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ABSTRAKT 

Diplomová práce byla zaměřena na prozkoumání dekarboxylázové aktivity bakterií Lacto-

bacillus curvatus. Teoretická část práce obsahuje charakteristiku biogenních aminů, včetně 

jejich významu, toxických účinků a výskytu v potravinách. Dále se zabývá vnějšími faktory 

ovlivňujícími produkci biogenních aminů a metodami jejich stanovení. V závěru teoretické 

části je věnována pozornost charakteristice rodu Lactobacillus a jeho významu v potravi-

nářství. 

V praktické části byly aplikovány vybrané faktory (pH, obsah NaCl, obsah laktózy a teplota 

kultivace) ovlivňující růst bakterie Lactobacillus curvatus a její produkci biogenních ami-

nů. Produkce biogenních aminů byla analyzována pomocí vysokoúčinné kapalinové chro-

matografie s UV/VIS detekcí po derivatizaci danzylchloridem. Testovaná bakterie produ-

kovala pouze tyramin a spermin. Tyramin byl produkován v koncentracích 1,33 až  

52,28 mg/l, kdy nejvyšší koncentrace tyraminu bylo dosaženo při iniciačním pH 6,8  

v kombinaci s 4,80 % (w/v) laktózy, bez přídavku NaCl a teplotě kultivace při 37 °C. Pro-

dukce sperminu byla v průběhu kultivace kolísavá a nejvyšší množství bylo stanoveno při 

teplotě kultivace 10 °C v podmínkách in vitro bez přídavku NaCl a laktózy. 

 

 

Klíčová slova: biogenní aminy, Lactobacillus curvatus, dekarboxylázová aktivita, HPLC, 

danzylchlorid, tyramin, spermin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

This thesis was focused on the examination of decarboxylase activity of bacteria Lactoba-

cillus curvatus. Theoretical part of the thesis contains characterization of biogenic ammi-

nes, with their significancy, toxic effects and their occurence in food. It also deals with 

external factors influencing the production of biogenic amines and methods of their deter-

mination. In the end of theoretical part, its paid attention to the characteristics of the genus 

Lactobacillus and its importance in the food industry. 

In the practical part of the thesis, selected factors were applied (pH, NaCl content, lactose 

content and cultivation temperature) to affect the growth of bacteria Lactobacillus curvatus 

and its production of biogenic amines. The production of biogenic amines was analysed by 

high performance liquid chromatography with UV/VIS detection after derivatization with 

dansyl chloride. The tested bacteria produced only tyramine and spermine. Tyramine was 

produced in concentrations from 1,33 to 52,28 mg/l, where the highest concentration of 

tyramine was achieved by initiating pH 6,8 in combination with 4,80 % (w/v) lactose, wi-

thout the addition of NaCl, and cultured at a temperature 37 °C. Production of spermine 

was fluctuating during cultivation, and the highest rate was determined at 10 °C, culturing 

in vitro without the addition of NaCl and lactose. 

 

 

Keywords: biogenic amines, Lactobacillus curvatus, decarboxylase activity, HPLC, dan-

sylchloride, tyramine, spermine  
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ÚVOD 

V součastné době je v souvislosti s výrobou, zpracováním či skladováním potravin kladen 

důraz na kvalitu, bezpečnost a zdravotní nezávadnost výrobků. Nežádoucí látky se do po-

travin mohou dostat z vnějšího prostředí nebo vznikají přímo v potravině činností nejrůz-

nějších mikroorganizmů.  Prakticky všechny potraviny, které obsahují proteiny nebo volné 

aminokyseliny, a kde jsou přítomny MO s dekarboxylázovou aktivitou, umožňují tvorbu 

biogenních aminů.  

Biogenní aminy jsou dusíkaté sloučeniny, v malém množství nepostradatelné pro živé or-

ganizmy. V lidském organizmu mají řadu nezbytných funkcí, jsou důležité pro růst, stavbu 

a metabolismus každého orgánu v těle. 

Vysoká koncentrace BA naopak vyvolává nežádoucí vazoaktivní a psychoaktivní účinky, 

například změny krevního tlaku, nevolnost, zvracení, alergické reakce, dýchací potíže, bo-

lesti hlavy, anafylaktický šok a další. 

Dekarboxylázová činnost bakterií může být ovlivněna některými vnějšími faktory. Nejdů-

ležitějšími faktory jsou pH prostředí, koncentrace NaCl, přítomnost zkvasitelných sachari-

dů, optimální teplota, aero/anaerobní prostředí, přítomnost růstových faktorů a jiné. 

Problematikou vzniku a potlačením biogenních aminů se zabývá mnoho studií, které by  

v budoucnu mohly pozitivně ovlivnit například technologii výroby potravin, senzorické 

vlastnosti potravin, a tím i zdraví člověka.  
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 CHARAKTERISTIKA BIOGENNÍCH AMINŮ 

Biogenní aminy (BA) jsou organické nízkomolekulární dusíkaté báze, které jsou syntetizo-

vány mikrobiálním, rostlinným a živočišným metabolismem. V současné době známe při-

bližně 40 BA. Mezi nejznámější patří histamin, tyramin, putrescin, kadaverin, tryptamin, 

fenyletylamin, spermin a spermidin. V potravinách a nápojích vznikají pomocí enzymů ze 

surovin nebo jsou tvořeny mikrobiální dekarboxylací aminokyselin. Mohou být použity 

jako ukazatele stupně čerstvosti nebo kažení potravin, obecně lze BA považovat za indiká-

tory kvality potravin (Santos, 1996; Fialová a kol., 2013) 

1.1 Struktura a vznik biogenních aminů 

Podle chemické struktury (Tabulka 1) se biogenní aminy dělí na: 

 alifatické (putrescin, kadaverin, spermin, spermidin) 

 aromatické (tyramin, fenyletylamin) 

 heterocyklické (histamin, tryptamin) (Mayer a kol., 2010) 

Tabulka 1: Systematický název a chem. struktura vybraní zástupci BA (Önal a kol., 2013). 

Název triviální Název systematický 
Chemická 

struktura 
Strukturní vzorec 

putrescin butan-1,4-diamin alifatické 
 

kadaverin pentan-1,5-diamin alifatické 
 

spermin 
N,N´-bis(3-

aminopropyl)butan-1,4-diamin 
alifatické 

 

spermidin 
N-(3-aminopropyl)butan-1,4-

diamin 
alifatické 

 

tyramin 4-(2-aminoetyl)fenol aromatické 

 

fenyletylamin 2-fenyletylamin aromatické 

 

histamin 2-(1H-imidazol-5-yl)etylamin heterocyklické 
 

tryptamin 2-(1H-indol-3-yl)etylamin heterocyklické 
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Biogenní aminy vznikají především dekarboxylací aminokyselin pomocí dekarboxyláz 

produkovaných mikroorganizmy (Obrázek 1, 3) nebo aminací a transaminací aldehydů 

a ketonů (Santos, 1996). Pro vznik BA je důležitá řada enzymů ze skupiny EC 4.1.1. (třída 

dekarboxyláz) (Černý a kol., 2009). Tyto enzymy jsou rozdílné pro různé druhy MO. Bak-

teriální dekarboxylázy jsou většinou specificky zaměřeny na určité aminokyseliny, přede-

vším L – formy (Greif a kol., 2006). Těmito dekarboxylázami jsou vybaveny četné druhy 

proteolytických bakterií, ale také řada druhů bakterií mléčného kvašení (Smělá a kol., 

2003).  

 

Obrázek 1: Vznik biogenního aminu z aminokyseliny (Hudcová, 2012). 

Reakcí aminoskupiny α-aminokyseliny s karbonylovou skupinou prostetické skupiny en-

zymu vznikají přechodné iminosloučeniny nazývané jako Schiffovy báze. Tyto sloučeniny 

jsou stabilizovány danými kofaktory. Jako kofaktor se reakce zúčastňuje pyruvoylový zby-

tek nebo pyridoxalfosfát. Vytvořená nová Schiffova báze je dekarboxylována a eliminací 

vody vzniká daný amin (viz Obrázek 2) (Shalaby, 1996). 

 

Obrázek 2: Dekarboxylace L-aminokyselin přes pyridoxalfostát (Kohajdová a kol., 2008). 
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Obrázek 3: Nejčastěji se vyskytující biogenní aminy v potravinách a jejich vznik (Ko-

hajdová a kol., 2008) 
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1.1.1 Monoaminy – tyramin a histamin 

Dekarboxylace tyrozinu některými bakteriemi mléčného kvašení vede k nežádoucí přítom-

nosti tyraminu ve fermentovaných potravinách. Tyramin je nejčastější biogenní amin pří-

tomný v sýrech a je také běžně se vyskytující i v jiných fermentovaných potravinách a ná-

pojích (Fernández a kol., 2006). Mnoho bakterií mléčného kvašení v potravinách tvoří  

z tyrozinu tyramin. Tyto bakterie patří do rodů Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus, 

Enterococcus nebo Carnobacterium (Lucas a kol., 2003).  

Histamin je obsažen v žírných buňkách a bazofilech a jeho biologické účinky jsou obvykle 

znát pouze při uvolnění ve velkém množství v průběhu alergické nebo dalších reakcích. 

Histamin se váže na receptory buněčných membrán v respiračním, kardiovaskulárním, 

gastrointestinálním a imunologickém systému a kůži. Existují tři typy receptorů H1, H2 

a H3. Histamin způsobuje dilataci periferních cév, kapilár a tepen, což vede k hypotenzi, 

návalům horka a bolestem hlavy (Karovičová a Kohajdová, 2003).  

1.1.2 Diaminy – kadaverin a putrescin 

Kadaverin i putrescin se řadí mezi diaminy a podle chemické struktury mezi alifatické 

aminy. Zvýšené koncentrace kadaverinu a putrescinu lze pozorovat při kažení potravin 

(Pircher a kol., 2007). Tyto diaminy nejsou toxické jako takové, ale mohou zvýšit toxicitu 

aromatických aminů (např. tyraminu) tím, že blokují jejich detoxikaci nebo zvyšují jejich 

absorpci (Bover Cid a kol., 2008). 

1.1.3 Polyaminy – spermidin a spermin 

Spermidin a spermin se řadí mezi alifatické polyaminy. Oba jsou nepostradatelné složky 

živých buněk, dále jsou důležité pro regulaci funkce nukleových kyselin a syntézu bílkovin 

a pravděpodobně také ke stabilizaci membrán (Santos, 1996). Polyaminy se zřejmě podílejí 

i na růstu a množení buněk. To se může příznivě projevovat například při hojení ran nebo 

nepříznivě pro nežádoucí růst nádorů (Smělá a kol., 2003). 
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1.2 Toxicita biogenních aminů a polyaminů 

Některé biogenní aminy, jako jsou histamin, tyramin a putrescin, jsou nezbytné pro mnoho 

fyziologických funkcí u člověka a zvířat, neboť v živých organizmech vykazují významnou 

biologickou aktivitu. Pro zdravého člověka běžná množství těchto metabolitů v potravi-

nách a nápojích (cca ˂ 100 mg/kg ) nepředstavují významnější riziko, protože jsou metabo-

lizovány v lidském střevním traktu činností detoxikačních enzymů (Santos, 1996). 

Konzumace potravin obsahujících vysoké koncentrace může mít toxické účinky (Santos, 

1996; Halász a kol., 1994). Toxická dávka pro histamin je 70 – 100 mg/kg, pro tyramin  

20 – 80 mg/kg. Celkový obsah tyraminu, putrescinu, kadaverinu a histaminu by neměl 

v dané potravině překročit 900 mg/kg (Černý a kol., 2009). Vysoká množství BA mohou 

vyvolat nežádoucí psychoaktivní a vazoaktivní účinky, například kolísání krevního tlaku, 

bolesti hlavy, nevolnost, zvracení, dýchací potíže, anafylaktický šok a jiné (Mayer a kol., 

2010).  

Nejznámější potravinové intoxikace způsobené biogenními aminy se vztahují na histamin 

a tyramin (Santos, 1996, Deepika a kol., 2011), zejména co se týče konzumace sýrů nebo 

ryb (Santos, 1996, Shalaby, 1996; Černý a kol., 2009). Na druhé straně je třeba vzít v úva-

hu, že sekundární aminy, jako jsou putrescin a kadaverin, mohou reagovat s dusitany a tvo-

řit heterocyklické karcinogenní nitrosaminy (Santos, 1996). 

Některé aminy mohou mít přímý nebo nepřímý vliv na lidský kardiovaskulární a nervový 

systém. Další aminy, kadaverin a putrescin, hrají důležitou roli v potravinové intoxikaci, 

protože mohou zesilovat toxicitu tyraminu a histaminu (Mayer a kol., 2010).  

1.3 Legislativa 

V poslední době je věnována velká pozornost sledování výskytu biogenních aminů 

v různých potravinách a nápojích. Legislativně je stanoven pouze obsah histaminu v rybách 

a rybích výrobcích a to Nařízením komise (ES) č. 2073/2005. Pro produkty rybolovu a ně-

které druhy ryb je povolený limit 100 – 200 mg/kg. Pro produkty rybolovu a ryby s vyso-

kým obsahem histidinu, které byly ošetřeny enzymatickým zráním v láku, je povolený limit 

200-400 mg/kg (Nařízením komise (ES) č. 2073/2005). 
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1.4 Fyziologický význam 

Kromě jejich biologické role jako zdroje dusíku a prekurzorů pro syntézu hormonů, alka-

loidů, nukleových kyselin a proteinů, jsou aminy také důležité jako komponenty aroma 

potravin. Polyaminy (putrescin, spermidin, spermin) jsou nepostradatelnými složkami 

všech živých buněk. V rostlinách se putrescin a polyaminy spermidin a spermin podílejí na 

řadě fyziologických procesů, jako je buněčné dělení, kvetení, růst ovoce, reakce na stres  

a stárnutí. Polyaminy jsou důležité pro růst, stavbu a metabolismus každého orgánu v těle 

(Karovičová a Kohajdová, 2003; Santos, 1996). 

Polyaminy jsou nezbytné pro udržení vysoké metabolické aktivity normálně fungujícího 

imunologického systému ve střevech. Spermin a spermidin se rovněž podílí na vývoji 

střevní tkáně. I když každá buňka má určitou schopnost syntetizovat polyaminy, zdá se, že 

tělo také spoléhá na stálou dodávku polyaminů z potravy, z nichž většina není uchovávána 

ve střevní tkáni, ale je rozdělena do různých orgánů v těle (Santos, 1996).  

Některé třídy aminů, katecholaminy, indolaminy a histamin, plní důležité metabolické 

funkce u lidí, a to zejména v nervovém systému a kontrole krevního tlaku. Fenyletylamin 

a tyramin jsou příčinou zvýšení krevního tlaku, naopak histamin krevní tlak snižuje (San-

tos, 1996). 

1.5 Výskyt v potravinách 

Biogenní aminy jsou obvykle přítomné v živých organizmech, v nefermentovaných potra-

vinách, například v rybách a rybích produktech, v masu,  mléku, vejcích, ovoci, zelenině, 

ořechách. Ve fermentovaných potravinách se vyskytují například v sýrech, sojových pro-

duktech a dále pak v pivu, vínu, čokoládě (Deepika a kol., 2011; Santos, 1996; Fialová  

a kol., 2013; Shalaby, 1996). Prakticky u všech potravin, které obsahují proteiny nebo vol-

né aminokyseliny, a kde jsou přítomny MO s dekarboxylázovou aktivitou, lze očekávat, že 

tyto podmínky budou umožňovat tvorbu biogenních aminů. Celkové množství různých 

vytvořených aminů silně závisí na povaze potraviny a na přítomných mikroorganizmech 

(Santos, 1996). Na množství biogenních aminů ve vybraných potravinách poukazuje Ercan 

a kol., 2013 (Tabulka 2). 
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Tabulka 2: Obsah histaminu, tyraminu, kadaverinu a putrescinu ve vybraných potravinách 

(Ercan a kol., 2013) 

  

Histamin Tyramin Kadaverin Putrescin 

Obsah [mg/kg] 

Ryby a rybí výrobky 

Tuňák (konzervovaný) 20 000,0  - 4 440,0 2 000,0 

Fermentovaná rybí pasta 640,0 376,0 35,0  - 

Čerstvá ryba 209,0 61,8 -   - 

Mléčné výrobky 

Mléko -   - 0,013  - 

Sýr Terrincho 15,6 15,6 349,7 217,8 

Masné výrobky 

Klobása Salchichon 7,3 280,5 11,7 5,5 

Šunka 114,0 104,0 64,0 97,0 

Trvanlivý salám 286,0 1500,0   396,0 

Fermentované nápoje 

Pivo 3,0 3,6 1,3 7,6 

Jablečný mošt 6,9 4,1 -  12,3 

Víno 3,3 -  3,3 -  

Portské víno 2,3 2,6 0,1 11,9 

 

1.5.1 Fermentované potraviny 

Z fermentovaných mléčných výrobků jsou nejvíce sledované přírodní sýry (Buňková a kol., 

2012). Sýr obsahuje bílkoviny, enzymy, kofaktory, vodu, sůl a bakterie, a proto představuje 

ideální prostředí pro tvorbu biogenních aminů (Karovičová a Kohajdová, 2003). V sýrech 

dochází během zrání k proteolýze, která vede k hromadění volných aminokyselin. Tyto 

aminokyseliny mohou být přeměněny na biogenní aminy. Hlavními biogenními aminy 

v sýrech jsou tyramin, histamin, kadaverin, putrescin a tryptamin (Mayer a kol., 2010). 

V jogurtech, tvarohu a nezrajících sýrech bývá množství BA nízké (maximálně desítky 

mg/kg ) a vyšší množství by se mohlo nacházet v případě mikrobiální kontaminace nebo 

kažení (Buňková a kol., 2012). 

Alkoholické nápoje (pivo, víno) představují další kategorii fermentovaných produktů, ve 

kterých se vyskytují biogenní aminy. Ve víně bylo zjištěno více než 20 různých biogenních 

aminů (Zorníková, 2012). Ve víně mohou být přítomny BA ze tří zdrojů, jednak v moštu, 

nebo jsou tvořeny kvasinkami, případně bakteriemi zapojenými do jablečno-mléčného kva-
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šení. Převažující BA ve víně jsou histamin, tyramin, putrescin a β–fenylalanin (Karovičová 

a Kohajdová, 2003).  

V sýrech se pohybuje množství BA kolem 5 – 4500 mg/kg, ve víně 5 – 130 mg/l, pivě  

2,8 – 13 mg/l a zelí 110 – 300 mg/kg (Karovičová a Kohajdová, 2003). 

U sýrů vyrobených z kravského a ovčího mléka je nejčastěji detekovaný BA tyramin 

v množství 7,2 – 207,1 mg/kg, druhým detekovaným BA byl kadaverin v množství  

7,0 – 149,0 mg/kg. Dále putrescin v množství 12,2 -229,5 mg/kg (Buňková a kol., 2012). 

V majonéze a tatarské omáčce je množství BA na velmi nízké úrovni, kde obsah tyraminu 

u majonézy je 2,26 mg/kg, u tatarské omáčky 1,22 mg/kg (Fialová a kol., 2013). 

Fermentované masné výrobky obsahují také biogenní aminy, které mohou tvořit starterové 

kultury nebo mikroorganizmy zpracovávané suroviny. V některých případech mohou tyto 

výrobky obsahovat i 100 až 1000 mg/kg histaminu (Velíšek, 1999). 

1.5.2 Nefermentované potraviny 

Svalovina ryby rodu Scomber (makrela) obsahuje vysoké množství volného histidinu, který 

může být mikroorganizmy přeměněn na histamin. U tuňáka a dalších druhů ryb čeledí 

Scombridae a Clupeidae bylo zjištěno, že obsahují vysoké hladiny histaminu, a to napří-

klad v důsledku nedostatečného zpracování a skladování. Zápach, který za normálních 

okolností signalizuje rozklad, může být snížen nebo eliminován tepelným zpracováním, 

 a proto je histamin užitečným indikátorem rozkladu v makrelovitých rybách i u některých 

dalších ryb (Karovičová a Kohajdová, 2003). 

Čerstvé a zpracované vepřové maso obsahuje vysoké hladiny adrenalinu, spermidinu  

a sperminu, ale nízké hladiny noradrenalinu, putrescinu, histaminu, kadaverinu a tyraminu. 

Velké množství kadaverinu přítomného v hovězím mase bývá často spojeno s vyšším vý-

skytem bakterií čeledi Enterobacteriaceae (Karovičová a Kohajdová, 2003). Čerstvé vep-

řové maso např. obsahuje do 7 mg/kg kadaverinu a putrescinu, zatímco zkažené maso 

 i více než 60 mg/kg (Velíšek, 1999). 

V ovoci a zelenině je nejvíce zastoupen tyramin (např. v banánech a grepfruitech)  

a v menším množství další biogenní aminy (Velíšek, 1999). V některých rostlinách lze na-

lézt deriváty biogenních aminů řazených mezi protoalkaloidy (Velíšek, 1999). 
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2 VNĚJŠÍ FAKTORY OVLIVŇUJÍCÍ TVORBU BIOGENNÍCH 

AMINŮ 

Akumulace biogenních aminů v potravinách vyžaduje přítomnost mikroorganizmů, které 

produkují specifické aminokyselinové dekarboxylázy. Dostupnost aminokyselin a dalších 

faktorů jako je teplota, pH, aktivita vody (aw), redox potenciál a koncentrace NaCl mají 

vliv na syntézu těchto enzymů a jejich činnosti. Dekarboxylázové enzymy bakterií jim mo-

hou pomoci přežít a růst v kyselém prostředí (Fernández a kol., 2006).  

2.1 Vliv pH 

Hodnota pH patří k důležitým faktorům ovlivňujícím dekarboxylázovou aktivitu. Známe 

dva protichůdné mechanizmy působení pH. Zvýšením kyselosti prostředí dochází k inhibici 

růstu MO na jedné straně a na straně druhé nízké pH stimuluje bakterie k vyšší produkci 

zásaditých biogenních aminů jako jejich obranného mechanizmu proti kyselému prostředí. 

Je proto velmi důležité najít rovnovážný stav mezi těmito mechanizmy (EFSA, 2011). Při 

neutrálním a alkalickém pH jsou enzymy neaktivní, což znamená, že pH hraje důležitou 

roli při tvorbě biogenních aminů (Fernández a kol., 2006). Dekarboxylázová aktivita je 

silnější v kyselém prostředí při pH 4 – 5,5. V tomto prostředí bakterie tvoří více dekarbo-

xylázy jako součást jejich ochranného mechanismu (Kohajdová a kol., 2008). 

Například při výrobě suchých salámů se používá glukono-δ-lakton, který způsobuje snížení 

pH v uzeninách, což zvyšuje dekarboxylázovou aktivitu bakterií (Karovičová a Kohajdová, 

2003). 

2.2 Vliv teploty 

Teplota významně ovlivňuje enzymatickou aktivitu mikroorganizmů a tím i vznik biogen-

ních aminů (Kalhotka a kol., 2011). Vyšší teplota zpravidla umocňuje proteolytické a de-

karboxylační reakce, což se projeví zvýšenou tvorbou BA. Vlivem nízkých teplot dochází  

k potlačení mikrobiálního růstu a snížení enzymové aktivity. Následkem je minimální ku-

mulace biogenních aminů v potravinách (EFSA, 2011). Optimální teplota pro růst většiny 

MO vybavených dekarboxylázami je 20 - 37 °C, nízké teploty jejich růst zpomalují, až 

zastavují (Kohajdová a kol., 2008). Například kmeny Bacillus licheniformis s vysokou de-

karboxylační aktivitou reakcí s AMK při teplotě 6 °C již BA netvoří (Doseděl a kol., 
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2009). Produkce BA se snižuje při teplotě pod 5 °C nebo nad 40 °C, kdy dochází k inhibici 

růstu těchto bakterií (EFSA, 2011). Obecně je známo, že produkce biogenních aminů je 

úměrná teplotě a době skladování (Kalhotka a kol., 2011). 

2.3 Vliv koncentrace NaCl 

Chemické látky přidávané během výroby do potravin také ovlivňují produkci BA. Při  

mikrobiálním rozmnožování hraje důležitou roli vodní aktivita. Nižší koncentrace NaCl 

tvorbu BA spíše podporuje, vyšší koncentrace chloridu sodného výrazně sníží kumulaci 

biogenních aminů. Přítomnost chloridu sodného aktivuje tyrozin-dekarboxylázovou aktivi-

tu a inhibuje aktivitu histidin-dekarboxyláz. U Lactobacillus buchneri je tvorba histaminu 

při 3,5% obsahu NaCl částečně inhibována a 5,0% obsah NaCl jeho tvorbu zastaví. I obsah 

dusitanu sodného aktivuje tyrozin-dekarboxylázovou  činnost (Karovičová a Kohajdová, 

2003; Kohajdová a kol., 2008). 

Enterobacter aerogenes tvoří v bujónu GTY (glukóza, trypton, kvasniční hydrolyzát) nej-

více kadaverinu a histaminu při koncentraci NaCl 3,0 % a Enterobacter cloacae tvoří pou-

ze putrescin z ornitinu při koncentraci NaCl 0,5 % a pH 6. Postupné zvyšování koncentrace 

NaCl v intervalu od 0,6 – 3,0 % působí příznivě na aktivitu enzymů Enterobacter aeroge-

nes. Koncentrace NaCl 5,0 – 7,0 % zcela inhibuje L-ornitin-dekarboxylázu (Greif a kol., 

2006). 

2.4 Vliv přítomnosti kyslíku 

Přísun kyslíku má pravděpodobně také významný vliv na syntézu biogenních aminů. Kaž-

dému mikroorganizmu vyhovují jiné podmínky pro růst a stejně tak i pro tvorbu biogen-

ních aminů. Například Enterobacter cloacae produkuje asi poloviční množství putrescinu 

v anaerobních podmínkách oproti aerobním a Klebsiella pneumoniae syntetizuje za anae-

robních podmínek podstatně méně kadaverinu, ale získává schopnost produkovat putrescin 

(Karovičová a Kohajdová, 2003). Lactococcus lactis produkuje za anaerobních podmínek 

vyšší množství tyraminu než za aerobních podmínek (Buňková, 2010). Podmínky snižující 

redox potenciál stimulují produkci histaminu a histidin-dekarboxylázy jsou v přítomnosti 

kyslíku inaktivovány nebo zničeny (Karovičová a Kohajdová, 2003). 
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2.5 Přítomnost sacharidů a dalších faktorů 

Přítomnost zkvasitelných sacharidů, jako je D-glukóza, zvyšuje růst i dekarboxylázovou 

činnost bakterií. Obsah D-glukózy v rozmezí 0,5 až 2,0 % je považován za optimální, za-

tímco úroveň přesahující 3,0 % zabraňuje tvorbě enzymů (Karovičová a Kohajdová, 2003).  

Mezi další faktory ovlivňující vznik BA patří přítomnost růstových faktorů, růstová fáze 

buněk, chemické látky, například etanol, fenolické sloučeniny nebo SO2 (Buňková a kol., 

2010). 
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3 METODY STANOVENÍ BIOGENNÍCH AMINŮ 

Stanovení biogenních aminů je důležité jak z hlediska kvality potravin, tak z hlediska po-

tencionální toxicity pro člověka. Pro stanovení biogenních aminů existuje několik technik. 

Jedná se např. o tenkovrstevnou chromatografii (TLC), plynovou chromatografii (GC), 

kapilární elektroforézu (CE) nebo vysokoúčinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) 

(Smělá a kol., 2003). Další možností je využití molekulárních metod, jako např. PCR nebo 

imuno-enzymatických metod (ELISA). Blíže jsou tyto metody popsány v následujících 

kapitolách. 

3.1 Chromatografické metody 

Chromatografické metody jsou nejpřesnější metody pro stanovení biogenních aminů 

(Chang, 2012). Podstatou chromatografie je distribuce složek směsi mezi dvěma fázemi, 

mezi mobilní a stacionární. Většina biogenních aminů vyskytujících se v potravinách má 

nízkou UV absorpci a jsou často přítomny v nízkých koncentracích. Jejich stanovení po-

mocí spektrofotometrie je obtížné, proto se často používá označení pomocí fluorescence ke 

zvýšení citlivosti a selektivity. Existuje mnoho různých typů činidel pro derivatizaci  

(o-ftaldialdehyd (OPA), 9-fluorenyl metylchlorformiát (FMOC), 5-furoylchinolin-3-

karboxaldehyd (FQ) 6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidyl karbamát (AQC), fenyl-

isotiokyanát ester (PITC), danzylchlorid (DNS - Cl)) a další (Guoliang a kol., 2014).  

3.1.1 Tenkovrstevná chromatografie (TLC) 

Tenkovrstevná chromatografie je jednoduchá, levná a rychlá metoda ke stanovení biogen-

ních aminů. Používá se jako alternativa k HPLC (Romano a kol., 2012). Provádí se na ten-

ké vrstvě sorbentu (celulóza, silikagel) naneseného na vhodné podložce (sklo, kovová fó-

lie). Detekce se provádí pomocí činidla, které po styku se vzorkem vytvoří barevnou slou-

čeninu, nebo se používají vrstvy upravené fluorescenční látkou, která fluoreskuje pod UV 

světlem (Káš a kol., 2005). 

Tato metoda nevyžaduje žádné speciální zařízení, avšak výsledky mohou být méně přesné. 

Pro stanovení biogenních aminů po derivatizaci se používá směs chloroform-dietyleter-

trietylamin v poměru 6:4:1 a následně chloroform-trietylamin v poměru 6:1 (Önal a kol., 

2006). Romano a kol. (2012) použili ke stanovení směs chloroform-trietylamin (4:1). 
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3.1.2 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) 

Kapalinová chromatografie je složitější než chromatografie plynová a nevýhodná v tom, že 

všechny děje v kondenzovaných fázích jsou pomalejší a složitější než ve fázi plynné. Vý-

hodou ovšem je to, že komplex technik, které dohromady tvoří celek kapalinové chromato-

grafie, umožňuje dělit přinejmenším 80 % všech známých látek a složitost systému umož-

ňuje ladit podmínky separace změnami stacionární i mobilní fáze (Štulík a kol., 2004). 

Nejčastěji používaná metoda pro stanovení biogenních aminů je vysokoúčinná kapalinová 

chromatografie (HPLC). Stanovovaný analyt je nutné před detekcí derivatizovat z důvodu 

chybějícího chromoforu. Derivatizace se provádí před nástřikem na kolonu (pre-kolonová) 

nebo až po výstupu z kolony (post-kolonová). Často používanými činidly k derivatizaci 

jsou danzylchlorid a o-ftalaldehyd (Burdychová a Dohnal, 2007; Buňka a kol., 2013). Re-

akce o-ftalaldehydu probíhá téměř okamžitě při pokojové teplotě v alkalickém pH 

v přítomnosti 2-merkaptoetanolu (Kelly a kol., 2010). Tyto deriváty jsou však nestabilní, 

a proto byla navrhnuta lepší stabilní kombinace OPA-NAC (N-acetyl-L-cystein) pro stano-

vení biogenních aminů v hroznech, vínu a medu (Kelly a kol., 2010). Sekundární aminy 

(spermin a spermidin) nereagují s ftalaldehydem, proto se stanovují pouze po derivatizaci 

danzylchloridem (Smělá a kol., 2003). Další možností je použití dabzylchloridu.  

Dabzylchlorid reaguje s primárními i sekundárními aminy, vytváří stabilní deriváty  

a umožňuje citlivou detekci (Kelly a kol., 2010). Nevýhodou je ale dlouhá doba derivatiza-

ce a použití amoniaku k odstranění rušivých vedlejších produktů (De Mey a kol., 2012) 

K detekci se používají převážně detektory UV-VIS (spektrofotometricky při 254 nm) 

(Chang, 2012; Buňka a kol., 2013) a fluorescenční detektory (Marcobal a kol., 2005). 

V poslední době se používá ke stanovení biogenních aminů i kapalinová chromatografie ve 

spojení s tandemovou hmotnostní spektrometrií (LC-MS/MS), která je velmi specifická 

a citlivá. Nevýhodou je vysoká cena přístrojů a vyšší úroveň technických dovedností (Kelly 

a kol., 2010).  

3.1.3 Iontově výměnná chromatografie 

Ionexová chromatografie je určena pro separaci látek nesoucí náboj. Ionty, které jsou elek-

trostaticky vázány k pevnému a chemicky inertnímu nosiči, se reverzibilně vyměňují za 

ionty z roztoku (Káš a kol., 2005).  
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Základem separace látek je fakt, že afinita iontů k ionexu není stejná, ale závisí na velikosti 

náboje, na poloměru hydratovaného iontu a na dalších vlivech. Látky, nesoucí stejný náboj 

jako má ionex, se na ionexu nezachytí. Desorpce látek se provádí změnou složení elučního 

pufru, a to buď změnou pH nebo iontovou silou roztoku (Káš a kol., 2005). 

Ke stanovení biogenních aminů byl použit analyzátor aminokyselin s iontoměničovou ko-

lonou, post-kolonovou derivatizací ninhydrinem a spektrofotometrickou detekcí při 570 nm 

(Csómos a Sarkadi, 2002; Rabie a kol., 2011). Cinquina a kol. (2004) stanovili biogenní 

aminy pomocí ionexové chromatografie s konduktometrickou detekcí. Je však možné pou-

žít i detektory, které nevyžadují derivatizaci vzorku (pulzní amperometrické detekce (PAD) 

a integrovaná pulzní amperometrická detekce (IPAD) (Cinquina a kol., 2004). 

3.1.4 Plynová chromatografie 

Plynová chromatografie je jednoduchá, procesy v plynné fázi jsou rychlé, systém není příliš 

vzdálen ideálnímu chování a je tedy relativně snadné dospět k teoretickým modelům a in-

terpretovat výsledky měření. Je však omezena na látky, které lze bez rozkladu a za přijatel-

ných experimentálních podmínek převést do plynné fáze - to není více než asi 30 % zná-

mých látek (Štulík a kol., 2006). 

Plynová chromatografie se pro stanovení biogenních aminů příliš nepoužívá pro její obtíž-

nosti. Před vlastním stanovením se musí biogenní aminy derivatizovat, aby se staly dosta-

tečně těkavými. Derivatizace zvyšuje citlivost a selektivitu (Křížek a Pelikánová, 1998).   

3.2 Polymerázová řetězová reakce 

Polymerázová řetězová reakce (PCR) je významná metoda, která je rychlá, citlivá a jedno-

duchá. Kromě toho jsou molekulární metody schopny zjistit potenciální tvorbu biogenních 

aminů v potravinách ještě před tím, než je amin produkován. Nevýhodou PCR je detekce 

neživotaschopných buněk. Schopnost rozlišovat mezi životaschopnými a neživými organi-

zmy je důležitá při použití PCR v potravinářském závodě pro posouzení rizika akumulace 

biogenních aminů (Landete a kol., 2007). 

http://dx.doi.org.proxy.k.utb.cz/10.1016/j.chroma.2004.01.013
http://dx.doi.org.proxy.k.utb.cz/10.1016/j.chroma.2004.01.013
http://dx.doi.org.proxy.k.utb.cz/10.1016/S0021-9673(98)00464-6
http://dx.doi.org.proxy.k.utb.cz/10.1016/j.ijfoodmicro.2007.05.001
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Princip PCR je detekce genu kódujícího příslušnou dekarboxylázu. Alternativou tradiční 

PCR je real-time PCR, kdy je možné průběžné sledování procesu amplifikace. Navíc jsou 

tyto metody méně časově náročné (Landete a kol., 2007). 

3.3 Kapilární elektroforéza 

Kapilární elektroforéza je účinná analytická separační metoda, která umožňuje separaci, 

identifikaci a kvantifikaci nabitých iontů i neutrálních molekul, neboť zahrnuje několik 

elektroforetických technik lišících se svým separačním mechanizmem (Štulík a kol., 2006). 

3.3.1 Zónová kapilární elektroforéza 

Kapilární zónová elektroforéza je elektroforetická technika, jejíž separační mechanizmus je 

založen výhradně na rozdílných elektroforetických pohyblivostech analyzovaných iontů 

(Štulík a kol., 2004). 

Swann a kol. (2010) použili pro stanovení biogenních aminů kapilární elektroforézu s de-

tektorem diodového pole. Kvasnička a Voldřich (2006) použili elektroforetický analyzátor 

s fluorovaným kopolymerem etylen-propylenem (FEP) a kontaktním vodivostním detekto-

rem. Li a kol. (2014) zase stanovili biogenní aminy pomocí kapilární zónové elektroforézy 

s kapacitně vázaným bezkontaktním vodivostním detektorem. 

3.3.2 Micelární elektrokinetická chromatografie 

Micelární elektrokinetické chromatografie je elektromigrační metoda sloužící především 

pro analýzu neutrálních molekul hydrofilní i hydrofobní povahy. Je založena na přídavku 

tenzidu, který při nadkritické micelární koncentraci vytváří v separačním médiu nabité mi-

cely, jež umožňují separaci neutrálních molekul v kapilární elektroforéze na principu roz-

dílné distribuce mezi pseudostacionární (micelární) a vodnou fází. (Štulík a kol., 2006). 

Rodriguez a kol. (1996) stanovili biogenní aminy pomocí micelární elektrokinetické chro-

matografie s fluorescenční detekcí. Optimální separaci dosáhli boritanovým pufrem 

s dodecylsíranem sodným (SDS). Detekce byla provedena po derivatizaci s fluorescein 

isotiokyanátem (FITC). 

Malinowska a kol. (2012) zjistili, že nejlepší separace většiny biogenních aminů bylo dosa-

ženo při složení mobilní fáze 0,02 M SDS – acetonitril (4:1 v/v). 

http://dx.doi.org.proxy.k.utb.cz/10.1016/j.ijfoodmicro.2007.05.001
http://dx.doi.org.proxy.k.utb.cz/10.1016/j.chroma.2005.11.005
http://dx.doi.org.proxy.k.utb.cz/10.1016/0021-9673(96)00422-0
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Feng a kol. (2008) vyvinuli novou metodu micelární elektrokinetické chromatografie 

s multifotonovou excitační fluorescenční detekcí a úspěšně stanovili 6 biogenních aminů.  

Ty byly derivatizovány pomocí fluorescein isotiokyanátu (FITC). 

3.4 Imuno-enzymatické metody 

Imuno-enzymatické metody jsou založeny na interakci mezi antigenem a protilátkou  

in vitro. Mezi jejich přednosti patří vysoká specifita interakce antigen – protilátka (protilát-

ka váže jen ten antigen, který vyvolal její vznik) a vysoká citlivost některých imunometod. 

Heterogenní enzymová imunoanalýza neboli ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent 

Assay) je metoda používající enzymy jako značky. Kvantifikace představuje měření změny 

absorbance (popř. fluorescence, chemiluminiscence) reakčního roztoku, kterou způsobil 

vzniklý produkt enzymové reakce. Nejčastěji se používají peroxidázy a alkalické fosfatázy 

(Káš a kol., 2005). Koncentrace produktu je úměrná koncentraci antigenu nebo protilátky 

ve vzorku. 

Existuje mnoho komerčních sad pro stanovení histaminu. Reakce je například založena na 

oxidaci histaminu rekombinantní histamin-dehydrogenázou. Barevná změna je detekována 

při 450 nm (Hungerford a kol., 2011). Pro stanovení histaminu byla použita přímá kompe-

titivní ELISA (Marcobal a kol., 2005, Hungerford a kol., 2011). Pro zastavení enzymové 

reakce se použilo 0,5 M HCl a detekce byla provedena pomocí absorbance při vlnové délce 

450 nm (Marcobal a kol., 2005). 
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4 ROD LACTOBACILLUS 

4.1 Charakteristika rodu Lactobacillus 

Rod Lactobacillus je poměrně různorodý a skládá se z několika různých druhů (více než 

80) s malými shodnostmi. Společným taxonomickým znakem je jejich tyčinkovitý tvar 

(Obrázek 4) a jejich schopnost produkovat kyselinu mléčnou. Z tohoto důvodu se řadí se 

bakterie mléčného kvašení (Hutkins, 2006; Robinson a kol., 2000). Laktobacily neprodu-

kují katalázu, která katalyzuje rozklad peroxidu vodíku (Klaban, 2005). 

 

Obrázek 4: Lactobacillus plantarum 

(REM galerie). 

4.2 Taxonomické zařazení rodu Lactobacillus 

Taxonomicky se rod Lactobacillus řadí do domény Bacteria, kmene Firmicutes, třídy Ba-

cilli, řádu Lactobacillales a čeledi Lactobacillaceae (Felis a Dellaglio, 2007).  

Na obrázku 5 jsou uvedeny některé druhy z tohoto druhu, které jsou fylogeneticky uspořá-

dány na základě sekvenční analýzy (Hutkins, 2006). 
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Obrázek 5: Fylogeneze rodu Lactobacillus na základě sekvenční analýzy 16S rRNA 

(Hutkins, 2006). 
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4.3 Morfologie 

Laktobacily jsou grampozitivní bakterie a netvoří spory. Buňky jsou obvykle tyčinkovitého 

tvaru v rozmezí velikosti 0,5-1,2 x 1-10 μm. Za určitých růstových podmínek mohou vypa-

dat téměř jako koky. 

Existují druhy, které mají tyčinky poměrně krátké (1,5 µm), zatímco jiné mají více než 

5 µm na délku (některé z nich až 10 µm). Mohou mít štíhlý, zakřivený nebo ohnutý vzhled. 

Kolonie na agarových plotnách bývají také variabilní. Některé kmeny produkují velké kula-

té kolonie a některé produkují malé nebo nepravidelné kolonie (Robinson a kol., 2000). 

4.4 Fyziologické vlastnosti 

Laktobacily jsou fakultativně anaerobní, rostou špatně v aerobním prostředí, ale jejich růst 

je podpořen 5% obsahem oxidu uhličitého v prostředí. Jsou auxotrofní a rostou nejlépe 

v bohatém komplexním prostředí. Jejich optimální teplota růstu je 30 - 40 °C, ale mohou 

růst i v rozsahu 5 – 53 °C. Jsou také acidofilní s optimálním růstem v pH 5,5 - 5,8, ale 

obecně platí, že mohou růst i při pH < 5 (Robinson a kol., 2000; Sedláček, 2007). 

Laktobacily se podle metabolizmu dělí do tří skupin uvedených v tabulce 3. Jsou to obli-

gátně homofermentativní druhy, fakultativně heterofermentativní druhy a obligátně hetero-

fermentativní druhy (Robinson a kol., 2000; Hutkins, 2006).  

Mezi homofermentativní laktobacily patří L. delbrueckii, L. leichmannii a L. acidophilus. 

Příkladem heterofermentativních laktobacilů je L. fermentum, L. brevis, L. casei a L. buch-

neri. I když všechny produkují kyselinu mléčnou jako hlavní konečný produkt, liší se 

v isomerní směsi. Některé produkují výhradně L(+) kyselinu mléčnou a mezi ně patří  

L. salivarius a L. casei. Jiné, například L. delbrueckii subsp. bulgaricus a L. jensenii pro-

dukují jen D(-) kyselinu mléčnou a L. acidophilus a L. helveticus produkují směs L(+)  

a D(-) kyseliny mléčné. Dalším významným kritériem pro rozlišení laktobacilů je produkce 

plynu ze zdrojů uhlíku, včetně glukózy a glukonátu. Dále je zde velká míra rozmanitosti ve 

schopnosti různých laktobacilů zkvašovat pentózové cukry, včetně ribózy a xylózy (Robin-

son a kol., 2000). Homofermemtativní a heterofermentativní metabolismus bakterií rodu 

Lactobacillus je uvedený na obrázku 6. 
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Tabulka 3: Skupiny laktobacilů a jejich vlastnosti (Salminen a kol., 2004). 

Vlastnost 
skupina I - obligátně 

homofermentativní 

skupina II - fakulta-

tivně heterofermenta-

tivní 

skupina III - obli-

gátně heterofer-

mentativní 

Fermentace pentóz - + + 

Tvorba CO2 z glukózy - - + 

Tvorba CO2 z gluko-

nátu 
- + + 

FDP aldoláza + + - 

Fosfoketoláza - + + 

 

L. acidophillus L. casei L. brevis 

L. bulgaricus subsp. 

delbrueckii 
L. curvatus L. buchneri 

L. helveticus L. plantarum L. fermentum 

L. salivarius L. sake L. reuteri 
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Obrázek 6: Metabolizmus bakterií Lactobacillus, (A) homofermentativní – glykolý-

za/EMP dráha, (B) heterofermentativn – 6-fosfoglukonát/fosfoketolázová dráha (Salmi-

nen a kol., 2004) 
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4.5 Výskyt  

V přírodě se laktobacily vyskytují na mnoha místech. Výjimkou jsou velmi extrémní pod-

mínky. Některé druhy se běžně vyskytují na rostlinách a v rostlinných materiálech, dále pak 

v mléčných a masných výrobcích, v džusu, kvašených nápojích a v obilných výrobcích. 

Jejich přítomnost ve zvířecím a lidském gastrointestinálního traktu (stejně jako v žaludku, 

ústech a pochvě) vedla k návrhu, který získal značnou vědeckou podporu, že tyto bakterie 

mají širokou "probiotickou aktivitu". V potravinách se podílejí na mnoha důležitých fer-

mentacích, ale také často i na kažení fermentovaných a nefermentovaných potravin (Hut-

kins, 2006; Robinson a kol., 2000; Görner a Valík, 2004). 

4.6 Význam a využití v potravinářství 

Vzhledem k rozmanitosti metabolických vlastností vykazovaných zástupci rodu Lactoba-

cillus, tyto bakterie ve fermentovaných výrobcích přispívají k jejich konzervaci a chuti. 

Laktobacily jsou přidávány záměrně jako starterové kultury, nebo se podílejí na fermentaci 

v důsledku jejich přirozené přítomnosti ve výchozích substrátech. Řada mléčných výrobků 

se vyrábí za použití laktobacilů a to buď samostatně, nebo v kombinaci s dalšími bakterie-

mi mléčného kvašení. L. acidophilus se například používá při výrobě acidofilního mléka. 

L. delbrueckii subsp. bulgaricus v kombinaci se Streptococcus thermophilus se používá  

k výrobě jogurtu a rovnováha mezi těmito dvěma mikroorganizmy mohou mít vliv na kva-

litu výrobku (Robinson a kol., 2000; Šilhánková, 2008). 

U zeleniny se laktobacily využívají pro výrobu kysaných okurek, oliv a zelí. Zástupci rodu 

Lactobacillus jsou přírodními kontaminanty vyskytující se na zeleniny a zaujímají své mís-

to v procesu kvašení zeleniny, jakož i řada dalších mikroorganizmů (Robinson a kol., 

2000).  

Laktobacily hrají zásadní roli také při pečení chleba a v těchto produktech byla identifiko-

vána řada specifických kmenů. Mezi typické druhy laktobacilů uvedené v kynutém pečivu 

patří L. acidophilus, L. farciminis, L. delbrueckii subsp. delbrueckii, L. casei, L. plantarum, 

L. rhamnosus, L. brevis, L. sanfranciesco a L. fermentum. Původní laktobacily jsou schop-

ny do značné míry překonat jinou znečišťující mikroflóru. Během procesu fermentace se 

kyselina mléčná hromadí na úroveň blížící se 1 % s produkcí malého množství kyseliny 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 36 

 

octové. Počet bakterií mléčného kvašení může dosáhnout až 10
7
 CFU/g (Robinson a kol., 

2000). 

4.7 Lactobacillus curvatus 

Lactobacillus curvatus je fakultativně heterofermentativní bakterie mléčného kvašení, kte-

rá se obyčejně vyskytuje v masných výrobcích. Roste i při nízkých teplotách blížící se bodu 

mrazu (Görner a Valík, 2004). Představuje jednu z hlavních populací spojených s fermen-

tovanými masnými výrobky, vakuově baleným chlazeným masem a v menší míře s rybami 

a drůbežími výrobky. Byl například izolován ze zkaženého lososa uzeného studeným kou-

řem. L. curvatus se používá jako startovací kultura pro čerstvé a zpracované maso a ryby. 

Tento druh fylogeneticky blízce souvisí s Lactobacillus sakei, Lactobacillus fuchuensis 

a Lactobacillus graminis. Tyto druhy se také převážně vyskytují v masných výrobcích. 

Lactobacillus curvatus tvoří bakteriocin, konkrétně curvacin A, curvacin 13 a curvacin 

FS47 (Xiraphy a kol., 2006; Ahmadova a kol., 2013; Hebert a kol., 2011).  

Lactobacillus curvatus subsp. curvatus má buňky ve tvaru tyčinek fazolovitě zakřivených 

se zaoblenými konci a vyskytujících se v párech nebo v krátkých řetízcích. Některé kmeny 

jsou pohyblivé, ale ztrácí svou pohyblivost při subkultivaci. Většina kmenů roste v rozmezí 

od 4 do 40 °C. Při 45 °C nebyl růst zaznamenán. Většina kmenů produkuje kyselinu 

z amygdalinu, celobiózy, sacharózy a trehalózy. Několik kmenů produkuje kyselinu z lak-

tózy a salicinu. Naopak ji nevyrábí z arabinózy, glukonátu, inositolu, mannitolu, melezitó-

zy, melibiózy, rafinózy, rhamnózy, sorbitolu a xylózy. Většina kmenů neroste v přítomnosti 

10% NaCl a neprodukuje acetoin z glukózy (Torriani a kol., 1996). 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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5 CIL PRÁCE 

Cílem této práce bylo zmapování kinetiky produkce biogenních aminů kmenem Lactoba-

cillus curvatus subsp. curvatus 10127-9 v podmínkách in vitro a v mléce v závislosti na 

vnějších podmínkách: 

 pH 5; 6 a 7 

 přídavek NaCl v koncentracich 0; 1 a 2 % (w/v) 

 přídavek laktózy v koncentracích 0,00; 0,25; 0,50 a 1,00 % (w/v) 

 teplota kultivace 37 a 10 °C 

Dále vliv vnějších podmínek na růstové chování bakterií Lactobacillus curvatus subsp. 

curvatus 10127-9 a změnu pH v průběhu kultivace. Produkce biogenních aminů byla sta-

novena pomocí RP-HPLC s UV/VIS detekcí po derivatizaci danzylchloridem. 
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6 MATERIÁL A METODIKA 

6.1 Použitá kultura a její pomnožení  

Vliv vnějších podmínek na dekarboxylázovou aktivitu byl sledován u kmene Lactobacillus 

curvatus subsp. curvatus 10127-9. Tento kmen byl izolován z výroby sýrů (holanského 

typu) a byl získán z Výzkumného ústavu mlékárenského, pobočky v Táboře (sbírka Lak-

toflora).  

6.2 Kultivační média a roztoky 

Veškeré použité chemikálie pro přípravu byly od společností Sigma-Aldrich, Merck 

a Lach-Ner. 

6.2.1 MRS agar 

Připravená půda byla sterilovaná v autoklávu při 121 °C po dobu 15 minut a poté rozlita do 

Petriho misek. Následně byla použita k rozizolování kultury a pro stanovení celkového 

počtu mikroorganizmů (CPM) v mléku. 

Složení kultivačního média MRS agar je uvedené v tabulce 4.  

 

Tabulka 4: Složení kultivačního média MRS agar. 

Složka Množství [g/l] 

MRS Broth 52,2 

 Agar 15,0 

 

6.2.2 MRS bujón s aminokyselinami 

Připravený bujón na pomnožování testovaného kmene byl rozlit po 7 ml do zkumavek a po 

uzavření sterilován v autoklávu při 121 °C po dobu 15 minut. 

Složení kultivačního média MRS bujónu s aminokyselinami (AMK) je uvedené v tabulce 

5. 
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Tabulka 5: Složení kultivačního média MRS bujón s 0,3 % AMK. 

Složka Množství [g/l] 

MRS Broth 52,2 

Tyrozin  3,0 

Lyzin  3,0 

Arginin 3,0 

Ornitin 3,0 

 

6.2.3 Modifikovaný bujón MRS 

Dekarboxylázová aktivita byla u Lactobacillus curvatus subsp. curvatus 10127-9 zjišťová-

na pomocí kultivace v modifikovaném bujónu MRS, který obsahoval 4 aminokyseliny (ty-

rozin, lyzin, arginin a ornitin) jako prekurzory příslušných biogenních aminů. Tyto amino-

kyseliny byly přidány v koncentraci 0,3 % (w/v). Složení použitého MRS bujónu je uvede-

no v tabulce 6. Následně bylo provedeno 36 kombinací - pro experiment I. byl přidán:  

 NaCl (0,0; 1,0 a 2,0 % (w/v)) 

 laktóza (0,00; 0,25; 0,50 a 1,00 % (w/v))  

 HCl, NaOH pro úpravu pH (5,0; 6,0 a 7,0 ± 0,2) 

Počet testovaných vzorků modifikovaného bujónu MRS byl 2016 a z toho 288 bylo vzorků 

kontrolních (bez zaočkovaných bakterií).  

Při II. experimentu byl sledován vliv vnějších faktorů na produkci BA testovaným kmenem 

v podmínkách in vitro se zvýšeným obsahem laktózy, která je analogická s obsahem laktó-

zy v nezkvašeném mléce. Zde byl ke kultivačnímu médiu přidán: 

 NaCl (0,0; 1,0 a 2,0 % (w/v)) 

 laktóza (4,80 % (w/v))  

 HCl, NaOH pro úpravu pH (6,8 ± 0,2) 

Počet testovaných vzorků modifikovaného bujónu MRS byl 156 a z toho 12 bylo vzorků 

kontrolních (bez zaočkovaných bakterií). 

Po úpravě byl bujón rozpipetován do zkumavek po 5 ml a sterilován v autoklávu při 

121 °C po dobu 15 minut a uložen v chladničce. 
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Tabulka 6: Složení modifikovaného kultivačního média MRS. 

Složka Množství [g/l] 

Pepton 10,00 

Beef extrakt 10,00 

Yeast extrakt 5,00 

Tween 80 1,00 

Hydrogencitronan amonný 2,00 

Octan sodný 5,00 

Síran hořečnatý 0,10 

Síran manganatý 0,05 

Hydrogenfosforečnan didraselný 2,00 

Tyrozin  3,00 

Lyzin  3,00 

Arginin 3,00 

Ornitin 3,00 

6.2.4 Fyziologický roztok 

Fyziologický roztok byl připraven pro ředění zaočkovaného mléka po kultivaci. Na přípra-

vu byl použit chlorid sodný v množství 8,5 g/l. Takto připravený roztok byl rozpipetován 

do zkumavek po 4,5 ml a následně po opatření zátkou sterilován v autoklávu při 121 °C po 

dobu 15 minut. 

6.2.5 Mléko 

Na přípravu 1000 ml mléka bylo potřeba 50 g sušeného odstředěné mléka (Moravia Lacto 

a.s., Jihlava). Do připraveného mléka byly přidány v koncentraci 0,3 % (w/v) 4 aminokyse-

liny (tyrozin, lyzin, arginin, ornitin) jako prekurzory příslušných biogenních aminů. Ná-

sledně bylo připraveno 9 kombinací média: byl přidán chlorid sodný (0; 1 a 2 % (w/v)) 

a upraveno pH (5,0; 6,0 a 7,0 ± 0,2). Dále bylo připraveno 32 vzorků mléka a 32 vzorků 

mléka s přídavkem 0,3 % (w/v) aminokyselin (tyrozin, lyzin, arginin, ornitin). 

Počet testovaných vzorků mléka byl 440 a z toho 12 bylo vzorků kontrolních (bez zaočko-

vaných bakterií). 

Po úpravě bylo mléko rozpipetováno do zkumavek po 5 ml a sterilováno v autoklávu při 

110 °C po dobu 10 minut a uloženo v chladničce. 
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6.3 Teploty kultivace a odběrový čas 

Kultura z MRS agaru byla přeočkována do 7 ml MRS bujónu s AMK a kultivována 

48 hodin při 30 °C. Poté bylo přeočkováno 100 µl do 7 ml MRS bujónu s AMK a kultivo-

vána při stejné teplotě opět 48 hodin. Následně bylo přeočkováno 250 µl do potřebného 

množství zkumavek se 7 ml MRS bujónu s AMK. Po 24 hodinách kultivace byly 50 µl 

takto připravené kultury zaočkovány veškeré vzorky. 

Vzorky se zaočkovaným kmenem Lactobacillus curvatus subsp. curvatus 10127-9 byly 

kultivovány při teplotách 37 ± 1 °C a 10 ± 1 °C. Při teplotě 37 °C byly vzorky pro analýzy 

odebírány po 2; 4; 6; 8; 10; 12; 24 a 48 hodinách a při teplotě 10 °C byly odebírány po 1; 2; 

3; 6; 8; 10; 13 a 15 dnech kultivace. 

6.4 Měření optické hustoty, CPM a pH 

Pro stanovení bakteriální biomasy v bujónu bylo z kultivovaných zkumavek při každém 

odběru odpipetováno 200 µl do příslušné jamky mikrotitrační destičky a byla změřena op-

tická hustota při vlnové délce 655 nm v přístroji Benchmark. V případě vzorků mléka ne-

bylo vhodné použití optické hustoty pro tvorbu růstových křivek testovaného kmene, kvůli 

přítomnosti mnoha chromoforických skupin a vysokému zákalu, proto byla použita plotno-

vá metoda stanovení CPM na živné půdě MRS. 

Po odstředění vzorků a odpipetování 750 µl na derivatizaci bylo v každém supernatantu 

změřeno pH. 

6.5 Předderivatizační úprava vzorků a derivatizace 

MRS bujón po kultivaci testované bakterie byl zcentrifugován při 6000 ot./min po dobu  

15 minut. Získaný supernatant byl odpipetován po 750 µl do eppendorfkových zkumavek, 

zakonzervován a extrahován v poměru 1:1 (v/v) kyselinou chloristou (c = 1,2 mol/l, 

Merck) a uložen v mrazicím zařízení při teplotách pod -18 °C. 

Derivatizace upravených vzorků byla provedena dle návodu dostupného v laboratoři Ústa-

vu technologie potravin: 

K upraveným vzorkům bylo přidáno 100 µl 1,7-heptadiaminu (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

USA) v koncentraci 500 mg/l jako interního standardu. Z této směsi byl odpipetován 1 ml 
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do derivatizační nádobky. Do vzorků v derivatizačních nádobkách bylo přidáno 1,5 ml uh-

ličitanového pufru s pH 11,0 – 11,1 a 2 ml čerstvě připraveného roztoku danzylchloridu 

o koncentraci 5 g/l v acetonu (Merck). Derivatizační nádobky byly dobře uzavřeny a dány 

třepat 20 hodin v temnu. Následně bylo do každého vzorku přidáno 200 µl roztoku prolinu 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) čímž se zastavila derivatizační reakce. Směs s prolinem 

se třepala další hodinu. Danzylderiváty byly extrahovány ručním vytřepáním (3 minuty) do 

3 ml heptanu (Sigma-Aldrich). Poté byl z derivatizačních nádobek do vialek odpipetován 

1 ml heptanové vrstvy a odpařen do sucha při teplotě 60 ± 2 °C pod proudem dusíku. Su-

chý odparek byl zředěn 1,5 ml acetonitrilu (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) a vzorky se 

uchovávaly do doby analýzy v mrazicím zařízení při teplotách pod -18 °C. 

6.6 Vlastní chromatografické stanovení 

Před vlastní analýzou byly vzorky přefiltrovány přes stříkačkový filtr s porozitou 0,22 µm 

a naneseny na kolonu (Zorbax ECLIPSE Plus C18, 50 mm x 3 mm, pórovitost 1,8 µm, 

průtok 0,45 ml/min) s chromatografickým systémem (binární pumpa a autosampler Agilent 

Technologies 1260 Infinity, USA) s degaserem, s UV/VIS-DAD detektorem (λ = 254 nm) 

a termostatem (Agilent Technologies, USA) a promývány gradientově mobilní fází uvede-

nou v tabulce 7.   

Tabulka 7: Gradientový eluční program HPLC 

čas [min] 10% acetonitril [%] 100% acetonitril [%] 

0,0 41 59 

0,1 41 59 

1,9 37 63 

3,5 18 82 

4,0 0 100 

9,5 0 100 

11,5 41 59 

15,5 41 59 

 

Výsledky byly hodnoceny pomocí softwaru CLARITY. Byla stanovena produkce tryptami-

nu, fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu, tyraminu, spermidinu a sperminu. 
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7 VÝSLEDKY A DISKUZE 

Pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie na reverzních fázích byla stanovena pro-

dukce biogenních aminů (tryptaminu, fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu, 

tyraminu, spermidinu a sperminu) kmenem Lactobacillus curvatus subsp. curvatus 10127-

9. Tvorba BA byla sledována při různém složení modifikovaného kultivačního média ob-

sahujícího 0,3 % (w/v) ornitinu, argininu, tyrozinu a lyzinu. Produkce BA byla sledována 

in vitro za působení těchto vnějších faktorů: pH 5,0; 6,0 a 7,0 ± 0,2, koncentrace NaCl  

0,0; 1,0; 2,0 % (w/v), koncentrace laktózy 0,00; 0,25; 0,50; 1,00 % (w/v). Dále bylo použi-

to médium s vyšším obsahem laktózy (4,8 % (w/v)) a pH 6,8, které je analogické 

s obsahem laktózy v nezkvašeném mléce. Byla měřena i změna pH a hodnoty optické hus-

toty.  

Tento kmen byl rovněž testován i v mléce za působení těchto vnějších faktorů:  

pH 5,0; 6,0 a 7,0 ± 0,2 a koncentrace NaCl 0,0; 1,0; 2,0 % (w/v). Byla sledována produkce 

výše uvedených biogenních aminů, změna pH a celkový počet mikroorganizmů (CPM). 

Tyto faktory byly sledovány v obou případech při teplotách 37 a 10 °C.  

Testovány byly všechny kombinace uvedených faktorů ve třech opakováních. Získané hod-

noty produkce biogenních aminů byly zprůměrovány a vyhodnoceny ve formě grafů. 

7.1 Produkce biogenních aminů v podmínkách in vitro 

Dekarboxylázová aktivita sledovaného kmene Lactobacillus curvatus subsp. curvatus 

10127-9 nebyla příliš výrazná. Testovaný kmen produkoval pouze tyramin za všech sledo-

vaných podmínek a dále spermin, který měl spíše kolísavou produkci. Ostatní BA nebyly 

detekovány nebo se vyskytovaly v minimálních množstvích. 

7.1.1 Produkce tyraminu při kultivační teplotě 37 °C 

Vliv pH  

Na produkci tyraminu u Lactobacillus curvatus subsp. curvatus nemělo pH významnější 

vliv. Více tyraminu (7,81 ± 0,66 mg/l) bylo detekováno po 48 hodinách kultivace v médiu  

s iniciačním pH 6,0 ± 0,2. O něco méně testovaný kmen tvořil tyramin (7,74 ± 0,57 mg/l) 

v médiu s iniciačním pH 7,0 ± 0,2 a nejméně pak s pH 5,0 ± 0,2 (5,69 ± 1,06 mg/l), jak je 

patrné z obrázku 7. 
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Obrázek 7: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus curvatus subsp. curva-

tus 10127-9 in vitro při 37 °C bez přídavku laktózy a NaCl. 

 

Vliv NaCl 

Bez přídavku laktózy byla nejvyšší produkce tyraminu (7,81 ± 0,66 mg/l) při iniciačním pH 

6,0 ± 0,2 za podmínek bez přídavku NaCl. Zvýšený obsah NaCl měl částečně od 10. hodi-

ny kultivace inhibiční účinek, jak je patrné na obrázku 8. Podobná kinetika produkce byla  

i při iniciačním pH 7,0 ± 0,2. Obrázek 9 ukazuje vývoj produkce při iniciačním  

pH 5,0 ± 0,2, kde od 6. hodiny kultivace produkce tyraminu už výrazně nestoupala a nej-

vyšší detekované množství tyraminu (5,94 ± 0,62 mg/l) po 48 hodinách kultivace bylo sta-

noveno v supernatantu po kultivaci při koncentraci 1 % NaCl (w/v) v růstovém prostředí. 
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Obrázek 8: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus curvatus subsp. curva-

tus 10127-9 in vitro při 37 °C bez přídavku laktózy a pH 6.  

 

Obrázek 9: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus curvatus subsp. curva-

tus 10127-9 in vitro při 37 °C bez přídavku laktózy a pH 5. 

 

Vliv laktózy 

Přídavek laktózy měl na produkci TYR v rámci testovaných faktorů významnější vliv. Bě-

hem kultivace při vyšší teplotě (37 °C) byla nejvyšší produkce tyraminu (9,18 ± 0,77 mg/l) 

po 48 hodinách kultivace u pH 7,0 ± 0,2 za podmínek s přídavkem 0,50 % (w/v) laktózy 
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(Obrázek 10). V případě pH 6,0 ± 0,2 bylo v kultivačním médiu stanoveno nejvíce tyrami-

nu od 12. do 48 hodiny kultivace (až 7,81 ± 0,66 mg/l) bez přídavku laktózy (Obrázek 11) 

a při iniciačním pH 5,0 ± 0,2 byla od 6. do 24. hodiny kultivace produkce tyraminu vyšší 

v médiu bez přídavku laktózy a po 48 hodinách byla produkce přibližně stejná jako 

s přídavkem 1,00 % (w/v) laktózy (5,75 ± 0,45 mg/l).  

 

Obrázek 10: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 in vitro při 37 °C bez přídavku NaCl a pH 7. 

 

Obrázek 11: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 in vitro při 37 °C bez přídavku NaCl a pH 6. 
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Produkce tyraminu byla ovlivněna přídavkem zkvasitelného cukru (laktózy) a to poměrně 

výrazným způsobem. Zřejmý nárůst produkce je zvláště viditelný při přídavku laktózy 

v koncentraci, která je analogická s teoretickým obsahem laktózy v mléce (4,80 % w/v). 

V tomto případě byla produkce až 52,28 ± 0,18 mg/l, jak je patrné z obrázku 12.  

 

 

Obrázek 12: Vliv koncentrace NaCl na produkci tyraminu kmenem Lactobacillus curvatus 

subsp. curvatus 10127-9 při pH 6,8 s přídavkem 4,80 % (w/v) laktózy – 37 °C  

 

Vliv kombinace faktorů 

Nejvýraznější dekarboxylázová aktivita kmene Lactobacillus curvatus subsp. curvatus 

10127-9  byla detekována v kultivačním médiu s iniciačním pH 5,0 ± 0,2, přídavkem 

0,25 % (w/v) laktózy a 2,0 % (w/v) NaCl. Za posledních 24 hodin kultivace se množství 

vyprodukováno tyraminu zvedlo dvojnásobně až na 10,05 ± 0,39 mg/l (Obrázek 13). Ob-

dobná kinetika produkce tyraminu byla při stejné kombinaci faktorů při iniciačním 

pH 6,0 ± 0,2. V tomto případě se za posledních 24 hodin kultivace zvedlo již jen o třetinu 

na 8,61 ± 0,32 mg/l. U média s obsahem 0,50 % (w/v) laktózy a iniciačního pH 7,0 ± 0,2 

byly pro zvýšenou produkci tyraminu od 10. hodiny kultivace vhodnější prostředí bez pří-

tomnosti NaCl a bylo detekováno množství 9,18 ± 0,77 mg/l (Obrázek 14). Při žádné jiné 

kombinaci faktorů nebylo detekované množství vyšší než 8 mg/l. 
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Obrázek 13: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 in vitro při 37 °C, 0,25 % (w/v) obsahu laktózy a pH 5. 

 

 

Obrázek 14: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 in vitro při 37 °C, 0,50 % (w/v) obsahu laktózy a pH 7. 
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7.1.2 Produkce sperminu při kultivační teplotě 37 °C 

Kmen Lactobacillus curvatus subsp. curvatus 10127-9 produkoval kromě již zmíněného 

tyraminu také spermin. Produkce sperminu byla po celou dobu kultivace kolísavá. Nejvyšší 

množství sperminu (19,72 ± 1,77 mg/l) bylo stanoveno překvapivě v kultivačním médiu 

s iniciačním pH 7 bez přídavku laktózy a NaCl. Maximální detekované množství při půso-

bení různých faktorů je uvedeno v tabulce 8. 

Tabulka 8: Maximální detekované množství sperminu při 37 °C.  

laktóza/NaCl  

[% (w/v)] 

pH 5 pH 6 pH 7 

spermin [mg/l] 

0,00/0 1,62 ± 0,29 11,94 ± 1,54 19,72 ± 1,77 

0,00/1 *ND 7,72 ± 0,61 11,33 ± 0,33 

0,00/2 4,20 ± 0,06 10,46± 0,62 13,97 ± 1,24 

        

0,25/0 *ND 8,49 ± 0,34 6,97 ± 0,47 

0,25/1 *ND 6,56 ± 0,40 4,45 ± 0,15 

0,25/2 6,95 ± 0,50 11,83 ± 0,64 5,71 ± 0,66 

        

0,50/0 *ND 14,02 ± 0,54 8,23 ± 0,70 

0,50/1 *ND 6,02 ± 0,01 1,71 ± 0,57 

0,50/2 2,61 ± 0,93 5,84 ± 0,78 *ND 

        

1,00/0 *ND 8,79 ± 0,50 10,03 ± 1,13 

1,00/1 5,20 ± 0,22 5,56 ± 1,03 11,81 ± 1,37 

1,00/2 7,83± 1,05 11,18 ± 0,74 10,20 ± 0,73 

*ND – nebyl detekován 

 

7.1.3 Měření nárůstu buněk při teplotě 37 °C 

Měřením optické hustoty bakteriální suspenze byl sledován růst testovaného kmene 

v závislosti na vybraných faktorech prostředí. V průběhu kultivace byl zaznamenán po-

stupný nárůst bakteriální biomasy. Ze tří testovaných hodnot pH bylo nejvyšších hodnot 

dosaženo při iniciačním pH 5,0 ± 0,2 v kultivačním médiu s přídavkem 1,00 % (w/v) lak-

tózy a 1,0 % (w/v) NaCl, kde bylo dosaženo hodnoty 3,76. Nejmenší hodnota optické hus-

toty (2,26) byla zaznamenána v médiu při iniciačním pH 6,0 ± 0,2 bez přídavku soli  

i laktózy (Obrázek 15).  

Na obrázcích 15 – 17 je zřejmé, že v kultivačním médiu při pH 6,0 ± 0,2 bylo docíleno 

nejvyššího nárůstu buněk bez obsahu NaCl v prostředí s přídavkem 1,00 % (w/v) laktózy. 
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Ve vzorcích, které obsahovaly 1,0 % (w/v) NaCl, byl nejvyšší nárůst buněk patrný již při 

snížené koncentraci laktózy 0,50 % (w/v) a při přídavku 2,0 % (w/v) NaCl byl nárůst nej-

vyšší ve vzorcích bez laktózy. Z těchto hodnot vyplývá, že rozvoj testovaného kmene byl 

ovlivněn koncentrací soli a laktózy v růstovém prostředí. V prostředí s vyšší koncentrací 

laktózy byl jeho růst podpořen v kombinaci s nižší koncentrací soli a naopak v prostředí 

s vyšší koncentrací soli byl růst podpořen v kombinaci s nižší koncentrací laktózy. Tato 

kombinace koncentrací osmoaktivních látek se zdá být výhodná pro růst Lactobacillus cur-

vatus subsp. curvatus 10127-9.  

 

Obrázek 15: Vliv přídavku laktózy na růst Lactobacillus curvatus subsp. curvatus 10127-9 

in vitro při 37 °C, pH 6. 
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Obrázek 16: Vliv přídavku laktózy a 1 % (w/v) NaCl na růst Lactobacillus curvatus subsp. 

curvatus 10127-9 in vitro při 37 °C, pH 6. 

 

Obrázek 17: Vliv přídavku laktózy a 2 % (w/v) NaCl na růst Lactobacillus curvatus subsp. 

curvatus 10127-9 in vitro při 37 °C, pH 6. 

 

7.1.4 Stanovení pH kultivačního média po kultivaci při 37 °C 

Dalším sledovaným parametrem byly změny pH kultivačních médií po kultivaci testované-

ho kmene. Během kultivace došlo v důsledku pomnožení testovaného kmene pravděpo-
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dobně ke zvýšení produkce kyseliny mléčné a tím i ke změně pH (Příloha I). V případě 

kultivační teploty 37 °C docházelo pouze k poklesu pH. S rostoucí koncentrací laktózy 

docházelo k vyššímu poklesu pH. Výraznější pokles byl pravděpodobně způsoben zvýše-

nou produkcí kyseliny mléčné díky vyššímu množství přítomných zkvasitelných sacharidů. 

Nejvyšší změna tedy nastala při 1,00 % (w/v) koncentraci laktózy. Koncentrace soli taktéž 

ovlivnila vývoj pH, při již zmíněném 1,00 % (w/v) přídavku laktózy při pH 7,0 ± 0,2 byl 

největší pokles zaznamenán u vzorků bez přídavku soli, což naznačuje, že v prostředí 

s přídavkem NaCl byl částečně inhibován růst bakterií a fermentace laktózy.  

 

7.1.5 Produkce tyraminu při kultivační teplotě 10 °C 

Vliv pH 

Při 10 °C mělo pH na produkci tyraminu výraznější vliv. Vyšší produkce tyraminu byla 

detekována po 15 dnech kultivace při iniciačním pH 5,0 ± 0,2, kdy bylo vyprodukováno 

16,13 ± 1,83 mg/l tyraminu. Při iniciačním pH 6,0 ± 0,2 bylo dosaženo o něco málo nižší 

produkce 15,14 ± 1,38 mg/l. Testovaný kmen nejméně produkoval tyramin při iniciačním 

pH 7,0 ± 0,2, kdy toto množství od 6. dne do 15. dne kultivace výrazně nestouplo (Obrázek 

18). 

 

Obrázek 18: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 in vitro při 10 °C bez přídavku laktózy a NaCl. 
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Vliv soli 

Bez přídavku laktózy byla nejvyšší produkce tyraminu (16,13 ± 1,83 mg/l) při iniciačním 

pH 5,0 ± 0,2 za podmínek bez přídavku NaCl. Do 13. dne kultivace byl převažující obsah 

tyraminu ve vzorcích s přídavkem 2,0 % (w/v) NaCl, ale v posledních 2 dnech kultivace se 

obsah tyraminu výrazně zvýšil v médiu bez přídavku NaCl (Příloha III). Obrázek 19 ukazu-

je vývoj produkce tyraminu při iniciačním pH 6,0 ± 0,2, kde je zřejmé, že vliv přídavku 

NaCl prakticky neměl významný vliv na tvorbu tyraminu. Při pH 7,0 ± 0,2 množství tyra-

minu v médiu bez přídavku NaCl postupně vzrůstalo do 10. dne kultivace a následně se 

toto množství už výrazněji neměnilo do 15. dne kultivace. V médiu s přídavkem  

1,0 % (w/v) NaCl množství konstantně vzrůstalo až do 15. dne kultivace, kdy bylo stano-

veno 12,47 ± 0,03 mg/l. Obdobně tomu bylo i u kultivačního média s přídavkem  

2,0 % (w/v) NaCl, avšak s o něco nižší produkcí a konečným množstvím vyprodukovaného 

tyraminu 10,35 ± 0,09 mg/l. 

 

Obrázek 19: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 in vitro při 10 °C bez obsahu laktózy a pH 6. 
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Obrázek 20: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 in vitro při 10 °C bez obsahu laktózy a pH 7. 

 

Vliv laktózy 

V supernatantu získaném po kultivaci testovaného kmene při nižší teplotě 10 °C byla sta-

novena nejvyšší produkce tyraminu při iniciačním pH 5,0 ± 0,2 za podmínek, kdy nebyla 

do kultivačního prostředí přidána laktóza (16,13 ± 1,83 mg/l) a nejnižší množství tyraminu 

(5,76 ± 0,18 mg/l) bylo detekováno při iniciačním pH 5,0 ± 0,2 s přídavkem 0,25 % (w/v) 

laktózy po 15 dnech kultivace (Obrázek 21). Při pH 6,0 ± 0,2 mělo na produkci tyraminu 

od 6. dne kultivace výraznější vliv prostředí bez přídavku laktózy (15,14 ± 1,38 mg/l) 

a v posledním odběrovém čase měl výrazný vliv i přídavek 0,25 % (w/v) laktózy  

(13,91 ± 0,88 mg/l) (Obrázek 22). Jako v předešlých dvou případech, tak i při iniciačním 

pH 7,0 ± 0,2 byla nejvyšší produkce zaznamenána v kultivačním médiu bez přídavku lak-

tózy (Příloha III). Nárůst produkce tyraminu při přídavku laktózy v koncentraci, která je 

analogická s teoretickým obsahem laktózy v mléce (4,8 % w/v), se příliš nelišil od přídav-

ku 1,00 % (w/v) laktózy v kultivačním médiu. Nejvyšší produkce byla 8,82 ± 0,28 mg/l. 
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Obrázek 21: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 in vitro při 10 °C bez přídavku NaCl a pH 5. 

 

 

Obrázek 22: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 in vitro při 10 °C bez přídavku NaCl a pH 6. 

 

Vliv kombinace faktorů 

Nejvýraznější dekarboxylázová aktivita kmene Lactobacillus curvatus subsp. curvatus 

10127-9 byla detekována v kultivačním médiu s iniciačním pH 5,0 ± 0,2 bez přídavku lak-

tózy a NaCl v médiu (Obrázek 21). Významná kinetika produkce tyraminu byla i při inici-
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ačním pH 6,0 ± 0,2 a to v prostředí s 0,25 až 1,00 % (w/v) laktózy. Výraznější produkce 

byla zaznamenána od 6. dne kultivace a maximální po 15. dni, kdy při nižší koncentraci 

laktózy bylo detekováno více tyraminu (13,91 ± 0,88 mg/l) v kultivačním médiu bez pří-

davku NaCl (Obrázek 23) a naopak při vyšší koncentraci laktózy v prostředí bylo stanove-

no vyšší množství tyraminu (12,89 – 13,19 mg/l) v kultivačním médiu s přídavkem NaCl 

(Obrázek 24).  

 

Obrázek 23: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 in vitro při 10 °C s přídavkem 0,25 % (w/v) laktózy a pH 6. 

 

Obrázek 24: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 in vitro při 10 °C s přídavkem 1,00 % (w/v) laktózy a pH 6. 
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7.1.6 Produkce sperminu při kultivační teplotě 10 °C 

Produkce sperminu byla při kultivační teplotě 10 ± 1 °C rovněž po celou dobu kultivace 

kolísavá. Nejvyšší množství sperminu (55,69 ± 4,62 mg/l) bylo stanoveno v kultivačním 

médiu s iniciačním pH 5,0 ± 0,2 bez přídavku laktózy a NaCl. Maximální detekované 

množství v závislosti na různých faktorech je uvedeno v tabulce 9. 

Tabulka 9: Maximální detekované množství sperminu při 10 °C. 

laktóza/NaCl 

 [% (w/v)] 

pH 5 pH 6 pH 7 

spermin [mg/l] 

0,00/0 55,69 ± 4,62 37,33 ± 2,90 38,43 ± 0,09 

0,00/1 31,67 ± 1,12 35,18 ± 2,49 30,56 ± 0,22 

0,00/2 36,81 ± 3,62 29,79 ± 0,50 12,68 ± 0,14 

    
0,25/0 1,69 ± 0,23 49,04 ± 4,84 34,96 ± 3,03 

0,25/1 7,09 ± 0,49 7,20 ± 0,74 23,08 ± 2,11 

0,25/2 14,03 ± 0,90 4,61 ± 0,26 23,95 ± 1,32 

    
0,50/0 3,72 ± 0,01 10,27 ± 0,02 39,06 ± 2,64 

0,50/1 3,25 ± 0,19 3,61 ± 0,40 31,24 ± 2,26 

0,50/2 *ND *ND 22,06 ± 0,97 

    
1,00/0 6,39 ± 0,27 7,73 ± 0,38 50,20 ± 1,24 

1,00/1 11,37 ± 1,04 2,94 ± 0,03 35,34 ± 3,64 

1,00/2 8,91 ± 0,19 10,31 ± 0,49 36,39 ± 3,30 

*ND – nebyl detekován 

 

7.1.7 Měření nárůstu buněk během kultivaci při 10 °C 

V průběhu kultivace byl zaznamenán postupný nárůst bakteriální biomasy. Ze tří testova-

ných hodnot pH bylo nejvyšších hodnot dosaženo při iniciačním pH 6,0 ± 0,2 v kultivač-

ním médiu s přídavkem 0,50 % (w/v) laktózy a 1,0 % (w/v) NaCl po 8 dnech kultivace 

a s přídavkem 1,00 % (w/v) laktózy a 1,0 % (w/v) NaCl po 15 dnech kultivace, kde bylo 

dosaženo hodnot 3,364. Nejmenší hodnoty optické hustoty byly zaznamenány v médiu bez 

přídavku laktózy při všech iniciačních pH. (Obrázek 25 - 27).  

Na obrázcích 25 – 27 je zřejmé, že v kultivačním médiu s přídavkem 0,25 až 1,00 % (w/v) 

laktózy a pH 6,0 ± 0,2 došlo k maximálnímu nárůstu bakteriální biomasy do 6. až 8. dne 

kultivace a následně už nedocházelo k nárůstu a množství se spíše snižovalo nebo mělo 
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konstantní charakter. Výjimkou bylo médium bez přídavku laktózy, kdy byl zaznamenán 

postupný nárůst biomasy až k 15. dni kultivace. 

 

Obrázek 25: Vliv přídavku laktózy na růst Lactobacillus curvatus subsp. curvatus 10127-9 

in vitro při 10 °C, pH 6. 

 

 

Obrázek 26: Vliv přídavku laktózy a 1 % (w/v) NaCl na růst Lactobacillus curvatus subsp. 

curvatus 10127-9 in vitro při 10 °C, pH 6. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 60 

 

 

Obrázek 27: Vliv přídavku laktózy a 2 % (w/v) NaCl na růst Lactobacillus curvatus subsp. 

curvatus 10127-9 in vitro při 10 °C, pH 6. 

 

7.1.8 Stanovení pH kultivačního média po kultivaci při 10 °C 

Nejvyšší pokles pH při kultivační teplotě 10 °C byl u přídavku 1,00 % (w/v) laktózy 

a 2,0 % (w/v) soli. Se zvyšujícím se iniciačním pH a zvyšující se koncentrací laktózy do-

cházelo k většímu poklesu pH. Při nejnižším sledovaném iniciačním pH byl maximální 

pokles zhruba o 0,5 a při nejvyšším iniciačním pH až o 1,7 po 15 dnech kultivace (Příloha 

I). U koncentrace laktózy 0,50 % (w/v) byl pokles v průměru o pH 0,5, zatímco při koncen-

traci laktózy 0,25 % (w/v) se pH po 15 dnech kultivace mírně zvýšilo průměrně o pH 0,15, 

což by se dalo považovat i za výkyv pH média. Ve vzorcích bez přítomnosti laktózy nedo-

cházelo po celou dobu kultivace k žádné výraznější změně pH. 
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7.2 Produkce biogenních aminů v mléce 

Z testovaných biogenních aminů byl v mléce stanoven pouze tyramin, ostatní BA byly za-

stoupeny minoritně nebo nebyly vůbec detekovány. 

7.2.1 Produkce biogenních aminů při 37 °C 

Vliv pH 

Při iniciačním pH 5,0 ± 0,2 se produkce tyraminu do 10. hodiny kultivace pohybovala pod 

hodnotou 1,5 mg/l a po 12. hodině kultivace došlo k nárůstu tyraminu, který dosáhl maxi-

mální hodnoty (12,45 ± 0,07 mg/l) po 24 hodinách kultivace. Nejnižší produkce 

(4,75 ± 0,90 mg/l) byla při pH 6,0 ± 0,2 a pH 7,0 ± 0,2, kdy se produkce tyraminu výrazně 

nezvyšovala v průběhu celé kultivace, jak je patrné z obrázku 28. 

 

Obrázek 28: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 v mléce v závislosti na pH při 37 °C. 

 

Vliv NaCl 

Přídavek chloridu sodného měl u iniciačního pH 5,0 ± 0,2 negativní vliv na tvorbu tyrami-

nu, což se projevilo nízkou tvorbou (1,65 – 1,84 mg/l). Naproti tomu ve vzorcích bez pří-

davku NaCl bylo vyprodukováno až 12,45 ± 0,07 mg/l (Obrázek 29). Kmen Lactobacillus 

curvatus subsp. curvatus 10127-9 tvořil tyramin do 12. hodiny kultivace v množství nepře-
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sahující 2 mg/l a vyšší množství tyraminu bylo vyprodukováno až po 24 hodinách, kdy při 

iniciačním pH 6,0 ± 0,2 bylo nejvíce tyraminu přítomno v médiu bez přídavku NaCl (Pří-

loha IV) a při iniciačním pH 7,0 ± 0,2 s přídavkem 2 % (w/v) NaCl (Obrázek 30). 

 

Obrázek 29: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 v mléce v závislosti na přídavku NaCl při 37 °C a pH 5. 

 

 

Obrázek 30: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 v mléce v závislosti na přídavku NaCl při 37 °C a pH 7. 
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Vliv přídavku aminokyselin 

Vyšší tvorba tyraminu byla podpořena přídavkem 0,3 % (w/v) tyrozinu do mléka. V mléce 

bez přídavku aminokyseliny bylo stanoveno po 48 hodinách kultivace 4,87 ± 0,22 mg/l  

a mléce s tyrozinem 6,58 ± 1,12 mg/l (Obrázek 31). 

 

Obrázek 31: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 v mléce v závislosti na přídavku aminokyselin při 37 °C. 

 

7.2.1.1 Stanovení celkového počtu mikroorganizmů (CPM) 

V případě vzorků mléka nebylo vhodné použití optické hustoty pro tvorbu růstových křivek 

testovaného kmene kvůli přítomnosti mnoha chromoforických skupin a vysokému zákalu, 

proto byla použita plotnová metoda stanovení CPM na živné půdě MRS. CPM byl stano-

ven pouze v neupraveném mléce, mléce s přídavkem 0,3 % (w/v) aminokyselin a mléce 

s přídavkem 1,0 % (w/v) NaCl. Nejvyšší nárůst bakterií byl zaznamenán ve vzorcích  

neupraveného mléka a nejnižší naopak v mléce s přídavkem 1,0 % (w/v) NaCl. 

7.2.1.2 Stanovení pH kultivačního média 

V souvislosti s produkcí biogenních aminů bylo měřeno i pH supernatantu (Příloha II). Ve 

vzorcích s iniciačním pH 5,0 ± 0,2 neměla koncentrace NaCl vliv na změnu pH v médiu. 

Ve všech vzorcích kleslo pH o 0,5. Naopak při iniciačním pH 6,0 ± 0,2 došlo u vzorků 

s přídavkem NaCl nejprve k poklesu pH a následně po 12. hodinách kultivace k nárůstu až 
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na hodnoty pH 6,09 a 6,24. V důsledku poklesu pH mohlo dojít k podpoře bakteriálních 

dekarboxyláz a tím i zvýšení produkce zásaditých biogenních aminů, což vedlo 

k opětovnému nárůstu pH. Při iniciačním pH 7,0 ± 0,2 vyšší koncentrace NaCl způsobila 

vyšší pokles pH média.  

U vzorků mléka obsahující přidané aminokyseliny byl zaznamenán pokles na pH 6,14  

a následně nárůst pH na hodnotu 6,44 a u vzorků mléka bez přidaných aminokyselin pH 

postupně klesalo až na 5,85.  

7.2.2 Produkce biogenních aminů při 10 °C 

Vliv pH 

Při 10 °C mělo pH na produkci tyraminu také významný vliv. Vyšší produkce tyraminu 

byla detekována už od 3. dne kultivace při iniciačním pH 5,0 ± 0,2. Maximální množství 

tyraminu po 15 dnech kultivace bylo 5,13 ± 0,42 mg/l. Při iniciačním pH 6,0 ± 0,2 

 a pH 7,0 ± 0,2 bylo dosaženo zhruba poloviční množství (2,22 – 2,64 mg/l) (Obrázek 32). 

 

Obrázek 32: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 v mléce v závislosti na pH při 10 °C. 

 

Vliv NaCl 

Přídavek chloridu sodného je dalším faktorem, který ovlivnil produkci tyraminu v mléce. 

Obrázky 33 – 35 ukazují, že nejvyšší produkce tyraminu v mléce (5,13 ± 0,42 mg/l) byla 
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zaznamenána při počátečním pH 5,0 ± 0,2 v kultivačním médiu bez přídavku NaCl. Při pH 

6,0 ± 0,2 bylo po 15 dnech kultivace stanoveno nejvíce tyraminu (3,64 ± 0,25 mg/l) při 

aplikované koncentraci soli 2,0 % (w/v) a při pH 7 zase u 1,0 % (w/v) soli 

(3,43 ± 0,33 mg/l).  

 

Obrázek 33: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 v mléce v závislosti na přídavku NaCl při 10 °C a pH 5. 

 

 

Obrázek 34: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 v mléce v závislosti na přídavku NaCl při 10 °C a pH 6. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 66 

 

 

Obrázek 35: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 v mléce v závislosti na přídavku NaCl při 10 °C a pH 7. 

 

Vliv přídavku aminokyselin 

Vyšší tvorba tyraminu byla podpořena i přídavkem 0,3 % (w/v) tyrozinu do mléka. V mlé-

ce bez přídavku aminokyseliny bylo stanoveno po 15 dnech kultivace 1,33 ± 0,08 mg/l  

a mléce s tyrozinem 2,18 ± 0,06 mg/l (Příloha IV). 

7.2.2.1 Stanovení celkového počtu mikroorganizmů 

Nejvyšší nárůst bakterií při 10 °C byl stanoven po 6 dnech kultivace ve vzorcích neuprave-

ného mléka, kdy v dalších dnech kultivace došlo k mírnému poklesu počtu mikroorga-

nizmů. Nižší nárůst testovaného kmene byl pozorován ve vzorcích mléka s přídavkem 0,3 

% (w/v) aminokyselin a mléka s přídavkem 1,0 % (w/v) NaCl, kdy růstové křivky měly 

velmi podobný charakter.  

7.2.2.2 Stanovení pH kultivačního média 

Při měření nebyl stanoven žádný vzorek, ve kterém by došlo k nárůstu pH v průběhu kulti-

vace. Nejvyšší pokles pH při 10 °C byl u počátečního pH 7,0 ± 0,2 a přídavku soli  

2,0 % (w/v), kdy pH kleslo až na 6,17 ± 0,01. Nejnižší pokles byl u počátečního  

pH 5,0 ± 0,2, v tomto případě pH kleslo na 4,5. Dá se tedy říci, že se zvyšujícím se počá-
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tečním pH byl pokles vyšší. Vliv NaCl na změnu pH byl taktéž patrný. S vyšším přídavkem 

NaCl došlo k nižšímu poklesu pH. 

7.3 Souhrnná diskuze 

Vzniku biogenních aminů je v současné době věnována nemalá pozornost. Tyto nízkomo-

lekulární bazické dusíkaté látky mají v organizmu člověka významné fyziologické funkce, 

například jako prekurzory hormonů nebo nukleových kyselin. Avšak jejich vysoké množ-

ství v potravinách vede k alimentárním intoxikacím. Proto je jejich obsah sledován a záro-

veň je sledována vhodnost použití kmenů starterových a probiotických mikroorganizmů 

a jejich dekarboxylázová aktivita. 

Tato práce byla zaměřena na sledování faktorů vnějšího prostředí (různé koncentrace lak-

tózy a NaCl, rozdílné počáteční pH a teplota kultivace), které mohou ovlivňovat dekarbo-

xylázovou aktivitu kmene Lactobacillus curvatus subsp. curvatus 10127-9. Práce se sou-

středila na produkci biogenních aminů v podmínkách in vitro, kde byl sledován vliv pří-

davku laktózy v koncentracích 0 – 1 % (w/v), chloridu sodného v koncentracích  

0 – 2 % (w/v), vliv pH a kultivační teploty. Dále byly tyto faktory (přídavek 0 – 2 % (w/v) 

NaCl, přídavek 0,3 % AMK, pH a teplota) sledovány i v odstředěném mléce.  

Faktory a jejich úrovně byly voleny tak, aby se přiblížily podmínkám technologického pro-

cesu výroby přírodních sýrů. Testovaný kmen byl izolován z výroby sýrů eidamského typu, 

proto byl kultivován při teplotě 10 ± 1 °C, která se využívá během technologického proce-

su zrání přírodních sýrů (Buňková a kol. 2010). Druhá kultivační teplota byla zvolena tak, 

aby odpovídala teplotě gastrointestinálního traktu člověka. 

Produkce biogenních aminů je omezena dostupnými aminokyselinami v prostředí, proto 

bylo kultivační médium obohaceno přídavkem 0,3 % (w/v) aminokyselin (arginin, lyzin, 

ornitin, tyrozin), které jsou prekurzory pro sledované biogenní aminy.  

Jedním z nejvýznamnějších faktorů ovlivňujícím dekarboxylázovou aktivitu je pH. Hodno-

ty pH byly měřeny ve všech odběrových časech a měnily se v důsledku zkvašování laktózy 

a produkce biogenních aminů v souvislosti nárůstu testovaného kmene. Snižování pH mů-

že podpořit přítomnost sacharidů, v tomto případě použitá laktóza. Existují různé názory na 

produkci biogenních aminů v závislosti na pH. Jedním z nich je fakt, že v kyselém prostře-

dí se mikroorganizmy brání těmto nevhodným podmínkám tím, že produkují zásadité bio-
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genní aminy, aby docílily optimálního pH (Spano, 2010). Naopak jiné studie dokazují, že 

právě nízké pH prostředí zajišťuje nízkou produkci biogenních aminů (Bover-Cid a kol., 

2008).  

V této práci bylo měřeno pH v průběhu kultivace a výsledky ukazují, že docházelo převáž-

ně k poklesu pH. Nejvýraznější vliv pH byl zjištěn v případě produkce tyraminu, kdy nej-

vyšší hodnoty bylo dosaženo převážně v kultivačním médiu s nejnižším iniciačním pH 5 

a to jak in vitro, tak u mléka. Výjimkou byla kultivce při 37 °C v podmínkách in vitro, kdy 

vyšších hodnot bylo dosaženo při pH 6 a 7. Morreno-Aribas a kol. (1999) ve své studii 

uvádí, že optimální dekarboxylázová aktivita u Lactobacillus brevis je při pH 5,0. Zabývali 

se vlivem pH v rozmezí 2,0 až 9,0 při konstantní koncentraci substrátu. Tyrozin-

dekarboxyláza byla aktivní v rozmezí pH 3,0 až 7,0 s optimálním pH 5,0. 

Dalším sledovaným faktorem byl vliv NaCl. Nejvyšší produkce tyraminu in vitro při 37 °C 

bylo dosaženo při pH 5 a 6 v kultivačním médiu, které kombinovalo přídavek 0,25 % (w/v) 

laktózy a 2,0 % chloridu sodného. Tato kombinace se zdála být pro produkci tyraminu nej-

výhodnější. Při kultivaci při 10 °C byla nejvyšší tvorba tyraminu ve vzorcích obsahujících 

přídavek NaCl, při iniciačním pH 5,0 byla do 13. dne kultivace převažující produkce 

s přídavkem 2,0 % (w/v) NaCl. Podobně tomu bylo i při pH 7,0, kdy bylo nejvíce tyraminu 

stanoveno ve vzorcích s 1% (w/v) přídavkem NaCl a o něco méně pak s 2% (w/v) přídav-

kem NaCl. Buňková a kol. (2010) prokázali, že 3 z 5 testovaných kmenů (Lactococcus 

lactis subsp. lactis CCDM 141 a Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 a CCDM 

946) produkovaly tyramin v prostředí s 0 – 2 % (w/v) soli a zbývající 2 kmeny (Lacto-

coccus lactis subsp. lactis CCDM 48 a CCDM 1004) produkovaly tyramin jen 

v přítomnosti 2 % (w/v) NaCl. Koncentrace soli 2 % odpovídá obsahu NaCl v mnoha ty-

pech přírodních sýrů. Podobné výsledky zjistili i Greif a kol. (2006), kteří zkoumali dekar-

boxylázovou aktivitu vybraných kmenů rodu Enterobacter. Zjistili, že více kadaverinu  

a histaminu vznikalo v prostředí s 1,2 až 3,0 % (w/v) NaCl než v prostředí s přídavkem  

0,2 % (w/v) NaCl. Zvýšení koncentrace soli na 4,5 a 6,8 % (w/v) NaCl vedlo ke snížení 

produkce biogenních aminů. Pleva a kol. (2012) také zkoumali vliv přídavku chloridu sod-

ného a zjistili, že znatelný rozdíl v produkci tyraminu u Enterococcus faecium byl při kon-

centracích do 3,0 % (w/v) a nad 3,0 % (w/v) NaCl. Koncentrace 6 % (w/v) NaCl výrazně 

inhibovala produkci tyraminu. Pereira a kol. (2009) přišli s hypotézou, že Na
+
 ionty, které 

se podílejí na regulaci intracelulárního pH mají zásadní roli v tyrozin-dekarboxylázové 
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dráze. Na
+
 ionty jsou důležité pro Na

+
/H

+
 antiportový systém, protože se vymění za H

+
 

ionty, které jsou odstraněny z buněk. Tímto jevem lze vysvětlit zvýšenou produkci tyrami-

nu v prostředí s chloridem sodným.  

V případě mléka byl vliv NaCl výraznější. Při obou kultivačních teplotách bylo vyšší pro-

dukce dosaženo ve vzorcích bez přídavku NaCl. Obsažený NaCl působil při iniciačním pH 

5,0 inhibičně na produkci tyraminu. Avšak při pH 6,0 a 7,0 bylo stanoveno vyšší množství 

tyraminu v mléce s přídavkem NaCl.  

Množství laktózy v koncentracích 0,00; 0,25; 0,50 a 1,00 % (w/v) bylo přidáno z důvodu 

podpory růstu bakterií a případné podpory produkce biogenních aminů. Nejvyšší nárůst 

bakterií byl zaznamenán při přídavku 0,50 a 1,00 % (w/v) laktózy do kultivačního média 

a naopak nejnižší byl v prostředí bez laktózy. Nejvyšší produkce tyraminu při kultivační 

teplotě 37 °C byla zaznamenána převážně bez přídavku laktózy v médiu. Při počátečním 

pH 7,0 kultivačního média byla nejvyšší produkce při přídavku 0,50 % (w/v) laktózy. 

Zřejmý nárůst produkce je zvláště viditelný při přídavku laktózy v koncentraci, která je 

analogická s teoretickým obsahem laktózy v mléce (4,80 %) při 37 °C teploty kultivace. 

V tomto prostředí byla produkce zdaleka nejvyšší (52,28 ± 0,18 mg/l). Naproti tomu při 

teplotě kultivace 10 °C, bylo stanovené množství tyraminu přibližně stejné jak v případě 

koncentrace laktózy 1 % (w/v). Nejvyšší stanovené množství tyraminu bylo při teplotě  

10 °C bez přítomnosti laktózy. Buňková a kol. (2010) zjistili, že u testovaných kmenů bak-

terií rodu Lactococcus koncentrace přidané laktózy 0,25 až 1,00 % (w/v) neměla vliv na 

produkci biogenních aminů. Vyšší přídavek 3,0 % (w/v) laktózy však způsobuje inhibici 

syntézy dekarboxyláz (Karovičová a Kohajdová, 2005). Vliv různých koncentrací laktózy 

na produkci biogenních aminů nebyl do současné doby podrobněji popsán a vysvětlen.  

Tvorba biogenních aminů je ovlivněna také teplotou a dobou kultivace bakterií. Kalhotka 

a kol. (2011) studovali vliv teploty a doby kultivace na dekarboxylázovou aktivitu u Bacil-

lus licheniformis a zjistili, že kultivací při 6 °C nebyla ani u jednoho z testovaných izolátů 

zjištěna dekarboxylázová aktivita. Nejvyšší produkce biogenních aminů byla zjištěna při 

nejvyšší testované kultivační teplotě 37 °C a dekarboxylázová aktivita rostla přímo úměrně 

s růstem teploty kultivace. Teplota tedy významně ovlivňuje enzymatickou aktivitu mikro-

organizmů a tím i vznik biogenních aminů. Produkce biogenních aminů byla v diplomové 

práci při 37 °C v prostředí in vitro méně výrazná než při teplotě 10 °C a nejvyšší hodnoty 

se pohybovaly v rozmezí 8,61 – 10,05 mg/l. Vůbec nejvyšší množství tyraminu bylo zjiště-
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no při kultivační teplotě 10 °C a pH 5, kde bylo detekováno 16,13 ± 1,83 mg/l tyraminu 

v kultivačním médiu bez přídavku soli a laktózy. Produkce tyraminu v mléce byla naopak 

vyšší při kultivační teplotě 37 °C. 

Produkce sperminu byla překvapivě vysoká. Nejvyšší množství sperminu  

(55,69 ± 4,62 mg/l) bylo v kultivačním médiu bez přídavku NaCl a laktózy při iniciačním 

pH 5. Žádná studie se v současné době nezabývala studiem produkce sperminu u bakterií 

rodu Lactobacillus, avšak spermin byl v menším množství stanoven u Lactobacillus i Lac-

tococcus společně s dalšími BA.  Kuley a kol., (2012) stanovili u Lactococcus lactis subsp. 

lactis spermin v množství 8,78 mg/l a Mangia a kol., (2013) detekovali u Lactobacillus 

curvatus 5,2 mg/l sperminu. 

Obecně se dá shrnout, že výše popsané vnější faktory mají vliv na produkci biogenních 

aminů. Množství vyprodukovaného tyraminu a sperminu kmenem Lactobacillus curvatus 

subsp. curvatus 10127-9 bylo stanoveno v desítkách mg/l. Toto množství, s výjimkou paci-

entů užívajících léky na inhibici detoxikačního enzymu MAO (monoaminoxidázy), není 

pro lidské zdraví nebezpečné. Příjem tyraminu přesahující 6 mg se považuje pro tyto paci-

enty za nebezpečný (Kalač a kol., 2002). Legislativa ČR udává množství pouze pro hista-

min v rybách a produktech z ryb. Obsah biogenních aminů by měl být z tohoto důvodu 

v potravinách sledován, aby nedošlo k případným alimentárním intoxikacím.  

Rovněž je vhodné dbát správnosti hygienické praxe v průběhu technologie výroby potra-

vin, protože případná kontaminační mikroflóra může mít vysokou dekarboxylázovou akti-

vitu. Avšak nejen kontaminace může být příčinou výskytu biogenních aminů v potravinách. 

Některé kmeny starterových i probiotických kultur mohou znamenat značné riziko při vý-

robě potravin z pohledu tvorby biogenních amin, proto je vhodné testovat tyto kmeny na 

tvorbu biogenních aminů a zvolit pouze ty, u kterých je dekarboxylázová aktivita velmi 

nízká nebo žádná. 
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ZÁVĚR 

Diplomová práce byla zaměřena na zmapování kinetiky produkce biogenních aminů kme-

nem Lactobacillus curvatus subsp. curvatus 10127-9 v podmínkách in vitro a v mléce 

v závislosti na vnějších faktorech. Pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie na 

reverzních fázích byl sledován vliv pH (5 - 7), koncentrace NaCl (0,0; 1,0 a 2,0 % w/v), 

koncentrace laktózy (0,00; 0,25; 0,50, 1,00 a 4,80 % w/v) a teploty kultivace (37 a 10 °C) 

na produkci biogenních aminů testovaného kmene. 

Shrnutí zjištěných výsledků: 

 U kmene Lactobacillus curvatus subsp. curvatus 10127-9 byla zjištěna produkce ty-

raminu a sperminu.  

 Tyramin byl produkován ve všech variantách kultivačního média a s délkou kulti-

vace se koncentrace zvyšovala. Produkce sperminu byla kolísavá a v některých pří-

padech nebyl detekován.  

 Ve většině případů kultivace v podmínkách in vitro byla zaznamenána vyšší pro-

dukce tyraminu při iniciačním pH 6. 

 Nejvyšší vyprodukované množství tyraminu (52,28 ± 0,18 mg/l) bylo dosaženo při 

iniciačním pH 6,8 v kombinaci s 4,80 % (w/v) laktózy, bez přídavku NaCl a teploty 

kultivace 37 °C.  

 Nejvyšší detekované množství tyraminu (16,13 ± 1,83 mg/l) při kultivační teplotě 

10 °C bylo v kultivačním médiu iniciačním pH 5, bez NaCl a laktózy. 

  Nejvyšší množství sperminu (55,69 ± 4,62 mg/l) bylo stanoveno při teplotě kulti-

vace 10 °C a při kultivační teplotě 37 °C bylo stanoveno 19,72 ± 1,77 mg/l 

v podmínkách in vitro bez přídavku NaCl a laktózy. 

 V mléku byla výrazná dekarboxylázová aktivita pouze při iniciačním pH 5 a bez 

přídavku NaCl, kdy testovaný kmen vyprodukoval (12,45 ± 0,07 mg/l) tyraminu. 

V bujónu i mléce byla produkce BA poměrně nízká, avšak je otázka, jak se bude kmen 

chovat v případě déle zrajícího sýra. 
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Oxid uhličitý 

MO  Mikroorganizmy 
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aw  Aktivita vody 

AMK 

GTY 
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Glukóza, trypton, kvasniční hydrolyzát 

SO2  Oxid siřičitý 
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DNS - Cl 

NAC 

UV-VIS 

MS 

PAD 

 Kapilární elektroforéza 
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P I: NAMĚŘENÉ HODNOTY PH V PODMÍNKÁCH IN VITRO 

Tabulka 10: Naměřené hodnoty pH v podmínkách in vitro při iniciačním pH 5,0 ± 0,2 a teplotě kultivace 37 °C (Lak/NaCl/pH). 

t [h] 0/0/5 0/1/5 0/2/5 0,25/0/5 0,25/1/5 0,25/2/5 0,5/0/5 0,5/1/5 0,5/2/5 1/0/5 1/1/5 1/2/5 

kontrola 5,12 5,05 5,06 5,11 5,05 5,07 5,11 5,05 5,05 5,09 5,07 5,05 

2 5,10 5,03 5,03 5,09 5,04 5,07 5,09 5,03 5,03 5,07 5,05 5,03 

4 5,08 5,01 5,01 5,06 5,01 5,04 5,05 5,00 5,01 5,04 5,01 5,01 

6 5,08 5,00 5,01 5,06 5,00 5,03 5,05 4,99 5,00 5,05 5,00 4,99 

8 5,05 4,99 4,99 5,04 4,98 5,00 5,01 4,96 4,98 5,01 4,98 4,99 

10 5,04 4,97 4,96 4,98 4,93 4,98 4,96 4,91 4,95 4,95 4,92 4,94 

12 5,07 5,02 5,01 4,99 4,94 5,00 4,99 4,91 4,98 4,94 4,90 4,95 

24 5,06 5,00 4,99 4,65 4,64 4,65 4,60 4,35 4,44 4,42 4,33 4,39 

48 5,09 5,02 5,01 4,84 4,77 4,77 4,39 4,42 4,42 4,31 4,23 4,29 

 

Tabulka 11: Naměřené hodnoty pH v podmínkách in vitro při iniciačním pH 6,0 ± 0,2 a teplotě kultivace 37 °C (Lak/NaCl/pH). 

t [h] 0/0/6 0/1/6 0/2/6 0,25/0/6 0,25/1/6 0,25/2/6 0,5/0/6 0,5/1/6 0,5/2/6 1/0/6 1/1/6 1/2/6 

kontrola 6,06 6,06 6,07 6,05 5,99 5,98 6,00 5,99 5,98 6,01 6,00 5,99 

2 6,00 6,00 6,03 6,00 5,91 5,92 5,95 5,92 5,94 5,93 5,97 5,93 

4 5,95 5,97 6,00 5,97 5,88 5,90 5,93 5,97 5,93 5,93 5,97 5,92 

6 5,92 5,93 6,00 5,91 5,87 5,89 5,89 5,86 5,92 5,86 5,92 5,91 

8 5,91 5,91 6,03 5,81 5,83 5,89 5,73 5,84 5,93 5,75 5,90 5,90 

10 5,89 5,90 5,99 5,69 5,71 5,85 5,50 5,82 5,89 5,48 5,86 5,90 

12 5,93 5,95 6,03 5,44 5,69 5,90 5,23 5,42 5,92 5,11 5,70 5,92 

24 5,97 5,98 6,02 5,24 5,13 5,83 4,86 4,80 5,83 4,42 4,65 5,84 

48 6,03 5,99 6,04 5,26 5,25 5,22 4,93 4,92 5,15 4,46 4,47 4,88 



 

 

Tabulka 12: Naměřené hodnoty pH v podmínkách in vitro při iniciačním pH 7,0 ± 0,2 a teplotě kultivace 37 °C (Lak/NaCl/pH). 

t [h] 0/0/7 0/1/7 0/2/7 0,25/0/7 0,25/1/7 0,25/2/7 0,5/0/7 0,5/1/6 0,5/2/7 1/0/7 1/1/7 1/2/7 

kontrola 7,13 7,12 7,10 6,98 6,95 6,95 7,01 7,00 6,98 7,01 6,99 7,00 

2 7,07 7,10 7,08 6,91 6,92 6,92 7,00 6,99 6,97 6,98 6,99 7,01 

4 7,01 7,08 7,08 6,84 6,91 6,90 6,92 6,94 6,97 6,91 6,98 6,97 

6 6,95 7,04 7,04 6,75 6,88 6,90 6,84 6,89 6,96 6,84 6,96 6,95 

8 6,95 7,10 7,06 6,47 6,85 6,91 6,45 6,81 6,92 6,36 6,93 7,00 

10 6,91 7,02 7,04 6,46 6,83 6,90 6,29 6,61 6,93 5,86 6,93 6,88 

12 6,96 7,05 7,02 6,23 6,81 6,91 6,55 6,77 6,92 6,45 6,94 6,94 

24 6,99 7,07 7,07 5,80 6,86 6,89 5,40 6,86 6,92 5,87 6,91 6,92 

48 6,99 7,02 7,06 6,52 6,82 6,86 5,57 6,84 6,90 5,12 6,90 6,87 

 

Tabulka 13: Naměřené hodnoty pH v podmínkách in vitro při iniciačním pH 5,0 ± 0,2 a teplotě kultivace 10 °C (Lak/NaCl/pH). 

t [den] 0/0/5 0/1/5 0/2/5 0,25/0/5 0,25/1/5 0,25/2/5 0,5/0/5 0,5/1/5 0,5/2/5 1/0/5 1/1/5 1/2/5 

kontrola 5,08 5,03 5,00 4,95 4,94 4,93 4,94 4,92 4,96 4,97 4,92 4,90 

1 5,00 4,97 4,95 4,89 4,92 4,90 4,90 4,89 4,90 4,97 4,92 4,90 

2 4,98 4,94 4,91 4,87 4,85 4,86 4,86 4,85 4,85 4,91 4,84 4,86 

3 4,98 4,95 4,93 4,86 4,89 4,88 4,89 4,87 4,88 4,91 4,89 4,87 

6 5,05 4,99 4,97 4,83 4,91 4,85 4,84 4,72 4,75 4,83 4,78 4,66 

8 4,95 4,93 4,91 4,80 4,85 4,83 4,80 4,74 4,73 4,80 4,73 4,76 

10 4,98 4,96 4,95 4,92 4,96 4,93 4,75 4,68 4,66 4,76 4,67 4,75 

13 4,96 4,92 4,97 4,98 5,02 5,04 4,77 4,56 4,57 4,65 4,65 4,42 

15 5,02 4,95 4,94 4,98 5,05 5,03 4,76 4,58 4,61 4,58 4,50 4,40 



 

 

Tabulka 14: Naměřené hodnoty pH v podmínkách in vitro při iniciačním pH 6,0 ± 0,2 a teplotě kultivace 10 °C (Lak/NaCl/pH). 

t [den] 0/0/6 0/1/6 0/2/6 0,25/0/6 0,25/1/6 0,25/2/6 0,5/0/6 0,5/1/6 0,5/2/6 1/0/6 1/1/6 1/2/6 

kontrola 5,95 5,99 6,00 5,98 5,95 5,99 6,01 6,00 5,99 6,02 5,98 5,95 

1 5,79 5,87 5,96 5,78 5,78 5,87 5,84 5,81 5,89 5,85 5,84 5,88 

2 5,82 5,80 5,86 5,67 5,48 5,80 5,49 5,67 5,71 5,79 5,63 5,80 

3 5,80 5,89 5,89 5,42 5,59 5,55 5,70 5,34 5,77 5,51 5,74 5,68 

6 5,86 5,85 5,84 5,97 5,95 5,79 5,36 5,28 5,19 4,96 4,86 4,93 

8 5,71 5,88 5,89 5,94 5,91 5,94 5,39 5,35 5,28 4,82 4,64 4,82 

10 5,84 5,94 5,91 6,09 6,08 6,08 5,41 5,36 5,30 4,79 4,68 4,79 

13 5,78 5,94 5,95 6,13 6,16 6,12 5,42 5,34 5,27 4,71 4,66 4,72 

15 5,80 5,83 5,93 6,14 6,18 6,07 5,42 5,35 5,24 4,69 4,64 4,62 

 

Tabulka 15: Naměřené hodnoty pH v podmínkách in vitro při iniciačním pH 7,0 ± 0,2 a teplotě kultivace 10 °C (Lak/NaCl/pH). 

t [den] 0/0/7 0/1/7 0/2/7 0,25/0/7 0,25/1/7 0,25/2/7 0,5/0/7 0,5/1/6 0,5/2/7 1/0/7 1/1/7 1/2/7 

kontrola 7,06 7,01 6,97 7,02 7,01 6,99 7,02 6,97 6,98 7,03 6,97 6,97 

1 6,89 6,89 6,84 6,78 6,76 6,83 6,75 6,77 6,77 6,81 6,75 6,83 

2 6,86 6,84 6,85 6,69 6,78 6,70 6,77 6,65 6,73 6,66 6,69 6,66 

3 6,84 6,79 6,75 6,08 6,20 6,13 5,73 5,64 5,60 5,60 5,65 5,78 

6 6,85 6,80 6,74 6,60 6,44 6,61 6,05 6,15 6,01 5,49 5,40 5,41 

8 6,80 6,78 6,74 6,60 6,68 6,77 6,27 6,25 6,30 5,57 5,49 5,57 

10 6,87 6,84 6,80 6,92 7,14 7,30 6,45 6,44 6,39 5,45 5,37 5,36 

13 6,87 6,83 6,79 7,04 7,09 7,21 6,30 6,31 6,24 5,41 5,35 5,35 

15 6,86 6,80 6,79 7,02 7,28 7,28 6,32 6,29 6,24 5,39 5,28 5,27 



 

 

P II: NAMĚŘENÉ HODNOTY PH V MLÉKU 

Tabulka 16: Naměřené hodnoty pH v mléku při teplotě kultivace 37 °C (NaCl/pH). 

t [h] 0/5 1/5 2/5 0/6 1/6 2/6 0/7 1/7 2/7 A M 

kontrola 5,08 5,05 5,01 6,00 6,02 6,02 7,00 6,98 7,08 6,57 6,76 

2 5,05 5,01 4,97 5,96 5,63 5,96 6,66 6,64 6,68 6,46 6,62 

4 4,98 4,98 4,93 5,87 5,52 5,93 6,66 6,58 6,63 6,37 6,55 

6 4,89 4,90 4,89 5,82 5,51 5,86 6,54 6,49 6,53 6,30 6,41 

8 4,80 4,92 4,86 5,75 5,47 5,79 6,49 6,42 6,49 6,28 6,37 

10 4,85 4,89 4,83 5,69 5,38 5,79 6,46 6,39 6,49 6,19 6,27 

12 4,82 4,84 4,85 5,65 5,33 5,75 6,40 6,38 6,41 6,14 6,25 

24 4,70 4,75 4,71 5,54 6,09 5,59 6,99 6,32 6,27 6,33 5,94 

48 4,50 4,50 4,49 5,35 5,59 6,24 6,92 6,82 6,07 6,44 5,85 

 

Tabulka 17: Naměřené hodnoty pH v mléku při teplotě kultivace 10 °C (NaCl/pH). 

t [den] 0/5 1/5 2/5 0/6 1/6 2/6 0/7 1/7 2/7 A M 

kontrola 5,07 5,06 5,02 6,05 6,05 6,03 6,96 6,97 6,96 6,63 6,85 

1 4,88 4,89 4,86 5,83 5,90 5,86 6,70 6,75 6,77 6,36 6,49 

2 4,89 4,84 4,81 5,81 5,81 5,80 6,70 6,71 6,68 6,41 6,55 

3 4,83 4,81 4,79 5,79 5,81 5,76 6,65 6,68 6,62 6,39 6,52 

6 4,67 4,65 4,64 5,66 5,74 5,65 6,60 6,54 6,46 6,17 6,38 

8 4,63 4,59 4,58 5,61 5,61 5,62 6,53 6,46 6,45 6,20 6,30 

10 4,72 4,65 4,60 5,58 5,54 5,50 6,54 6,46 6,36 6,14 6,32 

13 4,58 4,52 4,54 5,55 5,50 5,46 6,57 6,36 6,31 6,11 6,12 

15 4,52 4,51 4,54 5,52 5,48 5,41 6,59 6,26 6,17 6,05 6,06 



 

 

P III: KINETIKA PRODUKCE TYRAMINU IN VITRO  

 

 

Obrázek 36: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 in vitro při 10 °C bez obsahu laktózy a pH 5. 

 

 

Obrázek 37: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 in vitro při 10 °C bez přídavku NaCl a pH 7. 

 

 



 

 

P IV: KINETIKA PRODUKCE TYRAMINU V MLÉKU  

 

 

Obrázek 38: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 v mléce v závislosti na přídavku NaCl při 37 °C a pH 6. 

 

 

Obrázek 39: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 10127-9 v mléce v závislosti na přídavku aminokyselin při 10 °C. 

 

 


