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ABSTRAKT 

Cílem této studie bylo zjistit vliv vybraných faktorů (pH, koncentrace NaCl, teplota, médi-

um) na schopnost degradace vybraných biogenních aminů dvou bakterií (B. subtilis 23 a  

B. pumilus 26). Bylo zjištěno, že hodnota pH neovlivňuje degradační aktivitu těchto kme-

nů, naproti tomu koncentrace NaCl, teplota a složení kultivačního média ovlivňují vý-

znamně schopnost degradace aminů testovaných bakterií. V optimálních podmínkách  

(30 °C, pH 7, 0 % NaCl) snížil B. subtilis 23 obsah tyraminu o 60 % po 48 hodinové kulti-

vaci.  

Klíčová slova: biogenní aminy, degradace, rod Bacillus   

 

 

 

ABSTRACT 

The aim of this study was to investigate effect of selected factors (pH, NaCl concentration, 

temperature, medium) on degrading activity of two microorganisms (B. subtilis 23 and  

B. pumilus 26) There is no effect of pH values on degrading activity of B. subtilis 23 and  

B. pumilus 26. On the other hand NaCl concentration, temperature and medium effected 

ability to degrade biogenic amines significantly. B. subtilis 23 exhibited highest histamine-

degrading activity in optimal conditions (30 °C, pH 7, 0 % NaCl). B. subtilis 23 reducted 

histamine contents by 60 % for 48 hours of incubation.  

Keywords: biogenic amines, degradation, genus Bacillus
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ÚVOD 

Problematikou biogenních aminů se zabývá spousta autorů, jedním z hlavních důvodů je 

jejich nepříznivý vliv na zdraví člověka. Vysoké koncentrace těchto látek mohou lidé ne-

vědomky přijímat potravou. Typickými představiteli potravin, jež obsahují biogenní aminy 

ve velké míře, jsou fermentované zeleninové výrobky a uzeniny, sýry, pivo, víno a mnohé 

další. Jedná se o potraviny, které jsou užívány téměř každodenně. Je tedy žádoucí elimino-

vat množství těchto škodlivých látek v potravinách a vyhnout se tak nepříznivým účinkům, 

které mohou biogenní aminy způsobit.  

Tato práce je zaměřena na možnosti snížení obsahu biogenních aminů prostřednictvím mi-

kroorganismů s aminooxidasovou aktivitou, jejich úkolem je degradace aminů, jež do po-

traviny vstupují současně s použitými surovinami, popřípadě degradace biogenních aminů, 

které vznikají při procesu výroby potraviny. Tato metoda nepatří mezi běžně používané 

postupy v praxi, protože není ještě kompletně prostudována a popsána. Při aplikaci této 

metody se můžeme setkat s možnými problémy, jako jsou nehostinné podmínky pro daný 

mikroorganismus s aminooxidasovou aktivitou, které mohou při procesu výroby vzniknout. 

Jedná se především o nevhodné pH prostředí, příliš vysoké koncentrace chloridu sodného, 

kdy chlorid sodný je nedílnou součástí téměř každé potraviny, tudíž se jedná o významný 

faktor, jehož vliv na schopnost degradace organismů s aminooxidasovou aktivitou musí být 

prostudován. Použité aminooxidásové kultury mohou být inhibovány také vysokými teplo-

tami. Vliv všech těchto faktorů byl popsán v této diplomové práci, přičemž experimenty 

byly provedeny in vitro. Pro ověření vhodnosti této metody při použití v potravinářském 

průmyslu je nutné provést další studie a to v reálném vzorku potraviny.   
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 BIOGENNÍ AMINY 

Z chemického pohledu jsou biogenní aminy nízkomolekulární dusíkaté sloučeniny 

s alifatickou, heterocyklickou, aromatickou strukturou odvozené od aminokyselin. Tyto 

látky se přirozeně vyskytují v rostlinných, živočišných i mikrobiálních buňkách, kde plní 

významné metabolické a fyziologické funkce (Cunha et al., 2017; Košmerl et al., 2013).  

 

1.1 Vznik biogenních aminů 

Biogenní aminy nejčastěji vznikají mikrobiální dekarboxylací odpovídajících aminokyselin 

v cytoplasmě, která je katalyzována specifickými enzymy (aminokyselinové dekarboxyla-

sy). Aminokyseliny se do cytoplasmy dostávají antiportem s aminy, kdy je do buňky přene-

sena aminokyselina výměnou za biogenní amin, který je uvolněn do prostředí (Benker-

roum, 2016). Například z aminokyseliny histidin vzniká za přítomnosti histidindekarboxy-

lasy odštěpením molekuly oxidu uhličitého histamin (Obr. 1). Obdobným způsobem vzni-

kají i ostatní aminy (Tab. 1). Těkavé aminy, s výjimkou fenyletylaminu, vznikají transami-

nací z odpovídajícího aldehydu nebo ketonu (Košmerl et al., 2013; Nowak a Czyzowska, 

2011).  

 

 

Obr. 1 Dekarboxylace histidinu (Košmerl et al., 2013) 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 13 

 

Tab. 1 Prekursory biogenních aminů a jejich struktura (Cunha et al., 2017) 

Aminokyselina Amin Struktura 

Lysin Kadaverin 

Alifatická Ornitin Putrescin 

Arginin Agmatin 

Histidin Histamin 

Heterocyklická 

Tryptofan Tryptamin 

Tyrosin Tyramin 

Aromatická 

Fenylalanin Fenyletylamin 

 

Dekarboxylasy mohou být syntetizovány kmeny některých mikroorganismů odpovědných 

za kažení potravin, popřípadě kultur, jež jsou použity při výrobě fermentovaných potravin. 

Z tohoto hlediska je nesmírně důležitá mikrobiální čistota použitých surovin, zachování 

vhodných podmínek při skladování surovin, správná výrobní a hygienická praxe při samot-

né výrobě potravin. Dodržováním těchto pravidel může být sníženo riziko nadměrné pro-

dukci aminů (Herrero et al., 2016; Nowak a Czyzowska, 2011). Schopnost dekarboxylace 

jedné nebo více aminokyselin byla prokázána u různých kmenů rodů Bacillus, Citrobacter, 

Clostridium, Klebsiella, Escherichia, Hafnia, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Shigella, 

Photobacterium, Streptococcus, Enterococcus, Vibrio (Nowak a Czyzowska, 2011; Şanli a 

Şenel, 2015). Za časté producenty biogenních aminů jsou považovány také bakterie mléč-

ného kvašení (např. Lactobacillus, Pediococcus, Enterococcus, Oenococcus), jedná se  

o gram-pozitivní, nesporulující bakterie, které jsou schopny produkovat kyselinu mléčnou 

jakožto konečný produkt fermentace sacharidů. Mezi konkrétní druhy schopné produkce 

aminů patří např. Lactobacillus hilgardii, Lb. brevis, Lb. buchneri, Lb. delbrueckii subsp. 

bulgaricus, Lb. acidophilus, Lb. helveticus, Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. plantarum, Oeno-

coccus oeni (Košmerl et al., 2013).  
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1.2 Vliv aminů na organismus 

Biogenní aminy se přirozeně účastní metabolických a fyziologických funkcí živých orga-

nismů. V lidském těle se podílí na regulaci tělesné teploty, pH žaludku (pomocí sekrece 

HCl), ovlivňují imunitní systém, růst a diferenciaci buněk, jsou součástí prekursorů hor-

monů, fungují jako neurotransmitery. Spermin, spermidin a putrescin jsou součástí DNA, 

RNA a proteinů, podílejí se na růstu, stabilizaci membrán a prevenci stárnutí organismu 

(Košmerl et al., 2013). Všechny tyto děje probíhají za přítomnosti nízké koncentrace aminů 

v těle. Ve vysokých koncentracích mohou ohrozit zdraví, obzvláště u citlivých jedinců 

(Cunha et al., 2017; Košmerl et al., 2013).  

Nejčastěji se v potravinách vyskytují tyramin a histamin, tyto aminy jsou také jedny z nej-

toxičtějších. Otrava tyraminem, označována jako "cheese reaction", se projevuje bolestí 

hlavy, migrénami, neurologickými poruchami, zvracením, poruchami dýchání, hypertenzí. 

Mezi projevy otrav histaminem patří vyrážka, kopřivka, otoky, bušení srdce, zvracení, prů-

jem, hypotenze, nepříznivé respirační příznaky, návaly horka (Rio et al., 2017; Şanli a 

Şenel, 2015). Tyramin a histamin vykazují schopnost cytotoxicity, kdy byl podle Rio et al. 

(2017) potvrzen i jejich vzájemný synergický efekt. Nízké koncentrace jednotlivých látek 

(tyraminu a histaminu) nemají na buňky významný vliv, avšak jejich kombinací dochází ke 

změně morfologie a snížení počtu buněk. Synergický efekt histaminu a tyraminu by měl 

být brán v úvahu při stanovení limitních koncentrací těchto látek v potravinách legislativou 

(Redruello et al., 2017; Rio et al., 2017).  

Podle Ignatenko et al. (2006) by mohl mít putrescin vliv na zvýšenou tvorbu adenomů. 

Jedná se o nádory žlázového epitelu, které jsou nezhoubné, ale může dojít k jejich maligni-

zaci, a proto je nutné jejich odstranění. 

Dalším rizikem spojovaným s biogenními aminy je jejich schopnost reagovat s dusitany za 

vzniku N-nitrosaminů, které jsou karcinogenní (Nowak a Czyzowska, 2011).  

 

1.3 Výskyt biogenních aminů v potravinách 

Přirozeně se biogenní aminy vyskytují v některých druzích ovoce a zeleniny, rybách a ry-

bích výrobcích. Aminy jsou v nadměrné míře tvořeny během stárnutí a skladování potravin 
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či surovin a hlavně v potravinách, u nichž probíhají fermentační procesy (Košmerl et al., 

2013, Şanli a Şenel, 2015).  

Obsah biogenních aminů v potravinách může být ovlivněn také použitým obalovým mate-

riálem. Důkazem může být materiál OVTENE, jež obsahuje uhličitan vápenatý, mastek, 

oxid titaničitý, tyto suroviny jsou spojeny pomocí HDPE pryskyřice, díky své struktuře 

nepropouští kapaliny, ale plyny ano. OVTENE má schopnost větší inhibice mikroorganis-

mů než ostatní používané materiály (papír + polyetylen, sklo, hliník, vakuové balení), včet-

ně dekarboxylasa-pozitivních bakterií a tím nedochází k takové produkci biogenních aminů 

(Loizzo et al., 2016).  

1.3.1 Maso a masné výrobky 

Během zrání mastných výrobků jsou proteiny podrobeny degradačním procesům. Nejprve 

vznikají vetší peptidy, ty jsou štěpeny na oligopeptidy, které jsou následně štěpeny na volné 

aminokyseliny, tyto mohou být dále katabolizovány za vzniku amoniaku, α-ketokyselin, 

metylketonů, aminů. Mezi bakterie izolované z masa, jež mají dekarboxylasovou aktivitu, 

patří zástupci čeledi Enterobacteriaceae (Hafnia alvei, Serratia liquefaciens, Proteus vul-

garis, Klebsiella terrigena, Salmonella arizonae, Escherichia coli), kteří produkují vý-

znamné množství putrescinu a kadaverinu (Lorenzo et al., 2010). 

Bakterie Brochothrix thermosphacta, izolovaná z masa a masných výrobků, je schopna 

produkce malého množství histaminu a tyraminu. Zajímavostí je, že B. thermosphacta  

podporuje tvorbu biogenních aminů doprovodné mikroflóry v těchto výrobcích, to je dáno 

aktivací lysindekarboxylasy u gram-negativních bakterií rodů Escherichia a Pseudomonas, 

což zapříčiňuje nadměrnou tvorbu kadaverinu těmito bakteriemi. Důvodem jsou metabolity 

produkované B. thermosphacta okyselující prostředí. Na to E. coli reaguje zvýšenou pro-

dukcí zásaditého kadaverinu, který neutralizuje pH. Jedná se o obranný mechanismus  

E. coli, kdy dochází k aktivaci Cad systému, který je složen ze 3 proteinů: regulačního 

CadC, transportního CadB a enzymatického CadA (lysindekarboxylasa). Aktivita tohoto 

enzymu je při pH 5,5 asi dvakrát vyšší než při pH 6 a při pH 7 je aktivita téměř nulová 

(Nowak a Czyzowska, 2011). 

Dalším faktorem, který ovlivňuje obsah biogenních aminů v masných výrobcích, je kon-

centrace soli. S ohledem na zdraví konzumentů je snaha snižovat příjem sodíku z potravin. 

Snížení koncentrace soli v masných výrobcích však podle Laranjo et al. (2017) vede k ná-
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růstu obsahu biogenních aminů ve výrobku. To je způsobeno zvýšenou činností mikroor-

ganismů s dekarboxylasovou aktivitou. Pro výrobu fermentovaných potravin se sníženým 

obsahem soli je vhodné použít startérovou kulturu se schopností inhibovat mikroorganismy 

s dekarboxylasovou aktivitou.  

1.3.2 Sýry 

Sýry jsou vhodným prostředím pro tvorbu biogenních aminů, protože obsahují bílkoviny, 

enzymy, kofaktory, vodu a mikroorganismy. I když výskyt biogenních aminů v mléce je 

nízký, jejich koncentrace v sýrech je o poznání vyšší. Při výrobě sýrů je jednou ze zásad-

ních činností přídavek startérových kultur. Díky souboru reakcí, které při výrobě sýrů pro-

bíhají, dochází ke vzniku kyseliny mléčné, proteolýze za vzniku kratších peptidů až koneč-

ných volných aminokyselin, které přispívají k finální chuti a vůni výrobku. Mezi nejčastěji 

používané mezofilní kultury patří Lactococcus lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. lactis  

biovar diacetylactis, L. lactis subsp. cremoris, Lactobacilus helveticus. Doba zrání sýrů je 

jedním z faktorů ovlivňujících množství biogenních aminů v sýru. Čím déle sýr zraje, tím 

větší množství aminů může vzniknout, a to z důvodu kumulace volných aminokyselin a 

přítomnosti bakterií s dekarboxylasovou aktivitou. Může tedy docházet k produkci velkého 

množství tyraminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu v sýru, a to jak startérovými, tak i 

non-startérovými kulturami. Z důvodu neexistence právních předpisů, které by omezovaly 

hladinu aminů v sýrech, nejsou výrobci povinni se touto problematikou zabývat (Flasarová 

et al., 2016; Şanli a Şenel, 2015). 

Teplota zrání a skladování sýrů má rovněž významný vliv na tvorbu biogenních aminů. 

Bylo zjištěno, že teplotní optimum pro bakterie s dekarboxylasovou aktivitou se pohybuje 

v rozmezí 20 až 27 °C. Zvolením nižších teplot při zrání a skladování můžeme docílit 

menší produkce aminů v průběhu těchto procesů. Hodnota pH má také vliv, kyselé prostře-

dí (pH okolo 4 - 5,5) podporuje tvorbu aminů (Şanli a Şenel, 2015). Pachlová et al. (2012) 

navíc zjistili, že obsah biogenních aminů se různí i v jednotlivých částech sýra (ve středové 

oblasti je koncentrace aminů nejmenší, naproti tomu okrajové části sýra obsahují nejvyšší 

koncentrace aminů).  
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1.3.3 Alkoholické nápoje  

Některé biogenní aminy jsou tvořeny kvasinkami a jejich koncentrace se zvyšuje v průběhu 

alkoholového kvašení. Při výrobě vína většina biogenních aminů vzniká v důsledku jableč-

no-mléčného kvašení, způsobeném bakteriemi mléčného kvašení (Košmerl et al., 2013). 

Vysoká koncentrace biogenních aminů, ale může být dána zpracováním mikrobiálně napa-

dených hroznů, nedostatečnou sanitací výrobního zařízení a dalšími kroky při výrobě vína 

(macerace a zrání v kalech, ale i faktory jako jsou pH, celkový obsah kyselin, alkoholu a 

SO2). Pivo, obdobně jako víno, může obsahovat značné množství aminů. (Cunha et al., 

2017; Košmerl et al., 2013). 

Kromě negativního vlivu vysokých dávek biogenních aminů na zdravotní stav člověka, 

putrescin a kadaverin mohou mít negativní účinky na aroma a chuť vína (pach hniloby, 

hnijícího masa). Obecně ale kvasinky produkují méně biogenních aminů nežli bakterie 

mléčného kvašení. Dále mohou aminy produkovat i plísně, například Botrytis cinerea. 

V otázce, zda kvasinky produkují biogenní aminy, existují protichůdné názory. Někteří 

autoři tvrdí, že kvasinky biogenní aminy produkují, jiné publikace tvrdí opak. Příliš vý-

zkumů zabývajících se produkcí aminů kvasinkami zatím provedeno nebylo. Je proto nutné 

tuto problematiku důkladněji prostudovat (Košmerl et al., 2013). 

Aminy se vyskytují i v likérech (kávové, medové, ovocné a bylinné), avšak přítomná 

množství jsou zanedbatelná s přihlédnutím k faktu, že likérů se konzumuje mnohem méně 

než piva a vína. Tudíž z pohledu výskytu biogenních aminů nejsou likéry pro konzumenty 

velkou hrozbou (Cunha et al., 2017). 

1.3.4 Ryby 

Nejvíce zastoupený amin v rybách je histamin. Je známo, že rybí maso podléhá velmi rych-

le mikrobiální zkáze, přítomné mikroorganismy tak mohou histidin, který se vyskytuje ve 

vysoké koncentraci v rybí svalovině, dekarboxylovat na histamin. Otrava histaminem je 

označována jako scombroid otrava, protože často nastává po konzumaci ryb patřících do 

čeledi Scombroideae (tuňák, makrela, sardinky) (Benkerroum, 2016; Şanli a Şenel, 2015). 

Roku 2010 byla systémem RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed -  Systém včas-

ného varování pro potraviny a krmiva) zaznamenána jedna z nejvyšších koncentrací 

(10 000 mg/kg) histaminu ve filetě tuňáka v oleji. Tato fileta pocházela z Portugalska 

(Nowak a Czyzowska, 2011). 
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Biogenní aminy souvisí s kvalitou potravin, konkrétně u ryb může být podle jejich přítom-

nosti hodnocena jejich čerstvost. Ačkoliv se v rybách vyskytují různé biogenní aminy, pod-

le platné legislativy EU (Nařízení Komise (ES) č. 2073/2005) byly stanoveny limity pouze 

pro histamin (200 mg/kg) (Herrero et al., 2016). 

 

1.4 Stanovení biogenních aminů 

Mezi způsoby detekce biogenních aminů patří (Parchami et al., 2017): 

 vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) 

 plynová chromatografie (GC) 

 kapilární elektroforéza (CE) 

 iontová mobilní spektrometrie (IMS)  

 chromatografie na tenké vrstvě (TLC) – není příliš častá. 

1.4.1 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC)  

Pro analýzu biogenních aminů se nejčastěji používají techniky kapalinové chromatografie 

s různou detekcí. Kvůli nedostatku chromoforů (část molekuly zodpovědná za absorpci 

záření) vykazují aminy malou, popřípadě žádnou schopnost absorpce UV nebo viditelného 

světla, fluorescenční nebo elektrochemickou aktivitu a je nutná jejich předkolonová nebo 

postkolonová derivatizace (Herrero et al., 2016; Parchami et al., 2017). Při derivatizaci by 

měl vzniknout dostatečně stabilní derivát, který je možné detekovat ve fluorescenční či UV 

oblasti (Loukou a Zotou, 2003). 

Při přípravě vzorků pro stanovení musí být do analyzované směsi přidáno přesně známé 

množství vnitřního standardu. Jako vnitřní standard se vždy používá látka, která není přiro-

zeně přítomna ve stanovovaném vzorku, v případě biogenních aminů lze použít  

1,7-diaminoheptan nebo cyklopentylamin. Následuje derivatizace, mezi nejznámější deri-

vatizační činidla patří (Hernández-Borges et al., 2007; Tuberoso et al., 2015): 

̶ dansylchlorid (Dsn-Cl) 

̶ bansylchlorid (Bsc-Cl) 
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̶ o-ftalaldehyd (OPA)  

̶ fluoresceinisothiokyanát 

̶ 9-fluorenyl-methyloxycarbonyl chlorid (FMOC-Cl) 

̶ diethyl ethoxymethylenemalonát (DEEM). 

Nejčastěji používaným činidlem je dansylchlorid (5-N,N´-dimethylaminonaftalen-1-

sulfonylchlorid), a to pro svou schopnost tvořit stabilní sloučeniny s primárními a sekun-

dárními aminy. Tato reakce probíhá v mírně alkalickém prostředí za vzniku příslušných 

sulfonamidů (Obr. 2) s absorpčním maximem při 298 nm. Dansylderiváty jsou žluté krysta-

lické látky, rozpustné v organických rozpouštědlech, které fluoreskují při vlnové délce  

470 až 530 nm. Při vyšším pH probíhá reakce rychleji, ale současně dochází k rychlejší 

hydrolýze vznikajících derivátů. Optimální pH prostředí se pohybuje od pH 9,5 do 10 (Ma-

le a Luong, 2001; Tuberoso et al., 2015). 

 

Obr. 2 Reakce dansylchloridu a aminu za vzniku sulfonamidu (Loukou a Zotou, 2003) 

 

Po odstranění přebytku dansylchloridu je extrakt zředěn v acetonitrilu a vzorky nastříknuty 

na kolonu s reverzní fází (Laranjo et al., 2017).  

Kvůli rozmanitosti ve struktuře biogenních aminů (existence alifatických, heterocyklic-

kých, aromatických struktur) je nutná vhodná volba detektoru. Fluorescenční a UV detekto-

ry se používají nejčastěji, dále je možné využít detektory diodového pole (DAD), elektro-

chemickou nebo hmotnostní detekci (Herrero et al., 2016; Tuberoso et al., 2015). 

http://www.hplc.cz/Der/Picture/Dns-Cl.GIF
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1.4.2 Plynová chromatografie (GC) 

Plynová chromatografie se používá pro stanovení těkavých aminů či jejich derivátů. Netě-

kavé biogenní aminy lze taktéž stanovit pomocí GC, po jejich převedení na těkavější slou-

čeniny, například acylací. Využívá se plamenový ionizační detektor (FID) a hmotnostní 

detektor (Hernández-Borges et al., 2007). 

1.4.3 Kapilární elektroforéza (CE) 

Aminy jsou slabé báze a v blízkosti pH o hodnotě 4 může dojít k jejich protonizaci, tudíž je 

možné je dále separovat pomocí kapilární elektroforézy, přičemž není nutná předchozí de-

rivatizace (He et al., 2017). Kapilární elektroforéza je založena na separaci látek na základě 

jejich rozdílné pohyblivosti v elektrickém poli. Probíhá v kapiláře naplněné roztokem zá-

kladního elektrolytu (zpravidla pufr). V důsledku působení elektrického pole dochází  

k separaci analytů nadávkovaných na jednom konci kapiláry, kladně nabité částice jsou 

přitahovány k záporné elektrodě a naopak. Detekce je nejčastěji založena na změně absor-

bance, vodivosti, iontového signálu nebo fluorescence při průchodu analytu detektorem 

(Gaš, 2001; He et al., 2017). 

1.4.4 Iontová mobilní spektrometrie (IMS) 

Iontová mobilní spektrometrie je rychlá metoda, kterou lze rovněž použít ke stanovení bio-

genních aminů. Vzorek se ionizuje pomocí beta zářiče 63Ni. Vzniklé ionty jsou obklopeny 

vodní parou. Následně se na ionty a molekulární klastry (soubor atomů či molekul) uplatní 

elektrické pole a ionty se podle něj začnou pohybovat. Dělení je zajištěno inertním plynem 

(lze použít např. nonylamin), který se pohybuje protiproudně a malé ionty dopadnou na 

detektor dříve, než velké iontově-molekulární klastry, výsledkem je graf intenzity 

v závislosti na čase. Tato metoda je poměrně rychlá, avšak rozlišovací schopnost je nižší 

(Parchami et al., 2017). 

 

 

 

 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 21 

 

2 DEGRADACE BIOGENNÍCH AMINŮ 

Biogenní aminy jsou rozkládány pomocí enzymů aminooxidas. Jedná se o enzymy, které 

jsou také součástí detoxikačního mechanismu v lidském těle. Některé mikroorganismy jsou 

schopny produkce těchto enzymů (např. Staphylococcus xylosus, Staphylococcus carnosus, 

Bacillus amyloliquefaciens, Arthrobacter crystallopoietes, Brevibacterium linens) (Yi-

Chen et al., 2016).  

  

2.1 Detoxikační mechanismus 

Lidské tělo disponuje přirozeným detoxikačním systémem, jenž se skládá z enzymů mono- 

a diaminooaxidas (MAO, DAO), které uplatňují svou funkci hlavně v tenkém střevě. Oxi-

dasy katalyzují deaminaci biogenních aminů za vzniku aldehydu, peroxidu vodíku a amo-

niaku (Obr. 3) (Košmerl et al., 2013). 

 

Obr. 3 Oxidace histaminu pomocí DAO za vzniku imidazol acetaldehydu, amonia-

ku a peroxidu vodíku (Duelo, 2012) 

 

Existují dvě formy monoaminooxidas, MAO-A a MAO-B. Liší na základě různé afinity 

k substrátu. Obě formy metabolizují tyramin a tryptamin. MAO-B navíc degraduje feny-

letylamin (Moreno-Arribas a Polo, 2009). DAO se vyskytuje převážně v tenkém střevu, 

játrech, ledvinách a krevních leukocytech. DAO degraduje putrescin, kadaverin, histamin. 

Biogenní aminy bývají degradovány při průchodu střevní sliznicí (Duelo, 2012). 

Putrescin a kadaverin zvyšují toxicitu histaminu, tyraminu, fenyletylaminu, protože zasahu-

jí do detoxikačních reakcí (Košmerl et al., 2013). Další látkou, která se zapojuje do blokace 

detoxikačního mechanismu, je etanol. Enzymy MAO a DAO nemají vysokou substrátovou 

specifitu a mohou vázat místo aminu alkohol a další látky jako acetaldehyd, antidepresiva, 
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či méně toxické biogenní aminy (např. kadaverin). Aminooxidasová aktivita u kuřáků je asi 

o 30 % nižší než u lidí, kteří nekouří, protože v tabáku se nacházejí látky mající inhibiční 

účinek na aminooxidasy (Berlin a Anthenelli, 2001). Nedostatečná detoxikace aminoo-

xidasami ve střevě může být dána i z genetických důvodů (osoby trpící nedostatkem ami-

nooxidas). Je tedy nutné zohlednit všechny tyto faktory při konzumaci potravin, aby nedo-

šlo ke kumulaci aminů a nechtěné otravě organismu zvolením kombinace potravin, jež 

obsahují vysoké množství biogenních aminů a inhibitorů aminooxidas (Moreno-Arribas a 

Polo, 2009; Şanli a Şenel, 2015). Podle Kanny et al. (2001) je běžný konzument schopen 

tolerovat 129 mg/l histaminu perorálně.  

 

2.2 Možnosti snížení obsahu biogenních aminů v potravinářství 

Možnosti použití degradačních mechanismů v potravinách jsou dvě: 

 aplikace mikroorganismů s aminooxidasovou aktivitou 

 aplikace samotných aminooxidas (Naila et al., 2010). 

Přítomnost biogenních aminů v potravinách závisí na přítomnosti mikroorganismů 

s dekarboxylasovou aktivitou. Proto vhodnou metodou, jak snížit obsah biogenních aminů, 

je zamezení kontaminace surovin těmito mikroorganismy, popřípadě jejich koncentraci 

snížit na minimum pomocí dostupných prostředků. Tato metoda sice úplně nesouvisí de-

gradačními mechanismy aminů, avšak ukázala se jako velmi efektivní v oblasti snižování 

koncentrací aminů v potravinách (Linares et al., 2011).  

2.2.1 Aplikace mikroorganismů s aminooxidasovou aktivitou 

Přídavek mikroorganismů s aminooxidasovou aktivitou nepatří mezi klasické metody kon-

zervace potravin, avšak jedná se o účinnou metodu snižování množství aminů v potravi-

nách. Leuschner a Hammes (1998) testovali Brevibacterium linens a její schopnost degra-

dace aminů ve vzorku sýru. Jako mazová kultura byla použita právě B. linens a bylo za-

znamenáno snížení obsahu histaminu o 55 % a tyraminu o 70 %. Aminooxidasová aktivita 

byla prokázána i u dalších koryneformních bakterií. Výhodou aplikace těchto kultur je, že 

působí na povrchu sýrů, kde jsou ideální podmínky pro oxidaci (dostatečný přísun kyslíku 

a vhodné pH). B. linens je odpovědná za tvorbu oranžového pigmentu na povrchu sýru, 
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přispívá k tvorbě chuti a produkci aromatických látek, inhibuje růst kontaminující mikrof-

lóry.  Bylo zjištěno, že B. linens nejvíce degraduje aminy v exponenciální fázi růstu (Leu-

schner a Hammes, 1998). 

Mezi mikroorganismy, u nichž byla prokázána schopnost degradace biogenních aminů, 

patří některé kmeny (Dapkevicius  et al., 2000; Zaman et al., 2010): 

̶ Lactobacillus sakei, Lb. curvatus, Lb. plantarum, Lb. pentosus, Lb. casei, Lb. hil-

gardii 

̶ Micrococcus sp. 

̶ Staphylococcus xylosus, S. carnosus, S. intermedius 

̶ Pediococcus acidilactici, P. pentosaceus 

̶ Bacillus amyloliquefaciens, B. subtilis  

̶ Kocuria varians 

̶ Oenococcus oeni  

̶ Geotrichum candidum.  

2.2.2 Aplikace aminooxidas 

Je známo, že některé druhy vláknitých hub mají aminooxidasovou aktivitu a využívají 

aminy jako jediný zdroj dusíku. Cueva et al. (2012) izolovali aminooxidasové enzymy z 

Penicillium citrinum, kdy bylo zjištěno, že tato plíseň degraduje biogenní aminy ve velké 

míře. Extrakt aminooxidas byl účinný v rozmezí pH 4 - 5 a dosáhl snížení obsahu aminů 

v komerčních vínech o 20 % u histaminu, 40 % u tyraminu a 38 % u putrescinu. 

Dapkevicius  et al. (2000) použili enzym DAO při silážování rybích zbytků, tento enzym 

významně snižuje hladinu aminů v siláži, avšak pouze na začátku fermentačního procesu, 

protože následně pH klesne pod 4,5, kdy už enzym svou aktivitu ztrácí. 

Pro snížení hladiny biogenních aminů v potravinách může být použití samotných aminoo-

xidas účinnou metodou (Cueva et al. 2012). 

https://www.google.cz/search?client=ubuntu&hs=z3g&channel=fs&q=Penicillium+citrinum&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwialcqUnLDSAhXiNpoKHfGuAo4QvwUIGCgA
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2.2.3 Snížení kontaminace mikroorganismů s dekarboxylasovou aktivitou v potra-

vinách 

Biogenní aminy jsou sice termostabilní, ale vysokými teplotami lze usmrtit jejich produ-

centy, proto je nutné syrové suroviny vždy tepelně ošetřit pasteračním či sterilačním zákro-

kem, je-li to možné (Linares et al., 2011; Naila et al., 2010). Na druhou stranu aplikací níz-

kých teplot dosáhneme zpomalení růstu mikroorganismů a v souvislosti s tím i snížení ak-

tivity dekarboxylas. Popřípadě, udržujeme-li potraviny, typické pro vysoký obsah biogen-

ních aminů, jako jsou ryby, při mrazírenských teplotách, koncentrace aminů se již dále ne-

zvyšuje a zůstává konstantní. Mražení je tedy účinnější než chlazení (Naila et al., 2010). 

Při výrobě fermentovaných potravin je vhodné dbát na pečlivý výběr startérových kultur. 

Měly by být preferovány kmeny bez dekarboxylasové aktivity. Dále pak kmeny mající 

schopnost tvorby aminooxidas nebo ty, které mohou inhibovat růst dekarboxylasa pozitiv-

ních kmenů, takzvané protektivní kultury (Linares et al., 2011). 

Dále byl prokázán vliv záření na hladinu aminů v potravinách. Ozařování potravin může 

ovlivňovat koncentraci aminů dvěma způsoby. V prvé řadě inhibuje přítomné mikroorga-

nismy s dekarboxylasovou aktivitou, kdy pak nedochází k produkci dalších biogenních 

aminů. Záření, ale dokáže již přítomné aminy degradovat (Özogul a Özden, 2013). Kim et 

al. (2005) testovali vliv záření na aminy v modelovém vzorku roztoku aminů. Záření o síle 

20 kGy degradovalo 95 % aminů v roztoku. Dále tyto poznatky studovali na reálném vzor-

ku potraviny, kdy zjistili, že záření o síle 10 či 20 kGy kompletně degraduje putrescin 

v klobáse. Ozáření 10 kGy je povařováno za bezpečné, je to dávka, při které se potravina 

nestává radioaktivní a nedochází k senzorickým změnám (Naila et al., 2010). Nejvyšší po-

volená dávka ozáření závisí na typu potraviny, např. koření a sušené byliny mají nejvyšší 

celkovou průměrnou absorbovanou dávku záření 10 kGy, ryby a ostatní mořští živočichové 

3 kGy (Özogul a Özden, 2013).  

Použitím konzervačních prostředků opět dochází k inhibici producentů biogenních aminů a 

tím zamezení vzniku nadměrných koncentrací aminů. Lze použít sorban sodný, sorban dra-

selný, kyselinu citronovou a jablečnou (možnost potlačení produkce aminů ve fermentova-

ném zelí), chlorid sodný a další (Naila et al., 2010). 
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3 CHARAKTERISTIKA RODU BACILLUS 

Rod Bacillus je rozsáhlou skupinou, která je taxonomicky řazena do čeledi Bacillaceae. 

Bakterie příslušící tomuto rodu se běžně vyskytují v přírodě, zejména v půdě a potravinách 

rostlinného původu, ale také v mase, rybách, mléku a mléčných výrobcích. Jedná se  

o gram-pozitivní, aerobní tyčinky dosahující délky 10 μm, se schopností tvorby spor. Vět-

šina druhů je pohyblivá s peritrichálním umístěním bičíků (tzn., že bičíky jsou umístěny po 

celém povrchu buňky). Patří mezi mesofilní organismy, které jsou schopny růstu 

v teplotním rozmezí 15 – 55 °C avšak optimální teplota se pohybuje v rozmezí 30 až  

45 °C. Jsou také schopny růstu ve velmi širokém rozmezí pH 5,0 – 8,8, kdy optimum se 

pohybuje ve slabě kyselé až neutrální oblasti (pH 6 – 7). Některé druhy jsou schopny přežít 

i vysoké koncentrace soli, a to více než 15 % (Bednář, 1996; Eom et al., 2015; Lund et al., 

2000). 

3.1 Biochemické znaky 

Mezi bacily se řadí katalasa pozitivní druhy, které disponují bohatou enzymatickou výba-

vou, tudíž se podílejí na rozkladu různých organických sloučenin. Naprostá většina druhů 

disponuje proteolytickými, amylolytickými a pektolytickými enzymy, účastní se tedy pro-

teolytických reakcí při kažení masa nebo mléka a díky schopnosti štěpit škrob mohou být 

využívány v pivovarství a pekárenství. V pivovarském průmyslu jsou amylolytické enzy-

my, ve formě enzymových preparátů, přidávány k náhražkám sladu (surogátům), kde mají 

za úkol nahradit účinek sladových enzymů v procesu výroby mladiny. V pekárenství se 

enzymové preparáty, mikrobiálního či rostlinného původu, přidávají při úpravě mouky, aby 

bylo zajištěno dostatečné množství zkvasitelných sacharidů pro kvasinky při výrobě pečiva 

(Sluková a Skřivan, 2015). Některé druhy jsou schopny syntetizovat lecitinasu (Bednář, 

1996; Lund et al., 2000). 

Jednou z nejvíce ceněných vlastností bacilů je produkce antibiotik polypeptidové povahy 

(bacitracin, gramicidin a polymyxin), kdy některé druhy současně tvoří několik antibiotik a 

mohou být využívány pro jejich průmyslovou výrobu (Bednář, 1996).  

U některých kmenů byla prokázána tvorba bakteriocinů (Sebei et al., 2007). Jedná se o níz-

komolekulární peptidy produkované bakteriemi, které inhibují růst kmenů příbuzných pro-

ducenta. Bakteriociny se rozdělují do několika tříd v závislosti na velikosti molekuly, post-
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translačních úpravách nebo termostabilitě (Třída I -  lanthibiotika, Třída II - tepelně stabilní 

peptidy, Třída III - větší termolabilní peptidy (Gray et al., 2006)). Bakteriocin cerein 

MRX1, syntetizovaný kmenem B. cereus, nevykazuje inhibiční působení na samotného 

producenta, avšak na ostatní kmeny tohoto druhu ano. Inhibuje také blízce příbuzné druhy, 

jako jsou B. mycoides, B. thuringiensis B. weihenstephanensis, B. coagulans, a další gram-

pozitivní bakterie jako Listeria innocua a Streptococcus bovis. Odolnost vůči cereinu 

MRX1 byla prokázána u bakterií mléčného kvašení (Sebei et al., 2007). Příkladem dalších 

bakteriocinů produkovaných bacily jsou cerein 7A, cerein 7B, thuricin 17 (Oscáriz et al., 

2006).  

3.2 Tvorba spor 

U bacilů je charakteristická tvorba jedné endospory, která probíhá za přítomnosti kyslíku 

(během sporulace je zintenzivněno dýchání) a energii potřebnou pro vznik spory buňka 

získává pomocí oxidace kyseliny poly--hydroxymáselné, což je rezervní látka přítomná 

v cytoplasmě buňky. Spory mají různé tvary v závislosti na konkrétním kmenu (elipsoidní, 

cylindrické, sférické) a jsou velmi odolné vůči vysokým teplotám, tlakům, záření, chemiká-

liím. Podle velikosti a tvaru spor se bacily dělí do skupin (Votava, 2003): 

̶ Bakterie tvořící spory elipsoidního tvaru nezpůsobující zduření buňky (B. megate-

rium, B. cereus, B. thuringiensis a B. anthracis). 

̶ Bakterie tvořící spory elipsoidního tvaru způsobující zduření buňky (B. macerans, 

B. polymyxa, B. alvei, B. brevis). 

̶ Bakterie tvořící spory sférického tvaru (B. sphaericus).  

3.3 Patogenita 

Většina druhů bacilů je nepatogenních, výjimku tvoří Bacillus anthracis a B. cereus, jež 

jsou patogenní pro člověka a B. thuringiensis, jež je patogenní pro hmyz a využívá se při 

výrobě insekticidů  (Bednář, 1996; Lund et al., 2000). 

3.3.1 Bacillus anthracis 

Buňky B. anthracis jsou mohutné tyčinky se seseknutými konci, produkující antraxový 

toxin, který vyvolává onemocnění, přičemž záleží na cestě vstupu bakterie do těla. Při prů-
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niku kůží v důsledku poranění vzniká kožní forma antraxu projevující se nekrózou a pu-

chýři. Další možností je vdechnutí spor, kdy dochází ke vniknutí bakterie do lymfatického 

systému. Poslední možností je pozření masa nakažených zvířat. Všechny cesty mohou vést 

ke vzniku septikémie až úmrtí pacienta. Léčba spočívá v nasazení vysokých dávek antibio-

tik (Bednář, 1996). 

3.3.2 Bacillus cereus 

B. cereus lze nalézt téměř ve všech surovinách určených pro výrobu potravin, pokud nebyly 

podrobeny tepelnému ošetření. Může být původcem septikémie, meningitidy, očních infek-

cí a vyvolávat otravu z potravin prostřednictvím enterotoxinu, a to ve dvou formách.  

1. Syndrom zvracení – charakteristický velmi krátkou inkubační dobou (1 – 5 hodin), 

mezi příznaky patří nevolnost zvracení, křeče, bolest břicha. 

2. Průjmový syndrom – onemocnění je charakteristické inkubační dobou 8 – 16 hodin 

a zahrnuje příznaky, jako jsou bolest břicha nebo průjem. 

Oba druhy otrav mají poměrně mírný průběh, většinou trvají méně než 24 hodin a z pravi-

dla nevyžadují lékařkou pomoc (Bednář, 1996; Lund et al., 2000). 

B. cereus je kultivačně nenáročná bakterie, na neselektivních médiích tvoří velké kolonie 

s nepravidelnými okraji a na krevním agaru je charakteristická β-hemolysou (úplný rozklad 

krvinek). Pro stanovení této bakterie se používají selektivně-diagnostické půdy MYP (ma-

nitol yolk polymyxin agar) nebo PEMBA (agar obsahující polymyxinpyruvát, yolk, manitol 

a bromtymolovou modř). Polymyxin B je antibiotikum, které inhibuje růst doprovodné 

mikroflóry, a obě média jsou založena na principu štěpení žloutkové emulze a nepřítom-

nosti produkce kyseliny z manitolu. B. cereus roste na MYP v podobě růžových kolonií 

s růžovou zónou precipitace. Na PEMBA roste ve formě modrých kolonií se zónou precipi-

tace (Lund et al., 2000). 

 

3.4 Degradace biogenních aminů bakteriemi rodu Bacillus 

Schopnost degradace aminů je kmenově specifická, nikoli druhově. Princip degradace je 

stejný jako u detoxikačního mechanismu v lidském těle. Vlivem mono- a diaminooxidas 

dochází k oxidaci aminů za vzniku aldehydu, peroxidu vodíku a amoniaku za přítomnosti 
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kyslíku. Mezi bacily, u nichž byla pozorována schopnost degradace biogenních aminů, 

patří např. B. amyloliquefaciens, B. subtilis, B. megaterium, B. licheniformis, B. coagulans, 

B. cereus, B. polymyxa (Kim et al., 2012; Yi-Chen et al., 2016; Zaman et al., 2010). 

B. amyloliquefaciens má značnou schopnost degradace histaminu, a to až o 59 % za 24 

hodin při 37 °C v reálném vzorku rybí omáčky (Kim et al., 2012), dále byla schopnost de-

gradace této baterie studována ve vzorku fermentované sójové omáčky, kde autoři Kim et 

al. (2012) taktéž dosáhli významného snížení hladiny histaminu, ale i putrescinu a kadave-

rinu.  

B. subtilis, stejně jako B. amyloliquefaciens, snižuje hladinu histaminu, putrescinu a ka-

daverinu ve fermentovaných sójových výrobcích (Kim et al., 2012). 

Jednou z bakterií se schopností degradovat biogenní aminy je Bacillus polymyxa. Ye-Chen 

et al. (2016), studovali vliv teploty, pH a koncentrace NaCl na histamin-degradační aktivitu 

této bakterie. Pokus byl prováděn v bujónu obohaceném histaminem. Výsledky ukázaly, že 

B. polymyxa nedegraduje histamin při 4 a 45 °C. Při teplotách 25, 30 a 37 °C se snížila 

hladina histaminu po šesti hodinách až o 100 %. B. polymyxa nedegraduje histamin při pH 

nižším jak 3 a vyšším jak 11. Nejvyšší rychlost degradace byla pozorována při pH 7. Se 

zvyšujícím se obsahem soli klesal počet životaschopných buněk B. polymyxa, proto nej-

vyšší degradační aktivita byla zaznamenána při koncentraci 0,5 % NaCl. Zda je B. polymy-

xa schopen snižovat hladinu histaminu v reálném vzorku potraviny testovali Hsien-Feng et 

al. (2015). Pro výrobu solené fermentované ryby byl jako startérová kultura použit B. po-

lymyxa. Výsledky prokázaly schopnost degradace histaminu pomocí B. polymyxa i 

v reálném vzorku potraviny. Hladina histaminu se oproti kontrolnímu vzorku (fermentace 

bez použití B. polymyxa) snížila až o 45 %. Studie tedy potvrdila vhodnost použití této bak-

terie jako startérové kultury vykazující potenciál pro snížené koncentrace histaminu ve 

fermentované potravině. 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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4 CÍL PRÁCE 

Toxicita biogenních aminů se dostává do povědomí lidí čím dál více. Projevuje se také 

snaha o snížení jejich množství v potravinách. Snížit množství biogenních aminů ve vý-

robku lze aplikací mikroorganismu s aminooxidasovou aktivitou. Je nutné důkladně pro-

studovat, jak ovlivňují schopnost degradace biogenních aminů vnější faktory, se kterými se 

běžně setkáváme při procesu výroby potravin (nízké/vysoké pH, vyšší koncentrace soli, 

teplota). 

Cílem práce bylo zhodnotit vliv faktorů (teplota, čas, pH, koncentrace NaCl, médium) na 

schopnost degradace biogenních aminů dvou mikroorganismů Bacillus subtilis a B. pumi-

lus. 
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5 POUŽITÉ MATERIÁLY A METODY 

5.1 Přístroje a pomůcky 

̶ Analytické váhy A&D GH-200 EC 

̶ Autokláv VARIOKLAV 

̶ Automatický dávkovač Biohit 

̶ Biologický termostat MEMMERT 

̶ Biohazard box TELSTAR 

̶ Centrifuga HETTICH ROTANTA 460 

̶ Laboratorní třepačka LT2 

̶ Laboratorní váhy KERN 

̶ Laboratorní sklo a plasty (zkumavky, Petriho misky, eppendorfkové mikrozkumav-

ky, odměrné baňky, pipety) 

̶ Mikropipeta Biohit  

̶ pH metr EUTECH INSTRUMENTS pH 510 

̶ systém HPLC (binární pumpa LabAlliance, USA, autosampler LabAlliance, USA, 

kolona s termostatem Agilent Eclipse Plus C18 RRHD 3,0 x 50 mm; UV/VIS DAD 

detektor (λ = 254 nm); a degaser 1260 Infinity, Agilent Technologies) 

̶ termoblok BENCHMARK DIGITAL BLOCK 

 

5.2 Chemikálie 

̶ Acetonitril CHROMASOLV® (SIGMA – ALDRICH) 

̶ Dansylchlorid (SIGMA – ALDRICH) 

̶ Dihydrogenfosforečnan draselný KH2PO4 (Ing. Petr Lukeš) 

̶ Dusičnan kobaltnatý hexahydrát Co(NO3)2 ∙ 6 H2O (PENTA) 

̶ Fenyletylamin (SIGMA – ALDRICH) 
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̶ Heptan CHROMASOLV® (SIGMA – ALDRICH) 

̶ Hexahydrát síranu amonno-železnatého Fe(NH4)2(SO4)2 ∙ 6 H2O (Ing. Petr Lukeš) 

̶ Histamin (SIGMA – ALDRICH) 

̶ Hydrogenfosforečnan disodný dodekahydrát Na2HPO4 · 12 H2O (LACHEMA) 

̶ Hydrogenuhličitan sodný NaHCO3 (MERCK) 

̶ Chlorid sodný NaCl (PENTA) 

̶ Chlorid vápenatý dihydrát CaCl2 · 2 H2O (PENTA) 

̶ Kadaverin (SIGMA – ALDRICH) 

̶ Kyselina boritá H3BO3 (Ing. Petr Lukeš) 

̶ Kyselina chloristá 70-72% (MERCK) 

̶ L-Prolin (MERCK) 

̶ Molybdenan amonný tetrahydrát (NH4)6Mo7O24 ∙ 4 H2O (Ing. Petr Lukeš) 

̶ Nutrient broth (HIMEDIA) 

̶ Putrescin (SIGMA – ALDRICH) 

̶ Síran hořečnatý heptahydrát MgSO4 · 7 H2O (Ing. Petr Lukeš) 

̶ Síran manganatý pentahydrát MnSO4 ∙ 5 H2O (Ing. Petr Lukeš) 

̶ Síran měďnatý pentahydrát CuSO4 ∙ 5 H2O (PENTA) 

̶ Síran zinečnatý heptahydrát ZnSO4 ∙ 7 H2O (Ing. Petr Lukeš) 

̶ Standard 1,7-diaminoheptan (SIGMA – ALDRICH)  

̶ Tlaková lahev dusíku (Linde, Otrokovice) 

̶ Tryptamin (SIGMA – ALDRICH) 

̶ Tyramin (SIGMA – ALDRICH) 

̶ Uhličitan sodný bezvodý Na2CO3 (MERCK)  

̶ Uhličitan draselný K2CO3 (MERCK) 

 

https://cs.wikipedia.org/wiki/Hydr%C3%A1t
https://www.mecomm.cz/catalog/Search.jsp?cmd=Details&ProdCode=106329&Keyword=106329&Brand=null&Screen=null&hdnMerckRef=null&ParentWindow=null&Criteria=PC&IsCompleteDelivery=null&IsAttestCOA=null&IsUrgent=null&hdnOfferID=null
https://www.mecomm.cz/catalog/Search.jsp?cmd=Details&ProdCode=106395&Keyword=106395&Brand=&Screen=null&hdnMerckRef=null&ParentWindow=null&selCustomer=null&Criteria=PC&IsCompleteDelivery=null&IsAttestCOA=null&IsUrgent=null&hdnOfferID=null
https://www.mecomm.cz/catalog/Search.jsp?cmd=Details&ProdCode=104928&Keyword=104928&Brand=&Screen=null&hdnMerckRef=null&ParentWindow=null&selCustomer=null&Criteria=PC&IsCompleteDelivery=null&IsAttestCOA=null&IsUrgent=null&hdnOfferID=null
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5.3 Příprava kultivačních médií a roztoků  

5.3.1 Minerální médium s biogenními aminy 

Schopnost degradace vybraných mikroorganismů byla sledována v minerálním médiu, jež 

není samo o sobě zdrojem živin a jako jediný zdroj dusíku a uhlíku sloužily přidané bio-

genní aminy. 

Minerální médium bylo připraveno smícháním 8 roztoků, které byly připraveny následov-

ně: 

 Roztok KH2PO4  

Navážka 9,07 g KH2PO4 byla kvantitativně převedena do odměrné baňky o objemu  

1000 ml a doplněna destilovanou vodou po risku.  

 

 Roztok Na2HPO4 · 12 H2O 

Navážka 23,9 g Na2HPO4 · 12 H2O byla kvantitativně převedena do odměrné baňky o ob-

jemu 1000 ml a doplněna destilovanou vodou po risku.  

 

 Roztok MgSO4 · 7 H2O 

Navážka 10 g MgSO4 · 7 H2O byla kvantitativně převedena do odměrné baňky o objemu 

1000 ml a doplněna destilovanou vodou po risku.  

 

 Roztok CaCl2 · 2 H2O 

Navážka 1 g CaCl2 · 2 H2O byla kvantitativně převedena do odměrné baňky o objemu  

1000 ml a doplněna destilovanou vodou po risku.  

 

 Roztok Fe(NH4)2(SO4)2 ∙ 6 H2O  

Navážka 3 g Fe(NH4)2(SO4)2 ∙ 6 H2O byla kvantitativně převedena do odměrné baňky o 

objemu 1000 ml a doplněna destilovanou vodou po risku.  
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 Roztok NaCl 

Navážka 50 g NaCl byla kvantitativně převedena do odměrné baňky o objemu 1000 ml a 

doplněna destilovanou vodou po risku.  

 

 Roztok stopových prvků 

Roztok stopových prvků byl připraven navážením příslušného množství sloučenin, jež jsou 

zobrazeny v Tab. 2 a jejich rozpuštěním v 1000 ml destilované vody. 

Tab. 2 Složení roztoku stopových prvků 

Látka Hmotnost [g] 

MnSO4 ∙ 5 H2O 0,043 

H3BO3 0,057 

ZnSO4 ∙ 7 H2O 0,043 

(NH4)6Mo7O24 ∙ 4 H2O 0,037 

Co(NO3)2 ∙ 6 H2O 0,025 

CuSO4 ∙ 5 H2O 0,040 

 

 Roztok biogenních aminů 

Roztok biogenních aminů byl připraven navážením příslušného množství aminů, jež jsou 

zobrazeny v Tab. 3 a jejich rozpuštěním v 1000 ml destilované vody. 
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Tab. 3 Složení roztoku biogenních aminů 

Biogenní amin Hmotnost [g] 

Tryptamin 2 

Fenyletylamin 2 

Putrescin 2 

Kadaverin 2 

Histamin 2 

Tyramin 2 

 

Takto připravené roztoky byly použity pro přípravu minerálního média, kdy bylo odměřeno 

odpovídající množství každého roztoku podle Tab. 4 do odměrné baňky o objemu 1000 ml 

a baňka byla doplněna destilovanou vodou po risku. 

Tab. 4 Složení minerálního média 

Roztok Objem [ml] 

Roztok KH2PO4  20 

Roztok Na2HPO4 · 12 H2O 80 

Roztok Mg(SO4) · 7 H2O 10 

Roztok CaCl2 · 2 H2O 10 

Roztok Fe(NH4)2(SO4)2 ∙ 6 H2O  10 

Roztok NaCl 10 

Roztok stopových prvků 2 

Roztok biogenních aminů 100 

 

Minerální médium bylo rozděleno do 3 lahví o stejném objemu, ve kterých byly pomocí 

HCl upraveny hodnoty pH na 5, 7 a 8,5. Pro každou hodnotu pH bylo připraveno minerální 
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médium obsahující koncentrace NaCl 0 %, 1 %, 2 % a 3 % (w/v). Tímto postupem bylo 

získáno 12 různých variant minerálního média, viz Tab. 5. 

Tab. 5 Hodnoty pH a koncentrace NaCl jednotlivých variant minerálního média 

 

Varianta č. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

pH 5 5 5 5 7 7 7 7 8,5 8,5 8,5 8,5 

NaCl [% w/v] 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

   

Jednotlivé roztoky byly nadávkovány po 5 ml do plastových zkumavek. Zkumavky byly 

opatřeny vršky a pro zajištění sterility média autoklávovány (121 °C po dobu 20 minut). 

5.3.2 Nutrient broth s biogenními aminy 

Za předpokladu, že budou mikroorganismy v médiu bohatém na živiny využívat biogenní 

aminy méně než v minerálním médiu, byl úbytek biogenních aminů v médiu Nutrient broth 

sledován pouze při pH 7 a koncentraci soli 0 a 2 % (w/v).  

K navážce 25g Nutrient broth bylo přidáno 100 ml roztoku biogenních aminů (viz Tab. 3) a 

směs byla doplněna destilovanou vodou do 1 litru, dokonale promíchána a rozpuštěna. Ná-

sledně bylo upraveno pH na hodnotu 7 pomocí HCl. Roztok byl rozdělen na dvě poloviny. 

K jedné polovině byl přidán NaCl, aby výsledná koncentrace byla 2 % (w/v). Druhá polo-

vina byla bez přídavku NaCl. Roztoky byly po 5 ml dávkovány do plastových zkumavek, 

uzavřeny vršky a pro zajištění sterility média autoklávovány (121 °C po dobu 20 minut). 

5.3.3 Roztok kyseliny chloristé 

51,1 ml 71% kyseliny chloristé bylo přidáno do odměrné baňky o objemu 500 ml, která již 

byla částečně naplněna destilovanou vodou. Baňka byla poté doplněna destilovanou vodou 

po risku. Takto byl získán 1,2 M roztok kyseliny chloristé.   

5.3.4 Pufr pro derivatizaci 

Pufr pro derivatizaci byl získán smíšením dvou roztoků. NaHCO3 (připraven rozpuštěním 

21 g NaHCO3 v 500 ml destilované vody) a Na2CO3 (připraven rozpuštěním 26,5 g Na2CO3 
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v 500 ml destilované vody) tak aby výsledné pH roztoku bylo 9,2. K této směsi byl přidán 

K2CO3 v množství 0,333 g na 1 ml připravené směsi. 

5.3.5 Roztok dansylchloridu 

Roztok dansylchloridu byl připraven těsně před použitím čerstvý, o koncentraci 5 g/l. Po-

třebná navážka byla rozpuštěna v odpovídajícím množství acetonu. 

5.4 Použité mikroorganismy 

Na základě výsledků diplomové práce Ing. Lucie Vítkové (2016) byly vybrány 2 mikroor-

ganismy, u nichž byla prokázána schopnost degradace biogenních aminů. Jedná se o: 

 Bacillus subtilis 23 

 Bacillus pumilus 26. 

Tyto mikroorganismy byly izolovány ze vzorků potravin, kdy zhomogenizovaný vzorek byl 

zaočkován do tekutého minerálního média s biogenními aminy. Vzorky byly kultivovány 

při 30°C a pokud byl pozorován zákal, byl vzorek přeočkován na tuhé minerální médium 

s biogenními aminy. Následně byla pomocí metody MALDI – TOF MS provedena identi-

fikace izolovaných degradérů. Izoláty byly dlouhodobě uchovávány v eppendorfkových 

mikrozkumavkách při -18°C (Vítková, 2016). 

5.4.1 Příprava inokula 

Mikroorganismy byly vyjmuty z mrazničky a ponechány při laboratorní teplotě 

k rozmrznutí. Obsah eppendorfkové mikrozkumavky byl promíchán nasátím a vypuštěním 

suspenze a následně bylo odebráno 100 μl inokula, které bylo zaočkováno do sterilního 

minerálního média obohaceného o biogenní aminy, následně proběhla kultivace při labora-

torní teplotě do druhého dne na třepačce pro podpoření adaptace mikroorganismů na použi-

té médium. Tento postup byl stejný pro oba použité mikroorganismy. 
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5.5 Sledování vlivu vybraných faktorů na schopnost degradace biogen-

ních aminů u Bacillus subtilis 23 a Bacillus pumilus 26 

Pro stanovení úbytku biogenních aminů v minerálním médiu o různém pH a koncentraci 

soli bylo využito 1308 zkumavek naplněných sterilním minerálním médiem obohaceným 

biogenními aminy. Byly sledovány následující faktory:  

 teplota – 10, 23, 30 °C 

 pH – 5,0; 7,0; 8,5 

 koncentrace NaCl – 0 %, 1 %, 2 %, 3 % (w/v)  

 čas – pro různé teploty byly zvoleny různé časy odběru 

Pokus v médiu Nutrient broth neprobíhal v takovém rozsahu, protože jak již bylo zmíněno, 

nebyl zde očekáván tak velký úbytek biogenních aminů, jako v médiu minerálním. Sledo-

vané faktory byly následující: 

 teplota – 10, 23, 30 °C 

 pH 7 

 koncentrace NaCl – 0 %, 2 % (w/v)   

 čas – pro různé teploty byly zvoleny různé časy odběru, avšak stejné ja-

ko u kultivace v minerálním médiu. 

Celkově bylo připraveno 224 zkumavek naplněných sterilním médiem Nutrient broth 

s biogenními aminy.  

5.5.1 Kontrolní vzorky 

Pro každé pH a koncentraci soli byly odebrány 2 zkumavky sterilního média (minerální  

i Nutrient broth) jako kontrolní vzorky, u kterých byl následně stanoven přesný obsah šesti 

sledovaných aminů (tryptamin, fenyletylamin, putrescin, kadaverin, histamin, tyramin), 

přičemž obsah biogenních aminů by se v závislosti na pH a koncentraci NaCl neměl lišit. 

Jedna zkumavka byla zanalyzována ihned na začátku experimentu (tímto byla zjištěna vý-

chozí hodnota všech aminů) a druhá zkumavka byla v průběhu experimentu uchována  

v lednici a stanovení koncentrace aminů bylo provedeno po ukončení experimentu (pro 

ujištění, že aminy nedegradují v čase samy). 
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5.5.2 Inokulace 

Ostatní zkumavky byly rozděleny do stojanů podle kultivační teploty (10, 23, 30 °C) a do 

každé zkumavky bylo pomocí pipety dávkováno 100 μl inokula. Zaočkované zkumavky 

byly umístěny do termostatů nastavených na 10, 23 a 30 °C. Postup byl pro oba mikroorga-

nismy i obě média stejný. 

5.5.3 Odběry 

Pro každou teplotu byly zvoleny následující časy odběru: 

 10 °C – 12, 24, 36, 48, 72, 96 hodin 

 23 °C – 6, 12, 24, 36, 48, 72 hodin 

 30 °C – 4, 8, 12, 24, 36, 48 hodin 

Časové intervaly mezi jednotlivými odběry při teplotě 30 °C jsou nejkratší, protože se jed-

ná o teplotu, jež je optimální pro růst B. subtilis 23/ B. pumilus 26 a lze tedy očekávat rych-

lejší metabolismus, tím pádem i rychlejší úbytek aminů. 

Ve stanovený čas byly odebrány 3 paralelní zkumavky pro každé médium, mikroorganis-

mus, teplotu, pH a koncentraci NaCl.  

5.5.4 Příprava vzorků na derivatizaci 

Po odběru byl obsah zkumavek odstředěn na centrifuze (4500 otáček / 15 minut). Následně 

byly z jedné zkumavky připraveny 3 eppendorfkové mikrozkumavky (pro zajištění dosta-

tečného počtu měření), kdy 2 z nich byly zderivatizovány a 1 byla ponechána jako zásobní. 

Do jedné eppendorfkové mikrozkumavky bylo pipetováno 650 μl supernatantu získaného 

při odstředění, který byl smíchán s 1,2 M kyselinou chloristou v poměru 1:1. Celkem tedy 

bylo zderivatizováno 3064 vzorků. 

5.5.5 Derivatizace 

Pomocí dansylchloridu byly biogenní aminy převedeny na deriváty, jež je možné detekovat 

v UV oblasti při vlnové délce 254 nm. 

Do derivatizační nádobky bylo pomocí ručního dávkovače nadávkováno 100 μl vnitřního 

standardu 1,7-diaminoheptanu. Dále byl přidán 1 ml vzorku a 1,5 ml pufru pro derivatizaci. 
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Následně byl připraven čerstvý roztok dansylchloridu v acetonu a do derivatizační nádobky 

byly nadávkovány 2 ml tohoto roztoku. Nádobky byly uzavřeny a směs se nechala třepat 

v temnu 20 hodin. Po dvaceti hodinách bylo přidáno 200 μl prolinu, derivatizační nádobky 

byly opět uzavřeny a umístěny na třepačku po dobu jedné hodiny. Poté byly přidány 3 ml 

heptanu a celý obsah byl důkladně protřepán ručně po dobu 3 minut. Dále byl odebrán 1 ml 

horní heptanové vrstvy do vialky, jejíž obsah byl následně při teplotě 60 °C odpařen pod 

proudem dusíku do sucha. Získaný odparek byl zředěn acetonitrilem, kdy přídavek acetoni-

trilu činil 1,5 ml. Bezprostředně před analýzou byl roztok přefiltrován přes stříkačkový filtr 

s porozitou 0,22 μl a dávkován do chromatografického systému. V případě, že nebyl vzo-

rek analyzován ihned, byl uchováván při teplotě -18 °C do doby analýzy. 

Chromatografický systém obsahoval kolonu Agilent Eclipse Plus C18 RRHD o rozměrech 

3,0 x 50 mm. V průběhu analýzy byla teplota na koloně nastavená na 30 °C a průtok byl 

0,453 ml/min. Gradientový eluční program je znázorněn v Tab. 6. Dansylderiváty byly de-

tekovány pomocí UV/VIS detektoru diodového pole při vlnové délce 254 nm.  

Tab. 6 Program gradientové eluce  

Čas [min] 10% Acetonitril [%] 100% Acetonitril [%] 

0 39 61 

0,1 39 61 

1,4 30 70 

3,5 17 83 

4 0 100 

9,5 0 100 

11,5 39 61 

15,5 39 61 

 

5.6 Statistické vyhodnocení výsledků 

Výsledky obsahu biogenních aminů v kultivačních médiích po inkubaci za daných podmí-

nek (vliv faktorů – viz kapitola 5.5) byly statisticky vyhodnoceny pomocí neparame-
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trických testů, konkrétně Kruskal-Wallisova testu a Wilcoxonova testu na hladině vý-

znamnosti 5 % (P < 0,05). Ke statistickému vyhodnocení výsledků byl použit software 

UNISTAT®,verze  6.5.04 (Unistat, Ltd., Londýn, Velká Británie). 
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6 VÝSLEDKY A DISKUSE 

Celý experiment byl založen na sledování a popsání vlivu teploty (30, 23, 10 °C), pH (5,0; 

7,0; 8,5), koncentrace NaCl (0, 1, 2, 3 % (w/v)), média (minerální médium, Nutrient broth) 

na schopnost degradace šesti biogenních aminů (tryptamin, fenyletylamin, putrescin, ka-

daverin, histamin, tyramin) dvou mikroorganismů (B. subtilis 23, B. pumilus 26). Výstu-

pem tohoto experimentu byly chromatogramy, u kterých byly v programu Clarity odečteny 

plochy píků jednotlivých biogenních aminů, které byly přepočítány pomocí kalibračních 

rovnic na hmotnost. Následně bylo vypočteno procentuální zastoupení biogenních aminů 

ve vzorku. Poté byly vytvořeny grafy závislosti obsahu biogenních aminů na čase. 

6.1 Sledování vlivu vybraných faktorů na schopnost degradace biogen-

ních aminů u Bacillus subtilis 23 v minerálním médiu  

6.1.1 Obsah biogenních aminů v médiu o pH 7 po kultivaci při teplotě 30 °C 

Schopnost degradace biogenních aminů bakterií B. subtilis 23 v minerálním médiu 

s přídavkem aminů, jehož počáteční pH bylo upraveno na hodnotu 7 při teplotě 30 °C  

o různém přídavku soli je zaznamenána na Obr. 4. Z uvedených grafů vyplývá, že se zvy-

šujícím se přídavkem soli klesá schopnost degradace vybraných biogenních aminů bakterií 

B. subtilis 23 s rozdílem statisticky významným (P ≤ 0,05).  

Po 4. hodině od zaočkování zatím není patrný pokles obsahu aminů, který se pohybuje oko-

lo 100 %, avšak od 8. hodiny se začíná projevovat mírný úbytek všech aminů, který je 

s rostoucím časem výraznější. Tento trend je stejný u všech variant médií (s přídavkem 1, 

2, 3 % (w/v) NaCl i bez přídavku NaCl) Obsah putrescinu a kadaverinu je po 48 hodinové 

kultivaci 34 % (ve srovnání s počátečním obsahem jednotlivých aminů v médiu). Obsah 

ostatních aminů, se po stejné době kultivace pohybuje v intervalu 48 – 40 %. 

V prostředí 1% (w/v) koncentrace chloridu sodného v médiu dochází také k výraznému 

úbytku aminů, kdy nejvíce opět klesá putrescin na 39 % a kadaverin na 44 %. Koncentrace 

ostatních aminů se pohybují v rozmezí 57 – 48 %. 

Při přídavku soli 2 % (w/v) dochází k úbytku všech aminů zhruba o jednu polovinu jejich 

původního množství, přičemž tyramin a fenyletylamin klesají mírně pod hodnotu 50 %. 
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Přítomnost 3 % (w/v) NaCl v médiu způsobuje, že B. subtilis 23 nedegraduje žádný 

z aminů o více jak 50 %. 

 

Obr. 4 Degradace biogenních aminů bakterií B. subtilis 23 v minerálním médiu o 

pH 7 a koncentraci soli 0, 1, 2 a 3 % (w/v) při teplotě 30 °C   
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Různé hodnoty pH schopnost degradace B. subtilis 23 při teplotě 30 °C neovlivňují (toto 

tvrzení vychází ze zjištění, že rozdíly v úbytku biogenních aminů při různých pH nejsou 

statisticky významné (P ≥ 0,05)), proto graf závislosti procentuálního úbytku biogenních 

aminů na čase v minerálních médiích o pH 5 a 8,5 při teplotě 30 °C nalezneme v příloze 1 

a 2.  

6.1.2 Obsah biogenních aminů v médiu o pH 7 po kultivaci při teplotě 23 °C 

Na Obr. 5  můžeme vidět degradační aktivitu bakterie B. subtilis 23 v minerálním médiu o 

pH 7 s různým přídavkem soli při teplotě kultivace 23 °C. Hodnota všech přítomných ami-

nů mírně klesá již od prvního odběru (po šestihodinové kultivaci) a dále pozvolna klesá, 

tento postupný klesající trend vykazují všechny grafy na Obr. 5. 

K největšímu úbytku aminů dochází opět ve variantě média bez přídavku NaCl, kde obsah 

putrescinu v kultivačním médiu klesá z původních 100 % až pod hranici 40 % (přesně 38 

%). U ostatních 5 aminů je míra degradace přibližně 50 %. 

V médiu obsahujícím 1 % (w/v) NaCl B. subtilis 23 nejvíce degraduje opět putrescin na  

41 % a obsah ostatních aminů je po 72 hodinách v rozmezí 55 – 48 %. Tyto výsledky jsou 

téměř totožné s výsledky při teplotě kultivace 30 °C při pH 7 a koncentraci NaCl 1% (w/v), 

kde se obsah aminů kromě putrescinu pohybuje v intervalu hodnot 57 – 48 % na konci kul-

tivace (kapitola 6.1.1), což potvrzují i výsledky statistické analýzy, kdy nebyly zjištěny 

statisticky významné rozdíly na 5% hladině významnosti (P ≥ 0,05).   

Přídavek 2 % (w/v) soli do média způsobuje, že obsahy kadaverinu a tryptaminu se v mé-

diu po kultivaci B. subtilis 23 pohybují okolo hodnoty 60 % po ukončení kultivace, což je 

zhruba o 10 % více než v médiu bez přídavku soli. Histamin, tyramin, putrescin a fenylety-

lamin jsou tímto kmenem degradovány o něco více, jejich koncentrace klesají na 53 % pro 

tyramin a 55 % pro histamin, 56 % pro fenyletylamin a putrescin.  

Tříprocentní koncentrace soli v médiu potlačuje schopnost degradovat aminy pomocí  

B. subtilis 23 nejvíce, protože obsahy všech přítomných aminů jsou v porovnání 

s ostatními přídavky NaCl nejvyšší. Například obsah putrescinu v médiu klesá pouze na  

76 %, přitom v médiu bez přídavku NaCl klesá po 72 hodinách až na 38 %, jedná se o roz-

díly statisticky významné (P ≤ 0,05). 
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Obr. 5 Degradace biogenních aminů bakterií B. subtilis 23 v minerálním médiu o 

pH 7 a koncentraci soli 0, 1, 2 a 3 % (w/v) při teplotě 23 °C  

 

Ani během inkubace při teplotě 23 °C nedochází k výraznému ovlivnění degradační aktivi-

ty kmene B. subtilis 23 v prostředí o počátečním pH 5 či 8,5 (rozdíly ve vlivu pH jsou sta-



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 46 

 

tisticky nevýznamné (P ≥ 0,05)). Průběh degradace aminů při těchto hodnotách pH při  

23 °C nalezneme v příloze 3 a 4. 

6.1.3 Obsah biogenních aminů v médiu o pH 7 po kultivaci při teplotě 10 °C 

Při teplotě 10 °C byla celková doba kultivace prodloužena až na 96 hodin (při 30 °C byla 

kultivace ukončena po 48 hodinách, při 23 °C po 72 hodinách). Průběh degradace bakterií 

B. subtilis 23 v závislosti na čase v prostředí minerálního média o pH 7 s různými přídavky 

NaCl je zaznamenán na Obr. 6. Odběry byly na začátku kultivace prováděny po 12 hodi-

nách a poslední dva odběry byly provedeny s rozestupem 24 hodin. Při všech koncentracích 

NaCl se obsah aminů ve vzorcích snižuje lineárně v čase. 

Ve vzorcích bez přídavku NaCl dochází k nejvyššímu stupni degradace u fenyletylaminu a 

tyraminu a to na 53 %. U kadaverinu a histaminu je zaznamenán pokles na 58 %, u pu-

trescinu na 59 %. B. subtilis 23 nejméně degraduje tryptamin, jehož obsah klesá po 96 ho-

dinách na 61 %, v porovnání s fenyletylaminem a tyraminem se jedná o rozdíl statisticky 

významný (P ≤ 0,05), avšak mezi tryptaminem, kadaverinem, histaminem a putrescinem 

není rozdíl statisticky významný a B. subtilis 23 degraduje tyto aminy stejnou měrou. 

S dalšími přídavky chloridu sodného dochází k potlačení schopnosti degradovat aminy 

přítomné ve vzorku, přičemž čím více soli je v médiu přítomno tím méně bakterie 

B. subtilis 23 aminy degraduje (rozdíly statisticky významné, P ≤ 0,05). V přítomnosti 3 % 

(w/v) NaCl se obsah putrescinu snižuje pouze o 18 % po 96 hodinové kultivaci. Naproti 

tomu například fenyletylamin je degradován až o 40 %, z toho vyplývá, že se obsah aminů 

na konci kultivace v prostředí se 3 % (w/v) NaCl pohybuje poměrně v širokém rozpětí. 
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Obr. 6 Degradace biogenních aminů bakterií B. subtilis 23 v minerálním médiu o 

pH 7 a koncentraci soli 0, 1, 2 a 3 % (w/v) při teplotě 10 °C 

 

Různé hodnoty pH nemají ani při teplotě 10 °C vliv na schopnost degradace B. subtilis 23. 

Úroveň degradace dosahuje stejných výsledků při pH 5, 7 i 8,5 (rozdíly nejsou statisticky 

významné, P ≥ 0,05). Průběh degradace aminů při pH 5 a 8,5 jsou k nahlédnutí v příloze 5 

a 6. 
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Větší vliv na schopnost degradace než u počátečního pH kultivačního média je pozorován 

u teplot inkubace. Při 30 °C je schopnost degradace aminů nejvyšší a se snižující se teplo-

tou klesá i schopnost bakterie degradovat biogenní aminy. Například při teplotě 30 °C kle-

sá obsah kadaverinu po 48 hodinách kultivace na 34 % a při teplotě 10 °C klesá obsah ka-

daverinu po 48 hodinách na 80 % při stejném pH a koncentraci NaCl, kdy jsou tyto rozdíly 

statisticky významné (P ≤ 0,05). Avšak prodloužením doby kultivace při nižších teplotách 

je taktéž dosaženo významného stupně degradace, kdy kadaverin degraduje na 58 % po 96 

hodinách kultivace (Obr. 7).  

 

Obr. 7 Degradace kadaverinu bakterií B. subtilis 23 v minerálním médiu o pH 7 

bez přídavku NaCl při teplotách 30 a 10 °C  

6.2 Sledování vlivu vybraných faktorů na schopnost degradace biogen-

ních aminů u B. subtilis 23 v médiu Nutrient broth 

Schopnost degradace biogenních aminů bakterií B. subtilis 23 v závislosti na vybraných 

faktorech v Nutrient broth je znázorněna na obrázcích 8 – 10. Bakterie má v tomto médiu 

optimální podmínky k růstu, což se projevuje významným poklesem všech přítomných 

biogenních aminů. Nejvyšší pokles je pozorován při teplotě 30 °C bez přídavku chloridu 

sodného (Obr. 8) u putrescinu a tryptaminu, obsah těchto aminů se snižuje pozvolna a kle-

sá téměř na polovinu po 48 hodinách kultivace. Obsah kadaverinu a histaminu klesá na  
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64 a 68 % ze své původní koncentrace a úbytek tyraminu činí pouze 20 % na konci kulti-

vace. 

Po přídavku 2 % (w/v) NaCl do média dochází taktéž ke snížení obsahu aminů v médiu, 

avšak celkový úbytek není tak významný jako v případě média bez přídavku chloridu sod-

ného. Žádný z biogenních aminů neklesá více jak o 30 % v prostředí 2% (w/v) přídavku 

NaCl. Rozdíl v úbytku biogenních aminů v médiu bez přídavku NaCl a s 2% (w/v) přídav-

kem NaCl je statisticky významný u tryptaminu, putrescinu a kadaverinu, u zbylých bio-

genních aminů je P ≥ 0,05 a rozdíly tedy nejsou statisticky významné. 

 

Obr. 8 Degradace biogenních aminů bakterií B. subtilis 23 v médiu Nutrient broth 

o pH 7 a koncentraci soli 0 a 2 % (w/v) při teplotě 30 °C  

 

Procentuální úbytek biogenních aminů v médiu Nutrient broth po kultivaci B subtilis 23 při 

teplotě 23 °C je znázorněn na Obr. 9. Obsah aminů v médiu bez přídavku soli se po  

36. hodině od počátku kultivace pohybuje pod 70 % u putrescinu a tryptaminu, okolo 80 % 

u zbylých čtyř aminů. Dále obsah všech aminů velmi mírně klesá ještě zhruba o 10 %, kdy 

se konečná hodnota poklesu obsahu putrescinu a tryptaminu po 72 hodinách kultivace po-

hybuje okolo 60 %. Histamin a kadaverin jsou degradovány na 70 %. 
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Přídavek 2 % (w/v) NaCl se opět projevuje zmírněním degradační aktivity testovaného 

kmene, kdy nejvíce klesá po 72 hodinové kultivaci obsah tryptaminu a to na 72 %. Tyramin 

poklesl pouze o necelých 10 % a u ostatních aminů činí pokles zhruba 20 % na konci kulti-

vace. 

 

 

Obr. 9 Degradace biogenních aminů bakterií B. subtilis 23 v médiu Nutrient broth 

o pH 7 a koncentraci soli 0 a 2 % (w/v) při teplotě 23 °C   

 

Degradační aktivita B. subtilis 23 byla pozorována i během kultivace při 10 °C (Obr. 10) 

avšak délka inkubace nebyla 48 hodin jako při optimální teplotě (30 °C), ale byla prodlou-

žena na 96 hodin. Obsah všech šesti aminů pozvolně klesá, přičemž nejvýznamnější pokles 

(o 39 %) je zaznamenán u tryptaminu, což je rozdíl statisticky významný v porovnání  

s poklesem ostatních aminů. Fenyletylamin, putrescin, kadaverin, histamin klesají o nece-

lých 30 % a tyramin o 18 % po 96 hodinách.  

Stejně jako u předchozích zjištění 2% (w/v) přídavek chloridu sodného způsobuje potlačení 

schopnosti degradovat vybrané biogenní aminy. Kromě kadaverinu se pokles aminů pohy-

buje okolo 20 % po 96 hodinách a samotný kadaverin klesá pouze o 13 %. 
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Obr. 10 Degradace biogenních aminů bakterií B. subtilis 23 v médiu Nutrient 

broth o pH 7 a koncentraci soli 0 a 2 % (w/v) při teplotě 10 °C  

 

6.3 Sledování vlivu vybraných faktorů na schopnost degradace biogen-

ních aminů u B. pumilus 26 v minerálním médiu  

Schopnost degradace biogenních aminů bakterií B. pumilus 26 v minerálním médiu o pH 7 

je zaznamenána pouze v podmínkách při teplotě 30 °C s různým přídavkem chloridu sod-

ného (Obr. 11). Při ostatních kombinacích teplot, časů, pH a přídavků NaCl není zazname-

nána degradační aktivita a obsah přítomných aminů v médiu se pohybuje okolo hodnoty 

100 %.  

Nejvyšší degradační aktivita B. pumilus 26 je pozorována v médiu o pH 7 při kultivační 

teplotě 30 °C bez přídavku NaCl (Obr. 11). V těchto podmínkách degraduje tryptamin až 

na 64 % po 48 hodinách, přičemž pokles obsahu tryptaminu v čase je lineární. Obsahy ka-

daverinu, histaminu, tyraminu, fenyletylaminu a putrescinu se až do 12. hodiny od zaočko-

vání pohybují okolo hodnoty 100 % a od tohoto okamžiku klesají významněji pod hladinu 

80 % (kadaverin 80 %, histamin 77 %, tyramin 76 %, fenyletylamin 80 %, putrescin 78 %, 

kdy rozdíly mezi těmito biogenními aminy nejsou statisticky významné (P ≥ 0,05)).  
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Jednoprocentním přídavkem NaCl je zásadněji ovlivněna degradace u tryptaminu (obsah 

klesl na 78 %, v médiu se tak vyskytuje o 14 % více tryptaminu v porovnání s variantou 

bez přídavku NaCl, což je rozdíl statisticky významný (P ≤ 0,05)) a tyraminu, který degra-

duje na 89 % (rozdíl v degradaci oproti médiu bez přídavku NaCl činí 13 %, kdy opět  

P ≤ 0,05 a jedná se tedy o rozdíl významný z pohledu statistiky). Obsah zbývajících 4 ami-

nů je přibližně stejný ve srovnání s médiem bez přídavku soli. 

Rozdíl mezi 2% a 3% (w/v) přídavkem soli do média není téměř žádný, je to na první po-

hled patrné z Obr. 11, kdy je průběh těchto grafů téměř totožný. Výsledky ze statistického 

vyhodnocení také nepotvrzují statisticky významný rozdíl v těchto hodnotách (P ≥ 0,05). 

V prostředí se 3 % (w/v) chloridu sodného je schopnost degradace B. pumilus 26 utlumena, 

v porovnání s variantou bez přídavku NaCl je v průměru o 13 % nižší u všech biogenních 

aminů, což je rozdíl statisticky významný. Většina aminů degraduje zhruba na 90 % po  

48 hodinách, pouze tryptamin klesá až na 82 % (nejedná se ale o statisticky významný roz-

díl mezi poklesem obsahu tryptaminu a ostatních biogenních aminů). 
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Obr. 11 Degradace biogenních aminů bakterií B. pumilus 26 v minerálním médiu 

o pH 7 a koncentraci soli 0, 1, 2 a 3 % (w/v) při teplotě 30 °C  
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6.4 Sledování vlivu vybraných faktorů na schopnost degradace biogen-

ních aminů u B. pumilus 26 v médiu Nutrient broth  

Schopnost degradace biogenních aminů u bakterie B. pumilus 26 v závislosti na vybraných 

faktorech v médiu Nutrient broth je znázorněna na obrázcích 12  ̶  14. Největší pokles ob-

sahu aminů je pozorován při podmínkách optimálních pro růst této bakterie (30 °C bez 

přídavku soli).  

Degradační aktivita při teplotě 30 °C je znázorněna na Obr. 12. V podmínkách bez přídav-

ku NaCl je zjištěn klesající trend v obsahu u všech biogenních aminů, kdy nejvíce klesá 

obsah tryptaminu spolu s putrescinem, a to na 75 % a obsah histaminu na 76 % původního 

množství po 48 hodinách inkubace. Fenyletylamin klesá na hodnotu 81 %, u kadaverinu a 

tyraminu je zjištěn pokles pod 90 % na konci kultivace. 

Dvouprocentní přídavek soli se nejvíce projevuje u histaminu, u něhož byl původně (bez 

přídavku soli) zaznamenán pokles o 24 % a po přídavku soli o pouhých 14 %, jedná se  

o rozdíl statisticky významný (P ≤ 0,05). U ostatních aminů dochází, po přidání 2 % (w/v) 

soli do média, také ke snížení schopnosti degradace a to v průměru o 3 % (nejedná se ale  

o statisticky významný rozdíl mezi schopností degradace tryptaminu, fenyletyelaminu, pu-

trescinu, kadaverinu, tyraminu bakterií B. pumilus 26 v médiu bez přídavku NaCl a s 2% 

(w/v) přídavkem).  
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Obr. 12 Degradace biogenních aminů bakterií B. pumilus 26 v médiu Nutrient 

broth o pH 7 a koncentraci soli 0 a 2 % (w/v) při teplotě 30 °C  

 

Úbytek obsahu biogenních aminů v médiu Nutrient broth pomocí B. pumilus 26 během 

inkubace při teplotě 23 °C je zachycen na Obr. 13. Obecně lze říci, že pokles všech aminů 

při této teplotě se pohybuje v rozmezí 5 až 20 % po 72 hodinách. Nejvíce klesá tryptamin a 

to o 22 %.  

Dvouprocentní přídavek soli způsobuje mírné snížení degradační aktivity, kdy rozdíl ve 

schopnosti degradace aminů kmenem B. pumilus 26 není statisticky významný (P ≥ 0,05) 

v porovnání s médiem bez přídavku NaCl. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 56 

 

 

Obr. 13 Degradace biogenních aminů bakterií B. pumilus 26 v médiu Nutrient 

broth o pH 7 a koncentraci soli 0 a 2 % (w/v) při teplotě 23 °C  

 

Při teplotě 10 °C (Obr. 14) je degradační aktivita B. pumilus 26 poměrně nízká, bez pří-

davku soli klesá obsah tryptaminu a putrescinu nad 80 % po 96 hodinách. Obsah kadaveri-

nu, histaminu a fenyletylaminu se pohybuje okolo 90 %. U tyraminu se neprojevil téměř 

žádný pokles po ukončení kultivace. 

Dvouprocentní přídavek NaCl do média nemá velký vliv na schopnost degradace B. pumi-

lus 26, protože v porovnání s médiem bez přídavku NaCl mezi nimi nejsou statisticky vý-

znamné rozdíly (P ≥ 0,05). 
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Obr. 14 Degradace biogenních aminů bakterií B. pumilus 26 v médiu Nutrient 

broth o pH 7 a koncentraci soli 0 a 2 % (w/v) při teplotě 10 °C 
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6.5 Souhrnná diskuse 

V dnešní době se tématem toxicity biogenních aminů zabývá mnoho studií a stále více je 

usilováno o opětovné stanovení limitů přítomnosti aminů v potravinách legislativními 

předpisy. Avšak stanovit tyto kritické meze je velmi obtížné, protože reakce člověka na 

biogenní aminy je silně individuální. Existují jedinci, kteří mnohem citlivěji vnímají pří-

tomnost aminů v potravinách a trpí bolestmi hlavy, pocity zvracení, kolísáním krevního 

tlaku či dalšími příznaky otravy, způsobené konzumací potravin obsahující nadměrné 

množství biogenních aminů. Velmi významnou roli v tom, jaké množství biogenních ami-

nů bude obsahovat konečný výrobek, hraje mikrobiální čistota použitých surovin, a proto 

jsou také důležité procesy, jako je pasterace, sterilace, ozařování, čištění, zkrátka procesy 

vedoucí ke snížení celkového počtu mikroorganismů v surovině, protože čím více tyto po-

čty snížíme, tím menší je pravděpodobnost výskytu mikroorganismů s dekarboxylasovou 

aktivitou, které jsou odpovědné za vznik aminů (Emborg a Dalgaard, 2008; Mbarki et al., 

2008). Metody aplikace mikroorganismů s aminooxidasovou aktivitou do potravin při pro-

cesu jejich výroby mají limitující omezení, zejména při použití v potravinách 

s nevhodnými podmínkami pro růst těchto organismů. Například vysoké teploty či koncen-

trace soli mohou zabraňovat růstu těchto mikroorganismů a tím i bránit jejich schopnosti 

degradovat biogenní aminy (Tapingkae et al., 2010). Z tohoto důvodu je tedy nutné nejdří-

ve popsat chování mikroorganismů v přítomnosti různých faktorů in vitro před jejich sa-

motnou aplikací do potravin, což bylo hlavním cílem této práce. 

V průběhu experimentu bylo potvrzeno, že bakterie B. subtilis 23 a B. pumilus 26 degradují 

biogenní aminy. Avšak schopnost degradace byla u B. subtilis 23 v průměru asi 2x vyšší  

než u B. pumilus 26 za stejných podmínek (30 °C, pH 7, 0 % NaCl), kdy B. subtilis 23 de-

graduje histamin o 55 %, tyramin o 60 %, tryptamin o 52 % a B. pumilus 26 za stejných 

podmínek degraduje histamin o 23 %, tyramin o 24 %, tryptamin o 36 % za 48 hodin. 

Dapkevicius et al. (2000) testovali schopnost degradace histaminu různými kmeny Lacto-

bacillus sakei, kdy nejvíce degradovaly histamin kmeny Lb. sakei 15.18 a Lb. sakei 15.35, 

které zapříčinily pokles obsahu histaminu o necelých 60 % po 24 hodinové kultivaci při 

teplotě 30 °C. B. subtilis 23, jež byl sledován v této diplomové práci, degradoval histamin 

po 24 hodinách o 41 % při 30 °C, nedosáhl takového stupně degradace jako Lb. sakei a 

histamin degradoval o 20 % méně. Eom et al. (2015) testovali schopnost degradace B. sub-
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tilis HJ0-6, kdy tento kmen snižoval obsah histaminu v médiu (obohaceném histaminem)  

o 48 % po 24 hodinách kultivace při 30 °C. Tyto výsledky jsou v souladu s výsledky, pre-

zentovanými v této práci. 

Jedním z cílů práce bylo zjistit, zda existuje statisticky významný rozdíl v degradaci vybra-

ných biogenních aminů v prostředí minerálního média, jenž obsahuje jako jediný zdroj 

uhlíku a dusíku biogenní aminy a média Nutrient broth, které nabízí širší škálu zdrojů uhlí-

ku a dusíku, jenž může mikroorganismus využít ke svému růstu a množení. Nutrient broth 

se kromě biogenních aminů dále skládá z glukosy, peptonu, kvasničného extraktu, jeho 

složení se tak více přibližuje vzorku potraviny. Teoreticky tak bylo předpokládáno, že aby 

bakterie v minerálním médiu rostla, musí využít přítomné aminy, a tudíž bude v tomto pro-

středí degradovat biogenní aminy mnohem více než v médiu Nutrient broth. Získané vý-

sledky ukazují, že schopnost degradace B. subtilis 23 je v minerálním médiu vyšší (obsah 

všech aminů klesl průměrně o 60 %), avšak degradace aminů v médiu Nutrient broth byla 

také významná a obsah všech přítomných aminů se snížil v průměru o 36 %. B. subtilis 23 

má tedy dobrý potenciál pro použití v potravinářství avšak jeho přímé použití při výrobě 

potravin je nutné otestovat.  

Druhý z testovaných kmenů B. pumilus 26, byl schopen degradace aminů v minerálním 

médiu pouze během inkubace při teplotě 30 °C a pH 7 při koncentraci NaCl 0 – 3 % (w/v). 

U ostatních variant minerálního média a podmínek kultivace se obsah všech aminů pohy-

boval okolo 100 % na konci experimentu. Oproti tomu v médiu Nutrient broth byl zazna-

menán úbytek aminů při všech kombinacích teplot a koncentrací NaCl, kdy ze získaných 

výsledků vyplynulo, že schopnost degradace v médiu Nutrient broth závisí na přídavku soli 

do média i na teplotě, avšak schopnost degradace nebyla v žádném z případů utlumena 

úplně. Proto by se dalo očekávat, že bude B. pumilus 26 degradovat aminy i v každé vari-

antě minerálního média, což se nepotvrdilo. Bylo by tedy vhodné experiment opakovat pro 

potvrzení těchto výsledků. 

Různé hodnoty pH schopnost degradace aminů kmenem  B. subtilis 23 příliš neovlivňova-

ly. Například obsah histaminu po 48 hodinové kultivaci při 30 °C klesl na 48 % (pH 8,5) 

na 45 % (pH 7), na 47 % (pH 5) v minerálním médiu bez přídavku NaCl. Obsah kadaveri-

nu klesl po 96 hodinové kultivaci při teplotě 10 °C na 61 % (pH 8,5), na 58 % (pH 7) a  

62 % (pH 5) v minerálním médiu bez přídavku NaCl. To, že pH nebude mít příliš velký 

vliv na degradační aktivitu testovaných organismů, se dalo očekávat, protože samotný růst 
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bakterií rodu Bacillus není hodnotou pH (v testovaném rozsahu) příliš ovlivněn a roste ve 

velmi širokém rozmezí pH (Bednář, 1996). Ke stejným výsledkům dospěla ve své práci  

i Vítková (2016), která mimo jiné sledovala vliv pH na schopnost degradace u B. subtilis,  

i její výsledky naznačují minimální vliv pH na degradační aktivitu této bakterie.  

Větší vliv na schopnost degradace vybraných biogenních aminů byl pozorován u teplot. Při 

30 °C byla schopnost degradace nejvyšší a se snižující se teplotou klesala i schopnost bak-

terií (B. subtilis 23 i B. pumilus 26) degradovat biogenní aminy, porovnáváme-li vzorky 

odebrané ve stejném čase. Například při teplotě 30 °C klesá obsah putrescinu po 48 hodi-

nách kultivace o 66 %. Při teplotě 10 °C klesá obsah putrescinu jinak za stejných podmínek 

po 48 hodinách o 22 %. Při nízkých teplotách dochází ke zpomalení metabolismu bakterií, 

tudíž se značně prodlužuje i jejich generační doba a růst (Lund a Hunter, 2008). S tím sou-

visí i pomalejší úbytek aminů z média. Proto byla poslední doba odběru při teplotě 10 °C 

prodloužena na 96 h a za tuto dobu klesá obsah putrescinu o 41 %. Tyto výsledky jsou po-

zitivní hlavně pro průmyslovou výrobu sýrů. Sýry jsou významným zdrojem biogenních 

aminů, především dlouze zrající, přičemž teplota zrání závisí na konkrétním typu sýra, ale 

většinou probíhá při teplotách blízkých 10 °C (např. sýry eidamského typu zrají při teplotě 

6 – 12 °C). Při zracích pochodech dochází ke štěpení bílkovin až na volné aminokyseliny, 

které jsou přítomnými mikroorganismy s dekarboxylasovou aktivitou převedeny na bio-

genní aminy principem dekarboxylace. V sýru může být obsaženo až 1000 mg/kg aminů 

(Joosten a Nunes, 1996). Tento problém by mohl vyřešit přídavek kultury se schopností 

degradace aminů. Přidaná kultura by měla mít předpoklad k přežití výrobního procesu a 

v období, kdy sýr zraje při nízké teplotě, by se podílela na snižování obsahu aminů po ce-

lou dobu zrání (Joosten a Nunes, 1996).  

Leuschner a Hammes (1998) testovali schopnost degradace histaminu a tyraminu různých 

kmenů Brevibacterium linens, jež se používá jako mazová kultura při výrobě sýrů s mazem 

na povrchu. Během čtyřtýdenního zrání došlo ke snížení obsahu histaminu o 55 % a tyra-

minu o 70 % v sýru. Nejvyšší schopnost degradace histaminu a tyraminu v sýru byla za-

znamenána kmenem LTH 3686 a LTH 456, nejprve byly tyto bakterie testovány pro svou 

schopnost degradace v prostředí neutrálního pufru a následně v sýru obohaceném o bio-

genní aminy. V pufru klesl obsah histaminu i tyraminu vlivem LTH 456 na 31 % po 28 

hodinách. B. subtilis 23, který byl použit při experimentu v této práci, snížil při stejných 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 61 

 

podmínkách (pH 7, 30 °C) obsah tyraminu na 55 % a obsah histaminu na 59 % po 24 hodi-

nách. B. linens tedy degraduje histamin a tyramin rychleji než B. subtilis 23. 

Součástí experimentu bylo také sledovat vliv přídavku NaCl v médiu na schopnost degra-

dace biogenních aminů. Chlorid sodný je součástí téměř každé potraviny, větší množství 

této látky nalezneme v sýrech, ale i ve fermentovaných mastných výrobcích. Běžně tyto 

výrobky obsahují 2 – 3 % NaCl (Marth a Steele, 2001). Obsah chloridu sodného ovlivňuje 

schopnost degradace aminů testovanými kmeny významně. S každým přídavkem soli byla 

degradační aktivita více utlumena. Nejvíce degradovaly testované mikroorganismy přítom-

né biogenní aminy v médiu bez přídavku NaCl a nejméně v přítomnosti 3 % (w/v) NaCl.  

I přesto byla schopnost degradace poměrně vysoká, například při 30 °C s přídavkem NaCl  

3 % (w/v) degraduje B. subtilis 23 tryptamin o 39 %, fenyletylamin o 48 %, putrescin  

o 30 %, kadaverin o 40 %, histamin o 41 % a tyramin o 48 %, v průměru tedy celkový ob-

sah aminů ve vzorku klesá o 41 %. Ve vzorku bez přídavku NaCl jinak za stejných podmí-

nek klesá průměrný obsah všech aminů o 60 %.  

Existují potraviny, které se nakládají do vysoce koncentrovaných solných roztoků. Jedná se 

například o balkánský sýr, který může obsahovat až 7 % soli, popřípadě různé solené rybí 

výrobky. Mah a Hwang (2009) sledovali úbytek biogenních aminů pomocí Staphylococcus 

xylosus při výrobě solených fermentovaných ančoviček. Ančovičky byly nasoleny na 15 % 

obsahu NaCl a ponechány při teplotě 25 °C po dobu 10 týdnů. Celá šarže byla rozdělena na 

2 poloviny, kdy jedna byla zaočkována S. xylosus se schopností degradovat histamin a dru-

há byla ponechána bez zaočkování jako kontrola. S. xylosus snížil celkový obsah biogen-

ních aminů ve vzorku fermentovaných ančoviček o 16 % oproti vzorku kontrolnímu. Zají-

mavým zjištěním bylo, že S. xylosus navíc inhibuje růst dekarboxylasa pozitivní bakterie 

Bacillus licheniformis. Objevení schopnosti degradovat aminy pomocí S. xylosus při vyso-

kých koncentracích NaCl může být pro potravinářský průmysl přínosem, protože při takto 

vysoké koncentraci NaCl je potlačen růst velkého množství mikroorganismů a velmi těžko 

se hledají zástupci, kteří jsou navíc schopni degradace biogenních aminů. V této diplomové 

práci byla zvolena nejvyšší koncentrace přídavku chloridu sodného 3 % (w/v), při níž byla 

schopnost degradace všech přítomných aminů silně potlačena. 

Lee et al. (2015) ve své práci popisovali obdobný experiment, jako byl proveden v této 

diplomové práci, a sice sledovali vliv pH v rozsahu hodnot 2 – 11, koncentrace NaCl  

0,5 – 20 % a vliv teploty na schopnost degradace histaminu bakterií Bacillus polymyxa. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 62 

 

Nejprve byla zjištěna nejvhodnější teplota kultivace, čili teplota při níž B. polymyxa degra-

duje histamin nejvíce, což bylo 30 °C. Dále byl sledován vliv pH na degradaci histaminu 

touto bakterií, kdy byla připravena média s upraveným pH na hodnoty 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 

10, 11 při teplotě 30 °C po dobu 24 hodin. Při pH 2 a 11 byl růst B. polymyxa kompletně 

inhibován, při pH 7 bylo dosaženo nejvyššího stupně degradace, avšak při pH 5, 6, 8, 9 

byla schopnost degradace histaminu pouze o 18 % menší (Lee et al., 2015). V této diplo-

mové práci nebyl prokázán vliv pH na schopnost degradace biogenních aminů  

B. subtilis 23, bylo pracováno s jinou bakterií, tudíž se výsledky mohou lišit. Vliv koncen-

trace NaCl byl sledován v mediích s hodnotou pH 7 obohacených o 0,5 %, 5 %, 10 %,  

15 %, 20 % NaCl. Inkubace trvala 24 hodin při teplotě 30 °C. Lee et al. (2015) zjistili, že 

s rostoucí koncentrací NaCl klesá schopnost degradace histaminu pomocí B. polymyxa, 

stejných závěrů bylo dosaženo i v této diplomové práci. 
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ZÁVĚR 

V této diplomové práci byl sledován vliv vybraných faktorů na schopnost degradace šesti 

biogenních aminů dvou mikroorganismů, Bacillus subtilis 23 a B. pumilus 26 v podmín-

kách in vitro. Sledované faktory byly teplota (10, 23, 30 °C), koncentrace NaCl (0, 1, 2,  

3 % (w/v)), pH (5,0; 7,0; 8,5), médium (minerální, Nutrient broth).  

Bylo zjištěno, že kmen B. subtilis 23 má vyšší schopnost degradovat vybrané biogenní 

aminy než kmen B. pumilus 26. 

Ze všech sledovaných faktorů nejvíce ovlivňovala schopnost degradovat aminy obou testo-

vaných kmenů teplota, kdy při teplotě kultivace 30 °C byla zaznamenána vždy nejvyšší 

degradační aktivita a při teplotě kultivace 10 °C byla schopnost degradace vybraných ami-

nů nejvíce potlačena. 

Vliv koncentrace chloridu sodného na schopnost degradace testovaných biogenních aminů 

byl opět u obou bakterií stejný. Se zvyšujícím se přídavkem NaCl se schopnost degradace 

aminů přítomných v médiu snižovala. 

Vliv iniciační hodnoty pH se nepodařilo prokázat u žádného z kmenů a schopnost degrada-

ce biogenních aminů byla při všech testovaných pH obdobná za jinak stejných podmínek. 

Bylo předpokládáno, že vybrané kmeny budou degradovat biogenní aminy v médiu Nutri-

ent broth minimálně. Ze získaných výsledků vyplývá, že oba testované kmeny degradují 

biogenní aminy v minerálním médiu více než v médiu Nutrient broth, avšak schopnost de-

gradace v Nutrient broth byla také významná. 
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CE 

DAD 

DAO 

DEEM 
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Dsn-Cl 

EU 
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FMOC-Cl 

GC 

HDPE 

HPLC 

IMS 

MAO 

MYP 

OPA 

PEMBA 
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 Bansylchlorid 

Kapilární elektroforéza 

Detektor diodového pole 

Diaminooxidasy 

Diethyl ethoxymethylenemalonát 

Deoxyribonukleová kyselina 

Dansylchlorid 

Evropská unie 

Plamenový ionizační detektor 

9-fluorenyl-methyloxycarbonyl chlorid 

Plynová chromatografie 

Polyetylen s vysokou hustotou 

Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

Iontová mobilní spektrometrie 

Monoaminooxidasy 

Manitol yolk polymyxin agar 

o-ftalaldehyd 

Agar obsahující polymyxinpyruvát, yolk, manitol a bromtymolovou modř 

Rapid Alert System for Food and Feed -  Systém včasného varování pro potra-

viny a krmiva 
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