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ABSTRAKT

Cilem této bakalaiské prace bylo stanovit obsah biogennich aminti v kysaném zeli, kysa-
nych okurkach a fermentovaném ochucovadle Worcesteru. Biogenni aminy, které byly sta-
novovany, byly tryptamin, fenylethylamin, putrescin, kadaverin, histamin, tyramin, sper-

midin a spermin.

Biogenni amin s nejvyssi koncentraci byl putrescin. Naopak biogenni amin tryptamin nebyl
detekovan v Zadném vzorku. Nejvétsi mnozstvi biogennich amint obsahovalo kysané zeli.

Nejmensi mnozstvi biogennich amind bylo detekovano u Worcesteru.

Kli¢ova slova: Biogenni aminy, kysané zeli, kysané okurky, Worcester, vysokoucinna ka-

palinova chromatografie.

ABSTRACT

The aim of this work was to determine the content of biogenic amines in sauerkraut, pick-
led cucumbers and fermented flavouring agent Worcester. Biogenic amines that have been
determined were tryptamine, phenylethylamine, putrescine, cadaverine, histamine, tyra-

mine, spermidine and spermine.

Biogenic amine with the highest concentration was putrescine. Concersely biogenic amine
tryptamine was not detected in any sample. The largest amount of biogenic amines con-

tained sauerkraut. The smallest amount of biogenic amines was detected in Worcester.

Keywords: Biogenic amines, sauerkraut, fermented cucumber, Worcester, high performan-

ce liquid chromatography.
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UvVOD

V poslednich letech jsou stale vétsi obavy ohledné bezpecnosti potravin, piicemz
biogennich amint ve fermentovanych potravindch (zeli, ryby, klobasy, maso nebo pivo),
ziskala zna¢ny zajem, vzhledem k jejich nezadoucim fyziologickych u¢inkiim na zdravi

citlivych lidi [1].

Biogenni aminy jsou netékavé zasadité organické latky s nizkou molekulovou hmotnos-
ti. Vznikaji pfevazné dekarboxylaci aminokyselin plsobenim bakteridlniho enzymu
dekarboxylazy [2]. Nejdilezitéjsi biogenni aminy, které se vyskytuji v potravinach, jsou
histamin, tyramin, putrescin, kadaverin a fenylalanin [3]. Biogenni aminy jsou nezbytnymi
soucastmi Zivych bunék, kde plni biologické funkce. Jsou dileZitym zdrojem dusiku pro

syntézu hormont, alkaloidi, nukleovych kyselin a proteind [2].

OvSem pfi poZiti potraviny, nebo napoje s vyssi koncentraci biogennich amint, mize
dojit k alimentarni otrave. Otrava se miiZze projevit vyssi teplotou, bolesti hlavy, nevolnosti,

busenim srdce nebo zvySenim krevniho tlaku [3].

Biogenni aminy mohou mit také roli v znehodnoceni organoleptickych vlastnosti a jsou
povazovany za indikatory kvality nebo pfijatelnosti v nékterych potravinach. Mizeme zde

zaradit biogenni aminy jako je napiiklad putrescin, kadaverin nebo histamin [3,4,5].

V této bakalaiské praci bylo cilem stanovit obsah biogennich amint v kysaném zeli,
kysanych okurkdch a ve Worcesteru. Biogenni aminy byly stanovovany pomoci

vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC).
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1 ZAKLADNI CHARAKTERISTIKA BIOGENNICH AMINU

Biogenni aminy jsou zasadité organické latky vznikajici dekarboxylaci aminokyselin,
aminaci nebo transaminaci aldehydi a ketont [6]. Biogenni aminy mohou byt
klasifikovany v zavislosti na po¢tu aminovych skupin, které mohou byt mono - (tyramin,
fenylethylamin), di — (histamin, serotin, tryptamin, putrescin, kadaverin) nebo polyaminy
(spermin, spermidin a agmatin). Na zaklad¢ jejich chemické struktury mohou byt alifatické
(miZzeme zde zafadit putrescin, kadaverin, spermidin, spermin, agmatin), aromatické
(tyramin, fenylethylamin) nebo heterocyklické (histamin tryptamin a serotin). Biogenni
aminy mohou byt tvofeny a vyuZzivany jako vysledek metabolické aktivity u lidi, zvitat,

rostlin a mikroorganismu [7].

1.1 Vznik biogennich amini

Nejbeéznéjsi biogenni aminy, které lze najit v potravindch jsou histamin, putrescin,

kadaverin, tyramin, tryptamin, p — fenylethylamin, spermin a spermidin. [8].

Biogenni aminy obvykle vznikaji dekarboxylaci volnych aminokyselin nebo aminaci
a transaminaci aldehydu a ketond. K dekarboxylaci aminokyselin dochazi odstranénim
a-karboxylovou skupinou z prekurzoru aminokyselin a toto vede k produkci biogennich
aminl. Této reakce se UcCastni fada enzymil. Pro pifiklad miZeme uvést enzym zvany
dekarboxylasa (tento enzym produkuji bakterie rodu Enterobacteriaceae a né&které

heterofermentativni bakterie mlééného kvaseni — tyto bakterie jsou nejvice relevantni) [8].

Dulezité pro vznik biogennich aminti jsou vhodné podminky pro riist a metabolické
aktivity téchto bakterii. Prostfedi o nizkém pH a zaroven vysoké koncentraci soli je
spojovano s vyssi koncentraci biogennich amint. Pro prevenci vzniku biogennich amini
muizeme pouZit pasteraci mléka, naptiklad u vyroby syrt. Pokud oSetiime syrové mléko
pasteraci, mizeme omezit vznik biogennich aminii tim, Ze zni¢ime pfitomné bakterie

v mléce [8].

Tvorba biogennich amint miZze byt spojena s 0Chrannymi mechanismy mikroorganismu
proti kyselému prostiedi. Naptiklad bakterie mlééného kvaseni produkuji biogenni aminy,
Které prezivaji pii fermentaci potravin. Jako piiklad mizeme uvést vyrobu syri, klobas

nebo fermentované zeleniny [8].
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Obr. 1: Vzorce biogennich amind
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Jména mnoha biogennich amini odpovidaji jménim pavodnich aminokyselin, ze
kterych vznikly. Naptiklad histidin se dekarboxyluje na histamin, tryptofan na tryptamin
a z tyrosinu vzniké tyramin. Rostliny a n¢které mikroorganismy mohou alternativni cestou
vyrabét putrescin z argininu. Muzeme zde zafadit naptiklad bakterie mlécného kvaseni,

Salmonella, Pseudomonas nebo rod Bacillus [8,33].

Také teplota ovliviiuje tvorbu biogennich amint. Pii nizkych teplotich dochdzi k
inhibici mikrobialniho rdstu a snizeni aktivity enzymu. Biogenni aminy se vytvaieji
Vv potravinach a jejich vznik mize byt ovliviiovan tim, ze se potravina bude uchovavat pii
chladirenské teploté. Pfi prevenci biogennich aminil je u¢inngj$i zmrazovani nez chlazeni

[9].
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ADC - arginin dekarboxylasa, AgDIl — agmantin deiminasa, ARG — arginasa, ODC —

ornithin dekarboxylasa, PTC — putrescin karbamoyltransferasa.

Obr. 3: Metabolismus putrescinu u gramnegativnich bakterii (A), metabolismus putrescinu

u grampozitivnich bakterii (B).
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1.2 Biogenni aminy v potravinach

Ptredpoklady pro tvorbu biogennich amini v potravinach je dostupnost volnych
aminokyselin, pfitomnost dekarboxylazy a piiznivé podminky pro rist bakterii. Volné
aminokyseliny se vyskytuji jako takové v potravinach, ale mohou byt také uvolnéné

z proteini v dusledku proteolytické aktivity [7].

Mezi potraviny, které by mohly obsahovat vysoké hladiny biogennich amint, patfi ryby,
vyrobky z ryb, maso, mlé¢né vyrobky a ze zastupcl fermentovanych potravin (zelenina,

vvvvvv

tyramin, putrescin, kadaverin a fenylethylalanin [3].

1.2.1 Ryby

Za normalnich fyziologickych podminek rybi svalovina obsahuje vysoké mnozstvi
spermidinu a sperminu, ale naopak nizké mnozstvi histaminu a putrescinu. Pii skladovani
dochdzi ke snizeni mnozstvi sperminu a spermidinu. MnoZstvi putrescinu a histaminu je
vys$i. K tvorbé biogennich amini bézn¢ dochazi v prubéhu rozkladnych procestt nebo
znehodnocenim v dasledku pfitomnosti volnych aminokyselin pomoci proteolyzy spolu
s bakterialni produkci a pusobenim dekarboxylasy aminokyselin. Nekteré vyzkumy
prokazaly, Ze skladovaci teplota je kritickym faktorem, ktery ovliviiuje mnoZstvi histaminu

a dal$ich biogennich aminti v rybi svaloving [7].

1.2.2 Maso a masné produkty

Biogenni aminy putrescin, spermin a spermidin se pfirozené vyskytuji v mase, kde
slouzi jako rastové faktory a jsou zapojeny v fadé dulezitych procesii. Ve srovnani s rybim
masem, maso obsahuje vyS§i mnoZstvi sperminu. Masné vyrobky jsou nachylné
k proteolyze pomoci enzymt (endogennich nebo z mikrobialnich kontaminanti),
osvobozeni aminokyselin a tvorbou amini dekarboxylaci aminokyselin. Béhem skladovani

a zrani veprového masa dochazi kK vyraznému zvyseni putrescinu a kadaverinu [7].
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1.2.3 Potraviny rostlinného piivodu

V ovoci a zelenin€ se vyskytuji rizné biogenni aminy. Tyramin mizeme najit v zeli,
hlavkovém salétu, ¢ekance, fedkvickach, rajatech, bramborach, cibuli a Spenatu. Histamin
se vyskytuje v zeli, rajcatech nebo v Cervené fepé. Rajcata a lilek obsahuji biogenni aminy
serotin a tryptamin. Fermentovana zelenina (zeli, stolni olivy, s6jovd omacka) obsahuje

biogenni aminy tyramin a histamin [7].

U rostlin se putrescin, spermin a spermidin podili na fad¢ fyziologickych procest,
jako je bunécné dé€leni, kveteni, vyvoj plodu, reakce na stres nebo starnuti. Je zndmo, zZe
polyaminy stimuluji rast a inhibuji produkci ethylenu, a proto inhibuji starnuti. Biogenni

aminy jsou také meziprodukty pfi syntéze alkaloida [7].

Polyaminy putrescin, agmatin, spermidin a spermin jsou <asto detekovany
v rostlinach, pficemz prevladajici biogenni amin je spermidin, ktery se vyskytuje
v semenech a v tkanich, kde probiha rust. Fenylethylamin, serotin, tryptamin a histamin
mohou byt pfitomny V né€kterych rostlinach, kde slouZi jako ochrana proti predatorim.
Biogenni aminy tryptamin a fenylethylamin jsou prekurzory rustovych latek [7]. Toto téma

bude pozdé&ji popsano v kapitole druhé.

1.2.4 Vino

Biogenni aminy se mohou vyskytovat také v alkoholickych napojich, naptiklad ve viné.
Hlavni biogenni aminy, které se ve vin€ vyskytuji, jsou histamin, tyramin a putrescin.
Ostatni aminy, jako je napfiklad methylamin, ethylamin, fenylethylamin, isoamylamin
anebo
diaminopentan (kadaverin) se vytvareji v hroznovém mostu, kde se degraduji
béhem vinifikace. Nejvetsi problém ve vyrobé vina ve spojitosti s biogennimi aminy je, Ze

neexistuje zadné obecné pravidlo pro vyvoj a pfitomnost biogennich amint [10].

Biogenni aminy se vytvafeji dekarboxylaci aminokyselin, a proto se pfedpoklada, ze
bakterie ve viné maji vSechny prostiedky nutné pro enzymatické reakce (dekarboxylasy)
aze aminokyseliny jsou ve viné pfitomny v dostateéném mnozstvi. Nadbytek aminil
souvisi s pfitomnou mikroflérou, ale také na slozeni aminokyselin po alkoholovém
kvaSeni. Bakterie mlécného kvaSeni se vyviji az po kvasinkdch. Kvasinky svou

biochemickou c¢innosti (produkci oxidu uhli¢itého a ethylalkoholu) potla¢i nezadouci
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bakterie. Pokud je vino udrzovano v del$im kontaktu s vinnym kalem, mohou bakterie
mlécného kvaseni, peptidy a volné aminokyseliny hydrolyzovat nebo dekarboxylovat. To
vysvétluje, vysSi mnozstvi biogennich amini u nékterych vin. Zaroven muze dojit
k pomnozeni nezadoucich mikroorganismu [10].

Hodnota pH je dalezitym faktor, ktery uruje nejen biologickou aktivitu bakterii ve viné
protoze pH pusobi jako selektivni faktor mikroorganizmi ve viné. Pii vyS$$Sim pH jsou
biogenni aminy vzdy tvofeny ve vysokém mnozstvi. Bila vina jsou obecné mirné kyselejsi.

[10].

1.3 Biogenni aminy a jejich ucinek na ¢lovéka

Utinky biogennich aminii lze klasifikovat jako reakce, intolerance, intoxikace nebo
otravy Vv zavislosti na zavaznosti symptomu. Mezi reak¢ni pfiznaky patii nevolnost, poceni,
vyrazka, mirné zmény krevniho tlaku a mirné bolesti hlavy. Pfiznaky intolerance jsou
vaznéj$i, vcetn¢ zvraceni, prijmu, zrudnuti obliceje, =zafivé Cervend vyrazka,
bronchospasmus, tachykardie, oralni paleni, hypotenze nebo hypertenze a migrény.
Vyjimeéné mize dojit k hypertenzi, kterd mtize zptsobit nevratné poskozeni srdce nebo

centralniho nervového systému [11].

Biogenni aminy se vyskytuji v riznych potravinach a jsou proto Siroce studovany
vzhledem kK jejich potencialnim toxickym G¢inkiim na ¢lovéka. Jako priklad mizeme uvést
tyramin nebo B-fenylethylamin. Tyto biogenni aminy jsou spojovany s hypertenzni krizi,
ktera se projevuje zvySenim krevniho tlaku a to muze vést k selhani srdce nebo

mozkovému krvaceni [12].

Potraviny, které jsou kontaminované mikroorganismy (napiiklad Salmonella,
Clostridium, Proteus, Lactobacillus), obsahuji zpravidla vice nez jeden biogenni amin.
Proto dal$i dalezity problém, ktery vyzaduje dal§i vyzkum, jsou jejich synergické G€inky.
Je znamo, Ze putrescin a kadaverin hraji hlavni roli jako inhibitory monoamino-oxydazy-
diaminu, a proto pusobi jako aktivatory toxicity histaminu. Nejvétsi riziko pro spotiebitele
je, pokud se do téla dostane vEétsi mnozstvi biogennich aminti. V dtsledku nekontrolované

mikrobialni aktivity se mohou hromadit ve vysokych koncentracich v nékterych
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potravinach, které presahuji kapacitu detoxikacnich mechanizm, a tim se projevuje jejich

toxicky ucinek na spottebitele, ktery kontaminovanou potravinu snédl [11].

Biogenni amin histamin pisobi jako vazodilatatni a neurotransmiter v centralnim
nervovém systému a kardiovaskuldrnim Systému. Nezadouci G¢inky biogennich aminti se
projevuji jako tzv. nemoci z potravin, které mohou mit rizné p¥iznaky, jako jsou naptiklad
alergické reakce, které mohou zptisobit dychaci potize, svédéni, vyrazku, zvraceni, horecku

a hypertenzi [12].

Histamin, tryptamin, fenylethylamin a tyramin jsou biologicky aktivni biogenni aminy,
které maji dalezité fyziologické ucinky na ¢lov€ka. Mohou mit na cloveéka ucinek, bud’
psychoaktivni nebo vazoaktivni. Psychoaktivni aminy ovliviluji nervovy systém tim, ze

pusobi na nervové vysilace, zatimco vazoaktivni aminy puisobi na cévni systém [13].

Tryptamin ma toxicky ucinek na ¢lovéka, ktery podporuje zvysSeni krevniho tlaku.
Polyaminy, jako jsou naptiklad putrescin, spermin, spermidin a kadaverin, se vyskytuji v
potravinach a podileji se na rhstu bun€k a proliferaci, avSak nejsou spojovany
S nepfiznivymi U€inKy na lidsky organismus. Av$ak mohou v lidském téle reagovat
S dusitany a tvofit karcinogenni nitrosaminy, které mohou byt moZnym mutagennim

prekurzorem [12].

Abnormalni vysoké hladiny tyraminu v mozku jsou spojeny s depresi, schizofrenii,
Parkinsonovou chorobou nebo také Reyem syndromem. Ug¢inky pfijmu tyraminu jsou
znamy jako tzv. ,,syrova reakce* protoZe prvni potravina, ktera byla na tuto problematiku
zkoumana byl syr, coz je potravina, ktera mize dosdhnout vysoké koncentrace tohoto

biogenniho aminu [11].

Sekundarni aminy, jako jsou putrescin nebo kadaverin mohou také reagovat s dusitany,
za vzniku karcinogennich nitrosaminli. Kromé& toho existuje stale vice diikaz, ze putrescin
by mohl mit tlohu pfi podpofe maligni transformaci bun¢k. Dale byla zjiSt€na zvySena
koncentrace putrescinu u zalude¢nich karcinomti zpisobenych Helicobacter pylori.

Hladiny putrescinu jsou obnoveny v piipadé, Ze mikrobialni infekce je eliminovana [11].

Za normalnich podminek jsou biogenni aminy, které pozieme, télem rychle
detoxikovany aminovymi oxidasami, nachdzejici se ve stfevni sliznici. Tyto enzymy jsou
klasifikovany jako mono (MAO) nebo diaminové oxidasy (DAQ). Zalezi na tom, ktera

aminoskupina se piednostné¢ zoxiduje. Také histamin miZze byt detoxikovan, a to enzymy
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methyl nebo acetyl-transferasou. Pokud vsak tyto enzymy jsou dysfunk¢éni bud’ geneticky,
nebo v disledku pfijmu inhibitord, jako je napfiklad alkohol nebo to mohou byt nékteré
antidepresiva. Biogenni aminy se mohou dostat do ob€hového systému, kde mohou mit
toxicky ucinek na rGzné organy, coz mize zpusobit vazné zdravotni problémy. Spotieba
potravin s vysokou koncentraci histaminu, mize vyvolat u jednotlivcd, ktefi maji nizkou
aktivitu DAO (diaminooxydasa) zanétliva onemocnéni. Mezi tyto onemocnéni patii

napiiklad Crohnova choroba, ulcerativni kolitida nebo dokonce az kolorektalni nador [11].

VétSina vyzkumt toxicity biogennich aminii se zamétuje na histamin. Biogenni aminy
mohou Vv potravindch dosahnout koncentrace vy$$i nez 1000 mg.kg™, coz nepochybné
predstavuje zdravotni riziko pro spotiebitele. Kromé toho je tfeba uvést, ze uroven
intolerance zavisi na vlastnostech jedince. U zdravého jedince se ptfedpoklada, Ze po pfijmu
potraviny, kterd ma koncentraci histaminu vy$§i nez 400 mg.kg? je tato koncentrace pro
zdravi Clovéka nebezpecna. Je dokazéno, ze 75 mg histaminu, ktery byl poZit oralné,
vyvolal ptiznaky u 50 % zdravych zZen, které nemély v minulosti zaznamenany
potravinovou intoleranci. Pokud clovék pozije asi 1000 mg histaminu, tak toto je jiz

spojovano s tézkou intoxikaci [11].

S ohledem na neptiznivé zdravotni dopady, vyssi hladina biogennich amint naptiklad
kadaverinu a putrescinu 0 koncentraci 50 — 100 mg.I"! mohou mit znaény vliv i na

senzorické vlastnosti, napfiklad u fermentovanych potravin nebo ve viné [11].

1.4 Mikroorganismy produkujici biogenni aminy

Mikroorganismy, které produkuji biogenni aminy, musi spliiovat dileZitou podminku
pro jejich vznik. Touto podminkou je schopnost mikroorganismi produkovat mikrobialni
enzym dekarboxylasu. Mikroorganismy mohou produkovat naptiklad histamin, tyramin,
tryptamin nebo kadaverin. Mikrobialni enzym histidin dekarboxylasa se podili na tvorbé
histaminu, ornitin dekarboxylasa na tvorbé putrescinu, lysin dekarboxylasa na tvorbé

kadaverinu a arginin dekarboxylasy na tvorb¢é agmatinu [14].

Mikrobialni enzym dekarboxylasu mohou produkovat vybrani zastupci rodu Pseudomo-
nas, Celed Enterobacteriaceae, jako jsou naptiklad kmeny Citrobacter, Klebsiella,
Proteus, Salmonella, Shigella. Dale sem fadime celed Micrococcaceae, jako jsou

napiiklad bakterie Staphylococcus, Micrococcus a Kocuria. Dale mnoho bakterii mlééného
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kvaSeni (BMK), vcetné bakterii rodu Lactobacillus, Enterococcus, Carnobacterium,

Pediococcus, Lactococcus a Leuconostoc [2,14].

Potraviny obsahuji rizné bakterie. V potravinich mizeme nalézt napiiklad
gramnegativni bakterie, do kterych lze zaradit bakterie Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Morganella morganii, Pseudomonas nebo Serratia. Tyto bakteric maji
schopnost tvofit biogenni aminy. Nicmén¢ ptitomnost téchto druhti bakterii v potravinach
pfedstavuje zna¢ny problém v bezpecnosti potravin, ktery je tfeba vyfeSit pomoci spravné
vyrobni praxe zahrnujici odpovidajici hygienicka opatieni. U potravin, které nejsou
fermentované, se koncentrace biogennich aminti pouziva jako indikator mikrobialniho
kazeni. Naopak u fermentovanych potravin jsou gramnegativni bakterie Casto inhibovany

samotnym procesem fermentace [11].

Grampozitivni bakterie, a to zejména bakterie mlééného kvaseni jsou rovnéz
odpovédné za produkci biogennich amint. Bakterie mlééného kvaSeni tvoii pfirozenou
mikrofloru fermentovanych potravin. Biogenni aminy mohou byt tedy pfitomné ve
startérech i v pomocnych kulturach, které se pouzivaji pti vyrobé fermentovanych potravin

[11].

Histamin se muZe vyskytovat u syrovych ryb, rybich vyrobkl, fermentovaného masa
nebo v syru. Zatimco histamin u fermentovanych mléénych vyrobku (naptiklad: vino, syr,
vinné omacky) je produkovan gram-pozitivnimi bakteriemi mlééného kvaseni (BMK),
ale vsyrovych rybich vyrobcich je produkce histaminu zpuisobena gram-negativnimi

sttevnimi bakteriemi [15].

Pti rozkladu ryb jako je naptiklad tunak nebo makrela se histamin vytvaii dekarboxylaci
Z histidinu, ktery je pfitomen ve svalové tkani. Proto je diilezita rychla detekce histaminu,
ktery je produkovan témito bakteriemi, aby se zabranilo mikrobialni kontaminaci a tim

zvyseni hladiny histaminu pfi zpracovani téchto vyrobka [15].

Vzhledem k tomu, Ze histamin je produkt dekarboxylace histidinu, ktery je katalyzovan
specifickym enzymem histidin-dekarboxyldza, je mozné vyvinout molekuldrni metodu,

ktera by detekovala pfitomnost genu kodujici tento enzym [15].
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2 BIOGENNI AMINY U FERMENTOVANYCH POTRAVIN
ROSTLINNEHO PUVODU

Biogenni aminy se nachazeji pomérné ve velkém mnozstvi v nékterych fermentovanych
rostlinnych  potravinach, v disledku cinnosti kvasicich nebo kontaminujicich
mikroorganizmu, které vykazuji dekarboxylasovou aktivitu. Jejich obsah v potravinach

muze ovlivnit fada faktord. Napftiklad teplota, pH, obsah soli a podminky skladovani [16].

Podle vyhlasky ¢. 157/2003 Sh., kterou se stanovi pozadavky pro Cerstvé ovoce
a Cerstvou zeleninu, zpracované ovoce a zpracovanou zeleninu, suché skotapkové plody,
houby, brambory a vyrobky z nich, jako i dal$i zptsoby jejich oznacovani je zelenina
mlééné kvasena definovana jako vyrobek konzervovany plisobenim bakterii mlééného
kvaseni. Konzervace je technologicky proces, ktery vede k zachovani pozadované jakosti
a zdravotni nezavadnosti potravin. Mlécné kysana zelenina dosahuje hodnoty pH nejvyse
4,1. Mléén¢ kvasena (kysand) zelenina obsahuje nejméné 0,8 hmot. % kyseliny mlééné,

nejvyse 0,6 hmot. % tékavych kyselin a nejvyse 1,5 hmot. % ethanolu [17].

Jedna se o potraviny, které jsou obrazem kultury, historie a Zivotniho stylu. Maji také
zdravotni vlastnosti. Kysané zeli obsahuje nejen velké mnozstvi vitamini a mineralnich
latek, ale také vysoké hladiny glukosinolatd, hydrolytickych produktt, které maji dileZitou

antikarcinogenni aktivitu [16].

Fermentace je prostfedek, ktery umoznuje uchovavat zeli v pozadované kvalité. Dochazi
také k prodlouzeni jeho trvanlivosti, protoZe bakterie mlééného kvaseni (BMK) produkuyji
organické kyseliny, které inhibuji rast nezaddoucich mikroorganizmti. OvSem vysoka
mikrobidlni populace mize produkovat méfitelné toxické metabolity, naptiklad biogenni
aminy. Vysoky pocet bakterii mlééného kvaseni (BMK) miiZze zpiisobit zvySenou kyselost
produktu, coz mize snizit jeho pfijatelnost. Hodnota pH kysaného zeli by méla byt mezi

3,8 a4,1. Kysané zeli obvykle obsahuje mezi 0,6 a 2,0 hmot. % soli. [16].

Fermentované zeli se opird o pfirozenou bakteridlni mikrofloru a je iniciovano
heterofermentativnimi bakteriemi mlé¢ného kvaseni (BMK), jako je naptiklad Leuconostoc
mesenteroides, které produkuji kyselinu mlé¢nou a kyselinu octovou. Tyto kyseliny jsou
V pozd¢jsi fazi procesu nahrazeny bakteriemi, které jsou tolerantni viic¢i kyselému prostiedi.
Tyto bakterie produkuji heterofermentativni mlécné kvaseni. Patii mezi né napiiklad

Lactobacillus plantarum, ktera produkuje kyselinu mlé¢nou téméi vyhradné. Avsak rozdily
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mikroflory mohou vést ke zna¢né variabilité¢ kvality zeli. Proces fermentace muzeme Fidit

tim, ze pridame startovaci kultury, které nam zajisti rovnomérnou kvalitu produktu [16].

V Africe, ale i jinych zemich, kde jsou potravinaiské technologie malo rozvinuté, jsou
potraviny fermentované prostiednictvim primitivnich prostiedkii. Ockovani je nejcastéji
dosazeno pouzitim mikroorganizmu z prostiedi. V nékterych pripadech se pro fermentaci
pouziva fermentovana surovina po ptredchozi fermentaci. Mezi mikroorganizmy, které se
nachdzeji ve fermentovanych potravindch rostlinného plvodu, jsou druhy bakterii
mlééného kvaSeni (BMK). Mezi tyto mikroorganizmy patii Lactobacillus plantarum
a Pediococcus acidilactici. Mezi mikroorganizmy, které se tcastni fermentace, mizeme

fadit i nekteré kvasinky (naptiklad Torulaspora delbrueckii) [18].

Sdruzeni mikroorganizmli ve fermentaénim procesu poskytuje mnoho vyhod. Tento
postup zvySuje produktivitu a zlepSuje organoleptické a hygienické vlastnosti

fermentovanych vyrobka [18].

2.1 Bakterie mlééného kvasSeni

vvvvvv

fermentaci, kde jeji vyvoj byl zavisly na vyvoji mikroflory, ktera se pfirozené vyskytovala
Vv suroving. Konecny produkt byl zavisly na obsahu mikroflory, a na tom o jak kvalitni
surovinu se jedna. Spontanni fermentace byla optimalizovana pomoci tzv. backslopping
(nebo také cesky reinokulace). Backslopping je inokulace surového materidlu s malym
mnozstvim fermentovaného materidlu, ktery pochazi z diivéjsi tspésné fermentace. Proto

se backslopping vyrabi z nejlépe upravenych kment [20].

Z tohoto divodu se zacaly pouzivat startovaci kultury. Tyto kultury zkrati proces
fermentace a zaroven se snizi riziko selhani fermentace. Avsak backslopping se pouziva

naptiklad k vyrob¢ kysaného zeli, nebo kvasku [20].

Backslopping a spontanni fermentace je v soucasné dobé¢ pii vyrobé potravin a napoji
levnou a spolehlivou metodou uchovani potravin v méné rozvinutych zemich. V zapadnich
zemich se velkovyroba fermentovanych potravin stala dillezitym odvétvim potravinaiského
pramyslu. Spotiebitel ocefiuje u tradicné fermentovanych potravin jejich vynikajici

gastronomickou kvalitu [20].
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Pivodni primyslové startovaci kultury byly udrzovany v dennim mnozeni. Pozdé&ji byly
k dispozici ve zmrazeném koncentratu, suSené nebo lyofilizované ptipravky, které jsou
vyrobeny v praimyslovém méfitku. Nékteré z nich umoziuji pfimé ockovani suroviny.
Pivodni startovaci kultury byly smési nékolika nedefinovanych mikrobl, coz vedlo

k vymizeni né€kterych kmenu [20].

Naopak, fermentace tradi¢nich fermentovanych potravin je ¢asto zplisobena ptirodnimi
bakteriemi mlé¢ného kvaseni, které se vyskytuji v ptivodni surovin€. Mohou byt takeé
zavislé na procesu fizeni, zZivotnim prostfedi nebo také na tom, zda jsme pouzili startovaci
kulturu ¢i ne. Navic mnoho tradi¢nich vyrobkli mize ziskat chut z non-startovacich
bakterii mlécného kvaseni, které nejsou soucasti bézné startovaci flory, ale vyvijeji se ve

vyrobku, a to zejména v prib&hu zrani [20].

Cisté kultury izolované z komplexnich ekosystému tradi¢nich fermentovanych potravin
se projevuji velkou rozmanitosti metabolickych aktivit, které pochazeji z rliznych
srovnatelnych kment, které se pouzivaji jako hromadné startéry. Patfi mezi né rozdily
Vv rychlosti rstu a konkuren¢niho chovani ristu ve smiSenych kulturach. Dale ptizplsobeni

konkrétniho substratu nebo suroviny, antimikrobialni vlastnosti, chut’, aroma a kvality [20].

Divoké kmeny, jsou mikroorganismy, které jsou pfitomny v pfirodni suroving.
Aby mohly ptezit v prostiedi jinych nepfiznivych organismi, Casto produkuji antimikrobni

latky, jako jsou napiiklad bakteriociny [20].

2.1.1 Vliv bakterii mlééného kvaseni na obsah biogennich amini v potravinach

Zelenina hraje velmi dilezitou roli v lidské vyzivé a zdravi Cloveéka, protoze nam
poskytuje mineraly, stopové prvky, vitaminy, antioxidanty, fytosteroly nebo vlakninu.
Jednim z nejznamé;jsich prikladi je zeli, kterého se ro¢n€ vyprodukuje na celém svéte asi

55 miliont tun [25].

Nicméné zeli je potravina, kterd podléhd rychlé zkaze, proto se tradicné pouziva
kvaSeni, k prodlouzeni trvanlivosti, prostiednictvim snizeni pH. Navic tento zpisob

ptispiva k lepsi stravitelnosti [25].

KvaSena syrova zelenina obsahuje vysokou mikrobialni rozmanitost, ale nemiize byt
pasterovand, aniz by byla ohrozena kvalita kone¢ného produktu. Toto je riziko, které je

spojovano zejména s biogennimi aminy. Z tohoto dtvodu se vyzaduji specifické pristupy
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nejen k omezeni rastu nezddoucich bakterii, ale také snizit koncentraci téchto produkt

[25].

Obsah volnych aminokyselin a biogennich aminti se muze zredukovat spontanné
pomoci kvaSeni nebo inokulaci specifickymi kmeny bakterii mlééného kvaSeni. Byly
pouzité bakterie mlé¢ného kvaseni Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei subsp.

a Lactobacillus curvatus [25].

Hodnota jednotlivych biogennich amin@ se pohybovala pod hodnotou 100 mg.kg™ po
pridani startovacich kultur. Vzorky kysaného zeli byly pozorovany po dobu 45 dni.
Celkovy obsah aminokyselin se b&hem skladovani zvySoval — prevladali kyselina

asparagova, arginin a kyselina glutamova [25].

2.1.2 Pouziti bakterii mlé¢ného kvaSeni jako startovaci kultury

V soucasné dob¢ spotiebitel veénuje velkou pozornost vztahu mezi potravinou
a zdravim. Z tohoto divodu jsou potraviny, které podporuji zdravi na pozoruhodném
vzrustu v poslednich letech. V dnesni dobé jsou potravinaisky piidatné latky nedilnou
soucasti potravin. Existuji lidé, ktefi pouZziti potravinaiskych piidatnych latek povazuji za
nepfirozeny a nebezpe¢ny. Spotiebitelé, kteti preferuji tento nazor, maji omezeny ptistup
k informacim o téchto latkach. Davod pro¢ je zapotiebi néktera aditiva pfidat je prevence

znehodnoceni nebo zlepseni organoleptickych vlastnosti [20].

Proto ve vyrobé kvaSenych potravin je jednim z klicovych bodl pouZiti startovaci
kultury. BohuzZel primyslovym startovacim kulturdm chybi potfebné vlastnosti pro
rozliSovani produktl a komercni dostupnost novych zajimavych startovacich kultur je
omezend. Prostfednictvim molekulérni biologie je nyni mozné potlacit zadouci a nezddouci
vlastnosti startovacich kultur. V posledni dobé, vyuZziti funkénich startovacich kultur

Vv potravinafském pramyslu je pfedmétem zkoumani [20].

Funkeni startovaci kultury jsou spoustéce, které maji alespon jednu vlastni funkéni
vlastnost. Ty mizou pfispét k bezpeCnosti potravin a/nebo nabizet jeden nebo vice

organoleptickych, technologickych, vyzivnych nebo zdravotnich vyhod [20].

Bakterie mlééného kvaseni jsou schopny produkovat antimikrobni latky, polymery
cukru, sladidla, aromatické slouceniny, uzitecné enzymy a potravinové doplitky. Mohou

mit také vlastnosti, které podporuji zdravi, tzv. probiotické kmeny [20].
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2.2 Pouziti startovacich kultur u fermentovanych vyrobki

Startovaci kultura mize byt definovdna jako mikrobidlni ptiprava velkého poc¢tu bunék
alespon jednoho mikroorganizmu, které¢ se piidavaji do suroviny, za acelem urychleni nebo
fizeni jeho fermentace. Pouziti startovaci kultury je znakem primyslového kvaseni
potravin. K pfikladim pozadovanych vlastnosti u startovacich kultur patii odolnost pii
vyrobg, rychly riist, vysoky ptinos biomasy, vytézek produktu a specifické organoleptické
vlastnosti [19,20].

Fermentaéni procesy zahrnuji smiSené kultury bakterii mlééného kvaseni, kvasinky,
plisn¢. Fermentované potraviny jsou bohatym zdrojem kvasnych mikroorganism, ptic¢emz
nékteré z nich mohou mit i probiotické vlastnosti. Pti vyrob¢ kysaného zeli se spoléha na

autochtonni bakterie mlééného kvaseni (BMK), kter¢ jsou pfitomné v surovém zeli [31].

Nékteré moderni potravinaiské fermentace jsou stale zahajovany pomoci pivodnich
bakteridlnich mikroflor surového substratu, oznaCované také jako spontdnni fermentace.
Nicméné, postindustridlni (rozvijeni intelektudlnich technologii) a rozséhlé potravinatskeé

fermentace stale vice spoléhaji na koncentrované bakterialni kultury [21].

Vybér bakterialnich kmenit a nasledné vyuzivani pii vyrobé startovacich kultur je drahé,
ale je nezbytné pro ziskani bakterialni smési, ktera bude produkovat pozadovanou

charakteristiku v produktu kvaseni, stejn¢ jako nejlepsi vynos produktivity [21].

Skupina bakterii mlé¢ného kvaseni (BMK) zaujima tstfedni roli v téchto procesech, ma
dlouhou historii, bezpené pouziti a potieby pii vyrobé fermentovanych potravin a napoju.
Zpisobuji rychlé okyseleni suroviny prostiednictvim tvorby organickych kyselin, zejména
kyseliny mlécné. Rovnéz jejich tvorba kyseliny octové, ethanolu, aromatickych sloucenin,
bakteriocinli, exopolysacharidi a nékterych enzyml. Timto zplisobem se zvySuje
trvanlivost vyrobku a mikrobialni bezpecnost. Dochazi ke zlepSeni jeho textury a pfispivaji

K pfijemnému smyslového profilu kone¢ného produktu [20].

Bakterie mlécného kvaSeni jsou Siroce pouzivany jiz desitky let jako startovaci kultury
pfi vyrobé fermentaci okurkd, zeli a dalSich produktid. Nekteré bakterie mléEného kvaseni
véetn¢ Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc citreum a Lactobacillus plantarum byly

navrzeny jako startovaci kultury pro rozvoj kvality v rostlinné fermentaci [32].
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Ackoli existuje celd tada studii pro vyrobu novych startovacich kultur k vyrobé
fermentovanych syri a salamt, stidle ale neni nedostatek komercnich funk¢nich
startovacich kultur vhodnych pro fermentaci zeli a ostatni zeleniny. Funk¢ni startovaci
kultury s probiotickymi vlastnostmi mohou nabidnout velké vyhody ve srovnani

s klasickymi startovacimi kulturami a pfedstavuji zajimavy pfistup ke zlepSeni fermentace

24

Hlavnim ukolem pro vyvoj takovych startovacich kultur je nejen zvySeni bezpec¢nosti
fermentovanych vyrobku, ale také zachovani jejich typickych senzorickych vlastnosti.
Vyroba probiotickych startovacich kultur z autochtonnich bakterii mlééného kvaseni
tradi¢niho fermentovaného zeli mize byt optimalni alternativou, protoze tyto kmeny se
nejen dobfe piizpisobi Zivotnimu prostiedi pfitomnému v zeli, ale také se dobte vypotadaji

s nezddoucimi mikroorganismy [31].

Z tohoto divodu je cilem néckterych studii izolovat autochtonni bakterie mlééného
kvaseni, béhem spontanni fermentace vysoce kvalitniho chorvatského bilého zeli Brassica
oleracea var. capitata, s probiotickymi vlastnostmi, které by mohly byt pouzity jako

funkéni startovaci kultury k vyrobé kysaného zeli [31].

Pii fermentaci zeli a jinych fermentovanych potravin vznikaji biogenni aminy. Tvorba
vysokych hladin biogennich amintl, zejména histaminu, u fermentovanych vyrobkt, zavisi
na mnozstvi mikroorganismii, které se podileji na procesu fermentace. Tvorba biogennich
aminti vyzaduje volné aminokyseliny nebo proteiny. Tvorbu biogennich aminti mohou
zpusobit mikroorganizmy, které maji dekarboxylasovou aktivitu. Volné aminokyseliny se
vyskytuji bud’ ve fermentovanych potravinach, nebo mohou vznikat proteolysou béhem
kvaSeni. Mikrobidlni kmeny mohou svou proteolytickou aktivitou potenciondlné zvysit
vznik biogennich amint, tim ze vznikne vice volnych aminokyselin. Na druhou stranu,
nékteré mikroorganizmy mohou produkovat toxické biogenni aminy. Mezi néz patii
naptiklad Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Escherichia, Klebsiella, Proteus,
Pseudomonas, Shigella, Photobacterium a bakterie mlécného kvaseni (Lactobacillus,
Pediococcus anebo Streptococcus). Je dokazano, ze tyto bakterie maji schopnost
produkovat nebezpeéné mnozstvi histaminu (>500 mg.kg™l) ve velmi kratkém casovém
obdobi. Proto je nezbytné, aby piitomnost biogennich amini nebyla piekrocena pies

nebezpeénou hranici (1000 mg.kg™) [22].
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Kromé biogennich aminti mohou vznikat dalsi zdravi skodlivé latky. Mykotoxiny jsou
skupina extrémné toxickych houbovitych metaboliti produkovanych nékterymi druhy
Aspergillus, jako je naptiklad Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus nebo Aspergillus
nomius. Aspergillus flavus produkuje pouze aflatoxiny B, zatimco ostatni dva druhy
(Aspergillus parasiticus a Aspergillus nomius) produkuji aflatoxiny B a G. Tyto toxiny
mohou vyznamné ohrozit zdravi lidi a zvifat, vzhledem k jejich silnym karcinogennim

a mutagennim schopnostem [22].

2.2.1 Pouziti startovacich kultur ve svété

V Koreji se vyrabi jako tradi¢ni potravinaisky vyrobek sdjova pasta nazyvana Doenjang.
Tento produkt je vyrabény fermentaci sojovych bobl s pfirozené se vyskytujicimi
bakteriemi a plisnémi. V Koreji se tento produkt vyrabi po staleti, jako bohaty zdroj
bilkovin a aroma. Na zacatku vyroby se sdja zkvasi pomoci startovaci kultury (Meju)
a bakterie rodu Bacillus. Nasleduje kvaseni pomoci pievazujici mikroflory z Aspergillus
(zejména Aspergillus oryzae a Aspergillus niger), ktery se vyskytuje, ve startovaci
kultuie Meju [22].

Tvorba biogennich aminti a aflatoxinli v Doenjang zavisi na riznych faktorech, véetné

poméru sdji v suroving, mikrobialni flory, fermenta¢nich podminek a obsahu soli [22].

Obsah biogennich aminti — jako je putrescin a histamin (29,53 — 429,23 mg/100g
a 26,79 — 279,48 mg/100g) [22].

Dale muZzeme zminit Caper bobule, které jsou péstované napiiklad v Turecku, Maroku,
Spanélsku nebo v Recku. Jedna se o plody druhu Capparis (hlavné Capparis spinosa L.).
Jedna se o sttedomoisky kef, ktery se péstuje pro své pupeny a ovoce. Tato rostlina ma

1é¢ivé a aromatické vlastnosti [23].
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Obr. 4: Capparis spinosa [24].

Kapary maji svétlou barvu, pevnou strukturu a jedine¢nou charakteristickou hotkou
chut, kterou mizeme casteCné pricist isothiokyanatim vytvofenym po hydrolyse

glucocapperinu, hlavnim glukosinolatem z kapary [19].

Jednim z nedostatki fermentovanych Caper bobuli je nedostatek specifickych
startovacich kultur. Tyto fermentované vyrobky se nemohou pasterovat, protoze by ztratily
svou charakteristickou chut a vini. Je zde také riziko, ze by pii pasteraci vznikla
nepiijemna vatriva chut. Proto néktefi vyrobci do téchto vyrobka ptidavaji konzervaéni

latky [23].

Bylo by zajimavé vytvofit startovaci kulturu, ktera by méla metabolickou aktivitu
specialni pro dostupné Ziviny ze substrat a schopnou dosédhnout rychlé acidifikaci. Pouziti
startovaci kultury s antimikrobni aktivitou, mize poskytnout dalsi pfiznivé ucinky, jako je
naptiklad selektivni vyhoda proti konkurenci pii fermentaci. Dale snizuje riziko pii

znehodnoceni a piispiva ke stabilité produktu [23].

Lactobacillus plantarum je vhodny pro pouziti startovaci kultury pro kvaSeni bobuli
Kapary. Tato bakterie je schopna ovladat bakterie mlééného kvaSeni pfitomné v suroving

a dokaze urychlit okyseleni vyrobku, ktery rovnéz zajisti jeho bezpecnost [23].
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2.3 Fermentované okurky

Fermentované okurky (lidové kvasaky) jsou surovinou pro vyrobu mnoha b&zné
konzumovanych marinovanych produktti. Okurky obvykle kvasi v solnych roztocich
ve velkych otevienych nadrzich. Bakterie mlécného kvaseni, ktera se pfirozené vyskytuje
ve fermentovanych okurkach, je Lactobacillus plantarum. Jejim hlavnim ukolem je
pfeménit cukr (pfitomny v okurce) na kyselinu mléénou. Tato tvorba kyseliny mlécné
zpusobi snizeni pH . Pfi tomto procesu mize dojit k sekundarni kontaminaci. Ta mtize byt
zpuisobend fermentaci, kterd probiha béhem skladovani, zvlast¢ kdyz je koncentrace soli
prilis$ nizka [26].

Déle se mize vyskytovat bakterie Lactobacillus buchneri. Lactobacillus buchneri
snizuje koncentraci kyseliny mlé¢né, zvySuje pH a snizuje koncentrace kyseliny octové
a kyseliny propionové. Lactobacillus dioliverans, ktery je schopen degradovat

1,2 — propandiol na kyselinu propionovou [26].

Bakteriociny jsou bilkovinné slouceniny produkované bakteriemi S antimikrobialni
aktivitou. Bakteriociny, které produkuji bakterie mlécného kvaSeni, se pouZzivaji ke
konzervaci potravin. V poslednich letech bakteriociny produkuji bakterie mlécného
kvaseni, vcetné Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc a Pediococcus, které byly

izolovany z riznych potravin [27].

Cinska fermentovana okurka je §iroce rozsifeny pokrm, ktery je vyrobeny ze zelené
okurky. Tyto okurky kvasi pomoci spontanni fermentace, ktera je zavisla na rtznych
bakteriich mlécného kvaseni. Nekteré bakteriociny produkuji bakterie mlééného kvaseni,
jako jsou napiiklad Pediococcus acidilactici, Lactobacillus casei nebo Pediococcus

pentosaceus, byly izolovany z kvasenych okurek [27].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CILPRACE

Cilem teoretické ¢asti v této bakalatské praci bylo popsat vyznam sledovani biogennich
amini v potravinach a charakterizovat obsah biogennich amini ve fermentovanych

potravinach rostlinného ptvodu.

Cilem praktické casti v této bakalaiské praci bylo stanovit obsah biogennich amina
V kysaném zeli, fermentovanych okurkéch a ve fermentovaném ochucovadle Worcester.

Ziskané vysledky poté vyhodnotit a zformulovat zavéry.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Popis experimentu a jeho ¢lenéni

Vzorky, u kterych jsem stanovovala obsah biogennich aminti, bylo kysané zeli,

kvaSené okurky a fermentované ochucovadlo Worcester. Celkem bylo odebrano 34 vzorki.

Kysaného zeli bylo odebrano celkem 25 vzorkt. Z nichz 14 (A1 — A14) vzorkl pochazelo

Z obchodniho fetézce a 11 (A15 — A25) vzorkl pochazelo z doméci produkce. Kvasenych

okurek byly odebrany celkem 3 vzorky (B26 — B28), znichz 1 vzorek byl odebran

z domaci produkce (Bx). Fermentovaného ochucovadla Worcesteru bylo celkem odebrano

celkem 6 (C29 — C34) vzorkd. VSechny vzorky byly odebrany z obchodniho fetézce.

Vzorky byly derivatizovany a nasledn¢ byl stanoven obsah biogennich amini pomoci

vysokouc¢inné kapalinové chromatografie. Biogenni aminy, které byly stanovovany, byly

tryptamin, fenylethylamin, putrescin, kadaverin, histamin, tyramin, spermidin a spermin.

4.2 Material a metody

Chemikalie, které byly pouZity pro stanoveni biogennich amini:

e Standardy biogennich amint

o

o

histamine, approx. 97%, SIGMA - ALDRICH, Némecko

2-phenethylamine, puriss, p. a. standard for GC > 99,5% (GC), FLUKA,

Buchs, Némecko

tyramine 99% (T), SIGMA - ALDRICH, Némecko

putrescine dihydrohloride, > 98,0% (TLC), SIGMA — ALDRICH, Svycarsko
cadaverine, 95%, SIGMA — ALDRICH, Svycarsko

agmatine sulfate, purum > 99% T FLUKA, USA

spermidine for molecular biology > 98% (GC), SIGMA — ALDRICH,

Svycarsko
spermine, > 99,0% FLUKA, gvycarsko
tryptamine, > 98,0% (NT) FLUKA, Svycarsko

1,7 — diaminoheptane, > 98,0% (TLC) SIGMA — ALDRICH, Sivycarsko
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Kyselina chloristd 70-72 % pro analyzu ACS, ISO, Reag. Ph Eur — MERCK,

Némecko

Hydrogenuhlic¢itan sodny pro analyzu ACS, Reag, Ph Eur — MERCK, Némecko
Uhli¢itan sodny bezvody pro analyzu ACS, Reag, Ph Eur - MERCK, Némecko
Uhlicitan draselny pro analyzu ACS, ISO, Reag. Ph Eur - MERCK, Némecko

Dansyl chloride BioReagent, suitable for amino acid labeling, powder and chunks,
>99% (HPLC) — SIGMA - ALDRICH, Svycarsko

L- Proline for biochemistry — MERCK, MERCK, Némecko
Heptane CHROMASOLV®, for HPLC, > 99% - SIGMA — ALDRICH
Acetonitrile CHROMASOLYV Plus, for HPLC, > 99,9% - SIGMA —-ALDRICH

Dusik 5,0, tlakova lahev, Linde Gas a. s., Otrokovice

Pouzité pristroje pro stanoveni biogennich aminu

Chromatografické stanoveni:

Analytické vahy A&D GH-200 EC, Helago
Laboratorni tiepacka LT2, KAVALIERGLASS, a. s., Sazava
Odtiedivka EBA 21, Hettich ZENTRIFUGEN, Germany, Tuttlingen

EUTECH INSTRUMENTS pH 510 zakoupany u firmy BioTech a. s., Praha, stolni
pH — metr

Termoblok BENCHMARK DIGITAL BLOCK, BioTech

Systém HPLC (binarni pumpa LabAlliance, USA, autosampler LabAlliance, USA,
kolona s termostatem; UV/VIS DAD detektor (A = 254 nm); a degaser 1260
Infinity, Agilent Technologies)

Lyofilizace:

Hlubokomrazici box MDF-U3286S, SANYO, Japonsko

Lyofilizator ALPHA 1-4 LSC, CHRIST, Némecko
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4.3 STANOVENI BIOGENNICH AMINU

Vétsina biogennich aminti nevykazuje absorpci UV zafeni ani fluorescenci. Z tohoto
divodu vétSina metod vyzaduje, aby biogenni aminy byly pfed detekci deratizovany.
ProtoZe biogenni aminy fadime mezi silné organické baze, je vhodné vyuzit tuto vlastnost
pro jejich separaci z matrice vzorku. U tohoto stanoveni se pro separaci vyuziva kyselina
chlorista, ktera se Siroce vyuziva jako extrakéni ¢inidlo. Aminy jsou vyhradné odd€leny
jako derivaty, pfi pouziti kapalinové chromatografie. Pro derivaci biogennich amini se
nejcastéji pouziva dansylchlorid. Tento zplsob se nadale pouziva kvuli jeho rychlosti,

jednoduchosti a moznosti provétreni né€kolika vzorkl najednou [28].
Piiprava vzorku:

Vzorek, ktery byl rozmélnény po lyofilizaci (Lyofilizator ALPHA 1-4 LSC) o hmotnosti
1 g se navazil do 15 ml zkumavky a pfidalo se 10 ml 0,6 mol.I'* HCIO4. Tato smés byla
promichana a byla tfepana na tfepacce po dobu 30 minut. Tato suspenze byla
centrifugovana po dobu 20 minut, pfi 6000 otackach. Smés se ptelije do 25 ml odmérné
batiky a bylo ptidano 7 ml 0,6 mol.I'* HCIO4, promich4 se a byla tfepana na tiepacce po
dobu 20 minut. Tato suspenze byla centrifugovana po dobu 20 minut, pii 6000 otackach.
Smés se opét prelije do 25 ml odmérné batiky a bylo pfiddno 7 ml 0,6 mol.I"t HClO4. Smés
byla opét promichana abyla tfepana na tiepacce po dobu 20 minut. Tato smés byla
centrifugovana po dobu 20 minut, pti 6000 otackach. Smés se prelije do 25 ml odmérné
batiky a doplni se po rysku 0,6 mol.I'* HCIOa. Suspenze byla zfiltrovéana pies papirovy filtr

a bylo ptidano 100 pl vnitiniho standardu (1, 7 — heptandiaminu v koncentraci 500 mg/l).

U kapalnych vzorki byl vzorek smichan s 1,2 mol.I* HCIO4 v poméru 1:1. Poté byla

provedena derivatizace, ktera je popsana nize.
Derivatizace:

Z ptipraveného roztoku, ktery obsahoval analyzovany vzorek a vnitini standard bylo
odpipetovan 1 ml do derivatiza¢ni nadoby a bylo ptidano 1,5 ml karbonatového pufru s pH
11,1 — 11,2. Bylo pfidano 2 ml Cerstvé ptipraveného roztoku dansylchloridu o koncentraci
5 g.I'" v acetonu. Derivatizaéni nadoby byly dobie uzavieny a byly tiepany v temno po
dobu 20 hodin. Bylo pfidano 200 pl roztoku prolinu a byly opét tfepany dalsi jednu hodinu.
Byly pfidany 3 ml heptanu a byly tfepany 3 minuty rucné. Byl odpipetovan 1 ml heptanové
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vrstvy do vialky. Vialky byly odpatovany pii 60 °C do sucha pod proudem dusiku a suchy

odparek byl ziedén 1,5 ml acetonitrilu.

Vybér nejlepSiho postupu pro derivatizaci se provadi tak, Ze se zkoumaji vlivy
derivatizacni teploty, ¢asu a koncentrace dansylchloridu na vystupu reakce. Je moznost
provadét derivatizaci pii vysSsi teploté, protoze vysoka teplota podporuje derivatizacni

reakci a proces je ukoncen v kratsi dob¢ [29].

Vzhledem k tomu, Ze derivaty jsou citlivé na svétlo, méla by byt reakce provedena ve
tmé¢. Je mozné pouzit alkalicky pufr o pH 11,0, kterd probihd pifi pokojové teploté.
Utinnost reakce je tedy vyssi a riziko rozkladu derivatil je nizky pii teploté 20 °C [29].

Mnozstvi dansylchloridu, ktery se ptidal, bylo 4 — 12 mg na 1 — 2 ml z vyrovnavaci
paméti extraktu vzorku. Optimalni mnozstvi pro reakci je 8 mg dansylchloridu na 1 — 2 ml
[29].

Priprava uhli¢itanového pufru:

Padesat mililitr roztoku A (NaHCO3; o koncentraci 0,5 mol.I) se smisi s 12 ml roztoku
B (Na:COs o koncentraci 0,5 mol.I'*). Hodnota pH se potom upravi na 9,2 ptidanim

malého objemu (cca 0,5 ml) roztoku B [28].

Pted derivatizaci 16,65 g K2COs se rozpusti v 50 ml pfedem pfiipraven¢ho pufru
(pH 9,2). Hodnota pH se tim zvysi na 11,0 az 11,1. Tento uhli¢itanovy pufr musi byt pro

derivatizaci ptipraven Cerstvy [28].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

Eluce:

Vlastni chromatograficka separace byla provedena s pouzitim mobilnich fazi A (100 %

acetonitril) a B (10 % acetonitril) a gradientové eluce podle nasledujiciho programu:

Tab.: 1: Eluce 10 % a 100 % acetonitrilu v ml

Cas [min] | 10%ACN | 100 % ACN

0 39 61
0,1 39 61

14 30 70

35 17 83

4,0 0 100

9,5 0 100
11,5 39 61
15,5 39 61

Kolona: Agilent Eclipse Plus C18 RRHD a rozmér 3,0 x 50 mm.

! a béhem analyzy byla konstantni.

Rychlost pratoku mobilni faze byla 0,45 ml.min
Teplota kolony se udrzovala pomoci termostatu na 30 °C. Objem néstiiku vzorkl byl 5 pl.

Jednotlivé analyty byly detekovany pii vinové délce 254 nm (Dadakova a kol., 2009).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Ze smési standardd byly biogenni aminy detekovany v nasledujicim potadi: tryptamin,

fenylethylalanin, putrescin, kadaverin, histamin, tyramin, spermidin a spermin.

V tabulkach, které jsou nize uvedené (Tabulky 2 — 5) jsou zapsany primérné obsahy
jednotlivych biogennich amint a K nim pfisluSna smérodatna odchylka u vzorka kysaného
zeli, kvasenych okurkd a Worcesteru. Tabulky 2 — 7 jsou Vv jednotkach mg.kg? ziskané

hmoty. Tabulky 8 — 9 jsou v jednotkach mg/1 v ziskané hmoté.

Biogenni aminy byly zjiStovany v rizném mnozstvi a Sirokém rozpéti. Nejcastéji
a nejvice detekovany byl biogenni amin putrescin, pficemz nejvice ho obsahovalo kysané
zeli, které bylo ziskdno z obchodnich fetézcli. Toto mohlo byt zplisobeno obsahem soli,

hodnotou pH nebo teplotou).
Vzorek, ktery obsahoval nejméné biogennich amind, byl Worcester. U téchto vzorkt
byly detekovany biogenni aminy putrescin, tyramin, spermidin a spermin. Naopak biogenni

aminy tryptamin, fenylethylamin, kadaverin a histamin nebyly detekovany.
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5.1.1 Kysané zeli

Celkem bylo odebrano 25 vzorki zeli, pficemz 14 vzorkl bylo odebrano z trzni sité¢ a 11
vzorkll z doméci produkce. Tyto vzorky byly uschovany v lednici pii 4+1 °C po dobu 4

mesict a nasledné byly lyofilizovany.

Vzorky kysaného zeli A (Al — Al4) pochazeji z riznych obchodnich fetézci. U téchto
vzorkll byly stanovovano koncentrace 8 biogennich amint. Biogenni aminy, které byly
stanovovany, byly tryptamin, fenylethylamin, putrescin, kadaverin, histamin, tyramin,

spermidin a spermin.

Tab. 2: Obsah biogennich aminti vzorkl kysaného zeli ziskaného z obchodnich fetézci

Vzorky TRM PEA PUT CAD
Al ND 15,940,6 1732,0+57,1 233,7+14,8
A2 ND 17,4+0,6 693,5+34,2 55,8422
A3 ND 9,7+0,4 1800,7+128,9 224.9+14.0
A4 ND 21,4413 1667,3+101,0 51,7+1,6
A5 ND 19,0+1,3 4011,3+216,4 76,5+4,2
A6 ND 13,4+0,8 2351,8+78.8 226,249,2
A7 ND 4,7+0,2 438,3£22.8 123,347,5
A8 ND 3,5+0,2 383,6+20,1 6,240,3
A9 ND 10,7+0,4 1606,0+101,4 220,3+7,6

A 10 ND 4,6+0,3 1020,7+36,5 204,5+6,0
All ND 14,6+0,8 419,4+34,5 29,1£1,0
A12 ND 6,0+0,2 229,3+12,8 41,8+1.9
A13 ND ND 661,3+29,5 114,1£5,9
A1l4 ND 5,340,2 1211,6+63,6 21,7+1,6

TRM — tryptamin, PEA - fenylethylamin, PUT — putrescin, CAD - kadaverin,
ND —nedetekovany.

Tab. 3: Obsah biogennich amini vzorkl kysaného zeli ziskaného z obchodnich fetézct
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Vzorky HIM TYM SPD SPM

Al 319,7+20,1 322,8+14,2 26,4+1,6 15,0£1,1
A2 295,1+9.4 437,9+23.5 28,1+0,9 19,4+0,8
A3 330,9+14,1 359,1£15,3 21,0£1,3 18,6+1,0
A4 330,6+18.,0 395,4+14,8 33,1£2,1 16,0+0,9
AS 390,5+19.4 428,8+19,5 22,3+0,8 15,2+1,1
A6 251,4+17,2 336,5+20,1 22,7+0,7 17,2+0,7
A7 179,3+10,5 243,9+11,7 31,3+1,4 19,5+1,1
A8 120,6+2,7 153,3+6,4 17,3£1,3 14,3+0,4
A9 224,6+15,2 296,4+14,2 27,3£2,3 16,4+0,8
A 10 168,8+8,2 237,9+7,9 32,6+1,4 24,2+1,2
All 168,1£7,1 741,1£39,2 14,8+0,7 12,0+0,6
A12 49,3+2,0 231,6+9,9 7,6+0,4 18,9+1,2
A 13 190,8+8.,9 218,849,5 9,3+0,5 9,0+0,2
Al4 310,0+9,9 324,8+12,7 13,3+0,5 4,6+0,3

HIM — histamin, TYM — tyramin, SPD — spermidin, SPM — spermin, ND — nedetekovany.

V tabulce 2 a 3, které¢ je uvedené vyse, jsou znazornény obsahy biogennich amint

V kysaném zeli z obchodnich fetézcii. Z biogennich amina byl nejvice zastoupen putrescin

u vzorku A5 (4011,3 mg.kg™). Tato hodnota je velmi vysokd. Mizeme tedy Fict, Ze tento

biogenni amin muizZe zplsobit zdravotni problémy. Naptiklad toxicitu, pfi konzumaci

kysaného zeli ve vét§Sim mnoZstvi.

Druhy nejvice zastoupeny biogenni amin byl tyramin u vzorku A5 (428,8 mg.kg?). Tato

hodnota je vyrazné€ niz8i nez hodnota putrescinu, ovSem je stale vysoka.

Nejvétsi mnozstvi histaminu bylo u vzorku A5 (390,5 mg.kg™). Toto mnozstvi je nizsi,

néz u biogennimu aminu tyraminu. Ale pfesto je toto mnozstvi dostatecné vysoké aby mohl

zpusobit zdravotni obtize. Nejvétsi mnozstvi kadaverinu bylo u vzorku Al (233,7 mg.kg™).
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Nejméné zastoupeny biogenni aminy byly tryptamin, fenylethylamin, spermidin
a spermin. Biogenni amin tryptamin nebyl u Zadného vzorku detekovan. Spermidin byl
detekovan v nejvy$sim mnozstvi u vzorku A 10 (32,6 mg.kg™?). Spermin byl detekovan v
nejvyssim mnozstvi u vzorku A 10 (24,2 mg.kg?). Fenylethylamin byl detekovan
Vv nejvy$§im mnozstvi u vzorku A4 (21,4 mg.kg?). Vsechny zminéné vzorky byly

detekovany v malych mnozstvich. Toto mnozstvi by nemélo byt pro ¢lovéka nebezpecné.

Vzorky kysaného zeli A (15 — 25) pochazeji z domaci produkce. Vzorky byly vyrobeny
v domécnostech a byly fermentovany bez pouziti startovacich kultur. Toto zeli bylo
fermentovano za pomoci pfirozené mikroflory, soli, kminu a cibule. U téchto vzorka bylo
stanoveno 8 biogennich aminti. Biogenni aminy, které byly stanovovany, byly tryptamin,

fenylethylamin, putrescin, kadaverin, histamin, tyramin, spermidin a spermin.

Tab. 4: Obsah biogennich amind vzorkt kysaného zeli ziskanych z domaci produkce

Vzorky TRM PEA PUT CAD
A 15 ND 3,4+0,2 880,6+55,9 154,3+3,9
A 16 ND 2,3%0,1 196,4+10,7 16,6+0,6
A17 ND 6,7+0,3 575,5423.5 7,7+0,4
A 18 ND 18,6+0,8 646,8+16,8 132,4+11,4
A 19 ND 13,6+0,7 438,1+14,0 11,3%0,6
A 20 ND 3,1£0,2 139,2+10,9 39,3+2,0
A21 ND 29,1+1,9 984,4+38,0 258,7+10,5
A 22 ND 3,3+0,1 452,3425.8 35,942,0
A 23 ND 1,9+0,1 32,2+1,2 16,6+1,4
A 24 ND 2,5+0,1 796,3+13,3 102,5+5,8
A 25 ND 12,3+0,4 735,8+13,0 45.2+1,9

TRM — tryptamin, PEA — fenylethylamin, PUT — putrescin,
ND — nedetekovany.

CAD - kadaverin,
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Tab. 5: Obsah biogennich amint vzorkt kysaného zeli ziskanych z domaci produkce

Vzorky HIM TYM SPD SPM
A 15 206,3+10,0 329,3£19,5 6,8+0,3 8,7+0,7
A 16 270,1£16,1 87,4+5,6 6,4+0,3 36,7+1,3
A17 331,9+15,6 363,4+17,8 6,4+0,3 21,9+1,6
A18 312,946,1 721,7424,7 16,5+0,6 10,6+0,6
A 19 63,1423 413,0£14,5 12,9+1,1 15,1£1,0
A 20 177,7+8,2 162,5+6,4 5,8+0,3 30,120,9
A 21 696,8+35,5 862,2+30,5 15,3+0,5 13,120,7
A 22 181,6+8,6 193,7+9,9 6,8+0,4 7,3+0,3
A 23 240,149,6 34,9421 4,5%0,1 50,3+4.9
A 24 54,0£1,7 90,7+4.6 8,8+0,4 44,142,1
A 25 689,9+33,0 561,3+34.,6 14,8+0,5 25,7+1,6

HIM — histamin, TYM — tyramin, SPD — spermidin, SPM — spermin, ND — nedetekovany.

Tabulky 4 a 5 znazortiuji obsahy biogennich amint v kysaném zeli z domaci produkce.
Z biogennich aminfi je nejvice zastoupeny putrescin u vzorku A 21 (984,4 mg.kg?),
tyramin A 21 (862,2 mg.kg™?) a histamin A 21 (696,8 mg.kg?). Tyto mnozZstvi jsou vysoké
a mohou zptisobit razné zdravotni komplikace. Naptiklad buSeni srdce, Vysoké mnozstvi

muze byt zptisobeno vys$im pH nebo vyssi teplotou pii skladovani.

Nejméné zastoupeny biogenni amin byl spermin A 24 (44,1 mg.kg™), fenylethylamin
A 21 (29,1 mg.kgl) a spermidin A 18 (16,5 mg.kgl). Biogenni amin tryptamin nebyl
detekovdn v Zadném vzorku. Toto mnoZstvi biogennich aminl je nizké a u zdravého
Clovéka by neméli vyvolat zdravotni problémy [11]. Vliv na obsah biogennich aminil,
muze mit také ethanol. Ethanol sniZi tvorbu biogennich aminti tak, Ze inhibuje pfitomné

mikroorganismy.

Vysledky byly srovnany s literaturou Kalace a kolektiv, zabyvajici se studiem obsahu
biogennich amind v kysaném zeli béhem skladovani po dobu dvanacti mésicti. Nekteré

hodnoty v bakalatské praci jsou velmi rozdilné oproti jiz zminéné literatufe. Podle Kala¢
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a kolektiv jsou napiiklad hodnoty histaminu a sperminu nedetekované, zatimco
Vv bakalarské praci jsou hodnoty detekované ve vSech vzorcich. Hodnoty putrescinu jsou
Vv bakalaiské praci mnohonasobné vyssi nez podle Kala¢ a kolektiv. Podle literatury Kala¢
a kolektiv tryptamin nebyl detekovan. Tyto vysledky se shoduji s vysledky v bakalaiské
praci. Hodnoty tyraminu a spermidinu jsou v bakalafské praci detekovany v Sirokém

rozmezi. Podle literatury Kalac¢ a kolektiv byly zjistény ptiblizn¢ stejné hodnoty.

5.1.2 Fermentované okurky

Vzorky A (26 — 27) pochazi z obchodnich fetézct. Vzorek Bx pochazi z domaci
produkce. U té€chto vzorki bylo stanoveno 8 biogennich aminti. Biogenni aminy, které byly
stanovovany, byly tryptamin, fenylethylamin, putrescin, kadaverin, histamin, tyramin,

spermidin a spermin.

Tab. 6: Obsah biogennich amind vzorkt fermentovanych okurek

Vzorky TRM PEA PUT CAD
B 26 ND ND 25,1+1,3 ND
B 27 ND ND 14,3+0,7 ND

Bx ND ND 38,8+1,8 ND

TRM - tryptamin, PEA - fenylethylamin, PUT - putrescin, CAD - kadaverin,
ND — nedetekovany.

Tab. 7: Obsah biogennich aminid vzorkl fermentovanych okurek

Vzorky HIM TYM SPD SPM
B 26 ND 24,7408 | 15,4+0,7 | 19,7+0,9
B 27 ND 152,6£7,3 | 54403 | 13,540,6

Bx ND ND 31,6+2,3 | 68,1+5,1

HIM — histamin, TYM — tyramin, SPD — spermidin, SPM — spermin, ND — nedetekovany.

Tabulky 6 - 7 znazornuji obsah biogennich aminii ve fermentovanych okurkach.
Biogenni aminy tryptamin, fenylethylamin, kadaverin a histamin nebyly detekovany.

Z biogennich aminii byl nejvice zastoupeny tyramin u vzorku B 27 (152,6 mg.kg?).
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Nejvyssi obsah sperminu bylo u vzorku B 28 (68,1 mg.kg™?). Nejvyssi obsah putrescinu
(31,6 mg.kg™). Nizky obsah biogennich aminti miiZze byt zptisobeny nizkym pH. Vliv na
nizké mnozstvi biogennich aminti miize mit obal, ve kterém byly vzorky uschovany. Obal
byl hermeticky uzavien. Tento obal mohl zabréanit kontaminaci nezadoucimi bakteriemi,
které by produkovaly enzym dekarboxylasu a tento enzym by pfispél k rozvoji biogennich

aminu.

5.1.3 Fermentované ochucovadlo Worcester

Vzorky C (29 — 34) pochazeji z obchodnich fetézct. U téchto vzorka bylo stanoveni 8
biogennich amin®. Biogenni aminy, byly stanovovany, byly tryptamin, fenylethylamin,
putrescin, kadaverin, histamin, tyramin, spermidin a spermin. Worcester je tekuté

dochucovadlo, které se pouziva k dochuceni riznych pokrmd.

Tab. 8: Obsah biogennich aminti vzorki Worcesteru

Vzorky | TRM PEA PUT CAD
C29 ND ND 2,5+0,0 ND
C 30 ND ND 4,2+0,2 ND
C3l ND ND 4,1+0,2 ND
C 32 ND ND 4,4+0,1 ND
C33 ND ND 2,9+0,2 ND
C34 ND ND 2,0+0,1 ND

TRM - tryptamin, PEA - fenylethylamin, PUT - putrescin, CAD - kadaverin,
ND — nedetekovany.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 46

Tab. 9: Obsah biogennich aminti vzorkti Worcesteru

Vzorky HIM TYM SPD SPM

C29 ND 4,0+0,3 | 2,7+0,1 | 1,8+0,1

C30 ND | 8,4+0,3 | 5,203 | 6,9+0,3

C31 ND 3,0+£0,1 | 5,5+0,3 | 7,9+0,3

C32 ND 2,0£0,1 | 4,1£0,3 | 4,3+0,2

C33 ND 1,7£0,1 | 2,9+0,2 | 3,6+0,1

C34 ND 5,6£0,3 | 5,1+£0,2 | 4,5+0,1

HIM — histamin, TYM — tyramin, SPD — spermidin, SPM — spermin, ND — nedetekovany.

Tabulky 8 - 9 znazorfiuji obsah biogennich amin ve fermentovaném ochucovadle
amin®. Biogenni aminy tryptamin, fenylethylamin, kadaverin a histamin nebyly ve vzorcich
detekovany. Z uvedenych biogennich amint byl nejvice zastoupeny tyramin u vzorku C 30
(8,4 mg.kg?l). Naopak nejméné& zastoupeny byl putrescin u vzorku C 32 (4,4 mg.kg™).
Podle vyhlasky Ministerstva zemédélstvi ¢. 331/1997 Sb., v platném znéni studena omacka
musi mit nejvySe pH 4,5. Hodnota pH vyrazné ovliviiuje produkci biogennich amini.
Nizké pH inhibuje rist mikroorganismd, zaroven stimuluje produkci enzymu
dekarboxylasy. Fermentované ochucovadlo Worcester obvykle obsahuje max. 6 - 16 %
soli. Chlorid sodny také ovliviiuje aktivitu enzymu dekarboxylasy [30]. Nebyly nalezeny
publikace pojednavajici o obsahu biogennich amint u fermentovanych ochucovadel Wor-

cester, proto srovnani s literaturou nebylo provedeno.
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ZAVER

Byl stanoven obsah biogennich amind u fermentovanych potravin rostlinného ptivodu.

Analyzované vzorky, které byly pouzity Vv této bakalaiské praci, bylo kysané zeli,

fermentované okurky a fermentované ochucovadlo Worcester. Biogenni aminy, které byly

stanovovany, byly tryptamin, fenylethylamin, putrescin, kadaverin, histamin, tyramin,

spermidin a spermin.

BA tryptamin nebyl detekovan u zadného ze vzorki

BA putrescin se vyskytoval v nejvétsim mnozstvi ze vSech biogennich amind
obsah BA sperminu a spermidinu byl detekovan v malém mnozstvi u v§ech vzorka
BA fenylethylamin byl detekovan pouze u vzorka zeli

kysané zeli obsahovalo nejvyssi mnozstvi putrescinu

BA kadaverin se vyskytl pouze u vzorki kysaného zeli a to v pomémné Sirokém

rozmezi
U kysanych okurek a Worcesteru se BA tyramin vyskytoval v malém mnozstvi

BA kadaverin se u kysanych okurek a Worcesteru nevyskytoval
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

MAO

DAO

°C

LAB

tzv.

HPLC

TRY

PEA

PUT

CAD

HIS

TYR

SPD

SPM

ND

Monoaminooxidéaza
Diaminooxydaza

Stupen Celsia

Bakterie mlécného kvaseni
Tak zvané

Vysoce u¢inna kapalinova chromatografie
Tryptamin

Fenylethylamin

Putrescin

Kadaverin

Histamin

Tyramin

Spermidin

Spermin

Nedetekovany
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