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ABSTRAKT 

Tato práce je zaměřená na dekarboxylázovou aktivitu vybraných bakterií mléčného kvašení 

rodu Lactococcus. Tyto bakterie se běţně pouţívají v potravinářství, jako součást smetano-

vé kultury, přičemţ některé druhy byly označeny za producenty biogenních aminů. Expe-

rimentálně byla tvorba těchto toxických látek detekována po kultivaci v aerobním i anae-

robním prostředí v ţivných médiích o proměnlivém sloţení NaCl a laktózy. Z výsledků 

výzkumu vyplývá, ţe všechny námi vybrané bakterie rodu Lactococcus produkují biogenní 

amin tyramin. Jeho nejvyšší koncentrace byla detekována v anaerobním prostředí při kon-

centraci laktózy 0,5% (w/v) a 2% NaCl (w/v). 

 

 

Klíčová slova: biogenní aminy, dekarboxylace, bakterie mléčného kvašení (BMK), Lacto-

coccus lactis subsp. cremoris, Lactoccus lactis subsp.lactis.   

 

ABSTRACT 

This thesis is aimed at decarboxylation activity of chosen lactic acid bacteria strains Lacto-

coccus. These bacteria are generally used in the food-processing industry  

as a component of cream culture. Some of them were identified as producers of biogenic 

amines. Production of these toxic substances was experimentally detected after the cultiva-

tion in both aerobic and anaerobic atmosphere in nutrient medium with variable composi-

tion of NaCl and lactose. The results imply that all of us selected bacteria strains Lacto-

coccus produce biogenic amine tyramine. Its highest concentration wasdetected in an anae-

robic atmosphere at a concentration of 0,5% laktose (w/v) and 2% NaCl (w/v). 
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ÚVOD 

Hlavním smyslem technologického zpracování a skladování potravinářských surovin  

a potravin je, kromě vytvoření a udrţení nutriční a senzorické hodnoty potravin,  

také zabránit ohroţení zdraví spotřebitele v průběhu celého řetězce výroby potravin,  

a to od produkce surovin aţ po spotřebu konzumentem. Během celého cyklu zpracování 

podléhají potravinářské materiály komplexním změnám (fyziologické, enzymové, chemic-

ké a mikrobiologické). Z hlediska důsledků, potenciálního ohroţení zdraví konzumenta, 

sníţení nutriční a senzorické hodnoty potravin a znehodnocení potraviny, jsou nejvýznam-

nějšími změnami změny mikrobiologické [1]. 

Mikroorganizmy mohou svou metabolickou činností ovlivňovat kvalitu a zdravotní nezá-

vadnost potravin. Na této činnosti se podílí celá řada mikrobiálních enzymů. Mezi nejvý-

znamnější patří proteázy, lipázy, sacharolytické enzymy, které rozkládají základní sloţky 

potravin (bílkoviny, tuky a sacharidy). Další enzymy, např. reduktázy nebo dekarboxylázy, 

se mohou podílet na vzniku toxických látek. Mezi tyto látky patří i biogenní aminy, z nichţ 

histamin můţe při nesprávném skladování masa nebo mořských ryb dosáhnout toxických 

koncentrací. Biogenní aminy mohou slouţit také jako indikátory kaţení potravin [2]. 
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 BIOGENNÍ AMINY 

Biogenní aminy jsou nízkomolekulární organické bazické sloučeniny, které jsou přítomny  

ve všech ţivých organizmech. V potravinách a krmivech představují biogenní aminy jedny 

z neţádoucích zplodin konečného rozkladu bílkovin [3]. 

Jejich tvorba i rozklad spadá mezi běţné metabolické pochody zvířat, rostlin i mikroorga-

nizmů [4]. 

V potravinách vznikají především dekarboxylací přirozených aminokyselin působením 

dekarboxyláz, kterými jsou vybaveny četné druhy hnilobných bakterií, ale také řada druhů 

bakterií mléčného kvašení [5]. 

1.1 Členění biogenních aminů 

Podle chemické struktury se biogenní aminy člení na aromatické (tyramin a 2-

fenyletylamin), heterocyklické (histamin a tryptamin), alifatické (putrescin a kadaverin)  

a polyaminy (spermidin, spermin a příp. agmatin). Někdy se mezi polyaminy zjednodušeně 

řadí i diaminy, podobně jako se heterocyklické aminy zjednodušeně řadí do skupiny aroma-

tických aminů [5]. Skupina polyaminů můţe být klasifikována i jako samostatná skupina, 

protoţe biogenní aminy do ní patřící mohou být tvořeny alternativní metabolickou cestou  

a následkem toho se projevují odlišným fyziologickým, resp. patologickým působením [6]. 

1.2 Význam biogenních aminů 

Biogenní aminy jsou pro ţivé organizmy nezbytné z hlediska řady fyziologických funkcí. 

Účastní se buněčného metabolizmu, a zároveň jsou důleţité i pro samotný buněčný růst. 

Podílí se na regulaci nukleových kyselin a ovlivňují syntézu bílkovin. Uplatňují se i při 

stabilizaci membrán a při kontrole krevního tlaku. Některé z nich jsou tkáňovými hormony 

nebo stavebními látkami pro syntézu dalších hormonů, fytohormonů, alkaloidů a dalších 

sekundárních metabolitů rostlin. Na druhé straně jejich vysoké koncentrace mohou zapříči-

nit toxické efekty [7,8]. 

Poslední dobou poutá velkou pozornost skupina polyaminů (spermin, spermidin, putrescin, 

kadaverin). Polyaminy jsou důleţité v procesech buněčného růstu a proliferaci. V popředí 

zájmů tak stojí moţná účast v nádorovém bujení. Příznivě však působí při hojení ran. Poly-
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aminy jsou také povaţovány za potenciální prekurzory kancerogenních N-nitrózosloučenin 

a aromatických heterocyklů. [9]. 

1.3 Vznik biogenních aminů – charakteristika dekarboxylace 

Biogenní aminy v potravinách mohou pocházet ze dvou zdrojů: 

 - jsou přirozenou součástí buněčných struktur rostlin,   

 - mohou vznikat v procesu výroby a skladování potravin jako výsledek metabolického 

působení mikroorganizmů.  

V procesu výroby a skladování potravin se tak biogenní aminy stávají indikátorem mikro-

biální kontaminace a jejich koncentrace tak můţe být jedním z ukazatelů kvality potravin 

[10]. Biogenní aminy v buňkách vznikají enzymovou dekarboxylací aminokyselin  

s eventuelní další úpravou [11]. 

K tvorbě biogenních aminů značnou měrou přispívá kulturní a kontaminující mikroflóra. 

Některé mikroorganizmy totiţ mají schopnost tvořit dekarboxylázové enzymy, které kata-

lyzují dekarboxylaci volných aminokyselin v potravině za vzniku biogenních aminů [12]. 

Tvorba těchto látek postupuje od bílkovin přes peptidy k aminokyselinám, jejichţ dekarbo-

xylace vede ke vzniku aminů [13].  

Při dekarboxylaci dochází k odštěpování oxidu uhličitého ze substrátu (karboxylové skupi-

ny). Je to proces katalyzovaný enzymy ze třídy lyáz nebo oxidoreduktáz [11].  

K typickým lyázovým reakcím patří odštěpování malé molekuly ze substrátu za vzniku 

dvojné vazby nebo naopak adice na dvojnou vazbu. V případě dekarboxylace je touto ma-

lou molekulou oxid uhličitý [14,15]. 

Mezi dekarboxylační reakce můţeme také zařadit procesy dekarboxylace vedoucí k tvorbě 

biogenních aminů. Dekarboxylace probíhá obvykle za zvýšených teplot. Je také důleţitým 

biochemickým pochodem v ţivých organizmech (odbourávání keto- a aminokyselin) [16]. 

K nejznámějším dekarboxylázám patří pyruvátdekarboxyláza, produkující acetaldehyd  

při alkoholové fermentaci, či dekarboxylázy aminokyselin, jejichţ působením vznikají bio-

genní aminy [11]. 
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Nejznámějším biogenním aminem je histamin, který vzniká z aminokyseliny histidinu.  

Z aminokyseliny tyrozinu vzniká tyramin, z ornitinu putrescin, z lyzinu kadaverin, z trypto-

fanu tryptamin a z fenylalaninu vzniká beta-fenyletylamin [16]. 

 

 

Obr. 1. Vznik biogenních aminů [16] 

1.4 Důleţité biogenní aminy 

Mezi nejčastěji se vyskytující biogenní aminy patří: [16] 

- histamin - odvozen od histidinu. Tkáňový hormon, který v centrálním nervovém sys-

tému působí jako neurotransmiter. Můţe vyvolávat alergické projevy, 

- tyramin - odvozený od tyrozinu, zvyšuje krevní tlak, způsobuje migrény, 

- serotonin - odvozen od 5-hydroxytryptofanu. Neurotransmiter, vyvolává stahy hlad-

kého svalstva střev a naopak uvolňuje svalovinu cév, 

- dopamin - odvozen od tyrozinu. Prekurzor noradrenalinu a adrenalinu, působí jako 

neurotransmiter při nervovém přenosu, 
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- β-alanin - odvozen od kyseliny asparagové, 

- cysteamin - odvozen od cysteinu. Součást koenzymu A, 

- kyselina γ-aminomáselná - odvozená od kyseliny glutamové, 

- fenyletylamin - vzniká enzymatickou dekarboxylací fenylalaninu. Hormon a alkaloid 

skupiny amfetaminu, při jehoţ konzumaci ve větším mnoţství můţe dojít k psycho-

tropním efektům, 

- kadaverin a putrescin - kadaverin vzniká dekarboxylací lyzinu, dekarboxylací ornitinu 

vzniká putrescin. Oba aminy byly detekovány především při hnití masa jako tzv. mrt-

volné jedy, 

- etanolamin - odvozený od serinu, součást fosfolipidů, 

- propanolamin - odvozen od treoninu, součást vitaminu B12, 

- polyaminy (putrescin, spermidin a spermin) se vyskytují ve všech vyšších rostlinách  

a podílejí se na důleţitých fyziologických procesech. [16]. 

1.5 Biogenní aminy v potravinách 

Biogenní aminy jsou přirozenou sloţkou řady fermentovaných i nefermentovaných potra-

vin rostlinného i ţivočišného původu [17]. Jejich výskyt v potravinách je závislý zejména 

na dekarboxylázové aktivitě přítomných mikroorganizmů. Vyšší koncentrace biogenních 

aminů lze předpokládat v potravinách obsahujících bílkoviny nebo volné aminokyseliny, 

zvláště pokud poskytují vhodné podmínky pro biochemickou aktivitu přítomných mikroor-

ganizmů. Biogenní aminy mohou tedy slouţit jako indikátory procesu fermentace potravin 

nebo jejich kaţení [18]. 

1.5.1 Sledování biogenních aminů v potravinářských provozech 

Sledování výskytu aminů můţe být zdrojem cenné informace v potravinářských provozech, 

v nichţ stěţejní roli hraje činnost mikroorganizmů (výroba piva, vína, kysaného zelí, sýrů, 

fermentovaných masných výrobků). V případě potravin je důleţité, zda se jedná o produkty 

fermentačních procesů či nikoli [19]. 

 

Fermentované potraviny  
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Fermentované potraviny (např. kysané zelí, pivo, víno) obsahují biogenní aminy jako při-

rozenou sloţku. Významnější je zde pohled toxikologický. Ve fermentovaných potravinách 

jsou biogenní aminy vytvářeny především dekarboxylací příslušných aminokyselin substrá-

tově specifickými enzymy bakterií mléčného kvašení, které se vyuţívají jako startérové 

kultury [18,19]. 

Nefermentované potraviny  

Nefermentované potraviny (např. maso, mořské ryby) vykazují významnější nárůst obsahu 

aminů v souvislosti s neţádoucími rozkladnými procesy bílkovinné matrice. Aminy zde 

především hrají roli potenciálního kritéria jakosti [19]. 

Při skladování potravin, jako jsou maso, ryby a sýry, dochází vlivem enzymové aktivity 

přítomné mikroflóry k růstu obsahu biogenních aminů. Obsah některých z nich lze proto 

vyuţít jako indikátor čerstvosti masa. Vaření má relativně malý vliv na obsah biogenních 

aminů, dochází pouze k jejich částečnému rozkladu. V mase ryb při nevhodném skladování 

narůstá především obsah histaminu. Je to dáno tím, ţe především v rybách s tmavým ma-

sem je vyšší obsah volného histidinu neţ v bílém rybím mase nebo v mase jatečných zvířat 

[20]. 

Největší nebezpečí tvorby biogenních aminů je při vysoké mikrobiální kontaminaci ryb  

a při nedodrţení chladírenského řetězce. Nejčastěji se biogenní aminy tvoří ihned po vylo-

vení ryb, které nejsou patřičně zchlazeny na teplotu kolem +1 °C. Další rizikovou operací 

je tepelné opracování, především uzení ryb, hlavně makrel. Záleţí na době od přípravy ryb 

na uzení k vlastnímu tepelnému ošetření. Pokud je tato doba dlouhá a ryby jsou vystaveny 

vyšším teplotám, dochází k pomnoţování mikroorganizmů. Uzení ryb probíhá za niţších 

teplot a některé mikroorganizmy (např. laktobacily) proces uzení mohou přeţít, ve vhod-

ných podmínkách se pomnoţovat a tvořit především histamin [21]. 

1.6 Faktory ovlivňující dekarboxylázovou aktivitu mikroorganizmů 

Pro tvorbu biogenních aminů jsou, kromě přítomnosti volných aminokyselin (důleţitý  

je stupeň proteolýzy) a mnoţství bakterií obsahujících dekarboxylázy, také důleţité pod-

mínky, při nichţ bakterie mohou růst a syntetizovat dekarboxylázy. Vzhledem k různoro-

dosti druhů a kmenů jsou různé i optimální podmínky pro tvorbu biogenních aminů jako je 

teplota, pH, přístup kyslíku, aktivita vody, technologie výroby (např. zařazení pasterace), 
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doba zrání, doba skladování a přítomnosti kofaktorů jako pyridoxalfosfát nebo obsah soli  

a glukózy [22,23,24]. 

1.7 Vliv biogenních aminů na lidské zdraví 

Zvýšený zájem o stanovení koncentrací a zastoupení jednotlivých biogenních aminů  

v potravinách vyplývá z prohlubujících se poznatků o jejich biologickém působení na člo-

věka. Biogenní aminy jsou pro člověka nepostradatelné, avšak ve vysokých koncentracích  

se mohou projevit jako látky psychoaktivní a vazoaktivní [5]. 

Potravinovou přecitlivělostí trpí významná, stále narůstající, část populace. Postihuje  

asi 2 % dospělých a 8 % dětí do 3 let věku. Jedinci s potravinovou přecitlivělostí jsou  

při poţití rizikové potraviny ohroţeni jednak akutní reakcí s příznaky postiţení systému 

dýchacího, koţního, zaţívacího i oběhového, nebo se potravinová přecitlivělost projevuje 

chronickým onemocněním, jako je atopický ekzém a chronické zaţívací potíţe, které mo-

hou významně ovlivňovat práceschopnost jedince i kvalitu jeho ţivota [17]. 

Stanovení biogenních aminů můţe být vyuţito k posouzení míry rozkladu sledovaného 

materiálu. V případě skladování potravin můţe být obsah biogenních aminů ukazatelem 

jakosti vstupní suroviny a úrovně hygieny během výrobního procesu a skladování. Příjem 

potravin obsahujících vysoké koncentrace těchto sloučenin můţe u citlivých osob vyvolat 

alimentární intoxikaci [22]. 

1.7.1 Symptomy intoxikace biogenními aminy 

Nejmarkantnější symptomy konzumace vysokých dávek biogenních aminů jsou zvracení, 

závratě, dýchací potíţe, pocení, bušení srdce, sníţení nebo zvýšení krevního tlaku a migré-

ny. Jejich intenzita je závislá na kvalitativním i kvantitativním sloţení biogenních aminů 

[9]. 

Histamin způsobuje kopřivku, bolesti hlavy, návaly horka, křeče v břiše, rozšíření cév  

a sníţení krevního tlaku, je příčinou otravy z ryb (scombroid poisoning). Tyramin můţe být 

příčinou migrén, krvácení do mozku a hypertenzních krizí, tzv. reakce na sýr (cheese re-

action), zejména u pacientů uţívajících antidepresiva [22,25]. 

Pro negativní vliv biogenních aminů na lidské zdraví je ţádoucí, aby se tyto aminy v potra-

vinách vyskytovaly v minimálním mnoţství [22]. 
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1.7.2 Odbourávání biogenních aminů 

Normální příjem biogenních aminů je metabolizován ve střevním traktu velmi výkonným 

detoxifikačním systémem zaloţeným na aktivitě enzymů monoaminooxidázy (MAO), dia-

minoooxidázy (DAO) a histidinmethyltransferázy (HMT). Při nadměrném příjmu biogen-

ních aminů potravou však detoxikační kapacita tohoto systému nemusí stačit, stejně tak i v 

případě pacientů, kteří uţívají léky inhibující MAO – antidepresiva, antiparkinsonické lé-

ky. Toxicita histaminu a tyraminu je zvyšována současnou konzumací alkoholu a potravin 

obsahujících jiné biogenní aminy, zejména diaminy a polyaminy. Jejich negativní působení 

spočívá v odčerpání detoxikační kapacity enzymů MAO, DAO a HMT a v následném zesí-

lení účinku toxičtějších biogenních aminů [22,25]. 

1.7.3 Toxická dávka biogenních aminů 

Toxické dávky biogenních aminů je obtíţné stanovit. Velmi záleţí na individuálních rozdí-

lech mezi lidmi, zastoupení jednotlivých biogenních aminů v potravině, mnoţství konzu-

mované potraviny a přítomnosti jiných potencujících sloţek, jakými jsou například alkohol 

nebo léky. Obsah histaminu 100 mg/kg vzorku můţe způsobit intoxikaci histaminem,  

100 – 800 mg/kg tyraminu tzv. reakci na sýr a 30 mg/kg 2-fenyletylaminu migrénu. Bylo 

navrţeno [22], ţe suma histamin + tyramin + putrescin + kadaverin by pro sýr neměla pře-

kročit hodnotu 900 mg/kg. S tím souvisí i legislativní omezení nejvyšší přípustné dávky 

[22]. 

Legislativní opatření 

Česká legislativa do roku 2004 obsahovala legislativní limity pro vybrané biogenní aminy 

v rybách, sýrech, pivu a vínu, ale dnes je v ČR platný jen hygienický limit pro histamin  

v rybách a výrobcích z ryb uváděný v Nařízení komise (ES) č. 2073/2005 ve výši  

100 mg/kg. Tento limit můţe být ve dvou vzorcích z devíti z jedné šarţe překročen  

aţ do hodnoty 200 mg/kg. Legislativa neurčuje výrobcům deklarovat obsah biogenních 

aminů na obale. Vedle ryb jsou sýry nejčastěji uváděnou potravinou spojovanou s intoxika-

cí biogenních aminů [22]. 
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1.8 Stanovení biogenních aminů 

Pro stanovení biogenních aminů bylo vyvinuto několik technik zahrnující: 

- tenkovrstvou chromatografii (TLC),  

- plynovou chromatografii (GC),  

- kapilární elektroforézu (CE)  

- kapalinovou chromatografii (HPLC).  

V praxi se nejčastěji pouţívají vysoce citlivé chromatografické metody na reverzních fá-

zích s fluorescenční nebo UV detekcí po dansylaci, benzoylaci nebo derivatizaci reakcí s 9-

fluoromethyl chloroformátem, N-hydroxysuccinimidyl-6-chinolyl karbamátem nebo o-

ftaldialdehydem (OPA). Iontově párovou RP-HPLC nebo iontově výměnnou chromatogra-

fií lze stanovit aminy po postkolonové derivatizaci OPA. V poslední době se jeví jako vel-

mi spolehlivé a vysoce citlivé chromatografické metody s elektrochemickou detekcí  

nebo detekcí pomocí hmotnostní spektrometrie (LC/MS) [5]. 

Pro detekci bakterií produkujících biogenní aminy se vyuţívají i metody molekulární bio-

logie, zejména PCR, pomocí které lze s vyuţitím specifických primerů rychle zachytit bak-

terie nesoucí příslušné geny zodpovědné za produkci dekarboxylačních enzymů [18,26]. 
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2 MIKROORGANIZMY S DEKARBOXYLÁZOVOU AKTIVITOU 

Mezi dekarboxylační reakce můţeme zařadit procesy dekarboxylace vedoucí k tvorbě bio-

genních aminů [16]. 

R – CHNH2 – COOH →  R – CH2 – NH2 + CO2 

Obr. 2. Dekarboxylační reakce [16] 

Schopnost dekarboxylovat aminokyseliny mají pouze mikroorganizmy, u kterých jsou pří-

tomny dekarboxylázové enzymy. Dekarboxylázy patří do skupiny enzymů lyáz.  

[7]. 

Mikroorganizmy, které produkují dekarboxylázy, mohou být v produktech přirozeně pří-

tomné nebo mohou být vnesené do potravin před technologickým zpracováním,  

v jeho průběhu nebo po ukončení výroby [10]. 

Dekarboxylační reakce, příznačné především pro diaminokyseliny, jsou katalyzovány sub-

strátově specifickými dekarboxylázami vytvářenými zástupci bakterií z čeledi Enterobacte-

riaceae, rodu Enterococcus, Micrococcus, Pseudomonas, a některými dalšími hnilobnými 

bakteriemi, ale také řadou druhů bakterií mléčného kvašení (Lactobacillus, Lactococcus, 

Pediococcus, Streptococcus) [7] a plísněmi [27]. 

Bakterie z čeledi Enterobacteriaceae (především Escherichia coli, Enterobacter aeroge-

nes, Klebsiella pneumoniae) jsou jako kontaminující mikroflóra v potravinách zodpovědné 

za tvorbu kadaverinu, putrescinu a histaminu. Tyto kmeny jsou součástí střevní mikroflóry 

člověka a hospodářských zvířat. Protoţe tyto bakterie jsou termolabilní, je jejich přítom-

nost v mlékárenských výrobcích důsledkem buď nedostatečného pasteračního reţimu 

nebo špatné hygieny a sanitace v závodě [10]. 
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3 BAKTERIE MLÉČNÉHO KVAŠENÍ 

Název této skupiny bakterií je odvozen od jejich schopnosti fermentovat sacharidy  

na kyselinu mléčnou jako hlavní výsledný produkt. Označením bakterie mléčného kvašení 

(BMK) není myšlena přesně definovaná taxonomická skupina, ale řada fylogeneticky více 

či méně příbuzných rodů s několika společnými biochemickými a ekologickými znaky. 

Součástí bakterií mléčného kvašení je také dnes hodně diskutovaná skupina probiotik [28].   

3.1 Taxonomie bakterií mléčného kvašení 

Bakterie mléčného kvašení tvoří heterogenní skupinu, do které patří mimo jiné rody Ente-

rococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Sporolac-

tobacillus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus a Weissella [29]. 

Bakterie mléčného kvašení jsou grampozitivní nesporogenní mikroaerofilní bakterie. Mor-

fologicky se bakterie mléčného kvašení řadí jak mezi koky, tak mezi tyčinky a obecně ne-

produkují katalázu. Název této skupiny bakterií je odvozen od jejich schopnosti fermento-

vat sacharidy na kyselinu mléčnou jako hlavní výsledný produkt - homofermentace (např. 

Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus). Při heterofermentaci (např. Leuconostoc, Lac-

tobacillus) vznikají kromě kyseliny mléčné rovněţ kyseliny jablečná, jantarová, mravenčí, 

octová, etanol a oxid uhličitý [29].   

Třídění bakterií mléčného kvašení do jednotlivých rodů je především zaloţeno na morfolo-

gických vlastnostech, způsobu zkvašování glukózy, růstu při různých teplotách, prostorové 

konfiguraci produkované kyseliny mléčné (D, L nebo obě formy), schopnosti růstu při vy-

soké koncentrace soli a na základě posouzení tolerance ke kyselému či zásaditému prostře-

dí [30].   

3.2 Pozitivní význam bakterií mléčného kvašení 

Některé rody bakterií mléčného kvašení jsou producenty bakteriocinů. Jedná se o sloučeni-

ny bílkovinné povahy, které vykazují baktericidní aktivitu proti omezenému spektru mik-

roorganizmů, většinou úzce příbuzných s daným producentem [29]. 

Rody Lactobacillus, Enterococcus a Bifidobacterium jsou uţívány rovněţ jako probiotika  

s cílem kompenzovat účinky nepříznivých faktorů působících na lidský organizmus [29]. 
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3.3 Fermentace laktózy 

Základním biochemickým pochodem zajišťovaným čistými mlékařskými kulturami  

při výrobě zakysaných mléčných výrobků je anaerobní proces přeměny sacharidů na kyse-

linu mléčnou katalyzovaný komplexem enzymů. Při fermentaci laktózy se musí tento disa-

charid činností enzymu β-galaktozidázy, vytvořené bakteriemi mléčného kvašení nejprve 

hydrolyzovat na monosacharidy glukózu a galaktózu. Obecně je moţno vyjádřit tento pro-

ces rovnicí: [31]. 

C12H22O11 + H2O → 2 C6H12O6 

Obr. 3. Homofermentativní mléčné kvašení [32] 

Při tzv. homofermentativním mléčném kvašení je jediným výsledným produktem zkvašo-

vání glukózy kyselina mléčná (obr. 3). Kyselina pyrohroznová se přímo redukuje na kyse-

linu mléčnou, přičemţ NADH
+
H

+
 se oxiduje zpátky na NAD

+
. Typickým kvašením  

pro mnohé mléčné bakterie je heterofermentativní mléčné kvašení. Na rozdíl od homofer-

mentativního mléčného kvašení, ve kterém z jedné molekuly glukózy vznikají dvě moleku-

ly kyseliny mléčné, výslednými produkty heterofermentativního mléčného kvašení jsou 

kyselina mléčná, etanol a CO2 (obr. 4) v molárním poměru 1:1:1 [32].   

 

glukóza     kyselina mléčná + etanol + CO2 
 

Obr. 4. Heterofermentativní mléčné kvašení [32] 

3.4 Výskyt a význam bakterií mléčného kvašení 

Bakterie mléčného kvašení se přirozeně vyskytují v různých prostředích. Zejména v mís-

tech s vysokými koncentracemi sacharidů, aminokyselin, vitaminů a vyšší tenzí CO2. Tvoří 

dominantní část mikroflóry trávícího a urogenitálního traktu člověka i zvířat. Bývají nalé-

zány v klinickém materiálu humánního a animálního původu. Bakterie mléčného kvašení 

jsou významnou sloţkou mikroflóry potravin (mléčné výrobky, fermentované maso a zele-

nina, cereálie, těsto, nápoje) [29]. 

Bakterie mléčného kvašení jsou důleţité pro správné sloţení střevní mikroflóry, z čehoţ 

vyplývá i sníţení rizika průjmových onemocnění a zvýšení humorální i buněčné imunity, 

sníţení hladiny cholesterolu a triacylglyceridů, sníţení moţnosti vzniku nádorů a zvýšení 
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mineralizace a hustoty kostí. Díky schopnosti fermentace sacharidů na kyselinu mléčnou 

(sníţení pH a redoxpotenciálu) a produkci látek s antimikrobiálním účinkem (nisin a ostat-

ní bakteriociny) mají schopnost prodlouţit trvanlivost potravin inhibicí neţádoucí mik-

roflóry [33]. Těchto vlastností se vyuţívá ke zvýšení trvanlivosti a zdravotní nezávadnosti 

potravin. Produkty metabolizmu dávají potravinám typické organoleptické vlastnosti (chuť, 

vůně, vzhled) [29]. 

3.5 Startovací kultury 

Historicky byly a jsou bakterie mléčného kvašení vyuţívány jako startovací kultury při vý-

robě potravin, zvláště fermentovaných mléčných výrobků. Bakterie mléčného kvašení jsou 

obecně povaţovány za zcela bezpečné organizmy – mají status GRAS (generally recogni-

zed as safe). Startovací kultury jsou vybrané a prověřené kmeny mikroorganizmů,  

které jsou ve formě čisté kultury nebo ve směsích s jinými kmeny přidávány do potravin  

v průběhu výrobního procesu [34]. 

Výběrem vhodných startovacích kultur (Pediococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuco-

nostoc) při výrobě fermentovaných produktů lze zajistit jejich poţadované příznivé organo-

leptické vlastnosti (chuť, vůni apod.) [34]. 

3.6 Funkční potraviny – probiotika 

Problematika funkčních potravin patří v oblasti lidské výţivy mezi nejsledovanější témata 

v Evropě, Spojených státech, Kanadě i v Japonsku. Funkční potraviny jsou potraviny,  

které mají při pravidelné konzumaci příznivě ovlivňovat zdravotní stav člověka. V určitém 

mnoţství příznivě působí na sloţení a rovnováhu střevní mikroflóry a tak i na lidské zdraví 

[35]. 

Probiotika (z řečtiny, „pro ţivot“) jsou ţivé mikroorganizmy, které se dostávají do těla 

v potravě. Probiotika jsou bakterie, převáţně bakterie mléčného kvašení. Ne všechny mléč-

né bakterie však mají probiotické vlastnosti, a proto je důleţité, aby byli spotřebitelé  

o této problematice dostatečně informováni [35].  

Probiotické kultury mohou mít funkci startovacích kultur nebo jsou přidávány pro dosaţení 

pozitivního účinku na lidské zdraví.  
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Kultury těchto bakterií: 

-jsou humánního (lidského) původu, 

- nejsou patogenní či toxické, 

- neničí se v kyselém prostředí a v přítomnosti ţluči (nesmí být během průchodu zaţí-

vacím traktem zničeny nebo oslabeny), 

- neničí se během výrobního procesu a zůstávají ţivotaschopné po celou dobu trvanli-

vosti potraviny, 

- je prokázán jejich pozitivní vliv na zdravotní stav [35], 

- musí se v místě působení (ve střevě) mnoţit [34]. 

Během fermentace potravin produkují tyto probiotické kultury řadu biologicky aktivních 

látek, které mohou příznivě, ale i negativně (biogenní aminy), ovlivňovat lidské zdraví. 

Schopnost tvořit biogenní aminy je při plánovaném pouţití probiotických kultur bakterií 

mléčného kvašení pro výrobu fermentovaných potravin neţádoucí. Je velice důleţité vybí-

rat takové kmeny bakterií mléčného kvašení, které neprodukují biogenní aminy. Proto byly 

do výroby zavedeny metody umoţňující detekci mikroorganizmů produkující biogenní 

aminy [34,36]. 
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4 ROD LACTOCOCCUS 

Jedním z nejvýznamnějších zástupců bakterií mléčného kvašení je rod Lactococcus. Jedná  

se o grampozitivní mikroaerofilní koky s homofermentativním typem metabolizmu glukó-

zy [37]. Hlavním produktem fermentace glukózy je tedy kyselina mléčná. Dále můţe vzni-

kat malé mnoţství diacetylu, jeţ způsobuje typické aroma [38]. 

Rod Lactococcus obsahuje šest druhů, L. garviae, L. piscium, L. plantarum, L. raffino-

lactis, L. chuangangensis  a L. lactis. Nejvýznamnější zástupce rodu Lactococcus, druh 

Lactococcus lactis, zahrnuje tři poddruhy. L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris a 

L. lactis subsp. hordniae, který byl izolován z rostlinného materiálu (Hordnia circellata) a 

není průmyslově vyuţíván [37]. 

Nejobvyklejším prostředím pro L. lactis subsp. lactis a subsp. cremoris je mléko a mléčné 

výrobky. Syrové kravské mléko běţně obsahuje L. lactis subsp. lactis, v menším mnoţství  

i subsp. cremoris [37]. 

Druh Lactococcus lactis s poddruhy lactis a cremoris je celosvětově pouţíván v mlékáren-

ském průmyslu při výrobě fermentovaných mléčných výrobků. Některé kmeny produkují 

antibiotikum nisin, který inhibuje růst grampozitivních bakterií (např. klostridií) [39]. 

Ve výjimečných případech byl popsán L. lactis jako původce humánních infekcí. Jedná  

se například o endokarditidy, převáţně však u imunosuprimovaných jedinců, u kterých 

souběţně probíhalo jiné závaţné onemocnění. Postiţení jedinci vykazovali sníţenou obra-

nyschopnost organizmu způsobenou dysfunkcí imunitního systému, chemoterapií  

nebo poškozením tkáňových bariér. Riziko infekce L. lactis je velmi nízké, v ţádném po-

psaném případě nebyla přímá souvislost mezi infekcí a konzumací fermentovaných potra-

vin [37].  

4.1 Lactococcus lactis subsp. cremoris 

Lactococcus lactis subsp. cremoris představuje součást smetanové (základní) kultury, ur-

čené k výrobě kysaných nápojových, tvarohových a sýrových výrobků a k výrobě másla  

a sýrů. Patří mezi mezofilní streptokoky mléčného kvašení, které jsou vedle kmenů Lacto-

coccus lactis subsp. lactis důleţitým producentem kyseliny mléčné. Některé kmeny jsou 

schopny vytvářet malé mnoţství aromatických látek. Charakteristické vlastnosti, kterými se 

liší od Lactococcus lactis subsp. lactis, jsou například niţší optimální teplota růstu, tvorba 
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měřitelného mnoţství CO2 a morfologicky se vyznačuje zpravidla většími buňkami, které 

tvoří dlouhé řetízky [40,41].  

Další vlastnosti druhu Lactococcus lactis 

Taxonomické zařazení rodu Lactococcus je následující: 

Doména Bacteria - Oddělení Firmicutes - čeleď Streptococaceae.  

Reakce na Gramovo barvení: pozitivní.  

Kolonie: 1-2 mm nepigmentované aţ béţové okrouhlé kolonie s hladkými okraji, lesklé, 

vypouklé (obr. 5). 

Tvar a uspořádání buněk: nesporulující kokovité nebo oválné buňky v párech nebo kratších 

řetízcích (obr. 6).  

Velikost buňky: 0,5-1,5 x 0,5-1,2 µm.  

Pohyblivost: nepohyblivý.   

Vztah ke kyslíku: fakultativně anaerobní.  

Způsob výţivy: chemoorganotrofní.  

Optimální kultivační teplota: 30°C.  

Speciální poţadavky na výţivu a růst: komplexní kultivační média, aminokyseliny, vitami-

ny.  

Hlavní diagnostické znaky: kataláza negativní, oxidáza negativní, fermentativní metaboli-

zmus, sacharidy štěpí na L(+) kyselinu mléčnou, z argininu netvoří amoniak.  

Výskyt a význam: výskyt - rostlinný materiál; pouţití - fermentované mléčné výrobky  

s táhlovitou strukturou. 

Poznámka: produkce sloučenin způsobujících táhlovitost, neroste při pH 9,2 nebo 40 °C 

[42]. 
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Obr. 5. Lactococcus lactis subsp. cremoris: Vzhled povrchových kolonií po aerobní kulti-

vaci na M17 agaru s glukózou (48 h při 30
o
C). [42] 

  

Obr. 6. Lactococcus lactis subsp. cremoris: Barveno podle Grama po aerobní kultivaci  

v M17 bujonu s glukózou (18 h při 30
o
C), zvětšení 10 x 100. [42] 

 

http://www.sci.muni.cz/mikrob/Miniatlas/images/bakterie/kolonie/Lactococcus%20lactis%20subsp.%20cremoris%20var.%20tae-tee%20LCC%20111k.jpg
http://www.sci.muni.cz/mikrob/Miniatlas/media.htm#M17
http://www.sci.muni.cz/mikrob/Miniatlas/images/bakterie/mikro/Lactococcus%20lactis%20subsp.%20cremoris%20var.%20tae-tee%20LCC%20111.jpg
http://www.sci.muni.cz/mikrob/Miniatlas/media.htm#M17
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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5 CÍLE PRÁCE 

Teoretická část této diplomové práce měla za cíl charakterizovat skupinu biogenních ami-

nů. Popsat je jako látky, které v nízkých koncentracích jsou pro ţivé organizmy nezbytné, 

ale také upozornit na jejich toxikologickou významnost. Vysvětlit proces dekarboxylace, 

vedoucí k jejich tvorbě, včetně určení faktorů, které mohou tvorbu ovlivňovat. Součástí 

bylo také blíţe specifikovat mikroorganizmy schopné dekarboxylázové aktivity, především 

se pak zaměřit na skupinu bakterií mléčného kvašení, které se hojně vyuţívají 

v potravinářství. 

Praktická část této práce byla zaměřena na sledování tvorby biogenních aminů pomocí ion-

tově-výměnné kapalinové chromatografie s postkolonovou ninhydrinovou derivatizací  

a spektrofotometrickou detekcí (λ = 570 nm) bakteriemi mléčného kvašení  Lactococcus 

lactis subsp. cremoris  a Lactoccus lactis subsp.lactis při různých podmínkách kultivace. 

Těmito podmínkami byly: 

- různá koncentrace laktózy - 0; 0,25; 0,50; 0,75 nebo 1 % (w/v), 

- různá koncentrace NaCl - 0; 1 nebo 2 % (w/v), 

- vliv aerobního/anaerobního prostředí v kultivačním médiu.  

Na základě výsledků získaných z jednotlivých měření byly formulovány závěry. 
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6 METODIKA A MATERIÁL 

6.1 Kultury bakterií 

V experimentální části této práce byla sledována produkce biogenních aminů u následují-

cích kmenů získaných ze Sbírky mlékařských mikroorganizmů Laktoflora (Cultures Col-

lection of Dairy Microorganisms - CCDM): 

- Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 

- Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946 

- Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 1004  

6.1.1 Příprava suspenze bakterií 

Laktokoky byly kultivovány v M17 bujónu nebo agaru (Oxoid, Basingstoke, UK) obohace-

ném o 0,5 % (w/v) laktózy (LachNer, Neratovice, ČR) po dobu nutnou k dosaţení potřebné 

hustoty suspenze bakterií (24 – 48 hodin) při 30 ± 1 °C. Hustota bakterií byla ověřena mě-

řením optické hustoty buněk při vlnové délce 600 nm (OD600). 

Nejdříve bylo připraveno inokulum, ze kterého byla následně přichystána suspenze bakte-

rií. Inokulum bylo připraveno zaočkováním 20 ml příslušného kultivačního média sledova-

nými bakteriemi ze šikmého agaru nebo Petriho misky. Buňky byly kultivovány při teplotě  

30 ± 1 °C po dobu 24 hodin. 

Suspenze bakterií byla připravena zaočkováním 10 ml  příslušného kultivačního média 

připraveným jednodenním inokulem o objemu 25 μl. Bakterie byly následně kultivovány  

při teplotě 30 ± 1 °C po dobu 24 hodin. S takto připravenou suspenzi bakterií byly následně 

prováděny testy na dekarboxylázovou aktivitu bakterií. 

6.1.2 Kultivační média 

Bujón M17 

 M17 (Oxoid)………………………….……………….. 67,25 g 

 glukóza (Lach-Ner) ……….……………………………. 5,00 g 

 voda…………………………….………………….. 1000,00 ml 
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Příprava půdy: Bylo naváţeno 37,25 g půdy M17 s příslušnými sacharidy, NaCl (Lach-Ner) 

a aminokyselinou tyrozinem (Sigma-Aldrich) a vše bylo rozpuštěno v 1000 ml vody. 

Sterilace proběhla v autoklávu při 121°C po dobu 15 minut.  

V závislosti na sledovaných vnějších faktorech byl bujón M17 (o objemu 5 ml) 

s přídavkem 0,2 % (w/v) tyrozinu obohacen o: 

- laktózu v koncentracích 0; 0,25; 0,50; 0,75 a 1,00 % (w/v) bez současného přídavku 

NaCl, 

- NaCl v koncentraci 1 % (w/v) a laktózu v koncentracích 0; 0,25; 0,50; 0,75  

a 1,00 % (w/v), 

- NaCl v koncentraci 2 % (w/v) a laktózu v koncentracích 0; 0,25; 0,50; 0,75  

a 1,00 % (w/v). 

Příslušné kultivační médium o objemu 5 ml bylo zaočkováno vţdy 25 μl suspenze bakterií 

narostených přes noc. 

6.2 Průběh experimentu 

V experimentu byl sledován vliv vybraných vnějších faktorů (přídavek laktózy, NaCl a 

aerobní/anaerobní prostředí), které mohou ovlivnit produkci biogenních aminů při výrobě 

přírodních sýrů.  

Kultivace kmenů pozitivních na produkci tyraminu probíhala při teplotě 10 ± 1 °C v roz-

mezí 1 aţ 15 dnů.  

 

V experimentu byl rovněţ sledován vliv aerobního/anearobního prostředí na produkci bio-

genních aminů, a to tak, ţe polovina zkumavek byla kultivována aerobně a druhá anaerob-

ně. Anaerobního prostředí bylo dosaţeno zakápnutím kultivačního média sterilním parafi-

novým olejem (750 μl). Odběr vzorků pro analýzy probíhal 0., 1., 2., 3., 4., 5., 6., 7., 10., 

12. a 15. den kultivace a to tak, ţe vţdy byly náhodně odebrány od kaţdého kmene a kaţdé 

úrovně faktoru 2 zkumavky. Od kaţdého kmene tak bylo tedy analyzováno 330 různých 

variant média po kultivaci bakterií. Celý experiment byl proveden dvakrát. 

Kromě detekce biogenních aminů metodou iontově výměnné chromatografie byl ve všech 

odběrových dnech sledován také nárůst mikroorganizmů měřením optické hustoy buněk  

a pH kultivačního média. 
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6.3 Iontově výměnná chromatografie pro stanovení biogenních aminů 

Biogenní aminy byly stanovovány pomocí iontově-výměnné kapalinové chromatografie  

po postkolonové ninhydrinové derivatizaci a spektrofotometrické detekci (λ = 570 nm). 

Vyuţit byl přístroj Analyzátor aminokyselin AAA 400 (Ingos, Praha, ČR). Pro separaci 

biogenních aminů byla pouţita kolona naplněná ionexem Ostion LG ANG (55×3,7 mm; 

Ingos, Praha, ČR). Jako eluční pufry byly pouţity roztoky, jejichţ sloţení je uvedeno 

v tabulce 1. Postup přípravy ninhydrinového činidla a chemikálie (s výjimkou standardů) 

byly získány od výrobce AAA 400 (Ingos, Praha, ČR). Standardy biogenních aminů byly 

zakoupeny od Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Kaţdá směs (viz níţe) byla analyzována 

minimálně dvakrát. Pokud byla koncentrace biogenních aminů ve směsi příliš vysoká, byl 

pro ředění pouţit dávkovací pufr I (tabulka 1). 

 

Tabulka 1: Sloţení sodnocitrátových pufrů pouţitých při detekci biogenních aminů (sloţení 

uvedeno v gramech na celkový objem pufru 1 l). 

Reagencie 
Pufr 

A B Dávkovací pufr I 

Kyselina citronová monohydrát  1,55 14,00 14,00 

Citronan sodný dihydrát 21,00 – – 

Chlorid sodný 5,00 – 11,50 

Chlorid draselný – 171,50 – 

Bromid draselný 41,65 – – 

Hydroxid draselný – 10,00 – 

Azid sodný – – 0,10 

Izopropanol (ml) 250,00 – – 

Tiodiglykol (ml) – – 5,00 

 

Kultivační médium bylo po inkubaci mikroorganizmů centrifugováno při 10 000.g po dobu 

30 minut. Směs byla následně zfiltrována (filtr o porozitě 0,45 μm). Takto připravená směs 

(100 μl) bylo automaticky nastříknuta do AAA 400. Biogenní aminy byly eluovány podle 

následujícího programu: pufr A po dobu 0 – 60 minut, pufr B po dobu 60 – 86 minut.  

Poté byla kolona regenerována 0,2 mol.l
-1

 NaOH (15 minut) a stabilizována po dalších  
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19 minut pufrem A. Průtoková rychlost pufru byla 0,3 ml.min
-1

, ninhydrinového činidla  

0,2 ml.min
-1

. Eluce probíhala při teplotě 65 °C (0 – 41 minut a 111-120 minut) a 45 °C  

(41 – 111 minut). 

Jelikoţ byla separován pouze tyramin, mohl být eluční program zkrácen takto: pufr A  

po dobu 20 minut, regenerace 0,2 mol.l
-1

 NaOH po dobu 5 minut a stabilizace pufrem A  

10 minut. Teplota kolony byla udrţována na 65 °C [43,44]. 

6.4 Stanovení optické hustoty buněk 

V případě bakterií mléčného kvašení pozitivních na produkci biogenních aminů byl  

jejich růst sledován v jednotlivých odběrových dnech měřením optické hustoty buněk při 

vlnové délce 600 nm (OD600) proti bujónu M17 (obohaceném o příslušnou koncentraci 

laktózy nebo NaCl) bez zaočkovaných buněk na spektrofotometru s diodovým polem 

LIBRA S6 (Biochrom, Cambridge, UK).  

6.5 Stanovení pH kultivačního média 

Měření pH kultivačního média bylo rovněţ vyuţito při sledování nárůstu bakterií mléčného 

kvašení schopných dekarboxylace, kdy byly v jednotlivých odběrových dnech sledovány 

změny pH kultivačního média v důsledku růstu bakterií mléčného kvašení a produkce ky-

seliny mléčné. 

Kultivační médium bylo po inkubaci mikroorganizmů centrifugováno při 10 000.g po dobu 

30 minut a po odstranění bakterií byla zjišťována hodnota pH M17 bujónu. Hodnoty pH 

byly měřeny pH-metrem GRYF209S (GryfHB, Havlíčkův Brod, Česká republika)  

s kombinovanou skleněnou elektrodou pro biologické vzorky při 22 ± 2 °C. Všechny vzor-

ky byly měřeny nejméně ve trojím opakování. 
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7 VÝSLEDKY A DISKUZE 

7.1 Chromatografické stanovení biogenních aminů 

Pomocí metody iontově výměnné chromatografie byla po kultivaci bakterií zjišťována pří-

tomnost biogenních aminů v daném médiu. U ţádné z testovaných bakterií nebyla metodou 

IEC zjištěna produkce putrescinu, kadaverinu ani histaminu. Kdeţto produkce tyraminu 

byla zjištěna u všech tří bakteriálních  kultur. 

7.1.1 Vliv vnějších faktorů na produkci tyraminu u Lactococcus lactis subsp. 

cremoris CCDM 824 

Z daných výsledků je patrné, ţe nejvyšší hodnoty produkce tyraminu byly zjištěny 

v případě kultivace v médiu obsahujícím laktózu v koncentraci 0,5%, kde nejvyšší hodnota 

produkce tohoto biogenního aminu byla přibliţně 1120 mg/l kultivačního média. Naopak 

nejniţší hodnoty produkce tyraminu byly detekovány v médiu bez přídavku laktózy (obrá-

zek 7 – 11). Z daných obrázků rovněţ vyplývá, ţe tyramin se u všech testovaných koncent-

rací laktózy lépe tvořil v anaerobním prostředí neţ v aerobním. Nejvyšší produkce byla 

zaznamenána po anaerobní kultivaci v prostředí s nejvyšší zkoumanou koncentrací NaCl 

(2%). Nejniţší produkce tyraminu byla zjištěna po kultivaci v aerobním prostředí bez pří-

davku NaCl.  

Vyšších hodnot produkce biogenního aminu začal tento kmen dosahovat ve třetím dnu kul-

tivace a růst produkce tohoto sekundárního metabolitu pokračoval zhruba do dne sedmého, 

kdy byly hodnoty nejvyšší. Po zbytek kultivace se hodnoty produkce tyraminu měnily jiţ 

jen nepatrně, a to zejména v důsledku vyčerpání ţivin.    
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Obrázek 7: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. cremoris CCDM 824 v prostředí 

bez laktózy. 
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Obrázek 8: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. cremoris CCDM 824 v prostředí 

s 0,25 % (w/v) laktózy. 
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Obrázek 9: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. cremoris CCDM 824 v prostředí 

s 0,5 % (w/v) laktózy. 
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Obrázek 10: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. cremoris CCDM 824 v prostře-

dí s 0,75 % (w/v) laktózy. 
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Obrázek 11: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. cremoris CCDM 824 v prostře-

dí s 1 % (w/v) laktózy. 
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7.1.2 Vliv vnějších faktorů na produkci tyraminu u Lactococcus lactis subsp. 

cremoris CCDM 946 

I u druhého kmene byly stanoveny nejvyšší hodnoty produkce biogenního aminu při kon-

centraci laktózy 0,5 % (w/v). Při niţších koncentracích nebyla laktóza zřejmě přítomna 

v dostatečné koncentraci pro výţivu bakterií a tím i pro proces tvorby tyraminu. Naopak 

vyšší koncentrace laktózy uţ na produkci biogenního aminu působily spíše inhibičně. Po-

dobně jako u předchozího testovaného kmene, byla nejvyšší produkce tyraminu zazname-

nána v anaerobním prostředí v médiu obsahujícím NaCl v koncentraci 2 % (w/v) a 0,5 % 

(w/v) laktózy (obrázek 12 – 16). Nejméně tyraminu pak tyto bakterie produkovaly 

v aerobním prostředí bez přídavku NaCl. Zvyšování mnoţství vyprodukovaného tyraminu 

je patrné od třetího dne. V období od třetího do sedmého dne probíhal dosti značný nárůst 

vyprodukovaného tyraminu. V tomto časovém rozpětí byly ţiviny v substrátu zastoupeny 

ještě v hojné míře, kdy po jejich zmetabolizování (od 7. dne)  byl přerušen exponenciální 

nárůst tvorby tyraminu a jeho vyprodukované mnoţství dále stagnovalo. 
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Obrázek 12: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. cremoris CCDM 946 v prostře-

dí bez laktózy. 
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Obrázek 13: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. cremoris CCDM 946 v prostře-

dí s 0,25 % (w/v) laktózy. 
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Obrázek 14: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. cremoris CCDM 946 v prostře-

dí s 0,5 % (w/v) laktózy. 
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Obrázek 15: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. cremoris CCDM 946 v prostře-

dí s 0,75 % (w/v) laktózy. 
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Obrázek 16: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. cremoris CCDM 946 v prostře-

dí s 1 % (w/v) laktózy. 
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7.1.3 Vliv vnějších faktorů na produkci tyraminu u Lactococcus lactis subsp. 

lactis CCDM 1004 

V případě kmene L. lactis subsp. lactis CCDM 1004 byla tvorba tyraminu ve srovnání 

s předcházejícími testovanými kmeny dosti malá (obrázek 17 – 21). Tvorba tohoto biogen-

ního aminu byla patrná jen u mikroorganizmů kultivovaných v médiu s 2 % NaCl (w/v),  

a to aţ po týdenní kultivaci. Podobně jako u předchozích dvou kmenů byla zaznamenána 

vyšší produkce tyraminu v médiu po kultivaci bez přístupu kyslíku (anaerobní prostředí), 

jelikoţ pro své metabolické pochody kyslík striktně nevyţadují.    
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Obrázek 17: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. lactis CCDM 1004 v prostředí 

bez laktózy. 
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Obrázek 18: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. lactis CCDM 1004 v prostředí s 

0,25 % (w/v) laktózy. 
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Obrázek 19: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. lactis CCDM 1004 v prostředí s 

0, 5 % (w/v) laktózy. 
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Obrázek 20: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. lactis CCDM 1004 v prostředí s 

0,75 % (w/v) laktózy. 
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Obrázek 21: Produkce tyraminu u kmene u L. lactis subsp. lactis CCDM 1004 v prostředí s 

1 % (w/v) laktózy. 
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7.2 Měření nárůstu buněk 

Měřením optické hustoty buněk (příloha I - III) byl sledován růst zkoumaných kmenů 

bakterií mléčného kvašení v závislosti na vybraných faktorech prostředí. Do 7 dne 

kultivace byl nárůst zkoumaných kmenů největší. Po zbylou dobu kultivace byl daný nárůst 

jiţ téměř neměnný. Ze všech tří zkoumaných kmenů nejvyšších hodnot zákalu suspenze 

dosahoval kmen Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824. Především pak, 

probíhala-li kultivace v médiu o obsahu 2 % (w/v) NaCl a 0,5 – 0,75 % (w/v) laktózy (obr. 

22), kde bylo dosaţeno hodnot aţ 3,3. Nejmenších hodnot pak dosahoval testovaný kmen 

Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004. Úplně nejniţších hodnot měřené optické 

hustoty tento kmen dosahoval po kultivaci v prostředí bez laktózy a bez soli, a to hodnoty 

0,7 (obr. 23). Vliv rozdílnosti aerobního a anaerobního kultivačního prostředí na růst těchto 

kmenů bakterií mléčného kvašení zásadní význam nemělo.  
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Obrázek 22: Grafické znázornění průběhu změn absorbance u kmene Lactococcus lactis 

subsp. cremoris CCDM 824, kultivováno s přídavkem 2 % (w/v) NaCl.  
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N – anaerobní prostředí, hodnoty 0 - 1 vyjadřují koncentraci laktózy % (w/v). 

 

Obrázek 23: Grafické znázornění průběhu změn absorbance u kmene Lactococcus lactis 

subsp. lactis CCDM 1004, kultivováno bez přídavku NaCl.  
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N – anaerobní prostředí, hodnoty 0 - 1 vyjadřují koncentraci laktózy % (w/v). 
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7.3 Stanovení pH kultivačního média 

Dalším sledovaným znakem bylo pH kultivačních médií po kultivaci testovaných kmenů 

bakterií (příloha IV-VI). Důsledkem nárůstu bakterií mléčného kvašení byla zvýšena pro-

dukce kyseliny mléčné a tím i pokles pH daného kultivačního média. Největší pokles pH 

byl zaznamenán v prvních pěti dnech kultivace. V dalších dnech pak pH mírně oscilovalo 

kolem hodnoty z 5. dne. Dle očekávání byl větší pokles pH u vzorků s koncentrací laktózy 

1% (w/v). Vliv aerobního/anaerobního prostředí nemělo na hodnotu pH výraznější vliv.  

Co se týká koncentrace soli, tak niţších hodnot pH kultivační médium dosahovalo při jejím 

vyšším obsahu. 

Po celou dobu bylo sledováno také kontrolní kultivační médium (tj. bez zaočkovaných bak-

terií). Jeho pH se pohybovalo v rozmezí 6,70-6,80. 

Nejniţší pH (4,8) bylo naměřeno u kmene Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004 po 

sedmidenní kultivaci v anaerobním prostředí s 1% (w/v) laktózy a 2% (w/v) NaCl.  

(obr. 24).  

 

Obrázek 24: Grafické znázornění průběhu změn pH během kultivace testovaných bakterií 

mléčného kvašení s přídavkem 1 % (w/v) laktózy a 2 % (w/v) NaCl.  
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Čísla označují testované kmeny, N – anaerobní prostředí, K – kontrolní kultivační médium. 
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7.4 Souhrnná diskuze 

Tato práce byla zaměřena na sledování faktorů vnějšího prostředí (přítomnost laktózy,  

NaCl, aerobióza/anaerobióza) na dekarboxylázovou aktivitu bakterií rodu Lactococcus. 

Skupina laktokoků byla vybrána zejména z důvodu nedostatku studií vlivu podmínek  

na dekarboxylázovou aktivitu těchto technologicky vyuţívaných bakterií.  

Laktokoky, u nichţ byla suspenze buněk připravena kultivací přes noc s prekurzorem tyra-

minu (aminokyselinou tyrozinem), byly kultivovány v bujónu M17 s přídavkem 0,2 % 

(w/v) tyrozinu při teplotě 10 ± 1 °C. Přípravou suspenze buněk kultivací s prekurzorem 

biogenního aminu docílíme toho, ţe u sledovaných buněk je jiţ započata dekarboxylázová 

aktivita a je tak eliminován vliv přizpůsobování se bakterií novým podmínkám prostředí. 

Bylo zjištěno, ţe pokud se ponechají buňky se schopností dekarboxylovat určitou aminoky-

selinu delší dobu v prostředí bez prekurzoru, dojde ke zpoţdění v produkci biogenních 

aminů po různě dlouhou dobu a zároveň také ke sníţení jejich produkce [45]. 

 

Nastavené podmínky průběhu celého experimentu byly voleny tak, aby se jednotlivé fakto-

ry (obsah laktózy, NaCl, aerobní/anaerobní prostředí) přiblíţily podmínkám technologické-

ho procesu při výrobě přírodních sýrů holandského typu. Z tohoto důvodu byla rovněţ zvo-

lena i kultivační teplota 10 ± 1°C, která se vyuţívá při zrání přírodních sýrů.  

 

Získané výsledky této práce ukazují, ţe L. lactis subsp. cremoris CCDM 824 a CCDM 946 

produkují tyramin za všech sledovaných podmínek. Nárůst tohoto biogenního aminu je 

přitom značně závislý na nastavených kultivačních podmínkách vnějšího prostředí. Za 

vhodných podmínek se mohou bakterie mléčného kvašení rychleji mnoţit a tím můţe být 

větší i jejich dekarboxylázová aktivita.  

U L. lactis subsp. lactis CCDM 1004 byl tyramin tvořen pouze za určitých podmínek (kul-

tivace v prostředí se 2 % w/v NaCl), čili dekarboxylázová aktivita tohoto kmene byla po-

měrné malá.  

 

Tyto výsledky prokazují, ţe schopnost produkce biogenních aminů bakteriemi závisí  

na kultivačních podmínkách a zároveň, ţe tato vlastnost je kmenově, ne druhově nebo ro-

dově, specifická [4,46]. 
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Prvním faktorem, který byl při této práci sledován, byl přídavek laktózy, jakoţto zdroj ţi-

vin pro studované laktokoky. V kultivačním médiu bez laktózy byla tvorba tyraminu vţdy 

menší (u všech testovaných koncentrací NaCl). Zároveň byl zaznamenán také mnohem 

pomalejší nárůst bakterií neţ v přítomnosti laktózy. Můţeme tedy říci, ţe kultivační médi-

um bez přídavku laktózy je pro testované bakterie rodu Lactococcus, které ke svému růstu 

vyţadují komplexní média, méně vhodné.  

Naopak nejvyšší mnoţství tyraminu bylo u testovaných kmenů detekováno v prostředí  

s 0,5 % (w/v) laktózy, přičemţ s dalším zvyšováním koncentrace laktózy se produkce ty-

raminu jiţ nezvyšovala, respektive sniţovala. Vyšší koncentrace přítomného disacharidu na 

tvorbu tyraminu zde působí spíše inhibičně. Ke zrychlenému růstu a mnoţení studovaných 

bakterií mléčného kvašení přitom postačovala i minimální koncentrace laktózy.  

Jiţ její obsah 0,25 % w/v v kultivačním médiu byl dostatečným mnoţstvím ţivin a zdrojů 

energie pro jejich růst [47].   

 

Druhým sledovaným faktorem této práce byl vliv NaCl. Vyšší produkce tyraminu byla sta-

novena v kultivačních médiích o vyšší koncentraci NaCl.  

V jiném experimentu byla zaznamenána produkce biogenních aminů (zejména tyraminu  

a fenyletylaminu) u Enterococcus faecalis v prostředí s 2 % (w/v) NaCl. Pokud byla kon-

centrace NaCl dále zvyšována, došlo v závislosti na počátečním pH prostředí u tohoto 

kmene ke sniţování produkce biogenních aminů [48]. Tato hraniční koncentrace růstu bio-

genních aminů je druhově specifická. Při jiných studiích totiţ bylo zjištěno, ţe halotole-

rantní psychrotrofní bakterie Morganella psychrotolerans produkuje více histaminu pokud 

roste v prostředí se 4 % (w/v) NaCl neţ v prostředí s 2 % (w/v) NaCl [49]. Obdobně byl 

sledován vliv NaCl na produkci biogenních aminů u gramnegativních bakterií rodu Ente-

robacter a bylo zjištěno, ţe tyto bakterie produkují více kadaverinu a histaminu v prostředí 

s 1,2 – 3 % (w/v) NaCl neţ v médiu s 0,2 % (w/v) NaCl, přičemţ detekované mnoţství 

biogenních aminů se zvyšovalo se zvyšující se koncentrací NaCl. Pokud bylo do média 

přidáno ještě více NaCl (4,5 % nebo 6,8 % w/v) došlo jiţ ke sníţení produkce biogenních 

aminů. V případě putrescinu bylo u kmene Enterobacter cloaceae zaznamenána vyšší pro-

dukce po kultivaci s 0,5 % (w/v) a 1 % (w/v) NaCl neţ v prostředí bez NaCl. Pokud byla 

koncentrace soli dále zvýšena, došlo u tohoto kmene ke sníţení produkce putrescinu [24].  
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Lze tudíţ vyslovit hypotézu, ţe pokud bychom testovali ještě vyšší koncentrace NaCl (> 2 

% w/v), došlo by u testovaných kmenů laktokoků od určitého mnoţství NaCl ke sníţení 

produkce tyraminu [50]. 

 

Třetí faktor, ovlivňující dekarboxylázovou aktivitu laktokoků, je vliv aerobního/anaerobní-

ho kultivačního prostředí. Vyšší produkce tyraminu byla u všech sledovaných laktokoků 

stanovena v prostředí anaerobním. Jelikoţ ale docházelo k podobným, avšak vţdy menším, 

nárůstům i v prostředí s vyloučením kyslíku, můţeme říci, ţe studované kmeny jsou aero-

tolerantní. Kyslík pro ně není toxický, ale ke svému růstu jej nevyţadují [51]. 

 

Jestliţe srovnáme růstovou křivku testovaných laktokoků a křivku produkce biogenních 

aminů, zjistíme, ţe produkce biogenních aminů započala během logaritmické fáze jejich 

růstu a odpovídá tak největšímu nárůstu tyraminu mezi 3. a 7. kultivačním dnem. 

 

V této práci byla také sledována dekarboxylázová aktivita laktokoků v závislosti na pH 

daného kultivačního média. Je známo, ţe syntéza a aktivita dekarboxyláz značně závisí  

na pH kultivačních médií [48,24]. Ke zvýšené aktivitě dekarboxyláz, a tím i k vyšší pro-

dukci biogenních aminů, dochází při přídavku sacharidu. Přítomnost cukru má za následek 

vyšší produkci kyseliny mléčné, čímţ se okyselí kultivační médium. Avšak na druhou stra-

nu lze předpokládat, ţe příliš nízké hodnoty pH budou mít na produkci těchto metabolitů 

spíše negativní dopad. Je tedy moţné, ţe pro maximální produkci biogenních aminů existu-

je optimální hodnota pH a po jejím překročení dojde ke sníţení dekarboxyázové aktivity 

bakterií. 

 

Při srovnání testovaných kmenů mezi sebou byl jako nejvýznamnější producent biogenního 

aminu tyraminu označen kmen L. lactis subsp. cremoris CCDM 946. Nejvyšších hodnot 

produkce tyraminu, 1400 mg/kg, dosahoval při anaerobní kultivaci s přídavkem 0,5 % lak-

tózy a 2% NaCl. Menší tvorbu tyraminu způsoboval kmen L. lactis subsp. cremoris CCDM 

824. Jeho maximální dosaţená hodnota, 1200 mg/kg, byla také vytvořena 

v anaerobním kultivačním médiu obsahujícím 0,5 % laktózy a 2 % NaCl. Naopak  produk-

ci tyraminu u kmene L. lactis subsp. lactis CCDM 1004 došlo pouze tehdy, byla-li tato 

bakterie kultivována v přítomnosti 2 % NaCl.  
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I u technologicky významných bakterií mléčného kvašení byla zjištěna tvorba toxikologic-

ky významných biogenních aminů. Proto je nezbytné, aby kultury mikroorganizmů, které 

se v potravinářských provozech pouţívají při výrobě sýrů a fermentovaných mléčných vý-

robků, byly na jejich produkci testovány. Na základě těchto testů by měla proběhnout se-

lekce a vyřazení kmenů s vysokou produkcí biogenních aminů nebo popř. optimalizovat 

technologický proces výroby tak, aby byla produkce biogenních aminů co nejniţší, čímţ by 

bylo moţné zvýšit bezpečnost potravin.  
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ZÁVĚR 

V této práci byly sledovány bakterie mléčného kvašení druhů Lactococcus lactis subsp. 

cremoris a Lactococcus lactis subsp. lactis na produkci biogenních aminů, a to v závislosti 

na vybraných faktorech vnějšího prostředí.  

Dle výsledků iontově výměnné chromatografie lze konstatovat, ţe biogenní amin tyramin 

byl vţdy více produkován při anaerobním prostředí neţ při aerobním a nejvyšších mnoţství 

produkce dosahoval při nejvyšších testovaných koncentracích NaCl (2%). Při sniţujícím se 

obsahu NaCl bylo produkováno méně tyraminu. Limitujícím faktorem pro tvorbu tyraminu 

bylo také mnoţství laktózy v kultivačním médiu. Nejvíce tyraminu bylo detekováno  

při 0,5 % obsahu laktózy.  

Kultivace byla sledována po dobu patnácti dní, přičemţ nejvyšší nárůst byl sledován  

od třetího do sedmého dne, kdy zároveň došlo k největšímu nárůstu počtu buněk laktoko-

ků, schopných dekarboxylace. Po sedmém dnu kultivace jiţ byly potřebné ţiviny vyčerpá-

ny, počet buněk se jiţ dále nezvyšoval, a tím byla také pozastavena moţná dekarboxylace 

s tvorbou tyraminu. 

Kmeny Lactococcus lactis subsp. cremoris 824 a Lactococcus lactis subsp. cremoris 946 

produkovaly tyramin za všech testovaných podmínek. Pozitivní produkce tyraminu u kme-

ne Lactococcus lactis subsp. lactis 1004 byla pouze v případě kultivace při 2 % NaCl.  
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SEZNAM POUŢITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

BA  Biogenní aminy 

BMK  Bakterie mléčného kvašení 

CCDM  Sbírka mlékařských mikroorganizmů Laktoflora (Cultures Collection of Diary 

Microorganisms) 

HPLC  Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

IEC  Iontově výměnná chromatografie 

L.  Lactococcus 

OPA  o-ftaldialdehyd, deprivatizační činidlo 

PCR  Polymerázová řetězová reakce 
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PŘÍLOHA P I:   

Optická hustota buněk kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 

 

Grafické vyhodnocení absorbance kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824, 

kultivováno bez přídavku NaCl, s přídavkem laktózy o jednotlivých  koncentracích  

(0-1 % w/v). N - označuje anaerobní prostředí. 
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Grafické vyhodnocení absorbance kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824, 

kultivováno s 1 % NaCl, s přídavkem laktózy o jednotlivých  koncentracích (0-1 % w/v).  

N - označuje anaerobní prostředí. 
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Grafické vyhodnocení absorbance kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824, 

kultivováno s přídavkem 2 % NaCl, s přídavkem laktózy o jednotlivých  koncentracích  

(0-1 % w/v). N - označuje anaerobní prostředí. 
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PŘÍLOHA P II:  

Optická hustota buněk kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946 

 

Grafické vyhodnocení absorbance kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946, 

kultivováno bez přídavku NaCl, s přídavkem laktózy o jednotlivých  koncentracích  

(0-1 % w/v). N - označuje anaerobní prostředí. 
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Grafické vyhodnocení absorbance kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946, 

kultivováno s 1 % NaCl, s přídavkem laktózy o jednotlivých  koncentracích (0-1 % w/v).  

N - označuje anaerobní prostředí. 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Doba (dny)

A
b

s
o

rb
a

n
c

e

946 0

946N 0

946 0.25

946N 0.25

946 0.5

946N 0.5

946 0.75

946N 0.75

946 1

946N 1

 

 

Grafické vyhodnocení absorbance kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946, 

kultivováno s přídavkem 2 % NaCl, s přídavkem laktózy o jednotlivých  koncentracích  

(0-1 % w/v). N - označuje anaerobní prostředí. 
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PŘÍLOHA P III:  

Optická hustota buněk kmene Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004 

 

Grafické vyhodnocení absorbance kmene Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004, 

kultivováno bez přídavku NaCl, s přídavkem laktózy o jednotlivých  koncentracích  

(0-1 % w/v). N - označuje anaerobní prostředí. 
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Grafické vyhodnocení absorbance kmene Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004, 

kultivováno s 1 % NaCl, s přídavkem laktózy o jednotlivých  koncentracích (0-1 % w/v).  

N - označuje anaerobní prostředí. 
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Grafické vyhodnocení absorbance kmene Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004, 

kultivováno s přídavkem 2 % NaCl, s přídavkem laktózy o jednotlivých  koncentracích  

(0-1 % w/v). N - označuje anaerobní prostředí. 
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PŘÍLOHA P IV:  

Hodnoty pH kultivačního média po kultivaci sledovaných kmenů laktokoků bez pří-

davku NaCl a s přídavkem laktózy o jednotlivých koncentracích. 

 

Grafické znázornění změn pH během kultivace bakterií mléčného kvašení bez přídavku 

NaCl a bez přídavku laktózy. N – anaerobní prostředí, K – kontrolní kultivační médium. 
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Grafické znázornění změn pH během kultivace bakterií mléčného kvašení bez přídavku 

NaCl s přídavkem 0,25 % (w/v) laktózy. N – anaerobní prostředí, K – kontrolní kultivační 

médium. 
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Grafické znázornění změn pH během kultivace bakterií mléčného kvašení bez přídavku 

NaCl s přídavkem 0,5 % (w/v) laktózy. N – anaerobní prostředí, K – kontrolní kultivační 

médium. 
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Grafické znázornění změn pH během kultivace bakterií mléčného kvašení bez přídavku 

NaCl s přídavkem 0,75 % (w/v) laktózy. N – anaerobní prostředí, K – kontrolní kultivační 

médium. 
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Grafické znázornění změn pH během kultivace bakterií mléčného kvašení bez přídavku 

NaCl s přídavkem 1 % (w/v) laktózy. N – anaerobní prostředí, K – kontrolní kultivační 

médium. 
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PŘÍLOHA P V:  

Hodnoty pH kultivačního média po kultivaci sledovaných kmenů laktokoků 

v přítomnosti 1% (w/v) NaCl a s přídavkem laktózy o jednotlivých koncentracích.  

 

Grafické znázornění změn pH během kultivace bakterií mléčného kvašení s přídavkem 1 % 

NaCl a bez přídavku laktózy. N – anaerobní prostředí, K – kontrolní kultivační médium. 
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Grafické znázornění změn pH během kultivace bakterií mléčného kvašení s přídavkem 1 % 

NaCl a s přídavkem laktózy 0,25 % (w/v). N – anaerobní prostředí, K – kontrolní 

kultivační médium. 
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Grafické znázornění změn pH během kultivace bakterií mléčného kvašení s přídavkem 1 % 

NaCl a s přídavkem laktózy 0,5 % (w/v). N – anaerobní prostředí, K – kontrolní kultivační 

médium. 
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Grafické znázornění změn pH během kultivace bakterií mléčného kvašení s přídavkem 1 % 

NaCl a s přídavkem laktózy 0,75 % (w/v). N – anaerobní prostředí, K – kontrolní kultivač-

ní médium. 
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Grafické znázornění změn pH během kultivace bakterií mléčného kvašení s přídavkem 1 % 

NaCl a s přídavkem laktózy 1 % (w/v). N – anaerobní prostředí, K – kontrolní kultivační 

médium. 
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 PŘÍLOHA P VI:  

Hodnoty pH kultivačního média po kultivaci sledovaných kmenů laktokoků 

v přítomnosti 2% (w/v) NaCl a s přídavkem laktózy o jednotlivých koncentracích. 

  

Grafické znázornění změn pH během kultivace bakterií mléčného kvašení s přídavkem 2 % 

NaCl a bez přídavku laktózy. N – anaerobní prostředí, K – kontrolní kultivační médium. 
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Grafické znázornění změn pH během kultivace bakterií mléčného kvašení s přídavkem 2 % 

NaCl a s přídavkem laktózy 0,25 % (w/v). N – anaerobní prostředí, K – kontrolní 

kultivační médium. 
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Grafické znázornění změn pH během kultivace bakterií mléčného kvašení s přídavkem 2 % 

NaCl a s přídavkem laktózy 0,5 % (w/v). N – anaerobní prostředí, K – kontrolní kultivační 

médium. 
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Grafické znázornění změn pH během kultivace bakterií mléčného kvašení s přídavkem 2 % 

NaCl a s přídavkem laktózy 0,75 % (w/v). N – anaerobní prostředí, K – kontrolní kultivač-

ní médium. 
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Grafické znázornění změn pH během kultivace bakterií mléčného kvašení s přídavkem 2 % 

NaCl a s přídavkem laktózy 1 % (w/v). N – anaerobní prostředí, K – kontrolní kultivační 

médium. 
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 PŘÍLOHA P VII: Článek publikovaný v recenzovaném vědeckém časopise. 

 

 



 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

PŘÍLOHA P VIII: Článek publikovaný ve vědeckém časopise s impakt faktorem. 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 

 



 

 

 


