98. dnu skladovani obsatMTivarostl aZz na hodnotu

194 mg.kg".

Tabulka 13 Obsah PUT (mg.kd) v mase kapra (pmér + SD, n = 3).

PUT Doba skladovani, dny
Davka ozaeni, kGy 7 14 21 28 42 70 98
0 18+1.52| 101+0.96 13.1%541 23.4+657 - - -
0,25 33+035| 38+026| 63+427| 49+052| 6.6+061| 131+130| 6.4%3.26
0,5 21+182| 32+091| 34+021| 44+089| 69+532| 39+024| 53+559
0,75 20+171| 26+012| 3.0+011| 35+0.16| 42+040| 39%072| 25%0.60
Tabulka 14 Obsah TYM (mg.kd) v mase kapra (pmér + SD, n = 3).
TYM Doba skladovani, dny
Davka ozaeni, kGy 7 14 21 28 42 70 98
0 111+£254 | 212+426 27.8+39F 33.2+153 - - -
0,25 85+110| 6.7+301| 150£447 | 2142755 | 2542115 475340 | 194%211
0,5 98+235| 54+229| 59+101| 48+059| 382069 | 3.7+0.03| 189+257
0,75 81+042| 41+093| 98+245| 49+042| 37+115| 28+050| 3.3%0.12

Narozdil od zkuSebni série vzdérkapiho masa, CAD v tomto pokusu nevystupuje jako
ukazatel kvality rybiho masa. Obsah CAD nésta Ehem skladovani vzotk Vyrazny
obsah CAD nebyl nalezen ani u ne@d/ch vzork skladovanych po dobu 21 a 28idn

Obdobné chovéni jako u CAD je pozorovano také u HIM

Tabulka 15 Obsah CAD (mg.kg) v mase kapra (pmér + SD, n = 3).

CAD Doba skladovani, dny
Davka oza&eni, kGy 7 14 21 28 42 70 98
0 ND ND 8.4+3.38 6.7 % 3.6( - - -
0,25 ND ND ND ND 2.8+0.33| 19.2+30.1| 1.5+0.56
0,5 ND ND ND ND 06+0.13| 1.7+1.02| 21+355
0,75 ND ND ND ND 06+001| 12+0.78| 1.3+0.19
Tabulka 16 Obsah HIM (mg.kg) v mase kapra (pmér + SD, n = 3).
HIM Doba skladovani, dny
Davka ozaeni, kGy 7 14 21 28 42 70 98
0 ND ND ND ND - - -
0,25 ND ND 08+1.38| 38+440| 7.6+7.14| 96+125| 28+143
0,5 ND ND ND ND 0.1+£024| 05+0.04 ND
0,75 ND ND ND ND 04+0.38| 0.2+040| 0.1+0.23
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SPD a SPM, stefnjako v redeSlém experimentu, néni suij obsah v zavislosti na davce
S-z&eni a dob skladovani vzork Jejich obsah setrfdaw méni u vSech analyzovanych

vzorka, predevSim v zavislosti na jejichrippzené tvork. Vysledky ogt pouze potvrzuji,

Ze SPD a SPM nejsou vhodnymi aminy pro hodnodersivosti rybiho masa.

Tabulka 17 Obsah SPD (mg.k9 v mase kapra (pmér = SD, n = 3).

SPD Doba skladovani, dny
Davka ozaeni, kGy 7 14 21 28 42 70 98
0 3.6+0.38 4.8+0.83 47+1.2p 49+095 - - -
0,25 37+034| 55090 32+014| 3.6+084| 39+107| 51+114| 3.2+1.00
0,5 34+056| 67+225| 42+048| 80+1.00| 7.0+087| 6.7+053| 6.4+0.76
0,75 32+031| 7.9+063| 39+010| 74+166| 81+073| 92+075| 7.0+£143
Tabulka 18 Obsah SPM (mg.kg§ v mase kapra (pmér + SD, n = 3).
SPM Doba skladovani, dny
Davka oza&eni, kGy 7 14 21 28 42 70 98
0 3.210.30 2.1+0.39 332125 2.3+0.48
0,25 42+037| 30024 26+049| 48+272| 19+036| 2.0+026| 1.9+0.59
0,5 39+0.33| 35038 41:+083| 6.0+193| 44+049| 44+076| 53£212
0,75 30+066| 7.1+6.70| 44+105| 42+051| 45+083| 45+090| 48+1.10

Dosazené vysledky z opakovaného pokusuiikapmasa, které jsou uvedeny ve vySe
tabulkach,
jednotlivych vzork. Podle senzorickych hodnot dochézelo k prvnim Z@&m rozkladu

popsanych jsou v souladu s pozorovanyrganoleptickymi vlastnostmi
u neozéenych vzork od 21. dne skladovani (hodnoceni 2). Vzorkyremé davkou 0,25 kGy
se zdéinaly kazit po 42. dnu skladovani (hodnoceni 2)7Bodnu skladovani se vzorky jevily

zcela nevyhovuijici (hodnoceni 3).

Tabulka 19 Organoleptické vlastnosti vzatkkapra: kontrolni vzorky a vzorky o$enhé tiznou

davkou zéeni.
Organoleptické vlastnosti Doba skladovani, dny
Davka oz&eni, kGy 7 14 | 21 | 28 | 42 | 70 | 98
0 1 1 2 2 - - -
0,25 1 1 1 1 2 3 3
0,5 1 1 1 1 1
0,75 1 1 1 1 1 1 1

Pfi opakovaném pokusu s k&m masem, byla jako nejvhogii davka g-z&eni

pro konzervaci, vyhodnocena hodnota 0,5 kGy. Pauditvka z#eni 0,25 kGy prodlouzila
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uzitkovost masa kapra pouze na 28 i skladovaci tepld@t 3,5 °C. 28 df odpovida
priblizn¢ doke jednoho nisice. Aplikace niZSi davkg-z&eni je pro spdebitele gijatelnejSi
variantou pro konzervaci masa nez maximatipystna davka zani 3 kGy.

Vzorky oSetené vySSi davkows-zaeni 0,75 kGy, nevykazovaly znamky ¢hajicich
rozkladnych procds ani po 98. dnu skladovani. &hto ziskanych vysledk vyplyva,
Ze davkas-z&eni 0,75 kGy je nadénna pro konzervaci rybiho masa, stejako tomu bylo

v pripact 3 kGy.

5.1.2 Vliv nizké davky oz&‘eni na tvorbu biogennich amini u vakuové baleného
pstruha duhového Oncorhynchus mykisg

Obsah PUT, CAD a TYM vykazuje staly fdt u kontrolnich vzork (0 kGy). Tento
narst Ize také pozorovat u HIM, ale se &ma vétSimi odchylkami nagienych hodnot.
Obsah polyamiin nevykazoval statisticky vyznamné &my v zavislosti natase. Vakuo¥
balené kontrolni vzorky byly stabilni po dobu 7dsi zvolené teplat 3,5 °C. Tyto vzorky
vykazovaly prvni senzorické znamky kazeni od 14 skiadovani, kdy obsah PUTegrciil
rozhodujici hodnotu 20 mg.kgpro dobrou kvalitu vzork V pribshu skladovani PUT
vykazoval obdobny trendtipdalSich odbrech, jak v narstu jeho obsahu, tak ve zhorSujicich
se organoleptickych vlastnostech. Kontrolni vzorkebyly analyzovany po 28. dnu

skladovani v dsledku jejich nezadoucich senzorickych vlastnosti.

Obsahy vSech sledovanych akhin kontrolniho vzorku v den zaloZeni experimentwjs
vyjadieny v nasledujici tabulce (Tabulka 20). Zde nejvgisah vykazuji polyaminy PUT,
SPD a SPM. Ostatni aminy jsou u kontrolniho vzaokd mezi detekce s vyjimkou TYM,

jehoz koncentrace je velmi nizka.

Tabulka 20 Hodnoty BA kontrolniho vzorku pstruha duhového @&k v den zaloZeni experimentu
(0. den skladovani).

Obsah BA, mg.kd (0 kGy oz&eni, 0. den skladovani)

TRM

PEA

PUT

CAD

HIM

TYM

SPD

SPM

ND

ND

6.3 +0.88

ND

ND

1.9 +1.58

31+£15

0

29561
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PUT byl detekovan ve vSech vzorcich. Obsah PUT b@n€AD ma pimy vztah

k rozkladu rybiho masa. Vliv davky igni ma evidentni vliv na obsah PUT (viz. Tabulka 21

0 ukazuje rozdilnou situackipvorbé CAD. CAD se uvaiuje z lysinu¢innosti bakterialnich

dekarboxylaz. V Zivych hikach je pitomen v mnohem menSim mnoZstvi ve srovnani s

jinymi polyaminy. Z &chto divodi neni obsah CAD zji&h v ¢erstvém mase pstruha. V

kazdém pipact se obsah CAD zvySuje s rozpadem prdteia vzorku. Ve srovnani s PUT

hodnoty CAD ukazaly &sSi rozptyl paralel& nangtrenych hodnot.
Podobr jako u PUT, zvySeni obsahu CAD vedlo ke zhorSemiity uloZzenych vzork.

Nicmére se zda, Zze zémy v obsahu PUT prahbly vice plynule ve srovnani s CAD.

Pro dynamiku tvorby CAD je typické, Ze kvalitni vkg obsahuji CAD pod detéhim

s

limitem au vzork nizSi kvality dochazi k zvySeni obsahu CAD mnoharnenzivreji

ve srovnani s PUT.

Tabulka 21 Obsah PUT (mg.Kg) v mase pstruha (pmér + SD, n = 3).

PUT Doba skladovani, dny
Davka oza&eni, kGy 7 14 21 28 42 70 98
0 7.0£0.99 | 21.4+390 363+7.80 43.3+123 - - -
0,25 7.3£0.10| 65+208| 10.8+525| 12.3+155| 21.9+042| 6.72054| 33.9+7.73
0,5 592072 | 7.8+156| 7.6+157| 11.4+468| 10.3+577 | 183+520| 8.4+0.79
0,75 55+054| 6.6+1,78| 92+164| 89+392| 80+235| 106+234| 8.7+0.00
1 79+177| 104+1.65| 7.2+118| 9.8+048| 7.0+067| 7.1+000| 6.9+0.01
2 87+1.03| 13.0+1.58| 7.6+1.88| 98+132| 93+058| 12.0+242| 6.4+0.80
Tabulka 22 Obsah CAD (mg.kg) v mase pstruha (pmér + SD, n = 3).
CAD Doba skladovani, dny
Davka oza&eni, kGy 7 14 21 28 42 70 98
0 6.7+6.76 | 21.0+547 40.8+578 43.6+131 - - -
0,25 ND 21+356| 11.4+151| 9.8217.0| 354219 | 341477 | 33.5+10.9
0,5 ND ND 10.0+2.34 | 12.8+19.9| 41+765| 33.6+129| 09+0.78
0,75 ND ND ND ND ND ND ND
1 ND ND ND 1.0+028 | 2.6+1.10 ND 2.0 +£2.84
2 ND ND ND 1.2 £0.41 ND ND ND
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TRM a PEA nebyl zji%n v Zadném vzorku. HIM se vyragzniSil od ostatnich amiin
S rekolika malo vyjimkami tento amin nebyl detekovan veorcich oSéenych zé&enim.
| davka 0,25 kGy &inné potlaila jeho tvorbu. Tvorba HIM, ktery je velmi typicky
a sledovanym aminem u ffs&ych ryb (zejména u drutacombroid, byla pozorovana pouze
v neozéenych vzorcich. Neo¥éné vzorky po 14 dnech skladovani vykazovaly zhwSe
organoleptické vlastnosti. Obsah HIM byl 57.9 mg'kgato hodnota je vyraZnnizsi nez

obsah 100 mg.kg ktery je stanovenym hygienickym limite 83 Tento limit byl grekrosen
po 28 dnech skladovani. Po této &olejsou vzorky fjatelné pro spdebitele.

Zajimavy trend byl pozorovan u TYM. Tento amin jiEtén ve vSech vzorcich, i kdyz
¢asto v mnozstvi, blizici se limitu detekce. Tremdriby TYM byl velmi podobny jako
u CAD v zAvislosti na dab skladovani a davce dshi. Biogenni aminy, které byly
dominantni ve vzorcich se sniZzenou kvalitou, by§MI PUT a CAD. V oSdtnych vzorcich
z&enim, obsah TYM negkrazil hodnotu 10 mg.kg. Tento jev je velmi podobny i u PUT
nebo CAD. Vzorky vykazuji prvni zndmky rozkladii pbsahu 10-50 mg.k§ TYM podle
organoleptickych vlastnosti. U nepouZzitelnych vaoftkodnoceni 3) obsah TYMigkrctil
hodnotu 50 mg.kd. Tvorba TYM byva spojena s tvorbou laktobaciTyto bakterie mohou
kontaminovat rybi maso jiz ve zpracovatelském zéyogiesto Ze jsou dodrzeny spravné
hygienické postupy. Obsati sledovanych aminPUT, CAD a TYM odpovidal sledovanym
organoleptickym vlastnostem skladovanych aieagch vzork. U kvalitnich vzork obsah
kazdého zmigného aminu byl niz&i nez 10 mgkg

Tabulka 23 Obsah HIM (mg.kg) v mase pstruha (pmér + SD, n = 3).

HIM Doba skladovani, dny
Davka ozaeni, kGy 7 14 21 28 42 70 98
0 08+1.88| 57.9+164 56.8+43l 103+85 - - -
0,25 ND ND ND ND ND 0.4+054| 68.2+188
0,5 ND ND ND ND ND 0.4+0.19 ND
0,75 ND ND ND ND ND ND ND
1 ND ND 0.5+0.41 ND ND ND ND
2 ND ND ND ND ND ND ND
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Tabulka 24 Obsah TYM (mg.kg) v mase pstruha (pmér + SD, n = 3).

TYM Doba skladovani, dny

Davka ozaeni, kGy 7 14 21 28 42 70 98
0 88+565| 46.6+13.0 821+20f8 122+19|8 - - -

0,25 44+100| 34%118| 54+506| 15+075| 542+255| 53+491| 86.2+41.8

0,5 29+121| 3.0+027| 21+117| 49+131| 87+152| 356+11.9| 29+461

0,75 27+104| 28+1.73| 13+020| 1.4+027| 67+898| 1.9+076| 7.2+0.01

1 08+048| 04+0.09| 04+010| 07+1.04| 1.8+035| 28+001| 41+272

2 05+026| 04%005| 07+014| 03+0.02| 09+022| 1.3+018| 23+045

Tabulka 25 Organoleptické vlastnosti vzarkpstruha:

davkou zéeni.
Organoleptické vlastnosti Doba skladovani, dny

Davka oz&eni, kGy 7 14 | 21 | 28 | 42 | 70 | 98
0 1 2 3 3 - - -

0,25 1 1 1 1 2 2 3

0,5 1 1 1 1 1 1 1

0,75 1 1 1 1 1 1 1

1 1 1 1 1 1 1 1

2 1 1 1 1 1 1 1

kontrolni vzorky a vzorky oBeté tiznou

SPD a SPM jsouipozenou so&asti vSech Zivych bwk, a proto nebylo jfgkvapenim,

Ze jejich obsah ve vzorcich &pkolisa nezavisle jak s dobou skladovani, takvikola z&eni.

Polyaminy jsou #kdy spojené s kvalitou potravin. Snizeni obsahu @PEPM ve vzorcich

oSetenych zé&nim neni pozorovano. Neobjevuje se ani statistigignamny naist obsahu

SPD a SPM v neoénych vzorcich. Qft se potvrzuje, Ze SPD a SPM nejsou vhodné aminy

pro posouzeni degragtsich proces.

Tabulka 26 Obsah SPD (mg.k8 v mase pstruha (fimer + SD, n = 3).

SPD Doba skladovani, dny
Davka ozaeni, kGy 7 14 21 28 42 70 98
0 312057 3.0£0.58 25+0.20 1.8+050 - - -
0,25 46+034| 36+1.07| 33+111| 69+574| 27+091| 31+007| 24+061
0,5 36+044| 48+190| 29+084| 31+090| 25+1.00| 32+070| 3.1+045
0,75 31+019| 28+051| 43+206| 3.9+269| 26+019| 33+116| 3.8+0.00
1 38+092| 7.1+151| 30+035| 63+295| 20+025| 27+000| 3.8+0.38
2 39+022| 62091 34+055| 6.9+1.34| 34+104| 55+056| 3.6£135
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Tabulka 27 Obsah SPM (mg.kg v mase pstruha (pmér + SD, n = 3).

SPM Doba skladovani, dny
Davka ozaeni, kGy 7 14 21 28 42 70 98
0 3.6+0.20 1.7 £0.39 1.9+0.14 15+029 - - -
0,25 40+031| 41+113| 31:+062| 46+321| 22+030| 32+058| 1.7+0.18
0,5 38+029| 51+093| 42+030| 29+053| 3.9+090| 48+153| 6.2+037
0,75 35+008| 3.8+053| 33+158| 33+152| 3.3+062| 29+038| 11.8+055
1 37+047| 6.6+079| 32+047| 52+201| 56+018| 85+0.00| 9.0+0.25
2 362029 | 49159 31+017| 91+209| 49+131| 90+139| 6.9+£0.25

Vliv zaeni na stabilitu vzork pstruha duhového byl vyznamny jiz u nejnizSi modaeky
z&eni (0,25 kGy). Vzorky oS&né davkou 0,25 kGy nevykazovaly zndmky rozkladu az
do 28. dne skladovani. Nepatrné zhorSeni bylo peZmo ve 42. dnu skladovani. Tyto
vzorky byly stanoveny jako organolepticky nevhoqhiie98. dnu skladovani (hodnoceni 3).
Obsah PUT je vy3si neZz 20 mgkgd 42. dne. Od této doby se kvalita vZonkeustale
snizovala. Ve stejnou dobu bylo pozorovano zvyddahu CAD. V souvislosti s rybim
masem jecasto sledovan a diskutovan obsah HIM, ale v tontfpapt nebyl detekovan.
Pozoruhodné je zvySeni TYMipt2. dnu, &koliv je zde ¥tSi disperze nadtienych hodnot.

Vzorky oSetené davkou 0,5 kGy nevykazovaly Zzadné senzoridkéngky rozkladu az
do 42. dne skladovani.fiPsrovnani s kontrolnimi vzorky se obsah BA ve ich z&al
zvySovat po 70.dnu skladovani. Obsah PUT u wrzasEetenych davkou 0,5 kGy byl
18,3 mg.kg" 70. den sladovani. Ziskané hodnoty jsou typickéazuji p&atesni rozklad
bilkovinné matrice. Obsah CAD byl 33,6 mgkg TYM 35,6 mg.kg". HIM byl detekovan
v nizké koncentraci, a to 0,4 mg-kgObsahy BA a organoleptické vlastnosti ukazaly,
Ze zvySeni davek éni z 0,25 na 0,5 kGy posunulo¢atek rozkladnych procész 42. na
70. den.

Zvyseni obsahu aminnebylo patrné pro davku 0,75 kGy po celou dobuegrpentu
(3 mssice). Obsah PUT n#gkrail 10 mg.kg, CAD a HIM nebyly detekovany a obsah
TYM byl niz&i neZ 10 mg.kgacasto i niz8i ne? 5 mg.k Obdobna situace nastala u vzork
oSetenych 1 a 2 kGy. Senzorické vlastnosti masa byfynboeny jako velmi dobré iigsto,

Ze struktura vzork skladovanych déle nez 70idnykazovala sniZzeni pruznosti. Vysledky
ukazuji, Ze davky zéni v ramci rozsahu 0,25 aZ 0,5 kGy jsatizpivé pro prodlouzeni
trvanlivosti masa pstruha. Davky v rozmezi 0,72&&y stabilizuji maso pstruha
po dlouhou dobu az 98 dnii peplot 3,5 °C.
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S ohledem na poZadavek pro pouziti minimalni daxéni, lze doporit k oSeteni
tohoto druhu ryb davku 0,5 kGy.

Obsah BA ve vzorcich vakudwbaleného masa pstruha, které byly skladovang,p °C,
byl vyrazré snizen po oS&nif-zaenim. U vzork s dobrymi organoleptickymi vlastnostmi
koncentrace toxikologicky vyznamnych ariikIM a TYM negresahla hodnotu 10 mgKgy
Obsah PUT a CAD u kvalitnich vzdrknegrekrazil hodnotu 10-20 mg.kg. S ohledem
na obsah BA lzéici, Ze davkyp-zaeni v rozsahu 0,75-1 kGy prodlouzila trvanlivostsena
pstruha az o 70-98 nVySSi davky ozé&ni se zdaji byt nadbyieé pro konzervaci rybiho
masa pstruha iipsto, Ze legislativa dovoluje maximalni povolendvldi z&eni pro rybi
maso 3 kGy.

5.2 Vliv vysokého hydrostatického tlaku na tvorbu biogenich amina v
mase sladkovodnich ryb

Vedle &inku p-zaeni na konzervaci vakué\baleného rybiho masa, byl pro dalStsub
konzervace vybran vliv vysokého hydrostatickéhdulas rdmci experimentélnéésti této
disert&ni prace. Pro zaloZeni experimentu s vysokym tlakako konzervani technikou,
bylo dilezité spra¥ odhadnout velikost pouzitého vysokého tlaku, daplikace, spravnou
skladovaci teplotu a spravrzvolené doby odiya vzorki k analyze. Stefntomu tak bylo,

i u predesSlych experimeiits (Einkem g-zaeni, z nich byly ziskany podstatné informace,
ze kterych se vychazelo pro zaloZeni experifnentysokym tlakem.

Vzorky byly odebirany ve stejnyatasovych intervalech (7, 14, 21, 28, 42 a 70)dale
doba skladovani byla zkracenactyii tydny (o odkr v 98. den skladovani) ve srovnani
s p-zaenim. Bylo tak ginéno z toho dvody, Ze vzorky oS&tné vysokym tlakem vykazovaly
znané zhorSeni kvality jiz po 42. a 70. dnu skladovandalSi jejich uchovavani jiz bylo
nadbytene.

Také u skladovaci teploty se vychazelo z hodnetékbyly pouzity u pokuss g-zaenim.
Ale vedle teploty 3,5 °C byla pouzita i vySSi tedploa to 12 °C. Pouziti dvou rozdilnych
teplot (nizSi a vysSi) bylo uvazeno po prostudovaoistupné literatury, zabyvajici
se konzervaci vysokym tlakem. Z literarnich zdrbjylo zZejmé, Ze vliv vysokého tlaku
na delSi udrznost rybiho masa, neiédmostg zavisly na dob aplikace vysokého tlaku
(5, 10, 15, 20 minut), spiSe vSak na jeho UrovilOEL000 MPa) a tepldtskladovani.
Konzervace vysokym tlakem je néjangjSi pri vysSich tlacich a nizSi skladovaci teplot
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Cinnost mikroorganistin ve vzorcich, které jsou skladovanii py3si teplot, neni vyraza
sniZzena pouze vlivem vysokého tlaku.

Prvni pokusnou sladkovodni rybou byl kapr obeddypfinus carpiy. Urovré vysokého
tlaku zvolené pro pokusy s kdm masem byly 300 a 500 MPa. Vzorky byly vystavetwyu
vysokého tlaku po dobu 10 minut.

Z nésledujicich vybranych giapro PUT, CAD a TYM je patrné, Ze vliv vysokéhokila
na prodlouzeni skladovatelnosti kip masa je zriay. U kagiho masa PUT, CAD a TYM
vykazovaly linearni naist jejich obsah v zavislosti na dab skladovéani. Z tohoto tvodu
jsou brany za ukazatele kvality K#m masa v tomto experimentu.

NiZe znézoréné grafy, popisujici obsah PUT, CAD a TYMHhem skladovani vzotk
jsou uvedené pro kazdy amin dvakrat. Jeden gray \gapisuje zavislost obsahu daného
aminu na dob skladovani fi teplot€ 3,5 °C a druhy grafipteplog€ 12 °C. Z divodu velmi
vysokého obsahu BA, byla nejdelSi doba skladovnivpssi teplot (12 °C) vyrazs
zkracena na 42 dree 70 dii skladovani fi nizSi teplok (3,5 °C).

U vzorki neoSaenych vysokym tlakem dochazelo #egrateni kritické hranice
20 mg.kg* po 14 dnech skladovanfii8,5 °C a po 7 dnech skladovari p2 °C. Po aplikaci
vysokého tlaku, vzorky uloZzené&ip3,5 °C nevykazovaly obsahy PUT a CAD vySSi jak
20 mg.kg* po celou dobu skladovani. Vyjimku tibobsah TYM, ktery hodnotu 20 mg.Kg
piekrctil pii 28. dnu po aplikaci 300 MPa &ipt2. dnu po 500 MPa. Naproti tomu, vzorky
skladované f 12 °C vykazovaly znamky rozkladu jiz od 14. dikd¢adovani u PUT a TYM.
Podobné vysledky vykazoval i CAD, ale pouze u viaodSetenych 300 MPa. Vzorky
oSetené 500 MPa se jevily stabilni az do 42. dne skiadb
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Obr. 25 Obsah PUT ve vzorcich kapra obecného, které bybtresy vysokym tlakem
a skladovany f 3,5 °C.
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Obr. 26 Obsah PUT ve vzorcich kapra obecného, které bybted¥yy vysokym tlakem
a skladovany f 12 °C.
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Obr. 27 Obsah CAD ve vzorcich kapra obecného, které bygtre¥y vysokym tlakem
a skladovany f 3,5 °C.
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Obr. 28 Obsah CAD ve vzorcich kapra obecného, které bybtred®yy vysokym tlakem
a skladovany f 12 °C.
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Obr. 29 Obsah TYM ve vzorcich kapra obecného, které bybpers vysokym tlakem
a skladovany f 3,5 °C.
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Obr. 30 Obsah TYM ve vzorcich kapra obecného, které bygtrers/ vysokym tlakem
a skladovany f 12 °C.
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DalSi sladkovodni ryba, ktera byla vybrana pro expent s vysokym tlakem, byl pstruh
duhovy, stejs jako tomu bylo i u fedeslé konzervai techniky $8-zaenim. Vysoky tlak
o velikosti 300 a 500 MPa, aplikovany po dobu 1@umi byl vhodeg zvolen, podle
dosazenych vysledkz pokusu s kajm masem. TudiZz hodnotydhto tlaki byly ponechany
i pro pokusy s dalSimi druhy sladkovodnich ryb. Bab teplota skladovaniugtaly také
stejné, jako v fipadt kapra obecného.

Na nize znazogmych grafech, pro vybrané aminy PUT, CAD a TYM, geidentni,
Ze &inek vysokého tlaku na konzervaci rybiho masa pstraduhového je stejny jako
v pripadt kapra obecného, zvl&gpro skladovaci teplotu 3,5 °CtiBkladovaci teplat 12 °C
je nahst €chto BA dynamitéjSi ve srovnani s jejich nistajicim obsahemip3,5 °C.

Vzorky, které nebyly vystavenyiinku vysokého tlaku, vykazovaly obsahy vybranych BA
nad kritickou hranici 20 mg.k§ PUT a TYM po 14. dnu, CAD po 7. dnu skladovaiii p
3,5 °C. VSechny vySe popsané aminiekpaiily tuto kritickou hranici po prvnim tydnu
skladovani fi skladovaci teplat12 °C.

Po oSekeni vzorki 300 MPa obsah PUT a CADigkrosl 20 mg.kg* po 42.dnu
skladovani g 3,5°C. Vyjimku tvdil pouze TYM, ktery tuto hodnotu fpkrciil
jiz po 14.dnu. V gipact vySSi skladovaci teploty obsah PUTekraiil kritickou hranici
po 14. dnu, obsah CAD a TYM po prvnim tydnu sklaaidv

Aplikaci 500 MPa dochéazelo Kgkroseni hodnoty 20 mg.Kg pii nizké teplo pouze
po 70. dnu skladovani u vSech vybranych BAiL WsSSi skladovaci teplétnebyla tato
hodnota v fipact PUT prekraiena, obsah CAD byl pod mezi detekce (s vyjimkourkizo
po 14. dnu skladovéani) a obsah TYMiegrctil po 21. dnu skladovani.
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Obr. 31 Obsah PUT ve vzorcich pstruha duhového, které bgbteny vysokym tlakem
a skladovany f 3,5 °C.
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Obr. 32 Obsah PUT ve vzorcich pstruha duhového, které bgbteny vysokym tlakem
a skladovany f 12 °C.
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Obr. 33 Obsah CAD ve vzorcich pstruha duhového, které bgbtreny vysokym tlakem
a skladovany f 3,5 °C.
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Obr. 34 Obsah CAD ve vzorcich pstruha duhového, které bgsteny vysokym tlakem
a skladovany f 12 °C.
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Obr. 35 Obsah TYM ve vzorcich pstruha duhového, které b%breny vysokym tlakem
a skladovany f 3,5 °C.
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Obr. 36 Obsah TYM ve vzorcich pstruha duhového, které bgéreny vysokym tlakem
a skladovany f 12 °C.
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Poslednim sladkovodnim druhem ryby, ktery byl vybrgdro experiment s vysokym
tlakem, byla Stika obecna. Ziebdu mozného srovnani veSkerych ziskanych vysledk
z predeSlych experimeit byly v pokusech se Stikou obecnou, zachovanynétppdminky
a postupy, jak tomu bylo wipad: kapra obecného a pstruha duhového. Vzorky byly
odebirany k analyze ve stejny&fisovych intervalech a byl pouZit vysoky tlak o kesiti 300
a 500 MPa, aplikovany po dobu 10 minut.

Na nasledujicich grafech je zobrazeniustiobsahu PUT, CAD a TYMipnizké i vysSi
teplot skladovani (3,5 °C, 12 °C). @ptyto aminy byly vybrany jako ukazatelé kvality
a rozkladu.

Nejprokazatel®ji miZe byt sledovan vliv vysokého tlaku na délku skiadelnosti u PUT.
Obsah PUT fekraiuje kritickou hodnotu 20 mg.kju vzorki neoetenych vysokym tlakem
v 28. den skladovaniip3,5 °C a jiz v 7. den skladovantid2 °C. V gipac vzorki, které
byly oSeteny vysokym tlakem 300 a 500 MPa, byla kriticka mateh Fekratena i nizSi
teplo€ az v 70. den skladovani & pysSi teplot v 21. den skladovani.

U dalSiho sledovaného aminu CAD, ltii, Ze vzorky neosstné vysokym tlakem
prekrozily hodnotu 20 mg.kdg ve stejny den, jak tomu bylo ¥ipads PUT. Kriticka hodnota
byla pekratena 28. den skladovanfi 8,5 °C a 7. denip 12 °C. Rekvapivé jsou vysledky
vzorki, které byly oSé¢eny vysokym tlakem 300 a 500 MPa, jak pizké, tak i pi vysoké
teplot€. Podle vysledik z predchozich experimehtse @ekavalo, Zze obsah CAD po o&eti
vysokym tlakem 300 MPa bude vysSi neZ jeho obsalvamcich oSéenych 500 MPa.
V piipads CAD u $tiky obecné je tomutagdpokladu naopak. Hodnota 20 mg'doyla [i
nizké teplo¥ a 300 MPa fekrotena 42. den skladovanifi prySsi teplot a 300 MPa byla
piekratena 14. den skladovani. Yipadt vzorki, které byly oSéeny 500 MPa byla kriticka
hodnota pekratena v 21. den skladovani 8,5 °C a v 14. den skladovani 2 °C.

Biogenni amin TYM se jevil jako nejvyznaijai ukazatel kvality a rozkladu stejmak,
jak tomu bylo i v pedeslych experimentech s dalSimi druhy sladkovddnyb. Dynamiku
namstu obsahu TYM § nizké teplot a vysoké teplé muZzeme sledovat na nize
znazornych grafech. V fipad neosetenych vzork byla hodnota 20 mg.kgpiekrosena
21. den skladovaniip 3,5°C a v 7.den skladovanitipl2 °C. Obsah TYM u vzortk
oSetenych vysokym tlakem 300 MPagkragil kritickou hodnotu 21. den skladovanii pizsi
teplot a 14. den P vys$i teplot. Po o$eeni 500 MPa byla hodnota 20 mg-kgiekrazena
28. den skladovaniip3,5 °C a 14. den skladovani 2 °C.
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Obr. 37 Obsah PUT ve vzorcich Stiky obecné, které byly F@dgt vysokym tlakem
a skladovany f 3,5 °C.
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Obr. 38 Obsah PUT ve vzorcich Stiky obecné, které byly F@dgt vysokym tlakem
a skladovany f 12 °C.
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Obr. 39 Obsah CAD ve vzorcich S&tiky obecné, které byly 7@$gt vysokym tlakem

a skladovany f 3,5 °C.
300 ~
250 A
200
e
S
S X0 MPa
5 150 - - 4 300 MPa
< © 500 MPa
2 % -
o
100 -
$
50 4 §
§ .
0

0 10 20 30 40 50 60 70
doba skladovani, dny

Obr. 40 Obsah CAD ve vzorcich Stiky obecne, které byly F@$et vysokym tlakem
a skladovany f 12 °C.
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Obr. 41 Obsah TYM ve vzorcich Stiky obecné, které Dbylyradet vysokym tlakem
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a skladovany f 12 °C.
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5.2.1 Vliv vysokého tlaku na tvorbu biogennich amini u vakuové baleného
kapra obecného Cyprinus carpig

Pro jednotlivé odéry vzorka kapra obecného byly vybranii paralelni vzorky k jejich
zpracovani a nasledné analyze. V nasledujici tel{illabulka 28) jsou zaznamenany hodnoty
BA v ¢erstvém mase kapra obecného. Na rozdil od PUT, &FIPM jsou obsahy vSech
amini v kontrolnich vzorcich pod mezi detekce. Vyjimkwif pouze TYM, jehoZ obsah
v derstvém mase je 4,02 mgkgVzorky byly skladovany i dvou rozdilnych teplotach,
3,5°C a 12 °C. V tabulkdch se stanovenymi obsaAyjd®u tyto teploty barevhodliSeny

Z divodu snadgsi orientace ve vysledcich.

T, = hodnoty BA, které se nachazeji v bilém poliykstanoveny ve vzorcich

kapra skladovanychipnizsi teplo, tj. 3,5 °C

T,=hodnoty BA, které se nachazeji v modrém poli,ybgtanoveny

ve vzorcich kapra skladovanycti pyssi teplog, tj. 12 °C

Tabulku s hodnotami BA v kontrolnich vzorcich ndsle tabulka (Tabulka 29)
se souhrnem hodnoceni kvality vSech vigpkdle organoleptickych vlastnosti, které vzorky
vykazovaly hem celého experimentu. Podle zaznamenanych hddedfci, Ze vzorky,
které nebyly vystaveny vlivu vysokého tlaku, vykealy prvni zndmky rozkladu po 21. dnu
skladovani fi 3,5 °C a po 7. dnu skladovanii @2 °C. Ri nizké teplot (3,5 °C) po pouziti
vysokeého tlaku 300 a 500 MPa byla skladovatelnastki prodlouzena ze 14. dne na 28. az
42.den. V pipact vysSi teploty (12 °C) byla skladovatelnost prodiena ze 7. dne
na 14. den i aplikaci tlaku 300 MPa, pdfpadt na 21. denip aplikaci 500 MPa.

Tabulka 28 Hodnoty BA kontrolnich vzork kapra obecného (0 MPa) v den zaloZeni experimentu
(0. den skladovani).
Obsah BA, mg.kd (0 MPa, 0. den skladovani)
TRM PEA PUT CAD HIM TYM SPD SPM
ND ND 25+0.61 ND ND 4.0+£0.78 6.8+0.883 6.048

BA, které se v experimentu s kéip masem jevily jako nejvyznarg8i ukazatelé kvality
arozkladu, jsou PUT, CAD a TYM, stgnjak tomu bylo i ve vSech ipdchozich
experimentech s rybim masem. Vliv vysokého tlakukoazervaci kafiho masa je velmi
dolie prokazatelny. Vzorky odené vysokym tlakem vykazuji mensi obsahy PUT, CAD
a TYM. Naopak u vzork které nebyly vystaveny vlivu vysokéeho tlaku, dyrnieky nafistaji

obsahy &chto amirii béhem celé doby skladovani vzdark

89



Tabulka 29 Organoleptické vlastnosti vzarkkapra: kontrolni vzorky a vzorky o$ehé tiznou
arovni vysokého tlaku. I= 3,5 °C, T =12 °C.

Organoleptické vlastnosti Doba skladovani, dny

Tlak, MPa Teplota 7 14 | 21 | 28 | 42 | 70
0 T, 1 1 2 3 - -
300 T, 1 1 1 1-2 2 2
500 T, 1 1 1 1-2| 1-2 2

0 T, 2 3 3 3 - -

300 T, 1 2 3 3 -

500 T, 1 |1-2| 2 2 -

PUT vykazoval hodnotu 27,9 mgRgve 14.den skladovani vzdrkpii 3,5 °C, které
nebyly o3eteny vysokym tlakem a 51,5 mgRgs 7. den skladovaniip12 °C. U vzork
oSetenych tlakem 300 a 500 MPa a jejich nasledném ekkadl ¥ 3,5 °C nebyla v Zadném
pripads prekrasena kriticka hodnota 20 mg.Kg Fi vy$si skladovaci teplat(12 °C) a tlaku
300 MPa obsah PUT ve 14. den skladovani byl 29,&gig Fii tlaku 500 MPa v 21. den
skladovani obsah PUT dosahoval hodnoty 31,3 my.kg

Obsah CAD dosahuje podobnych hodnot ve srovnanbsahem PUT zejména
ve vzorcich, které nebyly vystaveny vlivu vysokdlaku. V gripact nizké teploty a pouziti
tlaku 300 a 500 MPa byly obsahy CAD velmi nizkégkterych gipadech dokonce pod mezi
detekce. Zcela naopak tomuto jevu bylorippcE vysoké teploty. Zde jeretelnd dynamika
tvorby CAD zejménaiptlaku 300 MPa.

Tabulka 30 Obsah PUT (mg.kd) v mase kapra (pmér + SD, n = 3). T= 3,5 °C, 5= 12 °C.

PUT Doba skladovani, dny
Tlak, MPa | Teplota 7 14 21 28 42 70
0 Ta 3.8+0.53| 279+25% 46.4+212 77.6+14.3 - -
300 Ta 29+041] 3.1+014 44+132 51+2(391.4+279 57120
500 T, 24+0.19] 07+127 19+1.63 3.3+0/28L.7+2.95 ND
0 Tx 51.5+13.7| 181 +35.3| 169 +45.2| 258 +19.8 - -
300 Tx 10.0+4.42| 29.2 + 6.25| 46.2 £ 18.1| 78.2 £ 20.0| 104 + 27.8 -
500 Tx 3.1+0.21| 8.4+4.29| 31.3+25.9| 55.3+44.2| 13.0£3.02 -
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Tabulka 31 Obsah CAD (mg.kg) v mase kapra (pmér £ SD, n = 3). T=3,5°C, = 12 °C.

CAD Doba skladovani, dny
Tlak, MPa | Teplota 7 14 21 28 42 70
0 Ta 12.1+2.30| 56.8+26.2 127 +41/0 119+30.5 - -
300 Ty ND ND 1.0+1.45 11.2+11.8 17.1+29.6 ND
500 T, ND ND ND ND 3.6+6.17 21.8+18.9
0 15 149 +53.1| 229+34.6 | 293 +55.6| 261 +139 - -
300 15 50.1 +9.67| 99.9 + 65.5| 147 £59.2| 111 +86.7| 151 + 109 -
500 T, ND 5.7+1.78| 20.2+5.59| 185+ 7.69| 26.2 + 17.8 -

Obsah TYM ténsi linearré nafista v zavislosti na débskladovani, jak u vzotk
oSetenych vysokym tlakem, tak u vzdrkneoSatnych vysokym tlakem. Dynamika tvorby
TYM je vyrazrejSi u vzorki skladovanych ip 12 °C nez @ 3,5 °C. V gipadt vzorki, které
nebyly vystaveny vlivu vysokého tlaku, obsah TYEekrasil hodnotu 20 mg.kg ve 14. den
skladovani fi 3,5 °C a v 7. den skladovaniii2 °C. U vzork oSetenych vysokym tlakem
300 MPa byla tato hodnotargkratena i nizké teplot v 28. den skladovani afipvyssi
teplot ve 14. den skladovani. N&janéjSi urover vysokého tlaku byla 500 MPatiR8,5 °C
byla kriticka hodnota obsahu TYMgkratena az 42. den skladovanti P2 °C byla hodnota
piekratena 14. den skladovani. Stejtomu bylo @i pouziti vysokého tlaku 300 MPa, ale

dosaZzena hodnota obsahu TYM byla podstamizsi v gipad aplikace 500 MPa.
Pii 300 MPa, obsah TYM dosahoval 84,1 mgiapi 500 MPa, dosahoval 35,7 mgkg

Tabulka 32 Obsah TYM (mg.kd) v mase kapra (pmér + SD, n=3). T=3,5°C, 5= 12 °C.

TYM Doba skladovani, dny
Tlak, MPa | Teplota 7 14 21 28 42 70
0 T, 8.2+0.72| 36.5+5.06 545+7.11 83.9+10.3 - -
300 Ta 47+033 70+10% 6.7+1.38 225+1783.1+34.4] 159 +46.9
500 Ta 3.2+0.78] 52+068 6.1+£0.59 115+5(732.4+7.70] 107 £ 36.9
0 Tx 59.5+9.39| 305+34.3| 264 +£45.5| 419+21.4 - -
300 Tx 19.5+3.39| 84.1 +32.5| 137 +32.3| 249 +62.7| 507 +62.6 -
500 Tx 3.8+2.95| 35.7+36.7| 112 +55.2| 209 +133 | 231 +80.4 -

SPD a SPM, jsou polyaminygh¢ pritomné ve vSech Zivych hkéch. Z tohoto dvodu
se ve vSech vzorcich vyskytuji itém mnozstvi bez ohledu naigob konzervacedhem
skladovani kappho masa. Statisticky vyznamné hodnotychto polyamid nebyly

Zaznamenany ani s postupéasu ani se zvysujicim se vysokym tlakem.
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Tabulka 33 Obsah SPD (mg.k8 v mase kapra (pmér + SD, n=3). T=3,5°C, T =12 °C.

SPD Doba skladovani, dny
Tlak, MPa | Teplota 7 14 21 28 42 70
0 Ty 52+1.25 43+102 6.4+119 49+037 - -
300 T, 75+0.46| 6.7 +0.64 7.6+0.07 6.9+2/264.2+18.3] 3.7+0.97
500 Ta 79+038 35+038 7.4+051 7.2+0{998.7+8.04f 43+238
0 15 54+0.70| 6.2+3.07| 25+257 4.7+1.63 - -
300 15 6.0£0.20] 2.3+0.54| 3.2+1.03] 40+509| 0.7+1.27 -
500 Tz 7.8+0.08) 2.6+1.83 7.5+0.99] 4.8+342 8.2+3.68 -

Tabulka 34 Obsah SPM (mg.kg v mase kapra (pmér £ SD, n = 3). T= 3,5 °C, T = 12 °C.

SPM Doba skladovani, dny
Tlak, MPa | Teplota 7 14 21 28 42 70
0 Ty 6.0£0.74) 59+131 56+138 48+0/98 - -
300 T, 73+059] 83+1.0f 9.3+153 8.7+2(195.2+1.62] 5.2+3.28
500 Ta 6.9+0.32] 83088 139+0.83 14.0+2/123.1%+6.66| 6.1+2.98
0 15 6.0£0.63] 25+0.80] 0.7+1.25 21+185 - -
300 15 6.3+048 38+1500 42+163] 18+152 0.7+125 -
500 Tz 7.6+250 59+339 9.7+4.88 6.5+1.04] 4.2+3.69 -

Mezi BA, které prokazatethnejsou dobrymi ukazateli kvality, gatHHIM, TRM a PEA.
Pti skladovaci tepla@t 3,5 °C obsahyeéthto amiri jsou velmi nizké nebo dokonce jsou pod
mezi detekce u&sSiny vzorki. Jedinou vyjimku tvii PEA, jehoZ obsahip3,5 °C v 70. den
skladovani dosahuje hodnoty 28 mgkg

V pripact vysSi teploty (12 °C), obsah HIM vykazuje dynanyickarmist u vzorki
oSetenych tlakem 300 MPa a dale zejména u vizoKteré nebyly vlivu vysokého tlaku
vystaveny. Obsah TRM iekraiuje kritickou hodnotu 20 mg.ky ve 14. den skladovani
u vzorki neoSetnych vysokym tlakem a ve 28.den u vZorkSetenych 500 MPa.
Pti pouziti tlaku 300 MPa byly obsahy TRM velmi nizkébo pod mezi detekce. Obsahy
PEA pi vysSi skladovaci teplét jak u vzork neoSetnych tlakem, tak u vzoik
vystavenych vlivu 300 a 500 MPa, jsou velmi nizk®m blizké hodnét20 mg.kg* po celou

dobu skladovani.
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Tabulka 35 Obsah HIM (mg.kg) v mase kapra (pmér + SD, n=3). T=3,5°C, = 12 °C.

HIM Doba skladovani, dny
Tlak, MPa | Teplota 7 14 21 28 42 70
0 T, ND ND ND ND - -
300 T, ND ND ND 1.3+216 7.0+12.2 ND
500 T, ND ND ND ND ND ND
0 T, 8.5+7.93| 175+162| 94.0+94.7| 315+ 60.3 - -
300 T, 13.0+13.7| 117 +52.1| 345+121 | 79.4+85.2| 189 + 233 -
500 T, ND ND ND ND ND -

Tabulka 36 Obsah TRM (mg.kd) v mase kapra (pmér + SD, n=3). T=3,5°C, T =12 °C.

TRM Doba skladovani, dny

Tlak, MPa | Teplota 7 14 21 28 42 70
0 T, ND ND ND ND - -

300 Ty ND ND ND ND ND ND
500 T, ND ND ND ND ND ND

0 T, ND 22.4+254| 92.9+25.1| 49.2+85.3 - -

300 T, ND ND 8.3+11.3 ND ND -
500 T, ND 8.0+13.8| 4.6+8.03 22.2+15.8 ND -

Tabulka 37 Obsah PEA (mg.kd) v mase kapra (pmér + SD, n = 3). T= 3,5 °C, 5= 12 °C.

PEA Doba skladovani, dny
Tlak, MPa | Teplota 7 14 21 28 42 70

0 Ty ND ND 3.7+159] 75+1.84 - -
300 T, ND ND ND 0.8+1.38 13.1+13.8 28.0+350
500 T, ND ND ND ND ND ND

0 15 2.7+0.62| 16.1 +1.65| 13.9+2.00| 24.6 +4.84 - -
300 T, ND 1.3+2.23] 4.0%+6.85/ 15.6+£5.51| 20.0+£9.79 -
500 T, ND 23.6 £40.8| 23.1 £40.0| 20.1 £30.8| 5.7 £9.80 -

Vysoky hydrostaticky tlak vyraznsniZzuje obsah BA ve vakudwaleném mase kapra.
Toxikologicky vyznamny amin HIM nebyl detekovan wwtdiny vzorki, které byly
skladovany i 3,5 °C. Obsah TYM ndpsahoval hodnotu 10 mgRgre vzorcich s dobrymi
senzorickymi vlastnostmi. Vyjimku TYM tdo 14. den skladovanitip 3,5 °C u vzork
neodatenych vysokym tlakem, kde je jeho obsah 36,5 mg.kgpies dobré hodnoceni
organoleptickych vlastnosti. Obsah CAD u vZodobré kvality nebyl detekovan a obsah
PUT nepesahoval 10 mg.kg
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Aplikace vysokého tlaku (300 a 500 MPa) je mé&inna konzervéni technika
s naslednym skladovanim vzérkii vySSi teplot (12 °C). Obsahy PUT, CAD a TYM rychle
naristaji @i sladovaci tepl@ 12 °C. Ri porovnani tlak 300 a 500 MPa Ize konstatovat,
Zetlak 300 MPa do &té miry snizuje ndrst €chto amiri, ale neni dostaijici
pro prodlouzeni uZitkovosti masa kapra o dobu de&d 1 tyden. Vysoky tlak 500 MPa
prodluZuje dobu skladovani o 2—3 tydny.

5.2.2 Vliv vysokého tlaku na tvorbu biogennich amimi u vakuové baleného
pstruha duhového Oncorhynchus mykise
Vzorky pstruha byly analyzovany po trojicich. ObgaBA v cerstvém mase pstruha
(0 den) jsou zaznamenany nize (viz. Tabulka 38prkiz byly skladovany  nizké teplot
3,5 °C a vyssi teplétl2 °C v termostatu. Rozdilné teploty u masa pstrisbu v tabulkach
se zjisénymi obsahy BA barevwnodliSeny pro lepSifehlednost vysledk

T: = hodnoty BA, které se nachazeji v bilém poliylstianoveny ve vzorcich

pstruha skladovanychimizsi teplog, tj. 3,5 °C

T, = hodnoty BA, které se nachéazeji v poli tigeé barvy, byly stanoveny

ve vzorcich pstruha skladovanyci yysSi teplog, tj. 12 °C

PUT, CAD a TYM jsou dominantnimi aminy v mase psaudosahuji nizkych hodnot
jejich obsali u vzorki oSetenych vysokym tlakem, skladovanych pizSi teplo€¢. U wtSiny
vzorki byl patrny staly ndist obsahu PUT, CAD a TYM ip skladovani bez ohledu
na skladovaci teplotu,figemz podstatou pro zji8té rozdily v rozsahu formace anibyl
pouzity tlak.

Vakuow balené kontrolni vzorky pstruha byly stabilni pobd 7-14 df pri teplot
3,5°C. Tyto vzorky vykazovaly prvni znamky rozkladk 21.dnu skladovani dle
organoleptickych vlastnostifiRlalSich odbrech zvySeny obsahu PUT a zhorSené senzorické
vlastnosti vzork vykazovaly obdobny trend. Kontrolni vzorky nebylgnalyzovany

po 28. dnu skladovéani Zidodu velmi Spatnych senzorickych viastnosti.

Tabulka 38 Hodnoty BA kontrolnich vzork pstruha duhového (0 MPa) v den zaloZeni experiument
(0. den skladovani).
Obsah BA, mg.kg (0 MPa, 0. den skladovani)
TRM PEA PUT CAD HIM TYM SPD SPM
ND ND 5.2+0.56 ND ND 25+x174 3.0x07p 4391
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Vliv tlaku na stabilitu vzork je podstatny, fedevsim je @lezZita velikost pouZzitych tlak
Vzorky oSetené tlakem 300 MPa nevykazovaly znamky kazeni dod2@& skladovani.
Organoleptické znamky kazZeni byly pozorovany oddé (hodnoceni 2). AvSak obsah PUT
k 28.dnu byl 16 mg.kgd. Tento obsah PUT odhalil &aajici vznik rozkladu. Row¥
ve 28. dnu skladovani byl odhalen obsah CAsphujici 10 mg.kg. Vzorky oSetené
300 MPa byly ozngeny jako senzoricky nevhodné&i 0. dnu skladovani (hodnoceni 3).
Z tohoto divodu experiment nepokfaval déle nez 70 dn ZvySeni obsahu PUT a CAD
nad 10—20 mg.kg predchazely organoleptické vlastnosti v kontrolnidoreich a vzorcich
oSetenych 300 MPa. Prvni znamky rozkladu vZomkdrZzovanych f 3,5 °C a oSéenych
tlakem 500 MPa byly patrnéfip42. dnu skladovani (hodnoceni 2). V této &obproti
ocekavani, obsah PUT niggkrasil hodnotu 10 mg.kga CAD stale nebyl detekovan.

Pfi 12 °C dochézelo k rychlejsim rozkladnym pragas které vedly k vySSim hodnotam
obsahu PUT a CAD v kratSirlasovém useku. Kontrolni vzorky, které nebyly ey
vysokym tlakem, vykazovaly pokles v kvdlitod paatku skladovani. Nefznivé
organoleptické vlastnosti se ukazaly v prvnfasovém profilu (hodnoceni 3). V tuto dobu
jsou obsahy PUT a CAD srovnatelné s hodnotami hejpbsal v 28. dnu skladovani
pii 3,5 °C. Srovnatelné Uro¥robsati PUT a CAD kontrolnich vzoikudrZzovanych $ vysSi
teplo€ se dosahlatyrikrat rychleji nez u vzonk skladovanych # 3,5 °C. Tlak 300 MPa
se nezda byt dost&® Gcinny pii teplog 12 °C. S vyjimkou prvnihaiasového profilu
(7 dni), obsah PUT je vy38i nez 20 mgkgOd 14.dne skladovani je zaznamenané
senzorické hodnoceni 3 ve vSat@sovych profilech. Tento stav byl pod@bsignalizovan
uobsahu PUT a CAD, jejich ko#mé hodnoty dosahuji stovek mgkg P vyssich
skladovacich teplotach se mohou mikroorganismy mmacbzmnozZovat a to e mit
za nasledek vice progresivni rozklad. Vysledky tfaku 500 MPa (12 °C) byly podmné
piekvapivé. Hodnoty PUT neprokazaly Zadrgtelny naiist navzdory tomu, Ze senzorické
vlastnosti se postugrzhorsovaly z hodnoty 1 (7. den) do hodnoty 3 (&h). Obdob#& nebyl
zjisttn naikist CAD svyjimkou 14.dne. Nasty obsahu BA pla neodpovidaji
zaznamenanym trefch u vzorki skladovanych ip 3,5 °C, ale jak jiz bylo uvedeno vySe,
u rekterych vzork takovéto chovani bylo zaznamenanoti piZSi teplo¥. Davod slabé
korelace mezi obsahem PUT a CAD ve vzorcich sHhefenzorickymi vlastnostmi neni
objasrén. Prava@podobré procesy, které vedou ke zhorSeni senzorickychnpetr, nemuseji

byt zaloZeny pouze na dekarboxyiech vliastnostech bakterialniho kazeni.
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Tabulka 39 Organoleptické vlastnosti vzarkpstruha: kontrolni vzorky a vzorky oBeté tfiznou
arovni vysokého tlaku. I= 3,5 °C, T =12 °C.

Organoleptické vlastnosti Doba skladovani, dny
Tlak, MPa Teplota 7 14 | 21 | 28 | 42 | 70
0 T, 1 1 2 2-3| - -
300 T, 1 1 1 1
500 T, 1 1 1 1
0 T, 3 3 3 3 - -
300 T, 2 3 3 3 -
500 T, 1 2 3 3 -

NejstrnejSi nafist PUT a CAD byl nalezen zejména v kontrolnich ezdr. Obsah PUT
a CAD vykazuje minimalni nést ve vzorcich oS&nych tlakem 500 MPa, bez ohledu
na teplotu skladovani. Vliv vysokého tlaku a zv@eteploty skladovéni jsou evidentni
k dynamice vzniku PUT a CAD. PUT byl nalezen vechsgzorcich narozdil od CAD, coz
neni gekvapujici, protoze PUT je amirfipmny ve vSech Zivych likéach. Nepitomnost
CAD, zejména ve vzorcich ogehych tlakem zpgtku skladovani, je Zgobena tim,
Ze v tkanich je CAD iitomen v mnohem niZ§im mnozZstvi ve srovnani s jingatyaminy.
CAD je uvolrén z lysinu msobenim bakterialnich dekarboxylaz. Z tohotoatiu nebyl
detekovan \erstvém mase pstruha dobré kvality. V mase kapearadho Cyprinus carpiQ
byl obsah PUT niz8i neZ 10 mgkgtypicky pro kvalitni vzorky, obsah PUT mezi
10—20 mg.kg" souvisel s nastupem kaZeni a hodnoty PUT vy$52@eitg.kg* byly v&tsinou
nalezeny ve vzorcich s nizkou kvalitou dig#€k et al., 200204

Navzdory tomu, ze TYM neni polyaminem, dynamikaojdaliorby mize byt porkud
obdobné jako u PUT a CAD. TvartiYM ve vzorcich velmi doke odpovidaly sledované
organoleptické vlastnosti. U kvalitnich vzérky mgl byt obsah TYM niz&i ne? 10 mgKgy
Tato podminka je v souladu s aktualnimi vysledkykowtrolnich vzorcich, skladovanychi p
3,5 °C, byl tento limit pekraten po 14. dnu (hodnoceni 1). Kontinualni zvySeniMTY
muzeme sledovat u vzoilkoSetenych vysokym tlakem 300 MPa a udrzovanyh3ps °C,
a to navzdory skutmosti, Ze senzorické vlastnosti vykazuji hodnotazldo 28. dne. Obsah
TYM se stale a pravidethzvySuje s dobou skladovani a jeho zvySenému obgakio
piedchazi organoleptické naznaky rozkladu. Podofako PUT a CAD, tak i TYM
se vyskytuje v malém mnoZstvi u vzérkoSetenych vysokym tlakem 500 MPa
(aZ do 10 mg.kd) do 70. dne skladovani s vyjimkogkterych specifickych vzork Celkové
senzorické vlastnosti vzaik skladovanych # 12 °C odpovidaly obsahu TYM. Jeho
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koncentrace byla v desetinach a stovkach m§.kg zajimavé, Ze na rozdil od PUT a CAD
obsah TYM koreluje Iépe s rychlym zhorSenim rozhiadh proces u tchto vzork.

Tabulka 40 Obsah PUT (mg.kd) v mase pstruha (fimér = SD, n=3). T=3,5°C, 5= 12 °C.

PUT Doba skladovani, dny
Tlak, MPa | Teplota 7 14 21 28 42 70
0 T, 57+0.74| 1461268 24.6+890 34.9+910 - -
300 Ta 47+134| 42+x100 84211 16.0+2|783.3+13.4| 47.0+£37.7
500 T, 41+028 44+036 87+122 6.5+0/077.4+£0.50] 29.8+25.)5
0 T, 32.4+6.79| 88.5+22.2| 97.4 +9.95| 225+ 73.1 - -
300 T, 17.3+2.58| 34.7+12.5| 52.2 £ 13.6| 113 +22.6| 177 +21.5 -
500 T, 5.4 £0.64| 14.1+£9.79| 15.0+ 13.9| 10.6 + 1.51| 12.9 + 3.69 -

Tabulka 41 Obsah CAD (mg.kg) v mase pstruha (pmer + SD, n = 3). T=3,5°C, T =12 °C.

CAD Doba skladovani, dny
Tlak, MPa | Teplota 7 14 21 28 42 70
0 T, 8.8+4.78 33.7+4.08 79.4+615 67.7+10.0 - -
300 Ty ND ND 3.7+042] 11.0+10.83 84.0+613 71.84%
500 T, ND ND ND ND ND 114 + 103
0 T, 69.9+15.6| 179 £19.4| 239 £57.6| 352 +65.3 - -
300 T, 59.3+10.4| 165+6.26| 172 +90.2| 341 +67.4| 478 +74.5 -
500 T, ND 43.3+75.1 ND ND ND -

Tabulka 42 Obsah TYM (mg.kg) v mase pstruha (pmer + SD, n =3). T=3,5°C, T =12 °C.

TYM Doba skladovani, dny
Tlak, MPa | Teplota 7 14 21 28 42 70
0 T, 24+283| 124+504 21.2+096 62.9+15.3 - -
300 T, 6.3+4.00] 104+3.80 29.6+116 4571226 7131.1| 203+172
500 T, 15+032] 3.0+200 15+086 6.7+2(489+144| 67.8% 113
0 T, 81.8+14.7| 243+£66.2| 286 £71.6| 367 £135 - -
300 T, 58.8 +8.84| 149+77.7| 240+£87.5| 290 +22.6| 537 £100 -
500 T, 2.0+£1.21| 9.0+8.65| 63.1+76.8] 156 £ 72.6| 210 +196 -

Polyaminy SPD a SPM se nachéazely ¥&we vzorki, i kdyZz obvykle ve velmi nizkych
koncentracich. Statisticky vyznamné vykyvy obsafRDSa SPM nebyly zaznamenany ani
S postupemcasu ani se zvysSujicim se tlakem. Pokles obsahu 8PSPM ve spojeni
s rozkladem rybiho masa byl popséfve28 Ve studiich, o o3&ni masa pstruha vysokym
tlakem, tento trend nebyl sledovan. Nebyl prokasatisticky vyznamny pokles SPD a SPM.

Nizké obsahyé&chto amiri se objevily i v kontrolnich vzorcich, které ztrcevou kvalitu
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nejrychleji. Na druhé stranv kontrolnich vzorcich a vzorcich ofstych 300 MPa, které
byly udrZzovany g 12 °C (vzorky nizSi kvality), hladiny SPD a SPMIy niZsi, a gkdy
nebyly jejich obsahy tbec zjiStny oproti vzorkim, které byly skladovanyip 3,5 °C.
V kazdém pipack, pii srovnani dochazi ke snizeni obsahu polyampi 12 °C, které
pii 3,5 °C nebylo sledovano. Podabjako u jinych autarl05, 106zd4 se, Ze tyto polyaminy
nejsou vhodné pro hodnoceni degeardeh proces kvili jejich nizkému obsahu a drobnym

zménam v pfibéhu procesu skladovani.

Tabulka 43 Obsah SPD (mg.k§ v mase pstruha (fimér £ SD, n = 3). T=3,5°C, =12 °C.

SPD Doba skladovani, dny

Tlak, MPa | Teplota 7 14 21 28 42 70

0 T, 24+014) 23+048 21+200 22+200 - -
300 T, 24+026| 27+060 51+197 3.1+0{743.3+1.34] 2.3+0.41
500 T, 19+0.29] 26+0.683 57+207 49+1{2240+2.34| 2.4+0.66

0 T, 1.1+0.70 ND 0.5+0.90 ND - -

300 T, 1.9+0.28 ND 1.2+1.05 ND 1.8+3.17 -

500 T, 22+034| 24+0.29] 1.6+043] 22+3.88] 20345 -

Tabulka 44 Obsah SPM (mg.kg v mase pstruha (pmer + SD, n=3). T=3,5°C, T =12 °C.

SPM Doba skladovani, dny
Tlak, MPa | Teplota 7 14 21 28 42 70
0 T, 3.3+£046| 33+x054 23+050 23+1]97 - -
300 Ty 6.8+141 9.7+227 7.0+£1.67 9.6+2|078.4+4.21 24+2A48
500 Ty 3.8+£097] 46+122 6.7+135 13.6+1|552.7+2.94| 2.1+0.90
0 T, 1.8+0.39 ND ND 45+7.38 - -
300 T, 2.3+047 ND 40+1.17 ND ND -
500 T, 42+064 3.8%£0.33| 22+081 3.1x54| 44x+7.64 -

HIM, TRM a PEA nebyly v mase pstruha detekovary3gh °C s vyjimkouiti kontrolnich
vzorka a jednim vzorkem se senzorickym hodnocenim 3 [BB8). Celkové organoleptické
hodnoceni vzonk uchovavanych ip 3,5 °C bylo obec& lepSi ve srovnani se vzorky
skladovanymi § vysSi teplog 12 °C. Tento aspekt by mohl byividem pro nefitomnost
téchto, jinak typickych BA pro rozklad. Vzorky, kteb§ly skladovany fi 12 °C, vykazovaly
Spatné senzorické vlastnosti o hoanatjiz na zaatku skladovani. Obsah HIM ahto
vzorcich pekrasil 100 mg.kg™. Obs Grovns tlaku 300 a 500 MPa &y vyznamny dopad
na potl&eni tvorby HIM i této teplo€¢. Nicméreé HIM se nejevi, jako nejvhodjsi biogenni

amin signalizujici z&tek rozkladnych procésV kazdém pipac, toxikologicky vyznamna
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v s

koncentrace HIM (mé&nhneZ 100 mg.kd) byla dosaZena pouze ve vzorcich nizsi kvality.
Tudiz tento amin v mase pstruha fegfstavuje obdobné riziko pro spedtitele jako je tomu

v pripact makrelovitych ryb. Podobna situace byla pozorovaid&®M a PEA. Byly nalezeny
pouze ve vzorcich udrzovanych p2 °C. Vzorky, oséené tlakem vykazuji nizSi obsah TRM
a PEA. S duma vyjimkami byly tyto aminy nalezeny pouze ve \¢oh se senzorickymi
hodnotami 3.

Tabulka 45 Obsah HIM (mg.kg) v mase pstruha (pmer + SD, n=3). T=3,5°C, 5= 12 °C.

HIM Doba skladovani, dny
Tlak, MPa | Teplota 7 14 21 28 42 70
0 T, ND 11+195 24+407 17.5+6.86 - -
300 T, ND ND ND ND ND ND
500 T, ND ND ND ND ND ND
0 T, 133+95.0| 212+51.9| 150 +79.1| 113 +48.8 - -
300 T, 20+349| 7.0+6.78 0.9+1.60] 24+4.21] 51+5.34 -
500 T, ND ND 36.7+34.2| 25+4.25 13.9+24.2 -

Tabulka 46 Obsah TRM (mg.kd) v mase pstruha (pmer + SD, n =3). T=3,5°C, 5= 12 °C.

TRM Doba skladovani, dny

Tlak, MPa | Teplota 7 14 21 28 42 70
0 T, ND ND ND ND - -
300 T, ND ND ND ND ND ND
500 T, ND ND ND ND ND ND

0 T, ND 22.3+11.7| 18.4+18.2| 35.7 + 27.9 - -

300 T, ND 7.1+£123| 2.0+£3.42| 3.6+6.28| 4.2+ 3.66 -
500 T, ND 2.0+£3.53 ND 13.4+£23.1 ND -

Tabulka 47 Obsah PEA (mg.kd) v mase pstruha (fimér = SD, n = 3). T=3,5°C, 5= 12 °C.

PEA Doba skladovani, dny

Tlak, MPa | Teplota 7 14 21 28 42 70
0 T, ND ND ND ND - -
300 T, ND ND ND ND ND ND
500 T, ND ND ND ND ND ND

0 T, ND 4.2+588| 12.2+6.97| 21.5+£8.10 - -

300 T, ND 1.5+252| 9.2+4.87| 20.0+16.0| 28.1 +21.5 -
500 T, 14+243] 25+431 ND 18.1+31.4] 59+10.2 -
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Obsah BA ve vakuav baleném mase pstruha Ize vyrazsnizit pouzitim vysokého
hydrostatického tlaku. Koncentraceétsiny toxikologicky vyznamnych aminHIM a TYM
negrekratila obsah 2-13 mg.kg u vzorki s dobrymi organoleptickymi vlastnostmi. PUT
a CAD nepekrosily obsah 10-35 mg.kgu kvalitnich vzork. Doporwena skladovaci doba
pro vakuo¥ balené maso pstruha, dop&na vyrobci je 5-6 dnpri teplog 3,5 °C. Aplikace
vysokého hydrostatického tlakuitte vyrazg prodlouZzit dobu skladovaniiplizné étyiikrat,
na 21 az 28 dn OSeteni vzorki vysokym hydrostatickym tlakem bylo mnohem raéninné
pii skladovaci teplat 12 °C. Obsah PUT, CAD a TYM se rychleji zvySuja peplog
skladovani 12 °C. i pouziti hydrostatického tlaku 300 MPa tyto BA lépe korelovaly
s jejich organoleptickymi vlastnostmi.riPoSeteni vzorki tlakem 500 MPa (skladovaci
teplota 12 °C) obsah PUT a CADegre neodpovidal senzorickym hodnotam. é¢tto
vzorcich byl pouze TYM jediny amin, ktery nejléper&loval s organoleptickymi vysledky.
Vysoky tlak, jako konzeruai technika pro rybi maso neposkytuje dostabe miru ochrany
pro vzorky, které jsou skladovanyi peplot 12 °C.

5.2.3 Vliv vysokého tlaku na tvorbu biogennich amimi u vakuové balené Stiky
obecné Exos luciug
Vzorky Stiky obecné byly analyzovany v triplikateddatateEni obsahy BA \erstvém
mase Stiky (0. den skladovani) jsou zaznamenariyes ivedené tabulce (viz. Tabulka 48).
Stredni hodnoty obsdhamini u kontrolnich a tlakem o&enych vzork pro ok teploty jsou
uvedeny v nasledujicich tabulkach. Velikost pounotéaku, teploty a délka doby skladovani
mely rozhoduijici vliv na stav vzotk Opst pro snadgSi prehlednost i v fipact Stiky obecné

jsou olg pouzité skladovaci teploty odliSeny bar&vn

T1 = hodnoty BA, které se nachazeji v bilém poliybstanoveny ve vzorcich

Stiky skladovanychif niz8i teplog, tj. 3,5 °C

T,=hodnoty BA, které se nachazeji v zeleném polily bstanoveny

ve vzorcich Stiky skladovanychipy3si teplog, tj. 12 °C

Tabulka 48 Hodnoty BA kontrolnich vzonk Stiky obecné (0 MPa) v den zaloZeni experimentu
(0. den skladovani).

Obsah BA, mg.kg (0 MPa, 0. den skladovani)

TRM

PEA

PUT

CAD

HIM

TYM

SPD

SPM

ND

ND

ND

ND

ND

ND

0.9+0.87

1.2 +0.16
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Prvni organoleptické znamky poSkozeni kontrolnizbrk pii 3,5 °C byly zaznamenany
po 14 dnech skladovani (hodnoceni 2). Vzorky re$et tlakem 300 MPa vykazovaly
obdobné vysledky po 28 dnech a vzorky t&et tlakem 500 MPa po 70 dnech skladovani.
Pri teplo& 12 °C se snizena kvalita vzérKhodnoceni 2) projevila jiz ip prvni odkEru
v 7. den, vzorky oS&#né tlakem 300 MPa v 14. den a vzorky pod tlaketMPa v 28. den
skladovani. Tyto vysledky poukazuji na prokazatgozitivni vliv nizké teploty a pouziti
vysokeého tlaku. # 3,5 °C a 300 MPa byla doba pouZzitelnosti prodem& ze 7 na 21 dn
(hodnoceni 1), po aplikaci 500 MPa i na 42.dfi 12 °C pozitivni vliv vysokého tlaku neni
tak vyrazny. Vzorky oS&né tlakem 300 a 500 MPa vykazuji stale dobrou itkval
(hodnoceni 1) pouze po dobu 7 az 2i.dn

Tabulka 49 Organoleptické vlastnosti vzarkstiky: kontrolni vzorky a vzorky o&ené tfiznou
arovni vysokého tlaku. 7= 3,5 °C, =12 °C.

Organoleptické vlastnosti Doba skladovani, dny
Tlak, MPa Teplota 7 14 | 21 | 28 | 42 | 70
0 T, 1 2 2 3 - -

300 Ty 1 1 1 2 3

500 T, 1 1 1 1

0 T, 2 3 3 3 - -
300 T, 12| 2 2 | 23| 3 -
500 T, 1 1 1 2 3 -

Bez ohledu natzné chemické struktury, dynamika vzniku TYM je obdé jako u PUT
a CAD. Koncentrace nastu PUT, CAD a TYM koresponduje s prohlubujicimi
se rozkladnymi procesy ve vzorcichéilek vysokého tlaku a teploty na tvorbu PUT, CAD
a TYM je Zejmy. Tyto trendy jsou v dobrém souladu i s orgaptitkymi vlastnostmi.

Narozdil od PUT, CAD nenifpozenou sloZzkou buné tkar. Z tchto divoda nebyl
pravdEpodobr zjisten v cerstvém mase Stiky, ve vzorcich skladovanych @ piin 3,5 °C.
Obsah CAD vy38i jak 20 mg.Kgpoukazuje na poktily stav rozkladu, stefhtak tomu bylo
u PUT a TYM. Celkové trendy zminych BA byly podobnéém, které vykazovaly PUT,
CAD a TYM v &le kapra obecného. Obsah TYM niz&i neZ 10 mgtkg typicky pro vzorky
dobré kvality. Dobra kvalita vzotkbyla Zidka pozorovana, kdyZz obsah TYM dosahoval
vysSich hodnot.

Tvorba PUT velmi dote koresponduje s organoleptickymi vlastnostmi. Zsjen pi

3,5 °C je vliv vysokého tlaku jasnviditelny. Aplikace vysokého tlaku apobila potlgeni

101



obsahu PUT zejména nagadku skladovani, iiblizné¢ az do 28. dne. Rozdily mezéidky
tlaka 300 a 500 MPa byly malé. Kontrolni vzorky uchové&aii 12 °C vykazovaly zvyseny
obsah PUT jiz v prvnim tydnu skladovani (7. denjtoTvzorky vykazovaly znamky kazeni
od samého patku skladovani a navzdory jejich vakuovému zabaldgnamika jejich
rozpadu byla velmi rychla.iPtéto skladovaci teplétse obsah aminve vzorcich, oSétnych
tlakem 300 a 500 MPa, vyrazmeliSil. Ri 12 °C tlakovani prodlouZzilo Zivotnost do 14. dne
skladovani, bez ohledu na velikost aplikovanéhamkgho tlaku. Z dostupné literatury nebyl
nalezen zadnytkaz o tom, Ze zvySenému obsahu PWdadgphazi zhorSeni organoleptickych
vlastnosti. ZvySujici se koncentrace PUT spiSe rkgpipokles senzorické kvality masa.
Z téchto divodi Ize obsah PUT &ki pouzit pro predikci zemy kvality masa Stiky. Obeén
plati, Ze vzorky oS&né vysokym tlakem obsahuji srovnatelny obsah PEZ d¢hledu

na velikost aplikovaného tlaku.

Tabulka 50 Obsah PUT (mg.Kg) v mase Stiky (gmér + SD, n=3). T=3,5°C, T =12 °C.

PUT Doba skladovani, dny
Tlak, MPa | Teplota 7 14 21 28 42 70
0 Ty 0.7+1.16| 7.5+197 175+4.66 28.3+1p.7 - -
300 Ty ND ND 9.5+6.31 12.6+3.12 16.3+7.18 23.8647
500 Ta ND 1.0+1.79] 36+£3.08 6.0+3.63 17.42®| 31.2+3.50
0 15 22.9+11.0{ 99.9+19.2| 272 +22.6| 258 +91.4 - -
300 15 0.9+1.63| 13.5+2.85| 32.8+11.0| 21.5+2.82| 50.6 + 4.12 -
500 T, ND 13.2+5.19| 29.3 + 3.35| 33.1 £8.30| 62.0 £ 14.9 -

Absence CAD je typick& pro vzorky o velmi dobré likea CAD nebyl zjiSén u zadného
vzorku, ktery byl ulozen ip 3,5 °C v 7. den skladovani. Podeébijako u PUT, CAD
vykazoval nejintenziv§Si nafist koncentrace v kontrolnich vzorcich, zejméra 32 °C.
Na rozdil od PUT byly zvy$ené obsahy CAD (vy3$si 882ng.kg") nalezeny i ve vzorcich,
které byly oSeéeny tlakem f obou teplotach a to itps dobré senzorické vlastnostticihou
muze pravdpodobré byt vliv matrice. Nap u uzenin tlakovani inhibovalo CAD a zardve
potlilo tvorbu TYM.107 PYi 3,5 °C byly rozdily obsahu CAD u kontrolnich akbvanych
vzorka statisticky nevyznamné az do 28. dne skladovabsa® CAD se plynule zvySoval
s dobou skladovani.iiP12 °C se zvySeni obsahu projeviliegevsim v kontrolnich vzorcich.
Vysoky obsah CAD ve 14. a 21. den skladovanirgkyapivy (12 °C, 500 MPa) iedevsim
z davodu, Ze senzorické vlastnosti jsou dobré. VzorEgtené tlakem 500 MPa obsahuji
koncentraci CAD, srovnatelnou s hodnotami CAD urkiaamSetenych 300 MPa.
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Tabulka 51 Obsah CAD (mg.kg) v mase $tiky (gmgr + SD, n=3). T=3,5°C, =12 °C.

CAD Doba skladovani, dny
Tlak, MPa | Teplota 7 14 21 28 42 70
0 Ty ND 6.1+2.29| 155+3.50 30.6+2.23 - -
300 Ty ND 20+£1.77) 19.1+4.39 18.5+125 20.7 +8|722.6 +6.09
500 il ND ND 32.3+19.0, 399+6.45 76.4+6.50 11301].
0 15 30.3+8.00{ 118 +11.0| 158 +20.9| 216 *62.2 - -
300 15 14.1 +9.20| 21.5+0.66| 57.4 £ 26.0| 58.7 £ 10.3| 110 +23.3 -
500 Tx 4.2+1.29| 63.4+6.16| 78.9 £ 6.24| 105 +15.8| 231 +50.3 -

Na rozdil od CAD, tvorba TYM i 3,5 °C byla vice potigena pouzitim vySsi hodnoty
tlaku. Podob# jako CAD, TYM ukazal narst koncentrace v zavislosti nsse i pes
pietrvavajici dobré senzorické vlastnosti (3,5 °CQ 20500 MPa). Vliv vysSi teploty ¢h
s prodluzujici se dobou skladovani podobaymék. Nagiklad obsah TYM je desetkrat vyssi
pii 12 °C ve srovnéani s 3,5 °C (500 MPa, 21. derg, ssnzorické hodnoceni je stejné (1).
ZvySeny obsah TYM, podokrnjako CAD, mize znamenat ztrat€erstvosti masa navzdory
pretrvavajicim dobrym senzorickym vlastnostem. Ty&vyj byly pozorovany také ip
tlakovani klobas a mohou byt vydleny pokr&ovani ¢innosti dekarboxylaz v substratu
pii skladovani86

TYM je toxikologicky vyznamna latka. Ve vzorcich s@a pstruha duhového
(Oncorhynchus mykis®bsah TYM pekrazil 20 mg.kg” i pies organoleptické hodnoceni 1.
Napt. obsah TYM byl 29,6 mg.k§21. den skladovani (3,5 °C, 300 MPa). Situace vemas
Stiky je portkud odlisSna. Obsah TYM ve vzorcich se stejnym seokgm hodnocenim (1)
se postup# zvySuje aZ na 40,8 mg.Kg (3,5 °C, 500 MPa) 42. den skladovani, nebo aZ
na 110 mg.kg" (12 °C, 500 MPa) 21. den skladovani. Obsah TY&$ivneZ 100 mg.k{je

z toxikologického hlediska problematicky a nelzelpaiovat.

Tabulka 52 Obsah TYM (mg.kd) v mase Stiky (gmér = SD, n=3). T=3,5°C, =12 °C.

TYM Doba skladovani, dny
Tlak, MPa | Teplota 7 14 21 28 42 70
0 T, 0.4+0.75 12.3+22% 41.6+6.61 104+33.1 - -
300 Ta 0.2+0.39| 187+192 346+9.10 558+1p.1.2928.4| 81.1+11.9
500 Ty ND ND 11.8+5.000 31.7+292 40.8+194 82.11914
0 T, 31.8+11.7| 184 +15.1| 411 +50.6| 468 + 131 - -
300 T, 10.0+4.64| 51.5+12.4| 131+58.2| 123+19.4| 372 +50.1 -
500 T, ND 20.1+5.19| 110+£16.9| 173£56.2| 212 £54.9 -
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Nizké koncentrace SPD a SPM bhyly zjit v ¢erstvém mase Stiky (den 0) a vé&sSime
vzon, které byly odebrany k analyze v 7. al4. den skladi. Na rozdil od masa pstruha, kde
obsah SPD a SPM vykazoval minimalni vykyvy v z&asl na dob skladovani, v mase Stiky
se oba polyaminy vyskytovalyigvazié ve vzorcich na pgtku skladovani. Jejich obsah
neprokazal statisticky vyznamny trend isttu koncentrace &asem a v gibéhu skladovani
vymizely z &tSiny vzorki. S ohledem na nizké koncentrace polydnarejich méalo znatelné
zmeny koncentrace v mase Stiky, je hodnoceni jejictsabb nevyznamné s ohledem

na kvalitu masa.

Tabulka 53 Obsah SPD (mg.k8 v mase &tiky (gmer £ SD, n=3). T=3,5°C, =12 °C.

SPD Doba skladovani, dny
Tlak, MPa | Teplota 7 14 21 28 42 70
0 Ty 26+031 ND ND ND - -
300 Ty 1.6+0.38 ND ND ND ND ND
500 Ta 1.2+£0.15 25+09% 0.7+1.26 ND 0.5.83| 0.6+0.96
0 T, 0.8 £ 0.66 ND ND ND - -
300 T, ND 0.6 £1.07 ND ND ND -
500 T, 1.1+1.10] 1.5+1.48 ND ND ND -

Tabulka 54 Obsah SPM (mg.kg v mase Stiky (grmér + SD, n=3). T=3,5°C, T =12 °C.

SPM Doba skladovani, dny
Tlak, MPa | Teplota 7 14 21 28 42 70
0 Ty 1.8+0.13] 1.7+0.20 0.4+0.68 ND - -
300 Ta 14+019] 14+1.32 ND ND ND 0.5+0.81
500 Ta 1.3+0.18 24x044 05+x0.86 0.3x0[570.5+0.85 1.8+0.2y
0 T, 1.9+£0.37] 1.2+1.06 ND ND - -
300 T, ND 1.3+1.12 ND ND ND -
500 T, 1.4+0.13] 1.5+0.09 ND ND ND -

HIM nebyl nalezen v Zzadném vzorku masa Stiky, kieyl skladovan f 3,5 °C. Obsah
tohoto aminu byl nizky i ve vzorcich udrzovanyah f2 °C (<20 mg.kg) a to ne jenom
ve vzorcich s dobrymi organoleptickymi vlastnostfmodnoceni 1), ale i ve vzorcich
s nejhorSim senzorickym hodnocenim (3). Cetkge hodnoceni vzoik které byly
skladovany f nizSi teplot lepSi v porovnani €mi, co byly skladovany ip 12 °C. HIM
se nejevi jako amin, ktery dostateé predpovida péatek rozkladnych procésV kazdém
pripads toxikologicky vyznamna koncentrace HIM (>100 mg¥Hgnebyla dosaZena ani

ve vzorcich se sniZzenou kvalitou masa. Tudiz tantm nepedstavuje v mase Stiky obdobné
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riziko pro spotebitele, jak je tomu vijpact makrelovitych ryb. TRM nebyl nalezen
v Zadném vzorku. PEA byl zjist pouze u dvou vzotk 21.den v obsahu 9,4 mgkg
a 28. den v obsahu 8,0 mg-kgOba vzorky vykazovaly snizenou kvalitu masa (lowémi 3).

Tabulka 55 Obsah HIM (mg.kg) v mase &tiky (gmer £ SD, n = 3). T= 3,5 °C, = 12 °C.

HIM Doba skladovani, dny

Tlak, MPa | Teplota 7 14 21 28 42 70
0 T, ND ND ND ND - -
300 Ty ND ND ND ND ND ND
500 T, ND ND ND ND ND ND

0 T, ND 10.4 +2.51| 14.6 +2.40| 15.9 £ 7.29 - -

300 T, ND ND 1.7+3.00] 2.6+4.59 ND -
500 T, ND ND ND 84+741 13.4+11.8 -

Pouzitim vysokého hydrostatického tlaku Ize vygaznizit obsah BA ve vakuéwbaleném
mase Stiky. Toxikologicky nejvyznarg8i amin HIM nepedstavuje riziko pro spisbitele
rybiho masa Stiky obecné. HIM nebyl detekovan anekvalitnich vzorcich masa. Na druhé
straré, obsah TYM se plynule zvySoval, a to i ve vzorci&hejlepSimi organoleptickymi
vlastnostmi. Vzorky osSe&tné tlakem 500 MPa, se senzorickym hodnocenim dahdwaly
obsahu TYM 40,8 mg.kg a 110 mg.kg" (pro teplotu 3,5°C a 12 °C).fiPprodlouZeni
trvanlivosti masa Stiky vysokym tlakem musi byt rbrdGvahu zvySujici se obsah TYM.
ZvysSeny obsah TYM a CAD byl nalezen ve vzorcicter&tbyly skladovany po delsi dobu
a/nebo p vysSi teplot. VysSi obsah TYM, podokénjako CAD, mize znamenat ztratu
cerstvosti masa a to navzdory dobrému senzorickémdadteni. Na rozdil od TYM a CAD,
obsah PUT je v souladu se senzorickymi vilastnosfmhoto divodu PUT niize byt mén
vhodny pro predikci ziny kvality masa Stiky. Dopotenéa skladovaci fita pro vakuow
balené maso Stiky, specifikovana vyrobcem, je akii5yi teplot 3,5 °C. Pouzitim vysokého
hydrostatického tlaku fize byt doba skladovani podstagrodlouzena, zhrubétytikrat pei
pouziti 300 MPa a osmkratifb00 MPa, respektive do 21 nebo 4Ziddonzervace vysokym
hydrostatickym tlakem je ménicinna pro skladovaniip12 °C.
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6 ZAVER

Disert&ni prace byla zadtena na stanoveni biogennich afnive vybranych druzich
sladkovodnich ryb, které jsou u nasdasgji konzumovany. Cilem prace bylo studovat vliv
modernich konzervaich technik na tvorbu amirve vybranych druzich rybiho masa a jejich
nasledné stanoveni pomoci ul@einé kapalinové chromatografie (UPLC). Konzerviani
technikami vybranymi pro disettiai praci byly radioaktivni Zz&ni a vysoky tlak. Vedle
samotného vlivu konzervace (davkaerdi, hodnota vysokého tlaku) byla pozornastovana
podminkdm skladovani (doba a teplota). U vSech raxeeti byly sledovany téez
organoleptické vlastnosti jednotlivych vzérkybiho masa @né/zapach, vzhled a struktura).

Jako rozhodujici se pro kvalitu rybiho masa u vSegperimeni jevily PUT, CAD
aTYM, a to jak v pipad® konzervaces-zaenim, tak v pipact konzervace vysokym tlakem.
U ostatnich amiin HIM, TRM, PEA, SPD a SPM je ztna jejich obsahu v mase v souvislosti
s oz&enim a/nebo vysokym tlakem nizka nebo nevyznamm&salky HIM, TRM a PEA
ovSem mohou byt v ojeditych pripadech zvySeny. Nést jejich obsah miZzeme sledovat
piedevsim u vzork které nebyly vystaveny vlivu ani jedné ze sledowh konzervénich
technik nebo v fipad vzorki, které byly oSeeny vysokym tlakem a poté néasleédn
skladovany f vyssi teplok. Ve vysledcich se u sladkovodnich ryb HIM neprajevjako
amin, ktery by byl typicky pro zatek rozkladnych procésybiho masa. U niskych ryb
predstavuje obsah HIM riziko pro spebitele pi koncentraci vy$$i neZz 100 mgkg
V téchto koncentracich nebyl u sladkovodnich ryb detéko HIM v Zadném
z konzervovanych vzotk které byly skladovany ip 3,5 °C. HIM nepedstavuje v mase
sladkovodnich ryb riziko pro spebitele na rozdil od makrelovitych ryb.

Polyaminy SPD a SPM se vyskytuji ve vSech Zivychiklhah. Jejich obsahy kolisaji
ve vSech vzorcich, ale pouze ve velmi nizkych kotregich. Bhem vSech experimaint
nebyly zaznamenany statisticky vyznamné vykyvy bbsaPD a SPM ani s postupsfasu
ani se zvysujici se davkguzaeni nebo hodnotou vysokého tlaku. Nejihé&ekventovanymi
biogennimi aminy, jak ve vzorcich ofmtych konzerwani technikou, tak ve vzorcich
neoSetenych, byly TRM a PEA. Obsabchto amiri byl velmi nizky a velmiasto pod mezi
detekce. Jedinou vyjimkou byly vzorky ofté vysokym tlakem a nasledskladované i
vySSi teplat (12 °C).
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6.1 Konzervace rybiho masaggf-zarenim

Ucinek p-z&eni byl sledovan u dvou drishsladkovodnich ryb, u kapra obecného
(Cyprinus carpip a pstruha duhovéhoOfcorhynchus mykiss Rozvaha experimeint
s oz@#ovanim byla zaloZzena na zkuSebni sérii vioskkagim masem. Pro jednotlivé
experimenty byly vzdy zaroviepiipraveny vzorky, které nebyly vystavenginkam g-zaeni,
ale byly skladovany za stejnych podminek jako vyask&ené. Neozi&né vzorky byly jiz
28. den skladovani hodnoceny jako zkazené a zdobidtodu se s nimi nepoktavalo
v dalSich¢asovych profilech odisi vzorki k analyze.

Bylo zjisttno, Ze dinek g-zaeni ma zasadni vliv na zpomaleni degradace rybiasam
VSechny oz#gené vzorky vykazovaly ziaé nizSi obsahy biogennich animpii srovnani
s neozéenymi vzorky. Podle vyhlasky. 133/2004 sb., je nejvySSi mozna davk#ema
pro rybi maso stanovena na 3 kGy. Na zaklagkledki Ize fici, Ze veSkeré pouzité davky
[-z&eni WtSi nez 0,75 kGy @etne) byly dost&ujici ¢i dokonce nadbytmé pro konzervaci
masa u obou druiryb po dobu #kolika tydni az nésiai pii 3,5 °C.

Naopak u davky 0,25 kGyimeme sledovat nast obsahu aminpo 42 dnech skladovani.
V tuto dobu byl obsah PUT u pstruha duhového 2igkgt, CAD 35.4 mg.kg" a TYM
54.2 mg.kg'. V piipads kapra obecného obsahy PUT a CAD vykazovaly velizké
hodnoty 42. den, které niggsahovaly 10 mg.k§ Pouze obsah TYM byl 21.2 mgRKgjiz
14. den skladovani. Z vysletlk Ize vyvodit, Ze dinek 0,25 kGy mZe byt povazovan
rybiho masa. Davka 0,25 kGy prodlouZila skladovetsi rybiho masa v maximalniniijpack
o pet tydna, ¢ili ze 7. na 42. den skladovani.

Ve vSech pipadech se jako nejvhoglgi davkags-z&eni jevi 0,5 kGy, a to jak pro maso
pstruha duhového, tak pro kapra obecného. Obsah, BAD a TYM po celou dobu
skladovani vykazoval velmi nizké hodnoty pod 10kgd.u obou drufi sladkovodnich ryb.
Vyjimkou byl TYM u kapra obecného, jeho obsah by. 8en skladovani 18,9 mgKg
Po aplikaci 0,5 kGy Ize konstatovat, Ze udrznokthrg masa byla prodlouZzenaiméct tydm
i pres maly naist TYM v 98. den skladovani.

U ostatnich vzonk, které byly ozéeny vySsi davkog-zaeni (0,75; 1; 2 a 3 kGy) je obsah
amimi i po 98 dnech skladovani velmi nizky a vzorky reauji jakékoliv znamky
z&inajicich rozkladnych procésu obou drufi sladkovodnich ryb. Tyto davky prodlouzily
»cerstvost” rybiho masa minimal tinact tydn pii 3,5 °C skladovani.

Tyto vysledky nam potvrzuji i organoleptické vlasiti jednotlivych vzork.
Organoleptické vlastnosti jednotlivych vzérkdpovidaji obsalm stanovovanych amin
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6.2 Konzervace rybiho masa vysokym tlakem

Vliv vysokého tlaku byl sledovan witdruhi sladkovodnich ryb, u kapra obecného
(Cyprinus carpi9, pstruha duhovéhaOnhcorhynchus mykissa Stiky obecnéHsox luciud.
VSechny druhy sladkovodnich ryb byly vystaveryniu 300 a 500 MPa po dobu 10 minut.
Pro jednotlivé experimenty byly zarav@ripraveny vzorky, které nebyly nasledonSeteny
vysokym tlakem. Tyto vzorky byly ze stejného iavddu jako v pipact
p-z&eni odebirany pouze do 28. dne skladovani (po detgiu skladovani bylo rybi maso
zkazené). Vzorky masa vSech tlruhi ryb byly skladovany # dvou teplotach (3,5 °C
a 12 °C). Podle vysledkz predeSlych experimeits S-z&enim bylycasové profily, odéra
vzorka k analyze (7, 14, 21, 28, 42 a 7Glpovazovany za vyhovujici i pro experimenty
s vysokym tlakem. Obsahy sledovanych amiteré uéuji kvalitu rybiho masa ve vzorcich
(PUT, CAD a TAM), byly 70. den skladovani vysokodnkritickou hodnotou 20 mg.k{
Z tohoto aivodu byl odigr vzorki 98. den skladovani zruSen. Ygadt skladovani fi 12 °C
byl zruSen i odér v 70. den (nevyhovujici organoleptické vlastnosti

Obsahy biogennich amirve vzorcich skladovanycltiprySsi teplot (12 °C) byly vyraza
vySSi nez fi nizsi teplot (3,5 °C) u vSech druhsladkovodnich ryb. N&fklad obsah PUT
u kapra obecného 21. den skladovani pimkit 500 MPa byl § 3.5 °C 1.9 mg.kg a pi
12 °C byl 31.3 mg.kd. Neni rekvapivé, Ze teplota 3,5 °C je vhodnéa pro skladbvginiho
masa. Koncentrace sledovanych aimbyla @i téchto podminkach velmi nizka. Na rozdil
od niz&i teploty skladovani, kdy se obsah PUTiibépoval ke kritické hodnat 10 mg.kg",
pii vySSi teplok (12 °C) byla tato hodnotdikrat prekrotena. TYM u Stiky obecné 21. den
skladovani po aplikaci 500 MParipvySSi skladovaci teplét(12 °C) gekratil kritickou
hodnotu vice neZ? desetkrat (obsahem 110 md).kg srovnani s jeho koncentradi pizké
teplog (3,5 °C), ktera byla 11.8 mg.Kg Ukazuje se, Ze konzervace vysokym tlakem selhava
pii vysSich teplotach (12 °C).

Pouzité urova vysokého tlaku (300 a 500 MPa) vykazovaly obdolmyéledky, jak
U obou druli sladkovodnich ryb byla ¢inn¢jSi aplikace 500 MPa a to jak s ohledem
na zpomaleni néstu obsahu amin tak s ohledem na organoleptické vlastnosinek
300 MPa zajitoval prodlouZeni skladovatelnosti vzark kratSicasovy interval ve srovnani
s 500 MPa. Urovie 300 MPa prodlouZila uZivatelnost rybiho masa kappstruha oit tydny
a 500 MPa atyii tydny pi teplo 3,5 °C. Obsah CAD u kapra obecného 28. den ské&dov
pii 3,5 °C po @inku 300 MPa byl 11.2 mg.kY po aplikaci 500 MPa nebyl CAD detekovan.
Pri vysSi skladovaci tepldticinek vysokého tlaku vyrazmesnizuje koncentraci andinjak
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jiz bylo popsadno vysSe. 300 MPa neprodluzuje sklatilmost masa ani o jeden tyden
a 500 MPa maximatno jeden az dva tydny. N#&Rlad pro srovnani, obsah TYM u pstruha
duhového 14. den skladovani f2 °C po aplikaci 300 MPa byl 149 mg-kgpo 500 MPa
byl 9 mg.kg™.

V piipact Stiky obecné bylo zji8ho, Ze ziskané vysledky obsakledovanych amih
v neoSatenych vzorcich a vzorcich po aplikaci 300 MPa, &pomduji s vysledky
z predeSlych pokuss masem kapra obecného a pstruha duhového, la poi jaizsi, tak i i
vySSi skladovaci teplét AvSak u tohoto druhu sladkovodni ryby dochazrdité anomalii
pii 500 MPa. Tento jev je nejspiSésiedkem strukturnich z&n matrice (rybiho masa Stiky)
po pouZziti vysokého tlaku. Vzorky ogené 300 MPa vykazuji niZSi obsahy ain{pievazr
CAD) nez vzorky, které byly vystaveny 500 MPa. Wkiad obsah CAD byl 21. den
skladovani po &inku 300 MPa 19.1 mg.kg po 500 MPa 32.3 mg.kpii 3,5 °C.

VeSkeré organoleptické hodnoceni jednotlivych viaobkhem experimerit s vysokym
tlakem odpovidd stavu masa vSech sledovanych udsladkovodnich ryb, ktery byl
vyhodnocen dle obsahu sledovanych amw nesouladu se ziskanymi koncentracemi @min
bylo pouze senzorické hodnoceni vZogtiky po &inku 500 MPa. | pes zjiSénou anomalii
u masa Stiky obecné, vzorky této ryby vykazovalgrdoorganoleptické viastnosti.

Celkow z vysledki vyplyva, Zze dinek vysokého tlaku je dalSi¢ianou technikou pro
konzervaci rybiho masatipnizkych skladovacich teplotach (3,5 °C¥i RysSi skladovaci
teplog (12 °C) vysoky tlak nezahiaje zcela degradaci rybiho masaingk vysokého tlaku
nezar@uje skladovatelnost masa sladkovodnich ryb po celolou experimentu (70 dh
pouze ji prodluzuje v optimalniméipact o 2—-3 tydny, maximathvsak o 5 tydd v pripac
pouziti vySSi urové vysokého tlaku (500 MPa). Dale ze jigjch vysledk Ize soudit, Ze
maximalni vhodna délka skladovani vakédaleného masaiip3,5 °C po oséeni 300 MPa
je 14 drii a po oSéeni 500 MPa je 42 dn Fxi 12 °C neni hodnota 300 MPa dastgci pro
konzervaci vakuoy baleného rybiho masa, které bude skladovano po del§i nez-li 7 din
500 MPa prodluzuje uzitkovost vakuowbaleného rybiho masa maxim&alma 21 dad
skladovani i 12 °C.
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Pfi srovnani vlivug-z&eni a vysokého tlaku na konzervaci rybiho masaajenp, zZe i
nejnizsi aplikovand davkg-z&eni zajifuje trvanlivost masa poéhkolik mésial oproti
pouzitym hodnotam vysokého tlaku (300 a 500 MP&réprodluzuji uzitkovost masa o dva
az t tydny. Z €chto vysledk vyplyva, Zep-zaeni je vhodgjsi konzervani technikou. Na
druhou stranu, je nutné podotknout, Ze tato korsefvtechnika méa stale problémy s jejim
rozStenim. Hlavnim dvodem jsou legislativni poZadavky na velmi vyrazadioaktivni
oznaeni na obalech potravin, které byly touto technik8eteny. | gesto, Ze potraviny jsou
podle norem oS&ny gipustnou davkou radioaktivniho igai, kterd v zadnémftipack
negredstavuje zdravotni riziko pro spebitele, je pravdou, Ze ozfeni radioaktivniho zéni
na obalu potravin odrazuje spebitele, ktéi nejsou seznameni s problematikou fozani
potravin. Pro takovéto spebitele bude zatimipateln¢jSi konzervéni technikou vysoky
tlak.
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The effects of vacuum packaging followed by high-energy electron beam irradiation on the shelf-life of
fillets of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) were examined. Samples were irradiated at doses of
0.25, 0.50, 0.75, 1.0 and 2.0 kGy. The control and treated packs were stored at 3.5 °C for up to 28, 42,
70 and 98 days (control - 0, 0.25, 0.50 and >0.50 kGy respectively). The content of seven biogenic amines
(putrescine, cadaverine, spermidine, spermine, histamine, tyramine and tryptamine) were determined.

Putrescine, cadaverine and tyramine showed very good correspondence with the irradiation dose and

Keywords:
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Histamine

Trout
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Irradiation
Quality changes

organoleptic properties. Samples of good quality contained less than 10 mg/kg of each of these amines.
The polyamines spermidine and spermine did not show statistically significant changes with the irradi-
ation dose and the time of storage. With few exceptions, histamine was not detected in the samples trea-
ted with radiation. Tryptamine was not detected in any of the samples.

© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Biogenic amines (BAs) - e.g. putrescine (PUT), cadaverine (CAD),
spermidine (SPD), spermine (SPM), histamine (HIM), tyramine
(TYM) and tryptamine (TRM) are non-volatile organic bases which
occur in protein rich food. BAs are found at low levels in tissues of
fresh fish, but their formation in larger quantities is associated
with decomposition of fish muscles (Kordiovska et al., 2006;
KtiZek, Pavlicek, & Vacha, 2002; Ozogul, Kuley, & Kenar, 2011). In
spoiling fish, BAs are produced from free amino acids liberated
from proteins and peptides. Bacterial decarboxylases take part in
these processes rather than the tissue endogenous enzymes (Brink,
Damink, Joosten, & Huis int Veld, 1990). The high content of pro-
teins in the fish meat represents a risk of rapid formation of BAs.

1.1. Biogenic amines in fish

There are two main reasons for the determination of BAs in fish:
the first is their potential toxicity; the second is the possibility of
using them as fish quality markers. Histamine poisoning is a
world-wide medical problem and is probably the most common
cause of fish poisoning (Wu, Yang, Yang, Ger, & Deng, 1997). While

* Corresponding author. Tel.: +420 387 772 655; fax: +420 385 310 405.
E-mail address: krizek@zf.jcu.cz (M. KfiZek).

0308-8146/$ - see front matter © 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.foodchem.2011.10.094

marine fish have been studied in great detail, fresh water fish were
studied to a much smaller extent. Bacteria, present in the water
environment or introduced during the fish handling, produce histi-
dine decarboxylase, which converts histidine to HIM, a process
which is accelerated if fish are not kept chilled or frozen (Lehane,
2000). The importance of microbial contamination for the BAs for-
mation was evident. Gutted hake (Merluccius merluccius) stored in
ice contained 3-100 times higher contents of BAs and showed low-
er sensory scores compared to ungutted fish (Baixas-Nogueras,
Bover-Cid, Veciana-Nogues, & Vidal-Carou, 2009). Gutting leads to
an increase in the microbial contamination of the fish muscle,
which results in liberation of BAs, and this is reflected in the lower
sensory properties. HIM is more toxic in the presence of other BAs,
viz. PUT and CAD, since these diamines may inhibit the in vivo
mechanisms of HIM detoxification, mainly by the action of diamine
oxidase (Joosten, 1988). HIM poisoning is related especially to the
consumption of marine fish belonging to both Scombridae and
Scomberesocidae families (Veciana-Nogues, Albala-Hurtado,
Marine-Font, & Vidal-Carou, 1996).

1.2. Biogenic amines and decomposition processes

Biogenic amines can serve as indicators of decomposition of
fish. The potential use of BAs as quality control indices was studied
for hake stored in controlled atmospheres enriched with oxygen or
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stored in ice (Ruiz-Capillas & Moral, 2001a,b). The production of
CAD occurred before the beginning of an evident microbial spoil-
age. The levels of CAD usually increased later than that of PUT,
but final concentrations of CAD were generally higher. This was ob-
served not only for hake, but also for carp (Cyprinus carpio) (KfiZek,
Vacha, Vorlova, Lukasova, & Cupakova, 2004). Similar trends were
observed by Kuley, Ozogul, and Ozogul (2005) for sea bream
(Calamus bajonado), but levels of PUT were higher at the end of
storage. PUT, CAD and SPD levels increased throughout the storage
period of European eel (Anguilla anguilla) especially in samples
stored without ice. The levels present at the time the samples were
rejected were 50-90 mg/kg for PUT and 30-90 mg/kg for CAD
(Ozogul, Ozogul, & Gokbulut, 2006). For rainbow trout (Oncorhyn-
chus mykiss), PUT, TYM, SPD and SPM were recommended as qual-
ity indicators (Ozogul et al., 2006). No universal criterion based on
BAs content has been found so far, because the dynamics of decom-
position is dependent on the fish species and on the microbial pop-
ulation contaminating the flesh. Temperature plays the key role in
BAs formation. Samples of mackerel, stored at 10 and 0 °C con-
tained similar concentrations of BAs after 2 and 6 days, respec-
tively (Mackie, Pirie, Ritchie, & Yamanaka, 1997). Modified
atmosphere packing extends the shelf-life of the flesh. In experi-
ments with big eye tuna (Thunnus obesus) stored at 2 °C, the mod-
ified atmosphere packing mixture (60% CO,, 15% O, and 25% N,)
prolonged the shelf-life from 13 to 22 days, based on HIM and
CAD contents and sensory evaluation (Ruiz-Capillas & Moral,
2005).

1.3. Irradiation of the fish flesh

The increasing quality demands required of foods, and the need
for longer shelf-life periods, has lead to the introduction of new
preservation techniques. Irradiation was proved effective in con-
trolling BAs levels in various foods. For food preservation, gamma
rays, X-rays and accelerated electron beams can be used as sources
of ionising radiation. The applied doses usually range between 0.5
and 6 kGy depending on the processed material. Doses of 4 and
6 kGy were found to be the most effective for blue cheese (Rabie,
Siliha, El-Saidy, El-Badawy, & Malcata, 2011) and ripened sausage
(Rabie, Siliha, El-Saidy, El-Badawy, & Malcata, 2010). Fermented
soybean paste was treated with radiation doses of 5, 10 and
15 kGy. It was found that there was no need to use doses exceeding
5kGy (Kim et al., 2003). Low-dose irradiation combined with
refrigeration extends the shelf-life and keeping quality of fish
(Ozogul, Ozden, Ozogul, & Erkan, 2010). Application of vacuum
packaging and irradiation on chub mackerel (Scomber japonicus)
was found to suppress the formation of BAs by five times the ori-
ginal value during 14 days of refrigerated storage (1°C). The
acceptability test showed that irradiation optimised the sensory
quality and extended the shelf-life of the flesh by 7 days (Mbarki,
Ben Miloud, Selmi, Dhib, & Sadok, 2009). The most significant re-
sult was the reduction of HIM at the selected irradiation dose
(1.5 kGy). It was stated, that samples treated by low irradiation
doses preserved their original fraction of poly-unsaturated fatty
acids (PUFA). Higher doses (above 7 kGy) can reduce the PUFA con-
tents by 21%. In another trial with bonito (Sarda sarda) irradiated at
doses of up to 7.5 kGy, the HIM decrease strongly correlated with
the applied dose level (Mbarki, Sadok, & Barkallah, 2008). HIM,
due to its hygienic importance, is the main amine studied in con-
nection with fish meat irradiation. A low irradiation level of
1 kGy was sufficient to effectively decrease the level of BAs content
in a detailed study of irradiated Atlantic horse mackerel (Trachurus
trachurus) (Mendes, Silva, Nunes, & Empis, 2005). Generally, the
shelf-life prolongation is affected by the radiation dose, method
of packaging, storage temperature and the fish species together
with its aquatic origin. Several extensive reviews of toxicological

and other data by regulatory and health organisations have deter-
mined that food irradiated below 10 kGy is safe (Smith & Pillai,
2004). In the Czech Republic, the upper irradiation dose limit for
fish meat is 3 kGy (Anonymous, 2004). Typical experimental doses
applied on fish meat range between 0.5 and 5 kGy (Ozogul et al.,
2010). This study was undertaken to assess the influence of irradi-
ation on the formation of BAs in vacuum-packed flesh of carp. One
of the objectives was to find the lowest, but still efficient dose of
irradiation, sufficient for suppressing the formation of BAs and pro-
longing the shelf-life of carp flesh.

2. Materials and methods
2.1. Fish samples

2.1.1. Fish production

The trout samples (0. mykiss) were obtained from a fish farm in
Kaplice (south Bohemia, 20 km from Ceské Bud&jovice). In order to
ensure the best uniformity of the natural microbial load, all fish were
caught in the same fish pond and were treated in the same way. The
16 month old fish of average body mass 280 g (250-310 g) were
slaughtered, gutted and, after decapitation and trimming away the
fishtail, the body was cut into two halves (fillets). Portions of about
20 g of muscles from the chest area served as samples.

2.1.2. Sample packaging and storage

Samples were wrapped in PA/PE foil (thickness 80 m) and
sealed under vacuum, level 10 (99%). This was performed using a
professional wrapping machine, Speedy 320 (BossVakuum, Bad
Homburg, Germany). After irradiation, samples were placed in a
refrigerated box with the thermostat set at 3.5 °C.

2.1.3. Irradiation of samples

Packed samples surrounded with cooling cartridges were
placed in a polystyrene box and transported immediately to the
Institute of Nuclear Physics, Academy of Sciences, Prague. The
overall transportation time was 5h and the temperature in the
box was maintained between 0 and 2 °C. Samples were processed
in a high-energy electron beam irradiation facility using a Micro-
tron MT 25 (cyclic electron accelerator) at a fixed energy of
10 MeV, with a dose rate of 90 Gy/min. The irradiation doses for
groups of samples were: 0.25, 0.50, 0.75, 1.0 and 2.0 kGy.

2.1.4. Sampling

Samples were analysed in triplicate after O (fresh meat), 7, 14,
21, 28, 42, 70 and 98 days of storage. The experiments were de-
signed to be dynamic. Irregular intervals of sampling were chosen
due to previous experience with various food samples. At the onset
of storage, the changes in contents of amines are hardly predict-
able. The control samples were not analysed after the 28th day
of storage due to their poor sensory properties. For the same rea-
son, samples irradiated with doses of 0.25 and 0.50 kGy were not
analysed after the 42nd and 70th day respectively. The initial con-
tents of BAs in fresh meat (day 0) were: PUT: 6.28 + 0.90 mg/kg,
CAD: ND, SPD: 3.14 + 1.85 mg/kg, SPM: 2.82 + 0.57 mg/kg, HIM:
ND, TYM: 1.85 + 1.97 mg/kg, TRM: ND.

2.2. Analytical method

2.2.1. Sample extraction and derivatisation

The samples were homogenised with Ultra-Turrax T25 homog-
eniser (Ika Labortechnik, Staufen, Germany). Biogenic amines were
extracted from homogenised material with diluted perchloric acid,
p.a. (0.6 M). After filtration the volume was made up to 150 ml
with perchloric acid. The amines were determined as dansyl
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derivatives after derivatisation with dansyl chloride by UPLC. The

procedure has been described in detail by Dadakova, KfiZek, and
Pelikanova (2009).

2.2.2. Apparatus

UPLC analyses were carried out on an Agilent 1200 Series Rapid
Resolution LC System (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA,
USA). The system was equipped with binary pumps, a micro-vac-
uum degasser, a high performance autosampler and a diode array
detector. Data processing was performed using ChemStation for LC
3D systems (Agilent Technologies).

2.3. Statistical evaluation

Samples were prepared in triplicate from one batch of fish and
each sample was analysed twice. Statistical parameters were cal-
culated using Statistica (data analysis software system) v. 9.0, Stat-
Soft Inc. (2009).

2.4. Sensory tests

As 10 trained panellists are needed for fully valid evaluation,
our sensory results can be understood only as complementary to
the main objective of this study - the determination of chemical
changes in the flesh — and were simplified to three levels: good
(1), acceptable (2) and poor (3). A sensory panel consisting of three
panellists evaluated the meat samples; each panellist tested all
samples twice. The organoleptic properties were based on general
appearance, texture, colour and odour (Table 1).

3. Results and discussion

In control samples (0 kGy), a steady increase in the content of
PUT and TYM, and also CAD was clearly evident (Tables. 2-4).
The increase was observable in the HIM contents as well but there
was also a considerably larger variation of measured values. The
content of polyamines SPD and SPM did not show a statistically
significant change with time. The vacuum-packed control samples
were stable for 7 days at the selected temperature of 3.5 °C. These
samples showed the first sensory signs of decay by the 14th day of
storage. The PUT content exceeded the value of 20 mg/kg which
was found to be critical for samples of good quality (KfiZek et al.,
2004). In subsequent samplings, the increase of the PUT content
and the worsening of sensory indices showed similar trends. The
control samples were not analysed after the 28th day due to their
adverse sensory properties. The effect of radiation on the stability
of samples was crucial and it was already evident at the lowest
radiation doses (0.25 kGy). The samples treated with a dose of
0.25 kGy did not show signs of decay up to the 28th day. Slight
deterioration was observed in the 42nd day. These samples were
discarded as organoleptically unsuitable in the 70th day. On the
42nd day, when the quality of samples began to decrease, the
PUT content exceeded the value of 20 mg/kg. At the same time
the increase of the CAD content was also observed. HIM, which
has been often monitored and discussed in relation to fish meat
quality (Hwang et al., 2010; Ozogul, Kuley, & Ozogul, 2009), was
not detected. Compared to the previous samplings, a remarkable

Table 1
Sensory scheme applied by three panellists.

increase of TYM was found on the 42nd day, although the disper-
sion of measured values was larger in this sampling profile.

The samples treated with the dose of 0.50 kGy did not show any
sensory signs of decay until the 42nd day of storage. These samples
began to differ, significantly, in the levels of BAs, from the 0.25 kGy
samples and the untreated samples (controls) after the 70th day of
storage. The PUT content for the samples irradiated at a dose of
0.50 kGy ranged from 10 to 20 mg/kg (18.3 mg/kg). These values
are typical and show the initial decomposition of the proteina-
ceous matrix (KfiZek et al., 2002). The situation was similar for
the CAD content (33.6 mg/kg). HIM was also detected, but in quite
low concentrations (0.4 mg/kg). The TYM content exceeded 10 mg/
kg (35.6 mg/kg). Both the BAs content and the organoleptic proper-
ties showed that the increase of radiation doses from 0.25 to
0.50 kGy extended the onset point of the decomposition processes
from the 42nd to the 70th day.

An increase of the BAs content was not apparent for doses of
0.75 kGy for the whole experimental period of 3 months. The con-
tent of PUT did not exceed 10 mg/kg, CAD and HIM were not de-
tected and the TYM content was below 10 mg/kg and frequently
below 5 mg/kg. A similar situation was recorded in the samples
treated with 1.0 and 2.0 kGy. The sensory properties of the flesh
were assessed as very good (1) (Table 5), although the texture of
samples stored longer than 70 days showed a decrease in elasticity.

The results reveal that radiation doses within the range of
0.25-0.50 kGy are applicable to increase the short-term shelf-life
of trout flesh. Doses ranging from 0.75 to 2.0 kGy stabilise trout
flesh for longer time, for a period of up to 98 days at temperature
of 3.5°C. Given the understandable requirement to use minimal
radiation doses, it can be recommended to treat this kind of fish
flesh by doses within the range of 0.75-1.0 kGy. A dose exceeding
1.0 kGy does not seem to be necessary. Due to the limitations
(4.5 kGy for chilled uncooked meat; 3 kGy for fish meat) given by
government and USDA regulations (Anonymous, 2004; Smith &
Pillai, 2004), a dose within the range 0.75-1.0 kGy represents
1/4-1/3 of these permissible levels.

Polyamines SPD, SPM and PUT are natural constituents of living
cells (Bardocz, 1995; Halasz, Barath, Simon-Sarkadi, & Holzapfel,
1994), so it was not surprising to find them in all the samples. Fluc-
tuations of SPD and SPM contents were not recorded neither with
the progress of time nor with the irradiation dose. These poly-
amines are sometimes linked with the food quality. A decrease in
the SPD and SPM contents with continuing decomposition of flesh
was described earlier (Mietz & Karmas, 1978). In trials with irradi-
ated trout flesh, this trend was not observed. No statistically impor-
tant decrease of SPD and SPM appeared even in the non-irradiated
samples which were showing the most rapid decay. Similarly to
other authors (Baixas-Nogueras, Bover-Cid, Veciana-Nogues,
Marine-Font, & Vidal-Carou, 2005; Veciana-Nogues, Bover-Cid,
Marine-Font, & Vidal-Carou, 2004), it seems that these polyamines
are not suitable for evaluating the degradation processes. PUT was
also detected in all samples. Earlier works reveal that the content of
PUT and/or CAD is directly related to the decomposition of fish flesh
(Baixas-Nogueras et al., 2005; KfiZek et al., 2004; Ozogul et al.,
2009). The influence of radiation dose to PUT content is very evi-
dent from Table 2. This table also shows the different situation
applying to CAD formation. CAD is liberated from lysine by the

Quality (sensory score)

Good (1)

Acceptable (2) Poor (3)

Odour
Appearance (colour/texture)

Meaty, neutral
White/tightly elastic

Neutral, slightly spicy
Greyish/solid

Fishy, repulsive
Grey/muddy
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Table 2
Content of putrescine and cadaverine (mg/kg) in meat of trout (mean + SD; n = 3).

Time (days)

7 14 21 28 42 70 98
Putrescine

0kGy 7.0+0.97% 21.4 +3.90% 36.3 +7.89% 433+123M - - -

0.25 kGy 7.3 +0.10%¢ 6.5 +2.08" 10.8 + 5.25"8P 12.3 +1.55% 21.9 +0.42 - -

0.50 kGy 5.9 +0.724° 7.8 +1.565° 7.6+1.575° 11.4 + 4.68% 10.3 + 5.77/B> 18.3 £5.20% -

0.75 kGy 5.5 + 0.54%% 6.6+ 1,784 9.2 +1.64% 8.9 + 3.9248P 8.0 + 2.35ABb¢ 10.6 + 2.34° 8.7+0.01%
1.0 kGy 7.9 + 1.77ABCabe 10.4 + 1.65"8Cb¢ 7.2+1.188> 9.8 +0.48° 7.0 + 0.67A8¢ 7.13 +0.055 6.9 +0.014°
2.0 kGy 8.7 £ 1.03%¢ 13.0 £ 1.58%¢ 7.6 £1.88A% 9.8 +1.32A80 9.3 +0.58"° 12.0 £ 2.42480 6.4+ 0.80°
Cadaverine

0 kGy 6.7 +6.76" 21.0 +5.47% 40.8 +5.78% 43.6+13.19 - - -

0.25 kGy ND 2.1+ 3.56%° 11.4+15.17° 9.8+ 17.0%° 35442195 - -

0.50 kGy ND ND 0.95 +2.344P 12.8 + 19.978 4.1+7.65% 33.6+12.9° -

0.75 kGy ND ND ND ND ND ND ND

1.0 kGy ND ND ND 1.0 £0.28"° 2.6+1.10% ND 2.0+2.84%
2.0 kGy ND ND ND 1.2+041° ND ND ND

ND: Not detected; Means indicated by different capital letters in the same row differ significantly (P < 0.05). Means indicated by different lowercase letters in the same

column differ significantly (P < 0.05).

Table 3
Content of spermidine and spermine (mg/kg) in meat of trout (mean + SD; n = 3).
Time (days)
7 14 21 28 42 70 98
Spermidine
0 kGy 3.1 £0.57°> 3.0 +0.58%" 2.5+0.20% 1.8 +0.50% - - -
0.25 kGy 4.6 +0.347 3.6 +1.077% 33+1.11M0 6.9 + 5.74A3>¢ 2.7 +0.91A% - -
0.50 kGy 3.6 +0.44"° 4.8 +1.90"¢ 2.9 +0.8482 3.1 +£0.90%° 2.5 +1.00%° 3.2 +£0.70% -
0.75 kGy 3.1+0.19%¢ 2.8+ 0.5148 4.3 +2.06"5C 3.9 + 2,69ABCabe 2.6+0.19% 3.3+ 1.1648C3P 3.8+0.05%
1.0 kGy 3.8 +0.92AB3b¢ 7.1 +1.51%b¢ 3.0 +0.35% 6.3 + 2.95ABCabe 2.0 +0.25%° 2.7 +0.0252 3.8 +0.385C
2.0 kGy 3.9 +£0.22°° 6.4+0.91¢ 3.4 +0.55™ 6.9 + 1.345¢¢ 3.4 +1.04°Db 5.5 +0.56° 3.6 +1.35%P2
Spermine
0kGy 3.6+0.200 1.7 +0.398¢ 1.9+0.14% 1.5+0.29< - - -
0.25 kGy 40+0.31% 4.1 +1.137Babe 3.1 4 0.624B3b¢ 4.6 +3.217Babe 2.2+0.30% - -
0.50 kGy 3.8+0.29M 5.1 £0.935¢ 4.2 +0.305 2.94+0.53% 3.9 + 0.904° 4.8 +1.5378 -
0.75 kGy 3.5 +0.08% 3.8 £0.53%° 3.3 +1.587b¢ 3.3 +1.52A 3.3 £0.62%% 2.9+0.38% 11.8 +£0.05%
1.0 kGy 3.7+047% 6.6 + 0.795¢b¢ 3.2 £0.47% 5.2 +2,01ABCabe 5.6 +0.185¢ 8.5 +0.05% 9.0 + 1.995¢3P
2.0 kGy 3.6 +0.29% 4.9 + 1.5978abc 3.1+0.17%° 9.1 +2.095¢¢ 4.9 +1.31ABabe 9.0 +1.39% 6.9 + 0965
Table 4
Content of histamine and tyramine (mg/kg) in meat of trout (mean + SD; n = 3).
Time (days)
7 14 21 28 42 70 98
Histamine
0kGy 0.77 £ 1.88% 57.9+16.37° 56.8 +43.07% 103 + 85.0° - - -
0.25 kGy ND ND ND ND ND - -
0.5 kGy ND ND ND ND ND 0.4+0.19 -
0.75 kGy ND ND ND ND ND ND ND
1.0 kGy ND ND 0.5+0.41° ND ND ND ND
2.0 kGy ND ND ND ND ND ND ND
Tyramine
0 kGy 8.8 +5.65" 46.6 +13.0%2 82.1£20.9% 122 +19.8P* - - -
0.25 kGy 4.4 +1.007° 3.4+ 1.18%%° 5.4 + 5.06AB¢bc 1.5 +0.75%¢ 54.2 + 25.5Cb¢ - -
0.5 kGy 29+1.214° 3.0+ 0274 2.1+1.17% 49+131% 8.7 + 15.2ABabe 35.6+11.9% -
0.75 kGy 2.7 +1.04A8b¢ 2.8 +1.73A8b¢ 1.3+ 0.20"% 1.4 +0.27/8¢ 6.7 + 1.98°¢ 1.9 +0.765¢ 7.2 +0.05%
1.0 kGy 0.8 + 0.48%¢ 0.4 % 0.09%° 0.4+ 0.10%° 0.7 % 1.04AB¢be 1.8 +0.35% 2.8+0.05% 4.1 +2.72A8Cb
2.0 kGy 0.5 + 0.26%° 0.4 % 0.05%° 0.7 £ 0.14%¢ 0.3 £0.02° 0.9 + 0.2248¢ 1.3+0.18% 2.3+0.45%

action of bacterial decarboxylases. In living cells, it is present in
much lower quantities compared to other polyamines (Kusano,
Berberich, Tateda, & Takahashi, 2008). For these reasons it was
not detected in fresh trout meat and in samples of good quality.
In any case, the CAD content increases with the disintegration of
sample proteins. By comparison with PUT, the CAD values showed
a larger dispersion of values measured in parallel. Similarly to PUT,

the increase of the CAD content followed the worsening of quality
of stored samples. However, it appears that changes in the content
of PUT took place more fluently compared to that of CAD. It was typ-
ical for the dynamics of CAD formation that good quality samples
contained this amine below the detection limit; the increase of
CAD in samples of inferior quality was much more intensive com-
pared with that of PUT.
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Table 5
Sensory score of samples (1 is the best).
Time (days)
7 14 21 28 42 70 98
0 kGy 1 2 3 - - - -
0.25 kGy 1 1 1 2 2 - -
0.5 kGy 1 1 1 1 1 2 3
0.75 kGy 1 1 1 1 1 1 1
1.0 kGy 1 1 1 1 1 1 1
2.0 kGy 1 1 1 1 1 1 1

TRM was not detected in any of the samples while HIM differed
markedly from the other amines. With few exceptions, this amine
was not detected in the samples treated with radiation. Even a dose
of 0.25 kGy effectively suppressed its formation. The formation of
HIM, which has been very typical and monitored for marine fish -
especially scombroid species, was observed only in non-irradiated
trout samples. Non-irradiated samples stored for 14 days showed
signs of beginning sensory deterioration. The HIM content was
57.9 mg/kg, which is markedly below the 100 mg/kg limit that is
set by the regulation (Anonymous, 1991). This limit was exceeded
after 28 days of storage, at a time when samples would not be accept-
able by the consumer. The HIM content did not precede the sensory
changes of samples so it does not seem to be a good quality marker
for trout meat. However, HIM in trout flesh does not represent a sim-
ilar risk for consumers as it does in the case of scombroid fish.

An interesting trend was observed for TYM. This amine was de-
tected in all samples, though often in amounts near the detection
limits. The trends in TYM formation in relation to the storage per-
iod and the irradiation dose were very similar to that of PUT and
CAD. The dominance of TYM, PUT and CAD in samples of inferior
quality resembled the results of Baixas-Nogueras et al. (2009)
working with gutted and ungutted hake. In irradiated samples of
good quality, the TYM content did not exceed the value of
10 mg/kg, which is very similar value to PUT or CAD. Samples
showing the first sensory signs of decay contained 10-50 mg/kg
of TYM. In spoiled samples (sensory level 3), the TYM content ex-
ceeded the value of 50 mg/kg. The formation of TYM used to be
associated with the action of lactobacilli (Roig-Sagues, Ruiz-Capi-
llas, Espinosa, & Hernandez, 2009). These micro-organisms may
contaminate the fish flesh in processing plants even when good hy-
giene practices are followed. The contents of three of the moni-
tored BAs - PUT, CAD and TYM corresponded very well with the
organoleptic characteristics of the stored samples and the radiation
dose used. For high quality samples the contents of each of these
amines was below 10 mg/kg.

4. Conclusions

The contents of biogenic amines in vacuum-packed trout meat
stored at 3.5 °C can be noticeably reduced by the application of
high-energy electron beam irradiation. The concentrations of the
most toxicologically important biogenic amines HIM and TYM
did not exceed the value of 1 and 10 mg/kg respectively for those
samples with good organoleptic properties. The samples of good
quality did not exceed 10-20 mg/kg of either PUT or CAD. Consid-
ering the biogenic amines content, the doses within the range of
0.75-1.0 kGy prolonged the shelf-life of the trout flesh by up to
70-98 days respectively. Higher irradiation doses, though within
the regulation rules, seem to be redundant.
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The effects of vacuum packaging followed by high pressure processing on the shelf-life of fillets of rain-
bow trout (Oncorhynchus mykiss) were examined. Samples were pressure-treated at 300 and 500 MPa and
were stored at 3.5 and 12 °C for up to 28 days (control — 0 MPa) and 42 or 70 days (pressure-treated; 12
and 3.5 °C resp.). The content of eight biogenic amines (putrescine, cadaverine, spermidine, spermine,

histamine, tyramine, tryptamine and phenylethylamine) were determined. Putrescine, cadaverine and
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tyramine showed very good correspondence with the level of applied pressure and organoleptic proper-
ties. Samples of very good quality contained less than 10 mg/kg of each of these amines. Polyamines sper-
midine and spermine did not show statistically significant changes with the level of applied pressure and
the time of storage. Tryptamine, phenylethylamine and histamine (with the single exception of a sample
stored for 70 days) were not detected in pressure-treated samples kept at 3.5 °C.

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Biogenic amines (BAs) - such as putrescine (PUT), cadaverine
(CAD), spermidine (SPD), spermine (SPM), histamine (HIM), tyra-
mine (TYM), tryptamine (TRM) and phenylethylamine (PEA) are
widely distributed in proteinaceous foods. BAs are formed by
decarboxylation of amino acids as a result of metabolic processes
in plants and microorganisms. In stored flesh, amines are gener-
ated by the action of spoilage bacteria decarboxylases. There are
two main reasons for amine determination in foods. The first is
their potential toxicity, the second is the possibility to use them
as decomposition markers.

1.1. Biogenic amines in fish

Amines are found at very low levels in fresh fish, and their accu-
mulation is associated with bacterial spoilage (Prester, 2011). The
quality of the raw material, time and temperature of storage are
critical to the accumulation of BAs (Pons-Sanchez-Cascado,
Veciana-Nogues, & Vidal-Carou, 2003). Gutting of fish leads to an
increase in the microbial contamination of its flesh, which results

* Corresponding author. Tel.: +420 387 772 655; fax: +420 385 310 405.
E-mail address: krizek@zf.jcu.cz (M. KfiZek).

0308-8146/$ - see front matter © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.10.011

in liberation of BAs, and this is reflected in the lower sensory
properties.

Biogenic amines can serve as indicators of decomposition of
fish. PUT, CAD, HIM and TYM are most often discussed in this con-
text (Gokoglu, Yerlikaya, & Cengiz, 2004). CAD may be regarded as
the specific spoilage marker for hake (Merluccius merluccius) stored
at chilling temperatures, however, for this kind of preservation the
sum of PUT, CAD, HIM and TYM contents seems to be a better indi-
cator of spoilage (Baixas-Nogueras, Bover-Cid, Veciana-Nogues,
Marine-Font, & Vidal-Carou, 2005). The levels of CAD usually in-
crease later than that of PUT, but final concentrations of CAD are
generally higher. These trends were observed not only for marine,
but also for fresh water species (Baixas-Nogueras, Bover-Cid,
Veciana-Nogues, & Vidal-Carou, 2002; Kuley, Ozogul, & Ozogul,
2005; Krizek, Vacha, Vorlova, Lukasova, & Cupakova, 2004). While
marine fish have been studied in great detail, fresh water fish have
been studied to a much smaller extent. For rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss), PUT, TYM, SPD and SPM were recom-
mended as quality indicators (Chytiri, Paleologos, Savvaidis, &
Kontominas, 2004). The calculated, combined criterion correlated
with the sensory rejection time for rainbow trout (Katikou,
Georgantelis, Paleologos, Ambrosiadis, & Kontominas, 2006) and
for carp (KfiZek, Pavlicek, & Vacha, 2002). PUT, CAD and SPD levels
increased throughout the storage period of European eel (Anguilla
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anguilla), especially in samples stored without ice. The levels pres-
ent at the time the samples were rejected were 50-90 mg/kg for
PUT and 30-90 mg/kg for CAD (Ozogul, Ozogul, & Gokbulut,
2006b). For rainbow trout (0. mykiss), PUT, TYM, SPD and SPM
were recommended as quality indicators (Ozogul, Ahmad, Hole,
Ozogul, & Deguara, 2006a).

1.2. Influence of high-pressure treatment on foods

When high hydrostatic pressures (100-1000 MPa) are applied
to packages of food submerged in a liquid, the pressure is distrib-
uted uniformly throughout the food, so that all parts receive the
same treatment (Fellows, 2009). For inactivation of most of the
gram-negative bacteria, sufficient pressures are around 300 MPa,
yeasts and moulds need pressures around 400 MPa, gram-positive
bacteria are destroyed at pressures above 500 MPa. Bacterial
spores can be resistant to very high pressures, even higher than
1000 MPa (Cheftel, 1992).

Destructive effect of high pressure on microorganisms is based
primarily on inactivation of enzymes, damage of DNA, RNA, ribo-
somes, and the destruction of membranes and cell walls. Destruc-
tion is caused by rapid changes in cell volume and denaturation of
proteins in membranes and cell walls (Cheftel & Culioli, 1997;
Fellows, 2009).

Information on the formation of BAs in meat or meat products
that were treated by high pressure is scarce. BAs were determined
in samples of smoked cod (Gadus morhua), treated at 400, 500 and
600 MPa (Montiel, De Alba, Bravo, Gaya, & Medina, 2012). Surpris-
ingly, only TRM and SPM were detected, elevated contents of TRM
were found especially in high-pressure treated samples. Changes in
BAs concentration did not show a clear tendency as a result of the
storage period. An extensive study was performed on meat prod-
ucts — frankfurters, sausages and ham. Contrary to control samples
of frankfurter, TYM, PUT and CAD in processed samples (400 MPa)
did not exhibit concentration changes throughout the storage per-
iod (Ruiz-Capillas, Carballo, & Jimenez-Colmenero, 2007b). Similar
results were found in samples of dry-cured “chorizo” sausage, but
moreover, an increase of SPD content was recorded (Ruiz-Capillas,
Colmenero, Carrascosa, & Munoz, 2007c). In spite of the fact that
microbial load did not increase in the pressurized samples, the
BAs load did, possibly due to continuing decarboxylase activity in
the substrate. In a study of vacuum-packaged cooked sliced ham
treated by 400 MPa the fluctuation of storage temperature was
tested (2-12 °C). This simulation of temperature abuses showed,
that TYM might be the best marker of such processes (Ruiz-
Capillas, Carballo, & Colmenero, 2007a). Similarly to preserved veg-
etable foodstuffs (sauerkraut fermented shredded cabbage) (Kalac,
Spicka, Kiizek, & Pelikianova, 2000; Spicka, Kala¢, Bover-Cid, &
KfiZek, 2002), experiments with the inoculation of trout fillets with
lactic acid bacteria were conducted (Kuley, Ozogul, Ozogul, &
Akyol, 2011). Contrary to the example of sauerkraut inoculated
with lactic acid bacteria, in inoculated trout fillets the suppression
of BAs formation was not observed.

The aim of this work is extending knowledge of the dynamics of
decomposition processes in fish flesh preserved by less traditional
technology.

2. Materials and methods
2.1. Fish samples

2.1.1. Fish production

The trout samples (O. mykiss) were obtained from a fish farm in
Kaplice (south Bohemia). In order to ensure the best uniformity of
the natural microbial load, all fish were caught in the same fish

pond and were treated in the same way. The 16-month-old fish
of average body mass 280 g (250-310 g) were slaughtered, gutted
and, after decapitation and cutting off the caudal part, the body
was cut into two halves. Portions of about 20 g of muscles from
the dorsal to abdominal side, ca 3 cm wide with the skin and bones
were used as samples.

2.1.2. Sample packaging and storage

Samples were wrapped in PA/PE foil (thickness 80 pm) and
sealed under vacuum, level 10 (99%). This was performed using a
professional wrapping machine, Speedy 320 (BossVakuum, Bad
Homburg, Germany). After high-pressure treatment, samples were
placed in two refrigerated boxes with thermostats set at 3.5 and
12 °C.

2.1.3. High-pressure treatment

Packed samples surrounded with cooling cartridges were
placed in a polystyrene box and transported immediately to the
Food Research Institute, Prague. The overall transportation time
was 5 h and the temperature in the box was maintained between
0 and 2°C. The packed samples were HP-treated at 300 and
500 MPa for 10 min at 20 °C in a high-pressure processor (CYX 6/
0103, made by ZDAS, Zdar n. Sazavou, Czech Republic) using water
as the pressure-transmitting medium. The pressure vessel (diame-
ter 90 mm, height 320 mm) had a 2 | capacity and the maximum
operating pressure was 600 MPa. The rate of pressure increase
was 8.3 MPa/s, and the depressurization time was less than 4 s.
The control samples were held for 10 min at ambient pressure
(0.1 MPa) at 20 °C.

2.1.4. Sampling

Samples were analysed in triplicate after O (fresh meat), 7, 14,
21, 28, 42 and 70 of storage. The experiments were designed to
be dynamic. Irregular intervals of sampling were chosen due to pre-
vious experience with various food samples. At the onset of storage,
the changes in contents of amines are hardly predictable. The con-
trol samples were not analysed after the 28th day of storage due to
their poor sensory properties. For the same reason, HP-treated sam-
ples kept at 12 °C were not analysed after the 42nd day.

2.2. Analytical method

2.2.1. Sample extraction and derivatisation

The samples were homogenised with an Ultra-Turrax T25
homogeniser (Ika Labortechnik, Staufen, Germany). Biogenic
amines were extracted from the homogenised material with di-
luted perchloric acid, p.a. (0.6 M) (Acros, Geel, Belgium). After fil-
tration, the volume was made up to 150 ml with perchloric acid
(0.6 M). The amines were determined as dansyl derivatives after
derivatisation with dansyl chloride by UPLC (column: Agilent Zor-
bax Eclipse XDB C;g; 50 x 4.6 mm ID, 1.8 um particle size). The
procedure has been described in detail by Dadakova, Kfizek, and
Pelikdnova (2009).

2.2.2. Apparatus

UPLC analyses were carried out on an Agilent 1200 Series Rapid
Resolution LC System (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA,
USA). The system was equipped with binary pumps, a micro-
vacuum degasser, a high performance autosampler and a diode
array detector. Data processing was performed using a ChemSta-
tion for LC 3D systems (Agilent Technologies).

2.3. Statistical evaluation

Samples were prepared in triplicate from one batch of fish and
each sample was analysed twice. The statistical parameters were
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Table 1
Sensory scheme applied by three panellists.

Quality (sensory score)

Good (1) Acceptable (2) Poor (3)
Odour Meaty, neutral Neutral, slightly Fishy,
spicy repulsive
Appearance (colour/ White/tightly Greyish/solid Gray/
texture) elastic muddy

calculated using Statistica (data analysis software system) v. 9.0,
Stat-Soft Inc. (2009).

2.4. Sensory tests

As 10 trained panellists are needed for fully valid evaluation,
our sensory results can be understood only as complementary to
the main objective of this study - the determination of chemical
changes in the flesh - and were simplified to three levels: good
(1), acceptable (2) and poor (3). A sensory panel consisting of three
panellists evaluated the meat samples; each panellist tested all
samples twice. The organoleptic properties were based on general
appearance, texture, colour and odour (Table 1).

Table 2

3. Results and discussion

Samples of trout flesh were analyzed in triplicate. The initial
contents of BAs in fresh meat of trout (day 0) were: PUT:
5.21+0.56 mg/kg, CAD: ND, SPD: 2.98+0.70 mg/kg, SPM:
427 £1.91 mg/kg, HIM: ND, TYM: 2.52 +1.77 mg/kg, TRM: ND.
The mean amine contents for control and pressure-treated samples
at both temperatures are given in Tables 2-5.

3.1. Putrescine, cadaverine and tyramine

PUT, CAD and TYM, the dominant amines in trout flesh, reached
lower values during the storage of pressure treated samples at low-
er temperature (3.5 °C). In most of the samples, a steady increase of
the content of PUT, CAD and TYM was evident during the storage,
regardless of temperature and the applied pressure. Substantial
differences were found in the extent of amines formation.

In the current study of trout flesh, at the selected temperature
of 3.5°C, vacuum-packed control samples were stable for 7-
14 days. These samples showed the first sensory signs of decay
by the 21st day of storage. In subsequent samplings, the increase
of PUT content and the worsening of sensory indices showed sim-
ilar trends (Tables 2 and 6). Control samples were not analyzed
after the 28th day due to their adverse sensory properties. The

Content of putrescine and cadaverine (mg/kg) in meat of trout (mean + SD; n=3). T; =3.5°C, T, = 12 °C.

Time (days)

7 14 21 28 42 70
Putrescine
0 MPa (Ty) 5.7 £0.74" 14.6 +2.68% 24.6 +8.905¢ 34.9+9.10% - -
300 MPa (Ty) 4.7 £1.34M 4.2 +1.00%° 8.4+211%" 16.0 +2.76% 53.3 +13.4% 47.0 +37.745C2
500 MPa (T;) 4.1+0.28M 4.4 +0.36% 8.7 +1.228° 6.5+ 0.07%° 7.4 +0.50°° 29.8 + 255482
0 MPa (Ty) 32.4+6.79" 88.5 +22.28 97.4 +9.95% 225 +73.1% - -
300 MPa (T,) 17.3 £2.58"P 34.7 + 12,5480 52.2 +13.6%° 113 £22.6% 177 +21.5P2 -
500 MPa (T>) 5.4 £0.64"¢ 14.1 £9.7978° 15.0 + 13.978¢ 10.6 +1.51%° 12.9 + 3,690 -
Cadaverine
0 MPa (T;) 8.8+4.78" 33.7+4.03° 79.4 61,508 67.7 £10.0% - -
300 MPa (T;) ND ND 3.7+ 0.42% 11.0+10.3%° 84.0 +61.3" 71.8 + 64.6"
500 MPa (T;) ND ND ND ND ND 114+ 103°
0 MPa (T,) 69.9 +15.6" 179 £ 19.45 239 +57.65 352 +65.3% - -
300 MPa (T3) 59.3 +10.4 165 + 6.26% 172 +90.2/8¢C 341+ 67.4P? 478 +74.5° -
500 MPa (T5) ND 433+75.1° ND ND ND -
ND: not detected; Means indicated by different capital letters in the same row differ significantly (P < 0.05).
Means indicated by different lowercase letters in the same column (for respective temperature) differ significantly (P < 0.05).
Table 3
Content of histamine and tyramine (mg/kg) in meat of trout (mean +SD; n=3). T; =3.5°C, T, =12 °C.
Time (days)
7 14 21 28 42 70
Histamine
0 MPa (Ty) ND 1.1+£1.95 2.4+407 17.5 + 6.86 - -
300 MPa (T;) ND ND ND ND ND ND
500 MPa (T;) ND ND ND ND ND 1.8+3.06
0 MPa (Ty) 133 £95.0M 212 +51.97 150 £ 79.17 113 £48.8M - -
300 MPa (T5) 2.0 3.49% 7.0 £6.78° 0.9+ 1.60% 2.4+421% 5.145.34" -
500 MPa (T,) ND ND 36.7 +34.2M 2.5 +4.25% 13.9 +24.2M -
Tyramine
0 MPa (T;) 2.4 +2.83% 12.4 5,045 21.2 +0.96%2 62.9+15.3% - -
300 MPa (T;) 6.3 +4.00% 10.4 +3.80% 29.6 +11.6% 45.7 £22.67 137 £41.1% 203 + 172483
500 MPa (T;) 1.5+0.32" 3.0 +2.00482 1.5 +0.86"" 6.7 + 2.41480 4.9 +1.44° 67.8 + 113482
0 MPa (Ty) 81.8 £14.7M 243 £ 66.2% 286+ 71.6% 367 + 135782 - -
300 MPa (T5) 58.8 + 8.84" 149 + 77.7/83> 240 + 87.5%° 290 + 22.652 537 +100% -
500 MPa (T») 2.0+0.214° 9.0 +8.65"> 63.1+76.85> 156 + 72.6%2 210+ 1965 -

ND: not detected; Means indicated by different capital letters in the same row differ significantly (P < 0.05).

Means indicated by different lowercase letters in the same column (for respective temperature) differ significantly (P < 0.05).
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Table 4

Content of spermidine and spermine (mg/kg) in meat of trout (mean +SD; n=3). T; =3.5°C, T, =12 °C.
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Time (days)

7 14 21 28 42 70
Spermidine
0 MPa (Ty) 2.4+0.14% 2.3+048 " 2.1+2.004 2.2+2.00" - -
300 MPa (T;) 241026 2.7+0.60 A 51+197" 3.11£0.74 M 33+134M 23+041M
500 MPa (T;) 1.9+029 " 2.6 +0.63782 5.7 £2.07/82 49+1.22% 4.0 +2.3478 2.4 +0.66"82
0 MPa (Ty) 11070 M ND 0.5 +0.90 A ND - -
300 MPa (Ts) 1.9+028 " ND 1.2+1.054 ND 1.8+317M -
500 MPa (T>) 22+034M 2410294 1.6+043 " 2.2+3.88% 20+345M -
Spermine
0 MPa (T;) 3.3+046 " 3.3+0.54 A 2.3+0.50 23+1.97M - -
300 MPa (T;) 6.8 £ 1.41A80 9.7 £2.27%° 7.0 £ 1,678 9.6 +2.07%° 8.4+4.2178 2.4£2.48%
500 MPa (T;) 3.8+0.97 M 4.6+ 1.2208 6.7 £ 1.355P 13.6 £ 1.55° 12.7 £2.94P2 2.1+£0.90
0 MPa (Ty) 1.8+039 " ND ND 45+7.8M - -
300 MPa (Ty) 231047 M ND 40+1.178 ND ND -
500 MPa (T) 4.2 £0.64"° 3.8+0.33% 2.2+0.81% 3.1+ 54482 4.4 +7.64"8 -

ND: not detected; Means indicated by different capital letters in the same row differ significantly (P < 0.05).

Means indicated by different lowercase letters in the same column (for respective temperature) differ significantly (P < 0.05).

Table 5

Content of tryptamine and phenylethylamine (mg/kg) in meat of trout (mean + SD; n=3). T; =3.5°C, T, = 12 °C.

Time (days)

7 14 21 28 42 70
Tryptamine
0 MPa (Ty) ND ND ND ND - -
300 MPa (T;) ND ND ND ND ND ND
500 MPa (T;) ND ND ND ND ND ND
0 MPa (Ty) ND 223+11.7% 18.4+18.2M 35.7 £27.9M - -
300 MPa (T) ND 7.1+12.3% 2.0+3.42% 3.6+6.28M 4.2 +3.66% -
500 MPa (T) ND 2.0+3.53M ND 13.4+23.1M ND -
Phenylethylamine
0 MPa (T;) ND ND ND ND - -
300 MPa (T;) ND ND ND ND ND ND
500 MPa (T;) ND ND ND ND ND ND
0 MPa (Ty) ND 4.2+588M 12.2 £+ 6.9748 21.5+8.10% - -
300 MPa (T3) ND 1.5+£2.52M 9.2+4.87M 20.0 £ 16.0" 28.1+21.5% -
500 MPa (T>) 1.4 +2.43" 2544317 ND 18.1£31.4M 5941027 -

ND: not detected; Means indicated by different capital letters in the same row differ significantly (P < 0.05).
Means indicated by different lowercase letters in the same column (for respective temperature) differ significantly (P < 0.05).

Table 6
Sensory score of samples (1 is the best).

Time (days)

and samples treated with 300 MPa. The first signs of decay of sam-
ples kept at 3.5 °C treated with 500 MPa were apparent on the
42nd day of storage (sensory score 2). Contrary to expectations,
at this time profile, PUT content did not exceed 10 mg/kg and

7 14 21 28 42 70 CAD was still not detected.
0 MPa (T) 1 1 2 2-3 - - Faster decomposition processes at 12 °C gave rise to higher lev-
300 MPa (Th) 1 1 1 1 2 3 els of PUT and CAD in less time. Control samples, which were not
500 MPa (T;) 1 1 1 1 2 3 d by high declined i i h beginni
0 MPa (T) 3 3 3 3 i N treated by hig pressure, declined in qua ity at the very beginning
300 MPa (T») 2 3 3 3 3 of storage. Even in the first time profile (7th day), they showed ad-
500 MPa (T2) 1 2 3 3 3 - verse sensory properties - sensory score 3. The levels of PUT and

effect of pressurization on the stability of samples was substantial
and it was evident at both pressure levels. Samples treated with
300 MPa did not show signs of decay up to the 28th day. The orga-
noleptic signs of deterioration were observed at the 42nd day (sen-
sory score 2), however the PUT level on the 28th day (16 mg/kg)
revealed some onset of decomposition. CAD contents exceeding
10 mg/kg were also detected on the 28th day. Samples treated with
300 MPa were discarded as organoleptically unsuitable on the 70th
day (sensory score 3, experiments had not been designed for more
than 70 days). The increase of PUT and CAD contents above 10-
20 mg/kg precede organoleptic signals of decay in control samples

CAD at that time were comparable to those at the 28th day of stor-
age for samples kept at 3.5 °C. In other words, comparable levels of
PUT and CAD in control samples kept at higher temperature were
reached four times faster than in samples kept at 3.5 °C. The pres-
sure level of 300 MPa does not seem to be sufficiently effective at
12 °C. With the exception of the first time profile (7th day), con-
tents of PUT exceeded 20 mg/kg. From the 14th day forward, the
sensory scores were “3” in all time profiles. This status was simi-
larly signalled by the contents of PUT and CAD, finally reaching
hundreds of mg/kg. At higher storage temperatures the remaining
microorganisms can easily propagate. This results in a more pro-
gressive decomposition. The results at the pressure level of
500 MPa (12 °C) were rather surprising. The PUT levels did not
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show any distinct increase in spite of the fact, that sensory proper-
ties were gradually worsening from 1 (the 7th day) to 3 (the 21st
day). Similarly CAD, with the exception of the 14th day, was not
detected. These trends do not fully correspond with trends re-
corded on samples kept at 3.5 °C, but, as mentioned above, some
indication of such behaviour was also recorded in the lower tem-
perature. The reason for poor correlation between the PUT and
CAD contents and sensory properties in samples pressurized to
500 MPa, especially at 12 °C is not clear. Probably, those processes
that lead to the worsening of (more complex) sensory parameters
need not be based only on bacteria possessing decarboxylative
properties.

The steepest increase in the contents of PUT and CAD was found
especially in the control samples. For pressure-treated samples,
PUT and CAD showed minimal increase in samples treated by
500 MPa, regardless of temperature. The effects of high pressure
and temperature levels on the dynamics of PUT and CAD formation
are clearly evident. Unlike CAD, PUT was found in all samples,
which was not surprising, because PUT is a substance present in
all living cells (Halasz, Barath, Simon-Sarkadi, & Holzapfel, 1994).
The absence of CAD, especially in pressure-treated samples at the
beginning of storage, is caused by the fact, that in tissues CAD is
present in much lower quantities compared to other polyamines
(Kusano, Berberich, Tateda, & Takahashi, 2008). CAD is liberated
from lysine by the action of bacterial decarboxylases. For these rea-
sons, it was not detected in fresh trout meat and in stored samples
of good quality. In carp flesh (Cyprinus carpio), contents of PUT at
<10 mg/kg were typical for samples of good quality, PUT contents
of 10-20 mg/kg were related to the onset of spoilage, and values
exceeding 20 mg/kg were usually found in samples of inferior
quality (KfiZek et al., 2002).

Despite the fact, that TYM is not a polyamine, the dynamics of
its formation may be somewhat similar to PUT or CAD. Contrary
to the possible formation of HIM, TRM, PEA and even CAD, TYM
was found in all samples. The formation of TYM corresponded
very well with the organoleptic properties. It was shown earlier
(Baixas-Nogueras, Bover-Cid, Veciana-Nogues, & Vidal-Carou,
2009; Krizek, Matéjkova, Vacha, & Dadakova, 2012), that samples
of good quality usually do not contain more than 10 mg/kg of
TYM. This is in accordance with current results. In control samples
kept at 3.5 °C, this proposed limit was exceeded by the 14th day
(sensory score 1). A continuous increase in TYM content can be
seen in pressure-treated samples (300 MPa, 3.5 °C), despite the fact
that the sensory score remains “1” up to the 28th day. TYM content
very steadily increases with the storage time and its elevated con-
tent often precedes the organoleptic signs of decay. Similarly to
PUT and CAD in this study, samples pressurized to 500 MPa
(3.5°C) contained low amounts of TYM (up to 10 mg/kg), with
the exception of some specific sample in the 70th day. The overall
sensory status of samples kept at 12 °C corresponded well with the
TYM content. Its concentration was in tenths and hundreds of mg/
kg. It is interesting that, contrary to PUT and CAD, the contents of
TYM correlated better with the rapid deteriorative process in these
samples (500 MPa, 12 °C).

3.2. Spermidine and spermine

Similarly to PUT, SPD and SPM are polyamines naturally occur-
ring in all cells (Halasz et al., 1994), so it was not surprising to find
them in most of the samples, although usually in low concentra-
tions. Statistically important fluctuations of SPD and SPM contents
were not recorded - neither with the progress of time nor with the
pressure level (Table 4). These polyamines are sometimes linked
with food quality. A decrease of SPD and SPM contents with contin-
uing decomposition of flesh was described earlier (Mietz & Karmas,
1978). In trials with pressure-treated trout flesh, this trend was not

clearly observed. No statistically important decrease of SPD and
SPM appeared even in the control samples which were losing their
quality most rapidly. On the other hand, in the control samples and
in those 300 MPa samples kept at 12 °C (which were of inferior
quality), SPD and SPM levels were lower and sometimes these
polyamines were not detected contrary to those samples kept at
3.5°C. In any case a comparison of these reduced contents of
polyamines at 12°C with that at 3.5°C was not statistically
important. Similarly to other authors (Baixas-Nogueras et al.,
2005; Veciana-Nogues, Bover-Cid, Marine-Font, & Vidal-Carou,
2004), it seems that these polyamines are not suitable for evaluat-
ing the degradation processes because of their low contents and
minor changes during the storage process.

3.3. Histamine, tryptamine and phenylethylamine

With the exception of three control samples and one sample
with a sensory score of 3 (500 MPa), HIM, TRM and PEA were not
found in trout flesh kept at 3.5 °C. The overall sensory status of
samples kept at lower temperature was generally better, compared
to those kept at higher temperature, so this might be the reason for
the absence of those amines which are typical for deep decay. Con-
trol samples kept at 12 °C were of sensory grade 3 from the very
beginning of storage. HIM contents in these samples exceeded
100 mg/kg. Both pressure levels had an important impact on the
suppression of HIM formation at this temperature. However HIM
does not appear to be a substance that would adequately signal
or predict the beginning of degradation processes. In any case,
the toxicologically important concentration of HIM (>100 mg/kg)
(Hungerford, 2010) was reached in samples of inferior quality, so
this amine in trout flesh does not represent a similar risk for con-
sumers as it does in the case of scombroid fish. Similar situation
was observed for TRM and PEA. They were found only in samples
kept at 12 °C. Pressure-treated samples tended to contain less
TRM and PEA. With two exceptions, these amines were found only
in samples of sensory score 3.

4. Conclusions

The contents of biogenic amines in vacuum-packed trout meat
can be noticeably reduced by the application of high hydrostatic
pressure. The concentrations of the most toxicologically important
biogenic amines HIM and TYM did not exceed the value of 2 and
13 mg/kg respectively for those samples with good organoleptic
properties. Samples of good quality did not exceed 10-35 mg/kg
of either PUT or CAD. The recommended storage time limit for vac-
uum-packaged trout meat, specified by producers, is about 5-
6 days at the temperature of 3.5 °C. The application of high hydro-
static pressure can substantially extend this period - by approxi-
mately four times, to 21-28 days. High hydrostatic pressure
treatment was much less effective at 12 °C. At 300 MPa, contents
of PUT, CAD and TYM, amines that correlated best with sensory
properties, increased more rapidly at this temperature. At
500 MPa (12 °C), contents of PUT and CAD did not correspond well
with the sensory score. In these samples TYM was the only one
which kept a close correlation with the organoleptic status of sam-
ples. It seems that application of high pressure does not provide
sufficient degree of protection to samples stored at 12 °C.
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