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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo hodnoceni mikrobidlni kvality a pfitomnosti biogennich aminii v raw
ty¢inkach. Tato prace byla zaméfena na mikrobiologicky vyzkum s cilem stanovit ptitom-
nost vybranych indikatorovych skupin mikroorganizmi v zavislosti na slozeni raw potravin.
Rovnéz byla provedena identifikace mikroorganismi metodou MALDI-TOF MS. Ve druhé
¢asti experimentu byly analyzovany biogenni aminy a polyaminy za pouziti vysokouc¢inné
kapalinové chromatografie s UV/VIS detekci. Ve vzorcich byl zjistén vysoky vyskyt plisni,
ktery je spojen s rizikem produkce mykotoxind. Identifikaci mikroorganismti bylo proka-
zano nejcastéjsi zastoupeni rodd Micrococcus, Bacillus a Staphylococcus. Nejvyssi koncen-
trace biogennich aminti (tyramin 42,2 + 4,8 mg.kg™!; putrescin 54,0 + 2,9 mg.kg™!) byla zjis-
téna ve vzorku s obsahem zeleninové slozky. Primérnd koncentrace biogennich amini v tes-
tovanych raw ty¢inkach byly <30 mg.kg!, a proto nepiedstavuji vaznéjsi zdravotni riziko

pro spotiebitele.

Klicova slova: raw potraviny, biogenni aminy, UHPLC, mikroorganizmy



ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate microbial quality and the presence of biogenic amines
in raw bars. This study was focused on microbiological research in order to determine the
presence of selected indicator groups of microorganisms depending on the composition of
raw food. Identification of microorganisms was carried out by MALDI-TOF MS. In the sec-
ond part of the experiment, biogenic amines and polyamines were analyzed using high per-
formance liquid chromatography with UV/VIS detection. An increased incidence of mold
has been reported in the samples, which is associated with a risk of mycotoxin production.
It was found by identifying of microorganisms, that the most frequent genera represent
Micrococcus, Bacillus and Staphylococcus. The highest concentration of biogenic amines
(tyramine 42.2 + 4.8 mg kg™!; putrescine 54.0 + 2.9 mg kg!) was found in a sample contain-
ing the vegetable component. The average concentration of biogenic amines in the tested
raw bars was <30 mg.kg"! and therefore do not pose a more serious health hazard to the

consumer.

Keywords: raw food, biogenic amines, UHPLC, microorganisms
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UvVOD

Se zvySujicim se zajmem obyvatel Ceské Republiky o kvalitu potravin, roste i podet téch,
ktefi se zajimaji o alternativni sméry vyzivy. Jednim z nejpopulérnéjsich se jevi v posledni
dob¢ trend konzumace tzv. raw potravin. Potravina je povazovana za raw, pokud nebyla
podrobena tepelné uprave presahujici 48 °C (Cunningham, 2004). Tento vyzivovy trend je
zalozen na konzumaci rostlinné stravy a to pfedevsim ovoce, zeleniny, ofechti, semen, ale
také obilovin a lusténin, které se vSak nejprve maci nebo nakli¢uji (Cunningham, 2004).
Omezenim zivocisnych tuk v jidelni¢ku klesa pfijem nasycenych mastnych kyselin a cho-
lesterolu. Tyto aspekty nasledné vedou k niz§imu vyskytu kardiovaskularnich onemocnéni.
Zaroven vSak dochazi k deficitu vitaminu B> (Dawey et al., 2003, Koebnick et al., 2005).
S konzumaci syrové stravy je také spojena podvaha (Koebnick ef al., 1999, Craig, 2009), ¢i
fidnuti kosti (Fontana et al., 2005). V neposledni fad¢ je tieba zminit zvySené riziko alimen-
tarnich intoxikaci, které prameni z nedostate¢né tepelné Upravy potravin (Cunningham,

2004).

Mezi latky, které se vyznamné podileji na kvalité potravin, patii mimo jiné biogenni aminy.
Biogenni aminy jsou nizkomolekularni organické baze vyskytujici se v zivych organismech,
kde plni fadu metabolickych a fyziologickych funkci (Askar a Treptow, 1986, Silla-Santos,
1996, Kosmerl et al., 2013, Cunha ef al., 2016). Biogenni aminy jsou pro ¢lovéka nepostra-
datelné, ve vysokych koncentracich ov§em mohou u citlivych jedincli vyvolat zdravotni po-
tize. Mezi toxikologicky nejvyznamnéjsi patii aromatické biogenni aminy histamin a tyra-
min (Shalaby, 1996, Bunkova et al., 2013). Vyskyt nadmérného mnozstvi biogennich amint
v organismu se nej¢astéji projevuje nevolnosti, dychacimi problémy, buSenim srdce, nepra-
videlnosti tepu, zarudnutim kiiZze, otoky a bolestmi hlavy (Santos et al.,, 2003, Di¢dkova a
Dudrikova, 2006, Li et al., 2013). Evropskou legislativou je definovan maximalni povoleny
limit pouze pro histamin. Dle Natizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005, ve znéni pozd¢jSich pred-
pisl, je stanoven maximalni obsah histaminu v rybach a produktech rybolovu v mnozstvi
mens$im nez 100 mg.kg™!. MnoZstvi biogennich aminii v potravindch rostlinného ptivodu
bylo popsdno nékterymi autory (Halész et al., 1994, Nishibori et al., 2005, Pleva et al.,
2018), stanoveni téchto latek v raw potravinadch ovSem nebylo, dle dostupné literatury, do-
posud provedeno. Monitorovani vyskytu biogennich aminl a stanoveni limitd i v ostatnich
potravinach by mélo byt jednou z priorit, vedouci k zajisténi bezpecnosti potravin pro spo-
trebitele. Cilem této prace bylo hodnoceni mikrobiologické kvality a stanoveni mnozstvi

biogennich amini v raw potravinach.
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I. TEORETICKA CAST
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1 RAW POTRAVINY

1.1 Charakteristika raw potravin

Raw potraviny jsou slozeny pievazné &i zcela ze syrové nevaiené stravy. V Ceské Republice
se také miizeme setkat s ndzvem "ziva strava" a ptiznivci toho trendu se nazyvaji "vitariani"
(Cunningham, 2004, Cervenka et al., 2015). Potravina je povaZovana za raw, pokud nebyla
podrobena tepelné uprave piesahujici 48 °C. Obecné neni v literatufe uvadéna jedina kon-
krétni hodnota teploty, nybrz jeji rozpéti, které se pohybuje mezi 38-48 °C (Cunningham,
2004, Cervenka et al., 2015). Potravina splituje parametry raw stravy, pokud neni rafino-
vana, pasterovana, oSetiena pesticidy ¢i jakkoli jinak priimyslové zpracovana. Namisto toho,
tento trend stravovani schvaluje fadu riiznych Gprav potravin, jako jsou odStaviiovani, mi-
xovani, lyofilizace, maceni a kli¢eni (Hanuskova et al., 2017). Podobné¢ jako u veganstvi,
rovnéz raw dieta je zaloZena na konzumaci rostlinné stravy a to pfedevsim ovoce, zeleniny,
ofechli a semen. Obiloviny a luSténiny jsou také dovoleny, obvykle se vSak nejprve maci
nebo nakli¢uji (Cunningham, 2004). Rovnéz raw ty€inky jsou sloZeny z potravin rostlinné¢ho
puvodu, které nebyly zahtaty nad 48°C. Jde o kombinaci suseného ovoce, ofechil, semen
rostlin, kakaa, kavy, ale také zeleniny a koteni. Nej¢astéji je zaklad tyCinky tvofen suSenymi
datli. Z ovoce se taktéZ hojné vyskytuji suSend jablka, merunky, banany, fiky, brusinky a
bortvky. Dale jsou raw ty¢inky doplnény ofechy, nejcastéji pak mandlemi, keSu, para ofe-
chy, kokosem, arasidy a liskovymi ofechy. Semena rostlin jsou nejhojnéji zastoupena pie-
devs§im seminky slune¢nicovymi, chia, sezamovymi a konopnymi. V zeleninovych raw ty-
¢inkdch mizeme nalézt rajcata, Cervenou fepu, cibuli a cesnek. Nékteré raw tyCinky jsou,
z divodu navyseni obsahu bilkovin, rovnéz doplnény o ryzovy protein (Cervenka et al.,

2015).

Ptiznivci tohoto stravovaciho trendu odrazuji od konzumace potravinovych doplnku a vita-
mint, jelikoZ tvrdi, Ze syrova strava poskytuje lidskému télu vSe potiebné. Zaroven tvrdi, Ze
varena strava neprospiva lidskému zdravi, jelikoZ ni¢i pfirozené enzymy ve stravé, snizuje
vyzivovou hodnotu potravin a ni¢i tzv. "Zivou silu", ktera se, jak tito lidé véfi, skryva v
syrove strave. Tento nazor ovSem vyvraci fakt, Ze télo si vytvari enzymy potiebné pro traveni
a vstfebavani Zivin, a enzymy obsazené v potravinach jsou inaktivovany kyselym prostfedim
zaludku (Cunningham, 2004). Vateni snizuje ur¢ité mnozstvi zivin v potravinach. Jedna se
predevsim o vitaminy rozpustné ve vode, jako jsou vitamin C a vitaminy skupiny B (Agte et

al., 2002, Igwemmar et al., 2013). V mensi mife dochazi ke ztratdm nékterych minerali a
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vitaminu A. Vitaminy rozpustné v tucich D, E a K, jsou vafenim prakticky neovlivnény.
Varem se rozklada vldknina a bunécné stény rostlinné stravy, coz vede k snadnéjSimu traveni
a vsttebavani zivin (Khanum et al., 2000). Vafenim se rovnéz zvysuje dostupnost antio-
xidanth beta-karotenu, luteinu a lykopenu, které pozitivné ptisobi na snizovani rizika srdec-
nich onemocnéni (Tavani a La Vecchia, 1999, Rao a Agarwal, 2000, Palermo et al., 2014).
Konzumace raw potravin je nejcastéji spojena se zmeénou zivotnich postoju a taktéz s pie-
svéd¢enim o piiznivych vlivech této stravy na lidské zdravi, jako jsou ubytek na vaze, zlep-
Seni vitality, zvySeni energie, zlepseni chronickych onemocnéni a celkového zdravi a rovnéz

snizeni dopadu na zivotni prostiedi.

1.2 Vliv raw potravin na zdravi

Mezi pozitivni u€inky konzumace syrové stravy patii zejména vysoky pfisun vldkniny, mi-
neralnich latek a vitamint rozpustnych ve vodé (Craig, 2009). Mezi velmi kontroverzni
ucinky konzumace syrové stravy se v dostupné literatufe uvadi snizovani rizika vyskytu ra-
kovin, pfedevs§im Zensky specifickych (Lanou a Svenson, 2011, Tantamango-Bartley ef al.,
2013), kdy dochazi k poklesu tmrtnosti ve srovndni s lidmi konzumujicimi rovnéz Zivocis-
nou stravu (Orlich ef al., 2014). Raw strava ma pozitivni vliv na slozeni stfevni mikroflory,
kterd vykazuje ochranny ucinek (Glick-Bauer a Yeh, 2014). (Ling a Haninnen, 1992) popi-
suji vyznamné sniZeni aktivity nékterych prekarcinogennich enzymu tvotenych sttevni mi-
kroflorou pii tydenni konzumaci raw potravin. Konzumace syrové stravy se rovnéz jevi uZi-
te€nou z hlediska pfijmu ochrannych Zivin a fotochemikalii a také pro minimalizaci pfijmu

latek, které se podileji na mnoha chronickych chorobach (Dewell ef al., 2008).

Omezenim Zivocisnych tukt v jidelni¢ku klesa pfijem nasycenych mastnych kyselin a cho-
lesterolu. Tyto aspekty nédsledné vedou k niz§imu vyskytu kardiovaskularnich onemocnéni.
Zaroven vSak dochazi ke snizeni obsahu HDL cholesterolu a také nedostatecnému piijmu
vitaminu B2 (Dawey et al., 2003, Koebnick et al., 2005). Dlouhodoby, neadekvéatni piijem
vitaminu B2, Zeleza, zinku, esencidlnich mastnych kyselin a esencialnich aminokyselin, se
povazuje za nejvetsi nedostatky tohoto vyzivového sméru. Nejvétsi ptirodni zdroje vitaminu
B12 jsou maso, vnitinosti, motské plody, vejce, mléko a mlécné vyrobky (Watanabe, 2016).
Dojde-li k bakteridlni fermentaci, mohou byt také potraviny rostlinného ptivodu zdrojem
kobalaminu. Bakterie v§ak nejsou schopny vytvofit dostate¢né mnozstvi kobalaminu k po-
kryti jeho denni potifeby (Mahan a Raymond, 2017). Z tohoto divodu jsou "vitariani" odka-

zani na suplementaci tohoto vitaminu ve formé¢ tablet ¢i fortifikovanych potravin. Deficit
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kobalaminu mtize vyustit v megaloblastovou anémii, tedy makrocytarni typ anémie, jez ma
za nasledek preruseni procesu déleni bunék. Klinickymi projevy jsou nésledné tinava, sla-
bost, bledost a pokles svalové aktivity (Aslinia et al., 2006). DalSim typem anémie, ktera je
spjata s raw dietou, je anémie sideropenicka, ktera je zpiisobena snizenou hladinou Zeleza
v krvi. (Sahovic et al., 2012). Mezi nejkvalitn€jsi zdroje zeleza v raw stravé se fadi prede-
v§im ofechy (kesu, mandle, liskové ofechy) a lusténiny (Cocka, fazole, hrach), které se vSak
doporucuji nejdiive namocit nebo naklicit. Dlouhodobym piijmem raw potravin dochazi
k ubytku télesné hmotnosti, v mnohych ptipadech vsak také k podvaze. Zvysena konzumace
syrové stravy tedy obvykle souvisi s nizkymi hodnotami BMI (Koebnick et al., 1999, Craig,
2009). V disledku nizké té€lesné hmotnosti dochdzi u zen v produktivnim veéku k vykyviim
v menstrua¢nim cyklu a rovnéz ke zvySenému riziku amenorey, tedy vynechani menstruac-
niho krvaceni (Koebnick ef al., 1999). Konzumace syrové stravy ma za nasledek nizky pfi-
jem bilkovin, vapniku a vitaminu D. U téchto osob se ¢asto projevuje nizka hustota kostni
tkané a zvysené riziko osteoporozy (Fontana et al., 2005). (Ganss et al., 1999) uvadi zvyseny
vyskyt eroze zubni skloviny. Jeji rozpad je spojeny s nadmérnou konzumaci ovoce, které
obsahuje jednoduché, lehce zkvasitelné cukry. Stravovani raw potravinami vede k nedosta-
te¢nému piijmu polynenasycenych mastnych kyselin nutnych pro normalni funkci a dalsi
vyvoj mozku, zvlasté pak u déti a mladistvych, u kterych stale probiha riist. Neobsahuje-li
strava dostatek ofechtl a s6ji, mize dochazet k deficitu kyseliny a-linolenové (Svacina, 2008,
Fonseca-Azavedo a Herculano-Houzel, 2012). S konzumaci syrové stravy je taktéZ spojena
horsi stravitelnost rostlinnych bilkovin, se kterou koreluje snizena vyuzitelnost Zivin, jez je
zpusobena pritomnosti antinutri¢nich latek. Antinutriéni latky plisobi na aktivitu nékterych
enzym, vitamind a mineralnich latek. V lusténinach a obilovinach se vyskytuji predevsim
lektiny, inhibitory protedz, saponiny a kyselina fytova, které 1ze destruovat pouze tepelnou
upravou potravin (Soetan a Oyewole, 2009). Inhibitory protedz, vyskytujici se v s¢je a ara-
Sidech, brani proteolyze a naslednému vyuziti bilkovin. Organismus reaguje na vznikly de-
ficit aminokyselin produkci pankreatickych proteaz. U dospivajicich jedinci pak mohou tyto
latky zptsobovat blokaci ristu a dalSiho vyvoje. Antinutriéni latky obsazené v kapusté ¢i
zeli jsou zdrojem strumigennich latek, zodpoveédnych za tvorbu strumy u déti (Kvasnic¢kova,

1998).

V neposledni fad¢ je tfeba zminit zvySené riziko alimentarnich intoxikaci, které prameni

z nedostatecné tepelné Gpravy potravin (Cunningham, 2004).
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2 BIOGENNI AMINY

2.1 Charakteristika biogennich amini

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni bazické dusikaté slouceniny vznikajici dekarboxy-
laci aminokyselin nebo aminaci a transaminaci aldehydt a ketond. Pfirozené se vyskytuji
v mikrobialnich, rostlinnych i zivo¢isnych bunkéch, kde plni fadu metabolickych a fyziolo-
gickych funkci (Askar a Treptow, 1986, Silla-Santos, 1996, Kosmerl ef al., 2013, Cunha et
al., 2016).

Na zékladé€ jejich chemické struktury je délime na:

- alifatické (putrescin, kadaverin),
- aromatické (tyramin, 2-fenylethylamin),

- heterocyklické (histamin, tryptamin).

Nekteti autofi fadi spermidin, spermin, putrescin a kadaverin mezi polyaminy. Polyaminy
maji vliv na regulaci funkce nukleovych kyselin, syntézu proteinti ¢i stabilizaci membran
(Bardot et al., 1993, Halasz et al., 1994, Silla-Santos, 1996, Teti et al., 2002, Juneja a
Sofos, 2010).

Podle poctu arylovych a alkylovych skupin navdzanych na atom dusiku poté rozliSujeme

biogenni aminy primarni, sekundarni a terciarni (KtiZek a Kalac, 1998).

2.2 Vznik biogennich aminu

Biogenni aminy vznikaji dekarboxylaci volnych aminokyselin, ke které dochazi nékolika
zpiisoby. Jednou z moznosti je vznik biogennich aminid aktivitou enzymii dekarboxylaz,
které se ptirozené vyskytuji v potravinach. Nejcasté€ji vSak vznikaji mikrobidlni dekarboxy-
laci ptisluSnych aminokyselin v cytoplazmé. Aminokyseliny se do cytoplazmy dostavaji an-
tiportem s aminy, kdy je aminokyselina pienesena do buiiky vyménou za biogenni amin,

ktery je uvolnén do prosttedi (Bunkova et al., 2013, Li et al., 2013, Benkerroum, 2016).

Béhem dekarboxylace dochazi pomoci enzymt dekarboxylaz, které jako kofaktor obsahuji
pyridoxalfosfat, k odbourdni karboxylové skupiny za vzniku odpovidajiciho aminu a oxidu
uhli¢itého. Timto mechanismem vznika naptiklad histamin z aminokyseliny histidinu ptiso-

benim histidindekarboxylazy. Obdobnym zplisobem vznikaji 1 dal§i biogenni aminy. Tékavé
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aminy, kromé fenyethylaminu, vznikaji transaminaci aldehydi nebo ketonti (Lonvaud-Fu-

nel, 2001, Nowak a Czyzowska, 2011, KoSmerl et al., 2013).

R—CHNH,—COOH —» R—CH,NH, + CO,

Obrazek 1: Schéma dekarboxylace aminokyselin (Kohajdova et al., 2008).

Tabulka 1: Prekurzory biogennich aminii a jejich struktura (Cunha et al., 2016).

Aminokyselina Odvozeny amin Struktura
Arginin Agmatin
. ) Alifaticka
Lyzin Kadaverin
Ornithin Putrescin
Histidi Histamin ,
ISt 15 Heterocyklickd
Tryptofan Tryptamin
T i T i
yrozin yramin Aromaticks
Fenylalanin Fenylethylamin

Mezi faktory ovliviiujici produkei biogennich aminti patfi:
- dostupnost volnych aminokyselin v substratu,
- pfitomnost mikroorganisml schopnych aminokyseliny v substratu dekarboxylovat,
- vzajemné vztahy mezi pfitomnymi mikroorganismy,
- pritomnost pyridoxalfosfatu jako kofaktoru v metabolismu aminokyselin,
- fyzikalné-chemicke vlivy, jako jsou teplota, pH a pfistup kysliku (Shalaby, 1996,
Barbuzzi ef al., 2009, Naila et al., 2010).
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2.3 Vyskyt biogennich amini v nefermentovanych potravinach rostlin-

ného pilivodu

Vyskyt biogennich amint 1ze ocekdvat v potravinach obsahujici bilkoviny nebo volné ami-
nokyseliny, zvlasté¢ pokud poskytuji vhodné podminky pro biochemickou aktivitu ptitom-

nych mikroorganizmu (Buiikova ef al., 2009).

Produkce biogennich aminti je v potravindch, pfevazné fermentovanych, podporovana pro-
dukci dekarboxyléz ptitomnymi mikroorganizmy (Halasz et al., 1994). Nejcastéji se vysky-
tujicimi biogennimi aminy v potravinach jsou histamin, tyramin, kadaverin, spermidin, sper-
min, putrescin, B-fenylethylamin a tryptamin (Naila et al., 2010, Bedia Erim, 2013). Bio-
genni aminy se vyskytuji také jako ptirozena soucést potravin rostlinného pivodu (Velisek,

1999).

V ovocnych $tévach, nektarech, a limonadach z pomerancl, malin, citronti, grapefruitd,
mandarinek, rybizu, jahod a hroznl se nachazeji rizné biogenni aminy. Nejcastéji se jedna
o putrescin, v jahodovém dzusu byla zjisténa rovnéz vysoka koncentrace tyraminu (Shalaby,
1996, Dabrowski a Sikorski, 2005). Vysoka koncentrace aminti byla také zjisténa v ptirodni
pomerancové $tave (noradrenalin, tryptamin), rajceti (histamin, tryptamin, tyramin), Svest-
kach (noradrenalin, tyramin), bandnech (noradrenalin, serotonin, tyramin, tryptamin) a lis-
tovém Spenatu (histamin). V kakaovych bobech se vyskytuje jako pfirozena slozka 2-feny-
lethylamin. Ten vznika rovnéz fermenta¢nimi procesy béhem zpracovani kakaovych bobt a
zvysené koncentrace 2-fenylethylaminu pak miizeme nalézt v Cokolad¢, cokoladovych vy-
robcich a cukrovinkach obsahujicich ¢okoladu (Halasz et al., 1994, Silla-Santos, 1996). Bi-
ogenni aminy muzeme také nalézt v ofesich, houbach z ¢eledi Boletaceae a také soji (Dada-

kové et al., 2009, Landete et al., 2007, Toro-Funes et al., 2015).

Koncentrace biogennich aminil v ovoci a zelening je zavisla na stupni zralosti. V piipadé
skladovani mohou biogenni aminy také slouzit jako ukazatel jakosti vstupni suroviny a

urovné hygieny béhem vyrobniho procesu (Kala¢ a Kiizek, 2005).

2.4 Funkce a vyznam biogennich amini
Biogenni aminy a polyaminy se v buiikdch mikroorganizmi, rostlin a Zivo¢ichl podileji na
fad¢ metabolickych a fyziologickych procest jako jsou regulace télesné teploty, piijem Zivin

¢i rist nebo pokles krevniho tlaku (Greif ef al., 1997). Biogenni aminy jsou zdrojem dusiku



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

a taktéz prekurzory pro biosyntézu hormont, alkaloidl, nukleovych kyselin a proteint ¢i

ptimo plnit funkci hormonu (Silla-Santos, 1996).

Polyaminy hraji dtlezitou roli pii regulaci bunécného rastu, diferenciaci bunék a také maji
vliv na metabolickou aktivitu a stiev a vyvoj stfevni tkané (Silla-Santos, 1996, Nuiez et al.,
2016). V eukaryotickych bunkach jsou polyaminy lokalizovany ptfedevSim vy cytoplazmé,
vakuolach, mitochondriich a chloroplastech. V rostlinach se polyaminy putrescin, spermidin
a spermin podileji na fad¢ fyziologickych dé&jii, mezi néZ mizeme zaradit bunééné déleni,

kveteni, vyvoj plodu ¢i odpoved’ na stres a starnuti (Halasz et al., 1994).

Vyznamna je role polyamini také pti 1€¢bé nadorovych onemocnéni, kdy jednim z hlavnich

cili je potlaceni biosyntézy putrescinu, spermidinu a sperminu (Barddcz, 1995).

Biogenni aminy jsou také moznymi prekurzory pro vznik N-nitroso sloucenin (Ktizek a Ka-
la¢, 1998). Reakcei spermidinu a sperminu s kyselinou dusitou mohou vznikat N-nitrosaminy,
které jsou povazovany za karcinogenni, mutagenni a teratogenni (Nufiez et al., 2016, Tofalo
et al., 2016). V tuénych pokrmech se mize pii vysokych teplotach a v pritomnosti vody

z putrescinu nebo spermidinu tvotit N-nitrosopyrolidin (Lovaas, 1991).

Nékteré polyaminy, konkrétné putrescin, kadaverin a spermidin, mohou ptisobit jako volné
radikaly (Ogawa ef al., 1996). Rovnéz biogenni amin tyramin mé zna¢nou antioxida¢ni ak-
tivitu, ktera se s jeho obsahem zvySuje. Lze tedy fici, Ze inhibi¢ni efekt zavisi na aminosku-
pinach a hydroxyskupinach (Halasz ef al., 1994). Spermin ma tu vlastnost, Ze je schopen
regenerovat tokoferol z tokoferoxylového radikalu pfes donor vodikii z aminoskupiny. Sper-
minovy radikal nasledné vaze lipidové nebo peroxidové radikaly do lipidového komplexu
(Karovicova a Kohajdova, 2005). Nekteré biogenni aminy maji rovnéz tu vlastnost, Ze pfi-

spivaji k chuti a vini jidla (Halész ef al., 1994).

2.4.1 Toxicky ucinek biogennich aminu

Obecné 1ze fici, Ze ptitomnost biogennich amint a polyamint v nizkych koncentracich v po-
travinach neptedstavuje pro zdravé osoby vazné&jsi problém. U citlivych jedincti ovSem mo-
hou vysoké koncentrace biogennich amini a polyaminil vyvolat alimentarni intoxikaci. Mezi
toxikologicky nejvyznamnéjsi patii aromatické biogenni aminy histamin a tyramin (Shalaby,

1996, Bunkova et al., 2013).
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Vyskyt nadmérného mnozstvi biogennich amind v organismu se nejcastéji projevuje nevol-
nosti, dychacimi problémy, busenim srdce, nepravidelnosti tepu, zarudnutim ktze, otoky a

bolestmi hlavy (Santos ef al., 2003, Dicakova a Dudrikova, 2006, Li ef al., 2013).

K otravam zplisobenym histaminem nej¢astéji dochazi konzumaci ryb z ¢eledi Scombridae
(makrely, tunidk, sardinky) a syri typu Gouda a Cedar (Shalaby, 1996). Toxické u¢inky his-
taminu nastavaji tehdy, pokud dojde k interakci s receptory na bunéénych membranach,
které se nachazeji v kardiovaskularnim systému a sekrecnich zlazach. Tim histamin zpiisobi
dilataci perifernich krevnich cév, kapilar a tepen. Dochazi k hypotenzi, ktera nasledné vede
k bolestem hlavy ¢i zavratim. Histamin vyskytujici se v hladkém svalstvu stfev zpusobuje
kfece, prijem a zvraceni (Zaman, 2009). Pomoci receptori umisténych na bunéénych sté-
nach reguluje histamin vylucovani zaludecnich $tdv. Histamin byva v lidském téle rovnéz
ptic¢inou alergické a zanétlivé reakce, kdy histamin zastava funkci antigenu, ktery sit'uje mo-
lekuly protilatek. Uvolnénim histaminu do kiize dochdzi k zarudnuti a tvorbé podlitin
(Zaman, 2009, Sagratini et al., 2012). Otrava tyraminem je oznacovana jako tzv. "cheese
reaction". Projevuje se hypertenzi, bolesti hlavy a migrénami, poruchami dychéni ¢i zvrace-
nim (Sanli a Senel, 2015, Del Rio et al., 2017). Histamin a tyramin vykazuji synergicky
efekt, kdy ptisobi cytotoxicky. Timto vzajemnym piisobenim dochazi ke zméné morfologie

a poctu bun¢k (Del Rio et al., 2017).

Stanoveni toxické davky biogennich amint je obtizné, jelikozZ je toxicka davka ovlivnéna

i¢innosti detoxikaénich mechanismi kazdého jedince (Onal, 2007).

2.4.2 Detoxikace biogennich aminii

Hlavni cestou detoxikace nebo biotransformace biogennich aminii v lidském téle je oxidace,

v mens$i mife pak metylace a acetylace (Taylor a Speckhard, 1983, Lehane a Olley, 2000).

Biogenni aminy pfijaté z potravy jsou rovné€z metabolizovany konjugaci, nebo pomoci ami-
nooxiddz. Biogenni aminy jsou absorbovéany ve stfevech, odkud se pomoci vratnicové zily
dostavaji do jater. Nejvice se uplatiiuji enzymy monoaminooxiddza (MAQO), diaminooxidaza
(DAO) a histidinmethyltransferdaza (HMT). Tyto enzymy zptsobuji deaminaci biogennich
amintl za vzniku aldehydd, kyselin, amoniaku a peroxidu vodiku (Taylor a Speckhard, 1983,

Lehane a Olley, 2000, Onal, 2007).
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Intestinalni lumen Krevni recisté

— Detoxikace

G cH,NH,

Normalni pifjem

GcHNH, GQcHNH, —  Intoxikace

Nadbytecny piijem

Obrazek 2: Cesta piijatych biogennich amint v intestinalnim traktu ¢loveka (Pleva, 2017).

Aktivita aminooxidaz je nizsi u osob s chorobami traviciho traktu a je rovnéz ovlivnéna

uzivanim 1é¢iv, alkoholem a genetickou dispozici jedince (Kohajdova et al., 2008).
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3 MIKROBIOLOGIE RAW POTRAVIN

3.1 Mikrobialni kontaminace ovoce a zeleniny

Velké mnozstvi bakterii, kvasinek a plisni je na povrchu zeleniny a také v pudé, ktera ulpiva
na hlizach a kofenech. Vnitini tkdné zeleniny jsou chranény riznymi obrannymi mecha-
nismy a faktory, jako jsou povrchova pletiva ¢i antimikrobialni latky. Bakterie obvykle pt-
sobi kazeni produktt, u kterych doslo k poskozeni povrchovych pletiv. Typickym ptikladem
je tzv. bila hniloba zeleniny postihujici napt. mrkev, celer, brambory nebo cibuli. V ptdé se
nejcastéji  vyskytuji sporulujici bakterie Bacillus cereus a Clostridium botulinum,
Clostridium perfringens, které se fadi mezi toxikogenni. Rovnéz zde miZeme nalézt listerie
vcetné Listeria monocytogenes a také plisné produkujici mykotoxiny (Veverka, 2003, Gor-
ner a Valik, 2004).

Zelenina dopravena pfimo od péstitele je silné¢ mikrobiologicky a mechanicky znecisténa.
Slozeni mikroflory je znaéné rozdilné a kolisa podle plivodu suroviny. Zelenina ma pomérné
vysoké hodnoty pH, které se pohybuji v rozmezi od 4,0-4,4 u raj¢at az po 6,5 u kukufi¢nych
zrn. Z tohoto diivodu tvoifi dominantni mikroflérou zeleniny bakterie, casté a hojné jsou i
kvasinky, méné Casté jsou poté plisné. Vyznamnou slozkou ptirodni mikroflory zeleniny
jsou bakterie mlééného kvaSeni. Na zdravé zelenin€ jsou to predevSim zastupci Celedi
Streptococcaceae (Leuconostoc) a druhy rodu Lactobacillus. Dale se mizeme setkat s rody
Micrococcus, Pseudomonas a Erwinia. Koliformni bakterie nikdy nechybé&ji. Poc¢et mikro-
organizmi na povrchu zeleniny dosahuje hodnot 10’ CFU.g™! i vice. MnoZstvi zavisi na zp(-
sobu a dobé¢ sklizné, dopravé a skladovani (Veverka, 2003, Gorner a Valik, 2004).
Druhova rozmanitost piidnich bakterii je zvySena hnojenim organickymi hnojivy Zivocis-
ného plivodu. Takto mohou byt plodiny kontaminovany stfevnimi bakteriemi, napf. sal-
monelami, patogennimi kmeny Escherichia coli ¢i Campylobacter jejuni. Tyto patogeny
mohou v piidé€ prezivat mésice, n€kdy i1 roky. Zdrojem patogennich mikroorganizm® mohou
byt 1 vykaly divoce Zijicich zvifat ¢i hmyz. Vyznamnym zdrojem kontaminace koliformnimi
bakteriemi je také voda, ktera se pouziva k zavlazovani. Obvykle se zelenina kontaminuje
pfi zavlazovani vodou z kontaminovanych zdroji nebo povrchovou vodou obsahujici

splasky (Veverka, 2003, Gorner a Valik, 2004).

Mikrobidlni kazeni ovoce probihd obvykle od povrchu. Ovoce obsahuje mnoho vody a

cukril, a je proto velmi dobrym médiem pro mikroorganizmy. Mezi pfirozené obranné me-
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chanismy branici priniku a rozvoji mikroorganizmu u ovoce patii povrchova pletiva a pfi-
tomnost organickych kyselin, které mohou ve vyznamné mite zabranit mikrobidlni infekci
a jejimu Sifeni. Kyselina jablecné a citronova snizuji pH ovocnych plodii a mohou ptisobit
mikrobistaticky. Dalsi latky, jakymi jsou kyselina benzoova v brusinkéch, kyselina salicy-
lova v hroznovém ving, éterické oleje v citrusech ¢i tfisloviny v nezralych plodech, maji
pfimy mikrobicidni G€inek. Vysoky obsah organickych kyselin snizuje pH natolik, Ze brani
rustu vétSiny bakterii. Typickd mikroflora ovoce je tvofena zejména kvasinkami. Vyznam-
nou roli pfi znehodnoceni ovoce maji plisné, a to predevsim plisné rodu Penicillium, ale 1
dalsi, jako jsou rody Rhizopus, Fusarium, Botrytis, €1 Mucor. Spory a hyfy plisni pronikaji
do ovoce nejcastéji na mistech poskozeni povrchovych pletiv, ale také ptes dychaci bunky
¢1 ptimo ptes povrchové pletivo. K tomuto plisn¢€ vyuzivaji napiiklad penetracni hyfy (Go-
rner a Valik, 2004). V ovoci mliZze byt obsazen mykotoxin patulin, produkovany parazitic-
kymi mikroskopickymi houbami rodii Penicillium a Aspergillus. NejCastéjsim producentem
patulinu je Penicillium expansum, paraziticka houba, kterd kontaminuje jablka a dalsi ovoce.
Spory této houby se bézné vyskytuji 1 na povrchu zdravého ovoce, ale teprve pii mechanic-
kém poskozeni povrchu nebo nakousani hmyzem za¢ne houba rlst a produkovat patulin.
Tento mykotoxin se vyskytuje na ovoci i po vykrojeni nahnilé ¢asti, pfiCemz se nasledné
dostava do mnoha vyrobki, jako jsou ovocné mosty ¢i détska vyziva. Patulin ma teratogenni
vlastnosti, mize tedy zptisobovat vrozené vyvojové vady. Patulin je rovnéz mutagenni, kdy
poskozuje DNA a zplisobuje chromozomalni odchylky. Koliformni bakterie byvaji u ovoce
pfitomny jen v malych mnoZstvich. SloZeni i mnoZstvi mikroflory kolisd znaéné podle

druhu ovoce (Veverka, 2003, Gorner a Valik, 2004, Puel et al., 2010).

3.2 Mikrobialni kontaminace orechi a semen rostlin

Spravny prub¢h susSeni je pro kvalitu ofechd velmi vyznamny. Pii vy$S§im obsahu vody do-
chazi pod skotapkou ofechli k rozvoji nékterych druhti plisni. Za nejnebezpecnéjsi je pova-
zovana plisen Aspergillus flavus, kterd produkuje aflatoxin, ktery v pfipadé¢ kumulace mtize
v lidském organismu poskozovat jatra (cirhozy, fibrézy). Nebezpec¢i nespociva jen v kon-
zumaci plesnivych potravin, ale 1 ve vzdechnuti kontaminovaného prachu. Vyznamné;j$i nez
pfima toxicita aflatoxint je jejich teratogenita, kdy miize dojit az k odumieni plodu, a také
jejich karcinogenita (Gorner a Valik, 2004). Aspergillus flavus je dominantni plisni na sko-

fapce podzemnice olejné. Aflatoxiny se tak Casto vyskytuji v araSidech ¢i v araSidovém
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masle. Podobné rizikové jsou rovnéz para ofechy a pistacie. Otfechy vlasské, liskové a ko-

kosové jsou méné rizikové (Gorner a Valik, 2004).

Semena rostlin mohou byt kontaminovana stfevnimi bakteriemi, napf. salmonelami ¢i
Escherichia coli (v€etné patogennich sérotypil). Zdrojem kontaminujicich mikroorganizmi
muze byt kontaminovana voda pouzita k zavlazovani rostlin béhem ristu, kontaminované
hnojivo organického pivodu, trus volné¢ zijicich zvifat a v neposledni fadé nedodrzovani
hygienickych zdsad béhem sklizné¢ a pii poskliznovych tpravach produkti. Jsou evidovany
piipady onemocnéni salmonel6zou po konzumaci nakli¢enych semen a vyhonki rostlin,
napf. naklicenych semen vojtésky, fazolovych vyhonk ¢i vyhonkd fazolek mungo

(Veverka, 2003, Gorner a Valik, 2004).

Semena kakaovniku (Theobroma cacao) jsou po sklizni zpracovdna fermentaci, ktera pro-
bih4d pisobenim kvasinek a bakterii mlécného kvaSeni. Nejprve se uplatiiuji kvasinky
Saccharomyces cerevisiae, Candida rugosa a Kluyveromyces marxianus. Nasledn¢ dochazi
k mnozeni laktobacilli a streptokokti a v konecné fazi poté bakterii rodu Acetobacter a
Gluconobacter. Fermentace se pouziva k dosazeni pozadovaného aroma kakaovych bobt.
Spatnym pritbéhem fermentace vsak miize dochéazet k tvorbé senzorickych vad, a to prede-
v§im ptisobenim bakterii rod Bacillus, Pseudomonas ¢i Escherichia nebo ptipadnym na-

rustem plisni roda Aspergillus, Penicillium a Mucor (Schwan a Wheals. 2004).

TaktéZ semena kavovniku (Coffea spp.) jsou po sklizni vystavena fermentaci. Kavova zrna

jsou fermentovana pomoci pektinolytickych mikroorganizmi a bakterii mlééného kvaSeni.

Nejcastéji se vyuzivaji rody Saccharomyces apiculatus, Hanseniaspora uvarum,
Pseudomonas fluorescens a Erwinia carotovora. Ptipadné senzorické vady zptisobuji bak-

terie Bacillus brevis (Waters et al., 2015).

NejcastéjSimi kontaminanty kakaa a kavy jsou plisné, predev§im zastupci rodu Aspergillus.
Aspergillus ochraceus produkuje ochratoxin A, jehoz vznik je spojeny se Spatnym usklad-
nénim. Uinek tohoto mykotoxinu je pfedeviim nefrotoxicky. Zplesnivélymi potravinami se
dostava do masa prasat a skotu, a miiZe takto neptimo ohrozit lidské zdravi. Ve vétSich dav-
kach zplsobuje u zvitat enteritidy, nekrozy a vyvolava taktéz teratogenni ucinky (Gorner a

Valik, 2004, Bui-Klimke a Wu, 2013).
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II. EXPERIMENTALNI CAST
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4 CIiLPRACE

Cilem této bakalaiské prace bylo sledovat mikrobiologickou jakost raw tyCinek a mnoZstvi
biogennich aminti v téchto potravinach. Bakterie obsazené v raw potravinich mohou byt
zdravi Skodlivé, zaroven vSak mohou mit potencial pro pozitivni vyuziti v potravinaiské

technologii.
Dil¢i cile prace byly postaveny néasledovné.
V teoretické Casti:

- charakterizovat raw potraviny,
- charakterizovat biogenni aminy,

- charakterizovat mikroorganizmy v raw potravinach.

V experimentalni casti:
- provést mikrobiologickou analyzu raw potravin,
- uvSech vzorkl provést analyzu biogennich amind,
- pouzit vhodné statistické metody pro vyhodnoceni ziskanych vysledk,
-z vysledkl vyvodit doporuceni a navrhnout dal§i smér vyzkumu v oblasti raw

tyc¢inek.
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5 MATERIAL A METODY

Pro experiment bylo v béznych obchodnich fetézcich zakoupeno 15 vzorki raw tyCinek. V
téchto raw potravinach byl nasledn¢ proveden screening mikrobiologické diverzity a rovnéz

stanoven obsah biogennich amint.

V mikrobiologické ¢asti experimentu byla provedena charakterizace mikroorganizmi za vy-
uziti kultivace na selektivné diagnostickych piidach. Druhova identifikace mikroorganizmi
byla provedena pomoci hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti
matrice s pruletovym analyzatorem (MALDI-TOF MS). V analytické ¢asti experimentu bylo
provedeno stanoveni biogennich amint za pouZiti ultra vysoce uc¢inné kapalinové chromatogra-

fie (UHPLC).

Obrazek 3: Testované vzorky (vlevo nahote-raw ty€inka sezamova, vpravo nahote-raw

ty¢inka s keSu, vlevo dole-raw marokanka cokolddova, vpravo dole-raw kuli¢ka jablkova)
5.1 Mikrobiologicky experiment

5.1.1 Izolace mikroorganizmu

Bylo odvazZeno 10 gramil z kazdého vzorku raw tyc¢inky (obrazek 4) a asepticky pfeneseno
do 90 ml sterilniho fyziologického roztoku, ktery byl nasledné homogenizovan po dobu 10
minut (za pouZiti stomacheru). Raw ty€inky byly poté podrobeny rutinni mikrobiologické
analyze za pouziti desitkového fedéni (obrazek 3) a nasledné kultivaci na selektivné dia-
gnostickych pidach (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai, India). Celkovy pocet mi-
kroorganizmli byl hodnocen podle normy ISO ¢. 4833-1 (2013), bakterii celedi
Enterobacteriaceae podle normy ISO €. 21528-2 (2017), kvasinek a plisni podle normy ISO
¢. 6611 (2004) a halotolerantnich mikroorganizm (stafylokoky) dle Chapmana (1945) kul-

tivaci na agaru s manitolem, chloridem sodnym a fenolovou ¢erveni (MSA) pii 37 °C po
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dobu dvou dnii. Izolované bakterie byly pieneseny na bujon s mozkosrdcovou infuzi (BHI)
a kultivovany 24-48 hodin pii 25 °C (kvasinky a plisn¢), 37 °C (Enterobacteriaceae,
Staphylococcus) nebo 30 °C (ostatni mikroorganizmy). Vysledky byly vyjadfeny jako log
CFU.g!.

5.1.2 Identifikace mikroorganizmu

Kazdy z patnacti vzorki byl kultivovan na osmi selektivné diagnostickych ptadach, ze kte-
rych bylo nésledné vyizolovano 68 bakterii a kvasinek. Identifikace mikroorganizmu byla
provedena metodou MALDI-TOF MS za pouziti ptistroje Bruker Autoflex Speed (Bruker
Daltonics, Brémy, Némecko) a databaze Biotyper 3.1 (Bruker Daltonics) po ptedchozi kla-
sifikaci izolatd do jednotlivych skupin mikroorganizmti. Vizualizace proteinovych piki byla

provedena pomoci programu mMass 5 (Strohalm ef al., 2010).

HOMOGENIZACE 0,1 mi 0,1 ml 0,1 ml 0.1 ml 0,1 ml
1 g vzorku
V
0.9 ml fyziologického
oml roztoku
fyziologického
roztoku
REDENI 10! 102 103 104 10
0,1 ml daného fedéni
wm [ = H C=H C==H
PM I:‘__:':_,]_ E:“__::i [:__—% @_
P - - e e

Obrazek 4: Schéma desitkového fedéni vzorku

5.2 Analyza biogennich amini

Pro analyzu biogennich aminii (BA) a polyaminl (PA) byly pouzity lyofilizované vzorky
raw tyCinky. U kazdého ze vzorkl byla provedena trojnadsobné extrakce roztokem kyseliny
chloristé o koncentraci 0,6 mol.I"! a nasledna filtrace. Zfiltrovany extrakt byl poté pouZit pro

derivatizaci a stanoveni BA a PA dle Dadakova ef al., 2009 a Bunkova ef al., 2013.
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5.2.1 Detekce biogennich amini

Koncentrace ptitomnych BA, konkrétné fenylethylaminu (PEA), histaminu (HIM) a tyra-
minu (TYM) a rovnéz ptitomnych PA, jmenovité kadaverinu (CAD), putrescinu (PUT),
spermidinu (SPD) a sperminu (SPM), byly analyzovany pomoci UHPLC s UV/VIS detekeci.
Separace byly provedeny gradientovou eluci (voda/acetonitril) na kolon¢ Agilent Zorbax
RRHD Eclipse Plus C18 s rozméry 50 x 3,0 mm a porovitosti 1,8 um (Agilent, Paolo Alto,
USA) pii teploté 30 °C a priatoku kolonou nastaveném na 0,453 ml/min. Chromatograficky
systém Dionex HPLC UltiMate 3000 byl tvoien odplynovaci jednotkou (degaserem), binarni
pumpou, autosamplerem, termostatem kolon a UV/VIS detektorem (Thermo Fisher Scienti-
fic, Waltham, Massachusetts, USA). Detekce byla provedena UV/VIS detektorem pfi vinové
délce 254 nm. Chromatogramy byly nasledné vyhodnoceny pomoci softwaru Chromeleon™

6.8.

Program gradientové eluce, kterym probihala separace dansylderivati biogennich amint, je

zndzornén v tabulce 2.

Tabulka 2: Program gradientové eluce pro HPLC

Cas (min) 10% Acetonitril (%) 100% Acetonitril (%)
0,1 36 64
1,4 28 72
3,5 15 85
4,0 0 100
9,0 0 100
11,5 36 64
15,5 36 64

5.3 Charakteristika pouzitého materialu

Celkem bylo analyzovano 15 vzorki ty¢inek o riizném sloZeni, u kterych vyrobci deklarovali
raw kvalitu. Vyrobky byly vyrobeny podle natizeni Rady (ES) ¢. 834/2007 o ekologické
produkci a oznacovani organickych produktt, suseny vzduchem do 42 °C a uchovavéany v
obalech s modifikovanou atmosférou. Ke kazdému vzorku byl pfifazen kod (Tabulka 3), pod

kterym jsou v dalSim textu oznaceny.
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Tabulka 3: Charakteristika pouzitych vzorki

Vyrobek Kéd SloZeni
. datle, mandle, mango susené, ananas suSeny, mandlova
Raw kulicky " . . ,
tropicky mix B1 pasta, neprazené kakaové boby, raw sirup z agave,
pomerancova kura, étericky pomerancovy olej
Raw kulicky B2 kokos strouhany, rozinky Sultana, datle,
kokosové slune¢nicové seminko
Raw kulicky B3 datle, neprazené kakaové boby, mandle, mletd vanilka,
Jamaica kofeni
Raw tycinka "
. B4 datle, fiky, raw keSu, mandle
fikova
kakaové maslo, kakaovy prasek, sirup z agave, pomeran-
Raw cova kilira, mandle, vlaSské otechy, datle, rozinky, peka-
marokanka B5  nové ofechy, slune¢nicova seminka, dyiiova seminka, ko-
¢okoladova kos, jablka, mleta skofice, mlety kardamon, himaldjska
sul rizova
Raw tycinka s y . .., ,
W yv B6 kesu, rozinky, slunecnicova seminka
kesu
Raw ty¢ink
aw tycinka B7 datle, sezam
sezamova
" para ofechy, suSena rajcata s moiskou soli, ¢esnek, cibule,
Raw tyc¢inka . , . . RPN
S B8 rozinky Sultana, konopné seminko loupané, kumin (fim-
zeleninova , , , . 1 .
sky kmin) mlety, majoranka, chilli mleté
Raw kulicky B9 rozinky, slune¢nicova seminka jadra, jablecna vldknina
jablkové prasek, skotice mletd
.. datle, rozinky Sultana, slune¢nicové seminko, prasek z
Raw tycinka s . L S e . . ,
. y B10 cervené fepy, extra panensky olivovy olej, citronovy
cervenou fepou or e
esencialni olej
Raw kulic¢k . . , .
aw KUTLCKy Bl11 rozinky, datle, kakao, kokos, chia seminka, slune¢nice
kakaové
Raw proteinova
tyCinka B12 datle, banan, ryZovy protein, kokos
bananova
o, le, liskové ofisky, ryzovy i Iné -
Raw proteinové dat’e, liskové ofisky, ryzovy Izrortelrnv (tep’ez né nezpraco
tvéinka g1z  vand bilkovina z celozrnné hnédé ryze, ryzovy oligodex-
, Y wrv . trin, stévie, xantanova guma, motska stl, pektin), slunec-
liskooriskova N , , . ,
nicova seminka, raw kakaova hmota, chia seminka
Raw tycinka B14 datle, aktivované slunecnicové seminko, jablka susena,
jablkova rozinky Sultana, skofice mleta
Raw tyCinka . . " , ,
Y B15 datle, kesu, Cervena tepa, Svestky, kakaové boby, mak

Svestkova
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5.4 Statisticka analyza

Ziskana experimentalni data byla analyzovana za pouziti programu Microsoft Office Excel
2013 (Microsoft, Redmont, Washington, USA). Vysledky vSech statistickych testii byly
zpracovany na hladin€ vyznamnosti p = 0,05. K vyhodnoceni ziskanych dat byl pouzit

Kruskal-Wallisuv test.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Mikrobiologicka analyza

Raw tyc€inky, zejména diky vodni aktivité, dostatku zivin a pH, vytvafi piihodné prostiedi
pro rust a preziti fady plisni, kvasinek, ale také bakterii. Vysledky mikrobiologické analyzy
jsou uvedeny v piiloze I (Pfiloha I, Tabulka 1). Mnozstvi mikroorganizmi kultivovanych na
ptidé BHI se pohybovalo v rozmezi od 2,9 do 9,2 log CFU.g!. A¢koli v soucasné legislativé
neexistuje hygienicky limit pro tento typ vyrobkd, je za bezpecnou povazovana hranice log
6,0 CFU.g"' (Cervenka et al., 2015). AZ na dvé vyjimky, konkrétné vzorky B3 (9.2 log
CFU.g')aB7 (7,5 log CFU.g"), testované raw ty¢inky tuto hranici splnily. Pocet kvasinek
a plisni (CHYGA) se pohyboval v rozmezi od 2,3 do 4,0 log CFU.g!. Podobnych vysledki
dosahl Cervenka ef al., 2015, ktery uvadi mnozstvi plisni v raw potravinach pohybujici se
intervalu od 1,8 log CFU.g! do 3,7 log CFU.g!. Kvasinky a plisné se vyskytovaly téméf na
vSech vzorcich a to i1 pfes to, ze ke vzorkiim B9, B10, B12, B14 a B15 bylo aplikovano
antimykotikum hexamidine v koncentraci 50 mg.1"!. Zvyseny pocet plisni miize byt zpiso-
ben kontaminaci vstupnich surovin ¢i pouzitou technologii zpracovani. Zvysenou pozornost
je tieba vénovat vzorkiim B9, B12 a B15, u kterych byl zaznamendn narast plisni i po apli-
kaci zminéného antimykotika. Z izolovanych plisni byly nasledné¢ mikroskopicky urceny
rody Aspergillus a Penicillium (Obrazek 1-3, Ptiloha III), které jsou zodpovédné za produkci
mykotoxind. Mnohymi autory byl popsan zvySeny vyskyt mykotoxind, pfedev§im ochrato-
xinu A a aflatoxini, v datlich (Ragab ef al., 2001, lamanaha et al., 2005, Azaiez et al., 2015)
¢i rozinkdch (Iamanaha et al., 2007, Azaiez et al., 2015), které tvoii podstatnou ¢ast raw
ty¢inek. Mykotoxiny byly nalezeny i1 v dalSich surovinach, z nichZ jsou raw ty¢inky vyro-
beny. Jedna se predevsim o fiky (Drush a Aumann, 2005, Azaiez et al., 2015), suSené Svestky
(Engel, 2000, lamanaha et al., 2005, Azaiez et al., 2015), ale také arasidy (Hoeltz et al.,
2012, Schwartzbord a Brown, 2015), keSu (Milhome ef al., 2014), mandle (Rodriguez et al.,

2012), kokos (Saxena a Mehrotra, 1990) a slunecnicova semena (Jiménez et al., 1991).

Pocet koliformnich bakterii (VRBA) se pohyboval v rozmezi od 2,7 do 7,3 log CFU.g™!.
Zvyseny pocet koliformnich bakterii byl pozorovan u vzorki B3 (7,3 log CFU.g ') a B7 (6,7
log CFU.g™!). Ptitomnost koliformnich bakterii miize byt zplisobena hnojenim biopotravin
fekaliemi, pfenosem hmyzim vektorem & kontaminovanou vodou. Cervenka et al., 2015

uvadi obsah koliformnich bakterii u vzorkli raw potravin v intervalu od 1,9 do 4,4 log CFU.g
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I, pficemz u dvou vzorki, vzhledem k antimikrobidlnimu ptisobeni mladého je¢mene, neza-
znamenal narist koliformnich bakterii. Brozkova et al., 2016 uvadi obsah koliformnich bak-
terii ve vstupnich surovinach pro vyrobu raw tyCinek, jakymi jsou liskové ofechy (2,9 log
CFU.g"), goji (2,8 log CFU.g"), kesu (< 1 log CFU.g™"), chia seminka (< 1 log CFU.g’) a
Inéné seminka (5,9 log CFU.g!. A&koli byl popsan mikrobicidni i¢inek esencialnich olejti
v citrusech, nemély tyto latky ve vzorcich B1 a B10 vyraznéjsi vliv na omezeni poctu koli-
formnich bakterii (Oikeh et al, 2015). Pocet stafylokoki (MSA) byl zjistén v intervalu od
2,9 do 7,5 log CFU.g"!, pii¢emZ nejvyssi obsah vykazovaly vzorky B3 (7,5 log CFU.g"),
B10 (5,3 log CFU.g") a B2 (5,2 log CFU.g™!). Enterokoky (SB) byly zaznamendny u 8 tes-
tovanych vzorkd, pfi¢emz se jejich pocet pohyboval v intervalu od 3,0 log CFU.g™! do 4,13
log CFU.g"!. Mléené streptokoky (M17) byly pozorovany u viech vzorki. Jejich pocet se
pohyboval v rozmezi od 2,6 do 6,4 log CFU.g"!. Laktobacily (MRS) byly ptitomny ve vzor-
cich v intervalu od 2,7 log CFU.g"! do 6,7 log CFU.g"!. Pocet anaerobnich bakterii (RCA)
byl zaznamenan u 10 testovanych vzorkd, kdy se jejich mnozstvi pohybovalo v intervalu od

2,3 do 6,1 log CFU.g™\.

Z 15 vzorkt, kultivovanych na 8 selektivné diagnostickych ptidach, bylo vyizolovano 68
bakterii a kvasinek, které byly dale identifikovany metodou MALDI-TOF MS. Identifiko-
vany byly tyto mikroorganizmy: Acinetobacter pittii (B6, B10), Bacillus cereus (B4, B10,
B12, B15), Bacillus safensis (B9, B14, B15), Bacillus thuringiensis (B4), Cronobacter
sakazakii (B6), Enterococcus casseliflavus (B15), Micrococcus luteus (B1, B5, B6, B7, BS,
B10, B11, B12, B13), Pseudomonas oryzihabitans (B6, B10), Rhodotorula mucilaginosa
(B12), Serratia fonticola (B3), Serratia marcescens (B1, B3), Staphylococcus aureus (B3),
Staphylococcus hominis (B1, B13), Staphylococcus pasteuri (B9), Staphylococcus warneri
(B2, B4, B7).
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6.2 Analyza biogennich amini

Analyzu obsahu BA v raw tyCinkach graficky vyjadiuji grafy uvedeny v Ptiloze 11 (Obrazek
1-15, Ptiloha II). Celkovy obsah biogennich amina se pohyboval v rozmezi u PEA od 8,14
mg.kg! do 37,78 mgkg!, uHIM od 2,14 mg.kg ' do 18,92 mgkg'auTYM od 1,98 mg.kg
'do 42,23 mg kg

Nejvyssi vyskyt PEA byl zaznamenan u vzorkd B4 (37,8 = 2,4) mg.kg™! a B9 (35,0 £2,3)
mg.kg™!, nejniz§i obsah PEA naopak vykazovaly vzorky B13 (8,1 + 0,8) mg.kg' a B3 (8,2
+1,6) mg.kg!. Nejvice HIM obsahovaly vzorky B1 (18,9 + 1,2) mg.kg! a B13 (11,9 +2,0)
mg.kg !, nejmensi koncentrace HIM byla zaznamenéna u vzorkd B3 (2,1 = 0,8) mg.kg'! a
B2 (2,9 + 1,1) mg.kg!. Nejvyssi vyskyt TYM byl zaznamenan u vzorkii B8 (42,2 + 4,8)
mgkg! aB4 (31,7 £ 3,4) mg.kg!, nejnizsi obsah TYM naopak vykazovaly vzorky B6 (2,0
+0,5) mgkg! a B14 (3,3 + 1,6) mg.kg!. Na zakladé provedené statistické analyzy byly
zjistény statisticky vyznamné rozdily (P<0,05) v obsahu BA u jednotlivych raw tyc¢inek.

PEA byl popsan jako pfirozena slozka kakaovych bobil (Halasz ef al., 1994, Santos, 1996).
V neprazenych kakaovych bobech byl popsan vyskyt PEA <20 mg.kg™!, vyssi koncentrace
souvisi az s dekarboxylaci pritomného fenylalaninu na PEA v dasledku prazeni (Haladsz et
al., 1994). Ve vzorcich, které obsahovaly kakaové boby ¢i kakaovy prasek nebyly zazname-
nény zvysené koncentrace PEA. Koncentrace histaminu neptekro¢ily hranici 20 mg.kg™.
V porovnani s obsahem HIM v kysaném zeli (42-52 mgkg"'), v ldku dokonce 143-174
mg.kg! & syrem Parmesan (272 mg.kg™!), jsou tyto hodnoty zanedbatelné (Halasz et al.,
1994). ZvySeny vyskyt TYM byl popsan v rajceti, Svestkdch a bananech (Halasz et al.,
1994). Nejvyssi obsah TYM byl zaznamenan ve vzorku B8, ktery obsahuje suSena rajcata.
Rovnéz ve vzorku B12 (bananové) a B15 (Svestkova) byly zaznamenany zvySené koncen-

trace TYM.
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Obrazek 5: Koncentrace biogennich amint ve vzorcich B8 (zeleninova raw tycinka) a B4
(fikova raw tyc¢inka)

Celkovy obsah polyaminii se pohyboval u CAD v rozmezi od 6,88 mg.kg™! do 28,32 mg.kg"
. PUT od 8,31 mg.kg ! do 53,95 mg.kg!, SPD od 0,76 mg.kg! do 11,23 mg.kg' a SPM od
9,24 mg kg do 30,73 mg kg

Nejvyssi vyskyt CAD byl zaznamenan u vzorki B8 (28,3 + 3,8) mg.kg! a B7 (25,7 £ 2,4)
mg.kg!, nejniz§i obsah CAD vykazovaly vzorky B6 (6,9 + 1,1) mg.kg! a B2 (10,1 £ 0,8)
mg.kg!. Nejvice PUT obsahovaly vzorky B8 (54,0 + 2,9) mg.kg! a B4 (39,4 = 2,6) mg.kg
!, nejmensi koncentrace PUT byla zaznamenana u vzork® B3 (8,3 + 0,6) mg.kg! a B14 (10,1
+1,7) mg.kg!. Nejvyssi vyskyt SPD byl zaznamenan u vzorkdi B6 (11,2 + 0,9) mg.kg™! a B7
(10,3 £ 0,9) mg.kg!, nejnizsi obsah SPD naopak vykazovaly vzorky B12 (0,8 + 0,3) mg.kg"
'aB10 (2,8 £0,2) mg.kg!. Nejvyssi vyskyt SPM byl zaznamenan u vzorkt B3 (30,7 + 2,4)
mg.kg! aB6 (26,3 = 1,8) mg.kg ™!, nejnizsi obsah SPM naopak vykazovaly vzorky B10 (9,2
+0,4) mg.kg! aB9 (10,8 +0,7) mg.kg.

Nishibori et al., 2005, uvadi mnozstvi polyaminu SPM v mandlich (13,6 mg.kg') a kesu
(24,1 mgkg!). S timto tvrzenim koresponduje fakt, Ze nejvyssi koncentrace SPM v raw
ty¢inkach obsahovaly vzorky B3 (mandle) a B6 (kesu). Celkovy obsah SPD (<15 mg.kg™),
l1ze povazovat za velmi nizky. Nejvyssi obsah PUT byl zaznamenan ve vzorku B8 (54,0 +
2,9 mgkg'), obsahujicim zeleninovou slozku. Tento tidaj nekoresponduje s hodnotami,
které uvadi Nishibori et al., 2005, ktefi popsali vyskyt PUT v rajéeti (5,9 mg.kg™!), rozinkich
(0,1 mg.kg™"), Gesneku a cibuli (shodné 2,3 mg.kg™!), tedy v koncentracich fadové desetkrat

nizsich.
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Mikroorganismy mohou vykazovat schopnost produkovat nebo degradovat biogenni aminy
in vitro a mohou byt pouzity jako mikrobiologické indikatory k prevenci akumulace BA v
potravinach (Butor et al., 2017). Halasz et al., popsali korelaci mezi ¢eledi Enterobacteria-
ceae a produkci PUT a CAD a rovnéz produkci PUT bakteriemi rodu Pseudomonas. Byun
a Mah, 2012 zminuji zvySenou produkci TYM a SPD rody Bacillus. Pachlova et al., 2017,
uvadi obsah biogennich amind (TYM, PUT, HIM a PEA) béhem skladovani syra. Ve vSech
vzorcich syra se s postupujicim ¢asem navysSovala koncentrace biogennich aminti. V zavis-
losti na tomto zjiSténi by bylo proto zajimavé porovnat testované vzorky se vzorky raw ty-

¢inek pted koncici dobou expirace.
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ZAVER

V prvni ¢asti se tato prace zabyvala charakteristikou raw potravin, mikrobidlni jakosti raw
potravin a problematikou biogennich amint. K experimentu bylo vybrano 15 raw tyc¢inek o
rizném slozeni. Tyto potraviny byly podrobeny mikrobiologické analyze, jejimz cilem bylo
nalezeni indikatorovych skupin mikroorganizmii (fakultativné anaerobni mezofilni mikro-
organizmy, enterobakterie, stafylokoky, kvasinky, plisn¢ a bakterie mlé¢ného kvasSeni). Rov-
n¢z byla provedena identifikace mikroorganizmti pomoci MALDI-TOF MS. Zaroven byly
tyto potraviny analyzovany UHPLC s UV/VIS detekci za ucelem vyhodnoceni a identifikace
obsahu biogennich aminti. Nejvyssi koncentrace biogennich aminti byla zaznamenana ve vzorku
B8. Jednalo se raw ty¢inku obsahujici zeleninovou slozku, kdy tento vyrobek, mimo jinych,
obsahoval biogenni amin tyramin v koncentraci 42,23 mg.kg™' a polyamin putrescin v koncen-
traci 53,95 mg.kg'!. Vice nez polovina vzorki nepfekrocila hranici koncentrace biogennich
aminti 15 mgkg"!, dvé tietiny vzorkil poté nepiesahly hranici 20 mg.kg™'. Identifikaci piitom-
nych mikroorganizmi bylo prokazano nej€astéjsi zastoupeni rodt Micrococcus, Staphylococcus
a Bacilus, u kterych byla popsana dekarboxylazova ¢innost. S ohledem na tento fakt, je tfeba
brat v tvahu 1 obsah jednotlivych biogennich amint v testovanych vzorcich. Dosazené vysledky
této prace ukazuji, ze raw tyCinky obsahuji riizné mikrobialni zastoupeni v zavislosti na jejich
slozeni. Je dilezité vénovat pozornost obsahu jednotlivych typl potravin a jejich mikroflote,
zejména ve vztahu k lidskému zdravi. A¢koli nebylo primarnim cilem této prace studium obsahu
plisni, vyskyt mykotoxikogennich rodd Aspergillus a Penicillium ve studovanych vzorcich je
alarmujici. Pfitomnost mykotoxint je v téchto vyrobcich velmi pravdépodobnd, a proto by bylo
vhodné zacilit vyzkum raw ty€inek timto smérem. Obsah biogennich amint v testovanych vzor-
cich nebyl vysoky. Je vSak tfeba brat ztetel na koktejlovy efekt téchto latek, a proto i raw tyCinky

konzumovat v piiméfeném mnozstvi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BA

BHI

BMI

CAD

CFU

DAO

HIM

HMT

CHYGA

MALDI-TOF MS

MAO

MSA

PA

PEA

PUT

SPD

SPM

TRM

TYM

UHPLC

UV/VIS

VRBA

Biogenni aminy

Bojon s mozkosrdcovou infuzi

Index télesné hmotnosti

Kadaverin

Kolonie tvofici jednotku

Diaminooxidaza

Histamin

Histidinmethyltransferaza

Agar s chloramfenikolem, gluk6zou a kvasnicnym extraktem

Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za Gcasti

matrice s priletovym analyzatorem

Monoaminooxidaza

Agar s manitolem, chloridem sodnym a fenolovou cerveni
Polyaminy

2-fenylethylamin

Putrescin

Spermidin

Spermin

Tryptamin

Tyramin

Ultra vysoce uc¢inna kapalinova chromatografie
Ultrafialova a viditelné oblast elektromagnetického spektra

Agar s krystalovou violeti, neutrdlni Cerveni a Zluci
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PRILOHA T
Tabulka 1: Zivotaschopné buiiky (log CFU.g™") hlavnich mikrobialnich skupin v testovanych vzorcich raw tyginek
AGAR log CFU.g-1
Vzorek VRBA MSA MRS SB M17 CHYGA RCA BHI
B1 39+0,3 3,8+0,2 3,2+0,1 3,7+0,4 2,8+0,1 3,6+0,1 2,6 0,4 3,8+0,3
B2 3,5+0,3 52+0,1 3,5+£0,2 - 39+0,5 2,3+0,1 5,0+£0,2 39+0,3
B3 7,3+0,4 7,6 +0,3 2,7+0,1 4,1+0,2 5,0+0,2 3,5+0,1 5,3+0,1 9,2+0,4
B4 3,6+£0,2 3,0+£0,1 3,0+£0,2 3,7£0,2 3,5+0,3 3,3+£0,1 6,1 £0,2 2,9+0,2
BS5 3,0+0,3 2,9+0,2 - 32+0,3 6,4+0,2 3,6+0,3 33+0,3 3,3+0,1
B6 4,3+0,5 3,6 0,2 4,8+0,3 - 5,1+£0,2 3,0£0,1 34+0,2 52+0,2
B7 6,7+0,4 32+0,3 39+0,3 32+0,1 3,704 3,6+0,2 5,0+0,2 7,5+0,2
B8 3,7+0,3 32+0,2 4,6 +0,4 4,0+0,3 2,6 +0,1 3,3+0,2 5,7+0,2 3,5+0,1
B9 34+0,3 34+0,1 - - 3,7+0,2 2,4+0,1 - 3,7+0,2
B10 4,2+0,5 53+04 6,7+0,2 - 4,4+0,1 - - 34+04
B11 2,7+0,3 4,0+0,2 6,3+0,3 3,0+0,7 6,1 £0,4 32+0,2 4,9+0,3 3,6+0,2
B12 2,9+0,4 4,0+0,2 - - 34+0,2 4,0+0,1 - 4,2+0,3
B13 3,603 3,7+0,3 3,8+0,1 3,5+£0,2 3,7+£0,3 2,5+0,1 2,3+0,2 3,7+0,1
B14 3,3+0,2 4,7+0,4 - - 4,8+0,1 - - 4,6+£0,2
B15 3,0+0,3 4,1+0,1 - - 4,1+0,2 3,6+0,2 - 44+0,3
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Obrazek 3: Koncentrace biogennich amint ve vzorku B3
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Obrazek 4: Koncentrace biogennich amint ve vzorku B4
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Obrazek 5: Koncentrace biogennich amina ve vzorku B5
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Obrazek 6: Koncentrace biogennich amini ve vzorku B6
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Obrazek 8: Koncentrace biogennich amini ve vzorku B8
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Obrazek 9: Koncentrace biogennich amini ve vzorku B9
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Obrazek 10: Koncentrace biogennich aminti ve vzorku B10
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Obrazek 11: Koncentrace biogennich amint ve vzorku B11
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Obrazek 12: Koncentrace biogennich amini ve vzorku B12
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Obrazek 13: Koncentrace biogennich aminti ve vzorku B13
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Obrazek 14: Koncentrace biogennich amini ve vzorku B14
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Obrazek 15: Koncentrace biogennich amint ve vzorku B15
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PRILOHA III

Obrazek 3: plisen rodu Penicillium vyskytujici se testovaném vzorku B4



