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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva typickymi fermentovanymi asijskymi potravinami (miso
pasty, s6jové omacky, ryzovy ocet, kim¢i a tempeh) vzhledem k jejich mikrobidlni jakosti

a vyskytu biogennich amint v souvislosti s dobou a teplotou skladovani.

Teoreticka ¢ast se vénuje problematice biogennich aminii se zaméfenim na faktory ovliv-
nujici jejich vyskyt v potravinach. Dale jsou zde popsany jednotlivé fermentované asijské

produkty, jejich vyroba, konzumace a nutri¢ni aspekty.

V praktické casti byl proveden mikrobiologicky vyzkum s cilem zmapovani vyskytu
a mnozstvi vybranych indikatorovych skupin mikroorganizma v pribéhu skladovani jed-
notlivych produktl pfi tfech rznych teplotach, konkrétné 8 °C, 23 °C a 30 °C. Bylo zjisté-
no, ze nejvyssi narust sledovanych skupin mikroorganizmi byl pti skladovani produkti ve
23 °C a 30 °C a to hlavné u tempehu a miso past. U sdjovych omacek a ryzového octa byly
zaznamenany jen velmi nizké pocty mikroorganizmu po celou dobu skladovani. V druhé
¢asti experimentu byla provedena analyza biogennich amini pomoci vysokouc¢inné kapali-
nové chromatografie. Z provedené analyzy bylo zjiSténo, Ze obsahy biogennich aminil

Vv testovanych produktech byly nizké a tudiz neohrozujici lidské zdravi.

Kli¢ova slova: fermentované asijské potraviny, mikroorganizmy, biogenni aminy, sklado-

vani



ABSTRACT

This thesis deals with the typical fermented asian food (miso paste, soy sauce, rice vinegar,
kimchi and tempeh) due to their microbial quality and presence of biogenic amines in rela-

tion to time and temperature of storage.

The theoretical part describes biogenic amines, their occurrence in food due to different
factors. There are also described the various asian fermented products, their production,

consumption and nutritional aspects.

The experimental part is focused on microbiological research in order to determinate pres-
ence of selected indicator groups of microorganisms during storage of individual products
at three different temperatures, namely 8 °C, 23 °C, 30 °C. It was found that the highest
increase was observed in products which were stored in 23 °C and 30 °C especially in
tempeh and miso paste. In soy sauce and rice vinegar were observed only very low
amounts of microorganisms through the storage period. In the second part of the experi-
ment, the biogenic amines were analyzed using high performance liquid chromatography.
It was found that the levels of biogenic amines in tested products were low and therefore

does not endanger human health.

Keywords: asian fermented food, microorganisms, biogenic amines, storage
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UvVOD

Fermentace je jednoduchy, ekonomicky vyhodny a efektivni zpiisob uchovani potravin
vyuzivany na celém svété po staleti. Tento zplisob upravy potravin se vyuziva hlavné
Vv asijské kuchyni, kterd se stava ¢im dal vice popularnéjsi a s ni i jeji tradicni fermentova-
né vyrobky. Svou oblibu si ziskaly hlavné diky skvélym chutovym a nutricnim vlastnos-
tem. Navic nékteré z téchto potravin pomahaji v boji proti riznym onemocnénim, ptisobi
jako antioxidanty, obsahuji vitaminy a kvalitni proteiny. Obyvatelé téchto zemi se doZivaji
vysokého veéku, pfi¢emz této skutecnosti védci ptisuzuji nejveétsi zasluhu prave diky strave.

Vétsina z téchto produktll jsou ze surovin, které jsou levné a snadno dostupné.

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni dusikaté latky nachazejici se predevsim ve fermen-
tovanych potravindch s vy$§im obsahem proteinti. V posledni dobé se staly pfedmétem
mnoha spekulaci a stale jesté¢ neexistuje jednotna legislativni tprava piesné definujici
mnozstvi u jednotlivych zéstupci, které by bylo povazovano za mezni hodnotu. Tyto latky
jsou sice prirozenym produktem metabolizmi probihajicich v lidském téle, avSak ve
vys§ich mnozstvich mohou zplsobovat rizné zdravotni problémy. Proto je tieba tyto latky
a jejich obsahy monitorovat, aby se predchazelo témto potizim. Kazdy jedinec je navic

individudlné citlivy k mnozstvi a typu biogennich amint.

Tato diplomova prace je zaméfena na vyzkum asijskych fermentovanych potravin sklado-
vanych v rizném teplotnim rozmezi po rizné dlouhou dobu. V teoretické ¢asti je popsana
problematika biogennich aminti se zaméfenim na jejich fyziologické ucinky a faktory
ovliviujici jejich vyskyt. Dale je zde zahrnuta vyroba a charakteristika vybranych asij-

skych fermentovanych potravin.

V praktické ¢asti byla v zavislosti na teploté a dobé skladovani provedena mikrobiologicka
analyza vybranych asijskych fermentovanych potravin a nasledné byly u téchto potravin

pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie zkoumany obsahy biogennich amint.
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. TEORETICKA CAST
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1 FERMENTACE

Termin fermentace (kvaSeni) pochazi z latinského slova ,,fervere”, které znamena vafit.
Je to v podstaté¢ jakykoli proces, pii kterém diky ¢innosti mikroorganizmu (kvasinky, plis-
né nebo bakterie) vznikd vysledny produkt. Jednd se o jednu z nejstarSich a nejekono-
mictéjSich metod bezpecného uchovani potravin. Typickymi vychozimi surovinami jsou

mléko, maso, zelenina nebo ceredlie [1, 2].

Tradi¢ni zplisob fermentace v domdacnosti je velmi jednoduchy a postaci zakladni vybaveni
na zpracovani. Tyto vyrobky, z diivodu nedostatku sterility a vyuziti pfirozen¢ se vyskytu-
jici mikroflory, vétSinou obsahuji smisené mikrobialni populace. Pivodni fermentované
potraviny vznikaly pravé touto spontdnni fermentaci. Zhruba od 20. stoleti se spolu
s rychlym rozvojem oboru mikrobiologie vyvinuly definované startovaci kultury. K vylep-
Seni téchto kultur se zacalo vyuzivat genovych transferovych metod jako transdukce, kon-

jugace, transformace a posledni dobou i genetického inzenyrstvi [1, 2, 3].

Hlavni faktory, které ovliviiuji prubéh fermentace, jsou teplota, hodnota pH a anaerobni
podminky. Optimalni teplotni rozmezi pro fermentaci rostlinnych materiali je 16-35 °C,
avsak zalezi také na pouzitych mikroorganizmech, které rostou pti urcité optimalni teploté
[3].

¢ Mikroorganizmy

Pfi vyrobé fermentovanych potravin se pouziva velké mnozstvi bakterii, kvasinek nebo
plisni (viz Tab. 1 a Tab. 2). Tyto mikroorganizmy produkuji Siroké mnozstvi metabolic-
kych produkti, které se uplatiiuji jako konzervanty, stabilizatory a latky ovliviiujici textu-
ru, chut’ a barvu. Nejcastéji pouzivané mikroorganizmy jsou Saccharomyces cerevisiae,

Lactococcus lactis a Streptococcus thermophilus [1].
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Tab. 1: Fermentované potraviny a jejich pozadované ingredience [3]

Produkt Vychozi surovina Mikroorganizmy
Pivo Cerealie Kvasinky, mlé¢né bakterie
Vino Hroznova st'ava Kvasinky, mlécné bakterie
Ocet Vino Octov¢ bakterie
Chleba Obiloviny MIlécné bakterie
Sojova omacka So6jové boby Plisen, mlécné bakterie
Kysané zeli, kim¢i Zeli MIécné bakterie
Fermentovanle(:;nasne vyrob- Maso MIlécné bakterie
Nakladana zelenina Okurky, olivy aj. MIlécné bakterie
Syr Miléko Kvasinky, m}eczle bakterie,
plisen

Tab. 2: Vybrané mikroorganizmy pouzivané k fermentaci potravin [3]

Rod Druh Pouziti
Aspergillus oryzae S6jové omacky
candida kefyr Fermentované mlécné vy-
robky
Syr, maso, chleba, fermen-
Lactococcus lactis subsp. lactis tované mlécné vyrobky,
zelenina, probiotika
Penicillium album Sy, fermentované mléené
vyrobky
Penicillium camemberti Syr
Penicillium nalgiovense Maso
Penicillium roqueforti Syr
.. Pekatské kvasinky, vino,
Saccharomyces cerevisiae . . .
pivo, zelenina, probiotika
Syr, chleba, fermentované
Streptococcus thermophilus mlécné vyrobky, zelenina,
probiotika

Podle kone¢ného produktu se rozliSuje nékolik druhti fermentace jako alkoholova (pfi kte-
ré dochazi k preméné cukrt na alkohol a CO.), octova (pfeména alkoholu na octovou kyse-
linu) a mlééna (premeéna cukri na kyselinu mlécnou). Alkoholové fermentace se icastni
hlavné Saccharomyces cerevisiae a plisenn Aspergillus oryzae. Octova fermentace ma dvé
faze. Prvni zahrnuje alkoholovou fermentaci nasledovanou oxidaci etanolu pies acetalde-

hyd az na octovou kyselinu [3].

Béhem fermentace rostlinnych materiala jako zeli, okurek, olivy, s6jové boby a kava je

vyzadovano nékolik riznych druhti mikroorganizmi pii riznych fazich fermenta¢niho
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procesu. Typickou vychozi surovinou pro octovou fermentaci je ryze, brambory nebo
hrozny. Cisté kultury mikroorganizmi nejsou pro tento typ fermentace piili§ pouzivany.
Avsak zajimavé je, ze zastupce rodu Acetobacter, ktery je zodpovédny za tvorbu ryzového

octa, vytvori spontanné skoro ¢istou kulturu v prubéhu jeho dlouhé doby vyroby [3].
% Vyhody fermentovanych potravin

Oproti jinym technologiim zpracovani potravin, fermentace zvySuje obsah zivin,
mineralnich latek a pozitivné ovliviiuje vuni a chut. Tento proces také zlepSuje
stravitelnost, zvySuje nutri¢ni hodnotu produktu obohacenim o mikrobialni bilkovi-
ny, vitaminy, lipidy, aminokyseliny a ptsobi blahodarn¢ na lidské zdravi. Mikrobi-
alni kultury vytvareji vitaminy skupiny B (riboflavin, kyselinu listovou, thiamin,
biotin, niacin) a ¢asto také Biz, ktery jinak v potravinach rostlinného pivodu chybi.
Mnohé z fermentovanych produktt ptsobi antioxidaéné, ¢ili vychytavaji volné ra-
dikaly z téla bun¢k. Tyto potraviny pak mohou také pomahat pti redukci nebo de-
toxikaci ur¢itych nezadoucich sloucenin jako jsou fytaty, polyfenoly a taniny [1, 2,
4,5].

Fermentované potraviny se vyrab&ji po celém svété a to hlavné diky jejich prodlou-
zené skladovatelnosti, zmenSeni objemu, krat§imu Casu vafeni a jiz zminéné vysokeé
nutricni hodnoté oproti nefermentovanym vyrobkiim. K prodlouzeni doby udrzby
dochazi produkci alkoholu, kyseliny mlécné nebo octové. Jsou to ptirodni konzer-
vanty uchovavajici Ziviny a zabraiujici kazeni. V rozvojovych zemich je tento po-
stup obzvlasté dilleZity, protoZe teplota okolniho prostiedi pfispiva k rychlé zkéaze
potravin a konzervarenské technologie, jako je mrazeni ¢i chlazeni, jsou zde téZko
dostupné [1, 2, 4, 5].
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2 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy (BA) jsou povazovany za nizkomolekularni dusikaté bazické latky odvo-
zené od aminokyselin. Vyskytuji se ve vSech zivych organizmech a jsou soucasti riznych

metabolickych a fyziologickych procesu [6, 7, 8, 9].
Na zéaklade¢ jejich chemické struktury je lze rozdé€lit na [6, 7, 8, 9]:
+¢+ aromatické (tyramin — TYM, 2-fenyletylamin — PEA),
« alifatické (putrescin — PUT, kadaverin — CAD),
% heterocyklické (histamin — HIM, tryptamin — TRM),
s polyaminy (spermidin — SPD, spermin — SPM , pfipadné agmatin — AGM).

Dale se rozliSuji primarni, sekundarni nebo terciarni biogenni aminy podle poctu arylovych

a alkylovych skupin, které jsou navazany na atom dusiku [7].

2.1 Vznik biogennich amini

Biogenni aminy vznikaji dekarboxylaci aminokyselin plisobenim dekarboxyléz, a to néko-
lika riznymi zptsoby. Prvni z nich je aktivitou enzymu (dekarboxylazy), které se pfirozené
vyskytuji v potravindch. DalS§i je pomoci transaminace aminokyselin a karbonylovych
sloucenin (aldehydi a ketontl). Nejvyznamnégjsim zptsobem je vsak dekarboxylace pomoci

exogennich enzymi, které jsou produkovany urcitymi mikroorganizmy [6, 10, 11].

Dekarboxylace je chemicka reakce, pfi které je urcita aminokyselina rozkladana enzymem
(dekarboxylaza) za vzniku odpovidajiciho aminu, oxidu uhli¢itého a nékterych toxickych
primarnich aminti majicich nepfijemnou chut. Diky tomuto mechanizmu vznika histamin
z aminokyseliny histidinu, tyramin z tyrozinu nebo kadaverin z lyzinu. Zastupcem toxic-

kych aminti je histamin nebo tyramin. [6, 7, 11].

2.1.1 Faktory ovliviiujici produkci biogennich aminit

Pro tvorbu biogennich aminli je diilezitd dostupnost volnych aminokyselin v substratu,
pritomnost mikroorganizmi schopnych aminokyseliny v substratu dekarboxylovat, opti-

malni podminky pro bakterialni rist a aktivitu enzymu [6, 8, 10, 12, 13].

VéEtsi vyskyt BA lze predpokladat hlavné ve fermentovanych potravinach, kde diky pfi-

tomnosti nékterych bakterii mlé¢ného kvaseni dochazi k dekarboxylaci aminokyselin [7].
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Na jejich vzniku se podileji predevsim nasledujici faktory.
Teplota

Teplota prostfedi podstatné¢ ovlivituje mnozstvi BA. Pfi teplotach nizsich nez 5 °C
a vyssich nez 40 °C se utlumi rast mikroorganizmi a aktivita enzymd, které jsou zodpo-
védné za produkci BA, tudiz se jejich pocet snizuje [7, 11, 13]. Bylo zjisténo, ze histidin-,
lyzin- i tyrozindekarboxylaza potiebuje ke své ¢innosti teploty nad 15 °C (optimum je ko-
lem 30 °C) [14]. Pro produkci tyraminu je mezni hodnota 10 °C a niz$i teploty inaktivuji
enzym tyrozindekarboxylazu, coz znemozni jeho tvorbu. AvSak vyzkum v této oblasti stale
pokracuje a je jasné, ze produkce BA vzhledem K rozlicnym teplotam je rtizna. Béhem
vareni jsou hodnoty biogennich amint stalé. Jakmile BA vzniknou je velmi obtizné je eli-
minovat. I piesto vSak mtze dojit k ¢aste¢nému sniZeni jejich mnozstvi a to napiiklad te-
pelnou upravou s redukujicimi cukry pii Maillardové reakci. Vysledna koncentrace
Vv potravinach se vSak mize ménit v disledku skladovacich podminek a ty by mély byt
kontrolovany [11, 15]. Pokud vyrobky neosahuji psychrotrofni bakterie, tak by teplota

skladovani méla byt kolem bodu mrazu [7].
Koncentrace vodikovych ionti (pH)

Hodnota pH je dulezity faktor ovlivitujici amino-dekarboxylazovou aktivitu. Kazdy mikro-
organizmus ma urcité optimum pH hodnot kdy je schopen se rozmnozovat. Extrémni hod-
noty mohou mikroorganizmy usmrtit. Ke stimulaci bakterii dochazi v kyselém prostiedi,
kdy jsou produkovany dekarboxylazy. Pti velmi kyselém prostiedi vznikaji bazické bio-

genni aminy jako soucast obrannych systému buiiky proti kyselému prostiedi [7, 12].
Fermentovatelné cukry

Ptitomnost fermentovatelnych cukri jako je glukéza zlepsuje jak rist, tak dekarboxylazo-
vou aktivitu bakterii. Koncentrace glukozy v rozmezi 0,5-2,0 % (w/v) je oznacena jako
optimalni a pokud by pifesahla 3 % (w/v), tak zpravidla dojde k inhibici rustu bakterii [11,
15].

Doba skladovani potravin

Je prokdzana piima zavislost mezi obsahem biogennich aminti a délkou skladovani.

S rostouci teplotou a dobou skladovani roste i koncentrace amini [11, 14].
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Soli

V technologii vyroby potravin se sl pouziva k omezeni nebo zastaveni ristu patogennich
mikroorganizmui. Tim se zabrani i kazeni potravin béhem skladovani a omezi se rustova
rychlost bakterii produkujicich dekarboxylazu [11]. AvSak existuji i halotolerantni bakte-
rie, kterym vyS$si obsah soli vyhovuje. Také zavisi na obsahu pouzité solici smési. Po pfi-
dani dusitanové soli se zpomali nardst biogennich amint [7, 11]. Pti fermentaci a sklado-
vani s6jovych produktii ma koncentrace soli velky vliv na produkci BA. Produkce BA bak-
terii Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus byla inhibovana zvySenim obsahu soli z 0
na 6 %. Osmoprotektivni ucinek maji aminy histamin a tyramin, tudiz se zvySujici se kon-
centraci soli se zvySuje i jejich mnozstvi. V tradi¢nich ¢inskych fermentovanych produk-
tech ze sojovych bobl byla objevena vyznamna tvorba histaminu halotolerantnimi kmeny

Staphylococcus capitis pii 10% koncentraci soli [12, 14].
Startovaci kultury

Startovaci kultury jsou obecné mikroorganizmy, kterych se vyuziva k vyrobé riznych po-
travinafskych vyrobku diky jejich metabolické ¢innosti. Ovliviiuji kvalitu vyrobku, podileji
se na chuti, viini a konzistenci fermentovanych potravin. Kromé pozitivnich vlastnosti maji
1 nezadouci, napt. produkce toxickych latek jako jsou BA. Bud’ mohou pfimo dekarboxy-
lovat aminokyseliny anebo ovlivnit vnéjsi prostiedi tak, aby se vytvotily vhodné podminky
pro jiné mikroorganizmy produkujici BA. Také jsou vSak schopny potlacovat rist jinych
mikroorganizmii tvoficich biogenni aminy, a to produkci antimikrobnich latek nebo tzv.
bakteriocinti, a tim redukovat jejich mnozstvi [7, 14, 16]. Vybér vhodného mikroorgani-
zmu, ktery se pouzije jako startovaci kultura, by proto mél projit analyzou pro zjisténi pro-

dukce amind [15].
Pristup kysliku

Tento faktor je velmi proménlivy jelikoZ na vzniku BA se mohou podilet aerobni, anae-
robni nebo fakultativné anaerobni mikroorganizmy. Dekarboxylazova aktivita histidinde-

karboxylazy se inaktivuje v pfitomnosti kysliku [11, 15].

Tvorba biogennich amint po bakterialni proteolyze se u jednotlivych mikroorganizm lisi.
Dekarboxyla¢ni enzymy jsou nejcastéji produkovany rody Bacillus, Clostridium, Citrobac-
ter, Escherichia, Klebsiella, Proteus, Pseudomonas, Photobacterium a Shigella, a bakteri-
emi mlécného kvaSeni, jako Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus a Streptococcus.

Tyto mikroorganizmy mohou dekarboxylovat jednu nebo vice aminokyselin na pfislusné
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biogenni aminy. Dekarboxylazova aktivita u tyrozinu a histidinu byla detekovana napf.

u E. coli a zastupct rodu Pseudomonas [11, 15].

Biogenni aminy mohou byt obvykle v potravinach kontrolovany striktnim dodrzenim hygi-
enickych pozadavku, jak co se ty¢e vychozi suroviny a pouzitych materiald, tak podminek
vyroby, aby se co nejvice inhiboval rist nezadoucich mikroorganizmi.. K omezeni produk-
ce toxickych aminl se ve fermentovanych potravinach doporucuje pomald fermentace

S Vybranymi startérovymi dekarboxylaza-negativnimi kulturaci [12, 15].

2.1.2 Nové metody kontroly vzniku biogennich amini

Tyto metody zahrnuji pouziti hydrostatického tlaku, ozafovani, baleni, pouzivani potravi-
novych aditiv a konzervacnich latek apod. VétSina z téchto postupti nejsou nové, pokud jde
o konzervaci potravin, ale nejsou bézné pouzivany pii kontrole biogennich aminti. Zptsob,
Ktery neni jesté v soucasné dob¢ uznany jako metoda konzervace, je pouziti enzymu dia-

minooxidazy nebo bakterie produkujici tento enzym [13].

2.2 Utinky na lidsky organizmus

BA jsou dulezité slouceniny, které se vyskytuji v Zivych organizmech jako metabolické
meziprodukty a produkty, které vykazuji biologickou aktivitu (viz Tab. 3) [8]. V malych
mnozstvich jsou nezbytné pro celou fadu zakladnich funkci v organizmu (stabilizace
membran, regulace nukleovych kyselin, syntéza bilkovin, apod.). AvSak ve vysokych kon-
centracich mohou pusobit toxicky [6, 16]. Mikroorganizmy prokazujici dekarboxylazovou
aktivity mohou byt pfidany do potraviny zamérné nebo se tam mohou dostat spontann¢.
Obecné plati, ze bézna hladina BA v potravinach a napojich nepfedstavuje vaznéjsi riziko
pro spotiebitele, protoze lidské stievo je schopno je metabolizovat pomoci detoxikaénich
enzyml. Nicméné nadmérny piijem nebo vyss§i mnozstvi BA mohou zpusobit nezadouci
psychoaktivni a vasoaktivni u€inky (problémy s dychanim, bolest hlavy, hypotenze nebo
hypertenze, nevolnost, poceni, buseni srdce, apod.) Tyramin a histamin mohou vyvolat

zminéné UcCinky piimo [17, 18].

V lidském organizmu dochazi po poziti BA k jejich detoxikaci. Nejprve je absorbuji stieva
a poté se za pomoci vratnicové zily dostavaji do jater k jejich metabolizaci a to bud’ pomo-
ci enzyml aminooxidaz anebo konjugaci. Aminooxidazy jako monoaminooxidaza, diami-
nooxidaza a enzym histamin-N-methyltransferaza pusobi katalyticky a rozkladaji BA za

vzniku aldehydt, amoniaku, kyselin a peroxidu vodiku [19].
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Putrescin a kadaverin nevykazuji ptimé toxické G¢inky, ale v ptipad¢, ze je jejich koncen-

trace vyssi, mohou inhibovat detoxikacni enzymaticky systém jinych amind. Nasledné

zpusobi kolaps systému stieva a mohou se dostat az do krevniho ob¢hu a tim zpusobit

spoustu nezadoucich u¢inku [20, 21]. Intestinalni detoxikacni systém muze byt také snizen

uzivanim antidepresiv, antihistaminik, alkoholu nebo genetickou dispozici daného jedince

[17,19].
Tab. 3: BA, jejich prekurzory, dalsi produkty a biologicky vyznam [22]
Biogenni Dalsi produkty
amin Prekurzor AMK a trar_lsfor- Biologicky vyznam
mace aminu
lokalni tkanovy hormon, snizuje
. . - krevni tlak, sekreci Zaludec¢ni
histamin histidin s . . o
stavy, zpisobuje alergické re-
akce a anafylakticky Sok
stabilizace makromolekul (nuk-
leovych kyselin), subcelularnich
kadaverin lyzin struktur (ribozomit), stimulace a
diferenciace bun¢k, rostlinny
hormon
stabilizace makromolekul (nuk-
- . leovych kyselin), subcelularnich
putrescin . anginin - N—met_h ylputresu_n ' | struktur (ribozomi), stimulace a
ornitin nebo citrulin spermidin, spermin . : o7 L
diferenciace bungk, rostlinny
hormon
stabilizace makromolekul (nuk-
putrescin, leovych kyselin), subcelularnich
agmatin arginin N-methylputrescin, | struktur (ribozomi), stimulace
spermidin, spermin diferenciace bungk, rostlinny
hormon
tyramin, dopamin,
fenyletylamin fenylalanin adrenalin, noradre- prekurzor tyraminu
nalin
dopamin, adrenalin, pfekl{rzor dopamimf, !okélni ’
tyramin tyrozin noradrenalin, synef- tkéfiovy hormon, zvySuje krevni
. ' tlak a kontrakce hladkého sval-
rin, hordenin
stva
dopamin DOPA (Idal If;)r/](iir:())xyfeny- noradrennaé::lnn, adre- mediator sympatickych nervi
lokalni tkanové a rostlinné hor-
. . . mony (katecholaminy), vliv na
tryptamin tryptofan serotonin, melatonin krevni tlak, peristaltiku stiev a
psychické funkce

Nedostatek neurotransmiteru dopaminu v mozku zptsobuje Parkinsonovu chorobu, ktera
je doprovazena typickym tfesem. Nekteré tiidy amint, jako jsou indolaminy, katecholami-

ny a histamin, maji za kol v téle plnit dalsi dulezité metabolické funkce piedevsim v ner-
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vovém systému a pii kontrole krevniho tlaku. Histamin se vaze pfimo na receptory lokali-
zované na bunéénych membranach v kardiovaskularnim systému a v sekre¢nich Zlazach.
Diky jeho schopnosti uvoliiovat noradrenalin a adrenalin z nadledvin fidi ¢innost srdce.
Histamin také dale ptisobi jako mediator pii alergickych reakcich. Napiiklad pii potravino-
vé alergii vyvolava prijem stimulaci peristaltiky ve stievech, zptisobuje svédéni pokozky

a vyvolava bronchialni astma [6].

BA, predevsim polyaminy, mohou byt prekurzory karcinogennich N-nitrososloucenin.
Jsou schopny reagovat s dusitany za vzniku potencialnich karcinogenti (nitrosamini).
K vyznamnému naristu téchto latek v moci dochézi po konzumaci potravin s vysokym

obsahem amint a dusi¢nanti ve srovnani s potravinami s malym mnozstvim amint [6, 19].

Uvadi se, Ze hrani¢ni hodnoty histaminu, kdy se zac¢inaji projevovat ptiznaky toxicity, jsou
pii prekroceni 100 mg v 1 kg nebo 1 | potraviny. Avsak existuje i individualni citlivost
K riznym biogennim aminiim a také zalezi na pfitomnosti dalSich toxickych latek, mnoz-
stvi spotfebované potraviny apod. Proto se hranice toxicity biogennich aminli stanovuje

velmi obtizné [18].

2.3 Stanoveni biogennich amint

Analyza biogennich amind poskytuje informace o tom, zda je potravina Cerstvd nebo zne-
hodnocena a také jaka je jeji potencialni toxicita [7, 9]. Jejich stanoveni je docela naro¢né
a vybrand metoda musi spliiovat pozadavky na citlivost a pfesnost. Podstatné je stanovit

nejen celkovy obsah BA, ale také mnozstvi jednotlivych zastupcti [11].

Je mozno je stanovit pomoci fady analytickych technik, jako napiiklad kapalinovou chro-
matografii (HPLC), tenkovrstvou chromatografii (TLC), plynovou chromatografii (GC),

kapilarni elektroforézou (CE) a infrac¢ervenou spektroskopii [9, 10, 19].

U vétSiny metod se pred detekci provede extrakce vzorku vhodnym extrakénim ¢inidlem.
Témi jsou kyselina trichloroctova, kyselina chlorista a kyselina chlorovodikova [7]. Vybér
¢inidla zavisi na materidlu, ve kterém maji byt biogenni aminy analyzovany. Pfi samotné
extrakci v kyselém prostfedi dochazi k vyizolovani amind volnych i vazanych na kompo-
nenty prvotni matrice [7, 14]. Obecné lze fici, ze pii analyze BA v potravinach je nezbytné
dany vzorek napted homogenizovat a poté lyofilizovat, extrahovat a popt. derivatizovat

[19].
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2.4 Limity biogennich aminii stanovené legislativou

Maximalni pfipustné koncentrace biogennich aminl lze stanovit velmi obtizn¢, jelikoz
citlivost vii¢ci BA je znac¢né individualni. Jak jiz bylo zminéno, schopnost organizmu se
detoxikovat zavisi pfedevs§im na zdravotnim stavu daného jedince, uzivani nékterych 1€k,
genetickych predispozicich apod. Pro osoby spadajici do rizikovych skupin mohou i nizké
davky biogennich amint zpusobit zdravotni komplikace. Tito jedinci by se proto méli fidit
podle piisnych doporuceni a omezit konzumaci danych potravin, nebo je uplné vyloucit ze

svého jidelnicku [14].

V evropské unii jsou limity BA stanoveny Natizenim EP a Rady (ES) ¢. 2073/2005 O mi-
krobiologickych kritériich pro potraviny. Zde jsou vymezeny pozadavky na odbér vzorku,
analytické metody a limity. Nafizeni komise (ES) se zabyva pouze histaminem v produk-

tech z rybolovu, kde je pfipustné mnozstvi stanoveno na 100 mg/kg [9, 11, 19].
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3 ASIJSKE PRODUKTY

Rostlinné fermentované potraviny pochazeji z asijskych zemi, kde bylo vzdy kvili vyso-
kému poctu obyvatel velmi problematické zajistit vyzivu zivo¢iSnymi bilkovinami. Zejmé-
na vyrobky ze soje se podileji vysokym procentem na celkovém mnozstvi bilkovin a jsou

v mnoha piipadech alternativou Cerstvého masa [2].

V roce 2007 byly v asijskych produktech, pomoci kapalinové chromatografie s hmotnost-
nim detektorem, stanoveny vitaminy Bz a Bs Vysledky tohoto stanoveni jsou uvedeny
v Tab. 4 a Tab. 5. Vyzkum prokazal zvySujici se obsah téchto vitamind v pribéhu fermen-
tace [2].

Tab. 4: Mnozstvi vitamint ve fermentovanych asijskych potravinach [2]

Tamari Shoyu Miso shiro Hatcho miso
B2 [mg/100g] 2,067-3,384 3,345-8,927 5,056-17,214 4,552-11,784
Bs [mg/100g] 0,421-1,88 0,508-1,044 0,388-0,616 0,531-0,967
Tempeh natural | Tempeh uzeny Tempeh smaZeny
B2 [mg/100g] 3,863-12,393 3,489-13,098 2,244-15,137
Bs [Mg/100g] 1,310-2,009 1,260-1,710 1,163-2,865
Tab. 5: Obsah vitamint v nezpracované ryzi, psenici a s6ji [2]
Ryze RyzZe RyzZe Séjové bo- | Sojové boby | PSenice
loupana | paraboiled | divoka by suché povarené
B2
[mg/100g] 0,031 0,021 0,192 0,32 0,087 0,73
Be
[mg/100g] 0,135 0,183 0,461 0,523 0,22 2,22

3.1 Fermentované produkty ze séje

* Soja
Soja je jiz dlouho povazovana jako cenny zdroj vysoce kvalitnich bilkovin (35-38 %
v bobech), ze které muze byt vyrobeno velké mnozstvi vyrobki. Kvalita sojového proteinu
je nyni uznavana v podstaté jako rovnocenna s zZivo¢iSnymi bilkovinami. Z tohoto divodu,
vroce 2000 US Department of Agriculture (USDA), vydal rozhodnuti, které dovoluje
kompletn¢ nahradit maso sdjou v National School Lunch Program. Pied timto rozhodnutim

mohl séjovy protein nahradit nejvyse 30 % zivoc¢isnych bilkovin. V roce 1999, US Food

and Drug Administration (FDA) schvalilo zdravotni tvrzeni, ze konzumovani sojové bil-
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koviny snizuje mnozstvi cholesterolu v krvi. Jediné doporuceni ohledné¢ konzumace soji
pochézi praveé od této zdravotni organizace, kterd doporucuje ptijem 25 g/den pro snizeni

cholesterolu [23].

Ve srovnani s lipidy a sacharidy jsou proteiny nejdrazsi surovinou ve vyrobé potravin. S6-
jovy protein nabizi Sirokou Skéalu funk¢nich a nutriénich produktii, ze kterych si mohou
zpracovatelé potravin vybrat takovy, aby vyhovoval prave jejich potfebam. Z téchto diivo-
di se tento typ proteinu stava velmi atraktivni, nutri¢ni, funk¢éni a ekonomickou slozkou

potravin [24].

S¢ja jako takova je obtizné stravitelna, ale fermentaci se rozlozi jeji proteiny na aminoky-
seliny, které lidské télo jiz dokaze snadno stravit. Timto byl umoznén vznik tradi¢nich asij-

skych potravin jako je tempeh, s6jové omacky nebo miso [5].

Podle udaji z roku 1998 je produkovano 150 milionti metrickych tun s6ji a jen cca 10 %
z toho je vyuzito pro lidskou vyzivu. Produkce soji, jako potraviny, je v Ciné 58 %, Jizni

Koreji 23 %, Japonsku 17 % a v USA jen 1 % [25].

Fermentované vyrobky ze s6je mohou obsahovat razné vysoké hladiny biogennich amint,
piedevsim vSak obsahuji tyramin a histamin [14]. Obsahy BA v ruznych druzich potravin

jsou uvedeny v Tab. 6 av Tab. 7.

Tab. 6: Obsah tyraminu a histaminu ve vybranych skupinach potravin [14]

Potravina Tyramin (mg / porce) Histamin (mg / porce)
Ryby 1,89,0/70¢g 0,6-11,5/70¢g
Syry 1,0-31,0/20¢g 0,7-35,0/20¢
Maso a masné vyrobky 1,7-11,0/20¢g 0,6-5,5/20¢g
Zelenina 12,2-33,0/200 g 5,0-23,0/200 g
Pivo a vino 0,5-3,6 /100 ml 0,6-1,6 /100 ml
Fermentované sojové vyrobky 1,5-8,0/ 10g 0,8-21,0/10g

Koncentrace BA jako histaminu, tyraminu, kadaverinu, putrescinu a spermidinu indikuji
cerstvost potraviny. Stanoveni téchto latek v nefermentovanych nebo Cerstvych a zpraco-
vanych potravinach je dilezitym ukazatelem nejen kviili jejich toxicité, ale také proto, Ze

je to uzite¢ny faktor jakosti potraviny pii kazeni nebo zrani [12].
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Tab. 7: Obsahy biogennich aminti [mg/g] v riznych séjovych produktech [12]

Potravina TYM TRM | HIS | PUT | CAD | PEA | SPM | SPD
Fermentovana soja - - 4,620 | 12,340 |1 6,340 | — - -

Tempeh 4,3 15,6 41 | 116,9 - - - | 11,6

Miso mg/kg 48,6 22,6 0,9 19,8 30 | 44 | 2,2 | 157

So6jova omacka (tra-
241,6 12,1 | 2259 3769 | 16,1 | 135 | 6,6 | 245
di¢ni typ) mg/kg

Séjova omacka (mo-
594,5 36,6 |129,8| 56,8 6,1 | 408 | 10 | 6,3
derni typ) mg/kg

(tyramin — TYM, tryptamin — TRM, histamin — HIS, putrescin — PUT, kadaverin — CAD, 2-fenyletylamin —
PEA, spermin — SPM, spermidin — SPD)

3.1.1 Séjové omacky (Shoyu)

Tyto produkty jsou specidlnim kofenim piivodem z Ciny a Japonska, avsak hojné pouziva-
né v celé jihovychodni Asii. Vyrabi se s vyuzitim mikroorganizm, jako je plisenn Asper-
gillius oryzae nebo poptipadé Aspergillus soyae. Produktem jsou pak tmavé hnédé tekutiny
se slanou, ostrou nebo nakyslou chuti, pfijemnym aroma, které pfipomind masovy bujon.
Je to potravina bohatd na chut’ umami, ktera se fadi k zdkladnim chutim jako je slanost
nebo napiiklad kyselost. S6jové omacky jsou sice charakteristické svou slanou chuti, ale
maji nizsi obsah sodiku nez ma kuchynska sul. Na trhu jsou k dostani i omacky s jesté sni-
Zenym obsahem sodiku a ty jsou vhodnéjsi ke konzumaci. V Japonsku je denni doporucené

mnozstvi odhadované na 30 ml [2, 26].

Jejich vyuziti je hlavné v dochucovani pokrmi, polévek, zeleninovych salatt, masnych
vyrobkt apod. Chut'ové vlastnosti téchto vyrobki se vSak muZou snizit, a to hlavné skla-

dovanim pfi vyssich teplotach, pfistupem svétla a vzduchu [2, 3, 23, 27].

Tyto omacky se mohou lisit jak postupem vyroby a pouzitymi surovinami, tak i jejich pi-
vodem. Rozlisuji se omacky ze soje a jinych skrobovitych ceredlii (ryze, pSenice, je¢men),
jako je ¢inské jiangyou a japonské shoyu. Dale ty, které jsou vyrobeny jen ze soje — korej-

sky ganjang, japonské tamari a indonésky kecap [28, 29, 30].

Podle Japan Agricultural Standards (JAS) se rozlisuje se pét typtu shoyu — Koikuchi (KS),
Usuchi (US), Tamari (TS), Sai-Shikomi (SSS) a Shiro shoyu (SS), které jsou zobrazeny na
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Obrazku 1 [30]. V poslednich letech se KS, ktera piedstavuje asi 85 % z celkové spotieby

v Japonsku, zacala konzumovat po celém svété [30].

ARIAIAIALA
OIOI01019

Koikuchi Shoyu Usuchi Shoyu Tamari Shoyu Saishikomi Shoyu Shiro Shoyu

Obrazek 1: Typy sojovych omacek [30]
“* Vyroba

S6jové boby jsou hydratovany, uvareny vysokym tlakem nebo pfi vysoké teploté a roze-
mlety, zatimco pSenice je jen opraZena a rozemleta. Po této tipravé se smisi, prida se kultu-
ra mikroorganizmu a smés se necha inkubovat. Timto vznika tzv. koji a poté diky pouzité
kultufe plisni dochazi k produkci enzymt (proteaz), které preméni velké makromolekuly
na jednodussi, slouzici jako ziviny pro plisn€ a kvasinky. Dal§im krokem je fermentace ve
vhodné nadobé¢, kam se ptida zhruba 20% solny roztok. Ziska se kase, tzv. moromi, ktera
se nechava zrat rizné dlouhou dobu, vétSinou vsak alespon 6-8 mésict, kdy se zhruba 70—
80 % sojovych a popt. pSeni¢nych proteinti degraduje na volné aminokyseliny. Postupné se
zacne vyvijet chut’. Po fermentaci nastava zrani smési, lisovani, rafinace a na zavér pasteri-

zace. Finalni produkt se filtruje a plni do lahvi [2, 28, 29].
% Nutri¢ni aspekty

Mezi nejznaméjsi fyziologické ucinky shoyu patii sniZzeni krevniho tlaku, podpora zalu-
decni sekrece a protinadorové Ucinky. Déle bylo zjiSténo, Ze mé antioxida¢ni efekt a pro-
tialergenni schopnost. Bylo prokazéano, ze oralni podéavani polysacharidii pochazejicich

z bunéénych stén sojovych bobi je u¢inné pii 16¢be pacientti s alergickou rymou [26, 32].

3.1.1.1 Tamari shoyu

TS je vyrobena pouze ze sdje. Ve srovnani s KS ma podstatné vyraznéjsi a také slangjsi
chut’, tmavsi barvu, vysoky obsah aminokyselin, mineralnich latek a stopovych prvka. Jeji
viskozita je vysoka a kvili pomérn¢ kyselé chuti obcas muze byt pfislazovana titinovym

cukrem. Je vhodna i pro lidi trpici celiakii [2, 29,30].
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3.1.1.2 Kaoikuchi shoyu

Je to tradi¢ni japonsky typ s6jové omacky, kterd se vyrabi ze sdje a pSenice piiblizné ve
stejném poméru. Jeji viskozita je niz$i nez u tamari. Ma jemnou slano-sladkou chut’ a ty-

pickou tmavé ¢ervenou barvu [2, 29, 30].

Co se tyce existence a rustu jinych mikrobu a bakterii, tak to obecné v s6jovych omackach
neni mozné a to hlavné kvili koncentraci soli vyssi nez 16 %. V tomto prosttedi se vysky-
tuji jen tzv. shoyu kvasinky. Studie ukazaly baktericidni aktivitu téchto produkti proti
stievni patogenni bakteriim jako jsou patogenni kmeny E. coli, Vibrio cholerae a Sal-

monella Typhi [31].

Shoyu obsahuji relativné vysoké mnozstvi aminokyselin, které mohou byt potencionalnim

zdrojem pfi vzniku biogennich amint, viz Tab. 7 [2, 12].

3.1.2 Séjova pasta — miso

U sodjovych past, stejné jako u s6jovych omacek, zalezi na pouzitych surovinach a misté
pivodu. Existuji ¢inské doujiang, korejské doenjang a kochujang, japonské miso a in-
donéské taoco [28]. Tato kapitola se zabyva pouze pastou miso, ktera byla pfedmétem ana-

lyz v praktické Casti diplomové prace.

Miso je tradi¢ni fermentovana pasta pochazejici z Japonska a je znama jiz zhruba 1300 let.
Je to velmi popularni produkt ze soje, ryze, pripadné jeCmene a soli, ktery vznika diky pa-
sobeni bakterii, plisni a kvasinek. Ma riznou barvu od Zluté az po ¢ervenohnédou (viz Ob-

razek 2) a obvykle se jim dochucuji polévky [2, 24, 31].
Vysledna chut' misa je zplsobena zejména vysSimi alkoholy vytvafejicimi estery
s mastnymi kyselinami ze soje. BéZné se da setkat s vice druhy téchto past [2].
Jeden Salek misa (zhruba 150 ml) obsahuje 1,2 g NaCl coz je méné neZ jina oblibend ja-
ponska jidla. Mugi, genmai a hatcho miso obsahuji nejvyssi mnozstvi soli (10-14 %)
a diky tomuto faktu mohou byt uskladnény 1 pti pokojové teploté. AvSak doporucuje se
skladovat vSechny typy misa na studeném a tmavém misté [26, 31].

% Vyroba

Pti procesu vyroby dochdzi napted ke zpracovani suroviny, kterd se maci a poté spafi

a chladi. Dale nastava zaockovani kulturou Aspergillus oryzae, kdy vznika koji. Poté se
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koji smisi se soli a v nékterych ptipadech se inokuluje i Saccharomyces cerevisiae a bakte-
rie mlé¢ného kvaseni (BMK). Smés se necha fermentovat a zrat. Nakonec dochazi k pro-
michavani a pasteraci produktu. Cim del3i je zraci proces, tim je barva misa tmavsi [23, 26,

28, 31, 33, 34].

Obrdzek 2: Rizné druhy miso past (zleva nahore shiro miso, vedle mugi miso, pod

nim hatcho miso a genmai miso)

< Mikrobiologie

Pro inokulaci se vedle A. oryzae a S. cerevisiae pouzivaji i mikroorganizmy Pediococcus
halophilus, P. cerevisiae, Zygosaccharomyces rouxii, Candida a Enterococcus faecalis
[31, 33].

Analyzu vyskytu biogennich aminli v miso pastich pomoci HPLC provedli na Korejské
univerzit¢ Bo Young a Jae-Hyung Mah. Ve vétSin€ vzorkl byly detekovany nizké hodnoty
BA, nicméné nékteré vzorky obsahovaly HIS a TRM v mnozstvi pfesahujicim hodnoty,
které jsou bezpecné pro lidské zdravi. Variabilitu v obsazich BA lze vysvétlit pridavkem
jinych surovin (ryZe, je¢men) do miso past. Kontaminace béhem vyrobniho procesu je pte-
devsim bakteriemi jako Bacillus subtilis a B. amyloliquefaciens. Tyto bakterie jsou schop-
né produkce BA predev§im TRM a SPM [34, 35].
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3.1.2.1 Shiro miso

Je vyrobeno z velkého mnozstvi ryzového koji (60 %) a tudiz ma svétlou barvu a obsahuje
vetsi mnozstvi sacharidli nez jiné druhy (az 36 %). Diky dostatku cukr fermentace trva
pouze 1-4 tydny. Na druhou stranu se snizi jeho trvanlivost a to na tyden nebo maximalné
dva tydny pfi pokojové teploté, ptfi chladirenskych teplotich na dva mésice. Pouziva se
k ptipravé polévek, svétlych dressingli a marinad. Ma jemnou chut, mékkou konzistenci

a maly obsah soli (5,5 %). Je to jedno z nejdrazsich miso past [2, 23, 28].

3.1.2.2 Mugi miso

Tento typ miso pasty se vyrabi zjeCmene, sdji a je¢ného koji. Jeho fermentace trva
12-36 mésict a tudiz jeho vysledna barva je velmi tmava a ma vyraznou slanou chut. V
soucasnosti mugi miso zahrnuje pouze 11 % z miso past prodavanych v Japonsku avsak

jeho popularita stoupa [31].

3.1.2.3 Genmai miso

Je prezdivané jako ¢ervené nebo hnédé miso. Vyrabi se z hnédé ryze a jde o nejvice proda-

vany typ misa, které je pfirozen¢ bezlepkové. Zraje piiblizné 612 mésicu [31].

3.1.2.4 Hatcho miso

Hatcho miso je nejstarSi typ miso past. Obsahuje pouze soOjové boby a barevné
je nejtmavsi, jelikoz zraje nejdéle (18-36 mésici). K vyrob¢ tohoto misa se kromé Asper-
gillus oryzae pouziva i Aspergillus hatcho. Jeho textura je nejtuzsi ze vSech typu past, tak-
ze se mize i krajet nozem. Obsahuje vyssi mnozstvi proteinu (21 %) a mensi mnozstvi
sacharidu (12 %) a vody (40 %) [31]. Vyborné se hodi do zeleninovych polévek nebo lus-
ténin [23, 28, 35].

3.1.2.5 Nutri¢ni aspekty miso past

V hnédych miso pastach byly identifikovany melanoidiny, coz jsou hnédé pigmenty vzni-
kajici neenzymatickym hnédnutim pii Maillarové reakci. Diky tomu ptlisobi jako antio-
xidanty, ¢ili snizuji produkci peroxidi z mastnych kyselin v téle a tim pomahaji v boji proti
starnuti. VEfi se, Ze prave japonska dieta a metody piipravy jidla ptispivaji k dlouhovékosti
téchto obyvatel. V roce 1981, Hirayama of Japan National Cancer Center provedlo epide-
miologickou studii a zjistili, Ze konzumace miso polévky denné vyznamné snizuje rakovi-

nu Zaludku, gastritidu a srde¢nich nemoci. Lidé, ktefi nejedi miso, maji o 50 % vétsi riziko
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umrti z rakoviny zaludku nez ti, ktefi jedi miso kazdy den [32, 33]. V roce 2003 Journal of
the National Cancer Institute publikoval studii, kdy kazdodenni jezeni miso polévky tfikrat

denné snizilo vyskyt rakoviny prsu u Zzen az o 40 % [35].

Dale pak bylo objeveno, ze alkaloidy v miso pasté odstranuji téZké kovy z lidského téla
a diky obsahu linolové mastné kyseliny, rostlinnych sterolti a vitaminu E psobi kardio-
protektivné. Kromé toho tyto pasty obsahuji velké mnozstvi aktivnich enzymli pomahaji-
cich se zazivanim a absorpci dalSich zivin. Mikroorganizmy Vv téchto produktech (hlavné
rod Lactobacillus) ptisobi proti hnilobnym bakteriim ve stfevech a rozkladaji Skodlivé lat-
ky v téle [23, 33, 35]. Pravdépodobné nejznaméjsi vlastnosti miso past je jiz zminény pro-
tirakovinotvorny a antimutagenni Uc¢inek. Dalsi vlastnosti je snizovani radioaktivity, kdy
testy byly provadény s obyvateli z oblasti napadenymi jadernymi bombami jako naptiklad
Hiroshima a Nagasaki [23, 24, 32, 35].

Miso je dobrym zdrojem Zzeleza, vapniku, fosforu, sodiku, n¢kterych B vitamint a protei-
nu. Protoze s6jové boby obsahuji vysoké mnozstvi proteinu zahrnujici v§echny esencialni
aminokyseliny nachazejici se v rostlinnych produktech, mize byt miso povazovano za du-

lezity zdroj bilkovin pro veganskou dietu [35].

3.1.3 Tempeh

Tempe (indonésky vyraz), také nazyvan jako tempeh, je dal§im z fermentovanych sojo-
vych produktt, ktery pochazi z ostrova Javy a je konzumovan hlavné v Indonésii, Singapu-
ru a Malajsii. Je to bily ,.kolac* z loupanych, hydratovanych (namocenych) a ¢aste¢né uva-
fenych sojovych bobu. Tradi¢ni tempeh je balen do bananovych listi a prodavan na trzich
[3, 23, 33, 36, 37, 38]

3.1.3.1 Vyroba tempehu

Pro vyrobu tempehu je bézné je pouzivana zluta soja ale v neékterych oblastech se pouziva
i Cerna varianta. Nejkvalitnéjsi tempeh je vyroben vyhradné ze soje, ale levnéjsi a méné
kvalitnéj§i tempeh muZze obsahovat papajové kousky, maniok, s6jové mléko nebo tofu
(tvaroh ze sdji), okaru (vedlejsi produkt vznikajici pii vyrobé sdjového mléka) a vzacné

také kokos [3, 24, 37].
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Vyroba tempehu probiha v nékolika krocich:

1) Ocisténi a oloupani sdjovych bobi [3, 37]

Miize probihat suchym nebo mokrym zptusobem, ktery se vyuziva hlavné v Indonésii. Pii

o¢isténi se odstranuje $pina, plevel, hmyz, pisek apod. [3, 25, 33, 38].

2) Namoceni séjovych bobt (hydratace a kysela fermentace) [3, 37]

Tento krok probiha ptes noc a ma nékolik funkci. Je to predevsim zvySeni obsahu vlhkosti
zrn, které ¢ini boby jedlymi a umozni mikrobialni aktivitu v pribéhu fermentace. Kysela
fermentace je v tropickém podnebi zahajena spontanné. Avsak pii vyrobé v jiném podnebi
se doporucuje ptridat mlécnou, octovou nebo jinou organickou kyselinu béhem naméaceni
a vafeni. Dal$im moznym zpusobem zahajeni kyselé fermentace je inokulace Lactobacillus
plantarum, Leuconostoc mesenteroides nebo jejich smési, ¢imz se snizuje pH na hodnoty
kolem 4 a dochazi k zamezeni rastu nezadoucich mikroorganizmi. Mize se zde totiz obje-
vit Staphylococcus aureus a Clostridium botulinum, které mohou produkovat toxiny. Dale
se zde mlze nachazet Bacillus cereus, Salmonela sp., Enterobacter aerogenes a E. coli [3,
33, 38]. Laboratorni testy, pii kterych byly do tempehu umyslné ptidavany kontaminujici
mikroorganizmy, ukazaly, ze pfidavek mlé¢nych bakterii pii kyselé fermentaci inhiboval
rast Bacillus cereus, zastupcu celedi Enterobacteriaceae a Listeria monocytogenes.
Nicméné u Staphylococcus aureus nedoslo k inhibici ristu, ale alespon nebyl schopen pro-

dukovat méfitelné hodnoty enterotoxinti [25].

3) Casteéné uvateni séjovych bobi (po dobu 60 min) [3, 37]

Povafenim se zni¢i kontaminujici bakterie a inhibitor trypsinu a uvolni se nékteré ziviny

dulezité pro rust startérové smesi [38].

4) Zchlazeni a suseni bobu [3, 37]

Jednim ze zptisobu zchlazeni je rozprostieni horkych fazoli na plech, aby para mohla volné
unikat a doslo k rychlejsimu ochlazeni na cca 20-25°C a odstranéni prebytecné vlhkosti [3,

33]. Dalsi zpusob je pouziti chladné vody nebo ventilatoru [25].
5) Inokulace [3, 37]

Séjové boby se inokuluji zhruba 10* CFU/g (colony forming units) startérovou smési obsa-
hujici hlavné Rhizopus microsporus var. oligosporus, Rhizopus oryzae a nékdy Mucor spp.
Niz8i mnozstvi startérové kultury by zplsobilo nepravidelny riist, delSi fermentaci a vyssi

Sanci vyskytu kontaminujicich bakterii. Po smichani bobu se smési se musi zabezpedit pii-
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stup kysliku. K tomu se nejcastéji pouzivaji plastikové sacky, které jsou prodéravény ane-
bo bananové listy. Avsak piili§ velka perforace obalového materialu vede Kk vyschnuti soji

a tim i inhibici rastu plisné [2, 3, 23, 33, 36, 38].

6) Inkubace smési [3, 37]

V tomto kroku se smés necha inkubovat po dobu 38—40 hodin pfi teploté 25-37°C. S vyssi
teplotou se zvysuje i1 narast plisn¢, avsak podminky produkce mohou byt rtiznorodé. Hlav-

ni je poskytnout dostatek, av§ak ne piebytek, vlhkosti, kysliku a tepla [2, 3, 33, 38].

7) Baleni a distribuce [3]

Prodava se Cerstvy nebo zmrazeny v mnoha supermarketech a specializovanych obchodech

se zdravou vyzivou [23].

Proces vyroby se muize liit, podle mista kde je tato potravina produkovana.

3.1.3.2  VyuZiti mikroorganizmii p¥i fermentaci tempehu

Fermentace tohoto produktu je velmi podobna fermentaci syru. Plisen roste nejen na po-
vrchu bobt, ale také skrz né a tim vytvaii pevnou strukturu [3]. Pii kvaseni se zvySuje
odolnost k autooxidaci, odstranuje se nepfijemna lusténinova chut’ a dochazi ke zméekcéeni
struktury bobu diky celulolytickym enzymum. Jak proces pokracuje, plisné rodu Rhizopus
produkuji enzymy — lipazy, proteazy a dalsi. Diky témto enzymim dochazi k hydrolyze
proteind a lipidd, chut’ se stava vyraznéjsi a bila barva se stava stale tmavsi diky produkei
spor plisné. Novy produkt ma velmi limitovanou expira¢ni dobu a postupné se zménou

barvy se vytvaii i amoniovy zapach [ 2, 3, 25, 39].

V Indonésii jsou pouzivany startérové kultury (laghi, usaruh), které obsahuji plisné Rhi-
zopus, Aspergillus, Mucor, Actinomucor, Amylomyces, Penicillium, Neurospora, Mo-
nascus, také bakterie jako Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Acetobacter, Ba-
cillus, Pediococcus a kvasinky Saccharomyces, Endomycopsis, Candida, Hansenula, To-
rulopsis. Takze tempeh je produkt vznikajici kombinaci vSech téchto kultur. Pfedpoklada

se, Zze rozmanitéj$i startérové kultury povedou k vyvoji tempehu s lepSimi funk¢énimi G¢in-

ky [3, 32, 33, 37].

Byl prokazan inhibi¢ni efekt Rhizopus oligosporus na produkci karcinogenti (aflatoxinit)

produkovanych plisnémi jako je Aspergillus flavus [32, 33]. Cerstvy tempeh obsahuje vy-
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soké mnozstvi mezofilnich bakterii, enterobakterii, stafylokokd a kvasinek. V pribéhu
skladovani v lednici se zde objevuji i psychrotrofni bakterie. Vzhledem k ptidavku mléc-
nych bakterii v pribéhu hydratace soji je zde pifitomno vysoké mnozstvi téchto bakterii.
Toto okyseleni zptsobi redukci pfirozené mikroflory, jako jsou enterobakterie (Klebsiella

pneumoniae) a kvasinek [12].

Hodnoty biogennich amint jako tyramin, putrescin a kadaverin u tohoto produktu mohou
byt nizké 1 vysoké, v zavislosti na vyrobnim procesu, pouzité¢ kultuie mikroorganizmt
a skladovacich podminkach. Také pak zalezi na zavéreéné upravé tempehu (vafeni, duSeni

nebo smazeni v oleji) [12, 15].

3.1.3.3 Nutri¢ni aspekty a konzumace tempehu

Cerstvy fermentovany tempeh ma &isté hiibkové aroma a po tepelné tpravé (nejéastéji
smazeni) se stdva ofiSkové a pikantni diky pfitomnosti volnych mastnych kyselin. Konzu-
muje se nakrajeny na tenké platky, pokapany s6jovou nebo rybi omackou a smazeny. Také
muze byt nakrdjen na kousky a pouzit jako ndhrada masa v polévce s brambory, palivou

paprikou a jinou zeleninou [24, 33, 36, 38, 40].

Tab. 8: Procentualni mnozstvi proteinu v tempehu a riznych potravinach [38]

Potravina Hmotnostni procenta
S6jova mouka (odtucnéna) 51
Tempeh 43
S6jova mouka (celozrnnd) 40
Suché s6jové boby 35
Syr 30
Ryby 22
Kufte 21
Hoveézi (steak) 20
Hamburger 13
Vejce 13
PSenice 12
Tofu 8
Hnédé ryze (nevarfend) 8
MIéko 3

Tempeh ma vysoky obsah proteinti (Tab. 8 a Tab. 9) a vlakniny. Obsahuje také, polynena-

sycené mastné kyseliny, ergosterol (prekurzor vitaminu D) a jsou zde piitomné isoflavono-




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

vé aglykony (jedna z forem isoflavonoidt) [40]. Isoflavony jsou klasifikovany jako fyto-
estrogeny, protoze se vazi na estrogenové receptory, ale jsou to komplexni molekuly, které
maji nehormonalni Gc¢inek. Povazuji se za biologicky aktivni latky dualezité pro lidské
zdravi. Kvuli jejich vlastnostem jsou moznou alternativou ke konvencni hormonalni tera-
pii. Z tohoto divodu mnoho zen v obdobi menopauzy konzumuje pravé sdjové produkty,
jako je tempeh, tofu nebo so6jové mléko. Navic snizuji i riziko chronickych nemoci, jako
napiiklad kardiovaskularnich onemocnéni, osteoporozy, rakoviny prostaty, prsu a stieva.

Bylo zjisténo, ze hladina aglykoni stoupa spolu s délkou fermentace [32, 33, 39, 40,].

Kromé vysoké nutri¢ni hodnoty byla potvrzena i jeho antioxidacni aktivita a dale pak je

snadno stravitelny, [23, 32, 33, 35].

Tab. 9: Kvalita proteinu [NPU — ¢ista vyuzitelnost bilkoviny] v tempehu

a ruznych potravinach [38]

Potravina NPU [%0]
Vejce 94
Ryby 80
Tempeh, pSenice a sdja 76
Cottage syr 75
Soéjové boby (Cerstvé, zelené) 72
Hnéda ryze 70
Syr 70
PSeni¢né klicky 67
Hovézi a hamburger 67
Ovesna kase 66
Tofu 65
Kure 65
S6jové boby (suché) a s6jova mouka 61
Sojové klicky 56
Arasidy 43
Cocka 30

Diky fermentaci se v tempehu zvySuje obsah vitamind Bi2, B2, Be, kyseliny pantotenové,
nikotinové a kyseliny listové. Nasledny vyzkum ukdzal, ze vitamin Bi2 neni produktem
Rhizopus, jak se prve védci domnivali, ale bakterie Klebsiella pneumoniae [3, 32, 33, 38].
Za béznych okolnosti 1 g sdji obsahuje méné nez 1 ng tohoto vitaminu. Avsak v tempehu
se nachazi 0,4-6,2 pg/100 g. Denni doporu¢ené mnozstvi B2 je 0,1-1,0 pg pro dospélé,

coz znamena, ze konzumace 100 g tempehu denné splni tyto pozadavky [33]. Z tohoto
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divodu se tato potravina doporucuje zaradit do jidelniCku i pfi prevenci chudokrevnosti

[3].

3.2 RyzZové octy

Ocet je jeden z nejbéznéjsich a nejpouzivanéjsich ziedénych roztokl kyseliny octové. Mu-
ze vznikat z rznych druhti surovin (vino, jable¢ny most, ryze atd.) pomoci raznych druhii
fermentacnich metod. Podle typu vychozich materialt se dé€li do tii kategorii: zeleninové
octy (ryzovy, cibulovy a raj¢atovy atd.), ovocné octy (jable¢ny, mangovy, ananasovy atd.)
a zivoc¢isné octy (medovy, syrovatkovy). Jejich kvalita je dana mnoha faktory, zejména

jakosti vychozi suroviny a rozmanitosti mikrobialni flory pouzité pti vyrobé [41].

Ryzovy ocet je tradiéni dochucovadlo pochazejici z doby cca 2000 pi. n. 1. z Ciny, odkud
se dale rozsitil do Japonska a Koreje. Je vyroben z fermentovaného ryzového vina (sake
v Japonsku). Je chutové jemnéjsi a sladsi nez octy ze zapadnich zemi. RozliSuji se tfi typy

[26, 42, 43]:

o Zluty (komesu) — vyrabény z bilé ryze, ktera je zbavena vSech obalovych vrstev

obilky; je pouzivany hlavné v sladko-kyselych jidlech,

e Cerveny (kasusu) — vytvoifen z kalu sake; uplatiiovany pfi piipravé vareného kraba

v Cing, jeho kyselost je 4,2—4,5 %,

e Cerny (kurosu) — vyrabén z hnédé ryze, ktera obsahuje kli¢ek a ¢ast povrchovych

vrstev; uziva se vniting€ jako napoj s 1é¢ebnymi ucinky.
3.2.1 Vyroba komesu a kurosu

Komesu je Zluty, téméf bezbarvy japonsky ryzovy ocet pouzivany v riiznych jidlech jako je
sushi ryZe, popularnim saladtu z moiskych tas nebo k nakladani zeleniny [26, 42]. Je skoro
bez chuti, jelikoz obsahuje jen 4,2-4.5 % kyseliny. Vyrabi se z nelepkavé ryze ,,Japonica“
nebo dovézené ,,Indica®. Pivodné byl komesu vyrabén v Izumi (Osaka) a poté se rozsifil

po celém Japonsku [42]. V dnesni dob¢ je bézné dostupny na trzich po celém svété.

Komesu a kurosu jsou vyrobeny stejnym procesem (viz Obrazek 3) a to pomoci statické
fermentace. Je to tradi¢ni metoda, pfi které se smés nemichd a ani neni provzdusiiovana.
Ryze se uvati a inokuluje Aspergillus oryzae, ¢imz se vytvori koji. Pak nastava sacharifi-
kace. RyZe obsahuje polysacharid Skrob, ktery se musi napfed preménit na jednodussi sa-

charidy, glukozu a maltozu. Je tedy degradovan na jednoduché cukry diky enzymu amyla-
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ze, ktera je produkovana z koji. Po procesu sacharifikace je smés ulozena v nddobach opat-
fenych vikem, coZ je povazovano za dostate¢né opatieni proti bakterialni kontaminaci. Zde
dale dochazi k alkoholové fermentaci, kdy se cukry pfeméni na alkohol pomoci Saccharo-
myces cerevisiae [26, 43]. Vznika sake, které po piili§ dlouhé fermentaci za¢ne mit kyselou
chut. To je zplsobeno piirozené se vyskytujicimi mléénymi nebo octovymi bakteriemi
metabolizujicimi alkohol na kyselinu octovou. Tento proces se nazyva octova fermentace.
Octové bakterie (nejcastéji Acetobacter pasteurianus) nemohou zit bez kysliku, takze se
drzi na povrchu smési tzv. moromi, kde po par dnech vytvéreji tenkou vrstvu. Po skonceni
fermentace se tyto disky octovych bakterii vyjmou a mohou se pouzit na dalsi varku, ¢imz
se urychli cely proces zrani. Nakonec se moromi se prefiltruje a vznikly ocet se plni do

lahvi [26, 43, 44].

Ingredience

Koji pliseit Sake kvasinky
Asp. oryzae S. cerevisiae

Octové bakterie
A. pasteurianus

Alkohol , Sake

Komesu  Kurosu

Obrdzek 3: Postup pii vyrobé ryZovych octii komesu a kurosu [42]
Komesu musi obsahovat vice nez 40 g/l ryzovych zrn a kurosu 180 g/l. Tyto octy jsou
obecné vyrabény fermentaci trvajici déle nez jeden mésic. Syntetické rychle vyrabéné octy,

jsou zakazané znacit jakou kvasené podle JAS [42, 45].
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3.2.2 Vyroba kasusu

Diky tomu, ze je kasusu vyrabén z kald sake, coz je vlastné odpadovy material, je tento
ocet ekonomicky cenny produkt. Kasusu je také vyrabén statickou fermentaci, avSak uz
zde neni potieba provadét alkoholové kvasSeni. K vytvofeni moromi se pouzije extrakt
z kalt sake, ktery se smicha s alkoholem (finalni obsah alkoholu je kolem 5 %) a poté se
mirn¢ okyseli octem. Nakonec se ptidaji disky octovych bakterii a smés se necha fermen-
tovat [42].

3.2.3 Vyvoj mikroflory ryZovych octi

V minulosti bylo sake v Cing vyrabéno ze sladu a rtiznych druhd koji. V dnesni dobé se
pro vyrobu sake pouziva koji Aspergillus oryzae nebo Rhizopus dohromady s riznymi dru-
hy ryze. Némecti védci izolovali nékolik druht Rhizopus z ¢inského sake a jeden z téchto
druhd mél silnou sacharolytickou schopnost. Krom¢ Aspergillus a Rhizopus jsou také Mo-
nascus a Mucor znamé jako koji vytvarejici plisné. K produkci ¢erveného octu je vyuzivan

Monascus purpureus [42].

V Japonsku je A. oryzae velmi Casto pouzivan k sacharifikaci bilé ryze a sake kvasinky
Saccharomyces cerevisiae pro alkoholovou fermentaci. V nékterych piipadech se misto A.

oryzae aplikuji A. awamori, A. usami [42].

Hlavni druhy octovych bakterii pouzivanych pii vyrobé octa jsou Acetobacter aceti, Ace-
tobacter pasteurianus nebo Gluconacetobacter xylinus. Identifikace vSech druhi a jejich
charakterizace je dulezita pii stabilizaci fermenta¢niho procesu. V poslednich letech se k
jejich identifikaci zacaly pouzivat metody molekularni biologie, jako je PCR (polymerazo-
va tetézova reakce), RAPD (random-amplified polymorphic DNA) a REP element-PCR
(repetitive sequence-based PCR). [42, 43]. Z vyzkumu identifikace mikroorganizmi v pru-
béhu fermentace, ktery provedli Nanda et al. (2001) vyplyva, Ze pii tradi¢ni vyrobé¢ octa se
spontann¢ vytvori témér Cistd kultura bez nutnosti piecisténi. Tento objev potvrdil sprav-
nost tradi¢ni metody. Je tfeba zdlraznit, Zze vSechny procesy kvaseni by mély byt dobie
kontrolovany a také by se méla pro zdsobovani a CiSténi nadob pouzivat jen Cistd voda
[43].

3.2.4 Nutri¢ni aspekty ryZovych octii

Kurosu se vyrabi z neloupané ryze a tudiz obsahuje vyS$s$i mnozstvi aminokyselin a orga-

nickych kyselin nez ostatni octy. Nedavno bylo prokazano, Ze extrakt z tohoto typu octa
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efektivné potlacil oxidaci lipid a tim se potvrdila jeho antioxidacni vlastnost. Z pokust
provedenych na laboratornich krysach védci zjistili, Ze kurosu pasobi na snizeni krevniho
tlaku. Dokonce vykazoval protinddorovou aktivitu u modelu mysi kize s karcinogenezi.

Vysledkem byl tlumivy Géinek na rust riznych nadorovych bunék [26, 44, 46].

Obecné jsou ryzové octy znamé pro jejich €inky proti zanétim a hypertenzi [44].

3.3 Kimdi

Kim¢i je typické korejské jidlo, které se piipravuje z nakladané fermentované zeleniny
jako pekingské zeli, fedkev, jarni cibulka a tufin. Tato metoda umozni uchovani ¢erstvosti
a textury dané suroviny i v zimnim obdobi, kdy Cerstva zelenina neni dostupna. Technolo-

gie vyroby kim¢i saha az do 3. stoleti [3, 5, 47].

O pivodu kimc¢i vede Korea s Japonskem mezinarodni spor. Japonci totiz vyvinuli produkt
hodné podobny korejskému kimci, kde nahradili fermentaci pfidavnymi latkami jako je
kyselina citronova. Tohle ,,pseudokim¢i® ma jemnéjsi chut’ a je levnéjsi, jelikoz nepotiebu-
je zadny Cas k dozravani. Nakonec Codex Alimentarius Commission (tviirce mezinarod-
nich potravinatfskych norem) vydal rozhodnuti, kde korejskou variantu oznacil za mezina-

rodni standard [5].

3.3.1 Vyroba kim¢i

Cerstvé pekingské zeli je pieptileno nebo nasekano na vétsi kousky a namoéeno v roztoku
se zhruba 10% koncentraci soli po dobu 2—7 hodin nebo ptes noc. Poté je oplachnuto vo-
dou a nechano okapat. Nejcastéji se do néj pridava Cesnek, Cervena paprika, zelena cibule,
chilli papri¢ky, sul, rybi omacka, zazvor, jeotgal (fermentované plody moie) v riznych
kombinacich, takZe ma obrovské mnozstvi variant, které maji své vlastni biochemické,
nutriéni a organoleptické vlastnosti [3, 5, 47, 48, 49]. Dale zde mohou byt pfidany dalsi
suroviny na zaklad¢ ekonomické situace, sezonni a regiondlni dostupnosti anebo rodinné
tradice. Témito surovinami mize byt feficha, listy hoicice, hruska, jablko, piniové ofisky,
kastany, obiloviny, rizné druhy ryb a masa [3]. Po smichani vSech ingredienci je kimci
natla¢eno do hlinéné nadoby ulozené v zemi, kde diky kamenu vloZenému dovnitf je smés
pofad ponofena ve vlastni §tave. Poté nastava anaerobni fermentace. Zde zacinaji pracovat
bakterie mlécného kvaseni, které produkuji rtizné slouceniny vcetné organickych kyselin

(mlééné, octové), oxidu uhli¢itého, etanolu, vitamint, bakteriocint, prebiotik, aromatic-
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kych latek, manitolu a aminokyselin, které prispivaji k senzorickym a zdravotnim benefi-
tam kim¢i [3, 49, 50].

Fermentace je ovlivnéna riznymi faktory, jako je teplota, koncentrace soli, délka zrani
¢i. Je preferovana nizsi teplota (okolo 2—6 °C). Bakterie mlécného kvaseni rostou vice pii
vyssi teploté, coz ma za nasledek rychlé snizeni pH. Bézné se pH pohybuje mezi 4,2 az 4,5
[48, 49, 50, 51]. Koncentrace soli je dal$im z faktord ovlivitujicim fermentaci a mikrofléru
kim¢i. Soleni zeli byva od 6 do 7 % po dobu 12 hodin nebo 15 % po dobu 3 az 7 hodin
nasledované oplachem. Optimalni koncentrace soli béhem fermentace je piiblizné 3 %, coz

je ptiznivé pro rast BMK [48, 49].

3.3.2 Vyvoj mikroflory kim¢i

Spontanni kvaSeni bez pouziti startérovych kultur vede k riistu rizné mikroflory pii ptipra-
vé kim¢i, coz velmi ztézuje fizeni fermentac¢niho procesu. Déle na mikroorganizmy pusobi
i vliv pridavanych ingredienci, takze variaci je opravdu mnoho a je skoro nemozné je
vSechny identifikovat a kontrolovat. Taxonomické studie izolovanych bakterii ziskanych
z kim¢i ukazuji, ze bakterie mlééného kvaseni véetné druhti Leuconostoc (Le. mesentero-
ides, Le. kimchii, Le. citreum, Le. carnosum, Le. gasicomitatum, Le. inhae, Le. miyuk-
kimchii a Le. gelidum), druhti Lactobacillus (Lb. brevis, Lb. curvatus, Lb. plantarum a Lb.
sakei) a dale Lactococcus lactis, Pediococcus pentosaceus, Weissella confusa, W. cibaria,
W. soli, W. kimchii a W. koreensis jsou klicové bakterie zodpovédné za fermentaci kim¢i
[48, 49, 50, 51]. Kvasinky izolované z kim¢i byly identifikovany jako Saccharomyces,
Torulopsis, Debaryomyces, Pichia, Rhodotorula, Endomycopsis, Kluyveromyces, Crypto-
coccus, Trichospora. Jako dusledek pocateéniho maceni v solance byl vsak v tomto pro-

duktu redukovén pocet kvasinek, aerobnich bakterii a plisni [3].

Na zacatku fermentace zde byly nalezeny dominantni Weisella koreensis a Lactobacillus
brevis a ve fazi, kdy uz je kim¢i piezralé, prevladal Leuconostoc gelidum a Le. gasicomita-
tum, ktefi jsou vice tolerantni ke kyselému prostiedi nez naptiklad Le. mesenteroides a Le.
citreum, [47, 48, 49].

Pouziti dalsich ingredienci a koteni ptisobi na BMK v kim¢i protoze jsou to vlastné poten-
cialni zdroje jejich vyskytu. Cesnek mize byt jejich dilezitym zdrojem, a jelikoz obsahuje

sacharidy a dalsi Ziviny, tak miize zvysovat i jejich rist. Cervena paprika jako kofeni ve
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form¢ prasku zpomaluje fermentaci, podporuje rust Weissella spp. a naopak redukuje rist

Leuconostoc a Lactobacillus [49].

Produkce bakteriocint v kim¢i je dulezita, protoZze mohou zabranit kaZeni, pfezrani a inhi-
bovat rast patogent z potravin. Pouziti Leuconostoc a Lactobacillus jako startovacich kul-
tur inhibuje rust E. coli a gram-negativnich bakterii v pribéhu fermentace kim¢i [49]. Ne-
davno byla dokonce smés Le. kimchii patentovana jako kosmeticky konzervacni prostie-
dek. V patentu se uvadi, Ze tato smés pusobi proti gram-pozitivnim, gram-negativnim bak-

teriim a také plisnim. [3, 55]

Bylo zjisténo, ze po pridani Le. mesenteroides jako kim¢i startéru dochazi k urychleni kva-
Seni. Z téchto divodi je zjevné, Ze kvalita kim¢i a jeho mikroflora mohou byt fizeny po-

moci startovacich kultur [49].

Probiotické kultury pouzivajici se v jogurtu potiebuji byt zvlast€¢ odolné proti kyselym
podminkam jelikoz pH téchto vyrobki je vétsSinou kolem 4,5 a nizsi. Je hlavné pozadova-
no, aby byly odolné vici zalude¢nim kyselinam. Tyto pozadavky by mohly splnit prave

bakterie izolované z kimci [54].

Hlavni metabolickou ¢innosti mikroorganizmi je pfi fermentaci kimci tvorba laktatu, ace-
tatu, oxidu uhlic¢itého a manitolu. Nicméné dalSi minoritni organické slouceniny jako dia-
cetyl, acetoin, acetaldehyd, sekundarni alkoholy, estery a laktony jsou také produkovany ze
sacharidi a mastnych kyselin kim¢i mikroflorou. Aromatické slouceniny, stejné jako hlav-

ni metabolity, pfispivaji k typickym organoleptickym vlastnostem kim¢i [49].

Ve studii provedené¢ Mheen a Kwon (1984) bylo objeveno, Ze v dobé kdy mélo kim¢i pH
4,2 a BMK doséhly ve tfetim dnu fermentace pii 20 °C 0,6 % (v/v) bylo kim¢i nejchutng)si
[54].

+ Biogenni aminy

Koncentrace biogennich amint byla stanovena ve 24 komerc¢nich vzorcich u osmi riznych
druhtt kim¢i a mnoZstvi téchto latek byla niz$i nez uroven ohrozujici lidské zdravi. Nej-

vys$§i mnozstvi bylo 151 mg/kg kadaverinu ve vzorku kim¢éi z pekingského zeli [33].
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3.3.3 Nutriéni aspekty a konzumace kim¢i

Kim¢i mize byt povazovano za rostlinnou probiotickou potravinu, kterd ma stejné zdra-
votni vyhody jako jogurt z mléka s pfidavkem probiotickych bakterii. Vyzkumy podlozené
zdravotni ucinky jsou hlavné protirakovinné a proti obezité. Dale poméaha proti procesu
starnuti, vysokému krevnimu tlaku, cukrovce, aterosklerdze, snizuje hladinu cholesterolu,
podporuje imunitu, nervovy systému a zdravi pokozky [3, 33, 52]. Je dobrym zdrojem pfi-
rodnich antioxidantd, jako jsou karotenoidy, vitaminy a flavonoidy [47, 53]. V kim¢i vyro-
beném z pekingského zeli se v zavislosti na stupni fermentace 1i$i obsah vitaminu B a C.
Maximalni koncentrace téchto vitamind byla zaznamenana v kim¢i zrajicim zhruba t¥i tyd-
ny. Avsak u kim¢i vyrobeného z jinych hlavnich ingredienci (okurek, fedkev) bylo deteko-

vano maximalni mnozstvi vitaminu C uz 4-5. den zrani [3, 33].

Nékteré studie naznacuji, ze bakterie mlécného kvaSeni v kim¢i maji dulezitou funkei v
imunitnim systému ¢loveéka tim, ze mohou aktivovat specifické a nespecifické mechaniz-
my, coz ma za nasledek hlavné protinadorové ucinky. Piijem Lb. acidophilus mize sniZo-
vat preménu zlucovych kyselin na sekundarni Zlu¢ové kyseliny, které se povazuji jako
promotéry nadord. Tento kmen miiZze byt pouzit jako efektivni pfirodni antioxidant a ma
ochranny ucinek na bunky [54, 53]. Geny podilejici se na syntéze vitamind skupiny B (na-
ptiklad riboflavinu a kyseliny listové) byly nalezeny v genomu Le. mesenteroides a Lb.
sakei, coz znamena, ze BMK v kim¢i mohou produkovat vitaminy béhem fermentace. [49]
Dalsi z G¢inkli pozitivné ovliviujicich zdravi spojenych s BMK je napf. antimutagenni

aktivita, prevence zmirnéni alergii a inhibice rastu Helicobacter pylori [33, 49].

V roce 2011 Jung et al. provedli vyzkum s 22 obéznimi pacienty, kterym byla po dobu ¢tyf
tydnii pfipravovana jidla obsahujici 300 g kim¢i denn€. Jedna skupina pacientii konzumo-
vala fermentované kim¢i (kvasené 10 dnti) a druhd skupina Cerstvé (kvaSené 1 den). Bylo
zjisténo, Ze u obou skupin doslo k poklesu télesné hmotnosti, ale snizeni obsahu télesného
tuku bylo zaznamenano jen u skupiny pacientd, kteti konzumovali pravé fermentované
kim¢i [53].

Podle Korejského potravinarského tstavu Korejei snédi vice nez 125 g kim¢i denné. Tvrdi
se, ze existuje az 200 druhti kim¢i, které jsou podomacku vyrobeny s pouzitim tradi¢nich
metod [5, 54]. Vétsinou se podava s dusenou ryzi jako kazdé korejské jidlo [3, 52]. Cerstvé

se muze konzumovat jako salat ¢asto smichany se sezamovym olejem a cukrem [33].
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V posledni dob¢ zacali Korejci konzumovat prezralé kim¢i, které se fermentuje pfi nizké
teploté 6 mésict az 3 roky a ma tak charakteristickou chut’. Z vyzkumu provedeného Kon-
kuk univerzitou v Soulu v roce 2011 vyplyva, Ze antioxida¢ni aktivita u pfezralého kimci
byla vyrazné vyssi nez u kimci fermentovaného méné nez 7 dni. Vysledky této studie na-
znacuji, ze k navyseni této antioxidaéni aktivity doSlo pravé pti kvaseni a zrani. [47]. Toto

ptezralé kimci se nejcastéji vafi s masem a vznika tzv. jjigae [33].

Chut’ kim¢i je ovlivnéna hlavné obsahem jednoduchych cukrii, aminokyselin a organic-
kych kyselin. Hlavni cukry pfitomné po fermentaci jsou glukéza a fruktéoza. Tyto cukry
jsou velmi dulezité, protoze také poskytuji zdroj uhliku pro mikroorganizmy. Jejich mnoz-
stvi v prvni fazi kvaseni klesa jen pomalu, ale po zhruba 16 az 32 dnech klesa velmi rych-
le. Déle zde bylo nalezeno zna¢né mnozstvi manitolu, ktery vznika redukci fruktoézy diky
BMK v pribéhu fermentace. Pfitomnost manitolu dodava potravindm osvézujici chut’, na-
vic chrani ptfed zubnim kazem a je dobrou ndhradou za cukr v diabetickych potravinach
[48].

Kim¢i stava globalné populérni nejen diky jeho chuti, ale hlavné kvili jeho zdravotnim
ucinktim. Trh s touto potravinou se neustale zvySuje, v roce 2012 byl vydélek zhruba 2 300
milionu USD. Spole¢nosti zacaly uznavat nutnost primyslové vyroby a startérové kultury
se staly predmétem mnoha spekulaci [49]. Ugelem téchto startérti do kiméi je hlavné zlep-
Seni senzorickych vlastnosti, prodlouzeni doby skladovatelnosti a dosazeni funkcnosti
a jednotné kvality [50]. Jsou tedy provadény genetické manipulace nebo mutagenni proce-
dury poskytujici témto startérim nové fyziologické funkce nebo vlastnosti, které by mély
vést k jejich zlepSeni a funk¢nosti. Nicméné tyto manipulace maji v potravinatském pri-
myslu néktera omezeni véetné sympatii ¢i antipatii spottebitelli ke geneticky modifikova-

nym organizmum (GMO) [49].
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4 CIiLPRACE

Cilem této prace byla mikrobiologicka analyza a monitoring biogennich amint ve vybra-
nych asijskych fermentovanych produktech v daném casovém obdobi a pii danych teplot-

nich podminkéch.

V teoretické ¢asti bylo potfeba popsat:
¢+ Fermentaci potravin
% Vznik biogennich amint, zdravotni rizika spojena s jejich konzumaci
% Vymezit faktory ovliviiujici tvorbu biogennich amint

¢ Charakterizovat asijské produkty a vyhodnotit mozny vznik BA

V praktické ¢asti bylo nezbytné:
% Provést mikrobiologickou analyzu vybranych asijskych fermentovanych produktt
¢+ Stanovit obsahy biogennich aminti v jednotlivych vzorcich
% Sledovat zmény v mnozstvi a zastoupeni BA ve vzorcich v prib&hu skladovani

% Na zéklade zjisténych dat formulovat zaver
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5 MATERIAL, POMUCKY A METODY

5.1 Charakteristika pouzitych materiala

Celkem bylo pouzito 11 druhti fermentovanych asijskych produkti rtizné konzistence.
Kazdy vyrobek byl zakoupen ttikrat, jelikoz byl skladovan pfi tfech riznych teplotach.
V Tab. 10 jsou vzorky vyjmenovany a ozna¢eny kodem, pod kterym se budou v dal§im

textu oznacovat.

Tab. 10: Charakteristika pouzitych vzorka

Vyrobek Konzistence | Kéd SloZeni
ST T polotuha MG sojové boby, hnéda ryze, motska stil, voda fermentacéni
kultura
Hatcho miso polotuha MH | Soiové boby, voda, motska svul: prazena je¢menna mouka,
fermentacni kultura
Mugi miso polotuha MM | so6jové boby, je¢men, voda, moiska sul, fermentaéni kultura
St e polotuha MS ryze, voda, sojove boby, motska suvl, §ladky bramborovy
sirup, alkohol, fermenta¢ni kultura
Koikuchi , e . Yoo <
shoyu tekuta KS | voda, s6jové boby, pSenice, moiska sul, fermentaéni kultura
Tamari shoyu tekutd TS sojové boby, moiska sil, destilované Sake, fermentacni
kultura
Komesu tekuta K ocet z ryzového alkoholu, voda
¢inské zeli, hruba sil, fedkev vodni, feficha, jarni cibulka,
Kim¢i tuha KIM | listky hoi¢ice, usttice, kofeni: mleté Cervené papricky, so-
lena $tava z anCovicek, solené krevety, cukr, ¢esnek, zazvor
Tempeh ma- tuh4 ™ sojové boby, uslechtila plisen, slune¢nicovy olej, sdjova
rinovany omacka
Tempeh natu- . (e CLs Y
pral tuha TN sojové boby, motska sul, fermenta¢ni kultura
’ Slochtila pliseh sIunetnicovy olo - Soiova
Tempeh party tuh4 TP sojové boby, uslechtila plisefi, slunecnicovy olej, s6jova
omacka, ¢esnek
Tempeh in- . (e CLs Y
dorr:esia tuha TI sojové boby, motska sul, fermenta¢ni kultura

S témito vzorky byla provedena jak mikrobiologicka analyza, tak 1 kvantitativni a kvalita-
tivni analyza biogennich amint. Se vzorkem tempeh indonesia byl proveden pouze mikro-
biologicky vyzkum v Indonésii. Tento vzorek byl zakoupen v mistni vyrobné, kde byl
tempeh vyrabén ve Spatnych hygienickych podminkach (viz Obrazek 4) a poté prodavan na

mistnich trzich.
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Obrazek 4: Vyrobna tempehu v Indonésii

5.2 Mikrobiologicka analyza

V experimentalni ¢asti byla provedena mikrobiologickd analyza s cilem zjistit pocet mi-
kroorganizmu na ptislusnych selektivnich pidach v prabéhu skladovani pfi riznych teplot-
nich podminkéch.

®,

¢ Pouzité agary:

PCA — Plate Count Agar (HiMedia)

Pouziva se pro stanoveni po¢tu mikroorganizmil ve vod¢ a potravinach.

SloZeni:

Enzymaticky hydrolyzat Kaseinu ...........cccooviiiiiieiiniiiiciicc e 5,049/l
KVaSNICNY EXIIAKE ..veiiiieiiiieiiieiesiie et 2,59/
(631010 V7 TR 15,0 g/l
AGAE e 15,0 g/l

Konecné pH (25 °C) 7,0 £ 0,2
Ptiprava:

Bylo navazeno 23,5 g smési do 1000 ml destilované vody. Po rozpusténi byla smés sterili-
zovana v autoklavu pii teplot€¢ 121 °C po dobu 15 minut a poté za aseptickych podminek

rozlita na Petriho misky. Kultivace probihala pii 30 °C po dobu 48h.
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CHYGA - Chloramfenicol Yeast Glucose Agar (HiMedia)

Je urcen k detekci a stanoveni poctu kvasinek a plisni v potravinach. Kvasni¢ny extrakt
a glukoza podporuji rist kvasinek a plisni, zatimco chloramfenikol potlacuje rist kontami-

nujicich bakterii.

Slozeni:

KvasniCny eXtrakt .......cooveeiiiiiiiiiiece e 5,04/l
GIUKOZA .ottt e e e e e e 20,0 g/l
ChloramfeniKol ...........coooeiiiiie e 0,19/l
ANGAE e 15,0 g/l

Konecné pH (25 °C) 6,6 £ 0,2
Ptiprava:

Bylo navazeno 41,1 g smési do 1000 ml destilované vody. Po rozpusténi byla smés sterili-
zovana v autoklavu pfi teploté¢ 121 °C po dobu 15 minut a poté za aseptickych podminek

rozlita na Petriho misky. Kultivace probihala pii 23 °C po dobu 120h.

MRS — De Man Rogosa Sharpe Agar (HiMedia)

Pouziva se pro detekci mléénych ty¢inek rodu Lactobacillus.

MaASOVY PEPLON ...t 1009
HOVEZT @XIIaKt ... 1009
KvasniCny eXtrakt ..o 4049
DEXIIOZA ..ot 20,0¢g
Hydrogenfosfore¢nan (di)draselny ..........cccccoovviniiiiiiiiiiiiice, 204¢g
POLYSOTDAL 80 ... 109
CHTAN SOANY ..veiieiiiieiti e 5049
OCLAN SOANY ittt nbe e e 500
Heptahydrat siranu hofe€natého ............ccccoviviiiiiiiii, 01g
Tetrahydrat siranu manganat€ho ...........c.ccccviiiiiinii e 0,059
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Konecné pH (25 °C) 6,5 £ 0,2
Ptiprava:

Bylo navazeno 67,15 g smési do 1000 ml destilované vody. Po rozpusténi byla smés steri-
lizovana v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut a poté za aseptickych podminek
rozlita na Petriho misky. Kultivace probihala anaerobné v termostatu (10 % CO>) pii 30 °C
po dobu 48h.

ENDO Agar (HiMedia)

Pouziva se pro detekci laktoza-pozitivnich a laktdza-negativnich enterobakterii.

SloZeni:

MASOVY PEPLON ..ottt 10,0 g/l
LAKEOZA .ottt e e ——— 10,0 g/l
SIFICItAN SOANY ..vivieiiiiiesiie et re s 2,50/l
Hydrogenfosforecnan (di)draselny ..........cccoovvveiiiiiniieiiiienieniscsee 3,50/l
Bazicky fuSCRIN ......oviiiiiii 0,54/l
Y - USSR RTTPPRPSN 15,0 g/l

Konec¢né pH (25 °C) 7,5+ 0,2
Ptiprava:

Bylo navazeno 41,5 g smési do 1000 ml destilované vody. Po rozpusténi byla smés sterili-
zovéna v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut a poté za aseptickych podminek

rozlita na Petriho misky. Kultivace probihala pii 30 °C po dobu 48h.

MSA — Mannitol Salt Agar (HiMedia)

Pouziva se jako selektivni médium k izolaci patogennich stafylokokd.

SloZeni:

MASOVY EXITAKE ...eeiuvieiiiiiieiiie ettt 1,0 g/l
ST 0 (o] o SRR 10,0 g/l
ChIOTId SOANY ..ot 75 g/l

[ g F= T (| 10,0 g/l
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Kone¢né pH (25 °C) 7,4+ 0,2
Ptiprava:

Bylo navazeno 111,02 g smési do 1000 ml destilované vody. Po rozpusténi byla smes steri-
lizovéna v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut a poté za aseptickych podminek

rozlita na Petriho misky. Kultivace probihala pii 30 °C po dobu 48h.

Fyziologicky roztok (0,9 % roztok NaCl)

ChIOTid SOANY ..ot 909
VOB .o 1000 ml
Ptiprava:

Bylo navdzeno 9 g smési do 1000 ml destilované vody. Po rozpusténi byla smés sterilizo-

vana v autoklavu pfti teploté 121 °C po dobu 15 minut.

VJ — Vogel and Johnson Agar (HiMedia)

Pouziva se pro izolaci stafylokok.

Slozeni:

TEYPLON <o 10,0 g/l
KVasniCny EXLrakt .......ccooieiiiienieiiiiesee e 5,00/
V=T 0111 (o 10,0 g/l
Hydrogenfosforecnan draselny ...........ccccooviiiiiiiiiiniiicicc s 10,0 g/l
ChIOTid TN ..o 500/
GIYCIN. e 10,0 g/l
FENOL CEIVEI ...t 0,025 g/l
AN - | PSSRSO 15,0 g/l

Konecné pH (25 °C) 7,2+ 0,2
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Ptiprava:

Bylo navazeno 61,02 g smési do 1000 ml destilované vody. Po rozpusténi byla smés steri-
lizovana v autoklavu pii teploté¢ 121 °C po dobu 15 minut. Po zchlazeni na 45-50 °C bylo
ptidano 20 ml 1% teluri¢itanu draselného a poté bylo kultivaéni médium za aseptickych

podminek rozlito na Petriho misky. Kultivace probihala pii 30 °C po dobu 48h.

EMB — Eosin Methylene Blue Agar (HiMedia)

Pouziva se pro izolaci a diferenciaci koliformnich bakterii.

Slozeni:

PEPTON <. s 10,0 g/l
Hydrogenfosforecnan draselny ..........cccocveviieerieiiniiiienese e 2,09/l
LAKEOZA .ottt e 5,00/l
T 16] 4121 (s 722 W R TR TTRRR 5,00/l
0Ty L 0,4 g/l
Methylenova mModT ..........cooiiiiiiiiieee e 0,065 g/l
Y - USSR RTTPPRPSN 13,5 g/l

Konec¢né pH (25 °C) 7,2+ 0,2
Ptiprava:

Bylo navazeno 35,96 g smési do 1000 ml destilované vody. Po rozpusténi byla smés steri-
lizovéana v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut. Po zchlazeni na 45-50 °C bylo
ptidano 20 ml 1% teluri¢itanu draselného a poté za aseptickych podminek rozlito na Petri-

ho misky. Kultivace probihala pii 30 °C po dobu 48h.

Pro vyzkum tempehu indonesia byly v Indonésii pouzity piady PCA, MRS, VJ a EMB.

% Pouzité pomiicky a vybaveni

Automatické pipety, Spicky, Petriho misky, laboratorni vahy, odmérny vélec, zkumavky,
sklenéné hokejky, stochamacher, vortex, kahan, Flow box Clean Air, Autoklav Systec

2540 EL, termostat, destilovana voda
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5.2.1 Popis experimentu

Mikrobiologicka analyza byla rozdélena do dvou ¢asti, pfi¢emz v prvni ¢asti bylo pracova-
no s tekutymi a polotuhymi vyrobky a v druhé s tuhymi (viz Tab. 10). Produkty byly skla-
dovany pii tfech raznych teplotach, a to 8° C, 23° C a 30° C po dané ¢asové obdobi.

S tekutymi a polotuhymi vyrobky bylo provedeno celkové pét odbéri vzdy po uplynuti
urcené doby. U téchto produktti vyrobce deklarovali dlouhou dobu pouzitelnosti (mnohdy
rok i vice), proto byly odbéry provedeny v nasledujicich dnech: prvni den, ihned po zakou-
peni téchto produktd a dale 8., 15., 29. a 57. den v prubéhu skladovani. U miso past bylo
asepticky odebrano 5 g vzorku do sterilniho sacku a ziedéno fyziologickym roztokem
v poméru 1:9. Thned poté byly vzorky homogenizovany ve stromacheru po dobu alespon
2 min. Ziskany homogenizat byl podle potieby fedén (desitkové fedéni) do zkumavek
s fyziologickym roztokem. U tekutych vyrobku bylo asepticky odebrano 5 ml produktu do
zkumavek s fyziologickym roztokem a smés byla rozmichana na vortexu. Potom bylo také

provedeno desitkové fedéni.

S tuhymi vyrobky, které mély krat$i dobu pouzitelnosti (fadové dny az tydny), byly prove-
deny ¢tyfi odbéry, a to 1., 2., 4. a 5. den v pribéhu skladovani. Tyto produkty podléhaly
rychlé zkaze, proto se odbéry zvolily v kratkém casovém tseku. Homogenizace a fedéni

téchto vzorku probihalo stejné€ jako u polotuhych vyrobkt.

Z vybraného fedéni bylo 200 pl inokula naockovéano na pfislusny agar a rozeteno sterilni
hokejkou rovnomérné po celém povrchu pidy. Z kazdého vzorku byly analyzovany tii po
sobé& jdouci fedéni. Naockované misky byly poté oto¢eny dnem vzhiru, uloZzeny do termo-

statd s prislusnou teplotou a ponechany kultivaci.

Tempeh indonesia (TI) byl skladovan pfi 8 °C a 23 °C a bylo s nim bylo provedeno celko-
vé 5 odbéru, ato v 1, 2, 3, 4. a7.den. Vdany den bylo vzdy asepticky odebrano 10 g
vzorku a pomoci tfeci misky a vortexu doslo k jeho rozmélnéni spolu s 90 ml fyziologic-
kého roztoku. Tento homogenizat byl dale podle potieby desitkové nafedén do sterilnich
zkumavek. Z vybraného fedéni bylo pipetovano 100 ul inokula na pfislusny agar a rozetie-
no sterilni hokejkou. Z kazdého odbéru byly analyzovany tfi po sobé jdouci fedéni. Poté

probihala kultivace nao¢kovanych misek v termostatu.
Po uplynuti pfislusné kultivaéni doby byly misky vyjmuty a spocitany rostouci kolonie
mikroorganizmu. Nasledné se tyto kolonie piepocitaly pro kazdé fedéni pomoci CFU vzor-

ce:
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CFU/ _ prum. pocet kolonii 1000
ml ™~ fedéni pipetovany objem

Nakonec se kolonie z misek nabraly kli¢kou a kiizovym roztérem byly rozizolovany na

v

PCA. Tyto izolaty se pouziji na ptipadnou pozdéjsi identifikaci mikroorganizma.

5.3 Analyza biogennich amini

V prvni Casti bude popsana Uprava vzorkil pro nasledné¢ vyhodnoceni biogennich amint

pomoci chromatografie.

+ Pouzité chemikalie

0,6 M HCIOg4 (Sigma-Aldrich)

- 1,7-heptandiamin v koncentraci 500 mg/l (Sigma-Aldrich)
- dansylchlorid o koncentraci 5 g/l v acetonu (Merck)
- roztok prolinu (Sigma-Aldrich)

- heptan (Sigma-Aldrich)

- acetonitril (Sigma-Aldrich)

- 0,5 M NaHCO3 (Merck)

- NaCO3 (Merck)

- K2COs3 (Merck)

% Pouzité pomiicky a vybaveni

- Automatické pipety Biohit

- Zkumavky eppendorf

- Vialky

- Ttepacka Biosan

- Odsttedivka EBA 21 (Hettich)

- Lyofilizator ALPHA 1-4 LSC (CHRIST)

- Hlubokomrazici box MDF-U3286S (Sanyo)

- Analytické vahy A&D GH-200 EC

- Laboratorni sklo (nélevky, kadinky atd.)
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Filtra¢ni papir

5.3.1 Ptiprava pevnych a polotuhych vzorki pro stanoveni biogennich amini

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Na analytickych vahach bylo navazeno cca 15 g z kazdého vzorku do pfedem zvaze-
nych hlinikovych misek. Hodnoty byly zapsany, misky piekryty hlinikovou folii
a vlozeny do hlubokomraziciho boxu, kde zistaly zamrazeny alespon 24 h. Poté byly
vzorky lyofilizovany. Po skonceni tohoto procesu byly vyjmuty z lyofilizatoru
a rozmélnény na prasek. Takto zpracované vzorky byly uchovavany v znovuuzavira-

telnych plastovych saccich v mrazicim zatizeni az do jejich dalsi analyzy.

Z lyofilizovanych a rozmélnénych vzorkd byl pomoci analytickych vah navazen
1 g do 15 ml zkumavky (u vzorku kim¢i bylo navazeno pouze 0,5 g do 50 ml zku-
mavky) a pfidano 10 ml 0,6 M HCIO4. Zkumavky byly fadné protfepany, aby se ves-
kery obsah promichal a umistény na tfepacku po dobu 30 minut. Nasledné byly zku-

mavky odstfedény po dobu 20 minut pti 6000 otackach.

Supernatant z kazd¢ zkumavky byl odlit do odpovidajici odmérmé banky o obsahu
25 ml. K sedimentu bylo ptidano 7 ml 0,6 M HClOa, vzorky byl opét protiepany
a umistény na 30 minut na tfepacku. Pak byly odstied’ovany po dobu 20 min pfi
6000 otackach a supernatant byl odlit do odmérnych banék. K sedimentu bylo ptida-
no 7 ml 0,6M HCIO4 a zkumavky byly po protfepani umistény na tiepacku a poté do
ostfedivky. Supernatant byl pfelit do odmérnych banék a ty byly doplnény 0,6 M

HCIO4 po rysku. Suspenze z odmérnych bangk byla piefiltrovana pies filtra¢ni papir.

Byl odpipetovan 1 ml vzorku do derivatizaénich nadob, pficemz od kazdého vzorku
byla pripravena 3 paralelni stanoveni. Bylo ptidano 100 pl vnitiniho standardu
(1,7-heptandiamin v koncentraci 500 mg/1), 1,5 ml karbonatového pufru o pH 11,1 —
11,2 a 2 ml Cerstvé piipraveného roztoku dansylchloridu o koncentraci 5 gl

V acetonu.
Derivatiza¢ni nadoby byly dobie uzavieny a tiepany v temnu po dobu 20 hodin.

Po uplynuti dané doby byly ke vzorkiim pfidany 3 ml heptanu a 3 minuty dobfe ruc-
né protiepany. Z ustalené heptanové vrstvy byl odpipetovan 1 ml do vialky a nasled-
n¢ byl odpaten do sucha proudem dusiku pii 60 °C. Nakonec byl suchy odparek zie-
dén 1,5 ml acetonitrilu. Takto ptipravené vialky byly do dal$i analyzy uchovany

V mrazicim zatizeni pfi teplotach -18 °C.
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5.3.2 Priprava tekutych vzorki pro stanoveni biogennich amini

Z pavodnich produkti bylo po protiepani vzdy odpipetovano 10 ml. Z tohoto mnozstvi
bylo dale odpipetovano 6 x 600 ul do pfisluSnych eppendorfkovych zkumavek a piidano
600 ul 0,6 M HC1Oa. Z kazdého produktu bylo tedy pfipraveno 6 stanoveni. Vzorky byly
ulozeny v hlubokomrazicim zatizeni po dobu alespoii 24 h. Poté se postupovalo stejné jako
u pevnych a polotuhych vzorkl s tim, Ze se vynechal proces lyofilizace a extrakce. To
znamena, ze se pokracovalo az od bodu 4 odpipetovanim 1 ml vzorku z ptipravenych ep-

pendorfkovych zkumavek.

5.3.3 Chromatografické stanoveni BA

Ptedchozim postupem bylo ziskano 393 vzorku (3 paralelni stanoveni u 131 vzorkt), které
byly nachystany k analyze pomoci kapalinové chromatografie. Tyto vzorky byly bezpro-
sttedn¢ pfed vlastni analyzou piefiltrovany ptes stfikackovy filtr s porozitou 0,22 pm
a davkovany na kolonu (Agilent Zorbax Eclipse C18, 50 mm x 3 mm, pratok 0,45 ml/min,
pérovitost 1,8 um) a promyvany mobilni fazi s gradientovou eluci (viz Tab. 11). Chroma-
tograficky systém byl tvofen binarni pumpou a autosamplerem (Agilent Technologies 1260
Infinity, USA) s degaserem, UV/VIS-DAD detektorem (A = 254 nm) a termostatem (Agi-
lent Technologies, USA).

Tab. 11: Gradientovy elu¢ni program separace biogennich amind

Cas [min] 10% acetonitril [%0] 100% acetonitril [%]
0,0 41 59
0,1 41 59
1,9 37 63
3,5 18 82
4,0 0 100
9,5 0 100
11,5 41 59
15,5 41 59

Vysledky byly nasledné vyhodnoceny pomoci softwaru CLARITY. Za pomoci standard
(tryptamin, fenyletylamin, putrescin, kadaverin, histamin, tyramin, spermidin a spermin)

byly stanoveny obsahy jednotlivych biogennich aminti ve zkoumanych vyrobcich.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Mikrobiologicka analyza tekutych a polotuhych vzork

V tabulkach, které jsou vlozeny do ptilohy I, jsou uvedeny pocty kolonii pfepoctenych
jako CFU/ml (CFU/g) podle daného fedéni.

Z vysledkll bylo patrné, Ze celkovy pocet mikroorganizmil, enterobakterii 1 kvasinek
a plisni byl nejvyssi v 15. den odbéru vzorkl skladovanych hlavné pfi teplotach 23 °C
a 30 °C. Z diivodi objektivniho porovnani byly vSak do grafu pfidany i pocty kolonii z pud
MSA (pocet stafylokokil) a MRS (pocet bakterii mlééného kvaseni), (viz Obrazek 4 a Ob-
razek 5).

H celkovy pocet
mikroorganizm(

M enterobakterie

log CFU/g

m plisné a kvasinky

| stafylokoky

H bakterie mlééného
kvaseni

MG MM
vzorky

Obrazek 5: Pocty sledovanych skupin mikroorganizmi (Iog CFUIQ) u polotuhych
vzorkii (pasty miso) skladovanych pri teploté 30°C po dobu 15. dnii

(MG — miso genmai, MM — miso mugi, MS — miso shiro, MH — miso hatcho)

Nejvyssi celkovy pocet mikroorganizmi, enterobakterii a stafylokoki byl 15. den odbéru
u vzorki skladovanych pfi teploté 30 °C zaznamenan u vzorku miso genmai (Obrazek 5).
Pocty kvasinek a plisni byly srovnatelné u vSech analyzovanych vzorka miso past. Bakte-
rie mlééného kvaSeni byly zpozorovany v tento den odbéru jen u miso genmai, a to v po-

mérné nizkém poctu (ve srovnani s ostatnimi analyzovanymi skupinami mikroorganizmu).
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Obrazek 6: Pocty sledovanych skupin mikroorganizmi (log CFU/Q) u polotuhych
vzorkii (pasty miso) skladovanych pri teploté 23°C po dobu 15. dnii

(MG — miso genmai, MM — miso mugi, MS — miso shiro, MH — miso hatcho)

Nejvyssi celkovy pocet mikroorganizmu a stafylokokd byl 15. den odbéru u vzorku skla-
dovanych pfti teploté 23 °C zaznamenan, podobn¢ jako u produktti skladovanych pii teploté
30 °C, u vzorku miso genmai (Obrazek 5). Bakterie mlééného kvaseni byly v tento den
detekovany jen u miso hatcho. U miso shiro, jako u jediného vzorku, nebyl zpozorovan

narist stafylokokt (viz Obrazek 5).

Z provedené mikrobiologické analyzy lze fici, Ze miso genmai se projevilo jako nejméné
odolné vici vétsing sledovanych mikroorganizmii. Byly zde zaznamenany nejvyssi pocty
fakultativné anaerobnich mezofilnich mikroorganizmii, stafylokokd i bakterii mlééného
kvaseni. V. mugi miso byly zaznamenany nejvyssi pocty enterobakterii a v miso shiro nej-
vys$si pocty kvasinek a plisni. Nejnizsi sledované poc¢ty mikroorganizmi byly zpozorovany
Vv miso hatcho, coz je pravdépodobné zpiisobeno nejvyssi koncentraci soli ze vSech miso

past, ktera inhibuje nebo zpomaluje rtist mnohych mikroorganizmu.

U tekutych vzorki K (komesu), TS (tamari shoyu), KS (koikuchi shoyu) byl zaznamenan
rast mikroorganizmu v prabéhu skladovani na pudé PCA (celkovy pocet mezofilnich fa-
kultativné anaerobnich mikroorganizmii; viz Obrazek 7, 8 a 9). Na jinych mikrobiologic-
kych ptadach, s vyjimkou CHYGA (kvasinky a plisn¢; viz Ptiloha I), nebyly nalezeny zad-

né kolonie.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 57

Pti vyhodnoceni vzorku tamari shoyu (TS) je patrné, ze rist MO byl zaznamenan az od 15.
dne u vzork skladovanych pii nejvyssi testované teploté (30 °C). V nasledujicich
odbérovych dnech byl rust fakultativné anaerobnich mezofilnich mikroorganizmii na padé

PCA pozorovan u vzorkt skladovanych pii teplotach 28 °C a 30 °C (viz Obrazek 7).
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Obrazek 1: Celkovy pocet mikroorganizmii (log CFU/ml) u tamari shoyu sledova-
ny na pude PCA v pritbéhu 57denniho skladovani pri riznych teplotach
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Obrazek 8: Celkovy pocet mikroorganizmii (log CFU/ml) u koikuchi shoyu sledo-
vany na pudé PCA v priibehu 57denniho skladovani pri ruznych teplotach
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U vzorku koikuchi shoyu (KS) byl pozorovan velmi nepravidelny rast MO od 15. dne
skladovani pfi teplotach 8 °C i pii 23 °C. V prubehu dalsiho skladovani byla pfitomnost
mikrooganizmti zaznamendna u vSech vzorki skladovanych ve vSech teplotnich rozmezich

(viz Obrazek 8).

2,5

1,5
m8°C
m23°C
1
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1.den 8. den 15. den 29.den 57.den

log CFU/ml

odbér vzorku

Obrazek 9: Celkovy pocet kolonii mikroorganizmii (log CFU/ml) u vzorku komesu

sledovany na piidé PCA v prubéhu 57denniho skladovani pri riiznych teplotach

U vzorku ryzového octa komesu byly na kultiva¢ni pidé PCA zaznamenany kolonie mi-
kroorganizmu od 15. dne skladovani, a to pfi vysSich teplotach (23 °C i 30 °C). 57. den
skladovani jiz byly nalezeny kolonie MO u vsech tii vzorka skladovanych v riznych tep-

lotnich podminkach (viz Obrazek 9).

Pti porovnani po¢tu mikroorganizmu v tekutych a polotuhych asijskych fermentovanych
produktech ihned po jejich zakoupeni (prvni den skladovani) s poslednim, tedy 57. dnem,
skladovani, bylo zjisténo, Ze celkovy pocet fakultativné anaerobnich mezofilnich mikroor-
ganizmii se u polotuhych vzorki témét nezménil. U tekutych vzorkd nebyl ihned po za-
koupeni zaznamenan zadny narust kolonii. Nejvétsi mikrobialni stabilita byla u téchto vy-
robkli pozorovéana u tamari shoyu jelikoZ se nartist kolonii mikroorganizmt projevil jen pfi

skladovani pti vyssich teplotach (23 °C a 30 °C) (viz Obrazek 10).
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Obrazek 10: Porovnani celkového poctu mikroorganizmii u polotuhych a tuhych
vzorkii po zakoupeni a 57. den skladovani pri riiznych teplotach

(MG — miso genmai, MM — miso mugi, MS — miso shiro, MH — miso hatcho, TS — tamari shoyu, KS — koi-

kuchi shoyu, K — komesu)
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Obrazek 11: Porovnani celkového poctu mikroorganizmit u polotuhych a tuhych

vzorki po zakoupeni a 15. den skladovani pri riiznych teplotach
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Z Obrazku 10 a Obrazku 11 Ize také porovnat pocty vybranych skupin mikroorganizmi
v 15. den skladovani a 57. den skladovani polotuhych a tuhych vzorkd. Jak jiz bylo zmi-
néno vyse, tak 15. den skladovani byly u vSech vzorkd zaznamenany nejvyssi celkové
pocty mikroorganizmi. U miso past lze zpozorovat zvySeni v tomto dni hlavné u téch
vzorkd, které byly skladovany pii vyssich teplotach (23 °C a 30 °C). U tekutych vzorku se
pti zohlednéni skladovacich teplot mikrofléra rozvijela jinak nez u polotuhych. V 57. den
skladovani se vzdy objevil rust mikroorganizmu u dalsi ze skladovacich teplot, nezli tomu
bylo v 15. den. U tamari shoyu to bylo pii 23 °C, u koikuchi shoyu pii 30 °C a u komesu
pii 8 °C.

6.2 Mikrobiologicka analyza tuhych vzorki

Nejvyssi pocty vybranych skupin mikroorganizmi byly u tempehu zaznamenany 4. den
odbéru u vzorki skladovanych pfi teploté 30 °C. Byl pozorovan zejména rast mezofilnich
fakultativné anaerobnich mikroorganizmi na pudé PCA, enterobakterii (ENDO agar)
a stafylokokt na pudé MSA (Obrazek 12). Po¢ty kvasinek a plisni (pida CHYGA) a bak-
terii mlééného kvaseni (MRS) byly proménlivé v zavislosti na skladovaci teploté. Jejich
hodnoty jsou zahrnuty v grafu z diivodu porovnani s ostatnimi skupinami mikroorganizmd.
U vzorku tempeh party byl na pidach PCA (celkovy pocet mikroorganizmu), ENDO (ente-
robakterie) a CHYGA (kvasinky a plisn€) zaznamenan nejvyssi nartst kolonii u vyrobku
skladovaného pii 8 °C. Z Obrazku 12 je patrné, ze ve vzorku tempeh natural byly zpozoro-
vany nejvyssi hodnoty mezofilnich fakultativné anaerobnich mikroorganizmi, enterobakte-
rii, plisni a kvasinek 4. den skladovani pii 30 °C. Pocty stafylokokti a bakterii mlé¢ného

kvaseni v tomto vzorku byly jen nepatrné niz$i nez u tempehu party a tempehu marinova-

ny.
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Obrazek 12: Pocty sledovanych skupin mikroorganizmii (log CFU/Q) u tuhych
vzorki (tempehy) skladovanych pri teploté 30 °C po dobu 4. dnii

(TP — tempeh party, TM — tempeh marinovany, TN — tempeh natural)

U vzorku tempeh party byla na piadé ENDO nalezena E. coli, respektive koliformni bakte-
rie (tmavé Cervené kolonie s kovovym leskem) jiz po 2 dnech skladovani pii teploté 8 °C
(1500 CFU/g), 23 °C (1000 CFU/g) i 30 °C (8*10° CFU/g). V t&chto produktech byla E.
coli (koliformni bakterie) detekovana i 4. den skladovani pii teplot¢ 30 °C
(2*10° CFU/m).

U vzorku tempeh natural bylo na pidé ENDO nalezeno 5*10* CFU/g E. coli (koliformnich

crN v

U vzorku TI (tempeh indonesia) byla nalezena E. coli (koliformni bakterie) jiz 2. den skla-
dovani a poté i v nasledujicich dnech (3. a 4. den) béhem skladovani pii teplotach 8 °C
i 23 °C. Pocty kolonii bohuzel nebyly spocitany, ale po porovnani fotografii pofizenych
v Indonésii (viz Piiloha III) a vysledkt ziskanych v laboratoti v CR, jejich mnoZstvi bylo

vy$§i nez u vzorku tempeh party.

Dale byly porovnavany vzorky tempeh natural a tempeh indonesia, které mély obdobné
slozeni. Bylo provedeno srovnani poctl kolonii sledovanych skupin mikroorganizmi
u vzorkii odebranych 2. den a 4. den, které byly skladovany v Ceské republice i v Indonésii
pfi stejnych teplotach (8 °C a 23 °C).

Vyssi poéty vSech vybranych skupin mikroorganizma byly po 2 dnech skladovani pii tep-
lotach 8 °C i 23 °C zaznamenany u vzorku tempeh natural (viz Obrazek 13). Co se tyce
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analyzy po 4 dnech skladovani tak, celkovy pocet mikroorganizmu, pocet stafylokoku
i entorobakterii, U vzorku tempeh indonesia byl vyssi. Pouze pocet bakterii mlé¢ného kva-

Seni byl u tempeh natural vyssi nez u vzorku z Indonésie (viz Obrazek 14).

Z mikrobiologického vyzkumu tempehu bylo zjisténo, Ze nejvyssi celkovy pocet mikroor-
ganizmi, pocet enterobakterii, stafylokoku, plisni a kvasinek byl zaznamenan v tempehu
indonesia a poté v tempeh natural. Pocet bakterii mlééného kvaseni byl nejvyssi u tempeh
party. Z té&chto vysledka lze fici, Ze pfidavek oleje a kotfeni v tempehu marinovaném

a tempehu party pomaha inhibovat rtst pouze nékterych skupin mikroorganizmu.
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Obrazek 13: Porovndni vybranych skupin mikroorganizmut (log CFU/Q) u vzorku
tempeh natural (TN) a tempeh indonesia (T1) po 2 dnech skladovani
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Obrazek 14: Porovnani vybranych skupin mikroorganizmii (log CFU/g) u vzorku

tempeh natural (TN) a tempeh indonesia (T1) po 4 dnech skladovani
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Obrazek 15: Porovnani vybranych skupin mikroorganizmii (log CFU/g)u kimci 1.,

4. a 5. den skladovani pri teplote 23 °C
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Nakonec byl porovnan rist sledovanych skupin mikroorganizmt u kiméi. K nejvys$simu
nariistu na selektivnich padach doslo po 4 a 5 dnech skladovéani kim¢i pti 23 °C (viz Obra-
zek 15). Z duvodu porovnani jsou v tomto grafu zahrnuty i tidaje z prvniho dne (po zakou-
peni tohoto vzorku). Byly pozorovany konstantné vysoké hodnoty poctu bakterii mlééného

kvaseni a fakultativné anaerobnich mezofilnich mikroorganizmu v prubéhu celé analyzy.

6.3 Chromatografické stanoveni biogennich aminu

6.3.1 Miso pasty

Pti chromatografické analyze miso past byl po celou dobu skladovéani nalezen pouze tyra-
min, a to v mnozstvi 0,048-1,765 mg/kg. V miso mugi bylo nalezeno nejvyssi mnozstvi
tohoto biogenniho aminu ze v§ech miso past po 15 dnech skladovani pfi teploté 8 °C. Miso
shiro obsahovalo nejvyssi mnozstvi tyraminu 29. a 57. den skladovani, a to zejména pfi
teplotach 23 °C a 30 °C. Podobné tomu bylo u miso hatcho, kdy nejvyssich hodnot tyrami-
nu bylo dosazeno pti 30 °C v 29. a 57. den skladovani (viz Obrazek 16). Mnozstvi tyrami-
nu ve vzorku miso genmai bylo téméf po celou dobu testovani konstantni a dosahovalo
velmi nizkych hodnot. Nejnizs$i mnozstvi tyraminu byla detekovana u vyrobka s obsahem
bilé ryZe (miso shiro) a jeémene (Miso genmai). Miso genmai a mugi miso se jevily stabil-
ni obsah biogennich aminti i pii zvySené teploté a delsi dobé skladovani. Touto problema-
tikou se ve své studii zabyvali Bo Young a Jae-Hyng Mah a potvrdili, Ze v miso pastach je
velmi maly obsah BA, kde nalezli i jiné druhy BA [34].
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Obrazek 16: Mnozstvi tyraminu ve vzorku miso hatcho v priubéhu 57 denniho
skladovani pri teplotach 8 °C, 23 °C a 30 °C
6.3.2 Tempeh

Pfi stanoveni obsahu BA ve vzorcich tempeha byl nalezen putrescin, kadaverin, histamin,

tyramin a spermidin.

Ve vzorku tempeh party se spermidin a tyramin vyskytovaly pti vSech skladovacich teplo-

tach po celou dobu testovani (viz Obrazek 17). Mnozstvi sperminu se pohybovalo

v rozmezi 0,387-1,021 mg/kg a tyraminu 0,127-0,398 mg/kg. Obsah putrescinu rostl

v zavislosti na dob¢ skladovani a teploté. Nejvys$si mnozstvi tohoto BA bylo naméfeno u

vzorku tempeh party odebraného 5. den skladovani pii 30 °C, a to 1,772 mg/kg, coz bylo

zaroven nejvyssi mnozstvi ze vSech biogennich amint, které zde byly stanoveny. Dale zde

byl detekovan kadaverin ve vzorcich skladovanych 4 a 5 dna pii teplotach 23 °C a 30 °C

v mnozstvi 0,086-0,133 mg/kg. Ve vzorku skladovaném 5 dnt pii 30 °C bylo zjisténo

0,227 mg/kg histaminu.
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Obrazek 17: Detekovand mnozstvi biogennich aminii v tempehu pdrty v pritbehu 5
denniho skladovani pri teplotach 8 °C, 23 °C a 30 °C

Mnozstvi putrescinu a spermidinu ve vzorku tempeh marinovany (TM) bylo pomérné stalé
s nejvyssimi hodnotami u vzorki odebranych 5. den skladovani p#i 30 °C a tyto hodnoty
byly rovnéz nejvyssi ze vSech nalezenych biogennich aminti v tomto vzorku (viz Obrazek
18). Obsah putrescinu se pohyboval v rozmezi 0,211-0,712 mg/kg a hodnoty spermidinu
0,409-0,922 mg/kg. Nejvyssi mnozstvi tyraminu (0,131-0,685 mg/kg) v tomto vzorku
bylo v pribéhu skladovani zaznamenano pii 30 °C. Kadaverin byl analyzovan ve vzorku
skladovaném 4. a 5. den pfti 30 °C v mnozstvi 0,079 mg/kg a 0,102 mg/kg. Pfitomnost his-
taminu byla zaznamenana po 4 dnech skladovani pti 30 °C (0,144 mg/kg) a 5 dnech skla-
dovani pii 23 °C i 30 °C v obsahu 0,132 mg/kg a 0,323 mg/kg.

Poslednim testovanym vzorkem byl tempeh natural (TN). V tomto produktu dosahoval
nejvyssiho mmnozstvi ze vSech pfitomnych biogennich amini putrescin (0,382—
3,048 mg/kg). Ten byl nalezen pii vSech skladovacich teplotach v pribéhu celé doby skla-
dovani, avsak nejvyssi hodnoty dosahoval az ve 4. a 5. dni skladovani pti 30 °C (viz Obra-
zek 19). Obsahy kadaverinu, histaminu a tyraminu byly zaznamenany v tomto produktu
hlavné pii vyssich skladovacich teplotach. Kadaverin byl naméten jen u vzorki uchovava-
nych pfii 30 °C ve 2., 4 a 5. dni odbéru v mnozstvi 0,236-1,840 mg/kg, rovnéz obsah his-

taminu byl stanoven u vzorku skladované¢ho pii 30 °C ve 4. a 5. dni skladovani
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(0,305 mg/kg a 0,471 mg/kg). Ptitomnost tyraminu byla obdobné jako u histaminu stano-
vena ve vzorku skladovaném 4 dny pti 30 °C a 5 dnti pii 23 °C a 30 °C. Jeho obsah ¢inil
0,058-1,462 mg/kg. Spermidin byl obsazen ve vzorku skladovaném 2 a 4 dny pfi teploté
8 °C a dale pti skladovani 5 dnl v teploté¢ 8 °C a 23 °C. Jeho mnozstvi se pohybovalo

v rozmezi 0,169-0,172 mg/kg.

1,000

0,900 -

0,800 -

0,700

0,600

B PUTRESCIN

= 0,500
X m KADAVERIN
g 0,400
= HISTAMIN
S 0,300
k7 E TYRAMIN
S 0,200
= SPERMIDIN

0,100
0,000

8°C |23°C|30°C| 8°C |23°C|30°C| 8°C |23°C]| 30°C

Casové a teplotni udaje

Obrdazek 18: Detekovand mnozstvi biogennich aminii v tempehu marinovany

V prithbéhu 5 denniho skladovani pri teplotach 8 °C, 23 °C a 30 °C
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Obrazek 19: Detekovand mnozstvi biogennich aminii v tempehu natural v priibehu
5 denniho skladovani pri teplotach 8 °C, 23 °C a 30 °C

Pii porovnani 1. dne skladovani s poslednim, tedy 5. dnem skladovani vzorki pii 8 °C,
byla u vsech testovanych tempehii zjisténa nepatrna odchylka v mnozstvi BA. Pti sklado-

vani tempeht 5. dni pfi 30 °C bylo u vSech vzorkd stanoveno nejen vyssi mnozstvi, ale

vyskyt dal§ich druhti biogennich amint, pifedevsim kadaverinu, histaminu a spermidinu.

Shruti et al. [12] ve své praci zjistili, (viz Tab 7), ze se v tempehu nachdzi tyramin, trypta-
min, histamin, putrescin a spermidin. V této diplomové praci byly ve vzorcich tempehi
stanoveny veskeré uvedené BA (kromé¢ tryptaminu). Avsak nalezena mnozstvi zastoupe-

nych biogennich amind byla mnohem nizsi, nez uvad¢ji Shruti et al.

Nejvyssi obsah BA byl zjistén u vzorku tempeh natural, ktery prevysil mnozstvi stanove-
nych BA u tempeh marinovany a tempeh party. Lze tedy predpokladat, Ze ptidavek koteni
a oleje inhibuje nebo zpomaluje rast mikroorganizmi, které mohou produkovat biogenni
aminy. To potvrdil Santos [15] svou hypotézou, Ze koncentrace biogennich amint

V tempehu mohou byt vysoké 1 nizké v zavislosti na pouzitém vyrobnim procesu.

Jelikoz je mnozstvi téchto biogennich amint nizké, neptedpoklada se, ze by mohly zptso-

bit nezadouci zdravotni efekt ani pii delsi dob¢ skladovani.
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6.3.3 Kim¢i

Pfi testovani vzorku kim¢i, byl zjistén velmi maly obsah tyraminu a spermidinu (viz Obra-
zek 20). Tyramin byl analyzovan ve vSech vzorcich v pribéhu celé doby skladovani a pii
vSech skladovacich teplotich v mnozstvi 0,161-0,531 mg/kg. Jeho nejvyssi mnozstvi bylo

zjisténo V kim¢i skladovaném pfi teploté 30 °C.

Ve své praci Farnwort uvedl, ze obsah biogennich aminti v kim¢i je velmi nizky a tudiz

neohrozujici lidské zdravi [33]
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Obrazek 20: Mnozstvi tyraminu a spemidinu v kimci v priubéhu 5 denniho sklado-

vani pri teplotach 8 °C, 23 °C a 30 °C

6.3.4 Sdjové omacky

Prvni z testovanych so6jovych omacek byla tamari shoyu. Biogenni aminy, které zde byly
nalezeny, jsou putrescin, histamin, tyramin, fenyletylamin a kadaverin. Nejvyssi hodnoty
byly zaznamenany u histaminu (3,306-66,208 mg/l), a to jiz od prvniho dne skladovani pfti
vSech testovanych teplotach. Posledni den testovani jeho obsah vyrazné poklesl (viz Obra-
zek 21). Mnozstvi putrescinu bylo témét konstantni po celou dobu testovani a hodnoty se
pohybovaly mezi 15,156-22,764 mg/l. Obsah tyraminu se zpocatku piili§ neménil
(17,287—-40,710 mg/1), avSak posledni den doslo k jeho mirnému zvySeni.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 70

Mnozstvi fenyletylaminu a kadaverinu bylo nizké a je zobrazeno v Obrazku 22. Obsah
kadaverinu se po celou nezménil (0,701-1,996 mg/l), zatimco u fenyletylaminu se hodnoty
pohybovaly v rozmezi 1,088-7,538 mg/l. V 57. den skladovani doSlo k jeho nartstu pfi

vSech skladovanych teplotach.

Histamin v tamari shoyu jiz 29. den skladovani dosahl hodnoty 66,208 mg/1 a tim se pfibli-
zil k hrani¢ni hodnoté, jak jiz bylo uvadéno vyse, a t0100 mg/l [18]. Je zajimavé, ze v
57. den doslo k vyraznému snizeni obsahu tohoto BA, a tudiz se 1ze pouze domnivat, zda
by stale klesalo jeho mnozstvi s del§i dobou skladovani. Tato problematika by mohla byt

predmétem dal§iho vyzkumu.

70,000

60,000

50,000 +—

40,000

30,000

m PUTRESCIN

20,000 HISTAMIN

mnoistvi [mg/I]

10,000 H TYRAMIN

0,000

1.
den

8.den ‘ 15. den

29.den ‘ 57.den ‘

Casové a teplotni udaje

Obrazek 21: Mnozstvi putrescinu, histaminu a tyraminu v tamari shoyu v pribéhu
57 denniho skladovani pri teplotach 8 °C, 23 °C a 30 °C
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Obrazek 22: Mnozstvi kadaverinu a fenyletylaminu v tamari shoyu v pribéhu 57
denniho skladovani pri teplotach 8 °C, 23 °C a 30 °C

Druhou testovanou séjovou omackou byla koikuchi shoyu, ve které byl stanoven obsah
fenyletylaminu, putrescinu, histaminu, tyraminu, tryptaminu a kadaverinu. Mnozstvi feny-
letylaminu (7,273-13,921 mg/l) i putrescinu (16,336-28,823 mg/l) bylo po celou dobu
skladovani témét konstantni (viz Obrazek 23). Obsah histaminu (1,439-43,889 mg/l) byl
az do 29. dne velmi nizky pti vSech skladovacich teplotach, avSak 57. den skladovéani doslo
k jeho prudkému nartstu. Naopak tyramin byl jiz na pocatku skladovani obsazen ve vel-
kém mnozstvi (9,686-96,503 mg/l), pticemz az 57. den skladovani doslo k jeho vyraznému
snizeni.

Z divodu nizkého mnozstvi tryptaminu (4,514-5,819 mg/l) a kadaverinu (0,684—
1,495 mg/l) byl vytvoten graf (viz Obrazek 24), ve kterém je znazornéna zavislost mnoz-
stvi téchto BA na teploté a dob¢ skladovani. Tryptamin byl pfitomen v koikuchi shoyu
pouze ve vzorcich odebranych po 1 a 8 dnech skladovani a to pii vSech testovanych teplo-
tach. Kadaverin byl stanoven pouze na pocatku experimentu, a to 1. den, 8. den pii 23 °C
a 15. den pti 8°C.

U koikuchi shoyu byla potvrzena hypotéza Spano et al., ktefi uvadi, ze mino jiné potravi-

ny, jako je i sbjova omacka, obsahuji vyssi mnozstvi tyraminu [16].
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Lze se pouze domnivat, zda by mnozstvi histaminu rostlo s del§i dobou skladovani, av§ak

z pohledu spotiebitele, by bylo vhodné;si neskladovat tento produkt ptilis dlouhou dobu

Shruti et al. ve své praci uvadéji mnozstvi jednotlivych biogennich aminl v s6jovych
omackach, avSak v produktech pouzitych v této praci byly nalezeny hodnoty niZ§i, nez
stanovili ve zminéné studii [12].

V koikuchi shoyu, kterd je vyrobena ze séji i pSenice byl na rozdil od tamari shoyu analy-

zovan 1 tryptamin. Rozlisné hodnoty biogennich amini v téchto s6jovych omackach mo-

hou byt zplisobeny pouzitymi surovinami i procesem vyroby.
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Obrdzek 23: Mnozstvi fenyletylaminu, putrescinu, histaminu a tyraminu v koikuchi

shoyu v priubehu 57 denniho skladovani pri teplotach 8 °C, 23 °C a 30 °C
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Obrazek 24: MnozZstvi tryptaminu a kadaverinu v koikuchi shoyu v priubéhu 57
denniho skladovani pri teplotach 8 °C, 23 °C a 30 °C
6.3.5 Komesu

Pfi stanoveni BA ve vzorku ryzového octa komesu bylo zjisténo témét konstantni mnoz-

stvi putrescinu (2,948-4,858 mg/l) po celou dobu jeho skladovani, pti vSech skladovacich

teplotach. Dale u vzorkid skladovanych 8,15 a 29 dni pii 23 °C byl nalezen tyramin,

ato v mnozstvi 0,618-0,987 mg/I.

Tento vyrobek se jevil jako velmi stabilni, co se ty¢e obsahu biogennich amin ve vztahu k

rozdilnym teplotdm v prib¢hu skladovani.
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Obrézek 25: Mnozstvi putrescinu a tyraminu v komesu v pritbehu 75 denniho

skladovani pri teplotach 8 °C, 23 °C a 30 °C
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ZAVER

Tato diplomova prace se v prvni asti zabyva procesem fermentace, dale problematikou
biogennich aminu a typickymi asijskymi fermentovanymi produkty. K testovani byly vy-
brany nejznamé;jsi a nejprodavané;si fermentované produkty (miso pasty, sdjové omacky —
tamari shoyu a koikuchi shoyu, ryzovy ocet, tempeh a kim¢i). V dalsi ¢asti prace byla po-
drobné popsana jejich vyroba, zptsob konzumace a z toho plynouci nutri¢ni aspekty. Vel-
ka pozornost byla také vénovana mikrobialni kultufe pouZité pii vyrobé a vyvoji mikroflo-

ry v téchto produktech.

V druhé ¢asti diplomové prace byly vyrobky podrobeny mikrobidlni analyze s cilem zjistit
pocty sledovanych indikatorovych skupin mikroorganizmut (fakultativné anaerobnich me-
zofilnich mikroorganizmi, enterobakterii, stafylokoku, kvasinek a plisni a bakterii mlé¢né-
ho kvaseni). Studované vzorky byly uchovavany po urc¢itou dobu pti riznych skladovacich
teplotach, s cilem simulovat podminky prostfedi, ve kterych se tyto vyrobky uchovavaji
v asijskych zemich. V posledni ¢asti prace byly produkty podrobeny analyze pomoci vyso-
koucinné kapalinové chromatografie za ucelem vyhodnoceni mnozstvi a identifikaci bio-

gennich amint.
Vysledky provedené mikrobiologické analyzy 1ze shrnout nasledovné:

e nejvyssi po€ty mezofilnich fakultativné anaerobnich mikroorganizmi, enterobakte-
rii, plisni a kvasinek v miso pastach byly zpozorovany po 15 dnech skladovani
zejména pii teplotach 23 °C a 30 °C,

e v Miso genmai byly zaznamenany nejvyssi pocty mezofilnich fakultativné anaerob-
nich mikroorganizmu, enterobakterii, kvasinek a plisni, zatimco v mugi miso byl
stanoven nejvyssi pocet enterobakterii a v miso shiro byl zjistén nejvyssi pocet kva-
sinek a plisni,

e u sojovych omacek byl pozorovan pouze maly nartst fakultativné anaerobnich mi-
kroorganizmu, plisni a kvasinek, pficemz tamari shoyu vykazoval vétsi odolnost
vuci rastu téchto mikroorganizmii,

e Vryzovém octu komesu byl zaznamenan rust fakultativné anaerobnich mikroorga-
nizmi, plisni a kvasinek, to pouze ve velmi malém mnozstvi,

e nejvyssi po€ty mezofilnich fakultativné anaerobnich mikroorganizmt, enterobakte-
rii a stafylokokli ve vzorcich tempehu jsou zpozorovany po 4 dnech skladovani pfi

teploté 30 °C,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 75

e vtempehu indonesia jsou zaznamenany nejvyssi pocty vSech sledovanych skupin

mikroorganizmu (kromé bakterii mlééného kvaseni).

Vysledky chromatografické analyzy biogennich amint lze shrnout takto:

e Vmiso pastach byl z biogennich aminii nalezen jen tyramin a to ve velmi malych
mnozstvich (0,048-1,765 mg/l),

e analyzovana mnozstvi biogennich amini (putrescinu, kadaverinu, histaminu, tyra-
minu a spermidinu) ve vybranych testovanych druzich tempehu jsou velmi nizka
0,058-3,048 mg/kg,

e vkiméi byly detekovany velmi nizké obsahy tyraminu a spermidinu, jejich mnoz-
stvi se pohybovalo od 0,161-0,531 mg/kg,

e vtamari shoyu byl zaznamenan vyskyt putrescinu, tyraminu, fenyletylaminu, ka-
daverinu a histaminu, jenz dosahoval nejvyssich hodnot (3,306-66,208 mg/l), které
by v§ak nemély ohrozovat lidské zdravi (zdravych jedincit),

e v koikuchi shoyu byl stanoven fenyletylamin, putrescin, histamin, tryptamin, ka-
daverin a tyramin, ktery dosahoval nejvyssich hodnot (9,686—96,503 mg/l),

e v komesu byly zaznamenany nizké hodnoty putrescinu a tyraminu pohybujici se

v rozmezi 0,987—4,858 mg/I

Z dosazenych vysledku této prace vyplyva, Ze u analyzovanych asijskych fermentovanych
potravin bylo béhem skladovani pfi teplotach 8 °C, 23 °C a 30 °C zjisténo rozdilné zastou-
peni vybranych indikatorovych skupin mikroorganizmii. Rozdilné pocty kolonii sledova-
nych skupin mikroorganizmu a biogennich amind byly pravdépodobné zplisobeny pouzi-
tymi surovinami a technologickych procesem vyroby téchto produkti. Je dulezité vénovat
pozornost sloZeni jednotlivych druhii potravin a také jejich mikroflote, zejména v souvis-

losti s jejich skladovanim a tim zabezpecit jejich Gdrznost a zdravotni nezavadnost.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AGM

BA

BMK

CE

CAD

CFU

DOPA

FDA

GC

GMO

HIM

HPLC

JAS

KS

KIM

MG

MH

MM

MS

NPU

PCA

PEA

PUT

Agmatin

Biogenni aminy

Bakterie mlé¢ného kvaseni

Kapilarni elektroforéza

Kadaverin

Kolonie tvofici jednotky

Dihydroxyfenylalanin

US Food and Drug Administration (afad pro kontrolu potravin a Ié-
Civ)

Plynova chromatografie

Geneticky modifikované organizmy

Histamin

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Japan Agricultural Standards (Japonské zemed¢lské standardy)
Koikuchi shoyu

Komesu

Kimc¢i

Miso genmai

Miso hatcho

Miso mugi

Miso shiro

Net Protein Utilization (Cista vyuzitelnost bilkovin)
Polymerazova tetézova reakce

2-fenyletylamin

Putrescin
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RAPD Random-amplified polymorphic DNA (nahodné amplifikovana poly-
morfni DNA)

REP element-PCR  Repetitive sequence-based PCR (opakujici se sekvence bazi PCR)

SPD Spermidin

SPM Spermin

SS Shiro shoyu

SSS Sai-Shikomi shoyu

TLC Tenkovrstva chromatografie
™ Tempeh marinovany

TN Tempeh natural

TP Tempeh party

TRM Tyramin

TS Tamari shoyu

TYM Tryptamin

uUs Usuchi shoyu

usD United states dollars (americky dolar)

USDA US Department of Agriculture (americké ministerstvo zeméd¢€lstvi)
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PRILOHA I: VYSLEDKY MIKROBIOLOGICKYCH ODECTU U
TEKUTYCH A POLOTUHYCH VZORKU

Pocty kolonii v CFU/ml u tekutych vzorka a CFU/g u polotuhych vzorkl v pribéhu caso-

vého obdobi pii riaznych skladovacich teplotach na padé PCA

Vzorek i)
1.den | Teplota skladovani 8. den 15. den 29.den | 57.den
8 °C 450000 250000 | 6700000 | 200000
MG 250000 23 °C 1300000 | 55500000 ND 125000
30 °C 2500000 | 82500000 | 1500000 | 175000
8 °C 45000 1450000 ND 70000
MM | 250000 23 °C 100000 10800000 ND 40000
30 °C 55000 13000000 ND 165000
8 °C 5000 270000 1000 200000
MS 50000 23 °C 80000 17600000 ND 50000
30 °C 640000 500000 50000 50000
8 °C ND 35000 200 50000
MH 50000 23 °C 250000 1360000 50000 | 150000
30 °C 5000 90000 ND 50000
8 °C ND ND ND ND
TS ND 23 °C ND ND 5 5
30 °C ND 50 10 10
8 °C ND 500 20 10
KS ND 23 °C ND 100 10 335
30 °C ND ND 20 15
8 °C ND ND ND 65
K ND 23 °C ND 150 ND 5
30 °C ND 100 75 5

ND...nedetekovano




Pocty kolonii v CFU/g u jednotlivych vzorkl v pribehu ¢asového obdobi pii rtiznych skla-

dovacich teplotach na pidé ENDO

Vzorek SRt

1.den | Teplota skladovani 8. den 15. den 29.den | 57.den
8 °C ND 150000 ND 10000

MG ND 23 °C 25000 | 11000000 ND 5000
30 °C 10000 | 13000000 ND 70000

8 °C ND 500000 ND 9500

MM 5000 23 °C 160000 | 31000000 ND 9000
30 °C ND 9000000 ND 80000
8 °C ND 240000 2000 25000

MS 5000 23 °C 100000 | 1300000 ND ND
30 °C 110000 205000 ND 75000
8 °C ND 260000 10000 18000

MH ND 23 °C 120000 390000 ND 6000
30 °C 5000 80000 ND 23000

ND...nedetekovano

Pocty kolonii v CFU/g u jednotlivych vzorkl v pribéhu ¢asového obdobi pii riznych skla-

dovacich teplotdch na ptidé MSA

Vzorek Si= il
1. den Teplota skladovani 8. den 15.den | 29.den | 57.den
300000 8 °C 400000 | 150000 | 50000 17600
MG 23 °C 1650000 | 65000 20000 650
30 °C 4500000 | 110000 | 60000 100
30000 8 °C 20000 40000 ND 100
MM 23 °C 100000 45000 ND 600
30 °C 300000 25000 ND 2150
8 °C 5000 5500 ND 1250
MS ND 23 °C 50000 ND ND 1250
30 °C 220000 ND ND 250
8 °C ND 100 500 1700
MH ND 23 °C ND 4500 ND 6100
30 °C ND 1500 ND 1750

ND...nedetekovano




Pocty kolonii v CFU/g u tekutych vzorka a CFU/g u polotuhych vzorkl v priibéhu ¢asové-

ho obdobi pfii riznych skladovacich teplotach na piidé CHYGA

Vzorek (EhaClimnt
1. den Teplota skladovani 8.den | 15.den | 29.den | 57.den

8 °C 5000 5000 500 50

MG ND 23 °C 5000 30000 ND 150
30 °C 10000 | 150000 ND 300

8 °C 5000 5000 ND 150

MM ND 23 °C 20000 70000 ND 300
30 °C 5000 250000 ND 1350

8 °C ND 5000 ND 150

MS ND 23 °C ND 450000 ND ND
30 °C 35000 ND 5000 200

8 °C ND 5000 ND 800

MH ND 23 °C ND 30000 ND 800
30 °C ND 315000 ND 200

8 °C ND 50 ND ND

TS ND 23 °C ND ND ND ND
30 °C ND ND ND ND

8 °C ND 100 ND ND

KS ND 23 °C ND ND ND ND
30 °C ND ND ND ND

8 °C ND 200 ND ND

K ND 23 °C ND ND ND ND
30 °C ND ND ND ND

ND...nedetekovano

Pocty kolonii v CFU/g u jednotlivych vzorki v pribéhu ¢asového obdobi pii riznych skla-

dovacich teplotach na ptidé¢ MRS

Vzorek =il
1. den Teplota skladovani 8.den | 15.den | 29.den | 57.den
ND 8 °C ND 5000 ND ND
MG 23 °C ND ND ND 150
30 °C ND 50 50 ND
ND 8 °C ND ND 1450 1200
MM 23 °C ND ND ND ND
30 °C ND ND ND ND
ND 8 °C ND 800 350 50
MS 23 °C ND ND 1550 ND
30 °C ND ND 165 50
ND 8 °C ND 50 ND 100
MH 23 °C ND 50 ND 200
30 °C ND ND ND ND




PRILOHA II: VYSLEDKY MIKROBIOLOGICKYCH ODECTU U
TUHYCH VZORKU

Pocty kolonii v CFU/g u jednotlivych vzorkl v pribehu ¢asového obdobi pii rtiznych skla-

dovacich teplotach na ptidé¢ PCA

Vzorek CFU/ml
1. den Teplota skladovani 2. den 4. den 5. den

8700000 8 °C 70400000 | 800000000 | 100000000
TP 23 °C 209900000 | 1250000000 | 1300000000
30 °C 149500000 | 1850000000 | 800000000

250000 8 °C 8000000 290000000 | 515000000

™ 23 °C 2000000 700000000 | 540000000
30 °C 13500000 | 1020000000 | 665000000

8 °C 115200000 500000 450000000
™ 3822 23 °C 1294650000 | 900000000 | 1400000000
30 °C 496200000 | 3050000000 | 1500000000

8 °C 50000 ND 20000000

KIM | 6800000 23 °C 699800000 | 145000000 | 10000000

30 °C 1364600000 | 200000000 | 35000000

ND...nedetekovano

Pocty kolonii v CFU/g u jednotlivych vzorki v pribéhu ¢asového obdobi pii riznych skla-

dovacich teplotach na pidé¢ ENDO

Vzorek CFU/ml
1. den Teplota skladovani 2. den 4. den 5. den
900000 8 °C 10650000 55000000 3000000
TP 23 °C 21200000 25000000 20000000
30 °C 16850000 23000000 10000000
50000 8 °C 1110000 2500000 1500000
™ 23 °C 5000 50000 15150000
30 °C 70000 103000000 64000000
8 °C 16250000 50000000 70000000
TN 11250000 23 °C 45200000 | 330000000 | 645000000
30 °C 100400000 | 1020000000 | 1920000000
8 °C 20000 47000 ND
KIM 500 23 °C 10000 7000 12500
30 °C 15000 60000 ND

ND...nedetekovano




Pocty kolonii v CFU/g u jednotlivych vzorkl v pribehu ¢asového obdobi pii rtiznych skla-

dovacich teplotach na ptidé MSA

Vzorek CFU/mI
1. den Teplota skladovani 2. den 4. den 5. den
8 °C 11000 | 2200000 50000
TP ND 23 °C 300000 | 1060000 | 7500000
30 °C 500000 | 28000000 | 11500000
A 8 °C 7000 150000 | 1100000
™ 23 °C 500 2350000 | 33200000
30 °C 100000 | 50000000 | 71600000
8 °C 1300000 | 1500000 | 500000
™ 1150000 23 °C 950000 | 4000000 | ©00000
30 °C 1700000 | 19000000 | 1000000
8 °C ND 2000 1500
KIM ND 23 °C 5000 8500 ND
30 °C 1500 2500 ND

ND...nedetekovano

Pocty kolonii v CFU/g u jednotlivych vzorki v priub&éhu ¢asového obdobi pii riznych skla-

dovacich teplotach na ptidé CHYGA

Vzorek CFU/ml
1. den Teplota skladovani 2. den 4. den 5. den
S oC 3000000 | 13000000 | 500000
TP ND 23 °C 4000000 14000000 10000000
30 °C 10000 2500000 550000
0000 8 °C 2400000 ND 5000000
™ 23 °C 2000 5000000 | 6500000
30 °C 15000 100000 1000000
8 °C 419850000 ND 540000000
TN | 148400000 23 °C 267200000 | 420000000 | 380000000
30 °C 248100000 | 525000000 | 3085000000
8 °C ND ND ND
KIM ND 23 °C ND 500 1000
30 °C ND ND 3500




Pocty kolonii v CFU/g u jednotlivych vzorkl v pribehu ¢asového obdobi pii rtiznych skla-

dovacich teplotach na pidé¢ MRS

Vzorek CFU/ml
1. den Teplota skladovani 2. den 4. den 5. den
48600000 8 °C 45700000 | 860000000 30000000
TP 23 °C 111400000 | 1180000000 | 1335000000
30 °C 63000000 | 580000000 | 470000000
50000 8 °C 5500000 495000000 | 785000000
™ 23 °C 450000 680000000 | 405000000
30 °C 14700000 | 415000000 | 285000000
g °C 4000000 238550000 | 900000000
337150000
TN 23 °C 50000000 | 346700000 | 1200000000
30 °C 130000000 | 241750000 | 850000000
1150000 8 °C 7700000 85000000 115000000
KIM 23 °C 14200000 | 125000000 | 140000000
30 °C 22600000 | 220000000 | 170000000




PRILOHA III: MIKROBIOLOGICKY ROZBOR VZORKU TEMPEH
INDONESIA

Stanoveni poctu koliformnich bakterii na pidé EMB u vzorku tempeh indonesia skladova-

ném 2 dny pfi teploté 8 °C

Stanoveni poctu koliformnich bakterii na pidé¢ EMB u vzorku tempeh indonesia skladova-

ném 2 dny pfi teploté 23 °C

Stanoveni poctu koliformnich bakterii na pudé EMB u vzorku tempeh indonesia skladova-

ném 3 dny pfi teploté 8 °C



Stanoveni poctu koliformnich bakterii na pidé EMB u vzorku tempeh indonesia skladova-

ném 3 dny pfi teploté 23 °C

Stanoveni poctu koliformnich bakterii na ptidé EMB u vzorku tempeh indonesia skladova-

ném 4 dny pfi teploté 8 °C

Stanoveni poctu koliformnich bakterii na ptidé EMB u vzorku tempeh indonesia skladova-

ném 4 dny pfi teploté 23 °C



PRILOHA 1IV: VYSLEDKY CHROMATOGRAFICKE AMALYZY
BIOGENNICH AMINU

Pocty biogennich amint ve vzorcich tempehu v prubéhu skladovani pfi riznych teplotach

PUT | CAD | HIM | TYM | SPD | SUMA

Druh Doba Teplota | MNOZ | MNOZ | MNOZ | MNOZ | MNOZ | MNOZ
tempehu | skladovani | skladovani | STVi | sTvi | SsTVI | STvi | sTvi | STV
[mg/kg] | [mg/kg] | [mg/kg] | [mg/kg] | [ma/kg] | [mg/kg]

1. den ND ND ND 0,127 ND 0,127

2. den 8 °C 0,377 ND ND 0,220 | 0,651 | 1,248

23 °C 0,528 ND ND 0,263 | 0,387 | 1,179

30°C 0,434 ND ND 0,201 | 0570 | 1,205

P 4. den 8 °C 0,487 ND ND 0,166 | 0516 | 1,170
23 °C 0,834 | 0,086 ND 0,368 | 0591 | 1,879

30°C 0,976 | 0,132 ND 0,398 | 0,755 | 2,261

5. den 8 °C 0,652 ND ND 0,227 | 1,021 | 1,900

23 °C 1,332 | 0,133 ND 0,175 | 0587 | 2,227

30°C 1,772 | 0,082 | 0,227 | 0,345 | 0,639 | 3,065

1. den 0,515 ND ND 0,144 | 0,772 | 1,431

2. den 8 °C 0,356 ND ND 0,128 | 0538 | 1,022

23 °C 0,414 ND ND 0,165 | 0,794 | 1,374

30°C 0,282 ND ND 0,221 | 0,491 | 0,995

™ 4. den 8 °C 0,291 ND ND 0,161 | 0539 | 0,991
23 °C 0,211 ND ND 0,165 | 0,593 | 0,969

30°C 0,321 | 0,079 | 0,144 | 0,416 | 0,409 | 1,368

5. den 8 °C 0,461 ND ND 0,166 | 0,711 | 1,338

23 °C 0,282 ND 0,132 | 0,131 | 0,500 | 1,044

30°C 0,712 | 0,102 | 0,323 | 0,685 | 0,922 | 2,745

1. den 0,382 ND ND ND ND 0,382

2. den 8 °C 0,523 ND ND ND 0,169 | 0,692

23 °C 0,542 ND ND ND ND 0,542

30°C 0,601 | 0,236 ND ND ND 0,837

4. den 8 °C 0,447 ND ND ND 0,218 | 0,664

N 23 °C 0,861 ND ND ND ND 0,861
30°C 3,048 | 1,270 | 0,305 | 1,462 ND 6,084

5. den 8 °C 0,397 ND ND ND 0,411 | 0,808

23 °C 0,431 ND ND 0,058 | 0,172 | 0,661

30°C 2512 | 1,840 | 0471 | 0,147 ND 4,971

ND...nedetekovano




Pocty biogennich amind ve tamari shoyu Vv prubéhu skladovani pti riznych teplotach

PEA PUT CAD HIM TYM | SUMA

Doba skla- | Teplota skla- | MNOZS | MNOZS | MNOZS | MNOZS | MNOZS | MNOZS
dovani dovani TVi TVi TVi TVi TVi TVi
[mg/l] | [mg/l] | [mg/l] | [mg/I] | [mg/l] | [mg/l]

1. den 1,293 | 21,356 | 1,875 | 51,033 | 19,891 | 95,447

8. den 8 °C 1,430 | 17564 | 1,266 | 41,652 | 17,287 | 79,198

23 °C 1,273 | 20,716 | 1,206 | 54,264 | 22,365 | 99,823

30°C 1,521 | 22,206 | 1,247 | 56,304 | 24,706 | 105,984

T| 15.den 8 °C 1,657 | 22,764 | 1,391 | 60,857 | 23,561 | 110,230
S 23 °C 1,362 | 19,620 | 0,889 | 50,712 | 20,513 | 93,095
30°C 1,088 | 15,156 | 0,701 | 45,632 | 17,823 | 80,400

29. den 8 °C 1,740 | 22921 | 1,996 | 66,208 | 32,519 | 125,383

23 °C 1,426 | 20,819 | 1,122 | 56,100 | 22,566 | 102,034

30°C 1,342 | 20,125 | 1,121 | 56,637 | 24,124 | 103,349

57. den 8 °C 6,650 | 15538 | 1,186 3,306 | 34,999 | 61,680

23 °C 7538 | 17,468 | 0,789 3,902 | 40,710 | 70,406

30°C 6,992 | 16,760 | 0,718 3,714 | 38,394 | 66,578

ND...nedetekovano

Pocty biogennich amint v koikuchi shoyu v priabéhu skladovani pii riznych teplotach

TRYP| PEA | PUT | CAD | HIM | TYM | SUMA

Doba Teplota | MNOZ | MNOZ | MNOZ | MNOZ | MNOZ | MNOZ | MNOZ
skladovani | skladovani | STVi | STVI | STVI | STVI | STVI | STVI | STVI
[mg/l] | [mg/l] | [mg/l] | [mg/l] | [mg/l] | [mg/l] | [mg/l]

1. den 5819 | 9,211 | 19,322 | 1,495 | 1,736 | 65,400 |102,983
8. den 8 °C 4514 | 8580 | 18,245 | ND 1,840 | 66,638 | 99,817
23°C 5032 | 9,711 | 21,376 | 0,684 | 2,621 | 74,507 | 113,931

30°C 5118 | 8,817 | 18,367 | ND 2,161 | 69,484 |103,947

'; 15. den 8 °C ND 7459 | 17,854 | 0,837 | 2,652 | 96,503 | 125,306
23 °C ND 9,577 | 20,210 | ND 2,004 | 74,152 |105,943

30°C ND | 13,921 ] 28,823 | ND 4,813 | 95,752 | 143,309

29. den 8 °C ND 7,273 [ 15250 | ND 1,584 | 56,388 | 80,496
23 °C ND | 10,284 | 22,274 | ND 2,582 | 78,685 |113,825

30°C ND 7,272 116,336 | ND 1,439 | 57,474 | 82,521

57. den 8 °C ND 7911 | 16,887 | ND | 36,493 | 9,686 | 70,977
23 °C ND 9,273 | 22,140 | ND | 43,889 | 12,248 | 87,550

30°C ND | 10,207 | 17,783 | ND | 34,735 | 9,902 | 72,526

ND...nedetekovano




Pocty biogennich aminid v komesu v priubéhu skladovani pfi riiznych teplotach

PUT TYM SUMA
Doba skladovani | Teplota skladovani | MNOZSTVI | MNOZSTVI | MNOZSTVI

[mo/l] [ma/l] [mo/l]

1. den 4,052 ND 4,052

8. den 8 °C 4,262 ND 4,262

23 °C 4,539 0,987 5,525

30°C 3,627 ND 3,627

15. den 8 °C 4,049 ND 4,049
KOMESU 23 °C 4,224 0,853 5,077
30°C 4,685 ND 4,685

29. den 8 °C 4,858 ND 4,858

23 °C 4,365 0,618 4,983

30°C 4,403 ND 4,403

57. den 8 °C 3,288 ND 3,288

23 °C 3,058 ND 3,058

30°C 2,948 ND 2,948

ND...nedetekovano
Pocty biogennich amini v kim¢i v pribéhu skladovani pfi riznych teplotach
TYM SPD SUMA
Doba skladovani | Teplota skladovani | MNOZSTVI | MNOZSTVI | MNOZSTVI

[mg/l] [mg/l] [mg/1]

1. den 0,179 ND 0,179

2. den 8 °C 0,161 ND 0,161

23 °C 0,167 ND 0,167

KIMCI 30°C 0,364 ND 0,364
4. den 8 °C 0,208 0,232 0,440

23 °C 0,165 ND 0,165

30°C 0,683 ND 0,683

5. den 8 °C 0,285 0,294 0,579

23 °C 0,144 ND 0,144

30°C 0,531 ND 0,531

ND...nedetekovano




Pocty biogennich amind v miso pastach v pribéhu skladovani pii riznych teplotach

TYM
Druh miso pasty Doba skladovani Teplota skladovani - -
MNOZSTVI [mg/l]
1. den 1,129
8. den 8°C 0,442
23 °C 0,482
30°C 1,129
15. den 8 °C 1,765
23 °C 0,448
MM 30°C 0,483
29. den 8 °C 0,384
23 °C 0,488
30°C 0,379
57. den 8 °C 0,278
23 °C 0,424
30°C 0,492
1. den ND
8. den 8 °C 0,033
23 °C 0,069
30°C 0,011
15. den 8 °C 0,034
23 °C 0,053
MS 30°C 0,155
29. den 8 °C 0,080
23 °C 0,384
30°C 0,610
57. den 8 °C 0,068
23 °C 0,242
30°C 0,323
1. den ND
8. den 8°C ND
23 °C ND
30°C 0,124
15. den 8°C ND
23 °C 0,000
MH 30°C 0,048
29. den 8°C 0,000
23 °C 0,167
30°C 1,667
57. den 8 °C 0,150
23 °C 0,628
30°C 1,219




Pocty biogennich amind v miso pastach v pribéhu skladovani pfi riiznych teplotach (pokr.)

. - ., TYM
Druh miso pasty Doba skladovani Teplota skladovani MNOZSTVI [me/l]

1. den 0,099

8. den 8 °C 0,159

23 °C 0,194

30°C 0,076

15. den 8 °C 0,153

23 °C 0,287

MG 30°C 0,089

29. den 8 °C 0,112

23 °C 0,107

30°C 0,133

57. den 8 °C 0,114

23 °C 0,118

30°C 0,148

ND...nedetekovano




