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ABSTRAKT 

Tato práce se zabývá sledováním vlivu nisinu a protektivních bakterií na produkci biogen-

ních aminů u vybraných bakterií. Teoretická část je zaměřena na biogenní aminy, jejich 

vznik, význam, výskyt, produkci a možnosti eliminace. Dále jsou popsány bakteriociny 

a jejich význam, výskyt, produkce a využití v potravinářství.   

V praktické části této práce byla sledována produkce biogenních aminů v podmínkách 

in vitro u kmenů Lactobacillus plantarum P89, Lb. brevis P93, Lb. plantarum P96, Lb. 

curvatus subsp. curvatus T3, Lb. curvatus T15, Lb. curvatus subsp. curvatus T36 za pří-

davku nisinu a protektivních kultur Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis 

CCDM 670, L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686, L. lactis subsp. lactis 

biovar diacetylactis CCDM 689, L. lactis subsp. lactis CCDM 731, L. lactis subsp. lactis 

CCDM 71, L. lactis subsp. lactis CCDM 702. Produkce biogenních aminů byla analyzová-

na po 24 a 48 hodinách kultivace pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie s UV 

detekcí po předchozí derivatizaci dansylchloridem. Z výsledků je patrné, že přídavek bakte-

riocinu nebo protektivních kultur vedl ve většině případů k poklesu produkce biogenních 

aminů. 

 

Klíčová slova: biogenní aminy, bakteriociny, protektivní kultury 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

This work deals with monitoring effect of nisin and protective cultures on production 

of biogenic amines in selected bacteria. The theoretical part is focused on biogenic amines, 

their characteristic, origin, producers and possibility of elimination. The following 

describes bacteriocins, their characteristic, producers and use in food processing.  

In the practical part of this work was monitored production of biogenic amines in vitro 

on strains Lactobacillus plantarum P89, Lb. brevis P93, Lb. plantarum P96, Lb. curva-

tus subsp. curvatus T3, Lb. curvatus T15, Lb. curvatus subsp. curvatus T36 with nisin and 

protective cultures Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 670, L. 

lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686, L. lactis subsp. lactis biovar diacety-

lactis CCDM 689, L. lactis subsp. lactis CCDM 731, L. lactis subsp. lactis CCDM 71, L. 

lactis subsp. lactis CCDM 702. Production of biogenic amines was analyzed by high per-

formance liquid chromatography with UV detection after derivatization with dansylchlori-

de. The results show that the addition of the bacteriocin or protective cultures resulted 

to a decrease in production of biogenic amines in the majority of cases.  
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ÚVOD 

Biogenní aminy jsou nízkomolekulární zásadité dusíkaté látky, které se vyskytují 

v buňkách rostlinných i živočišných tkání. Jejich výskyt je ale sledován především u potra-

vin, kde jsou považovány za indikátory bakteriálního kažení. Jejich příjem ve vysokých 

koncentracích může mít negativní účinky na organizmus, mezi které patří hypotenze, hy-

pertenze, zvracení, bušení srdce, migrény a dýchací potíže. Z těchto důvodů v posledních 

dvou desetiletích značně zesílil zájem o výzkum podmínek jejich vzniku. Vyskytují se 

v potravinách, které obsahují proteiny nebo volné aminokyseliny. Biogenní aminy vznikají 

dekarboxylací těchto aminokyselin působením živých organizmů za účasti enzymů dekar-

boxyláz.  

Bakteriociny jsou látky peptidové povahy produkované velkým množstvím grampozitiv-

ních i gramnegativních bakterií v průběhu jejich růstového cyklu. Mají inhibiční účinek 

a působí převážně na úzké spektrum mikroorganizmů. Jejich význam spočívá především 

v tom, že působí proti patogenním bakteriím nebo proti bakteriím, které se podílejí na ka-

žení potravin. Tento předpoklad vede k rozvoji nových technologií, při kterých se bakterio-

ciny využívají jako přírodní konzervační látky potlačující růst nežádoucích mikroorganiz-

mů a tím prodlužují trvanlivost potravin.   
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 BIOGENNÍ AMINY 

1.1 Charakteristika biogenních aminů  

Biogenní aminy jsou zásadité dusíkaté sloučeniny vznikající dekarboxylací aminokyselin, 

aminací nebo transaminací aldehydů a ketonů. Jsou to organické báze o nízké molekulové 

hmotnosti vyskytující se v buňkách rostlinných a živočišných tkání. Mají důležitou fyzio-

logickou funkci, ale v nadměrném množství mohou způsobovat nežádoucí až toxické účin-

ky. Patří mezi ukazatele bakteriálního kažení a jejich výskyt je sledován především 

u potravin. V nízkých koncentracích jsou přirozenou součástí potravin, ale vysoké koncen-

trace jsou známkou pokročilého stupně kažení. Nejdůležitějšími biogenními aminy, vysky-

tujícími se v potravinách, jsou histamin, putrescin, kadaverin, tyramin, tryptamin, beta-

fenyletylamin, spermin a spermidin [1]. Jejich strukturní vzorce, systematické a triviální 

názvy jsou uvedeny v tabulce 1.  

Tabulka 1. Strukturní vzorce a názvy vybraných biogenních aminů [1] 
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1.2 Vznik biogenních aminů 

Biogenní aminy (BA) vznikají z aminokyselin dekarboxylací za účasti enzymů dekarboxy-

láz. Dekarboxylace je děj, při kterém se odbourává karboxylová skupina aminokyseliny. 

Dojde k odštěpení oxidu uhličitého z karboxylové skupiny za přítomnosti enzymu dekar-

boxylázy, vzniká bazický amin. Dekarboxylázy katalyzující přeměnu aminokyselin obsahu-

jí jako kofaktor pyridoxalfosfát, který se reakce přímo účastní. Další možný způsob vzniku 

je transaminace aldehydů a ketonů [4,5,6]. 

Jednotlivé aminokyseliny, ze kterých vznikají vybrané biogenní aminy, jsou uvedeny 

v tabulce č. 2. Obrázky 1,2 a 3 znázorňují reakce vzniku některých biogenních aminů [3]. 

Tvorbu biogenních aminů v potravinách ovlivňuje také aktivita mikrobiálních dekarboxy-

lačních enzymů. Tu ovlivňuje mnoho faktorů - teplota, doba skladování potravin, aktivita 

vody, pH, redoxní potenciál nebo obsah solí [4]. 

Tabulka 2. Biogenní aminy a jejich prekurzory [3] 

Biogenní amin Původní aminokyselina 

histamin histidin 

kadaverin lyzin 

putrescin arginin, ornitin 

agmatin arginin 

fenyletylamin fenylalanin 

tyramin tyrozin 

dopamin 3,4 - dihydroxyfenylalanin 

tryptamin tryptofan 

Obrázek 1. Vznik tyraminu z aminokyseliny tyrozinu za přítomnosti enzymu tyrozindekar-

boxylázy (TDC) [3] 
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Obrázek 2. Vznik histaminu z aminokyseliny histidinu za přítomnosti enzymu histidinde-

karboxylázy  (HDC) [3] 

Obrázek 3. Vznik kadaverinu z aminokyseliny lyzinu za přítomnosti enzymu lyzindekarbo-

xylázy (LDC) [3] 

 

1.3 Význam biogenních aminů 

V malých koncentracích jsou biogenní aminy nezbytnou součástí živočišných a rostlinných 

tkání a vykonávají řadu důležitých funkcí [7]. Jejich příjem ve vyšších koncentracích má 

ale na organizmus negativní účinky. Při běžných podmínkách je organizmus schopný pře-

bytečné biogenní aminy odbourávat, tato schopnost je ale ovlivněna celou řadou faktorů. 

Například malé děti, jedinci se zhoršenou funkcí jater nebo jedinci, kteří užívají některé 

druhy léků, jako jsou antidepresiva a antiparkinsonika, mají sníženou schopnost detoxikace 

biogenních aminů. Mechanizmus odbourávání může také ovlivňovat současný příjem alko-

holu s nadměrným množstvím biogenních aminů. Detoxikační schopnost organizmu je 

značně individuální [8].  

1.3.1 Působení biogenních aminů na organizmus 

Biogenní aminy jsou zdrojem dusíku v biochemických reakcích, také působí jako prekurzo-

ry pro syntézu hormonů, nukleových kyselin, proteinů a alkaloidů. Polyaminy, mezi které 

patří putrescin, spermidin a spermin, mají vliv na regulaci buněčného růstu, diferenciaci 

buněk a metabolickou aktivitu střev [7].  
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Histamin ovlivňuje sekreci žaludečních šťáv a podílí se na anafylaktickém šoku a alergic-

kých reakcích. Také působí na krevní tlak, způsobuje jeho pokles, tzv. hypotenzi. Naopak 

tyramin krevní tlak zvyšuje, způsobuje tzv. hypertenzi. Mimo krevního tlaku má tyramin 

také vliv na kontrakci hladkého svalstva, je to lokální tkáňový hormon a prekurzor dopa-

minu. Tryptamin má vliv na peristaltiku střev a na psychické funkce [8, 9]. 

1.3.2 Toxické účinky 

Histamin a tyramin patří k nejvíce toxickým biogenním aminům. Jejich škodlivé účinky 

mohou být zvýšeny i současným příjmem jiných biogenních aminů, zejména putrescinu 

a kadaverinu. Toxické účinky na organizmus mohou mít ale také spermin, spermidin a fe-

nyletylamin. Při nadměrném příjmu nebo snížené schopnosti detoxikace mohou způsobo-

vat bolesti hlavy, migrény, bušení srdce, pocení, dýchací potíže, břišní křeče, zvracení, prů-

jem, vyrážky. U sperminu a spermidinu je možný vznik N-nitrosaminů reakcí s kyselinou 

dusitou. N-nitrosaminům je připisována karcinogenita, mutagenita a teratogenita [7, 8]. 

 

1.4 Výskyt biogenních aminů 

Biogenní aminy můžeme najít v různých typech potravin, zejména v potravinách bohatých 

na bílkoviny. Nízké koncentrace biogenních aminů jsou součástí řady potravin. Větší vý-

skyt se předpokládá u fermentovaných potravin, na jejichž výrobě se podílejí mikroorga-

nizmy. Zvláště pokud potravina poskytuje vhodné prostředí pro jejich biochemickou aktivi-

tu [10, 11]. Obsah biogenních aminů se mění ve velmi rozsáhlém rozmezí, proto není 

možné uvést průměrné hodnoty v konkrétním druhu potraviny. Obsah může kolísat v roz-

mezí až několika řádů. Biogenní aminy dávají potravinám typickou chuť zralých potravin 

a jsou prekurzory určitých aromatických sloučenin [12]. 

Pro vznik biogenních aminů v potravinách musí být splněny tři základní podmínky [5]: 

1. Přítomnost aminokyselin v substrátu 

2. Přítomnost mikroorganizmů s dekarboxylázovou aktivitou 

3. Vhodné podmínky pro růst a množení mikroorganizmů.  



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 17 

 

1.4.1 Fermentované potraviny 

U této skupiny potravin jsou biogenní aminy produkovány hlavně během fermentace a do-

zrávání. Řadíme zde zralé sýry, fermentované alkoholické nápoje (víno, pivo), fermentova-

nou zeleninu, fermentované masné výrobky a ryby a rybí výrobky. Bakterie, které jsou 

zodpovědné za produkci BA u fermentovaných potravin, jsou zejména grampozitivní bak-

terie rodu Lactobacillus. Gramnegativní bakterie jsou většinou inhibovány samotným pro-

cesem fermentace [13]. 

1.4.1.1 Sýry 

Velmi dobrým prostředím pro tvorbu biogenních aminů jsou sýry, a to z důvodu proteolýzy 

mléčných bílkovin při jejich zrání.  Při proteolýze jsou mléčné bílkoviny rozkládány až 

na aminokyseliny. Dekarboxylací volných aminokyselin za činnosti bakteriálních dekarbo-

xyláz mohou vznikat toxická množství biogenních aminů. Množství biogenních aminů 

v sýrech ovlivňuje řada faktorů, jako je například druh sýrů, doba zrání, pH, mikroflóra, 

koncentrace solí, teplota. V sýrech se nejčastěji vyskytuje histamin, tyramin, kadaverin, 

putrescin, tryptamin a 2-fenyletylamin [14, 15].  

1.4.1.2 Alkoholické nápoje (víno, pivo) 

Přítomnost biogenních aminů ve víně je spojována s působením kvasinek při primární fer-

mentaci, přítomností bakterií mléčného kvašení a  jablečno-mléčným kvašením, které za-

jišťuje odkyselení vína. Častými biogenními aminy, které se vyskytují ve víně, jsou tyra-

min, putrescin, kadaverin, histamin a 2-fenyletylamin. Množství biogenních aminů se může 

lišit v závislosti na kvalitě použitých surovin, možné mikrobiální kontaminaci v průběhu 

výroby a době a podmínkách skladování [16, 17]. Celkový obsah biogenních aminů ve víně 

se může pohybovat od několika mg/l do zhruba 50 mg/l. Zatím nebyly legislativně stano-

veny nejvyšší přípustné limity pro obsah biogenních aminů ve víně, ale horní hranice obsa-

hu histaminu se doporučuje 2-10 mg/l. Jejich vyšší obsah může negativně ovlivnit kvalitu 

vína a způsobit možná zdravotní rizika pro spotřebitele [18, 19]. 

Obsah biogenních aminů v pivu závisí na množství mikroorganizmů v mladině, typu sladu 

a jiných surovin, technologickém postupu výroby, mikrobiální kontaminaci během procesu 

výroby a podmínkách skladování [20]. Některé biogenní aminy, jako putrescin, agmatin, 

spermin a spermidin, mohou pocházet z původních surovin, jako je například slad. Jsou 
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proto běžnou součástí piva. Naopak histamin, tyramin a kadaverin ukazují na nežádoucí 

kontaminaci při procesu výroby. Nejvíce biogenních aminů v pivu se tvoří během hlavní 

fermentace, nejčastěji se tak tvoří tyramin, histamin a kadaverin. Nejběžnější je výskyt ty-

raminu [21].  

1.4.2 Nefermentované potraviny 

U této skupiny potravin vznikají biogenní aminy převážně působením hnilobných bakterií. 

Nejčastěji se vyskytují v mase, kde vznikají v důsledku nesprávného skladování. Biogenní 

aminy se nacházejí i v ovoci, zelenině a houbách v pokročilém stádiu kažení [12].    

1.4.2.1 Maso 

V mase jsou přirozeně přítomné biogenní aminy spermin a spermidin, v důsledku sklado-

vání se však mohou vyskytnout i jiné biogenní aminy, především tyramin, kadaverin, pu-

trescin a histamin. Maso je velmi bohaté na bílkoviny a volné aminokyseliny, které fungují 

jako prekurzory pro tvorbu biogenních aminů. Jejich výskyt v mase je ovlivněn řadou fak-

torů, mezi které patří kvalita suroviny, správné a pečlivé ošetření při zpracování a dodržo-

vání vyhovujících hygienických podmínek [22].  

U čerstvých ryb jsou biogenní aminy obsaženy ve velmi nízké koncentraci. V průběhu 

skladování, působením činnosti mikroorganizmů, dochází k přeměně histidinu na histamin. 

Tento děj může být značně urychlen, pokud není rybí maso řádně skladováno. Histamin je 

z pohledu toxikologie považován za nejrizikovější biogenní amin v rybím mase. U ryb če-

ledi Scombroidae a Scomberesoideae se průměrný obsah histaminu pohybuje v koncentraci 

1-15mg/100g rybího masa. Pokud ale nejsou dodrženy správné skladovací podmínky, kon-

centrace histaminu může převýšit hodnotu 100mg/100g rybího masa. Kromě histaminu 

může rybí maso obsahovat mnoho dalších biogenních aminů, jako jsou například putrescin 

a kadaverin [23, 24].  

1.4.2.2 Potraviny rostlinného původu  

V ovoci a zelenině se biogenní aminy nacházejí ve velmi malém množství, které zpravidla 

nemá negativní účinky pro organizmus. Zvýšené hodnoty v těchto potravinách se můžou 

vyskytnout, pokud ovoce a zelenina nebyly řádně skladovány nebo s nimi bylo nesprávně 

manipulováno. Koncentrace biogenních aminů v ovoci a zelenině je také závislé na stupni 
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zralosti. Byly zjištěny rozdíly v koncentraci biogenních aminů mezi různě zralým ovocem 

stejného druhu. Nejčastěji se v ovoci a zelenině vyskytuje tyramin. Mezi další biogenní 

aminy, které se nacházejí v těchto potravinách, řadíme histamin, fenyletylamin a putrescin. 

Určitá množství biogenních aminů se můžou vyskytovat i v potravinách jako jsou čokolá-

da, kakao, houby anebo třeba i koření [12, 17]. 

 

1.5 Legislativní limity 

Legislativní limity jsou v různých zemích odlišné. V České republice je momentálně platná 

vyhláška 305/2004 Sb., která stanovuje druhy kontaminujících a toxikologicky význam-

ných látek a jejich přípustné množství v potravinách vydaná Ministerstvem zdravotnictví. 

Tato vyhláška uvádí přípustné množství histaminu v rybách a rybích výrobcích, které je 

stanoveno na 100 mg/l s povolením překročit tento limit o 100 % u dvou vzorků z devíti. 

Limitem histaminu v rybách a rybích výrobcích se zabývá i Nařízení komise (ES) 

č. 2073/2005, která ustanovila přípustné množství histaminu v produktech rybolovu 

na 100 mg/l a v produktech rybolovu, které bylo ošetřeno enzymatickým zráním v láku 

na 200 mg/l [25, 26].  

 

1.6 Produkce biogenních aminů  

Hlavní podmínkou pro tvorbu biogenních aminů v potravinách je přítomnost mikroorga-

nizmů s dekarboxylázovou aktivitou a vhodné podmínky pro jejich růst a množení. Množ-

ství a typ produkovaného biogenního aminu závisí na druhu mikroorganizmu a potraviny, 

ve které se daný mikroorganizmus nachází. Aktivita dekarboxylačních enzymů závisí 

na spoustě faktorů. Jedním z těchto faktorů je pH, dekarboxylačním mikroorganizmům 

vyhovuje pH 4,0-5,5. Dalšími faktory jsou například složení média, teplota nebo růstová 

fáze mikroorganizmu. Největší aktivita dekarboxylačních enzymů byla zjištěna ve stacio-

nární fázi růstu. Také přítomnost solí má vliv na tvorbu biogenních aminů, chlorid sodný 

inhibuje jejich produkci. Množství biogenních aminů závisí i na době skladování potravin, 

čím déle je potravina skladována, tím více biogenních aminů se v ní zpravidla nachází [4, 

27]. 
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Dekarboxylázy aminokyselin nejsou u bakterií úplně obvyklé. Vyskytují se u rodů Bacillus, 

Citrobacter, Clostridium, Escherichia, Klebsiella, Photobacterium, Proteus, Pseudomo-

nas, Salmonella, Shigella a mléčných bakterií rodu Lactobacillus, Pediococcus a Entero-

coccus. Bakterie, které jsou schopny dekarboxylovat aminokyseliny a potraviny, ve kterých 

se mohou nacházet, jsou uvedeny v tabulce 3 [12]. 

 

Tabulka 3 Přítomnost biogenních aminů a bakterií, které je produkují, v potravinách [12]  

Potraviny Bakterie Vytvářené aminy 

Ryby 

Morganella morganii, Klebsiella pneumoniae, 

Hafnia alvei, Proteus mirabilis, Proteus vulga-

ris, Clostridium perfringens, Enterobacter ae-

rogenes, Bacillus spp., Staphylococcus xylosus 

histamin, tyramin, kadaverin, 

putrescin, agmatin, spermin, 

spermidin 

Sýry 

Lactobacillus buchneri, L. bulgaricus, L. plan-

tarum, L. casei, L. acidophilus, Enterococcus 

faecium, Streptococcus mitis, Paenibacillus 

macerans, Propionibacterium spp. 

histamin, kadaverin, putrescin, 

tyramin, fenyletylamin, 

tryptamin 

Maso a masné 

výrobky 

rody Pediococcus, Lactobacillus, Pseudomo-

nas, Micrococcus, čeleď Enterobacteriaceae 

histamin, kadaverin, putrescin, 

tyramin, fenyletylamin, 

tryptamin 

Fermentovaná 

zelenina 

Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesen-

teroides, Pediococcus spp. 

histamin, kadaverin, putrescin, 

tyramin, tryptamin 

Fermentované 

produkty ze sóje 

Rhizopus oligosporus, Trichosporon beiglli, 

Lactobacillus plantarum 

histamin, kadaverin, putrescin, 

tyramin, tryptamin 

 

 

1.7 Možnosti eliminace biogenních aminů v potravinách 

S ohledem na bezpečnost potravin a zdraví konzumenta je potřeba předejít hromadění bio-

genních aminů v potravinách. K jejich snížení nebo minimalizaci výskytu lze použít amin-

negativní (neprodukující) nebo amin-oxidující (degradující) mikroorganizmy nebo enzymy, 

které biogenní aminy oxidují. K dalším významným metodám patří výběr startérových kul-

tur, obalových materiálů, ošetření vysokým hydrostatickým tlakem, ozáření nebo použití 

některých přídatných látek [28, 29].  
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1.7.1 Startérové kultury 

Výběr vhodné startérové kultury je považován za jeden z nejúčinnějších způsobů snížení 

koncentrace biogenních aminů v potravinách. Startérová kultura je komerční preparát ob-

sahující živé mikroorganizmy, které jsou používány při výrobě fermentovaných potravin, 

kde se využívá jejich metabolické aktivity. Odbourávají sacharidy na organické kyseliny 

a tím snižují pH, štěpí lipidy a bílkoviny, také redukují dusičnany na dusitany. Díky starté-

rovým kulturám se ve výrobku tvoří typické aroma a chuť. Nejčastěji startérové kultury 

obsahují bakterie mléčného kvašení, které tvoří [29]: 

 kyselinu mléčnou ze sacharidů 

 antimikrobní látky – bakteriociny 

 látky aromatické a chuťové 

 

Některé kmeny bakterií, které mohou být využívány při výrobě fermentovaných potravin 

jako startérové kultury, tvoří biogenní aminy. Proto je jedním z požadavků použití startéro-

vých kultur bez dekarboxylázové aktivity. Tyto kultury nejsou schopné dekarboxylovat 

aminokyseliny za vzniku biogenních aminů, jsou tzv. amin-negativní [13]. 

Existuje ale také skupina amin-oxidačních startérových kultur. Tyto kultury jsou schopné 

oxidovat biogenní aminy na aldehyd, peroxid vodíku a amoniak [29]. 

Mnohé studie potvrdily možnost snížení obsahu biogenních aminů v důsledku použití urči-

té startérové kultury. Například k podstatnému snížení obsahu tyraminu došlo při použití 

Kocuria varians jako startérové kultury při výrobě fermentovaných uzenin. Lactobacillus 

plantarum účinně potlačoval produkci tyraminu, putrescinu a kadaverinu v kysaném zelí 

[29, 30, 31]. 
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1.7.2 Degradace biogenních aminů  

K degradaci již vzniklých biogenních aminů v potravinách lze využít enzymu aminooxidá-

za. Aminooxidáza může být izolována z orgánů prasat (játra, ledviny), z lidské placenty 

a krevní plazmy nebo ze samotných mikroorganizmů [32]. K degradaci biogenních aminů 

lze přímo použít i bakterie, které tento enzym vytvářejí. Schopnost degradovat biogenní 

aminy za pomocí enzymu aminooxidázy byla prokázaná u některých bakterií rodů [34]: 

 Bacillus 

 Brevibacterium 

 Lactobacillus 

 Micrococcus 

 Staphylococcus 

 Halomonas 

 

Aktivita aminooxidačních enzymů bakterií závisí na různých faktorech. Mezi tyto faktory 

patří například koncentrace solí v potravině nebo teplota skladování [32]. 

Aktivitou grampozitivní fakultativně anaerobní bakterie Staphylococcus xylosus došlo 

ke snížení histaminu a tyraminu v solených a fermentovaných ančovičkách [33]. 

Studie, která byla provedena na rybí pastě Rihaakuru připravované z tuňáka, tradičním po-

krmu maledivské kuchyně, prokázala degradaci histaminu z 30-50% za použití bakterií 

Lactobacillus sakei a Vergibacillus halodonitrificans. Podstatně lepšího výsledku při de-

gradaci histaminu docílili použitím diaminooxidázy izolované z prasečích jater. Koncen-

trace histaminu při použití tohoto enzymu byla pod detekčním limitem (<0,1 ppm). 

V tomto případě bylo tedy pro vyšší účinnost výhodnější použít přímo enzym diaminooxi-

dázu. Nejlepším řešením by ovšem bylo zabránit růstu mikroorganizmů již u syrového ma-

sa při skladování. Nicméně tohle není vždy možné, protože Rihaakuru se vyrábí z ryb 

s nízkou kvalitou masa a často nejsou zajištěny vyhovující podmínky ke skladování [34]. 
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2 BAKTERIOCINY 

2.1 Charakteristika bakteriocinů 

Velké množství grampozitivních i gramnegativních bakterií v průběhu jejich růstového 

cyklu produkuje látky peptidové povahy, tzv. bakteriociny. Tyto látky mají antimikrobiální 

povahu. Inhibiční účinek bakteriocinů působí převážně na úzké spektrum mikroorganizmů, 

které jsou často rodově příbuzné. Tímto se odlišují od antibiotik, která mají širší spektrum 

účinnosti. Mimoto bakteriociny jsou syntetizovány v primární růstové fázi, ale antibiotika 

jsou obvykle sekundárními metabolity. Bakteriociny se vyznačují nízkou molekulovou 

hmotností, jsou tepelně stabilní a lepší antibakteriální účinek vykazují při nižším pH (<5). 

Můžeme je rozdělit na 4 základní třídy: [35] 

Třída I.: lantibiotika (2-4 kDa) 

Třída II.: nízkomolekulární bakteriociny (do 10 kDa) 

Třída III.: vysokomolekulární bakteriociny (<30 kDa) 

Třída IV.: komplexní bakteriociny 

 

2.2 Význam bakteriocinů 

Snahou potravinářského průmyslu je produkce potravin s dlouhou trvanlivostí, vhodnými 

nutričními a organoleptickými vlastnostmi. Spotřebitel preferuje potraviny, které byly vy-

robeny šetrnými technologickými postupy a do kterých bylo přidáno co nejméně chemic-

kých přísad. Vzrostla poptávka po konzervačních látkách přírodního původu. Bakteriociny 

potlačují růst nežádoucích patogenních mikroorganizmů v potravinách, ale současně jsou 

schopny nenarušit růst těch žádoucích. Tyto předpoklady přispěly k rozvoji nových techno-

logií s využitím bakteriocinů k potlačení růstu nežádoucích mikroorganizmů [36, 37]. 
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2.3 Produkce bakteriocinů 

2.3.1 Bakteriociny gramnegativních bakterií 

Oproti bakteriocinům grampozitivních bakterií mají větší molekulovou hmotnost. Nejlépe 

prostudovanými bakteriociny, které produkují gramnegativní bakterie z čeledi Enterobacte-

riaceae, jsou koliciny a mikrociny [35].  

2.3.1.1 Koliciny 

Koliciny jsou bakteriociny produkované kolicinogenními kmeny bakterie Escherichia coli. 

Jejich molekulová hmotnost je 25-80 kDa a jsou tedy podstatně větší než mikrociny. Koli-

ciny jsou vysoce účinné látky, produkované buňkou při stresu, například při nízké hladině 

živin v prostředí. Působí proti bakteriím čeledi Enterobacteriaceae, jako například Shigella 

dysenteriae. Jejich inhibiční účinek působí přes specifické receptory v buněčné stěně. Pod-

le letálního účinku můžeme koliciny rozdělit do 4 skupin [35, 36]:  

I. Koliciny, které depolarizují plazmatickou membránu 

II. Koliciny s DNA endonukleázovou aktivitou 

III. Koliciny, které blokují proteosyntézu 

IV. Koliciny, které degradují peptidoglykan 

 

 V současnosti je známo 34 kolicinů, z toho je popsáno jen 26 [35].  

2.3.1.2 Mikrociny 

Mikrociny mají molekulovou hmotnost do 10 kDa. Jsou vlastnostmi podobné kolicinům, 

ale mikrociny nepoškozují DNA. Jejich účinek spočívá v tvorbě pórů nebo přerušením po-

tenciálu buněčné membrány. Působí převážně proti bakteriím z čeledi Enterobacteriaceae 

[35, 37].   

2.3.1.3 Pyociny 

Pyociny jsou z 90 % produkovány bakterií Pseudomonas aeruginosa. Jsou popsány tři typy 

pyocinů a rod Pseudomonas obvykle produkuje více než jeden typ. Pyociny jsou kódovány 

na chromozomech, stejně tak jako imunitní proteiny, které chrání buňku před vlastním bak-

teriocinem [35]. 
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2.3.2 Bakteriociny grampozitivních bakterií 

V posledních letech se bakteriociny grampozitivních bakterií dostaly do popředí zájmu 

z důvodu využití při konzervaci potravin. Jsou to ribozomálně syntetizované peptidy, obsa-

hují 30 až 60 aminokyselin a většina z nich je tepelně stabilní. Tyto peptidy jsou v mnoha 

ohledech zcela odlišné od kolicinů a jiných bakteriocinů produkovaných gramnegativními 

bakteriemi. Byl popsán velký počet bakteriocinů produkovaných grampozitivními bakteri-

emi, ale ne mnoho jich bylo podrobně prozkoumáno. Antibakteriální účinek na citlivé buň-

ky grampozitivních bakterií spočívá v destabilizaci funkcí membrány. Vybrané bakterioci-

ny a bakterie, které tyto bakteriociny produkují, jsou uvedeny v tabulce 4 i s mikroorga-

nizmy, na které tyto bakteriociny inhibičně působí [36, 38]. 

 

Tabulka 4 Příklady bakteriocinů [35, 36, 38, 40] 

Bakteriocin Producenti Inhibiční účinek 

Nisin (E 234) Lactococcus lactis subsp. lactis 
bakterie mléčného kvašení, Lis-

teria, Bacillus, Clostridium 

Lacticin 3147 Lactococcus lactis DPC3147  

Acetobacter, Bacillus, 

Clostridium, Enterococcus, 

Lactobacillus, Lactococcus, 

Leuconostoc, Listeria 

Leucocin H Leuconostoc MF215B 

Lactobacillus sp., Leuconostoc 

sp., Carnobacterium sp., Lacto-

coccus sp., Listeria sp.,  

Lactococcin G Lactococcus lactis LMG 2081 
bakterie mléčného kvašení, 

Clostridium 

Enterocin 1071 
Enterococcus faecalis BFE 1071, 

FAIR-E 309  

Clostridium tyrobutyricum, En-

terococcus durans, Entero-

coccus faecalis, Lactobacillus 

salivarius  

Lactacin F Lactobacillus johnsonii VPI11088  

Lactobacillus acidophilus, Lb. 

amylovorus, Lb. crispatus, Lb. 

delbrueckii subsp. bulgaricus 

Plantaricin EF 

a JK 
Lactobacillus plantarum C-11  

Pediococcus, Lactobacillus, 

Carnobacterium  

Mutacin IV Streptococcus mutans UA140  

Streptococcus sobrinus, Str. 

sanguinis, Str. oralis, Str. gor-

donii, Str. mitis 
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2.3.2.1 Nisin 

Nisin je produkován některými bakteriemi mléčného kvašení, konkrétně zástupci rodu 

Lactococcus. Patří do I. třídy baktericiocinů, mezi lantibiotika. Skládá se z 34 aminokyse-

linových zbytků. Zatímco většina bakteriocinů se vyznačuje úzkým spektrem účinnosti, 

nisin je výjimkou a je považován za širokospektrální bakteriocin působící proti mnoha 

grampozitivním bakteriím. Gramnegativní bakterie jsou proti nisinu chráněny vnější mem-

bránou. Nisin se využívá v potravinářství jako konzervant s označením E234. Můžeme ho 

najít v pudincích ze semoliny a tapioky a v podobných výrobcích, ve zrajících sýrech, 

v tavených sýrech, v čerstvém sýru Mascarpone a v tekutých pasterizovaných vejcích [39, 

40].  

 

 

Obrázek 4 Nisin [50] 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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3 CÍL PRÁCE 

Cílem teoretické části této práce bylo charakterizovat biogenní aminy, popsat jejich vý-

znam, výskyt, produkci a možnosti eliminace, charakterizovat bakteriociny a také popsat 

jejich význam, výskyt, produkci a možnosti jejich využití.  

Cílem praktické části bylo sledování vlivu bakteriocinů a bakterií tvořících bakteriociny 

na produkci biogenních aminů u mikroorganismů rodu Lactobacillus. Biogenní aminy byly 

stanoveny pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie (HPLC) s UV detekcí po před-

chozí derivatizaci danzylchloridem.  
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4 MATERIÁL A METODY 

4.1 Použité mikroorganizmy 

4.1.1 Kmeny produkující biogenní aminy 

Byly použity dekarboxyláza pozitivní bakteriální kultury izolované z piva, které byly zís-

kány z Výzkumného ústavu pivovarského a sladařského v Praze. Dále byly použity kultury 

izolované ze sýrů ze Sbírky mlékárenských mikroorganizmů Laktoflora Tábor. Testované 

kmeny jsou uvedeny v tabulce 5.  

Tabulka 5 Testované kmeny produkující biogenní aminy 

Izoláty z piva  Izoláty ze sýrů 

Lactobacillus plantarum P89  Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T3 

Lactobacillus brevis P93 Lactobacillus curvatus T15 

Lactobacillus plantarum P96 Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T36 

 

4.1.2 Inhibiční kmeny produkující nisin 

Inhibiční kmeny produkující nisin byly izolovány ze sýrů a tyto izoláty byly získány z Čes-

ké sbírky mlékárenských mikroorganizmů Laktoflora Tábor. Testované kmeny jsou uvede-

ny v tabulce 6. 

Tabulka 6 Inhibiční kmeny produkující nisin 

Izoláty ze sýrů 

Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 670 

Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686 

Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 689 

Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 731 

Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 71 

Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 702 

 

4.2 Kultivační média a roztoky 

Aminokyseliny a danzylchlorid byly pořízeny od společností Sigma-Aldrich – St. Louis 

USA a kultivační média od společnosti Merck – Darmstadt Německo.  
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4.2.1 MRS bujón 

Pro kultivaci a sledování dekarboxylázové aktivity vybraných kmenů bakterií byla připra-

vena tekutá živná půda MRS s přídavkem příslušných aminokyselin (tyrozin a arginin), 

které sloužily jako prekurzory příslušných biogenních aminů. Každá z aminokyselin byla 

navážena v koncentraci 0,3 % (w/v) a přidána k roztoku MRS Broth a deionizované vody. 

Takto připravená směs byla rozlita do zkumavek vždy po 7 ml. Po uzavření byly zkumavky 

sterilovány v autoklávu při 121 °C po dobu 20 minut.  

4.2.2 Bujón M17 

Bujón M17 byl použit pro kultivaci inhibičních kmenů rodu Lactococcus. Byl připraven 

obdobným způsobem jako bujón MRS, také s příslušným přídavkem aminokyselin (tyrozin 

a arginin) v koncentraci 0,3 % (w/v).  

4.2.3 M17 a MRS Agar 

M17 a MRS Agar byl použit pro stanovení počtu buněk. Bylo naváženo vypočítané množ-

ství živné půdy a rozpuštěno ve 400 ml vody společně s agarem. Roztok byl sterilován 

v autoklávu při 121 °C po dobu 20 minut. Sterilované půdy byly promíchány a za aseptic-

kých podmínek rozlity na Petriho misky. 

4.2.4 Fyziologický roztok 

Fyziologický roztok byl použit pro desítkové ředění vzorků. K přípravě byl použit chlorid 

sodný v koncentraci 8,5 g/l. Takto připravený roztok byl pipetován do zkumavek po 4,5 ml 

a sterilován v autoklávu při teplotě 121 °C po dobu 20 minut. 

4.2.5 Nisin 

Bylo naváženo 20 mg nisinu a rozpuštěno v 20 ml sterilní vody tak, aby výsledná koncen-

trace roztoku byla 1000 mg/l. Po rozpuštění byl roztok nisinu zfiltrován pomocí sterilního 

stříkačkového filtru o porozitě 0,22 µm. Takto připravený sterilní roztok byl pipetován 

po 1,5 ml do sterilních eppendorfkových zkumavek a zmrazen pro pozdější použití.  
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4.3 Příprava supernatantu kmenů produkujících nisin 

Bylo odebráno 100 µl bakteriální suspenze rodu Lactococcus a naočkováno do příslušného 

kultivačního média M17 připraveného v plastových centrifugačních zkumavkách. Tyto 

zkumavky byly kultivovány při 30 °C po dobu 72 hodin a po kultivaci zcentrifugovány 

při 10 000g 15 minut. Získaný supernatant byl odebrán do 50 ml kádinky a bylo upraveno 

pH supernatantu na hodnotu 6,0 ± 0,2. Následně byl supernatant zfiltrován přes stříkačkový 

filtr o porozitě 0,22 µm.  

 

4.4 Sledování produkce biogenních aminů v přítomnosti bakteriocinu 

nisinu nebo inhibiční kultury 

Bylo odebráno 100 µl bakteriální suspenze kmene produkujícího biogenní aminy a naoč-

kováno do zkumavek s kultivačním médiem MRS s přídavkem aminokyselin. Zkumavky 

byly kultivovány 24 hodin při 30 °C. Tento postup byl opakován ještě jednou za účelem 

indukce buněk k produkci BA. Z těchto kultur bylo provedeno desítkové ředění pro zjištění 

CFU/ml. Ředění bylo provedeno na 10-4,10-5,10-6. Pro vlastní experiment bylo odebráno 

100 µl bakteriální suspenze kmene produkujícího BA a naočkováno do kultivačního média 

MRS s aminokyselinami, ke kterému bylo přidáno:  

a) bez přídavku jakékoliv látky (kontrolní vzorky), 

b) nisin v celkové koncentraci 50 mg/l - k 7 ml média bylo přidáno 350 µl nisinu 

o koncentraci 1000 mg/l, 

c) supernatant, který byl získán po kultivaci inhibičního kmene - k 7 ml média bylo 

přidáno 500 µl supernatantu,  

d) kultura inhibičního kmene, která byla narostlá přes noc – k 7 ml média bylo přidáno 

100 µl kultury. 

 

Každý ze 4 faktorů se opakoval ve 3 zkumavkách a odběr byl proveden ve 2 časech: 24 

a 48 hodin. Jeden faktor byl tedy u každého kmene sledován v 6 zkumavkách. Bylo testo-

váno 6 kmenů produkujících biogenní aminy a 6 inhibičních kmenů produkujících nisin. 

Celkem bylo analyzováno 1728 vzorků. Všechny zaočkované zkumavky byly kultivovány 

při 30 °C.  Po 24 a následně po 48 hodinách byly odebrány příslušné 3 zkumavky a odstře-
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děny při 4600 ot/min při teplotě 15 °C po dobu 15 minut. Získaný supernatant byl rozdělen 

do dvou eppendorfkových zkumavek po 750 µl. K supernatantům byla přidána kyselina 

chloristá o koncentraci 1,2 mol/l v poměru 1:1 – k 750 µl supernatantu bylo přidáno 750 µl 

kyseliny chloristé. Vzorky byly zamrazeny a připraveny k derivatizaci. Schéma experimen-

tu je znázorněno na obrázku 4. 

 

 

Obrázek 5 Schéma přípravy vzorků  

 

4.5 Derivatizace vzorků 

Ke každému vzorku supernatantu bylo přidáno 100 µl 1,7-heptandiaminu (Sigma-Aldrich) 

v koncentraci 500 mg/l jako interního standardu. Následně byl 1 ml vzorku odpipetován 

do derivatizační nádobky a přidáno 1,5 ml karbonátového pufru s pH 11,1 – 11,2. Ke vzor-

ku bylo přidáno 2 ml čerstvě připraveného roztoku danzylchloridu (Sigma-Aldrich) o kon-
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centraci 5 g/l v acetonu (Merck). Derivatizační nádobka byla dobře uzavřena a nechala se 

třepat v temnu 20 hodin.  

Po uplynutí potřebné doby třepání bylo ke vzorku přidáno 200 µl prolinu (Sigma-Aldrich), 

derivatizační nádobka byla dobře uzavřena a byla třepána další hodinu. Poté bylo ke vzorku 

přidáno 3 ml heptanu a 3 minuty bylo se vzorkem ručně třepáno. Následně bylo odpipeto-

váno 1 ml heptanové vrstvy do šroubovací vialky. Obsah vialky byl odpařen při teplotě 60 

°C do sucha pod proudem dusíku a suchý odparek byl zředěn 1,5 ml acetonitrilu (Sigma-

Aldrich). Vialky byly uchovávány v mrazícím zařízení při teplotách -18 °C do doby analý-

zy.  

4.6 Vlastní chromatografické stanovení 

Bezprostředně před analýzou byly vzorky přefiltrovány přes stříkačkový filtr s porozitou 

0,22 µm a dávkovány do chromatografického systému. Výskyt biogenních aminů byl vy-

hodnocen pomocí mobilní a stacionární fáze na koloně Zorbax C18 RRHD s rozměry 

3 x 50 mm a pórovitostí 1,8 µm. Průtok kolonou byl 0,45 ml/min. Stanovení bylo provádě-

no při teplotě 30 °C a vlnové délce 254 nm (UV/VIS-DAD detektorem). Výsledky obsahu 

biogenních aminů byly hodnoceny pomocí softwaru CLARITY [41].  
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 

5.1 Vliv nisinu a protektivních bakterií na produkci biogenních aminů u 

kmene Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T3 

U sledovaného kmene Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T3 byla pozorována produk-

ce tyraminu, sperminu, putrescinu a tryptaminu. Produkované množství těchto biogenních 

aminů, s přídavkem nisinu a různých kmenů produkujících bakteriociny, je uvedeno 

na obrázku 6. U kontrolního média, bez přídavku nisinu nebo bakterií produkujících bakte-

riociny, byl po 24 hodinové kultivaci detekován tyramin v množství 14,7 mg/l a spermin 

v množství 66,8 mg/l. Po 48 hodinové kultivaci množství tyraminu vzrostlo o 2,2 % 

na 15,1 mg/l a množství sperminu o 9,7 % na hodnotu 73,3 mg/l. S přídavkem nisinu se 

snížil obsah sperminu, po 24 hodinové kultivaci byl obsah sperminu 49,9 mg/l (oproti kon-

trole snížen zhruba o čtvrtinu) a po 48 hodinové kultivaci 47,1 mg/l (oproti kontrole sníže-

ní na cca dvě třetiny). Obsah tyraminu se s přídavkem nisinu oproti kontrole výrazně ne-

změnil.  

S přídavkem bakterií produkujících bakteriociny nebo jejich supernatantů došlo ve všech 

případech v kultivačním médiu k poklesu obsahu tyraminu i sperminu. S přídavkem super-

natantu bakterie Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686 (v obráz-

ku 5 označeno jako S686) došlo po 24 hodinové kultivaci k poklesu tyraminu o 36,6 % 

a sperminu o 52,5 % oproti kontrole, po 48 hodinách kultivace došlo k poklesu tyraminu 

o 16,6 % a sperminu o cca pětinu. S přídavkem bakterie L. lactis CCDM 686 došlo 

k poklesu tyraminu po 24 hodinové kultivaci o 27,1 % a sperminu o 60,7 % oproti kontro-

le. Zároveň to byl největší zaznamenaný pokles sperminu produkovaného touto bakterií. 

Po 48 hodinové kultivaci se snížil obsah tyraminu o 28,3 % a obsah sperminu zhruba 

o třetinu. Největší pokles tyraminu byl detekován v bujónech po kultivaci s protektivní 

bakterií L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 689, a to o 82,1 % oproti kontro-

le. Spermin a tyramin nebyly vůbec detekovány v médiích po kultivaci produkčního kmene 

Lb. curvatus T3 s přídavkem  protektivních kultur L. lactis subsp. lactis bi-

ovar diacetylactis CCDM 670 a L. lactis subsp. lactis CCDM 71 a jejich supernatantů. Ty-

ramin nebyl detekován také u vzorků s přídavkem supernatantu a kultury L. lac-

tis subsp. lactis CCDM 731 (na obrázku 5 označeno jako S731 a 71) a L. lac-

tis subsp. lactis CCDM 702 (na obrázku 5 označeno jako S702 a 702).  
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Produkce putrescinu byla u kontrolních vzorků bez přídavku bakteriocinu nebo protektiv-

ních kultur po 24 hodinové kultivaci 2,4 mg/l a tryptaminu 11,1 mg/l. Po 48 hodinové kul-

tivaci došlo k navýšení putrescinu i tryptaminu (putrescinu o 17,9 % na hodnotu 2,8 mg/l 

a tryptaminu o 11,6 % na hodnotu 12,4 mg/l). S přídavkem nisinu došlo ke snížení obsahu 

putrescinu i tryptaminu oproti kontrole. Po 24 hodinách kultivace došlo ke snížení pu-

trescinu o 13,3 % a snížení tryptaminu o 4,1 % oproti kontrole. Po 48 hodinách došlo ke 

snížení putrescinu o 2,5 % a snížení tryptaminu o 15,1 % oproti kontrole. S přídavkem su-

pernatantu a kultury L. lactis. CCDM 686 došlo ke snížení vyprodukovaného tryptaminu 

u produkčního kmene Lb. curvatus T3 kultivovaného 24 hodin i 48 hodin. Obsah putrescin 

byl snížen u vzorků s přídavkem kultury v obou odběrových časech, také byl snížen 

u vzorků s přídavkem supernatantu po 24 hodinách, avšak po 48 hodinách kultivace došlo 

k navýšení oproti kontrole na hodnotu 3,6 mg/l. K navýšení obsahu putrescinu oproti kon-

trole došlo také u vzorků s přídavkem supernatantu a kultury L. lactis. CCDM 670 v obou 

časech. Naopak při přídavku dalších supernatantů a kultur (CCDM 689, CCDM 731, 

CCDM 71 a CCDM 702) putrescin nebyl detekován. 

Tryptamin nebyl detekován, jestliže byl Lb. curvatus T3 kultivován s přídavkem kultur L. 

lactis CCDM 670 a L. lactis subsp. lactis CCDM 71 a jejich supernatantů. Tryptamin nebyl 

detekován také u vzorků kultivovaných 24 hodin s přídavkem supernatantu a kultury L. 

lactis CCDM 689. U vzorků kultivovaných 48 hodin byl obsah tryptaminu s přídavkem 

supernatantu této kultury výrazně snížen na hodnotu 1,3 mg/l, což je o 89,4 % méně oproti 

kontrole a s přídavkem kultury došlo po 48 hodinové kultivace rovněž k výraznému pokle-

su obsahu tohoto biogenního aminu (o 82,1 % oproti kontrole). K navýšení obsahu trypta-

minu došlo u vzorků kultivovaných 24 hodin s přídavkem supernatantu L. lac-

tis subsp. lactis CCDM 702 (o 29,9 % oproti kontrole) i s přídavkem samotné kultury 

(o 15,2 % oproti kontrole). Snížení bylo zaznamenáno až po 48 hodinové kultivaci, a 

to s přídavkem supernatantu o 18,4 % oproti kontrole a s přídavkem kultury o 14,9 %.  
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Obrázek 6 Produkce biogenních aminů u kmene Lactobacillus curvatus subsp. 

curvatus T3 v závislosti na přídavku nisinu a protektivních kultur 
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5.2 Vliv nisinu a protektivních bakterií na produkci biogenních aminů u 

kmene Lactobacillus curvatus T15 

U sledovaného kmene Lactobacillus curvatus T15 byla pozorována produkce tyraminu 

a sperminu. Produkované množství těchto biogenních aminů, s přídavkem nisinu a různých 

kmenů produkujících bakteriociny, je uvedeno na obrázku 7. U kontrolního média, bez 

přídavku nisinu nebo bakterií produkujících bakteriociny, byl po 24 hodinové kultivaci 

detekován tyramin v množství 786,1 mg/l a spermin v množství 4,2 mg/l. Grafy na obrázku 

6 jsou v odlišných meřítkách.  Po 48 hodinové kultivaci množství tyraminu vzrostlo o 11,4 

% na 875,9 mg/l a množství sperminu o 4,8 % na hodnotu 4,4 mg/l. S přídavkem nisinu se 

snížil obsah tyraminu (po 24 hodinové kultivaci o téměř 60 % a po 48 hodinové kultivaci 

o více než 30 %), ale výrazně vzrostl obsah sperminu.  

S přídavkem bakterií produkujících bakteriociny nebo jejich supernatantů došlo ve všech 

případech v kultivačním médiu k poklesu obsahu tyraminu i sperminu s vyjímkou přídavku 

supernatantu a kultury L. lactis subsp. lactis CCDM 702, kde bylo zaznamenáno zvýšení 

sperminu. Spermin nebyl detekován, jestliže byl Lb. curvatus T15 kultivován s přídavkem 

kultur L. lactis. CCDM 686, L. lactis CCDM 670, L. lactis CCDM 689 a L. lactis subsp. 

lactis CCDM 71 a jejich supernatantů. U kultivace Lb. curvatus T15 s přídavkem superna-

tantu a kultury L. lactis subsp. lactis CCDM 731 došlo k poklesu sperminu (u vzorků se 

supernatantem při 24 hodinové kultivaci o 55,7 %, po 48 hodinové kultivaci o 43,7 % 

a u vzorků s přídavkem kultury po 24 hodinové kultivaci o 53,3 %, po 48 hodinové kulti-

vaci o 42,4 %). Tyramin nebyl detekován, jestliže byl Lb. curvatus T15 kultivován 

s přídavkem kultur L. lactis subsp. lactis CCDM 71 a L. lactis subsp. lactis CCDM 702. 

Během 24 hodinové kultivace Lb. curvatus T15 s přídavkem supernatantu a kultury L. lac-

tis subsp. lactis CCDM 731 nebyl tyramin detekován, při 48 hodinové kultivaci došlo 

k poklesu u vzorků s přídavkem supernatantu o 92,6 % a u vzorků s přídavkem kultury 

o 96,5 % oproti kontrole. Při přídavku dalších supernatantů a kultur (CCDM 686, CCDM 

670, CCDM 689) došlo k poklesu tyraminu o maximálně 10 %.  
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Obrázek 7 Produkce biogenních aminů u kmene Lactobacillus curvatus T15 

v závislosti na přídavku nisinu a protektivních kultur 
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5.3 Vliv nisinu a protektivních bakterií na produkci biogenních aminů u 

kmene Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T36 

U kmene Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T36 byla pozorována produkce tyraminu, 

sperminu a tryptaminu. Produkované množství těchto biogenních aminů, s přídavkem nisi-

nu a různých kmenů produkujících bakteriociny, je uvedeno na obrázku 8. U kontrolního 

média, bez přídavku nisinu nebo bakterií produkujících bakteriociny, byl po 24 hodinové 

kultivaci detekován tyramin v množství 16,4 mg/l, spermin v množství 67,7 mg/l a trypta-

min v množství 10,5 mg/l. Po 48 hodinové kultivaci množství tyraminu vzrostlo o 10,5 % 

na 18,1 mg/l, množství sperminu o 2,9 % na hodnotu 69,6 mg/l a množství tryptaminu 

o 0,2 % na 10,5 mg/l. S přídavkem nisinu se snížil obsah všech tří produkovaných biogen-

ních aminů. Množství tyraminu se s přídavkem nisinu po 24 hodinové kultivaci snížilo 

oproti kontrole o 3,5 % na 15,8 mg/l a po 48 hodinové kultivaci o 4,7 % na 17,3 mg/l. 

Množství sperminu se s přídavkem nisinu po 24 hodinové kultivaci snížilo oproti kontrole 

o 35,5 % na 43,6 mg/l a po 48 hodinové kultivaci o 15,6 % na 58,7 mg/l. Množství trypta-

minu se s přídavkem nisinu po 24 hodinové kultivaci snížilo minimálně, oproti kontrole 

o 0,5 % na 10,4 mg/l a po 48 hodinové kultivaci o 1,0 % na 10,3 mg/l.  

S přídavkem bakterií produkujících bakteriociny nebo jejich supernatantů došlo ve všech 

případech v kultivačním médiu k poklesu obsahu tyraminu. Největší pokles množství ty-

raminu byl zaznamenán, jestliže byl Lb. curvatus subsp. curvatus T36 kultivován s přídav-

kem kultur L. lactis CCDM 689 a L. lactis CCDM 670. U vzorků s přídavkem supernatan-

tu kultury L. lactis. CCDM 689 došlo po 24 hodinové kultivaci k poklesu vyprodukované-

ho tyraminu o 62,7 % na 6,1 mg/l a po 48 hodinové kultivaci o 89,9 % na 1,8 mg/l. 

U vzorků s přídavkem kultury L. lactis. CCDM 689 po 24 hodinové kultivaci došlo 

k poklesu obsahu tyraminu o 62,9 % na 6,1 mg/l a po 48 hodinové kultivaci o 78,8 % 

na 3,8 mg/l. U vzorků kultivovaných 24 hodin s přídavkem kultury L. lactis CCDM 670 

a jejího supernatantu tyramin nebyl detekován. Po 48 hodinové kultivaci s přídavkem su-

pernatantu bylo množství tyraminu o 74,4 % nižší oproti kontrole, nižší množství tyraminu 

bylo také u vzorků s přídavkem kultury, a to o 72,5 %. Tyramin nebyl detekován, jestliže 

byl Lb. curvatus subsp. curvatus T36 kultivován s přídavkem kultur L. lac-

tis subsp. lactis CCDM 731, L. lactis subsp. lactis CCDM 71, L. lactis subsp. lactis CCDM 

702 a jejich supernatantů (obrázek 7). 
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U vzorků s přídavkem bakterií produkujících bakteriociny nebo jejich supernatantů došlo 

také ve všech případech v kultivačním médiu k poklesu obsahu sperminu, pouze u vzorků 

kultivovaných 24 hodin s přídavkem supernatantu bakterie L. lactis. CCDM 689 došlo 

k mírnému zvýšení obsahu sperminu oproti kontrole. S přídavkem supernatantu bakterie L. 

lactis. CCDM 686 došlo po 24 hodinové kultivaci k poklesu sperminu o 60,1 %, tryptamin 

nebyl detekován, po 48 hodinách kultivace došlo k poklesu obsahu sperminu o 20,2 % 

a tryptaminu o 91,0 %. S přídavkem kultury L. lactis. CCDM 686 došlo po 24 hodinové 

kultivaci k poklesu množství vyprodukovaného sperminu o 59,8 %, tryptaminu o 95,6 % 

a po 48 hodinách kultivace došlo k poklesu sperminu o téměř čtvrtinu a tryptaminu o 91,6 

%. S přídavkem supernatantu bakterie L. lactis subsp. lactis CCDM 731 došlo po 24 hodi-

nové kultivaci k poklesu obsahu sperminu o 18,1 %, ale k mírnému navýšení množství 

tryptaminu (o 6,5 %), po 48 hodinách kultivace došlo k poklesu sperminu o 11,5 %, ale 

opět k mírnému zvýšení tryptaminu, a to o 1,1 %. S přídavkem kultury L. lactis subsp. lac-

tis CCDM 731 došlo po 24 hodinové kultivaci k poklesu obsahu sperminu o 25,1 %, 

tryptaminu o 0,6 % a po 48 hodinách kultivace byl pozorován pokles množství sperminu 

o 9,4 % a tryptaminu o 0,3 %. Spermin a tryptamin nebyly detekovány, jestliže byl Lb. cur-

vatus subsp. curvatus T36 kultivován s přídavkem kultury L. lactis subsp. lactis CCDM 71 

a jejího supernatantu. Tryptamin nebyl detekován ani při kultivaci za přídavku kultury L. 

lactis CCDM 670 a jejího supernatantu. Naopak se obsah tryptaminu zvyšoval, jestliže byl 

Lb. curvatus subsp. curvatus T36 kultivován s přídavkem kultury L. lactis subsp. lactis 

CCDM 702, po 24 hodinové kultivaci se za přídavku supernatantu zvýšil obsah tryptaminu 

v kultivačním médiu o téměř 40 % a po 48 hodinové kultivaci o 4,7 % oproti kontrole, 

za přídavku kultury se po 24 hodinové kultivaci zvýšil obsah tryptaminu o 22,8 % a po 48 

hodinové kultivaci o 4,9 %. Množství sperminu se snižovalo, jestliže byl Lb. curvatus 

subsp. curvatus T36 kultivován s přídavkem kultury L. lactis subsp. lactis CCDM 702, 

po 24 hodinové kultivaci se za přídavku supernatantu snížil obsah sperminu o 7,3 % 

a po 48 hodinové kultivaci o 8,4 % oproti kontrole, za přídavku kultury se po 24 hodinové 

kultivaci snížil obsah sperminu o 52,8 % a po 48 hodinové kultivaci o 53,2 %. 
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Obrázek 8 Produkce biogenních aminů u kmene Lactobacillus curvatus subsp. 

curvatus T36 v závislosti na přídavku nisinu a protektivních kultur 
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5.4 Vliv nisinu a protektivních bakterií na produkci biogenních aminů u 

kmene Lactobacillus plantarum P89  

U sledovaného kmene Lactobacillus plantarum P89 byla pozorována produkce tyraminu, 

sperminu, putrescinu a tryptaminu. Produkovaná množství těchto biogenních aminů, 

s přídavkem nisinu a různých kmenů syntetizujících bakteriociny, jsou uvedena na obrázku 

9. U kontrolního média, bez přídavku nisinu nebo bakterií produkujících bakteriociny, byl 

po 24 hodinové kultivaci detekován tyramin v množství 248,9 mg/l a spermin v množství 

52,8 mg/l. Po 48 hodinové kultivaci množství tyraminu vzrostlo o cca třetinu na 331,1 mg/l 

a množství sperminu o cca třetinu na hodnotu 66,4 mg/l. S přídavkem nisinu se snížil ob-

sah tyraminu i sperminu, po 24 hodinové kultivaci byl obsah tyraminu 164,7 mg/l (oproti 

kontrole snížen zhruba o třetinu) a po 48 hodinové kultivaci 285,9 mg/l (oproti kontrole 

snížení o 16,6 %). Obsah sperminu byl po 24 hodinové kultivaci 46,6 mg/l (oproti kontrole 

snížení o 11,8 %) a po 48 hodinové kultivaci 58,1 mg/l (oproti kontrole snížen o 12,6 %).  

S přídavkem bakterií produkujících bakteriociny nebo jejich supernatantů došlo ve všech 

případech v kultivačním médiu k poklesu obsahu tyraminu i sperminu. S přídavkem super-

natantu bakterie Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686 (v obráz-

ku 8 označeno jako S686) došlo po 24 hodinové kultivaci ke značnému poklesu vyprodu-

kovaného tyraminu (o 98,1 % oproti kontrole), spermin nebyl detekován, po 48 hodinách 

kultivace došlo rovněž ke značnému  poklesu obsahu tyraminu (o 98,1 %) a sperminu 

o 95,5 % oproti kontrole. S přídavkem bakterie L. lactis CCDM 686 došlo k poklesu 

množství tyraminu po 24 hodinové kultivaci o 78,4 % oproti kontrole, spermin nebyl dete-

kován, po 48 hodinové kultivaci se snížil obsah tyraminu o 78,0 % a obsah sperminu 

o 61,8 % oproti kontrole. S přídavkem supernatantu bakterie L. lactis CCDM 670 (v ob-

rázku 8 označeno jako S670) došlo po 24 hodinové kultivaci k poklesu tyraminu o 94,0 % 

a sperminu o 2,3 % oproti kontrole, po 48 hodinách kultivace došlo k výraznému poklesu 

obsahu tyraminu o 95,3 % a sperminu o 16,2 % oproti kontrole. S přídavkem bakterie 

L. lactis CCDM 686 došlo k poklesu tyraminu po 24 hodinové kultivaci o 92,2 % a sper-

minu o 14,0 % oproti kontrole, po 48 hodinové kultivaci se snížil obsah tyraminu o 93,3 % 

a obsah sperminu o 24,5 % oproti kontrole. Tyramin nebyl vůbec detekován v médiích 

po kultivaci produkčního kmene Lactobacillus plantarum P89 s přídavkem  protektivních 

kultur L. lactis subsp. lactis CCDM 731, L. lactis subsp. lactis CCDM 71, L. lac-

tis subsp. lactis CCDM 702 a jejich supernatantů.  
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U kontrolního média, bez přídavku nisinu nebo bakterií produkujících bakteriociny, byl po 

24 hodinové kultivaci detekován putrescin v množství 2,1 mg/l a tryptamin v množství 

11,0 mg/l. Po 48 hodinové kultivaci množství putrescinu vzrostlo o 14,1 % na 2,4 mg/l 

a množství tryptaminu o 9,7 % na hodnotu 12,1 mg/l. S přídavkem nisinu se snížil obsah 

tryptaminu, po 24 hodinové kultivaci byl obsah tryptaminu 6,3 mg/l (oproti kontrole snížen 

o 43,1 %) a po 48 hodinové kultivaci 6,4 mg/l (oproti kontrole snížení o 47,2 %). Obsah 

putrescinu byl po 24 hodinové kultivaci 4,1 mg/l (oproti kontrole zvýšení o 97,1 %) 

a po 48 hodinové kultivaci 2,8 mg/l (oproti kontrole zvýšení o 18,7 %). 

S přídavkem supernatantu bakterie L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686 

došlo po 24 hodinové kultivaci k nárůstu obsahu putrescinu o 43,2 % oproti kontrole, 

tryptamin nebyl detekován, po 48 hodinách kultivace došlo ke zvýšení produkce putresci-

nu, a naopak ke snížení obsahu tryptaminu (o 84,1 % oproti kontrole). S přídavkem bakte-

rie L. lactis CCDM 686 došlo k poklesu putrescinu po 24 hodinové kultivaci oproti kontro-

le téměř o polovinu, tryptamin nebyl detekován, po 48 hodinové kultivaci se snížil obsah 

putrescinu o 54,5 % a obsah tryptaminu o 90,7 % oproti kontrole. Putrescin a tryptamin 

nebyly detekovány v médiích po kultivaci produkčního kmene Lb.plantarum P89 s přídav-

kem protektivní kultury L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 670 a jejího su-

pernatantu. Tryptamin nebyl detekován také u vzorků s přídavkem supernatantu a kultury 

L. lactis subsp. lactis CCDM 71, kde byla ale zjištěna produkce putrescinu. Po 24 hodino-

vé kultivaci s přídavkem supernatantu byl obsah putrescinu 1,7 mg/l (snížení o 16,5 % 

oproti kontrole), po 48 hodinové kultivaci 1,0 mg/l (snížení o 56,3 % oproti kontrole). 

Po 24 hodinové kultivaci s přídavkem kultury byl obsah putrescinu 1,6 mg/l (snížení o cca 

čtvrtinu oproti kontrole), po 48 hodinové kultivaci byl obsah putrescinu na hranici detekč-

ního limitu přístroje. U vzorků s přídavkem supernatantu kultury L. lactis. CCDM 689 do-

šlo po 24 hodinové kultivaci k poklesu obsahu putrescinu o 15,1 % na 1,8 mg/l a tryptami-

nu o 91,5 % na 0,9 mg/l, po 48 hodinové kultivaci došlo k poklesu putrescinu o 56,4 % 

na 1,0 mg/l a tryptaminu o 91,9% na 0,9 mg/l. U vzorků s přídavkem kultury L. lactis. 

CCDM 689 po 24 hodinové kultivaci došlo k poklesu putrescinu o 27,0 % na 1,5 mg/l 

a tryptaminu o 83,9 % na 1,8 mg/l, u 48 hodinové kultivaci došlo k poklesu putrescinu 

o 22,0 % na 1,8 mg/l a tryptaminu o 82,1 % na 2,2 mg/l.  
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Obrázek 9 Produkce biogenních aminů u kmene Lactobacillus plantarum P89 

v závislosti na přídavku nisinu a protektivních kultur   
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5.5 Vliv nisinu a protektivních bakterií na produkci biogenních aminů u 

kmene Lactobacillus brevis P93 

U sledovaného kmene Lactobacillus brevis P93 byla pozorována produkce tyraminu, 

sperminu, tryptaminu a fenyetylaminu. Produkovaná množství těchto biogenních aminů, 

s přídavkem nisinu a různých kmenů produkujících bakteriociny, jsou uvedena na obrázku 

10. U kontrolního média, bez přídavku nisinu nebo bakterií produkujících bakteriociny, byl 

po 24 hodinové kultivaci detekován tyramin v množství 588,5 mg/l a spermin v množství 

82,9 mg/l. Po 48 hodinové kultivaci množství tyraminu vzrostlo o cca čtvrtinu na 

727,9 mg/l a množství sperminu o 13,4 % na hodnotu 94,1 mg/l. S přídavkem nisinu se 

snížil obsah tyraminu i sperminu, po 24 hodinové kultivaci byl obsah tyraminu 143,5 mg/l 

(oproti kontrole snížení na čtvrtinu) a po 48 hodinové kultivaci 181,4 mg/l (oproti kontrole 

snížení o 75,1 %). Obsah sperminu byl po 24 hodinové kultivaci 46,5 mg/l (oproti kontrole 

snížení o 44,0 %) a po 48 hodinové kultivaci 57,1 mg/l (oproti kontrole snížen o 39,3 %).  

S přídavkem supernatantu bakterie L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686 

došlo po 24 hodinové kultivaci ke snížení tyraminu o 94,3 % a sperminu o 91,5 % oproti 

kontrole, po 48 hodinách kultivace došlo ke snížení tyraminu o 93,1 % a sperminu 

o 90,1 % oproti kontrole. S přídavkem bakterie L. lactis CCDM 686 došlo k poklesu obsa-

hu tyraminu po 24 hodinové kultivaci o 78,3 % a sperminu o 93,8 % oproti kontrole, po 48 

hodinové kultivaci se snížil obsah tyraminu o 71,3 % a obsah sperminu o 81,3 % oproti 

kontrole. S přídavkem supernatantu bakterie L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis 

CCDM 670 došlo po 24 hodinové kultivaci k výraznému snížení tyraminu (o 96,4 %) 

a sperminu o 58,8 % oproti kontrole, po 48 hodinách kultivace došlo k podobnému snížení 

tyraminu jako po 24 hodinové kultivaci (o 96,9 %) a sperminu o 3,7 % oproti kontrole. 

S přídavkem bakterie L. lactis CCDM 670 došlo k poklesu tyraminu po 24 hodinové kulti-

vaci o 94,0 % a sperminu o 33,0 % oproti kontrole, po 48 hodinové kultivaci se snížil ob-

sah tyraminu o 94,7 % a obsah sperminu se zvýšil o 9,9 % oproti kontrole. Tyramin nebyl 

detekován, jestliže byl Lb. brevis P93 kultivován s přídavkem kultur L. lactis subsp. lactis 

CCDM 731, L. lactis subsp. lactis CCDM 71, L. lactis subsp. lactis CCDM 702 a jejich 

supernatantů a množství vyprodukovaného sperminu bylo při kultivaci Lb. brevis P93 

s těmito přídavky kultur a jejich supernatantů vždy sníženo. Největší snížení sperminu bylo 

zaznamenáno při 24 hodinové kultivaci Lb. brevis P93 s přídavkem supernatantu bakterie 

L. lactis subsp. lactis CCDM 731.  
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U kontrolního média, bez přídavku nisinu nebo bakterií produkujících bakteriociny, byl 

po 24 hodinové kultivaci detekován tryptamin v množství 9,4 mg/l a fenyletylamin 

v množství 6,4 mg/l. Po 48 hodinové kultivaci množství tryptaminu vzrostlo o 11,9 % na 

10,6 mg/l a množství fenyletylaminu o 18,8 % na hodnotu 7,6 mg/l. S přídavkem nisinu se 

snížil obsah tryptaminu i fenyletylaminu, po 24 hodinové kultivaci byl obsah tryptaminu 

8,4 mg/l (oproti kontrole snížen o 11,2 %) a po 48 hodinové kultivaci 8,9 mg/l (oproti kon-

trole snížení o 15,3 %). Obsah fenyletylaminu byl po 24 hodinové kultivaci 2,5 mg/l (opro-

ti kontrole snížení o 60,5 %) a po 48 hodinové kultivaci 3,2 mg/l (oproti kontrole snížen 

o 58,3 %). Tryptamin nebyl detekován, jestliže byl Lactobacillus brevis P93 kultivován 

s přídavkem kultur L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686, L. lactis subsp. 

lactis biovar diacetylactis CCDM 670, L. lactis subsp. lactis CCDM 71 a jejich superna-

tantů. Fenyletylamin nebyl detekován, jestliže byl Lb. brevis P93 kultivován s přídavkem 

kultur L. lactis subsp. lactis CCDM 731, L. lactis subsp. lactis CCDM 71, L. lactis subsp. 

lactis CCDM 702 a jejich supernatantů. Významné snížení tryptaminu bylo zaznamenáno, 

jestli byl Lb. brevis P93 kultivován s přídavkem kultury L. lactis subsp. lactis bi-

ovar diacetylactis CCDM 689 a jejího supernatantu (o více než 70% oproti kontrole), men-

ší snížení bylo zaznamenáno u vzorků s přídavkem kultury L. lactis subsp. lactis CCDM 

702 a jejího supernatantu (o maximálně 6 % oproti kontrole). Naopak zvýšení tryptaminu 

bylo pozorováno, pokud byl Lb. brevis P93 kultivován s přídavkem kultury L. lactis 

subsp. lactis CCDM 731 a jejího supernatantu. S přídavkem bakterií produkujících bakte-

riociny nebo jejich supernatantů došlo ve všech případech v kultivačním médiu k poklesu 

obsahu fenyletylaminu. Největší pokles byl zaznamenán u vzorků s přídavkem kultury L. 

lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 689 a jejího supernatantu, kdy došlo po 24 

hodinové kultivaci vzorků s přídavkem supernatantu ke snížení obsahu fenyletylaminu 

o 88,9 % oproti kontrole, po 48 hodinách kultivace o 88,2 % oproti kontrole. S přídavkem 

kultury došlo k poklesu fenyletylaminu po 24 hodinové kultivaci o 88,8 % oproti kontrole, 

po 48 hodinové kultivaci o 86,8 % oproti kontrole. 
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Obrázek 10 Produkce biogenních aminů u kmene Lactobacillus brevis P93 v zá-

vislosti na přídavku nisinu a protektivních kultur  
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5.6 Vliv nisinu a protektivních bakterií na produkci biogenních aminů u 

kmene Lactobacillus plantarum P96 

U sledovaného kmene Lactobacillus plantarum P96 byla pozorována produkce tyraminu, 

sperminu a tryptaminu. Produkovaná množství těchto biogenních aminů, s přídavkem nisi-

nu a různých kmenů produkujících bakteriociny, jsou uvedena na obrázku 11. U kontrolní-

ho média, bez přídavku nisinu nebo bakterií produkujících bakteriociny, byl po 24 hodino-

vé kultivaci detekován tyramin v množství 15,2 mg/l, spermin v množství 70,6 mg/l 

a tryptamin v množství 11,3 mg/l. Po 48 hodinové kultivaci množství tyraminu vzrostlo 

o 7,9 % na 16,4 mg/l, množství sperminu o 15,5 % na hodnotu 80,9 mg/l a množství 

tryptaminu o 5,7 % na 11,9 mg/l. S přídavkem nisinu se oproti kontrole snížil obsah všech 

tří produkovaných biogenních aminů. Množství tyraminu se s přídavkem nisinu po 24 ho-

dinové kultivaci snížilo oproti kontrole o 14,9 % na 12,9 mg/l a po 48 hodinové kultivaci 

o 7,1% na 15,2 mg/l. Množství sperminu se s přídavkem nisinu po 24 hodinové kultivaci 

snížilo oproti kontrole o 17,7 % na 57,6 mg/l a po 48 hodinové kultivaci o 25,8 % 

na 60,1 mg/l. Množství tryptaminu se s přídavkem nisinu po 24 hodinové kultivaci snížilo 

oproti kontrole o 21,1% na 8,9 mg/l a po 48 hodinové kultivaci zhruba o čtvrtinu 

na 8,9 mg/l.  

Tyramin nebyl detekován, jestliže byl Lactobacillus plantarum P96 kultivován 

s přídavkem kultur L. lactis subsp. lactis CCDM 731, L. lactis subsp. lactis CCDM 71, L. 

lactis subsp. lactis CCDM 702 a jejich supernatantů a také s přídavkem supernatantu bak-

terie L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686 v obou časech. Při kultivaci 

s kulturou L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686 byl obsah tyraminu snížen 

při 24 hodinové kultivaci o 43,5 % a po 48 hodinové kultivaci o 8,4 % oproti kontrole. 

Tryptamin nebyl detekován, jestliže byl Lb. plantarum P96 kultivován s přídavkem kultur 

L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 670 a L. lactis subsp. lactis CCDM 71 

a jejich supernatantů a spermin nebyl detekován u vzorků s přídavkem kultury L. lactis 

subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686 a jejího supernatantu a kultury L. lactis 

subsp. lactis CCDM 71. Největší pokles tyraminu byl zaznamenán u vzorků s přídavkem 

kultry L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 670 a jejího supernatantu, kdy 

po 24 hodinové kultivaci vzorků s přídavkem kultury došlo k výraznému poklesu obsahu 

tyraminu (o 96,6 % na hodnotu 0,5 mg/l) a po 48 hodinové kultivaci nebyl tyramin deteko-

ván. U vzorků s přídavkem supernatantu došlo k poklesu po 24 hodinové kultivaci 
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o 83,9 % na hodnotu 2,4 mg/l a po 48 hodinové kultivaci o 76,2 % na hodnotu 3,9 mg/l. 

Největší pokles tryptaminu byl zaznamenán, jestliže byl Lb. plantarum P96 kultivován 

s přídavkem kultury L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686 a jejího super-

natantu. Při 24 hodinové kultivaci vzorků s přídavkem supernatantu nebyl tryptamin dete-

kován vůbec a při 48 hodinové kultivaci bylo zaznamenáno snížení o 83,9 % oproti kontro-

le na hodnotu 1,9 mg/l. Při 24 hodinové kultivaci vzorků s přídavkem kultury nebyl 

tryptamin opět detekován a při 48 hodinové kultivaci bylo zaznamenáno snížení o 90,5 % 

oproti kontrole na hodnotu 1,1 mg/l. Nejmenší pokles tryptaminu byl zaznamenán, jestliže 

byl Lb. plantarum P96 kultivován s přídavkem kultury L. lactis subsp. lactis CCDM 702 

a jejího supernatantu. Při 24 hodinové kultivaci vzorků s přídavkem supernatantu byl 

tryptamin snížen pouze o 2,8 % oproti kontrole na hodnotu 11,00 mg/l a po 48 hodinové 

kultivaci o 4,5 % oproti kontrole na hodnotu 11,4 mg/l. Při 24 hodinové kultivaci vzorků 

s přídavkem kultury byl obsah tryptaminu snížen o 1,1 % oproti kontrole na hodnotu  

11,2 mg/l a po 48 hodinové kultivaci o 13,7 % oproti kontrole na hodnotu 10,3 mg/l. 

S přídavkem bakterií produkujících bakteriociny nebo jejich supernatantů také došlo 

ve všech případech v kultivačním médiu k poklesu obsahu sperminu. Největší pokles 

sperminu byl zaznamenán, jestliže byl Lb. plantarum P96 kultivován s přídavkem kultury 

L. lactis subsp. lactis CCDM 731, v obou časech s přídavkem kultury i jejího supernatantu 

došlo k poklesu sperminu vždy o více než 99 %. Jestliže byl Lb. plantarum P96 kultivován 

s přídavkem supernatantu bakterie L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 689, 

došlo k poklesu obsahu sperminu po 24 hodinové kultivaci o 9,9 % oproti kontrole na hod-

notu 63,1 mg/l, po 48 hodinové kultivaci o 37,6 % na hodnotu 50,5 mg/l a u vzorků kulti-

vovaných 24 hodin s přídavkem samotné kultury o 8,3 % na hodnotu 64,2 mg/l, u 48 hodi-

nové kultivace o 23,3 % na hodnotu 62,1 mg/l.  
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Obrázek 11 Produkce biogenních aminů u kmene Lactobacillus planta-

rum P96 v závislosti na přídavku nisinu a protektivních kultur 
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5.7 Diskuze 

Detekcí dekarboxyláza-pozitivních mikroorganizmů se zabývá mnoho studií. Produkce 

biogenních aminů je spojena s grampozitivními i gramnegativními bakteriemi a kvasinka-

mi, často jsou producenti biogenních aminů bakterie mléčného kvašení (kmeny z rodů 

Lactococcus, Enterococcus, Lactobacillus, atd.). Obvyklými producenty biogenních aminů 

jsou také gramnegativní bakterie kontaminující potraviny (z čeledi Enterobacteriaceae 

a Pseudomonas spp.) V potravinách jsou biogenní aminy tvořeny z volných aminokyselin 

především díky dekarboxylázové aktivitě mikroorganizmů. Přítomnost těchto dekarboxylá-

za-pozitivních mikroorganizmů v potravinách je značným bezpečnostním problémem. 

Nízké koncentrace biogenních aminů nemají negativní vliv na lidský organizmus, protože 

jsou organizmem snadno metabolizovány, problém nastává při příjmu vyšších koncentrací 

v důsledku nekontrolovatelného růstu mikroorganizmů v potravinách. Navíc detoxikace 

biogenních aminů je u lidského organizmu značně individuální, její snížená schopnost mů-

že být způsobena mnoha faktory, mezi které patří například užívání některých léků (antihis-

tamika, antidepresiva) nebo příjem alkoholu současně s vyšší koncentrací biogenních ami-

nů [43, 44]. 

Na druhou stranu se už několik studií zabývá mikroorganizmy, které jsou schopny degra-

dovat biogenní aminy pomocí enzymu aminooxidázy, který vytvářejí. Mikroorganizmy 

jsou schopné oxidovat biogenní aminy na aldehyd, peroxid vodíku a amoniak. Tyto pro-

dukty mohou být využity jako zdroj uhlíku nebo dusíku. Některé kmeny bakterií mléčného 

kvašení (např. Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Pediococcus acidilactici),  

aktinobakterie (Brevibacterium linens, Rhodococcus spp., Arthrobacter spp.), archaea (Na-

trinema gari, Methanosarcina barkery) nebo houby (Candida spp., Penicillium citrinum, 

Alternaria spp., Phoma spp.) jsou schopny degradovat histamin a tyramin, některé z nich 

mají také schopnost degradovat putrescin. Histamin a tyramin, stejně tak jako putrescin 

a kadaverin, mohou být degradovány koaguláza-negativními stafylokoky (např. St. car-

nosus nebo St. xylosus), jinými koky (Kocuria varians, Micrococcus luteus) nebo bacily (B. 

polymyxa, B. subtilis, B. idriensis). Mikroorganizmy, které jsou schopny degradovat bio-

genní aminy, mohou produkovat histaminoxidázu, putrescinoxidázu, tyraminuoxidázu me-

tylaminoxidázu nebo monoaminooxidázu. Mikroorganizmy, které jsou schopny degradace 

biogenních aminů, lze do potravin přidávat v průběhu zpracování nebo jako startérové kul-
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tury ve fermentovaných potravinách, a tím snížit nebo úplně eliminovat biogenní aminy 

[45, 46]. 

Možnostem degradace biogenních aminů v potravinách by mělo být věnováno více pozor-

nosti.  Pouze několik prací se zabývá kontrolou biogenních aminů za pomoci nejrůznějších 

mechanizmů: inhibicí nebo snížením amin produkujících bakterií s použitím přírodních 

antimikrobiálních látek nebo jiných potravinářských aditiv a konzervačních látek, přídav-

kem mikroorganizmů, které biogenní aminy využívají (degradují), aplikací specifických 

enzymů, omezením dostupnosti aminokyselin jako prekurzorů pro biogenní aminy, anebo 

použitím fyzikálních metod (hydrostatický tlak, záření) [47, 48]. 

 

V této práci byl sledován vliv nisinu a protektivních kultur na produkci biogenních aminů 

u 6 mikroorganizmů rodu Lactobacillus, které byly izolovány z piva a přírodních sýrů.  

Ze získaných výsledků je patrné, že všechny testované kmeny produkovaly tyramin a sper-

min v různém množství a s výjimkou kmene Lactobacillus curvatus T15 produkovaly 

všechny kmeny také tryptamin. U kmenů Lb. curvatus subsp. curvatus T3 a Lb. planta-

rum P89  byla také, v malém množství oproti množství ostatních biogenních aminů, za-

znamenána produkce putrescinu a u kmene Lb. brevis P93 byla zaznamenána i produkce 

fenyletylaminu. Největší množství tyraminu v případě kontrolních vzorků (kultivace bez 

přídavku nisinu nebo protektivní kultury) produkoval kmen Lb. curvatus T36. Naopak ne-

jmenší množství tyraminu bylo detekováno u kmene Lb. curvatus subsp. curvatus T3, roz-

díl v produkci tyrminu u těchto dvou kmenů činil cca o 700 mg/l. Produkce sperminu se 

pohybovala u všech kmenů řádově v desítkách mg/l. Největší množství sperminu bylo de-

tekováno v médiu po kultivaci bez přídavku nisinu nebo protektivní kultury u kmene 

Lactobacillus brevis P93, naopak nejmenší množství sperminu bylo zaznamenáno během 

kultivace kmene Lactobacillus curvatus T15. Z grafů na obrázcích ve výsledkové části 

práce je rovněž patrné, že po 48 hodinové kultivaci byl obsah všech detekovaných biogen-

ních aminů vyšší než po 24 hodinové kultivaci. Nárůst množství vyprodukovaných aminů 

po 48 hodinové kultivaci byl oproti jednodenní kultivaci u všech biogenních aminů max. 

30%.  

S přídavkem nisinu docházelo zpravidla k poklesu produkce biogenních aminů oproti kon-

trole, což je v souladu se studií Tabanelli et al. [47], kteří rovněž zjistili nižší produkci bio-
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genních aminů, pokud byl bakteriím produkujícím biogenní aminy aplikován bakteriocin. 

Největší pokles tyraminu byl zaznamenán v naší studii u vzorků s přídavkem nisinu 

u kmene Lb. brevis P93, pokles oproti kontrole v obou sledovaných časech byl cca 75%. 

Naopak mírné navýšení obsahu tyraminu bylo pozovováno u kmene Lb. curva-

tus subsp. curvatus T3, v obou časech do 10 % oproti kontrole. Největší pokles sperminu 

u vzorků s přídavkem nisinu byl zaznamenán také u kmene Lb. brevis P93, pokles oproti 

kontrole byl po jednodenní i dvoudenní kultivaci o cca 40 %. Naopak značný nárůst sper-

minu byl pozorován u kmene Lb. curvatus T15. Největší pokles tryptaminu u vzorků 

s přídavkem nisinu byl zaznamenán u kmene Lb. plantarum P89, a to oproti kontrole o cca 

45 % v obou odběrových časech. Množství vyprodukovaného putrescinu bylo sníženo 

u vzorků s přídavkem nisinu u kmene Lb. curvatus subsp. curvatus T3 v obou sledovaných 

časech, ale mírně navýšen u kmene Lactobacillus plantarum P89. U kmene Lb. brevis P93, 

který jako jediný produkoval fenyletylamin, došlo po přídavku nisinu do kultivačního mé-

dia ke snížení produkce tohoto biogenního aminu. Z výsledků je patrné, že délka kultivace 

laktobacilů v médiu s přídavkem nisinu neměla významnější vliv na snížení produkce bio-

genních aminů. Nisin byl do média přidán v koncentraci, která zcela neinhibovala bakterie 

produkující biogenní aminy, pouze jejich růst zpomalovala. Od počátku kultivace tak byly 

bakterie pravděpodobně vystaveny stresovým podmínkám, v důsledku kterých byl omezen 

jejich růst, metabolizmus a také produkce biogenních aminů. 

Protektivní kultura Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686 a její 

supernatant snižovala produkci biogenních aminů oproti kontrole u všech testovaných 

kmenů s výjimkou putrescinu. Největší snížení biogenních aminů bylo zaznamenáno, jest-

liže byl kmen Lactobacillus plantarum P96 kultivován právě se supernatantem kultury L. 

lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686. V tomto případě tyramin a spermin 

v obou časech a tryptamin u vzorků kultivovaných 24 hodin nebyly vůbec detekovány, 

u vzorků kultivovaných 48 hodin byl tryptamin snížen o cca 83 % oproti kontrole. 

K podobnému snížení sperminu a tryptaminu došlo, jestliže byl kmen Lb. plantarum P96 

kultivován s přídavkem kultury L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 686.  

S výjimkou putrescinu, produkovaného bakterií Lb. curvatus subsp. curvatus T3, kde byl 

pozorován nárůst oproti kontrole, protektivní kultura Lactococcus lactis subsp. lactis bi-

ovar diacetylactis CCDM 670 a její supernatant snižovala produkci biogenních aminů 

oproti kontrole u všech testovaných kmenů. Tyramin nebyl detekován vůbec, anebo došlo 
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k poklesu oproti kontrole o více než 90 %, výjimkou byla bakterie Lb. curvatus T15, kde 

pokles oproti kontrole činil max. 10 %. Jestliže byl do kultivačního média aplikován bakte-

riocin-produkující kmen L. lactis CCDM 670, nebyl u kmenů Lb. curvatus subsp. curvatus 

T3 a Lb. curvatus T15 detekován spermin, u ostatních kmenů nebylo snížení tohoto aminu 

tak výrazné.  

Díky přídavku protektivní kultury L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 689 

a jejího supernatantu došlo ke snížení produkce všech biogenních aminů u všech testova-

ných kmenů. Největší snížení obsahu tyraminu bylo pozorováno díky přídavku kultury L. 

lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 689 a jejího supernatantu k bakterii Lb. cur-

vatus subsp. curvatus T36. Pokles množství tyraminu u vzorků s přídavkem supernatantu 

byl velmi podobný poklesu tyraminu u vzorků s přídavkem samotné kultury. S prodlužující 

se dobou kultivace koncentrace tyraminu ještě více klesala, tento trend byl pozorován 

i u snižování obsahu sperminu a putrescinu. Snížení fenyletylaminu bylo oproti kontrole 

vždy o cca 88 %, nebyla pozorována změna v čase ani změna při použití inhibiční kultury, 

tj. životaschopných buněk, či pouze příslušného supernatantu.  

Po aplikaci protektivní kultury L. lactis subsp. lactis CCDM 731 a jejího supernatantu byla 

produkce tyraminu úplně inhibována u všech testovaných kultur s výjimkou 48 hodinové 

kultivace bakterie Lb. curvatus T15, kde však došlo ke snížení obsahu tohoto biogenního 

aminu o více než 90 %. Největší snížení produkce sperminu za přídavku kultury Lacto-

coccus lactis subsp. lactis CCDM 731 a jejího supernatantu bylo zjištěno u kmene Lacto-

bacillus plantarum P96, ve všech případech byl pokles větší než 99 %. Naopak ve většině 

případů došlo k nárůstu obsahu tryptaminu a to až o 26 % oproti kontrole. Nicméně dete-

kovaná množství tryptaminu byla poměrně nízká, v mnohých případech nelze zcela vylou-

čit, že se jedná o chybu stanovení.  

Při přídavku protektivní kultury Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 71 došlo k úplné 

inhibici produkce všech biogenních aminů u vzorků s kulturami Lb.curvatus subsp. curva-

tus T3, Lb. curvatus T15 a Lb. curvatus subsp. curvatus T36, k úplné inhibici tyraminu 

a tryptaminu u vzorků s kulturami Lb. plantarum P96, Lb. brevis P93 a Lb. plantarum P89 

a k úplné inhibici fenyletylaminu u kmene Lactobacillus brevis P93. Obsah sperminu 

i putrescinu produkovaných kulturou Lb. plantarum P89 byl snížen díky přídavku protek-

tivní kultury L. lactis subsp. lactis CCDM 71, spermin maximálně o 24 % a putrescin ma-

ximálně o 77 %. S prodlužující se dobou kultivace docházelo k většímu poklesu vyprodu-
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kovaných aminů a samotná kultura byla ke snížení účinnější než její supernatant. Tento jev 

může být způsoben tím, že protektivní kmen produkoval bakteriocin ve vyšší koncentraci, 

než byla v samotném supernatantu. Navíc s prodlužující se dobou kultivace se pravděpo-

dobně také zvyšovalo množství vyprodukovaného bakteriocinu.  

Díky přídavku protektivní kultury Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 702 a jejího su-

pernatantu došlo v médiu po kultivaci bakterií produkujících biogenní aminy k úplnému 

snížení obsahu tyraminu u všech testovaných kultur a k úplnému snížení obsahu fenylety-

laminu produkovaného bakterií Lactobacillus brevis P93. U všech testovaných kultur došlo 

také ke snížení vyprodukovaného sperminu s výjimkou bakterie Lb, curvatus T15. Navýše-

ní bylo pozorováno také u obsahu tryptaminu produkovaného bakterií Lactobacillus curva-

tus subsp. curvatus T36. Obsah ostatních biogenních aminů u testovaných mikroorganizmů 

se snižoval. Větší změna byla zaznamenána při použití samotné kultury, což ukazuje na to, 

že tato protektivní kultura působila na produkční kmeny obdobným způsobem jako kultura 

L. lactis subsp. lactis CCDM 71. 

Obecně lze říci, že přídavek nisinu nebo inhibičního kmene či jeho supernatantu má vliv na 

snížení produkce biogenních aminů. Záleží ale na konkrétním biogenním aminu a také, zda 

je použita inhibiční kultura nebo jen příslušný supernatant. Snížení obsahu biogenních 

aminů pomocí inhibiční kultury může mít několik důvodů. Inhibiční kultura může produ-

kovat dostatečné množství nisinu, který má pozitivní vliv na snížení bakteriální populace, 

a tím i vyprodukovaných biogenních aminů. Dalším důvodem může být dispozice inhibič-

ního kmene amin-oxidázou, která degraduje biogenní aminy.  

Cappozzi et. al. [45] se zabývali studií degradace biogenních aminů in vitro za použití 

kmene Lactobacillus plantarum ve vínu. V této studii bylo analyzováno 26 kmenů Lacto-

bacillus plantarum pro svou schopnost degradovat biogenní aminy běžně se vyskytující 

v průběhu kvašení vína. Zkumavky s MRS bujónem, obohaceným příslušnými aminokyse-

linami jako prekurzory biogenních aminů, byly zaočkovány degradačními kmeny Lacto-

bacillus plantarum a ponechány 24 hodinové kultivaci. Obsah biogenních aminů byl sta-

noven pomocí HPLC. Dva kmeny izolátů z červeného vína Lb. plantarum degradovaly 

putrescin a tyramin. Byl také potvrzen důkaz o tom, že schopnost degradovat biogenní 

aminy je specifická pro určitý druh i kmen [45]. 
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Bover-Cid et. al. [41] prokázali snížení množství putrescinu, kadaverinu a tyraminu ve 

španělských salámech s použitím směsi startovacích kultur (Lactobacillus sakei, Staphylo-

coccus carnosus a Staphylococcus xylosus). Za použití této kultury složené z laktobacilů 

a koaguláza-negativních stafylokoků došlo k poklesu obsahu těchto biogenních aminů až 

o 90%. Snížení obsahu tyraminu, kadaverinu a histaminu za použití amin-negativní směsi 

složené ze stejných rodů bakterií (Stafylococcus a Lactobacillus) v salámech také pozoro-

vali Maijala et. al. [41]. 

Wu et. al. [49] prokázali snížení obsahu biogenních aminů při výrobě  kysaného zelí 

za použití kultur Lactobacillus plantarum a Zygosacharomyces rouxii. Snížená produkce 

biogenních aminů byla sledována na rozdílu množství biogenních aminů u kvašeného zelí 

bez přídavku kultur a u zelí s přídavkem výše uvedených kultur.  Obsah biogenních aminů 

byl sledován po celou dobu výroby zelí. Po 8 dnech fermentace byla úroveň putrescinu 13x 

nižší než u spontánní fermentace bez přídavku kultur.  Podobné výsledky byly získány 

i v případě kadaverinu a tyraminu [49]. 
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ZÁVĚR 

Bakalářská práce byla zaměřena na sledování vlivu bakteriocinů a bakterií tvořících bakte-

riociny na produkci biogenních aminů u mikroorganizmů rodu Lactobacillus izolovaných  

z potravin (sýrů a piva).  

Na základě získaných výsledků lze konstatovat, že:  

 množství detekovaných BA bylo nižší u kontrolních vzorků (bez přídavku nisinu nebo 

protektivní kultury) odebraných 24h od začátku kultivace než u vzorků odebraných 

48h od počátku kultivace, 

 citlivost vůči působení nisinu a inhibiční kultury byla rozdílná v rámci druhu i kmene, 

 přídavek nisinu nebo bakterií produkujících bakteriociny ve většině případů snižoval 

produkci BA oproti kontrole, 

 všechny testované kmeny produkovaly tyramin a spermin, 

 všechny testované kmeny s výjimkou kmene Lactobacillus curvatus T15 produkovaly 

také tryptamin, 

 kmeny Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T3 a Lb. plantarum P89 produkovaly 

putrescin, 

 časové intervaly odběrů u vzorků s přídavkem nisinu nebo bakterií produkujících bak-

teriociny neměly jednoznačný vliv na obsah biogenních aminů, 

 přídavek kultury Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 71 měl největší inhibiční 

účinek na produkci sledovaných biogenních aminů, 

 největší obsah tyraminu byl detekován u kontrolních vzorků kmene Lactobacillus cur-

vatus T15 po 48 hodinové kultivaci v množství 875,95 mg/l, 

 největší obsah sperminu byl detekován u kontrolních vzorků kmene Lactobacillus bre-

vis P93 po 48 hodinové kultivaci v množství 94,10 mg/l, 

 největší obsah tryptaminu byl detekován u kontrolních vzorků kmene Lactobacillus 

curvatus subsp. curvatus T3 po 48 hodinové kultivaci v množství 12,42 mg/l, 

 u kmene Lactobacillus brevis P93 byla detekována produkce fenyletylaminu v maxi-

málním množství 7,56 mg/l (kontrolní vzorky po 48 hodinové kultivaci). 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

BA  Biogenní aminy 

BMK  Bakterie mléčného kvašení 

HPLC  Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
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