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Uvod

Majonéza je pravdépodobné jedna =z nejstarSich
anejvice pouzivanych studenych emulgovanych omacek
na svété. Pouziva se bud’ samostatné jako zdobici prvek
nebo je vychozi surovinou pro vyrobu lahtidkarskych vy-
robkll (rizné pomazanky, salaty, omacky). Tradiéni ma-
jonéza'? je emulze olej ve vodé (o/v) a je smési oleje,
vody, Zloutku (vajec), octa a kofeni (zejména hoicCice)
s obsahem tuku 680-820 g kg '. V soucasné dobg, se zmé-
nami stravovacich navykt konzumentd, je trend vyrobct
vyrabét majonézy se snizenym obsahem tukt (250-500
g kg ' tuku), coz zptisobuje niz§i mikrobialni stalost vyrob-
ku diky vyssimu obsahu dostupné vody ve vyrobku.

Mezi mikroorganismy, které se mohou mnoZit
v majonéze a podobnych vyrobcich, a tak nezddoucim
zpusobem ménit jejich vlastnosti, patii bakterie, kvasinky
a plisné. V posledni dobé ptevazuje nazor, ze kazeni vy-
robki je zpusobeno hlavné bakteriemi mlééného kvaseni
(BMK), ptedevsim rodem Lactobacillus®>. Agkoliv BMK
jsou zdravotné nezévadné, predstavuji pro vyrobce pro-
blém, jelikoz v disledku své metabolické ¢innosti v prabé-
hu doby skladovani vyrobku negativné ovliviiuji jeho sen-
zorické vlastnosti (tvorba pachuti, pacht, plynu a zména
konzistence), a tim vyrazné zkracuji dobu trvanlivosti. Na
zakladé experimentalnich méfeni bylo zjisténo, Ze maxi-
malni senzoricky pfipustnd koncentrace BMK ve vyrobku
je 10°KTJ g (kolonie tvotici jednotku). Tato hodnota
vSak nemusi byt platna pro vSechny rody BMK, v naSem
pifipadé tuto hodnotu povazujeme za limitni pro vSechny
rody BMK.
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Jednim z dalSich nezadoucich projevi ¢innosti BMK
ve vyrobcich mize byt pritomnost biogennich aminu, jeli-
koz BMK jsou znamy schopnosti produkovat biogenni
aminy, zejména tyramin v pribéhu kaZeni potravin®. Bio-
genni aminy (BA) jsou latky zasaditého charakteru, pfiro-
zené se vyskytujici v ptirod¢€. Jsou to organické baze roz-
manité struktury s nizkou molekulovou hmotnosti, synteti-
zované mikrobialnim, rostlinnym a zivoc¢iSnym metabolis-
mem. Dnes je zndmo asi 40 sloucenin, z nichZ nejzndméjsi
jsou histamin, tyramin, putrescin, kadaverin a tryptamin.
Biogenni aminy jsou obsaZeny zejména v rybach a rybich
produktech, v syrech, masu a fermentovanych potravi-
nach’. Dale pak v pivu, vinu, ovoci, zeleniné, ofechach
a &okolads™. V CR je legislativné stanoveny obsah hista-
minu v rybach a rybich vyrobcich 100 mg kg™, pro tyra-
min toto omezeni neexistuje'’. Pkijatelny obsah tyraminu
v potraving se udava v rozmezi 100-800 mg kg". Prestoze
hladiny aminli v potravinach obvykle nedosahuji toxické
hodnoty, muze byt jejich vyskyt problematicky, jelikoz
aminy jsou pfitomny v mnoha potravinach. Vysledné je-
jich kone¢nd koncentrace pfi piijmu potravin mize
v n¢kterych piipadech piesahnout bezpeénou hladinu
a vyvolat alergickou reakei''.

Cilem této prace bylo popsat vyskyt laktobacild
v laboratorn¢ vyrobené majonéze a tatarské omacce
v pribéhu skladovani pii teplot¢ skladovani 15°C
(maximalni legislativné povolena teplota skladovani'?)
a podat prvotni informace o vyskytu biogennich amint —
histaminu a tyraminu — ve vyrobenych omackach.

Experimentalni ¢ast
Material a metody

Vyroba majonézy a tatarské omacky

Majonéza a tatarska omacka byla vyrobena ve vyrob-
niku Stephan UMC 5 Electronic pii pokojové teplote a za
vakua, dle podnikovych THN (technicko-hospodaiské
normy). Po smichani vSech sloZek nasledovalo rozplnéni
do vanicek a skladovani pfi teploté 15 °C. V pribéhu skla-
dovani byly omacky hodnoceny senzoricky a dale byl sle-
dovan celkovy pocet laktobacilti. Biogenni animy byly
stanoveny na konci doby skladovani omacek.

Vysledné slozeni majonézy: voda, olej (obsah
40 hm.%), ocet, suSeny zloutek, modifikovany Skrob, stl,
cukr, hot¢ice, stabilizator a sorban draselny (konzervant).

Vysledné sloZeni tatarské omacky: voda, olej (obsah
49,5 hm.%), zeleninovy zaklad, suseny zloutek, modifiko-
vany Skrob, kyselina chlorovodikova, stabilizator a sorban
draselny (konzervant).

Stanoveni celkového poctu laktobacilii

Do Erlenmayerovy baniky s 90 ml fyziologického
roztoku o pH 7,0 bylo ptevedeno 10 g promichané¢ho vzor-
ku, vSe bylo nasledné¢ zhomogenizovano dikladnym pro-
ttepanim. Poté byla potfebna fedéni vytvofena obvyklym
desitkovym fedénim"’.
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Na petriho misku byla napipetovana suspenze vhod-
ného desitkového fedéni o objemu 1 ml a prelita rozehia-
tym MRS agarem (de Man, Rogosa and Sharpe), ktery byl
vytvofen z MRS bujonu (BK070, firma Biokar, Francie)
a z bakteriologického agaru (L11, firma Oxoid, UK). Ob-
sah misky byl poté dikladné promichan a ponechan zatuh-
nout. Po kultivaci v Anaerostatu (Sanyo, Japonsko) pfi
37 °C po dobu 72 hodin anaerobné byly odecteny typické
kolonie a spocitany kolonie laktobacili ve vzorku'*.

Stanoveni aktivni kyselosti

Aktivni kyselost (pH) byla méfena na laboratornim
pH-metru 3020 (Jenway, UK) se sklenénou elektrodou pfi
pokojové teploté.

Senzorické hodnoceni vyrobenych omdcek

Zmény senzorickych vlastnosti vyrobenych omaécek
(textury, pachu a barvy) byly v priibéhu skladovani hodno-
ceny smyslové.

Vypocet CIMSCEE rovnice"

Pro odhadnuti mikrobialni stability vyrobené majoné-
zy a tatarské omacky z hlediska vyskytu laktobacili byla
pouzita CIMSCEE (Comité des Industries des Mayonnai-
ses et Sauces Condimentaires de la Communauté Econo-
mique Européenne) rovnice:

s = 15,75 (1-a) (% kyseliny octové) + 3,08 (% NaCl) +
+ (% hexosy) + 0,5 (% disacharidt) + 40 (4,0—pH)
kde (1-a) je podil kyseliny octové, ktera
v nedisociované formé a je vypoctena dle rovnice:

je

nedisociovana forma kyseliny = 10 / (107" PX“ + 1)

PK o= pK,— 2[(A NI/ 141,51 )] + 0,1751

kde A4 je Debye-Hiickel koeficient, / je molalni iontova sila
roztoku.

Za mikrobialné stabilni vyrobek je povazovan vyrobek
s hodnotou Xs > 63.

Vypocet intervalu spolehlivosti priméru’®

Interval  spolehlivosti  priméru byl  spocitan
s predpokladem, ze spravna hodnota lezi s vysokou prav-
dépodobnosti v intervalu (1-a). Tento interval se nazyva
100(1-o) procentni interval spolehlivosti, kde hodnota o
je hladinou vyznamnosti a (1-a) je koeficient spolehlivos-
ti. Interval spolehlivosti priméru byl vypocten dle rovnice:

L;>=x+s(ty/\n)
kde L, je dolni mez intervalu spolehlivosti, L, je horni mez
intervalu spolehlivosti, x je aritmeticky primér métenych
hodnot, s je smérodatna odchylka, 7,/Vn je kriticka hodnota
studentova rozdéleni.

Interval spolehlivosti priméru byl pocitdn z mensiho
poctu vysledkt (n<50), a proto bylo uzito Studentova roz-
déleni. Na hladin€ vyznamnosti o = 0,05 je hodnota koefi-
cientu t,Aln pro n=3 rovna 4,303 (cit.'?).
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Stanoveni biogennich aminit pomoci HPLC
Priprava vzorkt

K 10 g vzorku testované omacky bylo pfidano 30 ml
5% trichloroctové kyseliny, smés byla diikladn€ promicha-
na a nechana stat ptes noc v chladu (4 °C) pro oddéleni
fazi. Faze obsahujici trichloroctovou kyselinu s rozpuste-
nymi biogennimi aminy byla odebrana a odstfedéna pfi
7000 ot min ' po dobu 15 min. Tento krok byl opakovan 2x.
Faze s trichloroctovou kyselinou (600 pl) byla smichéna
s 200 pl NaCOs; (nasyceny roztok) a 200 ul deionizované
vody (aminy jsou v zasaditém prostiedi nedisociovany)
a poté byl pridan 1 ml acetonitrilu, vSe bylo opét dikladné
promichano. Nasledné bylo pridano 100 pl dansyl chloridu
(rozpustény v acetonu, 50 mg ml '), smés byla diikladng
promichana a inkubovana na vodni l1azni pti 40 °C po dobu
1 hodiny za neustalého michani. K odstranéni ptebytecné-
ho dansyl chloridu byl pouzit roztok glutamatu sodného
(50 mg ml™"), ktery byl piidan v objemu 100 ul, smés byla
diikladn€ promichana a inkubovana na vodni lazni pti 40 °C
po dobu 1 hodiny za neustalého michani. Po inkubaci byla
smés ochlazena na 20 °C, poté byl pfidan 1 ml ethyl esteru
kyseliny octové a smés byla promichana (extrakce biogen-
nich amint do organické faze). Organicka faze (vrchni
faze) byla nasledné oddélena od vodné faze. Organicka
faze (100 pl) byla pfenesena do Cisté zkumavky obalené
v alobalu a dopInéna na 1 ml methanolem. Takto pfiprave-
na smés byla davkovana na kolonu. Se vzorky se soucasné
zpracovaval standard odpovidajiciho biogenniho aminu.
Pfitomnost histaminu nebo tyraminu ve vzorku byla zjis-
tovéana porovnanim elu¢niho ¢asu analytu s elu¢nim ¢asem
standardu piisluSného aminu. Mnozstvi biogenniho aminu
bylo tmérné plose daného piku.

Pouzita aparatura

Pumpa DeltaChromTM SD 030 (Watrex, Bratislava,
SR); davkova¢ LCI 30 sdavkovaci smyckou 20 pl
(Laboratorni pfistroje, Praha, CR); UV detektor Applied
Biosystems 759A (A = 210 nm) (San Diego, CA, USA);
termostat kolon (Watrex, Bratislava, SR); sbéra¢ dat
a zpracovani vysledkt DataApex (Praha, CR).

Chromatografické podminky

Analyticka kolona Nucleosil C18 (250 x 4 mm) 5 pm;
predkolonka Nucleosil C18 (50 x 4 mm) 5 um, (Watrex,
Bratislava, SR); mobilni fazi tvorila smés methanolu, ace-
tonitrilu a vody v poméru 2:1:1 (v/v/v); pritok mobilni
faze 1,0 ml min '; teplota kolony 40 °C.

Vysledky a diskuse

Byly vyrobeny dvé Sarze majonézy a tatarské omac-
ky, vyrobené omacky byly skladovany pfi teploté 15 °C
(maximalni legislativné povolena teplota skladovani) po
dobu 99 resp. 106 dni. V prubehu skladovani se ve vyrobe-
nych omackidch hodnotily zmény poctu laktobacili
v zavislosti na dob¢ skladovani. Déle se hodnotila zména
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pH, zména senzorickych vlastnosti jednotlivych omacek Na obr. 1 a 2 jsou uvedeny zmény poctu laktobacil
a mikrobialni stabilita vyrobkid dle CIMSCEE rovnice. Na azmény pH v prubéhu skladovani v jednotlivych omac-
konci doby skladovani se v jednotlivych omackach zjist'o- kach. Z jednotlivych obrazkd vyplyva, ze v majonéze
val obsah histaminu a tyraminu. a tatarské omacce vyroby ¢. 1 a 2 se zvysil pocet lakto-
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Obr. 1. Poéty laktobacili a hodnoty pH v majonéze a tatarské omacce vyroby ¢. 1 v pribéhu skladovani; pocet laktobacilti v tatar-
ské omacce (m), pocet laktobacili v majonéze (#), pH tatarské omacky (), pH majonézy (A)
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Obr. 2. Poéty laktobacilii a hodnota pH v majonéze a tatarské omacce vyroby ¢. 2 v pribéhu skladovani; pocet laktobacill v tatar-
ské omacce (m), pocet laktobacilli v majonéze (#), pH tatarské omacky (o), pH majonézy (A)
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bacilli, senzoricky pfijatelnd hodnota laktobacil
(10°KTJ g ") ve vyrobku byla ve viech piipadech piekro-
¢ena a lze fici, Ze laktobacily jsou schopny za danych pod-
minek rust, prezivat a zptisobovat kazeni (zménu senzoric-
kych vlastnosti) majonézy a tatarské omacky. Toto je
v souladu s literaturou, dle studie’ jsou salaty obsahujici
majonézu prevazné kazeny BMK s heterofermentativnim
metabolismem. U testovanych vyrobkt byly rovnéz zjiste-
ny zmény senzorickych vlastnosti. Také dalii studie™'”'®
poukazaly na rozvoj laktobacili v majonéze a ve vyrob-
cich obsahujicich majonézu a tomu odpovidajici kazeni
téchto vyrobkd. Rust laktobacild v majonézovych vyrob-
cich podporuje nizky obsah kysliku, nepfitomnost kompe-
titivni mikroflory (kyselé prostiedi potlacujici rist dalSich
mikroorganismil) a vyssi skladovaci teplota.

U tatarské omacky v porovnani s majonézou bylo
zjiSténo rychlejsi kazeni vyrobku, zplisobené vySS$im na-
rustem laktobacild. U majonézy resp. tatarské omacky
vyroby €. 1 byla senzoricky pfijatelna hodnota poctu lakto-
bacilii ve vyrobku dosazena v krat§im case (21. den resp.
14. den od vyroby) nez u majonézy resp. tatarské omacky
vyroby €. 2 (senzoricky pfijatelna hodnota poctu laktobaci-
It byla prekrocena 43. den resp. 22. den od vyroby). Dale
byly u omacek vyroby ¢.1 detegovany vyssi pocatecni
koncentrace laktobacilt (majonéza — 72,5 KTJ g ', tatarska
omacka 81 KTJ g ') nez u omacek vyroby ¢. 2 (majonéza —
8,85 KTJ g ', tatarskda omacka 11,6 KTJ g), z &ehoz lze
usuzovat, Ze suroviny pouZzité pro vyrobu omacek ¢. 1 byly
vice kontaminovany laktobacily neZ suroviny pouzité pfi
vyrobé omacek ¢. 2. Tento pfedpoklad byl potvrzen analy-
zou vychozich surovin pouzitych pro jednotlivé vyroby
oméacek, kdy byly v surovinich pouZitych pfi vyrobe €. 1
nalezeny vyssi pocty laktobacild nez u surovin pouzitych

Tabulka I

Vypocet Comitédes Industries des Mayonnaises et Sauces
Condimentaires de la Communauté Economique
Européenne rovnice pro majonézu a tatarskou omacku
vyroby ¢. 1 a2

Vyroba/typ vyrobku s
Vyroba 1 majonéza 17
tatarska omacka 9
Vyroba 2 majonéza 23
tatarska omacka 26
Tabulka IT
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pri vyrobé €. 2 (data neuvedena).

Zmény senzorickych vlastnosti (fidkd konzistence,
produkce plynu, zapach a oddélovani vody) u tatarské
omacky vyroby €. 1 byly zaznamenany 37. dne skladovani,
u majonézy resp. tatarské omacky ¢.2 byly zjistény
43. resp. 36. den skladovani.

Vypoctem rovnice CIEMSCEE lze predpovédét mi-
krobialni stabilitu finalniho produktu z hlediska vyskytu
patogennich mikroorganismti ve vyrobcich obsahujici ky-
selinu octovou'”. Tato rovnice byla pouzita pro odhadnu-
ti chovani laktobacild ve vyrobenych omackach. Dle
CIEMSCEE rovnice je majonéza resp. tatarskd omacka
obsahujici bézny konzervant ocet mikrobialné nestabilni
produkt (Zs < 63), viz tab. L.

Obsah histaminu a tyraminu byl sledovan na konci
doby skladovani omacek metodou HPLC. Tato metoda
byla Gspés$né pouzita pii zjistovani vlivu riznych koncen-
traci NaCl a pH na produkci biogennich amint Enterobac-
ter spp., v modelovych podminkéach".

Rozdily v obsahu histaminu a tyraminu v tatarské
omacce vyroby €. 1 a €. 2 jsou zanedbatelné (viz tab. II).
V pfipadé majonézy nebyl histamin zjiStén ani u vyroby
¢ 1 ani ¢ 2. Vy&i mnozstvi tyraminu (2,3 mg kg ") bylo
detegovano v majonéze vyroby ¢.2. Je velmi pravdépo-
dobné, ze tyramin vznikl v majonéze v prubéhu skladovani
vyrobkll (BMK jsou odpovédny za akumulaci tyraminu
v prub&éhu kazeni potravin6), jelikoz majonéza a tatarska
omacka vyroby ¢.2 byly vyrobeny soucasné za pouziti
stejnych surovin.

Zjisténé mnozstvi histaminu a tyraminu ve vyrobe-
nych omackach je velmi malé a nepfedstavuje riziko pro
konzumenty. Toto je v souladu se studii®’, ktera také pou-
kazala, ze mnozstvi biogennich aminti v majonéze je malé.
Ve studii se zabyvali vlivem laktobacild, s prokazatelnou
produkci biogenich amind, na produkci biogennich aminti
v majonéze, sledovém a tunakovém salaté. Komercné
vyrobena majonéza byla kontaminovana laktobacily
v mnozstvi 10’ KTJ g s prokazatelnou produkci biogen-
nich aminti a to kadaverinu, putrescinu, tyraminu, feny-
lethylaminu a histaminu. Obsah v§ech amint byl zjistovan
po 24, 48, 72 a 96 hodinach inkubace pii 30 °C. Po
24 hodinach inkubace nebyly sledované aminy detegovany
s vyjimkou nizké koncentrace tyraminu (4,5 mgkg™).
Pridavek prekurzori aminokyselin do zaockovanych ma-
jonéz zvysil koncentraci putrescinu na 40 mg kg ', tyrami-
nu na 16,5 mg kg™ a kadaverinu na 5,5 mg kg™'. Komeré-
né vyrobena majonéza, pouzita jako kontrola bez zaocko-

Obsah histaminu a tyraminu v majonéze a tatarské omacce vyroby &. 1 a &. 2 (mg kg™)

Omacky vyroby €. 1

Omacky vyroby €. 2

majonéza tatarska omacka majonéza tatarska omacka
Histamin ND* 0,40+0,02 ND* 0,38+0,01
Tyramin ND? 2,26+0,03 1,22+0,02

*ND - nedetegovatelné mnozstvi
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vanych laktobacilli, neobsahovala po ctyfech dnech inku-
bace sledované biogenni aminy.

Zavér

V této praci byla potvrzena schopnost bakterii rodu
Lactobacillus rast a prezivat v laboratorné vyrobené ma-
jonéze a tatarské oméacce. V zavislosti na slozeni vyrobkul
dochézi kjejich pomnoZzeni a svym rozvojem pfispivaji
k nezddoucim zménam v senzorickych vlastnostech vyrobkd.

Stanovenim histaminu a tyraminu bylo zji§té€no, ze
majonéza a tatarska omacka neptedstavuje riziko pro kon-
zumenty, obsah histaminu a tyraminu ve sledovanych
omackach byl nizky.

Tato price byla podporena grantem MSMT CR, pro-
jekt CEZ: MSM 6046137303.
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