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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva dekarboxyldzovou aktivitou vybranych izolath kment laktobacill z
procesu vyroby piva (36 kmenil). Produkce biogennich amini (BA) byla sledovana za
podminek in vitro a ve sladin€. Studované izolaty nejhojnéji produkovaly tyramin (TYR).
Vzhledem Kk nedostatku studii zaméfenych na produkci BA zastupci Lactobacillus
buchneri, bylo vramci této prace realizovano sledovani kinetiky produkce tyraminu
ovlivnéné testovanymi faktory (teplota kultivace, piidavky testovanych koncentraci
etanolu a smési izo-a-hotkych kyselin). Pro tyto Gcely byl vybran kmen Lb. buchneri
RIBM 2-9. Kmen vykazoval produkci tyraminu v toxikologicky vyznamném mnozstvi v
ramci vySe uvedeného prvotniho skriningu (TYR 332,8+23,4 mg/l). BA a polyaminy byly
stanoveny pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s UV detekcei s predkolonovou
derivatizaci dansylchloridem. Nejvyssi mnozstvi TYR bylo zjisténo v supernatantech po
kultivaci kmene pti 30 °C s ptidavkem 2 % (v/v) etanolu a 5 mg/l hotkych chmelovych
latek. V pfipad€ rozvoje kmene v redlném prosttedi piva by mohl testovany kmen

kumulaci TYR ohrozit zdravi spotiebitele.

Kli¢ova slova: biogenni aminy, polyaminy, dekarboxylace, Lactobacillus buchneri, pivo.



ABSTRACT

This thesis was dealing with the decarboxylase activity of selected lactobacilli isolates
from the production of beer (36 strains). The formation of biogenic amines (BA) was
observed at in vitro conditions and after the cultivation in sterilized wort. The most
abundantly produced BA in the tested strains was tyramine (TYR). Due to lack of studies
focused on the kinetics of BA production in representatives of Lactobacillus buchneri it
was realized the observation of TYR production influenced by tested factors (different
cultivation temperatures; the addition of tested concentrations of etanol and mixture of izo-
alpha-bitter acids). For this purposes the strain Lb. buchneri RIBM 2-9 was selected. The
strain that was able to produce toxicologically significant amounts of TYR in the frame of
above mentioned preliminary screening (TYR 332,8+£23,4 mg/l). BA and polyamines were
analyzed by high performance liquid chromatography with UV detection after the
precolumn dansyl chloride derivatization. The highest concentration of TYR was detected
in supernatant after the cultivation at 30 °C in media with 2 % (v/v) ethanol and 5 mg/I
biter hop substances. In the case of the strain development in the real food matrix of beer,

the tested strain can be able to endanger consumer health.

Keywords: biogenic amines, decarboxylation, Lactobacillus buchneri, beer.
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UvVOD

V ramci technologické praxe pti vyrobé, zpracovani a skladovani potravin se klade diiraz
predevsim na kvalitu, bezpecnost a zdravotni nezavadnost s cilem zarucit ochranu zdravi
spotiebiteld. Nezddouci latky mohou vznikat pfimo v potravinach v disledku metabolické
aktivity mikroorganizmi. K témto latkdm se tadi i biogenni aminy, které jsou sice
nezbytné pro fadu fyziologickych pochodii v lidském organizmu, nicméné jejich nadmérny
pifijem potravou je pro Cloveéka toxicky (Karovi¢ova a Kohajdova, 2005, s. 71; Silla-

Santos, 1996, s. 223).

Biogenni aminy vznikaji dekarboxylaci volnych aminokyselin ¢innosti nativnich ¢i
mikrobidlnich enzymi, kterymi disponuje jak kulturni, tak kontaminujici mikroflora.
Tvorbu téchto latek 1ze tedy ocekavat prakticky ve vSech potravinach obsahujici bilkoviny
a volné aminokyseliny. Rizikovymi jsou pifevazné potraviny fermentované, u kterych
mohou byt biogenni aminy tvofeny v toxikologicky zavaznych koncentracich (Ercan,
Bozkurt a Soysal, 2013, s. 395-398; Marino et al., 2008, s. 540; Silla-Santos, 1996, s. 215-
219).

Pivo je svym sloZenim nepiiznivé pro rozvoj mikroorganizmi. Negativné ptsobi nizké pH,
nizky obsah Oy, pfitomnost COz, hotkych latek a etanolu. Témto vliviim odolavéa pouze
maly pocet rezistentnich kmentli, mezi které nalezi mlé¢né baterie. Zastupci rodii napf.
Lactobacillus vynikaji toleranci vi¢i chmelovym hotkym latkdm, a tudiz mohou v daném
prostiedi rist a mnozit se. Laktobacily jsou tedy nejobavanéjsi kontaminaci pivovarského
procesu. Nicméné piitomnost laktobacilli pfi vyrobé belgickych piv vyrabéné spontannim
kvaSenim se nebere jako negativni jev (Basafova et al., 2010, s. 323-332; Spitaels et al.,
2014, s. €95384).

Mezi hlavnimi producenty biogennich amint v pivu se fadi pravé laktobacily. Z divodu
pfitomnosti biogennich aminu a etanolu muze konzumace piva vést ke zdravotnim

problémim (Loret, Deloyer a Dandrifosse, 2005, s. 519-520).
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1 DEKARBOXYLAZOVA AKTIVITA MIKROORGANIZMU

1.1 Tvorba biogennich amini v potravinach

Mikrobidlni dekarboxylace aminokyselin patii k nejbéznéjsim zplsobim syntézy

biogennich amint (BA) v potravinach (Marino et al., 2008, s. 540; Shalaby, 1996, s. 675).

Volné aminokyseliny, prekurzory BA jsou v potravinach bud’ pfimo obsaZeny, nebo jsou
uvolnovany z proteinti autolytickou ¢i bakteridlni proteolyzou (Karovicova a Kohajdova,
2005, s. 71). Syntéza BA pak probiha odstépenim a-karboxylové skupiny za vzniku
ptislusného aminu (Ercan, Bozkurt a Soysal, 2013, s. 395; Shalaby, 1996, s. 680), jak je

n4zorné uvedeno na Obr. 1.

R—CHNH, COOH —» R CH,NH, + CO,

Obr. 1: Dekarboxylace aminokyselin (upraveno dle Fadda,
Vignolo a Oliver, 2001, s. 2015).

Dekarboxylaci vznikaji pouze primarni aminy: histamin, tryptamin, fenyletylamin,
tyramin, kadaverin a putrescin (Kohajdova, Karovicova a Greif, 2008, s. 31; Santos et al.,
2003, s. 595). Mikroorganizmy a rostliny mohou produkovat putrescin alternativni cestou z
argininu pies agmatin (Ercan, Bozkurt a Soysal, 2013, s. 396). Z putrescinu ¢innosti
enzymu spermidinsyntazy a sperminsyntazy vznikaji polyaminy spermidin a spermin. K
tomu je zapotfebi aminopropyl, ktery poskytuje S-adenosylmetionin (Kumar et al., 1997, s.
124-125; Larqué, Sabater-Molina a Zamora, 2007, s. 88).

Na vzniku BA zminénou cestou (Obr. 1) se podili enzymy, dekarboxylazy (EC 4.1.1.x).
Piivod téchto enzymii mize byt endogenni, tj. pfirozen¢ se vyskytujici v potravinach, nebo
jak jiz bylo zminéno, mohou pochazet z ¢innosti dekarboxylaza-pozitivnimi mikroflory
(Ozogul a Ozogul, 2007, s. 385). Tyto enzymy jsou specifické na L-formu aminokyselin a
jejich zvysenou aktivitu Ize pozorovat zejména u bakterii (Kohajdova, Karovicova a Greif,
2008, s. 31). Jedna se pfedev§sim o cetné druhy hnilobnych bakterii, ale také o zastupce
bakterii mlééného kvaseni (BMK) (Kalag, Svecova a Pelikanova, 2002, s. 349; Sméla et
al., 2004, s. 432).
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Mezi dekarboxylaza-pozitivnimi bakteriemi muizeme nalézt zastupce z rodu Bacillus,
Clostridium, Pseudomonas a Photobacterium, rody z ¢eledi Enterobacteriaceae jako napf.
Citrobacter, Klebsiella, Escherichia, Proteus, Salmonella, Shigella, rody z c¢eledi
Micrococcaceae, jako je Staphylococcus, Micrococcus a Kocuria (Ercan, Bozkurt a
Soysal, 2013, s. 397).

Z BMK pak mohou byt schopny aminogenni aktivity zastupci rodt Lactobacillus,
Enterococcus, Carnobacterium, Pediococcus, Lactococcus a Leuconostoc, u kterych lze
pozorovat schopnost dekarboxylace jedné ¢i vice aminokyselin (Ercan, Bozkurt a Soysal,
2013, s. 397). Dekarboxylazova aktivita je povazovana za vlastnost, ktera je spise kmenové
zavisla (Fernandez, Linares a Alvarez, 2004, s. 2521). Dekarboxylaza-pozitivni
mikroorganizmy mohou byt bud’ soucasti ptirozené/startérové mikroflory potravin anebo
mohou byt vneseny kontaminaci pfed, béhem nebo po procesu vyroby potravin (Bover-Cid
et al., 2003, s. 477).

Bakterialni produkce amint prostfednictvim dekarboxylace aminokyselin je zavisla na
mnoha faktorech. Mezi né jednozna¢né patii dostupnost aminokyselin (prekurzort) v
substratu, ptitomnost kmeni bakterii schopnych produkce BA, piiznivé podminky pro
jejich rust a jejich dekarboxylazovou aktivitu (Ercan, Bozkurt a Soysal, 2013, s. 397;
Marino et al., 2008, s. 540; Spano et al., 2010, s. 96). Dale je také aminogenni aktivita
ovlivitovana vn¢j$imi Ciniteli, mezi které patii: teplota, pH prostiedi, aero- a anaerobioza,
oxida¢né-redukéni potencial, zdroj uhliku (napt. gluko6zy), pfitomnost ristovych faktort,
rastova faze bunék, vodni aktivita (ay), koncentrace NaCl a etanolu, pfitomnost sacharidi a
fenolickych sloucenin (Burka et al., 2012, s. 213; Bunkova et al., 2010, s. 5; Fernandez et
al., 2007, s. 1400). Takové faktory maji vliv na syntézu a aktivitu enzymil (Fernandez et
al., 2007, s. 1400).

Mimo jiné jsou BA produkty bézné metabolické aktivity rostlin a zivocicht (Costantini et
al., 2009, s. 10664; Ercan, Bozkurt a Soysal, 2013, s. 395; Sm¢la, 2004, s. 432). V Zivych
bunikach maji dalezitou metabolickou roli (Lonvaud-Funel, 2001, s. 9). Pokud aminy
vznikaji ptisobenim zivych organizmt dekarboxylaci aminokyselin, jsou oznacovany jako

biogenni (Shalaby, 1996, s. 675).
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1.2 Biogenni aminy

Mezi BA se tadi histamin, tryptamin, fenyletylamin, tyramin a kadaverin (Karovic¢ova a
Kohajdova, 2005, s. 70; Santos et al., 2003, s. 595). Kadaverin je jiz nékterymi autory
fazen mezi polyaminy (Lozanov, Petrov a Mitev, 2004, s. 201). Mnoho nazvi BA je
odvozeno z oznaceni aminokyselin, ze kterych pochazi. Naptiklad aminokyselina histidin
je dekarboxylovana na histamin, tryptofan na tryptamin, fenyletylalanin na fenyletylamin a
tyrozin na BA tyramin (Ercan, Bozkurt a Soysal, 2013, s. 396; Karovi¢ova a Kohajdova,
2005, s. 71)

1.2.1 Chemicka struktura

BA jsou nizkomolekularni dusikaté organické baze vykazujici biologickou aktivitu (Ercan,
Bozkurt a Soysal, 2013, s. 395; Halasz, Barath a Holzapfel, 1999, s. 418). Prekurzory,

chemicka struktura a klasifikace BA je uvedena v Tab. 1.

Tab. 1: Prekurzory, chemicka struktura a Klasifikace BA (upraveno dle Juneja a Sofos,
2010, s. 249).

prekurzor biogenni amin chemicka struktura klasifikace
CH,CH,NH,
N heterocyklicka,
histidin histamin ( \ monoamin
N
H
CH,CH,NH,
. heterocyklicka,
tryptofan tryptamin A\ monoamin
N
H
CH,CH,NH,
fenylalanin fenyletylamin aromatlclfa,
monoamin
CH,CH,NH,
tyrozin tyramin aromaticka,
monoamin
OH
alifaticka,

lyzin kadaverin HN. ~ ~_ NH, diamin




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

BA ve své molekule obsahuji jednu nebo vice aminoskupin (Cai et al., 2014, s. 9). Podle
chemické struktury se déli na alifatické, aromatické a heterocyklické (Izquierdo-Pulido et
al., 1996, s. 3159).

1.2.2 Vyskyt v potravinach

Celkové mnozstvi vytvorenych BA zavisi zejména na povaze potravin a piitomnych
mikroorganizmu (Silla-Santos, 1996, s. 214).

BA jsou béznou soucasti potravinaiskych vyrobku (Silla-Santos, 1996, s. 214). V
potravinach jsou jednak piirozené piitomny, jako soucast bunéénych struktur rostlin ¢i
zivocicht, nebo také mohou vznikat v procesu vyroby a skladovani potravin jako vysledek

metabolického plisobeni mikroorganizmt (Greif, Greifova a Karovicova, 2006, s. 21).

Vysoké hladiny BA mizeme pozorovat v potravinach, jako jsou napf. ryby, vyrobky z ryb,
fermentované potraviny (maso, mlé¢né vyrobky a zelenina), vino a pivo (Landete et al.,

2007, s. 259; Spano et al., 2010, s. 95).

Ptitomnost vysSich koncentraci BA v nefermentovanych potravinach slouzi jako indikatory

kazeni (Ercan, Bozkurt a Soysal, 2013, s. 398; Spano et al., 2010, s. 96).

1.2.3 Fyziologické a toxikologické ucinky biogennich aminu

V eukaryotickych bunikach je biosyntéza BA nezbytna, jelikoz funguji jako prekurzory pro
syntézu hormont, alkaloidl, nukleovych kyselin a proteinti. Nékteré BA plni funkce

neurotransmitert (Spano et al., 2010, s. 96).

V lidském téle jsou BA dilezité z hlediska ptijmu vyZivy, regulace télesné teploty, snizeni
nebo zvySeni krevniho tlaku (Karovicova a Kohajdova, 2005, s. 70; Standarova et al.,
2009, s. 189). Naptiklad histamin ovlivituje krevni tlak a sekreci Zalude¢ni §t'avy. Tyramin
ma vliv na kontrakci hladkého svalstva a také na krevni tlak. Tyramin miize plsobit
dokonce jako antioxidant. Antioxidacni ucinek je podminény amino i hydroxyskupinami a

s koncentraci tyraminu nartista (Kohajdova, Karovicova a Greif, 2008, s. 36-37).

V prokaryotickych bunkéach lze vyznam produkce spatfovat v obranném mechanizmu proti
prekyseleni buinky, kdy bakterie produkuji bazické BA, aby alkalizovaly pfili§ kyselé
rustové prostfedi. Syntéza BA je také mozny zpisob ziskavani energie, predev§im pro
anaerobni mikroorganizmy (Ercan, Bozkurt a Soysal, 2013, s. 396; Spano et al., 2010, s.
95-96).
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Navzdory dulezitym fyziologickym uc¢inkim muize konzumace potravin s vysokym
mnozstvim BA zpusobit nezadouci zdravotni komplikace (Ercan, Bozkurt a Soysal, 2013,
s. 397; Kalac¢, Hlavata a Kiizek, 1997, s. 209). Ve vysokych koncentracich se tyto latky
chovaji jako psychoaktivni a vazoaktivni (Choi et al., 2012, s. 767). Psychoaktivni aminy
ovlivituji centralni nervovy Systém plsobenim na neurotransmitery a vazoaktivni aminy
pusobi na cévni systém (Shalaby, 1996, s. 676). Za nejvice toxické jsou povazovany
aromatické aminy: histamin a tyramin. (Dadakova, Kiizek a Pelikanova, 2009, s. 365;
Tang et al., 2009, s. 507).

Histamin zplsobuje nejcastéji alimentarni intoxikace (Juneja a Sofos, 2010, s. 260).
Farmakologické ucinky se projevuji vazbou na receptory bunécnych membran, které se
nachazeji v kardiovaskularnim systému a v riznych sekre¢nich Zlazach (Shalaby, 1996, s.
676). Mezi priznaky patii: bolesti hlavy, nizky krevni tlak, buSeni srdce, otoky, zvraceni a

prijem (Landete et al., 2007, s. 259).

Za nejucinnéjsi vazoaktivni BA je povazovan tyramin (Kohajdova, Karovicova a Greif,
2008, s. 39). Jeho ucinek spocéiva v nepfimém uvoliovani noradrenalinu od sympatického
nervového systému, ktery zpiisobuje zvySeni krevniho tlaku, a tim 1 zvySeni srde¢niho
vykonu (Shalaby, 1996, s. 678). Symptomy hypertenzni krize se projevuji silnou bolesti
hlavy, busenim srdce, nevolnosti, pocenim, zmatenosti, ztuhlosti krku, nebo v krajnim
piipadé mohou vyvrcholit mrtvici (Juneja a Sofos, 2010, s. 263). Dale tyramin rozsifuje
zorni¢ky, zpusobuje zvySené slinéni, slzeni, dychani a podporuje narust obsahu cukru v

krvi (Shalaby, 1996, s. 676-678).

Natizeni Komise (ES) 2073/2005 stanovuje limit pro histamin v rybach a produktt
rybolovu z druhl ryb (zejména druhy ryb celedi Scombridae, Clupeidae, Engraulidae,
Coryfenidae, Pomatomidae, Scombresosidae) do 200 mg/kg (Evropska unie, 2005). U
ostatnich potravin byly maximalni limity pouze doporuceny nebo navrzeny. Napiiklad je
pokladdno za bezpecné mnoZstvi 2 mg histaminu na litr alkoholického napoje. Obecné
plati, Ze v alkoholickych napojich se za toxickou davku povazuje mnozstvi 8-20 mg/l pro

histamin a 25-40 mg/l pro tyramin (Spano et al., 2010, s. 97).

Maximalni pfipustnd Groven histaminu a tyraminu v potravinidch by méla byt v rozmezi
50-100 mg/kg a 100-800 mg/kg. Mnozstvi vice nez 1080 mg/kg tyraminu je povazovano
za toxické (Kerry a Kerry, 2011, s. 485; Silla-Santos, 1996, s. 224).
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Urceni ptfesného prahu toxicity BA je velmi obtizné, nebot’ toxicka davka je siln¢ zavisla
na detoxikac¢nich mechanizmech kazdého jednotlivce a ptitomnosti jinych amina (Silla-

Santos, 1996, s. 224).

Nizsi koncentrace BA pfijaté stravou mohou byt lidskym organizmem bez problémi

metabolizovany, jsou-li uc¢inné detoxika¢ni mechanizmy, které se nachdzi ve stievnim

traktu (Silla-Santos, 1996, s. 223).

Hlavni roli v detoxika¢nim systému maji enzymy monoaminooxidazy (MAO) a
diaminooxidazy (DAOQ). Principem je degradace BA na fyziologicky méné aktivni formu
(Ercan, Bozkurt a Soysal, 2013, s. 397).

Nadmérny piijem BA v potravinach vSak zatizi detoxikacni systém natolik, Ze pak neni
schopen dostate¢né rychle tyto latky degradovat a jsou hromadény v téle. K této situaci
dochazi 1 v ptipad¢ alergii, pfi nedostatecné aktivit¢ MAO a DAO, u lidi se zaZzivacimi
problémy a u pacientd uzivajicich 1éky s ucinkem inhibitori MAO a DAO. (Ercan,
Bozkurt a Soysal, 2013, s. 397; Karovicova a Kohajdova, 2005, s. 72; Silla-Santos, 1996,
S. 223-224). Jako inhibitor enzym MAO pusobi také etanol, ktery timto snizuje G¢innost
detoxikacniho sytému (Buiatti et al., 1995, s. 199; Lonvaud-Funel, 2001, s. 9).

1.3 Polyaminy

Polyaminy byly diive fazeny mezi BA, ale od roku 1990 byly klasifikovany jako
samostatnd skupina na zékladé¢ svého specifického fyziologického vyznamu a tvorby
alternativni metabolickou cestou (Drackova et al., 2009, s. 121; Komprda et al., 2008, s.
29). Mezi polyaminy se fadi putrescin, spermidin, spermin a pfipadné agmatin (Larqué,

Sabater-Molina a Zamora, 2007, s. 87; Ozdestan a Uren, 2010, s. 101).

1.3.1 Chemicka struktura

Polyaminy jsou alifatické molekuly s aminoskupinami, které jsou pfitomné ve vSech
jadro, kde se zapojuji do procesu transkripce a translace (Larqué, Sabater-Molina a
Zamora, 2007, s. 87). Polyaminy jsou latky ve vodé rozpustné a diky tomu mohou tvofit
vodikové mustky s molekulami rozpoustédel (vody a alkohold) (Kumar et al., 1997, s. 124;
Larqué, Sabater-Molina a Zamora, 2007, s. 87).

Prekurzory, chemicka struktura a klasifikace polyamint je uvedena v Tab. 2.
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Tab. 2: Prekurzory, chemicka struktura a Kklasifikace polyaminii (upraveno dle Juneja a
Sofos, 2010, s. 249).

prekurzor polyamin Chemicka struktura klasifikace

ornitin,

arginin, : HN_ o~ alifaticka,

agmatin putrescin NH, diamin

putrescin, o 1
. - H.N NHM alifaticka,

spermin  spermidin 2N~ NH, polyamin

putrescin, . H,N NH ~ alifaticka,
spermidin  >Pem" TN NH " NH, polyamin

1.3.2 Vyskyt v potravinach

Jednim ze tfi moznych zdroju polyamini jsou pravé potraviny. Kromé potravin se
polyaminy tvofi pfimo v lidském téle v dusledku dekarboxylazové aktivity stfevni
mikrofléry anebo intracelularni de novo syntézy. Na této syntéze se ucastni nékolik
enzymu, z nichz nejvyznamnéj$i je enzym ornitindekarboxylaza (Gugliucci, 2004, s. 25;
Pinto a Ferreira, 2015, s. 440; Plaza-Zamora et al., 2013, s. 524).

Polyaminy se nachazeji nejen v potravinach rostlinného pivodu: ovoce a zelenina, ale i
zivocisného puvodu: mléko, vejce, maso a ryby (Larqué, Sabater-Molina a Zamora, 2007,
S. 92). Vys8i obsah spermidinu ve srovnani se sperminem je typicky pro potraviny
rostlinného plivodu. U potravin Zivoc¢iSného piivodu je tomu naopak (Drackova et al.,

2009, s. 121).

Zatimco obsah putrescinu se zvySuje cinnosti mikroorganizmi béhem nevhodného
skladovani a vyroby potravin zivocisného puvodu, polyamin spermidin a spermin
pochazeji zejména ze vstupnich surovin, jako jsou napt. obiloviny, brambory, ovoce a
zelenina, dale pak Cerstvé maso (Drackova et al., 2009, s. 121; Krausova et al., 2008, s.

1008).

1.3.3 Fyziologické a toxikologické uc¢inky polyamini

Polyaminy hraji dulezitou roli ve fyziologii savcl, jako je bunécna proliferace a

diferenciace (Ozdestan a Uren, 2010, s. 101).
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Fyziologicka funkce souvisi se specifickou strukturou polyamind, konkrétné na velikosti
pozitivniho elektrického naboje na primarnich a sekunddrnich aminoskupinach molekuly.
(Larqué, Sabater-Molina a Zamora, 2007, s. 87; Linsalata a Ruso, 2008, s. 383). Naboj se
tvofi protonizaci aminoskupin molekul pfi fyziologickém pH (Kumar et al., 1997, s. 124;
Larqué, Sabater-Molina a Zamora, 2007, s. 87). Diky tomu mohou polyaminy pusobit jako
vicelaterarni ligandy. Tato skuteCnost umoziuje polyaminim interagovat s negativné
nabitymi slozkami. Z toho vyplyva, ze Vv regulaci riznych biologickych procesti se za
nejvice UCinny polyamin jevi spermin a naopak nejméné putrescin (Larqué, Sabater-
Molina a Zamora, 2007, s. 87; Linsalata a Ruso, 2008, s. 383). Polyaminy slouzi jako
elektrostatické mosty napf. mezi negativnimi fosfaty nukleovych kyselin, a tim se tedy

polyaminy podili na jejich regulaci (Onal, 2007, s. 1476-1477; Shah a Swiatlo, 2008, s. 4).

Dale se polyaminy podili na stabilizaci membran a syntéze bilkovin, jelikoZ mohou byt
vazany na struktury membran, jako jsou fosfolipidy zejména v erytrocytech (Larqué,

Sabater-Molina a Zamora, 2007, s. 87; Onal, 2007, s. 1476-1477).

Putrescin, spermidin a spermin inhibuji oxidaci polyenovych mastnych kyselin a tento
ucinek koreluje s pocétem aminoskupin. Kadaverin a putrescin stabilizuji biologicky
vyznamné makromolekuly (nukleové kyseliny), subcelularni struktury (ribozomy) a déle
stimuluji bunééné déleni (Kohajdova, Karovi¢ova a Greif, 2008, s. 36-37). Spermidin a

spermin maji také podil na vyvoji stievni tkan¢ (Silla-Santos, 1996, s. 222).

V rostlinach se putrescin, spermidin a spermin ucastni na déleni bunék, kveteni, vyvoji

plodu, reakce na stres a starnuti (Halasz, Barath a Holzapfel, 1999, s. 418).

Kromé& mnoha prospésnych ucinkli bylo prokazano, ze hladina polyamint v bunkéach je
také spojovana s nemocemi, jako je napi. rakovina (Buyukuslu et al., 2014, s. 541).
Detoxika¢nim mechanizmem jsou polyaminy nejprve acetylovany a nasledné oxidovany

DAO nebo polyaminooxidazy (Karovi¢ova a Kohajdova, 2005, s. 72).

Kromé samotného pusobeni nadbytku, mohou sekundarni aminy, jako je putrescin a

kadaverin reagovat s dusitanem za vzniku karcinogennich nitrosamini (Spano et al., 2010,
s. 96).

Putrescin a kadaverin mulzZe zvySit negativni U¢inek jinych amini a zesilit projevy

intoxikace (Costantini et al., 2009, s. 10664; Tang et al., 2009, s. 507).
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2 BIOGENNI AMINY A POLYAMINY PRITOMNE V PIVU

Ptitomnost BA a polyamini v alkoholickych napojich je dulezitd z toxikologickych
divodu. Vysoka mnozstvi téchto sloucenin (8-20 mg/l histaminu a 25-40 mg/l tyraminu)
mohou vést ke zdravotnim problémim. Jejich nadmérny pfijem je obvykle zpisoben
velkou spotiebou piva béhem kratkého casového useku (Kala¢ a Kiizek, 2003, s. 123;
Spano et al., 2010, s. 97). Ro¢ni statisticka spotieba piva pfesahuje v né€kolika zemich
(Ceska Republika, Irsko, Rakousko, Némecko, Belgie) 100 | na osobu (Colen a Swinnen,
2011, s. 7; Kala¢ a Ktizek, 2003, s. 123).

U pacientt, ktefi byli 1é¢eni 1éky blokujicimi MAO (uzivané hlavné v psychiatrii) byla po
konzumaci piva pozorovdna hypertenzni krize. Pro tyto pacienty je povazovan za
nebezpetny piijem >6 mg tyraminu béhem 4 hodin nebo konzumace piva s obsahem
tyraminu >10 mg/l. Alkohol a ptitomnost dalsich BA v pivu mohou umociovat G¢inky
tyraminu (Kala¢ a K#izek, 2003, s. 124). Nicmén¢ u zdravych jedinct nepfedstavuje riziko
mnozstvi <10 mg/l. Konzumace piva s vy$§im obsahem tyraminu miZe vyvolat bolesti
hlavy u lidi nadchylnych k migrénam (Kala¢ a Ktizek, 2003, s. 124).

Vyskyt jednotlivych aminii v pivu je zavisly na pouzitych surovinach, na zpisobu vafeni
piva a jeho Upravach. K mikrobidlni kontaminaci dekarboxylaza-pozitivni mikroflorou
mize dojit béhem procesu vareni nebo skladovani. Polyaminy jsou v pivu povazovany za

ptirozené ptitomné slozky (Kala¢ a Ktizek, 2003, s. 123-124).

Nejcastéji se v pivu vyskytuje histamin, fenyletylamin, tyramin a putrescin (Tang et al.,
2009, s. 507). Tyramin je povazovan za nejhojné&ji zastoupeny BA v pivu. Vyssi hladiny
histaminu a tyraminu byly pozorovany u piv s vyssi kyselosti, ktera jsou vhodna pro
¢innost BMK. Nejvyssi troven histaminu, tryptaminu, fenyletylaminu a tyraminu byla
zaznamenana u spontanné kvasenych belgickych a svrchné kvaSenych piv. Tyto druhy piva
predstavuji nejvyssi toxikologické riziko u pacientl 1é¢enych inhibitory MAO (Kala¢ a
Kfizek, 2003, s. 124-125).

Byl navrzen bezpecnostni limit pro piijem BA pivem na 20 mg/l pro soucet: histamin +

fenyletylamin + tyramin + kadaverin (Kala¢ a Kiizek, 2003, s. 124-125).
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2.1 Vyskyt biogennich amint a polyamini v surovinach pro vyrobu piva

Mezi suroviny pro vyrobu piva patii slad, chmel, voda a pivovarské kvasnice (Jaykus,

Wang a Schlesinger, 2009, s. 169-170).

V jemeni pro vyrobu sladu byl detekovan tyramin, putrescin, spermidin, spermin a
agmatin (Gloria a lzquierdo-Pulido, 1999, s. 130; Ercan, Bozkurt a Soysal, 2013, s. 401-
402).

Je¢ny slad je hlavnim zdrojem putrescinu, spermidinu, sperminu a agmatinu (Ercan,
Bozkurt a Soysal, 2013, s. 402; Kala¢ a Kiizek, 2003, s. 125). Na hladinu zminénych
amini méla ve studii Halasz, Barath a Holzapfel (1999, s. 423) vyznamny vliv kvalita a
odrida sladu. Autofi Izquierdo-Pulido, Vidal-Carou a Marine-Font (1993, s. 1027-1032)
uvadi obsah putrescinu v je¢ném sladu piiblizné 40 mg/kg. Kala¢, Hlavata a Kiizek (1997,
s. 212) vsak detekovali vyssi obsah putrescinu v rozmezi 61-84 mg/kg. Tito autofi dale
uvadi, ze slad obsahoval pomérné vysoka mnozstvi histaminu 7-17 mg/kg a tyraminu 20-
24 mg/kg (Kalag, Hlavata a Ktizka, 1997, s. 212).

Podle Kalace a Kiizka (2003, s. 125) se v chmelu vyskytuje putrescin spermidin, spermin a
agmatin v niz§ich koncentracich nez ve sladu a kvasnicich. Nicméné Ercan, Bozkurt a
Soysal (2013, s. 402) tvrdi, Ze chmel obsahoval relativné vysoké hladiny fenyletylaminu
tyraminu, putrescinu, spermidin sperminu a agmatinu. Dle vysledkt autort Kalace,
Hlavaté a Ktizka (1997, s. 212) jsou vyssi koncentrace histaminu (53 mg/kg) a tyraminu
(228 mg/kg) v extraktu chmelu nez v suseném chmelu a chmelovych granulich. V suseném
chmelu byly detekovany hodnoty histaminu 5-7 mg/kg a tyraminu 12-16 mg/kg. V
chmelovych granulich byly obsahy histaminu (4-8 mg/kg) a tyraminu (10-13 mg/kg)
obdobné. Cerutti et al. (1985, s. 296-299) vSak v extraktu chmelu piitomnost BA a

polyaminl nedetekovali viibec.

Za surovinu pouzivanou pii vyrob¢ piva, ktera neosahuje zadné aminy, je povazovana voda

(Kala¢ a Krizek, 2003, s. 125).

2.2 Produkce biogennich amini a polyamint v ramci vyrobniho procesu
sladu a piva
Vyrobu piva lze rozd€lit na Ctyii etapy: sladovani, rmutovani, kvaseni, dokvaseni a

kone¢né upravy. Pfi¢emz kazda z etap nese uréité riziko mikrobialni kontaminace (Jaykus,

Wang a Schlesinger, 2009, s. 169-170).
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2.2.1 Vyroba sladu

Hlavni obilovina pouzivana pii vyrob¢ sladu je je¢men. Na povrchu zrna jsou slupky, které
poskytuji ochranu pii skladovani ¢i piepravé a také ptisobi jako pomuicka pii filtraci béhem
Skrobu vzhledem k ostatnim obilovindm, ¢imz je zachovana aktivita dalezitych enzymn,

které jsou vyuzivany v procesu piipravy sladiny (Adams a Moss, 2008, s. 349).

Proces sladovani zahrnuje tfi kroky: maceni, kli¢eni a hvozdéni. Primarnim cilem je
vyrobit enzymaticky aktivni slad. Z mikrobiologického hlediska je nejdilezitéjSim krokem
maceni, které poskytuje idealni podminky pro rist mikrobu (Jaykus, Wang a Schlesinger,
2009, s. 170).

Maceni je fizeny proces, jehoz cilem je zvysit obsah vody v zrnu pro zahajeni
enzymatickych reakci a pro kli¢eni zrna, odstranit splavky a lehké necistoty, umyt zrno a
ze zrna vylouhovat nezadouci latky. Maceni je dnes povazovano za nejdalezitéjsi tsek
vyroby sladu, ktery rozhoduje o jeho budouci kvalité (Kosaf a Prochazka, 2003 s. 55). Pii
maceni se je¢men ponofuje do studené vody (10-20 °C po dobu 2-3 dni), coz vede k
nartstu vlhkosti na 45-50 % (w/w). Béhem doby maceni se méni mikroflora. Aktivuji se
mikroorganizmy, jejichz pocet je témét vzdy vyssi v koneéném sladu, nez ve vychozim

je¢meni (Jaykus, Wang a Schlesinger, 2009, s. 170).

Cilem kliceni je aktivace a syntéza enzymu za Gelem docileni pozadovaného rozlusténi
(vnitini premeény) zrna. Cinnosti enzymi ve vodném prostfedi dojde k odbourani
rezervnich vysokomolekularnich latek na rozpustné nizkomolekuldrni, které jsou
spotiebovany pro vyzivu zarodku a pro vystavbu novych bunék tzv. kofinkd a klicka
(stfelka). Mezi enzymy podilejici se na kliceni patii predevSim a- a B-amylazy, proteazy,
hemiceluluazy atd. Mezi zakladni parametry ovliviiujici pribéh kliceni zrna patii:
vlastnosti zpracovavané suroviny, obsah vody v kli¢icich zrnech, obsah O, a CO; v
hromadg, teplota a délka kliceni (Kosaf a Prochazka, 2003 s. 61-65).

Kala¢ a Ktizek ve své studii uvadi, Ze pii pétidennim kliceni se pomalu zvySovala hladina
histaminu, tryptaminu, fenyletylaminu a kadaverinu. Nicmén¢ obsah putrescinu,
spermidinu, sperminu a agmatinu se navysoval 0 3-5,5 mg/kg za den. Nartst tyraminu byl
vSak nizsi (Kala¢ a Ktizek, 2003, s. 125). Nékteti autoti uvadi hladinu histaminu ve sladu v
rozmezi 1-2 mg/kg (Halasz, Barath a Holzapfel, 1999, s. 423). Nicmén¢ Halasz, Barath a

Holzapfel (1999, s. 423) tvrdi, ze histamin ve sladu z jeCmene nepochazi, nybrz je
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vysledkem dekarboxylazové aktivity mikrobidlni kontaminace. Obsah vody a pfitomnost
substrati muize byt kromé rozlusténi endospermu jeCmene, také pfi¢inou rozvoje

mikroflory.

Hvozdéni je zavérecnou fazi vyroby sladu. Zeleny slad je na hvozdé nejprve predsusen pri
teplotach do 60 °C, nasledn¢ pak vyhiat a dotazen pii teplotach 80-105 °C. Cilem hvozdéni
je prevést zeleny slad s vysokym obsahem vody do skladovatelného a stabilniho stavu.
Déle zastavit zivotni a lustici pochody v zrn€, vytvorit aromatické a barevné latky. Z
hlediska chemickych a biochemickych zmén lze rozlisit tiéi faze: rustova, enzymaticka a
chemicka. Pti hvozdéni dochazi k fyzikalnim (snizeni obsahu vody) a chemickym zménam

(melanoidiny) zrna (Kosaf a Prochazka, 2003 s. 72-73).

Slad ptredstavuje z mikrobidlniho hlediska nejvétsi hrozbu. Mize byt napaden rlznymi
druhy plisni, jako je napi. Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium a Rhizopus. Ty
mohou zpusobit produkci metaboliti vyvolavajicich pachuté piva, pfipadné produkci
mykotoxind ohrozit jeho zdravotni bezpe¢nost (Briggs et al., 2004, s. 608). Mikrobialni
populace sladu je odhadem 2000x vé&tsi nez mikroflora je¢mene (Jaykus, Wang a
Schlesinger, 2009, s. 170-171). Autofi Jaykus, Wang a Schlesinger, (2009, s. 170-171)
uvedli, ze v jednom ptipadé doSlo ke zvySeni poctu BMK z 40 CFU/g sladu na vice nez
10® CFU/qg.

Relativné novy nastroj pro potla¢eni mikroflory pti sladovani je pouziti startovaci kultury v
pribéhu maceni. Pro tento ucel slouzi fada mikroorganizmu jako naptiklad Geotrichum
candidum, Pichia anomala, Lactobacillus plantarum a Pediococcus pentosaceus. Piidavek
Lactobacillus plantarum a Pediococcus pentosacens zlepsuje filtrovatelnost mladiny. Tato
kultura inhibuje rust toxikogenni plisné Fusarium. Také se podili na podpofe nartstu
kvasinek v pribéhu sladovani poklesem konkurenéni mikrofléry (Jaykus, Wang a
Schlesinger, 2009, s. 170-171).

Jaykus, Wang a Schlesinger (2009, s. 170-171) dale uvadi, ze nariast kvasinek a BMK vede
ke zvySeni produkce glukandzy a xylanazy, které se ucastni hydrolyzy bunécnych stén
sladu. Nasledkem toho ma pak finalni produkt lepsi kvalitu (Jaykus, Wang a Schlesinger,
2009, s. 170-171).

Vliv na kumulaci BA ve sladu tedy maji podminky sladovani, odriida je¢émene, intenzita
jeho kliceni a teplota hvozdéni (Kalac a Ktizek, 2003, s. 125).
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2.2.2 Vystirani a rmutovani

Cilem rmutovani je prevedeni zaddoucich slozek extraktu surovin do roztoku. Mensi cast
extraktu je pfimo rozpustna a vylouhuje se do vody pouhym michanim a zvyS$enim teploty.
Zatimco VEtsi ¢ast vysokomolekularnich latek endospermu je pievedena do roztoku az po
jejich rozstépeni plisobenim sladovych enzymu. Diky rmutovani tak pokracuji nékteré
biochemické déje, které byly zapocaty pti kli¢eni sladu. Zakladnim pozadavkem vsech
rmutovacich postupi je prevedeni veskerého skrobu i vhodného podilu bilkovin a dalsich
latek do roztoku. Naopak pfitomnost jinych slozek se snazime omezit. U&inek
hydrolyzujicich enzymi je zavisly piedevsim na teploté, pH a dobé ptsobeni (Kosat a
Prochazka, 2003 s. 134). Optimalni hodnota pH pro rmutovani pohybuje mezi 5,2-5,4
(Adams a Moss, 2008, s. 76).

Postup pfipravy vystirky je, Ze je rozsrotovany sladovy je¢men smichan s vodou. Dale je
vystirka rmutovana infuznim ¢i dekok¢énim zptsobem (Jaykus, Wang a Schlesinger, 2009,
s. 170). Klasicky dvourmutovy postup je vhodny pro vyrobu svétlych piv plzenského typu
(Kosai a Prochazka, 2003 s. 144). Pomaly ohfev umoziiuje enzymim pusobit pfi jich

optimalni teploté (Jaykus, Wang a Schlesinger, 2009, s. 170).

Stépeni $krobu probiha ve tfech stupnich: mazovaténi, ztekuceni a zcukieni. Nejvice
maltozy vznika pii nizsi cukrotvorné teploté 62-64 °C, coz je optimalni teplota pro
pusobeni B-amylazy (Kosaf a Prochazka, 2003 s. 134-137). Termostabilnéjsi je a-amylaza,
jejiz teplotni optimum je 72-75 °C (Adams a Moss, 2008, s. 54; Kosai a Prochazka, 2003 s.
134-137). Teplota odrmutovani (76-78 °C) se voli tak, aby zbytkova aktivita a-amylazy
postacovala ke spolehlivému ,,docukieni® zbytkd skrobu uvolnénych pii vyslazovani
mlata. Pro S$tépeni dusikatych latek je vyznamna teplota mezi 40-60 °C. Tvorba
aminokyselin je podpofena pii teplotach 45-50 °C. Vysokomolekularni dusikaté latky
zvysuji pénivost, podporuji plnost chuti, zlepsuji vazbu CO,, nicméné zhorsuji trvanlivost
piva. Na druh¢ stran¢ je dostatecné mnozstvi volného aminodusiku dulezité pro vyzivu
kvasnic a rychly prabsh kvaseni. Stdpeni podléhaji i dalsi latky: hemiceluldzy, gumovité
latky, lipidy a fosfore¢nany. Pfirozenou kyselost vystirky a sladiny tvoti fosfore¢nany
draselné a aminokyseliny pochazejici ze sladu. Vystirka ma hodnotu pH 5,7-5,8 (Kosar a
Prochazka, 2003 s. 134-137).
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Dle vysledkd autortt Halasz, Barath a Holzapfel (1999, s. 423) byla hladina histaminu
béhem rmutovani snizovdna. Béhem rmutovani se snizilo také mnozstvi putrescinu a
agmatinu (Kala¢ a Ktizek, 2003, s. 125). Roli zde mohla schrat termolabilita téchto

sloucenin.

Obecné lze sice konstatovat, ze k nejvyssimu nartistu obsahu BA dochézi béhem sladovani
a menSich zmén v prubéhu rmutovani (Halasz, Barath a Holzapfel, 1999, s. 423). Ale i
tento proces je z hlediska budouci kumulace BA velmi vyznamny. V ramci rmutovani se
totiz do roztoku dostavaji latky, které by mohly poslouzit jako substraty nejen zamérné
oc¢kované mikrofléfe (kvasinkam), ale také non-startérim a kontaminantim, které mohou

byt schopny produkce BA.

2.2.3 Priprava a vareni mladiny

Po procesu rmutovani je ziskdna hustd suspenze mlata ve vodném roztoku extraktivnich
latek, tj. ve sladiné. Tyto slozky je tieba pti scezovani co nejdokonaleji oddélit. V prvni
fazi scezovani se za vyuziti filtra¢ni vrstvy mlata oddéli hlavni podil sladiny tzv. predek,
ve druhé fazi se mlato promyje horkou vodou, ¢imz se ziskaji vystielky (Kosaf a

Prochazka, 2003 s. 136).

Pti teplot¢ 75 °C se sladina vafi s chmelem a vytvaii se sterilni prostiedi obsahujici
antimikrobialni chmelové kyseliny (Jaykus, Wang a Schlesinger, 2009, s. 170). Bé&hem
vateni se vysrazi bilkoviny s polyfenoly (Adams a Moss, 2008, s. 63). Vyslednym
produktem chmelovaru je mladina. Pfi chmelovaru dochazi k fyzikalné-chemickym
zménam stabilizujici koncentraci a slozeni mladiny. Hoiké latky jsou ucinnou slozkou
chmele. Jejich rozpousténi ve vrouci mlading je vyznamné ovlivnéno hodnotou pH (Kosaf
a Prochézka, 2003 s. 161).

Pfitomnost histaminu, tyraminu a kadaverinu obvykle poukazuje na cCinnost
kontaminujicich BMK i v pribéhu vafeni piva (Kala¢ a Ktizek, 2003, s. 123-124).
Vyznamnym ukazatelem mikrobialni kontaminace v tomto procesu je histamin (Jiuxiao et
al., 2014, s. 9). Mikrobialni integrita procesu je zavisla na dodrzovani spravné hygienické
praxe (Briggs et al., 2004, s. 607). Rust mikroflory produkujici BA vyznamné ovliviuji
horké latky, které se stavaji rozpustnymi praveé pii procesu chmeleni (Briggs et al., 2004, s.
623; Suzuki et al., 2006, s. 173-175).
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2.2.4 Kvaseni a dokvaSeni piva

Cilem kvaseni piva je fizena preména sacharidi na etanol a CO, za soucasného vytvareni
odpovidajicich senzorickych vlastnosti piva. Tvoii se chutovy charakter piva, ktery je
ovlivnén nejen hlavnimi produkty kvaseni, ale 1 vedlejSimi, tj. obsah vysSich alkoholt,
esterd, ketond, aldehyda a sloucenin siry (Doyle a Buchanan, 2013, s. 906; Kosat a
Prochazka, 2003 s. 199).

Pti vyrobé svrchné kvasenych piv je zdkvasna teplota 15-18 °C (n€¢kdy i vice), maximalni
teplota kvaseni je 25-28 °C. Pro vyrobu piva typu ,,ale, ,,porter, ,,stout a piva pSeni¢na
(z pSeni¢ného sladu) se uplatiuji kmeny svrchnich kvasinek Saccharomyces cerevisiae.
Nékdy se druha ¢ast dokvasSovani uskuteciiuje v lahvich (Kosai a Prochazka, 2003 s. 191 a

213).

Pii vyrobé spodné kvaSenych piv se pred kvaSenim horkd mladina dochlazuje na
zakvasnou teplotu 6-9 °C. Zchlazena mladina se provzdusiuje, ¢imz se podpofi
rozmnozovani kvasinek po zakvaseni. Pro vyrobu piva plzeniského typu se vyuzivaji
kmeny spodnich kvasinek Saccharomyces pastorianus. Tyto kvasinky na konci kvaSeni

sedimentuji na dno fermenta¢ni nadoby (Kosaf a Prochazka, 2003 s. 191, 199-200).

Kvaseni piva pii klasickém postupu vyroby probihd v tzv. spilkach. Mistnost musi byt
vétrana tak, aby se v ni nehromadil CO,. Cely prostor spilky se chladi. Celkova doba
hlavniho kvaseni je obvykle 6-10 dni a probiha v nékolika stadiich za anaerobnich
podminek. Pti kvaSeni je sniZovdna hodnota pH mladiny z 5,0-5,6 na 4,6-4,3 v disledku
zmén v jejim sloZeni. Zmény sloZzeni mladiny jsou uskuteciovany pieménou extraktu na
etanol a CO,, dale tvorbou senzoricky aktivnich latek, zménou oxida¢né-redukcnich
vlastnosti atd. S posunem pH souvisi zmény rozpustnosti nékterych slozek extraktu
mladiny, které se vylucuji z roztoku. Jedna se zejména 0 tiislovino-bilkovinné komplexy a
horké latky. Tento pokles hraje vyznamnou roli v mikrobiologické stabilité piva, rychlosti
zrani piva, chut'ové a koloidni stabilité (Kosaf a Prochazka, 2003 s. 191-210).

Vysledkem kvaSeni je tzv. zelené pivo obsahujici nezddouci vedlejSi produkty (napf.
acetaldehyd a diacetyl) pfevazné vzniklé metabolickou aktivitou kvasinek. Tyto produkty
maji znacny vliv na aroma piva, a proto by mé¢l byt jejich obsah minimalizovan (Doyle a
Buchanan, 2013, s. 907). Vedlejsi produkty (zejména diacetyl) se tvofi pti pozd€jSim nebo
opakovaném provzduSnovanim, a tudiz nejsou takové operace z hlediska tvorby

nezéadoucich latek doporucovany. Aldehydy vznikaji na zacatku kvaseni, pozdéji jsou vSak
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odbouravany. V metabolizmu kvasinek vznikd 2-acetolaktat, ktery je spontanni
extracelularni dekarboxylaci preménovan na diacetyl. Pozdéji je enzymatickou cestou
redukovan na acetoin a 2,3-butandiol. Tvorbu 2-acetolaktatu omezi hodnota pH piva pod
4,6. Diacetyl je také produkovan nékterymi kmeny kontaminujicich BMK. V piipadé
kontaminace muize tedy béhem dokvaseni obsah diacetylu naristat (Kosaf a Prochazka,
2003 s. 197-200). Rozvoj kontaminujici mikroflory vSak mtize byt inhibovan vzniklym
etanolem (Briggs et al., 2004, s. 607).

Je dolozeno, Ze béhem hlavniho kvaseni je produkovan zvlasté histamin, tyramin a
kadaverin (Ercan, Bozkurt a Soysal, 2013, s. 402; Kala¢ a K#izek, 2003, s. 125). Ve studii
Halédsz, Barath a Holzapfel (1999, s. 423) byl pozorovan vyrazny pokles putrescinu,
agmatinu a mirny narist kadaverinu béhem fermentace, ktery mohl byt zpisoben
autolyzou kvasinek. Dasledkem tohoto procesu je nartst obsahu aminodusiku a pH (Kosaf
a Prochazka, 2003 s. 191). O vyskytu a pomnozovani mikroorganizmi v jednotlivych
mistech vyroby rozhoduji kultivaéni podminky, nebot’ se postupné méni slozeni pidy
¢innosti kulturnich kvasinek. Po kvaseni kles4d obsah O, a hodnota pH, coz muze podpofit
mlécné bakterie, protoze kvasinky vylucuji do mladiny riistové faktory, zejména vitaminy,
dusikaté baze, aminokyseliny apod. I spektrum aminokyselin se méni, také podle jejich
specifického vyuzivani kvasinkami. Soucasné s poklesem O, se méni spektrum cizich
kvasinek od aerobnich k fakultativné anaerobnim druhtim. V podstaté stejny trend, ktery je
mozné pozorovat vramci hlavniho kvaSeni, se taktéZ projevuje pii dokvaSovani piva

(Basafova et al., 2010, s. 329).

Mezi bakterie, které se mohou tcastnit fermentace piva, patii zastupci rodu Pediococcus a
Lactobacillus. Mezi aminogenni BMK podilejici se na kazeni piva nalezi hlavné zastupci

rodu Lactobacillus frigidus, Lb. brevissimilis a Lb. brevis (Kala¢ a Kiizek, 2003, s. 126).

Cilem dokvasovani piva je vytvofeni optimalnich organoleptickych vlastnosti, nasyceni
CO; a vyciteni. Dokvaseni probiha v lezackych sklepich pfi teploté -2 az +3 °C. Jako
lezacké nadoby se pouzivaji klasické dievéné sudy a moderni lezacké tanky (Kosaf a

Prochazka, 2003 s. 203).

V soucasnosti je nejpouzivané€j$im zplisobem vyroby piva V cylindrickdnickych tancich
(CKT). Vyhodou je jednoducha automatizace kvasného procesu, moznost kvalitni sanitace
vyrobniho zatizeni atd. (Kosai a Prochazka, 2003, s. 204). Nadoby jsou uzavieny, ¢imz se

snizi riziko kontaminace (Doyle a Buchanan, 2013, s. 906).
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Kvasnice aglutinuji a sedimentuji na dné¢ CKT. Pro dalsi pouziti kvasnic tzv. nasazeni je
optimalni okamzité zakvasSeni do dalsi vyrobni Sarze. Opakované nasazovani kvasnic
sebranych z pfedchozi varky se oznacuje jako recyklace kvasinek. Kvasinky vSak mohou
byt recyklovany maximalné tiikrat. VEtsi pocet pak ptinasi riziko kontaminace, degenerace
kvasinek a zhorSeni fyziologického stavu, ktery muize ovlivnit technologii a kvalitu

produktu (Kosaf a Prochazka, 2003 s. 212-213).

Pti zhorSeném mikrobiologickém stavu kvasnic se provadi kyselé prani za pouziti roztokt
anorganickych nebo organickych kyselin (napt. kyselina fosforecnd a mlécna). Vyuziva se
pii ném vysoka odolnost kvasnic vié¢i nizkému pH (Kosai a Prochazka, 2003 s. 212-213).
Tento proces vyznamné snizi kontaminace, napf. promyvani kvasnic kyselinou
fosfore¢nou snizuje pocet pediokokl (Kala¢ a Kftizek, 2003, s. 126; Kosat a Prochazka,
2003 s. 212-213). Po kyselém prani se vSak zhorSuje fyziologicky stav pivovarskych
kvasnic. (Kosaf a Prochazka, 2003 s. 212-213).

2.2.5 Konecné tpravy piva

Mezi koneéné Upravy piva patii filtrace nebo pasterace (Jaykus, Wang a Schlesinger, 2009,
s. 170). Filtraci se odd¢€luji zakalotvorné Castice, zbylé kvasni¢né bunky a snizuje se obsah
bakterii (Kosaf a Prochazka, 2003 s. 221). Mikroorganizmy, které se pomnozily jiz v rané
fazi vyroby piva, mohou tento proces negativné ovliviiovat. Po separaci kvasnic béZznou

filtraci se v pivu mohou pomnozovat BMK (Basatova et al., 2010, s. 329).

Pasterace je tepelné osetfeni piva za ucelem zvyseni jeho trvanlivosti. Uinnost se
vyjadiuje v pasteracnich jednotkach PJ. VyuZivaji se bud’ pritokové nebo tunelové pastéry
(Adams a Moss, 2008, s. 75; Kosatf a Prochazka, 2003 s. 260-262). Pti kratkodobém
ohfevu staci k inaktivaci Skodlivych mikroorganizmt jiz 10 PJ. Z davodui jistoty a pro
ponékud tepelné tolerantnéjsi askospory divokych kvasinek i pro necitlivé opouzdiujici
druhy (napf. Lb. frigidus) se obvykle pouziva 30 PJ (Kosat a Prochazka, 2003, s. 219).
Pasteraci mohou piezivat vysoce tepelné odolné kmeny mléénych bakterii (Basafova et al.,
2010, s. 329-330). Kazdy zpusob tepelného osetieni zvySuje riziko chutovych zmeén. Proto
se upfednostituje zpusob konzervace za studena, tj. odstranéni vsech mikroorganismu bez

zmeény teploty piva (specialni filtracni desky, membrany).

Pii vyrobé piva je nutné dbat na dodrzovani vSech zasad hygieny a sanitace. Sanitace
vyrobnich zafizeni a prostor pomaha snizovat obsah BA v pivu (Kala¢ a K#izek, 2003, s.

126; Kosar a Prochazka, 2003 s. 238).
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Nedostatecné vycisténé technologické zatfizeni dava mikroorganizmiim moznost piezit,
kdy zbytky necistot je chrani pfed piimym kontaktem s dezinfekénim prostiedkem.
Uginnost prostiedku miize byt snizena jeho reakei s neéistotou a nedodrzenim optimalnich
podminek, tj. koncentrace, teploty, doby pusobeni a pH roztoku pro danou chemickou
latku. K preziti mikroorganizmi také dochdzi pfi nevyhiati vSech ¢asti technologického

zatizeni béhem dezinfekce teplotou (Kosar a Prochazka, 2003, s. 228).

2.3 Produkce biogennich aminii v pribéhu skladovani

Jak jiz bylo zminéno, produkce BA mohou byt schopny i BMK. Produkci BA témito
mikroorganizmy Ize sledovat béhem skladovani piva v lahvich, plechovkach nebo sudech
pted spotiebou. Produkce tyraminu a v mensi mife histaminu bakteriemi Lactobacillus spp.
nebo Pediococcus spp. byla pozorovana u pasterovanych piv, které byly skladovany pii
teploté 28 °C do tvorby zékalu. Pfi¢emz laktobacily vykazovaly efektivnéjsi aminogenni

aktivitu (Kala¢ a Kf#izek, 2003, s. 126).

Celkova koncentrace BA lahvového piva miiZze byt, jak jiz naznacuje kapitola 3.2,

ovlivnéna pivovarskou technologii (Halasz, Barath a Holzapfel, 1999, s. 423).

Optimalni teplota skladovani je zhruba 5-10 °C, u sudového piva lze tolerovat az 15 °C.
Prostor pro skladovani sudového piva by mél byt chlazeny, vétratelny, suchy, bez plisni a
vsech zapachd (Kosai a Prochazka, 2003, s. 304). Ackoliv je optimalni teplota ristu
laktobacil 20-30 °C, vyskytuji se 1 psychrofilni druhy (Basafova et al., 2010, s. 323).

2.4 Mikrobialni kontaminanty piva

Pivo je povaZovéano za napoj s vysokou mikrobidlni stabilitou. Vytvaii nevhodné prostredi

pro rust vétSiny mikroorganizmu (Suzuki et al., 2006, s. 173).

V neptivétivém prostiedi piva c¢ast mikroorganizmu rychle odumird a ¢ast pieziva po vice
¢i méné dlouhou dobu. V pivu se nékteré mikroorganizmy vyskytuji v latentni forme, aniz
by ho jakymkoliv zpisobem ovliviiovaly. K témto mikroorganizmiim nalezi tepelné
rezistentni bakterie vytvarejici endospory (bacily a klostridia). Z toho divodu muze byt
pivo velmi Setrné¢ oSetieno kratkodobym zahfevem nebo pasteraci v lahvich. Také
patogenni mikroorganizmy nemaji v pivu zadnou moznost pomnozovani a odumiraji
(Kosaf a Prochazka, 2003, s. 218). Navzdory tomu je mikrobidlni kontaminace stale

obdvanym tématem (Suzuki et al., 2006, s. 173).
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Mikroorganizmy, jejichz pfitomnost v pivu je nezadouci lze rozdélit na (Kosai a

Prochazka, 2003 s. 218-219):

e Latentni zarodky: v pivu se vyskytuji vzacné. Jedna se o bakterie rodu Bacillus,
Clostridium, Micrococcus, celedi Enterobacteriaceae kiisovité kvasinky atd.
Neékteré produkty jejich metabolizmu jsou toxické. Vyznamné jsou mykotoxiny.

e Indikatorové mikroorganizmy: nejsou Skodlivé, pokud se nejedna o masivni
kontaminaci. Patii mezi n¢ napiiklad bakterie rodu Acetobacter, Acinetobacter,
Klebsiella, Debaryomyces a Saccharomyces.

e Pivu neprimo Skodici mikroflora: mize Skodit, ale v hotovém pivu se
nepomnozuje. Jednda se 0 rod Enterobacter, Obesumbacterium, Candida a
Hansenula.

e Pivu potencialné Skodici mikroflora: k pomnozeni v pivu dochazi pouze za
ur¢itych podminek. Jedna se o pfitomnost O,, zvysené pH piva (nad 4,7), nizsi
chmeleni. Hlavnimi pfedstaviteli jsou Lactobacillus plantarum, Lb. Ilactis,
Micrococcus kristinae, Zymomonas mobilis, Saccharomyces cerevisiae nebo
pastorianus.

e Pivu Skodici mikrofléra: pomnozuje se v pivu za vzniku sedliny a zakalu.
Soucasné dochazi ke zméné chutovych vlastnosti piva, vznik zapachu, tvorba
diacetylu atd. Do této skupiny nalezi Lb brevis, Lb. lindneri, Pediococcus

damnosus, Pectinatus cerevisiiphilus a Saccharomyces diastaticus.

K primarnim kontaminantim vyskytujicim se piedevsim v kvasnicich a nefiltrovaném
useku (kvasné a lezacké sklepy) patii predevsim Lb. lindneri, Lb. brevisimilis, Lb. frigidus
a Pediococcus damnosus. Jako sekundarni kontaminanty vystupuji vétsinou Lb. casei, Lb.
brevis, Lb. coryniformis, Pediococcus inopinatus, Megasphaera a Pectinatus (Kosai a
Prochazka, 2003, s. 218).

Za hlavni mikrobialni kontaminanty piva jsou povazovany pravé BMK. Pfiblizn¢ 60-70 %
mikrobialnich kontaminaci je zptsobeno touto skupinou mikroorganizmu (Suzuki et al.,

2006, s. 173-174).

Znehodnoceni piva BMK typicky se projevi viditelnym zakalem, kyselosti a pachuti
(Suzuki et al., 2008, s. 1458).

Schopnost kontaminace je vlastnost, ktera zavisi na relativni citlivosti jednotlivych kment

laktobacilti vii¢i chmelovym pryskyficim (Briggs et al., 2004, s. 623). Nékteré kmeny Lb.
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brevis jsou schopné intenzivniho ristu, zatimco jiné kmeny nevykazuji zadnou aktivitu.
Prilezitostné se mize objevit Lb. paracollinoides, jeho nezadouci ucinky jsou vsak
srovnatelné s Lb. brevis, ktery je tidajné povazovan za hlavni pii¢inu mikrobialnich
kontaminaci piva (Suzuki et al., 2006, s. 173-174). Nejcastéji byl z piva izolovan: Lb.
brevis, Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. plantarum a Lb. delbrueckii (Briggs et al., 2004, s. 623-
624). Jako kontaminta byl izolovan také Lb. buchneri (Sakamoto a Konings, 2003, s. 106-
107). Nicméné v souvislosti s kaZzenim piva neni ¢asto zminovan. Mnoho studii
pojednavajici o aminogenni aktivit¢ tohoto druhu neni. Z toho diavodu byl v této praci

vénovan také prostor zabyvajici se touto problematikou.

2.5 Faktory ovliviiujici riist a aminogenni aktivitu mikroorganizmi v
pivu

Navzdory k tepelnému zéhfevu pfi chmelovaru a tepelnému oSetfeni pasteraci piva je rust
mikroorganizml v pivu mozny, avSak zavisi na tadé dalSich faktori: pH prostiedi,
anaerobni podminky, koncentrace etanolu, vlastnosti chmele, ptitomnost etanolu, sacharidu
a zivin (Doyle a Buchanan, 2013, s. 909; Jaykus, Wang a Schlesinger, 2009, s. 170; Silla-
Santos, 1996, s. 219).

vvvvvv

je pfitomnost dostupnych volnych aminokyselin tzv. prekurzori, které poskytuji substrat
pro rist mikroorganizmii. Ptitomnost proteolytickych bakterii podporuje tvorbu amini
zvySovanim dostupnosti volnych aminokyselin. Dekarboxylace aminokyselin je zavisla
také na mnozstvi vyprodukovaného aminu nebo na piitomnosti jinych BA (Juneja a Sofos,
2010, s. 249-250).

2.5.1 Teplota prostredi

Teplota ma vliv na rust a enzymatickou aktivitu mikroorganizmui (Suzzi a Gardini, 2003, s.
48). Optimalni teplota ristu vétSiny dekarboxyldza-pozitivnich mikroorganizml se
pohybuje v rozmezi 20-37 °C (Karovicova a Kohajdova, 2005, s. 71). Vyssi teploty mohou
podporovat jak proteolyzu, tak dekarboxylaci, coz mé4 za nasledek zvySeni koncentrace
amint po skladovani. Suzzi a Gardini (2003, s. 48-49) uvadi, ze mikrobialni dekarboxylazy
zustavaji aktivni pifi teplot€¢ 15 °C, i kdyz vétSina mikrobidlni populace v pribéhu
skladovani dosahuje stacionarniho ristu nebo zanika. Cim je teplota niz§i, tim je

dekarboxylazova aktivita méné stabilni. Skladovani pii velmi nizkych az mrazirenskych
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teplotach je tedy pro tvorbu BA neptiznivé (Suzzi a Gardini, 2003, s. 48-49). Naopak jini
autoti dospéli k zavéru, ze nizké teploty skladovani nejsou dostate¢né k potlaceni produkce
toxickych amind, jako je napf. histamin. Nékteré kmeny bakterii mohou produkovat mensi
mnozstvi histaminu i pfi teplotich v rozmezi 0-10 °C (Juneja a Sofos, 2010, s. 252). Jak
bylo jiz uvedeno vySe, hlavni fermentace i zrani spodné kvaSeného piva probihd pfi
nizkych teplotach. I pies tyto teploty vSak mtze dojit k rozvoji kontaminujici mikroflory,

k pfipadnému kaZeni a kumulaci BA.

2.5.2 pH prostiedi

Relativné nizké pH 3,8-4,7 ¢ini pivo mikrobialné stabilni (Suzuki et al., 2006, s. 173;
Suzuki et al., 2008, s. 1458).

Na hodnoté pH je zdvisld odolnost vici chmelovym pryskyficim. Inhibi¢ni ucinky
chmelovych hotkych latek na rlst mikroorganizmi jsou snizovany narastem pH. Nartst
pH o 0,2 jednotek by mohl snizit ochranny ucinek chmelovych pryskyfic az o polovinu
(Briggs et al., 2004, s. 623). Jejich mikrobistaticky ucinek spodiva ve zménach
propustnosti bunéénych stén bakterii, v uniku latek z cytoplazmy a zpiisobuji nasledné
inhibici respirace, syntézy proteinti, DNA a RNA (Behr a Vogel, 2010, s. 142). Pivo s
hodnotou pH 4,0 bude tedy odolné&jsi vici infekcim nez pivo s pH 4,5 (Adams a Moss,
2008, s. 86). Laktobacily vSak dokazou ptezit nizké pH a jestlize se adaptuji na chmelové

latky, mohou v ramci obranného mechanizmu proti piekyseleni produkovat BA.

Hodnota pH je klicovym faktorem ovliviiujici dekarboxylazovou aktivitu a tvorbu BA v
potravinach (Juneja a Sofos, 2010, s. 253). Enzymy dekarboxylazy jsou vétSinou neaktivni
pfi neutralnim a alkalickém pH (Fernandez et al., 2007, s. 1400). Optimalni hodnota pH
lezi v kyselé oblasti. Z toho divodu jsou fermentované vyrobky vhodnym prostfedim pro
tvorbu BA (Lorencova et al., 2012, s. 2086). Bylo zjiSténo, Ze ¢im bylo pH prostiedi niZsi,

tim vEtsi mnozstvi tyraminu bylo produkovéano (Fernandez et al., 2007, s. 1403).

druhou stranu studie Gardini et al. (2001, s. 111) uvadi, Ze produkce amint zavisela spise
na rastové aktivité bakterii neZ na samotnych ristovych podminkach.
2.5.3 Anaerobni podminky

Biosyntézu BA prokazateln¢ ovliviiuje také pritomnost O, (Adams a Nout, 2001, s. 121;

Karovi¢ova a Kohajdova, 2005, s. 71). Jestli bude mit tento faktor pozitivni nebo negativni
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dopad na produkci BA, zavisi podstatné i na pfitomném mikroorganizmu. Napiiklad
Enterobacter cloacae produkuje pfiblizné poloviéni mnozstvi putrescinu v anaerobnich
podminkach a Klebsiella pneumoniae syntetizuje sice vyrazné méné kadaverinu, ale je
schopen produkovat vétsi mnozstvi putrescinu za anaerobnich podminek (KaroviCova a

Kohajdova, 2005, s. 71).

Obecné lze fici, ze mnozstvi vyprodukovanych BA fakultativné anaerobnimi
mikroorganizmy je v anaerobnim prostiedi mensi, nez v prostiedi acrobnim (Adams a
Nout, 2001, s. 121). V souhrnné review vSak Silla-Santos (1996, s. 221) uvadi, Ze byl
histamin v anaerobnich podminkach produkovan fakultativné anaerobnimi bakteriemi vice.
Mirny nartst produkce tyraminu v anaerobnim prostfedi byl pozorovan u vybranych
kmena Lactococcus lactis, Lactococcus lactis subsp. diacetylactis a Lactococcus lactis

subsp. cremoris (Bunkova et al., 2012, s. 116 a 118).

Mnozstvi O, potiebné pro rist mnoha mikroorganizmi je v pivu nedostacujici (Suzuki et
al., 2006, s. 173). I ptes to existuje nekolik skupin mikroorganizmi, které v pivu mohou
rist a mnozit se. Nejvice Sskodlivou skupinou jsou BMK, jiz zminéné rody Lactobacillus a
Pediococcus (Matoulkova, Kubizniakova a Sigler, 2012, s. 336). Béhem zpracovani ve
varné hladina O, klesa, jelikoz vliv oxidace béhem piipravy mladin se povazuje za

neptiznivy (Kosat a Prochazka, 2003 s. 113).

Zaporny logaritmus parcidlniho tlaku kysliku a rovnovahu redukénich a oxida¢nich
procesi piva vyjadiuje oxidacné-redukéni potencial (rH), ktery je déan pfitomnosti
reduktond, melanoidint, polyfenold a hoikych latek. Hodnota rH ma zasadni vyznam v
procesu starnuti piva. Béhem kvaseni redukéni potencial stoupa (Kosat a Prochazka, 2003
s. 210). Vysoky oxida¢né-redukéni potencial priznivé ovliviuje zejména prirozené
antioxidanty: polyfenoly, melanoidiny a SO,. Starnutim piva ve spotiebitelském obalu
hodnota rH klesa (Kosai a Prochazka, 2003 s. 298). V podminkach snizeného oxidacné-
redukéniho potencialu muze byt podporovana produkce histaminu (Karovicova a

Kohajdova, 2005, s. 71).

2.5.4 Koncentrace etanolu

Pritomnost etanolu 0,5-10 % (v/v) ¢ini pivo mikrobialné stabilni (Suzuki et al., 2008, s.
1458). Etanol je silny inhibitor ristu mikroorganizmu. Nizkoalkoholicka a nealkoholicka
piva jsou proto nachylnéjsi k mikrobialni kontaminaci (Briggs et al., 2004, s. 607). Do jaké

miry bude mit etanol inhibi¢ni u¢inky, rozhoduji i dalsi faktory, jako je napt. teplota a pH.
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Mikroorganizmy jsou citlivéjsi na ptisobeni etanolu pfi niz§im pH (Casadei et al., 2001, s.
126-133; Garcia-Alegria et al., 2004, s. 53). Dle vysledka Casadei et al. (2001, s. 126-133)

byl prokazan inhibi¢ni G¢inek etanolu u Lb. delbrueckii pfi nizsich teplotach.

Produkce tyraminu kmeny Lb. brevis vyizolované z vina nebyla inhibovana ani pii 10 %
(v/v) koncentraci etanolu (Moreno-Arribas a Lonvaud-Funel, 1999, s. 59). Mazzoli et al.
(2009, s. 88) ve své studii uvadi, ze produkce histaminu izolaty Lb. hilgardii nebyla

potlacena v pfitomnosti 9 % (v/v) etanolu, ale az pfi koncentraci etanolu, 13 % (v/v).

2.5.5 Horké chmelové latky

K pivovarsky cennym slozkam chmele patii pryskytice, polyfenoly a silice. Nejdulezitéjsi
slozkou chmele jsou pryskyfice, které jsou zdrojem hoiké chuti piva. Pryskyfice jsou
tvofeny fadou chemicky podobnych latek, z nichz nejucinngjs$i je skupina o-hotkych
kyselin, skladajici se ptfevazné z humulonu, kohumulonu a adhumulonu. Méné G¢inné jsou
ostatni slozky pryskyfic, jako B-hotfké kyseliny — lupulon, kolupulon, adlupulon. Zejména
a-hotké kyseliny snadno oxiduji a méni se v nespecifické meékké az tvrdé pryskyfice, které
maji podstatné nizsi pivovarskou hodnotu. Proto se musi chmel skladovat v chladu a temnu
za omezeného pristupu O,. Chmelové a-hoiké kyseliny jsou nepatrné rozpustné ve vodé
(Kosaf a Prochazka, 2003 s. 99-100). Za varu v slabé kyselém vodném prostiedi, jak je
tomu v mlading, izomeruji za vzniku cis- a trans-izo-o-hotkych kyselin, které jsou jiz
rozpustné a vykazuji silnou hotkost. Mimo jiné jsou dulezité pro vznik a stabilitu pivni

pény (Adams a Moss, 2008, s. 58; Kosat a Prochazka, 2003 s. 99-100).

Chmelové hotké kyseliny maji prokazatelné antibakterialni 0¢inky. Jejich obsah je
priblizn¢ 17-55 ppm. Tyto latky ptsobi zejména na grampozitivni bakterie, véetné vétSiny
kmenti BMK. Poskytuji ochrannou vrstvu proti bakteriim, které mohou kontaminovat
hotovy produkt. Pusobi jako pfirozené se vyskytujici konzervaéni latky. Ptes
antibakterialni ucinky chmele jsou vsak nékteré¢ kmeny BMK vuci chmelovym hotkym
kyselinam rezistentni a zpusobuji kazeni piva. Mira rezistence slouzi jako indikator
vyskytu jednotlivych pivnich kontaminant BMK. Dle koncentrace hoikych kyselin v
médiu se rozliSuji vice ¢i méné citlivé kmeny BMK (Sakamoto a Konings, 2003, s. 106;
Suzuki et al., 2006, s. 173-175).
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2.5.6 Pritomnost sacharida

Zkvasitelné sacharidy jako D-gluk6za zlepSuje rast a dekarboxyldzovou aktivitu bakterii.
Za optimalni mnozstvi D-glukozy je povazovano rozmezi 0,5-2,0 % (w/v), pfi¢emz

hladiny vyssi nez 3 % (w/v) inhibuji syntézu enzymu (Silla-Santos, 1996, s. 219).

Masson et al. (1997, s. 38-40) se zabyvaly vlivy faktorti na produkci tyraminu izolaty
Carnobacterium divergens z vepfového masa a zjistili, ze piidavek glukézy v médiu
snizoval pH, ¢imz vzrostlo mnozstvi tyraminu. Cukry jsou tedy prekurzory kyselych latek,
diky kterym mtze pH poklesnout az na optimum dekarboxyldzové aktivity ¢i hodnotu,
proti niz se burnka brani vici prekyseleni produkci BA. K takovému zavéru dospéli ve své

studii i Buiikova a et al. (2011, s. 117-118) ¢i Lorencova et al. (2014, s. 1304-1305).

Transport jednoduchych cukrt (glukézy, fruktoézy, mandzy, galaktézy) probiha pies
bunéénou sténu diftzi. Kdyzto maltéza a maltotrioza je transportovana aktivnim
transportem vyzadujici energii. Enzymy, které zprosttedkovavaji Stépeni a transport téchto
cukrd, jsou bunkou syntetizovany teprve v piipadé potfeby. K tomuto ucelu musi mit

burika vhodné suroviny (Kosar a Prochazka, 2003 s. 193-194).

2.6 Metody stanoveni biogennich amina a polyamini

Prvotni skrining dekarboxylazové aktivity mikroorganizmti (orientacni stanoveni) lze
provést metodou kultivacni. Skriningové metody vyuZivaji média s ptidavky aminokyselin
a pH indikatoru. Pozitivni reakce je indikovana specifickou zménou barvy média, pfi
negativni reakci se barva média neméni. Vyhodou téchto metod je nendro¢né a rychlé
provedeni. Nevyhodou jsou vSak falesné pozitivni ¢i negativni vysledky (Bover-Cid a

Holzapfel, 1999, s. 35-37).

Molekularni metody, jako napt. PCR poskytne informaci o tom, Ze ma dany testovany
mikroorganizmus genetickou predispozici tvofit urcité dekarboxylacni enzymy. Detekuje
se tedy gen kodujiciho pfislusSnou dekarboxylazu. Nicméné jest€¢ neznamend, ze dany
mikroorganizmus musi nutné¢ tyto enzymy opravdu produkovat. Z toho vyplyva, ze

molekularné genetické metody stanovi potencial tvorby BA (Landete, 2007, s. 259-260).

Pro separaci a kvantifikaci BA a polyamint lze vyuZzit fadu analytickych separa¢nich
metod. Jedna se prfevazné o metody chromatografické (tenkovrstvd chromatografie,

plynova chromatografie, chromatografie iontovych pari a vysokoucinna kapalinova
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chromatografie), dale techniky zahrnujici kapilarni elektroforézu (Karovicova, Kohajdova,

2005, s. 74; Kiizek a Hlavata, 1995, s. 266; Sméla et al., 2004, s. 432).

Typickymi problémy pfi analyze jsou slozit¢ matrice vzorkil, pfitomnost potencionalné

rusivych sloucenin a vyskyt n¢kolika BA zaroven (Karovi¢ova, Kohajdova, 2005, s. 74).

Ke stanoveni amint se v praxi nejcastéji vyuziva vysokoucinna kapalinova chromatografie
na reverznich fazich (Ktizek a Hlavata, 1995, s. 266; Smé¢la et al., 2004, s. 432). K detekci
se pouzivaji zejména detektory UV/VIS a fluorescencni (Ktizek a Hlavata, 1995, s. 266;
Sm¢la et al., 2004, s. 432). Dale Ize pouzit detektory elektrochemické nebo detekci pomoci
hmotnostni spektrometrie (Sméla et al., 2004, s. 432).

BA ani polyaminy nelze piimo detekovat v UV/VIS oblasti ani fluorimetricky, a proto je
nutné vzorky pted detekci derivatizovat (Mayer, Fiechter a Fischer, 2010, s. 3251-3252).
Derivatizace se provadi bud’ pied nastfikem na kolonu (napt. pfedkolonova deprivatizace
dansylchloridem nebo fluoresceinem) nebo az po vystupu z kolony (napt. postkolonova
deprivatizace ninhydrinem nebo o-ftalaldehydem). Nejbéznéjsim derivatizacnim ¢inidlem
je vSak dansylchlorid. Nevyhodou jeho pouziti je, ze poskytuje produkty s nizkou stabilitou
a vysokou citlivosti na svétlo (Karovicovd, Kohajdova, 2005, s. 74; Ktizek a Hlavata,

1995, s. 266).
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3 BAKTERIE MLECNEHO KVASENI

BMK tvofi skupinu nepohyblivych nesporujicich kataldza negativnich mikroaerofilnich az
fakultativné anaerobnich grampozitivnich kokl a tyCinek. Nazev skupiny je odvozen od
schopnosti bakterii fermentovat sacharidy na ptfevazujici produkt kyselinu mléénou
(Cernikova a Vanatkova, 2010, s. 80; Salminen, Wright a Ouwehand, 2004, s. 1).
Metabolické drahy BMK mohou za aerobnich podminek vést az k oxidacni disimilaci
sacharidii za vzniku CO; a kyseliny octové. Meziproduktem tohoto katabolického dé¢je je

mikrobicidni H,O; (Gorner a Valik, 2004, s. 157).

V potravinaiské technologii jsou za hlavni predstavitelé BMK povazovany rody, jako napft.
Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus a Weissella
(Salminen, Wright a Ouwehand, 2004, s. 1).

Klasifikace BMK do riznych rodt je zalozena na morfologii, zplsobu zkvasovani
glukézy, optimalni ristové teploté, schopnosti ristu v prostfedi s vysokou koncentraci
NaCl a na zakladé tolerance vuci kyselému a zasaditému prostiedi (Salminen, Wright a
Ouwehand, 2004, s. 1).

3.1 Rod Lactobacillus

3.1.1 Taxonomie

Taxonomické zatazeni rodu Lactobacillus (Sedlacek, 2007, s. 224):
doména Bacteria

kmen Firmicutes
trida Bacilli
fad Lactobacillales
¢eled Lactobacillaceae
rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus je jednim z nejvétsich rodu fadicich se mezi BMK (Reddy et al., 2008,
S. 25). Jedna se o zna¢né heterogenni rod zahrnujici druhy s Sirokou $kalou fenotypovych,
biochemickych a fyziologickych vlastnosti (Carr, Chill a Maida, 2002, s. 283; Salminen,
Wright a Ouwehand, 2004, s. 12).
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3.1.2 Morfologie a ristové podminky

Bunky rodu Lactobacillus jsou tvaru pravidelnych tycinek, obvykle delsi, obCas také
kokovit¢ uspotadané v palisddach nebo kratkych ftetizcich (Sedlacek, 2007, s. 244).
Nekteré plynotvorné druhy vytvaii smés dlouhych a kratkych bunék. Tendence tvorby
fetizkd neni typicka, zavisi od ristové faze, pH média a méné na druhu (Gorner a Valik,
2004, s. 155). Patii mezi grampozitivni, nesporulujici bakterie, zfidka maji peritrichalni
bi¢iky (Sedlacek, 2007, s. 244). Kolonie laktobacilli na agarovych médiich mivaji primeér
2-5 mm s pravidelnym okrajem, jsou vyduté, hladké, lesklé, neprithledné a bezbarvé.
Kmeny rodu Lactobacillus vykazuji mirnou proteolytickou a slabou lipolytickou aktivitu
(Gorner a Valik, 2004, s. 156).

Laktobacily jsou fakultativné anaerobni, ob&as mikroaerofilni, tzn., Ze projevuji také slaby
rust na vzduchu, ale lepsi rust pii redukované koncentraci O,. Nekteti zastupci vyzaduji pii
izolaci dokonce anaerobni podminky. Obecné plati, ze pfitomnost 5 % (v/v) CO;

podporuje rust laktobacild. (Sedlacek, 2007, s. 244)

Laktobacily jsou chemoorganotrofni a vyZaduji bohatd komplexni média (Sedlacek, 2007,
S. 244). Vedle fermentovanych sacharidi jako zdroj uhliku a energie, vyzaduji i
nukleotidy, aminokyseliny a vitaminy skupiny B. Pozadavkim laktobacili na komplexnost
média bézn¢ vyhovuje zivna plda obsahujici fermentovatelny sacharid, pepton, masovy
extrakt a kvasni¢ny autolyzat (Gorner a Valik, 2004, s. 156). Jejich metabolizmus je
fermentatorni, neredukuji nitraty, nehydrolyzuji Zelatinu a jsou kataldza negativni

(Sedlagek, 2007, s. 244).

Optimalni rustova teplota se pro laktobacily pohybuje v rozsahu 30-40 °C a optimalni pH
obvykle v intervalu mezi 5,5-6,2 (Sedlacek, 2007, s. 244). VétSina druhd je inhibovana
vy$§imi hodnotami pH, které zasahuji do alkalické oblasti (Wareing, Felicity a Rhea, 2010,
s. 250).

Laktobacily patii mezi acidotolerantni az acidofilni bakterie (Gorner a Valik, 2004, s. 150-
151). Hodnota vodni aktivity (ay) je mezi 0,93-0,96 (Wareing, Felicity a Rhea, 2010, s.
251).

Laktobacily jsou Siroce rozsifené v prostredi. Vyskytuji se v nejriznéjSich potravinach
zivo¢iSného nebo rostlinného ptvodu, ndpojich, Cisté 1 znecisténé vode, kysaném zeli a
silazich (Sedlacek, 2007, s. 244). V pozivatinach pfispivaji k tvorb¢ jejich charakteristické

chuti a viiné. Tvoti dominantni ¢ast mikroflory traviciho a urogenitalniho traktu ¢loveéka i
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zvitat. Casto jsou izolovany z rostlinnych material a nachazeji se ve fermentovanych nebo

kazicich se potravinach (Bernardeau et al., 2008, s. 278).

Jejich hlavnim fyziologickym znakem je fermentace sacharidi na kyselinu mlécnou
(Silhankova, 1983, s. 235). Vyznam této kyseliny v mlééné kysanych vyrobcich spodiva
zejména v zakonzervovani a zlepSeni chuti (Reddy et al., 2008, s. 23). Kromé kyseliny
mlééné mohou vznikat i dalsi produkty, jako je napi. etanol, acetat (ale také formiat) v
zavislosti na genetické schopnosti kazdého druhu (Pessione, Lamberti a Pessione, 2010, s.
1420). Napiiklad Lb. buchneri produkuje v silazi kyselinu mlé¢nou a octovou béhem
mlécné fermentace (Combs a Hoffman, 2001, s. 1).

3.1.3 Metabolizmus laktobacilii — proces mlé¢né fermentace

Podle koneénych produktl fermentace sacharidil se laktobacily klasifikuji do tfi skupin na
obligatné  homofermentativni,  fakultativn€  hererofermenrativni a  obligatné

hererofermenrativni (Salminen, Wright a Ouwehand, 2004, s. 12).
Obligatné homofermentativni

Do této skupiny naleZi laktobacily pfeméiujici hex6zy na kyselinu mlé¢nou pfes Embden-
Meyerhofovu drahu, ale nejsou schopny fermentovat pentézy nebo glukonat (Sedlacek,
2007, s. 244). Kyselina je hlavnim produktem této fermentace, jejiz produkce €ini vice nez

85 % (Reddy et al., 2008, s. 25).

Skupina obligatné homofermentativnich laktobacili zahrnuje napt. nasledujici zastupce:
Lb. acidophilus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. helveticus, Lb. salivarius (Gérner a
Valik, 2004, s. 153; Salminen, Wright a Ouwehand, 2004, s. 12).

Fakultativné heterofermentativni

Fakultativné  heterofermentativni laktobacily =~ obvykle fermentuji ~ hexozy
homofermentativni cestou, tedy pifimo na pfevazujici produkt kyselinu mlécnou. U
nékterych kmen Ize vSak za urcitych podminek pozorovat heterofermentativni
metabolizmus, kdy pfreménuji zkvasitelné cukry na kyselinu mléénou, CO; a etanol (nebo
kyselinu octovou). Kyselina octova je produkovana tehdy, pokud NAD' miize byt
regenerovano bez tvorby etanolu, napf. pfi redukci fruktézy nebo molekularniho Oo.
Pentdzy jsou fermentovany na kyselinu mlé¢nou a kyselinu octovou foskoketolazovou

drahou (Cernikové a Vanatkova, 2010, s. 81; Felis a Dellaglio, 2007, s. 48).
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Skupina fakultativné heterofermentativni reprezentuje napt.. Lb. casei subsp. casei, Lb.
casei subsp. rhamnosus, Lb. curvantus, Lb. plantarum (Gorner a Valik, 2004, s. 154;
Salminen, Wright a Ouwehand, 2004, s. 12).

Obligatné heterofermentativni

Obligatné heterofermentativni laktobacily fermentuji hexézy na kyselinu mléénou, CO; a
etanol (nebo kyselinu octovou). Pent6zy jsou pfeménovany na kyselinu mléénou a octovou
(Sedlacek, 2007, 245). Produkce kyseliny mlééné predstavuje zhruba 50 % (Reddy et al.,
2008, s. 25). Tvorba plynu z glukédzy je charakteristickym znakem téchto bakterii (Stiles a
Holzapfel, 1997 s. 15).

Skupina obligatn¢ heterofermentativnich laktobacili zahrnuje napt.: Lb. brevis, Lb.
buchneri, Lb. fermentum, Lb. reuteri (Gorner a Valik, 2004, s. 155; Salminen, Wright a
Ouwehand, 2004, s. 12).

3.1.4 Cilena aplikace kultur laktobacili v potravinach

Laktobacily hraji klicovou roli pfi vyrobé fermentovanych potravin. Z technologickych
duvodu se zamérn¢ ptidavaji jako startéry (Bernardeau et al., 2008, s. 278-280).

Pii vyrobé syrh plni laktobacily nejcastéji funkci primarni kultury, jejiZz vyznam spociva v
produkeci kyseliny mlécné (Bernardeau et al., 2008, s. 280).

Kyselina mlécna snizuje v rdmci fermentace laktozy pH prosttedi az na hodnotu 4,0, ¢imz

je inhibovan rist véts§iny mikroorganizmd, ¢asto i patogennich, a prodlouzi se trvanlivost

mlécné kysanych potravin (Reddy et al., 2008, s. 25).

Heterofermentativni laktobacily se v rdmci vyroby syrt pak uplatituji jako sekundéarni
kultury podilejici se na zrani syri. Nékteré kmeny mohou disponovat dieteticko-1é¢ebnymi
uc¢inky na lidské zdravi (Bernardeau et al., 2008, s. 280). Probiotika maji pozitivni vliv pfi
1é¢bé stievnich zanéti, prijmovych onemocnéni, infekci mocovych cest a v priibéhu
téhotenstvi. Jsou schopna zlepsit stav pacientt trpicich alergiemi (Bernardeau et al., 2008,
s. 280).

Pii vyrobé jogurtt nachazi uplatnéni mikrobialni kultura, jejiz soucasti je Lb. delbruecki
subsp. bulgaricus a Streptococcus salivarius subsp. thermophillus. Heterofementativni Lb.

kefir nachazi uplatnéni pii vyrobé kefiru (Gorner a Valik, 2004, s. 151-152).
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Mimo jiné jsou kultury laktobacili také dulezité pfi vyrobé masnych vyrobkl, vyrobki
rostlinného ptivodu, vina, specialnich druha piva atd. (Carr, Chill a Maida, 2002, st. 282;
Giraffa, Chanishvili a Widyastuti, 2010, s. 481).

Laktobacily maji vyznamnou tlohu pii fermentaci tepelné¢ neopracovanych masnych

vyrobkil obsahujicich ptidanou sacharézu nebo jiny zkvasitelny sacharid.

Laktobacily se rozmnozuji i v masnych vyrobcich, které jsou skladovany pii
chladirenskych teplotach. Diky tomu v nich laktobacily plni ochranou funkci pfed kazenim

proteolytickymi bakteriemi svou metabolickou ¢innosti (Gorner a Valik, 2004, s. 152).

Laktobacily se nachazeji v mensim mnozstvi na povrchu neporusenych rostlin a ve vétSim
mnozstvi na rozkladajicich se rostlinnych materialech, zejména na kazicim se ovoci. Maji
tedy velky vyznam pii vyrobé mnohych rostlinnych fermentovanych produkti (mlééné
kvasenych okurek, zeli, zeleninovych smési, vina, piva, ovocnych $tav a silazi), jako i pfi

kazeni téchto potravin a krmiv rostlinného ptivodu (Gorner a Valik, 2004, s. 151).

Laktobacily se vyuzivaji v ramci vyroby specidlnich druhti piv, jako jsou kyseld a
spontanné¢ kvaSend piva (lambik) pochazejici zejména z Belgie. Pfitomnost laktobacila se v
tomto piipadé nebere jako negativni jev, ba naopak dodéavaji témto piviim Zadouci kyselou

chut’ v dasledku tvorby kyseliny mlééné (Spitaels et al., 2014, s. €95384).

Mimo jiné jsou laktobacily schopné inhibovat patogenni mikroorganizmy, napt. nékteré
druhy salmonel a stafylokokl. Patogeny jsou v tomto piipadé inhibovany nejen snizenim
pH pomoci vyprodukované Kkyseliny mlééné, ale také vyluCovanim bakteriocinii S
antibiotickym u¢inkem. Uvedené inhibi¢ni latky jsou ucinné 1 proti dalSim
enteropatogennim bakteriim a sporotvornym mikroorganizmiim (Cernikova a Vanatkova,
2010, s. 80). Pii nizkém pH spoluptisobi specificky mikrobicidné i kyselina octova a H,0,
(Gorner a Valik, 2004, s. 157).

Mezi dalsi pfiznivé ucinky kultur laktobacilti patii zvySeni nutricni hodnoty potravin,
zmirnéni zazivacich problémi, stimulace imunitniho systému a odolnost hostitele viici

patogenim a nadorovym aktivitam (Adams a Moss, 2008, s. 320-322).

3.1.5 Nepriznivé projevy laktobacili

Heterofermentativni laktobacily se vyskytuji jako nezadouci kontaminace ve vinafstvi a
pivovarnictvi, kde zpusobuji chutové vady vyrobku (Wareing, Felicity a Rhea, 2010, s.

250). Jako puvodce kazeni piva je nejcastéji povazovan Lb. brevis. U masnych vyrobku
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mohou zpusobit kyselou chut, tvorbu plynu, slizu anebo zelenani (Gorner a Valik, 2004, s.
152). Dale mtize vznikat maslova piichut’ v disledku tvorby diacetylu v dzusech a pivu ¢i
zakal v alkoholickych napojich (Pejin et al., 2002, s. 46; Tolls et al., 1970, s. 649; Wareing,
Felicity a Rhea, 2010, s. 250).

Homo- a heterofermentativni laktobacily maji vyznamnou ulohu pfi kazeni technologicky
kyselych potravin. Kyselé prostiedi je potiebné pro funkci protedz. Uvolnéné
aminokyseliny pak slouzi jako zdroj energie pro acidotolerantni kmeny. Dale jsou zminéné
laktobacily schopné dekarboxylace aminokyselin za vzniku BA. (Gorner a Valik, 2004, s.
152)

Ojedinéle jsou laktobacily ptivodei infekci. Tuto skute¢nost lze sledovat zejména u
pacientd s oslabenou imunitou (Bernardeau et al., 2008, s. 280-281). Obecné vsak Ize o

laktobacilech fict, ze jsou to bakterie, které predstavuji pro zdravi ¢lovéka minimalni riziko

(Wessels et al., 2004, s. 499).
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PRAKTICKA CAST
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4 CILE PRACE

Cilem diplomové prace bylo provést skrining dekarboxylazové aktivity in vitro a ve
sladin€ u izolati kment laktobacilli z procesu vyroby piva. Dil¢im cilem v ramci skriningu

bylo také zhodnotit vyznam testovanych faktorti na celkovou produkci biogennich amind.

Dopliikovym, neméné vyznamnym, cilem bylo provést sledovani kinetiky produkce
biogennich amini u vybraného kmene Lactobacillus buchneri RIBM 2-9, ktera byla
ovlivnéna sledovanymi faktory (teplota kultivace, ptidavky etanolu a smési izo-a-hotkych
kyselin do kultivacniho prostiedi; samostatné a ve vzéjemnych kombinacich) za podminek

in vitro.

Naplnovani cili tedy probihalo ve dvou hlavnich experimentech (Experiment I a
Experiment 11). Experiment | pfedstavoval skrining a Experiment II sledovani kinetiky

produkce biogennich amind vybranym kmenem.

Ke splnéni cili Experimentu I a II této diplomové prace bylo nutné stanovit obsah
biogennich amini a polyamini pomoci vysokoucéinné kapalinové chromatografie na

reverznich fazich s gradientovou eluci a UV detekei.

V ramci Experimentu II bylo dale zapotiebi zjistit nariist kmene Lactobacillus buchneri
RIBM 2-9 k sestrojeni rustovych kiivek a vyvoj pH kultiva¢niho prostiedi, aby mohlo byt
zhodnoceno riustové chovani zkouseného kmene a piipadné odivodnén vliv téchto

parametr( na produkci biogennich amini.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 46

5 MATERIAL

5.1 Pouzité mikroorganizmy

Pro skrining dekarboxylazové aktivity in vitro a ve sladiné bylo pouzito 36 kment
laktobacilti izolovanych z procesu vyroby piva. Jednalo se o zastupce: Lactobacillus
casei/paracasei, Lb. brevis a Lb. buchneri. Kmeny byly ziskany z Vyzkumného ustavu

pivovarského a sladafského v Praze (Research Institute of Brewing and Malting; RIBM).

Vzhledem k nedostatku studii zabyvajicich se produkci BA zastupci Lb. buchneri, zvlasté
pak produkci tyraminu, bylo v rdmci této diplomové prace realizovano sledovéni kinetiky
produkce tyraminu (postupnd tvorba tyraminu) ovlivnéné vybranymi faktory. Pro ucely
sledovani kinetiky produkce BA soubézné s ristovym chovanim in vitro byl vybran kmen
Lactobacillus buchneri RIBM 2-9. Kmen, ktery vykazoval nejvyssi produkci tyraminu ze
vSech testovanych kmentl. Jednalo se rovnéZ o izolat z procesu vyroby piva, ktery je

povazovan za bakterialni kontaminantu.

5.2 Laboratorni média a sladina

Kmeny laktobacilti byly kultivovany v tekutych médiich MRS broth (MRS; HiMedia) a ve
sladiné. Pro pfipravu sladiny v laboratornich podminkach byl pouzit sladovy vytazek cesky

svétly (euroB.A.CH).

V podminkach in vitro byly jako prekurzory sledovanych BA a polyamini pouzity
aminokyseliny (AMK; Sigma-Aldrich): tyrozin, ornitin arginin, lyzin, fenylalanin a
histidin v koncentraci 0,3 % (w/v). V tom samém médiu bylo vyhodnoceno ristové
chovani vybraného kmene Lactobacillus buchneri RIBM 2-9. Bujon MRS se pouzival také
pro piipravu 24-hodinového inokulatu a pro uchovavani kment laktobacilti. Pro zjistovani

narlstu vybraného kmene bylo zapotiebi pouzit MRS agar (HiMedia).

MRS bujén
MRS 52,2 ¢
deionizovana voda 1000,0 ml

pH 5,040,2


http://www.beerresearch.cz/
http://www.beerresearch.cz/
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Sladina z extraktu sladu

sladovy vytazek Cesky svétly

deionizovana voda

MRS agar
MRS

agar agar
deionizovana voda

pH

1250 ¢

1000,0 ml

52,2 g
15,0 g
1000,0 ml

4,8+0,2
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6 METODIKA

6.1 Experiment I

V ramci Experimentu I byl proveden skrining dekarboxyldzové aktivity u vybranych

kmennt laktobacilu.

Skrining produkce BA a polyaminti byl zkouman za podminek in vitro (MRS broth) a ve
sladiné. Bylo vybrano 36 kment laktobacild od =zastupci rodu Lactobacillus
casei/paracasei (30 kmenti), Lb. brevis (3 kmeny) a Lb. buchneri (3 kmeny). Po kultivaci
uvedenych bakterii byl ziskdn supernatant, ve kterém byly BA a polyaminy stanoveny
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie na reverznich fazich s UV detekci po
piedchozi derivatizaci dansylchloridem. ZjednoduSené schéma prubéhu Experimentu I je

znazornéno na Obr. 2.

-
Priprava dekarboxyla¢nich médii ]

¢

Inokulace dekarboxylacnich médii ﬁ:[ Predkultivace kmenu ]

G

s ™
Kultivace pri teploté:
t, =30°C, 48 hod.

G

Centrifugace bakterialnich suspenzi

¢

Odbér vzorka pro analyzu

¢

4 n
Derivatizace dansylchloridem a filtrace
vzorku

¢

Stanoveni BA a polvamini
RP-HPLC s UV (254 nm)

. J

Obr. 2: Schéma Experimentu I, skrining dekarboxyldzové aktivity

in vitro a ve sladiné.
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6.1.1 Priprava dekarboxylaénich médii v ramci Experimentu I

Dekarboxylazova aktivita byla zkoumdna v supernatantech po kultivaci testovanych
kment pii teploté 30 °C za podminek in vitro a ve sladin€¢. Kmeny byly kultivovany ve

ttech variantach médii v péti opakovanich.

Prvni variantou dekarboxylacniho média byl bujon MRS s ptidavkem aminokyselin (Tyr,
Orn, Arg, Lys, Phe, His) v koncentraci 0,3 % (w/v). Totozné médium, ale obohacené piidavky
faktorti (etanolu (LachNer) a smési izo-a-hofkych kyselin (YC-Iso, Yakima Chief))
pfedstavovalo druhou variantu média. Posledni, tieti varianta bylo prostfedi sladiny bez

suplementace aminokyselinami.

Kazdé médium bylo pfipraveno navazenim potfebného mnozstvi danych komponent
(MRS, aminokyseliny, suSeny extrakt svétlého sladu). Poté byly tyto slozky smichany s
pozadovanym objemem vody. Sladina byla pfipravena dle navodu vyrobce tak, aby
extraktivné odpovidala 10 % pivu. Hustota byla métfena orientaéné¢ pomoci hustoméru.
Kyselost zivného média simulujici svymi parametry prostiedi piva (pH, koncentrace a
etanolu a hotkych latek) byla upravena na pH 4,8 okyselenim HCI o koncentraci 6 mol/l .
Média o0 objemu 7 ml byla sterilovana v autoklavu (Systec 2540EL) pfi teploté 121 °C po
dobu 20 minut. Pfed o¢kovanim byla obohacena druha varianta média ptidavky etanolu ve

vysi 4 % (v/v) a smési iz0-a-hotkych kyselin v kone¢né koncentraci 20 mg/1.

K zaockovani dekarboxylacnich médii byl pouzit 24-hodinovy inokulét. Jeho ptiprava
spocivala v pomnozeni kment laktobacill pfed vlastnim experimentem v dekarboxyla¢nim
médiu, které predstavoval bujon MRS s pfidavky aminokyselin. Kultivace probihala pfi

teploté 30 °C po dobu 24 hodin v termostatu (Memert).

Kontrola C¢istoty kmenli byla pfed samotnym experimentem uskutecnéna kiizovym
roztérem, Gramovym barvenim a mikroskopovanim fixovanych preparétii testovanych

kment.

Varianty médii byly inokulovany 100 pl pomnoZené suspenze danych kment laktobacili
narostenych pies noc. Inokulace probihala v o¢kovacim boxu (Biohazard). Nezaockovana
média poslouzila jako kontroly (od kazdé varianty média 5 kontrol). Hodnota BA a
polyaminii detekovanych v nezaockovanych médiich byla odec¢tena od hodnot stanovenych

Vv redlnych vzorcich po kultivaci sledovanych kment.
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6.1.2 Odbér vzorki pro analyzu

Po kultivaci byla zivna média s vybranymi kmeny laktobacilti centrifugovana (3 421x g;
22+1 °C; 20 minut; odstfedivka Hettich) a nasledné odebirana. Vzdy bylo odebrano 750 pl
média se suspenzi bakterii (supernatantu) a 750 ul kyseliny chloristé (Merck) o koncentraci

1,2 mol/l do ependorfkové mikrozkumavky. Timto zptisobem byly pfipraveny i kontroly.

6.2 Experiment Il

V ramci Experimentu II byla sledovana kinetika produkce BA Lactobacillus buchneri
RIBM 2-9, ktera byla ovlivnéna testovanymi faktory. V ¢ase odbéru vzorkl bylo, kromé
analyzy obsahu BA, sledovano riistové chovani. V ¢ase odbéru bylo méteno pH a rozvoj
testovaného kmene (CFU/ml). Stanoveni BA probihalo stejné jako v Experimentu L

ZjednoduSené schéma postupu Experimentu II je uvedeno na Obr. 3.

-
Priprava dekarboxylacnich médii:
MRS bujon+ Tyr; pH 5,2; pitdavky

etanolu a 1zo-o-horkych kyselin

\.

G

.
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Zisk supernatantu ]

p
Kultivace pri teplote: ]

¢

¢

¢

Priprava vzorka na analyzu; derivatizace, filtrace ]

G

RP-HPLC s UV (254 nim)

-
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Obr. 3: Schéma Experimentu II, kinetika produkce biogennich
aminii vybranym kmenem Lactobacillus buchneri RIBM 2-9 .



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

6.2.1 Priprava dekarboxylaénich médii v ramci Experimentu II

Produkce BA vybranym kmenem Lb. buchneri RIBM 2-9 byla ovlivnéna pfidavkem
testovanych faktorti v riznych koncentracich v piislusnych odbérovych ¢asech pii dané

testované teploté.

Byl zkousen vliv teploty kultivace (30 °C, 10 °C), ptidavku etanolu (0, 2, 3, 4 % (v/v)) a
smési 1z0-a-hotkych kyselin (0, 5, 10, 20 mg/l).

Byly zvoleny takové hodnoty zkousSenych faktord, které souvisi s technologickou praxi
vyroby piva. ZkouSené kultivacni teploty mély odpovidat teplotam, pii nichz je pivo
béhem vyrobniho procesu vystaveno (Basafova et al., 2010, s. 364-369). Navic vyssi
teplota (30 °C) je optimalni pro kultivaci testovaného kmene. Ziskané vysledky pii takto

zvolenych podminkach se pak mohou aplikovat na technologii vyroby piva.

Vybrany kmen byl kultivovan v bujonu MRS s ptidavky testovanych faktort. Faktory byly
ptidavany ve vzajemnych kombinacich. Celkem bylo vytvofeno 16 kombinaci faktort

uvedené v Tab. 3.

Tab. 3: Dekarboxylacni média s pridavky dané kombinace faktoru.

médium : _pfidavky .
etanolu [%]/smési iz0-a-hotkych kyselin [mg/1]
0/0 0/5 0/10 0/20
bujon MRS + Tyr, 2/0 2/5 2/10 2/20
pH 5,2 3/0 3/5 3/10 3/20
4/0 4/5 4/10 4/20

kde Tyr...pridavek tyrozinu 0,3 % (w/v), priklad znaceni kombinaci 0/5...0 % (v/v) etanolu,
5 mg/l smési horkych latek

Bujon MRS byl obohacen jen aminokyselinou tyrozinem v koncentraci 0,3 % (w/v).
V ramci skriningu totiz kmen disponoval prokazatelné pouze tyrozindekarboxylazovou
aktivitou. Iniciaéni hodnota pH Zivného média byla 5,2+0,2. Zivna média o jednotném

objemu 7 ml byla sterilovana v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 20 minut.

Po vysterilovani a zchladnuti byla média modifikovana pfidavkem piislusného mnozstvi

etanolu a smési izo-a-hotkych kyselin pro danou kombinaci faktort.

Poté bylo ockovano 100 ul suspenze bakterii testovaného kmene narostenych pies noc ve

trojim opakovani pro kazdy cCas odbéru. Pro kazdy odbérovy cas byla ponechana jedna
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kontrola (nezaockované médium). Kultivace inokulovanych médii byla realizovana pfi

teploté 30 °C a 10 °C.

6.2.2 Odbér vzorku pro analyzu

Thned po inokulaci dekarboxyla¢nich médii, bez nasledné kultivace, byly odebirany vzorky
pro analyzu (v ¢ase odbéru 0 hodin). Divodem bylo zjisténi pocatecniho obsahu BA. Dale
byl zjistovan pocet kolonii tvoficich jednotku v jednom ml cerstvé zaockovaného média
(CFU/mI). Kultivace inokulovanych médii testovanym kmenem byla ukoncena v danych

¢asech odbéru.

Pti teploté¢ 30 °C probihaly odbéry v Case 0, 2, 12, 24, 48, 72 a 96 hodin kultivace a pfi
teploté 10 °C po 0, 2, 7, 9, 12 a 15 dnech kultivace. Zvolena pravidelnost odbérovych cast
byla z dvodu monitorovani kinetiky produkce BA v dekarboxyla¢nich médiich s ptidavky

testovanych faktora.

Ve vSech Casech odbéru (vetné pocateéniho) byl sledovan narust kmene Lb. buchneri
RIBM 2-9 a zmény pH kultiva¢nich média (metody stanoveni jsou popsany v kapitole

6.2.3).

Odbér vzorki probihal stejné jako v Experimentu 1.

6.2.3 Ruiistové chovani kmene Lactobacillus buchneri RIBM 2-9

V kazdém case odbéru byl zjistovan nardst kmene Lb. buchneri RIBM 2-9 (CFU/ml) a
vyvoj pH kultiva¢nich média. Tyto parametry byly nezbytné k vyhodnoceni rastového

chovani zkousSeného kmene.

Nartst vybraného kmene byl zjistovan z vhodného fedéni. Bylo o¢kovano 100 pl inokula
na pudy MRS agar. Kultivace probihala pfi teploté 37 °C 24 hodin. Z hodnot CFU/mI
v danych ¢asech odbéru byly sestrojeny rustové kiivky kmene Lb. buchneri RIBM 2-9.

Meteni pH kultivacniho média bylo provedeno pfi laboratorni teploté za pouziti pH metru

(Eutech, Instruments Junction). Méteni probihalo u vSech vzorki v trojim opakovani.

V dusledku metabolické aktivity kmene Lb. buchneri RIBM 2-9 se ménilo pH kultiva¢niho
prostfedi. Kyselost prosttedi ovliviiuje riist mikroorganizmi 1 dekarboxyldzovou aktivitu,

jak je uvedeno v kapitole 2.5.2 této diplomové prace.
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6.3 Stanoveni biogennich aminu a polyamina v Experimentu | a Il

Derivatizace vzorka dansylchloridem (Sigma-Aldrich) byla provedena podle Dadakové,
Kitizka a Pelikanové (2009, s. 367).

Kazdy vzorek z ependortkové mikrozkumavky byl pipetovan po 1 ml do derivatiza¢nich
vialek. Dale bylo pfidano 100 pl vnitiniho standardu v koncentraci 5 g/l, 1,5 ml
karbonatového pufru 0 pH 11,1-11,2 (uhli¢itany sodné i draselné, Merck) a 2 ml Cerstvé
ptipraveného roztoku dansylchoridu (Sigma-Aldrich) v acetonu o koncentraci 5 g/l. Jako
interni  standard byl pouzit 1,7-heptandiamin  (Sigma-Aldrich).  Nasledovalo
dvacetihodinové tiepani v temnu. Reakce byla zakoncena ptidavkem 200 pl prolinu
(Merck) a probéhlo dalsi hodinové tiepani. Dansylderivaty byly extrahovany intenzivnim
vytfepanim do 3 ml heptanu (Sigma-Aldrich). Jeden mililitr vrchni heptanové vrstvy
(supernantu) byl pipetovan do malé vialky a odpaten pod dusikem pii teploté 60 °C. Suchy
odparek byl zfedén 1,5 ml acetonitrilu (100 % koncentrovany; Sigma-Aldrich).
Derivatizované vzorky byly zfiltrovany (0,22 um porozita filtru) a naneseny na kolonu ve

dvojim opakovani.

Podminky separace a detekce sledovanych BA byly uvedeny ve studii Sm¢l¢ et al. (2004,
S. 432-437). Separace byla provedena gradientovou eluci (elu¢ni program pro mobilni fazi
voda/ACN uveden v Tab. 4). UV detekce dansylderivati byla provedena pti vinové 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 dale tvoien
binarni pumpou, odplynovacem, UV/VIS-DAD detektorem, termostatem kolon (vSe

Agilent Technologies) a autosamplerem LabAlliance SHLA84000.

Tab. 4: Elucni program.

¢as [min] 10% ACN* [%] 100% ACN™* [%]
0,0 39 61
0,1 39 61
1,4 30 70
3,5 17 83
4,0 0 100
9,5 0 100
11,5 39 61
155 39 61

*ACN...acetonitril
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6.4 Dopliikové stanoveni obsahu aminokyselin v dekarboxyla¢nich
médiich
Byla provedena dopliiujici analyza aminokyselinového slozeni média MRS a extraktu

sladu (sladiny). Uprava a analyza vzorkti média a sladiny probéhla dle Lazarkové et al.

(2011, s. 1865).

Analyza obsahu aminokyselin byla realizovana po kyselé a oxidativni hydrolyze, kdy bylo
mnozstvi aminokyselin v médiich stanoveno za pouziti automatického aminokyselinového
analyzatoru AAA 400 (Ingos). Separace probiha na principu iontovyménné chromatografie

s postkolonovou ninhydrinovou derivatizaci a spektrofotometrickou detekci (A=540 nm).
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7 VYSLEDKY

7.1 Vysledky Experimentu I

Dekarboxylazova aktivita byla zjiStovana u 36 kment laktobacild druhu Lactobacillus

casei/paracasei, Lb. brevis a Lb. buchneri (Tab. 5, 6, Pfiloha P 1).

Produkce sedmi BA (tyraminu, putrescinu, spermidinu, sperminu, kadaverinu,
fenyletylaminu, histaminu) byla sledovana pii teplot¢ 30 °C po 48 hodinové kultivaci
kmenti ve tfech riznych médiich: v MRS bujonu s aminokyselinami, ve faktory upraveném
MRS bujonu (pH 4,8; 4 % (v/v) etanolu; 20 mg/l smési izo-a-hoikych kyselin) a ve

sladiné.

Pii teploté 30 °C za podminek in vitro a ve sladiné byl vybranymi kmeny laktobacilt
produkovan piedev§im tyramin. Produkce ostatnich BA a polyamina (histaminu,
putrescinu) nedosahovala mnozstvi 0,5 mg/l, nebo nebyla v daném prostfedi vibec

detekovana.

Produkce tyraminu se ve tfech riznych médiich zna¢né lisila. Obecné Ize konstatovat, ze

nejvyssi koncentrace tyraminu byly vyprodukovany testovanymi kmeny v médiu MRS s

v v

Tab. 5, 6).

Médium s upravenym pH, které bylo dale obohaceno o etanol a hoiké latky, vytvotilo pro
produkci tyraminu a ostatnich BA méné ptivétivé prostiedi. Etanol i hotké latky jsou
povazovany za substance inhibujici rist mikroorganizmi (Briggs et al., 2004, s. 607 a
623). Koncentrace a hodnoty testovanych faktorti byly voleny tak, aby se pfiblizovaly

hodnotdm méné hotkého, vycepniho piva.

Zjevné rozdily v produkci tyraminu byly ve vSech zkouSenych dekarboxyla¢nich médiich
nejenom mezi jednotlivymi druhy laktobacilli, ale také mezi pfisluSnymi kmeny dan¢ho

druhu. Nejméné produkéni kmeny byly zastupci Lb. casei/paracasei.
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Na Obr. 4 a 5 je znazornéna produkce tyraminu 30 kmeny Lb. casei/paracasei. V médiu
MRS s aminokyselinami byla vyprodukovana nejvyssi koncentrace tyraminu kmenem Lb.
casei/paracasei RIBM 2-22 (45,9+0,4 mg/1). Obdobné mnozZstvi bylo zaznamenano jen u 2
kmena Lb. casei/paracasei (RIBM 2-30, 33,1+3,4 mg/l; RIBM 2-46, 33,0+2,5 mg/l).

Ostatni zastupci Lb. casei/paracasei vykazovali v MRS bujonu produkci <10 mg/1.

V upraveném médiu MRS s faktory, které mély simulovat prostfedi vycepniho piva, byla
produkce kmeny Lb. casei/paracasei RIBM 2-22, 2-30 a 2-46 zhruba desetkrat mensi
(Obr. 4 a 5). Mirnéji byla produkce tyraminu v tomto médiu potlatovana u kmenu Lb.
casei/paracasei RIBM 2-1, 2-26, 2-37, 2-100 a 2-113. Nicméné produkce 23 kmenu Lb.
casei/paracasei dosahovala v upraveném médiu ¢i sladiné vysSich hodnot nez v médiu
MRS (Obr. 4 a 5). Podporu produkce tyraminu vykazovalo tedy v upraveném médiu 15
kment, ve sladin€ 1 kmen (RIBM 2-1) a v obou médiich zbylych 7 kment (RIBM 2-27, 2-
35, 2-45, 2-51, 2-52, 2-55, 2-63). Ptesto nejvyssi vyprodukované koncentrace tyraminu
nepiesahovaly jak v upraveném médiu, tak ve sladiné 15 mg/l. U nékterych kmeni

dokonce nebyla tvorba tyraminu v prostfedi sladiny detekovana.

Produkce tyraminu kmeny Lb. casei/paracasei nedosahovala tak vysokych hodnot jako u
kmena Lb. brevis a Lb. buchneri. Kmeny Lb. brevis a Lb. buchneri byly schopné
vyprodukovat takové koncentrace tyraminu, které byly, zvlast¢ v piipadé média MRS
s aminokyselinami, toxikologicky vyznamné (Tab. 5 a 6). Silla-Santos (1996, s. 224) uvadi
v potravindich maximalni pfipustnou Uroven tyraminu v rozmezi 100-800 mg/kg a
histaminu 50-100 mg/kg. Obecné plati, Ze v alkoholickych napojich se za toxickou davku
povazuje jiz mnozstvi 25-40 mg/l tyraminu a 8-20 mg/l histaminu (Spano et al., 2010, s.
97). Pokud by byla tato mnozstvi BA vyprodukovana v pivu, diky interferenci s etanolem
by mohla ohrozit zdravi spotiebitele (Loret, Deloyer a Dandrifosse, 2005, s. 519-520;
Romero et al., 2003, s. 162).
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UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59

Produkce vybranymi kmeny Lb. brevis (RIBM 2-69, 2-70 a 2-72) byla nejvyssi v médiu
MRS (Tab. 5). Nejvyssi detekovana hodnota tyraminu (283,7+22,1 mg/l) byla stanovena

v supernatantu po kultivaci kmene Lb. brevis RIBM 2-70.

V piipadé média MRS s ptidavky etanolu a hoikych latek byla produkce tyraminu kmeny
Lb. brevis vyrazné snizena (v nékterych pifipadech az o vice nez 90 %). V tomto
modifikovaném prostfedi MRS bujonu byly detekované hodnoty tyraminu (Tab. 5) v
rozmezi 11,3-21,6 mg/l u kment Lb. brevis do jisté miry analogické s vyprodukovanym
mnozstvim kmenem Lb. casei/paracasei RIBM 2-59. Nejniz$i produkce kmeny Lb. brevis
byly zaznamenany v prostiedi sladiny. Vyjimkou byl vSak kmen Lb. brevis RIBM 2-70, u
kterého bylo zjisténo mnozstvi tyraminu srovnatelné s nejvyssi hodnotou detekovanou u

kmene Lb. casei/paracasei RIBM 2-22 v médiu MRS s aminokyselinami.

Tab. 5: Produkce tyraminu vybranymi kmeny Lactobacillus brevis v médiu MRS s pridavky

aminokyselin, upraveném médiu MRS a ve sladiné pri 30 °C po 48 hodindach kultivace.

kmeny Lb. brevis MRS - TYR* uprav_??(eRll/lRS ~ sladina-TYR*
RIBM 2-69 177,5£10,3 15,9414 11,6+1,1
RIBM 2-70 283,7+22,1 11,3£1,0 49,0£5,1
RIBM 2-72 231,1£7,0 21,6+2.2 9,6+1,0

* TYR...produkce tyraminu

Nejvyssi hodnota tyraminu 332,8+23,4 mg/l v rdmci skriningu dekarboxylazové aktivity
36 vybranych kmend byla zaznamenana v supernatantu po kultivaci kmene Lb. buchneri
RIBM 2-9 v bujonu MRS (Tab. 6). U ostatnich 2 kment Lb. buchneri byla produkce
v daném médiu vyrazné nizs§i. Dokonce kmen Lb. buchneri RIBM 2-73 vyprodukoval
mnozstvi <5,0 mg/l, tedy mnozstvi shodné s nékterymi kmeny Lb. casei/paracasei (RIBM
2-26 a 2-88).

Stejné jako v bujonu MRS s aminokyselinami vynikal produkci kmen Lb. buchneri RIBM
2-9 v médiu s ptfidavky faktord imitace piva. Vyprodukované mnozZstvi bylo srovnatelné s

hodnotou u kmene Lb. brevis RIBM 2-72. Produkce ostatnich 2 kmenti byla zanedbatelna.

Sladina se zdala byt pro kmeny Lb. buchneri piihodnéjsim prostiedim nez médium
simulujici prostfedi piva. Pouze kmen Lb. buchneri RIBM 2-15 vyprodukoval mnozstvi
tyraminu <5,0 mg/l. Kmen, ktery za podminek in vitro (MRS s pfidavky aminokyselin)

produkoval nejvyssi mnozstvi tyraminu — Lb. buchneri RIBM 2-9 — byl schopen ve sladiné
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vyprodukovat pouze 10 % ptavodni hodnoty tyraminu, kterou byl schopen vytvotit v MRS
bez faktord. I tak by toto mnozstvi, v ptipad¢ alkoholického napoje, mohlo znamenat

potencialni riziko ohroZeni zdravi spotiebitele.

Tab. 6: Produkce tyraminu vybranymi kmeny Lactobacillus buchneri v médiu MRS S

pridavky aminokyselin, upravenéem médiu MRS a ve sladiné pri 30 °C po 48 hodindch

kultivace.
kmeny Lb. buchneri MRS - TYR* uprav_lt_z$t|3:21::[RS ~ sladina-TYR*
RIBM 2-9 332,823 .4 21,7£2,2 33,3+1,7
RIBM 2-15 92,34+9.5 3,2+0,3 2,9+0,1
RIBM 2-73 4,8+0,4 3,4+0,4 58,3£5,6

* TYR...produkce tyraminu
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7.2 Vysledky Experimentu IT

Za ucCelem sledovani kinetiky produkce BA byl vybran kmen Lactobacillus buchneri
RIBM 2-9. U kmene byl testovan vliv faktora etanolu (0, 2, 3, 4 % (v/v)), smési hotkych
latek (0, 5, 10, 20 mg/1) a teploty (30 °C, 10 °C) na dekarboxyldazovou aktivitu a na rastové
chovani za podminek in vitro. Kinetika produkce byla sledovana u tyraminu, jako

nejhojnéji produkovaného BA.

7.2.1 Ruistové chovani kmene Lactobacillus buchneri RIBM 2-9

Z prubéhu rastovych kiivek bylo ziejmé, Ze kmen Lb. buchneri RIBM 2-9 byl schopny
rustu za vSech testovanych podminek. Rust vybraného kmene byl pfi desetistupiiové

teploté pomalejsi nez pti 30 °C.

Ptidavek etanolu v ramci testovanych koncentraci 0-4 % (v/v) pii 30 °C nezpusobil
inhibici ristu Lb. buchneri RIBM 2-9 (Ptiloha P Il, Obr. 1). Testovany kmen byl odolny i
vuci nejvyssi, 4% (v/v), testované koncentraci etanolu. Schopnost adaptace na tuto nebo
jinou inhibi¢ni latku mize byt dana tim, Ze byly kmeny izolovany z procesu vyroby piva.
Pii 10 °C byl jiZ rGst testovaného kmene v piitomnosti etanolu ovliviiovan (Ptiloha P II,
Obr. 2). Vyssi pfidavky etanolu 3 a 4 % (v/v) viditeln¢ potlac¢ily mnozeni Lb. buchneri
RIBM 2-9. Spoluptisobeni kombinace faktorti tedy rozvoj kmene v dekarboxyla¢nim
médiu ovlivnila.

Piidavky hotkych latek zplisobily inhibici ristu zkouseného kmene pii obou testovanych

nejvyssi koncentraci hotkych latek 20 mg/1.

Kombinace etanolu a hotkych latek taktéz inhibovaly rist Lb. buchneri RIBM 2-9. Tento
trend bylo mozné pozorovat pii obou testovanych teplotach (Ptiloha P II, Obr. 5-10).
Nejveétsi inhibi¢ni uc€inek v ramci vSech sledovanych faktort byl prokazan v médiu s
pridavky nejvyssi koncentrace etanolu 4 % (v/v) a hotkych latek 20 mg/l (Ptiloha P II,
Obr. 9 a 10). Tyto podminky byly pro rust vybraného kmene nejméné privétivé. Je mozné
konstatovat, Ze s rostoucim ptidavkem hotkych latek v kombinaci s etanolem dochézelo k
potlaceni rlstu testovaného kmene. Vyjimkou vSak byla kombinace 3 % (v/v) etanolu s

hotkymi latkami, ktera pti desetistupiiové teploté nevykazovala viditelnou inhibici rastu.
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7.2.2 Vyvoj pH kultivaéniho prostiedi

Krom¢ rustu, byla také sledovana zména pH ristového prostfedi béhem kultivace Lb.
buchneri RIBM 2-9. Zména pH jednozna¢né souvisi s ristovym chovanim. Hodnoty pH se
ménily v disledku produkce metabolit kyselé ¢i alkalické povahy. Mezi kyselé produkty
nalezi organické kyseliny, zvlasté kyselina mlécnd a mezi alkalické latky, které pH ovlivni,

muzeme zatadit pravé BA.

Vlivem fermenta¢ni aktivity kmene Lb. buchneri RIBM 2-9 se pH kultiva¢niho média
nejdiive sniZilo. Produkci BA vSak dochdzelo k alkalizaci prostiedi a tedy k mirnému
nartstu pH béhem kultivace. Nicméné u nékterych variant médii mohl byt pozorovan

narust kyselosti i pfes hojnou produkci BA (Pfiloha P III, Obr. 3, 5, 7, 9).

Iniciaéni hodnoty pH médii s ptidavky etanolu 0-4 % (v/v) zaznamenaly béhem kultivace
pti 30 °C pokles (Pfiloha P III, Obr. 1). Tim, Ze nebyl rozvoj Lb. buchneri RIBM 2-9 v
ramci testovanych hodnot pfidavkd etanolu omezen, doslo jeho rozsdhlou fermentacni
aktivitou k viditelnému poklesu pH. Nejvétsi pokles byl pozorovan mezi druhou a 12
hodinou kultivace. Po dvanacté hodiné€ kultivace doslo k mirnému zvySeni pH. V ptipadé
desetistupiiové teploty byl zaznamendn na konci kultivace (po 15 dnech) mirné;si pokles
pH (Ptiloha P III, Obr. 2). Vyvoj pH opét odpovidal naristu kmene, kdy kombinace
nejvyssiho pridavku etanolu 4 % (v/v) a nizké teploty méla na rust testovaného kmene

inhibi¢ni u€inek. K vyraznému poklesu pH tedy nedoslo.

Hodnoty pH médii s piidavky hotkych latek (smési izo-a-hotkych kyselin) dosahovaly pfi
obou kultivacnich teplotach vysSich hodnot, jelikoz pfitomnost téchto latek plsobila na
rust daného kmene inhibi¢né (Ptiloha P III, Obr. 3 a 4). Pfi 30 °C mél vyvoj pH médii s
koncentracemi hotkych latek 10 a 20 mg/1 klesajici charakter (Ptiloha P III, Obr. 3).

Pti testovani vzajemnych kombinaci faktorti bylo mozné pozorovat zavislost vyvoje pH na
rastu kmene Lb. buchneri RIBM 2-9. Médium s ptidavky etanolu 4 % (v/v) a hotkych
latek 20 mg/1, které potla¢ovalo rist vybraného kmene nejvice, dosahovalo pH nejvyssich
detekovanych hodnot. Pti 30 °C byla na konci kultivace detekovana hodnota pH 4,5+0,1
(Ptiloha P III, Obr. 9), naopak pfi 10 °C bylo pH 5,2+0,1 (Ptiloha P III, Obr. 10).
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7.2.3 Kinetika produkce tyraminu kmenem Lactobacillus buchneri RIBM 2-9

Dle ziskanych vysledki byla kinetika produkce tyraminu pfi obou testovanych teplotach
vyrazné ovlivilovana pfidavky etanolu a hotkych latek. Vliv téchto faktort byl hodnocen
jak samostatné, tak ve vzajemnych kombinacich. U kmene Lb. buchneri RIBM 2-9 byly
detekovany pti 30 °C vyssi koncentrace tyraminu, nez mohly byt v médiich se stejnymi

kombinacemi faktorti pozorovéany pii nizsi zkousené teploté 10 °C.

Produkce tyraminu dosahujicich hodnot >200 mg/l byla pti 30 °C zaznamenana po 12
hodinach kultivace a pti 10 °C po 7 dnech. Je tedy jasné, ze teplota méla na rist a produkci

tyraminu vyznamny vliv (Obr. 6-15).

Produkce tyraminu byla obecné sledovana v exponencionalni a staciondrni fazi ristu

testovaného kmene (Ptiloha P II, Obr. 1-10).

Pii 30 °C byla maximalni produkce tyraminu dosaZena po 96 hodinach kultivace, kdy
nejvyssi hodnota tyraminu 1640,3+65,8 mg/l byla detekovana v médiu za ptidavku 2 %

(v/v) etanolu a 5 mg/l hotkych latek.

Pii 10 °C byla maximalni produkce zaznamenédna po 7 dnech kultivace. Nejvyssi hodnota
pfi této teplote, 1268,2+9,5 mg/l tyraminu, byla detekovana v médiu bez ptidavku etanolu
a hotkych latek. Po 15 dnech kultivace se vSak detekované mnozstvi tyraminu oproti
maximalnim hodnotdm mirné snizilo. To mohlo byt zplisobeno vyuzitim tyraminu jako
zdroje energie v dasledku dlouhé kultivace (Ercan, Bozkurt a Soysal, 2013, s. 396; Spano et
al., 2010, s. 95-96).

V ramci zkouSeni etanolu lze konstatovat, Ze rostouci piidavky etanolu potlacovaly
produkci tyraminu kmenem Lb. buchneri RIBM 2-9 (Obr. 6, 7). Nejvyraznéji byla tvorba
tyraminu inhibovdna v médiu s 4 % (v/v) pfidavkem etanolu. Tento jev mohl byt
pozorovan i piesto, ze rust vybraného kmene pii 30 °C nebyl potla¢en (Piiloha P II, Obr.
1). Maximalni detekované hodnoty tyraminu v médiu s 4 % (v/v) etanolu Cinily
1087,2+37,3 mg/l pii teploté 30 °C a 1111,1£4,9 mg/l pii 10 °C. Samostatny ptidavek
etanolu v rozsahu testovanych hodnot tedy nezplsobil vyznamnou inhibici produkce.
Nejnizsi pridavek etanolu 2 % (v/v) vSak nepisobil pfi tficetistupniové kultivaéni teploté
inhibi¢né. Detekovana hodnota tyraminu (1287,4 £36,6 mg/l) byla dokonce za zminénych

podminek vyssi nez v médiu bez piidavku etanolu.
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Obr. 6: Produkce tyraminu (TYR) béhem kultivace kmene Lactobacillus
buchneri RIBM 2-9 pri 30 °C v MRS bujonu s pridavky etanolu 0, 2, 3, 4 %
(VIV) a bez pridavku smési i20-a-horkych kyselin.
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Obr. 7: Produkce tyraminu (TYR) béhem kultivace kmene Lactobacillus

buchneri RIBM 2-9 p7i 10 °C v MRS bujonu s pridavky etanolu 0, 2, 3, 4 %

(VIV) a bez pridavku smési iz0-a-horkych kyselin.

Mezi dalsi faktory, které mély vyrazny vliv na rast zkouSeného kmene a tim i na produkci
tyraminu, se fadi pfitomnost hotkych latek s prokazatelnym antimikrobidlnim t¢inkem.
Nejnizsi pridavek hotkych latek 5 mg/l pii tficetistupiiové teploté podporoval tvorbu
tyraminu dle Obr. 8. Detekovana hodnota 1468,3+71,6 mg/l tyraminu byla témét o 15 %

v

vy$$i nez v médiu bez ptidavku hotkych latek (1261,2+30,3 mg/l). Nejvyraznéjsi inhibi¢ni
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ucinek projevoval nejvyssi ptidavek hotkych latek 20 mg/l. Pti 30 °C bylo v téchto
podminkach detekovano maximalni mnozstvi tyraminu 1022,9+64,2 mg/l, tedy mnozstvi
srovnatelné v médiu s 4 % (v/v) etanolu. Pii 10 °C bylo detekovano 261,4+10,4 mg/I
tyraminu. Kombinace hotkych latek s nizkou teplotou tedy vyrazné potlacila produkci

tyraminu (Obr. 9).

B0/0 ®0/5 ®0/10 ®0/20
2000 ~
1600 -
1200 -
800 -
400 -

TYR [mg/l]

7
1
N |
1
% %

0 2 12 24 48 72 96
¢as [h]

Obr. 8: Produkce tyraminu (TYR) béhem kultivace kmene Lactobacillus
buchneri RIBM 2-9 pri 30 °C v MRS bujonu bez pridavku etanolu a s
pridavky smési 120-a-horkych kyselin 0, 5, 10, 20 mg/|.

@0/0 @0/5 B0/10 ®0/20

1600 -
1200 -
800 -

TYR [mg/l]

400 -

0 2 7 9 12 15
¢as [dny]

Obr. 9: Produkce tyraminu (TYR) behem kultivace kmene Lactobacillus
buchneri RIBM 2-9 pri 10 °C v MRS bujonu bez pridavku etanolu a s
pridavky smési iz0-a-horkych kyselin 0, 5, 10, 20 mgl|.
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Je tfeba podotknout, ze nejen nékteré koncentrace faktord (2 % (v/v) etanolu a 5 mg/l
hotkych latek), ale také vzajemné kombinace faktorti neplsobily inhibi¢né a produkci
vyznamné podpofily. Tato skute¢nost se tykala pfidavku etanolu, piedevsim v kombinaci s
(Obr. 10, 12 a 14). Pti 10 °C nebyla podpora tyraminu ve stejném médiu pozorovana (Obr.
11, 13 a 15).

Pii 30 °C byla tvorba tyraminu nejviditelnéji podpofena v médiu s 2 % (v/v) etanolu v
kombinaci s 5 mg/l hotkych latek. V téchto podminkach byla detekovana nejvyssi hodnota
tyraminu 1640,3+65,8 mg/l v rdmci kinetiky. Vzajemné kombinace s vyssimi pridavky
etanolu (3 a 4 % (v/v)) vSak podporovaly produkci méné, nez samotné puisobeni hotkych
latek 5 mg/l. Inhibi¢ni G¢inek nevykazoval také ptidavek 2 % (v/v) etanolu s 10 mg/I
hotkych latek (Obr. 10). Nicméné na rlst vybraného kmene neplisobila inhibi¢né pouze
kombinace 3 % (v/v) etanolu s hotkymi latkami pii 10 °C. Produkce tedy nevykazuje s

nartistem daného kmene souhlasny trend.
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Obr. 10: Produkce tyraminu (TYR) béhem kultivace kmene Lactobacillus
buchneri RIBM 2-9 pri 30 °C v MRS bujonu s pridavky etanolu 2 % (v/v) a
smési 120-a-horkych kyselin 0, 5, 10, 20 mgl|.
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Obr. 11: Produkce tyraminu (TYR) béhem kultivace kmene Lactobacillus
buchneri RIBM 2-9 pri 10 °C v MRS bujonu s pridavky etanolu 2 % (v/v) a
smési 120-a-horkych kyselin 0, 5, 10, 20 mgl|.

©0/0 m3/5 @3/10 @3/20
2000 -
1600 -
1200 -
800
400

F
ﬁ
7
.
7
%

0 2 12 24 48 72 96
¢as [h]
Obr. 12: Produkce tyraminu (TYR) béhem kultivace kmene Lactobacillus

buchneri RIBM 2-9 pri 30 °C v MRS bujonu s pridavky etanolu 3 % (v/v) a
smési 120-a-horkych kyselin 0, 5, 10, 20 mgl|.
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Obr. 13: Produkce tyraminu (TYR) béhem kultivace kmene Lactobacillus
buchneri RIBM 2-9 pri 10 °C v MRS bujonu s pridavky etanolu 3 % (v/v) a
smési 120-a-horkych kyselin 0, 5, 10, 20 mgl|.

Pti nejvyssich testovanych koncentracich faktord (etanol 4 % (v/v) a hotké latky 20 mg/l)

byla prokdzana jak nejnizsi produkce tyraminu, tak nartst daného kmene (Ptiloha P II,

Obr. 9 a 10). V takovém médiu bylo vyprodukovéano 793,7+75,8 mg/l tyraminu pii 30 °C
(Obr. 14) a 246,99+24,12 mg/1 pti 10 °C (Obr. 15).
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Obr. 14: Produkce tyraminu (TYR) béhem kultivace kmene Lactobacillus
buchneri RIBM 2-9 pri 30 °C v MRS bujonu s pridavky etanolu 4 % (v/v) a
smési 120-a-horkych kyselin 0, 5, 10, 20 mgl|.
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Obr. 15: Produkce tyraminu (TYR) béhem kultivace kmene Lactobacillus
buchneri RIBM 2-9 pri 10 °C v MRS bujonu s pridavky etanolu 4 % (vIv) a
smési 120-a-horkych kyselin 0, 5, 10, 20 mgl|.
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8 DISKUZE

V ramci této diplomové prace byl uskuteCnén skrining dekarboxylazové aktivity u
vybranych kment laktobacilt in vitro a ve sladiné. Tyto kmeny byly izolovany z procesu
vyroby piva jako bakteridlni kontaminanty a poskytnuty Vyzkumnym ustavem
pivovarského a sladafského v Praze. Skrining byl realizovan ve tfech variantach

dekarboxyla¢nich médii.

Z duvodu nedostatkti odborné literatury pojednavajici o produkci BA, predevsim tyraminu,
zastupci Lactobacillus buchneri, byla do prace zahrnuta i experimentalni Cast, ktera se
zabyvala kinetikou produkce tyraminu a vlivem vybranych faktord na pribéh kumulace
tyraminu za podminek in vitro. Tato ¢ast diplomové prace muze ptispét k objasnéni vlivu
hotkych latek, etanolu a kultiva¢ni teploty na rozvoj a produkci tyraminu zastupci Lb.
buchneri. Kmen Lb. buchneri RIBM 2-9 byl za testovanych podminek (rozsah faktort)
schopen produkce vysokych koncentraci tyraminu, které by mohly, v pfipadé stejné

rozsahlé tyrozindekarboxylazové aktivity v pivu, ohrozit zdravotni stav konzumentu.

Obecné jsou zastupci rodu Lactobacillus nejobavangjsi kontaminaci v pivovarském
pramyslu, kterd zhorSuje mikrobialni kvalitu piva. Schopnost laktobacill kazit pivo zavisi
na jeho slozeni, zejména na obsahu antibakterialnich hotkych latek (Basafova et al., 2010,
S. 318-325). V souvislosti s timto tvrzenim lze uvést, ze vysledky této prace ukazuji
inhibiéni pisobeni hotkych latek (smés izo-a-hofkych kyselin) na rust a produkci

tyraminu. Zvlasté¢ pak mohl byt inhibi¢ni u¢inek sledovan v kombinaci s ptidavky etanolu.

Nekteré druhy laktobacilii jsou vSak rezistentni k hotkym latkdm, a tim padem mohou v
prostiedi piva, které vytvaii nepfiznivé podminky, rGst a mnozit se (Matoulkova,
Kubizniakova a Sigler, 2012, s. 336-337). Rezistenci nejéastéji vykazuje Lb. brevis, mén¢
Casto pak Lb. buchneri (Basafova et al., 2010, s. 324). I nami vybrany kmen, zastupce
druhu Lb. buchneri, byl schopen rist a navic produkovat BA v prostiedi s pfidavky téchto
latek. Ve vétsing pripadi pusobila zkousena smes hotkych latek v kombinaci s etanolem
alespon mirnou inhibici (byla ovlivnéna kumulace tyraminu i rozvoj kmene). Autoti Behr,
Ginzle a Vogel (2006, s. 6483-6492) uvadi, Ze v souvislosti s pfitomnosti hotkych latek
byl snizovan etanolovy stres u vysoce rezistentniho a adaptovaného kmene na hotké latky
Lb. brevis TMW 1.465. Tento jev mohl sehrat roli pravé v piipadé kombinace 2 % (v/v)
etanolu a 5 mg/l hotkych latek, pii které byla detekovana nejvy$si produkce tyraminu

kmenem Lb. buchneri RIBM 2-9.
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Konzumace piva mize vést ke zdravotnim problémlim, ptedev§im z divodu pfitomnosti
BA a etanolu. Nebezpeci spociva v interferenci etanolu s detoxika¢nim mechanizmem a
naslednym sniZzenim jeho uéinnosti (Loret, Deloyer a Dandrifosse, 2005, s. 519-520;
Romero et al., 2003, s. 162). Navic pfitomny alkohol mtize umociovat ucinky tyraminu. U
zdravych jedinct nepfedstavuje riziko mnozstvi tyraminu <10 mg/l. Nicméné pro pacienty
uzivajici 1éky blokujici enzym MAO (napi. psychofarmaka) je povazovan za nebezpecny
piijem mnozstvi vyssi >6 mg/l tyraminu béhem 4 hodin ¢i konzumace piva s obsahem
tyraminu >10 mg/l. U takovych spottebiteli byla pozorovdna hypertenzni krize (Kala¢ a
Kiizek, 2003, s. 124).

Vyprodukovand mnozstvi tyraminu testovanym kmenem Lb. buchneri RIBM 2-9 za
podminek in vitro byla mnohonasobné vyssi, a to i za ptisobeni nizké teploty a nejvyssich
testovanych koncentraci etanolu a smési hotkych latek (10 °C, 4 % etanolu a 20 mg/l izo-
a-hotkych latek). Realny systém potravinové matrice, tedy piva, se vSak od laboratorniho
média lisi svym chemickym slozenim, a tak Ize oc¢ekavat, ze by se diky tomu mohl rozsah
produkce tyraminu vyrazné vymykat hodnotam zjisténym za podminek in vitro. ZvIasté je
nutné si uvédomit, ze hlavni kulturou jsou kvasinky (Basafova et al., 2010, s. 310), které

mohou s BMK sout¢zit o substraty a tim také omezovat samotnou produkci BA.

Nekteré dostupné studie prokazaly, ze produkce BA izolaty BMK z vina nebyla
inhibovana ani pfi takovych koncentracich etanolu, které jsou pro vino charakteristické.
Naptiklad produkce tyraminu izolaty Lb. brevis z vina nebyla inhibovana pti 10 % (v/v)
etanolu (Moreno-Arribas a Lonvaud-Funel, 1999, s. 59). Mazzoli et al. (2009, s. 88)
zjistili, ze na produkci histaminu izolaty Lb. hilgardii nepisobilo inhibi¢né¢ 9 % (v/v)
etanolu, zatimco koncentrace etanolu 13 % (v/v) jiz produkci potla¢ovala. Alkoholovitosti
vina odpovidaji pfevazné zahrani¢ni piva napf. piva specialni, svrchné kvasena (stout,

porter) atd. (Basatova et al., 2010, s. 561-562).

Na produkci tyraminu kmenem Lb. buchneri RIBM 2-9 m¢la vliv také teplota a délka
kultivace. Marcobal et al. (2006, s. 423) zjistili, ze doba kultivace je povazovana za
studovanych faktord (teplota, dostupnost O,, koncentrace NaCl), pravé teplota byla

schopna zpomalit bunécny rust, prodlouzit genera¢ni dobu a umérné tomu 1 tvorbu BA.
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S produkei tyraminu souviselo 1 pH, které vlivem obranného mechanizmu proti piekyseleni
bunky vzrostlo. Narast pH o 0,2 by pak mohl mit za nasledek snizeni toxického ucinku

horkych latek az o polovinu (Briggs et al., 2004, s. 623).

Podle autort Bover-Cid a Holzapfel (1999, s. 35-40) a také Lorencové et al. (2012, s.
2090) laktobacily nejhojnéji produkovaly tyramin, coz odpovida experimentu prvotniho
skriningu. Rozdily v produkci tohoto BA byly patrny nejenom v ramci odlisného slozeni
dekarboxyla¢nich médii, ale také mezi druhy a zejména piislusSnymi kmeny dané¢ho druhu.
Tyto vysledky tedy poukazuji na to, ze schopnost produkovat BA je spiSe kmenovou
specifitou, coz dokladaji i studie napt. Buiikova et al. (2009, 2011).

Obecné je rozsah produkce BA ovliviiovdn mnozstvim aminokyselin dostupnych
v prostiedi. Vys$$i koncentrace prekurzori znamena potencial vyssi produkce (Juneja a
Sofos, 2010, s. 249-250). Z Tab. 7 je ziejmé, ze bujon MRS obsahoval vice prekurzort pro
vznik BA, nez bylo detekovano ve vzorku extraktu sladu. Obsah prekurzoru tyraminu,
tyrozinu, byl v médiu MRS az tfikrat vyssi. Hodnoty uvedené v Tab. 7 jsou pro MRS
bujon bez suplementace 0,3 % (w/v) aminokyselin. Nami obohacené laboratorni médium

tedy skytalo pro produkci BA mnohem vice prekurzort.

Nejvice produkovanym BA byl v ramci prvotniho skriningu tyramin (bez ohledu na
pfidavky ostatnich aminokyselin, Arg, Lys, Phe, His a Orn). Vyrazné vyssi koncentrace
tyraminu byly detekovany v médiu MRS nez ve sladiné. Vysledky skriningu v souvislosti
s analyzou médii tedy potvrzuji, Ze rozsah produkce BA je pfimo zavisly na mnoZstvi

pfitomnych prekurzord.

Tab. 7: Obsah vybranych aminokyselin v bujonu MRS a ve sladiné (g/l).

AMK* MRS sladina
Tyr 0,33 0,13
Arg 0,52 0,23
Lys 0,30 0,15
Phe 0,97 0,16
His 0,71 0,25
Orn ND** ND**

*AMK...aminokyselina,  **ND...aminokyselina nebyla detekovana; aminokyseliny

V tabulce uvadeny v g/l hydratovaného MRS bujonu ci sladiny
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Néami zvoleny extrakt sladu, v porovndni s médiem MRS, nebyl bohaty na obsah
vybranych aminokyselin. Sladina je vSak obecné bohaty zivny substrat, ktery disponuje pro

rozvoj laktobacilu piiznivym pH (5,0-5,5) (Basafova et al., 2010, s. 329).

V bujonu MRS vykazovaly nejnizsi produkci tyraminu z 36 testovanych kment zastupci
Lb. casei/paracasei. Pficemz maximalni detekovana hodnota (45,9+0,4 mg/l) tyraminu
byla vyprodukovana kmenem Lb.casei/paracasei RIBM 2-22. Nejvyssi produkci tyraminu
(332,8+23,4 mg/l) vykazoval Lb. buchneri RIBM 2-9 v ramci uskute¢néného skriningu.
Dale hojnou produkci disponovaly i kmeny Lb. brevis. Schopnost hojné produkce tyraminu
zastupci Lb. brevis uvadi i Lorencova et al. (2012, s. 2089). Bover-Cid a Holzapfel (1999,
s. 40) taktéz povazovali Lb. brevis a Lb. buchneri za hlavni producenty tyraminu. Tito
autofi detekovali po Ctyfdenni kultivaci pii 37 °C obsah tyraminu 516-3589 mg/l u kment
Lb. brevis a 7641 mg/l u jednoho ztestovanych kment Lb. buchneri (Bover-Cid a
Holzapfel, 1999, s. 40). Velké rozdily v rozsahu produkce tyraminu zastupci Lb. brevis a
Lb. buchneri ve zminéné studii v porovnani s nami provedenym skriningem byl zjevné

zpusoben odliSnymi podminkami kultivace.

Skrining v§ech 36 kment byl proveden nejen v aminokyselinami suplementovaném MRS
bujonu, ale také v MRS, které obsahovalo specifickou koncentraci etanolu a hotkych latek
a s nastavenou hodnotou pH. Tyto podminky mély médium ptiblizit podminkam, které by
pro rozvoj kmene poskytovalo méné hoiké, vycepni pivo. Takto upravené médium MRS
predstavovalo oproti bujonu MRS méné piivétivé prostredi, zvlasté pro kmeny Lb. brevis a
Lb. buchneri. Vhledem ke stejnému aminokyselinovému slozeni obou médii, 1ze nizsi
produkci ptisoudit inhibi¢nimu pusobeni pfitomnych faktord. Je tfeba podotknout, Ze
produkce tyraminu jak v upraveném médiu, tak ve sladiné nebyla zcela potlacena.
Dokonce vyprodukované mnozstvi (>20 mg/1), zvlaste kmenem Lb. buchneri RIBM 2-9 by
mohlo predstavovat v obou médiich potencionalni riziko nejen pro citlivé osoby a pacienty
1é¢ené psychofarmaky (>6 mg/l tyraminu), nybrz i pro zdravé jedince, u kterych neni

povazovano mnozstvi tyraminu <10 mg/1 za nebezpecné (Kala¢ a Kiizek, 2003, s. 124).

Kala¢, Hlavata a Krizka, 1997, s. 212 detekovali pomérné vysoké mnozstvi 20-24 mg/kg
tyraminu jiz ve sladu, ¢imz by se kumulace tyraminu mohla podpofit. Kmeny, které
vykazuji tyrozindekarboxyldzovou aktivitu by mohly k danému mnozstvi tyraminu, které
se jiz muze ze suroviny dostat do sladiny, pfispét a zvysit tak riziko ohrozeni zdravi

spotiebitele.
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ZAVER

Tato prace se zabyvala dekarboxyldzovou aktivitou izolatli kmenii laktobacilli z procesu

vyroby piva za podminek in vitro a ve sladiné. U vysoce produk¢niho kmene Lactobacillus

buchneri RIBM 2-9 bylo navic realizovano sledovani kinetiky produkce tyraminu

ovlivnéné vybranymi faktory in vitro. Na zakladé ziskanych vysledki 1ze konstatovat, ze:

Studované kmeny laktobacili v rdmci skriningu nejhojnéji produkovaly tyramin.
Ostatni biogenni aminy nebo polyaminy byly detekovany v zanedbatelném
mnozstvi.

Nejvyssi koncentrace tyraminu byly detekovany zvlasté¢ v médiu MRS s pridavky
aminokyselin. Rozdilna produkce byla ddna mnozstvim prekurzord, kdy nejmensi
mnozstvi bylo obsazeno ve slading.

Produkce tyraminu se liSila v rdmci kment stejného druhu. Produkci vynikaly
kmeny Lb. buchneri, které byly schopné vyprodukovat ve vSech testovanych
médiich nejvyssi mnozstvi tyraminu (az 332,8+23,4 mg/l).

Nejvétsim producentem tyraminu prvotniho skriningu a zaroven zastupce malo
prozkoumaného druhu v ramci tyrozindekarboxyldzové aktivity byl kmen Lb.
buchneri RIBM 2-9. Tento kmen byl podroben dal§imu zkoumani, kdy byla
sledovana kinetika produkce tyraminu kmenem Lb. buchneri RIBM 2-9. Byl
testovan vliv kultivacni teploty, ptidavku hotkych latek a etanolu.

Teplota 10 °C potlacovala rust kmene Lb. buchneri RIBM 2-9 a produkci tyraminu.
Hotké latky mély vyznamny vliv jak na rust testovaného kmene, tak na produkci
tyraminu. Koncentrace hotkych latek 20 mg/l, zejména v kombinaci s etanolem a
nizkou teplotou, nejvyraznéji potlacovala produkei tyraminu.

V médiu s ptidavkem 2 % (v/v) etanolu a 5 mg/l hotkych latek pfi teploté 30 °C
byla detekovana nejvyssi hodnota tyraminu 1640+65,8 mg/l. Tento fakt miize
poukazovat na minimalizaci etanolového stresu v pfitomnosti hotkych latek.
Vyprodukovana mnozstvi tyraminu kmenem LDb. buchneri RIBM 2-9 by, v ptipadé¢
stejné rozsahlé produkce v pivu, mohla ohrozit zdravotni nezavadnost vyrobku a

predstavovat riziko pro zdravi spotiebitele.
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PRILOHA P I: PRODUKCE TYRAMINU KMENY LACTOBACILLUS
CASEI/PARACASEI V DEKARBOXYLACNICH MEDIICH PRI 30 °C

kmeny Lb. MRS -TYR*  UPravenMRS =\ dina - TYR*
casei/paracasei TYR*
RIBM 2-1 10,0+0,4 3,5+0,2 11,0+0,3
RIBM 2-3 2,7+0,2 3,0+0,3 2,4+0.4
RIBM 2-5 2,6+0,2 3,9+0,2 2,3+0,2
RIBM 2-6 2,4+0,2 3,3+0,1 ND**
RIBM 2-11 3,2+0,2 3,6+0,1 ND**
RIBM 2-17 3,4+0,3 4,0+0,1 ND**
RIBM 2-20 2,8+0,3 3,8+0,1 2,8+0,1
RIBM 2-22 45.,9+0,4 4,6+0,2 2,5+0,2
RIBM 2-23 2,9+0,3 6,8+0,5 ND**
RIBM 2-25 2,5+0,3 4,0+0,4 ND**
RIBM 2-26 4,1+0,3 3,7+0,3 ND**
RIBM 2-27 2,2+0,2 4,3+0,3 2,3+0,1
RIBM 2-30 33,1£3.4 4,8+0,4 3,1+0,2
RIBM 2-31 2,0+0,1 4,3+0,1 ND**
RIBM 2-35 3,5+0,2 4,1+0,3 3,9+0,1
RIBM 2-37 3,4+0,2 3,3+0,2 ND**
RIBM 2-39 2,2+0,2 3,5+0,4 ND**
RIBM 2-41 2,8+0,2 6,3+0,6 ND**
RIBM 2-45 2,5+0,2 3,1+0,2 2,7+0,1
RIBM 2-46 33,042.5 3,0+0,2 3,8+0,1
RIBM 2-49 1,4+0,1 4,1+0,2 ND**
RIBM 2-51 1,3+0,1 3,5+0,1 3,9+0,1
RIBM 2-52 3,3+0,1 3,5+0,1 4,1+0,2
RIBM 2-55 1,2+0,1 3,9+0,2 2,3+0,1
RIBM 2-59 6,2+0,5 14,9+0,2 3,4+0,2
RIBM 2-63 4,4+0,2 6,4+0,3 5,4+0,1
RIBM 2-64 2,740,2 4,9+0,3 ND**
RIBM 2-88 4,0+0,2 5,8+0,1 3,4+0,1
RIBM 2-100 3,6+0,2 3,240,2 2,3+0,2
RIBM 2-113 3,4+0,3 3,1+0,3 2,604

* TYR...produkce tyraminu, **ND...tyramin nebyl detekovan



PRILOHA P II: RUSTOVE KRIVKY LACTOBACILLUS BUCHNERI
RIBM 2-9 VE FAKTORY MODIFIKOVANEM MRS BUJONU
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Obr. 1: Rustové kirivky kmene Lactobacillus buchneri RIBM 2-9 pri 30 °C

V MRS bujonu s pridavky etanolu 0-4 % (VIV) a bez pridavku smési iz0-a-
horkych kyselin.
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Obr. 2: Rustové krivky kmene Lactobacillus buchneri RIBM 2-9 pri 10 °C
V MRS bujonu s pridavky etanolu 0-4 % (VIV) a bez pridavku smési iz0-a-
horkych kyselin.
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Obr. 3: Rustové kirivky kmene Lactobacillus buchneri RIBM 2-9 pri 30 °C

V MRS bujonu bez pridavku etanolu a s pridavky smési i20-a-horkych kyselin
0, 5, 10, 20 mg/l.
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Obr. 4: Rustové krivky kmene Lactobacillus buchneri RIBM 2-9 pri 10 °C
V MRS bujonu bez pridavku etanolu a s pridavky smési i20-a-horkych kyselin
0, 5, 10, 20 mg/I.
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Obr. 5: Rustové kirivky kmene Lactobacillus buchneri RIBM 2-9 pri 30 °C

V MRS bujonu s pridavky etanolu 2 % (v/v) a smési izo-a-horkych kyselin 0, 5,
10, 20 mg/I.
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Obr. 6: Rustové krivky kmene Lactobacillus buchneri RIBM 2-9 pri 10 °C
Vv MRS bujonu s pridavky etanolu 2 % (v/v) a smési izo-a-horkych kyselin 0, 5,
10, 20 mg/I.
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Obr. 7: Rustové kirivky kmene Lactobacillus buchneri RIBM 2-9 pri 30 °C

V MRS bujonu s pridavky etanolu 3 % (v/V) a smési izo-a-horkych kyselin 0, 5,
10, 20 mg/I.
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Obr. 8: Rustové krivky kmene Lactobacillus buchneri RIBM 2-9 pri 10 °C
V MRS bujonu s pridavky etanolu 3 % (v/v) a smési izo-a-horkych kyselin 0, 5,
10, 20 mg/I.
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Obr. 9: Rustové kirivky kmene Lactobacillus buchneri RIBM 2-9 pri 30 °C
V MRS bujonu s pridavky etanolu 4 % (vIV) a smési izo-a-horkych kyselin 0, 5,
10, 20 mg/I.
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Obr. 10: Rustové krivky kmene Lactobacillus buchneri RIBM 2-9 pri 10 °C
V MRS bujonu s pridavky etanolu 4 % (v/v) a smési izo-a-horkych kyselin 0, 5,
10, 20 mg/I.



PRILOHA PII1: VYVOJ PH RUSTOVEHO PROSTREDI BEHEM
KULTIVACE LACTOBACILLUS BUCHNERI RIBM 2-9
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Obr. 1: Vyvoj pH MRS bujonu behem kultivace kmene Lactobacillus buchneri
RIBM 2-9 pri 30 °C s pridavky etanolu 0, 2, 3, 4 % (vIV) a bez pridavku smési
120-a-horkych kyselin.
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Obr. 2: Vyvoj pH MRS bujonu behem kultivace kmene Lactobacillus buchneri
RIBM 2-9 pri 10 °C s pridavky etanolu 0, 2, 3, 4 % (v/v) a bez pridavku smési
i20-a-horkych kyselin.
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Obr. 3: Vyvoj pH MRS bujonu behem kultivace kmene Lactobacillus buchneri
RIBM 2-9 pri 30 °C bez pridavku etanolu a s pridavky smési iz0-o-horkych
kyselin 0, 5, 10, 20 mg/I.
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Obr. 4: Vyvoj pH MRS bujonu behem kultivace kmene Lactobacillus buchneri
RIBM 2-9 pri 10 °C bez pridavku etanolu a s pridavky smési 120-a-horkych
kyselin 0, 5, 10, 20 mg/I.
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Obr. 5: Vyvoj pH MRS bujonu behem kultivace kmene Lactobacillus buchneri
RIBM 2-9 pri 30 °C s pridavky etanolu 2 % (v/v) a smési izo-a-horkych
kyselin 0, 5, 10, 20 mg/I.
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Obr. 6: Vyvoj pH MRS bujonu behem kultivace kmene Lactobacillus buchneri
RIBM 2-9 pri 10 °C s pridavky etanolu 2 % (v/v) a smési izo-o-horkych
kyselin 0, 5, 10, 20 mg/I.



pH

pH

Okontrola 20/0 m3/5 @3/10 B3/20
6,0 -
55 1
50 1 |.
45 [
4,0 1 |-
35 |
3,0

24 48 72 96
¢as [h]

Obr. 7: Vyvoj pH MRS bujonu behem kultivace kmene Lactobacillus buchneri
RIBM 2-9 pri 30 °C s pridavky etanolu 3 % (VIV) a smési izo-o-horkych
kyselin 0, 5, 10, 20 mg/I.
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Obr. 8: Vyvoj pH MRS bujonu behem kultivace kmene Lactobacillus buchneri
RIBM 2-9 pri 10 °C s pridavky etanolu 3 % (v/v) a smési izo-a-horkych
kyselin 0, 5, 10, 20 mg/I.
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Obr. 9: Vyvoj pH MRS bujonu behem kultivace kmene Lactobacillus buchneri
RIBM 2-9 pri 30 °C s pridavky etanolu 4 % (VIV) a smési iz0-o-horkych
kyselin 0, 5, 10, 20 mg/I.
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Obr. 10: Vyvoj pH MRS bujonu behem kultivace kmene Lactobacillus
buchneri RIBM 2-9 pri 10 °C s pridavky etanolu 4 % (v/v) a smési izo-a-
horkych kyselin 0, 5, 10, 20 mg/I.



