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ABSTRAKT

Bakalatskd prace se zabyvd Ramanovou spektroskopii a jejim vyuziti pro detekci a
identifikaci mikroorganizma v potravinach. V praci je strucné charakterizovan princip
Ramanova jevu a popis povrchové zesilené Ramanovy spektroskopie (SERS), kterd je
vyuzivand pro detekci mikroorganizmt v potravinafskych matricich. Pro tyto ucely je
metoda SERS c¢asto kombinovana s imunomagnetickou separaci analyzovanych bunék, coz
ma za nasledek vysokou citlivost metody a také vyrazné zkraceni analyzy. Pro vzajemné
rozliSeni mikroorganizmii  jsou Ramanova spektra vyhodnocena s pouzitim
chemometrickych metod. Zavérem jsou v praci shrnuty vyhody a nevyhody spojené

s pouzitim Ramanovy spektroskopie.

Klic¢ova slova: Ramanova spektroskopie, povrchové zesilena Ramanova spektroskopie,
detekce mikroorganizmti v potravinach, identifikace mikroorganizmi, chemometrické

metody

ABSTRACT

Bachelor thesis deals with Raman spectroscopy and her application for detection and
identification of microorganisms in foodstuffs. There is briefly characterized principle of
Raman scattering and description of Surface-enhanced Raman spectroscopy, which is able
to detect microorganisms in food matrix. For these purposes SERS method is often
combined with immunomagnetic separation of analyzed cells, which cause high sensitivity
and significant shortening of analysis. For distinction of microorganisms are Raman
spectrum evaluated using chemometric methods. In conclusion there are summarized

advantages and disadvantages of Raman spectroscopy.

Keywords: Raman spectroscopy, Surface-enhanced Raman spectroscopy, Detection of

microorganisms in foodstuffs, Identification of microorganisms, Chemometric methods
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UvVOD

Rychla detekce a identifikace mikroorganizmu hraje diilezitou roli v potravinarském
pramyslu a ma vliv na kvalitu potravin. Pfitomnost patogennich mikroorganizmt
v potravinach je jednim z hlavnich probléml pfi zajiStovani bezpecnosti potravin.
Patogenni mikroorganizmy jsou zodpovédné za rychlé zkazeni potravin a konzumace
kontaminovanych potravin zplsobuje riznd onemocnéni. Jejich rychla detekce a
identifikace je proto velmi diilezitd. Rychla detekce a identifikace mikroorganizmii miize
také zajistit spravny prib¢h fermentace a zabranit jejim porucham béhem technologického

procesu.

Konvenéni metody zaloZené na biochemickych a imunologickych testech, které jsou
v soucasnosti nejvice vyuzivané pro identifikaci bakterii, jsou ¢asoveé narocné a spotiebuje
se u nich velké mnozstvi chemikalii. V poslednich letech byl zaznamenan velky pokrok ve
vyvoji vibraéni spektroskopie, kam spadd infraCervena a Ramanova spektroskopie. Pro
detekci a identifikaci mikroorganizmii se vyuzivd povrchové zesilend Ramanova
spektroskopie (SERS), kterd je rychla, nedestruktivni, nepotfebuje Zadnou nebo pouze

minimalni ptipravu vzorku a dokdze detekovat bakterie ve velmi nizkych koncentracich.

Cilem této prace bylo popsat moznosti vyuziti Ramanovy spektroskopie pro detekci a
identifikaci mikroorganizmi v potravinach a shrnout pfinosy a ptipadna negativa metody

pro potravinarské aplikace.
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1 CHARAKTERISTIKA RAMANOVY SPEKTROSKOPIE

1.1 Vznik metody

Ramanova spektroskopie je metodou vibraéni molekulové spektroskopie, kterd je
vhodna pro identifikaci latek a urcovani jejich struktury. Ramanova spektroskopie ma
v soucasnosti velmi Siroké uplatnéni od mineralogie a geochemie, pies chemicky a

farmaceuticky priimysl az po biologii a l1€katstvi. [1]

Ramantv jev je pojmenovan po jeho objeviteli indickém fyzikovi Chandrasekhara
Venkata Ramanovi, ktery je zobrazen na obr. 1. Spole¢né s profesorem K. S. KriSnanem
popsali v roce 1928 jev neelastického optického rozptylu, ktery je zédkladem metody. Za
tenhle objev ziskal C. V. Raman v roce 1930 Nobelovu cenu. [1, 2]

Obr. 1: C. V. Raman [2]

U ndas jsou prvni zminky méfeni datovany kolem roku 1960, kdy se na katedie
anorganické chemie na Ustavu organické chemie a biochemie CSAV za¢al metodou
detailngji zabyvat Bohuslav Strauch. K méfeni se pouZzival tfihlavy sklenény spektrograf
ISP 51 (obr. 2). Méfeni trvalo od nckolika minut az po desitky hodin podle typu
zkoumaného vzorku. Ramanova spektra byla zaznamenavana na specidlni fotografické
desky. Teprve az o par let pozdé€ji bylo mozné méfit na laserovém Ramanové

spektroskopu. [3]
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Obr. 2: Trihranolovy sklenény spektrograf ISF 51 [3]

Diky tomu, ze se v soucasnosti piistrojova technika rychlym tempem rozviji a
modernizuje, dochazi k minimalizaci doby méfeni a vyhodnocovani spekter je usnadnéno

pouzitim odpovidajiciho softwaru.

1.2 Popis Ramanovy spektroskopie

Metoda Ramanovy spektroskopie je typem vibrac¢ni spektroskopie. Informace o
vibracich vazeb v molekule jsou nejcastéji ziskdvany pravé z Ramanovych nebo
infracervenych spekter. Ramanova spektra podobné¢ jako infra¢ervena spektra jsou rotacné-
vibra¢nimi spektry molekul, 1i8i se mechanismem vzniku a tim, ze se méfi ve viditelné
oblasti spektra. Ramanova spektroskopie zkouma neelasticky rozptyl fotonii ultrafialového
(o vlno&tu 25000 — 40 000 cm™) a viditelného (vlno&et 14 300 — 5000 cm™) zéafeni,
vyvolaného excitaci svételného paprsku. Rozdilem mezi energii dopadajictho a
rozptyleného fotonu je vzdy néktery z vibracnich energetickych pfechodli v molekule.

Tenhle jev 1ze matematicky popsat nasledovné:
AE = h(vo — vy), (1
kdy hvyvyjadiuje energii dopadajiciho fotonu a hv, energii rozptyleného fotonu.

Tyto energetické prechody jsou nazyvany jako Ramanova spektra a jsou specificka
pro jednotlivé latky. Pro méfeni téchto energetickych pfechodii se vyuZzivaji disperzni

spektrometry nebo spektrometry s Fourierovou transformaci.

V Ramanové spektroskopii se vyuzivd past nazvanych jako ,otisky prsta“

(fingerprints), které se nachazi v oblasti vino¢tu 1500-400 cm™. Tak jako na svéte
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nenajdeme dva jedince, ktefi by méli stejné otisky prstl, tak prozatim nebyla objevena

latka, ktera by byla chemicky totozna s jinou.

Ramanova spektra ve srovnani s infraCervenymi spektry byvaji jednodussi a
prehlednéjsi. Ramanova spektroskopie se uplatituje pii analyzach Zivotniho prostiedi nebo
pro kvalitativni analyzu. Samotné meéteni je pomérné rychlé a nedestruktivni. Meéteni

obvykle nevyzaduje tipravu vzorku. [1, 4, 5]
1.3 Vibraéni spektra molekul

Ramanova a infraervend spektra udéavaji informace o vibrac¢nich a rotacnich
pohybech molekul. Frekvence normalnich vibra¢nich modi zavisi na zakladnich
parametrech popisujicich strukturu molekuly, jako je hmotnost zicastnénych atomi a sila
vazeb mezi nimi. Vibra¢ni frekvence molekul jsou nezavislé na tom, zda je studujeme
infraervenou nebo Ramanovou spektroskopii. Pro obé¢ spektroskopické metody budou
intenzity spektralnich linii odliSné. V Ramanové spektru je intenzita pasi umérna druhé
mocnin¢ zmény polarizovatelnosti béhem vibra¢niho pohybu, zatimco v infraterveném
spektru je umémd druhé mocniné zmény dipdlového momentu. V infraervenych
spektrech jsou intenzivni pasy pro vibrace s vyraznou zménou dipdlového momentu, jako
jsou vibrace polarnich skupin (napt. -OH, -C=0, -NO,). V Ramanovych spektrech jsou
intenzivni pasy pro symetrické vibrace a vibrace ve fazi, obzvlast’ intenzivni jsou vibrace

vicenasobnych symetrickych vazeb (napt. -C=C-, -C=C-, -N=N-).

Pomoci Ramanovy spektroskopie lze uspésné identifikovat technicky vyznamné
prvkové materidly, napt. uhlikové nebo kiemikové materidly. Dale je mozné identifikovat
anorganické materidly obsahujici té¢Zké prvky. Ramanova spektroskopie umoziuje sledovat
symetrické valencni S-S vibrace, které¢ se uplatituji pii studiu polypeptidii a proteini.
Komer¢né jsou dostupné rtizné obsahlé databdze Ramanovych spekter, ale casto je

vyhodné vytvaiet jednotcelové knihovny spekter se zpracovanim vlastnich méfeni. [1]

1.3.1 Vibrace dvouatomovych molekul

Vibraci dvouatomové molekuly si miizeme piedstavit jakou klasicky oscilator, ktery
je tvofen dvéma hmotnymi body na pruziné (Obr. 3). V molekule se jednéd o periodickou

zménu mezijaderné vzdalenosti. Frekvence vibrace molekuly je zavisla na sile, kterou jsou
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atomy mezi sebou poutdny. Molekula dostdvd energii potfebnou k pfechodu mezi

energetickymi hladinami ve formé elektromagnetického zateni. [4]

_VaVave |

=

Obr. 3: Dvouatomova molekula [4]

1.3.2 Vibrace viceatomovych molekul

Viceatomovou molekulu Ize podle mechanického modelu popsat jako soustavu
hmotnych bodii (atomil), vdzanych silami chemickych vazeb. Vibrace viceatomové
molekuly je slozitd forma kmitavého pohybu, kterou muizeme popsat jako soucet
jednoduchych harmonickych pohybi, tzv. normalnich vibraci. Pfi normalni vibraci vibruji
vSechny atomy v molekule stejnou frekvenci a ve stejné fazi, ale s riznymi amplitudami.

Na obrazku 4 jsou zndzornény mozné zpusoby vibrace atomli v molekule vody. [4]

| ..
e

valenéni symetricka valenéni antisymetrickd deformacni symetricka
Obr. 4: Priklad vibrace molekuly vody [4]

1.4 Ramaniv rozptyl

Ramantliv rozptyl je popsan jako neelasticky rozptyl svétla. Podstatou Ramanova
rozptylu je zafivy dvoufotonovy piechod mezi dvéma stacionarnimi vibraénimi stavy
molekuly, jejichZ energie jsou E; a E,, vyvolany interakci s fotonem dopadajiciho zafeni o

frekvenci vy. Matematicky lze tenhle jev zapsat nasledovne:

|E1—E|
0= 1h2’ (2)

kde h je Planckova konstanta se souCasnym vyzaienim fotonu rozptylené¢ho zareni. Pokud

se vraci molekula do ptvodniho stavu, vyzafi se urCité kvantum energie a frekvence

rozptyleného vinéni se nezméni, jedna se o Rayleightiv rozptyl. [1, 6]
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Ptechody fotonli molekul posunuté k vétSim vinovym délkdm se nazyvaji
Stokesovy ptechody. Tyhle ptechody jsou vyzarovany radiaci. Anti-Stokesovy prechody
jsou prechody, ve kterych je molekula de-excitovana. Tyto pfechody jsou posunuty
pfiznivd, existuje vyssi frekvence vyskytu a nésledné silnéj$i intenzita signalu pro

Ramantv rozptyl odpovidajici Stokesovym piechodim (Obr. 5). [7]

AN R

s Ez

Anti — Stokesowy linie Rayleighovy linie Stokesovy linie

Obr. 5: Schéma rozptylu svétla v Ramanové spektroskopii [6]

1.5 Rezonan¢ni Ramanova spektroskopie (RRS)

Pro zvySeni intenzity Ramanova signalu je pouZivdna tzv. Rezonan¢ni Ramanova
spektroskopie. Rezonan¢ni Ramanlv rozptyl nastane, pokud frekvence pouzitého
excita¢niho laseru odpovida frekvenci zafeni potfebného na ptechod v molekule zkoumané
latky do elektronového excitovaného stavu a rezonuje s nim. Intenzita Ramanovych past,
které prochézeji z téchto ¢asti molekul, kde nastal elektronovy ptechod, se mize zesilit o
3-6 tadt. Tohle nasobné zvySeni rezonan¢niho Ramanova signdlu umoznuje studovat a

ziskéavat spektra vzorkili s velmi nizkou koncentraci a to az 10 mol/l. [8]

1.6 Povrchové zesilena Ramanova spektroskopie (SERS)

Dals§im casto pouzivanym zpiisobem zvySeni intenzity Ramanova rozptylu je tzv.
povrchoveé zesilend Ramanova spektroskopie (SERS). Metoda SERS je atraktivnim

nastrojem pro snimdni molekul ve stopovych mnozstvich v oblasti chemické a
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biochemické analyzy. SERS vyuziva optickych vlastnosti kovl jako je Ag a Au. Metoda
vyuziva interakci elektromagnetickych vin s kovovymi nanoc¢ésticemi, které jsou mnohem
mensi nez vlnova délka dopadajiciho svétla, zplisobuji premisténi elektronového oblaku
smérem ke kladné nabitym atomovym jadrim a tim vyvolavaji polarizaci uvniti kovové

cCastice. [9]

Byly navrzeny dva mechanizmy, které vysvétluji posileni Ramanovych signala za
pritomnosti nanostruktur vzacnych kovi a to elektromagnetické a chemické zesileni.
Elektromagneticky rozptyl je pro SERS dominantni. Zabyva se indukovanym dipdlem,
ktery pii Ramanové rozptylu vznika pisobenim elektromagnetického svételného pole na
molekulu s polarizovatelnosti. Chemicky rozptyl nastavd, pokud jsou molekuly
adsorbovany na zdrsnénych plochdch povrchu kovu, kde dochazi k velkému zvySeni

molekulové polarizace adsorbatu. [10]

Metoda SERS se velmi ¢asto vyuziva pro studium biomolekul v fadé biologickych
disciplin. Od konce devadesatych let 20. stoleti se technologie SERS uplatiiuje také na
potraviny, a to pfedev§im kvili potfebé rychlého a citlivého nastroje pro detekci
kontaminantii potravin. Hlavnimi aplikacemi SERS v potravinaistvi jsou v soucasnosti
detekce chemickych a mikrobialnich rizik spiSe, nez analyza potravinovych sloZek. Kromé
chemického rozboru potravin je SERS vyvinuta také jako diagnosticky ndstroj pro
potravinafské mikroorganizmy. Patogenni latky izolované z potravinovych vzorki Ize

identifikovat pomoci Ramanovych spektralnich pasi fingerprintu. [10]
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2 VYUZITI METODY PRO DETEKCI MIKROORGANIZMU V
POTRAVINACH

Nejpouzivangj§im zptisobem pro detekci mikroorganizmi je kultivacni metoda.
Kultivacni metody, které se pouzivaji pro stanoveni mikroorganizmu v potravinach, jsou
dobie zavedené, jednoduché a mohou byt pouzity pro kvalitativni i kvantitativni analyzu.
Nevyhodou kultivacnich metod, hlavné pii stanoveni patogennich mikroorganizmi, je
nutnost kultivace v nékolika riznych zivnych médiich a je zde zapotiebi provedeni fady
biochemickych a sérologickych testl, proto jsou kultivaéni metody pomérn€ pracné, maji
subjektivni hodnoceni vysledkii a maji dlouhou dobu stanoveni. Mezi dal$i pouzivané
zpusoby detekce mikroorganizmi patii polymerazova fetézova reakce (PCR), plynova
chromatografie (GC), vysokouc¢inna plynova chromatografie (HPLC), enzymové vazana
imunosorpéni zkouSka (ELISA). Detekce mikroorganizmii pomoci téchto metod je vSak
pomérné cCasov€é ndrocné a spotiebuje se u nich velké mnozstvi chemikalii. Dalsi
pouzivanou metodou je infraCervend spektroskopie (NIR), ale neni pfili§ vhodna pro
stanovovani vodnych roztoki, kvili nizkému spektralnimu rozsahu. Naproti tomu
Ramanova spektroskopie nabizi fadu vyhod. Metoda Ramanovy spektroskopie je

nedestruktivni, rychlé a je vhodné pro méteni pevnych i kapalnych vzorkt. [11, 12, 13]

V posledni dobé je vé€novana pozornost spektroskopickym technikdm, které jsou
vyuzivany pro stanoveni celé¢ tady kvalitativnich parametrii pfi kontrole bezpecnosti
potravin, v€etné mikrobidlni kontaminace. Jedna se také o Ramanovu spektroskopii a
fluorescencni  spektroskopii.  NejCastéji  sledovanym  parametrem pifi  pouZiti
spektroskopickych technik pro mikrobiologickou kontrolu je TVC — celkovy pocet bakterii
(Obr. 6). TVC je béznym a ucinnym indikatorem mikrobiadlniho znehodnoceni a miize
zahrnovat bakterie, kvasinky a rtizné druhy plisni. Kromé toho vyzkumy prokazaly zajem
detekovat nékteré specifické Dbakterie, jako jsou E. coli, Pseudomonas a
Enterobacteriaceae, které jsou nejvice zodpovédné za mikrobidlni kontaminaci

potravinovych produkti. [14]
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Obr. 6: Frekvence pouZiti spektroskopickych metod pro hodnoceni mikroorganizmii

v potravinarskych produktech od roku 2002 do roku 2015 [14]

Kultiva¢ni metoda i metoda SERS jsou schopny detekovat bakterie. Zptsob, jakym
detekuji bakterie je odlisny. Kultivaéni metoda detekuje bakterie na zakladé schopnosti
bakterii rast ve specifickém prostfedi. Kinetika ristu bakterii je rozdélena do Ctyr
zakladnich Zivotnich cykli: lag faze, logaritmické faze, stacionarni faze a faze odumirani.
Ve stacionarni fazi dochdzi k vyrovnani ristu a odumirani bakterii. Naopak metoda SERS
detekuje bakterie na zaklad€ vibraci molekul v buiice. Pro pfedbéZnou detekci bakterii se
vyuzivd Ramantv mikroskop. Vzhledem k tomu, Ze obé metody detekuji rtizné znaky

bakterii, mohou existovat situace, kdy jsou pozorovany rozdily ve vysledcich. [15]

Spektralni informace o mikroorganizmech zavisi na pouZitém substratu a pouzité
technice. Nejcastéji se bakterie misi se stfibrem nebo se zlatymi koloidy. Pomoci tohoto
zpusobu lze ziskat informace z povrchu buiiky. Pokud je substrat pro SERS selektivné

vytvoren uvnitt bakterialni buniky, ziskévaji se dalsi informace. [16]

Existuje n¢kolik faktort, které mohou ovlivnit vyslednd Ramanova spektra. Mezi
tyto faktory patii doba kultivace bakterii, rtistova teplota, pouziti typu kultivacniho média a

vybér vinoctu. [17]

V tabulce 1 jsou uvedeny piiklady detekce bakterii v riznych potravinach.
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Tab. 1: Priklad detekovanych mikroorganizmii v potravinach Ramanovou spektroskopii

[14]

Potravina Mikroorganizmus

Hovézi maso Pseudomonas, Enterobacteriaceae, Salmonella typhymurium,
E. coli

Kureci maso Salmonella enterica, Pseudomonas

Mléko E. coli, Pseudomonas, Listeria monocytogenes

Jablec¢na stava E. coli

Spenat E. coli, Salmonella entericia

Syr Listeria monocytogenes

2.1 Detekce jednotlivych mikroorganizmii

Pro priklad detekce mikroorganizmi je uvedeno sedm druht bakterii, které byly
zkoumany ve studii podle Huang a kol.. Byly vybrany jak grampozitivni tak i
gramnegativni bakterie. Jednd se o Acinetobacter sp., Agrobacterium sp., Bacillus sp.,
Chromobacterium violaceum, Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, Citrobacter sp..
Druhy Escherichia coli a Citrobacter sp. byly ve studii zvoleny zdmérné€, protoze spolu
geneticky uzce souvisi a jsou obtizné€ identifikovatelné pomoci mnoha tradicnich metod.

[18]

Ve studii byly jednotlivé druhy bakterii pfed méfenim kultivovany na agarech a pro
samotné métfeni byly pouzity tii kolonie kazdého druhu. Cilem studie bylo zaroven zjistit,
jestli jsou ziskand Ramanova spektra zavisld na rastové fazi danych bakterii, proto u
vybranych bakterii (Acinetobacter sp., Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens) byla
métena spektra v riznych Casech, které koresponduji s exponencidlni a stacionarni fazi

rustu danych bakterii. Buiiky byly odebrany po 4, 8 a 22 hodinach kultivace.[18]

Meéieni jednotlivych bunék bylo provedeno pomoci Ramanova mikroskopu, kde bylo
mozné analyzovat buiikky o velikosti 1 pum a mens$i. Ramantv mikroskop pro zisk
Ramanovych spekter byl vybaven laserem s excitacni vinovou délkou 532 nm. M¢éfeni

probihalo tak, Ze v mikroskopu byla nejprve zaostiena jedna bakteridlni buiika a nasledné
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byl na bunku zaméfen laserovy paprsek, s jehoz pomoci bylo ziskdno Ramanovo spektrum
v rozsahu vlnovych délek 1972 az 544 cm™. Ramanova spektra jednotlivych bakterii jsou
uvedena na obrazku 7. Identifikace jednotlivych spekter byla provedena statistickymi

metodami, které jsou podrobnéji popsany v kapitole 3. [18]
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Obr. 7: Ramanova spektra jednotlivych bakterii (a - Acinetobacter sp.,b -
Agrobacterium sp., ¢ - Bacillus sp., d - Chromobacterium violaceum, e - Escherichia coli, f

- Pseudomonas fluorescens, g - Citrobacter sp.) [18]

Ackoli jsou profily pro rtizné druhy bakterii obecné podobné, nékteré rozdily ve
vyskach vrcholl jsou pozorovatelné i vizualné. Ramanova spektra na obrazku 7 zobrazuji

tzv. oblasti otisku prsti jednotlivych mikroorganizmi. [18]

Pro bézny mikrobiologicky rozbor vzorkd je nutna nejprve kultivace k vytvotfeni
dostate¢né biomasy. V ptipadé pouziti Ramanovy spektroskopie je mozné méieni provadét

bez predbézné kultivace. [16]

Huang a kol. prokézali uziteCnost Ramanovy mikroskopie jako nedestruktivni a
neinvazivni spektroskopické techniky pro mikrobialni analyzu na Grovni jedné bunky. Tato
technika mtze byt uzitecnym néstrojem pro klasifikaci bakteridlnich kultur bez nutnosti

standardizace rastovych podminek. [18]
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2.1.1 Detekee E. coli v mase

E. coli O157:H7 je jednim z kli¢ovych potravinatskych patogenti, které mohou
zpusobit tézké onemocnéni jako je prijem a akutni selhani ledvin. Cho a kol. zkoumali
potencial metody SERS s vyuzitim membranové filtrace a nanocastic stiibra, pro stanoveni

pfitomnosti bun¢k E. coli v riznych koncentracich u hovéziho masa. [19]

Oddéleni malych zbytkovych ¢astic masa od patogenil je obtizné, proto izolace
bakterii ze vzorkli masa je naro¢na. Cho a kol. izolovali E. coli ze vzorku mletého
hovéziho masa pomoci imunomagnetické separace (IMS). [16]
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Obr. 8: Schema membranové filtrace SERS [19]

Na obrazku 8 je uvedeno schéma membranové filtrace SERS pro rychlou detekci E.
coli v mletém hovézim mase. Na obrazku 8a jsou cilové bakterie zachyceny magnetickymi
nanocasticemi (Fe3O4) spojené specifickymi monoklonalnimi protilatkami pro patogeny.
Na obrazku 8b je znazornéna reakce nanoCastic zlata s patogenem potaZzenym
magnetickymi nanoc¢asticemi. Uvolnéni reakénich sloZek, které jsou odstranény
odstfedivou silou (centrifugaci) je zndzornéno na obrazku 8c. Na obrazku 8d jsou dané

patogeny podrobeny Ramanov¢ analyze. [19]

Pted provedenim Ramanovy analyzy bylo zapotfebi zachycené bakterie na
membrané zviditelnit. Za timhle ucelem byl ve studii pouzit jednoduchy krok barveni.
Béhem tohoto procesu hraje dileZitou roli jako katalyzator zlaty povrch, ktery prenasi
elektrony z redukénich ¢inidel na ionty stiibra, coz vede k ukladani kovovych nanoc¢éstic
stiibra na nanocdastice zlata. Pribéhem katalytické reakce se zvysuje velikost nanocastic
zlata pokrytych sttibrem kolem povrchu bakterii, coz ma za nasledek zvySovani intenzity

barev nanocastic, které¢ lze vnimat za pouziti mikroskopu. Tohle ukladdni nanocéstic
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stiibra vede ke zvySeni Ramanova signalu a proto mizou byt dané bakterie podrobeny

analyze SERS. [19]

Timto zplisobem bylo mozné detekovat E. coli O157:H7 v hovézim mase v nizkych
koncentracich (~ 10 CFU/ml). Je zcela mozné, ze tahle metoda je schopna detekovat E.
coli 1 vkoncentracich mensi nez 10 CFU/ml. Délka trvani analyzy zahrnovala
imonomagnetickou separaci (20 min), reakce SERS (15 min), intenzifikaci signalu pomoci

sttibra (10 min) a samotné meieni SERS spektra (10min). [19]

2.1.2 Detekce E. coli v jableéné §t'avé

V poslednich dvou desetiletich doslo k n€kolika epidemiim, které byly zptisobeny
bakterii E. coli, kterou byla kontaminovana nepasterizovana jablecna $tava. Proto Najafi a
kol. pouzili tepelné neoSetfenou jablecnou §tavu jako modelovou potravinu pro detekci E.
coli za pouziti nano-imunomagnetické separace (NIMS). Dal$im diivodem pro pouziti
jable¢né st'avy bylo to, Ze jable¢nd §t'ava ma pomérné nizkou koncentraci sedimentujicich

nerozpustnych ¢astic. [20]

Najafi a kol. pouZili kombinaci imunomagnetické separace (IMS) s nanoc¢asticemi
zlata pro izolaci E. coli z jable¢né §tavy. V potravinaiskych mikrobiologickych aplikacich
muze imunomagnetickd separace (IMS) vyuzivajici magnetickych nanocastic (MNP) pro
zachyceni cilového analytu, potazeni vzacnym kovem a naslednou detekci zaloZenou na
metodé¢ SERS vyznamné snizit celkovy cas testu, protoZze nevyzaduje pokovovani
zachycenych bakteridlnich bun€k. Tahle kombinace byla nazvdna jako nano-

imunomagneticka separace (NIMS) [20, 16]

Ve studii piidali E. coli v riznych koncentracich (10" — 10’ CFU/ml) ke vzorku
pasterované jableCné¢ Stavy spoletn€ s magnetickymi nanocasticemi. Po dikladném
pfimichdni magnetickych nanocastic (Fe;O4), byla provedena NIMS separace. Poté byly
vzorky podrobeny analyze SERS. [20]

Cilem studie bylo pouziti menSich objemu reakcnich Cinidel a bakterialnich vzorki
nez u klasické imunomagnetické separace (popsana v kapitole 2.1.1.). Jelikoz finan¢ni
naklady na reagujici protilatky jsou velké, snizeni objemu reak¢nich ¢inidel by snizilo
naklady na provedeni testu. Proto pro NIMS separaci bylo pouzito 5 pl magnetickych
nanocastic na 250 pl bunécné suspenze. U klasické IMS separace se pouziva 20 pul

magnetickych nanocastic na 1 ml bunécné suspenze. Po snizeni mnozstvi magnetickych
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nanocastic pro méfeni bylo zjisténo, ze vysledné hodnoty detekce nejsou vyznamné odlisné
od hodnot klasick¢ IMS. Také bylo zjisténo, ze pii veEtsi koncentraci magnetickych
nanocastic (20 pl na 1 ml vzorku) je mozné Iépe detekovat bakterie pii nizkych
koncentracich (10* — 10* CFU/ml), ale u vy3§i koncentrace bakterii je G¢innost detekce

stejna. [20]

vvvvvvvvv

CFU/ml. E. coli ve vzorku jablecné Stavy miize byt detekovana metodou SERS do 5
minut. U¢innost detekovat E. coli pomoci SERS je 84 — 94%. Vyhodou metody je, Ze ma

mnohonasobny potencial a lze vyuzit pro vice patogenti v potravinovych matricich. [20]

2.1.3 Detekce Listeria monocytogenes v mléce

Listerie jsou grampozitivni, fakultativn€ anaerobni nesporulujici mikroorganizmy.
Rod Listeria se skladd ze Sesti ptibuznych druhl: Listeria monocytogenes, Listeria gray,
Listeria innocua, Listeria seeligeri, Listeria ivanovii a Listeria welshimeri. Z toho pouze
Listeria monocytogenes je vaznou hrozbou pro ¢loveka, zpisobuje u vnimavych jedinct
zivot ohrozujici onemocnéni zndmé jako listerioza. Zprava spolecnosti FoodNet
konstatovala, Ze listeriéza souvisi s 30 % umrti zptusobené potravinami. V celosvétovém
méfitku jsou mléko a mlécné vyrobky nejvét§im zdrojem Listeria monocytogenes. Listeria

se dale nachazi v Cerstvych potravinéach, jako jsou motské plody a maso. [17]

Pro identifikaci Listeria bylo vyuzito Ramanovych spektralnich otisk prsti, které
odrazi chemické sloZeni bakteridlni bunééné membrany a bunécéné stény. Obecné plati, Ze
ruzné druhy Listeria vykazovaly podobnd Ramanova spektra, proto bylo nutné dalsi
zpracovani danych spekter pomoci chemometrické analyzy, ktera bude popséna

v nasledujici kapitole (kapitola ¢. 3) [17]

Na obrazku €. 9 je zndzornéno Ramanovo spektrum Listeria monocytogenes. Pasmo
s vibracemi o vInoétu 724 cm™, odpovida vibracim adeninu. Pasmo 780 cm™ je pfifazeno
vibracim cytosinu nebo uracilu (nukleové kyseliny). Pasmo 1003 cm™ odpovida vibracim
fenylalaninu a pas pfi 1335 cm™ je spojen s vibracemi skupiny CH3;CH,. Pésy s vlno&tem

1453 cm™ a 1667 cm™ jsou piifazeny deformaci C-H skupiny a amidu. [17]
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Obr. 9: Ramanovo spektrum Lysteria monocytogenes [17]

Jelikoz vysledky detekce a identifikace Listeria monocytogenes kultivované v médiu
byly slibné, pouzili Wang a kol. metodu pro stanoveni L. monocytogenes ve vzorcich
mléka. Vzorky mléka byly obohaceny bakteriemi Listeria o koncentraci 10° CFU/ml a byly
analyzovany po 24 hodinach skladovéni. Ziskana Ramanova spektra byla opét podrobena
chemometrické analyze. Wang a kol. uvadi uspéSnost detekce Listeria monocytogenes

v mléce > 95%. [17]

2.1.4 Detekce Salmonella entericia pomoci 3-MBPA testu

Bylo vyvinuto mnoho testli, které¢ detekuji bakterie pomoci metody SERS, ale
vetSina z nich byla provedena za pouziti jednoduchych potravinovych matric. V priimyslu
je vSak zapotiebi detekovat bakterie v chemicky rtznorodych matricich. Metoda SERS
v kombinaci s kyselinou 3-merkaptofenylboronovou (3-MBPA), kterd slouZzi jako detekéni
a indika¢ni molekula pro rychlou detekci bakterii. Tahle metoda umoziuje detekovat

bakterie do 3 hodin. [15]

Jako modelové bakterie byla ve studii pouzita Salmonella entericia subsp entericia.
Stanovovanymi vzorky byla jezirkova voda z Campusu na univerzité¢ v Massachusett, listy

Spendtu a jablecnd Stava. [15]

Meéieni probihalo tak, Ze nejprve byly vyrobeny Cipy ze zlaté¢ho povlaku, ktery byl

nadale rozfezan na obdélnikové kusy (pfiblizn€ 2,5 x 3,5 mm). Poté byly Cipy promyty
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destilovanou vodou a etanolem a vlozeny do zkuSebni zkumavky, kterd byla naplnéna
roztokem 3-MPBA-etanol, po dobu piiblizné 17 hodin. Cipy byly nasledné vloZeny do
sterilni desticky, na kterou byly nanaSeny métené vzorky spole¢né se 100 pl nanocastic

sttibra. [15]

Pro detekci za pouziti 3-MPBA kombinovaného testu byla dilezitd hodnota pH
vzorkd. Proto muselo byt pH upraveno na hodnotu 8,4 za pomoci vysoce koncentrovaného

roztoku hydrogenuhli¢itanu amonného, ktery nijak neovliviioval 3-MPBA Ramaniiv otisk.

3-MPBA kombinovany test vykazoval vysokou citlivost detekce bakterii ve
stacionarni fazi rist. V jablené §t4vé bylo mozné detekovat bakterie jiz v koncentraci 10°
CFU/ml. V jezirkové vodé bylo mozné timhle testem detekovat vice bakterii nez klasickou
kultivaéni metodou. Tento narlst byl ve studii odiivodnén tim, Ze test 3-MPBA je schopen
detekovat i1 nezivotaschopné buiiky. Na listech Spenatu bylo mozné detekovat chemicky

inaktivovanou Salmonella entericia v koncentraci 10° CFU/ml. [15]

2.1.5 Detekce vinnych kvasinek

Vinné kvasinky Zygosaccharomyces bailii, Dekkera bruxellensis (neboli
Brettanomyces bruxellensis) a Sacharomyces cerevisiace jsou pievazné zodpovédné za

znehodnoceni archivnich a balenych vin. [21]

B. bruxellensis je bézné spojovana s Cervenymi viny, které ptichdzeji do kontaktu
s dubovymi sudy. B. bruxellensis miZze ménit aroma vina produkci téZzkych fenolovych
sloucenin. N¢ktefi vinaii povazuji zménu za Zadoucti, zatimco ostatni ji povazuji za zkaZeni

vina. [21]

Z. bailii je béznym kontaminantem ovocnych §t'av, které vinaii ptidavaji do suchych
vin pfed plnénim do lahvi, aby zvysili hladinu zbytkového cukru a tim ziskali vina sladka.
Z. bailii je extrémné osmotolerantni kvasinka, kterd dokaze rtst az do 72 % hm. glukozy.
Déle je velmi tolerantni vii¢i etanolu (az do 20 % obj.) a je velmi odolnd proti slabym

konzervacnim prostfedktim, jako je kyselina sorbova. [21]

Pfed méfenim Ramanovych spekter byly dané kvasinky nejprve kultivovany na
agaru YM (Yeast and molds — kvasinky a plisn¢) pii 30°C. Nasledné byla provedena
Ramanova analyza na Ramanové spektroskopu s excita¢ni vinovou délkou laseru pii 532

nm. [21]
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Obr. 10:Ramanova spektra kvasinek po odectent fluorescence [21]

Po provedeni analytickych metod za Gcelem identifikace bakterii bylo zjisténo, ze
spektra jednotlivych kvasinek se vyrazné 1i$i v oblasti otisku prstl (viz obr.10). Proto bylo

mozné provést klasifikaci kvasinek na uroven kmene.

Tento zpusob detekce kvasinek, ktery je jednoduchy, rychly a ma nizké provozni
naklady ma vyznamny potencial pro pracovniky na vinicich pfi identifikaci kvasinkovych

kolonii izolovanych ze vzorki vina. [21]

2.2 Detekce mikroorganizmi prenosnym zarizenim

Béhem poslednich par let byly provedeny studie o méfeni metodou SERS pomoci
pfenosného Ramanova spektroskopu. Tohle méteni bylo podle studii Vyhodnoceno jako
pfenosnSIch Ramanovych spektroskopti ale stile vyzaduje pfimou kontrolu spektra

v pocitaci. [10]

V soucasné dob¢ vsak existuji dvé prekazky spojené s pouzitim ru¢niho Ramanova
spektroskopu s vyuzitim metody SERS v redlné praxi. Zaprvé, Ramantiv ru¢ni spektrometr
byl primarné navrzen pro identifikaci sypkych materidli v dsledku slabych Ramanovych
signalti. Zadruhé, kvili spektralni shod¢ ru¢ni Ramaniiv spektrometr obvykle poskytuje
vysledek PASS/FAIL. Do budoucna je zapotiebi dalSich studii, aby bylo mozné vyhodnotit
vysledky na raznych analytech a ve vzorcich skuteCnych potravin. Budouci sméry

spocivaji predevs§im ve vyvoji ptistrojové techniky a statistického softwaru. [10]
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3 IDENTIFIKACE MIKROORGANIZMU S POUZITIM
RAMANOVY SPEKTROSKOPIE

Ramanova spektroskopie je Siroce rozsifena technika chemického profilovani. Spektra
z jednotlivych bakterialnich bunék jsou shromazd’ovany béhem nékolika sekund a mtizou
byt pouzita k identifikaci az na uroven kmene. Jelikoz Ramaniv otisk je fenotypoveé
zavisly, je narocné shromazdit sbirku Ramanovych spekter, kterda budou vhodnd pro

sestaveni chemometrického modelu pouzivaného pfi identifikaci mikroorganizmui. [22]

Pro identifikaci mikroorganizmi se vyuziva i mutlivariaéni analyza, kterd soucasné
sleduje a analyzuje vliv vice nez jedné¢ proménné. Multivaria¢ni analyza se Casto vyuziva
v primyslu pro on-line sledovani a fizeni vyrobniho procesu. Piesné multivariacni
kalibracni modely zalozené na Ramanovych spektrech mohou v primyslu nahradit

referen¢ni modely a tim umoznit snadnéjsi kontrolu pribéhu fermentace. [23]

vvvvvv

modely s vyuzitim pokro€ilych chemometrickych algoritmi, které vSak obvykle vyzaduji
rozséhlou fadu standardii (vice nez 30 kalibracnich vzorktl). Sada kalibracnich vzorki musi
pokryt celou ofekavanou nebo odhadovanou variabilitu charakteristik vzorki, které maji
byt nasledné analyzovany. Ptiprava kalibra¢nich vzorkl proto vyzaduje peclivé planovani
experimentu. Pro sprdvné vyhodnoceni musi byt zachovany stejné podminky méfeni 1

zpusoby uprav vSech spekter od kalibracnich, ptes valida¢ni az po nezndmé vzorky. [2]

Chemometrickd analyza muze zesilit slabsi spektralni signily a vytvofit modely
segregace nebo kvantitativni analyzy. Chemometrické metody pro kvalitativni analyzu jsou
obvykle zaloZeny na diskriminacni analyze. Mezi tyhle metody bé&zn€ patii analyza
hlavnich komponent (PCA), metoda ¢astecné regrese nejmensich ¢tverct (PLS), shlukova

analyza (CA). [16, 17, 24]

Pted stanovenim chemometrické analyzy je zapotiebi provést predbézné zpracovani
dat. Tohle pfedbézné zpracovani dat spociva ve vyhlazeni a transformaci spekter za
pomoci druhé derivace intenzity. Vyhlazovani spekter eliminuje vysokofrekvenéni
instrumentalni Sumy zpramérovanim sousednich datovych bodt. Transformace spekter do

druh¢ derivace oddéluje ne¢které prekryvajici se pasy a odstraiiuje vychozi odchylky [25]
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Obr. 11: Transformace Ramanovych spekter Staphylococcus epidermidis a E. coli

0157:H7 [25]

Na obrazku 11 je nadzorna ukézka transformace Ramanovych spekter. Zaroven na

obrazku 11 jdou pozorovat rozdily spekter mezi E. coli a S. epidermidis a smésnou

kulturou, ktera byla slozena z téchto dvou mikroorganizmii v poméru 1:1. Rozdily jsou

rozlisitelné v pasmech 1334 cm™ (uhlohydraty), 1450-1470 cm™ (lipidy) a pasmu 1570 cm”

! (guanin, adenin). [25]
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Obr. 12: Upravena Ramanova spektra kvasinek [21]

Na obrazku 12 je zobrazen dalsi ptiklad pfedbézného zpracovani spekter. Na obrazku

jsou zobrazena Ramanova spektra tfi kvasinek (Zygosaccharomyces bailii, Brettanomyces

bruxellensis a Sacharomyces cerevisiace) po odeCteni fluorescence a variabilni

transformace u viech vinoétd. Siika stinované oblasti kolem kazdého spektra udava 95%
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interval spolehlivosti pro spektrum méfeného mikroorganizmu. Na obrazku 10 v kapitole

2.1.5 jsou zobrazena tahle spektra bez predbézného zpracovani. [21]

3.1 Metoda hlavnich komponent (PCA)

Metoda hlavnich komponent (Principal Component Analysis — PCA) patii
k nejstar§Sim a nejpouzivanéjSim metodam vicerozmérné analyzy. Metoda je schopna

oddé¢lit od sebe rizné kmeny mikroorganizmu. [26]

PCA je mnohostranna statistickd analyza, ktera se Siroce pouziva k zachyceni a
vysvétleni odchylek spektralnich dat ziskanych metodou SERS. Data jsou obvykle

zobrazena jako seskupené vzorky v zavislosti na rozdilech spektralnich informaci. [25]

Cilem metody je nahrazeni velkého nepiehledného poctu pivodnich proménnych
mensim poctem proménnych tak, aby nedoSlo k velké ztrat€¢ informaci. Tyto nové

vytvotrené proménné se nazyvaji hlavni komponenty.[27]
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Obr. 13: Analyza hlavnich komponent pro S. epidermidis a E. coli O157:H7 [25]
Na obr. 13 a 14 jsou zobrazeny variace dat mezi bakteridlnimi druhy, které jsou

zpusobeny rozdily v hlavnich bunéénych slozkach, jako jsou nukleové kyseliny, proteiny a

fosfolipidy. [25]
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Obr. 14: PCA analyza pro Salmonella choleraesuis, Escherichia coli a Shigella
flexneri [24]

3.2 Shlukova analyza

Shlukova analyza (Cluster Analysis) se zabyva metodami a algoritmy, pomoci
kterych seskupuje data s podobnymi vlastnostmi do shlukti. Ve shlukové analyze je snaha
ziskat uspofadana data ve smysluplnych strukturach. Shluk je skupina objekti, které jsou si

navzéjem podobné a rozdilné od objektu, ktery do této skupiny nepatii. [28]

Na vysledek shlukové analyzy maji vliv dva parametry. Prvnim z parametrt, ktery
ovlivituje vysledek shlukové analyzy, je vzdélenost jednotlivych shlukd. Druhym
podstatnym parametrem je rozhodnuti, které dva shluky budeme povazovat za jeden.
Pouzivanymi metodami je naptiklad medidnovd metoda, Wardova metoda anebo pouZiti
metody tzv. nejbliz§iho souseda. Zobrazenim shlukové analyzy je tzv. dendrogram, coZ je

vlastn€ vyvojovy strom, ktery znazoriiuje prub¢h shlukovani. [29]

Na obrazku €. 15 je zndzornéna ukazka dendrogramu bakterii mlécného kvaSeni za
pouziti Wardovy metody shlukovani. Kmeny bakterii jsou rozdéleny do jednotlivych

skupin a jsou povazovany za jednotné. Nejvétsi rozdil je mozné pozorovat u S.
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thermophilus DSM 20617 (H). Kmeny L. delbrueckii ssp. bulgaricus, DSM 20080 (D) a
DSM 20081 (E) jsou kmeny s nejmensi spektralni vzdalenosti. [26]

A Heterogeneity
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Obr. 15: Dendrogram bakterii mlécného kvaseni. A-C: Lactobacillus. acidophilus
DSM 9126, DSM 20079, DSM 20142; D-E: L. delbruckeii ssp. bulgaricus DSM 20080,
DSM 20081, F-H: Streptococcus. thermophilus DSM 20259, DSM 20479, DSM 20617

[26]

3.3 Metoda nejmensich ¢tverci (PLS)

Metoda nejmensich ¢tvercli, oznacovana jako metoda PLS (Partial Least Squares),
nékdy nazyvana také jako K-matrix, nasla nejvétsi uplatnéni v chemometrii. Metodu PLS

je mozné pouzit zejména pro feSeni regresnich problémi. [27, 29]

Metoda je zalozena na zisku hodnot x, kterym odpovidaji ptislusné hodnoty y a
jejich vysledek je vynesen do grafu. Ziskané body se snazime prolozit ptimkou tak, aby
pfimka leZela co nejbliZze bodiim z méteni. Za optimalni povazujeme takovou piimku, ktera

minimalizuje soucet ploch ¢tvercti, které jsou vyneseny od bodu k ptimce. [31]

Metodu je vhodné pouzit, pokud jsou znadma spektra Cistych slozek. Pfi pouziti
metody je bran v uvahu vnitini vztah mezi vlastnostmi vzorku, jako je naptiklad

koncentrace (Obr. 16). [31]
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Obr. 17: Graf intenzity SERS pii 1620 cm™ na log CFU/ml E. coli [20]

Pismeno R? udava hodnotu 0,966, ktera se ziska linearni regresi analyzy viech pikii

proti koncentraci log CFU/ml cilové E. coli (Obr. 17). [20]
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Metoda PLS je pouzivana spiSe pro vytvoreni kalibracni kiivky nez k samotné

identifikaci mikroorganizmu. [30]

3.3.1 Metoda nejmensich ¢tverci — diskriminacni analyzy (PLS-DA)

Cilem metody nejmensich ¢tvercii diskriminacni analyzy (PLS-DA) je urcit rozdily
mezi skupinami Uzce piibuznych Ramanovych spekter. Jednim ze zplisobu provedeni
diskriminacni analyzy je vytvofeni tzv. fiktivnich proménnych, které ptedstavuji urcité
druhy bakterii. Fiktivni proménnd je takova proménna, kterd miize mit pouze dvé nebo tfi

hodnoty. Tyhle fiktivni proménné se pouZzivaji k oznaceni vlastnosti ziskanych spekter.

[24]

Pro piiklad metody nejmensSich ctverci diskriminacni analyzy pro hodnoceni
Ramanovych spekter jsou pouzity fiktivni proménné podle studie Mello a kol. [1 0 0] k E.
coli, [0 2 0] k Salmonella choleraesuis a [0 0 3] k Shigella flexneri. [24]
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Obr. 18: Graf zavislosti souctu nejmensich ctvercii (PRESS) na latentnich

promennych [24]

Pro vytvofeni modelu PLS-DA se vyberou Ctyii latentni proménné, které se ziskaji
kiizovou validaci. Optimalni pocet latentnich proménnych byl vybran podle obrazku 18,

kde cCtyfi latentni proménné odpovidaji nejmensim hodnotdm souctu nejmensich ctverct.
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Latentni proménné byly odhadnuty jako linedrni kombinace kmitocti na zakladé

spektralnich zmén. [24]
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Obr. 19: kalibracni graf skutecnych a predpovidanych vzorki s vyuzitim PLS-DA
analyzy [24]

Na obrazku 19 je vynesena analyza tfi odliSnych skupin spekter danych bakterii.
Odlisnost spekter je pozorovana na obrazku 14 v kapitole 3.1., kde byly dana spektra

vySetfena pomoci analyzy hlavnich komponent. [24]

Analyza zobrazena na obrdzku 19 ukazuje, Ze model PLS-DA se ¢tyimi latentnimi
proménnymi byl schopen spravné klasifikovat 100 % vSech typa bakterii ve vzorcich.
Malé rozdily, které jsou zachycené modelem PLS-DA jsou zplsobeny riznym
usporddanim amidové skupiny v bunécné sténé bakterii. Tenhle model miize byt pouzit

jako vykonny analyticky nastroj pro rychlou identifikaci bakterii ve vzorcich. [24]

Bylo zjisténo, ze metoda PLS je nejoblibenéjsi metodou pro analyzu spekter
v mikrobialnim hodnoceni. To znamena, Zze vétSina zkoumanych mikroorganizmt linedrné
koreluje s Ramanovym spektrem a tahle korelace by mohla byt vhodna pro mikrobidlni

hodnoceni potravin. [14]
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4 VYHODY ANEVYHODY RAMANOVY SPEKTROSKOPIE

Potencidl pro analytické aplikace Ramanovy spektroskopie v potravindistvi je
obrovsky. Ramanova spektroskopie predstavuje nastroj, ktery lze pouzit pro rychlou
detekci kvality, a také poskytnout fadu detailnich strukturnich informaci o potravinatskych

systémech. [7]

Ramanova spektroskopie je nedestruktivni a neinvazivni spektroskopicka technika,
kterd je vhodna pro detekci mikroorganizm v potravinach riizného skupenstvi. Metoda
Ramanovy spektroskopie je vhodnym nastrojem pro klasifikaci bakterii bez nutnosti jejich
kultivace. Vzorky pro méfeni potiebuji pouze minimélni pfipravu nebo pfipravu

nepotiebuji vliibec. Objem vzorkil pro méfeni je v fadech mikrolitr.

Velkou vyhodou Ramanovy spektroskopie je casova nenaroCnost méteni. Délka
jednotlivych métfeni se pohybuje v fadech nékolika sekund. Naméfené informace jsou
zaznamenavany do rozsahlych databazi spekter. Databaze spekter jsou komeréné dostupné,
ale Casto se pro jednotliva méfeni musi tvofit databaze vlastni. Ziskana spektra musi byt za
ucelem identifikace jednotlivych mikroorganizmii vySetfena statistickou analyzou, coz
podle druhu pouzité statistické metody a vykonosti pocitace, na kterém je analyza spekter
provadeéna, zabere n€kolik hodin. Ramanova spektroskopie je schopna identifikovat
bakterie az na uroven kmene. Dalsi vyhodou pouziti Ramanovy spektroskopie je eliminace
pouziti chemikalii, ptipadné pouziti mensich objemu reagencnich ¢inidel. Pfenosny pfistroj
nabizi moznost méfeni v terénu nebo piimo v potravinaiském provozu. Pomoci Ramanovy

spektroskopie je mozné méfit vzorky v rtiznych obalech.

Nevyhodou Ramanovy spektroskopie je vysokd pofizovaci cena pfistroje. Tato
nevyhoda by se dala kompenzovat pofizenim pifenosného Ramanova spektroskopu, jehoz

potfizovaci naklady ve srovnani se stolnim pfistrojem jsou mensi. [10]

Castym problémem Ramanovy spektroskopie je vyskytujici se fluorescence.
Fluorescenci je mozné odstranit zahfatim vzorku nebo muze byt odstranéna pouZitim
matematického softwaru, pomoci kterého se fluorescence odecte jesté pred zpracovanim
naméfenych spekter. Dal§i nevyhodou Ramanovy spektroskopie je nutnost vytvofit
rozséhlou fadu kalibracnich vzorkl, ze kterych se nasledné vytvofi kalibrac¢ni spektra a

s témi jsou nésledné srovnavana spektra nova.
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ZAVER
V ramci bakalaiské prace byl vytvoren strucny ptehled studii vyuzivajici Ramanovu
spektroskopii pro detekci mikroorganizmt v potravinach. V préaci byly také nastinény

postupy identifikace mikroorganizmti s vyuzitim chemometrickych metod. Zavéry

zpracovanych studii lze shrnout do nékolika bodi:

e Ramanova spektroskopie s vyuzitim Ramanovy mikroskopie je nedestruktivni a
neinvazivni metoda, kterd je schopna detekovat jednotlivé mikrobialni buiiky a
muze byt uziteCnym nastrojem pro detekci bun€k bez ptedchozi upravy rastovych
podminek bakterii.

e Svyuzitim SERS v kombinaci s imunomagnetickou separaci je mozné detekovat
velmi nizké koncentrace bakterialnich bunék.

e Ramanova spektroskopie je vhodnd pro detekci mikroorganizmi v potravinach
rizného skupenstvi

e Vzorky pro méfeni potfebuji pouze minimalni ptipravu nebo piipravu nepotiebuji
viibec.

e Objem vzorkid pro méteni se pohybuje v fadech mikrolitl, coz pfinasi usporu také
v objemu pouzitych reagencii.

e Ramanova spektroskopie je schopna identifikovat bakterie az na tiroven kmene.

e Velkou vyhodou Ramanovy spektroskopie je <¢asova nendro€nost meéfeni.
Jednotliva méfeni se pohybuji v fddech n¢kolika sekund. Celkova doba méteni tak
muze dosahovat pouze 1-3 hodiny.

e Ziskana spektra musi byt za ucelem identifikace jednotlivych mikroorganizmi
vySetiena statistickou analyzou, coz podle druhu pouzité statistické metody a

vykonosti pocitace, na kterém je analyza spekter provadéna, zabere n€kolik hodin.

Detekce a identifikace bakterii s vyuzitim Ramanovy spektroskopie je v soucasnosti ve fazi
vyzkumu a v potravinafstvi se zatim moc nevyuziva. Do budoucna je vSak ptedpokladan

velky rozvoj této metody.
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Rezonancni Ramanova spektroskopie
Celkovy pocet bakterii
Imunomagneticka separace
Nano-imunomagneticka separace
3-merkaptofenylboronova kyselina
Analyza hlavnich komponent
Shlukova analyza

Metoda nejmensich ¢tverci

Metoda nejmensich ¢tvercli — diskriminaéni analyzy
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