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ABSTRAKT

Tato prace byla zamétena na prozkoumani dekarboxylasové aktivity probiotickych bakterii.
Dekarboxylasova aktivita kment rodu Bifidobacterium byla sledovana za pisobeni riz-
nych faktor vné&jsiho prostfedi (pH, NaCl a laktosa). Produkce biogennich amint z ami-
nokyselin (tyrosinu, ornitinu, argininu, lysinu) byla analyzovana pomoci vysokou¢inné 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 biogennich amint byla specificka pro jednotlivé
kmeny. Cast prace byla vénovana detekci genu pro produkci putrescinu
u osmi kment rodu Lactobacillus pomoci metody PCR. U tii kment laktobacilu (Lbc. cur-
vatus subsp. curvatus Al-2, Lbc. curvatus subsp. curvatus Al-3, Lbc. brevis DEPE 24) byl

detekovan pii pouziti primerd AgD1/AgD2 gen aguA kodujici agmatin-deiminasu.

Kli¢ova slova: biogenni aminy, rod Bifidobacterium, faktory ovliviwjici produkei biogen-
nich aminti, 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 Al-2, Lbc. curvatus subsp. curvatus Al-3, Lbc.
brevis DEPE 24).

Keywords: biogenic amines, Bifidobacterium, factors affecting the production of biogenic
amines, HPLC, PCR, gen aguA



Touto formou bych chtéla podékovat pani doc. RNDr. Leoné¢ Buiikové PhD. a Mgr. Leoné
Wunderlichové za odborné vedeni moji diplomové prace, cenné rady, trpélivost a optimis-
mus pii feSeni problémi souvisejicich s touto praci. Rada bych podékovala také labo-
rantkam pani Lence Machalkové, pani Bc. Veronice Kucabové a pani Ing. Ludmile Zalesa-

kové za jejich piivétivost, ¢as a ochotu.

Dale bych chtéla velmi podékovat svym rodi¢tim za jejich podporu a za to, ze mi umoznili

dostudovat.

ProhlaSuji, ze odevzdana verze diplomové prace a verze elektronicka nahrana do IS/STAG

jsou totozné.



L 8 V40 ) 1 PSSR 11

I TEORETICKA CAST ..ottt 12

1 CHARAKTERISTIKA BIOGENNICH AMINU.........c.ooooiiiiiieeeeeeeeeee e, 13

1.1 VZNIK BIOGENNICH AMINU . ....ciitiiiiiiieiiieesieesssieesssseessssessssseessssesssssesssssesssssessnnns 14

1.2 FYZIOLOGICKY VYZNAM ...ttiiitiiiiiiiiessiiiessineesieeesieeessseessnseesssseesssseessssesssssesssssesans 15

1.3 TOXICKE UCINKY 1 tuttttstteessiteessieeesssesessseessssesssssessssesssssesssssessnssessssesssssesssssessnsnes 16

14 VYSKYT BIOGENNICH AMINU V POTRAVINACH .....cciivviiiiiiniiiieeniieessireessiieessinee s 17
1.5  VYUZITI CHROMATOGRAFICKYCH METOD PRO STANOVEN{ BIOGENNICH

AMINU Lottt ettt e e et e et e e e bt e e s b et e e Rt e e e e R et e e R e e e nR e e e Rb e e e R b e e nna e e nes 18

151  Vysokoucinna kapalinova chromatografie..............cccoviriiiiniiiiiiicienn, 18

2 FAKTORY PUSOBiCi NA PRODUKCI BIOGENNICH AMINU.................... 21

2.1 STARTOVACT KULTURY wtvttiutvieiuiitessteessstessssteesssseessssesssssesssssesssssesssssesssssesssssessssses 21

2.2 VLIVPH oo 22

2.3 PRITOMNOST ZKVASITELNYCH SACHARIDU ....ccviiivieiiiieiieessireessreesssneesssnessssneeans 22

Y A AV = =T 0 ) SRS 23

2.5 PUSOBEN{ KONZERVACNICH A PRIDATNYCH LATEK .....cveivveeiiiessieessieessineesssnnenns 23

2.6 DALSI FAKTORY OVLIVNUJICI HLADINU BIOGENNICH AMINU V POTRAVINACH...... 24

3 PROBIOTICKE BAKTERIE RODU BIFIDOBACTERIUM ......ccccoovveieennan 25

3.1 (0235101 NN 0] N 2 200) 23 (031 N | PSP 25

3.1.1  Rod LactobacCillus .........cccooveiiiiiiicce e 26

3.2 CHARAKTERISTIKA RODU BIFIDOBACTERIUM .....cciiiiieiiiiieiiieessiiee s siieessiieessinee s 26

3.21  Morfologie @ CYIOIOgIE ......cuveieiiiiiicie e 27

3.2.2  Fyziologickeé VIASTNOSTI.....ccuviviiiiiiiiiiiiieiti e 28

3.2.3  BiochemicCKeé VIASINOST ....ccccuvviiiiiiiiiiececiiiee ettt e e e earee e 28

3.24  TaxonomiCKeé ZaTaZENT ........ccueieiiiivieeeiiiiiiie e ciree et e e et e e e e earaee e 29

3.3 FAKTORY OVLIVNUJICI RUST BIFIDOBAKTERIT JAKO PROBIOTIK ....vvvviivieeiiiiesiiieens 30

4  DETEKCE GENU PRO PRODUKCI BIOGENNICH AMINU ............ccc..c....... 32

4.1 METODA PCR .ttt bbb 32

4.1.1  Faktory ovlivitujici prub€h PCR ......ccooeviiiiiieiiee e 34

4.2 DETEKCE VYSLEDKU PCR POMOCI ELEKTROFOREZY ......vvveiiieeiiieeiieeesneesssneesens 35

4.3 SEKVENCOVANI AMPLIFIKOVANYCH FRAGMENTU DNA.......cooiiiiiiniie e, 36

I PRAKTICKA CAST .....ooooiiiieieeeeeeeee e 37

5 CHLPRACE .......cooovoiieeeee e 38

6  MATERIAL A METODIKA .....coooooeoeeeeeeeeeeeeeeee oo ee e eser e eser e 39



6.1 CHROMATOGRAFICKE STANOVENI BIOGENNICH AMINU ..vvvuiiiieeieeeeeiiiinseeereeesnnnnnns

6.1.1  Material pouzity pro chromatografické stanoveni.............ccccceevvriiricnnnnnn.
6.1.1.1 Bakteridlni Kultura .........ccccooviiiiiiiiiiie e
6.1.1.2  Kultivacni meédia.........cceriiiiiiiiiiiii e
6.1.1.3  Cinidla vyuZivana pii derivatizaci ...........cccco.evrreerreereeererssssesseninean,

6.1.2  Syst€m HPLC ......ooiiiiiiiii e

6.1.3  Pracovni postup chromatografick€ho stanovent............cccocoeeiiiiiciiiinnnnnn.
6.1.3.1 Stanoveni produkce biogennich amini kmenem B. animalis subsp.
lactis CCDM239 pii rozdilném slozeni kultivaéniho média ...........cccerrirnnnnn.
6.1.3.2 Stanoveni produkce biogennich amini kmenem B. animalis subsp.
lactis B25 pfi rozdilném slozeni kultivaéniho média a odlisném pH ..................
6.1.3.3 Derivatizace a analyza vzorkii pomoci kapalinové chromatografie ....

6.2  STANOVENI PRITOMNOSTI GENU PRO PRODUKCI BIOGENN{CH AMINU
METODOU PCR ...t et e st e e e e e nree e e ns

6.2.1  Material pouzity pro PCR a naslednou detekci pomoci elektroforézy.........
6.2.1.1  Bakteridlni Kultury ........cccooveiiiiiiiciicc e
6.2.1.2  Kultivatni meédia........ccceriiiiiiiiiiiiieie e
6.2.1.3  Chemikalie pro izolaci DNA .........cccoiiiiiiiniiieiee e
6.2.1.4  Chemikalie pro PCR .........ccociiiiiiiiiiie e
6.2.1.5 Chemikalie pro elektroforézu ...........cccvviiiiiiiiiiiiiieeee

6.2.2  1Z018CE DINA ... ..o
6.2.2.1 lzolace DNA z bakterii pomoci izolac¢nich Kitil.........ccccoverenirnninnnnne
6.2.2.2  Ptiprava hrubého lyzatu bakteridlni kultury...........ccccoovvniiininnnn

6.2.3  Vlastni provedeni PCR.........cccooiiiiiiiiii e
6.2.3.1 Zakladni rozpis smesi pro PCR (master mMixX)........ccocvrverveiviriveneennens
6.2.3.2  Program pro PCR........cccoiiiiieiic e

6.2.4  Elektroforéza a detekce DNA.......ccooiiiiieiiiiereee e
6.2.4.1 Elektroforéza izolované DNA..........cccccoiiiiiiiiiieiiiee e
6.2.4.2 Elektroforéza produktii PCR..........cccooiiiiiiniiici e

6.3 PURIFIKACE DINA NA SEKVENAC. c.ceetttteeteeeeeteeeteaeseeeeaseessssassssssssesssssnassseesseenns
T VYSLEDKY oo e e e e e e e et e e e e e e e e et e e e e eee e eeeeeenens

7.1 CHROMATOGRAFICKE STANOVENI PRODUKCE BIOGENNICH AMINU V
ZAVISLOSTI NA VNEJSICH PODMINKACH. ... .. tteeeeteeeretieisseeeseeesssnnsssesssesesssnnnneeeees

7.2 MOZNOSTI DETEKCE GENU ZODPOVEDNEHO ZA SCHOPNOST TVORBY
PUTRESCINU U LAKTOBACILU ...oeteeeeeeeeeeeeeee et

8  DISKUSE ZISKANYCH VYSLEDKU .....coooiooeooooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeess e

8.1 DISKUSE VYSLEDKU CHROMATOGRAFICKEHO STANOVEN{ BIOGENN{CH
8.2 DISKUSE VYSLEDKU DETEKCE GENU PRO PRODUKCI PUTRESCINU METODOU

SEZNAM POUZITE LITERATURY ....ooiviiiiieiieeeeeeeeeveseeeieseseesssessesses st
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK ...........ccccocovviimirirsesenenenenns
SEZNAM OBRAZKU .........ooovoiiiveieeeesieieseeeeese st ssesses st
SEZNAM TABULEK ..ottt ssses st



SEZNAM PRILOH



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 11

UvVOD

Dekarboxylasova aktivita bakterii vyskytujicich se ve fermentovanych potravinach je aktu-
alnim a Casto diskutovanym tématem. Problematikou produkce biogennich amind startéro-
vymi kulturami a izolaci bakterii s dekarboxylasovou aktivitou z fermentovanych vyrobkt
se zabyva jiz mnoho studii. Rada znich je zaméfena na optimalizaci a vyvoj metod
pro detekci biogennich aminti. Divodem je negativni vliv vySsich koncentraci biogennich
amind na lidsky organismus. Dekarboxylasova aktivita bakterii je ovS§em kmenové speci-
fické a navic je do jisté miry ovlivnéna pisobenim vnéjSich faktord. Tato diplomova prace
je zameétena na problematiku produkce biogennich aminti probiotickymi bakteriemi, nebot’

této oblasti nebyla doposud vénovana odpovidajici pozornost.

Teoreticka ¢ast zahrnuje charakteristiku biogennich amini a popis vné&jsich faktora (pH,
teplota, pfitomnost sacharidd, ptisobeni konzervacnich a ptidatnych latek atd.) pasobicich
na jejich produkci. Zabyva se popisem probiotickych bakterii, pfedevsim bakterii rodu
Bifidobacterium a pojednava o vyuziti vysokoucinné kapalinové chromatografie k detekci
biogennich amint. Daéle je Vv teoretické ¢asti popsan princip metody PCR a moznost vyuZiti

této metody pro stanoveni potencialu bakterii pro tvorbu biogennich amind.

Prakticka ¢ast diplomové prace je rozdélena do dvou ¢asti. Prvni ¢ést je zaméfena na sta-
noveni zavislosti produkce biogennich amint bifidobakteriemi na plisobeni vnéjSich fakto-
ri (pH, koncentrace soli a laktosy). U bakterii rodu Bifidobacterium byla zkoumana jejich
schopnost dekarboxylace aminokyselin lysinu, ornitinu, argininu a tyrosinu. Druha ¢ast je
vénovana detekci genu zodpovédného za schopnost tvorby putrescinu bakteriemi rodu

Lactobacillus pomoci metody PCR.
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1 CHARAKTERISTIKA BIOGENNICH AMINU

Biogenni aminy (BA) jsou organické dusikaté slouceniny s nizkou molekularni hmotnosti.
Tyto bazické slouceniny vznikaji ptrevazné dekarboxylaci aminokyselin, pfipadné také
aminaci a transaminaci aldehydu a ketoni. BA jsou syntetizovany v mikrobialnim, rostlin-
ném i zivo¢iSném metabolismu. V potravinach jsou vytvareny pomoci enzymu s ptivodem
Vv suroviné nebo mikroorganismy s dekarboxylasovou aktivitou. Dle chemické struktury lze

BA rozdélit do skupin [1]:
e alifatické (putrescin, kadaverin, spermin, spermidin) (Obr. 1),
e aromatické (tyramin, fenylethylamin) (Obr. 2),
e heterocyklické (histamin, tryptamin) (Obr. 3) [1].

HN—(CH,), —CH_(NH,) HN—(CH,),—CH,(NH,)
putrescin kadaverin

(CH,),—NH —(CH.)

(CH,),——NH —(CH,),—NH—(CH,), |23 Iz

|
éH . NH NH, NH,
2 spermin 2

-

spermidin

Obr. 1: Alifatické biogenni aminy [2]

CH,—CH, —NH,
. -

tyramin 2 - fenylethylamin

Obr. 2: Aromatické biogenni aminy [2]

NH,
|—‘/\\/NH2 @UI/\/
N

HN. N H
histamin tryptamin

Obr. 3: Heterocyklické biogenni aminy [2]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

1.1 Vznik biogennich amini

Z aminokyselin (AMK) vznikaji BA pasobenim dekarboxylas obsahujicich pyridoxalfosfat
jako kofaktor (Obr. 4) nebo z AMK a karbonylovych sloucenin plisobenim enzymi
transaminas. V prubéhu transformace na dalsi biologicky aktivni produkty se pak uplatiiuji

nékteré oxygenasy a metyltransferasy [2].

RCHNH, — RCHNH, + CO,

‘|:GOH amin

aminockyselina

Obr. 4: Obecné schéma vzniku amint [3]

Dekyrboxylasy maji riiznou substratovou specifi¢nost. Produkty dekarboxylace jsou pre-
vazné fyziologicky velmi G¢inné latky [4]. Produktem dekarboxylace histidinu pomoci his-
tidindekarboxylasy je histamin. Z aminokyseliny lysinu vznika pisobenim lysindekarboxy-
lasy kadaverin (1,5-diaminopentan). Agmatin je produktem dekarboxylace argininu (argi-
nindekarboxylasou) a nasledné muze byt pietvaien na putrescin (1,4-diaminobutan), ktery
je zaroven ptimym produktem dekarboxylace ornitinu (ornitindekarboxylasou). Ornitin
vznika z argininu ptisobenim arginasy. Metylaci putrescinu S-adenosylmetioninem vznika
spermidin a dale spermin [2]. Putrescin, spermidin, a spermin jsou v sou¢asné dob¢ zara-
zeny do skupiny polyamini, protoZe obsahuji dv€ a vice aminoskupin a mohou byt tvofeny
i alternativnimi metabolickymi cestami (Obr. 5) [5]. Fenylalanin je ¢innosti fenylalaninde-
karboxylasy pietvafen na 2-fenyletylamin. Z tyrosinu pusobenim tyrosindekarboxylasy
vznika tyramin a jeho naslednou oxidaci oktopamin. Produktem dekarboxylace tryptofanu
(tryptofandekarboxylasou) je tryptamin, z n€hoz je vytvafen hormon serotonin a dale pak

hormon melatonin [2].
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Obr. 5: Vznik polyamint biosyntetickymi drahami bakterii [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 Fyziologicky vyznam

Produkty dekarboxylace aminokyselin patii k pfirozenym antinutri¢nim faktoram, hygie-

nicky vyznamnym ve vyziv€é. V malych mnoZstvich jsou vSak v organismu potiebné
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pro fadu funkci [6]. Kromé biologického vyuziti biogennich amint jako zdroji dusiku
se podileji na fad¢ jinych vyznamnych funkci, jako je napt. regulace nukleovych kyselin,
syntéza bilkovin, stabilizace membran, vyuziti k vystavbé koenzymd, vitamina atd. [2, 7].
Nékteré biogenni aminy funguji také jako tkanové hormony (histamin) nebo jsou staveb-
nimi latkami podilejicimi se na syntéze dalSich hormont zivocCichu (fenyletylamin), ¢i fy-
tohormontd rostlin. Urcité tfidy aminti (katecholaminy, indolaminy a histamin) plni
Vv lidském organismu dilezité metabolické funkce v nervovém systému a pii regulaci krev-
niho tlaku. Fenyletylamin spolu s tyraminem zptisobuje zvySeni krevniho tlaku a histamin
pak krevni tlak snizuje. Histamin slouzi také jako medidtor spoustéjici priznaky alergické
reakce a podili se na sekreci kyseliny chlorovodikové v Zaludku. Tyramin ma pak vliv
na kontrakce hladkého svalstva a je prekurzorem dopaminu, ktery je vyznamnym neuro-
transmiterem, jehoz nedostatek v mozku mize vyvolavat Parkinsonovu chorobu. Kadave-
rin spolu s putrescinem a agmatinem stabilizuje nukleové kyseliny a subcelularni struktury
(ribosomy) [2, 8]. Polyaminy (putrescin, spermin a spermidin) jsou nezbytné pro udrZeni
normaln¢ fungujici metabolické aktivity a imunitni systém stiev [1]. Vzhledem

K intenzivnim G¢inkiim biogennich amint musi byt jejich hladina citlivé regulovana [8].

1.3 Toxické ucinky

Biogenni aminy se jako béZzné produkty metabolismu vyskytuji téméf ve vSech potravinach
obsahujicich bilkoviny nebo volné AMK, pokud tyto potraviny vytvaieji prostredi pro mik-
robialni nebo biochemickou aktivitu [1, 2]. Vysoké koncentrace BA ov§em mohou putsobit
na organismus toxicky [9]. Pii pisobeni vysokych koncentraci na organismus se BA proje-
vuji jako latky vasoaktivni (pfimo nebo nepiimo pusobi na vaskularni systém) a psychoak-
tivni. Pfiznaky pusobeni vysokych davek biogennich aminl jsou napfiklad zvraceni, dy-
chaci potize, poceni, buSeni srdce, hypertense nebo hypotense a migrény [2]. Toxikologic-
ky nejvyznamnéjsimi BA jsou tyramin a histamin. Tyramin je silné vasoaktivni latka, jeho
vyssi hladina v organismu miize vést k hypertensi, migrénam a piipadné i vyvolat krvaceni
do mozku a srdec¢niho selhani. Histamin, ktery je také vasoaktivni, mize zpusobit kopftiv-
ku, hypotensi, bolest hlavy, navaly a kieCe v biise [5]. Putrescin a kadaverin jsou méné
ucinné nez histamin a tyramin. Vyznamnou otazkou je vsak ptisobeni putrescinu a kadave-
rinu v souvislosti se zvySenim toxicity ostatnich amind, zejména histaminu [10]. Toxicita

polyamint pak spociva v jejich schopnosti tvofit stabilni karcinogenni N-nitrososlouceniny



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

a zvysSovat tak nartst nadorovych bunék ve stieveé. Z tohoto divodu je nanejvys dilezita

kontrola obsahu polyamini ve stravé piijimané pacienty s onkologickym nalezem [5].

Je velmi obtizné stanovit toxickou davku biogennich aminii, protoze zavisi na individualni
charakteristice a ptitomnost jinych amint. Pro histamin byl navrzen horni limit 100 mg/kg
potraviny a 2 mg/l alkoholu [5]. Intoxikace histaminem se projevuje v inkuba¢ni dobé
v rozmezi od ne€kolika minut az po n¢kolik hodin a ptiznaky jsou obvykle patrné po dobu
nékolika hodin. U zdravych jedincti nebyly pozorovany zdravotni komplikace pii podani
mnozstvi histaminu 25 az 50 mg [10]. Pro tyramin byly jako toxické davky urc¢eny hodnoty
v rozmezi 100 az 800 mg / kg potraviny a pro fenyletylamin pak 30 mg / kg potraviny [11].
Z4dné nezadouci Gginky na zdravi nebyly pozorovany u zdravych jedinct jesté pii davce
tyraminu 600 mg [10]. Klinické piiznaky intoxikace tyraminem, tryptaminem a fenylety-
laminem se objevuji zhruba po 30 minutach nebo po nékolika hodinach a obvykle vymizi
béhem nékolika hodin. Toxicky ucinek biogennich amint je siln¢ ovlivnén aktivitou enzy-
mu monoaminooxidasy a diaminooxidasy, které je v organismu odbouravaji [2]. Tyto en-
zymy oxidujici BA se nachdzeji ve stfevech, jatrech, ledvinach, plicich a dalSich orgénech
[12]. Jejich aktivita je rtizna u jednotlivci a zavisi na fadé faktort (napt. pfitomnost inhibi-
torti nebo potenciatorti). V piipadé vysokych koncentraci BA vsak tento enzymovy systém
selhava a neni jiz schopen plsobeni biogennich amint eliminovat [2]. Detoxika¢ni mecha-
nismy jsou nedostacujici také v pfipadé citlivych jedinct se sklony k alergiim nebo pfi sou-
Casné konzumaci alkoholu. Jako inhibitory aminooxidas pusobi nékteré 1éky, jako jsou
antibiotika, antidepresiva, tuberkulostatika a Iéky proti Parkinsonové chorobé. Tyto latky
brzdi detoxikacni proces ve stfevech a zplsobuji zvySeni resorpce biogennich aminti i pfi

pfijmu malych davek amint v potraviné [5, 12].

1.4 Vyskyt biogennich amint v potravinach

Vys§i mnozstvi biogennich amint Se vyskytuji predevsim ve fermentovanych potravinach,
jako jsou mlécné vyrobky, fermentované salamy, pivo, vino ¢i kysané zeli, kde vznikaji
¢innosti mikroorganismu. Vysoky vyskyt BA je samoziejmé u potravin v pokrocilém sta-
diu kaZeni [2]. Obecné se nejéastéji ze vSech BA vyskytuje ve fermentovanych vyrobcich

putrescin [10].

V rybach, mase, masnych vyrobcich a syrech je pfitomen pievazné histamin, kadaverin,

putrescin a tyramin. U ryb vznikaji biogenni aminy béhem skladovani pisobenim kontami-
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nujici mikroflory. V Cerstvém rybim mase je obsah biogennich amint nizky. Pti nevhod-
ném skladovani za vyssich teplot se vSak naptiklad koncentrace histaminu muze zvysit
az na hodnoty 8000 mg/kg suroviny. Soucasné vznikaji v relativné vysokém mnozstvi i
ostatni biogenni aminy [2]. Ryby (tunak a makrela) se fadi mezi potraviny,
které jsou nejcastéji spojovany s otravami histaminem. Dale jsou za ptvodce intoxikace
histaminem povazovany syry, a to syry Vyrobené z pasterovaného i nepasterovaného mléka.

Vyssi koncentrace histaminu byly zaznamenany také v kufecim mase a kysaném zeli [10].

U fermentovanych vyrobkl je nejvétsi nartist obsahu BA patrny v pocatecnich fazich vyro-
by a zavisi na typu pfitomné mikrofléry. Na vzniku BA se mohou podilet jak startovaci
kultury, tak i mikroorganismy pochazejici ze zpracovavané suroviny [2]. S otravami hista-
minem jsou nejéastéji spojovany syry: Gouda, syry $vycarského typu, Cedar, Gruyére a
Cheshire [10]. Vyssi obsah BA byl stanoven naptiklad i u tvardzkt, brynzy a nékterych
dalsich mékkych zrajicich syri [13]. Mnozstvi biogennich amini je zna¢né rdznorodé
nejen mezi odlisnymi druhy syrd, ale i v ramci jednoho druhu. Koncentrace BA se dokon-
ce lisi i v ruznych vrstvach syru. Vyssi obsah biogennich amint byva zpravidla detekovan
u syru vyrobenych z nepasterovaného mléka [14].

V ovoci, zelenin¢ a houbach jsou biogenni aminy produkovény pii nevhodném skladovani
z veétsi Casti endogennimi dekarboxylasami. Zde se jako hlavni biogenni amin vyskytuje

tyramin [2].

1.5 Vyuziti chromatografickych metod pro stanoveni biogennich aminu

Pro stanoveni BA lze vyuZit nékteré ze separacnich technik, jako je tenkovrstvd chromato-
grafie, plynova chromatografie (GC) nebo kapilarni elektroforéza. Nejcastéji vyuZzivanou
metodou je vysokotlakd kapalinova chromatografie (HPLC). Biogenni aminy Ize stanovit
také iontové vyménné chromatografie. Z divodu citlivého stanoveni fluorimetrickou de-
tekei je tfeba aminy nejprve derivatizovat. V piipadé€ iontové vyménné chromatografie se
uplatnuje derivatizace s OPA (o-ftaldialdehydem). Stale Castéji je také vyuzivano spojeni

HPLC nebo GC s hmotnostni spektrometrii [9].

1.5.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je separani metoda zaloZena na priichodu mobilni faze obsa-

hujici smés slozek skrz stacionarni fazi, ktera se sklada z kolony naplnéné pevnymi ¢asti-
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cemi. Mezi rozpusténymi latkami a t€émito dvéma fazemi dochézi k ptisobeni fyzikalnich a
chemickych sil, které jsou odpovédné za zachovani rozpusténych latek na chromatografic-
ké koloné [15]. Podle mechanismu interakce oddélované latky s pevnym sorbentem je me-
toda HPLC rozdélovana do Ctyt aplikacnich skupin, a to adsorpéni chromatografie (LSC),
iontoveé vymeénna chromatografie (IEC) zaloZena na disociaci slabych ¢i silnych elektrolytt,

rozdélovaci chromatografie (LLC) a gelova chromatografie (GPC) [16].

U vysokoucinné kapalinové chromatografie je elucni Cinidlo (mobilni faze) filtrovano a
cerpano z nadrze pod tlakem do chromatografické kolony. Smés rozpusténych latek vstii-
kovanych v horni ¢asti sloupce je pak rozdélena pii prostupu sloupcem na jednotlivé slozky
a ty jsou sledovany detektorem. Jejich vyskyt a mnozstvi Se zaznamenava zapisovacem.
Hlavnimi sou¢astmi vysoce u¢inného kapalinového chromatogramu jsou vysokotlaké ¢er-
padlo, sloupec, systém vstiikovace a detektor (Obr. 7). U plynové chromatografie je dosa-
zeno selektivity vyuzitim fad sloupcd s riznymi stacionarnimi fazemi. U HPLC je v8ak
pocet sloupcti omezen a selektivity je dosazeno riznymi variantami teplot kolony nebo
slozenim mobilni faze (napf. pfidanim organickych rozpoustédel, jako je metanol nebo

acetonitril) [17].

Pro stanoveni biogennich amini pomoci HPLC se pouzivaji riznd derivatizacni Cinidla
(dansyl-chlorid, benzoyl-chlorid, o-ftaldiadehyd (OPA), naftalen-2,3-dikarboxaldehyd,
N-acetylcytein, 2-merkaptoetanol). Pravdépodobné nejpouzivanéjsi cinidlem je dansyl
chlorid [10]. Pfi pfedkolonové derivatizaci dochazi ke vzniku dansylderivatii biogennich
aminu a ty jsou pak separovany v chromatografickém systému [18]. Pro detekci se nejcas-

t&ji vyuziva fluorescence, UV a elektrochemicka detekce [10].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

SCHEMA SYSTEMU HPLC

Rozpoustédla
Kolona HPLC

Integrace dat
v systému

Cerpadlo B Detektor
Injektor vzorku

(vstrikovaci ventil)

Odpad rozpoustédla
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Obr. 6: Schéma vysokouc¢inné kapalinové chromatografie [19]

Metody zaloZené na vysoce uéinné kapalinové chromatografii (HPLC) jsou nyni jediné
dostatecné spolehlivé a citlivé, schopné soucasné kvantifikace koncentrace vSech BA
ve fermentovanych potravinach. Tyto metody jsou pro analyzu fermentovanych potravin
nejvhodnéjsi. Bohuzel jest¢ nebyly vyvinuty podrobné monitorovaci systémy a metody
vhodné ke sledovani koncentraci BA ve fermentovanych potravindch béhem vyrobniho
procesu, coz by mohlo byt pouzito, jako jeden z parametrd pro posouzeni hygieny vyrobni-
ho procesu. Testy na bazi HPLC maji detekéni limit kolem 0,1 mg/kg. HPLC je uvadéna
jako referen¢ni metoda pro histamin v natizeni (ES) ¢. 2073/2005 (mikrobiologicka kritéria
pro potraviny) a jelikoZ je vhodna pro kvantifikaci v§ech biogennich aminti, mohla by byt

¢asem zvolena hlavni analytickou metodou pro oficialni kontrolu BA [10, 20].
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2 FAKTORY PUSOBICI NA PRODUKCI BIOGENNICH AMINU

Vzhledem k tomu, Ze aminy jsou tvofeny aktivnimi enzymy v potravinach nebo dekarboxy-
lasovou aktivitou bakterii, inhibici takové ¢innosti a prevenci rustu bakterii by bylo mozné
regulovat obsah biogennich amint v potravinach [1]. Proto byly zkoumany urcité faktory,
které ptisobi na dekarboxylasovou aktivitu mikroorganisml a také na hromadéni biogen-
nich amintl v potravinach [21]. Mnozstvi a typ biogennich aminti vytvofeny v potraving je
silné ovlivnén vnitinimi vlastnostmi potraviny, jako je pH, vodni aktivita, slozeni, mik-
roflora a vnéj$imi parametry (doba a teplota), které umoznuji rist bakterii pii zpracovani a
skladovani potraviny [10]. Nov¢ vznikajici metody se pak zaméfuji na baleni v ochranné
atmosféie, ozarovani, ptisobeni vysokého hydrostatického tlaku, mikrobidlni modelovani a
ptidavani konzervacénich latek [22]. Pokud jsou biogenni aminy jiz ptitomny V potraving, je
jejich nasledné odstranéni velni obtizné. Teoreticky lze jejich koncentraci ¢aste¢né snizit

pouzitim diaminooxidas, ale v praxi se tato dekontaminace nevyuziva [2].

2.1 Startovaci kultury

Startovaci kultury mohou ovlivnit hladinu biogennich aminl v potraviné¢ dvéma zpisoby.
Prvnim z nich je zvySovani mnozstvi volnych aminokyselin jejich proteolytickou ¢innosti,
coz usnadnuje jejich dostupnost pro kontaminujici bakterie s dekarboxylasovou aktivitou
[23]. Minimalizaci vyskytu mikroorganismti schopnych produkce BA muze byt dosazeno
zajisténim dobrého hygienického stavu surovin a naslednymi dalsimi mikrobialnimi kont-
rolami [10]. Druhym zptsobem je vlastni dekarboxylasova ¢innost startovacich kultur.
Dekarboxylasova aktivita byla prokazana napt. u nékterych kmeni Lactobacillus helveticus

nebo Lactococcus lactis vyuzivanych jako startovaci kultury pro mlééné vyrobky [23].

Bylo zjisténo, ze neékteré bakterie (napt. E. coli) se brani proti oxida¢nimu stresu zvySova-
nim produkce putrescinu. Tento biogenni amin pisobi také jako ochranny faktor na DNA
poskozenou reaktivnimi kyslikovymi radikaly. Dale se ptedpoklada, ze putrescin hraje roli
pfi toleranci E. coli k osmotickému stresu. Z tohoto divodu je mozné, Ze i jiné bakterie
vykazujici dekarboxylasovou aktivitu by mohly vyuzivat produkci putrescinu pro piekona-
ni nebo snizeni G¢inku stresovych faktord (napft. kysliku a NaCl). U mikroorganismt pou-
zivanych jako startovaci kultury v jakékoli fermentované potraving, by proto mélo byt pro-

kazano, Ze nedokazou produkovat BA a jsou schopny potlacit svym rtstem nezadouci mik-
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rofléru v podminkach vyroby a skladovani. Pouzivani vhodnych startovacich kultur je nej-
spolehlivéjsi moznosti kontroly fermenta¢niho procesu vyuzitelné jak ve velkém méfitku,
tak v malych vyrobach. Mikroorganismus vSak musi byt vybran zvIast’ pro kazdy typ vy-
robku [10]. Jako priklad Ize uvést vliv zaclenéni bifidobakterii do smiSenych startovacich
kultur (Lactobacillus plantarum, Bifidobacterium lactis a Bifidobacterium bifidum)
na akumulaci biogennich amini béhem fermentace a skladovani fermentovanych klobas,
kdy zahrnuti B. lactis a B. bifidum do startovacich kultur vedlo k vyraznému snizeni pro-
dukce BA [24]. Oproti tomu V jiné studii byla u n¢kterych kment bifidobakterii izolova-

nych z mlé¢nych vyrobka zjisténa produkce malého mnozstvi kadaverinu a tyraminu [25].

Vzhledem k tomu, Ze schopnost produkce dakarboxylas je nehomogenné rozlozena mezi
kmeny daného druhu, je nutné provadét zkousky na potencialni dekarboxylazovou ¢innost
u kazdého kmene, ktery ma byt pouzit jako startovaci kultura. Mimo to by méla byt dekar-
boxylasova aktivita zvoleného kmene posouzena i1 za konkrétnich podminek realného zpra-

covani ve vyrob¢ [10].

2.2 Vliv pH

pH pusobi na produkci BA dvéma mechanismy, a to ovlivnénim aktivity enzymu nebo
inhibici rtstu mikroorganismut [10]. Z toho vyplyva, ze pH hraje dulezitou roli pii tvorbé
BA. Aktivita dekarboxylas je vyssi v kyselém prostiedi, a to s optimem pii pH v rozmezi
4 az 5,5 [26]. V kyselém prostfedi jsou bakterie navic motivovany k produkci dekarboxy-
las, jako soucasti svych obrannych mechanisml proti kyselému intracelularnimu pH [1].

Pfi neutralnim a alkalickém pH jsou tyto enzymy neaktivni [21].

2.3 Pritomnost zkvasitelnych sacharidi

Ptitomnost zkvasitelnych sacharidd, jako je napt. glukosa, zvySuje rust a dekarboxylacni
¢innost bakterii. Optimalni koncentrace glukosy pro tvorbu BA byly zjistény v rozmezi
0,5-2,0 %, zatimco koncentrace glukosy presahujici 3 % inhibovala aktivitu dekarboxylac-
nich enzymu [1]. Vhodnym opatienim, které by ¢aste¢né zabranilo hromadéni BA pfi vy-
rob¢ a skladovani fermentovanych vyrobki je zména druhu nebo koncentrace zkvasitelné-
ho sacharidu v kombinaci s pifidavkem antimikrobialniho ¢inidla, ¢i nizkymi teplotami.
Snizeni tvorby histaminu a putrescinu v masnych vyrobcich bylo pozorovano také po pfi-

davku 1 % glukono-8-laktonu diky poklesu pH [10].
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2.4 VIiv teploty

Nejvyznamnéj$im zpuisobem prevence proti tvorbé biogennich amint je dodrzovani sprav-
né skladovaci teploty [1]. Obecné plati, Ze rychlost tvorby amini se zvySuje s teplotou [10].
Pfi nizkych teplotach se produkce snizuje prostfednictvim inhibice mikrobidlniho ristu a
snizeni aktivity enzymu. Hladina BA tedy muze byt fizena striktnim dodrZzovanim chladi-
ciho fetézce. Pfesto mlize u potravin obsahujicich vysoké koncentrace dochazet k mirnému
zvyseni v priabéhu doby skladovani [22]. Nartst koncentrace BA i v fadné chlazené potra-
ving zpasobuje aktivita ptitomnych psychrotrofnich mikroorganismi. Optimalni teplota pro
tvorbu BA mezofilnimi bakteriemi se pohybuje mezi 20 az 37 °C, zatimco pii teplotach
pod 5 °C nebo nad 40 °C produkce BA klesa [10]. VétSina amint je pii tepelném oSetieni
stala, ovSem aktivita nékterych dekarboxylas zustava i po tepelném oSetfeni (napf. pastera-
ci). Proto mize obsah BA dale nartstat béhem skladovani potraviny [27]. Tepelnym za-
krokem piesto dochazi k Castenému snizeni koncentrace BA diky jejich reakci

s redukujicimi sacharidy (Maillardova reakce) [2].

2.5 Pisobeni konzervacnich a pridatnych latek

Konzervaéni a ptidatné latky mohou plisobit na snizeni tvorby BA. Omezeni vzniku BA
bylo zpusobeno piidavkem sorbanu sodného nebo hexametafosfatu sodného, kdy 2 % pii-
davek zpusobil zpomaleni tvorby histaminu. K ¢aste¢né inhibici dekarboxylasové aktivity
vede 1 ptidavek kyseliny citronové, jantarové, jable¢né a D-sorbitolu. Napiiklad pouZiti
1 % pridavku kyseliny citronové v prubéhu vyroby kysaného zeli mélo za disledek mirny
pokles hladiny biogennich aminti pfi kombinaci s obsahem 6 % soli. Vyznamného snizeni
obsahu BA bylo dosazeno také u klobas pouzitim sorbanu draselného a kyseliny askorbové.
Schopnost inhibovat produkci biogennich amintl byla prokazana rovnéz u dusitanu a du-
si¢nanu sodného [22]. Také chlorid sodny plsobi na dekarboxylaci aminokyselin. Vyso-
kymi koncentracemi soli byla zpomalena produkce histaminu napfiklad u bakterii Staphy-
lococcus capitis, Enterobacter cloacae a Pantoea agglomerans. Naopak u halotolerantni
bakterie Staphylococcus sp. izolované ze solenych ancovicek doslo v dusledku piidavku
soli ke zvySeni produkce histaminu. Proto se pfedpoklada, Ze ucinek chloridu sodného

na tvorbu BA je bud’ inhibujici, nebo stimulujici specificky pro jednotlivé bakterialni kme-

ny [10].
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Inhibice tvorby biogennich aminl byla prokazana rovnéz u nékterych piirozené se vyskytu-
jicich latek koteni (napf. kurkumin, kapsaicin, piperin). Zpomaleni tvorby BA bylo proka-

zano i u zazvoru, ¢esneku, zelené cibulky, papriky, hiebicku a skofice [22].

2.6 DalSi faktory ovlivitujici hladinu biogennich aminii v potravinach

Vyznamny vliv na biosyntézu BA ma ziejmé dostupnost kysliku. Za anaerobnich podmi-
nek se napiiklad snizila produkce putrescinu bakterii Enterobacter cloacae az o polovinu
ve srovnani s aerobnimi podminkami. Naopak u bakterie Klebsiella pneumoniae doslo
za anaerobnich podminek ke sniZeni tvorby kadaverinu, ale zaroven se zvysila produkce
putrescinu [10]. Pro prodlouzeni trvanlivosti potravin se ¢asto pouziva vakuové baleni ne-
bo baleni do ochranné atmosféry. Tim muize byt dosazeno zpomaleni produkce biogennich
aminll inhibici mikroorganismi nebo enzymi zodpovédnych za tvorbu BA. Napiiklad
enzymatickd ¢innost histidin-dekarboxylasy je vyssi za neptitomnosti kysliku, kdezto his-
taminasy oxidujici histamin jsou U¢inné pouze v piitomnosti kysliku [22]. Tvorbu BA
ovliviiyje také redoxni potencial média. Podminky vedouci ke snizeni redoxniho potencialu

stimuluji produkci histaminu [10].

V potravinach mtze byt hladina amind ovlivnéna i ozafovanim pomoci radiolyzy BA a
snizeni po¢tu bakterii odpovédnych za jejich tvorbu. Radiolyticka degradace BA byla pro-
zatim prokazana pouze v modelovém systému. Radiolytické produkty biogennich aminy
vznikajici v potravinach po ozafeni a jejich biologicky ucinek neni dostatecné znam. Meto-

da snizovani obsahu BA ozafovanim ma tedy jisty potencial, ale vyzaduje dalsi studie [22].
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3 PROBIOTICKE BAKTERIE RODU BIFIDOBACTERIUM

3.1 Obecny popis probiotik

Probiotika jsou podle FAO/WHO (Organizace pro vyzivu a zeméd¢€lstvi / Svétova zdravot-
nickd organizace) definovany jako zivé mikroorganismy, které pii podani v optimalnim
mnozstvi jsou piinosem pro zdravi hostitele [28, 29, 30]. Mikroorganismy oznacované
za probiotika 1ze rozdélit do dvou skupin. Prvni skupinu tvofi bakterie mlécného kvaseni.
Tato heterogenni skupina Gram-pozitivnich bakterii je tvofena tfemi rody (Bifidobacteri-
um, Lactobacillus a Lactococcus), které jsou obecné povazovany za bezpecné. Do druhé
skupiny se pak tadi n¢které probiotické nepatogenni izolaty rodi, které obsahuji zaroveil
i potencialné patogenni kmeny (Escherichia coli, Clostridium butyricum) [31]. Jako probi-
otika lze pouzit i nékteré kmeny bakterie rodu Bacillus nebo Streptococcus thermophilus.
Vyuzit je mozné rovnéz nepatogenni kvasinky napt. Saccharomyces cerevisiae subtyp bou-
lardii [28, 29, 30, 32].

Nejdiive byl pozitivni efekt na organismus probiotikiim pfipisovan pouze diky Gpravé mik-
robidlni rovnovéahy zaZzivaciho traktu. Probiotika vytvateji organické kyseliny, jejichz pl-
sobenim dochazi k poklesu pH, které omezuje rust patogennich MO. Patogenni mikroorga-
nismy jsou probiotiky vytésiovany a snizuje se moznost jejich adheze ke sliznici stieva.
Nekteré probiotické bakterie mohou navic produkovat antibakterialni latky (napf. peroxid
vodiku, kyselinu mléénou nebo bakteriocin). V soucasnosti jsou zaznamenany i jiné Speci-
fické pozitivni uinky probiotik na organismus ¢lovéka, napt. zmirfiovani chronickych in-
testinalnich zanéth, prevence a lécba prijmil zplisobenych patogenni mikroflorou nebo
1éeba urogenitalnich infekci. Rada studii prokéazala i preventivni vliv probiotik na vznik
karcinomu stiev. Potla¢enim rustu hnilobnych bakterii vlivem nizkého pH se snizuje tvorba
rakovinotvornych latek. Mimo to dokaZi né&které probiotické bakterie ptipadné rakovino-
tvorné latky rozlozit a tim zabranit jejich destruktivni ¢innosti. Probiotika snizuji také akti-
vitu prokarcinogennich enzymu, jako jsou nitroreduktasy, azoreduktasy a beta-
glukuronidasy [4, 28, 29, 30, 32].

V potravinafstvi se probiotika pouzivaji jako funk¢ni ptisada. Zvysuji tedy vyzivovou hod-
notu dané¢ho vyrobku a méni jej na tzv. funkéni potravinu. V dnesni dobé je na trhu celd

fada probiotickych produktii, avSak nejvétsi vyznam pro transport probiotickych bakterii
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do zazivaciho traktu Clovéka stadle maji predevsim fermentovana mléka. Pro vyrobu fer-
mentovanych mlék byla prozkoumana fada bakterii z pohledu jejich stability ve vyrobku a
prokazatelnych pozitivnich u€inkii na organismus. K nej¢astéji pouzivanym probiotickym
bakteriim se fadi laktobacily (Lactobacillus acidophilus LAS5, L. acidophilus NCFM, L.
johnsonii LA1, L. casei Shirota, L. casei DN114-001, L. paracasei Stl11l, 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 tvoii nejvétsi skupinu mezi bakteriemi mlééného kvaSeni. V soucasné dobé
zahrnuji vice nez 120 druhti a 20 poddruhti. Tato Siroké skupina laktobacilil je definovana
jako Gram-pozitivni, nesporulujici, pravidelné ty¢inky. Obcas se vyskytuji i ve tvaru koko-
vitych ty¢inek. Vesmés jsou tyto bakterie nepohyblivé, pouze ziidka maji peritrichalni bi-
¢iky. Ve vztahu ke kysliku jsou to fakultativné anaerobni nebo mikroaerofilni bakterie.
Rust laktobacilti podporuje pfitomnost 5 % CO,.Ve vztahu k teplotam kultivace se tfadi
do skupiny mezofilnich a mirn¢ termofilnich bakterii, optimalni rdstova teplota je
30 az 40 °C. Laktobacily jsou acidotolerantni az acidofilni, optimum pH pro jejich rist je
v rozmezi 5,5 — 6,2. Hlavnim produktem pfi fermentaci sacharidi je kyseliny mlécna,
v men$i mife pak kyselina octova, etanol a CO,. Laktobacily se podili také na dekarboxyla-
ci nekterych aminokyselin, jako je kyselina glutamova a tyrosin, za vzniku biogennich
amint, které jimi nejsou dale metabolizovany. Rod Lactobacillus je taxonomicky zatazen
do oddéleni Firmicutes, téidy Bacilli, fadu Lactobacillales a ¢eledi Lactobacillaceae [12,
33, 34].

3.2 Charakteristika rodu Bifidobacterium

Tento rod patii k béZné mikrofléfe dutiny Ustni a zazivaciho traktu. Diive byly bifidobakte-
rie fazeny do rodu Lactobacillus, v roce 1957 byl vS§ak vytvofen novy rod Bifidobacterium.
K tomuto kroku vedly rozdilné morfologické, fyziologické a biochemické vlastnosti [12,
35].
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3.2.1 Morfologie a cytologie

Kolonie bifidobakterii jsou na agarovych pidach hladké, vypouklé s hladkymi okraji, sme-
tanov¢ bilé, lesklé, m&kké konzistence. Na agarovych plotnach se kolonie bifidobakterii
ristem velmi podobaji bakteriim mlécného kvaseni (zejména laktobaciliim) [12, 36]. Rust
bifidobakterii je podporovan tzv. bifidogennimi faktory, jako je napi. laktulosa
(B-galaktosidofruktosa), sacharidy obsahujici N-acetyl-D-glukosamin, transgalaktosylované
oligosacharidy atd. Do skupiny bifidogennich faktord se nové fadi i fruktooligosacharidy
(derivaty inulinu) rostlinného ptivodu a také alginaty. Tyto latky slouzi jako selektivni zivi-

ny pro bifidobakterie a pravdépodobné i pro ostatni bakterie mlé¢ného kvaseni [12].

Bifidobakterie jsou nepohyblivé ty€inky, rostouci jednotliveé, v fetizcich, ve hvézdicovitém
nebo palisddovém uspofadani. TyCinky mohou zobrazovat riizné tvary s drobnymi ohyby
nebo Sirokou paletou vétveni prevazné na jednom z konct (Obr. 7). K rozstépeni dochazi

zejména, pokud maji tyto bakterie nedostatek zivin [12, 33, 36].

Obr. 7: Bifidobacterium sp. pozorované elektronovym

mikroskopem [37]
Slozeni bunécné stény bifidobakterii je typické pro grampozitivni bakterie. Sklada se
z husté peptidoglykanové vrstvy, polysacharidd, proteint a kyseliny teichové. Aminokyse-
linové slozeni zakladnich tetrapeptidi mureinu se muze odlisovat u jednotlivych druhi

nebo i kmend stejného druhu. Tento fakt je proto vyuzivan k jejich rozdéleni. Dalsi odlis-
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nosti mezi jednotlivymi druhy rodu Bifidobacterium je zastoupeni glukosy, galaktosy a
ramnosy Vv polysacharidech  bunééné  stény. Spojeni  kyseliny lipoteichové
s polysacharidovymi fetézci je pak povazovano za vyznamné pro adhezi bunék na sténu

stieva [37, 38].

3.2.2 Fyziologické vlastnosti

Bifidobakterie jsou Gram-pozitivni, nesporulujici, zpravidla striktné anaerobni tyc¢inky.
Nekteré druhy toleruji mirnou piitomnost kysliku v prostiedi. Mira tolerance ke kysliku
zavisi na slozeni kultivaéniho média (obsah bifidogennich faktorti) a pfitomnosti CO;.
Za aerobnich podminek na Petriho miskach bifidobakterie nerostou, vyjimkou je kmen
B. psychraerophilum, ktery byl izolovan z veptového slepého stieva a u néjz byla prokaza-
na vysoka tolerance ke kysliku a dokonce rist na agaru za aerobnich podminek [12, 36,
38].

Optimalni teploty pro rust bifidobakterii se obecné pohybuji vV rozmezi 37 — 41 °C. Opti-
mum je vSak rizné ve vztahu k ptivodu kmenu. Bylo zji§téno, ze teplotni optimum lidskych
kment bifidobakterii je niz§i (36 — 38 °C) nez u kment izolovanych z jinych zivocicha
(41 — 43 °C). Rust téchto bakterii se zastavuje pii teplotach pod 25 — 28 °C a
nad 43 — 45 °C. Vyjimkou je Bifidobacterium thermacidophilum schopny rust i pfi teploté
49,5 °C a kmen B. psychraerophilum, u kterého byl prokazan rist pii teplotach az do 4°C
[36, 37, 38].

Bifidobakterie jsou mirn¢€ acidotolerantni mikroorganismy. Optimalni pH pro rist se pohy-
buje v rozmezi 6,5 — 7,0. Rust se zastavuje pii pH 4,5 —5,0 a 8,0 — 8,5. Vyjimku tvoii opét
Bifidobacterium thermacidophilum, ktery vykazuje mirny riast jesté pii pH 4. Kmeny

B. lactis a B. animalis pak dokazou piezit vystaveni pH 3,5 [12, 36, 37, 38].

3.2.3 Biochemické vlastnosti

Bifidobakterie jsou kataldza-negativni sacharolytické organismy. VSechny charakteristické
kmeny bifidobakterii maji schopnost fermentovat glukosu, galaktosu a fruktosu. Mezi jed-
notlivymi druhy se ale vyskytuji rozdily ve schopnosti metabolizovat n¢které dalsi sachari-
dy a alkoholy [12, 37, 38]. Metabolismus glukosy probiha pies fruktosa-6-fostatovy zkrat a
ze dvou moli hexosy jsou pak vytvofeny tfi moly kyseliny octové a dva moly

L(+)-kyseliny mlécné. Kyselina octova, ktera je bifidobakteriemi produkovana ve vyssi
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mife, ma silnéjsi antagonisticky ucinek na nezddouci Gram-negativni bakterie nez kyselina
mlécna. Oxid uhlicity bifidobakterie pii metabolismu netvofi. Vedlejsim metabolitem fer-
mentace sacharidi je malé mnozstvi kyseliny mravenci, etanolu a kyseliny jantarové.
Tvorba kyseliny mravenci a etanolu mtze ovlivnit bilanci produkti fermentace. Rtzné
druhy bifidobakterii produkuji rizné mnozstvi kyseliny octové, kyseliny mlécné, etanolu a
kyseliny mravenci za jinak stejnych podminek kultivace. Nékteré kmeny rodu Bifidobacte-

rium vykazuji v mléku také mirnou proteolytickou aktivitu [12, 37].

3.2.4 Taxonomické zarazeni

Rod Bifidobacterium je zatazen do t¥idy Actinobacteria, podtiidy Actinobacteridae, fadu

Bifidobacteriales, a ¢eledi Bifidobacteriaceae [33].

Podle databaze bakterialni nomenklatury (DSMZ — Deutsche Sammlung von Microorga-
nismen und Zellkulturen, Némecka sbirka mikroorganismt a bunécnych kultur) je do rodu
Bifidobacterium zafazeno 29 druhti: 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 tvoti 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 rozdélen do tii riznych biotypt (longum,

infantis a suis) [33].

Nejcastéji se vyskytujici kmeny bifidobakterii v lidském intestinalnim traktu patii k druhu
B. catenulatum, B. pseudocatenulatum, B. adolescentis, B. longum, B. breve, B. angulatum,
B. bifidum a B. dentium [33]. Izolace bifidobakterii ze vzorku se provadi na specialnim
médiu za anaerobnich podminek. Typické médium obsahuje tryptikasu, fyton, glukosu,
kvasni¢ny autolyzat a soli manganu, Zeleza, zinku a vapniku, Tween 80, cystein hydrochlo-
rid a agar; pH pady se voli 6,5. Identifikace rodu se poté uskuteciiuje na zakladé mikrosko-
pického obrazu izolovanych bunék, tvaru kolonii a riistu na specifickych médiich. Identifi-
kace jednotlivych druhi bifidobakterii vyzaduje plynovou chromatografii, identifikaci fer-

mentaénich produktii glukosy a dalsi testy [12].
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B. fongum biotype, longum MSS730
|:E. lorgum biotype suis M58743 B. longum group
B longum biotype infaniis DS&184
_{ L B breve ABDDBESS
B. scardavii AJ307005

8. pullorm 086196
‘_{ B. gallinarum DB&181 B. pullorum group
B. saeculare DBIZ2S
8. subfife DAY3TE

B. minimuwr MS8741
B. psychrasrophium AY 174108
B.adolescentis MG_008618 ™

C': B. rurmingrficm DEE197
8. gentiurm DAG1B3

B. angulatum DaG182 B. adolescentis group
—|: 8. merycicuwm 086192

B. catenwlatum AF432082
4L B. psevdocatenulatum DEBE187 J
8. bifidurn S83624
B. coryneforme MEBTI3

{ B. indicum DAG1BE B. asteroides group
B. asteroides MS8T30
B. boum DAG190
B, thermophilum U10151

~{ B, thermacidephilum subsp. thermacidophilum ABD16245 | B- boum group
B. thermacidophium subsp. porelnum AY 148470

B. magnum M5ST40
8. galficuim DAG 182 h
8, cuniculi M58734
8. pseudoiongum subsp. giobosum DEG184
4[ B. pseudolongum subsp. psewdolongum DBE195 B. pseudolongum group
8.choannum DBG18E6
B. anmimalis subsp. animalis DAG5185

B. amimalis subsp. lactis X89513

Obr. 8: Evolu¢ni vztahy kmend bifidobakterii ziskané pomoci 16S rDNA sekvenace [33]

3.3 Faktory ovliviiujici rist bifidobakterii jako probiotik

Pro pouziti pti vyrobé probiotickych vyrobki jsou probiotické mikroorganismy selektova-
ny na zakladé prokdzanych a potencialnich pozitivnich efektli na organismus clovéka,
nicméné nesmi tyto mikroorganismy negativné ovliviiovat vlastnosti findlniho produktu.
Probiotické kmeny jsou cCasto izolovany z lidského intestindlniho traktu. Pfednostné jsou
vyuzivany kmeny se schopnosti ristu v mléce, kmeny produkujici vitamin K nebo vitaminy

skupiny B a takové kmeny, které vykazuji maximalni Zivotaschopnost po celou dobu trvan-
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livosti vyrobku. U probiotickych vyrobkt je pfevazné vyzadovan pocet zivych MO alespon
10° — 10® KTJ/ml, které jsou schopny piezit pisobeni kyselych Zaludetnich §tav a Zludi

[28, 29].
Mnozstvi probiotickych bakterii ve vyrobku ovlivituje zejména:

e Kombinace probiotickych kmenu s kulturou zakysu. Rod Lactobacillus je vice tole-
rantni ke kysliku a nizkému pH nez bifidobakterie. Nékteré bifidobakterie produ-
kuji vice nez 0,4 g/1 kyseliny octové a tim nepiiznivé ovliviiuji chut’ a vani vyrob-
ku a stimuluji rast Lactobacillus acidophilus. Bylo ovsem zjisténo, ze Lactobacil-
lus acidophilus pak zpétn¢ podporuje rist bifidobakterii. Rust Bifidobacteium sp.
je podporovan a zaroven inhibovan metabolickou ¢innosti Lactobacillus del-
brueckii subsp. bulgaricus. Stimulace je zptisobena jeho produkci volnych amino-
kyselin (valinu, glycinu a histidinu) pfi proteolyze mlééného kaseinu. Inhibice je
pak zpisobena silnou produkci kyseliny mlécné a peroxidu vodiku. Rist striktné
anaerobnich bifidobakterii je podporovan také bakteriemi Streptococcus thermo-

philus diky jejich intenzivnimu vyuzivani ptitomného kysliku [29].

e Slozeni fermenta¢niho média a vySe tepelného zdhfevu mléka pred fermentaci.
Schopnost ptezivani probiotickych kultur a stimulaci jejich ristu mize ptiznivé
ovlivnit pfidavek kaseinu, hydrolyzatu sérovych bilkovin, kvasni€ného extraktu,
glukosy, vitamind a mineralnich latek. Pti silném zahfevu mléka pak vznika
z laktosy prebiotikum laktulosa. Nebo mohou byt do mléka ptidavany poly- a
oligosacharidy [29].

e Mnozstvi rozpusténého kysliku. Nizky obsah kysliku dosazeny deaeraci mléka a da-
le pak pouzZitim nepropustnych obali stimuluje rist a ptezivani bifidobakterii
I Lactobacillu acidophilus. Ochranou pted negativnimi vnitinimi i vn&j§imi fakto-

ry prostiedi poskytuje probiotickym kulturam mikroenkapsulace [29].

e Velikost inokula je dal§im dilezitym faktorem. Z diivodu Spatného riistu probiotic-
kych bakterii v mléce se pouziva vys$si inokulaéni davka tvortici 5-10 % vysledné-

ho objemu [29].

e Vysoké kyselost vyrazné snizuje zivotaschopnost pfitomnych laktobacila i bifido-

bakterii [29].
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4 DETEKCE GENU PRO PRODUKCI BIOGENNICH AMINU

Vztah mezi ptitomnosti genu kodujiciho dekarboxylasu a schopnosti produkce biogennich
aminua byl prokazan jiz nékolika autory. Tvorba biogennich amint je spojovana s nékterymi
skupinami mikroorganismt. Napiiklad schopnost produkce putrescinu a kadaverinu byla
zaznamenana u veétSiny enterobakterii a produkce tyraminu pak pievazné u vétSiny entero-
kokt. V ramci mikrobialni skupiny je nicméné schopnost tvorby biogennich amin kme-
nové specificka a tato vlastnost je rizné distribuovana mezi nékterymi rody nebo druhy.
Tato skuteCnost naznacuje, Ze za §ifeni této schopnosti mezi kmeny mtze byt zodpovédny
horizontalni pfenos genti. Nékteré kmeny jsou navic schopny produkovat soucasné vice nez
jeden biogenni amin, a to bud’ v disledku tvorby riznych dekarboxylas nebo tvorbou jed-

noho enzymu schopného dekarboxylace riznych aminokyselin [10].

Nutnost charakterizovat geny kodujici dekarboxyla¢ni enzymy vedla k vyvoji specifickych
a citlivych metod zaloZenych na PCR. Tyto metody umoziuji detekovat schopnost produk-
ce BA u jednotlivych mikroorganismu rychleji nez ostatni kultivaéni metody [10]. Moleku-
larni metody detekce a identifikace bakterii vyskytujicich se v potravinach jsou tedy alter-
nativou k tradi¢nim kultivaénim metodam. Vyhodami metody PCR a DNA hybridizace je
rychlost, citlivost, jednoduchost a specificka detekce cilovych geni. Navic jsou molekular-
ni metody vhodné pro detekci potencidlniho rizika vzniku BA v potravinach dtive, nez jsou
biogenni aminy vyprodukovany. Nevyhodou vyuziti metody PCR vsak je, Ze neni znamo,
zda templatovd DNA pochazela z Zivotaschopnych bun¢k. Schopnost rozliSovat mezi zivo-
taschopnymi a mrtvymi mikroorganismy je rozhodujici v pfipad¢, ze by metoda PCR byla
pouzita k posouzeni rizika akumulace BA pfimo v potravinafském zpracovatelském zavo-
dé [39]. Dalsi nevyhodou je, ze testy zalozené na PCR stanovuji pouze potencial pro tvorbu

BA, nikoliv skute¢nou produkci biologicky aktivniho enzymu [10].

4.1 Metoda PCR

Polymerasova fetézova reakce umoznuje ziskat pozadovanou specifickou sekvenci geno-
mové DNA. Princip je zaloZen na replikaci nukleovych kyselin. Podstata spo¢iva v cyklic-
ky se opakujici enzymové syntéze novych fetézcl vybraného useku DNA. Syntéza probiha
ve sméru 5—»3" prostfednictvim enzymu DNA-polymerasy. Amplifikovany tsek DNA

(amplikon) je vymezen navazanim dvou oligonukleotidl (tzv. primert), které se ptipoji
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na protilehlé fetézce molekuly DNA tak, ze jejich 3'- konce smétuji proti sobé. Na obou
fetézcich pak po pridavku nukleotidi a DNA-polymerasy probihd protismérna syntéza no-
vych vlaken DNA. Amplifikaci jedné molekuly DNA vznikaji vzdy dvé dalsi, pocet mole-
kul tedy s kazdym cyklem nartsta exponencialné (Obr. 9). K syntéze DNA se nejcastéji
pouziva Taq DNA-polymerasa izolovana z termofilni bakterie Thermus aquaticus. Tento
termostabilni enzym odolava teplotam, pfi nichz dochazi k denaturaci DNA, coz umoziiuje
opakovanou syntézu DNA probihajici ve form¢ cykli. Amplifikaci DNA umoziuje pravi-

delné a regulované stiidani teplot. Tyto regulované zmény teplot zajist'uje pristroj nazyva-

ny termocykler [40, 41].
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Obr. 9: Exponencialni nartist amplifikovanych molekul DNA [42]
Obecné je cely proces tvofen tfemi kroky, pfi nichZ v zavislosti na zméné teploty reakéni
smé&si probihaji tii odlisné déje [40, 41]:

e Denaturace dvoutetézcové molekuly DNA. Denaturace zpravidla probiha pii teploté

94 — 98 °C po dobu 1 — 10 minut. V tomto kroku dochazi k rozdéleni dvouftetézco-
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vé DNA, ktera poté slouzi jako templat pro nové vznikajici komplementarni usek

DNA [40, 41].

e Pfipojeni primert k jednotlivym fetézctim templatové DNA. Primery jsou pievazné
tvoteny 18 — 28 syntetickymi olinukleotidy a kazdy z dvojice primerii je komple-
mentarni ke koncové sekvenci amplikonu na protilehlych fetézcich templatové
DNA. Pti vhodné teploté (tzv. annealingova teplota) nasedaji primery na piislusnou
komplementarni sekvenci templatové DNA. Teplota annealingu se pohybuje

v rozmezi 30 — 65 °C [40, 41, 43].

e Syntéza novych fetézcii DNA (elongace). Zacina po navazani primert za piitom-
nosti enzymu DNA-polymerasy a dalsich nezbytnych slozek reakéni smési (volné
nukleotidy DTP, dvojmocné ionty atd.). Teplota v tomto kroku je zavisla na pouzité

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

Vzniklé jednotetézcové molekuly DNA se paruji na principu komplementarity a vznikaji
opét dvouretézcové molekuly. Ty nasledné mohou vstupovat jako templat do dalsiho cyklu

[40, 41].

Ptesnost a tispésnost PCR je zavisla na vhodném nédvzeni obou primerti. Dostate¢né mnoz-
stvi produktu je obvykle vytvofeno po 30 — 35 cyklech. Piili§ vysoky pocet cykld vyznam-
né zvySuje moznost vzniku nespecifickych produktii PCR. Rovnéz je nutné optimalizovat
pfesné hodnoty teploty a dobu trvani jednotlivych krokii. Pro ziskdni poZadovaného pro-
duktu v dostatecném mnozstvi je dilezita koncentrace jednotlivych slozek reakéni smési.
Reakéni smés mimo jiné obsahuje hotecnaté ionty Mg2+, které slouzi jako kofaktor a tvori
rozpustny komplex s jednotlivymi dNTP, ale také s primery, templatovou DNA a s pfitom-
nymi chelata¢nimi ¢inidly. Ve vétSing€ piipadi je tifeba stanovit pro kazdou aplikaci opti-
malni koncentraci téchto iontt. Pfili§ vysokd koncentrace nékteré ze slozek reakéni smési
muze vést k chybam a vzniku neZadoucich nespecifickych produkti. Vysledek PCR lze

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

4.1.1 Faktory ovliviiujici pribéh PCR

Termostabilni DNA-polymerasa katalyzuje prodluzovani primeri jiz pii laboratorni teplo-
té, coz mize vést k chybam a vzniku nespecifickych produkti, a to ptedevsim pokud je

templatova DNA dostupna pouze v nizkych koncentracich. Vytézek a specificnost reakce
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vyrazné ovlivituje také tzv. hot-start PCR. Pifi tomto kroku jsou nékteré slozky reakéni
smési oddéleny do doby, nez teplota piekro¢i optimalni teplotu pro pfipojeni primert
(cca 55 — 65 °C). DNA-polymerasa neni v této nekompletni smési aktivni, a proto nedo-
chézi k prodluzovani nespecificky navazanych primert [40]. U¢innost DNA-polymerasy se

snizuje pii pouZiti piili§ vysokého poctu cyklu PCR [43].

Z dtivodu vysoké citlivosti a specifity polymerazové fetézové reakce miize vysledek ovliv-
nit kontaminace i jednou molekulou neznamé DNA [40]. Kontaminace se pak muze proje-
vit v podob¢ amplifikovaného fragmentu DNA v negativni kontrole. V takovém ptipad¢ je
nutné povazovat pozitivni vysledky PCR za podeziclé. Pro minimalizaci faleSnych pozitiv-
nich vysledkii vhodné jednotlivé faze PCR (ptiprava vzorki templatové DNA, piiprava
PCR reakénich smési, analyza amplifikovanych vzorkl) provadét v oddélenych mistnos-
tech nebo alesponi na uréenych pracovistich [44]. Navic je nutné dodrZzovat doporucené
standardni postupy (fyzikalni separace pouzivanych reakénich roztokt pro PCR od templa-
tové DNA a produktil PCR, pfiprava reakénich slozek i vzorki do alikvotnich ¢asti, pouzi-
vani UV zéfeni pro odstranéni exogennich NK z pracovni plochy, pouZivani jednorazovych
rukavic, pridavani templatové DNA jako posledni reakéni slozky, vhodna volba pozitiv-
nich, negativnich a vnitinich kontrol). Vylouceni kontaminace je nutné zejména u degrado-
vanych vzorki DNA, kde je zapotiebi pouzit vysoky pocet amplifika¢nich cykld, aby bylo
dosazeno pottebného mnozstvi produktu PCR. V takovém piipadé¢ mizZe zbytkové mnoz-
stvi exogenni DNA vytvaret konkurenci templatové DNA a tim potlacit amplifikaéni pro-

ces za vzniku fale$nych vysledkut [40].

4.2 Detekce vysledku PCR pomoci elektroforézy

Elektroforéza je jednou z nejpouzivangjSich separanich metod molekularni biologie. Vyu-
ziva se pro i1zolaci a analyzu nukleovych kyselin a bilkovin. Principem separace je pohyb
nabitych molekul v elektrickém poli. Negativné nabité fosfatové skupiny nukleovych kyse-
lin zplsobuji, ze NK ve stejnosmérném elektrickém poli putuji k opacné nabité anode¢.
Déleni mize probihat bud’ volné v roztoku (pufru) nebo se provadi ve vhodném nosici (ge-
lu) [40, 43]. Pro separaci NK se pouzivaji nejcastéji agarosové nebo polyakrylamidové
gely, které vytvareji sitovou strukturu polymernich ¢astic s pory. Velikost port 1ze ovlivnit
koncentraci polymeru a sloZzenim roztoku. Pro separaci molekul o velikosti 100 bp

az 50 kbp jsou vhodné gely agarosové. Polyakrylamidové gely se vyuzivaji pro separaci
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mensich molekul NK o velikosti 10 az 1000 bp. Velikost molekuly DNA nebo jejiho frag-
mentu Ize stanovit srovnanim jejich elektroforetické pohyblivosti s pohyblivosti molekul ¢i
fragmenti DNA o znamé velikosti. Tyto molekuly a fragmenty molekul DNA jsou oznaco-
vany jako standardy velikosti nebo standardy hmotnostni. Podle polohy umisténi gelu
Vv elektroforetické aparatuie 1ze rozlisit vertikdlni a horizontalni gelovou elektroforézu.
Dale existuje jesté tzv. kapilarni elektroforéza, v jejimz ptipadé je gel umistén uvnit kapi-
lary. Pro identifikaci polohy separovanych molekul je nutné molekuly DNA obarvit vhod-
nym barvivem. Bézné se pouziva barvivo etidiumbromid, které se vmezetuje mezi souse-
dici pary bazi v molekule DNA a vytvaii s ni tak komplex. Tento komplex pak cervené
fluoreskuje po ozateni ultrafialovym svétlem. Molekuly o stejné velikosti vytvaieji po pro-

behnuti elektroforézy na gelu prouzky a intenzita jejich fluorescence je umérna koncentraci

molekul DNA [40].

4.3 Sekvencovani amplifikovanych fragmenti DNA

Cilem sekvencovani DNA je stanoveni potadi nukleotidi v molekulach DNA [40]. Metoda
sekvencovani je zalozena na replikaci DNA, ktera je nasledné pferuSena zafazenim che-
micky upravené¢ho nukleotidu (dideoxyribonukleotidu). Tato metoda je v podstaté modifi-
kaci PCR. Rozdilem je, Ze k analyze je vyuzivan pouze jeden primer komplementarni
k oblasti, kde sekvencovany tisek DNA zacina. Reak¢ni smés pro sekvenaci navic obsahuje
krom¢ béZznych slozek (DNA-polymerasa, dNTP) dideoxynukleotidtrifosfaty (ddNTP),
kter¢ maji na 3’uhlovodikovém atomu deoxyribosy navazan pouze vodik misto
OH-skupiny. Tyto ddNTP jsou oznaceny fluorescenénim barvivem. V pribéhu PCR se
pak vytvofii jednotetézcoveé fragmenty DNA rizné velikosti, nebot’ po navazani ddNTP jiz
nelze pfipojit dals$i nukleotid. Po provedeni elektroforézy je smés rozdélena podle velikosti
fragmentl a diky oznaceni konct fragmentil specifickym flourescenénim barvivem lze sta-
novit, kterym ddNTP byla syntéza ukoncena. Na tomto principu byly zaloZeny moderni
piistroje vyuzivajici kapilarni elektroforézu pro presné setazeni fragmentli DNA podle ve-
likosti. Tyto tzv. sekvenatory obsahuji detektor odlisujici jednotliva fluorescencni barviva
na koncovych ddNTP a umoZnuji automatické stanoveni zkoumané sekvence DNA.
Vysledkem analyzy je graf, skladajici se z jednotlivych vrcholkii ukazujicich na pfitomnost

ptislusnych nukleotidii [45].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem této diplomové prace bylo prozkoumat dekarboxylasovou aktivitu u probiotickych
bakterii. Hlavnim cilem bylo vyhodnotit produkci biogennich amint bakteriemi rodu Bifi-
dobacterium za putsobeni ruznych faktorti. Dekarboxylasova aktivita dvou zkoumanych
kmenu Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM239 a Bifidobacterium animalis sub-
sp. lactis B25 byla vyhodnocovana pfi pusobeni riznych koncentraci NaCl, laktosy, odlis-
ném pH a pfi soucasném pusobeni téchto faktorii. Témito faktory byly simulovany rizné
podminky vyskytujici se v potravinach, které by mohly evokovat tvorbu BA bifidobakteri-
emi pouzivanymi jako startérové kultury. Dekarboxylasova aktivita bifidobakterii byla na-

sledné¢ detekovana a kvantifikovana pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Dil¢im cilem diplomové prace bylo stanoveni piitomnosti genti pro produkci biogennich
amint pomoci metody PCR. Detekce byla provedena u osmi kment rodu Lactobacillus,
u nichz byla produkce BA prokazana jiz diive S vyuzitim jinych metod stanoveni. Metoda
PCR byla zaméfena predevsim na detekci genu zodpovédného za naslednou tvorbu putres-
cinu. Pro stanoveni bylo nutné izolovat DNA jednotlivych kment laktobacilti a provést
optimalizaci metody. K detekci genu pro produkci putrescinu bylo pouzito nékolik primert

a nejlepsi vysledky nasledné byly odeslany na sekvenaci.

Na zékladé poznatkt z teoretické ¢asti a vysledkt praktické ¢asti bylo cilem vyvodit zavéry
o dekarboxylasové aktivité bifidobakterii za riznych podminek slozeni kultivaéniho média

a potencialu laktobacilii jako probiotik pro tvorbu putrescinu.
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6 MATERIAL A METODIKA

6.1 Chromatografické stanoveni biogennich amint

6.1.1 Material pouzity pro chromatografické stanoveni

6.1.1.1 Bakterialni kultura

Pro tuto experimentalni ¢ast byly vybrany dva kmeny rodu Bifidobacterium, a to Bifidobac-

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

6.1.1.2 Kultivaéni média

Bujon MRS
MRS (HIMEAIA) vvvvvvvvveeeeceeeeereeeessssseseeeeeeeesssesseeeennnenes 55,15 g
Destilovand HoO ... 1000 ml

Ptipraveny bujon byl rozlit do zkumavek po 8 ml a po uzavieni byly zkumavky sterilovany

v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut.

Modifikovany bujon MRS

Proteoso-Pepton (HIMedia) .........ccccvvenerenenineiienen, 10,000 g
Beef extrakt (HIMedia) ..........cccoovevveviiieiicce e, 10,000 g
Yeast extrakt (HIMedia).........cccocevviiieniiiiiiieieeen 5,000 g
Glukosa (LaCh:NEr)......cccoveiiiieie e 20,000 g
Tween 80 (LaCh:NEr) ... 1,000 g
Citran amonny (INg. P. Luke$) ....cccoocvvvviiiiiniiiiieienn, 2,000 g
Octan sodny (INg. P. Lukes).......ccccvvvviininiiiiiiicncicins 5,0009
Siran hotecnaty (Ing. P. Lukes)......ccooovviiiiiiiiieicce 0,100 g
Siran manganaty (Lach:Ner) ........ccccoviiiiiiniieen, 0,005¢
Hydrogenfosfore¢nan didraselny (PENTA).................... 2,000 g

Arginin (Sigma-Aldrich) ... 0,300 g
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Ornitin (Sigma-Aldrich).......c.cccoveiiiiiie e, 0,300 g
Tyrosin (Sigma-Aldrich) ..., 0,300 g
Lysin (Sigma-Aldrich) ..o 0,300 g
Destilovand HoO .....cccvvveviiiiiiiiiiiiieece e 1000 ml

Ptipraveny modifikovany bujéon MRS byl déle upraven.

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

Vysledné pH modifikovaného bujonu MRS bylo upraveno na hodnotu 4,5. Toto médium
bylo nasledné rozdéleno na dvanict stejnych podild, k nimz byly pfidany navazky laktosy
(Lach:Ner) tak, aby bylo dosazeno koncentrace 0,00; 0,25; 0,50; 1,00 % (w/v). Obdobné
bylo postupovano v piipadé chloridu sodného (PENTA), kdy byly piidavany navazky tak,
aby bylo dosazeno koncentrace 0,0; 1,0; 2,0 % (w/v). Takto bylo dosazeno dvanacti riz-
nych variant kultivaéniho média. Kazda varianta byla rozpipetovana po 7 ml do zkumavky.

Zkumavky byly po uzavfeni sterilovany v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

Upravy pro kultivaci kmenu B. animalis subsp. lactis B25 za ptisobeni rozdilného pH

Modifikovany bujon MRS piipraveny podle zakladniho rozpisu byl rozdélen do dvou stej-
nych ¢asti, jejichz pH bylo poté upraveno na hodnoty 4,5 a 5,0. Ob¢ ¢asti bujonu
s odliSnym pH byly rozdéleny, kazda na dvanact stejnych podili. K t€émto podilim byla
pridana laktosa, tak aby vysledné koncentrace dosahovaly hodnot 0,00; 0,25; 0,50; 1,00 %
(w/v). Poté byl pfidan chlorid sodny, tak aby vysledné koncentrace dosahovaly hodnot
0,0; 1,0; 2,0 % (wl/v). Takto bylo dosaZeno 24 variant kultivacniho média. Kazda varianta
pfipraveného média byla rozpipetovana po 8 ml do tii zkumavek. Zkumavky byly po uza-

vieni sterilovany v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

6.1.1.3 Cinidla vyuZivand pii derivatizaci
Vnitini standard

1,7-heptadiamin (c = 500 mg.I™") (Sigma-Aldrich) v kyseling chloristé (¢ = 0,6 mol.I™")
(Merck)
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Karbonatovy pufr

Mnozstvi pufru bylo pfipravovano vzhledem k poctu vzorka k derivatizaci. Nejprve byl

piipraven roztok hydrogenuhli¢itanu sodného (c = 0,5 mol.I"").
NaHCO3 (MErCK) ...ccvveveiieiie e 21,000 g
Destilovand HoO ....cccvvveeiiiiiiiiiiiieiee e 500 ml

Dale byl ptipraven roztok uhli¢itanu sodného (¢ = 0,5 mol.l'l), ktery byl pouzit pro Gpravu

pH roztoku hydrogenuhli¢itanu sodné¢ho na hodnotu 9,2.
NazCO3 (MErCK).....ccveieiieiir e 13,250 ¢
Destilovand HoO .....cccvveeeiiiiiiiiciieicee et 250 mi

Po upravé pH byla k potfebnému objemu pufru piidana ptislusna navazka uhli¢itanu dra-

selného.
K2CO3 (MEICK) w.evveieiie ettt 0,333 ¢
PUFF (0 PH 9,2) o 1mil

Timto postupem bylo dosazeno vysledného pH karbondtového pufru v rozmezi hodnot

11,0-11,1.
Derivatizacni Cinidlo
Jako derivatiza¢ni ¢inidlo byl pouzit roztok dansylchloridu (Sigma-Aldrich) v acetonu

(c=5 g.l'l), ktery byl pfipraven vzdy Cerstvy tésné pied derivatizaci v pottebném mnozstvi

dle poctu vzork.

Dalsi chemikalie pouZivané pri derivatizaci:
Roztok prolinu (¢ = 0,1 g.I"") (Merck)
Heptan pro HPLC (Sigma-Aldrich)

Acetonitril pro HPLC (Sigma-Aldrich)

6.1.2 Systém HPLC
Binarni pumpa LabAlliance (USA)

Autosampler LabAliance (USA)
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Kolona Agilent Eclipse Plus C18 RRHD s rozméry 3,0 x 50 mm
UV/VIS DAD detektor (A = 254 nm) Agilent Technologies (USA)

Termostat kolon degaser 1260 Infinity Agilent Technologies (USA)

6.1.3 Pracovni postup chromatografického stanoveni

Pro stanoveni produkce BA za pilisobeni riiznych koncentraci chloridu sodného a laktosy
pii pH 4,5 byl pouzit bakterialni kmen B. animalis subsp. lactis CCDM239. Pro stanoveni
produkce BA za odlisného pH a soucasného puisobeni riznych koncentraci laktosy a chlo-
ridu sodného byl vybran kmen B. animalis subsp. lactis B25. Bakterialni kultury byly za-
o¢kovany do dvou zkumavek s bujonem MRS a kultivovany pti 37 °C tfi dny. Po kultivaci
byly kultury pteo¢kovany do dalsich dvou zkumavek s bujonem MRS a opét kultivovany

pti 37 °C tfi dny. Tento postup byl opakovan jesté jednou.

6.1.3.1 Stanoveni produkce biogennich aminit Kmenem B. animalis subsp. lactis

CCDM239 pii rozdilném sloZeni kultivacniho média

Z bakterialni suspenze kmenu Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 bylo
po kultivaci odebrano vzdy 100 pl k inokulaci ptipraveného modifikovaného bujonu MRS
pro toto stanoveni. Postupné bylo bakterialni suspenzi zao¢kovano vsech 12 variant kulti-
vacniho média. Po zaoCkovani byly zkumavky (v€etné kontrolnich) kultivovany pti 37 °C
48 hodin. Vzorky byly po kultivaci centrifugovany 10 minut pfi 4 600 otackach za minutu.
Ze ziskaného supernatantu bylo odebrano vzdy po 750 pul do tii 2 ml mikrozkumavek a

zfedéno kyselinou chloristou (¢ = 1,2 mol.I™) v poméru 1 : 1.

6.1.3.2 Stanoveni produkce biogennich aminii kmenem B. animalis subsp. lactis B25

pri rozdilném sloZeni kultivacniho média a odlisném pH

Pro inokulaci modifikovaného bujonu MRS bylo v pfipadé tohoto experimentu pouzito
vzdy 25 pl bakterialni suspenze kmenu Bifidobacterium animalis subsp. lactis B25
(po kultivaci trikrat tfi dny pti 37 °C). Postupné byly touto bakterialni suspenzi inokulova-
ny vSechny zkumavky 24 variant kultiva¢niho média. Poté byly zkumavky kultivovany pfi
37 °C 48 hodin. Po ukonceni kultivace byl obsah zkumavek centrifugovan 10 minut

pii 4600 otackéach za minutu. Z kazdé zkumavky bylo odebrano tfikrat 700 pl supernatantu
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do tii ptichystanych 2 ml mikrozkumavek. K odebranému supernatantu v mikrozkumav-

kach bylo ptidano vzdy 700 pl kyseliny chloristé (¢ =1,2 mol.I'%).

6.1.3.3 Derivatizace a analyza vzorkit pomoci kapalinové chromatografie

Do prichystanych derivatizacnich zkumavek bylo odpipetovano 100 pl vnitiniho standardu
(1,7- heptandiaminu v kyselin¢ chloristé) a 1 ml vzorku pfichystaného k derivatizaci. Na-
sledn¢ byl pfidan 1,5 ml karbonatového pufru o pH 11,0 — 11,1 a 2 ml Cerstve pfipravené¢ho
roztoku dansylchloridu. Derivatiza¢ni zkumavky se vzorky byly uzavieny a tfepany po do-
bu 20 hodin v temnu. Po uplynuti 20 hodin bylo tfepani pieruseno a po piidavku 200 pl
roztoku prolinu se v tfepani pokracovalo jesté 1 hodinu. Dale byly do derivatiza¢nich zku-

mavek odpipetovany 3 ml heptanu a po uzavieni byly vzorky tiepany jesté 3 minuty.

Po ukonceni tfepani byl z derivatiza¢nich zkumavek odpipetovan vzdy 1 ml heptanové
vrstvy do vialek a pod dusikem byl pfi teploté 60 °C odpatien do sucha. Suchy odparek byl
poté ziedén 1,5 ml acetonitrilu a uchovan v uzavienych vialkéach pii teploté -18 °C do doby
analyzy. Bezprostiedné pied analyzou byly vzorky pfefiltrovany pies sttikackovy filtr
s porozitou 0,22 um a davkovany do chromatografického systému. Derivatizace byla pro-

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

Chromatografické stanoveni BA bylo provedeno pomoci modifikace studie Sméla a kol.
[47]. Separace BA probihala pfi teploté 30 °C a prutoku 0,45 ml za minutu pomoci gradi-
entové eluce. Pro elu¢ni program byla zvolena mobilni faze 10 % acetonitril / 100 % ace-

tonitril (Tab. 1).

Tab. 1: Elu¢ni program HPLC

Cas [min] 10 % acetonitril [%] 100 % acetonitril [%]
0,0 39 61
0,1 39 61
14 30 70
3,5 17 83
4,0 0 100
9,5 0 100
11,5 39 61
15,5 39 61




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 44

6.2 Stanoveni pritomnosti genti pro produkci biogennich amini meto-

dou PCR

6.2.1 Material pouzity pro PCR a naslednou detekci pomoci elektroforézy

6.2.1.1 Bakterialni kultury

Pro detekci genu zodpovédného za produkei putrescinu bylo vybrano 8 kment laktobacilii
ze sbirky Ustavu inZzenyrstvi ochrany Zivotniho prostfedi, u nichZ jiZ byla produkce putres-

cinu prokazana s vyuZzitim jinych metod:
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus Al-2
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus Al-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 Kultivacni média

Cisté bakterialni kultury byly pro izolaci templatové DNA kultivovany v bujénu MRS
nebo na agarovych plotndch MRS.

Agar MRS
MRS agar (Bio-Rad) .........cccccvveiiiiiiicceee e 68 ¢
HoO et 1000 ml

Ptipravena pida byla sterilovana pti 121 °C po dobu 15 minut v autoklavu a poté rozlévana

na Petriho misky.

6.2.1.3 Chemikalie pro izolaci DNA

Izolaéni kit Ultra Clean Microbial DNA (ElisabethPharmacon)
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HighPCR Template Preparation Kit (Roche)
Sterilni fyziologicky roztok (0,9 % roztok NaCl), (PENTA)
Sterilni destilovana H,O
Proteinasa K (c = 10 mg.ml™), (Rosche)
Roztok lysozymu (Serva), (¢ = 0,1 mg.ml™)
Isopropanol 80 % (Lachema)
Lyzacni roztok s NAOH a SDS
NaOH (c = 0,05 mol.I™), (Ing. P. Luke) ....oveveveererereenn. 99 ml

SDS 20 %0 (SEIVA) ...evveeieeiieieieie e 1ml

6.2.1.4 Chemikalie pro PCR

Sady primeri pouZitych pro detekci genu zodpovédného za schopnost produkce putres-

cinu

Tab. 2: Charakteristika pouzitych primert
Primer 5~ 3" sekvence Cilovy gen Zdroj
AgD1 CAYGTNGAYGGHSAAGG Coton a kol.
AgD2 TGTTGNGTRATRCAGTGAAT [48]
aguA-F1  GACTGGACDTTYAAGGGCTGG
aguA-F2  GACTGGACDTTYAAGGCTTGG aguA Eagg‘]dete akol.
aguA-R  TGYTGRGTRATRCARTGR
Agdif TGCCCGGTGAATTTGAA Nanneli a kol.
Agdir TTGCGCGGTTTAGCACC [50]
3 GTNTTYAAYGCNGAYAARACNTAYTTYGT Marcobal a kol.
16’ TACRCARAATACTCCNGGNGGRTANG [51]
PUT1-F  TWYMAYGCNGAYAARACNTAYYYTGT ode De las Rivas a
PUT1-R  ACRCANAGNACNCCNGNGGRTANGG kol.[52]
Chemikadlie pro PCR

PCR reakéni 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. pl™ (Roche)
H.O pro PCR (TopBio)
MgCl, - roztok Mg** (TopBio)
Purifikacni kit

Pro purifikaci DNA zasilané na sekvenaci byl pouzit QIA PCR Purification kit (QIAGEN).

6.2.1.5 Chemikalie pro elektroforézu

LE Agarosa (Lonza)

Etidiumbromid (10 mg.mlI™), (TopBio)
1 x TBE pufr

Pro elektroforézu a ptipravu gelu byl pouzivan Accu GENE 10 x TBE pufr (0,89 M Tris-
borat, 0,02 M EDTA, pH 8,3) fedény podle rozpisu:

10 X TBE pUufr (LONZA) ....oovveieieiesieierieceeeee e 100 ml
Redestilovanad HoO ..ot 900 ml
Nandseci pufr

Pro elektroforézu byl pouzivan Gel Loading Dye Blue (6 x), (New England BioLabs) fed¢-

ny v poméru 1:1 s vodou pro PCR.
Marker

Pii stanoveni velikosti amplifikovanych produkti byl vyuZivan 100 bp DNA Ladder
(¢ =500 pug.ml™) fedény podle rozpisu:

DNA Ladder (New England BioLabs).........cccccoceviriniviininnnn, 20 ul
NaNASECt PULT ..o.veiviiiic 50 ul
HoO Pro PCR ..o 180 ul

Piiprava agarosového gelu

Pro ptipravu agarosového gelu bylo navdzeno potfebné mnozstvi agarosy a pfilito 100 ml

1 x TBE pufru. Ptipravena smés byla zahfivana v mikrovinné troubé za ob¢asného promi-
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chani do doby varu. Po ochlazeni gelu na cca 50 °C bylo ptidano 5 pl etidiumbromidu a
dikladn€ promichdno. Agarosovy gel byl nalit do elektroforetické formicky s pfipravenym

hiebenem. Po ztuhnuti gelu byl vyjmut hiebinek a gel byl ptipraven k pouziti.

6.2.2 lzolace DNA

6.2.2.1 lzolace DNA z bakterii pomoci izolac¢nich Kitit

DNA byla nejprve izolovana ze dvou kmeni laktobacilti (Lactobacillus curvatus subsp.
curvatus Al-2 a Lactobacillus curvatus subsp. curvatus Al-3) pomoci izola¢niho kitu Ultra
Clean Microbial DNA.

1. Bakteridlni kultury byly nejprve kultivovany kazdéa ve dvou zkumavkach s bujonem
MRS pii 37 °C po dobu 24 h. Poté byly kultury promichany a z kazdé zkumavky
bylo odebrano ¢tyfikrat 1000 ul do ¢ty 2 ml mikrozkumavek.

2. Nasledovala centrifugace po dobu 5 minut pii 10 000 otackach za minutu.

3. Supernatant byl slit a k peleté bylo pfidano 500 pl sterilniho fyziologického rozto-
ku. Po promichani byly slity vzdy dvé stejné bakterialni suspenze do jedné mikroz-

kumavky a opét byla provedena centrifugace za stejnych podminek.
4. Vznikly supernatant byl slit a dale bylo postupovano dle nadvodu izola¢niho kitu.

5. Bunécna peleta byla resuspendovana ve 300 pl rozbijeciho pufru a vznikla suspenze
byla pfenesena do rozbijeci mikrozkumavky. Do rozbijeci mikrozkumavky bylo
pfidano 50 pl roztoku MD1 (obsahujictho SDS a ¢inidla pro rozruSeni bunék) a

po uzavieni byly mikrozkumavky vortexovany v horizontalni poloze 10 minut.

6. Nasledné byly mikrozkumavky centrifugovany po dobu 30 sekund pti 10 000 otac-

kach za minutu.

7. Ziskany supernatant byl ptenesen do pfilozenych 2 ml mikrozkumavek.
K supernatantu bylo pfidano 100 pl roztoku MD2 (obsahujiciho reagent pro odstra-
néni organickych a anorganickych slouc¢enin mimo DNA) a suspenze byla vortexo-

vana po dobu 5 sekund.

8. Mikrozkumavky byly inkubovany pii 4 °C po dobu 5 minut a centrifugovany

pfi pokojové teplot€ 1 minutu pii 10 000 otackach za minutu.
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9. Veskery supernatant kromé& pelety byl pfenesen do Ccist¢é mikrozkumavky a

k supernatantu bylo pfidano 900 pl roztoku MD3 (koncentrovany solny roztok).

10. Mikrozkumavky byly vortexovany po dobu 5 sekund a poté byla suspenze prenese-
na do kolonky a centrifugovana po dobu 30 sekund pti 10 000 otadckéach za minutu.
Timto krokem doslo k navazani DNA na kifemicitou membranu klonky, takze pie-

filtrovany roztok byl odstranén.

11. Do kolonky bylo piidano 300 ul roztoku MD4 (promyvaci roztok na bazi etanolu) a
kolonky byly centrifugovany po dobu 30 sekund pii 10 000 otackach za minutu.

Prefiltrovany roztok byl odstranén a centrifugace byla opakovana.

12. Kolonka byla pfenesena do Cisté mikrozkumavky a do stfedu membrany kolonky
bylo piidano 50 pl roztoku MD5 (elu¢ni pufr). Po centrifugaci po dobu 30 sekund
pii 10000 otackach za minutu byla kolonka odstranéna a supernatant

v mikrozkumavce byl uchovan.

Ve vysledku byly ziskany ¢tyii mikrozkumavky izolované DNA z L. curvatus subsp. cur-
vatus Al-2 a ¢tyfi mikrozkumavky s DNA izolovanou z L. curvatus subsp. curvatus Al-3.

Cistota této izolované DNA byla stanovena pomoci elektroforézy (Obr. 10).

izolovana DNA

1 2 3 4 5 6 7 & 9: 10

Obr. 10: Cistota izolované DNA — 1. marker 100 bp; 2. vynechana;
3. —6. L. curvatus subsp. curvatus Al-2; 7. - 10. L. curvatus subsp.

curvatus Al-3

Jako druhy byl k izolaci DNA pouzit HIighPCR Template Preparation Kit, pomoci n¢hoz

byla izolovana DNA z kmenta 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 kultivovany v bujonu MRS pii 37 °C po dobu 24 h. Po kultivaci byly
zkumavky promichany a z kazdé bylo odebrano po 1 ml do dvou 2 ml mikrozku-
mavek. Ty byly nasledné centrifugovany po dobu 5 minut pii 3000 otackach za mi-

nutu.

Supernatant byl odstranén a k peleté bylo pfidano 200 pl fyziologického roztoku a
5 wl roztoku lysozymu. Tato smés byla inkubovana 10 minut pii 37 °C (pozd¢ji
modifikovano na 20 h pii 37 °C).

Po inkubaci bylo pridano 200 ul vazebného pufru (Binding buffer) a 40 ul proteina-

sy K. Po promichani byla smés inkubovéana 10 minut pii 70 °C.

K smési bylo ptidano 100 pl isopropanolu a po promichani byla smés nepipetovana
do kolonky. Nasledné byla smés centrifugovana 1 minutu pii 8000 otackach za mi-

nutu.

Supernatant byl odstranén a do kolonky bylo pfidano 500 pl inhibi¢niho pufru
(Inhibitor Removal buffer). Smés byla centrifugovana opét 1 minutu pii 8000 otac-

kach za minutu. Po centrifugaci byl supernatant odstranén.

Do kolonky bylo pfidano 500 pl promyvaciho pufru (Wash buffer) a smés byla cen-
trifugovéna za stejnych podminek. Supernatant, jenZ prosel filtrem, byl opét odstra-
nén a kolonka byla centrifugovéana jesté¢ jednou 10 sekund pifi maximalnich otac-

kach.

. Kolonka byla ptemisténa do ¢isté¢ 2 ml mikrozkumavky a bylo ptidano 200 pl eluc-

niho pufru (Elution buffer) pfedehfatého na 70 °C. Smés byla poté centrifugovana
po dobu 1 minuty pii 8000 otackach za minutu. Kolonky byly odstranény a superna-

tant byl uchovan.

Takto byly ziskany vzdy dva vzorky izolovan¢ DNA od kazdé z pouzitych bakteridlnich

kultur. V bodé 2 bylo nutné provést modifikaci, nebot' inkubace smési S lysozymem

po domu 10 minut byla nedostacujici. DNA se podafilo izolovat az po prodlouzeni doby

inkubace s lysozymem na 20 hodin pii 37 °C. Cistota takto izolované DNA byla stanovena

pomoci elektroforézy (Obr. 11).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

izolovana DNA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 23 32 13

Obr. 11: Cistota 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 Piiprava hrubého lyzdatu bakterialni kultury

K ziskani bakterialni DNA byly u nékterych kment (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) pouzity také postupy vychéazejici z metod popsanych Vv diserta¢ni praci
Prod&lalova (2004) [44].

Piiprava hrubého lyzdatu pomoci povaieni a piidavku proteinasy K

Do 2 ml mikrozkumavky byl pfenesen 1 ml bakterialni kultury a suspenze byla centrifugo-

vana pii teploté 4 °C po dobu 5 minut pii 14 000 otackéch za minutu.

Ziskana peleta byla promyvana 500 pl sterilni destilované vody a smés byla znovu centri-
fugovana. K promyté peleté bylo pfidano 400 pl sterilni destilované vody a suspenze byla

inkubovana 5 minut pifi 100 °C.

Po inkubaci bylo pfidano 0,6 pl proteinasy K a smés byla inkubovana 10 minut pii 55 °C.

Poté byla smés inkubovana jesté po dobu 5 minut pii 100 °C.
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Priprava hrubého lyzatu povaienim bakterialni suspenze

1 ml bakterialni kultury byl centrifugovan ve 2 ml mikrozkumavce po dobu 5 minut pfi
14 000 otackach za minutu. Poté byl dvakrat promyt 500 ul fyziologického roztoku a po-

kazdé centrifugovan za stejnych podminek.

Po promyti bylo k peleté ptidano 600 pl sterilni destilované vody a smés byla inkubovana
15 minut pii 100 °C.

Priprava hrubého lyzatu bakteridalnich kultur alkalickou lyzi

Nejprve byl centrifugovan 1 ml bakteridlni kultury po dobu 5 minut pfi teploté¢ 4 °C a
14 000 otackach za minutu. Sediment byl dvakrat promyt fyziologickym roztokem a centri-
fugovan opét za stejnych podminek.

K sedimentu bylo ptidano 60 pl lyzac¢niho roztoku s NaOH a SDS a smés byla inkubovana
15 minut pii 100 °C. Po inkubaci bylo pfidano 540 pl sterilni destilované vody.

Pouziti kolonii bakterialni kultury na plotndch piimo pro PCR

Pro ziskani templatové DNA byly u nékterych kment (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) pouzit také postup, kdy pfi pfipravé mastermixu byla pouzita ptimo

bakterialni kultura.

Do 2 ml mikrozkumavky bylo nepipetovano 90 ul sterilni vody pro PCR a 10 pl PCR re-

akéniho pufru. To tohoto roztoku byla resuspendovéana bakterialni kolonie.

Po promichani byla suspenze inkubovana 20 minut pii 95 °C a nasledné centrifugovéana
60 s pii 14 500 otackach za minutu. Supernatant byl odpipetovan do ¢isté mikrozkumavky

a uchovan pro PCR.

VSechny vzorky DNA ziskané pomoci téchto Ctyi postupli byly pfed pouzitim pro PCR

nafedény dle uvedeného rozpisu:
Hruby Lyzat ......oooiiiii 10 ul
HoO PrOPCR....ceie e 90 pul

Po provedeni PCR byly vysledky téchto postupii ziskani DNA podrobeny elektroforéze.
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6.2.3 Vlastni provedeni PCR

6.2.3.1 Zakladni rozpis smési pro PCR (master mix)

V pribéhu experimentu bylo pouzito riizné slozeni amplifika¢ni smési z divodu optimali-
zace metody. Slozeni vzdy vychazelo z komponent uvedenych v zakladnim rozpisu mas-

termixu pro PCR:

HoO ProPCR ..o 11,20 pl
PCR reakeni puft ......oooveviiiiiiiice 1,50 pl
ANTP MIX.tiiiiiiececeese e 0,60 pl
PIIMETY oot 2x0,30 ul
Tag POIYMEraSa......cccvcvueiieiieriecie e 0,15 ul
Templatovd DNA .......coiiiiiieii e 1,00 pl

6.2.3.2 Program pro PCR

Veskeré amplifikace PCR probihaly v objemu 15,05 pl. Syntéza DNA fragmentt byla pro-
vadéna na termocykleru PTC-100 MJ Research. IMC. (USA) s vyhiivanym vikem.

V termocykleru byl nastaven nasledujici program:

Denaturace 94 °C 10 minut

17 cyklt:
94 °C 30 sekund
62 °C 60 sekund opakovano 2x

72 °C 60 sekund

94 °C 30 sekund
61 — 47 °C 60 sekund |(pti kazdém cyklu vzdy snizeno o 1 °C)

72 °C 60 sekund

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

K ovéteni kvality izolované DNA a detekci PCR produktd byla pouzita elektroforéza Scie-
Plas (Velka Britanie) na agarosovém gelu. Jako standard pro urceni velikosti amplifikova-
nych fragmentu byl vzdy do prvni jamky gelu nanesen 100 bp DNA marker v mnozstvi
12 ul. Po ukonceni elektroforézy byly vysledky detekovany na UV transluminétoru
SYNGENE (Velka Britanie).

6.2.4.1 Elektroforéza izolované DNA

DNA izolovana pomoci izola¢nich kit byla podrobena elektroforéze pro stanoveni Cistoty
(Obr. 10 a 11). Pro tato stanoveni byl piipraven 0,8 % agarosovy gel a vzorky DNA byly

natfedény dle rozpisu:

DIN A s Sul
HoO Pro PCR....oie e Sul
NanaSect PUfT .....cvvvveiiic 3ul

Pfipravené vzorky byly naneseny na gel v elektroforetické vani¢ce v mnozstvi 12 pl. Gel
byl zalit 1 x TBE pufrem po rysku a byla provedena elektroforéza po dobu 30 minut
pii 90 V.

6.2.4.2 Elektroforéza produktit PCR

Pro detekci amplifikovanych fragmenti DNA byl ptipravovan 1,5 % agarosovy gel. K pro-
duktim PCR byly pied elektroforézou ptidany 3 pl nanaSeciho pufru. Po promichani a cen-
trifugaci po dobu 30 sekund pfi 10 000 otackach za minutu, byly vzorky naneseny na gel
v mnozstvi 12 pl. Gel byl zalit 1 x TBE pufrem a poté byla spusténa elektroforéza po dobu
60 minut pii 90 V. U produktd amplifikovanych pomoci primera agdir/agdif byla elektro-
foréza provadéna pouze po dobu 30 minut. Divodem byla mensi velikost amplifikovanych
fragmenti (pfiblizn€ 90 bp) v porovnani s amplikony produkovanymi ostatnimi pouzitymi

primery (pfiblizné 600 bp).

6.3 Purifikace DNA na sekvenaci

Purifikace byla provedena dle navodu purifika¢niho kitu QIA PCR Purification (Roche):
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1. Do 1,5 ml mikrocentrifugacni zkumavky bylo pfeneseno 15 pl reakéniho produktu

(produktu PCR) a bylo ptidano 75 pl DF pufru.

2. Smes byla prenesena na kolonku umisténou ve sbérné¢ mikrozkumavce a centrifu-

govana 1 minutu pti 10 000 otackach za minutu.

3. Supernatant byl odstranén a do kolonky bylo piidano 600 ul promyvaciho pufru.
Kolonka byla ponechéna v klidu po dobu 1 minuty a poté¢ byla centrifugovana
1 minutu pfi 10 000 otackach za minutu. Po odstranéni supernatantu byla kolonka

centrifugovana znovu po dobu 3 minuty.

4. Po pteneseni kolonky do 1,5 ml mikrozkumavky bylo do kolonky naneseno 30 pl
elu¢niho pufru. Kolonka s elu¢nim pufrem byla ponechana v klidu 2 minuty a poté

centrifugovana po dobu 2 minut pii 10 000 otdckach za minutu.
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7 VYSLEDKY

7.1 Chromatografické stanoveni produkce biogennich aminu v zavislos-

ti na vnéjSich podminkach

Pomoci vysokoucinné chromatografie byla stanovena produkce biogennich amint (putres-
cinu, kadaverinu, tyraminu, spermidinu a sperminu) bakteriemi Bifidobacterium animalis
subsp. lactis CCDM 239 a B. animalis subsp. lactis B25. Tvorba BA byla sledovana pfi
rizném slozeni dekarboxyla¢niho média obsahujiciho jako prekurzory pro tvorbu BA ami-
nokyseliny ornitin, arginin tyrosin a lysin. Produkce BA byla sledovana za ptisobeni téchto
vnéjsich faktori: 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). Testovany byly vSsechny mozné kombinace uvede-
nych faktort. Ziskané hodnoty produkce biogennich amint byly zpraimérovany (Ptiloha PI)

a vyhodnoceny ve formé grafi.

Kmen B. animalis subsp. lactis CCDM239 byl kultivovan pouze za podminek ptisobeni
pH 4,5. Ve vSech vzorcich byly pii chromatografickém stanoveni detekovany pouze dva
biogenni aminy (tyramin a spermin). Tento kmen produkoval nejvice BA v kultivaénim
mediu obsahujicim 0,25 % (w/v) laktosy v kombinaci s 1,00 % (w/v) soli. Nejmén¢ bio-
gennich amind produkoval pfi pouziti 2,00 % (w/v) ptidavku soli. Celkova produkce BA

timto kmenem se pohybovala v rozmezi 8,62 — 24,42 mg.I"* (Obr. 12). Spermin byl produ-

cvwr

vvvvv

(w/v) laktosy. Produkce tyraminu se pohybovala v rozmezi hodnot 3,53 — 10,37 mg.I™
(Obr. 13). Vliv vngjsich faktor na produkci tohoto biogenniho aminu nebyl tedy tak patr-
ny, jako u produkce sperminu. Nejvyssi hodnoty byly stanoveny pii kombinaci 1,00 %

cv v

laktosy v kultivaénim mediu.
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Obr. 12: Celkova produkce BA kmenem B. animalis subsp. lactis CCDM239 pii pH 4,5

s ptidavkem rtznych koncentraci laktosy a NaCl.
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Obr. 13: Produkce jednotlivych BA kmenem B. animalis subsp. lactis CCDM239 pii

pH 4,5 s ptidavkem ruznych koncentraci laktosy a NaCl.
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V piipadé¢ bakterialniho kmenu B. animalis subsp. lactis B25 byla kultivace provadéna pii
pH 4,5 a 5,0. V obou piipadech byla zaznamenana produkce putrescinu, kadaverinu, tyra-
minu, spermidinu a sperminu. Hodnoty celkové produkce biogennich amini timto kmenem
pfi pH 4,5 jsou uvedeny na Obrazku 14, z n¢hoz vyplyva, ze tvorba BA se v zavislosti
na vnéjsich vlivech pfili§ neménila. Nejvyssi produkce biogennich amint (45,91 mg.l'l) pii

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

Celkova produkce biogennich amint pii pH 4,5 byla u kmenu Bifidobacterium animalis
subsp. lactis B25 priblizné dvakrat vyssi nez u B. animalis subsp. lactis CCDM239.
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Obr. 14: Celkova produkce BA kmenem B. animalis subsp. lactis B25 pti pH 4,5 s pfi-

davkem riznych koncentraci laktosy a NaCl.

Pro ptehlednost byla tvorba jednotlivych BA pti pH 4,5 rozdélena do tii grafli podle roz-
dilné koncentrace soli v kultivaénim mediu (Obr. 15 — 17). Z detekovanych BA byl
V nejvétsi mife produkovan spermin (12,18 — 19,39 mg.l™), nejméng pak spermidin
(1,42 — 2,20 mg.I™") a kadaverin (2,29 — 4,03 mg.I"). Spermin byl nejvice produkovén
pii 1,00 % (w/v) piidavku laktosy a nejméné pii 0,50 % (w/v) ptidavku laktosy. Tvorba
spermidinu a kadaverinu nebyla plsobenim vnéjSich faktorti ovlivnéna. Pti nulovém a
1,00 % (w/v) ptidavku soli byl pozorovan mirny narust tvorby putrescinu pii zvySujici

se koncentraci laktosy (Obr. 15 a 16). V ptipadé 2,00 % (w/v) piidavku soli nebyla tvorba
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putrescinu  koncentraci laktosy ovlivnéna (Obr. 17). Nejvyssi hodnoty putrescinu

(13,15 mg.I™) byly zaznamenany pii pridavku 1,00 % (w/v) laktosy. Nejmensi produkce

putrescinu byla stanovena v puvodnim dekarboxylaénim médiu (tzn. bez ptidavku soli a

laktosy). Obdobn& tomu bylo také u tyraminu, kdy nejvyssi hodnoty (13,47 mg.l™) bylo

dosazeno v nezménéném dekarboxylaénim mediu. Nejméné byl tyramin produkovan

v mediu obsahujicim 1,00 % (w/v) soli a 0,50 % (w/v) laktosy.
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Obr. 15: Produkce jednotlivych BA kmenem B. animalis subsp. lactis B25 pfi pH 4,5

Vv zavislosti na rostouci koncentraci laktosy.
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Obr. 16: Produkce jednotlivych BA kmenem B. animalis subsp. lactis B25 pii pH 4,5,

1,00 % (w/v) koncentraci NaCl v zavislosti na rostouci koncentraci laktosy.

18,00 -

16,00 - B
— 14,00 - B
téi: 12,00 - " m putrescin
; 10.00 - [ Wkadaverin
m r
b T omt i
E 8,00 - yramin
c | " Espermidin
§ 6,00 P
5 4,00 - [ spermin
g —

2,00 -

0,00 : : : e

L0/S2 L0,25/S2 L0,5/52 L1/52
Koncentrace laktosy a NaCl [%]

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

2,00 % (w/v) koncentraci NaCl v zavislosti na rostouci koncentraci laktosy.
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Hodnoty celkové produkce biogennich amind kmenem B. animalis subsp. lactis B25
pii pH 5,0 se pohybovyly v rozmezi 34,31 — 49,50 mg.I™ (Obr. 18). Zvyseni pH mélo
za nasledek mirny nartist produkce BA ve srovnani s kultivaci tohoto kmene pti pH 4,5.
Vyjimkou byla produkce biogennich aminli v nezménéném dekarboxylacnim mediu a me-

diu obsahujicim 0,25 % (w/v) laktosy, kde byly rozdily v produci tém¢t zanedbatelné.
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Obr. 18: Celkova produkce BA kmenem B. animalis subsp. lactis B25 pti pH 5,0 s pfi-

davkem riiznych koncentraci laktosy a NaCl

Pro piehlednost byla tvorba jednotlivych BA pii pH 5,0 opét rozdélena do tii grafii podle
rozdilné koncentrace soli v kultivaénim mediu (Obr. 19 az 21). V nejvétsi mife byl produ-
kovén spermin (12,47 — 32,36 mg.I""). Nejvyssi tvorba byla zaznamenéana pfi kombinaci
2,00 % (w/v) ptidavku soli s 1,00 % (w/v) laktosy. Hodnoty sperminu v mnozstvi vys$§im
nez 20,00 mg.I™ byly detekovéany u viech vzorkd obsahujicich 0,50 a 1,00 % (w/v) laktosy
a také v ptipadé kombinace 0,25 % (w/v) laktosy s 2,00 % (w/v) soli. Putrescin byl pii pH
5,0 nejvice produkovan v dekarboxyla¢nim médiu bez obsahu laktosy anebo pii koncentra-
ci laktosy 0,25 % (w/v). Produkce putrescinu se pohybovala v rozmezi 7,10 — 15,52 mg.I™.

Tvorba tyraminu byla zaznamenéana v rozmezi 5,62 — 13,39 mg.I". Nejvyssi hodnota byla

laktosy. Nejméng byly produkovéany biogenni aminy spermidin (1,18 — 1,93, mg.I?) a ka-
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daverin (2,78 — 3,78 mg.I™"). Tvorba spermidinu a kadaverinu nebyla ptisobenim vn&jsich

faktorti ovlivnéna ani pii pH 5,0.

Pti porovnani vsech vzorkl bylo zjisténo, Ze nejvice biogennich amind produkoval kmen

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

(w/v) a soli 2,00 % (w/v). Z detekovanych biogennich amind byl nejvice produkovan

spermin a nejmén¢ spermidin.
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Obr. 19: Produkce jednotlivych BA kmenem B. animalis subsp. lactis B25 pti pH 5,0

Vv zavislosti na rostouci koncentraci laktosy.
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Obr. 20: Produkce jednotlivych BA kmenem B. animalis subsp. lactis B25 pii pH 5,0,

1,00 % (w/v) koncentraci NaCl v zavislosti na rostouci koncentraci laktosy.
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Obr. 21: Produkce jednotlivych BA kmenem B. animalis subsp. lactis B25 pii pH 5,0,

2,00 % (w/v) koncentraci NaCl v zavislosti na rostouci koncentraci laktosy.
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7.2 Moznosti detekce genu zodpovédného za schopnost tvorby putresci-

nu u laktobacila

U kmenu Lactobacillus curvatus subsp. curvatus Al-2 a L. curvatus subsp. curvatus Al-3
byl vzdy pouzivan zdkladni rozpis master mixu. Na téchto kmenech byly testovany primery
uréené k detekci genu pro tvorbu enzymu agmatin-deiminasy (AgD1, AgD2; aguA-R,
aguA-F1, aguA-F2; agdir, agdif) a primery pro detekci genu zodpovédného za produkci
ornitindekarboxylasy (3°,16"; PUT1-R, PUT1-F) (Piiloha P Il). Amplifikované produkty
PCR byly zaznamenany u obou kmenii pouze v piipad¢ pouziti primerd AgD1 a AgD2,
aguA-R a aguA-F1. Pti pouziti kombinace primert aguA-R a aguA-F2 bylo vytvaieno vice
nespecifickych produktl, proto tato kombinace nebyla jiz v dalSich stanovenich pouzivéana.
Amplifikovany produkt byl zaznamenan také v ptipad¢ primera agdir a agdif, avSak pouze
u kmenu L. curvatus subsp. curvatus Al-2. Jako nejlepsi se tedy jevily produkty ziskané
pomoci primerit AgD1, AgD2 a aguA-R, aguA-F1. S témito primery byly pfipraveny vzor-
Ky o dvojnasobném mnozstvi, pro zaslani na sekvenaci. Po detekci amplifikovanych frag-
mentd S primery aguA-F1/aguA-R (Obr. 22), byl zjistén vyskyt nespecifickych produkta.

Mastermix pro sekvenaci byl tedy ptipraven znovu.

100bp

500bp

1000bp

Obr. 22: Detekce amplifikovanych fragmentt: 1. — 100 bp marker;
2. — L. curvatus Al-2 s primery AgD1/AgD2; 3. — L. curvatus Al-2
s primery aguA-F1/aguA-R; 5. — L. curvatus Al-3 s primery aguA-

F1/aguA-R; 6. - pozitivni kontrola; 7. — negativni kontrola
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Po detekci produkti PCR (Obr. 23) byly vybrany pro sekvenaci pouze amplikony ziskané
amplifikaci DNA kment Lactobacillus curvatus subsp. curvatus Al-2 a L. curvatus subsp.
curvatus Al-3 s primery AgD1/AgD2. Produkty ziskané pii pouziti primerti aguA-
F1/aguA-R byly znecistény vysokym vyskytem nespecifickych fragmentt a z toho diivodu

nemohly byt zaslany na sekvenaci.

100bp

500bp

1000bp

Obr. 23: Detekce amplifikovanych fragmentd pro sekvenaci: 1. — 100 bp marker;
2. — L. curvatus Al-2 s primery AgD1/AgD2; 3. — L. curvatus Al-2 s primery
aguA-F1/aguA-R; 4. — L. curvatus Al-3 s primery AgD1/AgD2; 5. — L. curvatus
Al-3 s primery aguA-Fl/aguA-R; 6. - pozitivni kontrola; 7. — negativni kontrola

Vybrané produkty byly nasledné purifikovany pomoci kitu QIA PCR Purification. Po pro-
vedeni purifikace byly produkty zaslany na sekvenaci do Ustavu molekularni biologie rost-
lin, Akademie véd Ceské republiky v Ceskych Bud&jovicich. Ziskané sekvence byly vizua-
lizovany (v programu SEQUENCE SCANNER SOFTWARE v 1. 0.) (Obr. 24 a 25) a
srovnany pomoci nastroje Blast (National Centre for Biotechnology Information - NCBI)
s vefejné dostupnymi databazemi. Cista sekvence ziskaného produktu byla ve vizualizaci

znazornéna modrou barvou (Obr. 24 a 25).
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1 LR T ccfffcHEs HTEEHTIEN 120
121 icof6eae AAGATGCCTA 2410
241 CTCAAAGTTC TTGARGGAAC 350
361 ATGAATTTCT THARAHABR 250
281 C AC TGTHR A 577

Obr. 24: Sekvence genu aguA detekovana u kmenu L. curvatus subsp. curvatus Al-2
1
121
241
361
431

Obr. 25: Sekvence genu aguA detekovana u kmenu L. curvatus subsp. curvatus Al-3
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Pomoci nastroje Blast byla u amplikonti ziskanych z kmene Lactobacillus curvatus subsp.
curvatus Al-2 nalezena 98 % shoda s genem aguA u bakterie Lactococcus lactis subsp.
lactis KF147 (Ptiloha P 111). Shoda genu aguA byla z 97 % nalezena také u bakterie Lacto-

coccus lactis subsp. lactis CV56 a Lactococcus lactis subsp. lactis 111403 (Ptiloha P I1I).

Pomoci nastroje Blast byla u amplifikovanych fragmenti DNA kmene Lactobacillus cur-
vatus subsp. curvatus Al-3 zjisténa 97 % shoda s genem aguA u bakterie Lactococcus
lactis subsp. lactis KF147 a 96 % shoda s timto genem u bakterie Lactococcus lactis subsp.
lactis CVV56 (Ptiloha P IV).

Pti dalSich stanovenich jiz byly vyuzivany pouze primery AgD1 a AgD?2. S vyuzitim téchto
primeri pro detekci genu aguA u dalSich kmenit laktobacila (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 dosazeno pozitivniho vysledku pouze u kmenu L. brevis
DEPE 24 (Ptiloha P II). DNA ostatnich kmeni zfejmé nebyla izolovana v dostacujici kvali-
t&€ nebo se v ni vyskytovalo vys$§i mnozstvi inhibitor PCR reakce. Proto byla PCR prove-
dena jeste jednou za pouziti 10 x fedéné DNA (pro nafedéni inhibitoril) a podpoieni reakce
ptidavkem MgCl, v mnozstvi 0,2 a 0,5 ul. Amplifikované fragmenty byly opét detekovany
pouze u DNA izolované z Lactobacillus brevis DEPE 24 (Ptiloha P Il). Z tohoto divodu
byla provedena nova izolace DNA pomoci Ctyf riznych postupti uvedenych v kapito-
le 7.2.2. Ani témito postupy se vSak nepodatilo izolovat DNA v pozadované kvalité. Meto-
da tedy byla optimalizovana alespon pro kmen Lactobacillus brevis DEPE 24. Pro optima-
lizaci byla pouzita fada vzorkd s rostouci koncentraci Mg®* iontl, snizeni mnoZstvi prime-
ri na 0,2 pl a opétovné nafedéni DNA (100 x fedéna DNA). Pro tento kmen se jako opti-
malni jevil piidavek MgCl, 0,5 a 0,7 ul (Obr. 26) a pouziti 100 x nafedéné DNA (Obr. 27).

SniZzenim mnozstvi primert byla reakce ovlivnéna negativné.
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100bp
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Obr. 26: Produkty PCR L. brevis DEPE 24 s primery AgD1/AgD2 pfi rostouci
koncentraci MgCl,: 1. — 100 bp marker; 2. — 0,1 ul MgCly; 3. — 0,2 ul MgCly; 4. —
0,3 ul MgCly; 5. — 0,4 ul MgCly; 6. — 0,5 ul MgCly; 7. — 0,7 ul MgCly; 8. — nega-

tivni kontrola bez DNA

0,3 pl primert 0,2 pl primert

100bp

500bp

1000bp

¥ 2 3 @ 5% 6 F 8O 20 3 32 A3 34 15

Obr. 27: Produkty PCR 100 x fedéné DNA L. brevis DEPE 24 s rozdilnym mnoz-
stvim primera AgD1/AgD2 pii rostouci koncentraci MgCl,: 1. — 100 bp marker;
2.—0,1 ul MgCly; 3. - 0,2 ul MgCly; 4. — 0,3 pl MgCly; 5. — 0,4 ul MgCly;

6. — 0,5 ul MgCly; 7. — 0,7 ul MgCly; 8. — negativni kontrola bez DNA; 9. — 0,1 pul
MgCly; 10. — 0,2 pul MgCly; 11. — 0,3 ul MgCly; 12. — 0,4 pul MgCly; 13. - 0,5 ul
MgCly; 14. — 0,7 ul MgCly; 15. — negativni kontrola bez DNA
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Za téchto podminek bylo dosazeno sniZzeni tvorby nespecifickych produktii a zvysilo se
mnozstvi amplifikovanych fragmentii pozadované velikosti. I pfes optimalizaci podminek
PCR reakce vsak nebylo dosazeno dostatecné Cistoty vysledného produktu. Z divodu tvor-

by nespecifickych fragmentti nebylo mozné odeslat tento vzorek na sekvenaci.
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8 DISKUSE ZISKANYCH VYSLEDKU

Problematika vyskytu biogennich aminti je sledovana jiz v mnoha studiich, souhrnem do-
savadnich poznatki je Védecké stanovisko k riziku fizeni a vzniku biogennich amint
ve fermentovanych potravindch vydané Evropskym ufadem pro bezpecnost potravin
(EFSA) v roce 2011 [10]. V této diplomové praci byla pozornost vénovana tvorbé biogen-

nich amind probiotickymi kulturami.

8.1 Diskuse vysledktu chromatografického stanoveni biogennich amini

Dekarboxylasova aktivita byla sledovana u bakterii rodu Bifidobacterium v zavislosti
na pusobeni faktor vnéjsiho prostiedi. Divodem byla skutec¢nost, ze u probiotickych bak-
terii doposud byl zkouman piedev$im jejich pozitivni vliv na lidsky organismus, nikoli
moznost negativniho pisobeni formou produkce BA. Dalsim podnétem pro tuto praci byla
studie Lorencové a kol. [25], kde byla tvorba biogennich amint stanovovana u kmeni bifi-
dobakterii a laktobacild izolovanych z mléénych vyrobki, z nichz u mnohych byly deteko-
vany pozitivni dieteticko-1é¢ebné ucinky. Bylo zjisténo, ze testované kmeny bifidobakterii
produkovaly malé mnozstvi kadaverinu v rozmezi 5,0 — 14,0 mg.I™. U dvou kment bifido-

bakterii byla detekovana také produkce tyraminu v mnozstvi 5,4 a 66,6 mg.I™[25].

V této diplomové praci byla dekarboxylasova aktivita kmend Bifidobacterium animalis
subsp. lactis CCDM239 a B. animalis subsp. lactis B25 vyhodnocovana v dekarboxylac-
nim médiu obsahujicim AMK ornitin, arginin, lysin a tyrosin za piisobeni vnéjSich faktora.
Obdobné jako ve studii Bunkové a kol. [54] byly jako vné&jsi faktory zvoleny koncentrace
NaCl v rozmezi 0,00 — 2,00 % (w/v), koncentrace laktosy 0,00 — 1,00 % (w/v) a pusobeni
pH 4,5 a 5,0. Produkce BA byla vyhodnocovana také za souc¢asného ptsobeni téchto fakto-
ri. Kultiva¢ni teplota byla u obou kmenti zvolena 37 °C, jakoZto teplota optimalni pro pro-

biotika ptlisobici ve stfevnim traktu.

U kmenu Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 byla kultivace provedena
pouze pii pH 4,5. Pomoci HPLC byla detekovana tvorba tyraminu a sperminu. Ostatni bio-
genni aminy (kadaverin, putrescin a spermidin) nebyly timto kmenem produkovany. Nej-
vy§si produkce BA (24,42 mg.I™) timto kmenem bylo dosazeno pii 0,25 % (w/v) pridavku
laktosy v kombinaci s 1,00 % (w/v) soli. Tyto podminky se jevily jako vhodné pro tvorbu

obou detekovanych biogennich aminl. Spermin byl nejvice produkovan pii kombinaci
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0,50 % (w/v) laktosy a 2,00 % (w/v) soli. Produkce tyraminu byla méné zavisla na vnéjsich
faktorech. Nejméné BA bylo timto kmenem vytvaieno pti 2,00 % (w/v) ptidavku soli, kdy
doslo predevsim k poklesu mnozstvi sperminu. Hladina tyraminu za téchto podminek zi-
stala beze zmény. Nejméné tyraminu bylo produkovano pii 0,50 % piidavku laktosy.
Ve srovnani s kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis B25 produkoval kmen Bifi-
dobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 za stejnych podminek pfiblizné o polovinu

mén¢ biogennich aminti.

V piipad¢ bakterialniho kmenu Bifidobacterium animalis subsp. lactis B25 byly pro kulti-
vaci zvoleny hodnoty pH 4,5 a 5,0. Jako vhodnéjsi pro produkci biogennich amint se jevila
hodnota pH 5,0, kdy bylo dosazeno mirného zvySeni mnozstvi biogennich amind ve srov-
nani s pH 4,5. Vyjimkou byly vzorky obsahujici vychozi dekarboxylaéni médium (bez pti-
davku laktosy a soli) a vzorky obsahujici 0,25 % pridavek laktosy, kde bylo stanovené
mnozstvi BA v obou piipadech pH srovnatelné. Nejvyssi produkee (49,50 mg.I™) biogen-
nich aminti kmenem B. animalis subsp. lactis B25 bylo dosazeno pti pH 5,0, 0,25 % (w/v)
laktosy a 2,00 % (w/v) soli. Nejméné BA (33,80 mg.l'l) bylo vyprodukovéno pii pH 4,5 a
koncentraci laktosy 0,50 % (w/v). V obou ptipadech pH byly detekovany biogenni aminy
putrescin, kadaverin, tyramin, spermidin a spermin. Spermidin a kadaverin byly produko-
vany v zanedbatelném mnozstvi. V nejvétsi mite (32,36 mg.I™") byl produkovan spermin, a
to predev§im v podminkach pH 5,0, 1,00 % (w/v) laktosy a 2,00 % (w/V) soli. Putrescin byl
nejvice produkovan (15,52 mg.I™) v podminkach pH 5,0 v kombinaci s1,00 % soli.
V ptipadé putrescinu byl zpozorovan mirny nartist jeho produkce v zavislosti na stoupajici
koncentraci laktosy v podminkach pH 4,5 pfi nulovém nebo 1,00 % piidavku soli. Nejvyssi
mnozstvi tyraminu (13,47 mg.I™h bylo detekovano ve vychozim dekarboxyla¢nim médiu

bez ptidavku soli a laktosy za pH 4,5.

Ze ziskanych vysledkli nebylo mozné vyvodit jednoznaéné zavéry ve vztahu pulsobeni
vnéjSich faktordi na produkci biogennich aminil u bifidobakterii. Obecné by se dalo shr-
nout, ze vnéjsi podminky jako jsou koncentrace laktosy a soli nemaji na celkovou produkci
BA vyznamny vliv. Pfi riznych variantach kultivaéniho média bylo dosaZeno maximalniho
rozdilu v produkci BA 15,80 mg.I™ v ptipadé kmene B. animalis subsp. lactis CCDM 239
pii pH 4,5 a 15,19 mg.I"* BA v piipadé kmene B. animalis subsp. lactis B25 pii pH 5,0.
Rozdilné pocatecni pH mélo mirny vliv na produkci BA pouze v kombinaci s dalsimi fak-

tory. V piipadé kmene B. animalis subsp. lactis CCDM 239 produkce biogennich amint
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dosahovala hodnot nizsich nez 25,00 mg.l’l, coz nelze povazovat za hodnoty nebezpecné
pro lidské zdravi. V piipadé kmene B. animalis subsp. lactis B25 bylo dosazeno produkce
BA nizsi nez 50,00 mg.l'l. Tyto hodnoty také nejsou povazovany za nebezpecné pro lidské
zdravi, avSak bifidobakterie se pfevazné pouzivaji ve smésnych kulturach, nebo jsou ptida-
vany do vyrobku jiz obsahujiciho jiné startérové kultury. Z tohoto diivodu by se mohla
produkce BA bifidobakteriemi podilet na zvySovani celkové hladiny biogennich amint

ve vysledném produktu.

Vlivem vnéjsich faktori na riist a dekarboxylasovou aktivitu se ve své studii zabyvali Gar-
dini a kol. [11], kteti zkoumali podobn¢ jako v této diplomové praci vliv pH, soli a teploty
na tvorbu biogennich amint bakterii Enterococcus faecalis. Zde bylo zjisténo, ze produkce
biogennich aminil je nejvice ovlivnéna rozsahem ristu daného mikroorganismu. Produkci
biogennich aminii kmenem Enterococcus durans za ruznych podminek se zabyvali také
Fernandez a kol. [26]. V jejich studii byl zkouman vliv zdroje uhliku, koncentrace tyrosinu
a tyraminu a vliv pH na tvorbu tyraminu. Bylo zji§téno, Ze zdroj uhliku neovliviiuje pro-
dukci tyraminu. Tvorba tyraminu vsSak byla zna¢né ovlivnéna hodnotou pH, kdy nejvyssi
produkce tyraminu bylo dosazeno pti pH 5,0, pfestoze soucasné byl omezen rust bakterii.
Tyto vysledky poukazuji na odlisné ptisobeni pH na rGzné druhy bakterii, nebot’ samotny
vliv pH na testované kmeny bifidobakterii nebyl pfili§ vyznamny. Produkce tyraminu se
ve studii Fernandéz a kol. snizovala umérné s rostouci koncentraci tyraminu v kultivaénim
médiu [26]. Komprda a kol. [53] se zabyvali vlivem plsobeni vné&jSich faktord (tepelna
Uprava, teplota a doba skladovani) na obsah biogennich amini v tavenych syrech. Zde bylo
zjisténo, Ze teplota ani doba skladovani neovlivnila vyznamné obsah aminil v tavenych
syrech. Kvantitativné nejvyznamngj$im biogennim aminem byl v této studii tyramin [53].
Tyramin byl hlavnim produktem dekarboxylasové aktivity také ve studii Buiikoveé a kol.
[54], kde byla sledovana dekarboxylasova aktivita bakterii rodu Lactococcus (kmeny Lac-
tococcus lactis subsp. lactis a Lactococcus lactis subsp. cremoris) v zavislosti na faktorech
vngjSiho prostiedi (aerobni a anaerobni podminky kultivace, koncentrace NaCl 0 — 2 %
(w/v) a laktosy 0 — 1 % (w/v)). Bylo zjisténo, ze tyramin byl ve vétsi mife produkovan
za anaerobnich podminek a nejvyssich hodnot tyraminu bylo dosazeno pii 2,00 % (w/v)
pfidavku soli. V pfipadé této diplomové prace byl hlavnim produktem dekarboxylasové
aktivity obou kment bifidobakterii spermin. Pokud by byla porovnavana produkce tyrami-

nu, pak byl tento biogenni amin produkovan nejvice kmenem Bifidobacterium animalis
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subsp. lactis B25 pii pH 4,5 vkultivatnim médiu bez piidavku soli a laktosy
(13,47 mg.I""). Vliv koncentrace soli v kultivaénim médiu na bifidobakterie je tedy odlisny
nez u laktokokd. Koncentrace laktosy méla dle studie Bunikové a kol. [54] na produkci ty-
raminu mensi vliv nez pfitomnost soli. Nejvyssi produkce tyraminu byla zaznamenana pfi
0,50 % ptidavku laktosy [54]. Také v této diplomové praci byla pii pH 5,0 a 0,50 % (w/v)
ptridavku laktosy stanovena u kmenu B. animalis subsp. lactis B25 jedna z nejvyssich hod-
not tyraminu (13,39 mg.I™). Ve studii La Gioia a kol. [55] byla zvysena produkce tyraminu
bakterialnim kmenem Streptococcus thermophilus v pfitomnosti NaCl zdivodnéna jako
regulace osmotického Soku. Dekarboxylace tyrosinu je ziejm¢ nepiimo vyuzivana k ziskani
energie potfebné pro osmoregulaci. Obdobné vysledky byly ziskany také pti nizkych kon-
centracich laktosy (0,1 %, w/v) [55]. V diplomové praci Zouzelkové [56] byl popsan vliv
vngjsich faktora (teploty a pH) na dekarboxylasovou aktivitu bakteridlniho kmene Lacto-
bacillus rhamnosus CCDM 289. U tohoto kmene byla prokazana produkce putrescinu a
tyraminu. Jako nejvhodnéjsi pro produkei putrescinu se jevily podminky kultivaéni teploty
37 °C, pH 6,0 a 1,0 % (w/v) ptidavek glycerolu pfi 48 hodinach kultivace. Hodnota poc¢a-
te¢niho pH podobné jako v této diplomové praci nikterak vyznamné neovlivnila produkci
BA. Na produkci tyraminu testovanym kmenem L. rhamnosus CCDM 289 méla znaény
vliv vyssi koncentrace glycerolu (zdroj uhliku) pfi teploté 37 °C. Niz§i koncentrace glyce-
rolu do 1,0 % (w/v) naopak ovlivnila produkci putrescinu [56]. Z téchto poznatkli vyplyva,
ze pusobeni vné¢jSich faktorti na produkci BA je velmi rtiznorodé u jednotlivych kmenti

bakterii.

8.2 Diskuse vysledkii detekce genu pro produkci putrescinu metodou

PCR

Druha ¢ast diplomové prace byla zamétena na detekci genu pro tvorbu putrescinu u lakto-
bacilti pomoci metody PCR. Na pfitomnost genu pro tvorbu putrescinu bylo testovano osm
kment laktobacilti (Lactobacillus curvatus subsp. curvatus Al-2, Lactobacillus curvatus
subsp. curvatus Al-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 testovanych
kmenii byla produkce putrescinu jiz diive prokazana s vyuzitim jinych metod stanoveni.

Literatura uvadi, ze putrescin mize byt syntetizovan nepiimo z argininu dvéma cestami.
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Arginin mize byt pfeménén na ornitin pomoci arginin-deaminasy a ornitin je pak dekarbo-
xylovan na putrescin. Druhou moznosti je pfeména argininu pomoci arginin-dekarboxylasy
na agmatin, ktery je nasledné pieveden na putrescin pomoci agmatin-deiminasy [49, 61].
Vzhledem k tomuto faktu, byly pro experiment pouzity primery pro detekci genu aguA
kodujiciho agmatin-deiminasu a genu odc kodujiciho ornitin-dekarboxylasu. Nejlepsich
vysledkl bylo dosazeno vyuzitim primerd AgD1/AgD2 slouzicich k detekci genu aguA.
Tento gen byl detekovan u tii testovanych kmenu (Lactobacillus curvatus subsp. curvatus
Al-2, Lactobacillus curvatus subsp. curvatus Al-3, Lactobacillus brevis DEPE 24). U zby-
Iych péti kment se nepodatilo izolovat DNA v dostate¢né kvalité pro metodu PCR a nelze
tedy posoudit, zda tyto kmeny obsahuji gen aguA ¢i nikoli. Amplifikované produkty de-
tekovaného genu aguA u kment Lactobacillus curvatus subsp. curvatus Al-2 a L. curvatus
subsp. curvatus Al-3 byly zaslany na sekvenaci. Srovnanim ziskanych sekvenci
s dostupnymi datab4dzemi bylo potvrzeno, Ze se v obou piipadech jedna o gen aguA. Pomo-
ci analyzy BLAST byla nalezena shoda ziskané sekvence kmene Lactobacillus curvatus
subsp. curvatus Al-2 s genem aguA u bakterii Lactococcus lactis subsp. lactis KF147
(98 %), Lactococcus lactis subsp. lactis CVV56 (97 %) a Lactococcus lactis subsp. lactis
111403 (97 %). V piipadé kmene L. curvatus subsp. curvatus Al-3 byla nalezena shoda
amplifikovanych fragmentd s genem aguA u bakterii Lactococcus lactis subsp. lactis
KF147 (97 %) a Lactococcus lactis subsp. lactis CV56 (96 %). Amplikony ziskané
v ptipadé kmene Lactobacillus brevis DEPE 24 nebylo mozné zaslat na sekvenaci, nebot’
obsahovaly zna¢né mnozstvi nespecifickych produkti. Mirného sniZeni tvorby nespecific-
kych produktti bylo v tomto ptipad¢ dosazeno optimalizaci metody (pfidavkem 0,5 — 0,7 pl
MgCl; a pouzitim 100 x fedéné templatové DNA).

Gen aguA byl detekovan také ve studii Landete a kol. [49] u kment bakterii Lactobacillus
hilgardii X1B, Lactobacillus sakei 23K, Enterococcus faecalis ATCC 11700, Bacillus ce-
reus ATCC 14579 a Pseudomonas aeruginosa PAOL. V této studii byl gen pro agmatin-
deiminasu detekovan pomoci primert aguA-F/aguA-R [49]. U kmenu Lactobacillus plan-
tarum izolovanych z vina byla ve studii Spano a kol. [60] zjisténa schopnost degradovat
arginin diky pfitomnosti genti kodujicich arginin-deiminasu. Tento gen byl postupné de-
tekovan i u dalSich bakterialnich kmenti napt. Oenococcus oeni, Lactobacillus sakei a Lac-
tobacillus hilgardii. Stanovenim gend odpovédnych za produkci biogennich amint se za-

byvalo jiZ vice autorti, Z nichZ zna€na Cast vénovala pozornost genu kodujimu enzym tyro-
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sin-dekarboxylasu. Pfitomnost genu pro tyrosin-dekarboxylasu u technologicky vyznam-
nych kment Lactobacillus, Lactococcus a Streptococcus byla zkoumana ve studii Bunikové
a kol. [57], kde byla produkce tyraminu a pfitomnost genu pro tyrosin dekarboxylasu de-
tekovana u osmi z 36 testovanych kment. Gen pro tyrosin-dekarboxylasu byl detekovan
u tii kmena Lactococcus lactis subsp. lactis, tfi kmenu Lactococcus lactis subsp. cremoris,
jednoho kmene Streptococcus thermophilus a jednoho kmene Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus [57]. Pfitomnost genu pro tyrosin-dekarboxylasu byla prokazana také
u Sesti kment Lactococcus lactis (CCDM 48, CCDM 53, CCDM141, CCDM 824, CCDM
946 a CCDM 1004). U téchto kmenl nebyl zaznamenan vyskyt gen kodujicich enzymy
pro dekarboxylaci histidinu, lysinu a ornitinu [58]. Detekci genu pro tyrosin dekarboxylasu
u startérovych kultur ur€enych pro vyrobu fermentovanych salamii se zabyvali autofi Bur-
dychova a Dohnal [59]. Gen pro tyrosin-dekarboxylasu byl detekovan u startovacich kultur
Lactobacillus sakei a Lactobacillus curvatus. Produkce tyraminu byla u téchto kmend po-
tvrzena soucasné¢ pomoci metody HPLC [59]. Produkce histaminu nebo vyskyt genu hdc
kodujiciho tvorbu histidin-dekarboxylasy byl popsan u nékterych specifickych druht
napf. Streptococcus salivarius subsp. thermophilus a Lactobacillus sakei. U téchto druht
byl stanoven nizky podil kment pozitivnich na dekarboxylasu a jejich potencidl pro tvorbu

histaminu byl slaby, nebo nebyl v potravinach viibec prokazan [10].
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ZAVER

Diplomové prace byla zaméfena na studium produkce biogennich amint probiotickymi
bakteriemi. Pievazna Cast byla vénovana faktorim ovlivitujicim tvorbu BA bakterialnimi
kmeny Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 a B. animalis subsp. lactis B25.
Bakterie byly kultivovany v dekarboxyla¢nim médiu obohaceném o aminokyseliny (argi-
nin, lysin, ornitin, tyramin) pii 37 °C. Dekarboxylasové aktivita byla sledovana pii pH 4,5 a
5,0, koncentraci soli 0-2 % (w/v) a koncentraci laktosy 0-1 % (w/v). Dil¢i ¢ast byla zamé-
fena na stanoveni potencialu pro produkci putrescinu (metodou PCR) u osmi kmeni probi-

otickych bakterii rodu Lactobacillus. Na zakladé ziskanych vysledki 1ze konstatovat:

e produkce biogennich amini je pfedev§im kmenové specificka, nebot’ kmen Bifido-
bacterium animalis subsp. lactis CCDM 239 produkoval za jinak stejnych podmi-

nek pfiblizné o polovinu BA mén¢ nez kmen B. animalis subsp. lactis B25,

e kmen B. animalis subsp. lactis CCDM 239 byl kultivovan pii pH 4,5 a produkoval
pouze tyramin a spermin. Nejvyssi produkce biogennich amint (24,42 mg.I™) bylo

dosazeno pii pH 4,5 v kombinaci s 0,25 % (w/v) laktosy a 1,00 % (w/v) soli.

e kmen B. animalis subsp. lactis B25 produkoval putrescin, kadaverin, tyramin,
spermidin a spermin ve vSech variantach kultivaéniho média. Nejvice BA (49,50
mg.I"") bylo produkovano v médiu obsahujicim 0,25 % (w/v) laktosy a 2,00 %
(w/v) soli pii pH 5,0.

eV nejveétsi mite byl kmenem B. animalis subsp. lactis B25 produkovan spermin,

e zména pH neméla u kmene B. animalis subsp. lactis B25 vyznamny vliv na celko-

vou produkci BA,

e timto experimentem bylo prokdzano, Ze dekarboxylasovou aktivitu bifidobakterii
1ze do jisté miry ovlivnit zménou slozeni kultiva¢niho media. Ze ziskanych vysled-
ki vSak nebyla zpozorovana jednoznacna zavislost produkce BA na koncentraci so-

li nebo laktosy.

e metodou PCR byl u tfi kmend laktobacild (Lactobacillus curvatus subsp. curvatus
Al-2, L. curvatus subsp. curvatus Al-3, L. brevis DEPE 24) detekovan gen aguA

kodujici agmatin deiminasu pii pouziti primerd AgD1/AgD2,
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e produkty PCR s DNA kment L. curvatus subsp. curvatus Al-2, L. curvatus subsp.
curvatus Al-3 byly zaslany na sekvenaci, kterou bylo potvrzeno, ze byl v obou pii-

padech detekovan gen aguA.
Na zékladé ziskanych vysledk byl prokdzan CasteCny vliv faktortt vnéjsiho prostiedi
na produkci BA testovanymi kmeny bifidobakterii a také potencidl nékterych kment lakto-

bacill k produkci putrescinu pomoci enzymu agmatin-deiminasy.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ADC
AgUH
AMK
BA
ddNTP
DEPE
DNA
dNTP
DSMZ
FAO
GC
GPC
HPLC
IEC
KTJ
LLC
LSC
MetAT
MO
NK
oDC
OPA
PCR

SAM

Arginin-dekarboxylasa
Agmatin-ureohydrolasa

Aminokyseliny

Biogenni aminy
Dideoxynukleotidtrifostaty

Department of production engineering - UIOZP
Deoxyribonukleova kyselina
Deoxynukleotidtrifosfany

Némecka sbirka mikroorganismti a bunéénych kultur
Svétova zdravotnicka organizace
Plynova chromatografie

Gelova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Iontové vyménna chromatografie

Kolonii tvoftici jednotka

Rozdé€lovaci chromatografie

Adsorp¢ni chromatografie
Metionin-adenosyltransferasa
Mikroorganismy

Nukleové kyseliny
Ornitin-dekarboxylasa

o-ftaldialdehyd

Polymerasova fetézova reakce

S-adenosylmetionin
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SAMDC S-adenosylmetionin-dekarboxylasa
SPDS Spermidin-syntasa

SPMS Spermin-syntasa

uv Ultrafialové zatreni

WHO Organizace pro vyzivu a zemed¢lstvi
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5. — L. curvatus Al-3 s primery aguA-Fl/aguA-R; 6. - pozitivni kontrola; 7. —
NEZAtIVIT KONIOLA ... .iiiiiiiciiiii e
23: Detekce amplifikovanych fragmentt pro sekvenaci: 1. — 100 bp marker; 2. —
L. curvatus Al-2 s primery AgD1/AgD2; 3. — L. curvatus Al-2 s primery aguA-
Fl/aguA-R; 4. — L. curvatus Al-3 s primery AgD1/AgD2; 5. — L. curvatus Al-3
s primery aguA-Fl/aguA-R; 6. - pozitivni kontrola; 7. — negativni kontrola.......
24: Sekvence genu aguA detekovana u kmenu L. curvatus subsp. curvatus Al-2 .
25: Sekvence genu aguA detekovana u kmenu L. curvatus subsp. curvatus Al-3
. 26: Produkty PCR L. brevis DEPE 24 sprimery AgD1/AgD2 pii rostouci
koncentraci MgCl,: 1. — 100 bp marker; 2. — 0,1 pul MgCly; 3. — 0,2 pl MgCly;
4.—-0,3 ul MgCly; 5. — 0,4 ul MgCly; 6. — 0,5 pl MgCly; 7. — 0,7 ul MgCly; 8. —
negativni kontrola bez DNA ..o
27: Produkty PCR 100 x fedéné DNA L. brevis DEPE 24 srozdilnym
mnozstvim primerat AgD1/AgD?2 pfi rostouci koncentraci MgCl,: 1. — 100 bp
marker; 2. — 0,1 ul MgCly; 3. — 0,2 pul MgCly; 4. — 0,3 ul MgCly; 5. — 0,4 pl
MgCly; 6. — 0,5 ul MgCly; 7. — 0,7 ul MgCly; 8. — negativni kontrola bez
DNA; 9. — 0,1 ul MgCly; 10. — 0,2 ul MgCly; 11. — 0,3 pl MgCly; 12. — 0,4 ul
MgCly; 13. — 0,5 ul MgCly; 14. — 0,7 ul MgCly; 15. — negativni kontrola bez

..... 61
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PRILOHA P II: Optimalizace metody PCR pro detekci produkce putrescinu u laktobacili

PRILOHA P III: Vysledky srovnani sekvencovanych fragmentit DNA kmenu L. curvatus

subsp. curvatus Al-2 s dostupnymi databazemi pomoci nastroje Blast

PRILOHA P IV: Vysledky srovnani sekvencovanych fragmentti DNA kmenu L. curvatus

subsp. curvatus Al-3 s dostupnymi databazemi pomoci nastroje Blast



PRILOHA PI: VYSLEDKY CHROMATOGRAFICKEHO
STANOVENI PRODUKCE BIOGENNICH AMINU

Hodnoty biogennich amini produkovanych kmenem Bifidobacterium animalis subsp.

lactis B25 pii pH 4,5 a rizné koncentraci laktosy a soli v kultivaénim mediu

Fa[lg/totiry ¢ Detekované mnoZstvi BA [mg.I"]
pH 4,5 vzorku putrescin kadaverin tyramin spermidin spermin celkem
1 745+£0,64 | 2,87+£0,24 | 7,17+0,12 | 1,50+0,08 | 13,45+1,10 | 32,44
LO/SO 2 9,93+0,44 | 452+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
4 7,41+0,37 | 2,50+0,18 | 8,66+0,65 | 1,70+0,05 | 1547+0,67 | 3574
LO/S1 5 798+0,73 | 2,42+0,06 | 7,62+0,06 | 1,76+0,16 | 14,52+0,50 | 34,30
6 7,67+025 | 7,17+£0,27 | 892+0,59 | 1,67+0,07 | 14,48+0,80 | 39,91
7 12,22 +0,85 | 2,66 0,16 | 6,85+0,53 | 1,84+0,09 | 14,02+0,58 | 37,59
LO/S2 8 11,81 +£1,03 | 2,64+0,23 | 742+046 | 1,93+0,12 | 13,87+0,96 | 37,67
9 10,18 0,74 | 243 +0,16 | 6,57+0,56 | 1,86+0,10 | 13,88 +0,60 | 34,92
10 11,15+0,78 | 2,84+0,14 | 6,58+0,16 | 1,62+0,11 | 13,52+0,78 | 35,70
L025/S0 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+047 | 1,59+0,11 | 14,12+0,76 | 34,89
13 11,00+ 0,61 | 2,82+0,24 | 6,44+0,50 | 1,94+0,17 | 14,81+£0,94 | 37,01
L025/S1 14 10,47+0,35 | 2,29+0,17 | 6,62+045 | 1,95+0,13 | 13,53+0,64 | 34,86
15 10,77 0,96 | 2,75+ 0,07 | 580+0,51 | 1,94+0,18 | 13,49+0,87 | 34,74
16 10,83 £0,65 | 2,72+0,22 | 6,64+0,59 | 2,10£0,12 | 14,04+0,57 | 36,35
L025/S2 17 12,02+0,77 | 2,82+0,18 | 596+0,37 | 2,11+0,08 | 13,43+0,43 | 36,33
18 13,21+0,74 | 2,88+0,15 | 585+0,30 | 2,10+0,09 | 12,89+0,94 | 36,92
19 10,98+0,71 | 095+0,18 | 5,09+0,33 | 1,76 £0,11 | 11,46+0,86 | 32,24
L05/S0 20 11,34+£1,09 | 295+0,10 | 527+0,38 | 1,74+0,15 | 11,51+0,49 | 32,80
21 12,17+£0,52 | 298+0,21 | 5,74+0,28 | 1,88+0,12 | 13,58+0,56 | 36,36
22 12,50+ 0,78 | 3,05+0,30 | 5,20+048 | 2,10£0,13 | 13,09+ 1,19 | 35,95
L05/S1 23 11,85+ 1,01 | 2,87+0,16 | 491+0,11 | 2,06+0,09 | 12,25+0,85 | 33,93
24 1321+1,04 | 3,05+0,15 | 466+0,35 | 221+0,16 | 11,58+047 | 34,71
25 12,68+ 1,10 | 2,84+0,23 | 5,07+0,08 | 2,39+0,17 | 12,39+0,87 | 35,38
L05/S2 26 12,51+0,32 | 297+0,26 | 4,68+043 | 2,40+0,09 | 13,25+0,69 | 35,80
27 11,49+ 1,14 | 246+0,14 | 9,88+0,48 | 1,82+0,14 | 21,39+ 1,66 | 47,05
28 12,18+0,58 | 2,57+£0,20 | 9,66+0,56 | 1,46+0,08 | 20,06+ 1,81 | 4592
L1/S0 29 12,36 +0,21 | 2,51+0,18 | 9,39+0,64 | 1,42+0,03 | 19,64+ 1,64 | 4531
30 1492+ 1,41 | 2,80+0,14 | 890+0,40 | 1,39+0,10 | 18,48+1,58 | 46,50
31 12,22 +0,53 | 2,87+£0,21 | 851+0,52 | 1,53+£0,06 | 16,20+0,88 | 41,33
L1/S1 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 | 1520+0,79 | 38,46
34 11,19+0,89 | 3,02+0,26 | 838+0,20 | 1,68+0,13 | 17,90+1,21 | 42,18
L1/S2 35 11,46 0,68 | 3,29+0,20 | 7,99+0,21 | 1,71+£0,12 | 1745+ 1,11 | 41,90
36 11,68 0,39 | 299+0,22 | 7,37+0,33 | 1,73+£0,13 | 16,19+1,73 | 39,95




Hodnoty biogennich amint produkovanych kmenem Bifidobacterium animalis subsp.

lactis B25 pii pH 5,0 a rizné koncentraci laktosy a soli v kultiva¢nim mediu

Fa[lg/to(;ry C. Detekované mnozstvi BA [mg.I™]
pH 5,0 vzorku putrescin | kadaverin | tyramin spermidin spermin | celkem
37 10,66 £ 0,66 | 2,89 £0,16 | 8,37+0,29 | 1,36 0,10 | 15,79+1,26 | 39,09
L0/SO 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
40 9,50+0,49 | 3,18+0,10 | 7,21 +0,52 | 1,66 0,10 | 16,56 +0,41 | 38,11
L0/S1 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
43 12,87 +0,78 | 3,39+0,25 | 8,17+0,22 | 2,06 0,06 | 17,30+0,76 | 43,79
L0/S2 44 11,57+0,98| 296 +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 | 1545=+0,78 | 39,91
46 10,97+ 0,84 | 3,27+0,18 | 497+0,22 | 1,56+ 0,10 | 11,49+0,40 | 32,26
L0,25/S0 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 | 422 +0,15 | 549+0,30 | 1,55+0,09 | 12,99+1,04 | 35,53
49 10,67+ 0,48 | 3,84 +£0,21 | 7,52+0,19 | 1,86+ 0,16 | 15,77+ 1,55 | 39,67
L0,25/S1 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
52 11,94+ 1,02 | 3,88+0,29 | 6,75+0,26 | 1,98+0,17 | 17,77+0,91 | 42,33
L0,25/S2 53 7,66 +0,40 | 3,73 +£0,27 | 1541+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
55 7,24+ 0,60 | 3,50+0,28 | 13,24+0,59| 1,13+0,05 | 23,63+0,87 | 48,74
L0,5/S0 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+091| 1,13+0,06 | 22,33 +1,71 | 47,69
58 6,48+0,40 | 3,11 +£0,25 | 12,48+0,76| 1,27+0,07 | 21,91 1,54 | 45,24
L0,5/S1 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
61 7,72+ 0,56 | 3,57+0,27 | 11,73+ 0,69 | 1,47+0,08 | 23,26 +1,09 | 47,74
L0,5/S2 62 7,57+0,72 | 3,72+0,13 | 11,20+ 0,78 | 1,37+ 0,05 | 21,66 2,04 | 4551
63 7,77+022 | 3,56+0,12 | 12,26+ 0,56 | 1,44+ 0,08 | 23,88 1,94 | 4891
64 7,34+0,59 | 3,79+0,18 | 11,74+ 0,48 | 1,14+0,09 | 22,43 +2,00 | 46,45
L1/S0 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 [1044+0,43| 1,25+0,06 | 19,87+1,96 | 42,32
67 8,05+0,21 | 3,75+0,25 | 11,86+0,81 | 1,37+0,10 | 23,47+1,01 | 48,50
L1/s1 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 +£037 | 396+0,21 | 11,28+0,65| 1,37+0,13 | 23,13 +1,18 | 47,34
70 7,85+0,34 | 3,72+0,18 | 11,56+ 0,39 | 1,48+0,09 | 23,28 1,91 | 47,89
L1/S2 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 biogennich amini produkovanych kmenem Bifidobacterium animalis subsp.

lactis CCDM239 pii pH 4,5 a rizné koncentraci laktosy a soli v kultiva¢nim mediu

F:’i[l;/to(iry ¢ Detekované mnoZstvi BA [mg.1"]
pH 4,5 vzorku tyramin | spermin celkem
LO/SO 1 8,57 4,65 13,22
LO/S1 2 7,45 6,32 13,77
LO/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
LO,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




PRILOHA P I1: OPTIMALIZACE METODY PCR PRO DETEKCI
PRODUKCE PUTRESCINU U LAKTOBACILU

Optimalizace PCR s riznymi primery u kmene L. curvatus subsp. curvatus Al-2: 1. —
37/16"; 2. — PUT1-R/PUTL1-F; 3. — AgD1/AgD2; 4. — aguA-F1/aguA-R; 5. — aguA-
F1/aguA-R; 6. — pozitivni kontrola; 7. — slepy pokus.

Vysledky elektroforézy produkti ziskanych s primery agdif/agdir: 1. — 100 bp marker; 2. —
vynechano; 3. — L. curvatus subsp. curvatus Al-2; 4. — L. curvatus subsp. curvatus Al-3; 5.

— L. curvatus subsp. curvatus Al-2; 6. — L. curvatus subsp. curvatus Al-3



100bp

500bp

1000bp

Pouziti primertt AgD1/AgD2 pro detekci genu aguA u dalSich kmeni laktobacila: 1. — 100
bp marker; 2. — L. curvatus ¢. 15; 3. — L. curvatus ¢. 41; 4. — L. curvatus subsp. curvatus ¢.

39; 5. — L. curvatus subsp. curvatus ¢. 8; 6. — L. brevis ¢. 24; 7. — L. curvatus ¢. 42

100bp

500bp
1000bp

T 2::3 4 5 B 7 ‘& 9 10 31 32 13 14 15

Podpoteni PCR reakce s primery AgD1/AgD2 pouzitim 10 x fedéné DNA a ptidavkem
MgCl;: 1. — 100 bp marker; 2. — L. curvatus ¢. 15 s 0,2 ul MgCly; 3. — L. curvatus ¢. 41
50,2 ul MgCly; 4. — L. curvatus subsp. curvatus ¢. 39 s 0,2 ul MgCly; 5. — L. curvatus sub-
sp. curvatus ¢. 8 s 0,2 ul MgCly; 6. — L. brevis ¢. 24 5 0,2 ul MgCl;, ; 7. — L. curvatus ¢. 42
s 0,2 ul MgCly; 8. — nagativni kontrola bez DNA; 9. — L. curvatus ¢. 15 s 0,5 pul MgCly; 10.
— L. curvatus ¢. 41 s 0,5 ul MgCly; 11. — L. curvatus subsp. curvatus ¢. 39 s 0,5 ul MgCly;
12. — L. curvatus subsp. curvatus ¢. 8 s 0,5 ul MgCl,; 13. — L. brevis ¢. 24 5 0,5 ul MgCl, ;
14. — L. curvatus ¢. 42 s 0,5 ul MgCly; 15. — nagativni kontrola bez DNA



PRILOHAP I11: VYSLEDKY SROVNANI SEKVENCOVANYCH
FRAGMENTU DNA KMENU L. CURVATUS SUBSP. CURVATUS AI-2 S
DOSTUPNYMI DATABAZEMI POMOCI NASTROJE 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
RN R R RN R RN NN NN

FEEETTT
Sbjct 1925705
TTGAAAATAAACTTAAAGAACATTTGAGTGCTGAAAAARATTCTTTGGCTIGGGGATGGAA 1925646

Query 61

TTGACCCASAAGAAACAAACGGTCATGTGGATGATGTTGCTTGCTTCGTAGCACCAGGGG 120
FIETEEEr rrrrrrrrrr el

FEETErrr ettt et et et et

Sbjct 1925645

TTGACCCAGAAGAAACAAACGGTCACGTGGATGATGTTGCTTGCTTCGTAGCACCAGGGG 1925586

Query 121

AAGTTGCMTGCATTTATACTGARGATGAGAAGTCACCTTTTTATGAAGCAGCACAAGATG 180
FIEEEEE Trr ettt

FEEEErrrrrr ettt et et e el

Sbjct 1925585

AAGTTGCATGCATTTATACTGAGGATGAGAAGTCACCTTTTTATGAAGCAGCACAAGATG 1925526

Query 181
CCTATAAACGCTTGAGCCAAATGACAGATGCTAAAGGACGTCAACTCAAAGTTCATAAAT 240

Frrrerrrerrrerrrerrrerrrerrrerrre ettt et
Sbjct 1925525
CCTATAAACGCTTGAGCCAAATGACAGATGCTAAAGGACGTCAACTCAAAGTTCATAAAT 1925466

Query 241
TGACTTGTCCAGCTAAAAATGTAACGATTAAAAAACAATTTAGAATTGATACAGTTGAAG 300

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e et e et rr et
Sbjct 1925465
TGACTTGTCCAGCTAAAAATGTAACGATTAAAAAACAATTTAGAATTGATACAGTTGAAG 1925406

Query 301

GAACAATGCCACGTGAAGACGGAGATATTTGTATTGCTTCATATATGAATTTCTTGATTA 360
FEEEEErrr et

FErrrrrrrerrrrrert et ettt et

Sbjct 1925405

GAACAATGCCACGTGAAGATGGAGATATTTGTATTGCTTCATATATGAATTTCTTGATTA 1925346

Query 361 CAAACAAAGGAGTTATCGTACCACAATACGGTGATGAAAA 400

FErrrrrrrrrrrrr ettt
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[INC_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 ldentities Gaps Strand
686 bits(371) 0.0 389/400(97%) 0/400(0%) Plus/Minus

Features:

agmatine deiminase

Query 1

TTGAAAATAAACTTAAAGAACATTTGAATGCTGAAAAAATTCTTTGGCTTGSGGATGGAA 60
NEERRRERE R RN RN RN RN RN

NRRRERR
Sbjct 1680559
TTGAAAATAAACTTAAAGAACATTTGAATGCTGAAAAAATTCTTTGGCTTGGGGATGGAA 1680500

Query o6l

TTGACCCASAAGAAACAAACGGTCATGTGGATGATGTTGCTTGCTTCGTAGCACCAGGGG 120
CErrrerr rerrerrrrrrrer et et rrrer et

RN

Sbjct 1680499

TTGACCCAGAAGAAACAAACGGTCACGTGGATGATGTTGCTTGCTTCGTAGCGCCAGGGG 1680440

Query 121

AAGTTGCMTGCATTTATACTGARGATGAGAAGTCACCTTTTTATGAAGCAGCACAAGATG 180
FEEEEEE ettt

FEErrrrrrrrrrrr et rrt et et et et

Sbjct 1680439

AAGTTGCATGCATTTATACTGAGGATGAGAAGTCACCTTTTTATGAAGCAGCACAAGATG 1680380

Query 181

CCTATAAACGCTTGAGCCAAATGACAGATGCTAAAGGACGTCAACTCAAAGTTCATAAAT 240
Forrrrerrrerrert rrerrrrt ettt ettt rrtr ettt el

FETETTEETT

Sbjct 1680379

CTTATAAACGCTTGAACCAAATGACAGATGCTAAAGGACGTCAACTCAAGGTTCATAAAT 1680320

Query 241
TGACTTGTCCAGCTAAAAATGTAACGATTAAAAAACAATTTAGAATTGATACAGTTGAAG 300

RN RN R R RN RN R RN RN RN RRRRRR RN RNEREEE
Sbjct 1680319
TGACTTGTCCAGCTAAAAATGTAACGATTAAAAAACAATTTAGAATTGATACAGTTGAAG 1680260

Query 301

GAACAATGCCACGTGAAGACGGAGATATTTGTATTGCTTCATATATGAATTTCTTGATTA 360
Frrrrrrrrrrrrrr e et rererrrrrrrr e ettt

LI

Sbjct 1680259

GAACAATGCCACGTGAAGATGGAGATATTTGTATTGCTTCATATATGAATTTTTTGATTA 1680200

Query 361 CAAACAAAGGAGTTATCGTACCACAATACGGTGATGAAAA 400

FEEErrrrrrrrr e
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 111403 chromosome, complete genome
Sequence ID: ref[INC_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 ldentities Gaps Strand
686 bits(371) 0.0 389/400(97%) 0/400(0%) Plus/Minus

Features:

agmatine deiminase

Query 1

TTGAAAATAAACTTAAAGAACATTTGAATGCTGAAAAAATTCTTTGGCTTGSGGATGGAA 60
RN R RN R RN R RN R RN

HEEREEN
Sbjct 1753512
TTGAAAATAAACTTAAAGAACATTTGAATGCTGAAAAAATTCTTTGGCTTGGGGATGGAA 1753453

Query o6l

TTGACCCASAAGAAACAAACGGTCATGTGGATGATGTTGCTTGCTTCGTAGCACCAGGGG 120
CErrrerr rerrerrrrrrrer et et rrrer et

RN

Sbjct 1753452

TTGACCCAGAAGAAACAAACGGTCACGTGGATGATGTTGCTTGCTTCGTAGCGCCAGGGG 1753393

Query 121

AAGTTGCMTGCATTTATACTGARGATGAGAAGTCACCTTTTTATGAAGCAGCACAAGATG 180
FEEEEEE ettt

FEErrrrrrrrrrrr et rrt et et et et

Sbjct 1753392

AAGTTGCATGCATTTATACTGAGGATGAGAAGTCACCTTTTTATGAAGCAGCACAAGATG 1753333

Query 181

CCTATAAACGCTTGAGCCAAATGACAGATGCTAAAGGACGTCAACTCAAAGTTCATAAAT 240
Forrrrerrrerrert rrerrrrt ettt ettt rrtr ettt el

FETETTEETT

Sbjct 1753332

CTTATAAACGCTTGAACCAAATGACAGATGCTAAAGGACGTCAACTCAAGGTTCATAAAT 1753273

Query 241
TGACTTGTCCAGCTAAAAATGTAACGATTAAAAAACAATTTAGAATTGATACAGTTGAAG 300

FEEEr et e ettt ettt ettt ettt ettt el
Sbjct 1753272
TGACTTGTCCAGCTAAAAATGTAACGATTAAAAAACAATTTAGAATTGATACAGTTGAAG 1753213

Query 301

GAACAATGCCACGTGAAGACGGAGATATTTGTATTGCTTCATATATGAATTTCTTGATTA 360
Crrrrrrrrrrrrrr e et rerererrrrrrrr ettt e e

LI

Sbjct 1753212

GAACAATGCCACGTGAAGATGGAGATATTTGTATTGCTTCATATATGAATTTTTTGATTA 1753153

Query 361 CAAACAAAGGAGTTATCGTACCACAATACGGTGATGAAAA 400

FEEErrrrrrrrr e
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

PRILOHA P1V: VYSLEDKY SROVNANI SEKVENCOVANYCH
FRAGMENTU DNA KMENU L. CURVATUS SUBSP. CURVATUS Al-3
DOSTUPNYMI DATABAZEMI POMOCI NASTROJE BLAST

Lactococcus lactis subsp. lactis KF147 chromosome, complete genome
Sequence ID: ref[INC_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
LTI ettt et et

RN
Sbjct 1925675
CTGAAAAAATTCTTTGGCTTGGGGATGGAATTGACCCAGAAGAAACAAACGGTCACGTIGG 1925616

Query 61
ATGATGTTGCTTGCTTCGTAGCACCAGGGGAAGTTGCMTGCATTTATACTGARGATGAGA 120
FEErrrrrrrrrrrr et et e et et rrrrr et ettt

NERREN
Sbjct 1925615
ATGATGTTGCTTGCTTCGTAGCACCAGGGGAAGTTGCATGCATTTATACTGAGGATGAGA 1925556

Query 121
AGTCACCTTTTTATGAAGCAGCACAAGATGCCTATAAACGCTTGAGCCAAATGACAGATG 180

Frrrerrrerrrerrrerrrerrrerrrrrrrerrr ettt e
Sbjct 1925555
AGTCACCTTTTTATGAAGCAGCACAAGATGCCTATAAACGCTTGAGCCAAATGACAGATG 1925496

Query 181
CTAAAGGACGTCAACTCAAAGTTCATAAATTGACTTGTCCAGCTAAAAATGTAACGATTA 240

Frrrerrrerrrerrrerrrerrrerrrrrrrerrr ettt
Sbjct 1925495
CTAAAGGACGTCAACTCAAAGTTCATAAATTGACTTGTCCAGCTAAAAATGTAACGATTA 1925436

Query 241

AAAAACAATTTAGAATTYATACARTTGAAGGAACAATGCCACGTGAAGACGGAGATATTT 300
CErrrrrrrrrrrrr et e et ettt el

FETETTETT

Sbjct 1925435

AAAAACAATTTAGAATTGATACAGTTGAAGGAACAATGCCACGTGAAGATGGAGATATTT 1925376

Query 301

GTATTGCTTCATATATGAATTTCTTGATTACAAACAAAGGARTTATCGTACCACAATACG 360
FEErrrrrrrr et e e ettt

FIETETEr el

Sbjct 1925375

GTATTGCTTCATATATGAATTTCTTGATTACAAACAAAGGAGTTATCGTACCACAATACG 1925316

Query 361
GTGATGAAAATGATGCTCTAGCATTAAAACAAGTTCAAGAGATGTTTCCAGACCGCGARAA 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

Frrrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrrrrrr ettt ettt
Sbjct 1925315
GTGATGAAAATGATGCTCTAGCATTAAAACAAGTTCAAGAGATGTTTCCAGACCGCGAAA 1925256

Query 421
TAGTTGGCGTGAACACTGTTGAAGTAGTTTATGGTGGAGGAAATATTCACTGCATCACCC 480
T T e O

[
Sbjct 1925255
TAGTTGGCGTGAACACTGTTGAAGTAGTTTATGGTGGAGGAAATATCCATTGTATTACTC 1925196

Query 481 AACAA 485

[T
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 ldentities Gaps Strand
800 bits(433) 0.0 466/485(96%) 0/485(0%) Plus/Minus

Features:

agmatine deiminase

Query 1

CTGAAAAAATTCTTTGGCTTGGGGATGGAATTGACCCASAAGAAACAAACGGTCATGTGG 60
LTIttt et

RN
Sbjct 1680529
CTGAAAAAATTCTTTGGCTTGGGGATGGAATTGACCCAGAAGAAACAAACGGTCACGTGG 1680470

Query 61

ATGATGTTGCTTGCTTCGTAGCACCAGGGGAAGTTGCMTGCATTTATACTGARGATGAGA 120
FEErrrrerrrrrrrerr et rerrr et et rrrr e

T

Sbjct 1680469

ATGATGTTGCTTGCTTCGTAGCGCCAGGGGAAGTTGCATGCATTTATACTGAGGATGAGA 1680410

Query 121

AGTCACCTTTTTATGAAGCAGCACAAGATGCCTATAAACGCTTGAGCCAAATGACAGATG 180
CEEErrrrrrr et et et e et ettt

FEEEET R

Sbjct 1680409

AGTCACCTTTTTATGAAGCAGCACAAGATGCTTATAAACGCTTGAACCAAATGACAGATG 1680350

Query 181

CTAAAGGACGTCAACTCAAAGTTCATAAATTGACTTGTCCAGCTAAAAATGTAACGATTA 240
FEEEEErrr et

FEErrrrrrerrrrrrrt et et ert et

Sbjct 1680349

CTAAAGGACGTCAACTCAAGGTTCATAAATTGACTTGTCCAGCTAAAAATGTAACGATTA 1680290

Query 241
AAAAACAATTTAGAATTYATACARTTGAAGGAACAATGCCACGTGAAGACGGAGATATTT 300

Frrerrerrrrrrerrer rrrer rrrrrt et ettt r e
FETEETETT


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
Crerrrrrrrrrrrr et et et et

FIETETEr el

Sbjct 1680229

GTATTGCTTCATATATGAATTTTTTGATTACAAACAAAGGAGTTATCGTACCACAATACG 1680170

Query 361

GTGATGAAAATGATGCTCTAGCATTAAAACAAGTTC
LTI LTI
LTI LTI

— >

AGAGATGTTTCCAGACCGCGAAA 420
|l |l
FETTEEETErrr e
Sbjct 1680169
GTGATGAAAATGATGCTCTAGCACTAAAACAAGTTCAAGAGATGTTTCCAGACCGCGAAA 1680110

Query 421
TAGTTGGCGTGAACACTGTTGAAGTAGTTTATGGTGGAGGAAATATTCACTGCATCACCC 480

T T T O B O
[
Sbjct 1680109
TAGTTGGCGTGAACACTGTTGAAGTAGTTTATGGTGGAGGAAATATCCATTGTATTACTC 1680050

Query 481 AACAA 485

[T
Sbjct 1680049 AACAA 1680045



