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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva vybranymi faktory, které ovliviuji dekarboxylazovou
aktivitu bakterii mlééného kvaSeni, izolovanych jako kontaminanty z procesu vyroby piva.
V ramci praktické ¢asti této prace byl uskuteCnén skrining produkce biogennich amint
(BA) u kment Lactobacillus brevis a Lb. plantarum za podminek in vitro. U kmene Lb.
brevis RIBM 2-20 byla navic sledovana kinetika produkce BA.

Byl pozorovan vliv hotkych chmelovych latek, ptidavkt etanolu, pH a kultivaéni teploty

na mnozstvi vyprodukovanych BA.

Stanoveni BA v supernatantech po kultivaci zkousenych kmenti bylo provadéno pomoci

HPLC a UV detekce (po ptedkolonové derivatizaci dansylchloridem).

Jedenact z 23 testovanych kmenti produkovalo hlavné tyramin (10-350 mg/l). Produkce
tyraminu Lb. brevis RIBM 2-20 nebyla zcela inhibovana testovanymi kombinacemi fakto-
ri (maximalni zkouSena koncentrace smési izo-alfa-horkych latek 30 mg/l a 4 % (v/v) eta-
nolu). Nejvyssi mnozstvi tyraminu, které byl schopen tento kmen uvolnit do kultiva¢niho
média, bylo téméf 2 g/l. Dle dostupné literatury mohou byt zastupci Lb. brevis zodpovédni
za zvySené koncentrace BA v pivu. Pfitomnost vyssich koncentraci tyraminu v pivu muize

prokazateln¢ ohrozit zdravi konzumenta.

Kli¢ova slova: biogenni aminy, Lactobacillus, pivo, hotké kyseliny, etanol



ABSTRACT

This diploma thesis is dealing with the selected factors influencing the decarboxylase ac-
tivity of lactic acid bacteria isolated in beer production process. In the practical part of this
work the screening of the ability of Lb. brevis and Lb. plantarum strains was realized at in
vitro conditions. In addition, the monitoring of kinetics of BA production in Lb. brevis
RIBM 2-20 was carried out.

The influence of ethanol, hop bitter substances, pH value and cultivation teperature on the

concentration of produced BA was observed.

The determination of BA was realized in media after the cultivation of tested strains by the

means of HPLC and UV detection (after pre-column derivatisation with dansylchloride).

Eleven from 23 tested strains produced in most of cases tyramine (10-350mg/l). Tyramine
production of Lb. brevis RIBM 2-20 was not completely inhibited by the tested levels of
the factors (maximal tested concentrations: 30 mg/l mixture of izo alpha bitter acids; the
addition of 4 % (v/v) ethanol). The highest detected tyramine concentration was almost 2
o/l. According to available literature, representatives of Lb. brevis can be responsible for
the increased BA concentrations in beer. The presence of higher tyramin concentrations
can provably endanger consumer health.

Keywords:biogenic amines, Lactobacillus, beer, bitter acids, ethanol
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UvVOD

Ptitomnost biogennich amini a polyaminii ve fermentovanych potravinach a alko-
holickych napojich je dilezita hlavné z toxikologického hlediska. Vysoké koncentrace
téchto latek mohou vést ke zdravotnim problémtm spotiebitelil. Pfesné metody stanoveni,
znalost vzniku sloucenin a zptsoby, jak minimalizovat jejich mnozstvi, jsou dulezité pro

potravinaisky a napojovy pramysl (Kala¢ a Kiizek, 2003, s. 123).

Mnoho mikroorganizmti ma schopnost produkovat biogenni aminy, mezi né patii
grampozitivni a gramnegativni bakterie riiznych rodd a druhti. Dekarboxylazova aktivita je
vSak spiSe charakterizovana na tirovni kmene. Kromé bakterii vykazuji dekarboxylazovou
aktivitu 1 kvasinky, které¢ maji potencial pro produkci alifatickych amint, jako je napt. pu-

trescin a kadaverin (Linares et al., 2011, s. 693).

Bakterie mlééného kvaseni jsou ubikvitni mikroorganizmy. Obecné jsou povazova-
ny za bezpecné. Néktefi zastupci bakterii mlééného kvaseni jsou vsak schopni v ramci své
metabolické aktivity tvofit biogenni aminy. Z téchto duvodu si bakterie mlécného kvaseni
zaslouzi pozornost. Jejich aminogenni aktivita by mé¢la byt sledovana (Arena a Manca de
Nadra, 2001, s. 158).

Lactobacillus brevis je nejcastéjsi kontaminantou Vv pivovarech. Vzhledem k Casté-
mu vyskytu a biologické rozmanitosti je nutné rozliSovat kmeny na zéklad€¢ adaptace
k prostiedi. Také je nutné provadét testovani riznych druht piv, které se 1isi v pouzitych
sladovanych obilovinach, zpiisobem fermentace mladiny, v obsahu etanolu a hotkych latek
tak, aby bylo mozné zabranit kontaminaci nebo omezit rozvoj kontaminujici mikroflory
(Preissler, Behr a Vogel, 2010, s. 399).

Tato prace byla zamétena na aktualni problematiku v oblasti dekarboxylazové akti-

vity mikroorganizmu izolovanych z procesu vyroby piva.

Byl proveden prvotni skrining produkce biogennich aminti u 23 kment rodu Lacto-
bacillus (zastupci Lb. brevis a Lb. plantarum) v bujonu MRS bez a s tipravou specifickych
faktor (pridavek hotkych latek a etanolu, uprava pH). Dale bylo provadéno testovani cit-
livosti vybraného kmene Lb. brevis RIBM 2-20 vici riznym koncentracim etanolu a pfi-
tomnosti hofkych latek za podminek dvou riznych kultivaénich teplot. Vedle studia kineti-
ky produkce biogennich amind, ktera byla ovlivnéna zkouSenym rozsahem faktort, byl

v médiu kromé produkce sledovan vyvoj pH a nartst sledovaného kmene.
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Kmeny testovanych laktobacili byl v ramci skriningu produkovéan nejhojnéji tyra-
min. Pro ucely sledovani kinetiky tvorby biogennich aminti byl vybran a komentovan pra-

vé tento toxikologicky velmi vyznamny biogenni amin.

Interference tyraminu a etanolu miZze mit negativni vliv na zdravi spotiebitele
(Linares et al., 2011, s. 691- 692). Zvlaste, pokud by mnozstvi tyraminu v pivu dosahovalo
koncentraci, které je schopen kmen Lb. brevis RIBM 2-20 do rlstového prostiedi za da-

nych podminek uvolnit.

Je v8ak nutné uvédomit si, Ze testovani probihalo za podminek in vitro. V realném
systému by mohly mnozstvi vyprodukovanych biogennich amint ovlivnit dalsi relevantni

faktory, jako je napf. pfitomnost kvasinek a CO,.

Legislativni limit pro obsah biogennich amind v pivu neni v Ceské republice stano-
ven. Vyrobcei tedy nejsou nuceni sledovat jejich koncentrace ve svych vyrobcich. Vzhle-
dem ke zdravotnim rizikim, které vyplyvaji z vys§iho pfijmu biogennich amind stravou
(zvlasteé pro citlivé jedince), by vSak vyrobei méli iniciativné, bez tlaku vytvotreného kon-
krétnimi limity maximalniho ptipustného obsahu biogennich amint, vzorky svych vyrobki
analyzovat a hlavné se v celém procesu vyroby snazit snizovat riziko kumulace téchto sub-

stanci.
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1 DEKARBOXYLAZOVA AKTIVITA MIKROORGANIZMU

Dekarboxylace aminokyselin, jako je histidin, tyrozin a ornitin, vede k tvorbé od-
povidajicich biogennich amint (BA) — histaminu, tyraminu a putrescinu (Garai et al., 2007,
474). Tvorba BA vV potravinach pfevazné souvisi s mikrobialni aktivitou. Typickymi za-
stupci dekarboxylazapozitivni mikroflory jsou zastupci Celedi Enterobacteriaceae a
Micrococcaceae, zastupci bakterialnich roda Pseudomonas, Enterococcus a nékteré bakte-
rie mlé¢ného kvaseni (BMK) (Loret, Deloyer, Dandrifosse, 2005, s. 519).

Schopnost dekarboxylace aminokyselin byla pozorovana u mnoha druhit BMK.
Rada kment BMK je &asto vyuzivana jako startérové kultury v mlékarenském nebo mas-
ném pramyslu. Testovani dekarboxylazové aktivity BMK a jejich schopnosti zvySovat
hladiny BA v potravinach miize poskytnout uzite¢né informace pro vyrobce potravin (Lo-
rencova et al., 2012, s. 2087).

Mezi bakterie disponujici znacnou dekarboxylazovou aktivitou Ize zaradit n¢které
kmeny laktobacilt. Konkrétné u Lactobacillus brevis bylo zjisténo, ze vétsina kment dis-

ponuje vyraznou tyrozindekarboxylazovou aktivitou (Marcobal et al., 2006, s. 418).

Volné aminokyseliny, ze kterych BA vznikaji, se vyskytuji bud pfirozené
v potravinach, nebo mohou vznikat proteolyzou. Mikrobidlni kmeny s vysokou proteoly-
tickou aktivitou potencialné tedy zvysuji riziko vzniku BA v potravinach (Karovicova a

Kohajdova, 2003, s. 71).

Aktivita dekarboxyléaz je vyssi v kyselém prostiedi, pficemz optimalni hodnota pH je
mezi 4,0 a 5,5. Nizké pH prostiedi navic indukuje syntézu téchto enzymd, jako soucast
obrannych mechanizmi proti kyselému prostfedi a potencidlnimu piekyseleni bunky

(Juneja a Sofos, 2010, s. 253).

1.1 Proces bakterialni dekarboxylace aminokyselin

Tvorba BA procesem dekarboxylace muze probihat dvéma zakladnimi mechanizmy.

Prvni mechanizmus je zalozen na aktivit¢ kofaktoru dekarboxylaz, pyridoxal-5-
fosfatu. Aktivni misto enzymu je v tomto piipad€ vytvoreno pomoci funkénich skupin py-
ridoxal fosfatu, ktery je v procesu vzniku BA pfipojen na Schiffovu bazi vazbou na amino-

skupinu lyzylu. Karbonylova skupina pyridoxalfosfatu reaguje s aminoskupinou za vzniku
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meziprodukti Schiffovy baze, které se poté dekarboxyluji za vzniku odpovidajicich amind

(Juneja a Sofos, 2010, s. 249).

Druhy mechanizmus vyuziva misto pyridoxalfosfatu pyruvoylovy zbytek. Pyruvoy-
lova skupina je kovalentné vazana na aminoskupinu enzymu a pusobi podobnym zplso-

bem jako pyridoxalfosfat (Juneja a Sofos, 2010, s. 249).

NH,

R—C—CO0H ———= HyC—C—NH, + L0

|

L :

Obr. 1:Zdkladni schéma dekarboxylace aminokyselin (Prevzato a upraveno dle Kala¢ a
Krizek, 2002, s. 12)

Dekarboxyla¢ni reakce probihaji za katalyzy enzymu ze skupiny hydrolaz, dekarbo-
xylaz. Pfeménu tyrozinu na tyramin katalyzuje enzym tyrozindekarboxylaza. Histidinde-
karboxylaza je nezbytna pro pfeménu histidinu na histamin. Arginindekarboxylaza je dule-
Zita pro preménu na agmatin a ornitindekarboxylaza pro putrescin atd. (Medina et al.,
2003, s. 25; Silla-Santos, 1996, s. 215).

Histidindekarboxylazy spadaji do dvou rtznych kategorii. Do prvni patii histidin-
dekarboxylazy eukaryotickych bunék a gramnegativnich bakterii, které pouzivaji jako ko-
faktor pyridoxalfosfat. Do druhé spadaji histidindekarboxylazy grampozitivnich bakterit,
které pouzivaji kovalentné vazanou pyruvoylovou skupinu jako prostetickou skupinu
(Linares et al., 2011, s. 694).

BMK prokazateln¢ disponuji tyrozindekarboxylazovou aktivitou (Linares et al.,
2011, s. 694). Lorencova et al. (2011, s. 4) provedla skrining produkce BA in vitro u 73
kmeni BMK a bifidobakterii (zastupci Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Entero-
coccus, Tetragenococcus a Bifidobacterium), kdy byl u pfevazné vétSiny testovanych kme-
nd v rastovém prostiedi detekovan tyramin v riznych koncentracich (2-1000 mg/l). Mezi
dalsi producenty patii zastupci Carnobacterium a Lactococcus (Suzzi a Gardini, 2003, s.
42). Burdychova a Dohnal (2008, s. 25) také souhlasné uvadéji produkei tyraminu u nékte-
rych probiotickych kment Lactobacillus, Bifidobacterium a Enterococcus pii kultivaci
v dekarboxyla¢nim médiu. Produkci BA laktobacily a bifidobakteriemi potvrdila také Lo-
rencova et al. (2012, s. 2090). Priyadarshani a Rakshit (2011, s. 2067) prokazali aktivitu
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tyrozindekarboxylazy u dvou probiotickych kment Lactobacillus casei a Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus.

Syntéza nékterych BA nemusi probihat jednim reak¢énim krokem. Napiiklad u
Escherichia coli a vétSiny zastupci rodu Pseudomonas je putrescin syntetizovan dvéma
zpusoby. Prvni zplisob zahrnuje dekarboxylaci ornitinu pomoci ornitindekarboxylazy pii-
xylaci na agmatin, ktery je nasledné pfeménén na putrescin a mocovinu za katalyzy agma-

tinureohydrolazy (Shah a Swiatlo, 2008, s. 5).

Tvorby sperminu se ucastni sperminsyntaza a vysoce specificka aminopropyltrans-
feraza. Muze také vznikat za Gcasti sperminoxidazy a flavinadenindinukleotidu (Kusano et
al., 2008, s. 379).

Aktivita tryptofandekarboxylazy byla pozorovana u nékterych kmenid Lacto-
bacillus. Arginindekarboxylazy, lyzindekarboxylazy a ornitindekarboxylazy jsou prozatim
nejvice prostudované dekarboxylazy. Lze je rozdélit na degradaéni a biosyntetické. Degra-
dac¢ni jsou indukovany riznymi podminkami, jako je nizka tenze kysliku, vysoka kyselost
prostiedi a vysokd koncentrace piisluSnych substratli aminokyselin. Biosyntetické jsou
konstitutivné vyrabény v nizkém mnozstvi pi1 béZznych kultiva¢nich podminkach a jejich
role je katalyzovat prvni krok syntézy polyaminii potfebnych pro funkci ribozomi a rtst

bunky (Linares et al., 2011, 695).

Tyrozindekarboxylazy jsou mimo jiné schopny vyuZivat fenylalanin jako substrat
pro tvorbu B-fenyletylaminu, avSak castéjsi je pfeména pomoci fenylalanindekarboxylazy.
Tyrozindekarboxylaza muze tedy byt také odpovédna za zvyseny obsah B-fenyletylaminu,

ktery byl detekovan v né€kterych mlécnych vyrobcich (Marcobal et al., 2006, s. 144).

Dalsi moznost vzniku BA je aminace a transaminace aldehyda a ketond. Tento zpii-
sob vzniku vSak neni v ramci bakteridlniho metabolizmu preferovan (Silla-Santos, 1996, s.

213).

1.2 Vybrané faktory ovliviiujici dekarboxylazovou aktivitu bakterii

Dekarboxylazova aktivita muze byt ovlivnéna riznymi faktory, které mohou
v kone¢ném dusledku podpofit nebo zabranit kumulaci BA v potravinach. Dostupnost sub-
stratu, teplota, pH a koncentrace soli ovliviiuje tvorbu BA. U n¢kterych bakterii je pro de-

karboxylaci limitujici pfitomnost pyridoxalfosfat (Ozogul a Ozogul, 2007, s. 385; Buiikové
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et al.,, 2011, s. 975). Nezbytna je vSak piitomnost dekarboxylazapozitivni mikroflory
(Linares et al., 2012, s. 2; Karovi¢ova a Kohajdova, 2003, s. 71)

Vzhledem k tomu, ze jsou BA tvofeny za ucasti bakteridlnich dekarboxylaz lze
o¢ekavat, ze faktory, které ovliviiuji rast bakterii, ovlivni i jejich enzymatickou ¢innost

(Karovic¢ova a Kohajdova, 2003, s. 71).

1.2.1 Dostupnost substratu

Koncentrace dostupnych volnych aminokyselin je dilezita pro tvorbu BA. Amino-
kyseliny ptedstavuji jednak prekurzory pro vznik BA, ale také slouzi jako substrat pro rust
mikroorganizmi. Volné aminokyseliny se mohou nachazet v samotnych potravinach nebo
jsou tvofeny, jak jiz bylo zminéno vySe, v ramci proteolyzy. Bakterie disponujici vysokou
proteolytickou aktivitou zvysuji koncentraci volnych aminokyselin a tim stimuluji tvorbu

BA (Juneja a Sofos, 2010, s. 205).

Fernandez et al. (2007, s. 1403) sledovali ve své studii vliv ptidavku riznych kon-
centraci tyrozinu na produkci tyraminu. Zjistili, ze v nepfitomnosti prekurzoru tyrozinu

nebyl tyramin detekovan.

1.2.2 Teplota

Tvorba BA je rozhodujicim zpusobem ovlivnéna teplotou. Teplota mezi
20 °C a 37 °C je optimalni pro rust vétSiny bakterii, které disponuji dekarboxylazami (Ka-
rovicova a Kohajdova, 2003, s. 71). Naopak pii nizkych teplotach je omezen rozvoj dekar-
boxyldzapozitivni mikroflory, dekarboxyldzové aktivity a nasledné¢ i1 vyprodukované

mnozstvi BA (Kim et al., 2002, s. 1523; Lehane and Olley, 2000, s. 5).

Pti mrazirenskych teplotach je vétSina dekarboxylaz nestabilni. Napftiklad histidin-
dekarboxylaza se stava neaktivni po 0smi az patnacti dnech pfi teploté -20 °C. Obecné tedy
plati, ze skladovani surovin a potravin za takto nizkych teplot nepieje tvorbé¢ BA (Juneja a
Sofos, 2010, s. 252).

Zotta et al. (2013, s. 850) pfi sledovani vlivu teploty na rist Lactobacillus planta-
rum zjistili, ze pfi snizeni kultiva¢ni teploty o 10 °C, z 35 °C na 25 °C, doslo ke zpomaleni
ristu (a tim padem i dekarboxylazové aktivity) u testovaného kmene az o 42 %. Bunikova
et al. (2011, s. 117) sledovali vliv riznych faktorti na aktivitu tyrozindekarboxylazy u
Lactococcus lactis subsp. cremoris a Lactococcus lactis subsp. lactis. Potvrdili, Ze pfi tes-

tovani vlivu faktorti (naptiklad ptfidavek NaCl) ma rozhodujici vyznam teplota. Snizeni
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kultivacni teploty o 10 °C zpuisobilo vyrazny pokles dekarboxylazové aktivity sledovanych
kment.

123 pH

Kyselé prostiedi je pro tvorbu BA piithodné. Samotna syntéza dekarboxylaz je in-
dukovana v kyselém prostfedi. Dekarboxylazy jsou navic neaktivni pfi neutralnim a alka-

lickém pH (Fernandez et al., 2007, s. 1400).

Prudka acidifikace, naptiklad ptidanim glukono-d-laktonu, mize vsak zpisobit sni-
zeni koncentrace BA. Snizeni pH rtistového prostiedi zejména U zastupct z ¢eledi Entero-
bacteriaceae, ma za nasledek zpomaleni rustu a tim i produkce BA (Suzzi, 2003, s. 48).
Naopak u BMK, které jsou acidotolerantni, dochazi pti mirném sniZeni pH ke zvySeni pro-
dukce. Pokud dojde k vyraznému snizeni pH, snizi se poc¢et mikroorganizmui. SniZeni po-
¢tu mikroorganizmi miize, ale nemusi zpusobit snizeni celkovych vyprodukovanych
mnozstvi BA, protoze produkce BA je u jednotlivych kment variabilni (Linares et al.,
2012, s. 6).

1.2.4 Aktivita vody

Voda je nepostradatelnou slozkou potiebnou pro bakterialni rist (Brown, 2014, s.
39). V prostiedi s nizkym obsahem vody dochazi k omezeni bakterialniho ristu, kK omezeni
dekarboxylazové aktivity a vysledného obsahu BA v prostiedi (Juneja a Sofos, 2010, s.
253; Kiizek a Kalag, 1998, s. 157-158).

Rozvoj bakterii nepodporuji potraviny, které disponuji nizkym obsahem vody, s
vodni aktivitou (aw) pod 0,85. Vysoky obsah vody maji napiiklad potraviny, jako jsou
mléko, maso, zelenina a ovoce. Odolné;jsi viic¢i mikrobidlni kontaminaci a riistu mikroorga-
nizmu jsou ofechy, susené mléko, suSené lusténiny a susené ovoce (Brown, 2014, s. 39). U
veétsiny potravin se ay, pohybuje mezi 0,95-0,99, coz je prostiedi, které umoziuje rist vel-
kého mnoZstvi mikroorganizmti. Minimalni a, potfebna pro rist vétSiny mikroorganizmt
je 0,90. U potravin s nizs$i hodnotou a, dochazi k ristu xerotolerantnich plisni a vysoce
odolnych prokaryot (Grant, 2004, s. 1256). Optimalni a,, pro probiotické kultury se pohy-
buje v rozmezi 0,99-0,94 (Champagne, Raymond a Simon, 2012, s. 745).
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1.2.5 Pritomnost soli

Obsah soli ma také vyznamny vliv na produkci BA (Juneja a Sofos, 2010, s. 252).
Vysoka koncentrace rozpusténych latek (napiiklad chlorid sodny) a obecné procesy, které
zvysSuji osmoticky tlak v buiikach (fermentace), v mnoha ptipadech snizuji i a, (kapitola

1.2.4.) a tim omezuji tvorbu BA V potravinach (Silla Santos, 2010, s. 253).

Koncentrace 5 % (w/w) chloridu sodného V rstovém prosttedi zptisobuje vyrazné
snizeni produkce BA (Gardini et al., 2001, s. 114). Bunkova et al. (2011, s. 117) ve své
studii uvadi, Ze pfi koncentraci chloridu sodného 2 % (w/w) byly vSechny kmeny schopny
produkce BA. Pii koncentraci 3,5 % (w/w) chloridu sodného byla produkce histaminu u
Lactobacillus buchneri ¢aste¢né inhibovana a pii koncentraci 5,0 % (w/w) byla tvorba his-

taminu uplné zastavena (Buiikova et al., 2011, s. 117).

Potravinaiska ptidatna latka jako sorban draselny, ktera se bézné ptidava do potra-
vin jako konzervant, muze byt rovnéz pouzita K omezeni produkce BA V potravinach

(Ozogula Ozogul, 2007, s. 385).

1.2.6 Etanol

Etanol v nizkych koncentracich (okolo 4 % (v/v)) pisobi pozitivné na dekarboxyla-
zovou aktivitu (Kalac a Kiizek, 2003, s. 123-125). Gloria a Izquierdo-Pulido (1999, s. 132-
134) sledovali obsah BA v brazilskych pivech s riznou koncentraci etanolu. Koncentrace
BA, zejména agmatinu a putrescinu, byla u piv s vy$§im obsahem etanolu vyznamné;jsi.

Z toho Ize usoudit, Ze malé ptidavky etanolu podporuji dekarboxyldzovou aktivitu enzymd.

Mazzoli et al. (2009, s. 87- 89) zkoumali ve své studii vliv etanolu na obsah BA
v ¢erveném ving. Zjistili, ze koncentrace 13 % (v/v) pusobila letalné u vybranych kment
Lactobacillus hilgardii a zaroven nebyl pfitomen sledovany histamin. Koncentrace 9 %
(v/v) etanolu vSak nezabranila ristu a produkci histaminu i pfes vysokou citlivost L. hil-
gardii k etanolu. Casadei et al. (2001, s. 132-133) zjistili, ze Lactobacillus delbrueckii ma
vysokou toleranci k etanolu a dokaze bez problému rust v pfitomnosti 0,5-4,4 % (v/v) eta-
nolu. G-Alegria et al. (2004, s. 58-59) zkoumali vliv etanolu na rist Lb. plantarum. Pfi
teploté¢ 10 °C a koncentraci etanolu 12 % (v/v) byl kmen zcela inhibovéan. Pti 18 °C pfi
koncentracich 7 %, 12 % a 13 % (v/v) etanolu doslo k vyraznému inhibi¢nimu U¢inku, ale

rust nebyl zcela potlacen.
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1.2.7 Horké latky

Hotké latky, které se nachazeji v pivu v izo-form¢ a jsou odpovédné za typickou
hoikou chut’ a aroma piva, Vykazuji antimikrobni u¢inky. Hoiké latky pisobi zejména proti
grampozitivnim bakteriim a nékterym houbam. Uginek byva bakteriostaticky aZ bakteri-
cidni v zéavislosti na koncentraci a délce expozice (Matoulkové, Kubizniakova a Sigler,

2012, s. 337).

Podle Simpsona (1993, s. 1042) jsou pravé izo-a-kyseliny a jejich derivaty odpo-
védné za antimikrobidlni piisobeni. V ptitomnosti téchto latek dochazi ke zvySeni propust-
nosti lipidovych dvojvrstev biologickych membran pro protony. Kyselost uvniti bunky je
niz8i, coz zpusobi disociaci iz0-a-Kyselin v cytoplazmé na anionty a protony. Dochazi také
Kk naruseni transportnich procesu, které posléze vedou K naruseni piijmu Zivin az hladovéni

bunck (Matoulkova, Kubizniakova a Sigler, 2012, s. 337).

Kern, Vogel a Behr (2014, s. 22-23) sledovali vliv hotkych latek v pivu na rust a
kultivaci Lactobacillus brevis. U 17 testovanych kment prokazali toleranci k izo-a-hotkym
latkam. Lb. brevis je schopny piezivat i pfi vyssich koncentracich hoikych latek a nedo-

chazi k potlaceni dekarboxylazové aktivity (Kern, VVogel a Behr, 2014, s. 23).

1.2.8 Piitomnost kysliku

Velké mnozstvi mikroorganizmi vyzaduje pro svij rist ptitomnost molekularniho
kysliku. Vysoké koncentrace kysliku jsou toxické pouze pro anaerobni bakterie (Stolp,
1988, s. 22). Pritomnost kysliku ma také zasadni vliv na produkci BA (Silla-Santos, 1996,
s. 221).

Vliv odnimani kysliku na produkci BA je viditelny u baleni v modifikované atmo-
sféfe. Pfi kombinaci kysliku, dusiku a oxidu uhic¢itého, kdy prevazujicim plynem je dusik,
dochazi k vyraznému potlaceni dekarboxylazové aktivity. Snizeni dekarboxylazové aktivi-
ty je zpusobeno zejména inhibici aerobni mikroflory z povrchovych vrstev potraviny (Er-

can, Bozkurt a Soysal, 2013, s. 405; Juneja a Sofos, 2010, s. 253).

Burnkova et al. (2011, s. 118) ve své studii sledovala vliv aerobniho a anaerobniho
prostfedi na produkei tyraminu u laktokokli. U vSech testovanych kment v ramci zminéné

studie byla potvrzena vyssi produkce tyraminu v anaerobnich podminkach.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

2 SRUKTURA BIOGENNICH AMINU A JEJICH FYZIOLOGICKE
FUNKCE

2.1 Struktura biogennich amini

Podle chemické struktury jsou BA rozdéleny na alifatické (putrescin, kadaverin,
spermin, spermidin), aromatické (tyramin, fenyletylamin), heterocyklické (histamin,
tryptamin). Nektefi autofi zatrazuji kadaverin, putrescin, spermin a spermidin mezi poly-

aminy (Karovi¢ova a Kohajdova, 2003, s. 70).

BA lze také rozdélit podle poctu alkylovych a arylovych skupin a to na primérni,
sekundarni a tercialni (Roginski, Fuquay a Fox, 2003, s. 820-830).

BA vznikaji dekarboxylaci volnych aminokyselin. Jednotlivé aminokyseliny pied-

stavuji prekurzory pro vznik odpovidajicich BA (Tab. 1).

Tab. 1: Prekurzory pro vznik vybranych biogennich aminti a polyamint (Silla-Santos,
1996, s. 214)

PREKURZOR BIOGENNI AMIN/ POLYAMIN
histidin histamin

tyrozin tyramin

tryptofan tryptamin

lyzin kadaverin

ornitin putrescin

arginin spermin, spermidin

Mezi fyziologicky vyznamné BA patfi tyramin (4-(2-aminoetyl)fenol), histamin (2-
(1H-imidazol-5-yl)etanamin), tryptamin (2-(1H-indol-3-yl)etanamin) a serotonin (3-(2-
aminoetyl)-1H-indol-5-ol). Fenyletylamin (2-fenyletanamin) lze zatadit do skupiny arylal-
kylaminti, coz jsou derivaty nasycenych uhlovodikli (Newton, 2007, s. 94; Roginski,
Fuquay a Fox, 2003, s. 820-830). Putrescin (1,4-diaminobutan), spermidin (N-[3-
aminopropyl]-1,4-diaminobutan) a spermin (N,N’-bis-[3-aminopropyl]-1,4-diaminobutan)

tvofi skupinu polykationtovych amini, které jsou oznacovany jako fyziologické polyami-




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

ny. Vzhledem K jejich specifickym fyziologickym funkcim v eukaryotickych buikach jsou
nyni odd€lovany jako zvlastni skupina (Kala¢ a Krausova, 2005, s. 220). Jedna se o poly-
kationtové molekuly, které se skladaji z uhlovodikovych fetézcu a vétsiho mnozstvi ami-
noskupin (Shah a Swiatlo, 2008, s. 4). U E. coli a ostatnich prokaryot je absorpce a vyuziti
polyamini zavislé na energii, protoze jednotlivé transportni drahy jsou u riznych polyami-
nl odlisné energeticky ndro¢né. Obsah polyaminii v buiikach je regulovan biosyntézou,

degradaci a transportem (lIgarashi a Kashiwagi, 1999, s. 633).

2.2 Fyziologické funkce biogennich aminii a polyamint

BA jsou produkovany rostlinami, zvitaty i mikroorganizmy v ramci bézného meta-
bolizmu, kdy plni uréité fyziologické funkce. V eukaryotickych bunkach je syntéza BA
vyznamna, jelikoz tyto slou€eniny slouzi jako prekurzory pro syntézu hormont, alkaloida,

nukleovych kyselin a proteint (Linares et al., 2011, s. 691- 692).

Histamin, tryptamin, fenyletylamin a tyramin jsou fazeny mezi biologicky aktivni
aminy, které maji vyznamné fyziologické ucinky, s psychoaktivnimi nebo vazoaktivnimi
ucinky. Psychoaktivni aminy plisobi na nervové prenasece, ¢imz ovliviiuji nervovy systém.

Vazoaktivni aminy ptisobi na systém cévni (Shalaby, 1996, s. 676).

Pritomnost polyamind, je dtlezitd pro rust a proliferaci bun¢k. Podili se také na
normalni funkci sttev. Déle pak jsou dulezité antioxidac¢ni ucinky polyamind, zejména
spermidinu a sperminu, které ptispivaji ke zpomaleni procesu starnuti bun¢k (Kala¢, 2009,
S. 66).

Velmi dilezita je i funkce intracelularnich polyamind (Spermidin a spermin). Tyto
polyaminy lze primarné nalézt jako komplexy s ribonukleovou kyselinou (RNA) a hotec-
natymi kationty, kdy tyto komplexy stabilizuji vyssi struktury (sekundérni, tercidrni). Po-
lyaminy se také navazuji na ribozomy, zvySuji piesnost vyuziti kodonu pti syntéze bilko-
vin a usnadiuji ¢teni mediatorové RNA béhem translace (Shah a Swiatlo, 2008, s. §;

Adamkova a Petiivalsky, 2012, s. 167).

Diky tvorbé BA je mozné ziskat energii elektrogennim transportem aminokyselin,
pfipadné pomoci antiportu. Tato funkce je diileZita zejména pro BMK, které pii nedostatku
adenozintrifosfatu ziskan¢ho z dychaciho fetézce vyuzivaji pravé tuto energii (Linares et

al., 2011, s. 692).
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2.3 Toxikologické ucinky vybranych biogennich amint a polyamint

BA mohou byt chapany jako ve vysSich koncentracich toxické latky, které jsou
oznacovany za puvodce alimentarnich onemocnéni pravé proto, ze jsou schopny iniciovat
ruzné farmakologické reakce (Shalaby, 1996, s. 675). Pfi ptijmu vysokych koncentraci
mohou zpusobit bolesti hlavy, dychaci potize, buseni srdce, hypertenzi nebo hypotenzi a

n&ktera alergicka onemocnéni (Yiicel a Uren, 2008, s. 115).

Obecné se za toxickou koncentraci u histaminu povazuje mnozstvi nad 100 mg/kg, u
tyraminu (pro zdravé jedince, bez pifitomnosti ostatnich interferujicich latek) dokonce nad
1080 mg/kg. Tryptamin a nékteré polyaminy (putrescin a kadaverin) jsou toxické
v koncentraci nad 2 mg/kg télesné hmotnosti. Spermidin a spermin pak zpusobuji zdravot-

ni komplikace pii koncentracich nad 600 mg/kg (Ercan, Bozkurt a Soysal, 2013, s. 397).

Travici trakt savci disponuje detoxika¢nim systémem, ktery je schopen metabolizo-
vat obvykly piijem BA. Za normalnich podminek jsou BA vstifebavany z potravy a rychle

degradovany pusobenim aminooxidaz (Karovicova a Kohajdova, 2003, s. 71-72).

Detoxikacni systém se sklad4d z enzymii monoaminooxidazy (MAO, EC 1.5.3.11),
diaminooxidazy (DAO, EC 1.4.3.6) a polyaminooxidazy (PAO, EC 1.5.3.11). Polyaminy
jsou acetylovany a teprve poté dochazi k oxidaci pomoci DAO a PAO. Vyznamnéj$i nez
PAO jsou MAO a DAO, které plsobi ve stfevnim epitelu a zplsobuji pfitomnost oxidac-
nich produkti BA v krevnim obéhu. Koncové metabolity degradacnich reakci jsou poté
snadno vylu¢ovany moci (Juneja a Sofos, 2010, s. 260; Kohajdova, Karovicova a Greif,

2008, s. 31).

Pii vysoké koncentraci BA v lidském organizmu je proces detoxikace narusen a BA
se Vv téle hromadi (Karovic¢ova a Kohajdova, 2003, s. 71-72; Juneja a Sofos, 2010, s. 260).
diky genetickym predispozicim. U citlivéjsich jedinci dochazi snadnéji k inhibici aktivity
aminooxidaz pisobenim exogennich faktord (Juneja a Sofos, 2010, s. 260). Vyssi riziko
predavkovani lze také predpokladat u jedinch se zaZivacimi problémy, protoZe je aktivita
aminooxidaz ve sttevech u téchto jedinct obvykle nizsi. Dale miiZze byt vyskyt zdravotnich
komplikaci zptsobenych BA castéjsi u lidi s dychacimi problémy, u jedincti trpi-
cich hypertenzi nebo deficitem vitaminu B12. Jako inhibitory MAO a DAO pisobi nékte-
ré druhy farmak, napt. psychofarmaka snizuji aktivitu MAO (Juneja a Sofos, 2010, s. 260).
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Interferovat s detoxikacnim systémem miuize i etanol (Ancin-Azpilicueta et al., 2008, s.
257-275).

Zkoumana je také potencidlni role BA a polyamint jako prekurzort pro vznik kar-
cinogennich slou¢enin, jelikoz vlivem vysokych teplot dochazi u vétSiny ke vzniku sekun-
darnich metabolitti. Tyto metabolity jsou schopny reagovat s dusitany za vzniku nitrosami-

nt (Jejuna a Sofos, 2010, s. 263).

2.3.1 Histamin

N
<N
H

Obr. 2: Histamin (prevzato a upraveno dle Juneja a Sofos, 2010, s. 249)

Histamin je u vSech savcl piirozené se vyskytujici latka (Landete et al., 2008, s.
697). Vyssi koncentrace plisobi toxicky. Mezi nej¢astéjsi alimentarni otravy, které zptliso-

buji BA, patii pravé intoxikace histaminem (Karovicova a Kohajdova, 2003, s. 71-72).

Histamin je pfitomen v rlznych potravinach. Se zvySenym vyskytem histaminu se
muzeme setkat napt. ve vzorcich syrovych ryb, vina, syrt, fermentovanych masnych a ry-
bich produktii. Ve fermentovanych vyrobcich, jako je vino, syr a rybi omacky je vytvaren
zvlasté za Gcastt BMK (Takahashi et al., 2003, s. 2568). Ve studii Ktizka a Hlavaté (1995,
S. 268) byla potvrzena piitomnost histaminu i ve svétlych pivech. Koncentrace se V této

studii pohybovala vsak do 7 mg/l.

BA histamin je podstatny pro mnoho fyziologickych pochodl. Podili se v téle
zejmeéna na regulaci sekrece HCl a plni Glohu neurotransmiteru v centralni nervové sousta-

vé (CNS) (Martinkova, 2014, s. 221).

Fyziologické u¢inky histaminu jsou obvykle jasn¢ patrné Vv piipadech, kdy se uvol-
fuje ve velkém mnozstvi vlivem alergickych reakci. Histamin Uc¢inkuje prostfednictvim
vazby na receptory bunééné membrany respira¢niho, kardiovaskularniho, gastrointestinal-
niho, hematologického, imunologického systému a kiize. Zpisobuje dilataci perifernich
cév, coz zpusobuje koptivku, akutni hypotenzi, navaly horka a bolest hlavy (Landete et al.,
2008, s. 697).
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U citlivych jedinci mtze koncentrace 5 mg histaminu na 100 g potraviny vyvolat
zdravotni komplikace. Obecné se uvadi, ze je rizikovost vyskytu otrav pii koncentraci 8-40
mg/100 g nizka, pii 40-100 mg/100 g stiedni, a pii koncentraci nad 100 mg/100 g je riziko
vysoké (Juneja a Sofos, 2010, s. 262).

Potraviny vykazujici vysokou koncentraci histaminu mohou vyvolavat scombroid
syndrom, coz jsou piiznaky vyvolané toxickymi ucinky histaminu na organizmus. Vysoky
obsah tohoto aminu a mozny prekurzor vzniku tohoto syndromu jsou zejména ryby, nékte-
ré druhy syra a vin (Bélohlavkova a Fuchs, 2005, s. 231). Otrava histaminem se projevuje
fadou sydromi, mezi které patii kozni projevy (vyrazky, koptivka, edém, lokalizované
zanéty), gastrointestindlni (nevolnost, zvraceni, prijem, bfisni kiece), hemodynamické
(hypotenze) a neurologické (bolest hlavy, buSeni srdce, mravenceni, paleni a svédéni).

V tézkych ptipadech se ptidruzuji respiracni problémy (Juneja a Sofos, 2010, s. 260).
2.3.2 Tyramin

NH,

OH

Obr. 3: Tyramin (prevzato a upraveno dle Juneja a Sofos, 2010, s. 249)

Produkce tyraminu ziskala v posledni dob¢ zvlastni pozornost pravé z divoda vy-
sokého vyskytu ve fermentovanych potravindch. Protoze se jedna o silny vazokonstriktor,
miize zplsobit krvaceni do mozku, nebo selhani srdce (Kuley a Ozogul, 2011, s. 1163).
Tyramin midze zpusobovat tzv. ,,cheese reaction, ktera plisobi negativné na kardiovasku-
larni systém, kdy dochazi k hypertenzni krizi doprovazené bolestmi hlavy a v akutnich
pfipadech mize dochazet az ke krvaceni do mozku. Hypertenzni krize se dale projevuje
nevolnosti, ztuhlosti krku, buSenim srdce, pocenim, zmatenosti a v krajnich ptipadech mi-
Ze zapricinit mrtvici a smrt (Offermanns a Rosenthal, 2008, s. 787; Juneja a Sofos, 2010, s.
261).
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Davka 6 mg piedstavuje riziko jen pro pacienty s 1é¢bou antidepresivy nebo u paci-

entii, kterym jsou podavéany inhibitory monoaminooxidaz (Kuley a Ozogul, 2011, s. 1163).

Inhibitory MAO se bézn¢ pouzivaji k 1é¢be psychickych poruch, proto je u téchto pacienti
vyssi riziko vyskytu zdravotnich komplikaci (Juneja a Sofos, 2010, s. 261).

Produkce tyraminu byla prokazana u nékterych kmend laktobacilti. Mezi né patii

Lb. buchneri, Lb. alimentarius, Lb. plantarum, Lb. curvatus, Lb. farciminis, Lb. bavaricus,

Lb. reuteri a Lb. sakei (Juneja a Sofos, 2010, s. 251). Burikova et al. (2009, s. 537) proka-

zali produkci u tii kmena Lactococcus lactis subsp. lactis a tii kmend Lactococcus lactis

subsp. cremoris.

2.3.3 Tryptamin

NH,
A\
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H

Obr. 4: Tryptamin (prevzato a upraveno dle Juneja a Sofos, 2010, s. 249)

Tryptamin je monoamin, ktery se pfirozené vyskytuje v buikach rostlin a hub
(Corkery et al., 2012, s. 259). Oner et al. (2004, s. 458) prokazali piitomnost tryptaminu
Vv nizkych koncentracich od 0,3 do 40,4 mg/kg ve vybranych typech syra z Tulum.

Produkce tryptaminu byla prokazana u Lactobacillus brevis a také u kultury Lacto-
bacillus lactis subsp. cremoris (Konings, Kuipers a Huis in 't Veld, 1999, s. 235).

Kiizek a Hlavata (1995, s. 268) ve své studii potvrdili pfitomnost tryptaminu ve

svétlém desetiprocentnim pivu. Obsah tryptaminu byl vSak nizky, pohyboval se do 2 mg/I.
2.3.4 Kadaverin

HzN/\/\/\ NH,

Obr. 5: Kadaverin (prevzato a upraveno dle Juneja a Sofos, 2010, s. 249)
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Kadaverin (1,5-diaminopentan) vznika béhem dekarboxylace lyzinu, za katalyzy
lyzindekarboxylazy, kterou disponuji nékteré bakterie a mykoplazmata (Hawel et al., 1994,
S. 7412).

Kadaverin je polyamin, ktery z toxikologického hlediska nevzbuzuje velkou pozor-
nost. Zatim u n¢j totiz nebyla prokazana zadna vyznamna role v lidském téle. U rostlin

jsou vétsinou koncentrace kadaverinu nizké az zanedbatelné (Verpoorte a Alfermann,
2000, s. 211).

Ptitomnost kadaverinu ve svétlych pivech potvrdili svou studii Ktizek a Hlavata

(1995, s. 268). Analyzovana piva obsahovala az 36 mg/l kadaverinu.

2.3.5 Putrescin, spermidin a spermin

NH
HNT NN 2

Putrescin

NH
/V\/ 2
HZN/\/\NH

Spermidin

/\/\ /\/\/NH
HoN NH WNHZ

Spermin

Obr. 6: Putrescin, spermidin a spermin (prevzato a upraveno dle Juneja a Sofos,
2010, s. 249)

I ptes potiebu polyaminti béhem fyziologickych pochodii je znamo, ze mohou mit
ve vysokych koncentracich nezadouci t¢inky. Polyaminy v nadbyte¢ném mnozstvi prav-

dépodobné naruSuji bunécny metabolizmus, véetné proteosyntézy (Pegg, 2013, s. 1785).

Spermin vykazuje né€kolikandsobné vyssi toxicitu nez spermidin (Pegg, 2013, s.
1785). Akutni oralni toxicita n¢kterych polyamint je v rozmezi 600-2000 mg/kg, kdy 600
mg/kg potraviny je limitni obsah pro spermidin a spermin, 2000 mg/kg je limit pro obsah
putrescinu (Kalac, 2014, s. 29).
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3 BIOGENNI AMINY, JEJICH VYZNAM VE
FERMENTOVANYCHNAPOJICH A POTRAVINACH

BA mohou byt v potravinach pfitomny V riznych koncentracich. Diivodem této va-
riability jsou odlisné podminky vzniku. Vznik BA ovliviiuje nejen piitomnost dekarboxy-
lazapozitivni mikroflory, ale také faktory, které piimo pusobi na rozvoj mikroorganizmu a

na jejich dekarboxylazovou aktivitu (Silla Santos, 1996, s. 252).

Potraviny, vzhledem K jejich odlisnému slozeni, mohou byt zdrojem vysokych kon-
centraci BA. Mezi potraviny, které mohou byt zdroji vyssiho pfijmu BA, miiZeme zatadit
hlavn¢ fermentované potraviny, které diky svému pH ptedstavuji ideélni prostfedi pro ku-

mulaci BA (Linares et al., 2012, s. 1).

Vysoké koncentrace BA jsou moznym ukazatelem nespravné technologie vyroby,

ptipadné Spatnych vyrobnich postupt (Mazzoli et al., 2009, s. 81).

Histamin, putrescin, kadaverin a tyramin lze nalézt zejména ve zkazenych potravi-
nach (napfiklad zkazenych rybach) nebo ve fermentovanych potravinach (syrech, kloba-
sach, alkoholickych napojich) (Mazzoli et al., 2009, s. 81; Linares et al., 2012, s. 2).

Tyramin se nachazi zejména ve vyrobcich z ryb a ve fermentovanych vyrobcich,
pficemz neovliviiuje senzorické vlastnosti potravin (Coton, 2009, s. 52). Pfitomnost tyra-
minu ve svétlych pivech potvrdili ve své studii Kiizek a Hlavata (1995, s. 268). Tyramin

zde byl ptitomen v koncentracich do 25 mg/l.

U Cokolady a fermentovanych vyrobkd ze soji byva obsah BA nizsi, pohybuje se
zpravidla v rozmezi 10-30 mg/kg. Naopak u masnych vyrobku a syrt se pohybuje od 200
do 1500 mg/kg, kdy je koncentrace BA zavisla také na hygiené provozu (Mazzoli et al.,
2009, s. 81).

Vino a pivo také patii mezi oveéfené zdroje BA. Ve vinech se celkovy obsah BA
vétSinou pohybuje od ne€kolika mg/l az do 50 mg/l (Kohajdova a Karovi¢ova, 2008, s. 30-
31). Obsah BA v pivu je ze zdravotniho hlediska vyznamny, zejména kvili synergickému
pusobeni etanolu a detoxika¢niho systému (Kala¢ a Ktizek, 2003, s. 123). U spontanné
kvaseného piva obecné dosahuje tyramin koncentrace nad 20 mg/l a koncentrace histaminu
do 10 mg/l (Loret, Deloyer a Dandrifosse, 2005, s. 523-524).
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3.1 Vznik biogennich aminu v pribéhu vyroby piva

Vzhledem ke svému slozeni je pivo nevhodné a pomérné neptatelské prostiedi pro
rozvoj vétSiny mikroorganizmil. Koncentrace etanolu se pohybuje od 0,5 % do 10 % (v/v).
Obvykle se pohybuje kolem 4-5 % (v/v). Pivo piedstavuje kyselé prostiedi s rozsahem pH
od 3,8 do 4,7. Toto pH neni mnoho mikroorganizmii schopno tolerovat. Navic pomérné
vysoka koncentrace oxidu uhli¢itého (ptiblizné 0,5 % w/w) a snizena pritomnost aktivniho
kysliku (< 0,1 ppm) déla z piva spiSe anaerobni prostiedi (Sakamoto a Konings, 2003, s.
107). Mikroorganizmy schopné piezivat tyto podminky jsou tedy acidotolerantni, rezis-
tentni vic¢i plsobeni etanolu, anaerobni nebo fakultativné anaerobni. Mezi takové patii
zejména BMK a nékteré kvasinky (Basafova et al., 2010, s. 323-327).

U piva ma pH dilezZity vyznam. Ovliviiyje stabilitu chutovych vlastnosti piva a
hotkost piva. V neposledni fadé¢ ma také vliv na mikrobiologickou stabilitu a tim i na de-
karboxylazovou aktivitu (Choi et al., 2012, s. 768).

Celkova koncentrace BA v lahvovém pivu je vyznamné ovlivnéna technologii vy-
roby piva. Obsah histaminu je dobrym ukazatelem pro hygienické podminky skladovani
jeCmene, sladu a obecné pivovarnictvi, protoze pfitomny histamin v produktu nepochazi ve

veétsing piipada ze surovin (Halasz et al., 1999, s. 418).

3.1.1 Vliv zakladnich surovin na obsah biogennich aminii v pivu

Vliv na obsah BA v pivu maji jednozna¢né pouzité odridy je¢mene, proces slado-
vani, pivovarska technologie, pouzité pivovarské kvasnice i bakterialni kontaminace.
Vsechny tyto faktory jiz byly zkoumany (Kala¢ a Ktizek, 2003, s. 125).

Halasz, Barath a Holzapfel (1999, s. 420-421) zjistili, ze pokud byl prokazan obsah
BA u jeCmene a z tohoto je¢mene vzniklého sladu, mize byt tento obsah nasledné zacho-
van i v mladin€. Autofi studie ve sladu stanovili vyznamné mnozstvi putrescinu (do 21
mg/l) a agmatinu (aZ 71 mg/l). Koncentrace BA nésledné vyznamné klesa po prob&hnuti

fermentace mladiny (Halasz, Barath a Holzapfel, 1999, s. 420).

3.1.2 VIiv technologie vyroby na obsah biogennich aminii v pivu

Obsah BA zavisi také na samotné technologii vyroby piva (Gléria a Izquierdo-

Pulido, 1999, s. 130).

Ke snizeni mnozstvi putrescinu a agmatinu dochazi béhem rmutovani sladu. Produk-

ce tyraminu, histaminu a kadaverinu byla pak pozorovana béhem vlastni fermentace mla-
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diny (Halasz, Barath a Holzapfel, 1999, s. 418-420). Ve studii Kalace a Kiizka (2003, s.
125), ktera se zabyvala kvasinkami spodniho kvaseni Saccharomyces cerevisiae var. uva-
rum, nebylo prokazano, ze by produkovaly tyramin a histamin béhem fermentace. Za pro-

ducenty BA v pivu byly oznaceny zejména kmeny BMK (Kala¢ a Ktizek, 2003, s. 125).

Obsah BA je ovliviiovan zpusobem fermentace mladiny (Tab. 2). Podle Kalace a
Kiizka (2003, s. 124) spontanné kvasena belgickd piva a svrchné kvasend piva vykazuji
nejvyssi koncentrace tyraminu a histaminu. Tato piva tedy piedstavuji vysoké toxikologic-

ké riziko zejména u pacient 1é¢enymi inhibitory monoaminooxidaz.

Pro studium jsou zejména vyzndmnad mnozstvi histaminu a tyraminu, které ohrozuji

zdravi konzumenta (Loret, Deloyer, Dandrifosse, 2005, s. 520).

Tab. 2: Obsah n¢kterych biogennich aminti (mg/l) u vybranych druhd piva (pfevzato a
upraveno dle Izquierdo-Pulido et al., 1996, s. 3161)

TYP FERMENTACE | TYP PIVA AGM* PUT* TYR*
Svrchné kvasena piva Stout a porter 9,8 3,8 41
Kvasnicovy lezak 7,0 4.8 10,3
Kriek 2,2 4,5 22,5
Spodné kvasena piva Lager 10,2 41 49
Pils 13,3 51 5,6
Bock 12,9 55 3,6
Spontanné¢ kvasena piva | Lambic a Gueuze 8,9 6,4 21,3

*AGM- agmatin, PUT- putrescin, TYR- tyramin.

Vysledky studii, které se zabyvaji analyzou obsahu BA v pivech belgické produkce,
se znacné 1isi (Dumont et al., 1992; Mietz a Karmas, 1977; Izquierdo-Pulid et al., 1996). Je
to dano zifejmé pravé odlisSnym vedenim fermentacniho procesu a hygienickych podminek
vyroby.

V pivovaru mohou byt specifické kontaminujici organizmy definovéany jako jakéko-
liv organizmy, které¢ nebyly zdmérné ptidavany a které jsou schopny pfezit a mnozit se v

prostiedi. Jsou schopny se pomnozovat v mladin¢, béhem kvaseni mladiny a piva, po fil-
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traci piva a v pivu baleném (Jespersen a Jakobsen, 1996, s. 140). Mezi bakterie izolované
béhem fermentace piva s vyznamnou produkci tyraminu patii zejména zastupci rodu Pedi-
ococcus, zejména Pediococcus damnosus. Jako kontaminanty piva jsou dale oznacovany
zastupci rodu Lactobacillus, napt. Lb. fridigus, Lb. brevissimilis a Lb. brevis (Kala¢ a Kii-
zek, 2003, s. 126).

3.1.3 Obsah biogennich amint v lahvovém pivu

Obsah BA v lahvovych pivech se zvySuje s délkou skladovani. NejvyznamnéjSim
BA, ktery byva v lahvovych pivech detekovan, je tyramin (Kala¢, Hlavata a Kiizek, 1997,
s. 214). Pfitomnost tyraminu, histaminu a kadaverinu v lahvovém pivu zpusobuji piede-
v§im kontaminujici BMK (Ercan a Soysal, 2013, s. 401). Podobny obsah BA byva deteko-
van u alkoholickych i nealkoholickych piv (Kala¢ a Ktizek, 2003, s. 124).

Kala¢ et al. (2002, s. 434) svou studii potvrdili vyskyt tyraminu a histaminu
v lahvovém pivu. Tyto BA byly tvoieny piedevs§im laktobacily, které piezivaji nedostatec-
nou pasteraci piva. Zvysena hladina BA mize byt zpisobena kontaminaci BMK b&hem
vyroby, zejména kontaminovanymi kvasinkami, které mohou byt pro vyrobu piva opako-

vang pouzivany (Kala¢ et al., 2002, s. 434).

Bunka et al. (2012, s. 215) monitorovali obsah BA v ¢eskych pivech. Zjistili, Ze
témer 25 % testovanych alkoholickych piv obsahovalo vice nez 100 mg/l BA a polyaminti,
zejména tyraminu, putrescinu a kadaverinu. Pfiblizn€ u 6 % testovanych vzorkt byl obsah
vys$§i nez 200 mg/l. Romero et al. (2003, s. 163) sledovali vliv zpisobu zpracovani na
tvorbu BA ve Spanélskych pivech. Ve viech vzorcich potvrdili piitomnost putrescinu, ka-

daverinu a tyraminu v rozmezi 2,9-31,7 mg/l.

3.1.4 Mikroorganizmy ve vyrobé piva a jejich aminogenni potencial

Pivovarska vyroba vyuziva pii kvaseni a dokvasovani piva fizenou ¢innost pivovar-
skych kulturnich kvasinek. Kromé nich se pfi vyrobé uplatiiuji v rizném rozsahu dalsi mi-

kroorganizmy, které se vétSinou pokladaji za nezadouci (Basafova et al., 2010, s. 310).

V pivovarské vyrobé maji vyznam jen nékteré bézné se vyskytujici bakterie. Mezi né
patii octové bakterie (rody Acetobacter, Gluconobacter), BMK (Lactobacillus a Pedio-
coccus), tzv. mladinové bakterie (vétSinou z Celedi Enterobacteriaceae), dale rody Pecti-
natus, Megasphaera, Bacillus, Micrococcus, Acinetobacter, Pseudomonas a v zahrani¢nich

pivech také Zymomonas (Basafova et al., 2010, s. 319).
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Tab. 3: Bakterie zpasobujici kontaminaci piva (pfevzato a upraveno dle Jespersen a Jakob-

sen, 1996, s. 139)

TYCINKY

KOKY

GRAMPOZITIVNI BAKTERIE

Rod Lactobacillus

Rod Pediococcus

Lb. brevis

P. damnosus

Lb. brevisimilis

P. dextrinicus

Lb. buchneri

Lb. casei

Lb. coryneformis

Rod Micrococcus

Lb. curvatus

M. kristinae

Lb. lindneri

Lb. plantarum

GRAMNEGATIVNI BAKTERIE

rod Pectinatus

rod Megasphaera

P. cerevisiiphilus

M. cerevisiae

P. frisingensis

rod Selenomonas

Rod Zymomonas

S. lacticifex

Z. mobilis

rod Zymophilus

Z. raffinosivorans

Pro pivovarsky primysl jsou bakterie zpisobujici kaZeni piva problémem, se kte-

rym pivovary bojuji jiz po staleti. Patii mezi né¢ ne¢které BMK (Lactobacillus brevis,

Lactobacillus lindneri a Pediococcus damnosus) a zastupci né€kolika druhti gram-

negativnich bakterii, napfiklad Pectinatus cerevisiiphilus, Pectinatus frisingensis a Mega-

sphaera cerevisiae (Tab. 3). Tyto bakterie mohou znehodnocovat pivo zakalem, zvySova-

nim kyselosti a produkci dalSich nezadoucich latek, jako je napf. diacetyl a sirovodik

(Sakamoto a Konings, 2003, s. 105).
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wev

zpusobujici kazeni piva v modernich pivovarech. Piedev§im se jednad o laktobacily: Lb.
brevis, Lb. lindneri, Lb. curvatus, Lb. casei, Lb. buchneri, Lb. coryneformis, Lb. plantarum
a Lb. brevisimilis. Z pediokoku jsou to zvlast¢ P. damnosus, P. inopinatus a P. dextrinicus
(Jespersen a Jakobsen, 1996, s. 139). Také Pediococcus claussenii je béznou kontaminan-
tou piva. Zastupci tohoto druhu navic mohou produkovat exopolysacharidy, diky kterym

jsou ve formé biofilmu odolnéjsi vici puasobeni etanolu a hotkych kyselin (Pittet et al.,
2011, s. 1271).

Mezi gramnegativni striktn€ anaerobni bakterie, které jsou schopné kontaminovat
pivo, nalezi napt. Pectinatus cerevisiiphilus, Pectinatus frisingensis a Selenomonas lactici-
fex. Mezi dal$i potencialni kontaminanty zpusobujici kazeni piva patii Zymophilus raffino-
sivorans, Megasphaera cerevisiae (povazovany za nejéast&jsi kontaminant piv s nizkym

obsahem alkoholu) a Zymomonas mobilis (Jespersen a Jakobsen, 1996, s. 139).

Zabranéni nezadouci kontaminace je mozné vysokym stupném hygieny provozu a
dodrzovanim technologickych postupii, mezi které patii zejména dodrzovani teplot béhem

celého procesu vyroby piva (Kala¢ a Kiizek, 2003, s. 126).

Naptiklad prani kvasinek pomoci kyseliny fosfore¢né se zda byt efektivni zptsob,
jak snizit pocet pediokokl a nasledné redukovat obsah tyraminu v pivu (Kala¢ a Kiizek,
2003, s. 126).

3.2 Vznik biogennich amint ve viné

Vino, stejné jako vyse uvedené pivo, mize obsahovat BA. Na tvorbé BA ve viné se
podili hlavné zastupci BMK (Mazzoli, 2009, s. 81).

Sledovani obsahu BA ve viné je uskute¢inovano ze dvou divodd. Jednim z nich je
toxikologické hledisko. Druhym divodem je vztah mezi obsahem BA a kvalitou hrozni,
které jsou pouzivany pii vyrob¢ vina a hygienické podminky v priab&hu zpracovani hroznt
(Ertan Anli a Bayram, 2009, s. 93). Pii pouziti nekvalitni vstupni suroviny lze totiz pted-

pokladat vysoky obsah BA v kone¢ném vyrobku.

Celkova koncentrace BA ve vin¢ se pohybuje od nékolika miligrami na litr do 50
mg/l. Rozdilné mnozstvi BA v riznych druzich vin mtze byt zpisobena riznym technolo-
gickym procesem, zpisobem skladovani, kvalitou vstupnich surovin a moznou kontamina-

ci vinafského provozu (Beneduce et al., 2010, s. 574). Pfitomnost BA se zvySuje po
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jable¢no-mlééném kvaseni. Cervend vina tedy obsahuji zpravidla vy$$i mnozstvi BA nez
bila vina, protoze zde ve vétsi mife probiha jablecno-mlécné kvaseni (Ertan Anli a Bay-

ram, 2009, s. 93).

Mezi nejcastéji obsazené BA obsazené ve vin€ patii zejména histamin, tyramin, pu-
trescin, kadaverin, spermin, spermidin. Sporadicky byva obsazen i agmatin, tryptamin a

serotonin (Ancin-Azpilicueta et al., 2008, s. 257).

3.3 Vznik biogennich amint ve fermentovanych mléénych vyrobcich a

syrech

Obsah BA a polyaminti v mléce a jogurtech je vétSinou velmi nizky. Jejich koncen-
trace vSak muze dosahovat vysokych hodnot zejména u vyzralych typa syri (Kala¢ a
Krausova, 2005, s. 227). Vyskyt a koncentrace BA je rozdilna u jednotlivych typu syru, ale
1181 se také v ramci jednotlivych vyrobnich procesii. Tvorba milize byt ovlivnéna pfitomnos-
ti mikroorganizmu v mléce (non-startéry), zpusobem oSetieni mléka b&hem zpracovani
(4Cinnost pasterace, mikrofiltrace), délkou a podminkami procesu zrani (Novella-

Rodriguez et al., 2003, s. 750; Komprda et al., 2008, s. 3).

Mezi fermentované mlécné vyrobky, které obsahuji vyznamnéjsi mnozstvi BA, pat-
i1 napiiklad kefir (Ozdestan a Uren, 2010, s. 102). Ozdestan a Uren (2010, s. 106) zjistili,
ze sledované vzorky kefir obsahovaly az 12,8 mg/l tyraminu a celkovy obsah BA v ana-
lyzovanych vzorcich se pohyboval mezi 2,4 az 35,2 mg/l. Bunkova et al. (2013, s. 550)
Vv porovnani se syry. Zjistili ale, ze mnozstvi BA u kysanych mlé¢nych vyrobku (jogurty,
smetany, acidofilni mléka, kefiry, a dalsi) v nékterych piipadech dosahuje az 29 mg/kg
(Bunkova et al., 2013, s. 550).

Syry mohou byt bohatym zdrojem BA (Spano et al., 2010, s. 92). Vyroby syri se
ucastni mikroorganizmy (starterové kultury, non-starterové kultury, ptipadné kontaminuji-
ci mikroorganizmy). Syry zaroven svym pH a koncentraci prekurzort ptedstavuji idealni
prostiedi pro dekarboxylazovou aktivitu. Z téchto divodd koncentrace BA Vv nékterych
druzich syrt mohou piesahovat koncentraci 200 mg/kg (Linares et al., 2012, s. 2). Mikro-
organizmy s dekarboxylazovou aktivitou mohou patfit mezi starterové kultury nebo kon-
taminujici mikrofloru pochézejici z mléka. Do vysledného produktu se dostavaji také bé-

hem samotné vyroby syru (Burdychova a Komprda, 2007, s. 149).
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Hlavnimi BA, které se vyskytuji v syrech, jsou tyramin, histamin, kadaverin, pu-
trescin a tryptamin (Mayer, Fiechter a Fischer, 2010, s. 3251). Nejcast¢&ji vyskytujicim se
BA, kumulovanym béhem zrani syrt, je tyramin (Burdychova a Komprda, 2007, s. 153).

3.4 Vznik biogennich amint ve fermentovanych salamech a klobasach

Fermentované masné vyrobky se pfipravuji z vybraného syrového masa a dalSich
surovin, které jsou plnény do stiev, nechaji se fermentovat a zrat. Startovaci kulturou byva-
ji zastupci BMK, zejména homofermentativni laktobacily a pediokoky (Leroy, 2006, s.
270).

V téchto vyrobcich jsou hlavnimi producenty BA zastupci BMK. Jedna se hlavné o
tyramin a histamin, které pii davkach 50-100 mg vyvolavaji zdravotni komplikace (Kom-
prda, 2010, s. 870). BA mohou také pochazet z pouzitého masa, kde byva ptitomen sper-

midin a spermin, v mensich koncentracich také putrescin (Suzzi, 2003, s. 42).

Problémy s pfitomnosti BA jsou zejména u tradi¢nich masnych vyrobkd, jelikoz
mnohdy vyuzivaji spontanni fermentaci. Tento zpisob vyroby potencionalné zvySuje moz-
nou ptitomnost BA (Latorre-Moratalla, 2008, s. 913). Tvorba BA je tedy zavisla na typu
startovaci kultury a jeji schopnosti syntetizovat BA z volnych aminokyselin (Linares et al.,
2011, s. 691-692). Ergoniil a Kundake1 (2010, s. 55) zjistili, ze pfi pouziti startovacich kul-
tur Lactobacillus casei a Lactobacillus acidophilus dochazi béhem skladovani ke zvyseni
koncentrace putrescinu, kadaverinu, histaminu a tyraminu. Mezi faktory ovlivijici dekar-
boxylazovou aktivitu v masnych vyrobcich patti pH, teplota, ptidavek chloridu sodného a
ostatnich aditiv, napiiklad sulfid sodny (konzervaéni latka v masnych vyrobcich) a jedno-

duché cukry (Suzzi a Gardini, 2003, s. 47-49).

Hernéndez-Jover et al. (1997, s. 2098) zjistovali obsah BA v mase a masnych vy-
robcich (chorizo, Sunka, fermentovany salam a mortadela). Obsah spermidinu byl do
14 mg/kg, obsah sperminu do 62 mg/l. Obsah tyraminu, histaminu, putrescinu a kadaverinu
se lisil 1 mezi jednotlivymi vzorky. Vafené produkty obsahovaly obecné méné nez
10 mg/kg BA a minimilné 40 % zrajicich vyrobki vykazovalo produkci nad 300 mg/kg
BA.
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3.5 Vznik biogennich aminii v ostatnich vybranych fermentovanych po-

travinach

Kysané zeli pfipravované mléénym kysanim je popularni a hojn¢ konzumovana ze-
lenina v mnoha zemich v Evropé. | v této pochoutce je mozné se setkat s BA. Vétsinou je
v mlé¢né kysaném zeli pfitomna vysoka hladina tyraminu a putrescinu (Kala¢, 2005, s.
229).

Byla prokazana ptitomnost BA ve vzorcich mlééné kysaného zeli, které bylo za-
koupeno vV trzni siti. Zde byl zjistén vyskyt putrescinu v koncentraci 100-200 mg/kg, his-
taminu 42-52 mg/kg, kadaverinu 53-71 mg/kg, spermidinu 3-8 mg/kg a sperminu
1-2 mg/kg (Halasz, Barath a Holzapfel, 1999, s. 435). Na tato fakta navazali ve své studii
Haléasz, Barath a Holzapfel (1999, s. 437), ktefi sledovali produkci u zastupci Lacto-
bacillus plantarum a Lactobacillus curvatus. Zjistili, ze u L. plantarum dochazi pti vyssich
koncentracich soli v nalevu K potlaceni rustu a u L. curvatus je obsah BA zavisly na kon-
centraci inokula (CFU/ml). Ve vzorcich zeli byly detekovany BA tyramin a agmatin
v koncentracich do 10 mg/l (Halasz, Barath a Holzapfel, 1999, s. 437).

Kim a Kim (2014, s. 406) zkoumali schopnost produkce tyraminu v kimchi u
230 bakterialnich izolati. Produkci tohoto BA prokazali pouze u 14 izolati (zastupci Lb.

brevis, Lb. curvatus, Leuconostoc mesenteroides a Staphylococcus hominis).

Dale mohou byt zdrojem BA fermentované vyrobky ze soji. Byun a Mah (2012, s.
219) zjistovali pritomnost BA Vv sojové pasté miso. Pritomnost BA prokazali u vSech 22
testovanych vzorki, kdy testované vzorky obsahovaly do 6 mg/kg fenyletylaminu, pu-

trescin do koncentrace 7,5 mg/kg, tyramin do 5,5 mg/kg a histamin do 3 mg/kg.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIiLPRACE

Cilem praktické ¢asti bylo sledovat vliv vybranych faktord na produkci BA u de-

karboxylazapozitivnich kmeni.

Dil¢im cilem bylo provést primarni skrining produkce BA in vitro u vybranych
kmeni BMK, které byly izolovany béhem procesu vyroby piva. V ramci prvotniho skri-
ningu bylo tkolem zjistit:

e zda testované kmeny vykazuji dekarboxylazovou aktivitu,
e zda jsou citlivé vici pusobeni izo-a-hofkych latek a etanolu.
Pro naplnéni cile bylo dale uskute¢néno sledovani kinetiky produkce BA u kmene

Lactobacillus brevis RIBM 2-20 za podminek in vitro, kdy byl sou¢asné sledovan vliv vy-

branych faktorti na rist a dekarboxyldzovou aktivitu. Byly testovany nasledujici faktory:
e teplota (10 a 30 °C)
e piidavek etanolu (0-4 % (v/v)
e prtidavek smési izo-a-hoikych kyselin (0-30 mg/l).

Obsah BA ve vzorcich supernatantll ziskanych po kultivaci kment byl stanoven po

derivaci dansylchloridem RP-HPLC s UV detekci.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

39

5 MATERIAL A METODIKA

5.1 Zarizeni, pristroje a pomiicky

Analytické vahy, A&D GH-200 EC, Mettler Toledo, CR

Autoklav135 S, H+P VARIOKLAYV (H+P Labortechnik AG), Némecko
Automatické mikropipety,Biohit a Nichyrio, Finsko

Biologicky termostat BT 120, Laboratorni pistroje Praha, CR

Box laminarni BIO IIA, typ Biohazard TELSTAR, CR

Digitalni vaha, KB800-2- Kern & Sohn GmbH, Némecko

Fotometr TECAN Sunrise TW/TC, USA

Horkovzdu$na susarna, Memmert, Némecko

Chladnictka, Elektrolux, Svédsko

Laboratorni plasty: §picky automatickych pipet, ependorfkové mikrozkumavky
Laboratorni sklo

Laboratorni tfepacka Kavalier LT2,Votice, CR

Odstiedivka EBA 20, Hettich ZENTRIFUGEN, Némecko

pH metr EUTECH INSTRUMENTS pH510, Nizozemsko

VortexHeidolph, Reax top, Némecko

5.2 Chemikalie a pomocné latky
1,7-heptandiamin Sigma-Aldrich, USA
Aceton, Sigma-Aldrich, USA

Acetonitril, Sigma-Aldrich, USA

Aminokyseliny, histin, ornitin, arginin, lyzin, tyrozin, fenylamin; Sigma-Aldrich, USA

Dansylchlorid Merck, Némecko
Dusik v tlakové nadobg, Linde, CR

Heptan, Sigma-Aldrich, USA
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Hydrogenuhli¢itan sodny a uhli¢itan sodny bezvody, Merck, Némecko
Chlorid sodny NaCl, LachNer, CR

Kyselina chlorista, Merck, Némecko

Kyselina chlorovodikova, Merck, Némecko

L-Prolin, Merck, Némecko

5.3 Testované mikroorganizmy

Pfi prvotnim skriningu bylo pouzito celkem 23 kmeni BMK (18 kment Lb. brevis
a 5 kment Lb. plantarum). Jednalo se o izolaty z procesu vyroby piva, které byly poskyt-
nuty Vyzkumnym ustavem pivovarskym a sladaiskym v Praze (Research Institute of Bre-
wing and Malting, RIBM).

Pro nasledné sledovani kinetiky produkce BA a vlivu zménénych kultivaénich

podminek na vyprodukovanad mnozstvi BA in vitro byl pouzit Kk bliz§imu zkoumani kmen

Lactobacillus brevis RIBM 2-20.

5.4 Dekarboxyla¢ni média

Pro kultivaci bakterii v ramci prvotniho skriningu byl pouzit MRS broth (MRS;
HiMedia) ve dvou variantach. Prvni varianta ptedstavovala médium s piidavkem 0,3 %
(w/v) aminokyselin (histidin, arginin, ornitin, lyzin, tyrozin), které slouzily jako prekurzory

vzniku BA. Tento bujon také slouzil pro piedkultivaci (pomnozeni kultury pfed inokulaci).

Druha varianta piipraveného média byla s ptidavkem 0,3 (w/v) aminokyselin, 4 %
(v/v) etanolu a 20 mg/l a-hofkych kyselin. Tyto koncentrace odpovidaly vycepnimu pivu.
Obsah etanolu ve vycepnich pivech se bézné totiz pohybuje okolo 4 % (v/v) a a-hotké ky-

seliny byvaji ptitomny v koncentraci 20-25 mg/l (Basatova et al., 2010, s. 561-562).
U obou variant médii bylo pH upraveno na 4,8+0,2.

Nasledné sledovani kinetiky produkce BA bylo ovlivnéno nésledujicimi testova-
nymi faktory: etanol v koncentraci 0; 2; 3; 4 % (v/v) a izo-a-hoiké kyseliny (izoextrakt
chmelovych latek, YC iso; Yakimachief, USA) o koncentracich 0; 5; 10; 20; 30 mg/1. Vliv
faktorti na produkci BA byl sledovan samostatné a ve vzajemnych kombinacich. Do média
pro sledovani kinetiky produkce BA byl pfidan pouze tyrozin, opét v koncentraci 0,3 %
(V/Iv).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41

Pro uchovéni bakterii a pro stanoveni celkového poctu mikroorganizmu byl pouzit
MRS agar (pH 4,8+0,2). Po smiseni a dokonalém rozmichani s deionizovanou vodou byla

piipravena média vzdy autokldvovana pii 121°C po dobu 15 minut.

Pouzita média:

MRS bujon (pH 4,.8+0.2) MRS broth (MRS; HiMedia) 52,29
Deionizovana voda (Aqua osmotic) 1000,0 ml

MRS agar (pH 4.8+0.2) MRS broth (MRS; HiMedia) 52,29
Agar agar 15049
Deionizovana voda (Aqua osmotic) 1000,0 ml

5.5 Skrining produkce biogennich amini vybranymi kmeny laktobacili

Béhem skriningu byla nejprve zmapovana produkce BA u 23 vybranych kment
laktobacili v médiu MRS s pfidavky aminokyselin. V druhé ¢asti skriningu byly kmeny
predkultivovany v médiu s faktory (etanol, pH, hotké latky) a zjisténa citlivost vuci etanolu

a izo-a-hotkym latkam (Obr. 7).

Cistota kment byla ovéiena kiiZovym rozdérem a mikroskopicky (Gramovo barve-

ni a mikroskopovani fixovanych preparat).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 42

4 N
Priprava dvou variant média*

MRS bujon
\. u Yy
4 N

Inokulace: Predkultivace kmenu

24-hodinova kultura. 100 ul v dekarboxvla¢nim médium

\L
f u N\

Kultivace:

30°C. 48 hodin

\L y

!

Odbér a priprava supernan-
tantu: centrifugace+ HCIO,

!

Derivatizace dansylchloridem a

filtrace vzorku

{

Separace a detekce biogennich
amini RP- HPLC + UV (A=254)

Obr. 7: Metodika skriningu dekarboxyldzové aktivity in vitro. * Varianta |I: MRS bujon s
0,3 % (w/v) aminokyselin, Varianta Il: MRS bujon s 0,3 % (w/v) aminokyselin, 4,0 % (v/v)

etanolu a 20 mg/l smés izo-a-horkych latek.

5.5.1 Priprava dekarboxyla¢nich médii a podminky kultivace

Bylo ptipraveno médium MRS broth. Pted sterilizaci bylo upraveno pH bujonu na
4,8+0,2 piidavkem HCI (6 mol/l) a do zkumavek bylo odpipetovano 7 ml. Poté probéhla
sterilizace v autoklavu. Nasledné byla u 2. varianty upravena koncentrace etanolu a smési
izo-a-hotkych kyselin. Pfipravena zivna média byla ockovana 100 pl bakterialni suspenze.

Kazdy izolat byl inokulovan v péti opakovanich. NezaoCkovana zivna média slouzila jako
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kontrola (pro odecteni jiz v médiu obsazenych BA). Inokulovana média byla kultivovana

pii 30 °C po dobu 48 hodin. Nasledné byl uskute¢nén odbér vzorkt a analyza.

5.5.2 Odbér vzorku

Odbér vzorki byl proveden po 48 hodinach pti 30 °C. Nasledovala centrifugace
Vv odstredivce (3 421x g; 22+1 °C; 20 minut; EBA 20, Hettich). Ze supernatantu bylo ode-
brano 750 pl. Toto mnozstvi bylo 1:1 zfedéno 1,2M roztokem kyseliny chloristé.

Odebrané vzorky byly skladovany pii -18°C a nasledné podrobeny derivatizaci a

vlastnimu stanoveni BA.
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5.6 Sledovani kinetiky produkce biogennich aminii vybranym kmenem

Lactobacillus brevis RIBM 2-20

Na zéklad¢ prvotniho skriningu byl pro sledovani kinetiky produkce BA zvolen
kmen Lb. brevis RIBM 2-20 (Obr. 8).

Priprava média: MRS bujon + 0,3 %
(w/v) tyrozinu + faktory*

|

7

Inokulace:24-hodinova kultura Piedkultivace

Lactobacillus brevis
L ]
7
Kultivace:

10°C/ 0-14 dni; 30°C/ 0- 72 hodin
L I
7

Odbér a priprava supernantantu: centri- Doprovodna méreni:
fugace+ 1,2 M HCIO, pH, CFU/ ml

L 7
4 ™

Derivatizace dansylchloridem a

filtrace vzorku

\L )

I

Separace a detekce biogennich aminu

RP- HPLC + UV (A= 254 nm)

Obr. 8: Metodika sledovani kinetiky produkce biogenich aminii kmenem Lb. brevis RIBM
2-20 ovlivnené testovanym rozsahem faktorii; * pridavek etanolu, horkych latek a uprava

pH
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5.6.1 Priprava inokula

Zvoleny kmen Lactobacillus brevis RIBM 2-20 byl nejprve nékolikrat piekultivo-
van v bujonu MRS o stejném slozZeni, jako mélo pokusné médium. Takto pfipraveny, adap-
tovany kmen byl pouzit pro inokulaci. Dekarboxyla¢ni média byla inokulovana 100 pl 24-

hodinov¢ bakterialni suspenze.

5.6.2 Priprava dekarboxyla¢nich médii

Produkce BA Dbyla sledovana v zavislosti na teplot¢ (101 °C;
30£1 °C), koncentraci etanolu v médiu (0; 2; 3; 4 % (v/v)) a pfitomnosti izo-a-hotkych
kyselin (0; 5; 10; 20; 30 mg/l). Celkem bylo pfipraveno 20 kombinaci testovanych faktort,

které byly kultivovany pii dvou vyse uvedenych teplotach.

Pied sterilizaci bylo upraveno pH na 5,2+0,2 (odpovidajici pH mladiny) a do jed-
notlivych zkumavek bylo nadavkovano 7 ml média. Takto pfipravena zivna média byla
podrobena sterilizaci v autoklavu pii 121 °C po dobu 20 minut. Do kazdé zkumavky bylo
po vychladnuti média pipetovano dané mnozstvi etanolu a izo-a-hoikych kyselin. Roztok
izo-a-hotkych kyselin byl pfed samotnou aplikaci piefiltrovan ptes filtr s porozitou
0,22 pm. Pro kazdou variantu a odbérovy ¢as byly pfipraveny celkem ti'i opakovani a jedna

kontrola.

5.6.3 Odbér vzorku

Odbér vzorka byl proveden vzdy ve stanoveném case. Pii teploté¢ 10+1 °C bylo
provedeno celkem 6 odbéra: v ¢ase 0 (po zaokovani), 1., 2., 7., 9., 12. a 15. den kultivace.
Pii kultivaéni teploté 30+1 °C byl proveden pocatecni odbér v Case 0 a nasledné byly pro-
vadény odbéry po 4, 8, 12, 24, 48 a 72 hodinach kultivace.

Odbér a ptiprava vzorkil pro derivatizaci probihala stejné jako pii prvotnim skri-

ningu, viz kapitola 6.1.3.

5.6.4 Stanoveni celkového poctu mikroorganizmii

V Case odbéru byl zjistovan celkovy pocet mikroorganizmi resp. pocet kolonii tvo-
ficich jednotek na jeden ml (CFU/ml). Suspenze kmene Lb. brevis RIBM 2-20 byla v case
odbéru nafedéna a v objemu 0,1 ml vyockovana na MRS agar. Byla provedena kultivace
po dobu 24 hodin pfi teplot¢ 30°C. Nasledné byl zjistén pocet kolonii a vypocten celkovy

pocet mikroorganizmu (CFU/mI).
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5.6.5 Méreni pH kultivaéniho média

Meéfeni pH bylo provadéno po odbéru u kazdé zkumavky pomoci pH-metru s kom-
binovanou sklenénou elektrodou. Pied kazdym métenim byl pH metr kalibrovéan a u kazdé

zkumavky (varianty kombinace faktort) bylo provedeno méfeni celkem tiikrat.

5.7 Stanoveni obsahu biogennich amini

Produkce vybranych BA (kadaverin, CAD; histamin, HIS; putrescin, PUT; tyramin,
TYR; spermidin, SPD; spermin, SPN) byla sledovana po ptfedkolonové derivatizaci dan-
sylchloridem podle Dadakové, Kiizka a Pelikanové (2009, s. 366-367), s naslednou sepa-
raci a detekci BA na reverznich fazich vysokoucinné kapalinové chromatografie (RP-

HPLC) s UV detekei (A= 254 nm).

Z kazdého vzorku v ependorfkové mikrozkumavce byl odpipetovan 1 ml do deriva-
tiza¢nich vialek. Ke vzorku bylo pfidano 100 pl vnitiniho standardu (1,7-heptandiamin),
1,5 ml karbonatového pufru s pH 11,1-11,2 a 2 ml piipraveného dansylchloridu o koncen-
traci 5 g/l v acetonu. Poté nasledovalo 20-ti hodinové tiepani v temnu. Po uplynuti doby
bylo do derivatiza¢nich nadob napipetovano 200 pl prolinu a vzorky byly tfepany. Po ho-
ding€ byly ke smési pfidany 3 ml heptanu a vzorky byly 3 minuty intenzivné rué¢né protie-
pavany. Po tiepani byl odebran 1 ml z vrchni heptanové vrstvy, obsahujici derivaty BA, do
1,5 ml vialek. Heptan byl odpaien pii 60°C pod inertnim plynem (dusikem). Odparek byl
rozpustén v 1,5 ml acetonitrilu. Derivatizované vzorky byly pied vlastnim stanovenim fil-
trovany (porozita filtru 0,22 um) a nasledné nanaSeny na kolonu, kde probé&hla separace
BA (Agilent Zorbax Eclipse C18 s parametry 50 x 3,0 mm, 1,8 um, Agilent Technologies;
chromatograficky systém s binarni pumpou, odplynovacem, UV/VIS-DAD detektorem,
termostatem kolon, Agilent Technologies; autosamplerem LabAlliance SHLA84000).
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6 VYSLEDKY

6.1 Skrining produkce biogennich aminii vybranymi kmeny laktobacilu

V obou variantach médii byl béhem skriningu detekovan zejména tyramin. U nékte-
rych kmenu Lb. brevis (napf. Lb. brevis RIBM 2-34 a Lb. brevis RIBM 2-36) byl deteko-
van i spermin v zanedbatelném a kolisavém mnozstvi (do 8,0 mg/l), a proto nebude jeho

ptitomnost dale v textu diplomové prace rozebirana.

Tab. 4: Vysledky stanoveni tyraminu v MRS bujonu a MRS s faktory

MRS bujon MRS s faktory
Mikroorganizmus N
TYR */**/***/**** TYR
Lactobacillus brevis 18 |8/5/5/0 15/2/1/0
Lactobacillus plantarum 5 [3/0/1/0 5/0/0/0

*2-10 mg/l; ** 10-100 mg/l; *** 100-1000 mg/l; **** 1000 a vice mg/l; N...celkovy podet

testovanych kment

Kmeny Lactobacillus brevis (RIBM 2-16; 2-20; 2-27; 2-32; 2-34; 2-36; 2-40; 2-42,
2-50; 2-62; 2-67; 2-68; 2-78; 2-85; 2-98; 2-101; 2-111; 2-112) a Lactobacillus plantarum
(RIBM 2-48; 2-89; 2-91; 2-94; 2-99) disponovaly dekarboxylazovou aktivitou a produko-
valy BA. Na Obr. 9 av Tab. 5 Ize vidét, Ze jednotlivé kmeny produkovaly tyramin v rizné
koncentraci. Vyssi produkce byla obecné zaznamenana ve faktory neupraveném bujonu
MRS (Obr. 9). Z celkem 18 kment Lb. brevis produkovalo v tomto médiu 10 kment tyra-
min v koncentraci nad 10,0 mg/l, zbyvajicich 8 kment produkovalo 2,0-10,0 mg/l tyrami-
nu. Nejvyssi produkce byla zaznamenana u Lb. brevis RIBM 2-20 (412,6+16,1 mg/l).
V ramci testovanych kmend Lb. plantarum produkoval tyramin v koncentraci nad
10,0 mg/l pouze kmen Lb. plantarum RIBM 2-89 (342,1+22,3 mg/l), ostatni izolaty pro-
dukovaly 2,0-10,0 mg/I tyraminu.

Vliv sledovanych faktorii (pfidavek etanolu a hotkych latek) v ramci skriningu ve
variant¢ média Il byl vyrazny (Tab. 5). Vlivem etanolu a hotkych latek doslo k vyraznému
potlaceni dekarboxylazové aktivity u vétSiny kmend. U Lb. brevis produkovaly tyramin
pouze dva kmeny tyramin v koncentraci nad 10,0 mg/l (Lb. brevis RIBM 2-27, 10,3+0,9
mg/l; Lb. brevis RIBM 2-32, 11,7+0,8) a jediny kmen Lb. brevis RIBM 2-20 produkoval
tyramin v koncentraci nad 100 mg/l (408,7+23,8 mg/l). Zbylych 15 izolati produkovalo
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tyramin v mnozstvi do 10,0 mg/l. VSechny izolaty Lb. plantarum v prostiedi modifikova-

ného média MRS vyprodukovaly tyramin v mnozstvi 2,0-10,0 mg/I.
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Obr. 9: Produkce tyraminu (TYR) pri 30 °C v MRS s pridavkem 0,3 % (w/v) aminokyselin
(AMK) vybranymi kmeny Lb. plantarum (RIBM 2-48; 2-89; 2-91; 2-94;2-99) a Lb. brevis
(ostatni kmeny).
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Tab. 5: Vysledky stanoveni obsahu tyraminu (TYR) vyprodukovaného vybranymi kmeny
Lb. brevis a Lb. plantarum v médiu MRS s faktory

Mikroorganizmus TYR [mg/l]
Lactobacillus brevis RIBM 2-16 4,3+0,3
Lactobacillus brevis RIBM 2-20 508,7+23,8
Lactobacillus brevis RIBM 2-27 10,3+0,9
Lactobacillus brevis RIBM 2-32 11,74+0,5
Lactobacillus brevis RIBM 2-34 3,7+0,1
Lactobacillus brevis RIBM 2-36 4,0+0,2
Lactobacillus brevis RIBM 2-40 5,9+0,5
Lactobacillus brevis RIBM 2-42 3,5+0,2
Lactobacillus brevis RIBM 2-50 2,6+0,2
Lactobacillus brevis RIBM 2-62 2,4+0,1
Lactobacillus brevis RIBM 2-67 2,6+0,2
Lactobacillus brevis RIBM 2-68 3,5+0,2
Lactobacillus brevis RIBM 2-78 6,5+0,4
Lactobacillus brevis RIBM 2-85 2,3+0,1
Lactobacillus brevis RIBM 2-98 4,0+0,1
Lactobacillus brevis RIBM 2-101 7,7+0,5
Lactobacillus brevis RIBM 2-111 2,1+0,1
Lactobacillus brevis RIBM 2-112 33,0+2,5
Lactobacillus plantarum RIBM 2-48 4,2+0,2
Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 3,4+0,1
Lactobacillus plantarum RIBM 2-91 4,0+0,2
Lactobacillus plantarum RIBM 2-94 2,1+0,1
Lactobacillus plantarum RIBM 2-99 2,540,1
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6.2 Kinetika produkce biogennich amini kmenem Lactobacillus brevis
RIBM 2-20

Na zdklad¢ prvotniho skriningu byl pro dalsi ¢ast experimentu vybran kmen Lacto-
bacillus brevis RIBM 2-20, ktery je schopen produkce vyznamnych mnozstvi tyraminu. Pfi
sledovani vlivu riznych kombinaci faktord na produkci tyraminu byl obsah po 72 h kulti-
vace pii 301 °C az 1800 mg/l (nejvyssi obsah pii 0 % (v/v) etanolu a 10 mg/l hotkych
latek) a po 15-ti denni kultivaci pii 10+1 °C az 58 mg/l (nejvyssi koncentrace pii 0 % (v/v)

etanolu a 0 mg/l hotkych latek).

Vyznamny vliv na produkci tyraminu mélo pH a samotny rist kmene Lb. brevis
RIBM 2-20. Pro sledovani kinetiky produkce tyraminu byla zvolena uprava pH kultivaéni-
ho média na 5,2+0,2 proto, aby byla maximalné podpoiena ¢innost tyrozindekarboxylazy.
Béhem kultivace pii 10 °C doslo ve vétsiné dekarboxyla¢nich médii (kombinaci faktort)
k mirnému poklesu pH (Pfiloha P III, Obr. 2-3). Béhem prvnich dvou dni kultivace byla
hodnota pH kultivaéniho prostiedi podobna. Pfi koncentraci 30 mg/l hotkych latek nebyl
pokles pH tak vyrazny jako u ostatnich kombinaci. ZvySeni pH ke konci kultivace mohlo
byt zptisobeno kumulaci tyraminu. Pfi 30 °C dochazelo béhem celé doby kultivace ke sni-
zovani pH (Ptiloha P III, Obr. 1-2). Vyssi teplota podporovala rist a fermentacni aktivitu
Lb. brevis RIBM 2-20 (Ptiloha P I).

Z QObr. 1-3 (Priloha P II) je patrné, ze obsah etanolu 0-4 % (v/v) nema vyrazny vliv
na rast Lb. brevis RIBM 2-20. Pridavek 20 a 30 mg/l hotkych latek prodlouzil dobu nut-
nou pro adaptaci vici prostiedi u testovaného kmene Lb. brevis RIBM 2-20 a zpisobil
vyrazné zpomaleni ristu béhem exponencialni faze (viz trend ristovych kiivek). Pfi kon-
centraci 30 mg/l a 0-4 % (v/v) etanolu doslo k vyraznému zpomaleni ristu ve srovnani
s ostatnimi kombinacemi faktort. Pfi teplot¢ 30 °C byla doba nutna k adaptaci kmene
zkracena na minimum s vyraznym nastupem exponencialni faze (Pfiloha P I, Obr. 1-6).
Rist kmene Lb. brevis RIBM 2-20 byl ¢aste¢né inhibovan pii koncentraci 20 a 30 mg/l
hotkych latek (Ptiloha P I, Obr. 5-6). Teplota 30 °C byla optimalni pro Lb. brevis RIBM 2-
20 a ptidavky nizkych koncentraci etanolu a hotkych latek pasobily podplrn€ na tvorbu
tyraminu. Z tohoto davodu bylo mozné pozorovat u koncentraci 0-10 mg/l hotkych latek
obdobné ristové kiivky (Pfiloha P I).

Koncentrace tyraminu v MRS bujonu bez tprav (pouze s piidavkem tyrozinu) pfi
10 °C rostla (Obr. 10) a tento trend byl pozorovan az do 9. dne kultivace (73,0+5,9 mg/l).
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Od tohoto dne doslo k poklesu obsahu tyraminu v testovaném médiu. Ze sledovani vlivu
etanolu na produkci tyraminu pii kultivaéni teploté 10+1 °C (Obr. 10) bylo patrné, Ze
vSechny pouzité koncentrace etanolu v porovnani s médiem bez ptidavku etanolu potlaco-

valy tvorbu tyraminu Lb. brevis RIBM 2-20.
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Obr. 10: Produkce tyraminu (TYR) kmenem Lb. brevis RIBM 2-20 béhem kultivace 10 °C v
médiu MRS s 0-4 % (v/v) etanolu.

Po 15-ti denni kultivaci pfi 10 °C dosahoval pti raznych koncentracich etanolu (Obr.
10) v rastovém prostiedi testovaného kmene obsah tyraminu odlisnych hodnot: 2 % (v/v)
etanolu 28,1+2,7 mg/l; 3 % (v/v) etanolu 25,3+2,1 mg/l; 4 % (v/v) etanolu <31,3+2,1 mg/I.
Koneény obsah tyraminu po 15 dnech kultivace byl nizsi neZ koncentrace, které¢ dosahl 9.
piipadné 12. den Kkultivace. Rozdil v kumulaci tyraminu mezi médii s jednotlivymi koncen-

tracemi etanolu nebyl vyrazny.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 52

® O mg/l HL ® 5 mg/l HL ® [ 0mg/l HL 20 mg/l HL 30 mg/l HL

90 -+
80

70 -
60 -
50
40 -
30 II =
20
0 -
0 2 7 9

¢as odbéru [dny]

TYR [mg/l]

12 15

Obr. 11: Produkce tyraminu (TYR) kmenem Lb. brevis RIBM 2-20 béhem kultivace 10 °C
v médiu s MRS a 0-30 mg/l horkych latek (HL).

Dalsim sledovanym faktorem byl vliv hotkych latek na produkci tyraminu (Obr.
11). Vyrazngjsi produkce Vv porovnani s MRS s pfidavkem etanolu byla zaznamenana pfi
ptidavku 5 mg/l, kdy po 15 dnech kultivace koncentrace tyraminu dosahovala
58,2+4,7 mg/l. Z grafu (Obr. 11) bylo patrné, Ze pti vysSich koncentracich hofkych latek

(10-30 mg/l) dochazelo ke snizeni produkce tyraminu.

Pfi kultivaci v médiu s ptidavkem 5 mg/l hotkych latek v kombinaci s riznymi
koncentracemi etanolu (Obr. 12) dosahovala produkce tyraminu po 15 dnech kultivace
nasledujicich hodnot: 0 % (v/v) etanolu 58,2+4,7 mg/l; 2 % (v/v) etanolu 28,2+2,3 mg/I;
3 % (v/v) etanolu 34,4+3,1 mg/l; 4 % (v/v) etanolu 32,64+2,7 mg/l. Nejvyssi produkce byla
opét zaznamenana po 9. dni kultivace. Pti 0 % a 2 % (v/v) etanolu byla produkce
v prubéhu kultivace tyraminu obdobna (do 78 mg/l) a pfi koncentracich 3 % a 4 % (v/v)

etanolu byla produkce vyrazné nizsi (do 38 mg/l).
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Obr. 12: Produkce tyraminu (TYR) kmenem Lb. brevis RIBM 2-20 p#i kultivacni teploteé
10 °C v médiu MRS s 0-4 % (VIv) etanolu a 5 mg/l horkych latek.

Po kultivaci pfi teploté 10 °C, piidavku 10 mg/l hotkych latek a 0-4 % (v/v) etanolu
(Obr. 13) byl obsah tyraminu vrozmezi 28-39 mg/l. U vSech koncentraci etanolu

S hotkymi latkami méla produkce tyraminu rostouci charakter.
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Obr. 13: Produkce tyraminu (TYR) kmenem Lb. brevis RIBM 2-20 p#i 10 °C; v médium
MRS s 0-4 % (v/v) etanolu a 10 mg/I horkych latek.

Pti kombinaci 20 mg/l hotkych latek s 0-4 % (v/v) etanolu (Obr. 14) v ristovém
prostiedi byla produkce tyraminu po 15-ti denni kultivaci v rozmezi 24-40 mg/l. Vyrazna
produkce tyraminu byla zaznamenana od 7. dne kultivace. Po dosazeni maxima zlistaval

tyramin v pfiblizné stejné koncentraci az do posledniho odbéru.
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Obr. 14: Produkce tyraminu (TYR) kmenem Lb. brevis RIBM 2-20 v MRS s pridavky 20
mg/l horkych latek (HL) a 0-4 % (v/v) etanolu pri 10 °C.

Po 15-ti dnech kultivace v médiu, které obsahovalo 30 mg/l hotkych latek a
0-4 % (v/v) etanolu (Obr. 15), dosahoval obsah tyraminu v supernatantech po kultivaci Lb.
brevis RIBM 2-20 nasledujicich hodnot: u 0 % (v/v) etanolu 23,1£1,5 mg/l; 2 % (v/v) eta-
nolu 33,9+1,4 mg/l; 3 % (v/v) etanolu 29,8+2,5 mg/l; 4 % (v/v) etanolu 27,4+1,6 mg/l.
Béhem kultivace Lb. brevis RIBM 2-20 v médiu s ptidavky 30 mg/l hotkych latek a
0-4 % (v/v) etanolu pii 10 C mohl byt pozorovan postupny nariist obsahu tyraminu za

vSech testovanych kombinaci.
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Obr. 15: Produkce tyraminu (TYR) kmenem Lb. brevis pri 10 °C v MRS s pridavky 30 mg/l
horkych latek a 0-3 % (v/v) etanolu.
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Pii 30 °C dosahovala produkce tyraminu vysokych hodnot jiz po 8 hodinach kulti-
vace u vSech kombinaci faktori (> 168 mg/l média). Produkce tyraminu v médiu MRS bez
ptidavku faktoru (Obr. 16) méla rostouci charakter po celou dobu kultivace narozdil od
vzorkl kultivovanych pti 101 °C. Jiz po 8 hodinach kultivace doslo k vyrazné produkci
tyraminu (210,3£10,9 mg/l) a po 72 hodinach dosahoval tyramin koncentrace
658,5+22,9 mg/I.
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Obr. 16: Produkce tyraminu (TYR) kmenem Lb. brevis RIBM 2-20 béhem kultivace 30 °C v
médiu MRS s 0-4 % (v/v) etanolu.

Po 72 hodinach kultivace za pfidavku riznych koncentraci etanolu (Obr. 16) dosa-
hovala koncentrace tyraminu vyrazné vysSich hodnot nez pfi kultivacni teploté 10 °C. De-
tekované koncentrace tyraminu byly v rozmezi 520-1010 mg/l a nejvyssi obsah tyraminu

byl zaznamenan v médiu MRS s piidavkem 2 % (v/v) etanolu (1010,4+16,8 mg/l).
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Obr. 17: Produkce tyraminu (TYR) kmenem Lb. brevis RIBM 2-20 béhem kultivace 30 °C
v médiu s MRS a 0-30 mg/l horkych latek (HL).

Vliv ptidavku hotkych latek pii 30 °C je patrny na Obr. 17. Pfidavek hotkych latek
zpusobil zvySeni produkce tyraminu kmenem Lb. brevis RIBM 2-20 ve srovnani s zivnym
médiem bez jejich ptidavku. U médii s vyssi koncentraci hotkych latek (20 a 30 mg/1) do-

§lo po 72 hodinach kultivace k poklesu produkce tyraminu.
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Obr. 18: Produkce tyraminu kmenem Lb. brevis pii 30 °C v MRS s pridavky 5 mg/l hor-
kych latek a 0-4 % (vIv) etanolu.
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Jak je vidét z Obr. 18, produkce tyraminu nebyla vyraznéji potlacena pii 5 mg/l
hotkych latek v prostfedi zddnou testovanou koncentraci etanolu. V médiu s 4% (v/v) pii-

davkem etanolu vSak mohlo byt pozorovano inhibi¢ni ptsobeni.

Koncentrace 10 mg/l hotkych latek v kombinaci s etanolem (Obr. 19) vykazovala
vyznamny vliv na produkci tyraminu tetovanym kmenem. S rostoucim piidavkem etanolu
klesala koncentrace vytvofeného tyraminu (0 % (v/v) etanolu 1792,4+70,0 mg/1; 4 % (v/v)
etanolu 1366,6+15,0 mg/l).

B (0% etanolu B 2% etanolu 3% etanolu 4% etanolu

2000 -
= 1500 -
? =
— 1000 - = I
R
W =
~ 500 - .

() T T i T T T T
0 4 8 12 24 48 72

¢as odbéru [hodiny]

Obr. 19: Porovnani produkce tyraminu (TYR) kmenem Lb. brevis pii 30 °C v MRS
s pridavky 10 mg/l horkych latek a 0-4 % (v/v) etanolu.

Pii pfidavku 20 mg/l hotkych latek a etanolu do rdstového prostiedi Lb. brevis
RIBM 2-20, obdobné jako v ptedchozi kombinaci faktord, dochazelo béhem kultivace ke
kumulaci tyraminu (Obr. 20). Po 72 hodinach byly hodnoty tyraminu nasledujici: 0 % (V/v)
etanolu 1584,5+75,8 mg/l; 2 % (v/v) etanolu 1597,2+48,7 mg/l; 3 % (v/v) etanolu
1332,5+108,8 mg/l, 4 % (v/v) etanolu 1160,4+84,4 mg/1. Pii koncentracich 3 % a 4 % (v/v)
etanolu doslo k mirnému snizeni obsahu tyraminu, klesala tedy aktivita tyrozindekarboxy-
lazy. Od 8. hodiny kultivace dochéazelo ve vSech kombinacich k produkci tyraminu nad
250 mg/I (Obr. 20).
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Obr. 20: Produkce tyraminu kmenem Lb. brevis pri 30 °C v MRS s pridavky 20 mg/l hor-
kych latek a 0-4 % (v/v) etanolu

Posledni sledovanou kombinaci faktor v ramci kultivace pti 30 °C, byla kombina-
ce pridavku 30 mg/l hotkych latek a 0-4 % (v/v) etanolu (Obr. 21). Ve vSech médiich ob-
sah tyraminu po 72 hodinéach kultivace kmene Lb. brevis RIBM 2-20 >1300 mg/l. Jednalo
se o zajimavou skutecnost, kdy mohla byt pozorovéna vysoka odolnost kmene viici piiso-

beni vyss§i koncentrace hoikych latkem s riiznou koncentraci etanolu (0-4 % (V/V)).
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Obr. 21: Produkce tyraminu (TYR) kmenem Lb. brevis pri 30 °C v MRS s pridavky 30 mg/l
horkych latek a 0-4 % (v/v) etanolu
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7 DISKUZE

Monitoring vyskytu BA neni v soucasné dobé v alkoholickych napojich legislativné
nafizen. Koncentrace BA v pivu a viné jsou zanedbatelné v porovnani se syry (do 50 mg/I).
| tato mnozstvi mohou zpusobovat zdravotni komplikace, protoze dochazi k interferenci
mezi etanolem a detoxika¢nim systémem, ktery zajistuje odbouravani BA (Kohajdova a
Karovic¢ova, 2008, s. 30-31). Nejcastéji zastoupenym BA v pivu jsou tyramin a histamin
(Loret, Deloyer a Dandrifosse, 2005, s. 520).

Nizké koncentrace BA mohou zptisobovat u citlivych jedinct zdravotni komplika-
ce, proto vétSina autord ve svych studiich navrhuje limit pro histamin v alkoholickych na-
pojich do 2 mg/l a pro Soucet dalSich BA bez histaminu (hlavné tyraminu a fenyletylami-
nu) do 100 mg/I (Silla Santos, 1996, s. 251).

Obsah BA v pivech je problematika, ktera je intenzivné zkoumana mnoho let. EXxis-
tuje mnoho Ceskych (napi. Kala¢ a Ktizek, 2003; Burika et al., 2012; Kala¢, Hlavata a Kii-
zek, 1997) 1 zahrani¢nich studii zabyvajici se obsahem BA a polyamint v pivu (napf.
Gloria a Izquierdo-Pulido, 1999; Deasy et al., 2011; Iijima et al., 2005; a dalsi). Analyzou
obsahu BA v pivech se zabyvaly i nékteré diplomové prace. Vaclavek (2014, s. 59-65) ve
své diplomové praci detekoval obsah kadaverinu, putrescinu, tyraminu a spermidinu
v odebranych vzorcich meziproduktii pfi vyrobé& piva a ve finlnich vyrobcich. Cechova
(2012, s. 44) stanovila u 33 riznych lehkych a vycepnich piv obsah BA v rozmezi 4,8-
224,3 mg/l. U 30 z testovanych vzorkt prokazala obsah tyraminu v mnozstvi do 20 mg/1. U
vsech vzorki piv dale zjistila vyssi obsah BA na konci skladovani (po uplynuti data pouzi-

telnosti).

V ramci této diplomové prace byl sledovan vliv vybranych faktord na produkci BA
u vybranych kmeni BMK. Testované kmeny byly kontaminanty z procesu vyroby piva.
Nejvice zastoupenymi kmeny v prvotnim skriningu byly kmeny Lb. brevis. Zastupci Lb.
brevis jsou oznacovany za pivodce zvysenych koncentraci BA v pivu (Kern, VVogel a Be-
hr, 2014, s. 23). Narust laktobacilti v pivu, zejména Lb. brevis a Lb. plantarum, znehodno-
cuje koneény produkt nejen tvorbou BA ale ostatnich senzoricky aktivnich latek (Deasy et
al., 2011, s. 2157).

Skrining i sledovani kinetiky produkce BA (u kmene Lb. brevis RIBM 2-20) probi-

halo za za podminek in vitro. Jedna se o prvotni experimenty, které maji poukazat schop-
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nost hotkych chmelovych latek a etanolu ovliviiovat produkci BA. Do budoucna bude po-

zorovani realizovano v prostedi sladiny, mladiny a mladého piva.

Nejhojnéji produkovanym BA zkouSenymi kmeny byl tyramin. Ostatni BA (sper-
min) byly detekovany v nizkych koncentracich (do 8 mg/l).

Produkce tyraminu in vitro béhem prvotniho skriningu byla prokézana v obou vari-
antach média (varianta I: MRS bujon s 0,3 % (w/v) aminokyselin, varianta Il: MRS bujon
5 0,3 % (w/v) aminokyselin, 4,0 % (v/v) etanolu a 20 mg/l smés izo-a-hotkych latek). Pro-
dukce byla nasledné potvrzena béhem sledovani kinety produkce tyraminu pfi riznych

kultiva¢nich podminkach.

Béhem skriningu v médiu MRS s ptidavkem 0,3 % (w/v) aminokyselin byly n¢kte-
ré kmeny Lb. brevis (RIBM 2-27; RIBM 2-20; RIBM 2-78; a dal$i) a kmen Lb. plantarum
RIBM 2-89 schopny produkce tyraminu v koncentraci nad 100 mg/l (Obr. 9). Celkem 5
kment produkovalo tyramin v mnozstvi nad 200 mg/l. Toto mnozstvi lze povazovat za
toxikologicky vyznamné mnozstvi. Bover-Cid a Holzapfel (1999, s. 39) potvrdili ve své
studii tyrozindekarboxylazovou aktivitu u tfi druht laktobacilt (Lb. curvatus, Lb. brevis a
Lb. buchneri). Mnozstvi tyraminu zjisténych po ¢tyfdenni kultivaci pii 37 °C bylo
v nékterych ptipadech mnohonasobné vyssi. Koncentrace tyraminu detekované v médiu po

kultivaci vybranych kmenti se pohybovala v rozsahu 302-7641 mg/I.

Na zaklad¢ informaci uvedenych v dostupné literatute, které se tykaji inhibi¢niho
pusobeni hotkych latek na rist mikroorganizmi (napi. Simpson, 1993; Kern, Vogel a Be-
hr, 2014), by mohlo byt o¢ekavano potlaceni rozvoje laktobacili a produkce tyraminu.
Testovana byla v ramci skriningu kombinace 20 mg/l hotkych latek a 4 % (v/v) etanolu,
protoze tyto koncentrace se vyskytuji bézné ve vycepnim pivu (Basafova et al., 2010, s.
561-562). Pridavek etanolu a hotkych latek zpisobil vyrazné snizeni dekarboxylazové ak-
tivity u vetsiny izolatl testovanych v ramci prvotniho skriningu. Pouze Lb. brevis RIBM 2-
20 vykazoval vyssi produkei (508,7+£23,8 mg/l ) nez pii kultivaci v prvni varianté¢ média
(412,6£16,1 mg/1). U ostatnich kment doslo az k desetindsobnému snizeni obsahu tyrami-
nu (Tab. 5).

Béhem sledovani kinetiky produkce tyraminu bylo zjisténo mnoho zajimavych fak-
ta. Pfi kultivacni teploté 10 °C mél piidavek etanolu vliv na rast Lb. brevis RIBM 2-20
(Ptiloha Il, Obr. 1). Pfidavek etanolu pii 10 °C potlacoval rtiist mikrofléry, vyznamné vSak

neovlivnil celkova vyprodukovana mnozstvi tyraminu (Obr. 11).
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Naopak pii kultivacni teploté 30 °C doslo ptidavkem etanolu v koncentraci 2 a 3 %
(v/v) ke zvySeni obsahu tyraminu. Pouze pii koncentraci 4 % (v/v) etanolu doslo
Kk mirnému snizeni produkce, ktera byla i pfesto znac¢na (177,3+2,2 mg/l). K obdobnym
vysledktim dospéli i Gléria a Izquierdo-Pulido (1999, s. 132-134), ktefi prokazali, Ze obsah
BA (agmatinu a putrescinu) byl u piv s vy$§im obsahem etanolu vyssi. Moreno-Arribas a
Lonvaud-Fuel (1999, s. 59) uvadi, ze u izolata Lb. brevis z vina nedoslo k inhibici produk-

ce tyraminu ani pii 10 % (v/v) etanolu.

Dalsim sledovanym faktorem byl piidavek hotkych (chmelovych) latek. U kmene
Lb. brevis RIBM 2-20 byla zjisténa vysoka odolnost viici piisobeni izo-a-hotkych kyselin.
Tento poznatek potvrzuji Kern, Vogel a Behr (2014, s. 18), ktefi zjistili u 17 kment Lb.
brevis toleranci vici izo-a-hoikym kyselinam a jejich rast v pivech p$eni¢nych a typu pils.
Zvysujici se koncentrace piidavkid hotkych latek béhem studia kinetiky produkce tyraminu
zpusobila, zejména pii teploté¢ 30°C, zvySeni produkce tyraminu. Tento zavér byl prekva-
pujicim zjisténim, jelikoz hotké latky obecné vykazuji antimikrobni G¢inek a mély by tedy
omezit rust bakterii, které jsou s témito latkami ve styku (Matoulkova, Kubizniakova a
Sigler, 2012, s. 337). Pouzity kmen Lb. brevis RIBM 2-20 ma pravdépodobné vysokou

toleranci vici hotkym latkam a v dané koncentraci tyto latky neovlivnily jeho rist.

Vliv hofkych latek na rist a produkci tyraminu byl pii 10 °C a koncentraci 0-5 mg/I
hotkych latek minimalni (Obr. 12, Ptiloha Il, Obr. 6). U ostatnich koncentraci hotkych
latek (10; 20; 30 mg/1) byl rist a tim 1 obsah tyraminu vyrazné omezen. Produkce tyraminu
V tomto rozsahu neptesahovala 50 mg/l (Obr. 12-15). Kultivace pti 30 °C se stejnou kom-
binaci faktorii zvysila produkci tyraminu na dvojnasobek v porovnani s médiem MRS bez

faktord (Obr. 17-20).

Citlivost vuci hotkym latkam, etanolu, ale i rist v médiu MRS byl vyrazné odlisny
pti riznych kultivacnich teplotach — 10 °C a 30°C. Z toho vyplyva, Ze vliv na produkci
tyraminu u testovaného kmene Lb. brevis RIBM 2-20 mé¢la hlavné teplota. Pfi porovnani
rustovych kiivek i grafii produkce tyraminu (Ptiloha I-I1, Obr. 11-23) Ize bez vahani fict,
ze pii vyssi kultivaéni teploté doslo u kmene Lb. brevis RIBM 2-20 k vyraznému podpo-
feni rustu a zvysSeni produkce tyraminu. Vyzkum autortt Casadei et al. (2001, s. 132) uka-
zuje, ze pii nizkych teplotach jsou bakterie rodu Lactobacillus citlivéjsi vaci etanolu nez
pii vyssi teploté. Tento argument koresponduje s nasimi vysledky, kdy pfi nizké teploté

dochazelo k vyrazngjsimu ovlivnéni produkce tyraminu. Snizeni koncentrace tyraminu
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mohlo byt teoreticky zpusobeno vycerpanim zivin Snaslednym vyuzitim tyraminu
Z kultiva¢niho média (Bunkova et al., 2011, s. 117).

Vyrazné ovliviiovaly riist a produkci tyraminu nékteré kombinace etanolu a hot-
kych latek. Rist byl vyrazné ovlivnén pii obou kultivacnich teplotdch kombinaci 30 mg/l
hotkych latek a 0-4 % (v/v) etanolu (Ptiloha I, Obr. 5; Ptiloha II, Obr. 5). Pii téchto kom-

binacich doslo k prodlouzeni lag faze a viditelnému snizeni ristu populace.

Nejvyssi obsah tyraminu, kterého bylo dosazeno po 48 hodinach kultivace
(1554,7+70,0 mg/1) pti kultivaéni teploté 30 °C, byl naméten v médiu MRS s ptidavkem
10 mg/l hotkych latek a bez pridavku etanolu. Naopak nejniz$i produkce
(350,4+27,1 mg/l) byla zaznamenana v médiu MRS s pfidavkem 4 % (v/v) etanolu a
0 mg/l hotkych latek. Pfi kultivacni teploté¢ 10 °C byl obsah tyraminu po 48 hodindch
v rozmezi 11,6-21,7 mg/l, kdy nejvyssi koncentrace tyraminu byly pfi kombinacich 2 %
(v/v) etanolu a 5 mg/1 hotkych latek, 4 % (v/v) etanolu a 10 mg/I hotkych latek.

Pii teploté 30 °C byla produkce tyraminu sice vyrazné ovlivnéna sledovanymi fak-
tory, ale dosazené koncentrace tyraminu v prostfedi byli piesto vysoké. Teoreticky mohl
byt tento jev zpusoben tim, ze hotké latky mohly snizit etanolovy stres a produkty metabo-
lizmu (napf. kyselina mlééna) mohly zaroven reagovat s hotkymi latkami (Sigler a Ma-
toulkova, 2011, s. 7-8). Nasledné nedochazelo pisobenim hotkych latek k narusovani bu-
néénych stén bakterii. Tento efekt mohl byt také podpoien tim, Ze byl kmen Lb. brevis
RIBM 2-20 ptfed zacatkem experimentu opakované kultivovan v prostfedi s hotkymi

chmleovymi latikami.

Mnozstvi tyraminu, které bylo vyprodukovano za podminek in vitro testovanym
kmenem Lb. brevis RIBM 2-20 p#i kultivacni teploté 30 °C v médiu s pfidavkem 10 mg/1
hotkych latek a 0 % (v/v) etanolu (1792,4+70,0 mg/1), by mohlo zptsobit zdravotni kom-
plikace. Pro pacienty s 1é¢bou antidepresivy nebo u pacientl, kterym jsou podavany inhibi-
tory monoaminooxidéz, predstavuje riziko jiz 6 mg/kg hmotnosti (Kuley a Ozogul, 2011, s.
1163). Napriiklad u 60 kg vaziciho ¢lovéka by pii 30 °C ptesahly tyto koncentrace vsechny
kombinace médii MRS obsahujici 5-30 mg/l s 0-4 % (v/v) etanolu. Dana koncentrace by
byla dodrzena pouze pii 10 °C u vSech testovanych kombinaci. Lze ptedpokladat, ze pokud
by bylo pivo vyrabéno a skladovano pii nizkych teplotach, nebyla by kumulace tyraminu

podporovana.
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ZAVER

Produkce BA v pivech je nezddoucim jevem, protoze etanol obsazeny v pivé a de-
toxikacni systém se navzajem ovliviiuji. Z tohoto diivodu neni doporucen piijem psycho-
farmak, kterd obsahuji inhibitory monoaminooxidaz, spolu s etanolem. Pti nedodrzeni to-
hoto doporuceni by S nejvétsi pravdépodobnosti doslo k rozsdhlému potlaceni detoxikacni-
ho systému a Vv tomto piipadé¢ by mohly i nizké koncentrace BA zplsobovat zdravotni
komplikace. V ramci této diplomové prace byla sledovana produkce BA vybranymi kme-
ny Lb. brevis a Lb. plantarum za podminek in vitro. Dale byla sledovana kinetika produkce
BA kmenem Lb. brevis RIBM 2-20. Ve skriningu produkce BA u souboru 23 kment lak-
tobacilu i kinetiky produkce Lb. brevis RIBM 2-20 bylo pozorovano pisobeni faktort (pti-
davek etanolu a hotkych latek), které ovliviiuji rust mikroorganizmuti a celkovou produkci

BA. Na zaklad¢ vysledku praktické ¢asti diplomové prace lze konstatovat nasledujici:

e U vybranych kment Lactobacillus brevis a Lactobacillus plantarum byla bé-
hem skriningu prokazana schopnost produkce tyraminu. Tyramin byl produko-
van ve vSech kombinacich testovanych médii. Produkce ostatnich BA byla koli-
sava a ve vétSiné€ piipadl nebyly detekovany.

e Skrining byl provadén ve dvou variantach médii, kdy druha varianta obsahovala
piidavek etanolu a horkych latek.

e Vliv ptidavku téchto latek byl znatelny, kdy dochézelo k inhibici dekarboxyla-
zové aktivity. Vyjimkou byl kmen Lb. brevis RIBM 2-20, kdy nebyla produkce
tyraminu piidavky hotkych latek a etanolu omezena (varianta I: 412,6+16,1
mg/l; varianty II: 408,7£23,8 mg/l).

e V ramci sledovani kinetiky produkce tyraminu kmenem Lb. brevis RIBM 2-20
byl sledovan vliv ptidavki riznych koncentraci etanolu, hotkych latek a teploty
kultivace.

e Celou dobu kultivace bylo pH u vSech médii v rozmezi 4,5-5,5. Toto pH bylo
optimalni pro ¢innost dekarboxylaz.

e Nejvyssi detekované mnozstvi tyraminu (1792,4+70,0 mg/l) bylo prokazano
v médiu MRS s ptidavkem 10 mg/l izo-a-hotkych kyselin a 0 % (v/v) etanolu
pti kultivaéni teploté 30 °C.
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e Nejniz8i stanovené mnozstvi tyraminu (23,1+1,5 mg/l) bylo zjisténo v médiu
MRS pii kultivaéni teploté 10 °C s piidavkem 30 mg/l izo-a-hotkych kyselin a

0% (v/v) etanolu.

Tyramin byl v analyzovanych supernatantech pfitomen v toxikologicky vyznam-

nych koncentracich. Zejména pii kultivacni teploté 30 °C dosahovaly az 1800 mg/I.

Kdyby byl kmen Lb. brevis RIBM 2-20 schopen vyse uvedené koncentrace tyrami-
nu uvolnit do prostfedi piva, mohl by ohrozit zdravotni nezavadnost piva a vyznamné

ovlivnit zdravotni stav spotiebitele.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

aw Aktivita vody

AGM Agmatin

AMK Aminokyselina

BA Biogenni aminy

BMK Bakterie mlééného kvaseni
CAD Kadaverin

CNS Centralni nervovy systém
DAO Diaminooxidaza

HCI Kyselina chlorovodikova
HIS Histamin

HL Hotké latky

MAO Monoaminooxidéaza

PAO Polyaminooxidaza

PUT Putrescin

RNA Ribonukleova kyselina

RP-HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie na reverznich fazich
SPD Spermidin
SPN Spermin

TYR Tyramin
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PRILOHA P I: RUSTOVE KRIVKY LB. BREVIS RIBM 2-20 PRI
KULTIVACNI TEPLOTE 30 °C
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Obr. 1: Ruistové kiivky Lb. brevis RIBM 2-20 v médiu MRS s 0-4 % (v/v) etanolu p#i 30 °C.

& (0 % etanolu W2 % etanolu 3 % etanolu 4 % etanolu
12.0

10,0
8.0 -

log (CFU/ml)

6.0 il
4,0 T T T T 1

0 20 40 60 80 100
cas [h]

Obr. 2: Rustové krivky Lb. brevis RIBM 2-20 v médiu MRS s pridavkem 5 mg/l horkych

latek a 0-4 % (v/v) etanolu pri 30 °C.
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Obr. 3: Rustové krivky Lb. brevis RIBM 2-20 v médiu MRS s pridavkem 10 mg/l horkych
latek a 0-4 % (v/v) etanolu pri 30 °C.
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Obr. 4: Rustové krivky Lb. brevis RIBM 2-20 v médiu MRS s pridavkem 20 mg/l horkych
latek a 0-4 % (v/v) etanolu pri 30 °C.
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Obr. 5: Ruistové krivky Lb. brevis RIBM 2-20 v médiu MRS s pridavkem 30 mg/l horkych
latek a 0-4 % (v/v) etanolu pri 30 °C
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Obr. 6. Rustové krivky Lb. brevis RIBM 2-20 v médiu MRS s pridavkem 0-30 mg/l horkych
latek (HL) p7i 30 °C.



PRILOHA P II: RUSTOVE KRIVKY LB. BREVIS RIBM 2-20 PRI
KULTIVACNI TEPLOTE 10 °C
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Obr. 1: Ruistové kirivky Lb. brevis RIBM 2-20 v médiu MRS s 0-4 % (v/v) etanolu p#i 10 °C.
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Obr. 2: Rustové krivky Lb. brevis RIBM 2-20 v médiu MRS s pridavkem 5 mg/l horkych
latek a 0-4 % (v/v) etanolu pri 10 °C.
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Obr. 3: Rustové krivky Lb. brevis RIBM 2-20 v médiu MRS s pridavkem 10 mg/l horkych
latek a 0-4 % (v/v) etanolu pri 10 °C.
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Obr. 4: Riistové krivky Lb.
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brevis RIBM 2-20 v médiu MRS s pridavkem 20 mg/l horkych

latek a 0-4 % (v/v) etanolu pri 10 °C.
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Obr. 5: Rustové krivky Lb.
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brevis RIBM 2-20 v médiu MRS s pridavkem 30 mg/l horkych

latek a 0-4 % (v/v) etanolu pri 10 °C.
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Obr. 6. Rustové kirivky Lb.
latek (HL) p#i 10 °C.
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brevis RIBM 2-20 v médiu MRS s pridavkem 0-30 mg/l horkych



PRILOHA P III: VYVOJ PH BEHEM KULTIVACE LB. BREVIS RIBM
2-20 PRI 30 °C A 10 °C
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Obr. 1: Vyvoj pH kultivacniho prostiedi Lb. brevis RIBM 2-20 bez/s pridavky etanolu (0-4
% (v/v)) a horkych latek (0-5 mg/l) pri 30 °C; pr. 3/0 3 % etanolu, 0 mg/l horkych latek.
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Obr. 2: Vyvoj pH kultivacniho prostredi Lb. brevis RIBM 2-20 bez/ s pridavky etanolu
(0-4 %(v/v)) a horkych latek (10-30 mg/l) pii 30 °C; pr. 0/10 0 % etanolu, 10 mg/l hor-
Jych latek.
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Obr. 3: Vyvoj pH kultivacniho prostiedi Lb. brevis RIBM 2-20 bez/s pridavky etanolu
(0-4 % (v/v)) a horkych latek (0-5 mg/l)pri 10 °C; pr. 3/0 3 % etanolu, 0 mg/l horkych la-
tek.
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Obr. 4: Vyvoj pH kultivacniho prostredi Lb. brevis RIBM 2-20 bez/ s pridavky etanolu
(0-4 % (v/v)) a horkych latek (10-30 mg/l) pri 10 °C; pr. 0/10 0 % etanolu, 10 mg/l hor-
kych latek.



