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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva produkci a degradaci biogennich aminti (BA) a po-
lyaminii (PA) vybranymi kmeny pivovarskych kvasinek a laktobacilt. 1zolaty byly ziskany
od Ustavu pivovarského a sladaiského v Praze. Byl proveden screening produkce
a degradace biogennich amintll a polyaminti kvasinkami a laktobacily za podminek in vitro,
soucasn¢ byl sledovan vliv pfidavku riznych BA, PA a aminokyselin v n¢kolika varian-
tach kultivacnich médii. Stanoveni bylo provedeno pomoci vysokoucinné kapalinové

chromatografie s UV detekci s pfedkolonovou derivatizaci dansylchloridem.

Zastupci rodu Lactobacillus obecné disponuji dekarboxyldzovou aktivitou, a proto
mohou piedstavovat vazné riziko tvorby toxickych mnoZstvi BA/PA v pivu. To potvrzuje
1 analyzou zji§ténd mohutnd produkce tyraminu po kultivaci testovanych kment laktobaci-
14 v zivnych médiich, kterd kolisala okolo 250 mg/l a misty dosahovala az 532 mg/I. Tyro-
zindekarboxyldzovou aktivitu vybranych kment laktobacili zna¢né podpofila i ptitomnost
tyrozinu coby prekurzoru tohoto BA. Nedostatek zivin v nutricn€ chudych mineralnich
médiich vSak vedl k degradaci tyraminu testovanymi kmeny laktobacilt, kdy jeho mnoz-

stvi byly nékteré kmeny schopné snizit o témét 120 mg/1.

Na rozdil od laktobacild nepatii kvasinky mezi abundantni producenty. Byly zjisté-
ny maximalni piiristky tyraminu do 23 mg/l, histaminu do 13 mg/l a putrescinu
do 12 mg/l. Naopak nejvyssi ubytky se u tyraminu pohybovaly do 20 mg/l, u histaminu
do 35 mg/l a u putrescinu do 12 mg/l. Pro potvrzeni produkéni/degradacni schopnosti tes-
tovanych kmenti by bylo vhodné dal$i experimenty navazujici na tuto praci doplnit mole-

kularnimi metodami a stanovenim po kultivaci kment v realné matrici.

Klicova slova: biogenni aminy, polyaminy, kvasinky, pivo



ABSTRACT

This thesis is dealing with the production and degradation of biogenic amines (BA)
and polyamines (PA) by selected strains of brewing yeasts and lactobacilli. The isolates
were provided by Research Institute of Brewing and Malting in Prague. The screening
of production and degradation of BA and PA by brewing yeasts and lactobacilli was
carried out at in vitro conditions, the influence of medium type and various supplements
(BA, PA, amino acids) was observed. BA and PA were determined by high performance
liquid chromatography with UV detection with precolumn derivatisation by dansyl chlori-

de.

Generally, the representatives of the genus Lactobacillus are able to decarboxylase
amino acids to BA and PA. Therefore, their presence can be considered hazardous for the
safety of beer. This statement was confirmed by a significant production of tyramine detec-
ted after the cultivation of lactobacilli strains in nutrient media. Mentioned production
fluctuated around 250 mg/l, at maximum 532 mg/l. The presence of tyrosine considerably
contributed the tyrosinedecarboxylase activity of these microorganisms. However, the lack
of nutrients in nutritionally poor mineral media led to the degradation of tyramine

by Lactobacillus strains tested almost about 120 mg/1.

Compared to lactobacilli, the yeasts are not classified as abundant producers
of BA/PA. The maximum detected increments of tyramine was up to 23 mg/l, histamine
up to 13 mg/l and putrescine up to 12 mg/l at maximum. By contrast, the highest decreases
of tyramine were up to 20 mg/l, up to 34 mg/1 of histamine and up to 12 mg/I of putrescine.
To confirm the production/degradation capability of tested strains, it would be appropriate
realize complementary molecular analysis and detection of BA/PA concentrations after

the cultivation in real matrix in further experiments subsequent to this work.

Keywords: biogenic amines, polyamines, yeast, beer
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UvVOD

Nedilnou soucést procesu vyroby potravin a napojii predstavuje v dnesni spolecnos-
ti monitoring cizorodych a zdravi Skodlivych latek. Mezi latky predstavujici potencialni
riziko pro zdravi spotiebitell fadime i biogenni aminy (BA) a polyaminy (PA) (Rodriguez
et al, 2014). BA a PA pfedstavuji nizkomolekularni organické dusikaté slouceniny vznika-
jici zejména mikrobidlni dekarboxylaci aminokyselin ¢i aminaci a transaminaci aldehyda

a ketont (Ercan, Bozkurt a Soysal, 2013).

Prestoze maji BA a PA v Zivych organizmech z fyziologického hlediska nezastupi-
telnou ulohu, obecné je jejich vyskyt v potravinach povazovan za nezadouci. Pfitomnost
téchto dusikatych slou€enin slouzi jako indikator kvality a Cerstvosti potravin, jelikoz na-
svédcuje nezadouci mikrobialni kontaminaci a kaZeni. Vysokd mnozstvi BA a PA mohou

navic vykazovat piimé toxické ptisobeni na organizmus (Russo et al., 2010).

Vyznamnéjsi koncentrace BA a PA lze zaznamenat v potravinach vyrobenych pro-
cesem fermentace, jako rizikové se tak jevi syry, zeli, masné vyrobky, vino ¢i pivo
(Linares et al., 2011). Vzhledem k vysoké konzumaci piva na celém svéte, a zejména
v Ceské republice, by méla byt kontrole BA a PA v tomto napoji vénovana dostateéna po-

zornost (Pradenas et al., 2016).

Koncentraci aminil v pivu ovliviiuje predevsim kvalita pouZitych surovin a techno-
logie vyroby (Roig-Sagués et al., 2009). Za nejrizikovéjsi fazi byva oznacovana fermenta-
ce, nebot’ mladina ptedstavuje nutricné bohaté prostiedi vhodné pro mnozeni kulturnich
1 kontaminujicich mikroorganizmti vykazujicich dekarboxylazovou aktivitu (Priest a Ste-
wart, 2006). Mezi takové patii zejména bakterie mlécného kvaseni, aminogenni potencial

vSak mohou vykazovat i ur¢ité¢ kmeny kvasinek (Halasz et al., 1994).

Vétsina studii pfikladd hlavni vyznam tvorby BA a PA v pivu bakteriim mlééného
kvaSeni, tato prace se vSak snazi objasnit 1 ulohu kvasinek pfi produkci nebo naopak de-
gradaci téchto dusikatych substanci. Pro ucely této studie byly pouzité kmeny kvasinek
a laktobacilti ziskany od Ustavu pivovarského a sladatského v Praze. Screening byl prova-
dén za podminek in vitro, soucasné byl sledovan vliv ptfidavku riznych BA, PA a amino-
kyselin v né€kolika variantach kultiva¢nich médii. K naplnéni cilii prace bylo po derivatiza-

ci vzorkil dansylchloridem vyuzito vysokou¢inné kapalinové chromatografie s UV detekci.
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Jelikoz testovani probihalo za laboratornich podminek, umoznilo nam ziskat vseo-
becny piehled o schopnostech vybranych mikroorganizmi degradovat ¢i produkovat BA
a PA. Je vsak tieba brat v uvahu, ze v realném prostiedi mladiny by mohly metabolickou

aktivitu kvasinek a laktobacili ovlivnit dalsi faktory jako pfitomnost chmele ¢i COs.

Ceské ani evropské legislativni predpisy obsah BA a PA v pivu nijak nereguluji,
ato i pres zdravotni rizika, ktera mohou z jejich nadmémé konzumace vyplyvat (Ceska
republika, 1997a; Evropska Unie, 2005). Proto by méli vyrobci tohoto alkoholického napo-
je iniciativné sledovat a fidit koncentrace cizorodych latek, k cemuz jim miize byt napo-
mocna i znalost zastoupeni mikroorganizmii a jejich vlastnosti (Bokulich a Bamforth,

2013).
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOGENNI AMINY A JEJICH VYSKYT V POTRAVINACH

Kvalita, bezpec¢nost a zdravotni nezdvadnost potravin jsou v dnesni spolecnosti po-
vazovany za samoziejmou soucast jakosti dan¢ho produktu. Z tohoto divodu dochazi
v potravinaiském primyslu k monitorovani pfitomnosti cizorodych a zdravi skodlivych

latek, mezi které patii i BA a PA (Rodriguez et al, 2014).

BA a PA tvoii v nizké koncentraci piirozenou souc¢ast potravin. Mohou byt deteko-
vany jak v nezpracovanych potravinach a surovinach jako soucast bunécnych struktur, tak
i ve vyrobcich jiz zpracovanych a skladovanych (Rodriguez et al., 2014). Celkové mnoz-
stvi vytvofenych BA a PA vSak z&visi na mnoha faktorech, mezi které patii zejména kvali-
ta a povaha potravin a pfitomnych mikroorganizmi, délka a podminky skladovani, hygiena

a zvolena technologie vyroby (Velisek, 2002).

Z divodu toxikologickych rizik BA a PA pro lidské zdravi pamatuji na jejich limity
v potravinach i pravni predpisy. Prvotni legislativni pfedpis, platny do roku 2002, zahrno-
val povolend mnozstvi histaminu a tyraminu pro vybrané fermentované i nefermentované
potraviny. Do téchto kategorii byly zaclenény ryby a rybi vyrobky, pivo, vino, syry, koje-
necka vyziva a dalsi (Ceska republika, 1997a).

o 4

Casna platna evropska legislativa upravuje pouze hodnoty histaminu v produktech rybolovu
skrze Natizeni komise (ES) ¢. 2073/2005. Stanovuje limit histaminu na 100 mg/kg ryb,
kdy ve dvou vzorcich z deviti z jedné Sarze muze byt limit ptekrocen do 200 mg/kg.
Pro produkty rybolovu, které byly oSetfeny enzymatickym zranim v laku a jsou vyrobené
z ryb spojovanych s vysokym obsahem histidinu, je povoleny limit 200 mg/kg, z ¢ehoz
u dvou vzorkll z deviti mize byt koncentrace prekrocena az do 400 mg/kg (Evropska Unie,

2005).

U ostatnich skupin potravin je koncentrace jednotlivych BA a PA pouze doporuce-
na. Toxickad davka sumy BA a PA je stile pfedmétem vyzkumu. Obecné se uvadi Siroké
rozmezi od 100 do 800 mg/kg, hodnoty jsou vsak z&vislé na typu aminil a potraviny, kvali-
té¢ surovin, technologii vyroby i individudlnich nezadoucich zdravotnich ucincich. Vy-
znamng&j$i koncentrace BA a PA se vyskytuji v potravinach vyrobenych procesem fermen-
tace jako syry, masné vyrobky, vino a pivo (Ercan, Bozkurt a Soysal, 2013; Halasz et al.,

1994; Linares et al., 2011; Silla-Santos, 1996).
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Syry jsou vzhledem k vysokému obsahu bilkovin, volnych aminokyselin a enzymu
vhodnym prostfedim pro tvorbu BA a PA — hlavnimi zéstupci jsou potom tyramin, hista-
min, kadaverin, putrescin a tryptamin (Mayer, Fiechter a Fischer, 2010). V Cerstvém mase
je obsah BA pomérné nizky, pti dlouhodobéjsim skladovani a pii fermentaci vSak stoupa -
nejcastéji je detekovan histamin, kadaverin a tyramin (Bover-cid et al., 2000). Ryby patfici
do celedi Scombridae a Scomberesocidae (tunak, makrela, treska) zplisobuji nejcastéjsi
alimentarni intoxikaci zvanou scombroid syndrom, ktery je zplisoben piijmem vysokych
davek histaminu (Bé€lohlavkova a Fuchs, 2005). Vino mtze obsahovat dokonce az 20 riz-
nych BA a PA, ve vyznamnéjsich koncentracich se v ném vyskytuje histamin, tyramin,
putrescin a kadaverin nasledovany spermidinem, sperminem ¢i agmatinem (Landete et al.,

2005; Smit, Toit a Toit, 2008).

1.1 Struktura a vlastnosti biogennich amina a polyamini

BA jsou nizkomolekularni organické dusikaté slouceniny vznikajici dekarboxylaci
aminokyselin ¢i aminaci a transaminaci aldehydt a ketond. Tyto biologicky aktivni latky
lze charakterizovat jako produkty metabolické ¢innosti mikroorganizmil, rostlin i Zivoci-
chii. Ke vzniku BA dochazi v dusledku pfirozené enzymatické aktivity surového materialu
nebo mikrobidlni dekarboxylace aminokyselin. Ta ovSem zavisi na mnoha faktorech, jako
je mnoZzstvi a dostupnost aminokyselin, pfitomnost dekarboxylaza pozitivnich mikroorga-
nizmu ¢i vhodné podminky pro jejich riist a mnoZeni (Spano et al., 2010; Ercan, Bozkurt

a Soysal, 2013; Karovicova a Kohajdova, 2005).

Dekarboxylace aminokyselin je uskutectiovana bud’ reakcemi zavislymi na pyri-
doxal-5-fosfatu, ktery plni funkci kofaktoru dekarboxylaz, nebo reakcemi na ném nezavis-
lymi. Pifi  Ucasti  kofaktoru reaguje karbonylovd skupina pyridoxal-5-fosfatu
s aminokyselinami za vzniku Schiffovych bazi, které nasledné podstupuji dekarboxylaci
na odpovidajici BA. Pii reakcich nezavislych na ucasti kofaktoru plni jeho funkci pyruvoy-
lovy zbytek, ktery je kovalentné vazan k aminoskupiné fenylalaninového zbytku na enzy-

mu (Shalaby, 1996; Smit, Toit a Toit, 2008).

V soucasné dobé¢ je znamo piiblizné 40 BA (Fialova et al., 2013), mezi potravinai-

sky nejvyznamné;jsi vSak patii 9 z nich (viz Tab. 1).
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Tab. 1 V potravinach vyznamné BA a PA a jejich prekurzory (Shukla, Kim a Kim, 2011)

BA/PA Prekurzor
Nazev Strukturni vzorec Nazev Strukturni vzorec
. ) A NHs . N i
Histamin Y J/\/ Histidin \ MOH
H H
NH, o
. TR o OH
Tryptamin w Tryptofan | Ly e
H H

NHg
Tyramin /©/\/ Tyrozin T o
HO 2
NH, i
Fenyletylamin @N Fenylalanin MOH
o}

. NH, ..
Putrescin HA ™ T Ornitin Hat /\/\AOH
NH
NH,
Kadaverin HN NH, Lyzin ol oH
Y
(o]
Spermin | HaT A Spermidin HA ™ A
... ) NH
Spermidin i Putrescin N
H;N I \/\/\ NH5
. o MH s OH
Agmatin K 2 Arginin et \[(NHM(
2 NH (o]

Vznik BA probihd plsobenim pfislusnych dekarboxyldz na prekurzor. Z histidinu
pusobenim histidindekarboxylazy vznika histamin, z tyrozinu pisobenim tyrozindekarbo-
midinu a argininu. Ornitin mize vznikat z glutaminu 1 argininu, arginin vSak zarovei slou-
Zi jako prekurzor pro agmatin. Ornitin a agmatin pak mohou konvertovat na putrescin, kte-
ry slouzi jako prekurzor pro spermin i spermidin (Shukla, Kim a Kim, 2011; Halasz et al.,

1994),

Drtive tvofily BA ucelenou skupinu, v roce 1990 vSak doslo k odlouc¢eni skupiny
tzv. polyamind, a to z divodu specifického fyziologického ucinku a tvorby odlisSnou meta-
bolickou drdhou — pfi jejich syntéze probihaji reakce katalyzované syntdzami (Drackova

et al., 2009). PA jsou bazické slouceniny s alifatickou strukturou, které se stejn¢ jako BA
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vyskytuji v zivych organizmech. Mezi PA lze zatadit kromé sperminu a spermidinu také

putrescin, kadaverin a agmatin (Larqué, Sabater-Molina a Zamora, 2007).

Prestoze maji BA a PA v zivych organizmech z fyziologického hlediska nezastupi-
telnou ulohu, obecné je jejich pfitomnost v potravinadch nezadouci. Vysoka mnozstvi téchto
latek totiz mohou vykazovat pfimé toxické plisobeni na organizmus, ptipadn¢ mohou rea-
govat s 1€Civy s psychotropnim uc¢inkem. Pfedevsim ale slouzi jako indikator kvality a Cer-
stvosti potravin, jelikoz jejich pfitomnost nasvédcuje nezadouci mikrobidlni kontaminaci

a kazeni (Tang et al., 2009).

BA a PA vsak nelze odepfit jednu diilezitou vlastnost — v nizkych koncentracich
maji v potravinafstvi nezastupitelnou tlohu diky své schopnosti dodavat vyrobkiim typic-

kou chut’ a aroma (Karovicova a Kohajdova, 2005).

1.2 Fyziologické a toxikologické piisobeni biogennich amint a polyami-

O

nu

BA a PA se ucastni dilezitych fyziologickych pochodt, a to jak na bunécné, tak
1na tkanové a orgénové urovni (Spano et al., 2010). Eukaryotické bunky BA pfirozené
syntetizuji, jelikoZz slouZi jako prekurzory pro syntézu hormond, alkaloidf, nukleovych
kyselin a proteinil (Spano et al., 2010). V lidském organizmu se podileji na regulaci télesné
teploty, krevniho tlaku ¢i pfijmu nutrientd (Karovicova a Kohajdova, 2005). Nékteré BA
plni funkci neurotransmiterd, tedy pfenasecti nervovych vzruchli na synapsich (Spano

et al., 2010).

Histamin, tryptamin, fenyletylamin a tyramin jsou fazeny mezi biologicky aktivni
aminy s psychoaktivnimi nebo vazoaktivnimi u¢inky. Psychoaktivni aminy ptsobi na neu-
rotransmitery, ¢imz ovliviiuji nervovy systém. Vazoaktivni aminy pisobi na systém vasku-
larni (Shalaby, 1996). Histamin je povazovan za lokalni tkanovy hormon, snizuje krevni
tlak, reguluje sekreci Zalude¢nich $t'av, Gcastni se pii anafylaktickém Soku a alergickych
reakcich. Tyramin naopak krevni tlak zvySuje, reguluje kontrakci hladkého svalstva, pi-
sobi dokonce jako antioxidant (Kohajdova, Karovicova a Greif, 2008; Velisek, 2002).
Tryptamin pfedstavuje lokalni tkanovy a rostlinny hormon, ovliviiuje krevni tlak, peristal-

tiku stfev a psychiku (VeliSek, 2002)

PA jsou nezbytné pro rist, obnovu a metabolizmus kazdého organu v téle, nebot’

se ucastni bunécné proliferace a diferenciace. Jsou nezbytné pro udrzeni vysoké metabo-
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lické aktivity normalné fungujiciho imunologického systému ve stievech. Podili se na sta-
bilizaci membran a proteosyntéze (Larqué, Sabater-Molina a Zamora, 2007; Kohajdova,
Karovicova a Greif, 2008, Silla-Santos, 1996). I kdyz dokaze kazda bunika PA syntetizo-
vat, lidsky organizmus pfesto z ¢asti spoléhd na urcity piijem PA z potravy (Silla-Santos,
1996). S ptibyvajicim vékem klesd aktivita ornitindekarboxylazy, ktera se na biologické
syntéze PA v organizmu ucastni, proto by méli zejména starsi lidé dbat na dostatecny pfi-

jem PA ve stravé (Larqué, Sabater-Molina a Zamora, 2007).

Putrescin, spermidin a spermin inhibuji oxidaci polynenasycenych mastnych kyse-
lin, ¢imz pfispivaji ke zpomaleni procesu starnuti bunék. Tento t€inek souvisi s poctem
aminoskupin obsazenych v daném PA (Kohajdova, Karovicova a Greif, 2008). Spermin
a spermidin stabilizuji hydroperoxid a zhasi singletovy kyslik, ¢imz plisobi pii akutnich
a Gloria, 2009). Kadaverin, putrescin a agmatin stabilizuji biologicky vyznamné makromo-
lekuly (nukleové kyseliny), subcelularni struktury (ribozomy) a stimuluji bunééné de€leni

(Kohajdova, Karovi¢ova a Greif, 2008).

Z divodu dilezitych fyziologickych tloh BA a PA muze vést jejich nedostatek
k riznym poruchdm organizmu, stejné tak i nadbytek vSak mtize zdravi jedince ohrozit
(Linares et al., 2011). U citlivych osob mohou vést nadmérnd mnoZstvi BA a PA
k toxickému piisobeni projevujici se bolesti hlavy, zvracenim, hypertenzi, tézkymi alergic-
kymi zachvaty provazenymi dusnosti, vyraZkou a v extrémnim piipad¢ i Sokem a ztratou

védomi (Russo et al., 2010).

Rovnovaha koncentrace BA v buiikach je dana nejen jejich biosyntézou a degrada-
ci, ale také riznymi formami ptijmu a exkrece (Halasz et al., 1994). Lidsky organizmus je
schopen do ur¢ité miry exogenni ¢i endogenni aminy degradovat, a to diky plisobeni speci-
fickych enzymil. Detoxikace se ucastni pfedev§im monoaminooxidédza (MAO), diaminoo-
xiddza (DAO) a polyaminooxidazy (PAO) (Rodriguez et al., 2014). Koncové metabolity
degradacnich reakci jsou poté snadno vylu€ovany moci (Kohajdova, Karovicova a Greif,
2008). Detoxikac¢ni kapacita je ovSem velice individudlni zalezitost a zavisi na mnoha fak-
torech jako ve€k ¢i zdravotni stav jedince (Shukla, Kim a Kim, 2011). ZhorSen4 ¢innost
detoxikacniho systému je zaznamenéana u osob s genetickymi predispozicemi, dychacimi
obtiZzemi, osob se zvySenym krevnim tlakem ¢i deficitem kobalaminu, jako inhibitor slouzi
také etanol (Juneja a Sofos, 2009). Etanol zpomaluje odbourdvani BA z organizmu,

¢imz zvysuje jejich toxicitu (Russo et al., 2010).
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S ohledem na vySe uvedené detoxikacni mechanizmy miizeme u zdravych jedincti
povazovat mnozstvi sumy BA a PA do 100 mg/kg (mg/l) potraviny za bezpecné (Linares
etal., 2011; Silla-Santos, 1996). Shukla, Kim a Kim (2011) uvadi, ze v potravinach Ize
tolerovat koncentraci histaminu 50-100 mg/kg, tyraminu 100—-800 mg/kg a fenyletylaminu
30 mg/kg. Pro spermin a spermidin byla stanovena akutni toxicita pii 600 mg/kg potraviny,
toxické uc€inky putrescinu a tryptaminu byly zaznamenany pti 2000 mg/kg potraviny (Er-
can, Bozkurt a Soysal, 2013; Spano et al., 2010). V alkoholickych napojich je vzhledem
k obsahu etanolu za toxickou povazovana koncentrace 25—40 mg/l tyraminu a 8-20 mg/l

histaminu (Silla-Santos, 1996; Ercan, Bozkurt a Soysal, 2013).

Nejzndméjsi potravinové intoxikace zptisobené BA se vztahuji pravé na histamin
a tyramin, jejichz uc¢inky mize zesilovat kadaverin a putrescin (Mayer, Fiechter a Fischer,
2010). Potravinami kontaminovanymi histaminem jsou obvykle ryby z ¢eledi Scombridae
a Scomberesocidae. Dal§imi potravinami, které mohou obsahovat toxikologicky rizikové
mnozstvi histaminu, jsou zejména Spenat, lilek, banany, ¢ervena vina, pivo a syry. Po pozi-
ti stravy s vyS$§im obsahem histaminu miiZze dojit ke vzniku tzv. scombroid syndromu, kte-
ry se projevuje predevSim exantémem, erytrémem, nauzeou, prijmem, zvracenim, tachy-
kardii, palpitaci, hypotenzi az Sokem pfipominajicim analyfaktickou reakci (Bélohlavkova

a Fuchs, 2005; Olsovska et al., 2014).

Tyramin disponuje schopnosti interagovat s inhibitory MAO, tedy psychofarmaky,
¢imzZ je nasledné€ zvySeno riziko vzniku hypertenze, silné bolesti hlavy, nevolnosti, vykyvi
srde¢niho rytmu, krvaceni do mozku, mrtvice ¢i selhani srdce. Tyramin ptredstavuje vazo-
aktivni amin zplsobujici roz§ifeni zornic a cév vicek, slzeni, slinéni a zrychleni dechu.
Jako rizikové potraviny z hlediska tyraminové otravy se jevi syry, ryby, masné vyrobky

1 pivo (Shalaby, 1996; OlSovska et al., 2014).

Z hlediska toxikologickych rizik byla prokazéna i souvislost mezi hladinou BA
a PA v builkkdch a onkologickymi onemocnénimi. PA podporuji rist a mnoZeni bunék,
coZ se mize nepiiznivé projevit pii rustu nddort. Pfijem PA z potravy by tedy mél byt
u onkologickych pacientli omezovan a peclivé hlidan. BA a PA navic disponuji schopnosti
reagovat s dusitany za vzniku potencidlné karcinogennich nitrosaminti, napf. zahievem
muze byt zplsobena pfeména putrescinu na N-nitrosopyrrolidin a kadaverinu na a N-

nitrosopiperidin (Kohajdova, Karovicova a Greif, 2008).
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2 VYSKYT BIOGENNICH AMINU A POLYAMINU V PIVU

,Pivem je pénivy napoj vyrobeny zkvasenim mladiny pfipravené ze sladu, vody,
neupravené¢ho chmele, upraveného chmele nebo chmelovych produkti, ktery vedle kvas-
nym procesem vzniklého alkoholu (etylalkoholu) a oxidu uhli¢itého obsahuje i urcité
mnozstvi neprokvasené¢ho extraktu; slad lze do vySe jedné tietiny hmotnosti celkového
extraktu piivodni mladiny nahradit extraktem, zejména cukru, obilného Skrobu, je¢mene,
pSenice nebo ryze; u piv ochucenych mutize byt obsah alkoholu zvysen piidavkem lihovin
nebo ostatnich alkoholickych napoji“. Tuto definici piva udava pravni ptedpis, ktery upra-
vuje oblast potravin. Jedna se o provadéci vyhlasku ¢. 335/1997 Sb. k zékonu ¢. 110/1997
Sb., o potravinach a tabdkovych vyrobcich v platném znéni. Déle vyhlaska zahrnuje také
Clenéni piva na druhy, skupiny a podskupiny, Oznatovani piva, Pozadavky na jakost

a Uvadéni do ob&hu (Ceska republika, 1997b).

Z chemického hlediska ptedstavuje pivo slozitou disperzni soustavu tvofenou vice
nez 2000 slouceninami. Ackoliv nekteré slozky piva pochézeji pfimo ze vstupnich surovin
a v pivu pretrvavaji beze zmény, velka ¢ast je vysledkem biochemickych zmén probihaji-
cich pfi zakladnich technologickych operacich, tj. rmutovani, chmelovaru, kvaseni a skla-

dovani (Kosaft a Prochazka, 2003; Van¢k, 2004).

Zakladni sloZku piva tvofi az z 92 % voda, ktera slouzi jako rozpoustédlo pro ostat-
ni organické i anorganické substance. Ty maji zasadni vliv na chut’ a viini piva a souhrnné
jsou nazyvany jako latky extraktivni. Dohromady tvofi 2—6 % a jejich hlavni soucast pred-
stavuji sacharidy. Z nich jsou nejvyznamnéji zastoupeny dextriny, v men$im méftitku lze
zaznamenat také oligosacharidy jako maltézu a maltotriézu. DalSi zastupci sacharidl, mezi
které fadime pentdzany a B-glukany, zvySuji viskozitu piva (Kosai a Prochazka, 2003).
Obsah dusikatych latek kolisa mezi 6-9 %, pfitomny jsou jak vysokomolekularni,
tak 1 nizkomolekularni substance. Pfitomnost vysokomolekuldrnich sloucenin kladné
ovlivituje plnost a pénivost, nizkomolekularni pak predstavuji bézné aminokyseliny. Kro-
mé nich jsou v pivu pfitomné polyfenoly, hoiké latky z chmele, fytoestrogeny, barviva
ve form¢ melanoidinti, glycerol ¢i heterocyklické latky (Hardwick, 1995). Pivo obsahuje
vSechny vitaminy skupiny B — pyridoxin, riboflavin, kyanokobalamin, kyselinu pantoteno-

vou, kyselinu listovou, tiamin, biotin a niacin (Bamforth, 2003).

Z anorganickych latek Ize jmenovat predevSim oxid uhlicity, ktery vznika jako pfi-

rozeny produkt kvaseni a je zodpovédny za tiz piva. Pfi kvaSeni vznika také oxid sificity
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a pii staceni se do piva dostava kyslik, jehoZz pfitomnost je ze senzorického hlediska neza-
douci (Kosai a Prochazka, 2003). Pivo obsahuje vice nez 30 mineralnich latek a stopovych
prvkll pochazejicich ze sladu a varni vody. Z nejvyznamnéji zastoupenych mineralnich
latek 1ze yjmenovat draslik, sodik, hot¢ik, vapnik, fosforeCnany, chloridy, sirany a dusi¢na-

ny (Bamforth, 2003).

Nelze opomenout ani obsah etanolu, ktery ovliviiuje plnost piva a jehoz mnozstvi
zéavisi na koncentraci extraktu piavodni mladiny a stupni prokvaseni. V pivu jsou obsazeny
také vyssi alkoholy, acetaldehyd, estery, organické kyseliny, mastné kyseliny, sirné slou-
¢eniny a t€kavé aminy (Hardwick, 1995). Energetickd hodnota vycepniho piva je stanove-
na asi na 1500 kJ/I a je dana obsahem alkoholu, sacharidl a proteinti (Kosat a Prochazka,

2003).

Mnohé studie zabyvajici se konzumaci piva prokazuji, ze se v pfiméfenych davkach
uplatituji pozitivni zdravotni u€inky. Konzumace nizkych davek alkoholu snizuje riziko
vzniku kardiovaskularnich onemocnéni, vysoky obsah vody v pivu zabraiiuje dehydrataci
organizmu. Vyznamny je i obsah antioxidantl, tedy polyfenolickych latek (katechin,

epikatechin), selenu a vitaminu C (Bamforth, 2003; Vangk, 2004).

Na druhou stranu patii pivo mezi komodity disponujici zvySenym obsahem BA
a PA. Je zaroven dle Organizace pro vyzZivu a zemédé€lstvi (FAO) paty nejkonzumovanéjsi
napoj na svétd. Ceska republika patii dokonce podle prizkumi k zemim s nejvyssi kon-
zumaci piva (Pradenas et al., 2016). Z tohoto diivodu je nezbytna nejen minimalizace vzni-
ku cizorodych latek, ale také kontrola jejich pfitomnosti. Nezadouci sloZky hraji v pivu
vyznamnou roli z toxikologického 1 technologického hlediska a ovlivituji bezpecnost 1 kva-

litu tohoto napoje (OlSovska et al., 2014).

Koncentrace BA a PA v pivu je ovliviiovdna z ¢asti kvalitou pouzitych surovin,
predevsim vSak technologickymi operacemi jako rmutovani, fermentace ¢i skladovani (Ha-
lasz et al., 1994; Roig-Sagués et al., 2009; Kalac¢ a Gloria, 2009). Z hlediska obsahu téchto
dusikatych latek pochazejicich ze surovin lze za rizikovy povaZovat piedevSim slad
a chmel. Nejvyznamnéj$im zdrojem vSak zlstava proces fermentace, béhem kterého do-
chézi k signifikantni dekarboxylaci a vzniku BA a PA (Slomkowska a Ambroziak, 2002).
Jejich koncentrace ovSem zavisi na typu a podminkéch fermentace — napt. spontanné kva-
Sena piva vykazuji obecné nejvyssi obsah téchto substanci (Pradenas et al., 2016). Celkovy

obsah BA a PA v pivu souvisi také s hygienickou Grovni pivovaru. Pfitomnost mikroorga-
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nizmu s dekarboxyldazovou aktivitu — bakterii mlééného kvaseni a bakterii z Celedi Entero-
bacteriaceae, mize indikovat zédvaznou kontaminaci provozu. Mlécné bakterie (Lacto-
bacillus, Pediococcus) jsou vyznamnymi producenty tyraminu a histaminu, zatimco
napt. Enterobacter spp. nebo Escherichia coli jsou zodpovédné predevSim za produkci
kadaverinu a putrescinu (Slomkowska a Ambroziak, 2002; Izquierdo-Pulido et al., 1996a).
Tyto bakterie patii v pivovarském prostiedi k nejobadvanéjsim, nebot” kromé toho, ze pro-
dukuji BA a PA, jsou nejcastéjsi pricinou senzorickych vad (zakal, neptijemna chut’ ¢i vi-
n¢) a kazeni (Asano et al., 2007). Typ a koncentrace BA a PA v pivu je tedy vysledkem
kvality vstupnich surovin, pivovarnickych technik a hygienickych podminek (Tang et al.,
2009).

2.1 Vliv surovin na obsah biogennich aminii a polyamint v pivu

Zakladnimi surovinami pro vyrobu piva jsou slad, chmel, pivovarské kvasinky
a voda. Mezi pomocné ptisady, zajistujici kvalitni finalni vyrobek, fadime napf. enzyma-
tické preparaty, barvici prostiedky, sladidla ¢i stabilizaéni ptipravky (Basafova et al., 2010;
Hornsey, 2013). Obsah BA a PA v pivu ovliviluji pouzité odridy je¢mene, proces sladova-
ni, kvalita chmele 1 pouzit¢ pivovarské kvasnice, piesto jsou vSak pivovarské suroviny
pouze omezenym zdrojem téchto biologicky aktivnich latek (Izquierdo-Pulido, Marine-

Font a Vidal-Carou, 1994).
Slad

Slad mé nejvétsi vliv na chut’, plnost a barvu piva. Jedna se o nakli¢end a posléze
osuSena obilnd zrna, nej€astéji z jeCmene. Pii procesu sladovani, ktery sestdva z maceni,
kliceni a hvozdéni je¢mene, dochéazi v obilném zrnu k tvorbé enzymf, aromatickych a ba-

revnych latek nezbytnych pro vyrobu uré¢ené¢ho druhu piva (Hornsey, 2013).

Jecny slad je ze vSech pivovarskych surovin povazovan za nejvyznamnéjsi zdroj
BA a PA v pivu. V je€meni samotném se pfirozené€ vyskytuje tyramin, putrescin, spermin,
spermidin a agmatin. V prubéhu sladovani je¢mene se zvySuje obsah BA a PA, nebot” do-
chézi ke $tépeni pfitomnych bilkovin na nizkomolekularni slouceniny a volné aminokyse-
liny, které slouzi jako prekurzory (Gloria a Izquierdo-Pulido, 1999). Mirny nartst koncen-
trace histaminu, kadaverinu a fenyletylaminu v pribéhu sladovani zaznamenal Izquierdo-
Pulido, Marine-Font a Vidal-Carou (1994), obsah putrescinu, sperminu, spermidinu a ag-

matinu se zvySoval az o 3-5,5 mg/kg/den.
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Prvni fazi sladovéni je¢mene je maceni, které zajist'uje fizenym zplisobem navyseni
obsahu vody v zrnu pro zahajeni enzymatickych reakci a kli¢eni zrna. Béhem maceni do-
chazi také k odstranéni lehkych necistot a nezadoucich latek. Pfijem vody zrnem je zavisly
na dob¢ maceni, teploté vody, dob¢ odleZeni jeCmene, pohybu zrna ve vode¢, velikosti zrna,
odridé je¢mene a také na rocniku (Priest a Stewart, 2006). Kone¢ny obsah vody v zrnu
se u svétlych slada voli 4245 %, u tmavych 4548 %. Maceni je povazovéano za nejdule-
zit¢j$i usek vyroby sladu, ktery rozhoduje o jeho budouci kvalit¢ (Kosaf a Prochazka,

2003).

Cilem kliceni je aktivace a syntéza enzymu spole¢né s pozadovanym stupném roz-
lusténi zrna. Dochazi k ¢aste¢nému Stépeni vysokomolekularnich latek, predevsim Skrobu
a bilkovin, zvySovani obsahu jednodussich cukrli, zejména sachardzy, fruktdzy a glukozy,
které jsou spotfebovany pro vyzivu zarodku a vystavbu novych bunék. Mezi enzymy podi-
lejici se na kli¢eni patii predev§im a- a B-amylazy, protedzy a hemiceluldzy (Chladek,

2007).

Hvozdéni je zavereCnou fazi vyroby sladu. Zadmérem hvozdéni je prevést zeleny
slad s vysokym obsahem vody do skladovatelného a stabilniho stavu, zastavit Zivotni
a lustici pochody v zrnu a vytvofit aromatické a barevné latky charakteristické pro riizné
druhy sladu (Hornsey, 2013). Ptestoze byla dfive vyroba sladu nedilnou soucasti pivovart,
v dnesni dobé jiz vétSina provozoven nakupuje hotovy slad ze specializovanych sladoven

(Basatova et al., 2010).

Je¢ny slad je priikazn€ hlavnim zdrojem putrescinu, spermidinu, sperminu a agma-
tinu, na kone¢né mnozstvi BA ve sladu méa vSak zasadni vliv intenzita kliceni, teplota
a odriida je¢mene (Kala¢ a Kiizek, 2003). Pomérn¢ Siroké rozmezi koncentraci BA ve sla-
du v zavislosti na odridé je¢mene prokazal Halasz, Barath a Holzapfel (1999). Tyramin
byl detekovan v rozmezi 87-189 mg/kg, putrescin v rozsahu 76-210 mg/kg, obsah spermi-
nu kolisal od 63 do 196 mg/kg a spermidinu od 101 do 274 mg/kg. Obsah agmatinu dosa-
hoval dokonce az 310 mg/kg. VySs§i hodnoty putrescinu (61-84 mg/kg), tyraminu
(24 mg/kg) a histaminu (17 mg/kg) uvadi také Kalac¢, Hlavata a Ktizek (1997). Izquierdo-
Pulido, Marine-Front a Vidal-Carou (1994) stanovili obsah putrescinu v je¢ném sladu pfi-
blizn¢€ na 40 mg/kg. Romero et al. (2003) porovnaval obsah BA a PA ve sladu a kukufici
pouzité¢ jako surogat. Byla prokazana vyssi hladina putrescinu, sperminu a spermidinu
ve sladu nez v surogétu, pravdépodobné kviili sladovacim teplotam (18-20 °C) optimalnim

pro dekarboxylazy. Kadaverin, histamin a tyramin byly detekovany pouze ve sladu.
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Chmel

Chmel tvoii ususené chmelové hlavky samicich rostlin chmele evropského (Humu-
lus lupulus var. europeus), v pivovarnictvi se ale pouzivaji také chmelové vyrobky — gra-
nule a extrakty. Jako jedna ze zakladnich surovin se chmel podili na chemickém slozeni

vvvvvv

chmelové pryskyfice, tfisloviny, silice a ostatni latky (Priest a Stewart, 2000).

Chmelové pryskytice, mezi které fadime humulon a lupulon, dodéavaji pivu hotkost.
Tyto hotké latky ovliviiuji pénivost, piisobi baktericidné a konzervaéné. Ttisloviny chrani
pryskyfice ptred oxidaci, podporuji srazeni bilkovin a zaroven ovliviiuji chut, fiz a plnost

piva. Silice zase udéluji pivu charakteristické aroma (Basarova et al., 2010).

Chmel obsahuje niz8i koncentrace BA a PA neZ slad, podle Ercan, Bozkurt a Soy-
sal (2013) se v ném vSak vyskytuji vyznamné hladiny fenyletylaminu, tyraminu, putresci-
nu, spermidinu, sperminu a agmatinu. Kala¢, Hlavata a Ktizek (1997) stanovili n¢kolika-
nasobné vyssi koncentrace histaminu (53 mg/kg) a tyraminu (228 mg/kg) v chmelovém
extraktu oproti suSenému chmelu a chmelovym granulim. V suSeném chmelu a chmelo-
vych granulich se hodnoty histaminu pohybovaly mezi 4-8 mg/kg a tyraminu mezi 10—
16 mg/kg. Prestoze by mohl chmel pfedstavovat vyznamny zdroj BA a PA v pivu, vzhle-
dem k nizkému mnozstvi pouZivaném v technologickém procesu je jeho vliv na kvalitu
finalniho produktu a mnozstvi amini v pivu téméi zanedbatelny (Kala¢, Hlavata a Kiizek,

1997; Slomkowska a Ambroziak, 2002).
Voda

Dalsi surovinou pro vyrobu piva je tzv. varni voda. SloZeni vody vyznamnym zp1-
sobem ovlivitiuje chut’ vysledného produktu, a proto zéalezi na jejich parametrech. Za ne-
vhodnou je povazovéna tvrda voda. Je proto doporuceno sledovat obsah vapenatych a ho-
fecnatych soli. Voda pro vyrobu piva by také neméla obsahovat zadné alkalické uhlicitany,
zelezo, mangan, chlor ¢i oxidy dusiku. VSeobecné zdvaznym parametrem je samoziejme
splnéni pozadavki vody pitné (Bamforth, 2003). Tato surovina neni zdrojem zadnych BA

a PA (Kalac a Ktizek, 2003).
Pivovarskeé kvasinky

Pivovarské kvasinky zajistuji kvaseni mladiny, ¢imz ovliviiyji chemické sloZeni

vvvvvv
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kych znakd pivovarskych kvasinek se povazuje schopnost zkvasovat sacharidy za tvorby
etanolu a oxidu uhli¢itého (Chladek, 2007). V pivovarnictvi se vyuziva nejéastéji dvou
druhlt — Saccharomyces pastorianus a Saccharomyces cerevisiae. Saccharomyces cerevisi-
ae jsou zodpovédné za svrchni kvaseni piva, kdy je vétSina kvasinek vynesena k hladiné¢
mladiny, naopak Saccharomyces pastorianus jsou zodpovédné za spodni kvaseni mladiny,

a to ve form¢ sedimentu na dn¢ kvasné nadoby (Basatrova et al., 2010).

Védecké zavéry, zda jsou kvasinky schopné dekarboxylace aminokyselin, a tim
1 produkce BA a PA, se rtizni. Vlastnosti pivovarskych kvasnic vzhledem k obsahu téchto

latek v pivu jsou blize specifikovany v kapitole 3.1.

2.2 Vliv technologie vyroby piva na obsah biogennich amina a polyami-

]

nu

Vyroba piva zahrnuje technologické procesy skladajici se z ptipravy mladiny, kva-
Seni, zrani piva a zdvérecnych uprav. Jedna se o sled slozitych mechanickych, fyzikalné-

chemickych a biochemickych procest (Hardwick, 1995).

Zakladni meziprodukt pro vyrobu piva je mladina, kterd se vyrabi ve varn¢ pivova-
ru ze sladu, chmele a vody. Cilem pfipravy mladiny je pfevést v optimalnim mnoZstvi ex-
traktivni latky ze sladu a chmele do roztoku, zajistit dostatek zivin pro kvasinky a pozado-
vanou hotkost findlniho vyrobku. Technologické operace vyroby mladiny zahrnuji Sroto-
vani sladu, vystirani, rmutovani, scezovani a vyslazovani mlata, chmelovar a chlazeni mla-

diny (Priest a Stewart, 2006).

Ocistény a navazeny slad podléha Srotovani, které zajiSt'uje mechanickou dezinte-
graci sladovych zm, ¢imz je dosazeno vzniku sladového $rotu. Srotovani miize probihat
za sucha, za mokra nebo za zvlh¢ovani vodni parou, tzv. kondiciovani (Bamforth, 2003).
Nasleduje proces vystirani, ktery predstavuje smichani sladového Srotu s ndlevem vody
o pozadované teplote. Vystirani se provadi ve vystiraci kddi opatiené michadlem (Hard-

wick, 1995).

Dalsim krokem vyroby mladiny je rmutovani, které zajiStuje prevedeni extraktu su-
rovin do roztoku. V jeho pribéhu dochézi k zahtivani vystirky na teploty vhodné pro pi-
sobeni enzymi, které zabezpecuji degradaci Skrobu a bilkovin na zkvasitelné cukry, dex-

triny a polypeptidy nezbytné pro fazi kvaSeni (Hornsey, 2013).
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S ohledem na obsah BA a PA je rmutovani podstatnym krokem pivovarského pro-
cesu. Jiz pfi sladovani jeCmene ptechazi 35-40 % bilkovin do rozpustné nizkomolekularni
formy, v pribéhu rmutovani navic diky teplotni aktivaci exopeptidaz vzriista mnozstvi
volnych aminokyselin a rozpustného dusiku nezbytného pro metabolizmus kvasinek
(Kosat a Prochazka, 2003). Tento krok je tedy vyznamny z pohledu nardstu obsahu pre-
kurzort BA a PA, které mohou byt pozdéji vyuzity kvasinkami ¢i kontaminujici mikrofl6-
rou schopnou dekarboxylace (Haldsz, Barath a Holzapfel, 1999). Krom¢ moznych pozd¢j-
Sich negativnich dopadt vSak muize dojit béhem samotného rmutovéani ke snizeni hladiny
jiz ptitomnych BA/PA. Kala¢ a Ktizek (2003) uvadi, ze doslo béhem této technologické
faze kubytku putrescinu a agmatinu. Haldsz, Barith a Holzapfel (1999) dospéli
k obdobnym vysledkiim, a to prokdzanim sniZeni obsahu histaminu. Romero et al. (2003)
zase zaznamenal dramaticky pokles sperminu a spermidinu. Vyznamnym faktorem je
pravdépodobné piisobeni vyssich teplot v kombinaci s termolabilni povahou sloucenin

(Halasz, Barath a Holzapfel, 1999).

Naésledujicim krokem vyroby piva je kvaseni mladiny, jehoz cilem je fizend ptfeme¢-
na sacharidli na alkohol a oxid uhli¢ity za soucasného vytvéareni vhodnych organoleptic-
kych vlastnosti piva. Fermentaci zajist'uji ¢isté pivovarské kultury zamérné a vhodné apli-
kované do mladiny. Prvnim stupném je hlavni kvaSeni mladiny, které probih4 v otevienych
kvasnych kadich nebo v uzavienych tancich. Druha faze fermentace pfedstavuje dokvaSo-
vani a zrani piva uskute¢iiované v prostorach lezackych sklepti, nebot’ pivo stile obsahuje
nezkvasené cukry, malo oxidu uhli¢itého a ma nevyrovnanou chut’ (Hornsey, 2013; Priest

a Stewart, 2006).

Z hlediska tvorby BA a PA je pravé fermentace povaZovana za nejkritictéjsi tech-
nologicky krok. Bé&hem hlavniho kvaseni a dokvasovani piva mize vznikat
z toxikologického hlediska vyznamné mnoZstvi tyraminu, histaminu ¢i kadaverinu (Ercan,
Bozkurt a Soysal, 2013; Kala¢ et al., 2002). Obsah BA a PA je ovlivnén i1 typem
a podminkami fermentace mladiny, pfi¢emZ svrchné kvaSena piva a spontanné kvasena
piva vykazuji mirn€ zvySené hladiny téchto dusikatych latek (Pradenas et al., 2016). Podle
Izquierdo-Pulido et al. (1996a) u spontanné kvasenych piv dosahla hladina kadaverinu
10 mg/1, tyraminu 21,3 mg/l a histaminu 5,8 mg/l. Za ptivodce BA a PA v pivu vSak nejsou
oznacovany kvasinky (Kala¢ a KtiZek, 2003; Slomkowska a Ambroziak, 2002). Zda pivo-
varské kvasnice viibec disponuji schopnosti produkce BA a PA nebylo dosud potvrzeno,

a zistava tak pfedmétem vyzkumu. VéEtsina dostupné literatury, ktera se zabyvala studiem
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kvasnic pro vyrobu vina, totiz vyznamnou produkci BA a PA neuvadi (Smit, Toit a Toit,
2008). Nepochybné je vsak pritomnost BA a PA spjata s ¢innosti kontaminujicich bakterii

mlécného kvaseni (Izquierdo-Pulido et al, 1996a).

Na vyskyt a vitalitu mikroorganizmti maji bezpochyby vliv kultivaéni podminky
prostfedi. Béhem fermentace dochazi ¢innosti kulturnich kvasinek ke specifickym bioche-
mickym reakcim. Tyto dé&je vedou ke snizeni pH a podilu kysliku, narastu obsahu oxidu
uhlicitého a riistovych faktorti jako vitamint ¢i aminokyselin (Basafova et al., 2010). Nové
podminky prostiedi mohou podpofit zménu zastoupeni kvasinek smérem k fakultativné
anaerobnim druhtim a aktivitu kontaminujicich mikroorganizmi. Za specifické kontaminu-
jici organizmy jsou povazovany jakékoliv organizmy, které nebyly zamérné piridavany
a které jsou schopny piezit a mnozit se v daném prostiedi (Izquierdo-Pulido et al., 1995).
Mezi bakterie, které se mohou Ucastnit fermentace piva a produkce BA a PA, fadime za-
stupce rodu Pediococcus, zejména Pediococcus damnosus a zastupce rodu Lactobacillus
(dale jen Lb.), napt. Lb. brevisimilis a Lb. brevis. Tyto grampozitivni bakterie mlécného
kvaSeni jsou zodpovédné predevSim za produkci tyraminu a histaminu. Ke kontaminaci
vSak muze dojit 1 gramnegativnimi bakteriemi, které disponuji schopnosti produkce ka-

daverinu a putrescinu (Romero et al., 2003; Kala¢ a Ktizek, 2003).

Nartst tyraminu, histaminu a kadaverinu v prubéhu fermentace uvadi Kala¢, Hlava-
ta a Ktizek (1997), ktefi zaznamenali narQst tyraminu a histaminu i1 v pribéhu skladovani
hotového produktu. Romero et al. (2003) navic zaznamenal pfimou umeéru mezi obsahem
BA a koncentraci etanolu. Tuto zavislost vysvétluje prodlouzenym fermenta¢nim proce-
sem, pi1 kterém tak mohou mikroorganizmy z kontaminovanych surovin ¢i fermenta¢niho
tanku déle dekarboxylovat dostupné aminokyseliny. Kromé¢ toho mohou nizké ptidavky
alkoholu (do 4 %) podporovat dekarboxyldzovou aktivitu enzymt (Gloria a Izquierdo-

Pulido, 1999; Kala¢ a Ktizek, 2003)

Zaveérecné upravy odlezeného piva zahrnuji filtraci, pasteraci, stabilizaci a baleni.
Filtrace zajistuje odstranéni mikroorganizmt, které by pii pfetrvani mohly znehodnotit
findlni vyrobek, kalicich ¢éastic a prodlouZeni trvanlivosti. Stabilizace je uskuteciovana
pomoci raznych latek jako tanin ¢i kyselina askorbova a zajist'uje prodlouZeni zaruky. Po-
sledni krok ptfedstavuje staCeni piva do cisteren ¢i menSich spotiebitelskych obali (Chla-

dek, 2007; Basatrova et al., 2010).
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Z dosud ziskanych poznatki tak mizeme vyvodit, ze zdrojem putrescinu, spermidi-
nu, sperminu a agmatinu je slad, zatimco tyramin, histamin a kadaverin jsou tvofeny bé-
hem hlavni faze fermentace, a to predevsim diky ¢innosti kontaminujicich mikroorganizmut

(Kalac et al., 2002).

2.3 Obsah biogennich amini a polyaminii v pivu ve spotiebnich obalech

Obsah BA a PA v pivu coby konecném produktu je pfedmétem fady studii naptic
mnoha staty. V franskych pivech byly detekovany velmi nizké hodnoty (< 10 mg/kg) his-
taminu, tyraminu a fenyletylaminu, stejné jako kadaverinu a putrescinu (Aflaki et al.,
2014). Vzorky polskych piv obsahovaly primérné 16 mg/l celkovych BA a PA, pfi¢emz
nejveétsi zastoupeni tvofil spermin, spermidin a putrescin (Slomkowska a Ambroziak,
2002). Na vzorky Spanélskych piv se zamétil vyzkum Izquierdo-Pulido et al. (1996b), kte-
ry sledoval vliv pivovaru na uroven obsahu BA a PA. Ve vsech pivech byl detekovan ty-
ramin (2-32 mg/l), agmatin (> 8mg/l) a putrescin (2—-6 mg/l). Ostatni BA se vyskytovaly
v nizké koncentraci pod 2 mg/l. Vliv pivovaru na obsah BA byl v této studii vyloucen,

coz poukazuje na vybornou sanitaci provozoven.

V pribéhu skladovéani piva vSak muize obsah BA a PA vzristat. (Bunka et al.,
2012; Kala¢ et al., 2002; Izquierdo-Pulido et al., 1996a). Rozdilem koncentrace BA
v Ceskych pivech ithned po koupi a tésné pifed datem minimalni trvanlivosti se zabyval
Burika et al. (2012). Ve vice nez 25 % testovanych piv na konci doby minimalni trvanli-
vosti presdhly hladiny BA a PA toxikologicky vyznamnych 100 mg/l, pficemz
k nejvyrazn€jSimu nartistu doslo u tyraminu, putrescinu a kadaverinu. Také Anli et al.
(2006) uvadi narast obsahu tyraminu, kadaverinu, putrescinu a histaminu v pribéhu 6 ty-
denniho skladovani. Doporucuje navic uchovavani piva za chladnéjsich podminek, nebot’
pii zvySenych teplotach zaznamenal vyznamnéjsi produkci BA a PA. Sledovéni vyvoje BA
a PA béhem skladovani se vénoval 1 Kalac et al. (2002), ktery zaznamenal vytvoteni his-
taminu z pocate¢ni nulové koncentrace na 2 mg/l béhem 8 dni a nartst tyraminu o 7,4 mg/1
v pribéhu 12 tydnt. Potvrdil také riziko produkce BA a PA v lahvovém pivu inokulova-
nymi laktobacily, které zplisobily ndrlst tyraminu, histaminu a putrescinu. Izquierdo-
Pulido, Mariné-Font a Vidal-Carou (2000) dokonce navrhli, ze obsah tyraminu v pivu ko-
reluje s velikosti kontaminace Pediococcus spp. Z vysledku studii vyplyva, ze nizka uro-

veil mikrobidlniho statusu pivovaru a pfipadnd nedostatecnost pasteratniho procesu miize
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predstavovat riziko z hlediska tvorby BA a PA v pivu (Anli et al., 2006; Buika et al.,
2012; Kalac et al., 2002).
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3 MIKROORGANIZMY V PRODUKCI PIVA A JEJICH DEKAR-
BOXYLAZOVA AKTIVITA

V pivovarnictvi je aktivita mikroorganizmi detekovéana v kazdé fazi vyroby. Za-
mérn¢ se uplatituje pii fermentaci a poméha vyrobku definovat jeho senzorické charakte-
ristiky. Z divodu fermentované povahy piva je vétSina mikrobidlni ¢innosti povazovana
za zédouci, ¢ast vSak muze z hlediska kvality vyrobku predstavovat hrozbu. Znalost za-
stoupeni mikroorganizmu véetné rizik, ktera s sebou nesou, tak umoziuje jejich kontrolu

a fizeni (Bokulich a Bamforth, 2013).

Mikrobialni kontaminace je¢mene ovlivituje vynos sladu, aktivitu amylaz, diasta-
tickou mohutnost, abnormalni fermentaci, nezaddouci chut’ a viini piva ¢i celkovy obsah BA
a PA (Van Nierop et al., 2006; Gloria a Izquierdo-Pulido, 1999). Mikrobiologicky status
je€mene je podminén ptedskliziiovymi i poskliziiovymi faktory. Velké mnozstvi bakterii,
kvasinek a plisni pochazi z pidy, vegetace, vzduchu i zvitat, jejich pfitomnost je uzce spja-
ta s ptirodnimi Ciniteli. Rovnéz je nezbytné je¢men po sklizni uchovavat v takovych pod-
minkach, které minimalizuji dal$i mikrobialni rist (Justé et al., 2011). Prevladajici druhy
bakterii na je¢meni tvoii Pantoea agglomerans a Xanthomonas campestris, kromé nich lze
detekovat také Rathayibacter iranicus, Lactobacillus spp. nebo Pseudomonas fluorescens.
Z kvasinek se nejcastéji vyskytuji Debaryomyces hansenii, Pichia angusta ¢i Rhodotorula
mucilaginosa. Mezi nejvyznamnéj$i kontaminanty je¢mene vSak patii plisné. Plisné jsou
schopné produkce endo-xylandz, B-glukandz a proteindz, které umoznuji rozklad vysoko-
molekularnich latek na nizkomolekuldrni (Van Nierop et al. 2006). Zplsobuji tak narlst
obsahu prekurzorit BA a PA nezbytnych pro metabolizmus dekarboxylaza pozitivnich mi-
kroorganizmt (Gléria a Izquierdo-Pulido, 1999). Ze zastupct plisni lze jmenovat prede-
v8im Fusarium spp., Aspergillus ¢i Penicillium, pro néz je kromé enzymatické aktivity
charakteristickd 1 produkce mykotoxinli (DON, T-2 toxin, aflatoxin atd.). Mykotoxiny
znamenaji nejen vazné zdravotni riziko pro ¢lovéka, ale také mohou inhibovat riist kvasi-
nek béhem fermentace mladiny, a negativné tak ovliviiovat technologicky proces (Boku-

lich a Bamforth, 2013; Justé et al., 2011).

Maceni a kliceni je¢mene pro vyrobu sladu podporuje mikrobialni aktivitu, a miize
tak ovlivnit kvalitu hotového piva. Pfedev§im maceni ptedstavuje kritickou etapu vyroby
sladu, nebot’ diky vyssi aktivité¢ vody dochazi k proliferaci bakterii, kvasinek 1 plisni. Limi-

tujici dostupnost kysliku navic podporuje rozvoj bakterii mlé¢ného kvaseni, které byly
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v je¢meni zastoupeny puvodné minoritné (Justé et al., 2011). V pribéhu kli¢eni mohou
mikroorganizmy zjeCmene soutézit se zarodkem o kyslik, pfip. produkovat hormony
a kyseliny, coz vede k inhibici klieni a snizeni aktivity alfa-amylazy (Bokulich a Bam-

forth, 2013).

Prestoze rmutovani snizuje mikrobidlni zatizeni sladu, termotolerantni druhy,
zejména homofermentativni bakterie mlééného kvaseni, mohou tento proces prezit. To ma
své vyhody, nebot’ diky okyseleni rmutu dojde k lepsi extrakci a zkvasitelnosti latek, zvy-
Seni stability pény a zlepSeni barvy. Acidifikace prostiedi kyselinou mlécnou navic potla-
¢uje rozvoj nezadouci mikroflory, k Cemuz pfispivaji i inhibi¢ni peptidy, tzv. bakteriociny
(Vaughan, O’Sullivan a Sinderen, 2005). Nevyhody mikrobidlniho ristu ovSem tkvi
napt. v produkci BA a PA dekarboxyldza pozitivnimi mléénymi bakteriemi, v produkci
nitrosamini zplUsobené Bacillus spp. nebo kyseliny maselné vzniklé metabolizmem
klostridii. Pti povareni sladiny s chmelem dochdzi k ¢astecné sterilaci mladiny, ptidavek
chmele dokonce pfirozené inhibuje grampozitivni bakterie plisobenim izokyselin (Boku-

lich a Bamforth, 2013).

Pro ucely fermentace pivovarskymi kvasnicemi musi dojit ke zchlazeni a provzdus-
néni mladiny. Ta pfedstavuje nutriéné bohaté prostiedi s vy$§im pH (~5,5) vhodné také
pro mnoZeni kontaminujicich mikroorganizmt (Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter
a Escherichia) a divokych kvasinek (Priest a Stewart, 2006). Zne€isténi pivovarskych su-
rovin nékterymi zastupci ¢eledi Enterobacteriaceae pochéazi ze surovin ¢i prostredi pivova-
ru a v pocatecnich fazich fermentace byva spojovano s piitomnosti BA a PA, stejné je to-
mu 1 pii kontaminaci mléénymi bakteriemi (Vaughan, O’Sullivan a Sinderen, 2005). Di-
voké kvasinky, které¢ do mladiny proniknou spole¢né s uslechtilymi kvasnicemi b&hem
provzdusnovani, byvaji zodpovédné za abnormalni priibéh fermentace, vyssi obsah alkoho-
lu, zakal a vznik nezadoucich pachl a ptichuti (Priest a Stewart, 2006). Zda jsou stejné
jako bakterie mlé¢ného kvaseni zodpovédné za produkci BA a PA neni stale zcela ziejmé

(Caruso et al., 2002).

Hotové pivo predstavuje mikrobialné stabilni prostfedi, a to vzhledem k nizkému
pH (~ 4) a teploté, vysoké koncentraci alkoholu (~ 5 %) a CO,, pfitomnosti a-hotkych ky-
selin z chmele a omezenému mnozstvi zZivin. Navzdory témto faktorim vSak miize docha-
zet k rozvoji specifickych druhit mikroorganizmi, které mohou pivo neptiznivé ovlivnit
(Bamforth, 2003). Patii mezi n€ predevsim divoké kvasinky a bakterie mlééného kvasSent,

které provazi vyrobu piva jiz od samotného pocatku. Mikrobidlni kontaminanty piva
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tak mohou pochézet ze surového materialu nebo pivovarského prostedi, kde ¢asto perzis-
tuji ve formé biofilmu (Priest a Stewart, 2006). K sekundéarni kontaminaci z prostfedi mize
dojit pfi samotné vyrobé 1 zavéreCnych upravach, kdy vSechny druhy kontaktu
s neutésnénymi nadobami a lahvemi pifedstavuji riziko. Vysoce nachylné jsou také produk-
ty, které nebyly oSetfeny pasteraci nebo byly oSetfeny prutokovou pasteraci, a hrozi

tak post-pasteracni kontaminace (Vaughan, O’Sullivan a Sinderen, 2005).

3.1 Kvasinky

Pojem kvasinky je pouzivan obvykle v laboratornich souvislostech, kvasnice nao-
pak predstavuji spiSe aktivni biomasu provoznich kvasinek. Obecné vSak kvasinky pied-
stavuji jednobunécné houby, které taxonomicky spadaji do domény Eukaryota, tiSe Fungi,
ttidy Ascomycetes, ¢eledi Saccharomycetaceae a podceledi Sacchyromycoideae (Basatova
et al., 2010; Kosar a Prochazka, 2003). V soucasné dob¢ je uznavano 10 druhii Saccharo-
myces: S. bayanus, S. castellii, S. cerevisisae, S. dairensis, S. exiguus, S. kluyveri,
S. paradoxus, S. pastorianus, S. servazzii a S. unisporus. V pivovarnictvi se setkdvame
se dvéma druhy kvasinek. Oba druhy patii do skupiny tzv. Saccharomyces sensu stricto,
ktera predstavuje komplex druhii kvasinek vyuzivanych ve fermentacnim primyslu (Ten-

ge, 2009).

V pivovarnictvi se pouZivaji vyhradné cisté pivovarské kultury s dobfe definova-
nymi vlastnostmi, které zaru€uji vyrobu standardnich produktii. Pfi vyrobé piva se setka-
vame s délenim na kvasinky svrchniho kvaSeni a spodniho kvaSeni. Za svrchni kvaSeni
byva zodpovédny druh Saccharomyces cerevisiae subsp. cerevisiae, ktery je vyuzivan
pro vyrobu specidlnich druhll piv a umoziiuje fermentaci pti 18-22 °C po dobu 4 az 6 dni.
Tyto kvasinky jsou vynaSeny k hladin€ mladiny, kde tvofi hustou pénu. Pro spodni kvaseni
je vyuzivano metabolické aktivity druhu Saccharomyces pastorianus (znamé taktéz jako
Saccharomyces cerevisiae var. uvarum i1 Saccharomyces carlsbergensis). Na rozdil
od kvasinek svrchniho kvaSeni se uplatituje pfi vyrob& lezaki. Fermentace probihd 7—
15 °C po dobu dvou tydnt, po jejim ukonceni kvasinky sedimentuji na dno nadoby (Priest

a Stewart, 2006; Bamforth, 2003; Ferreira et al., 2010).

Druhy pivovarskych kvasinek se vSak li§i v mnoha dalSich parametrech, na jejichz
zaklad€ jsou pro pivovarnictvi vybirany. Jedna se v prvni fad¢ o tvorbu senzoricky aktiv-
nich latek a rychlost rozmnoZovéni i fermentace, ale i miru prokvaseni, vyuzivani Zivin,

schopnost sporulace ¢i vliv na konecné pH a pénivost produktu (Bendova a Kahler, 1981).
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Vzhledem k vySe zminénym proménlivym vlastnostem jednobunécnych hub mohou
pti vyrobé piva predstavovat jisté potize tzv. ,,divoké™ nebo ,,cizi* kvasinky. Tyto kvasinky
jsou v podstat¢ jakékoli kvasinky jiné nez kulturni, v ojedinélych ptipadech tak 1ze oznacit
1 kvasinky kulturni, které vsak nebyly imysIné aplikovany (Priest, 2006). Divoké kvasinky
1ze rozdélit do dvou kategorii, a to na kvasinky rodu Saccharomyces a kvasinky jinych
rodl tzv. non-Saccharomyces. Mezi n¢ patii predevS$im rody Brettanomyces, Dekkera,
Kluyveromyces, Torulaspora, Candida, Debaryomyces, Hansenula, Pichia, Candida, Filo-
basidiums, Rhodotorula a Zygosaccharomyces (Matoulkova, Kopeckd a Kubizniakova,

2013).

Divoké kvasinky lze detekovat témér v jakékoli fazi vyroby piva, nicméné nejCaste-
ji se uplatiiuji pti hlavnim kvaseni. Od kulturnich se 1i$i tvarem 1 fyziologii, snadnéji tvoii
spory a mohou byt zodpovédné za pomaly pribéh fermentace, vyssi koncentrace alkoholu,
tvorbu zékalu 1 nezadouci ptichuté a aromata. Divoké kvasinky rodu Saccharomyces pted-
stavuji pfi vyrob¢ piva vétsi hrozbu nez ostatni rody, nebot’ jsou schopné rlst za anaerob-
nich podminek, konkurovat kulturnim kvasinkdm a v pfipad¢ nedokonalé filtrace ¢i paste-
race piezivat ve findlnim produktu (Bendova a Kahler, 1981; Matoulkova, Kopecka a Ku-

bizniakova, 2013).

3.1.1 Metabolizmus kvasinek a jejich dekarboxylazova aktivita

Zakladnim smyslem jakékoli latkové premény je vyuZit pfitomné Ziviny k zisku
energie nezbytné pro pieZiti a riist. V pivovarském priimyslu je metabolizmu kvasinek vy-
uzivano pro svou schopnost pfemény zkvasitelnych cukri na alkohol a oxid uhliity
za vzniku Sirokého spektra vedlejSich produktii (Bamforth, 2005). Jako hlavni zdroj ener-
gie vyuzivaji slou€eniny uhliku, dusiku, enzymy a kyslik. Metabolizmus kvasinek je ovliv-
novan slozenim mladiny, pfitomnosti zdroji vyzivy jako aminokyselin, peptidi, lipidd,
vitamint, riistovych faktort a iontl Zn2+, Ca2+, Mg2+, K", Na’, PO43', SO42', vlastnostmi
kvasnic 1 podminkami procesu (Bendova a Kahler, 1981). Mize byt inhibovan pfitomnosti
nitratl a nitritd, obsahem alkoholu nad 6 %, vysokym osmotickym tlakem ¢i dezinfek¢nimi

prostfedky (Kosar a Prochazka, 2003).
Metabolizmus sacharidi

Kvasinky ziskéavaji nejvétsi mnozstvi energie ze sacharidd, kterych je v mladiné ob-
sazeno az 90 %. Jsou schopné vyuzivat jednoduché cukry (glukézu, fruktézu, manodzu,

galaktozu), disacharidy (sachar6zu, maltdzu) a nékteré trisacharidy (rafin6zu, maltotriozu).
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Nejdiive dochazi ke zkvasovani monosacharidl a sachardzy (ta je rozstépena vné buiky
invertazou), nebot’ jednoduché cukry mohou byt transportovany do bunky ptimo. Az poté
nasleduje maltéza a maltotridza, které vyzaduji aktivni transport pfes bunéénou membranu
(Priest a Stewart, 2006). V buiice vstupuji jednoduché cukry do metabolické drahy glyko-
lyzy, ktera probiha podle Embden-Meyerhof-Parnasova schématu. Toto schéma udava
pfeménu monosacharidii na kyselinu pyrohroznovou, ktera predstavuje klicovou slozku
bunécného metabolizmu. Od pyruvatu mize metabolicka dréha postupovat dvéma riiznymi
smény — aerobnim a anaerobnim. V aerobnim prostiedi vstupuje pyruvat do citratového
cyklu, v anaerobnim dle Gay-Lussacovy rovnice dochazi ke vzniku pivovarsky vyznam-
nych komponent — oxidu uhli¢itého a etanolu. Pfi béZzném postupu kvaseni mladiny jsou
pouze 2 % extraktu zpracovana v aerobnim cyklu. Béhem této faze jsou kvasinky schopné
syntetizovat zasobni uhlovodiky — glykogen a trehalézu (Bamforth, 2005; Kosat a Pro-
chéazka, 2003).

Metabolizmus lipidia

Lipidy jsou dulezité slozky bunécné stény a charakteristické soucasti intracelular-
nich organel. Pfispivaji k mnoha riznym procestim, jako je bunétna signalizace, zasobo-
vani energii a bunécna smrt. Kvasinky mohou lipidy ziskat bud’ z vnéjSich zdroji, syntézou
de novo nebo hydrolyzou lipidi. K degradaci dochazi metabolickou drdhou zvanou
B-oxidace. JelikoZ mladina obsahuje velmi nizké hodnoty lipidickych slozek, neni jejich

metabolizmus pro pivovarsky proces pfili§ vyznamny (Bendova a Kahler, 1981).
Metabolizmus dusikatych latek

Obsah dusikatych latek v mlading je zcela zésadni pro spravny prubéh fermentacni-
ho procesu. Tyto slozky jsou nezbytné pro Zivotaschopnost, rist a metabolizmus bun¢k,
tvorbu novych proteintli, enzymd, zavisi na nich stupenl prokvaseni i pfijem sacharidi kva-
sinkami. Mladina obsahuje asi 5 % dusikatych latek. Jejich hlavnimi zdroji jsou aminoky-
seliny a peptidy, které jsou vytvareny jiz v priabehu sladovani a rmutovani z proteint jec-
mene (Priest a Stewart, 2006).

Aminokyseliny nepronikaji do bunék prostou difuzi, jejich piijem je regulovan spe-
cifickymi transportnimi enzymy. Z tohoto ditvodu jsou aminokyseliny vyuzivany kvasin-
kami v rizném potadi a podle rychlosti transportu je 1ze délit do ¢tyt skupin:

e Sk. A: glutamin, kys. glutamov4, asparagin, kys. asparagova, serin, treonin, lyzin

e Sk. B: valin, metionin, leucin, izoleucin, histidin
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e Sk. C: glycin, fenylalanin, tyrozin, tryptofan, alanin
e Sk. D: prolin

Z pocatku dochazi k pomérné rychlému transportu aminokyselin ze skupin A a B
do buiky specifickymi permeédzami, teprve poté nasleduje transport dusikatych latek
ze skupiny C permeazami nespecifickymi. Prolin predstavuje velmi charakteristickou ami-
nokyselinu, ktera ¢asto neni do metabolizmu kvasinek zapojena. Pfijem aminokyselin kva-
sinkami vSak zavisi na celé fad¢ faktor jako mnozstvi celkového dusiku, rychlost absorp-
ce, kompetitivni inhibice aminokyselin nebo kmen kvasinek (Bamforth, 2005; Bendova

a Kahler, 1981).

Po priniku dusikatych latek do buniky mize dochéazet k transaminaci, kterd umoz-
fuje odstranéni aminoskupiny a jeji vyuZiti pro syntézu aminokyseliny nové (Obr. 1).
Nelze opominout ani deaminaci, jejimz vyslednym produktem jsou keto-kyseliny. Ty mo-
hou byt zadrzovany v bunikach kvasinek, dokud nevznikne potieba je vyuzit pro opétovnou
syntézu aminokyselin (Obr. 2). Volné aminokyseliny vS§ak mohou pusobit také jako pre-
kurzory pro vznik nezadoucich BA a PA. K jejich formaci dochazi prostfednictvim dekar-

boxylace (Obr. 3)(Tenge, 2009; Bamforth,2005).

I H
I I

R—(|3——COOH + R'—(|3|——COOH —= R—C—COOH + R—(G—COOH
NH, o) NH, o)

Obr. 1. Transaminace

R—C—COOH —» R—C—COOH ——» R—

P A € e

Hy NH

Obr. 2. Deaminace

| |
|
R—C—COOH ——— R—(|3—H + co,

Obr. 3. Dekarboxylace
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Védecké zavéry, zda jsou kvasinky schopné dekarboxylace aminokyselin, se rizni.
Costantini et al. (2009) dosp€l k nazoru, ze ¢Cista kvasinkova kultura Saccharomyces cere-
visiae pouzivana pro vyrobu vina neni schopna produkce BA a PA. Ptestoze piivodni vy-
sledky napovidaly opak, jejich vznik byl pfi¢itan kontaminujicim mikroorganizmim. Ca-
ruso et al. (2002) uvadi zanedbatelnou produkci histaminu, putrescinu, kadaverinu
a tryptaminu (< 4 mg/l) riznymi druhy kvasinek, pfi¢emz nejvyssi koncentrace celkovych
BA a PA (15 mg/l) byla zaznamenana u druhu Brettanomyces bruxellensis, zvySené hod-
noty BA (12 mg/l) byly detekovany také u druhu Saccharomyces cerevisiae. Produkci ag-
matinu a etanolaminu timto druhem uvadi i Baumlisberger et al. (2015), naopak druhy De-
baryomyces hansenii a Yarrowia lipolytica prokdzaly vyraznou schopnost degradace BA,
a mohou se tak jevit jako vhodné fermentacni kultury. Dekarboxyldzovou aktivitu pivovar-
skych kvasinek sledoval 1 Haldsz et al. (1994), ktery prokazal vyssi zastoupeni spermidinu

(79-189 mg/100g), putrescinu (25-55 mg/100g) a kadaverinu (13-28 mg/100g).

3.1.2 Vyznam volby kvasni¢ného kmene pro vyrobu piva

Zakladnim ptfedpokladem pro vyrobu kvalitniho piva s pozadovanymi vlastnostmi
je spravny vybér kvasnic a péce o jejich dokonaly fyziologicky stav. Kvasinky totiZ ovliv-
nuji svou Cinnosti pribéh kvaSeni mladiny, sloZzeni piva, jeho trvanlivost a senzorické

vlastnosti (Bendova a Vernerova, 1986).

Pro splnéni kyzenych charakteristik vyrobku neni vybér kvasni¢né kultury jen
na zéklad€ spodni a svrchni fermentace dostacujici, protoze i jednotlivé kmeny se mohou
ve svych schopnostech lisit. Jedné se pfedevsim o rychlost rozmnozovani, miru a rychlost
zakvaSovani mladiny, vyuZiti jednotlivych cukernatych a dusikatych latek, flokulaci a ¢ite-
ni piva a tvorbu vedlejSich kvasnych produktt a aromatickych slozek (Bendova a Pardono-

va, 1975).

Rychlost rozmnozovani kvasinek je vyznamna piedevsim pro zachovani biologické
Cistoty kvasného procesu a dostate€né rozkvaSeni mladiny. Je vSak nutné brat v tivahu,
ze v procesu vyroby piva neni cilem ziskat biomasu kvasnic, nybrz dosahnout vhodného
pomeéru aerobni a anaerobni faze pro jejich propagaci. Z tohoto diivodu se jevi jako vhodna
koncentrace kysliku v mladin€ 6—8 mg/l, pfesto je nutné respektovat naroky jednotlivych
kmeni (Bendové a Pardonova, 1975). Dalsi charakteristikou je rychlost ibytku zkvasitel-
ného extraktu mladiny, ktera je zavisla na enzymovém vybaveni buiiky a schopnosti adap-

tace kmene na podminky prostfedi (Bendova a Vernerova, 1986). Aktivitu a syntézu en-
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zymu ovlivituje vnitrobunécny obsah aminodusiku, ktery se se stafim bunck a navySujicim
se poctem vedeni kvasnic snizuje (Bendova a Pardonova, 1975). Stupen prokvaSeni pak
zéavisi predev§im na slozeni mladiny a technologickém postupu. Vyznamnou specifitou
kmeni je 1 schopnost flokulace a sedimentace na dn¢ kvasné nadoby (Bendova a Vernero-

va, 1986)

Vlastnosti kvasnic jsou zodpoveédné za chut’, aroma a stabilitu piva, proto je nutné
vyse uvedené charakteristiky doplnit o senzorickou analyzu. Produkce vedlejSich metabo-
litd a buketnich latek, ktera se uplatituje piedevsim ve fazi hlavniho kvaseni, zavisi na ge-
netickych piedpokladech jednotlivych kment (Basatova, Blaha a Vesely, 2003). Senzoric-
ky aktivni substance mohou byt rozdéleny do péti hlavnich skupin: latky obsahujici siru,
organické kyseliny, vyssi alkoholy, karbonylové latky a tékavé estery (Skach a Slaby,
2009).

Mezi hlavni sirné slouceniny produkované kvasinkami patii dimetylsulfid, sirovo-
dik, oxid sifi¢ity a merkaptany. Oxid sificity chrani pivo pfed negativnim vlivem rozpusté-
ného kysliku svymi antioxida¢nimi a redukénimi vlastnostmi, jeho zvySend koncentrace
ma proto piiznivy vliv na fyzikalné-chemickou stabilitu piva, oddaluje tvorbu nebiologic-
kych zakalt pti skladovani a podporuje Cerstvou chut’ (Basafova a Novak, 2004). Obsah
oxidu sifi¢itého v pivu se pohybuje mezi 15-20 mg/l. Je zndmo, ze jeho obsah zvySuje
zasadité pH mladiny a vyS$i koncentrace sirnych aminokyselin. Dominantni vliv ma pfe-
devsim typ pouzitého kmene kvasnic (Basafova, Bldha a Vesely, 2003).

Jednotlivé kmeny kvasinek se mohou lisit také ve schopnosti tvofit etanol, oxid uh-
ligity a organické kyseliny. Cim intenzivngj$i je rozmnozovaci a fermentacni schopnost
kvasnic, tim vic se spotfebovavaji tstojné latky z mladiny, a tim vic se vytvoii organickych
kyselin. Organické kyseliny zvySuji koncentraci vodikovych iontl v prostiedi, ¢imz ovliv-
nuji koagulaci bilkovin, vylu¢ovani hotkych latek z chmele a biologickou stabilitu piva

(Bendova a Pardonova, 1975).

Kvasni¢né kmeny mohou také tvofit rizné koncentrace vysSich alifatickych a aro-
matickych alkoholti. Ty zplsobuji tvrdsi chut’ piva, snizuji pénivost a zpiisobuji bolest hla-
vy. Ze zastupci alifatickych alkoholii lze jmenovat pfedev§im 2-metylbutanol a 3-
metylbutanol, z aromatickych pak tyrozol a tryptofol vyvolavajici chutové zmény piva
(Bendova a Pardonova, 1975). Rozdilna tvorba vyssich alkoholt v zavislosti na kvasnic-

ném kmeni umozniuje vyrobu piv s odliSnym aromatem (Bendova a Vernerova, 1986).
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Jednotlivé kmeny se mohou li$it i v produkci acetoinu a diacetylu. Mnozstvi téchto
aromatickych latek je vSak ovliviiovano i slozenim mladiny, davkou kvasnic, teplotou kva-
Seni a technologickym procesem (Bendova a Vernerova, 1986). U né¢kterych kment kvasi-
nek byly zjistény enzymy typu reduktdz, které jsou schopné degradovat urcité mladinové
karbonylové slouceniny zptisobujici v pozdéjsich fazich starou chut’ piva. Jsou znamy dva
enzymové systémy kvasinek, a to alkoholdehydrogenéza, kterd katalyzuje redukce pen-
tanalu a pentenalu, a aldoreduktaza specificka pro 3-metylbutanal a pentanal. Zavislost

tvorby acetaldehydu na kvasni¢éném kmeni nebyla prokézana (Basafova a Novak, 2004).

V senzorickém profilu piva hraje kli¢ovou roli produkce t&kavych esterti (Skach
a Slaby, 2009). Hlavni podil tvofi etylacetat, ktery mize v nadmérnych mnozstvich zpliso-
bovat neptijemné nahotklou az ovocnou ptichut’. Tvoii se ale i1 dalsi acetaty a etylestery
kyseliny octové jako izoamylacetdit a fenyletylacetat, etylkapronan, -etylkaprylan
a etylkaprinan, pricemz posledni dva estery mohou rozrusovat pénu (Bendova a Pardono-

v, 1975).

Volba optimélniho pivovarského kmene kvasnic pro konkrétni podminky a cile
fermentace je vzdy velmi dilezitym strategickym rozhodnutim, které mize ovlivnit nejen
uplatnéni vyrobku na trhu, ale i ekonomiku jeho vyroby (Skach a Slaby, 2009). Kmeny
ceskych 1 zahraniCnich sbirek pivovarskych kvasinek jsou uchovavany ve Vyzkumném
ustavu pivovarském a sladafském v Praze. Aby mohly byt kmeny ze sbirky spravné vyuzi-
vany, je nutné znat jejich vlastnosti, a proto jsou jejich znaky a technologické charakteris-
tiky peclivé sledovany. Pfesto je stanoveni profilu kvasni¢ného kmene problematické, pro-
toze kmen, ktery se dobfe osvéd¢i v jednom pivovaru, se nemusi ujmout v jiném. Na za-
klad¢ laboratornich zkousek totiz nelze simulovat specialni provozni podminky (Bendova

a Vernerova, 1986).

3.2 Bakterie mlééného kvaseni

Bakterie mlé¢ného kvaSeni tvoii heterogenni skupinu mikroorganizmd, které spoju-
ji podobné morfologické, metabolické a fyziologické charakteristiky. Jedné se o grampozi-
tivni, mikroaerofilni az fakultativné anaerobni mikroby, nej¢astéji nepohyblivé a nesporu-
lujici. Pro tuto skupinu je charakteristicky rist v kyselém prostiedi a produkce kyseliny
mlécné jako vysledek fermentace sacharidd. Hlavni ptedstavitel¢ této skupiny jsou rody
Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,

Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus a Weissella. Pod-
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le fermentacnich drah je lze délit na homofermentativni a heterofermentativni bakterie

(Silhankova, 2008).

Bakterie mlé¢ného kvaseni se ptirozené vyskytuji v trdvicim a urogenitalnim traktu
lidi 1 zvitat a také na rostlinach a rostlinnych materialech. Tato pfirozena flora tak umoziu-
je spontanni fermentaci téchto materiali. Diky svym vlastnostem jsou bakterie mlééného
kvaseni zdmérn¢ aplikovany v potravinaiskych technologiich jako starterové kultury
pro fermentované potraviny. V nich se podili kromé& produkce kyseliny mlécné také
na vyvoji aroma, chuti a konzistence. Umoziuji prodlouzeni trvanlivosti potravin snizenim
pH <4, zabranénim vyvoji nezadoucich bakterii, produkci bakteriocini a tvorbou nizkého

redox potencialu (Salminen, Wright a Ouwehand, 2004).

V pivovarnictvi jsou bakterie mlécného kvaSeni povazovany za kontaminanty, do pro-
cesu vyroby jsou zaneseny jiz z rostlinnych surovin a Casto pietrvavaji v pivovarskych
provozech v podob¢ biofilmu. Mezi rizikové a Casto se vyskytujici bakterie fadime pted-
stavitele rodt Lactobacillus a Pediococcus. Bakterie mlééného kvaSeni predstavuji
pro pivovarsky priimysl nebezpeci predev§im z hlediska kaZeni piva, které je uskuteciiova-
no prostfednictvim acidifikace, tvorby zdkalu, produkce diacetylu ¢i slizu a tvorby BA

a PA (Bokulich a Bamforth, 2013).

3.2.1 Metabolizmus bakterii mlééného kvasSeni a jejich dekarboxyldazova aktivita

Bakterie mlécného kvaseni maji vysoké pozadavky na Zivinové sloZeni prostiedi,
ve kterém se vyskytuji. V pfirodé¢ ziskavaji nutrienty z rozkladajicich se organickych mate-
riald, které predstavuji velmi bohaté zdroje. Mlé¢né bakterie samy o sob€ nejsou schopné
syntetizovat rustové faktory jako aminokyseliny a vitaminy, a tak jsou zavislé na externich
zdrojich. V pivovarském primyslu je pro né tedy vhodnym prostiedim pravé mladina, kte-
ra jim poskytuje dostatecné mnoZzstvi zivin. Pro svlij rist a metabolizmus vyuZzivaji i aktivi-
ty kvasinek v procesu fermentace, nebot’ ty jsou schopné piirozené produkce rustovych
faktorti a stimuluji tak rozvoj mlé¢nych bakterii. Utlumujicim ¢initelem mize byt obsah
hotkych latek z chmele, piesto si vSak na né byly nékteré bakterie schopné vytvofit rezis-

tenci (gilhénkové, 2002; Vaughan, O’Sullivan a Sinderen, 2005).
Metabolizmus sacharidi

Glykolyza probiha za anaerobnich podminek a jejim vysledkem je vznik energetic-

kych sloucenin ATP a vedlejSich metaboliti. Homofermentativni bakterie mlééného kva-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 40

Seni, stejn¢ jako vSechny sacharolytické mikroorganizmy, metabolizuji sacharidy Embden-
Meyerhof-Parnasovou drdhou az na pyruvat. Tato drdha umoziuje naslednou preménu
kyseliny pyrohroznové na laktat jako jediny produkt fermentace glukézy. Tento typ kvase-
ni poskytuje az dvakrat vice energie nez heterofermentativni. Mezi homofermentativni
bakterie patii zastupci rodt Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Enterococcus a né-

které laktobacily (Salminen, Wright a Ouwehand, 2004).

Heterofermentativniho metabolizmu vyuzivaji zastupci rodt Leuconostoc, Oeno-
coccus a Lactobacillus. Jelikoz postradaji enzym aldolazu, uplatiuji fosfoketolazovou me-
tabolickou drahu, na jejimz konci stoji kyselina mlé¢nd, kyselina octova, kyselina propio-

nova, oxid uhli¢ity a etanol (Silhankova, 2002).
Metabolizmus dusikatych latek

Bakterie mlééného kvaseni maji vysoké nutri¢ni pozadavky, a to zejména na obsah
dusiku. Vyzaduji exogenni zdroje aminokyselin nebo peptidu, které vzniknou hydrolyzou
proteinti. Na rozdil od kvasinek maji bakterie mlécného kvaseni k dispozici protedzy, tudiz
si jsou schopné zajistit dostatecné mnozstvi dusikatych latek ve vhodné nizkomolekularni
podobé. Vzhledem k povaze mladiny i1 piva jsou bakterie mlééného kvaseni povaZzovany
za nebezpecné kontaminanty, nebot’ prokazatelné disponuji dekarboxylacnimi mechanizmy
(Manca de Nadra, 2007). Je vSak nutné zminit, Ze produkce BA a PA je predev§im kmeno-

vou specifikaci danych mikroorganizmt (Spano et al., 2010).

Vysledkem c¢innosti bakterii mlééného kvaseni, predevsim laktobacilli a pediokokd,
je pritomnost BA a PA v pivu (Gléria a Izquierdo-Pulido, 1999; OlSovska et al., 2014).
Totéz tvrdi i Sohrabvandi, Morazavian a Rezaei (2012), ktefi oznacuji laktobacily za pu-
vodce tyraminu a histaminu v lahvovém pivu. K nardstu tyraminu, histaminu a kadaverinu
v disledku ¢innosti kontaminujicich mikroorganizmii miZe dojit zejména v pribchu fer-
mentace mladiny (Kala¢, Hlavata a Kiizek, 1997). Dekarboxylazova aktivita bakterii
mlécného kvaSeni je vSak obecné spojovana s Sirokym spektrem fermentovanych potravin,
nejen spivem. Béhem vyroby asijské miso pasty byla zaznamendna  tyrozin-
dekarboxylazova aktivita Lb. bulgaricus, produkce histaminu byla spojovédna
s Lb. sanfrancisco (Shukla, Kim a Kim, 2011). Bakterie mlé¢ného kvaseni ptislusici rodiim
Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus a Oenococcus se podili na tvorbé BA a PA
ve viné, za hlavni producenty tyraminu, histaminu a fenyletylaminu byl oznacen Lb. brevis

a Lb. hilgardii (Baumlisberger et al., 2015). Vyznamna produkce histaminu ve vinném
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rmutu vSak byla zaznamendna i u nékterych kmenti oenokokt. Schopnost tvorby histami-
nu, tyraminu a putrescinu by tedy neméla byt pfisuzovéana celému rodu, nybrz jen nckte-
rym druhtim az kmentm. Napftiklad Lb. buchneri a Lb. curvatus se povazuji za histidin-
dekarboxylaza pozitivni, kdezto Lb. brevis a Lactococcus lactis jsou schopné vytvaret ty-
ramin (Russo et al., 2010). Né&které bakterie jsou za urcitych podminek dokonce schopné

dekarboxylovat vice riznych aminokyselin (Smit, Toit a Toit, 2008).
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIiLPRACE

Cilem praktické ¢asti diplomové prace bylo stanovit, zda jsou vybrané kmeny kva-
sinek a laktobaciltl ziskané od Ustavu pivovarského a sladaiského v Praze schopné pro-

dukce nebo naopak degradace BA a PA za podminek in vitro.

Dil¢imi cili prace bylo provést screening dekarboxyldzové aktivity kvasniénych
kmenii a laktobacili a schopnosti degradace BA a PA témito mikroorganizmy. Soucasné
byl sledovan vliv pfidavku rtiznych BA a PA do odlisnych kultivacnich prostiredi
na degradaci téchto dusikatych latek a pfidavku aminokyselin na produkci BA a PA.

Nemén¢ vyznamnym dil¢im cilem diplomové prace bylo zpracovéani a vyhodnoceni

vysledkt ziskanych laboratornim méfenim.

K naplnéni cilii prace bylo po derivatizaci vzorkli dansylchloridem vyuzito vysoko-

ucinné kapalinové chromatografie s UV detekci.
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5 MATERIAL

5.1 Kultiva¢ni média

MALT bujén
Bujon byl piipraven smichanim 10 g MALT Broth (HiMedia Laboratories, Indie) s 500 ml

destilované vody. Médium bylo rozplnéno do zkumavek po 5 ml a nésledné vysterilizova-

no v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

MRS bujén
M¢édium bylo pfipraveno smichanim 27,5 g MRS Broth (HiMedia Laboratories, Indie)

s 500 ml destilované vody. Bujon byl rozplnén do zkumavek po 7 ml a vysterilizovan

v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut.

MALT agar

Pevna kultivaéni plida byla ptipravena smisenim 10 g MALT Broth (HiMedia Laborato-
ries, Indie) a 7,5 g agar6zy (HiMedia Laboratories, Indie) s 500 ml destilované vody. Mé-
dium bylo vysterilizovano v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut a steriln¢ rozplnéno

do Petriho misek po 12 ml.

MRS agar

Pevna kultivaéni pida byla pfipravena smisenim 27,5 g MRS Broth (HiMedia Laborato-
ries, Indie) a 7,5 g agar6zy (HiMedia Laboratories, Indie) s 500 ml destilované vody. Mé-
dium bylo vysterilizovano v autokldvu pii 121 °C po dobu 15 minut a sterilné rozplnéno

do Petriho misek po 12 ml.

Mineralni médium

Zaklad média byl pfipraveny smichanim 20 ml roztoku pufru KH,PO,, 80 ml roztoku puf-
ru Na,HPOy4 - 12 H;0, 2 ml roztoku stopovych prvkl, 10 ml roztoku Mg(SOj) - 7H,0,
10 ml roztoku Fe(NH4)2(SO4), - 6H,0, 10 ml roztoku CaCl, - 2H,0, 10 ml roztoku NaCl.
Smés byla doplnéna destilovanou vodou do objemu 1000 ml, rozplnéna do zkumavek

po 5 ml a 7 ml a sterilizovana v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut.
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Kultivaéni média se suplementy

Bylo piipraveno nékolik variant kultiva¢nich médii suplementovanych BA a PA (tyramin,
histamin, putrescin) a aminokyselinami (arginin, histidin, tyrozin, fenylalanin), viz kapitola
6.2.1.

5.2 Roztoky chemikalii a pomocné latky

1,7-heptandiamin (Sigma-Aldrich, USA)

Acetonitril (Sigma-Aldrich, USA)

Aminokyseliny a biogenni aminy (Sigma-Aldrich, USA)

Dansylchlorid (Merck, Némecko)

Dusik v tlakové nadobé (Linde, CR)

Heptan (Sigma-Aldrich, USA)

L-prolin (Merck, Némecko)

Kyselina chloristad (Merck, Némecko)

5.3 Pristroje a pomiicky

Analytické vahy A&D GH-200 EC (Mettler Toledo, CR)
Autoklav135 S H+P VARIOKLAYV H+P (Labortechnik AG, Némecko)
Automatické mikropipety (Biohit a Nichyrio, Finsko)

Biologicky termostat BT 120 (Laboratorni piistroje Praha, CR)

Box laminarni BIO IIA, typ Biohazard (TELSTAR, Cesk4 republika)
Digitalni vaha KB800-2- (Kern & Sohn GmbH, Némecko)
Laboratorni sklo a plasty

Laboratorni tfepacka LT2 (Kavalier, Votice, Ceska republika)
Odstiedivka EBA 20 (Hettich ZENTRIFUGEN, Némecko)

pH metr - pH510 (Eutech Instruments, Nizozemsko)

Vortex Reax top (Heidolph, Némecko)
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6 METODIKA

6.1 Pouzité mikroorganizmy

Pro monitoring dekarboxyldazové aktivity a degradace BA a PA bylo pouzito cel-
kem 16 kmenii kvasinek, které byly poskytnuty Vyzkumnym tstavem pivovarskym a sla-
dafskym v Praze (Research Institute of Brewing and Malting; RIBM). Jednalo se o kulturni
1 divoké pivovarské kvasinky nalezici do druhlt Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
pastorianus, Hanseniaspora uvarum, Pichia membranifaciens, Torulaspora delbrueckii,

Zygosaccharomyces bailli a Candida sp.

Do screeningu bylo zahrnuto také 8 vzorki laktobacill z procesu vyroby piva a na-
lezici do druht Lb. brevis a Lb. buchneri. Kmeny byly ziskany od Vyzkumného tustavu
pivovarského a sladafského v Praze. Ptehled pouzitych kmenti kvasinek a laktobacili je
uveden v tabulce 2. VSechny vzorky byly hluboce zamraZeny a uchovavany pii -80 °C

v MRS/MALT médiu.

Tab. 2 Prehled kmenii pouzitych kvasinek a laktobacilu

Druh Oznaceni Druh Oznaceni
kmene kmene
Saccharomyces cerevisiae RIBM 15 Zygosaccharomyces bailli | RIBM BS 197/Z
Saccharomyces cerevisiae RIBM 18 Candida sp. RIBM Spk 76
Saccharomyces cerevisiae RIBM 32 Saccharomyces cerevisie S-04
Saccharomyces cerevisiae RIBM 95 | Saccharomyces pastorianus W-34/70
Saccharomyces cerevisiae RIBM 96 Lactobacillus buchneri RIBM 2-9
Saccharomyces pastorianus | RIBM 149 Lactobacillus brevis RIBM 2-20
Saccharomyces pastorianus | RIBM 150 Lactobacillus brevis RIBM 2-72
Saccharomyces pastorianus | RIBM 151 Lactobacillus brevis RIBM 2-98
Saccharomyces pastorianus | RIBM 153 Lactobacillus brevis RIBM 2-111
Hanseniaspora uvarum RIBM A10 Lactobacillus brevis RIBM 2-67
Pichia membranifaciens | RIBM BS 196 Lactobacillus brevis RIBM 2-93
Torulaspora delbrueckii RIBM T5 Lactobacillus brevis RIBM 70
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6.2 Screening dekarboxylazové aktivity a schopnosti degradace biogen-

nich amini a polyamini kmeny kvasinek a laktobacilu

V ramci experimentu byl proveden screening dekarboxylazové aktivity a schopnosti
degradace BA a PA vybranymi kmeny kvasinek a laktobacilli z procesu vyroby piva. Mo-
nitoring byl provadén za podminek in vitro v zivnych médiich a nutriéné chudych mineral-
nich médiich. Tato média byla v riznych obménach suplementovana tyraminem, kombina-
ci n¢kolika biogennich amint — konkrétn¢ tyraminem, histaminem a putrescinem a nako-
nec 1 souborem aminokyselin — argininem, histidinem, tyrozinem a fenylalaninem (viz ka-
pitola 5.1). Trendy v produkénim/degradaénim chovani vybranych kment byly sledovany

a nasledné porovnéavany.

Kultivace jednotlivych kmenti probihala samostatné. Nasledné byly vzorky centrifu-
govany, stabilizovany, podrobeny derivatizaci dansylchloridem a analyzovdny pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie na reverznich fazich s UV detekci. Zjednodusené

schéma prubéhu experimentu je znazornéno na Obr. 4.
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Oziveni v bujonu » MATLT bujon
{30°C, 48 hod) = MRS bujon
Kultivace na pevné piudé = MALT agar
(30°C, 435 hod) = MRS agar

4

4 “\

* MATT/MES bujon + TYE

« MM+ TYE
) . . « MM +TYE+YE
Pired-Eultivace kmensi » MATT/MRS Bujén + TYR.+ HIS + PUT
(30°C, 24 hod) « MM + TYE +HIS + PUT

« MM +TYE. + HIS + PUT + YE
» MATT/MRS Bujon + Arg + His + Tyt + Phe
k ) « MM + Arg + His + Tyt + Phe W,

J

[ Kultivace kmenii pro analyzo * Zivna meédia identicka s médu pro pfed-kultivac:

(30°C, 72 hod) * 5 opakovini
~ - HCIO,
[ Stabilizace » vzorky + kontrola
Derivatizace * dansylchlond

J

HPLC s UV detekei

Obr. 4. Schéma metodiky skriningu dekarboxylazové aktivity a degradace BA a PA in vitro.
TYR — tyramin, HIS — histamin, PUT — putrescin, YE — kvasnicny extrakt, MM — mineralni
médium, Arg — arginin, His — histidin, Tyr — tyrozin, Phe — fenylalanin
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6.2.1 Priprava Zivnych médii, inokulace a kultivace kmenti

Pro zajisténi dostatecné vitality kment bylo ze zmrazenych vzorkt kvasinek a lak-
tobacilli odebrano 500 pl bunécné suspenze a pieneseno do zivnych bujoni MALT
(pro kvasinky) a MRS (pro laktobacily) ptfipravenych dle postupt uvedenych v kapitole 5.
Inokulace probihala za aseptickych podminek v laminarnim boxu. Takto pfipravené vzorky

byly kultivovany 48 hodin pti 30 °C.

Po oziveni kultur v tekutém médiu byl mikrobiologickou klickou namocenou
ve vortexované bunééné suspenzi proveden kiizovy roztér kvasni¢nych kultur na MALT
agar a kultur laktobacili na MRS agar. Inokulace probihala v lamindrnim boxu, plotny

byly nésledn¢ kultivovany za obdobnych podminek.

Samotny experiment zahrnoval ptedbéznou kultivaci a kultivaci vitalnich kment
v dekarboxyla¢nich médiich s riznymi suplementy. V rdmci pfedbézné kultivace byla
z pevnych zivnych ptd odebrana mikrobiologickou klickou cistad kolonie daného kmene
a resuspendovéana v novém tekutém médiu. Kazdy kmen byl pienesen celkem do 8 typt

kultivacnich puad:
e MALT/MRS bujén s 0,7 g/l tyraminu
e Minerdlni médium s 0,7 g/l tyraminu
e Mineralni médium s 0,7 g/l tyraminu a 1 g/l kvasni¢ného extraktu
e MALT/MRS bujon s 0,7 g/l BA (tyramin, histamin a putrescin)
e Mineralni médium s 0,7 g/l BA (tyramin, histamin a putrescin)

e Mineralni médium s 0,7 g/l BA (tyramin, histamin a putrescin) a 1 g/l kvasni¢ného

extraktu
e MALT/MRS bujon se 3 g/l aminokyselin (arginin, histidin, tyrozin a fenylalanin)
e Minerédlni médium se 3 g/l aminokyselin (arginin, histidin, tyrozin a fenylalanin)

pH kultiva¢nich ptd bylo upraveno na hodnotu 6,8—7,0 pfidavkem kyseliny chloro-
vodikové o koncentraci 6 mol/l. Inokulovand média byla kultivovana 24 hodin pfi 30 °C.
Po uplynuti této doby bylo z kazdé kultivacni piidy odebrano 100 pl vortexované bunécné
suspenze a preneseno v 5 opakovanich do identickych médii. Tato média pak byla kultivo-

vana po dobu 72 hodin pti 30 °C. Nezaotkovana média slouZzila jako kontrola (n=6).
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Po kultivaci byla provedena centrifugace bunéénych suspenzi (3 421x g; 22+1 °C;
20 minut) a stabilizace vzorki smisenim 750 pl supernatantu a 750 pl kyseliny chloristé
o koncentraci 1,2 mol/l. Timto zplisobem byly pfipraveny i1 kontroly. Stabilizované vzorky

byly uchovavany pii -18 °C a posléze podrobeny derivatizaci.

6.2.2 Stanoveni obsahu biogennich amini a polyaminu

Pomoci kapalinové chromatografie s pfedkolonovou derivatizaci dansylchloridem
byla sledovana produkce a degradace vybranych BA a PA — tyraminu, histaminu, pu-

trescinu, fenyletylaminu, kadaverinu, tryptaminu, sperminu a spermidinu.

Ze vzorkl ziskanych kultivaci byl odebran 1 ml do derivatizacni nadobky, vialky.
Ke vzorku bylo pfidano 100 pl vnitiniho standardu (1,7-heptadiaminu) v koncentraci
500 mg/l, 1,5 ml karbonéatového pufru s pH 11,1-11,2 a 2 ml erstvé pfipraveného rozto-
ku dansylchloridu, ktery byl rozpustén v koncentraci 5 g/l v acetonu. Poté byly vzorky
dobfe utésnény a tiepany v temnu po dobu 20 hodin na tfepacce. Po uplynuti této doby
bylo ke kazdému vzorku ptidano 200 pl roztoku prolinu a smés byla opét 1 hodinu pro-
trepavana v temnu. Nasledné byly vzorky zfedény 3 ml heptanu a 3 minuty intenzivné
ruéné protiepavany. Po odebrani 1 ml oddélené heptanové vrstvy s obsahem BA a PA
do vialky byly vzorky pii teploté¢ 60 °C odpateny pod proudem dusiku a suchy odparek

byl nakonec ziedén 1,5 ml acetonitrilu.

Derivatizované vzorky byly néasledné filtrovany pfes filtr s porozitou 0,22 um a na-
naseny na chromatografickou kolonu pro separaci a analyzu BA a PA. VSechny separace
probihaly na kolon& Agilent Zorbax Eclipse C18 s parametry 50 x 3,0 mm, 1,8 um (Agi-
lent Technologies), chromatograficky systém byl dale tvofen autosamplerem (LabAllian-
ce SHLA84000), binarni pumpou, odplyniovacem, UV/VIS-DAD detektorem a termosta-
tem kolon (Agilent Technologies).
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7 VYSLEDKY

Monitoring dekarboxylazové aktivity a degradace BA a PA byl proveden
u 16 kmenti kvasinek a 8 kmenti laktobacilii za podminek in vitro v zivnych a mineralnich
médiich. Nutricné bohaté prostiredi MALT média, vhodné pro kvasinky, je tvotfeno slado-
vym extraktem a peptonem. Sladovy extrakt slouzi mikroorganizmtim jako zdroj sacharidi
a uhliku, pepton ptedstavuje zdroj peptidl, dusiku a uhliku. Laktobacily byly kultivovany
v MRS médiu, které je charakteristické obsahem prote6zopeptonu, dextrézy, hovéziho
extraktu a kvasni¢ného extraktu. Obdobné jako u kvasinek, i toto médium piedstavuje bo-
haty zdroj sacharidu, peptidii, uhliku a dusiku — latek nezbytnych pro dostate¢nou metabo-
lickou aktivitu a riist mikroorganizmi. Naopak mineralni médium pfedstavuje nutri¢né
chudé¢ prostiedi s limitujicim obsahem zdroj uhliku a dusiku. Mikroorganizmy v ném mo-

hou vyuzit zdroje energie z vlastni autolyzované biomasy nebo z dodanych suplementd.

Riizné varianty médii byly zvoleny pfedevSim za i€elem stanoveni potencidlni de-
karboxylazové aktivity a moznych zmén chovéani kvasinek a laktobacili v zéavislosti
na dostupnych zdrojich nutrientl. Dulezitym cilem bylo tedy jednak otestovat vybrané
kmeny na schopnost produkce BA/PA, kdy u laktobacilii byla produkce ocekavana (viz
kapitola 3.2.1.), zatimco u kmenti kvasinek by se v pfipadé produkce > 10 mg/l jednalo
o negativni parametr v ramci volby vhodného kmene. Déle jednim ze zdméri experimentu
bylo zjistit, zda budou nékteré kvasinky schopné vyuzit tyramin, putrescin anebo histamin
jako zdroj dusiku a jejich koncentraci v rizné suplementovanych médiich, zvlast¢ téch

nutriéné chudsich, snizovat.

Kmeny kvasinek, které v zivnych médiich neprodukovaly vyznamné mnozstvi
BA/PA a v minerdlnim médiu naopak mély tendence obsah BA/PA snizovat, by mohly byt
doporuceny pro fermentaci piva a pro delsi lezeni piva v lezackych tancich, kdy by hypote-
ticky mohlo dochézet k ubytku BA/PA, které maji predispozice produkovat hlavné zastup-

cirodu Lactobacillus.

7.1 Mineralni médium suplementované aminokyselinami

V rdmci experimentu byla testovana produkce ¢i degradace BA v mineralnim mé-
diu suplementovaném aminokyselinami v koncentraci 3 g/l zahrnujici arginin, histidin,

tyrozin a fenylalanin. Pfedmétem pokusu bylo stanovit, zdali dostate¢né mnozstvi prekur-
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zorl vyznamné ovlivni produkci BA, anebo je pouze limitujicim faktorem, jak tvrdi Silla-
Santos (1996).

Po 72 hodinové¢ kultivaci laktobacili v nutricné chudém prostiedi nebyl detekovan
tryptamin, fenyletylamin, putrescin, kadaverin ani histamin. K podobnym vysledkiim vedla
1 analyza média po kultivaci kvasinek, kdy nebyla zaznamenana piitomnost fenyletylami-
nu, kadaverinu ani tryptaminu. Byly v§ak naméfeny nizké hladiny putrescinu do 4,1 mg/1
a histaminu do 2,3 mg/l. Po kultivaci vSech testovanych mikroorganizmii, tedy kvasinek
1 laktobacild, byl detekovan spermin v koncentraci do 3,6 mg/l a spermidin do 5,1 mg/l

(Ptiloha PI).

Velmi vyrovnané vysledky v porovnani s kontrolou poskytla analyza tyraminu
po kultivaci kvasinek, namétend data vykazovala odchylku v fadech desetin. Slaby nartst
koncentrace do 1,4 mg/l byl zaznamenan pouze u kmene RIBM 149, naopak degradaci
0 0,5 mg/l vykazoval kmen RIBM 32. Vzhledem k malym pfirtstkiim/ubytklim tyraminu
a stanovenym smérodatnym odchylkam vsSak nelze tyto hodnoty povazovat za vyznamné
(Obr. 5).

Tyramin [mg/l]

Testované kmeny kvasinek

Obr. 5 Obsah tyraminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v mineralnim mé-

diu suplementovaném aminokyselinami

Ke stejnym zaveérim lze dospét 1 v piipadé laktobacild, kdy byl detekovan shodny

obsah tyraminu v porovnani s kontrolou, opét kolisajici v fadech desetin (Obr. 6). Ziskané
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vysledky dokazuji, ze v nutri¢én¢ chudém prostiedi, byt se zdroji aminokyselin, nedochazi
k vyznamnéj$i metabolické aktivité mikroorganizmti vedouci k produkci nebo degradaci

BA a PA.

Tyramin [mg/l]

RIBM RIBM RIBM RIBM RIBM RIBM RIBM RIBM  kontrola
2-9 2-20 2-72 2-98 2-111 2-67 2-93 70

Testované kmeny laktobacili

Obr. 6 Obsah tyraminu po kultivaci laktobacili po dobu 72 hod p7i 30 °C v minerdlnim

médiu suplementovaném aminokyselinami

7.2 Mineralni médium suplementované tyraminem

V minerdlnim médiu s pfidanym tyraminem nebyl po kultivaci kvasinek a lakto-
bacilti detekovan tryptamin, fenyletylamin, putrescin, kadaverin ani histamin. V pfipadé¢
laktobacilii nebyla zaznamenand ani pfitomnost sperminu a spermidinu. Po kultivaci vy-
branych kvasni¢nych kultur vSak byly detekovany hladiny téchto PA do 2,5 mg/1 (Pfiloha
PII). Lze usuzovat, ze nutricné chudé prostfedi mineralniho média neprospivalo dekarbo-

xylazové aktivité testovanych kmend.

Béhem kultivace laktobacilli v mineralnim médiu doslo k mirnému poklesu kon-
centrace piidan¢ho tyraminu. JelikoZ médium neposkytovalo testovanym mikroorgani-
zmim dostatecné mnozstvi nutrient, vyuzily pravdépodobné suplementovany tyramin
jako zdroj dusiku pro svou metabolickou aktivitu, a jeho mnozstvi tak byly schopné snizo-

cv v

RIBM 2-9, ostatni kmeny byly schopné snizit jeho mnoZstvi o bezmala 116,2 mg/l.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 54

Naopak velmi vyrovnané vysledky oproti kontrole poskytly po kultivaci
v minerdlnim médiu suplementovaném tyraminem testované kmeny kvasinek (Obr. 7).
Vzhledem ke stanovenym smeérodatnym odchylkam vsak nelze s jistotou fici, zda byly

vybrané kmeny schopné prokazatelné degradace tohoto BA.
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Testované kmeny kvasinek

Obr. 7 Obsah tyraminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pvi 30 °C v minerdlnim mé-

diu suplementovaném tyraminem
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2-9 2-20 2-72 2-98 2-111 2-67 2-93 70

Testované kmeny laktobacilu

Obr. 8 Obsah tyraminu po kultivaci laktobacilu po dobu 72 hod pri 30 °C v minerdlnim

médiu suplementovaném tyraminem
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7.3 Mineralni médium suplementované tyraminem a kvasni¢énym ex-

traktem

Ve varianté¢ mineralniho média s ptidavkem tyraminu a kvasni¢ného extraktu byla
po kultivaci kvasni¢nych kment detekovéna hladina tryptaminu do 5,1 mg/l, putrescinu
do 3,2 mg/l a histaminu do 2,0 mg/l (Pfiloha PIII). Slabou produkci BA oproti mineralni-
mu médiu obohacenému pouze tyraminem si lze vysvétlit pfidavkem kvasni¢ného extraktu
coby zdroje uhliku a dusiku, ktery mohly testované mikroorganizmy pro svou dekarboxy-
lazovou aktivitu vyuzit. V médiu nebyly naopak detekovany stopy fenylalaninu ani ka-
daverinu. Zadné z vySe zminénych BA a PA nebyly zaznamenany v tomto médiu ani

po kultivaci zkousenych kmeni laktobacila.

Obsah tyraminu byl ve vzorcich snizen oproti kontrole po kultivaci kment
RIBM 2-72, RIBM 2-98, RIBM 2-111, RIBM 2-93 a RIBM 70 o 15,8-40,1 mg/l. Soudas-
n¢ byla detekovana produkce tyraminu o 28,2 a 33,9 mg/l kmeny RIBM 2-9 a RIBM 2-20,
které i v ostatnich testech projevily svou mohutnou tyrozindekarboxyldzovou aktivitu. Gra-
fické znazornéni koncentraci tyraminu po kultivaci laktobacili v testovaném médiu je uve-

deno na obrazku 9.
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Testované kmeny laktobacili

Obr. 9 Obsah tyraminu po kultivaci laktobacilii po dobu 72 hod pri 30 °C v minerdlnim

médiu suplementovaném tyraminem a kvasnicnym extraktem
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Oproti laktobacilim nedoslo béhem kultivace kvasni¢nych kmenti k vyrazngjsim
odchylkdm v koncentraci tyraminu v porovnani s kontrolou. Hladiny tyraminu v ramci
souboru testovanych kmeni kolisaly od -7,3 mg/l do 30,0 mg/l, maximalni zjisténé prirtist-
ky vSak nemohou byt vzhledem ke stanovenym smérodatnym odchylkdm povazovany
za vyznamné (Obr. 10). Z uvedeného vyplyva, ze kvasinky vzhledem k nizkému obsahu
zivin v daném prostfedi neprojevily svou potencidlni tyrozindekarboxyldzovou aktivitu,
pravdépodobné pro zachovani metabolické aktivity a zisk energie vyuzily kvasni¢ny ex-

trakt a nikoliv pfidany tyramin, ktery by tak mohl podléhat degradaci.

Kultivace kvasinek i laktobacilii za standardizovanych podminek pti 30 °C po dobu
72 hodin umoznila v minerdlnim médiu detekci sperminu a spermidinu do 1,4 mg/1 (Ptilo-

ha PIII).
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Testované kmeny kvasinek

Obr. 10 Obsah tyraminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v mineralnim mé-

diu suplementovaném tyraminem a kvasnicnym extraktem

7.4 Mineralni médium suplementované vybranymi BA

Po kultivaci kvasinek a laktobacili v minerdlnim médiu suplementovaném pu-
trescinem, histaminem a tyraminem nebyl detekovan tryptamin, fenyletylamin ani kadave-
rin. V pfipadé¢ kvasinek byly detekovany nizké hladiny sperminu a spermidinu do 1,3 mg/1
(Ptiloha PIV). V disledku metabolické aktivity inokulovanych mikroorganizmiti doslo
vmédiu ke snizeni hladiny putrescinu — Lb. brevis RIBM 2-67 snizil jeho obsah
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0 76,9 mg/l (Obr. 12), kvasnicné kmeny RIBM 95 a RIBM A4 degradovaly koncentraci
tohoto aminu o témér 20,2 mg/l (Obr. 11). Jsou-li vSak po kultivaci kvasinek vzaty v ivahu
pfipadné odchylky koncentrace, degradace tohoto aminu nedosdhla vyznamnych hodnot

prevysujicich 10 mg/l.

V nutriéné chudém prosttedi, které pravé mineralni médium reprezentuje, maji mi-
kroorganizmy pro zachovani své metabolické aktivity k dispozici pouze velmi omezené
zdroje energie. Potencidlni degradaci BA a PA je tedy mozné vysvétlit vstupem téchto 1a-
tek do metabolickych drah mikroorganizmi z diivodu absence ostatnich nizkomolekular-

nich substanci potencialné vhodnych k latkové preméné.
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Obr. 11 Obsah putrescinu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v minerdlnim

médiu suplementovaném BA
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Obr. 12 Obsah putrescinu po kultivaci laktobacilii po dobu 72 hod pri 30 °C v mineralnim

médiu suplementovaném BA

Jak je patrné z obrazk 13—16, nékteré testované kmeny kvasinek a laktobacilti
zpusobily také mirny pokles hodnot histaminu a tyraminu v porovnani s kontrolou. Ostatni
kmeny nevykazovaly vyznamnéjsi produkci ¢i degradaci téchto BA a PA, coZ lze usuzovat
z relativné neménnych hladin histaminu a tyraminu vii¢i kontrole. Intenzivni odbouravani
histaminu o bezmala 34 mg/l vykazoval pouze kvasnicny kmen RIBM 96 a RIBM Spk 76,
vzhledem ke stanovenym smeérodatnym odchylkdm vSak tyto udaje nelze povazovat
za klicové. Znacnou degradaci histaminu o 68,5 mg/l projevil také kmen Lb. brevis
RIBM 2-72. Po kultivaci kvasinek nebyly zpozorovany zasadni zmény v koncentraci tyra-
minu, nejmarkantnéj$iho vychyleni hodnot o 18,2 mg/l bylo dosaZzeno kmenem RIBM BS
197/Z. Je-11 vSak vzata v uvahu zjisténa smérodatna odchylka, nedosahuje tento vysledek
statisticky vyznamnych rozmérti. Téméf vSechny testované kmeny laktobacilii snizily
mnozstvi tyraminu v médiu o pfiblizné 75 mg/l, pouze u kmene RIBM 2-111 nebyla vici

kontrole pozorovana zména.
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Obr. 13 Obsah histaminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v minerdlnim

médiu suplementovaném BA
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Obr. 14 Obsah histaminu po kultivaci laktobacilii po dobu 72 hod p7i 30 °C v mineralnim

médiu suplementovaném BA
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Testované kmeny kvasinek

Obr. 15 Obsah tyraminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v minerdlnim mé-

diu suplementovaném BA
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Obr. 16 Obsah tyraminu po kultivaci laktobacilii po dobu 72 hod p7i 30 °C v mineralnim

médiu suplementovaném BA
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7.5 Mineralni médium suplementované vybranymi BA a kvasni¢énym

extraktem

V minerdlnim médiu suplementovaném putrescinem, histaminem, tyraminem
a zdrojem nutrientll ve form¢ kvasni¢ného extraktu doslo po kultivaci kvasinek a laktobaci-
It k nepatrnému narastu koncentrace sperminu do 4,3 mg/l a spermidinu do 2,5 mg/l.
V supernatantech nebyl po kultivaci testovanych kmend detekovan fenyletylamin ani ka-
daverin, pouze u nékolika kment kvasinek byl zpozorovan narist obsahu tryptaminu

do 3,5 mg/l (Ptiloha PV).

Velmi vyrovnané vysledky koncentrace putrescinu a histaminu podala data ziskana
kultivaci kvasinek. Z obrazka 17 a 18 je zfejmé vychyleni hodnot putrescinu i histaminu
+12 mg/l, mizeme se tedy domnivat, ze mikroorganizmy pro svij metabolizmus upted-

nostnily pfitomny kvasni¢ny extrakt pred suplementovanymi BA.
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Obr. 17 Obsah putrescinu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v mineralnim

médiu suplementovaném BA a kvasnicnym extraktem
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Obr. 18 Obsah histaminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v minerdlnim

médiu suplementovaném BA a kvasnicnym extraktem

Oproti kvasnicnym kmentim byl po kultivaci laktobacilil zjistén pokles koncentrace
putrescinu o 18,4-42,5 mg/l (Obr. 19) a histaminu o 25,9-36,6 mg/l (Obr. 20). Témet nu-
lova odchylka v obsahu putrescinu byla detekovana u kmentt RIBM 2-72 a RIBM 2-111,
u histaminu se jednalo taktéz o kmen RIBM 2-72.
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Obr. 19 Obsah putrescinu po kultivaci laktobacilii po dobu 72 hod pri 30 °C v mineralnim

médiu suplementovaném BA a kvasnicnym extraktem
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Obr. 20 Obsah histaminu po kultivaci laktobacilii po dobu 72 hod p7i 30 °C v mineralnim

médiu suplementovaném BA a kvasnicnym extraktem

Béhem kultivace kvasinek v mineralnim médiu s vybranymi BA a kvasni¢nym ex-
traktem nedoslo, obdobné jako u putrescinu a histaminu, ke zfetelnéjsi produkcei €1 degra-
daci tyraminu. Pouze kmen RIBM BS 197/Z vykazoval degradaci tyraminu o 12,2 mg/I
oproti kontrole. Intenzivnéj$i snizeni obsahu tyraminu bylo u téhoz kmene prokazano

1 po kultivaci v mineralnim médiu suplementovaném BA.

Ve srovnani s kvasinkami byly u laktobacill stanoveny zifetelné mezikmenové roz-
dily v produkci a degradaci tyraminu. V porovndni s kontrolou doSlo béhem kultivace
kmenit RIBM 2-9 a RIBM 2-20 k navySeni obsahu tyraminu o 29,7 mg/l a 10,7 mg/1. Ko-
lisavé hodnoty tyraminu +5 mg/l byly detekovany u kmenti RIBM 2-67 a RIBM 2-93.
Mirnou degradaci do 17,1 mg/l vykazovaly kmeny RIBM 2-72 a RIBM 2-111 (Obr. 22).
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Obr. 21 Obsah tyraminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v minerdlnim mé-

diu suplementovaném BA a kvasnicnym extraktem
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Obr. 22 Obsah tyraminu po kultivaci laktobacilii po dobu 72 hod p7i 30 °C v mineralnim

médiu suplementovaném BA a kvasnicnym extraktem
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7.6 Zivné médium suplementované aminokyselinami

V zivném médiu s aminokyselinami v koncentraci 3 g/l nebyly po kultivaci kvasi-
nek detekovany koncentrace fenyletylaminu a kadaverinu, v pfipadé laktobacilii nebyl de-
tekovan ani tryptamin, putrescin ¢i histamin. Tyto udaje koresponduji s vysledky ziskany-
mi po kultivaci laktobacilli v zivnych médiich se suplementaci BA, kdy byla zpozorovana
siln¢ limitujici produkce BA. Naopak hodnoty tyraminu se po kultivaci laktobacili
v zivném médiu s pfidanymi aminokyselinami téméf zdvojnasobily oproti témuz médiu
obohacenému BA. Z obrazku 23 je zjevné, ze kmen RIBM 2-9 byl schopny vyprodukovat
532,1 mg/l tyraminu a kmeny RIBM 2-20 a RIBM 2-72 daly vzniku 284,1 mg/l
a210,9 mg/l tyraminu. Lze tedy usuzovat, Ze ptfidavek prekurzori ve formé aminokyselin

muze podpofit piirozené vyraznou dekarboxyldzovou aktivitu laktobacild.
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Obr. 23 Obsah tyraminu po kultivaci laktobacilit po dobu 72 hod p7i 30 °C v MRS médiu

suplementovaném aminokyselinami

U kvasinek bylo detekovano navySeni koncentrace tryptaminu do 5,5 mg/l, pu-
trescinu do 3,8 mg/I a histaminu do 2,7 mg/l (Pfiloha PVI). MiiZeme se domnivat, ze pfiro-
zené€ nizkou dekarboxylazovou aktivitu kvasinek pfidavek prekurzori v podobé aminoky-
selin vyrazné neovliviiuje, nebot’ obdobné hodnoty byly ziskany po kultivaci tychz kment

v zivném médiu obohaceném vybranymi BA.
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Nartst obsahu tyraminu po kultivaci kvasinek v médiu obohaceném aminokyseli-
nami byl zaznamendn u kmenti RIBM 15, RIBM 149 a RIBM 150. Jednalo se o navySeni
do 10 mg/l, které je zobrazeno na obrazku 24. Vzhledem k relativné nizkému ptirastku
koncentrace tyraminu se vSak vliv piidavku aminokyselin zda byt v piipad¢ kvasinek mi-

noritni.

U kvasinek 1 laktobacilt doslo po kultivaci také k nepatrnému nariistu obsahu
spermidinu do 3,3 mg/l, koncentrace sperminu dosahovala misty az 15,6 mg/l (Pfiloha

PVI).
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Obr. 24 Obsah tyraminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v MALT médiu

suplementovaném aminokyselinami

7.7 Zivné médium suplementované tyraminem

V zivném médiu MALT suplementovaném tyraminem byla po kultivaci nékterych
kmenii zaznamenana nizkéd hladina tryptaminu do 3,3 mg/l, histaminu do 4,0 mg/l a pu-
trescinu do 3,3 mg/I (pfiloha PVII). Médium nevykazovalo pfitomnost fenyletylaminu ani
kadaverinu. V piadé¢ MRS obohacené tyraminem nebyla produkce zddného z vySe zmine-
nych BA testovanymi kmeny laktobacili detekovana. V obou suplementovanych médiich
MALT 1 MRS byly zjistény kolisavé nizké hladiny sperminu a spermidinu do 3,4 mg/l
(Ptiloha PVII).
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Po kultivaci kmenii kvasinek byly v supernatantech zaznamenany velmi vyrovnané
koncentrace tyraminu. Zteteln€jsiho navyseni koncentrace tohoto BA bylo dosazeno pouze
u kvasnicného kmene RIBM 149, které neptesahlo 24 mg/l (Obr. 25). Vzhledem
ke stanovené smérodatné odchylce vSak tento udaj nelze povazovat za statisticky vyznam-
ny. Ze ziskanych dat tak nelze usuzovat na prokazatelné¢ vyznamnou produkei ¢i degradaci
tyraminu kvasni¢nymi kmeny. Odlisné vysledky poskytla analyza média po kultivaci tes-
tovanych laktobacilli, které vykazovaly znacnou produkci tyraminu. Jednalo se zejména
o kmeny RIBM 2-9, RIBM 2-20 a RIBM 2-72, které navysily mnozstvi tyraminu
az0231,2 mg/l (Obr.26). Lze se tedy domnivat, ze by dostatecné mnozstvi Zzivin
v nutricné bohatém médiu MRS mohlo podpofit dekarboxyldzovou aktivitu danych mikro-
organizmu a zvysit obsah BA a PA, a to 1 v pfipadé jiz existujicich vysokych koncentraci

téchto dusikatych latek.
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Obr. 25 Obsah tyraminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v MALT médiu

suplementovaném tyraminem
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Obr. 26 Obsah tyraminu po kultivaci laktobacilii po dobu 72 hod p7i 30 °C v MRS médiu

suplementovaném tyraminem

7.8 Zivné médium suplementované vybranymi BA

Kmeny pivovarskych kvasnic nevykazovaly po kultivaci v MALT médiu suple-
mentovaném tyraminem, histaminem a putrescinem dekarboxyldzovou aktivitu spojenou
s produkci fenyletylaminu ani kadaverinu. Stejné chovani bylo detekovano 1 u laktobacilil.
Kmeny pivovarskych kvasnic daly oproti laktobacilim vzniku 3,3 mg/l tryptaminu. U kva-
sinek 1 laktobacilli bylo navic po kultivaci zaznamenano v pfislusnych médiich mirné na-
vyseni obsahu sperminu a spermidinu, a to v koncentraci neptevySujici 2,8 mg/l (Ptiloha

VIII).

Z nize uvedenych grafl je patrné, Ze po kultivaci kvasinek v zZivném médiu s pfi-
davkem vybranych BA byl vii¢i kontrole prokdzan pomérné stabilni obsah putrescinu, his-
taminu i tyraminu. Na obrazku 27 lze vidét vychyleni hodnot putrescinu vii¢i kontrole
do 10 mg/l, obrazek 28 pak znazornuje pfirtistek histaminu do 13,2 mg/l. Tyto vysledky
koresponduji s daty ziskanymi kultivaci testovanych mikroorganizma v zivhém médiu
s ptidavkem tyraminu, kdy do$lo k nepatrnému navySeni obsahu putrescinu a histaminu
do 4 mg/l. Koncentrace tyraminu v médiu s obsahem vybranych BA (obr. 29) kolisala
ve srovnani s kontrolou od -19,7 do 3,5 mg/l, vzhledem ke stanovenym smeérodatnym od-

chylkam vsak nelze hovofit o prokazatelném ptirGstku ¢i ubytku mnoZstvi tohoto aminu.
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Obr. 27 Obsah putrescinu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v MALT médiu

suplementovaném BA
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Obr. 28 Obsah histaminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v MALT médiu

suplementovaném BA
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Obr. 29 Obsah tyraminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v MALT médiu

suplementovaném BA

Po kultivaci laktobacili v médiu MRS se suplementaci vybranych BA nebyla za-
znamenana zadna zména koncentrace putrescinu (Obr. 30) a histaminu, pouze mirny nartst
obsahu histaminu do 22,5 mg/l u kment RIBM 2-20 a RIBM 2-72 (Obr. 31). Stejné vy-
sledky podalo i vyhodnocovani dat ziskanych po kultivaci laktobacild v MRS médiu su-
plementovaném tyraminem, kdy nebyla zaznamenana z4dnd zména koncentrace putrescinu
ani histaminu. Lze se tedy domnivat, Ze laktobacily nedisponuji vyznamné;jsi ornitindekar-
boxyldazovou aktivitou a pouze kmeny RIBM 2-20 a RIBM 2-72 jsou schopné omezené

produkce histaminu.
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Obr. 30 Obsah putrescinu po kultivaci laktobacilu po dobu 72 hod p7i 30 °C v MRS médiu

suplementovaném BA

700 q
650 -
= 600 -
on
E
= 550 A
£
S 500 -
Z
=
450 -
400 - T T T T T T T T

RIBM RIBM RIBM RIBM RIBM RIBM RIBM RIBM  kontrola
2-9 2-20 2-72 2-98 2-111 2-67 2-93 70

Testované kmeny laktobacili

Obr. 31 Obsah histaminu po kultivaci laktobacilu po dobu 72 hod p7i 30 °C v MRS médiu

suplementovaném BA

Na rozdil od pfedchazejicich BA byla po 72 hodinové kultivaci laktobacil
v zivném médiu zaznamenana zna¢na produkce tyraminu, a to az 240 mg/l. Tuto produkci
vykazoval kmen RIBM 2-9, zvySené hodnoty do 120 mg/l byly detekovany také u kmeni
RIBM 2-20 a RIBM 2-72 (Obr. 32). Obdobné vyrazna tyrozindekarboxyldzova aktivita
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se jiz u danych kmeni projevila, a to po kultivaci v nutri¢n¢ bohatém MRS médiu oboha-
ceném tyraminem (Obr. 26) a MRS médiu obohaceném amionokyselinami (Obr. 23).
Na zaklad¢ téchto vysledki je mozné tvrdit, ze testované laktobacily v prostredi
s dostate¢nou zasobou zivin prokazatelné produkuji vyznamné koncentrace tyraminu, které

mohou pro zdravi ¢loveka predstavovat riziko.
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Obr. 32 Obsah tyraminu po kultivaci laktobacilit po dobu 72 hod pri 30 °C v MRS médiu

suplementovaném BA
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8 DISKUZE

Znalost obsahu cizorodych latek v potravinach, vcetné¢ BA a PA, je v poslednich le-
tech spotiebitelem vniména jako nedilna soucast jakostniho produktu (Rodriguez et al,
2014). Je obecné¢ znadmo, ze konzumace nadmérnych mnozstvi BA a PA muze vést
k zdvaznym zdravotnim obtizim v podobé kolisavého krevniho tlaku, nevolnosti, vykyvl
srdecniho rytmu anebo ztizeného dychéani (Russo et al., 2010). Ackoliv mnohé potraviny
a napoje, vyrobené predevsim procesem fermentace, mohou toxikologicky rizikova mnoz-
stvi BA a PA obsahovat, ¢eské ani evropské legislativni predpisy jejich koncentrace

ve vétsing piipadd nijak nereguluji (Ceska republika, 1997a; Evropska Unie, 2005).

TtebaZe je vétSina mikrobidlni ¢innosti v procesu vyroby piva povazovana za Za-
douci, ¢ast muze z hlediska kvality vyrobku piedstavovat hrozbu. Je totiz prokdzano,
Ze s ni souvisi pfitomnost vyse zminénych BA a PA. Znalost zastoupeni mikroorganizmii
a jejich vlastnosti by v§ak mohla vyrobclim umoznit monitoring a fizeni obsahu téchto
cizorodych latek vedouci k produkci bezpeéného vyrobku. Existuje sice fada ceskych
1 zahrani¢nich studii zabyvajici se koncentraci BA a PA v pivu coby kone¢ném produktu,
vyzkumu sledujicich roli specifickych mikroorganizmt v prubéhu jeho vyroby je vsak ne-
dostatek (Baumlisberger et al., 2015; Bokulich a Bamforth, 2013; Caruso et al., 2002;
Costantini et al., 2009; Van Nierop et al., 2006). Proto se tato diplomova prace vénuje sle-
dovani schopnosti vybranych kvasni¢nych kmeni i laktobacilit BA a PA produkovat nebo

degradovat, v pilotni etapé za podminek in vitro.

Zamérem prace bylo stanovit dekarboxyldzovou aktivitu pivovarsky vyznamnych
vybranych mikroorganizmi. Pozornost byla zaméfena na nckolik kment laktobacild,
u nichz bylo zdmérem urcit schopnost produkce BA/PA v prostiedi s riznou dostupnosti
zivin. Hlavnim cilem vSak bylo stanovit schopnost produkce ¢i degradace téchto dusika-
tych latek kvasni¢nymi kmeny, pticemz v ptipad¢ produkce > 10 mg/l by se jednalo o ne-
gativni parametr v ramci volby vhodného kmene pro vyrobu piva. Dil¢im cilem bylo zjis-
tit, zda budou néekteré kvasinky schopné vyuzit tyramin, putrescin anebo histamin jako
zdroj dusiku a jejich koncentraci v rizné€ suplementovanych médiich, zvlasté téch nutriéné
chudsich, sniZovat. Kvasnicné kmeny, které by v Zivnych médiich neprodukovaly vy-
znamné mnozstvi BA/PA a v minerdlnim médiu mély naopak tendence obsah BA/PA sni-
zovat, by mohly byt doporuceny pro fermentaci piva a pro delsi lezeni piva v lezackych

tancich.
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Monitoring dekarboxylazové aktivity a degradace BA a PA byl proveden
u 16 kment kvasinek a 8 kment laktobacild ziskanych od Ustavu sladaiského a pivovar-
ského v Praze za podminek in vitro, byl sledovan obsah sedmi BA (tryptamin, fenyletyla-
min, putrescin, kadaverin, histamin, tyramin, spermin, spermidin). V experimentu bylo
pouzito nékolik variant nutriéné chudého minerdlniho média i nutriéné bohatého MALT
a MRS média. Nutri¢ni prostiedi slouzilo k testovani dekarboxyldzové aktivity mikroorga-
nizml v optimélnich podminkach. Nepiivétivé prostiedi mineralniho média umoznilo sta-
novit schopnost mikroorganizmti degradovat pfitomné BA/PA, piipadné jejich zptsobilost
pro produkci za vyuziti zivin z autolyzované biomasy. V médiich s pfidavkem aminokyse-

lin byla testovana role prekurzort v produkci téchto dusikatych substanci.

V zadném z pouzitych médii nebyla po kultivaci kvasniénych kmenii prokazéna
pfitomnost fenyletylaminu ani kadaverinu, k podobnym zévérim dospéla 1 Haasova
(2016). Jelikoz vyskyt téchto BA v pivu byva pficitan zejména procesu sladovani (Izquier-
do-Pulido, 1994), je mozné potencialni fenyalanindekarboxyldzovou a lyzindekarboxyla-
zovou aktivitu kvasinek vyloucit. Ani po kultivaci vybranych laktobacilii nebyly zjistény
hladiny fenyletylaminu, kadaverinu a tryptaminu. Nedetekovatelné koncentrace fenylety-
laminu a tryptaminu po kultivaci vybranych laktobacili potvrzuje 1 studie provedena Lo-
rencovou (2015), ktera vSak prokéazala pouze nizké hladiny kadaverinu do 6,3 mg/l (Loren-

cova, 2015).

Ziskané vysledky poukazuji na slabou produkci tryptaminu nékterymi kmeny kva-
sinek. Hladiny kolisajici od 3,3 mg/l do 5,5 mg/I tryptaminu byly detekovany po kultivaci
kvasinek v prostiedi poskytujici mikroorganizmim alesponi nepatrny zdroj energie
v podob¢ kvasni¢ného extraktu. Zanedbatelnou produkci tryptaminu do 4 mg/l rGznymi
kmeny kvasinek uvadi také Caruso et al. (2002). Z dosaZenych vysledki vyplyva, Ze ackoli
mohou byt ur€ité kmeny kvasinek schopné produkce tryptaminu, jeho nizké koncentrace

nemohou kyZeny produkt ¢i zdravi spotiebitele negativné ovlivnit.

Nizké koncentrace putrescinu do 6 mg/l v pivu byly doposud piisuzovany zejména
sladu, pficemz jeho zdrojem muZze byt jiz samotny jeCmen (Izquierdo-Pulido, 1996b).
Vzhledem ke schopnosti putrescinu zesilovat toxické Gc€inky histaminu a tyraminu (Mayer,
Fiechter a Fischer, 2010) je znalost nakladani kvasinek a laktobacilil s timto aminem zcela
zasadni. Vysledky experimentu dokladaji, Ze v pribéhu kultivace laktobacili nedoSlo
k produkei putrescinu, ba naopak v mineralnich médiich s jeho suplementaci doSlo misty

k poklesu koncentrace o téméf 76,9 mg/l. V ekvivalentné suplementovaném zivném médiu
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zustalo po kultivaci laktobacili mnozstvi putrescinu nezménéné. Tato skutecnost muize
vést k myslence, ze laktobacily jsou schopné v prostfedi s omezenou dostupnosti zivin sni-
zovat mnozstvi putrescinu. Laktobacily tedy neptfedstavuji z hlediska nartistu koncentrace
tohoto BA hrozbu, coz potvrzuje i studie Lorencové (2015) a zavérecnd prace Mandové

(2015).

Na rozdil od laktobacilti neprokazaly kvasnicné kmeny vyraznou schopnost pro-
dukce ¢i degradace putrescinu. Analyza médii suplementovanych aminokyselinami dokla-
da nizké prirastky do 4 mg/l putrescinu, podobné udaje byly ziskdny i1 po kultivaci nékte-
rych kmeni kvasinek v médiich s tyraminem a kvasni¢énym extraktem. Shodné koncentrace
po kultivaci kvasinek prezentuje i Caruso et al. (2002). Naopak Halész et al. (1994, 1998)
detekoval hladiny putrescinu v rozmezi 25-55 mg/l, a prokazal tak vyznamnégjsi dekarbo-
xyldzovou aktivitu pivovarskych kvasnic. Tato prace nemuize Haldszovo tvrzeni dosvédcit
nebo vyvratit, nebot’ ani analyza médii suplementovanych vybranymi BA/PA nedoklada

zfetelny narust ¢i pokles koncentrace putrescinu.

Spermin a spermidin piedstavuji PA majici nezastupitelnou roli pii bunééném déle-
ni, jejich pfitomnost je tedy pro optimalni riist kvasinek zcela zasadni. To potvrzuji i vy-
sledky tohoto vyzkumu, kdy byla u vice nez poloviny testovanych kment kvasinek 1 lakto-
bacilii zaznamendna nizka produkce sperminu a spermidinu do 5,1 mg/l. Naproti tomu vy-
zkum provedeny Halaszem et al. (1994, 1998) poukazuje na pomérné vysokd mnozstvi
spermidinu (189 mg/100g) a sperminu (56 mg/100g) vyprodukovand pivovarsky vyznam-
nymi kmeny kvasnic. Haasova (2015) vSak tvrdi, Ze se tvorba téchto polyamin v prostiedi
in vitro a v prostredi simulujici podminky piva zna¢né 1i$i, pfi¢emz vyssi produkei Ize oce-

kavat pravé v prostifedi mladiny.

Ercan, Bozkurt a Soysal (2013) v publikaci zminuji, Ze béhem hlavniho kvaseni
a dokvasovani piva mize vznikat z toxikologického hlediska vyznamné mnozZstvi tyraminu
a histaminu. To potvrzuje 1 Izquierdo-Pulido (1996a), ktery ve spontanné kvasenych pi-
vech detekoval 21,3 mg/l tyraminu a 5,8 mg/l histaminu. Vysledky tohoto experimentu
poukazuji na pomérn¢ nevyznamné koncentrace histaminu po kultivaci vybranych kment
kvasinek. Ve vSech typech Zivnych médii byly zaznamenany kolisavé hodnoty +13 mg/I
histaminu, zddné z mineralnich médii neumoznilo spolehlivé prokazat schopnost kvasinek
histamin degradovat. Vzhledem ke stanovenym smérodatnym odchylkdm nebylo mozZné
rozhodnout o jednozna¢né produkci ¢i degradaci histaminu, proto by bylo vhodné ziskané

udaje ovéftit v dalsich experimentech i nekultivacnimi metodami.
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Mezi laktobacily je za histidin-dekarboxylaza pozitivni oznacovan ptredevsim druh
Lb. buchneri (Russo et al., 2010), ¢emuz vSak vysledky této prace odporuji. Ve vétSiné
piipadii nebyla pfitomnost histaminu detekovana viibec, po kultivaci testovanych kment
v prosttedi suplementovaném BA doslo spise k ubytku koncentrace histaminu. Pouze kul-
tivace dvou kmenti Lb. brevis RIBM 2-20 a Lb. brevis RIBM 2-72 v zivném médiu suple-
mentovaném BA podala mirné navyseni koncentrace histaminu do 22,5 mg/l, ostatni mi-
kroorganizmy vykazovaly oproti kontrole stabilni obsah tohoto aminu. Tyto vysledky spise
koresponduji s daty ziskanymi Lorencovou (2015), ktera po kultivaci tychz kment lakto-

bacilt koncentrace histaminu nedetekovala.

Russo et al. (2010) a Baumlisberger et al. (2015) oznacuji za hlavniho producenta
tyraminu druh Lb. brevis. Analyza provedena v ramci této studie potvrzuje znacnou pro-
dukci tyraminu kmeny RIBM 2-20 a RIBM 2-72, nejvysSich hodnot tyraminu vSak bylo
dosazeno kmenem Lb. buchneri RIBM 2-9. Bylo prokédzano, ze dekarboxylazovou aktivitu
téchto mikroorganizmti vyrazné ovliviiuje nejen dostupnost zivin, ale také aminokyselin
jako prekurzort. Ke stejnym vysledkim dospéla i Mandova (2015), ktera taktéz potvrzuje
nejmohutnéjsi produkci tyraminu kmenem RIBM 2-9. Piekvapivé vykazuji kmeny zcela
odlisné chovani v nutri¢éné¢ chudém prostiedi, kdy byla vétSina testovanych mikroorganiz-

mu schopna snizovat mnozstvi ptidaného tyraminu o téméf 116,2 mg/1.

Nejasné vysledky produkce/degradace tyraminu vSak poskytla analyza kvasni¢nych
kmeni. Vzhledem k silné¢ vyrovnanym hodnotam kolisajicim vi¢i kontrole maximalné
+30 mg/l a rozsahlym smérodatnym odchylkdm nebylo moZné rozhodnout o zietelné pro-

dukeci ¢1 degradaci tohoto BA.

Tvrzeni spjatd s dekarboxylazovou aktivitou kvasinek se 1i$i napfi¢ mnoha autory.
Naptiklad Costantini et al. (2009) dospél k nazoru, ze kvasinkové kultura Saccharomyces
cerevisiae neni schopna produkce BA a PA, naopak Kalac¢ a Kiizek (2003) ¢i Halasz et al.
(1994) uvadi znaény potencial kvasinek k dekarboxylaci aminokyselin. Tato prace
se na zaklad¢ ziskanych vysledkii nemize jednoznaéné pfiklonit ani k jednomu z vyse
uvedenych ndzort, z dlivodl ne zcela vyrazné dekarboxylazové aktivity kvasinek tak neni
mozné stanovit doporuceni pro vybér kvasnicného kmene pro vyrobu piva. K vyvozeni
téchto zavért by bylo vhodné ziskand data potvrdit molekularni analyzou PCR s cilem
ovéfeni genetické predispozice mikroorganizmii tvofit enzymy ucastnici se degradace

¢i produkce BA/PA. Lze doporucit také nésledné ovéfeni predpokladii v redlném prostiedi
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mladiny, jelikoz slozeni média zadsadné ovliviiuje metabolickou aktivitu mikroorganizmu

(Halasz et al., 1994).

Obsah aminokyselin v prostiedi se vSak zda byt pouze limitujicim faktorem, jelikoz
po kultivaci kvasinek v prostiedi s dostatkem aminokyselin nebyly zaznamenany vyraznéj-
§i odchylky v koncentraci BA/PA. Naopak kultivace laktobacili v zivném médiu
s obsahem aminokyselin umoznila u n¢kterych kmenti markantni produkci BA/PA. Otaz-
kou ztlistava, zdali za piedpokladu dodrzeni podminek vhodnéjSich pro rozvoj kvasinek
dojde k utlumeni dekarboxylazové aktivity laktobacilii, nebo silna produkce BA/PA pietr-
va. Mohutna schopnost dekarboxylace vybranymi kmeny laktobacili byla v nutri¢né boha-
tém prostiedi v této praci potvrzena, prekvapivé vSak byla detekovana i vyrazna zpiisobi-

lost téchto kmenti BA/PA v nutriéné chudém prostfedi degradovat.
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9 ZAVER

Tato prace se zabyvala schopnosti produkce a degradace BA/PA vybranymi kmeny

kvasinek a laktobacilt ziskanych od Ustavu pivovarského a sladaiského v Praze za podmi-

nek in vitro. Soucasné byl sledovan vliv pfidavku raznych BA a PA do odlisnych kultivac-

nich prostfedi na degradaci téchto dusikatych latek a pfidavku aminokyselin na produkci

BA a PA. Na zakladé¢ vysledkt praktické ¢asti diplomové prace 1ze konstatovat nasledujici:

U testovanych kmeni Lb. brevis RIBM 2-20, Lb. brevis RIBM 2-72 a L. buch-
neri RIBM 2-9 byla béhem screeningu prokazana mohutna schopnost produkce

tyraminu za piitomnosti dostatecného mnozstvi nutrientt.

Tyrozindekarboxyldzovou aktivitu vybranych kmeni laktobacilli znaéné pod-

pofila pfitomnost tyrozinu coby prekurzoru tohoto BA.

Nedostatek Zivin v nutricné chudych mineralnich médiich vedl k degradaci ty-

raminu testovanymi kmeny laktobacilti.

Kultivace laktobacili v prostfedi s dostupnymi zdroji BA/PA neumoznila pri-

kazné stanoveni schopnosti produkce ¢i degradace histaminu a putrescinu.

Po kultivaci laktobacil byla detekovéana toxikologicky nevyznamna produkce
sperminu a spermidinu, hladiny tryptaminu, fenyletylaminu a kadaverinu neby-

ly detekovany viibec.

U vybranych kment kvasinek nebyla prokazana schopnost produkce fenylety-
laminu a kadaverinu, byla zjiSténa slaba dekarboxylazova aktivita spojend s to-

xikologicky nevyznamnymi hladinami sperminu a spermidinu.
Dostate¢né mnozstvi Zivin vedlo po kultivaci nékterych kmenli kvasinek

k detekci zanedbatelnych koncentraci tryptaminu.

Byl prokézan limitujici vliv pfidavku aminokyselin na dekarboxyldzovou akti-

vitu kvasniénych kultur.

Kolisajici hladiny putrescinu, histaminu a tyraminu neumoznily jednoznacné
stanoveni schopnosti kvasinek BA/PA produkovat ¢1 degradovat, byly doporu-

¢eny doplitujici molekularni analyzy.
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11 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
ATP Adenozintrifosfat

BA Biogenni aminy

DAO  Diaminooxiddza

FAO Organizace pro vyzivu a zemedélstvi

Lb. Lactobacillus

MAO  Monoaminooxidéaza

PA Polyaminy

PAO Polyaminooxidaza

uv Ultrafialové zareni
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Obr. 18 Obsah histaminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v
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PRILOHA P I: OBSAH BA A PA V MINERALNIM MEDIU

S AMINOKYSELINAMI
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Testované kmeny kvasinek

Obr. 1 Obsah putrescinu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v mineralnim mé-

diu suplementovaném aminokyselinami

Histamin [mg/1]

Testované kmeny kvasinek

Obr. 2 Obsah histaminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v mineralnim mé-

diu suplementovaném aminokyselinami
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Spermidin [mg/1]

Testované kmeny kvasinek

Obr. 3 Obsah spermidinu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v mineralnim

médiu suplementovaném aminokyselinami

Spermin [mg/l]

Testované kmeny kvasinek

Obr. 4 Obsah sperminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v mineralnim mé-

diu suplementovaném aminokyselinami
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Spermin [mg/l]
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Testované kmeny laktobacili

Obr. 5 Obsah sperminu po kultivaci laktobacilii po dobu 72 hod pri 30 °C v mineralnim

médiu suplementovaném aminokyselinami
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Obr. 6 Obsah spermidinu po kultivaci laktobacilu po dobu 72 hod pri 30 °C v mineralnim

médiu suplementovaném aminokyselinami
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PRILOHA P II: OBSAH BA A PA V MINERALNIM MEDIU S TYRA-
MINEM

2,5 1

Spermin [mg/l]

Testované kmeny kvasinek

Obr. 7 Obsah sperminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v mineralnim mé-

diu suplementovaném tyraminem
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Testované kmeny kvasinek

Obr. 8 Obsah spermidinu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v mineralnim

médiu suplementovaném tyraminem
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PRILOHA P III: OBSAH BA A PAV MINERALNIM MEDIU S TY-
RAMINEM A KVASNICNYM EXTRAKTEM
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Testované kmeny kvasinek

Obr. 9 Obsah tryptaminu po kultivaci kvasinek v minerdlnim médiu suplementovaném ty-

raminem a kvasnicnym extraktem

Putrescin [mg/l]

Testované kmeny kvasinek

Obr. 10 Obsah putrescinu po kultivaci kvasinek v mineralnim médiu suplementovaném

tyraminem a kvasnicnym extraktem
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Testované kmeny kvasinek

Obr. 11 Obsah histaminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v minerdlnim

médiu suplementovaném tyraminem a kvasnicnym extraktem

Spermin [mg/1]

Testované kmeny kvasinek

Obr. 12 Obsah sperminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod p7i 30 °C v mineralnim mé-

diu suplementovaném tyraminem a kvasnicnym extraktem
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Testované kmeny kvasinek

Obr. 13 Obsah spermidinu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v minerdlnim

médiu suplementovaném tyraminem a kvasnicnym extraktem

Spermin [mg/l]

RIBM RIBM RIBM RIBM RIBM RIBM RIBM RIBM  kontrola
29 2-20 2-72 2-98 2-111 2-67 2-93 70

Testované kmeny laktobacilii

Obr. 14 Obsah sperminu po kultivaci laktobacilit po dobu 72 hod p7i 30 °C v mineralnim

médiu suplementovaném tyraminem a kvasnicnym extraktem
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Testované kmeny laktobacili

Obr. 15 Obsah spermidinu po kultivaci laktobacilit po dobu 72 hod pri 30 °C v mineralnim

médiu suplementovaném tyraminem a kvasnicnym extraktem
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PRILOHA P IV: OBSAH BA A PA V MINERALNIM MEDIU
S VYBRANYMI BA
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Testované kmeny kvasinek

Obr. 16 Obsah sperminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v minerdlnim mé-

diu suplementovaném vybranymi BA
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Testované kmeny kvasinek

Obr. 17 Obsah spermidinu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v mineralnim

médiu suplementovaném vybranymi BA
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PRILOHA P V: OBSAH BA A PA V MINERALNIM MEDIU
S VYBRANYMI BA A KVASNICNYM EXTRAKTEM
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Tryptamin [mg/l]

Testované kmeny kvasinek

Obr. 18 Obsah tryptaminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v mineralnim

médiu suplementovaném vybranymi BA a kvasnicnym extraktem

Spermin [mg/l]

Testované kmeny kvasinek

Obr. 19 Obsah sperminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v mineralnim mé-

diu suplementovaném vybranymi BA a kvasnicnym extraktem
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Spermidin [mg/l]

Testované kmeny kvasinek

Obr. 20 Obsah spermidinu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v minerdlnim

médiu suplementovaném vybranymi BA a kvasnicnym extraktem
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Testované kmeny laktobacili

Obr. 21 Obsah sperminu po kultivaci laktobacilii po dobu 72 hod pri 30 °C v mineralnim

médiu suplementovaném vybranymi BA a kvasnicnym extraktem
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Obr. 22 Obsah spermidinu po kultivaci laktobacilit po dobu 72 hod pri 30 °C v mineralnim

médiu suplementovaném vybranymi BA a kvasnicnym extraktem
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PRILOHA P VI: OBSAH BA A PA V ZIVNEM MEDIU S AMINOKY-
SELINAMI

Tryptamin [mg/l]

Testované kmeny kvasinek

Obr. 23 Obsah tryptaminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v MALT médiu

suplementovaném aminokyselinami

Putrescin [mg/1]

Testované kmeny kvasinek

Obr. 24 Obsah putrescinu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v MALT médiu

suplementovaném aminokyselinami
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Histamin [mg/l]

Testované kmeny kvasinek

Obr. 25 Obsah histaminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v MALT médiu

suplementovaném aminokyselinami

Spermidin [mg/l]

Testované kmeny kvasinek

Obr. 26 Obsah spermidinu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v MALT médiu

suplementovaném aminokyselinami
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Spermidin [mg/l]

RIBM RIBM RIBM RIBM RIBM RIBM RIBM RIBM  kontrola
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Testované kmeny laktobacili

Obr. 27 Obsah spermidinu po kultivaci laktobacilit po dobu 72 hod pri 30 °C v MRS médiu

suplementovaném aminokyselinami
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Testované kmeny kvasinek

Obr. 28 Obsah sperminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pvi 30 °C v MALT médiu

suplementovaném aminokyselinami
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Testované kmeny laktobacili

Obr. 29 Obsah sperminu po kultivaci laktobacilii po dobu 72 hod pri 30 °C v MRS médiu

suplementovaném aminokyselinami
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PRILOHA P VII: OBSAH BA A PA V ZIVNEM MEDIU S TYRAMI-
NEM

Tryptamin [mg/l]

Testované kmeny kvasinek

Obr. 30 Obsah tryptaminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v MALT médiu

suplementovaném tyraminem
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Testované kmeny kvasinek

Obr. 31 Obsah putrescinu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v MALT médiu

suplementovaném tyraminem



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 107

Histamin [mg/l]
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Testované kmeny kvasinek

Obr. 32 Obsah histaminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v MALT médiu

suplementovaném tyraminem

Spermin [mg/1]
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Testované kmeny kvasinek

Obr. 33 Obsah sperminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v MALT médiu

suplementovaném tyraminem
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Spermidin [mg/1]

Testované kmeny kvasinek

Obr. 34 Obsah spermidinu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v MALT médiu

suplementovaném tyraminem

Spermin [mg/1]
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Testované kmeny laktobacili

Obr. 35 Obsah sperminu po kultivaci laktobacilu po dobu 72 hod p7i 30 °C v MRS médiu

suplementovaném tyraminem
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Spermidin [mg/1]
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Testované kmeny laktobacili

Obr. 36 Obsah spermidinu po kultivaci laktobacilii po dobu 72 hod p7i 30 °C v MRS médiu

suplementovaném tyraminem
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PRILOHA P VIII: OBSAH BA A PA V ZIVNEM MEDIU S VYBRA-
NYMI BA

Tryptamin [mg/l]

Testované kmeny kvasinek

Obr. 37 Obsah tryptaminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v MALT médiu

suplementovaném BA

3.5 -
3 -
= 2,5 1
)
E 2
'E
g 151
S
2.
wn 1
0.5 -
PP F I FRIL LTS OG S ES
T I IFTITFT R T T F TS 7SS
%%@%%@@@@%@ ‘9&’&@
o ® ¥

Testované kmeny kvasinek

Obr. 38 Obsah sperminu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v MALT médiu

suplementovaném BA
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Spermidin [mg/l]

Testované kmeny kvasinek

Obr. 39 Obsah spermidinu po kultivaci kvasinek po dobu 72 hod pri 30 °C v MALT médiu

suplementovaném BA
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Testované kmeny laktobacili

Obr. 40 Obsah sperminu po kultivaci laktobacilit po dobu 72 hod pri 30 °C v MRS médiu

suplementovaném BA
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Spermidin [mg/1]
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Testované kmeny laktobacili

Obr. 41 Obsah spermidinu po kultivaci laktobacilii po dobu 72 hod pri 30 °C v MRS médiu

suplementovaném BA



