Schopnost produkce biogennich amini vybranymi
kmeny kvasinek

Bc. Zuzana Haasova

Diplomova prace @ Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2016 Fakulta technologicka




Univerzita Toméase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka

Ustav technologie potravin
akademicky rok: 2015/2016

ZADANIi DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a piijmeni: Bc. Zuzana Haasova

Osobni ¢islo: T15979

Studijni program:  N2901 Chemie a technologie potravin

Studijni obor: Technologie potravin

Forma studia: prezenéni

Téma prace: Schopnost produkce biogennich amini vybranymi kmeny
kvasinek

Zasady pro vypracovani:
|. Teoreticka &ast
1. Biogenni aminy a jejich vznik dekarboxylaéni aktivitou mikroorganizmi.
2. Kvasinky a tvorba biogennich amint.
3. Vyskyt biogennich aminii ve slabé alkoholickych napojich a jejich ptvodci.
Il. Prakticka &ast
1. Stanoveni produkce biogennich amini vybranymi kmeny rodu Saccharomyces.
2. Zpracovan vysledka.

3. Zhodnoceni vyznamu produkce kmeny Saccharomyces v ramci b&zného vyskytu
biogennich amind v pivu a ve viné.




Rozsah diplomové préce:
Rozsah pfiloh:
Forma zpracovani diplomové prace: tisténa/elektronicka

Seznam odborné literatury:

[11 CARUSO, M., C. FIORE, M. CONTUSI, G. SALZANO, A. PAPARELLA a P. ROMANO,
2002. Formation of biogenic amines as criteria for the selection of wine yeasts. World
Journal of Microbiology and Biotechnology, roé. 18, s. 159-163. ISSN: 0959-3993.

[21 BASAROVA G., J. SAVEL, P. BASAR a T. LEJSEK, 2010. Pivovarstvi - Teorie a praxe
vyroby piva, VSCHT PRAHA. ISBN 978-80-7080-734-7.

[31 TORREA GONI, Diego a Carmen ANCIN AZPILICUETA, 2001. Influence of Yeast Strain
on Biogenic Amines Content in Wines: Relationship with the Utilization of Amino Acids
during Fermentation. American Journal of Enology and Viticultur, roé. 52, s. 185-190.
ISSN: 0002-9254.

[41 KALAC Pavel a Martin KRIZEK, 2003. A review of biogenic amines and polyamines in
beer. Journal of the institute of Brewing, roé. 109, s. 123-128. ISSN: 2050-0416.

[51 DADAKOVA E., P. KRIZEK a T. PELIKANOVA, 2009. Determination of biogenic amines
in foods using ultra-performance liquid chromatography (UPLC). Food Chemistry, roé.
116, s. 365-370. ISSN: 0308-8146.

Vedouci diplomové prace: Ing. Eva Lorencova, Ph.D.
Ustav technologie potravin

Datum zadanfi diplomové prace: 2. inora 2016
Termin odevzdani diplomové prace:  20. dubna 2016

Ve Zliné dne 2. dnora 2016

doc. Ing. Frantidek Burika, Ph.D. doc. Ing. Frantisek Burika, Ph.D.
dékan Feditel ustavu




Obor: JECHRUOLHE. RTHAVIL/

Pfi{jmeni a jméno: /’/;/;“CO[//; O}U&/?U/Q

PROHLASENI
Prohlasuji, ze

e beru na védomi, Ze odevzdanim diplomové/bakalaiské prace souhlasim se zvefejnénim
své préace podle zakona ¢. 111/1998 Sb. o vysokych $kolach a o zméné a doplnéni dalsich
zakonu (zédkon o vysokych Skolach), ve znéni pozdg&jsich pravnich predpist, bez ohledu
na vysledek obhajoby ”;

*  beru na védomi, ze diplomovéa/bakalaiska prace bude uloZena v elektronické podobé v
univerzitnim informa¢nim systému dostupna k nahlédnuti, Ze jeden vytisk
diplomové/bakalaiské prace bude ulozen na piislusném ustavu Fakulty technologické
UTB ve Zlin¢ a jeden vytisk bude uloZen u vedouciho prace;

*  byl/a jsem sezndmen/a s tim, Ze na moji diplomovou/bakalafskou praci se plné vztahuje
zakon €. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a
o zméné nékterych zakont (autorsky zékon) ve znéni pozdgjsich pravnich piedpist, zejm.
§ 35 odst. 3 7;

*  beru na védomi, Ze podle § 60 ¥ odst. 1 autorského zakona ma UTB ve Zlin& pravo na
uzavieni licenéni smlouvy o uziti Skolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského zédkona;

*  beruna védomi, Ze podle § 60 ¥ odst. 2 a 3 mohu uzit své dilo — diplomovou/bakaldtskou
praci nebo poskytnout licenci k jejimu vyuziti jen s pfedchozim pisemnym souhlasem
Univerzity Tomase Bati ve Zling, kterd je oprdavnéna v takovém pfiipadé ode mne
pozadovat piiméfeny piispévek na uhradu nékladi, které byly Univerzitou Tomase Bati
ve Zliné na vytvoteni dila vynaloZeny (az do jejich skutené vyse);

* beru na védomi, Ze pokud bylo k vypracovani diplomové/bakalaiské prace vyuzito
softwaru poskytnutého Univerzitou Tomése Bati ve Zliné nebo jinymi subjekty pouze ke
studijnim a vyzkumnym uGlelim (tedy pouze k nekomerénimu vyuziti), nelze vysledky
diplomové/bakalai'ské prace vyuzit ke komerénim Géeltim;

*  beru na védomi, Ze pokud je vystupem diplomové/bakalaiské prace jakykoliv softwarovy
produkt, povazuji se za soucdst prace rovnéZz i zdrojové kody, popt. soubory, ze kterych
se projekt sklada. Neodevzdani této soucasti mize byt divodem k neobhajeni préce.

% zdkon €. 111/1998 Sb. o vysokych skoldch a 0 zméné a dopinéni dalsich zékont (zdkon o vysokych skoldch), ve znéni pozdéjsich prévnich
predpisu, § 47 Zverejriovani zavéreénych praci:

(1) Vysoka skola nevydélecné zverejriuje disertacni, diplomové, bakaldrské a rigordzni prdce, u kterych probéhla obhajoba, véetné posudki
oponentt a vysledku obhajoby prostfednictvim databdze kvalifikaénich praci, kterou spravuje. Zpisob zverejnéni stanovi vnitini predpis
vysoké skoly.

(2) Disertacni, diplomové, bakaléiské a rigorézni prace odevzdané uchazeCem k obhajobé musi byt téZ nejméné pét pracovnich dni pred
kondnim obhajoby zverejnény k nahlizeni verejnosti v misté uréeném vnitinim predpisem vysoké skoly nebo neni-li tak uréeno, v misté
pracovisté vysoké skoly, kde se md konat obhajoba prdce. KaZdy si maZe ze zverejnéné prdce pofizovat na své ndklady vypisy, opisy nebo
rozmnoZeniny.

(3) Plati, Ze odevzddnim prdce autor souhlasi se zverejnénim své prdce podle tohoto zdkona, bez ohledu na vysledek obhajoby.

2 zdkon €. 121/2000 Sh. o prévu autorském, o prévech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zdkond (autorsky zdkon) ve
znéni pozdéjsich prdvnich pfedpisd, § 35 odst. 3:




(3) Do prdva autorského také nezasahuje $kola nebo $kolské ¢i vzdéldvaci zafizeni, uZije-li nikoli za ucelem pfimého nebo nepfimého
hospodadrského nebo obchodniho prospéchu k vyjuce nebo k viastni potrebé dilo vytvofené Z6kem nebo studentem ke spinéni Skolnich nebo
studijnich povinnosti vyplyvajicich z jeho prdvniho vztahu ke $kole nebo skolskému ¢&i vzdélévaciho zafizeni (Skolni difo).

3 zdkon ¢. 121/2000 Sb. o prévu autorském, o prdvech souvisejicich s prévem autorskym a o zméné nékteryjch zékont (autorsky zékon) ve
znéni pozdéjsich prévnich predpisd, § 60 Skolni dilo:

(1) Skola nebo skolské ¢i vzdéldvaci zafizeni maji za obvyklych podminek prévo na uzavieni licenéni smlouvy o uziti Skolniho dila (§ 35
odst. 3). Odpird-Ii autor takového dila udélit svoleni bez vézného divodu, mohou se tyto osoby domdhat nahrazeni chybéjiciho projevu jeho
vile u soudu. Ustanoveni § 35 odst. 3 zistdvd nedotceno.

(2) Neni-li sjedndno jinak, mizZe autor skolniho dila své dilo uZit & poskytnout jinému licenci, neni-li to v rozporu s opravnénymi zéjmy skoly
nebo skolského ¢i vzdélavaciho zafizeni.

(3) Skola nebo skolské ¢i vzdéldvaci zafizeni jsou oprévnény pozadovat, aby jim autor Skolniho dila z vydélku jim dosaZeného v souvislosti s
uzitim dila ¢i poskytnutim licence podle odstavce 2 pfiméfené pfispél na uhradu nékladd, které na vytvoreni dila vynaloZily, a to podie
okolnosti aZ do jejich skutecné vyse; pritom se prihlédne k vysi vydélku dosazeného Skolou nebo skolskym ¢&i vzdéldvacim zafizenim z uZiti
Skolniho dila podle odstavce 1.




ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva dekarboxylazovou aktivitou vybranymi kmeny kvasinek
(44 kment) ziskanych z tstavu Pivovarského a sladaiského v Praze. Produkce biogennich
aminl a polyamint byla sledovana za podminek in vitro. Vzhledem Kk nedostatku studii
zamé&fenych na produkci biogennich amint kvasinkami byl, v ramci praktické ¢asti této
prace, uskute¢nén screening produkce biogennich aminti ¢i pfipadné degradace vybranymi
kmeny. Biogenni aminy a polyaminy byly stanoveny pomoci vysokou¢inné kapalinové
chromatografie s UV detekci s predkolonovou derivatizaci dansylchloridem. Studované
kmeny nejhojnéji produkovaly tyramin a spermin. Nejvyssi stanovena hodnota tyraminu
byla detekovana u kmene Saccharomyces cerevisiae RIBM 11 (39,14+6,24 mg/1), nejvyssi
koncentraci sperminu vyprodukoval kmen Saccharomyces pastorianus RIBM 153
(43,21+£4,39 mg/1) pii teploté kultivace 30 °C v médiu MB s faktory simulujici prostiedi

piva.

Kli¢ova slova: biogenni aminy, polyaminy, kvasinky, pivo



ABSTRACT

This thesis was dealing with the decarboxylase aktivity of selected yeast strains (44strains)
obtained from the Institute of Brewing and Malting in Prague. Production of biogenic ami-
nes and polyamines was studied under in vitro conditions. Due to the lack of studies on the
production of biogenic amines by yeast was in the practical part of this thesis implemented
screening for the production of biogenic amines or possible degradation of selected strains.
Biogenic amines and polyamines were determined by high performance liquid chromato-
graphy with UV detection with precolumn derivatisation dansyl chlodire. Studied strains
most widely produced tyramine and spermine. The highest value determined value tyrami-
ne was detected in strain Saccharomyces cerevisiae RIBM 11 (39,14+6,24 mg/l), the
highest concentration of spermine produced strain Saccharomyces pastorianus RIBM 153
(43,21+4,39 mg/1) at a cultivation temperature of 30 °C in a medium with factors simulant

beer.

Keywords: biogenic amines, polyamines, yeast, beer
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UvVOD

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni organické slouceniny, které jsou ptirozené
obsazeny v mnoha fermentovanych potravinach a napojich, kde jsou produkovany zejména

prostfednictvim mikrobialni dekarboxylaci aminokyselin [1].

Biogenni aminy vznikaji z aminokyselinovych prekurzori, jako jsou naptiklad
histidin, tyrozin, tryptofan, fenylalanin, lyzin, cystein, arginin, ornitin, spermin, spermidin,
putrescin a dalsi [2]. Produkty dekarboxylace a latky, které z primarnich amina dale vzni-
kaji, se uplatiiuji jako hormony, neuromediatory, jako stavebni kameny pro syntézy slozi-

t&jsich latek (fosfolipidy, koenzym A, ...) [3].

Biogenni aminy a polyaminy piedstavuji skupinu latek, které pokud jsou obsazeny
Vv potravinach, mohou ptredstavovat pro spotiebitele toxikologické riziko. Jejich monitoring
Vv potravinach je v soucasnosti aktualné feSenou problematikou. Jsou pfitomny témét
v kazdé potraviné v denni stravé, jako jsou napiiklad syry, zeli, uzeniny, ryby, sdjové

omacky, maso, ¢okolada, vino, pivo atd. [4].

Biogenni aminy a polyaminy obsazené v pivu lze rozdélit do dvou skupin. Do prv-
ni skupiny mizeme zatadit aminy, které lze povazovat za prirodni slozky piva (putrescin,
spermidin spermin a agmatin). Do druhé skupiny miizeme zatadit histamin, tyramin, a ka-

daverin, které vznikaji béhem hlavniho kvaseni piva [5, 6].

Konzumace piva v Ceské republice je vysoka a miize zptisobovat zdravotni pro-
blémy praveé u nékterych citlivéjsich jedinch. V pivu se totiz kromé téchto substanci nacha-
zi 1 etanol, ktery interferuje s detoxika¢nim systémem. Negativni ovlivnéni zdravotniho
stavu konzumentt piva vSak nemusi byt zpisobeno jen vysokym obsahem amind v pivu,

ale konzumaci vétsiho mnozstvi tohoto napoje béhem kratkého ¢asového tseku [5, 6].

Mezi mikroorganizmy, které maji schopnost produkovat biogenni aminy a polyami-
ny, patii nejcasteji grampozitivni a gramnegativni bakterie riznych druhti a rodu. I kdyz se
zda, ze vétSina studii priklada vznik amint praveé bakteriim, 1 kvasinky vykazuji dekarbo-
xylazovou aktivitu a maji velky potencial pro tvorbu amind, jako jsou napiiklad putrescin a

kadaverin [7].

Tato prace byla zaméfena na aktudlni problematiku tykajici se dekarboxylazové ak-

tivity pivovarskych a divokych kvasinek, zda jsou schopny produkovat ¢i naopak degrado-
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vat biogenni aminy a polyaminy. Vzhledem k tomu, Ze v Ceské republice neni stanoven
legislativni limit pro obsah biogennich amint vV pivu a konzumace tohoto napoje je u nas
vysoka, je tieba sledovat koncentrace amint, jak Vv celém vyrobnim procesu, tak

Vv kone¢nych produktech.
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. TEORETICKA CAST
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1 BIOGENNI AMINY A POLYAMINY

1.1 Charakteristika biogennich amint a polyamini

Biogenni aminy (dale jen BA) jsou dusikaté slouceniny ptirozené vyskytujici se
Vv rostlinnych, mikrobialnich a zivociSnych bunikdch. Mohou byt detekovany jak
V pouzitych surovindch pro dalSi zpracovéni, tak ve zpracovanych potravinach.
V mikrobiologii potravin byvaji spojovany bud’ s kazenim potravin, nebo fermenta¢nimi
procesy. Vyskyt BA v nefermentovanych potravinach slouzi jako ukazatel kazeni [1, 8, 9].
Mezi nejcastéji vyskytujici se BA fadi histamin, tryptamin, fenyletylamin, tyramin, néktefi
autofi zatazuji i kadaverin. Casté&ji je vSak kadaverin fazen mezi polyaminy spolu
S putrescinem, sperminem, spermidinem a pfipadné¢ agmatinem (Obr. 1) [10, 11]. Dfive
byly mezi BA fazeny i polyaminy. Od roku 1990 jsou klasifikovany jako samostatna sku-
pina, a to diky zpuisobu jejich vzniku. [12, 13].

BA ptedstavuji skupinu amind, které maji vyznamné fyziologické a farmakologické
ucinky [14]. Patii do skupiny neurotransmiterti, véetné katecholaminti (dopaminu, noradre-
nalinu a adrenalinu), indolaminu (serotonin) a imidazolu (histamin) [3]. Zajist'uji fadu du-
lezitych fyziologickych funkci. V nadmémém mnozstvi vSak tvori skupinu nezadoucich
ptirodnich slozek rozsitenych v potravinach ¢i napojich, jako jsou napt. ryby, maso a mas-
né vyrobky, syry, vino, rostlinné produkty a v neposledni fad¢ v pivu. Vyssi ptijem BA
konzumaci piva nemusi byt zplisoben samostatnym vysokym obsahem BA V pivu, ale spiSe
vys§i spotfebou tohoto napoje v pribéhu velmi kratkého c¢asového intervalu.
V jednotlivych zemich jsou nejvySe ptipustné obsahy BA stanoveny ruzné. Limit pro obsah
BA vpivu neni v Ceské republice stanoven. Vyhldska Ministerstva zdravotnictvi ¢&.
298/1997 Sb. stanovovala nejvyssi piipustné mnozstvi histaminu 20 mg/kg v pivu a vinu.
Ta vSak byla zruSena. Konzumace potravin ¢i napoju, které obsahuji vysoké koncentrace
BA, muize zpusobit bolesti hlavy, hypo- nebo hypertenzi, ve vaznych ptipadech krvaceni ¢i
dokonce i smrt. [14, 15, 16].

Toxicita n€kterych BA obsaZenych v alkoholickych napojich (pivo, vino) miize byt
podporovana pravé obsahem etanolu. Metabolické cesty BA a ptipadna konzumace alkoho-
lu postupuje stejnym enzymatickym systémem, proto mize dojit k synergické interakci

mezi etanolem a BA a tim padem se mtize zvysit toxicky u¢inek nékterych amint [17, 18].
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Obr. 1: Nejcastéji vyskytujici se biogenni aminy a polyaminy [19]

Vezmeme-li v tvahu jejich chemickou strukturu a mozné disledky, 1ze BA rozdélit

do tii skupin na:

a) Aromatické, heterocyklické aminy, jako naptiklad histamin, tyramin, 2-
fenylethylamin a tryptamin (Obr.1), jsou fazeny mezi biologicky aktivni aminy, kte-
ré maji vyznamné fyziologické ucinky. Mohou zplisobovat nevolnost ¢i bolesti hla-
vy. Napftiklad histamin, vznikajici z histidinu, se podili na fad¢ alergickych reakci a
na sekreci HCI v zaludku. Obecné se u histaminu povazuje mnozstvi nad 100

mg/kg jako toxicka koncentrace. U tyraminu az nad 1080 mg/kg [3, 4, 18].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

b) Alifatické, di-, tri- a polyaminy tj. putrescin, kadaverin, spermin, spermidin a agma-
tin (Obr. 1). Maji stejny metabolicky cyklus a zvySuji toxicitu aromatickych a hete-
rocyklickych amini. Polyaminy putrescin a kadaverin mohou byt toxickeé jiz v kon-
centracich nad 2 mg/kg. Spermin a spermidin mohou plsobit negativné na orga-

nismus pii koncentracich nad 600 mg/kg [4, 18].

c) Alifatické t€kavé aminy tj. metylamin, etylamin a izoamylamin. U téchto amint ne-
byly zaznamenany zadné toxické ucinky, ale jejich stanoveni je vyznamné a to

z diivodu, Ze mohou ménit organoleptické vlastnosti potravin [18].

1.2 Vznik biogennich aminu a polyamint

BA vznikaji z aminokyselin ptisobenim enzymut dekarboxylaz (EC.4.1.1.X), které
jako kofaktor obsahuji pyridoxalfosfat, nebo mohou vzniknout z aminokyselin a karbony-
lovych sloucenin puisobenim transaminaz. Nejbéznéjsim zptisobem syntézy BA je mikrobi-
alni dekarboxylace aminokyselin. Obecné vyjadteni reakce vzniku je znazornéno na Obr. 2
[8, 15, 16, 20, 21].

R—CHNH,—COOH —= R—CH,NH, + CO,

Obr. 2: Schéma dekarboxylace aminokyselin [22]

Obecné se predpoklada, ze vétSina amint vznika dekarboxylaci aminokyselin. De-
karboxylaci v§ak mohou vznikat jen primarni aminy: histamin, tryptamin, fenyletylamin,
tyramin, kadaverin a putrescin. Sekundarni a tercialni aminy jsou vysledkem dalsich reakci
[3, 22, 23].

Pi#i dekarboxylaci aminokyselin a pritomnosti pyridoxalfosfatu je nejdiive vytvore-
na ,,Schiffova baze“. Kladné nabité atomy dusiku pyridinového kruhu pfitahuji elektrony.
Timto se vytvaii mezomerni stav, ktery mize vzniknout jen, kdyz je na alfa uhliku atomu
aminokyseliny eliminovan substituent. Mezomerni mezistav se poté stabilizuje adici na
alfa uhliku a hydrolyzou Schiffovy baze na primarni amin [3, 22, 23]. Odstranéni o-

karboxylové skupiny z aminokyseliny vede odpovidajici amin. Jména mnohych BA odpo-
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vidaji nazviim svych pavodnich aminokyselin: histamin z histidinu, tryramin z tyrosinu,

beta-fenyletylamin z fenyletylalaninu, tryptamin z tryptofanu [24, 35].

BA jsou velmi reaktivni latky, které podléhaji pfevazné zménam enzymaticky kata-
lyzovanym. Kromé toho mohou podléhat oxidativni deaminaci (vznik aldehydi). Pti ptso-
beni zvySenych teplot mohou reagovat s triacylglyceroly a vznikaji tak amidy mastnych
kyselin. Dale mohou vstupovat do reakci neenzymového hnédnuti, pii kterém vznikaji jako
primarni produkty iminy. Z polyamint, které reaguji s oXidy dusiku, mohou vznikat i kar-
cinogenni nitr6zaminy. V alkoholickych napojich, jako je vino a dalsi, se mohou objevit
derivaty B-karbolinu vznikajici reakci s tryptaminem a aldehydy [20]. Polyaminy se mohou
nachazet nejen v potravinach rostlinného ¢i zivocisného piivodu, ale mohou se tvofit pfimo
v lidském téle v dusledku dekarboxylazové aktivity stievni mikroflory, nebo intracelularni

de novo syntézy [25].

1.2.1 Dekarboxylazy

Dekarboxylazy, podilejici se na vzniku BA, jsou enzymy z tiidy lyaz, které kataly-
zuji odstépeni oxidu uhli¢itého z molekuly aminokyseliny (resp. jeji karboxylové skupiny)
a vznikaji tak BA (Obr. 2). Tento proces vétSinou probiha za vysSich teplot a je to déj ire-
verzibilni [26]. Tyto enzymy se mohou pfirozené vyskytovat v potravinach, nebo mohou

pochazet z ¢innosti dekarboxylaza-pozitivni mikroflory [27].

V biosyntéze vSech amint je tedy kliCovy enzym s dekarboxylazovou aktivitou: de-
karboxyldzy aromatickych aminokyselin (DDC) pro serotonin, tryptofan, a dopamin,
Histidin dekarboxylazy (HDC) pro histamin, arginin dekarboxylazy (ADC) pro agmatin a
ornitin dekarboxylazy (ODC) pro putrescin [28; 29]. V rostlinach a nékterych mikroorga-
nizmech existuje alternativni cesta produkce putrescinu z argininu ptes agmatin. Lysin se
dekarboxyluje podle lysin dekarboxylazy (ES 4.1.1.18) za vzniku kadaverinu, ackoliv mii-
ze byt také tvofen ornitin dekarboxyldzou (ES 4.1.1.17) v piipad€, Ze obsah ornitinu se

nizky, ale obsah lysinu vysoky [24, 35].

Velmi specifickym rysem polyaminového metabolizmu je jejich cesta, umoziujici
narGst velikosti molekul z putrescinu na spermidin a ze spermidinu na spermin postupnym

prevodem aminopropylovych skupin [28].
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1.2.2 Degradace biogennich amini a polyamint

Toxicita BA je silné zavisla na G¢innosti detoxikace. Etanol vyznamné snizuje akti-
vitu monoaminooxidazy, coz vede k inhibici odbouravani BA z organizmu, a tim ke zvy-
Seni jejich toxicity. To v koneéném dusledku znamena, ze BA mohou byt obsazeny
V tolerovanych mnozstvich, ale v pfitomnosti etanolu a reakci s nim se jejich ucinek nasobi
[30]. Stfedni hodnota BA, ktera mtize byt bez zdravotnich komplikaci pfijimana, se pohy-
buje okolo 50 mg/kg [31].

Lidsky organizmus je vybaven detoxikacnim mechanizmem, ktery zajistuje odbou-
ravani endo- 1 exogennich BA. Jedna se o systém, ktery je pfitomen hlavné ve stfevnim
traktu v mitochondriich a je podpofen ¢innosti nékolika enzymi, monoaminooxidazy
(MOA), diaminooxidazy (DAO) a histidinmethyltransferazy (HMT). Principem je degra-
dace BA na fyziologicky méné aktivni formy. Nadmérny piijem BA ¢i polyaminii muze
zatizit detoxikacni metabolizmus natolik, ze pak nemusi byt schopen tyto latky degradovat
a ty se nasledn¢ ukladaji v t¢le. Za normalnich podminek se u lidi BA vstfebavaji ptisobe-
nim aminooxidaz pomérné rychle, ale u citlivéjsich (alergickych) jedinct je proces detoxi-

kace narusen, protoze aktivita aminooxidaz u téchto jedinct byva obvykle nizsi [4, 24].

1.3 Podminky pro vznik biogennich aminii a polyaminii

Tvorba BA a polyaminll v potravinach je ovlivnéna mnoha faktory, jako jsou napf.
doba skladovani surovin ¢i potravin, pH prostfedi, redox potencial nebo obsah soli. U piva
dale obsah BA ovliviiuji vlastnosti chmele, teplota tepelného zahievu pti chmelovaru a

pasterace piva, vodni aktivita, koncentrace etanolu, anaerobni podminky, obsah sacharidt a

zivin, atd. [12, 32, 33, 34].

Mezi zakladni podminky pro syntézu BA mikroorganizmy miZeme fadit:
- dostupnost volnych aminokyselin v prostiedi;
- pritomnost dekarboxylaza-pozitivnich mikroorganizmu;
- vhodné podminky pro syntézu a rust mikroorganizmu [1, 20].

Pritomnost volnych aminokyselin tzv. prekurzort je jeden z hlavnich faktord ovliv-
nujici dekarboxyldzovou aktivitu v potravinach. Dostupné volné aminokyseliny poskytuji

substrat pro rast mikroorganizmui. Vyskytuji se bud’ v potravinach, nebo mohou vznikat
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prostiednictvim proteolyzy. Mikrobialni enzymy s vysokou proteolytickou aktivitou mohou

potencialné zvysit riziko tvorby BA [24, 35].

Ptisun kysliku mé také vyznamny vliv na biosyntézu BA, protoze na tvorbé BA se
mohou podilet aerobni, anaerobni i fakultativné anaerobni mikroorganizmy. Enterobacter
cloacae produkuje asi polovinu mnozZstvi putrescinu v anaerobnich podminkach ve srovna-
ni s aerobnimi podminkami. Klebsiella pneumoniae syntetizuje podstatné méné kadaveri-
nu, ale ziskava schopnost produkovat putrescin za anaerobnich podminek [35]. Mnozstvi
produkovanych BA fakultativné anaerobnimi mikroorganizmy by mélo byt mensi nez
Vv prostiedi aerobnim [20]. V pivu je obsah kysliku pro rist mikroorganizmti nedostacujici.
Avsak existuji mikroorganizmy (bakterie mlééného kvaseni), které v pivu mohou rist a

mnozit se [36].

Teplota ovlivituje nejen riist a enzymatickou aktivitu mikroorganizmu, ale obecné
plati, ze obsah BA se zvySuje s rostouci teplotou diky proteolyze a dekarboxylaci. Suzzi a
Gardini (2003) tvrdi, ze mikrobialni dekarboxylazy jsou aktivni jesté pii teploté 15 °C, i
kdyz vétSina mikroorganizmu v prubéhu skladovani dosahne stacionarni faze nebo je Gplné
inhibovana [20; 37]. Optimalni teploty rustu vétSiny mikrobialni populace s pozitivni de-

karboxylazovou aktivitou se pohybuje okolo 20 — 37 °C [35].

Etanol je jeden s faktorti majici inhibi¢ni u¢inek na rdst mikroorganizmi. Ptitom-
nost etanolu v koncentraci 0,5 — 10 % (v/v) déla pivo mikrobialné stabilni, avsak do jaké
miry pisobi etanol jako inhibitor, zavisi také na teploté¢ a pH [38; 39]. Kala¢ a Kiizek ve
své studii uvadi, ze etanol v koncentracich okolo 4 % (v/v) pusobi pozitivné na dekarbo-
xlazovou aktivitu [6]. Dle vysledkd Gloria a Izquierdo-Pulido lze tvrdit, Ze vyssi obsah
etanolu muZe podporovat dekarboxyldzovou aktivitu enzymil. Stanovily vyssi obsah BA

(agmatin a putrescin) zejména u piv s vys$§im obsahem etanolu [40].

Optimalni hodnota pH je klicova pro aktivitu dekarboxylaz. Aktivita dekarboxylaz
je vyssi v kyselém prostiedi, optimalni hodnota pH je mezi 4,0 — 5,5. Z tohoto divodu mo-
hou byt fermentované potraviny vhodnym prostiedim pro tvorbu amint [24, 41]. Masson et
al. (1997) se zabyvali faktory ovliviwyjici produkei tyraminu izolaty Carnobacterium diver-
gens. Zjistili, ze pfidavkem glukézy do média se snizovalo pH a zvysil se obsah tyraminu.
Ptitomnost zkvasitelnych cukri zlepsSuje dekarboxylazovou aktivitu mikroorganizmt, za

optimalni koncentraci je povazovano 0,5 - 2 % (w/v) [34, 42]. Ptitomnost vyuzitelnych
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cukri mize zpusobit snizeni pH az na optimalni hodnotu dekarboxylazové aktivity [43,

44].

TaktéZ obsah soli ovliviiuje dekarboxylazovou aktivitu, tim padem i produkci BA a
PA [24]. Ptitomnost rozpusténych latek jako je naptiklad chlorid sodny mize mit inhibi¢ni
tak i stimula¢ni u¢inek na tvorbu BA. Zalezi také na druhu pfislusného mikroorganizmu
[45]. Nizsi koncentrace soli spise tvorbu BA podporuje, se zvySenou koncentraci chloridu
sodného je to spiSe naopak. Vyssi koncentrace chloridu mtize snizit schopnost mikroorga-

nizma tvofit histamin [22].
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2 VYSKYT BIOGENNICH AMINU A POLYAMINU V PIVU

Zastoupeni a koncentrace BA v pivu jsou ovlivnény predevsim tim, zda byly pouzity
kvalitni suroviny pro vyrobu a technologickou praxi. Tim je mysleno to, zda nedoslo
k selhani technologickych postupti a jestli byly dodrzeny dostate¢né hygienické podminky
béhem vaieni a skladovani piva. Pfi kontaminaci surovin, meziprodukt a hotového piva
hrozi nejen poskozeni hotového vyrobku, ale vyrobek pak piedstavuje i potencialni nebez-

peci poSkozeni zdravi spotiebitele [18, 40, 48, 50].

Zvysené obsahy téchto latek ve fermentovanych potravinach naznacuji pisobeni mi-
kroorganizmu a proto je zde pravdépodobné&jsi vyssi vyskyt BA neZ u potravin nefermen-
tovanych. [18, 47, 48, 50].

BA ptitomné v pivée Ize rozdélit do skupin podle jejich pivodu. Vysoké hladiny po-
lyaminii, jako jsou putrescin, agmatin, spermin a spermidin se obvykle nachazeji ve sladu a
Ize je povazovat za béZznou slozku piva. Tyramin, 2-fenyletylalanin a jiné polyaminy byly
stanoveny v chmelu, ale maji maly vliv na celkovy obsah BA v pivu. Dalsi skupina se
vztahuje na aminy, které jsou generovany pii rmutovani a chmelovaru, napiiklad tryptamin,
agmatin a kadaverin. Posledni skupina se sklada s histaminu, tyraminu a kadaverinu, jejich
ptitomnost v hotovém pivu z pravidla ukazuje aktivitu kontaminujicich bakterii béhem

vyroby piva (kvaseni) [6, 18, 40].

2.1 BA Vv surovinach pro vyrobu piva

Obsah BA v surovinach pro vyrobu piva (chmel, chmelové extrakty, slad, kvasinky,
voda) by mél byt velmi omezeny. De Borba a Rohrer (2007) tvrdi, Ze slad je hlavni zdro-
jem amint v pivu. V ostatnich surovinach (chmel, kvasinky) je obsah relativné nizky. Pu-
trescin, spermidin, spermin i agmatin jsou povazovany za piirodni slozky piva, které pri-
marné pochazeji ze sladu [49]. V je¢meni byl hlavn€ zpozorovan obsah putrescinu, tyrami-
nu, sperminu, spermidinu i agmatinu [40]. V mensim méfitku byly detekovany histamin,
fenylalanin, treonin ¢i kadaverin béhem kli¢eni je¢mene. AvSak v priabéhu nékolika dni se
obsah muze zvysit o 3 — 5,5 mg/kg/den u putrescinu, spermidinu, sperminu i agmatinu.
Intenzita kliCeni, teplota, ale 1 odrida je¢mene maji vliv na kone¢né mnozstvi aminl ve
sladu [6]. Halasz et al. (1998) prokazali obsah BA v je¢meni, sladu i mladiné. Stanovili

vyznamné mnozstvi agmatinu az 71 mg/1 a putrescinu okolo 21 mg/l. Po fermentaci mladi-
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ny obsah BA vyrazné klesl [50]. Kala¢, Hlavata a Ktizek uvadi, ze slad obsahoval vyssi

mnozstvi tyraminu az 24 mg/kg a histaminu az 17 mg/kg [51].

Obsah BA v chmelu mtize byt v nizSich koncentracich nez ve sladu ¢i kvasnicich.
Avsak dle Ercan S. (2013) se v chmelu mtize objevit pomérné vysoké mnozstvi putrescinu,
tyraminu, sperminu, spermidinu, agmatinu i fenyletylaminu [4]. Nicmén¢ Kala¢, Hlavata, a
Kiizek (1997) uvedli relativné vysoké hladiny histaminu a tyraminu v extraktu chmelu,
které¢ byly mnohem vyssi oproti obsahim BA v suSeném chmelu a chmelovych granulich

[51].

2.2 Vyskyt BA béhem vyroby

Nejveétsi tvorba BA byva pozorovana béhem hlavniho kvaseni v procesu vyroby piva
a to nejéastéji pritomnosti tyraminu, histaminu a kadaverinu. Béhem fermenta¢niho proce-
su vznikaji BA diky ptisobeni dekarboxyldaz nebo dal$imi biochemickymi reakcemi béhem
kvaSeni a dokvaSovani piva. Dochdzi ke zméné obsahu CO2, pH a také vznikaji dalsi latky,
se kterymi BA reaguji, coz miize podpofit aktivitu bakterii mlééného kvaseni, jelikoz kva-
sinky vylucuji rastové faktory (vitaminy, dusikaté baze, aminokyseliny, atd.) do mladiny.
Hladiny putrescinu a agmatinu se mohou snizit pii rmutovani. Nebylo prokazano, ze
K tvorbé tyraminu ¢i histaminu béhem fermentace napomahaji kvasinky Saccharomyces
cerevisiae var. uvarum, ¢i by obsah néjak razantn¢ ovliviiovaly. Produkce BA b&hem pro-
cesu vafeni piva byva nejcastéji spojovana s ¢innosti bakterii mlé¢ného kvaseni [6, 49, 66].
Avsak ve studii Halasz, Barath a Holzapfel (1998) zpozorovali béhem fermentace vyznam-
ny pokles putrescinu a agmatinu a mirny nartist kadavedinu, ktery mohl byt pravé zplisoben

v disledku autolyzy kvasinek a nartistu obsahu aminodusiku a pH [57].

Zvysené mnozstvi BA 1ze ocekavat u piva kontaminovaného mléénymi bakteriemi
behem vyroby, pfi nedostatecné eliminaci béhem filtrace a jejich nedostatecné inaktivace

pfi pasteraci [52].

2.3 BA Vv kone¢nych produktech

Nejhojnéji se v pivu vyskytuje tyramin, ale i histamin, putrescin a fenyletylamin.
V né¢kolika poslednich letech byly shromazdény tdaje o vyskytu BA v riznych typech piv

pfevazné z evropskych zemi. Zjisténé aminy byly rozdéleny do dvou skupin. Prvni skupina
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zahrnovala putrescin, spermin, spermidin a agmatin a byly povazovany za ptirozen¢ vysky-
tujici se slozky pochazejici pfevazné ze sladu. Druha skupina zahrnovala histamin, tyramin
a kadaverin charakterizujici ¢innost kontaminujicich bakterii mlééného kvaseni b&hem
vareni piva [6]. Nejen BMK mohou byt hlavnimi producenty BA. Kala¢ et al. (1997) i Ha-
lasz et al. (1997) tvrdi, Zze schopnost produkce BA maji i pivovarské kvasinky a jejich opa-
kované vyuziti ve vyrobé muze obsah nékterych BA zvysit. Toto tvrzeni se rozchazi
s tvrzenim Izquirdo-Pulido et al. (1996), ktery uvadi, Ze pivovarské kvasinky nemaji
schopnost produkce histaminu a tyraminu a jejich opakované vyuziti nema zadny vliv na

tvorbu BA [50, 51, 53].

Znaéné mnozstvi BA bylo zjisténo vyzkumniky Jihodeské univerzity v Ceskych
Budgjovicich ve spolupraci s Budéjovickym Budvarem, konkrétné obsah tyraminu a hista-
minu, které se tvoii v lahvovém pivu ptisobenim mlé¢nych bakterii, které piezily nedosta-
te¢nou pasteraci. K tvorbé amint dochazelo i v plechovkach a sudech [52]. Buiika et al.
(2012) zjistili, ze skoro 25 % testovanych ¢eskych piv obsahovalo nad 100 mg/l BA, a to
pfevazné tyramin, putrescin a kadaverin. U 6 % vzorkl byly hodnoty BA nad 200 mg/I
[54].

U piv s vyssi kyselosti, ktera jsou vhodna pro ¢innost bakterii mlééného kvasenti,
byly zpozorovany vyssi hladiny tyraminu a histaminu. Vyssi hladina BA byla také zazna-
menana u piv svrchné kvaSenych a spontanné kvaSenych belgickych. Jednalo se hlavné
opét o tyramin a histamin, ale 1 tryptamin a fenyletylamin. Tento druh piv mtze ptedstavo-
vat nejvyssi riziko u pacientl, kteti byli 1é¢eni inhibitory MAO. U téchto pacientd mize
piedstavovat obsah tyraminu okolo hodnot 6 — 10 mg/l za nebezpecny. Alkohol a ptitom-
nost BA v pivu umochuji toxicitu tyraminu. Naopak u zdravych jedinct hladiny tyraminu
okolo 10 mg/l neptedstavuji riziko. Bezpecnostni limit pro ptijem BA pivem byl stanoven

hromadné pro histamin, fenyletylamin, tyramin a kadaverin na 20 mg/I. [6, 55].

V roce 2003 bylo odebrano 17 vzorktl polskych piv z trzni sité, kde byla zjiSténa ve
vSech vzorcich pfitomnost sperminu (0,36-15,24 mg/ml), spermidinu (0,58-9,28 mg/ml),
putrescinu do 3 mg/ml a tyraminu do 5 mg/ml. Kadaverin byl detekovan v maximalnim
mnozstvi do 0,8 mg/ml v 11 vzorcich. Histamin detekovali v péti vzorcich a tryptamin v 8
vzorcich. Nizka hladina BA ve vzorcich tedy svédci o dobré jakosti vstupnich surovin a o

peclivém dodrzovani technologickych a hygienickych postupti [56].
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Znacny vliv na obsah BA v lahvovém pivu ma doba skladovani. Kalac, Hlavata a
Kitizek (1997) detekovali vyznamny obsah zejména tyraminu. Vyskyt BA v lahvovém pivu
jako tyramin, histamin a kadaverin zptsobuji pfedevsim kontaminujici bakterie mlécného
kvaseni. Rovnéz byl potvrzen obsah tyraminu a histaminu, tvofeny predevsim laktobacily,

které mohou pfezivat nedostateCnou pasteraci piva [4, 5, 51].

Haléasz et al. (1998) stanovili BA undhodné vybranych vzorkil piv. Vyhodnotili
celkovy obsah BA Vv rozmezich 30-250 mg/l. Koncentrace histaminu u nékterych vzorka

vyrazn¢ prekroc¢ila mezni hodnotu 2 mg/1 (3-26 mg/l) [50].
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3 SCHOPNOST TVORBY BIOGENNiCH AMINU KVASINKAMI

Nékteré kvasinky jsou schopny prokazatelné tvotit BA. Kvasinky Saccharomyces
cerevisiae mohou produkovat vyznamné mnozstvi etanolaminu a agmatinu. Druhy Kloec-
kera apiculata, Candida stellata, Metschnikowia pulcerrima, Brettanomyces bruxellensis

mohou produkovat BA v hroznovém mostu [58].

Caruso et al. (2002) sledovali 50 kment kvasinek riznych druhti a jejich schopnost
produkovat BA. Zjistili, ze vSechny druhy vyprodukovaly zanedbatelné mnozstvi histami-
nu, putrescinu, kadaverinu a tryptaminu, mén¢ nez 4 mg/l. Nejvyssi koncentrace celkovych
BA produkovaly druhy Brettanomycesbrucellensis s primérnou hodnotou 15 mg/l, nasle-
doval druh Saccharomyces cerevisiae s obsahem 12,14 mg/l. Ostatni druhy tvofily méné
nez 10 mg/l celkovych BA. Vina fermentovany s nejvétsim poctem kment S. cerevisiae
m¢ély nejvyssi obsah etanolaminu, pohybujici se v rozmezi od 2,3 do 16 mg/l a agmatinu od
3,1 do 7,5 mg/l. Vyznamna zména v produkci kadaverinu byla detekovana u kmene Candi-
da stellata. Kmeny Kloeckera apiculata a Metschnicowia pulcherrina prokazaly rozdilnos-
ti v produkci fenyletylaminu a agmatinu [59]. Podle Soufleros et al. (1998) mohou byt né-
které aminy ve viné vysledkem kvasinkové fermentac¢ni aktivity [60].

Torrea Goni et al. (2001), ktefi se ve své studii zabyvali vlivem riznych kmend
kvasinek Saccharomyces cerevisiae na koncentraci BA v rizovych vinech a vztahem mezi
koncentracemi téchto aminil a vyuZiti jejich prekurzort aminokyselin v pribéhu fermenta-
ce, tvrdi, ze v zavislosti na kmenu kvasinek doslo k mirmnému rozdilu v obsahu BA.
Vyssich koncentraci BA, ptesto nebylo dosazeno. Zavislost mezi obsahem BA ve viné a
vyuziti jejich prekurzorti v pribshu fermentace nebyla potvrzena [61]. Siroké spektrum
dostupné literatury ptiklada tvorbu BA bakteriim mlécného kvaseni ve fermentovanych
potravinach. Stale neni zcela jasné, zda aminy piitomné ve ving, tak i v Ostatnich potravi-
nach, jsou vysledkem aktivity kvasinek nebo bakterii mlééného kvaseni, jak tvrdi vyse ci-

tované studie Caruso et al. (2002) a Soufleros et al. (1998) [59, 60].

Ve studii Constatini et al. (2009) byla sledovana produkce BA kontaminujicimi
bakteriemi, které byly nalezeny ve startovacich kulturach pouzivanych pfi vyrobé vina.
Prekvapivé starterové kultury Saccharomyces cerevisiae byly schopny produkovat tyramin
a histamin. Z toho dtvodu, provedli dalsi analyzu pro ur¢eni, zda samotné kvasinky maji
schopnost produkovat BA, nebo zda byla produkce BA zptlisobena bakteridlni kontaminaci.

Constantini et al. (2009) tvrdi na zakladé vysledku, Zze zadna z testovanych ¢istych kvasin-
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kovych kultur nebyla schopna produkovat aminy [62]. Tyto vysledky se shoduji S témi,
které uvadi Landete, J. M. et al., ti nezpozorovali produkci BA kvasinkami v syntetickém

médiu nebo ve viné béhem alkoholového kvaseni [63].

Ve studii Cerutti et al. (1985) ktera se zabyvala produkci BA mikroorganizmy
V potravinach, zkoumali vliv technologickych podminek vyroby piva na tvorbu BA. Pro-
dukce BA byla stanovena u 40 italskych piv a u 2 vzorkd z chmelového extraktu.
V zanedbatelnych koncentracich byli pfitomni kadaverin, fenyletylamin. tryptamin a pu-
trescin. Rovnéz byl studovan vliv Lactobacillus brevis a Saccharomyces uvarum na obsah
BA. L. brevis produkoval putrescin a tyramin, zatimco S. uvarum aminy neprodukovaly
[64].

| Halasz et al. (1994) sledoval produkci BA u komer¢nich kmenti pivovarskych kva-
sinek pouZivanych v primyslu. Zadny z kmenii neprodukoval histamin. Avsak dle ziska-
nych vysledkd byl hojné zastoupen obsah spermidinu (79-189 mg/100g), putrescinu (25-55
mg/100g), kadaverinu (13-28 mg/100g), jen u jednoho z kmene byl detekovéan i obsah
sperminu (56 mg/100g). Coz mohlo byt zptsobeno piipadnym obsahem bakterii mlé¢ného
kvaseni kontaminujici pivovarské kvasinky [46, 50].

Wei Qi et al. (2014) sledovali vliv soli na halotolerantni kvasinky Candida versatilis
a Zygosaccharomyces rouxii, zda jsou schopny produkovat BA v prubéhu fermentace sojo-
vé omacky. V praci se zaméfili na zmény obsahli BA, jako histamin, tyramin, kadaverin a
spermidin, v prubéhu celého fermenta¢niho procesu. Vysledky ukazaly, ze obsahu BA do-
minoval tyramin. Koncentrace BA v sojové kasi po fermentaci byla u kmene Zygosac-
charomyces rouxii 122,71 mg/kg a u Candida versatilis 69,96 mg/kg [65].

Nekteré kmeny, jako jsou Debaryomyces hansenii nebo Yarrowia lipolytica, jsou
schopny degradovat BA, zejména etanolamin. Kmeny D. hansenii metabolizuji Siroké
spektrum BA hlavné v rostoucich a klidovych buiikdch. Lze fici, Ze kvasinky kment D.
hansenii mohou byt vhodné jako startovaci kultury pro sniZzeni BA ve fermentovanych po-

travinach [58].
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4 PIVOVARSKE KVASINKY

Termin kvasinky je vétSinou pouzivan V laboratornim méfitku, zatimco termin
kvasnice nebo vare¢né kvasnice se oznacuje aktivni biomasa vét§iho mnozstvi kvasinek
vyuzivanych v provozu. Primyslova i domaci vyroba piva, vina i jinych alkoholickych
napoju se opira o cilené vyuzivani kvasinek, pifevazné¢ druhu Saccharomyces cerevisiae.
Nicméné existuji i1 jiné kvasinky zapojujici se do fermentacnich procesti vyuzivanych pfi
vyrob¢ spontanné kvasenych piv. Vyrobni proces piedpokladé pouziti standardnich kvasnic
s dobfe definovanymi vlastnostmi, pokud mozna neménnymi i pii opakovaném nasazeni.
Kvasnice jsou surovinou kontrolovatelnou jednoduchymi metodami a kvalitni kvasnice

zarucuji bezproblémovou vyrobu kvalitniho napoje [66, 67, 68].

Plivodni nazev rodu pivovarskych kvasinek pochazi zroku 1837 od Schwanna
(Zuckerpils — cukerna houba). Tyto kvasinky v roce 1838 oznacil berlinsky botanik J. F.
Meyen nazvem Saccharomyces cerevisiae. [66]. Podle European Brewery Convection
(EBC) jsou pivovarské kvasinky definovany jako kulturni kvasinky pouzivané k produkci
spodné nebo svrchné kvasenych piv [69]. Kvasinky jsou jednobunééné mikroorganizmy,
které jsou zarazeny dle taxonomie do nadiiSe Eukaryota, fise Fungi, tiidy Ascomycetes,
Celedé Saccharomycetaceae a podéeled” Saccharomycoideae. Podle oficialni taxonomie

nejsou dale jednoznacné odliSovany kvasinky pivovarské od divokych (cizich) [67].

Primyslova vyroba piva, ale i1 dalSich alkoholickych népojli, znacné zavisi na cile-
ném vyuziti kvasinek. K vyrob¢ piv nejlepsi kvality je zapotiebi vysoce kvalitnich pivovar-
skych kvasinek. Takové pivovarské kvasnice zajisti optimalni kvaseni a kone¢ny produkt
bude mit poZadovanou chut’, barvu, viini a obsah alkoholu. V pivovarnictvi se vyuZivaji
dva hlavni druhy kvasinek. Mluvime o kvasinkach pro spodné kvaSené pivo a pro tzv.
svrchné kvasené pivo [70, 71]. V Ceské republice a ve vétsing zahraniénich zemi se vyrabi
piva spodnim kvasenim, se svrchné kvaSenymi pivy se mizeme setkat v podob¢ pSenicné-
ho piva [67].

Spodni pivovarské kvasinky S. pastorianus (popt. carlsbergensis. uvarum) se pou-
Zivaji pti vyrob¢ piva typu lezaku, kvaseni probiha v teplotnim rozmezi 7 - 15 °C po dobu

dvou tydni se sedimentaci kvasnic na dné kvasné nadoby [66, 72].
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Svrchni pivovarské kvasinky S. cerevisiae se pouzivaji pii vyrob¢ piv typu ,,ale®,
,porter”, , stout”, s teplotnim rozmezim béhem hlavniho kvaSeni 18 — 22 °C po dobu 4 az 6

dni, ¢asto s vynasenim kvasnic do kvasni¢né deky [66].
Zakladni rozdily mezi spodnimi a svrchnimi kvasinkami jsou:
- Rozdilné slozeni genetického materialu;

- Kvasinky spodniho kvasSeni na konci kvaSeni sedimentuji na dn¢ kvasnych nédob,

kvasinky svrchniho jsou bublinami CO2 vynaSeny na povrch mladiny;

- Stupent zkvasovani a-rafindsy— spodni kvasinky zkvasuji rafinésu upln¢, kdezto

svrchni pouze cca z jedné tietiny;
- Nizsi schopnost sporulace u spodnich kvasinek;

- Rozdilné technologicky vyznamné vlastnosti — tvorba senzoricky vyznamnych la-

tek;
- VyS$8i maximalni teplota ristu u svrchnich kvasinek;

- Vyssi tepelna odolnost svrchnich kvasinek [66, 67].

4.1 Divoké kvasinky

Pojmem ,,divoké* nebo ,,cizi“ kvasinky jsou oznacovany kvasinky jiné nez kulturni
pivovarské kvasinky. Divoké kvasinky se mohou nachazet v pivu Vv riznych fazich vyroby
piva. Nejc€astéjsi problémy vSak zpusobuji pfi hlavnim kvaseni produkci nezddoucich chuti
a aromat [73, 75]. V Sir§im slova smyslu Ize mezi divoké kvasinky fadit i kulturni kvasinky
piitomné v jiné ¢asti vyrobniho procesu nez je kvaseni a dokvaSovani tedy, které nejsou

vyuzivany imyslné a nejsou plné pod kontrolou. [76].

Dal$imi projevy kontaminace muize byt zpomaleni nebo zastaveni kvaSeni, nebo
hlubsi prokvaseni hotového piva. Takové pivo pak obsahuje jen minimum zbytkového ex-
traktu a vys$i koncentrace alkoholu. Mezi divoké kvasinky pak miiZeme fadit i kmeny
s nezadoucimi technologickymi vlastnostmi, mluvime o kmenech produkujici toxiny nebo

respiracné deficitni mutanty [77].

Divoké kvasinky jsou bézn¢ rozdélovany do dvou skupin, a to kvasinky rodu Sac-

charomyces a kvasinky jinych rodi tzv. non-Saccharomyces, ty mohou pivu dodat rtizné
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pachuté a prichuté [73, 78]. Pii vyrobé nékterych piv, zejména svrchné kvasenych, mohou
byt n¢které prichuté vyhodou, jako naptiklad kyselina ferulova, kterd je dekarboxylovana
na 4-vinylguajakol, typicka ptichut’ (hfebicek) pSenicnych piv. Pro ostatni druhy piv mize
byt nezadouci slozkou [79].

Divoké kvasinky rodu Saccharomyces mohou byt povazovany za vice rizikové nez
non-Saccharomyces. A to zejména pro svou omezenou schopnost ristu a mnozit se za
anaerobnich podminek a fermentovat cukry. Tyto kvasinky pokud nejsou z piva odstranény
pasteraci nebo mikrofiltraci, mohou Vv pivu piezivat. Jejich pfitomnost mize svédcit o niz-
ké hygienické praxi [75]. Mnohé z nich jsou schopné riist anaerobné a mohou tedy konku-
rovat kulturnim kvasinkam pti kvaSeni cukri obsazenych v mlading, za soucasné produkce
nezadoucich aromatickych latek. Schopnost produkovat fenolické latky dekarboxylaci fe-
nolickych kyselin mladiny je charakteristicka pro amylolytické (tj. kvasinky schopné $tépit

dextriny) i ostatni divoké kvasinky rodu Saccharomyces [74].

Mezi non-Saccharomyces kvasinky lze zafadit kvasinky rodu Brettanomyces, Can-
dida, Debaryomyces, Dekkera, Filobasidium, Hanseniaspora, Kloeckera, Kluyveromyces,

Pichia, Rhodotolura, Torulaspora, Zygosaccharomyces a mnoho dalsich [74, 75].

Belgické pivo Lambic se vyrabi z jecného a ze 40 % podilu pSeni¢ného sladu. Roz-
dil oproti normalnim piviim (kvaSenym kontrolované pivovarskymi kvasnicemi) je v tom,
ze se nechava spontanné kvasit mikroorganizmy pifitomnymi ve vzduchu a to zejména kva-
sinkami typu Brettanomyces a dal§imi mikroorganizmy: kvasinky Saccharomyces, lakto-
bacily, octové bakterie, enterobakterie a Pediococcus [80]. Brettanomyces mohou mit pozi-
tivni vliv na celkové aroma fermentovanych napoji. Vyuzivaji se hlavné u specialnich typt
piv v Belgii, ale i v nékterych mensich pivovarech po celém svéte, které se jimi inspirovali
[81]. Kmeny kvasinek Torulaspora delbrueckii jsou schopny vyrazné¢ meénit chut’ a vini

chmele v pivu a vyuziva se v pivovarnictvi pro fermentaci pSeni¢ného piva [82, 83].

4.2 VyZiva a metabolizmus kvasinek

Metabolizmus pivovarskych kvasinek je ovliviiovan slozenim mladiny, vlastnostmi
kvasnic a podminkami procesu [67]. Zahrnuje procesy katabolické, kdy bunky biochemic-
kym odbourdvanim ziskavaji energii a nasledné ji spotfebovavaji na tvorbu novych nezbyt-

nych latek — anabolizmus. Pro pribéh téchto procest je nezbytny pfisun Zivin do kvasni¢né
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bunky. Buniky kvasinek pfijimaji Ziviny celym svym povrchem a o tomto procesu rozhoduji
vlastnosti cytoplasmatické membrany, ktera tvoii osmotické rozhrani mezi bunkou a okol-
nim prostiedim a je chrdnéna bunécnou sténou. Hlavni mechanizmy pienosu zivin do
kvasni¢né buiky se d€li na pasivni a aktivni transport. Dtlezitéjsi je transport aktivni, ktery
se podili na pfenosu anorganickych iontli a jednoduchych sloucenin jako jsou sacharidy a

aminokyseliny [66, 67].

Kvasinky jsou heterotrofni organizmy, jejichz pfirodnimi stanovisti jsou povrchy
rostlinnych tkani, v€etné kvétin a ovoce. Nejsou nutricné naro¢né, jejich hlavnimi zdroji
energie je zdroj uhliku (glukoza, fruktdza a sachar6za), dusiku (volné aminokyseliny, di-
peptidy, tripeptidy), anorganické soli, vitaminy (biotin, pantotenova kyselina, thiamin),
enzymy a Vv neposledni fad€ kyslik. Pivovarské kvasnice jsou fakultativné anaerobni, coz

znamena, ze mohou sacharidy vyuZzivat oxida¢nim i fermenta¢nim metabolizmem [66, 67].

Z pivovarského hlediska je metabolizmus kvasinek charakterizovan, jako latkova
preména zkvasitelnych cukri na alkohol a oxid uhli¢ity za ucasti fady enzymii a koenzymd.
Metabolizmus kvasinek souvisi s mnoha dal§imi slozkami mladiny a vznika pfi tomto pro-
cesu Siroké spektrum vedlejSich produkts, které ovliviiuji charakter kone¢ného produktu

[67].

Béhem kvaSeni a dokvaSovani piva ma nezastupitelny vyznam obsah aminokyselin.
Hlavné pro pomnozeni a metabolizmus kvasinek. Pfi vyrazné nedostatecném obsahu ami-
nokyselin v substratu probiha pomnozeni bunék a kvaseni pomalu, prokvaseni mladého
piva je nizké a senzorické vlastnosti mohou byt naruSeny. Jednotlivé kmeny pivovarskych
kvasinek vyuzivaji aminokyseliny s rozdilnou rychlosti a mirou absorpce i v zavislosti na
jejich mnozstvi v mladingé. Kmenova odli$nost a dobry fyziologicky stav kvasinek maji vliv
také na miru redukce karbonylli béhem kvaSeni. Na druhou stranu aminokyseliny blokuji
degradaci trans-2-nonenalu béhem kvaseni, protoze s nim tvofi komplexy typu Schiffovych
bazi, a tim je chrani pted kvasinkovou populaci [84]. Pfitomnost volnych aminokyselin v
substratu je jednim z hlavnich faktord pro vznik BA. Pokud by kvasinky produkovaly vétsi
mnozstvi BA v ramci svého metabolizmu, byl by to jednozna¢né negativni vliv ve vyrob-
nim procesu. Pokud by vSak kvasinky BA odbouravaly a jejich spotieba substratu by pre-
vladala nad aktivitou laktobacil, mohly by tak kvasinky potla¢it produkci BA laktobacily
a aktivné by snizovaly obsah BA.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

31

II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem praktické casti diplomové prace bylo provést primarni screening, zda jsou
schopné vybrané kvasni¢né kmeny produkovat, nebo naopak odbouravat BA za podminek

in vitro.

V ramci primarniho screeningu bylo cilem zjistit, zda vybrané kmeny kvasinek, zis-
kané z ustavu Pivovarského a sladafského v Praze, vykazuji schopnost produkce/degradace

BA pii dvou kultivacnich teplotach 12 a 30 °C.

Soucasné byl sledovan vliv vybranych faktorti na dekarboxlazovou ¢i deaminooxi-
dazovou aktivitu, resp. zda kmeny mohou byt citlivé vuéi pasobeni teploty (30 °C), izo-a-
horkych latek (20 mg/l) a etanolu (0,4 % (v/v)).

K naplnéni cilti této diplomové prace bylo nutné po kultivaci kment a derivatizaci
vzorkd dansylchloridem, stanovit obsah BA a polyaminti pomoci vysokouc¢inné kapalinové

chromatografie s UV detekci.
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6 MATERIAL

6.1 Pouzité mikroorganizmy

Pro primarni screening produkce BA in vitro bylo pouzito 44 kmenu kvasinek zis-
kanych z Gstavu Pivovarského a sladafského v Praze (Research Institute of Brewing and
Malting; RIBM). Jednalo se o kulturni kvasinky vyuzivané pro vyrobu piva a divoké kva-
sinky: Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pastorianus, Debaryomyces hansenii,
Dekkera bruxellensis, Hanseniaspora uvarum, Kluveromyces marxianus, Pichia fermen-
tans a membranifaciens, Rhodotrula sp., Torulaspora delbrueckii, Zygosaccharomyces

bailli, Lindera saturnus, Candida sp..

6.2 Zarizeni, pristroje, pomiicky, chemikalie a pomocné latky
Analytické vahy, A&D GH-200 EC, Mettler Toledo, Ceska republika
Autoklav135 S, H+P VARIOKLAYV (H+P Labortechnik AG), Némecko
Automatické mikropipety,Biohit a Nichyrio, Finsko

Biologicky termostat BT 120, Laboratorni piistroje Praha, Ceska republika
Box laminarni BIO IIA, typ Biohazard TELSTAR, Ceska republika

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

Fotometr TECAN Sunrise TW/TC, USA

Horkovzdus$na susarna, Memmert, Némecko

Chladni¢ka, Elektrolux, Svédsko

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

Laboratorni tfepacka Kavalier LT2,Votice, Ceska republika

Odstredivka EBA 20, Hettich ZENTRIFUGEN, Némecko

pH metr EUTECH INSTRUMENTS pH510, Nizozemsko

Vortex Heidolph, Reax top, Némecko

1,7-heptandiamin Sigma-Aldrich, USA
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Aceton, Sigma-Aldrich, USA

Acetonitril, Sigma-Aldrich, USA

Aminokyseliny: histin, ornitin, arginin, lyzin, tyrozin, fenylamin; Sigma-Aldrich, USA
Dansylchlorid Merck, Némecko

Dusik v tlakové nadobé, Linde, Ceska republika

Heptan, Sigma-Aldrich, USA

Hydrogenuhlicitan sodny a uhli¢itan sodny bezvody, Merck, Némecko

Chlorid sodny NaCl, LachNer, Ceska republika

Kyselina chloristd, Merck, Némecko

Kyselina chlorovodikova, Merck, Némecko

L-Prolin, Merck, Némecko

6.3 Dekarboxyla¢ni média

Pro kultivaci kvasinek v ramci primarniho screeningu byl pouzit Malt Broth (MB;
HiMedia) ve dvou variantach. V prvni varianté bylo k médiu ptidano 0,3 % (w/v) amino-
kyselin (histidin, arginin, ornitin, lyzin, tyrozin), které slouzily jako prekurzory vzniku BA.
Toto médium slouzilo také pro piipravu 100 pl 24-hodinového inokulatu a pro uchovavani

kment.

Druha varianta pfipraveného média obsahovala ptidavek 0,3 % (w/v) aminokyselin,
4 % (vIv) etanolu a 20 mg/l a-hoikych kyselin. Tyto koncentrace odpovidaly vyéepnimu
pivu. Obsah etanolu se bézn¢ pohybuje okolo 4 % (v/v), a-hotké kyseliny byvaji obsazeny
v rozmezi 20 — 25 mg/l [84].

Pouzité médium: Malt Broth (MB) 209

Deionizovana voda 1000 ml

pH 48+0,2
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7 METODIKA

7.1 Screening schopnosti produkce biogennich amint kmeny kvasinek

V experimentu byl proveden primarni screening u vybranych kmend kvasinek za
podminek in vitro. Byla sledovana produkce BA u 44 kment kvasinek v médiu ve dvou
variantach. Varianta I: MB s 0,3 % (w/v) aminokyselin. Varianta Il: MB s 0,3 % (w/v)
aminokyselin, 4,0 % (v/v) etanolu a 20 mg/l smés izo-o-hoikych latek. Cistota kmenti byla
ovéfena kiizovym roztérem a mikroskopicky. Supernatant, ze kterého byl odebran 1 ml
vzorku, byl dale podroben upravnam (deprivatizace dansylchloridem) pfed samotnym sta-
novenim pomoci vysokou¢inné kapalinové chromatografie na reverznich fazich s UV de-

tekei (Obr. 3).
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Obr. 3: Schéma metodiky primarniho screeningu dekarboxyldzové aktivity
vybranych kmenii kvasinek in vitro.

*Varianta I: MB s 0,3 % (w/v) aminokyselin; Varianta Il: MB s 0,3 % (w/v) amino-

kyselin, 4,0 % (v/v) etanolu a 20 mg/l smés izo-a-horkych latek.
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V laboratoii byly pfipraveny dv¢ varianty média Malt Broth, na kterych byly kmeny
kultivovany v péti opakovanich. Prvni varianta dekarboxyla¢niho média Malt Broth obsa-
hovala pfidavek aminokyselin (tyrozin, ornitin, arginin, lyzin, fenylalanin, histidin)
v koncentracich 0,3 % (w/v). Druhé totozné médium bylo obohaceno faktory imitujici pivo
(0,3 % (w/v) aminokyselin, 4,0 % (v/v) etanolu a 20 mg/l smé&s izo-a-hotkych latek). Kaz-
dé médium bylo pfipraveno navazenim potfebného mnozstvi danych slozek. Po smiseni a
dokonal¢ homogenizaci s deionizovanou vodou byla pfipravena dekarboxylacni média
vzdy autoklavovana pii 121 °C po dobu 15 minut. Kyselost zivného média simulujici pro-

sttedi piva byla upravena na pH 4,8 okyselenim HCI o koncentraci 6 mol/l.

Pfipravend média byla zao¢kovana 100 ul 24-hodinovym inokulatem, jehoz ptipra-
va spocivala v pomnozeni kmeni kvasinek prfed vlastnim experimentem
v dekarboxyla¢nim médiu a to Malt Broth s piidavky aminokyselin. Kultivace probihala po

dobu 24 hodin pii teploté 30 °C v termostatu.

Zaockovana média s obsahem AMK byla kultivovana pfi teploté 12+2 po dobu 168
hodin a pfi teploté 30+2 °C po dobu 48 hodin. Médium obohacené faktory imitujici pivo
bylo kultivovano pfi teploté 30+2 °C po dobu 48 hodin.

7.1.1 Odbér vzorki pro analyzu

Po kultivaci kvasinek na zivnych médiich byly vzorky centrifugovany
na odstiedivce (3421x g; 22+1 °C; 20 minut; EBA 20 Hettich) a nasledné odebirany. Vzdy
bylo odebrano 750 pl supernatantu a zfedéno se 750 pl kyseliny chloristé o koncentraci 1,2
mol/l v ependorfkové zkumavce. Takto byly ptipraveny i kontroly. Odebrané vzorky byly
skladovany pfi teploté -18 °C a nasledné podrobeny derivatizaci dansylchloridem a vlast-

nimu stanoveni BA.

7.2 Stanoveni obsahu biogennich aminu

Ziskané vzorky byly derivatizovany dansylchloridem s naslednou separaci a detekci
BA a polyamini na reverznich fazich vysokoucinné kapalinové chromatografie (RP-

HPLC) s UV detekci (A= 254 nm) [85].

Ze ziskanych vzorkl v ependorfkové mikrozkumavce byl odpipetovan 1 ml do de-

rivatizacnich vialek. Ke kazdému odebranému vzorku bylo ptidano 100 pl vnitifniho stan-
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dardu, 1,7-heptandiaminu, v koncentraci 5 g/l, dale pak 1,5 ml karbonatového pufru o pH
11,1-11,2 (uhli¢itany sodné i draselné) a 2 ml Cerstveé pripraveného roztoku dansylchloridu,
ktery byl rozpustén v acetonu v koncentraci 5 g/l. Poté se vzorky nechaly 20 hodin tiepat
v temnu. Po této dob¢ bylo do derivatiza¢nich nadob napipetovano 200 pl prolinu a necha-
lo se dalsi hodinu tiepat. Nasledné bylo piidano 3 ml heptanu a vzorky byly 3 minuty in-
tenzivné ruéné protiepany. Do malych vialek se odpipetoval 1 ml vrchni heptanové vrstvy
s obsahem derivatu BA. Nasledovalo odpafeni pod inertnim plynem (dusikem) pfi teploté

60 °C. Vysuseny odparek byl nafedén s 1,5 ml acetonitrilu.

Derivatizované vzorky byly pfed stanovenim filtrovany (0,22 pm porozita filtru) a
naneseny na kolonu ve dvojim opakovani, kde prob&hla separace biogennich amint a poly-
aminl. VSechny separace probihaly na kolon& Agilent Zorbax Eclipse C18 s parametry 50
x 3,0 mm, 1,8 um (Agilent Technologies). Chromatograf byl dale s binarni pumpou, 0d-
plynovacem, UV/VIS-DAD detektorem, termostatem kolon a autosamplerem (LabAlliance
AHLAB84000). Separace byla provedena gradientovou eluci. UV detekce dansylderivati

byla provedena pti vinové délce 254 nm.
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8 VYSLEDKY

8.1 Screening produkce biogennich amini vybranymi kmeny kvasinek

U 44 kment kvasinek byla sledovana dekarboxylazova aktivita ve dvou variantach
dekarboxyla¢niho média. Produkce, ¢i ptipadna schopnost odbouravat BA, byla posuzova-
na v zavislosti na mnozstvi vybranych BA, stanovenych v médiu po kultivaci. Sledovan byl
obsah sedmi BA (fenyletylamin, histamin, kadaverin, putrescin, spermin, spermidin, tyra-
min) pii teploté 12 °C po dobu 168 hodin a pii teploté 30 °C po dobu 48 hodin. Médium
bylo obohaceno aminokyselinami. Ve faktory upraveném médiu byla pouzita teplota 30 °C

s 48 hodinovou kultivaci.

Kmeny pivnich kvasinek Saccharomyces cerevisiae (RIBM 2, 3, 6, 9, 10, 11, 15,
18, 32, 95, 96), Saccharomyces pastorianus (RIBM 139, 140, 145, 146, 147, 148, 149, 150,
151, 152, 153) a divokych kvasinek: Debaryomyces hansenii DSM 70244, Dekkera
bruxellensis DSM 70001, Hanseniaspora uvarum (RIBM A4, A7, A10 a DSM 2768), Klu-
veromyces marxianus RIBM Km, Pichia fermentans RIBM KI %, Pichia membranifaciens
(RIBM Spk 25 a BS 196), Rhodotrula sp. (RIBM A8 a A9), Torulaspora delbrueckii
(RIBM T1, T2, T3, T4, T5), Zygosaccharomyces bailli (RIBM BS 197/B a 197/Z), Lindera
Saturnus (RIBM Spk 8), Candida sp. (RIBM C6, C7 a Spk 76) produkovaly pouze velmi
nizké koncentrace BA. V médiich po kultivaci a odecteni hodnot koncentrace BA v kontro-

le byl detekovan tyramin, spermidin a spermin.

V obou variantach médii byl detekovan zejména tyramin (TYR) a spermin (SPN),
avSak v rozdilnych koncentracich. V supernatantu po kultivaci kvasinek pii 12 °C, pak mi-
zeme spise hovoftit o degradaci BA, kdy bylo ve vzorcich detekovano niz§i mnozstvi BA

nez v kontrole.

Produkce tyraminu a sperminu vybranymi kmeny kvasinek se v obou médiich znac-
né liSila (Tab. 1). NejvySsi koncentrace tyraminu a sperminu byly vyprodukovany
v upraveném médiu faktory, v podminkach imitujicich pivo (4,0 % (v/v) etanol; 20 mg/I
smési izo-a-hotkych latek; pH 4,8). U nékterych kment kvasinek (pfevazné divokych) byl
detekovan i spermidin, avSak ve velmi zanedbatelném mnozstvi. Proto jeho pfitomnost

nebude dale v textu prace vice rozebirana.
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Tab. 1: Vysledky stanoveni tyraminu a sperminu v dekarboxyla¢nich médiich pii teploté

kultivace 30 °C po dobu 168 h

MB s AMK | MB s faktory | MB s AMK | MB s faktory
Mikroorganizmus | N TYR TYR SPN SPN
*/**/***/**** */**/***/**** */**/***/**** */**/***/****
S. cerevisiave 11 1/3/0/0 0/0/5/0 0/9/1/0 0/0/5/0
S. pastorianus | 11 2/3/0/0 0/0/11/0 0/6/1/0 0/0/7/0
Divoké kvasinky | 22 0/11/0/0 0/0/17/0 0/3/14/0 0/0/18/0

*0-2 mg/l; **2-10 mg/l; ***10-50 mg/l; ****50-100 mg/1; N...celkovy pocet testovanych
kmeni

Dle vysledki se 1ze domnivat, Ze nizsi teploty (12 °C) nepodporuji tvorbu tyraminu
(Obr. 4, 5 a 6) ani sperminu (Obr. 7, 8 a 9) kvasinkami, n¢které kmeny byly schopny tyra-
min a spermin odbouravat a mohly tak vyuzit vzniklé aminy jako zdroj dusiku. Nejvyssi
procento degradace tyraminu, mezi vybranymi kmeny pivnich kvasinek (Pfiloha I), bylo
zaznamenano u kmene Saccharomyces cerevisiae RIBM 6 a Saccharomyces pastorianus
RIBM 152. U divokych kvasinek kmeny Candida sp. RIBM Spk 76, Debaryomyces hanse-
nii DSM 70244 a Kluveromyces marxianus RIBM Km. Schopnost odbouravat spermin
(viz. Ptiloha I) byl detekovan u tfech kmenti Saccharomyces cerevisiae RIBM 2, 3 a 6. Z
kment Saccharomyces pastorianus ani jeden nedisponoval schopnosti odbouravat spermin.
Ze skupiny divokych kvasinek nejvyssi hodnotou degradace disponoval Rohodotrula sp.
RIBM A8 (Priloha II.). Rozsah degradace u vybranych kmenti nebyl nijak razantni, pro
ovéteni degradace bude nutné pfipravit médium s pfidavkem tyraminu a dalSich BA, aby se

ovéftila schopnost kvasinek je degradovat.

V produkei tyraminu a sperminu byly zjevné rozdily nejen v obou zkouSenych mé-
diich, ale i mezi pivnimi a divokymi kvasinkami (Ptiloha III a IV). V médiu MB s amino-
kyselinami pfi kultivaci kmenti pii 30 °C byla detekovana nejvyssi koncentrace tyraminu
v médiu po kultivaci kmene Torulaspora delbrueckii RIBM T4 (5,64+0,71 mg/1). Ostatni
zastupci divokych kvasinek i pivnich kvasinek vykazovali produkci tyraminu v tomto mé-
diu <5 mg/l (Obr. 4, 5 a 6). Nejvyssi koncentrace sperminu (Obr. 7, 8 a 9) byly detekovany
v médiu po kultivaci kmeni S. cerevisiae RIBM (13,38+0,25 mg/1), S. pastorianus RIBM
140 (11,59+0,01 mg/1) a Candida sp. RIBM C6 (18,70+0,38 mg/l).
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Obr. 4: Produkce tyraminu (TYR) kmeny Saccharomyces cerevisiae po 168
hodinach pri 12 °C a po 48 hodindch pri 30 °C v médiu MB s aminokyselinami
(0,3 % (w/v) Tyr, Orn, Arg, Lys, Phe, His)
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Obr. 5: Produkce tyraminu (TYR) kmeny Saccharomyces pastorianus po 168
hodinach pri 12 °C a po 48 hodindch pri 30 °C v médiu MB s aminokyselinami
(0,3 % (w/v) Tyr, Orn, Arg, Lys, Phe, His).
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Obr. 6: Produkce tyraminu (TYR) kmeny divokych kvasinek po 168 hodindch pri
12 °C a po 48 hodindach pri 30 °C v médiu MB s aminokyselinami (0,3 % (w/v)
Tyr, Orn, Arg, Lys, Phe, His).
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Obr. 7: Produkce sperminu (SPN) kmeny Saccharomyces cerevisiae po 168
hodinach pri 12 °C a po 48 hodindch pri 30 °C v médiu MB s aminokyselinami
(0,3 % (w/v) Tyr, Orn, Arg, Lys, Phe, His).
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Obr. 8: Produkce sperminu (SPN) kmeny Saccharomyces pastorianus po 168
hodinach pri 12 °C a po 48 hodindch pri 30 °C v médiu MB s aminokyselinami
(0,3 % (w/v) Tyr, Orn, Arg, Lys, Phe, His).

. B 12°C/168h @30°C/48h

Obr. 9: Produkce sperminu (SPN) kmeny divokych kvasinek po 168 hodindch pri
12 °C a po 48 hodindch pri 30 °C v médiu MB s aminokyselinami (0,3 % (w/v)
Tyr, Orn, Arg, Lys, Phe, His).
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Na Obr. 10, 11, 12 je znazornéno detekované mnozstvi tyraminu a na Obr. 13, 14 a
15 detekované mnozstvi sperminu v médiu MB s aminokyselinami a v médiu MB s faktory
po kultivaci vybranych kment pivnich kvasinek a divokych kvasinek. Koncentrace testo-
vanych faktorti byly zvoleny tak, aby se ptiblizily vy¢epnimu pivu. Sledoval se vliv vybra-

nych faktord na rist a dekarboxylazovou aktivitu.

Dle vysledkti v médiu s faktory simulujici prostiedi piva byla produkce tyraminu a
sperminu mnohonasobné vyssi, nez v neupraveném médiu MB s aminokyselinami. Z 11
kment S. cerevisiae produkovalo v tomto médiu 5 kmenti tyramin v koncentracich nad 10
mg/l (Obr. 10). Nejvyssi produkce byla zaznamenana u S. cerevisiae RIBM 9 (20,4+1,50
mg/l). Produkce sperminu byla detekovana také u 5 kment, s nejvyssi koncentraci u kmene
S. cerevisiae RIBM 11 (39,14+6,24 mg/l). Kmeny S. cerevisiae RIBM 2, 3, 10 a 18 nepro-

dukovali ani jeden z vyse zminénych amint.

Z kmenu S. pastorianus produkovaly vSechny tyramin v koncentracich 10-20 mg/I
(Obr. 11), s nejvyssi produkei u kmene S. pastorianus RIBM 139 (19,67+1,54 mg/1). Nej-
vyssi koncentrace sperminu a také nejvyssi hodnota produkce z celkovych vysledkd, byla
zaznamenana u S. pastorianus RIBM 153 (43,21+4,39 mg/1). Produkce sperminu byla de-
tekovana u 7 z 11 kmenu (Obr. 14).

Z 22 kmenti divokych kvasinek produkovalo 17 kment tyramin v koncentracich
nad 10 mg/l (Obr. 12). Nejvyssi produkce tyraminu byla detekovana u Rhodotrula sp.
RIBM A8 (30,10+2,42 mg/l). Produkce sperminu byla zaznamendna u 18 kmeni
Vv koncentracich nad 15 mg/l (Obr. 15). Nejvyssi produkei sperminu disponoval kmen To-
rulaspora delbrueckii RIBM T1 (42,724+4,39 mg/l). U ostatnich kmeni dekarboxylazova

aktivita nebyla detekovana.
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Obr. 10: Produkce tyraminu (TYR) kmeny Saccharomyces cerevisiae po 48
hodindch kultivace pri 30 °C ve dvou riiznych médiich;, MB s aminokyselinami
(0,3 % (w/v) Tyr, Orn, Arg, Lys, Phe, His) a upravené MB (4,0 % (v/v) etanolu; 20
mg/l smési izo-a-horkych latek; pH 4,8).
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Obr. 11: Produkce tyraminu (TYR) kmeny Saccharomyces pastorianus po 48
hodindch kultivace pri 30 °C ve dvou riiznych médiich;, MB s aminokyselinami
(0,3 % (w/v) Tyr, Orn, Arg, Lys, Phe, His) a upravené MB (4,0 % (v/v) etanolu; 20
mg/l smési izo-a-horkych latek;, pH 4,8).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 46

TYR [mg/1]

SPN [mg/l|

fidd {04 ]

OMB Oupravené MB

Obr. 12: Produkce tyraminu (TYR) kmeny divokych kvasinek po 48 hodindch

kultivace pri 30 °C ve dvou riiznych médiich; MB s aminokyselinami (0,3 % (w/v)
Tyr, Orn, Arg, Lys, Phe, His) a upravené MB (4,0 % (v/v) etanolu; 20 mg/l smési
iz0-a-horkych latek; pH 4,8)
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Obr. 13: Produkce sperminu (SPN) kmeny Saccharomyces cerevisiae po 48
hodindch kultivace pri 30 °C ve dvou riiznych médiich;, MB s aminokyselinami
(0,3 % (w/v) Tyr, Orn, Arg, Lys, Phe, His) a upravené MB (4,0 % (v/v) etanolu; 20
mg/l smési izo-a-horkych latek;, pH 4,8).
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Obr. 14: Produkce sperminu (SPN) kmeny Saccharomyces pastorianus po 48
hodindch kultivace pri 30 °C ve dvou riiznych médiich; MB s aminokyselinami
(0,3 % (w/v) Tyr, Orn, Arg, Lys, Phe, His) a upravené MB (4,0 % (v/v) etanolu; 20
mg/l smési izo-a-horkych latek; pH 4,8).
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Obr. 15: Produkce sperminu (SPN) kmeny divokych kvasinek po 48 hodindach

kultivace pri 30 °C ve dvou riiznych médiich; MB s aminokyselinami (0,3 % (w/v)
Tyr, Orn, Arg, Lys, Phe, His) a upravené MB (4,0 % (v/v) etanolu; 20 mg/l smési
i20-a-horkych latek; pH 4,8).
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9 DISKUZE

V odbornych literaturach se nachdzi dva hlavni divody pro¢ sledovat BA a poly-
aminy v potravinach. Hlavni z nich je toxicita téchto nizkomolekularnich latek, dale pak
snaha o nalezeni souvislosti mezi obsahem BA a jakosti potravin. Hlavné
V potravinaiskych provozech, kde stézejni roli ve vyrob¢ hraje ¢innost mikroorganizmii,
jako je naptiklad pravé vyroba piva [86]. V posledni dob¢ je kladena pozornost na potenci-
onalni otravy z BA scilem zajistit bezpeCnost spotiebiteli. Poziti potraviny ¢i napoje
s vysokym obsahem BA je obecné podcenovano. Ackoliv je vyskyt BA celosvétoveé hlasen
a rozsahle popséan v odbornych pracich, v konkrétnich pravnich ptedpisech, tykajici se ma-

ximalni povolené koncentrace BA v potravinach, stale chybi [87].

Obsah BA v pivech je problematika, ktera je intenzivné sledovana jiz nékolik let.
Obsah BA v pivé je ovlivnén pievazné kvalitou sladu. BA ve sladu jsou produkované pii-
rozenou mikroflorou je¢mene ptitomnou v prib&hu jeho kliceni. Slad je zdrojem agmatinu,
putrescinu, spermidinu, sperminu. Hladina spermidinu a sperminu muze po fermenta¢nim
procesu prudce klesat [20]. Pomé&rmé vysoké mnozstvi tyraminu (20-24 mg/kg) ve sladu
stanovili Kala¢, Hlavata a Kiizek (1997). Polyaminy, jako jsou spermin, spermidin, pu-
trescin, agmatin, mohou posilit negativni G¢inky histaminu, ale také mohou podpofit inhi-
bici oxidace polynenasycenych mastnych kyselin, tokoferold ¢i karotenoidnich pigmentd.
V konecnych produktech se hojné vyskytuji tyramin a histamin, coz potvrzuji ve svych

studiich Ertan et al. (2011) i Kala¢ et al. (2002) [1, 5, 51].

Z divodu nedostatkt odbornych studii a literatury zabyvajici se moznou produkei
BA kvasinkami, byla do prace zahrnuta experimentalni ¢ast, kterd se zabyvala produkci ¢i

ptipadnou schopnosti odbouravat BA kvasinkami.

V diplomové praci byl sledovan vliv vybranych faktorti na dekarboxylazovou akti-
Vitu 22 kment pivnich a 22 kment divokych kvasinek in vitro. Tyto kmeny byly ziskany
z Vyzkumného Ustavu Pivovarského a sladafského v Praze. Primarni screening byl prove-
den ve dvou variantach dekarboxyla¢nich medii. Produkce, ¢i pfipadna degradace BA byla
posuzovana v zavislosti na mnozstvi vybranych BA stanovenych po kultivaci v médiu. Byl
sledovan obsah sedmi BA (fenyletylamin, histamin, kadaverin, putrescin, spermin, sper-

midin, tyramin) po pfidavku AMK do média (Tyr, Orn, Arg, Lys, Phe, His). Obecné je
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mnozstvi produkovanych BA ovliviién0 mnozstvim aminokyselin dostupnych v prosttedi.

Vyssi koncentrace prekurzori znamena vyssi proukci BA [24].

Detekovan byl pouze tyramin, spermin a spermidin, avSak obsah vyprodukovaného
spermidinu byl v zanedbatelném mnozstvi, proto se prace timto aminem dale nezabyvala.
Oproti tomu Haldsz et al. (1994, 1998) ve své studii, zabyvajici se produkci BA
komer¢nimi kmeny pivovarskych kvasinek, detekoval vyznamné mnozstvi spermidinu az
189 mg/100g a u jednoho kmene byl detekovan obsah sperminu (56 mg/100g). To vSak
mohlo mit za nasledek pfipadna kontaminace bakteriemi mlécného kvaseni [46; 50].
Polyaminy spemin a spermidin vznikaji z putrescinu. Na rozdil od samého putrescinu, bylo
zjiszéno, ze tyto polyaminy jsou dilezité pro optimalni rist kvasinek, zejména pro jejich
meitickou spoluraci [88]. Dle Zotou A. (2009) koncentrace sperminu az nad 600 mg/kg

muze mit negativni u¢inky na organismus [18].

Dekarboxyldzové aktivita mikroorganizmil je velmi rozmanita, piedev§im zavisi na
rustové fazi daného mikroorganizmu a slozeni média. Tvorba amintl je taktéz ovlivnéna
teplotou a délkou kultivace. Ne&které mikroorganizmy, citlivéjs$i na teplotu, mohou mit
produkci BA mensi pii nizsich teplotach (10 °C), neZ pii optimalni rastové teploté (20 — 25

°C) vétsiny mikroorganizma [46].

V ramci experimentu této diplomové prace byly pouzity obdobné teploty, a to 12 °C
a 30 °C. Pii vyssi teploté kultivace byla prokdzana vyssi dekarboxylazova aktivita. Pleva
et al. (2012) se zaméfili na faktory ovliviiujici produkci BA. Zjistili, Ze produkci tyraminu
podpotila teplota kultivace 30 °C oproti teploté 6 °C [89]. U kvasinek kultivovanych pti 12
°C, pak muzeme spiSe hovotit o degradaci BA, kdy bylo ve vzorcich detekovano nizsi
mnozstvi BA nez v kontrole. Nékteré kmeny, jako jsou Debaryomyces hansenii nebo
Yarrowia lipolytica, jsou schopny degradovat BA. Kvasinky kment D. hansenii by tak
mohly byt vhodné jako startovaci kultury pro snizeni BA ve fermentovanych potravinach

[58].

BA mohou byt zdrojem dusiku pro kvasinky a prekurzory pro syntézu alkaloidu,
nukleovych kyselin a proteind [34]. Zda kvasinky maji schopnost degradace a vyuzivat
pfitomny dusik, na toto téma budou zaloZeny samostatné experimenty, které by schopnost

degradace ovéfili piidavkem vyssiho mnozstvi BA do médii. Dusik byva ¢asto omezena
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Zivina pro aktivitu Saccharomyces cerevisie a s bakteriemi mlé¢ného kvaseni béhem alko-

holového kvaseni o n¢j mohou bojovat.

Ke zvysSeni obsahu BA, zejména tyraminu, mize dochazet béhem skladovani. Ve
spodné kvasenych pivech je bézny vyskyt tyraminu 5-8 mg/l. Primérné mnozstvi BA dete-
kované v ¢eskych pivech odpovida hodnotdm pro tyramin 6,9 mg/1 [4, 6, 18, 31, 86, 90].
Koncentrace vyprodukovaného tyraminu vybranymi kmeny kvasinek neptekrocila v ramci
experimentu hodnoty nad 5 mg/l po kultivaci v médiu MB s aminokyselinami pti 30 °C.
Vyssi koncentrace tyraminu byla detekovana pouze u jednoho kmene Torulaspora del-
brueckii RIBM T4 (5,64+0,71 mg/l).

Znacny rozdil v produkci byl v médiu MB simulujici prostiedi piva. Z kmenu S. ce-
revisiae se produkce tyraminu nad 10 mg/l detekovala u 5 kment, jediny kmen S. cerevisi-
ae RIBM 9 produkoval tyramin nad 20 mg/l. VSechny kmeny S. pastorianus produkovaly
tyramin v koncentracich 10-20 mg/l. Vzhledem k t¢émto vysledkiim je mozné, ze mohlo
dojit ke kontaminaci kmenu S. pastorianus. Do budoucna by se tento jev mél ovéfit, aby se

tak vyloucila pfipadné kontaminace a potvrdilo se stimula¢ni ptisobeni faktort.

Nejvyssi produkce tyraminu, v ramci skupiny divokych kvasinek, byla detekovana
u Rhodotrula sp. RIBM A8 (30,10+2,42 mg/1). U ostatnich kment se produkce pohybovala
okolo 10 mg/l. Tyto koncentrace vyprodukovaného tyraminu, jak u pivnich kvasinek, tak

divokych, by nemély ohrozit zdravotni stav konzumentu.

Mnozstvi tyraminu < 10 mg/l nemusi u zdravych jedincii predstavovat riziko.
Nicméné u pacientl, uzivajici 1éky obsahujici enzym MAO, miize byt koncentrace tyrami-
nu do 6 mg/l povazovéana za nebezpecnou. Tyramin miZze u téchto jedinct vyvolat rychly

vzestup krevniho tlaku ¢i migrény [4, 6, 31, 86, 90].

Spermidin a spermin jsou nepostradatelné slozky vSech zivych bun¢k, dilezité pro
jejich rast a obnovu metabolizmu. Jsou to velmi stabilni slouceniny, které jsou schopné
odolévat vyS§im teplotdm, kyselému tak 1 zasaditému prostiedi. Polyaminy nejsou obecné

nebezpecné pro lidské zdravi. [20, 22, 87].

Produkce sperminu byla vyssi oproti produkci tyraminu. Vyprodukované mnozstvi
sperminu testovanymi kmeny za podminek in vitro bylo mnohonasobné vyssi v prostiedi
simulujici pivo. Nékteré mikroorganizmy mohou byt rezistentni k horkym latkdm a tim

padem pivo vytvaii prostiedi, kde mohou riist a mnozit se [36].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka o1

Nejvyssi koncentrace sperminu v médiu MB s aminokyselinami pii kultivaci kment
pii 30°C byla detekovana u kmene Candida sp. RIBM C6 (nad 18 mg/l). V druhé varianté
média 5 kmenu kvasinek S. cerevisiae disponovalo dekarboxylazovou aktivitou, koncen-
trace sperminu se pohybovaly v rozmezich 13 — 39 mg/1 (Pfiloha III.). Produkce ostatnich
kment se pohybovala v rozmezich 16 — 37 mg/l. Nejvyssi hodnotou produkce sperminu
z celkovych ziskanych vysledkt disponovaly kvasinky kmene S. pastorianus RIBM 153
(43,24+4,39 mg/l). Obdobného vysledku bylo dosazeno i u kmene divokych kvasinek Toru-
laspora delbrueckii RIBM T1.

Rada autorti uvadi, e nebyl zaznamenan zadny narist koncentrace BA b&hem al-
koholového kvaseni, ze kvasinky se nezdaji byt zodpovédné za produkci vétSiny amind.
V jedné ze studii je uvedeno, Ze kvasinky nékterych druhd, jako jsou Candida, Hanse-
niaspora Pichia, Rhodotrorula a kmeny druhG S. cerevisiae nemaji zadny potencial

k produkci biogennich amint [63].

Na zaklad¢ ziskanych vysledkil v rdmci experimentu toto tvrzeni nelze potvrdit.
Vsechny zminéné druhy kvasinek byly schopny produkce jak tyraminu, tak sperminu. U
kmene Rhodotrula sp. byla detekovana nejvyssi koncentrace tyraminu az 30 mg/l. Druhy
Candida, Hanseniaspora, Pichia, Rhodotrorula byly schopny vyprodukovat koncentrace
sperminu v praméru 30 mg/l sperminu (Pfiloha IV). Produkce byla zavisla na daném kme-
ni. Ziskané tdaje koresponduji i s vysledky uvadégjici ve své studii Romano P. et al. (2007).
Ti uvadi, ze kvasinky druhl S. cerevisiae, Hanseniaspora uvarum Candida stellata a
Brrettanomyces bruxellensis jsou schopny produkovat BA v riznych koncentracich a mit

tak za nasledek potencialni riziko zhorseni kvality vina [91, 92].

Legislativni limity obsahu BA v potravinach nejsou v zahranici jednotné, hodnoty
se od sebe relativné 1i§i. Do roku 2004 byly v Ceské republice stanovené legislativni limity
pro vybrané BA V syrech, rybach, vinu a pivu. V soucasné dobé se uvadi je pfipustné
mnozstvi (PM) pouze pro histamin v rybach a rybich vyrobcich ve vysi 100 mg/kg. Legis-

lativa také nenafizuje vyrobclim potravin a napojui uvadét obsah BA na obale potravin [93].
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ZAVER

Tato prace se zabyvala schopnosti produkce BA vybranymi kmeny kvasinek, zda

vybrané kvasni¢né kmeny jsou schopny produkovat ¢i naopak odbouravat BA za podminek

in vitro. Soucasné byl sledovan vliv vybranych faktori, zda mohou byt kmeny citlivé vici

pusobeni teploty (30 °C), izo-a-hofkych latek (20 mg/l) a etanolu (0,4 % (v/v)).

Na zéklad¢ ziskanych vysledkli pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromato-

grafie byla stanovena produkce BA tyraminu a sperminu.

Ostatni BA nebyly detekovany a nebo v zanedbatelnych mnozstvich (sper-
midin).

Nejvyssi detekované mnozstvi sperminu bylo u kmene S. pastorianus RIBM
153 (43,244,39 mg/l) a u kmene Torulaspora delbrueckii RIBM T1
(42,72+4,39 mg/l) v prostiedi simulujici pivo, tedy v médiu MB s faktory
(20 mg/l izo-a-hotkych latek, 0,4 % (v/v) etanolu, pH 4,8).

Kmeny S. cerevisiae nemohou byt na zakladé provedenych test oznaceny
za vyznamné producenty BA. Produkce tyraminu a sperminu byla detekova-

na v rozmezich 10-20 mg/I.

Nizsi teplota 12 °C a delsi doba kultivace potvrdila moznou schopnost kva-
sinek odbourdvat BA v médiu, kter¢é mohou s BMK soutézit o substraty a
tim omezovat samotnou produkci amint. Na zéklad¢ tohoto tvrzeni budou
provedeny dalsi pokusy, které by mély potvrdit schopnost degradace BA n¢-
kterymi testovanymi kmeny.

Vyskyt BA mlZe pfedstavovat zavazné zdravotni problémy pfedevsim u cit-
livéjsich jedinch z dlivodu synergického G€¢inku BA a etanolu. V ramci této

diplomové prace vyprodukované mnozstvi BA za podminek in vitro by v§ak

nem¢ély ohrozit zdravého jedince.

Tyramin ani spermin nebyly v analyzovanych supernatantech pfitomny v to-

xikologicky vyznamnych koncentracich.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

ERTAN ANLI, R. a M. BAYRAM. Biogenic Amines in Wines. Food Reviews
International. England: Taylor & Francis, 2011, (25), 86-102. DOI:
10.1080/87559120802458552.

HUI, Y. H. Handbook of food science, technology, and engineering. Boca Raton:
Taylor & Francis, 2006. Food science and technology (Taylor & Francis), 148.
ISBN 0849398495.

LEDVINA, Miroslav, Alena STOKLASOVA a Jaroslav CERMAN. Biochemie
pro studujici mediciny. Vyd. 2. V Praze: Karolinum, 2009, 2 sv. ISBN
9788024614144,

ERCAN, S. S., H. BOZKURT a C. SOYSAL. Significance of Biogenic Amines in
Foods and Their Reduction Methods. Journal of Food Science and Engineering.
2013, ro¢. 3, s. 395-410. ISSN: 2159-5828.

KALAC, Pavel et al. Biogenic Amine Formation in Bottled Beer. Food Chemis-
try. 2002, ro¢. 79, s. 431-434. ISSN: 0308-8146.

KALAC, Pavel a Martin KRIZEK. A Review of biogenic amines and polyamines
in beer. Journal of The Institute of Brewing. 2003, ro¢. 109, s 123-128. ISSN:
0046-9750. Dostupné také z:
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/j.20500416.2003.tb00141.x/pdf].

LINARES, D. M. et al. Biogenic amines in dairy products. Critical Reviews in
Food Science and Nutrition. 2011, ro¢. 51, s. 691-703. ISSN: 1040-8398.

FAROOQUI, Akhlaq A. a Tahira FAROOQUI. Biogenic amines: pharmacologi-
cal, neurochemical and molecular aspects in the CNS. New York: Nova Science

Publishers, c2010. Pharmacology-research, safety testing, and regulation series.

LANDETE, J. M. et al. Molecular Methods for the Detection of Biogenic Amine-
producing Bacteria on Foods. International Journal of Food Microbiology. 2007,
roC. 117, s. 258-269. ISSN: 0168-1605.

LARQUE, E., M. SABATER-MOLINA a S. ZAMORA. Biological Significance
of Dietary Polyamines. Nutrition. 2007, ro¢. 23, s. 87-95. ISSN:0899-9007.


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/j.20500416.2003.tb00141.x/pdf

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka o4

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

LOZANOV, V., S. PETROV a V. MITEV. Simultaneous Analysis of Amino Acid
and Biogenic Polyamines by High-performance Liquid Chromatography After
Pre-column Derivatization with N-(9-fluorenylmethoxycarbonyloxy) succinimide.
Journal of Chromatography A. 2004, ro¢. 1025, s. 201-208. ISSN: 0021-9673.

KOMPRDA, Tomaés. Obecna hygiena potravin. V Brn¢: Mendelova zemédélska a
lesnicka univerzita, 2004. ISBN 807157757X.

DRACKOVA, M. et al. Stanoveni obsahtl polyamint v tvartizcich pomoci blizké
infracervené reflektancni spectrometrie. Acta fytotechnica et zootechnica. 2009,
ro¢. 12, s. 121-126.

CERNY, V., E. KVASNICKOVA, S. HAVLIKOVA a L. KAHOTKA. Vyskyt
mikroorganismt s dekarboxyldzovou aktivitou v syrech. Mlékarské listy. 2009,

roc¢. 16.
VELISEK, Jan. Chemie potravin. Tabor: OSSIS, 1999. ISBN 8090239145.

SHALABY, Ali R. Significance of biogenic amines to food safety and human he-
alth. Food Research International. 1996, ro¢. 29, s. 675-690. ISSN: 0963-9969

PEATFIELD, R. C. Relationships between food, wine, and beer-precipitated mi-
grainous headaches. 1995, roc. 35, s. 355-357.

ZOTOU, Anastasia a Zacharenia LOUKOU. Beer in health and disease preventi-
on. Method for Determining Biogenic Amines in Beer. [Online-Ausg.]. Amster-
dam: Elsevier/Academic Press, 2009. ISBN 9780123738912.

ONAL, Armagan. A Review: Current Analytical Methods for the Determination
of Biogenic Amines in Foods. Food Chemistry. 2007, ro¢. 103, s. 1475-1486.
ISSN: 0308-8146.

ADAMS, Martin R. a M. J. Rob NOUT. Fermentation and Food safety. New
York: Aspen Publishers. 2001, 121 s. ISBN: 0-8342-1843-7.

MARINO, M. et al. Evaluation of Amino Acid-dekarboxylate Mlcrobiota Throu-
ghout the Ripening of an Italian PDO Cheese Produced Using Different Manu-
facturing Practices. Journal of Applied Microbiology. 2008, ro¢. 105, s. 540-549.
ISSN: 1364-5072.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

KOHAJDOVA, Z., J. KAROVICOVA a G. GRIEF. Biogénne aminy v potravi-
nach. Potravinarstvo.2008, roc. 2, s. 30-49. ISSN: 1337-0960. Dostupné také z:

http://www.potravinarstvo.com/dokumenty/potravinarstvo_nol 2008.pdf

ASKAR, Ahmed a Hans TREPTOW. Biogene Amine in Lebensmitteln: Vorkom-
men, Bedeutung und Bestimmung. Stuttgart: E. Ulmer, 1986. ISBN 3800121328.

JUNEJA, Vijay K. a John Nikolaos SOFOS. Pathogens and Toxic in foods:
Challenges and Interventions. Washington, DC: ASM Press, 2010, 512 s. ISBN
978-1-55581-459-5.

PLAZA-ZAMORA, J. et al. Polyamines in Human Breast MIlk for Preterm and
Term Infants. British Journal of Nutrition. 2013, ro¢. 110, s. 524-528. ISSN:
0007-1145.

LEDVINA, M., A. STOKLASOVA a J. CERMAN. Biochemie pro studujici me-
diciny I. dil. Praha: Nakladatelstvi Karolinum, 2005. 274 s.

OZOGUL, Fatih a Yesim OZOGUL. The Ability of Biogenic Amines and Am-

monia Production by Single Bacterial Cultures. European Food Research Techno-
logy. 2007, ro¢. 225, s. 385-394. ISSN: 1438-2377

MEDINA, Miguel Angel et al. Biogenic Amines and Polyamines: Similar Bio-
chemistry for Different Physiological Missions and Biomedical Applications. Cri-

tical Reviews in Biochemistry and Molecular Biology. 2003, ro¢. 38, s. 23-59.

AGOSTINELLI, E., M. P. M. MARQUES, R. CALHEIROS, et al. Polyamines:
fundamental characters in chemistry and biology. Amino Acids [online]. 2010, ro¢.
38, s. 393-403. ISSN: 0939-4451.

OLSOVSKA, Jana, Dagmar MATOULKOVA, Pavel CEJKA a Maria
JURKOVA. Pivo a zdravi. Kvasny priimysl. 2014, ro¢. 60, s. 174-181.

LORET, S., P. DELOYER a G. DANDRIFOSSE. Levels of Biogenic Amines as a
Measure of the Quality of the Beer Fermentation Process: Data from Belgian
Samples. Food Chemistry. 2005, ro¢. 89, s. 519-525. ISSN: 0308-8146

DOYLE, Michael P. a Robert L. BUCHANAN. Food Microbiology - Fundamen-
tals and Frontiers. Vyd. 4. Washington, DC: American Society for Microbiology.
2013, 5. 901-913. 36. Beer. ISBN: 978-1-55581-626-1 (e-book)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 56

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

JAYKUS, L. A, H. H. WANG a L. S. SCHLESINGER. Food Borne Microbes -
Shaping the Host Ecosystem. Washington, DC: American Society for Microbiolo-
gy. 2009, s. 161-181. 9. Using Microbial Succession to the Processor's Advantage:
Food Fermentation and Biocontrol. ISBN: 978-1-55581-405-2 (e-book)

SILLA-SANTOS, Maria H. Biogenic Amine: Their Importance in Foods. Interna-
tional Journal of Food Microbiology. 1996, roc. 29, s. 213-231. ISSN: 0168-1605.

KAROVICOVA, J. a Z. KOHAJDOVA. Biogenic Amines in Food. Chemical
Papers. 2003, ro¢. 59, s. 70-79. ISSN: 0931-7597.

MATOULKOVA, D., P. KUBIZNIAKOVA a K. SINGLER. Schopnost mlé&nych
bakterii kazit pivo a souvislost s pfitomnosti gend horA, horC a hitA. Kvasny

priumysl. 2012, ro¢. 58, s. 336-342. ISSN: 0023-5830.

SUZZI, Giovanna a Fausto GARDINI. Biogenic Amines in Dry Fermented
Sausages: A Review. International Journal of Food Microbiology. 2003, ro¢. 88,
s. 41-54. ISSN: 0168-1605.

CASADEI, M. A. et al. Heat Resistance of Bacillus Cereus, Salmonella Typhimu-
rium and Lactobacillus Delbrueckii in Relation to PH and Ethanol. International
Journal of Food Microbiology. 2001, ro¢. 63, s. 125-134. ISSN: 0168-1605.

SUZUKI, K. et al. A Review of Hop Resistance in Beer Spoilage Lactic Acid Bac-
teria. Journal of the Institute of Brewing. 2006, ro¢. 112, s. 173-191. ISSN: 2050-
0416.

GLORIA, Maria. B. A. a Maria IZQUIERDO-PULIDO. Levels and Significance
of Biogenic Amines in Brazilian Beers. Journal of Food Composition and Analy-
sis. 1999, ro¢. 12, s. 129-136. ISSN: 0889-1575.

LORENCOVA, E. et al. Production of Biogenic Amines by Lactic Acid Bacteria
and Bifidobacteria Isolated from Dairy Products and Beer. International Journal
of Food Science and Technology. 2012, ro¢. 47, s. 2086-2091. ISSN: 0950-5423.

MASSON, F. et al. Effects of Physico-chemical Factors Influencing Tyramine
Production by Carnobacterium Divergens. Journal of Applied Microbiology.
1997, roc. 83, s. 36-42. ISSN: 1364-5072



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka S7

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

LORENCOVA, E. et al. Selected Factors Influencing the Ability of Bifidobacteri-
um to Form Biogenic Amines. International Journal of Food Science and Techno-
logy. 2014, ro¢. 49, s. 1302-1307. ISSN: 0950-5423

BUNKOVA, L. et al. The Effect of Lactose, NaCl and an Aero/anaerobic Envi-
ronment on the Tyrosine Decarboxylase Activity of Lactococcus Lactis Subsp.
Cremoris and Lactococcus Lactis Subsp. Lactis. International Journal of Food
Microbiology. 2011, ro¢. 147, s. 112-119. ISSN: 0168-1605.

European Food Safety Authority (EFSA), Panel on Biological Hazards
(BIOHAZ). Scientific Opinion on risk based control of biogenic amine formation
in fermented foods. EFSA Journal 2011, ro¢. 9, iss.10, p. 93.

HALASZ, A., A. BARATH, L. SIMON-SARKADI a W. HOLZAPFEL. Biogenic
amines and their production by microorfanisms in food. Trends in Food Science
and Technology. 1994, ro¢. 5, s. 42-49

ROIG-SAGUES, A. X., C. RUIZ-CAPILLAS, D. ESPINOSA a M.
HERNANDEZ. The decarboxylating bacteria present in foodstuffs and the effect
of emerging technologies on their formantion. Biological Aspects of Biogenic

Amines, Polyamines and Conjugates.2009, s. 201-230

KALAC. P, M. B. A. GLORIA. Biogenic amines in cheeses, wines, beers and
sauerkraut. Biological Aspects of Biogenic Amines, Polyamines and Conjugates.
20009, s. 267-309

DE BORBA, Brian M. a Jeff S. ROHRER. Determination of biogenic amines in
alcohol beverages by ion chromatography with suppressed conductivity detection
and integrated pulsed amperometric detection. Journal of Chromatography A.
2007, rocC. 1155, S. 22-30. Dostupné také z:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967307002208

HALASZ. A., A. BARATH a W. H. HOLZAPFEL. The influence of starter cultu-
re selection on sauerkraut fermentation. Zeitschrift fiir Lebensmitteluntersuchung
und -Forschung A. 1998, ro¢. 208, s. 434-438. ISSN: 1431-4649.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 58

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

KALAC, P., V. HLAVATA a M. KRIiZEK. Concentrations of Five Biogenic
Amines in Czech Beers and Factors Affecting Their Formation. Food Chemistry.
1997, roc€. 58. s. 209-214. ISSN: 0308-8146.

Potravindiské aktuality: Vyziva, trendy v potravindistvi, legislativa [online]. Us-
tav zemédélskych a potravinaiskych informaci, 2003, 2 [cit. 2016-05-09]. ISSN
1213-693X.

IZQUIERDO-PULIDO, M., T. HERNANDEZ-JOVER, A. MARINE-FONT a M.
C. VIDALCAROU. Biogenic amines in European Beers. Journal of Agricultural
and Food Chemistry. 1996, ro¢. 44, s. 3163-3163

BUNKA, F. el al. Content of biogenic amines and polyamines in beers from the
Czech Republic. Journal of the Institute of Brewing. 2012, ro¢. 118, s. 213-216.
ISSN: 0046-9750

TANG, T. et al. Determination of Biogenic Amines i Beer with Pre-column Deri-
vatization by High Performance Liquid Chromatography. Journal of Chromato-
graphy B. 2009, ro¢. 877, s. 507-512. ISSN: 1570-0232

Informacni centrum bezpecnosti potravin: Biogenni aminy v polskych pi-
vech [online]. 2003 [cit. 2016-05-10]. Dostupné Z:

http://www.bezpecnostpotravin.cz/biogenni-aminy-v-polskych-pivech.aspx

HALASZ, A., A. BARATH a W. H. HOLZAPFEL. The Biogenic Amine Content
of Beer; The Effect of Barley, Malting and Brewing on Amine Concentration. Z
Lebensm Unters Forsch A. 1999, ro¢. 208, s. 418-423. ISSN: 1438-2377

BAUMLISBERGER, M. et al. The Potential of the Yeast Debaryomyces hansenii
H525 to Degrade Biogenic Amines in Food. Microorganisms 2015. 2015, ro¢. 3,
s. 839-850

CARUSO, M. et al. Formation of biogenic amines as criteria for the selection of
wine yeast. World J. Microbiol. Biotechnol. 2002, ro¢. 18, s. 159-163

SOUFLEROS, E. et al. Correlation between the content of biogenic amines and
other wine compounds. Am. J. Enol. Vitic. 1998, ro¢. 49, s. 266-277

TORREA GONI, Diego a Carmen Ancin AZPILICUETA. Influence of Yeast

Strain on Biogenic Amines Content in Wines: Relationship with the Utilization of



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

Amino Acids during Fermentation. AM. J. Enol. Vitic. 2001, ro¢. 52, s 185-190.

Dostupné z: http://www.ajevonline.org/content/52/3/185.abstract

CONSTANTINI, A. et al. Biogenic Amine Production by Contaminating Bacteria
Found in Starter Preparations Used in Winemaking. Journal of agricultural and
food chemistry. 2009, ro¢. 57, s. 10664-10669

LANDETE, J. M. et al. Biogenic amines production by lactic acid bacteria, acetic
acid bacteria and yeast isolated from wine. Food Control. 2007, ro¢. 18, s. 1569-
1574

CERUTTI, G. et al. Non-volatile Amines in Beer: Origin and Occurrence. Monat-
sschr Brauwiss. 1985, ro¢. 38, s. 296-299.

WEI QI, et al. Effect of salt-tolerant yeast of Candida versatilis and Zygosac-
charomyces rouxii on the production of biogenic amines during soy sauce fermen-
tation. Science of Food and Agriculture. 2014, ro¢. 94, s. 1537-1542. Dostupné z:
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/jsfa.6454/epdf?r3_referer=wol&tracki
ng_action=preview_click&show_checkout=1&purchase_referrer=onlinelibrary.wi
ley.com&purchase_site_license=LICENSE_DENIED_NO_CUSTOMER

BASAROVA, Gabriela. Pivovarstvi: teorie a praxe vyroby piva. Praha: Vydava-
telstvi VSCHT, 2010. ISBN 978-80-7080-734-7.

KOSAR, Karel. Technologie vyroby sladu a piva. Praha: Vyzkumny tstav pivo-
varsky a sladatsky, 2000. ISBN 80-902658-6-3.

MATOULKOVA, Dagmar. Klasifikace a vyznam kvasinek vyuZivanych v pivovar-

ské technologii. Brno, 2010. Rigordzni prace. Masarykova univerzita.

EBC: European Brewery Convention: EBC Analytica-Microbiologica 2005. 2.
vyd. Niirnberg: Fachverlag Hans Carl. [CD ROM]. ISBN 3-418-00780-5

BERLOWSKA, Joanna et al. Biodiversity of brewery yeast strains and their fer-
mentative activities. Yeast. 2015, ro¢. 32, s. 289-300. Dostupné z:
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/yea.3041/full

SAVEL, Jan. Technologie vyroby piva. Tréninkovy modul. 2010. Dostupné z:
http://web2.mendelu.cz/af_291 projekty/files/6/6-technologie_vyroby piva.pdf


http://www.ajevonline.org/content/52/3/185.abstract
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/jsfa.6454/epdf?r3_referer=wol&tracking_action=preview_click&show_checkout=1&purchase_referrer=onlinelibrary.wiley.com&purchase_site_license=LICENSE_DENIED_NO_CUSTOMER
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/jsfa.6454/epdf?r3_referer=wol&tracking_action=preview_click&show_checkout=1&purchase_referrer=onlinelibrary.wiley.com&purchase_site_license=LICENSE_DENIED_NO_CUSTOMER
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/jsfa.6454/epdf?r3_referer=wol&tracking_action=preview_click&show_checkout=1&purchase_referrer=onlinelibrary.wiley.com&purchase_site_license=LICENSE_DENIED_NO_CUSTOMER

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

KOPECKA, Jana, M. NEMEC a D. MATOULKOVA. Comparison of DNA-
based techniques for differentiation of production strains of ale and lager brewing
yeast. J. Appl. Microbiol. 2016. Dostupné Z:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26929399

MATOULKOVA, Dagmar. Pivovarstvi a taxonomie pivovarskych kvasinek.
Kvasny prumysl. 2007, ro€. 53, s. 206-214

MATOULKOVA, Dagmar, Jana KOPECKA a Petra KUBIZNIAKOVA. Mikro-
biologie pivovarské vyroby — Divoké kvasinky a metody jejich detekce. Kvasny
primysl. 2013, roc. 59, s. 246-257

BOULTON, Chris a David QUAIN. Brewing yeast and fermentation. Oxford
[u.a.]: Blackwell Science, 2001. ISBN 0632054751.

CAMPBELL, I. a Hawa S. MSONGO. Growth of aerobic wild yeast. Journal of
the Institute of Brewing. 1991, ro¢. 97, s. 279-282. Dostupné z:
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/j.2050-0416.1991.tb01069.x/epdf

VAUGHAN, Anne, Tadhg O’'SULLIVAN a Douwe VAB SINDEREN. Enhancing
the Microbiological Stability of Malt and Beer - A Review. Journal of the Institu-
te of Brewing. 2005, ro¢ 111, s. 355-371. Dostupné z:
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/j.2050-0416.2005.tb00221.x/epdf

PIRES, E. J., J. A. TEIXEIRA, T. BRANYIK a A. VINCENTE. Yeast: the soul of
beer’s aroma — a review of flavour-active esters and higher alcohols produced by
the brewing yeast. Appl. Microbiol. Biotechnol. 2014., ro¢. 98, s. 1937-1949.

COGHE, S. et al. Ferulic acid release and 4-vinylguaiacol formation during bre-
wing and fermentation: indications for feruloyl esterase aktivity in Saccharomyces
cerevisiae. J. Agric Food Chem. 2004, ro¢. 52, s. 602-608

CHLADEK, Ladislav. Pivovarnictvi. Praha: Grada, 2007. Remesla, tradice, tech-
nika. ISBN 978-80-247-1616-9.

STEENSELS, J. et al. Brettanomyces yeast — From spoilage organisms to valuable
contributors to industrial fermentations. Int. J. Food Microbiol. 2015, ro¢. 206, s.
24-38


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26929399

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 61

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

HUTZLER. M. Getriankerelevante Hefen —Identifizierung und Differenzierung.
Stidwestdt. Verl. Fiir Hochschulschriften 2010, s. 276

KING, A. a R. J. DICKINSON. Biotransforamtion of monoterpene alcohols by
Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii and Kluyveromyces lactis. Ye-
ast. 2000, roc¢. 16, s. 499-506

BASAROVA, Gabriela a Jan JANOUSEK. Vyznam aminokyselin v technologii a
kvalité piva. Kvasny primysl. 2000, roc. 46, s. 314-318

DADAKOVA, E., M. KRIZEK a T. PELIKANOVA. Determination of Biogenic
Amines in Foods Using Ultra-performance Liquid Chromatography (UPLC). Food
Chemistry. 2009, ro¢. 116, s. 365-370. ISSN: 0308-8146

KRIZEK, Martin a Véra HLAVATA. Stanoveni vybranych biogennich aminti
V pivu. Kvasny primysl. 1995, ro€. 41, s. 265-269

RUSSO, P. et al. Are consumers aware of the risks related to Biogenic Amines in
food?. Current Research. 2010, s. 1087-1095

SMIT, A. Y. et al. Biogenic amines in Wine: Understanding the Headache. S. Afr.
J. Enol. Vitic. 2008, ro¢. 29, s. 109-127

PLEVA, Pavel, Leona BUNKOVA, Andrea LAUKOVA, Eva LORENCOVA,
Vlastimil KUBAN a Frantisek BUNKA. Factors affected decarboxylation activity
of Enterococcus faecium isolated from rabbit. Potravinarstvo. 2012-04-01, vol. 6,
issue 2, s. 46 - 49. DOI: 10.5219/182.

DAVIDEK, T. a J. DAVIDEK. Biogenic Amines. In: Natural Toxic Comounds of
Foods. Formation and change during processing and storage. Boca Raton, Flori-
da, CRC Press. 1995, s. 108-123.

TORREA, D. a C. ANCIN. Content of biogenic amines in a Chardonnay wine
obtained through spontaneous and inoculated fermentation. J. Agric. Food. Chem.
2002, roc. 50, s. 4895-4899.

[92] ROMANO, P., A. CAPECE, C. POETA. Biogenic amine formation in alcohol

fermentation. Bullettin OIV. 2007, s. 1-11



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 62

[93] STANDAROVA, E., BORKOVCOVA, 1., VORLOVA, L. Obsah biogennich ami-
na v syrech z ¢eské obchodni sité. Veterinatstvi. 2008, ¢. 58, s. 735-739.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

63

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AMK

ARG

BA

BMK

DAO

HCI

HMT

MAO

MB

PR-HPLC

RIBM

SPN

TYR

uv

VIS

Aminokyselina

Arginin

Biogenni aminy

Bakterie mlécného kvaseni

Diaminooxidadza

Kyselina chlorovodikova

Histidinmethyltransferaza

Monoaminooxiddza

Malt Broth

Vysokoucinna kapalinova chromatografie na reverznich fazich
Research Institute of Brewing and Malting Culture Collection
Spermin

Tyramin

Ultrafialové zatreni

Viditelné zafeni



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

SEZNAM OBRAZKU

Obr.

Obr
Obr

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

1: Nejcasteéji vyskytujici se biogenni aminy a polyaminy [19] .......ccooooviiiiiniinns 15
2: Schéma dekarboxylace aminokyselin [22] .........ccoouveiieivieiieiieeieieese e 16
3: Schéma metodiky primarniho screeningu dekarboxyldzoveé aktivity vybranych
kmenit kvasinek in VItro. ...........cccocoooiiiiiiii e 36
4: Produkce tyraminu (TYR) kmeny Saccharomyces cerevisiae po 168 hodindch

pri 12 °C a po 48 hodindch pri 30 °C v médiu MB s aminokyselinami (0,3 %

(WV) Tyr, Orn, Arg, LYs, Phe, HiS) ....cccciiiiiiiie e 41
5: Produkce tyraminu (TYR) kmeny Saccharomyces pastorianus po 168
hodinach pri 12 °C a po 48 hodinach pri 30 °C v médiu MB s aminokyselinami

(0,3 % (W/v) Tyr, Orn, Arg, Lys, Phe, HiS)......cccooiiieieeece e 41
6: Produkce tyraminu (TYR) kmeny divokych kvasinek po 168 hodinach pri 12

°C a po 48 hodindch pri 30 °C v médiu MB s aminokyselinami (0,3 % (w/v)

Tyr, Orn, Arg, LYS, Phe, HiS). .o 42
7: Produkce sperminu (SPN) kmeny Saccharomyces cerevisiae po 168
hodinach pri 12 °C a po 48 hodinach pri 30 °C v médiu MB s aminokyselinami

(0,3 % (W/v) Tyr, Orn, Arg, Lys, Phe, HiS)......ccooiiiiiiee e 42
8: Produkce sperminu (SPN) kmeny Saccharomyces pastorianus po 168
hodinach pri 12 °C a po 48 hodindch pri 30 °C v médiu MB s aminokyselinami

(0,3 % (w/v) Tyr, Orn, Arg, Lys, Phe, HiS). ..o 43
9: Produkce sperminu (SPN) kmeny divokych kvasinek po 168 hodinach pri 12

°C a po 48 hodindch pri 30 °C v médiu MB s aminokyselinami (0,3 % (w/v)

Tyr, Orn, Arg, LYS, Phe, HiS). ..o 43
10: Produkce tyraminu (TYR) kmeny Saccharomyces cerevisiae po 48 hodinach
kultivace pri 30 °C ve dvou riznych médiich; MB s aminokyselinami (0,3 %

(W/V) Tyr, Orn, Arg, Lys, Phe, His) a upravené MB (4,0 % (v/v) etanolu; 20

mg/l smési izo-o-horkych latek; pH 4,8). ........cccccoouviiiiiiiiiiiiiiiice e 45
11: Produkce tyraminu (TYR) kmeny Saccharomyces pastorianus po 48
hodinach kultivace pri 30 °C ve dvou riiznych médiich; MB s aminokyselinami

(0,3 % (w/v) Tyr, Orn, Arg, Lys, Phe, His) a upravené MB (4,0 % (v/v) etanolu,

20 mg/l smési izo-o-horkych latek; pH 4,8).........cccooooiiiiiiiiiiiiiiiiiei e 45



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

65

Obr. 12: Produkce tyraminu (TYR) kmeny divokych kvasinek po 48 hodindch
kultivace pri 30 °C ve dvou riznych médiich; MB s aminokyselinami (0,3 %
(w/v) Tyr, Orn, Arg, Lys, Phe, His) a upravené MB (4,0 % (v/v) etanolu,; 20
mg/l smési izo-o-horkych latek; DH 4,8).........cccooeiiiiiiiiiiiiiiieieee e

Obr. 13: Produkce sperminu (SPN) kmeny Saccharomyces cerevisiae po 48 hodindch
kultivace pri 30 °C ve dvou riznych médiich; MB s aminokyselinami (0,3 %
(wiv) Tyr, Orn, Arg, Lys, Phe, His) a upravené MB (4,0 % (v/v) etanolu; 20
mg/l smési izo-o-horkych latek; DH 4,8). ........ccccoeiiiiiiiiiiiiiiieiece e

Obr. 14: Produkce sperminu (SPN) kmeny Saccharomyces pastorianus po 48
hodinach kultivace pri 30 °C ve dvou riiznych médiich; MB s aminokyselinami
(0,3 % (w/v) Tyr, Orn, Arg, Lys, Phe, His) a upravené MB (4,0 % (v/v) etanolu;
20 mg/l smési izo-o-horkych latek; DH 4,8).........ccooueiiiiiiiiiiiiiiiieieesese e

Obr. 15: Produkce sperminu (SPN) kmeny divokych kvasinek po 48 hodindch
kultivace pri 30 °C ve dvou riznych médiich; MB s aminokyselinami (0,3 %
(w/v) Tyr, Orn, Arg, Lys, Phe, His) a upravené MB (4,0 % (v/v) etanolu; 20
mg/l smési izo-o-horkych latek; DH 4,8)......c..ccooeiiiiiiiiiiieiiiesee e



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 66

SEZNAM TABULEK

Tab. 1: Vysledky stanoveni tyraminu a sperminu v dekarboxyla¢nich médiich pfi

teploté kultivace 30 °C po dobu 168 h................... Chyba! ZaloZka neni definovana.


_Toc417842298

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 67

SEZNAM PRILOH

Ptiloha P I: Vysledky degradace tyraminu a sperminu pivnich kvasinek pii 12 °C po dobu

168 h v médiu MB s aminokyselinami

Ptiloha P II: Vysledky degradace tyraminu a sperminu divokych kvasinek pti 12 °C po do-

bu 168 h v médiu MB s aminokyselinami

Ptiloha P III: Vysledky obsahti tyraminu a sperminu vyprodukované kmeny pivnich kvasi-

nek ve dvou variantach dekarboxyla¢niho média

Ptiloha P IV: Vysledky obsahtl tyraminu a sperminu vyprodukované kmeny divokych kva-

sinek ve dvou variantach dekarboxylacniho média



PRILOHA P I: VYSLEDKY DEGRADACE TYRAMINU (TYR) A
SPERMINU (SPN) PIVNICH KVASINEK KULTIVOVANYCH PRI
12°C PO DOBU 168 HV MEDIU MB S AMINOKYSELINAMI

Obsah BA* Degradace BA
Mikroorganizmy [mg/l] [%0]
TYR SPN TYR | SPN
Saccharomyces cerevisiae RIBM 2 ND -2,47+0,46 | ND 33
Saccharomyces cerevisiae RIBM 3 -2,15+0,26 | -2,30+0,07 | 49 31
Saccharomyces cerevisiae RIBM 6 -2,89+0,31 | -1,96+0,55 66 26
Saccharomyces cerevisiae RIBM 9 -1,99+0,39 ND 46 ND
Saccharomyces cerevisiae RIBM 10 -2,18+0,15 ND 50 ND
Saccharomyces cerevisiae RIBM 11 ND ND ND ND
Saccharomyces cerevisiae RIBM 15 -1,58+0,24 ND 36 ND
Saccharomyces cerevisiae RIBM 18 ND ND ND ND
Saccharomyces cerevisiae RIBM 32 ND ND ND ND
Saccharomyces cerevisiae RIBM 95 ND ND ND ND
Saccharomyces cerevisiae RIBM 96 ND ND ND ND
Saccharomyces pastorianus RIBM 139 ND ND ND ND
Saccharomyces pastorianus RIBM 140 ND ND ND ND
Saccharomyces pastorianus RIBM 145 ND ND ND ND
Saccharomyces pastorianus RIBM 146 ND ND ND ND
Saccharomyces pastorianus RIBM 147 ND ND ND ND
Saccharomyces pastorianus RIBM 148 ND ND ND ND
Saccharomyces pastorianus RIBM 149 -0,25+0,19 ND 6 ND
Saccharomyces pastorianus RIBM 150 -0,16+0,19 ND 4 ND
Saccharomyces pastorianus RIBM 151 ND ND ND ND
Saccharomyces pastorianus RIBM 152 -2,58+0,15 ND 59 ND
Saccharomyces pastorianus RIBM 153 ND ND ND ND

*Hodnoty po odecteni obsahu BA v kontrole




PRILOHA P II: VYSLEDKY DEGRADACE TYRAMINU (TYR) A
SPERMINU (SPN) DIVOKYCH KVASINEK KULTIVOVANYCH PRI
12°C PO DOBU 168 HV MEDIU MB S AMINOKYSELINAMI

Obsah BA* Degradace BA
Mikroorganizmy [mg/1] [%0]
TYR SPN TYR | SPN
Debaryomyces hansenii DSM 70244 -2,73+0,09 | -0,81+0,58 62 11
Dekkera bruxellensis DSM 70001 -0,99+0,24 | -0,25+0,23 23 3
Hanseniaspora uvarum RIBM A4 ND -0,77£0,46 | ND 10
Hanseniaspora uvarum RIBM A7 -1,48+0,07 | -1,15+0,07 34 15
Hanseniaspora uvarum RIBM A10 -1,90+0,22 | -1,24+0,27 43 16
Kluveromyces marxianus RIBM Km -2,61+0,05 | -0,30+0,49 60 4
Pichia fermentans RIBM KI %2 -2,59+0,04 | -0,24+0,16 59 3
Pichia membranifaciens RIBM Spk 25 -1,70+0,19 | -0,11+0,29 39 1
Pichia membranifaciens RIBM BS 196 -1,68+0,21 | -1,06+0,74 | 38 14
Rohodotrula sp. RIBM A8 -1,39+0,54 | -2,14+0,08 32 28
Rohodotrula sp. RIBM A9 -1,58+0,35 | -1,66+0,61 36 22
Torulaspora delbrueckii RIBM T1 -1,90+0,14 ND 44 ND
Torulaspora delbrueckii RIBM T2 ND ND ND ND
Torulaspora delbrueckii RIBM T3 -1,88+0,24 ND 43 ND
Torulaspora delbrueckii RIBM T4 -1,97+0,15 ND 45 ND
Torulaspora delbruckeii RIBM T5 -2,2340,06 ND 51 ND
Zygosaccharomyces bailli RIBM BS 197/B | -0,50+0,08 | -1,32+0,53 11 17
Zygosaccharomyces bailli RIBM BS 197/Z | -1,75+0,30 | -0,49+0,57 | 40 6
Lindera saturnus Spk 8 -2,05+0,19 | -0,10+0,29 | 47 1
Candida sp. RIBM C6 -2,59+0,08 ND 59 ND
Candida sp. RIBM C7 -1,55+0,13 | -0,68+0,81 35 9
Candida sp. RIBM Spk 76 -2,82+0,05 | -0,72+0,08 65 10

*Hodnoty po odecteni obsahu BA v kontrole




PRILOHA P III: VYSLEDKY OBSAHU TYRAMINU (TYR) A
SPERMINU (SPN) VYPRODUKOVANY KMENY PIVNiICH
KVASINEK VE DVOU VARIANTACH DEKARBOXYLACNIHO

MEDIA

MB s MB s MB s MB s

) ] AMK faktory AMK faktory
Mikroorganizmy TYR TYR SPN SPN

[mg/l] [mg/l] [mg/l] [mg/1]
Saccharomyces cerevisiae RIBM 2 2,64+0,29 ND 7,79+2.73 ND
Saccharomyces cerevisiae RIBM 3 ND ND 8,20+1,03 ND
Saccharomyces cerevisiae RIBM 6 ND 16,52+0,02 | 7,32+0,52 ND
Saccharomyces cerevisiae RIBM 9 1,87+0,16 |20,40+1,50| 8,33+0,80 |18,33+0,07
Saccharomyces cerevisiae RIBM 10 ND ND 7,99+0,11 ND
Saccharomyces cerevisiae RIBM 11 ND ND 13,38+0,25(39,14+6,24
Saccharomyces cerevisiae RIBM 15 ND 15,06+1,18 ND ND
Saccharomyces cerevisiae RIBM 18 ND ND 9,59+1,18 ND
Saccharomyces cerevisiae RIBM 32 ND ND 9,82+1,48 |23,38+1,27
Saccharomyces cerevisiae RIBM 95 2,64+0,29 |16,02+0,48 | 7,79+2,73 |13,52+0,07
Saccharomyces cerevisiae RIBM 96 3,46+0,03 |[19,31+0,86| 9,03+0,14 |18,53+0,19
Saccharomyces pastorianus RIBM 139 | 0,70+0,08 |19,67+1,54| 7,79+2,73 ND
Saccharomyces pastorianus RIBM 140 | 1,44+0,21 [15,57+1,91|11,59+0,01 |27,93+3,84
Saccharomyces pastorianus RIBM 145 | 5,68+0,78 |13,40+1,29 | 8,57+0,95 |25,30+3,10
Saccharomyces pastorianus RIBM 146 ND 15,87+0,29 | 8,63+0,07 |29,13+4,06
Saccharomyces pastorianus RIBM 147 ND 17,55+2,16 | 5,05+0,07 ND
Saccharomyces pastorianus RIBM 148 ND 16,75+1,63 | 6,63+1,08 ND
Saccharomyces pastorianus RIBM 149 | 2,79+0,28 |18,63+1,41 ND 32,06+1,12
Saccharomyces pastorianus RIBM 150 ND 17,38+0,57 ND 29,65+3,87
Saccharomyces pastorianus RIBM 151 ND 14,74+0,83 | 8,58+1,00 ND
Saccharomyces pastorianus RIBM 152 | 2,98+0,21 |17,18+1,42 ND 36,95+4,85
Saccharomyces pastorianus RIBM 153 ND 14,54+0,52 ND 43,21+4,39




PRILOHA P IV: VYSLEDKY OBSAHU TYRAMINU (TYR) A

SPERMINU (SPN) VYPRODUKOVANY KMENY DIVOKYCH

KVASINEK VE DVOU VARIANTACH DEKARBOXYLACNIHO

MEDIA

MB s MB s MB s MB s

Mikroorganizmy AMK faktory AMK faktory

TYR TYR SPN SPN

[mg/l] [mg/l] [mg/l] [mg/l]
Debaryomyces hansenii DSM 70244 ND 18,26+0,54 | 7,26+0,56 [34,91+4,70
Dekkera bruxellensis DSM 70001 ND 19,26+0,25 | 7,09+0,97 |34,67+0,94
Hanseniaspora uvarum RIBM A4 ND 13,36+0,10 | 10,50+0,74 ND
Hanseniaspora uvarum RIBM A7 2,34+0,00 ND 10,05+0,00 | 27,83+1,32
Hanseniaspora uvarum RIBM A10 3,70+0,00 |16,19+0,56 ND ND
Kluveromyces marxianus RIBM Km ND ND 7,16+£0,65 |16,91+0,43
Pichia fermentans RIBM Kl 1/2 ND 17,52+0,44 | 11,22+0,71 | 18,74+2,63
Pichia membranifaciens RIBM Spk 25 ND 18,04+0,21 | 10,86+0,00 | 31,76+1,48
Pichia membranifaciens RIBM BS 196 | 2,52+0,17 [20,97+0,49 | 11,42+0,78 |20,54+0,41
Rohodotrula sp. RIBM A8 ND 30,10+£2,42 | 10,94+1,56 ND
Rohodotrula sp. RIBM A9 4,84+0,72 |18,99+1,09 ND 18,62+1,46
Torulaspora delbrueckii RIBM T1 ND 16,53+0,91 ND 42,72+4,39
Torulaspora delbrueckii RIBM T2 ND ND 10,82+0,57 |27,40+0,08
Torulaspora delbrueckii RIBM T3 4,41+0,04 |22,79+3,54 | 16,49+0,38 ND
Torulaspora delbrueckii RIBM T4 5,64+0,71 [12,42+1,10| 13,45+1,98 | 35,63+3,32
Torulaspora delbruckeii RIBM T5 3,224+0,40 |13,22+0,38| 14,09+1,70 |30,08+4,28
Zygosaccharomyces bailli RIBM BS
197/B 5,37+0,46 ND 15,50+1,51 |31,84+1,52
Zygosaccharomyces bailli RIBM BS
197/Z 3,51+0,22 |14,31+0,93 | 13,354+2,11 |35,104+2,08
Lindera saturnus Spk 8 3,45+0,32 |14,95+1,55| 11,42+1,81 | 39,69+0,91
Candida sp. RIBM C6 ND ND 18,70+0,38 | 31,99+3,10
Candida sp. RIBM C7 3,41+0,34 |15,57+1,88 ND 26,45+3,21
Candida sp. RIBM Spk 76 ND 14,74+1,21 ND 28,76+1,95




