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1 LITERARNI PREHLED

2.1 Biogenni aminy a polyaminy

Biogenni aminy jsou organické slouceniny dusiku, které vznikaji dekarboxylaci
aminokyselin béhem metabolickych procest (Erdag et al., 2019). Tyto slouceniny jsou
pfitomny v rostlinnych bunikach, kde plni biologické funkce alkaloidd, v zivociSnych burikach,
kde plni funkce tkanovych hormont, pfipadné i v mikrobialnich bunikach (VeliSek a HajSlova,
2009). Vyskytuji se také témét v kazdé potraving, ktera obsahuje urcité mnozstvi volnych
aminokyselin nebo proteint a podléha mikrobialni aktivité (Ktizek, 1998). Obzvlast’ dilezita je
kontrola fermentovanych potravin, u kterych masivni mikrobialni proliferace pottebna pro
ziskani specifickych produkti casto souvisi s nadmérnou akumulaci biogennich aminil
aminy patii jak z kvantitativniho, tak i kvalitativniho hlediska histamin, tyramin, putrescin,
kadaverin a 2-fenylethylamin (Spano, 2010). Vé&tsina téchto biogennich amint je pachnoucich,
toxickych a karcinogennich. Zpisobuje tak zavraté, mdloby, bolesti hlavy, busSeni srdce, paleni
sliznice nebo podrazdéni o¢i (Ozogul a Ozogul, 2019).

Polyaminy byly pivodné fazeny mezi biogenni aminy, dnes jsou odd€lenou zvlastni
skupinou vzhledem ke svym specifickym biologickym funkcim v eukaryotickych burikach.
Mezi polyaminy fadime spermin, spermidin a putrescin (Kala¢ a Krausova, 2005). Vyskytuji se
ve vSech typech potravin v Siroké Skale koncentraci. Zatimco spermin a spermidin je pfirozenou
soucasti potravy, putrescin muze byt i mikrobialniho ptivodu (Mufioz-Esparza et al., 2019).

Na zaklad¢ chemické struktury lze biogenni aminy a polyaminy dé¢lit na alifatické

(Obrazek 1), heterocyklické (Obrazek 2) a aromatické (Obrazek 3) (Matous, 2010).



Obrazek 1: Alifatické biogenni aminy (Matous, 2010)

Agmatin (AGM) Kadaverin (CAD)
HN NH /\/\/\
Y \/\/\N H, H,N NH,

NH,

Putrescin (PUT) Spermidin (SPD)

HNT NN\ _-NH, HZN/\/\NH/\/\/NHZ
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Obrazek 2: Heterocyklické biogenni aminy (Matous, 2010)

Histamin (HIS) Tryptamin (TRYP)
(N
= N
CH,CH,NH, H

Obrazek 3: Aromatické biogenni aminy (Matous, 2010)

Fenylethylamin (PEA) Tyramin (TYR)
CH,CH;NH, CH,CH,NH,
OH
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1.1.1 Vznik a reakce biogennich aminti a polyamini

Zakladni podminky pro vznik biogennich amint jsou:

* dostupnost volnych aminokyselin
* pfitomnost mikroorganismii S dekarboxylazovou aktivitou

* podminky umozilujici bakteridlni rist, syntézu a aktivitu dekarboxylazy

Proces vyroby syrt poskytuje idealni podminky pro tvorbu biogennich aminti, kdy
dochéazi v suroviné béhem vyroby a pii procesu zrani k degradaci kaseinu. Volna aminokyselina
je nasledné dekarboxylovana mikrobidlnimi dekarboxyldzami na biogenni amin, kdy dochazi
k odbourani a-karboxylové skupiny za vzniku oxidu uhli¢itého. Amin mize piipadné vznikat
aminaci nebo transaminaci aldehydu a ketont (Obrazek 4) (Doeun, 2017; Erdag; 2019; Ozogul
a Ozogul, 2019).

Obrazek 4: Obecny vzorec dekarboxylace aminokyselin (Koolman a Rohm, 2012)

NH4+ N
oz 0, 02  (tAD) (NaDH)
gl | . | | i l 7
*H3N—C—H— *HaN—C—H %3 C—H -3 C—OH
| - | |
R R R Mo R
aminokyselina biogenni inhibitor |aldehyd kyselina
amin MAO uhlicita
1 dekarboxylaza aminokyselin 2 monoaminooxidaza 3 aldehyddehydrogenaza

Nasledna inaktivace biogennich amini pokracuje po deaminaci naslednou oxidaci na
aldehydy pomoci mitochondridlniho enzymu monoaminooxiddzy (MAO), katalyzujici
oxida¢ni rozklad monoaminii, pfipadné enzymu diaminooxiddzy (DAO), katalyzujici
vV tenkém stfevé oxidacni rozklad polyaminti a histaminu na odpovidajici karboxylové

kyseliny (Koolman a R6hm, 2012; Young Ji, 2013; Finberg a Rabey, 2016).
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Nazvy mnoha biogennich aminti odpovidaji jméniim piivodnich aminokyselin, tyramin
je odvozeny od tyrosinu, histamin od histidinu, agmatin od argininu, 2-fenylethylamin od

2-fenylalaninu a tryptamin od tryptofanu (Obrazek 5) (Ozogul a Ozogul, 2019).

Obrazek 5: Vznik biogennich aminti (Ruiz-Capillas a Jiménez-Colmenero, 2004)

llllllll

Tyrosin Fenylalanin Histidin Tryptofan Lysin Glutamin = Omitin <= Arginin
Tyramin 2-Fenylethylamin Histamin Tryptamin Kadaverin /
Spermin Putrescin <% Spermidin
A s

Polyaminy spermin, spermidin a putrescin jsou syntetizovany pomoci prekurzoru
argininu. Arginin je pfeménovan enzymem argindzou na L-ornitin, ktery je nasledné
dekarboxylovan enzymem ornitin dekarboxylazy za vzniku putrescinu. Putrescin mize byt za
pritomnosti  dekarboxylovaného  S-adenosylmethioninu  pomoci spermidin  syntazy
pfeménovan na spermidin. Vznikly spermidin miize byt dale metabolizovan za pfitomnosti

S-adenosylmethioninu na spermin (Obrazek 6) (Koukolik, 2010; Kala¢, 2014).

Obrazek 6: Zjednodusené schéma biosyntézy polyamint (Kalac, 2014)

RGININE

® N urea (NCOI

ORNITHINE AGMATINE

@M co, 9{
urea
decarboxylated PUTRESCINE
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®©

5’-methyladenosine
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1.1.2 Vyskyt biogennich aminti a polyaminti

Biogenni aminy se vyskytuji v Siroké Skéale potravin, které obsahuji bilkoviny nebo
volné aminokyseliny. V nizkych koncentracich se tak mohou vyskytovat pfirozené v ovoci,
zelening, mase, mléce nebo rybach (Ozogul a Uren, 2013; Gardini, 2016). Nicméné koncentrace
biogennich amint Se v téchto nefermentovanych potravindch mize jeSté navysit, zejména
v dusledku tady technologickych krokt pii zpracovani nebo skladovani potravin. Nespravnou
manipulaci tak muze dojit k vné&j$i kontaminaci mikroorganismy, které produkuji vysoké
koncentrace biogennich amintl, zejména z ditvodu $patné zvolenych teplot nebo nevyhovujicich
podminek pii skladovéani (Ordofiez a Callejon, 2019).

Slouceniny biogennich aminii a polyaminti jsou ve vysokych koncentracich pifitomny
pfedev§sim u fermentovanych potravin. Pfi¢inou jsou mikroorganismy, které se
Vv potravinafskych produktech vyskytuji ptirozené, vlivem kontaminace nebo se do potravin
pfidavaji formou startovacich kultur za Ucelem zlepSeni technologickych a senzorickych
vlastnosti. Mnoho studii se zaméfilo zejména na bakterie mlé¢ného kysani (BMK), které jsou
nezbytnou soucasti startovacich kultur, podili se na proteolyze a v ptipadé akumulace mohou
plisobit toxicky v zavislosti na citlivosti jedince (Cerny et al., 2009; Gardini, 2016; Barbieri,
2019). Pokud jde o fermentované mlécné produkty, fermentovana mléka a jogurty jsou
akumulaci biogennich amintd vystaveny méné kvli jejich kratké dobé€ zpracovani a skladovani,
a v mléce se vyskytuji spiSe polyaminy. Naopak syry obsahuji potencialné $kodlivé hladiny
biogennich amint, kdy se koncentrace téchto amin v riiznych typech, dokonce 1 mezi stejnymi

typy syru, mize lisit (Tabulka 1) (Linares et al., 2011; Linares et al., 2012; Benkerroum, 2016).

Tabulka 1: Obsahy biogennich amint ve vzorcich syri v mg/kg (EFSA, 2011)

Histamin  Tyramin Putrescin Kadaverin Celkem
Cerstvy syr 32-38 12,8-48 55-41  107-45 321-172
Tvrdy syr 25-65 67,1-103 26,6-65 47,8-83 167 — 318
Zrajici syr 8,5—-54 316-76 323-72 147-186  220-388
Syr s modrou plisni 21,3-63 63,2-10 209-62 831-12 188 — 351
Kysely tvaroh 51,3-55 335 449 628 1460
Jogurt 0,5 1,9 0,7 3,2 6,3
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1.1.3 Biologické ucinky biogennich aminii a polyamini

Biogenni aminy plni Vorganismu clovéka fadu dulezitych biologickych funkci,
ptedstavuji prvni krok syntézy bilkovin, hormont a nukleovych kyselin.

Polyaminy spermin, spermidin a putrescin udrzuji normalni stievni funkci a podili se
na spravné metabolické aktivit¢ (Erdag et al., 2019). Dale se podili na rGstu buné¢k, tkani
kardiovaskularnich onemocnéni. Ackoli neexistuje zadné doporuceni pro jejich denni piijem,
ve stadiich rychlého ristu bunék (tj. novorozeneckém obdobi) jsou pozadavky na polyaminy
vysoké. Potraviny jsou proto velmi dilezitym zdrojem, nebot’ endogenni syntéza s vékem klesa
(Munoz - Esparza, 2019).

Na druhé strané¢ mize mit vyS$§i mnozstvi biogennich amind negativni uCinky.
V prubéhu proteolyzy plsobenim protedz zakysovych kultur, syfidlovych enzymu
a kontaminujici mikrofléry mtize pfi procesu zrani syrt vznikat toxické mnozstvi biogennich
aminti (Cerny et al., 2009). Histamin a tyramin jsou nejznamé&j$imi biogennimi aminy
s psychoaktivnimi ucinky, které ptisobi jako neurotransmittery a / nebo vazoaktivnimi a¢inky,
kdy ptsobi pfimo nebo nepiimo na ob&hovy systém jako vazokonstriktory (tyramin) nebo
vazodilatatory (histamin). Vysledny efekt na krevni ob&h zavisi na jejich kombinaci a davce.
Pokud jde o putrescin a kadaverin, maji samy o sobé& nizké toxické uc¢inky, mohou ale zesilovat
ucinky histaminu a tyraminu (Tabulka 2) (Kala¢ et al., 1999; Kala¢, 2002; Gloria, 2003;
Gardini et al., 2016).

Tabulka 2: Toxické G¢inky amint (Chaidoutis et al., 2019)

Amin Utinek Toxicka davka (mg)

Tyramin bolest hlavy, horecka, hypertenze, zvraceni, poceni 10 - 80
Histamin kapilarni dilatace, hypotenze, nevolnost, zvraceni, 70— 1000
zarudnuti obliceje, otok rtii, intenzivni bolest hlavy,
ziznivost, anafylaxe
Putrescin a zvysena srde¢ni Ccinnost, tachykardie, hypotenze, 29,5- 35,6
kadaverin  karcinogenni ucinky

Tryptamin  bolest hlavy, horec¢ka, hypertenze, zvraceni, poceni -

14



Podobné toxické davky, které jsou uvedeny v tabulce 2, udava i studie Komprdy
(2005), kdy se lisi pouze toxickou davkou pro histamin (do 100 mg/kg). Ob¢ studie se shoduji
na celkovém obsahu tyraminu, histaminu, putrescinu a kadaverinu, ktery by nemél piekrodit
hranici 900 mg/kg. V soucasné dob¢ ale neni pravni predpis limitujici mnozstvi biogennich
amind v syrech s vyjimkou histaminu v rybach, kde je stanoven limit zdkonem 0 potravinach
podle vyhlasky 305/2004 Sb. v mnozstvi 100 mg/kg (ASPI, 2004; Komprda, 2005; Cerny et
al., 2009; Chaidoutis et al., 2019).

Rizika intoxikace jsou nejcastéji spojovana s toxickymi davkami histaminu
a tyraminu, nebot’ tyto aminy jsou pokladany za nejjedovatéjsi (Kiizek, 1995). Kala¢ a K#izek
(2005) dale uvadeji hodnotu pro tyramin nad 100 mg/kg, kdy by mnozstvi mohlo vyvolavat
migrény. V ptipadé histaminu uvadéji mnozstvi 8 — 40 mg/kg, ktera by mohla privodit lehkou
otravu, piipadné stfedni otravu v mnozstvi 40 — 100 mg/kg a hodnota nad 100 mg/kg
histaminu, ktera by mohla piivodit t€zké intoxikace. V travicim Gstroji je tyramin odbouravan
enzymy MAO, histamin enzymy DAO (Young Ji, 2013). Pfi peroralnim podani amind je mira
ohrozeni dana okamzitou kondici organismu, zejména vSak geneticky podminénou

koncentraci enzymu v travicim ustroji (K#izek, 1995).

» Tyraminova reakce

V ptipadé nadbytku tyraminu v organismu dochazi k tzv. syrové reakci. Tyramin je
vychozim substratem enzymu MAO. Tento enzym se podili na oxida¢ni deaminaci tyraminu.
Problém nastava zejména pifi uzivani inhibitort monoaminooxidaz (MAQI), které inhibuji
ucinek enzymu, a s naslednym vy$8im piijjmem tyraminu obsazenym Ve zrajicich syrech,
dochazi k hypertenznim krizim. Pfiznakem je tak v pfipad€ uzivani antidepresiv neustupujici
bolest hlavy, vysoky krevni tlak, buSeni srdce, nauzea, prtijem nebo krvaceni do mozku (Wohrl

et al., 2003; Rao a Yeragani, 2009; Finberg a Rabey, 2016).

> Histaminova intolerance

Nadbytek histaminu se mutze projevit histaminovou intoleranci, kterou trpi pfiblizné

1 % populace, ze které je 80 % jedinch stfedniho véku. Casto byva histaminova intolerance
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Spatn¢ interpretovana a zaménovana s alergickou reakci, S niz ma fadu shodnych symptomad.

Histaminova intolerance je dusledek vzniku nerovnovahy nahromadéného histaminu v téle

(Maintz a Novak, 2007). Tento nepomér je zpusoben piedev$im sniZzenou aktivitou enzymu

DAO (Schnedl et al., 2019), a v ptipad¢ jejiho nedostatku a / nebo snizené aktivity je histamin

piijaty potravou metabolizovan mnohem pomaleji, hromadi se v téle a ptes stievni sliznici

pronika do ob&hového systému. Castym disledkem snizené aktivity DAO je uZzivani 16¢iv

inhibitord diaminooxidaz (DAOI) (Tabulka 3).

v v

Léky tlumici u¢inky DAO

Cimetidin
Expektorancia
Narkotika
Opiaty
Analgetika

Antihypotenziva
Antihypertenziva
Antiarytmika
Diuretika
Antibiotika
Cytostatika
Antidepresiva,

antiparkinsonika

H2 blokator — paradoxné blokujici druhy histaminovy receptor
N-acetyl-cystein (ambroxol)

thiopental

morfin, pethidin aj.

-----

1éky), metamizol

dobutamin

napt. verapamil, dihydralazine, alprenolol
propafenon

amilorid

cefalosporiny, kyselina klavulanova
cyklofosfamid

amitriptylin, inhibitory monoaminoxidazy (MAO)

S néslednym vys$§im piijmem histaminu v dasledku konzumace zrajicich syri, které

mohou obsahovat az do 500 mg/kg histaminu, se mohou projevit ptiznaky doprovazené prijmy,

hypotenzi, bolestmi hlavy, svédénim a navaly horka (Wohrl et al., 2003; Kabrt, 2020). Resenim

je oralni podavéani dopliki DAO. Tyto dopliky jsou pfipraveny z ledvin prasat, pfimo

navrzenych pro 1é¢bu intolerance histaminu (Schnedl et al., 2019).
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1.2 Faktory ovlivilujici vyskyt biogennich amint a polyamint

1.2.1 Mikroorganismy s dekarboxylazovou aktivitou

Nezbytnou podminkou pfitomnosti a akumulace biogennich aminil ve fermentovaném
mlééném vyrobku je pfitomnost mikroorganismu (Linares et al., 2012), které produkuji
substratové specifické enzymy a dekarboxyluji tak odpovidajici aminokyseliny.
Mikroorganismy s dekarboxylazovou aktivitou mohou pochazet ze startérovych kultur,
pfipadné¢ mohou byt pifitomny v disledku kontaminace (Burdychovd a Komprda, 2007).
Nejstudovanéjsimi dekarboxyldzami je histidin dekarboxyldza (HDC), tyrosin dekarboxylaza
(TDC) a lysin dekarboxylaza (LDC) produkované bakteriemi, které jsou kodovany geny hdcA,
tdcA a cadA. Tyto geny se podileji na dalSich krocich procesu tvorby biogennich amini, jako je
transport a aktivace enzymu (Benkerroum, 2016). Produkce biogennich amind se zda byt tak

spise zavisla na kmeni nez na bakterialnim druhu (Bunkova et al., 2009).

ProspéSné mikroorganismy (Bakterie mlééného kysani)

Bakterie mlé¢ného kysani mohou byt soucasti mikrobioty mléka, mohou byt pfitomné
v disledku kontaminace mléka béhem jeho ziskavani ¢i zpracovani a jsou také vyznamnou
soudasti startovacich kultur (Ozogul a Ozogul, 2019), kde slouzi ke zlepSeni technologickych
a senzorickych vlastnosti syri. Vyznamnou vlastnosti bakterii mlééného kysani je pfedev§im

fermentace laktozy na kyselinu mlé¢nou za snizeni pH hodnoty (Barbieri et al., 2019).

Mezi vyznamné producenty biogennich amint v syrech patii vétSinou bakterie mlécného
kysani rodu Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus a Streptococcus. Tyto
bakterie jsou povazovany za hlavni producenty histaminu a tyraminu (Linares, 2012), ale maji
vliv i na produkeci kadaverinu, agmatinu, véetné polyamind putrescinu, sperminu a spermidinu
(Burikova et al., 2009).

Pokud se jedna o bakterie mlécného kysani, které se vyskytuji jiz v mléce, jedna se
0 bakterie rodu Enterococcus, ktera je spojovana zejména s produkci tyraminu. Mezi
nejbézngjsi druhy, které se v mléce vyskytuji, patii Enterococcus faecium, E. durans
a E. faecalis (Barbieri, et al., 2019). Kalhotka et al. (2012) testovali dekarboxylazovou aktivitu
enterokokti z koziho mléka, a zjistili, Ze vSechny testované kmeny Enterococcus mundtii,

E. faecium a E. durans vykazovaly aktivitu tyrosinové i argininové dekarboxylazy.
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Pii vyrob¢é Olomouckych tvarizki se mohou bakterie mlécného kysani uplatiiovat ale
i jako soucast zakysu pii vyrobé pramyslového tvarohu (Tabulka 4) (Strmiska, 1991), kde

pozdéji vykazuji proteolytickou aktivitu béhem procesu zrani (Gandhi, 2006).

Tabulka 4: Charakteristika mlékafskych kultur a biogennich amind, které produkuji
(Gandhi, 2006; Barbieri et al., 2019)

Kultura Optimalni teplota Bakterie mlééného kysani Biogenni aminy
Smetanova kultura 20 - 30 °C Lactococcus lactis ssp. tyramin
cremoris .
putrescin

Lactococcus lactis ssp. lactis .
P 2-fenylethylamin

Leuconostoc mesenteroides

spp. cremoris
Leuconostoc lactis

Lactococcus lactis ssp. lactis

biovar diacetylactis
Termofilni kultura 37 - 45 °C Streptococcus thermophilus histamin
tyramin

Lactobacillus helveticus
kadaverin

Lactobacillus delbrueckii ssp. putrescin

bulgaricus

Lactobacillus delbrueckii ssp.
lactis

Bakterie Lactobacillus helveticus, Lbc. buchneri a Lbc. curvatus jsou odpovédné za
akumulaci biogennich amint. Nékteré specifické kmeny Lbc. buchneri a Lbc. parabuchneri
mohou produkovat vysoké hladiny histaminu, a to i pfi chladni¢kové teploté. Nékolika autory
byly ze vzorkt syrt izolovany kmeny bakterie Lbc. brevis schopné produkce tyraminu. U dvou
kmenu bakterie Lbc. paracasei a Lbc. curvatus subsp. curvatus byla schopnost produkce
tyraminu v mlééném vyrobku béhem 90 dnu zrani az do vySe 200 mg/kg. Nékteré kmeny

bakterie Lbc. brevis a Lbc. curvatus jsou schopny produkce jak tyraminu, tak i putrescinu.
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Rovnéz s vybranymi kmeny bakterie Leuconostoc jsou spojovany vysoké hladiny
biogennich amind, zejména tyraminu a 2-fenylethylaminu. Ze syra izolovany kmen bakterie
Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides dokazal kromé produkce vyse zminénych amint
i schopnost produkce putrescinu a kadaverinu.

Dalsim vyznamnym rodem bakterii mlééného kysani je rod Lactococcus, ktery je
podstatnou soucasti startérové kultury, zejména druhy Lactococcus lactis subsp. lactis, Lc. lactis
subsp. lactis biovar diacetylactis a Lc. lactis subsp. cremoris. Nékteré kmeny (Lc. lactis
subsp.lactis a Lc. lactis subsp. cremoris) jsou spolu s bakteriemi E. faecalis, E. hirae, Lbc. brevis
a Lbc. curvatus hlavnimi producenty putrescinu.

Bakterie Streptococcus thermophilus se obvykle vyskytuje v hojném mnozstvi v prvnich
krocich vyroby syra, akumulace biogennich aminti béhem skladovani je ale v pfipadé této

bakterie zanedbatelna (Barbieri et al., 2019).

» Mazova kultura

Mazova kultura je smésna kultura bakterii a kvasinek tvofena aerobnimi bakteriemi
Brevibacterium linens, Micrococcus roseus a kvasinkami Torulopsis candida, Kluyveromyces
lactis a Candida utilis. Kultura se nanasi tzv. omyvanim syrd, kdy se po nasoleni syri
5% roztokem soli mazova kultura rozsttikuje ve formé vodni suspenze (Gorner a Valik, 2004).
Brevibacterium linens je jednou znejvyznamnéjSich grampozitivnich bakterii, ktera se
V procesu vyroby syrti nanasi na povrch a zplsobuje oranzové zabarveni spolu s typickou vini
(Motta a Brandelli, 2002). Podle studie Leuschnera et al. (1998) byl po inokulaci syra touto

bakterii zjiStén béhem 4 tydnl zrani niz8i obsah histaminu a tyraminu, a to az o 55-70 %.

Kontaminujici mikroorganismy

Mezi kontaminujici mikroorganismy mléka patii bakterie, kvasinky a plisné, u nichz je
obecné produkce biogennich aminid dana specifickou charakteristikou kmene se silnou
variabilitou v aminobiogenetickém potencialu mezi riznymi kmeny, které patii do stejného
druhu (Barbieri, 2019).

Vyznamnymi producenty biogennich amini jsou gramnegativni bakterie celedi
Enterobacteriaceae, kam patii skupina koliformnich bakterii Escherichia coli, Hafnia alvei,
Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii, nebo Serratia spp., které jsou schopné spolu
s gramnegativni bakterii Pseudomonas produkce histaminu, putrescinu nebo kadaverinu

v disledku nedostatecné hygieny béhem zpracovani (Linares, 2012).
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Grampozitivni bakterie Staphylococcus a Bacillus spp. jsou vedle bakterii mlé¢ného

kysani nejvyznamnéjSimi producenty histaminu a tyraminu (Linares et al. 2012; Barbieri et al.,

2019).

Podle studie Bockelmann (1999) jsou nejcastéji detekovanymi kvasinkami na povrchu

syru zrajicich pod mazem Debaromyces hansenii a Geotrichum candidum, které jsou vcetné

kvasinky Yarrowia lipolytica schopny produkce biogennich amint (Tabulka 5) (Linares et al.,

2012).

Tabulka 5: Kontaminujici mikroorganismy produkujici biogenni aminy v mlé¢nych

produktech (Linares et al., 2012)

Biogenni amin

Mikroorganismy

Histamin

Tyramin

Putrescin

Kadaverin

Tryptamin

2-fenylethylamin

Plisné a kvasinky
Gramnegativni

Grampozitivni

Plisn¢ a kvasinky

Grampozitivni

Plisn¢ a kvasinky
Gramnegativni

Grampozitivni

Plisné a kvasinky

Gramnegativni

Gramnegativni

Plisné a kvasinky
Gramnegativni

Grampozitivni

Debaryomyces hansenii, Geotrichum candidum

Enterobacteriaceae, Morganella morganii

Lactobacillus  buchneri, Lbc. curvatus,
Lbc. helveticus, Lbc. parabuchnerti,
Streptococcus thermophilus

Yarrowia lipolytica

Enterococcus  casseliflavus, E.  durans,

E. faecalis, E. faecium, E. hirae, Lbc. brevis,

Lbc. curvatus, Lactococcus lactis
Debaryomyces hansenii, Yarrowia lipolytica
Enterobacteriaceae

Enterococcus faecalis, E. hirae, Lactobacillus

brevis, Lbc. curvatus, Lactococcus lactis
Yarrowia lipolytica

Enterobacteriaceae, Halomonas sp.,

Morganella morganii, Pseudomonas putida
Morganella morganii, Proteus, Serratia
Yarrowia lipolytica

Halomonas, Serratia

Enterococcus
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1.2.2 Podminky skladovani

Tvorba biogennich amind vyznamné souvisi s podminkami skladovani, kdy zejména
prodlouzené doby skladovéani v kombinaci s vyssi teplotou ¢ini potraviny nachylnéjsi k tvorbé
biogennich amint. Naopak akumulace biogennich amini je minimalizovana pii nizSich
teplotach inhibici mikrobidlniho ristu a snizenim enzymatické aktivity. Z téchto davodu by
mély byt pii skladovani syrii pouzity nizké teploty, vétsina studii poukazuje na teploty okolo
5°C, pii které je akumulace histaminu, tyraminu, putrescinu a kadaverinu nizka. Tato
,chladnickovd®“ teplota mtze byt na druhé strané¢ stalym zdrojem biogennich amini,
vznikajicich ptisobenim psychrotrofnich bakterii (EFSA, 2011; Linares et al., 2012), zejména
zrodu Pseudomonas. Tyto gramnegativni bakterie lze ale spolu s mikroorganismy rodu
Enterococcus inaktivovat pasteraci pti teploté nad 60 °C (Gardini et al., 2016).

Podle studie Vodehnalové (2012) doslo béhem skladovani Olomouckych tvartzku pii
teploté 4 °C presto k nartstu obsahu biogennich amint tyraminu, histaminu, putrescinu,

kadaverinu, véetn¢ polyamini sperminu, spermidinu a putrescinu.

1.2.3 Vlastnosti produktii (syra)

Jednim z vyznamnych faktort, ktery ovliviiuje aktivitu aminokyselinové dekarboxylazy,
je hodnota pH. V kyselém prostiedi (mezi 4,00 az 5,50) je aktivita siln&jsi (Ekici et al., 2019),
pfesto fada autorti doporuc€uje hladiny biogennich aminti snizit rychlym okyselenim a omezit
tak rast dekarboxyla¢nich mikroorganismu (Linares et al., 2012).

Aktivitu aminokyselinové dekarboxylazy ovlivituje i koncentrace chloridu sodného
Vv syru, nebot’ se zvySenou koncentraci soli dochdzi k omezeni produkce biogennich amint
ptislusnymi dekarboxyla¢nimi mikroorganismy (EFSA, 2011; Ruiz-Capillas a Herrero, 2019).
Naptiklad u bakterie Enterococcus faecalis naockované do mléka byla v dusledku vysoké
koncentrace chloridu sodného (5 %) snizena produkce biogennich amini 2-fenyethylaminu
a tyraminu. Podobny uc¢inek byl pozorovan u syru s obdobnou koncentraci chloridu sodného
u mléka naockovaného bakteriemi Lactobacillus bulgaricus nebo Lbc. buchneri (Linares et al.,
2012).

Vyznamnym faktorem, ktery ovliviiuje produkci biogennich aminu, je i aktivita vody.
Jako optimalni hodnota pro rist bakterii s dekarboxyldzovou aktivitou se jevi hodnota mezi
0,90- 1,00. V pripad¢ syrt se zvySenym obsahem tuku dochazi k postupnému poklesu vodni
aktivity. Takova situace inhibuje proteolytické bakterie, omezuje tak dostupnost aminokyselin

a nasledné snizuje tvorbu biogennich amint (Benkerroum, 2016).
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U syra zrajicich pod mazem byl zjistén vyssi obsah biogennich aminti ha povrchu ve
srovnani se stiedem (Strnadova et al., 2012). Toto tvrzeni prokdzala studie Bunkové et al.
(2010). Autofti zjistili, Ze obsah kadaverinu, putrescinu, histaminu a tyraminu na povrchu

eidamského syra byl vyssi oproti obsahu téchto biogennich aminti ve stfedu syra.

1.3 Olomoucke tvartzky

1.3.1 Charakteristika Olomouckych tvartzki

Olomoucké tvartizky jsou jedinym plivodnim ¢eskym syrem, ktery roku 2010 ziskal
chranéné zemepisné oznaceni. Vyrabi se V oblasti Lostic na Hané jiz od roku 1876. Nazev
soucasné spole¢nosti A.W. pochazi po byvalém vlastniku spole¢nosti Aloisu Wesselsovi,
ktery v roce 1897 ptevzal zivnost po svém otci. Olomoucké tvartuzky jsou fazeny do kategorie
syru zrajicich pod mazem. Proteolytickym rozkladem plnohodnotnych bilkovin v tvartazku pfi
procesu zrani vznika nasledné G¢inkem povrchové mikroflory jejich charakteristicka chut’
a vang, na druhou stranu miaze vznikat i toxické mnozstvi biogennich amind. Vyrabi se bez
pridavku syftidel, barviv, aromat a stabilizatord. Obsah tuku nepiesahuje jedno procento

a obsah susiny se pohybuje od 34 do 38 %. Podrobn¢jsi informace o sloZzeni Olomouckych

tvariizkd jsou uvedeny v tabulce 6 (Tvartizek, 2017; Cerny et al., 2009).

Tabulka 6: Vyzivova hodnota Olomouckych tvarizkd na 100 g vyrobku (Tvartzek, 2017)

Zikladni slozky  Obsah (g)
Tuky do 0,5
Sacharidy 2,6
Bilkoviny 28

Sl 5
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1.3.2 Technologie vyroby Olomouckych tvartzku

1) Vyroba zakladni suroviny (priamyslovy tvaroh)

Zakladni vstupni surovinou pro vyrobu Olomouckych tvaruzka je pramyslovy tvaroh,
ktery vznikd kyselym srdzenim. Pfi srdzeni bilkovin se neuplatiiuji enzymy syftidla (ptipadné
jen minimaln¢), nybrz se vyuziva Cinnosti mikroorganismi, které laktézu fermentuji na
kyselinu mléénou, ktera nasledné zptisobi vysrazeni bilkovin (Obermaier a Cejna, 2013). Pro
vyrobu tvarazkli se vyrabi primyslovy tvaroh z pasterovaného odtuc¢néného mléka tiemi
riznymi zpusoby, které se 1isi v ptipravé syteniny. Pii jednotepelném i dvoutepelném zpuisobu
vyroby se mléko zakysa smetanovym zakysem. Pfi termofilnim zplisobu vyroby se pouzije
termofilni kultura obsahujici bakterie v poméru koku a ty¢inek 1:1 (Strmiska, 1991). Slozeni
pouzivanych kultur je blize uvedeno v kapitole 2.2.1, v tabulce 4. Tvaroh se uklada tak, aby
nevznikaly vzduchové prostory, které za piiznivych teplot umoznuji rozvoj mnohych

sporulujicich mikroorganismu rodu Bacillus spp. (Cempirkova, 1997).

2) Zpracovani tvarohu

Do tvartzkatské firmy v Losticich se vozi jiz hotovy prumyslovy tvaroh. Slozeni
riznych typu tvarohu je pro vyslednou chut’ velmi dulezité, protoze jak bylo uvedeno vyse,
tvarohy maji rozdilné zastoupeni pouzitych mlékaiskych kultur (Strmiska et al., 1991,
Tvartzek, 2017). Tvaroh se mele, pridava se stl a z dopravniku pak padaji nasolené hrudky do
betonové nadrze, kde se tvaroh udusa, ptikryje folii a nechd n¢kolik dnii uleZet.

Po konci této ¢asti vyroby se tvaroh micha v uréitych pomérech (Tvarizek, 2017).
Dlouhodobé skladované tvarohy se nemohou zpracovévat samostatné, ale promichéavaji se
V betonovych nadrzich s tvarohy kratkodobé skladovanymi (2 aZ 4 tydny) za icelem sniZeni
kyselosti tak, aby se omezila spotieba regulatort kyselosti hydrogenuhli¢itanu sodného (E500),
ktery vyvolava meékkou konzistenci a roztékani a uhlic¢itanu vapenatého (E170), ktery vyvolava
naopak konzistenci tuhou a pevnou. Podminkou sloZeni primyslového tvarohu je tedy dosazeni
titracni kyselosti od 125 aZz 160 SH, Gprava obsahu soli na 4,5 % a ptidavek vody za cilem
dosazeni suSiny na 32 aZz 34 %, vcetné znaku mlécné nakyslé chuti a hrudkovité konzistence
(Olsansky, 1956; Bohmova, 1990; Strmiska 1991; Hynkova, 1994). V ptipad¢ potieby se pak

kyselejsi tvarohy neutralizuji regulatory kyselosti a piidavaji se také dalsi mlékarenské kultury.
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Ve formovacim stroji se tvaroh bez tvaru zméni na kolecka, vénecky nebo tyCinky, které se

skladaji na rost a susi (Strmiska et al., 1991; Tvarazek, 2019).

3) SuSeni a omyvani tvariazku

Pti suSeni dochézi k rozvoji povrchovych mikroorganismu, které zptsobuji oxidacni
Tor. olomucensis, Candida crusei, Can. moravika, Can. mycoderma a plisné¢ Oospora lactis,
O. casei. Oxidac¢ni procesy za ucasti pritomnych dehydrogenaz oxiduji kyselinu mléénou na
kyselinu pyrohroznovou, ktera se ¢innosti dalSich oxida¢nich enzymu rozkladéa na vodu a oxid
uhli¢ity. Timto biochemickym pochodem se vV povrchovych vrstvach tvarazka snizuje kyselost,
¢imz je umoznén rozvoj proteolytickym bakteriim, tvotficim povrchovy maz a zabezpecujicim
dalsi zrani syra. Poté, co se touto oxidaci dosdhne zvySeni pH na povrchu syrt na pH 6.4, se
tvariizky omyvaji, aby se odstranily povrchové oxida¢ni mikroorganismy a vytvotilo se tak
vhodné prostiedi pro ¢innost aerobnich mikroorganismti (Cempirkova, 1997).

Nasledujici proces omyvani tvariizkii probiha pii teploté o 10 °C nizsi. Jednotlivé rosty
tvartizk se protahuji pies horni a dolni vodni clonu tak, aby se splachla povrchova vrstva
kvasinek, které tam vznikaji nastartovanim zrani. Tvartzky se omyvaji v 5% roztoku soli,
spolu s roztokem soli se rozstiikuje také mazova kultura (Gorner a Valik, 2004). Voda musi mit
teplotu okolo 20 az 25 °C, aby bakterie nebyly zachlazeny a proces zrani uspesné pokracoval.
Jakmile se voda odpati, putuji tvariizky do chladirny. Pti teploté kolem 10 °C zde zlistanou po

dobu nékolika hodin (Tvartazek, 2018).

4) Zrani

Zrani tvarGzki probihd ¢astecné i v pribéhu predchozich technologickych krokd. Po
omyti se odstrani povrchové oxida¢ni mikroorganismy a vytvari se tak vhodné prostiedi pro
rast aerobnich mikroorganismt, zejména bakterie Brevibacterium linens (Cempirkova, 1997).
Tato bakterie také podporuje zrani a diky ni se povrch tvariizka zbarvi do oranzova (Tvartzek,
2018). Pokud byl pouzit tvaroh s termofilni kulturou, dochazi k rtstu dalSich aerobnich bakterii
Lactobacillus casei, Lbc. lactis a Lbc. helveticus. Tyto mikroorganismy obstaravaji dalsi zrani,
tzn. rozklad bilkovin na albumoézy a peptony a postupné dale na aminokyseliny a amoniak.

Béhem zrani dostavaji tvartizky typicky vzhled, konzistenci, viini a chut’ (Cempirkova, 1997).
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5) Rolovani a baleni
Tvarizky se sbiraji z rostu a jeden kousek po druhém se sroluji v ur€itém poctu k sobé.
Nésledné se zvazi a ulozi do bedny (Tvarizek, 2018). Zabaleny vyrobek po zvazeni prochazi

detektorem kovu a v chladirn€ centralniho skladu mohou jest¢ dozravat (Tvartzek, 2019).

1.4 Metody stanoveni biogennich aminil a polyamini

Pro stanoveni biogennich amini a polyaminil v potravinach lze vyuzit n€kolika metod.
Jedna se o chromatografii na tenké vrstvé (TLC), iontoméniCovou chromatografii (IEC),
plynovou chromatografii (GC), kapilarni zéonovou elektroforézu (CZE), ale zejména vysoce
ucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) (Dadakova, 2009). Roku 2004 byla zavedena nova
technika ultra ¢inné kapalinové chromatografie (UPLC), kterd vyuzivé principu separace na
poréznich ¢asticich mensich nez 2 pm. Vyhody UPLC v porovnani s klasickou HPLC jsou az
devitinasobné zkraceni doby analyzy, dvojnasobné zlepSeni rozliSeni a trojndsobné zlepSeni
citlivosti. To vede k ohromné tispofe ¢asu, ale také nakladi na energii a organicka rozpoustédla
a jejich ekologickou likvidaci (Olsovska a Jurkova, 2012).

HPLC je analytické separa¢ni metoda, ktera se vyuziva k separaci $iroké skaly analytt
(Dohnal, Kadleckova, 2013). Pro separaci je rozhodujici afinita dané¢ho analytu k mobilni
a stacionarni fazi. Stacionarni faze je modifikovany sorbent (Borkovcova, 2011), ktery je
zakotven na pevném nosi¢i a nachdzi se uvnitf chromatografické kolony. NejpouZivané;si
stacionarni fazi je oktadecylovy zbytek (Cis) a Castecné 1 oktylovy zbytek (Cs). Mobilni fazi je
zde kapalina, kterd je kolonou protlacovana pomoci vysokotlaké pumpy za vysokého tlaku.
Mobilni fazi mize byt voda, vodny roztok anorganické nebo organické soli, puft, ¢i smés vody
/ vodného roztoku a / nebo organickych rozpoustédel (Dohnal a KadleCkova, 2013).

Hlavnimi ¢astmi chromatografu jsou zasobniky s mobilni fazi, vysokotlaka pumpa,
davkovac¢ (autosampler), kolona, detektor, fidici a vyhodnocujici jednotka (PC s ptisluSnym
programem). V pribéhu analyzy protéka chromatografickym systémem mobilni faze, ktera je
ze zasobnich lahvi vedena ptes vysokotlaké ¢erpadlo do davkovace, kde je do proudu mobilni
faze davkovan vzorek a déale do kolony, kde dochazi k separaci jednotlivych slozek. Vystup
Z kolony je veden do detektoru, kde jsou jednotlivé slozky detekovany a vedou odtud do odpadu.
Signal z detektoru je zaznamenavan pomoci pocitace v podobé chromatogramu (Obrazek 7)

(Borkovcova, 2011).
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Obrazek 7: Schéma kapalinového chromatografu (HPLC) (Dohnal a Kadleckova,2013)
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Pomoci chromatogramu zjiStujeme retencni Cas. Jedna se o kvalitativni udaj, ktery
udava, zdali je viibec latka pfitomna ve smési, kdy tento udaj porovnavame s retenénim ¢asem
standardu (Borkovcova, 2011). Retencni Cas je doba od nastfiku vzorku do kolony az po
dosahnuti maxima piku (Kiizek a Sima, 2015). Plocha piku je naopak kvantitativni Gidaj, ktery
je pfimo umérny koncentraci analytu. Vyhodnoceni obsahu analyzované latky je provedena
pomoci kalibra¢ni pfimky metodou vnéjsiho standardu. Ke zvyseni kvality analyzy se Casto
pouziva vnitini standard. Jako vnitini standard se pouzivaji slou€eniny, které¢ maji obdobnou
strukturu a vlastnosti jako analyzovana latka, ve vysledném chromatogramu jiny retencni Cas,

kdy nedochazi ke koeluci pikii (Borkovcova, 2011).

26
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