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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva dekarboxylazovou akivibakterii izolovanych z morav-
skych vin. V teoretick&ésti je strdné predstavena technologie vyroby vina a popsany
mikroorganizmy, které se uptatji v rdmci technologie vyroby, nebo které mohou mi
neblahy vliv na vysledny produkt. Dale jsou chagaigbvany biogenni aminy, jejich roz-
déleni, vznik, vyskyt a vyznam pro lidsky organizmuwé.praktické casti byl proveden
skrining 145 kmein bakterii vyizolovanych z vin zép odrad (Frankovka, Ariana, Cera-
son, Mi-5-70 a Cabernet Sauvignon) na jejich dekeyldzovou aktivitu. Na zakladzis-
kanych vysledk byl zaloZzen experiment s kmenem vykazujicim nejivgekarboxylazo-
vou aktivitu a byla sledovana produkce biogennitina v zavislosti na zvolenych fakto-

rech (pH, teplota,ifidavek cukru).

Kli¢ova slova: vino, kvasinky, bakterie, pksbiogenni aminy

ABSTRACT

Diploma thesis deals with decarboxylase activithaéteria isolated from Moravian wines.
In the theoretical part, winemaking technology igefly described as well as microorga-
nisms involved in vinemaking or which can have adeanfluence on the final product.
Then, biogenic amines are characterized, and thessification, formation, occurrence
and importance for human organism are stated.drpthctical part, screening of decarbo-
xylase activity of 145 bacterial strains isolateoint five wine varieties (Frankovka, Aria-
na, Cerason, Mi-5-70 and Cabernet Sauvignon) wagdaout. On the basis of the results
obtained, experiment with a strain proving the kgfhdecarboxylase activity was set up
and biogenic amines production depending on chfzssars (pH, temperature, addition of

sugar) was monitored.

Keywords: wine, yeast cells, bacteria, mouldsgbroc amines
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UvoD

Jiz od nepasti provazi vinctloveéka v ptibéhu jeho Zivota bez ohledu na nabozen-
stvi, rasu ajvod. Také u nas si vino naSlo suézpivce a dalo zaklad tragiimutiemesilu,
které se stalo se@asti kulturniho &dictvi naSi zem Kvalitni vino dnes povazujeme
za frirozeny doplgk zivotniho stylu modernihélovéka. Sodasné vinéstvi vyuziva mo-
derni Setrné technologie, které unioj neustalé zlepSovani kvality.

Vino je jiz od staroéku povazovano za napoj, ktery povznasi lidskou naygi-
spiva k dobrémuétesnému stavitlovéka. Pravidelné, alefpnéiené piti vina fedchazi
raznym onemocénim, uvohuje nasSi psychiku, pomaha odbourat stres, zapontenou
na starosti a navoditrfiemnou néladu. Vino je slozity komplex latek, Ktese navzajem
ovliviuji, a proto zkoumanidinkt na lidské zdravi stale neni utemou kapitolou.

Vino je alkoholicky napoj, vznikly kvaSenim mostiskaného z bobuli hroén
révy vinné. Jedna se o fermefmaproces, v jehoz fibéhu dochazi k mnohym mikrobio-
logickym preménam, které jsou uskutgovany gevazre kvasinkami a bakteriemi. Tyto
mikroorganizmy se dhem technologického procesu vyroby vina vzajgmwiiviuji, meni

se jejich zastoupeni a hraji nezanedbatelnou datingné kvali€ finalniho produktu.

Obsah biogennich aniirv potravinach je v dnesni dobasto diskutovanym pro-
blémem. Biogenni aminy jsou latky v lidském orgamis girozené a vyznamné.
Ve vySSich koncentracich ovSem mohou vyvolatméadravotni komplikace (bolest hla-
vy, zvyseni srdni ¢innosti a krevniho tlaku, nevolnost @zné alergické reakce). Jednou
ze skupiny potravin rizikovych na vyskyt biogennigimini jsou fermentované vyrobky.
Jde o Sirokou skupinu, ktera zahrnuje fermentovaredeninu, napoje, fermentované vy-
robky masného myslu a ¥tSinu ml&€nych vyrobki. Jejich vyskyt je v potravinach za-
visly zejména na dekarboxyldzové aktvjiritomnych mikroorganiziin Aplikace starto-
vacich kultur Saccharomyces cerevisig#i alkoholové fermentaci @enococcus oeni
pii malolaktické fermentaci jsou zarukou sniZzeni rggglaieni vzniku biogennich amin

ve virg (www.agronavigator.cz).

Biogenni aminy mohou tedy slouzit jako indikatgmocesu fermentace potravin,

jejich kazeni, ale také Spatné vyrobni praxe adrygi
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1 TECHNOLOGIE VYROBY VINA

Vyroba vina je slozity proces, ktery se liSi pranda odfidu a vyrobce. Zjednodu-
Sené schéma vyroby vina je zobrazeno na obrazKuhlavnim fazim vyroby pét zpra-
covani hrozh — mleti a odzfovani hrozd, vznik rmutu, macerace, lisovani, odkaleni
mostu, dale pak Uprava cukernatosti a obsahu kyadtivaseni mosgt(PavlouSek, 2010).
K dalsim krokim je fazeno Skoleni a zrani vina a &@éné operace. Cely apob vyroby

ovliviuje kvalitu vysledného produktu (Steidl, 2002).

Surovina _. Odzrméni I— Kvaseni 1 Lisovani
Odkalem
Lahvovdni i,— Skladovani l Skoleni

. . . Sifeni Filtrace |
Obr. 1: Schéema celkove viroby vina < . | i :

Obrazek 1: Schéma celkové vyroby vina (www.wineeétzepublic.cz)
Vyroba bilého &erveného vina se mitisi. NejwtSi rozdil spéiva v tom, z&er-
vené vino se nakvaSuje spsié se slupkami, zadlem vyluhovanierveného barviva a
téislovitych latek, kdez to u bilého vina kvasi pougksovany most. (Priewe, 2003). Sta-
¢eni vina, stabilizace a lahvovani jsou operacaélde provadi jak u bilého takrveného
vina (Kraus et al., 1999).

1.1 Vyskyt mikroorganizmia béhem vyroby vina

Mrivrw s

mikroorganizni pri vyrob¢, urcitou roli hraji i bakterie a plisn Rozsah, ve kterém tyto
druhy rostou, utuje typ a koncentractady latek, které ispivaji k tvorkd vané a chuti
vina (Fleet a kol., 1984).
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1.1.1 Kvasinky

Kvasinky maji kl€ovou roli @i vyrobé vina. Jsou nepostradatelng& glkoholovém
kvaseni, ale v pozgsich fazich vyroby mohou #pobit vady vina. Bkteré rody kvasinek
se girozere vyskytuji na bobulich hroZnv dok sklizné nebo se nachazeji na viekém
zadzeni (Silhankova, 2002). V tabulce 1 jsou shrrkigsinky gitomné Bhem vyroby

vina.

Tabulka 1: Obsah kvasinek v mostthbm kvaSeni (upraveno dle Bae, 2005; Flamini,
2008).

Pocatecni kvaseni Hlavni kvaSeni Zavére¢né dokvaseni
_ Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces cerevisiae,
Kloeckera apiculata - .
subspcerevisiae subsp cerevisiae
Metschnikowia pulcher- | Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces cerevisiae,
rima subsp.uvarum subsp bayanus

, Saccharomyces cerevisiae,
Candida stellata

subsp bayanus
Kloeckera corticis Saccharomyces chevalieri
Candida crusei Zygosaccharomyces florentinjus
Hansenula anomala Zygosaccharomyces rouxii
Pichia mermemtas Kluyveromyces thermotoleraps

Pichia mermbranaefaci-
ens

Alkoholové kvaSeni

Alkoholové kvaSeni je procesiifkterem dochazi kiemén¢ jednoduchych cukr

pomoci tiznych drulii kvasinek v mostu na alkohol, oxid ufity a teplo podle rovnice:

CeH1205 — 2 GHsOH + 2 CQ

Mriviw s

za glukofilni. DalSim dlezitym druhem jeSaccharomyces bayanu#Malik, 2003).
Na prvni fazi alkoholového kvaSeni se podileji kviag rodi Hanseniasporap.,Candida
sp., Metschnikowiasp. aPichia sp. a ®kdy i Kluyveromycessp.. Jejich koncentrace
se snizZuje, protoze se zvysuje obsah etanolu (Heakdl. and Fleet G. H., 1985).

e

Alkoholové kvaSeni je nejdezitejSi fazi vyroby, jedna se o biochemicky proces,
ktery vyzaduje kontrolu dhem jeho pibéhu. RozliSujeme kvaSertizené a spontanni.

V modernim vingstvi se vSak mnohem vice vyuzitiaené kvaseni, pro které se pouziva
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tzv. ,Cista kultura kvasinek”. Pod timto ozfemim se skryva kultura kvasinek vyteoa
selekci jednoho druhu, bez nasledné kontaminagmijimikroorganizmy. Dals¢ast kapi-
toly bude ¥novana popisu vyznanys$ich rodi kvasinek, které se podileji na alkoholovém
kvaseni (Otahal, 2010; Pavlousek, 2010).

1.1.1.1 Rod Saccharamyces
Saccharomyces cerevisiae

Bunky maji elipsoidni az ovoidni tvar. Délkaitky je 5 — 10um a Stka 3 — 7um.
Tvar buiky je udrZovany pevnou batnou stnou, ktera obklopuje cytoplazmatickou
membranu. ZkvaSuje glukézu, fruktdézu, sachar6zutna, galakt6zu a Zasti rafindzu.
Radi se do skupiny kvasinek velmi delkvasicich a dale se oznoge, jako uslechtila vin-
na kvasinka Produkuje 10 — 15 % (v/v) alkoholu agelna vici SO, V malém mnozstvi
se nachazi na povrchu hrdza mizeme je nalézt i na povrchu sklepniho vybaveni.
Do moStu se né&asgji dostava v suSené formako cista kultura kvasinek. &které vina-
ské kmeny maiji protahlé elipsoidniiiy a dive se oznéovaly jako samostatna varianta

Saccharomyces cerevisigar. ellipsoideugSilhankova, 2002)
Saccharomyces cerevisiagbsp.bayanus

Tvori ovalné az protahlé kky. ZkvaSuje glukézu, maltézu, sacharézu a do jedné
tietiny rafindzu (Minérik, 1986). M& velmi dobrou @dovaci schopnost. Je oZaeana
jako tzv. “dokvasujici kvasinka“.iPkvaseni zodpovida za dokvaSeni mladych vin, kespe
tive za vykvaSeni posledniho zbytku cukru. Snasiel®&Q a pouziva se takeé jakista
kultura seSaccharomyces cerevisig8teidl, 2010).Druh Saccharomyces cerevisige

zobrazena na obrazku 2.

Obrazek 2: Rod Saccharomyces cerevisiae
(http://www.athiestmonk.com/2011/11/beer-bugs.html)
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Zacatek kvaSeni trva 2 — 3 dny, je charakteristickgyoinym mnoZenim kvasinek
a pomalym z&tkem prokvasSovani cukrBoulivé kvaseni z&ina teti az¢tvrty den a trva
n¢kolik dnia az tydni, intenzivrié vznika a uvaluje se oxid uhtiity. Ten strhava i aroma-
tické a tkavé buketni latky. Teplota se zvySuje nad 25 °@Gsi se z§t regulovat
na 15 — 18 °C, u chladnomilnych dtulkvasinek az do rozmezi 10 — 12 °C. Dokvaseni je
posledni faze kvaSeni po poklesu obsahu cukru-na 8/la trva rgkolik mésiai. Dochazi
k zastavenicinnosti kvasinek, zastavi se vyvin oxidu gh&ho, kvasinky sedimentuji
na dno nadoby a usazuji se i kaly. Dokvasené wénodstiuje od sedimentu ddistych
zastenych kvasnych tarik (Steidl, 2002).

1.1.1.2 Rod Hansenula

Kvasinky tohoto rodu jsou kulaté, ovalné, valcovdéé protahle, morfologicky
znané podobné kvasinkarRichia sp. se kterymi maji spot@ou vlastnost, tvorbu dob
vyvinuté kozky (Minarik, Svejcar, 1981). Drudansenula anomalévori na mostu mat-
nou, suchou, davou kozku, ktera sikhvzlina. Tvorba pseudomycelia je dobra. Kvasinky
asimiluji a zkvaSuji glukozu, galaktézu, sacharGma)tézu a rafindzu do 1/3. Produkce
alkoholu je velmi nizka, 3 — 5 % (v/v), tyto kvasynrovneéz produkuji estery. NeiSi
vyskyt €chto kvasinek je zejména v okrajovych vinohradnatkyoblastech (Minarik,
Svejcar, 1981).

1.1.1.3 Rod Pichia

Rod Pichia pati mezi rody s nizkymi kvasnymi schopnostmi, nelpeho druhy
zkvasuji bd’ jen glukozu, nebo nezkvaSuji zadny cukr. Vyskysegjiv malo alkoholickych
vinech nebo jako kontaminace, hldavme Spatd uzawenych lahvich, kde tid kiis,
tj. kiehkou vzlinavou blanku na povrchu kapaliny (Siltdird 2002). Biiky jsou fizného
tvaru — od ovalnych az k dlouze valcovitym. VyZuja se tvorbou bohatého pseudomyce-
lia strom&kového tvaru. RozmnoZuji se ganim, spéry maji kulaté ékdy polokulovité,
jsou 1 az 4 veiecku (Minarik, Svejcar, 1981). Tento druh se vyaje tzv. killerovym
faktorem. Vyli&uje bilkovinu, ktera prostupuje b&mou sénou citlivych kvasinek a &

hem rEkolika hodin je usmrcuje (Kraus, 1999).

1.1.1.4 Rod Metschnikowia

U tohoto rodu se vyskytuje drudetschnikowia (Candida) pulcherrimasou to
kvasinky vyskytujici se ve vSech naSich vinohrakiyéh oblastech a t¥odominantni po-
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dil mikrofléry hrozri. Spol€né s Kloeckera apiculatgsou zodpowdné za zahajeni spon-
tanniho kvaseni ma&tVe vinech se nevyskytuji, protoZze maji malou peskijici schop-
nost, 1- 2 % (v/v) alkoholu. Biiky jsou kulatého az ovalného tvaru. V mosStetinspon-
tannim kvaSeni se rychle rozmnozuiji, ale jsou takg potl&eny jinymi vitalrgjSimi kva-

sinkami (Minarik, Svejcar, 1981).

1.1.1.5 Rod Candida

Kvasinky tohoto rodu jsou z vitského hlediska zajimavé zejména svym vysky-
tem. Nekteri zastupci roduCandidase zasadnvyskytuji na hroznech a jsou zodgdni
za zahajeni alkoholického kvaSeni, jiné inaruh Candida vinijsou zase velmtastou
sloZkou mikrofléry mladych viiMinarik, Svejcar, 1981). Vyskyt druhDandida kruseje
u nas mea casty. Buky jsou ovalné az protahléasto vietizcich. V tekutém prastdi
tvori vzlinavou Sedobilou kozku a bohaté pseudomyceliZkaaSuji a asimiluji glukézu.
Ostatni cukry nevyuZzivaji. Tyto kvasinky podéhako Candida vinj mohou za vhodnych
podminek zpsobit vznik Kisu. Vyraznym znakem druh@andida vinije tvorba silné,
matné, vysoko vzlinajici kozky a dokonala tvorbadi®vyvinutého pseudomycelia. Cuk-
ry nejsou zkvasovany, pouze je asimilovana glukdzaiostu je vyskytdchto kvasinek
velmi vzacny. Naproti tomu vSak téiodominantnicast kvasinkove flory mladych vin
témei ve vSech naSich vinohradnickych oblastedfli®velké zastoupenéthto mikroor-
ganizmi v méré alkoholickych vinech iize vést, spola¢ s dalSimi kisotvornymi druhy,

ke Kisovatni vina (Minarik, Svejcar, 1981).

1.1.2 Bakterie

Bakterie pat k dalSi vyznamné skupimmikroorganizn uplatiujici se pi vyrobé
terie ml&€neho kvaseni, ale nejsou jeding, které hraji vyzrmanroli (Osborne a Edwards,
2005; Remize et. al., 2006; Rojo-Bezares et. ADG2.

1.1.2.1 Rod Lactobacillus

Zastupci tohoto rodu jsou grampozitivni, nespoialupakterie, které mohou byt
dlouhé a stihlé tynky, nekdy mohou byt zahnuté. Bly se vyskytuji Wwetizcich a jsou
mikroaerofilni. Tvdi malé kolonie (2= 5 mm), které maji celistvé okraje, jsou vypouklé,
hladké, lesklé a bez pigmentu. Teplotni optimurg(e- 40 °C, ale mohouist v teplotnim
rozmezi 2- 53 °C (Osborne a Edwards, 2005). Laktobacily rgstommnoZuji se a meta-
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bolizuji za anaerobnich podminek, aleiignizeném obsahu kysliku ve vSech pexich,
které poskytuji dostatek fermentovatelnych sacfiagépnych produki bilkovin, nukleo-
vych kyselin a vitamif skupiny B. Upednosiiuji mezofilni a mirné termofilni teploty.
Pti fermentaci sacharidse tvdi kyseliny, které snizuji kyselost préstli az pod pH 4,0.
Kyselina ml€n& a octova jsou v kyselém prigsti mélo disociované a v tomto stavit p
sobi spolu se snizenym pH inkibd aZz mikrobicid@ na ostatni mikroorganizmy v pro-
stredi, s vyjimkou jinych BMK a kvasinek (Gérner, MglR004).

V ptirok se lactobacily nachazeji na povrchu neporuSenysttin a rostou ve vel-
kém mnoZstvi na kazicim se ovoci. Z tohotwatiu maji velky vyznamipvyrobé mnoha
rostlinnych fermentovanych vyrobla také pi kazeni poZzivatin a krmiv rostlinnéhdiymo-
du, jako je kysané zeli, kvaSené okurky, kvaSefena®va snis, silaz, pivo, vino, ovocné
gtavy a jiné (Gorner, Valik, 2004).

Mezi celos¥tove rozsfené druhy rodlactobacillusizolované z hrozina vina pat-

i L. brevis, L. buchneri, L. casei, L. cellobisuscurvatus, L. fermentum, L. fructivorans,
L. hilgardii, L. homohiochii, L. jensenii, L. leiofanii, L. plantarum, L. saka&L. trichodes
(Fugelsang a Edwards, 2007).

Vyskyt druhi Lactobacillusve virg je vysoce zavisly na pH a obsahu etanolu,
na gitomnosti SQ, teplot a dostupnosti ZivifDu Plessis et.al., 2004t vysokém pH
(>3,5) druhy rodu_actobacillus¢asto gevladaji, zatimco i nizSich hodnotach pHie-
vladaji jiné bakterie migného kvaseni jako j@enococcus oenfolerance k etanolu zavisi
na druhuLactobacillus(Osborne a Edwards, 2005).

Rod Lactobacillusse vyskytuje v alkoholickych napojich aibe gispivat ke zlep-
Seni kvality ¥chto napaj, ale také mize zpisobovat kazeni, zalezi na druhu a kmeni lak-
tobaciii a také na tom, v které fazi vyroby vina se naclilazinmes et.al., 1992), (Du
Plessis et.al., 2004). Jeho nekontrolovatetrsf mize vést ke zvySeni kyselosti vina nebo
k tvorbe dalSich nezadoucich pach chuti. Nkteré druhy produkuji velké mnozstvi kyse-
liny octové. DalSi nezadouctiaek laktobacil je pomalé nebo vaznouci kvaseni. V mno-
ha gipadech, ve kterych ,divoké" laktobacily igobuji kaZzeni vina, nepouZzivaji vina
pridavani oxidu gic¢itého a poateini pH vin bylo kolem 3,5, coz jsou podminky podporu
jici rast roduLactobacillus(Osborne a Edwards, 2005).

Nezadouci &inek heterofermentativnich laktobacie virg je jejich schopnost de-
gradovat arginin. Dochazi k tvarbamoniaku, citrulinu, ornitinu, ATP a GOTvorba

amoniaku zpsobi zvySeni pH vina a tim dojde ke zvySenétsturnezadoucich bakterii,
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které mohou vyuZivat t¥@ci se ATP. Citrulin je toxicky, je totiz prekurzon tvorby kar-
cinogenniho uretan{Ordufia a kol., 2001).

Nekteré rodyLactobacillusse @astni jabléno-ml&ného kvaseni, patmezi ré L.
plantarum, L. casei, L. brevis, L. buchneri, L.gaitdii, L. trichodes, L. fructivorans,
L.desidiosus L. mali(Hammes a kol., 1992; Ordufia a kol., 2001)

1.1.2.2 Rod Pediococcus

Zastupci tohoto rodu jsou grampozitivni, nepohydlimesporulujici bakterie, které
maji kulovity tvar. Jsou to jedini zastupci bakitenlééného kvaseni, kiese @li ve dvou
rovinach a tak tvid tetrady nebo shluky bgk. Jsou aerobni az mikroaerofilni, chemoor-
ganotrofni a vyZaduji komplexistovych faktoé a aminokyselin. VSechny druhy vyZaduji
kyselinu nikotinovou, pantotenovou a biotin. Js@iakaza i cytochrom negativni, avSak
n¢které kmeny mohou tvi pseudokatalazu, zvlaskdyz rostou na médiich s nizkym ob-
sahem sacharnid(Osborne a Edwards, 2005). Nachazeji se na rastlim ovoci, ale jen
v malém pdétu. MuZzeme je také najit ve kvaSeném rostlinném materjako jsou siladze,
okurky nebo olivy, zde se rychle pomnozujitaypadnou nad ostatnimi bakteriemi &lé
ného kvaSeni v gateinich fazich alkoholového kvaseni. DalSifirggenym mistem vy-
skytu pediokokt jsou syry, sOjova ongéia, pivo,cerstvé i konzervované maso, syrové klo-
basy,cerstvé a marinované ryby (Weiss, 1992).

Pediococcusse miize dostavat do vina zigy, z bobuli révy vinné, z vitiského
vybaveni. Jejich f@zivani ve via je zvyhodgno @i pH vySSim nez 3,5. Druhy, které
se nachazeji ve wWnjsouP. damnosus, P. inopinatus, P. pentosa@Bsparvulus(Davis
et. al., 1986).

Rast pediokok ve virg je povazovan za nezédouci, produkuji latky awdjici
chu’ a viini, mezi které pdt acetoin a diacetyl. Ty vznikaji ve vysoké koncaait Nekteré
druhy roduPediococcugsou schopny degradovat glycerol na akroletirkuaktera reagu-
je s fenolovou sloZzkou antoky@anTak vznik4 héka chu’ vina. Za witych podminek vSak
muze byt fGst pediokok ve virg prosgsny, rékdy totiz mohou tveit vané a pgichug
pro vino Zadouci. Krogh produkce nezadoucich latek ve &imiZe tento rod tviit
B-D-glukany, coz jsou extracelularni polysacharitiyto glukany jsou tvieny z glukézy a
obsahuji trisacharidovou opakujici se jednotkuespajl 1— 3 vazbou v hlavnintetzci a
1 — 2 vazbu, kteraijpojuje vedlejSiretézce jedné D-glukopyranosyl skupiny. @&obuji

zvyseni viskozity vina a maji zvySenou odolnostadnelu (Osborne a Edwards, 2005).
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1.1.2.3 Rod Leuconostoc

Zastupci tohoto rodu jsou grampozitivni, nepohydlimesporulujici bakterie, které
maji kulaty azockovity tvar, zvla& rostou-li na agaru. Biky se vyskytuji v parech nebo
v fetizcich, jsou fakultativchanaerobni (Garvie, 1986). Jsou relativiecitlivé ke kysliku,
avsak lepsitrst je pozorovan v redukované atmasféHolzapfel a Schillinger, 1992). Tvo-
ii malé kolonie, obvykle mensi nez 1 mm, které jbtadké, kulaté, biloSedé. Teplotni
optimum je 20 — 30 °C, ale mohaist v teplotnim rozmezi 5 — 30 °C po dobu 2 az 1) dn
(Garvie, 1986). V zZivhychimach vyzaduji fitomnost éistovych faktofi, aminokyselin a
vitaminy skupiny B (Gorner, Valik, 2004Rust je podmitn pritomnosti fermentovatelné-
ho sacharidu. Glukézu fermentuji vSechny druhy pankombinace hexdézomonofosfato-
vych a fosfoketolazovych metabolickych drah. fivgyselinu ml€nou, CQ a etanol. N-
které kmeny maji i oxidativni mechanizmus, tytodarkuji na misto etanolu kyselinu oc-
tovou (Gorner, Valik, 2004)Lc. mesenteroidesubsp.mesenteroides dalSi bakterie
mléného kvaSeni se nachazeji na povrchu bobulii hévy vinné a jsou iftomny i
v moStu, avSak nedokazfgiit alkoholové kvaSeni, nejsou dgpbeny #éstu @i vysoké

koncentraci etanolu (Holzapfel a Schillinger, 1992)

1.1.2.4 Rod Oenococcus

Kmeny nachéazejici se ve ¥ipatici do roduLeuconostodyly pivodre klasifiko-
vany jakoLeuconostoc oendSarviesem v roce 1967. P@jidylogenetické studie odhali-
ly, Ze Lc. oenos tvori odliSny diti ¢lanek mezi dalSimi druhlyeuconostocproto v roce
1995 byl zgtné reklasifikovan Dicksem a kolektivem na novy rodgénococcugDicks et.
al., 1995).

Zéastupci tohoto rodu jsou grampozitivni, nepohydlimesporulujici bakterie, které
maji elipsoidni nebo kulovity tvar a vyskytuji sewykle v parech nebo #etizcich. Tvéi
kolonie mensSi nez 1 mm, které jsou hladke, kukeépbilé (Garvie, 1986). Jsou acidofil-
ni, preferuji pH 4,8, dokazou vSakst i pri pH 3,5, a na médiich obsahujici 10 % etanolu.
Maji stejné pozadavky na komplekstovych faktoi a aminokyselin jako leukonostoky,
navic vyzaduji glukdzo-derivaty kyseliny pantote@pkteré jsou zname jako tomato juice
faktor. Jsou fakultativhanaerobni az mikroaerofilni, ale mohdistri v anaerobnim pro-
stredi. Optimalni teplotaistu je 20 — 25 °C, preferuji spiSe 20 °C (Holzapf8chillinger,
1992), ale dokazouist v teplotnim rozmezi 5 — 30 °C (Garvie, 1988).0enise spolu

s dalSimi bakteriemi mé@eho kvaSeni vyskytuje na povrSichdisbobuli révy vinné a
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také v nizkych hladinach v mostu, ale pouze jakiinje dokaze pezit lithem alkoholové-
ho kvaSeni. Je nejvice zapojen v jghtemlé&ném kvaseni ve vén To je v zavislosti
na typu vina, regionu a vyrobnich technikach povano za prosfné nebo Skodliveé
(Holzapfel a Schillinger, 1992).

Jabl&éno-ml&né kvaSeni je nezadouci u australskych vin, kteap nysoké pH.
Dochazi u nich ke sniZzeni kvality @stu bakterii, které Zsobuji kaZzeni vina.#tO. oeni
a pongr jableeno-mlé&ného kvaseni je ovlilovan pH vina, koncentraci etanolu, S5O
kmenem kvasinek pouzivanych plkoholovém kvaseni, teplotou, a inkibimi sloZzkami
jako jsou mastné kyseliny, fenolové kyseliny a ngn{Holzapfel a Schillinger, 1992).
Glukéza a fruktdéza, dva hlavni sacharidy zastoupen&irg, mohou slouzit jako zdroj
energie proust O. oeni Také dusikaté pozadavky na vyzivu hraji rdii gptimalizaci
jablecno-ml&ného kvasSeni a je nutné vzit v vahu interakcee¢abhového metabolizmu
a metabolizmu dalSich uhlikovych zdrpkteré jsou fitomny ve vig po alkoholovém
kvaSeni. Kofermentace sachdrid jabl&€nanu je zavisla na kmef. oenia na kultivé-
nich podminkéach, jako jsou pH a koncentrace bigm¥sritomnosti glukézy dochazi
k potlateni jabléno-ml&ného kvaseni v 65 — 70 %. Také galakt6éza, manda#ipra a
trehal6za dokazi pottavat tento typ kvaSeni v 60 % (Remize a kol., 20B6hem jable-
no-ml&ného kvaSenD. oenidochazi k degradaci kyseliny citrébnovéi #to degradaci
vznika jako meziprodukt diacetyl, ktery je povaZzovéa dilezitou latku, kterd ovliiuje
vani vina. Ve vysokych koncentracichtgobuje ,maslové” nebo jtskové* aroma. Zdroj
diacetylu jea-acetomléna kyselina, coz je nestabilni slozka, ktera pakgbontanni nebo
bakterialni dekarboxylaci na acetoin, ktery je oxi@in na diacetyl. Diacetyl je redukovan
0. oenina acetoin a 2,3-butandiol, které v normalnichclemracich neovliwiji vani vina
(Nielsen a Richelieu, 1999).

1.1.2.5 Bakterie octového kvaseni

Bakterie octového kvaSeni (AAB acetic acid bacteria) jsou gramnegativni nebo
gramvariabilni, aerobni, chemoorganotrofni, katl@nzitivni, tginky nebo elipsoidni
bakterie, které se vyskytuji v parech nebi@tzcich. Mohou byt pohyblivé pomoci peri-
trichalnich béika nebo pomoci 1 — 8 polarnich¢liit nebo nepohyblivé. Jejich teplotni
optimum je 25 — 30 °C, optimalni pH je 5 — 6, (Dzy et. al., 2005; Jackson, 2008).iPat
do celedi Acetobacteraceaejeji nejvyznamujsi rody jsou Acetobacter Acidomonas

Gluconobacter a Gluconacetobacter. Acetobactes Gluconobacter byly izolovany
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z kwétin, ovoce, vina, mostu, piva¢el a medu. Jsou to primarni mikroorganizmy zahrnuty
v produkci octaAcetobactemize byt také nalezen v zahradriidp a odpadni vo#l (De
Ley et. al., 2005).

Gluconobacter oxydans Acetobacter aceti Acetobacter pasteurianus
Gluconacetobacter liquefacierssGluconacetobacter hanserjgou spojovany s hrozny a
vinem.Béhem kvaseni a skladovaniepladaji rodyG. oxydansA. pesteurianua A. aceti
Druhy roduGluconobactelsou Ezn¢ izolovany z hrozti a avy, ale vymizi na peatku
alkoholoveho kvasSeni diky jejich nizké tolerancet&nolu nebo diky ztré&tkysliku.
Gluconobacter oxydang nejvyznamSi druh, ktery se nachazi na zdravych, nehnilych
hroznech.Acetobacterje vice tolerantni k etanolu né&Zluconobactera mize pgezivat i
béhem alkoholového kvaSerA. acetiaA. pasteurianuszolovany z hroza a §avy k&zné
dosahuji populace $®ursk na gram poskozenych hrazrTyto druhy jsousasté na kazi-
cich se hroznech. Kvasinkyipmné na poSkozenych hroznech mohou metabolizovat
hroznové cukry a tak produkovat etanol, ktery¢mito bakteriemi oxidovan na kyselinu

octovou. (Osborne a Edwards, 2005).

Protoze jsou bakterie octového kvaSeni aerobnitpoysou pirozere potlatovany
v anaerobnim prosdi, které je spojeno s alkoholovym kvasenim. Krg@itomnosti kys-
liku je rist bakterii octového kvaSeni zn& ovliviiovan pH mostu (Osborne a Edwards,
2005). Bakterie octoveho kvaSeniitivkyselinu octovou skrz oxidaci etanolu pomoci dvou
enzymi vazanych na membranu, alkoholdehydrogenazy a wddelhydrogenazy. Alko-
holdehydrogenaza oxiduje etanol na acetaldehydy ktedale oxidovan na kyselinu octo-

vou pomoci aldehyddehydrogenazy (Saeki et. al.71199

Béhem fstu ve vir vyuZivaji bakterie octového kvaseni glukozu jaklooy uhli-
ku, a&koliv glukéza je lepsi zdroj uhliku pr@luconobactemeZ proAcetobacter protoze
ne vSechny kmengcetobactemohou @inné vyuzivat tento cukr. Druhpcetobacteme-
tabolizuji cukry skrz hexdza-monofosfatovou cestaké ges Embden-Meyerhof-
Parnasovu cestu a Entner-Doudoroffovu cestu a grgdoctan a mlénan. Tyto latky
mohou byt pozgi oxidovany rekterymi kmeny na oxid uhlity a vodu skrz cestu trikar-
bonovych kyselin. Na rozdil od rodicetobacterdruhy roduGluconobactenyuzivaji jen
pentdza-fosfatovou cestu k tvérbnergie. Tyto organizmy neobsahuji fankcyklus tri-
karbonovych kyselin, proto nemohou oxidovat octanl&nan az na oxid uhiity a vodu.

Kromé glukdzy mohou bakterie octového kvasSeni vyuzivaalsi cukry, které se mohou
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nachazet ve vif) jako jsou arabinéza, fruktéza, galakt6za, manittdndza, ribdza, sorbi-
tol a xyléza (De Ley et. al., 2005).

A. acetia A. pasteurianugsou ¢asto spojeny s kazenim vina pomoci produkce vy-
soce ¢kavych kyselin. Tyto bakterie jsou aerobni, alaujgdzne izolovany z vina ze dna
tanki a barel, proto jsou schopnyipzivat a mozna iust v anaerobnich a semi-
anaerobnich podminkach Hlavni vyznam bakterii d&tovkvaseni ip kazeni vina je
v produkci nadrdrného mnozstvi kyseliny octové vifpmnosti nizké koncentrace kysliku
(Bartowsky et. al., 2003). Dalsi hlavni produkiergt ovliviiuje kvalitu vina, je etylacetat.
Bylo prokdzano, Ze bakterie octového kvaSeni profustylacetat az do koncentrace
140 mg/l ve vig a 30 mg/l v moStu (Osborne a Edwards, 2005).

DalSi nezadouci latky pro kvalitu vina krérkyseliny octové a etylacetatu, které
produkuji bakterie octového kvaSeni, jsou acetaldehcetoin a dihydroxyaceton (Osbor-
ne a Edwards, 2005). Drysdale a Fleet uvedli, & bjstna zvySena koncentrace acetal-
dehydu ve vi#, kde rostly bakterie octového kvaSeni. Koncentrametaldehydu
nad smyslovy prah ve wWn(coz je 100 — 125 mg/l) je nd@mna kwili ,zelené®, ,travna-
té“ a ,rostlinné”“ vani. Dihydroxyaceton rize byt produkovarA. acetia G. oxydans
pies metabolizmus glycerolu v aerobnich podminkaetio Tatka niZze ovliviiovat smys-
lovou kvalitu vina sladkou/esterickou chuti &za také reagovat s prolinem za tvorby-,k
rové" viiné. Krome toho acetaldehyd a dihydroxyaceton mohou vazat skicity ve
ving za tvorby latek, které jsou ngané jako antimikrobialni agens.ckteré druhyAceto-
bacter mohou vyuzivat laktat za produkce acetoinu, pratuwr diacetylu (Osborne a Ed-
wards, 2005).

Nejvyssi riziko kaZeni vina bakteriemi octového3eai je Bhem rozsahlého skla-
dovani ve skleppred stéenim do lahvi. Toto riziko fZe byt snizeno zabrémm vysta-

veni vina kysliku, neborglavanim SQ (Bartowsky et. al., 2003).

1.1.3 Jableéno-mlé&éné kvaseni

Hroznovy most obsahuje celdadu organickych kyselin. Nejtsi podil celkové
kyselosti tvagi kyseliny vinna a jabl;a. Obsah kyseliny jakiaé je zavisly na wjSich
podminkéach, zatimco obsah kyseliny vinné je gokhstabilni (Minarik, 1986). Jakbieo-
mlé&né kvaSeni (JMK) je druhotné kvaSenfigpbené istem rkterych bakterii mléného
kvaseni. JMK mohou zapat ml&né bakterie firozere se vyskytujici ve vi# ale v dnes-

ni dok& ho vindi spiSe vyvolavaji za pomoci kondafch startovacich kultur.
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Mezi preferované druhy, které provadi JMK,ip&@enococcus oent predevsim
diky své vysoké toleranci k etanolu a acidit Lactobacillus plantarum(Bae, 2005).
Pti aplikovanicisté kultury je teba si ugdomit, Ze dlezity neni jen samotny kmen bakte-
rii, ale hlavig jeho gizpisobeni se danému priedi. Proto jefeba kmeny miénych bak-
terii nejdive adaptovat na prasdi s nizkym pH a s kyselinou jatt®u (Minarik, 1986).
Hlavni ulohou mlénych bakterii fi kvaSeni je peména kyseliny L-jabléné na kyselinu
L-mlécnou a oxid uhtiity, ktery z prostedi unika. Tim se z dikarboxylové kyseliny pro-
dukuje slabd monokarboxylova, takZze dochazi keesnikyselosti vina (Minarik, 1986;
Bae, 2005; Osborne a Edwards, 2005; Remize et2@06; Rojo-Bezares et. al., 2006).
Jabléno-ml&né kvaseni z28na uz ve fazi dokvaseni, kdyast kvasinkovych butk se-
dimentuje a &asti i autolyzuje (Minarik, 1986).

Mezi nejznamsjSi rody bakterii mléného kvaSeni nachazejici se v hroznech a
ve virg pati rody Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus a Oenoc(Rojo-Bezares
et. al., 2006).

1.2 Faktory ovliviujici biologické odbouravani kyselin

Proces biologického odbouravani kyselin oilije rékolik faktora. Pati mezi r¢
zejména hodnota pH mosStu nebo vina, jeho teplotasah oxidu sicitého (Steidl, 2010).

1.2.1 Hodnota pH

e

Hodnota pH je jednim z nejtkzitéjSich faktofi, které ovlivauji prabéh JMK. Ob-
vykla hodnota je v rozmezi 3,0 — 3,6 pEim vy33i je hodnota pH mostu nebo vina, tim
snadrdji dochazi k rozmnozZovani migych bakterii a k rychlejSimu ysehu JMK (Steidl,
2010).

Zvyseni hodnoty pH u mastzpisobi, Ze takové mosSty a vina jsou potom nachyl-

n¢jSi na fist divokych mlénych bakterii. Nizkd hodnota pH brzdi naopadt a vyvoj rodu

O. oeni Jestlize je hodnota vysokd, dochézi k rozvojitéakrodi Pediococcus Lacto-
bacillus nebo také k rozvoji kvasinek rodrettanomycesVe vinech s hodnotou pH < 3,5
jsou dominantni kmeny bakterie ro@enococcus oenVe vinech s hodnotou pH > 3,5 se
mohoucastji vyskytovat bakterie roi Pediococcusa Lactobacillusa mohou se stat do-
minantnimi. N&izena JMF, zejménaiphodnotach pH > 3,5 fize vytv&et negativni sen-
zorické vlastnosti, jako jsou ndéé a jogurtové aroma, fa@ tony v chuti vina, animalni a

octove tony. U vin s nizkym obsahem kyselin a htoinpH > 3,5 mzZe takeé diky aktivit
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bakterii rodi Pediococcusa Lactobacillusdojit k odbouravani kyseliny vinné za vzniku
kyseliny ml€né, kyseliny octové a GdPavlousek, 2010).

1.2.2 Teplota

Teplotni optimum pro JMK lezi mezi 22 — 25 °C. K®stannimu nastupu atpr
behu JMK wtSinou nedochazitpteplotach pod 10 °C (Steidl, 2010).

Autolyticka aktivita kvasinek na konci alkoholovékweaSeni upravuje koncentraci
aminokyselin, peptill a bilkovin ve vig. P autolyze se uvalji glukany a mannoprotei-
ny. Mannoproteiny mohou stimulovaist bakterii déma zmisoby. Bul’ tim, Ze poutaji
nékteré nezadouci mastné kyseliny sedtt dlouhymietzcem a tim zbavuji vino latek,
které jsou pro mkné bakterie toxické, nebo dodavaji ziviny diky enayické hydrolyze.
Ponechani kvastmych kah ve virg po vykvaseni proto fite byt pro nastup JMK pozi-
tivni. Nehle@& na skuténost, Zze kvastiné kaly vytvdeji reduktivni progedi a brani tim

oxidaci vina, nebdz divodi aktivace JMK neni mozné aplikovat S@avlousek, 2010).

Optimalni podminky pro JMK Ize shrnout takto: tdpl@alespa 18 °C, minimalni
aplikace oxidu gic¢itého, uprava pH pomoci chemického odkyseleni,igel&echani vina
na kvasnicich a vysSi podil kalovydastic, aplikacecisté bakterialni kultury (Steidl,
2010).

1.2.3 Obsah oxidu sFi¢itého

Obsah oxidu sgiciteho (SQ) velmi dokie eliminuje populaci vSech bakterii. Vy-
znamny je obsah volného @Yazany SQ ma vyrazi nizsi antimikrobialni fpisobeni nez
volny SQ. Slabé geni mostu ¥tSinou nema negativni vliv na prdinuti JMK, protoze
v prabéhu alkoholového kvaSeni se obsah volnéhe &®avidla snizi a&Sina mladych
vin nema ¥tSi obsah nez 25 — 40 mg/l celkového,S&plikace SQ do mladych vin mize
naproti tomu velmi negativnovlivnit nastup a pibéh JMK. V takovém fipad maze i
aplikace S@Qv mnozstvi 20 mg/l{sobit negativa (Steidl, 2010).

V mostech s nedost&®ym obsahem Zivin mohowkteré kmeny kvasinek vytva-
fet vySSi obsah SQktery mize nasled& brzdit rozvoj mlénych bakterii. (Rauhut et. al.,
2004) v této souvislosti uvadi, Zé&gavek cysteinu a glutationu po ukeni alkoholového

kvaSeni pispiva ke stimulaciistu ml€nych bakterii (Paviousek, 2010).
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1.2.4 Plisné

Vv s

které se vyskytujicasto jako kontaminanty hroznovych bobuli. Je mo@mézndit

za Skodlivé. Na rozdil oBotrytis cinereanapadaji térr vylucné bobule poSkozené hmy-
zem, ptaky, kroupami apod. Pro svoje typické zeleryéelium se kontaminace nazyva
»Zzelenou hnilobou“. Houby rod®enicillium se ve vinohradech vyskytuji kr@nBotrytis
cinerea(ta je z vinéského hlediska veliceitezita) negastji. Kontaminované hrozny maji
ve stadiu zralosti snizeny obsah cukru, dusikuselkyy vinné. Disledkem tvorby kyseli-

ny glukonové a kyseliny citronové z cukru se cefk@bsah kyselin zvySuje. Typicka je
tvorba hakych latek.Penicillium expansumprodukuje prchavé substance, které se proje-

vuji znamou ,plisovou” vani a chuti (Minarik, 1986).

1.3 Mikrobialni kontaminace

Mikrobialni kontaminace nebo chorobyigobené rozvojem mikroorganiznmo-
hou negativy ovliviiovat kvalitu vina. Révovy most, ktery je bohatyaukry a Ziviny, je
vhodnym substratem pro mnoho diiumikroorganiznia a to kvasinky, bakterie a pligvé
houby (hniloby). Po ukareni alkoholového kvaSeni snizujdtpmnost alkoholu potencial
pro rozvoj mnoha mikroorganiainale v konéné fazi vyroby mohou bytipsto rkteré

kvasinky a bakterie stale jeé&ktivni (www.ekovin.cz).

Vyuziti cukm pii dychani vytvéi vice energie, nez kvaseni. Dychani je podporova-
né v disledku rychlého rozmnoZovani populace kvasinekibdgtru piimyslové vyroby

selektovanych kvasinek (www.ekovin.cz).

1.3.1 Mikroorganizmy zp asobujici choroby vina

Na kontaminaci vina se mohou podilet vSechny skupiikroorganizni. V dnesni
technologii se d&mto mikroorganizmim piredchazet affpadré zastavit jejichcinnost,
aby neohroZovaly chiua vlastnosti hotového vina. Choroby vina jsotispppeny mikroor-
ganizmy, které se nachazeji v hroznech, mosteehany. Tyto mikroorganizmy vytviji
vlastni, negativé pasobici produkty své latkové&emeny nebo mohou #mit ¢i likvidovat

latky obsaZené ve wWra tim podstathovliviuji kvalitu vina (Pavlousek, 2010).
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1.3.1.1 Tékaveé kyseliny (octovéhi)

Vino postizené touto chorobou ma tmavsi barvu, im&zakaleno a rizve mit
na povrchu jemnourksovou pokozku. Voni kysele po octu a the oste kysela. Bvod-

cem této choroby jsour@devsSim octové a nigé bakterie (Steidl, 2010).

Velké nebezpd hrozi u vin, kde zé4na jabléno-ml&na fermentace, protoze maji
vySSi obsah zbytkového cukru. Vysoky obs&tatvych kyselin se fiZe vyskytovat také
u hrozri napadenych Sedou hnilobou. Tvorba kyseliny ocss/&vysSuje i p oxidaci a
tvorbe kiisu, fedevsSim wervenych vin, kde se vino oxidaci z&me vystavuje. Na octo-
vatni mohou mit vliv také divoké kvasinky, hlaymdy HanseniasporaKloeckeranebo
kvasinky roduBrettanomycegPavlousek, 2010).

1.3.1.2 K#isovaeni

Kfisovatni je zmisobeno kvasinkami, které vyt na povrchu vina bily povlak.
Viné vina je zatuchla a ckije slaba, prazdna, &vala a niZe chutnat po Zluklém masle
(Steidl. 2010). Kisovatni zpisobuji gedevsim kozZkotvorné kvasinky. Jedna se hiavn
o druhyPichia membranaefacienBichia fermentansCandida vinj Candida zeylanoides

Metschnikowia pulcherrimaDebaromyces hansé@pPavlousek, 2010).

1.3.1.3 MySina

MysSina pati mezi nepijemné choroby vina. Postihuje aromaticky atcw pro-
jev. Mysina se projevuje v dochuti vina, na zadpatie Ust. | viné vina je zatuchla a oxi-
dativni, ¢asto naoala. Casto se vyskytuje u mladych vin se zbytkovym cukranvin

S nizkym obsahem kyselin a vysokym pH a talkéedostaténé aplikaci oxidu gicitého.

Nejpravdpodobrji zptisobuji mySinu mléné bakterie — rody.actobacillus Oe-
nococcusa druhLeuconostoc mesenteroidds chladréjSich vindgskych oblastech to @
Zou byt kvasinky rodBrettanomyceskteré jsou také znamé produkeékavych fenoh
(Pavlousek, 2010).

1.3.1.4 VIaékovawni

Vlackovagni vina je zfisobovano fedevsim bakteriemi mtéého kvaSeni, které
krom¢ kyseliny jabléné, mohou fetvdet i cukr na polysacharidy zvysujici viskozitu
(Steidl, 2010) Na tvorbslizu se podileji fedevSim bakterie kmérPediococcusLacto-

bacillus aLeuconostocJedna seipdevsim dPediococcus damnosuseuconostoc mesen-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 27

teroidesa Leuconostoc dextranicufiEder et al., 2006) Vikovagni se rozviji hlava pri
vysokych hodnotach pH (nad 3,5)i peZeni vina na kvasnicich a vysSi teplsklepa
(Kraus, Hubé&ek, Ackermann, 2004). Vina napadena touto chorgdmw na pohled hustsi
a ulpivaji na sinach lahve nebo sklenice. Ghje fadni bez vyznamného aroma (Pavlou-
Sek, 2010).

1.3.1.5 MIééné a manitové kvaSeni

Mlécné, tzv. neisté kvaSeni se objevuje u vin s nizkym obsaherslikya tislo-
vin, ihned po ukoteni kvaseni id vySSich teplotach ve skleépMuaze vzniknoutéinnosti
nékterych druli mlé&nych bakterii. Bakterie mé@ého kvaSeni rozkladaji cukr
v dokvasejicim vitina kyselinu mlénou, octovou a oxid uldity (Otahal, 2010).

1.3.1.6 Kvasinkové a bakterialni zakaly

Po nesterilnim lahvovani vina se za vhodnych podknmohou rozmnoZovat kva-
sinky nebo bakterie. Vino se vyznge ostrou, neharmonickou chuti a kvasnou, mostovou
vini. Na okraji nadoby seiie vytvdet pinovy kruh a bublinky plynu (Steidl, 2010).

1.3.1.7 Bila hniloba

Pavodcem této hniloby je houblletasphaera diplodiellaPostihuje pedevsim
dievo révového ke a bobule, které ziskavaji ma& zbarveni u bilych otld a kdvoe
hnédé u modrych odid. Na bobulich napadenych bilou hnilobou dochamzvoji octo-
vych bakterii. Ziskaji tak typickou octovouni. Choroba se rozije p‘edevsim za teplé-
ho a vihkého peasi (Pavlousek, 2010).

1.3.1.8 Maselny téon

Tato choroba se ve wWmegastji projevuje chtiovym dojmem ,Zluklého masla“.
Zpusobuji ji bakterie maselného kvaseni rddostridium Vyskyt maslového tonu je ob-
vykly u vin s nizkym obsahem kyselin nebo vysokyhh pliZze se vyskytovat u vin,

u nichz prokhlo chemické odkyseleni (Paviousek, 2010).

1.3.1.9 Hnilobny tén (Seda hniloba)

Hnilobu zpisobuje pedevSim plise Seda Botrytis cinereq Botrytis cinereaje

jednim z mikroorganiziiy ktery ve vinastvi vykazuje pozitivni a zaroxenegativni vliv.
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Podle po¥trnostnich podminek se rozliSuje mokra, nezralnsiseld hniloba. #silném
podilu hniloby je vinné aroma negatévavlivnéno (Eder et al., 2006).

1.3.1.10Pelargoniovy ton

Pelargoniovy ton zjsobuje zvlastni, mign hotkou wvini a chda pifipominajici
pelargonie. MiZze se vyskytovat u vin, kterd maji zbytek cukrwka lzakonzervovana ky-
selinou sorbovou nebo sorbany. Vzniké jejim odbouravani méymi bakteriemi fi
kvaSeni. Pouziti kyseliny sorbové ke konzervacpgeoleno az do mnozstvi 200 mg/I
(Eder et al., 2006).

1.3.1.11Pachw’ po plisni

Pachti po plisni se do moStu a vin&epasi pedevsim z hroznnapadenych a na-
hnilych. Vino ma ostrou a zatuchlodnr a nepijemre drazdivou chti (Kraus, Hubé&ek,
Ackermann, 2004).iinou jsou houbové plignkteré jsou rozgény gredevsim na prask-
lych bobulych, ale mohou se&i§i moStem nebo zbytky vina ve vis&ém sklep. Nejvy-
znamrgjSimi plisremi jsouPenicilliumaAspergillus(Steidl, 2010).
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2 BIOGENNIi AMINY

Biogenni aminy jsou latky znamé vice nez 100 letrowe 1903 bychom je nasli
pod dnes uz zastaralym nazvem "ptomainy", coz &mredo jedovate latky. Dnes se vi, Ze
biogenni aminy jsou nizkomolekularni dusikaté |atkyické povahy odvozené od amino-
kyselin. Vyskytuji se v btkach rostlinnych i ZivéiSnych, kde zajiduji fadu dilezitych
funkci, ale v nadrrném mnoZzstvi mohou #pobovat nezadouci az toxick&nky (Kom-
prda, 2004; VeliSek 2002).

V potravinach bylo objevenoi@s 30 psychoaktivnich a vazoaktivnich aimin
(Standara, Vesela, Drdék, 2000).

Za nejvyznam@sSi BA v potravinach jsou povazovany histamin (Hiyramin
(TY), tryptamin (TRP), putrescin (PU), kadaverinA), spermin (SP), spermidin (SPM),
fenylethylamin (PHE) (Shalaby, 1997; VeliSek, 208&ijun, Yongning et al., 2007).

BA lze nalézt jako dlsledek mikrobialn€innosti v potravinach, jako je vino, kysa-

né masné a rybi vyrobky, syry a fermentovana zete(buzzi, 2003).
2.1 Déleni a vznik biogennich amiri

2.1.1 Rozdéleni biogennich amim

Rozdleni biogennich aminneni peva dané a v posledni délse objevuji zrény
v zaazeni biogennich amindo jednotlivych skupin. Podle chemické struktueyrsohou
delit na (Komprda, 2004; Séhé a kol., 2004; Kim, Mah, Hwang, 2009; Standardyés-
kovcova, Vorlova, 2009):

- alifatické: putrescin, kadaverin
- aromatické: tyramin, fenyletylamin
- heterocyklické: histamin a tryptamin

- polyaminy: spermidim, spermin, putrescinigppdré i agmatin.

2.1.2 Vznik biogennich amini

Biogenni aminy vznikaji jako produktyiné metabolickéinnosti rostlin, zuviat i

mikroorganizni (Smeéla a kol., 2004).
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Vznikaji pisobenim enzyf dekarboxylaz z aminokyselin nebo transaminéz
z aminokyselin a karbonylovych skenin, @i jejich transformaci na dalSi biologicky ak-
tivni produkty se uplauji také oxygenazy a metyltransferazy (Shalaby,7)1.99

Dekarboxylace je &, pii kterém se odbourava karboxylova skupina amindkyse
(Smel4 a kol., 2004). Probiha &ma mechanizmy, beziasti pyridoxalfosfatu jako koen-
zymu nebo za jehoc¢asti, kdy karbonylova skupina pyridoxalfosfatu ngj@gs aminokyse-
linou za vzniku Schiffovy baze jako meziproduktwotd® nastava dekarboxylace a vznik

odpovidajiciho aminu (Shalaby, 1997).
2.2 Vyznam a piasobeni na lidsky organizmus

2.2.1 Vyznam biogennich amimi a polyamini

BA maji v organizmu vyznamnou roli, nebgsou zdrojem dusiku a prekurzory

hormoni, nukleovych kyseligi proteini. V potravinach jsou nositeli aroma (K&|2009).

Polyaminy jsou nepostradatelnou slozkou pirst @ proliferaci buék a pro nor-
malni funkci imunologického systémuesia. Restoze sido dokaze polyaminy samo syn-
tetizovat, utité mnozstvi je pjimano z potravy. Vyznamné jsou i jejich antioxida
Gcinky. Polyaminy fisobi giznivé @i zpomalovani procesu offebovani a starnuti bék
Jejich &inky spaivaji ve schopnosti vychytavani volnych radikéKalat, 2009).

2.2.2 Toxikologické pisobeni biogennich amifi a polyamini

P¥i nadn&rném gijmu biogennich amin z potravy nebo ip snizené schopnosti
detoxikujiciho enzymového systémupgpbuji nezadoucidinky (Velisek, 2002, Lange et
al., 2002; Komprda, 2004; Kuba2007).

2.2.2.1 Histamin

Je silre bazicky a velmi biologicky aktivni. Ma vyznamnolbldu jako mediator
nekterych nervovych spéja @i vzniku alergii. V mozku je ifitomen v histaminoergnich
neuronech. Ma vztah kzeni pozornosti, sexuélniho chovani a k regulaevikiho tlaku,
piijmu tekutin a prahu pro bolest, vyvolava kontrakdadkych sval. Uvoliuje se

i pii poSkozeni tkani a vyvolava mistni znamkyéatariKalas, Savel, Kizek a kol., 2002).

Nachézi se i v hikach Zaludeni sliznice, kde se podili na sekreci Zaltrdet’avy.
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Histamin je pirozert pritomen v krvi v koncentraci 25 — 130 mdftoxikace his-
taminem se projevujeifznaky, jako jsou zvraceni, jjmy, bolest hlavy, ssdéni, navaly
horka, poceni (lbe, Saito, Nakazato et al, 199lheBiagl, Despopoulos, 1993; Ancin-
Azpilicueta et al., 2008).

Obrazek 3: Histamin (Moreno-Arribas, Polo, 2009)

2.2.2.2 Tyramin a fenyletylamin

Tyramin a podobai tryptamin a fenyletylamin jsou vazokonstriktmhiay. Tyra-
min provokuje uvoléini noradrenalinu ze sympatiku a zvySeni arteriélkitevniho tlaku.
Pisobenim tyraminu se také zrychluje dychani, zvysajslzeni a slémi a obsah glukozy
v krvi. Podobg fenyletylamin zfisobuje uvolgni norefedrinu a tim také zvySeni krevniho
tlaku. Kiznakem otravyémito aminy jsou také zachvaty migrény (Ancin-Azpileta et

al., 2008).
NH
Hom 2

Obrazek 4: Tyramin (Moreno-Arribas, Polo, 2009)

Obrazek 5: Fenyletylamin (Moreno-Arribas, Polo, 200

2.2.2.3 Putrescin, kadaverin, spermin a spermidin

PrestoZe maji putrescin a kadaverin nizkou toxickkiividu, vstupuji do reakci
s aminooxidazami, inhibuji je a nasobi toxicky efékstaminu a tyraminu (Novella-
Rodrigez et at., 2003). Obdobng&nky jsou u sperminu a spermidinu, které zvyS@gns-
port histaminu ve gvni stn¢ a mohou taktézsobit jako potenciatorydinku histaminu
(Halasz et al., 1995).
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HZN/\/\

NH,

Obrazek 6: Putrescin (Moreno-Arribas, Polo, 2009)

Obrazek 7: Kadaverin (Moreno-Arribas, Polo, 2009)
NH,

AN NH,

NH,

Obrazek 8: Spermin (Moreno-Arribas, Polo, 2009)

NH,

HZN\/\)\/\/\CH3

Obrazek 9: Spermidin (Moreno-Arribas, Polo, 2009)

2.3 Vyskyt biogennich amini a polyamini v potravinach

Vyskyt BA Ize @ekavat v kazdé potrawnktera obsahuje proteinyf volné ami-
nokyseliny a jsou-li v ni vhodné podminky pro rogmokroorganiznii. Celkové mnozstvi
BA se liSi v zavislosti nagwodu potraviny a fitomnosti mikroorganiziin BA mohou byt
piitomny v mnoha potravinach, jako jsou ryby a rylmdukty, masné vyrobky, miéé

vyrobky, vejce, vino, pivo, zelenina, ovocéechy acokolada (Silla Santos, 2009).

Z hlediska vyskytu se obvykle potravinylidna nefermentované, v nichZz BA vzni-
kaji predevSimeinnosti hnilobnych bakterii, a na fermentovanéjohh je rozhodujici f-

sobeni bakterii miného kvaSeni (Kata Krausova, 2005).

2.4 Hygienicky vyznam biogennich amir a polyamini v potravinach

Z hygienického hlediska mohou BA u nefermentovangotravin slouzit jako in-
dikatory nezadouci mikrobial@innosti a jejich stanoveni e byt vyuzito k posouzeni
miry rozkladu sledovaného materialu (Standarovaék®aova, Vorlova, 2008).

V pripadt skladovani potravin fZe byt obsah BA ukazatelem jakosti vstupni su-

roviny a urovi hygieny Ehem vyrobniho procesu a skladovani (Standarov&dyoova,
Vorlova, 2008).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

V této souvislosti byl zaveden tzv. index biogemnamiri (BAI), ktery vyuziva
skute&nosti, Ze obsah histaminu, putrescinu a kadavesinu pfibchu skladovani daného
produktu zvySuje, na druhé stéase vSak mnoZzstvi polyantirspermidinu a sperminu ne-
meéni nebo dokonce sniZzuje. SPD a SPM totiz primdrevznikajicinnosti mikrobialnich

dekarboxylaz v potravin ale vstupuji do ni jakotwodni latky z pouZzité suroviny.

Index biogennich aminse uvadi jako:

_ HIS+ PUT + CAD
BAI = 1+ SPD + SPM [markal,
¢im je podil indexu biogennich anivySsi, tim je kvalita a senzorické vlastnosti goin

horSi (Komprda, 2004).

2.5 Legislativni limity biogennich amini a polyamini

V Ceské republice je podle Kaeni komise (ES). 2073/2005 stanoven limit pou-
ze pro histamin. A to pro produkty rybolovu z diutyb spojovanych s vysokym mnoz-
stvim histidinu. Povoleny limit je 100 — 200 mg/k4y.pro produkty rybolovu, které byly
oSeteny enzymatickym zranim v laku vyrobenych z rybysokym obsahem histidinu.
Pro tuto skupinu je povoleny limit 200 — 400 mg(kdy Naizeni komise 2073/2005).

V 90. letech 20. stoleti a v prvisdsti minulé dekady byly vyhlaskau 298/1997
Sb. stanoveny limity pro histamin v rybach, rybigyrobcich 200 mg/kg, pivu a vinu
20 mg/kg. Déle to byl tyramin pro syry tvrdégkke, zrajici 200 mg/kg, olomoucké tva-
razky 350 mg/kg a prdéervena vina 50 mg/kg a pro vybranou skupinu patraei vyhlas-
ce ozna&enou jako skupina A 100 mg/kg. Do skupiny Aipatagiklad tyto potraviny:
mléko, kojenecké adtkské vyZiva, vefpvé a ho¥zi maso, hotové pokrmy, zmrazené hoto-
vé pokrmy a polotovary, dbez, mouka, ryZze, pwo, téstoviny, zelenina a vyrobky
ze zeleniny, nealkoholické napojaj a dalsi (Vyhlaska. 298/1997).

2.6 Mikroorganizmy produkujici biogenni aminy

Mikroorganizmy vyskytujici se v potrava vlastnici dekarboxylazy aminokyselin
jsou z&lerény do celedi Enterobacteriaceagahrnujici gramnegativni rodgitrobacter,
Klebsiellg Escherichia Proteus Salmonella Shigella a grampozitivni rodyStaphylo-
coccus Micrococcusa Kocuria. Déale bylo zjis¢no, Ze i mnoho bakterii migého kvaseni
paticich do rod Lactobacillus Enterococcus Carnobacterium Pediococcus Lacto-

coccusalLeuconostoenaji schopnost dekarboxylovat aminokyseliny (Su2@03).
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2.6.1 Faktory ovliviiujici tvorbu biogennich amini v potravinach

Podminky vzniku biogennich antinv potravinach jsou nésledujici (Bover-Cid,
Holzapfel, 1999):

- pritomnost aminokyselin v substratu,
- pritomnost mikroorganisins dekarboxylazovou aktivitou,

- nastoleni vhodnych podminek prisst, mnoZeni mikroorganizima syntézu dekar-

boxylaz

Mikroorganizmy a jejich enzymovou aktivitu je maavlivnit celouradou faktoé
jako je teplota, doba skladovani, pH, obsah saélfpmnost kysliku, vodni aktivita nebo
piitomnost kofaktokr dekarboxylaz nap pyridoxal, pyridoxin (Bover-Cid, Holzapfel,
1999).

Jednim z nejvyznangjgich faktofi, které ovlivauji aktivitu mikrobialnich dekar-
boxylatnich enzyni, je dostupnost substratu. Vyznam ma nejgtomnost volnych ami-
nokyselin, ale takéfftomnost vyuZzitelnych cukrv potravirg. Jako optimalni se uvadi
koncentrace glukézy v rozmezi od 0,5 % do 2,0 %inZ@ 3,0 % glukdzy v substréatu jiz
inhibuje syntézu enzyin(Silla Santos, 2006).

DalSim vyznamnym faktorem je teplota. Ob&ghati, Ze mnozstvi BA se zvySuje
s dobou skladovani a se zvysujici se teplotou. lhapgrava ovlisiuje mnozstvi vznikaji-
cich BA a PA v potravinich jen nepatrObsah sperminuipvareni klesa, kdezto hista-

min je termostabilni a jeho koncentrace &edm vdeni nendni (Adams, Nout, 2001).

Optimalni hodnota pH pro aktivitu¢tsiny dekarboxylénich enzynd a produkci
biogennich amii je slak kysela (5,0 — 5,5). Zavisi také na druhu dekarkz@xyho mi-
kroorganizmu. NiZSi hodnoty pH inhibuji bakteteledi Enterobacteriacegezatimco bak-
terie ml&ného kvaSeni jsou tolerantni proti kyselejSimu tbeas (Bover-Cid, Holzapfel,
1999).

Pritomnost soli obeeninhibuje tvorbu biogennich aminale na druhé strarhis-
tamin nebo tyramin §sobi na Bkteré bakterie osmoprotekti¥ra jeho syntéza je tedy

v pritomnosti NaCl v skterych gipadech zvySena (Komprda, 2005).

DalSim faktorem je kyslik, teni#e podporovat nebo omezovat tvorbu BA v zavis-

losti na mikroorganizmech aerobnich, anaerobnfiekatativns anaerobnich.
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Omezenidstu mikroorganizra s dekarboxylazovou aktivitou a tim i vyskyt BA je
podmiren také pitomnosti konzervich prostedki v potravinach (Adams, Nout, 2001).

Odstrarni jiz jednou vzniklych biogennich andira polyamiri je velmi obtizné.
K casténému snizeni obsahu amidochazi v tepethzpracovanych vyrobcich jejich re-
akci s redukujicimi cukry, respektive s rozkladnypnodukty cuké v reakci Maillarda.
NejvhodrgjSim zpisobem vyroby potravin obsahujicich malé mnoZstvijBASak dodr-
Zovani technologickych postaia hygienickych podminek vyroby, které brani jejami-
ku (Velisek, 2002).
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3 BIOGENNI AMINY VE VINECH A MOZNOSTI JEJICH
DETEKCE

V sowasné dob je obsah biogennich antirve virg zdrojem z&jmu vyzkumu

v mnoha zemich, pro jejich negatividiniek na lidské zdravi.

Hlavnimi biogennimi aminy ve wvénjsou histamin, tyramin, putrescin, kadaverin,

metylamin, etylamin, isoamylamin a fenyletylaminaf@i, 2007).

3.1 Tvorba biogennich amini ve ving

Tvorba biogennich aminpii technologii vyroby vina je krothnezadouci mikrobi-
ologické kontaminace hroanmostu a vina z&fginéna alkoholovou fermentaci a hlavn
jableno-ml&nou fermentaci. Aminy ve wrvznikaji bithem vinifikatnich proces. Tvor-
ba amirii byla pozorovana dnem alkoholového kvaseni v metabolizmiiznych kmeid
kvasinek (Buteau et. al., 1984; Vidal-Carou et. 2003). ZvySena koncentrace biogennich
amini byla také zji&na Ehem jabléno-mlé&né fermentace diky metabolizmu frgch
bakterii (Bauza et al., 1995). Kr@ntoho, velka prornlivost v koncentraci aminexistuje
mezi ifiznymi druhy vin, ale zde j&iiS mnoho faktoii, které by nily vliv na koncentraci
biogennich amif. Vino obeci obsahuje vysSi koncentraci arinez rkteré potraviny
jako cerstva zelenina a jogurt. Ale koncentragehto latek ve vié je niZzSi nez v jinych

fermentovanych potravinach jako jeba syr (www.ekovin.cz).

Biogenni aminy mohou bytigomny jiZ v mostu, pouze putrescin i v hrozneab¥(c
je casto spojeno s deficitem drasliku).clty vliiv na obsah ma i stupevyzralosti hroza.
Ve vinech ale vznikaji ipvazié v pribéhu fermentace (hla¥nputrescin) a wervenych
vin jeSt i béhem malolaktické fermentace adionosti mikroorganizrin mléného kvaseni

(predevSim spontanni mikroflory) (www.ekovin.cz).

Na hromadni putrescinu maji podiléiteré kmenyOenococcus oenDenococcus
oeni je nefasgjSim bakteridlnim druhem pouzivanym jako startovadfura k vyvolani
jableno-ml&ného kvasSeni ve vén Putrescin vznikd dekarboxylaci volného ornitikila-
diny ornitinu jsou ve vié obvykle nizké. Vysoké koncentrace putrescinu waily

ze schopnostbenococcus oemyrobit ornitin degradaci argininu (www.ekovin.cz)

Z celé skupiny mikroorganizirnve vindstvi pgritomnych ma ovSem nejtsi schop-
nost tvorby biogennich amirkvasinkaBrettanomyces bruxellensidejich obsah vyznam-

n¢ ovliviuje také zfisob vinifikace hroza, hygienu rmutu i samotného vina, v mensiemi
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pak odfida, poloha nebo klima. Vznikaji tak€éhem zrani vina. Vyznamnym faktorem
jsou také pH a obsah $@vww.ekovin.cz).

Vysoka koncentrace histaminu ve &ije zpisobena pedevSim ftomnosti
histidindekarboxylazy &kterych bakterii mléného kvaSeni (Landete, 2005). V souvislosti
s kazenim vina a vysokou hladinou histidinu je epén rod Pediococcus(Morreno-
Aribas, 2003; Landete, 2005). Bylo také zji&i, ze gkteré kmeny rodenococcus oeni

jsou zodpowdné za hromashi histidinu ve vig (Landete, 2005).

Ukazalo se, Ze zvlaSwina z nahnilych hrozZnvykazuji vysoké koncentrace bio-
gennich amif. Stoupajici gradaci mdststoupd i koncentrace biogennich aimiRouze
ledova vina vykazuji nizky obsah armjrcoz se da vysilit technologickym postupem
(koncentrace nasledkem mrazu). Je evidentni, Zzevg&ujicim se stugm botrytidove
infekce se obsah fenyletylaminu a izopentylaminnéstvySuje, zatimco se naproti tomu

obsah histaminu, tyraminu, putrescinu a kadavesialdticky nendni (Eder, et al., 2006).

Vysoké hodnoty biogennich andimohou indikovat bakterialni kontaminaci a na-
se zvySenym obsahem latek jako je kyselina maseil@na, octova, etylacetat, coz doka-
zuje zvySenou hladingkavych kyselinCervenéa vina majfasto vy33i obsahythto latek
a to gredevsim diky vinifikaci a Zjsohim zrani (www.ekovin.cz).

Na koncentraci biogennich aniima vliv nagiklad dlouhd doba macerace a také
n¢které technologické operace, iggad pouZziti bentonitu. Ve velkém mnozstvi snizuje
obsah histaminu az o polovinu, ale to fiepivé ovliviiuje barvucerveného vina (Ancin, et
al., 2008). Tento efekt zavisi jednak na aplikoveogcentraci a jednak koncentraci hista-
minu ve virg. U vy3Sich koncentraci histaminu a aplikovanéhostvi 400 g/hlbentoni-
tu je mozné snizeni az o 70 %, zatimco se napotutu niZSich hodnot histaminu a
100 g/hlbentonitu nezjistil térkt Zadny @inek. Histamin se da také odstranit i aktivnim
uhlim. Vzhledem k silnému ovlivmi aroma, se dopotuje pouzit bentonit (Eder, et al.,
2006).

Zvyseni obsahu biogennich arfninamezime pouzitim zdravych hraézrtistym a
kontrolovatelnym kvaSenim hroznzamezenim hodnot pH > 3,6, biologickym odboura-
nim ¢istymi startovacimi kulturami, podéenim nezadoucich pediokibka laktobacik, rad-
nou hygienou v provozu a ve skéefEder, et al., 2006).
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3.1.1 Tvorba amina béhem alkoholového a jabl&no-mlééného kvaseni

Aminy se tvdi v riznych fazich vinifikace a proto obsah athire vire je mnohem
vySSi nez v mostu, kde je koncentrace velmi ni¥izaik biogennich amiin byl pozorovan

béhem alkoholového kvaseni, vzhledem k metaboliztramych kmeii kvasinek. Nejd-

Mriviw s

Mriviw s

nych proces (Radler a Fath, 1991).

3.1.1.1 Tvorba amini béhem alkoholového kvaseni

Premgna mosStu na vino je vysledkem sloZitych prdacesnych druli kvasinek.
AvSak tizné kmeny kvasinek mohou ovlivnit tvorbu biogennamini. Buteau et al.
(1984) popsal zvySeni koncentrace histaminu, tynapputrescinu, agmatinu a kadaverinu
béhem alkoholového kvaseni masdridy Villard Noir. Stejié tak, Bauza et al. (1995)
zjistil zvySeni obsahu histaminu, putrescinu, g/fietylaminu Ehem alkoholového kvaSe-
ni vina z udoli Rhoény, zatimco koncentrace tyranseunavySila az jabiao-ml&nou
fermentaci. Oproti tomu, Vidal-Carou et al. (2008¥jistil tvorbu histaminu dhem alko-

holového kvaSeni, i kdyZ naSel tyramin ve velmkgich koncentracich.

3.1.1.2 Tvorba amini béhem jableho-ml&ného kvaSeni

Jabl&éno-ml&né kvaseni je velmi Zadouci po alkoholovém kvagmoi ténsf
vSechnaervend vina adgktera bila vina. # této fermentaci je odbouravana dekarboxylaci
hlavre kyselina L-jabléna. Stejg tak se metabolizuji i jiné substraty, jako jsouiraiky-
seliny, ze kterych vznikaji biogenni aminy. Zda &e,pro bakterie méé@eho kvaseni je
tvorba biogennich aminmechanizmem ochrany proti nizkému pH nebo zisk@tabo-
lické energie pomoci reakce aminokyselin dekarbaxdy(Lonvaud-Funel, 2001). Kram
toho tvorba polyamiin, jako je putrescin, fZe byt ovliviena dalSimi fyziologickymi
funkcemi u bakterii, jako je osmoticky str&soxidacni stres a dalSi odezvy bakterialnich
burgk jako je cross-talk. Mnoho autose domniva, Ze miéé bakterie maji vliv na velkou
kumulaci biogennich aminve virg (Bauza et al, 1995).

3.2 Moznosti detekce biogennich ami@ ve virg.

Pro stanoveni biogennich amin potravinach byla vyvinuta cefada metod (Sgh
la a kol., 2007).
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Vzhledem k @izné struktie €chto latek a charakteru vzorku neni jednoduchéatydnod-
nou metodu (La Torre et. al., 2018 stanoveni biogennich andise nejastji pouzivaji
chromatografické metody. Jako je kapalinova chrogratfie (HPLC), ionto¥ — vyménna
chromatografie (IEC), tenkovrstva chromatografi€ ¢J a plynova chromatografie (GC)

(Karovicova, Kohajdova, 2005).

K dalsim metodam piatelektromigr&ni metody (kapilarni elektroforéza (CE), en-
zymatické (ELISA) a imuno-enzymatické metody (Mareirribas, Polo, 2009).
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. PRAKTICKA CAST
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4 CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylo sledovat faktory oiliyici dekarboxylazovou aktivitu
bakterii izolovanych ziznych druli vin. Jednalo se zejména o bakterie vyskytujici se
v procesu vyroby vina a bakterie cidepouzivané p biologickém odbouravani kyselin.

Dil¢imi cili bylo:

1. Skrining vybranych sbirkovych kultur bakteriitznych druli vin (kontaminant
nebo vyuZzivanych ip biologickém odbouravani organickych kyselin venadh)
na produkci biogennich antin

2. Selekce kmein pozitivnich na produkci biogennich amijrevla®’ téch, které jsou
schopné za optimalnich podminek vyprodukovat vyawghdetekovatelna mnoz-
stvi biogennich amin

3. S €mito kmeny zaloZit experimenty, v rdmci kterychliyty sledovany vlivy vej-
Sich faktofi na mnoZstvi produkovanych biogennich aimi@ledovany byly fakto-
ry, které dekarboxylazovou aktivitu vybranych kakt mohou vyrazé ovlivnit
(pH, teplota, cukr).

4. Sledovani kinetiky tvorby biogennich amiina zéklad zmeny vrejSich faktof.
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Pouzité mikroorganizmy

Bakterialni kmeny (cca 145 kminizolovanych z vin v letech 2005 — 2006 byly
poskytnuty RNDr. Ludmilou Tvrzovou, Ph.D. z Qgiehi mikrobiologie Ustavu experi-

mentalni biologie Masarykovy univerzity v Brn

5.2 Kultivace mikroorganizmi

Bakterie byly kultivovany v fislusnych fdach podle jejich rozdeni a charakte-
ristickych vlastnosti. Skupiny mikroorganiam které byly sledovany, jsou shrnuty

v tabulce 2.

Tabulka 2: Skupiny sledovanych mikroorganizm

Skupina mikroorganizmi Zivna puda

celkovy paet fakultativi¢ anaerobnich Plate Count Agar (PCA, HiMedia, Bombali

mezofilnich bakterii Indie)
Acetobacter Agar (ACA), ifpadré na téze
bakterie octového kvaseni padé obohacené o glukozu (AGA; HiMe-

dia, Bombai, Indie)

bakterie mléného kvaSeni (zejména bakte-deMan-Rogosa-Sharpe Agar (MRS, HiM¢
rii roduLactobacillug a gribuznych dia, Bombai, Indie)

D
1

Kultivace probihala s ohledem na acidofilni povahoa komplex jejichtistovych
poZzadavk pii optimalni teplot 301 °C po dobu 48 — 72 hodin.

VSechny pouzivané bakterialni kmeny byly uchovgvéae zkumavkach na Sik-
mych agarech nafiglusné kultivani padé pii teplog 4+2 °C. Kmeny byly peatkovavany
po 3 — 4 tydnech. iP ¢astjSim pouzivani byly kultury uchovavany na Petrihskéach
na stejné zivné qulé pri téZe teplot. Dlouhodok jsou vSechny kmeny bakterii ulozeny
v hlubokomrazicim boxuipteplo® -80 °C v gislusném kultivénim médiu s 10 % (v/v)

glycerolu.

5.3 Detekce dekarboxylazové aktivity mikroorganizni

V dalsi fazi byla provedena detekce dekarboxylézaktivity izolovanych kmein

pomoci &inné kapalinové chromatografie.
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Analyza probihala v bujonu obohaceném islpSné aminokyseliny (arginin,
histidin, lyzin, ornitin, fenylalanin, tyrozin ayptofan) v koncentraci 0,2 % (w/v) (kazda
aminokyselina) po kultivaci bakterii. Bujon o objem ml (vysoky sloupec hladiny idealni
pro nafist anaerobnich nebo mikroaerofilnich bakterii gmého kvasSeni) byl zgkovan
50 pl suspenze bakterii narostenytbspnoc. Kazda kultura byla&kovana gtkrat. Kulti-
vace probihala za optimalnich teplot po dobu 48rhod

5.4 Ultraud ¢inna kapalinova chromatografie (UPLC)

Bujon po kultivaci testovanych bakterii byl cefitgovan a ziskany supernatant byl
ziedén v poneru 1:1 (w/v) kyselinou chloristou (c = 1,2 mol/ligga-Aldrich, St. Louis,
USA). Okyselena sis byla podrobena derivatizaci podle Dadakova e(2409). Jako
interni standard byl pouzit 1,7-heptandiamin (Sightdrich, St. Louis, USA). Derivatizo-
vané vzorky byly filtrovany filtrem s velikosti pd0,22 um a nanaseny na kolonu (kolona
Cogent HPLC columm HPS C18-5 um 120A, Cogent USAnbstat s kolonou Agilent
technologies 1260 Infinity G1316A 1260 TCC, AgilahEA; detektor Agilent Technolo-
gies 1200 G1315A 1260 DAD VL+, Agilent USA; pumpaampler LabAlliance, USA).
Podminky separace a detekce sledovanych biogeaniaii byly voleny podle publikace
Smela et al. (2004). Kazdy z&p bujoéni (pro jeden testovany mikroorganismus) byl deri-
vatizovan dvakrat a kazda derivatizovan&smanesena na kolonu ve dvojim opakovani
(n = 20).

Vyselektované kmeny byly podrobeny analyze na ykod8 biogennich amin-
tyraminu, tryptaminu, putrescinu, kadaverinu, hstau, fenyletylaminu, sperminu a
spermidinu, ultratinnou chromatografii (UPLC) s‘@dkolonovou derivatizaci dansylchlo-
ridem a UV detekcid= 254 nm).

V dalSim experimentu byla sledovana kinetika pkagubiogennich aminu vy-
braného kmene pozitivniho na produkaikierého z biogennich amiin V zavislosti
na sledovanych #sich faktorech byly MRS bujény gidavkem 0,2 % (w/v) fisluSnych
aminokyselin (kazda aminokyselina v koncentraci @p obohaceny o latky upravujici
faktory ovliviujici dekarboxyldzovou aktivitu. \&si faktory byly voleny tak, aby byl
zjisten jejich vliv na produkci biogennich andirbchem technologického procesu vyroby

vina, s ohledem na moznosistu mikroorganizra za danych podminek:

- pH4;5a6
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- teplota 10 °C, 20 °C, 30 °C
- cukr (glukéza, fruktéza v potrnu 1:1) 0,5; 1; 2; 4; 7; 10 % (w/v).

Odkery byly provedeny wasovych intervalech:

- 10°C-0den; 3den; 7den; 10 den; 12 den; 14 den
- 20°C-0den;1den; 2den; 3den;5den; 7 den
- 30 °C -0 hodin; 3 hodiny; 6 hodin; 9 hodin; 12 imp@4 hodin; 48 hodin.

Sledované faktory byly pouzity ve vzajemnych kondgiich. Jako kontrolni vzorky

slouzily zkumavky s fislusnymi MRS bujony bez z&kovanych mikroorganizihn

Kromé produkce biogennich aniirbyl u vSech odebranych vzdrisledovan takeé
narist burgk a pH bujénu po kultivaci.

5.5 Stanoveni nafstu bunék

Narist burgk byl sledovan v fisluSnych¢asovych intervalech kultiva¢ plotno-
vou metodou. Odly vzorka probihal souéZzné s odErem vzorki pro analyzu obsahu bio-
gennich amia. Dany kmen byfedén desitkovynredinim, vyset na misky a kultivovan na
pudé¢ MRS @i 30 °C po dobu 48+2 hodiny. Vysledky bylygpaiteny a vyjadeny jako
CFU/ml.

5.6 Méreni pH kultivaéniho média

V dusledku produkce kyseliny migé nebo produkce biogennich aiibyly sledovany
zmeny pH kultivatniho média. Mieni pH kultiv&niho média probihalo, st&jjako sta-
noveni naistu burk, v prislusnychc¢asovych intervalech. VSechny vzorky bylyimny
nejmérk ve trojim opakovani (pH metr HANNA INSTRUMENTS, gitialni elektroda

s integrovanym teplotniidlem, HI 10530, Romania).
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

V prvni ¢asti experimentu byl proveden skrining 145 kineyizolovanych z vina.
Tyto kmeny byly kultivovany na zivnychagach uvedenych v tabulce 2. Vysledky stano-
veni jsou shrnuty v tabulkdch 3, 4 a 5. Devades#&ri bylo kultivovano na Zivné jué
PCA, 50 kmel na ACA a 5 kmeifn na MRS. Bylo sledovano 8 biogennich ainftrypta-

min, histamin, putrescin, fenyletylamin, kadavetimamin, spermidin a spermin).

6.1 Skrining produkce biogennich amini bakteriemi izolovanymi z mo-
ravskych vin

U 90 kmeri kultivovanych na zZivné qmé PCA nebyly detekovany tryptamin, pu-
trescin a histamin u Zzadného kmene, fenyletylamgirstanoven uif kmeni a to u kmen
11, 23, 38 a toto mnozstvi negahlo 32 mg/l. Kadaverin byl detekovan u 19 kinen
v mnozstvi do 3 mg/l. Tyramin produkovaly vSechmpeny mimo kmen 74, mnozstvi
nepgesahlo hranici 25 mg/l. Spermidin byl produkovaemgkmeny, protoZze spermidin je
zarazen do skupiny polyamin které se podili na sta¥tburék (Pat@&ka, 2000; Murray,
2002). Spermin byl stanoven u 7 kniedo 15 mg/I.

Tabulka 3: Produkce biogennich ainimg/l) analyzovanych km&ma Zivné idé¢ PCA.

Biogenni aminy

Vzorky , , : ~ : — — Suma
Tryptamin | Fenyletylamin| Putrescin| Kadaverin | Histamin | Tyramin | Spermidin| Spermin

1 - - - - - 101] 22| 48] 17,0
2 - - - - - 95| 17| 69| 181
3 - - - - - 6,4 1,6 54| 134
4 - - - - - 6,9 2,1 6,8 15,8
5 - - - - - 4,6 1,8 5,2 11,6
6 - - - - - 7,1 2,4 - 9,5
7 - - - 2,0 - 7,3 2,4 - 11,8
8 - - - 1,6 - 6,4 2,1 - 10,1
9 - - - 1,8 - 5,7 2,1 - 9,7
10 - - - 1,4 - 6,4 2,2 - 10,0
11 - 3,5 - 1,9 - 5,2 2,2 - 12,8
12 - - - - - 6,9 2,3 - 9,2
13 - - - 1,7 - 5,5 1,8 - 9.1
14 - - - 2,1 - 3,9 2,2 - 8,2
15 - - - 2,1 - 4,1 2,4 - 8,6
16 - - - 2,1 - 4,5 2,0 - 8,5
17 - - - - - 4,3 1,9 - 6,3
18 - - - 2,2 - 4.4 2,5 - 9,0
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Tabulka 3 - pokréovani:Produkce biogennich antirfmg/l) analyzovanych kmé&ma Ziv-
né pde PCA.

Vzorky Biogenni aminy Suma
Tryptamin | Fenyletylamin | Putrescin| Kadaverin | Histamin | Tyramin | Spermidin| Spermin

19 - - - - - 42| 18 - 6,0
20 - - - 1,8 - 50 18 - 8,6
21 - - - 2,1 - 58| 20 - 9,9
22 - - - 2,4 - 43 2,4 - 9,1
23 - 31,7 - 2,5 - 43| 27 - 41,2
24 - - - 2,3 - 39 20 - 8,2
25 - - - 2,5 - 2,8 1,8 - 7,2
26 - - - 2,5 - 27| 21 - 7,2
27 - - - - - 17,3] 31 - 20,4
28 - - - - - 17,0] 2,6 - 19,5
29 - - - - - 199] 22| 11,1 333
30 - - - - - 149 20| 99| 268
31 - - - - - 13,4] 2,0 - 15,4
32 - - - - - 200 2,7 - 22,6
33 - - - - - 239] 23 - 26,1
34 - - - - - 16,7 1,7 - 18,4
35 - - - - - 16,8| 2,6 - 19,4
36 - - - - - 23,7 2,7 - 26,4
37 - - - 1,7 - 19,0 2,1 - 22,8
38 - 1,5 - - - 21,0 2,8 - 25,3
39 - - - - - 15,9 3,2 - 19,1
40 - - - 1,7 - 15,7 3,0 - 20,4
41 - - - - - 14,7 3,6 - 18,3
42 - - - - - 14,9 3,4 - 18,2
43 - - - - - 18,5 3,4 - 21,9
44 - - - - - 17,0 2,8 - 19,8
45 - - - - - 16,4 2,6 - 19,0
46 - - - - - 15,9 3,2 - 19,1
47 - - - - - 13,9 3,4 - 17,3
48 - - - - - 11,2 2,9 - 14,1
49 - - - - - 19,4 2,3 - 21,7
50 - - - - - 12,7] 2,3 - 14,9
51 - - - - - 12,7] 25 - 15,2
52 - - - - - 10,8] 3,3 - 14,2
53 - - - - - 138] 356 - 17,4
54 - - - - - 154 3,0 - 18,4
55 - - - - - 12,2] 3.2 - 15,4
56 - - - - - 156| 3,3 - 18,9
57 - - - - - 104 36 - 14,0
58 - - - - - 12,8] 36 - 16,4
59 - - - - - 11,1] 2,9 - 14,1
60 - - - - - 150] 35 - 18,5
61 - - - - - 12,8] 2,6 - 15,4
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Tabulka 3 - pokréovani:Produkce biogennich antirfmg/l) analyzovanych kmé&ma Ziv-
né pde PCA.

Vzorky Biogenni aminy Suma
Tryptamin | Fenyletylamin | Putrescin| Kadaverin | Histamin | Tyramin | Spermidin| Spermin

62 - - - - - 11,4 3,2 - 14,6
63 - - - - - 12,4 37 - 16,1
64 - - - - - 105| 35 - 14,0
65 - - - - - 95| 35 - 13,0
66 - - - - - 115 2,7 - 14,2
67 - - - - - 4,8 1,7 - 6,6
68 - - - - - 86| 23 - 10,9
69 - - - - - 56 | 22 - 7,8
70 - - - - - 59 20 - 7.9
71 - - - - - 5,4 1,9 - 7,3
72 - - - - - 5,6 2,2 - 7.8
73 - - - - - 5,1 1,9 - 7,0
74 - - - - - - 2,8 - 2,8
75 - - - - - 63| 35 - 9,8
76 - - - - - 98| 44 - 14,2
77 - - - - - 8,2 2,6 - 10,8
78 - - - - - 80| 21 - 10,0
79 - - - - - 68| 24 - 9,1
80 - - - - - 55| 23 - 7,8
81 - - - - - 8,3 2,1 - 10,4
82 - - - - - 7,9 2,1 - 10,0
83 - - - - - 55| 20 - 7,6
84 - - - - - 56 | 26 - 8,2
85 - - - - - 6,1 1,9 - 8,0
86 - - - - - 4,9 2,2 - 7,2
87 - - - - - 57| 21 - 7,8
88 - - - - - 68| 23 - 9,1
89 - - - - - 68| 16 - 8,4
90 - - - - - 45| 21 - 6,6

- biogenni amin nebyl detekovan

U 50 kmeri kultivovanych na zivneé gmé ACA nebyl tryptamin, putrescin, hista-
min, fenyletylamin, kadaverin a spermin detekovabadného kmene. Tyramin produko-
valy vSechny kmeny a mnoZstvi iiepdhlo mnozstvi 20 mg/l (Tabulka 4). Spermidin byl
produkovan vsemi kmeny, krankmeni 3, 4, 5 a 8 a stanovené mnozstvitesphlo hra-

nici 2 mg/l.
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Tabulka 4: Produkce biogennich arniimg/l) analyzovanych kmé&ma Zivné idé ACA.

Biogenni amin
Vzorky Tryptamin | Fenyletylamin | Putrescin Kgdaverin Histan):in Tyramin | Spermidin [ Spermin Suma
1 - - - - - 54 2,7 - 8,1
2 - - - - - 78 | 28 - 10,6
3 - - - - - 7.4 - - 7.4
4 - - - - - 43 - - 4,3
5 - - - - - 54 - - 5,4
6 - - - - - 6,2 1,3 - 7.4
7 - - - - - 65| 13 - 7,8
8 - - - - - 5,5 - - 5,5
9 - - - - - 6,7 1,5 - 8,3
10 - - - - - 5,4 1,3 - 6,7
11 - - - - - 4,9 1,5 - 6,5
12 - - - - - 5,6 1,5 - 7.1
13 - - - - - 39| 13 - 5,2
14 - - - - - 2,8 1,0 - 3,8
15 - - - - - 6,2 1,2 - 7.4
16 - - - - - 6,7 1,6 - 8,3
17 - - - - - 69| 11 - 8,0
18 - - - - - 7,6 1,5 - 9,1
19 - - - - - 7,6 1,7 - 9,3
20 - - - - - 7.1 1,7 - 8,8
21 - - - - - 6,9 1,6 - 8,4
22 - - - - - 69| 20 - 8,8
23 - - - - - 11,2] 15 - 12,7
24 - - - - - 64| 15 - 7.9
25 - - - - - 5.4 1,7 - 7.1
26 - - - - - 5,9 1,0 - 6,9
27 - - - - - 63| 16 - 7.9
28 - - - - - 11,3] 11 - 12,4
29 - - - - - 9,1 1,5 - 10,6
30 - - - - - 73] 07 - 8,0
31 - - - - - 7,6 1,6 - 9,2
32 - - - - - 7.5 1,7 - 9,2
33 - - - - - 8,7 1,3 - 10,0
34 - - - - - 11,6 11 - 12,6
35 - - - - - 8,2 1,7 - 9,9
36 - - - - - 81| 13 - 9,3
37 - - - - - 7,5 1,0 - 8,5
38 - - - - - 7.9 1,0 - 8,9
39 - - - - - 70 10 - 8,0
40 - - - - - 90| 14 - 10,3
41 - - - - - 16,7| 0,8 - 17,5
42 - - - - - 14,3 1,3 - 15,6
43 - - - - - 14,9 1,2 - 16,1
44 - - - - - 15,8 0,8 - 16,6
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Tabulka 4 - pokréovani:Produkce biogennich antirfmg/l) analyzovanych kmé&ma Ziv-
né pde ACA.

Vzorky Biogenni aminy Suma
Tryptamin | Fenyletylamin | Putrescin| Kadaverin | Histamin | Tyramin | Spermidin| Spermin
45 - - - - - 14,3 15 - 15,7
46 - - - - - 13,7] 1,2 - 14,9
47 - - - - - 16,8] 1,0 - 17,8
48 - - - - - 181 07 - 18,8
49 - - - - - 15,4 1,0 - 16,4
50 - - - - - 19,3 0,8 - 20,1

- biogenni amin nebyl detekovan

Na zivné mdé MRS bylo kultivovano 5 kmehn Ctyii kmeny produkovaly tyramin
do 21 mg/l a spermidin do 1 mg/l. Kmen s kddenyRazoval vyznamnou produkci tyra-
minu, kde mnozstvifipsahlo 1950 mg/l, dal to byla produkce fenyletylamB6 mg/l a
spermidinu do 1 mg/l (Tabulka 5).

Tabulka 5: Produkce biogennich ainiimg/l) analyzovanych km&ma Zivné idé¢ MRS.

Biogenni aminy
VRIS Tryptamin | Fenyletylamin | Putrescin| Kadaverin | Histamin | Tyramin ri?d?:] Spermin Suma
1 - - - - - 160 | 05 - 16,5
2 - 36,7 - - - [ 19553 1,0 - [ 1993)0
5 - - - - - 20,5 0,4 - 20,9
6 - - - - - 19,0 0,6 - 19,6
8 - - - - - 16,0 0,6 - 16,6

- biogenni amin nebyl detekovan

Celkové mnoZstvi vyprodukovanych biogennich amse pohybovalo v rozmezi
3,8 — 42 mg/l. U jednoho sledovaného kmene, ktetlysbné produkeni, bylo celkové
mnoZstvi biogennich aminl993 mg/l. ZvySena mnoZstvi biogennich airtigla stanove-
na celouradou autal, protoze vino p#t mezi potraviny, ve kterych se mohou vyskytovat
mikroorganizmy, které maji pozitivni dekarboxylamavaktivitu. Dale Bhem vyroby vina
dochazi k ndrstu volnych aminokyselin, jako prekuraobiogennich amiin (Moreno-
Arribas, Polo, 2009).
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6.2 Monitoring zm én mnoZstvi biogennich ami vyprodukovaného

kmenem v zavislosti na sledovanych faktorech

K této ¢asti experimentu byl vybran kmaeiislo 2 (grampozitivni kratké &nky)
z predeslé série testovani. Tento kmen byl kultivovanzivné fdé deMan-Rogosa-
Sharpe Agar (MRS). Byl sledovan vliv vybranych fakt u kterych je pedpoklad, Ze jsou
schopny ovliviovat produkci biogennich antira polyamiri béhem technologického pro-
cesu vyroby vina. Vybrané faktory byly nasledujkittivacni teplota (10£1 °C; 20+1 °C a
30£1 °C), pH (4; 5 a 6).1Pteplok t=10+1 °C bylo pouzito pH 5, 6, protozé& pizSim pH
dany kmen nevykazovalist kolonii. DalSim faktorem byl ffavek cukru v posru
glukdézy a fruktdza 1:1, cukry bylyfidavany v rozmezi koncentraci 0-10 % (w/v). Tyto
faktory byly zvoleny tak, aby co nejvice vystihlpgminky @i zpracovani a skladovani
vina. Ke sledovanym biogennim ariin a polyamifim patil tyramin (TYM), fenylety-
lamin (PEA), spermin (SPM) a spermidin (SPD).

Produkce tyraminu pii teploté 30 °C.

V médiich obohacenych o jednotlivé koncentrace icgkr produkce tyraminu da-
se zvySovala. &hem 24 hodin kultivace dosahla produkce maximalnicidnot a
po 48 hodinach doslo k nepatrnému sniZzeni mnoziigkovaného tyraminutipvSech

testovanych pH.

NejvyznamujSi produkce byla sledovandi ptidavku 0,5 % (w/v) cukr. Behem
prvnich 6 hodin kultivace byl tyramin detekovan izkych hodnotéach, které niggsahly
hranici 70 mg/l. Tento trend byl zaznamenan u vSesledovanych pH.
Po 9 hodinach kultivacefippH 5 a 6 se mnoZstvi tyraminu znasobilo a dos&loldnot
cca 500 mg/l pH 5 a 700 mg/l yH 6. U pH 4 bylo sledovano pozvolné zvySovani pro-
dukce tyraminu az na hodnoty50 mg/l. \EtSi mnozstvi bylo detekovano po 12 hodinach
kultivace @i pH 5 a 6 a mnozstvi se blizilo k hranici TY#1000 mg/l. Produkce tyrami-
nu @ pH 4 byla nizka, detekovana koncentrace se porgthodo 55 mg/l. Maximalni
mnozstvi tyraminu bylo stanoveno po 24 hodinichivade i pH 6 v ghitomnosti 0,5 %
(w/v) cukru a to v mnozstvi TYM > 1300 mg/l (obr&z&0). Produkce tyraminu se
pii zvySujici se koncentracitiplavku cukru sniZzovala. Tento trend byl zaznamenéana-
vislosti na sledovanych pH. Pokles produkce bylvptzy a nejvice byl zaznamenan

pii pH 6, kde hodnoty tyraminu klesly na hodnoty 8@ éng/l na 800 mg/I.
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U pH kultivatnich médii nedochézel@tem kultivace k vyraznym zénam, pohy-
bovaly se v rozmezi pH 4,2 — 6,1. Grafické znazoirnvysledki produkce tyraminu

pii t=30 °C je zobrazeno na obrazku 10.
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Obrazek 10: Produkce tyraminii peplot 30 °C.

Produkce tyraminu pii teploté 20 °C.

MnoZstvi tyraminu, které bylo stanoveno v bujonukpdtivaci bakterii pi teplog
20 °C, bylo vysSi nez u teploty 30 °C. Pro pH 5 do8ahlo mnozstvi vyprodukovaného
tyraminu > 500 mg/l jiz v prvni den o#itu, zatimco i pH 4 byla zaznamenana nizka

produkce tyraminu a mnozstvi rfepahlo 40 mg/l (obrdzek 11).

V jednotlivych koncentracich cukru se produkce ttyirau v¢ase zvySovala. &iem
téi dnd kultivace doséhla produkce maximalnich hodnot fa kpiltivaci 7 dni doslo

k nepatrnému sniZzeni mnozstvi detekovaného tyrapiiru$ech testovanych pH.

NejvyznamijSi produkce byla zaznamenan#é pridavku 0,5 % (w/v) cukr
(glukdza a fruktéza v po#nu 1:1). Behem prvniho dne kultivace byl tyramin detekovan v
nizkych hodnotach, které nesahly hranici < 50 mg/l. Tento trend byl zaznamendpH
4. Pro pH 5 a 6 byla atakovana hranice TYM > 500l gigv prvni den odbru. U pH 4

bylo sledovano rychlé navySeni produkce tyramifm®d ang/l na hodnoty 1000 mdp¢hem
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jednoho dne kultivace. Produkce tyraminuigH 5 a 6 se pohybovala v hodnotach 1000
mg/l hned v prvnim dnu odibu. Maximalni mnoZstvi tyraminu bylo stanoveno pech
dnech

pii pH 5 v gitomnosti 0,5 % (w/v) cukru a to v mnozstvi vysgigz 2000 mg/l. Produkce
tyraminu se se zvysujici se koncentragilgného cukru sniZzovala. Tento trend byl zazna-
menan i v zavislosti na sledovanych pH. Pokles gkod byl pozvolny a hodnoty tyraminu

klesly na hodnoty 1000 mg/l.

U hodnot pH kultivéinich médii nedochazelastiem kultivace k vyraznym zén
nam, pohybovaly se v rozmezi pH 4,2 — 6,1. Grafimkézorgni vysledki produkce tyra-
minu @i t=20 °C je zobrazeno na obrazku 11.
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Obrazek 11: Produkce tyramini eplot 20 °C

Produkce tyraminu pii teploté 10 °C.

MnoZstvi tyraminu, které bylo stanoveno v MRS buj@o kultivaci testovaného
kmene pi teplo& 10 °C, se pohybovalo ve stejném intervalu jakepldty 20 °C. Pro tes-
tovani faktofi pii této teplot bylo vybrano pouze pH 5 a GiimizSim pH nebyl zazname-
nan nst kolonii testovaného mikroorganizmu. Produkcearnynu byla vyznam#)si
u pH 6. Zde byly zaznamenany vysSi hodnoty jhdm prvniho dne kultivace, a to
v mnozstvi < 850 mg/l.#°pH 5 byly po prvnim dnu stanoveni z§igy nizké koncentrace

tyraminu v mnozstvi < 35 mg/l. V jednotlivych komteacich cukru se produkce tyraminu
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v ¢ase zvySovala do desatého dnedodpkde nabyla svého maxima a pak doSlo ke snize-
ni, které nastalo u obou testovanych pH (obrazék 12

NejvyznamijSi produkce byla sledovandi pridavku 2 % (w/v) cukr glukdzy a
fruktdézy v bujénu o pH 6. &em prvniho dne kultivace byl tyramin detekovanodito-
tach, které se blizily k hranici TYM < 1000 mg/l. desatém dnu odhu nabyl hodnot
1800 mg/l a pak doSlo ke sniZzeni. U hodnot pH aeéipelo Bhem kultivace k vyraznym
zménam, pohybovaly se v rozmezi pH 5,0 — 6,1. Grafwhézorgni vysledki produkce

tyraminu i t=10 °C je zobrazeno na obrazku 12.
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Obrazek 12: Produkce tyramini peplot 10 °C

Produkce fenyletylaminu pFi teploté 30 °C.

V MRS bujonu obsahujicim jednotlivé koncentrac&rause produkce fenyletyla-
minu v¢ase zvySovala. 8iem 24 hodin kultivace dosahla produkce maximalhimiinot a
po 48 hodinach doslo ke snizeni mnozstvi detekdwafenyletylaminu fi vSech testova-

nych pH a koncentracich sachdrigbrazek 13).

NejvyznamgjSi produkce byla sledovandipiidavku 0,5% (w/v) cukr. Behem
prvnich 3 hodin kultivace byl fenyletylamin deteléovv nizkych hodnotach, které tiep
sahly hranici 2 mg/l. Tento trend byl zaznamenanv$ech sledovanych pH.

V 9. hodiré odkéru pii pH 6 se mnozstvi fenyletylaminu znasobilo a dts&odnot



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 54

N 1

> 3 mg/l. Po 12 hodinach kultivace v bujonu uprarama pH 5 bylo nejvyssi detekované
mnozstvi fenyletylaminu 6 mg/l,fippH 6 to bylo cca 9 mg/l. Produkce fenyletylaminu
pii pH 4 byla nizka. Pohybovala se kolem 1 mylaximalni mnoZzstvi fenyletylaminu
bylo stanoveno po 24 hodinach kultivade pH 4 v gitomnosti 0,5 % (w/v) cukru a to
v mnozstvi > 18 mfl. Produkce fenyletylaminu sefipzvySujici se koncentracitiolavku
cukru snizovalaPokles produkce byl pozvolny a po 48 hodinach katte v bujonu

s 10 % (w/v) cukru se pohybovaly kolem 6 mg/l uokstestovanych pH (obrazek 13).

U hodnot pH nedochéazel@hem kultivace k vyraznym zgnam, pohybovaly se
v rozmezi pH 4,2 - 6,1.
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Obrazek 13: Produkce fenyletylenamirtutpplot 30 °C

Produkce fenyletylaminu pFi teploté 20 °C.

Po prvnim dni byla produkce fenyletylaminu v nfoddivanych MRS bujonech
u vSech testovanych koncentraci sacliaagH velmi nizka, cca do 7 mg/l. NejvySSi pro-
dukce byla detekovanatippH 4 u vSech koncentraci cukru po 5 dnech inkapgen
u koncentrace 0,5 % (w/v) cukru byla nejvySSi pkadupo 3 dnech (obrazek 14).
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Pokud budeme sledovat vliv pH, tak byl fenyletylamprodukovan v bujénu o pH 5
v nejwtSim mnozstvi porech dnech kultivace v bujénech s koncentraci 2 %, & 10 %
(w/v) cukru a po 5 dnech u zbyvajicich koncentrBtiipH 6 bylo vyprodukovano nejvice
fenyletylaminu po 3 dnech kultivace v prasti s koncentraci 2 %, 4 %, 7 %, 10 % (w/v)
cukru a u koncentrace 0,5 % a 1 % (w/v) cukru mméch inkubace. Nejvyznarjai pro-
dukce byla sledovanaippiidavku 1 % (w/v) cukt, pH 4 po 5 dnech kultivace, kdy kon-

centrace tohoto vyprodukovaného biogenniho amiasgtla 30 mg/I.

Sedmy den produkce pozvolna klesla a to v bujépti@l PEA<7 mg/l, u pH 5 a
6 PEA< 11 mg/l.

U hodnot pH nedochazelahem kultivace k vyraznym zénam, pohybovaly se
v rozmezi pH 4,2 — 6,1. Grafické znazéwh vysledkKi produkce fenyletylaminu

pii t=20 °C je zobrazeno na obrazku 14.
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Obrazek 14: Produkce fenyletylaminti feplot 20 °C
Produkce fenyletylaminu pri teploté 10 °C.

Produkce fenyletylaminuéhem kultivace fi teplot 10 °C vykazovala vySSi hod-
noty v bujonech o pH 6, kde po 3 dnech byla produkelmi nizk4, pouze okolo 4 mg/l.
Po 7 dnech kultivace u koncentrace 0,5 % a 1 %)(eulru prudce stoupla trojnasabaz

na hodnoty PEA > 12 mg/l, u ostatnich koncentraciedla produkce fenyletylaminu jen
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nepatrig. Nejvyssi produkce byla zji&ta po 10 dnech inkubace a to hlawnkoncentraci
1% a 2 % (w/v) cukru az na hodnoty kolem 20 mg/I.

V modifikovaném MRS bujonu o pH 5 byla nejvySSogukce fenyletylaminu
v prostedi obsahujicim 2 % (w/v) cukru po 10 dnech kutteva to cca 14 mg/l. Analyzo-
vany kmen p pH 4 nevykazovaltst a proto nebyla sledovana produkce fenyletylaminu
Grafické znazorgni vysledKki produkce fenyletylaminuipt=10 °C je zobrazeno na obraz-
ku 15.

U hodnot pH nedochazelahem kultivace k vyraznym z&énam, pohybovaly se

v rozmezi pH 5,0 - 6,1
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Obrazek 15: Produkce fenyletylaminii fgplot 10 °C
Produkce spermidinu pFi teploté 30 °C.

Produkce spermidinu¢hem kultivace testovaného kmen# B0 °C vykazovala
celkow pii vSech testovanych koncentracich cukru a vSeckiredb velmi nizké hodnoty
do 7 mg/l (obrazek 16).

V bujénu o pH 4 byly nejvysSi hodnoty tohoto patyau (6 mg/l) zjisény u kon-
centrace 4 % (w/v) sachatigpo 24 a 48 hodinach kultivace. V bujonu o pH Sybygj-
vySSi hodnoty nagiteny u koncentraci 0,5 % a 1 % (w/v) cukru po 24iméch kultivace
(cca 7 mg/l). V bujénu o pH 6 byla zj#ta nej¢tSi produkce spermidinu v prosti se
2 % (w/v) cukru po 24 hodinach kultivace (6 mg/l).
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U hodnot pH nedochéazelatem kultivace k vyraznym zénam, pohybovaly se
v rozmezi pH 4,2 — 6,1. Grafické zndzamhvysledki produkce spermidinuipt=30 °C je
zobrazeno na obrazku 16.
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Obrazek 16: Produkce spermidinii fgplot 30 °C
Produkce spermidinu pri teploté 20 °C.

U jednotlivych koncentraci cukru se produkce spéima bihem kultivace
pii 20 °C vc¢ase zvySovala (obrazek 17).

NejvyznamgjSi produkce byla zjigha v bujonu o pH 4 po 3 dnech inkubace
u koncentraci 0,5 %, 1 %, 4 % a 7 % (w/v) cukruoa&tla hodnot vysSich nez 7 mgl/l.
U pH 5 byla zji&na nejétSi produkce tohoto polyaminu také po 3 dnech iakeb a to
u vSech testovanych koncentraciésirsacharid. NejvySSi hodnota byla detekovana v mo-
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difikovaném MRS bujénu obsahujicim 0,5 % (w/v) auka to cca 8 mg/l. Produkce sper-
midinu @i pH 6 byla nejvysSi poreéch dnech kultivace u koncentraci 0,5 %, 1 % a 10 %
(w/v) cukru — SPD > 6 mg/l.

U hodnot pH nedochazelatem kultivace k vyraznym zénam, pohybovaly se

v rozmezi pH 4,2 - 6,1.
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Obrazek 17: Produkce spermidinii fgplot 20 °C
Produkce spermidinu p¥i teploté 10 °C.

Pri testované teplet10 °C a pH 5 byla produkce spermidinu u vSech kotraci
sacharid nejnizSi po 3 dnech kultivace (cca 2 mg/l) a pdnéch vzrostla zhruba trojna-
sobré (SPD > 6 mg/l). \€ase se produkce dale zvySovala. Nejvyzngsimyla u koncen-
trace 2 % (w/v) cukru po 14 dnech kultivace, kdycke gesdhla hodnotu 8 mg/l (obrazek
18).

V modifikovaném bujénu o pH 6 produkce spermidindase také stoupala, kdy
po 3 dnech inkubace u vSech testovanych koncensacharid negesahla hodnotu
4 mg/l. NejvysSi hodnota byla zj#ia po 14 dnech kultivace v bujonu obsahujicim 1 %
(w/v) cukru (cca 7 mg/l). Analyzovany kmeiti pH 4 nevykazovalist a proto nebyla

sledovana produkce spermidinu.
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U hodnot pH nedochazelahem kultivace k vyraznym z&énam, pohybovaly se
v rozmezi pH 5,0 — 6,1. Grafické znazémhvysledki produkce spermidinuipt=10 °C je
zobrazeno na obrazku 18.
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Obrazek 18: Produkce spermidinii feplot 10 °C
Produkce sperminu i teploté 30 °C.

P¥i provedeném skriningu analyzovaného kmene nebgtnsip detekovan, ale
pfi monitoringu znén mnoZstvi biogennich aniirvyprodukovanych kmenem v zavislosti

na sledovanych faktorech uz jeho produkce bylaasmemana, jak ukazuje obrazek 19.

P¥i kultiva¢ni teplog 30 °C produkce tohoto polyaminu vykazovala vysb&éno-
ty u vSech kombinaci bujanbéhem prvnich 6 a 9 hodin. Dalecase doslo k vyraznému
snizeni produkce tohoto polyaminu (obrazek 19)uyéibu o pH 4 byla nejvySsi produkce
zaznamendéna po 9 hodinach inkubace u koncentraéeé @,10 % (w/v) cukru (> 48 mg/l).
U ostatnich koncentraci byla tato hodnota po 9rzh kultivace nizsi nez 47 mg/l. Nej-
nizSi hodnota byla natfena po 48 hodinach kultivace v MRS bujénu obsahujic
1 % (w/v) cukru — SPM 4 mgl/l.

V bujénech o pH 5 byla naffena nejvyssi hodnotaippiidavku 1 % a 7 % (w/v)
cukru po 6 hodinach inkubace (cca 46 mg/l). Nejnibhozstvi bylo vyprodukovano
v bujonu obsahujicim 0,5 % (w/v) cukru po 24 hodmiénkubace (6 mg/l).i#PpH 6 byly

nanmereny také nejvyssi hodnoty po 6 a 9 hodinach kuieva vSech testovanych koncen-
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traci sacharitl Nejvy3Si hodnota byla zji&ta u koncentraci 0,5 % (w/v) cukru (44 mg/l) a
nejnizsi také u koncentrace 0,5 % wi/v cukru, alp@28 hodinach kultivace (cca 4 mg/l).

U hodnot pH nedochazelatem kultivace k vyraznym zénam, pohybovaly se
v rozmezi pH 4,2 - 6,1.
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Obrazek 19: Produkce sperminti ggplot 30 °C
Produkce sperminu @i teploté 20 °C.

Produkce sperminu bylaip20 °C nejvysSi v bujénu o pH 4 u vSech konceritrac
sacharid po 1 a 2 dnech kultivace (obrazek 20). V naslettthidnech doslo k vyraznému
poklesu mnoZzstvi tohoto aminu v testovanych bujbnez kultivaci daného mikroorgani-
zmu. NejvySSi hodnota v bujénu o pH 4 byla &jist po 1 dni v bujonu se 7 % (w/v) cukru
(> 83 mg/l), nejnizsi u koncentrace 1 % (w/v) cupu7 dnech< 2 mgl/l).
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U pH 5 byla nejvy3Si hodnota produkce spermineld®atana po prvnim dnu kulti-
vace Vv bujénu obsahujicim 7 % (w/v) cukru, tato fatd se pohybovala kolem 78 mg/l.
NejnizSi mnozstvi vyprodukovaného aminu bylo Zjst v bujonu s 0,5 % (w/v) cukru

po 5 dnech kultivace, kdy vyprodukované mnozstVd loyzSi nez 2 mg/I.
V bujonu o pH 6 bylo nejvice sperminu zfisd v bujonu se 7 % (w/v) cukru
po 1 dni (> 74 mg/l) a nejniZsi u koncentrace 0,8/%) cukru po 5 dnech<(2 mg/l).

U hodnot pH nedochazelahem kultivace k vyraznym z&énam, pohybovaly se

v rozmezi pH 4,2 - 6,1.
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Obrazek 20: Produkce sperminii fgplog 20 °C
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Produkce sperminu i teploté 10 °C.

Produkce sperminu¢hem kultivace f 10 °C uz byla porrné niZsi nez § teplo-
tach 20 °C a 30 °C (obrazek 21). ®rbyla zjiS€na po 3 dnech vysSi produkce a
v postupujicintase se snizovala. NejvysSi produkce byla detekopéingH 5 u koncen-

trace 10 % (w/v) cukru po 3 dnech (> 19 mg/l) aHuGrovreZz po 3 dnech u koncentrace
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4 % (w/v) cukru (> 20 mg/l). Nejniz8i hodnoty po ddech kultivace byly nizsi nez 5 mg/l
(obrazek 21).

U hodnot pH nedochazelahem kultivace k vyraznym z&énam, pohybovaly se

v rozmezi pH 5,0 - 6,1.
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Obrazek 21: Produkce sperminii fgplog 10 °C

Vyvoj rastu mikroorganizmu p¥i teploté 30 °C

Produkce biogennich antirje spojena s mnozstvintipmnych mikroorganiziin
Proto byl sodasré se sledovanim produkce biogennich anpozorovan iist testované-
ho kmene v zavislosti na ¥8ich faktorech. V jednotlivycliasovych intervalech (stej-
nych, jako byly intervaly odisi BA) byly mikroorganizmy vysévany na misky s MRS
agarem za delem zjistit p@et mikroorganizrmi v modifikovanych MRS bujénech. Sledo-
vany mikroorganizmus vykazovatigeplo& 30 °C a pH 4 pozvolny nést do 9. hodiny,
pak nastal prudSi n@st paitu kolonii do 24. hodiny. Obdobnyii¢h nastal ve vSech kon-
centracich cukr, mimo koncentraci 1 % (w/v) cukru, kde bylo zazea@dno str§Si zvy-

Sovani biomasy az do 48. hodiny.
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Rast mikroorganizmd pii pH 5 a teplof 30 °C byl do 6. hodiny konstantni
v pritomnosti 10 % (w/v) cukru. V dalSich koncentracbslo jen k mirnému zvySeni
naristu kolonii. K nej¢tSimu nafistu doslo v rozmezi 6. a 24. hodiny ¢dbu vSech kon-
centraci cukru. Po 24. hodirodbéru doSlo u koncentrace 0,5% (w/v) k zastaveisiu

kolonii a u koncentraci 1 — 10 % (w/v) k mirnémuuséu.

Zvyseni objemu pfiu mikroorganizni pii pH 6 a teplat 30 °C byl do 3. hodiny
konstantni v fitomnosti 1 — 10 % (w/v) cukru. Do 9. hodiny destr mikroorganizm
zrychlil a do 12. hodiny seist vyznam@ nenenil. Od 12. hodiny se objem bakterialni
masy zvysSil a dosahl nejvysSi koncentrace ve 48ink@dbéru pro koncentrace 2 — 10 %
(w/v). V koncentraci 0,5 % (w/v) byl zaznamenamisédo 6. hodiny. Od tohoto ot
az do 24. hodiny # rast stejny pitbéh jako u ostatnich koncentraci. Od 24. hodiny bylo

zvyseni objemu konstantni.
Vyvoj rastu mikroorganizma pri teploté 20 °C

Pribéh nistové kivky pii pH 4 a teplat 20 °C vykazoval linearni st
v pritomnosti vSech sledovanych koncentraci. Po sedmachd kultivace byla stanovena
nej\wtsi koncentrace bakterialni masy. Stejnylgh byl sledovan $ pH 5 i 6 a teplat
20 °C s tou vyjimkou, Zedhem 2. a 3. dne bylist zpomalen. Po 3. dnu byla produkce

bakterialni masy zvySena.
Vyvoj rastu mikroorganizmu pri teploté 10 °C

Zvyseni objemu p#tiu mikroorganizni pii pH 5 a teplot 10 °C byl do 3. dne kon-
stantni v pitomnosti 0,5 — 10 % (w/v) cukru. Do 10. dne higdtrmikroorganizm strmgjSi
pro koncentrace 1, 2, 7 a 10 % (w/vasRdo 14. dne byl pozvolny pro jiz znémé kon-
centrace. Pro koncentrace 0,5 % a 4 % (w/v) bylstamikroorganizmi exponencidlni.
Pti pH 6 a teplat 10 °C ntl rast linearni zavislost do 10. dne, od tohoto &diého dne

doSlo jen k mirnému zvySeni ¢ia kolonii.

6.3 Souhrnna diskuze

V této praci byla pomoci vysokéinné chromatografie sledovana &ma koncen-
trace vybranych biogennich aniirftyraminu, fenyletylaminu, sperminu a spermidinu),
jejichz produkce byla zavisla na vlivu faktiownéjSiho prostedi (koncentrace cukr

glukozy a fruktdzy v porru 1:1, rozdilné pH a teploty kultivace). Volené&ttay by moh-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

ly ovliviovat dekarboxyldzovou aktivitu kmene izolovanéhovzerku vina. Produkce

byla testovanan vitro.

V prvni fazi experimentu byl proveden skrining lld8eni kultivovanych na vy-
branych zivnych fdach. Bylo stanoveno 8 biogennich aifhistamin, tyramin, fenylety-
lamin, putrescin, spermin, spermidin, kadaverinrygptamin). Tyramin byl detekovan
u 144 kmen, kde u jednoho kmene mnozstiegahlo 1950 mg/l, fenyletylamin byl sta-
noven uctyt kmeni a mnozstvi nggsahlo 32 mg/l, kadaverin byl detekovan u 19 kimen
v mnozstvi do 3 mg/l, spermidin byl produkovan veémeny. Spermidin je polyamin,
podilejici se v bikadch na#istu, proto se five vyskytovat ve vi) kam gechazi z pletiv
hrozm pii lisovani (Patdka, 2000; Murray, 2002) a spermin 7 kmeny do 15l.myjho
pati mezi potraviny, u kterych segapoklada vznik biogennich aniigAnli, 2009). Stu-
diem vzniku &chto latek ve viéje zajmem mnohaédci. Martuscelli et al. ve své praci
prezentuji, ze édhem celého procesu fermentace dochazi kstdrbiogennich amina
mnozstvi se liSi podle odlly vina. Ancin-Azpilicueta, (2008) uvadi, Ze biogemaminy
mohou byt tvéeny kEhem jabléno-ml&ného kvaSeni. Tyramin a histamin je f®o0
v prvni fazi a pak je tv@n kadaverin a putrescin. Dale je udda, Ze biogenni aminy vy-

tvéi charakteristické organoleptické vlastnosti.

V dalSi ¢asti experimentu byla sledovana zavislost tvorbggénnich amiin
na vrgjSich faktorech. Vznik biogennich aniife zavisly na obsahu aminokyselin v pro-
stredi, a proto byly do kultivaiho media fidany gislusné aminokyseliny jako jejich pre-
kurzory. Ridavek kazdé z aminokyselin byl 0,2 % (w/v). Byédbvan vliv kombinace

fakton.

Z vysledka vyplyva, Ze pi teplot 30 °C byla produkce tyraminu nejvys$i pH 6
v pritomnosti 0,5 % (w/v) cukru TYM > 1300 mg/lfigeplog 20 °C vykazoval tyramin
nejvetsi mnozstvi fi pH 5 a v roviz piitomnosti 0,5 % (w/v) cukru TYM > 2000 mg/l a
pii teplo 10 °C to bylo opt pH 6, ale v fitomnosti 2 % (w/v) cukru TYM 1800 mg/l.

Produkce fenyletylaminu byla népgi pi 30 °C v gitomnosti 0,5 % (w/v) cukru
pii pH 4 PEA > 18 mg/l . Ve 20 °C to byld@gigpH 4 piitomnosti 1 % (w/v) cukru PEA >
30 mg/l. Zde byly hodnoty dvojnasobné net teplot 30 °C. Ri teplo€ 10 °C to bylo
opet pH 6 v gitomnosti 2 % (w/v) cukru PEA > 20 mg/l.
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Spermidin byl detekovan v maximalni koncentraci SP®mg/l i teplot 30 °C a
pH 5. Ve 20 °C to $ pH 5 pritomnosti az 7 % (w/v) cukru SPD > 7 mg/l. V 10 b¢a
produkce nejvyznan#si u koncentrace 2 % (w/v) cukru po 14 dnech SFOmyg/I.

Spermin byl tvéen i pH 4 ve vSech koncentraci cukru SPM > 40 mg/kgplot
30 °C. Ve 20 °C to bylo ap pH 4 gitomnosti 7 % (w/v) cukru SPM > 80 mg/l. Zde byly
hodnoty dvojnasobné nekipeplot 30 °C. V 10 °C byla produkce nejvyznagjsi u kon-
centrace 4 % (w/v) cukrufippH 6 SPD > 20 mgl/l.

Vliv pH je velmi dilezity faktor v produkci biogennich aniinVédci se vSak
ve vlivu pH na dekarboxylazovou aktivitu mikroorgemt rozchazeji. Fernandez et al.
(2007) ve své praci uvadi, Ze dekarboxylazova a#tie vySSi p nizSim pH. Naopak
Gardini et al. (2001), ktery zkoumal produkci bing&eh amii u kmeneEnterococcus
faecalis popisuje vySSi aktivitu ip vySSim pH. Spano (2010) prezentuje, Ze mikroorga-
nizmy se brani nizkym hodnotam pH, tim Ze produkiggenni aminy, které jim pomahaji
vyrovnavat kyselé intracelularni pH. Tento faktvjsouladu s vysledky Ruiz (2012), kde

N 4

uvadi, Ze ve vinech o pH 3,3 a vysSim probihajtgsy tvorby biogennich antinépe.

Ke stejnému vysledku jsme d@sipv této praci v pipact tyraminu, kde byla nej-
vySSi produkce detekovana v bujone¢hpid 5. Steidl, (2010) uvadi, Zém vySSi je hod-
nota pH mostu nebo vina, tim sn&drdochdzi k rozmnozovani nddych bakterii a
k rychlejSimu pitbéhu JIMK

DalSim sledovanym faktorem byla teplota. Z vyslegkace vyplyva, ze nejisi
produkci vykazoval zkoumany kmertii peplo€ 20 °C u vSech detekovanych biogennich
amim. Tento fakt nize byt zfisoben optimalnitustovou teplotou testovaného kmene,
ktera tak nize byt v souladu s tim, Ze kmen byl vyizolovanmaviVliv teploty byl podpo-
fen @idavkem cukru, zatimcotipteplog 30 °C a 20 °C std jen 0,5% gidavek cukru,
pii teplog 10 °C uz vyuzival 2 %iftomnost cukru pro podporu tvorby biogennich amin
Tahmouzi (2013) ve své praci uvadi, 4@ gnalyzovani ryb zpracovavanycthi peplot
vySSi, byla produkce biogennich ainiavySena oproti tomu nez u ryb zpracovanych

pii nizkych teplotach.

Zawrem lze konstatovat, Ze sledované faktory maji v produkci biogennich
amin, zejména na dekarboxylaci tyrozinu a fenylalanifyramin byl detekovan v tako-
vém mnozZstvi, které by mohlo byt pro lidsky orgamis nebezpmé (Ancin-Azpilicueta
et al., 2008). Pr& eskou republiku plati N&eni komise (ES§. 2073/2005, kterym je
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stanoven limit pouze pro histamin v rybach a praecik rybolovu. Povoleny limit je
100 — 200 mg/kg. Pro produkty rybolovu, které bg$eteny enzymatickym zranim v laku
vyrobenych z ryb s vysokym obsahem histidinu. Rrto tskupinu je povoleny limit
200 — 400 mg/kg.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 67

ZAVER
Diplomova prace byla zaffena na stanoveni kinetiky biogennich aiminkmene
vyizolovaného z vina v podminkadh vitro v zavislosti na visich faktorech.Ukolem

této prace bylo sledovat Zmy obsahu biogennich andipomoci vysokoéinné kapalino-
vé chromatografie.

Byly zjistény nasledujici vysledky:

» Pritomnost biogennich amirbyla zjiS€na v téngt vSech bujénech po kultivaci 145
kmeni, u kterych byl proveden skrining na dekarboxylémosktivitu,

» K vyprodukovanym biogennim amim patil tyramin, fenyletylamin, spermin a
spermidin,

» Produkce tyraminu a fenyletylaminwla se zvySujici seffifomnosti cukru klesaji-
ci tendenci, nejvysSi produkce tyraminu byla zazmvama v prosedi @i pH 5
v pritomnosti 0,5 % (w/v) cukru (> 2000 mg/l); nejvy§gbdukce fenyletylaminu
béhem kultivace fi 20 °C v prostedi o pH 4 a v itomnosti 1 % (w/v) cukru
(> 30 mg/l),

» Spermin a spermidin byly stanoveny v nizkych kotr@ich,

Y

Dekarboxylazova aktivita byla nevysgi feplog 20 °C,
» Kmen vykazoval vysokou produkci tyraminu v koncanfch, které by mohly

predstavovat toxikologicke riziko prakteré osoby,

Testy byly provedenin vitro v modelovych podminkéach, bude fadia zjistit cho-
vani testovaného kmene v realném peadit ve vig. RovreZz bude pdtba vyizolovany

kmen podrobit identifikaci.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 68

SEZNAM POUZITE LITERATURY

ADAMS, R. M. a R. J. M. NOUT. Fermentation and fosafety.An Aspen publicatian
2001, s. 291.

Agronavigator: Biogenni aminy ve ¥ifonline]. 2002 [cit. 2014-04-17]. Dostupné
z: http://lwww.agronavigator.cz/default.asp?ids=16B&13&typ=1&val=10747

ANCIN-AZPILICUETA, Carmen., Ana GONZALEZ-MARCO a &ea JIMENEZ-
MORENO. Current Knowleadge about the Presence aha&sin WineCritical Review in
Food Science and Nutritio008, vol. 48, no. 3, s. 257-275.

ANLI, R. E. a M. BAYRAM. Biogenic amines in wines.ood Reviews International
2009, vol. 25, no. 1, s. 86-102.

BAE, S. S. Investigation of bacteria associatedhwitistralian wine grapes using cultural
and molecular methods. Sydney. 2005, s. 211. Tlasigniversity of New South Wales.

BARTOWSKY E. J., D. XIA, R. L. GIBSON, G. H. FLEEdnd P. A. HENSCHKE. Spoi-
lage of bottled red wine by acetic acid bactdritt. Appl. Microbiol 2003, vol. 36, s. 307-
314.

BAUZA, T., A. BLAISE, F. DAUMAS a J. C. CABANIC. Deermination of biogenicami-
nes and their precursor amino acids in wines oMéiléee du Rh one by high-performance
liquid chromatography with precolumn derivatizatiamd fluorimetricdetectiordlournal of
Chromatography A 7071995, s. 373-379.

BOVER-CID, S. a H. HOLZAPFEL. Improved screeningpgadur for biogenic amine
production by lactic acid bakteritnternational Journal of Food Microbiology999, vol.
53, s. 33-41.

BUTEAU, C. et. al. High-performance liquid chromgttaphic detection and quantitation

of amines in must and wingournal of chromatographyL.984, vol. 284, s. 201-210.

DAVIS C. R., D. J. WIBOWO, T. H. LEE and G. H. FLEE Growth and metabolism of
lactic acid bacteria during and after malolacticrfentation of wines at different ptAppl.
Environ. Microbiol. 511986, s. 539-545.

DE LEY J., M. GILLIS a J. SWING. Family VI. Acetobteraceae. In: Brenner, Krieg and
Staley (Editors),The Bergey's manual of Systematic Bacteriol@d5, 2nd ed., Vol II,
Springer, New York. s. 267-278.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 69

DICKS L. M. T., F. DELLAGLIO a M. D. COLLINS. Propsal to reclassify Leuconostoc
oenos a®enococcus oenint. J. Syst. Bacterioll995, vol. 45, s. 395-397.

DU PLESSIS H. W., L. M. T. DICKS, |. S. PRETORIUE, G. LAMBRECHTS a M. du
TOIT. Identification of lactic acid bacteria isadat from South African base windst. J.
Food Microbiol 2004, vol. 91, s. 19-29.

EDER, Reinhardvady vina Vyd. 1. Valtice: Narodni vingké centrum, 2006, 263 s.
ISBN 80-903-2016-3.

EU. Naizeni komise (ES) 2073/2005. Uivedni ¥Stnik Evropské unie2005, L 338, s. 1-
26

FERNANDEZ, Maria, Daniel M. LINARES, Ana RODRIGUEZMiguel A. ALVAREZ.

Factors affecting tyramine production in Enteroescdurans IPLA 65%Applied Microbi-

ology and Biotechnology007-1-9, vol. 73, issue 6, s. 1400-1406. DOI1007/s00253-
006-0596-y.

FLAMINI, Riccardo.Hyphenated techniques in grape and wine chemistopoken, NJ:
John Wiley, c2008, xvi, 345 s. ISBN 04-700-6187-1.

FLEET G. H, S. et. al. Evolution of yeasts anditaatid vacteria during fermentation and
storage of Bordeaux wine&ppl. Environ. Microbiol. 481984, s. 1034-1038

FUGELSANG, K a Charles G EDWARDSVine microbiology: tradice a séasnost 2nd
ed. /. New York, NY: Springer, c2007, xx, 393 sBN603-873-3349-5.

GARAI, G. et.al. Biogennic amine production by lacicid bakteria isolated from cider.
Letters in Applied Microbiology2007, s. 123-147.

GARDINI, Fausto, Maria MARTUSCELLI, Marisa Carmel€ARUSO, Fernanda
GALGANO, Maria Antonietta CRUDELE, Fabio FAVATI, Me Elisabetta GUERZONI
a Giovanna SUZZI. Effects of pH, temperature an€Naoncentration on the growth ki-
netics, proteolytic activity and biogenic amine guwotion of Enterococcus faeca-
lis. International Journal of Food Microbiology2001, vol. 64, 1-2, s. 105-117. DOI:
10.1016/S0168-1605(00)00445-1. Dostupné
z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S@6H0500004451

GARVIE E. I. Genus Leuconostoc, genus Pediocodougrenner, Krieg and Staley (Edi-
tors), The Bergey's manual of Systematic Bacteriald@®86, 2nd ed., Vol Il, Springer,
New York, s. 1071-1079.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 70

GORNER, Fridrich d&ubomir VALIK. Aplikovana mikrobiol6gia pozivatid, vyd. Brati-
slava: Malé centrum, 2004, 528(&skéa matice technicka, 415. ISBN 80-967-0649-7.

HALASZ, A. et al. Biogenic amines and thein prodat by microogranisms in food.
Trend in Food Science and Technolo§995, vol. 5, s. 42-48.

HAMMES W. P., N. WEISS a W. HOLZAPFEL. The Generactobacillus and Carno-
bacterium. In: Balows, Truper, Dworkin, Harder gbchleifer (Editors),The Prokaryotes
1992, 2nd ed., Vol. Il, Springer-Verlag, New Yosk,1535-1595.

HEARD G. M. and G. H. FLEET. Growth of natural ye#isra during the fermentation of
inoculated winesAppl. Environ Microbial. 1985, vol. 50, s. 727-728

HOLZAPFEL W. H. and U. SCHILLINGER. The Genus Leunostoc. In: Balows, Tru-
per, Dworkin, Harder and Schleifer (Editor3he Prokaryotes1992, 2nd ed., Vol. I,
Springer- Verlag, New York, s. 1508-1534.

IBE, A., K. SAITO, M. NAKAZATO, Y. KIKUCHI, K. FUJINUMA a T. NISHIMA. Qu-
antitative Determination of amines in Wine by liduChromatographyibe et al. Assoc.
off. Anal. Chem1991, vol. 74, no. 4. s. 256.

JACKSON, Ronald S. a Agamemnon DESPOPOUL®@®e science: principles and a

plications 3rd ed. Amsterdam: Elsevier/Academic Press, 2832, s. ISBN 978-012-
3736-468.

KALAC, P., J. SAVEL, M. RIZEK, T. PELIKANOVA a M. PROKOPCOVA. Biogenic
amine formation in botted bedéfood Chemistry2002, vol. 79, s. 431-434.

KALA C, Pavel a Petra KRAUSOVA. A preview of dietary payines: Formativ, impli-
cations fr growth and health and occurrence in $o6@dod Chemistry2005, vol. 90, s.
219-230.

KALA C, Pavel. Recent advances in the research on baalogiles of dietary polyamines
in man.Journal of Applied Biomedicin009, no. 7, s. 65-74.

KAROVICOVA Jolana a Zlatica KOHAJDOVA. Biogenic aminesfaod. Chemical Pa-
pers 2005, vol. 59, no. 1, s. 70-79.

KIM, M. K., J. H. MAH a H. J. HWANG. Biogenic amin@rmation and bacterial contri-
bution in fish, squid and shellfiskood Chemistry2009, vol. 119, s. 87-95.

KOMPRDA, Tomas et. al. Contens and distributiomioigenic amines in Dutch-type hard
cheeselFood Chemistry2007, vol. 102, no. 1, s. 129-137.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 71

KOMPRDA, Tomas. Biogenni aminy a polyaminy ve femowanych potravinach Zivo-
¢iSného fivodu. Veteriné'stvi¢.10. 2005, s. 646-649.

KOMPRDA, TomaSObecna hygiena potraviiBrno: MZLU, 2004, 145 s. ISBN 978-80-
7175-757-7.

KRAUS, Vilém, Vitszslav HUBACEK a Petr ACKERMANNRuko¥? vinare. 2., dopl.
vyd. Praha: Brazda, 2004, 267 s., [12] s. barek. . ISBN 80-209-0327-5.

KRAUS, Vilém.Réva a vino: tradice a seasnost Vyd. 1. Praha: Knizni klub, 1999, 280
s. ISBN 80-860-3123-3.

KUBAN, Vlastimil a Petr KUBA. Analyza potravin Brno: MZLU, 2007, 202 s. ISBN
978-80-7375-036-7.

LA TORRE, G., M. SAITTA, A. GIORGIA POTORTI, G. DBELLA a G. DUGO. High
performance liquid chromatography coupled with apte@ric pressure chemical ionizati-
on mass spectrometry for sensitive determinatiorbiofctive amines in donkey milk.
Journal of Chromatography 2010, vol. 82, no. 20, s. 8402-8405.

LANDETE, J. M. et al. Biogenic Amines in Wines frofimree Spanish Regiondournal
of agricultural and food chemistr005.

LANGE, J. et al. Comparison of a capillary electropesis method with highperformance
liquid chromatography for the determination of @ag amines in various food stamples.
Journal of Chromatography.BR002, vol. 779, s. 229-239.

LONVAUD-FUNEL, A. Lactis acid bakteria in the quiglimprovement and despreciation
of wine. 1999.

MALIK, Fedor.Ze Zivota vina: tradice a seasnost 3. oprav. a dopl. vyd. Praha: Filip
Trend, 2003, 221 s. ISBN 80-862-8227-9.

MARTUSCELLI M., G. ARFELLI, A. C. MANETTA et. al. Bogenic amines content as a
measure of the quality of wines Abruzzo (Itakdod Chemistry2013, Volume: 140, s.
590-597.

MINARIK, Erich. Chémia a mikrobioldgia vindl. vyd. Bratislava: Priroda, 1986, 101 s.

MORENO-ARRIBAS, M a M POLOWine chemistry and biochemistry: a LANGE medi-
cal book 23. vyd., VCR 3. vyd., V nakl. H. New York: Springer, c2009, %85 s. ISBN
9780387741185-.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 72

MORENO-ARRIBAS, M. et. al. Screening of biogenic iam production by lactic acid
bakteria isolated from grape must and wilnternational jornal of Food Microbiology.
2003.

MURRAY, Robert K.Harperova biochemie23. vyd. Jindany: H H, 2002, ix, [3], 872 s.
ISBN 80-731-9013-3.

NIELSEN J. C. and H. RICHELIEU. Control of flavodevelopment in wine during and
after malolactic fermentation b9enococcus oenAppl. Environ. Microbiol. 651999, s.
740-745.

NOVELLA-RODRIGEZ, S. et al. Distribution of BiogeniAmines and Polyamines in
CheeseJournal of Food Scienc003, vol. 68, s. 750-755.

ORDUNA M. de R., M. L. PATCHETT, S. Q. LIU a G. BILONE. Growth and arginine
metabolism of the wine lactic acid bacteria Lactlhas buchneri andenococcus oerait

different pH values and arginine concentratioAppl. Environ. Microbiol. 672001, s.
1657-1662.

OSBORNE J. P. a CH. G. EDWARDS. Bacteria importdtming winemakingAdv. Food
Nutr. Res. 502005, s. 139-177.

OTAHAL, Karel.Jak z hrozii vino dflat: tradice a sodasnost Vyd. 1. Praha: Jonathan
Livingston, 2010, 99 s. ISBN 978-80-86037-35-6.

PATOCKA, J. a G. KUEHN. Natural polyamines and their lbgical consequence in
mammalsActa Medica 2000, vol. 43, no. 4, s. 119-124.

PAVLOUSEK, PavelVyroba vina u maloving. 2. aktualizované a roxghé vydani.
Grada publishing, 2010, 120 s. ISBN 978-80-247-3387

PIPEK, Petr. Fermentované salamy a probiofatraving'ska revue2008, r@. 5,¢. 3, s.
13-16.

PRIEWE, JenaNova Skola vinavyd. 1. V Praze: Knizni klub, 2003, 307 s. ISBOF342-
1047-9.

RADLER, F. and K. P. FAITH. Histamine and otherdgnic amines in wines. In: Interna-
tional Symposium on Nitrogen in Grapes and WPmceeding.Am. Soc. Enol. Vitic.
Davis: J. M. Rantz. 1991, s. 185-195.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 73

REMIZE F., A. GAUDIM, Y. KONG, J. GUZZO, H. ALEXANIRE, S. KRIEGER a M.
GUILLOUX-BENATIER. Oenococcus oermreference for peptides: qualitative and quan-
titative analysis of nitrogen assimilatiokrch. Microbiol. 1852006, s. 459-469.

ROJO-BEZARES B., Y. SAENZ, P. POETA, M. ZARAZAGA, RUIZ-LARRERA a C.
TORRES. Assessment of antibiotic susceptibilityhmtlactic acid bacteria strains isolated
from wine.Int. J. Food Microbiol. 1112006, s. 234-240.

RUIZ, Patricia, Pedro MIGUEL IZQUIERDO, Susana SBEBEet. al. Malolactic Fermen-
tation and Secondary Metabolite Production by Oeoogs oeni Strains in Low pH
Wines.Journal of Food Scienc012, vol. 77, s. M579-M585.

SAEKI A., M. TANIGUCHI, K. MATSUSHITA. H. TOYAMA, G. THEERAGOOL, N.
LOTONG a O. ADACHI. Microbiological aspects of aatt oxidation by acetic acid bac-
teria, unfavorable phenomena in vinegar fermentatosci. Biotechnol. Biochem. 61
1997, s. 317-323.

SHALABY, Ali R. Significance of biogenic amines tood safety and human heal&ood
Research Internationall997, vol.29, no.7, s. 675-690.

SILBERNAGL, Stefan a Agamemnon DESPOPOUL®@S8as fyziologiecloveka. Vyd. 2.
Praha: Grada, 1993. ISBN 80-856-2379-X.

SILLA SANTOS, H. M. Biogenic amines: their impoream food.Internatonal Journal of
Food Microbiology 2006, vol. 29, s. 213-231.

SMELA, Dana a kol. Chromatografické stanoveni biogehramiri v trvanlivych sala-
mech Ehem fermentace a skladova@hemickeé listy2004,¢. 98, s. 432-437.

SPANO, G, P RUSSO, A LONVAUD-FUNEL, P LUCAS, H ALEBNDRE, C
GRANDVALET, E COTON, M COTON, L BARNAVON, B BACH, RATTRAY, A
BUNTE, C MAGNI, V LADERO, M ALVAREZ, M FERNANDEZ, PLOPEZ, P F DE
PALENCIA, A CORBI, H TRIP a J S LOLKEMA. Biogenicnanes in fermented fo-
ods.European Journal of Clinical Nutritian 2010, vol. 64, S$95-S100. DOI:
10.1038/ejcn.2010.218. Dostupné
z:http://lwww.nature.com/doifinder/10.1038/ejcn.22IB

STANDARA, S., M. VESELA a M. DRDAK. Determinatiorf diogenic amines in cheese
by ion exchange chromotograptBie Nahrung 2000, vol. 44, no. 1, s. 28-31.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 74

STANDAROVA, E. et. al. Biogenic Amine Production @lomouc Curd Cheese (Olo-
moucké tvailizky) at Various Storage Conditiorscta vet. Brno2010, vol. 79, s. 147-156.

STANDAROVA, E., . BORKOVCOVA a L. VORLOVA. Obsahitigennich amit v
syrech zZeské obchodni sitVeterinastvi 2008,¢. 58, s.735-739.

STANDAROVA, E., |. BORKOVCOVA a L. VORLOVA. Zastowmni vybranych biogen-
nich amiri v syrech s bilou plisni na povrchActa fytotechnica et zootechnica - Mimori-
adnécislo. 2009, s. 610-617.

STEIDL, RobertSklepni hospodétvi. 2. aktualizované a rozéhé vydani. Valtice: Na-
rodni salon vin, 2002, 307 s. ISBN 80-903-2010-4.

STEIDL, RobertSklepni hospodatvi. V ¢eském jazyce vyd. 2., aktualizieRlad Jii
Sedlo. Bratislava: Narodni viteké centrum, 2010, 309 s. ISBN 978-80-903201-9-2.

SUZzZI, G. Biogenic amines in dry fermented sausagesview .International Journal of
Food Microbiology 2003-11-15, vol. 88, issue 1, s. 41-54. DOIl: 006/S0168-
1605(03)00080-1. Dostupné
z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S@6H0503000801

SILHANKOVA, Ludmila. Mikrobiologie pro potravinée a biotechnology: tradice a sou-
casnost 3. oprav. a dopl. vyd. Praha: ACADEMIA, 2002, 363SBN 80-200-1024-6.

The Atheist Monk: Beer Bu@snline]. 2011 |[cit. 2014-04-18]. Dostupné
z: http://lwww.athiestmonk.com/2011/11/beer-bugslhtm

VELISEK, Jan.Chemie potravin 32. upr. vyd. Tabor: OSSIS, 2002, 331 s. ISBN 86-8
5903-8.

VIDAL-CAROU, M. C,, et. al. | on-pair high-performae liquid chromatographic deter-
mination of biogenic amines and polyamines in wane other alcoholic beverag&sur-
nal of Chromatography A003, vol. 998, s 235-241. ISSN 0021-9673/03.

Vyhlaskac. 298/1997 Ministerstva zdravotnictvi.

WEISS N. The Genera Pediococcus and AerococcuBalows, Truper, Dworkin, Harder
and Schleifer (Editors)The Prokaryotes1992, 2nd ed., Vol. Il, Springer-Verlag, New
York, s. 1502-1507.

ZHIJUN, L., W. YONGNING, Z. GONG, Z. YUNFENG a X.KYNHHU. A survey of
biogenic amines in chinese red wineésod chemistry2007, vol. 105, s. 1530-1535.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

75

SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

BA
BMK
SG
ATP
CO,
JMK
BOK
JMF
PA
TYR
HPLC
ES
IEC
TLC
GC
CE
UPLC
uv
PCA
ACA
MRS

DAD

Biogenni aminy

Bakterie mléného

Oxid Siicity

Adenosintrifosfat

Oxid Uhlicity

Jabléno-ml&né kvaseni
Biologické odbouravani kyselin
Jabléno-ml&na fermentace
Polyaminy

Tyramin

Kapalinovd Chromatografie
Evropské spatenstvi
lontow-vyménna chromatografie
Tenkovrstvena chromatografie
Plynova chromatografie
Kapilarni elektroforéza
Ultralktinn& kapalinova chromatografie
Ultrafialove z&eni

Plate Count Agar

Acetobacter Agar
deMan-Rogosa-Sharpe Agar

Detektor diodového pole
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