
 

 

 

 

 

Disertační práce 

 

 

 

 

Studium degradace biogenních aminů 

 
Study of the biogenic amines degradation  

 

 

 

 

Autor:    Mgr. Irena Butor 

 

Studijní program: Chemie a technologie potravin (P2901) 

 

Studijní obor:  Technologie potravin (2901V013) 

 

Školitel:   prof. RNDr. Leona Buňková, Ph.D. 

 

  

 

 

 

 

 

 

Zlín, červen 2023 

 

 

 



 

 

© Irena Butor 

 

 

 

 

 

Vydala Univerzita Tomáše Bati ve Zlíně v edici Doctoral Thesis Summary. 

Publikace byla vydána v roce 2023       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Klíčová slova: biogenní aminy, histamin, tyramin, Bacillus subtilis, Bacillus 

pumilus, degradace, izolace    

 

Keywords: biogenic amines, histamine, tyramine, Bacillus subtilis, Bacillus 

pumilus, degradation, isolation 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Plná verze disertační práce je dostupná v Knihovně UTB ve Zlíně.  



 

„Vzdělání je ta nejsilnější zbraň, kterou lze změnit svět.“ 

 

         [Nelson Mandela] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Poděkování:  

 

Na tomto místě bych v první řadě ráda poděkovala své školitelce, paní 

prof. RNDr. Leoně Buňkové, Ph.D. za její optimismus, neutuchající podporu, 

ochotu a čas, který mi věnovala během celého studia, za všechny připomínky  

a cenné rady, které mi dala. Rovněž bych chtěla poděkovat panu prof. Ing. 

Františku Buňkovi, Ph.D. za jeho cenné rady, vstřícnost a ochotu mi pomoci  

při sepisování nejen této práce. Velice děkuji paní prof. Ing. Miroslavě Kačániové, 

Ph.D. za pomoc s analýzami. Děkuji také paní Mgr. Petře Jančové, Ph.D.  

za ochotnou pomoc v závěru studia, Ing. Veronice Kučabové, Ing. Olze Vlčkové, 

Ing. et Ing. Ludmile Zálešákové a Lence Machálkové za pomoc v laboratořích. 

Ráda bych poděkovala i všem mým kolegům a přátelům z FT UTB za jejich 

humor a neustálou snahu člověka motivovat. V neposlední řadě bych ráda 

poděkovala svým rodičům a manželovi, kteří mě celou dobu podporovali, 

motivovali, a hlavně mi studium umožnili. 

 

 

Tato práce vznikla za podpory grantu Grantové agentury ČR (GAČR  

No.17-09594S) a interních grantů Univerzity Tomáše Bati ve Zlíně 

(IGA/FT/2014/005, IGA/FT/2015/012, IGA/FT/2016/012, IGA/FT/2017/003). 



4 

 

ABSTRAKT  

Disertační práce se zabývá izolací a identifikací mikroorganizmů 

degradujících biogenní aminy a následným studiem kinetiky jejich rozkladu. 

Jednotlivé mikroorganizmy byly získány analýzou komerčně dostupných 

potravin a potravin vyrobených v potravinářských laboratořích FT UTB.  

Tyto mikroorganizmy byly následně identifikovány pomocí MALDI-TOF MS. 

Výsledky identifikace metodou MALDI-TOF byly verifikovány sekvenací části 

genu pro 16S rRNA. Cílem práce bylo in vitro studium schopnosti získaných 

a identifikovaných izolátů degradovat biogenní aminy za působení různých 

kombinací vnějších podmínek a kvantifikace snížení koncentrace biogenních 

aminů tryptaminu, β-fenylethylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu 

a tyraminu. Základní schopnost degradace byla určena na základě schopnosti 

růstu v minerálním médiu s biogenními aminy jako jedinými zdroji uhlíku 

a dusíku. Izolované kmeny se schopností degradace jednoho a/nebo více 

biogenních aminů byly kultivovány v médiu obohaceném o příslušné biogenní 

aminy, derivatizovány a separovány za pomoci HPLC.  

V experimentální části práce bylo analyzováno 895 vzorků potravin, 

ze kterých bylo izolováno 114 mikroorganizmů degradujících biogenní aminy. 

Pomocí MALDI-TOF byly izoláty identifikovány. Ze všech testovaných izolátů 

bylo získáno 22 různých druhů mikroorganizmů. Identifikace 13 vybraných 

mikroorganizmů byla ověřena pomocí PCR a následnou sekvenací (16S rRNA). 

U izolátů Acinetobacter pittii, Agrobacterium radiobacter, Bacillus altitudinis, 

Bacillus pumilus, Bacillus safensis, Bacillus subtilis, Enterobacter cloacae, 

Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Pseudomonas koreensis, 

Pseudomonas fulva, Serratia marcescens, Serratia ureylitica byla zjištěna 

významnější míra degradace biogenních aminů a byla pozorována schopnost 

degradovat všechny testované biogenní aminy v rozmezí 8-100 %. Nejvyšší míra 

degradační aktivity byla zaznamenána u kmene Bacillus subtilis IB23, u nějž byl 

dále sledován vliv vnějších podmínek na degradační aktivitu. Testované 

parametry kultivace (teplota, pH média, způsob kultivace) výrazně neovlivnily 

míru degradace a všechny biogenní aminy byly degradovány o více než 50 %. 

V další fázi práce byl porovnáván vliv vnějších faktorů (teplota, pH a typ média, 

koncentrace soli) na míru degradace u kmenů Bacillus subtilis IB23 a Bacillus 

pumilus IB26. Bylo zjištěno, že pH média v testovaném rozsahu výrazně 

neovlivňuje míru degradace v ani jednom z testovaných typů médií. Rozklad BA 

probíhal naopak v menší míře se zvyšující se koncentrací soli (0-3 % w/v) 

a snižující se teplotou. V nutrient broth bylo prokázáno, že míra degradace  

je závislá pouze na době kultivace při 30 °C. Srovnání degradace mezi kmeny 

Bacillus subtilis IB23 a Bacillus pumilus IB26 ukázalo, že B. subtilis IB23 

efektivněji degraduje BA v minerálním médiu, B. pumilus IB26 naopak v nutrient 

broth. 
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ABSTRACT 

In the dissertation thesis we investigate the isolation and identification 

of microorganisms degrading biogenic amines and the study of the kinetics 

of their decomposition. Individual microorganisms were obtained by analyzing 

commercially available foods and foods produced in the food laboratories of FT 

UTB. These microorganisms were subsequently identified using MALDI-TOF 

MS. The results of the MALDI-TOF identification were verified by sequencing 

part of the 16S rRNA gene. The aim of the work was to study the ability 

of the obtained and identified isolates to degrade biogenic amines under 

the influence of various combinations of external conditions in vitro 

and to quantify the decrease in the concentration of biogenic amines tryptamine, 

β-phenylethylamine, putrescine, cadaverine, histamine and tyramine. The basic 

degradability was determined based on the ability to grow in a mineral medium 

with biogenic amines as the sole sources of carbon and nitrogen. Isolated strains 

with the ability to degrade one and/or more biogenic amines were cultured 

in a medium enriched with the appropriate biogenic amines, derivatized 

with dansyl chloride and separated using HPLC. 

In the experimental part of the work, 895 food samples were analyzed, 

from which 114 microorganisms degrading biogenic amines were isolated. Using 

MALDI-TOF, the isolates were identified. 22 different types of microorganisms 

were obtained from all tested isolates. The identification of 13 selected 

microorganisms was verified using PCR and sequencing. In isolates 

of Acinetobacter pittii, Agrobacterium radiobacter, Bacillus altitudinis, Bacillus 

pumilus, Bacillus safensis, Bacillus subtilis, Enterobacter cloacae, Klebsiella 

pneumoniae, Micrococcus luteus, Pseudomonas koreensis, Pseudomonas fulva, 

Serratia marcescens, Serratia ureylitica, the degradation rate of biogenic amines 

was observed and the ability degrade all tested biogenic amines in the range 

of 8-100 % was proved. The highest degree of degradation activity was recorded 

in the strain Bacillus subtilis IB23, in which the influence of external conditions 

on degradation activity was monitored. The tested cultivation parameters 

(temperature, pH medium, cultivation method) did not significantly affect 

the degradation rate and all biogenic amines were degraded by more than 50 %. 

In the next phase of the work, the influence of external factors (temperature, pH 

and type of medium, salt concentration) on the degree of degradation 

in Bacillus subtilis IB23 and Bacillus pumilus IB26 strains was compared. It was 

found that the pH of the medium in the tested range does not significantly affect 

the rate of degradation in any of the tested types of media. On the contrary, BA 

decomposition was lower with increasing salt concentration (0-3 % w/v) 

and decreasing temperature. In nutrient broth, it was demonstrated that the rate 

of degradation is dependent only on the time of cultivation at 30 °C. Comparison 

of degradation between Bacillus subtilis IB23 and Bacillus pumilus IB26 strains 
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showed that B. subtilis IB23 degrades BA more efficiently in mineral medium, 

B. pumilus IB26 on the contrary in nutrient broth. 
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1. SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

Biogenní aminy (BA) jsou dusíkaté organické báze o nízké molekulové 

hmotnosti, přirozeně se vyskytující v živých systémech jako meziprodukty 

a produkty metabolizmu aminokyselin (AMK) a proteinů (Iversen et al., 2012). 

Tyto sloučeniny lze podle chemické struktury rozdělit na aromatické 

(β-fenylethylamin a tyramin), alifatické (putrescin, kadaverin, spermidin 

a spermin) a heterocyklické (histamin a tryptamin) (Tab. 1). Podle počtu 

aminoskupin v molekule je možné biogenní aminy klasifikovat jako 

monoaminy - histamin, tyramin a tryptamin; diaminy – putrescin a kadaverin 

a polyaminy - spermin, spermidin a agmatin (Silla Santos, 1996; Önal, 2007; 

Stadnik a Dolatowski, 2010). 

 

Tab. 1. Charakteristika hlavních biogenních aminů (podle Nuñez a Medina, 

2011) 

 

Amin Chemický název 
Sumární 

vzorec 
Klasifikace 

Tyramin 4-(2-aminoethyl)phenol C8H11NO aromatický, monoamin 

Fenylethylamin phenylethan-2-amine C8H11N aromatický, monoamin 

Histamin 2-(1H-imidazol-4-yl)ethanamin C5H9N3 
heterocyklický, 

monoamin 

Tryptamin 2-(1H-indol-3-yl)ethanamin C10H12N2 
heterocyklický, 

monoamin 

Kadaverin pentan-1,5-diamin C5H14N2 alifatický, diamin 

Putrescin butan-1,4-diamin C4H12N2 alifatický, diamin 

Spermidin N-(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin C7H19N3 alifatický, polyamin 

Spermin N-N′-bis(3-aminopropyl)butan-1, 4-diamin C10H26N4 alifatický, polyamin 

Agmatin 1-(4-aminobutyl)guanidin C5H14N4 alifatický, polyamin 

 

Biogenní aminy jsou syntetizovány a degradovány během normálního 

metabolizmu živočichů, rostlin a mikroorganizmů. Vznikají především 

dekarboxylací jednotlivých AMK nebo aminací a transaminací aldehydů 

a ketonů. Biogenní aminy hrají důležitou roli v mnoha lidských fyziologických 

funkcích, jako je mozková aktivita, sekrece žaludeční kyseliny, imunitní reakce 

(Shalaby, 1996) či buněčný růst a diferenciace (Ladero et al., 2010). Díky činnosti 

mikroorganizmů a jejich metabolické aktivitě se mohou BA ve vysokých 

koncentracích akumulovat v potravinách. Zvýšená hladina BA může zapříčinit 

https://www-sciencedirect-com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/B9780123744074000546#!
https://www-sciencedirect-com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/B9780123744074000546#!
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kažení zejména nefermentovaných potravin a jejich přítomnost tak může sloužit 

jako indikátor kvality a čerstvosti daných potravin (Gardini et al., 2016; Durak-

Dados et al., 2020; Dabadé et al., 2021). Nadměrný perorální příjem BA může 

způsobit zdravotní potíže. Možné zdravotní komplikace se týkají především 

citlivých jedinců, jejichž detoxikační systémy pracují méně dobře (Bodmer et al., 

1999). U těchto jedinců jsou příčinou genetická alterace, alergie, nadměrný příjem 

alkoholu a/nebo užívání některých druhů antidepresiv (Alvarez a Moreno-

Arribas, 2014; Jairath et al., 2015), jako jsou inhibitory monoaminoxidázy 

(Hernandez-Jover et al., 1997; Yongmei et al., 2009), léků používaných pro léčbu 

Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby, případně léků proti bolesti (Mohedano 

et al., 2015). Vzhledem k možným nepříznivým účinkům BA na lidské zdraví, 

je potřeba zabránit jejich hromadění v potravinách (EFSA, 2011). 

Potraviny, které mohou často obsahovat vysoké hladiny BA, jsou ryby, 

výrobky z ryb a fermentované produkty (ten Brink et al., 1990; Halász et al., 1994; 

Linares et al., 2011; Fusek et al., 2020). Jednou z nejčastějších fermentovaných 

potravin spojených s otravou BA jsou sýry. Pro označení intoxikace tyraminem 

se dokonce používá termín „cheese reaction“ (ten Brink et al., 1990). V sýru byly 

také zaznamenány koncentrace BA vyšší než 1 g/kg, a to nejčastěji zvýšené 

koncentrace tyraminu a histaminu. Tyto aminy se zároveň vyskytují nejhojněji 

ze všech BA (Stratton et al., 1991; Fernández et al., 2007a), podle stanoviska 

EFSA se současně jedná o nejvíce toxické BA. Jejich toxicita může být pak dále 

umocňována přítomností jiných BA (EFSA, 2011), nejčastěji kadaverinem 

a putrescinem (Ladero et al., 2010). Pro snížení produkce a následné akumulace 

BA v potravinách byly navrženy různé strategie, jako je například inhibice 

bakterií produkujících BA (např. přídavkem siřičitanu do vína), snížení viability 

producentů BA, např. pomocí pasterizace mléka, které má být použito při výrobě 

sýrů, snížení proteolytické aktivity (tedy snížení dostupnosti aminokyselinových 

prekurzorů biogenních aminů) atd. Dalším z možných způsobů, jak snížit obsah 

BA v potravinách, je jejich přímé odstranění ze suroviny pomocí 

mikroorganizmů. Je známo, že například někteří zástupci rodů Brevibacterium, 

Lactobacillus a dalších mléčných tyčinek*, Pediococcus a Micrococcus jsou 

schopni BA degradovat a snížit tak jejich koncentraci v potravinách 

(Herrero-Fresno et al., 2012). 

Přestože akumulace BA v potravinách představuje významné zdravotní 

riziko, evropská legislativa stanovuje limity definující pouze maximální obsah 

histaminu, 100 mg/kg. Tato hodnota je navíc dle Nařízení Komise (ES) 

č. 2073/2005, ve znění pozdějších předpisů stanovena pouze pro ryby a produkty 

rybolovu. 
 

 
* Starší studie používají shodně rodový název Lactobacillus, k poměrně rozsáhlým změnám 

v taxonomii mléčných tyčinek došlo po roce 2020. Předložený text využívá pojmenování 

mikroorganizmů dle současně platné nomenklatury (Zheng et al., 2020; 

https://www.bacterio.net/). 

https://www.bacterio.net/
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1. 1.  Dekarboxylace aminokyselin 

Hromadění biogenních aminů v potravinách je obvykle výsledkem 

dekarboxylace volných aminokyselin enzymy bakteriálního původu. Tuto 

metabolickou dráhu mikroorganizmům zajišťuje přítomnost substrátově 

specifického enzymu – bakteriální dekarboxylázy (Obrázek 1). Tyto enzymy jsou 

důležité pro řadu metabolických funkcí včetně zmíněné dekarboxylace 

aminokyselin (Suzuki et al., 1991). 

 

 
 

Obr. 1: Struktura biogenních aminů a jejich prekurzory (podle Li, Lu, 2020). 

 

Dekarboxylázy náleží do skupiny enzymů, které využívají jako kofaktor 

pyridoxal-5-fosfát (PLP). Na tento kofaktor se následně váže konkrétní 

L-aminokyselina za tvorby Shiffovy báze. Kationty dusíku pyridinového kruhu 

odtahují elektrony z Cα uhlíku L-aminokyseliny a vytváří tak kladný mezomerní 

efekt. Zároveň dochází k destabilizaci vazeb vycházejících z Cα uhlíku 

a k odštěpení CO2. K ustálení mezomerního stavu pak dochází prostřednictvím 

adice jednoho protonu na Cα a následnou hydrolýzou Schiffovy báze na primární 

amin (Shalaby, 1996; Karovičová a Kohajdová, 2005, Purevdorj, 2021). Takto 

vzniklé biogenní aminy jsou pak dále vyloučeny z cytoplazmy buňky pomocí 

antiportu s normální aminokyselinou v buněčné membráně (Obr. 2). Přítomnost 

antiportu pro histidin (histidin↑↓histamin) byla pozorována 

u Lentilactobacillus buchneri (dříve Lactobacillus buchneri) ST2A (Molenaar 

et al., 1993), Levilactobacillus brevis (dříve Lactobacillus brevis) - antiport 

pro tyramin (Wolken et al., 2006) a Escherichia coli - antiport pro kadaverin 

a putrescin (Soksawatmaekhin et al., 2004; Purevdorj, 2021). 
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Obr. 2: Syntéza BA a jejich transport přes buněčnou membránu (podle EFSA, 2011) 

 

Je dobře známo, že dekarboxylázová aktivita mikroorganizmů je velmi 

proměnlivá, přičemž ve většině případů je druhově specifická. Detekce těchto 

bakterií je tedy důležitá k odhadu obsahu BA v potravinách a s tím spojených 

rizik a snahou o zabránění jejich akumulace ve fermentovaných potravinách 

(Martinez et al., 2011; Postollec et al., 2011). 

 

 

1. 2.  Klinické aspekty a toxikologie 

Biogenní aminy jsou přírodní antinutriční faktory a jsou důležité 

z hygienického a toxikologického hlediska, neboť jsou identifikovány jako 

původci řady otrav jídlem a jsou také schopny iniciovat různé farmakologické 

reakce. Histamin, putrescin, kadaverin, tyramin, tryptamin, β-fenylethylamin, 

spermin a spermidin jsou považovány za nejdůležitější biogenní aminy 

vyskytující se v potravinách. Tyto aminy jsou označeny jako biogenní, protože 

jsou vytvořeny působením živých organizmů (Shalaby, 1996). Vztah mezi úrovní 

BA a otravami jídlem byl široce studován a bylo zjištěno, že intoxikace 

histaminem a tyraminem jsou dvěma nejčastěji hlášenými potravinovými 

intoxikacemi (EFSA, 2011). Lidé běžně konzumují potraviny s určitým 

množstvím BA, tyto jsou detoxikovány ve střevní sliznici enzymatickými 

reakcemi (oxidázami) (Obr. 3). Při nadměrném perorálním příjmu BA může 

zvýšená koncentrace těchto látek vyvolat v organizmu řadu nežádoucích účinků, 

jako jsou nevolnost, střevní problémy, alergie, bolest hlavy, vyrážku a změny 

krevního tlaku (Ladero et al., 2010). Výjimečně může nastat hypertenze, 

způsobující nevratné poškození srdce nebo centrálního nervového systému 
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(Alvarez, Moreno-Arribas, 2014). V mnohých případech potravinových otrav  

je jako původce označován právě histamin, zatímco tyramin a β-fenylethylamin 

byly označeny jako iniciátory hypertenzní krize. Histamin, tryptamin, 

β-fenylethylamin a tyramin mají významné fyziologické účinky na člověka, 

obvykle buď psychoaktivní nebo vazoaktivní. Psychoaktivní aminy ovlivňují 

nervový systém působením na neurotransmitery, zatímco vazoaktivní aminy 

působí na vaskulární systém (Lovenberg, 1973).  

 

 

Obr. 3: Cesta přijatých biogenních aminů v intestinálním traktu člověka (podle Pleva, 

2017, Taylor a Speckhard, 1983; Lehane a Olley, 2000). 

* MAO/DAO – monoamino/diaminoxidáza 

 

Konzumace potravin obsahujících biogenní aminy zodpovídá za mnoho 

fyziologických efektů (Tab. 2), které mohou vést k několika typům alimentárních 

onemocnění, včetně otravy histaminem a tyraminem. Toxické působení BA 

na organizmus bylo zaznamenáno i u kuřat, kde byla popsána výrazná ztráta 

hmotnosti, u těžkých intoxikací byla hlášena i zvýšená mortalita. Škodlivé účinky 

vyplývající ze zvýšené konzumace potravin bohatých na biogenní aminy lze 

očekávat pouze tehdy, když jsou tyto látky schopny dostat se do krevního řečiště 

(Joosten, 1988). Biogenní aminy byly také studovány jako karcinogenní 

prekurzory (Shalaby, 1996). 
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Tab. 2: Biogenní aminy a jejich fyziologické a farmakologické účinky 

na organizmus (podle Shalaby, 1996) 

 

Amin Fyziologické a farmakologické účinky 

Histamin 

Uvolnění adrenalinu a noradrenalinu 

Podráždění hladkých svalů dělohy, střeva a dýchací  

soustavy  

Stimulace senzorických i motorických neuronů 

Řízení sekrece žaludeční kyseliny 

Tyramin 

Periferní vazokonstrikce 

Zvýšení srdeční činnosti 

Zvýšení dýchací frekvence 

Zvýšení hladiny cukru v krvi 

Uvolňování noradrenalinu ze sympatiku 

Původce migrén 

Putrescin a kadaverin 

Hypotenze 

Bradykardie 

Křeče žvýkacího svalu 

Paréza končetin 

Zesílení toxicity jiných aminů 

β-fenylethylamin 

Uvolňování noradrenalinu ze sympatiku 

Zvýšení krevního tlaku 

Původce migrén 

Tryptamin Zvýšení krevního tlaku 

 

1. 2. 1. Toxické působení histaminu 

 Ačkoli je endogenní histamin produkován v lidském těle různými tkáněmi 

a buňkami (mozkové neurony, krvinky a žírné buňky/mastocyty) a je důležitý  

pro realizaci mnoha fyziologických funkcí, jako je neurotransmise, regulace 

buněčného růstu, syntéza nukleových kyselin a proteinů, vývoj mozku a růst 

a regenerace nervů (Kalač a Krausová, 2005; Onal, 2007), může kromě 

mutagenních a karcinogenních účinků mít nepříznivý efekt na zdravotní stav 

člověka včetně intoxikace (Chen et al., 2010).  

Histaminová intoxikace je způsobena konzumací histaminu v množství, 

které nemůže být detoxikováno normálními metabolickými mechanismy 

zdravých konzumentů, nebo i když je konzumován v relativně nízkém množství, 

zejména u osob trpících nedostatkem diaminoxidázy (DAO) odpovědné 

za detoxikaci histaminu. Přítomnost inhibitorů DAO je označována jako 

histaminová intolerance, při které se histamin hromadí v plazmě, a projevuje své 

nepříznivé zdravotní účinky (Sallam et al., 2021). Tato intolerance pak způsobuje 

četné příznaky, které se mohou projevovat jako alergická reakce, a to i po požití 

velmi malého množství BA, které je obvykle u zdravých jedinců tolerováno 
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(Maintz a Novák, 2007). Intoxikace histaminem se začíná projevovat v rozmezí 

od několika minut až do několika hodin po jeho konzumaci a její příznaky obvykle 

po dalších několika hodinách samovolně vymizí. Ve výjimečných případech 

mohou symptomy přetrvávat déle než 24 hodin (Hungerford, 2010). Je dobře 

známo, že otrava histaminem je většinou spojena s konzumací ryb a mořských 

plodů, proto se nazývá jako „otrava scombroid“ nebo „histaminová otrava z ryb“ 

kvůli souvislosti s konzumací ryb z čeledi Scombridae a Scomberesocidae 

(Rodriguez et al., 2014; Souza et al., 2015). Tyto druhy obecně obsahují ve svém 

těle vysokou koncentraci volného histidinu (až 5–20 g/kg), ten je vlivem působení 

bakteriálních dekarboxyláz transformován na histamin, který se zde kumuluje 

(Feng et al., 2016).  To vedlo ke zvýšení zájmu vědců o výzkum o studium těchto 

potravin (Sallam et al., 2021). Se zvyšujícím se počtem dalších studií rostl zájem 

o detekci obsahu histaminu v rybách a rybích produktech, aby byla zajištěna 

bezpečnost a kvalita těchto potravin (Chen et al., 2010; FDA, 2014). Histaminová 

intoxikace je charakterizována symptomy podobnými alergii včetně bolestí hlavy, 

nevolnosti, zvracení, průjmu, kopřivky, svědění a hypotenze. Závažnost 

symptomů se liší v závislosti na několika faktorech, ale ve většině případů  

je intoxikace mírná a pouze několik případů může vyžadovat lékařskou péči 

(Onal, 2007). Další příznaky otravy histaminem jsou nejčastěji spojeny 

s působením na krevní cévy a hladké svaly. Takovými typickými příznaky mohou 

být bolesti hlavy, zvýšená nosní sekrece, bronchospasmus, tachykardie, 

extrasystola, hypotenze, edém očních víček, kopřivka, svědění, zarudnutí obličeje 

a krku a astma (Jarisch, 2004; Maintz a Novák, 2007). Histamin přijatý v potravě 

rovněž hraje roli v patogenezi migrén u citlivých jedinců, kteří trpí nedostatky 

DAO (Maintz a Novák, 2007). Tento jev byl popsán u pacientů, kteří trpěli 

migrénami a konzumovali potraviny bohaté na histamin, které jim způsobovaly 

silné bolesti hlavy, které byly zmírněny dietou skládající se z potravin 

s minimálním obsahem histaminu (Wantke et al., 1993).  

Otrava histaminem v souvislosti s konzumací ryb je nejčastěji hlášena 

v Japonsku a Spojeném království. Největší ohnisko otrav, které kdy bylo 

zaznamenáno, zahrnovalo 2656 osob, a bylo zdokumentováno v Japonsku v roce 

1973 (Feng et al., 2016). V USA bylo v letech 1998 až 2008 zaznamenáno  

333 případů otrav, které vedly k 59 hospitalizacím. V letech 2009 až 2012 bylo 

hlášeno 40 ohnisek zahrnujících 136 osob, tyto zaznamenané případy vedly 

k jedné hospitalizaci (Feng et al., 2016). Histaminové otravy byly hlášeny také 

v Austrálii, Kanadě, Číně, Egyptě, Francii, Německu, Švédsku, Švýcarsku, Itálii 

a také v mnoha dalších zemích (Sallam et al., 2021; Feng et al., 2016). V letech 

2010–2016 bylo oficiálně hlášeno 221 ohnisek otravy histaminem ze zemí EU. 

Nejčastější příčinou otravy byla opět konzumace ryb a produktů rybolovu a také 

sýrů (EFSA, 2017). Aktuální data EFSA a Evropského střediska pro prevenci 

a kontrolu nemocí (ECDC) ukazují, že v roce 2017 došlo ve srovnání 

s předchozím rokem k 22% nárůstu ohnisek histaminových otrav. V roce 2017 

bylo zaznamenáno 117 ohnisek intoxikace histaminem, které zahrnovalo  
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572 osob, 9 % těchto osob vyžadovalo hospitalizaci. Nebylo však zaznamenáno 

žádné úmrtí (EFSA 2017, ECDC 2018). 

 

1. 2. 2. Toxické působení tyraminu, β-fenylethylaminu a tryptaminu 

Tyramin, β-fenylethylamin a tryptamin se v lidském těle běžně nachází 

ve stopovém množství, proto jsou občas nazývány „stopovými aminy“. V lidském 

organizmu hrají tyto BA důležitou roli jako neurotransmitery a neuromodulátory 

(Narang et al., 2011). Vazokonstrikční efekt tyraminu, β-fenylethylaminu 

a tryptaminu způsobuje hypertenzi, ale byly popsány i další příznaky, jako jsou 

bolesti hlavy, pocení, zvracení, rozšíření zornic apod. Intoxikace tyraminem byla 

poprvé spojena s konzumací sýra (odtud termín „cheese reaction“). Obecně jsou 

právě sýry potravinou, která může obsahovat vysoké koncentrace tyraminu. 

V případě intoxikace se klinické příznaky objevují v rozmezí od 30 minut 

do několika málo hodin po konzumaci potravin s vysokým obsahem těchto 

biogenních aminů a obvykle odezní během několika hodin. Jedinec se obvykle 

zcela zotaví v průběhu 24 hodin. Ve vědeckých studiích a databázích 

o potravinových a lékových interakcích, zejména s léky obsahujícími inhibitory 

monoaminoxidázy, byly zaznamenány případy hypertenzní krize a v malém 

množství případů také migrény způsobené konzumací potravin potenciálně 

bohatých na tyramin (Stockley's Drug Interactions, 2011). Bylo popsáno, 

že koncentrace tyraminu vyšší než 125 mg/kg nemá na zdravé jedince negativní 

účinky, avšak pro pacienty léčené inhibitory MAO je potenciálně toxická 

koncentrace už od 6 mg/kg (McCabe-Sellers, 1986). Abnormálně vysoké hladiny 

tyraminu v mozkové tkáni jsou spojovány s depresí, schizofrenií, Parkinsonovou 

chorobou a Reyeovým syndromem (Ladero et al., 2010). Kromě toxikologických 

účinků mohou tyto BA působit i na střevní mikrobiotu. Je například známo, 

že tyramin zvyšuje adherenci enteropatogenní E. coli O157H k epiteliálním 

buňkám (Lyte, 2004).  

 

1. 2. 3. Toxické působení putrescinu a kadaverinu 

Putrescin a kadaverin se významnou měrou podílejí na mnoha 

fyziologických funkcích, jako jsou regulace genové exprese, buněčný růst 

a buněčná diferenciace (Alvarez a Moreno-Arribas, 2014). Farmakologické 

účinky putrescinu a kadaverinu se zdají být méně významné než u histaminu  

a tyraminu. Mezi popsané nežádoucí účinky se řadí zejména hypotenze, 

tachykardie, křeče žvýkacích svalů a paréza končetin (Shalaby, 1996; Halász  

a Baráth, 2002). Jedním z nejdůležitějších aspektů v otázce intoxikace 

putrescinem a kadaverinem je schopnost zesílení toxicity jiných aminů, obzvláště 

histaminu (Chu a Bjeldanes, 1981; Hui a Taylor, 1985). Tyto diaminy mohou 

navíc reagovat s dusitany za vzniku karcinogenních nitrosaminů (Nebelin et al., 

1980). V posledních letech přibývá důkazů, že putrescin by mohl hrát roli  

v podpoře maligní transformace buněk. Buňky kolorektálního karcinomu mají 
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vyšší obsah polyaminů než přilehlá sliznice nebo ekvivalentní normální tkáň 

(Wallace a Caslake, 2001). Zvýšené koncentrace putrescinu byly také detekovány 

u karcinomů žaludku způsobených Helicobacter pylori a tento amin je také 

spojován s faktory virulence grampozitivních a gramnegativních patogenů (Shah 

a Swiatlo, 2008). Výjimkou nejsou potraviny, které jsou často kontaminovány 

více než jedním BA. Dalším důležitým problémem, který vyžaduje další výzkum, 

jsou jejich synergické účinky. Je známo, že putrescin a kadaverin hrají roli jako 

inhibitory diaminoxidázy, a proto působí jako zesilovače histaminové toxicity 

(Lehane a Olley, 2000). 

 

1. 2. 4. Biogenní aminy jako karcinogeny 

Biogenní aminy mohou být rovněž považovány za karcinogeny, protože jsou 

prekurzory karcinogenních a mutagenních N-nitrososloučenin a jsou schopny 

dobře reagovat s dusitany a tvořit tak potenciálně karcinogenní nitrosaminy (Fong 

et al., 2021).  

Nitrosaminy jsou karcinogenní pro různé druhy živočichů a představují 

potenciální riziko pro zdraví člověka a domácích zvířat, která jsou krmena krmivy 

obsahujícími dusitany (Ender et al., 1964). N-nitrosaminy jsou ve většině případů 

silně karcinogenní a lze je nalézt v prostředí a v široké škále potravin. Vznikají 

reakcí mezi nitrosačním činidlem a sekundárním aminem, vznik těchto sloučenin 

může být výsledkem chemické reakce nebo mikrobiální aktivity (Park et al., 

2015), jak je znázorněno na Obr. 4. V masných výrobcích se N-nitrosaminy 

vyskytují v důsledku použití dusitanů a dusičnanů přidaných do potravin. 

Dusitany (KNO2/E249 a NaNO2/E250) a nepřímo dusičnany (NaNO3/E251 

a KNO3/E252) jsou konzervační látky běžně používané ke zpomalení oxidace 

lipidů, k inhibici růstu nežádoucích a patogenních bakterií (např. Clostridium 

botulinum). Přídavek dusitanů a dusičnanů do masných výrobků je omezen 

na 150 mg/kg (Park et al., 2015) a 100 mg/kg u sterilovaných masných výrobků 

(EFSA, 2017b). Je třeba poznamenat, že tyto sloučeniny poskytují daným 

potravinám specifické organoleptické vlastnosti (chuť), stabilitu (červená barva) 

a mikrobiologickou bezpečnost. Dusitany mají baktericidní a bakteriostatické 

účinky proti patogenním bakteriím (Majou a Christieans, 2018). Na základě 

epidemiologických studií Světová zdravotnická organizace nedávno uvedla, 

že zvýšené riziko karcinogenity je spojeno s vysokou spotřebou zpracovaného 

masa, zejména v zemích s nízkými a středními příjmy, což je pravděpodobně 

připisováno karcinogenním chemikáliím, jmenovitě N-nitrososloučeninám 

a polycyklickým aromatickým uhlovodíkům při zpracování masa (WHO, 2015). 

N-nitrososloučeniny byly identifikovány jako důležité dietární karcinogeny 

vyvolávající nádory u lidí. Tyto sloučeniny jsou často zodpovědné 

za nasofaryngeální karcinom (NPC), což je nádor vycházející z epiteliálních 

buněk vystýlajících nosohltan. Incidence a úmrtnost NPC je v západních zemích 

relativně nízká, ale byl zaznamenán jako častá malignita mezi kantonskými 

obyvateli v centrální oblasti provincie Guangdong, včetně jižní Číny 
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a Hongkongu, následovaných Tchaj-wanem, Malajsií, Vietnamem, Guamem atd. 

Proto je NPC známý jako „kantonský nádor“ (Yu a Yuan 2002; Fong et al., 2021). 

 

 

 
 

Obr. 4: Nitrosační proces u putrescinu, kadaverinu a tyraminu (podle Vasconcelos 

et al., 2021) 

 

 

1. 3. Výskyt biogenních aminů v potravinách 

 U čerstvých a fermentovaných produktů a u produktů živočišného 

a rostlinného původu jsou typy nalezených BA a také jejich koncentrace různé. 

Tyto odchylky lze odůvodnit typem zpracování, dostupností a typem 

aminokyselin přítomných v potravině, podmínkami, dobou a teplotou skladování, 

typem balení a přítomností dekarboxyláza pozitivních mikroorganizmů. 

V důsledku dekarboxylace aminokyselin mikroorganizmy během fermentace  

je koncentrace BA ve fermentovaných potravinách (sýry, pivo, sójová omáčka 

atd.) obecně vyšší než v potravinách nefermentovaných (zelenina, ovoce, maso 

atd.) (Wojcik et al. 2020). Tab. 3 uvádí údaje o BA v různých potravinách 

(Vasconcelos et al., 2021).  

Obsah BA v různých potravinách a krmivech byl studován mnoha vědci 

a bylo již zmíněno, že jejich nejčastější výskyt byl pozorován u sýrů, ryb (např. 

sardinky, ančovičky a sledi), masných výrobků, dále byla přítomnost těchto látek 

zaznamenána u vajec, ovoce, zeleniny (Ramos et al., 2009; Figueiredo et al., 

2013; Vasconcelos et al., 2021) a hub (Kalač a Křížek, 1997; Dadáková et al., 

2009b). Fermentované potraviny jsou náchylnější k vyššímu obsahu BA. 

Fermentace je přirozená metoda používaná k výrobě potravin s jedinečnými 

organoleptickými vlastnostmi, jako jsou barva, chuť a konzistence, které 

spotřebitelé preferují. Navzdory výhodám tohoto způsobu zpracování potravin 

může vést fermentace k tvorbě toxických látek, mezi které patří BA. Fermentace 
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je založena na aktivitě mikroorganizmů, kdy jsou BA produkovány několika 

kvasinkovými a bakteriálními kmeny, z nichž nejvýznamnější jsou BMK 

(bakterie mléčného kvašení). Velká část této skupiny bakterií je dekarboxyláza 

pozitivní, což znamená, že mají schopnost transformovat aminokyseliny na BA 

(Świder et al., 2020). U potravin nebo jejich částí, které prošly fermentačním 

procesem, nebo byly vystaveny mikrobiální kontaminaci během technologického 

procesu výroby nebo skladování, je pravděpodobné, že obsahují biogenní aminy. 

BA mohou být obsaženy také v alkoholických nápojích, jako jsou pivo a víno, 

ale i v dalších fermentovaných potravinách, jako je např. kysané zelí a výrobky 

ze sójových bobů. U čerstvých a fermentovaných produktů a u produktů 

živočišného a rostlinného původu jsou nalezené BA a také jejich koncentrace 

různé. Tyto odchylky lze odůvodnit typem zpracování, dostupností a typem 

aminokyselin přítomných v potravině, podmínkami a dobou a teplotou 

skladování, typem balení a přítomností pozitivních dekarboxylázových 

mikroorganizmů. Tab. 3 uvádí údaje o BA v různých potravinách. Vysoké 

koncentrace BA byly prokázány také u různých druhů ovoce a zeleniny. BA byly 

proto dříve považovány za endogenní látky rostlinného původu. BA jsou 

vytvářeny v potravinách v důsledku mikrobiální činnosti v průběhu jejich stárnutí 

a skladování (Shalaby, 1996).  

 

Tab. 3: Koncentrace BA v různých potravinách (mg/kg, mg/l) (podle Vasconcelos 

et al., 2021). 

 
Matrice PUT KAD TYM HIM 

Fermentované kravské mléko 2,4-3,7 1,2-7,5 13,3-23,3 - 

Fermentované kozí mléko 3,0-5,3 - 16,2-26,1 - 

Sýr 1,3-45,5 1,7-131 1,1-717 0,2-186 

Čokoláda 1,32 1,32 0,58 - 

Pivo 1,5-8,2 0,17-1,45 0,43-6,01 0,08-0,8 

Červené víno 24,8-34,2 1,14 1,78-4,29 - 

Bílé víno 1,85 1,49 0,38 0,76 

Džus 0,43-3,4 0,12-0,64 0,15-1,5 0,11-0,62 

Červené maso 1,9 0,9-2,3 0,2-33,8 1,2-20 

Klobásy 1-24,6 23,8-681,2 53,5-273,9 0,87-343,9 

Sardinky - 1,67-2,21 27,9-105,9 1,12-1,99 

Sójová omáčka 20-23,3 33,9-149 - 56,3-440 

PUT – putrescin, KAD, kadaverin, TYM – tyramin, HIM – histamin 

 

Existuje několik faktorů, které mohou omezit akumulaci biogenních aminů 

v těchto potravinách, např. dostupnost substrátu, hodnota pH, koncentrace soli 

a teplota mají omezující účinky na hromadění biogenních aminů, respektive 

na přítomnost mikroorganizmů a jejich schopnost přežívání a následného 

rozmnožování v daném substrátu. K omezení tvorby BA v potravinách mohou být 

v průběhu jejich technologického zpracování použity různé přídatné látky,  
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jako například sorban draselný. Biogenní aminy se v některých potravinách 

nacházejí současně s bakteriemi odpovědnými za jejich tvorbu. Některé z nich 

jsou uvedeny v Tab. 4. Koncentrace biogenních aminů se značně mění nejen  

u různých druhů potravin, ale v rámci různého zpracování a skladování stejných 

druhů potravin (Shalaby,1996). BA jsou přítomny ve fermentovaných produktech 

(např. sýr 5-4500 mg/kg, víno 5-130 mg/l, pivo 2,8-13 mg/l, kysané zelí 

110-300 mg/kg) a v nesprávně uchovávaných potravinách (ryby  

2400-5000 mg/kg, hovězí játra cca 340 mg/kg, hotová masa 10-700 mg/kg). Také 

mnohé zkažené potraviny jsou obvykle bohaté na BA, nejčastěji obsahují vysoké 

hladiny putrescinu a kadaverinu (Karovičová a Kohajdová, 2005). 

 

Tab. 4: Bakterie a biogenní aminy nalezené a izolované z různých potravin (podle 

Shalaby, 1996) 

 

Potravina Bakteriální agens Nalezené aminy 

Ryby 

Morganella morganii, Klebsiella 

pneumoniae, Hafnia alvei, Proteus 

mirabilis, Proteus vulgaris, Clostridium 

perfringens, Klebsiella aerogenes (dříve 

Enterobacter aerogenes), Bacillus spp., 

Staphylococcus xylosus 

histamin, tyramin, 

kadaverin, putrescin, 

agmatin, spermin, 

spermidin 

Sýry 

Lentilactobacillus buchneri, Lactobacillus 

sp., Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus (dříve Lb. bulgaricus), 

Lactiplantibacillus plantarum (dříve Lb. 

plantarum), Lacticaseibacillus casei (dříve 

Lb. casei), Lactobacilus. acidophilus, 

Enterococcus faecium, Streptococcus mitis, 

Paenibacillus macerans (dříve Bacillus 

macerans), Propionibacterium spp. 

histamin, kadaverin, 

putrescin, tyramin, 

β-fenylethylamin, 

tryptamin 

Maso a masné 

produkty 

Pediococcus, Enterobacteriaceae, 

Lactobacillus. Pseudomonas, 

Streptococcus, Micrococcus 

histamin, kadaverin, 

putrescin, tyramin, 

β-fenylethylamin, 

tryptamin 

Fermentovaná 

zelenina 

Lactiplantibacillus plantarum, Pediococcus 

spp., Leuconostoc mesenteroides 

histamin, kadaverin, 

putrescin, tyramin, 

tryptamin 

Fermentované 

sójové produkty 

Rhizopus oligosporus, Trichosporon beiglli, 

Lactiplantibacillus plantarum 

histamin, kadaverin, 

putrescin, tyramin, 

tryptamin 
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1. 3. 1. Ryby a rybí produkty 

Je nesporné, že ryby a rybí produkty jsou často sledovány, pokud jde o obsah 

biogenních aminů. Rybí svalovina je bohatá na volný histidin. Ten může být 

přeměněn na histamin činností bakteriálních dekarboxyláz. Obecně se tvrdí, 

že produkce histaminu je sama o sobě bakteriálního původu, a proto tento fakt 

představuje jedno ze zásadních kritérií kažení nebo zhoršení kvality produktů 

rybolovu. U ryb se velkou měrou podílí na případech otravy histaminem zástupci 

čeledí Scombridae a Scomberesocideae (Biji et al., 2016). Ryby jako makrela 

(Scomber scombrus), tuňák (Thunnini), mahi-mahi (Coryphaena hippurus), 

sardinka (Sardina pilchardus) a lufara dravá (Pomatomus saltatrix) obsahují 

vysoké koncentrace histaminu díky vysokým hladinám volného histidinu (Bilgin 

a Gençcelep, 2015). Histamin obsažený v produktech rybolovu je produkován 

primárně gramnegativními bakteriemi Morganella morganii. Bylo zjištěno, 

že za vysoké koncentrace histaminu v chlazených produktech rybolovu je často 

zodpovědná Photobacterium phosphoreum (Comas-Basté et al., 2019). 

Přítomnost této bakterie je obtížné eliminovat kvůli její odolnosti vůči zahřívání 

a také nízkým teplotám (Takahashi et al., 2015). Byly zaznamenány zvýšené 

koncentrace některých BA v produktech rybolovu, jako jsou konzervovaná 

makrela, konzervovaný tuňák, konzervované sardinky a marinované ančovičky, 

naměřené hodnoty BA se pohybovaly v rozmezí od 26,5 do 406,5 mg/kg 

pro histamin a kadaverin (Bilgin a Gençcelep, 2015). Ryby, které obsahují velká 

množství histaminu, mohou mít normální vzhled i zápach (Arnold a Brown, 

1978). Bylo provedeno několik studií, které zkoumaly účinek skladovací teploty 

na tvorbu biogenních aminů v rybách. Yoshida a Nakamura (1982) zjistili, 

že u čerstvých ryb nebyla zaznamenána přítomnost biogenních aminů, ale když 

byla čerstvá makrela uložena při pokojové teplotě, úroveň histaminu se zvýšila 

až na 28,4 mg/kg po 24 hodinách a 1540 mg/kg po 48 hodinách. Histamin byl 

tvořen snadněji, když byl tuňák uchováván při mírně zvýšené teplotě, ačkoli 

čerstvá ryba byla histaminu zcela prostá (Frank et al., 1981). Tvorba histaminu 

byla optimální při teplotě 37,8 °C a byla zcela závislá na mikrobiální aktivitě. 

Na základě těchto skutečností bylo dokázáno, že skladování ryb při nízké teplotě 

snižuje rychlost tvorby biogenních aminů.  

 

1. 3. 2. Maso a masné výrobky 

Maso a masné výrobky obsahují velké množství bílkovin a s tím spojené 

riziko akumulace BA. Bylo zjištěno, že maso a masné výrobky obsahují nejčastěji 

tyramin, kadaverin, putrescin, spermin a spermidin (Koehler a Eitenmiller, 1978; 

Nakamura et al., 1979; Edwards et al., 1983; Stratton et al., 1991), méně často 

se pak v menších koncentracích mohou u některých masných výrobku objevit 

β-fenyletylamin a tryptamin (Glória, 2005).  

Čerstvé vepřové maso používané pro výrobu masných výrobků může 

obsahovat větší množství sperminu, spermidinu a stopy jiných aminů. Zvyšující 
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se obsah BA ve vepřovém mase je závislý na teplotě uchování masa. Během 

skladování se obsah ostatních BA zvyšuje, zatímco koncentrace sperminu 

a spermidinu klesá. Vepřové maso skladované při teplotě 30 °C vykazovalo vyšší 

hodnoty biogenních aminů než vepřové skladované při teplotě 4 °C (Chen et al., 

1994). Významné zvýšení koncentrace biogenních aminů bylo spojeno s kažením 

masa (Nemeth-Szerdahelyi et al., 1993). Ve vepřovém mase, které bylo vystaveno 

nevhodným teplotním podmínkám, byla detekována přítomnost vysokého 

množství enterokoků a zástupců čeledi Enterobacteriaceae. Přítomnost BA byla 

zaznamenána také v čerstvém vakuově baleném hovězím mase v průběhu 

skladování při teplotě 1 °C po dobu 120 dnů. Vyšší hladiny byly detekovány 

počínaje 20. dnem skladování. Bylo také zjištěno, že vakuově balené hovězí maso, 

kde byla zjištěna přítomnost BA, ale které bylo uloženo v chladu, bylo senzoricky 

přijatelné. Tento fakt může představovat zvýšené riziko otrav pro jedince citlivé 

na biogenní aminy (Smith et al., 1993). Naopak drůbeží maso je rychle se kazící 

produkt, který je citlivý na fyzikální, chemické a mikrobiologické změny. 

V důsledku této citlivosti je možné skladovat drůbeží maso při chladírenské 

teplotě výrazně kratší dobu než červená masa (Balamatsia et al., 2007). Hlavními 

ukazateli kvality a čerstvosti drůbežího masa jsou jeho organoleptické 

a mikrobiální vlastnosti. Vzhledem k nedostatku obecné shody, pokud jde o časné 

příznaky kažení drůbežího masa a nemožnosti zobecnit subjektivní smyslové 

vnímání, byla navržena řada chemických ukazatelů, díky kterým by bylo možné 

posoudit kvalitu drůbežího masa (Balamatsia et al., 2006; Savvaidis, Ruiz-

Capillas, 2009). BA v kuřecím mase jsou nejčastěji produkovány zástupci čeledi 

Enterobacteriaceae (Balamatsia et al., 2006; Buňková et al., 2010). Koncentrace 

BA může potenciálně sloužit jako chemický indikátor kvality čerstvosti drůbežího 

masa, protože úrovně BA >50 mg/kg je dosaženo dříve, než se zvýší úroveň 

mikrobiální kontaminace svědčící o zkažení masa (bez ohledu na obal a podmínky 

skladování) (Fusek et al., 2022). 

U některých masných výrobků je fermentace jedním z důležitých faktorů 

při produkci histaminu. Během prvních tří dnů zrání některých fermentovaných 

masných výrobků se zvyšuje koncentrace histaminu alespoň desetinásobně 

(Dierick et al., 1974). Zatímco se během skladování zvyšují hladiny histaminu, 

kadaverinu, putrescinu a tyraminu, obsah sperminu mírně klesá a koncentrace 

spermidinu zůstává stabilní (Ruiz-Capillas a Jiménez-Colmenero, 2004). Dlouhé 

doby zrání, prodloužená proteolýza, snížení pH a další podmínky zpracování 

fermentovaných masných výrobků podporují akumulaci BA v nich (Suzzi 

a Gardini, 2003). Vysoké množství bílkovin, volných AMK, proteolytická 

aktivita během výroby a zpracování masných výrobků tak zpřístupňuje 

prekurzory pro dekarboxylázovou aktivitu mikroorganizmů vyskytujících  

se v potravinové matrici (Bover-Cid et al., 2001a). Obecně platí, že množství 

biogenních aminů ve fermentovaných masných výrobcích je dost variabilní. 

Jedním z nejdůležitějších faktorů, které ovlivňují vznik a kumulaci BA v dané 

potravině, je kvalita a stav vstupních surovin (Pachlová et al., 2018). Výrazná 
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proměnlivost v koncentraci BA může být způsobena různou dobou zrání (Cantoni 

et al., 1974), různou úrovní dekarboxylázové aktivity mikrobioty zodpovědné 

za fermentaci, biosyntézou a metabolizmem těchto aminů (Shalaby 

a Abd El-Rahman, 1995) či variabilitou ve výrobním procesu, zastoupenou 

především velkými rozdíly v typu a kvalitě použité suroviny (Shalaby, 1995). 

Jedním z důležitých faktorů, který hraje významnou roli při předcházení 

akumulace BA ve fermentovaných masných výrobcích, je výběr vhodných 

startérových kultur. Pro tento proces bývají často využívány bakterie mléčného 

kvašení a některé nepatogenní druhy stafylokoků (Lorenzo et al., 2017). Díky své 

proteolytické a lipolytické aktivitě pozitivně ovlivňuje použití různých 

startérových kultur chuť, vůni a strukturu výsledné potraviny. Některé BMK jsou 

však schopny BA produkovat, je proto tedy nutné vybírat kmeny bez 

dekarboxylázové aktivity (Corsetti et al., 2014). 

 

1. 3. 3. Sýry a mléčné produkty 

Z mléčných výrobků představují sýry největší riziko intoxikace BA. Mnoho 

druhů sýrů obvykle obsahuje významná množství biogenních aminů (Joosten 

a Stadhouders, 1987; Stratton et al., 1991), podle Pachlové et al., 2018 se v sýrech 

ve zvýšených koncentracích vyskytují především histamin a tyramin. Nejvyšší 

koncentrace BA byly naměřeny v sýru s modrou plísní v koncentraci 

1585,4 mg/kg tyraminu a 2101,4 mg/kg kadaverinu. V čerstvém sýru pak byly 

naměřené koncentrace mnohem nižší, 0,6 mg/kg pro tyramin a 0,5 mg/kg 

pro kadaverin (Benkerroum, 2016). Množství BA je obecně vyšší u sýrů 

vyráběných z čerstvého nepasterizovaného mléka a sýrů zrajících (Linaers et al., 

2011).  

Přítomnost biogenních aminů byla prokázána i u tavených sýrů, které byly 

v průběhu výroby vystaveny vyšší teplotě (El-Sayed, 1996). Rozsáhlá studie, 

která monitorovala vznik BA v sýrech, uvádí, že 124 ze 129 testovaných kmenů 

enterokoků izolovaných z mléčných výrobků bylo schopno tvořit tyramin 

a tryptamin. Tvorba histaminu byla zaznamenána některými laktobacily 

a laktokoky. 104 izolátů z italského sýru s modrou plísní patřících do čeledi 

Enterobacteriaceae bylo schopno dekarboxylovat alespoň dvě aminokyseliny, 

přičemž 104 bylo schopno tvořit kadaverin, 100 putrescin, 71 tyramin 

a 60 histamin (Nuñez a Medina, 2011). 

Během výroby a zrání sýra dochází k široké škále biochemických změn, 

které ovlivňují mléčné bílkoviny, lipidy a sacharidy. Primární proteolýza vede 

k tvorbě peptidů a sekundární proteolýza k akumulaci volných AMK.  

Touto cestou pak mohou být vytvořeny biogenní aminy tyramin, fenylethylamin, 

histamin, tryptamin, kadaverin a putrescin, v tomto pořadí, prostřednictvím 

mikrobiální dekarboxylace tyrosinu, fenylalaninu, histidinu, tryptofanu, lysinu 

a ornithinu nebo argininu prostřednictvím agmatinu (Nuñez a Medina, 2011). 

Za vnik BA v sýrech je obecně odpovědná kontaminující mikrobiota. Tradičně 

byly za hlavní původce tvorby histaminu v sýrech považovány 

https://www-sciencedirect-com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/B9780123744074000546#!
https://www-sciencedirect-com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/B9780123744074000546#!
https://www-sciencedirect-com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/B9780123744074000546#!
https://www-sciencedirect-com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/B9780123744074000546#!
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heterofermentativní mléčné tyčinky a enterokoky za hlavní původce tvorby 

tyraminu. Na tvorbě biogenních aminů se mohou ale podílet i jiné bakterie 

mléčného kvašení a některé gramnegativní bakterie. Nejdůležitějšími biogenními 

aminy, které se vyskytují v sýrech, jsou histamin, tyramin, tryptamin, putrescin, 

kadaverin, a β-fenylethylamin (Tawfik et al., 1992). V průběhu zrání sýra 

je kasein pomalu degradován proteolytickými enzymy, což vede ke zvýšení 

obsahu volných aminokyselin (Foster et al., 1958; Joosten a Olieman, 1986). 

Tyto AMK mohou být následně využity k dalším reakcím katalyzovaným 

specifickými bakteriálními dekarboxylázami a vést k tvorbě CO2 a aminů. 

Proto se obsah biogenních aminů (zejména histaminu, putrescinu a kadaverinu) 

postupně zvyšuje a mění spolu s prodlužující se dobou zrání sýrů (Degheidi et al., 

1992).  

V jogurtech byly koncentrace BA hlášeny v rozmezí 0,27 a 0,43 mg/kg 

pro kadaverin a spermin, v daném pořadí (Adımcılar et al., 2018). Malá množství 

BA byla detekována v sušeném mléce (Voigt et al., 1974) 

 

1. 3. 4. Ostatní fermentované potraviny 

Fermentované produkty ze sójových bobů, jako jsou miso, sójová omáčka 

a tempeh, jsou v Orientu populární více než 1000 let a nadále získávají stále větší 

popularitu i v západních zemích. Vzhledem k tomu, že do fermentačních procesů 

těchto výrobků je zapojeno několik druhů kvasinek, bakterií mléčného kvašení, 

dalších bakterií a plísní a stejně tak syrová surovina (sójové boby, luštěniny, 

obiloviny), obsahují tyto potraviny značné množství bílkovin. Můžeme zde tedy 

také předpokládat zvýšenou tvorbu biogenních aminů (Chin a Koehler, 1983). 

Vysoké hladiny biogenních aminů (až1 g/kg) byly zaznamenány v sójové omáčce 

z černých sójových bobů (Yen, 1986), středně vysoká koncentrace tyraminu 

(450 mg/kg) byla zjištěna ve fermentovaných solených černých fazolích (Mower 

a Bhagaván, 1989). Proměnlivost koncentrace biogenních aminů v komerčních 

fermentovaných sójových výrobcích lze přičíst variabilitě v poměru sóji, fazolí 

a jiných surovin používaných pro výrobu dané potraviny, jejímu 

mikrobiologickému složení a podmínkám a době fermentace (Chin a Koehler, 

1983). Nout et al. (1993) ukázali, že přítomnost Rhizopus oligosporus v tempehu 

zvyšovala koncentraci hlavně tyraminu a částečně i putrescinu, kdežto přítomnost 

Klebsiella pneumoniae a Trichosporon beiglli vedla ke zvýšení celkové 

koncentrace biogenních aminů v tempehu, naopak Lactiplantibacillus plantarum 

hladinu tyraminu v tomto produktu snižoval.  

Fermentovaná zelenina představuje další skupinu potravin, ve kterých byla 

zjištěna přítomnost biogenních aminů. Nejčastějšími biogenními aminy, 

které se vyskytují např. v kysaném zelí, jsou histamin, tyramin, putrescin 

a kadaverin, zatímco např. β-fenylethylamin se zde nachází pouze v menších 

množstvích. Ačkoli kysané zelí běžně obsahuje hladiny histaminu pod toxickou 

hranicí (1 g/kg) (Stratton et al., 1991), podílí se ve značné míře na otravách 
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histaminem v Evropě (Mower a Bhagaván, 1989), což naznačuje, že kysané zelí 

může obsahovat vyšší množství histaminu, než je tělu snesitelné. Studie 

fermentace zelí ukázala, že značné množství putrescinu (150 mg/kg) bylo 

vytvořeno v průběhu počáteční fáze fermentace, kdy paralelně docházelo 

k poklesu koncentrace argininu, zatímco histamin a tyramin byly detekovány 

až v závěrečné fázi fermentace (Koutsoumanis et al., 2010).  

 

1. 3. 5. Alkoholické nápoje 

Stejně jako jiné fermentované nápoje, i alkoholické nápoje mohou obsahovat 

BA jako výsledek dekarboxylace určitých AMK mikroorganizmy,  

které se při výrobě alkoholických nápojů používají. Obsah BA byl studován 

v alkoholických nápojích jako jsou boza (tradiční fermentovaný turecký nápoj  

na bázi obilovin), pivo a cider. Nicméně nejvíce studovaným nápojem v této 

oblasti je však víno.  

Ve víně se může vyskytovat histamin, tyramin, putrescin, kadaverin 

a fenylethylamin, ale histamin, tyramin a putrescin bývají ve víně zaznamenávány 

nejčastěji (Anli et al., 2009; Smit et al., 2013). Přítomnost biogenních aminů 

ve vínech je intenzivně studována od roku 1980. V důsledku kladení velkého 

důrazu na bezpečnost potravin a ochranu spotřebitele se však v posledních 

10 letech zájem o BA ve víně ještě zvýšil. Biogenní aminy mohou být již přítomny 

v moštu nebo jsou tvořeny kvasinkami při alkoholovém kvašení. Druhá 

alternativa pro původ biogenních aminů ve víně je působení bakterií podílejících 

se na jablečno-mléčné fermentaci (Anli et al., 2004; Hernandez-Orte et al.,2002). 

Některé BA jsou normálně přítomny v hroznech v závislosti na typu a složení 

půdy, hnojení půdy, klimatických podmínkách během růstu, stupni zralosti, 

způsobu zpracování vína, růstu BMK a reziduální mikrobiální populace. 

V několika studiích byly BA navrženy jako indikátory nedostatečné hygieny 

během procesu výroby vína nebo jako indikátory související (v případě putrescinu 

a kadaverinu) se špatným hygienickým stavem hroznů (Prete et al., 2009). 

Pro vznik BA jsou důležité také podmínky fermentace vína (teplota, pH, přístup 

kyslíku, obsah NaCl, úprava moštu, délka kvašení, přítomnost dužniny a slupky, 

obsah alkoholu, koncentrace oxidu siřičitého a přidaných živin, množství a typu 

použitých čeřidel a čeřících činidel) (Anli et al., 2009).  

BA se vyskytují také ve zmíněném pivu. Stejně jako u vína je koncentrace 

BA v pivu ovlivněna především kvalitou vstupních surovin a možnou mikrobiální 

kontaminací během technologie výroby vaření piva. Slad je a zdroj agmatinu, 

putrescinu, spermidinu a sperminu, zatímco tyramin histamin a kadaverin vzniká 

během fermentace činností kontaminujících BMK (Kalač et al., 2002). Histamin 

byl nalezen ve vysokých koncentracích dosahujících 5, 15 a 20 mg/l ve švédském, 

dánském a francouzském pivu (Zee a Simard, 1981). Koncentrace putrescinu 

a kadaverinu bývají v pivech obecně nízké (Stratton et al., 1991). Buňka et al. 

(2012) ve své studii testovali přítomnost biogenních aminů tyraminu, putrescinu, 

kadaverinu, sperminu a spermidinu v českých pivech. V téměř 25 % testovaných 
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vzorků alkoholického piva (na konci období trvanlivosti) přesáhla celková 

koncentrace všech testovaných biogenních aminů a polyaminů hodnotu 100 mg/l. 

 

1. 3. 6. Čerstvé ovoce, zelenina a další 

Obsah biogenních aminů byl zjištěn nejen v potravinách živočišného 

původu, ale také v čerstvém ovoci a zelenině. BA byly zjištěny v nekvašené 

zelenině, jako je chřest, fazole, brokolice, zelí, květák, mrkev, celer, mangold, 

cuketa, okurka, lilek, hlávkový salát, cibule, paprika, brambory, dýně, špenát 

a rajčata stejně jako v několika ovocných šťávách, oříšcích nebo houbách 

(Sánchez-Pérez et al., 2018). U zeleniny, jako je např. čínské zelí, štěrbák, ledový 

salát a čekanka, bylo zjištěno, že obsahují biogenní aminy v koncentracích 

od 14 do 20 mg/kg, nejčastěji detekovaným BA zde byl spermidin 

(Simon-Sarkadi a Holzapfel, 1994). Bylo zjištěno, že obsah biogenních aminů 

u hub (Volvariella volvacea) se zvyšuje s dobou skladování při 4 °C a 25 °C, 

naopak snížení koncentrace BA přibližně o 80 % bylo dosaženo po 5 minutách 

varu (Yen, 1986). Jako alternativa mléka se v posledních letech dostávají 

do popředí různé zeleninové a cereální nápoje. V nedávných studiích o cereálních 

nápojích obsahujících obiloviny, jako jsou špalda, oves, proso, quinoa a rýže byly 

u těchto nápojů zjištěny zvýšené koncentrace kadaverinu v hodnotách 

0,15 – 3,1 mg/l a histaminu v hodnotách 2,55 – 7,47 mg/l (Gobbi et al., 2019). 

Maxa a Brandes (1993) zjistili, že ve většině vzorků ovocných šťáv, včetně 

malinové, citronové, grapefruitové, mandarinkové, jahodové, rybízové 

a hroznové, převládá z biogenních aminů putrescin, jehož koncentrace 

v pomerančové šťávě dosahovala až 61 mg/l (Preti et al., 2016). Koncentrace 

histaminu byla v těchto šťávách nízká, s výjimkou vzorku citronové šťávy 

(0,36 mg/l). Malinová šťáva vykazovala naopak zvýšenou koncentraci tyraminu 

(67 mg/l).  

 

 

1. 4. Konzervace potravin 

 Konzervace potravin je proces zahrnující uchování a manipulaci 

s potravinami, který má zastavit nebo výrazně zpomalit kažení (ztráta kvality, 

organoleptických vlastností nebo nutriční hodnoty) způsobené nebo urychlené 

činností mikroorganizmů. Zachování požadovaných nutričních hodnot, textury 

a chuti je důležité jak z hlediska zdravotního, tak z hlediska ekonomického. 

Konzervace potravin má obvykle zabránit růstu bakterií, hub a dalších 

mikroorganizmů, stejně jako zpomalit oxidaci tuků, které způsobují žluknutí. 

To zahrnuje také procesy používané k potlačení přirozeného stárnutí 

nebo barevných změn potraviny, které může nastat během přípravy pokrmů, 

jako například enzymatické reakce způsobující zhnědnutí jablka po rozkrojení 

(Jean, 1994). 
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 Různé druhy potravin vyžadují různé konzervační zákroky. Mezi běžné 

způsoby konzervace patří např. sušení, lyofilizace, mražení, vakuové balení 

nebo třeba ozařování potravin, přidání chemických konzervačních látek 

či ošetření inertními plyny (např. oxid uhličitý). Některé potraviny musí být 

uzavřeny v nádobách, aby se zabránilo jejich rekontaminaci mikroorganizmy, jiné 

potraviny se mohou konzervovat sušením, které umožňuje uložení potravin mimo 

obalový materiál po delší dobu. Existují také metody, které nejen pomáhají 

uchování potraviny, ale také jí dodávají specifickou chuť. Jedná se např. o moření, 

solení, uzení či konzervování v sirupu nebo alkoholu (Abdulumeen et al., 2012). 

 

Sušení 

Jedná se o jednu z nejstarších konzervačních technik. Sušení snižuje vodní 

aktivitu prostředí a tím zpomaluje či inhibuje růst mikroorganizmů. Sušení také 

snižuje hmotnost potraviny (Abdulumeen et al., 2012). 

Mražení a chlazení 

 Mražení je jedním z nejrozšířenějších způsobů konzervace potravin. 

Komerčně dostupné spotřebiče (ledničky, mrazničky) se nachází téměř v každé 

domácnosti, což umožňuje uchovávání potravin v domácím prostředí. Nejen díky 

tomu se v dnešní době vyrábí potraviny ze surovin, které se ve své přirozené 

podobě mrazit nemohou (bramborové placky x syrové brambory) (Heldman, 

1980). 

 

Vakuové balení  

Vakuové balení uchovává potraviny obvykle ve vzduchotěsném vaku nebo 

lahvi. Prostředí vakua inaktivuje, případně i ničí, bakterie, které jsou fyziologicky 

závislé na kyslíku. Tím se zpomalí proces kažení potraviny. Vakuová balení 

se často používá pro uchování různých druhů ořechů s cílem snížit možnost 

oxidace tuků a následné ztráty chuti (Abdulumeen et al., 2012). 

 

Solení 

 Solení odjímá vlhkost z masa prostřednictvím procesu osmózy. Maso 

se následně vytvrdí solí, cukrem nebo kombinací obou (Abdulumeen et al., 2012).  

Ke konzervaci masa jsou také často používány dusičnany a dusitany, 

které přispívají k jeho charakteristické růžové barvě, stejně jako k inhibici růstu 

Clostridium botulinum (Abdulumeen et al., 2012). 

 

Proslazování 

Cukr se používá nejčastěji pro konzervaci ovoce, a to buď v sirupech 

s ovocem jako jsou jablka, hrušky, broskve, meruňky, švestky nebo v krystalické 

formě, kdy je konzervovaný materiál vařen v cukru, po důkladném provaření 

potraviny je cukr nechán zpět vykrystalizovat. Takto zpracovaná potravina vydrží 

v suchu po dlouho dobu. Tato metoda je častou využívána pro zachování kůry 

citrusového ovoce (kandovaná kůra) nebo zázvoru. Použití cukru je často 
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kombinováno s použitím alkoholu pro konzervaci luxusních výrobků jako třeba 

ovoce v brandy či jiných destilátech (Saulo, 2005). 

 

Moření 

 Moření je způsob konzervování potravin pomocí poživatelné antimikrobiální 

kapaliny. Signifikantní vlastností takové kapaliny, ve které je potravina 

namáčena, je schopnost inhibovat či usmrcovat bakterie a jiné mikroorganizmy. 

Typickými mořidly jsou např. silně koncentrovaný solný roztok, ocet, alkohol, 

rostlinný olej atd (Abdulumeen et al., 2012).  

 

Uzavírání do plechovek a lahví 

 Pro uchování potravin v plechovkách či lahvích je nutno vstupní potravinu 

nejprve tepelně upravit pro usmrcení nežádoucích mikroorganizmů v potravině  

a asepticky plnit do připravených sterilních nádob. Takto uchovávané potraviny 

si dokáží po velmi dlouhou dobu udržet své nutriční a organoleptické hodnoty. 

Po prvním otevření nádoby a jejím opětovném zavření může nastat poměrně 

rychlé kažení (Abdulumeen et al., 2012). 

 

Konzervace tukem 

 Jedná se o tradiční britský způsob konzervování masa (zejména krevet),  

kdy se povařená potravina v nádobě zalije vrstvou tuku, čímž je vytvořeno 

anaerobní prostředí, které neumožňuje přežití mnohých mikroorganizmů 

(Abdulumeen et al., 2012). 

 

Ozařování 

Expozice potravin ionizujícím zářením má řadu pozitivních účinků  

na kvalitu potravin, včetně likvidace bakterií, plísní, hmyzu, zpomalení zrání  

a kažení ovoce, při vyšších dávkách dokáže potravinu zcela sterilizovat. Tato 

technologie bývá často srovnávána s pasterizací, proto se pro tuto metodu někdy 

užívá pojem "studená pasterizace", protože výrobek není vystaven zvýšeným 

teplotám. Ozařování není účinné proti prionům, nemůže eliminovat toxiny 

již vytvořené mikroorganizmy a je vhodné pouze pro potraviny o vysoké 

počáteční kvalitě (WHO, 1991).  
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1. 5. Možnosti snížení obsahu biogenních aminů v potravinách 

Obsah biogenních aminů v potravinách kolísá a mění se taktéž složení 

mikrobioty. Na vzniku biogenních aminů v potravinách se podílí mnoho faktorů, 

a to jak při výrobním procesu, tak při jejich skladování. Jednu z nejdůležitějších 

rolí hraje samotná kvalita a stav vstupní suroviny, u fermentovaných výrobků  

pak vhodný výběr přidaných startérových kultur. Dalšími neméně důležitými 

faktory, které ovlivňují tvorbu či redukci BA, je např. pH, koncentrace NaCl, 

teplota či zmíněná metabolická a biochemická aktivita přítomné mikrobioty, 

ta však víceméně podléhá proměnlivosti faktorů vyjmenovaných výše 

(Gücükoğlu a Küplülü, 2010). 

 

1. 5. 1. Změna pH 

 Hodnoty pH prostředí jsou důležitými faktory, které ovlivňují aktivitu 

bakteriálních dekarboxyláz (Linares et al., 2011). Aktivita dekarboxyláz bývá 

vyšší spolu s vyšší aciditou prostředí. pH optimum je v takových případech mezi 

4 až 5,5 (Halász et al., 2002). Pohyb v takovém prostředí bakterie stimuluje 

k vyšší tvorbě dekarboxyláz, které produkují jako součást svých obranných 

mechanismů proti kyselému prostředí (Maijala et al., 1993). Na druhou stranu 

výrazné snížení či zvýšení pH inhibuje růst mikroorganizmů, a tedy zamezuje 

tvorbě BA působením jejich dekarboxylačních enzymů (Bover-Cid et al., 2008; 

Fernández et al., 2007a). Navzdory tomu, že je hodnota pH jedním z klíčových 

faktorů, který představuje potenciální riziko akumulace BA v konečném 

produktu, je často obtížné změnit pH, jehož hodnoty jsou úzce spjaty  

s fermentačním procesem (Sanli a Senel, 2015).  
 

1. 5. 2. Změna koncentrace NaCl 

Dalším důležitým faktorem, který může mít vliv na akumulaci BA 

v potravinách, je koncentrace soli ve fermentovaném produktu či v médiu. 

Tradičně se sůl používá k potlačení růstu patogenů v průběhu fermentace a kysání 

mléčných výrobků s dílčím cílem zabránit kažení potravin a otrav z jídla. 

Významným činitelem při reprodukci mikroorganizmů je totiž správný poměr 

vody a soli během fermentace, zrání či skladování potravin. NaCl snižuje tvorbu 

BA mikroorganizmy tím, že mění osmotický tlak buňky a snižuje vodní aktivitu 

prostředí. Mikroorganizmy jsou poté inhibovány nedostatkem volné vody.  

Pokud není vodní hospodaření buňky uvedeno zpět do normálu (resp. na hranici 

potřebnou k přežití daného mikroorganizmu), změny v buněčné struktuře jsou 

destruktivní a ireverzibilní. Za těchto podmínek dochází tedy k odumření 

mikroorganizmu (Chander et al., 1989; Stratton et al., 1991). Důsledkem  

je snížení rychlosti či úplná inhibice růstu bakterií, včetně produkce BA.  

Takový postup by následně vedl k poklesu koncentrace BA i v konečném 

produktu (Linares et al., 2011). 
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1. 5. 3. Změna teploty 

 Neméně významným faktorem, který hraje důležitou roli v redukci BA,  

je teplota. Důležitá je nejen teplota zpracování potravin, ale i jejich uchovávání. 

Teplotní optimum růstu většiny bakterií s dekarboxylázovou aktivitou  

se pohybuje v rozmezí 20 °C až 37 °C. Jedná se tedy zpravidla o mezofilní 

organizmy. Vyšší teplota způsobuje nejen denaturaci proteinů a jejich inhibici,  

ale i následnou smrt buňky (Šmarda et al., 2005). Zvýšení teploty do blízkosti 

teplotního optima mikroorganizmu tedy umocňuje proteolytické a dekarboxylační 

reakce, což má za následek hromadění volných AMK a zvýšení koncentrace 

aminů (Vidal-Carou, 2007). Vystavení potravin vysokým teplotám často inhibuje 

růst mikroorganizmů produkujících histamin. Naopak při nízkých teplotách  

je v důsledku zpomalení či potlačení mikrobiálního růstu a snížení celkové 

metabolické aktivity kumulace biogenních aminů v potravině snížena 

(Karovičová a Kohajdová, 2005). Výsledky studie Du et al. (2002) ukazují,  

že tuňák žlutý skladovaný 9 dní při 0 °C a 22 °C vykazoval nárůst koncentrace 

histaminu o 15 mg/kg při 0 °C a 4500 mg/kg při 22 °C. 

 

1. 5. 4. Změna tlaku 

 Vysoký tlak (HHP, high hydrostatic pressure) je netermický způsob 

konzervace některých potravin, který poškozuje buněčné membrány 

mikroorganizmů, což vede k jejich inaktivaci nebo na ně má subletální účinky 

(Rivas et al., 2008). Vysoký tlak je užitečná metoda pro rozrušení buněk,  

která mění propustnost buněčné membrány. Tento stav způsobuje snížení 

možnosti střetu s volnými AMK a díky denaturaci membránových proteinů 

způsobuje poškození nebo smrt buňky (Lanciotti et al., 2007). Prostřednictvím 

inaktivace mikroorganizmů HHP prodlužuje životnost potravin při zachování 

původní chuti a vlastností (Patterson, 2005). Jedná se o relativně nový způsob 

ošetření potravin, u kterých zvýšení či snížení teploty mění jejich organoleptické 

vlastnosti (Ercan et al., 2013). Ošetření potravin HPP je běžné např. v USA, 

Japonsku a Španělsku (Patterson 2005). Je-li HHP aplikován na výchozí suroviny 

nebo konečné produkty fermentace, snížení počtu bakterií může inhibovat tvorbu 

BA. Např. při aplikaci HPP (200 MPa) na syrovou masovou hmotu pro výrobu 

fermentovaných masných výrobků byl inhibován růst enterobakterií a současně 

oddaloval akumulaci putrescinu a kadaverinu (Latorre-Moratalla et al., 2007). 

Inhibice tvorby biogenních aminů, závisí na úrovni použitého tlaku (Novella-

Rodriguez et al., 2002). Působení nízkého tlaku (50 MPa) na zrající sýr po 72 h 

obsah BA zvýšil, zatímco vystavení vyššímu tlaku (400 MPa) po dobu 5 minut  

a následnému opětovnému snížení na 50 MPa působícího po dobu 72 hodin 

ukázalo mírný pokles (Novella-Rodriguez et al., 2002). Ošetření fermentovaného 

masného výrobku vysokým tlakem (350 MPa/15 min) snížilo množství BMK  

o 20,1 % a snížilo také hladiny kadaverinu (o 12,5 %), putrescinu (o 8,7 %)  

a tyraminu (o 17 %) během 160denního skladování ve srovnání s výrobkem 
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neošetřeným HHP (Ruiz-Capillas et al., 2007). Počet histamin tvořících 

mikroorganizmů a aktivita histidindekarboxylázy u tuňáka žlutoploutvého  

a mahi-mahi ryby lze snížit aplikací HHP v rozmezí 300 až 400 MPa,  

aniž by to ovlivnilo kvalitu ryb. HHP (300 MPa při 40 °C po dobu 10 minut) 

aplikovaný během fermentace kysaného zelí prodloužil jeho trvanlivost díky 

redukci přítomných mikroorganizmů (Ercan et al., 2013). 

 

1. 5. 5. Vliv ionizujícího záření  

 Ozařování potravin se v mnoha zemích používá pro účely inhibice klíčení, 

znehodnocení potravin hmyzem a parazity, oddálení fyziologického zrání, 

prodloužení trvanlivosti nebo zlepšení technologických vlastností potravin 

(Loaharanu, 1989; Radomyski et al., 1994; Thayer, 1994). Ozařování je účinné 

při redukci počtu životaschopných mikroorganizmů a virů a je známé jako dobrá 

metoda pro inaktivaci patogenů v potravinářských materiálech. Kromě 

sanitárních účelů se technologie ozařování používá také ke snížení obsahu 

karcinogenních nitrosaminů a dusitanů v masných výrobcích (Ahn et al., 2002). 

Ahn, et al. (2002) uvádí, že ozáření může vyvolat radiolýzu karcinogenních 

N-nitrosaminů ve vodném modelovém systému a je účinné i pro snížení obsahu 

N-nitrosaminů v masných výrobcích. Všechny potraviny obsahující vodu 

pravděpodobně procházejí během ozařování jak oxidačními, tak redukčními 

reakcemi, protože radiolytické produkty vody, zejména hydroxylový radikál, jsou 

silná oxidační činidla a vodný elektron nebo atom vodíku je redukčním činidlem 

(Brewer, 2009). Ozařování jako způsob prodloužení trvanlivosti a zajištění 

bezpečnosti potravin bylo zavedeno v roce 1950 (Mbarki et al., 2009), zároveň  

se tak vyskytla možnost snížení používání chemických konzervačních látek 

(Loaharanu, 1989; Radomyski et al., 1994). Ozařování může snížit hodnoty BA 

v potravinách dvěma způsoby – přímou radiolýzou aminů v potravinách (Mbarki 

et al., 2009) nebo snížením počtu bakterií, které BA produkují (Kim et al., 2003). 

V modelovém systému byla prokázána radiolytická degradace biogenních aminů. 

Histamin, kadaverin, putrescin, spermidin, spermin, tryptamin, tyramin a agmatin 

byly rozpuštěny v destilované vodě v koncentraci 100 mg/kg a následně ozářeny 

2,5; 5; 10; 20 a 25 kGy. Degradace byla pozorována v rozmezí 5 až 100 %, 

průměrně však bylo pozorováno 95% snížení všech BA při 20 kGy (Kim et al., 

2004). Nicméně studie je založena pouze na modelovém systému, aplikace 

v rámci potravinového průmyslu vyžaduje další výzkum. Vysoké dávky záření 

mohou mít vliv na organoleptické vlastnosti potravin. Aplikace záření o 10 kGy 

je považována za bezpečnou u jakéhokoliv potravinářského produktu (WHO, 

1994), avšak použití vyšší úrovně záření by opět vyžadovalo studie 

organoleptických charakteristik a bezpečnosti ošetřených potravin (Min et al., 

2007). Prodloužení trvanlivosti výrobků ozařováním bylo aplikováno na mnoho 

druhů potravin včetně hovězího, vepřového a kuřecího masa, sójové pasty a ryb 

(Kim et al., 2004, Min et al., 2007, Mbarki et al., 2009). Ve studii Kim et al. 

(2003) byly sledovány obsahy BA po ozáření za účelem sledování radiolytických 



32 

 

charakteristik. Koncentrace BA v této studii byly významně sníženy v závislosti 

na dávce záření. Ozářením 5 kGy byly zcela rozloženy putrescin a spermin, 

spermidin byl pak úplně rozložen při ozáření 10 kGy a fenylethylamin a histamin 

ozářením 15 kGy, v daném pořadí. Kadaverin, tryptamin, tyramin a agmatin 

vykazovaly 95–98 % rozklad ozářením 20 kGy. Radiolýza BA gama zářením byla 

pozorována v modelovém vodném systému. Avšak z hlediska stejných úrovní 

radiolýzy by se v nevodných potravinářských systémech používaly vyšší dávky 

ozáření než u vodných modelových systémů kvůli odlišné fyzikální struktuře, 

různým úrovním obsahu vlhkosti a sloučenin. Podle předchozí práce (Kim et al., 

2003) bylo gama ozařování fermentované sójové pasty účinné pro snížení obsahu 

BA během fermentace a skladování, ale nemohlo BA úplně radiolyzovat  

při dávkách nižších než 15 kGy. Výsledky měření Kim et al. (2004) ukázaly,  

že putrescin, spermidin a spermin byly na gama záření nejcitlivější a mohly  

se radiolyzovat mnohem rychleji než ostatní. Další BA vykazovaly podobnou 

rychlost degradace. Tryptamin, tyramin a agmatin byly v tomto modelovém 

systému stabilnější vůči ozáření než ostatní BA (Kim et al., 2004). Je důležité 

zmínit, že stále existuje určitá nedůvěra spotřebitelů v potraviny ošetřené 

ozařováním, mimo jiné i z důvodu změny organoleptických vlastností (Naila 

et al., 2010). 

 

1. 5. 6. Aplikace potravinářských přídatných látek 

Koření a byliny jsou přísady, které jsou široce využívány nejen  

pro zvýraznění chuti nebo barvy nejrůznějších potravin, ale také pro své 

antimikrobiální a antioxidační účinky. Mnoho studií dokazuje, že některé druhy 

koření a bylin snižují produkci biogenních aminů. Přirozenou inhibiční aktivitu 

vykazuje kurkumin (kurkuma), kapsaicin (červená paprika) a piperin (černý pepř) 

(Mbarki et al., 2009). Yücel a Üren, (2008) uvedli, že složky v koření,  

jako je thymol, inhibují tvorbu biogenních aminů. Bylo také pozorováno,  

že použití kyseliny citrónové při kvašení nakládaného zelí mělo za následek mírný 

pokles obsahu biogenních aminů (Kurt a Zorba, 2009). Další studovanou 

přídatnou látkou byl dusitan sodný při fermentaci suchých klobás. Bozkurt  

a Erkmen (2004) zjistili, že produkce BA po jeho přidání klesla. Při použití 

dusitanů během výroby sucuku (suchá kořeněná klobása) bylo zjištěno,  

že ovlivňují tvorbu biogenních aminů kromě spermidinu a sperminu (Gençcelep 

et al., 2007). Dále byl studován vliv přítomnosti siřičitanu sodného na akumulaci 

BA během zrání fermentovaných masných výrobků. Studie uvádí, že se po jeho 

přidání zvýšila koncentrace tyraminu, zatímco tvorba kadaverinu byla výrazně 

inhibována. Snížení tvorby kadaverinu bylo pozorováno u pomalu 

fermentovaných masných výrobků, když byl do surovinové skladby přidán cukr 

(Bover-Cid et al., 2001a). 

 



33 

 

1. 5. 7. Použití startérových kultur 

Startérové kultury jsou čisté nebo smíšené prospěšné mikroorganizmy 

používané ve fermentovaných potravinářských výrobcích. Aplikace startérových 

kultur s aminoxidázovou aktivitou je důležitá kvůli inhibici tvorby biogenních 

aminů (Karovičová a Kohajdová, 2005). Bylo pozorováno, že rychlé snížení pH 

pomocí amin negativních startérových kultur může do značné míry zabránit 

akumulaci biogenních aminů ve fermentovaných potravinách. Použití amin 

negativních startérů, jako je Latilactobacillus sakei (dříve Lactobacillus sakei) 

nebo Pediococus pentosaceus, by mohlo zabránit tvorbě biogenních aminů  

ve fermentovaných masných výrobcích (Maijala et al., 1995). Také startérové 

kultury schopné nutričně konkurovat nestartérovým mikroorganizmům, zejména 

během procesu dozrávání a po celou dobu skladování, mohou dále zabránit 

nadměrné produkci biogenních aminů (Stadnik a Dolatowski, 2010). Bylo 

zjištěno, že přirozená mikrobiota sucuku produkovala vysoké hladiny tyraminu  

a putrescinu (více než 250 mg/kg), zatímco přidání smíšených startérových kultur 

(L. sakei, P. pentosaceus, S. xylosus a S. carnosus) zabránily tvorbě putrescinu, 

ale ne tyraminu (Tosukhowong et al., 2011). S. xylosus byl identifikován  

jako účinný při inhibici tvorby BA v solených fermentovaných ančovičkách. 

Inokulace L. plantarum do kysaného zelí (Kalač et al., 2000) a Nham (thajská 

fermentovaná klobása) (Tosukhowong et al., 2011) účinně snížila produkci 

tyraminu, putrescinu a kadaverinu. Tyto výzkumy ukazují, že různé startérové 

kultury disponují různými metabolickými účinky. Někteří autoři zjistili,  

že startérové kultury nestačí k zabránění tvorby biogenních aminů v některých 

fermentovaných masných výrobcích. To může souviset s nedostatečnou 

hygienickou kvalitou syrového masa (Gonzalez-Fernandez et al., 2003). 

 

1. 5. 8. Adsorbce 

 Snížení koncentrace BA v potravinách pomocí adsorpce je relativně novou 

metodou. V oblasti výzkumu souvisejícího s potravinami jsou specifické 

adsorbenty pro biogenní aminy vzácné (Amghouz et al. 2014). Vlasová et al. 

(2011) studovali adsorpci tryptaminu a tyraminu z vodných roztoků na povrchu 

jemně dispergovaného oxidu křemičitého modifikovaného adsorpcí bovinního 

sérového albuminu. Ve své práci popisují imobilizaci těchto aminů na povrchu 

oxidu křemičitého v závislosti na hodnotě pH. Tameem et al. (2010) vyvinuli 

metodu pro extrakci různých aminů z potravy pomocí sorbentů na bázi etherů,  

u kterých byla pozorována dobrá účinnost u spermidinu, ale nižší účinnost vůči 

tryptaminu, putrescinu, histaminu a tyraminu. Tito autoři popsali adsorpční 

materiál na bázi hydrazonu s dobrou selektivitou pro alifatické aminy (v obou 

případech je pro účinnou extrakci aminů nutná destrukce vzorku, což omezuje 

jejich použití na oblast chemické analýzy). Amghouz et al. (2014) navrhl novou 

metodu ke zkoumání adsorpce BA ve víně pomocí adsorbentu obsahujícího 

sodnou formu komerčního fosforečnanu zirkoničitého (Na-ZrP). Tento materiál 
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vykazoval silnou adsorpční aktivitu na histamin a putrescin. Mechanismus 

adsorpce je dán iontovou výměnou s Na+, která tvoří vodíkové vazby na povrchu 

Na-ZrP. Aplikace selektivního adsorpčního materiálu poskytuje další moderní 

metodu na snížení koncentrace BA v postfermentační fázi (Guo et al., 2015). 

 

 

1. 6. Aminoxidázy 

Aminoxidázy (AO) jsou enzymy patřící do třídy oxidativních deamináz, které 

jsou schopny rozkládat BA na příslušné aldehydy, amoniak a peroxid vodíku. 

Tato reakce lze vyjádřit rovnicí R-CH2NH2 +O2 + H2O→R-CHO + NH3 + H2O2, 

kde R je aromatická nebo alifatická skupina. (Li a Lu, 2020). Tyto sloučeniny 

byly poprvé zmíněny v práci Yamada et al., 1965. Při studiu Aspergillus niger 

uvedli, že AO se mohou tvořit v myceliu plísní, když byly tyto kmeny kultivovány  

na médiu s monoaminem nebo diaminem jako jediným zdrojem dusíku. AO patří 

do třídy oxidoreduktáz, do níž patří monoaminoxidázy obsahující flavin (MAO), 

oxidázy obsahující měď (CuAOs) nebo diaminoxidázy (DAO). AO jsou široce 

rozšířeny u zvířat, rostlin a mikroorganizmů a hrají zásadní roli v procesu 

oxidativní deaminace a udržování tělesné homeostázy v živých organizmech (Li 

a Lu, 2020). AO jsou umístěny na buněčné stěně jako antitoxin, který brání vstupu 

BA do buňky a udržuje acidobazickou rovnováhu uvnitř i vně buňky (Shalaby, 

1996). AO však mohou být inhibovány mnoha různými látkami,  

jako je ethanol a acetaldehyd nebo působením některých léků (kyselina 

klavulanová, verapamil, acetylcystein a metoklopramid) (Sattler et al., 1988; 

Comas-Basté et al., 2019; Poveda, 2019). Jednou z hlavních příčin otravy BA je, 

že aktivity AO jsou inhibovány, což vede k silné akumulaci BA v lidském těle. 

 

1. 6. 1. Aminoxidázy obsahující měď (CuAO) 

 Aminoxidázy obsahující měď (CuAO) oxidují primární aminy na aldehydy. 

Enzymy obsahují dva typy kofaktorů: 2,4,5-trihydroxyfenylalaninchinon (TPQ)  

a lysin tyrosylchinon (LTQ). CuAO obsahující TPQ jsou všudypřítomné, protože 

jsou široce rozšířeny v kvasinkách, bakteriích, houbách, zvířatech a rostlinách 

(Mcgrath et al., 2011). V současné době bylo provedeno mnoho studií s cílem 

objasnit mechanismus degradace aminů katalyzovaných CuAOs (Li a Lu, 2020). 

Aktivity CuAO vůči degradaci aminů byly studovány již mnoho let. CuAO byly 

nalezeny v mnoha mikroorganizmech, jako je Escherichia coli, Arthrobacter 

globiformis, ale jsou distribuovány především v houbách, např. Hansenula 

polymorpha a Pichia pastoris (McGrath, 2011). Termostabilní CuAO izolovaná 

z Arthrobacter crystallopoietes KAIT-B-007 je schopná degradovat histamin 

(Sekiguchi et al., 2004). Studie Lee a Kim, 2013 popisuje možnost využití CuAO 

izolované z Paenarthrobacter aurescens (dříve Arthrobacter aurescens) TC-1, 

která byla klonována a exprimována v E. coli, získané rekombinantní enzymy 

vykazovaly degradační aktivitu pro β-fenylethylamin, tyramin a histamin. 



35 

 

1. 6. 2. Monoaminoxidázy obsahující flavin (MAO) 

 Podobně jako CuAO využívají monoaminoxidázy obsahující flavin (MAO) 

také molekulární kyslík jako akceptor elektronů, jedná se tedy o flavoprotein 

katalyzující oxidativní deaminaci BA (Alvarez a Moreno-Arribas, 2014).  

MAO přítomné v některých mikroorganizmech jsou cennými biokatalyzátory pro 

oxidaci široké škály biomolekul včetně BA prostřednictvím současné redukce 

kyslíku na peroxid vodíku (Yagodina et al., 2002). V současnosti se studie MAO 

zaměřují především na identifikaci enzymu, analýzu genů kódujících tyto enzymy 

a hodnocení schopnosti degradace BA (Callejón et al., 2015; Hiroyuki et al., 1992, 

Schilling, 1995). MAO izolované z Micrococcus luteus byly identifikovány jako 

tyraminoxidázy kvůli jejich vysoké specifitě pro tyramin a jemu příbuzné 

sloučeniny (Okamura et al., 1976). 

 

1. 6. 3. Multicopperoxidázy (MCO) 

MCO jsou široce rozšířeny u zvířat, rostlin a mikroorganizmů (Hoegger 

et al., 2006). Díky svým neškodným katalytickým produktům jsou široce 

využívány v mnoha oblastech života, jako je např. výroba biopaliv  

či v papírenském a potravinářském průmyslu (Coniglio et al., 2008; Mikolasch 

et al., 2002; Mikolasch et al., 2007). Bakteriální MCO mají ve srovnání s MCO 

izolovaných z hub širší substrátovou specifitu, jsou rezistentní k širšímu rozsahu 

pH a jsou odolnější vůči alkalickému prostředí (Solano et al., 2001; Callejón et al., 

2016). Ačkoli jsou MCO v přírodě široce rozšířeny, aktivita MCO vůči aminům 

není ještě dostatečně prostudována (Li a Lu, 2020). Guarcello et al., 2016, 

izolovali kmeny degradující BA (Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei, 

dříve Lactobacillus. paracasei subsp. paracasei CB9CT) ze sýrů a identifikovali 

MCO odpovědné za degradaci těchto aminů. V současné době Pištěková et al. 

(2020), hledali pomocí metody qPCR vhodné kmeny exprimující gen pro MCO  

u startérových nebo doplňkových kultur, sledovali také degradační schopnosti 

vybraných kmenů (L. casei CCDM 198) v mléce. Z jejich výsledků je patrné,  

že L. casei CCDM 198 vykazoval velmi dobré degradační schopnosti vůči 

putrescinu, histaminu, tyraminu a kadaverinu. 
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1.  7. Detekce a kvantifikace biogenních aminů 

Zájem o stanovení biogenních aminů v potravinách je především z důvodu 

jejich potenciální toxicity. BA lze považovat i za chemické indikátory stavu 

suroviny, hygienických podmínek výrobních postupů a obecně kvality potravin. 

Sýr je komplexní matrice s vysokým obsahem tuku, bílkovin, peptidů, volných 

aminokyselin a anorganických kationtů, které ztěžují stanovení biogenních 

aminů, na rozdíl od jiných potravinových matric. Analytická účinnost může být 

ovlivněna vysokou variabilitou koncentrace BA v důsledku typu a původu sýra, 

podmínek výroby a zrání, mikrobioty a enzymatických aktivit přítomných v sýru 

(Nuñez a Medina, 2011). 

Extrakce BA z potravinářských matric je zásadním krokem v analytických 

postupech. Při extrakci biogenních aminů ze sýra bývají používána různá 

rozpouštědla a roztoky (kyselina chlorovodíková, trichloroctová, chloristá, 

sulfosalicylová a octová, borátový pufr, methanol a ethanol). Analytické techniky 

používané pro separaci a kvantifikaci biogenních aminů v sýrech jsou především 

chromatografické metody, které zahrnují tenkovrstvou chromatografii (TLC), 

plynovou chromatografii (GC), kapilární elektroforézu (CE) a vysokoúčinnou 

kapalinovou chromatografii (HPLC) (Latorre-Mortalla et al., 2009; García-

Moruno et al., 2005). Stanovení obsahu biogenních aminů těmito technikami 

vyžaduje předúpravu vzorku a relativně dlouhé doby analýzy (Nuñez a Medina, 

2011). 

Pro separaci a kvantifikaci biogenních aminů byla vyvinuta řada HPLC 

technik. Většina metod vyžaduje derivatizaci aminů před detekcí pomocí UV-VIS 

absorpce nebo fluorescence (Ordóňez et al., 2016; Ahmad et al., 2020).  

Pro derivatizaci jsou používána různá chemická činidla, zejména dansylchlorid, 

dabsylchlorid a o-ftaldehyd (OPA) s předkolonovou, kolonovou nebo 

postkolonovou derivatizací. Nedávno vyvinuté metody ultra-HPLC (U-HPLC) 

zvyšují rychlost, rozlišení a citlivost použitím částic menších než 2 μm, kratších 

kolon a vyšších průtoků. Rychlá metoda U-HPLC spojená s on-line OPA 

postkolonovou derivatizací a fluorescenční detekcí umožnila stanovení 

12 biogenních aminů v sýru za méně než 7 minut chromatografické eluce.  

U různých druhů sýrů U-HPLC s předkolonovou derivatizací s 6-aminochinolyl-

N-hydroxy-sukcinmydilkarbamátem (AQC) oddělila 20 primárních  

a sekundárních biogenních aminů během 9 minut, zatímco pro HPLC separaci 

bylo zapotřebí 24 minut (Mayer et al., 2010; Nuñez a Medina, 2011). Autoři 

uvádějí limity detekce od 0,4 do 16,2 mg/kg a limity kvantifikace mezi  

1,6 a 60,9 mg/kg. Byla vyvinuta také rychlá metoda nukleární magnetické 

rezonance s limitem detekce 0,6-1 mg/kg pro histamin (Schievano et al., 2009). 

Molekulárně-biologické metody pro časnou a rychlou detekci bakterií 

produkujících BA se stávají alternativou k tradičním kultivačním metodám. 

Metody PCR zacílené na geny kódující dekarboxylační enzymy jsou rychlé  

a citlivé a umožňují identifikaci mikroorganizmů produkujících BA v potravinách 

ještě před tím, než je sloučenina produkována. Multiplex PCR testy byly vyvinuty 

https://www-sciencedirect-com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/B9780123744074000546#!
https://www-sciencedirect-com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/B9780123744074000546#!
https://www-sciencedirect-com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/B9780123744074000546#!
https://www-sciencedirect-com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/B9780123744074000546#!
https://www-sciencedirect-com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/B9780123744074000546#!
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pro detekci potenciálních producentů histaminu, tyraminu, putrescinu  

a kadaverinu širokou škálou Gram-pozitivních a Gram-negativních bakterií 

(Fernandez et al., 2006).  

Enzymatické metody jsou ve stanovení BA stejně důležité jako metody 

chromatografické a molekulárně-biologické. ELISA (Enzyme-linked 

immunosorbent assay) je založena na vazbě specifického antigenu na protilátku. 

Tato reakce je detekována změnou barvy za použití vázaného enzymu 

konjugovaného se substrátem (Obr. 5) (Nuñez a 2011). Enzymatické imunotesty 

slouží k identifikaci a stanovení koncentrace různých látek  

v biologických tekutinách. Použití reakcí antigen-protilátka činí tuto metodu 

selektivní, protože je specifická pro každou molekulu, konkrétně proteiny, 

hormony, vitaminy nebo léky (Aydin, 2015). Metody založené na ELISA již byly 

aplikovány i u stanovení BA jako slibná méně časově náročná a snadnější 

analytická technika (Sadeghi et al., 2019). Komerční kompetitivní přímá 

imunoanalýza ELISA (CD-ELISA) se ukázala jako specifická pro detekci 

histaminu a jako taková byla Jakšić et al. (2017) aplikována v rybích konzervách. 

Tato metoda byla porovnána s HPLC a prokázala dobrou korelaci (r = 0,977) mezi 

oběma metodami s rozsahem koncentrací 16,95–216 mg/kg. Výsledky stanovení 

histaminu ukázaly, že CD-ELISA poskytuje spolehlivé a přesné hodnoty  

i při vyšších koncentracích. To lze považovat za důležitý výsledek, protože 

hlavním problémem jsou alternativy k drahým a časově náročným metodám. Test 

ELISA lze využít jako důležitý nástroj pro stanovení histaminu v produktech 

rybolovu (Nuñez a 2011). 

 

 
Obr. 5: Princip ELISA (podle Kodíček et al., 2004) 

https://www-sciencedirect-com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/B9780123744074000546#!
https://www-sciencedirect-com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/B9780123744074000546#!
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1.  8. Mikroorganizmy degradující biogenní aminy 

Existuje mnoho strategií, jak předejít akumulaci BA v potravinách. Jednou 

ze známých metod, jak odstranit BA, které se v potravinách už nachází, je jejich 

přímé odstranění pomocí mikroorganizmů, které jsou schopny BA degradovat 

a/nebo přídavek aminoxidáz (Ercan et al., 2013). Možnost odstranění BA  

z potravin touto cestou je založena na skutečnosti, že MAO, která je zodpovědná 

za detoxikaci BA přijímaných v potravě (Pištěková et al., 2020; Sun et al., 2022; 

Wang et al., 2022), je produkována i některými mikroorganizmy, včetně plísní 

(např. z rodu Aspergillus, Penicillium, Phoma atd.) (Alvarez a Moreno-Arribas, 

2014; Leuschner et al., 1998).  
Stručný přehled mikroorganizmů využívaných v potravinářském průmyslu, 

které jsou schopny redukovat množství biogenních aminů, je shrnut v Tab. 5. 

 

Tab. 5: Mikroorganizmy degradující BA (podle Alvarez a Moreno-Arribas, 2014). 
 

Amin Mikrorganizmus Matrice 

Histamin, tyramin 

Lactiplantibacillus plantarum, Latilactobacillus sakei, 

Lactiplantibacillus pentosus (dříve Lactobacillus 

pentosus), Pediococcus acidilactici, Rhodococcus sp., 

Arthrobacter sp., Micrococcus sp., Brevibacterium 

linens, Geotrichum candidum 

in vitro 

Histamin, tyramin Brevibacterium linens 
munsterský 

sýr 

Histamin Latilactobacillus sakei ryby 

Histamin Bacillus amyloliquefaciens, Staphylococcus carnosus in vitro 

Putrescin, 

kadaverin 
Bacillus subtilis, Staphylococcus intermedius in vitro 

Histamin Bacillus amyloliquefaciens, Staphylococcus carnosus 
fermentovaná 

rybí omáčka 

Histamin Staphylococcus xylosus in vitro 

Tyramin Lacticaseibacillus casei, Lactiplantibacillus plantarum in vitro 

Histamin, tyramin Lacticaseibacillus casei modelový sýr 

Histamin, 

tyramin, putrescin 

Lacticaseibacillus casei, Lacticaseibacillus hilgardii, 

Pediococcus parvulus, Oenococcus oeni, 

Lactiplantibacillus plantarum, Pediococcus 

pentosaceus 

kultivační 

médium 

Histamin, 

tyramin, putrescin 
Lacticaseibacillus casei víno 

Tyramin, 

putrescin 
Lactiplantibacillus plantarum in vitro 

Histamin, 

tyramin, putrescin 

Penicillium citrinum, Alternaria sp., Phoma sp., 

Ulocladium chartarum, Epicoccum nigrum 
in vitro/víno 
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Všeobecně přijímaným faktem je, že schopnost mikroorganizmů degradovat 

BA je kmenově specifická (Zaman et al., 2014). Použití takových kmenů se jeví 

jako vhodná strategie ke snížení hodnot BA ve fermentovaných potravinách, 

kde je velmi obtížné zabránit akumulaci BA z důvodu přítomnosti 

BA-produkujících BMK, které jsou součástí obvyklé mikrobioty dané potraviny, 

v důsledku čehož jsou BA přítomny ve finálních fázích výrobního procesu (Fadda 

et al., 2001). Použití startérových kultur, které jsou schopny degradovat biogenní 

aminy a zároveň jsou dekarboxyláza-negativní je považováno za jednu 

z nejslibnějších biotechnologických strategií prevence hromadění BA v hotových 

potravinách. Takový způsob ošetření surovin způsobuje minimální nebo žádné 

změny organoleptických vlastností výsledné potraviny. 

Ve studii Leuschner et al. (1998) byla prokázána schopnost některých 

mikroorganizmů izolovaných z potravin degradovat BA in vitro. U druhů 

Lactiplantibacillus plantarum, Latilactobacillus sakei, Lactiplantibacillus 

pentosus (dříve Lactobacillus pentosus), Pediococcus acidilactici, Rhodococcus 

sp., Arthrobacter sp., Micrococcus sp., Brevibacterium linens a Geotrichum 

candidum byla zaznamenána schopnost rozkladu tyraminu a histaminu in vitro. 

Stejná skupina studovala potenciál kmenů B. linens rozkládat histamin a tyramin 

v průběhu povrchového zrání munsterského sýru, kdy poprvé naznačují možnost 

použití BA-degradujících mikroorganizmů ke snížení obsahu BA v potravinách 

(Leuschner a Hammes, 1998).  

O pár let později byla zkoumána schopnost čtyř kmenů Lb. sakei degradovat 

histamin v modelovém systému, tyto kmeny byly izolovány z přirozeně 

fermentované rybí paštiky. Autoři došli k závěru, že použitím tohoto kmene  

pro výrobky z ryb by mohli úspěšně snížit riziko zvýšené koncentrace tohoto 

aminu (Dapkevicius et al., 2000). Ve studiích prováděných na rybách  

a fermentovaných masných výrobcích (suchých klobásách) byla zjištěna 

přítomnost určitých bakteriálních kmenů, které byly schopny snižovat obsah BA, 

i když přesný mechanismus, díky kterému k bakteriální degradaci BA dochází, 

není dosud znám (Dapkevicius et al., 2000; Fadda et al., 2001; Gardini et al., 

2002). García-Ruiz et al. (2011) ve své studii sledovali skupinu BMK 

asociovaných s výrobou vína. Studovali jejich schopnost rozkládat BA a bylo 

ověřeno, že jeden kmen Lb. casei, Lentilactobacillus hilgardii (dříve 

Lactobacillus hilgardii), Pediococcus parvulus, Oenococcus oeni, dva kmeny 

L. plantarum a tři kmeny Pediococcus pentosaceus významně snižují koncentraci 

histaminu, tyraminu a putrescinu v kultivačním médiu. Dále bylo ověřeno, že jsou 

tyto kmeny schopny růstu ve vínu podobném médiu a vykazují užitečnou 

schopnost rozkládat kyselinu jablečnou. Capozzi et al. (2012) analyzovali  

26 kmenů Lactiplantibacillus plantarum pro jejich schopnost odbourávat 

biogenní aminy běžně vyskytující se při fermentaci vína. Vybrali dva kmeny  

L. plantarum kvůli jejich schopnosti degradovat putrescin a tyramin. V jejich 

práci byla hodnocena degradace BA in vitro. U těchto dvou kmenů L. plantarum 

bylo zjištěno, že fungují synergicky. Cueva et al. (2012) izolovali 44 révových  
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a vinohradnických půdních hub ze čtyř různých oblastí ve Španělsku a ve své 

práci studovali degradaci BA in vitro v mikrofermentačním systému. Všechny 

houby byly schopny degradovat alespoň dva různé primární aminy. U druhů 

Pencillium citrinum, Alternaria sp., Phoma sp., Ulocladium chartarum  

a Epicoccum nigrum bylo zjištěno, že vykazují nejvyšší kapacitu pro degradaci 

BA (Alvarez a Moreno-Arribas, 2014). Společně tato zjištění ukazují,  

že přídavek degradujících mikrobiálních kmenů schopných snížit obsah BA může 

být použit při výrobě sýrů a dalších fermentovaných potravin (Herrero-Fresno  

et al., 2012). Mezi takové mikroorganizmy patří např. BMK 

Companilactobacillus farciminis (dříve Lactobacillus farciminis), 

Lactiplantibacillus plantarum nebo Pediococcus acidilactici (Lee et al., 2021). 

Voigt a Eitenmiller (1978) analyzovali bakterie izolované z mléčných výrobků  

a dospěli k závěru, že tyto bakterie obvykle postrádají aminoxidázy. Navíc těchto 

několik bakterií, u kterých nebyla zjištěna přítomnost aminoxidázy, vykazovalo 

vysokou aktivitu tyrosin- nebo histidin-dekarboxylázy, a proto jsou potenciálními 

producenty BA. Vzorky z různých sýrů byly testovány na přítomnost 

BA-degradujících bakterií mléčného kvašení a bylo zachyceno 17 izolátů, které 

byly schopny rozkládat tyramin a histamin, tyto kmeny byly identifikovány 

pomocí sekvenování genu pro16S rRNA (Herrero-Fresno et al., 2012).  

 Některé kmeny Bacillus amyloliquefaciens a Staphylococcus carnosus 

schopné rozkládat histamin a Staphylococcus intermedius a Bacillus subtilis 

degradující putrescin a kadaverin byly izolovány z malajské rybí omáčky 

(Tepkasikul et al., 2023; Zaman et al., 2014). Bylo také zjištěno,  

že B. amyloliquefaciens a S. carnosus jsou schopné snížit hladiny histaminu v rybí 

omáčce v průběhu fermentace (Zaman et al., 2011). Martuscelli et al. (2000)  

ve své práci uvádějíí, že některé kmeny jiných druhů rodu Staphylococcus, např. 

Staphylococcus xylosus, izolované z italských fermentovaných salámů,  

jsou schopny degradovat histamin. Použití jednoho z těchto kmenů  

jako startérové kultury u sušených klobás mírně snížilo obsah BA (Gardini et al., 

2002). Studie také ukázaly, že hladiny histaminu jsou významně sníženy,  

když se do fermentovaných masných výrobků přidá směs startérových kultur 

(Lacticaseibacillus casei a Staphylococcus xylosus). Použití L. casei  

jako startérové kultury může vyvolat rychlé okyselení, inhibovat růst mikrobů  

a poškodit buněčnou membránu, což má za následek snížení aktivity mikrobiální 

dekarboxylace a tím snížení tvorby biogenních aminů (Zeng et al., 2021). 

U Companilactobacillus farciminis (Lactobacillus farciminis) bylo zjištěno,  

že by mohl odbourávat histamin, tyramin a putrescin v červeném víně (Callejon 

et al., 2014). Ming et al. (2019) použili S. xylosus a L. plantarum k fermentaci 

paprikové klobásy a výsledky ukazují, že mohou významně zlepšit její zdravotní 

nezávadnost a kvalitu. Kmeny Lacticaseibacillus casei a Lb. plantarum izolované 

z fermentovaných masných výrobků vyráběných v Argentině byly schopny snížit 

hladiny tyraminu, i když s různou účinností (Fadda, et al., 2001). Qiang  

a Zhenjiang (2021) testovali pět kmenů bakterií BMK s vysokou účinností 
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degradace BA, mezi nimiž měl nejlepší schopnost odbourávat biogenní aminy 

kmen Lactiplantibacillus plantarum 30. L. plantarum 30 byl schopen redukovat 

histamin o 74 % a tyramin o 90 %. Tento kmen dobře rostl v prostředí s obsahem 

soli 0-9 % a při pH 4,5-8,5. Daný kmen nevykazoval žádnou dekarboxylační 

aktivitu, proto se jeví jako ideální startérová kultura (Zeng et al., 2021). Některé 

kmeny Kocuria varians (dříve Micrococcus varians) jsou také schopny rozkládat 

tyramin, ale zároveň jsou označovány jako producenti tyraminu a/nebo histaminu. 

Kmeny Lb. casei izolované z různých zdrojů byly také schopny degradovat BA. 

Je pozoruhodné, že klidové buňky jednoho kmene Lb. casei byly schopny 

degradovat 98 hmotnostních procent 2,5 mM roztoku tyraminu za 96 hodin. 

Naočkování kmene Lb. casei z komerčního preparátu může snížit koncentraci BA 

v různých rostlinných silážích (Nishino et al., 2007), i když autoři tvrdí, že se zde 

může jednat o specifický antagonismus Lb. casei proti BA-produkujícím 

mikroorganizmům.  

Použití bakterií s aminoxidační aktivitou, popř. oxidačních enzymů bylo 

popsáno v několika studiích. Naila et al. (2012) studovali míru degradace 

histaminu diaminoxidázou v modelovém (pufr) a skutečném systému (tuňáková 

polévka z rybí pasty). Pomocí enzymu diaminoxidázy byli schopni redukovat 

obsah histaminu v obou systémech z 500 mg/l na nedetekovatelné hladiny 

(<0,5 mg/kg). Bylo také zjištěno, že histamin může být degradován při vysokých 

koncentracích soli (12 %) a pH 6,7, ale také se v tomto stavu mohou lišit 

požadované organoleptické vlastnosti produktu. Dapkevicius et al. (2000)  

také zkoumali degradaci histaminu diaminoxidázou u ryb a rybích produktů  

s použitím 2 % NaCl, 12 % sacharózy a 0,05 % cysteinu a zjistili, že aminoxidáza 

byla při degradaci histaminu účinná pouze v přítomnosti cysteinu. Použití 

diaminoxidázy může být potenciální metodou pro degradaci histaminu, ale budou 

třeba další studie, které by zkoumaly její účinky na degradaci dalších biogenních 

aminů a také na vlastnosti daných potravin. 
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2. CÍLE DISERTAČNÍ PRÁCE 

  

Cílem disertační práce je izolovat a identifikovat mikroorganizmy 

zodpovědné za degradaci biogenních aminů v potravinách. U izolovaných 

mikroorganizmů bude srovnávána schopnost degradace biogenních aminů 

v definovaných podmínkách in vitro. Dílčí cíle práce jsou postaveny následovně:  

 

1. Provedení skríningu mikroorganizmů izolovaných z potravin na schopnost 

degradovat biogenní aminy. 

2. Zjištění ideálních podmínek pro růst námi izolovaných mikroorganizmů.  

3. Identifikace mikroorganizmů, u kterých byla zjištěna schopnost degradace 

biogenních aminů.  

4. Stanovení míry degradace vybraných BA v závislosti na vnějších 

podmínkách: 

• doba a způsob a kultivace 

• teplota 

• hodnota pH 

• koncentrace NaCl 

5. Vyvození doporučení a návrhů dalších směrů výzkumu v oblasti degradace 

biogenních aminů mikroorganizmy. 
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3. MATERIÁL A METODIKA 

Experimenty se zabývaly detekcí mikroorganizmů schopných degradovat 

biogenní aminy v komerčně dostupných potravinách, jejich identifikací, 

stanovením základních biochemických charakteristik a následným studiem 

kinetiky rozkladu biogenních aminů za stanovených podmínek in vitro pomocí 

metody HPLC. 

 

3. 1. Materiál 

3. 1. 1. Použité mikroorganizmy  

 Testované a identifikované kmeny byly získány z komerčně dostupných 

potravin a dále z produktů vyrobených v potravinářských laboratořích FT UTB 

(viz kapitola 3.2.1.). Pro následně prováděné experimenty byly vybrány 

následující kultury: 

 

Kultura Bacillus altitudinis IB84 – izolována z taveného sýru zakoupeného  

v obchodní síti v ČR  
 

Kultura Bacillus pumilus IB26 – izolována ze sýru typu gouda poskytnutého 

potravinářskými laboratořemi FT UTB 
 

Kultura Bacillus safensis IB731 – izolována ze sušeného mléka zakoupeného  

v obchodní síti v ČR 
 

Kultura Bacillus subtilis IB23 – izolována ze sýru typu gouda poskytnutého 

potravinářskými laboratořemi FT UTB 
 

Kultura Acinetobacter pittii IB5 – izolována z kefírového mléka zakoupeného  

v obchodní síti v ČR 
 

Kultura Micrococcus luteus IB16 – izolována z trvanlivé smetany do kávy 

zakoupené v obchodní síti v ČR 
 

Kultura Enterobacter cloacae IB62 – izolována z bílého krémového jogurtu 

zakoupeného v obchodní síti v ČR 
 

Kultura Serratia marcescens IB11 – izolována z měkkého sýru zakoupeného  

v obchodní síti v ČR 
 

Kultura Pseudomonas koreensis IB431 – izolována z měkkého sýru 

poskytnutého potravinářskými laboratořemi FT UTB  
 

Kultura Pseudomonas fulva IB266 – izolována z měkkého sýru poskytnutého 

potravinářskými laboratořemi FT UTB 
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Kultura Serratia ureilytica IB1 – izolována ze sýru typu ementál zakoupeného 

v obchodní síti v ČR 
 

Kultura Agrobacterium radiobacter (dříve Agrobacterium tumefaciens, 

Rhizobium radiobacter) IB102 – izolována z hrušky z vlastní produkce 

 

3. 1. 2. Kultivační média, chemikálie a roztoky 

Chemikálie 

Chlorid sodný (Lach-Ner, ČR) 

Destilovaná voda 

Ethanol 96% (Merck, Německo) 

Glycerol 30% (Merck, Německo) 

Hydroxid sodný (Merck, Německo) 

Kyselina chlorovodíková (Merck, Německo) 

 

Fyziologický roztok 

8,5 g NaCl bylo rozpuštěno v 1000 ml destilované vody, sterilizováno 

v autoklávu 20 minut při 120 °C 

 

Roztok biogenních aminů 

2 g histaminu, kadaverinu, putrescinu, tryptaminu, tyraminu a β-fenylethylaminu 

(vše Merck, Německo) bylo rozpuštěno v 1000 ml destilované vody. Pomocí 

1M HCl bylo upraveno pH roztoku na 6,8. Roztok byl poté sterilizován filtrací 

pomocí filtru o porozitě 0,22 μm. 

 

Složení minerálního média MM1 

Roztok biogenních aminů    100 ml 

Roztok KH2PO4 pufru (pufru A)   20 ml 

Roztok Na2HPO4.12H2O pufru (pufru B) 80 ml 

Roztok stopových prvků     2 ml 

Roztok CaCl2.2H2O      10 ml 

Roztok Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O    10 ml 

Roztok Mg(SO4).7H2O     10 ml 

Roztok NaCl       10 ml 

 

Doplněno destilovanou vodou na 1000 ml. pH pro jednotlivé experimenty bylo 

upraveno přidáním 1,2 M HCl. Kultivační médium bylo poté po 5 ml rozděleno 

do zkumavek a 20 minut při 120 °C sterilizováno v autoklávu. 

 

Tuhé MM1 bylo připraveno přidáním 12 g agaru (HiMedia, Indie) do 1000 ml 

tekutého MM1. Kultivační médium bylo poté 20 minut při 120 °C sterilizováno 

v autoklávu a následně rozlito do Petriho misek. 
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Roztok pufru A 

 9,07 g KH2PO4 (Merck, Německo) bylo rozpuštěno v 1000 ml destilované 

vody 

 

Roztok pufru B 

 23, 9 g Na2HPO4.12H2O (Merck, Německo) bylo rozpuštěno v 1000 ml 

destilované vody 

 

Roztok stopových prvků 

0,043 g   MnSO4.5H2O (Merck, Německo) 

0,057 g   H3BO3 (Merck, Německo) 

0,043 g   ZnSO4.7H2O (Merck, Německo) 

0,037 g   (NH4)6Mo7O24.4 H2O (Merck, Německo) 

0,025 g   Co(NO3)2.6H2O (Merck, Německo) 

0,04 g     CuSO4.5H2O (Merck, Německo) 

Doplněno destilovanou vodou na 1000 ml.  

Roztok byl poté 20 minut při 120 °C sterilizován v autoklávu. 
 

Roztok CaCl2∙2H2O  

1 g CaCl2∙2H2O (Merck, Německo) bylo rozpuštěno v 1000 ml destilované 

vody 

 

Roztok Mg(SO4)∙7H2O  

10 g Mg(SO4)∙7H2O (Merck, Německo) bylo rozpuštěno v 1000 ml 

destilované vody 

 

Roztok Fe(NH4)2(SO4)2∙6H2O  

3 g Fe(NH4)2(SO4)2∙6H2O (Merck, Německo) bylo rozpuštěno v 1000 ml 

destilované vody 

 

Roztok NaCl 

50 g NaCl bylo rozpuštěno v 1000 ml destilované vody 

 

Složení M17 broth 

42,5 g M17 broth (Merck, Německo) bylo rozpuštěno v 1000 ml destilované vody. 

Kultivační médium bylo poté po 5 ml rozděleno do zkumavek a 20 minut  

při 120 °C sterilizováno v autoklávu. 

 

Složení M17 agaru 

52,2 g M17 broth (Merck, Německo) a 12 g agaru bylo rozpuštěno v 1000 ml 

destilované vody. Kultivační médium bylo 20 minut při 120 °C sterilizováno 

v autoklávu a následně rozlito do Petriho misek. 
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Složení Nutrient broth (NB) s biogenními aminy 

25 g NB (HiMedia, Indie) bylo doplněno destilovanou vodou do 1000 ml  

a 20 minut při 120 °C sterilizováno v autoklávu. Ke kultivačnímu médiu bylo poté 

přidáno 100 ml roztoku BA (sterilizován filtrací) a po 5 ml za aseptických 

podmínek rozděleno do zkumavek.  

 

Složení Nutrient broth (NB) s biogenními aminy a přídavkem NaCl 

2 g NaCl bylo přidáno k NB (HiMedia, Indie) o objemu 1000 ml. Další postup 

byl shodný s přípravou NB s biogenními aminy. 

 

Roztok HClO₄ 

 51,1 ml HClO₄ (Merck, Německo) přidáno do 500 ml destilované vody 

(1,2 M HClO₄) 

 

Roztok dansylchloridu 

 5 g dansylchloridu bylo rozpuštěno v 1000 ml acetonu 

 

Karbonátový pufr  

K 50 ml pufru A bylo přidáno takové množství pufru B, aby výsledná směs 

pufrů měla hodnotu pH 9,2. K takto vzniklé směsi bylo přidáno 16,65 g 

uhličitanu draselného (Merck, Německo), aby výsledná hodnota pH 

karbonátového pufru byla v rozmezí 11,0–11,1. 

• pufr A 

42 g NaHCO3 (Merck, Německo) bylo rozpuštěno v 1000 ml 

destilované vody 

• pufr B  

53 g Na2CO3 (Merck, Německo) bylo rozpuštěno v 1000 ml 

destilované vody  

 

Agarózový gel  

1% agarózový gel (SeaKem LE Agarose, Lonza, Švýcarsko) s přídavkem 

3-8 kapek ethidiumbromidu o koncentraci 10 mg/ml (SERVA 

Electrophoresis GmbH, Německo)  

 

Komerční směsi pro metody PCR  

100 bp Plus DNA Ladder (Malamité, ČR)  

FastStart Universal SYBR Green Master (Merck, Německo)  

GoTaq® G2 Hot Start Green Master Mix (ROCHE, Německo) 

 

Sady pro izolaci DNA a purifikaci templátu  

High Pure PCR Template Preparation Kit, (ROCHE, Německo) 

High Pure PCR Product Purification Kit, (ROCHE, Německo)  

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up, (Macherey ˗ Nagel, Německo)  
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NucleoSpin Genomic DNA from tissue (Macherey ˗ Nagel, Německo) 

UltraClean Microbial DNA Isolation Kit (Qiagen, Německo) 

 

3. 1. 3. Laboratorní přístroje a pomůcky 

Analytické váhy Denver Instrument SI-64A (USA)  

Aseptický laminární box Telstar Bio II-A (Španělsko)  

Automatické mikropipety Eppendorf Research (Německo)  

Bio Vortex V1 Biotech (Česká republika)  

Centrifuga Jouan MR23i (USA)  

Centrifuga Hettich Rotanta 460 R (Německo)  

Elektroforetická aparatura Scie-Plas HU10 Mini-Plus (Velká Británie) 

Filtry Millex GS Filter Unit 0,22 μm (Merck, Německo)  

Chromatografický systém Dionex HPLC UltiMate 3000, Thermo Fischer 

Scientific, (Massachusetts, USA)  

Kombinovaná chladnička Beko (Turecko)  

Laboratorní sterilizátor Wolf SANOclav (Německo)  

Laboratorní třepačky GLF (Německo) 

Laboratorní váhy 440-47N KERN (Německo)  

Mikroskop Olympus CX 41 (Japonsko)  

Mikrovlnná trouba Electrolux (ČR)   

pH metr inoLab pH/ION 735 se skleněnou elektrodou SenTix 81(Německo)  

Stomacher Seward (Velká Británie) 

Termoblok Dry Block Heating Thermostat BioSan Bio TDB-100 (Lotyšsko) 

Termocykler PIKO, Finnzymes, Thermo Fisher Scientific (USA) 

Termostat BT 120 – Laboratorní přístroje Praha (Česká republika) 

UV transluminátor SynGene Imaging In Genius (Velká Británie) 

 

Při práci byly také používány běžné laboratorní pomůcky jako stojany, 

dávkovače, pipety, špičky, mikrobiologické kličky, mikrozkumavky a laboratorní 

sklo jako vzorkovnice, zkumavky, vialky, odměrné nádoby atd. 

 

 

3. 2. Zvolená metodika a postup zpracování  

 V prvním experimentu byl proveden skríning potravin na přítomnost 

bakterií, které jsou schopny biogenní aminy degradovat. Tyto mikroorganizmy 

byly následně identifikovány pomocí několika metod (MALDI-TOF MS), včetně 

molekulárně-biologických (PCR s následnou sekvenací genu pro 16S rRNA). 

U všech vyizolovaných a identifikovaných kmenů byly stanoveny základní 

biochemické charakteristiky a sledována jejich schopnost redukce následujících  

6 biogenních aminů: kadaverinu (KAD), histaminu (HIM), β-fenylethylaminu 

(PEA), putrescinu (PUT), tyraminu (TYM), tryptaminu (TRY) metodou HPLC.  
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 Vybrané kmeny bakterií pozitivní na schopnost degradace biogenních aminů 

(jednoho nebo více) byly ve dvou následujících experimentech podrobeny dalším 

analýzám. 

 

3. 2. 1. Skríning a izolace 

V experimentu I byl proveden skríning mikroorganizmů degradujících BA. 

Tento skríning byl prováděn v 895 vzorcích potravin rostlinného i živočišného 

původu a nápojů (Tab. 6). Ze získaných vzorků potravin bylo sterilně odebráno  

5 g materiálu, který byl zředěn v poměru 1:9 ve sterilním fyziologickém roztoku 

a následně zhomogenizován ve stomacheru. Inokulum bylo následně připraveno 

vždy ve 3 opakováních. Do 5 ml tekutého MM1 s přídavkem BA bylo zaočkováno 

100 μl testované suspenze dané potraviny. V případě nápojů bylo do MM1 rovnou 

očkováno 100 μl testovaného nápoje. Schopnost růstu v minerálním médiu byla 

srovnávána s kontrolním vzorkem, kde byla sledována schopnost růstu bakterií 

v MM1 bez přítomnosti BA (substrátu organického původu). 

 

Tab. 6: Seznam potravin a nápojů, u nichž se prováděl skríning na přítomnost 

mikroorganizmů degradujících biogenní aminy  

 
Matrice Počet vzorků 

Masné výrobky 471 

Sýry 144 

Ostatní mléčné výrobky 128 

Ovoce a zelenina 45 

Víno 39 

Pivo 16 

Čokoláda 13 

Čaj a káva 12 

Ostatní 27 

 

Tyto vzorky byly v dalším kroku kultivovány při teplotě 30 °C po dobu 24, 

48, 72 hodin a jednoho týdne. V těchto časových intervalech byl sledován růst 

dané bakteriální kultury. Při pozitivním záchytu byla kultura následně 

přeočkována na tuhé MM1 s přídavkem BA a dále kultivována po dobu 

24 a 48 hodin při 30 °C. Jednotlivé kolonie byly poté izolovány a identifikovány. 

Následující analýzy každého kmene byly zhotoveny vždy ve 3 opakováních. 

Při pozitivním záchytu byly jednotlivé vzorky z MM1 agaru přeneseny  

na NB agar, kde bylo zaočkováno 100 μl bakteriální suspenze a ty byly 24 hod. 

kultivovány při 30 °C. Z jednotlivých kolonií byly připraveny křížové roztěry 

všech izolátů, které byly následně kultivovány 24 hodin při 30 °C. Z izolovaných 

čistých kolonií byly vytvořeny zásobní kultury tak, že se kultura z misky přenesla 

kličkou do bujónu, kde se nechala 24 hod při 30 °C pomnožit. Poté bylo 600 μl 

suspenze smícháno se 600 μl sterilního 30% glycerolu. Takto připravené zásobní 

kultury byly zamrazeny při -70 °C. 
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3. 2. 2. Stanovení biochemických charakteristik jednotlivých kmenů 

 Získané vzorky byly podrobeny taky základním biochemickým testům. 

• Gramovo barvení, KOH test 

• U G+ mikroorganizmů katalázový test 

• U G– mikroorganizmů oxidázový test 

3. 2. 3. Metoda hmotnostní spektrometrie MALDI-TOF 

 Identifikace mikroorganizmů, které se podařilo izolovat, byla provedena 

pomocí metody MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorp-tion/Ionization  

Time of Flight mass spectrometry – hmotnostní spektrometrie s laserovou 

desorpcí a ionizací za účasti matrice s průletovým analyzátorem). Z důvodu 

časové i finanční náročnosti a vysokých požadavků na vybavenost laboratoří  

byl tento krok proveden ve Výskumném centru AgroBioTech na Slovenské 

poľnohospodárske univerzitě v Nitře, Fakultě záhradnictva a krajinného 

inženierstva za asistence prof. Ing. Miroslavy Kačániové, Ph.D. Před odesláním 

na MALDI identifikaci byly kultury nejdříve oživeny. Ze zásobních kultur byly 

provedeny křížové roztěry na NB agar, které byly následně kultivovány 24 hod. 

při 30 °C. Po uplynulé době kultivace byla bakteriální kultura kličkou převedena  

do mikrozkumavky typu Eppendorf se 150 μl sterilní destilované vody a 450 μl 

96% etanolu. Takto zpracované vzorky byly následně odeslány na analýzu. 

 

3. 2. 4. Sekvenování kmenů schopných degradovat biogenní aminy 

 Další metodou identifikace vybraných izolovaných kmenů byla sekvenční 

analýza genu pro 16S rRNA. Před samotnou izolací DNA byly kultury nejdříve 

oživeny. Ze zásobních kultur byly provedeny křížové roztěry na NB agar, které 

byly následně kultivovány 24 hodin při 30 °C. Izolace DNA byla provedena 

odebráním jedné bakteriální kolonie a jejím resuspendováním v 50 μl 

deionizované vody. Suspenze bakteriálních buněk byla povařena v termobloku  

po dobu 5 minut při teplotě 98 °C. Bakteriální lyzát byl centrifugován 3 minuty 

při 4500 RPM. Pro PCR bylo odebráno 1 μl supernatantu. Metodologie této části 

práce vychází z publikací Christensen a Bisgaard, 2010; Simmon et al., 2006.  

Pro následnou amplifikaci byl použit forward primer 341F 

(5’-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’) a reverse primer 907R (5’-CCGTCAATT 

CCTTTGAGTTT-3’), oba o koncentraci 0,4 µmol/l (Zhao et al., 2008). PCR byla 

provedena pomocí G2 Hot Start Green Master Mix (ROCHE, Germany). Reakční 

směs byla složena z 10 µl směsi master mixu komerčního kitu, 1 µl forward, 1 µl 

reverse primeru, 1 µl templátové DNA a 7 µl deionizované vody. Negativní 

kontrola byla složena ze stejného objemu vzorku bez DNA templátu, jehož objem 

byl nahrazen sterilní destilovanou vodou. Podmínky PCR byly upraveny podle 

pokynů dodavatele, viz Tab. 7. 

Amplifikované produkty byly analyzovány na 1% (w/v) agarózovém gelu 

s přídavkem ethidiumbromidu. Analýza probíhala při 90 V, 400 mA po dobu 



50 

 

25 minut. Jako velikostní standard byl použit 100 bp Plus DNA Ladder, 

(Malamité, ČR). Detekce produktů byla provedena pomocí UV transluminátoru.  

Pro následnou sekvenaci bylo 5 µl amplifikované a purifikované DNA 

smícháno s 5 µl primeru (5 µM) 907R. Samotné sekvenování bylo prováděno 

externí firmou SEQme s.r.o. (SEQme, Dobříš). Získané sekvence byly upraveny 

v programu GATC Viewer a výsledky sekvenování byly zpracovány  

a vyhodnoceny pomocí algoritmu BLAST (volně dostupný prohledávací 

algoritmus „The Basic Local Alignment Search Tool“). Tento algoritmus  

pro analýzu výsledků sekvenovaných genů využívá databází MicroSeq, GenBank 

nebo SmartGeneIDN (Simmon et al., 2006). 

 

Tab. 7: Podmínky PCR 
 

Krok Teplota (°C) Čas (min) Počet cyklů 

Denaturace 94 5 1 

Amplifikace 

95 1  

35 56 1 

72 1,5 

Extenze 72 10 1 

 

3. 2. 5. Sledování kinetiky degradace biogenních aminů 

Vliv vnějších podmínek na míru degradace biogenních aminů byl studován 

v rámci kultivace jednotlivých kmenů za různě definovaných podmínek a jejich 

kombinací. 

Kultivace vybraných kmenů probíhala aerobně i anaerobně v médiu 

o různých hodnotách pH (5,0; 6,0; 7,0; 8,0), různých koncentrací NaCl (0 %, 1 %, 

2 %, 3 % w/v) a za různých teplot (8 °C, 10 °C, 23 °C a 30 °C).  

Pro sledování vlivu jednotlivých faktorů na míru degradace byly vybrány 

kmeny Bacillus subtilis IB23 a Bacillus pumilus IB26. 

 

Sledování všeobecné schopnosti degradace 

V experimentu II bylo z 98 získaných a identifikovaných MO  

ze vzorků potravin vybráno 13 kmenů, u kterých byla sledována celková 

schopnost degradace kadaverinu, histaminu, β-fenylethylamin, putrescinu, 

tyraminu, tryptaminu. 

Izolované zásobní kultury byly oživeny přenesením inokula do NB bujónu, 

kde byly kultivovány 24 hodin při 30 °C. Po nárůstu kultury bylo 100 µl 

bakteriální suspenze zaočkováno do 5 ml MM1 s BA. Jako kontrola pro stanovení 

výchozího obsahu BA v bujónu sloužily 3 vzorky MM1 s BA, které nebyly 

zaočkovány MO a byly odebrány k analýze v čase, kdy byly ostatní zkumavky  

s bujónem zaočkovány. Každý vzorek byl zaočkován do 2 paralelních zkumavek 

pro jednotlivé odběrové časy (celkem tedy 10 paralelních vzorků pro každý 

testovaný kmen). Takto připravené vzorky byly opět kultivovány 12 hod.  
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při 30 °C. Po kultivaci byla živná média centrifugována (4500 RPM, 10 minut). 

Do mikrozkumavky Eppendorf bylo odebráno 650 μl supernatantu a následně 

přidáno 650 μl kyseliny chloristé v koncentraci 1,2 mol/l. Následující analýzy 

každého vzorku byly zhotoveny vždy ve 3 opakováních. Takto připravené vzorky 

byly zamraženy a přichystány na derivatizaci. Stejným způsobem byly odebrány 

vzorky v časech 24, 36, 48 a 72 hod. u kmenů Bacillus subtilis IB23, Bacillus 

pumilus IB26, Acinetobacter pittii IB5, Microccus luteus IB16, Enterobacter 

cloacae IB62, Bacillus safensis IB731, Bacillus altitudinis IB84 Agrobacterium 

radiobacter IB102, Serratia ureilytica IB1, Serratia marcescens IB11, 

Pseudomonas koreensis IB431, Klebsiella pneumoniae IB148, Pseudomonas 

fulva IB266. 

 

Schopnost degradace biogenních aminů kmeny Bacillus subtilis IB23  

a Bacillus pumilus IB26 v závislosti na vnějších podmínkách 

 V experimentu III byla sledována míra degradace BA za různých teplot,  

při různém pH a způsobu kultivace u kmene B. subtilis IB23. 

Pro práci s kmenem B. subtilis IB23 byly připraveny 4 varianty MM1 s BA, 

kdy bylo jeho pH postupně pomocí HCl a NaOH upraveno na 5,0; 6,0; 7,0  

a 8,0±0,1. Do 5 ml takto připraveného média bylo zaočkováno 100 µl 24 hod. 

pomnožené kultury. Všechna zaočkovaná média o různých variantách pH byla 

kultivována aerobně i anaerobně při různých teplotách, pro které byly stanoveny 

odběrové časy v závislosti na kultivační teplotě (Tab. 8) 

 

Tab. 8: Odběrové časy pro jednotlivé teploty kultivace kmene B. subtilis IB23 

 
Teplota (°C) Čas (h) 

8±1 12 24 48 72 96 

23±1 6 12 24 48 72 

30±1 6 12 24 36 48 

 

 V experimentu IV byla sledována další degradace BA, pro tento experiment 

byly zvoleny kmeny Bacillus subtilis IB23 a Bacillus pumilus IB26. U těchto 

kmenů byla sledována schopnost degradace při rozdílných teplotách, hodnotách 

pH (5,0; 7,0; 8,0±0,1) a obsahu NaCl (0, 1, 2, 3 % w/v) v MM1 a NB.  

Pro jednotlivé teploty byly stanoveny různé odběrové časy (Tab. 9). Experiment 

s NB probíhal v menším rozsahu, jelikož zde byl důvodný předpoklad,  

že v nutričně bohatším médiu budou Bacillus subtilis IB23 i Bacillus pumilus 

IB26 degradovat BA v menší míře. Rozdílné parametry kultivace jsou uvedeny 

v Tab. 10. Další postup byl shodný s postupem přechozího experimentu. 
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Tab. 9: Odběrové časy pro jednotlivé teploty kultivace kmenů B. subtilis IB23 

a B. pumilus IB26 

 
Teplota (°C) Čas (h) 

10±1 12 24 36 48 72 96 

23±1 6 12 24 36 48 72 

30±1 4 8 12 24 36 48 

 

Tab. 10: Sledované vnější faktory při kultivaci kmenů B. subtilis IB23  

a B. pumilus IB26 

 

 MM1 NB 

pH 

5 

7 7 

8 

NaCl (%) 

0 
0 

1 

2 
2 

3 

 

Po ukončení kultivace byly vzorky dle již zmíněného postupu připraveny  

na následnou derivatizaci. 

 

3. 2. 6. Detekce biogenních aminů metodou HPLC 

 Koncentrace daných biogenních aminů v jednotlivých experimentech byla 

stanovena metodou HPLC (Fernández et al., 2007b).  

 

Derivatizace 

Okyselená směs BA byla podrobena předkolonové derivatizaci  

dle standardizovaného postupu laboratoře podle Dadáková et al. (2009a).  

1. Ke vzorkům bylo přidáno 100 µl vnitřního standardu 

(1,7-heptandiaminu (500 mg/l). Z této směsi byl odebrán 1 ml  

do derivatizační nádobky.  

2. Do vzorků v derivatizačních nádobkách bylo přidáno 1,5 ml 

karbonátového pufru o pH 11 a 2 ml čerstvě připraveného roztoku 

dansylchloridu v acetonu (5 g/l). Derivatizační nádobky byly dobře 

uzavřeny a 20 hodin byly v temnu protřepávány.  

3.  Následně bylo do každého vzorku přidáno 200 μl roztoku prolinu  

a vzorky byly další hodinu protřepávány. K takto upravené směsi bylo 

přidáno 3 ml heptanu a vzorky byly 3 minuty ručně protřepávány.  

4.  V dalším kroku byl z derivatizačních nádobek odebrán 1 ml heptanové 

vrstvy do vialek.  

5.  Obsah vialek se nechal při teplotě 60 °C odpařit pod proudem dusíku.  
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6.  Suchý odparek byl zředěn 1,5 ml acetonitrilu a takto zpracované vzorky 

byly uchovány při teplotě -18 °C do doby analýzy. 

  

Chromatografické stanovení biogenních aminů 

Derivatizované vzorky byly filtrovány přes stříkačkový filtr s porozitou 

0,22 μm a dávkovány na kolonu (Agilent Eclipse Plus C18 RRHD, 50 x 3,0 mm, 

velikost částic 1,8 μm) chromatografického systému (termostat kolon Agilent 

1260 Infinity; autosampler LabAlliance, USA; binární pumpa LabAlliance, USA; 

UV/VIS DAD detektor Agilent Technologies). Separace dansylderivátu 

biogenních aminů probíhala gradientovou elucí, jejíž program je znázorněn 

v Tab. 11. Detekce dansylderivátu BA bude probíhat spektrofotometricky UV 

zářením o vlnové délce 254 nm (DAD detektor Agilent Technologies 1260 

Infinity). Podmínky separace a detekce sledovaných biogenních aminů byly 

nastaveny dle standardizovaných postupů laboratoře podle práce Purevdorj et al. 

(2021). 

 

Tab. 11: Gradientový eluční program pro HPLC 

 
Čas (min) 10% acetonitril (%) 100% acetonitril (%) 

0,1 41 59 

1,9 37 63 

3,5 18 82 

4,0 0 100 

9,5 0 100 

11,5 41 59 

15,5 41 59 

Podle Smělá et al., 2004 

 

3. 2. 7. Statistické metody 

 Pro vyhodnocení dat získaných z HPLC byl využit Kruskal-Walisův test  

ke srovnání středních hodnot více než dvou nezávislých souborů, popř. 

Wilcoxonův test pro srovnání středních hodnot dvou nezávislých souborů. Data 

byla vyhodnocována pomocí softwaru Unistat® 6.5 (software Unistat, London, 

UK) na hladině významnosti 0,05. 

 Wilcoxonův test se používá se pro hodnocení párových pokusů, kdy 

sledovaná veličina neodpovídá Gaussovu normálnímu rozdělení. Porovnává dvě 

měření provedená u jednoho výběrového souboru. Testuje hypotézu rovnosti 

distribučních funkcí na základě ověření symetrického rozložení sledované 

náhodné veličiny. Kruskal-Wallisův test je rozšířením Wilcoxonova testu  

pro porovnání mediánů více než dvou náhodných výběrů (Blatná, 1996). Stejný 

přístup byl použit například v práci Purevdorj (2021). 
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4. VÝSLEDKY  

4. 1. Experiment I - Skríning mikroorganizmů na schopnost 

degradace biogenních aminů 

 V této experimentální části práce byly z různých potravinových matric 

izolovány mikroorganizmy, které jsou schopny degradovat biogenní aminy. 

Z 895 vzorků potravin bylo izolováno 114 mikroorganizmů schopných 

degradovat BA. Minerální médium, ve kterém byla jediným zdrojem uhlíku 

a dusíku směs biogenních aminů, bylo zaočkováno homogenátem z dané 

potravinové matrice. Tento základní skríning byl vyhotoven ve 3 opakováních 

pro každé inokulum připravené z dané potraviny. Pro kontrolu růstu autotrofní 

mikrobioty bylo stejným vzorkem zaočkováno minerální médium bez přídavku 

biogenních aminů. Pozitivní výsledky byly odečítány pozorováním zákalu 

živného média. Jako pozitivní byl brán takový vzorek, kde byl zákal pozorován 

ve všech 3 opakováních. Přestože tento základní pokus probíhal po dobu 7 dní, 

kdy byly každých 24 hodin odečítány výsledky, všech 114 získaných kmenů, 

které byly schopny biogenní aminy rozkládat, bylo detekováno již po prvních  

24 hodinách probíhajícího pokusu. V následujících odběrových časech nebyly 

další nové záchyty zaznamenány. Z těchto výsledků je patrné, že všechny získané 

izoláty byly schopny významně redukovat biogenní aminy již v prvních 24 h 

kultivace.  

 

4. 1. 1. Identifikace pomocí MALDI-TOF 

 Izoláty pozitivní na degradaci BA byly identifikovány na Slovenské 

poľnohospodárské univerzitě v Nitře pomocí MALDI-TOF MS. Výsledky 

identifikace jsou shrnuty v Tab. 12. Citlivost a přesnost provedené identifikace  

je vyjádřena pomocí skóre, které se pohybuje v rozmezí 3-2,3 pro vysoce 

pravděpodobnou identifikaci na úrovni druhu (v Tab. 12 označeny šedě); 2,29-2 

pro bezpečnou identifikaci na úrovni rodu a pravděpodobnou identifikaci  

na úrovni druhu; 1,99-1,7 pro pravděpodobnou identifikaci na úrovni rodu.  

Ze všech testovaných potravin bylo získáno 22 různých druhů mikroorganizmů. 

16 izolátů se zvolenou metodou nepodařilo identifikovat. Tyto vzorky vykazovaly 

skóre nižší než 1,7. Důvodem pro nemožnost identifikace mohla být směsná 

kultura mikroorganizmů, jejich příliš nízká koncentrace nebo absence daného 

hmotnostního spektra v použitých knihovnách, které jsou dodavatelem 

sestavovány především k identifikaci klinických izolátů. Degradéři byli izolováni 

zejména z mléčných výrobků. Pro další experimenty byly vybrány právě izoláty 

z těchto potravin a jeden izolát nalezený v ovoci. Z množství mikroorganizmů 

byly pro další experimenty zvoleny ty, které pro daný druh vykazovaly nejlepší 

identifikační skóre.  
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Tab. 12: Výsledky identifikace izolovaných mikroorganizmů získané metodou 

MALDI-TOF MS 

 
Mikroorganizmus Kmen Skóre Mikroorganizmus Kmen Skóre 

*Acinetobacter pittii IB5 2.516 Latilactobacillus curvatus IB521 1.833 

Acinetobacter pittii IB235 2.502 Latilactobacillus curvatus IB347 1.824 

Acinetobacter pittii IB415 2.401 Latilactobacillus curvatus IB270 1.764 

Acinetobacter pittii IB682 2.397 Latilactobacillus curvatus IB88 1.752 

Acinetobacter pittii IB27 2.373 Latilactobacillus curvatus IB96 1.701 

Acinetobacter pittii IB310 2.372 Latilactobacillus curvatus IB304 2.227 

Acinetobacter pittii IB69 2.356 Latilactobacillus sakei IB431 2.234 

Acinetobacter pittii IB174 2.319 Latilactobacillus sakei IB438 1.862 

Acinetobacter pittii IB248 2.271 Latilactobacillus sakei IB603 1.843 

Acinetobacter pittii IB804 2.251 *Micrococcus luteus IB16 2.431 

Acinetobacter pittii IB521 1.957 Micrococcus luteus IB116 2.158 

Acinetobacter radioresistens IB182 2.365 Micrococcus luteus IB320 2.037 

*Agrobacterium radiobacter IB102 2.375 Pediococcus pentosaceus IB541 2.328 

*Bacillus altitudinis IB84 2.414 Pediococcus pentosaceus IB301 2.247 

*Bacillus pumilus IB26 2.724 Pediococcus pentosaceus IB358 2.124 

Bacillus pumilus IB418 2.135 Pediococcus pentosaceus IB629 2.036 

Bacillus pumilus IB630 2.093 Pediococcus pentosaceus IB138 2.035 

Bacillus pumilus IB581 1.775 Pediococcus pentosaceus IB203 2.016 

*Bacillus safensis IB731 2.417 Pediococcus pentosaceus IB482 1.976 

*Bacillus subtilis IB23 2.831 Pediococcus pentosaceus IB197 1.972 

Bacillus subtilis IB38 2.263 Pediococcus pentosaceus IB836 1.961 

Bacillus subtilis IB493 2.024 Pediococcus pentosaceus IB522 1.954 

Bacillus subtilis IB658 1.935 Pediococcus pentosaceus IB485 1.927 

Bacillus subtilis IB311 1.928 Pediococcus pentosaceus IB398 1.913 

Bacillus subtilis IB87 1.818 Pediococcus pentosaceus IB742 1.893 

*Enterobacter cloacae IB62 2.384 Pediococcus pentosaceus IB647 1.877 

Enterococcus faecalis IB129 2.395 Pediococcus pentosaceus IB303 1.875 

Fructilactobacillus fructivorans IB360 1.834 Pediococcus pentosaceus IB371 1.872 

*Klebsiella pneumoniae IB148 2.395 Pediococcus pentosaceus IB299 1.858 

Latilactobacillus curvatus IB521 2.223 Pediococcus pentosaceus IB58 1.833 

Latilactobacillus curvatus IB367 2.215 Pediococcus pentosaceus IB39 1.823 

Latilactobacillus curvatus IB608 2.189 Pediococcus pentosaceus IB596 1.736 

Latilactobacillus curvatus IB18 2.185 *Pseudomonas fulva IB266 2.344 

Latilactobacillus curvatus IB96 2.179 *Pseudomonas koreensis IB431 2.313 

Latilactobacillus curvatus IB253 2.176 Pseudomonas oryzihabitans IB438 2.244 

Latilactobacillus curvatus IB347 2.156 *Serratia marcescens IB11 2.531 

Latilactobacillus curvatus IB731 2.148 Serratia marcescens IB39 2.035 

Latilactobacillus curvatus IB621 2.146 *Serratia ureylitica IB1 2.635 

Latilactobacillus curvatus IB806 2.137 Staphylococcus carnosus IB87 2.215 

Latilactobacillus curvatus IB380 2.121 Staphylococcus carnosus IB174 2.17 
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Mikroorganizmus Kmen Skóre Mikroorganizmus Kmen Skóre 

Latilactobacillus curvatus IB114 2.077 Staphylococcus carnosus IB559 1.869 

Latilactobacillus curvatus IB864 2.072 Staphylococcus carnosus IB47 1.86 

Latilactobacillus curvatus IB230 2.046 Staphylococcus carnosus IB41 1.85 

Latilactobacillus curvatus IB382 2.009 Staphylococcus carnosus IB166 1.848 

Latilactobacillus curvatus IB557 2 Staphylococcus carnosus IB655 1.799 

Latilactobacillus curvatus IB203 1.992 Staphylococcus carnosus IB724 1.747 

Latilactobacillus curvatus IB716 1.891 Staphylococcus hominis IB693 1.902 

* - kmeny použité pro další experimenty 

 

Pro následné experimenty bylo vybráno 13 různých mikroorganizmů, u kterých 

byly zjištěny základní biochemické charakteristiky  

 

4. 1. 2. Identifikace pomocí sekvenace genů pro 16S rRNA 

 Identifikace 13 mikroorganizmů, které byly vybrány pro další práci, byla 

ověřena pomocí PCR a následným sekvenováním části genu pro 16S rRNA 

firmou SEQme s.r.o. Identifikace všech izolátů vybraných na základě analýzy 

MALDI-TOF MS se shodovala s výsledky sekvenování PCR produktů na úrovni 

druhu. Kmeny zvolené pro další pokusy byly pomocí databáze GeneBank 

identifikovány jako Acinetobacter pittii, Agrobacterium radiobacter, Bacillus 

altitudinis, Bacillus pumilus, Bacillus safensis, Bacillus subtilis, Enterobacter 

cloacae, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Pseudomonas koreensis, 

Pseudomonas fulva, Serratia marcescens, Serratia ureylitica.  

Kmeny Bacillus subtilis IB23 a Bacillus pumilus IB26 byly identifikovány  

se 100% shodou. 

 

4. 2. Experiment II - Míra degradace biogenních aminů 

U kmenů získaných a identifikovaných v předchozím experimentu  

byl stanoven úbytek jednotlivých BA v časech 0-72 hodin. Pro tento pokus bylo 

vybráno 13 kmenů pozitivních na degradaci biogenních aminů. Průběh degradace 

v jednotlivých časech byl sledován pomocí vysokoúčinné kapalinové 

chromatografie a je shrnut v Tab. 13. Všechny zvolené kmeny byly schopny 

degradovat všechny testované BA aspoň o 8,5 % za 72 h. Kmen Acinetobacter 

pitii IB5 vykazoval po 72 hodinách nejnižší míru degradace u TRY, a to jen  

o 8,5 %, naopak byl schopen degradovat KAD o čtvrtinu. Podobnou schopnost 

degradace TRY vykazoval kmen Agrobacterium radiobacter IB102, který  

po 72 hodinách dokázal snížit jeho koncentraci o 9,65 %. Koncentrace TYM  

po 72 h kultivace klesla téměř o polovinu. Jednalo se o nejvyšší úbytek ze všech 

BA v tomto čase. Koncentrace všech BA degradovaných kmenem Bacillus 

altitudinis IB84 pozvolna klesala v rozmezí 13-36 %. Nejvyšší míru degradace 

vykazoval B. altitudinis u TRY. Stejně jako u dvou předchozích kmenů byl 

největší úbytek zaznamenán u TYM. Velice podobnou míru degradační aktivity 
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jako B. altitudinis vykazoval v čase 72 h i B. pumilus IB26. Shodně degradoval 

TYM o 36 %. Bacillus safensis IB731 po 72 h kultivace dokázal nejvíce snížit 

hladinu PUT, a to téměř o polovinu, obdobně jako v předchozích měřeních 

degradoval nejméně TRY, v tomto případě však téměř o čtvrtinu. Vůbec nejvyšší 

snížení koncentrace BA byla zaznamenána u B. subtilis IB23.Tento kmen byl 

schopen výrazně snížit obsahy všech BA, nejméně byl po 72 h opět degradován 

TRY o 22,68 %, PEA o bezmála 35 %. Nejvyšší snížení koncentrace bylo 

pozorováno u PUT, kdy se po 72 h kultivace dostal k téměř nulovým hodnotám, 

podobně úspěšně byly degradovány i KAD a HIM o 92,4 resp. 97 %. Z námi 

zachycených degradérů se právě B. subtilis IB23 ukázal jako nejúspěšnější kmen. 

Enterobacter cloacae IB62 vykazoval po 72 h nejvyšší míru degradace u PUT 

o téměř 44 %, nejnižší podobně jako v předchozích případech u tryptaminu. 

Zde se jeho obsah za 72 h snížil o 15,46 %. Vysokou efektivitu degradace BA 

vykazovaly také kmeny Klebsiella pneumoniae IB148 a Micrococcus luteus 

IB16, kdy oba kmeny byly schopné po 72 h degradovat PUT o více než 90 %  

a TRY a PEA o více než 60 %, ale pouze o 9 % byla snížena koncentrace HIM 

kmenem M. luteus IB16. Oba testované kmeny Pseudomonas byly schopny snížit 

hladinu PUT o více než 90 %, o více než polovinu dokázaly snížit obsahy TRY, 

PEA i TYM. U obou kmenů byl po 72 h detekován nejnižší úbytek histaminu. 

Obdobně jako u kmenů Pseudomonas i u testovaných izolátů Serratia byl 

zaznamenán úbytek PUT o více než 90 %, nejmenší snížení koncentrace u kmene 

Serratia marcescens IB11 po 72 h bylo detekováno u HIM a KAD shodně  

o necelých 34 %, u kmene Serratia ureilytica IB1 u HIM a PEA, kdy hladiny 

těchto aminů klesly 66 a 65 %. 
 

Tab. 13: Relativní pokles koncentrace biogenních aminů (rel. %) v čase  

u vybraných testovaných mikroorganizmů 

 

Kmen/BA 
Doba kultivace (h) 

12 24 36 48 72 

Acinetobacter pitii IB5      

Tryptamin 3,47 4,47 6,31 7,37 8,25 

Fenylehtylamin 32,62 1,99 13,50 10,29 23,77 

Putrescin 20,07 13,99 30,70 20,26 21,85 

Kadaverin 0,64 1,19 1,68 5,95 25,04 

Histamin 41,78 54,12 58,41 11,83 16,36 

Tyramin 33,83 32,55 15,70 13,38 37,42 

Agrobacterium radiobacter IB102      

Tryptamin 2,02 3,02 5,46 6,42 9,65 

Fenylehtylamin 15,76 16,18 26,51 38,86 43,31 

Putrescin 27,66 18,63 14,28 27,33 25,14 

Kadaverin 11,51 14,73 18,01 27,03 28,30 

Histamin 2,13 8,53 17,24 14,52 20,43 

Tyramin 32,44 31,39 38,93 43,36 49,75  
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Kmen/BA 
Doba kultivace (h) 

12 24 36 48 72 

Bacillus altitudinis IB84      

Tryptamin 1,19 2,01 6,62 10,71 12,74 

Fenylehtylamin 20,42 25,74 27,25 29,57 30,36 

Putrescin 16,60 17,16 22,47 22,80 25,84 

Kadaverin 16,36 17,05 19,78 21,85 24,57 

Histamin 11,60 13,36 20,23 22,85 28,18 

Tyramin 23,79 28,77 30,95 35,14 36,50 

Bacillus pumilus IB26      

Tryptamin 2,78 4,39 4,45 6,61 8,55 

Fenylehtylamin 5,09 7,51 8,19 11,29 27,70 

Putrescin 7,99 14,80 25,30 27,14 28,57 

Kadaverin 3,51 6,47 17,50 20,08 28,68 

Histamin 3,06 13,64 23,32 29,00 30,55 

Tyramin 10,20 10,53 12,68 15,53 36,23 

Bacillus safensis IB731      

Tryptamin 5,48 8,09 12,07 22,90 24,43 

Fenylehtylamin 0,64 2,46 9,90 22,65 30,84 

Putrescin 15,63 18,04 32,01 45,76 49,36 

Kadaverin 1,71 7,87 16,03 25,50 32,95 

Histamin 0,24 11,16 15,41 21,08 30,38 

Tyramin 30,64 32,24 34,13 39,54 44,33 

Bacillus subtilis IB23      

Tryptamin 3,00 4,85 8,27 16,11 22,68 

Fenylehtylamin 24,37 28,37 31,87 33,78 34,97 

Putrescin 33,48 43,59 50,62 95,97 99,77 

Kadaverin 15,94 44,91 62,06 82,23 92,40 

Histamin 30,95 49,26 58,63 77,29 96,95 

Tyramin 27,89 31,12 37,37 41,65 48,45 

Entrerobacter cloacae IB62      

Tryptamin 1,06 1,48 7,62 6,24 15,46 

Fenylehtylamin 4,56 11,36 16,40 17,05 19,57 

Putrescin 12,80 20,16 20,99 35,89 43,96 

Kadaverin 13,72 19,71 22,14 21,99 24,05 

Histamin 21,37 21,62 24,54 24,49 28,80 

Tyramin 20,50 25,55 30,78 34,30 39,49 

Klebsiella pneumoniae IB148      

Tryptamin 42,79 57,78 60,33 64,98 62,78 

Fenylehtylamin 32,48 53,32 58,37 58,97 66,61 

Putrescin 28,39 58,63 72,03 91,56 92,12 

Kadaverin 11,77 13,92 20,91 22,41 30,63 

Histamin 43,76 53,40 51,67 57,10 61,10 

Tyramin 47,67 66,70 52,63 58,25 69,41 
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Kmen/BA 
Doba kultivace (h) 

12 24 36 48 72 

Micrococcus luteus IB16      

Tryptamin 3,32 12,25 37,60 68,71 76,21 

Fenylehtylamin 6,62 10,05 48,66 65,21 75,15 

Putrescin 16,35 20,71 73,33 88,05 90,87 

Kadaverin 1,13 9,44 17,62 18,92 17,13 

Histamin 1,77 3,55 5,78 6,87 8,99 

Tyramin 6,73 13,25 25,63 38,70 55,78 

Pseudomonas fulva IB266      

Tryptamin 10,18 14,83 42,80 64,82 65,40 

Fenylehtylamin 2,15 3,11 37,50 61,30 64,85 

Putrescin 0,98 7,19 61,50 91,01 92,55 

Kadaverin 7,65 13,22 15,93 17,56 18,99 

Histamin 1,30 2,44 6,34 11,43 16,23 

Tyramin 18,36 26,21 45,75 58,18 67,86 

Pseudomonas koreensis IB431      

Tryptamin 37,80 57,88 59,00 62,31 67,51 

Fenylehtylamin 28,34 52,58 58,37 61,17 62,58 

Putrescin 41,67 58,78 77,37 92,47 92,34 

Kadaverin 10,64 52,61 55,51 61,42 63,19 

Histamin 1,76 4,83 12,48 18,99 23,59 

Tyramin 31,75 67,01 42,67 53,73 61,39 

Serratia marcescens IB11      

Tryptamin 8,74 17,51 20,97 27,38 66,15 

Fenylehtylamin 6,81 10,07 16,08 25,67 64,08 

Putrescin 11,74 14,24 37,97 58,61 92,26 

Kadaverin 5,15 10,07 17,15 25,83 33,76 

Histamin 3,15 15,60 21,45 28,72 33,93 

Tyramin 21,94 35,43 40,45 46,52 70,35 

Serratia ureilytica IB1      

Tryptamin 22,97 56,11 60,45 65,10 67,50 

Fenylehtylamin 25,70 46,17 52,64 60,85 64,98 

Putrescin 38,68 60,23 72,19 91,76 91,92 

Kadaverin 18,48 49,71 58,48 74,20 79,86 

Histamin 25,48 52,61 61,79 63,30 66,43 

Tyramin 31,15 56,94 60,74 64,69 72,04 
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4. 3. Experiment III - Degradace biogenních aminů kmenem 

Bacillus subtilis IB23 v závislosti na vnějších podmínkách 

 V experimentu II byla sledována všeobecná schopnost degradace BA  

13 různými kmeny mikroorganizmů. Na základě výsledků získaných 

z předchozího experimentu byl pro tuto sadu pokusů vybrán kmen Bacillus 

subtilis IB23. Nejen, že byl identifikován s velmi vysokou přesností, ale také 

vykazoval nejlepší degradační schopnosti pro všechny testované aminy. V tomto 

experimentu byla pozorována schopnost degradace 5 vybraných biogenních 

aminů (fenylethylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu a tyraminu) 

v minerálním médiu v závislosti na vnějších podmínkách kultivace. Konkrétně 

byl studován vliv teploty, pH kultivačního média a způsob kultivace 

(aerobní-AE/anaerobní-AN). Výsledky pozorování jsou shrnuty na obrázcích 

6-15. Ve čtyřpólových grafech byl srovnáván relativní obsah jednotlivých aminů 

zvlášť pro každé iniciační pH. Pro každou teplotu byly zvoleny různé odběrové 

časy (viz Tab. 8) na základě předpokladu rychlejšího růstu bakterií se zvyšující  

se teplotou. Během experimentu byl pozorován výrazný úbytek všech biogenních 

aminů o více než 52 % u všech sledovaných parametrů. 

 

 
Obr. 6: Degradace kadaverinu kmenem B. subtilis IB23 v minerálním médiu  

za aerobních podmínek; A – pH 5, B – pH 6, C – pH 7, D – pH 8 
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Obr. 7: Degradace kadaverinu kmenem B. subtilis IB23 v minerálním médiu  

za anaerobních podmínek; A – pH 5, B – pH 6, C – pH 7, D – pH 8 

 

Na Obr. 6 a 7 je znázorněn průběh degradace kadaverinu v aerobním (AE)  

a anaerobním (AN) prostředí. K výraznému úbytku kadaverinu docházelo  

za všech teplot a při všech hodnotách pH. Po 12 h kultivace při 30 °C došlo  

ke skokovému snížení obsahu kadaverinu o 65-70 % jak při aerobní,  

tak při anaerobní kultivaci. Vliv anaerobiózy byl nejvíce patrný během kultivace 

při nejnižší teplotě (8 °C), ve srovnání s kultivací v aerobním prostředí byl KAD 

degradován o 5-12 % méně. Jak se dalo předpokládat, nejvyšší míru degradace 

vykazoval kadaverin při kultivaci v médiu o neutrálním pH, kdy jeho koncentrace 

po 48 h kultivace klesla při 30 °C na 18 % a po 96 h kultivace při 8 °C na 15 %. 

Výsledky naznačují, že delší doba kultivace při teplotě 30 °C by přispěla 

k dalšímu snižování obsahu KAD. S posunem pH ke kyselejším či zásaditějším 

hodnotám, spolu se snižující se teplotou, byl výsledný úbytek kadaverinu nižší. 

Po 24 h kultivace byl kadaverin degradován nejméně v médiu s iniciačním pH 6 

při teplotě 23 °C.  

Dalším sledovaným aminem byl fenylethylamin. PEA byl ve srovnání 

s KAD při teplotě 8 °C po 72 h kultivace degradován méně (Obr. 8).  

Jeho množství kleslo v průměru na 29 % v médiu s iniciačním pH 6 a 7, v médiích 

o pH 5 a 8 byl na konci kultivace jeho obsah o 7 % vyšší. Po 24 h byl opět 

pozorován skokový úbytek BA u všech pozorovaných teplot a zároveň u všech 

médií s různým pH. Největší rozdíly v degradaci PEA u sledovaných teplot 

můžeme zaznamenat v médiu o pH 5, kdy při teplotě 23 °C po 24 h klesla  

jeho hladina na 45 %, při 30 °C na 40 % a při 30 °C na 35 %. Nejvyšší celkový 
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úbytek byl po 48hodinové kultivaci pozorován při teplotě 8 °C v médiu 

o iniciačním pH 5.  

  

 
Obr. 8: Degradace fenylethylaminu kmenem B. subtilis IB23 v minerálním médiu  

za aerobních podmínek; A – pH 5, B – pH 6, C – pH 7, D – pH 8 

 

Při anaerobní kultivaci byl u PEA (Obr. 9) po 96 h kultivace při 8 °C zaznamenán 

nejvyšší úbytek v médiu o pH 8, kdy jeho koncentrace klesla asi o tři čtvrtiny. 

Během aerobní i anaerobní kultivace klesala při teplotách 8 a 23 °C jeho 

koncentrace v průběhu prvních 12 h jen velmi pozvolna ve všech kultivačních 

médiích testovaných hodnot pH. Při kultivaci v prostředí o pH 5 a 6 při teplotě 

30 °C klesal obsah PEA pomaleji, v prostředí s pH 7 a 8 byl naopak pozorován 

úbytek o 23 %, resp. 28 %. 
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Obr. 9: Degradace fenylethylaminu kmenem B. subtilis IB23 v minerálním médiu za 

anaerobních podmínek; A – pH 5, B – pH 6, C – pH 7, D – pH 8 

 

Nejvíce ze všech testovaných BA byl po 96 h při kultivační teplotě 8 °C 

redukován obsah putrescinu, a to až na 12 % během kultivace v médiu o pH 7 

(Obr. 10). Na rozdíl od kultivací v médiích o pH 7 a 8, kde bylo opět patrné 

výrazné snížení množství PUT již během prvních 12 h kultivace (pokles o 36 %), 

v kyselejším prostředí se koncentrace pohybovala na 95 % původního obsahu. 

Během dalších 12 h bylo pozorováno zrychlení rozkladu putrescinu, kdy se jeho 

koncentrace ve všech typech médií a za všech teplot pohybovala v rozmezí  

od 22 do 34 %. Během prvních 12 h kultivace byl PUT nejpomaleji rozkládán 

v médiu o pH 5 při teplotě 8 °C (pokles o 4 %) a 23 °C (pokles o 30 %).  

V AN prostředí byl pozorován opačný trend (Obr. 11), kdy byl během prvních  

12 h kultivace putrescin při pH 5 a teplotě 23 °C degradován nejvíce. Při teplotě 

30 °C byl PUT po 48 h degradován nejméně při pH 7 (na 21 %), nejvíce naopak 

při nejnižším testovaném pH, kdy byl degradován na 17 % původního obsahu.  
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Obr. 10: Degradace putrescinu kmenem B. subtilis IB23 v minerálním médiu  

za aerobních podmínek; A – pH 5, B – pH 6, C – pH 7, D – pH 8 

 

 
Obr. 11: Degradace putrescinu kmenem B. subtilis IB23 v minerálním médiu  

za anaerobních podmínek; A – pH 5, B – pH 6, C – pH 7, D – pH 8 

 



65 

 

V případě dalšího testovaného aminu histaminu byl pozorován rozklad 60 % 

dané látky během 24 h aerobní kultivace, a to jak u všech teplot, tak u všech 

sledovaných hodnot pH (Obr. 12). Stejná rychlost degradace během prvního dne 

kultivace byla pozorována i v anaerobním prostředí. Během inkubace při 8 °C  

po 96 h kultivace byl pozorován největší úbytek HIM v médiu o pH 7, kdy jeho 

množství kleslo o 83 %, nejméně pak jeho koncentrace klesla v médiu s nejvyšším 

pH, kdy byl pozorován pokles o 78 %. V průběhu prvních 12 h kultivace  

při 23 a 30 °C klesal obsah HIM pomaleji, nicméně po 24 h od inokulace byl opět 

zaznamenán skokový pokles koncentrace na méně než jednu třetinu původního 

obsahu, stejně tak tomu bylo i v AN prostředí. Největší úbytek byl zaznamenán 

v prostředí o pH 7, kdy počáteční koncentrace klesla o 10 %. Po 48 h aerobní 

kultivace při 30 °C se výsledný obsah HIM pohyboval u všech typů médií mezi 

18 a 20 %. Při anaerobní kultivaci byl výsledný obsah HIM nepatrně vyšší.  

Jeho koncentrace se po 48 h pohybovala v rozmezí 20-21 % (Obr. 13). Podobně 

jako u všech předchozích aminů byl po 48 h od inokulace nejrychlejší rozklad 

HIM pozorován při 30 °C u všech typů médií, jedinou výjimku tvořil HIM 

v médiu s pH 8, kdy degradace probíhala nejrychleji při 23 °C. Nejnižší míru 

degradace HIM v anaerobním prostředí vykazoval B. subtilis IB23 v prostředí 

o pH 8 při teplotě 23 °C.  

 

 
Obr. 12: Degradace histaminu kmenem B. subtilis IB23 v minerálním médiu  

za aerobních podmínek; A – pH 5, B – pH 6, C – pH 7, D – pH 8 
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Obr. 13: Degradace histaminu kmenem B. subtilis IB23 v minerálním médiu  

za anaerobních podmínek; A – pH 5, B – pH 6, C – pH 7, D – pH 8 

 

V případě tyraminu byl nejvyšší úbytek po 96 h kultivace při 8 °C 

zaznamenán v médiích o pH 5 a 7, a to téměř shodně o 77 %, po 12 h od 

zaočkování byl největší pokles zaznamenán v prostředí o pH 6,  

kdy koncentrace TYM klesla o 20 %, zatímco v médiích o dalších testovaných 

hodnotách pH se pokles pohyboval mezi 7 a 10 % (Obr. 14). Podle očekávání  

i v tomto případě klesala koncentrace TYM nejpomaleji během inkubace při 8 °C 

v AE prostředí s výjimkou prostředí o pH 6, kdy byl TYM nejpomaleji rozkládán 

při 23 °C, v anaerobióze klesalo množství TYM nejpomaleji při 23 °C u všech 

testovaných hodnot pH médií. Při 23 °C B. subtilis IB23 nejlépe degradoval 

v médiu o pH 6, kdy byla koncentrace TYM po 72 h snížena o 80 %, nejhůře  

pak při dané teplotě degradoval v nejkyselejším testovaném prostředí,  

kdy byl po 72 h obsah TYM redukován o 70 %. Stejně jako u předchozích aminů 

i zde došlo k rapidnímu snížení obsahu TYM během prvních 24 h od inokulace,  

kdy u všech testovaných teplot a pH médií došlo k redukci množství TYM o 60 %. 

V anaerobním prostředí byla koncentrace v průměru o dalších 5 % nižší (Obr. 15). 
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Obr. 14: Degradace tyraminu kmenem B. subtilis IB23 v minerálním médiu  

za aerobních podmínek; A – pH 5, B – pH 6, C – pH 7, D – pH 8 

 

 
Obr. 15: Degradace tyraminu kmenem B. subtilis IB 23 v minerálním médiu  

za anaerobních podmínek; A – pH 5, B – pH 6, C – pH 7, D – pH 8 
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Vzhledem k teplotnímu optimu pro růst B. subtilis (30-37 °C) nebylo 

překvapením, že jeho schopnost redukovat biogenní aminy in vitro v minerálním 

médiu byla nejpatrnější právě při kultivační teplotě 30 °C. Velmi dobré výsledky 

byly zaznamenány i při nižších teplotách, kdy byl rovněž schopen významně 

snížit obsah všech sledovaných biogenních aminů. Díky své životaschopnosti 

v rozmezí pH 5-9 byl schopen rozkládat BA v uvedeném testovaném rozsahu. 

Přestože byl u jednotlivých aminů pozorován statisticky významný vliv hodnot 

pH média na jejich degradaci, nelze jednoznačně určit, která hodnota pH  

by vykazovala všeobecné inhibiční či naopak posilující účinky pro degradaci 

daným kmenem. Pro příklad je možné uvést kultivaci v anaerobním prostředí  

při 23 °C, v médiích o iniciačním pH 5 a 6, kde byl obsah tyraminu  

po 72 hodinách redukován o 70 % a dále se jeho množství spolu s rostoucím pH 

mírně zvyšovalo (při pH 7 na 32 % a při pH 8 na 36 %). Naopak při kultivaci 

v aerobním prostředí při 8 °C byla koncentrace např. putrescinu v průběhu 96 h 

kultivace v médiu o pH 5 snížena až na 16 % a se zvyšujícím se pH jeho 

koncentrace dále klesala až k 12 %. Ze získaných experimentálních a statistických 

výsledků lze ale obecně usoudit, že ze sledovaných faktorů měly na průběh 

degradace statisticky významný vliv teplota a hodnota pH média (P≤0,05), rozdíl 

ve způsobu kultivace (aerobní a anaerobní) se ukázal jako statisticky nevýznamný 

(P>0,05). 

 

 

4. 4. Experiment IV - Srovnání degradace biogenních aminů 

kmeny Bacillus subtilis IB23 a Bacillus pumilus IB26 v závislosti  

na vnějších podmínkách 

 V experimentu IV byla srovnávána schopnost degradace biogenních aminů 

u 2 kmenů získaných a identifikovaných v experimentech I a II. Na základě 

výsledků získaných z předchozích experimentů byly pro tento pokus vybrány 

kmeny rodu Bacillus, konkrétně Bacillus subtilis IB23 a Bacillus pumilus IB26. 

V tomto experimentu byla srovnávána schopnost degradace 6 vybraných 

biogenních aminů (tryptaminu, fenylethylaminu, kadaverinu, putrescinu, 

histaminu a tyraminu) v závislosti na vnějších podmínkách kultivace. V této sérii 

pokusů byl studován vliv teploty, pH, koncentrace NaCl a typu kultivačního 

média, kdy byla srovnávána schopnost redukce BA v minerálním médiu MM1, 

kde jsou jedinými zdroji uhlíku a dusíku opět jen biogenní aminy, s nutričně 

bohatším médiem NB. Výsledky měření jsou shrnuty na obrázcích 16-51. 

Vzhledem k množství testovaných parametrů byly výsledky zpracovány  

v šestipólových grafech pro MM1 a dvoupólových pro NB (z důvodu menšího 

množství parametrů), kde byl opět srovnáván relativní obsah jednotlivých aminů 

zvlášť pro každé iniciační pH a každou koncentraci NaCl. Pro každou teplotu byly 

zvoleny různé odběrové časy (viz Tab. 9) kvůli předpokladu rychlejšího růstu 

bakterií spolu se zvyšující se teplotou. Vzhledem k nevýznamným statistickým 
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rozdílům v degradaci jednotlivých aminů za aerobních a anaerobních podmínek 

v experimentu III byly oba kmeny kultivovány pouze aerobně. 

 

4. 4. 1. Kinetika degradace biogenních aminů kmenem Bacillus subtilis IB23 

Schopnost degradace tryptaminu kmenem B. subtilis IB23 v minerálním 

médiu byla patrná u všech testovaných koncentrací soli. V prostředí o pH 5  

a bez přídavku NaCl při teplotě 30 °C docházelo k nejpomalejšímu úbytku TRY 

během prvních 48 h kultivace. Po 48 h od inokulace jeho obsah klesl na 58 %, 

zatímco v médiích s iniciačním pH 7 a 8 došlo po 48 h k poklesu na 50 %.  

Se zvyšující se koncentrací NaCl byl rozklad tryptaminu ještě pomalejší. V médiu 

s iniciačním pH 5 s přídavkem 1 % NaCl bylo pozorováno snížení koncentrace  

na 60 %, při pH 7 na 59 % a při pH 8 na 58 % (Obr. 16). V médiu o pH 5  

s přídavkem 2 a 3 % NaCl docházelo k dalšímu zpomalování degradace a poklesu 

množství TRY. Po 48 h kleslo jeho množství v médiu se 2 % NaCl na 63, se 3 % 

NaCl na 69 %. Se zvyšujícím se pH byl pozorován i vyšší pokles TRY na 46 % 

v prostředí se 2 % NaCl a na 50 % se 3 % NaCl. S dalším zvýšením pH na 8 začala 

degradace opět mírně zpomalovat a po 48 h kultivace byl zaznamenán úbytek 

tryptaminu o 52 % v prostředí s 2 % NaCl a o 49 % s 3% koncentrací NaCl 

(Obr. 17). Během kultivace při 23 °C byl pozorován skokový úbytek TRY  

už po prvních 6 h od inokulace. U všech typů médií se koncentrace TRY snížila 

aspoň o 35 %. K nejvyššímu úbytku docházelo v médiu o pH 7 bez přídavku soli, 

a to o 45 % po 6 h kultivace. Výsledná koncentrace tryptaminu byla po 72 h 

kultivace nejvyšší v médiu o pH 5 a koncentracích soli 1 a 3 %. Na konci měření 

bylo přítomno 49 % původního obsahu tryptaminu. Nejnižší koncentrace byla  

po 72 hodinách inkubace pozorována v médiu o pH 8 bez přídavku soli, výsledný 

obsah tryptaminu byl za těchto podmínek 39 %. Během prvních 12 h kultivace  

při 23 °C koncentrace tryptaminu výrazně klesla ve všech případech minimálně  

o 40 % a dále klesala jen velmi zvolna. Degradace tryptaminu kmenem B. subtilis 

IB23 při 10 °C probíhala nejpomaleji opět v médiu o pH 5, tentokrát s 1% NaCl. 

Po 72 h kultivace klesl obsah tohoto aminu jen o 49 %, nejvyšší míra degradace 

byla pozorována v kultivačním médiu o pH 8 s 3% koncentrací NaCl,  

kdy se výsledná koncentrace TRY zastavila na hranici 38 %. Ze získaných 

výsledků můžeme odvodit, že v případě tryptaminu byla míra degradace  

za daných podmínek ovlivněna hodnotou pH kultivačního prostředí, kdy spolu 

s růstem těchto hodnot rostla i míra degradace, a to jak při 23 i 30 °C.  

Paralelně probíhající sledování míry degradace tryptaminu v nutričně 

bohatém médiu NB při 10 °C ukázalo rozdíly v degradaci zmiňovaného aminu 

v MM1 a NB, kdy v NB bez přídavku NaCl při 10 °C klesl po 72 h obsah TRY 

na 59 %, zatímco v MM1 se stejným pH se jeho množství snížilo na 55 %. 

Podobné výsledky byly pozorovány i v prostředí s 2 % NaCl, kdy byl v NB  

po 72 h TRY degradován o 40 %, v médiu MM1 pak o 55 %. V nutričně bohatém 

médiu byl TRY nejrychleji degradován při 10 °C bez přídavku soli (Obr. 18). 
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Obr. 16: Degradace tryptaminu kmenem B. subtilis IB23 v minerálním médiu  

bez přídavku soli a s 1 % NaCl; A, B – pH 5; C, D – pH 7; E, F – pH 8; A, C, E – 0 % 

NaCl; B, D, F – 1 % NaCl 
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Obr. 17: Degradace tryptaminu kmenem B. subtilis IB23 v minerálním médiu s 2 a 3 % 

NaCl; A, B – pH 5; C, D – pH 7; E, F – pH 8; A, C, E – 2 % NaCl; B, D, F – 3 % NaCl 

 

 

 
Obr. 18: Degradace tryptaminu kmenem B. subtilis IB23 v nutrient broth;   

A – 0 % NaCl, B – 2 % NaCl 
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V případě fenylethylaminu probíhala degradace nejrychleji při 23 °C  

při všech koncentracích solí v médiích o pH 5 a 7. Při této teplotě došlo 

k výraznému úbytku PEA již během prvních 8 hodin kultivace, kdy se jeho 

koncentrace pohybovala mezi 57-49 %, přičemž nejvyšší koncentrace (57 %) byla 

pozorována v médiu o pH 5 s 1 % NaCl, nejnižší koncentrace (49 %) byla 

naměřena v médiu o pH 8 bez přítomnosti soli (Obr. 19). Na konci 72 h kultivace 

byla nejnižší hodnota PEA naměřena v médiu o pH 8 s 1 % NaCl, kdy jeho 

koncentrace činila 37 %. Nejvyšší koncentrace za dané teploty byla na konci 

kultivace shodně 45 % zjištěna v médiu o pH 5 bez přídavku soli a s její 1% 

koncentrací. Při teplotě 10 °C probíhala degradace PEA nejpomaleji v neutrálním 

prostředí u všech sledovaných koncentrací soli. Podobně jako u teploty 23 °C byl 

obsah PEA snížen výrazně už během prvních 12 h kultivace, kdy došlo k jeho 

úbytku minimálně o 51 % u všech testovaných parametrů (Obr. 20).  

 

 
Obr. 19: Degradace fenylethylaminu kmenem B. subtilis IB23 v minerálním médiu  

bez přídavku soli a s 1 % NaCl; A, B – pH 5; C, D – pH 7; E, F – pH 8; A, C, E – 0 % 

NaCl; B, D, F – 1 % NaCl 
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Nejvyšší pokles koncentrace (o 66 %) PEA po 96 h kultivace byl zjištěn během 

kultivace při teplotě 10 °C v médiu o pH 8 s přídavkem 2 % NaCl. Spolu  

se zvyšujícím se pH byla degradace fenylethylaminu účinnější. Při kultivační 

teplotě 30 °C v médiu o pH 5 probíhala degradace prvních 12 hodin, vzhledem 

k předchozím teplotám, velmi pomalu. Po 12 h kultivace poklesla koncentrace 

PEA nejvíce v médiu s 1 % soli, jeho obsah klesl o 5 %. Během další doby 

kultivace můžeme u všech koncentrací soli pozorovat podobný trend, kdy hladiny 

PEA klesaly pomaleji než během inkubace při 10 °C a 23 °C, v čase 48 h  

se ale míra degradace víceméně vyrovnala a u všech teplot se úbytek 

fenylethylaminu pohyboval v rozmezí 45-60 %. Při 30 °C byl po 48 h PEA 

nejvíce degradován v prostředí o pH 7 s 1 % NaCl, kdy jeho obsah dosahoval  

40 % jeho původní koncentrace. I v případě PEA je patrné, že degradace probíhala 

nejhůře v prostředí o pH 5 bez ohledu na koncentraci soli a nejúčinněji v prostředí 

o pH 8. 

 

 
Obr. 20: Degradace fenylethylaminu kmenem B. subtilis IB23 v minerálním médiu s 2  

a 3 % NaCl; A, B – pH 5; C, D – pH 7; E, F – pH 8; A, C, E – 2 % NaCl; B, D, F – 3 % 

NaCl 
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V médiu NB probíhala degradace velmi podobně v prostředí bez soli  

i v prostředí s 2 % NaCl (Obr. 21). Po 96 h kultivace při 10 °C dosahovala 

koncentrace PEA v prostředí bez soli 69 %, v médiu s 2 % NaCl 67 %. 

Obdobných koncentrací dosahoval fenylethylamin i při 23 °C po 72 hodinách 

kultivace, kdy v médiu bez přídavku NaCl dosahoval 70 % svojí původní 

koncentrace a v médiu s přídavkem soli 69 %. Ve srovnání s minerálním médiem 

byla úroveň degradace nižší u všech měřených hodnot.  

 

 
Obr. 21: Degradace fenylethylaminu kmenem B. subtilis IB23 v nutrient broth; 

A – 0 % NaCl, B – 2 % NaCl 

 

Bakteriální rozklad putrescinu se lišil od předchozích degradací tryptaminu 

a fenylethylaminu. Zásadním rozdílem byla rychlost a míra degradace při 10 °C. 

V předchozích případech probíhala degradace za všech sledovaných teplot 

nejméně v médiu o pH 5. V tomto případě ale můžeme při teplotě 10 °C pozorovat 

nejmenší úbytek PUT v prostředí o pH 8, a to u všech sledovaných koncentrací 

soli (Obr. 22, Obr. 23). Během prvních 12 h kultivace zde rozklad putrescinu 

téměř neprobíhal nebo probíhal jen minimálně. Během této doby byl maximální 

úbytek putrescinu pozorován v médiu se 2 % NaCl a to pouhých 7 %, v médiu 

s 1 % soli byl pozorován pouze minimální úbytek (1 %), ve zbylých 2 případech 

degradace prvních 12 h vůbec neprobíhala. Po 96 h od zaočkování byla výsledná 

koncentrace PUT v médiu bez soli 86 %, s 1% NaCl 87 %, se 2 % NaCl 85 %  

a v médiu se 3 % NaCl 89 %. Nejrychleji v prostředí o pH 8 degradoval PUT  

při teplotě 23 °C ve všech typech médií. Po 72 h kultivace degradoval v médiu  

s 3 % NaCl B. subtilis IB23 52 % původního obsahu putrescinu. Tato hodnota 

představovala nejvyšší úbytek za dané teploty a zároveň se jednalo o nejvyšší 

úbytek putrescinu ve všech variantách minerálního média. Nejnižší úbytek (48 %) 

byl pozorován v médiu bez přídavku soli. V prostředí o pH 5 byl putrescin 

prvních 48 h degradován nejpomaleji při 30 °C ve všech médiích s přítomností 

soli. Během prvních 24 h probíhala kultivace v médiu o pH 7 velmi podobně  

při 23 °C a při 30 °C. V čase 24 h se nejvíce lišily hodnoty v médiu s 3 % NaCl, 

kdy se obsah putrescinu lišil o 3 %. V ostatních případech byl rozdíl v obsahu  

při daných teplotách menší než 1 %. Největší pokles putrescinu po 48 h při teplotě 

30 °C byl zjištěn právě v médiu o pH 7 bez přídavku soli. Zároveň se jedná  
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o nejvyšší pokles obsahu PUT ve všech typech média. V tomto případě 

koncentrace klesla o 45 %. Na základě předložených výsledků se jeví míra 

rozkladu putrescinu závislá na koncentraci přítomné soli. Spolu s rostoucí 

koncentrací klesá míra jeho degradace.  

V prostředí NB bez přídavku soli probíhala degradace putrescinu při 10 °C 

efektivněji než v MM1 (Obr. 24). Po 96 h kultivace klesl jeho obsah o 48 %,  

což je o 4 % více než v minerálním médiu. Během kultivace v médiu bez přídavku 

NaCl při 23 °C klesl obsah putrescinu o 40 %, což je o 12 % více než v minerálním 

médiu se stejnými parametry. Během kultivace při 30 °C byl sledován pokles PUT 

o 50 %, tedy degradoval o 5 % méně než v MM1. V médiu s obsahem soli 

probíhala degradace opět v menší míře. Během kultivace při 10 °C bylo v čase 

96 h rozloženo pouze třetinové množství PUT. Po 48 h při 30 °C bylo zbytkové 

množství PUT 62 %. 

 

 
Obr. 22: Degradace putrescinu kmenem B. subtilis IB23 v minerálním médiu  

bez přídavku soli a s 1 % NaCl; A, B – pH 5; C, D – pH 7; E, F – pH 8; A, C, E – 0 % 

NaCl; B, D, F – 1 % NaCl 
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Obr. 23: Degradace putrescinu kmenem B. subtilis IB23 v minerálním médiu s 2 a 3 % 

NaCl; A, B – pH 5; C, D – pH 7; E, F – pH 8; A, C, E – 2 % NaCl; B, D, F – 3 % NaCl 

 

 

Obr. 24: Degradace putrescinu kmenem B. subtilis IB23 v nutrient broth;   

A – 0 % NaCl, B – 2 % NaCl 
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U degradace kadaverinu můžeme pozorovat podobný trend jako u rozkladu 

putrescinu, kdy byl během kultivace při 10 °C nejméně degradován v médiu o 

pH 8. Patrný rozdíl jsme však mohli vidět v míře degradace obou aminů. Zatímco 

putrescin byl v daném prostředí rozkládán jen málo, úbytek kadaverinu je zde 

mnohem výraznější. U všech variant médií klesl obsah KAD po 96 h od inokulace 

v rozmezí 33-40 %. Nejvyšší úbytek (33 %) byl, podobně jako v předchozích 

případech, zaznamenán v médiu bez přídavku NaCl (Obr. 25). Naopak degradace 

při 23 °C probíhala v médiu o pH 8 nejrychleji ze všech sledovaných variant pH. 

Po 48 h klesla koncentrace KAD v médiu bez přídavku soli na 43 %. Spolu  

se zvyšující se koncentrací soli klesala úroveň degradace. Nejmenší efektivita 

rozkladu KAD v prvních 48 h kultivace byla pozorována v médiu o iniciačním 

pH 5. Během této doby pozvolna klesla koncentrace kadaverinu v médiu bez 

přídavku soli o jednu čtvrtinu. Nejvíce byla jeho koncentrace snížena v prostředí 

s přídavkem 2 % NaCl, kdy po 48 h klesla na 55 % (Obr. 26). 

 

 
Obr. 25: Degradace kadaverinu kmenem B. subtilis IB23 v minerálním médiu  

bez přídavku soli a s 1 % NaCl; A, B – pH 5; C, D – pH 7; E, F – pH 8; A, C, E – 0 % 

NaCl; B, D, F – 1 % NaCl 
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V prostředí o pH 7 probíhala degradace velmi podobně za všech testovaných 

teplot a ve všech variantách médií. Po 48 h kultivace klesl obsah kadaverinu 

v rozmezí 40-62 % u všech teplot a všech typů médií a nadále byl pozorován 

stejný trend, kde koncentrace NaCl za daného pH degradaci téměř neovlivňovala. 

Např. při teplotě 10 °C byla při pH 7 po 96 h kultivace výsledná koncentrace 

kadaverinu 51 % v médiu bez obsahu soli, 47 % v médiu s 1 % NaCl, 50 %  

v médiu s 2 % NaCl a 47 % v médiu s 3 % NaCl. Obdobně probíhal rozklad  

při 23 °C, kdy se výsledné koncentrace po 72 h pohybovaly mezi 46 a 51 % 

(Obr. 26). Větší rozdíly v míře degradace byly patrné v médiu o pH 5. I v médiu 

o tomto pH byl kadaverin degradován nejvíce při teplotě 23 °C.  

V NB probíhala degradace podle předpokladů opět méně (Obr. 27). Nejvyšší 

pokles obsahu KAD byl po 48 h zaznamenán při teplotě 30 °C v médiu bez obsahu 

soli, kdy klesl na 58 %, což je o 9 % méně než v případě MM1. V NB s přídavkem 

soli se míra degradace dále snížila a při 30 °C kleslo množství KAD na 68 %. 

 

 
Obr. 26: Degradace kadaverinu kmenem B. subtilis IB23 v minerálním médiu s 2 a 3 % 

NaCl; A, B – pH 5; C, D – pH 7; E, F – pH 8; A, C, E – 2 % NaCl; B, D, F – 3 % NaCl 
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Obr. 27: Degradace kadaverinu kmenem B. subtilis IB23 v nutrient broth;   

A – 0 % NaCl, B – 2 % NaCl 

 

Degradace histaminu probíhala obdobně ve všech variantách médií. Kmen 

B. subtilis IB 23 byl schopen HIM degradovat nejvíce ze všech testovaných 

aminů, nejefektivněji v médiu o pH 8 při teplotě 10 °C. Výsledná koncentrace  

se napříč variantami médií ale opět příliš nelišila. Po 96 h kultivace byl výsledný 

obsah histaminu 39 % jak v médiu bez obsahu soli, tak v médiu obsahujícím 

1 % NaCl (Obr. 28). V médiu s obsahem 2 % NaCl byla výsledná koncentrace 

35 %, zatímco v médiu s 3 % NaCl 37 % (Obr. 29). V médiu o tomto pH  

byl histamin nejméně degradován při teplotě 30 °C. Po prvních 4 hodinách,  

kdy se jeho obsah ve všech typech médií snížil minimálně o čtvrtinu, klesala dál 

jeho koncentrace už jen mírně. Po 48 h kultivace byly jeho obsahy v jednotlivých 

variantách médií podobné. V prostředí bez soli byl jeho obsah na konci kultivace 

51 %, stejný obsah byl zjištěn i v médiu s 1 % NaCl. Se zvyšující se koncentrací 

soli velmi mírně klesal i úbytek histaminu. Jeho výsledná koncentrace v prostředí 

se 2 % soli byla 52 % a v prostředí se 3 % soli 57 %. Průběh degradace při 23 °C 

vykazoval opět velmi podobné hodnoty napříč všemi typy médií. Největší rozdíly 

v míře degradace byly patrné v prostředí o pH 8 s 3 % NaCl mezi teplotami 23 °C 

a 30 °C, kdy byly výsledky v daných časech velmi podobné, a teplotou 10 °C. 

V průběhu degradace histaminu v médiu o pH 7 byly pozorovány jen minimální 

rozdíly v koncentraci napříč testovanými teplotami kultivace a koncentracemi 

soli. S minimálním rozdílem byl HIM nejlépe degradován při teplotě 23 °C 

v médiu bez NaCl, kdy po 48 h klesl jeho obsah o 53 %. Pro srovnání můžeme 

uvést, že v daném médiu v daný čas klesla koncentrace HIM během kultivace  

při 30 °C o 51 % a o 50 % během kultivace při 10 °C. V prostředí o pH 5 klesalo 

množství histaminu nejpomaleji při 30 °C. Během prvních 4 h kultivace se jeho 

obsah takřka nezměnil u všech variant médií, krom média s nejvyšší testovanou 

koncentrací soli, kde po 4 h klesl obsah histaminu o 8 %. Po 12 hodinách se obsah 

HIM stále pohyboval kolem 96 %, opět s výjimkou média s 3 % NaCl, kdy byl 

obsah histaminu 86 %. Po 48 h od inokulace v médiu o pH 5 probíhala degradace 

nejefektivněji při 23 °C. Po 72 hodinách klesl obsah histaminu nejvíce v médiu 

s 2 % NaCl, kdy bylo jeho výsledné množství 45 %.  
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V nutrient broth probíhala degradace bez přídavku soli nejefektivněji při  

30 °C (Obr. 30). Během prvních 12 h klesaly hodnoty histaminu velice podobným 

tempem i při 23 °C a 10° C. Po 96 h kultivace při 10 °C klesl obsah HIM o 41 % 

v médiu bez soli. Ve stejné variantě MM1 klesl obsah histaminu o 48 %. Nejnižší 

množství HIM bylo v dané variantě média zjištěno po 48 h při teplotě 30 °C, kdy 

se jeho obsah snížil o 40 %. V žádné z testovaných variant médií neklesl při 

teplotě 30 °C obsah histaminu během 48 h o více než 51 %, během 72 h při teplotě 

23 °C o více než 62 % a během 96 h při teplotě 10 °C o více než 65 %. V NB 

s přídavkem soli klesala koncentrace HIM za prvních 24 h nejvíce během 

kultivace při 23 °C. I v případě nutričně bohatšího média měl přídavek soli vliv 

na průběh degradace. Po 96 h kultivace byl při 10 °C úbytek histaminu v médiu 

s 2 % NaCl o 6 % nižší než u varianty bez soli a o 15 % nižší než u stejné varianty 

v minerálním médiu. Výsledky degradace histaminu byly nejvíce ovlivněny 

různými hodnotami pH. 

 

 
Obr. 28: Degradace histaminu kmenem B. subtilis IB23 v minerálním médiu  

bez přídavku soli a s 1 % NaCl; A, B – pH 5; C, D – pH 7; E, F – pH 8; A, C, E – 0 % 

NaCl; B, D, F – 1 % NaCl 
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Obr. 29: Degradace histaminu kmenem B. subtilis IB23 v minerálním médiu s 2 a 3 % 

NaCl; A, B – pH 5; C, D – pH 7; E, F – pH 8; A, C, E – 2 % NaCl; B, D, F – 3 % NaCl 

 

 

 
Obr. 30: Degradace histaminu kmenem B. subtilis IB23 v nutrient broth;   

A – 0 % NaCl, B – 2 % NaCl 
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Nejmenší rozdíly v průběhu degradace tyraminu byly pozorovány u všech 

variant médií s iniciačním pH 7. V počátečních fázích inkubace při 30 °C byl  

po 8 hodinách v médiu bez přídavku soli pozorován jen velmi mírný pokles 

koncentrace tyraminu (o 5 %; Obr. 31), na rozdíl od variant médií s přídavkem 

soli, kdy hladiny tyraminu výrazně klesaly už po 6 h kultivace. V médiu s 1 % 

soli klesl obsah TYM o 40 %, v médiu se 2 % NaCl o 44 % a v médiu se 3 % 

NaCl o 42 % (Obr. 32). Po 48 h kultivace při 30 °C byl ale pozorován vůbec 

nejvyšší úbytek tyraminu (62 %). Po 96 h kultivace při 10 °C byl v médiu o pH 7 

u všech testovaných koncentrací solí zaznamenán úbytek tyraminu v rozmezí 

54-56 %. V médiu o pH 5 probíhala nejpomaleji degradace TYM při 30 °C,  

a to při všech testovaných koncentracích NaCl. Po 48 h při 30 °C klesla hladina 

TYM o 50 % v médiích bez soli a s 1 % NaCl. V médiích s vyššími koncentracemi 

soli klesla koncentrace TYM o 45 %. Zatímco už během prvních 6 h inkubace  

při 23 °C a 10 °C klesly koncentrace tyraminu ve všech variantách médií o pH 5 

minimálně o 40 %, při 30 °C začaly koncentrace u všech typů médií výrazněji 

klesat až po 24 h kultivace, během prvních 12 h kultivace se obsahy tyraminu 

pohybovaly mez 97 a 100 %. Nejvyšší úbytek TYM ve všech variantách médií 

o pH 5 byl zaznamenám během inkubace při 23 °C v bujónu s přídavkem 2 % 

NaCl. Během kultivace při 10 °C probíhala degradace v nejmenší míře v médiu 

o pH 8 bez ohledu na přítomnost soli. Nejnižší koncentrace tyraminu v prostředí 

bez soli byla po 96 h kultivace 82 %. V médiu s 1% a 3% koncentrací NaCl  

se po 96 h objem přítomného tyraminu snížil jen o 10 %, v médiu se 2 % NaCl  

o 17 %. Stejně jako v případě putrescinu probíhala degradace v prostředí o pH 8 

nejrychleji při 23 °C u všech koncentrací soli. Nejmenší rozdíl v míře degradace 

při 23 a 30 °C byl pozorován u média s 1 % soli.  

V NB neprobíhala degradace v takové míře jako v MM1 (Obr. 33). Nejvyšší 

úbytek TYM po 48 h byl patrný po kultivaci při 30 °C v obou variantách média. 

U žádné z teplot ani variant média nepřesáhl úbytek TYM v NB 30 %,  

což je o 32 % méně než v případě MM1. 
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Obr. 31: Degradace tyraminu kmenem B. subtilis IB23 v minerálním médiu bez přídavku 

soli a s 1 % NaCl; A, B – pH 5; C, D – pH 7; E, F – pH 8; A, C, E – 0 % NaCl; B, D,  

F – 1 % NaCl 
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Obr. 32: Degradace tyraminu kmenem B. subtilis IB23 v minerálním médiu s 2 a 3 % 

NaCl; A, B – pH 5; C, D – pH 7; E, F – pH 8; A, C, E – 2 % NaCl; B, D, F – 3 % NaCl 

 

 
Obr. 33: Degradace tyraminu kmenem B. subtilis IB23 v nutrient broth;   

A – 0 % NaCl, B – 2 % NaCl 
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Ze statistického hodnocení získaných výsledků degradace biogenních aminů 

kmenem B. subtilis IB23 vyplývá, že všechny testované faktory statisticky 

významně ovlivňují míru degradace tryptaminu v minerálním médiu (P≤0,05), 

v médiu nutrient broth je míra degradace ovlivňována pouze dobou kultivace, 

ostatní sledované faktory sice ovlivňují míru degradace, ale nejedná se  

o statisticky významné rozdíly (P>0,05). V případě degradace fenylethylaminu 

neposkytují testované koncentrace NaCl v minerálním médiu či v nutrient broth 

významné statistické rozdíly. Bakteriální degradaci putrescinu a kadaverinu 

v MM1 významně ovlivňují všechny sledované faktory kultivace – čas a teplota 

kultivace, hodnota pH a koncentrace NaCl (P≤0,05), na rozklad těchto aminů 

v NB neměla téměř žádný vliv sledovaná koncentrace soli (P>0,05). U histaminu 

poskytovaly statisticky významné rozdíly jen sledované hodnoty pH, teplota a čas 

(P≤0,05), stejně jako v NB médiu koncentrace soli degradaci výrazně 

neovlivňovala (P>0,05). Snížení obsahu tyraminu v MM1 za sledovaných 

podmínek významně ovlivňovaly opět jen hodnoty pH, čas a teplota (P≤0,05), 

degradace v NB byla ovlivněna pouze dobou kultivace. Srovnání rozkladu všech 

biogenních aminů v testovaných médiích ukázalo patrné rozdíly, ale i přes 

očekávání byly tyto interakce statisticky nevýznamné (P>0,05) a míra degradace 

byla významně ovlivněna jen dobou kultivace při 30 °C.  

 

4. 4. 2. Kinetika degradace biogenních aminů kmenem Bacillus pumilus IB26 

Redukce obsahu tryptaminu kmenem B. pumilus IB26 probíhala nejvíce  

v prostředí o pH 7 během kultivace při 30 °C. Největší pokles obsahu tryptaminu 

byl po 48 h inkubace detekován v prostředí s obsahem 2 % soli, během této doby 

pokleslo jeho množství na polovinu, jednalo se o nejvyšší úbytek TRY ve všech 

variantách médií. Nejmenší pokles (o 40 %) byl pozorován při 30 °C v prostředí 

o pH 7 v médiích s 1 % a 3 % soli. Degradace během kultivace při 23 °C a 10 °C 

probíhala méně. Nejvyšší úbytky TRY během kultivace při 10 °C byly 

zaznamenány v prostředí se 2 % NaCl, s vyšší koncentrací soli byl pokles TRY 

opět nižší. V médiu s přídavkem 3 % NaCl byl při této teplotě zaznamenán 

nejnižší úbytek tohoto aminu, a to jen o 24 %. Degradace TRY probíhala  

v počátečních fázích inkubace rychleji v médiu bez přídavku soli a v médiu 

s 1 % NaCl, kdy byl během prvních 4 h kultivace detekován pokles koncentrace 

v obou případech minimálně o čtvrtinu (Obr. 34). Se zvyšujícím se obsahem soli 

klesaly hladiny tryptaminu pomaleji, v médiu s 2 % NaCl o 9 % a v médiu s 3 % 

soli o 4 %. Naopak degradace při 23 °C probíhala pomaleji v médiu s nulovým 

obsahem NaCl a v médiu s 1 % soli, kdy bylo po 24 h kultivace přítomno stále 

minimálně 96 % obsahu tryptaminu. V médiu se 2 % NaCl klesla koncentrace 

TRY na 86 % a se zvyšující se koncentrací soli klesl jeho obsah během 24 h  

o 28 %. Během následující doby se ale proces degradace v médiu bez soli a s 1 % 

NaCl zrychlil, v médiích se 2 % a 3 % soli naopak zpomalil (Obr. 35). Po 72 h 

kultivace při 23 °C byla nejnižší koncentrace TRY (57 %) zaznamenána v médiu  
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bez přídavku soli a s jejím rostoucím obsahem se zvyšoval i výsledný celkový 

obsah TRY, jehož koncentrace dosahovala na konci 72 h kultivace 67 %. Vůbec 

nejméně byl tryptamin redukován při 10 °C v prostředí o pH 5 v médiu s obsahem 

3 % NaCl. Jeho minimální koncentrace dosahovala 92 % z původního objemu. 

Nejvíce byl TRY při 10 °C v prostředí o pH 5 degradován v médiu s 1 % NaCl. 

Jeho koncentrace klesla o 15 %. O trochu více byl TRY degradován při 23 °C  

v médiích s přídavkem soli, kdy se koncentrace TRY spolu s rostoucím obsahem 

soli postupně snižovala na 81 %. V médiu bez přídavku soli probíhala degradace 

při 23 °C v obdobném rozsahu jako při 10 °C. V prostředí o pH 5 byl TRY 

degradován nejrychleji při 30 °C. Po 48 h byla jeho nejnižší naměřená 

koncentrace v médiu bez přídavku soli 59 %. Při této teplotě v prostředí o pH 5 

byla po 48 h jeho nejvyšší koncentrace 71 %. V prostředí o pH 8 byl TRY nejméně 

degradován při teplotě 23 °C ve všech médiích s výjimkou média s 1 % soli,  

kdy byl nejméně degradován při 30 °C. Obsah tryptaminu během kultivace  

při 23 °C byl po 72 h snížen nejvíce v médiu bez soli (o 21 %), nejméně v médiu 

se 3 % NaCl (o 3 %). V médiích s přídavkem soli byl TRY rozkládán nejlépe  

při teplotě 10 °C. Jeho koncentrace po 96 h kultivace klesla o 30 % v médiu  

s 1 % soli a o 37 % v médiu se 2 % soli. S dalším zvýšením koncentrace soli byl 

výsledný obsah tryptaminu opět nejméně o 10 % vyšší. Všeobecně probíhal 

rozklad tryptaminu nejlépe při 30 °C u všech sledovaných hodnot pH v médiu  

bez obsahu soli. 
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Obr. 34: Degradace tryptaminu kmenem B. pumilus IB26 v minerálním médiu  

bez přídavku soli a s 1 % NaCl; A, B – pH 5; C, D – pH 7; E, F – pH 8; A, C, E – 0 % 

NaCl; B, D, F – 1 % NaCl 

 

V médiu NB během kultivace při 30 °C klesl obsah tryptaminu nepatrně více 

než ve stejné variantě minerálního média (Obr. 36). Po 48 h kultivace se jeho 

obsah v médiu bez soli snížil o 51 %. Nejhůře probíhala degradace během 

kultivace při 10 °C, kdy byl po 72 hodinách zbytkový obsah TRY 80 %, obsah 

tryptaminu po kultivaci při 10 °C byl však jen o 3 % nižší. Ve srovnání s MM1  

se obsah TRY během kultivace při 10 °C v dané variantě NB média snížil o 17 % 

méně, při 23 °C o 21 % méně. V médiu s přídavkem 2 % NaCl byl TRY 

odbouráván ještě pomaleji. Výsledná koncentrace tryptaminu v NB byla  

po kultivaci při 30 °C 57 %, tedy o 6 % nižší než ve stejné variantě minerálního 

média. I v médiu obsahujícím 2 % NaCl byl TRY nejvíce degradován při teplotě 

30 °C a nejméně při teplotě 10 °C. Po 96 h inkubace při10 °C byl výsledný úbytek 

TRY v NB o 6 % nižší než v MM1.  
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Obr. 35: Degradace tryptaminu kmenem B. pumilus IB26 v minerálním médiu s 2 a 3 % 

NaCl; A, B – pH 5; C, D – pH 7; E, F – pH 8; A, C, E – 2 % NaCl; B, D, F – 3 % NaCl 

 

 

 
Obr. 36: Degradace tryptaminu kmenem B. pumilus IB26 v nutrient broth;   

A – 0 % NaCl, B – 2 % NaCl 
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Nejméně ze všech biogenních aminů redukoval kmen B. pumilus IB26 

fenylethylamin. Ve všech variantách minerálního média byl PEA redukován 

nejvíce o 35 %. K tomuto poklesu došlo v prostředí o pH 7 při kultivační teplotě 

30 °C v médiu bez NaCl (Obr. 37). Výsledná koncentrace se zvyšovala zároveň 

se zvyšující se koncentrací soli. V médiu s 3 % NaCl se po 48hodinové inkubaci 

nacházelo 80 % původního množství fenylethylaminu. K nejmenšímu úbytku 

PEA během inkubace při 30 °C došlo v prostředí o pH 8 s 1 % soli. Po 48 h byl 

detekován úbytek 15 % obsahu PEA. Koncentrace PEA klesala u všech 

testovaných teplot pozvolna. Nedocházelo zde k takovým skokovým úbytkům, 

jako tomu bylo např. při degradaci TRY, kdy v prostředí o pH 7 docházelo 

k velkým úbytkům již během prvních 4 h kultivace. Rozklad PEA při teplotě 

10 °C probíhal ve všech testovaných variantách prostředí nejméně. Nejvyšší 

úbytek obsahu fenylethylaminu byl zaznamenán v prostředí o pH 8 v médiích 

s 1% a 2% koncentrací soli. Po 96 h kultivace zde shodně klesla koncentrace PEA 

o 22 %. Nejnižší úbytek tohoto aminu byl naopak pozorován v prostředí 

s nejnižším testovaným pH a s obsahem soli 2 % a 3 %, kdy bylo po 96 h inkubace 

degradováno pouze 2 %, respektive 5 % jeho původního množství (Obr. 38).  

Ve všech variantách médií klesala koncentrace PEA při inkubační teplotě 10 °C 

velmi pomalu. V médiu bez soli byl v prostředí o pH 7 snížen obsah 

fenylethylaminu o 5 %, v prostředí o pH 8 o 2 %. Kultivace při 23 °C vykazovala 

nevyšší míru degradace v prostředí o pH 8. Nejvíce byl obsah PEA redukován 

v médiu s přídavkem 1 % NaCl, kdy byla jeho koncentrace po 72 h snížena  

o 23 %. U ostatních variant médií se však v daném prostředí výsledná koncentrace 

příliš nelišila a pohybovala se v rozmezí 77-79 %. Nejméně byl za dané teploty 

PEA rozkládán v prostředí o pH 5. U všech typů médi jeho koncentrace během 

prvních 36 h kultivace příliš neklesala. Obsah fenylethylaminu se u všech variant 

médií pohyboval mezi 94 a 98 %. Výraznější pokles koncentrace byl detekován 

po 72h kultivace, kdy byl pozorován úbytek PEA o 10 % a spolu se zvyšující  

se koncentrací NaCl se zvyšoval až na 17 %.  

Degradační aktivita B. pumilus IB26 v NB ukázala rozdíl v míře degradace 

zejména za daných teplot. Na rozdíl od rozkladu PEA v MM1, kde za daných 

podmínek probíhala nejpomaleji degradace při 10 °C, probíhala v NB degradace 

v médiu bez přídavku soli nejpomaleji při teplotě 23 °C (Obr. 39). Za dané teploty 

došlo po 72 h v médiu s 2 % NaCl k úbytku PEA vyššímu o 10 %. Nejvíce byl 

PEA v NB degradován při 30 °C v médiu bez přídavku soli. Koncentrace 

fenylethylaminu byla po 48 ho snížena o 36 %, což je o 4 % více než v médiu 

s přídavkem soli, a jen o 1 % méně než v MM1. V NB s přídavkem soli probíhal 

rozklad PEA při 30 °C intenzívněji. Výsledná koncentrace fenylethylaminu  

po 48h kultivaci byla v médiu bez přídavku soli o 2 % nižší než u dané varianty 

MM1. Podobné výsledky byly pozorovány i u varianty NB s přídavkem NaCl, 

kdy bylo detekováno stejné snížení koncentrace jako v příslušné variantě MM1.  
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Obr. 37: Degradace fenylethylaminu kmenem B. pumilus IB26 v minerálním médiu  

bez přídavku soli a s 1 % NaCl; A, B – pH 5; C, D – pH 7; E, F – pH 8; A, C, E – 0 % 

NaCl; B, D, F – 1 % NaCl 
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Obr. 38: Degradace fenylethylaminu kmenem B. pumilus IB26 v minerálním médiu s  

2 a 3 % NaCl; A, B – pH 5; C, D – pH 7; E, F – pH 8; A, C, E – 2 % NaCl; B, D, 

F – 3 % NaCl 

 

 

 
Obr. 39: Degradace fenylethylaminu kmenem B. pumilus IB26 v nutrient broth;   

A – 0 % NaCl, B – 2 % NaCl 
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Bakteriální rozklad putrescinu probíhal u kmene B. pumilus IB26 nejlépe  

za teploty 23 °C v prostředí o pH 8 u všech variant médií (Obr. 40, Obr. 41). 

Nejvyšší úbytek byl však zaznamenán v médiu bez přídavku soli. Jeho 

koncentrace po 72 h kultivace klesla na 46 %. S rostoucí koncentrací soli se jeho 

obsah příliš neměnil. U všech zbylých variant média s obsahem soli se jeho 

množství pohybovalo mezi 48 a 50 % původní koncentrace. Přítomnost soli 

neměla výrazný vliv na obsah putrescinu ani při kultivaci v médiích o dalších 

testovaných hodnotách pH. V prostředí o pH 7 se výsledný obsah PUT pohyboval 

u všech variant médií mezi 47 a 51 %. I zde byl však pozorován nejvyšší úbytek 

PUT v médiu bez přídavku soli. V prostředí o pH 5 byl po 72 h kultivace při 23 °C 

zaznamenán největší úbytek opět v médiu bez soli (Obr. 40). Obsah putrescinu 

klesl o 50 %. V médiích s přídavkem soli se na konci kultivace jeho obsah 

zvyšoval z 52 na 55 %. Rostoucí koncentrace soli v tomto případě mírně snížila 

výsledný úbytek PUT. Během inkubace při teplotě 30 °C docházelo k největšímu 

rozkladu putrescinu v prostředí o pH 7, kdy byla jeho nejnižší koncentrace 

zachycena v médiu s 1 % soli. Koncentrace tohoto aminu v daném prostředí klesla 

po 48 h kultivace o 45 %. Nejméně byl PUT při teplotě 30 °C a v prostředí o pH 7 

degradován v médiu s přídavkem 2 % NaCl, kdy se jeho hladina pohybovala  

na 63 %. Při kultivaci v prostředí o pH 8 byl pozorován podobný trend degradace 

jako v prostředí o pH 7. Výsledná koncentrace PUT byla po 48 h 63 %,  

tedy o 4 % vyšší než v médiu o pH 7. S přídavkem soli se míra rozkladu PUT  

při inkubaci ve 30 °C v prostředí o pH 8 snižovala a na konci kultivační doby 

dosahovala 32 % v médiu s 1 % NaCl, 27 % v médiu se 2 % NaCl a 22 % v médiu 

se 3 % NaCl. Během kultivace při 30 °C v prostředí o pH 5 dosahovaly nejnižší 

koncentrace putrescinu 54 % v médiu s nejvyšším testovaným obsahem soli. 

S výjimkou média o pH 8 s 3 % NaCl (Obr. 41) jsme mohli u všech ostatních 

variant médií po 48 h pozorovat nejmenší snížení koncentrace PUT po inkubaci 

při 10 °C. Za kultivace při 10 °C byl PUT nejvíce degradován v prostředí o pH 5 

v médiu bez soli. Jeho koncentrace dosahovala po 96 h kultivace 52 %, naopak 

nejhůře byl degradován v médiu bez přídavku soli v prostředí o pH 7. V prostředí 

o pH 5 v médiu s přídavkem 1 % NaCl se za prvních 48 h kultivace jeho obsah 

snižoval relativně pomalu. Po 2 dnech kultivace při 10 °C za daných podmínek 

klesl obsah putrescinu v této variantě média vůbec nejméně, o 8 %.  

Inkubace v nutrient broth vykazovala oproti inkubace v MM1 i v případě 

degradace putrescinu statisticky významné rozdíly (P ≤ 0,05), a to zejména během 

kultivace při 23 °C v médiu bez přídavku NaCl (Obr. 42). V médiu NB klesaly 

hodnoty putrescinu během kultivace při 10 °C a 23 °C ve srovnání s MM1 velmi 

pomalu (Obr. 42). Ve variantě minerálního média, kde docházelo k rozkladu PUT 

za daných podmínek nejrychleji, klesala jeho koncentrace v NB prvních 36 h 

nejpomaleji. Výsledná koncentrace putrescinu po 72 h kultivace při 23 °C 

dosahovala 77 %, což je o 32 % více než u MM1. Ve variantě NB s přídavkem 

soli klesala koncentrace PUT při 23 °C rychleji a jeho výsledný zůstatek byl  

po 96 h inkubace o 11 % nižší než u varianty média bez soli, ale o 19 % vyšší  
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než ve stejné variantě s MM1. Nejvyšší snížení obsahu putrescinu v NB bylo 

pozorováno během kultivace při 30 °C. Jeho obsah klesl po 48 h na 50 %.  

Ve srovnání se stejnou variantou MM1 byl jeho výsledný obsah v NB v daném 

čase o 10 % nižší. Degradace v nutrienth broth s přídavkem soli byla i v tomto 

případě mírně vyšší. Výsledná koncentrace PUT klesla v porovnání s variantou 

MM1 o 3 % více. 

 

 
Obr. 40: Degradace putrescinu kmenem B. pumilus IB26 v minerálním médiu  

bez přídavku soli a s 1 % NaCl; A, B – pH 5; C, D – pH 7; E, F – pH 8; A, C, E – 0 % 

NaCl; B, D, F – 1 % NaCl 
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Obr. 41: Degradace putrescinu kmenem B. pumilus IB26 v minerálním médiu s 2 a 3 % 

NaCl; A, B – pH 5; C, D – pH 7; E, F – pH 8; A, C, E – 2 % NaCl; B, D, F – 3 % NaCl 

 

 

 
Obr. 42: Degradace putrescinu kmenem B. pumilus IB26 v nutrient broth;   

A – 0 % NaCl, B – 2 % NaCl 

 

Kadaverin byl nejlépe rozkládán při teplotě 23 °C v prostředí o pH 8  

ve variantě média bez přidané soli (Obr. 43). Jeho obsah byl po 72 h inkubace 
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snížen o 53 %. S rostoucím obsahem soli se však jeho výsledná koncentrace 

výrazněji neměnila a pohybovala se mezi 48 a 49 %. I v prostředí o pH 7 byla 

koncentrace KAD po 72 h kultivace nejnižší ve variantě média bez přidané soli, 

kdy jeho obsah klesl o 51 %. Podobně jako během kultivace v prostředí o pH 5  

se s rostoucí koncentrací soli výsledný obsah kadaverinu příliš neměnil  

a pohyboval se mezi 51 a 54 % (Obr. 44). Podobně jako v předchozích dvou 

případech se koncentrace KAD s rostoucí koncentrací soli neměnila  

ani v prostředí o pH 5. Maximální snížení obsahu KAD bylo pozorováno i zde 

v médiu bez NaCl, kdy jeho množství kleslo o 50 %, v dalších variantách média 

se ale po 72 h kultivace jeho obsah pohyboval stále v rozmezí 54-57 %. Degradace 

při kultivační teplotě 23 °C nebyla příliš ovlivňována hodnotami pH  

ani zvyšujícími se koncentracemi soli. Při kultivační teplotě 30 °C byl nejvyšší 

úbytek kadaverinu (51 %) pozorován v prostředí o pH 5 v médiu bez NaCl.  

 

Obr. 43: Degradace kadaverinu kmenem B. pumilus IB26 v minerálním médiu  

bez přídavku soli a s 1 % NaCl; A, B – pH 5; C, D – pH 7; E, F – pH 8; A, C, E – 0 % 

NaCl; B, D, F – 1 % NaCl 
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K nejnižšímu úbytku kadaverinu v prostředí o pH 5 došlo v médiu 

s přídavkem 1 % soli. V médiu o pH 7 docházelo k nejvyššímu snížení obsahu 

KAD opět ve variantě média s obsahem soli 1 %, kde množství KAD kleslo  

po 48 h na 55 %. Při teplotě 10 °C byl KAD nejméně degradován v prostředí o pH 

5 a 3% koncentrací NaCl, kdy bylo rozloženo 29 % jeho celkového obsahu 

(Obr. 44), nejvíce byla jeho koncentrace snížena v prostředí o pH 8 bez přídavku 

soli. Ve všech pozorovaných prostředích se množství degradovaného kadaverinu 

snižovalo spolu s rostoucí koncentrací soli.  

 

 
Obr. 44: Degradace kadaverinu kmenem B. pumilus IB26 v minerálním médiu  

s 2 a 3 % NaCl; A, B – pH 5; C, D – pH 7; E, F – pH 8; A, C, E – 2 % NaCl; B, D,  

F – 3 % NaCl 

 

Množství kadaverinu v NB bez NaCl kleslo při inkubaci při 30 °C na 53 %, 

což je o 7 % více než ve stejné variantě MM1 (Obr. 45). Úbytek KAD o 18 % byl 

zaznamenán po 72 h při teplotě 10 °C a o 19 % při kultivační teplotě 23 °C.  

Ve stejné variantě MM1 byl u obou teplot zaznamenán úbytek kadaverinu 

minimálně o jednu třetinu. V NB s přídavkem soli byl zaznamenán vyšší pokles 
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u obou teplot. Při inkubační teplotě 10 °C klesla hladina kadaverinu o 21 %,  

při 23 °C o 31 %. 

 

 
Obr. 45: Degradace kadaverinu kmenem B. pumilus IB26 v nutrient broth;   

A – 0 % NaCl, B – 2 % NaCl 

 

Z testovaných biogenních aminů byl kmen B. pumilus IB26 schopen nejlépe 

rozkládat histamin. Po 72 h kultivace při 23 °C byl jeho nejnižší obsah detekován 

v prostředí o pH 5 v médiu bez soli (Obr. 46). Jeho koncentrace po 72 h kultivace 

klesla o 63 %. Čím vyšší koncentrace soli byla v médiu, tím méně byl HIM 

degradován. V médiu se 3 % NaCl kleslo množství histaminu po 72 h o 42 %. 

V prostředí o pH 8 v médiu bez soli a v médiu s 3 % NaCl byl shodně zaznamenán 

61% pokles koncentrace HIM. V médiu o pH 8 s 1 % soli jeho koncentrace mírně 

stoupla na 41 %, v médiu s obsahem soli 2 % dál koncentrace HIM mírně rostla 

až na 45 %, v médiu s nejvyšším testovaným obsahem soli koncentrace histaminu 

po 72 h opět klesla na 39 % (Obr. 47). V médiu o iniciačním pH 7 byl histamin 

degradován nejméně u varianty s nejvyšší sledovanou koncentrací soli. Jeho 

obsah byl při 23 °C po 72 h redukován o 52 %. Nejméně byl HIM degradován 

během kultivace při 10 °C ve všech variantách testovaných médií. Nejnižší 

dosažená koncentrace při 10 °C po 96 h inkubace byla detekována v prostředí 

o pH 5 v médiu bez přidané soli. I v tomto případě se míra degradace snižovala 

v médiích s vyšším obsahem NaCl. Histamin byl při teplotě 10 °C v prostředí  

o pH 5 redukován pomaleji. Po 36 h inkubace byla jeho minimální koncentrace 

85 %. V prostředí o vyšším pH byl HIM při 10 °C redukován rychleji. V prostředí 

o pH 8 při teplotě 30 °C byl histamin redukován nejméně ze všech testovaných 

teplot v médiích s přídavkem soli. V médiu bez soli byla po 48 h jeho nejnižší 

koncentrace 63 %, v médiích s přídavkem soli se jeho koncentrace po 48 h 

pohybovala v rozmezí od 79-83 %. Při teplotě 30 °C byl HIM nejlépe degradován 

v prostředí o iniciačním pH 7 s 1 % soli, kdy jeho koncentrace po 48 klesla  

o 41 %.  
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Obr. 46: Degradace histaminu kmenem B. pumilus IB26 v minerálním médiu  

bez přídavku soli a s 1 % NaCl; A, B – pH 5; C, D – pH 7; E, F – pH 8; A, C, E – 0 % 

NaCl; B, D, F – 1 % NaCl 
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Obr. 47: Degradace histaminu kmenem B. pumilus IB26 v minerálním médiu s 2 a 3 % 

NaCl; A, B – pH 5; C, D – pH 7; E, F – pH 8; A, C, E – 2 % NaCl; B, D, F – 3 % NaCl 

 

 
Obr. 48: Degradace histaminu kmenem B. pumilus IB26 v nutrient broth;   

A – 0 % NaCl, B – 2 % NaCl 
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Rozklad histaminu v nutrient broth probíhal nejlépe při teplotě 30 °C 

(Obr. 48). Jeho obsah byl skokově redukován již během prvních 4 h kultivace, 

kdy jeho koncentrace klesla v médiu bez přídavku soli o 27 %, tento úbytek byl  

o 4% vyšší než u stejné varianty minerálního média. Po 48 h kultivace klesl obsah 

HIM v NB o 56 %, histamin byl tedy redukován o 5 % více než po 48 h 

v minerálním médiu. Naopak degradace při 23 °C probíhala v nutričně bohatém 

médiu výrazně pomaleji. Během prvních 12 h inkubace klesl obsah histaminu  

o 5 %, tedy o 12 % méně než v minerálním médiu. Po 72 h kultivace pozvolna 

klesal obsah histaminu až na 85 %. Ve stejné variantě MM1 byl po 72 h o 36 % 

nižší. Rozklad HIM při teplotě 10 °C v NB nevykazoval v porovnání s redukcí 

histaminu v MM1 tak výrazné rozdíly jako u předchozí teploty. Během prvních 

12 h inkubace klesl obsah HIM o 15 %, tedy o 10 % více než v minerálním médiu, 

po 96 h kultivace kleslo množství histaminu celkově o 20 %, tedy o 7 % méně 

než ve stejné variantě MM1. V NB s přídavkem 2 % NaCl byl histamin nejvíce 

redukován opět při teplotě 30 °C. Po 48 h dosahovala jeho koncentrace 62 %, 

koncentrace HIM ve stejné variantě minerálního média byla o 1 % vyšší. V 10 °C 

byl HIM degradován o 15 %, tedy méně než ve variantě bez přídavku soli.  

Při inkubaci ve 23 °C byl histamin redukován o 9 % více než u média bez přídavku 

NaCl. 

 

Nejnižší redukce tyraminu byla zaznamenána při teplotě 10 °C v prostředích 

o pH 5 a 7 u všech variant kultivačních médií. V prostředí o pH 5 bez soli byla  

po 96 h kultivace koncentrace TYM 72 % a postupně rostla s rostoucí koncentrací 

soli až na hodnotu 87 %. V prostředí o pH 7 byla po 96h kultivaci při 10 °C 

naměřena nejnižší koncentrace tyraminu v médiu s obsahem 1 % NaCl (Obr. 49), 

kdy hladina tyraminu klesla o 23 %. V ostatních variantách média se pokles 

pohyboval mezi 20-21 %. Po 48 h inkubace při 10 °C byl nejvyšší pokles TYM 

zaznamenán v prostředí o pH 8 v médiu s přídavkem 2 % soli, kdy se jeho 

koncentrace snížila o 26 % (Obr. 50). Po ukončení kultivace po 96 h  

se koncentrace TYM ve všech variantách médií pohybovala mezi 72-76 %. 

V prostředí o iniciačním pH 5 probíhal rozklad tyraminu rychleji při teplotě 

23 °C. V čase 72 h bylo degradováno 31 % obsahu TYM v médiu bez přidané soli 

(Obr. 49). Spolu s rostoucí koncentrací soli se opět mírně zvyšovala zbytková 

koncentrace TYM na 72 %, 73 % a 76 %.  
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Obr. 49: Degradace tyraminu kmenem B. pumilus IB26 v minerálním médiu  

bez přídavku soli a s 1 % NaCl; A, B – pH 5; C, D – pH 7; E, F – pH 8; A, C, E – 0 % 

NaCl; B, D, F – 1 % NaCl 

 

V prostředí o pH 5 byl tyramin redukován nejvíce v médiu se 2 % NaCl,  

kdy se po 72 h kultivace jeho výsledný obsah zastavil na 68 %. U ostatních variant 

média se výsledné koncentrace pohybovaly v intervalu 69-71 %. Během 

počátečních 24 h kultivace byl největší pokles obsahu TYM zaznamenán  

při 30 °C u všech testovaných variant médií. Při této teplotě v prostředí o pH 8 

s 3 % NaCl došlo k nejvyššímu zaznamenanému úbytku tyraminu (Obr. 50). Jeho 

obsah klesl po 48 h kultivace na 60 %. Naopak nejnižší úbytek po 48 h byl 

pozorován při dané teplotě v prostředí o pH 8 v médiu s 1 % NaCl, kdy jeho obsah 

klesl o 18 %. 
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Obr. 50: Degradace tyraminu kmenem B. pumilus IB26 v minerálním médiu s 2 a 3 % 

NaCl; A, B – pH 5; C, D – pH 7; E, F – pH 8; A, C, E – 2 % NaCl; B, D, F – 3 % NaCl 

 

Degradace TYM v NB probíhala i v tomto případě odlišně (Obr. 51). Nejvíce 

byl TYM degradován při teplotě 30 °C, v čase 48 h bylo jeho zbytkové množství 

62 % ve variantě bez soli a 70 % ve variantě s 2 % NaCl, i v tomto případě  

je úbytek o 9 % vyšší než u stejné varianty MM1 bez přídavku soli, u varianty  

se 2 % NaCl je pokles o 6 % vyšší. Po 76 h při teplotě 10 °C byl TYM degradován 

v prostředí bez soli jen o 8 %, při teplotě 23 °C ve stejném prostředí o 6 %. 

Obdobné výsledky byly pozorovány i při kultivaci v NB s přídavkem soli,  

kdy obsah TYM klesl při 10 °C po 96 h o 13 %, při 23 °C po 72 h o 14 %. 
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Obr. 51: Degradace tyraminu kmenem B. pumilus IB26 v nutrient broth;   

A – 0 % NaCl, B – 2 % NaCl 

 

Ze získaných výsledků degradace biogenních aminů kmenem 

B. pumilus IB26 a jejich statistického vyhodnocení vyplývá, že stejně jako během 

degradace kmenem B. subtilis IB23 všechny testované faktory statisticky 

významně ovlivňují míru degradace tryptaminu v minerálním médiu (P≤0,05), 

v médiu nutrient broth je míra degradace i v tomto případě ovlivněna pouze dobou 

kultivace, ostatní sledované faktory mají sice vliv na bakteriální degradaci,  

ale nejedná se o statisticky významné rozdíly (P>0,05). Degradace 

fenylethylaminu není ani v tomto případě významně ovlivňována (P>0,05) 

sledovanými koncentracemi soli v žádném z testovaných médií. Obdobně jako  

u předchozího experimentu rozklad putrescinu a kadaverinu v MM1 významně 

ovlivňují všechny sledované faktory kultivace, na rozklad aminů v NB neměla 

testovaná koncentrace soli statisticky významný vliv (P>0,05). U histaminu 

poskytovaly v MM1 statisticky významné rozdíly (P≤0,05) jen sledované hodnoty 

pH, teplota a čas, naopak žádné ze sledovaných parametrů rozkladu HIM 

v nutrient broth degradaci významně neovlivňovaly. Snížení obsahu tyraminu 

v MM1 ve sledovaných podmínkách významně ovlivňovaly pouze hodnoty pH, 

čas a teplota (P≤0,05), degradace v NB byla i v tomto případě ovlivněna pouze 

dobou kultivace. Srovnání rozkladu všech biogenních aminů v podmínkách  

in vitro ukázalo patrné rozdíly, které však byly statisticky nevýznamné (P>0,05) 

a míra degradace byla v daných médiích významně ovlivněna jen dobou kultivace 

při teplotě 30 °C (P≤0,05).  
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5. SOUHRNNÁ DISKUZE  

Biogenní aminy mají negativní efekt na lidské zdraví. Reakce lidského 

organizmu na přítomnost BA v potravinách je individuální, existují však jedinci, 

kteří jsou na přítomnost těchto látek citlivější a zvýšený příjem jim může 

způsobovat zdravotní problémy (Emborg a Dalgaard, 2008). Vzhledem k této 

skutečnosti přetrvávají v potravinářském průmyslu tendence kontrolovat obsah 

BA v potravinách a nápojích. Bylo navrženo mnoho strategií, které by mohly 

výsledný obsah biogenních aminů ovlivnit. Většina těchto navržených technik  

se však soustřeďuje na potlačení růstu mikroorganizmů s dekarboxylázovou 

aktivitou, jako je např. používání aditiv, výběr startérových kultur, zvolené 

metody balení potravin, či ošetření vysokým tlakem nebo ionizujícím zářením 

(Mohedano et al., 2015), kromě toho je třeba vzít v úvahu aspekty, jako  

je produkce antimikrobiálních sloučenin, jako jsou bakteriociny (Ayhan et al., 

1999; Bover-Cid et al., 2001b), které rovněž mohou potlačit růst dekarboxyláza 

pozitivních mikroorganizmů. Všechny tyto navržené metody mají možnost 

zabránit produkci BA, případně zpomalit proces jejich tvorby, ale neexistuje zde 

možnost eliminace již vytvořených BA. Jako možná alternativa se ukazuje využití 

mikroorganizmů, které jsou schopny utilizovat biogenní aminy, a tím jejich obsah 

v potravinách redukovat. Již v minulosti se některé studie zabývaly hledáním 

BA-degradujících mikroorganizmů, které disponují enzymy aminoxidázami,  

jež jsou zodpovědné za rozklad BA na aldehydy, amoniak a peroxid vodíku 

(Mohedano et al., 2015; Liu et al., 2016; Xia et al., 2018).  

Cílem první části této práce bylo vyhledat v potravinových matricích  

a nápojích takové mikroorganizmy, které jsou schopny rozkládat biogenní aminy, 

tyto izolovat a následně je identifikovat pomocí instrumentálních  

a molekulárně-biologických metod. Izolace těchto mikroorganizmů byla založena 

na kultivaci v definovaném minerálním médiu s přídavkem biogenních aminů 

jako jediných zdrojů uhlíku a dusíku. Degradace BA byla prokázána schopností 

růstu a množení získaných izolátů v daném médiu. Existuje několik prací,  

které se zabývaly mikrobiálním rozkladem biogenních aminů a jejich výsledky  

do jisté míry korelují se záchyty mikroorganizmů uvedených v této práci (Alvarez  

a Moreno-Arribas, 2014; Cueva et al., 2012; Zaman et al., 2014). Studiem izolace 

BA-degradujících mikroorganizmů se zabývala např. také práce Leuschner et al., 

1998, kteří v potravinách objevili kmeny, které byly schopny redukovat histamin 

a tyramin. Tyto kmeny byly identifikovány jako Arthrobacter sp., Brevibacterium 

linens, Geotrichum candidum, Lacticaseibacillus casei, Lactiplantibacillus 

pentosus, Lactiplantibacillus plantarum, Micrococcus sp., Pediococcus 

acidilactici a Rhodococcus sp. Další kmeny identifikované jako zástupci rodů 

Bacillus a Staphylococcus schopné degradovat jeden či více BA se podařilo 

izolovat Zaman et al. (2010) z rybích omáček. Několik zástupců rodu Bacillus, 

kteří byli schopni výrazně snížit obsahy histaminu a tyraminu, bylo izolováno také 

z fermentovaných sójových produktů (Eom et al., 2015) a různých variací sýrů 
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(Saad et al., 2022). Herrero-Fresno et al. (2012) se ve své práci zabývali studiem 

17 izolátů identifikovaných jako Lacticaseibacillus casei (dříve Lactobacillus 

casei) nalezených v sýru, u kterých byla popsána schopnost degradovat histamin 

a tyramin in vitro. Získané izoláty byly identifikovány sekvenováním části genu 

pro 16S rRNA. Lee et al. (2015) popsali ve své studii dalších 8 izolátů 

pocházejících z produktů rybolovu a identifikovaných jako Agrobacterium 

radiobacter, Bacillus amyloliquefaciens, B. cereus, B. licheniformis, 

B.  polymyxa, B. subtilis a Rummeliibacillus stabekisii, které byly schopny 

výrazně degradovat histamin. Tittarelli et al. (2019) popsali izolaci a identifikaci 

bakterií schopných degradovat histamin a tyramin. Všechny získané kmeny byly 

izolovány ze sýra a identifikovány jako Bifidobacterium pseudocatenalatum, 

Kocuria varians Latilactobacillus curvatus, L. sakei, Leuconostoc mesenteroides, 

Pediococcus pentosaceus, P. acidilactici, P. parvulus a Staphylococcus carnosus. 

V rámci dalších experimentů byly z potravin izolovány mikroorganizmy 

schopné růstu v minerálním médiu obsahujícím biogenní aminy. Tyto izoláty byly 

identifikované jako Acinetobacter pittii, Agrobacterium radiobacter, Bacillus 

altitudinis, Bacillus pumilus, Bacillus safensis, Bacillus subtilis, Enterobacter 

cloacae, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Pseudomonas koreensis, 

Pseudomonas fulva, Serratia marcescens, Serratia ureylitica a následně byly 

podrobeny dalším analýzám. Byla sledována jejich schopnost degradace 

tryptaminu, fenylethylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu a tyraminu v čase 

v podmínkách in vitro. V porovnání s ostatními izoláty vykazoval Bacillus 

subtilis IB23 nejvyšší degradační aktivitu. Byla pozorována téměř 100% 

degradace putrescinu, 97% degradace histaminu a rozklad 92 % kadaverinu. 

Tryptamin, fenylethylamin a tyramin byly po 72 hodinách degradovány v rozmezí 

22-49 %. Kmeny Acinetobacter pitii IB5, Agrobacterium radiobacter IB102, 

Bacillus altitudinis IB84 a Bacillus pumilus IB26 vykazovaly nejvyšší degradační 

kapacitu pro tyramin, který degradovaly v rozmezí od 36 do 50 %, všechny ostatní 

sledované kmeny byly schopny nejvíce degradovat putrescin. Studiem kinetiky 

degradace BA se zabývaly i mnohé další studie. V práci Lee et al. (2015)  

je popisována degradace histaminu u B. subtilis, kdy bylo během 24hodinové 

kultivace v bujónu degradováno 74 % jeho obsahu, u Paenibacillus polymyxa 

(dříve Bacillus polymyxa) bylo během této doby redukováno až 100 % histaminu. 

Degradace histaminu o 27-60 %, putrescinu o 7-30 % a kadaverinu o 22-29 % 

během 24 hodin v podmínkách in vitro byla pozorována u Bacillus 

amyloliquefaciens, Bacillus subtilis, Priestia megaterium (dříve Bacillus 

megaterium) a Bacillus licheniformis (Zaman et al., 2014). Mah a Hwang (2009) 

ve své práci pozorovali schopnost degradovat histamin u dvou kmenů, Bacillus 

coagulans a Styphylococcus xylosus. Během 24 hodin v podmínkách in vitro byly 

tyto kmeny schopny snížit jeho obsah o 35-38 %. Použití mikroorganizmů 

s aminoxidázovou aktivitou a jejich aplikace do potravin při procesu jejich výroby 

má ovšem také svá omezení, a to zejména tehdy, pokud podmínky výrobního  

či skladovacího procesu nejsou souladu s podmínkami pro přežití těchto 
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mikroorganizmů, respektive s optimálními podmínkami pro katalytickou aktivitu 

degradujících enzymů, např. příliš vysoké teploty či koncentrace soli, čímž může 

být zabráněno degradaci přítomných BA (Tapingkae et al., 2010). Pro zmapování 

podmínek ideálních pro růst těchto mikroorganizmů, a tedy jejich následný 

rozklad biogenních aminů, je nutné provést sérií experimentů, které by popsaly 

chování aminoxidáza pozitivních mikroorganizmů pod vlivem kombinace 

různých vnějších faktorů in vitro. Teplota, pH a obsah soli jsou klíčové 

environmentální prvky, které ovlivňují mikrobiální aktivitu v potravinách.  

Tyto faktory jsou zodpovědné za metabolizmus živé buňky, která produkuje 

bakteriální dekarboxylázy, a také ovlivňují aktivitu tohoto enzymu (Saad et al., 

2022). 

Po vyhodnocení výsledků pozorování, kdy byla sledována míra degradační 

aktivity u jednotlivých kmenů, byl B. subtilis IB23 vybrán pro sledování kinetiky 

degradace pěti vybraných biogenních aminů v závislosti na změně vnějších 

podmínek. Byl sledován vliv kombinace těchto faktorů, konkrétně to byla hodnota 

pH kultivačního média, teplota a aerobní/anaerobní způsob kultivace. Teplota 

prostředí významně ovlivňuje tvorbu BA u dekarboxyláza-pozitivních 

mikroorganizmů, kdy spolu se snižující se teplotou se snižuje i množství 

produkovaných BA (Naila et al., 2010). V rámci tohoto experimentu byla 

porovnávána míra degradace v prostředí 3 různých teplot (8 °C, 23 °C, 30 °C), 

které představují teplotu skladování potravin, běžnou pokojovou teplotu, 

respektive optimální teplotu pro růst testovaných mikroorganizmů. S nižší 

teplotou byla předpokládána i nižší degradační aktivita s ohledem na růstové 

optimum pro B. subtilis (30-37 °C). Tato hypotéza se však nepotvrdila a nižší 

kultivační teplota neměla na výsledný obsah BA výraznější vliv. Naopak byl 

v některých případech zaznamenán nejvyšší úbytek BA právě během inkubace  

při teplotě 10 °C. Např. v případě degradace fenylethylaminu v prostředí o pH 5 

byl jeho celkový obsah po 48 h kultivace při 10 °C redukován o 76 %, při 30 °C 

však jen o 69 %. Spolu s rostoucí teplotou však rostla rychlost degradace BA,  

kdy během kultivace při 30 °C často docházelo ke skokovému snížení 

koncentrace aminů již během prvních 12 h kultivace a jejich množství kleslo  

až na čtvrtinu původního obsahu, při nižších inkubačních teplotách docházelo 

k podobným úbytkům až po 24 h kultivace. Závislost aktivity tyraminoxidázy  

na okolní teplotě popsali Leuschner et al. (1998), kteří sledovali míru degradace 

v prostředí v širokém rozsahu teplot. Snížení aktivity této aminoxidázy bylo 

pozorováno při teplotě 5 °C, naopak při teplotě 37-40 °C byl tyramin degradován 

nejvíce. Při teplotách vyšších než 60 °C docházelo k dentauraci tyraminoxidázy  

a nedocházelo tak k degradaci tohoto biogenního aminu. Zeng et al. (2021) 

zkoumali aktivitu diaminoxidázy v závislosti na teplotě inkubace. Jejich výsledky 

ukázaly, že DAO izolovaná z Arthrobacter spheroides v nejvyšší míře degraduje 

histamin a putrescin. Jejich pozorování naznačují, že termostabilita této 

diaminoxidázy je velmi malá a nejvyšší teplota, při které je ještě schopna 

rozkládat histamin a putrescin, je 37 °C. Během inkubace při teplotě 35 °C  
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po dobu 50 minut klesá její aktivita až o 50 %. Nejvyšší degradační aktivita byla 

zaznamenána při teplotě do 30 °C. Dapkevicius et al. (2000) studovali degradaci 

BA bakteriemi mléčného kvašení při čtyřech různých teplotách (37, 30, 22  

a 15 °C). Testované BMK izolované z rybích past byly schopny rozkládat 

přítomné BA za všech sledovaných teplot, kdy opět spolu s klesající teplotou 

klesala i úroveň degradace v prostředí o pH 7, v prostředí o pH 4,5 ale nebyla 

zaznamenána téměř žádná degradační aktivita. Výsledky naší práce ukázaly,  

že pokles množství testovaných biogenních aminů byl téměř stejný jak při 

aerobní, tak při anaerobní kultivaci. Z dalších měření vyplývá, že testované 

kombinace jednotlivých faktorů nijak výrazně neovlivnily schopnost kmene  

B. subtilis IB23 degradovat vybrané biogenní aminy. Ve všech variantách pH 

minerálního média, za všech teplot a u obou způsobů kultivace došlo ke snížení 

obsahu BA o 65-87 %. Přesto, že testování vlivu jednotlivých faktorů na míru 

degradace neukázalo příliš velké rozdíly ve výsledných koncentracích BA, 

můžeme obecně předpokládat, že se jedná o zajímavé výsledky, které naznačují 

využití v relativně širokém spektru vnějších podmínek, a to i u těch potravin, které 

se vyznačují náročnějšími výrobními procesy. V případech, kdy selhávají metody 

prevence vzniku těchto nežádoucích látek, naznačují získané výsledky možnost 

využití izolovaných degradérů biogenních aminů ke snížení jejich obsahu 

v potravinách. V řadě dalších publikovaných studií (Zaman et al., 2014;  

Kim et al., 2012; Alvarez a Moreno-Arribas, 2014; Eom et al., 2015; Lee et al., 

2015) byly zaznamenány pozitivní výsledky degradace biogenních aminů  

u B. subtilis.  

Při porovnání degradace BA kmeny B. subtilis IB23 a B. pumilus IB26 byla 

pozorována vyšší degradační aktivita u prvního zmíněného kmene. Během 

inkubace při 30 °C v prostředí o pH 7 v médiu bez přidané soli degradoval po 48 h 

B. subtilis IB23 tryptamin o 50 %, fenylethylamin o 57 %, putrescin o 45 %, 

kadaverin o 47 %, histamin o 51 % a tyramin o 62 %, B. pumilus IB 26 degradoval 

ve stejném prostředí tryptamin o 47 %, fenylethylamin o 35 %, putrescin o 42 %, 

kadaverin o 41 %, histamin o 39 % a tyramin o 25 %, snížil tak koncentraci 

testovaných BA minimálně o čtvrtinu. Obdobně jako u předchozích pozorování 

měla na míru degradace největší vliv teplota. Obecně lze konstatovat, že biogenní 

aminy byly nejlépe degradovány při teplotě 30 °C, což je nejen teplotní optimum 

pro růst obou vybraných kmenů, ale také ideální teplota pro působení 

bakteriálních aminoxidáz (Cheng et al., 2020), se zvyšující se teplotou nad 45 °C 

dochází k denaturaci těchto enzymů, a tedy úplné inhibici degradace BA (Zaman 

et. al, 2014). Se snižující se teplotou klesala degradační aktivita obou sledovaných 

kmenů. B. pumilus IB26 např. v prostředí o pH 7 v médiu bez přidané soli 

degradoval obsah putrescinu při 30 °C po 24 h o 41 %, při teplotě 23 °C o 24 %  

a při teplotě 10 °C jen o 2-3 %. Spolu se snižováním teploty se snižuje i rychlost 

metabolizmu a růstu bakterií, proto i k redukci biogenních aminů dochází 

pomaleji. Při nejnižší sledované teplotě byla tedy kultivační doba prodloužena  

na 96 h. Po ukončení kultivace B. pumilus IB26 klesly obsahy všech sledovaných 
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BA ve všech prostředích minimálně o čtvrtinu. Podobné výsledky jsou veskrze 

pozitivní např. pro výrobu dlouho zrajícího sýra, který je často zdrojem vysokého 

množství biogenních aminů. Zrací teploty jsou závislé na individuálním druhu  

a vlastnostech sýra, ale obvykle se pohybují právě kolem 10 °C (Joosten a Nuñez, 

1996). Přídavek BA-degradující kultury schopné přežít výrobní proces a zrání  

při nízkých teplotách by mohl výsledný obsah BA významně snížit. Schopnost 

degradace HIM a TYM v sýru testovali Leuschner a Hammes (1998). Kmen 

Brevibacterium linens používaný jako mazová kultura u sýrů zrajících s mazem 

na povrchu byl schopen během měsíčního zrání sýru s přidanými BA redukovat 

obsah histaminu o 55 % a tyraminu o 70 %. Námi sledované rozmezí pH míru 

degradace BA kmeny rodu Bacillus ovlivňovalo, ale ze získaných výsledků nelze 

přesně určit, zda nějaká ze sledovaných hodnot výrazně zesilovala či inhibovala 

degradaci. Pro příklad lze uvést degradaci histaminu kmenem B. pumilus IB26, 

který v médiu bez přídavku soli při inkubační teplotě 30 °C snížil po 48 h jeho 

koncentraci v prostředí o pH 5 o 43 %, v prostředí o pH 7 o 45 % a v prostředí 

o pH 8 o 27 %, naproti tomu hladina putrescinu byla ve stejných podmínkách 

v prostředí o pH 5 snížena o 44 %, v prostředí o pH 7 o 37 % a v prostředí o pH 8 

o 26 %. Cheng et al. (2020) izolovali z několika fermentovaných potravin 

kvasinky, které byly pomocí sekvenace části genu pro 16S rRNA identifikovány 

jako Wickerhamomyces anomalus a Millerozyma farinosa, u nichž sledovali 

aktivitu aminoxidáz v širokém rozpětí pH (3-10). Stejně jako u většiny 

bakteriálních aminoxidáz byla prokázána závislost míry degradace na hodnotách 

pH. Studie uvádí, že i pro tyto aminoxidázy je optimální pH 7, ale jejich aktivita 

se v rozmezí pH 5-8 příliš nelišila (Dapkevicius et al., 2010). Ke snížení 

degradace docházelo až v prostředích o pH < 5 a pH > 9 (Cheng et al., 2020). 

V podobném rozmezí testovali aktivitu aminooxidáz ve své práci i Ying et al., 

2016, kdy sledovali míru degradace BA kmenem Halomonas shantousis SWA25. 

Degradace BA probíhala nejintenzivněji v prostředí o pH 7, které je optimem  

pro funkci bakteriálních aminooxidáz, ale vysokou degradační aktivitu si udržela  

i v rozmezí pH 5-8. V prostředí o pH 2 a pH 10 neprobíhala žádná zjevná 

degradační aktivita. Dalším ze sledovaných faktorů byla přítomnost NaCl.  

V posledních letech mnoho studií ukázalo, že snížení příjmu sodíku je pro zdraví 

velmi důležité a nezbytné (Wolkers-Rooijackers et al., 2013; Bistola et al., 2020; 

Celik a Bektas, 2020; Jin et al., 2020). Nadměrný příjem soli je považován  

za škodlivý pro lidské zdraví, způsobuje kardiovaskulární a cerebrovaskulární 

onemocnění (Yang et al., 2021). Mnoho zemí proto navrhlo plány na snížení 

denního příjmu soli (Cappuccio et al., 2018). U některých potravin, pokud  

je koncentrace soli příliš nízká, je inhibiční účinek soli na některé nežádoucí 

mikroorganizmy oslabený (Jia et al., 2020) a vede často k nepříjemným změnám 

organoleptických vlastností, jako je třeba kyselost a hořkost (Xie et al., 2022). 

Pokud nedojde k inhibici růstu mikrobioty, která produkuje BA, nastává opět 

problém s jejich akumulací (Chun et al., 2020; Li et al., 2020). V námi 

testovaném rozmezí (0-3 % w/v) byly B. subtilis IB23 i B. pumilus IB26 schopny 

https://www-sciencedirect-com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/B9780123744074000546#!
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degradovat všechny sledované biogenní aminy. S rostoucí koncentrací soli  

se ale míra degradace mírně snižovala. Na základě výsledků publikovaných  

ve studiích Cheng et al. (2020) a Xie et al. (2022), kteří testovali schopnost 

degradace BA izoláty získaných z potravin, lze předpokládat, že s dalším 

zvyšováním koncentrace NaCl by se dále snižovala i míra degradace BA  

až do úplného zastavení růstu dané mikrobioty. Lee et al. (2015) ve své studii 

popsali obdobný experiment, kdy sledovali vliv různých hodnot pH, různých 

teplot a koncentrací solí na degradaci histaminu druhem B. polymyxa. Z výsledků 

jejich studie vyplývá, že nejvyšší míru degradace vykazoval tento druh rodu 

Bacillus během kultivace při 30 °C v prostředí o pH 7. Nicméně ostatní sledované 

hodnoty pH (pH 5-9) vykazovaly v průměru jen o 15 % menší míru degradace. 

Testovaný kmen byl schopen degradovat HIM v bujónu v poměrně širokém 

rozmezí koncentrace soli (0,5-5 %), kdy bylo v přítomnosti 0,5 % NaCl 

degradováno téměř 100 % přítomného HIM, v přítomnosti 5 % NaCl pak 97 %, 

zatímco v médiu s 10 % soli bylo degradováno jen 8,5 % celkového množství 

HIM. Žádný histamin nebyl B. polymyxa degradován v kultivační půdě při 15%  

a 20% koncentraci NaCl (Lee et al., 2015). Saad et al. (2022) testovali efekt 

přídavku kultury B. polymyxa D05-1 na eliminaci histaminu a tyraminu v sýru 

Tallaga, který obsahoval vysokou koncentraci těchto aminů. Po přidání kmene 

B. polymyxa D05-1 během zpracování sýra došlo po 12 h kultivace při 5 °C 

v prostředí s 2,5 % NaCl (w/v) ke snížení koncentrace histaminu o 67 %, po 24 h 

kultivace o 83 %, méně byl degradován tyramin, jehož koncentrace klesla po 12 h 

o 58 %, po 24 h o 72 %. Tato studie ukázala potenciál rodu Bacillus efektivně 

snižovat množství HIM a TYM i v reálných potravinových matricích, kde je zdroj 

dusíku i uhlíku pro mikroorganizmy snadněji přístupný. Mah a Hwang (2009) 

popsali využití Staphylococcus xylosus při snížení koncentrace biogenních aminů 

u solených fermentovaných ančoviček. S. xylosus byl schopen při 25 °C 

v prostředí s 15 % NaCl v průběhu 10 týdnů degradovat 16 % BA. V literatuře  

je popsáno jen velmi málo druhů, které by byly schopny degradovat BA  

při vysokých koncentracích NaCl (> 10 % w/v) (Cheng et al., 2020). Jedním 

z nich je např. Brevibacillus sp. SK35, který byl schopen efektivně degradovat 

histamin, putrescin, kadaverin, tyramin a tryptamin při teplotě 35 °C v prostředí 

o pH 8 s 10% koncentrací NaCl. Se zvyšující se koncentrací soli nad 10 % (w/v)  

se rychlost degradace postupně snižovala (Sinsuwan et al., 2010). Obdobných 

výsledků bylo dosaženo i v práci Cheng et al. (2020), kdy testované kmeny 

Wickerhamomyces anomalus a Millerozyma farinosa vykazovaly pokles 

degradační aktivity spolu s růstem koncentrace NaCl nad 10 %. Když koncentrace 

soli dosáhla 30 % (w/v), dané kmeny v podstatě ztratily degradační schopnost  

pro KAD, PUT, HIM, TYM (<5 %), což může být způsobeno vysokou 

koncentrací soli inhibující růst daného kmene nebo koncentrace soli inhibující 

aktivitu aminoxidázy kmene, čímž se snižuje rychlost degradace (Kim et al., 

2017). V práci Tapinkgkae et al. (2010) byly popsány druhy extrémně halofilních 

archeí, která jsou schopna BA rozkládat při velmi vysokých teplotách  
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i koncentracích soli. Tyto organizmy byly izolovány ze solených fermentovaných 

rybích produktů. Studie popsala degradační aktivitu Natrinema gari, kdy byla 

nejvyšší degradační kapacita zaznamenána při teplotě 40-55 °C v prostředí  

o pH 6-8,5 a koncentrací soli 15-20 %. Ying et al. (2016) testovali schopnost 

degradace osmi BA v médiu s obsahem NaCl halotolerantním mikroorganismem 

Halomonas santhousis SWA25. Přestože byl sledovaný kmen schopen redukovat 

množství všech testovaných BA v prostředí s 20 % NaCl o 10-20 %, nejvyšší 

degradační aktivity dosahoval v médiu s přídavkem 0-3 % NaCl (w/v), přičemž 

optimální koncentrace NaCl pro její růst je 3 % NaCl (w/v). Tato studie spolu  

se studiemi Zaman et al. (2010) a Tapingkae et al. (2010) naznačují, že k nejvyšší 

míře degradace BA různými mikroorganizmy dochází v prostředí s optimální 

koncentrací NaCl pro jejich růst a různou citlivostí aminooxidáz. Tyto výsledky 

představují důležitý přínos pro potravinářský průmysl, jelikož takto vysoké 

koncentrace soli inhibují růst velké části mikroorganizmů a teoreticky  

by se obtížně hledala náhrada, která je schopna v těchto koncentracích nejen růst, 

ale i redukovat množství přítomných BA.  

Stejně jako ve studii Sun et al. (2023) bylo předpokládáno, že rozsah 

degradační aktivity bude mnohem patrnější v minerálním médiu, kde jedinými 

zdroji uhlíku a dusíku byly dodané biogenní aminy. Pokud byly sledované kmeny 

schopny růstu, musely nutně utilizovat minimálně jeden z obsažených BA. 

Nutrient broth je ale nutričně bohatší médium, které ve svém složení obsahuje  

mj. glukózu, kvasničný extrakt a pepton, a proto se svou skladbou více podobá 

vzorku reálné potraviny. Jelikož jsou v médiu NB uhlík a dusík snáze dostupné 

z jiných zdrojů, bylo sledováno, v jaké míře degradace probíhá. Z toho důvodu 

také probíhalo sledování degradace B. subtilis IB23 a B. pumilus IB26 v menším 

rozsahu. Zajímavým zjištěním bylo, že i v nutričně bohatém médiu degradace BA 

probíhá při 30 °C poměrně efektivně. B. subtilis IB23 dokázal snížit obsah všech 

BA, během 48 h při kultivační 30 °C v médiu bez přídavku soli došlo k úbytku 

všech průměrně o 37 %. V případě média s 2 % soli bylo snížení koncentrace 

v daných podmínkách obdobné. B. pumilus IB26 vykazoval ve stejných 

podmínkách vyšší degradační schopnost a obsah všech testovaných BA snížil 

během 48 h o 45 %. I v tomto případě bylo v médiu s přídavkem soli dosaženo 

obdobných výsledků jako v médiu, které sůl neobsahovalo. Srovnání výsledků 

degradace mezi jednotlivými kmeny ukázalo, že B. subtilis IB23 degraduje 

v MM1 všechny testované biogenní aminy lépe, než kmen B. pumilus IB26, 

v médiu NB jsme došli k výsledkům opačným. K zajímavým výsledkům dospěli 

také Martuscelli et al., 2000 a Zaman et al., 2011, kdy izolovali stafylokoky 

(S. xylosus, S. carnosus), které byly schopny deaminovat tyramin a histamin 

in vitro, ale v reálných potravinových systémech byla jejich aktivita výrazně 

omezena přítomností jiných zdrojů dusíku, které byly pro tyto bakterie snadněji 

dostupné, např. v případě tepelně neopracovaných fermentovaných masných 

výrobků (Gardini et al., 2002). V kontrastu k těmto výsledkům byla zajímavější 

data získána v reálné potravinové matrici chudé na dusík, jako je víno, ve kterém 



111 

 

probíhala deaminace BA kmeny Lacticaseibacillus casei, Lactiplantibacillus 

plantarum a Pediococcus spp. výrazně lépe (García-Ruiz et al., 2011; Capozzi  

et al., 2012). 

Využití námi izolovaných a testovaných sporulujících bakterií  

v potravinářském průmyslu ovšem vyžaduje další studie, které by se zabývaly 

degradací BA přímo v potravinové matrici a zároveň by se soustředily na udržení 

jejich nezávadnosti a organoleptických vlastností (Kim et al., 2022). Podobně 

jako u Weizmania coagulans (dříve Bacillus coagulans) a Geobacillus 

stearothermophilus, které se vyznačují silným enzymatickým aparátem, je totiž 

přítomnost sporotvorného B. subtilis v potravinách nežádoucí (Harirchi et al., 

2022). V kontrastu s tímto faktem je také důležité zmínit, že některé kmeny 

B. subtilis jsou řazeny mezi probiotika, která naopak pozitivně ovlivňují lidské 

zdraví (Lorencová et al., 2012). Studie Gopikrishna et al. (2021) popsala vliv 

Bacillus subtilis na lidské zdraví. Zmiňuje zejména jeho pozitivní úlohu 

v prevenci vysokého tlaku, ochraně před aterosklerózou, ochraně  

před enteropatogeny ve střevě, inhibuje růst některých rakovinných buněk. 

B. subtilis i B. pumilus je možné využít jako startérové kultury pro výrobu 

některých fermentovaných potravin (Ouoba et al., 2004). Tyto startérové kultury 

mohou inhibovat růst patogenních mikroorganizmů svou schopností produkovat 

bioaktivní sloučeniny a také propůjčit fermentovaným potravinám požadované 

organoleptické vlastnosti (Gopikrishna et al., 2021). 
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6. ZÁVĚR 

 Jednou z nejslibnějších možností přímého odstranění biogenních aminů 

z potravin je využití mikroorganizmů se silnou aminoxidázovou aktivitou a jejich 

zařazení mezi potenciální startérové kultury. Pro tento proces je nejdůležitější 

vyhledat a izolovat mikroorganizmy, které tuto schopnost mají, a následně 

definovat ideální podmínky a parametry pro jejich růst. Pro izolaci a identifikaci 

kmenů schopných degradovat biogenní aminy byly definovány hlavní cíle 

disertační práce, které byly zpracovávány ve 4 dílčích experimentech. 

Experimenty se zabývaly izolací mikroorganizmů schopných degradovat 

biogenní aminy z potravin a jejich následnou identifikací pomocí 

spektrometrických a molekulárně-biologických metod. Kinetika degradace byla 

sledována pomocí kapalinové chromatografie. 

 Podle předpokladů bylo potvrzeno, že záchyt degradérů izolovaných 

z potravin nebude příliš vysoký. V průběhu počátečního skríningu 895 zejména 

mléčných a masných výrobků bylo izolováno 114 mikroorganizmů schopných 

degradovat alespoň jeden z následujících aminů – tryptamin, fenylethylamin, 

putrescin, kadaverin, histamin a tyramin. Všech 114 izolátů bylo metodou 

MALDI-TOF MS identifikováno a na základě identifikace bylo získáno  

22 různých druhů mikroorganizmů. Třináct z nich bylo následně vybráno pro 

další skríning a jejich identifikace byla ověřena pomocí sekvenace. Takto byly 

identifikovány druhy Acinetobacter pittii, Agrobacterium radiobacter, Bacillus 

altitudinis, Bacillus pumilus, Bacillus safensis, Bacillus subtilis, Enterobacter 

cloacae, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Pseudomonas koreensis, 

Pseudomonas fulva, Serratia marcescens, Serratia ureylitica.  

 Bylo prokázáno, že všech 13 identifikovaných kmenů je schopno  

v podmínkách in vitro při 30 °C degradovat všechny z testovaných aminů  

o 8-100 %. Nejvíce byla snížena koncentrace tyraminu a putrescinu, které  

po 72 hodinách kultivace při 30 °C klesly v rozmezí 36-100 %. Nejvyšší 

degradační kapacita byla zaznamenána u kmene B. subtilis IB23, který degradoval 

putrescin, kadaverin a histamin o více než 92 %, u zbylých aminů dokázal snížit 

jejich koncentraci o 22-48 %. 

 U kmene B. subtilis IB23, který vykazoval nejvyšší aminoxidázovou 

aktivitu, byla v čase sledována kinetika degradace za definovaných podmínek 

in vitro. V této fázi byl studován vliv teploty, různých hodnot pH a způsob 

kultivace na míru degradace biogenních aminů. Bylo prokázáno, že žádný  

ze sledovaných parametrů ani jejich vzájemné kombinace výrazně neovlivnily 

degradační aktivitu B. subtilis IB23. Ve všech případech byly po 48 hodinách 

kultivace hodnoty biogenních aminů sníženy o 52-83 %. I když nejvyšší míru 

kultivace vykazoval B. subtilis IB23 při kultivační teplotě 30 °C, s nižšími 

teplotami se výsledný obsah biogenních aminů výrazněji nelišil. 

 V další fázi práce byla u Bacillus subtilis IB23 a Bacillus pumilus IB26 

srovnávána kinetika degradace biogenních aminů v minerálním médiu a v médiu 
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nutrient broth. Sledovanými parametry byly teplota, hodnoty pH a koncentrace 

soli. Ze všech sledovaných faktorů byla míra degradace nejvíce ovlivňována 

kultivační teplotou. Dle předpokladů oba kmeny rozkládaly BA nejlépe při teplotě 

30 °C, což je nejen růstové optimum vybraných druhů, ale také ideální teplota pro 

činnost bakteriálních aminoxidáz. Se snižující se teplotou míra degradace klesala. 

Hodnoty pH iniciačního média měly na degradaci sice vliv (P ≤ 0,05), na základě 

získaných výsledků ale nelze jednoznačně určit, zda nějaká z testovaných hodnot 

pH rozklad BA výrazněji inhibuje. V rozmezí 0-3 % w/v NaCl byly B. subtilis 

IB23 i B. pumilus IB26 schopny degradovat všechny sledované biogenní aminy, 

vliv koncentrací NaCl byl na oba dva kmeny stejný. S rostoucí koncentrací  

se ale míra degradace mírně snižovala. Bylo také prokázáno, že v minerálním 

médiu degraduje kmen B. subtilis IB23 všechny testované BA více než kmen 

B. pumilus IB26, kdy B. subtilis IB23 snížil koncentraci některých BA až o 62 %, 

u B. pumilus IB26 byl zaznamenán maximální pokles koncentrace o 47 %. 

Naopak v médiu nutrienth broth byla míra degradace vyšší u B. pumilus IB26. 

Předpokládalo se, že v nutričně bohatém médiu budou sledované kmeny BA 

degradovat minimálně nebo vůbec. I přes to, že byly BA v nutrient broth 

degradovány méně, snížil B. subtilis IB23 obsah všech BA v nutrient broth, 

během 48 h při kultivační teplotě 30 °C v médiu bez přídavku soli průměrně  

o 37 %, v médiu s 2 % soli bylo snížení koncentrace v daných podmínkách 

obdobné. B. pumilus IB26 snížil obsah sledovaných BA během 48 h průměrně  

o 45 %, obdobné výsledky byly získány i po kultivaci v médiu s přídavkem soli. 
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7. PŘÍNOS PRO VĚDU S PRAXI 

Předkládaná disertační práce se věnovala vytipování mikroorganizmů 

izolovaných z potravin a jejich schopnosti degradovat biogenní aminy.  

U nalezených kmenů byla studována kinetika degradace v podmínkách in vitro. 

Jednotlivé metody identifikace mikroorganizmů a následná kvantifikace jejich 

schopností rozkládat biogenní aminy mohou přispět k detailnějšímu prostudování 

mechanismů bakteriální degradace a přispět tak ke snížení či úplné eliminaci otrav 

z potravin a negativních vlivů takto kontaminovaných potravin na lidské zdraví. 

Dále mohou sloužit jako podklady pro další studie zabývající se konzervací  

a trvanlivostí zejména fermentovaných výrobků.  

 

Přínos pro vědu lze spatřit v následujících aspektech 

- Byl proveden rozsáhlý skríning nejrůznějších druhů potravin, v nichž bylo 

zachyceno 114 izolátů schopných degradovat jeden a/nebo více biogenních 

aminů. 

- Bylo identifikováno 22 různých bakteriálních druhů s vysokou degradační 

aktivitou. 

- Byla kvantifikována schopnost a míra degradace biogenních aminů  

u 13 druhů bakterií – Acinetobacter pittii, Agrobacterium radiobacter, 

Bacillus altitudinis, Bacillus pumilus, Bacillus safensis, Bacillus subtilis, 

Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, 

Pseudomonas koreensis, Pseudomonas fulva, Serratia marcescens, 

Serratia ureylitica. 

- Byl studován vliv vnějších podmínek na degradaci fenylethylaminu, 

putrescinu, kadaverinu, histaminu a tyraminu kmenem Bacillus 

subtilis IB23 

- Byly sledovány rozdíly v degradaci u kmenů Bacillus subtilis IB23  

a Bacillus pumilus IB26 v závislosti na teplotě, pH média, koncentraci soli 

a použitém médiu v různých časových intervalech. 

- Byl prokázán vliv teploty, zvyšující se koncentrace soli a druh použitého 

média na průběh degradace. 

 

Přínos pro praxi lze spatřit v následujících aspektech 

- Zjištění, že testované kmeny jsou schopny degradovat biogenní aminy 

v poměrně širokém rozmezí teplot. 

- Zjištění efektivního rozkladu BA v širším rozmezí pH. 

- Zjištění, že se zvyšujícím se množstvím soli v médiu sice klesá míra 

degradace, ale při přídavku až 3 % (w/v) NaCl není výrazně inhibována. 

- Zjištění, že testované kmeny jsou schopny poměrně dobře rozkládat BA  

i v nutričně bohatém médiu přibližujícímu se vzorku reálné potraviny. 

Získané poznatky mohou sloužit jako základ pro další studium rozkladu BA 

v reálných potravinách včetně těch s náročnějšími výrobními parametry. 
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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

 
AMK    aminokyselina/y 

 

BA    biogenní amin/y 

 

BLAST   The Basic Local Alignment Search Tool 

 

BMK    bakterie mléčného kvašení 

 

DAO    diaminoxidáza/y 

 

DNA    deoxyribonucleic acid  

(deoxyribonukleová kyselina) 

 

HIM    histamin 

 

HPLC   high-performance liquid chromatography 

   (vysokoúčinná kapalinová chromatografie) 

 

KAD    kadaverin 

 

MALDI-TOF MS Matrix Assisted Laser Desorp-tion/Ionization Time of Flight mass 

spectrometry  

(hmotnostní spektrometrie s laserovou desorpcí a ionizací za účasti 

matrice s průletovým analyzátorem) 

 

MAO    monoaminoxidáza/y 

 

PCR    polymerase chain reaction 

   (polymerázová řetězová reakce) 

 

PEA    phenylethylamin (fenylethylamin) 

 

PLP    pyridoxal-5-fosfát 

 

PUT    putrescin 

 

TRY    tryptamin 

 

TYM    tyramin 
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