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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva faktory, které mohou ovlivnit dekarboxylazovou aktivitu bakterii
mlécného kvaseni béhem procesu vyroby piva. Plisobenim téchto bakterii vznikaji z ami-
nokyselin biogenni aminy, které jsou povazovany za kontaminanty a mohou negativné
ovlivnit zdravi konzumenta. Bakterie mlécného kvasSeni jsou diilezitou slozkou mikroflory
fermentovanych potravin, ovSem v procesu vyroby piva mohou, coby kontaminanty, ovliv-
nit kvalitu hotového vyrobku a jeho senzorické vlastnosti. NejcastéjSimi kontaminanty

v pivovarské vyrob¢ jsou zéstupci rodu Lactobacillus a Pediococcus.

Tvorbu biogennich aminti ovliviluje dostupnost aminokyselin v substratu, pfitomnost bak-
terii schopnych dekarboxylace, hodnota pH, teplota, pfitomnost kysliku a etanolu, obsah
hotkych chmelovych latek a doba zrani a skladovani. Z biogennich aminti jsou nejcastéji

zastoupeny tyramin, histamin, kadaverin, putrescin a agmatin.

Kli¢ova slova: biogenni aminy, bakterie mlééného kvaseni, dekarboxylace, pivo, Lacto-

bacillus

ABSTRACT

This thesis deals with factors that can influence the decarboxylase activity of lactic acid
bacteria in beer production. By acting of these bacteria, are generated biogenic amines from
amino acids, which are considered to be contaminants and can have an adverse effect on
the health of consumers. Lactic acid bacteria are an important part of the microflora of fer-
mented foods, but in the beer production process they can, as a contaminant, affect the qua-
lity of the finished product and its sensory properties. The most common contaminants in

brewing production are representatives of the genus Lactobacillus and Pediococcus.

The availability of amino acids in the substrate, the presence of decarboxylase positive bac-
teria, pH, temperature, presence of oxygen and ethanol, number of bitter hop substances
and aging and storage affect the formation of biogenic amines. The most common biogenic

amines are tyramine, histamine, cadaverine, putrescin and agmatine.

Keywords: biogenic amines, lactic acid bacteria, decarboxylation, beer, Lactobacillus
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UvVOD

Biogenni aminy (BA) jsou organické slouceniny, vyskytujici se pfevazné v potravinach,
které obsahuji bilkoviny a volné aminokyseliny. Mnozstvi BA, kter¢ se vyskytuje ptrevazné
ve fermentovanych potravindch a alkoholickych ndapojich, je sledovano hlavné
z toxikologického hlediska. Vysokda koncentrace BA totiz muze vést ke zdravotnim

problémim spotiebitele (Kala¢ a Ktizek, 2003, s. 123).

BA vznikaji dekarboxyldzovou aktivitou nékterych mikroorganizmii. Mezi ty patii gram-
pozitivni a gramnegativni bakterie riznych roda a druhti a dale pak kvasinky, které mohou
produkovat alifatické polyaminy (putrescin, kadaverin, spermin, spermidin). Mezi mikro-
organizmy s vyznamnou dekarboxyldzovou aktivitou se fadi laktobacily, pediokoky,

enterokoky a bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae (Linares et al., 2011, s. 693).

V pivovarském primyslu jsou obdvané kontaminanty z fad mikroorganizmi laktobacily
a pediokoky. Pivo jako takové vykazuje neptiznivé podminky pro rozvoj vétSiny mikroor-
ganizml. Dlivodem jen nizké pH, nizky obsah kysliku, pfitomnost CO, hoikych latek
a etanolu. OvSem mlécné bakterie, mezi které patii 1 vySe zminéné laktobacily a pediokoky,
dokédzou témto vlivim odolévat. Nékteré kmeny laktobacili vykazuji toleranci vuci
hotkym chmelovym latkdm a mohou tedy v pivu riist a mnozit se. Jejich ¢innosti vznikaji
nejen BA, ale také zpusobuji nezddouci senzorické zmény. Bakterie mlééného kvaseni
(BMK) nejsou povazovany za kontaminanty jen ve specidlnich kyselych belgickych pivech,
pii jejichZ vyrobé se pfitomnost laktobacilii povazuje za zddouci (Basafova et al., 2010,

s. 323-332; Spitaels et al., 2014, s. €95384).

Kromé vySe zminénych faktord ovlivituje dekarboxyldzovou aktivitu mikroorganizmu také
dostupnost aminokyselin v substratu, teplota a doba zrani a skladovéani (Linares et al.,

2012, s. 2-6).

Nejcastéji zastoupené BA v pivu jsou tyramin, histamin, kadaverin, putrescin a agmatin.
Pro zdravé jedince nepifedstavuje bézné mnoZzstvi BA v potravinach riziko, ovSem jejich

nadmérny piijem muze zplsobit zdravotni komplikace. Proto je dulezité, aby bylo jejich

cv w7
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1 DEKARBOXYLAZOVA AKTIVITA MIKROORGANIZMU,
PRODUKCE BIOGENNICH AMINU

1.1 Aminokyseliny

V potravinach jsou aminokyseliny, prekurzory biogennich amint (BA), soucasti proteind,
ze kterych mohou byt uvolilovany autolytickou nebo bakterialni proteolyzou (Karovi¢ova
a Kohajdova, 2005, s. 71). Jsou zakladni slozkou vSech zivych bunék a tudiz zakladni
stavebni jednotkou. Mezi jejich dalsi funkce patfi napf. syntéza mnoha biologicky
vyznamnych latek, Gcast na regulaci translace a transkripce, ovliviiovani sekrece hormonti

¢1 zajiStovani transportu pfes bunéénou membranu (Holecek, 2006, s. 181).

Reakce, které se uplatiiuji pfi metabolizmu vétSiny aminokyselin, jsou:
- deaminace (odstranéni aminoskupiny; —NH>)
- dekarboxylace (odstranéni karboxylové skupiny; —COOH)

- transaminace (reverzibilni pfenos aminoskupiny z 2-aminokyseliny na

2-oxokyselinu)

- prenos jednouhlikatych zbytkli pomoci tetrahydrofolatu (Holecek, 2006, s. 181
a 182).

1.2 Vznik biogennich amini dekarboxylaci

Dekarboxylace je reakce, pii které dochéazi k odStépeni oxidu uhli¢itého z karboxylové
skupiny v molekule aminokyseliny za vzniku aminu (Obr. 1). Jednd se o katalyzovany
proces za pritomnosti enzyml oxidoreduktdz a lyaz (dekarboxylazy). K nejznaméj$im
dekarboxylazam se tfadi pyruvatdekarboxyldza a dekarboxylazy aminokyselin. Pyruvatde-
karboxylaza produkuje pii alkoholové fermentaci acetaldehyd a dekarboxylazou aminoky-

selin vznikaji BA (Kodicek, 2004, s. 171).

K bakteriim, které jsou schopny dekarboxyldzové aktivity, se fadi zastupci rodl Bacillus,
Shigella, Salmonella, Klebsiella, Proteus, Citrobacter, Clostridium, Photobacterium,
Escherichia coli a nékteré bakterie mlééného kvaseni, napt. Lactobacillus, Lactococcus,

Leuconostoc, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Carnobacterium, Oenococcus,
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Tetragenococcus, Vagococcus a Weisella (Karovicova a Kohajdova, 2005, s. 71; Todar

[online], 2008).

Mezi nejrizikovéj$i mikrobidlni kontaminanty piva patii rody Lactobacillus a Pediococcus.
Druhy Lb. brevis, Lb. lindneri a P. damnosus jsou uvadény jako nejvice rizikové a jako
nejcastejs$i kontaminanty hotového piva. OvSem i mezi témito druhy bakterii jsou znacné
rozdily v jejich schopnosti kazit pivo. Zatimco napf. nékteré kmeny Lb. brevis jsou
schopny v pivu rist a pomnozovat se, jiné kmeny takovou schopnost nemaji (Sakamoto
a Konings, 2003, s. 107-109). Dekarboxylaza-pozitivni kmeny, které jsou schopné tvotit
BA, najdeme krom¢ zminovaného Lb. brevis také mezi zéastupci druhG Lb. buchneri,
Lb. plantarum, Lb. hilgardii, Pediococcus damnosus ¢i P. parvulus (Ancin, Gonzélez,

Jiménez, 2008, s. 257-275).

NH, NH,
| E: dekarboxylaza ‘

R-(|3-COOH R-C-H + CO,
H '

Obr. 1: Dekarboxylace aminokyselin (Velisek, 2002)

1.3 Biogenni aminy

BA jsou nizkomolekularni dusikaté slou¢eniny tvotené predevSim dekarboxylaci aminoky-
selin nebo aminaci ¢i transaminaci aldehydd a ketonti (Zornikova [online], 2012). Jsou to
organické slouceniny, které se bézné podili na metabolickych procesech v zivych tkanich
a vykazuji rizné biologické ucinky. Vlivem nezadouciho rozkladu bilkovin mohou byt

indikatorem kaZeni potravin (KftiZek a Kalag, 1998, s. 151).

BA mohou byt:
- alifatické (polyaminy) — putrescin, kadaverin, spermin, spermidin
- aromatické — tyramin, fenylethylamin

- heterocyklické — histamin, tryptamin (Buiika et al., 2012, s. 213)
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1.3.1 Produkce biogennich amini v potravinach

V nizkych koncentracich jsou BA pfirozenou slozkou fady potravin. Ve vy$sich mnoz-
stvich se vyskytuji napf. ve fermentovanych potravinach, kde vznikaji ¢innosti mikroorga-
nizmd. Jsou predevsim v kysaném zeli, zrajicich uzenindch, syrech, vinu a pivu. BA
mohou vznikat diky plisobeni enzymii nebo vysokych teplot (anonym1, MZ [online]).

V potravinaiskych provozech je sledovani BA zdrojem cennych informaci. Ve fermentova-
nych potravinach sice tvoii jejich pfirozenou slozku, nicméné mohou byt i indikatorem
nezadouci mikrobialni ¢innosti. U nefermentovanych vyrobk je vyskyt aminti znamkou
nezadoucich rozkladnych procesti dané pozivatiny (napf. masa ¢i motskych ryb). Obsah
aminl je také ukazatelem jakosti vstupni suroviny a urovné hygieny béhem vyrobniho
procesu a skladovani (Kolafova [online], 2012).

Hlavnimi pfedpoklady pro vznik BA jsou dostupnost volnych aminokyselin, pfitomnost
mikroorganizmi produkujicich dekarboxylaéni enzymy (dekarboxyldzy) a vhodné
podminky pro rast bakterii a produkci enzymt. Mezi faktory, které ovliviiuji tvorbu BA,
patii teplota, hodnota pH, aktivita vody, koncentrace soli, technologie zpracovani suroviny,
druh kontaminujici mikroflory, doba zrani a skladovani atd. Optimalni teplota pro vznik

amint je 5 — 38 °C (Komprda, 2004, s. 145; Sukova [online], 2006).

1.3.2 Vliv biogennich aminii na zdravi ¢lovéka

BA a polyaminy jsou latky, které jsou pro organizmus nepostradatelné a v béZnych mnoz-
stvich neptedstavuji pro zdravé osoby zadny problém. Jsou nezbytnymi soucastmi zivych
bunck, kde plni biologické funkce (Tab. 1). Jsou dilezitym zdrojem dusiku pro syntézu
hormoni (fenyletylamin), alkaloidl (halucinogenni u¢inky), nukleovych kyselin a proteint.
Ovsem jejich nadmérny piijem vede k riznym reakcim v organizmu vcetné nebezpeci
alimentarni intoxikace (Silla-Santos, 1996 s. 213-231; Shalaby, 1996, s. 675-690).

Napft. histamin se v lidském téle vyskytuje pfirozené jako soucast Zivych bunék a bazofil-
nich granulocyt. Odtud je uvolnovan do krevniho ob¢hu v ptipadé, ze je télo vystaveno
alergické reakci. Ve zdravém lidském organizmu zastava histamin nékolik funkci jako
fizeni sekrece zaludecni kyseliny, pfenos nervového vzruchu, sekrece hlenu, hojeni ran,
imunomodulace a krvetvorby. Histamin je nejtoxi¢téjSim BA v potravinach. Vyskytuje

se v rybach, syrech, viné a masnych vyrobcich. Casto je otrava histaminem zplisobena
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konzumaci makrelovitych ryb — skombrotoxikéza. Mezi odezvy organizmu, které jsou
vyvolany histaminem, patfi vazodilatace, kontrakce hladké svaloviny, zmény krevniho
tlaku, bolesti, tachykardie a arytmie (Zornikova [online], 2012).

Polyaminy mayji alifatickou strukturu a fadi se mezi bazické slouceniny. V zivych orga-
nizmech maji funkci zejména pii bunéném ristu. Zasoba (pool) PA vznikd biosyntézou
nebo ¢innosti mikroflory gastrointestinalniho traktu, nebo jsou ziskédvany potravou. Patii
mezi né putrescin, spermin, spermidin a agmatin. Jsou toxikologické z toho diivodu, ze

maji schopnost vytvaret karcinogenni N-nitroso slouceniny (Larqué, Sabater-Molina,

Zamora, 2007, s. 87-95).

Citlivost jedince na mnozstvi BA se muze liSit v zavislosti na mnoha faktorech, které
ovliviiuyji ¢innost detoxikacniho systému. Jedna se zvlast€¢ o vek, zdravotni stav, uzivani
farmakologickych pfipravki, konzumace alkoholu, celkova pfijatd mnozstvi BA, nebo
jejich vzajemné spoluptisobeni apod. (Silla-Santos, 1996; s. 223 a 224; Stadler a Li-
nenback, 2009, s. 341).

Reakci mohou vyvolat zrajici syry, fermentované produkty, ryby, ¢okolada, vino a nékteré
druhy ovoce (Svacina, 2008, s. 279 a 280). Jejich nadmérny pfijem miiZe mit za nasledek
zdravotni problémy jako je napt. bolest hlavy, zvySovani ¢i snizovani krevniho tlaku,
zvraceni a problémy s dychanim. Jejich Skodlivy vliv se mize projevit i v kombinaci s urci-
tymi léCivy. Mensi mnozstvi BA je metabolizovano bez negativnich reakci organizmu
(Burika et al. 2012, 213; anonym1, MZ [online]).

Béhem skladovéni potravin (pfedev§im ryb a masa) vznika nejcastéji histamin, kadaverin,

putrescin a tyramin (anonym1, MZ [online]).
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Tabulka 1: Biogenni aminy a jejich fyziologicky vyznam (Velisek, 2002)

Aminokyselina

BA

Utinky

Histidin

Histamin

Lokalni tkanovy hormon

Vliv na krevni tlak a sekreci zalude¢ni Stavy
Ucast pii anafylaktickém Soku a alergickych
reakcich

Lysin

Kadaverin

Stabilizace makromolekul (nukleové kyseliny)
a subcelularnich struktur (ribosomy)
Stimulace diferenciace bun¢k

Rostlinny hormon

Arginin (ornitin/citrulin)

Putrescin

Stabilizace makromolekul (nukleové kyseliny)
a subcelularnich struktur (ribosomy)
Stimulace diferenciace bunck

Rostlinny hormon

Arginin

Agmatin

Stabilizace makromolekul (nukleové kyseliny)
a subcelularnich struktur (ribosomy)
Stimulace diferenciace bun¢k

Rostlinny hormon

Fenylalanin

Fenyletylamin

Prekurzor tyraminu

Tyrozin

Tyramin

Prekurzor dopaminu

Lokalni tkanovy hormon

Vliv na krevni tlak a kontrakce hladkého sval-
stva

3,4 dihydroxyfenylalanin

(DOPA)

Dopamin

Mediatory sympatickych nervii

Tryptofan

Tryptamin

Lokalni tkanové a rostlinné hormony (katecho-
laminy)

Vliv na krevni tlak, peristaltiku stfev a na psy-
chické funkce

V pivu je z BA nejvice zastoupen tyramin, ktery se spolu s histaminem vétSinou vyskytuje

v pivech s vyssi kyselosti, kde jsou vhodné podminky pro ¢innost BMK. Nejvyssi toxiko-

logické riziko predstavuji spontanné kvaSena belgickd piva a svrchné kvaSena piva.

Bezpecnostni limit pro piijjem BA vyskytujici se v pivu byl stanoven na 20 mg/l, a to pro

soucet: histamin+fenyletylamin+tyramin+kadaverin (Kala¢ a Ktizek, 2003, s. 124 a 125).
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1.4 Produkce biogennich amini bakteriemi mlééného kvaseni

Bakterie mlé¢ného kvaseni je skupina grampozitivnich bakterii s charakteristickymi morfo-
logickymi, metabolickymi a fyziologickymi znaky. Jsou to nesportujici, nepohyblivé,
kataldza negativni tyCinky a koky, které produkuji kyselinu mlé¢nou jako jeden z hlavnich
fermentaénich produktd sacharidt. Radi se mezi mikroaerofilni (tzn., Ze projevuji slaby
rust na vzduchu, ale 1épe rostou pii redukované koncentraci O2) az fakultativné aerobni

bakterie (Salminen, Wright a Ouwehand, 2004, s. 2).

BMK se vyskytuji pirevazné v mistech s vysokou koncentraci sacharidli, aminokyselin,
vitamind a vys8i tenzi COz. Jsou soucasti bakteridlniho osidleni respira¢niho systému
a tvofi dominantni ¢ast mikrofléry traviciho a urogenitalniho traktu ¢loveka i zvitat (Steg-

nerova et al., 2007, s. 39-42).

K potravindisky vyznamnym rodim BMK patii Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tet-

ragenococcus, Vagococcus a Weissella (Das a Goyal, 2012, s. 758).

I kdyz jsou BMK v nékterych potravinaiskych odvétvich zddouci a nenahraditelné,
v pivovarském primyslu se fadi mezi kontaminanty, které¢ znehodnocuji hotovy produkt.
Jednd se zejména laktobacily a pediokoky. Netykd se to pouze nékterych specialnich
belgickych piv, do kterych jsou bakterie rodu Lactobacillus ptidavany zamérné (Spitaels et
al. [online], 2014). Z piva byly izolovany druhy Lb. backii, Lb. brevis, Lb. brevisimilis,
Lb. buchneri, Lb. casei, Lb. delbrueckii, Lb. lindneri, Lb. paucivorans, Lb. plantarum
z rodu Pediococcus pak P. acidilactici, P. claussenii, P. damnosus P. dextrinicus, P. inopi-
natus

a P. pentosaceus. Ne vSechny z téchto druhti jsou ale schopny kazit pivo, protoze u mlé¢-
nych bakterii je typicky vyskyt kmend kazicich pivo i kmenii nekazicich (Matoulkova
a Kubizniakova, 2015, s. 78 a 79). Naptiklad né¢které kmeny Lactobacillus brevis mohou
v pivu rist a mnoZit se diky rezistenci k hotkym latkdm chmele, zatimco jiné kmeny nevy-

kazuji Zadnou aktivitu a tim nenarusuji mikrobialni jakost piva (Suzuki et al., 2006, 174).

Mlécénym bakteriim je také prokdzana produkce BA. Zejména nékteré kmeny laktobacild,
napt. Lb. curvatus, Lb. brevis a Lb. buchneri, se fadi mezi vyznamné producenty tyraminu

(Bover-Cid, 1999, s. 33).
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V pracich Lorencové (2015) a Mahovské (2015) byly sledovany kmeny bakterii Lb. brevis
a Lb. plantarum za odlisnych podminek kultivace (obsah etanolu, hotkych chmelovych
latek, vliv teploty a hodnoty pH). Lze konstatovat, ze tyto faktory maji u nékterych kment
laktobacilll vliv na jejich dekarboxyldzovou aktivitu a dochazi k potlaceni produkce BA.
Nekteré kmeny ale citlivost viici témto podminkam nevykazuji a k produkci BA u nich dale
dochdzi. Mezi BA, které¢ byly zkoumanymi kmeny vyprodukovany, byly tyramin, spermin,

spermidin a putrescin (Lorencova, 2015; Mahovska, 2015).

1.4.1 Rozdéleni bakterii mlééného kvaSeni dle typu fermentace

BMK muzeme délit podle jejich zpiisobu fermentace. Je sledovano kvaSeni pii nelimituji-
cim mnozstvi glukézy a rstovych faktord (mnozstvi aminokyselin, vitaminti apod.) a pfi
omezeném mnozstvi kysliku. Dle typu fermentace tak rozliSujeme BMK homofermentat-
nivni, fakultativné heterofermentativni a obligatné heterofermentativni (Salminen, Wright

a Ouwehand, 2004, s. 6).

Mezi zéastupce obligatné homofermentativnich patfi bakterie rodu Lactococcus, Entero-
coccus, Aerococcus, Streptococcus, Pediococcus, Lactobacillus (Lb. acidophilus, Lb.

delbrueckii, Lb. helveticus, Lb. salivarius) (Salminen, Wright a Ouwehand, 2004, s. 6;

(anonym2, [online]).).

Tyto bakterie neumi metabolizovat pentdzy, tudiz substratem pro homofermentativni
bakterie jsou pouze hexo6zy. Fermentace hexdz na pyruvat probihd pres Embden-
Meyerhofovu drahu a produktem této fermentace je kyselina mlé¢n4, jakozto hlavni a jedi-

ny produkt (Buikova, 2016; Salminen, Wright a Ouwehand, 2004, s. 12).

Zastupce fakultativné heterofermentativnich najdeme mezi témito bakteridlnimi druhy

Lactobacillus casei, Lb. curvatus, Lb. plantarum, Lb. sakei (anonym2, [online]).

Fermentace hex6z heterofermentativnimi bakteriemi obvykle probihd homofermentativni
cestou a vysledkem je produkt kyselina mléc¢na. Nékteré kmeny ovsem preménuji zkvasi-
telné cukry na kyselinu mlé¢nou a dal§i produkty (CO», etanol) heterofermentativnim

kvaSenim (Cemikové a Miskova, 2010, s. 81; Felis a Dellaglio, 2007, s. 48).

Pent6zy jsou fosfoketoldzovou drahou zkvaSovany na kyselinu mlécnou a octovou.

V procesu se netvoii CO2 a nejsou nutné dehydrogenacni kroky k vytvoteni xylul6za-5-
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fosfatu. Acetylfosfat tedy neni redukovan na etanol, ale vzniké kyselina octova (Bunikova,

2016).

Mezi zastupce obligatné heterofermentativnich patii bakterie Leuconostoc, Oenococcus,

Weissella, Lactobacillus (Lb. brevis, Lb. buchneri, Lb. fermentum, Lb. reuteri) (Salminen,

Wright a Ouwehand, 2004, s. 6; anonym2, [online]).

Tato skupina bakterii metabolizuje hex6zy na kyselinu mlécnou a dalsi produkty, jako
napt. etanol, CO2 a Ha, a pentozy, ze kterych jsou vysledné produkty kyselina mlécna
a octova (Sedlacek, 2007, s. 245). Charakteristickym znakem tohoto druhu bakterii je tvor-
ba plynu z glukézy (Stiles a Holzapfel, 1997, s. 15).

1.4.2 Pouziti bakterii mlé¢ného kvaSeni v potravinarstvi

BMK jsou dulezitou slozkou mikroflory fermentovanych potravin, do kterych se zamérné
pfidavaji jako startovaci kultury. Pouzivaji se pfi vyrob¢ syrd, jogurtli, fermentovanych

masnych vyrobkt a zeleniny, ¢erveného vina (Bernardeau et al., 2008, s. 278-280).

Fermentace sacharidl na kyselinu mlé¢nou zpusobuje pokles hodnoty pH az na hodnotu
4,0 a inhibuje tim rist vétSiny mikroorganizmi. Absence téchto mikroorganizmi (neztidka
1 patogennich) ma za nésledek prodlouzeni trvanlivosti a zdravotni nezdvadnosti potravin.
Produkty metabolizmu BMK navic dodévaji fermentovanym potravindm senzorické vlast-

nosti, jako je chut, vlin¢€ a vzhled (Reddy et al., 2008, s. 25).

I kdyZ v hotovém pivu neni vétSina mikroorganizma schopna pfeZzit, mohou vyznamné
ovlivnit jeho senzorické vlastnosti. V provozech sladoven a pivovari mohou mikroorga-
nizmy kontaminovat zafizeni a suroviny a svym pusobenim tak zna¢né ovlivnit kvalitu

hotového piva (Jespersen a Jakobsen, 1996, s. 139-155).

[ 24

hlavn¢ zéstupci rodt Lactobacillus a Pediococcus (Tab. 2) (Sakamoto a Konings, 2003,
s. 105). Nekteré z kmeni mohou v pivu rist diky toleranci k chmelovym latkam, viici
kterym je vétSina BMK citliva. Znehodnoceni piva zplisobuje hlavné tvorba zédkalu a pro-
dukty metabolizmu BMK. Na mikrobidlnim kaZeni piva se vice nez 50 % podili Lacto-
bacillus brevis (Hollerova a Kubizniakova, 2002, s. 309; Sakamoto a Konings, 2003, s. 108
a 109).
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Hotové pivo pfedstavuje nepiiznivé prostiedi pro rozvoj vétSiny mikroorganizmu, a to
z téchto divodu:
- obsahuje velmi malo vyuzitelnych zivin, protoze vétSina jednoduchych cukra byla

spotfebovana kulturnimi kvasinkami béhem hlavniho kvaseni
- obsahuje alkohol, hotké chmelové latky a oxid uhlicity
- manizké pH (3,8 — 4,7) a nizky obsah kysliku (Sakamoto a Konings, 2003, s. 109)

Laktobacily nemusi byt v procesu vyroby piva povazovany pouze za nezadouci kontami-
nanty, ale mohou byt zddané v nékterych typech piv, konkrétné¢ ve spontanné kvasenych
pivech typu lambik. Tato piva pochazi z Belgie a kyselé a spontdnni kvaseni jim dodava
zadouci kyselou chut, ktera je zptisobena tvorbou kyseliny mlééné (Spitaels et al. [online],

2014).

Tabulka 2: Bakterie mlécného kvaseni produkujici biogenni aminy (Ancin, Gonzdlez,

Jiménez, 2008)

BA BMK BA BMK

Histamin Oenococcus oeni Putrescin Oenococcus oeni
Lactobacillus hilgardii Lactobacillus hilgardii
Lactobacillus 30a Lactobacillus 30a
Pediococcus damnosus Lactobacillus plantarum
Pediococcus parvulus Lactobacillus buchneri

Tyramin Lactobacillus brevis Fenyletylamin | Lactobacillus brevis
Lactobacillus hilgardii Lactobacillus hilgardii
Leuconostoc mesenteroides
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2 FAKTORY OVLIVNUJICIi TVORBU BIOGENNICH AMINU V
PIVU

Mikroorganizmy s dekarboxyldzovou aktivitou potfebuji ke svému rstu a mnozeni vhodné
podminky. Produkci BA vyrazné ovliviiuje dostupnost volnych aminokyselin, pfitomnost
mikroorganizmt s dekarboxylazovou aktivitou a vhodné podminky pro rist a mnozeni
mikroorganizmii a syntézu dekarboxyldz. Tvorba BA v potraviniach je déale ovlivnéna
faktory jako je teplota, hodnota pH, doba skladovani, aktivita vody atd. (Komprda, 2004,
s. 145). Mezi produkty s vy$$im mnozstvim BA se fadi fermentované potraviny a alkoho-

lické napoje, jako je pivo ¢i vino (Kala¢ a Ktizek, 2003, s. 123).

Dostupnost substratii je jednim z vyznamnych faktord ovliviijicich dekarboxylazovou
aktivitu mikroorganizmi. Dulezita je jak pfitomnost volnych aminokyselin, tak i pfitom-
nost vyuzitelnych cukri v prostedi (Savel, 2010, s. 8). Dostupnosti substrati v pivu je
vénovana samostatnd kapitola (viz kapitola 3 Pivo jako zdroj substratii pro rozvoj dekarbo-

xylaza-pozitivni mikroflory).

2.1 Teplota

Tvorba BA bakteriemi je zna¢nym zplsobem ovlivnéna teplotou. Za optimalni teplotu pro
rust vétsiny bakterii produkujici dekarboxylazy se povazuje 20 — 37 °C (Karovicova a Ko-
hajdova, 2005, s. 71). Z tohoto pohledu by byly pro tvorbu BA piihodnéjsi podminky

produkce svrchné kvaSenych piv, nez téch spodné kvaSenych. Dale nasleduje dozravani.

Pokud pti dokvaSovani vzroste teplota nad 5 °C, vzroste 1 poc¢et kontaminujicich mikroor-
ganizmul. Obzvlasté pediokoky (zejména P. damnosus) jsou schopny rlist a mnoZit se i pfi
velmi nizkych teplotach a pfi dokvaSovani mohou vytvofit znacné mnozstvi diacetylu

(Matoulkové a Kubizniakova, 2015, s. 80).

Skladovani piva za nizkych teplot omezuje rozvoj dekarboxyldza-pozitivnich mikroorga-
nizm, jejich aktivitu a tim i produkci BA (Linares et al., 2012, s. 6). I kdyZ mohou nékteré
aminy vznikat 1 pfi teplotdch 0 — 10 °C, ma se za to, ze nizké teploty tvorbé BA nepfteji

(Juneja a Sofos, 2010, s. 252).

K zamezeni rozvoje kontaminujici mikroflory v pivu (divoké kvasinky, plisn¢ a bakterie)

se vyuziva pasterace. Vzhledem k tomu, Ze jednotlivé mikroorganizmy vykazuji riznou
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teplotni odolnost, je nutné¢ vyvinout teplotu k pasteraci okolo 60 °C po dobu 20 minut
(Savel, 2010, s. 9).

2.2 Pritomnost mikroorganizmii schopnych dekarboxylace

Jak jiz bylo zminéno, k bakteriim, které¢ jsou schopny dekarboxyldzové aktivity, se tadi
rody Bacillus, Shigella, Salmonella, Klebsiella, Proteus, Citrobacter, Clostridium, Photo-
bacterium a Escherichia coli. Z bakterii mlécného kvaseni jsou to napt. Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Streptococcus a Pediococcus (Karovicova a Ko-
hajdova, 2005, s. 71). Nejcastéji se dekarboxylazova aktivita projevuje u laktobacild,

pediokokii, enterokokt a Celedi Enterobacteriaceae (Halasz et al., 1994, s. 42).

Dekarboxylazovou aktivitu ovliviiuji faktory, které tvorbu BA v potravinach bud’ podpofi,
nebo ji zamezuji. Dillezitd je napft. teplota, hodnota pH, dostupnost substratu atd. (viz dalsi
kapitoly). Svou roli hraje také pifitomnost pyridoxalfosfatu. Je to fosforylovana forma
vitaminu B6 a je nezbytny pro funkci fady enzymi, které metabolizuji aminokyseliny

(Ozogul a Ozogul, 2007, s. 385; Buiikova et al., 2011, s. 975, wikipedia [online], 2016).

K mikroorganizmtiim kazicim pivo patii zastupci rodi Lactobacillus a v mensi miie Pedio-
coccus. Nejvice rizikové jsou druhy Lb. brevis, Lb. lindneri a P. damnosus (Sakamoto

a Konings, 2003, s. 107-109).

Kromé surovin vyuZivanych k vyrobé piva a BMK, které jsou povazovany za kontaminan-
ty, mohou za ptitomnost BA v pivu i kvasinky, které se u€astni fermenta¢niho procesu (Ka-

la¢ a Kfizek, 2003, s. 125 a 126).

Pivovarskeé kvasinky jsou schopny produkovat BA putrescin, kadaverin, agmatin, histamin,
tyramin, spermin a spermidin a obsah BA se miiZze zvySovat opakovanym pouzivanim
kvasinek. Jako divod tvorby BA je uddvana autolyza kvasinkovych bunék. Putrescin,
spermin a spermidin kvasinky produkuji i jako béZzné produkty metabolizmu (Kalac,
Ktizek, Hlavata, 1997, s. 209-214; Halasz, Barath, Holzapfel, 2008, 418-423). ZvySena
produkce BA kvasinkami je v procesu vyroby piva nezadouci (Landete, Ferrer, Polo,

Pardo, 2005, s. 1119-1124).

Jen vysoce kvalitni kvasinky zaru€uji optimalni kvaseni a pozadované senzorické vlastnos-

ti kone¢ného produktu (chut’, barvu, viini, obsah alkoholu) (Berlowska et al., 2014, s. 289).
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2.3 Hodnota pH

Hodnota pH je povazovana za klicovy faktor ovliviiujici dekarboxyldzovou aktivitu a tvor-
bu BA (Juneja a Sofos, 2010, s. 1400). Vzhledem k tomu, ze dekarboxylazova aktivita

vvvvv

vyrobky, vcetné piva, vhodnym prostiedim pro tvorbu BA (Lorencova et al., 2012,

5. 2086).

Vzhledem k relativné nizkému pH (3,8 — 4,7) je pivo obecné povazovano za mikrobidlné
stabilni (Suzuki et al., 2006, s. 173). I ptesto v ném k produkci BA dochézi, a to z divodu
pfitomnosti kmenii bakterii, kterym vyhovuje kyselejsi rustové prostfedi. Laktobacilim
nejvice vyhovuje pH 6,4 az 5,4, ale nékteré acidofilni kmeny rostou i pii pH 4,0 az 3,6
(Vos et al., 2009, s. 470). Pii mirném sniZzeni pH dochazi u acidotolerantnich BMK ke
zvyseni produkce BA. Pokud ale dojde k vyraznéjSimu snizeni pH, pocet mikroorganizmu

se sniZi, coZ ovSem neznamena i snizeni vyprodukovanych BA (Linares et al., 2012, s. 6).

Obzvlast’ nachylnd k rozvoji i méné odolné mikroflory jsou piva s vy$§sim pH, malo pro-
kvaSend, s vy$S§im obsahem aminokyselin a zkvasitelnych cukrl a s niz§im obsahem CO:

(Matoulkovéa a Kubizniakova, 2015, s. 80).

2.4 Aktivita vody

Mikroorganizmy pottebuji vodu pro svijj riist a rozmnozovani. Mikrobialni buiika obsahuje

80 — 90 % vody, v niz probihaji v§echny chemické reakce (anonym3, MZ [online]).

Dosazitelna (volnd) voda neni v potravinovém substratu chemicky vazana a jeji hodnoty
se pohybuji od 0,00 po 1,0. Minimalni hodnota pro bakterie pisobici kazeni potravin je
0,90 — 0,91 a pfi aw nizsi nez 0,60 neni pfevazna ¢ast mikroorganizmi schopna ristu (ano-

nym3, MZ [online]).

V prostiedi s nizkym obsahem vody dochazi k omezenému ristu bakterii, a tim 1 ke sniZzeni
jejich dekarboxylazové aktivity a produkce BA (Juneja a Sofos, 2010, s. 253; Kiizek
a Kalag, 1998, s. 157 a 158).

Vzhledem k tomu, Ze pivo je z vice nez 90 % tvoteno vodou, jevi se jako vhodné prostiedi
pro rust a mnozeni bakterii. I pfesto je to ndpoj s pomérné vysokou mikrobiologickou stabi-

litou, protoze hotké chmelové latky, mnozstvi etanolu, vyssi koncentrace CO, nizké pH,
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nizky obsah zivin a kysliku jsou faktory, které vyraznéjSimu rozvoji kontaminujici mikrof-

lory brani (Matoulkové a Kubizniakova, 2015, s. 78).

2.5 Koncentrace soli

Dulezity je 1 obsah mineralnich latek a stopovych prvki, kterych je v pivu pies tricet. Tyto
latky pochazeji vétSinou ze sladu a jsou diilezité mimo jiné pro spravnou funkci kvasinek.
Déli se na makroelementy (Mg, K, Ca, P, S, Cl), mikroelementy (Co, B, Cd, Mo, Cu atd.),
minoritni mineralni latky (Fe, Zn, Mn) a kovy/polokovy (Ag, Hb, Se, Pd, As atd.). Kovy
jsou dulezité pro spravné fungovani enzymt a jejich spotieba se zvysuje s rostouci koncen-
traci mladiny. Jako pfiklad Ize uvést zinek, jehoz nedostatek mulze zplsobit zpomaleni
hlavniho kvaseni. Sirné slouceniny maji pro zménu vliv na senzorické vlastnosti piva
a jeho stabilitu. Dllezity je také fosfor, ktery je soucasti nukleovych kyselin ¢i fosfolipidi
(Olsovska, 2015, s. 2-3; Basarova et al. 2010, s. 263).

Mineralni latky jsou obsazeny hlavné v klicku a aleuronovych vrstvach zrna je¢mene. Pii
maceni je¢mene jsou mineralni latky uvolnovany do vody, ale znovu se v zrnu tvofi béhem
sladovani. Latky jsou extrahovany ze sladu do varni vody pfi rmutovéani (Briggs, 1998,

s. 191).

Mnozstvi minerdlli z chmele je zanedbatelné vzhledem k mnozstvi, ktera jsou k vyrobé

piva pouzivana. Chmel obsahuje K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn, Zn, Na (Preedy, 2009, s. 364).

Soli maji na produkci BA vyznamny vliv. Vyssi koncentrace soli mé za nasledek zvySeni
osmotického tlaku v bunikdch a tim snizeni produkce BA. Jako ptiklad Ize uvést snizeni
produkce histaminu u Lactobacillus buchneri pii koncentraci chloridu sodného 3,5 % (v/v)
a zastaveni jeho tvorby pii koncentraci 5,0 % (v/v). Pivo ov§em neobsahuje takové mnoz-
stvi soli, aby k produkci BA nedochazelo (Bunkova et al., 2011, s. 117; Juneja a Sofos,
2010, s. 252).

Pivo také obsahuje mnozstvi vitamint, z nichZ jsou nejvice zastoupeny vitaminy skupiny
B. Pochazeji ze surovin pouzivanych k vyrobé piva (obzvlasté ze sladu) a Castecné jsou
produktem pivovarskych kvasinek, které vitaminy tvoii béhem fermentace. Mezi dilezité
vitaminy patii B6. Metabolicky aktivni formou tohoto vitaminu je pyridoxal-5-fosfat, jenz
je povazovan za kofaktor mnoha reakci, vcetn¢ dekarboxylace (Olsovska et al., 2014,

s. 175; Velisek, 1999, s. 15).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

2.6 Pritomnost kysliku a CO»

Pritomnost kysliku ma také vyznamny vliv na vznik BA (Silla-Santos, 1996, s. 221).
Zatimco aerobni mikroorganizmy potrebuji kyslik ke svému rastu, pro anaerobni bakterie
je vysoka koncentrace O toxicka (Stolp, 1988, s. 22). Mezi skupinu mikroorganizmd,
kterym nizké koncentrace kysliku vyhovuji, patii BMK. V pivu se jedna o zéstupce rod
Lactobacillus (fakultativné anaerobni, Casto mikroaerofilni) a Pediococcus (anaerobni)
(Matoulkova, Kubizniakova a Sigler, 2012, s. 336, Basafova et al., 2010, 323-325).
Vseobecné se ma za to, ze tyto bakterie ke svému rastu kyslik nepotiebuji a jeho plisobeni
ma na né€ negativni vliv. Stale se ale objevuji nové poznatky o vlivu kysliku na BMK a je
ziejmé, ze mnozstvi kysliku, které vyzaduji nékteré bakterie, se li$i, a to nejen v ramci

druhu, ale 1 kmene (Siezen, 2002, s. 194).

Kromé kysliku se v pivu vyskytuje i oxid uhli¢ity. Vznika béhem hlavniho kvaseni a pfi
dokvasovani a je pfirozenou soucdsti piva. Spolu s etanolem je produktem metabolizmu
kvasinek, které zkvasSuji jednoduché cukry vytvorené pfi rmutovani. Na miru nasyceni piva
CO2 ma vliv chemické slozeni a fyzikdlni vlastnosti piva. Vazani CO; v pivu je slozity
proces, jelikoz zahrnuje celou fadu dil¢ich vlivii. Na jeho rozpustnost v pivu ma vliv teplo-
ta a tlak (pfi niZsi teploté a vys$§im tlaku schopnost piva absorbovat CO; vzriistd). Obsah
CO2 ma vliv na senzorické vlastnosti piva a jeho trvanlivost. Mnozstvi CO> ve stace-
ném pivu je obvykle mezi 5 a 10 g/l. Kromé CO; vyprodukovaného kvasinkami se mize
jednat o CO; ptidany do piva béhem staceni, aby se vyrovnaly ztraty vzniklé pti fermentac-

nim procesu (Lee [online], 2013; Starec [online], 2007).

Kromé¢ toho, Zze CO> je produktem metabolizmu kvasinek, vznika i1 heterofermentativnim
kvaSenim mlécnych bakterii, kdy spolu s nim vzniké 1 kyselina mlécna, etanol ¢i kyselina

octova (Vaughan et al., 2005, s. 360-361).

Mnozstvi CO2 v pivu ma vyznamny vliv na rozvoj kontaminujicich mikroorganizmi. Piva
s niz§im obsahem CO; jsou vice nachylna k riistu mikroorganizmi (napf. cizich kvasinek),
které by jinak v pivu nerostly (Matoulkova a Kubizniakova, 2015, s. 80; Basafova et al.,

2010, s. 332).
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2.7 Pritomnost etanolu

Pivo je s koncentraci etanolu 0,5 — 10 % (v/v) pomérné¢ stabilni, protoze etanol se fadi mezi
silné inhibitory ristu mikroorganizmu. Z toho divodu jsou nealkoholickd piva ¢i piva
s nizkym obsahem alkoholu pomérné nachylnéjsi k mikrobialni kontaminaci (Briggs et al.,
2004, s. 607). Inhibi¢ni ucinky etanolu miize posilit ¢i oslabit hodnota pH nebo teplota
(Casadei et al., 2001, s. 133).

I ptesto, ze se mezi BMK vyskytuji etanol-tolerantni kmeny, neni prokazana jejich zvySena
schopnost kazit pivo. Navic musi BMK piekonavat rizné stresy, aby mohly v pivu rist

a rozmnozovat se (Ziola a Ziola, 2011, s. 57).

V diplomové praci Mahovské (2015) byl sledovan vliv ptisobeni etanolu a hotkych latek
na dekarboxyldzovou aktivitu laktobacili. Nékteré kombinace etanolu a hotkych latek
vyrazné ovliviiovaly rust bakterii a produkci tyraminu. ZvySeni produkce BA muze byt
a zaroven mohly produkty metabolizmu bakterii reagovat s horkymi latkami (Sigler a Ma-

toulkova, 2011, s. 7 a 8).

2.8 Obsah horkych chmelovych latek

vvvvvv

hotkosti chmele jsou obecné chmelové pryskyfice slozené z fady chemicky podobnych
sloucenin, z nichZ nejvyrazngji ovliviiuji hotkost finalniho piva stabilni izomery a-hotkych

kyselin (Basatova et al., 2010, s. 36).

Tyto hotké kyseliny maji antibakterialni u¢inky a jejich obsah je v pivu pfiblizné 17 — 55
ppm. Obzvlasté plisobi na grampozitivni bakterie, a to v€etné vétSiny BMK. Hotké kyseli-
ny tvoii v produktu ochrannou vrstvu proti bakteriim a zabranuji tak kontaminaci. Nekteré
BMK jsou vSak vuci horkym kyselinam rezistentni, jsou adaptované a zptisobuji kazeni
piva (nejvice jiz zminované laktobacily a pediokoky) (Sakamoto a Konings, 2003, s. 106;
Suzuki et al., 2006, s. 173-175). Ostatni zastupci BMK, jako Leuconostoc, Oenococcus,
Lactococcus, Streptococcus a Enterococcus, se bézné v pivu nevyskytuji, jelikoZ nevykazu-

jirezistenci k hotkym chmelovym latkdm (Matoulkova a Kubizniakova, 2015, s. 79).
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2.9 Technologie zpracovani suroviny

Na mnozstvi BA v pivu maji vliv, krom¢é pouzitych surovin (rizné odridy sladovnického
jeCmene, kvasnice) i pivovarské technologie (Kala¢ a Ktizek, 2003, s. 125). BA se tvori
v mladiné, béhem kvaseni i béhem skladovani, pficemz s délkou skladovani se zvySuje
jejich obsah (Kala¢, Ktizek a Hlavata, 1997, s. 214; Jespersen a Jakobsen, 1996, s. 140).
Také nedostatecnd pasterace mize mit za nésledek zvySovani mnozstvi BA, a to diky
prezivsim BMK. Zdrojem BMK mohou byt také opakované pouzivané pivovarské kvasni-

ce (Kalac et al., 2002, s. 434).

2.10 Doba zrani a skladovani piva

BA nemusi byt v pivu produkovany jen v pribéhu kvaseni, ale také béhem skladovani,
pficemz s délkou skladovani se obsah BA v pivu zvySuje. V lahvovém pivu skladovaném
nékolik tydnt bylo pozorovano navySeni mnozstvi histaminu, tyraminu a kadaverinu,
a jako hlavnim zdrojem BA byly ozna¢eny BMK. Ty se mohou do piva dostat béhem vyro-
by hlavné diky opakované pouzivanym kvasinkam. Na produkci BA se podili predevsim
laktobacily, které prezily nedostateCnou pasteraci piva (Kala¢ a Ktizek, 2003, s. 124; Ercan
a Soysal, 2013, s. 401; Kalac et al., 2002, s. 434).

Kromé laktobacilli se mezi vyznamné producenty BA pfi skladovani piva fadi nékteré bak-
terie rodu Pediococcus. Jejich plisobenim vznika predev§im tyramin a jeho mnoZstvi zélezi
na poctu bakterii ve skladovaném pivu. Pfi vy$$im poctu bakterii (5 x 10* CFU/ml) byla
produkce tyraminu mezi 15 — 25 mg/l (Izquierdo-Pulido, Carceller-Rosa, Mariné-Font,

Vidal-Carou, 1997, s. 831).
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3 PIVO JAKO ZDROJ SUBSTRATU PRO ROZVOJ
DEKARBOXYLAZA-POZITIVNI MIKROFLORY

Pivo, jakozto slaby alkoholicky napoj, je tvoieno z 92 — 93 % vodou, 4 % alkoholu, 0,5 %
COz a 2,5 - 3,5 % zbytkového extraktu. Zbytkovy extrakt je pak tvofen latkami z pouzitych
surovin (sladu a chmele) a produkty vzniklymi metabolickou ¢innosti kvasinek. Pivo
obsahuje asi 3 tisice chemickych latek a zatim pouze cca 800 jich bylo identifikovano

(Racek [online], 2009).

Slozeni piva ovliviluje mnozstvi a kvalita pouZitych surovin a zplsob jejich zpracovani. Jiz
zminény zbytkovy extrakt obsahuje bilkoviny, nukleové kyseliny, lipidy, sacharidy (¢asti
nezkvaSenych a nezkvasitelnych cukrti) a dalsi latky, jako napt. mineraly (draslik, hotcik,
fosfor, sodik), rozpustnou vlakninu, hotké a aromatické latky z chmele, antioxidanty

a vitaminy (pfedev8§im vitaminy skupiny B) (Racek [online], 2009; Kellner [online],

2012).

V surovinéach pro vyrobu piva se také nachazi BA, které primarn€ pochazeji ze sladu a fadi
se mezi né¢ putrescin, spermin, spermidin a agmatin. Dalsi skupina BA, do které patii
histamin, tyramin a kadaverin, zpravidla ukazuje na aktivitu kontaminujicich bakterii
behem vyroby piva. Mezi vyznamné producenty BA se fadi 1 BMK (OlSovska, 2015, s. 4).
Mlécné bakterie mohou provazet cely proces vyroby piva. Vzhledem k adaptaci n€kterych
kment na hotké chmelové latky je mladina idedlni prostfedim pro jejich riist a mnoZeni.
Vyhovuje jim klesajici mnozstvi kysliku v mladiné, sniZovani pH a mnoZstvi vitamind,
aminokyselin a dal$ich latek, které uvolnuji kvasinky do prostiedi béhem hlavniho kvaseni

(Matoulkové a Kubizniakova, 2015, s. 80).

3.1 Pivo jako zdroj nutrientu

3.1.1 Zdroj dusiku

Dusikaté latky tvoti 6 — 9 % zbytkového extraktu (Kellner [online], 2012). Ve vyrobé
piva pfedstavuji rozmanity komplex slouc¢enin od vysokomolekularnich slozek az po jed-
noduché aminokyseliny a ve vyrob& piva mohou mit jak pozitivni vyznam (plnost chuti
piva, pénivost pény, barva piva), tak i negativni (stard chut’ piva, zékaly, tvorba BA). Lite-

ratura uvadi velké rozdily v zastoupeni jednotlivych skupin proteinti (Basarova et al., 2010,
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s. 19). Hulin et al. (2008, s. 328) uvadi zastoupeni jednotlivych skupin bilkovin v jeCmeni
nasledovné: albuminy 12,1 %, globuliny 8,4 %, prolaminy 25 % a gluteliny 54,5 %. Pti
kli¢eni je¢mene se tvofi makropeptidy, polypeptidy, nizsi peptidy a aminokyseliny, které se

poté v mlading vyrazné redukuji (Basatova et al., 2010, s. 20).

Asi 30 % dusikatych latek tvofi volné aminokyseliny a nizsi peptidy, pfi¢emz aminokyseli-
ny jsou hlavnim zdrojem vyuzitelného dusiku. Kvasinky vyuzivaji aminokyseliny v urci-
tém potadi a v rozdilné mife. Pii vyS§im poctu aminokyselin mohou vznikat nezadouci
metabolity kvasinek, které neptiznivé ovlivituji organoleptické vlastnosti piva. Vysokomo-
lekularni latky jsou vylu¢ovany béhem hlavniho kvaseni vlivem klesajiciho pH adsorpci na

kvasinky a na bublinky CO; (Basatova et al., 2010, s. 260 a 359).

Dostupnost volnych aminokyselin a pfitomnost mikroorganizmu pozitivnich na dekarboxy-
lazy jsou jedny z podminek pro vznik BA. Volné aminokyseliny, ze kterych dekarboxylaza
pozitivni organizmy mohou syntetizovat BA, jsou bud’ pfimo soucésti piva, nebo mohou
byt uvolnény z bilkovin v disledku proteolytické aktivity mikroorganizmt. BMK produku-
ji proteolytické enzymy, které uvoliiuji aminokyseliny do prostiedi a nasledné je vyuzivaji
pro sviyj rust. Proteolytické enzymy jsou produkovany riaznymi kmeny BMK. Je pravdépo-
dobné, Ze kmeny s vysokou aktivitou proteolytickych enzymi sniZzuji aZ o polovinu

produkci BA v potravinach (Halasz et al., 1994, s. 44; Jedrychovski, 2010, s. 305).

3.1.2 Zdroje uhliku

V procesu sladovani jsou Skrobova zrna, kterd se nachazi v endospermu sladu, degradova-
na jen Castecné — asi z 15 az 18 %. Béhem rmutovani pak amylolytické enzymy (a a B-
amylaza) pfeméni Skrob na zkvasitelné cukry, jichz je asi 64 — 77 % z celkového mnoZstvi

sacharida (Preedy, 2009, s. 294 a 295; Basatova et al., 2010, s. 14).

Mezi sacharidy vyskytujici se v pivu patii monosacharidy glukéza a fruktdéza, maltdéza
a dalsi oligosacharidy (sachardza, laktdza, maltotridza, maltotetroza), pak také dextriny
a glukany. Zkvasitelné cukry gluk6za a maltoza jsou kvasinkami spotiebovany jako prvni.
Nejvice zastoupenym sacharidem v mladiné je maltoza, kterd se zde vyskytuje v mnozstvi
56 — 59 g/l. Béhem hlavniho kvaSeni prokvasi asi 75 % ptitomné maltozy (Preedy, 2009,
s. 295 a 296; Savel, 2010, s. 9).
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Zkvasitelné sacharidy jsou kromé kvasinek spotfebovavany i mlécnymi bakteriemi, coz
zlepSuje jejich rast a dekarboxylazovou aktivitu. Bylo zjiSténo, Ze optimalni koncentrace
glukézy je v rozmezi 0,5 — 2 2,0% (w/v), zatimco hladiny nad 3% (w/v) inhibuji tvorbu
enzymt (Halész et al., 1994, s. 44).

Zkvasitelné cukry podporuji rtst i dekarboxyldzovou aktivitu bakterii. Pfi obsahu glukozy
3,0 % (w/v) dochazi k inhibici BA, zatimco obsah 0,5 — 2,0 % (w/v) je pro tvorbu BA
idedlni (Silla-Santos, 1996, s. 219).

Dextriny a Skrob je schopen fermentovat Lb. brevis a miize tim dochazet k hlubSimu pro-
kvaSeni piva. Je to nejcastéji se vyskytujici bakteridlni kontaminant a zahrnuje kmeny kazi-
ci pivo, ale i ty, kter¢é na kvalitu produktu nemusi mit vliv. Z pediokoki dokaze
fermentovat dextriny a Skrob Pediococcus dextrinicus (Vaughan a kol., 2005, s. 359;

Matoulkova a Kubizniakova, 2015, s. 80).

Ackoli se BMK pouzivaji k vyrobé fermentovanych potravin a ndpojt po tisicileti, je jejich
schopnost vyuzivat skrob jako jediny zdroj uhliku zkoumana teprve poslednich 30 let. Byla
izolovana fada kmenti amylolytickych BMK, u kterych byla zkouména jejich schopnost
hydrolyzovat skrob. Do skupiny bakterii produkujici a-amylazu, patii zastupci rodu Lacto-
bacillus, Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Carnobacterium a Weissella (Petrova

etal., 2013, s. 34-37).

3.1.3 Vitaminy dileZité pro riist a enzymovou aktivitu

Pro ¢innost kvasnic jsou velmi dilezité vitaminy, protoze tvoii soucast nékterych enzymd,
podporuji rist bunék a umoziuji latkovou vyménu. Hladinu vitamin® ovliviluje sloZeni
kvasného substratu a také rozdilnd schopnost jednotlivych kmenti kvasnic je syntetizovat
(Bendova a Kahler, 1981, s. 55). Suroviny pro vyrobu mladiny (slad a chmel) jsou bohatym
zdrojem vitaminii skupiny B. Mladina jako substrat pro kultivaci kvasinek, vyrobeny ze
sladu a chmele, obsahuje také vitaminy skupiny B (Hucker et al., 2014, s. 164) a pfedstavu-

je z tohoto pohledu tedy vhodné prostiedi pro jejich rozvo;.

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 2.5, v pivu jsou zastoupeny vSechny vitaminy skupiny B —
thiamin, riboflavin, niacin, kyselina pantotenova, pyridoxin, kyselina folova (listova)

a kobalamin (Kellner [online], 2012). V tabulce ¢. 3 jsou uvedeny hodnoty vitaminu B
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v kvasnicich a primérné hodnoty vitaminu B v pivu (Basafova et al., 2010, s. 374; OlSov-

ska et al., 2014, s. 177).

Tabulka 3: Mnozstvi vitaminu v kvasnicich a pivu

(Basarova et al., 2010; Olsovska, 2014)

Vitamin mg/kg ng/0,51
(lisované kvasnice) (Cesky lezak)
Thiamin (B1) 25-160 35
Riboflavin (B2) 20-50 125
Niacin (B3) 300-600 2500
Kyselina panthotenova (BS5) 100-200 600
Pyridoxin (B6) 40-100 250
Kyselina folova (listova) (B9) 1-3 100
Kobalamin (B12) 1 1

Vitaminy jsou obecné diilezitym substratem pro mikrofloru vyskytujici se v pivu, vcetné
laktobacilid. Jako ptiklad I1ze uvést kyselinu listovou, kterd podporuje riist mnohych mikro-
organizmu, ¢i kyselinu panthotenovou, ktera je dilezitd pro rust kvasinek. Pyridoxin ve
vazbé s kyselinou fosforecnou je soucésti enzymovych systémi, které plisobi pfi transami-

naci ¢i dekarboxylaci aminokyselin (Bendova a Kahler, 1981, s. 55; Buglass, 2011, s. 971).

Pro rast nékterych druht BMK je potfebna ptitomnost vitamini skupiny B, protoZe si je
samy nedokazi syntetizovat (Matoulkova a Kubizniakova, 2015, s. 76). Zastupci Pedio-
coccus sp. vyzaduji v ristovém prostiedi jako vitaminy skupiny B, kdy nékteré vyzaduji
jen piitomnost riboflavinu a kyseliny listové (Papagiani a Anastasiadou, 2009, s. 4).
Naopak laktobacily si vitaminy skupiny B povétSinou dokazi, stejné jako kvasinky, produ-
kovat samy (napft. riboflavin, thiamin nebo kobalamin (Turkova, 2007, s. 9-15; LeBlanc et

al., 2011, s. 1297).
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3.1.4 Dostupnost kysliku v souvislosti s ¢erpanim substrati

Nizka koncentrace kysliku vytvaii pro vétSinu mikroorganizmii v pivu nehostinné prostiedi
(Suzuki et al., 2006, s. 175). To ale nemusi platit pro nékteré mlécné bakterie, které jsou

fakultativné anaerobni ¢i pfesnéji aerotolerantni (viz kapitola 1.4).

Kvasinky patii mezi fakultativné anaerobni mikroorganizmy, a tudiz vyuzivaji sacharidy

oxida¢nim i fermentacnim metabolizmem (Basarova et al., 2010, s. 261).

Kyslik je kvasinkami vyZzadovan v pocateCnich fazich fermentace mladiny pro biosyntézu
membranovych steroltl a mastnych kyselin, takze zakvasenou mladinu je tfeba provzdusnit.
Po nékolika hodinach je kyslik rozpuStény v mladin¢ kvasinkami spotiebovan a dalsi
kvaSeni probihd anaerobné. V anaerobnich podminkach se méni glukéza na kyselinu pyro-
hroznovou a ta se poté pretvaii na etanol. Jako dalsi produkt metabolismu kvasinek vznika

COz (Preedy, 2009, s. 295; Savel, 2010, s. 9).

Vzhledem k tomu, ze vétSina kvaSeni probihd anaerobné, jsou i nepatrné stopy kysliku na

kvaseni dobfe patrné (Basarova et al., 2010, s. 261).

Béhem hlavniho kvaSeni klesa kromé& hladiny kysliku 1 hodnota pH a kvasinky uvoliiuji do
prostiedi mnozstvi vitaminti, aminokyselin a dalSich latek. Ty spolu s anaerobnim prostie-
dim davaji vhodné podminky a zapfic¢inuji riist a mnozeni BMK, které mohou zplisobovat

kaZeni piva (Vaughan et al., 2005, s. 356; Basatova et al., 2010, s. 261).
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4 BIOGENNI AMINY V PIVU

Mnozstvi a vyskyt BA v pivu zévisi mimo jiné na surovinach, které byly k vateni pouZity,
na zpusobu vafeni piva a jeho dalSich upravach. Ze sladu a chmele pochazi putrescin,
agmatin, spermin a spermidin, které se daji povazovat za béznou slozku piva, zatimco
histamin, tyramin a kadaverin vznikaji béhem procesu vyroby (Kala¢ a Kiizek, 2003,

5. 123).

Pivo patfi do skupiny potravin a napoja, ktera mize zpiisobovat zdravotni problémy, a to
pfedevSim u konzumentd, kteti uzivaji Iéky inhibujici detoxikacni enzymy. U téchto jedin-
ci muze dojit k ndhlému zvySeni krevniho tlaku, a to i po konzumaci nealkoholického
piva. Divodem je tyramin, jehoz pifijem v koncentraci vyssi 6 mg béhem ¢&tyf hodin se
povazuje pro jedince 1écené psychofarmaky za nebezpecny. Alkohol a i dalsi BA obsazené
v pivu U¢inky tyraminu umocnuji. U zdravych konzumentl nejsou toxické ucinky BA

v téchto nizkych koncentracich prokazany (Kala¢ et al., 2002, s. 431).

Znacné mnozstvi tyraminu a histaminu se tvoii v lahvovém pivu plisobenim mlécnych
bakterii, které prezily nedostatecnou pasteraci. Mezi tyto bakterie patfi predevsim lakto-
bacily. BA se ale tvoii i1 v plechovkach a sudech. BMK mohou kontaminovat pivo bud’
behem vyroby, nebo jsou nedostatecné eliminovany pii filtraci ¢i nedostateéné inaktivova-
ny pii pasteraci. Koncentrace BA muze slouZit jako indikator mikrobialniho stavu pfi
vyrobé¢ piva. U nékterych druhi piv se mohou vyskytnout vysoké koncentrace amind kvili
pouziti pSenice, jelikoz BMK jsou soucasti fermentacni mikroflory. Jak jiz bylo zminéno
v kapitole 3.5, zdrojem bakterii, které¢ produkuji BA, mohou byt 1 kontaminované pivni

kvasinky (Kala¢ et al., 2002, s. 434).

Celkovy obsah BA v evropskych pivech se pohybuje v jednotkach az desitkach mg/kg
(Tab. 3). Klinicky vyznamné mnoZstvi BA mohou obsahovat svétla lahvova piva
1 piva ¢epovand. Hlavnim BA obsaZenym v pivu je tyramin (Kala¢ a Ktizek, 2003, 123
a 124).
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Tabulka 4: MnoZstvi biogennich aminii v pivu (Kalac a Krizek, 2003)

Biogenni amin Obsah BA v mg/kg
Tyramin 0-68
Histamin 0-22

Kadaverin 0-40
Putrescin 2-15
Spermidin 0-7
Spermin 0—4
Agmatin 1-41
Fenyletylamin 0-8
Tryptamin 0-5

4.1 Biogenni aminy v surovinach pro vyrobu piva

4.1.1 Slad

Jednou z hlavnich surovin pro vyrobu piva je obilny slad, coz je za specifickych podminek

nakli¢ena a usuSena obilovina (Basatova, 2010, s. 3).

Dfive se pivo pfipravovalo ze sladli riznych obilovin. V soucasné dobé& je nejvyuzivanéjsi
jeCmen sety (Hordenum sativum L.). Je jednou z nejstarSich kulturnich plodin a zaroven
slouzi jako zakladni surovina pro vyrobu sladu v tradi¢nich pivovarskych (Basatova, 2010,

s. 3).

Kvalita a odriida sladu ma vyznamny vliv i na hladinu BA, pfedev§im putrescinu, sper-
midinu, sperminu a agmatinu (Hal&sz, Barath a Holzapfel 1999, s. 423). Pt kli¢eni jecného
zrna, v ramci vyroby sladu, se pak ddle pomalu zvySuji hodnoty histaminu, tryptaminu,
fenyletylaminu a kadaverinu a déale se zvySuje obsah putrescinu, spermidinu, sperminu

a agmatinu (3-5,5 mg/kg/den) (Kalac¢ a Ktizek, 2003, s. 125).

Dle studie Kalac¢e, Hlavaté a Kiizka (1997, s. 212) slad obecné obsahuje pomérné vysoka
mnozstvi histaminu (7-17 mg/kg) a tyraminu (20-24 mg/kg). Nicméné¢ Halasz, Barath
a Holzapfel (1999, s. 423) tvrdi, Ze ptfitomnost histaminu ve sladu z jeCmene je spise

vysledkem dekarboxyldzové aktivity mikrobidlni kontaminace sladu.
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Podminky sladovani, jako je intenzita kli¢eni, teplota a odrtida jecmene zna¢né ovliviuji

konecnou hladinu BA (Kala¢ a Ktizek, 2003, s. 125).

4.1.2 Chmel

V dusikatych latkach chmele jsou BA piitomny jen ve velmi nizkych koncentracich.
Vyskytuje se v ném histidin, tyramin, putrescin, spermidin, spermin a agmatin, které ale

vétSinou vytékaji béhem chmelovaru (Kala¢ a Ktizek, 2003, s. 125).

Jak jiz bylo zminéno vyse, hotké latky v chmelu obsazené mohou piisobit proti vzniku BA
(viz kapitola 2.8). Chmel tedy neni vyznamnym zdrojem BA v pivu a jesté dokéze produk-

ci BA diky obsahu a-hotkych kyselin potlacit.

Nékteré kmeny laktobacili jsou ovSem k hotkym latkdm rezistentni a i pfes nepiiznivé
podminky mohou v pivu rist a mnozit se (Matoulkovd, Kubizniakova a Sigler, 2012,
s. 336-337). Mezi tyto bakterie patii napt. Lb. brevis a Lb. buchneri (Basatova et al., 2010,
s. 324).

4.1.3 Voda

Voda je pii vyrob€ piva povazovana za surovinu, kterd neobsahuje zadné BA (Kala¢ a Kii-

zek, 2003, s. 125)

Pivovarstvi patii mezi primyslova odvétvi s nejvétsi spotfebou vody. Voda v pivovarstvi
se déli do tfi skupin podle ucelu pouziti, a to na varni vodu; myci a sterilacni vodu;
provozni vodu. Voda pouzitd pro extrakci sladu a chmele musi spliiovat pozadavky na
vodu pitnou a nemuze byt tedy ani vyznamnym zdrojem dekarboxylédza-pozitivni

mikroflory (Basatova et al. 2010, s. 84).

4.2 Vyvoj obsahu biogennich amini v pivu béhem vyroby a skladovani

Vzhledem k obsahu BA ve sladu a chmelu, 1ze ofekéavat jejich vyskyt i v mladin€. Mnoz-
stvi BA je ovlivnéno odriidou sladovnického jeCmene a zplisobem sladovani. Jsou
termostabilni a nepodléhaji degradaci ani za vysokych teplot. Jejich obsah se dale mlze

ménit béhem procesu kvaSeni, kdy byla prokézana produkce predev§im histaminu, tyrami-
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nu a kadaverinu a zaroven je pozorovan vyrazny pokles putrescinu a agmatinu. Za hlavni

producenty amintl lze pokladat BMK (Kala¢ a Ktizek, 2003, s. 125; McHugh, 2003, s. 55).

O vyskytu a pomnozovani mikroorganizmu v jednotlivych fazich vyroby rozhoduji kulti-
vacni podminky, nebot’ slozeni riistového prostrfedi se postupné meéni ¢innosti kulturnich
kvasinek. Po zakvaseni rychle klesa obsah rozpusténého kysliku a hodnota pH, coz potla-
¢uje rozvoj mladinovych bakterii a podporovany jsou bakterie mlééné. Mladinové bakterie
jsou pirevazné fakultativné anaerobni a jsou vétSinou z Celedi Enterobacteriacae (rody
Enterobacter, Escherichia, Serratia, Klebsiella, Citrobacter atd.) a dale rody Pectinatus,
Bacillus €1 Micrococcus. Ptipadnou kontaminaci mladiny je moZzno ¢astecné potladit
velkym zvySenim zdkvasné davky pivovarskych kvasnic, coz ma ale negativni dopad na
kvalitu piva (Basafova et al., 2010, s. 319 a 355). NarGst BMK je podporovan i proto, ze
kvasinky vylucuji do mladiny ristové faktory (vitaminy, dusikaté baze, aminokyseliny

apod.) (Basarova et al., 2010, s. 329).

Bakterie, které se mohou ucastnit fermentace piva, jsou zastupci rodi Pediococcus a
Lactobacillus (napt. P. damnosus, Lb. frigidus, Lb. brevissimilis, Lb. brevis (Kala¢ a Kii-
zek, 2003, s. 126).

BA nejsou tvofeny BMK vyhradné pfi hlavnim kvaseni, ale mohou se tvofit i v lahvovém
pivu ¢i sudech béhem skladovéni, jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.10. Dle Kalace et al.
(2002) se tyramin a histamin tvoii plisobenim BMK (obzvlasté laktobacilll), které prezily
pasteraci. Témito bakteriemi miize byt pivo kontaminovano béhem procesu vyroby a poté

nejsou dostate¢né odstranény filtraci nebo pasteraci (Kala¢ et al., 2002, s. 434).
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5 MOZNOSTI SNIZOVANI OBSAHU BIOGENNICH AMINU V
PIVU

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 4.1, mnozstvi BA v pivu zavisi na pouzitych surovinach,
na zpusobu vareni piva, na délce skladovani a dalSich Gpravach, kdy mtize byt pivo kon-

taminovano dekarboxyldza-pozitivnimi bakteriemi.

Mezi zptsoby, kterymi lze zabranit kontaminaci piva mikroorganizmy, patii vysoky stupeni
hygieny v pivovarském provozu a dodrzovani spravnych technologickych postupti (napf.

spravna teplota v celém procesu vyroby piva) (Kala¢ a Ktizek, 2003, s. 126).

5.1 Ovlivnéni mnozZstvi mikroorganizmii produkujicich biogenni aminy

Jako nejvétsi potencialni zdroj kontaminujici mikrofory pii vyrobé piva je udavan slad, a to
vzhledem k mnozstvi, které se pro vyrobu piva pouziva. Mlze byt zdrojem jak bakterii, tak
i plisni, které mohou ve vysledku ovlivnit kvalitu piva. Dal$im moznym zdrojem kontami-
nace jsou pivovarské kvasnice. Ty mohou byt bud’ zdrojem kontaminujicich bakterii, nebo
mohou byt samy povazovany za kontaminanty, pokud nejsou dostatecné odfiltrovany pti
staceni piva (Basarova et al., 2010, s. 311; Hollerova a Kubizniakova, 2002, s. 309). Cilem
mikrobiologické stabilizace piva je odstranéni téchto kontaminantl, které mohou pivo

senzoricky znehodnocovat, a také zamezeni ptipadné produkce BA.

5.1.1 Kulturni kvasinky

Vliv na kvalitu piva a priibéh kvaSeni méa kvasni¢ny kmen a zdkvasna davka. Vysi davky
mohou ovlivnit rychlost a hloubku prokvaseni, a ¢astecné mohou také potlacit tvorbu aro-
matickych metabolitii. Podle poZadavki na vlastnosti vyrabéného piva volime kmen kvasi-
nek (Basarova et al., 2010, s. 357). Je dllezité spravné posoudit kvalitu kmene, protoZe jen
tak lze zajistit dobry fermentac¢ni vykon kvasinek. Mezi poZadavky na kvalitu kvasinek
patii dobry fyziologicky stav, zivotaschopnost (schopnost kontinualni replikace) a vitalita
(udrZzovani efektivni metabolické aktivity). Pro jednotlivé kmeny pivovarskych kvasinek
jsou charakteristické rtizné genetické vlastnosti, fyziologie a fermentani kapacita

(Berlowska et al., 2014, s. 289 a 290).

Definované vlastnosti pivovarskych kvasnic by mély zlstat neménné i po opakovaném

pouziti (Basatova et al., 2010, s. 235).
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I kdyZ se béhem hlavni fermentace zvySuje hladina tyraminu, histidinu a kadaverinu, neni
jejich produkce ptipisovana pivovarskym kvasinkdm. Jak jiz bylo v této bakalatské praci
zminéno ne¢kolikrat, tvorba BA v pivu je ve velké mife pfisuzovana BMK. Tyramin
a tryptamin jsou b&hem hlavniho kvaSeni produkovéany pediokoky, zejména P. dam-

nosus.

Redukovat mnozstvi pediokokt, a tim i obsah tyraminu v pivu, je mozné promyvanim
kontaminovanych kvasinek kyselinou fosforecnou pted jejich dal$im pouzitim (Kalac a
Kitizek, 2003, s. 125 a 126). Prani kvasnic kyselinou fosfore¢nou patii do tzv. kyselého
prani, jehoZ cilem je sniZit bakteridlni kontaminaci kvasinek. V silné kyselém prostfedi
bakterie hynou, zatimco kvasinky ptezivaji. I pfesto se ale pfi tomto prani zvySuje podil
mrtvych kvasinek a zhorSuje se jejich aktivita. Navic je prokdzéna odolnost n¢kterych bak-
terii vi¢i okyselovani. K prani se pouzivaji organické (vinna, citronova, mlé¢nd) i anorga-

nickée kyseliny (sirova a jiz zminiovana fosforecnd) (Basafova et al., 2010, s. 376).

Po ziskani kvasnic z mladiny je dulezité jejich spravné skladovani do doby, nez budou
opé€t nasazeny. Cilem je zajistit co nejmensi fyziologické zmény, zachovat jejich dobrou
vitalitu, zabranit poSkozeni a mutacim a také bakterialni kontaminaci. I pfes tato opatieni
se ale kvalita kvasnic béhem jejich né€kolikandsobného pouZiti postupné snizuje (Basato-
va et al., 2010, s. 377). Kvasnice lze pouzit 4x — 5x v zavislosti na jejich vitalité a prodé-
lanych zménach.

Pti pouziti Cerstvych kvasnic je omezena tvorba nezddouci produktii vzhledem k tomu,
ze mikrobiologicka Cistota a kvalita jsou kontrolovany ve specidlnich laboratofich. SuSe-
né kvasnice se pfed pouzitim rehydratuji ve sterilni vodé a poté se aplikuji do mladiny.
I kdyz se v pivu mohou vyskytnout béhem procesu vyroby nezddouci kontaminanty,
nemusi dojit kjejich vyrazn€jSimu rozvoji. Mikrobiologicky c¢ist¢ kvasinky
s kontaminanty soutéZzi o substraty a tim brani jejich vyraznéj§imu rozvoji (anonym 5,

2016).

5.1.2 Slad

Pro vyrobu piva se pouzivaji zejména slady z jarnich jeCment. Vlastnosti riznych odrad
vyrazn€ ovlivituji kvalitu sladu a vyrobeného piva. Tyto vlastnosti mohou byt ovlivnény

1 upravami technologie maceni a kliceni jeCmene popf. jiné obiloviny. Ozimé jeCmeny se
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dnes pouzivaji jen jako alternativa a dopln€k potieby sladu pti nedostatku jarniho jeCme-
ne (Basarova et al., 2010, s. 4 a 5).

Odrad jarniho 1 ozimého jeCmene se ve svété péstuje velké mnozstvi. Odrida musi byt
schvalena a registrovana a az poté se rozsSifuje jeji péstovani. Béhem nékolika let je pak
tato odriida vyrazena, protoze dochazi ke ztratdm jejich specifickych vlastnosti (napf.
vynos, odolnost proti chorobam, klicivost, specifické¢ chemické slozeni, atd.) (Basafova et
al. 2010, s. 4 a 5).

Slad je zdrojem BA putrescinu, spermidinu, sperminu a agmatinu a vzhledem k malym
mnozstvim chmele a kvasinek v pivu, je surovinou s nejvyssimi hodnotami BA. Tyto
hodnoty jsou ovlivnény i podminkami sladovani (kli¢ivost, teplota) a také odrtidou
je€mene. Hodnoty histidinu, fenyletylaminu, tryptaminu a kadaverinu se zvySuji béhem
pétidenniho nakliovani jeCmene pomalu, zatimco u putrescinu, spermidinu, sperminu
a agmatinu je pozorovano zvyseni o 3 az 5,5 mg/kg/den (Kalac¢ a Kiizek, 2003, s. 125).
Slad muze byt napaden i riznymi druhy plisni, jako napt. Aspergillus, Fusarium ¢i
Rhizopus. Nejvétsi hrozbu tedy nepfedstavuje pouze z hlediska mnozZstvi BA, ale
1 z mikrobidlniho hlediska (Briggs et al., 2004, s. 608).

Jednotlivé odriidy je¢mene obsahuji riznd mnoZstvi dusikatych latek. Vzhledem k tomu,
Ze aminokyseliny jsou prekurzory BA, miiZze mit vybér vhodné odriidy 1 vliv na mnozstvi
aminl v pivu. Optimalni hodnota obsahu bilkovin v je¢émeni se pohybuje v rozmezi 10,5
— 11,7 %, pficemzZ za hrani¢ni se povazuje > 12,5 % a < 9,5 %. Z 18 odrid jeCmene
testovanych na mnozstvi dusikatych latek Sedlackem a Psotou (2015) spadalo 14 do
rozmezi 10,5 — 11,7 %. Vys§i nebo nizsi obsah bilkovin vyzaduje Gpravu technologie
sladovani (napf. pfi vy$§im mnozstvi bilkovin v je€meni pfijimé zrno hife vodu, coz
znamena del§i maceni a tim 1 zvySenou produkci BA) (Prokes, 2000, s. 279; Sedlacek
a Psota, 2015, s. 265 a 266). Z toho divodu je tfeba pouzivat vhodné odriidy sladovnic-
kého jecmene a klast diiraz 1 na spravny technologicky postup pfi jeho zpracovani na
slad.

Snizeni obsahu BA lze docilit i pfidanim dalSich obilovin jakoZto doplnkt sladu. Jako
zdroj fermentovatelnych sacharidi 1ze pouzit napt. pSeni¢ny slad, kukufici, proso ¢i ryzi,
ve které nebyla pfitomnost BA prokazana (Stadler a Lineback, 2009, s. 331; Kala¢ a Kii-
zek, 2003, 125).
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5.1.3 Mikrobiologicka stabilizace piva

I kdyz je pivo mikrobiologicky pomérné stabilni, mohou se v ném vyskytovat nezadouci
mikroorganizmy, které mohou mit za nasledek znehodnoceni findlniho produktu. Mezi
kontaminujici mikroorganizmy lze zafadit bakterie (vCetné mlécnych), plisn€é, divoké
kvasinky a kulturni kvasinky, které se v pivu vyskytnou po provedené filtraci. Do piva se
tyto mikroorganizmy mohou dostat z kontaminovanych surovin ¢i béhem procesu vyroby.
Mohou zptsobovat nezadouci senzorické zmény a pii jejich masivnim vyskytu mohou
uplné znehodnotit kone¢ny produkt (Basafova et al., 2010, s. 310-328; Hollerova a Kubiz-
niakova, 2002, s. 309).

I pfesto, ze pivovarsky proces neni asepticky a Uplné odstranéni Skodlivych mikroorga-
nizml ze vSech pivovarskych materidlli neni technicky mozné. Je mozné minimalizovat
rizika kontaminace pfijetim fady strategii. Prvnim krokem je ziskani nezavadnych surovin,
které jsou nasledné¢ vhodné technologicky zpracovany. Je tfeba dodrzovat hygienicka
pravidla 1 pfi baleni piva, kdy je tfeba zajistit Cistotu zafizeni, jako jsou nadrze, potrubi,

spoje a dal$i pfisluSenstvi. Udrzovani veskerého zatizeni, které ptichazi do styku s pivem

vvvvvv

K bé€Znym zplisobim sniZeni poctu nezadoucich mikroorganizmli z piva patii filtrace
a pasterace. Mikroorganizmy lze odstranit priichodem piva pies membrany s pory, které
jsou mensi nez primér mikroorganizmu (filtrace), nebo mizeme pivo zahtat na teplotu
60 °C po dobu 20 minut, kdy dojde k inaktivaci mikroorganizmii (pasterace) (Savel, 2010,
s. 11).

S 24

kfemelinova filtrace. Kiemelinové filtry jsou tvofeny nerezovou nadobou, uvniti které jsou
sita nebo filtraéni svicky opatfené jemnymi §térbinami. Castice kfemeliny vytvafi na fil-
tracni pfepdzce ucinnou filtraéni vrstvu. Moderni filtra¢ni systémy pouzivaji i membranoveé
filtry nevyzadujici davkovani filtraéniho materialu (Basafova et al., 2010, s. 438; Savel,
2010, s. 10). Poté nasleduje sekundarni — koncova mikrobiologicka filtrace. Je provadéna
za studena a je poslednim filtraénim krokem pied plnénim piva do oball. V prvnim stupni
jsou eliminovany kvasinky a ve druhém stupni jsou odfiltrovany ostatni mikroorganizmy,

a tim je v maximalni mife zajiSténa mikrobiologicka stabilita a vyrazné prodlouzeni trvan-
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livosti piva. Dulezitym faktorem ovSem je nulové ¢i minimalni infekéni ovlivnéni piva pii

procesu plnéni (anonym4 [online], 2017).

Pasterace piva mize byt bud’ tunelova, nebo pritokova. Pti tunelové pasteraci se pivo pas-
teruje pfimo v naplnénych lahvich, které prochdzi tunelovym pastérem. Lahve prochazi
zonami, kde se sprchuji vodou o rizné teploté a celkové jsou v pastéru asi 1 hodinu,
pricemz na teploté¢ 60 °C se teplota pohybuje asi 20 minut. Pritokovéa pasterace, pii které
se ohtaté pivo pohybuje v trubkovém vydrzniku, je mnohem Setrnéjsi, protoze pii teploté
68 — 70 °C trva 30 — 40 vtefin, a poté nasleduje ochlazeni (Basarova et al., 2010, s. 490-
494; Savel, 2010, s. 11).

cey

Pokud nezadouci mikroorganizmy (v tomto pfipadé i kulturni kvasinky) pteziji pasteraci ¢i
filtraci, mize po stoceni piva nastat sekundarni fermentace. Béhem ni dojde k pomnozeni
mikroorganizmu a tvorbé masivni sedliny (v ptfipad¢ kvasinek) nebo zdkalu (BMK). Pii
dlouhé dobé¢ trvanlivosti miize jejich vyskyt ve finalnim vyrobku vést k zdvaznym Skodam.
Z toho divodu je dikladné sanitaci a biologické Cistoté provozli povazovana velka pozor-
nost (Hollerova a Kubizniakova, 2002, s. 309). Je tieba se vyvarovat pomnozeni mikroor-
ganizmu napt. v dob¢ piestavek ve staceni, kdy se na zbytcich nedostatecné odstranéného
piva mohou pomnozit bakterie, kvasinky a plisné. K prioritam by méla patit 1 kvalita

a mikrobiologicka Cistota vody pouZzivané k vyrob¢ (Basafova et al., 2010, s. 329).

K mikrobidlni stabilizaci piva pfispivaji také cistici a dezinfek¢éni postupy pivovart,
obzvlasté v téch, které produkuji piva nepasterizovand, piva s nizkym obsahem alkoholu

nebo mén¢ chmelena (Vaughan et al., 2005, s. 360).

5.1.4 Vliv délky skladovani balenych piv

BA mohou byt také tvoreny ptisobenim BMK béhem skladovani v lahvich, plechovkach
nebo sudech, kdy zvySeni obsahu BA mitiZe nastat v disledku sekundarniho kvaseni (Kala¢

a Kfizek, 2003, s. 126).

Z vysledki prace Cechové (2012) je zfejmé, ze déle skladovana piva obsahovala vyssi
mnozstvi BA. Ve sledovanych vzorcich postupné vzristal pocet BA, a to tak, Ze po Sedesa-
ti dnech byl jejich obsah az 123 mg/l, po sto dnech az 252 mg/1 a po 244 dnech dosahovala
hodnota az 316 mg/l. K jejich produkei doslo i ptes skladovani hodnocenych piv v chladu,

a to pravdépodobné vlivem rozvoje nezadoucich mikroorganizmii (Cechova, 2015).
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ZAVER

Vzhledem k tomu, Ze BA mohou i v nizkych koncentracich zptsobit u citlivych jedincii
zdravotni komplikace, je tato problematika v soucasné dobé intenzivné zkoumana. Zabyva-
ji se ji Ceské i zahrani¢ni studie a také diplomové ¢i dizertacni prace. Tato prace se zabyva-

la obsahem BA v pivu a faktory, které obsah BA pfimo ¢i nepiimo ovliviiuji.
Ze zjisténych poznatki této bakalaiské prace lze konstatovat nasledujici:

- BA se v pivu mohou vyskytovat pfirozené (jsou soucasti surovin pouzivanych pii

vyrobé piva), nebo mohou vznikat aktivitou kontaminujici mikroflory.
- Obsah BA v pivu ovliviyje:
- volba surovin — zvlasté sladu, ktery mtize byt zdrojem BA
- aplikace Cistych kvasni¢nych kultur
- minimalizace mikrobiadlni kontaminace procesu vyroby (dodrzovanim

spravnych technologickych postupii, hygienickych a sanitacnich postupt,

aplikace kyselého prani kvasnic pfi jejich opakovaném nasazeni)
- cilena stabilizace kone¢ného produktu (pasterace, mikrofiltrace)
- spravné skladovani vyrobku

- Zastupci rodu Lactobacillus patii k nejobavangjsim mikrobidlnim kontaminantim
v pivovarském provozu (vliv na produkci BA a senzorické vlastnosti finalniho pro-

duktu).

- Faktory, které ovliviiujici tvorbu BA mlécnymi bakteriemi, jsou: teplota, hodnota
pH, aktivita vody, koncentrace soli, technologie zpracovani, pfitomnost Oz a CO-,

etanolu, hotkych latek a pfitomnost ¢isté fermentujici mikroflory.

Mnozstvi BA v alkoholickych napojich neni legislativné oSetieno. I pfesto, Ze jejich
obsah v pivu a vinu je do 50 mg/l a zdravému jedinci by nemélo toto mnozstvi zptsobit
zdravotni komplikace, mize dojit k problémim pii odbouravani BA vlivem interferen-

ce mezi etanolem a detoxikacnim systémem. Z tohoto pohledu je vice nez dilezité dbat
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