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SOUHRN

Tato bakalska prace je anovana tvorb biogennich amii v

syrech.

V této praci jsou charakterizovany biogenni amirghemického
hlediska a je popsan jejich vznik. Zabyva se vliv&onkrétnich
biogennich amit v syrech na zdravi konzumenta. Dotyka sisgvku
mikroorganisni k jejich tvork® a podminek, které tyto mikroorganismy
k rastu potebuji.

V poslednic¢asti prace jsou zde rozebrany @bpzeny vybrané

metody stanoveni biogennich arinin

Klicova slova: biogenni aminy, syr, vysokowna kapalinova

chromatografie



SUMMARY

The bachelor work is devoted to the formation afgeinic amines

in cheese.

In this work are characterized biogenic amineshiengical terms,
and describes their creation. It deals with thduerice of specific
biogenic amines in cheese at the consumer hedltisoricerns the
contribution of micro-organisms for their productiand the conditions
that are necessary to grow of these organisms.

In the last part of the work are analyzed and $gecmethods of

determination of biogenic amines.

Keyword: biogenic amines, cheese, High performankguid

chromatography
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1. Uvod

Pro svou bakal&kou praci jsem si zvolila téma ,Tvorba
biogennich amif v syrech”. Nejen v saiasné dob jsou syry velmi
oblibenou potravinou, také ja jsem jejich velkynmkomentem a syry

m¢ zajimaji i z jinych stranek a pohkedhez je jejich vyborna chiu

MnoZstvi a typ biogennich aniinkteré se tvid v potravinach je
zavisly na povaze vyrobku a zejména m@ogmnnych mikroorganismech.
Téchto mikroorganisr je velkatrada, z tohoto i/odu jsem zvolila jen

ty, podle mého nézoru, néjézitejsi.

Cast mé prace jeémovana vlivu konkrétnich biogennich artin
na lidsky organismus pofipmu vysSiho mnozZstviéthto latek. Malé
mnozstvi biogennich aminje pro lidsky organismus nepostradatelny,

avSak pi vysSich koncentracich mohouigwbit zdravotni problémy.

Stanovenim biogennich aniirse zabyva mnoho laboréia je
popsano &kolik metod pra¥ pro jejich stanoveni, nebovzhledem
k riznorodosti potravin neni mozné vytitojednu univerzalni metodu.
Vybrala jsem si a za#tila se jen na ty nejpodst&fgi a nejvyuziva§si,

které jsem se snazila stn¢ priblizit.

Cilem mé bakal&ké prace je tedy poskytnout zajémmcucelené
informace, jejichz sehnani by mohlo byaso¥ znané narané. Ri
zpracovani tohoto tématu jsem vychazeétvpzrt z odborné literatury a
prednadek na VSCHT.

2. Biogenni aminy

Biogenni aminy (BA) jsou dusikaté latky odvozené od
aminokyselin (AMK), které vznikaji jako produkty klrboxylace

zakladnich, prozere se vyskytujicich, AMK. Aminokyseliny jsou
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piitomny ve vSech Zivych organismech, kde itvaakladni slozku
proteimi a peptid. V jeS€ uzSim smyslu se timto pojmengt§inou
rozumi biogenni L-aminokyseliny - 20 zakladnichvstanich slozek
vSech proteiti (bilkovin) [1-4].

Biogenni aminy seifrozert vyskytuji u Ziv@&icha, rostlin a MO,
kde pIni vyznamné fyziologickeé funkce. V organisjpou BA gedevsSim
zdrojem dusiku pro biochemické reakce a mohoudka stavebni latky
(napr. fenylethylamin) dastnici se na biosyntéze hormipnebo mohou
mit vyznam jako hormony (n&phistamin) [2].

Sledovani BA niZe byt zakladem cenné informace
v potravindskych provozech, v nichZateZitou roli hrajecinnost MO
(jednd se o vyrobu syr piva, vina, kysaného zeli, fermentovanych
mastnych vyrobk). V souvislosti s BA je u potravinitezité take to, zda
se jedna o fermentované (mapsyry, kysané zeli, pivo, vino§i
nefermentované (n&p marské ryby, maso) potraviny. BA jsou ve
vySSich koncentracich toxické pro lidsky organisniRig¢ proto je jim
posledni dobou &énovana velkad pozornost. Obsah BA v potravinach je
sledovan i proto, Ze mohou byt vyuzity jako indd@t bakterialni

kontaminace potravin (jako indikatéerstvosti) [1-2].

Mezi BA vyskytujicich se v syrech pgat tyramin (TYR),
histamin (HIS), putrescin (PUT), kadaverin (KAD)ygtamin (TR),
fenylethylamin (FEA), spermin (SPM), spermidin (SPDProdukce
téchto BA je zavisla na spravném skladovani potravife ovlivréna
piedevsim pH, teplotou astem MO.

2.1 Déleni biogennich amini podle chemické struktury

Biogenni aminy jsou organické zasadité dusikatéucshuny
s nizkou molekulovou hmotnosti. Podle chemickéksimy délime BA
na aromatické, heterocyklické a alifatické, jakiyeedeno v tabulcé. 1 a

v tabulceg. 2.
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Tabulka 1:Biogenni aminy vyskytujici se v potravin&skych vyrobcich [1].

Chemicka struktura Biogenni aminy

tyramin

aromaticke :
fenylethylamin

histamin

heterocyklické :
tryptamin

putrescin

kadaverin

alifatické spermin

spermidin

agmatin

Alifatické BA radime mezi polyaminy, coz jsou latky obsahuijici
dvé¢ a vice aminoskupin ve své molekule. Polyaminy jsezbytnou
souwasti zivych bugk a jsou dlezité @i regulaci funkci nukleovych

kyselin, syntéze proteina podili se i na stabilizaci membran [5].

Tabulka €. 2: NejdilezitéjSi biogenni aminy v syrech [5].

Trivialni . 5 -
e Systematicky nazev Zarazeni
Putrescin butan-1,4-diamin alifaticke,
polyaminy
Kadaverin pentan-1,5-diamin allfatlcke,
polyaminy
idi i o alifatické,
Spermidin N-(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin oolyaminy
Spermin N,N-bis(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin alifaticke,
polyaminy
Tyramin 4-(2-aminoetyl)fenol aromaticke,
monoaminy
Fenyletylamin 2-fenyletanamin aromaticke,
monoaminy
Histamin 2-(1H-imidazol-5-yl)etanamin heterocyl_<l|cke,
monoaminy
Tryptamin | 2-(1H-indol-3-yl)etanamin heterocyklicke,
monoaminy
Serotonin 3-(2-aminoetyl)-1H-indol-5-ol heterocyklicke,
monoaminy

BA déle ctlime také podle ptu alkylovych a arylovych skupin
navazanych na atom dusiku. Jde o BA primarni, siskumici terciarni.

Podle pétu reaktivnich aminoskupin mohou bylehy na monoaminy
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¢i polyaminy [5]. Toto rozdleni uvadi tabulk&. 2. Pro BA se krom

systematickych ndzvpouZzivaji i ndzvy trivialni (viz. talg. 2).
2.2 Vznik biogennich amiri

BA jsou odvozeny odifslusnych AMK (viz. obrg. 1), z nichz
vznikaji pisobenim dekarboxyldz. Obecné vzorce vychozich AMK a
vznikajiciho BA jsou uvedeny v obt. 2. HIS vznika dekarboxylaci
AMK histidinu pomoci histidindekarboxylazy, KAD dakboxylaci
AMK lysinu pomoci lyzindekarboxylazy [6]. BA mohopopipad
vznikat i aminaci aigménou @islusnych aldehyida ketori. Chemické

vzorce vzniklych BA jsou znazogny na obrg. 3.

Obr. €. 1: Schéma vzniku biogenniho aminu zifislusné aminokyseliny

vychozi vznikly
aminokyselina biogenni amin
Histidin » histamin
Arginin * putrescin

'

biochemicka syntéza

'

spermidin, spermin

Lysin _kadaverin
Tryptofan _:_ tryptamin
Tyrosin ~ tyramin
Fenylalanin =~ fenyletylamin
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Obr. €. 2: Obecny vzorec aminokyseliny a biogenniho aminu

obecny vzorec obecny vzorec
aminokyseliny biogenniho aminu
0
R—0CH CﬁF —_—
] Y R_E.:Hz

Obr. &. 3: Chemické vzorce BA

Tyramin Histamin
H
M
MH €
2 Nl/\
HO NH,
Kadervin Putrescin
2
“CH,-CHy—NH, H.C—CHy~NH,
Tryptamin Fenylethylamin
NHB\/\ NH2
| T MH, @/\/
,-"'f-

2.3 Tvorba BA v ml&nych vyrobcich

Tvorba BA v syrech zavisi na obsahu AMK a peptidnléce, na
piitomnosti bakterii schopnych dekarboxylace, na kbhcentraci soli,
aktivit¢ vody, technologii (nap zdazeni pasterace), dbbzrani
a skladovani, mnozstvi MO d&ifpmnosti kofaktoll jako pyridoxalfosfat

[7]. Enzymy zmsobujici proteolyzu midych bilkovin pochazeji
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z mléka, ze fydel, ze zakysovych a startovacich kultur a z kavitajici
mikroflory. Potencialnim producentem BA v syrech mohly byt i
pouzité druhy zakladnich a dagbvychcistych mlékaskych kultur.

V potravinach vznikaji BA fevazrit jako produkty metabolismu
piitomnych MO. Ve fermentovanych potravinach se vysjkyzejména
diky c¢innosti ml€nych bakterii, které vykazuji dekarboxylazovou
aktivitu. BA mohou vSak vznikat ro¢#d vlivem kontaminujici
mikroflory, nag. hnilobnych bakterii [1,2,8].

Vyskytu vysSiho mnoZzstvi BA v miéych vyrobcich |ze zamezit
kratSi dobou fermentace, kratSi dobou skladovaméjména pouzitim
téch startovacich kultur ip vyrobé, které vykazuji nejnizSi moznou
dekarboxyl&ni aktivitu [3].

3. Vliv biogennich amini na zdravi ¢lovéka

Ve stevnim traktu sawvc je pritomen detoxikéni systém, ktery
dokaze metabolizovat BAffimané potravou. Hlavni séasti systému je
dostaténé zastoupeni enzym— aminooxidas - monoaminooxidasy a
diaminooxidasy. Maji vSak omezenou detox¥ikiakapacitu a nesta
pokryt pijem BA v nadmrném mnoZzstvi. Tyto enzymy (mono-
aminooxidasy a diaminooxidasyjigobi ve devnim epitelu tak, Ze do
je ovlivnéna alkoholem, ktery ji sniZzuje, ale hlavnimi inhdyy
monoaminooxidasy jsou léky fad antidepresiv. Tyto léky mohou
obsahovat inhibitory aminooxidas. Déle se mnozZsttito aminooxidas
snizuje s pbyvajicim  wkem ¢lovéka.  Snizenim  aktivity
monoaminooxidasy dochazi ke vzniku migrén a prioje\alergickych
reakci. Aromatické aminy, jako TYR, nelgwbuji vSak zadné reakce,
protoze monoaminooxidasy ho oxidujfivle, nez se TYR dostane do

vlastniho metabolismu [9].
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BA jsou v nizSich koncentracich pro lidsky organism
nepostradatelné, ve vysSich koncentracich se §ivagt toxické a
nadnérném @jmu potravou mohou vyvolavat v organismu projevy
otravy a mohou ohrozit tak zdravi konzumentaktsré BA, gedevsim
sekundéarni aminy, mohou reagovat s dusitany obgadenpotravinach

za vzniku karcinogennich nitrosaniin

Z toxikologického hlediska se mezi nejzavg§gn BA fadi HIS a
TYR. Pati k nejvice zkoumanym a sledovanym BA v dneSni¢dob
Ucinky HIS a TYR zvy3uji BA PUT a KAD, tyto BA samisolE nemaji
az tak velky vliv na organismus, ale jejickitpmnost a mnozstvi je
v potravindstvi dilezité pra¢ diky této vlastnosti [10]. Ve vysokych
koncentracich, jak jiz byldeteno, BA mohou mit negativni vliv na
zdravi ¢lovéka. Jejich vysoky fijlem zpisobuje zdravotni potize, které
mohou vést az k umrti konzumenta. Zdravotni stamkk&tni osoby
uréuje horni hranici toxicity a s tim i mnozstvi komzované potraviny
obsahujici BA [1-5].

3.1 Vlivy konkrétnich BA na zdravi konzumenta

Nekteré BA se v organismwloveka projevuji jako nap
psychoaktivni a vasoaktivni latky. Psychoaktiviikygjsou latkami, kde
BA pusobi na nervové ipnaSée. Nefastji dochazi k doéasnym
zménam vnimani a chovani. Mezi tyto latky sadi nap. HIS.
Vasoaktivni latky maji za nasledek hlgvkontrakce hladkého svalstva,
rozSkeni cév a tim i sniZeni krevniho tlaku. Mezi vasivak BA seiadi
nag. TR, FEA, TYR. BA maji pimy ¢i negimy vlivil na vaskularni
systtm a mohou se¢ld na vasokontraktibilni, ndp TYR a
vasodilaténi. PUT, SPD a SPM jsouikbzité pro regulaci funkci NK,
syntézu bilkovin a prawgodobr maji vliv i na stabilizaci membran
[1,5,11-12].

3.1.1 Histamin
Mezi nejzavaz§Si inky HIS pati anafylakticky Sok (fiznaky:

zrychlené dychéni, zrychleny tep, vyrazna bleddsgnost...), sniZzeni
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tlaku, bolesti hlavy, které mohourqehazet v silné migrény. DalSimi
toxickymi projevy jsou kontrakce hladké svalovinttes jako HiSni
kie¢e, zvraceni, @ijmy. S otravou HIS riiZze souviset i zarudnutic
kuze, potize s dechemias$. Nej¥tSi otravy na HIS zaznamenavaji Zem
s vy8Si konzumaci ryb. Otrava se projevuje v roim&kolika minut az
tiéi hodin po poziti kontaminované potraviny. Projevgie pekrvenim
obliceje a Sije, silné buSeni srdce. Ve vySSich konaeittn misobi
negativi¢ na lidsky organizmus. Tolerovana horni koncentr&t&

v potravinich se pohybuje kolem 150-500 mg/kg [241,3].
3.1.2 Tyramin

Je fazen do skupiny vazoaktivnich aminTYR je soudasti
alkaloidi a dilezitych neuroamit Z toxikologického hlediska je TYR
spolu s HIS jednim z nejzavagsich BA. TYR obsazeny v potravinach
muze vyvolavat tvorbu otak DalSi fiznaky vyvolané otravou TYR jsou
silné bolesti hlavy spolu se zvracenim, zvySeniotgm prudké zvyseni
krevniho tlaku, mze byt gicinou krvaceni do mozku a selhani srdce
[6,10,12-13].

2.1.3 Putrescin a kadaverin

Pri vareni vznikaji z PUT a KAD tzv. sekundarni aminy:
piperidin a pyrolidin, které jsou limitnim faktorenpro tvorbu

nitrosamirii, které jsou silé karcinogenni.
3.1.4 Spermidin
Vzhledem ktomu, Ze SPD podporuje Btmé dleni a

rozmnoZzovani tkani, neni jejich vyssi koncentrapmtvavinach Zadouci

u pacieni s nadorovym onemoénim.
3.1.5 Serotonin

Jedné se 0 monoamin nervového mediatoru, kterynetzovan
v centralnim nervovém systému. Ve vysoké koncenfjmmbsazen v
destEkach, gastrointestinalnim traktu, neuronech v mozlmoziuje
komunikaci mezi jednotlivymi synapsemi v mozku diowije nalady,
emoce, part, bolest, spanek, chikk jidlu a sexualit. Ma regenerni a
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antioxid&ni inky (omezuje riziko vzniku rakoviny) a ma vyznanono
roli v procesu starnuti bék a orgam. Nedostatek SER #apobuje

shizeni penosu nervovych vzru@h1].
3.1.6 Tryptamin

Lokélni tk&ové hormony (katecholaminy), vliv na krevni tlak,
peristaltiku stev, psychické funkce [6].

W

4. Prispévek mikroorganismi k tvorbé biogennich

aminu

Mnozstvi a typ BA, ktery se t¥bv potravinach je zavisly na
povaze vyrobku a zejména na mnoZzstvi a drubitompnych MO.
Bakterie s pitomnosti dekarboxytmich enzyni mohou AMK

transformovat na toxické BA.

Dekarboxylasy aminokyselin se vyskytuji u mnoha hdru
bakterii, jako jsou ndp rody: Achromobacter, Bacillus, Citrobacter,
Clostridium, Escherichia, Enterobacter, Klebsiellal.euconostoc,
Micrococcus, Proteus, Pseudomonas, Salmonellarékteré druhy
mléinych bakterii, pedevsimLactobacillus, Pediococcus, Streptococcus
[1-3,5-6].

Prevazné mnozstvi BA produkuje MBacillus cereusbakterie
E. coli vmléce produkuje fevazr HIS a TYR, rod Streptococcus
produkuje po ufité doke skladovani syra zvySené mnozstvi TYR.

4.1 Podminky ovlivitujici rist a mnozeni &chto bakterii

VétSina bakterii vykazujici dekarboxyta aktivitu pati mezi
fakultativné anaerobni MO. Tyto MO mohouist jak za pitomnosti, tak
I negitomnosti kysliku [1,3-6,14]. Podminek, které oliyji rast a

mnozeni &hto MO je velké mnoZstvi, z nihz velky vyznam maji
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piedevSim pH, teplota a doba skladovani potravin.di&ce BA
nékterymi MO jsou uvedeny v tabulee 3.

* pH: je rozdilné u mkénych bakterii, které maji rady skalkyselé
prostedi a u hnilobnych bakterii, kterym naopak vyhowgaitralni
az slak zasadité prosedi. Optimalni pH pro dekarboxylazy je
obycejré v kyselé oblasti (pH kolem 5,5) [1,3,4,14].

» Teplota: mezofilni bakterie:¢tSina rodi bakterii, vySe jmenovanych,
se mnoZi a rostou v rozmezi 20 - 45 nejwtsiho hstu a mnozeni
dosahnou it = 37°C [1,3,4,14-15].

 Doba skladovani potravin: bylo zj#to, Ze pokud potraviny
dlouhodolé skladujeme, obsah BA ¥dhto potravinach se vyragn
zvysuje, zejména ve fermentovanych vyrobcich, tE#é v ovoci a
zelenire [1,3,14].

» P¥itomnost volnych AMK a vyuzitelnych sachabid

Tabulka €. 3: Produkce amini nékterymi mikroorganismy [16].

Mikroorganismus | Tyramin | Histamin | Putrescin | Kadaverin | Tryptamin Fenyletylamin
Enterococcy + -
Lactobacily + + + +
Pediococcy - -
Entrerebacter - + + +

4.2 Rozdleni bakterii

Systematickym pojmenovanim a uggpdanim bakterii se zabyva
mezinarodni vybor pro bakteriologickou nomenklatuMi praxi se
pouziva Bergév systém (Berge’s Manual of Determinative Bacteqgyl
- 9. vydani), kde jsou vSechny znamée, izolovardeatifikované bakterie

uspdadany do 19. skupin [17].
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Bakterie vyznamné v potraviné'stvi se dli prevazré do 7 niznych
skupin:

G aerobni tyinky a koky,

G fakultativre anaerobni §inky a koky,
+ G koky,

* Sporulujici tginky a koky,

« G’ nesporulujici tyinky,

* Mykobakterie,

» Aktinomycety a pibuzné organismy [17].

Dulezitym znakem u bakterii je jejich barveni podie@a, podle
kterého se @i na grampozitivni (G a gramnegativni (6 bakterie. Jde
o barveni fixovaného preparatu krystalovou vioketiasledném nteni
burék jodem v roztoku Kl. Vznikd komplex barvivo — jéd burécné
slozky. Tento komplex se t¥iojak u G bakterii, tak i u G bakterii.
Rozdil vznika v dob, kdy se preparat barvi organickym rozpédEm
(alkohol, aceton). Z Gse barvivo vymyva a bakterie se odbarvuji, kdezto
z G se barvivo nevymyje. Pro zvyrami rozdilu se G dobarvuji
kontrastnim barvivemCastym barvivem pro dobarveni je karbolfuchsin
nebo safranin. V mikroskopu se pozoruji gko mode az fialow
zbarvené MO a Qako¢ervené MO [17,18].

4.2.1 G aerobni tyinky a koky

Rod Pseudomonas

Bakterie rodu Pseudomonagsou bez kvasnych schopnostis

bohatym enzymovym vybavenim (lipolytické a proteicke enzymy).

Pseudomonas aeruginodsoii zelené pigmentace, ma typicky
pach a vyskytuje se v odpadnich vodach, je patdge@®fastni se
hnisavych proces [17]. Nema pouzdro, je vSak obalensaty slizovou
vrstvou. Bakterie P. aeruginosa tvoii pigment a to konkrét
modrozeleny pyocianin. Na ohf. 4 vlevo je vidt tycinkovity tvar této

bakterie po barveni podle Grama, vpravo na tomtcaziku je P.
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aeruginosana krevnim agaru, optimalni dobéstu bakterii je jeden az

dva dny.

Obr. €. 4: Pseudomonas aeruginosa: a) barveni podle Grafd®], b) na krevnim
agaru[20].

4.2.2 G’ fakultativn & anaerobni ty¢inky

Jedna seipvazr o stevni bakterie. Jednim z nichgsscherichia
coli, ktera pat do koliformnich MO [17].

RodEscherichia

Escherichia coli jeji vyrostlé kolonie na Zivnéuple jsou na obr.
¢. 5 vlevo, vpravo na obrazku je tato bakterie baavpodle Grama a je
vidét jeji tycinkovity tvar. Vyskytuje se ve &vnim traktu ziveicha a
nékteré kmeny jsou patogenni. Hatezi koliformni MO. Koliformni
bakterie jsou Gtycinky, které netvéi spory a jsou schopnéistu na
kultivacnim médiu obsahujicim Zlavé soleci jiné povrchoe aktivni
latky s podobnymi vlastnostmi. Maji schopnost femtogat laktozu fi
teplo€ 35 °C nebo 37 °C se stasnou produkci kyselin, plynu a
aldehydu Bhem 24 - 48 hod [17].

Rod Salmonella

Bakterie G jsou fakultativé anaerobni #inky. Tyto bakterie
nezkvasuji laktosu a produkuji;8l vyuzivaji citrat a jsou patogenni,
jedna se o jvodce salmonelézS| enteritidis, S. typhimuriyna tyfu S.
typhi, S. parathyphi[17].
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Obr. &. 5: Bakterie E. coli: a) na zivné fidé [21], b) barveni dle Grama [22].

ASM MicrobeLibrary 0rg"® Hedetniemi and Liao

4.2.3 G koky

Rod Streptococcus

Lactococcus

Lactococcus lactigjeho vyrostlé kolonie na Zivnéige jsou na
obrazkug. 6) je G bakterie, jejim tvarem jsou koky, které se vyskyiu
parech, kratkychtetizcich. Podle podminekistu mohou mit i vejcovity
tvar s délkou 0,5 az 1,om. BakterieL. lactis nevytv&i spory a neni

pohybliva [23], produkuje nisin [17].

Bakterie L.lactis zkvaSovanim sachafid produkuje kyselinu
mlénou. Jako zdroje uhliku, které tato baktetegpa jsou: fruktdza,
galaktéza, glukoza, laktéza, maltéza, mannitol, mesa, ribosa,
sacharosa a trehalosa. [21].0MDdem, Ze se tato bakterie stala
nejdilezitéjSim MO pouzivanym v mlékarenskémuapryslu, je prag
diky produkci kyseliny miéné a pouziva se takiipvyrob¢ mlé&nych
fermentovanych vyrohk jako je nap. syr, podmasli [24-26]L. lactis
subsp. Lactis (dve Streptococcus lactif27]) se pouZziva v pg@atenich
stadiich k vyrob syni véetn syri Brie, Cabernet{edar, Colbi a mnoho
dalSich. Lactoccocus ma dva poddruhy s rozdilnymnofypy a
genotypy.Lactococcus lactis subsfactis a subsp. cremoriskde subs.
lactis je preferovan pro vyrobu #kkych sy, zatimcol. lactis subs.
cremorisje preferovan pro vyrobu sytvrdych [28].

Pediococcus
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Pediococcus pentosaceygiz obr. ¢. 7) jsou G, fakultativre
anaerobni, nepohyblivé bakterie. pentosaceusnize byt izolovan z
riznych rostlinnych materiéla zrajicich sy, je také typickou saiasti
mikroflory vétSiny druhi syri v prabéhu jejich zrani [29-30].

Obr. ¢&. 6: Lactococcus lactis [31].

Rod Leuconostoc

Tvoii slizovita pouzdra z dextranu (gobuje ucpavani potrubi
v potravindském pamyslu, slizovatni &av) [17].

4.2.4 Sporulujici tyinky a koky

Rod Bacillug(G" tyginky)
B. subtilis
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Vyskytuje se vsef)y vod, vzduchu, snadno se dostavd do
potravin, zfisobuje sladké srdZzeni mléka. Enzymy amylazy seiypajiiz
pro piamyslové vyroby [17].

4.2.5 G nesporulujici tyginky

Rod Lactobacillus

Dlouhé nepohyblivé &inky. Vyskytuji se v mléce, duténustni,
travicim traktu sau, obili a midg. Vé&tSina druli roste pi teplot 45°C
Cinnost mlénych bakterii se vyuziva k vyrébsymi (L. cassei, L.
delbriickei subsp. Lactis, L. helvetizik7].

4.2.6 Mykobakterie

Rod Mykobakterie

Rovné nebo mimh zakivené tyinky tvorici vlakna az mycélia,

kterda se mohou rozpadat az na koky, Gcidorezistentni (kiky
obarvené karlobfuchsinem se neodbarvuji kyselinami alkoholem).
Vysoka resistence je zagéa slozenim bustné stny - vysoky obsah
lipida a voski. Vyskytuji se v id¢, vodt, saprofyticky i paraziticky se
vyskytuji u¢lovéka i zvirat [17].

4.2.7 Aktinomyceéty a Fibuzné organismy

G aerobni, tvii dlouha ¥tvena viakna (hyfy) a mycelium, které
se rozpada na &nky nebo koky. Aktinomycéty tud nejpaetrgjsi
skupinu bakterii v fidé, zpisobuiji typicky pligovy pach pdy, uplatuji
se fi rozkladu rostlinného i ZziveSného materiélu [17].

5. Syry

Z vyzivového hlediska nam syry poskytuji plnohoadhot
bilkoviny, vapnik a vitaminy. Negativni vlastnositkterych syii je
vysoky obsah nasycenych ful vysoky obsah kalorii [33].

Véapnik (Ca)

Mléc¢né vyrobky obsahuji mineralni latku Ca, ktera spada
skupiny makroelemetit Makroelementy jsou ty mineralni latky, jejihz

denni spdtba pratlovéka je nad 100 mg. Ca je stavebni sloZzkou kosti a
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zuhi, je dilezity pro emulgaci tuk, pro svalovowinnost a srazlivost
krve. Ri nedostatku Ca dochazi k osteomalacii, osteoporavgseni
nervové drazdivosti. Vyuzitelnost vapniku se liSiodle druhu
piijimanych potravin. Ze syra je vyuzitelnost 30 %4][3Denni pateba
¢loveka je pimerné 0,8 — 1 g Ca¢hotné a kojici Zeny maji sgebu az
2g Ca dena[33].

Vitaminy

Dulezitym vitaminem v syrech, je vitamin,B Jedna se o
strukturré velmi slozitou latku pdfci mezi tzv. korinoidy. Vitamin B je
vitaminem rozpustnym v tucich a jeho absorpce péobi travicim
traktu. Zdrojem vitaminu B jsou Ziva@isné latky - maso, vejce a mléko,
v rostlinnych latkdch se nevyskytuje, proto zdrgjehoto vitaminu,

v syru jsou dlezité gedevSim pro vegetariany. Denni jfedta je 2,4 - 3
ug. Nedostatek tize zpisobit neurologické poruchy, poruchy hybnosti a

halucinace [34].
5.1. Vyroba sym

Syt je vsowasné dob na trhu velké mnoZstvi, jejichz
technologie postupu vyroby se skladagkalika kroki. V zavislosti na
druhu vyrakéného syra se mohowkteré kroky liSit. Hlavni surovinou
pro tuto vyrobu je mléko. N&jsgji se pouziva kravské mléko, dale
muze byt pouZzito napi kozi¢i ov¢i [35]. Na tuto zakladni surovinu jsou
kladeny pozadavky, které duwji jakost mléka. Podminky pro Gsmou
vyrobu a zrani syr je predevSim ftomnost patbnych druh

uzitetnych MO v syru, dostatay paiet MO a jejich fisobeni [36].
5.1.1 Technologicky postup vyroby syi

Hlavni kroky jsou podobné pro vyrobu 8ypii pouziti vSechii
druhi mléka. Nez se mléko srazi, musi se homogenizalaichom
ziskali poZzadovany objem proteinu, tuku a dalSigle4tych latek. Na
obrazku¢.8 je schematicky zndzaim postup vyroby syir od syrového
mléka po jeho kormé zrani ve sklepich, néasleduje jiz jen baleni

vyrobenych syi do obai.
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Obr. €. 8: Schéma technologického postupu vyroby syru [37

Syrové mléko

'

Setrna pasterace mléka

'

Standardizace,

homogenizace mléka

'

piidavek ¢istych mlékaskych

Uprava mléka fed
svienin kultur a chloridu vapenatého
. iidavek syidla, sradzenim

Syfeni mléka P Y

mléka vznikne senine
# Zpracovani na zrno pozadova-

Zpracovani sgeniny né velikosti a tuhosti (kraje-
nim, drobenim, fhiivanim)
- syrovatka

Formovani syl

'

Soleni - piidavek NaCl

'

Zrani a oSéeni syn ve zracich sklepech

v

syrovatka

5.1.1.1 Vybrané kroky technologického postupu
Pasterace mléka

Pasteraci mléka se rozumi ¥hmléka na teplotu 72 °C - 74 °C
po dobu 20 — 30 sekundialem je usmrceni Skodlivych MO.
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Standardizace mléka
Jedna se o Upravu obsahu tuku v mléce.
Homogenizace mléka

Je vhodna zvla&tpro rekteré druhy syir, nag. Nivu. Dochazi fi
ni ke zmenSeni tukovych kééik v mléce a tim pak ke snagiimu
rozkladu tuku v pibéhu zrani a k tvorb charakteristické chuti ainé
syra [35,37].
Srazeni

Do mléka se fida bul” syridlo (tj. mikrobialni enzym), bakterie
mlé&ného kvaSeni, nebo kombinace obojiho. Nasledajde k jeho
vysrazeni, kdy se mléko prémi ve d¥ substance — pevnou, tedy tvaroh
(syraské zrno), a tekutou, coz je syrovatka [35,37].08&tka ma nizké
zastoupeni suSiny a to do 4 %.Formovatésyy je vyobrazeno na obr.
¢. 9.
Zrani

Zrani je enzymaticky pochodg¢hem kterého syr ziskava svou
charakteristickou &ni, chu’, vzhled a konzistenci. &hi se slozeni syra,
k nejwtSim znmgnam dochazi u mé@ého cukru a bilkovin. Syry mohou
zrat rekolik dna ale ifadu ngsiai. S tim jak postupuje fermentace¢mn
se tvaroh v kaSovitou hmotu. Syr vyZaduje trval@zgrnost. Musi se
pravidelré obracet a &které i rné karta&ovat. Na zrani maji rozhoduijici

vliv teplota, vlhkost a proughi vzduchu [35]. Zrani s&asto provadi ve

sklepich (viz. obr¢. 10), kde maji syry ke zrani vhodné podminky.

Zrani rozeznavame:
1) primarni, neboli anaerobni: syry zraji v celé hénot
2) zrani sekundarni, neboli aerobni: syry zraji odrelowy snErem

dovnit.

Primérni zrani probihd pomaleji (u &ytvrdych, s plisni ve
hmot), sekundarni rychleji (u s§kyselych a nakkych).
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Obr.¢.9 :Formovani syeniny [37].

Fromeek sfeaimy v esvch felticch

Obr. €. 10: Zrani syri ve sklepich [37].

Triei gl v sessiich:

5.1.2 Pozadavky na mléko pro vyrobu syir

Jakost kravského mléka pro vyrobu sye urena celkovym
chemickym slozenim mléka a jeho fyzikalnimi, mikigbimi a
hygienickymi vlastnostmi. Podle &pobu zpracovani a zuZzitkovani se

meéni i vyznam &chto vlastnosti [38].

Obecrt urcuji jakost mléka:

e

e obsah tuku a kaseinu mléka, tento obsah musi ksgtkyy
* mléko musi byt zdravothnezavadné a nesmi byiti madojeni a po

nadojeni mechanicky z&igténé,
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* mléko nesmi obsahovat latky, které fiepivé ovliviuji chu’ a vani
vyrakenych vyrobki [38,39].

Tyto poZzadavky na jakost mléka pro vyrobutsjgsou doplgné
dalSimi dilezitymi znaky, které rozhoduji o vhodnosti mliékarjrobe
urgitych druha syni. Je to tzv. gitelnost mléka. Sitelnost mléka je
schopnost mléka k ggni a vytvéeni pevné sgniny. Pro vyrobu syrje
také dilezitym znakem tzv. kvasnost mléka, coz je schopniéka byt
vhodnym prosedim pro rozmnozovani &innost uziténych MO,
piedevsim bakterii mé&ého kvaSeni a to jak v mléce, tak cerstvé
syrenirg [38].

5.1.3 Hlavni syrarské kultury p¥i vyrobé syri s vysoko-dol¥ivanou

syiFeninou

Jako syrgské kultury pro vyrobu swyr s vysoko dotivanou
syfeninou se pouzivajiipvazié termofilni MO, propionové kultury a
kvasinky. V syr#stvi je zakladem, aby kultura pouZzita pro vyrobuasy
byla schopna produkovat kyselinu ®@néu, rozlozit proteiny,
produkovat oxid uhéity [40].

4.1.3.1 Kultury termofilnich mikroorganisim

Termofilni bakterie jsou teplomilné bakterie, ktam®hou byt
dvojiho druhu, a to strikthtermofilni, nerostouci pod 30 °C s optimem
rastu 55 °C a maximem 80 °C a fakultativiermofilni s optimemirstu
45 — 55 °C a maximemistu 75 °C a rostouci ifpteplotach pod 30 °C.
VétSina termofilnich bakterii je sporulujicich, méaimofilni MO pati i
aktinomycety. Vyznam maji v konzervarenstvi, pamakstvi a

cukrovarnictvi. Zadny z termofilnich MO neni patngée[40].

Jako kultury se ievazm vyuziva laktobacil, Lactobacillus
helveticus, acidophilus, lactisTyto MO jsou ¢asto v kombinaci se
streptokoky. BZnou kombinaci MO se pouZziva rap.actobacillus
helveticusa Str. thermophiluy pongru 1:1. K vyrolé syni ementalského
typu se pidavaji v obsahu 0,05-0,1% [41].
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5.1.3.2 Propionové kultury

Tyto kultury vyuZivaji produkty miného kvaSeni laktosy,
hlavrg kyselinu mlénou ke tvorl kyseliny propionové, octové a GO
jejich nejwtsi aktivita je zji&na @ pH nad 5,2. B vyrobé symi maji za
nasledek tvorbu pravych ok (viz. obé. 11), také se podileji na
chwovych vlastnostech syra. Nejvyznag#imi jsouPropionibacterium

freudenreichiiashermanii[42].

Obr. ¢&. 11: Oka uvnité Ementalu vzniklé mi&nou bakterii Propionibacterium
freudenreichii [43].

5.1.2.3 Kvasinky

Kvasinky jsou eukaryotni jednob&imé MO patici mezi houby
(Fungi). Jsou uplabvany @i vyrob¢ a zrani sy jen v malé nie.
Nejcastji kvasinkaCandida Krusei{viz. obr.¢. 12), ktera byva s@asti
kultur pro tvrdé syry a symbioticky podporuje rogvycinkovitych
bakterii ml€éného kysani [17,36].

Obr. €. 12: Kvasinka Candida Krusei [44].
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5.2 Déleni syni

Syry mizeme rozdlit podle rekolika hledisek a to nd&p podle
pouzité suroviny, tuhosti¢sta (mékké, polongkké, polotvrdé, tvrdé,
velmi tvrdé syry), dalSim a zasadnim kritériekledi syf je zpisob,

jakym byla ziskana z mléka srazenina na vyrobu. Sggdna se o syry:

» kyselé — mléko se srazigobenim kyseliny mi@é, ktera je
produktem bakterii mié&ého kysani,
» sladké - pi srazeni mléka sidlem se ziska $gnina -zaklad k vyrab

syni.

Vyznamné je takédeni syfi podle obsahu tuku v sugirkde se
syryfadi, dle VyhlaSky Ministerstva zeuklstvi ¢. 77/2003 Sb. [45], do
5 skupin, jak je uvedeno v tabulees.

Tabulka ¢.4 : Rozdleni syra dle obsahu tuku v suSig[45]

Druh syra Obsah tuku v susin &
Vysokotwné syry nejmeér 60% t. v s.
PInotwné syry nejmeért 45 % t. v s.
Polotwné syry nejmér 25 % t. v s.
Nizkotuwné syry nejmér 10 % t. v s.
Odtwnené syry mére nez 10 % t. v s.

Podle zrani a zpracovaniregpiny je mozné syry roziit na dw

z&kladni skupiny: zrajici a nezrajici syry.
5.2.1 Syry zrajici v celé hmat:
5.2.1.1 Syry s nizkod@ivanou syeninou

U symi eidamského typu je charakteristické tHghni syeniny
horkou vodu na teploty 40 °C a prani syrového zdéika zrani by rla
byt alespé 2 nesice, zalezi na tom, jestli zraji ve folii nebo patrem

(pt. eidam, Gouda).

U nizkodotitivanych sy@i s tvorbou ok se vyuziva propionova
kultura (g. Madeland), u syr ¢edarového typu (pochazeji z Velké

Britanie) je postup vyroby oztiavan jako gedarovani“, charakteristicky
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je vysoky stupe prokysani skeniny (pouziva se vyssi davka mezofilové
kultury a €sré pred syenim i termofilni kultura), syrové zrno se divta
pies plas vyrobniku, po odpu8hi syrovatky a fedlisovani se $gnina
mele a soli suchou soli, osolena syrovd hmota sauje a lisuje, ve
zraci folii zraji syry pi teplo€ 6 — 10 °C 2 — 12 gsiol, Ssyenina
¢edarového typu se iwe vyuZit i pro vyrobu ganych syé (pf.
KaSkaval), které se mohou takeé udit (OStiepok)48§-

5.2.1.2 Syry s vysokodoivanou syeninou

MIéko pro tyto tvrdé syry musi byt nejvyssi kvaldyeho tepelné
oSeteni co nejSetrjSi, spoleénym znakem jsou vysokeé didtaci teploty
(48 — 56 °C) u syr ementalského typu tvorbu ok zdjige propionova
kultura, syenina se zpracovava na drobné zrno fa yypouseni
syrovatky nesmi dojit k jejimu provzdusn, zrani trva celkentitmésice
a probiha ve 3 fazich - prvni faze zrani trva &iwm (¥ teplot 12 — 14
°C, poté v kvasném skleppii teplog& 23 °C dochazi krozvoji
propionové kultury, tzv. otevirani gyrnasleduje dozravani v chladném
skleg (pt. ementdl) u syr typu moravsky bochnik je rozdil v nizsi
teplo€ dohtivani, syry zraji pouze v chladném skiememaji oka P
vyrob¢ sym ke strouhani jsou operace ugpbené tak, aby doslo k co
nejwtsimu odlodeni syrovatky, syry se obvykle vymrgb s nizSim
obsahem tuku v su&in30 %) typickd& je dlouha doba zrani - az 1 rak (p
Parmazan) [46-48].

5.2.2 Druhy zrajicich sy

Zrajici syry mohou byt s plisni uvhitjako je nap niva a
modienin (viz. obr.¢ 13), nebo s plisni napovrchu, zastupcem této

skupiny je Hermelin (viz. obt. 14).
MADELAND

Polotvrdy syr s nizkoddfvanou syeninou a tvorbou ok. Doba zrani: syr
se uvadi do trzni gitve vhodném stupni zralosti, nejmépo 4 tydnech
zrani. Skladovani: vyrobky se uchovavajicigtych, chladnych, ddk
vétratelnych prostorachipteplot od 4 °C do 8 °C [46].
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PRIMATOR

Tvrdy syr s tvorbou ok s vysokodidhanou syeninou. Primator péit

mezi @irodni syry ementalského typu s vysokotiehnou syeninou,

které jsou nejvydatSim zdrojem vapniku v naSi poteavDoba zrani:
syr se uvadi do trzni 8itve vhodném stupni zralosti, nejréépo 6

tydnech zrani. Skladovani: &isté, tmavé a chladné mistnosti, #®b
vétratelné, pi teplot od 4°C do 8°C [46].

ARCHIVNI SYR

Tvrdy syr s vysokoddiivanou syeninou potazeny potravifgkym
voskem. Doba zrani: syr se uvadi do trzné si¢ vhodném stupni
zralosti, nejmé& po 7 tydnech zrani. Skladovani: vyrobky se skladuj
cisté, tmavé a chladné, d@bwtratelné mistnostiipteplo€ od 4°C do 8
°C [46].

MORAVSKY BOCHNIK

Tvrdy syr bez ok s vysokod@kanou syeninou. Doba zrani: syr se
uvadi do trzni sé ve vhodném stupni zralosti, nejmépo 5 tydnech
zrani. Skladovani: ¥visté, tmavé, chladné, ditratelné mistnostiip
teplo€ od 4 °C do 8 °C [46].

EIDAMSKA CIHLA

polotvrdy syr s nizkoddfvanou syeninou

Doba zrani: syr se uvadi do trzniésite vhodném stupni zralosti,
nejmért po 4 tydnech zrani. Skladovani: vyrobky se uchajiaxcistych

a chladnych, dadie tratelnych prostorachipteplot od 4°C do 8 °C
[46].

Obr. €. 13: Syr s plisni uvni¥ a) Niva [49], b) Modéenin [50].
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Obr. €. 14: Mékky syr s plisni na povrchu [50].

5.3 Koncentrace biogennich ami@ v syrech

Riziko vyskytu BA v syrech se &ni podle druhu vyr&mého syra
a nebezp# jejich tvorby se zvySujeipvyrob¢ sy, které maji dlouhou
periodu zrani nebo u skupiny éyrrajicich pod mazem. Musi se také
dbat na vysokou mikrobialni jakost nakupovanéhokmléZavést do
laboratorni praxe mikrobialni metody vhodné provprdivni sledovani
vyskytu MO vykazujicich dekarboxylazovou aktivittBoulEzrné s
mikrobialni kontrolou mléka a s§rje Zadouci sledovat i dalSi suroviny a
pomocné latky pouzivanéipryrobé sym, dobu zrani, startovaci kultury
a dodrzovat hygienatpvyrobe syra.

Riziko BA zvySuji faktory:

vysoky podil proteolytickych bakterii a enzym soustay,

- volné AMK, nizké pH produktu, vysSi koncentrace NaC
dekarboxylazova aktivita,

- pouzivani malo kontrolovatelnychtimzenych fermentaci nebo
negilis kvalitnich startovacich kultur,

- nedostaténa pasterace,

- neodpovidajici podminky skladovani, podminky z{&A].

Pri analyzach vzonk syri jsou nejvice zastoupeny BA TYR a
PUT, dale ve velké e nasledovali KAD a HIS, kdezto hodnoty TR,

39



FEA, SPD a SPM byly nizké. Obsah a profil BA v sfrge zavisly
zejména na typu syra. NejvysSi koncentrace BA byglgzeny v syrech s
vysokodoliivanou syeninou a v mikkych zrajicich syrech, zatimco u
symi smetanovych a termizovanych jednotlivé BA nejsatekovany

nebo jsou obsazeny v malém mnoZzstvi.
5.3.1 Histamin

HIS vznika @i mikrobiologickém rozkladu potravin, a proto se
velmi hojre vyskytuje v potravinach ziwisného pivodu jako jsou
nagiklad ryby (konzervovany tiék, uzené makrely), miéé vyrobky
nebo maso. Krogtoho miZze byt obsazen i ve vyrobcich prochazejicich
mikrobiologickym kvaSenim a fermentaci, jako je, gjivo, vino (obsah
histaminu je rozdilny ¥erveném a bilém vén kde cervené vino
obsahuje vice histaminu nez bilé vino), kyselé pekniny, kdvova zrna,

cernycaj a extrakty drozdi [39].

Pomalu zrajici druhy sygr(starsi réniky goudy, emental &dar)
obsahuji vice histaminu nez rychle zrajici druhyasfmladsi r@éniky
goudy). Mekké syry jako Camembert a Brie obsahuji takSivmnoZstvi
HIS.

Z mekkych syi je nejvysSi koncentrace HIS nalezena u pivniho
syra (cca 280 mg/kg). Tyto hodnoty jstadow vysSi nez u rkkych
synmi ze zahrami. U ceskych syt s vysokodolivanou syeninou jsou
hodnoty histamindgadow nizsi (u ementalu cca 150 mg/kg) nez e
hodnoty v zahraknich syrech stejného typu (emental az 1500 mg/kg)
[39].

5.3.2 Tyramin

NejvysSi  koncentrace TYR jsou nalezeny u usyrs
vysokodoliivanou syeninou (emental 1123 mg/kg),ékkych zrajicich
syni (bryndza 417 mg/kg) a syplisiovych (Hermelin 187 mg/kg). U
zahrantnich syfi téhoZ typu vSak byvaji nalézany hodnoty i nagobn

vySSi (nap. parmazan 2460 mg/kg) [39].
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5.3.3 Putrescin

S vyjimkou mekkych zrajicich syir a sya plisiovych byla
koncentrace PUT deskych syt relativre nizka. Nejvyssi koncentrace
jsou u brynzy (591 mg/kg) a tvarka (514 mg/kg) [39].

5.3.4 Kadaverin

VVVVVV

koncentrace KAD, u syra Camembeiegahla hladina 1000 mg/kg. V
¢eskych syrech obsahovala vysoké hladiny KAD brynd44.0 mg/kg),
tvanizky (739 mg/kg) a Niva (699 mg/kg). U ostatnichisgtosahovaly
koncentrace KAD nizkych azietinich hodnot [39].

5.3.5 Tryptamin

Koncentrace TR je u syrnizka nebo TR se nenachaZibec.
Zahranéni prameny fipousti i vysoké koncentrace (rocquefort az 600
mg/kg). U syfi s vysokymi koncentracemi tryptaminu byl prokazét i
fenylethylamin [39].

5.3.6 Spermin, spermidin

Polyaminy (SPM a SPR) jsou v syrech nalezeny v &otracich
odpovidajicich jednotkdm, vyjimie¢ desitkam mg/kg. NejvysSi

koncentrace jsou stanoveny u ptigych a nekkych zrajicich sy [39].

6. Stanoveni biogennich ami@ v syrech

V souiasnosti se zabyva stanovenim B#da laboratd a je jim
vénovana velka pozornost.éBem par let byla nalezena a vypracovana
fada metod pro jejich stanoveni. Metody jsou vZdgny pro ukity typ
analyzovaného vzorku a vzhledemukmorodosti vzork neni mozné
najit jednu univerzalni metodu pro stanoveni BA w&ech druzich
potravin [8,45]. V potravin&gtvi maji vyznam zejména metody
stanovujici aromatické, heterocyklickiéBA jako celek.
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6.1. Metody stanoveni biogennich amih

V souastné dob se ke stanoveni BA vyvinultada metod, z
nichz se vyuzivd fedevSim chromatografickych metod, zejména
tenkovrstva chromatografie, plynovd chromatografie kapalinova
chromatografie, dale se BA mohou stanovit také tedekigraini
metodou - kapilarni elektroforézou [45]¢t€ina metod pro stanoveni BA
je zcasoveho hlediska velmi nd@ma a nelze je vdiném provoze pouzit

a je ugena vzdy pro wity typ analyzovaného vzorku (potraviny).

Ke stanoveni BA v potravinach lze vyu#iadu analytickych
metod. Jedna saqvazre o metody chromatografické. Chromatografie je
separdni, analyticka, fyzikal&-chemicka metoda pro separaci a analyzu
smesi latek, jejimz zakladnim principem je rélmlani sloZzek swsi
mezi mobilni a stacionarni fazi. Mobilni fazi je, tktera se
v chromatografickém systému pohybuje. Stacionarnazi f je
v chromatografickém systému faze, kter4 je nepavgblTouto fazi
muzZe byt pevna latka nebo film kapaliny zakotvenymssané latce [51].

Mezi sowasné chromatografické metody stanoveni BAfipat
zejména tenkovrstva kapalinova chromatografie,  @bgn
chromatografie, kapilarni zénova elektroforéza $2§, vysokodinna

kapalinova chromatografie a iontovyménna chromatografie.

NejvyuZivarjSi metodou v praxi pro stanoveni BA v syrech je
metoda vysokatinné kapalinové chromatografie.ééina metod pro
stanoveni biogennich antife ¢aso¥ velmi nar@na a nelze je vdiném

provoze pouzit.
6.1.1 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie (TLC) pat mezi pondrné

jednoduché metody stanoveni a Ize ji pouzit gftSivmnozstvi vzonk.
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Jeji nevyhodou je celkem vysokasova narénost a nepét mezi zcela
presné metody.

Provedeni TLC spiva v naneseni kapky analyzovanéésima
startovni misto. Tenk& vrstva se jednim koncem fiahm mobilni faze,
tak, aby startovni pozice kapek analytistaly nad hladinou mobilni
faze. Mobilni faze vzlina tenkou vrstvoidemz dochazi k transportu a
déleni analyzované sési. Analyza se ukafuje, kdyzcelo mobilni faze
dorazi do blizkosti protilehlého konce tenké vrsWglo mobilni faze je
ozna&eno a tenka vrstva je vysuSena. VysuSena vrstvateré jsou
patrné skvrny jednotlivych sloZzek gan v mizné vzdalenosti od startu,

piedstavuje chromatogram této metody.

V ptipadt analyzy BA se pouziva dvoufazovd TLC. Tato metoda
vyuziva systému rozpoustel chloroform — dietyleter — trietylamin (v
pontru 6:4:1) a dale chloroform - trietylamin (v pém 6:1).
Derivatizace BA se provadi zejména pomoci dansytahl s naslednou
denzitometrickou detekcitiprinové délce 254 nm [53-54].

6.1.2 Vysokowinna kapalinova chromatografie

Vysokoinna kapalinova chromatografie (HPLC - High
Performance Liquid Chromatography) iseli mezi neajasgji pouzivané
separani metody. HPLC vynikA vysokou ¢ilmnosti, dobrou
opakovatelnosti, jedna se tedy o citlivou imgmou metodu. HPLC je
zaloZena na separaci anélyta zaklad jejich distribuce mezi stacionarni
a mobilni fazi. Mobilni fazi je zde kapalina¢lieem separace dochazi k
mnoha tyim interakci. Uplatuji se interakce analyts mobilni fazi,
interakce mobilni faze se stacionarni fazi a sogr@@yti na stacionarni
fazi. Na zaklad rozdilné velikosti distribéni konstanty jsou dkteré
analyty na kolo& zadrzovany ména rekteré vice [55]. Schéma HPLC

je znazorgno na obr¢. 15.

Pro stanoveni syrhomogenizuji a BA byly extrahuji v 10%

kyselirg trichloroctové. BA v alikvotnim podilu kyseléhoteaktu reakci
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s dansylchloridem fevedou na jejich dansylderivaty, extrahuji do
nepolarniho rozpouddla (petrolether, n-hexan) a po oégxa analyzuji
[39].

Casto pouzivanou variantou je RP-HPLC po postkolénov
derivatizaci o-ftalaldehydem (OPA). Lze pouZzit ré¥mmerktaptoetanol

(2-ME), nasleduje fluorimetricka detekce.

Jako dalSi derivatizai ¢inidla se pouZivaji ndp 1,2-
naftochinon-4-sulfonat  (spektrofotometrickd detgkce4-chloro-7-
nitrobenzofurazan (spektrofotometrickd detekce), &ro detekci
n¢kterych BA neni nutné pouzit derivatéza cinidlo, jedna se zejména o
stanoveni HIS a TR. U HIS je mozZné pouzit UV/VIS DAetektor, tj.
detektor diodového pole. KranvySe uvedenych detekci je mozné pouzit
i konduktometricky detektor. Statasgji se pouziva pro stanoveni BA
kombinace HPLC s hmotnostni spektrometrii (HPLC-NE8)57].

Obr. €. 15: Schéma vysokok€inné kapalinové chromatografie [55].
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Separace (eni) probiha v sepatai kolorg, ktera obsahuje
stacionarni (nepohyblivou) f4zi = sorbent a mobfpohyblivou) fazi =

eluent (viz obr¢. 16).

Rozdilné analyty @ené latky) maji rozdilnou afinitu ke
stacionarni fazi. Bzné analyty podléhajiizné distribuci (rozélovani)
mezi mobilni a stacionarni fazi. Rozdilné analytyoy rozdilg

zadrzovany a rozditnzpoalovany (retardovany).

Obr. €. 16: Separace latek [55].
‘Leluerlt

wvzorelo

sorbent

6.1.3 Plynova chromatografie

Pro stanoveni BA se ngstji pouziva plynova chromatografie
(GC) (schéma GC je uvedeno na obr.17) vyuZivAd ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) za pouziti amidgd kyseliny
heptafluoromaselné jako derivatiného cinidla (pro gevod BA na

tekavy derivat).

Obr. & 17: Schéma plynového chromatografu [58].

|
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Popis schéma:
1) Zdroj nosného plynu
2) Reguléator piitoku
3) Davkovaci systém (injektor)
4) Chromatograficka kolona
5) Detektor
6) Termostaty pro injektor, kolonu a detektor

7) Vyhodnocovaci ziazeni (zapisovg pctitac)

Nosny plyn (H, N, He, Ar) m& za ukol unéSet vzorek kolono a
jeho vykEr zavisi na druhu kolony a na detektoriiledité je vSak take to,
aby nosny plyn byl netoxicky a byl bezjpg pro praci. Davkowva slouzi
k zavedeni vzorku do nosného plynu, musi zajistga®ni vzorku v co
nejkratS§im case. Detektor slouzi k detekci latek v nosném plynu
signalizuje jejich pitomnost, kolona je umista stacionarni faze a

nastava zde separace slozek [58].
6.1.4 Kapilarni elektroforéza

Jednou z elektromigéaich metod, ktera se v praxi pro stanoveni
BA vyuziva, je kapilarni elektroforéza (CE), ktge&zaloZzena na rozdilné

migraci ionizovanych latek ve stejno&mém elektrickém poli.

Vyhodami CE je jednoducha instrumentace, vysokdiSerri a
acinnost separaci, mala speba vzorku, rychlost analyzy, mala siba
chemikalii a malé mnoZzstvi odpadnevyhodou je vSak koncentrd

citlivost.

NejjednodusSi a né&sgji pouzivanou formou kapilarni
elektroforézy se vyuziva pro stanoveni BA zejméagillarni zoénova
elektroforéza (CZE), ktera je vhodna pro separad@tanoveni iorit
liSicich se svou molekulovou hmotnosti, tvarem bojgm. Dochézi k
déleni molekul s nébojem na zakéadjejich rozdilnych mobilit
(elektroforetickych pohyblivosti). Nastava prockdy elektroosmoticky

tok separéniho roztoku uvnit kapilary unasi kladné a zaporné ionty k
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detektoru. Tyto ionty navic migruji svymi rozdilnyedektroforetickymi
rychlostmi uvnit roztoku, a tim se vzajerandéli. Béhem jednoho
experimentu lIze &it, detekovat a stanovit oba dva druhy igritationy i
aniony. Separace latek se provadi v kdpila taveného flemene.
Kapilara je na v&Sim povrchu pokryta vrstvou Zlutého azétlého
polyimidu, ktery znéné zvySuje pruznost kapilary a s@asré odstrauje
jeji krehkost. Kapilaru Ize tedy ohybat, aniz by se pos&odebo

dokonce zlomila [59].

Stejre jako v pipact chromatografickych technik, také u
elektromigr@nich metod je nutna derivatizace analyzovanyche&loz
Pomoci derivatizéniho ¢inidla dochazi ke vzniku fluoreskujicicti

absorbujicich produkt

Mezi nejpouziva&Si derivatiz&ni cinidla pati: o-ftalaldehyd
(OPA), fenylizotiokyanat (FITC), 9-fluoroenylmetyokarbamat
(FMOC), dansylchlorid, aj. Analyt f@iZe sc¢inidlem reagovat fed
délenim ¢i az po rozdleni snmesi v kapilde. Je mozné vyuZit i
derivatizace vzorkuifimo v kapil&e (,on-column® nebo ,in-capillary®),
V NniZ je obsazen zakladni elektrolyt dohromadyrszdgzacnim ¢inidlem
[53,59].
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Zavér

Tvorba biogennich amin je stale zkoumanou kapitolou.
NejzavazijSimi biogennimi aminy vzhledem Kigobeni na zdravi
¢lovéka jsou histamin a tyramin, které jsou v dnesni ¢dolejvice

sledovany diky jejich negativnimu vlivdiprySSich koncentracich

Praw diky negativnimu vlivu biogennich aniima ¢lovéka je
nutné k zamezeni jejich tvarbK tomu gispivarada faktoli. Mezi nimi
je nag.doba fermentace, kratSi doba skladovani. Nejuieel ®mezime
vyskyt biogennich amin pouzivanim f vyrob¢ potravin startovaci

s

V dnedni dob pro stanoveni biogennich aminv syrech se
nejvice pouzivA chromatografie jako takova. Konkirétmetoda
uplatfiovana v praxi je vysok@inna kapalinova chromatografie, ktera se
stala oblibenou prévkvili vysoké &innosti, dobré opakovatelnosti a je

metodou citlivou a fesnou.
Mym cilem bylo poskytnout zajemim o tento obor ucelené

informace, které jseméhem sepisovani nashroméazdila. Do jaké vysSe

jsem swj cil naplnil, to uz musim nechat tgené&i.
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