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ABSTRAKT 

Tato práce se zabývá sledováním inhibičního působení protektivních kultur na mikroorga-

nizmy schopné produkovat biogenní aminy (s pozitivní dekarboxylázovou aktivitou). Sle-

dování těchto mechanizmů je se zaměřením na vybrané bakterie mléčného kvašení.  

Teoretická část popisuje vybrané rody bakterií mléčného kvašení, jejich stručnou charakte-

ristiku a metabolizmus laktózy. Dále jsou popsány přírodní a mikroorganizmy produkova-

né inhibiční látky, požadavky a průmyslové využití protektivních kultur a nakonec charak-

teristika, producenti a biologické účinky biogenních aminů. 

V praktické části této práce bylo zmapováno inhibiční působení protektivních mikroorga-

nizmů na dekarboxyláza pozitivní bakterie metodou agar-well diffusion test. V další části 

experimentu byla sledována kinetika produkce biogenních aminů v podmínkách in vitro u 

kmene Lactobacillus plantarum za zvyšujícího se přídavku protektivní kultury Lacto-

coccus lactis biovar. diacetylactis nebo jeho metabolitů v čase. Vzniklé biogenní aminy 

byly stanoveny pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie (HPLC) s pre-kolonovou 

derivatizací danzylchloridem (DCI) a UV/VIS detekcí. 

 

Klíčová slova: bakterie mléčného kvašení, mikroorganizmus, protektivní kultury, inhibice, 

bakteriocin, biogenní aminy   

 

 

 



ABSTRACT 

This work deals with monitoring the inhibitory effect of protective cultures for microorga-

nisms with can produce of biogenic amines (with positive decarboxylase activity). 

Watching these mechanisms is specialization on chosen lactic acid bacteria. 

The theoretical part describes genera of lactic acid bacteria, their brief characterization and 

metabolism of lactose. The following describes the inhibitory substances produced by 

microorganisms and from nature, the requirements and industrial use of protective cultures 

and finally characteristic, producers and biological effects of biogenic amines. 

In the practical part of this work was monitored inhibitory effect of protective microorga-

nism to bacteria with decarboxylase activity using agar-well diffusion test. In the next part 

of the experiment was observed kinetics of production of biogenic amines in vitro on strain 

Lactobacillus plantarum with increasing addition in time of protective cultures Lacto-

coccus lactis biovar. diacetylactis or their relevant metabolites (supernatants). The resul-

ting biogenic amines were determined by high performance liquid chromatography 

(HPLC) with pre-column derivatization of dansyl-chloride (DCI) and UV / VIS detection. 

 

Keywords: lactic acid bacteria, microorganisms, the protective culture, inhibition, biogenic 

amines, bacteriocin 
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ÚVOD 

Skupina bakterií mléčného kvašení představuje heterogenní skupinu mikroorganizmů, vy-

skytující se na rozmanitých stanovištích, od střevního traktu teplokrevných živočichů, přes 

životní prostředí až po potraviny. Řada z těchto mikroorganizmů plní důležité technologic-

ké funkce při výrobě potravin, jako součást startovacích kultur. Využívány jsou především 

jejich metabolity k dosažení požadovaných senzorických a texturních vlastností, prodlou-

žení trvanlivosti, zdravotní nezávadnosti či zabránění pomnožení patogenní a kontaminují-

cí mikroflóry. Ovšem ne všechny bakterie mléčného kvašení mají jen pozitivní vlastnosti. 

Některé druhy nebo kmeny mohou být nechtěnými kontaminanty při výrobě potravin, sou-

částí takzvaných non-starterových kultur, podílet se na kažení potravin či disponují pozi-

tivní dekarboxylázovou aktivitu s následnou produkcí biogenních aminů. 

Biogenní aminy jsou skupina látek přírodního původu, které vykazují biologickou aktivitu 

a pokud jsou přijímány ve vysokých dávkách, mohou mít negativní vliv na lidské zdraví. 

Nejvyšší obsah bývá zpravidla u fermentovaných potravin, jako jsou například fermento-

vané mléčné a masné výrobky, pivo, víno a u ryb. Před použitím je proto důležité kultury 

otestovat na dekarboxylázovou aktivitu. 

Spotřebitelé preferují čerstvé a nezávadné potraviny. V posledních letech většina konzu-

mentů zaujímá negativní postoj při použití chemických látek k výrobě a ošetření potravin. 

Použití vybraných startovacích kultur, či mikroorganizmů produkující bakteriociny je proto 

jedním z nejperspektivnějších opatření pro splnění těchto požadavků a k prevenci či zabrá-

nění (nebo alespoň zpomalení) tvorby biogenních aminů.   
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 CHARAKTERISTIKA BAKTERIÍ MLÉČNÉHO KVAŠENÍ 

Bakterie mléčného kvašení je označení pro funkčně související skupinu mikroorganizmů, 

jež mají nezastupitelný význam při výrobě potravin a nápojů. Bakterie mléčného kvašení 

(BMK) souhrnně tvoří skupinu grampozitivních bakterií s podobnými morfologickými, 

fyziologickými, metabolickými a ekologickými vlastnostmi. Obecně se jedná o nesporulu-

jící, acidotolerantní, kataláza negativní, nepohyblivé, fakultativně anaerobní tyčinky a ko-

ky (samostatně, v párech nebo řetězcích), které produkují kyselinu mléčnou jako hlavní 

konečný produkt v průběhu fermentace sacharidů. Většina BMK je zařazována mezi mezo-

filní mikroorganizmy, ale jsou schopné růst i v rozmezí teplot od 10 do 45 °C. Pro svůj růst 

vyžadují nutričně bohatá média obsahující sacharidy, aminokyseliny, peptidy, nukleotido-

vé báze, mastné kyseliny, vitaminy a minerální látky [1, 2, 3]. 

Skupina těchto bakterií je v posledních 50 letech předmětem mnoha vědeckých studií a 

dnes reprezentují jednu z nejpodstatnějších a rychle se vyvíjejících oblastí v potravinářství 

[6]. 

BMK jsou uměle vytvořená skupina fylogeneticky příbuzných rodů. Někdy jsou do této 

skupiny chybně zařazovány i rody Bifidobacterium, Brevibacterium a Propionibacterium, 

ačkoliv jde o mikroorganizmy fylogeneticky nepříbuzné s odlišným typem metabolizmu 

[1, 4, 5]. 

1.1 Taxonomie a klasifikace bakterií mléčného kvašení 

Klasifikace BMK do různých rodů je založena především na morfologii, způsobu fermen-

tace sacharidů, nároků na kyslík, přítomnost růstových faktorů, optimální teplotě růstu, 

tvorbě různých izomerních forem kyseliny mléčné (D(-), L(+) nebo obě formy), toleranci 

vůči kyselému nebo zásaditému prostředí, schopnosti růstu při vysokých koncentracích solí 

a také dle složení buněčné stěny [1, 7]. 

Nicméně s popisem nových rodů a druhů je stále obtížnější využívat tyto klasické metody 

založené na biochemických a fenotypických kritériích. Ačkoliv tyto charakteristiky slouží 

jako prvotní identifikační hledisko při posuzování, nelze je považovat za dostačující a zce-

la objektivní. Dnešní sofistikované molekulárně-biologické metody umožňují podrobně 

analyzovat jednotlivé rody i druhy na molekulární úrovni a přesně definovat fylogenetické 

vztahy mikroorganizmů. Mezi nejčastější metody patří sekvencování genů, polymerázová 
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řetězová reakce, DNA/DNA hybridizace a studium genů pro 16S rRNA. Díky vynálezu 

těchto metod došlo v taxonomii BMK k velkým změnám a reklasifikaci [1, 6, 9].  

BMK se řadí do kmene Firmicutes, třídy Bacilli, řádu Lactobacillales, zahrnující 7 čeledí. 

Mezi technologicky nejvýznamnější rody patří: Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, 

Leuconostoc, Enterococcus, Pediococcus, Carnobacterium, Oenococcus, Weissella, 

Tetragenococcus, Aerococcus a Vagococcus. Všechny uvedené rody se řadí do kmene 

s nízkým obsahem G+C < 50 % (podíl guanino-cytosinového komplementárního páru v 

rámci určité DNA) [1, 3, 8]. 

1.2 Výskyt a význam bakterií mléčného kvašení 

BMK patří mezi všeobecně hojně se vyskytující mikroorganizmy. Zpravidla se nacházejí 

v prostředí bohatém na živiny a vyšším obsahem CO2 v atmosféře. V životním prostředí 

jsou nejčastěji přítomny na tlejících rostlinných materiálech, tvoří dominantní část mik-

roflóry gastrointestinálního a urogenitálního traktu člověka i zvířat, tvoří přirozenou mik-

roflóru na sliznicích ženských pohlavních orgánů a v dutině ústní. BMK byly izolovány i 

z poškozených živočišných tkání, siláží a chlévské mrvy. Přirozeně se nacházejí i v potra-

vinách, např. v mléku, těstu, nápojích, ve fermentovaných mléčných (jogurty, sýry, kysané 

mléčné výrobky) a masných výrobcích (trvanlivé fermentované salámy), zelenině (olivy, 

okurky, zelí) a krmivech [1, 6, 9, 10]. 

BMK patřily mezi první mikroorganizmy využívané člověkem ke zpracování potravin. 

Specifických funkčních vlastností a výsledných produktů metabolizmu se dodnes celosvě-

tově využívá pro výrobu fermentovaných výrobků. Nejenže mají pozitivní vliv na organo-

leptické vlastnosti výrobků, jako je chuť, vůně, textura a často i výživová hodnota, ale mo-

hou také sloužit jako přirozený nástroj k prodloužení trvanlivosti a zvýšení bezpečnosti 

potravin tím, že produkují přirozené antibakteriální metabolity inhibující patogenní mikro-

organizmy [6, 11, 12, 13]. Ačkoliv jsou BMK obecně považovány za prospěšné a bezpeč-

né, přesto mohou mít i negativní zdravotní a technologický dopad. Při zpracování potravin 

mohou působit jako kontaminanty a zhoršovat senzorické vlastnosti finálního výrobku. U 

jistých BMK byla prokázána dekarboxylační činnost vedoucí ke vzniku biogenních aminů, 

které, pokud jsou konzumovány v příliš vysoké koncentraci, mohou vyvolat alimentární 

intoxikace. Další zástupci BMK, především z rodu enterokoků a streptokoků, mohou 

v ojedinělých případech mít patogenní efekt především u starších lidí a pacientů 

s oslabenou imunitou [1, 2, 6, 14, 15]. 
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1.3 Metabolizmus sacharidů bakterií mléčného kvašení 

Metabolizmus sacharidů BMK, neboli mléčné kvašení, je anaerobní pochod, při kterém 

bakterie spotřebovávají jednoduché sacharidy za vzniku kyseliny mléčné. Substrát je fosfo-

rylován a vzniklá energie (ve formě adenozintrifosfátu) je spotřebována pro biosyntetické 

účely buňky [1]. 

Transport sacharidů přes cytoplazmatickou membránu je uskutečňován dvěma způsoby. 

Rod Lactococcus pomocí fosfotransferázového systému transportuje do buňky celou mole-

kulu sacharidu s následnou fosforylací a rozštěpením na glukózu a galaktózu-6-fosfát. Ro-

dy Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc a Bifidobacterium využívají nosiče laktóza 

permeázu, který je z bioenergetického pohledu výhodnější, a po vstupu do buňky se sub-

strát štěpí na glukózu a galaktózu. Glukóza je dále metabolizována glykolýzou, galaktóza 

je fosforylována a následně pomocí Leloirovy dráhy přeměněna na glukóza-6-fosfát vstu-

pující taktéž do glykolýzy, a nebo je galaktóza-6-fosfát podrobena dvojité fosforylaci na 

tagatózu-1,6-difosfát, která je dále štěpena na dihydroxyacetonfosfát a glyceraldehyd-3-

fosfát vstupující do glykolýzy. Dalším sledem biochemických reakcí vzniká v procesu gly-

kolýzy kyselina pyrohroznová (pyruvát), která je následně redukována za pomoci enzymu 

laktátdehydrogenázy za vzniku kyseliny mléčné (laktátu) (obr. 1). Kyselina mléčná může 

být v L (+), D (-) formě, případně ve směsi obou forem. [1, 3, 13, 16]. 

Dle konečného metabolitu fermentace sacharidů dělíme BMK do několika skupin: 

 striktně homofermentativní 

 striktně heterofermentativní 

 fakultativně heterofermentativní 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 16 

 

 

Obrázek 1: Obecný mechanizmus fermentace glukózy u BMK [17, upraveno] 

Striktně homofermentativní BMK metabolizují výhradně Embden-Meyerhof-Parnasovou 

(EMP) drahou. Kyselina mléčná tvoří více než 90 % finálních produktů. Energetický výtě-

žek z jednoho molu glukózy jsou 2 moly kyseliny mléčné a 2 moly ATP. Do této skupiny 

se řadí některé laktobacily, jako např. Lactobacillus acidophilus, Lb. delbrueckii, Lb. hel-

veticus, Lb. jensenii [1, 3, 13, 16]. 

Striktně heterofermentativní BMK uskutečňují fermentaci sacharidů pomocí  

6-fosfoglukonát/fosfoketolázové dráhy. Mezi produkty fermentace patří kyselina mléčná 

(okolo 50 %), kyselina octová, oxid uhličitý, etanol a některé další minoritní produkty. 

Teoreticky vzniká z 1 molu glukózy 1 mol kyseliny mléčné, CO2 a etanolu a 2 moly ATP. 

Do této skupiny se řadí některé laktobacily, např. Lb. brevis, Lb. kefir, Lb. reuterei, Lb. 

fermentum [1, 3, 7, 16]. 

Fakultativně heterofermentativní BMK disponují enzymy umožňující fermentaci hexóz po 

obou metabolických drahách. Nejčastěji dochází k přechodu z homofermentativní na hete-

rofermentativní (a naopak) při změně růstových podmínek. Do této skupiny se řadí zástup-

ci rodů Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus, Vagococcus, Tetrageno-
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coccus a některé lactobacily (např. Lb. casei, Lb. paracasei, Lb. curvatus, Lb. plantarum a 

další) [1, 3, 7, 13, 16, 18]. 

1.4 Charakteristika vybraných rodů bakterií mléčného kvašení 

1.4.1 Rod Lactobacillus 

Lactobacillus je nejrozmanitější a nejrozsáhlejší rod ve skupině bakterií mléčného kvašení. 

V době psaní této práce (říjen 2014) bylo do tohoto rodu platně zahrnuto 223 druhů [19]. 

Skupina těchto mikroorganizmů je značně heterogenní, neboť zahrnuje druhy s širokou 

škálou fenotypových, biochemických a fyziologických vlastností. Nestejnorodost je možné 

doložit na základě různého obsahu G+C, které kolísá u různých druhů v rozmezí 32-53 %. 

Obecně se jedná o grampozitivní, nesporulující obvykle delší nepohyblivé tyčinky, zpravi-

dla rovné, občas kokobacily. Upřednostňují především mezofilní či mírně termofilní teplo-

ty, s horní hranicí asi 40 °C. Pro svůj růst vyžadují prostředí nutričně bohaté s dostatkem 

zkvasitelných sacharidů, štěpných produktů bílkovin, nukleových kyselin, estery mastných 

kyselin a vitaminy skupiny B. Laktobacily jsou acidotolerantní až acidofilní a produkty 

svého metabolizmu dokážou snížit pH prostředí až na 4,0. Je možné je označit za všudypří-

tomné, neboť se přirozeně vyskytují na rostlinných materiálech, v trávicím traktu, vagině i 

v dutině ústní člověka, ve výkalech a odpadních vodách a taktéž ve fermentovaných nebo 

kazících se potravinách. Díky pozitivním technologickým vlastnostem se využívají pro 

výrobu potravin [1, 3, 6]. 

Rod Lactobacillus byl poprvé popsán v roce 1901. Na základě optimální teploty růstu a 

způsobu zkvašování sacharidů byl v roce 1919 rozdělen do tří podrodů (Thermobacterium, 

Streptobacterium a Betabacterium). Díky neustálé identifikaci nových druhů a dokonalej-

šímu studiu mikroorganizmů, bylo nutné provést reklasifikaci a laktobacily rozdělit do tří 

skupin jak je známe dnes – striktně homofermentativní, striktně heterofermentativní a fa-

kultativně heterofermentativní. S vývojem nových molekulárně-diagnostických metod za-

ložených na studiu genů pro 16S rRNA je možné studovat širokou rozmanitost tohoto rodu 

a určit fylogenetické vztahy. V současné době máme k dispozici u některých druhů kom-

pletní sekvence celého genomu, např. Lactobacillus acidophilus NCFM, Lactobacillus 

brevis ATCC367, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ATCCBAA365 a mnohé 

další [1, 4, 6, 8]. 
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1.4.2 Rod Lactococcus 

Laktokoky jsou grampozitivní fakultativně anaerobní sférické nebo ovoidní koky, většinou 

v párech nebo kratších řetízcích. Lactococcus má homofermentativní typ metabolizmu a 

jako hlavní produkt L(+) kyselinu mléčnou. Z technologického hlediska je významná pro-

dukce exopolysacharidů a diacetylu. Optimální růstová teplota je 30 °C, avšak růst je mož-

ný i v rozmezí teplot od 10 do 40 °C. Některé druhy, např. Lactococcus lactis subsp. lactis 

dokáže dobře růst i při koncentraci NaCl 4 %. Tak jako všechny BMK vyžaduje nutričně 

bohatá komplexní média obsahující dostatek zkvasitelných cukrů, aminokyseliny, peptidy 

a taktéž esenciální vitaminy skupiny B. Izolovány byly z rostlinných materiálů, povrcho-

vých vod, mléka a mléčných výrobků [1, 13, 16, 20]. 

Rod Lactococcus byl vytvořen až v roce 1986, neboť dříve byl zahrnován do rodu strepto-

koků (streptokoky sérologické skupiny N). Odlišení bylo provedeno na základně sérolo-

gické typizace N antigenu dle metody Lancefieldové. V současné době je popsáno 13 dru-

hů laktokoků z nichž nejdůležitější význam mají poddruhy L. lactis subsp. cremoris a L. 

lactis subsp. lactis. Obsah G+C je v rozmezí 33-37 % [1, 3, 19, 20]. 

1.4.3 Rod Streptococcus 

Původně se rod Stereptococcus rozlišoval na základě morfologických, fyziologických, sé-

rologických a biochemických charakteristik. Do tohoto rodu byla zahrnována široká škála 

mikroorganizmů, včetně těch vysoce patogenních Streptococcus pyogenes, Streptococcus 

agalactiae, Streptococcus pneumoniae, a dalších. Na základě nových poznatků byla po 

roce 1980 provedena taxonomická revize a reklasifikace a společný rod Streptococcus byl 

rozdělen do jednotlivých rodů Lactococcus, Enterococcus, Vagococcus a Streptococcus. 

V současné době zahrnuje tento rod 129 druhů [1, 16, 19]. 

Streptokoky jsou grampozitivní, anaerobní či aerotolerantní, kataláza negativní, nesporulu-

jící, kulovité nebo vejčité buňky v párech nebo delších řetízcích. Jsou homofermentativní, 

sacharidy metabolizují především na L(+) kyselinu mléčnou. Optimální teplota růstu se 

pohybuje v rozmezí od 10 °C do 44 °C. Je schopný růst při koncentraci NaCl do 6,5 % a 

při pH až 9,6. Vyžaduje komplexní živná média s dostatkem nutrientů. Přirozeně se vysky-

tuje na pokožce, v trávicím i urogenitálním traktu člověka, na rostlinách, v půdě, mléce a 

mléčných výrobcích. Z technologického hlediska má největší význam Streptococcus ther-

mophilus, který je součástí základní jogurtové kultury. Obsah G+C u tohoto druhu je 40 % 

[1, 3, 16, 19, 21]. 
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1.4.4 Rod Enterococcus 

Enterokoky byly původně zařazovány jako streptokoky sérologické skupiny D, nicméně 

díky možnostem hybridizace DNA-DNA a DNA-RNA se ukázalo, že jsou fylogeneticky 

vzdálené a proto byly po roce 1980 vyčleněny jako samostatný rod. V současné době je 

známo 54 druhů [19, 22]. 

Enterokoky jsou grampozitivní, kataláza negativní, aerotolerantní koky, kulovité nebo vej-

čité, většinou v párech, krátkých řetízcích nebo ve shlucích. Některé druhy mohou být po-

hyblivé. Disponují převážně homofermentativním typem metabolizmu, hlavní produkt 

L(+) kyselina mléčná bez tvorby plynu. Rostou v rozmezí teplot od 10 do 45 °C, některé 

druhy přežívají i záhřev po dobu 30 minut při teplotě 60 °C. Většina enterokoků je schopná 

růst i v poměrně extrémních podmínkách. Přežívají v přítomnosti NaCl o 6,5 % koncentra-

ci a také 40 % žlučové soli, při pH 9,6. Řadu vlastností sdílejí s rody Streptococcus a Lac-

tococcus. Bakterie tohoto rodu jsou všudypřítomné mikroorganizmy. Převládající stanoviš-

tě je v gastrointestinálním traktu zvířat a lidí, dále byly izolovány z půdy, rostlin, povrcho-

vých vod a také jako kontaminanty některých potravin (zpracované maso, mlékárenské 

výrobky). Naopak v řadě zrajících sýrů jsou žádoucí pro vývoj typických organoleptických 

vlastností, dále se mohou používat jako součást probiotických či protektivních kultur [15, 

22]. 

Na rozdíl od většiny BMK není tento rod obecně považován za bezpečný. Některé kmeny 

mohou být rezistentní k antibiotikům, mohou produkovat biogenní aminy či vykazovat 

patogenitu tím, že produkují virulentní faktory. Proto je nutné a vysoce žádoucí rozlišit 

jednotlivé kmeny na základě virulence a tím lépe sledovat případnou patogenitu této hete-

rogenní skupiny bakterií [15, 22]. 

1.4.5 Rod Leuconostoc 

Rod Leuconostoc tvoří grampozitivní, nepohyblivé, kataláza negativní koky nebo tyčinky 

v párech a řetízcích. Řadí se mezi fakultativně anaerobní, mezofilní bakterie s heterofer-

mentativním typem metabolizmu produkující D(-) kyselinu mléčnou, etanol, oxidu uhliči-

tého, diacetyl a další senzoricky významné látky. Optimální teplota růstu je v rozmezí od 

18 do 25 °C, některé druhy jsou schopny růst při teplotách i pod 10 °C. Snáší prostředí 

s koncentrací NaCl 7 %, nerostou při hodnotách pH pod 4,8. Některé kmeny jsou značně 

osmotolerantní, což může v některých odvětvích průmyslu působit značné potíže. Tento 

rod byl taktéž podroben taxonomické revizi, některé druhy (např. Oenococcus oeni) byly 
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přesunuty do jiných rodů. Obsah G+C se pohybuje v rozmezí 38-41 % a v současné době 

je popsáno 30 druhů [1, 3, 16, 23]. 

Leuconostoc tvoří součást přirozené mikroflóry na rostlinných materiálech, dále byl izolo-

ván z mléka a mléčných výrobků, masa, ryb, ovoce, zeleniny a obilovin. V průmyslu se 

využívá především jako prvek aromatvorné kultury a u některých výrobků je žádoucí tvor-

ba polysacharidů. Možné je i využití jako součást probiotických kultur a pozitivní výživo-

vý efekt mohou mít i jako producenti vitaminu K (Leuconostoc mesenteroides) a kyseliny 

listové. Naopak jako nežádoucí kontaminanty jsou posuzovány v cukrovarnictví. Původně 

byl tento rod považován za bezpečný, nicméně v posledních letech byly hlášeny zprávy o 

možném zdroji infekce od této bakterie, a proto je v současnosti považován za oportunní 

patogen, který je dokonce rezistentní na některá antibiotika. Kromě toho byla u tohoto rodu 

prokázána dekarboxylační aktivita s následnou produkcí biogenních aminů, které předsta-

vují vážné zdravotní riziko. Na druhou stranu některé druhy je možné využít jako součást 

protektivních kultur, neboť produkují antimikrobiální látky a bakteriociny, které inhibují 

patogenní mikroorganizmy [3, 16, 23]. 
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2 INHIBIČNÍ LÁTKY PRODUKOVANÉ POTRAVINÁŘSKY 

VÝZNAMNÝMI MIKROORGANIZMY 

Historie a snaha o uchování potravin je aplikována již několik tisíc let. Většina potravin 

představuje bohatý zdroj živin pro mikroorganizmy a jsou tedy poměrně náchylné ke zne-

hodnocení a rozvoji nežádoucí mikroflóry. Mezi první metody konzervace patří sušení, 

solení, zmrazení a fermentace. Díky technickému a vědeckému pokroku se objevily i různé 

nové metody, mezi něž patří použití vyšších teplot (pasterace, sterilace), ozařování a apli-

kace chemických konzervačních látek. Spotřebitelé vyžadují potraviny, které mají nejdelší 

možnou dobu trvanlivosti bez jakýchkoliv senzorických změn, nepředstavují žádné zdra-

votní riziko, pokud možno jsou minimálně zpracované a případně mají lepší výživové a 

organoleptické vlastnosti. U citlivějších jedinců se navíc na některé chemické konzervační 

látky může vyskytnout alergická reakce nebo mohou sloužit jako prekurzory pro vznik 

vedlejších produktů, například nitrosaminy z dusičnanů. Proto je vysoce žádoucí hledat 

bezpečné a přírodní konzervační látky, které mají minimum nežádoucích účinků [24]. 

Bioprezervace potravin zahrnuje použití bezpečných mikroorganizmů a/nebo jejich meta-

bolitů pro prodloužení údržnosti potravin a je vhodnou alternativou k fyzikálnímu a che-

mickému ošetření. Obzvláště zajímavé jsou v tomto ohledu bakterie mléčného kvašení, 

které vykazují antagonistické vlastnosti vůči mnohým nežádoucím bakteriím. Již dříve 

byla skupina těchto bakterií využívána pro přípravu fermentovaného mléka, masa či zele-

niny a jsou proto obecně považovány za bezpečné. Produktem jejich metabolizmu je 

z převážné části kyselina mléčná, dále kyselina octová, oxid uhličitý či peroxid vodíku, což 

do značné míry inhibuje růst nežádoucí mikroflóry. Navíc mezi skupinou BMK je velký 

počet kmenů, které produkují ribozomálně syntetizované antimikrobiální peptidy a protei-

ny, známé jako bakteriociny [24, 25].  

2.1 Přírodní inhibiční látky 

Přírodní antimikrobiální látky mají poměrně četné zastoupení v prostředí. Vyskytují se u 

zvířat i v rostlinách, kde plní primární funkci jako obranné mechanizmy. Tyto sloučeniny 

vykazující antimikrobiální aktivitu se mohou vyskytovat jako přirozené složky v potravině, 

a nebo mohou být záměrně přidávány [26]. 
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2.1.1 Mléko 

Mléko je sekret mléčných žláz savců, který slouží jako zdroj energie a k přenosu imunity 

z matky na mládě. Profylaktické a terapeutické výhody mléka, včetně jeho bioaktivních 

složek byly využívány po staletí. V posledních letech se v mlékárenském průmyslu začaly 

z různých zdrojů tyto látky záměrně izolovat [26]. 

Laktoferin (taktéž laktotransferin), je multifunkční globulární glykoprotein, který je hojně 

zastoupen v různých tělních sekretech, jako jsou mléko, sliny, slzy či v nosním sekretu. 

Laktoferin je jednou ze složek imunitního systému, jehož primární úlohou je vyvázat volné 

železo, čímž odstraní jeden ze základních substrátů pro růst bakterií [27]. Laktoperoxidáza 

je enzym spadající do skupiny oxidoreduktáz, který představuje významný obranný me-

chanizmus při ochraně mléčné žlázy při laktaci. Inhibuje růst koliformních bakterií, stafy-

lokoků a streptokoků. Mechanizmus působení je založen na oxidaci tiokyanátu na hypotio-

kyanát, což je vysoce reaktivní oxidační činidlo destruující bakteriální membránu [28]. 

Laktoglobulin je hlavní syrovátkový protein vykazující široké antimikrobiální působení 

proti širokému spektru mikrobiálních patogenů. Ačkoliv jeho aplikace v potravinách má 

prozatím především technologický význam, zvažuje se jeho využití i pro různé potravinové 

doplňky a speciální potravinářské výrobky. Laktolipidy mohou také sloužit jako antimik-

robiální činidla, které jsou součástí především obranného systému sliznic. Antimikrobiální 

aktivita je způsobena mastnými kyselinami a monoacylglyceroly, které mohou poměrně 

rychle destabilizovat bakteriální membrány [26]. 

2.1.2 Vejce 

Vejce je poměrně dobrým příkladem produktu, které je za normálních okolností dobře 

chráněno jeho vlastním antimikrobiálním systémem a to po poměrně dlouhou dobu [29]. 

Lysozym je enzym, jehož největším zdrojem je vaječný bílek, dále je obsažen ve slinách, 

slzách, nosním hlenu, krevní plazmě, moči a mateřském mléce. Patří do třídy enzymů, kte-

ré hydrolyzují buněčné stěny grampozitivních bakterií, a to konkrétně vazbu β-1,4 mezi  

N-acetylmuramovou kyselinou a N-acetyl-glukosaminem v peptidoglykanu. Lysozym je 

poměrně atraktivní konzervační prostředek, neboť je pro člověka zcela neškodný. Po smí-

sení se žloutkem se jeho aktivita snižuje [26, 28]. Ovotransferin je monomerní glykopro-

tein, jehož antimikrobiální působení spočívá ve schopnosti reverzibilně navázat ionty žele-

za, čímž odstraní jeden z nezbytných růstových faktorů pro patogenní mikroorganizmy. 

Dále je zajímavá skutečnost, že kyselou proteolýzou molekuly ovotransferinu vznikají spe-
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cifické asparaginové sekvence, které taktéž vykazují antimikrobiální aktivitu proti grampo-

zitivním i gramnegativním bakteriím [26, 30]. Avidin je základní glykoprotein v syrovém 

vaječném bílku, který je schopen inhibovat růst bakterií či kvasinek a taktéž může působit 

jako lytický enzym. Jeho antimikrobiální efekt je dán schopností vázat až čtyři molekuly 

biotinu (růstový faktor mikroorganizmů) s mimořádně vysokou afinitou [26]. 

2.1.3 Rostlinné materiály 

Fytochemikálie jsou látky vykazující biologickou aktivitu, včetně antimikrobiální, vysky-

tující se ve stoncích rostlin, listech, kůře, květech a plodech. Koření, byliny i jejich silice 

mají různý stupeň biologické aktivity a často koncentrace antimikrobiální látky je natolik 

nízká, že přímé použití by negativně ovlivňovalo senzorické vlastnosti potravin. Nicméně 

mohou určitým podílem přispívat k celkovému bariérovému systému. K účinným látkám 

se řadí saponiny, což jsou sloučeniny chránící rostliny před biotickým stresem a také vyvo-

lávají antibakteriální, antimykotické a antivirové aktivity, dále flavonoidy, isoflavonoidy, 

tiosulfáty, katechiny a glukosinoláty [26, 30]. 

2.2 Inhibiční látky produkované mikroorganizmy 

Velká část mikroorganizmů je schopna produkovat značné množství metabolitů (organické 

kyseliny, toxiny, lytické enzymy, vitaminy, biogenní aminy, peroxid vodíku, diacetyl, 

atp.). Některé z těchto látek mohou vykazovat inhibiční účinky na růst jiných mikroorgani-

zmů. Inhibice jednoho kmene jiným může být založena na různém mechanizmu účinku a 

produkce je často ovlivněna podmínkami v růstovém prostředí [16]. 

Nicméně, antimikrobiální látky, které přitahují největší pozornost, jsou bakteriociny. Prak-

ticky všechny mikroorganizmy jsou schopny je produkovat. Bakteriociny je možné defino-

vat jako ribozomálně syntetizované antimikrobiální látky proteinové povahy. Díky svým 

antimikrobiálním schopnostem představují velký potenciál při bioprezervaci a prodlužová-

ní údržnosti potravinářských výrobků bez použití tepelného či chemického ošetření, což 

splňuje nejmodernější požadavky spotřebitelů [31]. 

První objev existence bakteriocinů byl v roce 1925. Byl produkován kmenem Escherichia 

coli vůči jiné kultuře Escherichia coli a nazván kolicin. Termín kolicin je nyní používán 

pro specifický baktericidní protein produkovaný kmeny E. coli a úzce související s inhi-

biční aktivitou vůči čeledi Enterobacteriaceae. V současné době se pojem bakteriociny 
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používá k označení baktericidních bioaktivních peptidů nebo proteinů produkovaných 

mnoha bakteriálními kmeny z grampozitivních i gramnegativních zástupců [32]. 

Chemicky se jedná o jedno řetězcové (někdy i dvou řetězcové) proteinové molekuly, které 

se skládají obvykle z 20 až 60 aminokyselin, s molekulovou hmotností od 2 500 do  

6 000 Da, ribozomálně syntetizované, procházející pouze malými posttranslačními úpra-

vami. Za normálních okolností jsou bakteriociny kationové, hydrofobní nebo amfifilní mo-

lekuly mající struktury šroubovice nebo skládaného listu (případně obojí) a mohou mít 

volné tiolové, tioesterové či disulfidické skupiny. Přítomnost amfipatické alfa-helikální 

struktury s protilehlými polárními a nepolárními skupinami podél hlavní osy umožňuje 

bakteriocinům interagovat s hydrofilními či hydrofobními skupinami, které jsou navázány 

na membránovém povrchu bakteriální buňky, což vede k destabilizaci funkčních struktur a 

usmrcení. V současné době jsou známé aminokyselinové sekvence u 45 bakteriocinů a tyto 

studie ukázaly, že některé z bakteriocinů, které byly původně uvedeny pod různými názvy, 

mají stejné aminokyselinové složení (např. pediocin AcH a pediocin PA-1 nebo sarcin P a 

bavaricin A) [28]. 

Pokud jde o inhibiční spektrum, lze bakteriociny dělit do dvou skupin. První skupina zahr-

nuje bakteriociny, které mají spektrum účinnosti pouze na úzce příbuzné bakterie, které 

patří do stejného rodu, například lactocin 21, lactocid B, diplococin, helveticin J. Do druhé 

skupiny se řadí bakteriociny, které mají relativně široké spektrum účinnosti, například ni-

sin, pediocin, leuconocin. Obecně vykazují i při nízkých koncentracích poměrně vysokou 

antimikrobiální účinnost [1,28]. 

Některé další obecné rysy bakteriocinů produkovaných BMK [1, 28]: 

 Produkční kmen je rezistentní vůči svému vlastnímu bakteriocinu, ale může vyka-

zovat citlivost na jiné bakteriociny (například Pediococcus acidilactici produkující 

pediocin AcH je citlivý vůči nisinu A, ale rezistentní vůči sarcinu A) 

 Mikroorganizmus může produkovat více než jeden bakteriocin (např. Lactococcus 

lactis produkuje lactococcin A, B a M) 

 Kmeny z různých druhů a rodů mohou produkovat stejné bakteriociny (např. pedi-

ocin AcH je produkován kmeny Pediococcus acidilactici, P. pentosaceus, Lactoba-

cillus plantarum, Bacillus coagulans) 
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 Kmeny z různých poddruhů mohou produkovat různé bakteriociny (např. odlišné 

kmeny Lactococcus lactis subsp. lactis produkují nisin A či laktacin 481) [1, 28]. 

Co se týče mechanizmu působení, je obecně přijata hypotéza, že bakteriocin interaguje 

s mikroorganizmem na základě specifické či nespecifické adsorpce na buněčném povrchu. 

Primárním cílem bakteriocinů je navázání se na cytoplazmatickou membránu a pozměnění 

membránové struktury, což má za následek změnu v permeabilitě membrány. Další me-

chanizmus spočívá v narušení membránového transportu a protonmotivní síly a tím vede 

k potlačení energetické produkce a biosyntézy proteinů a nukleových kyselin [31]. 

Někteří autoři řadí bakteriociny do skupiny antibiotik, ale vzhledem k jejich mechanizmu 

syntézy, struktury a funkce patří do samostatné a odlišné skupiny antimikrobiálních látek. 

Na základě molekulárních struktur jsou rozděleny do několika skupin [1]: 

 Třída I – nízkomolekulární antibiotika [1, 28, 32]: 

 Malé molekuly (5 kDa) 

 Obsahují zbytky neobvyklých aminokyselin, jako je například 3-metyllanthionin, 

lanthionin 

 Tepelně stabilní 

 Další dělení do dvou skupin (lantibiotika typu A, lantibiotika typu B) 

 Producenti z rodů Lactobacillus, Staphyloccocus, Streptococcus, Bacillus 

 Nisin, epidermin, lactocin S, gallidermin 

 

 Třída II – nízkomolekulární peptidické bakteriociny [1, 28, 32]: 

 Největší skupina, která byla charakterizována 

 Malé molekuly (10 kDa) 

 Tepelně stabilní, nemodifikované 

 Neobsahují lanthionin 

 Další dělení do tří skupin 

 Producenti z rodů Pediococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, Enterococcus 
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 Lasicin F, helvetin J, caseicin 80, leucocin A, enterocin P a další 

 

 Třída III – velké proteiny [1, 28, 32]: 

 Velké proteiny (30 kDa) 

 Tepelně labilní 

 Skupina není tak dobře charakterizována jako předešlé 

 Lactacin A a B a V-1829 

 

 Třída IV – komplexní bakteriociny [1, 28, 32]: 

 Ke své aktivitě vyžadují přítomnost sacharidové nebo lipidové skupiny 

Tato skupina prozatím nebyla dostatečně charakterizována na biochemické úrovni [1, 

28, 32]. 

2.2.1 Nisin 

Nisin je jeden z nejznámějších a nejdůležitějších zástupců bakteriocinů, řadících se do tří-

dy I, antibiotika typu A. Poprvé byl objeven v roce 1928, kdy produkční mléčné koky způ-

sobovaly problémy při výrobě sýra v důsledku inhibice startovacích kultur. Jeho struktura 

však byla objasněna mnohem později a to až v roce 1971. Je produkován několika kmeny 

Lactococcus lactis subsp. lactis [1, 28, 32]. 

Nisin je polypeptid skládající se z 34 aminokyselin s molekulovou hmotností 3510 Da. 

Jeho struktura je atypická tím, že obsahuje jeden lanthioninový kruh a čtyři methyllanthio-

ninové kruhy (Obr. 2). Bylo objeveno a popsáno 6 různých forem (označeny jako nisin A, 

B, C, D, E a Z). Nisin má přirozenou variantu ve formě Z, který se odlišuje od velmi struk-

turně podobné varianty A tím, že aminokyselina histidin v poloze 27 je nahrazena aspara-

ginem. Tato změna má vliv na rozpustnost a také na antimikrobiální aktivitu, která se touto 

substitucí zvyšuje [1, 25]. 
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Obrázek 2: Struktura nisinu A [1] 

Nisin má široké spektrum působení vůči grampozitivním bakteriím. Baktericidní účinek 

byl prokázán na většinu BMK, dále Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, vege-

tativní buňky Bacillus spp. a Clostridium spp., jakož i na některé spory rodů Bacillus a 

Clostridum. Primárním místem působení je cytoplazmatická membrána. U gramnegativ-

ních bakterií je účinný pouze v případě, že došlo k poškození membrány v důsledku půso-

bení chelatačních činidel (např. EDTA), nisin je pak schopen se navázat na ionty hořčíku 

z lipopolysacharidové vrstvy vnější membrány. Způsob účinku nisinu byl dlouhodobě in-

tenzivně studován a bylo navrženo několik mechanizmů působení. Bylo prokázáno, že 

inhibuje biosyntézu peptidoglykanu, interaguje s prekurzory lipidů v buněčné stěně a je 

také schopen tvorby pórů, což vede k difúzi malých sloučenin (jako jsou aminokyseliny a 

ATP), a následně k porušení protonmotivní síly a k zastavení biosyntézy makromolekul 

(jako jsou DNA, RNA a proteiny). Dále bylo prokázáno, že je schopen indukovat autolýzu 

u buněk stafylokoků [1, 3, 4, 28, 32]. 

Použití nisinu jako konzervačního prostředku v potravinách podléhá schválení regulačních 

úřadů v jednotlivých zemích. Ve Spojeném království a některých dalších zemích, byl 

k dispozici na trhu již od roku 1950, na druhou stranu v USA bylo používání schváleno až 

v roce 1988. Dnes se již ví, že nisin je pro člověka neškodný, neboť je v trávicím traktu 

štěpen proteázami a tím pádem se stává nefunkční. Nisin je tepelně stabilní, čehož se vyu-

žívá při konzervaci tepelně opracovaných výrobků (hlavně tavené sýry a konzervy), kde 

zabraňuje vyklíčení mikrobiálních spor. Dále se v některých zemích používá ve výrobcích 

jako je šlehačka, mléčné dezerty, koláče, pasterizované polévky a vejce, dresinky, omáčky, 

ovocné džusy a pivo. Naopak je nutné kontrolovat produkci u startovacích kultur, neboť 
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může dojít během výroby k nechtěné inhibici laktobacilů (např. při výrobě sýrů) [1, 4, 28, 

32]. 

2.2.2 Lacticiny 

Lacticin 3147 je bakteriocin produkovaný Lactococcus lactis subsp. lactis v exponenciální 

fázi růstu. Jedná se o tepelně stabilní bílkovinnou sloučeninu, která se skládá ze dvou pep-

tidů (LtnA1 a LtnA2). Pro plnou antimikrobiální aktivitu je nutná jejich synergická aktivi-

ta. LtnA1 je peptid skládající se z 30 aminokyselin s molekulovou hmotností 3306 Da, 

zatímco LtnA2 je peptid z 29 aminokyselin s molekulovou hmotností 2847 Da. Jsou kódo-

vány plazmidově a podléhají komplexním posttranslačním úpravám. Řadí se do tříd lanti-

biotik, ale díky synergetickému působení se v některé literatuře řadí do třídy II. Lacticin 

3147 má poměrně široké spektrum působení. Inhibuje patogeny, jako jsou Listeria, 

Clostridum, Staphylococcus, Streptococcus spp., tak i mnohé BMK (Lactococcus spp., 

Leuconostoc spp., Pediococcus spp.). Mechanizmus působení je velmi podobný jako u 

nisinu, tzn., že- indukuje tvorbu pórů v cytoplazmatické membráně, vazbou na lipidy způ-

sobuje konformační změny a také dokáže vytvářet póry v buněčné stěně. Nejčastější apli-

kace je do mléčných výrobků [1, 25]. 

Lacticin 481 je bakteriocin s úzkým spektrem působení produkovaný Lactococcus lactis 

subsp. lactis. Lantibiotikum lacticin 481 je syntetizován ribozomálně, molekulová hmot-

nost je 2901 Da. Inhibiční působení vykazuje na všechny druhy laktokoků, na některé lak-

tobacily a leukonostoky. Obzvláště vysokou citlivost vykazuje Clostridium tyrobutyricum 

[25]. 

2.2.3 Lactococciny 

Lactococciny jsou bakteriociny náležící do třídy II, produkované Lactococcus lactis. Lac-

tococcin G je produkován na konci exponenciální růstové fáze a inhibuje růst především 

BMK a některé druhy klostridií. Je složen z jednotlivých peptidů α1 (39 AMK) a β  

(35 AMK) a vytváří spirálovitou strukturu. Kladně nabitý C-konec peptidu alfa umožňuje 

proniknutí do buněčné membrány citlivých mikroorganizmů a vznik pórů, uvolňování ion-

tů a smrt buněk. Naproti tomu lactococcin 972 má odlišný mechanizmus a to, že vykazuje 

svoji aktivitu pouze u dělících se buněk, kde inhibuje tvorbu septa. U nedělících se buněk 

nevykazuje žádnou aktivitu. Lactococciny obecně mají užší spektrum působení, což před-
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stavuje jistou výhodu při průmyslových aplikacích, kdy nedochází k inhibici startovacích 

kultur [1, 24]. 

2.2.4 Enterociny 

Enterociny jsou bakteriociny produkované Enterococcus faecalis, E. faecium a E. mundtii. 

Charakterizováno bylo několik druhů a to enterocin A, AS-48, EJ97, L50, P, Q, 1071, en-

terolysin A, bakteriocin 31, mundticin a mudticin KS. Někteří autoři je všechny řadí do 

jedné skupiny (bakteriociny třídy II a IV), ale některé z nich mají neobvyklé genetické 

znaky a strukturu, což vedlo k vytvoření samostatného klasifikačního seskupení. Jeden z 

nejprostudovanějších bakteriocinů v této skupině je enterocin AS-48. Jedná se o kruhovou 

molekulu, kdy N-konec je navázán na C-konec a spojen pomocí amidové vazby. Je synte-

tizován ribozomálně a poté podroben posttranslačním úpravám a cyklizaci. Je extrémně 

tepelně stabilní (aktivní při teplotě do 80 °C, nebo i pod bodem mrazu) a snáší i pH 

v rozmezí od 3 do 8. Je složen ze 70 aminokyselin sestavených do struktury pěti alfa šrou-

bovic s vysokým podílem hydrofobních aminokyselin (49 %) přítomných ve středu cyklic-

ké struktury, což hraje důležitou roli v antimikrobiální aktivitě. Enterocin AS-48 vykazuje 

mimořádně široké spektrum účinku proti většině grampozitivních a gramnegativních bak-

terií. Jako nejcitlivější se ukázala L. monocytogenes. Díky tomuto rozsáhlému působení má 

velký potenciál jako konzervační prostředek, např. při výrobě sýrů, fermentovaných uze-

nin, kondenzovaného mléka, atp. [1, 25, 32]. 

Enterolysin produkovaný E. faecalis LMG 2333 je poměrně velká molekula tvořena  

316 aminokyselinami, s molekulovou hmotností 34501 Da, tepelně labilní, řadící se do 

třídy III. Inhibiční efekt vykazuje k enterokokům, pediokokům, laktokokům a laktobaci-

lům. Enterocin B se skládá z 53 aminokyselin, molekulová hmotnost 5463 Da a je účinný 

proti S. aureus, L. monocytogenes, Enterococcus a Lactobacillus spp. Využití je možné při 

konzervaci piva a mléčných výrobků [1, 24]. 

2.3 Producenti inhibičních látek a využití v potravinářství 

Antimikrobiální látky produkované mikroorganizmy, především bakteriociny, mají na trhu 

strategické postavení a představují velký potenciál. Výzkum pro vhodnou aplikaci probíhá 

již několik desítek let a tyto látky mohou představovat lepší a levnější alternativu oproti 

chemickým konzervačním činidlům. Bakteriociny produkované BMK jsou obecně pova-

žovány za bezpečné (vyjma cytolisinu vylučovaného E. faecalis) a v trávicím  traktu do-
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chází k jejich inaktivaci působením proteáz. Primární důvod pro použití je prodloužení 

údržnosti, čímž dojde ke snížení ekonomických ztrát v důsledku znehodnocení potravin, 

dále náhrada chemických konzervačních látek, snížení intenzity fyzikálního ošetření, eli-

minace patogenů, a uspokojit požadavky zákazníků po čerstvých a minimálně ošetřených 

potravinách. V následující tabulce (Tab. 1) jsou shrnuty produkční kmeny bakteriocinů a 

možnosti aplikace [24, 25]. 

Tabulka 1: Využití kultur produkujících bakteriociny ke konzervaci potravin [1, 24, 25, 28, 

31] 

Produkční kmen Bakteriocin Citlivý mikroorga-

nizmus 

Druh konzervované 

potravin 

L. lactis * nisin A G+ * zelenina, pečivo 

L. lactis lacticin 3147 G+ mléčné výrobky, 

fermentované masné 

výrobky 

L. lactis lacticin 481 BMK, klostridia sýr, masné výrobky, 

zelenina 

Lb. sakei 706 * sakacin A Listeria monocyto-

genes 

vakuově balené ma-

so 

E. faecalis A-48-32* enterocin AS-48 S. aureus mléko 

L. lactis subsp. cre-

moris 40FEL3 

nisin A L. monocytogenes cottage sýr 

L. lactis IFPL 3593 lacticin 3147 Cl. tyrobutyricum* polotvrdé sýry 

Lb. sakei sakacin P L. monocytogenes fermentované salá-

my 

L. lactis subsp. 

lactis INIA 415 

nisin Z, lacticin 481 Cl. feijerinckii ovčí sýry 

E. mundtii mundticin L. monocytogenes uzený losos 

* G+ - grampozitivní bakterie 

* L. – rod Lactococcus 

* Lb. – rod Lactobacillus 

* E. – rod Enterococcus 

* Cl. – rod Clostridium 
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3 PROTEKTIVNÍ KULTURY 

Využití bakterií mléčného kvašení, které zpomalují růst nežádoucích mikroorganizmů a 

tím prodlužují údržnost potravin, bylo praktikováno již od starověku. Nejdříve intuitivně, 

posléze se tyto praktiky opřely o vědecké poznatky. Jeden z prvních badatelů věnujících 

se této oblasti byl Louis Pasteur, který zkoumal mezibakteriální inhibici (pravděpodobně u 

Escherichia coli) naočkovaných v moči. V první polovině dvacátého století byla provedena 

základní charakteristika antimikrobiálních látek produkovaných mikroorganizmy (bakteri-

ociny). O několik let později, v roce 1953 byl v Anglii jeden z nejvýznamnějších zástupců 

bakteriocinů, nisin, jako první uveden na trh. Později byl nisin schválen EU a FDA (Food 

and Drug Administration) ve více než 50 zemích. V posledních třiceti letech se grampozi-

tivní bakterie a zejména BMK staly významnou součástí při bioprezervaci potravin a sou-

částí protektivních, tzv. „ochranných“ kultur [25, 33]. 

3.1 Charakteristika a požadavky na protektivní kultury 

Bioprezervace potravin zahrnuje procesy vedoucí k prodloužení údržnosti potravin a za-

chování či zlepšení zdravotní nezávadnosti za použití mikroorganizmů nebo jejich extrace-

lulárních metabolitů, které jsou schopny inhibovat růst jiných mikroorganizmů v důsledku 

produkce antimikrobiálních látek. Ochrana zdraví spotřebitele patří mezi nejdůležitější 

aspekty, především pokud se jedná o potraviny k přímé spotřebě. Startovací kultura má 

význam hlavně technologický (například cílená produkce kyseliny mléčné), zatímco pri-

márním účelem aplikace protektivních kultur je cílená produkce látek antimikrobiálních, 

jež mají nezanedbatelný potenciál při zlepšení mikrobiologické bezpečnosti potravin, což 

podporuje systém správné výrobní praxe a tím dochází ke snížení rizika růstu a přežívání 

patogenů. Důležitým předpokladem pro úspěšnou aplikaci protektivních kultur je jejich 

schopnost produkovat dostatečně aktivní metabolity antagonistické proti širokému spektru 

příslušného patogenního mikroorganizmu, původcům znehodnocujícím potraviny nebo 

plísním [11, 12]. Obecné mechanizmy interference nejsou zatím zcela objasněny, ale před-

pokládá se, že mezi mikroorganizmy dochází ke konkurenčnímu boji o živiny (jsou schop-

ny využívat dostupné zdroje uhlíku rychleji než nežádoucí konkurence) a adhezní místa, 

nepříznivým změnám životního prostředí nebo ke kombinaci těchto jevů [25, 30]. Navíc 

každá antimikrobiální látka použitá pro konzervaci potravin většinou nepůsobí samostatně, 

ale dochází k synergetickému působení, což má za následek zvýšení účinnosti a vznik tzv. 

bariérového efektu [10]. 
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Ačkoliv jsou některé BMK spojovány s původci kažení potravin či možnou patogenitou, 

většina z nich je považována za neškodnou. Mnohé kmeny BMK jsou na seznamu GRAS 

(tzn., že jsou obecně považovány za bezpečné). Protektivní kultury musejí splňovat několik 

důležitých aspektů: 

 bezpečné (nesmí představovat žádné zdravotní riziko) 

 schválené (označeny GRAS) 

 žádný negativní vliv na senzorické vlastnosti produktu 

 účinnost i při nízkých koncentracích 

 ekonomicky dostupné a jednoduché na přípravu 

 stabilní během zpracování a skladování [12, 25, 30 25, 30]. 

3.2 Aplikace protektivních kultur 

Protektivní a startovací kultury BMK produkují rozmanitou škálu metabolitů s antimikro-

biální aktivitou. Mezi nejvýznamnější látky patří především kyseliny mléčná, octová a 

propionová (snížení pH), oxid uhličitý (potlačení aerobní mikroflóry), diacetyl, peroxid 

vodíku, reuterin, fenylmléčná kyselina, cyklické dipeptidy, proteinové sloučeniny (bakteri-

ociny, fungicidy), 3-hydroxy-mastné kyseliny, kyselina kapronová [10, 12, 25].  

Jak bylo zmíněno již dříve, protektivní neboli ochranné kultury mají několik důležitých 

funkcí, které se využívají při výrobě a skladování potravin. Jedna z nejdůležitějších je 

schopnost zabránit růstu a množení nežádoucích mikroorganizmů při výrobě fermentova-

ných produktů. BMK dokážou inhibovat růst bakterií Listeria monocytogenes, Escherichia 

coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium sp., non-starterových BMK, 

kvasinek (Candida, Debaryomyces), plísní (Fusarium, Penicillium, Aspergillus) a taktéž 

mikroorganizmů schopných produkovat biogenní aminy [1, 34, 35]. Další pozitivní vlast-

ností je schopnost urychlit zrání sýrů prostřednictvím zvýšené lyze buněk zákysové kultu-

ry. Během tohoto procesu dochází k uvolnění intracelulárních proteináz a peptidáz, což 

vede k rychlejšímu nástupu proteolýzy a tedy i k rychlejším změnám bílkovin. Touto 

schopností vynikají především nisin-produkující kmeny [38]. Ačkoliv využití ochranných 

kultur se nabízí v různých potravinářských komoditách, zcela největší význam má při pro-

dukci mléčných a fermentovaných masných výrobků [25]. Příklady průmyslových aplika-

cí, včetně inhibovaných mikroorganizmů jsou shrnuty v následující tabulce (tabulka 2). 
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Tabulka 2: Průmyslové aplikace protektivních kultur [25, 36, 37] 

Bakteriální kultura Surovina Inhibovaný mikro-

organizmus 

E. faecalis A-48-32 mléko, čerstvý sýr S. aureus 

L. lactis ESI 515 mléko L. monocytogenes 

L. lactis TAB 50 polotvrdé sýry S. aureus 

Lb. casei ATCC 393 suché salámy  

E. faecium DPC 

1146 

sýr čedar L. monocytogenes 

L. lactis CL 1 polotvrdý sýr L. monocytogenes 

L. lactis IPLA 729 sýr S. aureus 

Lb. sakei fermentované masné 

výrobky 

produkující BA 

Pediococcus acidi-

lactici 

krutí klobásy L. monocytogenes 

3.3 Faktory ovlivňující produkci antimikrobiálních látek a možnosti 

modifikace 

Stejně tak jako vnější podmínky ovlivňují růst, rozmnožování a metabolizmus bakterií, 

mají tím pádem i přímý dopad na produkci antimikrobiálních látek. Fermentační média 

mohou ovlivňovat schopnost kmene produkovat detekovatelná množství inhibiční látky, 

její stabilitu či citlivost nežádoucích mikroorganizmů. Účinnost může být ovlivněna délkou 

a podmínkami během skladování (ačkoliv stabilita inhibičních látek je jeden z požadavků 

pro jejich použití) a taktéž vlastnostmi surovin. Protektivní kultury nemusejí být pro někte-

ré potraviny vhodné, neboť vykazují například enzymovou či chemickou aktivitu nebo 

byly během zpracování podrobeny fyzikálnímu či chemickému ošetření. Taktéž vysoký 

obsah tuku, na který se mohou antimikrobiální látky navázat pomocí nespecifické hydro-

fobní interakce, představuje problém [25, 26, 37, 39]. 

Teplota má přímý účinek na rychlost bakteriálního růstu a tím pádem může ovlivnit pro-

dukci antimikrobiálních látek. Vyšší teploty mají vliv na plazmidy obsahující genetickou 

informaci, která je potřebná pro produkci bakteriocinů. Na druhé straně většina bakterioci-

nů je dostatečně tepelně stabilní, tudíž může zůstat aktivní i v době, kdy v médiu nejsou 

přítomny životaschopné buňky. Teplota má navíc vliv na tekutost membrány a může vést 
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ke snížení účinnosti tvorby pórů u inhibovaných mikroorganizmů. Stacionární fáze růstu je 

povětšinou doprovázena snižováním antimikrobiální aktivity a to z několika důvodů: 

v pozdějších fázích růstu dochází k rozkladu látek působením přítomných proteináz, díky 

přítomnosti kyselin může docházet k destabilizaci bakteriocinů a může docházet k adsorpci 

bakteriocinů na složky růstového média či v produkčních buňkách. Dalším faktorem, který 

ovlivňuje produkci, může být hodnota pH. Obecně má většina bakteriocinů vyšší antimik-

robiální aktivitu při nižších hodnotách (pH  5) v důsledku zvýšené rozpustnosti a menší 

agregaci hydrofilních peptidů [11, 25, 26]. 

Z těchto důvodů je aplikace možná třemi způsoby: 

 in vitro: přímé použití bakteriocinů, vyprodukovaných za standardizovaných růsto-

vých podmínek a jejich následná izolace z fermentačního média  

 in situ: přímé použití mikroorganizmů produkujících antimikrobiální látky k výrobě 

potravin (aplikace protektivních, sekundárních kultur) 

 aplikace směsných kultur produkující rozličné antimikrobiální látky (respektive 

bakteriociny) [25, 38]. 

Systémová biologie, která byla nazvána vědou 21. století, je relativně nový vědecký směr 

v biologii, který se zabývá studiem biologických funkcí a mechanizmů v živých systé-

mech. Spojuje studium genomiky, transkriptomiky (popis kompletních sad transkriptomů), 

proteomiky a metaboliky, které popisuje komplexním studiem těchto interakcí, které jsou 

vytvářeny matematickým modelování s cílem vytvářet modely pro biologickou interpretaci 

a predikci chování organizmů. Základním bodem těchto poznatků je sekvencování geno-

mu, které poskytuje velké množství informací. Systémová biologie díky těmto poznatkům 

poskytuje silný nástroj pro komplexní pohled na metabolický aparát organizmů, spíše než 

na konkrétní jednotlivé pochody v buňce a bude mít jistě obrovský dopad na budoucí vývoj 

startovacích a protektivních kultur. Tyto znalosti budou tvořit základní screeningové pří-

stupy pro rychlou detekci více žádoucích kmenů a umožní určit, které kmeny jsou pro 

konkrétní aplikaci vhodnější. Bude možné produkovat výrobky s více žádoucími vlast-

nostmi, jako je chuť, textura, delší trvanlivost či výrobky zdraví prospěšné. Nové moleku-

lárně-biologické metody umožňují lepší nahlédnutí do této problematiky a tím zvyšovat 

efektivitu využití těchto organizmů. Dalším možností je žádaná genetická modifikace me-

tabolismu konkrétních mikroorganizmů pro zlepšení jejich metabolické produktivity. Tato 

strategie již byla úspěšně použita například u kmene Lactococcus cremoris DPC 4268 pře-



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 35 

 

nosem plazmidu kódující lacticin 3147 z kmene Lactococcus lactis DPC 3147 u startovací 

kultury použité k výrobě sýru čedar. I přesto, že byly provedeny mnohé úspěšně provedené 

pokusy, mohou některé modifikované kmeny otestované v laboratoři vykazovat vhodné 

vlastnosti, nicméně po aplikaci do reálných systémů (potravin) se mohou vyskytnout od-

chylky od žádaných vlastností. Nicméně problémem stále zůstává negativní přístup spotře-

bitelů k rekombinantním technologiím a také regulační a legislativní překážky pro použí-

vání geneticky modifikovaných organizmů, které se navíc v jednotlivých zemích liší. Po-

dobně požadavky na označování jsou velmi odlišné v různých částech světa, a proto se 

předpokládá, že i přes velký potenciál těchto metod bude řešení těchto otázek velmi poma-

lý proces a získané vědecké poznatky budou dalece předcházet před průmyslovým využi-

tím v potravinářském průmyslu [38, 40, 41]. 
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4 PRODUKCE BIOGENNÍCH AMINŮ 

Biogenní aminy jsou nízkomolekulární organické dusíkaté bazické sloučeniny odvozené 

od aminokyselin, které disponují vysokou biologickou aktivitou a mohou být syntetizová-

ny či degradovány jako produkty běžné metabolické činnosti rostlin, zvířat či mikroorgani-

zmů. Dle chemické struktury se mohou dělit na alifatické (putrescin, kadaverin), aromatic-

ké (tyramin, β-fenyletylamin), heterocyklické (histamin, tryptamin) a polyaminy (spermin, 

spermidin, putrescin, kadaverin, agmatin, tabulka 3) [42, 43]. 

4.1 Vznik a výskyt biogenních aminů 

Biogenní aminy jsou syntetizovány v potravinách ze specifických volných aminokyselin 

procesem dekarboxylace působením enzymů dekarboxyláz (třída lyázy), při kterém se od-

bourává karboxylová skupina aminokyseliny a odštěpí se oxid uhličitý. Proces dekarboxy-

lace může postupovat přes dvě biochemické dráhy. První cesta je zapříčiněna přítomností 

endogenních, přirozeně se vyskytujících enzymů v surovině nebo činností exogenních mik-

robiálních enzymů [14, 42, 44].  

Vznik biogenních aminů v potravinách je závislý na splnění několika podmínek: 

 přítomnost dekarboxyláza pozitivních mikroorganizmů, 

 přítomnost prekurzorů (aminokyselin) v potravině, 

 vhodné podmínky pro množení a růst mikroorganizmů [6, 42]. 
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Tabulka 3: Chemická struktura a prekurzory biogenních aminů [42, 46] 

 Prekurzorová 

aminokyselina 

Biogenní amin Chemický vzorec 

aromatické tyrozin tyramin 

 

fenylalanin fenyletylamin 

 

heterocyklické histidin histamin 

 

tryptofan tryptamin 

 

alifatické arginin 

ornitin 

citrulin 

putrescin 

 

lyzin kadaverin 

 

polyamin putrescin 

spermidin 

spermin 

 

putrescin 

spermin 

spermidin 

 

 

Přítomnost biogenních aminů byla hlášena v různých potravinách. Obzvláště vysoký obsah 

bývá v potravinách fermentovaných nebo bohatých na bílkoviny či volné aminokyseliny, 

jako jsou zrající sýry, mléčné výrobky, maso a fermentované salámy, víno, jablečný mošt, 

pivo, zelenina, kysané zelí, ryby, atp. [42, 43, 44]. 

4.2 Mikroorganizmy produkující biogenní aminy 

Mikroorganizmy schopné produkovat biogenní aminy disponující enzymy zajišťující pozi-

tivní dekarboxylázovou aktivitu. Tyto mikroorganizmy se mohou v potravinách vyskytovat 
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přirozeně jako součást směsných startovacích kultur. U nefermentovaných potravin jde 

většinou o kontaminující mikroflóru během výroby a skladování. Obsah biogenních aminů 

může být ukazatelem vstupní jakosti surovin a hygieny celého výrobního procesu, včetně 

skladování. Vysoké koncentrace těchto látek mohou být indikátorem kontaminace a pokro-

čilého stupně kažení [6, 42, 45]. 

Množství je obvykle závislé na několika parametrech, včetně kvalitativní a kvantitativní 

složení mikroflóry, dostupnosti substrátu (zejména aminokyselin, sacharidů a pyridoxalfos-

fátu), teplotě, pH (optimum pro dekarboxylázovou aktivitu se pohybuje v rozmezí 4 – 5,5), 

přítomnosti soli, kvalitě vstupních surovin, době skladování či zrání výrobku (čím je doba 

skladování delší, tím je zpravidla i vyšší obsah biogenních aminů), hygienických podmín-

kách během výroby, rozsahu proteolýzy (s rozsáhlejší proteolýzou se obsah biogenních 

aminů zpravidla zvyšuje), výrobních podmínkách a taktéž na použitém druhu startovací 

kultury (je nutné vybírat kmeny s negativní dekarboxylázovou aktivitou) [44]. 

Mezi mikroorganizmy, které jsou schopny produkovat biogenní aminy, a vykazují tedy 

pozitivní dekarboxylační aktivitu se řadí nejčastěji rody náležící do čeledí Enterobacteria-

ceae, Bacillaceae a Micrococaceae. Enterobakterie jsou považovány za skupinu mikroor-

ganizmů s nejvýznamnější dekarboxylační aktivitou. Mnoho zástupců produkuje obzvláště 

vysoké množství kadaverinu, putrescinu a histaminu. Mezi bakterie produkující biogenní 

aminy se řadí například Escherichia coli, Enterobacter (aerogenes, cloacae), Klebsiella 

(pneumoniae, oxytoca, variicola) Proteus vulgaris, Serratia (marcescens, liquefaciens, 

plymuthica, fonticola, grimesii), Morganella morganii, Salmonella, Hafnia alvei, Edward-

siella spp, Raoultella (ornithinolytica, planticola). Ze skupiny bakterií mléčného kvašení 

jsou rovněž mnohé kmeny dekarboxyláza pozitivní produkující tyramin, histamin, putres-

cin, kadaverin, spermin, spermidin či fenyletylamin. Mezi hlavní producenty se řadí napří-

klad Lactobacillus (brevis, hilgardii, malidelbrueckii subsp. bulgaricus, curvatus, brevis, 

casei, paracasei, plantarum), Lactococcus (lactis, cremoris), Streptococcus thermophilus, 

Leuconostoc pseudomesenteroides, Oenococcus. Mezi produkující dále patří například 

Staphylococcus (aureus, epidermidis, capitis, pasteuri), Bacillus (cereus, coagulans, subti-

lis, megaterium, amyloliquefaciens), Photobacterium (phosphoreum, damselae), Vibrio 

spp, Aeromonas spp., Plesiomonas shigelloides a mnohé další. Seznam dekarboxyláza po-

zitivních mikroorganizmů se díky novým poznatkům a moderním detekčním metodám 

neustále zvětšuje a je i nadále možné očekávat další rozšíření tohoto dlouhého seznamu [1, 

14, 42, 44]. 
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4.3 Biologické účinky biogenních aminů 

Biogenní aminy získaly své označení proto, že jsou vytvářený metabolizmem živých orga-

nizmů, kde plní řadu důležitých funkcí. V nízkých koncentracích je jejich přítomnost nutná 

pro správné fungování organizmu a k zajištění důležitých biologických funkcí. Histamin se 

podílí na uvolňování adrenalinu a noradrenalinu, stimuluje hladké svalstvo v děloze a trá-

vicím traktu, řídí sekreci žaludeční kyseliny. Tyramin zvyšuje hladinu cukru v krvi, uvol-

ňuje noradrenalin, zvyšuje srdeční frekvenci, zrychluje dýchání. Putrescin a kadaverin mají 

vliv na stabilizaci makromolekul, hypotenzi a zvyšují toxicitu jiných aminů. Fenyletylamin 

a tryptamin zvyšují krevní tlak a způsobuje migrény [47]. 

Nadměrný příjem zapříčiněný konzumací potravin s vysokým obsahem těchto látek může 

však představovat pro lidské zdraví negativní toxikologické účinky. Škodlivost biogenních 

aminů pro spotřebitele je značně závislá na přijaté dávce, věku a zdravotním stavu jednot-

livců. Zdravotní riziko může taktéž představovat genetická indispozice odbourávání těchto 

látek. Obecně citlivější jsou děti, nemocní a starší lidé. Mezi typické příznaky otravy patří 

hypotenze nebo naopak hypertenze, bolest hlavy, nevolnost, alergické reakce, dýchací po-

tíže, pocení, bušení srdce a ve výjimečných případech i smrt [6, 42, 47]. 

Běžné koncentrace biogenních aminů přijatých ve stravě je za normálních podmínek orga-

nizmus bez problému schopen odbourat díky účinnému detoxikačnímu mechanizmu ve 

střevním traktu. Jedná se o systém, který je založený především na činnosti enzymů mono-

aminooxidázy, diaminooxidázy, histidinmetyltransferázy a histaminázy. Pokud však dojde 

k jeho narušení (vlivem nadměrné konzumace alkoholu, vysoký příjem biogenních aminů 

v potravě, jedinci se zhoršenou funkcí jater, lidé užívající léky působící jako inhibitory 

enzymů, např. antidepresiva, antiparkinsonika) a tím snížení detoxikační kapacity, může 

docházet ke zdravotním problémům, případně až k intoxikaci [42, 47]. 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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5 CÍL PRÁCE 

Cílem práce bylo zmapování inhibičního působení protektivních kultur produkující bakte-

riociny na vybrané bakterie mléčného kvašení s pozitivní dekarboxylázovou aktivitou.  

Dále byla u kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 monitorována kinetika produkce 

biogenních aminů v čase za zvyšujícího se přídavku antimikrobiálního kmene či jeho me-

tabolitů v podmínkách in vitro. 

Biogenní aminy byly stanoveny pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie (HPLC) 

s pre-kolonovou derivatizací danzychloridem a UV/VIS detekcí. 
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6 MATERIÁL A METODIKA 

6.1 Použité inhibiční bakteriální kultury 

V experimentální části bylo použito celkem 22 kmenů získaných ze Sbírky čistých mlékař-

ských mikroorganizmů Laktoflora (Culture Collection of Diary Microorganisms - CCDM) 

MILCOM a.s., v Praze. Konkrétní použité kmeny jsou uvedeny v tabulce 4, včetně meta-

bolitů inhibující růst jiných mikroorganizmů (dle informací od poskytovatele kultur). 

Tabulka 4: Použité kmeny inhibičních kultur 

Označení kme-

ne 

Rod Druh Produkce metabolitů 

CCDM 945 Enterococcus faecium  

CCDM 79 Lactobacillus acidophilus peroxid vodíku, acidocin 

C20079 

CCDM 149 Lactobacillus acidophilus bakteriocin podobné látky 

CCDM 377 Lactobacillus gasseri protein s mol.hmotností 

50 kDa 

CCDM 340 Lactobacillus gasseri  

CCDM 214 Lactobacillus gasseri bakteriocin podobné látky 

CCDM 215 Lactobacillus gasseri bakteriocin podobné látky 

CCDM 62 Lactobacillus helveticus  

CCDM 82 Lactobacillus helveticus bakteriocin podobné látky 

CCDM 125 Lactobacillus helveticus  

CCDM 670 Lactococcus lactis biovar. diacetylactis nisin 

CCDM 686 Lactococcus lactis biovar. diacetylactis nisin 

CCDM 689 Lactococcus lactis biovar. diacetylactis nisin 

CCDM 695 Lactococcus lactis biovar. diacetylactis nisin 

CCDM 698 Lactococcus lactis biovar. diacetylactis nisin 

CCDM 731 Lactococcus lactis subsp. lactis nisin 

CCDM 71 Lactococcus lactis subsp. lactis nisin 

CCDM 414 Lactococcus lactis subsp. lactis nisin 

CCDM 418 Lactococcus lactis subsp. lactis nisin 

CCDM 416 Lactococcus lactis subsp. lactis nisin 

CCDM 702 Lactococcus lactis subsp. lactis nisin 

CCDM 671 Lactococcus lactis subsp. lactis nisin 
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6.2 Použité dekarboxyláza pozitivní bakteriální kultury 

V experimentální části bylo použito celkem 53 kmenů, z toho 11 izolátů získaných ze sbír-

ky bakterií Ústavu inženýrství ochrany životního prostředí, Univerzity Tomáše Bati ve 

Zlíně, 15 izolátů získaných z MILCOM a.s., pobočky v Táboře (označeny písmenem T), 

19 kmenů izolovaných jako kontaminanty piva (získány ze sbírky mikroorganizmů Vý-

zkumného ústavu pivovarského a sladařského v praze – RIBM) a 8 kmenů získaných ze 

Sbírky čistých mlékařských mikroorganizmů Laktoflora (CCDM) MILCOM a.s., v Praze. 

Jednotlivé kmeny, původ a označení jsou uvedeny v tabulce 5. 

Tabulka 5: Použité kmeny dekarboxyláza pozitivních kultur 

Označení kmene Rod Druh Původ 

CCDM 53 Enterococcus durans sbírkový kmen  

CCDM 48 Lactococcus lactis subsp. lactis sbírkový kmen  

CCDM 141 Lactococcus lactis subsp. lactis sbírkový kmen  

CCDM 824 Lactococcus lactis subsp. cremo-

ris 

sbírkový kmen  

CCDM 946 Lactococcus lactis subsp. cremo-

ris 

sbírkový kmen  

CCDM 1004 Lactococcus lactis subsp. lactis sbírkový kmen  

CCDM 364 Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus 

sbírkový kmen  

CCDM 224 Streptococcus thermophilus sbírkový kmen  

T2 Lactobacillus curvatus izolát ze sýru 

T3 Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 

izolát ze sýru 

T8 Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 

izolát ze sýru 

T15 Lactobacillus curvatus izolát ze sýru 

T19 Enterococcus sp. izolát ze sýru 

T20 Enterococcus sp. izolát ze sýru 

T24 Lactobacillus brevis izolát ze sýru 

T36 Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 

izolát ze sýru 
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T37 Lactobacillus curvatus subsp. cur-

vatus 

izolát ze sýru 

T41 Lactobacillus curvatus izolát ze sýru 

T43 Enterococcus faecalis izolát ze sýru 

T50 Lactobacillus paracasei izolát ze sýru 

T51 Lactobacillus paracasei izolát ze sýru 

T52 Lactobacillus paracasei izolát ze sýru 

T63 Leuconostoc pseudomesenteroides izolát ze sýru 

Al-3 Lactobacillus curvatus izolát ze sýru 

Al-7 Lactobacillus plantarum izolát ze sýru 

AIV-11 Lactobacillus casei/paracasei izolát ze sýru 

AIV-13 Lactobacillus casei/paracasei izolát ze sýru 

AIV-7 Lactobacillus plantarum izolát ze sýru 

RIBM 2-16 Lactobacillus brevis izolát z piva 

RIBM 2-20 Lactobacillus brevis izolát z piva 

RIBM 2-33 Lactobacillus brevis izolát z piva 

RIBM 2-50 Lactobacillus brevis izolát z piva 

RIBM 2-62 Lactobacillus brevis izolát z piva 

RIBM 2-67 Lactobacillus brevis izolát z piva 

RIBM 2-68 Lactobacillus brevis izolát z piva 

RIBM 2-69 Lactobacillus brevis izolát z piva 

RIBM 2-70 Lactobacillus brevis izolát z piva 

RIBM 2-72 Lactobacillus brevis izolát z piva 

RIBM 2-78 Lactobacillus brevis izolát z piva 

RIBM 2-93 Lactobacillus brevis izolát z piva 

RIBM 2-98 Lactobacillus brevis izolát z piva 

RIBM 2-101 Lactobacillus brevis izolát z piva 

RIBM 2-111 Lactobacillus brevis izolát z piva 

RIBM 2-89 Lactobacillus plantarum izolát z piva 

RIBM 2-94 Lactobacillus plantarum izolát z piva 

RIBM 2-96 Lactobacillus plantarum izolát z piva 
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RIBM 2-113 Lactobacillus casei/paracasei izolát z piva 

B125 Lactobacillus brevis izolát z masa 

B103 Lactobacillus sakei izolát z masa 

B170 Leuconostoc mesenteroides izolát z masa 

B171 Leuconostoc mesenteroides izolát z masa 

B149 Streptococcus salivarius izolát z masa 

B150 Streptococcus salivarius izolát z masa 

 

6.3 Kultivační média 

Použité živné půdy pro kultivaci mikroorganizmů byly vyrobeny společností Merck. 

MRS bujón byl připraven dle výrobcem doporučeného dávkování 52,2 g/l, rozlit do zku-

mavek a po uzavření sterilován v autoklávu při 121 °C po dobu 15 min. 

MRS agar pro stanovení celkového počtu mikroorganizmů (BMK) byl připraven rozpuš-

těním 52,2 g/l MRS Broth a 15 g/l agaru. Připravená půda byla sterilována při 121 °C po 

dobu 15 minut a za aseptických podmínek rozlita do Petriho misek. 

Modifikovaný MRS bujón pro vyhodnocení dekarboxylázové aktivity u Lactobacillus 

plantarum byl připraven rozpuštěním 52,2 g/l MRS Broth a dvou aminokyselin (tyrozinu a 

argininu). Tyto aminokyseliny byly přidány v koncentraci 0,3 % (w/v). Připravená půda 

byla rozlita do zkumavek a po uzavření sterilována při 121 °C po dobu 15 minut. 

Modifikovaný MRS agar pro stanovení inhibičního působení protektivních kultur byl 

připraven rozpuštěním 52,2 g/l MRS Broth a 28,75 g/l agaru. Připravená půda byla sterilo-

vána při 121 °C po dobu 15 minut a rozlita do Petriho misek. 

M17 bujón byl připraven dle výrobcem doporučeného dávkování 42,5 g/l, rozlit do zku-

mavek a po uzavření sterilován v autoklávu při 121 °C po dobu 15 min. 

M17 agar pro stanovení celkového počtu mikroorganizmů byl připraven rozpuštěním  

42,5 g/l M17 Broth a 15 g/l agaru. Připravená půda byla sterilována při 121 °C po dobu  

15 minut a asepticky rozlita do Petriho misek. 

Modifikovaný M17 agar pro stanovení inhibičního působení protektivních kultur byl při-

praven rozpuštěním 42,5 g/l MRS Broth a 25 g/l agaru. Připravená půda byla sterilována 

při 121 °C po dobu 15 minut a rozlita do Petriho misek. 
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6.4 Metodika experimentu 

6.4.1 Agar-well diffusion test 

Kultivační bujóny MRS a M17 se zaočkovanou kulturou inhibičních či produkčních kme-

nů byly kultivovány za optimálních podmínek pro zvolený druh mikroorganizmu (při tep-

lotě 30 ± 1 °C nebo 37 ± 1 °C, an/aerobní prostředí) 72 hodin. Tyto podmínky byly voleny 

dle doporučení poskytovatele kultur. 

Produkční kmeny byly po kultivaci naředěny desítkovou řadou až do ředění 10
-4

. Na Petri-

ho misky byla dávkována v množství 1 ml dvě ředění, a to 10
-3

 a 10
-4

 následně byla sus-

penze buněk přelita sterilní živnou půdou se zvýšeným přídavkem agaru (modifikovaný 

MRS nebo M17 agar). Po utuhnutí byly do agaru vytvořeny jamky sterilním nástrojem. 

Inokulum vzniklé kultivací inhibičních kmenů bylo zcentrifugováno při 10 000 ot/min, 

teplotě 15 °C, po dobu 12 minut. Získaný supernatant byl odpipetován do čistých zkuma-

vek a neutralizován hydroxidem sodným (c = 0,25 M) na pH 6±0,02. Takto upravený su-

pernatant byl v množství 100 μl dávkován do příslušných jamek vytvořených v Petriho 

miskách s inhibovanou kulturou. Schéma experimentu je shrnuto na obr. 3. 

Kultivace probíhala za podmínek vhodných pro inhibovaný mikroorganizmus (při teplotě 

30 ± 1 °C nebo 37 ± 1 °C, dle doporučení poskytovatele kultur 24-48 hodin). Každý dekar-

boxyláza pozitivní kmen byl otestován každým z 22 inhibičních kmenů.  

Vyhodnocení bylo provedeno měřením inhibičních zón a následným statistickým zpraco-

váním pomocí neparametrických testů, konkrétně Kruskal-Wallisova testu a Wilcoxonova 

testu na hladině významnosti 5 % (P < 0,05). Ke statistickému vyhodnocení výsledků byl 

použit software UNISTAT
®
, verze 6.5.04 (Unistat, Ltd., Londýn, Velká Británie). 
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Obrázek 3: Schéma experimentu agar well-diffusion test 

6.4.2 Sledování kinetiky tvorby biogenních aminů 

V experimentální části této práce byl sledován účinek vybraných vnějších faktorů (přída-

vek inhibiční kultury nebo příslušného supernatantu) na produkci biogenních aminů u 

kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89. Inhibiční kmeny byly zvoleny Lactococcus 

lactis biovar. diacetylactis CCDM 686 a Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 

689. Schéma experimentu je shrnuto na obr. 4. 

Zaočkováním 7 ml kultivačního média MRS s přídavkem 0,3 % (w/v) tyrozinu a argininu 

(každá aminokyselina /AMK/ v uvedené koncentraci), jako prekurzory příslušných bio-

genních aminů, bylo připraveno inokulum, které bylo kultivováno při teplotě 30 ± 1 °C po 

dobu 24-48 hodin. Poté bylo přeočkováno 100 μl do 7 ml MRS bujónů s AMK a kultivo-
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vány při stejných podmínkách a následně byl stejný postup za účelem indukce dekarboxy-

lačních enzymů opět opakován.  

Inhibiční kmen byl připraven zaočkováním příslušné kultury do tekutého kultivačního mé-

dia M17, které bylo kultivováno při teplotě 30 ± 1 °C 24-48 hodin. Supernatant byl získán 

odstředěním inokula při 10 000 ot/min, teplotě 15 °C, po dobu 12 minut. 

Experiment byl rozdělen na 2 části – testování inhibiční kultury CCDM 686 a CCDM 689 

a dále testování supernatantu od příslušných kultur. V čase 0 byly všechny zkumavky 

s kultivačním médiem (7 ml MRS bujónu), které byly analyzovány, zaočkovány 100 μl 

inokula Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 a kultivovány při teplotě 30 ± 1 °C.  

Přídavek inhibiční kultury (v množství 100 μl) nebo supernatantu (v množství 500 μl) byl 

proveden v časech po 0, 2, 5, 9, 12, 24, 48 a 72 hodinách kultivace. Inhibiční kultura, resp. 

supernatant, byla v uvedených asech vždy přidávána do nové sady zkumavek se zaočkova-

ným kmenem Lb. plantarum RIBM 2-89 (inokulace v čase 0 hodin) byly testovány dekar-

boxyláza pozitivním kmenem zaočkovány všechny zkumavky, které byly analyzovány. 

Schéma experimentu je znázorněno na obrázku 4. 

Odběr vzorků pro stanovení počtu mikroorganizmů a vyhodnocení růstové křivky bakterií 

probíhal po 0, 2, 5, 9, 12, 24, 48 a 72 hodinách kultivace. Odebrané vzorky byly naředěny 

desítkovou řadou a v množství 100 μl očkovány na Petriho misky roztěrem. Živné půdy 

byly kultivovány při 30 ± 1 °C po dobu 47 - 72 hodin. Získané výsledky byly přepočteny a 

vyjádřeny jako celkový počet mikroorganizmů na mililitr (vyjádřených jako log CFU/ml). 
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Obrázek 4: Schéma experimentu sledování kinetiky tvorby BA 

(modrou barvou znázorněny odběry u kontrolních vzorků bez přídavku inhibiční látky, 

černou odběry u vzorků, ke kterým byla inhibiční látka přidána ihned na počátku experi-

mentu – v čase 0, a odstíny šedé vzorky, ke kterým byla inhibiční látka přidávána v jednot-

livých časových intervalech). 

Odběr vzorků pro stanovení biogenních aminů probíhal po 0, 2, 5, 9, 12, 24, 48 a 72 hodi-

nách kultivace. Odebrané vzorky byly odstředěny při 4 600 ot/min, teplotě 15 °C, po dobu 

15 minut. Získaný supernatant byl rozdělen do tří eppendorfkových zkumavek po 750 μl a 

zředěn kyselinou chloristou (c = 1,2 mol/l) v poměru 1:1 (bylo přidáno 750 μl kyseliny). 

Při aplikaci bakteriální kultury jako použité inhibiční látky bylo nutné provést odlišení 

růstu na kultivačním médiu a stanovení počtu jednotlivých mikroorganizmů (rodů Lacto-

bacillus a Lactococcus). Z tohoto důvodu byla provedena cílená modifikace kultivačních 

půd (uvedeno v tab. 6). Stanovení počtu Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 

686 a Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 689 bylo získáno odečtením počtu 

narostlých kolonií na půdě MRS od počtu kolonií na půdě M17. 
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Tabulka 6: Použité kultivační půdy pro stanovení počtu mikroorganizmů 

Inhibiční 

látka 

Použitá 

půda 

Kultivace Modifikace půdy pH 

půdy 

supernatant MRS Lb. plantarum RIBM 2-

89 

- 5,7±0,2 

kultura MRS Lb. plantarum RIBM 2-

89 

snížení pH (NaOH, c= 0,25 

M), přídavek agaru 20 g/l 

4,5±0,2 

M17 Lb. plantarum RIBM 2-

89, L. lactis CCDM 689 

- 7,2±0,2 

 

6.4.2.1 Stanovení produkce biogenních aminů 

Vzorky byly upraveny dle návodu dostupného v laboratoři Ústavu technologie potravin: 

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

USA) v koncentraci 500 mg/l jako interního standardu. Z této směsi byl odpipetován 1 ml 

do derivatizační nádobky. Do vzorků v derivatizačních nádobkách bylo přidáno 1,5 ml 

uhli-čitanového 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) 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 heptano-

vé vrstvy a odpařen do sucha při teplotě 60 ± 2 °C pod proudem dusíku. Suchý odparek byl 

zředěn 1,5 ml acetonitrilu (Sigma-Aldrich) a vzorky byly uchovávány do doby analýzy v 

mrazicím zařízení při teplotách pod -18 °C. 

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, prů-

tok 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. 

Výsledky byly vyhodnoceny pomocí softwaru CLARITY. Byla stanovena produkce tyra-

minu a sperminu. Vyhodnocení bylo provedeno měřením inhibičních zón a následným 
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statistickým zpracováním pomocí neparametrických testů, konkrétně Kruskal-Wallisova 

testu a Wilcoxonova testu na hladině významnosti 5 % (P < 0,05). Ke statistickému vy-

hodnocení výsledků byl použit software UNISTAT
®
, verze 6.5.04 (Unistat, Ltd., Londýn, 

Velká Británie). 

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 
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7 VÝSLEDKY A DISKUZE 

7.1 Inhibiční působení protektivních kultur na vybrané BMK produku-

jící biogenní aminy 

První fáze experimentu spočívala v provedení monitoringu 53 kmenů bakterií mléčného 

kvašení různého původu produkující biogenní aminy vůči inhibičnímu působení 22 sbírko-

vých kmenů bakterií mléčného kvašení produkující bakteriociny.  

V následujících tabulkách (tab. 8 - 13) jsou shrnuty získané výsledky velikosti inhibičních 

zón. Uvedené výsledky jsou průměrnou hodnotou velikosti inhibiční zóny na Petriho misce 

při použití agar well-diffusion test (difúzní jamková metoda). 

Tabulka 8: Velikost inhibičních zón (v mm) na sbírkové kmeny BMK 

Protektivní  

kultury 

Produkční kmeny (sbírkové kmeny CCDM*) 

*53 *48 *641 *824 *946 *1004 *364 *224 

CCDM 945 0 2,75 0 0 0 0 3 0 

CCDM 79 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 149 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 377 0 1 1,25 0 0 0 0 0 

CCDM 340 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 214 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 215 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 62 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 82 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 125 0 0 0 0 2 0 2,5 0 

CCDM 670 0 0 0 0 0 0 4,5 0 

CCDM 686 0 0 0 0 0 0 3,5 0 

CCDM 689 0 0 0 0 0 0 4,5 0 

CCDM 695 0 0 0 0 0 0 4,25 0 

CCDM 698 0 0 0 0 0 0 3,5 0 

CCDM 731 0 0 0 0 0 0 2,5 0 

CCDM 71 0 0 0 0 0 0 3,5 0 

CCDM 414 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 418 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 416 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 702 0 0 0 0 0 0 3,5 0 

CCDM 671 0 0 0 0 0 0 1,75 0 

* Dekarboxyláza pozitivní kmeny získané ze sbírky Laktoflora (CCDM, stejné označení 

jako v tabulce 5) 
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Z tabulky číslo 8 je na první pohled patrné, že kmeny E. durans (CCDM 53), S. thermophi-

lus (CCDM 224) a L. lactis subsp. lactis (CCDM 1004) vykazují zcela nulovou citlivost 

vůči působení inhibičních kultur. Naopak kmen B016 Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus 

(CCDM 364), který je součástí jogurtové kultury a potencionální produkce tyraminu, vy-

kazoval značnou citlivost obzvláště vůči některým inhibičním kmenům produkující nisin. 

U tohoto kmene byly naměřeny největší inhibiční zóny. U kmenů L. lactis subsp. lactis 

(CCDM 48 a CCDM 141) byla prokázána inhibiční aktivita pouze u použité protektivní 

kultury CCDM 377 a v případě CCDM 945 pouze u kmene L. lactis subsp. lactis CCDM 

48 (P>0,05). U kmenůp L. lactis subsp. cremoris CCDM 824 a CCDM 946 byl shledán 

statisticky nevýznamný rozdíl (P>0,05) při použití inhibiční kultury CCDM 125. 
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Tabulka 9: Velikost inhibičních zón (v mm) na vybrané kmeny BMK izolované ze sýrů 

Protektivní 

kmeny 

Produkční kmeny (izoláty ze sýrů) 

T2 T3 T8 T15 T19 T20 T24 T36 T37 T41 

CCDM 945 2 2 3,5 2 0 0 4,5 3,5 3,5 4 

CCDM 79 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 149 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 377 1,5 2 1,5 1,5 0 0 1 1,5 1,5 1,5 

CCDM 340 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 214 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 215 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 62 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 82 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 125 2 3 0 3 0 0 4 3 4 0 

CCDM 670 4,5 5 4 4 0 0 4,5 4 4 4 

CCDM 686 4 4 2,5 3,5 0 0 1 0,75 3 2 

CCDM 689 4 3,75 3 3 0 0 2,75 3,5 2,5 3 

CCDM 695 3,75 3,25 4 3,5 0 0 1,5 2 2,5 3,5 

CCDM 698 3,5 4,25 4 3 0 0 2,5 2 2,5 3,5 

CCDM 731 4,5 5 2,5 5 0 0 3,5 1,25 1,25 4 

CCDM 71 5 5,5 3,5 5 0 0 4 1,25 1,5 4,5 

CCDM 414 0 0 0,5 0 0 0 0,5 0 0 1,5 

CCDM 418 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 416 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 702 2,5 3 2,5 3 0 0 3 1,25 1,5 4 

CCDM 671 1 2 1,5 2 0 0 2 0,25 0 3,5 
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Tabulka 10: Velikost inhibičních zón (v mm) na vybrané kmeny BMK izolované ze sýrů 

Protektivní 

kmeny 

Produkční kmeny (izoláty ze sýrů) 

T43 T50 T51 T52 T63 Al-3 Al-7 AIV-7 AIV-11 AIV-13 

CCDM 945 0 2 2 2 1 2,75 2,5 0 2,5 2 

CCDM 79 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 149 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 377 1 0 0 0 0 1 1 2 1 0 

CCDM 340 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 214 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 215 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 62 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 82 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 125 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 670 0 0 0 0 0 4 3,5 4,75 4,75 4,75 

CCDM 686 0 0 0 0 0 2 4,75 4,5 4,5 5,5 

CCDM 689 0 0 0 0 0 3 2,5 4 5,5 5,5 

CCDM 695 0 0 0 0 0 3 4 2,75 5 4,5 

CCDM 698 0 0 0 0 0 3,5 4,5 4,25 5,5 5,25 

CCDM 731 0 0 0 0 0 4 5,5 4,75 5 4 

CCDM 71 0 0 0 0 0 4,5 6 5 5,5 4 

CCDM 414 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 418 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 416 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 702 0 0 0 0 0 4,5 6 5,5 6 4,5 

CCDM 671 0 0 0 0 0 3 4,5 3,75 3,5 3,25 

 

Všechny produkční kmeny BMK izolovaných ze sýrů nevykazovaly citlivost vůči protek-

tivním kulturám CCDM 79, 149, 340, 214, 215, 62 a 82. Rod Enterococcus (T19, T20, 

T43) nebyl citlivý na působení inhibičních kultur, pouze v případě E. faecalis (T43) byla 

zaznamenána citlivost vůči CCDM 377, avšak naměřená zóna byla pouze 1 mm a tento 

výsledek nebyl statisticky významný (P>0,05). Největší naměřené inhibiční zóny byly za-

znamenány u druhů rodu Lactobacillus, a to zejména v případě testování inhibičních kultur 

CCDM 670, 686, 689, 695, 698, 731, 71. Největší naměřená zóna byla zaznamenána u 

kmene Lb. plantarum Al-7 vůči působení CCDM 71 a 702 (L. lactis subsp. lactis) ve veli-
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kosti 6 mm (P<0,05), což lze považovat za statisticky významný rozdíl. Kmeny Lb. curva-

tus vykazovaly podobnou citlivost vůči působení protektivních kultur, drobné rozdíly ve 

velikosti inhibičních zón byly zaznamenány u kmene T8 a T41 na působení CCDM 414 

(P>0,05). 

Tabulka 11: Velikost inhibičních zón v milimetrech na vybrané kmeny BMK 

izolované z piva 

Protektivní 

kmeny 

Produkční kmeny (izoláty z piva – RIBM*) 

*2-16 2-20 2-33 2-50 2-62 2-67 2-68 2-69 2-70 2-72 

CCDM 945 3,5 3 2,25 3 3 2,25 0 3 3 3 

CCDM 79 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 149 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 377 1,75 1,5 1,5 1 1 2 2,25 1,5 1 1,5 

CCDM 340 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 214 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 215 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 62 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 82 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 125 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 670 2,5 3,5 3,5 3 3,75 3,5 3,5 3,5 3,5 4 

CCDM 686 2,5 3 3,5 3 3,5 3,5 2,5 3,5 3,75 3,75 

CCDM 689 2,75 3,25 4,25 4 4 3,75 3,5 3,75 3,75 3,75 

CCDM 695 2,5 2,5 3 2,75 3 2,75 2,25 2,5 2,75 3 

CCDM 698 3 3 4 3,5 4 3 3 3,5 3 3,5 

CCDM 731 4,5 4,5 4,75 5 5 4,5 4 4,5 4,25 5 

CCDM 71 5 5,5 4 5 4,75 4,75 4,5 4,5 4,5 5 

CCDM 414 3,5 4 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 418 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 416 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 702 4 4,5 3 3,25 5,25 2,5 3,5 4 3,75 4,25 

CCDM 671 3 4 2,5 3 4 2 2 3 3 4 

* Dekarboxyláza pozitivní kmeny získané z Výzkumného ústavu pivovarského a sladař-

ského v praze (RIBM; stejné označení jako v tabulce 5). 
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Tabulka 12: Velikost inhibičních zón (v mm) na vybrané kmeny BMK 

 izolované z piva 

Protektivní 

kmeny 

Produkční kmeny (izoláty z piva – RIBM*) 

*2-78 2-93 2-98 2-101 2-111 2-89 2-94 2-96 2-113 

CCDM 945 2 3 2,75 3 2,5 3,25 3 3,25 2,75 

CCDM 79 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 149 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 377 2 2,5 2 2 3 1,5 1,5 1,5 1 

CCDM 340 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 214 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 215 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 62 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 82 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 125 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 670 4,5 3 2,5 0,75 4 2 2,5 0,75 1 

CCDM 686 3,5 3 2,75 1,5 1,5 3 2 1,25 1,75 

CCDM 689 4 3,5 2,75 2,5 1,75 2,5 2 2 2 

CCDM 695 3,5 3,5 2,5 2,5 3 2,5 2,25 2,25 3 

CCDM 698 4 3 2 2,5 3 3 1,5 2,75 2 

CCDM 731 4 5,5 3,25 4 4,75 4,25 2,5 4,75 4 

CCDM 71 4 6,25 3,25 4 4,5 4,5 2,75 5 4 

CCDM 414 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 418 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 416 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CCDM 702 3,5 5 2,25 3,5 4,5 4 2,25 4,75 3,75 

CCDM 671 2,25 4,5 1,5 1,25 2,5 2,25 1,25 3 3 

* Dekarboxyláza pozitivní kmeny získané z Výzkumného ústavu pivovarského a sladař-

ského v praze (RIBM; stejné označení jako v tabulce 5). 

U kmenů izolovaných z piva nebyl zaznamenán žádný inhibiční efekt u protektivních kul-

tur CCDM 79, 149, 340, 214, 215, 62, 82, 414, 418 a 416. Obecně lze říci, že všechny izo-

láty z piva vykazují větší citlivost vůči protektivním kulturám z rodu Lactococcus než vůči 

Lactobacillus. Největší inhibiční zóny byly pozorovány u protektivní CCDM 71 (L. lactis 

ssp. lactis), konkrétně u Lb. brevis RIBM 2-93 o velikosti 6,25 mm, což lze považovat za 

statisticky významný rozdíl (P<0,05).  
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Tabulka 13: Velikost inhibičních zón (v mm) na vybrané  

kmeny BMK izolované z masa 

Protektivní 

kmeny 

Produkční kmeny (izoláty z masa) 

B125 B103 B170 B171 B149 B150 

CCDM 945 0 3 0 0 0,5 1,5 

CCDM 79 0 0 0 0 0 0 

CCDM 149 0 0 0 0 0 0 

CCDM 377 1 2 0 0 0 0 

CCDM 340 0 0 0 0 0 0 

CCDM 214 0 0 0 0 0 0 

CCDM 215 0 0 0 0 0 0 

CCDM 62 0 0 0 0 0 0 

CCDM 82 0 0 0 0 0 0 

CCDM 125 0 0 0 0 0 0 

CCDM 670 5,5 4 0 0 0 0 

CCDM 686 4,5 3,5 0 0 0 0 

CCDM 689 5,5 3 0 0 0 0 

CCDM 695 5,5 2,5 0 0 0 0 

CCDM 698 5,5 3 0 0 0 0 

CCDM 731 2,5 3,5 0 0 0 0 

CCDM 71 3 4 0 0 0 0 

CCDM 414 2,5 1,5 0 0 0 0 

CCDM 418 0 0 0 0 0 0 

CCDM 416 0 0 0 0 0 0 

CCDM 702 4,5 2,5 0 0 0 0 

CCDM 671 1,5 2,5 0 0 0 0 

 

Z tabulky č. 13 je na první pohled zřejmé, že kmeny Leuc. mesenteroides B 170 a B171 

nebyly citlivé na inhibiční působení vůči žádné z použitých protektivních kultur. Kmeny 

Streptococcus salivarius B149 a B150 vykazovaly citlivost pouze proti CCDM 945, a ač-

koliv rozdíl ve velikosti inhibiční zóny činil 1 mm, není tento výsledek považován za sta-

tisticky významný (P>0,05). Kmeny B125 a B103, náležící do rodu Lactobacillus byly 

nejcitlivější vůči inhibičním kulturám z rodu Lactococcus (CCDM 670, – 414, CCDM 702 
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a CCDM 671). Kmeny B125 a B103 vykazovaly citlivost vůči stejným inhibičním kultu-

rám (rozdíl zaznamenán pouze u CCDM 945), avšak získané výsledky se lišily ve velikosti 

inhibičních zón, které poukázaly na statisticky významné rozdíly ve velikosti inhibičního 

účinku (P<0,05). 

7.2 Sledování kinetiky produkce biogenních aminů za zvyšujícího se 

přídavku antimikrobiálního kmene či jeho metabolitů 

U kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 byla během kultivace monitorována kineti-

ka produkce biogenních aminů v závislosti na přídavku inhibiční kultury Lactococcus 

lactis biovar. diacetylactis CCDM 686 a Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 

689, či příslušných supernatantů (metabolitů) daných kultur, a to v různých časových in-

tervalech (0, 2, 5, 9, 12, 24, 48 a 72 hodin od počátku kultivace produkčního kmene) při 

teplotě 30 ± 1 °C. Kontrolní vzorky byly kultivovány bez přídavku inhibiční kultury či 

supernatantu. Biogenní aminy tryptamin, fenyletylamin, putrescin, kadaverin, histamin a 

spermidin nebyly detekovány. Současně se stanovením biogenních aminů byl sledován i 

celkový počet mikroorganizmů v konkrétním čase odběrů vzorků. Celý experiment byl 

realizován tak, že se souběžně prováděly veškeré pokusy s použitím inhibičního superna-

tantu a v druhé fázi inhibiční kultury, tudíž mohla být použita jen jedna série kontrolních 

vzorků pro daný inhibiční činitel (bez přídavku inhibiční látky). 

7.2.1 Produkce sperminu kmenem Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 za přídavku 

inhibiční kultury nebo supernatantu Lactococcus lactis CCDM 686 

Během kultivace Lb. plantarum došlo k navýšení množství vyprodukovaného sperminu 

(viz obrázek 5). U kontrolního vzorku se během 72 hodin obsah zvýšil jen nepatrně 

(P0,05) z původní hodnoty 108,1 mg/l na konečnou hodnotu 109,8 mg/l. Přídavek inhi-

biční kultury CCDM 686 měl takřka zanedbatelný vliv na produkci sperminu (P0,05). 

Rozdíl byl zaznamenán pouze v čase 5 hodin (P0,05), kdy kontrolní vzorek obsahoval 

125,0 mg/l sperminu a vzorek s přídavkem inhibiční kultury 141,4 mg/l a v čase 24 hodin 

kdy došlo ke snížení množství vyprodukovaného sperminu (P0,05) na 87,5 mg/l oproti 

kontrolnímu vzorku 120,7 mg/l. Po přídavku inhibičního supernatantu příslušné kultury byl 

obsah sperminu na začátku kultivace 48,5 mg/l a po 72 hodinách 80,17 mg/l (P0,05). 

Největší inhibiční efekt byl zaznamenán v čase 5 hodin (P0,05), kdy obsah sperminu činil 

61,7 mg/l oproti kontrolnímu vzorku 125,0 mg/l. Z obrázku je na první pohled zřejmé, že 
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supernatant měl významný inhibiční efekt především v prvních 9 hodinách kultivace 

(P0,05). 

 

Obrázek 5: Vliv přídavku Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 686 v čase 0 

hodin na produkci sperminu u kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 

 

 

Obrázek 6: Vliv přídavku Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 686 v čase 2 

hodiny na produkci sperminu u kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 

 

Z grafu na obrázku 6 je na první pohled zřejmé, že přídavek inhibičního supernatantu 

CCDM 686 měl efekt na produkci sperminu, statisticky významný rozdíl ve snížení pro-
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dukce nastal v čase 9, 12, 24, 48 a 72 hodin (P0,05). Oproti kontrolnímu vzorku došlo po 

přídavku supernatantu po 2 hodinách kultivace ke snížení z původních 113,3 mg/l na  

84,5 mg/l, tedy o 24,1 % (P0,05). Po 72 hodinách činil rozdíl 69,8 % z původních 109,8 

mg/l na 33,2 mg/l. Naopak po přídavku inhibiční kultury došlo ke zvýšení množství sper-

minu, obzvláště v prvních 12 hodinách. Během další kultivace se množství sperminu vý-

znamně neměnilo, oproti množství detekované v čase 9 hodin, a po 72 hodinách byl obsah 

oproti kontrolnímu vzorku navýšen o 39,1 % na 152,7 mg/l (P0,05). 

 

Obrázek 7: Vliv přídavku Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 686 v čase 9 

hodin na produkci sperminu u kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 

 

Přídavek inhibiční kultury (P0,05) i supernatantu (P0,05) v čase 9 hodin měl inhibiční 

vliv na produkci sperminu (viz obrázek 7) ve srovnání s kontrolou. Po přídavku superna-

tantu v čase 9 hodin došlo ke snížení vyprodukovaného sperminu na 13,6 mg/l, což před-

stavuje redukci o 87,5 %. V dalším odběrovém čase 12 hodin bylo zaznamenáno mírné 

navýšení množství sperminu na 20,2 mg/l (P0,05), ale posléze došlo opět ke snížení jeho 

obsahu a po zbývající čas kultivace se jeho obsah významně neměnil oproti první deteko-

vané hodnotě v čase 9 hodin. Redukční vliv na množství vyprodukovaného sperminu měl 

taktéž přídavek inhibiční kultury a to ve všech odběrných časech. Největší rozdíl byl za-

znamenán v čase 9 hodin, a to snížení na 86,5 mg/l, což představuje rozdíl oproti kontrolní 

hodnotě 20,2 % (P0,05). V dalších odběrných časech bylo zaznamenáno mírné navýšení 

množství a v čase 72 hodin byl obsah oproti kontrolnímu vzorku snížen o 3,3 % (P0,05).  
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Získané výsledky po přídavku inhibiční kultury Lactococcus lactis biovar. diacetylactis 

CCDM 686 nebo příslušného supernatantu jsou v souladu s počtem mikroorganizmů a 

růstovou křivkou (viz příloha 1) z které je viditelné, že přídavek inhibičního činitele má 

přímý vliv na snížení počtu produkčního kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 a tím 

pádem i na obsah vyprodukovaného sperminu. 

7.2.2 Produkce sperminu kmenem Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 za přídavku 

inhibiční kultury nebo supernatantu Lactococcus lactis CCDM 689 

Na obrázku 8 lze pozorovat, že u kontrolního vzorku rostlo množství vyprodukovaného 

sperminu v prvních 5 hodinách (P0,05). Nejvyšší detekované množství u kontroly bylo 

zaznamenáno v čase 5 hodin a to 125,0 mg/l. Přídavek inhibičního supernatantu měl vliv 

na snížení v časech 0, 2, 5, 24, 48 a 72 hodin. V časech 9 a 12 hodin došlo po přídavku 

supernatantu naopak k mírnému navýšení množství (P0,05) vyprodukovaného sperminu o 

3,2 % (9 hodin) a 2,4 % (12 hodin). V čase 72 hodin bylo zaznamenáno významné snížení 

vyprodukovaného sperminu (P0,05) na množství 75,7 mg/l což odpovídá snížení o  

31,0 %. Po přídavku inhibiční kultury došlo v časech 0 a 12 hodin k významnému navýše-

ní množství sperminu (P0,05). Největší inhibiční efekt byl zaznamenán v čase 24 hodin, 

kdy bylo detekováno 105,4 mg/l což představuje redukci o 12,7 % (P0,05). V čase  

48 hodin bylo množství sperminu s kontrolou takřka totožné. 

 

 

Obrázek 8: Vliv přídavku Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 689 v čase 0 

hodin na produkci sperminu u kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 
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Obrázek 9: Vliv přídavku Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 689 v čase 5 

hodin na produkci sperminu u kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 

 

Na obrázku 9 lze pozorovat, že přídavek supernatantu měl redukční vliv na množství vy-

produkovaného sperminu. Ačkoliv v čase 9 hodin došlo k navýšení ve srovnání s přídav-

kem v čase 5 hodin (P0,05), a to z 62,0 mg/l na 75,2 mg/l (o 17,6 %), v dalších hodinách 

měl již přídavek významný inhibiční efekt (P0,05). K prudkému poklesu došlo po přídav-

ku po 12 hodinách, kdy se obsah snížil na 30,0 mg/l, což představuje redukci o 60,1 % 

(oproti vzorku po přídavku v čase 5 hodin) a konečné množství v čase 72 hodin činilo  

14,8 mg/l, redukce oproti kontrole 86,5 % (P0,05). Přídavek inhibiční kultury v žádném 

čase nevedl ke snížení množství vyprodukovaného sperminu. Ve všech případech došlo 

naopak ke zvýšení jeho obsahu, kdy největší rozdíl (P0,05) byl pozorován v čase 48 ho-

din, kontrolní hodnota byla 110,5 mg/l a po přídavku kultury 144,9 mg/l (navýšení o  

31,1 %). V čase 72 hodin byl obsah sperminu nejnižší, a to 114,9 mg/l (ve srovnání po 

přídavku inhibiční kultury). 
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Obrázek 10: Vliv přídavku Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 689 v čase 9 

hodin na produkci sperminu u kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 

 

Na obrázku 10 je zřejmé, že inhibiční vliv na produkci sperminu u kmene Lactobacillus 

plantarum RIBM 2-89 byl zaznamenán po přídavku supernatantu i kultury a to ve všech 

časech. Supernatant snížil obsah z 108,4 mg/l na 4,9 mg/l (oproti kontrole o 95,5 %) v čase 

9 hodin (P0,05), na konci kultivace v čase 72 hodin došlo k redukci (P0,05) 

z kontrolních 109,8 mg/l na 7,1 mg/l, tedy o 93,6 %. Po přídavku kultury byl taktéž za-

znamenán inhibiční efekt, který však byl méně patrný. Nicméně v čase 9 hodin došlo ke 

snížení (P0,05) oproti kontrole na 98,2 mg/l (redukce o 9,5 %) a v čase 72 hodin na  

96,8 mg/l (redukce o 11,9 %). V čase 48 hodin byl detekován nejvyšší obsah sperminu ve 

srovnání s jednotlivými přídavky v čase u supernatantu v množství 7,2 mg/l a u inhibiční 

kultury 98,7 mg/l. 

Výsledky kinetiky tvorby BA mají přímou souvislost s počtem životaschopných buněk 

produkčního kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89. Z růstových křivek (viz příloha 

2) je patrné, že po přídavku inhibiční kultury Lactococcus lactis biovar. diacetylactis 

CCDM 689 nebo příslušného supernatantu dochází ke snížení počtu Lb. plantarum RIBM 

2-89a tím pádem i ke snížení produkce sperminu. 
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7.2.3 Produkce tyraminu kmenem Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 za přídavku 

inhibiční kultury nebo supernatantu Lactococcus lactis CCDM 686 

Na obrázku 11 je možné sledovat vývoj množství vyprodukovaného tyraminu po přídavku 

inhibičního činitele v čase. U kontrolních vzorků došlo k trvalému navyšování množství 

tyraminu v čase. Na první pohled je zřejmé, že přídavek inhibiční kultury měl významný 

vliv na redukci tyraminu (P0,05), a to v časech 0, 2, 9, 24, 48 a 72 hodin. Oproti kontrole 

došlo po přídavku inhibiční kultury k redukci množství vyprodukovaného tyraminu a to ve 

všech detekovaných časech. Nejpatrnější byl rozdíl v množství tyraminu oproti kontrole 

v čase 72 hodin, kdy se množství snížilo z 130,7 mg/l na 14,6 mg/l, což představuje reduk-

ci o 88,8 %. Nejvyšší množství tyraminu 22,4 mg/l bylo zaznamenáno v čase 48 hodin ve 

srovnání s ostatními přídavky inhibiční kultury. Přídavek inhibičního supernatantu neměl 

výrazný efekt na snížení produkce tyraminu. Přídavek v časech 0, 2, 9 a 24 hodin vedl 

k nepatrnému snížení jeho množství (P0,05), v řádu jednotek, a naopak v časech přídavku 

5, 12, 48 a 72 hodin vedl ke zvýšení obsahu. Konečná hodnota v čase 72 hodin byla oproti 

kontrole vyšší o 4,6 % (P0,05). 

 

 

Obrázek 11: Vliv přídavku Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 686 v čase 0 

hodin na produkci tyraminu u kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 
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Obrázek 12: Vliv přídavku Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 686 v čase 9 

hodin na produkci tyraminu u kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 

 

Na obrázku 12 je pozorovatelné, že přídavek inhibiční kultury měl ve všech časech zřejmý 

redukční efekt (P0,05) na množství vyprodukovaného tyraminu ve srovnání s kontrolními 

vzorky. V čase 12 hodin bylo detekováno nejvyšší zaznamenané množství ve vzorcích 

s navyšujícím se přídavkem inhibiční kultury, a to 26,5 mg/l, což ale i přesto vedlo 

k redukci oproti kontrolním vzorkům o 62,0 % (P0,05). V časech 9, 24, 48 a 72 hodin 

nepřekročilo množství tyraminu hodnotu 13,5 mg/l. Inhibiční efekt supernatantu na množ-

ství tyraminu oproti kontrolním vzorkům byl zaznamenán (P0,05) v časech 9, 24 a  

48 hodin. V čase 12 hodin bylo množství tyraminu ve stejném množství jako u kontroly, a 

to 69,6 mg/l. V čase 72 hodin naopak došlo k navýšení množství (P0,05) na 142,4 mg/l 

což představuje rozdíl 9,0 %. 
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Obrázek 13: Vliv přídavku Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 686 v čase 12 

hodin na produkci tyraminu u kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 

 

Přídavek inhibiční kultury měl ve všech monitorovaných časech vliv na množství vypro-

dukovaného tyraminu ve srovnání s kontrolou (obrázek 13). V čase 12 hodin bylo zazna-

menáno množství 19,9 mg/l, v čase 24 a 48 hodin došlo ke snížení množství (P0,05). 

V čase 72 hodin byl obsah tyraminu nejvyšší 28,0 mg/l, ale zároveň v tomto čase byl za-

znamenána taktéž největší redukce 78,6 % oproti kontrolnímu vzorku (P0,05). Po přídav-

ku inhibičního supernatantu došlo v čase 12 hodin k navýšení množství (P0,05) oproti 

kontrolnímu vzorku na 85,1 mg/l, ale v dalších časech měl přídavek již redukční vliv. Ko-

nečná hodnota v čase 72 hodin byla o 28 % nižší než v kontrolním vzorku (P0,05). 

Dosažené výsledky po přídavku inhibiční kultury Lactococcus lactis biovar. diacetylactis 

CCDM 686 nebo příslušného supernatantu jsou v korelaci s počtem mikroorganizmů a 

růstovou křivkou kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 (viz příloha 1), z které je 

patrné, že ve srovnání s kontrolou byly počty mikroorganizmů nižší v obou případech (po 

přídavku kultury nebo supernatantu). 
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7.2.4 Produkce tyraminu kmenem Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 za přídavku 

inhibiční kultury nebo supernatantu Lactococcus lactis CCDM 689 

Z obrázku 14 je patrné, že po přídavku inhibiční kultury došlo u kmene Lactobacillus plan-

tarum RIBM 2-89 ke snížení vyprodukovaného tyraminu oproti srovnání s kontrolou ve 

všech případech. V počátečních přídavcích obsah tyraminu mírně stoupal a v čase 9 hodin 

byla detekována nejvyšší hodnota tyraminu 23,2 mg/l. V dalších časech přídavku jeho ob-

sah již postupně klesal a v konečném čase 72 hodin bylo zaznamenáno množství 12,7 mg/l 

což představuje redukci (P0,05) oproti kontrole 90,3 %. Po přídavku supernatantu došlo 

v časech 0, 2 a 5 hodin k navýšení obsahu tyraminu, ale pozdější přídavky měly již inhibu-

jící efekt. Nejvyšší hodnota byla zaznamenána v čase 72 hodin a to 105,6 mg/l. Největší 

redukce o 39,1 % byla v čase 48 hodin (P0,05). 

 

 

Obrázek 14: Vliv přídavku Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 689 v čase 0 

hodin na produkci tyraminu u kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 
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Obrázek 15: Vliv přídavku Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 689 v čase 2 

hodiny na produkci tyraminu u kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 

 

Z obrázku 15 je zřejmé, že přídavek inhibiční kultury měl významný vliv (P0,05) na sní-

žení produkce tyraminu. K největší redukci docházelo s pozdějšími přídavky a to konkrét-

ně v časech 12, 24, 48 a 72 hodin. V čase 2 a 5 hodin, nebyl přídavek na inhibiční aktivitu 

příliš patrný, přesto však snížení množství vyprodukovaného sperminu bylo statisticky 

významné (P0,05). V čase 72 hodin byl zaznamenán největší efekt (P0,05) na snížení 

vyprodukovaného množství tyraminu ve srovnání s kontrolou, a to na 14,0 mg/l, což před-

stavuje redukci o 89,3 %. Naopak přídavek supernatantu v čase 12 hodin vedl ke zvýšení 

množství vyprodukovaného tyraminu o 12,4 %. S pozdějším přídavkem (čas 24, 48 a  

72 hodin) byl již patrný inhibiční efekt ve srovnání s kontrolou. Významnější redukce byla 

zaznamenána v čase 24 hodin (P0,05) na hodnotu 45,7 mg/l a v čase 72 hodin na hodnotu 

94,4 mg/l. 
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Obrázek 16: Vliv přídavku Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 689 v čase 24 

hodin na produkci tyraminu u kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 

 

Na obrázku 16 lze pozorovat viditelný rozdíl v množství vyprodukovaného tyraminu po 

přídavku inhibiční kultury. Ve všech časech došlo k významnému snížení produkce 

(P0,05) tohoto biogenního aminu. Nejvyšší detekované množství nepřesáhlo hodnotu 

11,6 mg/l v čase 24 hodin. Největší inhibiční efekt je pozorovatelný v čase přídavku  

72 hodin (P0,05), kdy z původní kontrolní hodnoty 130,7 mg/l došlo k redukci na  

10,8 mg/l což představuje snížení množství o 91,7 %. Přídavek inhibičního supernatantu 

není na první pohled tak patrný. V čase 24 hodin došlo naopak k mírnému navýšení vypro-

dukovaného množství (P0,05) o 8,4 %, ale v pozdějších časech byla již zaznamenána 

inhibiční aktivita. Nejvyšší naměřená hodnota 97,6 mg/l v čase 72 hodin, představovala 

zároveň i největší redukci (P0,05) a to o 25,3 %. 

Souhrnně lze konstatovat, že naměřené výsledky jsou v souvislosti s počtem mikroorgani-

zmů a s uvedenou růstovou křivkou (viz příloha 2). Lze pozorovat, že po přídavku inhibič-

ní kultury Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 689 dochází k inhibici růstu 

produkčního kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 a tedy i ke snížení produkce ty-

raminu. Při porovnání růstové křivky (viz příloha 2) s grafy produkce tyraminu po přídav-

ku inhibičního činitele (obrázek 14 – 16) je patrná i souvislost, že inhibiční kultura má vý-

znamnější vliv na redukci množství tyraminu. 
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7.3 Diskuze 

V této diplomové práci byla sledována inhibiční aktivita vybraných bakterií mléčného kva-

šení produkující antimikrobiální látky, především bakteriociny, na vybrané bakterie mléč-

ného kvašení s pozitivní dekarboxylázovou aktivitou.  

Ze získaných dat, lze odvodit, že taxonomicky příbuzný bakteriální druh produkující bak-

teriocin je zpravidla vůči inhibičnímu působení téhož rodu rezistentní, což se prokázalo 

v případě použití inhibiční kultury Enterococcus faecium CCDM 945, která neinhibovala 

růst Enterococcus durans CCDM 53, Enterococcus faecalis T43 ani Enterococcus sp. T19 

a T20. Totéž se podařilo prokázat u rodu Lactobacillus, konkrétně rodů Lb. acidophilus, 

Lb. gasseri a Lb. helveticus, který ve většině případů neinhiboval růst Lactobacillus curva-

tus, Lb. brevis, Lb. plantarum, Lb. casei, Lb. paracasei či Lb. sakei. Pouze u inhibičního 

kmene Lactobacillus gasseri CCDM 377 byla u většiny zmíněných laktobacilů detekována 

inhibiční aktivita, což je pravděpodobně zapříčiněno tím, že inhibiční Lb. gasseri produku-

je specifický protein se sofistikovaným inhibičním mechanizmem, který představuje jistou 

konkurenční výhodu. Během monitoringu citlivosti se také podařilo prokázat, že citlivost 

vůči inhibičním látkám je častěji podobná v rámci určitého druhu než, že by byla tato 

vlastnost typická pro konkrétní rod. Kupříkladu všechny testované kultury Lactobacillus 

brevis vykazovaly inhibiční působení vůči kulturám CCDM 670, CCDM 686, CCDM 689, 

CCDM 695, CCDM 698, CCDM 731, CCDM 71, CCDM 702 a CCDM 671. Nicméně i 

v rámci jednoho druhu mohou existovat rozdíly v inhibiční aktivitě, dány pravděpodobně 

rozdílností kmene, a vykazovat tedy různou citlivost na působení inhibičních kultur. Na-

příklad L. lactis subsp. cremoris CCDM 946 byl inhibován Lactobacillus helveticus 

CCDM 125, ale L. lactis subsp. cremoris CCDM 824 nevykazoval žádnou citlivost vůči 

působení této kultury. Takovéto odchylky mohou být pravděpodobně způsobeny různými 

mutacemi v rámci určitého bakteriálního kmene či specifickými degradačními procesy 

uvnitř buňky. Dále se podařilo zjistit, že zvýšená citlivost na inhibiční látky je pravděpo-

dobnější, pokud dochází k inhibici u rozdílných bakteriálních rodů. V tomto případě se 

jedná konkrétně o inhibici rodem Lactococcus (který dle předchozího screeningu produku-

je nisin) a vykazoval poměrně dobré inhibiční účinky na rod Lactobacillus.  

Při sledování kinetiky tvorby biogenních aminů v čase u Lactobacillus plantarum RIBM 2-

89 při teplotě kultivace 30 °C bylo zjištěno, že po přídavku inhibiční kultury nebo přísluš-
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ného supernatantu měl vliv na konečný obsah vyprodukovaného sledovaného biogenního 

aminu. Obecně lze konstatovat, že přídavky v pozdějších časech měly vyšší efekt. 

Konkrétně přídavek supernatantu kultury CCDM 686 měl inhibiční efekt na růst produkč-

ního kmene a tím pádem i na množství vytvořeného sperminu. Nejnižší zaznamenané 

množství bylo v případě aplikace supernatantu ve dvanácté hodině, kdy se množství sper-

minu snížilo po 72 hodinách kultivace až na 4,3 mg/l. Naopak po přídavku inhibiční kultu-

ry CCDM 686 došlo ve většině případů k postupnému navýšení množství vyprodukované-

ho sperminu a inhibiční efekt byl minimální. Z tohoto lze usoudit, že inhibiční kmen Lac-

tococcus lactis biovar. diacetylactis pravděpodobně taktéž disponuje dekarboxylační akti-

vitou a tudíž došlo k akumulaci sperminu v kultivačním bujónu. Při použití supernatantu 

kultury CCDM 689 na produkci sperminu byl sledován obdobný efekt. Supernatant vyka-

zoval inhibiční vliv, a to především v přídavku v pozdějších časech, kdy se po 72 hodinách 

obsah sperminu ve srovnání s kontrolními vzorky několikanásobně snížil. Při použití inhi-

biční kultury, došlo především v prvních hodinách kultivace ke zvýšení množství sperminu 

a taktéž až pozdější přídavky zapříčinily inhibiční působení. 

Opačný trend lze pozorovat po přídavku inhibičního supernatantu CCDM 686 na produkci 

tyraminu. Přídavky v prvních hodinách kultivace neměly výrazný vliv na změnu obsahu 

tyraminu, ale v pozdějších hodinách vykazovaly vzorky již výraznější rozdíly. Od přídavku 

inhibiční kultury, respektive supernatantu v čase 2, 5 a 12 hodin byl v konečném čase ob-

sah tyraminu nižší ve srovnání s kontrolou, naopak od přídavku v časech 9 a 24 hodin se 

konečný obsah navýšil. Mnohem zajímavější výsledky byly dosaženy, při testování inhi-

biční kultury CCDM 686, neboť ve všech případech byly detekovány nižší hodnoty tyra-

minu ve srovnání s kontrolou. Nejvyšší detekovaná hodnota tyraminu byla od přídavku ve 

12 hodině v konečném čase 28 mg/l. 

Podobných výsledků bylo dosaženo i v případě použití inhibičního supernatantu kultury 

CCDM 689, který neměl příliš významný vliv na redukci vyprodukovaného množství ty-

raminu. Ke snížení konečného množství po 72 hodinách kultivace došlo u vzorků, do kte-

rých byl supernatant aplikován od 0, 2, 9 a 24 hodin. Při použití inhibiční kultury CCDM 

689 bylo možné pozorovat vliv na snížení tyraminu již od prvních hodin kultivace. Nejlep-

ších výsledků bylo dosaženo v pozdějších časech aplikace. 

Obecně lze shrnout, že přídavek inhibičního kmene či supernatantu má vliv na snížení pro-

dukce biogenních aminů. Nicméně u konkrétních biogenních aminů velmi záleží, zda je 
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použita inhibiční kultura, tj. životaschopné buňky, či pouze příslušný supernatant. Taktéž 

je nutné otestovat použité kultury na dekarboxylázovou aktivitu a zamezit tím případnému 

nechtěnému zvýšení množství biogenních aminů a zkreslení výsledků. Při použití inhibiční 

kultury CCDM 686 či CCDM 689 se podařilo ve zkoumaných vzorcích snížit množství 

vyprodukovaného tyraminu, což si lze vysvětlit několika způsoby. Inhibiční kultura produ-

kovala dostatečné množství inhibiční látky, která měla pozitivní vliv na snížení bakteriální 

populace (produkčního Lb. plantarum RIBM 2-89) a tudíž přímý vliv na snížení vyprodu-

kovaného množství tyraminu. Další možností je, že inhibiční kmen disponuje tyramin oxi-

dázou vedoucí k degradaci tohoto biogenního aminu nebo, tyramin spotřebovávají pro bi-

osyntetické pochody v buňce. 

Díky nežádoucím účinkům na zdraví konzumentů, je sledování množství biogenních ami-

nů v potravinách v posledních letech velmi aktuálním tématem. Na možnostech zastavení 

či alespoň snížení produkce a akumulace se podílí mnoho výzkumných pracovníků či vě-

deckých pracovišť. Jelikož cesta k cíli není vždy jednoduchá a výzkumy jsou zdlouhavé, 

není v současné době ani mnoho dostupných studií, které by se zabývaly snížení produkce 

biogenních aminů za použití bakterií produkující bakteriociny. Proto jsou v následující 

diskuzi použity články alespoň s co nejbližší tématikou. 

Autor Zhang et al [45] vypracoval studii týkající se schopnosti snížení hromadění biogen-

ních aminů pomocí dekarboxyláza negativní Lactobacillus plantarum ZY-40 během vý-

robního procesu fermentovaných rybích klobás. Zároveň byly vyhodnoceny parametry 

jako počet mikroorganizmů, pH a obsah volných aminokyselin. Jako vstupní surovina 

sloužil čerstvý tolstolobik, který prošel následným technologickým opracováním, a vzniklé 

dílo bylo rozděleno do dvou šarží. Do první šarže byla aplikována kultura Lactobacillus 

plantarum ZY-40 a jako kontrolní vzorky byly použity výrobky z druhé šarže, které neob-

sahovaly výše zmíněnou protektivní kulturu. Poté byly výrobky podrobeny zracímu proce-

su za definovaných podmínek a 3 náhodně vybrané výrobky z každé šarže byly podrobeny 

mikrobiální a chemické analýze. U výrobků s protektivní kulturou z první šarže bylo dosa-

ženo po zracím procesu snížení růstu nežádoucích bakterií Pseudomonas a Enterobacteria-

ceae, což bylo zapříčiněno produkcí kyseliny mléčné metabolizmem Lb. plantarum a díky 

tomu k rychlému poklesu pH. Podařilo se také snížit obsah putrescinu a kadaverinu o více 

než 70 %, ale akumulace tyraminu nebyla ovlivněna. Dosažené výsledky lze odůvodnit 

tím, že snížení počtu bakterií s pozitivní dekarboxylázovou aktivitou (Pseudomonas a En-

terobacteriaceae) vedlo taktéž k nižší produkci biogenních aminů. Na druhou stranu Lb. 
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plantarum nedokázal inhibovat růst bakterií schopných produkovat tyramin. Pro výrobu 

bezpečnějších produktů je tedy přínosné použít startovací kulturu BMK, která zabraňuje 

nadměrné produkci a akumulaci biogenních aminů. 

Capozzi et al. [48] se zabýval studiem degradace biogenních aminů in vitro, s použitím 

Lactobacillus plantarum a možném potencionálním využití pro snížení jejich akumulace 

ve vínu. Ve své práci analyzovali 26 kmenů Lactobacillus plantarum pro svou schopnost 

degradovat biogenní aminy, které se běžně vyskytují v průběhu kvašení vína. Zkumavky s 

MRS bujónem (a příslušnými aminokyselinami, jako prekurzory biogenních aminů) byly 

zaočkovány degradačním kmenem Lb. plantarum. Jako kontrolní vzorky byly použity 

zkumavky bez přídavku Lb. plantarum. Vzorky MRS bujónu byly odebírány po 24 hodi-

nách a obsah biogenních aminů stanoven pomocí HPLC. Bylo zjištěno, že dva kmeny izo-

látů z červeného vína Lb. plantarum byly schopny degradovat putrescin a tyramin a tím 

pádem snížit jejich obsah v potencionálním finálním výrobku. Dále byl potvrzen vědecký 

důkaz o tom, že schopnost degradovat biogenní aminy je specifická vlastnost pro určitý 

druh i kmen. 

Autor Tabanelli et al. [35] zkoumal 25 bakterií mléčného kvašení izolovaných z mléka na 

schopnost produkovat bakteriociny. Výsledky ukázaly, že tři kmeny Lactococcus lactis 

subsp. lactis vyhověly těmto kritériím a byly schopny bakteriociny produkovat. Syntetizo-

vané antimikrobiální látky vykazovaly účinnost proti dvěma bakteriím mléčného kvašení 

s pozitivní dekarboxylázovou aktivitou. Konkrétně se jednalo o Enterococcus faecalis 

EF37 schopný produkovat tyramin a Streptococcus thermophilus PRI60 produkující hista-

min. Zaočkovaný bujón s příslušnými aminokyselinami, produkčním kmenem a inhibičním 

laktokokem byl po kultivaci analyzován pomocí HPLC s pre-kolonovou derivatizací na 

stanovení produkce biogenních aminů. Ze získaných dat bylo možné vyhodnotit, že spo-

lečná kultivace E. faecalis EF37 společně s laktokoky vedla k výrazné inhibici růstu tohoto 

produkčního kmene, a tím pádem byla snížena i akumulace tyraminu. Všechny inhibiční 

laktokoky vykazovaly větší inhibiční efekt vůči streptokokům ve srovnání s E. faecalis 

EF37, zejména kmen L. lactis subsp. lactis VR84 dokázal streptokoky usmrtit. Další dva 

kmeny laktokoků nevykazovaly smrtící účinek proti S. thermophilus PRI60, ale byly 

schopny inhibovat jeho růst a tím i snížit akumulaci histaminu. Dále tato předběžná studie 

potvrdila, že různé bakteriociny mohou mít různé účinky na produkci BA na stejný kmen a 

taktéž, že inhibiční efekt je silně závislý na poměru na prvotní koncentraci buněk produkč-

ních i inhibičních kmenů. 
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Autorka Latorre-Moratalla et al. [49] se zabývala studiem možnosti snížení biogenních 

aminů během výroby tradičních fermentovaných regionálních klobás. Kontrolní vzorky 

byly vyrobeny paralelně bez přídavku startovací kultury. Jako startovací kultury byly pou-

žity mikroorganizmy již dříve izolované z těchto regionálních masných výrobků. U všech 

kmenů byla prokázána negativní dekarboxylázová aktivita. Vyrobené vzorky byly podro-

beny analýzám na stanovení obsahu biogenních aminů ve třech fázích výroby (hotové dílo 

před plněním, po fermentačním procesu a finální výrobek připravený ke konzumaci po 

zracím procesu). Snížení množství akumulace biogenních aminů byla silně závislá na pou-

žitém druhu a kmenu daného mikroorganizmu. Největšího snížení tyraminu (62 %) a his-

taminu (71 %) bylo dosaženo za použití Lactobacillus sakei v řecké klobáse thasou. Nao-

pak v portugalském chourisu se podařilo za použití kultury Staphylococcus equorum sní-

žení množství kadaverinu o 45 %. Ve španělském fuetu při použití kombinace kultury Lb. 

sakei CTC6626 a S. xylosus CTC6013 se podařilo snížit množství tyraminu o 19 % a při 

použití kmene Lb. sakei CTC494 a S. xylosus CTC6013 vedlo ke snížení o 50 %. Celkově 

proto lze říci, že aplikované výrobní postupy, použité přísady a vstupní suroviny mají u 

vybraných produktů velmi odlišné účinky na snížení množství biogenních aminů ve srov-

nání s kontrolními vzorky. 

Rabie et al. [50] ve své práci zkoumal možnost snížení obsahu biogenních aminů ve spon-

táně kvašeném zelí prostřednictvím přídavku specifických kmenů bakterií mléčného kva-

šení. Pro tyto účely byly vybrány kmeny Lactobacillus plantarum 2142, Lactobacillus ca-

sei subsp. casei 2763 a Lactobacillus curvatus 2771. Kvašené zelí zakoupené v komerční 

síti bylo přendáno do skleněných lahví, smíseno s roztokem chloridu sodného a zaočková-

no některým z uvedených laktobacilů v množství 10
6
 CFU/ml. Kontrolní vzorek byl bez 

přídavku kultury. Inkubace probíhala 10 dní při teplotě 15 °C a doba skladování činila  

45 dní při teplotě 5 – 6 °C. Po uplynutí této doby bylo stanoveno množství volných amino-

kyselin a biogenních aminů. Ze získaných dat bylo zjištěno, že všechny vzorky inokulova-

né laktobacily obsahovaly menší obsah biogenních aminů ve srovnání s kontrolou. Každý 

z analyzovaných biogenních aminů byl detekován na hranici detekce (pod 100 ppm). U 

kontrolního vzorku byl zjištěn obsah putrescinu a v menším množství také tyraminu a his-

taminu. Závěrem lze říci, že všechny testované kmeny se ukázaly jako vhodné protektivní 

kultury. 
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ZÁVĚR 

Diplomová práce byla zaměřena na zmapování inhibičního působení protektivních kultur 

na vybrané bakterie mléčného kvašení s pozitivní dekarboxylázovou aktivitou a dále byla u 

kmene Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 monitorována kinetika produkce biogenních 

aminů v čase za zvyšujícího se přídavku antimikrobiálního kmene (Lactococcus lactis bio-

var. diacetylactis CCDM 686 / CCDM 689) či jeho metabolitů v podmínkách in vitro.  

Na základě získaných výsledků lze konstatovat, že: 

 citlivost vůči působení inhibiční kultury byla rozdílná v rámci rodu, druhu i kmene 

 inhibiční Enterococcus faecium CCDM 945 neinhiboval mikroorganizmy produku-

jící biogenní aminy v rámci svého rodu 

 pomocí kapalinové chromatografie byla stanovena produkce biogenních aminů 

sperminu a tyraminu u Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 

 produkce biogenních aminů tryptaminu, fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, 

histaminu a spermidinu nebyla u Lb. plantarum RIBM 2-89 zaznamenána 

 přídavek supernatantu kultury Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 686 

měl inhibiční vliv na produkci sperminu u Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 

 přídavek supernatantu kultury Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 689 

měl inhibiční vliv na produkci sperminu u Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 

 přídavek kultury Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 686 měl inhibiční 

vliv na produkci tyraminu u Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 

 přídavek kultury Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM 689 měl inhibiční 

vliv na produkci tyraminu u Lactobacillus plantarum RIBM 2-89 

 obecně měli významnější inhibiční efekt přídavky v pozdějším čase 

Dosažené poznatky naznačují vzájemné antagonistické působení bakterií a možnosti sníže-

ní akumulace biogenních aminů v potravinách s použitím protektivních kultur. Dosažení 

bezpečných a zdravotně nezávadných potravin je důležitým cílem pro výrobce i konzu-

menty a využití mechanizmů působení inhibičních kultur je možností, jak tohoto dosáhnout 

přírodní cestou. Určitě je důležité tyto mechanizmy prozkoumat hlouběji, najít vzájemné 
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vztahy mezi jednotlivými organizmy a aplikovat tyto experimenty i do reálných systémů 

(potravin). 
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