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ABSTRAKT

Tato prace se zabyvd metabolizmem pivovarskych kment kvasinek, konkrétné jejich
schopnosti degradovat nebo naopak produkovat biogenni aminy (BA). Zminéné schopnosti
byly sledovany za podminek in vitro v razn¢ suplementovanych mediich. Média Malt bujony
a mineralni média byla v riznych koncentracich obohacena o aminokyseliny 0,3 % (w/v)
(arginin, histidin, tyrozin a fenylalanin), BA 0,07 % (w/v) (tyramin, histamin a putrescin)
nebo pouze samotny tyramin 0,07 % (w/v) anebo kvasni¢ny extrakt 0,1 % (w/v). BA
v supernatantech po kultivaci 25 kmend kvasinek byly stanoveny po ptedkolonové
derivatizaci dansylchloridlem na HPLC s UV detekci. Bylo zjisténo, ze kvasinky
v mineralnim médiu degraduji BA a polyaminy ve vyss§i mife, nez v Malt bujonu. Kmeny
Saccharomyces cerevisiae RIBM 3, 9, 10, 11, Saccharomyces pastorianus RIBM 145, 146,
147, Debaryomyces hansenii DSM 70244, Hanseniaspora uvarum RIBM A4, A7,
Kluyveromyces marxianus RIBM km, Pichia fermentans RIBM KI ', Torulaspora
delbrueckii RIBM T3, T4 degradovaly BA v fadech jednotek az desitek mgl/l. Kmeny
Saccharomyces cerevisiae RIBM 2, 6, Saccharomyces pastorianus RIBM 139, 140, 148,
Rhodotorula sp. RIBM A9, Torulaspora delbrueckii RIBM T1, T2 produkovaly BA v mife,
které by neohrozilo zdravi zdravého ¢lovéka a to v koncentracich do 10 mg/l u kulturnich
kment kvasinek ado 15 mg/l udivokych kmenii kvasinek. Pouze citlivych jedinct by
mohlo mnozstvi detekovaného histaminu 15 mg/l v Malt bujonu s tyraminem zpisobit

zdravotni potize.

Klicova slova: kvasinky, biogenni aminy, pivo, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces

pastorianus, HPLC



ABSTRACT

This thesis deals with metabolism of brewer’s yeast strains, more preciously with their
abilities to degrade or produce biogenic amines (BA). The mentioned abilities were observed
in vitro in different supplemented media. Media MALT Broth and mineral medium were
enriched with different combinations of certain amino acids 0,3 % (w/v) arginine, histidine,
tyrosine and phenylalanine, BA 0,07 % (w/v) (thyramine, histamine and putrescine) or
thyramine itself 0,07 % (w/v), or yeast extract 0,1 % (w/v). BA were determined in
supernatants after the cultivation of 25 strains of yeasts by the means of HPLC with UV
detection after dansyl chloride derivatization. It was found that yeasts were able to degrade
BA and polyamines in mineral medium a higher rate than in Malt broth. Strains
Saccharomyces cerevisiae RIBM 3, 9, 10, 11, Saccharomyces pastorianus RIBM 145, 146,
147, Debaryomyces hansenii DSM 70244, Hanseniaspora uvarum RIBM A4, A7,
Kluyveromyces marxianus RIBM km, Pichia fermentans RIBM KI Y5, Torulaspora
delbrueckii RIBM T3, T4 degraded BA in rank of units to tens of mg/l. Strains
Saccharomyces cerevisiae RIBM 2, 6, Saccharomyces pastorianus RIBM 139, 140, 148,
Rhodotorula sp. RIBM A9, Torulaspora delbrueckii RIBM T1, T2 produced BA at a level
that would not endanger the health of a healthy human at concentrations up to 10 mg/l in
cultured yeast strains and up to 15 mg/l in wild yeast strains. Only amount detected histamine

15 mg/l in Malt broth with tyramine could cause health problems by sensitive individuals.

Keywords: yeast, biogenic amines, beer, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces

pastorianus, HPLC
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UvVOoD

Podle Ceského statistického Gfadu byla v roce 2016 spotieba piva v Ceské republice
143 litr&/obyvatele/rok [1]. Vyroba a konzum piva patii k dlouholeté tradici a Cesi jsou na
hodnotou diky vysokému obsahu aminokyselin, sacharidii, vitamint a minerald. Obsahuje
hotké latky s uklidiiujicim U€inkem, stimuluje chut’, traveni a méd diuretické Uc¢inky. Na

druhou stranu je jeho nadmérna konzumace omezovana kviili obsahu alkoholu [2].

Casto je zapominan fakt, 7e pivo miZe byt vyznamnym zdrojem biogennich amint
a polyamind, které mohou u citlivych osob zptsobit vazné, nejenom dietetické, potize [3].
Monitoring obsahu biogennich aminl v pivu slouzi nejenom ke sledovani bezpe€nosti
a kvality, ale mize zpétné poukazovat ina Spatnou hygienu pivovarskych provozi [4].

Monitoring ma tedy sviij vyznam nejen toxikologicky, ale i technologicky.

Ceska i evropska legislativa neuklada zadné limity pro obsah biogennich aminti v pivu, proto
zalezi na svédomitosti provozovatell pivovarskych podniki, jak peclivé vybiraji suroviny

pro vyrobu piva s ohledem na technologii a hygienu procesu vyroby [3].

V soucasnosti je zajem védecké spolecnosti sméfovan k hledani postupti, které by vedly ke
sniZzovani biogennich aminti a polyamini v pivu. Pozornost je zejména vénovana k hledani
kmeni degradujicich tyto latky. Mnoho védeckych publikaci se zabyvalo dekarboxylazovou
aktivitou mikroorganizml zejména u potravin jako vino, fermentované masné vyrobky,
syry, kysané zeli a jiné¢ fermentované potraviny, ale doposud nebyla podrobnéji zkoumana

schopnost pivovarskych kment tyto latky degradovat [5].

Cilem této prace je sledovat deaminooxiddzovou a dekarboxyldzovou aktivitu vybranych
pivovarskych kmenli v riznych nutricné chudych prostfedich obohacenych o rtizné
suplementy. Vystupem by mohlo byt nalezeni kmene, jenZz by s vysokou uspéSnosti
degradoval biogenni aminy a polyaminy, coz by mohlo mit velky vyznam v oblasti vyroby

piva.
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I. TEORETICKA CAST
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1 KVASINKY V PROCESU VYROBY PIVA

V minulosti bylo kvaseni piva realizovano bud’ spontannim kvaSenim, nebo za pomoci
kvasnic nedefinovanych kment. Teprve az koncem 19. stoleti s objevem Luise Pasteura,
ktery odhalil pficinu kvaSeni, a konstrukei prvni propagacéni stanice, dochazi k vydélovani
svrchnich a spodnich pivovarskych kvasnic, které umoziiuje vyrobu piva za raznych
podminek. V soucasnosti se pouziva vyhradné Cistych pivovarskych kultur, které zarucuji

standardnéjsi vyrobu [6].

Pivovarské kvasinky predstavuji dva typy produkcénich kmend nalezejicich k druhtim:
Saccharomyces pastorianus (zcela zkvaSujici rafindzu) a Saccharomyces cerevisiae
(zkvasujici rafindzu z jedné tietiny). Z technologického hlediska se oba druhy li§i typem
kvaSeni, nedochazi k jejich rozdéleni z pohledu taxonomického. Spodniho kvaSeni je
dosahovano u Saccharomyces pastorianus (dtive Saccharomyces carlsbergensis), které
sedimentuji na dné kvasné nadoby. Saccharomyces cerevisiae se naopak castni svrchniho
kvaseni, kdy vétSina kvasinek je vyndsena k hladin€ mladiny kde tvofi hustou pénu [7], [8],
[2], [9]. Spodni pivovarské kvasinky se mimo jiné také 1i$i od svrchnich napft. tim, Ze tvofi

oxid sifi€ity a jsou schopny ristu 1 pfi nizsich teplotach [8].

Toto tradi¢ni déleni pro vybér vhodnych kvasinek pro danou vyrobu urcitého piva vSak
nestaci. Pozadavky na dobré kvasnice jsou mnohem diferencovanéjsi. K vybéru dochazi na
zakladé n¢kolika hledisek jako rychlosti mnozeni a rozkvaSovani, miry zkvasovani mladiny,
podle vyuZiti zivin mladiny, dle flokulace a €ifeni piva, tvorby aromatickych latek a jinych

metabolitli, konecného pH piva, vlivu na jeho chut, aroma a pénivost [7].

V pivovarstvi se Casto mizeme setkat s pojmem Saccharomyces sensu stricto. Jednd se
o komplex kment kvasinek, ktery je pouzivan ve fermentacnim primyslu, tedy nejenom pfi
vyrob¢ piva, ale napiiklad ivina, chleba aj. [10]. Tento komplex obsahuje 21 druht
kvasinek. V roce 1984 doslo k zatazeni této skupiny pod jediny druh Saccharomyces

cerevisiae [6].

1.1 Sbirka pivovarskych kvasinek

V soucasné dobé nelze =zaruCit standardni vyrobu kvalitntho piva s ohledem na
ekonomicnost produkce bez pouziti vyhradné Ccistych kvasni¢nych kultur [11].
Nejvyznamngj§im zdrojem ¢&istych produkénich kmenti je v Ceské republice Sbirka

pivovarskych kvasinek Vyzkumného tstavu pivovarského a sladaiského v Praze, ktera je
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mezinarodné registrovana s ndizvem RIBM (Research Institute of Brewing and Malting) pod
Cislem 665. Konkrétné sbirka RIBM sestava ze dvou od sebe oddélenych sbirek a to ze
sbirky pivovarskych kvasinek a sbirky bakterii, divokych a vinatfskych kvasinek. Tim, ze je
tato sbirka tak specificky zamétena na pivovarsky primysl, ji ¢ini v Evropé€ ojedin€lou. Stala
se soucasti Narodniho programu ochrany genofondu mikroorganizmi a drobnych zivoc¢ichli
hospodaiského vyznamu a jejich vyuziti v referencni diagnostice [12] a taktéz je clenem
Federace Ceskych a Slovenskych sbirek mikroorganizmi (FCCM) [11]. Mezi dalsi
existujici sbirky v Ceské republice patii Ceska sbirka mikroorganizmi (CCM), Ceska
narodni sbirka typovych kultur (CNCTC), Sbirka primyslové vyuzitelnych mikroorganizmi
(RIFIS) a dalsi jiné sbirky se zaméfenim na urcitou védeckou nebo primyslovou oblast.

Mezi Ceské sbirky patii i sbirky univerzit a konkrétnich ustavi a kateder [13].

Ceské sbirky spolu se slovenskymi, jako napf. Zbierka kultar kvasiniek (CCY), Zbierka
kultar patogennych kvasinieck (CCPY), Zbierka vinnych kvasiniek (RIVE) a dal$imi,

obsahuji vice nez 20 000 kmenti mikroorganizma [13].

Velkou nadnarodni organizaci je neziskova Organizace evropskych sbirek kultur (ECCO),
ktera pfijima kultury od spolecnosti sdruzenych ve Federaci evropskych mikrobiologickych
spolecnosti (FEMS). Kultury musi byt ¢lenem sbirky a registrovany u Svétové federace pro

kulturu sbirek (WFCC) [14].

Mezi svétové sbirky organizmt patii American Type Culture Collection (ATCC), némecka
sbirka Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), Japan
Collection of Microorganisms (JCM), All-Russian Collection of Microorganisms (VKM)
amnohé¢ dalsi [13]. Narodni sbirka kulturnich kvasinek (NCYC) je britskou sbirkou
kvasniénych kultur, kterd obsahuje kmeny pivovarskych kvasinek, geneticky definovanych
kvasinek, kvasinek spojenymi v souvislosti s kazenim potravin a kvasinek s lékaiskym
a prumyslovym vyznamem [15].

vvvvvv

protoze poskytuje dostatecné informace (o morfologickych a biochemickych vlastnostech)
deponovanych kment. Pro pivovarsky primysl je pozornost vénovana zejména vlastnostem
sedimentace, kvasné schopnosti, tendenci kment k autolyze a citlivosti ke sloZzeni mladiny.
Vsechny kmeny jsou uchovévany pod vlastnimi katalogovymi Cisly a mezi nejhojnéji
vyuzivanymi kmeny v pivovarstvi patii kmeny Saccharomyces cerevisiae RIBM 2, 6, 7, 9,

12,95,96 [11].
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1.2 Divoké kvasinky

Kromé kulturnich pivovarskych kvasnic se v procesu vyroby piva mohou objevit i jiné tzv.

,»divoké* nebo také ,,cizi* kvasinky [2]. Tabulka 1 uvadi konkrétni druhy divokych kvasinek,

které lze izolovat z piva.

Tabulka 1: Divoké kvasinky v pivovarnictvi [19]

Rod Druh
cerevisiae, bayanus, exiguus, rouxii, delbrueckii, uvarum, italicus, rosei,
Saccharomyces | heterogenicus, inusitatus, microellipsoides, diasticus
krusei, intermedia, vini, valida, guilliermondii, silvae, lambica, ingens,
utilis, sake, mesenterica, parapsilosis, humicola, melinii, catenulata,
Candida solani
Pichia membranaefaciens, fermentans, farinosa
candida, norvegica, glabrata, dattila, pinus, versatilis, stellata,
Torulopsis inconspicua, gropengiesseri, colliculosa, holmii
Hansenula anomala, subpelliculosa, californica
Kloeckera apiculata
Dekkera intermedia
Debaryomyces | hansenii
Brettanomyces | anomalus, bruxellensis, claussenii
Vryptococcus infirmo-miniatus, albidus var. diffluens, laurentii
Trichosporon cutaneum, capitatum
Rhodotorula rubra, minuta
Endomycopsis | burtonii

Diky dneSnim znalostem v oborech molekuldrni biologie a genového inzenyrstvi, je
soutasnou taxonomii neztotoziuje. Historicky se v Cechach za kulturni kvasinky
povazovaly vyhradné kvasinky spodniho kvaSeni a ostatni kmeny byly brany jako
kontaminujici. Naptiklad kvasinky Saccharomyces logos, S. uvarum, S. pastorianus, S.
byanus byly ptivodné pokladany za cizi a az nyni byly pfifazeny k druhu S. cerevisiae [16].
Rozd¢leni kvasinek podle typu kvaSeni je neustale dopliiovéano o dalsi kmeny [6]. Napiiklad
sbirka Vyzkumného ustavu pivovarského a sladaiského, a.s. v Praze, v sou€asnosti zahrnuje
115 kment kvasinek svrchniho kvaSeni. Jako divoké kvasinky 14 kment vinnych kvasinek
Saccharomyces cerevisiae, 40 kmenli rodG Brettanomyces, Candida, Debaryomyces,
Hansenula, Pichia arody Candida, Cryptococcus, Rhodotorula a Saccharomyces [17].
Mozné rozdéleni divokych kvasinek je do skupin non-Saccharomyces (Brettanomyces,
Candida, Debaryomyces, Filobasidium, Pichia,

Hanseniaspora, Kluyveromyces,

Torulaspora, Zyhosaccharomyces) a Saccharomyces [2], [18].
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VétsSina kontaminujicich mikroorganizmt ma nepfimy ucinek. To znamend, ze vyuzivaji
ziviny, kyslik a jiné rastové faktory a méni tak kultivacni prostiedi. Tyto kvasinky byvaji
tedy vétSinou nezadouct, a to kvtli schopnosti produkovat latky, které snizuji organoleptické
vlastnosti piva nebo v hor§im ptipadé¢ jsou schopny tvofit toxiny [6]. Tyto toxiny usmrcuji

senzitivni kmeny kvasinek, jimiz ¢asto byvaji pravé kulturni kvasinky [16].

Déle mohou zpomalovat nebo zastavit kvaSeni [6] nebo zpisobit super-atenuaci, kdy

vysledné pivo obsahuje vyssi koncentrace alkoholu na ukor zbytkového extraktu [20].
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2 METABOLIZMUS PIVOVARSKYCH KVASNIC

Alkoholové kvaseni je oznacovano za fakultativné anaerobni proces. Pivovarské kvasinky
S. cerevisiae nedokazi zit ve striktn¢€ anaerobnich podminkéch, protoze prave kyslik je jeden
z rustovych faktori pro membranové mastné kyseliny (napf. kyselina olejovd) a syntézu

sterolu (napf. ergosterol) [18].

Jednou ze zakladnich podminek pro rist pivovarskych kvasnic je Zivinové slozeni mladiny,
tzn. kvalita pouzitych surovin jako je voda, surogaty, slad atechnologie rmutovani.
Nejpodstatnéjsi je obsah sacharidii a asimilovatelnych dusikatych latek (dale N-latek) [2].
Metabolizmus lipidii nema v pivovarstvi vyznam, protoze v mladiné je obsazeno jen velmi
malé mnozstvi lipidickych slozek. Jejich $tépeni je velmi podobné jejich syntéze, 1isi se jen
svym mistem realizace v buiice (B-oxidace probihd v mitochondriich, syntéza v cytoplazme¢)

[7].

V nasledujicich kapitolach proto bude popsdn metabolizmus sacharidi a N-latek

pivovarskych kvasnic.

2.1 Metabolizmus sacharidu

Nejdulezitéjsi zivinou pro rist a rozmnozovani pivovarskych kvasnic jsou cukry. Ty jsou
v mladin€ zastoupeny v téméf z 90 %. Zhruba 75 % zkvasitelného extraktu pfipada na
maltézu a maltotridzu, méné pak na glukozu, fruktézu a sachardézu. Cukry jsou zkvaSovany
kvasinkami v tomto pofadi: monosacharidy, sachar6za, malt6za a maltotriéza. VéEtSinou je
nejdiive zkvaSovana glukoza, fruktéza a sachardza (kvuli usnadnéné difuzi) a az poté

maltdza a maltotridza (ptes aktivni transportni systém) [7], [2], [5].

Pomér glukdézy a maltdézy a celkovy obsah cukrii v mladiné jsou dilezitymi faktory pro
indukci permedz maltdzy a maltotridzy. To znamend, Ze zmény v pomé&ru glukdzy a maltdzy
mohou vyvolat inhibici indukce téchto enzymu az do doby, kdy je ukoncen rtst kvasinek
a kdy se N-latky stavaji limitujicim faktorem pro rist kvasinek. To se stava v ptipadech, kdy

je ve velké mife nahrazovan slad za sachardzu pti vyrobé mladiny [7].

ZkvaSovani maltézy probihd podle Embdenova-Mayerhofova-Parnasova schématu za
anaerobnich podminek za vzniku kyseliny pyrohroznové, kterd je spojovacim ¢lankem mezi
anaerobni glykolyzou a citdtovym cyklem. Konecnym produktem metabolizmu cukri jsou

zejména etanol aoxid uhli¢ity. Zhruba 30 % cukrl je odbourdvéno aerobné podle



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

Warburgova-Dickensova-Horeckerova schématu, ktery pak navazuje na pentdézovy cyklus

(dtlezity pro tvorbu koenzymu NADP v redukované formé¢ a ribozafosfati) [5], [21] [22].

Kvasinky si béhem kvasSeni vytvareji glykogen a trehalozu (zésobni sacharidy). Glykogen
slouzi jako zdroj energie pii pfipadném hladovéni, trehaloza je povazovana za antistresovy

faktor a jeji obsah spolu s glykogenem indikuje miru vitality kvasnic [16].

Glykolyzou bunky ziskavaji dvé molekuly ATP. Tato energie je pak vyuzita pro biosyntézu
dalsich latek. U kvasinek spodniho i svrchniho kvaseni probiha pti kvaseni glykogeneze, ale

vznikly glykogen je postupné odbouravan [7].

2.2 Metabolizmus dusikatych latek

Extrakt mladiny obsahuje asi 5 % N-latek — bilkoviny, aminy, peptidy, aminokyseliny (dale
AMK), puriny a nékteré vitaminy [7]. Z toho mohou kvasinky vyuZivat asi jen 30 %. Tato
¢ast je oznacovana jako FAN (Free Amino Nitrogen, bezdusikaté latky vytazkové) a tvofi ji
volné AMK a nizs$i peptidy [16]. Rychlost absorpce AMK kvasinkami je pfimo umérna
koncentraci AMK v substratu. Mladina obsahuje hlavnich 19 AMK, které jsou kvasinkami
riznou rychlosti vstiebavany a utilizovany (Tabulka 2: Rozdeéleni AMK v mladiné podle
rychlosti asimilace kvasinkami). Prolin, jakoZto nejvice zastoupend AMK v mladiné, ma
nejnizsi rychlost absorpce, popt. neni vyuzit viibec [23]. V piipadé vysoké koncentrace
AMK v mlading€ je potlacena syntéza z jinych zdrojii a AMK jsou rychle asimilovany.
Aminokyseliny se nezapojuji ptimo do bilkovin pfi jejich syntéze, nejprve se G€astni jinych
metabolickych reakci [2]. Proteosyntézu si nemizeme piedstavovat jako obraceny pochod
proteolyzy, jelikoz rovnovaha $tépeni je zcela na strané hydrolyzy. Pro syntézu proteinti je
dilezity dostatek energie pro vznik peptidickych vazeb, ale 1 genetickd informace pro vznik

primarni struktury bilkovin [7].

Tabulka 2: Rozdeéleni AMK v mladiné podle rychlosti asimilace kvasinkami [23]

Stiedné rychla Pomala Velmi mala/zadna
Rychla absorpce absorpce absorpce absorpce
Kyselina glutamové Valin Glycin Prolin
Kyselina asparagova Methionin Fenylalanin
Asparagin Leucin Tyrosin
Glutamin Izoleucin Tryptofan
Serin Histidin Alanin
Threonin Amoniak
Lysin
Arginin
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Odbouravani AMK je realizovano v reakcich: transaminace, oxida¢ni deaminace
a dekarboxylace za ucasti enzymd jako katalyzatort. O vyuziti AMK kvasinkami rozhoduji

zpravidla tyto faktory:

e koncentrace celkového asimilovaného dusiku v substratu,
e koncentrace jednotlivych AMK v substratu (spotfeba AMK je umérna jejich
koncentraci),

e transportni systémy pro pienos AMK do bunky [7].

2.2.1 Preména aminokyselin

Odbourdvani AMK je uskutefiovano pfeménou postranniho fetézce, dekarboxylaci,
transaminaci na a-oxokyseliny anebo oxida¢ni deaminaci na a-oxokyseliny [24]. Témét
vSechny AMK se mohou ménit transaminaci (Obrdzek 1: Transaminace). Ketokyseliny
vznikaji oxidativni deaminaci a dekarboxylaci AMK se tvoii aminy aoxid uhliity

(Obrazek 2: Dekarboxylace) [7].

H o 0 H o 9
Y/, R R
R4‘_<DH + o R + OH
OH
MH4 5 NH; 0
Obrazek 1: Transaminace [25]
H
H 0
Fz~|—<Err —= R H + CO
NH, OH
2 NH;

Obrazek 2: Dekarboxylace [25]

2.3 Syntéza senzoricky aktivnich latek
jednotlivych slozek ovliviiujici organoleptické vlastnosti piva a jejich mnozstvi je typické
pro dany druh. Chut piva neni pouze otazkou analytického stanoveni jednotlivych

senzoricky aktivnich latek, to vysvétluje i fakt, Ze k obecnému profilu piva piispivaji
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islozky, jejichz koncentrace je pod prahem vyvoldvajici chutovy vjem [26]. Piehled
dalezitych skupin senzoricky aktivnich latek je vidét na Obrdzku 3: Zjednodusené schéma

vzniku vetsiny senzoricky aktivnich slozek behem procesu fermentace.

Zkvasitelné cukry AMEK

Diacetyl

i

~ w-acetolaktat

Oxokyseliny Oxokyseliny ~ Pyruvat

Acetaldehyd
Aldehydy J/

)

Vyssi alkoholy /Acetyl-CoA
a etanol a acyl-CoA

e

Estery

Acetaldehvd
Aldehydy

Vy&si alkoholy Lipidy

Etanol

L
Estery

Obrazek 3: Zjednodusené schéma vzniku veétsiny senzoricky aktivnich sloZek béehem

procesu fermentace [26]

Pro praxi je velmi dileZita volba mezi kontinudlni fermentaci anebo tradi¢ni vsadkovou.
Z dtvodu rozdilnych podminek prostiedi je tvorba senzoricky aktivnich latek kvasni¢nymi
kmeny rozdilnd. Zejména vybér pivovarskych kmenl zvlasté¢ vhodnych pro kontinualni
pivovarnictvi byl podcenovan a €asto jsou kmeny kvasinek s dobrym vykonem v tradi¢nich
vsadkovych fermentorech automaticky aplikovany do kontinudlnich reaktorti, bez ohledu na
mozny nesoulad mezi pozadavky na kontinudlni proces uspofadani, imobilizaci, starnuti atd.

[26].

wYwr

2.3.1 Etanol a vyssi alkoholy

Syntéza etanolu (Obrdzek 5: Syntéza etanolu) béhem kvaseni piva pak probihé jako adice
atom vodiku obsazenych v molekule NAD™ na acetaldehyd vznikly dekarboxylaci kyseliny
pyrohroznové (Obrazek 4: Dekarboxylace kyseliny pyrohroznové za vzniku acetaldehydu).
Vyssi alkoholy (pfiboudliny) jsou tvotfeny vice nez dvéma uhlikatymi atomy a jejich syntéza

se zvySuje s rostouci teplotou béhem kvaseni [21].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21
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Obrazek 4: Dekarboxylace kyseliny pyrohroznové za vzniku acetaldehydu [21]

HaC H

Obrazek 5: Syntéza etanolu [21]

Z vyssich alkohold, ptiboudlin, nebo jinych alkoholi nez etanol, tvofenych b&hem
fermentace jsou nejvyznamnéjsi n-propanol, izobutanol a izoamylalkohol vyvolavajici teply
pocit vustech [26]. Jiné zdroje uvadi za nejcastéjS$i zastupce vysSich alkohold 2-
metylbutanol, 3-metylbutanol, metylpropanol a 2-fenyletanol [9], [27]. Jejich vznik probiha
po tzv. anabolické a katabolické cesté. V anabolické trase 2-oxokyseliny, vznikajici béhem
metabolizmu cukrti, se dekarboxyluji za vzniku aldehydd, které jsou pak redukovany na
odpovidajici alkoholy. Soucasné mohou 2-oxokyseliny pochazet z procesu utilizace AMK
béhem katabolické tvorby vysSich alkoholll. Kone¢nd koncentrace vyssich alkoholt je tedy
podminéna piijmem odpovidajici aminokyseliny a mirou vyuZiti cukru [26]. Malokdy je
vysokych koncentracich mtze negativné plisobit na chut. Kondenzaci alkoholl, vcetné
vyS$§ich alkohold, s karboxylovymi kyselinami dévaji vzniknout esteriim, které pftispivaji
vzniku ovocnym pfichutim. Napfiiklad izoamylacetat vznikly kondenzaci izoamylalkoholu

s kyselinou octovou doda pivu bananovou piichut’ patrnou pii koncentraci 70 ppm/1 [21].

2.3.2 Estery
Dalsi velmi diilezitou skupinou ovliviiujici chut’ piva jsou estery, jejichz obsah je dalezity

zejména ve svrchné kvaSenych pivech typu Ale. Podle Branyika et al. (2008) mohou byt
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estery v pivu rozdéleny na dvé hlavni skupiny. Prvni skupina sestavad z esterd kyseliny
octové, jako jsou etylacetat (ovocnd chut’), izoamylacetat (bandnova chut) a fenylacetat
(chut’ po razich, medu a jablkach). Druhé skupina zahrnuje skupinu esterti tzv. etylesterovou
nebo také estery se sttedné dlouhym fetézcem mastnych kyselin. Do této skupiny patii napf.
etylhexanoat (etylkaproat) a oktanoat (etylkaprylat), oba estery propiijcuji pivu jable¢nou
ptichut’ [26]. Syntéza estertl je spojena s koncentraci vyssich alkoholil, s vyjimkou etylesteru
kyseliny octové, ktery je spojen s etanolem. Acetatové estery jsou produktem kondenzac¢nich
reakci mezi acetylkoenzym A a vysSimi alkoholy. Tato reakce je katalyzovana alkohol
acetyltransferazou. Etylester kyseliny octové, izoamylacetat, izobutylacetat, fenyletylacetat
a etylester mastné kyseliny s kratkym fetézcem etylhexanoat (Ce) a oktanoat (Cs) jsou
zodpovédné za vysoce Zadouci ovocné ving€ charakteristiské pro dand piva [27]. I pfestoze
je dobfe znana a popsana syntéza esterll v buinikach kvasinek, fyziologicka uloha téchto
sloucenin je zatim neznama. Existuje hypotéza, ze syntéza estert slouzi k regeneraci volnych
koenzymt Anebo k detoxikaci od stfedné dlouhych mastnych kyselin [28]. I pfestoze jsou
estery pfitomné pouze ve stopovych mnozstvich, jsou velmi dilezité pro chutovy profil piva

[27].

2.3.3 Vicinalni diketony

Diacetyl vznika oxidacni dekarboxylaci z a-acetolaktatu unikajiciho do extracelularniho
prostiedi pii biosyntéze valinu. Acetylpropionyl vznikd podobnym zpisobem z a-
acetohydroxybutyratu. Je zfejmé, ze Groven enzymové aktivity kvasinek regulujici syntézu
valinu, mé 1 nepfimo vliv na obsah diacetylu. Pokud je zvySena koncentrace intacelularniho
valinu, enzym (a-acetolaktat) odpovédny za jeho syntézu je inhibovan a celkova tvorba
diacetylu je snizena. Je mozné regulovat mnozstvi vicinalnich diketontll a zamezit tak jejich
nadmérné tvorbé [29]. Pfidavkem bakteridlni a-acetolaktat dekarboxyldzy lze docilit
konverzi a-acetolaktatu pfimo na acetoin nebo pouZitim geneticky modifikovanych kmeni
pivovarskych kvasinek s vyssi tvorbou tohoto enzymu. Navic se zd4, Ze rtizné enzymatické
systémy pivovarskych kvasinek se podileji na snizeni vicialnich diketonti. Ke konci hlavniho
kvaSeni a zrani je obsah diacetylu snizen, protoze je kvasinkami rozkladan na acetoin a 2,3-
butandiol, tedy slou¢eniny s vysokym prahem chuti [26]. Snizeni diacetylu v pivu je takeé

podpofeno zpétnou reasimilaci kvasinkami [30].
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2.3.4 Organické kyseliny

V pivu se vyskytuje pfiblizné 200 organickych kyselin o celkovém mnozstvi 50-250 mg/1
[2]. Na rozdil od esterti a alkoholli vysoky podil (cca 50 %) organickych kyselin (zejm.
mastnych kyselin) jsou pivodem z mladiny [28]. Zbyla cast vznikd jako produkt
metabolizmu kvasnic. Vyskytuji se zde kyseliny s kratkym uhlikovym fetézcem, které
pochézi jak z Krebsova cyklu béhem anaerobniho rtistu kvasnic, tak z katabolizmu AMK.
Kyseliny jako pyruvat, acetat, laktat, citrat, sukcinat, malat a oxokyseliny pfispivaji ke
snizeni pH béhem fermentace a udéluji pivu ,,kyselou® chut. Kyseliny se sttedn¢ dlouhym
uhlikatym fetézcem (Cs — C12) jsou toxické pro kvasniné buiiky. Vnikaji z mastnych kyselin
s dlouhym fetézcem, nebo jsou uvoliovany do prostiedi pfi bunééné autolyze. Kyseliny
s dlouhym fetézcem mastnych kyselin pochazeji zejména z mladiny a jejich vyskyt v pivu

je nezadouci z diivodu negativniho vlivu na chut’ a stabilitu pény piva [26].

2.3.5 Karbonylové slou¢eniny

Aldehydy vznikaji zejména pii vyrobé mladiny (béhem rmutovéni sladu a chmelovaru)
a pak jsou Castecné syntetizovany béhem kvaseni z oxokyselin. Nékteré kmeny kvasinek
jsou vybaveny enzymatickymi systémy a mohou se tak podilet na transformaci aldehydu
béhem kvaSeni. Mezi karbonylové slouceniny, které jsou pfitomny ve sladiné a vysoce
ovlivituji chut, patfi napf. 3-metyl-butanal, 2-metyl-butanal, hexanal, heptanal [26].
Vzhledem ktomu, ze je acetaldehyd vétSinou vytvofen v pribéhu aktivni faze rdstu
kvasinek, jeho obsah mtize byt fizen vhodnou dodavky kysliku. Ke zvySeni jeho obsahu také
napomahd kontaminace bakterii rodu Zymomonas, zvySeni tlaku ve fermentoru, sniZena

aktivita kvasinek, nebo jejich pfedcasna separace [31].

2.3.6 Dalsi senzoricky aktivni latky

Na chuti piva se nepodileji pouze latky vzniklé jako metabolity s procesu kvaseni piva ale 1
latky ziskané extrakci pouzitych surovin (chmel, slad). Napf. u plzeniského piva je jeho hotka
chut’ dana vysokou koncentraci izohumulon® a humulent extrahovanych z chmelu. Vysoky
podil furaneolu (extrahovany ze sladu jako produkt Maillardovy reakce) je zodpovédny za
karamelovou chut’ tmavych piv [32]. Jednim z vyznamnych kritériem pro hodnoceni
senzorického profilu piva je také jeho péna, a to predevsim jeji objem (uddvan obsahem
CO»), hustota a stabilita. Na stabilitu pény ma vliv obsah B-glukantl, které zaroven zvySuji

jeji viskozitu, déle produkty degradace proteint, hoiké slouCeniny z chmele a pentdzany. Za
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destabilizator pény je povazovan lyzofosfatidyl cholin [9]. Doposud je stale nezodpovézenou

otazkou, jestli biogenni aminy (BA) ovliviiuji 1 senzorické kvality piva [3].
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3 PROCES KVASENI PIVA

Fermentaci mladiny Ize rozdé€lit na dvé faze. Jednou z nich je hlavni kvaseni, kdy se po
ochlazeni mladiny na zdkvasnou teplotu pfidaji pivovarské kvasinky, které zkvasi
podstatnou ¢ast mladiny za tvorby biomasy, etanolu, oxidu uhli¢itého a dalSich metabolita.
Standardni doba hlavniho kvaseni je 6-10 dni, zalezi na pouzité technologii a stupni
prokvaseni [2]. Druhou fazi je dokvasovani piva, které probiha uz za nizsich teplot (okolo
0 °C) a mirného pretlaku. V tradi¢nich vyrobach faze dokvasovani mize trvat az tii mésice.
V dnesnich modernich intenzifikovanych velkoobjemovych vyrobach je doba dokvasovani

zkracena az na jeden tyden [18].

Podle pouzitych kvasnic rozezndvame spodni kvaseni, ke kterému dochazi pfi teplotach 5 °C
az 10 °C a ke konci procesu kvasinky sedimentuji na dno kvasné nadoby a svrchni kvaSeni
pti 15 °C az 25 °C kde kvasinky jsou vynaseny tvoticim se CO: k hladiné kde tvofi tzv. deku
(2], [9].

Svrchné kvasena piva jsou nejcastéji produkovana pivovary v Anglii a Belgii, zndma jsou
také némecka piva ,,Ko6lsch®, ,,Altbier”, ,,Weiss* [9]. Pro vyrobu ceskych piv je typické

spodni kvaseni, k jehoz pfemén¢ ze svrchniho doslo od konce 1. poloviny 19. stoleti [33].

Typ piva je determinovan pouZitou technologii a pouZzitymi surovinami, tyto faktory pak
ovlivituji vyslednou chut’ a vini piva (Tabulka 3: Charakteristika viiné a chuti ruznych typu

piva).

Tabulka 3: Charakteristika viné a chuti riiznych typii piva [9]

Charakteristika/

intenzita*® Munich | Pilsner |Svétlé pivo | Americky lezak |Stout |Lambic
Horkost 3-6 6-10 5-8 2-4 6-10 3-6
Alkoholova pfichut  |2-4 3-4 3-4 3-5 3-5 3-6
Prosycenost CO» 3-4 3-4 1-3 4 3-4 3-5
Chmelova chut’ 2-6 6-10 5-8 0,5-4 6-10 3-6
Karamelové ptichut | 4-8 0,5-2 |3-5 0,5-1 6-100 |1-3
Ovocna/esterova chut’ | 1-2 1-1,5 1-2 2-3 2-3 3-5
Sladka chut’ 2-3 1-2 1-2 2-3 1-2 1-2
Kysela chut’ 1-2 1-2 1-2 1-2 2-3 3-20
Zelna prichut 1-2 1-3 0,2-0,8 1-3 0,2-0,8 [1-10

*semikvantitativni hodnota vypoctend na zakladé zjiSt€nych aromatickych hodnot
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3.1 Kinetika procesu kvaSeni mladiny

PrirGstek mikroorganizm v procesu kvaSeni je charakterizovan rtstovou kiivkou
(Obrazek 6: Schéma ristové krivky mikroorganizmit) z toho je patrné, ze v pribéhu dochazi
k fyziologickym zménam rostoucich bun¢k [7].

log N stacionarni faze

I

ubytek
log

lag

Obrazek 6: Schéma ristové krivky mikroorganizmui

Lag faze definuje dobu (n€kolik hodin) zdrzeni po zakvaSeni, béhem které¢ se kvasinky
ptizptsobuji novému prostiedi a pfipravuji se na mnozeni. Probihé syntéza DNA a enzymd.
[22]. Hlavnim zdrojem energie pro kvasinky je maltéza. Kvasinky musi byt z mladiny
zasobeny AMK nutnymi pro syntézu latek uréenych pro rist kvasni¢né bunky [7]. V dalsi
log fazi, nebo také v exponencidlni fazi, dochazi k mnozZeni bunck, vznikd CO: a rlstova
rychlost je nejvyssi [16]. V této fazi tzv. hlavniho kvaSeni se kvasinky pomnozi na pottebnou
koncentraci a zkvasi podstatnou cast latek z mladiny. Hlavni kvaseni trva v priméru 7 aZ 10
dnti, zalezi na teploté (Cas kvaSeni se zkracuje s rostouci teplotou) [18]. Produkty kvaSeni
jsou etanol, CO2, zminéna biomasa a fada dalSich latek vyznamnych pro buket piva (estery,
alkoholy, mastné kyseliny, oxid sifiity). Mezi latky negativné ovlivilujici chut’ piva patfi
metabolity kvaSeni na bazi sirnych sloucenin, aldehydy a ve vyS$im obsahu i diacetyl.
Ukonceni této faze je v provozu charakterizovano pocinajici tvorbou bilych krouzkl [22].
Rust je ukoncen ve stacionarni fazi, kdy je dosaZzeno vrcholu ristové kiivky. V praxi béhem
kvaSeni po exponencidlni fazi nasleduje jeste taze poklesu koncentrace bun€k, pro kterou je
charakteristickd flokulace kvasnicnych bunék. Vznikly CO> je nestaci vynaset
a promichavat a dochézi tak k sedimentaci bunék na dno kvasné nadoby [2]. Je nutno dodat,
ze v praxi je méiena koncentrace bun¢k v mlading, ve které¢ ale buniky sedimentuji. Z toho

divodu rustova kiivka vykazuje znatelny pokles v poslednich fazich kvaseni. Celkem se
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pocet bunc¢k zndsobi dvakrat az Ctytikrat [16]. U provozniho kvaseni je konec stacionarni

faze vyznacovan stadiem bilych krouzku [22].

mérna hmotnost

mnoZstvi kvasinek
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Obrdazek 7: Probihajici zmény béhem pivovarského kvaseni [5]

Béhem kvaseni klesa hodnota pH z divodu tvorby kyselin a protont (Obrdzek 7: Probihajici
zmeény béhem pivovarského kvaseni). Mnozstvi alkoholu se zvySuje, mérna hmotnost
extraktu se snizuje z diivodu niz8i hustoty alkoholu oproti cukru. Na konci procesu jsou
kvasnicné buniky Setrné¢ odstranény, aby nedoslo k jejich autolyze a nebyla ovlivnéna chut’
piva a kvalita pény. Zustane zde ale dostacujici mnozstvi kvasinek pro sekundéarni kvaseni
[5]. DokvaSovani alezeni piva probiha za mirného tlaku, zbyly extrakt je dokvasovan

a nésleduje Cifeni a syceni CO; [16].

3.2 Faktory ovliviiujici pribéh hlavniho kvaSeni

I pfestoZe se vyrobci snazi o zajisténi co nejstandardnéjSich podminek pii vyrobé, stava se,
ze jsou kmeny kvasinek nuceny reagovat na napi. vykyvy koncentrace rozpusténého kysliku,
pH, osmolarity, koncentrace etanolu, zmény v obsahu Zivin, teplotni zmény,
hydrodynamicky (pfi odstfedovani kvasnic), na chemicky stres ajiné [34]. Schopnost

kvasinek efektivné reagovat na zménu podminek je nezbytné nejen pro vyrobu piva, ale také
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pro udrzeni vitality kvasinek pro ndslednou opakovanou inokulaci do mladiny [35].

V nasledujicich kapitolach budou popsany vybrani ¢initelé majici vliv na pribéh kvaseni.

3.2.1 SloZeni mladinového extraktu

Ptijem zivin kvasnicnymi bunkami je uskuteciiovan celym jejich povrchem skrz
cytoplazmatickou membranu. Bunécna sténa kvasinek je velmi pevna a zajist'uje kvasinkdm
rigiditu. Hlavni mechanizmy fidici pienos zivin do buiiky je aktivni (pienos sacharidi,
AMK) a pasivni transport (usnadnéna difuze). Kromé zdroji uhliku a dusiku jsou pro riist
kvasnic zasadni i anorganické soli, vitaminy a enzymy [7] [2]. Pro spravnou ¢innost enzymil
je nutné pottebné mnozstvi kovli v mlading. Kli¢ovym objevem se stalo objeveni vlivu zinku
na pribeh hlavniho kvaseni. Jeho nedostatecné mnozstvi (pod 0,2 mg/l) vyrazné zpomaluje
kvaseni. Pokud je vyzadovan jeho ptidavek do sladiny pfed chmelovarem, musi byt brano
v uvahu jeho pravdépodobné vysraZeni a adsorpce na mladinové kaly, a to aZ ze 40 % jeho
celkového mnozstvi [16]. Obdobné je to is jinymi solemi kovil. Hofecnaté ionty musi
nékolikandsobné ptevladat nad vapenatymi. Zminéné ionty hoiciku a vapniku zvySuji
toleranci kvasinek vii¢i etanolu, u zinku byl navic prokazéan i protektivni Uc¢inek proti
teplotnimu stresu [36]. Sirany jsou dulezitym zdrojem pro syntézu glutathionu, methioninu
a cysteinu. Metabolizmem sirnych sloucenin pak vznikaji metabolity dulezité pro senzorické
vlastnosti piva ajeho stabilitu. Fosfor je zalleiovan do struktur nukleovych kyselin,
fosfomannant a fosfolipid. Z vitaminii a enzymi je dileZity obsah biotinu a kyseliny
pantotenové, jejichZ nedostatek je projevem zvysSené tvorby sulfanu a poruchy metabolizmu
sirnych slou¢enin. Rust kvasinek je taktéZz podporovan myoinositolem, nikotinovou

kyselinou, thiaminem a pyridoxinem [16].

3.2.2 Koncentrace kysliku

Ptestoze kvaseni mladiny je anaerobni proces, jista koncentrace kysliku rozpusténého
v mladiné byt musi. Rist kvasinek totiz zavisi 1 na obsahu ergosterolu v buiikach a ten se pii
striktné anaerobnim prostiedi netvoii. Caste¢ného provzduinéni je dosahovano pii
zakvaSovani a pii plnéni do cylindrokonickych tanki (CKT), pfipadné pii umélém vétrani
studené mladiny. K provétravani studené mladiny by mélo dochéazet z toho divodu, Ze se
stoupajici teplotou klesa stupen nasyceni [7]. Existuji kvasinky oznaované jako respiraéné
deficientni-mutanti, které jsou ptitomny v populaci pivovarskych kvasinek asi v 1 % [16].
Ty mohou vznikat z dlivodi zmén, ztraty nebo delece mitochondridlni DNA ato bud’

spontanné, pii opakovaném nasazovani kvasinek nebo ptisobenim riznych ¢inidel jako napf.
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ethidium bromidu. Pfitomnost téchto mutantii se mlize projevit napiiklad nedostate¢nym
prokvasenim mladiny nebo zvySenou produkci etanolu. Tzv. ,kyslikovy paradox*
zduraziuje nezbytnost kysliku pro aerobni dychani a metabolizmus, ale zaroven poukazuje
na negativni (jedovaté) pisobeni kysliku z divodu tvorby reaktivnich forem kysliku (dale
ROS): superoxidového radikalu, peroxidu vodiku, hydroxylového radikalu. To mize vést
k poskozeni bunék, oxida¢nimu stresu, starnuti bunck, popt. az k apoptoze [35], [37]. Proti
oxida¢nimu stresu se organizmy brani tvorbou enzymt CuZn-superoxiddismutazy, Mn-
superoxiddismutazy a katalyzatory, které jsou oznacovany jako indikatory oxida¢niho stresu
[16]. Tak vysokému oxida¢nimu stresu jsou pivovarské kvasinky malokdy vystaveny,
nicméné preexponovani kysliku ve fermentacni nadobé miize mit za nasledek nadmérny rast

kvasinek na ukor produkce etanolu [35].

Oxidacni stres Anaerobi zména Chladovy Sok Chladovy Sok
| ] A [ ] | |
Osmoticky stres Oxidativni a osmoticky stres Nutri¢ni a ethanolovy stres Ethanolova toxicita
[ [ e W |
Propagace Fermentace Skladovani
e e e - — \ ‘
- N
. \ ) .
.\ A
. ‘\‘ -
. \ - .
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......... ) ;15_-__-_-__-_-_ S —
- PoCetbunék  — . — MnoZstvi kysliku MnoZstvi alkoholu
----- Hustota mladiny Teplota

Obrazek 8: Mozny stres v priibéhu propagace v pivovaru, kvaseni a skladovani [35]

Jak je mozné vidét na Obrazku 8: Mozny stres v priitbehu propagace v pivovaru, kvaSeni
a skladovani, pfechod zaerobni faze ristu (propagace) do anaerobni (fermentace) se
projevuje vyraznymi zmeénami v rastové rychlosti nebo rychlosti produkce etanolu [35]. Pii
zméné rustu anaerobniho rlstu v aerobni se rychle zvySuje specificka aktivita CuZn-
superoxiddismutazy, citratsyntazy a Mn-superoxiddismutdzy, ale aktivita kataldzy neni

ovlivnéna [34].

3.2.3 Teplota kvaSeni

Teplotnimu stresu vystavime kvasinky, pokud na né budeme plisobit vyrazné vyssi nebo

nizsi teplotou, nez je jejich teplotni optimum, pficemz dualezitym faktorem je rychlost
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teplotni zmény [16]. Na zvySeni teploty reaguji kvasinky syntézou tzv. HSPs (heat-shock
proteins, proteiny teplotniho Soku), které zvySuji tepelnou odolnost kvasnic. Bylo zjisténo,
ze apoptdza kvasni¢nych kultur byla indikovana teplotnim Sokem, kdy dochazi k tvorbé
ROS. Pridavek cykloheximidu miiZze zabranit programované smrti, ale na tvorbu ROS, nema
podstatny vliv [37]. Cast&ji se ale v pivovarstvi miizeme setkat s chladovym $okem, ktery se
negativné projevi na bunéénych membranach, které mohou zalit plisobenim chladu
gelovatét [34]. Jak ukazuje Tabulka 4: Zvysena tolerance ke stresovym podminkam po
predchozim teplotnim stresu, pokud jsou kvasnice vystaveny vyssi teploté a preziji, jejich

odolnost vici vyssim teplotam nebo vysokému obsahu etanolu roste [16].

Tabulka 4: Zvysena tolerance ke stresovym podminkam po predchozim teplotnim stresu

Typ kvasnic Teplotni stres pfed | Bunky ptezivajici pti | Buiiky piezivajici v 20%
inkubaci [°C] 45 °C [%] etanolu [%]

lezacké 21 6,4 524

lezacké 37 85,5 98,5

Ale 21 14,7 49,2

Ale 37 89,4 78,5

K teplotnimu stresu dochazi nejcastéji pfi nespravném reZimu chlazeni kvasnic v CKT, kde
muze dochéazet ke Spatné propagaci chladu pies vrstvu kvasnic. To je pfi¢inou nenavratného
poskozeni bunécnych struktur vlivem rozdilu teplot uvnitt buniky (vysoké teploty) a vnéjsi
stény bunck, ktera je vystavena chladovému Soku. K tomuto jevu dochazi zejména u kvasnic
pfi vyrobé piva typu Ale, které jsou pfivadény ze skladovacich van s teplotou 4 °C do

mladiny o teploté 24 °C) [16].

3.2.4 Osmoticky stres

Vyssi rozdil osmotickych koncentraci uvniti a vné buiiky (pfi kvaSeni mladin s vysokou
koncentraci extraktu) mize podmiiovat plazmolyzu [16], kterd snizuje Zivotaschopnost
kvasinek a zacina pfi zvySeni osmolarity na ~ 1200 mOsm/] [34]. Vnitrobunééna osmolarita
kvasinek odpovida 540-570 mOsm/l, na rozdil od 12% mladiny, ktera ma ptiblizné
800 mOsm/1 [38]. Pouzitim technologie HGB (High Gravity Brewing), nebo VHG (Very
High Gravity) jsou kvasinky vystaveny tlaku 1500-1800 mOsm/l, ktery je schopen
indukovat hyperosmoticky stres. Tim je pak ovlivnéna nejen rigidita kvasni¢nych bunék, ale
také se prodluzuje doba potiebnd na fermentaci o 15-90 % a zpozd'uje se 1 sedimentace

kvasinek [34]. U¢innou zébranou proti osmotickému stresu je pfitomnost trehalézy uvniti
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buniky a glycerolu a AMK vné buiiky. Proti ttmto negativnim vlivim se doporucuje zvysit

obsah kovii v zakvaSované mladiné a obohaceni o riistové faktory [16].

3.2.5 Etanolovy stres

Inhibice ristu a redukce velikosti kvasinek je zaznamenana uz u obsahu 10 % (v/v) etanolu.
V mnozstvi 20 % (v/v) etanolu v rastovém prostiedi je pak zcela inhibovana jejich
fermentacni schopnost [16]. Za vhodnych nutricnich podminek (dostatecny zdroj dusiku,
sterolu, nenasycenych mastnych kyselin) kvasinky toleruji takto vysokou koncentraci
a produkce etanolu jsou schopny az do 16 % (v/v). Etanol ma vliv na propustnost hydrofilni
vrstvy cytoplazmatické membrany, kterd se zvysuje, coz zptsobi pokles vnitrobunééného
pH, ztratu protonmotorické sily na membrang. Snizi se rychlost respirace a ptijem glukézy,
coz ma za néasledek snizeni fermentace. Etanol také indukuje vznik mutaci mtDNA [34].
Odolnost vii¢i etanolu je dana zejména geneticky, dale pak mnozstvim zivin v mlading, i na

koncentraci iontd Mg?*, které etanolovému stresu zabrafiuj.

3.2.6 Tlakovy stres a stres oxidem uhli¢itym

Hydrostaticky stres je obvykle zmifovan v souvislosti s kvaSenim piva v CKT.
Desetimetrovy sloupec kapaliny zvySuje hydrostaticky tlak o 100 kPa. Vyska CKT muze
dosahovat az 40 m [39]. Krom hydrostatického tlaku se uplatiiuje jesté tlak rozpuSténe¢ho
COz, jehoz rozpustnost v pivu je zavisla na teplot€ a tlaku. Na druhou stanu je pfitomnost

COz velmi zadana z diivodu niZsi tvorby neZadoucich te¢kavych latek [16].

3.2.7 pH jako stresovy faktor

Pokles pH mladiny z ptivodnich 5,5 az k pH 4,3 hotového piva je dén tvorbou CO
a organickych kyselin béhem kvaSeni. Kvasinky si po celou dobu zachovévaji nitrobunééné
pH okolo 5,9-6,4. Vice nez prostfedi mladiny, které kvasinky zkvaSuji, je mnohem vice
stresujici prostiedi pifi procesu prani kvasnic kde pH klesd na hodnoty 2,5. K prani se
pouzivaji mineralni kyseliny sirova a fosfore€na, popt. s pfidavkem peroxodisiranu
amonného, které ovliviluji proteiny plazmatické membrany [16] [34]. Obecné plati, Ze
opakovanym zakvasovanim dochdzi ke snizovani viability kvasinek, postupné se méni jejich

fyziologie a dochazi ke zménam flokulace a povrchového naboje kvasinek [34].
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3.2.8 Vitalita kvasni¢nych bunék

Kvasinky obecné maji omezenou zivotnost. Jejich replikacni schopnost je urCena geny
a podminkami prostfedi. Pivovarské kmeny jsou schopné tvofit 10-30 generaci, poté
pfechédzeji do non-replika¢niho stavu nazyvaného starnuti [26]. Tzv. Hayflickiv limit
oznacuje pocet déleni, kterych je kvasni¢né schopna [16]. Krom¢ snizeni viability dojde také
k projevu celé fady zmén, jako je napt. zvySeni velikosti kvasni¢né buiiky, zvrasnéni jejich
povrchu, zvyseni generacni doby, snizeni metabolické aktivity a zvySeni poctu jizev po nove
vzniklych dcefinych buiikach [16], [26]. O véku pivovarskych kvasnic vypovida projev
flokulace. Nejprve se na dn€ kvasné nadoby usazuji velké staré buiiky s nizkou fermentacni

aktivitou a az pozdé&ji buiky mladsi [40].
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4 BIOGENNI AMINY

BA jsou organické dusikaté nizkomolekularni slouceniny bazické povahy s vysokou
biologickou aktivitou, které¢ vznikaji dekarboxylaci aminokyselin. Tento proces muze byt
katalyzovén prostfednictvim dvou biologickych cest. Bud’ dochazi k dekarboxylaci, ktera je
katalyzovana piirozené¢ se vyskytujicimi endogennimi dekarboxyldzami piitomnymi
v zivo¢iSnych nebo rostlinnych bunkéach, anebo exogennimi enzymy, které jsou
produkovany mikroorganizmy za piiznivych podminek [41]. Pro zivé organizmy jsou BA
zdrojem dusiku pro stavbu nukleovych kyselin, proteini nebo hormoni jako napt. adrenalin
anoradrenalin. Vys$i koncentrace BA v nefermentovanych potravinach slouzi jako
indikator kazeni [42]. Celkové mnozstvi BA zéavisi zejména na povaze potravin
a pritomnosti mikroorganizmi [43]. Zvlastni skupinu tvoii polyaminy, které¢ se diive fadily
mezi BA. V soucasnosti tvoii samostatnou skupinu kvili rozdilné syntéze a biologickym
ucinkiim. Polyaminy jako spermin (SPM) a spermidin (SPD) vznikaji biologickou syntézou
na rozdil od BA, které¢ vnikaji jednoduchou dekarboxylaci [44], [45]. Hraji dlleZitou roli ve
vSech zivych bunkach, nebot’ se podileji na syntéze bilkovin a nukleovych kyselin. Na
druhou stranu polyaminy vykazuji imunosupresivni u€inky a pozornost je jim v souc¢asnosti

vénovana ve spojitosti s vyssi koncentraci ve vétSin€ nadorovych tkanich [46].

Rozdéleni BA a polyamini je mozné z n€kolika hledisek, nejCastéji se ale setkdvame

s rozdé€lenim podle chemické struktury a to na:
1. alifatické [kadaverin (CAD)]
2. aromatické [tyramin (TYR), 2-fenyletylamin (PEA)]
3. heterocyklické [histamin (HI) a tryptamin (TR)]
4. polyaminy [SPD, SPM, putrescin (PUT), agmatin (AGM)]

Stejné¢ jako jsou diaminy (CAD aPUT) fazeny mezi polyaminy, podobné jsou

heterocyklické aminy fazeny do skupiny aromatickych amind [47].

4.1 Vznik biogennich aminii a polyaminu v potravinach

BA vznikaji v potravinach procesem mikrobidlni dekarboxylace aminokyselin. Prostou
dekarboxylaci vznikaji pouze primarni BA, jako jsou napt. HI, TYR, CAD a PUT [48].
Ptirozené polyaminy (SPD, SPM a souvisejici struktury) jsou syntetizovany z putrescinu za

katalyzy spermidinsyntazy a sperminsyntazy [46]. Tvorba BA (Obrazek 9: Metabolické
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cesty tvorby BA) je ovlivnéna mnohymi faktory, jako je napt. dostupnost substratu, teplota

a pH, pfitomnost kysliku a dalSich latek, které ovliviiuji rozvoj mikrobidlnich producentt

[41]. V biosyntéze vSech téchto amint je klicovy enzym s dekarboxylazovou aktivitou. Jsou

to dekarboxylazy aromatickych aminokyselin pro serotonin, TR a dopamin, histidin-

dekarboxyldzy pro histamin, arginin-dekarboxyldzy pro AGM a ornitin-dekarboxylazy pro

PUT [49].
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4.2 Toxicita biogennich aminii a polyamini

BA jsou pro ¢lovéka nepostradatelné, ale zaroven ve vysokych koncentracich nebezpecné
(Tabulka 5: Prehled toxickych ucinkii BA) [25]. Detoxikacni systém ve stfevni sténé savcll
je schopen detoxikovat organizmus od normalniho denniho pfijmu BA, ato za pomoci
aminooxidaz nebo konjugaci. Dilezitou roli zde tedy hraji monoaminooxidazy (MAO)
a diaminooxidazy (DAO), které se vyskytuji ve stftevnim epitelu [41]. Polyaminy jsou v prvé
rad¢ acetylovany apoté oxidovany DAO nebo polyaminooxiddzami. U lidi trpicich
gastrointestindlnimi problémy (napf. gastritidou, syndromem drazdivého tracniku,
Crohnovou chorobou, viedy) je snizend detoxikacni funkce pomoci MAO a DAO, a proto
jsou nachylnéjsi k intoxikaci BA. Stejnému riziku jsou vystaveni i pacienti pozivajici léky
s inhibi¢nimi u¢inky na MAO a DAO (antihistaminika, antimalarika, antidepresiva) [51].
Proto s vy$§im piijmem BA a polyaminil, nebo u senzibilnich jedinct, alergika, roste riziko

vzniku otravy BA a polyaminy [52].

Tabulka 5: Prehled toxickych ucinkit BA [25], [51]

. , Dalsi prekurzory . v,
Biogenni Pivodni AMK | AMK a transformace Biologicky vyznam, farmakolo-

amin aminu gicky efekt

lokalni tkanovy hormon, uvol-
fluje adrenalin a noradrenalin,
ovliviiyje krevni tlak a sekreci za-
histamin histidin ludecni $t'avy, excitace hladke
svaloviny uteru, stiev a dycha-
cich cest, Ucast pfi anafylaktic-
kém Soku a alergickych reakcich
stabilizace makromolekul (nukle-
ové kyseliny) a subcelularnich
struktur (ribozomy), stimulace di-
ferenciace bunék, zptsobuje: hy-
potenzi, bradykardii, kie¢ zvyka-
ciho svalu, parézu koncetin, po-
tencuje toxicitu ostatnich aminii
stabilizace makromolekul (nukle-
putrescin, N-metylpu- [ové kyseliny) a subcelularnich

kadaverin . " N-metylputrescin,
. |lysin a ornitin g ;
a putrescin spermidin, spermin

agmatin arginin trescin, spermidin, struktur (ribozomy), stimulace di-
spermin ferenciace bunék, rostlinny hor-
mon

prekurzor tyraminu, zvySuje
tyramin, dopamin, ad- |krevni tlak, uvoliiuje noradrena-
renalin, noradrenalin | lin ze sympatického nervového
systému, zplisobuje migrénu

fenyletyla-

. fenylalanin
min
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dopamin, adrenalin, prekurzor dopaminu, lokalni tka-
tyramin tyrosin noradrenalin, synefrin, |fnovy hormon, vliv na krevni tlak
hordenin a kontrakce hladkého svalstva

3,4dihydroxyfe-

dopamin nylalanin noradrenalin, adrenalin | mediatory sympatickych nervii
(DOPA)
lokélni tkédnové a rostlinné hor-
mony (katecholaminy), vliv na
tryptamin | tryptofan serotonin, melatonin | krevni tlak, peristaltiku stiev a na
psychické funkce, zvySuje krevni
tlak

4.3 Biogenni aminy a polyaminy v potravinach a jejich uc¢inky na lidské
zdravi

BA apolyaminy lze chépat jako pfirodni antinutriéni latky, které jsou vyznamné i
z hygienického hlediska. HI, PUT, CAD, TYR, TR, PEA, SPM, SPD a jsou povazovany za
nejdulezitéjsi BA, které se vyskytuji v potravinach. Nejéastéjsi a z hlediska dopadu na lidské
zdravi nejvyznamné;jsi jsou otravy jidlem obsahujici zeyjména HI [51]. Otravy HI jsou ¢asto
pozorovany po poziti konzervovanych ryb s vysokym obsahem HI, jako jsou ryby celedi
Engraulidae, Scombridae, Clupeidae, Coryfenidae, Pomatoidae, Scombresosidae (tunak,
makrela, sardinky aj.) [50] [53]. HI miize také vyvolat reakci alergenniho typu vyznacujici
se potizemi s dychanim, svédénim, vyrazkou, zvracenim, horeckou a hypertenzi. Tyto
pfiznaky mohou byt pozorovany wulidi snedostatecné funkénim detoxikacnim
mechanizmem v disledku genetické vady nebo v disledku piijmu antidepresiva jako
inhibitory MOA [53]. I pfestoZe pivo nepatii mezi nejvyznamnéjs$i zdroje BA, velmi
vysokou nalezenou hodnotu koncentrace HI obsahoval vzorek evropského piva ato
67,5 mg/l (ze zkoumanych 195 vzorkl piv) [3] a maximalni nalezena hodnota ¢eského piva
byla 19,8 mg/I [54]. Ceska piva obsahuji vysoké hodnoty obsahu CAD, ktery ma sice mensi
toxické ucinky nez HI a TYR, ale na druhou stranu zesiluje tc¢inek téchto BA [3] [54] [55].
Je to zplisobeno zejména nasledkem kontaminace kvasnic nebo mladiny enterobakteriemi
[3]. V jedné studii se Buiika a kol. (2012) zabyvali obsahem BA v ¢eskych pivech a zjistili,
ze zhruba v 75 % piipadi byl TYR pfitomen v koncentraénim rozmezi 0—10 mg/1, asi 20 %
pfipadti obsahovalo pivo 10-50 mg/l TYR azbyl¢ vzorky piv obsahovaly TYR
v koncentraci 50-100 mg/l [55]. Otravy TYR jsou casté¢ u dalSich druht potravin jako
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fermentované masné vyrobky, kysané zeli a syry. Piikladem mlize byt jev oznacovany jako
»Syrova reakce®, coz je otrava zpusobend vysokou hladinou TYR v syrech. Mnozstvi TYR

pod 10 mg/l piva by nemélo u zdravych jedinct piedstavovat zdravotni riziko [53], [3].

Stanoveni prahu toxicity BA a polyamina je vSak velmi obtizné. Toxickd davka je silné
zavisla na ucinnosti detoxika¢niho mechanizmu jedince. Byla navrzena horni hranice pro HI
v potravinach 100 mg/kg potraviny a 2 mg/l alkoholického népoje, pro TYR 100-800 mg/kg
potraviny a pro PEA 30 mg/kg potraviny [56]. HI je spojovan s Castymi otravami jidlem,
zatimco u TYR a PEA se pfedpokladd, Ze jsou iniciatory hypertenzni krize. Toxicita HI
muze byt zvySena pfitomnosti jinych amint, jako je CAD, PUT a TYR [57]. BA (PUT,
CAD, SPD, SPM) mohou byt také povazovany za karcinogeny, kvili jejich schopnosti

reagovat s dusitany za vzniku potencidlné karcinogennich nitr6zamint [50] [53].

Obsah BA byl sledovan u mnoha jinych potravin a krmiv, obsahlé studie byly provedeny
u vzorkl syra, rybich a masnych vyrobk, vajec a hub. U potravin, u nichz doslo v procesu
vyroby k fermentaci, nebo u kterych doslo k mikrobidlni kontaminaci, obsahuji zpravidla

vice BA [51].

Alkoholické napoje jako jsou pivo avino patfi mezi potraviny, které mohou prave
z diivodu pfitomnosti BA zptisobovat u konzumentii zdravotni problémy. Alkohol, stejné
jako antidepresiva, negativné ovlivituje detoxikacni systém a to tak, ze vyznamné snizuje
aktivitu MOA, coZ vede k inhibici odbourdvani BA z organizmu, a tim ke zvySeni jejich
toxicity [54], [57]. Proto se toxicky efekt BA a polyamind zvySuje a jiz nizké koncentrace

HI (8-20 mg/1), TYR (25-40 mg/1) a PEA (3 mg/l) mohou piedstavovat zdravotni riziko [58]
[3].

Nejcastéjsi BA, ktery je pti¢inou otrav z piva, je TYR, jehoz u€inky navic umocni alkohol
obsazeny v pivu. Pivo mlze byt rovnéZ pticinou bolesti hlavy u osob citlivych na migrény
[51]. Od 1. 10. 2012 je zruSena vyhlaska 305/2004 Sb., kterou se stanovi druhy
kontaminujicich a toxikologicky vyznamnych latek ajejich pfipustné mnozstvi
v potravinach. Tato vyhlaska ukladala limit pro HI v pivech 20 mg/I1. V soucasnosti evropska

legislativa uklada pouze limity pro HI v rybach [59].

4.4 Zdroje biogennich amint v pivu

Velka ¢ast publikovanych praci se 1isi v tom, jestli vyskyt BA a polyaminl v pivu je vice

spjat s dekarboxylazovou aktivitou mikroorganizmli (zejména laktobacilli a pediokokl)
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[57], nebo s mnozstvim BA a polyamind v pouzitych surovinach (ze sladu a chmele) [7].
Z review autorii Kala¢ a Kiizek (2003), kteti uvadéji pirehled BA v pivech z celého svéta,
vyplyva, Ze technologie vyroby nealkoholickych piv zddnym zplisobem neovlivituje obsah
BA v porovnani s alkoholickymi [3]. Také nebyly pozorovany zadné vyznamné rozdily mezi
riznymi typy piva (mezi svétlymi/tmavymi, extraktu mladiny 10%/12%) a koncentraci

aminu [60].

BA v pivu se mohou rozdélit do dvou skupin, a to na skupinu sestavajici se z PUT, SPD,
SPM a AGM, ktera predstavuje BA pochézejici zejména ze sladu, zatimco skupina HI, TYR

a CAD predstavuje BA vznikajici ¢innosti bakterii mlécného kvaseni [3] [53].

4.4.1 PouZité suroviny jako zdroje biogennich amint

Je¢ny slad je hlavnim zdrojem PUT, SPD, SPM a AGM, na jejichZ mnoZstvi ma vliv kvalita
a odriida sladovnického je¢mene [4]. Kromé je¢mene je ve sladovnictvi pouzivana i pSenice.
Jistou alternativu za pSenici a pSenici Spaldu ptedstavuje pSenice dvouzrnka Triticum

dicoccum, ktera ma vyrazné niz$i obsah BA [61].

Dalsi surovinou pouZivanou pii vyrob¢ piva je chmel, u kterého hodnoty PUT, SPD, SPM
a AGM dosahuji niz§ich hodnot oproti koncentracim ve sladu [3]. A¢koli jiné zdroje uvadeji,
ze obsah TYR, PEA, PUT, SPD a SPM je v chmelu relativné vysoky, nicméné jejich
mnozstvi je zanedbatelné vzhledem k velmi malému pouzitému mnozstvi pii vyrobé piva
[53]. Pro srovnani pak vys$si koncentrace HI a TYR byly namé&feny v extraktu chmelu nez

suSeném chmelu a chmelovych granulich [60].

Pouzitad voda by neméla obsahovat BA a polyaminy zadné [3].

4.4.2 Dekarboxylazova aktivita bakterii vyskytujicich se v procesu vyroby piva
Mezi vyznamné producenty BA patii jizZ zminéni zastupci bakterii mlééného kvaseni (kmeny
rodu Pediococcus a Lactobacillus) [62]. Startérové kvasinky mohou byt kontaminovany

témito rody bakterii a tim se mize vyrazné zvysit produkce BA v pivu [62].

Znaéné mnozstvi TYR aHI vytvafi vlahvovém pivu pfedevSim pasteraci prezivsi
laktobacily [54] [63]. Ke stejnému zavéru dospéli 1 Kalac¢ a Kiizek (2003), kteti uvadi, ze
vysoké urovné HI a TYR byly zjistény v pivech s vyssi aciditou, ktera poukazovala na

¢innost mlé¢nych bakterii [3]. Mezi dalsi prokdzanymi producenty BA patti Lactobacillus
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frigidus, L. brevissimilis and L. brevis [3]. Také u Lactobacillus brevis a Lactobacillus

plantarum byla prokazana tvorba TYR [63].

Velky potencial v degradaci HI a TYR byl zpozorovan u Pediococcus acidilactici
a Brevibacterium linens [64] a Lactobacillus sakei [65]. Zastupci rodu Pediococcus sp.
(zejm. P. damnosus) jsou také jednou z pri¢in vysokého obsahu TYR v pivu [66] [3].

Uginnym zamezenim ristu pediokokt je myti drozdi kyselinou fosfore¢nou [3].

Vyssi hodnoty TYR, HI, PEA, TR také vykazovaly spontanné kvaSena piva a svrchné
kvasena piva [3]. Mezi vyznamné producenty CAD a PUT patii Enterobacter nebo E. coli
[63][3].

K tvorbé amint dochézi také v plechovkach a sudech. Zvysené mnozstvi amind Ize ocekavat
u piva kontaminovaného mléénymi bakteriemi béhem vyroby, pfi nedostatecné eliminaci
bakterii pfi filtraci a jejich nedostatecné inaktivaci pfi pasteraci. Vysoky obsah aminli se
muze vyskytnout u né¢kterych piv, pfi jejichz vyrobé byla pouzita pSenice, nebot” mlééné
bakterie jsou soucasti fermentacni mikroflory. Zdrojem bakterii produkujicich BA mohou

byt 1 kontaminované kvasinky [54].

Izquierdo-Pulido (1995) ve svém c¢lanku ,Influence of Saccharomyces cerevisiae var.
uvarum on histamine and tyramine formation during beer fermentation* stanovoval
spektrofluorometrickou metodou tvorbu HI a TYR u kvasinek Saccharomyces cerevisiae
var. uvarum (spodni kvaSeni) a zjistil, Ze tento kmen nemé schopnost tvofit BA b&hem

kvaseni piva [57].

V soucasnosti bylo publikovdno jen velmi malo studii zabyvajici se problematikou
degradace BA a polyamind u konkrétnich kment mikroorganizmi. Cilem této prace je
zmonitorovat ptipadnou produkci nebo degradaci BA vybranymi kmeny kvasinek v rtizné

obohacenych rstovych médiich.


http://www.bezpecnostpotravin.cz/az/termin/76694.aspx
http://www.bezpecnostpotravin.cz/az/termin/92248.aspx
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem této prace bylo:

e monitorovat dekarboxylacni nebo degrada¢ni aktivitu pivovarsky vyznamnych
kmeni kvasinek in vitro,

e stanovit vliv suplementace kultiva¢nich medii na obsah BA.

K dosazeni téchto cili bylo vyuzito analyzy vzorka po derivatizaci dansylchloridem

metodou HPLC s UV detekei.
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6 MATERIAL A PRISTROJE

Kultivace kvasinek a piiprava vzorkli spolu se stanovenim BA na kapalinovém
chromatografu probihala na dvou od sebe oddélenych pracovistich Ustav inZenyrstvi
a ochrany Zivotniho prostiedi a Ustavu technologie potravin. Pouzity material a p¥istroje

obou ustavil je popsan v nasledujicich kapitolach.

6.1 Zarizeni

Analytické vahy, A&D GH-200 EC, Mettler Toledo, CR
Autoklav135 S, H+P VARIOKLAV (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, CR
Digitalni vaha, KB800-2- Kern & Sohn GmbH, Némecko
Horkovzdusna susarna, Memmert, Némecko

Chladnitka, Elektrolux, Svédsko

Laboratorni ttepacka Kavalier LT2, Votice, CR

Odstiedivka EBA 20, Hettich ZENTRIFUGEN, Némecko

pH metr EUTECH INSTRUMENTS pH510, Nizozemsko

VortexHeidolph, Reax top, Némecko

6.2 Chemikalie a pomocné latky

1,7-heptandiamin, Sigma-Aldrich, USA

Aceton, Sigma-Aldrich, USA

Acetonitril, Sigma-Aldrich, USA

Agar Agar, Type I, GRM666, HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie
Aminokyseliny, arginin, hystidin, tyrozin, fenylamin, Sigma-Aldrich, USA

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

Heptan, Sigma-Aldrich, USA

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

Kyselina chlorovodikova, Merck, Némecko

Malt Extract Agar Base (w/Mycological Peptone, M 137-500 g), HiMedia Laboratories Pvt.
Ltd., Indie

Yeast Extract Powder (RM 027), HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie

6.3 Pouzité mikroorganizmy

Pro ucely této prace bylo pouzito 25 kmenl kvasinek ziskanych z Vyzkumného tstavu
pivovarského a sladatského, a.s. v Praze (Research Institute of Brewing and Malting;
RIBM). Jedna se kulturni kvasinky vyuzivané pro vyrobu piva a divoké kvasinky:
Saccharomyces cerevisiae RIBM 2, 3, 6, 9, 10, 11; Saccharomyces pastorianus RIBM 139,
140, 145, 146, 147, 148; Debaryomyces hansenii DSM 70244; Hanseniaspora uvarum
RIBM A4, A7; Kluyveromyces marxianus RIBM km; Pichia fermentans RIBM KI %;
Rhodotorula sp. RIBM A9; Torulaspora delbrueckii RIBM TI1, T2, T3, T4;
Zygosaccharomyces bailli RIBM BS 197/B; Candida sp. RIBM C6, C7.

6.4 Priprava inokula

Pro oziveni zamrazenych vzorki danych kment bylo odebrano 500 ul bunééné suspenze
v glycerolu [750 pl kultury, 750 pl 30% (v/v) glycerolu] a pieneseno do Malt bujonu.
Inokulace byla uskute¢néna v laminarnim boxu za aseptickych podminek. Takto pfipravené
vzorky kvasinek byly kultivovany 48 hodin pti 30 + 2 °C. Po oZiveni kultur v tekutém médiu
byl proveden kiizovy roztér bunéné suspenze na pevnou pudu Malt Agar (Malt Extract
Agar Base; HiMedia). Inokulace iinkubace probihala za stejnych podminek, jako pfi
ozivovani kment. Pro zajiSténi dostatecné vitality byly kazdé 3 tydny pfeockovavany na
pevnou ptidu Malt Agar (Malt Extract Agar Base; HiMedia).

Pro vyzkum byla pouzita dekarboxyla¢ni média: Média Malt Agar a Mineralni médium,

kterd byla suplementovana BA: TY, HI, PUT v koncentraci 0,07 % (w/v), pfipadné
samostatnym piidavkem TY v koncentraci 0,07 % (w/v), nebo o AMK (AMK; Sigma-
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Aldrich): arginin, histidin, tyrozin a fenylalanin o koncentraci 0,3 % (w/v). Do nékterych
médii byl navic pfidan Yeast extract (Yeast Extract Powder; HiMedia), jako zdroj nutrientd
pro zohlednéni piinosu autolyzované kvasnicné biomasy v procesu fermentace.

Suplementace obou médii znazornuje Tabulka 6: Prehled pouZitych medii obohacenych

o ruzné suplementy.

Tabulka 6: Prehled pouzitych medii obohacenych o riizné suplementy

Médium Suplement (koncentrace)

MALT" | Tyramin (0,7 g/l)

MALT AMK: arginin, histidin, tyrozin a fenylalanin (3 g/I)

MALT BA: tyramin, histamin a putrescin (0,7 g/1)

MM™ Tyramin (0,7 g/)

MM AMK: arginin, histidin, tyrozin a fenylalanin (3 g/I)

MM BA: tyramin, histamin a putrescin (0,7 g/1)

MM Tyramin (0,7 g/1) a kvasni¢ny extrakt (1 g/l)

MM BA: tyramin, histamin a putrescin (0,7 g/l) a kvasni¢ny extrakt (1 g/l)

"MALT - Malt agar “"MM - Mineréalni médium

MALT bujon

Smichanim 10 g MALT Broth s 500 ml destilované vody byl pfipraven bujon, ktery byl

nasledné plnén do zkumavek po 5 ml. Sterilizace probihala v autoklavu pfi 121 °C £ 2 °C

po dobu 15 minut.

MALT agar (pH 5,4 £ 0,2 pii 25 °C)

Pevna kultivaéni pida byla pfipravena smisenim 25 g Malt Extract Agar Base s 500 ml

destilované vody. Sterilace média probihala v autoklavu pii 121 °C £+ 2 °C po dobu 15 minut.

Médium bylo za horka rozlito do Petriho misek po 12 ml.

Ingredience [g/1]
Sladovy extrakt 30,00
Mykologicky pepton 5,00

Agar

15,00
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Mineralni médium

Zaklad média byl pfipraveny smichanim 20 ml roztoku pufru KH>PO4, 80 ml roztoku pufru
NaxHPOs - 12 H20, 2 ml roztoku stopovych prvki, 10 ml roztoku Mg(SO4) - 7 H20, 10 ml
roztoku Fe(NH4)2(SO4)2 - 6 H20, 10 ml roztoku CaCls - 2 H>O, 10 ml roztoku NaCl. Smeés
byla doplnéna destilovanou vodou do objemu 1000 ml, plnéna do zkumavek po 5 ml

a sterilizovéana v autoklavu pii 121 £+ 2 °C po dobu 15 minut.

Hodnota pH vSech medii byla upravena na 6,87 piidavkem kyseliny chlorovodikové

o koncentraci 6 mol/l.

Do pripravenych médii byly nasledn¢ inokulovany kmeny kvasinek a kultivovany pfi
30 + 2 °C po dobu 24 hod. Po ukonceni kultivace bylo z kazdé kultivacni pidy odebrano
100 pul bunécné suspenze a pieneseno v péti opakovanich do identickych médii. Tato média
pak byla ponechana v termostatu po dobu 72 hodin pfi 30 + 2 °C. Jako kontroly byla vyuZita
neinokulovana média (n=6) od kazdé varianty pidy. Vzorky byly po kultivaci odstied’ovany

(3421x g; 22 + 1 °C; 20 minut).

Poté byla provedena stabilizace vzorki smisenim 750 pl odstfedéného supernatantu a 750 pl
kyseliny chloristé o koncentraci 1,2 mol/l. Timto zplUsobem byly pfipraveny i slepé
kontroly. Stabilizované vzorky byly uchovéavany pii -18 + 2 °C aposléze podrobeny

derivatizaci.

6.5 Screening obsahu biogennich amini v supernatantech po kultivaci
vybranych kvasni¢nych kmenii

Pied derivatizaci byl vzorek rozmraZzen. K 1000 pl vzorku v derivatizacni nadobce
bylo pfidano 100 ul vnitiniho standardu (1,7-heptandiamin o koncentraci 500 mg/l).
Nasledné bylo ke vzorku piidano 1,5 ml karbonatového pufru (0,5 M NaHCO3 a 0,5 M
NaCOs3 v poméru 5:1) o pH 11,0 -11,1 a 2 ml acetonového roztoku dansylchloridu (5 g/l).
Takto upravenym vzorkem bylo tfepano v temnu po dobu 20 hodin. Nésledné k nému bylo
pfidano 200 pl prolinu. Vzorky byly opét tiepany, tentokrate po dobu 1 hodiny. Poté bylo
piidano 3 ml heptanu a po 3 minuty byl vzorek tfepan ru¢né. Nasledné byl odpipetovan
1 ml heptanové vrstvy do vialky, ve které pak byl vzorek odpafovan pii teploté 60 + 2 °C
proudem dusiku. Suchy odparek byl ziedén 1,5 ml acetonitrilu a mohl byt dale
zpracovavan pro naslednou analyzu v kapalinovém chromatografu. Bezprostfedné pied

analyzou v chromatografickém systému vSak musel byt vzorek prefiltrovan ptes
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jednorazovy stiikackovy filtr s porozitou 0,22 um. Nasledna detekce BA byla provadéna
na HPLC s UV detekei pii vlnové délce 254 nm. VSechny separace probihaly na koloné
Agilent Zorbax Eclipse C18 s parametry 50 x 3,0 mm, 1,8 um (Agilent Technologies),
chromatograficky systém byl déle tvofen autosamplerem (LabAlliance SHLA84000),
binarni pumpou, odplyiiova¢em, UV/VIS-DAD detektorem a termostatem kolon (Agilent

Technologies).
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7 VYSLEDKY

Byla sledovana dekarboxylazova aktivita u25 kmenad kvasinek kultivovanych v 8
variantach médii in vitro. Podle stanovené¢ho mnozstvi BA a polyamini v HPLC, byla
posuzovana schopnost produkovat nebo degradovat BA. Konkrétné¢ bylo sledovéano
mnozstvi tyraminu (TYR), tryptaminu (TR), fenyletylaminu (PEA), putrescinu (PUT),
kadaverinu (CAD), histaminu (HI), sperminu (SPM) a spermidinu, (SPD). V nasledujicich
kapitolach bude popsano zjisténé mnozstvi jednotlivych BA polyamini u konkrétnich
kment kvasinek Saccharomyces cerevisiae RIBM 2, 3, 6, 9, 10, 11; Saccharomyces
pastorianus RIBM 139, 140, 145, 146, 147, 148; Debaryomyces hansenii DSM 70244;
Hanseniaspora uvarum RIBM A4, A7; Kluyveromyces marxianus RIBM km; Pichia
fermentans RIBM K1 Y2; Rhodotorula sp. RIBM A9; Torulaspora delbrueckii RIBM T1, T2,
T3, T4; Zygosaccharomyces bailli RIBM BS 197/B; Candida sp. RIBM C6, C7. V Tabulce
7: Pouzité kmeny kvasinek a jejich zkratky je celkovy ptehled kment kvasinek se zkratkami

pouzitymi v grafech.

Tabulka 7: Pouzité kmeny kvasinek a jejich zkratky

Nazev kmene Pouzita zkratka
Saccharomyces cerevisiae RIBM 2 SC RIBM 2
Saccharomyces cerevisiae RIBM 3 SC RIBM 3
Saccharomyces cerevisiae RIBM 6 SC RIBM 6
Saccharomyces cerevisiae RIBM 9 SC RIBM 9
Saccharomyces cerevisiae RIBM 10 SC RIBM 10
Saccharomyces cerevisiae RIBM 11 SC RIBM 11
Saccharomyces pastorianus RIBM 139 SP RIBM 139
Saccharomyces pastorianus RIBM 140 SP RIBM 140
Saccharomyces pastorianus RIBM 145 SP RIBM 145
Saccharomyces pastorianus RIBM 146 SP RIBM 146
Saccharomyces pastorianus RIBM 147 SP RIBM 147
Saccharomyces pastorianus RIBM 148 SP RIBM 148
Debaryomyces hansenii DSM 70244 DSM 70244
Hanseniaspora uvarum RIBM A4 HU RIBM A4
Hanseniaspora uvarum RIBM A7 HU RIBM A7
Kluyveromyces marxianus RIBM km KM RIBM KM
Pichia fermentans RIBM KI 1/2 PF RIBM KI 1/2
Rhodotorula sp. RIBM A9 R RIBM A9
Torulaspora delbrueckii RIBM T1 TD RIBM T1
Torulaspora delbrueckii RIBM T2 TD RIBM T2
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Torulaspora delbrueckii RIBM T3 TD RIBM T3
Torulaspora delbrueckii RIBM T4 TD RIBM T4
Zygosaccharomyces bailli RIBM BS 197/B | ZB RIBM BS 197/B
Candida sp. RIBM C6 C RIBM C6
Candida sp. RIBM C7 C RIBM C7

Nameétené hodnoty konkrétnich BA a jsou vyobrazeny a rozdéleny do dvou grafii, kdy prvni
graf popisuje kulturni kmeny kvasinek a druhy kmeny divokych kvasinek. Grafy byly
vkladany pouze tehdy, kdyz byla detekovana produkce/degradace BA v ramci vétSiny
testovanych kmentt ( svyjimkou minerdlntho média suplementovaného pouze
aminokyselinami). U nékterych vzorkid nebyly BA detekovany, at’ uz z divodu, Ze dany
kmen BA neprodukoval anebo z divodu meze detekce. V médiich s ptidavkem TYR a BA
o koncentraci 700 mg/1 [0,07 % (v/w)] se celkové mnozstvi TYR v kontrolach pohybovalo
okolo 650 = 20 mg/l oproti ocekavanych 700 mg/I (tato hodnota je primérem pro vSechna
média, minerdlni i Malt, kterd jsou jinak nutri¢né bohatd). Plisobenim vysokych teplot béhem
sterilace medii v autoklavu dochdzi k tepelné degradaci BA, toto tvrzeni podpird vyzkum
Krausové a kol. (2004, 2007) ktefi potvrdili, Ze béhem tepelnych tprav dochazi ke sniZovani
BA [67], [68]. K ¢astecné degradaci BA mulze dochazet 1 diky moznosti reakce BA
s pritomnymi redukujicimi sacharidy za vniku produktid Maillardovy reakce. Dikazem byla
1 0 to intenzivnéj$i barevna zména plidy po sterilaci medii v autoklavu, kterd ukazuje na
mozny obsah vzniklych melanoidini [69] [70] a také to, Ze obsahy BA kontrolnich vzorku
vetSinou byly niz§i v Malt bujonu (vice cukru a dalSich latek) v porovnani s minerdlnim

mediem. Pro ureni dekarboxylazové aktivity neni tato ztrata podstatna.

7.1 Malt bujon s aminokyselinami

Malt bujon byl suplementovan AMK (arginin, histidin, tyrozin a fenylalanin) o koncentraci
0,3 % (w/v).

Vyznamna produkce TYR byla prokézdna u kment Saccharomyces pastorianus RIBM 139,
140 a Torulaspora delbrueckii RIBM T2 (Obrazek 10, 11). Vyssi hodnoty TYR oproti

kontrole mély i1 vzorky kvasinek Saccharomyces cerevisiae RIBM 2, 6, Saccharomyces

pastorianus RIBM 148, Hanseniaspora uvarum RIBM A4, Rhodotorula sp. RIBM A9
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a Torulaspora delbrueckii RIBM T1, T2. Zbylé kvasni¢né kmeny mély obsah TYR nizsi.
Celkové se obsah TYR ve vzorcich pohyboval od 1,5-4,8 mg/l.
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Testované kmeny
Obrazek 10: Obsah TYR v Malt Broth s pridavkem AMK 0,3 % (w/v) po kultivaci
kulturnich kmenii kvasinek po dobu 48 hodin pri 30 °C + 2 °C
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& Testované kmeny
Obrazek 11: Obsah TYR v Malt Broth s pridavkem AMK 0,3 % (w/v) po kultivaci
divokych kmenu kvasinek po dobu 48 hodin p7i 30 °C + 2 °C
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TR byl produkovan pouze nckterymi kmeny kulturnich pivovarskych kvasinek ato

v rozmezi 2,2-4,0 mg/1 (nezobrazena data).

Jesté nizsi detekce byla u PEA, kdy koncentraci 3,6 £ 0,1 mg/l a 0,7 = 0,1 mg/l obsahovalo
médium po kultivaci kment Saccharomyces cerevisiae RIBM 2  a Saccharomyces

pastorianus RIBM 146 (nezobrazena data).

Nejvyznamnéj$i produkce (6,1+0,1 mg/l) PUT byla detekovana u Saccharomyces
cerevisiae RIBM 6 s celkovym obsahem PUT 13,8 £ 0,1 mg/l. Sestupné pak nésledovaly
kmeny Saccharomyces pastorianus RIBM 140, 148, Torulaspora delbrueckii RIBM T1,
Rhodotorula sp. RIBM A9, Saccharomyces cerevisiae RIBM 1 a Saccharomyces
pastorianus RIBM 139. Ostatni kmeny kvasinek obsahovaly PUT o niz8i koncentraci, nez

byla hodnota kontroly (Obrdzek 12, 13).
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Testované kmeny
Obrazek 12: Obsah PUT v Malt Broth s pridavkem AMK 0,3 % (w/v) po kultivaci
kulturnich kmenii kvasinek po dobu 48 hodin pri 30 °C + 2 °C
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Obrazek 13: Obsah PUT v Malt Broth s pridavkem AMK 0,3 % (w/v) po kultivaci
divokych kmenii kvasinek po dobu 48 hodin pri 30 °C £ 2 °C

Hodnoty CAD se pohybovaly v rozmezi 0,4-1,5 mg/l. Obsah HI byl detekovan pouze u asi
poloviny vzorki v rozmezi od 1,0-7,6 mg/l. Hodnoty SPM byly detekovany v rozmezi 1,2-
20,0 mg/l a SPD 0,4-11,2 mg/l (nezobrazend data).

7.2 Mineralni médium s aminokyselinami

V minerdlnim médiu obohaceném 00,3 % (w/v) AMK (arginin, histidin, tyrozin

cvwr

V porovnani s produkci v Malt bujonu s AMK, kde produkce byla TYR dosahovala az 4,8
mg/l, zde se hodnoty produkce pohybovaly do 1,7 mg/l (Obrazek 14, 15).
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TYR [mg/l]
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Testované kmeny

Obrazek 14: Obsah TYR v mineralnim médiu s pridavkem AMK 0,3 % (w/v) po kultivaci
kulturnich kmenii kvasinek po dobu 48 hodin pri 30 °C + 2 °C
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Obrazek 15: Obsah TYR v mineralnim médiu s pridavkem AMK 0,3 % (w/v) po kultivaci
divokych kmenu kvasinek po dobu 48 hodin pri 30 °C = 2 °C
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Hodnoty obsahu TR byly detekovany pouze v médiich po kultivaci kulturnich kmeni
kvasinek. Jejich mnozstvi se pohybovalo do 1,5 mg/l. PEA nebyl uzadného kmene

detekovan (nezobrazena data).

Vyssiho obsahu PUT (Obrdzek 16, 17) bylo dosazeno u pid s kultivovanymi kmeny
Saccharomyces cerevisiae RIBM 2, 6, Saccharomyces pastorianus RIBM 140, 148,
Rhodotorula sp. RIBM A9, Torulaspora delbrueckii RIBM T1, T3. Ostatni pady s kmeny
kvasinek mély hodnoty nizs§i. Obsah PUT se nachézel do 1,7 mg/l.
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Testované kmeny
Obrazek 16: Obsah PUT v mineralnim médiu s pridavkem AMK 0,3 % (w/v) po kultivaci
kulturnich kmenii kvasinek po dobu 48 hodin pri 30 °C + 2 °C
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Testované kmeny
Obrazek 17: Obsah PUT v mineralnim médiu s pridavkem AMK 0,3 % (w/v) po
kultivaci divokych kmenui kvasinek po dobu 48 hodin pri 30 °C £ 2 °C

Obsah CAD byl detekovan pouze u Saccharomyces cerevisiae RIBM 2 za velmi nizké

koncentraci 1,1 + 0,1 mg/l (nezobrazena data).

Hodnoty HI se pohybovaly do 1,7 mg/l. Nejvyssi produkce byla zaznamendna
u kment kvasinek Torulaspora delbrueckii RIBM T1, a dale pak srovnatelné produkovaly
kmeny Saccharomyces cerevisiae RIBM 2, 6, Saccharomyces pastorianus RIBM 140, 148,
Rohodotrula sp. RIBM A9, Torulaspora delbrueckii RIBM T2 (Obrazek 18, 19).
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Testované kmeny

Obrazek 18: Obsah HI v mineralnim médiu s pridavkem AMK 0,3 % (w/v) po kultivaci
kulturnich kmenii kvasinek po dobu 48 hodin pri 30 °C + 2 °C
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Testované kmeny

Obrazek 19: Obsah HI v mineralnim médiu s pridavkem AMK 0,3 % (w/v) po kultivaci
kulturnich kmenu kvasinek po dobu 48 hodin pri 30 °C £ 2 °C
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Obsahy SPM v médiich se pohybovaly do 1,2 a SPD do 1,3 mg/l a produkovaly je jen

zastupci divokych kment kvasinek (nezobrazena data).

7.3 Malt bujon s tyraminem

Ve varianté¢ Malt bujon s 0,07 % TYR (v/w) byla zjisténa detekce BA a polyamintl u vice

supernatantl po kultivaci kmentl, nez tomu bylo u ptfedchéazejicich médii.

U kulturnich kmentt Saccharomyces cerevisiae RIBM 2, 3, Saccharomyces pastorianus
RIBM 139, 140, 148 spolu s divokymi kmeny Rhodotorula sp. RIBM A9, Torulaspora
delbrueckii RIBM T1, T2 byla prokazéana produkce TYR o 7,4-16,5 mg/l (Obrazek 20, 21).
Ostatni kmeny TYR degradovaly, kdy maximalni ubytek 04,7 mg/l byl prokdzan
u Saccharomyces pastorianus RIBM 145. Jako dalsi degradujici kmeny byly urceny
Saccharomyces pastorianus RIBM 145, Hanseniaspora uvarum RIBM A7 a Candida sp.
RIBM C6. Média po kultivaci ostatnich kmenti méla obsah TYR nizsi oproti kontrole, ale

statisticky nebyla prokéazana jejich degradace.
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Testované kmeny

Obrazek 20: Obsah TYR v Malt Broth s pridavkem TYR 0,07 % (w/v) po kultivaci kulturnich
kmenii kvasinek po dobu 48 hodin p7i 30 °C + 2 °C
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Obrazek 21: Obsah TYR v Malt Broth s pridavkem TYR 0,07 % (w/v) po kultivaci
divokych kmenui kvasinek po dobu 48 hodin p7i 30 °C + 2 °C

TR byl detekovan v mnozstvi 1,1-1,4 mg/l (nezobrazena data).

Hodnoty PEA byly detekovany v rozmezi 1,1-2,4 mg/l ato v pouze u péti kmeni
kvasinek (Saccharomyces cerevisiae RIBM 3, Saccharomyces pastorianus RIBM 145,

146, Hanseniaspora uvarum RIBM A4, A7).

Hodnoty PUT byly zaznamenéany 1 u kontrolniho vzorku. Celkové obsahy u jednotlivych

kmeni znazoriwji Obrdzky 22 a 23. Nejvyssi produkce doséhly opét kmeny Rhodotorula

sp. RIBM A9 a Torulaspora delbrueckii RIBM T1, T2. Prokazatelna produkce nastala

1 kment Saccharomyces cerevisiae RIBM 2, Saccharomyces pastorianus RIBM 145, 147,

148. Produkce se pohybovala v rozmezi 0,5-7,9 mg/I.
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Testované kmeny
Obrazek 22: Obsah PUT v Malt Broth s pridavkem TYR 0,07 % (w/v) po kultivaci
kulturnich kmenu kvasinek po dobu 48 hodin pri 30 °C £ 2 °C
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Testované kmeny
Obrazek 23: Obsah PUT v Malt Broth s pridavkem TYR 0,07 % (w/v) po kultivaci divokych
kmenii kvasinek po dobu 48 hodin pri 30 °C + 2 °C
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Obsah CAD se pohyboval do 2 mg/l ato pouze u3 kmeni kvasinek Saccharomyces
cerevisiae RIBM 3, Saccharomyces pastorianus RIBM 145, Kluyveromyces marxianus

RIBM km (nezobrazena data).

Obsah HI je znazornén nize (Obrazek 24, 25). U kmenl Saccharomyces cerevisiae RIBM
3, 6, Saccharomyces pastorianus RIBM 139, 140, 148, kmeny Rhodotorula sp. RIBM A9,
Torulaspora delbrueckii RIBM T1, T2 byla prokdzdna produkce HI, tyto kmeny
produkovaly i TYR. Obdobny trend u ostatnich kment, které piedtim dogradovaly TYR
degradovaly HI i zde, nebo se detekované obsahy v médiich s kultivovanymi kmeny velmi

blizily hodnotam kontrole. Produkce HI byla maximalné 3,7 mg/l (Obrdzek 24, 25).
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Testované kmenyw

Obrazek 24: Obsah HI v Malt Broth s pridavkem TYR 0,07 % (w/v) po kultivaci
kulturnich kmenii kvasinek po dobu 48 hodin pri 30 °C + 2 °C
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Testované kmeny
Obrazek 25: Obsah HI v Malt Broth s pridavkem TYR 0,07 % (w/v) po kultivaci
divokych kmenii kvasinek po dobu 48 hodin pri 30 °C £ 2 °C

Detekované hodnoty SPM se pohybovaly v rozmezi 0,4-3,3 mg/l a SPD 0,7-2,1 mg/l

(nezobrazena data).

7.4 Mineralni médium s tyraminem

U minerdlniho média obohaceného o TYR se hodnoty obsahu TYR u supernatant
pohybovaly v rozmezi 603,1-662,0 mg/l. Nejvyrazng$i degradace TYR byla sledovéana
u kmene Saccharomyces pastorianus RIBM 145 o vice jak 50,0 mg/l. VysSich hodnot HI
dosahovalo médium s kultivovanym kmenem Saccharomyces pastorianus RIBM 148.

Ostatni kmeny TYR degradovaly v rozmezi 1,8-47,0 mg/l (Obrazek 26, 27).
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Testované kmeny

Obrazek 26: Obsah TYR v mineralnim médiu s pridavkem TYR 0,07 % (w/v) po
kultivaci kulturnich kmenii kvasinek po dobu 48 hodin pri 30 °C + 2 °C
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Obrazek 27: Obsah TYR v mineralnim médiu s pridavkem TYR 0,07 % (w/v) po
kultivaci divokych kmenit kvasinek po dobu 48 hodin p7i 30 °C £ 2 °C

TR byl detekovan pouze ukmene Hanseniaspora uvarum RIBM A4 v koncentraci

2,8 £ 0,1 mg/l. Stejné tomu tak byloi u PEA s detekci 2,0 £ 0,1 mg/l a u PUT produkovaly



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 62

pouze kmeny Rohodotrula sp. RIBM A9 (0,45 = 0,1 mg/) a Torulaspora delbrueckii RIBM
T1(1,2 = 0,1 mg/l). CAD nebyl detekovan u zddného z kmenti, HI pouze ukmeni
Saccharomyces pastorianus RIBM 148 (2,4 £ 0,1 mg/l) a Hanseniaspora uvarum RIBM
A4 (3,0 £0,1 mg/l). Obsahy SPM a SPD byly velmi podobné. SPM byl detekovan v rozmezi
0,4-1,6 mg/l a SPD 0,3-1,7 mg/l (nezobrazena data).

7.5 Malt bujon s biogennimi aminy

Koncentrace detekovaného TYR v Malt bujonu, ktery byl obohacen o kombinaci BA, se
pohybovala v rozmezi 625,4-657,9 mg/l (Obrazek 28, 29). Vyssi hodnoty TYR byly opét
zaznamenany u kment Saccharomyces cerevisiae RIBM 2, 6, Saccharomyces pastorianus
RIBM 139, 140, 148, Rhodotorula sp. RIBM A9, Torulaspora delbrueckii RIBM T1, T2,
kdy produkce téchto kmenti se pohybovala v rozmezi 7,4-11,8 mg/l. Ostatni kmeny mély
obsah TYR nizsi, nejvyssi produkce bylo dosazeno u kmene Hanseniaspora uvarum RIBM

A7, ktery degradoval TYR o vice nez 20 mg/1.
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Testované kmeny

Obrazek 28: Obsah TYR v Malt Broth s pridavkem BA 0,07 % (w/v) po kultivaci
kulturnich kmenii kvasinek po dobu 48 hodin pri 30 °C + 2 °C
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Testované kmeny

Obrazek 29: Obsah TYR v Malt Broth s pridavkem BA 0,07 % (w/v) po kultivaci
divokych kmenii kvasinek po dobu 48 hodin pri 30 °C £ 2 °C

TR byl detekovan pouze u kulturnich kment kvasinek a jeho mnozstvi se pohybovalo
v rozmezi 1,5-2,6 mg/1 (nezobrazena data). Hodnoty PEA byly v koncentraci od 0,7-1,5 mg/1
ato pouze u4 kment kvasinek Saccharomyces cerevisiae RIBM 2, Saccharomyces

pastorianus RIBM 145, 146, 148 (nezobrazena data).

Obdobny trend jako u TYR, byl shledan uobsahu PUT. Vys$§i hodnoty PUT byly
detekovany u kmenl Saccharomyces cerevisiae RIBM 2, 6, Saccharomyces pastorianus
RIBM 139, 140, 148, Torulaspora delbrueckii RIBM T2 as minimalnim rozdilem 1
u Rhodotorula sp. RIBM A9 a Torulaspora delbrueckii RIBM T1(Obrdzek 30, 31).
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Testované kmeny

Obrazek 30: Obsah PUT v Malt Broth s pridavkem BA 0,07 % (w/v) po kultivaci kulturnich
kmenii kvasinek po dobu 48 hodin p7i 30 °C + 2 °C
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Obrdazek 31: Obsah PUT v Malt Broth s pridavkem BA 0,07 % (w/v) po kultivaci divokych
kmenii kvasinek po dobu 48 hodin pri 30 °C £ 2 °C

CAD nebyl detekovan u zadného ze sledovanych kment kvasinek.
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Hodnoty HI byly vyssi u kmenQ Saccharomyces cerevisiae RIBM 2, 6, 11 Saccharomyces
pastorianus RIBM 139, 140, 146, 148, Debaryomyces hansenii DSM 70244, Rohodotrula
sp. RIBM A9, Torulaspora delbrueckii RIBM T1, T2 au Candida sp. RIBM C6. Kulturni
kmeny kvasinek produkovaly HI do 9 mg/I a divoké kmeny do 15 mg/l. Nalez produkce HI
kmene Candida sp. RIBM C6 se lisi s dosavadni degradaci BA tohoto kmene v popsanych
médii (Malt bujén/minerdlni médium s AMK/TYR) (Obrdzek 32, 33).
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Testované kmeny

Obrazek 32: Obsah HI v Malt Broth s pridavkem BA 0,07 % (w/v) po kultivaci
kulturnich kmenii kvasinek po dobu 48 hodin pri 30 °C + 2 °C
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Testované kmeny

Obrazek 33: Obsah HI v Malt Broth s pridavkem BA 0,07 % (w/v) po kultivaci
divokych kmenii kvasinek po dobu 48 hodin pri 30 °C £ 2 °C

Hodnoty SPM se pohybovaly v rozmezi 0,5-4,6 mg/l au SPD do 2,4 mg/l (nezobrazena
data).

7.6 Mineralni médium s biogennimi aminy

Ve varianté mineralni médium s kombinaci BA bylo detekovano mnoZstvi TYR v rozmezi
626,0-652,0 mg/l (Obrazek 34, 35). Pouze v tomto médiu byly hodnoty obsahu BA u vSech
supernatantl s kultivovanymi kmeny niZsi oproti kontrole. Kmen Zygosaccharomyces bailli
RIBM BS 197/B degradoval TYR nejvice (o vice jak 20 mg/l). Degradace TYR nastala 1
u kment Saccharomyces cerevisiae RIBM 6, Saccharomyces pastorianus RIBM 148,
Rohodotrula sp. RIBM A9, Torulaspora delbrueckii RIBM T1, které v jinych médiich TYR
produkovaly. Mezi dal$i degradujici kmeny, které degradovaly i v jinych médiich, patii
Saccharomyces cerevisiae RIBM 9, 10, 11, Saccharomyces pastorianus RIBM 145, 146,
147, Debaryomyces hansenii DSM 70244, Hanseniaspora uvarum RIBM A4, A7,
Kluveromyces marxianus RIBM km, Pichia fermentans RIBM KI Y., Torulaspora
delbrueckii RIBM T3, Zygosaccharomyces bailli RIBM BS 197/B, Candida sp. RIBM C6,
C7.
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Testované kmeny
Obrazek 34: Obsah TYR v minerdlnim médiu s pridavkem BA 0,07 % (w/v) po kultivaci
kulturnich kmenii kvasinek po dobu 48 hodin pri 30 °C + 2 °C
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Testované kmeny

Obrazek 35: Obsah TYR v mineralnim médiu s pridavkem BA 0,07 % (w/v) po kultivaci
divokych kmenu kvasinek po dobu 48 hodin pri 30 °C + 2 °C
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TR byl detekovan pouze u kulturnich kmend kvasinek do koncentrace 2,6 mg/l. PEA
produkovaly pouze dva kmeny Saccharomyces cerevisiae RIBM 2 (1,3+0,2 mg/l)
a Saccharomyces pastorianus RIBM 146 (1,8 £ 0,1 mg/l) (nezobrazena data).

V rozmezi 603,1-630,5 mg/1 byla detekovana koncentrace PUT (Obrdazek 36, 38). Opét jako
tomu bylo u TYR, veskeré kmeny PUT degradovaly o 7,0-34,4 mg/l. Nejvyssi degradace

dosahl kmen Hanseniaspora uvarum RIBM A4.
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Testované kmeny
Obrdazek 36: Obsah PUT v minerdalnim médiu s pridavkem BA 0,07 % (w/v) po kultivaci
kulturnich kmenii kvasinek po dobu 48 hodin pri 30 °C + 2 °C
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o Testované kmeny
Obrazek 37: Obsah PUT v minerdlnim médiu s pridavkem BA 0,07 % (w/v) po kultivaci
divokych kmenu kvasinek po dobu 48 hodin pri 30 °C + 2 °C

Obsahy CAD byly detekovany v rozmezi 1,8-2,8 mg/l pouze u kmenl Saccharomyces

cerevisiae RIBM 2, 6, 9 a Saccharomyces pastorianus RIBM 146 (nezobrazend data).

Obsah HI v supernatantu vSech kultivovanych kmena kvasinek byl nizsi oproti kontrole.
Nejvyssi degradace nastala u Zygosaccharomyces bailli RIBM BS 197/B o koncentraci HI
686,0 = 0,5 mg/l. Celkove kmeny degradovaly HI od 6 mg/l (Obrazek 38, 39).
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Testované kmeny
Obrazek 38: Obsah HI v minerdalnim médiu s pridavkem BA 0,07 % (w/v) po kultivaci
kulturnich kmenit kvasinek po dobu 48 hodin pri 30 °C + 2 °C
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Testované kmeny
Obrazek 39: Obsah HI v minerdlnim médiu s pridavkem BA 0,07 % (w/v) po kultivaci
divokych kmenu kvasinek po dobu 48 hodin pri 30 °C = 2 °C

Obsah SPM u sledovanych kmenti se pohyboval 2,6 mg/l a SPD do 1,9 mg/l (nezobrazena
data).
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7.7 Mineralni médium s tyraminem a kvasniénym extraktem

U minerdlni médium obohacené TYR akvasnicnym extraktem bylo prokazano, ze
kvasni¢né kmeny vyraznéji degraduji TYR (az o 35 mg/l) nez produkuji (do 8,5 mg/l)
Detekované obsahy TYR se pohybovaly od 627,5-671,9 mg/l. Mezi supernatanty, ketré ma;ji
obsah TY vyssi, patii ty se inokulovanymi kmeny Saccharomyces cerevisiae RIBM 2, 6,
Saccharomyces pastorianus RIBM 139, 140, 148, Rhodotorula sp. RIBM A9, Torulaspora
delbrueckii RIBM T1, T2 (Obrazek 40, 41). Ostatni pidy se zbylymi kmeny mély nizsi
obsah TYR oproti kontrole. Z téchto kment za prokazateln¢ degradujici TYR lze pokladat
vSechny kmeny kromé& Saccharomyces cerevisiae RIBM 9, Saccharomyces pastorianus

RIBM 147, Kluyveromyces marxianus RIBM km.
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Testované kmeny
Obrazek 40: Obsah TYR v mineralnim médiu s pridavkem TYR 0,07 % (w/v) a Yeast extraktu
0,1 % (w/v) po kultivaci kulturnich kmenii kvasinek po dobu 48 hodin p7i 30 °C £ 2 °C



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 72

C RIBM C7
KONTROLA [RERRRARRRARRRSRRISRRNS

< < N S o @ - N o < 0 ©
3y < < £ = < F F F F@m O
S = s s g S = = = = sa s
N @ @ @ D D O @ O @~ o
s ¥ ¥ p 2 @ ¥ ¥ ¥ ¥ 2 «
®» o5 D > x o o o A

a ¥ ¥ 2 ¢« F F F F N ©

& Testované kmeny

Obrazek 41: Obsah TYR v minerdlnim médiu s pridavkem TYR 0,07 % (w/v) a Yeast

extraktu 0,1 % (w/v) po kultivaci divokych kmenii kvasinek po dobu 48 hodin

pri30°C+2°C
Obsah TR byl detekovan do 2,5 mg/l a obsah PEA do 2,6 mg/l (nezobrazend data). PUT byl
detekovan v rozmezi hodnot 1,1-4,4 mg/l. Jako kmeny s vyssim obsahem PUT byly urceny
kmeny Saccharomyces cerevisiae RIBM 2, Rhodotorula sp. RIBM A9, Torulaspora
delbrueckii RIBM T1, T2 a Candida sp. RIBM C7 (Obrazek 42, 43).
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Testované kmeny

Obrazek 42: Obsah PUT v mineralnim médiu s pridavkem TYR 0,07 % (w/v) a Yeast
extraktu 0,1 % (w/v) po kultivaci kulturnich kmenii kvasinek po dobu 48 hodin
pri 30 °C+2 °C
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&Testované kmeny
Obrazek 43: Obsah PUT v mineralnim médiu s pridavkem TYR 0,07 % (w/v) a Yeast
extraktu 0,1 % (w/v) po kultivaci divokych kmenii kvasinek po dobu 48 hodin
pri 30 °C+2 °C
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CAD byl naméfen pouze u kmene Saccharomyces cerevisiae RIBM 3 (3,0 £ 0,1 mg/l)

a Kluyveromyces marxianus RIBM km (0,5 + 0,1 mg/l) (nezobrazena data).

Obsahy HI byly detekovany v obsahu 0,3-4,3 mg/l. Z vybranych kment kvasinek byl vyssi
obsah HI detekovan v médiich se zainokulovanymi kmeny Saccharomyces cerevisiae RIBM
2, Saccharomyces pastorianus RIBM 139, 140, 148, Rhodotorula sp. RIBM A9,
Torulaspora delbrueckii RIBM T1, T2, Candida sp. RIBM C6, C7, které lze povazovat za
kmeny produkujici TYR (kromé& kment Torulaspora delbrueckii RIBM T2 a Candida sp.
RIBM C6). Za degradujicimi kmeny byly oznaceny Saccharomyces cerevisiae RIBM 3,
Debaryomyces hansenii DSM 70244, Kluyveromyces marxianus RIBM km, Torulaspora
delbrueckii RIBM T3 (Obrdzek 44, 45).
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Testované kmeny
Obrazek 44: Obsah HI v mineralnim médiu s pridavkem TYR 0,07 % (w/v) a Yeast
extraktu 0,1 % (w/v) po kultivaci kulturnich kmenii kvasinek po dobu 48 hodin
pri 30 °C+2 °C
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Testované kmeny

Obrazek 45: Obsah HI v mineralnim médiu s pridavkem TYR 0,07 % (w/v) a Yeast
extraktu 0,1 % (W/v) po kultivaci divokych kmenu kvasinek po dobu 48 hodin
pri30°C+2°C

SPM byl detekovan v obsahu do 1,4 mg/l a SPD do 2,4 mg/l (nezobrazena data).

7.8 Mineralni médium s biogennimi aminy a kvasni¢nym extraktem

I prestoze je dané medium obohacené o kombinaci BA s kvasni¢nym extraktem, ktery je
zdrojem sacharidi, vys$si obsah TYR oproti kontrole bylo dosazeno pouze upud
s kultivovanymi kmeny Saccharomyces cerevisiae RIBM 2, 6, Saccharomyces pastorianus
RIBM 139, Rhodotorula sp. RIBM A9 a Torulaspora delbrueckii RIBM T1, T2 nejvyse
0 3,2 mg/l (Obrazek 46, 47). Ostatni kmeny TYR degradovaly a to az o 50 mg/1.
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Obrazek 46: Obsah TYR v mineralnim médiu s pridavkem BA 0,07 % (w/v) a Yeast
extraktu 0,1 % (w/v) po kultivaci kulturnich kmenii kvasinek po dobu 48 hodin
pri 30 °C+2°C
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Testované kmeny
Obrazek 47: Obsah TYR v mineralnim médiu s pridavkem BA 0,07 % (w/v) a Yeast extraktu
0,1 % (w/v) po kultivaci divokych kmenii kvasinek po dobu 48 hodin p7i 30 °C £ 2 °C

TR byl detekovan v rozmezi hodnot 2,2-3,6 mg/l. PEA byl prokdzan pouze u divokych

kmeni kvasinek, kde se jeho mnozstvi pohybovalo do 2,6 mg/l (nezobrazena data).
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Obsah PUT v médiich s inokulovanymi kmeny Saccharomyces cerevisiae RIBM 2, 6,
Saccharomyces pastorianus RIBM 139, 140, 148, Rhodotorula sp. RIBM A9, Torulaspora
delbrueckii RIBM T1, T2 byl vyssi oproti kontrole maximalné o 1,8 mg/l (Obrdzek 48, 49).
Ostatni kmeny PUT degradovaly o 10,9-48,4 mg/I1.
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Testované kmeny

Obrazek 48: Obsah PUT v mineralnim médiu s pridavkem BA 0,07 % (w/v) a Yeast extraktu
0,1 % (w/v) po kultivaci kulturnich kmenii kvasinek po dobu 48 hodin pri 30 °C + 2 °C
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Testované kmeny
Obrazek 49: Obsah PUT v mineralnim médiu s pridavkem BA 0,07 % (w/v) a Yeast extraktu
0,1 % (w/v) po kultivaci divokych kmenu kvasinek po dobu 48 hodin p7i 30 °C + 2 °C

CAD nebyl detekovan u Zadného z médii po kultivaci kvasnicnych kment.

HI byl detekovan u vSech médii v rozmezi 599,3-644,8 mg/l. Vyssi obsahy byly zjiStény
u supernatantit s kmeny Saccharomyces cerevisiae RIBM 2, 6, Saccharomyces pastorianus
RIBM 139, 140, 148, Rhodotorula sp. RIBM A9, Torulaspora delbrueckii RIBM T1, T2.
K produkci HI u zminénych kmenti doslo o maximalné 6,8 mg/l. Ostatni pidy po kultivaci
zbylych kmenti mély obsah HI niz8i. Rozdil v ubytku HI je vyS$si nez nartstu. K degradaci
doslo az o 34,5 mg/l (Kluyveromyces marxianus RIBM km) (Obrazek 50, 51).
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Testované kmeny
Obrazek 50: Obsah HI v mineralnim médiu s pridavkem BA 0,07 % (w/v) a Yeast extraktu
0,1 % (w/v) po kultivaci kulturnich kmenii kvasinek po dobu 48 hodin pri 30 °C = 2 °C
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Testované kmeny

Obrazek 51: Obsah HI v mineralnim médiu s pridavkem BA 0,07 % (w/v) a Yeast extraktu
0,1 % (w/v) po kultivaci divokych kmenii kvasinek po dobu 48 hodin p7i 30 °C + 2 °C

SPM byl detekovan v rozmezi do 3,1 mg/l a SPD do 2,2 mg/l (nezobrazené hodnoty).
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8 DISKUZE

Tato prace navazuje na dlouholety vyzkum v oblasti produkce BA a polyamint zejména
v pivu a syrech, kterym se zabyva vyzkumny tym odbornikt na Ustavu technologie potravin
Univerzity TomaSe Bati ve Zliné. Vystupem prace by méla byt odpovéd’ na otazku, zda je
mozné pridavkem uréitych kmena pivovarskych kvasnic dosahnout vyznamného snizeni
obsahu BA a polyaminti v pivu (v prostiedi), nebo jestli naopak nékteré kmeny nedisponuji
schopnosti vyssi koncentrace BA produkovat. Zvlasté alarmujici by pak byla produkce BA

kulturnimi kmeny kvasinek, které se do mladiny ptidavaji zdmérn¢.

Pouzita média byla Malt bujon a mineralni médium obohacené o predstavené suplementy
(Tabulka ¢. 6 v Kapitole 6.4). Mineralni médium simulovalo prostfedi obecné zivinové
chudé. Zamérem bylo sledovat chovani kvasinek, zda nebudou schopny BA vyuzit

v nehostinném prostiedi jako substrat.

Mineralni médium neobsahuje zadné cukry a disponuje jen velmi omezenym mnozstvim
dusikatych latek a zdrojem uhliku. Na rozdil od Malt bujonu se jedna skute¢né o Zivinové
velmi chudé prostiedi. Malt bujon je specialni ptidou uréenou pro kultivaci kvasinek a je
tvofen sladovym extraktem (zdroj sacharidd a uhliku) a peptonem (zdroj dusiku, peptidi
a uhliku). V mineralnim médiu byly tedy nejspi§ kvasinky nuceny lyzovat ¢ast své biomasy
pro ziskéani potfebnych Zivin pro svilj metabolizmus. Za optimalni koncentraci glukozy pro
produkci BA je povazovano mnozstvi 0,5-2,0 % (w/v) [43]. Cukry, jak je zminéno vySe,

mineralni médium nedisponuje.

Pti produkci BA je obecné dostupnost AMK, jako prekurzor BA a polyaminti, obecné
povazovana za dulezity faktor [43]. V pfipad¢ suplementace minerdlniho média pouze
o AMK pak existoval pfedpoklad, Ze by kvasinky se schopnosti dekarboxylazové aktivity
mohly AMK vyuzit jako prekurzory pro produkci téchto substanci. Tento predpoklad se
potvrdil. Na zakladé vysledkt této prace se zjistilo, Ze ptidavek AMK na hodnoty BA, které
vyprodukovaly testované kmeny, ma zdsadni vliv. Kdy v minerdlnim médiu obohaceném
pouze o AMK produkovaly kmeny BA v mnoZstvi do 1,7 mg/l a v Malt bujonu s AMK
dosahovaly hodnoty produkce do 4,8 mg/l u TYR, do 4,0 mg/l u TR, do 3,6 mg/l u PEA,
do 6,1 mg/l uPUT, do 1,5 mg/l u CAD, do 7,6 mg/l u HI, do 20,0 mg/l u SPM ado 11,2
mg/l u SPD. Tomuto poznatku odporuje vyzkum (Izquierdo-Pulido et al., 2000), ktery
sledoval souvislost mezi hodnotami tyrozinu a hladinou TYR v mladiné a mezi témito

hodnotami nebyla nalezena zadna spojitost [66].
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K produkci BA apolyamini nedoS$lo u mineralnich médiich obohacenych pouze o BA.
Vsechny kvasni¢né kmeny degradovaly TYR (az o £ 25 mg/l), PUT (az o + 30 mg/l) a HI
(az 0 =45 mg/1). U mineralniho média s TYR byla situace obdobnd, kdy vSechny kmeny
kromé Saccharomyces pastorianus RIBM 148 TYR degradovaly a to az o 55 mg/l. Zminény
kmen S. pastorianus RIBM 148 produkoval TYR ve velmi malém mnozstvi 3,4 mg/1.

U kment kultivovanych v minerdlnim médiu obohacenym o BA a kvasni¢ny extrakt byla

produkce BA velmi nizka (do 3 mg/l) a pouze u kment kmeny Saccharomyces cerevisiae
RIBM 2, 6, Saccharomyces pastorianus RIBM 139, 140, 148, Rhodotorula sp. RIBM A9,
Torulaspora delbrueckii RIBM T1, T2.

Potvrzena byla i teorie, ze v minerdlnim médiu budou kvasinky vice degradovat BA
a polyaminy oproti Malt bujonu, ktery je nutricné bohatsi a kvasinky nejsou ochotny

v takové mife vyuzivat BA jako zdroje dusiku.

Pro kvasni¢né kmeny, které by v zivnych médiich neprodukovaly vyznamné mnozstvi BA
a polyamind, a naopak v minerdlnim médiu by mély tendence obsah BA a polyaminy
sniZzovat, by mohly byt doporuceny pro hlavni i sekundarni kvaSeni piva, pii lezeni
v lezackych tancich. Pro zminéné pouZiti byly navrzeny kmeny Saccharomyces cerevisiae
RIBM 3, 9, 10, 11, Saccharomyces pastorianus RIBM 145, 146, 147 k dalSimu vyzkumu

potvrzeni této vlastnosti.

Studie (Landete et al., 2007) uvadi, Ze béhem alkoholového kvaSeni nebyla pozorovana
produkce BA u kment kvasinek S. cerevisiae, S. cerevisiae var. bayanus, S. cerevisiae var.
chevalieri, S. cerevisiae var. Steiner, Candida boidinii, Hanseniaspora guilliermondii,
Hanseniaspora uvarum, Hansenula mrakii, Pichia kluyveri, Pichia membranaefaciens,
Pichia pinu, Rhodotorula rubra [71]. Toto tvrzeni ale vyvraci cela fada jinych autora, ktefi
naopak tvrdi, Ze u zastupct téchto zminénych druht je potencial produkce BA [55] [62] [18]
[55] [31 [50] [72].

Tato prace nemlze tato tvrzeni zcela vyvratit ani podpofit. Pro potvrzeni schopnosti
produkce by bylo vhodné tento experiment doplnit molekularnimi metodami. Bylo
prokdzano, Ze zivinové sloZeni prostiedi ma zasadni vliv na metabolizmus mikroorganizmd,

kdy v jednom prostfedi mohou BA produkovat a v jiném degradovat [50].
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Takika ve vSech médiich (kromé& mineralniho média v kombinaci s TYR/BA) u konkrétnich
BA s detekovanou hodnotou kontroly (TYR, PUT, HI) byla prokdzéna produkéni schopnost
BA téchto kmen:

e  Saccharomyces cerevisiae RIBM 2

e Saccharomyces cerevisiae RIBM 6

e Saccharomyces pastorianus RIBM 139
e Saccharomyces pastorianus RIBM 140
e Saccharomyces pastorianus RIBM 148
e Rhodotorula sp. RIBM A9

o Torulaspora delbrueckii RIBM T1

o Torulaspora delbrueckii RIBM T2

Produkéni schopnost kulturnich kmenii kvasinek obecné dosahovala produkce do 10 mg/l,
u divokych kmeni byla produkce vyssi (az 15 mg/l). U ostatnich kmenii ve v§ech médiich
dochazelo nejcastéji k degradaci BA. Haasova (2006) ve své praci uvadi, Ze schopnost
degradovat TYR prokazaly S. cerevisiae RIBM 6, S. pastorianus RIBM 152, Debaryomyces
hansenii DSM 70244 a Kluyveromyces marxianus RIBM km [72]. S naSim zjiSténim
odporuje pouze kmen S. cerevisiae RIBM 6, ktery BA ptevazné produkoval (kromé
v mineralnich médiich s pfidavkem TYR/BA). To miZe byt zplsobeno rozdilnym
kultiva¢nim prostfedim. 1zquierdo-Pulido (1995) uvadi, Ze kmen S. cerevisiae var. uvarum
nema schopnost tvofit BA béhem kvaseni piva [57]. V prostiedich jako je Malt s BA a Malt
s TYR, které se prostfedi mladiny bliZi nejvice, ze zastupcii druhu S. cerevisiae produkovaly

BA kmeny S. cerevisiae RIBM 2, 6, 169, 140.

Z vysledkt této prace vypliva, ze veskeré kvasinky SPD 1 SPM témét neprodukuji. Vyssi
hodnoty SPD a SPM byly detekovany pouze u Malt Bujonu s piidavkem AMK (SPM 1,2-
19,9 mg/l; SPD 0,4-11,2 mg/l). Téchto vysokych hodnot dosahovaly kmeny Torulaspora
delbrueckii RIBM T1, Torulaspora delbrueckii RIBM T2, Debaryomyces hansenii DSM
70244, Hanseniaspora uvarum RIBM A4, A7, ze zéastupcti divokych kmena kvasinek.

Z kulturnich kmeni kvasinek to byly nejvice S. cerevisiae RIBM 2 a 6.

U zbylych 6 médii byla situace uplné jind, kdy detekované obsahy pro tyto dva polyaminy
se pohybovaly + 0-2 mg/l. Halasz et al. (1994) detekoval vyznamné mnozstvi SPD a SPM

u komer¢nich kment pivovarskych kvasinek [50].
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PEA a CAD nebyly detekovany u vSech médii po kultivaci kment kvasinek. V ptipad¢, ze
byla jejich pfitomnost prokazana, jejich koncentrace se pohybovala do 3 mg/I. Vyskyt téchto
BA v pivu byva spojovan zejména s procesem vyroby sladu [73]. V této praci produkovaly
PEA, CAD spolu s TR zejména kmeny S. cerevisiae RIBM 2, 3, S. pastorianus RIBM 145,
146, 148, Hanseniaspora uvarum RIBM A4, A7 a Kluyveromyces marxianus RIBM km
ato v koncentracich u TR do 4 mg/l, u PEA do 3,6 mg/l, u CAD do 3 mg/l a to napiic
vSemi médii.

Piekvapivym zjisténim bylo, ze 10 kment z 13 divokych kmeni kvasinek degraduje BA.
V praci Baumlisberger at al. (2015) potvrdili, ze kmen Debaryomyces hansenii ma
degrada¢ni schopnost BA. Také uvadi, ze produkce BA neni druhovou, ale kmenoveé
specifickou vlastnosti [74]. Toto tvrzeni podporuji 1 vysledky této prace, kdy ne vSechny
kmeny vyhradné produkuji/degraduji BA jako ukmend S. cerevisiae, S. pastorianus
a Torulaspora delbrueckii. Kmeny Candida sp. byly ozna¢eny jako kmeny degradujici BA.
Proti tomuto tvrzeni oponuje studie Qi et al. (2014), ktera prokazala, ze Candida versatilis

a Zygosaccharomyces rouxii jsou producenti TYR [75].

Opét je nutné poukdazat na rozdilnost slozeni prostiedi, ve kterém probihala kultivace a ktera
znacné¢ ovlivituje degradaci nebo tvorbu BA. Tato prace uz potvrdila, Ze staci ovlivnit pouze
jeden faktor (jako je zivinova skladba) a dekarboxylazova aktivita daného kmene se miize

zmeénit.

Kala¢ a Ktizek uvadéji, Ze mnozstvi HI, které mize vyvolat zdravotni potize u konzumenta
se pohybuje 8-40 mg/kg anad 100 mg/kg uz dochazi k tézkym otravam [44]. Produkce,
kterou bychom mohli, vzhledem k pfitomnosti etanolu v kone¢ném produktu, povazovat za
vyznamnou byla zvolena nad 2 mg/l pro HI v alkoholickych napojich. Tato hodnota byla
stanovena na zdklad¢ doporuceni Brinka (1990), ktery také pro TYR stanovil hranici 100
mg/l. Zadny ze sledovanych kmeni neprodukoval tak vyznamné TYR. Ale Produkce HI uz
byla vy$si neZ doporucené mnozstvi. Nejvice HI bylo detekovdno v Malt bujonu
s pfidavkem BA. Hodnoty obsahu HI se pohybovaly do 1,7 mg/l u mineradlniho média
s AMK, do 3,7 m/g uMalt buyjonu s TYR, do 2 mg/l uminerdlniho média s TYR
a kvasni¢nym extraktem, do 15,3 mg/l u Malt bujonu s BA a do 1,8 m/l u mineralniho média
s BA a kvasni¢énym extraktem. Pfi uvazeni, ze toxicita HI mtze byt zvySena pfitomnosti
amini CAD, PUT a TYR [57], je zde potencial zptisobeni poSkozeni zdravi u citlivého

jedince.
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Produkce TYR byla zjisténa do 4,8 mg/l u Malt bujonu s AMK, do 1,7 mg/l u mineralniho
média s AMK, do 16,4 mg/l u Malt bujonu s TYR, do 3,4 mg/l u mineralniho média s TYR,
do 8,5 mg/l uminerdlniho média s TYR a kvasnicnym extraktem, do 11,2 mg/l u Malt

bujonu s BA, do 3,2 mg/l mineralniho média s BA a kvasni¢nym extraktem.

PUT byl kvasniénymi kmeny produkovan v maximalni koncentraci do 6,1 mg/l u Malt
bujonu s AMK, do 1,6 mg/l u mineralniho média s AMK, do 7,9 mg/l u Malt bujonu s TYR,
do 1,2 mg/l uminerdlniho média s TYR, do 2,0 mg/l u mineralniho média s TYR
a kvasni¢nym extraktem, do 14,7 mg/l u Malt bujonu s BA a do 1,8 mg/l mineralniho média

s BA a kvasni¢nym extraktem.

Tato prace muze slouzit jako vychozi materidl pro dal§i posouzeni v oblasti monitoringu
dekarboxyldzové aktivity kmenti kvasinek, které se mohou ucastnit vyroby piva. Pro
potvrzeni zjisténych degradacnich schopnosti je dilezité podrobnéji prozkoumat chovani
sledovanych kment kvasinek v redlném prostiedi jako je mladina a prostfedi mladého piva.
Dalsi moznosti je potvrzeni vysledkii metodou PCR, ktera by potvrdila pfitomnost genu

kédujici enzymy pro degradaci BA.

Na kmeny Saccharomyces cerevisiae RIBM 2, 6, Saccharomyces pastorianus RIBM 139,
140, 148, Rohodotrula sp. RIBM A9, Torulaspora delbrueckii RIBM T1, T2 s potencidlem
produkce BA a polyamind, nelze nahlizet jako na nebezpecné kmeny ohrozujici zdravi
konzumenta. Tyto kmeny produkovaly BA v piijatelné mezi. Neopomenutelny je fakt, Ze

mezi hlavnimi producenty BA v pivovarstvi jsou zejména pediokoky a laktobacily [3].

vvvvv

prokézéno, ze odtranénim genu PEP4 v kvasinkach S. cerevisiae, ktery koduje proteindzu
A (enzym zodpovédny za produkci volnych AMK), doslo k vyraznému sniZzeni BA (cca o 25
%) [76]. Podnétem pro dalsi vyzkum v oblasti snizovani BA v pivu, by mohla byt aplikace
téchto kmenii neschopnych hydrolyzovat bilkoviny. V mladiné, nebo v mladém pivé mohou
volné AMK slouZit jako substrat jinym mikroorganismim (zejména bakteriim mlééného
kvaSeni). Potvrzenim je i tento experiment, ktery prokazal utilizaci AMK, ktera vedla

k vyrazné tvorbé BA a polyamint.

Vyznam vyroby potravin s niz§im obsahem BA je podstatny. Pfi volbé¢ kmene na vyrobu
piva by méla byt zohledilovana hned vedle schopnosti rychlosti mnozeni, miry rozkvaSovani
mladiny, tvorby aromatickych latek, pénivosti, schopnosti sedimentace aj. 1 schopnost

produkce/degradace BA a polyaminil v pivu.
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9 ZAVER

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

kvasinek za podminek in vitro v riizné€ suplementovanych mediich. Na zéklad¢ ziskanych

vysledkt pomoci HPLC s UV detekei bylo zjisténo ze:

Produkéni schopnost BA prokazaly kmeny Saccharomyces cerevisiae RIBM 2, 6,
Saccharomyces pastorianus RIBM 139, 140, 148, Rhodotorula sp. RIBM A9,
Torulaspora delbrueckii RIBM T1, T2. Mnozstvi vyprodukovanych BA se
pohybovalo do 10 mg/l, u divokych kmeni byla produkce do 15 mg/1.

Kmeny Saccharomyces cerevisiae RIBM 3, 9, 10, 11, Saccharomyces pastorianus
RIBM 145, 146, 147, Debaryomyces hansenii DSM 70244, Hanseniaspora uvarum
RIBM A4, A7, Kluyveromyces marxianus RIBM km, Pichia fermentans RIBM KI
Y4, Torulaspora delbrueckii RIBM T3, T4 se projevovaly jako degradujici. Po dal§im
ovéfeni této schopnosti v procesu kvaSeni piva by mohly byt kulturni kmeny
kvasinek zdmérné voleny s cilem redukovat obsah BA.

V nutri¢né chudych médiich, jako byla mineralni média s BA a mineralni média
s TYR, témé&f vSechny kvasni¢né kmeny degradovaly BA (TYR az do 50 mg/l, PUT
az do 30 mg/l, HI az do 50 mg/l).

V mineralnich médiich v porovnani s Malt bujonem doSlo k vyssi utilizaci BA.
Ptipadna produkce naopak byla detekovéna spiSe v zivnych médiich (Malt bujony

s/bez suplementace).

Z dosazenych vysledkl vyplyva, Ze mnozstvi BA, schopné ohrozit zdravi spotiebitele byla

stanoveno pouze u HI, kdy nejvyssi produkce 15 mg/l bylo dosaZzeno u Malt bujonu

obohaceného o BA.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
AGM  Agmatin

AMK  Aminokyselina

BA Biogenni amin

CAD Kadaverin

CKT Cylindrokonicky tank
FAN Free Amino Nitrogen
HI Histamin

N-latky Dusikaté latky

PEA 2-fenyletylamin

PUT Putrescin

ROS Reaktivni formy kysliku
SPD Spermidin

SPM Spermin

TR Tryptamin

TYR Tyramin
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extraktu 0,1 % (w/v) po kultivaci kulturnich kment kvasinek po dobu 48 hodin
PIL 30 CC E 2 PC ittt sttt et 73
Obrazek 43: Obsah PUT v minerdlnim médiu s pfidavkem TYR 0,07 % (w/v) a Yeast
extraktu 0,1 % (w/v) po kultivaci divokych kmentl kvasinek po dobu 48 hodin
PI1 30 CC 2 OC ittt st 73
Obrazek 44: Obsah HI v mineralnim médiu s piidavkem TYR 0,07 % (w/v) a Yeast
extraktu 0,1 % (w/v) po kultivaci kulturnich kmenti kvasinek po dobu 48 hodin
PIL 30 CC E 2 PC ittt ettt sttt 74
Obrazek 45: Obsah HI v mineralnim médiu s piidavkem TYR 0,07 % (w/v) a Yeast
extraktu 0,1 % (w/v) po kultivaci divokych kment kvasinek po dobu 48 hodin
PIL 30 CC 2 OC ittt sttt ettt et e see e 75
Obrazek 46: Obsah TYR v mineralnim médiu s pifidavkem BA 0,07 % (w/v) a Yeast
extraktu 0,1 % (w/v) po kultivaci kulturnich kmeni kvasinek po dobu 48 hodin
PIL 30 CC 2 OC ittt st e 76
Obrazek 47: Obsah TYR v mineralnim médiu s pifidavkem BA 0,07 % (w/v) a Yeast
extraktu 0,1 % (w/v) po kultivaci divokych kment kvasinek po dobu 48 hodin
PIL 30 CC 2 OC ittt st e 76
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Obrazek 48: Obsah PUT v mineralnim médiu s piidavkem BA 0,07 % (w/v) a Yeast
extraktu 0,1 % (w/v) po kultivaci kulturnich kment kvasinek po dobu 48 hodin
PIL 30 CC 2 OC ittt ettt ettt et sneebeeneesee s 77
Obrézek 49: Obsah PUT v mineralnim médiu s ptidavkem BA 0,07 % (w/v) a Yeast
extraktu 0,1 % (w/v) po kultivaci divokych kment kvasinek po dobu 48 hodin
PIL 30 CC 2 OC ittt ettt st 78
Obréazek 50: Obsah HI v mineralnim médiu s ptfidavkem BA 0,07 % (w/v) a Yeast
extraktu 0,1 % (w/v) po kultivaci kulturnich kment kvasinek po dobu 48 hodin
PIL 30 PC E 2 PC ittt sttt et 79
Obrazek 51: Obsah HI v mineralnim médiu s ptidavkem BA 0,07 % (w/v) a Yeast
extraktu 0,1 % (w/v) po kultivaci divokych kment kvasinek po dobu 48 hodin
PIL 30 CC 2 OC ittt ettt st ettt e s neeseenaenseenes 79
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