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ABSTRAKT 

Biogenní aminy vznikají dekarboxylázovou aktivitou mikroorganizmů 

v potravinách. Jejich vysoké množství přijímané potravinami může ohrozit 

kvalitu a bezpečnost potravin a mohou negativně působit na zdraví člověka. Cílem 

dizertační práce bylo zjistit vliv faktorů na dekarboxylázovou aktivitu vybraných 

kmenů enterokoků a stafylokoků izolovaných z potravin. V této práci byl nejprve 

proveden skríning produkce 8 biogenních aminů (fenyletylamin, histamin, 

kadaverin, putrescin, tryptamin, tyramin, spermidin a spermin) u bakterií rodu 

Enterococcus (celkem 33 kmenů) izolovaných z masa králíka (Oryctolagus 

cuniculus) a rodu Staphylococcus (celkem 21 kmenů zařazených do 5 druhů) 

izolovaných ze střevního obsahu pstruha potočního (Salmo trutta). Detekce 

biogenních aminů byla provedena pomocí HPLC s UV detekcí po předchozí 

derivatizaci dansylchloridem. Jako faktory, které mohou významně 

dekarboxylázovou aktivitu ovlivnit (akcelerátor vs. inhibitor), bylo sledováno pH, 

teplota a přídavek chloridu sodného. Kinetika tvorby biogenních aminů byla 

sledována v průběhu kultivace bakterií. Všechny studované enterokoky 

produkovaly převážně tyramin a putrescin. Putrescin v množství nad 100 mg.l-1 

produkovaly dva kmeny Enterococcus faecium. Tyramin byl produkován 

ve velmi vysokých množstvích, celkem 12 kmenů enterokoků tvořilo více 

než 1000 mg.l-1. Suma všech sledovaných biogenních aminů byla ovlivněna 

především množstvím vyprodukovaného tyraminu. Bylo zjištěno, že stafylokoky 

jsou významnějšími producenty biogenních aminů (tyramin, putrescin 

a kadaverin) než enterokoky (tyramin, ojediněle putrescin). Největší vliv 

na produkci biogenních aminů ze sledovaných faktorů měla teplota. Při nižších 

teplotách kultivace byla produkce tyraminu po 24 hodinové kultivaci nižší 

než při kultivační teplotě 30 °C (Enterococcus faecium 2201 mg.l-1; Enterococcus 

sp. 1700 mg.l-1; Staphylococcus pasteuri 1866 mg.l-1; Staphylococcus hominis 

1260 mg.l-1; Staphylococcus epidermidis 1319 mg.l-1). Enterokoky produkovaly 

významnější množství tyraminu a fenyletylaminu při pH 5 – 6, kdy s rostoucí 

teplotou rostla produkce v oblasti pH 6. Při vyšší teplotě nemělo pH významný 

vliv na produkci tyraminu. Stafylokoky produkovaly při pH 7 dvaapůlkrát více 

tyraminu než při pH 5. Nejvíce byly sledované BA produkovány v médiu 

s přídavkem NaCl do 3 % (w/v). Enterokoky a stafylokoky jsou významnými 

producenty tyraminu.  



   

ABSTRACT 

Biogenic amines are produced by the decarboxylase activity of microorganisms 

in food. Their high amounts can adversely affect human health. Therefore, the aim 

of this thesis was to determine the influence of factors on the decarboxylase 

activity of selected strains of enterococci and staphylococci, which were isolated 

from selected food. In this work, the potencial to produce 8 biogenic amines 

(phenylethylamine, histamine, cadaverine, putrescine, tryptamine, tyramine, 

spermidine and spermine) by Enterococcus and Staphylococcus strains was 

investigated. The Enterococcus strains (a total of 33 strains) were isolated from 

rabbit meat (Oryctolagus cuniculus) and a total of 21 Staphylococcus strains were 

isolated from the intestinal content of a trout (Salmo trutta). In addition, the effect 

of selected environmental factors; such as temperature, pH, and salt 

concentration; on decarboxylase activity of the studied microorganisms was 

tested. The kinetics of biogenic amines formation were monitored during 

cultivation of bacteria prepared by derivatization with dansyl chloride and 

analysed by HPLC equipped with UV detection. The obtained results showed that 

all studied enterococci produced predominantly tyramine and putrescin. Also, 

putrescin in excess of 100 mg.l-1 was produced by two strains of Enterococcus 

faecium. Further, each of 12 strains of enterococci produced more than 

1000 mg.l-1of tyramine. Therefore, the sum of all observed biogenic amines was 

dependent on the amount of produced tyramine. The obtained results indicate that 

staphylococci were more important biogenic amine producers (tyramine, 

putrescin and cadaverine) than enterococci (tyramine, sometimes putrescine). In 

accordance with obtained results it can be concluded that, the most significant 

influence on biogenic amines production had temperature. At lower cultivation 

temperatures, tyramine production by the selected microorganisms was lower 

than at temperature of 30 °C after 24 hours (Enterococcus faecium 2201 mg.l-1, 

Enterococcus sp., 1700 mg.l-1, Staphylococcus pasteuri 1866 mg.l-1, 

Staphylococcus hominis 1260 mg.l-1; Staphylococcus epidermidis 1319 mg.l-1). 

Enterococci produced a substantial amount of tyramine and phenylethylamine at 

pH 5 - 6, with highest production of mentioned amines at 30 °C and pH 6. The 

influence of pH on tyramine production by enterococci at 30 °C was negligible. 

Furthermore, staphylococci produced 2.5 times more tyramine at pH 7 than at pH 

5. Also, the influence of the addition of NaCl was apparent and the most of the 

tested biogenic amines were produced when applied NaCl below 3% (w/v). In 

conclusion, enterococci and staphylococci are significant producers of tyramine. 
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1. SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

Bezpečnost potravin je bezpochyby důležitou prioritou evropské politiky 

nakládání s potravinami. Tento pojem je odvozen z anglického „food safety“ a dá 

se nejlépe vyjádřit jako zdravotní a hygienická nezávadnost potravin. Bezpečnost 

potravin zahrnuje správnou výrobní a hygienickou praxi v celém potravinovém 

řetězci, tedy od výroby hnojiv až po získání potraviny spotřebitelem, a to včetně 

bezpečnosti krmiv, souvisejících služeb a obalů.  Požadavky spotřebitelů s cílem 

zvýšit bezpečnost potravin vedou v některých evropských zemích k tvorbě 

pokynů ke kontrole výskytu a tvorby biogenních aminů v potravinách.  

Výskyt biogenních aminů (BA) v potravinách a jejich význam v bezpečnosti 

potravin je již dlouho znám (Gale, 1946). V posledních 25 letech začalo 

systematické prokazování BA v potravinách (Shalaby, 1996; Silla Santos, 1996). 

Stále rostoucí množství publikací o přítomnosti BA v potravinách naznačuje 

aktuálnost a nezbytnost získat hlubší znalosti o biochemických mechanizmech 

produkce BA. Studium dekarboxyláza pozitivních mikroorganizmů napomáhá 

k objasnění původu BA v potravinách, ale také rozkrývá roušku poznání 

o akumulaci BA v potravinách a s tím související rizika (Benkerroum, 2016; 

Shiling et al., 2016). Vzhledem k tomu, že stafylokoky i enterokoky jsou hojně se 

vyskytujícími mikroorganizmy osídlujícími těla teplokrevných živočichů včetně 

člověka, může docházet k přenosu a přežití těchto mikroorganizmů v potravinách, 

a to nejenom během přípravy, ale i v průběhu technologického zpracování 

potravin (Franz, 2003; Sedláček, 2007).  

Evropská legislativa definuje maximální povolený limit biogenních aminů 

(BA) dle Nařízení Komise (ES) č. 2073/2005, ve znění pozdějších předpisů. 

Obsah biogenních aminů (BA) jako jednoho z významných metabolitů některých 

mikroorganizmů je legislativou ES stanoven pouze v rybách a produktech 

rybolovu (histamin <100 mg.kg-1). Tento limit může být v případě histaminu 

ve dvou vzorcích z devíti z jedné šarže překročen až do hodnoty 200 mg.kg-1. 

Pro produkty rybolovu, které byly ošetřeny enzymatickým zráním v láku, je limit 

posunut ve dvou vzorcích z devíti z jedné šarže až na hodnotu 400 mg.kg-1 

(Nařízení Evropského parlamentu a Rady (ES), 2005). 

 

1.1 Charakteristika biogenních aminů 

Podle definice Askar a Treptow (1986) jsou biogenní aminy bazické dusíkaté 

sloučeniny tvořené především dekarboxylací aminokyselin nebo aminací 

a transaminací aldehydů a ketonů. Dekarboxylace je reakce, kdy se odbourává 

karboxylová skupina a vytváří se oxid uhličitý za účasti dekarboxyláz (Murray, 

2002). Biogenní aminy jsou organické báze s nízkou molekulovou hmotností 

mající heterocyklickou (histamin, tryptamin), aromatickou (tyramin, β-

fenyletylamin) nebo alifatickou (putrescin, kadaverin, spermin a spermidin) 

strukturu. Někteří autoři (Bardot et al., 1993; Halász et al., 1994; Silla Santos, 
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1996; Teti et al., 2002; Juneja a Sofos, 2010) řadí putrescin, spermin, spermidin 

a kadaverin do skupiny polyaminů, které hrají důležitou roli při regulaci funkce 

nukleových kyselin, syntéze proteinů a stabilizaci membrán. 

Bakterie, které disponují dekarboxylázovou aktivitou, jsou zástupci čeledi 

Enterobacteriaceae (např. rody Citrobacter, Hafnia, Escherichia, Salmonella, 

Serratia, Shigella, Yersinia a další), proteolytické bakterie rodu Pseudomonas, 

bakterie rodů Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Staphylococcus (ten 

Brink et al., 1990; Silla Santos, 1996; Takahashi et al., 2003; Özogul a Özogul, 

2007; Buňková et al., 2009). Také některé kmeny kvasinek mohou být producenty 

biogenních aminů, např. Saccharomyces cerevisiae, Hansenia sporauvarum, 

Candida stellata, Kloeckera apiculata, Metschnikowia pulcherrima 

a Brettanomyces bruxellensis (Romano et al., 2007). Výjimečně tvoří BA 

i mikromycety např. Botrytis cinerea v hroznovém moštu (Bäumlisberger et al., 

2015). 

 

1.2 Funkce a význam biogenních aminů a polyaminů 

BA a polyaminy se podílejí na metabolických procesech v buňkách 

mikroorganizmů, rostlin i živočichů, kde vykazují různé biologické funkce. 

Podílejí se na důležitých fyziologických procesech. Jsou významné v procesech 

růstu, podílejí se na diferenciaci buněk, stabilizaci membrán a regulaci pH. 

Mohou mít přímo funkci hormonu nebo mohou být stavební látkou 

pro biosyntézu hormonů či alkaloidů. Jsou tak přirozenou součástí potravin 

rostlinného i živočišného původu. Vznikají také vlivem některých procesů 

při zpracování potravin (Bardot et al., 1993; Halász et al., 1994; Silla Santos, 

1996; Teti et al., 2002; Juneja a Sofos, 2010) Mikroorganizmy produkující 

dekarboxylázy se vyskytují jako přirozená mikroflóra suroviny nebo se 

do potraviny mohou dostat jako kontaminanty při zpracování a v neposlední řadě 

je pravděpodobnost, že jsou přidávány do potravin v závislosti na technologickém 

procesu výroby (Halász et al., 1994). Dva hlavní důvody pro aktivaci 

dekarboxylačních drah mikroorganizmů jsou ty, že dekarboxylace je jednou 

z buněčných odpovědí na stres vyvolaný kyselým prostředí, kdy se produkcí 

zásaditých BA zvyšuje intracelulární (a extracelulární) pH a dále tato dráha může 

sloužit jako doplňkový zdroj energie pro buňky (Gardini et al., 2016). 

 

1.3 Mechanizmus tvorby biogenních aminů u bakterií 

Bakterie produkující biogenní aminy jsou ve svém genomu vybaveny 

dekarboxylázami, které se dají rozdělit dle jejich substrátu (Obr. 1). Zobrazené 

reakce jsou součástí sekundárního metabolizmu. U enterokoků se velmi často 

popisuje přítomnost genu pro membránově vázanou tyrozindekarboxylázu (tdc) 

(Bhardwaj et al., 2009; Marcobal et al., 2012), ale mohou se vyskytnout i jiné. 
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Stafylokoky izolované z potravin mohou disponovat celou řadou dekarboxyláz, 

které tvoří histamin, putrescin, kadaverin a další (Pachlová et al., 2016). 

 

Obr. 1. Produkce biogenních aminů dekarboxyláza pozitivními mikroorganizmy 

(upraveno podle Halász et al., 1994). 

TDC – tyrozindekarboxyláza, HDC – histidindekarboxyláza, LDC – 

lyzindekarboxyláza, ADC – arginindekarboxyláza, ODC – ornitindekarboxyláza, 

PheDC – fenylalanindekarboxyláza, AgUH – agmatinureohydroláza, SpdS – 

spermidinsytetáza, SpmS – sperminsyntetáza. 

Syntéza BA může být u bakterií spojena s energetickým metabolizmem 

a napomáhá chránit buňky vůči stresu z kyselého prostředí (Konings et al., 1997; 

Foster, 2004). Bakteriální dekarboxylázy vykazují zvýšenou aktivitu vůči 

L-formám aminokyselin (Kohajdová et al., 2008). Dekarboxylační reakce 

základních alifatických aminokyselin (L-lyzinu, L-argininu a L-ornitinu) 
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při tvorbě polyaminů je důležitá pro přežití buněk v kyselém prostředí. 

Dekarboxylázy aminokyselin v substrátu spotřebovávají intracelulární protony 

prostřednictvím specifického antiportového systému. Důležitým aspektem 

pro funkci a regulaci různých dekarboxyláz je oligomerizace. K reakci dochází, 

když buňky mají nepříznivé podmínky pro růst (nedostatek živin a stresové 

podmínky růstu) a dochází k významným změnám fyziologie, včetně indukce 

genů, odpovědi na stres a k biosyntéze aminokyselin (Kanjee et al., 2011). 

 

1.4 Výskyt a význam biogenních aminů v potravinách 

Při přípravě fermentovaných potravin lze očekávat výskyt mnoha druhů 

mikroorganizmů, z nichž některé jsou schopny produkovat BA. Mezi 

fermentované potraviny patří fermentované masné a rybí výrobky, sýry, 

fermentovaná zelenina, pivo a víno (Silla Santos, 1996). Na začátku fermentace 

se vyskytuje zejména kadaverin a histamin, na konci spíše putrescin a tyramin. 

Ve finálním výrobku může být také přítomen tryptamin, fenyletylamin, spermidin 

a spermin. Daná skutečnost může být vysvětlena tím, že v případě fermentace 

mají přítomné mikroorganizmy dostatek času metabolizovat či produkovat více 

substancí (Kohajdová et al., 2008; Buňková et al., 2010).  

Zástupci rodu Enterococcus jsou významnými producenty BA v různých 

potravinách (Tab. 1). Standarová et al. (2009) sledovali dekarboxylázovou 

aktivitu Enterococcus faecalis, E. faecium, E. durans, E. hirae, E. malodoratus, 

E. casseliflavus, E. avium, E. gallinarum a E. mundtii. Do dekarboxylačního 

média byl přidán pyridoxal-5-fosfát. Produkce histaminu nebyla prokázána 

u žádného z testovaných kmenů. E. faecalis a E. faecium jsou v této studii 

označeny za největší producenty tyraminu (1485-2363 mg.l-1). V práci je také 

jako významný producent tyraminu uveden E. casseliflavus (≤ 2016 mg.l-1), což 

je při srovnání s prací Rea et al. (2004), kteří uvádějí, že kmen tohoto druhu (izolát 

ze sýru čedar) je tyrozindekarboxyláza negativní, odlišný výsledek. Rea et al. 

(2004) sledovali 6 kmenů Enterococcus faecalis, jeden kmen E. faecium, 

E. durans a E. casseliflavus. Tyto mikroorganizmy se mohou podílet na vývoji 

chuti a vůní sýrů čedar. Mikroorganizmy byly izolovány po 48 týdnech zrání sýru 

při 8 °C. Všechny kmeny, kromě E. casseliflavus, produkovaly tyramin (< 162 

mg.kg-1). Kolektiv autorů Liu et al. (2013) potvrdil, že E. faecalis patří mezi 

potenciální producenty BA. Kmeny byly získány z kachny divoké a jejich 

kultivace probíhala v MRS bujónu s prekurzory BA (aminokyselinami). Bylo 

zjištěno, že E. faecalis tvoří biogenní aminy tyramin (< 320 mg.kg-1) 

a fenyletylamin (< 220 mg.kg-1).  
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Tab. 1. Detekovaná produkce biogenních aminů nebo genů pro dekarboxylázy u bakterií rodu Enterococcus 

Producenti a jejich zdroje výskytu* 
Detekované biogenní aminy**;  geny 

pro enzymy 
Reference 

E. faecalis – maso kachny divoké TYM, PHE Liu et al., 2013 

E. faecium, E. faecalis – mateřské mléko TYM, HIS, PUT, CAD Reviriego et al., 2005 

E. faecalis  PUT, CAD, SPD Kuley et al., 2013 

Enterococcus sp., E. mundtii, E. durans, E. faecium TYM, AGM Kalhotka et al., 2012 

Enterococcus – fermentované klobásy TYM Tabanelli et al., 2013 

E. faecalis tyrozindekarboxyláza Cebrián et al., 2012 

E. faecalis, E. faecium, E. durans ornitin/tyrozindekarboxyláza Ladero et al., 2012 

E. faecalis TYM, HIS, PUT, CAD Calzada et al., 2013 

E. durans tyrozindekarboxyláza Linares et al., 2012 

E. faecium – červené víno TYM Capozzi et al., 2011 

E. faecium, E. faecalis – ryby tyrozindekarboxyláza Muñoz-Atienza et al., 2011 

E. durans TYM De Palencia et al., 2011 

E. durans HIS, TYM, SPM, SPD Li et al., 2011 

E. durans, E. faecalis, E. faecium – mléko tyrozin/ornitin/histidindekarboxyláza Ladero et al., 2011 

E. sp., E. faecalis, E. durans, E. faecium  

– mléčné výrobky 
TYM Ladero et al., 2010 

E. faecium, E. faecalis – potenciál probiotik TYM, PUT Ruiz–Moyano et al., 2009 

E. faecium lyzin/ornitin/tyrozindekarboxyláza Valenzuela et al., 2010 
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Tab. 1. pokračování – detekovaná produkce biogenních aminů nebo genů pro dekarboxylázy u bakterií rodu Enterococcus. 

Producenti a jejich zdroje výskytu* 
Detekované biogenní aminy**;  geny 

pro enzymy 
Reference 

E. faecium TYM, PHE 
Latorre–Moratalla et al., 

2010 

E. faecium  tyrozindekarboxyláza Bhardwaj et al., 2009 

E. faecium, E. faecalis, Enterococcus sp. – mléko tyrozindekarboxyláza Kučerová et al., 2009 

E. faecalis, E. faecium TYM Ladero et al., 2010 

E. faecalis tyrozin/fenylalanindekarboxyláza Pessione et al., 2009 

E. faecalis, E. casseliflavus, E. faecium, E. sp. – niva TYM Standarová et al., 2009 

E. faecalis – fermentované klobásy TYM, PHE Gardini et al., 2008 

E. durans, E. faecalis, E. casseliflavus tyrozindekarboxyláza Komprda et al., 2008 

E. durans TYM Fernández et al., 2011 

E. durans, E. faecalis, E faecium, E. casseliflavus  

– sýry 
TYM 

Burdychová a Komprda, 

2007 

E. faecium tyrozin/fenylalanindekarboxyláza Marcobal et al., 2006  

E. faecium BIFI–58 TYM Marcobal et al., 2006  

E. faecalis – mléko TYM, PHE Gardini et al., 2001 

E. faecium, E. durans a E. casseliflavus – čedar TYM Rea et al., 2004  

 

* Pokud není uveden zdroj izolátu, byla produkce BA stanovena v kultivačním médiu. 

** TYM – tyramin, PHE – fenyletylamin, PUT – putrescin, CAD – kadaverin, AGM – agmatin, HIS – histamin, SPM – 

spermin, SPD – spermidin) 
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Mezi významné producenty BA v různých potravinách patří i zástupci rodu 

Staphylococcus (Tab. 2). 

Staphylococcus epidermidis je schopný produkovat histamin, kadaverin 

a putrescin v kultivačním médiu i v hroznovém moštu, ovšem ve víně nikoli 

(Benavent-Gil et al., 2016). Landeta et al. (2013) sledovali dekarboxylázovou 

aktivitu u koaguláza negativních stafylokoků (S. capitis, S. carnosus, S. caprae, 

S. epidermidis, S. equorum, S. vitulinus (S. pulvereri), S. xylosus a S. lugdunensis). 

Bakterie byly izolovány z fermentovaných salámů za účelem využití bakterií jako 

startérových kultur. Ze všech sledovaných kmenů rodu Staphylococcus bylo 25 % 

kmenů dekarboxyláza pozitivních. S. carnosus byl dle výsledků studie schopen 

tvořit tyramin. Kmen S. capitis byl pozitivní na tvorbu histaminu, a to metodami 

PCR i TLC. S. lugdunensis a S. epidermidis tvořili putrescin a kadaverin. U kmenů 

S. equorum, S. caprae, S. hominis. S. vitulinus, S. xylosus a S. warneri nebyla 

metodu PCR ani TLC zjištěna produkce sledovaných BA (histaminu, tyraminu, 

putrescinu a kadaverinu) (Landete et al., 2007).  

Pět sledovaných kmenů S. pasteuri (40 % izolátů) bylo identifikováno jako 

histidindekarboxyláza pozitivní s vysokou tvorbou histaminu u dvou kmenů 

(≤ 945 mg.kg-1), ostatní kmeny tvořily histamin v nižších koncentracích (≤ 57 

mg.kg-1). S. epidermidis a S.capitis (izoláty ze slaných španělských sardinek) 

produkovaly více než 1000 a 400 mg.kg-1 histaminu. Podobně tomu bylo 

i u kmene S. pasteuri (≤ 945 mg.kg-1) (Kung et al., 2012). 

Ve studii kolektivu autorů Bermudéz et al. (2012) byla sledována histidin-, 

lyzin-, ornitin- a tyrozindekaboxylázová aktivita stafylokoků izolovaných 

z „tradiční španělské klobásy“. S. equorum produkoval putrescin 

(≤ 1400 mg.kg-1) i kadaverin (≤ 5,0 mg.kg-1); u S. epidermidis byla také zjištěna 

tvorba putrescinu (≤ 977 mg.kg-1) a několikanásobně vyšší tvorba kadaverinu 

(≤ 36,0 mg.kg-1). U S. saprophyticus byla tvorba putrescinu (≤ 1,9 mg.kg-1) 

a kadaverinu nejnižší (≤ 4,7 mg.kg-1). S. pasteuri patří dle autorů mezi bakterie 

s velmi nízkou tvorbou BA, kdy koncentrace vyprodukovaného putrescinu 

a kadaverinu dosahovala hodnot < 15 mg. kg-1.  

Studie Seitter et al. (2011) se zabývala nežádoucími vlastnostmi stafylokoků 

(S. condimenti, S. piscifermentans, S. equorum, S. succinus, a S. xylosus), a to 

především produkcí BA. Bylo zjištěno, že fenyletylamin, tryptamin a tyramin jsou 

těmito kmeny produkovány zřídka. U sledovaných kmenů produkce kadaverinu, 

histaminu a putrescinu nebyla zjištěna. Zástupce S. carnosus byl ve studii označen 

za producenta putrescinu (≤ 126,0 mg.l-1) a kadaverinu (≤ 5,0 mg.l-1). Tyto 

koncentrace lze považovat za potenciálně nebezpečné, a je na zvážení využití 

dekarboxyláza pozitivních kmenů v potravinářském průmyslu. Na druhé straně je 

ovšem důležité zabývat se faktory, které ovlivňují míru produkce a zvážit možná 

rizika, ke kterým by došlo při využití těchto kmenů v potravinářském průmyslu. 
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Tab. 2. Detekovaná produkce biogenních aminů nebo genů pro dekarboxylázy u bakterií rodu Staphylococcus.  

Producenti a jejich zdroje výskytu* 
Detekované biogenní aminy**;  geny 

pro enzymy 
Reference 

S. aureus, S. capitis, S. carnosus, S. caprae, 

S. epidermidis, S. equorum – masné výrobky 

(S. carnosus) TYM; (S. epidermidis) HIS 

PUT CAD 
Landeta et al., 2013 

S. pasteuri, S. equorum, S. epidermidis, S. 

saprophyticus 
PUT, CAD Cachaldora et al., 2013 

S. pasteuri, S. sciuri – klobása z tuňáka HIS, PUT, CAD, SPM Kung et al., 2012 

S. aureus PUT Dogan et al., 2012 

S. equorum, S. epidermidis, S. saprophyticus, 

S pasteuri – fermentované klobásy 
PUT, CAD Bermúdez et al., 2012 

S. hominis, S sciuri – ryby HIS, CAD Hwang et al., 2011 

S. carnosus, S. condimenti,  

S. piscifermentans, S. equorum 
PHE, TYM Seitter et al., 2011 

S. epidermidis TYH1, S. warneri, S. aureus, 

S. hyicus 
HIS Yokoi et al., 2011 

S. carnosus – rybí omáčka TYM , CAD, HIS, PUT Zaman et al., 2011 

S. xylosus, S. carnosus 

 – fermentovaný salám Turecko 
TYM, PUT, CAD, PHE, SPR Gücükoglu et al., 2010 

S. xylosus, S. saprophyticus, (Lactobacillus) TYM, PHE, PUT, SPM, SPD Lu et al., 2010 

* Pokud není uveden zdroj izolátu, byla produkce BA stanovena v kultivačním médiu. 

** TYM – tyramin, PHE – fenyletylamin, PUT – putrescin, CAD – kadaverin, HIS – histamin, SPN – spermin, SPD – 

spermidin)  
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1.5 Faktory ovlivňující produkci biogenních aminů 

Produkce BA je většinou závislá na vhodných podmínkách pro rozmnožování 

produkční mikroflóry, a tím pádem na syntéze dekarboxyláz a dekarboxylační 

aktivitě. Mezi faktory, které významně ovlivňují tvorbu BA a aktivitu enzymů, 

lze např. zařadit (ten Brink et al., 1990; Marklinder a Lonner, 1992): 

 teplotu, 

 pH, 

 přístup kyslíku, 

 aktivitu vody, 

 přítomnost mikroorganizmů jako producentů dekarboxyláz (množství a 

druhové zastoupení mikroorganizmů), 

 synergický efekt mezi mikroorganizmy, 

 množství a dostupnost aminokyselin a pyridoxal-5-fosfátu, 

 dodržování hygienických postupů během výroby, 

 čas (doba zrání). 

Teplota prostředí má významný vliv na produkci BA. Řada studií uvádí, že 

obsah vyprodukovaných aminů závisí na teplotě a času. V důsledku proteolýzy 

dochází ke zvýšenému mikrobiálnímu růstu a podpoře pronikání BA přes 

buněčnou membránu. Tyto podmínky mají také vliv na aktivitu dekarboxyláz 

(Juneja a Sofos, 2010). 

Hodnota pH je jedním z klíčových faktorů ovlivňujících aktivitu dekarboxyláz, 

a tím i tvorbu BA v potravinách. Bylo prokázáno, že tvorba aminů bakteriemi je 

fyziologický mechanizmus vedoucí k potlačení kyselého prostředí, a proto je 

aktivita dekarboxyláz obvykle vyšší v kyselém prostředí s optimální aktivitou při 

pH mezi 4,0-5,5 (Juneja a Sofos, 2010).  

Vysoké koncentrace rozpuštěných látek (např. makromolekulárních látek jako 

jsou škrob i další polysacharidy a bílkoviny i osmoaktivních látek, jako jsou cukr 

a chlorid sodný) snižují množství využitelné vody. Nízká aktivita vody zpomaluje 

růst bakterií. Přítomnost NaCl inhibuje histidindekarboxylázu a aktivuje 

tyrozindekarboxylázu (Kohajdová et al., 2008; Silla Santos, 2010).  

Zásobování kyslíkem má významný vliv na biosyntézu aminů (Silla Santos, 

1996). Ve fermentovaných potravinách, kdy je kyslík nahrazen produkty 

fermentace (NH3 nebo CO2), byli jako významní producenti BA (putrescinu, 

kadaverinu, fenyletylaminu a tyraminu) označeni zástupci rodů Enterococcus, 

Staphylococcus (Gardini et al., 2001; Gennaro et al., 2003; Suzzi a Gardini, 2003; 

Landete et al., 2007; Bover-Cid et al., 2008). 
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2. CÍL DISERTAČNÍ PRÁCE 

Cílem disertační práce bylo sledovat faktory ovlivňující dekarboxylázovou 

aktivitu vybraných bakterií rodů Enterococcus a Staphylococcus. Testované 

bakterie mohou být kontaminanty v potravinářské výrobě, ale zároveň mají 

některé potenciál probiotik (zástupci rodu Enterococcus). Dílčí cíle práce byly 

vytýčeny následovně: 

 provést skríning dekarboxylázové aktivity kultivačně (se stanovením 

koncentrace produkovaných BA) vybraných bakterií rodů Enterococcus 

a Staphylococcus kultivačně (se stanovením koncentrace produkovaných 

BA),  

 u vybraných bakterií, produkujících biogenní aminy, sledovat faktory, 

které mohou ovlivnit jejich růst a dekarboxylázovou aktivitu, 

 nalézt a použít vhodné statistické nástroje k vyhodnocení výsledků, 

 vyvodit doporučení a navrhnout další směry výzkumu v oblasti 

dekarboxylázové aktivity sledovaných mikroorganizmů. 
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3. MATERIÁL A METODY 

3.1 Použité bakteriální kmeny  

Testované a identifikované kmeny byly získány z Ústavu fyziológie 

hospodárskych zvierat, Slovenské akademie věd v Košicích. Kmeny laskavě 

poskytla MVDr. Andrea Lauková, CSc. Bakterie rodu Enterococcus (celkem 

33 kmenů: 22 kmenů Enterococcus faecium a 11 kmenů Enterococcus sp.) byly 

izolovány z masa králíka (Oryctolagus cuniculus) (Tab. 3). 

Tab. 3. Seznam testovaných kmenů na produkci biogenních aminů. 

Druh Původ Na Kmen 

Staphylococcus warneri 

Salmo trutta 

 

9 

16/1; 16/2; 18/1; 23/1; 23/2; 23/3; 24/1; 

24/2; 24/3 

Staphylococcus pasteuri 2 19/1; 23/5 

Staphylococcus epidermidis 3 23/4; 21/1; 21/2 

Staphylococcus haemolyticus 4 22/1; 22/3; 22/4; 22/2 

Staphylococcus hominis 3 19/2; 20/2; 20/1 

Enterococcus faecium 
Oryctolagus 

cuniculus 
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M1C; M2C; M7C; M7b; M4C; M6C; 

5BM1; M5A; M3b; M1b; M2A; M2Ca; 

M2Ca; M2cB 

Enterococcus sp. 11 

M4aB; M5aA; M6B; M7bA; M7bB; 

3AM; 5BM2; M2c; M5a; M3A; 1BM; 

4BM2  

Na Počet testovaných kmenů. Tučně označené kmeny byly použity v Experimentu II. 

 

Kultivace probíhala při 30±1°C po dobu 24 hodin. Každý izolát byl 

při testování na produkci biogenních aminů kultivován pětkrát podle Buňková et 

al. (2009). 

3.2 Kultivační podmínky 

Bakterie rodu Enterococcus byly kultivovány v M17 bujónu (M17; HiMedia, 

Bombaj, Indie) a kmeny rodu Staphylococcus v mozkosrdcové infuzi (BHI; Brain 

Heart Infusion Broth; HiMedia, Bombaj, Indie). Na BHI agaru byla sledována 

čistota kmenů, dále probíhala kultivace v dekarboxylačním médiu obohaceném 

aminokyselinami (arginin, ornitin, histidin, tyrozin, lyzin, fenylalanin) v množtví 

0,2 % (w/v). U všech kmenů byla před kultivací v dekarboxylačním médiu 

kontrolována čistota formou křížového roztěru a mikroskopického ověření 

(Gramovo barvení).  
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3.3 Popis experimentální části 

Experimenty se zabývaly produkcí BA a fyzikálně chemickými faktory 

ovlivňujícími růst sledovaných bakterií a tvorbu BA. Cíle práce byly plněny 

ve dvou hlavních experimentech. Experimentem I byl skríning dekarboxylázové 

aktivity všech získaných bakterií rodů Staphylococcus a Enterococcus metodou 

kapalinové chromatografie (HPLC) s předkolonovou derivatizací 

dansylchloridem. Do dekarboxylačního média (BHI nebo M17 bujón) bylo 

přidáno 0,2 % (w/v) aminokyselin. Kultivace probíhala při 30 °C/24 hodin.  

Supernatant byl po kultivaci zředěn v poměru 1:1 (w/v) kyselinou chloristou 

(1,2 g.mol-1; Merck, Darmstandt, Německo). Směs byla podrobena derivatizaci 

dansylchloridem (Sigma–Aldrich, St. Louis, USA) v acetonu (Sigma–Aldrich) 

o koncentraci 5 mg.ml-1 podle Dadáková et al. (2009). Jako interní standard byl 

použit 1,7–heptandiamin (Sigma–Aldrich). Podmínky separace sledovaných BA 

jsou popsány v práci Smělá et al. (2004). 

 

Obr. 2. Schéma experimentu II – sledování faktorů ovlivňujících dekarboxylázovou 

aktivitu testovaných kmenů in vitro. 

Záměrem Experimentu II (Obr. 2) bylo sledovat kinetiku produkce BA in vitro 

v závislosti na kultivačních podmínkách při teplotách 6, 12 a 30 ± 1 °C, pH 5, 6 

a 7 a přídavku NaCl 1, 2, 3, 6 %. Kultivace probíhala jak za aerobních, tak 

i anaerobních podmínek.  
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3.4 Statistické metody hodnocení dat 

Výsledky chemických a mikrobiologických analýz byly statisticky 

vyhodnoceny s využitím Kruskal-Wallisova a Wilcoxonova testu.  

Vývoj produkce obsahu BA (mg.l-1) u rodů Enterococcus a Staphylococcus byl 

modelován s použitím Gompertzových modelu. Závislost obsahu BA (y) (mg.l-1) 

na čase (t) byla vyjádřena jako (Rovnice 1): 

 

𝑦 = 𝐴𝐵𝐴 ∙ 𝑒𝑥𝑝 {−𝑒𝑥𝑝 [
𝜇𝐵𝐴∙𝑒

𝐴𝐵𝐴
(𝜆𝐵𝐴 − 𝑡) + 1]}    (1) 

 kde: μBA je maximální rychlost produkce jednotlivých sledovaných biogenních 

aminů (mg.l-1.h-1);  

λBA je doba prodlení produkce BA (h);  

ABA je asymptota definovaná jako maximální produkce BA (mg.l-1).  

Význam jednotlivých parametrů Gompertzova modelu je znázorněn na Obr. 3. 

(Zwietering et al., 1990). 

 

 

Obr. 3. Parametry Gompertzova modelu (upraveno podle Zwietering et al., 1990). 

 

Pro výpočet parametrů μm, λ a A byla použita nelineární regresní analýza 

(Marquardt-Levenburgova metoda) pro následující podmínky μBA > 0, λBA > 0 

a ABA > 0. Absolutní tvorba BA (mg.l-1), může souviset s absolutním počtem 

bakterií v bujónu (CFU.ml-1). Lze tedy využít tzv. produkční (yield) faktor 

(YBA/CFU, mg.CFU-1), který vypovídá o teoretické produkci BA jednou CFU.  

Parametr YBA/CFU byl odhadnut metodou nelineární regrese (Marquardt-

Levenburgova metoda) pro YBA/CFU ˃ 0. Parametr YBA/CFU byl vyjádřen 

v mg.109.CFU-1. Kvalita navržených modelů byla posuzována pomocí indexu 

determinace (I2). Homogenita parametrů regresních funkcí byla testována 

s využitím Kruskal-Wallisova a Wilcoxonova testu, a to na hladině významnosti 

α = 0,05 (Buňková et al., 2011; Hendl, 2004; Zwietering et al., 1990). Data byla 

po statistické analýze znázorněna v grafech vytvořených v programu Origin® 

2016 (Graphing & Analysis).  

λ BA 

μBA 

čas 

ln (Nt/N0) 

A BA 
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4. VÝSLEDKY A DISKUZE 

4.1 Výsledky a diskuze experimentu I – dekarboxylázová 

aktivita 

V první experimentální části byl proveden skríning tvorby BA u rodů 

Enterococcus (33 kmenů) izolovaných z králíka domácího a Staphylococcus 

(21 kmenů) izolovaných z pstruha potočního.  

Na základě analýzy dat byly mikroorganizmy podle dekarboxylázové aktivity 

rozděleny do pěti skupin: velmi nízká produkce biogenních aminů – produkce BA 

pod mezí detekce (<2 mg.l-1; –); nízká produkce (2-10 mg.l-1; +); střední produkce 

(10-100 mg.l-1; ++); vysoká produkce (100-1000 mg.l-1; +++); a velmi vysoká 

produkce (>1000 mg.l-1; ++++). Výsledky obsahů BA v médiích po kultivaci 

sledovaných mikroorganizmů jsou uvedeny v Tab. 4. 

Tab. 4. Produkce biogenních aminů bakteriemi rodů Staphylococcus a Enterococcus 

izolovanými ze Salmo trutta a Oryctolagus curiculus. 

Druh Na Množství biogenních aminů (<2 mg.l-1 (–); 2–10 mg.l-1 (+); 10–

100 mg.l-1 (++); 100–1000 mg.l-1 (+++); >1000 mg.l-1 (++++))b 

Putrescin Fenyletylamin Kadaverin Tyramin 

Staphylococcus 

warneri 
9 5/0/4/0/0 3/2/4/0/0 2/2/1/4/0 2/1/0/1/5 

Staphylococcus 

pasteuri 
2 1/0/0/1/0 0/1/1/0/0 0/0/0/2/0 0/1/0/0/1 

Staphylococcus 

epidermidis 
3 1/1/1/0/0 0/2/1/0/0 0/0/1/1/1 0/1/0/0/2 

Staphylococcus 

haemolyticus 
4 1/0/2/1/0 2/2/0/0/0 0/0/1/2/1 1/1/1/1/0 

Staphylococcus 

hominis 
3 0/0/0/2/1 3/0/0/0/0 1/0/0/2/0 0/1/0/0/2 

Enterococcus 

faecium 
22 20/0/0/2/0 16/1/5/0/0 5/16/1/0/0 5/7/3/0/7 

Enterococcus 

sp. 
11 11/0/0/0/0 7/0/4/0/0 1/10/0/0/0 0/1/4/1/5 

aN – Počet izolátů daného druhu bakterií 
bPočet izolátů, které produkovaly BA v rozmezí koncentrací: <2 mg.l-1 (-); 2–10 mg.l-1 

(+); 10–100 mg.l-1 (++); 100–1000 mg.l-1 (+++); >1000 mg.l-1 (++++) 

Dekarboxylace BA je metabolickou cestou, která je široce rozšířena 

u enterokoků (Marcobal et al., 2012). Enterokoky jsou součástí rezidentní 

mikroflóry střev obratlovců, odkud se šíří do půdy, vody, na rostliny, hmyz 

a kontaminují tak životní prostředí, potraviny a mohou odtud infikovat člověka 

(Franz, 2003; Franz a Holzapfel, 2006). 

U sledovaných 33 zástupců rodu Enterococcus nebyla zjištěna žádná 

dekarboxylázová akvitiva (s ohledem na sledované BA) pouze u dvou kmenů 
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(MC7; M1b). U rodu Staphylococcus byla produkce BA zjištěna u všech 

sledovaných kmenů, přičemž byly detekovány následující BA: histamin, tyramin, 

putrescin, kadaverin a fenyletylamin. Spermin, spermidin a tryptamin byly málo 

produkovány.  

Ačkoli dřívější studie uvádějí, že existují kmeny rodu Staphylococcus 

izolované z potravin, které BA netvoří (Leuschner et al., 1998), novější studie 

popisují bohatou produkci BA nejen u  zástupců rodů Staphylococcus, ale 

i u bakterií rodu Enterococcus (Cosentino et al., 2004; Buňková et al., 2009; Even 

et al., 2010 a Latorre-Moratalla et al., 2010). Podle Martín et al. (2006) jsou 

stafylokoky obvykle uváděny jako slabě pozitivní nebo dekarboxyláza negativní 

mikroorganizmy. Výsledky této práce však poukazují na skutečnost, že 

stafylokoky mohou být významnými producenty BA a potenciálně tak ohrožovat 

bezpečnost potravin. 

U kmenů Staphylococcus hominis studovaných v Experimentu I nebyla 

zaznamenána tvorba histaminu, kdežto tyramin, putrescin a kadaverin byly 

nadprodukovány. V dostupné literatuře nebyla nalezena produkce tyraminu 

a putrescinu u izolátů S. hominis z produktů rybolovu (Hwang et al., 2011), 

naopak neprodukovaly histamin, fenyletylamin a kadaverin.  

Zástupci druhu S. warneri v této práci významně produkují tyramin 

a kadaverin. V menší míře se vyskytuje fenyletylamin a putrescin. Na tvorbu 

kadaverinu a putrescinu u zástupců S. warneri izolovaných z fermentovaných 

masných výrobků upozornili ve studii Latorre-Moratalla et al. (2010), zatímco 

tyramin zjištěn nebyl. Naopak studie Martín et al. (2006) zmiňuje schopnost 

dekarboxylace tyrozinu a histidinu u kmenů s obdobným původem stejného 

druhu.  

 Podle výsledků této práce jsou zástupci S. epidermidis schopní syntetizovat 

tyramin, kadaverin, fenyletylamin a putrescin. Podle Latorre-Moratalla et al. 

(2010) mohou kmeny S. epidermidis použité během výroby suchých 

fermentovaných klobás produkovat putrescin. Dále byla v literatuře u tohoto 

druhu prokázána produkce tyraminu (Marino et al., 2011), kadaverinu (Bermúdez 

et al., 2012) a fenyletylaminu (Even et al., 2010). 

Oba kmeny S. pasteuri produkovaly významně kadaverin, tyramin v rozdílné 

míře a mírně fenyletylamin. Putrescin byl zaznamenán pouze u jednoho kmene. 

Bermudéz et al. (2012) zjistil pouze velmi nízké koncentrace putrescinu 

a kadaverinu u zástupců tohoto druhu. 

U studovaných kmenů S. haemolyticus byla nejvýznamnější produkce 

kadaverinu, putrescinu a tyraminu. Fenyletylamin byl tvořen ve velmi nízkých 

koncentracích. V aktuální odborné literatuře nejsou dostupné žádné údaje 

o dekarboxylázové aktivitě u tohoto druhu.  

V rámci Experimentu I byla potvrzena významná produkce tyraminu u většiny 

z 33 studovaných kmenů rodu Enterococcus. Dva kmeny výrazně tvoří putrescin. 
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Fenyletylamin a kadaverin byly zaznamenány spíše ojediněle a v nízkých 

koncentracích. Halász et al. (1994) popisuje výraznou tvorbu BA u enterokoků 

izolovaných z ryb. Produkce BA zástupci rodu Enterococcus je v literatuře známá 

a hojně popsána (Bover-Cid et al., 2001; Marcobal et al., 2006 a Burdychová a 

Komprda, 2007). Burdychová a Komprda (2007) také uvedli, že řada kmenů rodu 

Enterococcus tvoří takové koncentrace tyraminu, které již překračují hladinu 

toxicity (100 mg.l-1). U testovaných kmenů enterokoků v rámci Experimentu I 

nebyla zjištěna produkce histaminu, což koresponduje s prací ten Brink et al. 

(1990), avšak Martín et al. (2006) uvádí opak. Jelikož jsou některé kmeny 

enterokoků používány dokonce jako probiotika (Deepika a Rakshit, 2011), je 

třeba se dekarboxylázovou aktivitou zástupců tohoto rodu podrobněji zabývat. 

 

4.2 Výsledky a diskuze experimentu II – sledování vlivu 

faktorů 

Druhá část této práce se zabývala sledováním in vitro vlivu kultivační teploty, 

NaCl, pH a přístupu kyslíku na produkci osmi různých BA třemi kmeny 

enterokoků a třemi kmeny stafylokoků. Z výsledků je patrná důležitost sledovat 

produkci BA z hlediska jak kinetiky produkce, tak i statistických parametrů růstu 

a produkce biogenních aminů. Optimální podmínky kultivace pro šest 

studovaných kmenů byly stanoveny na základě růstových křivek a jsou v souladu 

s odbornou literaturou (Morandi et al., 2005; Gutiérrez et al., 2010; Sánchez 

Mainar et al., 2017). Pro enterokoky i stafylokoky to bylo pH 7, bez přídavku 

NaCl a aerobní prostředí (Tab. 5.).  

Průměrná hodnota množství BA stanovená v čase 0 v médiu BHI byla 5,5±0,3 

mg.l-1. Vzhledem k tomuto faktu je za produkci považována hodnota nad tuto 

mez. Biogenní aminy v těchto nízkých hodnotách jsou nejen přirozenou součástí 

živných médií, ale mohou být dány i metodikou přípravy inokula. 

Tab. 5. Produkce biogenních aminů bakteriemi rodů Staphylococcus a Enterococcus bez 

vlivu sledovaných faktorů (30 °C, pH 7, bez přídavku NaCl, aerobně). 

  BA mg.l-1 

  TYM PHE HIS TRP PUT CAD SPM SPD 

Enterococcus faecium M2C 944,8 377,0 5,3 0,5 19,9 1,3 1,1 0,8 

Enterococcus sp. M5a 1327,5 91,3 1,0 16,3 8,5 15,8 37,9 1,9 

Staphylococcus epidermidis 

21/2 
1196,5 467,1 2,8 45,2 16,3 18,5 22,2 1,0 

Staphylococcus hominis 

20/2 
1678,0 761,4 5,8 28,4 18,3 27,7 16,3 2,1 

Staphylococcus pasteuri 

19/1 
1590,5 278,8 2,5 39,0 34,1 16,6 7,1 1,5 
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 Optimální podmínky kultivace pro šest studovaných kmenů byly stanoveny 

na základě růstových křivek a jsou v souladu s odbornou literaturou (Morandi 

et al., 2005; Gutiérrez et al., 2010; Sánchez Mainar et al., 2017). Pro enterokoky 

i stafylokoky to bylo pH 7, bez přídavku NaCl a aerobní prostředí. Jelikož byly 

tyto kmeny izolovány z potravin, byly kultivovány při max. teplotě 30 °C, což je 

teplota simulující podmínky při porušení chladicího řetězce při distribuci 

a skladování potravin a zároveň teplota vhodná pro růst většiny grampozitivních 

koků. Celkový počet enterokoků byl v bujónu BHI cca 107 CFU.ml-1, 

pro stafylokoky byla zjištěna hodnota řádově 108 CFU.ml-1. Za optimálních 

podmínek růstu sledované kmeny enterokoků a stafylokoků v médiu tvořily 

nejvíce tyramin a fenyletylamin. Ostatní BA byly stanoveny v množství řádově 

menším.  

Největší produkce jednou buňkou (yield faktor) byla pozorována na počátku 

exponenciální fáze růstu (Obr. 4). Naopak Tsai et al. (2005) ve své práci uvádějí, 

že produkce HIS je maximální až uprostřed exponenciální fáze růstové křivky 

histamin-produkujících bakterií. Kim et al. (2002) zase publikovali, že nejvyšší 

množství HIS bylo detekováno v pozdní stacionární fázi růstu bakterie 

Morganella morganii v kontaminované rybí svalovině. Mnoho autorů označuje 

stacionární fázi jako čas, kdy dochází k maximální dekarboxylázové aktivitě, a to 

především díky zvyšujícímu se stresu buněk způsobenému nedostatkem živin 

(Calles-Enriquez et al., 2010, La Gioia et al., 2011). Aktuální odborná literatura 

uvádí, že výsledná akumulace BA je velmi heterogenní a závislá na rodu a druhu 

jak kvantitativně, tak i kvalitativně (Bargossi et al., 2015a, b). 

 

Obr. 4. Růstové křivky a yield faktory (sloupcový graf) u Enterococcus faecium M2C 

in vitro při 30 °C (a) a 6 °C (b), pH 5 za anaerobních podmínek s přídavkem 1 (černá) 

a 6 (modrá) % (w/v) NaCl. 

Enterokoky i stafylokoky jsou schopné růstu v širokém rozmezí teplot, 

koncentrací soli a pH (Andrighetto et al., 2001; Sarantinopoulos et al., 2001; 

Gutiérrez et al., 2010; Sánchez Mainar et al., 2017). Optimální růstová teplota 

podporuje buněčný metabolizmus a proliferaci buněk, stejně tak jako produkci 

a b 

(h)         (h)      
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BA. Z výsledků bylo zjištěno, že produkci BA a polyaminů kmeny rodů 

Enterococcus a Staphylococcus izolovaných z masa a ryb nejvíce ovlivňuje 

teplota. Jednoznačně bylo prokázáno, že maximální produkce byla zaznamenána 

při 30 °C a tato teplota statisticky významně ovlivňuje (p ≤ 0,05) růst enterokoků 

i stafylokoků. U nižších teplot kultivace bylo možno predikovat vliv na zpomalení 

růstu buněk, avšak není možné s jistotou předvídat vliv na produkci BA jednou 

buňkou. Dle výsledků této práce lze shrnout, že množství BA nemusí s růstem 

buněk v čase korelovat. Avšak dle Gardini et al. (2016) je přítomnost potenciálně 

nebezpečných koncentrací BA (≥200 mg.l-1) asociována s odpovídajícím růstem 

dekarboxyláza pozitivních mikroorganizmů. Nicméně vysoké počty buněk 

produkujících dekarboxylázy nejsou dostatečnou a jedinou podmínkou 

k vysvětlení konečného množství BA. Pokud jsou dekarboxylační enzymy jednou 

syntetizovány do prostředí, produkce termostabilních BA může pokračovat 

i v případě, že jsou bakterie eliminovány z potravin technologickým ošetřením 

(Gardini et al., 2016).  

Dle doporučení americké FDA (Food Drug Agency) by v rámci prevence 

tvorby HIS měly být ryby zchlazeny ihned po výlovu na max. 4,4 °C (FDA, 2011). 

Podobně nařizuje evropská legislativa povinné chlazení ryb, produktů z ryb, 

korýšů a měkkýšů až k hodnotám 0 °C (Nařízení Evropského parlamentu a Rady 

(ES), 2004). Některé bakterie mohou naopak způsobit redukci BA v potravinách. 

Přítomnost Staphylococcus xylosus S81, startovací kultury, která netvoří biogenní 

aminy, ve fermentovaných masných výrobcích způsobila snížení množství 

tyraminu, kadaverinu a putrescinu po 21 dnech skladování (Gardini et al., 2001).  

Výsledky této práce vypovídají o vlivu pH na produkci BA. Zatímco nízké pH 

způsobilo omezení růstu sledovaných bakterií rodu Enterococcus 

a Staphylococcus, dekarboxylázová aktivita testovaných kmenů byla podpořena. 

V průběhu experimentu bylo zjištěno, že produkce BA u kmenů E. faecium byla 

významně ovlivněna hodnotou pH prostředí. Sledované kmeny E. faecium M2C 

(Obr. 5) a 5BM1 produkovaly významnější množství TYM a PHE při pH 5 – 6, 

kdy s rostoucí teplotou rostla produkce v oblasti pH 6, zatímco při teplotách 

kultivace pod 12 °C byla produkce TYM i PHE vyšší při pH 5. 
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Obr. 5. Kinetika produkce tyraminu (a) a fenyletylaminu (b) při teplotě 30 °C 

u Enterococcus faecium M2C v závislosti na pH. 

 Při 30 °C nemělo pH významný vliv na produkci TYM u Enterococcus sp. 

(Obr. 6.). Avšak při 6 °C byl patrný trend navýšení produkce tyraminu 

i fenyletylaminu při pH 6. Při vyšší teplotě bylo patrné, že s rostoucím pH klesala 

produkce PHE. Na produkci kadaverinu nemělo pH významnější vliv 

při teplotách pod 12 °C. Při 30 °C byl patrný úbytek sperminu v kyselejším 

prostředí (pH 5), který se zde zřejmě přeměňuje pomocí spermintransferáz 

a polyaminoxidáz na putrescin (Benkerroum, 2016; del Rio et al., 2016). Del Rio 

et al. (2016) taktéž popisují pozitivní vliv nižšího pH na produkci putrescinu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 6.  Kinetika produkce tyraminu (a) a fenyletylaminu (b) při 30 °C u  Enterococcus 

sp. M5a v závislosti na pH.  

a b 

a b a 



 

28 

U jednotlivých druhů (kmenů) stafylokoků byly trendy produkce BA mnohem 

odlišnější. Kmen S. pasteuri 19/1 produkoval při vyšším pH (pH 7) 2,5krát více 

TYM než při pH 5. Avšak fenyletylamin byl produkován 6krát více při pH 5 oproti 

pH 7 (při 30 °C).  Produkce kadaverinu a putrescinu nebyla výrazněji ovlivněna 

změnou pH. S. hominis 20/2 (Obr. 7) vykazoval klesající produkci BA s poklesem 

pH. 

 

Obr. 7. Kinetika produkce tyraminu (a) a fenyletylaminu (b) při 30 °C u Staphylococcus 

pasteuri 19/1 v závislosti na pH. 

U produkčního kmene S. epidermidis 21/2 byla produkce všech BA 

nejvýznamněji ovlivněna při pH 6 (Tab. 6), kdy byla velmi výrazně snížena jeho 

produkce až o 50 %. Produkce histaminu a kadaverinu nebyla hodnotou pH 

významněji ovlivněna, rovněž ani na produkci polyaminů nemělo pH velký vliv. 

Nejnovější literatura popisuje rod Staphylococcus jako významného producenta 

tyraminu a fenyletylaminu (Lauková et al., 2017). Benavent et al. (2016) označili 

druh S. epidermidis (izolovaný z vína) za producenta histaminu, putrescinu a 

kadaverinu. S. epidermidis snáší velmi nízké hodnoty pH. Tyramin, putrescin 

a kadaverin jsou běžně sledované BA ve fermentovaných masných výrobcích a 

jejich produkce (≥1000 mg.l-1) je běžná již po 8 hodinách kultivace (Benavent et 

al., 2016). 

a b 
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Tab. 6. Hodnocení vlivu sledovaných faktorů na maximální produkci biogenních aminů 

u Staphylococcus epidermidis 21/2. 

Staphylococcus epidermidis 21/2 BA mg.l-1 
Teplota 

(°C) 
pH 

NaCl 

(w/v) 
an/aerobně 

tyramin 1863,9 6 6 1 AN 

fenyletylamin 786,1 30 6 0 AN 

histamin 33,3 30 6 1 AN 

tryptamin 93,9 6 6 1 AN 

putrescin 20,5 6 6 1 AN 

kadaverin 34,6 30 6 1 AN 

spermin 81,3 30 5 6 AN 

spermidin 13,8 30 6 0 A 

Nejvýznamnějším BA, dle vyprodukovaného množství, byl tyramin. Nejvyšší 

stanovené množství TYM produkované E. faecium M2C bylo při 6 °C, pH 5 a 

po 336 hodinách kultivace. Nejvhodnější prostředí pro tvorbu tyraminu při teplotě 

6 °C bylo médium o pH 5, zatímco při vyšších teplotách byla produkce tyraminu 

podpořena při pH 6. Při 30 °C a pH 6 byla produkce TYM po 48 hodinách 

kultivace nejvyšší (1996,5 mg.l-1). Produkce TYM byla iniciovaná rychleji při pH 

5 a 6 než při neutrální hodnotě pH. Avšak produkce TYM se v těchto médiích 

po 24 hodinách kultivace výrazněji zpomalila oproti produkci při pH 7. 

Na významných změnách produkce fenyletylaminu v závislosti na pH se jako 

důležitý faktor podílela teplota. Při kultivační teplotě 30 °C docházelo při pH 5 

k pozvolnější produkci fenyletylaminu než v médiu o pH 6 – 6,2, které se dá 

považovat za optimální pro produkci BA.  

Gardini et al. (2016) ve své práci shrnují, že dekarboxylační reakce je jedním 

z mechanizmů obrany buněk vůči kyselému stresu. Účinek pH na tvorbu BA je 

různý v případě působení na čistý enzym nebo na živé dekarboxyláza pozitivní 

buňky. V každém případě bylo v jiných studiích jednoznačně prokázáno, že 

transkripce mnoha klastrů genů kódujících dekarboxylázy je indukována nízkým 

pH. Komerčně čistá tyrozindekarboxyláza má nejvyšší účinnost při pH 5,5  ̶  6,0, 

při pH 4 byla její efektivita velmi nízká. Na druhou stranu druh E. faecalis 

projevuje za stejných podmínek nejvyšší produkci tyraminu při pH 4 už po dvou 

hodinách. Tento podpůrný účinek při nízkém pH byl pozorován také u dalších 

druhů rodu Enterococcus, a to E. durans, E. faecium (Gardini et al., 2016). EFSA 

doporučuje vybírat jako startérové kultury autochtonní kmeny s vhodným 

technologickým profilem a redukovanou možností tvorby BA (EFSA, 2011). 

Součástí experimentu bylo sledování vlivu NaCl na produkci BA. Chlorid 

sodný je obsažený téměř v každé fermentované potravině. Běžně potraviny 

živočišného původu obsahují 2 – 3 % NaCl (Marth a Steele, 2001). Koncetrace 

soli významně ovlivňuje nejen růst mikroorganizmů, ale také schopnost buněk 
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produkovat BA. Nejvíce byly sledované BA produkovány v médiu s přídavkem 

NaCl do 3 % (w/v). Avšak produkce jednou buňkou byla vyšší v médiu nad 3 % 

NaCl (w/v).  

 

Obr. 8. Kinetika produkce tyraminu při 30 °C (a) a 6 °C (b) u Staphylococcus pasteuri 

19/1 v závislosti na koncentraci NaCl. 

U S. pasteuri (Obr. 8) byla se zvyšující se koncentrací NaCl snížena produkce 

tyraminu o 33 % při 30 °C a se snižující se teplotou a zvyšující koncentrací NaCl 

produkce klesala až osminásobně. Koncetrace nad 3 % NaCl (w/v) zpomalovala 

produkci všech BA. Obecně je známo, že zvyšující se koncentrace NaCl přispívá 

k redukci množství BA v potravinách, zejména tím, že snižuje počet 

mikroorganizmů a také metabolickou aktivitu dekarboxyláza pozitivních bakterií. 

Na druhou stranu Gardini et al. (2016) popisují, že se zvyšování obsahu soli 

v potravinách neslučuje s aktuálním trendem snižování obsahu soli v potravinách. 

Dle studie Bargossi et al. (2015b) nebyla zjištěna výrazná ztráta aktivity u čisté 

tyrozindekarboxylázy až do 10 %. Produkce BA v médiích s vyšší koncentrací 

NaCl byla rovněž zjištěna i v dalších studiích (Greif et al., 2006; Emborg 

a Dalgaard, 2008). Zvýšenou produkci tyraminu v médiu s vyšší koncentrací NaCl 

lze vysvětlit tím, že Na+ se podílejí na regulaci intracelulárního pH. Tyto ionty 

jsou důležité v antiportovém systému, takže hrají zásadní roli v dekarboxylační 

cestě tyraminu. Dekarboxylační reakce slouží buňkám jako alternativní zdroj 

energie i v nepříznivých podmínkách kultivace (Molenaar et al., 1993; Pessione 

et al., 2009). Oproti tomu Gardini et al. (2001; 2008) zaznamenali vyšší produkci 

in vitro při nižších koncentracích NaCl. U laktokoků byla zjištěna nejvyšší 

produkce tyraminu při 2 % NaCl (w/v), na druhou stranu aero/anaerobióza 

množství tyraminu v prostředí vůbec neovlivňovala (Buňková et al., 2011). 

Koncentrace NaCl, která je nezbytná pro kontrolu histamin-produkujících kmenů 

druhů Photobacterium phosphoreum a Morganella morganii, je více než 5 % 

(Emborg a Dalgaard, 2008).   

a b 
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Dále byl sledován vliv an/aerobního prostředí při kultivaci na tvorbu BA. 

V prvních hodinách kultivace nebyl zaznamenán vliv prostředí na produkci žádného 

ze sledovaných BA u fakultativně anaerobních enterokoků. K výraznějšímu navýšení 

produkce došlo při 30 °C až po 48 hodinách anaerobní kultivace u obou testovaných 

kmenů E. faecium. Při teplotách nižších než 12 °C nedocházelo k patrnému vlivu O2 

na produkci TYM. Produkce PHE po 360 hodinách kultivace byla navýšena pouze 

při anaerobní kultivaci na 30-ti násobek. Putrescin, spermin a spermidin byly 

produkovány spíše za aerobních podmínek, a to pouze při kultivaci při 6 °C. 

Množství vyprodukovaného TYM i PHE bylo vždy v anaerobním prostředí vyšší 

minimálně o 10 %. U rodu Staphylococcus byla produkce BA vyšší pouze pro TYM 

v anaerobním prostředí. Při sledování modelových podmínek anaerobního prostředí 

na produkci BA u Enterococcus faecium, Lactobacillus brevis (Marcobal et al., 

2006), Lactobacillus curvatus (Bover-Cid et al., 2008), Lactococcus lactis (Buňková 

et al., 2011), Enterococcus durans (Buňková et al., 2012) byla zjištěna vyšší 

produkce těchto toxických sloučenin v podmínkách bez přístupu O2. Lze tedy 

odvodit závěry, že BA jsou produkovány více v anaerobním prostředí, což potvrzuje 

např. studie Doeun et al. (2016), kde byl pozorován nárůst tyraminu (90 mg.l-1) a 

sperminu (62 mg.l-1) ve vakuově baleném sledi od čtrnáctého dne skladování 

při 5 °C. Již dlouho je známo, že koncentrace tyraminu, putrescinu a kadaverinu se 

v průběhu skladování masa běžně zvyšuje, kdežto množství sperminu a spermidinu 

zůstává konstantní (Sayem-El-Daher et al., 1985). Navíc, zvýšení putrescinu je 

v dobré korelaci s rozvojem aerobní mezofilní i psychrotrofní mikroflóry, zatímco 

kadaverin se významně zvyšuje pouze v poslední fázi kažení masa. Vliv na produkci 

BA má zajisté i přídavek prekurzorů. V této práci byla sledována produkce BA 

v médiu BHI s přídavkem prekurzorů (aminokyselin argininu, ornitinu, histidinu, 

tyrozinu, lyzinu) v koncentraci 0,2 % (w/v). U enterokoků izolovaných z rozličných 

rostlinných materiálů však bylo prokázáno, že tyramin je tvořen v médiu BHI 

i v případě, že nebyl přidán tyrozin. V případě přídavku 0,1 % (w/v) tyrozinu se 

produkce tyraminu do média zvýšila zhruba sedmkrát (Gatto et al., 2016).  

Ke statistickému zpracování naměřených dat byl použit nelineární tříparametrový 

model dle Gompertze. Bylo zjištěno, že studované kmeny rodů Enterococcus a 

Staphylococcus produkují za změny teploty, pH a koncentrace NaCl a O2 statisticky 

významná množství pouze dvou biogenních aminů – fenyletylaminu a tyraminu. 

Pro fenyletylamin platí, že statisticky významně více je produkován při pH 5 a 6 % 

(w/v) NaCl než při optimálním pH 7, zatímco při nižší koncentraci NaCl je produkce 

vyšší při optimálním pH. Co se týká ostatních sledovaných BA (histamin, kadaverin, 

putrescin, spermin, spermidin a tryptamin) nebyl v čase pozorován žádný rostoucí 

trend (max. průměrné koncentrace byly menší než 50 mg.l-1). 
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ZÁVĚR 

Biogenní aminy jsou součástí mnoha každodenně konzumovaných potravin. 

Z důvodu prevence otrav biogenními aminy je nutná včasná detekce bakterií, které 

biogenní aminy produkují. V této práci bylo analyzováno 33 kmenů enterokoků a 21 

kmenů stafylokoků různých druhů na produkci biogenních aminů. Bylo zjištěno, že 

pouze jeden kmen, Enterococcus sp. 3AM, neprodukoval žádný ze sledovaných 

biogenních aminů v množství vyšším než 2 mg.l-1.  

Stafylokoky jsou významnějšími producenty biogenních aminů (tyramin, 

fenyletylamin, kadaverin a putrescin) než enterokoky (zejména tyramin a 

fenyletylamin ojediněle putrescin). Produkce histaminu byla zjištěna u jednoho 

kmene Staphylococcus warneri. Poprvé byla potvrzena produkce putrescinu, 

fenyletylaminu, kadaverinu a tyraminu u S. haemolyticus. Poprvé byla také odhalena 

produkce kadaverinu u izolátů Enterococcus sp. a Enterococcus faecium. Pouze dva 

izoláty E. faecium (M1b; M7C) lze označit jako dekarboxyláza negativní.  

Bylo zjištěno, že se produkce aminů liší v rámci kmenů stejného druhu. 

Dekarboxylázová aktivita kmene E. faecium 5BM1 byla vyšší při 30 °C než při 6 °C. 

Snižováním pH byla podpořena produkce BA a polyaminů u kmenů E. faecium 

5BM1 a M2C. Koncentrace NaCl měla zejména inhibující účinek na produkci BA a 

polyaminů sledovanými kmeny. Oba kmeny mají schopnost dekarboxylace 

při chladírenských teplotách 6 °C a nízkém pH 5. Ve skupině stafylokoků bylo 

testováno pět různých druhů – S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, 

S. pasteuri, S. warneri. Nejvyšší produkce biogenních aminů byla zaznamenána 

u S. warnerii a S. hominis. Množství vyšší než jsou bezpečnostní limity, byla zjištěna 

pro tyramin, kadaverin, putrescin u všech studovaných druhů stafylokoků.  

Na základě statistického vyhodnocení výsledků lze konstatovat, že:  

 sledované kmeny stafylokoků a enterokoků produkovaly významná množství 

tyraminu a fenyletylaminu; 

 sledované faktory mohou působit na dekarboxylázovou aktivitu 

mikroorganizmů, avšak v závislosti na jejich vzájemných kombinacích; 

 nízké pH způsobuje snižování růstu sledovaných enterokoků a stafylokoků, 

ale může podpořit dekarboxylázovou aktivitu mikroorganizmů; 

 zvyšující se koncentrace NaCl snižuje produkci fenyletylaminu; 

 fenyletylamin byl produkován významněji při anaerobní kultivaci. 

Získané výsledky jsou cenné zejména tím, že mohou pomoci osvětlit 

mechanizmus účinku produkce biogenních aminů, který do současnosti nebyl 

uspokojivě vysvětlen. Další studium by mělo být zaměřeno na faktory ovlivňující 

transkripci dekarboxylázových genů v souvislosti s produkcí biogenních aminů.  
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PŘÍNOS PRÁCE PRO VĚDU A PRAXI  

V oblasti vědního oboru lze vidět přínos disertační práce zejména 

v následujících aspektech: 

 skríning dekarboxylázové aktivity kmenů Enterococcus a Staphylococcus 

(54 kmenů); 

 studium kinetiky produkce biogenních aminů u šesti kmenů in vitro a 

zhodnocení rozdílů v jejich produkci zahrnující zhodnocení parametrů růstu 

produkce (λ, µm); 

 predikce vývoje produkce jednotlivých biogenních aminů produkovaných 

sledovanými bakteriemi v závislosti na vlivu faktorů. 

V oblasti praktického využití lze vidět přínos disertační práce zejména 

v následujících aspektech:  

 ze sledovaných biogenních aminů byl v největším množství produkován 

tyramin, a pro zvýšení bezpečnosti potravin lze doporučit, zavedení 

sledování tyraminu v rámci evropské legislativy (možné doporučení v rámci 

Nařízení evropského společenství (ES) o zařazení tyraminu mezi toxické 

látky v potravinách); 

 sledování rizika perzistence testovaných dekarboxyláza-pozitivních kmenů 

a možná rizika kumulace biogenních aminů v prostředí; 

 zdůraznění nutnosti testování enterokoků využívaných v potravinářském 

průmyslu na schopnost produkce tyraminu; 

 zdůraznění komplexnosti vlivů na individuální reakce kmenů v závislosti 

na růstových a produkčních podmínkách biogenních aminů. 
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A/AN   – aerobní/anaerobní prostředí 

ADC   – arginindekarboxyláza 

AGM   – agmatin 

AgUH  – agmatinureohydroláza 

BA   – biogenní aminy 

BHI   – Brain Heart Infusion 

CAD   – kadaverin 

EFSA   – European Food Safety Authority 

FDA   – Food Drug Agency 

HDC   – histidindekarboxyláza 

HIS   – histamin 

HPLC  – vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

KTJ (CFU)  – kolonie tvořící jednotku 

LDC   – lyzindekarboxyláza 

ODC   – ornitindekarboxyláza 

PCR   – polymerázová řetězová reakce 

PHE   – fenyletylamin 

PheDC  – fenylalanindekarboxyláza 

PUT   – putrescin 
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SpmS   – sperminsyntetáza. 

TDC   – tyrozindekarboxyláza 

TLC   – tenkovrstvá chromatografie 

TRP   – tryptamin 

TYM   – tyramin 
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