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ABSTRAKT 

Tato práce byla zaměřena na prozkoumání dekarboxylasové aktivity probiotických bakterií. 

Dekarboxylasová aktivita kmenů rodu Bifidobacterium byla sledována za působení růz-

ných faktorů vnějšího prostředí (pH, NaCl a laktosa). Produkce biogenních aminů z ami-

nokyselin (tyrosinu, ornitinu, argininu, lysinu) byla analyzována pomocí vysokoúčinné ka-

palinové chromatografie. Kmen B. animalis subsp. lactis CCDM 239 produkoval pouze 

tyramin a spermin. Kmen B. animalis subsp. lactis B25 produkoval tyramin, putrescin, 

kadaverin, spermin a spermidin. Produkce biogenních aminů byla specifická pro jednotlivé 

kmeny. Část práce byla věnována detekci genu pro produkci putrescinu  

u osmi kmenů rodu Lactobacillus pomocí metody PCR. U tří kmenů laktobacilů (Lbc. cur-

vatus subsp. curvatus AI-2, Lbc. curvatus subsp. curvatus AI-3, Lbc. brevis DEPE 24) byl 

detekován při použití primerů AgD1/AgD2 gen aguA kódující agmatin-deiminasu. 

Klíčová slova: biogenní aminy, rod Bifidobacterium, faktory ovlivňující produkci biogen-

ních aminů, HPLC, PCR, gen aguA  

 

ABSTRACT 

This work was focused on the exploration decarboxylase activity of probiotic bacteria. De-

carboxylase activity of Bifidobacterium strains was tested. The effect of selected environ-

mental factors (pH, NaCl and lactose) on the decarboxylase aktivity of bifidobacteria was 

monitored too. The production of biogenic amines from amino acids (tyrosine, ornithine, 

arginine, lysine) was analysed by high performance liquid chromatography. B. animalis 

subsp. lactis CCDM 239 produced only tyramine and spermine. B. animalis subsp. lactis 

B25 produced tyramine, putrescine, cadaverine, spermine and spermidine. Production of 

biogenic amines was specific to the individual strains. Some work has been focused on the 

detection of the gene for putrescine production in eight strains of the genus Lactobacillus 

using PCR. The aguA gene encoding agmatine deiminase was detected in three strains of 

lactobacilli (Lbc. curvatus subsp. curvatus AI-2, Lbc. curvatus subsp. curvatus AI-3, Lbc. 

brevis DEPE 24). 

Keywords: biogenic amines, Bifidobacterium, factors affecting the production of biogenic 

amines, HPLC, PCR, gen aguA 
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ÚVOD 

Dekarboxylasová aktivita bakterií vyskytujících se ve fermentovaných potravinách je aktu-

álním a často diskutovaným tématem. Problematikou produkce biogenních aminů startéro-

vými kulturami a izolací bakterií s dekarboxylasovou aktivitou z fermentovaných výrobků 

se zabývá již mnoho studií. Řada z nich je zaměřena na optimalizaci a vývoj metod  

pro detekci biogenních aminů. Důvodem je negativní vliv vyšších koncentrací biogenních 

aminů na lidský organismus. Dekarboxylasová aktivita bakterií je ovšem kmenově speci-

fická a navíc je do jisté míry ovlivněna působením vnějších faktorů. Tato diplomová práce 

je zaměřena na problematiku produkce biogenních aminů probiotickými bakteriemi, neboť 

této oblasti nebyla doposud věnována odpovídající pozornost. 

Teoretická část zahrnuje charakteristiku biogenních aminů a popis vnějších faktorů (pH, 

teplota, přítomnost sacharidů, působení konzervačních a přídatných látek atd.) působících 

na jejich produkci. Zabývá se popisem probiotických bakterií, především bakterií rodu  

Bifidobacterium a pojednává o využití vysokoúčinné kapalinové chromatografie k detekci 

biogenních aminů. Dále je v teoretické části popsán princip metody PCR a možnost využítí 

této metody pro stanovení potenciálu bakterií pro tvorbu biogenních aminů. 

Praktická část diplomové práce je rozdělena do dvou částí. První část je zaměřena na sta-

novení závislosti produkce biogenních aminů bifidobakteriemi na působení vnějších fakto-

rů (pH, koncentrace soli a laktosy). U bakterií rodu Bifidobacterium byla zkoumána jejich 

schopnost dekarboxylace aminokyselin lysinu, ornitinu, argininu a tyrosinu. Druhá část je 

věnována detekci genu zodpovědného za schopnost tvorby putrescinu bakteriemi rodu  

Lactobacillus pomocí metody PCR.       
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 CHARAKTERISTIKA BIOGENNÍCH AMINŮ 

Biogenní aminy (BA) jsou organické dusíkaté sloučeniny s nízkou molekulární hmotností. 

Tyto bazické sloučeniny vznikají převážně dekarboxylací aminokyselin, případně také 

aminací a transaminací aldehydů a ketonů. BA jsou syntetizovány v mikrobiálním, rostlin-

ném i živočišném metabolismu. V potravinách jsou vytvářeny pomocí enzymů s původem 

v surovině nebo mikroorganismy s dekarboxylasovou aktivitou. Dle chemické struktury lze 

BA rozdělit do skupin [1]:  

 alifatické (putrescin, kadaverin, spermin, spermidin) (Obr. 1), 

 aromatické (tyramin, fenylethylamin) (Obr. 2), 

 heterocyklické (histamin, tryptamin) (Obr. 3) [1]. 

 

Obr. 1: Alifatické biogenní aminy [2] 

 

Obr. 2: Aromatické biogenní aminy [2] 

 

Obr. 3: Heterocyklické biogenní aminy [2]      
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1.1 Vznik biogenních aminů 

Z aminokyselin (AMK) vznikají BA působením dekarboxylas obsahujících pyridoxalfosfát 

jako kofaktor (Obr. 4) nebo z AMK a karbonylových sloučenin působením enzymů 

transaminas. V průběhu transformace na další biologicky aktivní produkty se pak uplatňují 

některé oxygenasy a metyltransferasy [2].  

 

Obr. 4: Obecné schéma vzniku aminů [3] 

Dekyrboxylasy mají různou substrátovou specifičnost. Produkty dekarboxylace jsou pře-

vážně fyziologicky velmi účinné látky [4]. Produktem dekarboxylace histidinu pomocí his-

tidindekarboxylasy je histamin. Z aminokyseliny lysinu vzniká působením lysindekarboxy-

lasy kadaverin (1,5-diaminopentan). Agmatin je produktem dekarboxylace argininu (argi-

nindekarboxylasou) a následně může být přetvářen na putrescin (1,4-diaminobutan), který 

je zároveň přímým produktem dekarboxylace ornitinu (ornitindekarboxylasou). Ornitin 

vzniká z argininu působením arginasy. Metylací putrescinu S-adenosylmetioninem vzniká 

spermidin a dále spermin [2]. Putrescin, spermidin, a spermin jsou v současné době zařa-

zeny do skupiny polyaminů, protože obsahují dvě a více aminoskupin a mohou být tvořeny 

i alternativními metabolickými cestami (Obr. 5) [5]. Fenylalanin je činností fenylalaninde-

karboxylasy přetvářen na 2-fenyletylamin. Z tyrosinu působením tyrosindekarboxylasy 

vzniká tyramin a jeho následnou oxidací oktopamin. Produktem dekarboxylace tryptofanu 

(tryptofandekarboxylasou) je tryptamin, z něhož je vytvářen hormon serotonin a dále pak 

hormon melatonin [2]. 
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Obr. 5: Vznik polyaminů biosyntetickými drahami bakterií [5] 

Pozn.: SAM S-adenosylmetionin, ODC ornitin-dekarboxylasa, ADC arginin-

dekarboxylasa, AgUH agmatin-ureohydrolasa (agmatinasa), SPDS spermidin-syntasa, 

SPMS spermin-syntasa, MetAT metionin-adenosyltransferasa, SAMDC  

S-adenosylmetionin-dekarboxylasa [5]. 

1.2 Fyziologický význam  

Produkty dekarboxylace aminokyselin patří k přirozeným antinutričním faktorům, hygie-

nicky významným ve výživě. V malých množstvích jsou však v organismu potřebné  
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pro řadu funkcí [6]. Kromě biologického využití biogenních aminů jako zdrojů dusíku  

se podílejí na řadě jiných významných funkcí, jako je např. regulace nukleových kyselin, 

syntéza bílkovin, stabilizace membrán, využití k výstavbě koenzymů, vitaminů atd. [2, 7]. 

Některé biogenní aminy fungují také jako tkáňové hormony (histamin) nebo jsou staveb-

ními látkami podílejícími se na syntéze dalších hormonů živočichů (fenyletylamin), či fy-

tohormonů rostlin. Určité třídy aminů (katecholaminy, indolaminy a histamin) plní 

v lidském organismu důležité metabolické funkce v nervovém systému a při regulaci krev-

ního tlaku. Fenyletylamin spolu s tyraminem způsobuje zvýšení krevního tlaku a histamin 

pak krevní tlak snižuje. Histamin slouží také jako mediátor spouštějící příznaky alergické 

reakce a podílí se na sekreci kyseliny chlorovodíkové v žaludku. Tyramin má pak vliv  

na kontrakce hladkého svalstva a je prekurzorem dopaminu, který je významným neuro-

transmiterem, jehož nedostatek v mozku může vyvolávat Parkinsonovu chorobu. Kadave-

rin spolu s putrescinem a agmatinem stabilizuje nukleové kyseliny a subcelulární struktury 

(ribosomy) [2, 8]. Polyaminy (putrescin, spermin a spermidin) jsou nezbytné pro udržení 

normálně fungující metabolické aktivity a imunitní systém střev [1]. Vzhledem 

k intenzivním účinkům biogenních aminů musí být jejich hladina citlivě regulována [8].  

1.3 Toxické účinky  

Biogenní aminy se jako běžné produkty metabolismu vyskytují téměř ve všech potravinách 

obsahujících bílkoviny nebo volné AMK, pokud tyto potraviny vytvářejí prostředí pro mik-

robiální nebo biochemickou aktivitu [1, 2]. Vysoké koncentrace BA ovšem mohou působit 

na organismus toxicky [9]. Při působení vysokých koncentrací na organismus se BA proje-

vují jako látky vasoaktivní (přímo nebo nepřímo působí na vaskulární systém) a psychoak-

tivní. Příznaky působení vysokých dávek biogenních aminů jsou například zvracení, dý-

chací potíže, pocení, bušení srdce, hypertense nebo hypotense a migrény [2]. Toxikologic-

ky nejvýznamnějšími BA jsou tyramin a histamin. Tyramin je silně vasoaktivní látka, jeho 

vyšší hladina v organismu může vést k hypertensi, migrénám a případně i vyvolat krvácení 

do mozku a srdečního selhání. Histamin, který je také vasoaktivní, může způsobit kopřiv-

ku, hypotensi, bolest hlavy, návaly a křeče v břiše [5]. Putrescin a kadaverin jsou méně 

účinné než histamin a tyramin. Významnou otázkou je však působení putrescinu a kadave-

rinu v souvislosti se zvýšením toxicity ostatních aminů, zejména histaminu [10]. Toxicita 

polyaminů pak spočívá v jejich schopnosti tvořit stabilní karcinogenní N-nitrososloučeniny 
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a zvyšovat tak nárůst nádorových buněk ve střevě. Z tohoto důvodu je nanejvýš důležitá 

kontrola obsahu polyaminů ve stravě přijímané pacienty s onkologickým nálezem [5]. 

Je velmi obtížné stanovit toxickou dávku biogenních aminů, protože závisí na individuální 

charakteristice a přítomnost jiných aminů. Pro histamin byl navržen horní limit 100 mg/kg 

potraviny a 2 mg/l alkoholu [5]. Intoxikace histaminem se projevuje v inkubační době  

v rozmezí od několika minut až po několik hodin a příznaky jsou obvykle patrné po dobu 

několika hodin. U zdravých jedinců nebyly pozorovány zdravotní komplikace při podání 

množství histaminu 25 až 50 mg [10]. Pro tyramin byly jako toxické dávky určeny hodnoty 

v rozmezí 100 až 800 mg / kg potraviny a pro fenyletylamin pak 30 mg / kg potraviny [11]. 

Žádné nežádoucí účinky na zdraví nebyly pozorovány u zdravých jedinců ještě při dávce 

tyraminu 600 mg [10]. Klinické příznaky intoxikace tyraminem, tryptaminem a fenylety-

laminem se objevují zhruba po 30 minutách nebo po několika hodinách a obvykle vymizí 

během několika hodin. Toxický účinek biogenních aminů je silně ovlivněn aktivitou enzy-

mů monoaminooxidasy a diaminooxidasy, které je v organismu odbourávají [2]. Tyto en-

zymy oxidující BA se nacházejí ve střevech, játrech, ledvinách, plicích a dalších orgánech 

[12]. Jejich aktivita je různá u jednotlivců a závisí na řadě faktorů (např. přítomnost inhibi-

torů nebo potenciátorů). V případě vysokých koncentrací BA však tento enzymový systém 

selhává a není již schopen působení biogenních aminů eliminovat [2]. Detoxikační mecha-

nismy jsou nedostačující také v případě citlivých jedinců se sklony k alergiím nebo při sou-

časné konzumaci alkoholu. Jako inhibitory aminooxidas působí některé léky, jako jsou 

antibiotika, antidepresiva, tuberkulostatika a léky proti Parkinsonově chorobě. Tyto látky 

brzdí detoxikační proces ve střevech a způsobují zvýšení resorpce biogenních aminů i při 

příjmu malých dávek aminů v potravině [5, 12].  

1.4 Výskyt biogenních aminů v potravinách 

Vyšší množství biogenních aminů se vyskytují především ve fermentovaných potravinách, 

jako jsou mléčné výrobky, fermentované salámy, pivo, víno či kysané zelí, kde vznikají 

činností mikroorganismů. Vysoký výskyt BA je samozřejmě u potravin v pokročilém sta-

diu kažení [2]. Obecně se nejčastěji ze všech BA vyskytuje ve fermentovaných výrobcích 

putrescin [10]. 

V rybách, mase, masných výrobcích a sýrech je přítomen převážně histamin, kadaverin, 

putrescin a tyramin. U ryb vznikají biogenní aminy během skladování působením kontami-
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nující mikroflóry. V čerstvém rybím mase je obsah biogenních aminů nízký. Při nevhod-

ném skladování za vyšších teplot se však například koncentrace histaminu může zvýšit  

až na hodnoty 8000 mg/kg suroviny. Současně vznikají v relativně vysokém množství i 

ostatní biogenní aminy [2]. Ryby (tuňák a makrela) se řadí mezi potraviny,  

které jsou nejčastěji spojovány s otravami histaminem. Dále jsou za původce intoxikace 

histaminem považovány sýry, a to sýry vyrobené z pasterovaného i nepasterovaného mléka. 

Vyšší koncentrace histaminu byly zaznamenány také v kuřecím mase a kysaném zelí [10]. 

U fermentovaných výrobků je největší nárůst obsahu BA patrný v počátečních fázích výro-

by a závisí na typu přítomné mikroflóry. Na vzniku BA se mohou podílet jak startovací 

kultury, tak i mikroorganismy pocházející ze zpracovávané suroviny [2]. S otravami hista-

minem jsou nejčastěji spojovány sýry: Gouda, sýry švýcarského typu, Čedar, Gruyére a 

Cheshire [10]. Vyšší obsah BA byl stanoven například i u tvarůžků, brynzy a některých 

dalších měkkých zrajících sýrů [13]. Množství biogenních aminů je značně různorodé 

nejen mezi odlišnými druhy sýrů, ale i v rámci jednoho druhu.  Koncentrace BA se dokon-

ce liší i v různých vrstvách sýru. Vyšší obsah biogenních aminů bývá zpravidla detekován 

u sýrů vyrobených z nepasterovaného mléka [14]. 

V ovoci, zelenině a houbách jsou biogenní aminy produkovány při nevhodném skladování 

z větší části endogenními dekarboxylasami. Zde se jako hlavní biogenní amin vyskytuje 

tyramin [2]. 

1.5  Využití chromatografických metod pro stanovení biogenních aminů  

Pro stanovení BA lze využít některé ze separačních technik, jako je tenkovrstvá chromato-

grafie, plynová chromatografie (GC) nebo kapilární elektroforéza. Nejčastěji využívanou 

metodou je vysokotlaká kapalinová chromatografie (HPLC). Biogenní aminy lze stanovit 

také iontově výměnné chromatografie. Z důvodu citlivého stanovení fluorimetrickou de-

tekcí je třeba aminy nejprve derivatizovat. V případě iontově výměnné chromatografie se 

uplatňuje derivatizace s OPA (o-ftaldialdehydem). Stále častěji je také využíváno spojení 

HPLC nebo GC s hmotnostní spektrometrií [9]. 

1.5.1 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

Kapalinová chromatografie je separační metoda založená na průchodu mobilní fáze obsa-

hující směs složek skrz stacionární fázi, která se skládá z kolony naplněné pevnými části-
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cemi. Mezi rozpuštěnými látkami a těmito dvěma fázemi dochází k působení fyzikálních a 

chemických sil, které jsou odpovědné za zachování rozpuštěných látek na chromatografic-

ké koloně [15]. Podle mechanismu interakce oddělované látky s pevným sorbentem je me-

toda HPLC rozdělována do čtyř aplikačních skupin, a to adsorpční chromatografie (LSC), 

iontově výměnná chromatografie (IEC) založená na disociaci slabých či silných elektrolytů, 

rozdělovací chromatografie (LLC) a gelová chromatografie (GPC) [16]. 

U vysokoúčinné kapalinové chromatografie je eluční činidlo (mobilní fáze) filtrováno a 

čerpáno z nádrže pod tlakem do chromatografické kolony. Směs rozpuštěných látek vstři-

kovaných v horní části sloupce je pak rozdělena při prostupu sloupcem na jednotlivé složky 

a ty jsou sledovány detektorem. Jejich výskyt a množství se zaznamenává zapisovačem. 

Hlavními součástmi vysoce účinného kapalinového chromatogramu jsou vysokotlaké čer-

padlo, sloupec, systém vstřikovače a detektor (Obr. 7). U plynové chromatografie je dosa-

ženo selektivity využitím řad sloupců s různými stacionárními fázemi. U HPLC je však 

počet sloupců omezen a selektivity je dosaženo různými variantami teplot kolony nebo 

složením mobilní fáze (např. přidáním organických rozpouštědel, jako je metanol nebo 

acetonitril) [17].  

Pro stanovení biogenních aminů pomocí HPLC se používají různá derivatizační činidla 

(dansyl-chlorid, benzoyl-chlorid, o-ftaldiadehyd (OPA), naftalen-2,3-dikarboxaldehyd,  

N-acetylcytein, 2-merkaptoetanol). Pravděpodobně nejpoužívanější činidlem je dansyl 

chlorid [10]. Při předkolonové derivatizaci dochází ke vzniku dansylderivátů biogenních 

aminů a ty jsou pak separovány v chromatografickém systému [18]. Pro detekci se nejčas-

těji využívá fluorescence, UV a elektrochemická detekce [10]. 
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Obr. 6: Schéma vysokoúčinné kapalinové chromatografie [19] 

 

Metody založené na vysoce účinné kapalinové chromatografii (HPLC) jsou nyní jediné 

dostatečně spolehlivé a citlivé, schopné současné kvantifikace koncentrace všech BA  

ve fermentovaných potravinách. Tyto metody jsou pro analýzu fermentovaných potravin 

nejvhodnější. Bohužel ještě nebyly vyvinuty podrobné monitorovací systémy a metody 

vhodné ke sledování koncentrací BA ve fermentovaných potravinách během výrobního 

procesu, což by mohlo být použito, jako jeden z parametrů pro posouzení hygieny výrobní-

ho procesu. Testy na bázi HPLC mají detekční limit kolem 0,1 mg/kg. HPLC je uváděna 

jako referenční metoda pro histamin v nařízení (ES) č. 2073/2005 (mikrobiologická kritéria 

pro potraviny) a jelikož je vhodná pro kvantifikaci všech biogenních aminů, mohla by být 

časem zvolena hlavní analytickou metodou pro oficiální kontrolu BA [10, 20]. 
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2 FAKTORY PŮSOBÍCÍ NA PRODUKCI BIOGENNÍCH AMINŮ  

Vzhledem k tomu, že aminy jsou tvořeny aktivními enzymy v potravinách nebo dekarboxy-

lasovou aktivitou bakterií, inhibicí takové činnosti a prevencí růstu bakterií by bylo možné 

regulovat obsah biogenních aminů v potravinách [1]. Proto byly zkoumány určité faktory, 

které působí na dekarboxylasovou aktivitu mikroorganismů a také na hromadění biogen-

ních aminů v potravinách [21]. Množství a typ biogenních aminů vytvořený v potravině je 

silně ovlivněn vnitřními vlastnostmi potraviny, jako je pH, vodní aktivita, složení, mik-

roflóra a vnějšími parametry (doba a teplota), které umožňují růst bakterií při zpracování a 

skladování potraviny [10]. Nově vznikající metody se pak zaměřují na balení v ochranné 

atmosféře, ozařování, působení vysokého hydrostatického tlaku, mikrobiální modelování a 

přidávání konzervačních látek [22]. Pokud jsou biogenní aminy již přítomny v potravině, je 

jejich následné odstranění velni obtížné. Teoreticky lze jejich koncentraci částečně snížit 

použitím diaminooxidas, ale v praxi se tato dekontaminace nevyužívá [2].   

2.1 Startovací kultury 

Startovací kultury mohou ovlivnit hladinu biogenních aminů v potravině dvěma způsoby. 

Prvním z nich je zvyšování množství volných aminokyselin jejich proteolytickou činností, 

což usnadňuje jejich dostupnost pro kontaminující bakterie s dekarboxylasovou aktivitou 

[23]. Minimalizací výskytu mikroorganismů schopných produkce BA může být dosaženo 

zajištěním dobrého hygienického stavu surovin a následnými dalšími mikrobiálními kont-

rolami [10]. Druhým způsobem je vlastní dekarboxylasová činnost startovacích kultur. 

Dekarboxylasová aktivita byla prokázána např. u některých kmenů Lactobacillus helveticus 

nebo Lactococcus lactis využívaných jako startovací kultury pro mléčné výrobky [23].  

Bylo zjištěno, že některé bakterie (např. E. coli) se brání proti oxidačnímu stresu zvyšová-

ním produkce putrescinu. Tento biogenní amin působí také jako ochranný faktor na DNA 

poškozenou reaktivními kyslíkovými radikály. Dále se předpokládá, že putrescin hraje roli 

při toleranci E. coli k osmotickému stresu. Z tohoto důvodu je možné, že i jiné bakterie 

vykazující dekarboxylasovou aktivitu by mohly využívat produkci putrescinu pro překoná-

ní nebo snížení účinků stresových faktorů (např. kyslíku a NaCl). U mikroorganismů pou-

žívaných jako startovací kultury v jakékoli fermentované potravině, by proto mělo být pro-

kázáno, že nedokážou produkovat BA a jsou schopny potlačit svým růstem nežádoucí mik-
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roflóru v podmínkách výroby a skladování. Používání vhodných startovacích kultur je nej-

spolehlivější možností kontroly fermentačního procesu využitelné jak ve velkém měřítku, 

tak v malých výrobách. Mikroorganismus však musí být vybrán zvlášť pro každý typ vý-

robku [10]. Jako příklad lze uvést vliv začlenění bifidobakterií do smíšených startovacích 

kultur (Lactobacillus plantarum, Bifidobacterium lactis a Bifidobacterium bifidum)  

na akumulaci biogenních aminů během fermentace a skladování fermentovaných klobás, 

kdy zahrnutí B. lactis a B. bifidum do startovacích kultur vedlo k výraznému snížení pro-

dukce BA [24]. Oproti tomu v jiné studii byla u některých kmenů bifidobakterií izolova-

ných z mléčných výrobků zjištěna produkce malého množství kadaverinu a tyraminu [25]. 

Vzhledem k tomu, že schopnost produkce dakarboxylas je nehomogenně rozložena mezi 

kmeny daného druhu, je nutné provádět zkoušky na potenciální dekarboxylázovou činnost 

u každého kmene, který má být použit jako startovací kultura. Mimo to by měla být dekar-

boxylasová aktivita zvoleného kmene posouzena i za konkrétních podmínek reálného zpra-

cování ve výrobě [10]. 

2.2 Vliv pH 

pH působí na produkci BA dvěma mechanismy, a to ovlivněním aktivity enzymu nebo 

inhibicí růstu mikroorganismů [10]. Z toho vyplývá, že pH hraje důležitou roli při tvorbě 

BA. Aktivita dekarboxylas je vyšší v kyselém prostředí, a to s optimem při pH v rozmezí  

4 až 5,5 [26]. V kyselém prostředí jsou bakterie navíc motivovány k produkci dekarboxy-

las, jako součásti svých obranných mechanismů proti kyselému intracelulárnímu pH [1]. 

Při neutrálním a alkalickém pH jsou tyto enzymy neaktivní [21].  

2.3 Přítomnost zkvasitelných sacharidů 

Přítomnost zkvasitelných sacharidů, jako je např. glukosa, zvyšuje růst a dekarboxylační 

činnost bakterií. Optimální koncentrace glukosy pro tvorbu BA byly zjištěny v rozmezí 

0,5-2,0 %, zatímco koncentrace glukosy přesahující 3 % inhibovala aktivitu dekarboxylač-

ních enzymů [1]. Vhodným opatřením, které by částečně zabránilo hromadění BA při vý-

robě a skladování fermentovaných výrobků je změna druhu nebo koncentrace zkvasitelné-

ho sacharidu v kombinaci s přídavkem antimikrobiálního činidla, či nízkými teplotami. 

Snížení tvorby histaminu a putrescinu v masných výrobcích bylo pozorováno také po pří-

davku 1 % glukono-δ-laktonu díky poklesu pH [10]. 
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2.4 Vliv teploty 

Nejvýznamnějším způsobem prevence proti tvorbě biogenních aminů je dodržování správ-

né skladovací teploty [1]. Obecně platí, že rychlost tvorby aminů se zvyšuje s teplotou [10]. 

Při nízkých teplotách se produkce snižuje prostřednictvím inhibice mikrobiálního růstu a 

snížení aktivity enzymů. Hladina BA tedy může být řízena striktním dodržováním chladí-

cího řetězce. Přesto může u potravin obsahujících vysoké koncentrace docházet k mírnému 

zvýšení v průběhu doby skladování [22]. Nárůst koncentrace BA i v řádně chlazené potra-

vině způsobuje aktivita přítomných psychrotrofních mikroorganismů. Optimální teplota pro 

tvorbu BA mezofilními bakteriemi se pohybuje mezi 20 až 37 °C, zatímco při teplotách 

pod 5 °C nebo nad 40 °C produkce BA klesá [10]. Většina aminů je při tepelném ošetření 

stálá, ovšem aktivita některých dekarboxylas zůstává i po tepelném ošetření (např. pastera-

ci). Proto může obsah BA dále narůstat během skladování potraviny [27]. Tepelným zá-

krokem přesto dochází k částečnému snížení koncentrace BA díky jejich reakci 

s redukujícími sacharidy (Maillardova reakce) [2]. 

2.5 Působení konzervačních a přídatných látek 

Konzervační a přídatné látky mohou působit na snížení tvorby BA. Omezení vzniku BA 

bylo způsobeno přídavkem sorbanu sodného nebo hexametafosfátu sodného, kdy 2 % pří-

davek způsobil zpomalení tvorby histaminu. K částečné inhibici dekarboxylasové aktivity 

vede i přídavek kyseliny citronové, jantarové, jablečné a D-sorbitolu. Například použití  

1 % přídavku kyseliny citronové v průběhu výroby kysaného zelí mělo za důsledek mírný 

pokles hladiny biogenních aminů při kombinaci s obsahem 6 % soli. Významného snížení 

obsahu BA bylo dosaženo také u klobás použitím sorbanu draselného a kyseliny askorbové. 

Schopnost inhibovat produkci biogenních aminů byla prokázána rovněž u dusitanu a du-

sičnanu sodného [22]. Také chlorid sodný působí na dekarboxylaci aminokyselin. Vyso-

kými koncentracemi soli byla zpomalena produkce histaminu například u bakterií Staphy-

lococcus capitis, Enterobacter cloacae a Pantoea agglomerans. Naopak u halotolerantní 

bakterie Staphylococcus sp. izolované ze solených ančoviček došlo v důsledku přídavku 

soli ke zvýšení produkce histaminu. Proto se předpokládá, že účinek chloridu sodného  

na tvorbu BA je buď inhibující, nebo stimulující specificky pro jednotlivé bakteriální kme-

ny [10].  
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Inhibice tvorby biogenních aminů byla prokázána rovněž u některých přirozeně se vyskytu-

jících látek koření (např. kurkumin, kapsaicin, piperin). Zpomalení tvorby BA bylo proká-

záno i u zázvoru, česneku, zelené cibulky, papriky, hřebíčku a skořice [22]. 

2.6 Další faktory ovlivňující hladinu biogenních aminů v potravinách 

Významný vliv na biosyntézu BA má zřejmě dostupnost kyslíku. Za anaerobních podmí-

nek se například snížila produkce putrescinu bakterií Enterobacter cloacae až o polovinu 

ve srovnání s aerobními podmínkami. Naopak u bakterie Klebsiella pneumoniae došlo  

za anaerobních podmínek ke snížení tvorby kadaverinu, ale zároveň se zvýšila produkce 

putrescinu [10]. Pro prodloužení trvanlivosti potravin se často používá vakuové balení ne-

bo balení do ochranné atmosféry. Tím může být dosaženo zpomalení produkce biogenních 

aminů inhibicí mikroorganismů nebo enzymů zodpovědných za tvorbu BA. Například  

enzymatická činnost histidin-dekarboxylasy je vyšší za nepřítomnosti kyslíku, kdežto his-

taminasy oxidující histamin jsou účinné pouze v přítomnosti kyslíku [22]. Tvorbu BA 

ovlivňuje také redoxní potenciál média. Podmínky vedoucí ke snížení redoxního potenciálu 

stimulují produkci histaminu [10]. 

V potravinách může být hladina aminů ovlivněna i ozařováním pomocí radiolýzy BA a 

snížení počtu bakterií odpovědných za jejich tvorbu. Radiolytická degradace BA byla pro-

zatím prokázána pouze v modelovém systému. Radiolytické produkty biogenních aminy 

vznikající v potravinách po ozáření a jejich biologický účinek není dostatečně znám. Meto-

da snižování obsahu BA ozařováním má tedy jistý potenciál, ale vyžaduje další studie [22]. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická    25 

 

3 PROBIOTICKÉ BAKTERIE RODU BIFIDOBACTERIUM 

3.1 Obecný popis probiotik 

Probiotika jsou podle FAO/WHO (Organizace pro výživu a zemědělství / Světová zdravot-

nická organizace) definovány jako živé mikroorganismy, které při podání v optimálním 

množství jsou přínosem pro zdraví hostitele [28, 29, 30]. Mikroorganismy označované  

za probiotika lze rozdělit do dvou skupin. První skupinu tvoří bakterie mléčného kvašení. 

Tato heterogenní skupina Gram-pozitivních bakterií je tvořena třemi rody (Bifidobacteri-

um, Lactobacillus a Lactococcus), které jsou obecně považovány za bezpečné. Do druhé 

skupiny se pak řadí některé probiotické nepatogenní izoláty rodů, které obsahují zároveň  

i potenciálně patogenní kmeny (Escherichia coli, Clostridium butyricum) [31]. Jako probi-

otika lze použít i některé kmeny bakterie rodu Bacillus nebo Streptococcus thermophilus. 

Využít je možné rovněž nepatogenní kvasinky např. Saccharomyces cerevisiae subtyp bou-

lardii [28, 29, 30, 32]. 

Nejdříve byl pozitivní efekt na organismus probiotikům připisován pouze díky úpravě mik-

robiální rovnováhy zažívacího traktu. Probiotika vytvářejí organické kyseliny, jejichž pů-

sobením dochází k poklesu pH, které omezuje růst patogenních MO. Patogenní mikroorga-

nismy jsou probiotiky vytěsňovány a snižuje se možnost jejich adheze ke sliznici střeva. 

Některé probiotické bakterie mohou navíc produkovat antibakteriální látky (např. peroxid 

vodíku, kyselinu mléčnou nebo bakteriocin). V současnosti jsou zaznamenány i jiné speci-

fické pozitivní účinky probiotik na organismus člověka, např. zmírňování chronických in-

testinálních zánětů, prevence a léčba průjmů způsobených patogenní mikroflórou nebo 

léčba urogenitálních infekcí. Řada studií prokázala i preventivní vliv probiotik na vznik 

karcinomu střev. Potlačením růstu hnilobných bakterií vlivem nízkého pH se snižuje tvorba 

rakovinotvorných látek. Mimo to dokáží některé probiotické bakterie případné rakovino-

tvorné látky rozložit a tím zabránit jejich destruktivní činnosti. Probiotika snižují také akti-

vitu prokarcinogenních enzymů, jako jsou nitroreduktasy, azoreduktasy a beta-

glukuronidasy [4, 28, 29, 30, 32]. 

V potravinářství se probiotika používají jako funkční přísada. Zvyšují tedy výživovou hod-

notu daného výrobku a mění jej na tzv. funkční potravinu. V dnešní době je na trhu celá 

řada probiotických produktů, avšak největší význam pro transport probiotických bakterií  
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do zažívacího traktu člověka stále mají především fermentovaná mléka. Pro výrobu fer-

mentovaných mlék byla prozkoumána řada bakterií z pohledu jejich stability ve výrobku a 

prokazatelných pozitivních účinků na organismus. K nejčastěji používaným probiotickým 

bakteriím se řadí laktobacily (Lactobacillus acidophilus LA5, L. acidophilus NCFM, L. 

johnsonii LA1, L. casei Shirota, L. casei DN114-001, L. paracasei St11, L. rhamnosus 

ATTCC 53013, L. reuteri ATTC 55730, L. plantarum 299V, kmeny L. gasseri a L. del-

brueckii subsp. bulgaricus) a bifidobakterie (Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12, 

B. longum  BB 536, B. breve Yakult, B. bifidum, B. infantis) [29, 30]. 

3.1.1 Rod Lactobacillus 

Laktobacily tvoří největší skupinu mezi bakteriemi mléčného kvašení. V současné době 

zahrnují více než 120 druhů a 20 poddruhů. Tato široká skupina laktobacilů je definována 

jako Gram-pozitivní, nesporulující, pravidelné tyčinky. Občas se vyskytují i ve tvaru koko-

vitých tyčinek. Vesměs jsou tyto bakterie nepohyblivé, pouze zřídka mají peritrichální bi-

číky. Ve vztahu ke kyslíku jsou to fakultativně anaerobní nebo mikroaerofilní bakterie. 

Růst laktobacilů podporuje přítomnost 5 % CO2.Ve vztahu k teplotám kultivace se řadí  

do skupiny mezofilních a mírně termofilních bakterií, optimální růstová teplota je  

30 až 40 °C. Laktobacily jsou acidotolerantní až acidofilní, optimum pH pro jejich růst je 

v rozmezí 5,5 – 6,2. Hlavním produktem při fermentaci sacharidů je kyseliny mléčná, 

v menší míře pak kyselina octová, etanol a CO2. Laktobacily se podílí také na dekarboxyla-

ci některých aminokyselin, jako je kyselina glutamová a tyrosin, za vzniku biogenních 

aminů, které jimi nejsou dále metabolizovány. Rod Lactobacillus je taxonomicky zařazen 

do oddělení Firmicutes, třídy Bacilli, řádu Lactobacillales a čeledi Lactobacillaceae [12, 

33, 34]. 

3.2 Charakteristika rodu Bifidobacterium 

Tento rod patří k běžné mikroflóře dutiny ústní a zažívacího traktu. Dříve byly bifidobakte-

rie řazeny do rodu Lactobacillus, v roce 1957 byl však vytvořen nový rod Bifidobacterium. 

K tomuto kroku vedly rozdílné morfologické, fyziologické a biochemické vlastnosti [12, 

35]. 
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3.2.1 Morfologie a cytologie 

Kolonie bifidobakterií jsou na agarových půdách hladké, vypouklé s hladkými okraji, sme-

tanově bílé, lesklé, měkké konzistence. Na agarových plotnách se kolonie bifidobakterií 

růstem velmi podobají bakteriím mléčného kvašení (zejména laktobacilům) [12, 36]. Růst 

bifidobakterií je podporován tzv. bifidogenními faktory, jako je např. laktulosa  

(β-galaktosidofruktosa), sacharidy obsahující N-acetyl-D-glukosamin, transgalaktosylované 

oligosacharidy atd. Do skupiny bifidogenních faktorů se nově řadí i fruktooligosacharidy 

(deriváty inulinu) rostlinného původu a také algináty. Tyto látky slouží jako selektivní živi-

ny pro bifidobakterie a pravděpodobně i pro ostatní bakterie mléčného kvašení [12]. 

Bifidobakterie jsou nepohyblivé tyčinky, rostoucí jednotlivě, v řetízcích, ve hvězdicovitém 

nebo palisádovém uspořádání. Tyčinky mohou zobrazovat různé tvary s drobnými ohyby 

nebo širokou paletou větvení převážně na jednom z konců (Obr. 7). K rozštěpení dochází 

zejména, pokud mají tyto bakterie nedostatek živin [12, 33, 36]. 

 

 

Obr. 7: Bifidobacterium sp. pozorované elektronovým 

mikroskopem [37] 

Složení buněčné stěny bifidobakterií je typické pro grampozitivní bakterie. Skládá se  

z husté peptidoglykanové vrstvy, polysacharidů, proteinů a kyseliny teichové. Aminokyse-

linové složení základních tetrapeptidů mureinu se může odlišovat u jednotlivých druhů 

nebo i kmenů stejného druhu. Tento fakt je proto využíván k jejich rozdělení. Další odliš-
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ností mezi jednotlivými druhy rodu Bifidobacterium je zastoupení glukosy, galaktosy a 

ramnosy v polysacharidech buněčné stěny. Spojení kyseliny lipoteichové 

s polysacharidovými řetězci je pak považováno za významné pro adhezi buněk na stěnu 

střeva [37, 38]. 

3.2.2 Fyziologické vlastnosti 

Bifidobakterie jsou Gram-pozitivní, nesporulující, zpravidla striktně anaerobní tyčinky. 

Některé druhy tolerují mírnou přítomnost kyslíku v prostředí. Míra tolerance ke kyslíku 

závisí na složení kultivačního média (obsah bifidogenních faktorů) a přítomnosti CO2.  

Za aerobních podmínek na Petriho miskách bifidobakterie nerostou, výjimkou je kmen  

B. psychraerophilum, který byl izolován z vepřového slepého střeva a u nějž byla prokázá-

na vysoká tolerance ke kyslíku a dokonce růst na agaru za aerobních podmínek [12, 36, 

38].  

Optimální teploty pro růst bifidobakterií se obecně pohybují v rozmezí 37 – 41 °C. Opti-

mum je však různé ve vztahu k původu kmenu. Bylo zjištěno, že teplotní optimum lidských 

kmenů bifidobakterií je nižší (36 – 38 °C) než u kmenů izolovaných z jiných živočichů  

(41 – 43 °C). Růst těchto bakterií se zastavuje při teplotách pod 25 – 28 °C a  

nad 43 – 45 °C. Výjimkou je Bifidobacterium thermacidophilum schopný růst i při teplotě  

49,5 °C a kmen B. psychraerophilum, u kterého byl prokázán růst při teplotách až do 4°C 

[36, 37, 38]. 

Bifidobakterie jsou mírně acidotolerantní mikroorganismy. Optimální pH pro růst se pohy-

buje v rozmezí 6,5 – 7,0. Růst se zastavuje při pH 4,5 – 5,0 a 8,0 – 8,5. Výjimku tvoří opět 

Bifidobacterium thermacidophilum, který vykazuje mírný růst ještě při pH 4. Kmeny  

B. lactis a B. animalis pak dokážou přežít vystavení pH 3,5 [12, 36, 37, 38]. 

3.2.3 Biochemické vlastnosti 

Bifidobakterie jsou kataláza-negativní sacharolytické organismy. Všechny charakteristické 

kmeny bifidobakterií mají schopnost fermentovat glukosu, galaktosu a fruktosu. Mezi jed-

notlivými druhy se ale vyskytují rozdíly ve schopnosti metabolizovat některé další sachari-

dy a alkoholy [12, 37, 38]. Metabolismus glukosy probíhá přes fruktosa-6-fostátový zkrat a 

ze dvou molů hexosy jsou pak vytvořeny tři moly kyseliny octové a dva moly  

L(+)-kyseliny mléčné. Kyselina octová, která je bifidobakteriemi produkována ve vyšší 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická    29 

 

míře, má silnější antagonistický účinek na nežádoucí Gram-negativní bakterie než kyselina 

mléčná. Oxid uhličitý bifidobakterie při metabolismu netvoří. Vedlejším metabolitem fer-

mentace sacharidů je malé množství kyseliny mravenčí, etanolu a kyseliny jantarové. 

Tvorba kyseliny mravenčí a etanolu může ovlivnit bilanci produktů fermentace. Různé 

druhy bifidobakterií produkují různé množství kyseliny octové, kyseliny mléčné, etanolu a 

kyseliny mravenčí za jinak stejných podmínek kultivace. Některé kmeny rodu Bifidobacte-

rium vykazují v mléku také mírnou proteolytickou aktivitu [12, 37].  

3.2.4 Taxonomické zařazení 

Rod Bifidobacterium je zařazen do třídy Actinobacteria, podtřídy Actinobacteridae, řádu 

Bifidobacteriales, a čeledi Bifidobacteriaceae [33].  

Podle databáze bakteriální nomenklatury (DSMZ – Deutsche Sammlung von Microorga-

nismen und Zellkulturen, Německá sbírka mikroorganismů a buněčných kultur) je do rodu 

Bifidobacterium zařazeno 29 druhů: B. adolescentis, B. angulatum, B. animalis, B. asteroi-

des, B. bifidum, B. boum, B. breve, B. catenulatum, B. choerinum, B. coryneforme,  

B. cuniculi, B. dentium, B. gallicum, B. gallinarum, B. indicum, B. longum, B. magnum,  

B. merycicum, B. minimum, B. pseudocatenulatum, B. pseudolongum, B. psychraeophilum, 

B. pullorum, B. ruminantium, B. saeculare, B. scardovii, B. subtile, B. thermacidophilum a 

B. thermophilum. Dva poddruhy pak tvoří druhy B. animalis (subsp. animalis a lactis),  

B. pseudolongum ( subsp. globosum a pseudolongum) a B. thermacidophilum (subsp. ther-

moacidophilum a porcinum). Druh B. longum je rozdělen do tří různých biotypů (longum, 

infantis a suis) [33].   

Nejčastěji se vyskytující kmeny bifidobakterií v lidském intestinálním traktu patří k druhu 

B. catenulatum, B. pseudocatenulatum, B. adolescentis, B. longum, B. breve, B. angulatum, 

B. bifidum a B. dentium [33]. Izolace bifidobakterií ze vzorku se provádí na speciálním 

médiu za anaerobních podmínek. Typické médium obsahuje tryptikasu, fyton, glukosu, 

kvasničný autolyzát a soli manganu, železa, zinku a vápníku, Tween 80, cystein hydrochlo-

rid a agar; pH půdy se volí 6,5. Identifikace rodu se poté uskutečňuje na základě mikrosko-

pického obrazu izolovaných buněk, tvaru kolonií a růstu na specifických médiích. Identifi-

kace jednotlivých druhů bifidobakterií vyžaduje plynovou chromatografii, identifikaci fer-

mentačních produktů glukosy a další testy [12].  
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Obr. 8: Evoluční vztahy kmenů bifidobakterií získané pomocí 16S rDNA sekvenace [33] 

3.3 Faktory ovlivňující růst bifidobakterií jako probiotik 

Pro použití při výrobě probiotických výrobků jsou probiotické mikroorganismy selektová-

ny na základě prokázaných a potenciálních pozitivních efektů na organismus člověka, 

nicméně nesmí tyto mikroorganismy negativně ovlivňovat vlastnosti finálního produktu. 

Probiotické kmeny jsou často izolovány z lidského intestinálního traktu. Přednostně jsou 

využívány kmeny se schopností růstu v mléce, kmeny produkující vitamin K nebo vitaminy 

skupiny B a takové kmeny, které vykazují maximální životaschopnost po celou dobu trvan-
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livosti výrobku. U probiotických výrobků je převážně vyžadován počet živých MO alespoň 

10
6
 – 10

8
 KTJ/ml, které jsou schopny přežít působení kyselých žaludečních šťáv a žluči 

[28, 29].  

Množství probiotických bakterií ve výrobku ovlivňuje zejména:  

 Kombinace probiotických kmenů s kulturou zákysu. Rod Lactobacillus je více tole-

rantní ke kyslíku a nízkému pH než bifidobakterie. Některé bifidobakterie produ-

kují více než 0,4 g/l kyseliny octové a tím nepříznivě ovlivňují chuť a vůni výrob-

ku a stimulují růst Lactobacillus acidophilus. Bylo ovšem zjištěno, že Lactobacil-

lus acidophilus pak zpětně podporuje růst bifidobakterií. Růst Bifidobacteium sp. 

je podporován a zároveň inhibován metabolickou činností Lactobacillus del-

brueckii subsp. bulgaricus. Stimulace je způsobena jeho produkcí volných amino-

kyselin (valinu, glycinu a histidinu) při proteolýze mléčného kaseinu. Inhibice je 

pak způsobena silnou produkcí kyseliny mléčné a peroxidu vodíku. Růst striktně 

anaerobních bifidobakterií je podporován také bakteriemi Streptococcus thermo-

philus díky jejich intenzivnímu využívání přítomného kyslíku [29]. 

 Složení fermentačního média a výše tepelného záhřevu mléka před fermentací. 

Schopnost přežívání probiotických kultur a stimulaci jejich růstu může příznivě 

ovlivnit přídavek kaseinu, hydrolyzátu sérových bílkovin, kvasničného extraktu, 

glukosy, vitaminů a minerálních látek. Při silném záhřevu mléka pak vzniká 

z laktosy prebiotikum laktulosa. Nebo mohou být do mléka přidávány poly- a  

oligosacharidy [29]. 

 Množství rozpuštěného kyslíku. Nízký obsah kyslíku dosažený deaerací mléka a dá-

le pak použitím nepropustných obalů stimuluje růst a přežívání bifidobakterií  

i Lactobacillu acidophilus. Ochranou před negativními vnitřními i vnějšími fakto-

ry prostředí poskytuje probiotickým kulturám mikroenkapsulace [29]. 

 Velikost inokula je dalším důležitým faktorem. Z důvodu špatného růstu probiotic-

kých bakterií v mléce se používá vyšší inokulační dávka tvořící 5-10 % výsledné-

ho objemu [29]. 

 Vysoká kyselost výrazně snižuje životaschopnost přítomných laktobacilů i bifido-

bakterií [29]. 
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4 DETEKCE GENŮ PRO PRODUKCI BIOGENNÍCH AMINŮ 

Vztah mezi přítomností genu kódujícího dekarboxylasu a schopností produkce biogenních 

aminů byl prokázán již několika autory. Tvorba biogenních aminů je spojována s některými 

skupinami mikroorganismů. Například schopnost produkce putrescinu a kadaverinu byla 

zaznamenána u většiny enterobakterií a produkce tyraminu pak převážně u většiny entero-

koků. V rámci mikrobiální skupiny je nicméně schopnost tvorby biogenních aminů kme-

nově specifická a tato vlastnost je různě distribuována mezi některými rody nebo druhy. 

Tato skutečnost naznačuje, že za šíření této schopnosti mezi kmeny může být zodpovědný 

horizontální přenos genů. Některé kmeny jsou navíc schopny produkovat současně více než 

jeden biogenní amin, a to buď v důsledku tvorby různých dekarboxylas nebo tvorbou jed-

noho enzymu schopného dekarboxylace různých aminokyselin [10]. 

Nutnost charakterizovat geny kódující dekarboxylační enzymy vedla k vývoji specifických 

a citlivých metod založených na PCR. Tyto metody umožňují detekovat schopnost produk-

ce BA u jednotlivých mikroorganismů rychleji než ostatní kultivační metody [10]. Moleku-

lární metody detekce a identifikace bakterií vyskytujících se v potravinách jsou tedy alter-

nativou k tradičním kultivačním metodám. Výhodami metody PCR a DNA hybridizace je 

rychlost, citlivost, jednoduchost a specifická detekce cílových genů. Navíc jsou molekulár-

ní metody vhodné pro detekci potenciálního rizika vzniku BA v potravinách dříve, než jsou 

biogenní aminy vyprodukovány. Nevýhodou využití metody PCR však je, že není známo, 

zda templátová DNA pocházela z životaschopných buněk. Schopnost rozlišovat mezi živo-

taschopnými a mrtvými mikroorganismy je rozhodující v případě, že by metoda PCR byla 

použita k posouzení rizika akumulace BA přímo v potravinářském zpracovatelském závo-

dě [39]. Další nevýhodou je, že testy založené na PCR stanovují pouze potenciál pro tvorbu 

BA, nikoliv skutečnou produkci biologicky aktivního enzymu [10]. 

4.1 Metoda PCR 

Polymerasová řetězová reakce umožňuje získat požadovanou specifickou sekvenci geno-

mové DNA. Princip je založen na replikaci nukleových kyselin. Podstata spočívá v cyklic-

ky se opakující enzymové syntéze nových řetězců vybraného úseku DNA. Syntéza probíhá 

ve směru 5´   3´ prostřednictvím enzymu DNA-polymerasy. Amplifikovaný úsek DNA 

(amplikon) je vymezen navázáním dvou oligonukleotidů (tzv. primerů), které se připojí  
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na protilehlé řetězce molekuly DNA tak, že jejich 3´- konce směřují proti sobě. Na obou 

řetězcích pak po přídavku nukleotidů a DNA-polymerasy probíhá protisměrná syntéza no-

vých vláken DNA. Amplifikací jedné molekuly DNA vznikají vždy dvě další, počet mole-

kul tedy s každým cyklem narůstá exponenciálně (Obr. 9). K syntéze DNA se nejčastěji 

používá Taq DNA-polymerasa izolovaná z termofilní bakterie Thermus aquaticus. Tento 

termostabilní enzym odolává teplotám, při nichž dochází k denaturaci DNA, což umožňuje 

opakovanou syntézu DNA probíhající ve formě cyklů. Amplifikaci DNA umožňuje pravi-

delné a regulované střídání teplot. Tyto regulované změny teplot zajišťuje přístroj nazýva-

ný termocykler [40, 41]. 

 

Obr. 9: Exponenciální nárůst amplifikovaných molekul DNA [42] 

Obecně je celý proces tvořen třemi kroky, při nichž v závislosti na změně teploty reakční 

směsi probíhají tři odlišné děje [40, 41]: 

 Denaturace dvouřetězcové molekuly DNA. Denaturace zpravidla probíhá při teplotě 

94 – 98 °C po dobu 1 – 10 minut. V tomto kroku dochází k rozdělení dvouřetězco-
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vé DNA, která poté slouží jako templát pro nově vznikající komplementární úsek 

DNA [40, 41]. 

 Připojení primerů k jednotlivým řetězcům templátové DNA. Primery jsou převážně 

tvořeny 18 – 28 syntetickými olinukleotidy a každý z dvojice primerů je komple-

mentární ke koncové sekvenci amplikonu na protilehlých řetězcích templátové 

DNA. Při vhodné teplotě (tzv. annealingová teplota) nasedají primery na příslušnou 

komplementární sekvenci templátové DNA. Teplota annealingu se pohybuje 

v rozmezí 30 – 65 °C [40, 41, 43]. 

 Syntéza nových řetězců DNA (elongace). Začíná po navázání primerů za přítom-

nosti enzymu DNA-polymerasy a dalších nezbytných složek reakční směsi (volné 

nukleotidy DTP, dvojmocné ionty atd.). Teplota v tomto kroku je závislá na použité 

DNA-polymerase a pohybuje se v rozmezí teplot 65 – 75 °C [40, 41]. 

Vzniklé jednořetězcové molekuly DNA se párují na principu komplementarity a vznikají 

opět dvouřetězcové molekuly. Ty následně mohou vstupovat jako templát do dalšího cyklu 

[40, 41]. 

Přesnost a úspěšnost PCR je závislá na vhodném návžení obou primerů. Dostatečné množ-

ství produktu je obvykle vytvořeno po 30 – 35 cyklech. Příliš vysoký počet cyklů význam-

ně zvyšuje možnost vzniku nespecifických produktů PCR. Rovněž je nutné optimalizovat 

přesné hodnoty teploty a dobu trvání jednotlivých kroků. Pro získání požadovaného pro-

duktu v dostatečném množství je důležitá koncentrace jednotlivých složek reakční směsi. 

Reakční směs mimo jiné obsahuje hořečnaté ionty Mg
2+

, které slouží jako kofaktor a tvoří 

rozpustný komplex s jednotlivými dNTP, ale také s primery, templátovou DNA a s přítom-

nými chelatačními činidly. Ve většině případů je třeba stanovit pro každou aplikaci opti-

mální koncentraci těchto iontů. Příliš vysoká koncentrace některé ze složek reakční směsi 

může vést k chybám a vzniku nežádoucích nespecifických produktů. Výsledek PCR lze 

detekovat pomocí elektroforézy v agarosovém nebo polyakrylamidovém gelu [40, 41]. 

4.1.1 Faktory ovlivňující průběh PCR 

Termostabilní DNA-polymerasa katalyzuje prodlužování primerů již při laboratorní teplo-

tě, což může vést k chybám a vzniku nespecifických produktů, a to především pokud je 

templátová DNA dostupná pouze v nízkých koncentracích. Výtěžek a specifičnost reakce 
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výrazně ovlivňuje také tzv. hot-start PCR. Při tomto kroku jsou některé složky reakční 

směsi odděleny do doby, než teplota překročí optimální teplotu pro připojení primerů  

(cca 55 – 65 °C). DNA-polymerasa není v této nekompletní směsi aktivní, a proto nedo-

chází k prodlužování nespecificky navázaných primerů [40]. Účinnost DNA-polymerasy se 

snižuje při použití příliš vysokého počtu cyklů PCR [43]. 

Z důvodu vysoké citlivosti a specifity polymerázové řetězové reakce může výsledek ovliv-

nit kontaminace i jednou molekulou neznámé DNA [40]. Kontaminace se pak může proje-

vit v podobě amplifikovaného fragmentu DNA v negativní kontrole. V takovém případě je 

nutné považovat pozitivní výsledky PCR za podezřelé. Pro minimalizaci falešných pozitiv-

ních výsledků vhodné jednotlivé fáze PCR (příprava vzorků templátové DNA, příprava 

PCR reakčních směsí, analýza amplifikovaných vzorků) provádět v oddělených místnos-

tech nebo alespoň na určených pracovištích [44]. Navíc je nutné dodržovat doporučené 

standardní postupy (fyzikální separace používaných reakčních roztoků pro PCR od templá-

tové DNA a produktů PCR, příprava reakčních složek i vzorků do alikvotních částí, použí-

vání UV záření pro odstranění exogenních NK z pracovní plochy, používání jednorázových 

rukavic, přidávání templátové DNA jako poslední reakční složky, vhodná volba pozitiv-

ních, negativních a vnitřních kontrol). Vyloučení kontaminace je nutné zejména u degrado-

vaných vzorků DNA, kde je zapotřebí použít vysoký počet amplifikačních cyklů, aby bylo 

dosaženo potřebného množství produktu PCR. V takovém případě může zbytkové množ-

ství exogenní DNA vytvářet konkurenci templátové DNA a tím potlačit amplifikační pro-

ces za vzniku falešných výsledků [40]. 

4.2 Detekce výsledku PCR pomocí elektroforézy 

Elektroforéza je jednou z nejpoužívanějších separačních metod molekulární biologie. Vyu-

žívá se pro izolaci a analýzu nukleových kyselin a bílkovin. Principem separace je pohyb 

nabitých molekul v elektrickém poli. Negativně nabité fosfátové skupiny nukleových kyse-

lin způsobují, že NK ve stejnosměrném elektrickém poli putují k opačně nabité anodě.  

Dělení může probíhat buď volně v roztoku (pufru) nebo se provádí ve vhodném nosiči (ge-

lu) [40, 43]. Pro separaci NK se používají nejčastěji agarosové nebo polyakrylamidové 

gely, které vytvářejí síťovou strukturu polymerních částic s póry. Velikost pórů lze ovlivnit 

koncentrací polymeru a složením roztoku. Pro separaci molekul o velikosti 100 bp  

až 50 kbp jsou vhodné gely agarosové. Polyakrylamidové gely se využívají pro separaci 
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menších molekul NK o velikosti 10 až 1000 bp. Velikost molekuly DNA nebo jejího frag-

mentu lze stanovit srovnáním jejich elektroforetické pohyblivosti s pohyblivostí molekul či 

fragmentů DNA o známé velikosti. Tyto molekuly a fragmenty molekul DNA jsou označo-

vány jako standardy velikosti nebo standardy hmotnostní. Podle polohy umístění gelu 

v elektroforetické aparatuře lze rozlišit vertikální a horizontální gelovou elektroforézu. 

Dále existuje ještě tzv. kapilární elektroforéza, v jejímž případě je gel umístěn uvnitř kapi-

láry. Pro identifikaci polohy separovaných molekul je nutné molekuly DNA obarvit vhod-

ným barvivem. Běžně se používá barvivo etidiumbromid, které se vmezeřuje mezi souse-

dící páry bází v molekule DNA a vytváří s ní tak komplex. Tento komplex pak červeně 

fluoreskuje po ozáření ultrafialovým světlem. Molekuly o stejné velikosti vytvářejí po pro-

běhnutí elektroforézy na gelu proužky a intenzita jejich fluorescence je úměrná koncentraci 

molekul DNA [40]. 

4.3 Sekvencování amplifikovaných fragmentů DNA 

Cílem sekvencování DNA je stanovení pořadí nukleotidů v molekulách DNA [40]. Metoda 

sekvencování je založena na replikaci DNA, která je následně přerušena zařazením che-

micky upraveného nukleotidu (dideoxyribonukleotidu). Tato metoda je v podstatě modifi-

kací PCR. Rozdílem je, že k analýze je využíván pouze jeden primer komplementární 

k oblasti, kde sekvencovaný úsek DNA začíná. Reakční směs pro sekvenaci navíc obsahuje 

kromě běžných složek (DNA-polymerasa, dNTP) dideoxynukleotidtrifosfáty (ddNTP), 

které mají na 3´uhlovodíkovém atomu deoxyribosy navázán pouze vodík místo  

OH-skupiny. Tyto ddNTP jsou označeny fluorescenčním barvivem. V průběhu PCR se  

pak vytvoří jednořetězcové fragmenty DNA různé velikosti, neboť po navázání ddNTP již 

nelze připojit další nukleotid. Po provedení elektroforézy je směs rozdělena podle velikosti 

fragmentů a díky označení konců fragmentů specifickým flourescenčním barvivem lze sta-

novit, kterým ddNTP byla syntéza ukončena. Na tomto principu byly založeny moderní 

přístroje využívající kapilární elektroforézu pro přesné seřazení fragmentů DNA podle ve-

likosti. Tyto tzv. sekvenátory obsahují detektor odlišující jednotlivá fluorescenční barviva 

na koncových ddNTP a umožňují automatické stanovení zkoumané sekvence DNA.  

Výsledkem analýzy je graf, skládající se z jednotlivých vrcholků ukazujících na přítomnost 

příslušných nukleotidů [45]. 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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5 CÍL PRÁCE 

Cílem této diplomové práce bylo prozkoumat dekarboxylasovou aktivitu u probiotických 

bakterií. Hlavním cílem bylo vyhodnotit produkci biogenních aminů bakteriemi rodu Bifi-

dobacterium za působení různých faktorů. Dekarboxylasová aktivita dvou zkoumaných 

kmenů Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM239 a Bifidobacterium animalis sub-

sp. lactis B25 byla vyhodnocována při působení různých koncentrací NaCl, laktosy, odliš-

ném pH a při současném působení těchto faktorů. Těmito faktory byly simulovány různé 

podmínky vyskytující se v potravinách, které by mohly evokovat tvorbu BA bifidobakteri-

emi používanými jako startérové kultury. Dekarboxylasová aktivita bifidobakterií byla ná-

sledně detekována a kvantifikována pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie.  

Dílčím cílem diplomové práce bylo stanovení přítomnosti genů pro produkci biogenních 

aminů pomocí metody PCR. Detekce byla provedena u osmi kmenů rodu Lactobacillus,  

u nichž byla produkce BA prokázána již dříve s využitím jiných metod stanovení. Metoda 

PCR byla zaměřena především na detekci genu zodpovědného za následnou tvorbu putres-

cinu. Pro stanovení bylo nutné izolovat DNA jednotlivých kmenů laktobacilů a provést 

optimalizaci metody. K detekci genu pro produkci putrescinu bylo použito několik primerů 

a nejlepší výsledky následně byly odeslány na sekvenaci. 

Na základě poznatků z teoretické části a výsledků praktické části bylo cílem vyvodit závěry 

o dekarboxylasové aktivitě bifidobakterií za různých podmínek složení kultivačního média 

a potenciálu laktobacilů  jako probiotik pro tvorbu putrescinu.         
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6 MATERIÁL A METODIKA  

6.1 Chromatografické stanovení biogenních aminů 

6.1.1 Materiál použitý pro chromatografické stanovení 

6.1.1.1 Bakteriální kultura 

Pro tuto experimentální část byly vybrány dva kmeny rodu Bifidobacterium, a to Bifidobac-

terium animalis subsp. lactis CCDM 239 a Bifidobacterium animalis subsp. lactis B25. 

6.1.1.2 Kultivační média 

Bujón MRS 

 MRS (HiMedia)  ............................................................. 55,15 g 

 Destilovaná H2O ............................................................ 1000 ml 

Připravený bujón byl rozlit do zkumavek po 8 ml a po uzavření byly zkumavky sterilovány 

v autoklávu při 121 °C po dobu 15 minut. 

Modifikovaný bujón MRS 

 Proteoso-Pepton (HiMedia) .......................................... 10,000 g 

 Beef extrakt (HiMedia) ................................................. 10,000 g 

 Yeast extrakt (HiMedia) .................................................. 5,000 g 

 Glukosa (Lach:Ner) ....................................................... 20,000 g 

 Tween 80 (Lach:Ner) ...................................................... 1,000 g 

 Citran amonný (Ing. P. Lukeš) ........................................ 2,000 g 

 Octan sodný (Ing. P. Lukeš) ............................................. 5,000g 

 Síran hořečnatý (Ing. P. Lukeš) ....................................... 0,100 g 

 Síran manganatý (Lach:Ner) ........................................... 0,005 g 

 Hydrogenfosforečnan didraselný (PENTA) .................... 2,000 g 

 Arginin (Sigma-Aldrich) ................................................. 0,300 g 
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 Ornitin (Sigma-Aldrich) .................................................. 0,300 g 

 Tyrosin (Sigma-Aldrich) ................................................. 0,300 g 

 Lysin (Sigma-Aldrich) .................................................... 0,300 g 

 Destilovaná H2O ............................................................ 1000 ml 

Připravený modifikovaný bujón MRS byl dále upraven. 

Úpravy pro kultivaci kmenu B. animalis subsp. lactis CCDM 239   

Výsledné pH modifikovaného bujónu MRS bylo upraveno na hodnotu 4,5. Toto médium 

bylo následně rozděleno na dvanáct stejných podílů, k nimž byly přidány navážky laktosy 

(Lach:Ner) tak, aby bylo dosaženo koncentrace 0,00; 0,25; 0,50; 1,00 % (w/v). Obdobně 

bylo postupováno v případě chloridu sodného (PENTA), kdy byly přidávány navážky tak, 

aby bylo dosaženo koncentrace 0,0; 1,0; 2,0 % (w/v). Takto bylo dosaženo dvanácti růz-

ných variant kultivačního média. Každá varianta byla rozpipetována po 7 ml do zkumavky. 

Zkumavky byly po uzavření sterilovány v autoklávu při 121 °C po dobu 15 minut. 

Úpravy pro kultivaci kmenu B. animalis subsp. lactis B25  za působení rozdílného pH 

Modifikovaný bujón MRS připravený podle základního rozpisu byl rozdělen do dvou stej-

ných částí, jejichž pH bylo poté upraveno na hodnoty 4,5 a 5,0. Obě části bujónu 

s odlišným pH byly rozděleny, každá na dvanáct stejných podílů. K těmto podílům byla 

přidána laktosa, tak aby výsledné koncentrace dosahovaly hodnot 0,00; 0,25; 0,50; 1,00 % 

(w/v). Poté byl přidán chlorid sodný, tak aby výsledné koncentrace dosahovaly hodnot  

0,0; 1,0; 2,0 % (w/v). Takto bylo dosaženo 24 variant kultivačního média. Každá varianta 

připraveného média byla rozpipetována po 8 ml do tří zkumavek. Zkumavky byly po uza-

vření sterilovány v autoklávu při 121 °C po dobu 15 minut. 

6.1.1.3 Činidla využívaná při derivatizaci 

Vnitřní standard 

 1,7-heptadiamin (c = 500 mg.l
-1

) (Sigma-Aldrich) v kyselině chloristé (c = 0,6 mol.l
-1

) 

(Merck) 
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Karbonátový pufr 

Množství pufru bylo připravováno vzhledem k počtu vzorků k derivatizaci. Nejprve byl 

připraven roztok hydrogenuhličitanu sodného (c = 0,5 mol.l
-1

).  

 NaHCO3 (Merck) .......................................................... 21,000 g 

 Destilovaná H2O  ............................................................. 500 ml 

Dále byl připraven roztok uhličitanu sodného (c = 0,5 mol.l
-1

), který byl použit pro úpravu 

pH roztoku hydrogenuhličitanu sodného na hodnotu 9,2. 

 Na2CO3 (Merck) ............................................................ 13,250 g 

 Destilovaná H2O .............................................................. 250 ml 

Po úpravě pH byla k potřebnému objemu pufru přidána příslušná navážka uhličitanu dra-

selného.  

 K2CO3 (Merck) ............................................................... 0,333 g 

 Pufr (o pH 9,2) ..................................................................... 1 ml 

Tímto postupem bylo dosaženo výsledného pH karbonátového pufru v rozmezí hodnot 

11,0 – 11,1. 

Derivatizační činidlo 

Jako derivatizační činidlo byl použit roztok dansylchloridu (Sigma-Aldrich) v acetonu  

(c = 5 g.l
-1

), který byl připraven vždy čerstvý těsně před derivatizací v potřebném množství 

dle počtu vzorků.  

Další chemikálie používané při derivatizaci: 

Roztok prolinu (c = 0,1 g.l
-1

) (Merck) 

Heptan pro HPLC (Sigma-Aldrich) 

Acetonitril pro HPLC (Sigma-Aldrich) 

6.1.2 Systém HPLC 

Binární pumpa LabAlliance (USA) 

Autosampler LabAliance (USA) 
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Kolona Agilent Eclipse Plus C18 RRHD s rozměry 3,0 x 50 mm 

UV/VIS DAD detektor (λ = 254 nm) Agilent Technologies (USA) 

Termostat kolon degaser 1260 Infinity Agilent Technologies (USA)  

6.1.3 Pracovní postup chromatografického stanovení 

Pro stanovení produkce BA za působení různých koncentrací chloridu sodného a laktosy 

při pH 4,5 byl použit bakteriální kmen B. animalis subsp. lactis CCDM239. Pro stanovení 

produkce BA za odlišného pH a současného působení různých koncentrací laktosy a chlo-

ridu sodného byl vybrán kmen B. animalis subsp. lactis B25. Bakteriální kultury byly za-

očkovány do dvou zkumavek s bujónem MRS a kultivovány při 37 °C tři dny. Po kultivaci 

byly kultury přeočkovány do dalších dvou zkumavek s bujónem MRS a opět kultivovány 

při 37 °C tři dny. Tento postup byl opakován ještě jednou.  

6.1.3.1 Stanovení produkce biogenních aminů kmenem B. animalis subsp. lactis 

CCDM239 při rozdílném složení kultivačního média 

Z bakteriální suspenze kmenu Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 bylo  

po kultivaci odebráno vždy 100 µl k inokulaci připraveného modifikovaného bujónu MRS 

pro toto stanovení. Postupně bylo bakteriální suspenzí zaočkováno všech 12 variant kulti-

vačního média. Po zaočkování byly zkumavky (včetně kontrolních) kultivovány při 37 °C  

48 hodin. Vzorky byly po kultivaci centrifugovány 10 minut při 4 600 otáčkách za minutu. 

Ze získaného supernatantu bylo odebráno vždy po 750 µl do tří 2 ml mikrozkumavek a 

zředěno kyselinou chloristou (c = 1,2 mol.l
-1

) v poměru 1 : 1. 

6.1.3.2 Stanovení produkce biogenních aminů kmenem B. animalis subsp. lactis B25 

při rozdílném složení kultivačního média a odlišném pH 

Pro inokulaci modifikovaného bujónu MRS bylo v případě tohoto experimentu použito 

vždy 25 µl bakteriální suspenze kmenu Bifidobacterium animalis subsp. lactis B25  

(po kultivaci třikrát tři dny při 37 °C). Postupně byly touto bakteriální suspenzí inokulová-

ny všechny zkumavky 24 variant kultivačního média. Poté byly zkumavky kultivovány při 

37 °C 48 hodin. Po ukončení kultivace byl obsah zkumavek centrifugován 10 minut 

při 4600 otáčkách za minutu. Z každé zkumavky bylo odebráno třikrát 700 µl supernatantu 
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do tří přichystaných 2 ml mikrozkumavek. K odebranému supernatantu v mikrozkumav-

kách bylo přidáno vždy 700 µl kyseliny chloristé (c =1,2 mol.l
-1

). 

6.1.3.3 Derivatizace a analýza vzorků pomocí kapalinové chromatografie 

Do přichystaných derivatizačních zkumavek bylo odpipetováno 100 µl vnitřního standardu 

(1,7- heptandiaminu v kyselině chloristé) a 1 ml vzorku přichystaného k derivatizaci. Ná-

sledně byl přidán 1,5 ml karbonátového pufru o pH 11,0 – 11,1 a 2 ml čerstvě připraveného 

roztoku dansylchloridu. Derivatizační zkumavky se vzorky byly uzavřeny a třepány po do-

bu 20 hodin v temnu. Po uplynutí 20 hodin bylo třepání přerušeno a po přídavku 200 µl 

roztoku prolinu se v třepání pokračovalo ještě 1 hodinu. Dále byly do derivatizačních zku-

mavek odpipetovány 3 ml heptanu a po uzavření byly vzorky třepány ještě 3 minuty. 

Po ukončení třepání byl z derivatizačních zkumavek odpipetován vždy 1 ml heptanové 

vrstvy do vialek a pod dusíkem byl při teplotě 60 °C odpařien do sucha. Suchý odparek byl 

poté zředěn 1,5 ml acetonitrilu a uchován v uzavřených vialkách při teplotě -18 °C do doby 

analýzy. Bezprostředně před analýzou byly vzorky přefiltrovány přes stříkačkový filtr 

s porozitou 0,22 µm a dávkovány do chromatografického systému. Derivatizace byla pro-

vedena podle postupu uvedeného ve studii Dadáková a kol. [46]. 

Chromatografické stanovení BA bylo provedeno pomocí modifikace studie Smělá a kol. 

[47]. Separace BA probíhala při teplotě 30 °C a průtoku 0,45 ml za minutu pomocí gradi-

entové eluce. Pro eluční program byla zvolena mobilní fáze 10 % acetonitril / 100 % ace-

tonitril (Tab. 1). 

Tab. 1: Eluční program HPLC 

Čas [min] 10 % acetonitril [%] 100 % acetonitril [%] 

0,0 39 61 

0,1 39 61 

1,4 30 70 

3,5 17 83 

4,0 0 100 

9,5 0 100 

11,5 39 61 

15,5 39 61 
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6.2 Stanovení přítomnosti genů pro produkci biogenních aminů meto-

dou PCR 

6.2.1 Materiál použitý pro PCR a následnou detekci pomocí elektroforézy 

6.2.1.1 Bakteriální kultury 

Pro detekci genu zodpovědného za produkci putrescinu bylo vybráno 8 kmenů laktobacilů 

ze sbírky Ústavu inženýrství ochrany životního prostředí, u nichž již byla produkce putres-

cinu prokázána s využitím jiných metod: 

Lactobacillus curvatus subsp. curvatus AI-2 

Lactobacillus curvatus subsp. curvatus AI-3 

Lactobacillus curvatus DEPE 15 

Lactobacillus curvatus DEPE 41 

Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE 39 

Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE 8 

Lactobacillus brevis DEPE 24 

Lactobacillus curvatus DEPE 42 

6.2.1.2 Kultivační média 

Čisté bakteriální kultury byly pro izolaci templátové DNA kultivovány v bujónu MRS  

nebo na agarových plotnách MRS. 

Agar MRS 

MRS agar (Bio-Rad) ............................................................ 68 g 

H2O................................................................................. 1000 ml  

Připravená půda byla sterilována při 121 °C po dobu 15 minut v autoklávu a poté rozlévána 

na Petriho misky. 

6.2.1.3 Chemikálie pro izolaci DNA 

Izolační kit Ultra Clean Microbial DNA (ElisabethPharmacon) 
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HighPCR Template Preparation Kit (Roche) 

Sterilní fyziologický roztok (0,9 % roztok NaCl), (PENTA) 

Sterilní destilovaná H2O 

Proteinasa K (c = 10 mg.ml
-1

), (Rosche) 

Roztok lysozymu (Serva), (c = 0,1 mg.ml
-1

) 

Isopropanol 80 % (Lachema) 

Lyzační roztok s NAOH a SDS 

 NaOH (c = 0,05 mol.l
-1

), (Ing. P. Lukeš) ........................... 99 ml 

 SDS 20 % (Serva) ................................................................ 1 ml 

6.2.1.4 Chemikálie pro PCR 

Sady primerů použitých pro detekci genu zodpovědného za schopnost produkce putres-

cinu 

Tab. 2: Charakteristika použitých primerů 

Primer 5´      3´ sekvence  Cílový gen Zdroj 

AgD1 CAYGTNGAYGGHSAAGG 

aguA 

Coton a kol. 

[48] AgD2 TGTTGNGTRATRCAGTGAAT 

aguA-F1 GACTGGACDTTYAAGGGCTGG 
Landete a kol. 

[49] 
aguA-F2 GACTGGACDTTYAAGGCTTGG 

aguA-R TGYTGRGTRATRCARTGR 

Agdif TGCCCGGTGAATTTGAA Nanneli a kol. 

[50] Agdir TTGCGCGGTTTAGCACC 

3´ GTNTTYAAYGCNGAYAARACNTAYTTYGT 

odc 

Marcobal a kol. 

[51] 16´ TACRCARAATACTCCNGGNGGRTANG 

PUT1-F TWYMAYGCNGAYAARACNTAYYYTGT De las Rivas a 

kol.[52] PUT1-R ACRCANAGNACNCCNGNGGRTANGG 

 

Chemikálie pro PCR 

PCR reakční pufr + Mg; 10 x koncentrovany (Roche) 
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dNTP Mix; 12,5 mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (JENA Bioscience) 

Taq DNA Polymerasa; 5U. µl
-1

 (Roche) 

H2O pro PCR (TopBio) 

MgCl2 - roztok Mg
2+

 (TopBio) 

Purifikační kit 

Pro purifikaci DNA zasílané na sekvenaci byl použit QIA PCR Purification kit (QIAGEN). 

6.2.1.5 Chemikálie pro elektroforézu  

LE Agarosa (Lonza) 

Etidiumbromid (10 mg.ml
-1

), (TopBio) 

1 x TBE pufr 

Pro elektroforézu a přípravu gelu byl používán Accu GENE 10 x TBE pufr (0,89 M Tris-

borát, 0,02 M EDTA, pH 8,3) ředěný podle rozpisu: 

10 x TBE pufr (Lonza) ......................................................... 100 ml 

Redestilovaná H2O ............................................................... 900 ml 

Nanášecí pufr 

Pro elektroforézu byl používán Gel Loading Dye Blue (6 x), (New England BioLabs) ředě-

ný v poměru 1:1 s vodou pro PCR. 

Marker 

Při stanovení velikosti amplifikovaných produktů byl využíván 100 bp DNA Ladder  

(c = 500 µg.ml
-1

) ředěný podle rozpisu: 

 DNA Ladder (New England BioLabs) ..................................... 20 μl 

 Nanášecí pufr ........................................................................... 50 μl 

 H2O pro PCR ......................................................................... 180 μl 

Příprava agarosového gelu 

Pro přípravu agarosového gelu bylo naváženo potřebné množství agarosy a přilito 100 ml  

1 x TBE pufru. Připravená směs byla zahřívána v mikrovlnné troubě za občasného promí-



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická    47 

 

chání do doby varu. Po ochlazení gelu na cca 50 °C bylo přidáno 5 µl etidiumbromidu a 

důkladně promícháno. Agarosový gel byl nalit do elektroforetické formičky s připraveným 

hřebenem. Po ztuhnutí gelu byl vyjmut hřebínek a gel byl připraven k použití. 

6.2.2 Izolace DNA 

6.2.2.1 Izolace DNA z bakterií pomocí izolačních kitů 

DNA byla nejprve izolována ze dvou kmenů laktobacilů (Lactobacillus curvatus subsp. 

curvatus AI-2 a Lactobacillus curvatus subsp. curvatus AI-3) pomocí izolačního kitu Ultra 

Clean Microbial DNA.  

1. Bakteriální kultury byly nejprve kultivovány každá ve dvou zkumavkách s bujónem 

MRS při 37 °C po dobu 24 h. Poté byly kultury promíchány a z každé zkumavky 

bylo odebráno čtyřikrát 1000 μl do čtyř 2 ml mikrozkumavek.  

2. Následovala centrifugace po dobu 5 minut při 10 000 otáčkách za minutu.  

3. Supernatant byl slit a k peletě bylo přidáno 500 μl sterilního fyziologického rozto-

ku. Po promíchání byly slity vždy dvě stejné bakteriální suspenze do jedné mikroz-

kumavky a opět byla provedena centrifugace za stejných podmínek.  

4. Vzniklý supernatant byl slit a dále bylo postupováno dle návodu izolačního kitu.  

5. Buněčná peleta byla resuspendována ve 300 μl rozbíjecího pufru a vzniklá suspenze 

byla přenesena do rozbíjecí mikrozkumavky. Do rozbíjecí mikrozkumavky bylo 

přidáno 50 μl roztoku MD1 (obsahujícího SDS a činidla pro rozrušení buněk) a 

po uzavření byly mikrozkumavky vortexovány v horizontální poloze 10 minut.  

6. Následně byly mikrozkumavky centrifugovány po dobu 30 sekund při 10 000 otáč-

kách za minutu.  

7. Získaný supernatant byl přenesen do přiložených 2 ml mikrozkumavek. 

K supernatantu bylo přidáno 100 μl roztoku MD2 (obsahujícího reagent pro odstra-

nění organických a anorganických sloučenin mimo DNA) a suspenze byla vortexo-

vána po dobu 5 sekund.  

8. Mikrozkumavky byly inkubovány při 4 °C po dobu 5 minut a centrifugovány  

při pokojové teplotě 1 minutu při 10 000 otáčkách za minutu.  
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9. Veškerý supernatant kromě pelety byl přenesen do čisté mikrozkumavky a 

k supernatantu bylo přidáno 900 μl roztoku MD3 (koncentrovaný solný roztok).  

10. Mikrozkumavky byly vortexovány po dobu 5 sekund a poté byla suspenze přenese-

na do kolonky a centrifugována po dobu 30 sekund při 10 000 otáčkách za minutu. 

Tímto krokem došlo k navázání DNA na křemičitou membránu klonky, takže pře-

filtrovaný roztok byl odstraněn.  

11. Do kolonky bylo přidáno 300 μl roztoku MD4 (promývací roztok na bázi etanolu) a 

kolonky byly centrifugovány po dobu 30 sekund při 10 000 otáčkách za minutu. 

Přefiltrovaný roztok byl odstraněn a centrifugace byla opakována.  

12. Kolonka byla přenesena do čisté mikrozkumavky a do středu membrány kolonky 

bylo přidáno 50 μl roztoku MD5 (eluční pufr). Po centrifugaci po dobu 30 sekund 

při 10 000 otáčkách za minutu byla kolonka odstraněna a supernatant 

v mikrozkumavce byl uchován.  

Ve výsledku byly získány čtyři mikrozkumavky izolované DNA z L. curvatus subsp. cur-

vatus AI-2 a čtyři mikrozkumavky s DNA izolovanou z L. curvatus subsp. curvatus AI-3. 

Čistota této izolované DNA byla stanovena pomocí elektroforézy (Obr. 10).  

 

Obr. 10: Čistota izolované DNA – 1. marker 100 bp; 2. vynechána; 

3. – 6. L. curvatus subsp. curvatus AI-2; 7. - 10. L. curvatus subsp. 

curvatus AI-3 

 

Jako druhý byl k izolaci DNA použit HighPCR Template Preparation Kit, pomocí něhož 

byla izolována DNA z kmenů Lactobacillus curvatus DEPE 15, Lactobacillus curvatus 
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DEPE 41, Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE 39, Lactobacillus curvatus subsp. 

curvatus DEPE 8, Lactobacillus brevis DEPE 24, Lactobacillus curvatus DEPE 42.  

1. Kultury byly kultivovány v bujónu MRS při 37 °C po dobu 24 h. Po kultivaci byly 

zkumavky promíchány a z každé bylo odebráno po 1 ml do dvou 2 ml mikrozku-

mavek. Ty byly následně centrifugovány po dobu 5 minut při 3000 otáčkách za mi-

nutu.  

2. Supernatant byl odstraněn a k peletě bylo přidáno 200 μl fyziologického roztoku a  

5 μl roztoku lysozymu. Tato směs byla inkubována 10 minut při 37 °C (později 

modifikováno na 20 h při 37 °C).  

3. Po inkubaci bylo přidáno 200 μl vazebného pufru (Binding buffer) a 40 μl proteina-

sy K. Po promíchání byla směs inkubována 10 minut při 70 °C. 

4. K směsi bylo přidáno 100 μl isopropanolu a po promíchání byla směs nepipetována 

do kolonky. Následně byla směs centrifugována 1 minutu při 8000 otáčkách za mi-

nutu. 

5. Supernatant byl odstraněn a do kolonky bylo přidáno 500 μl inhibičního pufru 

(Inhibitor Removal buffer). Směs byla centrifugována opět 1 minutu při 8000 otáč-

kách za minutu. Po centrifugaci byl supernatant odstraněn. 

6. Do kolonky bylo přidáno 500 μl promývacího pufru (Wash buffer) a směs byla cen-

trifugována za stejných podmínek. Supernatant, jenž prošel filtrem, byl opět odstra-

něn a kolonka byla centrifugována ještě jednou 10 sekund při maximálních otáč-

kách. 

7. Kolonka byla přemístěna do čisté 2 ml mikrozkumavky a bylo přidáno 200 μl eluč-

ního pufru (Elution buffer) předehřátého na 70 °C. Směs byla poté centrifugována 

po dobu 1 minuty při 8000 otáčkách za minutu. Kolonky byly odstraněny a superna-

tant byl uchován.  

Takto byly získány vždy dva vzorky izolované DNA od každé z použitých bakteriálních 

kultur. V bodě 2 bylo nutné provést modifikaci, neboť inkubace směsi s lysozymem  

po domu 10 minut byla nedostačující. DNA se podařilo izolovat až po prodloužení doby 

inkubace s lysozymem na 20 hodin při 37 °C. Čistota takto izolované DNA byla stanovena 

pomocí elektroforézy (Obr. 11).  
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Obr. 11: Čistota izolované DNA – 1. marker 100 bp; 2. – 3. L. curvatus DEPE 15; 

4. – 5. L. curvatus DEPE 41; 6. – 7. L. curvatus subsp. curvatus DEPE 39; 8. – 9. 

L. curvatus subsp. curvatus DEPE 8; 10. – 11. L. brevis DEPE 24; 12. – 13. L. 

curvatus DEPE 42  

 

6.2.2.2 Příprava hrubého lyzátu bakteriální kultury 

K získání bakteriální DNA byly u některých kmenů (Lactobacillus curvatus DEPE 15, 

Lactobacillus curvatus DEPE 41, Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE 39, Lacto-

bacillus curvatus subsp. curvatus DEPE 8, Lactobacillus brevis DEPE 24, Lactobacillus 

curvatus DEPE 42) použity také postupy vycházející z metod popsaných v disertační práci 

Prodělalová (2004) [44]. 

Příprava hrubého lyzátu pomocí povaření a přídavku proteinasy K  

Do 2 ml mikrozkumavky byl přenesen 1 ml bakteriální kultury a suspenze byla centrifugo-

vána při teplotě 4 °C po dobu 5 minut při 14 000 otáčkách za minutu. 

Získaná peleta byla promývána 500 μl sterilní destilované vody a směs byla znovu centri-

fugována. K promyté peletě bylo přidáno 400 μl sterilní destilované vody a suspenze byla 

inkubována 5 minut při 100 °C. 

Po inkubaci bylo přidáno 0,6 μl proteinasy K a směs byla inkubována 10 minut při 55 °C. 

Poté byla směs inkubována ještě po dobu 5 minut při 100 °C.  
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 Příprava hrubého lyzátu povařením bakteriální suspenze 

1 ml bakteriální kultury byl centrifugován ve 2 ml mikrozkumavce po dobu 5 minut při 

14 000 otáčkách za minutu. Poté byl dvakrát promyt 500 μl fyziologického roztoku a po-

každé centrifugován za stejných podmínek. 

 Po promytí bylo k peletě přidáno 600 μl sterilní destilované vody a směs byla inkubována 

15 minut při 100 °C. 

Příprava hrubého lyzátu bakteriálních kultur alkalickou lyzí 

Nejprve byl centrifugován 1 ml bakteriální kultury po dobu 5 minut při teplotě 4 °C a 

14 000 otáčkách za minutu. Sediment byl dvakrát promyt fyziologickým roztokem a centri-

fugován opět za stejných podmínek. 

K sedimentu bylo přidáno 60 μl lyzačního roztoku s NaOH a SDS a směs byla inkubována 

15 minut při 100 °C. Po inkubaci bylo přidáno 540 μl sterilni destilované vody. 

Použití kolonií bakteriální kultury na plotnách přímo pro PCR 

Pro získání templátové DNA byly u některých kmenů (Lactobacillus curvatus DEPE 15, 

Lactobacillus curvatus DEPE 41, Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE 39, Lacto-

bacillus curvatus subsp. curvatus DEPE 8, Lactobacillus brevis DEPE 24, Lactobacillus 

curvatus DEPE 42) použit také postup, kdy při přípravě mastermixu byla použita přímo 

bakteriální kultura. 

Do 2 ml mikrozkumavky bylo nepipetováno 90 μl sterilní vody pro PCR a 10 μl PCR re-

akčního pufru. To tohoto roztoku byla resuspendována bakteriální kolonie. 

Po promíchání byla suspenze inkubována 20 minut při 95 °C a následně centrifugována  

60 s při 14 500 otáčkách za minutu. Supernatant byl odpipetován do čisté mikrozkumavky 

a uchován pro PCR. 

Všechny vzorky DNA získané pomocí těchto čtyř postupů byly před použitím pro PCR 

naředěny dle uvedeného rozpisu: 

 Hrubý lyzát  ......................................................................... 10 μl 

 H2O pro PCR ....................................................................... 90 μl 

Po provedení PCR byly výsledky těchto postupů získání DNA podrobeny elektroforéze. 
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6.2.3 Vlastní provedení PCR 

6.2.3.1 Základní rozpis směsi pro PCR (master mix) 

V průběhu experimentu bylo použito různé složení amplifikační směsi z důvodu optimali-

zace metody. Složení vždy vycházelo z komponent uvedených v základním rozpisu mas-

termixu pro PCR:  

H2O pro PCR ................................................................. 11,20 μl 

PCR reakční pufr ............................................................. 1,50 μl 

dNTP mix ......................................................................... 0,60 μl 

primery  ...................................................................... 2 x 0,30 μl 

Taq polymerasa ................................................................ 0,15 μl 

Templátová DNA ............................................................. 1,00 μl 

6.2.3.2 Program pro PCR 

Veškeré amplifikace PCR probíhaly v objemu 15,05 μl. Syntéza DNA fragmentů byla pro-

váděna na termocykleru PTC-100 MJ Research. IMC. (USA) s vyhřívaným víkem. 

V termocykleru byl nastaven následující program: 

Denaturace 94 °C 10 minut 

17 cyklů: 

94 °C 30 sekund 

62 °C 60 sekund opakováno 2x 

72 °C 60 sekund 

94 °C 30 sekund 

61 – 47 °C 60 sekund   (při každém cyklu vždy sníženo o 1 °C) 

72 °C 60 sekund 

Závěrečná extenze 72 °C 5 minut    
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6.2.4 Elektroforéza a detekce DNA 

K ověření kvality izolované DNA a detekci PCR produktů byla použita elektroforéza Scie-

Plas (Velká Británie) na agarosovém gelu. Jako standard pro určení velikosti amplifikova-

ných fragmentu byl vždy do první jamky gelu nanesen 100 bp DNA marker v množství  

12 μl. Po ukončení elektroforézy byly výsledky detekovány na UV transluminátoru 

SYNGENE (Velká Británie). 

6.2.4.1 Elektroforéza izolované DNA 

DNA izolovaná pomocí izolačních kitů byla podrobena elektroforéze pro stanovení čistoty 

(Obr. 10 a 11). Pro tato stanovení byl připraven 0,8 % agarosový gel a vzorky DNA byly 

naředěny dle rozpisu: 

 DNA ...................................................................................... 5 μl 

 H2O pro PCR ......................................................................... 5 μl 

 Nanášecí pufr ........................................................................ 3 μl 

Připravené vzorky byly naneseny na gel v elektroforetické vaničce v množství 12 μl. Gel 

byl zalit 1 x TBE pufrem po rysku a byla provedena elektroforéza po dobu 30 minut  

při 90 V. 

6.2.4.2 Elektroforéza produktů PCR 

Pro detekci amplifikovaných fragmentů DNA byl připravován 1,5 % agarosový gel. K pro-

duktům PCR byly před elektroforézou přidány 3 μl nanášecího pufru. Po promíchání a cen-

trifugaci po dobu 30 sekund při 10 000 otáčkách za minutu, byly vzorky naneseny na gel 

v množství 12 μl. Gel byl zalit 1 x TBE pufrem a poté byla spuštěna elektroforéza po dobu 

60 minut při 90 V. U produktů amplifikovaných pomocí primerů agdir/agdif byla elektro-

foréza prováděna pouze po dobu 30 minut. Důvodem byla menší velikost amplifikovaných 

fragmentů (přibližně 90 bp) v porovnání s amplikony produkovanými ostatními použitými 

primery (přibližně 600 bp).  

6.3 Purifikace DNA na sekvenaci 

Purifikace byla provedena dle návodu purifikačního kitu QIA PCR Purification (Roche): 
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1. Do 1,5 ml mikrocentrifugační zkumavky bylo přeneseno 15 μl reakčního produktu 

(produktu PCR) a bylo přidáno 75 μl DF pufru.  

2. Směs byla přenesena na kolonku umístěnou ve sběrné mikrozkumavce a centrifu-

gována 1 minutu při 10 000 otáčkách za minutu.  

3. Supernatant byl odstraněn a do kolonky bylo přidáno 600 μl promývacího pufru. 

Kolonka byla ponechána v klidu po dobu 1 minuty a poté byla centrifugována  

1 minutu při 10 000 otáčkách za minutu. Po odstranění supernatantu byla kolonka 

centrifugována znovu po dobu 3 minuty. 

4. Po přenesení kolonky do 1,5 ml mikrozkumavky bylo do kolonky naneseno 30 μl 

elučního pufru. Kolonka s elučním pufrem byla ponechána v klidu 2 minuty a poté 

centrifugována po dobu 2 minut při 10 000 otáčkách za minutu. 
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7 VÝSLEDKY 

7.1 Chromatografické stanovení produkce biogenních aminů v závislos-

ti na vnějších podmínkách  

Pomocí vysokoúčinné chromatografie byla stanovena produkce biogenních aminů (putres-

cinu, kadaverinu, tyraminu, spermidinu a sperminu) bakteriemi Bifidobacterium animalis 

subsp. lactis CCDM 239 a B. animalis subsp. lactis B25. Tvorba BA byla sledována při 

různém složení dekarboxylačního média obsahujícího jako prekurzory pro tvorbu BA ami-

nokyseliny ornitin, arginin tyrosin a lysin. Produkce BA byla sledována za působení těchto 

vnějších faktorů: pH 4,5 a 5,0, koncentrace NaCl 0,00; 1,00; 2,00 % (w/v), koncentrace 

laktosy 0,00; 0,25; 0,50; 1,00 % (w/v). Testovány byly všechny možné kombinace uvede-

ných faktorů. Získané hodnoty produkce biogenních aminů byly zprůměrovány (Příloha PI) 

a vyhodnoceny ve formě grafů.  

Kmen B. animalis subsp. lactis CCDM239 byl kultivován pouze za podmínek působení  

pH 4,5. Ve všech vzorcích byly při chromatografickém stanovení detekovány pouze dva 

biogenní aminy (tyramin a spermin). Tento kmen produkoval nejvíce BA v kultivačním 

mediu obsahujícím 0,25 % (w/v) laktosy v kombinaci s 1,00 % (w/v) soli. Nejméně bio-

genních aminů produkoval při použití 2,00 % (w/v) přídavku soli. Celková produkce BA 

tímto kmenem se pohybovala v rozmezí 8,62 – 24,42 mg.l
-1

 (Obr. 12). Spermin byl produ-

kován v rozmezí hodnot 0,82 – 15,97 mg.l
-1

 (Obr. 13), kdy nejnižší produkce byla zazna-

menána při přídavku 2,00 % (w/v) soli a nejvyšší při kombinaci 2,00 % (w/v) soli s 0,50 % 

(w/v) laktosy. Produkce tyraminu se pohybovala v rozmezí hodnot 3,53 – 10,37 mg.l
-1

 

(Obr. 13). Vliv vnějších faktorů na produkci tohoto biogenního aminu nebyl tedy tak patr-

ný, jako u produkce sperminu. Nejvyšší hodnoty byly stanoveny při kombinaci 1,00 % 

(w/v) přídavku soli a 0,25 % (w/v) laktosy. Nejnižší produkce pak byla při 0,50 % (w/v) 

laktosy v kultivačním mediu.  
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Obr. 12: Celková produkce BA kmenem B. animalis subsp. lactis CCDM239 při pH 4,5 

s přídavkem různých koncentrací laktosy a NaCl. 

 

Obr. 13: Produkce jednotlivých BA kmenem B. animalis subsp. lactis CCDM239 při  

pH 4,5 s přídavkem různých koncentrací laktosy a NaCl. 
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V případě bakteriálního kmenu B. animalis subsp. lactis B25 byla kultivace prováděna při 

pH 4,5 a 5,0. V obou případech byla zaznamenána produkce putrescinu, kadaverinu, tyra-

minu, spermidinu a sperminu. Hodnoty celkové produkce biogenních aminů tímto kmenem 

při pH 4,5 jsou uvedeny na Obrázku 14, z něhož vyplývá, že tvorba BA se v závislosti  

na vnějších vlivech příliš neměnila. Nejvyšší produkce biogenních aminů (45,91 mg.l
-1

) při 

pH 4,5 byla detetekována u 1,00 % (w/v) přídavku laktosy. 

Celková produkce biogenních aminů při pH 4,5 byla u kmenu Bifidobacterium animalis 

subsp. lactis B25 přibližně dvakrát vyšší než u B. animalis subsp. lactis CCDM239. 

 

Obr. 14: Celková produkce BA kmenem B. animalis subsp. lactis B25 při pH 4,5 s pří-

davkem různých koncentrací laktosy a NaCl. 

 

Pro přehlednost byla tvorba jednotlivých BA při pH 4,5 rozdělena do tří grafů podle roz-

dílné koncentrace soli v kultivačním mediu (Obr. 15 – 17). Z detekovaných BA byl 

v největší míře produkován spermin (12,18 – 19,39 mg.l
-1

), nejméně pak spermidin  

(1,42 – 2,20 mg.l
-1

) a kadaverin (2,29 – 4,03 mg.l
-1

). Spermin byl nejvíce produkován  

při 1,00 % (w/v) přídavku laktosy a nejméně při 0,50 % (w/v) přídavku laktosy. Tvorba 

spermidinu a kadaverinu nebyla působením vnějších faktorů ovlivněna. Při nulovém a  

1,00 % (w/v) přídavku soli byl pozorován mírný nárůst tvorby putrescinu při zvyšující  

se koncentraci laktosy (Obr. 15 a 16). V případě 2,00 % (w/v) přídavku soli nebyla tvorba 
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putrescinu koncentrací laktosy ovlivněna (Obr. 17). Nejvyšší hodnoty putrescinu  

(13,15 mg.l
-1

) byly zaznamenány při přídavku 1,00 % (w/v) laktosy. Nejmenší produkce 

putrescinu byla stanovena v původním dekarboxylačním médiu (tzn. bez přídavku soli a 

laktosy). Obdobně tomu bylo také u tyraminu, kdy nejvyšší hodnoty (13,47 mg.l
-1

) bylo 

dosaženo v nezměněném dekarboxylačním mediu. Nejméně byl tyramin produkován 

v mediu obsahujícím 1,00 % (w/v) soli a 0,50 % (w/v) laktosy.  

 

Obr. 15: Produkce jednotlivých BA kmenem B. animalis subsp. lactis B25 při pH 4,5 

v závislosti na rostoucí koncentraci laktosy. 
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Obr. 16: Produkce jednotlivých BA kmenem B. animalis subsp. lactis B25 při pH 4,5, 

1,00 % (w/v) koncentraci NaCl v závislosti na rostoucí koncentraci laktosy. 

 

Obr. 17: Produkce jednotlivých BA kmenem B. animalis subsp. lactis B25 při pH 4,5, 

2,00 % (w/v) koncentraci NaCl v závislosti na rostoucí koncentraci laktosy. 
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Hodnoty celkové produkce biogenních aminů kmenem B. animalis subsp. lactis B25  

při pH 5,0 se pohybovyly v rozmezí 34,31 – 49,50 mg.l
-1

 (Obr. 18). Zvýšení pH mělo  

za následek mírný nárůst produkce BA ve srovnání s kultivací tohoto kmene při pH 4,5. 

Vyjímkou byla produkce biogenních aminů v nezměněném dekarboxylačním mediu a me-

diu obsahujícím 0,25 % (w/v) laktosy, kde byly rozdíly v produci téměř zanedbatelné. 

 

Obr. 18: Celková produkce BA kmenem B. animalis subsp. lactis B25 při pH 5,0 s pří-

davkem různých koncentrací laktosy a NaCl 

 

Pro přehlednost byla tvorba jednotlivých BA při pH 5,0 opět rozdělena do tří grafů podle 

rozdílné koncentrace soli v kultivačním mediu (Obr. 19 až 21). V největší míře byl produ-

kován spermin (12,47 – 32,36 mg.l
-1

). Nejvyšší tvorba byla zaznamenána při kombinaci 

2,00 % (w/v) přídavku soli s 1,00 % (w/v) laktosy. Hodnoty sperminu v množství vyšším 

než 20,00 mg.l
-1

 byly detekovány u všech vzorků obsahujících 0,50 a 1,00 % (w/v) laktosy 

a také v případě kombinace 0,25 % (w/v) laktosy s 2,00 % (w/v) soli. Putrescin byl při pH 

5,0 nejvíce produkován v dekarboxylačním médiu bez obsahu laktosy anebo při koncentra-

ci laktosy 0,25 % (w/v). Produkce putrescinu se pohybovala v rozmezí 7,10 – 15,52 mg.l
-1

. 

Tvorba tyraminu byla zaznamenána v rozmezí 5,62 – 13,39 mg.l
-1

. Nejvyšší hodnota byla 

stanovena při 0,50 % (w/v) přídavku laktosy a nejnižší hodnota při 0,25 % (w/v) přídavku 

laktosy. Nejméně byly produkovány biogenní aminy spermidin (1,18 – 1,93, mg.l
-1

) a ka-
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daverin (2,78 – 3,78 mg.l
-1

). Tvorba spermidinu a kadaverinu nebyla působením vnějších 

faktorů ovlivněna ani při pH 5,0. 

Při porovnání všech vzorků bylo zjištěno, že nejvíce biogenních aminů produkoval kmen 

Bifidobacterium animalis subsp. lactis B25, a to při pH 5,0 za přídavku laktosy 0,25 % 

(w/v) a soli 2,00 % (w/v). Z detekovaných biogenních aminů byl nejvíce produkován 

spermin a nejméně spermidin. 

 

Obr. 19: Produkce jednotlivých BA kmenem B. animalis subsp. lactis B25 při pH 5,0 

v závislosti na rostoucí koncentraci laktosy. 
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Obr. 20: Produkce jednotlivých BA kmenem B. animalis subsp. lactis B25 při pH 5,0, 

1,00 % (w/v) koncentraci NaCl v závislosti na rostoucí koncentraci laktosy. 

 

Obr. 21: Produkce jednotlivých BA kmenem B. animalis subsp. lactis B25 při pH 5,0, 

2,00 % (w/v) koncentraci NaCl v závislosti na rostoucí koncentraci laktosy. 
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7.2 Možnosti detekce genu zodpovědného za schopnost tvorby putresci-

nu u laktobacilů 

U kmenů Lactobacillus curvatus subsp. curvatus AI-2 a L. curvatus subsp. curvatus AI-3 

byl vždy používán základní rozpis master mixu. Na těchto kmenech byly testovány primery 

určené k detekci genu pro tvorbu enzymu agmatin-deiminasy (AgD1, AgD2; aguA-R, 

aguA-F1, aguA-F2; agdir, agdif) a primery pro detekci genu zodpovědného za produkci 

ornitindekarboxylasy (3´,16´; PUT1-R, PUT1-F) (Příloha P II). Amplifikované produkty 

PCR byly zaznamenány u obou kmenů pouze v případě použití primerů AgD1 a AgD2, 

aguA-R a aguA-F1. Při použití kombinace primerů aguA-R a aguA-F2 bylo vytvářeno více 

nespecifických produktů, proto tato kombinace nebyla již v dalších stanoveních používána. 

Amplifikovaný produkt byl zaznamenán také v případě primerů agdir a agdif, avšak pouze 

u kmenu L. curvatus subsp. curvatus AI-2. Jako nejlepší se tedy jevily produkty získané 

pomocí primerů AgD1, AgD2 a aguA-R, aguA-F1. S těmito primery byly připraveny vzor-

ky o dvojnásobném množství, pro zaslání na sekvenaci. Po detekci amplifikovaných frag-

mentů s primery aguA-F1/aguA-R (Obr. 22), byl zjištěn výskyt nespecifických produktů. 

Mastermix pro sekvenaci byl tedy připraven znovu.  

 

Obr. 22: Detekce amplifikovaných fragmentů: 1. – 100 bp marker; 

2. – L. curvatus AI-2 s primery AgD1/AgD2; 3. – L. curvatus AI-2 

s primery aguA-F1/aguA-R; 5. – L. curvatus AI-3 s primery  aguA-

F1/aguA-R; 6. - pozitivní kontrola; 7. – negativní kontrola 
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Po detekci produktů PCR (Obr. 23) byly vybrány pro sekvenaci pouze amplikony získané 

amplifikací DNA kmenů Lactobacillus curvatus subsp. curvatus AI-2 a L. curvatus subsp. 

curvatus AI-3 s primery AgD1/AgD2. Produkty získané při použití primerů aguA-

F1/aguA-R byly znečištěny vysokým výskytem nespecifických fragmentů a z toho důvodu 

nemohly být zaslány na sekvenaci.  

 

Obr. 23: Detekce amplifikovaných fragmentů pro sekvenaci: 1. – 100 bp marker; 

2. – L. curvatus AI-2 s primery AgD1/AgD2; 3. – L. curvatus AI-2 s primery 

aguA-F1/aguA-R; 4. – L. curvatus AI-3 s primery AgD1/AgD2; 5. – L. curvatus 

AI-3 s primery  aguA-F1/aguA-R; 6. - pozitivní kontrola; 7. – negativní kontrola 

 

Vybrané produkty byly následně purifikovány pomocí kitu QIA PCR Purification. Po pro-

vedení purifikace byly produkty zaslány na sekvenaci do Ústavu molekulární biologie rost-

lin, Akademie věd České republiky v Českých Budějovicích. Získané sekvence byly vizua-

lizovány (v programu SEQUENCE SCANNER SOFTWARE v 1. 0.) (Obr. 24 a 25) a 

srovnány pomocí nástroje Blast (National Centre for Biotechnology Information - NCBI) 

s veřejně dostupnými databázemi. Čistá sekvence získaného produktu byla ve vizualizaci 

znázorněna modrou barvou (Obr. 24 a 25).  
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Obr. 24: Sekvence genu aguA detekovaná u kmenu L. curvatus subsp. curvatus AI-2 

 

 

 

Obr. 25:  Sekvence genu aguA detekovaná u kmenu L. curvatus subsp. curvatus AI-3 
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Pomocí nástroje Blast byla u amplikonů získaných z kmene Lactobacillus curvatus subsp. 

curvatus AI-2 nalezena 98 % shoda s genem aguA u bakterie Lactococcus lactis subsp. 

lactis KF147 (Příloha P III). Shoda genu aguA byla z 97 % nalezena také u bakterie Lacto-

coccus lactis subsp. lactis CV56 a Lactococcus lactis subsp. lactis I11403 (Příloha P III).  

Pomocí nástroje Blast byla u amplifikovaných fragmentů DNA kmene Lactobacillus cur-

vatus subsp. curvatus AI-3 zjištěna 97 % shoda s genem aguA u bakterie Lactococcus 

lactis subsp. lactis KF147 a 96 % shoda s tímto genem u bakterie Lactococcus lactis subsp. 

lactis CV56 (Příloha P IV). 

Při dalších stanoveních již byly využívány pouze primery AgD1 a AgD2. S využitím těchto 

primerů pro detekci genu aguA u dalších kmenů laktobacilů (Lactobacillus curvatus DEPE 

15, Lactobacillus curvatus DEPE 41, Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE 39, 

Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE 8, Lactobacillus brevis DEPE 24, Lactoba-

cillus curvatus DEPE 42) bylo dosaženo pozitivního výsledku pouze u kmenu L. brevis 

DEPE 24 (Příloha P II). DNA ostatních kmenů zřejmě nebyla izolována v dostačující kvali-

tě nebo se v ní vyskytovalo vyšší množství inhibitorů PCR reakce. Proto byla PCR prove-

dena ještě jednou za použití 10 x ředěné DNA (pro naředění inhibitorů) a podpoření reakce 

přídavkem MgCl2 v množství 0,2 a 0,5 µl. Amplifikované fragmenty byly opět detekovány 

pouze u DNA izolované z Lactobacillus brevis DEPE 24 (Příloha P II). Z tohoto důvodu 

byla provedena nová izolace DNA pomocí čtyř různých postupů uvedených v kapito-

le 7.2.2. Ani těmito postupy se však nepodařilo izolovat DNA v požadované kvalitě. Meto-

da tedy byla optimalizována alespoň pro kmen Lactobacillus brevis DEPE 24. Pro optima-

lizaci byla použita řada vzorků s rostoucí koncentrací Mg
2+

 iontů, snížení množství prime-

rů na 0,2 µl a opětovné naředění DNA (100 x ředěná DNA). Pro tento kmen se jako opti-

mální jevil přídavek MgCl2 0,5 a 0,7 µl (Obr. 26) a použití 100 x naředěné DNA (Obr. 27). 

Snížením množství primerů byla reakce ovlivněna negativně.  
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Obr. 26: Produkty PCR L. brevis DEPE 24 s primery AgD1/AgD2 při rostoucí 

koncentraci MgCl2: 1. – 100 bp marker; 2. – 0,1 µl MgCl2; 3. – 0,2 µl MgCl2; 4. – 

0,3 µl MgCl2; 5. – 0,4 µl MgCl2; 6. – 0,5 µl MgCl2; 7. – 0,7 µl MgCl2; 8. – nega-

tivní kontrola bez DNA    

 

Obr. 27: Produkty PCR 100 x ředěné DNA L. brevis DEPE 24 s rozdílným množ-

stvím primerů AgD1/AgD2 při rostoucí koncentraci MgCl2: 1. – 100 bp marker;  

2. – 0,1 µl MgCl2; 3. – 0,2 µl MgCl2; 4. – 0,3 µl MgCl2; 5. – 0,4 µl MgCl2;  

6. – 0,5 µl MgCl2; 7. – 0,7 µl MgCl2; 8. – negativní kontrola bez DNA; 9. – 0,1 µl 

MgCl2; 10. – 0,2 µl MgCl2; 11. – 0,3 µl MgCl2; 12. – 0,4 µl MgCl2; 13. – 0,5 µl 

MgCl2; 14. – 0,7 µl MgCl2; 15. – negativní kontrola bez DNA    
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Za těchto podmínek bylo dosaženo snížení tvorby nespecifických produktů a zvýšilo se 

množství amplifikovaných fragmentů požadované velikosti. I přes optimalizaci podmínek 

PCR reakce však nebylo dosaženo dostatečné čistoty výsledného produktu. Z důvodu tvor-

by nespecifických fragmentů nebylo možné odeslat tento vzorek na sekvenaci.  
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8 DISKUSE ZÍSKANÝCH VÝSLEDKŮ 

Problematika výskytu biogenních aminů je sledována již v mnoha studiích, souhrnem do-

savadních poznatků je Vědecké stanovisko k riziku řízení a vzniku biogenních aminů  

ve fermentovaných potravinách vydané Evropským úřadem pro bezpečnost potravin 

(EFSA) v roce 2011 [10]. V této diplomové práci byla pozornost věnována tvorbě biogen-

ních aminů probiotickými kulturami.  

8.1 Diskuse výsledků chromatografického stanovení biogenních aminů 

Dekarboxylasová aktivita byla sledována u bakterií rodu Bifidobacterium v závislosti  

na působení faktorů vnějšího prostředí. Důvodem byla skutečnost, že u probiotických bak-

terií doposud byl zkoumán především jejich pozitivní vliv na lidský organismus, nikoli 

možnost negativního působení formou produkce BA. Dalším podnětem pro tuto práci byla 

studie Lorencové a kol. [25], kde byla tvorba biogenních aminů stanovována u kmenů bifi-

dobakterií a laktobacilů izolovaných z mléčných výrobků, z nichž u mnohých byly deteko-

vány pozitivní dieteticko-léčebné účinky. Bylo zjištěno, že testované kmeny bifidobakterií 

produkovaly malé množství kadaverinu v rozmezí 5,0 – 14,0 mg.l
-1

. U dvou kmenů bifido-

bakterií byla detekována také produkce tyraminu v množství 5,4 a 66,6 mg.l
-1

[25].  

V této diplomové práci byla dekarboxylasová aktivita kmenů Bifidobacterium animalis 

subsp. lactis CCDM239 a B. animalis subsp. lactis B25 vyhodnocována v dekarboxylač-

ním médiu obsahujícím AMK ornitin, arginin, lysin a tyrosin za působení vnějších faktorů. 

Obdobně jako ve studii Buňkové a kol. [54] byly jako vnější faktory zvoleny koncentrace 

NaCl v rozmezí 0,00 – 2,00 % (w/v), koncentrace laktosy 0,00 – 1,00 % (w/v) a působení 

pH 4,5 a 5,0. Produkce BA byla vyhodnocována také za současného působení těchto fakto-

rů. Kultivační teplota byla u obou kmenů zvolena 37 °C, jakožto teplota optimální pro pro-

biotika působící ve střevním traktu.  

U kmenu Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 byla kultivace provedena 

pouze při pH 4,5. Pomocí HPLC byla detekována tvorba tyraminu a sperminu. Ostatní bio-

genní aminy (kadaverin, putrescin a spermidin) nebyly tímto kmenem produkovány. Nej-

vyšší produkce BA (24,42 mg.l
-1

) tímto kmenem bylo dosaženo při 0,25 % (w/v) přídavku 

laktosy v kombinaci s 1,00 % (w/v) soli. Tyto podmínky se jevily jako vhodné pro tvorbu 

obou detekovaných biogenních aminů. Spermin byl nejvíce produkován při kombinaci  
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0,50 % (w/v) laktosy a 2,00 % (w/v) soli. Produkce tyraminu byla méně závislá na vnějších 

faktorech. Nejméně BA bylo tímto kmenem vytvářeno při 2,00 % (w/v) přídavku soli, kdy 

došlo především k poklesu množství sperminu. Hladina tyraminu za těchto podmínek zů-

stala beze změny. Nejméně tyraminu bylo produkováno při 0,50 % přídavku laktosy.  

Ve srovnání s kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis B25 produkoval kmen  Bifi-

dobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 za stejných podmínek přibližně o polovinu 

méně biogenních aminů.  

V případě bakteriálního kmenu Bifidobacterium animalis subsp. lactis B25 byly pro kulti-

vaci zvoleny hodnoty pH 4,5 a 5,0. Jako vhodnější pro produkci biogenních aminů se jevila 

hodnota pH 5,0, kdy bylo dosaženo mírného zvýšení množství biogenních aminů ve srov-

nání s pH 4,5. Výjimkou byly vzorky obsahující výchozí dekarboxylační médium (bez pří-

davku laktosy a soli) a vzorky obsahující 0,25 % přídavek laktosy, kde bylo stanovené 

množství BA v obou případech pH srovnatelné. Nejvyšší produkce (49,50 mg.l
-1

) biogen-

ních aminů kmenem B. animalis subsp. lactis B25 bylo dosaženo při pH 5,0, 0,25 % (w/v) 

laktosy a 2,00 % (w/v) soli. Nejméně BA (33,80 mg.l
-1

) bylo vyprodukováno při pH 4,5 a 

koncentraci laktosy 0,50 % (w/v). V obou případech pH byly detekovány biogenní aminy 

putrescin, kadaverin, tyramin, spermidin a spermin. Spermidin a kadaverin byly produko-

vány v zanedbatelném množství. V největší míře (32,36 mg.l
-1

) byl produkován spermin, a 

to především v podmínkách pH 5,0, 1,00 % (w/v) laktosy a 2,00 % (w/v) soli. Putrescin byl 

nejvíce produkován (15,52 mg.l
-1

) v podmínkách pH 5,0 v kombinaci s 1,00 % soli. 

V případě putrescinu byl zpozorován mírný nárůst jeho produkce v závislosti na stoupající 

koncentraci laktosy v podmínkách pH 4,5 při nulovém nebo 1,00 % přídavku soli. Nejvyšší 

množství tyraminu (13,47 mg.l
-1

) bylo detekováno ve výchozím dekarboxylačním médiu 

bez přídavku soli a laktosy za pH 4,5.  

Ze získaných výsledků nebylo možné vyvodit jednoznačné závěry ve vztahu působení 

vnějších faktorů na produkci biogenních aminů u bifidobakterií. Obecně by se dalo shr-

nout, že vnější podmínky jako jsou koncentrace laktosy a soli nemají na celkovou produkci 

BA významný vliv. Při různých variantách kultivačního média bylo dosaženo maximálního 

rozdílu v produkci BA 15,80 mg.l
-1

 v případě kmene B. animalis subsp. lactis CCDM 239 

při pH 4,5 a 15,19 mg.l
-1

 BA v případě kmene B. animalis subsp. lactis B25 při pH 5,0. 

Rozdílné počáteční pH mělo mírný vliv na produkci BA pouze v kombinaci s dalšími fak-

tory. V případě kmene B. animalis subsp. lactis CCDM 239 produkce biogenních aminů 
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dosahovala hodnot nižších než 25,00 mg.l
-1

, což nelze považovat za hodnoty nebezpečné 

pro lidské zdraví. V případě kmene B. animalis subsp. lactis B25 bylo dosaženo produkce 

BA nižší než 50,00 mg.l
-1

. Tyto hodnoty také nejsou považovány za nebezpečné pro lidské 

zdraví, avšak bifidobakterie se převážně používají ve směsných kulturách, nebo jsou přidá-

vány do výrobku již obsahujícího jiné startérové kultury. Z tohoto důvodu by se mohla 

produkce BA bifidobakteriemi podílet na zvyšování celkové hladiny biogenních aminů  

ve výsledném produktu. 

Vlivem vnějších faktorů na růst a dekarboxylasovou aktivitu se ve své studii zabývali Gar-

dini a kol. [11], kteří zkoumali podobně jako v této diplomové práci vliv pH, soli a teploty 

na tvorbu biogenních aminů bakterií Enterococcus faecalis. Zde bylo zjištěno, že produkce 

biogenních aminů je nejvíce ovlivněna rozsahem růstu daného mikroorganismu. Produkcí 

biogenních aminů kmenem Enterococcus durans za různých podmínek se zabývali také 

Fernández a kol. [26]. V jejich studii byl zkoumán vliv zdroje uhlíku, koncentrace tyrosinu 

a tyraminu a vliv pH na tvorbu tyraminu. Bylo zjištěno, že zdroj uhlíku neovlivňuje pro-

dukci tyraminu. Tvorba tyraminu však byla značně ovlivněna hodnotou pH, kdy nejvyšší 

produkce tyraminu bylo dosaženo při pH 5,0, přestože současně byl omezen růst bakterií. 

Tyto výsledky poukazují na odlišné působení pH na různé druhy bakterií, neboť samotný 

vliv pH na testované kmeny bifidobakterií nebyl příliš významný. Produkce tyraminu se  

ve studii Fernandéz a kol. snižovala úměrně s rostoucí koncentrací tyraminu v kultivačním 

médiu [26]. Komprda a kol. [53] se zabývali vlivem působení vnějších faktorů (tepelná 

úprava, teplota a doba skladování) na obsah biogenních aminů v tavených sýrech. Zde bylo 

zjištěno, že teplota ani doba skladování neovlivnila významně obsah aminů v tavených 

sýrech. Kvantitativně nejvýznamnějším biogenním aminem byl v této studii tyramin [53]. 

Tyramin byl hlavním produktem dekarboxylasové aktivity také ve studii Buňkové a kol. 

[54], kde byla sledována dekarboxylasová aktivita bakterií rodu Lactococcus (kmeny Lac-

tococcus lactis subsp. lactis a Lactococcus lactis subsp. cremoris) v závislosti na faktorech 

vnějšího prostředí (aerobní a anaerobní podmínky kultivace, koncentrace NaCl 0 – 2 % 

(w/v) a laktosy 0 – 1 % (w/v)). Bylo zjištěno, že tyramin byl ve větší míře produkován  

za anaerobních podmínek a nejvyšších hodnot tyraminu bylo dosaženo při 2,00 % (w/v) 

přídavku soli. V případě této diplomové práce byl hlavním produktem dekarboxylasové 

aktivity obou kmenů bifidobakterií spermin. Pokud by byla porovnávána produkce tyrami-

nu, pak byl tento biogenní amin produkován nejvíce kmenem Bifidobacterium animalis 
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subsp. lactis B25 při pH 4,5 v kultivačním médiu bez přídavku soli a laktosy  

(13,47 mg.l
-1

). Vliv koncentrace soli v kultivačním médiu na bifidobakterie je tedy odlišný 

než u laktokoků. Koncentrace laktosy měla dle studie Buňkové a kol. [54] na produkci ty-

raminu menší vliv než přítomnost soli. Nejvyšší produkce tyraminu byla zaznamenána při 

0,50 % přídavku laktosy [54]. Také v této diplomové práci byla při pH 5,0 a 0,50 % (w/v) 

přídavku laktosy stanovena u kmenu B. animalis subsp. lactis B25 jedna z nejvyšších hod-

not tyraminu (13,39 mg.l
-1

). Ve studii La Gioia a kol. [55] byla zvýšená produkce tyraminu 

bakteriálním kmenem Streptococcus thermophilus v přítomnosti NaCl zdůvodněna jako 

regulace osmotického šoku. Dekarboxylace tyrosinu je zřejmě nepřímo využívána k získání 

energie potřebné pro osmoregulaci. Obdobné výsledky byly získány také při nízkých kon-

centracích laktosy (0,1 %, w/v) [55]. V diplomové práci Žouželkové [56] byl popsán vliv 

vnějších faktorů (teploty a pH) na dekarboxylasovou aktivitu bakteriálního kmene Lacto-

bacillus rhamnosus CCDM 289. U tohoto kmene byla prokázána produkce putrescinu a 

tyraminu. Jako nejvhodnější pro produkci putrescinu se jevily podmínky kultivační teploty 

37 °C, pH 6,0 a 1,0 % (w/v) přídavek glycerolu při 48 hodinách kultivace. Hodnota počá-

tečního pH podobně jako v této diplomové práci nikterak významně neovlivnila produkci 

BA. Na produkci tyraminu testovaným kmenem L. rhamnosus CCDM 289 měla značný 

vliv vyšší koncentrace glycerolu (zdroj uhlíku) při teplotě 37 °C. Nižší koncentrace glyce-

rolu do 1,0 % (w/v) naopak ovlivnila produkci putrescinu [56]. Z těchto poznatků vyplývá, 

že působení vnějších faktorů na produkci BA je velmi různorodé u jednotlivých kmenů 

bakterií.  

8.2 Diskuse výsledků detekce genu pro produkci putrescinu metodou 

PCR 

Druhá část diplomové práce byla zaměřena na detekci genu pro tvorbu putrescinu u lakto-

bacilů pomocí metody PCR. Na přítomnost genu pro tvorbu putrescinu bylo testováno osm 

kmenů laktobacilů (Lactobacillus curvatus subsp. curvatus AI-2, Lactobacillus curvatus 

subsp. curvatus AI-3, Lactobacillus curvatus DEPE 15, Lactobacillus curvatus DEPE 41, 

Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE 39, Lactobacillus curvatus subsp. curvatus 

DEPE 8, Lactobacillus brevis DEPE 24, Lactobacillus curvatus DEPE 42). U testovaných 

kmenů byla produkce putrescinu již dříve prokázána s využitím jiných metod stanovení. 

Literatura uvádí, že putrescin může být syntetizován nepřímo z argininu dvěma cestami. 
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Arginin může být přeměněn na ornitin pomocí arginin-deaminasy a ornitin je pak dekarbo-

xylován na putrescin. Druhou možností je přeměna argininu pomocí arginin-dekarboxylasy 

na agmatin, který je následně převeden na putrescin pomocí agmatin-deiminasy [49, 61]. 

Vzhledem k tomuto faktu, byly pro experiment použity primery pro detekci genu aguA 

kódujícího agmatin-deiminasu a genu odc kódujícího ornitin-dekarboxylasu. Nejlepších 

výsledků bylo dosaženo využitím primerů AgD1/AgD2 sloužících k detekci genu aguA. 

Tento gen byl detekován u tří testovaných kmenů (Lactobacillus curvatus subsp. curvatus 

AI-2, Lactobacillus curvatus subsp. curvatus AI-3, Lactobacillus brevis DEPE 24). U zby-

lých pěti kmenů se nepodařilo izolovat DNA v dostatečné kvalitě pro metodu PCR a nelze 

tedy posoudit, zda tyto kmeny obsahují gen aguA či nikoli. Amplifikované produkty de-

tekovaného genu aguA u kmenů Lactobacillus curvatus subsp. curvatus AI-2 a L. curvatus 

subsp. curvatus AI-3 byly zaslány na sekvenaci. Srovnáním získaných sekvencí 

s dostupnými databázemi bylo potvrzeno, že se v obou případech jedná o gen aguA. Pomo-

cí analýzy BLAST byla nalezena shoda získané sekvence kmene Lactobacillus curvatus 

subsp. curvatus AI-2 s genem aguA u bakterií Lactococcus lactis subsp. lactis KF147  

(98 %), Lactococcus lactis subsp. lactis CV56 (97 %) a Lactococcus lactis subsp. lactis 

I11403 (97 %). V případě kmene L. curvatus subsp. curvatus AI-3 byla nalezena shoda 

amplifikovaných fragmentů s genem aguA u bakterií Lactococcus lactis subsp. lactis 

KF147 (97 %) a Lactococcus lactis subsp. lactis CV56 (96 %). Amplikony získané 

v případě kmene Lactobacillus brevis DEPE 24 nebylo možné zaslat na sekvenaci, neboť 

obsahovaly značné množství nespecifických produktů. Mírného snížení tvorby nespecific-

kých produktů bylo v tomto případě dosaženo optimalizací metody (přídavkem 0,5 – 0,7 μl 

MgCl2 a použitím 100 x ředěné templátové DNA).  

Gen aguA byl detekován také ve studii Landete a kol. [49] u kmenů bakterií Lactobacillus 

hilgardii X1B, Lactobacillus sakei 23K, Enterococcus faecalis ATCC 11700, Bacillus ce-

reus ATCC 14579 a Pseudomonas aeruginosa PAO1. V této studii byl gen pro agmatin-

deiminasu detekován pomocí primerů aguA-F/aguA-R [49]. U kmenů Lactobacillus plan-

tarum izolovaných z vína byla ve studii Spano a kol. [60] zjištěna schopnost degradovat 

arginin díky přítomnosti genů kódujících arginin-deiminasu. Tento gen byl postupně de-

tekován i u dalších bakteriálních kmenů např. Oenococcus oeni, Lactobacillus sakei a Lac-

tobacillus hilgardii. Stanovením genů odpovědných za produkci biogenních aminů se za-

bývalo již více autorů, z nichž značná část věnovala pozornost genu kódujímu enzym tyro-
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sin-dekarboxylasu. Přítomnost genu pro tyrosin-dekarboxylasu u technologicky význam-

ných kmenů Lactobacillus, Lactococcus a Streptococcus byla zkoumána ve studii Buňkové 

a kol. [57], kde byla produkce tyraminu a přítomnost genu pro tyrosin dekarboxylasu de-

tekována u osmi z 36 testovaných kmenů. Gen pro tyrosin-dekarboxylasu byl detekován  

u tří kmenů Lactococcus lactis subsp. lactis, tří kmenů Lactococcus lactis subsp. cremoris, 

jednoho kmene Streptococcus thermophilus a jednoho kmene Lactobacillus delbrueckii 

subsp. bulgaricus [57]. Přítomnost genu pro tyrosin-dekarboxylasu byla prokázána také  

u šesti kmenů Lactococcus lactis (CCDM 48, CCDM 53, CCDM141, CCDM 824, CCDM 

946 a CCDM 1004). U těchto kmenů nebyl zaznamenán výskyt genů kódujících enzymy 

pro dekarboxylaci histidinu, lysinu a ornitinu [58]. Detekcí genu pro tyrosin dekarboxylasu 

u startérových kultur určených pro výrobu fermentovaných salámů se zabývali autoři Bur-

dychová a Dohnal [59]. Gen pro tyrosin-dekarboxylasu byl detekován u startovacích kultur 

Lactobacillus sakei a Lactobacillus curvatus. Produkce tyraminu byla u těchto kmenů po-

tvrzena současně pomocí metody HPLC [59]. Produkce histaminu nebo výskyt genu hdc 

kódujícího tvorbu histidin-dekarboxylasy byl popsán u některých specifických druhů  

např. Streptococcus salivarius subsp. thermophilus a Lactobacillus sakei. U těchto druhů 

byl stanoven nízký podíl kmenů pozitivních na dekarboxylasu a jejich potenciál pro tvorbu 

histaminu byl slabý, nebo nebyl v potravinách vůbec prokázán [10].  
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ZÁVĚR 

Diplomová práce byla zaměřena na studium produkce biogenních aminů probiotickými 

bakteriemi. Převážná část byla věnována faktorům ovlivňujícím tvorbu BA bakteriálními 

kmeny Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 a B. animalis subsp. lactis B25. 

Bakterie byly kultivovány v dekarboxylačním médiu obohaceném o aminokyseliny (argi-

nin, lysin, ornitin, tyramin) při 37 °C. Dekarboxylasová aktivita byla sledována při pH 4,5 a 

5,0, koncentraci soli 0-2 % (w/v) a koncentraci laktosy 0-1 % (w/v). Dílčí část byla zamě-

řena na stanovení potenciálu pro produkci putrescinu (metodou PCR) u osmi kmenů probi-

otických bakterií rodu Lactobacillus. Na základě získaných výsledků lze konstatovat: 

 produkce biogenních aminů je především kmenově specifická, neboť kmen Bifido-

bacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 produkoval za jinak stejných podmí-

nek přibližně o polovinu BA méně než kmen B. animalis subsp. lactis B25, 

 kmen B. animalis subsp. lactis CCDM 239 byl kultivován při pH 4,5 a produkoval 

pouze tyramin a spermin. Nejvyšší produkce biogenních aminů (24,42 mg.l
-1

) bylo 

dosaženo při pH 4,5 v kombinaci s 0,25 % (w/v) laktosy a 1,00 % (w/v) soli. 

 kmen B. animalis subsp. lactis B25 produkoval putrescin, kadaverin, tyramin, 

spermidin a spermin ve všech variantách kultivačního média. Nejvíce BA (49,50 

mg.l
-1

) bylo produkováno v médiu obsahujícím 0,25 % (w/v) laktosy a 2,00 % 

(w/v) soli při pH 5,0.  

 v největší míře byl kmenem B. animalis subsp. lactis B25 produkován spermin, 

 změna pH neměla u kmene B. animalis subsp. lactis B25 významný vliv na celko-

vou produkci BA, 

 tímto experimentem bylo prokázáno, že dekarboxylasovou aktivitu bifidobakterií 

lze do jisté míry ovlivnit změnou složení kultivačního media. Ze získaných výsled-

ků však nebyla zpozorována jednoznačná závislost produkce BA na koncentraci so-

li nebo laktosy.  

 metodou PCR byl u tří kmenů laktobacilů (Lactobacillus curvatus subsp. curvatus 

AI-2, L. curvatus subsp. curvatus AI-3, L. brevis DEPE 24) detekován gen aguA 

kódující agmatin deiminasu při použití primerů AgD1/AgD2, 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická    76 

 

 produkty PCR s DNA kmenů L. curvatus subsp. curvatus AI-2, L. curvatus subsp. 

curvatus AI-3 byly zaslány na sekvenaci, kterou bylo potvrzeno, že byl v obou pří-

padech detekován gen aguA. 

Na základě získaných výsledků byl prokázán částečný vliv faktorů vnějšího prostředí  

na produkci BA testovanými kmeny bifidobakterií a také potenciál některých kmenů lakto-

bacilů k produkci putrescinu pomocí enzymu agmatin-deiminasy. 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

ADC 

AgUH 

AMK 

BA 

 Arginin-dekarboxylasa 

Agmatin-ureohydrolasa 

Aminokyseliny 

Biogenní aminy 

ddNTP  Dideoxynukleotidtrifosfáty 

DEPE 

DNA 

dNTP 

DSMZ 

FAO 

GC 

GPC 

HPLC 

IEC 

KTJ 

LLC 

LSC 

MetAT 

MO 

NK 

ODC 

OPA  

PCR  

SAM 

 Department of production engineering - UIOZP 

Deoxyribonukleová kyselina 

Deoxynukleotidtrifosfány 

Německá sbírka mikroorganismů a buněčných kultur 

Světová zdravotnická organizace 

Plynová chromatografie 

Gelová chromatografie 

Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

Iontově výměnná chromatografie 

Kolonii tvořící jednotka 

Rozdělovací chromatografie 

Adsorpční chromatografie 

Metionin-adenosyltransferasa 

Mikroorganismy 

Nukleové kyseliny 

Ornitin-dekarboxylasa 

o-ftaldialdehyd 

Polymerasová řetězová reakce 

S-adenosylmetionin 
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SAMDC 

SPDS 

SPMS 

UV 

WHO 

 

S-adenosylmetionin-dekarboxylasa 

Spermidin-syntasa 

Spermin-syntasa 

Ultrafialové záření 

Organizace pro výživu a zemědělství 
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PŘÍLOHA P I: VÝSLEDKY CHROMATOGRAFICKÉHO 

STANOVENÍ PRODUKCE BIOGENNÍCH AMINŮ 

Hodnoty biogenních aminů produkovaných kmenem Bifidobacterium animalis subsp. 

lactis B25 při pH 4,5 a různé koncentraci laktosy a soli v kultivačním mediu 

Faktory 

[%] 
č. 

vzorku 

Detekované množství BA [mg.l
-1

] 

pH 4,5 putrescin kadaverin tyramin spermidin spermin celkem 

L 0 / S 0 

1 7,45 ± 0,64 2,87 ± 0,24 7,17 ± 0,12 1,50 ± 0,08 13,45 ± 1,10 32,44 

2 9,93 ± 0,44 4,52 ± 0,08 23,32 ± 1,21 1,43 ± 0,09 14,21 ± 0,75 53,41 

3 6,72 ± 0,33 2,54 ± 0,25 9,93 ± 1,07 1,51 ± 0,07 14,74 ± 1,37 35,43 

L 0 / S 1 

4 7,41 ± 0,37 2,50 ± 0,18 8,66 ± 0,65 1,70 ± 0,05 15,47 ± 0,67 35,74 

5 7,98 ± 0,73 2,42 ± 0,06 7,62 ± 0,06 1,76 ± 0,16 14,52 ± 0,50 34,30 

6 7,67 ± 0,25 7,17 ± 0,27 8,92 ± 0,59 1,67 ± 0,07 14,48 ± 0,80 39,91 

L 0 / S 2 

7 12,22 ± 0,85 2,66 ± 0,16 6,85 ± 0,53 1,84 ± 0,09 14,02 ± 0,58 37,59 

8 11,81 ± 1,03 2,64 ± 0,23 7,42 ± 0,46 1,93 ± 0,12 13,87 ± 0,96 37,67 

9 10,18 ± 0,74 2,43 ± 0,16 6,57 ± 0,56 1,86 ± 0,10 13,88 ± 0,60 34,92 

L 0,25 / S 0 

10 11,15 ± 0,78 2,84 ± 0,14 6,58 ± 0,16 1,62 ± 0,11 13,52 ± 0,78 35,70 

11 10,63 ± 0,73 2,65 ± 0,20 6,37 ± 0,42 1,58 ± 0,11 12,75 ± 1,24 33,98 

12 9,96 ± 0,44 2,62 ± 0,21  6,60 ± 0,47 1,59 ± 0,11 14,12 ± 0,76 34,89 

L 0,25 / S 1 

13 11,00 ± 0,61 2,82 ± 0,24 6,44 ± 0,50 1,94 ± 0,17 14,81 ± 0,94 37,01 

14 10,47 ± 0,35 2,29 ± 0,17 6,62 ± 0,45 1,95 ± 0,13 13,53 ± 0,64 34,86 

15 10,77 ± 0,96 2,75 ± 0,07 5,80 ± 0,51 1,94 ± 0,18 13,49 ± 0,87 34,74 

L 0,25 / S 2 

16 10,83 ± 0,65 2,72 ± 0,22 6,64 ± 0,59 2,10 ± 0,12 14,04 ± 0,57 36,35 

17 12,02 ± 0,77 2,82 ± 0,18 5,96 ± 0,37 2,11 ± 0,08 13,43 ± 0,43 36,33 

18 13,21 ± 0,74 2,88 ± 0,15 5,85 ± 0,30 2,10 ± 0,09 12,89 ± 0,94 36,92 

L 0,5 / S 0 

19 10,98 ± 0,71 0,95 ± 0,18 5,09 ± 0,33 1,76 ± 0,11 11,46 ± 0,86 32,24 

20 11,34 ± 1,09 2,95 ± 0,10 5,27 ± 0,38 1,74 ± 0,15 11,51 ± 0,49 32,80 

21 12,17 ± 0,52 2,98 ± 0,21 5,74 ± 0,28 1,88 ± 0,12 13,58 ± 0,56 36,36 

L 0,5 / S 1 

22 12,50 ± 0,78 3,05 ± 0,30 5,20 ± 0,48 2,10 ± 0,13 13,09 ± 1,19 35,95 

23 11,85 ± 1,01 2,87 ± 0,16 4,91 ± 0,11 2,06 ± 0,09 12,25 ± 0,85 33,93 

24 13,21 ± 1,04 3,05 ± 0,15 4,66 ± 0,35 2,21 ± 0,16 11,58 ± 0,47 34,71 

L 0,5 / S 2 

25 12,68 ± 1,10 2,84 ± 0,23 5,07 ± 0,08 2,39 ± 0,17 12,39 ± 0,87 35,38 

26 12,51 ± 0,32 2,97 ± 0,26 4,68 ± 0,43 2,40 ±0,09 13,25 ± 0,69 35,80 

27 11,49 ± 1,14 2,46 ± 0,14 9,88 ± 0,48  1,82 ± 0,14 21,39 ± 1,66 47,05 

L 1 / S 0 

28 12,18 ± 0,58 2,57 ± 0,20 9,66 ± 0,56 1,46 ± 0,08 20,06 ± 1,81 45,92 

29 12,36 ± 0,21 2,51 ± 0,18 9,39 ± 0,64 1,42 ± 0,03 19,64 ± 1,64 45,31 

30 14,92 ± 1,41 2,80 ± 0,14 8,90 ± 0,40 1,39 ± 0,10 18,48 ± 1,58 46,50 

L 1 / S 1 

31 12,22 ± 0,53 2,87 ± 0,21 8,51 ± 0,52 1,53 ± 0,06 16,20 ± 0,88 41,33 

32 12,85 ± 1,09 2,75 ± 0,10 5,75 ± 0,14 1,60 ± 0,10 12,51 ± 1,00 35,46 

33 11,74 ± 0,88 2,34 ± 0,10 7,59 ± 0,70 1,59 ± 0,10 15,20 ± 0,79 38,46 

L 1 / S 2 

34 11,19 ± 0,89 3,02 ± 0,26 8,38 ± 0,20 1,68 ± 0,13 17,90 ± 1,21 42,18 

35 11,46 ± 0,68 3,29 ± 0,20 7,99 ± 0,21 1,71 ± 0,12 17,45 ± 1,11 41,90 

36 11,68 ± 0,39 2,99 ± 0,22 7,37 ± 0,33 1,73 ± 0,13 16,19 ± 1,73 39,95 

 



 

 

Hodnoty biogenních aminů produkovaných kmenem Bifidobacterium animalis subsp. 

lactis B25 při pH 5,0 a různé koncentraci laktosy a soli v kultivačním mediu 

Faktory 

[%] 
Č. 

vzorku 

Detekované množství BA [mg.l
-1

] 

pH 5,0 putrescin kadaverin tyramin spermidin spermin celkem 

L0/S0 

37 10,66 ± 0,66 2,89 ± 0,16 8,37 ± 0,29 1,36 ± 0,10 15,79 ± 1,26 39,09 

38 10,42 ± 0,67 2,78 ± 0,14 7,99 ± 0,73 1,40 ± 0,08 17,17 ± 0,68 39,77 

39 10,42 ± 0,84 2,68 ± 0,17 7,74 ± 0,66 1,41 ± 0,07 15,90 ± 0,70 38,15 

L0/S1 

40 9,50 ± 0,49 3,18 ± 0,10 7,21 ± 0,52 1,66 ± 0,10 16,56 ± 0,41 38,11 

41 25,58 ± 1,55 2,92 ± 0,07 6,89 ± 0,60 1,74 ± 0,11 16,96 ± 0,87 54,09 

42 11,47 ± 0,67 3,00 ± 0,13 7,18 ± 0,39 1,68 ± 0,09 16,65 ± 1,29 39,98 

L0/S2 

43 12,87 ± 0,78 3,39 ± 0,25 8,17 ± 0,22 2,06 ± 0,06 17,30 ± 0,76 43,79 

44 11,57 ± 0,98 2,96 ± 0,15 7,58 ± 0,32 1,83 ± 0,11 16,69 ± 1,09 40,64 

45 12,65 ± 0,74 3,22 ± 0,18 6,71 ± 0,51 1,89 ± 0,06 15,45 ± 0,78 39,91 

L0,25/S0 

46 10,97 ± 0,84 3,27 ± 0,18 4,97 ± 0,22 1,56 ± 0,10 11,49 ± 0,40 32,26 

47 10,96 ± 0,35 3,24 ± 0,17 6,41 ± 0,29 1,59 ± 0,11 12,94 ± 0,72 35,13 

48 11,28 ± 0,88 4,22 ± 0,15 5,49 ± 0,30 1,55 ± 0,09 12,99 ± 1,04 35,53 

L0,25/S1 

49 10,67 ± 0,48 3,84 ± 0,21 7,52 ± 0,19 1,86 ± 0,16 15,77 ± 1,55 39,67 

50 12,42 ± 1,06 3,70 ± 0,30 6,08 ± 0,27 1,88 ± 0,10 14,99 ± 1,30 39,08 

51 10,17 ± 0,81 3,23 ± 0,25 6,38 ± 0,30 1,90 ± 0,12 14,55 ± 0,56 36,23 

L0,25/S2 

52 11,94 ± 1,02 3,88 ± 0,29 6,75 ± 0,26 1,98 ± 0,17 17,77 ± 0,91 42,33 

53 7,66 ± 0,40 3,73 ± 0,27 15,41 ± 0,39 1,39 ± 0,08 27,56 ± 2,15 55,75 

54 7,78 ± 0,48 3,74 ± 0,18 12,95 ± 0,77 1,32 ± 0,12 24,62 ± 2,08 50,41 

L0,5/S0 

55 7,24 ± 0,60 3,50 ± 0,28 13,24 ± 0,59 1,13 ± 0,05 23,63 ± 0,87 48,74 

56 7,28 ± 0,37 3,85 ± 0,13 13,54 ± 0,68 1,14 ± 0,06 23,47 ± 1,86 49,28 

57 7,17 ± 0,52 3,69 ± 0,24 13,38 ± 0,91 1,13 ± 0,06 22,33 ± 1,71 47,69 

L0,5/S1 

58 6,48 ± 0,40 3,11 ± 0,25 12,48 ± 0,76 1,27 ± 0,07 21,91 ± 1,54 45,24 

59 7,56 ± 0,60 3,75 ± 0,29 11,65 ± 0,69 1,31 ± 0,08 23,93 ± 2,17 48,20 

60 7,73 ± 0,51 3,89 ± 0,24 12,20 ± 0,26 1,32 ± 0,06 24,06 ± 0,65 49,19 

L0,5/S2 

61 7,72 ± 0,56 3,57 ± 0,27 11,73 ± 0,69 1,47 ± 0,08 23,26 ± 1,09 47,74 

62 7,57 ± 0,72 3,72 ± 0,13 11,20 ± 0,78 1,37 ± 0,05 21,66 ± 2,04 45,51 

63 7,77 ± 0,22 3,56 ± 0,12 12,26 ± 0,56 1,44 ± 0,08 23,88 ± 1,94 48,91 

L1/S0 

64 7,34 ± 0,59 3,79 ± 0,18 11,74 ± 0,48 1,14 ± 0,09 22,43 ± 2,00 46,45 

65 6,74 ± 0,29 3,88 ± 0,26 12,10 ± 0,44 1,14 ± 0,07 22,33 ± 1,68 46,19 

66 7,23 ± 0,36 3,54 ± 0,22 10,44 ± 0,43 1,25 ± 0,06 19,87 ± 1,96 42,32 

L1/S1 

67 8,05 ± 0,21 3,75 ± 0,25 11,86 ± 0,81 1,37 ± 0,10 23,47 ± 1,01 48,50 

68 8,27 ± 0,47 3,57 ± 0,25 9,96 ± 0,96 1,33 ± 0,06 20,88 ± 1,41 44,02 

69 7,61 ± 0,37 3,96 ± 0,21 11,28 ± 0,65 1,37 ± 0,13 23,13 ± 1,18 47,34 

L1/S2 

70 7,85 ± 0,34 3,72 ± 0,18 11,56 ± 0,39 1,48 ± 0,09 23,28 ± 1,91 47,89 

71 8,44 ± 0,83 3,91 ± 0,05 10,78 ± 0,49 1,62 ± 0,09 21,78 ± 1,88 47,21 

72 7,96 ± 0,67 3,71 ± 0,18 11,70 ± 0,71 1,52 ± 0,07 52,01 ± 2,05 49,90 

 

 

 



 

 

Hodnoty biogenních aminů produkovaných kmenem Bifidobacterium animalis subsp. 

lactis CCDM239 při pH 4,5 a různé koncentraci laktosy a soli v kultivačním mediu 

Faktory 

[%] 
č. 

vzorku 

Detekované množství BA [mg.l
-1

] 

pH 4,5 tyramin spermin celkem 

L0/S0 1 8,57 4,65 13,22 

L0/S1 2 7,45 6,32 13,77 

L0/S2 3 7,80 0,82 8,62 

L0,25/S0 4 8,62 7,90 16,52 

L0,25/S1 5 10,37 14,05 24,42 

L0,25/S2 6 5,67 11,00 16,67 

L0,5/S0 7 3,53 7,48 11,01 

L0,5/S1 8 3,96 8,65 12,61 

L0,5/S2 9 3,98 15,97 19,95 

L1/S0 10 10,11 2,36 12,47 

L1/S1 11 8,77 3,48 12,25 

L1/S2 12 6,97 6,26 13,23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

PŘÍLOHA P II: OPTIMALIZACE METODY PCR PRO DETEKCI 

PRODUKCE PUTRESCINU U LAKTOBACILŮ 

 

Optimalizace PCR s různými primery u kmene L. curvatus subsp. curvatus AI-2: 1. – 

3´/16´; 2. – PUT1-R/PUT1-F; 3. – AgD1/AgD2; 4. – aguA-F1/aguA-R; 5. – aguA-

F1/aguA-R; 6. – pozitivní kontrola; 7. – slepý pokus. 

 

Výsledky elektroforézy produktů získaných s primery agdif/agdir: 1. – 100 bp marker; 2. – 

vynecháno; 3. – L. curvatus subsp. curvatus AI-2; 4. – L. curvatus subsp. curvatus AI-3; 5. 

– L. curvatus subsp. curvatus AI-2; 6. – L. curvatus subsp. curvatus AI-3 



 

 

 

Použití primerů AgD1/AgD2 pro detekci genu aguA u dalších kmenů laktobacilů: 1. – 100 

bp marker; 2. – L. curvatus č. 15; 3. – L. curvatus č. 41; 4. – L. curvatus subsp. curvatus č. 

39; 5. – L. curvatus subsp. curvatus č. 8; 6. – L. brevis č. 24; 7. – L. curvatus č. 42 

 

Podpoření PCR reakce s primery AgD1/AgD2 použitím 10 x ředěné DNA a přídavkem 

MgCl2: 1. – 100 bp marker; 2. – L. curvatus č. 15 s 0,2 µl MgCl2; 3. – L. curvatus č. 41 

s 0,2 µl MgCl2; 4. – L. curvatus subsp. curvatus č. 39 s 0,2 µl MgCl2; 5. – L. curvatus sub-

sp. curvatus č. 8 s 0,2 µl MgCl2; 6. – L. brevis č. 24 s 0,2 µl MgCl2 ; 7. – L. curvatus č. 42 

s 0,2 µl MgCl2; 8. – nagativní kontrola bez DNA; 9. – L. curvatus č. 15 s 0,5 µl MgCl2; 10. 

– L. curvatus č. 41 s 0,5 µl MgCl2; 11. – L. curvatus subsp. curvatus č. 39 s 0,5 µl MgCl2; 

12. – L. curvatus subsp. curvatus č. 8 s 0,5 µl MgCl2; 13. – L. brevis č. 24 s 0,5 µl MgCl2 ; 

14. – L. curvatus č. 42 s 0,5 µl MgCl2; 15. – nagativní kontrola bez DNA 



 

 

PŘÍLOHA P III: VÝSLEDKY SROVNÁNÍ SEKVENCOVANÝCH 

FRAGMENTŮ DNA KMENU L. CURVATUS SUBSP. CURVATUS AI-2 S 

DOSTUPNÝMI DATABÁZEMI POMOCÍ NÁSTROJE BLAST  

Lactococcus lactis subsp. lactis KF147  

Range 1: 1925306 to 1925705GenBankGraphics Next Match Previous Match  

Alignment statistics for match #1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

708 bits(383) 0.0 393/400(98%) 0/400(0%) Plus/Minus 

Features: 

agmatine deiminase 
Query  1        

TTGAAAATAAACTTAAAGAACATTTGAATGCTGAAAAAATTCTTTGGCTTGSGGATGGAA  60 

                ||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||| 

|||||||| 

Sbjct  1925705  

TTGAAAATAAACTTAAAGAACATTTGAGTGCTGAAAAAATTCTTTGGCTTGGGGATGGAA  1925646 

 

Query  61       

TTGACCCASAAGAAACAAACGGTCATGTGGATGATGTTGCTTGCTTCGTAGCACCAGGGG  120 

                |||||||| |||||||||||||||| 

|||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1925645  

TTGACCCAGAAGAAACAAACGGTCACGTGGATGATGTTGCTTGCTTCGTAGCACCAGGGG  1925586 

 

Query  121      

AAGTTGCMTGCATTTATACTGARGATGAGAAGTCACCTTTTTATGAAGCAGCACAAGATG  180 

                ||||||| |||||||||||||| 

||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1925585  

AAGTTGCATGCATTTATACTGAGGATGAGAAGTCACCTTTTTATGAAGCAGCACAAGATG  1925526 

 

Query  181      

CCTATAAACGCTTGAGCCAAATGACAGATGCTAAAGGACGTCAACTCAAAGTTCATAAAT  240 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1925525  

CCTATAAACGCTTGAGCCAAATGACAGATGCTAAAGGACGTCAACTCAAAGTTCATAAAT  1925466 

 

Query  241      

TGACTTGTCCAGCTAAAAATGTAACGATTAAAAAACAATTTAGAATTGATACAGTTGAAG  300 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1925465  

TGACTTGTCCAGCTAAAAATGTAACGATTAAAAAACAATTTAGAATTGATACAGTTGAAG  1925406 

 

Query  301      

GAACAATGCCACGTGAAGACGGAGATATTTGTATTGCTTCATATATGAATTTCTTGATTA  360 

                ||||||||||||||||||| 

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1925405  

GAACAATGCCACGTGAAGATGGAGATATTTGTATTGCTTCATATATGAATTTCTTGATTA  1925346 

 

Query  361      CAAACAAAGGAGTTATCGTACCACAATACGGTGATGAAAA  400 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1925345  CAAACAAAGGAGTTATCGTACCACAATACGGTGATGAAAA  1925306 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/281490498?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FFDUCTA901R&from=1925306&to=1925705
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/281490498?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FFDUCTA901R&from=1925306&to=1925705
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/281490498?report=gbwithparts&from=1925173&to=1926273&RID=FFDUCTA901R


 

 

Download GenBankGraphics Next Previous Descriptions  

Lactococcus lactis subsp. lactis CV56 chromosome, complete genome  

Sequence ID: ref|NC_017486.1|Length: 2399458Number of Matches: 1 

Related Information 

Range 1: 1680160 to 1680559GenBankGraphics Next Match Previous Match  

Alignment statistics for match #1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

686 bits(371) 0.0 389/400(97%) 0/400(0%) Plus/Minus 

Features: 

agmatine deiminase 
Query  1        

TTGAAAATAAACTTAAAGAACATTTGAATGCTGAAAAAATTCTTTGGCTTGSGGATGGAA  60 

                ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

|||||||| 

Sbjct  1680559  

TTGAAAATAAACTTAAAGAACATTTGAATGCTGAAAAAATTCTTTGGCTTGGGGATGGAA  1680500 

 

Query  61       

TTGACCCASAAGAAACAAACGGTCATGTGGATGATGTTGCTTGCTTCGTAGCACCAGGGG  120 

                |||||||| |||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||| 

||||||| 

Sbjct  1680499  

TTGACCCAGAAGAAACAAACGGTCACGTGGATGATGTTGCTTGCTTCGTAGCGCCAGGGG  1680440 

 

Query  121      

AAGTTGCMTGCATTTATACTGARGATGAGAAGTCACCTTTTTATGAAGCAGCACAAGATG  180 

                ||||||| |||||||||||||| 

||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1680439  

AAGTTGCATGCATTTATACTGAGGATGAGAAGTCACCTTTTTATGAAGCAGCACAAGATG  1680380 

 

Query  181      

CCTATAAACGCTTGAGCCAAATGACAGATGCTAAAGGACGTCAACTCAAAGTTCATAAAT  240 

                | ||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| 

|||||||||| 

Sbjct  1680379  

CTTATAAACGCTTGAACCAAATGACAGATGCTAAAGGACGTCAACTCAAGGTTCATAAAT  1680320 

 

Query  241      

TGACTTGTCCAGCTAAAAATGTAACGATTAAAAAACAATTTAGAATTGATACAGTTGAAG  300 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1680319  

TGACTTGTCCAGCTAAAAATGTAACGATTAAAAAACAATTTAGAATTGATACAGTTGAAG  1680260 

 

Query  301      

GAACAATGCCACGTGAAGACGGAGATATTTGTATTGCTTCATATATGAATTTCTTGATTA  360 

                ||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||| 

||||||| 

Sbjct  1680259  

GAACAATGCCACGTGAAGATGGAGATATTTGTATTGCTTCATATATGAATTTTTTGATTA  1680200 

 

Query  361      CAAACAAAGGAGTTATCGTACCACAATACGGTGATGAAAA  400 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1680199  CAAACAAAGGAGTTATCGTACCACAATACGGTGATGAAAA  1680160 

 

 

 

 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#dlgDwnl_385829589
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385829589?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=FFDUCTA901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385829589?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=FFDUCTA901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#dtr_385829589
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385829589?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=FFDUCTA901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385829589?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=FFDUCTA901R&from=1680160&to=1680559
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385829589?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=FFDUCTA901R&from=1680160&to=1680559
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385829589?report=gbwithparts&from=1680027&to=1681127&RID=FFDUCTA901R


 

 

Download GenBankGraphics Next Previous Descriptions  

Lactococcus lactis subsp. lactis Il1403 chromosome, complete genome  

Sequence ID: ref|NC_002662.1|Length: 2365589Number of Matches: 1 

Related Information 

Range 1: 1753113 to 1753512GenBankGraphics Next Match Previous Match  

Alignment statistics for match #1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

686 bits(371) 0.0 389/400(97%) 0/400(0%) Plus/Minus 

Features: 

agmatine deiminase 
Query  1        

TTGAAAATAAACTTAAAGAACATTTGAATGCTGAAAAAATTCTTTGGCTTGSGGATGGAA  60 

                ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

|||||||| 

Sbjct  1753512  

TTGAAAATAAACTTAAAGAACATTTGAATGCTGAAAAAATTCTTTGGCTTGGGGATGGAA  1753453 

 

Query  61       

TTGACCCASAAGAAACAAACGGTCATGTGGATGATGTTGCTTGCTTCGTAGCACCAGGGG  120 

                |||||||| |||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||| 

||||||| 

Sbjct  1753452  

TTGACCCAGAAGAAACAAACGGTCACGTGGATGATGTTGCTTGCTTCGTAGCGCCAGGGG  1753393 

 

Query  121      

AAGTTGCMTGCATTTATACTGARGATGAGAAGTCACCTTTTTATGAAGCAGCACAAGATG  180 

                ||||||| |||||||||||||| 

||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1753392  

AAGTTGCATGCATTTATACTGAGGATGAGAAGTCACCTTTTTATGAAGCAGCACAAGATG  1753333 

 

Query  181      

CCTATAAACGCTTGAGCCAAATGACAGATGCTAAAGGACGTCAACTCAAAGTTCATAAAT  240 

                | ||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| 

|||||||||| 

Sbjct  1753332  

CTTATAAACGCTTGAACCAAATGACAGATGCTAAAGGACGTCAACTCAAGGTTCATAAAT  1753273 

 

Query  241      

TGACTTGTCCAGCTAAAAATGTAACGATTAAAAAACAATTTAGAATTGATACAGTTGAAG  300 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1753272  

TGACTTGTCCAGCTAAAAATGTAACGATTAAAAAACAATTTAGAATTGATACAGTTGAAG  1753213 

 

Query  301      

GAACAATGCCACGTGAAGACGGAGATATTTGTATTGCTTCATATATGAATTTCTTGATTA  360 

                ||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||| 

||||||| 

Sbjct  1753212  

GAACAATGCCACGTGAAGATGGAGATATTTGTATTGCTTCATATATGAATTTTTTGATTA  1753153 

 

Query  361      CAAACAAAGGAGTTATCGTACCACAATACGGTGATGAAAA  400 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1753152  CAAACAAAGGAGTTATCGTACCACAATACGGTGATGAAAA  1753113 

 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#dlgDwnl_15671982
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/15671982?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=FFDUCTA901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/15671982?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=FFDUCTA901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#dtr_15671982
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/15671982?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=FFDUCTA901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/15671982?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=FFDUCTA901R&from=1753113&to=1753512
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/15671982?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=FFDUCTA901R&from=1753113&to=1753512
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/15671982?report=gbwithparts&from=1752980&to=1754080&RID=FFDUCTA901R


 

 

PŘÍLOHA P IV: VÝSLEDKY SROVNÁNÍ SEKVENCOVANÝCH 

FRAGMENTŮ DNA KMENU L. CURVATUS SUBSP. CURVATUS AI-3 

DOSTUPNÝMI DATABÁZEMI POMOCÍ NÁSTROJE BLAST 

Lactococcus lactis subsp. lactis KF147 chromosome, complete genome  

Sequence ID: ref|NC_013656.1|Length: 2598144Number of Matches: 1 

Related Information 

Range 1: 1925191 to 1925675GenBankGraphics Next Match Previous Match  

Alignment statistics for match #1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

833 bits(451) 0.0 472/485(97%) 0/485(0%) Plus/Minus 

Features: 

agmatine deiminase 
Query  1        

CTGAAAAAATTCTTTGGCTTGGGGATGGAATTGACCCASAAGAAACAAACGGTCATGTGG  60 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||| 

|||| 

Sbjct  1925675  

CTGAAAAAATTCTTTGGCTTGGGGATGGAATTGACCCAGAAGAAACAAACGGTCACGTGG  1925616 

 

Query  61       

ATGATGTTGCTTGCTTCGTAGCACCAGGGGAAGTTGCMTGCATTTATACTGARGATGAGA  120 

                ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| 

||||||| 

Sbjct  1925615  

ATGATGTTGCTTGCTTCGTAGCACCAGGGGAAGTTGCATGCATTTATACTGAGGATGAGA  1925556 

 

Query  121      

AGTCACCTTTTTATGAAGCAGCACAAGATGCCTATAAACGCTTGAGCCAAATGACAGATG  180 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1925555  

AGTCACCTTTTTATGAAGCAGCACAAGATGCCTATAAACGCTTGAGCCAAATGACAGATG  1925496 

 

Query  181      

CTAAAGGACGTCAACTCAAAGTTCATAAATTGACTTGTCCAGCTAAAAATGTAACGATTA  240 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1925495  

CTAAAGGACGTCAACTCAAAGTTCATAAATTGACTTGTCCAGCTAAAAATGTAACGATTA  1925436 

 

Query  241      

AAAAACAATTTAGAATTYATACARTTGAAGGAACAATGCCACGTGAAGACGGAGATATTT  300 

                ||||||||||||||||| ||||| ||||||||||||||||||||||||| 

|||||||||| 

Sbjct  1925435  

AAAAACAATTTAGAATTGATACAGTTGAAGGAACAATGCCACGTGAAGATGGAGATATTT  1925376 

 

Query  301      

GTATTGCTTCATATATGAATTTCTTGATTACAAACAAAGGARTTATCGTACCACAATACG  360 

                ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

|||||||||||||||||| 

Sbjct  1925375  

GTATTGCTTCATATATGAATTTCTTGATTACAAACAAAGGAGTTATCGTACCACAATACG  1925316 

 

Query  361      

GTGATGAAAATGATGCTCTAGCATTAAAACAAGTTCAAGAGATGTTTCCAGACCGCGAAA  420 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/281490498?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FFF7NR48014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/281490498?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FFF7NR48014&from=1925191&to=1925675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/281490498?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FFF7NR48014&from=1925191&to=1925675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/281490498?report=gbwithparts&from=1925173&to=1926273&RID=FFF7NR48014


 

 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1925315  

GTGATGAAAATGATGCTCTAGCATTAAAACAAGTTCAAGAGATGTTTCCAGACCGCGAAA  1925256 

 

Query  421      

TAGTTGGCGTGAACACTGTTGAAGTAGTTTATGGTGGAGGAAATATTCACTGCATCACCC  480 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || || || 

|| | 

Sbjct  1925255  

TAGTTGGCGTGAACACTGTTGAAGTAGTTTATGGTGGAGGAAATATCCATTGTATTACTC  1925196 

 

Query  481      AACAA  485 

                ||||| 

Sbjct  1925195  AACAA  1925191 

 

Download GenBankGraphics Next Previous Descriptions  

Lactococcus lactis subsp. lactis CV56 chromosome, complete genome  

Sequence ID: ref|NC_017486.1|Length: 2399458Number of Matches: 1 

Related Information 

Range 1: 1680045 to 1680529GenBankGraphics Next Match Previous Match  

Alignment statistics for match #1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

800 bits(433) 0.0 466/485(96%) 0/485(0%) Plus/Minus 

Features: 

agmatine deiminase 
Query  1        

CTGAAAAAATTCTTTGGCTTGGGGATGGAATTGACCCASAAGAAACAAACGGTCATGTGG  60 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||| 

|||| 

Sbjct  1680529  

CTGAAAAAATTCTTTGGCTTGGGGATGGAATTGACCCAGAAGAAACAAACGGTCACGTGG  1680470 

 

Query  61       

ATGATGTTGCTTGCTTCGTAGCACCAGGGGAAGTTGCMTGCATTTATACTGARGATGAGA  120 

                |||||||||||||||||||||| |||||||||||||| |||||||||||||| 

||||||| 

Sbjct  1680469  

ATGATGTTGCTTGCTTCGTAGCGCCAGGGGAAGTTGCATGCATTTATACTGAGGATGAGA  1680410 

 

Query  121      

AGTCACCTTTTTATGAAGCAGCACAAGATGCCTATAAACGCTTGAGCCAAATGACAGATG  180 

                ||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||| 

|||||||||||||| 

Sbjct  1680409  

AGTCACCTTTTTATGAAGCAGCACAAGATGCTTATAAACGCTTGAACCAAATGACAGATG  1680350 

 

Query  181      

CTAAAGGACGTCAACTCAAAGTTCATAAATTGACTTGTCCAGCTAAAAATGTAACGATTA  240 

                ||||||||||||||||||| 

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1680349  

CTAAAGGACGTCAACTCAAGGTTCATAAATTGACTTGTCCAGCTAAAAATGTAACGATTA  1680290 

 

Query  241      

AAAAACAATTTAGAATTYATACARTTGAAGGAACAATGCCACGTGAAGACGGAGATATTT  300 

                ||||||||||||||||| ||||| ||||||||||||||||||||||||| 

|||||||||| 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#dlgDwnl_385829589
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385829589?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=FFF7NR48014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385829589?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=FFF7NR48014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#dtr_385829589
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385829589?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=FFF7NR48014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385829589?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=FFF7NR48014&from=1680045&to=1680529
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385829589?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=FFF7NR48014&from=1680045&to=1680529
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385829589?report=gbwithparts&from=1680027&to=1681127&RID=FFF7NR48014


 

 

Sbjct  1680289  

AAAAACAATTTAGAATTGATACAGTTGAAGGAACAATGCCACGTGAAGATGGAGATATTT  1680230 

 

Query  301      

GTATTGCTTCATATATGAATTTCTTGATTACAAACAAAGGARTTATCGTACCACAATACG  360 

                |||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||| 

|||||||||||||||||| 

Sbjct  1680229  

GTATTGCTTCATATATGAATTTTTTGATTACAAACAAAGGAGTTATCGTACCACAATACG  1680170 

 

Query  361      

GTGATGAAAATGATGCTCTAGCATTAAAACAAGTTCAAGAGATGTTTCCAGACCGCGAAA  420 

                ||||||||||||||||||||||| 

|||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1680169  

GTGATGAAAATGATGCTCTAGCACTAAAACAAGTTCAAGAGATGTTTCCAGACCGCGAAA  1680110 

 

Query  421      

TAGTTGGCGTGAACACTGTTGAAGTAGTTTATGGTGGAGGAAATATTCACTGCATCACCC  480 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || || || 

|| | 

Sbjct  1680109  

TAGTTGGCGTGAACACTGTTGAAGTAGTTTATGGTGGAGGAAATATCCATTGTATTACTC  1680050 

 

Query  481      AACAA  485 

                ||||| 

Sbjct  1680049  AACAA  1680045 

 


