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ABSTRAKT 

Bakalářská práce se zabývá izolací mikroorganizmů degradujících biogenní aminy. Skuteč-

nost, že existují kmeny se schopností degradovat biogenní aminy otvírá řadu nových příle-

žitostí, jak snížit jejich koncentraci v potravinách.  

V praktické části bakalářské práce bylo izolováno 65 kmenů z různých potravinových mat-

ric. Následně se povedlo identifikovat 29 kmenů pomocí metody MALDI-TOF MS (hmot-

nostní spektrometrie s laserovou desorpcí a ionizací za účasti matrice s průletovým analyzá-

torem). Nakonec byla ověřena jejich degradační schopnost pomocí vysokoúčinné kapalinové 

chromatografie s UV detekcí po předcházející derivatizaci dansylchloridem. Nejlepší degra-

dační schopnost vykazovala Pseudomonas protegens 6B12. Koncentrace u všech sledova-

ných biogenních aminů poklesla minimálně o 65 % a nejlépe pak degradovala histamin, 

který byl snížen až o 89 %. 

Klíčová slova: biogenní aminy, izolace, degradace, Pseudomonas protegens 

 

ABSTRACT 

The bachelor thesis deals with the isolation of microorganisms degrading biogenic amines. 

The fact that there are strains with the ability to degrade biogenic amines opens up a number 

of new opportunities to reduce their concentration in food.  

In the practical part of the thesis were isolated 65 strains from various food matrices. Subse-

quently, were identified 29 strains by the MALDI-TOF MS method (matrix-assisted laser 

desorption and ionization mass spectrometry). Finally, it was verified their degradation abil-

ity, by high performance liquid chromatography with UV detection after previous dan-

sylchloride derivatization. Pseudomonas protegens 6B12 showed the best degradation abil-

ity. The concentration of all monitored biogenic amines was reduced by at least 65% and the 

best degraded was histamine, which was reduced up to 89 %. 

Keywords: biogenic amines, isolation, degradation, Pseudomonas protegens 
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ÚVOD 

Biogenní aminy jsou dusíkaté sloučeniny s alifatickou, aromatickou nebo heterocy-

klickou strukturou. Biogenní aminy mohou vznikat v potravinách tzv. dekarboxylací amino-

kyselin působením specifických dekarboxylas. Mohou být produkovány, ale i degradovány 

aktivitou živých organismů. Biogenní aminy se vyskytují prakticky ve všech potravinách 

jako běžné produkty metabolismu, kde vykonávají spoustu důležitých funkcí. Ve vyšších 

koncentracích jsou přítomné například ve fermentovaných výrobcích (např. sýry, trvanlivé 

salámy, pivo, víno, kysané zelí aj.). Vznikat mohou také mikrobiální činností během skla-

dování v mase, rybách, houbách, zelenině, ovoci, a také u potravin v pokročilém stupni ka-

žení. 

Biogenní aminy, i když jsou přirozenou součástí mnohých potravin, tak mohou ve 

vysokých koncentracích způsobit řadu zdravotních problémů. Mohou být doprovázeny od 

méně závažných symptomů, jako je zvracení, pocení, bolesti hlavy až po ty závažnější, jako 

jsou například dýchací potíže, bušení srdce až anafylaktický šok. Produkce biogenních 

aminů aktivitou živých organismů je závislá na řadě faktorů. Je závislá například na teplotě 

skladování, pH substrátu, dostupnost kyslíku, přítomnosti solí a monosacharidů.  

Toxický účinek biogenních aminů je silně ovlivněn enzymy monoaminooxidasou a 

diaminooxidasou, které jsou biogenní aminy schopné odbourávat. Enzymový systém není 

poté schopen již eliminovat vysoké koncentrace biogenních aminů. Při hodnocení toxického 

účinku je nutné brát v potaz jak výskyt konkrétního aminu, tak i ostatní faktory, jako je na-

příklad množství konzumované potraviny, přítomnost dalších toxických látek apod.  

Tato práce je zaměřena na izolaci mikroorganizmů se schopností degradovat bio-

genní aminy z potravin rostlinného původu. Izolované mikroorganizmy byly dále identifi-

kovány a následně byla zkoumána jejich dekarboxylační aktivita. 
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 BIOGENNÍ AMINY 

Biogenní aminy (BA) jsou různorodou skupinou alifatických, aromatických nebo he-

terocyklických bází, které jsou odvozené od aminokyselin (AMK) a vyznačují se různými 

biologickými účinky. [1] 

 BA jsou v nízkých koncentracích přirozenou složkou mnohých potravin, neboť v ži-

vočišných tkáních a rostlinných pletivech vykonávají spoustu důležitých funkcí, jsou napří-

klad tkáňovými hormony (histamin), protoalkaloidy (hordenin, gramin) a stavebními lát-

kami, které se účastní biosyntézy dalších hormonů živočichů (fenylethylamin), fytohormonů 

neboli auxinů, alkaloidů a dalších sekundárních metabolitů rostlin. [1] BA jsou dusíkaté 

sloučeniny, které vznikají dekarboxylací AMK aktivitou živých organizmů, popřípadě trans-

aminací či aminací aldehydů a ketonů. [2]  

1.1 Rozdělení biogenních aminů 

BA můžeme rozdělit podle jejich rozdílné chemické struktury na [3]: 

1. aromatické – fenylethylamin, tyramin 

2. heterocyklické – tryptamin, histamin 

3. alifatické – spermidin, spermin, putrescin, kadaverin, agmatin. 

BA se mohou také dělit pomocí různých počtů arylových a alkylových skupin, které 

jsou navázané na atom dusíku. Jedná se o BA primární, sekundární nebo terciární. Dle počtu 

reaktivních aminoskupin mohou být dále děleny na monoaminy anebo polyaminy. [4] 

Všechny zmíněné alifatické BA se řadí kromě toho i mezi polyaminy, tj. sloučeniny obsa-

hující dvě a více aminoskupin v molekule. Z BA putrescinu vzniká syntézou spermidin a 

spermin, touto biochemickou cestou se mohou vytvářet ve všech živých organizmech. [5] 

Mezi takzvané polyaminy se také řadí agmatin, odvozený z argininu. [6]  

V závislosti na jejich syntéze lze dále BA rozdělit podle endogenního (také přírod-

ního) anebo biogenního původu. Takzvané BA biogenního původu vznikají činností enzymů 

různých dekarboxylas, které jsou hlavně bakteriálního původu a působí tak na přítomné ami-

nokyseliny. Mezi tyto aminy patří například histamin, fenylethylamin, tyramin, tryptamin, 

kadaverin, agmatin a putrescin. Druhá skupina aminů, endogenní neboli přírodní aminy, 

vzniká v důsledku nitrobuněčného metabolického procesu v živých organizmech. Do této 
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kategorie se řadí alifatické polyaminy spermidin a spermin, případně i putrescin který je 

prekurzorem těchto polyaminů. [7] 

Pro BA se kromě systematických názvů využívají i triviální názvy. V tabulce (Tab. 

1) jsou uvedeny triviální a systematické názvy nejdůležitějších biogenních aminů, jejich su-

mární a strukturní vzorce včetně molekulové hmotnosti. [5] 
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Tab. 1: Triviální a systematický název, molekulová hmotnost, sumární a strukturní vzorec 

vybraných biogenních aminů [8] 

Triviální 

název 

Sumární 

vzorec 

Molekulová 

hmotnost 

[g/mol] 

Systematický název Strukturní vzorec 

agmatin C5H14N4 130,19 

4-(aminobutyl) gu-

anidin; 1-amino-4-

guanidobutan  

fenylethy-

lamin 
C8H11N 121,18 benzenethanolamin 

 

histamin C5H9N3 111,15 

1H-imidazol-4-eta-

namin; 2-(4-imi-

dazolyl)-etylamin 
 

kadaverin C5H14N2 102,18 
1,5-pentandiamin; 

pentametylendiamin  

putrescin C4H12N2 88,15 
1,4-butan-diamin; 

tetrametylendiamin  

spermin C10H19N3 202,34 

N,N′-Bis(3- amino-

propyl)-1,4- diami-

nobutan 
 

spermidin C7H19N3 145,24 
N-(3-aminopropyl)-

1,4-butan-diamin  

tryptamin C10H12N2 160,21 

1H-indol-3-etana-

min; 3-(2-aminoe-

tyl) indol  

tyramin C8H11NO 137,18 

4-(2- aminoetyl)fe-

nol; 2-p-hydroxy fe-

nyl ethylamin  
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1.2 Vznik biogenních aminů a jejich přeměny 

BA vznikají z aminokyselin působením specifické dekarboxylasy, jejímž kofaktorem 

je pyridoxalfosfát, [9] nebo také z aminokyselin a karbonylových sloučenin působením 

transaminas. Při jejich transformaci na další biologicky aktivní produkty se uplatňují také 

některé oxygenasy a methyltransferasy. [1] 

Z histidinu vzniká jako produkt dekarboxylace histidindekarboxylasou histamin. 

Z lysinu poté vzniká působením lysindekarboxylasy kadaverin. Z argininu vzniká dekarbo-

xylací (arginindekarboxylasou) agmatin a dále pak putrescin. Ten může také vznikat přímo 

dekarboxylací ornithinu ornithindekarboxylasou (ornithin vzniká působením arginasy z ar-

gininu). Z putrescinu vzniká methylací S-adenosylmethioninem spermidin a dále pak sper-

min. Příslušné reakce jsou zjednodušeně uvedeny na obrázku (Obr. 1). [1]  

Dekarboxylací tryptofanu pomocí tryptofandekarboxylasy vzniká tryptamin, ze kte-

rého se vytváří hormon serotonin, pomocí serotonin-N-acetyltransferasy vzniká ze seroto-

ninu N-acetylserotonin a z něj působením hydroxyindol-O-methyltransferasy hormon mela-

tonin. Příslušné reakce jsou zjednodušeně uvedeny na obrázku (Obr. 2). [1] 

Dekarboxylací fenylalaninu fenylalanindekarboxylasou vzniká 2-fenylethylamin, 

z tyrosinu poté vzniká činností tyrosindekarboxylasy tyramin a jeho oxidací oktopamin. 

Z dihydroxyfenylalaninu (DOPA) vzniká dopamin působením dihydroxyfenylalanindekar-

boxylasy, dále oxidací dopaminu vzniká hormon dřeně nadledvinek noradrenalin neboli 

norepinefrin a jeho reakcí s S-adenosylmethioninem další hormon nadledvinek adrenalin 

neboli epinefrin. Příslušné reakce jsou zjednodušeně uvedeny na obrázku (Obr. 3). [1]  

Obr. 1: Dekarboxylace argininu a další reakce vybraných biogenních aminů [1] 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 17 

 

BA jsou značně reaktivní látky (Obr. 4). Vyjma enzymových reakcí, kterými vznikají 

deriváty BA a další sloučeniny, mohou oxidativní deaminací vznikat aldehydy. Během dlou-

hodobého skladování nebo při zvýšené teplotě reagují BA s triacylglyceroly (TAG) za 

vzniku amidů mastných kyselin. Rovněž jako ostatní aminosloučeniny vstupují do neenzy-

matického hnědnutí, kde vznikají jako primární reakční produkty příslušné iminy. Ty mohou 

také vznikat oxidací aminů, například peroxidem vodíku nebo také hydroperoxidy lipidů. 

[1] 

  

Obr. 3: Dekarboxylace fenylalaninu a další reakce [1] 

Obr. 2: Dekarboxylace tryptofanu a další reakce [1] 
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Sekundární aminy mohou reakcí s oxidem dusíku vytvářet karcinogenní nitrosaminy.  

S proteiny reagují BA jako je fenylethylamin, putrescin, tyramin, spermidin a histamin za 

vzniku β-N-substituovaných derivátů diaminopropionové kyseliny. Patrným mechanismem 

vzniku těchto derivátů AMK je β-eliminace zbytků cysteinu a následující adice aminu na 

dvojnou vazbu dehydroalaninu vznikajícího totožně jako při vzniku lysinoalaninu. [1] 

1.3 Faktory ovlivňující vznik biogenních aminů 

Odstranění již jednou vzniklých BA z potravin je velmi obtížné. Snížení jejich kon-

centrace lze například dosáhnout použitím diaminooxidasy, ale v praxi není tento způsob 

dekontaminace použitelný. Z části dochází ke snížení obsahu BA také v tepelně zpracova-

ných výrobcích jejich reakcí s redukujícími cukry, respektive s rozkladnými produkty cukrů 

v Maillardových reakcích. Nejvhodnějším způsobem výroby potravin obsahujících malé 

množství BA je však dodržování takových technologických postupů a hygienických podmí-

nek výroby, které brání jejich vzniku činností mikroorganizmů. [1] 

Tvorba BA je také ovlivněna spoustou různých faktorů. Mezi ty nejdůležitější, které 

mají vliv na aktivitu mikrobiálních dekarboxylačních enzymů, patří přítomnost volných 

AMK (substrátu), přítomnost solí, přítomnost kyslíku, hodnota vodní aktivity (aw), teplota, 

pH, doba skladování, dodržovaní hygieny procesu získávání surovin a jejich zpracování při 

výrobě. [10] 

Obr. 4: Hlavní reakce biogenních aminů [1] 
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1.3.1 Teplota 

Nejdůležitějším faktorem ovlivňujícím mikrobiální produkci BA je teplota sklado-

vání, která přispívá k jejich tvorbě. Skladovací teplotu je nutné dodržovat co nejnižší, pokud 

to potravina umožňuje. Bylo prokázáno, že BA detekované v potravině skladované při tep-

lotě 2 °C byly ve 20x nižších koncentracích než v téže potravině uchovávané při teplotě 10 

°C. [11] Vaření má relativně malý vliv na snížení obsahu BA v potravinách, dochází pouze 

k jejich částečnému rozkladu. U masa vepřového je úbytek BA vyšší. Vliv skladování a te-

pelného zpracování na obsah BA v mletém hovězím mase je dokumentován v tabulce (Tab. 

2). [1] 

Tab. 2: Vliv skladování a vaření na obsah biogenních aminů v hovězím mase [1] 

Obsah v mg/kg 

Teplota Doba putrescin kadaverin spermidin spermin tyramin 

°C dny syrové vařené syrové vařené syrové vařené syrové vařené syrové vařené 

4 0 11 10 23 0 39 56 382 440 8 25 

4 13 12 28 0 56 80 784 393 12 18 

8 46 42 29 0 54 65 520 407 16 12 

12 74 86 32 0 113 189 331 382 12 25 

7 0 13 12 23 0 33 54 318 394 5 26 

4 17 19 28 1 91 92 563 437 18 20 

8 94 107 25 4 157 216 524 360 89 36 

12 224 202 45 36 201 266 390 349 201 111 

10 0 12 12 28 0 80 50 362 446 4 12 

4 69 60 36 2 131 12 517 317 12 27 

8 207 205 32 36 278 267 345 321 52 151 

12 368 277 29 100 177 274 446 361 333 224 

1.3.2 pH 

Úroveň pH je důležitým faktorem ovlivňujícím aktivitu dekarboxylasy. Ovlivňuje, v 

některých případech až inhibuje, růst mikrobiální populace. Dekarboxylasová aktivita je 

vyšší především v kyselém prostředí. Obecně lze říci, že optimální pH pro dekarboxylační 

mikroorganizmy je kolem 4,0 - 5,5. [11] 
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1.3.3 Dostupnost kyslíku 

Balení potravin do modifikované atmosféry je populární konzervační metoda zahr-

nující změnu složení plynu obklopujícího potravinářský výrobek a balení s bariérovým fil-

mem. Obvykle se používají v této technice plyny a jejich směsi O2, N2 a CO2. CO2 je důležitý 

plyn s bakteriostatickými a fungistatickými vlastnostmi. Modifikovaná atmosféra má lepší 

inhibiční účinek ve srovnání s vakuovým balením. Zjistilo se, že modifikovaná atmosféra 

obsahující 60 % CO2 a 40 % N2 byla nejúčinnější při zpomalování vzniku aminů v rybách 

(sardinky) ve srovnání s vakuovým obalem a s normálním skladováním na vzduchu. [12] 

1.3.4 Přítomnost solí a monosacharidů 

Přítomnost solí zpravidla inhibuje vznik BA. Výjimku tvoří histamin a tyramin, na 

jejichž syntézu mohou u některých bakterií soli působit osmoprotektivně a v důsledku toho 

může dojít až ke zvýšení syntézy BA. Tvorba histaminu může být inhibována při koncentraci 

NaCl 3,5-5,5 %, zatímco při nižších koncentracích soli je inhibice neúčinná. [12] 

Přítomnost zkvasitelných sacharidů, jako je například glukosa, může podporovat růst 

a také i dekarboxylasovou aktivitu bakterií. Optimální koncentrace glukosy pro růst a dekar-

boxylasovou aktivitu bakterií se pohybuje od 0,5 % do 2 %, zatímco koncentrace nad 3 % 

zpravidla inhibuje syntézu dekarboxylas. [11] 

1.3.5 Záření 

Ozařování je jednou z důležitých konzervačních technik. Ozařování potravin zahr-

nuje expozici ionizujícím zářením, jako jsou paprsky gama, elektrony s vysokou energií a 

rentgenové záření. Ionizující záření deaktivuje mikroorganizmy poškozením nukleové ky-

seliny. Kromě mikrobiální inaktivace, ozařování potravin je také schopno vyvolat radioly-

tické degradace BA. Již více než 50 zemí přijalo ozařování potravin. [12] 

1.4 Výskyt biogenních aminů v potravinách 

BA se vyskytují prakticky ve všech potravinách jako běžné produkty metabolismu. 

Ve vyšším množství se nachází ve fermentovaných výrobcích (např. sýry, trvanlivé salámy, 

pivo, víno, kysané zelí aj.), kde vznikají mikrobiální činností. Působením kontaminující mi-

kroflóry vznikají hlavně v rybách a v mase během skladování. Ve vysokých koncentracích 
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se BA také vyskytují u potravin v pokročilém stupni kažení. V houbách, zelenině a ovoci při 

nevhodném skladování produkují BA zejména endogenní dekarboxylasy. [1] 

Přehled mikroorganizmů podílejících se na produkci BA v jednotlivých potravinách 

je uveden v tabulce (Tab. 3). 

Tab. 3: Významné mikroorganizmy produkující biogenní aminy [1] 

 

1.4.1 Fermentované potraviny 

1.4.1.1 Mléko a mléčné výrobky 

V mléku jsou všeobecně poměrně nízké koncentrace BA, z toho převažují především 

polyaminy. Nicméně ve fermentovaných mléčných produktech převažuje zejména tyramin, 

histamin, putrescin, kadaverin a v nižších koncentracích byl detekován i β-fenylethylamin a 

tryptamin. [13] 

Sýr je hlavním rizikovým produktem s potenciálně toxickou dávkou BA. Obsah BA 

u různých typů sýrů se liší. Může se také lišit v rámci stejného typu sýru, a dokonce i mezi 

Potravina Mikroorganizmy Produkované aminy 

Ryby Morganella marganii, Klebsiella pneumoniae, 

Hafnia alvei, Proteus mirabilis, Proteus vulga-

ris, Clostridium perfringens, Enterobacter ae-

rogenes, Bacillus sp., Staphylococcus xylosus 

histamin, tyramin, 

kadaverin, putrescin, 

agmatin, spermin, 

spermidin 

Sýry Lactobacillus buchneri, L. delbrueckii subsp. 

bulgaricus, L. plantarum, L. casei, L. aci-

dophilus, Enterococcus faecium, Streptococcus 

mitis, Bacillus macerans, Propionibacterium 

sp. 

histamin, kadaverin, 

putrescin, tyramin, 

tryptamin 

Maso a masné 

výrobky 

Pediococcus sp., Lactobacillus sp., Pseudomo-

nas sp., Streptococcus sp., Micrococcus sp., če-

leď Enterobacteriaceae 

histamin, kadaverin, 

putrescin, tyramin, 

fenylethylamin, 

tryptamin 

Fermentovaná 

zelenina 

Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesen-

teroides, Pediococcus sp. 

histamin, kadaverin, 

putrescin, tyramin, 

fenylethylamin, 

tryptamin 

Fermentované 

produkty ze 

sóji 

Rhizopus oligosporus, Trichosporon beigllii, 

Lactobacillus plantarum 

histamin, kadaverin, 

putrescin, tyramin, 

tryptamin 
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různými částmi stejného sýra. [13] V průběhu zrání sýrů dochází k výrazné tvorbě BA v pro-

vozech s nedostatečnou hygienickou úrovní, tedy vlivem kontaminující mikroflóry. Při do-

držování správné výrobní a hygienické praxe obsahují i dlouhodobě zrající sýry jen relativně 

malé množství BA. [1] 

1.4.1.2 Maso a masné výrobky 

Během skladování masa dochází vlivem enzymové aktivity přítomné mikroflóry 

k růstu obsahu BA a obsah některých z nich se proto využívá také jako tzv. indikátor čer-

stvosti masa. Čerstvé vepřové maso obsahuje totiž do 7 mg/kg kadaverinu a putrescinu, 

kdežto zkažené maso může obsahovat až 60 mg/kg nebo i více. Obsah BA se zvyšuje také 

při výrobě fermentovaných masných výrobků, a to především v prvotních fázích fermentace. 

Na vzniku BA v trvanlivých masných výrobcích se mohou podílet jak mikroorganizmy po-

užité ve startovacích kulturách, tak i mikroorganizmy zpracovávané suroviny (Tab. 4). Ve 

výjimečných případech mohou výrobky obsahovat od 100 do 1000 mg/kg histaminu. [1] 

Tab. 4: Změny koncentrace biogenních aminů během fermentace trvanlivých salámů [1] 

Startovací  

Kultura 

Doba Obsah v mg/kg 

dny histamin kadaverin putrescin 
fenylethy-

lamin 
tyramin 

s vysokou aktivitou 

dekarboxylas 

0 3 1 1 2 2 

1 4 7 21 2 96 

2 5 35 18 9 95 

9 8 64 15 11 142 

21 6 84 13 11 120 

s nízkou aktivitou 

dekarboxylas 

0 3 1 1 2 2 

1 3 1 1 2 2 

2 3 1 1 2 5 

9 4 1 2 2 20 

21 3 1 3 2 21 

1.4.1.3 Fermentovaná zelenina – kysané zelí 

Kyselé zelí a produkty získané fermentací za vzniku mléčné kyseliny z drceného a 

slaného bílého zelí, je jednou z nejznámějších tradičních potravin. Tento fermentovaný rost-

linný výrobek obsahuje nejen množství vitaminů a minerálních látek, ale také vysoké hladiny 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 23 

 

glukosinolátových produktů hydrolýzy, které vykazují významnou antikarcinogenní akti-

vitu. [14]  

Spontánní fermentace zelí je iniciována heterofermentativními bakteriemi mléčného 

kvašení, jako je Leuconostoc mesenteroides, který produkuje kyselinu octovou a kyselinu 

mléčnou. V pozdější fázi procesu jsou nahrazeny homofermentativními bakteriemi, které 

jsou odolnější ke kyselému prostředí, jako je Lactobacillus plantarum, který produkuje 

téměř výhradně jen kyselinu mléčnou. Fermentace je prostředkem prevence zhoršení kvality 

zelí a prodlužuje jeho trvanlivost, protože BMK produkují organické kyseliny, které inhibují 

růst nežádoucích mikroorganizmů. Nicméně zvýšená aktivita mikroflóry může vést k pro-

dukci toxických metabolitů, jako jsou BA. [15] V kysaném zelí je obsaženo vysoké množství 

volných AMK, proto může docházet k jejich dekarboxylaci až na BA. Ve vysokých koncen-

tracích se v kysaném zelí vyskytují hlavně BA jako je putrescin a tyramin, ve značně nižších 

koncentracích pak mohou být detekovány histamin, tryptamin a spermin. [16]  

1.4.1.4 Víno 

Ve víně bylo identifikováno více než 20 BA a jejich celková koncentrace byla v roz-

mezí od jednotek mg/l až přibližně po 50 mg/l, v závislosti na kvalitě vína. [17,18] Variabi-

litu obsahu aminů ve víně lze vysvětlit na základě rozdílů ve výrobním procesu, čase a pod-

mínkách skladování, kvalitou suroviny a možnou mikrobiální kontaminaci během výroby 

vína. [17] 

BA ve víně mohou pocházet ze dvou různých zdrojů: suroviny a fermentačního pro-

cesu. Některé aminy se nacházejí již v hroznech, zejména histamin a tyramin, stejně tak i 

několik těkavých aminů a polyaminů. Ve víně byla nalezena vyšší koncentrace histaminu, 

tyraminu a putrescinu. V menších množstvích poté byl přítomný i kadaverin, fenylethylamin 

a isoamylamin. Putrescin a kadaverin jsou obvykle spojeny se špatnými hygienickými pod-

mínkami při zpracovávání hroznů. [19] Všeobecně je známo, že Pediococcus, Lactobacillus, 

Leuconostoc a Oenococcus spp. jsou hlavními producenty BA ve víně. Například 

Leuconostoc mesenteroides je schopný produkovat tyramin i histamin. [20] Oenococcus 

oeni je schopen podstatně přispět k celkovému obsahu BA ve víně, především produkcí his-

taminu. [21] 
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1.4.1.5 Pivo 

BA obsažené v pivu lze rozdělit na dvě skupiny. První skupina zahrnuje putrescin, 

spermidin, spermin a agmatin, ty jsou považovány především za přírodní složky piva pochá-

zející ze sladu. Zatímco BA druhé skupiny, především histamin, tyramin a kadaverin, ob-

vykle vznikají činností BMK a během vaření piva. Agmatin, který není rutinně stanovován, 

patrně kvůli jeho minimálním nepříznivým účinkům na člověka, byl převládajícím aminem 

v testovaných pivech s průměrnými hodnotami kolem 10 mg/l. [22] Tyramin a putrescin 

byly zjištěny na relativně vysokých úrovních, kdežto obsah ostatních, včetně histaminu, byl 

zpravidla nižší a má tak patrně nižší toxikologický význam. Tyramin tedy byl hlavní bio-

genní amin identifikovaný v pivu, který může způsobovat nežádoucí účinky. [23] 

1.4.2 Nefermentované potraviny 

1.4.2.1 Ryby a výrobky z ryb 

V čerstvém rybím mase je obsah BA poměrně nízký, například v mase tuňáka se na-

chází 0-10 mg/kg histaminu a 0-2 mg/kg tyraminu. Během skladování ryb při teplotách 

okolo 0 °C a nižších vznikají BA v téměř bezvýznamném množství. Při vyšších teplotách je 

pomocí přítomné mikroflóry dekarboxylován především histidin a tkáně především makre-

lovitých ryb (Scrombroidae), kam patří například tuňák a makrela, mohou obsahovat až 

3000 mg/kg (makrela) nebo i 8000 mg/kg (tuňák) histaminu. V relativně vysokém množství 

také vznikají BA jako je tyramin, kadaverin, putrescin a další. Optimální teplota pro pro-

dukci histaminu je velmi rozdílná (5-38 °C) a závisí především na druhu kontaminující mi-

kroflóry. Minoritním BA většinou bývá agmatin, který se v mase ryb nachází běžně v množ-

ství 1-3 mg/kg. Vysoké koncentrace agmatinu nicméně obsahují také některé druhy čers-

tvých korýšů (Haliotis sieboldii aj.) a to kolem 40-200 mg/kg, sušené ryby mohou obsahovat 

až 650 mg/kg. [1] 

1.4.2.2 Ovoce a zelenina 

BA se jako přirozená součást vyskytují také v potravinách rostlinného původu. Mi-

noritním BA v ovoci a zelenině bývá především tyramin, v menším množství se vyskytuje 

také i řada dalších BA. Často se vyskytuji konjugáty biogenních aminů se skořicovými ky-

selinami či s mastnými kyselinami. V některých rostlinách se nacházejí ve významném 

množství různé deriváty BA, které se běžně řadí mezi protoalkaloidy. [1] 
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V listech špenátu se například vyskytuje volný histamin v množství zhruba  

200-400 mg/kg a dále také N-methylhistamin, N-acetylhistamin a amidy histaminu s růz-

nými karboxylovými kyselinami. [1] 

V banánech se jako minoritní BA vyskytuje tyramin a dále také fenylethylamin, his-

tamin, dopamin, serotonin a norepinefrin. [1]. 

1.5 Toxicita biogenních aminů 

BA jsou pro organizmus nezbytné látky, ale ve vysokých koncentracích se mohou 

projevovat jako látky vasoaktivní nebo psychoaktivní. Vasoaktivní aminy mohou působit 

přímo nebo nepřímo na vaskulární systém a psychoaktivní aminy působí jako přenašeči 

v centrálním nervovém systému (CNS). Vasoaktivní aminy se podle účinku dále dělí na 

aminy vasokontraktilní (tyramin) a vasodilatační (histamin). [1] 

Mezi časté symptomy při konzumaci vysokých dávek BA patří zvracení, pocení, bu-

šení srdce, dýchací potíže. Histamin může způsobovat hypotenzi a také může vyvolat ana-

fylaktický šok. Fenylethylamin a tyramin mohou zapříčinit migrény. [1] 

Protoalkaloid gramin, který pochází zejména z trav rodu lesknice (Phalaris sp.) může 

vyvolat u přežvýkavců náhlé kolapsy až smrt. U ovcí se tato chronická otrava projevuje 

různými degenerativními změnami CNS. [1] 

Mezi hlavní enzymy, které jsou BA schopné odbourávat patří monoaminooxidasa a 

diaminooxidasa. Pomocí aktivity těchto dvou enzymů je silně ovlivněn toxický účinek BA. 

Aktivita enzymů může být u jednotlivců různá a závislá na řadě faktorů, například na pří-

tomnosti inhibitorů, jako jsou určitá léčiva, nebo potenciátorů. Enzymový systém není poté 

již schopen eliminovat takto vysoké koncentrace BA. [1] 

Při hodnocení toxického účinku je nutné zvažovat jak přítomnost konkrétního aminu, 

tak i ostatní faktory jako je například množství spotřebované potraviny, přítomnost dalších 

toxických látek apod. Z tohoto důvodu je velmi nesnadné stanovit hranici toxicity BA. Na-

příklad koncentrace histaminu vyšší než 500 mg/kg se považují, že jsou pro člověka již ne-

bezpečné. [1] 

V řadě zemí byla stanovena nejvyšší povolená množství histaminu. U ostatních BA 

jsou stále nedostačující znalosti o jejich toxicitě. [1] 
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Dříve legislativa udávala nejvyšší přípustná množství histaminu a tyraminu v růz-

ných potravinách. [1] Nyní platí nařízení komise (ES) č. 2073/2005 o mikrobiologických 

kritériích pro potraviny, které udává nejvyšší přípustné množství histaminu v produktech 

rybolovu 200 mg/kg a nejvyšší přípustné množství histaminu v produktech rybolovu, které 

byly ošetřeny enzymatickým zráním v láku 400 mg/kg. [24] 
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2 MIKROORGANIZMY PRODUKUJÍCÍ BIOGENNÍ AMINY 

BA vznikají v potravinách dekarboxylací určitých volných AMK. Dekarboxylační 

proces může probíhat dvěma biochemickými cestami. A to aktivitou endogenních enzymů 

dekarboxylas přirozeně se vyskytujících v potravě nebo aktivitou uvolněných exogenních 

enzymů různými mikroorganizmy. Endogenní produkce diaminů je ve srovnání s exogenní 

cestou méně častá. Povaha mikroflóry, složení produktu a další faktory ovlivňují aktivitu 

dekarboxylas, které bakteriální buňka může uvolňovat. [25] 

2.1 Bakterie 

2.1.1 Čeleď Enterobacteriaceae 

Čeleď Enterobacteriaceae zahrnuje rozsáhlou skupinu gramnegativních, většinou 

pohyblivých, fakultativně anaerobních tyčinek, velikosti 0,4-2 µm, zařazených přibližně do 

30 rodů. Enterobakterie jsou individuálně biochemicky velmi aktivní, fermentují glukosu, 

produkují katalasu, nitrátreduktasu, H2S, indol, štěpí močovinu a další. [26] 

Tato kontaminující mikroflóra, především Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, 

Klebsiella pneumoniae, je zodpovědná za produkci kadaverinu, putrescinu a histaminu v po-

travinách. Vyskytují se také i v přírodním prostředí. Protože jsou tyto bakterie termolabilní, 

je jejich přítomnost v mlékárenských výrobcích důsledkem nedostatečné pasterace nebo ne-

dostatečné hygieny a sanitace v provozu. Byl prokázán zvýšený obsah kadaverinu a pu-

trescinu v sýrech vyrobených z mléka kontaminovaného těmito bakteriemi. [27] 

Během skladování čerstvé zeleniny a čerstvých salátů z listové zeleniny byl zjištěn 

zvýšený obsah putrescinu, přičemž se předpokládala souvislost mezi přítomností bakterií 

Enterobacteriaceae, které tvoří až 90 % přítomné mikroflóry, a produkcí putrescinu. [27] 

2.1.2 Rod Bacillus 

Rod Bacillus je velmi rozsáhlý a v přírodě velmi rozšířený. Jedná se o grampozitivní 

peritrichní tyčinky, které mají bohaté enzymové vybavení, takže mohou rozložit různé orga-

nické sloučeniny. Většina druhů má velmi aktivní amylolytické, pektolytické a proteolytické 

enzymy, takže se uplatňují při anaerobním a aerobním rozkladu škrobů, proteinů a dalších 

látek. Určité druhy slouží pro průmyslovou přípravu enzymů. [28] 
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Z tradičních klobás byly izolovány B. subtilis a B. amyloliquefaciens, kde z 13 stu-

dovaných kmenů B. subtilis 10 kmenů vykazovalo aktivitu histidindekarboxylasy (76,92 %), 

12 aktivitu tyrosindekarboxylasy (92,31 %), 8 aktivitu ornitindekarboxylasy (61,54 %) a 8 

aktivitu lysindekarboxylasy (61,54 %). Kmeny B. amyloliquefaciens vykazovaly méně va-

riabilní chování; z šesti studovaných kmenů, byly čtyři schopny dekarboxylace histidinu 

(66,72 %) a šest bylo schopných dekarboxylace tyrosinu, ornitinu, a lysinu (100 %). [29] 

Naopak, z nasolené ryby byl izolován B. polymyxa, který byl schopen degradovat histamin 

až do 100 % v TSB bujónu s přídavkem histaminu. Navíc, B. polymyxa může být považován 

za halotolerantní histamin-degradující bakterii, který produkuje histamin dehydrogenasu k 

degradaci histaminu. [30]  

2.1.3 Rod Lactobacillus 

Jedná se o grampozitivní tyčinky, mikroaerofilní, fermentující cukry na kyselinu 

mléčnou (acidogenní). Rod Lactobacillus je jedním z technologicky nejdůležitějších rodů 

jak z hlediska potravinářského, tak i biotechnologického, který je v přírodě značně rozšířen. 

Jeho zástupci se vyskytují především v mléce, kde vyvolávají přirozené kysaní, dále v ústech 

a trávicím traktu savců, na travinách, obilovinách i jiných rostlinách a v půdě. Podle pro-

duktů katabolismu rozdělujeme rod Lactobacillus na homofermentativní, které produkují 

prakticky pouze kyselinu mléčnou, a na heterofermentativní, které produkují kromě kyseliny 

mléčné ještě značné množství ethanolu a CO2. Protože kyselina mléčná zastavuje rozmno-

žování hnilobných mikroorganizmů a stafylokoků, je využívána činnost BMK pro konzer-

vaci zeleniny i některých krmiv. V mlékárenském průmyslu se homofermentativní lakto-

bacily používají při výrobě sýrů (např. L. casei, L. delbrueckii subsp. lactis, L. helveticus). 

Některé druhy se využívají také pro výrobu kysaných mléčných výrobků (např. L. aci-

dophilus – acidofilní mléko, L. delbrueckii subsp. bulgaricus – jogurty). Některé heterofer-

mentativní laktobacily jsou přítomné také jako nežádoucí kontaminanty ve vinařství a pivo-

varství, kde zapříčiní chuťové vady výrobku, a v drožďárenství, kde vedou ke ztrátě výtěž-

nosti. [26, 30] 

Mezi laktobacily můžeme najít různé dekarboxylasa pozitivní zástupce, které v po-

travinách a fermentovaných nápojích mohou produkovat BA, a tím ohrozit jejich zdravotní 

nezávadnost. Patří mezi jedny z hlavních producentů BA v sýrech, ale také i v pivu. Kmeny 

laktobacilů L. brevis a L. hilgardii byly ve studii Landete et al. (2007, s. 367) zodpovědné 

za vznik tyraminu. [31] 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 29 

 

2.1.4 Rod Pediococcus 

Tento rod je mikroaerofilní až anaerobní a jeho povrchový růst na tuhých substrátech 

je zpravidla značně slabý. Jedná se o grampozitivní koky, které pro svůj růst vesměs vyžadují 

řadu růstových látek. Zahrnuje několik druhů, z nichž některé jsou velmi obávanými konta-

minanty v pivovarském průmyslu, neboť produkují diacetyl, který již ve velmi nízkých kon-

centracích negativně ovlivňuje chuť a aroma piva. Druhy rodu Pediococcus se vyskytují také 

v kysaném zelí, v silážích a v jiných fermentovatelných substrátech. P. halophilus roste v 

prostředí i při 18 % koncentraci NaCl a používá se v Japonsku pro výrobu pasty „miso“ ze 

sojové mouky. [28] 

U P. pentosaceus izolovaného z přírodních sýrů byla detekována aktivita tyrosinde-

karboxylasy. Zároveň bylo dokázáno, že daný kmen není producentem kadaverinu nebo pu-

trescinu. [32] 

2.1.5 Rod Leuconostoc 

Jedná se o heterofermentativní BMK, tudíž zkvašují cukry na kyselinu mléčnou, 

ethanol a CO2. Tvoří kulovité až čočkovité buňky spojené do dvojic nebo do řetízků. Některé 

druhy mohou produkovat velké množství slizu polysacharidové povahy. Sliz tvoří zejména 

L. mesenteroides subsp. mesenteroides, jehož přítomnost může způsobit potíže v drožďáren-

ství, kdy dochází k aglutinaci droždí, ale také i ve slazených minerálních vodách, kde způ-

sobuje rosolovatění. L. mesenteroides subsp. dextranicum se pro změnu využívá pro prů-

myslovou výrobu dextranů pro lékařské účely. L. mesenteroides subsp. cremoris, který se 

vyznačuje silnou tvorbou diacetylu, se využívá jako součást máslařské kultury, protože do-

dává máslu příjemné aroma. [28] 

U L. paramesenteroides a L. mesenteroides subsp. cremoris z celkového počtu 17 

kmenů byla detekována tyrosindekarboxylasová aktivita. Tyto kmeny ukázaly nejvyšší ak-

tivitu tyrosin- i tryptofandekarboxylasy. Proto je evidentní, že některé kmeny mohou produ-

kovat různé BA současně. [33] 

2.1.6 Rod Streptococcus 

Jedná se o skupinu grampozitivních koků, která zahrnuje řadu patogenních druhů, 

které mohou způsobit hnisavá onemocnění, spálu, zubní kazy, anginu apod. V poslední době 
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byly vyčleněny nehemolyzující nepatogenní druhy, které se využívají v mlékárenském prů-

myslu a byly zařazeny do nově vytvořených rodů Lactococcus a Enterococcus. V potravi-

nářském průmyslu je nejvíce využíván L. lactis, kam jsou řazeny i kmeny dříve označované 

jako Streptococcus cremoris (nyní Lactococcus lactis subsp. cremoris). Je součástí máslař-

ské kultury, která se používá k výrobě zakysané smetany. Některé kmeny produkují bakte-

riocin nisin, který inhibuje rozvoj řady grampozitivních bakterií. Nisin se také používá jako 

pomocná látka při konzervaci potravin. [28] 

Streptococcus thermophilus vykazuje aktivitu histidindekarboxylasy a může tak pro-

dukovat histamin v sýrech, jogurtech a fermentovaných nápojích. Kromě toho byla také u 

tohoto druhu detekována aktivita tyrosindekarboxylasy. [34, 35]  

2.1.7 Rod Staphylococcus 

Tento rod zahrnuje grampozitivní, nepohyblivé, neopouzdřené, nesporulující, kata-

lasa pozitivní, fakultativně anaerobní koky, které tvoří nepravidelné shluky. V současné 

době je známo několik desítek druhů stafylokoků, z nichž většina patří k normální mikrof-

lóře kůže a sliznic člověka i zvířat. Některé druhy nicméně mohou u člověka způsobit různá 

hnisavá onemocnění nebo mohou být příčinou toxikóz. [26] K otravě dochází obyčejně 

tehdy, je-li koncentrace buněk S. aureus v potravině řádově 105-107 /g. Původcem otravy 

však nejsou živé buňky, nýbrž jimi vytvořené enterotoxiny. Některé enterotoxiny se inakti-

vují delším varem, a proto je nebezpečí otrav především u tepelně neopracovaných potravin. 

[28] 

Z 38 testovaných kmenů stafylokoků, které byly izolovány ze španělských tradičních 

sušených salámů, bylo 68,4 % schopných dekarboxylovat histidin, 89,4 % tyrosin, 92,1 % 

ornitin a 94,7 % lysin. S. saprophyticus byl druh s nejvyšší dekarboxylační aktivitou. [36] 

2.2 Plísně 

Jako plísně označujeme mikroskopické vláknité eukaryotní mikroorganizmy, které 

patří mezi houby (Fungi). Podle přítomnosti a typu pohlavního rozmnožování se rozdělují 

taxonomicky do tříd Zygomycetes, Ascomycotina a Deuteromycotina. [28] Určité druhy 

plísní mají schopnost redukovat BA. Tyto vláknité houby vykazují vysokou sekreční schop-

nost enzymů, které byly komerčně využívány. Enzymatická eliminace aminů může být 
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úsporným a spolehlivým způsobem, jak odstranit tyto látky z vína a z dalších fermentova-

ných potravin. Je známo, že určité druhy plísní produkují aminooxidasy využívající aminy 

jako jediné zdroje dusíku pro růst. Například genom Aspergillus niger obsahuje šest různých 

genů, které kódují aminooxidasy. Jeden z těchto genů byl heterologicky exprimován v Sac-

charomyces cerevisiae. [37] 

Byla zjištěna 100% degradace tyraminu a putrescinu pomocí Alternaria sp., Epi-

coccum nigrum, Penicillium citrinum, Penicillium roqueforti, Phoma sp., Aspergillus ory-

zae, které byly izolovány z vinné révy. Kromě degradace tyraminu a putrescinu byla potvr-

zena 100% degradace histaminu pomocí Alternaria sp., Penicillium citrinum, Penicillium 

roqueforti, Phoma sp. Degradace histaminu byla nižší u druhu Epicoccum nigrum a Asper-

gillus oryzae. [37] 

2.3 Kvasinky 

Kvasinky patří mezi heterotrofní eukaryotní mikroorganizmy, které se řadí, stejně 

jako plísně, mezi houby. Český název dostaly pro schopnost většiny druhů zkvašovat cukry 

na ethanol a CO2. V přírodě jsou velmi rozšířené. Kvasinky se rozmnožují pomaleji než 

bakterie. Zpravidla snášejí vyšší koncentrace sacharidů (jsou osmotolerantní nebo osmo-

filní). Z těchto důvodů se kvasinky při kažení potravin uplatňují hlavně při kažení kompotů, 

ovocných moštů, slazených limonád a minerálních vod. Kontaminace cizími kvasinkami má 

také nepříznivý účinek v drožďárenství, pivovarství a vinařství. Hlavní průmyslový význam 

kvasinek tkví v jejich využití pro výrobu alkoholických nápojů, pekařského a krmného 

droždí. [28] 

Bylo zjištěno, že BA neprodukující kmeny Yarrowia lipolytica a Debaryomyces han-

senii degradují ethanolamin, který byl již přítomen v neupravené červené hroznové šťávě. 

Nejúčinnější byl kmen Debaryomyces hansenii, který zcela degradoval fenyletylamin a ty-

ramin. [38] 

Bylo zkoumáno snížení produkce BA eliminací genu PEP4 u Saccharomyces cere-

visiae během fermentace čínského rýžového vína. Bylo zjištěno, že odstranění PEP4 může 

snížit aktivitu PrA (enzym kódující proteinasu A, což je enzym, který je zodpovědný za 

produkci volných aminokyselin) v kvasinkách a snížit tak produkci BA. [39] 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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3 CÍLE PRÁCE 

Cílem teoretické části bakalářské práce byl podrobný popis biogenních aminů 

• charakterizace biogenních aminů, jejich vznik a reakce, 

• faktory ovlivňující produkci biogenních aminů, 

• výskyt biogenních aminů a možnosti jejich snížení. 

Praktická část bakalářské práce byla zaměřena na následující cíle: 

• izolace a identifikace mikroorganizmů schopných degradovat biogenní 

aminy z potravinových matric rostlinného původu,  

• ověření jejich schopnosti degradovat biogenní aminy pomocí HPLC metody, 

• vyhodnocení výsledků a formulace závěrů. 
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4 MATERIÁLY A METODIKA 

4.1 Izolace mikroorganizmů degradujících biogenní aminy z potravino-

vých matric rostlinného původu 

4.1.1 Použité vzorky 

Byla provedena izolace mikroorganizmů degradujících biogenní aminy z 14 potravi-

nových matric, jejichž seznam je uveden v tabulce (Tab. 5). 

Tab. 5: Seznam potravin, ze kterých byla provedena izolace 

Seznam potravin Seznam potravin 

Cider Kysané zelí domácí – Tlumačov 

Červené víno 

 

Kysané zelí domácí – Vlčková 

Sladová limonáda Kysané zelí (obchodní síť) 

 
Pivo – světlý ležák Mléčně kvašená zelenina 

Španělské zelené olivy Kimči 

Moruše Tempeh 

Kysané zelí domácí – Vizovice Shiro miso 

4.1.2 Přístroje a pomůcky 

▪ Box laminární BIO IIA, Biohazard (TELSTAR) 

▪ Centrifuga chlazená ROTANA 460R 

▪ HPLC Agilent Technologies (sestava se skládá z binární pumpy a autosampleru La-

bAlliance, DAD a detektoru Agilent Technologies 1260 Infinity a degaseru  

▪ Kolona Zorbax Exlipce Plus C18 RRHD  

▪ Laboratorní sklo a plasty 

▪ Laboratorní třepačka LT2, KAVALIERGLASS, a. s., Sázava  

▪ Laboratorní váhy Adventurere Pro (OHAUS)  

▪ Mikrobiologický inkubátor (Memmert)  

▪ pH metr (EUTECH instruments)  

▪ Sterilizátor H+P Varioklav 135S  

▪ Termoblok Benchmark Digital HEAT BLOCK  

▪ Vortex  
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4.1.3 Kultivační média a roztoky 

Mikroorganizmy byly izolovány v minerálním médiu s biogenními aminy. Byly při-

praveny roztoky nezbytné pro jeho přípravu.  

❖ Roztok KH2PO4  

Roztok byl připraven navážením 9,07 g KH2PO4 a rozpuštěním v 1000 ml destilo-

vané vody.  

❖ Roztok Na2HPO4 ∙ 12 H2O  

Roztok byl připraven navážením 23,9 g Na2HPO4 ∙ 12 H2O a rozpuštěním v 1000 ml 

destilované vody.  

❖ Roztok stopových prvků  

Roztok stopových prvků byl připraven navážením náležitého množství složek, je-

jichž seznam je uveden v tabulce (Tab. 6) a následným rozpuštěním v 1000 ml destilované 

vody.  

Tab. 6: Složení roztoku stopových prvků 

Složka Množství [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 Mg(SO4) ∙ 7 H2O  

Roztok byl připraven navážením 10 g Mg(SO4) ∙ 7 H2O a rozpuštěním v 1000 ml 

destilované vody.  

❖ Roztok Fe(NH4)2(SO4)2 ∙ 6 H2O  

Roztok byl připraven navážením 3 g Fe(NH4)2(SO4)2 ∙ 6 H2O a rozpuštěním v 1000 

ml destilované vody.  
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❖ Roztok CaCl2 ∙ 2 H2O  

Roztok byl připraven navážením 1 g CaCl2 ∙ 2 H2O a rozpuštěním v 1000 ml desti-

lované vody.  

❖ Roztok NaCl  

Roztok byl připraven navážením 50 g NaCl a rozpuštěním v 1000 ml destilované vody.  

❖ Roztok biogenních aminů  

Roztok biogenních aminů (všechny Sigma-Aldrich) byl připraven navážením náleži-

tého množství biogenních aminů, jejichž seznam je uveden v tabulce (Tab. 7) a následným 

rozpuštěním v 1000 ml destilované vody, poté bylo pomocí HCl upraveno pH roztoku na 

6,8.  

Tab. 7: Složení roztoku biogenních aminů 

Složka Množství [g] 

Tyramin 2 

Putrescin 2 

Kadaverin 2 

Histamin 2 

Fenylethylamin 2 

Tryptamin 2 

 

❖ Minerální médium tekuté  

Tekuté minerální médium bylo připraveno nadávkováním připravených roztoků v 

předloženém množství (Tab. 8) a doplněno do 1 litru destilovanou vodou. Tekuté minerální 

médium bylo pipetováno po 5 ml do zkumavek a následně sterilizováno v autoklávu.  

Tab. 8: Složení minerálního média 

Složka Množství [ml] 

Roztok pufru KH2PO4 20 

Roztok pufru Na2HPO4 ∙ 12 H2O 80 

Roztok stopových prvků 2 

Roztok Mg(SO4) ∙ 7 H2O 10 

Roztok Fe(NH4)2(SO4)2 ∙ 6 H2O 10 

Roztok CaCl2 ∙ 2 H2O 10 

Roztok NaCl 10 

Roztok biogenních aminů 100 
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❖ Minerální médium tuhé  

Složení tuhého minerálního média bylo totožné jako složení výše uvedeného teku-

tého minerálního média počítaje obsahem přidaných biogenních aminů, k němuž byl dodán 

agar v množství 12 g/l. Po sterilizaci byly připravené půdy rozlévány do sterilních Petriho 

misek.  

❖ Fyziologický roztok  

Fyziologický roztok byl připraven navážením 8,5 g NaCl a rozpuštěním v 1000 ml 

destilované vody. Fyziologický roztok byl pipetován do zkumavek po 4,5 ml a sterilován v 

autoklávu při teplotě 121 °C po dobu 20 minut. 

4.1.4 Příprava a odběr vzorků z potravinových matric rostlinného původu pro izo-

laci mikroorganizmů degradujících biogenní aminy 

Z jednotlivých potravin bylo sterilně odebráno 5 g vzorku, ke kterým bylo přidáno 

45 ml sterilního fyziologického roztoku. Vzorky byly homogenizovány ve stomacheru po 

dobu 5 minut. Následovně bylo zaočkováno 50 μl této suspenze do tekutého minerálního 

média s biogenními aminy.  

Připravené minerální médium představuje minimální zdroj makrobiogenních, mikro-

biogenních a stopových prvků nezbytné pro zajištění životních funkcí mikroorganizmů. Bi-

ogenní aminy představují v minerálním médiu jediný zdroj uhlíku a dusíku, které jsou izo-

lované mikroorganizmy schopny využít.  

Připravené vzorky ve zkumavkách byly kultivovány při 30 °C a poté, co byl zpozo-

rován zákal v minerálním médiu s biogenními aminy, byl vzorek přeočkován na tuhé mine-

rální médium s biogenními aminy. 

4.1.5 Identifikace izolovaných mikroorganizmů degradujících biogenní aminy 

Mikroorganizmy izolované dle postupu v kapitole 4.1.4., byly dále identifikovány 

pomocí metody MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time of 

Flight mass spectrometry – hmotnostní spektrometrie s laserovou desorpcí a ionizací za 

účasti matrice s průletovým analyzátorem). Identifikace vzorků byla provedena na Sloven-

ské poľnohospodárské univerzitě v Nitře, na Katedře mikrobiologie Fakulty biotechnólogie 

a potravinárstva pod vedením prof. Miroslavy Kačániové. Kultury narostené na tuhém mi-
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nerálním médiu byly přeočkovány křížovým roztěrem pro získání čisté kultury. Po 48 hodi-

nách kultivace při 30 °C byla izolovaná kultura sterilní kličkou odebrána do mikrozkumavky 

typu eppendorf, do které bylo přidáno 450 μl sterilní destilované vody a 450 μl 96% etha-

nolu. Takto připravené vzorky byly následně zaslány na identifikaci. 

4.2 Chromatografické stanovení biogenních aminů 

4.2.1 Příprava a odběr vzorků pro analýzu 

Každý izolovaný mikroorganizmus byl pomnožen v minerálním médiu s biogenními 

aminy (kapitola 4.1.3). Dekarboxylasová aktivita pro každou kulturu byla paralelně zjišťo-

vána ve 3 zkumavkách. Po 48 hodinách kultivace při 30 °C byla živná média centrifugována 

(4500 otáček, 10 minut) a z každé zkumavky bylo odebráno 650 μl supernatantu a přidáno 

650 μl kyseliny chloristé (Merck) o koncentraci 1,2 mol/l. Vzorky v mikrozkumavkách byly 

zamraženy a připraveny pro následnou derivatizaci. 

4.2.2 Derivatizace dansylchloridem 

Byla provedena derivatizace dansylchloridem dle postupu používaného na Ústavu 

technologie potravin FT. K připraveným vzorkům supernatantu bylo přidáno 100 μl vnitř-

ního standardu (1,7-heptandiamin v koncentraci 500 mg/l; Sigma-Aldrich). Z této směsi bylo 

následně odpipetováno 1 ml do derivatizačních nádobek, dále do derivatizačních nádobek 

bylo přidáno 1,5 ml karbonátového pufru o pH 11,0 – 11,1 a 2 ml čerstvě připraveného 

roztoku dansylchloridu (Sigma-Aldrich) o koncentraci 5 g/l v acetonu. Pečlivě uzavřené de-

rivatizační nádobky byly třepány v temnu po dobu 20 hodin. Poté bylo ke vzorkům přidáno 

200 μl roztoku prolinu (Sigma-Aldrich) a vzorky se nechaly třepat další hodinu. Po hodině 

třepání bylo ke vzorkům přidáno 3 ml heptanu (Merck) a po uzavření nádobek byly vzorky 

ještě 3 minuty třepány ručně. Následně bylo odpipetováno z derivatizačních nádobek 1 ml 

heptanové vrstvy do vialek. Z vialek byl následně odpařen vzorek pomocí proudu dusíku při 

teplotě 60 °C. Suchý odparek byl poté zředěn 1,5 ml acetonitrilu (Sigma-Aldrich). Takto 

připravené vzorky byly zamrazeny v mrazícím zařízení při teplotách pod -18 °C do doby 

chromatografického stanovení biogenních aminů. 
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4.2.3 Chromatografické stanovení biogenních aminů 

Před chromatografickým stanovením byly derivatizované vzorky přefiltrovány přes 

stříkačkový filtr s porozitou 0,22 μm, stříkačkový filtr byl proplachován pomocí acetonitrilu.  

Následně byly dávkovány do chromatografického systému (přístroj HPLC Agilent Techno-

logies) s kolonou Zorbax Eclipse plus RRHD C18 o velikosti 50 mm x 3,0 mm. Detekce 

dansylderivátů biogenních aminů byla provedena spektrofotometricky UV zářením o vlnové 

délce 254 nm (pomocí DAD detektoru Agilent Technologies 1260 Infinity) při teplotě 30 

°C. Výsledky byly vyhodnoceny pomocí softwaru Chromeleon. 
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5 VÝSLEDKY 

5.1 Izolace a identifikace mikroorganizmů degradujících biogenní aminy 

Ze 14 potravinových matric bylo izolováno celkem 65 degradérů. Kmeny byly iden-

tifikovány na Slovenské poľnohospodárské univerzitě v Nitre pomocí hmotnostní spektro-

metrie MALDI-TOF na úrovní rodu a druhu. Tabulka (Tab. 9) zobrazuje docílené výsledky. 

Věrohodnost výsledné identifikace je vyjádřena prostřednictvím skóre. To se pohybuje 

v rozmezí od 0 – žádná shoda do 3 – maximální shoda. Zeleně zvýrazněné hodnoty (hodnoty 

od 3,000 do 2,000) značí spolehlivou identifikaci na úrovni druhu. Žlutě zvýrazněné hodnoty 

(hodnoty od 1,999 do 1,700) vyjadřují spolehlivou identifikaci na úrovni rodu. 

Všechny mikroorganizmy se nezdařilo touto metodou identifikovat, 36 izolovaných 

kmenů mělo hodnotu skóre nižší než 1,7. Příčinou mohla být kontaminace vzorku jiným 

mikroorganizmem, nízká koncentrace mikroorganizmů nebo nepřítomnost daného spektra v 

knihovně (knihovny jsou přednostně vytvářeny pro klinické izoláty). 

Tab. 9: Identifikace izolovaných mikroorganizmů pomocí MALDI-TOF MS 

 

Organizmus Skóre Organizmus Skóre 

Bacillus cereus 2B12 1,991 Bacillus subtilis ssp. subtilis 11A13 1,998 

Bacillus altitudinis 5A1 1,729 Lysinibacillus sphaericus 11B1 2,057 

Acinetobacter calcoaceticus 6A1 2,095 Brevibacillus parabrevis 11B2 1,978 

Brevibacillus parabrevis 6A12 2,058 Bacillus cereus 12B22 2,116 

Klebsiella oxytoca 6A2 2,267 Brevibacillus parabrevis 13A21 1,843 

Serratia liquefaciens 6B11 2,376 Microbacterium lacticum 13A22 1,832 

Pseudomonas protegens 6B12 2,351 Bacillus pumilus 13A31 1,890 

Candida krusei 7A21 2,186 Staphylococcus epidermidis 13B21 1,779 

Bacillus pumilus 7B12 1,999 Bacillus subtilis ssp. Subtilis 13B23 1,981 

Brevibacillus parabrevis 9A1 1,747 Klebsiella oxytoca 14A1 1,735 

Bacillus altitudinis 9B11 1,904 Brevibacillus parabrevis 14A2 1,976 

Brevibacillus parabrevis 10A1 1,730 Candida krusei 14B21 1,894 

Staphylococcus warneri 10A12 1,773 Bacillus cereus 14B22 2,142 

Paenibacillus amylolyticus 10A3 1,753 Lysinibacillus sphaericus 14B33 1,878 

Brevibacillus parabrevis 10B1 2,065  
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Uvedené mikroorganizmy byly izolovány z alkoholických nápojů (cider, červené 

víno), fermentované zeleniny (kysané zelí, mléčně kvašená zelenina nebo kimči, olivy), asij-

ských produktů (tempeh, shiro miso), případně z dalších zdrojů (moruše), jak ukazuje ta-

bulka (Tab. 10).  

Tab. 10: Původ izolovaných kmenů 

Organizmus Potravina 

Gramnegativní bakterie  

Acinetobacter calcoaceticus 6A1 Moruše 

Klebsiella oxytoca 6A2 Moruše 

Klebsiella oxytoca 14A1 Mléčně kvašená zelenina 

Pseudomonas protegens 6B12 Moruše 

Serratia liquefaciens 6B11 Moruše 

Grampozitivní bakterie  

Bacillus altitudinis 5A1 Španělské zelené olivy 

Bacillus altitudinis 9B11 Kysané zelí – Vlčková 

Bacillus cereus 2B12 Červené víno 

Bacillus cereus 12B22 Shiro miso 

Bacillus cereus 14B22 Mléčně kvašená zelenina 

Bacillus pumilus 7B12 Kysané zelí – Tlumačov 

Bacillus pumilus 13A31 Tempeh 

Bacillus subtilis ssp. subtilis 11A13 Kimči 

Bacillus subtilis ssp. subtilis 13B23 Tempeh 

Brevibacillus parabrevis 6A12 Moruše 

Brevibacillus parabrevis 9A1 Kysané zelí – Vlčková 

Brevibacillus parabrevis 10A1 Cider 

Brevibacillus parabrevis 10B1 Cider 

Brevibacillus parabrevis 11B2 Kimči 

Brevibacillus parabrevis 13A21 Tempeh 

Brevibacillus parabrevis 14A2 Mléčně kvašená zelenina 

Lysinibacillus sphaericus 11B1 Kimči 

Lysinibacillus sphaericus 14B33 Mléčně kvašená zelenina 

Microbacterium lacticum 13A22 Tempeh 

Paenibacillus amylolyticus 10A3 Cider 

Staphylococcus epidermidis 13B21 Tempeh 

Staphylococcus warneri 10A12 Cider 

Kvasinky  

Candida krusei 14B21 Mléčně kvašená zelenina 

Candida krusei 7A21 Kysané zelí – Tlumačov 

5.2 Chromatografické stanovení poklesu biogenních aminů izolovanými 

mikroorganizmy 

Byla sledována degradační schopnost u 29 izolovaných kmenů pro 5 různých bio-

genních aminů: fenylethylamin, putrescin, kadaverin, histamin a tyramin. 
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5.2.1 Degradace biogenních aminů kmeny izolovanými z červeného vína 

5.2.1.1 Degradační schopnost kmene Bacillus cereus 2B12 

Kmen Bacillus cereus 2B12 byl izolován z červeného vína , původem z oblasti Jižní 

Moravy. Na obrázku (Obr. 5) je možné sledovat největší úbytek putrescinu, tento pokles je 

až o 73 %. Druhý největší pokles byl zaznamenán u fenylethylaminu, který činil 60 %. Ka-

daverin, který byl zredukován až o 59 %, je tak třetím nejvíce degradovaným biogenním 

aminem. Nejnižší degradace byla zaznamenána u histaminu sníženého pouze na 94 % a ty-

raminu sníženého na 90 %. 

 

 

 

 

5.2.2 Degradace biogenních aminů kmeny izolovanými ze španělských zelených oliv 

5.2.2.1 Degradační schopnost kmene Bacillus altitudinis 5A1 

Kmen 5A1 izolovaný ze španělských zelených oliv byl identifikován jako Bacillus 

altitudinis. Degradační aktivita tohoto kmene byla poměrně slabá. Nejvýraznější pokles byl 

zaznamenán u fenylethylaminu, který byl zredukován o 16 % (Obr. 6). Mezi další nejvíce 

zredukované biogenní aminy patřil putrescin, pokles byl o 11 %, histamin, kde pokles činil 

9 % a kadaverin, u kterého byl zaznamenán pokles o 5 %. Obsah tyraminu nebyl prakticky 

redukován vůbec (pouze o 1 %).  
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Obr. 5: Degradace biogenních aminů kmenem Bacillus cereus 2B12 
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5.2.3 Degradace biogenních aminů kmeny izolovanými z moruší 

5.2.3.1 Degradační schopnost kmene Acinetobacter calcoaceticus 6A1  

Kmen Acinetobacter calcoaceticus 6A1 byl izolován z moruší. Z obrázku (Obr. 7) 

lze zpozorovat největší pokles putrescinu, který činil až 80 %. Druhým nejvíce degradova-

ným BA byl fenylethylamin, jehož pokles byl o 69 %. Obsah tyraminu byl snížen na 38 % a 

obsah kadaverinu na 37 %. U histaminu byl zaznamenán nižší pokles, a to pouze o 34 %.  

Obr. 6: Degradace biogenních aminů kmenem Bacillus altitudinis 5A1 
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Obr. 7: Degradace biogenních aminů kmenem Acinetobacter calcoaceticus 

6A1 
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5.2.3.2 Degradační schopnost kmene Brevibacillus parabrevis 6A12 

Kmen 6A12 izolovaný z moruší byl identifikován jako Brevibacillus parabrevis.  

Tento kmen vykazoval slabší schopnost degradace biogenních aminů. Největší pokles byl 

zaznamenán u putrescinu, jehož obsah byl snížen až o 43 %. Další nejvíce degradovaný BA 

byl histamin, u něhož byla zaznamenána redukce o 19 %. Pokles obsahu kadaverinu a feny-

lethylaminu byl téměř totožný a činil 15 %, respektive 14 %. Nejnižší schopnost degradace 

byla pozorována u tyraminu, a to pouze 8 %. 

5.2.3.3 Degradační schopnost kmene Klebsiella oxytoca 6A2 

Kmen 6A2 izolovaný z moruší byl identifikován jako Klebsiella oxytoca. Tento 

kmen velmi dobře snižoval obsah dvou biogenních aminů. Z obrázku (Obr. 9) je patrný 

značný pokles fenylethylaminu, který činil až 82 %. Druhý největší pokles byl zaznamenán 

u tyraminu, a to až o 57 %. U putrescinu byl zaznamenaný pokles o 40 %. Naopak u hista-

minu byla zjištěna redukce pouze o 11 %. Množství kadaverinu zůstalo téměř nezměněné.  
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Obr. 8: Degradace biogenních aminů kmenem Brevibacillus parabrevis 

6A12 
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5.2.3.4 Degradační schopnost kmene Serratia liquefaciens 6B11 

Kmen Serratia liquefaciens 6B11 byl izolován z moruší a vykazoval velmi dobrou 

degradaci putrescinu a tyraminu. Nejvýraznější pokles lze zpozorovat u putrescinu, který 

činil až 85 % a u tyraminu, jehož pokles byl o 84 %. Třetím nejvíce degradovaným BA byl 

histamin, ten byl zredukován o 30 %. Nižší pokles byl zaznamenán u kadaverinu a feny-

lethylaminu, u těchto dvou aminů byla zaznamenána redukce o 26 %, respektive 25 %.  
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Obr. 9: Degradace biogenních aminů kmenem Klebsiella oxytoca 6A2 
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Obr. 10: Degradace biogenních aminů kmenem Serratia liquefaciens 6B11 
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5.2.3.5 Degradační schopnost kmene Pseudomonas protegens 6B12 

 Kmen Pseudomonas protegens 6B12 izolovaný z moruší vykazoval velmi dobrou 

degradační schopnost. Byl pozorován výrazný pokles všech sledovaných BA. Největší po-

kles byl zaznamenán u putrescinu, ten byl zredukován až o 89 %. Další výrazný pokles byl 

pozorován u tyraminu, ten činil 86 % a histaminu, kde byla zjištěná redukce o 78 %. Množ-

ství kadaverinu bylo sníženo o 73 % a fenylethylaminu o 66 %.  

5.2.4 Degradace biogenních aminů kmeny izolovanými z kysaného zelí  

5.2.4.1 Degradační schopnost kmene Candida krusei 7A21 

Kvasinka Candida krusei 7A21 byla izolována z kysaného zelí z Tlumačova. Tato 

kvasinka nejvíce degradovala putrescin, a to o 40 %. Následují fenylethylamin a histamin 

s poklesem o 35 %. Obsah kadaverinu byl snížen o 31 %. Nejnižší pokles lze zpozorovat u 

tyraminu, který činil pouze 25 %.  

Obr. 11: Degradace biogenních aminů kmenem Pseudomonas protegens 
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5.2.4.2 Degradační schopnost kmene Bacillus pumilus 7B12 

Kmen Bacillus pumilus 7B12 izolovaný z kysaného zelí z Tlumačova. Degradační 

schopnost tohoto kmene byla slabší. Nejvýraznější pokles BA byl zaznamenán u histaminu, 

který činil 21 %. Následoval kadaverin s poklesem o 13 % a fenylethylamin s poklesem o 

12 %. Nejnižší pokles lze zpozorovat u tyraminu, kdy došlo k redukci pouze o 5 % a u 

putrescinu, kde byl pokles o 7 %  
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Obr. 12: Degradace biogenních aminů kmenem Candida krusei 7A21 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Fenylethylamin Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin

O
b

sa
h

 b
io

ge
n

n
íc

h
 a

m
in

ů
 [

%
] 

Obr. 13: Degradace biogenních aminů kmenem Bacillus pumilus 7B12 
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5.2.4.3 Degradační schopnost kmene Brevibacillus parabrevis 9A1 

Kmen 9A1 izolovaný z kysaného zelí z Vlčkové byl identifikován jako Brevibacillus 

parabrevis. Tento kmen vykazoval průměrnou degradační aktivitu Z obrázku (Obr. 14) lze 

zpozorovat největší úbytek putrescinu, a to až o 56 %. Následuje histamin, který byl zredu-

kován o 38 % a kadaverin s poklesem o 37 %. Nejnižší pokles byl zaznamenán u tyraminu, 

ten činil 29 % a u fenylethylaminu 33 %. 

 

 

5.2.4.4 Degradační schopnost kmene Bacillus altitudinis 9B11 

,,Kmen Bacillus altitudinis 9B11 byl izolován z kysaného zelí z Vlčkové.  Tento 

kmen byl schopen degradovat většinu aminů z necelé poloviny. Největší pokles byl zazna-

menán u histaminu, který činil 46 %. Kadaverin byl druhý nejlépe degradovaný amin tímto 

kmenem, jeho pokles byl o 43 %, následován fenylethylaminem s poklesem o 41 %. Pu-

trescin byl zredukován ze 40 % Nejnižší pokles lze zpozorovat u tyraminu, který byl snížen 

na 69 %.  

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Fenylethylamin Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin

O
b

sa
h

 b
io

ge
n

n
íc

h
 a

m
in

ů
 [

%
] 

Obr. 14: Degradace biogenních aminů kmenem Brevibacillus parabrevis 

9A1 
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5.2.5 Degradace biogenních aminů kmeny izolovanými ze cideru 

5.2.5.1 Degradační schopnost kmene Brevibacillus parabrevis 10A1 

Kmen Brevibacillus parabrevis 10A1 byl izolován ze cideru. Z obrazku (Obr. 16) je 

patrný největší pokles putrescinu, a to o 55 %. Degradace dalších BA nebyla tak zřetelná 

jako putrescinu. Kadaverin i histamin byly zredukovány o 26 %. Nejnižší pokles byl 

zaznamenán u tyraminu, který činil 16 % a fenylethylaminu, kde došlo k poklesu o 19 %.  
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Obr. 15: Degradace biogenních aminů kmenem Bacillus altitudinis 9B11 
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Obr. 16: Degradace biogenních aminů kmenem Brevibacillus parabrevis 

10A1 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 50 

 

5.2.5.2 Degradační schopnost kmene Staphylococcus warneri 10A12 

 Kmen Staphylococcus warneri 10A12 byl izolován ze cideru. Z obrázku (Obr. 17) 

je patrný nižší úbytek testovaných aminů. Úbytek kadaverinu činil 34 %. Pokles histaminu 

byl 33 %. U putrescinu byl zaznamenán pokles o 27 %. Nejnižší pokles byl detekován u 

tyraminu, který byl zredukován pouze o 16 % a fenylethylaminu, který byl zredukován o 21 

%. 

5.2.5.3 Degradační schopnost kmene Paenibacillus amylolyticus 10A3 

Kmen 10A3 izolovaný ze cideru byl identifikován jako Paenibacillus amylolyticus. 

Nejvýraznější pokles byl zaznamenán u putrescinu, a to 35 % (Obr. 18). Fenylethylamin a 

histamin byl zredukován o 28 %. U kadaverinu jsme mohli zaznamenat pokles o 24 %. 

Pokles tyraminu byl nejnižší, a to pouze 12 %.  
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Obr. 17: Degradace biogenních aminů kmenem Staphylococcus warneri 

10A12 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 51 

 

5.2.5.4 Degradační schopnost kmene Brevibacillus parabrevis 10B1 

Kmen 10B1 izolovaný ze cideru byl identifikován jako Brevibacillus parabrevis. 

Z obrázku (Obr. 19) je patrný nejvýraznější úbytek putrescinu, a to až o 61 %. Pokles ostat-

ních BA nebyl tak výrazný. Histamin byl zredukován o 27 % a kadaverin o 25 %. Nejnižší 

pokles byl zaznamenán u tyraminu, a to 17 % a u fenylethylamin, kde byl zaznamenán pokles 

o 21 %.  
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Obr. 18: Degradace biogenních aminů kmenem Paenibacillus amylolyticus 

10A3 
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Obr. 19: Degradace biogenních aminů kmenem Brevibacillus parabrevis 

10B1 
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5.2.6 Degradace biogenních aminů kmeny izolovanými z kimči 

5.2.6.1 Degradační schopnost kmene Bacillus subtilis ssp. subtilis 11A13 

Kmen Bacillus subtilis ssp. subtilis 11A13 byl izolován z kimči. Z obrázku (Obr. 20) 

je patrná nízká degradační schopnost tohoto kmene. Největší pokles byl zaznamenán u pu-

trescinu, který byl zredukován o 23 % a u histaminu, jehož pokles činil 15 %. Kadaverin byl 

zredukován o 9 % a fenylethylamin o 8 %. Úplně nejnižší pokles lze zaznamenat u tyraminu, 

který byl snížen pouze o 1 %. 

5.2.6.2 Degradační schopnost kmene Lysinibacillus sphaericus 11B1 

 Kmen Lysinibacillus sphaericus 11B1 byl izolován z kimči. Nejvýraznější pokles 

lze zpozorovat u putrescinu, který činil 46 %. U ostatních BA nebyla zjištěná redukce již tak 

znatelná. Histamin byl zredukován o 22 %, kadaverin o 19 % a fenylethylamin o 6 %. U 

tyminu nebyl pokles téměř zaznamenán (méně než 1 %).  
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Obr. 20: Degradace biogenních aminů kmenem Bacillus subtilis ssp. subti-

lis 11A13 
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5.2.6.3 Degradační schopnost kmene Brevibacillus parabrevis 11B2 

Kmen Brevibacillus parabrevis 11B2 byl izolován z kimči. Z obrázku (Obr. 22) je 

patrná nejvýraznější degradace putrescinu, který byl zredukován až o 72 %. Degradace ostat-

ních BA nebyla již tak rapidní. U histaminu byl zaznamenán pokles o 33 %. Kadaverin a 

fenylethylamin byly zredukovány na 68 %. Nejnižší pokles byl zaznamenán u tyraminu, 

který činil 28 %.  
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Obr. 21: Degradace biogenních aminů kmenem Lysinibacillus sphaericus 

11B1 
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Obr. 22: Degradace biogenních aminů kmenem Brevibacillus parabrevis 

11B2 
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5.2.7 Degradace biogenních aminů kmeny izolovanými ze shiro miso 

5.2.7.1 Degradační schopnost kmene Bacillus cereus 12B22 

 Kmen 12B22 izolovaný ze shiro miso byl identifikován jako Bacillus cereus. Nej-

výraznější pokles koncentrace byl zaznamenán u histaminu, a to o 29 % a u putrescinu, jehož 

pokles činil 28 %. Koncentrace fenylethylaminu byla snížena o 20 % a koncentrace kadave-

rinu o 16 %. Nejnižší pokles byl zaznamenán u tyraminu, který činil pouze 11 %. 

5.2.8 Degradace biogenních aminů kmeny izolovanými z tempehu 

5.2.8.1 Degradační schopnost kmene Brevibacillus parabrevis 13A21 

 Kmen 13A21 izolovaný z tempehu byl identifikován jako Brevibacillus parabrevis. 

Z obrázku (Obr. 24) lze postřehnout největší úbytek putrescinu, který byl snížen o 61 %. 

Koncentrace kadaverinu byla snížena o 34 % a koncentrace histaminu o 29 %. 

Fenylethylamin byl zredukován o 17 %. Úbytek tyraminu byl nejnižší, pokles činil pouze  

12 %.  
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Obr. 23: Degradace biogenních aminů kmenem Bacillus cereus 12B22 
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5.2.8.2 Degradační schopnost kmene Microbacterium lacticum 13A22 

 Kmen Microbacterium lacticum 13A22 byl izolován z tempehu. Tento kmen nejlépe 

degradoval putrescin, u kterého byl zaznamenán pokles o 40 % (Obr. 25). Degradace 

ostatních BA nebyla již tak výrazná. Pokles u fenylethylaminu činil 14 % a u histaminu 12 

%. Nejnižší pokles byl zaznamenán u tyraminu a to o 5 % a u kadaverinu o 10 %.   
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Obr. 24: Degradace biogenních aminů kmenem Brevibacillus parabrevis 

13A21 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Fenylethylamin Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin

O
b

sa
h

 b
io

ge
n

n
íc

h
 a

m
in

ů
 [

%
] 

Obr. 25: Degradace biogenních aminů kmenem Microbacterium lacticum 

13A22 
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5.2.8.3 Degradační schopnost kmene Bacillus pumilus 13A31 

 Kmen 13A31izolovaný z tempehu byl identifikován jako Bacillus pumilus. Z ob-

rázku (Obr. 26) je zřejmá nižší degradační schopnost tohoto kmene. Nejvíce zredukovanými 

BA byly histamin, kde pokles činil 19 %, fenylethylamin s poklesem o 17 %, kadaverin, kde 

byl detekován pokles o 13 % a tyramin, který byl zredukován o 11 %. Nejnižší pokles kon-

centrace byl zaznamenán u putrescinu, konkrétně 7 %. 

5.2.8.4 Degradační schopnost kmene Staphylococcus epidermidis 13B21 

 Kmen 13B21 izolovaný z tempehu byl identifikován jako Staphylococcus epidermi-

dis. Většina BA byla tímto izolátem zredukována více jak o třetinu (Obr. 27). Konkrétně se 

jedná o fenylethylamin, který byl zredukován o 43 %, tyramin o 39 % a histamin o 37 %. 

Koncetrace kadaverinu byla snížena o 31 %. Nejméně degradovaným aminem byl putrescin, 

jehož pokles byl pouze 17%.  
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Obr. 26: Degradace biogenních aminů kmenem Bacillus pumilus 13A31 
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5.2.8.5 Degradační schopnost kmene Bacillus subtilis ssp. subtilis 13B23 

 Kmen Bacillus subtilis ssp. subtilis 13B23 byl izolován z tempehu. Z obrázku (Obr. 

28) je zjevné, že tento kmen má poměrně nízkou degradační schopnost. Degradace je ale 

znatelnější oproti obdobnému kmenu Bacillus subtilis ssp. subtilis 11A13. Mezi nejvíce de-

gradovanými BA byly histamin s poklesem o 33 %, kadaverin s poklesem o 28 % a feny-

lethylamin s poklesem o 27 %. Nejnižší degradace byla poté zaznamenána u putrescinu, 

který byl zredukován pouze o 18 % a u tyraminu, který byl zredukován o 17 %.  
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Obr. 27: Degradace biogenních aminů kmenem Staphylococcus epidermi-

dis 13B21 
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Obr. 28: Degradace biogenních aminů kmenem Bacillus subtilis ssp. subti-

lis 13B23 
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5.2.9 Degradace biogenních aminů kmeny izolovanými z mléčně kvašené zeleniny 

5.2.9.1 Degradační schopnost kmene Klebsiella oxytoca 14A1 

Kmen Klebsiella oxytoca 14A1 byl izolován z mléčně kvašené zeleniny. 

Koncentrace všech BA byla snížena méně než o třetinu (Obr. 29). Nejvíce byl redukován 

histamin, konkrétně o 32 %. Koncentrace kadaverinu byla snížena o 26 % a fenylethylaminu 

o 25 %. Nejnižší pokles byl zaznamenán u tyraminu, který činil 20 % a u putrescinu, jehož 

pokles činil 21 %. 

5.2.9.2 Degradační schopnost kmene Brevibacillus parabrevis 14A2 

 Kmen 14A2 izolovaný z mléčně kvašené zeleniny byl identifikován jako Breviba-

cillus parabrevis. Degradační schopnost je podobná jako u kmene Brevibacillus parabrevis 

9A1. Největší pokles byl zaznamenán u putrescinu, konkrétně 45 %. Obsah fenylethylaminu 

byl snížen o 39 % a histaminu o 34 %. Koncentrace kadaverinu byla snížena pouze o 27 % 

a koncentrace tyraminu o 26 %.  
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Obr. 29: Degradace biogenních aminů kmenem Klebsiella oxytoca 14A1 
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5.2.9.3 Degradační schopnost kmene Candida krusei 14B21 

Izolát 14B21 izolovaný z mléčně kvašené zeleniny byl identifikován jako kvasinka 

Candida krusei. Všechny sledované BA byly zredukovány více jak o třetinu (Obr. 31). 

Největší pokles koncentrace byl zaznamenán u fenylethylaminu a histaminu, konkrétně až o 

42 %. Obsah putrescinu byl snížen o 40 % a obsah kadaverinu o 38 %. Nejnižší degradace 

byla zaznamenána u tyraminu, kde pokles činil 34 %.  
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Obr. 30: Degradace biogenních aminů kmenem Brevibacillus parabrevis 

14A2 
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Obr. 31: Degradace biogenních aminů kmenem Candida krusei 14B21 
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5.2.9.4 Degradační schopnost kmene Bacillus cereus 14B22 

 Kmen Bacillus cereus 14B22 byl izolován z mléčně kvašené zeleniny. Z obrázku 

(Obr. 32) je očividné, že tento kmen má nízkou degradační schopnost. Degradace BA byla 

nižší oproti kmenu téhož druhu (B. cereus 12B22). Nejvýraznější pokles byl zaznamenán u 

putrescinu, který činil 24 %. Koncentrace histaminu byla snížena o 20 %. Fenylethylamin a 

kadaverin byly zredukovány o 13 %. Nejnižší úbytek byl zaznamenán u tyraminu, konkrétně 

7 %. 

5.2.9.5 Degradační schopnost kmene Lysinibacillus sphaericus 14B33 

 Kmen 14B33 izolovaný z mléčně kvašené zeleniny byl identifikován jako Lysiniba-

cillus sphaericus. Degradace jednotlivých BA tímto kmenem je poměrně rovnoměrná (Obr. 

33). Největší pokles koncetrace byl pozorován u putrescinu, který činil 31 %. Obsah 

histaminu byl zredukován o 28 %, obsah fenylethylaminu o 26 % a obsah kadaverinu o 23 

%. Nejnižší degradace byla zaznamenána u tyraminu s poklesem o 18%.  
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Obr. 32: Degradace biogenních aminů kmenem Bacillus cereus 14B22 
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5.2.10 Porovnání degradační schopnosti izolovaných degradérů 

Největší degradační schopnost vykazoval kmen Pseudomonas protegens 6B12, který 

průměrně snížil koncentraci všech BA minimálně o 78 %. Největší míra degradace byla za-

znamenána u putrescinu, který byl zredukován až o 89 %. 

Druhým nejlepším degradérem byla rovněž gramnegativní bakterie, a to izolát iden-

tifikovaný jako Acinetobacter calcoaceticus 6A1, který průměrně zredukoval obsah všech 

biogenních aminů o 62 %. Konkrétně byl zaznamenán největší pokles koncentrace pu-

trescinu, který činil až 80 %. 

Značná část degradérů nejlépe využívala jako zdroj energie putrescin, konkrétně až 

18 kmenů. Naopak nejméně degradovaným BA byl tyramin, kde až u 22 kmenu byl zazna-

menán nejnižší pokles koncentrace. 
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Obr. 33: Degradace biogenních aminů kmenem Lysinibacillus sphaericus 

14B33 
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6 DISKUZE 

Biogenní aminy jsou dusíkaté sloučeniny s nízkou molekulární hmotností, které se 

nachází ve většině fermentovaných potravin, jako jsou sýry, mléčné výrobky, ryby, maso, 

víno a pivo. Tyto biologicky produkované aminy jsou nezbytné v nízkých koncentracích pro 

normální metabolické a fyziologické funkce u zvířat, rostlin a mikroorganizmů. BA však 

mohou mít také nepříznivé účinky. Spotřeba potravin a nápojů s vysokým obsahem aminů 

může mít nežádoucí účinky na lidský organizmus, které mohou být závažnější u citlivých 

spotřebitelů se sníženou aktivitou enzymů mono- a diamonooxidasy. Tyto enzymy kataly-

zují oxidační deaminaci BA. Enzymatické odstraňování aminů může tak být bezpečným 

způsobem, jak tyto problematické sloučeniny odstranit z potravin. [37] 

Exogenní BA jsou produkovány pomocí dekarboxylas vylučovaných mikroorga-

nizmy, které jsou přirozeně přítomny v potravinách. Jedná o kontaminanty nebo jsou přidá-

vány do potravin jako startovací kultury. Enzymatický dekarboxylační proces závisí na růz-

ných faktorech, jako jsou dostupnost substrátu ve volné formě, přítomnost mikroorganizmů 

produkujících dekarboxylasu a podmínky prostředí (pH, teplota, O2 atd.). Volné aminoky-

seliny jsou buď přirozeně přítomné v potravině, nebo jsou produkovány proteolýzou, jak 

endogenními proteasami v surových produktech, tak mikrobiálními enzymy. Ve skutečnosti 

může proteolýza hrát důležitou roli při uvolňování volných aminokyselin z tkáňových pro-

teinů, které poskytují substrát pro dekarboxylasové reakce. [40] 

Nejvyšší množství BA jsou přítomna ve fermentovaných potravinách a nápojích, 

zejména v potravinách bohatých na bílkoviny, peptidy nebo aminokyseliny, např. ryby a rybí 

výrobky, maso a masné výrobky, vejce, sýry, fermentovaná zelenina, ovoce, ořechy, čoko-

láda, sójové produkty a víno. Také zpracování a aditiva mohou ovlivnit tvorbu BA v potra-

vinách, například BA jsou sloučeniny, které jsou stabilní vůči teplu, a jejich úroveň není při 

vysokoteplotním zpracování významně snížena. Vzhledem k tomu, že mikrobiální znehod-

nocení potravin může být doprovázeno zvýšenou produkcí dekarboxyláz, přítomnost BA by 

mohla sloužit jako užitečný ukazatel znehodnocení potravin. [41] 

Cílem tohoto experimentu bakalářské práce bylo izolovat z potravinových matric 

rostlinného původu mikroorganizmy se schopností degradovat tyto sloučeniny a poté tyto 

mikroorganizmy identifikovat. Jejich izolace byla uskutečněna pomocí kultivace v minerál-

ním médiu, v kterém představovaly jediný zdroj dusíku a uhlíku právě přidané BA. Identifi-
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kace byla provedena pomocí metody MALDI-TOF MS. Hmotnostní spektrometrie je zalo-

žena na rozdělení nabitých částic podle jejich molekulových hmotností v elektrickém/mag-

netickém poli.[42] 

Pomocí této metody se podařilo identifikovat 29 kmenů. Jedná se zejména o zástupce 

gramnegativních rodů Acinetobacter, Klebsiella, Serratia, Pseudomonas, grampozitivních 

rodů Lysinibacillus, Bacillus, Staphylococcus, Brevibacillus, Paenibacillus, a kvasinky rodu 

Candida. 

Řada studií se již zabývala izolací mikroorganizmů s degradační schopností biogen-

ních aminů z potravin. Například ze solených ryb bylo izolováno 8 různých mikroorganizmů 

s touto schopností. U kmene Bacillus polymyxa se podařilo během 24 h snížit obsah hista-

minu až o 100 %. Bacillus subtilis snížil koncentraci histaminu o 74 % a Bacillus cereus o 

52 %. [30] Námi izolovaný kmen Bacillus subtilis ssp. subtilis 13B23 získaný z tempehu byl 

schopen snížit koncentraci histaminu o 33 % a kmen Bacillus cereus 12B22 izolovaný 

ze shiro miso byl schopen snížit koncentraci histaminu o 29 %. Z červeného vína se povedlo 

izolovat kmen Bacillus cereus 2B12, který měl vysokou predispozici k degradaci putrescinu, 

jeho koncentrace se snížila až o 73 %.  

V bakalářské práci Vítkové [43] byla rovněž sledovaná degradační schopnost u 

kmene Bacillus subtilis, Bacillus altitudinis a Bacillus pumilus v průběhu 72 hodin. Jako 

nejlepší degradér se projevil Bacillus subtilis, který zredukoval putrescin ze 100 % původ-

ního množství, histamin z 97 %, kadaverin z 92 %, tyramin z 40 % a fenylethylamin z 35 %. 

Náš izolovaný kmen Bacillus subtilis ssp. subtilis 13B23 vykazoval nižší predispozici k de-

gradaci BA, konkrétně zredukoval histamin o 33 %, kadaverin o 28 %, fenylethylamin o 27 

%, putrescin o 18 % a tyramin o 17 %. Bacillus altitudinis vykazoval nižší degradační schop-

nost, konkrétně snížil koncentraci tyraminu o 36 %, fenylethylaminu o 31 %, putrescinu o 

26 %, kadaverinu o 24 % a u histaminu o 18 %. Námi izolovaný kmen Bacillus altitudinis 

9B11 z kysaného zelí vykazoval vyšší degradační schopnost. Většinu BA zredukoval více 

než o třetinu, konkrétně obsah histaminu se snížil o 46 %, obsah kadaverinu o 43 %, feny-

lethylaminu o 41 %, putrescinu o 40 % a obsah tyraminu o 31 %. Kmen Bacillus pumilus 

byl schopen snížit koncentraci putrescinu a tyraminu až o 36 %, koncentrace fenylethyla-

minu a kadaverinu byla snížena o 28 % a koncentrace histaminu o 21 %. Námi izolovaný 

kmen Bacillus pumilus 13A31 z tempehu měl nižší degradační schopnost. Nejvíce degrado-

val histamin z 19 %, poté fenylethylamin z 17 %. Koncentrace kadaverinu se snížila o 13 %, 

koncentrace tyraminu o 11 % a koncentrace putrescinu o 7 %. 
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V jiné studii se podařilo izolovat ze solené a fermentované sardele kmen Staphylo-

coccus xylosus, který dokázal snížit koncentraci histaminu až o 38 %, mírně také degradoval 

tyramin, ale ne významně, konkrétně o 4 %. [44] V experimentu se podařilo izolovat kmen 

Staphylococcus warneri 10A12 z cideru, který byl schopen redukovat koncentraci histaminu 

o 33 % a obsah tyraminu o 16 %. Z tempehu byl izolován kmen Staphylococcus epidermidis 

13B21, který nejlépe degradoval fenylethylamin, a to až o 43 %, koncentrace histaminu byla 

snížena o 37 % a koncentrace tyraminu o 39 %. 

V rámci experimentu, kdy byla také ověřována degradační schopnost izolovaných 

kmenů pomocí HPLC/UV, se jako nejlepší degradér projevil kmen Pseudomonas protegens 

6B12. Koncentraci BA dokázal redukovat více jak o polovinu. Měl predispozici především 

pro degradaci putrescinu, jehož obsah poklesl až o 89 %. Druhým dobře degradujícím kme-

nem byl Acinetobacter calcoaceticus 6A1 izolovaný z moruší. Pomocí tohoto izolátu byl 

opět nejlépe degradován putrescin, jehož množství bylo sníženo až o 80 %. Ve studii Butor 

a kol. [45] byl izolován kmen Acinetobacter pitii ze zrajícího sýru, u něhož byla rovněž 

potvrzena degradační schopnost. Koncentraci BA byl schopen snížit zhruba o jednu čtvrtinu, 

nejlépe však degradoval tyramin, konkrétně o 37 %. 

Z dosažených výsledků lze vydedukovat, že využití mikroorganizmů s degradační 

schopností má v potravinářském průmyslu budoucnost. Mnohdy nelze u potravin použít jiné 

preventivní faktory, které by dostatečně bránily vzniku BA. Bakterie Pseudomonas prote-

gens, která vykazovala v této studii nejlepší degradační schopnosti, se řadí mezi aerobní 

gramnegativní bakterie. Jedná se o typicky půdní mikroorganizmus s extrémně všestran-

ným metabolismem, který může osidlovat kořeny různých druhů rostlin. Kromě toho bylo 

také izolováno a charakterizováno mnoho kmenů rodu Pseudomonas podporujících růst rost-

lin. Tyto bakterie tak poskytují příznivé prostředí pro produktivitu rostlin zlepšením dostup-

nosti a asimilace živin. [46] Zmíněný kmen byl v této studii izolován z moruší, takže jeho 

přítomnost není neobvyklá. Kmen Pseudomonas protegens byl studován zejména pro vlast-

nosti biokontroly.[47] Jeho využití v potravinářství prozatím není prozkoumáno. Acineto-

bacter calcoaceticus je striktně aerobní gramnegativní kokobacilus vyskytující se v půdě a 

může být také součástí normální lidské střevní mikroflóry. Může být patogenní a způsobit 

oportunní infekci u pacientů s jinými onemocněními, proto by aplikace této bakterie v po-

travinářství vyžadovala další výzkum. Mnoho výzkumů se nyní zaměřuje na využití metod 

DNA fingerprintingu, včetně analýzy plazmidových profilů, kde se právě mohou vyskytovat 

geny zodpovědné za produkci virulentních faktorů nebo genů pro rezistenci na antibiotika. 
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[48] Z tohoto důvodu bude třeba kmeny s potenciální degradační aktivitou, které se nevyu-

žívají v potravinářství jako startovací kultury nebo i jinak, otestovat, tak aby u nich byly 

vyloučeny nežádoucí faktory, jako je produkce faktorů virulence, toxinů, rezistence na anti-

biotika, apod. 

Navíc, pokud by u těchto kmenů byla potvrzena absence produkce virulentních a 

dalších nežádoucích faktorů, bude třeba otestovat jejich degradační aktivitu v modelových 

vzorcích potravin. V potravinách se totiž tyto kmeny mohou chovat jinak, než je tomu v la-

boratorních podmínkách v prostředí bujónu, kde přeci jen nemusí překonávat tolik překážek, 

jako tomu může být v potravinách. V potravinách jejich degradační aktivita může být nižší, 

ale i vyšší, než tomu bylo v bujónu v závislosti na vlastnostech kmene, ale i potraviny.   
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7 ZÁVĚR 

Tato bakalářská práce se zabývá biogenními aminy. Cílem praktické části bylo z po-

travinových matric izolovat mikroorganizmy degradující biogenní aminy a následně je iden-

tifikovat. Součástí také bylo prověřit degradační schopnost izolovaných kmenů. 

Na základě získaných výsledků můžeme říci, že: 

❖ ze 14 různých potravinových matric se nám podařilo izolovat až 65 degradérů bio-

genních aminů, což naznačuje relativně vysoký výskyt mikroorganizmů využívající 

biogenní aminy jako zdroj energie (především uhlíku a dusíku), 

❖ pomocí metody MALDI TOF-MS se zdařilo identifikovat 29 kmenů, 

❖ pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie s UV detekcí byla u všech 29 izo-

lovaných kmenů potvrzena degradační schopnost, 

❖ nejlépe degradovaným biogenním aminem byl putrescin, 

❖ problematicky využívaným biogenním aminem se jevil tyramin, 

❖ nejlepší degradační schopnost vykazoval kmen Pseudomonas protegens 6B12. De-

gradoval 89 % putrescinu, 86 % tyraminu, 78 % histaminu, 73 % kadaverinu a 66 % 

fenylethylaminu. 
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