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ABSTRAKT 

Tato práce se zabývá sledováním produkce biogenních aminů bakterií Lactobacillus brevis. 

Teoretická část popisuje strukturu a vznik biogenních aminů, jejich výskyt v potravinách, 

toxicitu a legislativní limity. Dále jsou popsány bakterie rodu Lactobacillus a nakonec ně-

které metody používané ke stanovení biogenních aminů. 

V praktické části této práce byl sledován vliv vybraných faktorů (přídavek laktózy, NaCl, 

vliv teploty a pH) působících na dekarboxylázovou aktivitu Lactobacillus brevis. Vzniklé 

biogenní aminy byly stanoveny pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie (HPLC) 

s pre-kolonovou derivatizací danzylchloridem (DCl) a UV/VIS detekcí. Na základě namě-

řených výsledků byla stanovena produkce biogenních aminů tyraminu a sperminu. Nejvyšší 

naměřené množství tyraminu bylo zjištěno v podmínkách in vitro při počátečním pH 5,0 

v médiu s přídavkem 0,25 % (w/v) laktózy a bez přídavku soli. Produkce sperminu byla 

v průběhu kultivace kolísavá a nejvyšší naměřené množství bylo stanoveno v mléce při kul-

tivační teplotě 37 °C. Naopak nejnižší množství bylo stanoveno in vitro při 10 °C. 
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ABSTRACT 

This thesis deals with monitoring of biogenic amines production by Lactobacillus brevis. 

The theoretical part describes the structure and formation of biogenic amines, their occur-

rence in foods, toxicity and legislative limits. In order are described bacteria of the genus 

Lactobacillus and finally some of the methods used for the determination of biogenic 

amines. 

In the practical part of this work was observed the influence of selected factors (lactose and 

NaCl concentration and the effect of temperature and pH) effect on the decarboxylase activ-

ity of Lactobacillus brevis. The formed biogenic amines were determined by high perfor-

mance liquid chromatography (HPLC) with pre-column derivatization by dansylchloride 

(DCI) and UV/VIS detection. The production of biogenic amines tyramine and spermine 

was determined by the base of measured results. Highest measured amount of tyramine 

were found at 37° C in vitro at an initial pH of 5,0 in medium supplemented with  

0,25 % (w/v) lactose and without added salt. Production of spermine was very fluctuating 

during the cultivation and the highest quantity of spermin was determined during cultivation 

in milk at 37° C. The lowest amount of spermine was determined in vitro at 10° C 
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ÚVOD 

Biogenní aminy jsou nízkomolekulární bazické sloučeniny, které jsou nezbytné pro řadu 

fyziologických funkcí, avšak při vyšších dávkách jsou pro lidské zdraví nebezpečné. Skupi-

nou lidí, pro kterou jsou tyto látky nebezpečné, jsou pacienti užívající psychofarmaka. Ná-

sledkem užití vyššího množství biogenních aminů v potravinách mohou u těchto lidí vyvolat 

migrény, zvracení, bušení srdce, dýchací potíže, atd. (Santos, 1996). 

Výskyt biogenních aminů může ohrožovat bezpečnost potravin téměř ve všech odvětvích 

potravinářského průmyslu. Riziko, které představují, je možné snížit všude tam, kde je vý-

skyt biogenních aminů důsledkem exogenní mikroflóry. Kritické body, u kterých je pravdě-

podobnost projevení aktivity mikrobiálních dekarboxyláz, představuje skladování surovin, 

fermentační proces a skladování hotových výrobků. (Kohajdová a kol., 2008).  

Přítomnost biogenních aminů v potravinách bývá často důsledkem kažení potravin. Ve fer-

mentovaných potravinách však mohou být produkovány starterovými nebo probiotickými 

bakteriemi, které mají často vysokou dekarboxylázovou aktivitu. Je proto důležité zjistit, 

jak jednotlivé vnější faktory ovlivňují produkci biogenních aminů (Santos, 1996). 

V této práci je sledován vliv vnějších faktorů, jako je přídavek laktózy a chloridu sodného, 

teplota kultivace a pH, na produkci biogenních aminů v podmínkách in vitro a v mléce. 
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 BIOGENNÍ AMINY 

Biogenní aminy (BA) jsou nízkomolekulární sloučeniny, jejichž výskyt v potravinách může 

souviset s kažením potraviny nebo s fermentačními procesy a je závislý především na dekar-

boxylázové aktivitě mikroorganizmů (Buňková a kol., 2009; Santos, 1996). Tyto důležité 

dusíkaté sloučeniny mají biologický význam v zelenině, mikrobiálních a živočišných buň-

kách. Lepší znalosti jejich vzniku při různých vnějších podmínkách jsou nezbytné pro zlep-

šení kvality a bezpečnosti potravin (Santos, 1996). V nízkých koncentracích jsou nezbytné 

pro mnoho fyziologických funkcí (Önal a kol., 2013). 

1.1 Struktura a vznik  

Biogenní aminy se mohou se dělit podle své chemické struktury, a to na alifatické (putres-

cin, kadaverin, spermin a spermidin), aromatické (tyramin a fenyletylamin) anebo heterocyk-

lické (histamin a tryptamin) viz tabulka 1 (Spano, 2010; Santos, 1996). Podle jejich počtu 

aminoskupin mohou být rozděleny na monoaminy (tyramin a fenyletylamin), diaminy 

(putrescin a kadaverin) nebo polyaminy (spermin a spermidin) (Spano, 2010).  

Vznikají především v prostředí, kde je větší výskyt prekurzorů (proteinů nebo volných ami-

nokyselin) viz obrázek 2 (Buňková a kol., 2009). Dalším nezbytným předpokladem kromě 

výskytu proteinů v potravinách je přítomnost mikroorganizmů s dekarboxylační aktivitou  

a vhodné podmínky pro jejich růst a množení.  

Biogenní aminy v potravinách vznikají především dekarboxylací z aminokyselin. Obecné 

schéma vzniku je uvedeno na obrázku 1 (Önal a kol., 2013).  

CH

O

OH
NH2

R1

- CO2

R1 CH2

NH2 

Obrázek 1: Obecná rovnice dekarboxylace aminokyselin 

 

Mikroorganizmy, které produkují dekarboxylázy, mohou být přirozeně přítomné v produk-

tech, anebo se tam mohou dostat před technologickým zpracováním, v průběhu nebo po 

skončení výroby (Greif a kol., 1999). 
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Tabulka 1: Názvy a vzorce jednotlivých biogenních aminů a polyaminů (Hudcová, 2012) 
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Obrázek 2: Biogenní aminy a jejich prekurzory a syntéza spermidinu (Anli a kol., 2008)  
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1.2 Toxicita biogenních aminů 

Konzumace potravin, obsahujících velké množství biogenních aminů, může mít toxikologic-

ké důsledky (Spano, 2010). Tyto problémy jsou vážnější u spotřebitelů s méně efektivními 

detoxikačními schopnostmi (Spano, 2010; Standarová a kol., 2009).  

Histamin, tryptamin, β-fenyletylamin a tyramin jsou biologicky aktivní aminy, které mají 

významný fyziologický účinek na člověka, obvykle buď psychoaktivní nebo vazoaktivní. 

Psychoaktivní aminy ovlivňují nervový systém působením na nervové transmitery, zatímco 

vazoaktivní aminy působí na cévní systém (Shalaby, 1996).  

K nejznámějším otravám z potravin způsobené BA patří otravy histaminem a tyraminem  

a to v souvislosti s konzumací ryb, popřípadě sýrů. Vysoké dávky tyraminu způsobují na-

příklad hypertenzi, bušení srdce, nevolnost nebo migrény (Standarová a kol., 2009). 

1.3 Výskyt a funkce 

Biogenní aminy se vyskytují prakticky ve všech potravinách. Jsou to běžné produkty meta-

bolizmu (SZPI, 2003; Velíšek, 1999). Ve vyšším množství se nachází ve fermentovaných 

výrobcích (např. sýrech, pivu, vínu), kde vznikají enzymatickou činností přítomných mikro-

organizmů (SZPI, 2003).  

V eukaryotických buňkách je biosyntéza biogenních aminů nezbytná, protože tyto sloučeni-

ny slouží jako prekurzory pro syntézu hormonů, alkaloidů, nukleových kyselin a proteinů 

(Spano, 2010). Některé BA se uplatňují jako neurotransmitery, zatímco jiné, např. putrescin 

a kadaverin jsou potřebné pro různé biologické funkce, jak uvádí tabulka 2 (Spano, 2010). 

V prokaryotických buňkách slouží syntéza BA hlavně jako obranný mechanizmus bakterií, 

pro které je pak snazší vydržet kyselé prostředí (Spano, 2010). Některé z nich hrají důleži-

tou roli v mnoha lidských a zvířecích fyziologických funkcích, jako je například regulace 

tělesné teploty, pH v žaludku a činnosti mozku (Standarová a kol., 2009). 
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Tabulka 2: Přehled vybraných biogenních aminů a jejich biologický význam (Velíšek, 1999) 

Biogenní amin Biologický význam 

Histamin Lokální tkáňový hormon, vliv na krevní tlak, sekreci žaludeční 

šťávy, účast při anafylaktickém šoku a alergických reakcích 

Kadaverin Stabilizace nukleových kyselin, ribozomů, stimulace 

diferenciace buněk, rostlinný hormon 

Putrescin Stabilizace nukleových kyselin, ribozomů, stimulace 

diferenciace buněk, rostlinný hormon 

Tyramin Prekurzor dopaminu, lokální tkáňový hormon, vliv na krevní 

tlak a kontrakce hladkého svalstva 

 

1.3.1 Biogenní aminy v rostlinných materiálech 

Biogenní aminy se přirozeně vyskytují v potravinách rostlinného původu jako běžné pro-

dukty metabolizmu (Velíšek, 1999) 

Hlavním BA v potravinách rostlinného původu bývá tyramin (Velíšek, 1999). V některých 

rostlinách se nachází ve významném množství různé deriváty biogenních aminů, které se 

řadí mezi protoalkaloidy (Velíšek, 1999). 

Guerrini a kol. (2002) uvádí, že u vína se koncentrace biogenních aminů zvyšuje po jableč-

no-mléčném kvašení a červená vína bývají obvykle bohatší na aminy než vína bílá. Dále zjis-

tili, že Oenococcus oeni v různých vzorcích vína tvořil především histamin a u vybraných 

vzorků vína i vyšší koncentrace putrescinu. Některé aminy se již nacházejí v hroznech a to 

histamin a tyramin. Putrescin a kadaverin bývají obvykle spojovány se špatnými hygienic-

kými podmínkami při výrobě vína (Beneduce a kol., 2010). 

V lahvovém pivu byla zjištěna produkce zejména tyraminu, která se zvyšovala s dobou skla-

dování (Kalač a kol., 2002).  

V kečupu bylo zjištěno (Kalač a kol., 2002) vyšší množství tyraminu, kadaverinu a putresci-

nu. Histamin ve špenátu byl pod detekčním limitem, oproti starším výsledkům (Häberle, 

1987; Smith, 1981), kde byl stanoven ve špenátu v koncentraci až 400 mg/kg. Tyto rozdíly 

mohou být důsledkem rozdílného zpracování, skladování nebo hygieny při výrobě. 

Kvašená zelenina představuje další třídu potravin, ze které byly izolovány biogenní aminy. 

Hlavní biogenní aminy v zelí jsou histamin, tyramin, putrescin a kadaverin (Shalaby, 1996).  
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1.3.2 Biogenní aminy v živočišných materiálech a tkáních 

V živočišných materiálech se mohou biogenní aminy vyskytovat v mase, masných výrob-

cích, sýrech a dalších živočišných produktech a zkoumáním těchto potravin na přítomnost 

biogenních aminů se zabývá mnoho studií. Výskyt mikroorganizmů a příklady biogenních 

aminů v živočišných materiálech uvádí tabulka 3. 

Při skladování masa dochází vlivem aktivity enzymů k růstu biogenních aminů. Tohoto lze 

využít při stanovení čerstvosti masa. Vinci a Antonelli (2002) stanovili, že obsah celkových 

biogenních aminů v červeném a bílém mase po 30 dnech skladování při 4 °C je zhruba  

u obou mas stejný, a to u červeného 238,1 mg/kg a u bílého 248,7 mg/kg, přičemž u červe-

ného byl nejvyšší obsah tyraminu a u bílého masa kadaverinu.  

Růst BA lze pozorovat i při výrobě fermentovaných salámů. V klobásách byla zjištěna vyšší 

produkce tyraminu po 20 dnech skladování při 19 °C než při 4 °C, kdy byla produkce zhru-

ba poloviční (Bover-Cid a kol., 2001). Na tvorbu biogenních aminů v masných výrobcích se 

zaměřili i Smělá a kol. (2003) a zjistili, že při zrání salámu Herkules docházelo hlavně 

k tvorbě putrescinu a tyraminu, ostatní aminy byly detekovány v nízkém množství. Po  

14 dnech zrání bylo zjištěno až 820 mg/kg putrescinu. 

Sýry představují ideální prostředí pro tvorbu biogenních aminů a mohou obsahovat i vý-

znamná množství těchto látek (Rejchrtová a kol., 2010). Tvorba BA v sýrech je závislá na 

koncentraci volných aminokyselin nebo peptidů, na přítomnosti bakterií schopných dekar-

boxylovat aminokyseliny a dalších faktorech, jako je pH, koncentrace solí a vodní aktivita 

(Rejchrtová a kol., 2010).  

U sýru feta byla stanovena nejvyšší produkce tyraminu a putrescinu a to po 120 dnech zrání 

(Valsamaki a kol., 2000). V sýrech hrozí převážně vznik tyraminu a histaminu, což potvrzu-

je mnoho studií.  

Při rozkladu ryb, zejména při špatném skladování za vyšších teplot nad 8 °C, dochází 

k tvorbě různých biogenních aminů. Nejčastěji se vyskytující biogenní aminy spojované 

s kažením ryb jsou histamin, tyramin, putrescin a kadaverin (Nehasilová, 2011). Histamin se 

využívá jako indikátor kvality ryb bohatých na histidin (ryby s tmavým masem) a putrescin  

a kadaverin bývají indikátorem kvality ryb chudých na histidin (ryby s bílým masem) (Ne-

hasilová, 2011). 
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Tabulka 3: Výskyt mikroorganizmů a biogenních aminů ve vybraných živočišných produktech (Velí-

šek) 

Potravina Mikroorganizmy Produkované aminy 

Ryby Morganella morganii, 

Klebsiella pneumoniae, 

Proteus vulgaris,  

Clostridium perfringens, 

Enterobacter aerogenes, 

Bacillus sp., 

Histamin, tyramin, kadaverin, 

putrescin, spermin, spermidin 

Sýry Lactobacillus buchneri, 

Lactobacillus delbrueckii 

subsp. bulgaricus, 

Lactobacillus plantarum, 

Lactobacillus casei, 

Lactobacillus acidophilus, 

Enterococcus faecium, 

Propionibacterium sp. 

Histamin, kadaverin, 

putrescin, tyramin, tryptamin 

Maso a masné výrobky Pediococcus sp., Lactobacillus 

sp., Pseudomonas sp., 

Streptococcus sp., 

Micrococcus sp., čeleď 

Enterobacteriaceae 

Histamin, kadaverin, 

putrescin, tyramin 

 

1.4 Legislativní limity 

V ČR je stanoven limit jen pro histamin. Jeho maximální přípustné množství v produktech 

rybolovu stanovuje Nařízení komise (ES) č. 2073/2005 (Nařízení ES). Povolený limit je  

100 – 200 mg/kg. Pro produkty rybolovu, které byly ošetřeny enzymatickým zráním v láku 

vyrobených z ryb s vysokým obsahem histidinu je povolený limit 200 - 400 mg/kg. 
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2 VNĚJŠÍ FAKTORY OVLIVŇUJÍCÍ TVORBU BIOGENNÍCH 

AMINŮ 

Tvorba biogenních aminů v potravinách hodně závisí na vhodných podmínkách pro mikro-

organizmy s dekarboxylační aktivitou. Mezi nejvýznamnější faktory ovlivňující tuto aktivitu 

patří teplota, pH a obsah NaCl. Faktory ovlivňující dekarboxylázovou aktivitu jsou uvedeny 

v tabulce 4. 

Tabulka 4: Faktory ovlivňující dekarboxylázovou aktivitu mikroorganizmů (Kohajdová, 

2008) 

Faktory Vliv na dekarboxylázovou aktivitu 

pH dekarboxylázová aktivita je silnější v kyselém prostředí (pH 4 až 5,5) 

obsah glukózy 0,5 až 2 % optimální pro růst mikroorganizmů vybavených  dekarboxy-

lázami, 3 % inhibuje syntézu dekarboxyláz 

teplota 20 až 37 °C je optimální pro růst většiny mikroorganizmů vybavených 

dekarboxylázami, nízké teploty zastavují jejich růst 

přítomnost NaCl aktivuje tyrozindekarboxylázu, inhibuje histidindekarboxylázy 

přítomnost NaNO2 aktivuje tyrozindekarboxylázu 

přítomnost O2 potřebný pro růst mikroorganizmů vybavených dekarboxylázami   

množství biogenních 

aminů 

histamin, agmatin a putrescin inhibují histidindekarboxylázu   

 

2.1 Teplota 

Teplota má významný vliv na tvorbu biogenních aminů i na jejich růst a aktivitu. Je schopna 

zpomalit buněčný růst, prodloužit generační dobu a úměrně tomu i tvorbu biogenních aminů 

(Pleva a kol., 2012). Při správném dodržování chladírenských teplot lze tvorbě biogenních 

aminů zabránit. Čím je pro mikroorganizmy teplota optimálnější, tím je aktivnější i jejich 

dekarboxylázová aktivita. Mnoho studií uvádí, že s teplotou a dobou skladování roste pro-

dukce biogenních aminů (Kalhotka, 2011; Smělá, 2003). Vyšší teplota podporuje i proteo-

lýzu a tedy i přístupnost volných aminokyselin. Při nízké teplotě je naopak růst mikroorga-
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nizmů a tvorba biogenních aminů potlačena (Karovičová, 2003; Doseděl, 2009). Optimální 

teplota pro dekarboxylázovou aktivitu mezofilních bakterií je 20 až 37 °C, naopak teploty 

pod 5 °C a nad 40 °C působí inhibičně (Doseděl, 2009; EFSA 2011). 

2.2 pH 

Dalším faktorem, který výrazně ovlivňuje tvorbu BA je pH. Pro většinu mikroorganizmů je 

kyselé prostředí nevyhovující a tvorbou zásaditých biogenních aminů se proti těmto pod-

mínkám brání (Buňková a kol., 2011). Bakteriální dekarboxylázy mají pravděpodobně opti-

mum v rozmezí pH 4,0 až 5,0 (Santos, 1996). Při výrobě uzenin se přidává do výrobků glu-

kono-δ-lakton, který způsobuje snížení pH, což může mít také za následek zvýšení tvorby 

biogenních aminů (Karovičová, 2003).  

2.3 Obsah NaCl 

Chlorid sodný je jednou z látek snižující vodní aktivitu prostředí. Tím brání růstu mikroor-

ganizmů i tvorbě biogenních aminů. Avšak nízké hladiny NaCl mohou působit na produkci 

BA stimulačně. Uvádí se, že koncentrace 0,5 – 2,0 % podporuje činnost dekarboxyláz (Gre-

if a kol., 2006). Ve většině případů vysoké koncentrace soli v prostředí potlačují tvorbu 

biogenních aminů a to zejména 3,0 až 5,5 % (Greif a kol., 2006; Gardini a kol., 2001). 

2.4 Ostatní faktory 

Dalším z faktorů ovlivňující tvorbu BA je přítomnost kyslíku. V anaerobním prostředí je pro 

anaerobní mikroorganizmy vhodné prostředí pro růst a jejich činnost. Vyšší produkce tyra-

minu byla dokázána u Lactococcus lactis po kultivaci bez přístupu kyslíku (Buňková a kol., 

2010). 

Obsah glukózy v rozmezí 0,5 až 2,0 % podporuje růst bakterií s dekarboxylázovou aktivi-

tou. Glukóza je bakteriemi zkvašována na kyselinu mléčnou a tím je docíleno i snížení pH. 

Tyto dva faktory působí pozitivně na tvorbu biogenních aminů (Kohajdová, 2001).  

Optimální koncentrace substrátu (např. aminokyselin) pro produkci biogenních aminů je   

0,5 - 2,0 %. Vyšší koncentrace mohou dekarboxylační aktivitu potlačovat (Santos, 1996). 
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3 BAKTERIE RODU LACTOBACILLUS 

3.1 Obecná charakteristika 

Rod Lactobacillus se skládá z více než osmdesáti druhů (Salminen a kol., 2004). Bakterie 

rodu Lactobacillus patří mezi bakterie mléčného kvašení, kam se řadí i další rody, např. 

Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus a další (Buňková a kol., 2009).  

Většina druhů jsou mezofilní, ale najdou se mezi nimi i psychrotrofní, termofilní nebo ter-

motolerantní. Teplotní optima se velmi liší, od 30 °C do 45 °C. Některé druhy vykazují vy-

sokou odolnost vůči soli, osmotickému tlaku nebo nízké vodní aktivitě. Společný rys lakto-

bacilů je acidotolerance. Většina druhů je aerotolerantní, zatímco jiné vyžadují striktní anae-

robní podmínky (Salminen a kol., 2004). 

3.2 Taxonomie a morfologie bakterií rodu Lactobacillus 

Laktobacily jsou grampozitivní nepohyblivé tyčinky (Obrázek 3). Bývají rovné, občas spíše 

jako kokobacily. Zpravidla netvoří řetízky, nejsou pro ně typické (Robinson a kol., 2000). 

 

Doména: Bacteria 

 

Kmen: Firmicutes 

 

Třída: Bacilli 

 

Řád: Lactobacillales 

 

Čeleď: Lactobacillaceae 

 

Rod: Lactobacillus 

 

 

3.3 Výskyt a význam 

V přírodě jsou laktobacily všudypřítomné s výjimkou extremních podmínek. Nacházejí se na 

rostlinách a rostlinných materiálech, v mléce, masných výrobcích, v ovocných šťávách i kva-

šených nápojích, v obilí a obilných výrobcích. Kvůli jejich přítomnosti v gastrointestinálním 

traktu lidí a zvířat jsou řazeny mezi probiotické bakterie. L. acidophilus má příznivý účinek 

Obrázek 3: Lactobacillus plantarum 

(REM galerie) 
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na činnost trávicího traktu, používá se při výrobě acidofilního mléka nebo farmaceutických 

preparátů pro obnovení normálního složení střevní mikroflóry po aplikaci antibiotik (např. 

L. acidophilus a L. casei).  Používají se pro výrobu fermentovaných potravin, ale mohou 

způsobovat i kažení fermentovaných i nefermentovaných potravin (Hutkins, 2006).  

Laktobacily mají i významnou úlohu při nakládání a zrání masa v láku a při fermentaci te-

pelně neupravených uzenin. Spolu se streptokoky, pediokoky, mikrokoky a specifickými 

stafylokoky jsou součástí starterů v masných kulturách. Zrající syrové uzeniny obsahují  

L. plantarum, L. brevis, L. alimentarius a další. Na marinovaných rybách mohou tvořit de-

karboxylací aminokyselin histamin a další biogenní aminy (Hutkins, 2006). 

Ve velkém množství se používají při výrobě rostlinných fermentovaných produktů – kvaše-

ného zelí a okurek, kvašené zeleninové směsi, siláží, piva, vína, ovocných šťáv (L. planta-

rum, L. brevis, L. sake, L. fermentum, L. curvatus). Při kažení piva se uplatňuje L. brevis. 

V mlékárenství se používají dva hlavní druhy jako startovací kultury (L. helveticus a L. del-

brueckii subsp. bulgaricus) (Hutkins, 2006; Šilhánková, 2008).  

 

3.4 Metabolizmus 

Hlavním metabolitem fermentace sacharidů je kyselina mléčná, ale také kyselina octová, 

etanol a oxid uhličitý. Některé kmeny vykazují slabou lipolytickou aktivitu a některé druhy 

mohou produkovat bakteriociny.  

Laktobacily se dělí do 3 tříd (Hutkins, 2006; Salminen a kol., 2004): 

1) Obligátně homofermentativní   

– hexózy jsou metabolizovány prostřednictvím Embden-Meyerhoffovy dráhy viz obrá-

zek 4, pentózy nezvašují 

– více než 90 % substrátu je přeměněno na laktát 

– Lactobacillus helveticus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus 
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Obrázek 4: EMP dráha využívaná homofermentativními bakteriemi mléčného kvašení (Hut-

kins, 2006) 
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2) Fakultativně heterofermentativní  

– metabolizmus sacharidů probíhá prostřednictvím obou drah, EMP dráhou jsou me-

tabolizovány hexózy a fosfoketolázovou dráhou pentózy  

– Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei 

3) Obligátně heterofermentativní 

– hexózy i pentózy jsou metabolizovány prostřednictvím fosfoketolázové dráhy viz 

obrázek 5 

– přítomnost fosfoketoláz a absence aldoláz 

– vzniká přibližně ekvimolární množství laktátu, acetátu, etanolu a CO2  

– Lactobacillus sanfranciscencis, Lactobacillus buchneri 
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Obrázek 5: Fosfoketolázová dráha využívaná heterofermentativními bakteriemi mléčného 

kvašení (Hutkins, 2006) 
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3.5 Lactobacillus brevis 

Lactobacillus brevis je druh bakterií mléč-

ného kvašení, z nichž jsou všechny gram-

pozitivní, nesporulující, mikroaerofilní 

mikroorganizmy, jejichž hlavní metabolic-

ká dráha zahrnuje fermentaci hexóz za 

vzniku kyseliny mléčné. Lactobacillus 

brevis je obligátně heterofermentativní 

bakterie, přeměňuje hexózu na kyselinu 

mléčnou, CO2 a etanol nebo kyselinu oc-

tovou v ekvimolárním množství. 

Buňky mají tvar tyčinek se zaoblenými 

konci, většinou krátké a rovné. Význam všech bakterií mléčného kvašení v průběhu historie 

až do dnešního dne spočívá v jejich metabolizmu, který se používá pro konzervování potra-

vin a nápojů. Spolu s dalšími bakteriemi produkujícími kyselinu mléčnou hraje L. brevis 

zásadní roli při fermentaci některých potravin jako je zelí a okurky a je také nejčastější pří-

činou kažení piva. L. brevis je možno izolovat například z kimchi (Robinson a kol., 2000; 

Magonova, 2011).  

Lactobacillus brevis se vyskytuje převážně v potravinách. V přírodě je možné nalézt jej na 

mléčných farmách v syrovém mléce a výkalech skotu. Jen zřídka jej lze najít v symbiotickém 

vztahu s eukaryotními mikroorganizmy. Většinou se nachází v různých potravinách  

s ostatními bakteriemi mléčného kvašení. L. brevis se řadí mezi probiotika a zlepšuje imu-

nitní systém (Robinson a kol., 2000; Magonova, 2011).  

3.5.1 Význam a použití v potravinářství 

L. brevis se konkrétně používá v průmyslové výrobě jako startovací kultura. Může být izo-

lován z různých prostředí a často se používá při fermentaci siláží a při výrobě různých druhů 

piv. V nápojích získaných alkoholovým kvašením mohou laktobacily přispět ke kvalitě vý-

robku, ale mohou také naopak způsobit jeho znehodnocení (Robinson a kol., 2000).  

Některé kmeny L. brevis jsou odolné proti hořkým látkám, jako je např. isohumulon a jsou 

schopny růst v pivu. Jejich růst ovlivňuje zákal, chuť a vůni piva. Kmeny L. brevis podílející 

se na kvašení vína mohou produkovat biogenní aminy (Joint Genome Institution).  

Obrázek 6: Lactobacillus brevis v elektronovém 

mikroskopu (Corkins, 2006) 
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4 METODY STANOVENÍ BIOGENNÍCH AMINŮ 

Pro stanovení biogenních aminů se běžně používá vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

(HPLC), kapilární elektroforéza (CE) a plynová chromatografie (GC). Tyto metody použí-

vají především spektrofotometrickou nebo fluorometrickou detekci nebo se používají spo-

lečně s hmotnostní spektrometrií (MS) (Anli a kol., 2008).  

Další možností stanovení BA je využití rychlých, přímočarých a miniaturizovaných analytic-

kých metod jako jsou imunoenzymatické metody a polymerázová řetězová reakce (PCR) 

(Anli a kol., 2008).  

Vzhledem k zásaditému charakteru se pro jejich extrakci používá kyselina chloristá nebo 

trichloroctová (Kohajdová, 2001). 

4.1 Chromatografické metody 

Chromatografie je metoda založená na separaci složek obsažených ve vzorku. Vzorek se 

vnáší mezi dvě vzájemně nemísitelné fáze – stacionární a mobilní. Stacionární fáze je nepo-

hyblivá a mobilní pohyblivá (Klouda, 2003). 

Podle polarity obou fází je možné dělit kapalinovou chromatografii na: 

 normální fázi - stacionární fáze je polárnější než mobilní,  

 reverzní fázi - stacionární fáze je méně polární. 

Pohybem mobilní fáze přes stacionární fázi je vzorek unášen a jednotlivé složky vzorku se 

mohou zachycovat na stacionární fázi a zdržují se v ní. Více se zdržují ty, které jsou poutá-

ny silněji a tímto dochází k separaci. Na konci kolony je umístěn detektor, který postupně 

detekuje jednotlivé složky v čase, kdy opouští kolonu (Klouda, 2003). 

4.1.1 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) 

V kapalinové chromatografii je mobilní fází kapalina a o separaci složek rozhodují nejen 

jejich interakce se stacionární fází, ale velmi výrazně i použitá mobilní fáze. Čas složky strá-

vený v jedné nebo v druhé fázi závisí na afinitě analytu ke každé z nich (Klouda, 2003). 

Mezi výhody HPLC patří zejména široká oblast použitelnosti. Lze analyzovat ionty, látky 

polární i nepolární, málo těkavé, tepelně nestabilní i vysokomolekulární (Štulík, 2004). 
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V kapalinové chromatografii je při adsorpci z roztoků povrch adsorbentu obsazen vrstvou 

molekul mobilní fáze a molekuly analytu s nimi soutěží o aktivní místa na povrchu adsorben-

tu. Adsorpční rovnováhu lze proto ovlivnit složením mobilní fáze. Nejběžnějším adsorben-

tem je silikagel. Je dostupný s různě velkými částicemi (Štulík, 2004).  

Biogenní aminy nelze stanovit přímo v UV/VIS oblasti ani fluorimetricky, protože neobsa-

hují chromofor nebo fluorofor. Z tohoto důvodu se využívá pre-kolonové nebo post-

kolonové derivatizace. Nejčastější derivatizační činidla pro pre-kolonovou derivatizaci jsou 

danzylchlorid, benzoylchlorid, isotiokyanát, fluorescein nebo dabzylchlorid a pro post-

kolonovou derivatizaci ninhydrin, o-ftalaldehyd (OPA) v prostředí 2-merkaptoetanolu (Ko-

hajdová, 2001). K detekci se nejvíce používají fluorescenční, UV a elektrochemické detek-

tory (EFSA, 2011). 

 

 

 

 

 

     

 

Další možností stanovení biogenních aminů je ultraúčinná kapalinová chromatografie 

(UPLC). Tato varianta kapalinové chromatografie je účinnější než standardní HPLC díky 

vyššímu tlaku (až 100 MPa). Separace je mnohem rychlejší a efektivnější a doba se zkracuje 

z 20 až 30 minut na cca 6 minut (Dadáková, 2009).  

4.1.2 Plynová chromatografie (GC) 

V případě plynové chromatografie je mobilní fází nosný plyn. Vzorek se musí nejprve pře-

vést na plyn. V koloně se složky vzorku oddělují na základě adsorpce a rozpouštění, při-

čemž se přepokládá, že toto rozdělení je rovnovážné. Signál z detektoru se vyhodnotí na 

konci kolony a z časového průběhu intenzity signálu se určí druh a kvantitativní zastoupení 

složek (Klouda, 2003; Štulík, 2004). Jako detektory v plynové chromatografii se používají 

např. (Štulík, 2004): 

Obrázek 7: o-ftalaldehyd 

Obrázek 8: Danzylchlorid  
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 Detektor tepelné vodivosti (TCD) – měřící změny tepelné vodivosti mobilní fáze 

způsobené přítomností eluované látky 

 Detektor elektronového záchytu (ECD) – využívá schopnost eluovaných látek vy-

tvořit negativní ion zachycením nízkoenergetického elektronu 

 Plamenově ionizační detektor (FID) – měří se změny ionizačního proudu vodíko-

vzduchového plamene způsobené přítomností eluovaného analytu 

 Plamenově fotometrický detektor (FPD) – měří intenzitu emise heteroatomů pří-

tomných v molekule analytu 

 Hmotnostně spektrometrický detektor (MS) – nejčastěji využívaný detektor v kom-

binaci s plynovou chromatografií pro stanovení biogenních aminů 

Kolony při analýze jsou buď kapilární, nebo náplňové. Separace na náplňových kolonách 

nedává uspokojivé výsledky z důvodu nepravidelných píků. Kapilární kolony se používají 

v kombinaci hmotnostním detektorem. Tato varianta se vyznačuje vysokou citlivostí a se-

lektivitou, avšak zařízení jsou značně nákladné (Kohajdová, 2001). 

Almeida a kol. (2012) použili ke stanovení biogenních aminů v pivech plynovou chromato-

grafii v kombinaci s hmotnostním detektorem (GC – MS). Jako derivatizační činidlo byl 

použit izobutyl chloroformát (IBCF), acetonitril jako rozpouštědlo a toluen jako extrakční 

činidlo. Plynová chromatografie s hmotnostním detektorem byla použita u více studií zabý-

vajícími se stanovením biogenních aminů (Fernandez, 2001; Hong, 2013). 

4.1.3 Iontově-výměnná chromatografie (IEC) 

Stacionární fází v iontově-výměnné chromatografii je měnič iontů. Měnič iontů je makromo-

lekulární matrice s vhodnými funkčními skupinami kyselého nebo zásaditého charakteru. 

Každá funkční skupina je pevně vázaným iontem, na který je iontovou vazbou připojen pro-

tiion s opačným nábojem. Ten je vyměňován iontem obsaženým v mobilní fázi (Štulík, 2004; 

Klouda, 2003).  

Podstatou iontové výměny jsou elektrostatické interakce, při nichž rozhodující úlohu má 

velikost a náboj iontu, jeho koncentrace, relativní permitivita prostředí, iontová síla, disoci-

ační konstanta ionogenních skupin měniče a analytu, a tím i pH mobilní fáze. Kromě toho se 

uplatňuje i difúze měničem iontů, mohou se uplatňovat i adsorpční síly, případně i hydro-



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 32 

 

fobní interakce. Jako mobilní fáze se používají vhodné tlumivé roztoky, jejichž ionty (protii-

onty) jsou v dynamické rovnováze s ionty měniče (Štulík, 2004). 

Iontoměniče mohou být: 

 Anexy – mají zásadité funkční skupiny, které slouží k výměně aniontů (aminoskupi-

ny, kvartérní amoniové báze) 

o Aminoskupina – slabý měnič aniontů (-NH2) 

o Tetraalkylamoniová skupina – silný měnič aniontů (-N
+
(R)3) 

 Katexy – mají kyselé funkční skupiny sloužící k výměně kationtů (sulfoskupiny, kar-

boxylové skupiny) 

o Karboxylová skupina - slabý měnič kationtů (-COOH) 

o Sulfoskupina – silný měnič kationtů (-SO3H) 

Iontově-výměnná chromatogravie je oblíbená metoda pro separaci léčiv, nukleových kyse-

lin, aminokyselin, biogenních aminů, atd. (Štulík, 2004). 

Metoda iontově-výměnné chromatografie s konduktometrickou detekcí byla vyvinuta pro 

stanovení čtyř biogenních aminů v rybách (putrescin, kadaverin, histamin a spermidin) 

(Cinquina a kol., 2004). 

Saccani a kol. (2005) použili při analýze biogenních aminů v čerstvém a zpracovaném mase 

iontově-výměnnou chromatografii s hmotnostní detekcí. Kolona obsahovala karboxylové 

funkční skupiny (slabý měnič kationtů) a jako eluent byla použita kyselina metansulfonová 

(MSA). Pomocí jednostupňového kvadrupólového detektoru byla provedena detekce. 

Další varianta je analýza biogenních aminů na analyzátoru aminokyselin (AAA 400) 

s iontoměničovou kolonou, post-kolonovou derivatizací ninhydrinem a spektrofotomentric-

kou detekcí při vlnové délce 570 nm. (Csomós a kol., 2002, Rabie a kol., 2011). 

4.2 Kapilární elektroforéza 

Kapilární elektroforéza (CE) je metoda založená na elektroforetické migraci iontů 

v elektrickém poli. Kapilára je naplněna základním elektrolytem, který vede proud a její 

konce jsou ponořeny do zásobníků s elektrolytem a elektrodami. Ionty se rozdělí podle své 

pohyblivosti v elektrickém poli a jsou zachyceny detektorem (Klouda, 2003; Štulík, 2004). 
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Detekce biogenních aminů při kapilární zónové elektroforéze se provádí amperometricky, 

konduktometricky, bezkontaktní konduktomerií, elektrochemiluminiscencí, chemoluminis-

cencí, nebo hmotnostními detektory (Li a kol., 2014, Chiu a kol., 2006).  Nepřímá UV-VIS 

absorpční detekce a nepřímá LIF detekce jsou dvě nejběžnější nepřímé metody detekce 

v CE (Chiu a kol., 2006). 

Kapilární elektromigrační metody vynikají především malou spotřebou vzorku a činidel po-

třebných k separaci, velkou účinností separace, velkou rychlostí analýzy a krátkou dobou 

potřebnou na optimalizaci separačních podmínek. Nevýhodou je menší reprodukovatelnost 

a trochu nižší citlivost (Štulík, 2004). 

Kapilární elektroforéza se často používá pro stanovení biogenních aminů v rybách (Ko-

hajdová, 2001). Některé z těchto metod lze použít pro separaci iontů (kapilární zónová 

elektroforéza - CZE) nebo pro neutrální molekuly i ionty (micelární elektrokinetická chro-

matografie - MEKC) (Štulík, 2004).  

Separace biogenních aminů pomocí CZE bývá někdy neúspěšná, a to zejména proto, že 

biogenní aminy mají nízkou hydrofilitu, podobné hodnoty disociačních konstant (Ka) a sklon 

k adsorpci na stěnu kapiláry. Proto se spíše používá metoda MEKC (Chiu a kol., 2006). 

Micelární elektrokinetická chromatografie se používá pro stanovení nenabitých i nabitých 

sloučenin. Jako povrchově aktivní látka pro tvorbu micel se používá dodecylsíran sodný 

(SDS) (Bedia Erim a kol., 2013). Micely mohou mít hydrofilní nebo hydrofobní dutinu 

(Klouda, 2003). 

 

 

 

 

 

Obrázek 9: Princip micelární elektrokinetické chromatografie 

(Rizvi a kol., 2011) 

Pro kvantitativní stanovení biogenních aminů byla navržena metoda MEKC v kombinaci 

s laserově indukovanou fluorescenční detekcí (LIF) (Bedia Erim a kol., 2013). 
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4.3 Další metody 

K dalším metodám patří například imunoenzymatické metody, tzv. ELISA (enzyme linked 

immunosorbent assay) (Obrázek 10). Principem metody je imunochemická reakce antigenu 

s protilátkou. Tyto metody jsou kvalitativní a v praxi se používají ke stanovení histaminu. 

Detekce se provádí vizuálně srovnáním s referenční barevnou škálou (McMeeken, 2003). 

 

Obrázek 10: Sendvičová ELISA (MitoSciences) 

 

Metoda PCR slouží pro rychlý skríning bakterií produkujících biogenní aminy. Touto meto-

dou polymerázové řetězové reakce lze pomocí specifických primerů identifikovat sekvenci 

genů pro dekarboxylázy mikroorganizmů (např. tyrozindekarboxylázy, histidindekarboxylá-

zy) (Buňková, 2010). 

Při stanovení biogenních aminů elektrochemickými biosenzory se využívají enzymy aminoo-

xidázy, které jsou imobilizované do polymerních membrán. Působením těchto enzymů na 

biogenní aminy dochází k produkci peroxidu vodíku, který je potom možný stanovit. Vzni-

kající peroxid vodíku se detekuje platinovou elektrodou a argentochloridová elektroda je 

použita jako porovnávací (Kohajdová, 2001). 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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5 CÍL PRÁCE 

Cílem práce bylo zmapování kinetiky biogenních aminů u kmene Lactobacillus brevis 

10185-3 při různých podmínkách kultivace a s různými faktory: 

- vliv NaCl v koncentracích 0; 1,0; 2,0 % (w/v) 

- vliv laktózy v koncentracích 0; 0,25; 0,50; 1,00 % (w/v) 

- vliv pH – 5; 6; 7 

- vliv teploty – 10 °C a 37 °C 

Tato produkce biogenních aminů byla sledována v podmínkách in vitro a v mléce. 

Biogenní aminy byly stanoveny pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie (HPLC) 

s pre-kolonovou derivatizací danzychloridem a UV/VIS detekcí. 

Na základě získaných výsledků z měření byly zformulovány závěry, které popisují tvorbu 

biogenních aminů za sledovaných podmínek. 
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6 MATERIÁL A METODIKA 

6.1 Bakteriální kultura 

V experimentální části byl použit kmen Lactobacillus brevis 10185-3 (izolát ze sýrů holand-

ského typu získaného z Výzkumného ústavu mlékárenského, pobočky v Táboře). 

6.2 Příprava kultury 

Kultura narostlá na Petriho misce byla nejprve pomnožena v modifikovaném MRS bujónu. 

Do zkumavek po 7 ml bujónu bylo naočkováno 100 µl inokula. Naočkovaný bujón byl kul-

tivován při 37 °C 48 hodin. Následně bylo 250 µl z kultivovaného bujónu naočkováno do  

7 ml čerstvého bujónu a následně kultivováno při 37 °C 48 hodin. Takto pomnoženou kul-

turou byly v objemu 50 µl naočkovány všechny zkumavky, které byly použity v níže uvede-

ných experimentech. 

6.3 Kultivační média 

Veškeré použité chemikálie a složky živných půd byly od výrobce Sigma-Aldrich, Merck  

a Lach-Ner 

Modifikovaný MRS bujón 

Dekarboxylázová aktivita byla u Lactobacillus brevis 10185-3 zjišťována pomocí kultivace 

v tekuté živné půdě MRS, která obsahovala 4 aminokyseliny (lyzin, tyrozin, ornitin, arginin) 

jako prekurzory příslušných biogenních aminů. Tyto aminokyseliny byly přidány 

v koncentraci 0,3 % (w/v) (každá aminokyselina). Složení použitého MRS bujónu je uvede-

no v tabulce 5. Následně bylo provedeno 36 kombinací složení média: byl přidán chlorid 

sodný (0; 1,0 a 2,0 % (w/v)), laktóza (0; 0,25; 0,50 a 1,00 % (w/v)) a upraveno  

pH (5; 6 a 7).  

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

121 °C po dobu 15 minut a uložen v chladničce. Celkový počet analyzovaných vzorků 

(zkumavek) s upraveným bujónem byl 2016. 
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Tabulka 5: Složení kultivačního média MRS 

Složka Množství [g/l] 

Pepton 10,00 

Beef extrakt 10,00 

Yeast extrakt 5,00 

Tween 80 1,00 

Hydrogencitronan amonný 2,00 

Octan sodný 5,00 

Síran hořečnatý 0,10 

Síran manganatý 0,05 

Hydrogenfosforečnan didraselný 2,00 

Arginin 3,00 

Ornitin 3,00 

Tyrozin 3,00 

Lyzin 3,00 

 

MRS agar 

Pro stanovení celkového počtu mikroorganizmů (CPM) v mléce byl použit MRS agar. Jeho 

složení je uvedeno v tabulce 6. Připravená živná půda byla sterilována při 121 °C po dobu 

15 minut a rozlita do Petriho misek. 

Tabulka 6: Složení kultivačního média MRS agar 

Složka Množství [g/l] 

MRS Broth 52,2 

Agar 15,0 

  

Z celkového počtu mikroorganizmů v jednotlivých ředěních byly vytvořeny růstové křivky. 

 

Fyziologický roztok 

Fyziologický roztok byl připraven pro desítkové ředění zaočkovaného mléka po kultivaci. 

Na přípravu byl použit chlorid sodný v množství 0,9 g/l. Připravený roztok byl sterilován při 

121 °C po dobu 15 minut. 
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Mléko 

Na přípravu 1000 ml mléka bylo potřeba 50,0 g sušeného odstředěného mléka (Moravia 

Lacto a.s., Jihlava, Česká republika). Do připraveného mléka byly přidány v koncentraci  

0,3 % (w/v) 4 aminokyseliny (lyzin, tyrozin, ornitin, arginin) jako prekurzory příslušných 

biogenních aminů. Následně bylo provedeno 9 kombinací média: byl přidán chlorid sodný 

(0; 1,0 a 2,0 % (w/v)) a upraveno pH (5; 6 a 7).  

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

110 °C po dobu 10 minut a uloženo v chladničce. Celkový počet analyzovaných vzorků 

(zkumavek) s upraveným mlékem byl 440. 

6.4 Teploty kultivace a odběrový čas 

Všechny kombinace médií (MRS broth i mléko) se zaočkovanou kulturou byly kultivovány 

při teplotě 37 °C a 10 °C. Při teplotě 37 °C byly vzorky odebírány po 2; 4; 6; 8; 10; 12; 24  

a 48 hodinách a při teplotě 10 °C byly odebírány po 1; 2; 3; 6; 8; 10; 13 a 15 dnech. 

6.5 Měření optické hustoty buněk, CPM a pH 

Pro stanovení růstové křivky bakterií v bujónu bylo z kultivovaných zkumavek odpipetová-

no 200 µl do příslušné jamky mikrotitrační destičky a byla změřena optická hustota při vl-

nové délce 655 nm na přístroji Benchmark.  

U mléka byla pro tvorbu růstových křivek testovaného kmene použita plotnová metoda 

stanovení celkového počtu mikroorganizmů (CPM) na živné půdě MRS agar. Živná půda 

byla kultivována při 37 °C po dobu 48 hodin.  

Po kultivaci a odstředění vzorků byly v supernatantu měřeny změny pH. 

6.6 Příprava vzorků pro derivatizaci 

MRS bujón po kultivaci testované bakterie byl zcentrifugován při 4500 ot./min po dobu  

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

a zředěn v poměru 1:1 (v/v) kyselinou chloristou (c = 1,2 mol/l, Merck). 
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6.7 Derivatizace vzorků 

Derivatizace upravených vzorků byla provedena dle návodu dostupného v laboratoři Ústavu 

technologie potravin: 

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

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

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, St. Louis, USA) čímž se zastavila derivatizační reakce. Směs s prolinem se 

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

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

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

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

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

6.8 Vlastní chromatografické stanovení 

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

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



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 41 

 

Tabulka 7: Lineární gradientový eluční program HPLC 

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

0,0 41 59 

0,1 41 59 

1,9 37 63 

3,5 18 82 

4,0 0 100 

9,5 0 100 

11,5 41 59 

15,5 41 59 

 

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

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

Pomocí kapalinové chromatografie na reverzních fázích byla po kultivaci zjišťována dekar-

boxylázová aktivita bakterií Lactobacillus brevis v médiu obohaceném o příslušné aminoky-

seliny v koncentraci 0,3 % (w/v). Kmen Lactobacillus brevis 10185-3 byl testován na pro-

dukci biogenních aminů při vnějších podmínkách, jako je přídavek chloridu sodného 

v koncentracích 0; 1,0 a 2,0 % (w/v), přídavek laktózy 0; 0,25, 0, 50 a 1,00 % (w/v)  

a pH 5,0, 6,0 a 7,0 ± 0,2. Tvorba biogenních aminů byla sledována při dvou kultivačních 

teplotách (37 ± 1 °C a 10 ± 1 °C). Byla měřena i změna pH a optická hustota.  

Tento kmen byl testován i v mléce za působení těchto vnějších faktorů: pH 5,0; 6,0  

a 7,0 ± 0,2 a koncentrace NaCl 0; 1,0; 2,0 % (w/v). Byla sledována produkce výše uvede-

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

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

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

kem bylo zpracováno 2456 vzorků. 

7.1 Vliv vnějších faktorů na produkci biogenních aminů u Lactobacillus 

brevis 10185-3 in vitro při 37 °C 

U sledovaného kmene Lactobacillus brevis 10185-3 byla při kultivační teplotě 37 ± 1 °C 

detekována vyšší dekarboxylázová aktivita než při teplotě 10 ± 1 °C.  

7.1.1 Vliv pH 

U všech testovaných pH byla vyšší produkce tyraminu (TYR) v podmínkách in vitro dosa-

žena při iniciačním pH 5,0 ± 0,2. Tato produkce byla asi 4x vyšší než u pH 6,0 ± 0,2 a 17x 

vyšší než u pH 7,0 ± 0,2.  Vyšší produkce byla zaznamenána až po 24 hodinách kultivace. 

Nejvíce tyraminu bylo vyprodukováno při iniciačním pH 5,0 ± 0,2 po 48 hodinách kultivace 

a to (519,0 ± 33,3 mg/l) (Obrázek 11).  
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Obrázek 11: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus brevis 10185-3 in vitro 

– vliv pH (37 °C) 

 

7.1.2 Vliv NaCl 

Sůl může ve vyšších koncentracích potlačovat růst bakterií a produkci biogenních aminů, 

avšak na produkci tyraminu u testovaného kmene Lactobacillus brevis 10185-3 působil 

pozitivně přídavek 1,0 % (w/v) soli. Během kultivace došlo po 48 hodinách u všech testo-

vaných pH k nejvyšší produkci tyraminu při přídavku 1,0 % (w/v) soli. V kultivačních médi-

ích s iniciačním pH 5,0 ± 0,2 a pH 6,0 ± 0,2 se produkce tyraminu začala zvyšovat po  

6. hodině kultivace, kdy převážně převažující nárůst nastal u již zmíněného přídavku  

1,0 % (w/v) NaCl (Obrázek 12 a 13). Kdežto u pH 7,0 ± 0,2 byla sledována kolísavá pro-

dukce a po 12. hodině kultivace se ve vzorcích s 2,0 % (w/v) NaCl produkce zvýšila na 

hodnotu 27,2 ± 2,9 mg/l a v posledním odběrovém čase klesla na 21,4 ± 2,3 mg/l, zatímco  

u vzorků s přídavkem 1,0 % (w/v) NaCl se v posledním odběrovém čase zvýšila na  

27,7 ± 0,8 mg/l (Obrázek 14).  
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Obrázek 12: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus brevis 10185-3 při 

iniciačním pH 5,0 (37 °C) s přídavkem různé koncentrace soli. 

 

 

Obrázek 13: Kinetika produkce TYR během kultivace Lactobacillus brevis 10185-3 při 

iniciačním pH 6,0 (37 °C) s přídavkem různé koncentrace soli. 
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Obrázek 14: Kinetika produkce tyraminu (TYR) během kultivace Lactobacillus brevis 

10185-3 při iniciačním pH 7,0 (37 °C) s přídavkem různé koncentrace soli. 

7.1.3 Vliv laktózy 

Množství vyprodukovaného tyraminu bylo také ovlivněno různou koncentrací laktózy, kdy 

největší tvorba byla zaznamenána při iniciačním pH 5,0 ± 0,2 a přídavku 0,25 % (w/v) lak-

tózy (594,6 ± 17,1 mg/l) a to po 24 hodinách kultivace (Obrázek 15). Při iniciačním  

pH 6,0 ± 0,2 byla zaznamenána nejvyšší produkce tyraminu při nejvyšší aplikované koncent-

raci laktózy (1,00 % (w/v)) a naopak nejnižší produkce v kultivačním médiu bez přídavku 

laktózy (Obrázek 16). Vyššího nárůstu tyraminu bylo dosaženo při pH 5,0 ± 0,2 a pH  

6,0 ± 0,2 až po 24 hodinách kultivace. V médiu s iniciačním pH 7,0 ± 0,2 byla dekarboxy-

lační aktivita výrazně slabší než v předchozích dvou případech a vliv laktózy nebyl příliš 

výrazný. Po 24 a 48 hodinách kultivace byla produkce tyraminu jen mírně vyšší v médiu 

s přídavkem soli 0,50 a 1,00 % (w/v) laktózy.  
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Obrázek 15: Kinetika produkce tyraminu (TYR) během kultivace Lactobacillus brevis 

10185-3 při iniciačním pH 5,0 – vliv laktózy (37 °C) 

 

 

Obrázek 16: Kinetika produkce tyraminu (TYR) během kultivace Lactobacillus brevis 

10185-3 při iniciačním pH 6,0 – vliv laktózy (37 °C) 

 

7.1.4 Vliv kombinace faktorů 

V prostředí s iniciačním pH 5,0 ± 0,2 a přídavkem 0,50 % laktózy (w/v) bylo dosaženo nej-

vyšší produkce tyraminu (470,9 ± 27,1  mg/l) po 24 hodinách kultivace, kdy nejvyšší hod-

noty byly stanoveny v prostředí s 1,0 % (w/v) chloridu sodného. Za následujících 24 hodin 

kultivace výrazně vzrostla produkce tyraminu i ve vzorcích s přídavkem 2,0 (w/v) NaCl  
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a kultivační média s přídavkem chloridu sodného (Obrázek 18). Z obrázku 17 je patrné, že 

od 12. hodiny kultivace produkce tyraminu výrazně stoupla a tato změna byla nejlépe pozo-

rovatelná v kultivačním médiu bez přídavku NaCl. V tomto médiu s 0,25 % (w/v) laktózy 

bylo stanoveno při 37 ± 1 °C maximální množství tyraminu (594,6 ± 17,1 mg/l) u Lactoba-

cillus brevis 10185-3. 

Při iniciačním pH 6,0 ± 0,2 byl patrný vliv NaCl na produkci tyraminu. Bylo zde zjištěno, že 

největší vliv na produkci měla 1,0% (w/v) použitá koncentrace a to při všech aplikovaných 

koncentrací laktózy. Naopak nejnižší vliv byl pozorován u přídavku 2,0 % (w/v) chloridu 

sodného (Obrázek 19). 

 

Obrázek 17: Kinetika produkce tyraminu (TYR) během kultivace Lactobacillus brevis 

10185-3 při iniciačním pH 5,0 s přídavkem 0,25 % (w/v) laktózy (37 °C) 
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Obrázek 18: Kinetika produkce tyraminu (TYR) během kultivace Lactobacillus brevis 

10185-3 při iniciačním pH 5,0 s přídavkem 0,50 % (w/v) laktózy (37 °C) 

 

 

Obrázek 19: Kinetika produkce tyraminu (TYR) během kultivace Lactobacillus brevis 

10185-3 in vitro při iniciačním pH 6,0 s přídavkem 1,00 % (w/v) laktózy (37 °C) 

 

7.1.5 Měření nárůstu buněk 

Měřením optické hustoty získané bakteriální biomasy byl zjišťován vliv vybraných faktorů 

na růst testovaného kmene. V průběhu kultivace byl zaznamenán postupný nárůst bakteriál-
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ní biomasy. Největší nárůst při 37 ± 1 °C byl stanoven po kultivaci bakterií v prostředí 

s přídavkem 0,25 % (w/v) laktózy (Obrázky 20 – 22). 

Ze tří testovaných hodnot pH bylo nejvyšších hodnot dosaženo při iniciačním pH 6,0 ± 0,2  

v kultivačním médiu s přídavkem 0,25 % (w/v) laktózy a 2,0 % (w/v) NaCl, kde bylo dosa-

ženo hodnoty 4,393. Nejmenších hodnot optické hustoty (2,147 – 2,491) bylo při všech pH 

dosaženo vždy v médiu bez přídavku soli a s přídavkem 1,00 % (w/v) laktózy.  

 

Obrázek 20: Vliv přídavku laktózy na růst Lactobacillus brevis 10185-3 bez přídavku NaCl 

a pH 6,0 – 37 °C 
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Obrázek 21: Vliv přídavku laktózy na růst Lactobacillus brevis 10185-3 při přídavku 1,0 % 

(w/v) NaCl a pH 6,0 – 37 °C 

 

Obrázek 22: Vliv přídavku laktózy na růst Lactobacillus brevis 10185-3 při přídavku 2,0 % 

(w/v) NaCl a pH 6,0 – 37 °C 
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7.1.6 Stanovení pH kultivačního média 

Dalším sledovaným parametrem byly změny pH kultivačních médií po kultivaci testovaného 

kmene. Během kultivace došlo vlivem pomnožení testovaného kmene k výraznějším změ-

nám pH a to především v nárůstu pH (příloha I).  

Nárůst pH při 37 ± 1 °C byl nejvýraznější u pH 5,0 v prostředí bez laktózy a s 0,25 % (w/v) 

laktózy. Přídavek 0,50 a 1,00 % (w/v) koncentrace laktózy žádnou výraznou změnu nevy-

volal, až na výjimku, a to kultivační médium s přídavkem 1,00 % (w/v) laktózy  

a 2,0 % (w/v) NaCl, kdy pH po 24 hodinách kultivace vzrostlo na 5,92 a za dalších 24 ho-

din kultivace opět kleslo na hodnotu 5,00. Při iniciačním pH 6,0 ± 0,2 byl nárůst nejvýraz-

nější po 24 hodinách kultivace a rozdíly se pohybovaly v rozmezí 0,5 až 0,8 pH. Při kultiva-

ci testovaného kmene se iniciační pH 7,0 ± 0,2 výrazněji neměnilo a případný menší pokles 

nebo nárůst mohl být způsoben výkyvem pH média. 

 

7.2 Vliv vnějších faktorů na produkci biogenních aminů u Lactobacillus 

brevis 10185-3 in vitro při 10 °C 

7.2.1 Vliv pH 

Při 10 ± 1 °C mělo pH na produkci tyraminu výrazný vliv. Vyšší produkce tyraminu byla 

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

189,0 ± 2,5 mg/l tyraminu. Při iniciačním pH 6,0 ± 0,2 a pH 7,0 ± 0,2 byla dosažena výraz-

ně nižší produkce, která se pohybovala v rozmezí 15,6 až 23,7 mg/l (Obrázek 23). 
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Obrázek 23: Kinetika produkce tyraminu (TYR) během kultivace Lactobacillus brevis 

10185-3 in vitro – vliv pH (10 °C) 

 

7.2.2 Vliv NaCl 

Vliv chloridu sodného na produkci biogenních aminů byl hodnocen v kultivačním médiu bez 

přídavku laktózy, kde byla nejvyšší produkce tyraminu (235,8 ± 28,2 mg/l) při iniciačním 

pH 5,0 ± 0,2 s přídavkem 1,0 % (w/v) NaCl. Naopak nejnižší množství tyraminu bylo de-

tekováno u vzorků s přídavkem 2,0 % (w/v) NaCl (Obr. 24). Obrázek 24 ukazuje vývoj 

produkce při iniciačním pH 5,0 ± 0,2, kde je zřejmé, že vyšší produkce tyraminu je viditelná 

až po 15 dnech kultivace. Při pH 6,0 ± 0,2 a pH 7,0 ± 0,2 měla produkce tyraminu kolísavý 

charakter a maximální množství tyraminu nepřesáhlo 25,0 mg/l (Obrázek 25).  
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Obrázek 24: Kinetika produkce tyraminu (TYR) během kultivace Lactobacillus brevis 

10185-3 in vitro při iniciačním pH 5,0 – vliv NaCl (10 °C) 

 

 

Obrázek 25: Kinetika produkce tyraminu (TYR) během kultivace Lactobacillus brevis 

10185-3 in vitro při iniciačním pH 6,0 – vliv NaCl (10 °C) 

 

7.2.3 Vliv laktózy 

Po kultivaci testovaného kmene při nižší teplotě 10 ± 1 °C byla stanovena nejvyšší produkce 

tyraminu při iniciačním pH 5,0 ± 0,2 za podmínek, kdy bylo do kultivačního prostředí při-



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 54 

 

dáno 0,25 % (w/v) laktózy (235,5 ± 6,8 mg/l). Nejnižší množství tyraminu  

(55,9 ± 13,6 mg/l) bylo při iniciačním pH 5,0 ± 0,2 detekováno v kultivačním prostředí 

s přídavkem 0,50 % (w/v) laktózy po 15 dnech kultivace, kdy se toto množství po celou 

dobu kultivace oproti ostatním koncentracím laktózy výrazněji neměnilo (Obrázek 26). Při 

pH 6,0 ± 0,2 mělo na produkci tyraminu od 2. dne kultivace významnější vliv prostředí 

s přídavkem 1,00 % (w/v) laktózy, kdy po 13 dnech kultivace tato hodnota vzrostla až na 

94,9 ± 2,6 mg/l (obr. 27). Při iniciačním pH 7,0 ± 0,2 byla nejvyšší produkce zaznamenána 

od prvního odběru až po 6. den kultivace v kultivačním médiu s přídavkem 0,25 % (w/v) 

laktózy, avšak po 15 dnech bylo detekováno nejvíce tyraminu ve vzorcích s přídavkem  

0,50 % (w/v) laktózy (Obrázek 28).  

 

Obrázek 26: Kinetika produkce tyraminu (TYR) během kultivace Lactobacillus brevis 

10185-3 in vitro při iniciačním pH 5,0 – vliv laktózy (10 °C) 
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Obrázek 27: Kinetika produkce tyraminu (TYR) během kultivace Lactobacillus brevis 

10185-3 in vitro při iniciačním pH 6,0 – vliv laktózy (10 °C) 

 

 

Obrázek 28: Kinetika produkce tyraminu (TYR) během kultivace Lactobacillus brevis 

10185-3 in vitro při iniciačním pH 7,0 – vliv laktózy (10 °C) 

 

7.2.4 Vliv kombinace faktorů 

Nejvýraznější dekarboxylázová aktivita kmene Lactobacillus brevis 10185-3 byla deteková-

na (235,8 ± 28,2) v kultivačním médiu s iniciačním pH 5,0 ± 0,2 bez přídavku laktózy  

a 1,0 % (w/v) NaCl v médiu (Obrázek 24) a rovněž i v médiu bez přídavku NaCl  
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a 0,25 % (w/v) laktózy (235,5 ± 6,8 mg/l) (Obrázek 29). Za povšimnutí stojí i produkce 

tyraminu při iniciačním pH 6,0 ± 0,2 a to v prostředí s 0,50 až 1,00 % (w/v) laktózy, kde 

oproti nižší koncentraci přidané laktózy (množství TYR cca do 30 mg/l) byl detekován ty-

ramin ve vyšším množství (75,1 – 94,9 mg/l) a to v převážně v kultivačním médiu bez pří-

davku NaCl a s přídavkem 1,0 % (w/v) NaCl (Obrázek 31).  

Vliv kombinace různých koncentrací laktózy a NaCl je vidět na obrázcích 29 – 31, kde bylo 

při nižší aplikované koncentraci laktózy (0,25 % (w/v)) vyprodukováno více tyraminu ve 

vzorcích bez obsahu chloridu sodného a naproti tomu při vyšší aplikované koncentraci lak-

tózy (0,50 % (w/v)) je daleko více tyraminu ve vzorcích s přídavkem 1,0 % (w/v) chloridu 

sodného. 

 

Obrázek 29: Kinetika produkce tyraminu (TYR) během kultivace Lactobacillus brevis 

10185-3 in vitro při iniciačním pH 5,0 s přídavkem 0,25 % (w/v) laktózy (10 °C) 
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Obrázek 30: Kinetika produkce tyraminu (TYR) během kultivace Lactobacillus brevis 

10185-3 in vitro při iniciačním pH 5,0 s přídavkem 0,50 % (w/v) laktózy (10 °C) 

 

 

Obrázek 31: Kinetika produkce tyraminu (TYR) během kultivace Lactobacillus brevis 

10185-3 in vitro při iniciačním pH 6,0 s přídavkem 1,00 % (w/v) laktózy (10 °C) 

 

7.2.5 Měření nárůstu buněk 

Největší nárůst při 10 ± 1 °C byl při iniciačním pH 5,0 stanoven po kultivaci bakterií 

v prostředí s přídavkem 1,00 % (w/v) laktózy (Obrázky 32 - 34). 
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Ze tří testovaných hodnot pH bylo nejvyšších hodnot dosaženo při iniciačním pH 7,0 ± 0,2  

v kultivačním médiu s přídavkem 1,00 % (w/v) laktózy a 2,0 % (w/v) NaCl, kde bylo dosa-

ženo hodnoty 3,240. Nejmenších hodnot optické hustoty (1,753 – 2,186) bylo při všech pH 

dosaženo vždy v médiu bez přídavku soli a s přídavkem 0,25 a 0,50 % (w/v) laktózy.  

 

Obrázek 32: Vliv přídavku laktózy na růst Lactobacillus brevis 10185-3 bez přídavku NaCl 

a pH 5,0 (10 °C) 
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Obrázek 33: Vliv přídavku laktózy na růst Lactobacillus brevis 10185-3 při přídavku 1,0 % 

(w/v) NaCl a pH 5,0 (10 °C) 

 

Obrázek 34: Vliv přídavku laktózy na růst Lactobacillus brevis 10185-3 při přídavku 2,0 % 

(w/v) NaCl a pH 5,0 (10 °C) 
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7.2.6 Stanovení pH kultivačního média 

Nejvyšší změna (nárůst pH) při 10 ± 1 °C nastala u pH 5,0 ± 0,2 v prostředí bez obsahu 

laktózy. Tento fakt může být odůvodněn tím, že testovaný kmen neměl k dispozici zkvasi-

telnou laktózu a nemohlo tedy dojít ke snížení pH a vlivem zásaditých biogenních aminů 

docházelo pouze k nárůstu pH. Ve vzorcích bez obsahu NaCl i laktózy došlo ke zvýšení 

původní hodnoty pH 5,01 až na pH 6,17 po 15 dnech kultivace. Při pH 6,0 ± 0,2 došlo 

k výraznějšímu nárůstu pH vždy v 10. dni kultivace. Ke zvýšení pH došlo např. 

v kultivačním médiu bez přídavku laktózy a 1,0 % (w/v) NaCl, kdy počáteční hodnota pH 

byla 6,13 a po 10. dni kultivace se zvýšila na pH 6,80. V kultivačních médiích s iniciačním 

pH 7,0 ± 0,2 k výrazným změnám nedošlo. 

 

7.3 Vliv vnějších faktorů na produkci biogenních aminů u Lactobacillus 

brevis 10185-3 v mléce při 37 °C 

Lactobacillus brevis 10185-3 produkoval ve vzorcích mléka nejvíce tyramin. Jeho produkce 

však byla v mléce oproti MRS bujónu řádově nižší. Nejvíce tyraminu vznikalo u všech 

vzorků mléka po 48 hodinách kultivace. 

7.3.1 Vliv pH 

Z obrázku 35 je patrné, že překvapivě více tyraminu bylo v mléce detekováno při iniciačním 

pH 6,0 ± 0,2 a 7,0 ± 0,2 a to po 24 a 48 hodinách kultivace. V kultivačním médiu 

s iniciačním pH 7,0 vyprodukované množství tyraminu stouplo na 44,0 ± 1,8 mg/l. Při inici-

ačním pH 5,0 ± 0,2 se produkce tyraminu po celou dobu kultivace pohybovala pod hodno-

tou 25 mg/l bez výrazného nárůstu.  
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Obrázek 35: Kinetika produkce tyraminu (TYR) během kultivace Lactobacillus brevis 

10185-3 v mléce – vliv pH (37 °C) 

 

7.3.2 Vliv NaCl 

Přídavek chloridu sodného měl u iniciačního pH 5,0 ± 0,2 pozitivní vliv na tvorbu tyraminu, 

což se projevilo vyšší tvorbou (42,2 ± 0,4 mg/l) ve vzorcích s přídavkem 1,0 % (w/v) NaCl 

u pH 5,0 ± 0,2 a v médiu s přídavkem 2,0 % (w/v) NaCl u pH 6,0 ± 0,2 (56,4 ± 1,2 mg/l) 

(Obrázek 36 a 37).  

 

Obrázek 36: Kinetika produkce tyraminu (TYR) během kultivace Lactobacillus brevis 

10185-3 v mléce při iniciačním pH 5,0 – vliv NaCl (37 °C) 
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Obrázek 37: Kinetika produkce tyraminu (TYR) během kultivace Lactobacillus brevis 

10185-3 v mléce při iniciačním pH 6,0 – vliv NaCl (37 °C) 

 

7.3.3 Vliv přídavku aminokyselin 

Přídavek 0,3 % (w/v) tyrozinu do mléka neměl na produkci tyraminu významný vliv (Obrá-

zek 38). 

 

Obrázek 38: Kinetika produkce tyraminu (TYR) během kultivace Lactobacillus brevis 

10185-3 v mléce a v mléce s přídavkem AMK (37 °C) 
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7.3.4 Stanovení celkového počtu mikroorganizmů (CPM) 

Stanovením CPM byl zjišťován vliv vybraných faktorů na růst sledovaného kmene v mléce. 

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

vaného kmene, kvůli přítomnosti mnoha chromoforických skupin a vysokému zákalu, proto 

byla použita plotnová metoda stanovení CPM na živné půdě MRS. CPM byl stanoven pou-

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

1,0 % (w/v) NaCl. Nejvyšší nárůst bakterií byl zaznamenán po 12 hodinách kultivace 

v mléce s přídavkem 1,0 % (w/v) NaCl a nejnižší naopak srovnatelně ve vzorcích neuprave-

ného mléka a mléka s přídavkem AMK.  

7.3.5 Stanovení pH kultivačního média 

Spolu s produkcí biogenních aminů bylo stanoveno i pH supernatantu ve všech odběrových 

časech (Příloha II). Ve vzorcích mléka při kultivační teplotě 37 ± 1 °C docházelo po celou 

dobu kultivace k poklesům zhruba do 8. hodiny kultivace, následně k nárůstům pH a opě-

tovnému poklesu pH média. Tyto výkyvy mohou být zapříčiněny prvotním zkvašováním 

laktózy a tedy podporou bakteriálních dekarboxyláz a tím i zvýšení produkce zásaditých 

biogenních aminů, což následně vedlo k opětovnému nárůstu pH.  

7.4 Vliv vnějších faktorů na produkci biogenních aminů u Lactobacillus 

brevis 10185-3 v mléce při 10 °C 

7.4.1 Vliv pH 

Při 10 ± 1 °C mělo pH na produkci tyraminu také významný vliv. Vyšší produkce tyraminu 

byla detekována od 10. dne kultivace při iniciačním pH 5,0 ± 0,2. Maximální množství ty-

raminu po 15 dnech kultivace bylo 85,8 ± 0,9 mg/l. Při iniciačním pH 6,0 ± 0,2  

a pH 7,0 ± 0,2 bylo dosaženo zhruba čtvrtinové množství (17,1 – 18,6 mg/l) (Obrázek 39). 
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Obrázek 39: Kinetika produkce tyraminu (TYR) během kultivace Lactobacillus brevis 

10185-3 v mléce – vliv pH (10 °C) 

 

7.4.2 Vliv NaCl 

Obrázky 40 – 41 ukazují, že nejvyšší produkce tyraminu v mléce (113,8 ± 5,0 mg/l) byla 

zaznamenána při počátečním pH 5,0 ± 0,2 v kultivačním médiu s přídavkem 1,0 % (w/v) 

NaCl. Při pH 6,0 ± 0,2 bylo po 15 dnech kultivace stanoveno nejvíce tyraminu  

(24,0 ± 1,3 mg/l) v kultivačním médiu bez přídavku NaCl a při pH 7,0 ± 0,2 rovněž 

v kultivačním médiu bez přídavku NaCl (24,6 ± 0,2 mg/l). 
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Obrázek 40: Kinetika produkce tyraminu (TYR) během kultivace Lactobacillus brevis 

10185-3 v mléce při iniciačním pH 5,0 – vliv NaCl (10 °C) 

 

 

Obrázek 41: Kinetika produkce tyraminu (TYR) během kultivace Lactobacillus brevis 

10185-3 v mléce při iniciačním pH 6,0 – vliv NaCl (10 °C) 
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7.4.3 Vliv přídavku aminokyselin 

Ani v případě kultivační teploty 10 ± 1 °C neměl přídavek 0,3 % (w/v) tyrozinu do mléka na 

produkci tyraminu významný vliv (Obrázek 42). Množství tyraminu v mléce s přídavkem 

aminokyselin bylo zhruba jen o 1 mg/l vyšší než v neupraveném mléce. 

 

Obrázek 42: Kinetika produkce tyraminu (TYR) během kultivace Lactobacillus brevis 

10185-3 v mléce a v mléce s přídavkem AMK (10 °C) 

 

7.4.4 Stanovení celkového počtu mikroorganizmů 

Nejvyšší nárůst bakterií při 10 ± 1 °C byl stanoven po 15 dnech kultivace ve vzorcích neu-

praveného mléka a mléka s přídavkem AMK. Nepatrně nižší nárůst testovaného kmene byl 

pozorován ve vzorcích mléka s přídavkem 1,0 % (w/v) NaCl.  

7.4.5 Stanovení pH kultivačního média 

K nárůstu pH došlo v průběhu kultivace prakticky u všech vzorků mléka (Příloha II). Nej-

vyšší nárůst pH při 10 ± 1 °C byl zaznamenán u iniciačního  pH 5,0 ± 0,2 bez přídavku  

NaCl, kdy pH stouplo až na 6,52. Nejnižší nárůst byl zaznamenán u iniciačního pH 7,0 ± 0,2 

s přídavkem 2,0 % (w/v) NaCl, kde pH stouplo pouze na 7,13. Dá se tedy říci, že se snižu-

jícím se počátečním pH byl nárůst vyšší. Vliv NaCl na změnu pH byl taktéž patrný. S vyšším 

přídavkem NaCl došlo k nižšímu nárůstu pH. Jedinou výjimkou, kdy došlo k poklesu pH je 
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vzorek mléka bez přídavku AMK. V tomto případě kleslo pH po 15 dnech kultivace 

z počátečních 6,77 na hodnotu 6,00. 

7.5 Produkce ostatních biogenních aminů kmenem Lactobacillus brevis 

10185-3 

Kromě tyraminu byly v supernatantech kultivačních médií zjištěny i ostatní biogenní aminy. 

Ty však byly detekovány v zanedbatelném množství, nebo nebyly detekovány vůbec (Tabul-

ka 8). Nejvíce bylo vyprodukováno sperminu a to při 37 ± 1 °C v mléce v množství  

86,9 ± 11,6 mg/l.  

Tabulka 8: Nejvyšší naměřené množství biogenních aminů v mléce a v bujónu v posled-

ním odběrovém čase 

biogenní amin 

nejvyšší naměřené množství 

[mg/l] v bujónu 

nejvyšší naměřené množství 

[mg/l] v mléce 

37 °C 10 °C 37 °C 10 °C 

tryptamin *ND *ND *ND *ND 

fenyletylamin *ND *ND *ND *ND 

putrescin *ND *ND 0,5 ± 0,1 *ND 

kadaverin 0,4 ± 0,1 3,4 ± 0,4 *ND *ND 

histamin 0,8 ± 0,2 1,2 ± 0,2 *ND *ND 

spermidin *ND 0,9 ± 0,1 *ND *ND 

spermin 20,0 ± 1,9 3,5 ± 0,5 86,9 ± 11,6 21,1 ± 3,5 

*ND – nebyl detekován 

7.6 Souhrnná diskuze 

Tato práce byla zaměřena na sledování růstu a kinetiku produkce BA ovlivněné faktory 

vnějšího prostředí (přídavek laktózy, přídavek NaCl, různé iniciační pH a teploty kultivace) 

u bakterií kmene Lactobacillus brevis 10185-3. Problematice biogenních aminů je v dnešní 

době věnována značná pozornost a problematika vlivu faktorů není stále ještě prozkoumá-

na, zvláště vliv laktózy. Pro účely tohoto experimentu byl vybrán kmen Lactobacillus brevis 

10185-3, který byl izolován přímo z výroby sýrů holandského typu.  
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Faktory a jejich úrovně byly zvoleny tak, aby se co nejvíce přiblížily podmínkám technolo-

gického procesu výroby přírodních sýrů a napomohly tak předvídat tvorbu biogenních ami-

nů při delším procesu zrání sýrů. Z tohoto důvodu byl testovaný kmen Lactobacillus brevis 

10185-3 kultivován po dobu 15 dní při teplotě 10 °C. Tato teplota odpovídá technologic-

kému procesu zrání přírodních sýrů. Druhá vybraná kultivační teplota 37 °C je analogická 

s teplotou gastrointestinálního traktu člověka a zároveň se přibližuje optimální teplotě růstu 

daného kmene. 

Ve fermentovaných mléčných výrobcích, zejména v sýrech, bývají biogenní aminy zastoupe-

ny více než v nefermentovaných mléčných výrobcích (Santos, 1996). Používané bakterie 

mléčného kvašení (Lactococcus, Lactobacillus a Enterococcus) mají mnohdy vysokou de-

karboxylázovou aktivitu. U nefermentovaných potravin je výskyt biogenních aminů obvykle 

spojen a přítomností kontaminující mikroflóry (Santos, 1996). 

Produkce biogenních aminů je omezena dostupnými aminokyselinami v prostředí, proto 

bylo kultivační médium obohaceno přídavkem 0,3 % aminokyselin (tyrozin, lyzin, arginin, 

ornitin). Pro podporu růstu bakterií a případnou produkci biogenních aminů bylo do kulti-

vačního média přidáno množství laktózy v koncentracích 0,25; 0,50 a 1,00 % (w/v). 

Prvním zkoumaným faktorem ovlivňujícím dekarboxylázovou aktivitu mikroorganizmů bylo 

pH. Optimální aktivita bakteriálních dekarboxyláz se pohybuje v kyselém prostředí a slouží 

jako mechanizmus neutralizace prostředí před nadměrným poklesem pH, které je nevhodné 

pro růst bakterií (Marcobal a kol., 2006). Růst bakterií v kyselém prostředí stimuluje tvorbu 

dekarboxyláz a následně i biosyntézu biogenních aminů z aminokyselin a chrání je tak před 

kyselým prostředím (Marcobal a kol., 2006). V této práci byla nejvyšší produkce zazname-

nána v nejnižším testovaném pH 5, a to jak v mléce, tak in vitro. Jedinou výjimkou bylo 

mléko kultivované při 37 °C, kde bylo více tyraminu zjištěno při pH 6,0 a 7,0. Moreno-

Arribas a kol. (1999) ve své studii uvádí, že nejvyšší dekarboxylázová aktivita u Lactobacil-

lus brevis je při pH 5,0. Santos (1996) rovněž uvádí, že pro bakteriální dekarboxylázy je 

optimální pH v rozmezí 4,0 – 5,0.  

Dalším sledovaným faktorem této práce byl vliv přídavku laktózy. Laktóza byla do kulti-

vačního média přidána jako zdroj energie pro přítomné bakterie i jako případná podpora 

produkce biogenních aminů. Nejvyšší produkce tyraminu in vitro byla u obou kultivačních 

teplot zaznamenána při přídavku 0,25 % (w/v) laktózy v kultivačním médiu s počátečním 
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pH 5,0. Dalším zvyšováním laktózy v médiu došlo ke snížení produkce tyraminu, avšak 

k zastavení produkce nedošlo. Lorencová a kol. (2013) také sledovali vliv laktózy na pro-

dukci biogenních aminů a zjistili, že v kultivačním médiu s přídavkem laktózy je produkce 

BA vyšší než bez přídavku. Obdobný výsledek zjistili i Buňková a kol. (2011). V této studii 

bylo rovněž zjištěno, že bez přídavku laktózy byl nárůst buněk nižší, stejně tak i produkce 

biogenních aminů. Vůbec nejvyšší produkce tyraminu bylo dosaženo při kombinaci  

0,25 % (w/v) laktózy a 1,0 % (w/v) NaCl. Stejný výsledek uvádí ve své studii i Lorencová  

a kol. (2013), ve které byl sledován vliv vnějších faktorů na produkci biogenních aminů  

u bakterií rodu Bifidobacterium. 

Nejvyšší nárůst buněk i pH byl zaznamenán rovněž v kultivačním médiu s přídavkem  

0,25 % (w/v) laktózy. Tento výsledek potvrzuje nejvyšší produkci tyraminu v prostředí 

s 0,25 % (w/v) laktózy a pH 5,0.  

V této práci byl dále sledován vliv koncentrace NaCl na dekarboxylázovou aktivitu testova-

ného kmene. Kultivační médium bylo obohaceno chloridem sodným o koncentracích  

0 – 2 % (w/v). Nejvyšší použitá koncentrace NaCl odpovídá obsahu NaCl v sýrech holand-

ského typu, které mají střední obsah soli 1,5 až 3,0 % (Kolektiv Cepac, 2007). Při obou 

sledovaných kultivačních teplotách byl největší vliv NaCl zjištěn v médiu s počátečním  

pH 5,0. Nejvíce tyraminu bylo stanoveno při tomto pH ve vzorcích, které obsahovaly  

1,0 % (w/v) chloridu sodného. Lze tudíž konstatovat, že přídavek 1,0 % (w/v) NaCl nejvíce 

působí na dekarboxylázovou aktivitu u Lactobacillus brevis 10185-3. Rovněž Buňková  

a kol. 2011) zkoumali vliv přídavku soli na produkci tyraminu u Enterococcus durans 

CCDM 53. Nejvyšší produkce tyraminu byla zjištěna ve vzorcích s nejvyšší aplikovanou 

koncentrací soli (2,0 % w/v). Pereira a kol. (2009) přišli s hypotézou, že Na
+
 ionty podílející 

se na regulaci intracelulárního pH mají zásadní roli v tyrozindekarboxylázové dráze.  

Na
+
 ionty jsou důležité pro Na

+
/H

+
 antiportový systém, protože se vymění za H

+
 ionty, které 

jsou odstraněny z buněk. Tímto jevem lze vysvětlit zvýšenou produkci tyraminu v prostředí 

s přídavkem chloridu sodného. 

V případě mléka byl vliv NaCl téměř stejný. Při obou kultivačních teplotách bylo nejvyšší 

produkce dosaženo při počátečním pH 5,0 ve vzorcích s přídavkem 1,0 % (w/v) NaCl. Při 

kultivační teplotě 10 °C působil na produkci tyraminu obsažený NaCl při iniciačním pH 6,0 

a 7,0 inhibičně. Gardini a kol. (2001) zkoumali vliv vnějších faktorů na produkci BA u En-
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terococcus faecalis v odstředěném mléce a zjistili, že více BA vznikalo v prostředí s nízkou 

koncentrací NaCl.  

Dekarboxylázovou aktivitu mikroorganizmů významně ovlivňuje i teplota a délka kultivace. 

Při vyšší teplotě kultivace byla prokázána vyšší dekarboxylázová aktivita (Kim a kol., 2011; 

Pinho a kol., 2001). Kalhotka a kol. (2011) se zaměřili na vliv teploty a doby kultivace na 

produkci biogenních aminů u Bacillus licheniformis a zjistili, že všechny testované kmeny 

vykazovaly silnou dekarboxylázovou aktivitu vůči ornitinu, fenylalaninu a tyrozinu při všech 

použitých teplotách, kromě 6 °C. Optimální dekarboxylázová aktivita u tohoto kmene se 

pohybovala mezi 30 a 37 °C. Obdobný výsledek uvádí i Pleva a kol. (2012), kde byly 

zkoumány rovněž faktory ovlivňující produkci BA. Bylo zjištěno, že produkci tyraminu 

podpořila kultivační teplota 30 °C oproti teplotě 6 °C. Teplota je schopna zpomalit buněčný 

růst, prodloužit generační dobu a úměrně tomu i produkci biogenních aminů. 

Rozdíl v produkci tyraminu je znatelný při různých kultivačních teplotách. Nejvyšších hod-

not bylo v diplomové práci dosaženo při kultivační teplotě 37 °C. Produkce tyraminu 

v mléce byla rovněž vyšší při kultivační teplotě 37 °C. 

Obecně lze shrnout, že výše popsané vnější faktory mají vliv na produkci biogenních aminů. 

Množství vyprodukovaných biogenních aminů kmenem Lactobacillus brevis 10185-3 bylo 

stanoveno ve stovkách mg/l (až 600 mg/l). Santos (1996) a Halász (1994) udávají, že hod-

noty tyraminu v množství 100 až 800 mg/kg byly hlášeny jako toxické dávky v potravinách. 

Nařízení komise (ES) 2073/2005 stanovuje pouze maximální přípustné množství histaminu 

v rybách a produktech z ryb.  

Biogenní aminy mohou být ve fermentovaných potravinách produkovány starterovými  

i non-starterovými mikroorganizmy, které byly použity při výrobě nebo které se do nich 

dostaly během jejich technologického zpracování. Je proto důležité dodržovat při výrobě 

potravin pravidla správné hygienické praxe a zamezit případné kontaminaci surovin a vý-

robků.  

Přítomnost vyššího množství biogenních aminů v potravinách je z hlediska nepříznivých 

účinků na lidské zdraví nežádoucí. Proto je důležité nadále zkoumat nová řešení eliminující 

jejich produkci. Jedním ze způsobů je potlačení růstu dekarboxyláza pozitivních kmenů ne-

bo identifikace mikroorganizmů s vysokou dekarboxylázovou aktivitou, které jsou nahraze-

ny vhodnějšími kmeny.  
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ZÁVĚR 

Tato práce byla zaměřena na vliv vnějších faktorů ovlivňujících tvorbu biogenních aminů 

bakteriálním kmenem Lactobacillus brevis 10185-3 izolovaného ze sýra holandského typu. 

Byl sledován vliv NaCl, laktózy, teploty a pH. Použité kultivační médium bylo obohaceno  

o 0,3 % (w/v) aminokyselin, které slouží jako prekurzory biogenních aminů. 

 Na základě naměřených výsledků pomocí kapalinové chromatografie byla stanovena 

produkce biogenních aminů tyraminu a sperminu.  

 Ostatní biogenní aminy byly detekovány v zanedbatelném množství nebo vůbec. 

 Nejvyšší naměřené množství tyraminu (594,6 ± 17,1 mg/l) bylo zjištěno 

v podmínkách in vitro při počátečním pH 5,0 v médiu s přídavkem 0,25 % (w/v) 

laktózy a bez přídavku soli. 

 Kultivační teplota 37 °C působila na produkci tyraminu akceleračně a teplota  

10 °C brzdila růst kultury i produkci biogenních aminů. 

 Počáteční pH média mělo na produkci tyraminu velmi výrazný vliv a produkci tyra-

minu nejvíce podpořilo pH 5,0. 

 Přítomnost NaCl v kultivačním médiu také podpořila produkci tyraminu, kdy ve vět-

šině případů byla nejvyšší produkce pozorována při přídavku 1,0 % NaCl. 

 Laktóza, jakožto zdroj energie pro přítomné bakterie, měla vliv na růst testovaného 

kmene i produkci tyraminu v prostředí s pH 5,0 a 6,0. V případě pH 7,0 významný 

vliv na produkci tyraminu neměla. 

 Produkce sperminu byla v průběhu kultivace kolísavá a nejvyšší naměřené množství 

(86,9 ± 11,6 mg/l) bylo stanoveno v mléce při kultivační teplotě 37 °C. Naopak nej-

nižší množství (3,5 ± 0,5 mg/l) bylo stanoveno in vitro při 10 °C. 

 

Koncentrace biogenních aminů je důležitým ukazatelem kvality potravin a proto je snahou 

sledovat jejich obsah i faktory, které by mohly jejich vznik ovlivnit. 
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NaNO2 

O2 
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MS 

GC 
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FPD 
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MSA 
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kyslík 
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vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
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o – ftalaldehyd 
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metansulfonová kyselina 
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PŘÍLOHA I: NAMĚŘENÉ HODNOTY pH IN VITRO  

Tabulka 9: Hodnoty pH v podmínkách in vitro při 37 °C a pH 5,0. 

čas [hod] 0/0/5 0/1/5 0/2/5 0,25/0/5 0,25/1/5 0,25/2/5 0,5/0/5 0,5/1/5 0,5/2/5 1/0/5 1/1/5 1/2/5 

2 5,01 5,05 5,00 5,13 5,06 5,06 5,02 5,04 5,06 5,03 5,01 5,01 

4 5,06 5,04 4,98 5,12 5,04 5,04 5,02 5,01 5,02 5,04 5,03 5,00 

6 5,19 5,04 5,01 5,17 5,06 5,07 5,09 5,07 5,04 5,11 5,05 5,03 

8 5,20 5,10 5,04 5,15 5,06 5,06 5,14 5,06 5,07 5,12 5,05 5,05 

10 5,18 5,08 5,04 5,15 5,06 5,07 5,14 5,06 5,04 5,12 5,04 5,01 

12 5,18 5,07 5,02 5,15 5,06 5,06 5,14 5,06 5,04 5,11 5,04 5,01 

24 5,52 6,33 6,32 5,99 5,14 5,35 5,17 5,07 5,17 5,13 5,04 5,92 

48 5,54 6,32 5,55 5,23 5,19 6,20 5,19 5,08 5,33 5,11 5,03 5,00 

kontrola 5,01 5,01 5,00 5,02 5,02 5,02 5,02 5,02 5,02 5,02 5,03 5,01 

 

Tabulka 10: Hodnoty pH v podmínkách in vitro při 37 °C a pH 6,0. 

čas [hod] 0/0/6 0/1/6 0/2/6 0,25/0/6 0,25/1/6 0,25/2/6 0,5/0/6 0,5/1/6 0,5/2/6 1/0/6 1/1/6 1/2/6 

2 6,05 6,05 6,03 6,01 6,07 6,01 5,96 5,94 5,98 5,92 5,84 5,84 

4 6,08 6,05 6,05 6,01 6,06 6,00 5,98 5,93 5,93 5,86 5,83 5,85 

6 6,10 6,07 6,07 6,06 6,06 6,02 6,01 5,93 5,92 5,87 5,83 5,83 

8 6,14 6,09 6,11 6,06 6,10 6,02 6,01 5,97 5,97 5,90 5,86 5,88 

10 6,11 6,05 6,06 6,03 6,09 6,00 6,00 5,96 5,97 5,85 5,86 5,85 

12 6,11 6,06 6,05 6,02 6,28 6,00 5,99 5,94 5,95 5,87 5,83 5,84 

24 6,14 6,06 6,60 6,47 6,68 6,43 6,52 6,74 6,48 6,48 6,63 6,37 

48 6,13 6,05 6,05 6,02 6,43 5,99 5,99 5,93 5,94 5,85 5,84 5,85 

kontrola 5,99 5,99 5,99 6,01 6,04 5,99 5,98 5,98 5,98 6,00 6,02 6,01 



 

 

Tabulka 11: Hodnoty pH v podmínkách in vitro při 37 °C a pH 7,0. 

čas [hod] 0/0/7 0/1/7 0/2/7 0,25/0/7 0,25/1/7 0,25/2/7 0,5/0/7 0,5/1/7 0,5/2/7 1/0/7 1/1/7 1/2/7 

2 7,02 6,98 6,99 6,92 7,02 7,02 6,99 7,02 6,99 7,01 6,99 7,01 

4 7,06 6,97 6,98 6,88 7,04 7,06 7,06 6,84 6,98 7,02 7,01 7,01 

6 7,09 6,98 6,99 6,93 7,06 7,10 7,17 6,95 7,00 7,02 7,02 7,01 

8 7,05 6,98 6,99 6,87 7,09 7,04 7,09 6,84 7,01 7,04 7,02 7,01 

10 7,00 6,98 6,99 6,85 6,88 7,03 7,10 6,85 7,02 7,05 7,14 7,09 

12 7,04 6,98 6,98 6,86 6,84 7,01 7,03 6,80 6,96 7,05 7,24 7,08 

24 7,04 6,97 6,97 6,87 6,93 7,06 7,06 6,84 6,94 7,06 7,28 7,19 

48 6,99 6,97 6,99 6,85 6,99 7,03 7,26 6,99 6,90 7,10 7,32 7,20 

kontrola 7,03 6,98 6,99 7,01 7,02 7,00 6,99 7,00 7,01 6,99 7,00 7,00 

 

Tabulka 12: Hodnoty pH v podmínkách in vitro při 10 °C a pH 5,0. 

čas [den] 0/0/5 0/1/5 0/2/5 0,25/0/5 0,25/1/5 0,25/2/5 0,5/0/5 0,5/1/5 0,5/2/5 1/0/5 1/1/5 1/2/5 

1 5,01 5,05 5,01 5,06 5,07 5,05 5,08 5,05 5,05 5,05 5,09 5,09 

2 5,04 5,07 5,03 5,06 5,09 5,07 5,10 5,07 5,07 5,08 5,12 5,11 

3 5,05 5,08 5,03 5,08 5,07 5,06 5,09 5,04 5,07 5,08 5,10 5,11 

6 5,02 5,09 5,02 5,05 5,05 5,06 5,06 5,03 5,03 5,03 5,06 5,09 

8 4,97 5,01 4,97 5,03 5,04 5,02 5,04 5,02 5,04 5,03 5,07 5,09 

10 5,11 5,35 5,16 5,21 5,12 5,35 5,10 5,23 5,13 5,22 5,21 5,47 

13 5,10 5,20 5,17 5,08 5,11 5,15 5,09 5,17 5,08 5,06 5,10 5,14 

15 6,17 6,05 5,80 5,37 5,28 5,33 5,13 5,20 5,21 5,12 5,22 5,29 

kontrola 5,01 5,05 5,00 5,05 5,04 5,02 5,07 5,03 5,03 5,04 5,06 5,05 



 

 

Tabulka 13: Hodnoty pH v podmínkách in vitro při 10 °C a pH 6,0. 

čas [den] 0/0/6 0/1/6 0/2/6 0,25/0/6 0,25/1/6 0,25/2/6 0,5/0/6 0,5/1/6 0,5/2/6 1/0/6 1/1/6 1/2/6 

1 6,16 6,13 6,13 6,14 6,09 6,11 6,05 6,05 6,05 5,96 5,95 5,96 

2 6,20 6,16 6,15 6,16 6,06 6,13 6,10 6,09 6,08 6,00 6,00 5,99 

3 6,21 6,20 6,17 6,17 6,13 6,15 6,09 6,07 6,09 6,02 6,07 6,04 

6 6,16 6,16 6,12 6,16 6,09 6,12 6,13 6,03 6,02 5,96 5,94 5,99 

8 6,27 6,22 6,26 6,26 6,25 6,21 6,26 6,36 6,27 6,32 6,36 6,30 

10 6,51 6,80 6,44 6,77 6,47 6,69 6,46 6,78 6,50 6,68 6,51 6,65 

13 6,21 6,31 6,19 6,33 6,15 6,23 6,11 6,20 6,08 6,21 6,00 6,20 

15 6,53 6,60 6,38 6,46 6,27 6,37 6,20 6,25 6,19 6,14 6,09 6,17 

kontrola 6,13 6,10 6,07 6,11 6,06 6,07 6,06 6,03 6,00 5,95 5,93 5,91 

 

Tabulka 14: Hodnoty pH v podmínkách in vitro při 10 °C a pH 7,0. 

čas [den] 0/0/7 0/1/7 0/2/7 0,25/0/7 0,25/1/7 0,25/2/7 0,5/0/7 0,5/1/7 0,5/2/7 1/0/7 1/1/7 1/2/7 

1 7,05 7,02 7,04 7,01 7,02 7,03 7,03 7,02 7,01 7,01 7,04 7,09 

2 7,06 7,02 7,04 7,03 7,03 7,04 7,04 7,02 7,04 7,02 7,05 7,10 

3 7,05 7,01 7,01 7,03 7,02 7,02 7,04 7,02 7,05 7,06 7,06 7,07 

6 6,99 6,95 6,96 6,98 6,96 6,97 6,99 6,96 6,97 7,01 7,01 7,06 

8 6,98 6,94 6,96 6,99 6,98 6,97 7,03 6,98 6,99 7,04 7,03 7,04 

10 6,99 6,95 6,96 6,99 6,98 6,98 7,03 7,00 7,02 7,04 7,12 7,10 

13 7,01 6,97 6,98 7,00 7,02 6,99 7,10 7,02 7,06 7,01 7,17 7,06 

15 7,05 7,06 7,03 7,13 7,08 7,07 7,14 7,13 7,13 7,29 7,33 7,33 

kontrola 7,00 7,00 7,02 7,01 7,00 7,00 7,02 7,00 7,01 7,01 7,00 7,01 

 



 

 

PŘÍLOHA II: NAMĚŘENÉ HODNOTY pH V MLÉCE  

Tabulka 15: Hodnoty pH v mléce při 37 °C 

čas [hod] 0/5 1/5 2/5 0/6 1/6 2/6 0/7 1/7 2/7 A M 

2 5,07 5,03 5,11 6,03 6,01 6,04 6,91 7,05 6,96 6,66 6,46 

4 4,99 5,04 5,12 6,08 6,00 6,02 6,78 6,92 6,85 6,44 6,70 

6 5,04 4,95 5,11 5,97 5,95 6,00 6,56 6,69 6,75 6,47 6,63 

8 4,93 4,72 5,07 5,25 6,07 6,09 6,54 6,42 6,78 6,61 6,47 

10 4,96 4,96 5,05 6,12 5,93 5,04 5,93 6,50 6,84 6,45 6,61 

12 4,88 5,04 5,09 6,17 6,01 5,29 6,46 6,72 6,31 6,46 6,55 

24 4,76 5,05 5,21 6,25 4,98 5,52 5,66 6,92 5,68 6,51 6,57 

48 4,79 4,79 4,93 4,45 5,73 5,22 5,82 6,88 6,89 6,40 6,67 

kontrola 5,10 5,09 5,11 6,02 6,02 6,05 7,02 7,02 7,03 6,48 6,43 

 

Tabulka 16: Hodnoty pH v mléce při 10 °C 

čas [den] 0/5 1/5 2/5 0/6 1/6 2/6 0/7 1/7 2/7 A M 

1 5,37 5,21 5,24 6,27 6,24 6,31 6,96 6,95 6,98 6,58 6,77 

2 5,40 5,25 5,26 6,26 6,26 6,31 6,98 7,04 7,08 6,60 6,75 

3 5,46 5,23 5,22 6,27 6,22 6,27 6,98 6,91 6,94 6,57 6,71 

6 5,53 5,39 5,39 6,37 6,29 6,31 6,99 6,91 6,93 6,59 6,68 

8 5,53 5,34 5,32 6,27 6,22 6,27 6,94 6,89 6,89 6,59 6,73 

10 5,81 5,76 5,82 6,69 6,60 6,60 7,01 6,94 6,94 6,86 6,46 

13 6,19 6,15 6,04 6,96 6,71 6,75 7,18 7,07 7,04 6,73 6,66 

15 6,52 6,47 6,46 7,32 7,19 7,20 7,31 7,18 7,13 7,60 6,00 

kontrola 5,35 5,19 5,20 6,28 6,27 6,31 6,97 7,04 7,04 6,56 6,79 

 


