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Abstrakt

Cilem studie bylo sledovani obsahu osmi biogennich
amint a polyamint (histaminu, tyraminu, fenyletylaminu,
tryptaminu, putrescinu, kadaverinu, spermidinu a sperminu)
v 55 vzorcich neochucenych kysanych mlécnych vyrobkda.
Produkty byly testovany na konci doby minimalni trvan-
livosti. Ve vzorcich nebyl detekovan histamin, fenyletylamin,
tryptamin a spermidin. ZjiSt€na mnoZstvi biogennich amint
byla pomérné nizkd (do 30 mg/kg), pouze u 20 % testo-
vanych jogurt byl obsah BA >20 mg/kg. MnoZstvi biogen-
nich amini obsaZenych v testovanych vyrobcich nepred-
stavuje riziko pro zdravi konzumenta.

Abstract

The aim of the study was to monitor the content of eight
biogenic amines and polyamines (histamine, tyramine,
phenylethylamine, tryptamine, putrescine, cadaverine,
spermidine and spermine) in 55 samples of unflavoured
fermented dairy products. Products were sampled at the
end of shelf-life. Histamine, phenylethylamine, tryptamine
and spermidine were not detected in samples tested.
Observed amount of biogenic amines was evaluated as neg-
ligible (<30 mg/kg); the concentration of BA > 20 mg/kg.
was found only in 20% of yogurt tested. The amount of bio-
genic amines in the tested products was not the risk for
a consumer health.

Uvod

Biogenni aminy (BA) jsou dusikaté latky o nizké
molekularni hmotnosti, které maji charakteristické fyzio-
logické ucinky v Zivych organizmech. Nékteré BA maji
funkci hormondlni, fada BA je povaZovana za nervové
medidtory nebo mohou byt prekurzory pro syntézu hor-
mond, alkaloida a dalSich metabolitii (Hal4sz a kol., 1994;
Silla Santos, 1996; Shalaby, 1996). Mezi nejdilezitéjsi
a v potravinach nejvice sledované aminy patfi histamin,
tyramin, putrescin, tryptamin, 2-fenyletylamin, putrescin,
kadaverin, agmatin, spermin a spermidin (Haldsz a kol.,
1994, Silla Santos, 1996).

Biogenni aminy vznikaji nejcastéji dekarboxylaci
z aminokyselin nebo aminaci ¢i transaminaci aldehydi
a ketonll. Dekarboxylace je katalyzovana enzymy dekar-
boxyldzami, které jsou bud pfirozenou soucasti
zivocisnych a rostlinnych organizmi nebo castéji mikro-
bidlniho pivodu. Mikroorganizmy s dekarboxyldzovou
aktivitou se mohou do potravin dostat spontanné nebo jsou
soucasti zakysovych kultur, které jsou do potraviny
pridavany zamérné (Silla Santos, 1996).

Pokud jsou BA pfijaty potravou v malém mnoZzstvi, jsou
obvykle metabolizovany ve stfevech systémem mono-
a diaminooxidaz. Histamin muZze byt také detoxifikovan
metylaci nebo acetylaci. Mira schopnosti takto detoxifiko-
vat BA je vSak velmi individudlni, takZe néktefi jedinci
mohou citlivé reagovat jiZ na niz§i obsah amind v potravé.
Na tento stfevni systém maji také inhibicni u¢inky nékteré
Iéky (inhibitory monoaminooxidaz - IMAO, antidepresiva)
a alkohol (Novella-Rodriguez a kol., 2003; Spano a kol.,
2010). Dojde-li k selhani detoxifikacniho systému ve
stftevech, af uZ vlivem nadmérného mnozstvi aminu
v potravé, nebo jeho oslabeni vlivem IMAO, dostavaji se
BA do krevniho obéhu a mohou zptsobovat mnohé
nezddouci ucinky na organizmus. Rizikova je hlavné
soucasnd konzumace vice rizikovych potravin najednou
(fermentované vyrobky, pivo, vino) (Spano a kol., 2010).

Ve vétsiné vyrobki fermentovanych bakteriemi mlééného
kvaSeni se nachazi urcité mnozstvi histaminu, kadaverinu,
putrescinu a tyraminu. Z fermentovanych mlécnych
vyrobkd jsou z hlediska pfitomnosti BA nejdulezitéjsi syry,
které jsou také nejvice sledovany. V mléku, jogurtech, tvaro-
hu a nezrajicich syrech lze ocekavat mnoZstvi BA nepre-
sahujici jednotky, pripadné desitky mg/kg (Haldsz a kol.,
1994; Silla Santos, 1996). Vyssi mnozstvi BA by se mohlo
ve fermentovanych mléénych vyrobcich nachazet v pripadé
mikrobidlni kontaminace a kaZeni, pfi kterém casto dochazi
k vyssi produkci dekarboxyldz (Haldsz a kol., 1994).

Cilem této studie bylo stanovit obsah osmi BA (hista-
minu, tyraminu, fenyletylaminu, tryptaminu, putrescinu,
kadaverinu, spermidinu, sperminu) ve vybranych fermento-
vanych mléénych vyrobcich na konci doby trvanlivosti.
Tyto vyrobky byly zakoupeny v b&Zné obchodni siti v CR.

Material a metody

Vzorky fermentovanych mlécnych vyrobkii

V obdobi zari az listopadu 2011 bylo v bézné obchodni
siti zakoupeno celkem 55 vzorku kysanych mlécnych
vyrobku. Jednalo se o 28 jogurtd, 14 zakysanych smetan,
4 acidofilni mléka, 4 kefirovd mléka, 2 kysand podmasli
a 3 kysana mléka vcetné jogurtového (Tabulka 1). VSechny
vyrobky byly bez ptfichuté. Vzorky byly po dobu 7 - 30 dnt
uskladnény v chladnicce pfi teploté 6 + 2 °C a analyzovany
na konci doby pouZzitelnosti.

Stanoveni obsahu biogennich aminu
Kazdy vzorek byl nejprve zhomogenizovan promichanim
a poté lyofilizovan (pfistroj Christ Alpha 1-4). Lyofilizovana
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Tab. 1 Obsah biogennich amin( v kysanych miléénych vyrobcich

Biogenni aminy (mg/kg)*

Vyrobek Pocet
vzorkil
Jogurt bily a jogurt bily smetanovy 20
Jogurt se snizenym obsahem tuku a jogurt nizkotucny 8
Zakysand smetana 14
Acidofilni miéko 4
Kysané miéko 3
Kysané podmasli 2
Kefirové mléko 4

Tyramin Putrescin LETETT ]
0,4-29,4 20/0,3-6,3 10/1,9-26,1 ND**
1,1-13,3 7/0,3-2,1 4/5,0-11,6 1/4,3+0,6
55-15,4 12/5,5-15,4 2/8,6-8,8 ND
2,9-7,5 3/2,6-7,5 1/41+0,4 ND
3,2-6,2 3/3,2-6,2 ND ND
4,6-5,0 2/4,6-5,0 ND ND
3,4-153 3/0,8-4,0 3/3,4-14,3 ND

* Jednotlivé biogenni aminy - pocet pozitivnich vzorkii/rozmezi detekovaného mnozstvi BA Vysledky uvedeny jako aritmeticky primér (n=18).

**ND - biogenni amin(y) nedetekovan(y)

hmota byla udrzovina do okamziku analyzy pfi -70 °C.
Roztokem kyseliny chloristé (0,6 mol/l) byla provedena
trojndsobna extrakce BA. Metodou kapalinové chro-
matografie (pfistroje LabAlliance a Agilent Technologies)
byl po predchozi derivatizaci dansylchloridem stanoven
obsah BA. Derivatizace, chromatograficka separace (ZOR-
BAX Eclipse XDB-C18, 150 x 4,6 mm, 3,5 um, Agilent
Technologies) a detekce (spektrofotometricky; A = 254 nm)
byly provedeny podle Dadakové a kol. (2009). Kazdy lyofi-
lizat byl extrahovan trikrat (3 samostatné extrakce), kazdy
extrakt dvakrét derivatizovan a kazda derivatizovana smés
tfikrat nanesena na kolonu (n = 18). Meze detekce se pro
jednotlivé aminy pohybovaly v rozmezi (0,24-1,39 mg/kg).
Vysledky byly prepocteny na hmotu pred lyofilizaci.

Vysledky a diskuze

Ve vSech testovanych neochucenych kysanych mléénych
vyrobcich byly detekoviny BA v celkovém mnozstvi
0,4-29,4 mg/kg. Zjisténa byla pritomnost 4 biogennich
amind - tyraminu, putrescinu, kadaverinu a sperminu.

V polotuénych a smetanovych jogurtech se celkové
mnozstvi BA pohybovalo do 30 mg/kg (Tabulka 1).
U 12 testovanych bilych jogurti bylo zjisténo celkové
mnoZstvi BA do 10 mg/kg, vice nez 20 mg/kg BA bylo
detekovano pouze u 3 vzorki této skupiny. Ve vSech testo-
vanych vzorcich byl zjiStén tyramin, avSak v pomérné
nizkych koncentracich do 6,5 mg/kg. V poloviné testo-
vanych vzorkl byl detekovan putrescin, avSak ve vysSich
koncentracich nez tyramin (do cca 26 mg/kg). V 1 jogurtu
byla zjiSténa pritomnost sperminu v mnoZzstvi cca 1 mg/kg.

V nizkotu¢nych jogurtech anebo v jogurtech se snizenym
obsahem tuku byl zji§tén zhruba poloviéni celkovy obsah
BA (do 13,3 mg/kg) oproti jogurtim s obsahem tuku
vyS$§im neZ 3 %. Kromé jednoho nizkotu¢ného jogurtu byl
ve vSech ostatnich testovanych vzorcich detekovan
v nizkych koncentracich tyramin (Tabulka 1). V poloviné
vzorkl této skupiny byl zji§tén putrescin, a to v mnoZstvi
neprevySujici 12 mg/kg. V jednom jogurtu byl rovnéz
zaznamenan kadaverin (4,3+0,6 mg/kg).

V testovanych vzorcich zakysané smetany byl detekovan
vzdy jeden amin - tyramin (12 vzork) nebo putrescin
(2 vzorky). Na rozdil od jinych testovanych kysanych
mléénych vyrobku byla ve vSech zakysanych smetanach
zjisténa koncentrace BA vyssi nez 5 mg/kg (Tabulka 1). Ve

dvou vzorcich byl zaznamenin tyramin v koncentraci
>10 mg/kg.

Ve vzorcich acidofilniho mléka byla rovnéZ zjisténa pfi-
tomnost putrescinu (1 vzorek; 4,1+0,4 mg/kg) nebo tyra-
minu (3 vzorky). V této skupiné vyrobkd byl tyramin
detekovan v nejvyssich koncentracich (dva vzorky s obsa-
hem cca 7,5 mg/kg) ze vSech testovanych fermentovanych
mléénych vyrobki. Oba aminy byly rovnéz zjistény i ve
4 vzorcich kefirového mléka, pricemz ve 2 vzorcich byla
zjiSténa pritomnost jak tyraminu, tak i putrescinu
(Tabulka 1). Celkovy obsah BA ve vzorcich kefirového
mléka se pohyboval v rozmezi 3,4-15,3 mg/kg.

Ve dvou testovanych vzorcich kysaného podmasli a tfech
vzorcich kysaného mléka byl zaznamenan pouze jeden BA
- tyramin v koncentracich 3,2-6,2 mg/kg.

Vzhledem k povaze kysanych mléénych vyrobki, jejich
sloZzeni a zptsobu vyroby bylo moZno ocekavat vyskyt
ur¢itého mnozstvi BA, protoze zde existuji priznivé pod-
minky pro jejich vznik (pfitomnost volnych aminokyselin,
mikroorganizmti s dekarboxyldzovou aktivitou, vhodné
pH, teplota, apod.) (Halasz a kol., 1994; Silla Santos, 1996;
Spano a kol., 2010). Rada autorti uvadi, Ze v kysanych
mlécnych vyrobcich se nachazi nizké mnoZstvi biogennich
amint, obvykle nepresahujicich 1 mg/kg (Halasz a kol.,
1994; Linares a kol., 2011). Vysledky této prace u mnoha
vzorkd tuto hranici presahuji. Celkové mnozstvi BA se
pohybovalo v rozmezi 0,4 - 29,4 mg/kg. Obsah biogennich
aminll niz§i neZz 1 mg/kg byl naméfen pouze ve 3 vzorcich.

Z hlediska moZnych negativnich dopadl na lidské zdravi
jsou nejvyznamnéjsi BA v potravinach histamin a tyramin
(Shalaby, 1996). Histamin nebyl detekovan u Zadného
z 55 vzorkl fermentovanych mléénych vyrobkd. Naopak
tyramin byl pfitomen ve vSech analyzovanych vzorcich
v rozmezi 0,3 - 15,4 mg/kg. Shalaby (1996) udava jako
hranici toxicity pro tyramin 100 mg/kg. Tomuto mnoZstvi
se zadny z testovanych vyrobku nepriblizil. V piipadé
pacienti 1é¢enych IMAO je udavana bezpecna hranice
6 mg/kg tyraminu. Pres tuto hranici se dostalo 15 testo-
vanych vzorkd. Nejvy$si obsah tyraminu vykazovaly
predevsim zakysané smetany, u 11 z nich byl obsah tohoto
BA vyssi nez 6 mg/kg. Vyznamné mnoZzstvi tyraminu bylo
naméfeno také u 2 vzorkd acidofilniho mléka. Vzhledem
k tomu, Ze jsou kysané mlééné vyrobky obvykle konzu-
movany v mnoZstvi maximalné né€kolika set gramu (mili-
litr), nemé€lo by toto mnozstvi predstavovat riziko pro
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zdravi konzumentt. Potencialni nebezpeci by hrozilo
pouze v piipadé soucasné konzumace jinych na BA
bohatych potravin (zrajici syry, ryby, pivo, vino atd.)
(Halasz a kol., 1994, Shalaby, 1996; Spano a kol., 2010).

Polyaminy spermin a spermidin jsou pfirozenou soucasti
mléka, proto se jejich produkce obvykle nepfipisuje pfi-
tomnym mikroorganizmim, ale predpoklada se, Ze pochazi
z ptvodniho materidlu. Spermin byl v této studii detekovan
pouze v jednom bilém jogurtu (1,1 + 0,1 mg/kg). Hladiny
putrescinu se u kysanych mléénych vyrobkii pohybovaly
mezi 1,9 mg/kg a 26,1 mg/kg. Produkce putrescinu byva
casto spojovdna s cinnosti kontaminujicich mikroorga-
nizmu (Casto gramnegativnich). Lze tedy predpokladat, ze
obsah putrescinu u téchto vyrobku pochazi spise z dekar-
boxylazové Cinnosti pfitomnych mikroorganizmi, nez aby
pochédzel z mléka. Na druhou stranu je obsah putrescinu
u téchto vyrobkl niz$i nez napt. v syrech (Buiikova a kol.,
2010), protoze kysané mlécné vyrobky nejsou vhodnym
prostiedim pro rozvoj gramnegativnich bakterii.

V porovnani s dal§imi mléénymi vyrobky (napriklad zra-
jicimi syry), dosahuje mnozstvi BA v ndmi testovanych
vyrobcich o nékolik fadd nizSich hodnot (prakticky
<30 mg/kg). V pripadé zrajicich syrG se obsah BA muze
pohybovat i v jednotkdch grami na kilogram (Burnikova
a kol., 2010; Novella-Rodriguez a kol., 2003), Tento rozdil
je pravdépodobné zplisoben podminkami pii vyrobnim
procesu a skladovani. Kysané mlécné vyrobky prochazeji
procesem fermentace za teplot pfiznivych pro rist bakterii
a tvorbu BA jen po dobu nékolika mélo hodin. Poté jsou
zchlazeny a uchovéavany pri chladirenskych teplotach, které
nejsou optimalni pro rast mikroorganizmd a tudiZ ani pro
tvorbu BA. Také doba jejich pouZitelnosti a tim i doba, po
kterou mohou ve vyrobcich BA vznikat, je relativné kratka
a vétSinou nepresahuje 3 az 4 tydny.
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Immunomagnetic detection of pathogenic
microorganisms in cheeses

Abstrakt

V ¢lanku jsou popsany zdkladni principy imunomagne-
tické separace patogennich mikroorganismu v syrech. Jsou
uvedeny typické priklady provedenych analyz syru.

Klicova slova: imunomagnetickd separace, patogenni
mikroorganismy, syry, mlééné vyrobky, kontaminace

Abstract

Basic principles of immunomagnetic separations of
microbial pathogens in cheeses are described. The typical
examples of cheeses analyses are presented.

Uvod

Syry patii mezi vyznamné a zdravi prospésné potraviny;
jejich svétova vyroba i spotfeba maji vzristajici tendenci.
Stejné jako jiné potraviny, mohou byt i syry v nékterych
pfipadech kontaminovany fadou patogennich mikroorga-
nismu. Tato kontaminace mtize byt zpiisobena pritomnosti
patogennich mikroorganismi v mléku pouzitém pfi vyrobé
syra a jejich prezitim pfi vyrobé a skladovani syra. Dalsi
moznosti je kontaminace syri v procesu jejich vyroby
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