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SOUHRN

Cilem této diplomové prace bylo zjistit obsah obimgennich amit a polyamir,
presrEji putrescinu (PUT), spermidinu (SPD), sperminulgPhistaminu (HIM), kadaverinu
(CAD), 2-fenylethylaminu (PEA), tyraminu (TYM) aypstaminu (TRM) v gstovaném
Zampionu zahradninAgaricus hortensjsbéhem skladovani, mraZeni a tepelnych Gprav.

Informaci tykajicich sesthto amiri v potravinach, je v dnesni dblelké mnozstvi,

ale bohuzel udaje o obsahu athinjedlych houbéach v literata stale chybi.

Koupené vzorky byly z firmyeské houby a.s. sidlici v Sstavi. Odebrané Zampiony
byly ihned zpracovany. Zmrazené vzorky v PEcézh byly sledovany po dobu 0 az 3stal.
Varené, blanSirované a syrové vzorky Zampibgly analyzovany na gatesni koncentraci
v den 0 a nasledrl., 2. a 4. den po usklaghi pri 6 °C.Cast vzork z kaZzdého pokusu byla
sledovana po jednom dni uskladi pii 22 °C.

Naprosto nejvyssi koncentrace byla zjist ve vSech pokusech u SPD.&mv obsahu
amini v upravenych i syrovych Zampionech sedm 4 dii skladovani p 6 °C pohybovaly
zvySeni obsahu u TYM a j&StyrazrejSi u SPM. Naist obsahu se projevil také po beai
Zampiorii, a to u SPD a vestSi mire u SPM. Skladovanifpteplot 22 °C nejvice ovlivnilo
obsah PEA — u wanych Zampiof obsah znén¢ poklesl, u blanSirovanych naopak stoupl.
Také u syrovych zampidrvedlo skladovaniiptéto teplo¥ ke zn&nému zvySeni obsahu
SPM. Mrazeni vyrazhneovlivnilo Zadny z amin TRM a CAD nebyli analyzoutbec
zjisteny, HIM se na nizSi arovni objevil po utemi Zampiofi a po skladovani syrovych

Zampiori pii 22 °C.

Domnivam se, Ze zji&hé udaje mohou pomoci ro#lidaje v literatiée a nabizi

moznost dalSiho za¥teni vyzkumu v oblasti biogennich amiim jedlych houbach.

Kli¢ova slova: Zampion zahradni, biogenni aminy, polggnskladovani, tepelné Gpravy,
HPLC.



SUMMARY

The target of this thesis was found content of Eeigbgenic amines and polyamines,
specifically putrescine (PUT), spermidine (SPDgrspine (SPM), histamine (HIM),
cadaverine (CAD), 2-phenylethylamine (PEA), tyraen{iYM) and tryptamine (TRM)

in growed Agaricus hortensis during storage, froaed heat treatment.

There are many information dealing with these aminghe food in this time, but
unfortunately data on the content of amines inlediitashrooms in literature are still missing.

The samples were providing from compaigské houby a.s. in Sédlav. Those
mushrooms were immediately processed. Frozen sanmpRE sack (plastic bags) were
tracked during three months. Boiled, blanched amdsamples of mushrooms were analysed
in the beginning of concentration at day 0 and thehand 4 days at 6 °C in the storage.
Some samples of each experiment monitored aftedap®f storage at 22°C.

Absolutely the highest concentrations found ireajperiments with SPD. Changes

in the content of amine modified and raw mushrodonéng 4 days of storage at 6 ° C flow
in both directions. The most important changesseible immediately after blanching -
a significant increase in TYM and even more prormagnin SPM. The increase was also
showed in the content of the cooked mushroom#$e@rsiPD and to a higher volume in SPM.
Storage at 22 ° C was mostly affected content PE# €ooked mushrooms content
significantly decreased, but blanched mushroom®ased. Also in raw mushrooms lead
storage at this temperature for a significant iasesin the SPM. Freezing substantially affect
any of the amines. TRM and CAD analysis were nt¢ated; HIM at lower limit was
detected after cooking mushrooms and after stavbgewv mushrooms at 22 ° C.

| hope that the observed data can help extendatzeinl the literature and offers the

opportunity to further focus of research in thédfief biogenic amines in edible mushrooms.

Key words: Agaricus hortensis, biogenic aminesyguolines, storage, heat treatment, UPLC.
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1 Uvod

Biogenni aminy (BA) a polyaminy (PA) jsou latkyastnici se v lidskéntle fady
dulezitych metabolickych pochdadProclovéka jsou tedy nepostradatelné, ale ve zvySené
mite mohou byt pro lidsky organismus toxické. Vznikaj$to v potravinach bakterialni
dekarboxylaci danych aminokyselin (AMKghoZz se v budoucnutirke vyuzivat ke
sledovanierstvosti potravin, nekvalitnich surovin nebo Sgelnvyrobnich postup
(LADERO et al).

Aminy bézrn¢ nalezneme ovoci a zelegijnv syrech, rybach, mase a masnych vyrobcich,
ve fermentovanych vyrobcich a alkoholu (hgpvo a vino). Obsah amine zavisly
napiklad na fivodnim sloZeni, zjsobu baleni a tepldskladovani potravin. Vyzkuin
zantienych na obsah BA a PA v potravinach je za poslexkyi velké mnozZstvi, ale stale
chybi informace #nujici se amiim v jedlym houbach. Z dostupnych Glayplyva, ze
nejvysSiho obsahu dosahuje spermidin (SPD) a mirtrédBUT). Naopak na nizkych arovnich
piipadré pod mezi stanovitelnosti sétginou vyskytovaly aminy kadaverin (CAD), tyramin
(TYM), tryptamin (TRM) a histamin (HIM{DADAKOVA, PELIKANOVA & KALA C
2009; KALAC & K RIZEK 1997).

Cilem této diplomové prace bylo sledovani osmi d@miputrescinu (PUT), spermidinu
(SPD), sperminu (SPM), histaminu (HIM), kadaver{@AD), 2-fenylethylaminu (PEA),
tyraminu (TYM) a tryptaminu (TRM) v §stovaném Zampionu zahradniAg@ricus
hortensis)ii pouziti postup a Uprav provathych Eznym skiratelem a uzivatelem hub.

Analyza byla provedla pomoci kapalinové chromatfigmmvyuZzitim techniky UPLC.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Taxonomie vySSich hub

V dnesdni dob se organismy roztlji do i domén a to na bakter{Bakteria)
archebakteri¢Archea)a eukaryotdEukarya).Eukaryota se podle novych vyzkiim oblasti
molekularni fylogenetik{SIMPSON & ROGER 2004)dale ali na 6 superskupin —
Excavata Amoebozo@meénavkovci), Chromista, Archeplastidéostliny), Opisthokontagdo
kterychiadimeiisi Zzivaticha (Animalia), hub(Fungi), trubénekChoanoflagellataa)
plishovek (Ichthyosporeag nukleériiiNucleariida),a superskupinuncertae sedis
(,nejasneho z@zeni*).

Ri%e hub je velice rozsahla a rozmanita skupinarisga, které se lisi stavbosla,
Zivotnimi pochody i zpsobem Zivota. Stale nové a zdokonalujici se teghwekwdeckém
swté vedou odborniky k neustadlému upravovani fylogekétio systému tétigSe.
Nejnow;jsi klasifikace vznikla v roce 2007 v rdmci projel&ssembling the Fungal Tree of
Life (AFTOL), na ktery v roce 2009 navazala dajdofeneticka studiévww.aftol.orqg).

Z téchto divoda se v fiznych publikacich izeme setkat s odliSnyntiptupem autora

k této problematice a tudiz i rozdilnym nazvoslov@toiise.

2.2 Zampiony

Zampiony neboli p&rky jsou stopkovytrusghgaricomyceteshouby, kteréadime
do ¢eledi p&arkovitych(Agaricaceae)Do tétoceledi pati také vSechny druhy bedel.

2.2.1 Zampion polni

Zampion polni Agaricus campestrik.), ktery mé&adu synonymnich naaAgaricus
campesterPratella campestrisP. campestelP. flocculosa)je jednim z nejrozgénsjSich
druhi Zampiori u nas. Je to jedla houb#jpmné win¢ a chuti, rostouciiigvazri na
zatravrenych a hnojenych plochach (louky, pole, zahrady) ad kwtna do listopadu.

Klobouk (4 - 10 cm) je v mladi kulovity s podvinatyokrajem, pozgi je spiSe
zploStly. Ma bilou, misty nah#dlou barvu s vlaknitou a po#jil Supinatou pokozkou.
Lupeny jsou husté, v mladi &le rizové, pozdji masow cervené aZernohrgdé. Tren je
zpatatku valcovity a bily, postugru baze izovy nebo rezavy. Kolenterg je jednoduchy
bily prstenec, ktery ve sféopadava. Duzina je pevna, bila, po pérarznizovi. (HAGARA
1995)
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Obrézek 1: Zampion polnAgaricus campestrjs
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2.2.2 Pefarka cisarska

Peiarka cistska nazyvana téz pirka obrovskadAgaricus augustubr.) roste
v jehli¢cnatych a listnatych lesickElbemcervence aZijna. Je to jedl4, vSestrahapotebitelna
houba s htkomandlovowi anyzovou wni.

Klobouk (10 - 20 cm) je v mladi polokulovity, pagidnizsi az plochy. Podklad je
krémovy aZ sitle okrovy a na &m jsou hidooranzové az kidocervené Supinky. Lupeny
jsou Uzké, husté, ndjde Uplre bilé, pozdji svétlerizové a ve sthhnédé. Tren je valcovity,
vespod rozs$eny, hluboko v fid¢, uvnitt pevny s Uzkou dutinou. Nad mohutnym prstencem
je hladky, pod nim vigkate Supinaty. Duzina je bila, ifazu se zbarvuje spiSe Zluteds,
netervena(HAGARA 1995)

-11 -



2.2.3 Petarka ovéi

Pe&arka ovi (Agaricus arvensi$chff) nebo téz Zzampion ¢vroste odiervna do
fijna. Je hojnd v listnatych i jebliatych lesich, na loukach i zahradéch. Je to jecildba
s pfijemnou anyzovouini a giSkovou chuti.

Klobouk (5 - 15 cm) je nejprve vejcovity, vysokokignuty, pozdji zplosgly. Je bily
az krémovy, v pozijsi fazi na temeni zZluty azidkow hneédy. Lupeny jsou husté, dlouho
swtlé, potom Sedohiaé (nikdy nemajéisté rizovy odstin). Ten je valcovity, vespod hruby.
V mladi je plny setiavnatou duzZinou, poz{ duty a tuhy. B otlaceni Zloutne. Ma bily
blanity prstenec. Pevna bila duzinareau nenini barvu.(HAGARA 1995)

Obrazek 2: R&rka o¢i (Agaricus arvensis)

a» _

2.2.4 Pefarka dvouvytrusna

Zampiongi pesarka dvouvytrusngAgaricus bisporus.E. Lange, Pildfie povazovan
za synonymum Zampionu zahradn{lAo hortensis)piesrgji fe¢eno je to bila forma gérky

dvouvytrusngA. bisporus).
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Vzhled Zampion se liSi podle mista jejictiistu. Volrg rostouci p&arka dvouvytrusna
ma& nahidly tien a hrédy, mirre Supinaty klobouk (5 - 12 cm), kteryilgha az &srg ke teni.
Ma bily az nah&dly prstenec. Lupeny mohou byhiem mladi bilé¢astji maji natizowlou
masovou barvu, ktera podprechazi do tmavhneédé. Duzina je bila a
po poruseni duziny ziskavézové zbarveniSMOTLACHA & MALY 1999)

Oproti tomu gstované Zampiony jsou bilé &$im p@&tem jemnych Supin na
klobouku. Pedevsim v USA se¢stuji i hredé odiidy pojmenované ,crimini“ a ,portabello”.
DalSi hréda pstovana odrda se nazyva zampion krémovy.

Obréazek 3: Zampion zahradggaricus hortensis)

-13-



2.3 Houby a vyziva

Mikroskopické houby jsou v dneSnimégvnepostradatelné. Kvasinky se pouzivaji ke
kynuti €sta, kvasSeni ovoce i zeleniny. Nerad@lilezita je také jejich funkcefpvzniku
nekterych vyrobk z mléka (kefir, plisoveé syry). Houby se podileji i na vyrokeka
(penicilin). (KOVA R 1999)

Houby ozndované jako ,vysSi“ se pouzivajfgdevsim v kuchyni, a tar@devSim pro
své jedinéné aromatické a cliavé vlastnosti. Houby obe&maji nizkou energetickou
hodnotu, pesto je jejich vyzivova hodnota vysoka.

FERREIRA et al.(2010)se zabyvali schopnosti hub ovlivnit postup rakaeimo
bujeni v lidskémdle. Zda se, Zedkteré houby mohou byt ndpomocniy poji s rakovinou

pro svou schopnost zvysit antioxétd kapacitu bugk ¢i inhibovat rakovinné hiky.

2.3.1 Slozeni hub

V této kapitole uvadim sloZeni hub podle atitdAGARY (1995) aKOVA RE
(1999)

Cerstvé houby obsahuji 70-95 % vodyghBm suseni se z hub odpaitsina vody,
¢imz se jejich hmotnost aZz desetindsbbmensi.

Zbyla suSina obsahuje 5-35 % bilkovin. MnozZstvkdiin je zavislé na druhu i fa
plodnice. Nkteré druhy maji zvySeny obsah chitinu, ktery sp@ZwyuZziti bilkovin v tle
¢lovéka, ale napomaha pohybuest a tim spravnému traveni. Viajpnéru obsahuje susina hub
vétSi mnozstvi bilkovin neZ ovoce a zelenina (kédusnin). Ve srovnani s masem obsahuji
houby pouze jednuidtinu bilkovin. Nekteré houby obsahuiji vice esencialnich aminokyselin
(AMK) nez maso, ale v houbach jsou naopak i AMK eiavajici alergickeé reakce.

Mnozstvi tuki v houbéach je zanedbatelné — 0,5-3 % v suSin

Ze sacharid je zastoupenipdevsim vySe zmémy chitin, glykogen a dale mannany a
glukany. V mladych plodnicich se nachazi tzv. ,howpcukr” neboli trehalosa. 3teri lidé
nemaji ve sevech enzym trehalaza, ktery jei@tiny k rozkladu tohoto cukru, a proto
nemohou travit pokrmy z hub.

Z vitaminu obsahuji houbyredevsim provitamin A, vitaminy skupiny B a také
vitaminy C, D, E, a K. Obsah ve vbdozpustnych vitaminu se varem snizZuje.

Z mineralnich latek jsou nejvice zastoupeny prvigstik, fosfor, vapnik, Zelezo, sodik
a med’. Obsah mineralnich latek je zavisly na méstu, sloZzeni fpdy, druhu i ¥ku houby.
BohuZel houby maji schopnost vychytavat ze svébstigdi nezadouci prvky.

Z nebezpénych prvki mizeme uvést olovo, rtuarzén, kadmium, chrom, vanad, berylium,
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které jsou houbami akumulovany ze @gg&né pidy. Fima kontaminace plodnic emisemi
z ovzdusi je diky kréatké Zivotnosti hub nepatf8%OBODA, ZIMMERMANNOVA &
KALA C 1999).

Dulezité jsou i aromaticke latky podporujici tvorbins Zaludénich $av, coz
podporuje spravneé traveni.

Nestraviteln&ast hub vlaknina je také velice vyznamna. Nedostatkniny ve stray
prispiva k vzniku rakoviny gév a dalSim chorobadm. Houby jsou vhodtiéedulkénich
dietach. Diky velkému objemu a delSiasu traveni vyvolavaji dlouhodoby pocit sytosti.

Pro nizky obsah cukru jsou vyuZzitelné i v diabedicket.

2.4 Péstovani hub

V Ceské republice jedinou praxi a tradici chodit si pterstvé houby do lesa.
Ve swté ovSem lidé konzumujifpdevsim houby, které si koupi v obchodech a kigrésty
v péstirnach hub. | €eské republice najdeme na pultech obéhddné druhy pstovanych
hub.

2.4.1 Historie a normy

Péstovani Zampioh zatalo jiz v 17. stoleti ve Francii, kde se nejpréstpvaly
na zahonech, na polich nebo v bednach. V dnes®iadostuji specializované&sptirny, ale
Zampiony se dajigstovat i v domacnostech v pytlich se substratenudt&mi s\wétovymi
producenty jsou USACina, Velka Britanie a Nizozemsko.

Pro prodej jedlych hub a vyroblk nich existuje 'R normaCSN 46 3195, ktera se
vztahuje na jedlé houbyerstvé nebo zpracované s vyjimkaisimvanych Zampianrodu
Agaricus. Pro ty zname norntiSN 46 3197, ktera plati pr@gtované Zampiony, &ené
k dodani werstvém stavu spiabiteli. Stanovujeit jakostni tidy, cli Zampiony podle
priméru klobouku a stanovuje poZzadavky na azvani a baleni ZampiénProdejci vykup

Zampiori z b8Zného sbru je vCR zakazan.

2.4.2 Nejcastéji p éstované druhy hub

Zampion zahradnii bily (Agaricus hortensisje nefasgji péstovany druh, vice odm
bylo zmiréno v predchazejicim textu.

Houba Shiitake neboli houZzevnatec jeflgntinus edodégochazi z Japonska, kde se
péstovala jiz ve 2. stoleti naSeho letéfppo Po Zampionech je rigjstji péstovanou houbou
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na s¥té. Je to devokazna houba s vyraznym aroma. Pro své poziiiinky na lidské &lo se
téZ nazyva houba dlouh&kosti a v Japonsku probihaji vyzkumy zabyvajigiegien vlivem
na imunitni systénilovéka, jeji antibakterialni a antivirové schopnossichopnost snizit
shlukovanitervenych krvineKBISEN et al 2010)

Hliva Usti¢cna Pleurotus ostreatugg stalecastji vyhledavana jedla houba. Roste
na oduniielych kmenech listnatych strdinale da sedstovat i v @stirnach nebo doma.
Diskutuje se o jejich &vych incich zgisobenych mimo jiné ifirodnimi latkami ze
skupiny statii (ALARCON et al.2003)

Zampion krémovgi hnédy (Agaricus brunnescens)a na rozdil od Zampionu bilého
vyraznou chdli vini jako houby sebrané wipodk.

~Portabello“(Agaricus brunensisnebo také ,houbovy steak” je ddia Zampionu
kremového. Ma velké, otéané plodnice a pouziva seedevsim k fipraw houbovych

steaki. Malé hrédé uzavené Zampiony ¢stované v USA se nazyvaji ,crimini‘.

2.4.3 Zpuasob péstovani Zampiona

Prvnim krokem pstebniho postupu jefiprava kompostu, kdy se misi seno &diy
hnij. Pro optimalni@ist Zampio# je dilezity spravny podil vihkosti a provzdudn
kompostu. Substrat se tedy musthpazovat a zalévat po dobu jednoho tydriheln této
doby vznika v komposttpavek, rostou a mnozi se mikroorganismyiagm vydavaji teplo.
Obsah dusiku v kompostu byhbyt 2 %, a proto se dappridava slepii trus. DalSi
piisadou je sadrovec, ktery neutralizuje kyselost fastu.

Po dvou tydnech se dava kompost do kompostéru; kteevirtuje, provzdusuje a
promichava. Po této upramacokolado¥ hnédou barvu a pachne gpavku. Poté dochazi
k pasterizaci kompostu (osm hodin seibahna 58 °C, dalSichépdni je ponechan v teptot
45 °C), kterd ho zbavi hmyzu a hmyzich &eli. Nekolik dalSich dni se ochlazuje na teplotu
25 °C. Mikroorganismy fenenuji ¢cpavek na dusikaty protein, ktery je nutny pro vyziv
Zampiori.

Hotovy kompost osejigstitelé zrny pSenice, ktera maji kkované podhoubi
Zampiorii. Oseta vrstva kompostu je paitekryta smdsi raSeliny a hliny, z které Zampiony
ziskavaji vihkost.

Po dvou tydnech vyrostou malé plodnice Zampidostou velice rychle, kazdych 24
hodin zdvojnasobi svou velikost. Pozadovanou vstikiskaji po 3 dnech a poté se mohou
sklizet. Pokud sefpsbéru neporusi podhoubi, z& &7 pst dni vyrostou nové plodnice. To se
opakuje po dobuittydni.
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Nasbirané zampiony se nal podiny vlozZi do ledriky, kde je teplotagsne
nad bodem mrazu. Zastavi se tim prodésgturv Zampionech. Potom putuji na balici linku,
kde se zvazi, naskladaji do krébyi a zabali. V obalu jsou vytveny diry, aby Zampiony
mohly dychat. Je tim zatana jejich delSi Zivotnost. Baky jsou ozndeny a mohou putovat

ke spotebiteli. (www.21stoleti.c?

2.5 Biogenni aminy a polyaminy

Biogenni aminy (BA) a polyaminy (PA) jsou nizkomkuéarni organické dusikaté
latky odvozené odislusnych aminokyselin. Slovo biogenni vyjaj@ jejich gitomnost
v télech rostlin, Ziv@icha, hub i¢lovéka a také jejich vyznam pro tyto organismy. Jsau pr
lidské tlo nepostradatelné a zajigi fadu dileZitych funkci naSeho metabolismu. Na druhou

stranu jejich zvySenyifjlem mizZe veést k nezadoucim az toxickyinkim na nasesto.

2.5.1 Vznik a reakce biogennich amii

Jak bylo jiz zmigno drive, BA vznikaji z aminokyselinipvazié diky metabolismu
nejriznéjSich organism a to déma moznymi zfisoby. Prvnim z nich je dekarboxylace
aminokyselin. Dekarboxylace j&jdpri kterém dochazi k odbouravani karboxylové skupiny
v aminokyselig. V téchto reakcich je&Sinou gitomen enzym dekarboxylaza (o#jje
oxid uhlicity) a vznika primarni amin. Druhy #pob vzniku BA je transaminace aldeliyal

ketoni, béZna hlave u rostlin. V tabulce€. 1 jsou uvedenydkteré BA a jejich prekurzory.

Tabulka 1: Biogenni aminy a jejich prekurzory

Aminokyseliny | Biogenni aminy
histidin His histamin
tyroxin Tyr tyramin

tryptofan Trp tryptamin
lysin Lys cadaverin
ornithin Ort putrescin
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2.5.2 Déleni biogennich amiri

BA mazeme dlit podle rékolika hledisek. V tabulce. 2 je dleni BA podle jejich
chemickeé struktury. Putrescin (PUT) je diamin,i@dime ho mezi polyaminy, jelikoz je
prekurzorem spermidinu (SPD) a sperminu (SPM)jgakdét na obr. 4, ktery ukazuje
chemickou strukturu amin(MOINARD, CYNOBER, BANDT 2005). BA mizeme dlit
také podle p&tu alkylovych a arylovych skupin vazanych na atamsikiu. Jsou to primarni,
sekundarni a terciarni BA.

DalSi ctleni je podle jejich zjssobu tvorby a jejich biologické role ¢éBem roku 1990
tak byly biogenni aminy rozteny do dvou podskupin. Biogenni aminy jako takové
ve WtSine pripadi vznikaji bakterialni dekarboxylaci volnych aminskiin @i nevhodném
skladovani a zpracovani biologickych surovin. Pogeavysi jejich fijem, maji Skodlivé
Gcinky na lidské zdravi. Do této skupibgdime monoaminy histamin (HIM), tyramin (TYR),
2-fenyletylamin (PEA) a tryptamin (TRM), z dianiito je PUT a cadaverin (CAD) a triamin
agmatin (AGM). Ve druhé skupindo kteréradime polyaminy PUT, SPD a SPM, najdeme
piedevsim latky vystupujici jakdipodni slozky Zivych organisim které mohou mit
za fiznych podminek pozitivhi nebo negativiinky na lidsky organismus.

Tabulka 2: Biogenni aminy

Chemicka struktura Biogenni aminy

o putrescin
alifatické

kadaverin

o 2-fenylethylamin
aromatické

tyramin

histamin
heterocyklické

tryptamin

spermidin

. spermin
polyaminy

putrescin

agmatin
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Obrazek 4: Chemicka struktura artin
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2.5.3 Vyskyt biogennich amini

BA jsou pro lidskédlo nepostradatelné. Pokud jich je dostate ale porérné malé
mnoZzstvi, podileji se nadt dulezitych metabolickych pochddJsou dlezité pro nasi
mozkovouginnost, regulovanitesné teploty, Upravy pH Zaludku, imunitu a pistra
diferenciaci busk. Fi piekrateni jejich @zného pijmu se z nich vSak velice rychle stanou
nebezpené az toxicke latky. Mohou #pobovat bolesti hlavy, nevolnost, &nu krevniho
tlaku. Proto je velmi d@leZité sledovat jejich obsatigulevsim v potravinach. Za dagtji
sledované BA v potravinachitheme oznét HIM, PUT, CAD, TYR, TRM, PEA, SPM a
SPD. BA jsou pitomny v mnoha druzich potravin. Jejich mnozstwsak liSi jak mezi
raznymi druhy potravin, tak i v rozlozeni v jednoylch potravinaci{SILLA-SANTOS
1996).

2.5.3.1 BA v potravinach rostlinného a Zivaisného pivodu

BA najdeme \erstvych potravinich ipdevsim v ovoci a zelerinjakozZto
endogenni firozené latky. Najasgji se v potravinach rostlinnéhdipodu objevuje TYR,
doprovazeny dalSimi BA. Vysokou hladinu PUTizeme sledovat v citrusovych plodech -
mandarinky, pomerae, grapefruitf KALA € & KRAUSOVA 2005). U [us&nin a dalsich
potravin jako je naifiklad brokolice, k¢tak ¢i hruska, nachazime vysoky obsah SPD a
zarover i SPM. Mizeme takéici, Zze obsah SPD je v potravinach rostlinnétioplu
ve WtSirg piipadi vy3si nez SPMKALA € & KRAUSOVA 2005). Naopak v mase a
masnych vyrobcich ggdevsSim z teplokrevnych zat) je pondr SPD a SPM zcela opyay,
nez u potravin rostlinnéhaipodu.

Vysoké obsahy BA (putrescin, spermidin, sperminy layistény v syrech a tofiedevsim
v téch zrajicichkNOVELLA-RODRIGUEZ et al 2003).Naopak v kravském, lidském mléce

a jogurtech je obsah BA velice nizky.

2.5.3.2 Obsah BA v houbach

Vyzkum v oblasti obsahu BA a PA v potravindch riostého i Ziv@iSného probiha jiz
nekolik desitek let a fibyvaji stale dalSi informace. AvSak obsah BA a\Pjadlych houbach
(at péstovanyckti volné rostoucich) nebyl zkouman taksto, a proto je informaci v této
problematice minimum.

Udaje o houbach pochéazejidepgevsim z Japonska ukazuji vysoky obsah SPD
v houbé&ch. Jedna se tedevSim o Zampion zahradqhigaricus bisporus penizovku

sametonoho(Flammulina velutipes)rsnatec lupenityGrifola frondosa), koralovec jezaty
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(Hericium erinaceum)houZevnatec jedh\Léntinus edodeshlivu makovou (Pleurotus
eryngii), hlivu Usti¢nou(Pleurotus ostreatusg ¢iravku vetsi (Tricholoma matsutakeProto
jsou tyto houby Z@zeny do potravin s vysokou az velmi vysokou Uré&RD. Naopak obsah
SPM byl ve ¥tSir¢ pripadi pod mezi detekce a PUT vykazoval velké kolisariznych
druzich testovanych huby AMAMOTO et al. 1982; OKAMOTO et al. 1997,
NISHIMURA et al.2007; NISHIBORI et al.2007; YEN 1992)

Voln¢ rostoucimi houbami jako n#glad hib hnédy (Xerocomus badiushiib
Zlutomasy(X. chrysentereord Hib (klouzek) strakog§Suillus variegatusse zabyvali
KALA € & K RIZEK (1997). Zjistovali obsah PUT, CAD, HIM a TYM, Zeho? zdaleka
nejvétsSi obsah nastili u PUT.

V dalSi studii na toto téma byldgkvapiw zjisténo, Ze 17 druinvolné rostoucich hub
neobsahuje CAD v zjistitelném mnozZstvi a tdegio, Ze \erstvych houbach se vyskytuje
lysin jakozto prekurzor CADBELUHAN & RANOGAJEC 2010; JAWORSKA,

BERNAS & MICKOWSKA 2010) . Také HIM nebyl prokazan v dostatem mnozstvi.
MnoZstvi TYM ve ¥étSing piipadi negekratilo mez stanovitelnosti nebo se pohybovalo
kolem 5 mg.kg cerstvé hmoty. Stejntak TRM nebyl ¥tSinou objeven, pouze wibu

hnédém se obsah pohyboval mezi 5-7 mg.kgrstvé hmoty. ZvySena koncentrace PEA byla
také pozorovana a nejvysSi koncentrace byla nadezéfibu Zlutomasém a vitbu plstnatém
(Xerocomus subtomentosp3%$-40 mg.kd cerstvé hmoty. Upkinejvy$si hodnoty byly
namieny pro PUT, vice neZ 150 mgky cersvé hmoty v fibu Zlutomasém aftbu kové&i
(Boletus erythropus)DADAKOVA, PELIKANOVA & KALA € 2009)

Vysledovéan byl také vliv p@asi a rychlostiistu hub na obsah BA. U hub rostoucich
pii vysokeé vihkosti je intenziv§)Si mikrobialni aktivita, diky které vznika vice am. Také u
mladych, rychle se vyvijejicich tkani rostlin i étichi je dokazan vy3si obsah BKALA €
& KRAUSOVA 2005), stejré tak je tomu i u hub. dnito skuténostmi lze vysstlit rozdilné
vysledky zjis&éné v houbéach rostoucich za suchéh&agov roce 2006 (vysSi obsah susiny,
ale niz&i obsah amih a vinkého pdasi let nasledujicictlDADAKOVA, PELIKANOVA &
KALA € 2009)

Vliv stéti plodnic na obsah BA a PA nebyl jednogmaprokazan. Ve sporotvornych
castech plodnice byl zji& vyznami vysSi obsah SPD (metabolicky aktivniitka
(DADAKOVA, PELIKANOVA & KALA € 2009).Volng rostouci jedlé houby sadi mezi

potraviny s nejvyssi zaznamenanou koncentraci SPD.
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2.5.3.3 Sledovani obsahu PA v potravinach

Nejvice BA se ale objevuje u potravitigravenych fermentamim procesem jako jsou
syry (FIECHTER, SIVEC & MAYER 2012), kyselé zel{KALA C et al. 1999) s6jové
produkty, pivo(KALA C, HLAVATA & K RIZEK 1996) a vino a neboipvystaveni
potravin mikrobialni kontaminacitpjejich skladovani (fedevsim masné vyrobky).

Pokud jsou v potravinachrippmné bakterie se schopnosti dekarboxylace
aminokyselin, dochazi k tvogla ristu obsahu BA. Schopnost dekarboxylace byla popsana
u mnoha drut bakterii. U fermentovanych potravin jsou hlavntuiirci BA bakterie
mlécnéeho kvasSeni. BA vSak r@stji vytvaieji gramnegativni bakterie, z nich&ts§ina je
povazovana za patogenni. Proto byiggna v budoucnu dalo vyuZzit obsahu BA
v potravinach jako indikatoréerstvosti masa, nekvalitnich surovin a Spatné uyirpbaxe
(LADERO et al).

2.5.4 Toxikologickeé uéinky

Pri poziti wtSiho mnozZstvi BA se mohou u lidi #edevSim u citlivych jeding nebo
téch, kt&i maji snizenou schopnost odbouravat BA, objeptiraivé odezvy. Naipklad
PUT zpisobuje tachykardii, zvySeni krevniho tlaku. Je péelg i z karcinogennichdinki.
TYM vyvolava bolesti hlavy, migrény, zvraceni, regapni poruchyi hypertenziLADERO
et al). VétSina potravin obsahujicickEtéi mnozstvi BA miZze byt v klidu konzumovéana,
pokud jsou spd@ebovanyerstvé a v malém mnozstWi¢CABE-SELLERS, STAGGS,
BOGLE 2006).

PA jsou nutné proist a mnozeni buk, a jejich vysoké obsahy byly pozorovany
v rychle se dlicich buikach, jako jsou nadorové fiky. Nadorové biiky jsou schopny
vychytavat mimobu&iné PA, a proto se ukazalo jako perspektiveélda strategie
vylouceni vrgjSich zdrofi PA predevSim z potravin. Experimentélto vSak u pacieft
s rakovinou prokazano neby(KALA € & KRAUSOVA 2005; KALA C P. 2009)

Pro rekteré potraviny jsou stanoveny limity obsahu BAe$?o vSak je natmé ukit
toxikologickou Urové amini, protoZe zavisi mimo jiné n&ippmnosti dalSich amin jejich
synergickém fisobeni a vnimavostioveka (SILLA SANTOS 1996). Jejich misobeni
na organismuslovéka zavisi také na jeho schopnosti detoxikace BAgamismu, ktera
probiha za fitomnosti specifickych enzyim nagiklad diaminoxidasy (DAOJSHALABY
1996)
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2.6 Analytické metody

BA v potravinach se stanovuji ze dvoiwddi: zaprvé kli jejich mozné toxicié a
zadruhé je to ki jejich vyuZiti jako ukazatdl jakosti potravin. Proto n&gstjSi Zadosti
0 analyzu BA jsou: kontrola kvality surovin, mezpukti, vyrobki, sledovani fermentaich
proces afizeni vyzkuni a vyvoje(ONAL 2007).

Pro analyzu BA v potravinach je pouzivarikolik metod: chromatografie na tenké
vrstw (TLC), iontova chromatografie (IEC), plynova chratografie (GC), kapilarni znova
elektroforéza (CZE) a n&gstji vyuzivana vysokoginna kapalinova chromatografie (HPLC)
(ONAL 2007; DADAKOVA, K RIZEK & PELIKANOVA 2009) .

2.6.1 Chromatografie na tenkeé vrstw

TLC (thin layer chromatography) je rychla analyiaketoda, f které jde o rozéleni
latek mezi pohyblivou mobilni f4zi rozpot8ta a pevnou stacionarni fazi tenké vrstvy.
V dnesni dob se pouzivaigdevsim jako orientai metoda.

Jednorozrarna, dvojita TLC technika se systémem rozpéaledtchloroform —
diethylether — triethylamin (6:4:1), nasledovanytitoroform — triethylamin (6:1) byla
pouzita ke stanoveni osmi BA. Kvantitativni stantv&e poté provadi densitome(tiAPA
— GUIMARAES & PICKOVA 2004) . Fri pouziti fluoresceéni densitometrie jsou det&ki
limity 5 — 10 ng(LAPA — GUIMARAES & PICKOVA 2004) .

2.6.2 Kapalinova chromatografie

HPLC (high-performance liquid chromatography) seziea ke stanovenitffpomnosti
latky a jeji koncentrace. Je 3ei8i ke stanoveni organickych latek nez GC, kderaeype
za zvySené teploty. HPLC je vyuzZivanagevsim v pimyslu, zdravotnictvi a farmacii.

HPLC ma oproti BZné sloupcové chromatografii navic vysokotlaképadlo. Mobilni
faze tak nize protékat mensSi kolonou (tagtji s délkou 10-20 cm a vritim primérem
0,2 - 2 cm), v které je stacionarni faze vazan&aséce o velikosti mikromeir(negast;ji
5-10um). Tim se dosahuje vys&fianosti a rychlosti nez u TLC.

Ze vzorku jsou aminy extrahovany &&$tji pomoci kyseliny chloristé,ijptemz
vyuzivame skut@osti, Ze aminy jsou silné organické b@EFORET & CONTE 1996).

Pri pouziti kapalinové chromatografie nelze wSirg pripadi stanovit aminy fimo,
a proto musime nejprve aminy ve vzorku derivatizoRerivatizace probiha ngjstji
pomocicinidla dansylchlorid(DADAKOVA, K RIZEK & PELIKANOVA 2009).
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2.6.3 Ultra vykonna kapalinova chromatografie

UPLC (ultra performance liquid chromatography) g& separéni metoda
vyuzivajici v kolonach specialni sorbenty, ktera@ilgji mimaadnou mechanickou pevnosti
a separéni &innosti. Anylyzy mohou tedy probihat za vysokyetkil (az 1000 bar, 100
MPa). Sorbenty jsou vyréhy technologii ,bridged hybrid particle”.

V porovnani s tradni HPLC je UPLC mnohokrat rychlejsi, spethuje se p ni mére

rozpoustdla, vykazuje vysSi sepdrd (Cinnost a nizSi mez detek@elU et al.2007)

2.6.4 lontova chromatografie

U iontové chromatografie (IEC) nebo také ionexolréomatografie je vyuzivan jako
stacionarni faze ionex, na kterém dochazi k zacr&moa vynéné urcitych ionti. Stacionarni
faze neboli iontorgnice cklime podle toho, jakou obsahuiji fuimd skupinu. Kyselou funini
skupinu (nap karboxylova kyselina, sulfo- kyselina) maji katexnesou tedy zaporny nabo;.
Oproti tomu anexy obsahuji bazickou fénkskupinu (nap aminoskupina) a jejich naboj je
kladny.

IEC je pouzitelna zejména pro vysoce komplexni ioatiExtrakty, vytvoené
vyluhovanim vzorku v kyselichloristé, se bez jakékoliv dalSi Upravyiilstou na sloupec
katexu. K vymyvani dochazi pomoci kyseliny meth#foswvé. Vyhodou IEC jsou nizsi
detekni limity (7 — 12 mg.kg) neZ u daldich chromatografickych me(6&VARO et al.

2007) Navic lze zapojit analyzator aminokyselin.

2.6.5 Kapilarni zénova elektroforéza

CZE (capillary zone electrophoresis) je elektroraigi metoda zaloZena nazné
pohyblivosti stanovovanych latek v elektrickém p8liozky vzorku jsou unaseny
elektroosmotickym tokem pracovniho roztoku az lekitru.

Aromatické a heterocyklické BAfpozere absorbuji sétlo z UV oblasti, dikytemuz
mohou byt stanoveny CZE bez jejiciedchozi derivatizace. Jednoduché a rychlé (4-9thinu
je stanoveni HIM v tavenychré&mikovych kapilarach s jednoduchym pufrem. Napybéch
byl HIM stanoven ve fosfatovém tlumivém roztokiti pH 2,5(ROSSANOet al. 2006)
BOLYGO et al.(2006)pouzili ke stanoveni HIM v régatech a rajatovém protlaku citratovy
pufr o pH 2,5.

Pro elektroforetickou analyzu ostatnich aing® musi provést derivatizace. Na vzorky
Z potravin se pouziva 6-aminochynolyl-N-hydroxysnouidyl karbamat. Sedm n&stji se
objevujicich BA v potravinach (PUT, CAD, SPD, SPMM, TYM, TRM) bylo analyzovano
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za 25 minu{KOVACS et al. 1999) Pomoci jednoduché derivatizace za pouziti
benzoylchloridu byla analyzovéana stejna skupinanama 15 — 35 minutk RIZEK &
PELIKANOVA 1998) . Pro stanoveni BA v rostlinnych tkanich je nutwolit velmi citlivou
analyzu. Derivatizace se provadi 4-fluor-7-nitr@;3;benzoxadiazolem a vysledek je
zjistovan fluorescetni detekc(ZHANG et al.2005)
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3 Cil prace

1.

Vypracovani literarni reSerSe na téma vyskytu BAAav potravinach.
Zameteni na @izny vliv skladovani a tepelnych Uprav hub a na bliz&a a PA.
Navrzeni a provedeni experiménte kterych se zkouma vliviznych
podminek skladovani @aznych Eznych tepelnych Uprav na obsah BA a PA
v zampionech.

Stanoveni vlastniho obsahu BA a PA dle navrzenypler@ment: ve vzorcich
Zampiori metodou HPLC.

Vyhodnoceni ziskanych vysledlk
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité laboratorni pomicky, chemikalie, pristroje a zafizeni

Pro analyzu biogennich aniia polyamiri byly kromg béZnych laboratornich
pomicek, laboratorniho skla a chemikalii pouzivany edsjici chemikalie, fistroje a

zatizeni. VSechny pouzivané chemikalie byly analyti@ikéoty (p.a.)

Chemikalie

1,7-diaminoheptan, Sigma Aldrichghecko,
Acetonitril pro HPLC (gradient grade), Merckgidecko,
Dansylchlorid, Sigma Aldrich, &necko,

Heptan, Fluka, Buchs, Svycarsko,

Histamin dihydrochlorid, Sigma Alrich, diecko,
Hydrogenuhkitan sodny, Lechema, Neratovie&R,
Kadaverin dihydrochlorid, Sigma Aldrich,éshecko,
Kyselina chlorista, Acros Organic, New Jersey, USA,
Prolin, Fluka, Buchs, Svycarsko,

Putrescin dihydrochlorid, Sigma Aldrichghecko,
Spermidin trihydrochlorid, Sigma Aldrich,dhecko,
Spermin tetrahydrochlorid, Sigma Aldrich¢idecko,
Tryptamin hydrochlorid, Sigma Aldrich &hecko,
Uhligitan draselny, Lachema, Neratovi€sR,

Uhli¢itan sodny, Lachema, NeratovicéR.

Pristroje a za‘izeni

Analytické vahy, B 204, Metter Toledo, Svycarsko,
Kapalinovy chromatogram (RRLC) Agilent TechnologigSA
Odstedivka Sigma 2 — 5, &inecko

Ponorny mixér, Bosch, &inecko.

Trepatka TL2 (Kavalier Sazav&;eskéa republika)

Pristroj pro lyofilizaci Alpha 1-4 (Christ, &necko)
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4.2 Odbér vzorku

Pro analyzu byly pouzity vzorkyptovaného Zampionu zahradniho zakoupené ve firm
Ceské houby a.s. sidlici v Stsavi. Substrat, ktery neni chemicky @d&tin, firma ziskava
od mafarské firmy Biofungi a raSelinu jim dodava holan@i$ikma Teptera. fesrEjSi postup
péstovani zampioinve firmé Ceské houby a.s. podléha obchodnimu tajemstvi aonchr
tohoto postupu.

Material byl sesbiran v 8:00 daného dne¢gtipny byl odvezen dvhodiny po sbru.

V laboratdi byly Zampiony zbaveny gestot a byla z nich odstr&na asi 1 mm silna slupka.
Plodnice byly roz8leny nactvrtiny a kazd&ast byla pouzita pro jeden experiment. Tim se
dosahlo zpimérovani materidlu. Plodnice byly dale nakrajeny téky 0,2 - 0,5 cm silné.
Poté byly vytvéeny pamérné vzorky o hmotnostiijblizné 100 g. Dva vzorky byly
bezprogtedre po Upra¥ zmrazeny a lyofilizovany, aby mohl byt zjigtzakladni obsah BA v

Zampionech.

4.3 Skladovaci podminky a kuchyiské upravy

Pouzité skladovaci podminky a Upravy Zamfpiisimulovaly zachazeni s houbami
v bé¢Zné domécnosti. Byly tedy vybrany postupy, se kterse EZny konzument hub setkava
a na které by si shdat pozor (skladovanitppokojoveé teplat)

VSechny pokusy byly provedeny ve dvou opakovarichvykonani experimentu byly
vSechny vzorky lyofilizovany (24 hodin, -50 °C, @8mbar) a poté homogenizovany.
Homogenni vzorek byl do analyzy skladov&n-p8 °C v uzavené plastové vzorkovnici.

4.3.1 Mrazeni

Tti pramérné vzorky syrovych Zampidrbyly navédZzeny do PE &&1 a skladovany i
teplot -18+1 °C (mrazeni) 1, 2 a 3&sice.

4.3.2 Skladovani syrovych zampioti

Byl sledovan vliv na obsah BA v syrovych Zampionefilskladovaci tepl@t6 °C po
dobu 1,2, a 4 dn Vzorky byly skladovany v Petriho miskach.

4.3.3 Vareni

K praimérnému vzorku v PE s&u bylo gridano 100 g vody. S&y byly uzaveny
gumitkou, zaliivany 5 minut a nasledr80 minut vaéeny. Séky byly ochlazeny a skladovany

1, 2 a4 dny v termostatdifp °C. Po uplynuti dané doby byl aflen tekuty a tuhy podil a
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vzorky byly zmrazeny a lyofilizovany. U dvou vzarkylo provedeno zmrazeni

bezprostedre po vaeni v den pokusu (den 0).

4.3.4 BlanSirovani (duseni)

Po kratkou dobu (15 minut) byl vzorek o hmotno$i0 g zakivan s 20 % fidané
vody. DuSeni Zampidnprobihalo az do odpeni vody. Vzorky byly zvazenyied
blanSirovanim a poém, a poté rozégleny na Petriho misky (dmérné 100 g vzorky).
Skladovani proéhlo 1,2 a 4 dny v termostatti |6 °C. Poté byly vzorky na Petriho misce
zmrazeny a lyofilizovany. Dva vzorky byly zmrazemyyofilizovany ihned po provedeni

blansSirovani (den 0).

4.3.5 Skladovani pri pokojové teploté

Syrové, vaéené i dusené vzorky byly skladovany jeden den ledsikgi pokojové
teplog 22 °C. Tento postup simulovatznou situaci opomenuti uloZzeni hub do lednice.

4.4 Analytické postupy

U praskovych vzork ziskanych lyofilizaci musela nejprve pebimout extrakce amin
z matrice. Kvli specifickému slozeni hub (chitin a dalSi latky) pii pouziti kEZného postupu
pro stanoveni BA a PA v magéRAUSOVA et al.2008)vznikala slizka konzistence
extraktu omezuijici filtraci a tim znehodnocujichkiné vysledky analyzy. Proto byl pouzit
postup extrakce modifikovany pro lyofilizované hgy®ADAKOVA, PELIKANOVA &
KALA € 20009).

Takto extrahované aminy i tekuté vzorky z vyvarlylgerivatizovany
dansylchloridem podle nize uvedeného postupu. Kl kiivka byla ffipravena podle
stejného postupu. Misto extraktu z hub byl pouzitlstandardniho roztoku andifHIM,
TYM, PEA, TRM, PUT, CAD, SPD a SPM).

Pak nasledovala vlastni analyza metodou HPLC pmadikovaného postupu
(DADAKOVA, K RIZEK & PELIKANOVA 2009).
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4.4.1 Analyza BA a PA metodou HPLC

Extrakce — tuhé vzorky
Extrakce byla provedena podle publikovaného pos(DpDAKOVA, K RIZEK &
PELIKANOVA 2009) . Extrakty byly do doby analyzy skladovany v chlage @i teplo

4 + 1 °C. BZna doba skladovani byla kratSi nez jedeésin ojedigle az dva nssice.

Postup extrakce:

1. Navézeni asl g lyofilizovaného praskového vzorkwdo centrifugani kyvety

0 objemu 50 ml.

2. Pridani3,5 ml roztoku vniténiho standardu (400 mg."* heptan-1,7-diaminu v 0,6 M

roztoku kyseliny chloristé).

3. Pxidani0,6 M kyseliny chloristé o objemu 31,5 ml

4. Homogenizace 30 minuha horizontalniifepace (LT2, Kavalier Sazava)

pii laboratorni teplat a naslednédstiredéni (Sigma 2-5, pimér rotoru 272 mm)

pii 1800 g otédk&ch za minutu po dobu 10 minut.

5. Prefiltrovani supernatantu pomoci papirového filtru.

Derivatizace

1. Odpipetoval sd ml extraktu vzorku.

2. Nasledovala neutralizadeb5 ml uhli¢itanového roztoku, ktery se fipravuje vzdy

cerstvy.

Tabulka 3: Fiprava uhkitanového neutralizaiho roztoku

28

Pocet vzorki 1 2 4 5 6 8 10
(9) K:.COs 0,666 1,332 1,998 2,664 3,33 4,664 5,3
(ml) roztoku AB 2 4 6 8 10 14 16

Roztok AB nemusi byt vzd§erstvy, fiprava roztoku AB:

roztok A: NaCGOs
roztok B: NaHCQ

2,65 g ad 50 ml,
4,29 ad 100ml

(pufr B musime pomoci pufru A upravit na pH 9,22tok A se tedy nemusi sgebovat

cely).
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3. Pridalo se2 ml derivatiza¢niho ¢inidla (roztok 5 mg dansylchloridu na 1 ml
acetonu); tento roztok séipravuje také vzdgerstvy.
Vzorek se nechdkepat 20 hodin ve tné pii laboratorni teplat.

5. Poté se fidalo 200 pl roztoku L-prolinu (0,1 g/1 ml vody) a po zreagovani
nadbyténéhocinidla se tepalo jest 1 hodinu ve tré.

6. Extrakce polyamifi a BA do3 ml heptanu 2,5 minuty pevracet.

7. Odebral se 1 ml supernatantua vzorek se nechat odfigpod dusikem za laboratorni
teploty.

8. Odparek se rozpustil 1,5 ml acetonitrilu a grefiltroval se pes sklegny filtr (typ Z-
7, velikost péit 1,7 um) do nérné vialky.

Derivatizace — tekuté vzorky

1. Filtrace vyvaru za snizeného tlakiigs mlyn#éské sito.

2. Pipettoval s ml vyvaru.

3. Pridalo sel00pl vnit¥niho standardu (400 mg.t heptan-1,7-diaminu v 0,6 M
roztoku kyseliny chloristé)

4. Pridalo sel,5 ml uhli¢itanového roztoku (¢erstw pripraveného) 2 mi
derivatiza¢niho ¢inidla (roztok 5 mg dansylchloridu na 1 ml acetonu).
20 hodin se ¥epalo ve tnE pri laboratorni teplat.

6. Pridalo se0,2 ml roztoku L-prolinu a po pratepani (1 hodina ve t¥hse extrahovalo
do 3 ml heptanua poté 2,5 minutyigvracelo.

7. Odebral sd ml supernatantu, odparil se pod dusikem a rozpustil5 mi

acetonitrilu.

Analyticka koncovka

Analyza derivatizovaného vzorku, ktery obsahujesgilterivaty gitomnych amii,
byla provedena metodou kapalinové chromatografigitim techniky UPLC. Provedeni
odpovidalo publikované metddDADAKOVA, K RIZEK & PELIKANOVA 2009).

K analyze byl pouzivan kapalinovy chromatograf wdoay binarni pumou, ¢&enim
na odplyrni mobilnich fazi, autosamplerem, termostatem kaloiiode-array detektorem.
Separace analytprobihala v chromatografické koko(Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18,
50 mm x 4,6 mm ID, s velikostastic sorbentu 1,8 um). Koléylo predkazeno filtr&ni

zaizeni pro ochranu kolony (tzv. in-line filter). \&kmi chromatograficka separace byla
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uskut&néna s pouzitim mobilnich fazi A (100% acetonitril3 §50% acetonitril) a

gradientové eluce podle nasledujiciho programu:

0-2 min A 40%, B 60%

2-3 min A 40-80%, B 60-20%
3-4 min A 80-90%, B 20-10%
4-6 min A 90-95%, B 10-5%
6-7 min A 95-40%, B 5-60%
7-12 min A 40%, B 60%

Rychlost ptitoku mobilni faze byladhem celé analyzy konstantnéiaila 1 ml/min.
Kolona byla termostatovana na 25 °C, objemiitastinil 5 pl a jednotlivé analyty byly
detekovany p vinové délce 225 nm.

Statistické vyhodnoceni

Pro vyhodnoceni vysledkanalyz byl pouzit program ChemStation 3,0, ChentExp
a Microsoft Excel.
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4.5 Vysledky a diskuze

Pred vlastni diskuzi uvadim obraz&ks ukazujici zaznam standaramini a v tabulce

¢. 4 meze stanovitelnosti (LOQ) jednotlivych ainin

maAll

a0

80 4

70 5

60 o

50+

30 4

20 5

o1 b

2345

DI

LS

TRM
PEA
PUT
CAD
HIM
HEP
TYM
SPD
SPM

WO = S b de D

(tryptamin)
(2-fenylethylamin)
(putrescin)
(kadaverin)
(hustamin)

(vmitini standard)
(tyramin)
(spermidin)
(spermin)

Obrazek 5: Zaznam standaramini

T
=]

Tabulka 4: Meze stanovitelnosti amiv susiré (mg/kg)

LOQ

TRM

PEA

PUT

CAD

HIM

TYR | SPD | SPM

mg/kg

2,9

2,5

2,1

1,9 1,9

3,3

1,2 3,4

Ze sledovanych aminbyly v syrovych Zampionechipomny pouze PEA 7,9 mg/kg

v susirg, PUT 22,1 mg/kg v sus., TYM 55,2 mg/kg v sus.DSR25,8 mg/kg v sus. a SPM
45,1 mg/kg v sus. Tabulka 5 ukazuje p&ateini obsah BA a PA zji8hy v syrovych

Zampionech. Na obrazku 6 vidime zaznam analyzy jednoho ze vzork

-33-



Tabulka 5: Pg&ateini obsah BA a PA (mg/kg v susin

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4 Pramér

Tryptamin LOQ LOQ LOQ LOQ -
2-fenylethylamin 9,0 7.8 8,8 6,0 7,90
Putrescin 20,9 21,2 23,4 23,0 22,1
Kadaverin LOQ LOQ LOQ LOQ -
Histamin LOQ LOQ LOQ LOQ -
Tyramin 54,5 59,7 52,3 54,2 55,2
Spermidin 865,9 883,1 963,5 901,1 925,9
Spermin 30,3 31,4 57,4 61,4 45,1

Obrazek 6: Zaznam analyzy arfin

mAl
00—

20—

PEA
PUT
CAD
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SPM

MOOOD -1 S b e L D

20

0l A N
= a4 & & A0 min

Zkratky viz legenda obrazku 5.
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4.5.1 Obsah tryptaminu, kadaverinu a histaminu

Béhem vSech wteni byl obsah TRM a CAD pod hranici stanovitelnastio se fitom
lysin jakozto prekurzor CAD v houbach vyskytujewesokém mnoZstyBELUHAN &
RANOGAJEC 2010; JAWORSKA, BERNAS & MICKOWSKA 2010) . CAD v ¢erstvych
ani v dusenych zampionech neobjevili ve své samiKALA € & K RIZEK (1996), CAD
nalezli az po ponechadérstvych nekrajenych plodnic Zampio#8 hodin pi teplo&

20 °C.

HIM byl stanoven pouze po ukeni Zzampion a jejich skladovaniipteplot 6 °C, jak
ukazuje tabulk&. 6 a grak. 1. HIM se objevil i v tekutém podilu z tenych Zampioh a to
v obsahu 0,1 mg/l. HIM byl také nalezeih pokusu skladovani zampidmii pokojové
teplo€ a to v koncentraci pohybujici se kolem 5 mg/kai$iis.

HIM by bylo zdhodno dale sledovat, nélandle studie publikované autoBODMER,
IMARK & KNEUBUHL (1999) zvySeny obsah HIM ukazuje na mikrobialni kontamina
potravin a niZze u rgkterych lidi s nedostataou aktivitou diaminoxidazy Zigobovat

intoleranci na uité potraviny (nap fermentované potraviny).

Tabulka 6: Obsah HIMipvareni

Doba skladovéani (dny) 0 1 2 4

Vareni - vzorek A

Primérny obsah v susin(mg/kg) 5,2 3,9 4,9 4,8

Relativni obsah (%) 100 74,0 93,6 91,0

Vareni - vzorek B

Primérny obsah v susin(mg/kg) 5,2 7,7 6,6 4,8

Relativni obsah (%) 100 147,1 126,8 91,2
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Graf 1. Obsah HIM P vareni
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| pies rektera kolisani v gibéhu skladovani v@nych Zampioin se ptimérny obsah
HIM pohybuje kolem 5 mg/kg v sug&nMaximalni hodnoty 7,7 mg/kg bylo dosaZzeno prvni
den skladovani.

Minimalni zjiS€&né obsahy HIM, CAD a TRM se shoduji s vysledky malitofi
DADAKOVA, PELIKANOVA & KALA € (2009).

4.5.2 Obsah 2-fenylethylaminu

PEA byl stanovovan v Zampionech ihned po odebramiki a @i mrazeni Zampioin
po dobu jednoho, dvou #eth nésiai. Dale byl PEA stanoven po skladovani vZork
pii teplo® 6 °C, po blanSirovani a keni. Tato ndteni byla provedena po 1, 2 a 4 dnech.
Pri kazdém pokusu byly dva vzorky téz ponechany jetemsi pokojoveé teplat 22 °C a
po této dob také zndtreny.

Obsah PEA p blanSirovani, skladovani aiemi ukazuje tabulk& 7. Hodnoty PEA

pro blanSirovani jsou znazeny v grafué. 2, pro skladovani v gratu 3 a pro véeni v grafu
¢. 4.
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Tabulka¢. 8 ukazuje hodnoty vzoikskladovanych § teploi 22 °C. Obsah PEA

béhem mraZeni klesl pod mez stanovitelnosti, a psetgi analyze neobjevil.

Tabulka 7: Obsah PEAfipkuchyiiskych Upravach

Doba skladovéani (dny) 0 1 2 4
BlansSirovani - vzorek A

Praimérny obsah v susin(mg/kg) 6,7 9,8 5,5 6,3
Relativni obsah (%) 100 146,9 82,3 94,7
BlansSirovani - vzorek B

Praimérny obsah v susin(mg/kg) 6,9 10,2 5,3 7,9
Relativni obsah (%) 100 146,9 77,6 115,7
Skladovani (6 °C) — vzorek A

Praimérny obsah v susin(mg/kg) 8,4 8,7 7,1 5,6
Relativni obsah (%) 100 103,1 84,6 66,5
Skladovani (6 °C) — vzorek B

Praimérny obsah v susin(mg/kg) 7,4 5,6 6,5 6,9
Relativni obsah (%) 100 75,8 88,2 92,5
Vareni — vzorek A

Praimérny obsah v susin(mg/kg) 8,8 59 8,6 7,9
Relativni obsah (%) 100 67,6 98,2 89,9
Vareni — vzorek B

Praimérny obsah v susin(mg/kg) 6,1 9,3 7,6 7,5
Relativni obsah (%) 100 152,4 124 123,0

-37-



Graf 2: Obsah PEAipblanSirovani
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Z tabulky¢. 7 a grafie. 2 vyplyva, Ze k negtSimu naiistu PEA doSlo prvni den po
provedeni pokusu, a to az na 149 % relativniholabpa blanSirovani. Dalsi dny dochazelo
k poklesu relativniho obsahu PEAgpto ptimérny relativni obsahdhemctyi dni
skladovani stoupl v gméru na 111 %.
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Graf 3: Obsah PEAipskladovani
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Z tabulky¢. 7 a graflé. 3 je patrné, Zedmemcdctyt dni skladovani fi 6 °C doslo
ke snizeni relativniho obsahu PEA na 85 %.
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Graf 4. Obsah PEAipvareni
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Tabulka¢. 7 a grak. 4 ukazuji kolisani obsahu PEAHem skladovani wanych
Zampiorii, v praméru v3ak nedoSlo k poklesu ani ke zvySeni relatiordbsahu PEA..
V tekutém podilu z i@nych Zampiot se PEA neobjevil.
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Tabulka 8: Obsah PEAShem skladovaniip22 °C

Vzorek A Vzorek B
Den skladovani fFi 22 °C 0 1 0 1
BlansSirovani
Praimérny obsah v susin(mg/kg) 6,7 10,0 6,9 6,3
Relativni obsah (%) 100 150,3 100 91,2
Skladovani pfi 22 °C
Praimérny obsah v susin(mg/kg) 8,4 7,8 7,4 7,9
Relativni obsah (%) 100 92,8 100 106,9
Vareni
Praimérny obsah v susin(mg/kg) 8,8 6 6,1 6,4
Relativni obsah (%) 100 67,8 100 105,1

V tabulcec. 8 jsou viditelna d¥ vetSi kolisani relativniho obsahu PEA, a to
pii blanSirovani navySeni na 150 % a naopakaieni sniZzeni na 68 % relativniho obsahu

PEA. Ostatnttyii méreni se vSak neodchylila od relativniho obsahu e mez 10 %.

4.5.3 Obsah putrescinu

U PUT se stanovoval zakladni obsah a jehénanizhem skladovaniip6 °C, po
vareni a po blanSirovani ZzampiorStanoveni praihlo vzdy po jednom, dvou@yiech
dnech. Z kazdého pokusu byly dva vzorky ponechédgn den { pokojové teplot 22 °C a
poté stanoven obsah PUT.

V tabulcec. 9 najdeme hodnoty zji&té i pokusu blanSirovani, skladovani dera.
Graficky je pokus blanSirovani znazémrv grafuc. 5, skladovani v grafél. 6 a vaeni v grafu
¢. 7.

Vysledky neieni vzorki ponechanych v pokojové tepdatajdeme v tabulce 10.

Obsahy PUT v mrazenych vzorcich ukazuje tabtlKdl a znazorny jsou v graflt. 8.
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Tabulka 9: Obsah PUTripgkuchyiiskych tpravach

Doba skladovani (dny) 0 1 2 4
BlansSirovani - vzorek A

Praimérny obsah v susin(mg/kg) 18,3 17,7 17,1 16,8
Relativni obsah (%) 100 96,7 93,6 91,5
BlansSirovani - vzorek B

Primérny obsah v susin(mg/kg) 17,3 20,1 20,3 19,8
Relativni obsah (%) 100 116,4 117,7 114,4
Skladovani (6 °C) — vzorek A

Praimérny obsah v susin(mg/kg) 21.1 20,7 20,5 21,2
Relativni obsah (%) 100 98,3 97,4 100,5
Skladovani (6 °C) — vzorek B

Praimérny obsah v susin(mg/kg) 23,2 19,1 19,9 21,0
Relativni obsah (%) 100 82,2 85,6 90,5
Vareni — vzorek A

Praimérny obsah v susin(mg/kg) 20,3 18,2 18,5 20,2
Relativni obsah (%) 100 89.8 91,4 99,4
Vareni — vzorek B

Praimérny obsah v susin(mg/kg) 18,6 20,2 21 16,6
Relativni obsah (%) 100 108,4 112,6 89,2
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Graf 5: Obsah PUTipblanSirovani
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Z tabulky¢. 9 a grafe. 5 je patrné, Ze v fibchu skladovani blanSirovanych Zampion
nedoslo k Zzadnym vyraznym odchylkamaf&rné doslo Ehem skladovani ke zvySeni o
necelych 5 % relativniho obsahu PUT.
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Graf 6: Obsah PUTipskladovani
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Z tabulky¢. 9 a graflé. 6 je patrné, Ze narozdil od blanSirovani dogilskdadovani ke
snizeni relativniho obsahu PUT ve vzorcich o 8 %.
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Graf 7: Obsah PUTipvareni
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Tabulka¢. 9 a grak. 7 dokladaji, ze éhem vaeni nedosSlo k vyrazné zme obsahu
PUT ve vzorcich. Rmérny relativni obsahdhemctyi dni byl 98 %.
PUT se objevil i v tekutém podilu ¥enych Zampioh a to v obsahu 0,7 mg/l vyvaru.
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Tabulka 10: Obsah PUTebhem skladovaniip22 °C

Vzorek A Vzorek B
Den skladovani fFi 22 °C 0 1 0 1
BlansSirovani
Praimérny obsah v susin(mg/kg) 18,3 18,3 17,4 16,9
Relativni obsah (%) 100 99,9 100 97,0
Skladovani pfi 22 °C
Praimérny obsah v susin(mg/kg) 21,1 21,5 23,2 21,2
Relativni obsah (%) 100 102 100 91,4
Vareni
Praimérny obsah v susin(mg/kg) 20,3 15,1 18,6 18,5
Relativni obsah (%) 100 74.4 100 99.1

Tabulka¢. 10 ukazuje, Ze pokojova teplota ndanna obsah PUT vyznamny vliv.
Vyrazné znéna byla zji&na pouze u jednoho z iemych vzork.

KALA € & K RIZEK (1996) pozorovali nej¥tsi nafist obsahu PUT u celych
neporusenych plodnic ponechanych 48 hoditgplot 20 °C a zvySeni obsahu PUT bylo

mozné sledovat i u syrovych nakrajenych Zampiami duSenych Zampidén
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Tabulka 11: Obsah PUTEbem mrazeni

Doba skladovéni (nésice) 0 1 2 3
Mrazeni - vzorek A

Praimérny obsah v susin(mg/kg) 21,1 19,7 18,9 17,6
Relativni obsah (%) 100 93,6 89,5 83,5
Mrazeni - vzorek B

Primérny obsah v susin(mg/kg) 23,2 20,0 20,3 20,2
Relativni obsah (%) 100 86,3 87,3 86,8

Graf 8: Obsah PUTipmrazeni
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Tabulka¢. 11 a graf. 8 ukazuje pokles obsahu PUdhem doby mraZeni. Vyj&eno

relativnim obsahem pmérny pokles za 3 gsice je 12 %.
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4.5.4 Obsah tyraminu

Stejre jako u dalSich aminse TYM stanovovalipp pokusech skladovanii® °C,
blanSirovani a ¥&ni, a to ihned po provedeni Upravy a poté pruofgactvrty den
skladovani. Z kazdého pokusu byli také ponechawykyzjeden denipteplot 22 °C. Také
byl stanoven zakladni obsah TYM v Zampioneckiéi obsahu TYM prathlo také po
jednom, dvou aréch ngsicich mrazeni.

Tabulka¢. 12 shrnuje data &eni z pokusu blanSirovani, skladovani gewa Graficky
jsou tyto hodnoty znazogny v grafechs. 9.,¢. 10 a¢. 11. Data ze vzortkponechanychip
pokojové teplat nalezneme v tabulae 13. Udaje mraZzenych vzarlobsahuje tabulk& 14 a
grafické znazorni je v grafuc. 12.

Ve studii, kterou publikovalkALA € & K RIZEK (1996) nebyl TYM detekovan
vibec. Rozdil mzZe byt zfisoben rozdilnou koncentraci prekurzoru TYM, amysekinou

tyroxinem.
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Tabulka 12: Obsah TYMipkuchyiskych Upravach

Doba skladovani (dny) 0 1 2 4
BlanSirovani - vzorek A

Praimérny obsah v susin(mg/kg) 82,8 95,8 96,1 95,6
Relativni obsah (%) 100 115,7 116,1 115,5
BlanSirovani - vzorek B

Primérny obsah v susin(mg/kg) 91,1 97,7 101,6 100,7
Relativni obsah (%) 100 107,2 111,4 110,5
Skladovani (6 °C) — vzorek A

Praimérny obsah v susin(mg/kg) 57.1 56,4 57,1 56,3
Relativni obsah (%) 100 98,7 99,9 98,5
Skladovani (6 °C) — vzorek B

Praimérny obsah v susin(mg/kg) 53,2 62,6 54,0 52,4
Relativni obsah (%) 100 117,5 101,5 98,5
Vareni — vzorek A

Praimérny obsah v susin(mg/kg) 30,0 33,3 31,4 31,8
Relativni obsah (%) 100 111,1 104,7 106,1
Vaieni — vzorek B

Praimérny obsah v susin(mg/kg) 28.3 32,2 28,8 29,6
Relativni obsah (%) 100 113,5 101,7 104,6

- 49 -




Graf 9: Obsah TYM p blanSirovani
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Z tabulky¢. 12 a grafiE. 19 Zetelrg vyplyva, Ze Bhemctyi dni skladovani dochazelo
k postupnému néstu relativniho obsahu TYM, viméru o 13 %.
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Graf 10: Obsah TYM i skladovani
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Pti pohledu na tabulkd. 12 a grat. 10 miZzemefici, Ze obsah TYM sedhem
skladovani i 6 °C nengnil.
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Graf 11: Obsah TYM f vareni
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Z tabulky¢. 12 a graflE. 11 je Zejmé, Ze k nejvySSimu ngstu TYM doSlo hem
prvniho dne skladovéani ienych Zampiot. Nasledujici dny doslo sice k poklesu, ale
relativni obsah se stale pohyboval nad 100 %mBmée se relativni obsahéchemc¢tyi dni

skladovani pohyboval na 107 %.

Ve vyvaru z véenych Zampioi bylo 0,9 mg/l TYM.
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Tabulka 13: Obsah TYMdhem skladovaniip22 °C

Vzorek A Vzorek B
Den skladovani fFi 22 °C 0 1 0 1
BlansSirovani
Praimérny obsah v susin(mg/kg) 82,8 91,7 91,9 90,6
Relativni obsah (%) 100 110,8 100 98,7
Skladovani pfi 22 °C
Praimérny obsah v susin(mg/kg) 57,1 46,4 53,2 45,6
Relativni obsah (%) 100 81,2 100 85,7
Vareni
Praimérny obsah v susin(mg/kg) 30,0 31,4 28,3 31,2
Relativni obsah (%) 100 104,6 100 110,2

Tabulka¢. 13 ukazuje nepatrny néat obsahu TYM ve vzorcich z blanSirovani geva.

Naopak Bhem skladovani dosSlo k vyragg&imu poklesu relativniho obsahu TYM a to o

17 %.

Tabulka 14: Obsah TYMipmrazeni

Doba skladovéni (nésice) 0 1 2 3
Mrazeni - vzorek A

Primérny obsah v susin(mg/kg) 57,1 55,8 55,8 57,4
Relativni obsah (%) 100 97,8 97,8 100,5
Mrazeni - vzorek B

Praimérny obsah v susin(mg/kg) 53,2 57,2 65,5 59,1
Relativni obsah (%) 100 107,5 123,2 111,0
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Graf 12: Obsah TYM f» mrazeni
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Tabulka¢. 14 a grat. 12 zobrazuji nepatrny ngst obsahu TYM ghem mrazeni

Zampiori. Relativni naiist kthem tech nésiai je 6 %.

4.5.5 Obsah spermidinu

Ke stanoveni SPD doSlo ihned po zpracovani Zanmifimikladni obsah) a poté po
provedeni kuchyskych Uprav — vi@ni, blanSirovani, skladovani p °C. M¢teni bylo
provedeno ihned po Upravéach, a poté po jednom, d¢bitech dnech skladovani. SPD se
stanovoval také po ponechani vabxle skladu fi teplog 22 °C. Obsah SPD byldten take
ve vzorcich umighych v mrazaku po dobu jednoho, dvouexh nésial.

Ziskana data z poktiskladovani fi 6 °C, blanSirovani a vani ukazuje tabulk& 15 a
graficky jsou tyto hodnoty znazammy v grafecht. 13,¢. 14 a¢. 15. Obsahy SPD zji&té po
skladovani vzork ve skladu fi teplot 22 °C nalezneme v tabul¢el6. Tabulka. 17 a graf

¢. 16 znazatuje zneny obsahu SPDdnem mraZeni.
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Tabulka 15: Obsah SPGikuchyiskych Upravach

Doba skladovani (dny) 0 1 2 4
BlanSirovani - vzorek A

Primérny obsah v susin(mg/kg) 983,1 860,7 966 908,8
Relativni obsah (%) 100 87,6 98,3 92,5
BlanSirovani - vzorek B

Pramerny obsah v susin(mg/kg) 960,8 951,1 910,1 877,4
Relativni obsah (%) 100 99 94,7 91,3
Skladovani (6 °C) — vzorek A

Primérny obsah v susin(mg/kg) 874,5 845 936,8 960,2
Relativni obsah (%) 100 96,6 107,1 109,8
Skladovani (6 °C) — vzorek B

Pramérny obsah v susin(mg/kg) 977,3 883,8 911,1 1008,9
Relativni obsah (%) 100 90,4 93,2 103,2
Vareni — vzorek A

Primeérny obsah v susin(mg/kg) 1246,8 998,8 1027 997,1
Relativni obsah (%) 100 80,1 82,4 80
Vaieni — vzorek B

Praimerny obsah v susin(mg/kg) 1195,4 1006,2 1002,2 1036,9
Relativni obsah (%) 100 84,2 83,8 86,7
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Graf 13: Obsah SPDriblanSirovani
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Jak vyplyva z tabulky. 15 a grafie. 13, v pfibéhu skladovani dochazelo k velice

mirnému, ale neustalému poklesu relativni obsahi. $Roraméru tento pokleginil 6 %.

-56 -



Graf 14: Obsah SPDripskladovani
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Jak ukazuje tabulk& 15 a grat. 14, doSlo Bhem prvniho dne skladovani k poklesu
relativniho obsahu SPD o0 4-10 %. DalSi dny ovSegtodio nafistu SPD, a proto éizeme
fici, Ze obsah SPD sehem skladovani nijak vyrazmezngnil.

-57 -



Graf 15: Obsah SPDripvaieni
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V tabulcec¢. 15 a grafi. 15 je vidt zietelny pokles obsahu SPBHem skladovani
uvarenych Zampioin. Nejvyssi pokles byl zaznamenan prvni den skladiowelativni obsah
pokles| Bhem¢tyi dni skladovani na 83 %.

Tekuty podil z veenych Zampiol obsahoval 26,7 mg/l SPD.
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Tabulka 16: Obsah SPtem skladovaniip22 °C

Vzorek A Vzorek B
Den skladovani fFi 22 °C 0 1 0 1
BlanSirovani
Pramérny obsah v susin(mg/kg) 983,1 918 960,38 974,3
Relativni obsah (%) 100 93,4 100 101,4
Skladovani pfi 22 °C
Primérny obsah v susin(mg/kg) 874,5 1049,6 977,3 1075,1
Relativni obsah (%) 100 120,0 100 110,0
Vareni
Pramérny obsah v susin(mg/kg) 1246,8 1151,5 1195,4 1048,5
Relativni obsah (%) 100 92,4 100 87,7

Tabulka¢. 16 ukazuje vzestup relativhiho obsahu SPD o 1&i %kladovani syrovych

Zampiorii. Naopak pi ponechani viinych Zampioi v teplog 22 °C doslo k poklesu SPD,

piresto vSak oproti zakladnimu obsalfistava mnozstvi SPD zvySené.

Tabulka 17: Obsah SPGignrazeni

Doba skladovéni (nésice) 0 1 2 3
Mrazeni - vzorek A

Primérny obsah v susin(mg/kg) 874,5 953 906,4 996,6
Relativni obsah (%) 100 109 103,7 114
Mrazeni - vzorek B

Primerny obsah v susin(mg/kg) 977,3 1051,1 974,5 1005,8
Relativni obsah (%) 100 107,6 99,7 102,9
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Graf 16: Obsah SPDripmrazeni
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Tabulka¢. 17 a grak. 16 ukazuji nepatrné zvySovani obsahu SBzim tech nésiai
mrazeni. Relativni nastcini 6 %.

4.5.6 Obsah sperminu

Zakladni obsah SPM byl &en ihned po Uprawzorki. Nasled# byl sledovan obsah u
syrovych, véenych a blanSirovanych Zampigm to v dny 0, 1, 2 a 4. Z kazdého pokusu byly
ponechany vzorky také jeden demntpplot 22 °C. DalSi analyza se tykala mrazenych
Zampiorii. Méfeni prokthlo po 1, 2 a 3 ®&sicich.

V tabulce¢. 18 najdeme data tykajici se skladovanbfC, vaeni a blanSirovani.
Graficky jsou tyto hodnoty zobrazeny v grafecii7,¢. 18 a¢. 19. Tabulka. 19 ukazuje

Udaje po skladovanitippokojove teplat 22 °C. Vysledky z mrazenych Zampionalezneme
v tabulcec. 20 a grafiE. 20.

- 60 -



Tabulka 18: Obsah SPMikuchynskych Upravach

Doba skladovani (dny) 0 1 2 4
BlansSirovani - vzorek A

Primérny obsah v susin(mg/kg) 100,5 107,1 111 104,6
Relativni obsah (%) 100 106,6 110,4 104,1
BlansSirovani - vzorek B

Primerny obsah v susin(mg/kg) 100,9 109,8 108,4 104,1
Relativni obsah (%) 100 108,9 107,5 103,2
Skladovani (6 °C) — vzorek A

Primérny obsah v susin(mg/kg) 30,9 68,3 42,7 68
Relativni obsah (%) 100 221,5 138,4 220,4
Skladovani (6 °C) — vzorek B

Praimérny obsah v susin(mg/kg) 59.4 75,9 49,4 75,7
Relativni obsah (%) 100 127,7 83,2 127,4
Vareni — vzorek A

Praimérny obsah v susin(mg/kg) 101,9 87,5 86,6 88,5
Relativni obsah (%) 100 85,9 85,0 86,9
Vareni — vzorek B

Praimérny obsah v susin(mg/kg) 94,7 84,3 82,3 84,9
Relativni obsah (%) 100 89,1 86,9 89,7
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Graf 17: Obsah SPMpblanSirovani
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Jak je vidt z tabulky¢. 18 a grafie. 17 doSlo Bhemctyi dni skladovani

blanSirovanych Zzampidrk nepatrnému nastu SPM. Relativni obsah se zvedl o 7 %.
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Graf 18: Obsah SPMpskladovani
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V tabulcec¢. 18 a grafi. 18 je vidt velké kolisani hodnot v pbéhu skladovani
syrovych Zampiof. Presto nizemetici, Ze prvni &tvrty den doslo k vyraznému zvyseni
obsahu SPM a druhy den naopak poklgshtb obsali. | proto se pimérny relativni obsah
béhemctytr dni zved| o 40 %.
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Graf 19: Obsah SPMpvareni
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Tabulka¢. 18 a grat. 19 ukazuji pokles obsahu SPNhem prvnich dvou dn ¢tvrty

den doslo oft k nepatrnému zvySenitésto pimeérny relativni obsahdhem tohoto

skladovani véenych Zampiot klesl 0 13 %.
Obsah SPM v tekutém podilu zieaych Zampioi byl 2,8 mg/I.
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Tabulka 19: Obsah SPMhem skladovaniip22 °C

Vzorek A Vzorek B
Den skladovani fFi 22 °C 0 1 0 1
BlansSirovani
Praimérny obsah v susin(mg/kg) 100,5 97,8 101,6 100
Relativni obsah (%) 100 97,4 100 99,5
Skladovani pfi 22 °C
Praimérny obsah v susin(mg/kg) 30,9 89.6 59,4 88,9
Relativni obsah (%) 100 290,6 100 149,7
Vareni
Praimérny obsah v susin(mg/kg) 101,9 90,4 94,7 79,4
Relativni obsah (%) 100 88,7 100 83,9

Tabulka¢. 19 ukazuje, Zetpskladovani blanSirovanych Zampiown teplot 22 °C

nedoSlo k Zadné zmé v obsahu SPM. Oproti tomdiskladovani syrovych zampiarse

relativni obsah SPM zved| velmi vyraza 98 %. U véenych Zzampiot naopak doslo

k poklesu SPM o 14 %.

Tabulka 20: Obsah SPMipnrazeni

Doba skladovéni (nésice) 0 1 2 3
Mrazeni - vzorek A

Praimérny obsah v susin(mg/kg) 30,9 46,1 49,1 38,4
Relativni obsah (%) 100 149,6 159,1 124,3
Mrazeni - vzorek B

Praimérny obsah v susin(mg/kg) 59,4 46,9 39,3 41,0
Relativni obsah (%) 100 78,9 66,2 69,0
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Graf 20: Obsah SPMrpmrazeni
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Graf¢. 20 ukazuje velké kolisani relativniho obsahu SiNMem mrazeni. iPpohledu
do tabulkyc. 20 vSak zjistime, Ze obsah SPM v sé&e nijak vyrazé neneni. Kolisani

relativniho obsahu je #agobeno rozdilnymi pteinimi hodnotami obsahu SPM.uPnérny
relativni obsah z&itmésice klesl pouze o 4 %.

4.5.7 Zména obsahu amim po uvareni a blanSirovani zampios

Tabulka¢. 21 zaznamenava gateini hodnoty amif zjistené véerstvych Zzampionech a
zmeny v obsahu aminihned po provedeni tepelnych kuékiych Gprav véeni a
blansirovani.
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Tabulka 21: Zmainy obsahu amiinpo tepelnych tpravach (mg/kg v suin

Pocateni
I Vareni | BlanSirovani
Tryptamin LOQ LOQ LOQ
2-fenylethylamin 7.9 7.5 6,8
Putrescin 221 19,5 17,8
Kadaverin LOQ LOQ LOQ
Histamin LOQ 5,2 LOQ
Tyramin 55,2 29,2 87
Spermidin 925,9 1221,1 972
Spermin 45,1 98,3 100,7

TRM a CAD byly i vSech ndtenich pod hranici stanovitelnosti (LOQ). HIM byl
objeven pouze po uieni Zampion.

Obsah PEA po uvani klesl 0 6 % a po blanSirovani o 14 % sv@nmgniho obsahu.
| pres nésledujici nast obsahu &hem skladovani se PEA nayodni hodnoty nevratil. Také
u PUT mizeme sledovat pokles obsahu poeva o 12 % a o 20 % po blanSirovani.

Nejwétsi kolisani je viditelné u TYM. Po ukeni Zzampiof se jeho obsah oproti
pocateEnimu obsahu snizil 0 47 %. Naopak po blanSirovaséab TYM stoupl 0 58 % a
nésledujici dny skladovani dochézelo k dalSimuangau vzestupu obsahu TYM.

Obsah SPD se po ueai zvysil 0 32 % a iies pokles v néasledujicich dnech
skladovani éstal obsah SPD vysSi 0 15 % oproté@@nimu obsahu. Po blanSirovani doslo
ke zvySeni obsahu jen 0 5 %.

Velky néafist po provedeni kucligkych Uprav Ize vysledovat u SPM. Po iard
Zampiorii se obsah SPM zvedl| o0 118 % oprotég@animu obsahu. &hem nasledujiciho
skladovani vSak dochazelo k postupnému snizovali, Roto byl poctyiech dnech obsah
SPM uz jen 0 97 % vysSi nez natatku. Po blanSirovani se obsah SPM zvysil 0 123 % a

béhem nésledujicich drskladovéani stoupl jeSb dalSich 11 %.
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5 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo stanoveni obsalmi &A a PA, esrEji putrescinu
(PUT), spermidinu (SPD), sperminu (SPM), histan{idiM), kadaverinu (CAD),
2-fenylethylaminu (PEA), tyraminu (TYM) a tryptamirf TRM) v Zampionu zahradnim.
Prace byla zagtena na vliv skladovacich podminek, mrazeni a kiaskych Uprav
pouZzivanych &nym spatebitelem jedlych hub.

Dle dostupnych udajze studii dosahuji nejvysSich ob&athoubach &n¢ aminy SPD
a PUT. Oproti tomu se aminy CAD, TYM, TRM a HIM neskytuji v houbach &ec nebo
na velice nizkych arovnich. Vice udld§ obsahu BA a PA v houbach se v litefataatim
nevyskytuje.

Pri této praci se zkoumaly Zampiony zakoupené u fimalyyvajici se koménim
péstovanim hub. Vzorky byly analyzovany po skladowenpravach jako je mrazenifeai a
blanSirovani.

NejvysSi zakladni hodnoty byly nagkeny u SPD, v giméru 925 mg/kg v susin
Zakladni obsah TYM byl 55 mg/kg v su§jrobsah SPM 45 mg/kg v su8irZhruba polowini
obsah byl zréren u PUT — 22 mg/kg v suginPEA se objevil pouze v hodnotach 8 mg/kg
v suSirg. Aminy TRM a CAD se them ngieni neobjevily ubec, HIM byl nalezen az po
uvareni vzorki a skladovani vzoikpii teplot 22 °C ve vySi 5 mg/kg v susin

MraZené vzorky byly skladovany v PE obale¢hteplot -18 + 1 °C po dobuit
mésiai. Behem této doby se zvysil obsah TYM a SPD o0 6 %. OI8RM za tuto dobu
naopak poklesl 0 4 % a u PUT dokonce o 12 %. OB&ak, ktery byl ihned po odebrani
vzorka 8 mg/kg v suSi& klesl po zmrazeni Zampidmpod mez stanovitelnosti.

Vzorky Zzampiori skladované i teplot 6 °C byly analyzovany v den ogho a poté 1.,
2. a 4. den skladovani. Nejgi pokles byl viditelny u PEA o0 15 % a u PUT jeB 86. Obsah
TYM a SPD se p skladovani nez#mil. Vyrazné kolisani a zvySeni obsahu bylo pozan
u SPM a celkovy nést obsahu SPMinil 40 %.

BlanSirované vzorky byly skladovanyi peplo€ 6 °C a analyzovany v den 0, 1, 2 a 4.
U amini PEA a PUT doslo ihned po blanSirovani k poklessablh amif ve vzorcich.
Nasledujici dny vSakdmnem skladovani doslo k fmvnému zvySeni obsahu amjrale ani
jeden jiz nedosahl naipodni zjis&€né hodnoty. Obsah SPD naopak nejprve nepatoupl,
ale Ehem skladovani zal opt klesat az na zakladni obsah. Vyrazné zvySenihabisglo
pozorovano ihned po blanSirovani u TYM — zakladdah se zvySil 0 58 % aliem
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skladovani nadale stoupal, celkovytsdrtakcinil po ¢tyrech dnech 73 % gatesni hodnoty.
NejvysSi naiist byl zaznamenan po blanSirovani u SPM — zvy&eid 123 % oproti
zékladnimu obsahu.dBem skladovani se obsah nadéle zvySoval, az naktosadl zvySeni
0 134 % peoateini hodnoty.

Vzorky, které byly uviené, se nadale skladovélyii dny pi teplo 6 °C. Mefeni
prob¢hlo v den 0, 1, 2 a 4. Po ueai se ve vzorcich Zampibobjevil HIM (v koncentraci
5 mg/kg), ktery se v syrovém stavu pohyboval podirstanovitelnosti. Po uy@ni doslo u
aminmi PEA, PUT a TYM ke snizeni zakladniho obsahu. PEallo 6 % a PUT o 12 %,
jejich obsah sedhem dalSicltyi dni skladovani jiz dale negnil. Obsah TYM ihned po
uvaeni klesl o0 47 %, ale v nasledujicich dnech dosidrkstu obsahu TYM, a proto je
odchylka od p&ateiniho stavu pa@tyiech dnech skladovani pouze -37 %. U SPD jsme
naopak sledovali nast obsahu po uvani o 32 %. V nasledujicich dnech obsah klesalk a t
byl koneny obsah zvySen oproti zakladnim hodnotam pouZe % 1NejvyrazijSi zmeéna po
uvaeni se projevila aft u SPM. Obsah se zvySil 0 117 % a daigii dny skladovani (stefn
jako SPD) klesal. Korima hodnota obsahu byla proto nakonec vyssi 0 97 %.

Vzorky z kazdého pokusu byly také skladovany jedemn i teplot 22 °C. Obsahy BA
a PA hem skladovaniippokojové teplat kolisaly. Neda s#ci, Ze by dochazelo pouze
k poklesu nebo ke zvySeni obsahwktarého z pokus Nejvyrazrijsi zména obsahu se
projevila @i skladovani syrovych zampién- SPM stoupl o 98 %.

Domnivam se, Ze zji&bé udaje v této diplomové praci buddinpsem a rozsi
informace tykajici se této problematiky. Tato préade ukazuje moznost dalSiho vyzkumu na

toto téma.
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