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ABSTRAKT

Mezi mikrobialni metabolity fadime 1 biogenni aminy. Jedna se o nizkomolekular-
ni, pfirozen¢ se vyskytujici, dusikaté latky, které jsou na jedné stran¢ pro organismus nepo-
stradatelné, ale na strané druhé ptsobi na lidské zdravi negativné. Bylo prokazano, ze se
tyto latky vyskytuji ve velké mife v potravinach s vy$sim obsahem bilkovin. Pfitomnost
biogennich amint zajist'uji bakterie s dekarboxylazovou aktivitou, které byly nalezeny

nejen v potravinach, ale 1 v povrchovych vodach.

Ptedkladana diplomova prace je zaméfena na studium dekarboxyldzové aktivity
u bakterii izolovanych ze vzorka odpadnich vod mlékarenského primyslu (oplachova voda
z vyroby tavenych syri, Cerstvych syrii, krémovych syra typu Zervé, tvarohu, oplachova
voda ze syrarny a voda z venkovniho kandlu). Z 10 vzorkli odpadnich vod mlékarenského
pramyslu odebranych ve dvou ro¢nich obdobich (l1éto a podzim) bylo izolovano 155 bakte-
ridlnich kmenti. Pomoci metody MALDI/TOF se podafilo identifikovat 77 z nich a 3 kva-
sinky. Mezi identifikovanymi bakteriemi byly v letnim odbéru v nejvétsim zastoupeni rody
Acinetobacter, Lactococcus a Staphylococcus, v podzimnim odbéru pak rody Pseudomo-
nas a Aeromonas. Produkce biogennich aminl byla stanovena nejprve screeningovou me-
todou (kultivacni metoda s jednotlivymi aminokyselinami) a nasledné¢ metodou HPLC —

UV/Vis.

Bakterie izolované z odpadnich vod z mlékarenského primyslu (letni odbér) pro-
dukovaly nejvice putrescin, tyramin a spermin, naopak nejméné histamin a spermidin.
Ze vzorkl odpadnich vod odebranych na podzim produkovaly pfitomné bakterie nejvice
spermin, tryptamin a tyramin a nejméné, stejné jako v letnim odbéru, histamin a spermidin.
Mezi izolované bakterie s nejvysSsi dekarboxyldzovou aktivitou patii Aeromonas caviae,
Acinetobacter johnsonii, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Lactococcus lactis,

Microbacterium mitrae, Pseudomonas pseudoalcaligenes a Staphylococcus carnosus.

Vysledky této diplomové price dokumentuji, Zze v odpadnich vo-
dach mlékarenského primyslu jsou pfitomny bakterie s vyznamnou dekarboxylazovou
aktivitou, které jsou schopny produkce biogennich aminl v nezanedbatelnych mnozstvich

(az tisic mg/1).

Klic¢ova slova: biogenni aminy, bakterie, dekarboxylace, MALDI/TOF, HPLC — UV/Vis



ABSTRACT

Biogenic amines belong to microbial metabolites. Those are low-molecular, naturally oc-
curring, nitrogenous substances that are indispensable for the organism; on the other hand,
they negatively affect human health. Those substances have been shown to occur exten-
sively in foods with higher protein content. The presence of biogenic amines is ensured by
bacteria with decarboxylase activity, which has been found not only in food but also in

surface water.

This thesis is focused on the study of decarboxylase activities in bacteria isolated
from samples of waste water from dairy industry (rinsing water from the production
of processed cheese, fresh cheese, creamy cheese, cottage cheese, rinsing water from
cheese factory and water from outdoor channel). It has been isolated 155 bacterial strains
from the 10 samples of waste water from the dairy industry collected at two seasons
(summer and autumn). Using the MALDI / TOF method, 77 of those have been identified
and also 3 yeast. The most frequent species have been Acinetobacter, Lactococcus and
Staphylococcus in the summer sampling and Pseudomonas and Aeromonas in the autumn
sampling. Production of biogenic amines has been determined by screening method (culti-

vation method with individual amino acids) followed by HPLC - UV / Vis method.

Bacteria isolated from wastewater from the dairy industry (summer sampling) have
been produced the most putrescin, tyramine and spermine, on the contrary, the least hista-
mine and spermidine. From wastewater samples taken in autumn, the bacteria present pro-
duced the most spermin, tryptamine and tyramine, and the least histamine and spermidine.
The isolated bacteria with the highest decarboxylase activity are Aeromonas caviae, Acine-
tobacter johnsonii, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Lactococcus lactis, Mi-

crobacterium mitrae, Pseudomonas pseudoalcaligenes and Staphylococcus carnosus.

The results of this thesis show that bacteria with significant decarboxylase activity are able
to produce biogenic amines in quantities which are not negligible (up to 1000 mg/l) in the

dairy industry wastewater.

Keywords: biogenic amines, bacterium, decarboxylation, MALDI/TOF, HPLC — UV/Vis
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UvVOD

Biogenni aminy (BA) jsou piirozené se vyskytujici latky, odvozené od aminokyselin.
Pro organismus jsou tyto dusikaté latky nepostradatelné, ale ve vysSich koncentracich jsou
pro zdravi ¢lovéka nebezpecné. Za normalnich podminek jsou BA v téle detoxikovany
ve stfevni sliznici za uc¢inku aminovych oxidaz. Pokud jsou detoxika¢ni enzymy dysfunk¢-
ni, dostavaji se BA do ob¢hového systému, kde piisobi toxicky na konkrétni organy a zpi-

sobuji zdravotni komplikace.

Jednou z moznosti vzniku BA je dekarboxylace aminokyselin za ucasti enzymii dekarbo-
xylaz. Nékteré mikroorganismy mohou produkovat enzymy dekarboxylazy a podilet se tak
na vzniku BA, napt. druhy rodu Enterococcus, Bacillus, Clostridium, Escherichia, Kleb-
siella, Photobacterium, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Shigella a né&které bakterie

mlécného kvaseni Lactobacillus, Pediococcus a Streptococcus.

Vyskyt biogennich amini je sledovan pfedevSim v potravinach s obsahem vyssiho mnoz-
stvi bilkovin. Bézné se BA vyskytuji v mase, v masnych vyrobcich, v mléce a v syrech.
V dostupné literatuie se pro vétSinu potravin uvadi limitni mnozstvi BA v rozmezi
od 100 do 800 mg/kg. Nejcastéji se vyskytujici BA v potravinach jsou histamin, tyramin,

putrescin, kadaverin, spermin, spermidin a tryptamin.

Producenti BA mohou byt pfitomni i ve vodach. V roce 2016 jsem ve své bakalaiské praci
zjistila, ze v povrchovych vodach, které lidé uzivaji k piti, ve kterych se koupou ¢i lovi
ryby, jsou pfitomny bakterie s dekarboxylazovou aktivitou a je tak velka pravdépodobnost,
Ze by zde mohly byt pfitomny i biogenni aminy jako je napf. spermin, spermidin a kadave-
rin.

Podnétem pro testovani odpadni vody mlékarenského primyslu bylo nedostatek informaci

v dostupné literatute, pfitomnost producentli biogennich aminii ve vodach a také piimy

kontakt s vyrobnim procesem mléénych vyrobki, ve kterych se biogenni aminy vyskytuji.
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I. TEORETICKA CAST
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1 AMINOKYSELINY

Aminokyseliny jsou organické kyseliny, které obsahuji nejméné jednu aminovou skupinu
(-NH;) a nejméné jednu karboxylovou skupinu (-COOH). Jsou zékladnimi stavebnimi
slozkami proteint. Z chemického hlediska jsou to substitu¢ni derivaty karboxylovych ky-

selin (Obr. 1), které se 1i$i druhem a vlastnostmi svého postranniho fetézce [1].

R—CH—COOk
NH,

Obr. 1: Obecny vzorec aminokyseliny
Proteinogenni aminokyseliny (neboli biogenni, kddované) se v proteinech objevuji ve for-
mé L-a-aminokyselin (s vyjimkou glycinu) a délime je podle druhu postranniho fetézce

a jejich vlastnosti do 4 skupin:

aminokyseliny s elektricky nabitymi bo¢nimi fetézci: pozitivn€ nabité: arginin, his-

tidin, lysin; negativné nabité: kyselina asparagova, kyselina glutamovs;

- aminokyseliny s polarnimi nenabitymi postrannimi fetézci: serin, treonin, aspara-
gin, glutamin;

- specialni ptipady: cystein, selenocystein, glycin, prolin;

- aminokyseliny s hydrofobnim postrannim fetézcem: alanin, valin, leucin, isoleucin,

metionin, fenylalanin, tyrosin, tryptofan [1].
Dalsi aminokyseliny, které se fadi mezi nebilkovinné aminokyseliny:

- Sekundarni metabolity — produkty rliznych metabolickych pochodi, prekurzory bi-
osyntézy nékterych nebilkovinnych dusikatych sloucenin, nékteré latky se specific-
kymi funkcemi (nervové mediatory a hormony), toxické latky (ochrana rostlin pred
predatory), zasobni a transportni forma dusiku.

- Produkty mikroorganisml — produkty chemické transformace bilkovin (isomerie,

hydrolyza nebo volné aminokyseliny) [1].
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1.1 Reaktivita aminokyselin

Ptitomnost karboxylové skupiny (COOH) a aminoskupiny (-NH,) umoznuje aminokyse-
lindm ucastnit se fady reakci. Jedna se napt. o tvorbu soli, esterifikaci, acetylaci, transami-
naci (reversibilni pfenos aminoskupiny z a-aminokyseliny na 2-oxokyselinu) ¢i dekarboxy-
laci (odstranéni karboxylové skupiny) a oxidativni deaminaci (odstranéni aminoskupiny,

uvolnéni amoniaku). Dtlezitou reakci je také vznik peptidové vazby [1].

1.1.1 Peptidova vazba

Pti vzniku peptidové vazby reaguje karboxylova skupina jedné aminokyseliny
s aminovou skupinou druhé za soucasné¢ho odstépeni molekuly vody a vytvari se tak slozi-
t&j$i struktura peptida ¢i proteind. Peptidova vazba (Obr. 2) je druh kovalentni chemické

vazby obsahujici seskupeni atom —[CO-NH]—[1].

N v |
HN—C—C 4 H—N—C—C]
H O H H O
H,0
//R/((O \2\\6\\
e |
t HN—C—C—N—C—C
\\ W,

peptidova vazba

Obr. 2: Vznik peptidové vazby [1]

Podle po¢tu aminokyselin, které jsou v molekule takto navdzany, rozliSujeme:
- oligopeptidy (obsahuji 2—10 aminokyselin),
- polypeptidy (obsahuji 11-100 aminokyselin),

- vlastni bilkoviny - proteiny (vice neZ 100 aminokyselin) [1].
1.2 Proteiny

Proteiny dé€lime na jednoduché, které se skladaji pouze z aminokyselin a slozené, které
obsahuji mimo aminokyselin jesté dalsi neproteinové slozky, napt. cukry, nukleové kyseli-
ny, kovy, poptipadé jiné latky. Polypeptidové fetézce jsou zakladnimi stavebnimi jednot-
kami proteinti a jsou v prostoru orientované vzdy urcitym zpusobem, pii kterém tvoii slozi-

té prostorové struktury [1].
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1.2.1 Struktura proteini
Z hlediska prostorového usporadani (Obr. 3) a jejich struktury délime proteiny na:

- proteiny primarni struktury, ve kterych jsou molekuly polypeptidl tvoieny sekvenci
jednotlivych aminokyselin uspotadanych do polypeptidového fetézce proteinu;

- proteiny sekundarni struktury, jejichz geometrické uspotadani polypeptidovych fe-
tézcl je dano prostiednictvim vodikovych mustki; jednotlivé bilkoviny mohou mit
strukturu skladaného listu (B-hfeben) nebo pravotocivé Sroubovice (a-helix);

- proteiny tercialni struktury, ve kterych je vazba mezi bo¢nimi fetézci aminokyselin
zprostiedkovana prostfednictvim vodikovych vazeb mezi hydroxylovymi skupina-
mi a aminoskupinami, iontové vazby mezi kyselymi a zasaditymi aminokyselinami,
disulfidické vazby a van der Waalsovy sily mezi alifatickymi ¢i aromatickymi bo¢-
nimi fetézci aminokyselin;

- proteiny kvartérni struktury, které tvoii pfesné uspotfadani polypeptidovych fetézct

do jedné molekuly [1].

b

o d 4{"; |

A’ S, Ny

Obr. 3: Struktura proteint (a — primarni; b — sekundarni; ¢ — tercidlni; d — kvartér-

ni struktura) [2]

1.2.2 Mlécné proteiny

Mléény protein je specificky protein vyskytujici se v kravském mléce v koncentraci
od 30 do 35 g/l. Mlécny protein je heterogenni skupina slozek s velmi Sirokym rozsahem

struktur a vlastnosti molekul, které délime do 5 kategorii, a to:

- kaseiny,

- syrovatkové proteiny,

- proteiny tukovych kulicek,

- proteiny, které jsou soucasti enzymul a hormond,

- minoritni proteiny [5].
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I mlééné proteiny jsou strukturdlné polypeptidické fetézce slozené z aminokyselin. Ami-
nokyseliny délime na esencidlni a neesencidlni. Esencialni aminokyseliny si zivo¢iSny or-
ganismus nedokaze syntetizovat sam, je zavisly na jejich vnéj$im piijmu a to predevsim

pomoci potravy. Slozeni hlavnich typt kaseinii je uvedeno v tabulce 1 [5].

Tab. 1: Slozeni hlavnich typi kaseinti z hlediska aminokyselin [5,6,7]

Aminokyselina agi-kasein | agp-kasein | [B-kasein k-kasein
Cystein 0 2 0 0
Valin 11 14 19 11
Metionin 5 4 6 2
Leucin 17 13 22 8
Tyrosin 10 12 4 9
Fenylalanin 4
Tryptofan 2 2 1 1
Lysin 14 24 11 9
Histidin 5 3 5 3
Arginin 6 4 5
Kyselina asparagova 7 4 4 3
Asparagin 8 14 5 8
Treonin 5 15 9 14
Serin 8 6 11 12
Prolin 17 10 35 20
Alanin 9 8 5 15

Poznamka: Cisla udavaji celkovy poéet rezidui aminokyselin.

Proteiny, které se vyskytuji v surovém mléce pii pH 4,6 a teplot¢ 20 °C muzeme podle

rozpustnosti rozdélit do dvou skupin:

- nerozpustné proteiny,

- rozpustné (syrovatkové) proteiny.

V mléce jsou ptitomny mikroskopické ¢astice zvané kaseiny, tyto ¢astice jsou oznaovany
jako micely. Kaseinové micely se skladaji ze submicel (podjednotek) a ze 4 typi kaseina
a syrovatka pak obsahuje 4 typy syrovatkovych proteina [4]. Mimo téchto osmi hlavnich
typl proteinti (Tab. 2) obsahuje mléko jesté¢ dalSich asi 80 minoritnich proteind, vcetné
60 enzymti. Ml€ko obsahuje taky nebilkovinné dusikaté slozky v koncentraci 0,2 — 0,4 g/

(napft. kyselina mo€ova, mocovina) [5].
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Tab. 2: Hlavni kategorie mlé¢nych proteint kravského mléka [5,8]

% z celkového
Protein Kategorie Koncentrace v g/l .
proteinu

og;-kasein 10,0 30,6
og2-kasein Kaseiny 2,6 8,0
B-kasein 9,3 28.4
K-kasein 3,3 10,1
o-laktalbumin 1,2 3,7
B-laktalbumin | Syrovatkové pro- 32 9,8
Sérovy albumin teiny 0,4 1,2
Imunoglobulin 0,7 2,1
Celkovy mlécny protein 33,0 100,0

Poznamka: Zistatek do 100 % celkového proteinu reprezentuji minoritni proteiny.

Koloidni kalcium fosfit

. ., - kasein

o f_-- kasein
. B—kasein I_D |:C}

;I- Submicela (10 nm)
.?FI(- kasein

1y, - kasein o - kasein - kasein K - kasein ¥ - kasein

Obr. 4: Kaseinova micela [4]

Degradaci mléénych proteint zpiisobuje ptsobeni nékterych enzymi, svétla a tepla. Nej-

vyznamnéjSi skupinou enzymil jsou proteazy. Tyto enzymy jsou pifitomné v samot-

ném nativnim mléce nebo mohou byt vytvoreny bakteriemi, které kontaminuji mléko. Pro-

tedzy jsou také tvoreny bakteriemi Gcelné pfiddvanymi do mléka v priibéhu fermentacnich

procest, taktéz mohou pochazet ze somatickych bunék vyskytujicich se ptirozené v mléce.

Protedzy jsou Zadouci pii vyrob¢ jogurtll a syrt, nicméné pokud dochazi k degradaci pro-

teindl, stavaji se nezadoucimi. Snizuji kvalitu mléka, kdy méni pfedevsim jeho chut’ a viini

[5].
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2 DEKARBOXYLACE AMINOKYSELIN

Dekarboxylace je proces odstépeni karboxylové skupiny za tcasti specifickych enzymii
dekarboxyldz. Dekarboxyldzy jsou enzymy ztfidy lydz a nejCastéji jsou orientované
na urcity typ aminokyseliny. Rozhodujici sloZkou enzymu je pyridoxal-5-fosfat, ktery se
jako kofaktor uc¢astni metabolickych pochodu spojenych s preménami aminokyselin béhem
transaminace a dekarboxylace [9]. Dekarboxylace miize probéhnout i bez pyridoxal-5-
fosfatu, nicméné je potieba pritomnosti pyruvoylového zbytku, ktery je navazan na ami-
noskupinu fenylalaninového zbytku enzymu. V tomto ptipadé se v dekarboxylacni reakci
chova fenylalaninovy zbytek podobné jako pyridoxal-5-fostat [10,11]. Na obrazku 5 je
znazornéna dekarboxylace aminokyseliny fenylalaninu, ktery je za ptisobeni enzymu fe-
nylalanindekarboxylazy pfeménovan na bazicky fenylethylamin (za uvolnéni oxidu uhli¢i-
tého). Tomuto déji, dekarboxylaci, podléhaji jen nékteré aminokyseliny. Vysledkem de-
karboxylace aminokyselin je obecné vznik oxidu uhli¢itého a ptislusného biogenniho ami-

nu [1].

-~ 2
ENZym
dekarboxylaza
_— + C 02
_ . oxid
ferylalanin fenylethylamin uhligity

Obr. 5: Dekarboxylace aminokyseliny fenylalaninu za vzniku biogenniho aminu

fenylethylaminu [3]

2.1 Biogenni aminy

Biogenni aminy fadime mezi nizkomolekularni bazické slouceniny odvozené od aminoky-
selin. Pro organismus jsou tyto dusikaté sloueniny nepostradatelné, ale pii vysSich kon-
centracich plisobi na organismus negativné [12]. Za normalnich podminek jsou biogenni
aminy v téle detoxikovany ve stfevni sliznici pomoci aminovych oxid4z. Za urcitych pod-
minek, jako napt. v disledku pfijmu inhibitorti (alkohol, antidepresiva), mohou byt detoxi-
kacni enzymy dysfunkéni. V tomto ptipadé se biogenni aminy dostavaji do obéhového

systému organismu, kde plsobi toxicky na konkrétni orgdny a zplsobuji vdzné zdravotni



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

komplikace. Napft. histamin vyvolava u lidi s nizkou aktivitou diaminooxidazy zanétliva

onemocnéni jako Crohnovu chorobu, ulcerativni kolitidu nebo kolorektalni nadory [13,14].

Biogenni aminy vznikaji dekarboxylaci aminokyselin nebo také aminaci a transaminaci
aldehydt a ketont. Mikroorganismy, které produkuji biogenni aminy, vykazuji dekarboxy-
lazovou aktivitu a jsou soucasti pfirozené¢ mikroflory potravin nebo jsou pfitomny

v disledku kontaminace pfi vyrob¢, zpracovani a skladovani potravin [15].

Nejvice sledovanymi biogennimi aminy v potravinach jsou histamin, tyramin, putrescin
a kadaverin, zejména kviili jejich toxicité [16]. Zakladni pfehled tvorby vybranych biogen-

nich amind je uveden v tabulce 3.

Tab. 3: Zakladni piehled biogennich aminti podle Kalace a Ktizka (1998) [16,12]

Enzym ucastnici se dekar-

Aminokyselina P Dekarboxylaci vznikly biogenni amin
Histidin (HIS) Histidindekarboxylaza Histamin (HIA)
Lysin (LYS) Lysindekarboxylaza Kadaverin (CAD)
Ornitin (ORN) Ornitindekarboxyldza Putrescin (PUT) = Spermin (SPM) a
Spermidin (SPD)
Arginindekarboxyldza Agmatin (AGM)
Arginin (ARG) . .
Ureohydroléza Putrescin (PUT) — Spermin (SPM) a
Spermidin (SPD)
Tyrosin (TYR) Tyrosindekarboxylaza Tyramin (TRA)
F elgggg;lm Fenylalanindekarboxylaza 2-fenylethylamin (PEA)
T%ﬁ%t;an Tryptofandekarboxylaza Tryptamin (TPA)

Vyskyt biogennich amint v mléce je sporadicky [17,18,19]. V syrech se vyskytuji nejcas-
t&j1 histamin, tyramin, putrescin, kadaverin, spermin, spermidin a tryptamin. ZvySeni jejich
obsahu je spojeno piedev§im se zracim procesem pii vyrobé syri, udava se az lg/kg
[17,20,21,22,23]. Celkovy obsah tyraminu, putrescinu, kadaverinu a histaminu by nem¢l
prekrocit v dané potraviné 900 mg/kg [22].
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2.1.1 Biogenni aminy v potravinach

Nejvyssi pripustné koncentrace biogennich aminil v potravinach jsou stanoveny ve vyhlas-
ce €. 298/1997 Sb., o potravinach a tabakovych vyrobcich, a to 200 mg/kg histaminu
v rybach a 20 mg/l histaminu v pivu a vinu. Tyramin mize byt v ¢erveném viné obsazen
v koncentraci 50 mg/l, v zakladnich surovindch v mnozstvi 100 mg/kg a v syrech v mnoz-
stvi 200 mg/kg. V dostupné literatuie se pro vétSinu potravin uvadi limitni mnozstvi

v rozpéti od 100 do 800 mg/kg [16,27,24].

Voda tvoti az 80 % vahy Zivé bakteridlni buiiky, je zakladni slozkou Zivé hmoty. MnoZstvi
dostupnosti vody charakterizuje vodni aktivita a,, kterd je dana podilem tlaku vodni pary
nad roztokem ku tlaku vodni pary nad ¢istou vodou. Vodni aktivita Cisté vody se rovna 1.
[24,25]. 'V mikrobiologii urCuje a, vjakém mnozstvi a jestli vibec mulze dojit
k pomnozeni mikroorganismt v potravinach [24,26]. Riist patogennich organismu je nej-
Cast&ji inhibovan pii a,, mensi jak 0,9. Mezi a,, a produkci biogennich aminti prokazal Kii-
zek a Kalac (1998) pozitivni vztah [16]. Vysoké hodnoty vodni aktivity podporuji dekar-

boxylazovou aktivitu a produkei biogennich amint [24].

2.1.1.1 Biogenni aminy v mléce

Mnozstvi biogennich aminti v surovém mléce je nizké, obvykle pod 1 mg/kg. Nejéastéji je
pritomen histamin a tyramin. Koncentrace histaminu v surovém mléce se pohybuji kolem

0,3 mg/kg [28,24].

2.1.1.2 Biogenni aminy v syrech

V nizsich koncentracich byly biogenni aminy zaznamenany v Siroké Skale syrt [29,30].
Nejdilezitéjsi biogenni aminy vyskytujici se v syrech jsou tyramin, histamin, putrescin,
kadaverin, tyramin a fenylethylamin [29,31]. Béhem zréni je kasein pomalu degradovéan
proteolytickymi enzymy, coz vede ke zvySeni obsahu volnych aminokyselin [29,32], které
mohou byt nasledné€ vystaveny dalsi rozkladné reakci katalyzované ptisluSnymi bakterial-

nimi dekarboxylazami za vzniku CO, a biogenniho aminu [29].

Ke vzniku toxického mnozstvi biogennich aminti v syrech vede proces proteolyzy, kterého
se ucastni nativni protedzy z mléka, proteazy zakysovych kultur, syfidlové enzymy a pro-
tedzy kontaminujici mikroflory. Proteolyza je dilezitym pochodem ovliviiujicim kvalitu

kone¢ného produktu [17].
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Dulezitymi aspekty pro tvorbu biogennich amind v syrech jsou mnozstvi pfitomnych ami-
nokyselin a peptidi v mléce, pfitomnost bakterii schopnych dekarboxylace, pH mléka,
koncentrace soli, aktivita vody, pouzita technologie, doba zrani a skladovani, mnozstvi

mikroorganismil a pfitomnost kofaktorti (pyridoxal-5-fosfatu) [17].

Nejvyssi koncentrace histaminu v tavenych syrech byla stanovena na mnozstvi 105 mg/kg,
tyraminu od 13 do 172 mg/kg, kadaverinu 95 mg/kg, putrescinu 77 mg/kg [24].

V tavenych syrech je koncentrace biogennich aminii oproti tvrdym syriim nizsi [24].

2.2 Chemicko — fyzikalni faktory ovliviiujici riist mikroorganismii
s dekarboxylazovou aktivitou

WV

patii aktivita vody, teplota, pH, dostupnost substratu, koncentrace soli, ptistup kysliku, ale
také doba zréni a skladovani, hygienické postupy, startovaci kultury ¢i tepelné oSetfeni

mléka [24].

Hulova (2013) zjistila, ze dekarboxylazova aktivita a tedy i mozna tvorba biogennich ami-
nt je ovlivnéna predevsim teplotou a dobou kultivace. Se vzristajici teplotou a dobou kul-
nana pii teplot€ 30 a 37 °C, naopak pfi teploté 6 °C nebyla zjisténa dekarboxylazova akti-

vita u zddného kmenu z testovanych izolatt [24].

2.2.1 Teplota

RUzné skupiny mikroorganisml maji odliSné naroky na teplotu prostifedi. Optimalni teplota
zajiStuje mikroorganismim podminky pro rozmnoZovani a spravny chod metabolismu.
Mimo to ma teplota také vyrazny vliv na vznik biogennich aminii. Obsah biogennich ami-
nl je pfimo zavisly na teploté a vzrista 1 s dobou skladovani. Dekarboxyla¢ni ¢innost or-
ganismu a vys$i produkce BA se zvySuje s rostouci teplotou [24]. Histamin se pii 20 °C
tvoii fadoveé vice nez pii 5 °C a syr skladovany pfi 21 °C po roce zrani obsahuje tiikrat
vice histaminu nez syr skladovany po stejnou dobu pii teploté 9 °C [24]. Dale byl pozoro-
vany vliv teploty (10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 °C) na produkci BA u Escherichia coli. Pt
vSech uvedenych teplotach produkovala E. coli kadaverin a putrescin. Hned po deviti ho-
dinéch zacala E. coli produkovat kadaverin. Maximalni produkce kadaverinu bylo dosaze-

no po 45 hodinach pfi teploté rastu 10 °C. Pii teploté 37 °C, coZ je optimalni teplota pro
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rust E. coli, zacala produkovat putrescin po deseti hodindch. Maximalni produkce putresci-

nu byla pak zaznamenéna pti 70 °C po 70 hodinach [24].

Nekteré dekarboxyldzy mohou piezit i podminky pasterace, disledkem toho pak enzymy
pusobi dale. Histamin je termostabilni a dokaze ho znicit az zahtati na 116 °C po dobu

90 minut, naopak koncentrace sperminu béhem tepelného zpracovani klesa [24].

222 pH

Gardini (2001) uvadi, Zze pH je dtlezitym faktorem pro rtst mikroorganismu [24,38]. Vel-
ké vykyvy pH ovliviiuji nejen metabolismus organismt, ale mize také dojit k usmrceni
bunky. Pfi¢inou je poskozeni cytoplazmatické membrany, inhibice enzyml a inhibice
transportnich bilkovin [24,25]. Minimalni hodnota pH pro spravny rast je od 4,4 do 4,6.
Vici niz§im hodnotdm pH jsou citlivéjsi hlavné patogenni bakterie. Bakterie mlééného
kvaSeni snaseji nejlépe pH v rozmezi 5,5 — 6 a kvasinkam a plisnim nejvice vyhovuje pH

od 8 do 9 [24].

Optimalni hodnota pH pro dekarboxylaci aminokyselin je v rozmezi od 2,5 do 6,5. Kyse-
lej$i prostiedi inhibuje bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae, naopak bakterie mlééného kva-

Seni, plisn¢ a kvasinky jsou schopné riistu i pii niz§ich hodnotach pH [24].

2.2.3 Dostupnost substratu

Pritomnost cukrt, které mikroorganismy mohou vyuzivat pro svij rust, je také dulezitym
faktorem. Nejoptimalnéj$i koncentraci glukozy uvadi Silla-Santos (1996) v rozmezi

0,5 a2 2 % [24,36].

2.2.4 Koncentrace soli

Obecné koncentrace soli inhibuje produkei biogennich amint. Nicméné Komprda (2005)
uvadi, ze obsah histaminu a tyraminu se v pfitomnosti chloridu sodného zvysuje [22,24].
Koncentrace NaCl do 2,2 % vyrazné€ ovliviiuje rychlost nariistu tyraminu produkovaného
E. faecium, nicméné u E. faecalis byla zaznamenéna klesajici rychlost narlistu tyraminu
[15,24]. Schopnost Lactobacillus buchneri tvotit histamin byla ¢astecné inhibovana pfi
koncentraci NaCl 3,5 % a pti koncentraci 5 % se produkce histaminu zcela zastavila. Grei-
fova (2003) potvrdila, Ze vyssi koncentrace soli pfispiva ke sniZzeni schopnosti mikroorga-

nismu produkovat histamin [24].
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2.3 Prehled mikroorganismu s dekarboxyliazovou aktivitou

V mléce a mlécnych vyrobcich se nejcastéji vyskytuji bakterie rodu Bacillus, Clostridium,
Citrobacter, Escherichia, Klebsiella, Micrococcus, Photobacterium, Proteus, Pseudomo-
nas, Salmonella, Staphylococcus, Shigella a nékteré bakterie mlééného kvasSeni Lactobacil-
lus, Pediococcus a Streptococcus. Tyto bakterie mohou produkovat enzymy dekarboxylazy
a podilet se tak na vzniku biogennich amint [33,24]. Produkce biogennich amint je vlast-
nost specificka pro urcité kmeny nikoliv pro dany druh [34,24]. Obsah biogennich aminti
v konkrétnim druhu potraviny kolisa v Sirokém rozpéti nejenom mezi vyrobci, ale také

mezi jednotlivymi Sarzemi stejného vyrobce [27,68].
2.3.1 Nezadouci bakterialni zastupci

2.3.1.1 Celed’ Enterobacteriaceae

Do této celedi patii gramnegativni ty¢inky, jednd se o fakultativné anaerobni mikroby
s teplotnim optimem rtstu okolo 37 °C. Na oxiddzovy test jsou negativni a redukuji dusic-
nany na dusitany. Radi se zde napt. Salmonella sp., Shigella sp., Klebsiella, Enterobacter

a Citrobacter vykazujici schopnost vazat molekularni dusik [35,24].

K bakteriim, které dekarboxyluji aminokyseliny a tvofi tak biogenni aminy patii Entero-
bacter, Escherichia, Citrobacter, Hafnia, Klebsiella, Leclercia, Pantoea, Plesiomonas,
Proteus, Serratia [36,24,10]. Tyto druhy jsou spojovany s tvorbou kadaverinu a putrescinu
[37,24]. ZvySené hladiny putrescinu byly zaznamenany u syri vyrabénych
z nepasterované¢ho mléka jako disledek kontaminace bakteriemi Celedi Enterobacteriaceae

[38,24].

2.3.1.2 Celed’ Bacillaceae

NejrozsitengjSim zastupcem je rod Bacillus, ktery zahrnuje grampozitivni, fakultativné
anaerobni, pohyblivé ty€inky s teplotnim optimem pro riist kolem 37 °C [39,24]. Sporulace
probihd pouze za pfitomnosti kysliku, protoze dilezitou energii ke sporulaci ziskavaji bak-

terie oxidaci lipidl z cytoplazmy [40,24].

Mezofilni Bacillus cereus je nenaroc¢nd, fakultativné anaerobni bakterie snéasejici teplotni
rozmezi od 8 °C az po 55 °C [40,24]. Na katalazovy test je Bacillus cereus pozitivni, ale je
oxidaza negativni [39,24]. U kmenu Bacillus licheniformis byla prokézana dekarboxylazo-

va aktivita pro tyrosin, tryptofan, fenylalanin a ornitin [24].
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Dal$im vyznamnym rodem ftadicim se k ¢eledi Bacillaceae je rod Clostridium, ktery je
zastoupeny grampozitivnimi ty¢inkami. Bylo zji$téno, Ze bakterie izolovana z ryb (Clostri-

dium perfringens), produkuje histamin [10,24].

2.3.1.3 Celed’ Pseudomonadaceae

Rod Pseudomonas zahrnuje gramnegativni, aerobni ty¢inky. Bakterie rodu Pseudomonas
jsou kataldza i oxidaza pozitivni. Optimalni teplota rustu je 25 — 30 °C. U bakterii Pseu-

domonas spp. byla zaznamenana produkce putrescinu [10,24].

2.3.1.4 Celed’ Staphylococcaceae

Rod Staphylococcus zahrnuje grampozitivni, fakultativné anaerobni nepohyblivé koky.
Optimalni teplota ristu je 30 — 37 °C. Hlavnim zéastupcem stafylokokt je Staphylococcus
aureus, ktery produkuje fadu enzymu a toxinli. Mezi potraviny, které mohou zpisobovat
stafylokokovou otravu, fadime 1 mléko a mlé¢né vyrobky. U Staphylococcus spp. byl iden-

tifikovan histamin, jako biogenni amin vznikly pii dekarboxylaci aminokyselin [36,24].

2.3.2 Bakterie mlééného kvasSeni

Do této skupiny fadime 13 rodl bakterii, a to Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus,
Lactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Paralactobacillus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weisella [41,24]. Jedna se o grampozitivni
bakterie, jejichz spole¢nym znakem je tvorba kyseliny mlécné z fermentovanych sachari-
di. Enterokoky maji schopnost dekarboxylovat aminokyseliny na biogenni aminy [42,24].

Laktobacily produkuji histamin, putrescin a tyramin [43,24].

2.3.2.1 Celed’ Lactobacillaceae

Do této Celedi patti fakultativné anaerobni nepohyblivé ty¢inkovité bakterie mlééného kva-
Seni. [42,24]. Jsou katalaza negativni [44,24]. U bakterii Lactobacillus acidophilus a Lac-
tobacillus helveticus byla zjiSténa pifitomnost enzymu histidindekarboxyldzy a tvorba bio-

genniho aminu histaminu [10,24].

2.3.2.2 Celed’ Streptococcaceae

Nejvyznamngj$im zastupcem je rod Lactococcus, grampozitivni, fakultativné anaerobni
bakterie s optimalni teplotou rustu kolem 30 °C. Bézné€ se vyskytuji v €istych mlékaren-

skych kulturach pti vyrobé smetany, masla, kysaného mléka, tvarohti a syrt [42,24]. N¢&-
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které kmeny produkuji leucin, aminokyselinu, ze které vznika 3-methylbutanal. Tato aro-
maticka latka zajistuje sladkou chut’ v mléénych produktech [44,42,24]. Do této celedi
dale fadime rod Streptococcus. Streptococcus salivarius ssp. thermophilus se bézné pouzi-
va v zakysovych kulturach pro vyrobu jogurtt, kysaného mléka a mnoha druht syri. Nej-
vhodnéjsim prostiedim pro jeho rast je mléko. Streptococcus thermophilus produkuje ty-

ramin [45,24].

2.3.2.3 Celed’ Enterococcaceae

Zastupci Celedi Enterococcaceae jsou grampozitivni, fakultativné anaerobni koky [46,24].
Vyznam maji pii zrani syrd, kdy tvofi jejich aroma, diky rozkladu kyseliny citronové
na diacetyl a dalsi latky [15,46,24]. Enterokoky produkuji zejména 2-fenylethylamin
[47,24]. U E. faecalis byla prokazana produkce tyraminu. Nékteré druhy enterokokii vyka-
zuji lysindekarboxylazovou, histidindekarboxyldzovou a ornitindekarboxyldzovou aktivitu
[36,42,24]. E. durans je nejbéznéjSim enterokokem vyskytujicim se v mléce, fadi se mezi
mikroorganismy, které dokazou odolavat pasteraci. Muze rist i béhem zrani syru, coz vede

k akumulaci tyraminu [48,24].
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3 TECHNOLOGIE ZPRACOVANI MLEKA

3.1 Mléko — vychozi surovina pro mlékarensky priumysl

Miéko je bila koloidni suspenze, ktera je sekretovana mlécnou zlazou savci. Predpoklada
se, ze dnesni druh Clovéka zacal konzumovat mléko jinych druhti savcii az po domestiko-
vani hlavnich druhii hospodaiskych zvirat. Prvotné byly domestikované ovce a kozy, poz-
déji 1hovézi dobytek, ktery se stal hlavnim producentem mléka pro clovéka.

V soucasnosti predstavuje kravské mléko vic jako 85 % celosvétové spotieby mléka [5].

Hlavni slozkou mléka je voda, kterd tvoti kvantitativné dominantni ¢ast. Déle mléko obsa-

huje vic jako sto druhil proteinil, které miizeme rozdélit do tii skupin:

- kaseiny s obsahem 72 % v mléce,
- syrovatkové proteiny s koncentraci 17 — 20 %,

- neproteinovou dusikovou frakci s obsahem 5 % v mléce [5].

Dalsi slozkou mléka je mléény tuk, ktery se sklada z vice jak 400 mastnych kyselin. Jejich
vzajemnou kombinaci potom vznikaji tisice triacylglycerolii a komplexnich lipidi. VétSina
druhti savct produkuje mléko s laktdzou, kterd je zastupcem mléénych cukrii. Mezi slozky

pfitomné v mléce dale fadime glykoproteiny, glykolipidy a oligosacharidy [5].

V nizkych nebo stopovych koncentracich obsahuje mléko asi 30 anorganickych prvkda.
Tyto prvky jsou dilezité kvili své vyzivné hodnoté, stabilité¢ mléka a efektivité béhem jeho
technologické vyroby. DalS$imi sloZzkami obsaZenymi jeSté v niZzSich koncentracich jsou
mineralni latky, vitaminy, enzymy, specifické krevni proteiny a dalsi latky produkované
mlécnou zlazou. Tyto slozky jsou obsazené v mléku vSech druhi savet, avsak v rozdilnych

koncentracich [5].

Vsechny tyto slozky, jejich struktura a vlastnosti podstatné ovliviiuji vlastnosti mléka
a také vyznamné pisobi na technologické procesy béhem jeho vyroby. Fyzikalnimi a che-
mickymi metodami lze jednotlivé slozky v mléce separovat a néasledné charakterizovat.
Pokud dojde k oddéleni kaseinovych micel a tukovych kuli¢ek, ziskdme mlécné sérum.
Tekutd cast mléka se nazyva mlécna plazma. Bilkoviny, laktéza, mléény tuk, vitaminy
a mineralni latky tvoii celkovou susinu. Mléko obsahuje slozky jako kasein, mlé¢ny tuk

a laktozu, které jsou specifické a v jinych biologickych tekutinach se nevyskytuji [5].
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Tab. 4: Slozeni mléka — charakter disperze slozek a jejich koncentrace v 1 litru mléka
[5,7,8]

1. Latky pritomné v koloidnim stavu:

kasein 22-32¢g
albuminy 52¢g
globuliny 0,8 ¢g

- enzymy -

1I. Latky pritomné v emulzi mléka:

Milécny tuk jako smés Vitaminy rozpustné v tucich
- triglyceridy 30-45¢ - vitamin A 0,1-0,5mg
- fosfatidy 03¢ - vitamin D 0,4 ug
- steriny 0,1g - vitamin E 1,0 mg
- glyceridy 0,15-022¢ - provitamin A 0,1-0,6 mg

1II. Latky v pravém roztoku:

Vitaminy rozpustné ve vodé Kationty
vitamin B; 0,4 mg Ca 1,25 g
vitamin B, 1,3 mg Mg, Na, K 2,1g
vitamin B 0,7 mg Anionty
vitamin B, 7,0 ug fosfore¢nany, fosfaty 53¢
vitamin C 20,0 mg Laktéza a dalsi cukry 47-48 ¢
1V. Voda: 87,3 %
V. Plyny: 0,12 ¢g
VI. Prvky kovii: stopové koncentrace

Mléko je pomémé dynamicky systém, jehoZ nestabilita je ddna pfitomnosti jednotlivych
slozek. Enzymy mohou v priibéhu proteolyzy, lipolyzy a oxida¢né-redukénich reakci mo-
difikovat jednotlivé slozky mléka. Zmény v rozpustnosti anorganickych soli a proteinti
zase zpusobuji zmény teplot a pH. Na sloZeni mléka plisobi také pfitomnost mikroorga-
nismi, které svym riistem ovlivituji pH nebo redox potencial [5]. Z primyslové zpracova-
vaného mléka se pouziva ptiblizn€ 40 % jako konzumni tekuté mléko, 35 % se zpracovava

pii vyrobé syrti a 10 % se pouzije na vyrobu susené¢ho mléka [5]. Mléko je v porovnani
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s jinymi potravinami pomérn¢ lehce technologicky zpracovatelné, proto existuje celd fada
riznych mléénych vyrobki, napt. pfi enzymatickém srazeni vznikajici rizné druhy syrt,
syrovatkové proteinové koncentraty a izolaty, syrovatkova suSina, laktoza a jeji derivaty;
pii kyselém srazeni vznikajici Cerstvé syry a dalsi syrové vyrobky; pii separaci centrifugaci
vznikajici smetana a maslo; pfi fermentaci vznikajici rdzné druhy fermentovanych mléc-
nych vyrobki jako jogurty a acidofilni mléka; dale zmrzliny, susené mléka, détské vyzivy

nebo kondenzované mléka [5].

3.2 Technologické pozadavky na kvalitu mléka

Hlavnim pozadavkem na kvalitu mléka jsou nizké celkové pocty mikroorganismu, nizky
pocet somatickych bunék, nepfitomnost inhibi¢nich latek, spravné sloZzeni mléka, nepfi-

tomnost nezddoucich mikroorganismt [5].
Pojem mléko zahrnuje:

- surové mléko pochazejici ze sekretu mlécné zlazy ziskaného nadojenim krav, ktery
nebyl zahtaty na teplotu vyssi nez 40 °C;

- mléko uréené na zpracovani, tekuté¢ nebo zmrazené mléko ziskané ze surového
mléka, které bylo fyzikaln€ oSetfené autorizovanym procesem jako je tepelné oSet-
feni nebo termizace;

- tepelné oSetfené konzumni mléko uréené na prodej kone¢nému spotiebiteli [5].

3.2.1 Mikrobiologické sloZeni surového mléka

Pii vyrob¢ tepelné oSetfeného konzumniho mléka musi surové kravské mléko spliiovat tyto

standardy:

- celkovy pocet mikroorganismu pii 30 °C mulze byt nejvic 100 000 v 1 ml, pficemz
stanoveni se provadi jako geometricky primér za posledni dva mésice pti odbéru
minimalné dvou vzorkt za mésic;

- pocet somatickych bunék miize byt nejvic 400 000 v 1 ml, pficemz stanoveni se
provadi jako geometricky primér za posledni tfi mésice pii odbéru minimalné jed-

noho vzorku za mésic [5].

Surové kravské mléko, které pfi zpracovani nepodléhd Zadné tepelné Upravé, miize mit

maximalni pocet Staphylococcus aureus v 1 ml 500 [5].
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3.2.2 Nezadouci mikrobiologicka kvalita surového mléka
Spatnou mikrobiologickou kvalitu mléka zptisobuji organismy, mezi které fadime:

- psychrotrofni mikroorganismy;

- termorezistentni mikroorganismy — mikrokoky, nékteré druhy streptokokt, entero-
koky, korynebakterie, acrobn¢ i anaerobné sporotvorné organismy;

- sporotvorné anaerobni bakterie — klostridie;

- sporotvorné aerobni bakterie;

- koliformni bakterie [5].
Kvalitu mléka lze zabezpecit zlepSenim mikrobiologické kvality za pouziti:

- tepelnych postuptl pfi oSetfeni mléka jako napf. termizace, pasterizace;
- dale mikrofiltraci (0¢innost redukce spor o vic jako 97 %), bakterofugaci (uc¢innost

redukce spor 90 az 95 %) nebo postupy s pouzitim vysokého hydrostatického tlaku
[5].

3.2.3 Podminky uchovavani mléka pred jeho zpracovanim

Kvalitu findlnich mléénych vyrobki urcuji podminky pfi skladovani a uchovavani surove-
ho mléka. Pokud jsou podminky poruseny, dochazi k mnoZeni psychrofilnich mikroorga-

nismi, které zplisobuji zhorSeni technologickych i senzorickych vlastnosti mléka [5].

Mléko, které mlékarna piijme, se musi do 4 hodin vychladit na teplotu maximalné 6 °C
a pii této teploté se uchovava az do doby tepelného oSetfeni. Pfed samotnym oSetfenim se
provadi kontrola stanoveni celkového po¢tu mikroorganismi. Pfi teploté 30 °C nesmi pie-
séhnout 300 000 v 1 ml mléka. Pokud ptesahne, nesmi se mléko dale vyuzivat k vyrobé

tepelné neosSettenych produktt [5].

3.3 Tepelna oSetieni mléka

Tepelné oSetfeni mléka je dualezité z hlediska zabezpe€eni zdravotni nezdvadnosti (piede-
v§im k inaktivaci patogennich mikroorganismi), deaktivace enzymu (nativnich, piipadné
syntetizovanych kontaminujici mikroflorou), prodlouzeni trvanlivosti mléka ¢i standardi-
zaci podminek pti vyrobé mléka. Nejpouzivanéjsi metodou tepelného oSetfeni mléka je
pasterizace. Pfi pasteraci se snizuje mikrobialni z4t€z surového mléka, v¢etné producentl
biogennich amint, nicméné bakteridlni spory nejsou devitalizovany. Mlé¢né produkty vy-

robené ze syrového mléka vykazuji podstatné vyssi hodnoty biogennich aminil nez vyrob-
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ky z pasterovaného mléka [5]. V syrech ze syrového mléka byla naméfena 30x vyssi kon-

centrace tyraminu nez v syrech z pasterovaného mléka [49].

O ucinku tepelného oSetfeni rozhoduje predevSim vychozi mnoZzstvi mikroorganismu
v mléce pred zahifevem. SniZzeni poCtu mikroorganismi tepelnym ohfevem je zalozeno

na denaturaci bilkovinnych ¢asti enzyma [50].

3.4 Kontaminace pri zpracovani mléka

Existuji tii zplisoby kontaminace: mikrobidlni, fyzikdlni a chemicka. K mikrobidlnimu
znecisténi  dochazi v  disledku  vyskytu bakterii jako napt. Campylobac-
ter, Listeria, Escherichia coli, Staphylococcus a Shigella, které mohou vniknout do hoto-
vych mléénych vyrobkl po pasterizaci prostiednictvim Spinavého vybaveni, dopravnich
vozikli nebo ze Spinavych rukou a bot zaméstnancl. Fyzikalni kontaminace je obvykle
zpusobena poskozenim oballl a nacini, do vyrobku se tak mohou dostat lomky plastu,
lepenky, kovli nebo skla. Chemickd kontaminace nejcastéji pochéazi z Cisticich a dezin-

fekénich prostedkd, které nebyly dokonale oplachnuty vodou [50].

3.5 Startovaci kultury pri zpracovani mléka

Startovaci kultury jsou pii vyrob&€ mlécnych produktl pouZivany k produkci kyseliny
mlécné v prib&hu fermentace. Enzymy startovacich kultur se také vyuZivaji ke zrani syri,
kdy se ucastni procesu proteolyzy a preménuji aminokyseliny na chutové latky [51]. Star-
tovaci kultury urcené k fermentaci je vhodné testovat na dekarboxylazovou aktivitu. Mik-
roorganismy s pozitivni dekarboxyldzovou aktivitou nejsou vhodné pro pouziti jako starto-
vacich kultur [22]. Dekarboxyldza pozitivni startovaci kultury pfispivaji ke zvySenym kon-
centracim biogennich aminG bud’ pfimou dekarboxylaci aminokyselin nebo nepiimo,

ovlivnénim pH, proteolyzou nebo zvySenim volnych aminokyselin [52].

Pouzitim nékterych startovacich kultur v technologii vyroby syri je mozné vyznamné sni-
zit koncentraci histaminu, putrescinu a kadaverinu. PouZitim Lactococcus lactis a Entero-
coccus faecalis dochazi k inhibici riistu mikroorganismi produkujicich histamin v syrech,

jakoz jsou Lactobacillus buchneri a Lactobacillus brevis [15,24].
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4 ODPADNI VODY Z MLEKARENSKEHO PRUMYSLU

4.1 Vodni zakon

Podle zakona €. 254/2001 Sb., zadkon o vodach; je ti€elem chranit povrchové a podzemni
vody, stanovit podminky pro hospodarné vyuzivani vodnich zdrojii a pro zachovani i zlep-
Seni jakosti povrchovych a podzemnich vod, vytvofit podminky pro snizovani nepftizni-
vych Uc¢inkl povodni a sucha a zajistit bezpecnost vodnich dé€l v souladu s pravem Evrop-
skych spoleéenstvi. Uéelem tohoto zakona je téZ prispivat k zajisténi zasobovani obyvatel-
stva pitnou vodou a k ochrané¢ vodnich ekosystém a na nich pfimo zavisejicich suchozem-

skych ekosystému [53].

4.2 Kbvalita a mnoZstvi odpadnich vod

Znecisténi splaski je zavislé na zpiisobu zivota obyvatel, Zivotni urovni a technické vyba-
venosti domécnosti 1 obce. Kvalita odpadnich vod se klasifikuje pomoci nékolika ukazate-
4. Organické znecisténi se hodnoti biochemickou spotiebou kysliku za 5 dni (BSKs5). Je to
rozdil obsahu kysliku ve vodé v mg/l v okamziku odebrani vzorku a za 5 dni. Cim bude
tato hodnota vyssi, tim je voda zne€isténéjsi organickymi latkami, protoZe se kyslik spo-
tteboval biochemickymi procesy samocisténi vody. BSKs je mirou obsahu organickych
latek téch biologicky rozloZitelnych oproti CHSK (chemické spotieba kysliku), kde se or-
ganické znecisténi stanovuje titraci chemickym oxidovadlem, a které¢ oxiduje 1 latky biolo-

gicky nerozlozitelné. Plati, Ze BSKs< CHSK [54,55].

V odpadnich splaskovych vodach jsou latky rozpusténé i nerozpusténé. Kvalita odpadnich
latek je pomérné stala, napt. u BSKs se pohybuje ptiblizn€ v rozmezi 50 — 70 g/osobu/den.
Koncentrace BSKs byva 150 — 400 mg/l . Nerozpusténych latek je asi 90 g/osobu/den.
V Ceské republice jde zhruba 95 % odpadni vody z domacnosti do &istiren odpadnich vod,

diky kterym muiZe byt piecisténa voda opét pouzita [54,55].

4.3 Odpadni vody z primyslu

Potravinaisky primysl produkuje velké mnozstvi odpadl, které zahrnuji objemné tuhé
odpady, plynné polutanty a odpadni vody. Nejvétsim problémem zasahujicim do Zivotniho
prostiedi jsou odpadni vody, které obsahuji vysoké koncentrace rozpustnych organickych
latek a suspendovanych pevnych latek. V mlékarenském primyslu se spotiebovava velké

mnozstvi vody, s ¢imz pfimo souvisi vznik velkého mnozstvi odpadnich vod. Vysoka spo-
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tteba vody v mlékarenstvi je dana predev§im udrzenim potiebné urovné hygieny a Cistoty.
Ptimétena spotieba vody, ¢ini piiblizné 1 az 5 1 vody na kg zpracovaného mléka. Pouzivaji
se ruzné technologické postupy, které v pribéhu zpracovani mléka a vyroby syri meéni
charakter a sloZzeni odpadni vody [54].

Charakteristika odpadd z nékterych potravinaiskych vyrob je uvedena v nasledujici tabul-
ce 5. V masném, rybim a dribezarském pramyslu je nejvétsim problémem zpracovani od-
padu s vysokym obsahem bilkoviny a tuku. Odpadni vody z potravinaistvi se zpracovanim

ovoce a zeleniny zase obsahuji velké mnoZzstvi suspendovanych pevnych latek [54].

Tab. 5: Charakteristika odpadl z potravinaiskych vyrob [56]

Parametry kontaminace [mg/1]

Odpad BSKs SL Bilkoviny Tuky
Miékarenstvi 1 000 -4 000 | 1000-2 000 6—82 30-100
Rybny prumysl 500 -2 500 100—-1800 | 300—1 800 100 — 800
Zpracovani ovoce 1200—-4200 | 2500—-6 700 - -
Masny pramysl 1 000—-6500 | 100-1 500 350-950 15 -600
Dribezatsky primysl 200 -1 500 75-1100 300 - 650 100 — 400
Zpracovani zeleniny 1 000—-6 800 | 100 —4 000 - -
Komunalni odpad 100 —300 100 — 500 150 — 530 0-40

Poznamka: BSKs = biologicka spotieba kysliku za 5 dni — obsah biologicky rozloZitelnych
organickych latek v odpadnich vodach; SL = celkovy obsah suspendovanych pevnych 1a-

tek v roztoku.

U necisténych odpadnich vod se pohybuje priméma hodnota BSK v rozmezi
od 0,8 do 2,5 kg BSK/t mléka. DalSimi kontaminanty v odpadni vod€ z mlékarenského
pramyslu jsou dusik, fosfor a chloridy. V téchto odpadnich vodach se z kontaminovanych

materiali a vyrobnich procesti objevuji také patogenni mikroorganismy [54,56].

Mezi vyznamné patogenni mikroorganismy, které zplsobuji, vazné infekéni onemocnéni
patii Vibrio cholerae, Salmonella typhi, Shigella spp., Campylobacter spp., E. coli, Legio-
nella spp., améby a dal$i prvoci [54].

Myci a oplachové vody z vyrobnich procesti tvoifi nejvétsi podil odpadnich vod. Béhem
provozu piejde do odpadnich vod az 1,5 % produktu (mléka), celkové ztraty mléka dosa-
huji az 4 %. K t€émto ztratdm dochazi pii ¢iSténi mléka, béhem provozu pii spousténi, vy-

pousténi, odstavovani nebo pii uplnych zménach provozu [54].
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Cilem prace s odpadnimi vodami v mlékarenském primyslu je odstranit pevné podily,
kontaminanty a vSechny patogeny, aby se mohla dale vyuzivat v provozu. Nejuc¢inngjsi je
podle dostupnych technologii v primyslu potravin kombinace fyzikalni separace a aerob-

niho ¢i anaerobniho biologického ¢isténi [54,58].

4.3.1 Odpady z produkce a zpracovani mléka

Pro hospodarné vyuziti vody v mlékéarenském primyslu by méla byt spotieba vody ptibliz-

né 3 litry na 1 litr mléka. Z ptijatého mléka odchéazi do odpadnich vod primérmé 1 %.
Pti zpracovani mléka vznikaji 3 typy odpadnich vod:

- syrovatka, ktera je tekutym odpadem pii vyrobé mlécnych produktd (Ize ji pouzit v
puvodnim stavu na piti nebo pro pfipravu napoji),

- chladici vody, které jsou neskodné a lze je recyklovat,

- myci a oplachové vody, které jsou velmi znecistény zbytky mléka a mléénymi vy-

robky [69].

4.4 Charakter odpadni vody

Charakter odpadnich vod z mlékarenstvi zavisi na priitoku vypousténé odpadni vody, ktery
béhem dne kolisa a na hodnoté pH, kterd je stejné jako pritok béhem dne proménliva. Po-
kud se pouziva kyselina dusi¢na nebo pokud ma surova voda vysoky obsah dusi¢nand,
muze byt v odpadnich vodach vysoka koncentrace dusiku. Bézné se k ¢isténi pti vyrobé
vyuziva kyselina fosfore¢nd, ktera ma za nasledek zvySeni obsahu fosforu v odpadnich

vodach [54,56].

4.4.1 Mikrobialni charakter a indikatorové bakterie

Podle koncepce indikatorovych organismii, jejichz vyskyt ve vodéach je odrazem mikrobio-
logické kvality vod, existuji 2 skupiny bézné stanovovanych indikatort: indikatory orga-

nického znecisténi a indikatory fekalniho znecisténi [59,60,61,62].

4.4.1.1 Indikatory organického znecisténi

Indikétory organického zneciSténi jsou organotrofni mikroorganismy, které zahrnuji bakte-
rie, kvasinky a plisn€. Tato skupina mikroorganismil je schopna rastu pii definované teplo-
té¢ na obohacenych neselektivnich piidach bez inhibi¢niho ucinku selektivnich cinidel.

Z hygienického hlediska se nejedna o zavazné mikroorganismy. Pfitomnost téchto orga-
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nismi ve vodach urcuje celkové mikrobidlni oziveni a odpovidd mife znecisténi vodniho
zdroje rozloZitelnymi organickymi latkami. Radime zde mikroorganismy rostouci na defi-
novanych neselektivnich ptdach pii 20 — 37 °C [59,62,63,64]. Nejcastéji se jedna o za-
stupce rodu Pseudomonas, Bacillus, Micrococcus, Flavobacterium a zastupce enterobakte-

rii a vibrii [59,65].
Dle ceské legislativy jsou rozdéleny do tii skupin [59,62]:

- Psychrofilni bakterie — organotrofni bakterie s ristovym optimem kolem 20 °C, kte-
ré vytvareji kolonie na neselektivnim zivném médiu (masopeptonovy agar) po in-
kubaci po dobu 3 dnii [CSN 75 7842].

- Mezofilni bakterie — organotrofni bakterie, které¢ maji optimum ristu na definova-
ném neselektivnim zivném médiu pfi teplot€¢ 37 °C a tvofi kolonie po 2 dnech
[CSN 75 7841].

- Kultivovatelné mikroorganismy — bakterie, kvasinky a plisn¢, které se mnozi nejlé-
pe pii teplote 22 °C a 36 °C a na definovaném kultivaénim médiu (tryptonovy agar

s kvasni¢nym extraktem) tvoii kolonie po 3 dnech [CSN EN ISO 6222].

4.4.1.2 Indikatory fekalniho znecisténi

Mikroorganismy, které fadime mezi indikatory fekalniho znecisténi, by mély spliovat na-
sledujici znaky: nepatogenitu, vysokou pocetnost v exkrementech teplokrevnych Zivoci-
chii, snadnou stanovitelnost, nemnozit se ve vod¢, pretrvavat ve vodé minimalné stejné
dlouhou dobu jako patogeny, byt rezistentni k dezinfek¢nim ¢inidlim a vliviim okolniho

prostfedi podobné jako stfevni patogeny [59,60].
Dle ceske legislativy jsou rozdéleny do ¢tyt skupin [59]:

- Koliformni bakterie — gramnegativni ty¢inky, které maji negativni cytochromoxida-
zovy test a za aerobnich podminek tvofi kolonie béhem 1 dne kultivace pti 36 °C
na selektivnim diferenciaénim médiu s laktézou za soucasné tvorby kyselin nebo
aldehydu [TNV 75 7837]. Do této skupiny patii bakterie rodu Escherichia, Citro-
bacter, Klebsiella a Enterobacter, Serratia, Hafnia a Rahnella [59].

- Termotolerantni koliformni bakterie — gramnegativni ty¢inky netvoftici spory, s ne-
gativnim cytochromoxiddzovym testem, které tvoii za aerobnich podminek kolonie

béhem 1 dne kultivace pti 44 °C na selektivnim diferenciaénim médiu s laktézou
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za soucasné tvorby kyselin nebo aldehydu [TNV 75 7835]. Do této skupiny patii
bakterie rodu Escherichia, Citrobacter, Klebsiella a Enterobacter [59].

- Intestinalni enterokoky — grampozitivni fakultativné anaerobni koky s negativni ka-
talazou, které rostou i pii zvysené teploté (45 °C), zvySené koncentraci soli (6,5 %)
a zluci (40 %) a vysokém pH (9,6) [59,64]. Jsou odolngjsi vici vysuseni a dezin-
fekci, ale ve vodach jsou citlivejsi viaci vliviim okolniho prostfedi nez koliformy
a malokdy se zde pomnozuji [59,67].

- Clostridium perfringens — grampozitivni, anaerobni bakterie. Pfitomné v travicim
traktu zivocicht, v ptidé€ ¢i odpadni vodé. Priikaz klostridii byva povazovan za indi-

kaci mozného vyskytu parazitickych prvoku a stfevnich vird [59].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem této diplomové prace byla izolace bakterii ze vzorkti odpadnich vod mlékarenského
pramyslu. U téchto izolovanych bakterii popsat morfologii, identifikovat bakterie pomoci
MALDI/TOF, provést screening dekarboxyldzové aktivity na kultivatnim médiu s jednot-
livymi aminokyselinami (argininem, fenylalaninem, histidinem, lysinem, ornitinem, trypto-
fanem, tyrosinem). Nasledn¢ pomoci metody HPLC — UV/Vis analyzovat jednotlivé bio-
genni aminy produkované témito bakteriemi. Odbér vzorkli odpadnich vod probihal
ve dvou ro¢nich obdobich, cilem této prace je také zjistit, jaky vliv ma teplota na piitom-
nost bakterii a kolik dusitant, dusi¢nand, fosfore¢nanti a proteini obsahuji vzorky odpadni

vody.
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6 POUZITY MATERIAL

6.1 Pristroje a pomicky

- Autoklav SANOclav, Robert Bosch

- Centrifuga ROTANTA 460 R, Schoeller

- Spektrofotometr Spekol 11, Carl Zeiss Jena

- Spektrofotometr Tecan Infinite M200 PRO, Schoeller

- Termostat, Biological Thermostat BT 120, Memmert

- Kombinovana ISE elektroda, pH Electrode SenTix 41D

- Odparka Digital Dry Bath NK 200-1B, Hangzhon Miu Instruments

- Dusikova bomba UN 1066, GA 221, Linde

- Tiepacka LT2, Verkon

- Chromatograficky systém Dionex HPLC UltiMate 3000, s detektorem Thermo-
FisherScientific, Waltham a s kolonou Agilent, Paolo Alto + software Clarity™ Li-
te a Chromeleon™ 6.8

-  MALDI/TOF MS Bruker Daltonik Biotyper Microflex

- Automatické pipety, Hirschmann Laborgerite

- Analytické vahy, Adventurer Pro type AV513 CM, Schoeller

- Vahy, Kern 440-45N

- Mikroskop, CX41 (Olympus)

- Vortex, Heidoplph REAX

- pH metr, pH Spear Waterproof, Double Junction

- OXItest, PLIVA-Lachema Diagnostika s.r.0.

- Mikrotitracni desticky, sklenéné zkumavky, Eppendorfovy zkumavky, umélohmot-

né klicky, umélohmotné hokejky, Petriho misky

6.2 Chemikalie

- Pro stanoveni dusi¢nanti: oktadekahydrat siranu hlinit¢ho (LachNer), dusi¢nan dra-
selny (LachNer).
- Pro stanoveni dusitant: sulfanilova kyselina (LachNer), hydrogensiran draselny

(EuroChem), dihydrochlorid N-(1-naftyl)-ethylendiamin (NED) (EuroChem).
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- Pro stanoveni fosfore¢nanti: dihydrogenfosfore¢nan draselny (LachNer), kyselina
sirovd (EuroChem), molybdenan amonny (Penta), vinan antimonylo-draselny (Pen-
ta), kyselina askorbova (Penta).

- Pro stanoveni proteinti: Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma Aldrich), kyselina
fosforecna (Penta), Bovine Serum Albumine (Sigma Aldrich).

- Pro piipravu zivnych pid: masopeptonova zivna puda (MPA), M.R.S. Zivna pida,
M17 zivnd puda, zivnd puda Brain Heart Infusion (BHI), Endova Zivna puida
(ENDO), Sabouradova zivna piida (SAB) a Slanetz-Bartleyho zZivna puda (SB)
(HiMedia).

- Pro pfipravu masopeptonového bujonu = MPB: masovy vytazek (HiMedia), pepton
(HiMedia), chlorid sodny = NaCl (LachNer).

- Pro ptipravu bujonu ke stanoveni dekarboxyldzové aktivity: masovy vytazek (Hi-
Media), pepton (HiMedia), Yeast extrakt (HiMedia), bromkresolpurpur
0,2% v 50% alkoholu (Sigma Aldrich).

- Pro Gramovo barveni: krystalova violet' (HiMedia), jod (LachNer), jodid draselny
(LachNer), ethanol (LachNer), safranin (HiMedia).

- Pro stanoveni BA pomoci HPLC: dansylchlorid (Sigma Aldrich), aceton (Honey-
well), prolin (Merck), heptan (Honeywell) a acetonitril (Sigma Aldrich).

- Ostatni pouzité chemikalie: peroxid vodiku (LachNer), glycerol a aminokyseliny:

Arginin, Histidin, Fenylalanin, Lysin, Ornitin, Tyrosin a Tryptofan (HiMedia).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41

7 ODBER VZORKU

Celkem bylo odebrano 10 vzorka odpadnich vod mlékarenského primyslu (z rtiznych casti
provozu, viz kapitola 7.1), ze kterych byly nasledné izolovany jednotlivé bakterie. Odbér
vzorkl do sterilnich vzorkovnic byl proveden 13. ¢ervence 2017 (letni odbér) a 15. listo-
padu 2017 (podzimni odbér). Vzorky byly po odbéru ponechény v chladnicce pii 5 °C

a béhem nasledujicich tfi dna zpracovany.

7.1 Charakter odebiranych vzorkii odpadni vody

Vzorky odpadni vody byly odebrany z mlékéarny sidlici ve Zlinském kraji. Mlékarna
v soucasné¢ dobé vyrabi predevSim cCerstvé syry, krémové tvarohové syry, terminované
smetanové syry, polotvrdé syry typu eidam a gouda a v doplinkovém programu také roztira-
telné tavené syry. Denni piijem mléka pro vyrobu syrovych specialit je cca 25 000 litrd
[70].

7.1.1 Letni odbér

Dne 13. ¢ervence 2017 bylo odebrano celkem 5 vzorkd odpadni vody. Vzorek A z opla-
chové vody v tavirné. Vzorek B z oplachové vody formicek pro vyrobu Cerstvych syrt
(tepld voda). Vzorek C z oplachové vody u krémovych syrt typu Zervé. Vzorek D byl ode-

bran z venkovniho kanalu a vzorek E ze syrarny (tzv. syrovatka).

Jak je patrné z grafu (Obr. 6), tyden pted odbérem panovaly vysoké denni teploty,
ato v priméru od 25 do 34 °C.
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7.1.2 Podzimni odbér

Dne 15. listopadu 2017 bylo odebréano, stejné jako v letnim odbéru, celkem 5 vzorkl od-
padni vody. Vzorek F z oplachové vody specialit (tavené a terminované syry). Vzorek G
z oplachové vody formicek pro vyrobu Cerstvych syra (tepla voda). Vzorek H z oplachové
vody u krémovych syrt typu zervé. Vzorek I byl odebran z venkovniho kanalu a vzorek J

z oplachové vody z vyroby tvarohu.

Druhy odbér se uskutecnil pifedevSim zdavodu srovnani mikrobidlniho oziveni
v odpadnich vodach pii vysSich a nizSich dennich teplotdch. Na rozdil od vysokych teplot,
které panovaly v ¢ervenci 2017, se v listopadu 2017 pohybovaly teploty tyden pied odbe¢-
rem v rozmezi od 2 °C do 14 °C (Obr. 7).

Kromériz 2017-11-01 - 2017-11-15
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8 PRACOVNI POSTUPY

8.1 Spektrofotometrické stanoveni dusitani

8.1.1 Princip

Dusitany pfitomné ve vzorku reaguji s kyselinou sulfanilovou za vzniku diazoniové soli.
Ta je nasledn¢ kopulovéana s N-(1-naftyl)-ethylendiaminem (NED) za vzniku ¢ervené zbar-
veného produktu vhodného k fotometrickému stanoveni. Intenzita vzniklého zbarveni

je tmérna koncentraci dusitant ve vzorku [73].

8.1.2 Pouzité roztoky a kalibrace

Diazotacni roztok: Do 250ml odmérné baniky bylo ptfevedeno 0,865 g sulfanilové kyseliny,

6,8 g hydrogensiranu draselného a barika byla doplnéna po rysku destilovanou vodou.

Kopulacni roztok: Do 100ml odmérné banky bylo pfevedeno 0,040 g dihydrochloridu/NV-
(1-naftyl)-ethylendiaminu (NED) a barika byla doplnéna po rysku destilovanou vodou.

Zasobni roztok dusitanii o koncentraci ¢ = 800 mg/l: Do 100ml odmérné banky pfevedeno

0,08 g KNO; a batika byla doplnéna po rysku destilovanou vodou.

Pracovni roztok dusitanii o koncentraci ¢ = 8 mg/l: Pracovni roztok byl pfipraven ze za-
sobniho roztoku o koncentraci dusitanii ¢ = 800 mg/l. Byl odpipetovan 1 ml zasobniho
roztoku dusitanli o ¢ = 800 mg/l do 100ml odmérné banky a tato byla doplnéna po rysku

destilovanou vodou.

Byla vytvoiena kalibra¢ni fada standardti dusitand o koncentraci 0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 mg/1

dle tabulky 6.

Tab. 6: Pfiprava kalibra¢nich standarda pro stanoveni dusitanti

Standard Veracrozroku [ml] | Voo [ml] Cstandu.[Mg/1]
1 0 50 0
2 1,25 48,75 0,2
3 2,5 47,5 04
4 3,75 46,25 0,6
5 5 45 0,8
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8.1.3 Priprava reakéni smési

Do 25ml odmérné baiiky bylo nadavkovano bud’ 15 ml ptislusného standardu (0, 0,2, 0,4,
0,6 a 0,8 mg/l) pro kalibraci nebo 15 ml vzorku odpadni vody pro konkrétni stanoveni
a bylo ptfidano 1,5 ml diazota¢niho roztoku. Banka byla promichana a nechala se 10 minut
stat. Poté bylo ptidano 1,5 ml kopula¢niho roztoku, promichdno a 20 minut se nechaly roz-
toky dovybarvit. Po 20ti minutach byla baiika doplnéna po rysku destilovanou vodou. Ab-

sorbance byla méfena na spektrofotometru pii 550 nm.
8.2 Potenciometrické stanoveni dusi¢nanu

8.2.1 Princip

Pro stanoveni koncentrace dusi¢nani ve vodnych roztocich se pouzivd jednoducha, ale
pfesnd metoda s vyuzitim potenciometrického méfeni s kombinovanou dusi¢nanovou ion-
tove selektivni elektrodou (ISE). Ke kvantitativni stanoveni je mozné vyuzit metodu kalib-

racni zavislosti: U = f(pX), kde pX = -log ¢(NO3) [74].

8.2.2 Pouzité roztoky a kalibrace
Vyluhovaci roztok: 10 g/1 Al,(SO4)3.18H,0

Kalibracni roztok KNO; o koncentraci ¢ = 1.107 mol/l: Do 50ml odmérné baiiky bylo pie-
vedeno 0,0506 g KNO3 a doplnéno po rysku vyluhovacim roztokem.

Kalibracni roztok KNOj3 o koncentraci ¢ = 1.1 07 mol/l: Z kalibra¢niho roztoku o koncent-
raci ¢ = 1.10” mol/I bylo odebrano 5 ml do 50ml odmérné baiiky a doplnéno po rysku vy-

luhovacim roztokem.

Nasledujicim zpiisobem byl p¥ipraven kalibraéni roztok o koncentraci 1.10™* mol/l a kalib-
raéni roztok o koncentraci 1.10” mol/l — vzdy bylo odpipetovano 5 ml z ptedchazejiciho
kalibra¢niho roztoku do 50ml odmérné batiky a doplnéno po rysku vyluhovacim roztokem.
Kalibraéni roztoky byly méfeny pomoci kombinované dusi¢énanové elektrody ISE, kdy
bylo zaznamenavano elektromotorické napéti ¢lanku. Elektroda byla vzdy fadné oplachnu-

ta destilovanou vodou.
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8.3 Spektrofotometrické stanoveni fosforecnani

8.3.1 Princip

Fosforecnany reaguji v prostiedi kyseliny sirové v pfitomnosti antimonitych iont
s molybdenanem amonnym za vzniku kyseliny molybdatofosforecné. Nasledné ptechazi

zluty komplex redukei kyselinou askorbovou na roztok fosfomolybdenanové modti [75].

8.3.2 Pouzité roztoky a kalibrace

Zasobni roztok KH>PO, 0 koncentraci ¢ = 500 mg/l: Do 100ml odmérné barniky bylo pte-

vedeno 0,05 g KH,PO4 a doplnéno po rysku destilovanou vodou.

Pracovni roztok KH>POy 0 koncentraci ¢ = 25 mg/l: Ze zasobniho roztoku dihydrogenfos-
forecnanu draselného bylo odpipetovano 5 ml do 100ml odmérné baiiky a doplnéno po

rysku destilovanou vodou.

Smésny roztok: 75 ml kyseliny sirové o ¢ =9 mol/l + 25 ml roztoku molybdenanu amonné-
ho (3,25 g molybdenanu amonného rozpusténého ve 25 ml vody) + 25 ml roztoku vinanu-

antimonylo-draselného (0,0875 g vinanuantimonylo-draselného ve 25 ml vody)

10% roztok kyseliny askorbové: 10 g kyseliny askorbové rozpusténé ve 100ml baiice a do-

plnéno po rysku vodou.

Byla vytvorena kalibra¢ni fada standardti fosfore¢nanti o koncentraci 0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8

a 1 mg/1 dle tabulky 7.

Tab. 7: Pfiprava kalibra¢nich standarda pro stanoveni fosfore¢nanti

Standard Vprac.rozroku [ml] V2o [ml] Cstandu [ME/1]
1 0 50 0
2 0,4 49,6 0,2
3 0,8 49,2 0,4
4 1,2 48,8 0,6
5 1,6 48,4 0,8
6 2 48 1
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8.3.3 Priprava reakéni smési

Pro kalibraci: 40 ml standardu + 1 ml 10% kyseliny askorbové + 2 ml smésného roztoku —
do 50ml odmérné barnky, doplnéno po rysku destilovanou vodou a ponechano 15 minut

stat.

Pro vzorky: 40 ml vzorku + 1 ml 10% kyseliny askorbové + 2 ml smésného roztoku —
do 50ml odmérné banky, doplnéno po rysku destilovanou vodou a ponechano 15 minut

stat. Absorbance byla méfena na spektrofotometru pii 698 nm.

V nékterych vzorcich byla koncentrace fosfore¢nanli vyrazné vyssi, nez byl nejvyssi bod
kalibrace. Z tohoto diivodu bylo potieba vzorky vhodné natedit. Korekéni faktory fedéni
byly ve finéle nasledujici: vzorek B (800), vzorek C (400), vzorek D (40), vzorek E (2400),
vzorek F (40), vzorek I (40) a vzorek J (80).

8.4 Stanoveni proteinii dle Bradfordové

8.4.1 Princip

Metoda je zaloZend na interakci proteinit s Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB)
v kyselém prostiedi. Pii navazani CBB na protein se méni barva roztoku z ¢erveno-hnédé
na modrou, za zménu barvy jsou zodpovédné pievazné nékteré bazické aminokyseliny
v polypeptidovém fetézci — jde o lysin, arginin a histidin. Dochdzi k posunu absorpcniho
maxima ze 465 nm na 610 nm, pficemZ nejvyssi rozdil absorpénich maxim jednotlivych
forem CBB je pfi 595 nm (ideélni vlnova délka pro méteni). Volné AMK, peptidy a niz-
komolekularni proteiny s CBB neinteraguji [76].

8.4.2 Pouzité roztoky a kalibrace

Bradfordovo cinidlo: 10 mg Coomassie Brilliant Blue bylo rozpusténo v 5 ml ethanolu,
bylo pfidano 10 ml koncentrované kyseliny fosfore¢né a doplnéno do 100 ml destilovanou

vodou.

Standard — zdsobni roztok: 150 mg Bovine Serum Albumine (BSA) bylo rozpusténo

v 10 ml destilované vody (koncentrace 15 mg/ml).

Pracovni roztok o koncentraci 1,5 mg/ml: Byl odpipetovan 1 ml zasobniho roztoku

do 10ml odmérné baiiky a po rysku doplnéno destilovanou vodou.
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Do Eppendorfovych zkumavek bylo pfipraveno 8§ kalibrac¢nich standardi (2x vedle sebe)
dle tabulky 8.

Tab. 8: Piiprava kalibra¢nich standardl pro stanoveni proteint dle Bradfordové

Standard Vprac.rozroku [11] Voo [p] Cstandu[Hg/MI] | Cinalni[ pg/ml]

1 0 100 0 0

2 2,09 97,9 31,25 3,125

3 4,17 95,83 62,5 6,25

4 8,33 91,67 125 12,5

5 16,67 83,33 250 25

6 33,33 66,67 500 50

7 66,67 33,33 1000 100

8 100 0 1500 150

Do mikrotitraéni desticky bylo z Eppendorfovych zkumavek pipetovano 20 pul ptislusnych
standardil (standard 1-8) nebo vzorki (vzorek A-J, negativni kontrola, pozitivni kontrola),

vSe bylo ptipraveno v tripletu.

Do kazd¢ jamky ke kazdému standardu a vzorku bylo ptidano 180 pl Bradfordova ¢inidla.
Inkubace pfi pokojové teploté trvala 5 minut. Absorbance byla méfena pti vlnové délce

595 nm.
8.5 Mikrobiologické zpracovani vzorka odpadni vody

8.5.1 Priprava Zivnych pid

Celkem bylo do Petriho misek ptipraveno 7 typl pevnych Zivnych ptd. Jako univerzalni
rustové médium byl pouzit masopeptonovy agar (MPA). Pro zjisténi pfitomnosti bakterii
rodu Lactobacillus byla pouzita diagnostickd piada M.R.S. (MRS). Pouziti diagnostické
pudy M17 bylo zvoleno pro detekci mlécnych streptokokii a pouziti diagnostické ptdy
BHI pro stanoveni patogennich kokl. Pro detekci enterobakterii byl zvolen Endiv agar
(ENDO), pro detekci kvasinek a plisni Sabouraudiiv agar (SAB) a pro detekci enterokokt
zivna puda Slanetz-Bartley (SB).

8.5.2 Kultivace

U vzorkll A, B, F a G bylo naockovano vzdy po 1000 pl vzorku na vSech 7 typt pud
auvzorku C, D, E, H, I aJ bylo naockovano vzdy po 100 ul vzorku na vSech 7 typt pud.

Vzorky byly ockovany nefedéné, dale pak v fedénich 107, 102 107, 10, 10° a 10°.
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Kultivace probihala 48 hodin pti 30 °C u zivnych pid MPA, MRS, M17, BHI, ENDO
a SB. U zivné pudy SAB probihala kultivace taktéz 48 hodin, ale pii teploté 25 °C.

8.6 Charakteristika izolovanych bakterialnich kolonii

8.6.1 Makroskopicka charakteristika bakterialnich kolonii

Na zivnych ptidach byly charakterizovany makroskopické morfologické znaky kolonii
(Obr. 8), které jsou patrné okem. Mezi tyto znaky fadime barvu, velikost, tvar, okraj a pro-

fil kolonii.

TVAR

okrouhly nepravidelny vildknity rhizoidni

PROFIL
vyvyseny  vypoukly plochy  bradavéity miskovity

OKRAJ
hladky vroubhkovany brvity zvinény zubaty

QPO >

Obr. 8: Makroskopickd charakteristika bakteridlnich kolonii [12]
8.6.2 Mikroskopicka charakteristika bakterialnich kolonii

8.6.2.1 Gramovo barveni

Gramovo barveni je diagnostickd metoda, kterd se pouziva k rozd€leni bakterii na dvé sku-
piny — grampozitivni barvici se modie a gramnegativni barvici se ¢ervené. Fixovany prepa-
rat na podloznim skli¢ku se barvi nejprve krystalovou violeti a nasledné¢ Lugolovym rozto-
kem. Pak se diferencuje acetonem. Grampozitivy maji v bunécné sténé tlustou vrstvu pep-
tidoglykanu, ktera brani vymyti modrého barevného komplexu (komplex krystalova vio-
let’ + jod) z buniky acetonem. Gramnegativy maji tenkou vrstvu peptidoglykanu a acetonem

se odbarvi. Nasledné¢ se barvi zfedénym safraninem, ktery bakterie dobarvi Cervené [77].
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Gramovo barveni bylo provedeno dle nasledujiciho postupu. Nejprve byl preparat na pod-
loznim skli¢ku zafixovan a obarven krystalovou violeti po dobu 60 sekund. Poté byla vio-
let’ slita a preparat prevrstven Lugolovym roztokem. Po uplynuti 60 sekund byl roztok
z podlozniho sklicka s preparatem slit a nasledné odbarven ethanolem. Po vymyti veskeré-
ho barviva byl preparat omyt destilovanou vodou a dobarven safraninem po dobu
60 sekund. Nakonec byl preparat dokonale oplachnut destilovanou vodou a vysuSen.
Po vysuseni byly preparaty mikroskopovany s pouzitim imerzniho objektivu pfi zvétSe-

ni 1 000x.

8.6.2.2 Biochemické testy

Biochemické testovani zastupuje katalazovy a oxidazovy test. Katalazovy test je zalozen
na vzniku bublinek kysliku pfi rozkladu peroxidu vodiku za plsobeni enzymu katalazy.
Uvoliovani bublinek kysliku znaci pozitivni reakci a v tomto piipad¢, testovana bakterie
produkuje enzym kataldzu. Pfitomnost cytochromoxiddzy byla testovana pomoci prouzki
s impregnovanou zonou. V piipad¢, ze se jedna o pozitivni reakci dochézi k barevné reakci

N,N-dimethyl-1,4-fenylendiaminu s o—naftolem na impregnované zoéné prouzku [78].

8.7 Identifikace bakterii pomoci metody MALDI/TOF MS

K identifikaci organismii byla pouzita metoda hmotnostni spektrometrie s laserovou

desorpci a ionizaci za G¢asti matrice s priletovym analyzatorem (MALDI/TOF MS).

Bakterialni kmeny byly suspendovany ve 150 pl destilované vody a 450 pl ethanolu. Takto
piipravené vzorky byly zamrazeny pfi -25 °C a poté odeslany na analyzu na pfistroji
MALDI/TOF MS Bruker Daltonik Biotyper Microflex do Nitry (Slovenska polnohospo-
darska univerzita v Nitre). Vysledky ve form¢é hmotnostnich spekter byly srovnany se

spektry uloZzenymi v databdzi Taxonomy.

8.8 Sledovani dekarboxylazové aktivity bakterii

Pro sledovani dekarboxyldzové aktivity izolovanych bakterii byly vyuzity dvé metody.
Prvni pouZitou metodou byla kultivacni screeningova metoda na mikrotitratnich destic-
kach, ktera byla zvolena k rychlému ptehledu dekarboxyldazové aktivity jednotlivych bak-
terii. Druhou pouZitou metodou bylo stanoveni produkce biogennich aminti vysokouc¢innou
kapalinovou chromatografii s UV/Vis detekei, kterd umozituje detekovat 1 kvantifikovat

jednotlivé biogenni aminy.
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8.8.1 Kultiva¢ni screeningova metoda

U izolovanych bakteridlnich kolonii byla provedena kultiva¢ni screeningova metoda de-
karboxylazové aktivity na mikrotitracnich destickach. Masopeptonovy bujon (MPB)
pro kultivaci bakteridlnich kment byl ptipraven z 0,93 g masového vytazku; 1,55 g pepto-
nu; 0,93 g NaCl a 310 ml H,O. pH roztoku bylo upraveno na 6,8 — 7,0. Roztok byl napipe-
tovan po 5 ml do zkumavek a sterilizovan v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.
Do zkumavek s MPB byly nésledné zaoCkovany jednotlivé bakteridlni kmeny a kultivova-

ny pii 30 °C po dobu 48 hodin.

Do pftislusné jamky v mikrotitra¢ni desti¢ce bylo ze zkumavky s MPB a bakteridlnim kme-
nem odebrano 10 pl této suspenze a pridano 200 ul dekarboxylacniho média s jednotlivymi
aminokyselinami. Dekarboxyla¢ni médium bylo pfipraveno z 0,3 g peptonu; 0,2 g Yeast
Extract; 0,7 ml bromkresopurpuru (0,2 % v 50% alkoholu); 0,5 g pfislusné L - aminokyse-
liny (arginin, fenylalanin, histidin, lysin, ornitin, tryptofan a tyrosin) a 100 ml H,O. pH
roztoku bylo upraveno na 5 — 5,3. Takto pfipravené mikrotitra¢ni desticky byly kultivova-
ny pii teploté 30 °C po dobu 48 hodin. Pfi zbarveni roztoku v jamce mikrotitraéni desticky

z hnédé na fialovou se jednd o pozitivni reakci.

8.8.2 Stanoveni biogennich amintii pomoci vysokou¢inné kapalinové chromato-

grafie HPLC s UV/Vis detekci

Stanoveni produkce BA metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie bylo nakonec
provedeno u vSech bakteridlnich kmend, bez ohledu na vysledky screeningu dekarboxyla-
zové aktivity. Masopeptonovy bujon s ptidavkem aminokyselin (MPB + AMK) pro kulti-
vaci bakteridlnich kmenti byl pfipraven z 6,6 g MPB (3,0 g peptonu; 1,8 g NaCl,
1,8 g BE); 1,2 g ptislusné L — aminokyseliny (arginin, fenylalanin, histidin, lysin, ornitin,
tryptofan a tyrosin) a 600 ml H,O. Do 5 ml takto pfipraveného MPB + AMK byly zaoc¢ko-
vany bakteridlni kmeny a kultivovany pii 30 °C po dobu 72 hodin. Z této bakteridlni sus-
penze byl odebran 1 ml, nao¢kovan do 5 ml ¢erstvého MPB + AMK a opét kultivovan pii
30 °C po dobu 72 hodin. Poté byla suspenze centrifugovana pii 20 °C a 5000 RCF po dobu
5 minut. 650 pl této suspenze bylo odebrano do Eppendorfovych zkumavek a nésledné
bylo ptidano 650 ul kyseliny chloristé. Takto pfipravené vzorky byly do doby analyzy za-
mrazeny na teplotu -70 °C.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

Pted samotnou analyzou byly vzorky rozmrazeny a dale pfipraveny na derivatizaci a sepa-
raci.

Do derivatiza¢nich nadobek o objemu 16 ml bylo napipetovano 100 pl vnitiniho standardu
1,7-heptandiaminu o koncentraci 500 mg/l a bylo piidano vzdy po 1 ml vzorku. Do deriva-
tizanich nadobek bylo postupné ptidano 1,5 ml karbonatového pufru o pH 11,1 — 11,2
a2 ml dansylchloridu o koncentraci 5 g/l v acetonu. Po 20 hodinovém tiepani v temnu
bylo do derivatiza¢nich nadobek piidano 200 pl prolinu a opét nasledovalo tiepani, které
trvalo 60 minut. Poté byly pfidany 3 ml heptanu, ktery zpusobil znatelné rozd€leni na tii
vrstvy kapalin. Z horni heptanové vrstvy byl odebran 1 ml do vialek, ktery byl odpaten
proudem dusiku do sucha pii teploté 60 °C. Po odpateni byly odparky ziedény 1,5 ml ace-
tonitrilu a zamrazeny az do doby analyzy pfi teploté -18 °C. Bezprostfedné pied analyzou
byly vzorky pftefiltrovany ptes stiikackovy filtr s porozitou 0,22 pum.

Separace byly provedeny gradientovou eluci (voda/acetonitril) na kolon¢ Agilent Zorbax
RRHD Eclipse Plus C18 s parametry 50 x 3,0 mm, pérovitost 1,8 um (Agilent, Paolo Alto,
USA) pii teploté 30 °C, priitok kolonou byl nastaven na 0,453 ml/min. Chromatograficky
systém Dionex HPLC UltiMate 3000 byl tvofen odplynovaci jednotkou (degaserem), bi-
narni pumpou, autosamplerem, termostatem kolon a UV/VIS detektorem (ThermoFisherS-
cientific, Waltham, Massachusetts, USA). Detekce probihala pomoci UV/VIS detektoru pti
vlnové délce 254 nm. Chromatogramy byly vyhodnoceny pomoci softwaru Clarity™ Lite

a Chromeleon™ 6.8.
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9 VYSLEDKY A DISKUZE

Celkem bylo odebrano 10 vzorki odpadnich vod mlékarenského pramyslu. Vzorky
A (oplachova voda z tavirny), B (oplachova voda formicek pro vyrobu cerstvych syri),
C (oplachova voda z vyroby krémovych syra typu zervé), D (venkovni kanal) a E (voda
ze syrarny (tzv. syrovatka)) byly odebrany 13. ¢ervence 2017 (letni odbér) a vzorky F
(oplachova voda z vyroby specialit (tavené a terminované syry)), G (oplachova voda for-
micek pro vyrobu Cerstvych syrt), H (oplachova voda z vyroby krémovych syra typu zer-
vé), I (venkovni kandl) a J (oplachova voda z vyroby tvarohu) byly odebrany 15. listopa-
du 2017 (podzimni odbér). Typy vzorkt se ve tfech ptipadech shodovaly (oplachova voda
formicek pro vyrobu Cerstvych syrd, oplachova voda z vyroby krémovych syrt typu Zervé
a voda z venkovniho kanélu) a ve dvou ptipadech se typy vzorki lisily z divodu vyroby
jinych produktd (oplachovou vodu z vyroby tavenych syri na podzim nahradila oplachova
voda z vyroby specialit a oplachovou vodu ze syrarny (syrovatku) na podzim nahradila

oplachova voda z vyroby tvarohu).

U vSech 10 vzorkii odpadni vody byl stanoven obsah dusitanti, dusi¢nanil, fosfore¢nanti
a proteinti. Dale byly z téchto vzorki izolovany bakterie a byla popsana jejich morfologie,
bakterie byly identifikovany metodou MALDI/TOF, byl proveden screening dekarboxyla-
zové aktivity na kultivaénim médiu a nasledné byla analyzovdna produkce jednotlivych

biogennich amind pomoci metody HPLC — UV/Vis.

9.1 Spektrofotometrické stanoveni dusitani

Ve vodach byly spektrofotometrickou metodou stanoveny dusitany. Z rovnice kalibracni
pfimky zévislosti koncentrace kalibra¢nich roztokd na jejich namétfené absorbanci byly

nasledné dopocitany koncentrace dusitani ve vzorcich odpadni vody (vzorky A —1J).

9.1.1 Letni odbér

Tab. 9: Namétené hodnoty absorbance kalibracnich roztokli dusitand pii vlnové délce

550 nm (letni odbér)

Standard CKALIBRACNIHO ROZTOKU [Mg/1] Al/]
1 0 0,001
2 0,2 0,118
3 0,4 0,333
4 0,6 0,452
5 0,8 0,511
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Obr. 9: Zavislost absorbance na koncentraci dusitanti (letni odbér)

Tab. 10: Stanoveni dusitantl v testovanych vzorcich odpadnich vod (letni odbér)

Vzorek 1. méieni A [/] 2. méfeni A [/] O A/] cpusiTany [mg/1]
A 0,027 0,029 0,028 0,0233
B 0,018 0,018 0,018 0,0086
C 0,362 0,361 0,362 0,5167
D 0,183 0,183 0,183 0,2523
E 0,655 0,661 0,658 0,9539

Poznamka: vzorek A = oplach tavirna; vzorek B = oplach formicek; vzorek C = oplach

krémové syry; vzorek D = venkovni kandl; vzorek E = oplach syrarna (syrovatka)

Dusitany byvaji obsazeny ve vSech typech vod. Koncentrace dusitanli v podzemnich a po-
vrchovych vodach je vSak zpravidla velmi nizkd (fddové setiny aZ desetiny mg/l),
v odpadnich a splaskovych vodach pomérné vyssi (fadove jednotky az desitky mg/l). Dusi-
tany se ve vodach vyskytuji jako meziprodukt biologickych procesi nitrifikace a denitrifi-
kace - znecisténi dusitany je vétSinou spojeno se zvySenym obsahem dusi¢nant (vznikaji
z nich redukci), nebo mohou byt doprovodnym zneciSt€énim amonnych ionti [79]. Ve vy-
hlaSce 252/2005 Sb. je pro pitnou vodu povolena maximalni koncentrace dusitanil
0,5 mg/l. Nejvyssi koncentraci dusitanii 0,9539 mg/1 obsahuje vzorek ¢islo E (oplach sy-
rarna). Vyssi hodnota koncentrace dusitanii byla namétfena i u vzorku vody z oplachu
u krémovych syrl, a to v koncentraci 0,5167 mg/l. Nicméné i tak se jednd o koncentrace

velmi nizké.
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9.1.2 Podzimni odbér

Tab. 11: Naméfené¢ hodnoty absorbance kalibracnich roztokti dusitanti pti vinové délce

550 nm (podzimni odbér)

Standard CKALIBRACNIHO ROzTOKU [Mg/1] Al/]
1 0 0,002
2 0,2 0,082
3 0.4 0,187
4 0,6 0,335
5 0,8 0,407

0,6 -

0,5 -

0,4 -

0,3 -

Al/]

y=0,531x - 0,01

0,2 R2= 0,988
0,1
0 T T T |
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

c[mg/1]

Obr. 10: Zavislost absorbance na koncentraci dusitanti (podzimni odbér)

Tab. 12: Stanoveni dusitant v testovanych vzorcich odpadnich vod (podzimni odbér)

Vzorek 1. méfeni A [/] 2. méfeni A [/] DA/ cpusitany [mg/1]

F 0,036 0,034 0,035 0,0847
G 0,044 0,044 0,044 0,1017
H 0,036 0,040 0,038 0,0904
I 0,799 0,797 0,798 1,5216
J 0,424 0,426 0,425 0,9887

Poznamka: vzorek F = oplach speciality; vzorek G = oplach formicek; vzorek H = oplach

krémové syry; vzorek I = venkovni kanal; vzorek J = oplach tvaroh

Pomérné vysokou hodnotu koncentrace dusitant obsahuje vzorek I (venkovni kanal), a to
1,5216 mg/l. Vyssi hodnota koncentrace dusitanil byla namétena i u vzorkli vody z oplachu
u tvarohu (0,9887 mg/l). Koncentrace dusitant u vzorkii F — J (podzimni odbér) jsou fado-

v¢ srovnatelné s koncentracemi dusitanti vzorki A — E odebranych pfi letnim odbéru.
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9.2 Potenciometrické stanoveni dusi¢nanu

Stanoveni dusi¢nant ve vzorcich odpadnich vod probihalo potenciometricky, za pouziti
kombinované dusi¢nanové iontové selektivni elektrody (ISE). Ze sestrojené kalibracni
pfimky zavislosti koncentrace standardi na naméfeném elektromotorickém napéti (EMN)

byly dopocitany koncentrace dusi¢nanii ve vzorcich odpadnich vod.

9.2.1 Letni odbér

Tab. 13: Namétené hodnoty elektromotorického napéti kalibracnich roztokt pii potencio-

metrickém stanoveni dusi¢nant (letni odbér)

Standard CKALIBRACNIHO ROZTOKU [MoOl/1] EMN [mV]
1 107 -034
2 107 031
3 10 069
4 107 099
*
65 - g
S
E * y=43,7x-111,7
2 15 - R*=0,967
E T T T T T 1
)] 1 Z/ 3 4 5 6
-35 4
c [mol/1]

Obr. 11: Zavislost elektromotorického napéti na koncentraci dusi¢nanti (letni od-
bér)

Tab. 14: Stanoveni dusi¢nanil v testovanych vzorcich odpadnich vod (letni odbér)

log cno3 | Molérni cnos Hmotnostni
Vzorek EMN [mV]
[mol/] [mol/1] cnos [mg/l]
A 040 3,471 3,38.10™ 20,96
B 027 3,174 6,70.10™ 41,54
C 035 -3,357 4,40.10™ 27,26
D 049 3,677 2,10.107 13,04
E 022 -3,059 8,73.10™ 54,13

Poznamka: vzorek A = oplach tavirna; vzorek B = oplach formicek; vzorek C = oplach

krémové syry; vzorek D = venkovni kanal; vzorek E = oplach syrarna (syrovatka)
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Dusi¢nany se stejné jako dusitany vyskytuji ve vSech typech vod. V ¢istych ptirodnich
vodach (podzemnich i povrchovych) jsou obvykle v nizkych koncentracich (fadové jed-
notky mg/l), v pfirodnich vodach ze zeméd¢€lskych oblasti jsou v dnesni dob¢ ve vyssich
koncentracich (fadové desitky mg/l). Dusi¢nany jsou kone¢nym produktem rozkladu orga-
nicky vazaného dusiku. Vétsi mnozstvi dusi¢nanti se do vody dostava, jak jiz bylo zmin¢-
no, pfi jejich pouzivani v zemédélstvi ve formé hnojiv a ze znecisténi prostiedi lidskymi
a zvifecimi vykaly [80]. Ve vyhlasce 252/2005 Sb. je pro pitnou vodu povolena maximalni
koncentrace dusi¢nani 50 mg/l, avSak ve vodé pro kojence je povoleno maximalné
10 mg/l. Nejvyssi koncentrace dusi¢nanti 54,13 mg/l byla naméfena u vzorku E (voda
z oplachu ze syrarny). Nicméné u vSech vzorkli (A — E) jsou koncentrace dusi¢nant velmi

nizké a co se tyka jejich obsahu, splituji dokonce i limity pro pitnou vodu.

9.2.2 Podzimni odbér

Tab. 15: Naméfené hodnoty elektromotorického napéti kalibra¢nich roztokd ptfi potencio-

metrickém stanoveni dusi¢nant (podzimni odbér)

Standard CKALIBRACNIHO ROzTOKU [MOI/1] EMN [mV]
1 107! -101
2 107 -039
3 107 013
4 10 065
5 107 100

95 *
y =50,6x - 144,2
R? = 0,991
45 -
)
£
2 _5 . T 1
2 ) 5 6
_55 .
-105 -

c [mol/I]

Obr. 12: Zavislost elektromotorického napéti na koncentraci dusi¢nanil (podzimni

odbér)
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Tab. 16: Stanoveni dusi¢nant v testovanych vzorcich odpadnich vod (podzimni odbér)

log cnos | Molérni cnos Hmotnostni
Vzorek EMN [mV]
[mol/1] [mol/1] cnos [mg/l]
F 028 -3,403 3,95.107 24,49
G 041 -3,660 2,19.10% 13,58
H 019 3,225 5,96.10" 39,95
I 018 -3,206 6,22.10" 38,57
J 017 3,186 6,52.10™ 40,43

Poznédmka: vzorek F = oplach speciality; vzorek G = oplach formicek; vzorek H = oplach

krémové syry; vzorek I = venkovni kanal; vzorek J = oplach tvaroh

Ve vzorcich z podzimniho odbéru (vzorky F — J) byly koncentrace dusi¢nand, stejné jako
u vzorkll A — E, velmi nizké. Nejvy$si naméfend hodnota dusi¢nani byla 40,43 mg/l. Na-
mefené hodnoty dusi¢nanlt ve vSech vzorcich spliiuji limity dokonce i pro pitnou vodu

(252/2005 Sb.), které jsou 50 mg/1.

9.3 Spektrofotometrické stanoveni fosfore¢nantu

Stanoveni fosfore¢nanti bylo provedeno, stejné jako stanoveni dusitant, s vyuzitim spekt-
rofotometrické metody, kdy byla sestrojena kalibracni piimka — zavislost koncentrace ka-
libra¢nich roztokl na jejich namétené absorbanci. Z této kalibra¢ni piimky byly nésledné
dopocitany koncentrace fosfore¢nanli (po korekei fedeéni, viz kapitola 8.3.3) ve vzorcich

odpadni vody.

9.3.1 Letni odbér

Tab. 17: Naméfené hodnoty absorbance kalibra¢nich roztokt fosforecnanii pti vinové dél-

ce 698 nm (letni odbeér)

Standard | cxarBrACNiHO ROZTOKU [ME/1] Al/]
1 0 -0,010
2 0,2 0,023
3 0,4 0,039
4 0,6 0,061
5 0,8 0,079
6 1 0,099
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0,12 -

y =0,105x - 0,004

01 4 R2 = 0,989

0,08 -

0,06 -

Al/]

0,04 -

0,02 -

Y 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
0,02
c[mg/l]

Obr. 13: Zavislost absorbance na koncentraci fosfore¢nanti (letni odbér)

Tab. 18: Stanoveni fosfore¢nant v testovanych vzorcich odpadnich vod (letni odbér)

¢(PO4>) po korekei fedéni
Vzorek Al/] ¢ [mg/1]

[mg/1]
A 0,019 0,219 0,22
B 0,017 0,200 160
C 0,093 0,924 36,96
D 0,062 0,629 25,16
E 0,025 0,276 662,40

Poznamka: vzorek A = oplach tavirna; vzorek B = oplach formicek; vzorek C = oplach

krémové syry; vzorek D = venkovni kanal; vzorek E = oplach syrarna (syrovatka)

Pro pitnou vodu je stanoven limit koncentrace fosfore¢nanti na 3,5 mg/l. Pfedpokladalo se,
ze nejvyssi koncentrace fosfore¢nanti bude nalezena u vzorku vody A z oplachu tavirny
z divodu pouzivani tavicich soli (nej€astéji se pouzivaji fosforeCnany sodné, difosforecna-
ny a polyfosforecnany) [81], ale pravé u vzorku A (oplachové voda z tavirny) byla namé-
a provést méteni znovu. To se ale bohuzel na podzim nepodafiilo, nebot’ mlékarna v tomto
obdobi nevyrabéla tavené syry, ale zaméftila se na vyrobu tvarohu. U vzorkti B — E se kon-
centrace fosfore¢nanti pohybovala od 25,16 po 662,40 mg/l. U vzorku E se vysoké koncen-
trace fosfore¢nanli dd ptredpokladat, nebot’ syrovatka obsahuje az 730 mg/100g fosforu
[82].
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9.3.2 Podzimni odbér

Tab. 19: Naméfené hodnoty absorbance kalibracnich roztokti fosfore¢nanti pti vinové dél-

ce 698 nm (podzimni odbér)

Standard | ckaLBRACNIHO ROZTOKU [ME/1] Al/]
1 0 0,002
2 0,2 0,029
3 0,4 0,046
4 0,6 0,064
5 0.8 0,085
6 1 0,099
0,12 -
0,1 -
y =0,095x + 0,006
R? = 0,992
0,08 -
S 0,06 -
<
0,04 -
0,02 -
0 * T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
c[mg/l]

Obr. 14: Zavislost absorbance na koncentraci fosfore¢nant (podzimni odbér)

Tab. 20: Stanoveni fosfore€nant v testovanych vzorcich odpadnich vod (podzimni odbér)

c(PO4Y) po korekei fedéni
Vzorek Al/] ¢ [mg/l]

[mg/1]
F 0,056 0,526 21,04
G 0,081 0,789 0,789
H 0,083 0,811 0,811
I 0,083 0,811 32,44
J 0,058 0,547 43,76

Poznamka: vzorek F = oplach speciality; vzorek G = oplach formicek; vzorek H = oplach

krémové syry; vzorek I = venkovni kanal; vzorek J = oplach tvaroh
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Koncentrace fosforecnant v testovanych vzorcich vody se pohybovala od 0,789 mg/l
po 43,76 mg/l. U cerstvych krémovych syri typu zervé se fosfor bézné vyskytuje
do 250 mg/100 g [82].

Stanoveni dusitant, dusi¢nani a fosfore¢nant bylo provedeno 1 z toho ditvodu, aby bylo
zjisténo, kolik téchto sloucenin odpadni vody mlékarenského primyslu obsahuji. Obsah
dusiku (NH,", NO,, NO5") a fosforu (PO4”) ve stojatych a tekoucich vodach je v posled-

nich letech spojovan se zvySovanim trofie (1izivnosti) povrchovych vod.

Eutrofizace je soubor ptirodnich a uméle vyvolanych procest vedoucich ke zvySovani ob-
sahu anorganickych zivin. VSeobecn¢ zndmym projevem eutrofizace je nartst vodniho
kvétu sinic €i vegetacniho zabarveni, tvofeného zelenymi fasami nebo i rozsivkami, pii-
padné nékterymi druhy vysSich rostlin. Uméla eutrofizace je zplisobena nejen intenzivni
zemédé€lskou vyrobou, ale 1 nékterymi druhy primyslovych odpadnich vod. Fosfor je vedle
dusiku zékladnim prvkem vyzivy sinic a fas. Pomér téchto dvou prvka potfebny pro opti-
malni rast organizmu je piiblizné 100:1 (N:P). Fosfor jako limitujici prvek hraje klicovou
roli v nartistu fasové biomasy (¢im je vice fosforu v povrchovych vodach, tim nastava vétsi
produkce sinic a fas). ZvySeny obsah fosfore¢nanil pisobi komplikace vodarnam, zhorSuje

upravitelnost vody [83].

Jak vysledky ukazaly, naméfené koncentrace NO,", NO;3™ a PO, nijak vyrazné neprevysuji

ani limity urcené pro pitné€ vody.
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9.4 Stanoveni proteini

Stanoveni proteinii probihalo metodou kolorimetrického stanoveni (detekce a kvantifikace
celkového obsahu proteinti). Podstatou je interakce proteini s Coomassie Brilliant
Blue G250 (CBB) v kyselém prostiedi. Pii navazani CBB na protein vznikd modie zbarve-

ny produkt vhodny k fotometrickému stanoveni pfi vinové délce 595 nm.

9.4.1 Letni odbér

Tab. 21: Naméfené hodnoty absorbance kalibra¢nich roztokli proteinti pii vinové délce

595 nm (letni odbér)

Standard CKALIBRACNIHO ROZTOKU [g/ml] Al/]
1 0 1,207
2 3,125 1,260
3 6,25 1,290
4 12,5 1,506
5 25 1,649
6 50 1,783
7 100 2,071
8 150 2,448
2,6 A
2,4 - ¢
2,2 A
2 _
< y=0,007x + 1,312
< 18 R?=0,955
1,6
1,4 -
o
12 4
1 T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160

¢ [ug/mli]

Obr. 15: Zavislost absorbance na koncentraci proteinti (letni odbér)
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Tab. 22: Stanoveni proteini v testovanych vzorcich odpadnich vod (letni odbér)

Vzorek A /] CprOTEINU [pg/ml]
A 1,1625 ND
B 1,2066 ND
C 1,2003 ND
D 1,2038 ND
E 2,3053 127,269

Poznamka: vzorek A = oplach tavirna; vzorek B = oplach formicek; vzorek C = oplach
krémové syry; vzorek D = venkovni kanal; vzorek E = oplach syrarna (syrovatka);

ND = nedetekovano

U vzorku E (syrovatka) bylo stanoveno mnozstvi proteinti na 127,269 ng/ml. Nejvyssi
mnozstvi proteini se predpokladalo pravé u vzorku E (syrovatky). Syrovatka obsahuje
velké mnozstvi proteinti, upravou vznikaji biologicky kvalitni syrovatkové proteinové
prasky s vysokym obsahem BCAA (izoleucin, leucin a valin), stejné tak 1 biologicky ak-
tivni mikrofrakce — a-laktalbumin, glykomakropeptidy, imunoglobuliny, laktoferin nebo
laktoperoxidaza [84]. U ostatnich vzorkl vody (A — D) nebyla ptitomnost proteinti deteko-

vana.

9.4.2 Podzimni odbér

Tab. 23: Namétfené hodnoty absorbance kalibra¢nich roztokl proteinti pii vinové délce

595 nm (podzimni odbér)

Standard CKALIBRACNIHO ROZTOKU [pg/ml] Al/]
1 0 0,905
2 3,125 0,952
3 6,25 0,988
4 12,5 1,055
5 25 1,171
6 50 1,440
7 100 1,705
8 150 1,959
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2,2 -

1,8 -

1,6 - y =0,007x + 0,965

S 14 - R?=0,975
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1,2 -
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0,8 -
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Obr. 16: Zavislost absorbance na koncentraci proteinil (podzimni odbér)

Tab. 24: Stanoveni proteini v testovanych vzorcich odpadnich vod (podzimni odbér)

Vzorek Al/] cproTEINU [Hg/ml]
F 1,6502 97,886
G 0,7106 ND
H 0,6542 ND
I 0,8240 ND
J 1,2237 36,957

Poznamka: vzorek F = oplach speciality; vzorek G = oplach formicek; vzorek H = oplach

krémové syry; vzorek I = venkovni kanal; vzorek J = oplach tvaroh; ND = nedetekovano

U vzorku F (oplach speciality) byla naméfena nejvysSi koncentrace proteinid, a to
97,886 ug/ml. Vzorek vody z oplachu tvarohu (vzorek J) obsahoval 36,957 pg/ml proteinu.
U vzorkl G, H a I nebyly proteiny detekovany.
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9.5 Charakteristika izolovanych kolonii

9.5.1 Makroskopické morfologické znaky

9.5.1.1 Letni odbér

Pro vzorek A (oplach tavirna) bylo naockovano celkem 16 misek: 2x MPA (kultivace pfti
25°C a 30 °C), M17 (30 °C), MRS (30 °C), BHI (30 °C), ENDO (30 °C), SB (30 °C),
SAB (25 °C) = sada 8 misek pro jedno fedéni. Vzorek A byl ockovan ve dvou fedénich,

ato 1 ml nefedéného vzorku (10°) a 1 ml vzorku z prvniho fedéni (107™).

Charakteristika narostenych kolonii je uvedena v tabulce v piiloze 1. U netedénych vzorki
na zivné pudé MPA, M17, MRS a BHI doslo k pterosteni celé Petriho misky povlakem
a jednotlivé kolonie byly nepogitatelné. Na univerzalni padé MPA pii fedéni 107" narostlo
153 bézovych kolonii o priméru 0,2 mm. Na zivné padé M17 narostly tfi druhy kolonii,
které pravdépodobné patii mezi mlécné streptokoky. Na diagnostické pidé MRS pro sta-
noveni bakterii rodu Lactobacillus po kultivaci narostly mlécné kolonie o velikosti prime-
ru 0,4 mm. P¥i fedéni 10" se na diagnostické pidé BHI objevily tii druhy kolonii o prams-
ru od 0,8 mm do 2 mm. Naopak u Endova agaru pro detekci enterobakterii se Zadné kolo-
nie neobjevily. 55 kolonii mlé¢né barvy narostlo na SB diagnostické Zivné pad¢ pro ente-
rokoky. Petriho miska se SAB zivnou ptidou byla bohaté porostena plisnémi a ¢tyfmi dru-
hy kolonii riznych barev (bilé, béZové, Zluté a oranzové). Nejcastéji se objevovaly kolonie

okrouhlého tvaru s hladkym okrajem a vypouklym profilem.

Pro vzorek B (oplach formicek - tepld) bylo naockovano celkem 16 misek: 2x MPA
(pro 25 °C a 30 °C), M17 (30 °C), MRS (30 °C), BHI (30 °C), ENDO (30 °C), SB (30 °C),
SAB (25 °C) = sada 8 misek pro jedno fedéni. Vzorek B byl ockovan ve dvou fedénich,

a to 1 ml nefedéného vzorku (10°) a 1 ml vzorku z prvniho fedsni (10™).
p

Popis kolonii, které narostly na zivnych ptidach, je uveden v tabulce v ptiloze 2. Na uni-
verzalni ptidé MPA narostlo 6 druhti kolonii o velikosti od 0,9 mm po 35 mm. Na diagnos-
tické pidé M17 se neobjevily zddné kolonie, coz znamena, Ze se Zadné mlécné streptokoky
v tomto vzorku vody pravdépodobné nevyskytuji. Stejné tak se nepotvrdila pfitomnosti
enterobakterii a enterokokti. Na MRS zivné ptidé pro detekci bakterii rodu Lactobacillus
po kultivaci vyrostly 3 kolonie bilé¢ barvy. Jedna bila kolonie narostla i na Petritho misce

s zivnou pudou BHI pro detekci patogennich kok.
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Pro vzorek C (oplach krémové syry zervé) bylo naockovano celkem 24 misek: 2x MPA
(pro 25 °C a 30 °C), M17 (30 °C), MRS (30 °C), BHI (30 °C), ENDO (30 °C), SB (30 °C),
SAB (25 °C) = sada 8 misek pro jedno fedéni. Vzorek C byl ockovan ve tiech fedénich,
ato 100 pl nefeddného vzorku (10°), 100 pl vzorku z prvniho fedéni (10™) a 100 pl vzorku
z druhého fedéni (107).

Charakteristika narostenych kolonii je uvedena v tabulce v piiloze 3. Na univerzalni pad¢
MPA narostlo po kultivaci 5 druhii kolonii riizné barvy (bila, oranzova, bézova, zluta
amlécnd) o priméru 1 — 1,2 mm. Na zivné ptidé¢ M17 pro detekci mlécnych streptokoku
narostlo 5 typi kolonii o priméru 1 — 3 mm. Zivna piida MRS, na které narostly 4 druhy
kolonii, detekovala pfitomnost bakterii rodu Lactobacillus. Na zivné pud¢ BHI narostlo
5 kolonii, je zde pravdépodobné, Ze se jedna o kolonie patogennich kokt. Pfitomnost ente-
rokokt (1 kolonie) a enterobakterii (5 kolonii) je taktéz pravdépodobnd. Na Petriho misce
se SAB zivnou piidou narostlo né¢kolik typt plisni (zelena a bild) i kvasinek o velikosti
praméru od 1,6 mm po 4 mm. Nejcastéji se objevovaly kolonie okrouhlého tvaru

s hladkym okrajem a vypouklym profilem.

Pro vzorek D (venkovni kandl) bylo naockovano celkem 29 misek. Po 100 pl vzorku D
v fed&nich: 8x MPA (pro 25 °C a 30 °C): 10°, 102, 107, 10™*; M17 (30 °C): 10°, 10™", 10,
107; MRS (30 °C): 10°, 107", 10, 107; BHI (30 °C): 10°, 10", 10%; ENDO (30 °C): 10°,
107, 10%; SB (30 °C): 10°, 10", 107%; SAB (25 °C): 10°, 1072, 107, 10™. Vzorek D byl o¢-
kovan az v péti fedénich, a to 100 pl nefedéného vzorku (10%), 100 ul vzorku z prvniho
fedéni (107™), 100 ul vzorku z druhého fedéni (107%), 100 ul vzorku z tetiho fed&ni (10)
a 100 pl vzorku ze &tvrtého fedéni (107).

Popis kolonii, které narostly na Zivnych ptidach, je uveden v tabulce v ptiloze 4. Na uni-
verzalni ptidé MPA narostly pii fedéni 10~ dva druhy kolonii okrouhlého tvaru s hladkym
okrajem. Na diagnostické ptidé M17 pii fedéni 107 narostlo 5 druhii kolonii. Objevily se
i bakterie rodu Lactobacillus, které pierostly celé misky ve viech zvolenych fedénich (10°,
107, 107, 107). Ve vzorku D byly pravddpodobn& pritomny také patogenni koky (4 kolo-
nie), enterobakterie (1 mlécna kolonie o priméru 4 mm) a enterokoky (1 mlécné kolonie
o prumé&ru 0,8 mm). Pfitomny byly také kvasinky a plisné, které narostly na diagnostické
pudé SAB. Nejcastéji se objevovaly kolonie okrouhlého a nepravidelného tvaru s hladkym

okrajem a vyvySenym profilem.
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Pro vzorek E (oplachova voda ze syrarny — syrovatka) bylo naockovano celkem 24 misek:
Po 100 pul vzorku E v fedénich: 6x MPA (pro 25 °C a 30 °C): 107, 10™, 10™; M17 (30 °C):
107, 10, 10°; MRS (30 °C): 107, 10, 10™; BHI (30 °C): 107, 10™, 10™; ENDO (30 °C):
10° 107", 10 SB (30 °C): 107, 10™, 10™; SAB (25 °C): 107, 10™, 10°. Vzorek E byl o&-
kovan az v Sesti fed&nich, a to 100 ul nefedéného vzorku (10%), 100 ul vzorku z prvniho
fedéni (10™), 100 pl vzorku z druhého fedéni (1072), 100 pl vzorku z tretiho fedéni (10°)
a 100 pl vzorku ze &tvrtého fedéni (10™), 100 ul vzorku z patého fedéni (107).

Charakteristika narostenych kolonii je uvedena v tabulce v ptfiloze 5. Na univerzalni pudé
MPA se objevilo 8 druhii kolonii o velikosti priméru od 1,5 mm po 25 mm. 4 typy mléc-
nych streptokokd pravdépodobné narostly na diagnostické ptidé M17. Ve velkém mnozstvi
se objevily 1 bakterie rodu Lactobacillus o priméru 0,8 mm. Na diagnostické ptidé BHI
narostly pravdépodobné i 4 druhy patogennich kokii. Enterobakterie (5 kolonii) a entero-
koky (1 kolonie) se ve vzorku E pravdépodobné také vyskytly. Petriho miska se SAB Ziv-
nou pidou obsahovala velké mnozstvi plisni a kvasinek. Nejcastéji se objevovaly kolonie

okrouhlého tvaru s hladkym okrajem a vypouklym profilem.

9.5.1.2 Podzimni odbér

Pro vzorek F (oplachova voda specialit (tavené a terminované syry)) bylo nao¢kovano cel-
kem 16 misek: 2x MPA (kultivace pii 25 °C a 30 °C), M17 (30 °C), MRS (30 °C),
BHI (30 °C), ENDO (30 °C), SB (30 °C), SAB (25 °C) = sada 8 misek pro jedno fedéni.
Vzorek F byl otkovan ve dvou fedénich, a to 1 ml nefedéného vzorku (10%) a 1 ml vzorku

z prvniho fedéni aoh.

Popis jednotlivych kolonii je uveden v ptiloze 6. Na univerzalni ptiidé MPA narostly desit-
ky kolonii Zluté, bézové a mlécné barvy. Diagnosticka ptida M 17 pravdépodobné potvrdila
pfitomnost mlé¢nych streptokokli, nebot’” na Petriho miskach narostly tfi typy kolonii
o velikosti od 1 do 4 mm. Bakterie rodu Lactobacillus jsou ve vzorku odpadni vody
z oplachu specialit pravdépodobné také ptfitomny. Pfitomnost potvrdila zivna ptida MRS,
na které narostlo 279 bilych kolonii a 20 mlé¢nych kolonii. Patogenni koky jsou ve vzor-
ku F pravdépodobné taktéz ptitomny, na zivné ptidé BHI se objevily dva druhy kolonii.
Na Endové agaru vyrostly po kultivaci svétle rtizové kolonie enterobakterii o velikosti
3 mm. Pfitomnost enterokoki na SB Zivné pidé¢ pravdépodobné potvrdila piitomnost
125 kolonii bil¢ barvy a 138 kolonii rizové barvy. Pfitomné byly i kvasinky a plisné, které

vyrostly na SAB zivné pidé.
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Pro vzorek G (oplachové voda formicek pro vyrobu Cerstvych syril) bylo nao¢kovano cel-
kem 16 misek: 2x MPA (pro 25 °C a 30 °C), M17 (30 °C), MRS (30 °C), BHI (30 °C),
ENDO (30 °C), SB (30 °C), SAB (25 °C) = sada 8 misek pro jedno fedéni. Vzorek G byl
o¢kovan ve dvou fedénich, a to 1 ml nefeddného vzorku (10°) a 1 ml vzorku z prvniho fe-

déni (107™).

Charakteristika jednotlivych kolonii je uvedena v ptiloze 7. Na univerzalni pidé¢ MPA na-
rostly dva typy kolonii — 21 mlécnych, 5 mm velkych kolonii a 63 rGzovych, 2 mm vel-
kych kolonii. V poctu 15 bilych kolonii narostly na zivné pidé M17 pravdépodobné mléc-
né streptokoky, a to pii fedéni 10™. Patogenni koky prerostly Petriho misky pii obou feds-
nich a byly tak nepocitatelné. Kvasinky a plisné potvrdily svou pfitomnost nardstem na
SAB Zivné pudé. Bakterie rodu Lactobacillus, enterobakterie a enterokoky nebyly ve vzor-

ku G pfitomny.

Pro vzorek H (oplach krémové syry zervé) bylo naockovano celkem 24 misek: 2x MPA
(pro 25 °C a 30 °C), M17 (30 °C), MRS (30 °C), BHI (30 °C), ENDO (30 °C), SB (30 °C),
SAB (25 °C) = sada 8 misek pro jedno fedéni. Vzorek H byl ockovan ve tfech fedénich,
ato 100 pl nefedéného vzorku (10%, 100 ul vzorku z prvniho fedéni (10 a 100 ul vzorku
z druhého fedéni (107%).

Celkova charakteristika narostenych misek je uvedena v pfiloze 8. Na Petriho miskach
s univerzalni MPA Zivnou plidou narostly stovky mléénych kolonii, které byly nepocitatel-
né. Stejny piipad se opakoval i na miskach s BHI a SAB ptdou. Naopak na miskéch se
SB Zivnou ptidou nenarostly zadné kolonie, coz pravdépodobné vylucuje pfitomnost ente-
rokoktl. Na miskach s M17 Zivnou ptdou narostlo pii fedéni 107 38 bézovych kolonii
o velikosti 4 mm. Endiiv agar pravdépodobné potvrdil pfitomnost enterobakterii, objevily

se dva typy kolonii o velikosti od 2 mm do 6 mm.
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Pro vzorek I (venkovni kanal) bylo naoCkovano celkem 29 misek. Po 100 ul vzor-
ku I v fedénich: 8x MPA (pro 25 °C a 30 °C): 10°, 10 107, 10, M17 (30 °C): 10°, 107",
102, 107; MRS (30 °C): 10°, 107", 107, 10; BHI (30 °C): 10°, 107", 10”%; ENDO (30 °C):
10°, 107, 107%; SB (30 °C): 10°, 107, 10?2 SAB (25 °C): 10°, 1072, 107, 10™. Vzorek I byl
ockovén az ve 4 fedénich, a to 100 pl nefedéného vzorku (10%), 100 pl vzorku z prvniho
fedéni (10™), 100 pl vzorku z druhého fedéni (107), 100 pl vzorku z tietiho fedéni (10)
a 100 pl vzorku ze &tvrtého fedéni (107%).

Charakteristika Petriho misek se vzorkem I po 48 hodinové kultivaci pti 30 a 25 °C je uve-
dena v pfiloze 9. Na univerzalni pidé MPA vyrostly dva typy kolonii — 132 mlé¢nych ko-
lonii o velikosti 3 mm a 108 bézovych kolonii o velikosti 3 mm. Ve vzorku I (odpadni vo-
da z venkovniho kanélu) byly pravdépodobné ptitomny mlécné streptokoky, pii fedéni 10
narostlo 5 druhil (bilé, bézové, mlécné, oranzové a riizové barvy). 139 kolonii bilé barvy
narostenych na MRS Zivné pid¢ pravdépodobné potvrdilo pfitomnost bakterii rodu Lacto-
bacillus. Na zivné pudé BHI se v poctu 111 kolonii pravdépodobné objevily i patogenni
koky (pti fedéni 10*). Enterobakteric a enterokoky potvrdily svou pfitomnost na Zivnych

pudach ENDO a SB. Kvasinky narostly na SAB zZivné pidé v poctu 131 kolonii.

Pro vzorek J (oplachové voda z vyroby tvarohu) bylo nao¢kovéano celkem 24 misek. 100 pl
vzorku J v fed&nich: 6x MPA (pro 25 °C a 30 °C): 107, 10, 10™; M17 (30 °C): 107, 10,
10°; MRS (30 °C): 107, 10™, 10; BHI (30 °C): 10, 10™, 10”°; ENDO (30 °C): 10°, 107",
10 SB (30 °C): 107, 10™, 10™; SAB (25 °C): 107, 10™, 10”. Vzorek J byl otkovén az
v péti fedénich, a to 100 pl nefedéného vzorku (10%), 100 pul vzorku z prvniho fedéni (107™),
100 ul vzorku z druhého fedéni (107%), 100 ul vzorku z tietiho fedéni (107) a 100 ul vzorku
ze Gtvrtého fedéni (10™), 100 pl vzorku z patého fedéni (10°).

Popis narostenych kolonii je uveden v pfiloze 10. Kolonie dvojiho druhu narostly na uni-
verzalni MPA ptdé€. Tyto kolonie mély bilé a béZové zbarveni, okrouhly tvar, hladky okraj
a plochy povrch. Na diagnostické MRS Zivné pid¢ narostly bilé kolonie bakterii rodu Lac-
tobacillus o velikosti 1,2 mm. Na diagnostické ptidé¢ BHI narostly pravdépodobné pato-
genni koky pii fedéni 10” (kolonie oranzové, bézové, mlééné a bilé barvy o velikosti
od 1 do 4,7 mm). Pii fedéni 10° narostlo na Endové agaru 17 kolonii oranzové barvy,
5 bilych kolonii, 5 rizovych kolonii a 1 fialovéa kolonie. Enterokoky ve vzorku J pravdépo-

dobné nebyly ptitomny.
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9.5.2 Vybér konkrétnich kolonii pro dalsi testovani

9.5.2.1 Letni odbér

Z 5 vzorku odpadnich vod z letniho odbéru kultivovanych pii 25 a 30 °C bylo celkem izo-
lovano 95 kolonii, a to 10 kolonii ze vzorku A pochazejiciho z oplachové vody z tavirny,
ze vzorku B z oplachové vody formicek pro vyrobu Cerstvych syrti 7 kolonii, ze vzor-
ku C (oplachova voda krémovych syrt typu zervé) 25 kolonii, ze vzorku D (venkovni ka-
nal) 29 kolonii a ze vzorku E (voda ze syrarny, syrovatka) 24 kolonii. V pftiloze 11 je uve-
dena charakteristika jednotlivych kolonii. VétSina z izolovanych kolonii byla bil¢, mlécné,
bézové a zluté barvy. Ojedinéle se vyskytovalo i tmavé rtizové zabarveni (vzorky Al0,
C18, C24, D24, E20). 43 % z izolovanych kolonii prokdzalo vyraznou pozitivni reakci
na katalazovy test, 16 % kolonii projevilo slabou pozitivni reakci a 41 % kolonii reakci
negativni. 86 % izolovanych kolonii netvoii enzym cytochromoxiddzu a jsou na oxidazovy
test negativni, vyrazné pozitivni reakci na oxidazovy test prokazalo 7 % izolovanych kolo-
nii a slabé pozitivni reakci dalSich 7 % kolonii. 86 % z izolovanych kolonii bylo grampozi-
tivnich a 14 % gramnegativnich. 35 bakterii mé¢lo tvar kokt, z toho 4 bakterie vytvarely
dlouhé fetizky, 28 bakterii tvar kokoty¢inek, 25 bakterii tvar tyCinek a objevily se i 4 kva-
sinky. Kmeny E17, E19 a E24 byly vyfazeny z divodu slabého rastu pfi nasledujicich kul-

tivacich.

9.5.2.2 Podzimni odbér

Z 5 vzorkl odpadnich vod z podzimniho odbéru kultivovanych pfi 25 a 30 °C bylo celkem
izolovéano 60 kolonii, a to 16 kolonii ze vzorku F pochézejiciho z oplachové vody specialit
(tavené a terminované syry), ze vzorku G z oplachové vody formicek pro vyrobu Cerstvych
syria 4 kolonie, ze vzorku H (oplachova voda krémovych syrt typu zervé) 9 kolonii,
ze vzorku I (venkovni kanal) 20 kolonii a ze vzorku J (oplachova voda z vyroby tvarohu)
11 kolonii. V pfiloze 12 je uvedena charakteristika jednotlivych kolonii. Z 60 izolovanych
kolonii bylo 39 kolonii grampozitivnich (74 %), 14 kolonii gramnegativnich (26 %)
a v 7 ptipadech se jednalo o kvasinky. 22 kolonii mélo tvar kokotyc¢inek, 19 kolonii tvar
ty¢inek, 9 kolonii tvar koktl a 3 kolonie utvarely dlouhé fetizky bakterii. Na katalazovy test
melo 28 % kolonii vyrazné pozitivni reakci, 30 % kolonii slabé pozitivni reakci a 42 % ko-
lonii negativni reakci. 43 % kolonii mélo na oxidazovy test vyrazné pozitivni reakci,

18 % kolonii slabé pozitivni reakci a 39 % kolonii reakci negativni.
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9.5.3 Identifikace bakterii pomoci metody MALDI/TOF

9.5.3.1 Letni odbér

Pomoci hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucCasti matrice
s priletovym analyzatorem se podafilo identifikovat 60 bakterii a 2 kvasinky (Tab. 25).
8 bakterii ze vzorku A (oplachova voda z tavirny), 4 bakterie ze vzorku B (oplachova voda
formicek z vyroby Cerstvych syrit), 11 bakterii a 2 kvasinky ze vzorku C (oplachova voda
z vyroby krémovych syrii typu Zervé), 16 bakterii ze vzorku D (venkovni kanal) a 19 bak-

terii ze vzorku E (voda ze syrarny (tzv. syrovatka)).

Tab. 25: Vysledky identifikace bakterii pomoci MALDI/TOF (letni odbér)

Vzorek Nézev bakterie Vzorek Nézev bakterie
Al | Pseudomonas pseudoalcaligenes | DS | Microbacterium mitrae
A2 | Acinetobacter junii D8 | Staphylococcus carnosus
A4 | Arthrobacter ilicis D11 | Exiguobacterium sp.

A5 | Enterococcus casseliflavus D12 | Acinetobacter schindleri
A7 | Enterobacter cloacae D13 | Acinetobacter Iwoffii
A8 | Lactococcus lactis D16 | Chryseobacterium scophthalmum
A9 | Aeromonas caviae D17 | Kocuria varians
A10 | Enterobacter asburiae D20 | Staphylococcus carnosus
Bl |Staphylococcus hominis D24 | Comamonas aquatica
B2 | Acinetobacter johnsonii D25 | Aeromonas veronii
B5 | Staphylococcus carnosus D26 | Aeromonas caviae
B6 | Staphylococcus carnosus D27 | Staphylococcus carnosus
C2 | Acinetobacter schindleri El | Chryseobacterium joostei
C3 | Acinetobacter schindleri E2 | Klebsiella oxytoca
C5 | Enterococcus faecalis E4 | Acinetobacter johnsonii
C6 | Kocuria rhizophila E5 | Acinetobacter johnsonii
C9 | Klebsiella pneumoniae E6 | Acinetobacter johnsonii
C12 | Lactococcus lactis E7 |Lactococcus lactis
C15 | Enterococcus faecalis E8 | Lactococcus lactis
C16 | Lactococcus raffinolactis E9 | Lactococcus lactis
C17 | Acinetobacter baumannii E10 | Lactococcus lactis
C18 |Klebsiella oxytoca E11 | Lactococcus lactis
C19 | Raoultella ornithinolytica E12 |Lactococcus lactis
C20 | Brevundimonas vesicularis E13 | Acinetobacter johnsonii
C25 | Lactococcus lactis El14 | Microbacterium lacticum
C26 | Candida parapsilosis E15 |Lactobacillus sp.
C27 | Metschnikowia pulcherrima E16 | Lactococcus lactis
D1 | Microbacterium liquefaciens E17 |Acinetobacter johnsonii
D2 | Acinetobacter johnsonii E19 |Leclercia adecarboxylata
D3 | Staphylococcus carnosus E20 | Chryseobacterium joostei
D4 | Kocuria rhizophila E21 |Enterobacter asburiae

Poznamka: cervené — identifikace na tirovni rodu, zelené — identifikace na irovni druhu
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Bakterie rodu Acinetobacter byly piitomny ve vSech 5 vzorcich odpadni vody a zarovei to
byl nejhojngji zastoupeny rod, ktery se objevil ve 13 piipadech. Celkem 7 kmeni bylo
identifikovano jako Acinetobacter johnsonii (kolonie B2, D2, E4, E5, E6, E13 a E17),
3 vzorky jako Acinetobacter schindleri (kolonie C2, C3 a D12) a po jednom kmenu Acine-
tobacter baumannii (kolonie C17), Acinetobacter junii (kolonie A2) a Acinetobacter Iwof-
fii (kolonie D13). Acinetobacter johnsonii se podatilo z oplachové vody z vyroby tvarohu
identifikovat v péti ptipadech a Acinetobacter schindleri ve vzorku odpadni vody z vyroby
krémovych syra typu zZervé ve dvou ptipadech. Presto byl rod Acinetobacter nejhojnéji

zastoupenym rodem v odpadnich vodach mlékarenského primyslu odebranych v 1ét¢.

Dalsim hojné zastoupenym rodem byl rod Lactococcus. Celkem byly bakterie rodu Lacto-
coccus identifikovany v odpadni vodé (vzorky A — E) 11 krat. 10 kolonii bylo identifiko-
vano jako Lactococcus lactis (kolonie A8, C13, C25 E7, E8, E9, E10, El11, E12 a E16),
z toho 7 krat ze vzorku E z oplachové vody z vyroby tvarohu a 2 krat ze vzorku C z opla-
chové vody z vyroby krémovych syrt typu zervé, a jedna kolonie jako Lactococcus raffi-

nolactis (kmen C16).

Rod Staphylococcus byl zastoupeny 7 koloniemi. Jako Staphylococcus carnosus bylo iden-
tifikovano 6 kolonii (kolonie B5, B6, D3, D8, D20 a D27), z toho 4 krat ze vzorku D
z venkovniho kanalu a 2 krat ze vzorku B z oplachové vody formicek pro vyrobu Cerstvych

syrd, a jako Staphylococcus hominis kolonie B1.

Dale byly identifikovany bakterie Aeromonas caviae (kolonie A9 a D26) a Aeromonas
veronii (kolonie D25), Arthrobacter ilicis (kolonie A4), Brevundimonas vesicularis (kolo-
nie C20), Comamonas aquatica (kolonie D24), Enterococcus casseliflavus (kolonie AS,
C5 a C15), Enterobacter asburiae (kolonie A10 a E21) a Enterobacter cloacae (kolonie
E7), Chryseobacterium joostei (kolonie E20), Klebsiella oxytoca (kolonie C18 a E21)
a Klebsiella pneumoniae (kolonie C8), Kocuria rhizophila (kolonie C6 a D4) a Kocuria
varians (kolonie D17), Leclercia adecarboxylata (kolonie E19), Microbacterium lacticum
(kolonie E14) a Microbacterium mitrae (kolonie D5), Pseudomonas pseudoalcaligenes
(kolonie A1) a Raoultella ornithinolytica (kolonie C19). Identifikovany byly i dvé kvasin-
ky. Kolonie C26 jako Candida parapsilosis a kolonie C27 jako Metschnikowia pulcherri-

ma.

Mezi izolovanymi bakteriemi ze vzorkd odpadnich vod z mlékarenského primyslu se ob-

jevily 1 vyznamné patogenni druhy. Napt. bakterie Acinetobacter baumannii (kolo-
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nie C17), ktera patii dle Svétové zdravotnické organizace do seznamu rezistentnich pato-
gent, proti kterym je naléhavé potfeba vyvinout nova antibiotika. Dal$imi pfitomnymi
patogeny byly Klebsiella pneumoniae (kolonie C8), ktera zptisobuje zapaly plic a Entero-
coccus faecalis (kolonie C5 a C15), ktery zptisobuje endokarditidu nebo infekce mocovych

cest [87].

9.5.3.2 Podzimni odbér

Z podzimniho odbéru se podaiilo pomoci MALDI/TOF analyzovat 17 bakterii a 1 kvasin-
ku (Tab. 26). 7 bakterii ze vzorku F (oplachova voda specialit), 3 bakterie ze vzor-
ku G (oplachové voda formicek pro vyrobu Cerstvych syrtu), 2 bakterie a 1 kvasinka ze
vzorku H (oplachova voda u krémovych syrt typu zervé), 4 bakterie ze vzorku I (venkovni

kandl) a 1 bakterie ze vzorku J (oplachové voda z vyroby tvarohu).

Tab. 26: Vysledky identifikace bakterii pomoci MALDI/TOF (podzimni odbér)

Vzorek Nézev bakterie Vzorek Nézev bakterie
F1 Chryseobacterium scophthalmum G4 | Pseudomonas taetrolens
F3 Pseudomonas gessardii H4 | Rhodotorula mucilaginosa
F5 | Leuconostoc mesenteroides H6 | Pseudomonas graminis
F9 | Pseudomonas brenneri H8 | Pseudomonas azotoformans
F10 | Pseudomonas fragi I1 | Aeromonas media
F12 | Aeromonas eucrenophila 16 | Lactococcus lactis
F14 | Lactobacillus sp. 113 | Pseudomonas fragi
Gl | Acinetobacter radioresistens I16 | Aeromonas caviae
G2 | Acinetobacter radioresistens J9 | Microbacterium oxydans

Poznamka: cerven¢ — identifikace na urovni rodu, zelené — identifikace na Grovni druhu

Bakterie rodu Pseudomonas byly ptitomny ve vzorcich odpadnich vod F, G, H i J a zaro-
ven to byl nejhojnéji zastoupeny rod, ktery se objevil v 7 ptipadech. Celkem dvé kolonie
byly identifikovany jako Pseudomonas fragi (kolonie F10 a I13). Dale se vyskytovaly
Pseudomonas gessardii (kolonie F3), Pseudomonas brenneri (kolonie F9), Pseudomonas
taetrolens (kolonie G4), Pseudomonas graminis (kolonie H6) a Pseudomonas azotofor-
mans (kolonie HS8). Dalsim rodem, zastoupenym 3 bakteriemi, byl rod Aeromonas. Vy-
skytly se bakterie Aeromonas eucrenophila (kolonie F12), Aeromonas media (kolonie I1)

a Aeromonas caviae (kolonie 116).

Déle byly identifikovany bakterie Acinetobacter radioresistens (kolonie G1 a G2), Chry-
seobacterium scophthalmum (kolonie F1), Lactococcus lactis (kolonie 16), Leuconostoc
mesenteroides (kolonie F5), Microbacterium oxydans (kolonie J9) a kvasinka Rhodotorula

mucilaginosa (kolonie H4).
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Ze vzorkt odpadnich vod odebranych na podzim se zadné vyznamné patogeny nepodaiilo

izolovat.

V odpadnich vodach z letniho odbéru byly pfitomny predevsim bakterie rodu Acinetobac-
ter, Lactococcus a Staphylococcus. V podzimnim odbéru se nejCastéji vyskytovaly bakterie
rodu Pseudomonas a Aeromonas. Pted letnim odbérem odpadnich vod, ktery byl proveden
13. Cervence 2017, panovaly vysoké denni teploty. 14 dni pfed odbérem se pohybovaly
denni teploty v priméru od 25 do 34 °C. Predpokladalo se, ze vyssi teploty budou vyhovo-
vat bakteriim a podaii se vyizolovat vice kmenl nez z vod z podzimniho odbéru (15. listo-
padu 2017), kdy se primémé denni teploty 14 dni ptfed odbérem pohybovaly
v rozmezi od 2 do 14 °C. Tento ptedpoklad byl spravny. Pfi charakterizaci Petriho misek
po kultivaci vzorkl vod bylo na prvni pohled jasné, Ze Petriho misky se vzorky z letniho
odbéru mély vyssi miru mikrobialniho oziveni nez Petriho misky se vzorky z odbéru pod-
zimniho. Proto bylo na podzim vybrano pouze 60 kment, na rozdil od 95 kment vyizolo-

vanych z odpadnich vod z letniho odbéru.
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9.5.4 Screening dekarboxylazové aktivity u izolovanych bakterii kultiva¢ni meto-

dou

Schopnost dekarboxylovat vybrané¢ aminokyseliny (arginin, fenylalanin, histidin, lysin,
ornitin, tryptofan a tyrosin) byla kultiva¢ni metodou zjistovana u vSech 95 kolonii izolova-
nych z letniho odbéru a u vSech 60 kolonii izolovanych z podzimniho odbéru. Pii pozitivni
reakci dochazi ke zméné zabarveni dekarboxyla¢niho média z hnédé na tmavé fialovou

(diky pritomnosti pH indikatoru bromkresolpurpuru).

9.5.4.1 Letni odbér

Vyhodnoceni screeningu dekarboxylazové aktivity u bakterii izolovanych ze vzorki od-
padnich vod odebranych v 1ét€ je uvedeno v ptiloze 13. Byla prokézana pomérné vysoka
dekarboxylac¢ni schopnost zkoumanych bakteridlnich kmeni, a to zejména u ornitinu, lysi-
nu, tyrosinu a argininu. U ornitinu prokdzalo pozitivni reakci 77 bakteridlnich kmenti z 95.
Pouze u 18 bakterialnich kmeni nebyla pozitivni reakce pozorovéana. Lysin dokazalo de-
karboxylovat 75 % bakteridlnich kmena (71 z95), tyrosin 72 % bakteridlnich kmeni
(68 z 95) a arginin taktéz 72 % bakteriadlnich kment (68 z 95). Naopak histidin nedokdzalo
dekarboxylovat 60 % bakteridlnich kment. Ani u tryptofanu nedochazelo k vyrazné dekar-
boxylaci, u 52 % bakterialnich kment nedoslo ke zméné zabarveni dekarboxylacniho mé-

dia z hnédé na fialovou.

9.5.4.2 Podzimni odbér

V ptiloze 14 jsou uvedeny kompletni vysledky screeningu dekarboxyldzové aktivity u bak-
terii izolovanych ze vzorkl odpadnich vod odebranych na podzim. Stejné jako v 1ét¢ byla
prokézéna pomérné vysokéa dekarboxyla¢ni schopnost zkoumanych bakteridlnich kmenti.
Z vybranych aminokyselin (arginin, fenylalanin, histidin, lysin, ornitin, tryptofan a tyrosin)
byl nejvice dekarboxylovéan arginin, ktery dekarboxylovalo 50 z 65 izolovanych bakteril-
nich kment (77 %). Mezi nejvice dekarboxylované aminokyseliny patii dale lysin a tyro-
sin, pozitivni reakci projevilo 45 bakteridlnich kmentd z 65 (69 %). U fenylalaninu proka-
zalo pozitivni reakci 40 bakterialnich kment z 65 (62 %). Naopak histidin patfil k nejméné
dekarboxylovanym aminokyselindm. Pozitivni reakce prob¢hla pouze u 46 % vyizolova-

nych bakteridlnich kment.
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V 1été byly nejcastéji dekarboxylovany ornitin, lysin, tyrosin a arginin. Na podzim se poda-
filo vyizolovat bakterie s vykazujici schopnosti dekarboxylovat arginin, lysin, tyrosin

a fenylalanin.

Screening dekarboxyldzové aktivity na kultivaénim médiu je velmi jednoducha a pomérné
rychld metoda, velkou nevyhodou této metody je jeji nepfesnost. V prubéhu reakce probi-
hajici pfi kultivaéni metod€ vznikaji alkalické produkty, které zptisobuji faleSné pozitivni
zabarveni dekarboxylacniho média. DalSim problémem je neschopnost zachyceni malého

mnozstvi vznikajicich biogennich amini.

Pivodnim zdmérem bylo vybrat kmeny vykazujici siln€ pozitivni reakcei, ale z vyse uvede-
nych divodi bylo nakonec nésledujici stanoveni produkce biogennich aminti metodou
HPLC - UV/Vis provedeno u vSech izolovanych kmend (95 zletniho odbéru

a 60 z podzimniho odbéru).

9.5.5 Stanoveni produkce biogennich amint pomoci HPLC — UV/Vis

Stanoveni produkce a kvantifikace biogennich aminti produkovanymi izolovanymi bakteri-
emi bylo provedeno metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie s UV/Vis detekeci.
Jedna se, na rozdil od kultiva¢ni metody, o velmi piesnou metodu, kterd umoznuje deteko-

vat 1 kvantifikovat vznikajici jednotlivé biogenni aminy, a to 1 v nizkych koncentracich.

9.5.5.1 Letni odbér

Ze vzorkid odpadnich vod mlékarenského primyslu bylo v letnim odbéru testovano 95 ko-

lonii. Produkce biogennich amint u vSech vzorkl (A — E) je uvedena v pfiloze 15.

V tabulce 27 je uvedeno pét nejproduktivnéjSich bakterii vzorku A (oplachovd voda

z tavirny).

Tab. 27: Nejproduktivnéjsi kmeny vzorku A (oplachova voda z tavirny)

TPA | PEA PUT CAD | HIA | TRA | SPD | SPM Y BA

Al | 4332 | 21,54 | 23,53 | 9,58 | 11,19 | 701,18 | ND | 41,73 | 852,06
A7 | 7595 | 6,93 | 514,28 | 32,35 | 7,63 | 33,04 | 25,68 | 48,45 | 744,31
A8 | 67,54 | 8,07 | 1042,50 | 22,29 | ND | 11,87 | 17,99 | 29,89 | 1200,14
A9 103,73 | 6,06 | 1092,84 | 17,13 | 4,34 | 17,28 | 14,58 | 21,25 | 1277,21
Al0 | 43,89 | 3,93 | 478,72 | 31,42 | ND | 24,68 | 26,19 | 46,12 | 654,95
Poznamka: TPA tryptamin; PEA fenylethylamin; PUT putrescin; CAD kadaverin; HIA

histamin; TRA tyramin; SPD spermidin; SPM spermin; ND nedetekovano
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Kmen A9 (deromonas caviae) produkoval celkem 1277, 21 mg/l biogennich amind,
znichz byl nejvice produkovan putrescin (1 092,84 mg/l). U kmene A8 (Lactococcus
lactis) byly naméteny obdobné hodnoty, celkova produkce vsech biogennich amini dosah-
la 1200,14 mg/l a stejn¢ jako u kmene A9 (4deromonas caviae), byl nejvice produkovanym
biogennim aminem putrescin (1 042, 50 mg/l). U kmenu Al (Pseudomonas pseudoalcali-
genes) byla zaznamenana celkova produkce biogennich amind v mnozstvi 852,06 mg/l,
z toho tyramin dokazal vytvotit 701,18 mg/l. DalSim pomérné produktivnimi kmeny byly
A7 (Enterobacter cloacae), ktery vytvoril 744,31 mg/l BA (nejvice putrescin 514,28 mg/1)
a A10 (Enterobacter asburiae), ktery vytvoril 654,95 mg/l BA (nejvice putrescin
478,72 mg/l). U vzorku A (oplachova voda ztavirny) byl obecné nejvice detekovan

putrescin, tyramin a tryptamin, naopak nejmén¢ histamin.
Nejproduktivnéjsi kmeny vzorku B (oplachova voda formicek) jsou uvedeny v tabulce 28.

Tab. 28: Nejproduktivnéjsi kmeny vzorku B (oplachova voda formicek)

TPA | PEA PUT | CAD | HIA | TRA | SPD | SPM 2 BA

B2 | 40,06 | ND | 625,17 | 23,34 | ND | 18,11 | 23,25 | 45,36 | 775,29
B3 | 37,04 | 3,56 | 326,29 | 13,83 | ND | 17,16 | 22,32 | 45,13 | 465,33
BS | 47,17 | 4,82 | 260,69 | 28,86 | 3,77 | 19,49 | 23,14 | 42,23 | 430,18
B6 | 60,45 | ND |[1178,04| 18,29 | ND | 15,69 | 14,19 | 23,94 | 1310,59
B7 | 73,46 | ND | 882,11 | 25,84 | 4,74 | 20,43 | 21,28 | 40,96 | 1068,81
Pozndmka: TPA tryptamin; PEA fenylethylamin; PUT putrescin; CAD kadaverin; HIA

histamin; TRA tyramin; SPD spermidin; SPM spermin; ND nedetekovano

1310, 59 mg/l BA se podafilo vyprodukovat kmenu B6 (neidentifikovano), z nichz byl
nejvice zastoupen putrescin (1 178 mg/l). Kmen B7 (neidentifikovano) vyprodukoval
1 068, 81 mg/l, z toho 882,11 mg/l tvotil putrescin. 775,29 mg/l BA (z toho 625,17 mg/l
putrescinu) vytvoril kmen B2 (Acinetobacter johnsonii). Kmeny B3 (neidentifikovino)
a BS (Staphylococcus carnosus) s produkci BA 465,33 mg/l a 430,18 mg/l pattily také
k nejproduktivnéjsim kmentim vzorku B. Celkové byly u vzorku B nejvice detekovany BA

putrescin a tryptamin, naopak nejmén¢ histamin a fenylethylamin.
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V nasledujici tabulce (Tab. 29) je uvedeno pét nejproduktivnéjsich kmenti izolovanych

ze vzorku C (oplachova voda z vyroby krémovych syru typu Zervé).

Tab. 29: Nejproduktivnéjsi kmeny vzorku C (oplachova voda krémovych syrt typu zerve)

TPA | PEA | PUT | CAD | HIA | TRA | SPD | SPM Y BA
Cl1 73,36 | 5,94 | 436,49 | 43,65 | ND | 34,04 | 21,64 | 45,51 | 660,63
C4 | 45,54 | 12,99 | 61,43 | 14,59 | 15,07 | 503,78 | 1,38 | 54,11 | 708,89
C9 | 135,09 | 11,79 | 486,32 | 333,95 | 11,03 | 90,00 | ND | 244,54 | 1312,71
C12 | 33,47 | 15,08 | 18,03 | 9,16 | 14,27 | 515,46 | 3,22 | 37,44 | 646,13
C25 | 73,40 | 12,88 | 664,62 | 45,56 | 5,28 | 308,18 | ND | 30,83 | 1140,76

Pozndmka: TPA tryptamin; PEA fenylethylamin; PUT putrescin; CAD kadaverin; HIA
histamin; TRA tyramin; SPD spermidin; SPM spermin; ND nedetekovano

Kmen C9 (Klebsiella pneumoniae) vyprodukoval 1 312,71 mg/l BA, z toho 486,32 mg/l
putrescinu, 333,95 mg/l kadaverinu a 244,54 mg/l sperminu. Kmen C25 (Lactococcus
lactis) dokézal vytvoftit 1 140,76 mg/l BA, z toho 664,62 mg/l putrescinu a 308,18 mg/l
tyraminu. Dal§imi kmeny s vysokou produkci BA jsou C4 (neidentifikovano), C1 (neiden-
tifikovano) a Cl12 (Lactococcus lactis), které dokazaly vytvofit BA v rozmezi
od 646,13 do 708,89 mg/l. U vzorku C byl nejvice detekovan tyramin, putrescin a kadave-

rin, naopak nejméné spermidin a histamin.

Nejproduktivngj$i kmeny vzorku D (venkovni kandl) jsou uvedeny v nasledujici tabulce
(Tab. 30).

Tab. 30: Nejproduktivnéjsi kmeny vzorku D (venkovni kanal)

TPA | PEA | PUT | CAD | HIA | TRA | SPD | SPM D BA
D4 | 67,88 | 20,74 | 91,80 | 113,64 | 13,25 | 327,33 | ND | 47,37 | 682,01
D5 | 44,06 | 22,54 | 275,49 | 63,95 | 15,13 | 588,44 | ND | 28,59 | 1038,20
D6 | 51,52 | 3,65 | 792,69 | 68,24 | 2,56 | 25,07 | ND | 51,47 | 995,21
DI1 | 63,95 | 29,36 | 23,74 | 14,43 | 16,74 | 779,27 | ND | 20,65 | 948,14
D27 | 57,13 | 27,77 | 20,78 | 11,71 | 12,44 | 713,25 | ND | 64,81 | 907,89

Poznamka: TPA tryptamin; PEA fenylethylamin; PUT putrescin; CAD kadaverin; HIA
histamin; TRA tyramin; SPD spermidin; SPM spermin; ND nedetekovano

Kmen D5 (Microbacterium mitrae) byl s 1 038,20 mg/l BA nejproduktivnéj§im kmenem
vzorku D (588,44 mg/] tvofil tyramin a 275,49 mg/l putrescin). Druhym nejproduktivnéj-
$im kmenem byl D6 (neidentifikovano) s 995,21 mg/l BA (z toho 792,69 mg/I putrescinu).
948,14 mg/l BA vyprodukoval kmen D11 (Exiguobacterium sp.), z toho 779,27 mg/l tyra-
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minu. Dal§imi kmeny s pomérné vysokou produkei BA byly D27 (Staphylococcus carno-
sus) a D4 (Kocuria rhizophila), které tvotily BA od 682,01 — 907,89 mg/l. U vzorku D
(venkovni kandl) byl nejvice detekovan tyramin, putrescin a spermin, naopak nejméné
spermidin a histamin. Spermidin nebyl detekovan ani u jednoho z izolovanych kment

vzorku D.

V tabulce 31 jsou uvedeny nejproduktivnéjsi kmeny vzorku E (oplachova voda ze syrar-
ny).

Tab. 31: Nejproduktivnéjsi kmeny vzorku E (oplachové voda ze syrarny)

TPA | PEA | PUT | CAD | HIA | TRA | SPD | SPM 2 BA

E2 | 5221 | 7,78 | 18,07 | 176,45 | 4,80 | 66,49 | ND | 47,58 | 373,38
E3 | 21,54 | ND 15,64 | 136,93 | ND | 28,53 | ND | 44,49 | 247,12
E8 | 31,35 | 5,36 | 467,87 | 23,23 | 4,86 | 21,93 | ND | 29,72 | 584,32
E10 | 5141 | 8,79 | 22,16 | 94,29 | 428 | 31,05 | ND | 35,60 | 247,57
E18 | 39,80 | 14,10 | 307,90 | 42,42 | 12,74 | 570,54 | ND | 29,94 | 1017,45
Pozndmka: TPA tryptamin; PEA fenylethylamin; PUT putrescin; CAD kadaverin; HIA

histamin; TRA tyramin; SPD spermidin; SPM spermin; ND nedetekovano

Kmen EI18 (neidentifikovano) se s1017,45 mg/l BA (z toho 570,54 mg/l tyraminu
a 307,90 mg/l putrescinu) ukéazal jako nejproduktivnéjsi. Kmen E8 (Lactococcus lactis)
vytvoftil 584,32 mg/l BA (z toho 467,87 mg/l tvofil putrescin) a kmen E2 (Klebsiella oxy-
toca) vytvotil 373,38 mg/l BA (z toho 66,49 mg/l tvotil tyramin). Kmeny E10 (Lacto-
coccus lactis) a E3 (neidentifikovano) vytvotily obdobné mnozstvi BA, a to 247,57 mg/l
a 247,12 mg/l. U vzorku E (oplachova voda ze syrarny) byl nejvice detekovan tyramin,
putrescin a kadaverin, naopak nejméné spermidin a histamin. Spermidin byl detekovan
pouze u jednoho zizolovanych kmend. Histamin byl detekovan u 14 kmena z 22,
ale ve vSech pfipadech se jednalo o minimalni mnoZstvi, které neptesdhlo hodnotu

12,74 mg/l.

Ze vSech 5 vzorkll (A — E) z letniho odbéru byl nejcastéji a v nejvyssich koncentracich
produkovan putrescin a tyramin (stovky az tisice mg/l), dale spermin, kadaverin a trypta-
min (desitky aZ stovky mg/l) a naopak nejméné fenylalanin, histamin a spermidin (desitky
az jednotky mg/l). Mezi bakterie s nejvysSi dekarboxylazovou aktivitou vyizolované
z odpadnich vod odebranych v Iét€, které se podafilo identifikovat, patii Lactobacillus
lactis (kolonie s oznaCenim A8, C12, C25, E8 a E10), Staphylococcus carnosus (kolonie

B5 a D27), déale Acinetobacter johnsonii (kolonie B2), Aeromonas caviae (kolonie A9),
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Enterobacter cloacae (kolonie A7), Enterobacter asburiae (kolonie A10), Klebsiella oxy-
toca (kolonie E2), Klebsiella pneumoniae (kolonie C9), Kocuria rhizophila (kolonie D4),
Microbacterium mitrae (kolonie D5) a Pseudomonas pseudoalcaligenes (kolonie Al).

9.5.5.2 Podzimni odbér

Ze vzorka odpadnich vod mlékarenského priimyslu bylo v podzimnim odbéru testovano

60 kolonii. Produkce biogennich aminti u vSech vzork (F — J) je uvedena v pfiloze 16.

V tabulce 32 je uvedeno pét nejproduktivnéjSich bakterii vzorku F (oplachova voda z vy-

roby specialit).

Tab. 32: Nejproduktivnéjsi kmeny vzorku F (oplachova voda z vyroby specialit)

TPA | PEA | PUT | CAD | HIA | TRA | SPD | SPM | >5a

F1 | 101,25 | 36,46 | 13,27 | 15,32 | 28,52 | 40,84 | 0,03 | 55,80 | 291,47
F2 ND 16,78 | 7,20 | 4,75 | 3,55 | 28,03 | 0,14 | 69,85 | 130,31
F4 299,73 | 101,96 | 32,63 | 34,38 | 30,89 | 76,89 | 0,09 | 52,44 | 629,00
F5 ND 10,64 | 4,72 | 3,58 | 2,01 | 27,42 | 0,11 | 55,46 | 103,94
F12 ND 6,75 | 53,35 | 2,10 | 1,58 | 20,04 | 0,02 | 61,25 | 145,09
Pozndmka: TPA tryptamin; PEA fenylethylamin; PUT putrescin; CAD kadaverin; HIA

histamin; TRA tyramin; SPD spermidin; SPM spermin; ND nedetekovéano

Nejproduktivngj$i kmen izolovany ze vzorku F byl F4 (neidentifikovano) s produkei
629,00 mg/l BA (z toho 299,73 mg/l tryptaminu a 101,96 mg/I fenylethylaminu). Kmen F1
(Chryseobacterium scophthalmum) dokazal vytvoiit 291,47 mg/l BA (z toho nejvice
tryptaminu, a to 101,25 mg/l). Dal§im produktivnim kmenem byl kmen F12 (4eromonas
eucrenophila) s mnozstvim vyprodukovanych BA 145,09 mg/l. Kmeny F5 (Leuconostoc
mesenteroides) a F2 (neidentifikovdno) dokéazaly vytvoftit od 103,94 do 130,31 mg/l BA.
U vzorku F (oplachova voda z vyroby specialit) byl nejvice detekovan spermin a trypta-

min, naopak nejméné spermidin, ktery v zddném ptipadé nepiekrocil hodnotu 0,15 mg/l.
V tabulce 33 jsou uvedeny nejproduktivnéjsi kmeny vzorku G (oplachova voda formicek).

Tab. 33: Nejproduktivnéjsi kmeny vzorku G (oplachova voda formicek)

TPA | PEA | PUT | CAD | HIA | TRA | SPD | SPM | >&a

G3 ND | 6,94 | 5,17 | 434,59 | ND | 18,08 | 0,11 | 38,86 | 503,74
G4 ND | 5,19 | 3,85 | 67,29 | 3,93 | 17,62 | 0,09 | 35,82 | 133,79
Poznamka: TPA tryptamin; PEA fenylethylamin; PUT putrescin; CAD kadaverin; HIA

histamin; TRA tyramin; SPD spermidin; SPM spermin; ND nedetekovéano



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 80

Kmen G3 (neidentifikovano) izolovany ze vzorku G (oplachova voda formicek) produko-
val mnozstvi BA 503,74 mg/l (z toho nejvice kadaverinu, a to 434,59 mg/l). Druhym po-
mérn¢ produktivnim kmenem se ukdzal kmen G4(Pseudomonas taetrolens), ktery vytvoril
133,79 mg/l BA. Zastupci vzorku G nejvice produkovaly kadaverin a spermin, naopak
nejméné spermidin, ktery byl detekovan v minimalnim mnozstvi (pod 0,22 mg/l) a trypta-

min, ktery netvofil ani jeden z izolovanych kmend.

V nasledujici tabulce (Tab. 34) jsou uvedeny nejproduktivnéjsi kmeny vzorku H (oplacho-

va voda krémovych syrt typu zerve).

Tab. 34: Nejproduktivnéjsi kmeny vzorku H (oplachova voda krémovych syrt typu Zerve).

TPA | PEA | PUT | CAD | HIA | TRA | SPD | SPM | }Ba

H1 84,17 | 39,27 | 11,65 | 12,96 | 21,41 | 39,71 | 0,09 | 46,76 | 256,02
H3 80,71 | 23,75 | 20,24 | 15,98 | 25,88 | 58,46 | 0,05 | 52,24 | 277,30
H4 45,14 | 16,76 | 6,43 | 9,94 | 9,20 | 16,69 | 0,04 | 13,96 | 118,17
H5 ND 851 | 8,01 | 3,54 | 1,99 | 30,12 | 0,16 | 52,15 | 104,48
H7 14,15 | 17,16 | 30,68 | 12,51 | 7,69 | 31,66 | 0,06 | 50,29 | 164,21
Pozndmka: TPA tryptamin; PEA fenylethylamin; PUT putrescin; CAD kadaverin; HIA

histamin; TRA tyramin; SPD spermidin; SPM spermin; ND nedetekovano

Nejveétsi mnozstvi BA dokazaly vytvotit kmeny H3 (neidentifikovano) a H1 (neidentifiko-
vano), a to 277,30 mg/l a 256,02 mg/1 (z toho nejvice tryptaminu). Dal§imi produktivnimi
kmeny byly H7 (neidentifikovano) s produkci 164,21 mg/l BA, H4 (Rhodotorula mucilagi-
nosa) s produkci 118,17 mg/l BA a H5(neidentifikovano) s produkei 104,48 mg/l BA. Izo-
lované kmeny ze vzorku H nejcastéji produkovaly spermin, tryptamin a tyramin, naopak
nejméné spermidin.

V tabulce 35 jsou uvedeny nejproduktivnéjsi kmeny vzorku I (venkovni kanal).

Tab. 35: Nejproduktivnéjsi kmeny vzorku I (venkovni kanal)

TPA PEA PUT | CAD | HIA TRA | SPD | SPM Y BA

I1 ND 3,44 | 52,76 | 9,63 6,38 | 99,69 | 0,01 | 21,64 | 193,55
I3 462,37 | 205,16 | 112,61 | 103,95 | 107,75 | 215,81 | 0,17 | 52,75 | 1260,56
116 25,52 | 15,51 | 68,71 | 32,25 | 10,41 | 28,13 | 0,09 | 29,93 | 210,56
118 | 148,36 | 127,32 | 26,85 | 37,87 | 34,50 | 69,50 | 0,07 | 36,51 | 480,98
119 | 127,08 | 37,61 | 13,50 | 28,20 | 31,61 | 43,47 | 0,05 | 26,98 | 308,50
Poznamka: TPA tryptamin; PEA fenylethylamin; PUT putrescin; CAD kadaverin; HIA

histamin; TRA tyramin; SPD spermidin; SPM spermin; ND nedetekovéano
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Kmen 13 (neidentifikovano) dokézal vytvorit nejvétsi mnozstvi BA, a to 1 260,56 mg/l
(z toho nejvice 462,37 mg/l tryptaminu, 215,81 mg/l tyraminu a 205,16 mg/l fenylethyla-
minu). Dal$imi produktivnimi kmeny vyizolovanymi ze vzorku I (venkovni kanal) byly
118 (neidentifikovano) s produkci BA 480,98 mg/l, 119 (neidentifikovano) s produkei
BA 308,50 mg/l, 116 (Aeromonas caviae) s produkci BA 210,56 mg/l a 11 (4deromonas
media) s produkci BA 193,55 mg/l. Mezi nejcastéji detekované BA patfily tryptamin,

spermin a tyramin, naopak nejmén¢ spermidin, ktery byl detekovan minimalné¢.

Nejproduktivnéjsi kmeny vzorku J (oplachova voda z vyroby tvarohu) jsou uvedeny v ta-

bulce 36.

Tab. 36: Nejproduktivnéjsi kmeny vzorku J (oplachova voda z vyroby tvarohu)

TPA PEA PUT | CAD | HIA TRA | SPD | SPM Y BA

I ND 2,46 | 51,52 | 15,20 | ND 19,07 | ND | 29,38 | 117,63
J2 97,37 | 24,81 | 31,87 | 21,15 | 15,73 | 43,88 | 0,11 | 53,12 | 288,05
J6 16,82 | 8,85 8,57 4,40 6,64 | 28,98 | 0,04 | 41,90 | 116,20
J7 351,00 | 130,73 | 26,87 | 38,77 | 24,61 | 80,60 | ND | 40,75 | 693,34
J9 17,88 | 11,88 | 4,95 6,17 4,76 | 23,85 | ND | 50,60 | 120,09
Pozndmka: TPA tryptamin; PEA fenylethylamin; PUT putrescin; CAD kadaverin; HIA

histamin; TRA tyramin; SPD spermidin; SPM spermin; ND nedetekovano

Jako nejproduktivnéj$i kmen se ukazal kmen J7 (neidentifikovano) s celkovou produkci
BA 693,34 mg/l (z toho nejvice tryptamin 351,00 mg/l a fenylethylamin 130,73 mg/l).
Dalsim produktivnim kmenem s mnozZstvim vytvofenych BA 288,05 mg/l byl kmen
J2 (neidentifikovano). Kmeny J6 (neidentifikovano), J1 (neidentifikovano) a J9 (Microbac-
terium oxydans) dokézaly vytvofit BA v rozmezi od 116,20 do 120,09 mg/l. Nejcastéji
detekovanymi BA produkovanymi bakteriemi vyizolovanymi ze vzorku J (oplachové voda

z vyroby tvarohu) byly tryptamin, spermin a tyramin, naopak nejméné spermidin.

Ze vSech 5 vzorkl (F — J) z podzimniho odbéru byl nejcastéji a v nejvyssich koncentracich
produkovan spermin, tryptamin, tyramin a fenylethylamin (stovky az tisic mg/l), déle ka-
daverin, putrescin a histamin (desitky az stovky mg/l) a naopak nejméné¢ spermidin (jed-
notky mg/l). Mezi bakterie s nejvyssi dekarboxylazovou aktivitou vyizolované z odpadnich
vod odebranych na podzim, které se podafilo identifikovat, patii kolonie s oznacenim
F12 (Aeromonas eucrenophila), 116 (Aeromonas caviae), 11 (Aeromonas media),
F1 (Chryseobacterium scophthalmum), F5 (Leuconostoc mesenteroides, G4 (Pseudomonas

taetrolens) a kolonie s oznacenim H4 (Rhodotorula mucilaginosa).
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V tabulce 37 je uvedeno potadi produkovanych BA bakteriemi izolovanymi z odpadnich
vod mlékarenského primyslu od nejcastéji detekovanych po nejméné detekované.
V letnim odbéru odpadnich vod z mlékarenského priimyslu produkovaly piitomné bakterie
nejvice putrescin, tyramin a spermin, naopak nejméné histamin a spermidin. V podzimnim
odbéru odpadnich vod z mlékarenského prumyslu produkovaly pfitomné bakterie nejvice

spermin, tryptamin a tyramin a nejméné, stejn¢ jako v letnim odbéru, histamin a spermidin.

Tab. 37: Potadi detekovanych BA produkovanych bakteriemi izolovanymi ze vzorkl vod

z obou odbért (letniho a podzimniho)

Potadi BA Letni odbér Podzimni odbér
1. Putrescin Spermin
2. Tyramin Tryptamin
3. Spermin Tyramin
4. Kadaverin Fenylethylamin
5. Tryptamin Kadaverin
6. Fenylethylamin Putrescin
7. Histamin Histamin
8. Spermidin Spermidin

Cedidlova (2016) uvadi, Ze v povrchovych vodach se mezi nejcastéji detekované BA tadi
spermidin (v mnozstvi 4,5 — 45,5 mg/l) a spermin (v mnozstvi 12,0 — 34,4 mg/1), naopak
mezi nejméné detekované BA produkované bakteriemi z povrchovych vod se fadi trypta-

min a také fenylethylamin, ktery nebyl u téchto bakterii detekovan viibec [12].

Ze vzorka odpadnich vod se podafilo vyizolovat i bakterie, které v laboratornich podmin-
kach produkovaly BA v mnoZstvi az 1 000 mg/l. Mezi ty, které patii k nejproduktivné;Sim,
a které se podaftilo identifikovat, patii Aeromonas caviae (kolonie s oznacenim A9), Acine-
tobacter johnsonii (kolonie B2), Enterobacter cloacae (kolonie A7), Klebsiella pneumoni-
ae (kolonie C9), Lactococcus lactis (kolonie A8, C12 a C25), Microbacterium mitrae (ko-
lonie DS), Pseudomonas pseudoalcaligenes (kolonie Al) a Staphylococcus carnosus (ko-
lonie B6 a D27). VSechny vysSe zminiované bakterie byly izolovany z odpadnich vod mlé-
karenského primyslu odebranych v Iét€. Z odpadnich vod odebranych na podzim doslo
k ptekroCeni mnozstvi biogennich amint 1 000 mg/l pouze u jednoho kmene (kolonie I3),

ktery se ale nepodatilo identifikovat.

Ze zjisténi, uvedeného vyse vyplyva, ze venkovni teplota mé vliv na ptitomnost bakterii
s dekarboxylazovou aktivitou a je pravdépodobné, ze se v letnich mésicich vyskytuje

ve vode 1 vétsi mnozstvi BA nez za niz§ich teplot.
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Souhrnné 1ze konstatovat, ze jak namétené vysledky ukézaly (kapitoly 9.4.1 a 9.4.2), od-
padni vody z mlékarenského primyslu obsahuji proteiny v koncentracich fadové desitky
ug/ml (tj. desitky mg/1). Pokud jsou v téchto vodach piitomny bakterie s dekarboxylazovou
aktivitou, tak jak vysledky této prace dokumentuji (kapitola 9.5.5), mohly by z proteinti
uvolnéné aminokyseliny dekarboxylovat za vzniku piisluSnych biogennich amind. Ptitom-
nost téchto mikrobidlnich metabolitd je diskutovdna zejména v souvislosti s potravinami
(syry, masné vyrobky, ryby, aj.). Nicméné¢, v odpadnich vodach odebranych piimo
z provozu se nalézaji bakterie vlastnici dekarboxylazovou aktivitu, které by mohly finalni

vyrobky (syry) kontaminovat.

Jaké mnozstvi jednotlivych BA se nachazi ptimo v odpadnich vodach mlékarenského pri-
myslu, mohou zjistit dal§i analyzy vzorkd pomoci riiznych instrumentdlnich metod
(napt. HPLC nebo UPLC/MS) v kombinaci s vhodnou extrakéni technikou
(napt. SPE/extrakce tuhou fazi/) [85].

Vyzkumy v oblasti biogennich amint se v poslednich letech zacaly orientovat nejen na
bakterie vlastnici dekarboxyldzovou aktivitu (produkce BA), ale také na bakterie vlastnici
aminooxidazovou aktivitu (bakterie majici schopnost BA degradovat). Je mozné, Zze mezi
izolovanymi bakteriemi z vod z mlékarenského primyslu se nachazi néktera, ktera by tuto
aminooxidazovou aktivitu mohla vlastnit. Pfikladem by mohla byt bakterie rodu Lactoba-
cillus [86], izolovana z fady v této praci zkoumanych vzorki /A, C, D, E, F/ a identifiko-

vana pomoci MALDI/TOF. Tento ptedpoklad ale ukazi az dalsi vyzkumy.
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ZAVER
Celkem bylo z 10 vzorkl odpadnich vod odebranych v mlékarné na Moravé izolo-
vano 155 kolonii. Z 5 vzorkl (A — E) odpadnich vod mlékarenského priimyslu odebranych

v letnim odbéru (13. ¢ervence 2017) bylo izolovano 95 kolonii a z 5 vzorki (F — J) odebra-

nych v podzimnim odbéru (15. listopadu 2017) bylo izolovéno 60 kolonii.

Ve vzorcich odpadnich vod odebranych v 1ét¢ byly piitomny pievazné grampozi-
tivni bakterie (86 %), nejCastéji ve tvaru koki. Z 95 vyizolovanych kolonii bylo 59 % pozi-
tivnich na katalazovy test a na test oxidazovy bylo pozitivnich pouze 14 % kolonii.
Ve vzorcich odpadnich vod odebranych na podzim byly taktéz pfitomny pfevazné grampo-
zitivni bakterie (74 %), nejastéji ve tvaru kokotyCinek. Z 60 vyizolovanych kolonii bylo

na katalazovy test 58 % pozitivnich a na oxidazovy test bylo pozitivnich 61 % kolonii.

Identifikace bakterii byla provedena metodou MALDI/TOF a z ptivodnich 155 ko-
lonii bylo spolehlivé identifikovano 77 bakterii a 3 kvasinky. Ve vzorcich odpadnich vod
z letniho odbéru se nejcastéji vyskytovaly bakterie rodu Acinetobacter, Lactococcus a Sta-
phylococcus, naopak ve vzorcich odpadnich vod odebranych na podzim se nejcastéji vy-

skytovaly bakterie rodu Pseudomonas a Aeromonas

Stanoveni produkce BA metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie
s UV/Vis detekci bylo provedeno u vSech izolovanych kmenii (95 zletniho odbéru
a 60 z podzimniho odbéru). Bylo zjiSténo, Ze izolované bakterie jsou schopny
v laboratornich podminkach vyprodukovat BA v mnozstvi jednotek az tisice mg/l.
V letnim odbéru odpadnich vod z mlékarenského primyslu produkovaly izolované bakte-
rie nejvice putrescin, tyramin a spermin, naopak nejméné histamin a spermidin. Ze vzorka
odpadnich vod odebranych na podzim produkovaly izolované bakterie nejvice spermin,

tryptamin a tyramin a nejméné, stejné jako v letnim odbé&ru, histamin a spermidin.

Mezi izolované bakterie, které vyprodukovaly BA v koncentracich stovek nebo ti-
sice mg/l a které se podaftilo identifikovat, patii: Aeromonas caviae, Acinetobacter johnso-
nii, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Lactococcus lactis, Microbacterium

mitrae, Pseudomonas pseudoalcaligenes a Staphylococcus carnosus.

V odebranych vzorcich vod byly stanoveny i obsahy dusitantl, dusi¢nanti, fosforec-
nanll a proteinl. V odpadnich vodach mlékarenského primyslu byly pfitomny dusitany
v maximalnim mnoZzstvi 1,52 mg/l a dusi¢nany v maximalnim mnozstvi 41,54 mg/l, jedna

se koncentrace velmi nizké. Na rozdil od fosfore¢nani, které byly naméteny v maximalnim
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mnozstvi 662,4 mg/l (pouzivani tavicich soli pfi vyrobé mléénych vyrobki). Proteiny pak

byly stanoveny v maximalnim mnozstvi 127,27 mg/I1.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AMK

ARG

BA

BE

BHI

BSA

CAD

CBB

ENDO

EMN

G-/G+

HIA

HIS

HPLC

ISE

LYS

MALDI

MPA

MPB

MRS

M17

ND

NED

ORN

Aminokyselina

Arginin

Biogenni amin

Beef extrakt (masovy vytazek)

Brain heart infusion agar (zivna puda)
Bovine Serum Albumine

Kadaverin

Coomassie Brilliant Blue G-250

Endlv agar (Zivna ptida)
Elektromotorické napéti
Gramnegativni/grampozitivni

Histamin

Histidin

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Kombinovana iontové-selektivni elektroda
Lysin

Laserova ionizace za i¢asti matrice
Masopeptonovy agar (zivna pluda)
Masopeptonovy bujon

M.R.S. agar (zivna pida)

M17 agar (Zivna ptida)

Nedetekovano
N-(1-naftyl)-ethylendiamin-dihydrochlorid

Ornitin
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PEA Fenylethylamin

PHE Fenylalanin

PUT Putrescin

SAB Sabouradiiv agar (zivna puda)

SB Slanetz — Bartley agar (zivna ptuda)
SPD Spermidin

SPM Spermin

TOF Analyzator doby letu

TPA Tryptamin

TRA Tyramin

TRP Tryptofan

TYA Tryptone Yeast Extract Agar

TYR Tyrosin

UV/Vis Spektrofotometricky detektor méfici absorbanci vzorku

v oblasti ultrafialového a viditelného zareni
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PRILOHA 1: CHARAKTERISTIKA NAROSTENYCH KOLONII
VZOREK A (LETNi ODBER)

Typ zivné pudy Redéni Barva | Pocet Velikost Tvar Okraj Profil
vzorkll [mm]
MPA (30 °C) 10° nepocitatelné
107 bézova | 153 | 02 | okrouhly | hladky | plochy
10° nepocitatelné
M17 (30 °C) 10" bila 20 0,5 okrouhly hladky | plochy
mlécna 17 0,7 okrouhly hladky | vyvySeny
nazloutld | 21 2 nepravidelny | zvinény | vyvySeny
MRS (30 °C) 10 nepocitatelné
107 miéend | 5 | 04 okrouhly | hladky | vypoukly
10° nepocitatelné
BHI (30 °C) B oranzova | 4 0,9 okrouhly hladky | vypoukly
10 bila 2 0,8 okrouhly | zvinény | vyvyseny
mlécna 30 2 okrouhly hladky | vypoukly
ENDO (30 °C) | 10°10" bez naristu bakterii
SB (30 °C) 10° mléend | 55 [ 3 okrouhly | zubaty | vypoukly
MPA (25°C) | 10°10" nepoditatelné
bila 3 3,2 nepravidelny | zvinény | vypoukly
SAB (25 °C) 10° bézova 62 12,5 okrouhly hladky | plochy
zluta 12 8,5 okrouhly hladky | vyvySeny
oranzova | 2 10 okrouhly hladky | vyvySeny




PRILOHA 2: CHARAKTERISTIKA NAROSTENYCH KOLONII

VZOREK B (LETNi ODBER)
Typ Zivne Redeni Barva Pocet Velikost Tvar Okraj Profil
pudy vzorkl [mm]
. bézova 1 2 okrouhly hladky | vyvySeny
10 bila 1 10 nepravidelny | zvinény | vyvySeny
MPA (30 °C) mlécna 1 30 okrouhly hladky | vypoukly
B svétle Zluta 1 0,9 okrouhly hladky | plochy
10 mlécna 45 2 okrouhly hladky | vypoukly
zelena 1 35 okrouhly hladky | vyvySeny
M17 (30 °C) bez nariistu bakterii
10° bila az mlééna 3 5 okrouhly hladky | plochy
MRS 30°C) ;7 bila 12 4 okrouhly | hladky | vyvyseny
bila 1 45 nepravidelny | brvity | vypoukly
BHI (30 °C) 10° nepocitatelné
10™ bila 1 ‘ 45 nepravidelny ’ brvity | vypoukly
ENDO (30 bez nariistu bakterii
SB (30 °C) bez nariistu bakterii
MPA (25 °C) | 10%10" nepoditatelné
SAB (25 °C) 10° nepocitatelné
107 bila plisent 1| 50 - e




PRILOHA 3: CHARAKTERISTIKA NAROSTENYCH KOLONII

VZOREK C (LETNi ODBER)
Typ Zivne Redeni Barva Pocet Velikost Tvar Okraj Profil
pudy vzorkll [mm]
10° nepocitatelné
bila 1 1 okrouhly hladky | vyvyseny
N oranzova 103 1,2 okrouhly zvlnény | vypoukly
10 bérova 122 | 15 okrouhly | hladky | vyvyseny
zluta 207 1,3 okrouhly hladky | vyvyseny
MPA (30°C) mlééna | 201 1 okrouhly | hladky | vyvyseny
bila - - okrouhly hladky | vyvyseny
R oranzova 58 1,2 okrouhly zvlnény | vypoukly
10 bézova 98 1,5 okrouhly | hladky | vyvyseny
zluta 158 1,3 okrouhly hladky | vyvyseny
mlécna 122 1 okrouhly hladky | vyvyseny
10°, 10" nepocitatelné
bézova 52 2,5 okrouhly hladky plochy
M17 (30 °C) 102 zluta 22 2,5 nepravidelny | hladky | vypoukly
mlécna 72 3 okrouhly hladky plochy
oranzova 5 1,5 okrouhly hladky plochy
bila 5 1 okrouhly hladky | vypoukly
. plisné 4 60 - - -
10 bila 20 5 | nepravidelny | zvinény | vypoukly
bila 15 3 okrouhly hladky plochy
MRS (30°C) ™ bérova 4 2.8 okrouhly | hladky | plochy
mlécna 15 1,3 okrouhly zvlnény | vyvyseny
102 bézova 1 2,5 okrouhly hladky plochy
mlécna 10 1,3 okrouhly zvlnény | vyvyseny
10°,10" nepocitatelné
bézova 10 2,9 okrouhly hladky plochy
BHI (30 °C) 02 mlécna 82 2 okrouhly hladky | vyvyseny
zluta 22 1,3 okrouhly hladky | vyvyseny
bila 5 2 okrouhly hladky plochy
oranzova 4 3 okrouhly hladky plochy
10%1 107 nepocitatelné
ENDO (30 ﬁoavlov:il 16 1,5 0kr01.1h1y ’ hladvky’ VyV}’I?en}’l
rizova 7 2 nepravidelny | zvinény | vyvySeny
°C) 107 oranzova 5 3 okrouhly hladky | vypoukly
rizova 8 3,2 okrouhly hladky plochy
bila 2 10 nepravidelny | brvity | bradavéity
SB(30°C) | 10'107 mléend 321 1 okrouhly hladky | vypoukly
107 mlécna 16 1 okrouhly hladky plochy




MPA (25 °C) | 10°10" nepogitatelné
10° nepocitatelné

bila 2 4 okrouhly hladky | vypoukly

zelena plisen 5 3 okrouhly - -
SAB (25 °C) 10" bézova 20 2 okrouhly hladky plochy

mlécna 20 2 okrouhly hladky | vypoukly

oranzova 8 3 okrouhly hladky | vyvyseny

rizova 2 1,6 okrouhly hladky | vyvyseny
10° nepocitatelné




PRILOHA 4: CHARAKTERISTIKA NAROSTENYCH KOLONII

VZOREK D (LETNi ODBER)
Typ zivné pudy Redéni Barva Pocet Velikost Tvar Okraj Profil
vzorkll [mm]
10°,107 i nepocitatelné
MPA (30 °C) e bérova | 30 2 okrouhly | hladky | vypoukly
zluta 14 8 okrouhly hladky plochy
10°,10™ nepocitatelné
oranzova 2 3 okrouhly hladky | vypoukly
bila 1 5 nepravidelny | zvinény | vyvyseny
MI17(30°C) 107 bézova 1 4 | hvézdicovity | zvinény | plochy
mlécna 5 2 okrouhly hladky | vypoukly
bila 22 1,8 okrouhly hladky | vypoukly
10° bézova 1 8 okrouhly zvlnény | vyvyseny
MRS (30 °C) 10°-107 nepoditatelné
10°,10" nepocitatelné
oranzova 2 3 okrouhly hladky plochy
BHI (30 °C) 102 Zluth 2 1,8 | nepravidelny | hladky | vypoukly
bézova 11 4 nepravidelny | zvinény | vyvyseny
mlécna 27 3,6 nepravidelny | zvinény | vyvyseny
ENDO (30 °C) 10%,10" nepocitatelné
10~ mlécna 3 4 okrouhly hladky plochy
SB (30 °C) 10%,10" mlééna 32 0,8 okrouhly | hladky | vypoukly
10~ mléena 7 0,8 okrouhly hladky | vypoukly
10°,10" nepocitatelné
mlécéna 2 8 okrouhly hladky | vyvyseny
MPA (25 °C) 107 bézova 4 14 nepravidelny | hladky | vyvyseny
zluta 9 10 nepravidelny | hladky | vypoukly
107,10 nepocitatelné
10°,107 nepocitatelné
SAB (25 °C) 103 mlécna 1 15 okrouhly hladky | vyvySeny
bila 3 10 okrouhly hladky plochy
10* bézova 2 2,5 okrouhly hladky | vypoukly




PRILOHA 5: CHARAKTERISTIKA NAROSTENYCH KOLONII

VZOREK E (LETNi ODBER)

Typ Zivne Redéni Barva Pocet Velikost Tvar Okraj Profil
pudy vzorkll [mm]
oranzova 14 3 okrouhly hladky | plochy
103 svétle oran- 3 5 okrouhly hladky | vypoukly
bézova 79 2 nepravidelny | hladky | vypoukly
MPA (30 °C) mlécna 82 2,6 okrouhly hladky | vypoukly
y Zluta 2 2 okrouhly hladky | vyvySeny
10 bézova 3 2,6 okrouhly | hladky | plochy
mlécna 62 1,5 nepravidelny | zvinény | vypoukly
10° mlécna 25 okrouhly hladky | plochy
oranzova 10 nepravidelny | zvinény | plochy
10° bézova 69 35 okrouhly | hladky | plochy
M17 (30 °C) bila 52 40 okrouhly hladky | vypoukly
10 nepocitatelné
10° nepocitatelné
bila 3 50 okrouhly hladky | vyvysSeny
MRS (30 °C) | 107,107 bila 202, 0,8 okrouhly | hladky | vypoukly
10° bila 70 0,8 okrouhly | hladky | vypoukly
107,10 nepocitatelné
bila 2 55 nepravidelny | zvinény | vypoukly
BHI (30 °C) 10° bézova 4 20 nepravidelny | zvinény | vypoukly
mlécna 1 1,5 okrouhly hladky | vypoukly
bila 1 1 okrouhly hladky | vyvyseny
10°,10" nepocitatelné
ENDO (30 ﬁcavloverl 9 1 okrouhl}rl hladlq’f vyp ouk}y
rizova 13 2,3 okrouhly hladky | plochy
°C) 107 oranzova 1 3 okrouhly | zvlnény | vyvySeny
rizova 5 3 okrouhly hladky | plochy
bila 1 10 nepravidelny | zvinény | vypoukly
SB (30 °C) 10° bila 52 1,2 okrouhly | hladky | plochy
104,107 nepocitatelné
10° zluta 2 3 okrouhly hladky | vypoukly
10* bézova 12 10 okrouhly hladky | plochy
MPA (25 °C) mlécna 6 8 okrouhly hladky | vypoukly
P mlécna 6 2,3 okrouhly hladky | vypoukly
10 bézova 4 4 okrouhly | hladky | vypoukly
oranzova 3 1,2 okrouhly hladky | vypoukly
SAB (25 °C) 107,107, nepocitatelné

10°




PRILOHA 6: CHARAKTERISTIKA NAROSTENYCH KOLONII
VZOREK F (PODZIMNI ODBER)

Typ zivné pudy Redéni Barva | Pocet Velikost Tvar Okraj Profil
vzorkll [mm]
10° nepocitatelné
MPA (30 °C) 0" zluta 9 3 okrouhly hladky | plochy
bézova 69 6 okrouhly hladky | vyvyseny
mlécna 28 0,6 nepravidelny | zvinény | vypoukly
10° nepocitatelné
M17 (30 °C) 10" bila 14 4 okrouhly | zvinény | vypoukly
bézova 85 3 okrouhly hladky | vyvyseny
oranzova 2 1 nepravidelny | zvinény | vyvyseny
MRS (30 °C) 10° bila 279 1 okrouhly hladky | plochy
10" mlééna | 20 0,9 okrouhly | hladky | vypoukly
10° nepocitatelné
BHI (30 °C) 10" | bézova | 120 4 okrouhly | hladky | vypoukly
bila 3 3 nepravidelny | zvinény | vyvyseny
ENDO (30 °C) 10° rizova 52 3 okrouhly hladky | plochy
10" rizova 25 3 okrouhly hladky | plochy
SB (30 °C) 10° bila 125 1 okrouhly hladky | plochy
rizova 138 1,5 okrouhly hladky | plochy
MPA (25°C) | 10°10" nepoditatelné
SAB (25 °C) 10° bézova 53 2 nepravidelny | zvinény | vypoukly
rizova 29 1,2 okrouhly hladky | plochy




PRILOHA 7: CHARAKTERISTIKA NAROSTENYCH KOLONII
VZOREK G (PODZIMNI ODBER)

Typ zivné pudy Redéni Barva | Pocet Velikost Tvar Okraj Profil
vzorkll [mm]
10° nepocitatelné
MPA (30°C) 107 mlécna | 21 5 okrouhly hladky plochy
rizova | 63 2 okrouhly hladky | vyvySeny
M17 (30 °C) 10° nepocitatelné
107 bila ‘ 15 ‘ 4 nepravidelny | zvinény | vypoukly
MRS (30 °C) bez nardstu bakterii
BHI (30 °C) 10°,10™ ‘ nepocitatelné
ENDO (30 °C) bez nardstu bakterii
SB (30 °C) bez nardstu bakterii
MPA (25 °C) 10°,10™ nepoditatelné
SAB (25 °C) 10° bézova | 9 | 13 | nepravidelny | zvinény | plochy




PRILOHA 8: CHARAKTERISTIKA NAROSTENYCH KOLONII
VZOREK H (PODZIMNI ODBER)

Typ zivné pudy Redéni Barva Pocet Velikost Tvar Okraj Profil
vzorkll [mm]
MPA (30°C) | 10%107 nepoditatelné
M17 (30 °C) 10%10™" nepocitatelné
107 bézova 5 | 2 | okrouhly hladky | plochy
MRS (30 °C) 10%10"" nepocitatelné
107 bézova 38 | 4 | nepravidelny | hladky | plochy
BHI (30 °C) 10°-107 nepocitatelné
10°i 10 nepocitatelné
ENDO 30°C) ™ 2 bezove | 4 6 okrouhly | hladky | vyvyseny
rizové 18 2 nepravidelny | hladky | vyvySeny
SB (30 °C) bez nardstu bakterii
MPA (25°C) | 10°-10~ nepoditatelné
SAB (25 °C) 10°-10~ nepocitatelné




PRILOHA 9: CHARAKTERISTIKA NAROSTENYCH KOLONII

VZOREK I (PODZIMNi ODBER)

Typ zivné pudy Redéni Barva Pocet Velikost Tvar Okraj Profil
vzorkll
[mm]
10°-107 nepocitatelné
MPA (30°C) 10 mlécné 132 3 okrouhly hladky plochy
bézové 108 3 okrouhly hladky plochy
10°-107 nepocitatelné
bila 8 2 nepravidelny | zvinény | vyvyseny
M17 (30 °C) L0 bézova 93 3 nepravidelny | zvlnény | vyvysSeny
mlécna 120 4 okrouhly hladky plochy
oranzova 1 1,5 okrouhly hladky | vypoukly
rizova 3 2,3 okrouhly hladky | vypoukly
MRS (30 °C) 10°-10° nepocitatelné
10 bila | 139 | 15 okrouhly hladky | plochy
10°-107 nepocitatelné
BHI (30 °C) y bila 5 3 okrouhly hladky plochy
10 bézova | 79 2,5 | nepravidelny | hladky | vypoukly
oranzova 27 1 nepravidelny | zvinény | vyvyseny
10107 nepocitatelné
ENDO (30 °C) 10 razova 5 3 okrouhly | hladky | plochy
fialova 32 8 nepravidelny | hladky | vypoukly
SB (30 °C) 10°-10° bila 254 2 okrouhly hladky | plochy
10" bila 180 2 okrouhly hladky plochy
10%-107 nepocitatelné
SAB (25 °C) 10 rizovd | 29 1,7 okrouhly | hladky | vyvyseny
bila 102 1,5 okrouhly hladky plochy




PRILOHA 10: CHARAKTERISTIKA NAROSTENYCH KOLONIi
VZOREK J (PODZIMNI ODBER)

Typ zivné pudy Redéni Barva Pocet Velikost Tvar Okraj Profil
vzorkl [mm]
10°-10” nepocitatelné
10 bila 193 4 okrouhly hladky | plochy
MPA (30 °C) bézovh 17 3 okrouhly | hladky | plochy
1073 bila 150 4 okrouhly hladky | plochy
bézova 12 3 okrouhly hladky | plochy
M17 (30 °C) bez nartistu bakterii
MRS (30 °C) 10%-10™ nepocitatelné
107 bila 72 ‘ 1,2 okrouhly hladky | vypoukly
10°-10™ nepocitatelné
oranzova 42 2,5 nepravidelny | zvinény | vypoukly
BHI (30 °C) 10° bézovh 62 3 | nepravidelny | zvinény | vypoukly
mlécna 109 4,7 okrouhly hladky | vypoukly
bila 11 1 okrouhly hladky | vyvyseny
10°-10™ nepocitatelné
bila 5 2,5 okrouhly hladky | plochy
ENDO (30°C) 10° oranzova 17 3 okrouhly hladky | plochy
rizova 5 5 okrouhly hladky | plochy
fialova 1 1 okrouhly hladky | plochy
SB (30 °C) bez narlstu bakterii
107 zluta 2 3 okrouhly hladky | vypoukly
10* bézova 12 10 okrouhly hladky | plochy
MPA (25 °C) mlécna 6 8 okrouhly hladky | vypoukly
mlécna 6 2,3 okrouhly hladky | vypoukly
10° bézova 4 4 okrouhly hladky | vypoukly
oranzova 3 1,2 okrouhly hladky | vypoukly

SAB (25 °C)

bez narustu bakterii




PRILOHA 11: CHARAKTERISTIKA JEDNOTLIVYCH KOLONIi
VYIZOLOVANYCH Z LETNICH VZORKU ODPADNI VODY

Teplota
Nazev Kata- | Oxi-
Vzorek | kultivace Barva Gramovo barveni
kolonie laza daza
[°C]

30 Al Bil4 - + G- tycky
30 A2 Bézova + - G+ koky
30 A3 Oranzova - - G+ tycky
30 A4 Mlécna + - G+ tycky

A 30 AS Bila - - G+ kokotycky
30 A6 Bézova - +- G+ tycky
30 A7 Bil4 - +- G- tycky
30 A8 Mlécna - - G+ tycky
30 A9 Zluta - - G- tycky
30 Al0 Razové - - G+ tycky
30 Bl Bila +- - G+ koky
30 B2 BéZova - - G+ koky

B 30 B3 Zluta + - G+ koky
30 B4 Mlécna - - G+ koky
30 B5 Mlécna + - G+ koky
30 B6 Bila + - G+ koky
30 B7 Bila - - G+ koky
30 Cl Zluta + + G+ tycky
30 C2 Bila + - G+ kokotycky
30 C3 Mlécna +- - G+ kokotycky
30 C4 Zluta +- s G+ kokoty¢ky
30 C5 Bézova - - G+ kokotycky
30 Cé6 Zluta + - G+ koky
30 C7 Mlécna - - G+ kokotycky
30 C8 Zluta + - G+ kokoty¢ky
30 C9 BéZova + - G+ kokotycky
30 C10 Bila + - G+ koky

c 30 Cl1 Zluta + - G+ koky
30 Cl2 Bila - - kvasinka
30 CI13 Mlécna - - G+ fetizky
30 Cl4 Bézova - - G+ fetizky
30 CI15 Mlécna - - G- kokotycky
30 Cl6 Mlécna - - G+ kokotycky
30 C17 Fialova + - G+ koky
30 C18 Rizova +- - G+ kokotycky
30 C19 Oranzova +- - G+ kokotycky
25 C20 Oranzova +- - G+ tycky
25 C21 Mlécna +- +- G+ tycky
25 C22 Oranzova +- - G+ koky
25 C23 Mlécna +- - kvasinka




25 C24 Rizova - - kvasinka

25 C25 Bila - - kvasinka

30 D1 Bila + - G+ koky
30 D2 Zluta + - G+ koky
30 D3 MIlécna + - G+ koky
30 D4 Zluta + - G+ koky
30 D5 Oranzova + - G+ kokotycky
30 D6 Zluta + - G— tycky
30 D7 Bézova - - G+ kokotycky
30 D8 Bila + - G+ koky
30 D9 MIécna - - G+ kokotycky
30 D10 Bézova + - G+ tycky
30 D11 Bila + - G+ tycky
30 D12 Oranzova + - G- kokotycky
30 D13 Nazloutla + - G+ Koky
30 D14 Bézova + - G+ koky

30 D15 Mlécna +- + G- tycky
30 D16 Bil4 - + G+ tycky
30 D17 Bézova + - G- kokotycky
30 DI8 BéZova + - G+ koky
30 D19 Mlécna + - G+ koky

30 D20 Mlécna + - G+ koky
30 D21 Bila + - G+ koky
30 D22 Zluta - - G- tycky
30 D23 Bila - - G+ fetizky
30 D24 Riizova - - G+ tycky
30 D25 Fialova - +- G- tycky
30 D26 Bézova + - G- kokotycky
25 D27 Oranzova - +- G+ tycky
25 D28 Zluta + - G+ tycky
25 D29 BéZova + - G+ koky
30 El Oranzova +- +- G+ tycky
30 E2 Bézova +- - G+ kokotycky
30 E3 Bézova + + G- tycky
30 E4 Mlécna + - G+ koky
30 ES5 Mlééna + - G+ koky
30 E6 BéZova + - G+ koky
30 E7 Mlééna - - G+ kokotycky
30 E8 Mlécna - - G+ kokotycky
30 E9 Bila - - G+ kokotycky
30 E10 Zluta - - G+ koky
30 Ell Mlééna - - G+ kokotycky
30 El12 Mlééna - - G+ kokotycky
30 E13 Bila + - G+ koky
30 El4 Bézova - - G+ kokotycky
30 E15 Bila - - G+ kokotycky
30 El6 Mlécna - - G+ fetizky
30 El17 Zluté : - - -




30 E18 Bézova + - G+ koky

30 E19 Oranzova +- - - -

30 E20 Rlzova + + G+ kokotycky
30 E21 Bézova - - G+ tycky
25 E22 Oranzova + +- G+ tycky
25 E23 Bézova +- - G+ kokotyCky
25 E24 Oranzova +- + - -




PRILOHA 12: CHARAKTERISTIKA JEDNOTLIVYCH KOLONI{
VYIZOLOVANYCH Z PODZIMNICH VZORKU ODPADNI VODY

Teplota
Nézev Kata- | Oxi-
Vzorek | kultivace Barva Gramovo barveni
kolonie laza daza
[°C]

30 F1 Oranzova +- +- G- kokotycky
30 F2 Nazloutla +- - G+ koky
30 F3 Bézova + + G+ tycky
30 F4 MIécné +- - G+ koky
30 F5 Bila - + G+ kokotycky
30 F6 Rizova +- - G+ kokotycky
30 F7 Bézova + + G- tycky

F 30 F8 MIlécna +- - G- tycky
30 F9 Bézova + + G- tycky
30 F10 Rizova + + G+ kokotycky
30 F11 Oranzova - - G+ kokotycky
30 F12 Bil4 - +- G+ tycky
30 F13 Tmavé rizova + + G+ tycky
30 F14 Svétle rizova - +- G+ kokotycky
30 F15 Bila - + G- kokotycky
30 F16 Mlécna +- + G+ kokotycky
30 Gl Rizova - - kvasinka

G 30 G2 MIlécna +- - G+ kokotycky
30 G3 Bézova +- +- G- kokotycky
30 G4 Zluta +- + G+ tycky
30 HI Mlécna + + G- kokotycky
30 H2 Bila - - G+ fetizky
30 H3 Bila - - G+ kokotycky

H 30 H4 Riizova - +- kvasinka
30 HS5 Bézova + + G+ kokotycky
30 H6 Nazloutla + - G- kokotycky
30 H7 Bila + - G+ koky
30 HS Zluta 4 + G- kokotycky
30 H9 Rizova +- + G+ kokotycky
30 I1 Nazloutla - + G+ tycky
30 12 Bézova - + G- tycky
30 I3 Mlécnd + + G+ kokotycky
30 14 Bila - + G+ kokotycky

I 30 I5 Bézova - +- kvasinka
30 16 Bila - - G+ koky
30 17 Zluta - - G+ koky
30 I8 Svétle rizova - - kvasinka
30 19 Nazloutla +- + G- | tytky
30 110 Riizova - - kvasinka
30 11 Bil4 + +- G- | tycky




30 112 Bézova - +- G- tycky
30 113 Bila +- - G+ tycky
30 114 Bézova +- + G+ tycky
30 115 Mlécnd - + G+ tycky
30 116 Svétle zluta +- + G+ tycky
30 117 Rizova + + G+ tycky
30 118 Tmavé rizova + + G+ kokotycky
30 119 Bila + +- G+ kokotycky
30 120 Bila - + G+ kokotycky
30 J1 Rlzova +- +- G- tycky
30 J2 Zluta +- - kvasinka

30 I3 Bézova +- - G+ fetizky
30 J4 Bila + + G+ kokotycky
30 J5 Zluta - - G+ koky
30 J6 Rizova - - G+ fetizky
30 J7 Bila - - G+ koky
30 J8 Bézova + + G+ koky
30 J9 Zluta + +- G+ tycky
30 J10 Svétle zluta - - kvasinka

30 J11 Bila - - G+ | koky




PRILOHA 13: SCREENING DEKARBOXYLAZOVE AKTIVITY U
VZORKU ODPADNI VODY A - E (LETNi ODBER)

Vzorek Dekarboxylace aminokyseliny
ARG PHE HIS LYS ORN TRP TYR
Al - - - +- + + -
A2 - - +- + + + +
A3 - - - + + - -
A4 - - + + + - +
AS - - - - + - -
A6 +- - - + + - -
A7 + + + + + + +
A8 + + + + + + +
A9 + + +- + + + +
A10 + + +- + + + +
Vzorek | ARG PHE HIS LYS ORN TRP TYR
Bl + + - + + + +
B2 + + - + + + +
B3 + + - + + - +
B4 + +- - + + - +-
B5 + +- - + + - -
B6 + +- - + + + +
B7 - + - + + + +
Vzorek | ARG PHE HIS LYS ORN TRP TYR
Cl - - - + + - +
C2 + - - - + - -
C3 + - - - + - -
C4 + - - - + - -
C5 + + - - - - +
Co6 + + - + + - +
C7 + + - + + - +
C8 + - + + + + +-
C9 - - - + + + +
C10 - - - + + - +
Cl1 +- - - + + - +
C12 - - - + - - -
C13 - - - - - - -
Cl4 - - - - - - -
C15 - - - - - - +
Cl6 +- - - - + - +
C17 + + - + + + +
Cl18 + + - + + + +
C19 + + - + + + +
C20 + + - + + + +




TYR
+-

+-

+-

+-

+-

+-

+-

+-

+-

TYR

+-

TRP

+-

TRP

+-

ORN

+-

+-

ORN

LYS
+-

+-

+-

+-

LYS

+-

HIS

HIS

+-

+-

+-

+-

PHE

+-

+-

+-

PHE

+-

+-

ARG

+-

+-

+-

ARG

C21
C22
C23
C24
C25
Vzorek

Dl

D2

D3
D4
D5
D6
D7

D8

D9

D10
DI11

D12
D13
D14

D15

D16
D17
D18
D19
D20
D21
D22
D23
D24
D25
D26
D27
D28
D29
Vzorek

El
E2
E3
E4

ES

E6

E7

E8




Vzorek | ARG PHE HIS LYS ORN TRP TYR

E9 + +- + + + +- +
E10 + + + + - + +
El1l + + + + - - +
E12 + +- + + - - +
E13 + + + + - +- +
El4 + + + + + + +
E15 + + + + + + +
El6 + + + + + + +
E17 + + + + + + +
E18 + +- + + + +- +
E19 + +- + + + +- +
E20 + +- +- +- + +- 4o
E21 +- +- +- +- + + +-
E22 +- +- + + + + +
E23 +- + - - + + +
E24 +- - + + + + +

Poznamka: + vyrazné pozitivni; +- pozitivni; - negativni; ARG arginin; PHE fenylalanin;

HIS histidin; LYS lysin; ORN ornitin; TRP tryptofan; TYR tyrosin
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PRILOHA 14: SCREENING DEKARBOXYLAZOVE AKTIVITY U

W

r

r

O

VZORKU ODPADNI VODY F —J (PODZIMNI ODBER)
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I8 + + - + + + +
19 + +- - + +- + +
110 + + - + + - +
111 + + + + + +- +
112 + - - + + - +
113 + + + + + + +
114 + + + + + + +
I15 + + + + + + +
116 + + - + + + +
117 + + - + + + +
118 + + +- + + + +
119 + + +- + + + +
120 + + - + + +- +
Vzorek | ARG PHE HIS LYS ORN TRP TYR
J1 + + - + + +- +
J2 + + - + + +- +
J3 - - - - +- - +-
J4 - - - +- +- - -
J5 - - - +- - - -
J6 - - - +- - - -
J7 - - - +- +- - -
J8 - - - +- - - -
J9 - - - +- - - -
J10 +- +- - +- + - +-
J11 - - - +- - - -

Poznamka: + vyrazné pozitivni; +- pozitivni; - negativni; ARG arginin; PHE fenylalanin;

HIS histidin; LYS lysin; ORN ornitin; TRP tryptofan; TYR tyrosin




PRILOHA 15: STANOVENI PRODUKCE BA METODOU HPLC —

UV/VIS (LETNI ODBER)

Vzorek | TPA PEA PUT CAD HIA TRA SPD SPM > BA
Al 4332 | 21,54 | 23,53 9,58 11,19 | 701,18 | ND 41,73 | 852,06
A2 37,16 | 10,15 | 18,18 ND 5,39 4293 ND 33,06 | 146,86
A3 31,53 | 12,80 | 15,20 | 29,23 | 11,66 | 249,79 | 3,48 26,31 | 380,00
A4 32,47 ND ND ND 3,40 15,57 ND 33,51 84,94
A5 29,29 7,22 19,42 7,29 5,08 27,08 ND 41,55 | 136,91
A6 34,39 4,46 14,65 3,60 5,39 31,23 | 27,07 | 39,52 | 160,30
A7 75,95 6,93 | 514,28 | 32,35 7,63 33,04 | 25,68 | 48,45 | 744,31
A8 67,54 8,07 | 1042,5| 2229 ND 11,87 | 17,99 | 29,89 | 1200,1
A9 103,73 | 6,06 | 1092,8 | 17,13 4,34 17,28 | 14,58 | 21,25 | 12772
Al10 43,89 393 478,772 | 31,42 ND 24,68 | 26,19 | 46,12 | 654,95

Vzorek | TPA PEA PUT CAD HIA TRA SPD SPM D BA
B1 34,02 3,56 27,41 4,32 ND 16,21 | 21,38 | 44,89 | 151,80
B2 40,06 ND 625,17 | 23,34 ND 18,11 | 23,25 | 45,36 | 775,29
B3 37,04 3,56 | 326,29 | 13,83 ND 17,16 | 22,32 | 45,13 | 465,33
B4 59,51 6,75 | 126,97 | 11,96 3,27 33,44 | 17,97 | 47,16 | 307,04
B5 47,17 4,82 | 260,69 | 28,86 3,77 19,49 | 23,14 | 42,23 | 430,18
B6 60,45 ND 1178,0 | 18,29 ND 15,69 | 14,19 | 23,94 | 1310,5
B7 73,46 ND 882,11 | 25,84 4,74 20,43 | 21,28 | 40,96 | 1068,8

Vzorek | TPA PEA PUT CAD HIA TRA SPD SPM > BA
Cl 73,36 5,94 | 436,49 | 43,65 ND 34,04 | 21,64 | 45,51 | 660,63
C2 44,49 | 14,55 | 42,33 ND 20,46 | 30,66 | 33,78 | 55,99 | 24226
C3 42,87 7,49 9,63 ND ND 35,45 | 29,33 | 4091 | 165,69
C4 4554 | 12,99 | 61,43 14,59 | 15,07 | 503,78 1,38 54,11 | 708,89
C5 29,30 8,54 33,63 ND 9,52 21,37 ND 34,63 | 136,98
Co6 75,50 8,32 26,71 | 42226 | ND 64,08 ND 31,64 | 628,50
C7 42,19 7,90 10,99 4,85 3,14 22,96 ND 66,30 | 158,32
C8 39,31 7,86 16,41 ND 9,24 31,25 ND 66,91 | 170,97
C9 135,09 | 11,79 | 486,32 | 333,95 | 11,03 | 90,00 ND | 244,54 | 1312,7
C10 38,81 8,45 19,99 ND 13,36 | 23,40 ND 40,61 | 144,62
Cl1 28,94 4,37 9,72 ND 3,97 26,33 ND 52,64 | 125,96
Cl12 33,47 | 15,08 | 18,03 9,16 14,27 | 515,46 | 3,22 37,44 | 646,13
C13 23,29 6,11 15,30 6,59 6,17 24,80 0,22 51,08 | 133,55
Cl4 36,27 6,33 10,42 ND 3,80 42,52 0,40 67,08 | 166,82
Cl15 40,35 | 19,91 | 20,02 | 26,98 7,31 | 405,89 | 2,48 49,33 | 572,26
Cle6 25,15 493 7,95 | 171,69 | 4,69 | 219,82 | ND 49,82 | 484,05
C17 54,21 15,53 | 22,67 | 254,67 | 8,54 | 249,04 | ND 27,79 | 632,45




C18 20,67 1,97 6,40 | 61,25 1,41 29,74 ND 49,77 | 171,21
C19 48,63 6,87 13,60 | 160,76 | 6,05 | 20,14 ND 35,50 | 291,54
C20 28,54 8,13 12,11 6,51 6,53 | 42,10 ND 55,77 | 159,67
C21 71,17 | 9,99 | 22,11 | 263,92 | 8,20 | 27,98 | 0,25 | 47,09 | 450,70
C22 58,48 9,03 | 21,98 | 52,20 | 9,53 37,73 ND 65,76 | 254,72
C23 53,07 | 13,61 | 24,13 | 2,81 4,80 | 27,92 | 0,18 | 53,02 | 179,54
C24 60,51 8,65 | 234,88 | 55,92 | 10,61 | 24,23 ND 42,55 | 437,36
C25 73,40 | 12,88 | 664,62 | 45,56 | 5,28 | 308,18 | ND 30,83 | 1140,7
Vzorek | TPA PEA PUT | CAD HIA TRA SPD SPM D BA
Dl 69,40 | 17,25 | 21,89 ND 23,36 | 49,38 ND 51,48 | 232,76
D2 52,10 | 10,55 | 15,38 | 10,04 | 8,42 | 33,08 ND 79,92 | 209,49
D3 72,73 | 10,11 | 20,63 | 94,76 | 19,76 | 32,60 ND 51,52 | 302,11
D4 67,88 | 20,74 | 91,80 | 113,64 | 13,25 | 327,33 | ND 47,37 | 682,01
D5 44,06 | 22,54 | 27549 | 63,95 | 15,13 | 588,44 | ND 28,59 | 1038,2
D6 51,52 | 3,65 | 792,69 | 68,24 | 2,56 | 25,07 ND 51,47 | 995,21
D7 40,18 5,63 10,86 ND 11,45 | 21,21 ND 37,80 | 127,13
D8 40,75 | 4,72 13,89 ND 5,50 | 39,83 ND 60,92 | 165,60
D9 45,54 | 7,09 ND ND 4,59 | 36,52 ND 64,45 | 158,18
D10 31,50 | 14,56 | 17,55 | 10,84 | 13,12 | 50,53 ND 87,46 | 225,57
DI11 63,95 | 29,36 | 23,74 | 14,43 | 16,74 | 779,27 | ND 20,65 | 948,14
D12 73,05 | 16,91 | 20,60 | 160,11 | 16,87 | 147,11 | ND 58,69 | 493,33
D13 53,71 4,79 13,35 | 277,59 | ND 35,67 ND 63,89 | 448,99
D14 32,41 6,94 8,44 7,39 8,66 | 116,13 | ND 53,85 | 233,83
D15 56,79 | 6,94 | 29,44 | 22,02 ND 38,22 ND 61,68 | 215,08
D16 26,40 | 5,08 11,63 | 170,32 | 3,88 18,95 ND 29,23 | 265,50
D17 35,21 | 14,37 | 23,84 | 11,06 | 11,29 | 44,17 ND 67,84 | 207,77
D18 20,09 ND 5,09 ND ND 27,35 ND 40,28 | 92,81
D19 47,01 7,02 9,90 4,28 3,62 | 27,27 ND 44,58 | 143,68
D20 41,56 | 3,73 | 123,68 | 11,46 | 2,19 | 32,40 ND 58,62 | 273,64
D21 70,01 5,02 | 35,62 | 28,72 8,40 | 35,61 ND 71,66 | 255,04
D22 53,63 7,27 190,48 | 5,71 6,52 | 36,74 ND 70,71 | 371,06
D23 40,04 | 9,52 | 109,48 | 5,66 4,13 | 44,30 ND 91,26 | 304,39
D24 32,82 | 4,04 ND 7,15 ND 36,96 ND 55,97 | 136,93
D25 44,83 8,11 15,38 | 82,04 | 10,43 | 60,33 ND 59,82 | 280,92
D26 52,59 | 41,12 ND 31,19 | 7,38 | 32,22 ND 60,71 | 225,23
D27 57,13 | 27,77 | 20,78 | 11,71 | 12,44 | 713,25 | ND 64,81 | 907,89
D28 27,65 5,15 5,07 ND ND 41,14 ND 59,08 | 138,08
D29 52,60 | 4,94 9,63 45,51 ND 30,32 ND 48,42 | 191,42
Vzorek | TPA PEA PUT | CAD HIA TRA SPD SPM Y BA
El 12,93 9,72 8,19 4,40 ND 21,01 3,13 33,12 | 92,49




Vzorek | TPA PEA PUT | CAD HIA TRA SPD SPM Y BA
E2 52,21 7,78 18,07 | 176,45 | 4,80 | 66,49 ND 47,58 | 373,38
E3 21,54 ND 15,64 | 136,93 | ND 28,53 ND 44,49 | 247,12
E4 44,78 6,38 15,94 | 57,08 | 4,90 | 2691 ND 54,17 | 210,15
ES5 55,81 5,61 20,51 | 101,82 | 6,46 | 24,25 ND 49,02 | 263,48
E6 28,50 | 10,98 | 12,66 | 5,90 4,85 | 27,06 ND 33,72 | 123,68
E7 28,69 | 5,45 12,70 | 7,77 ND 24,10 ND 43,74 | 122,45
E8 31,35 5,36 | 467,87 | 23,23 4,86 | 21,93 ND 29,72 | 584,32
E9 29,35 3,07 5,82 ND ND 21,92 ND 35,00 | 95,15

E10 51,41 879 | 22,16 | 94,29 | 4,28 | 31,05 ND 35,60 | 247,57
Ell 25,58 ND 9,95 39,35 ND 19,53 ND 36,61 | 131,02
E12 38,29 | 6,36 8,41 3,83 4,25 | 20,34 ND 33,90 | 115,39
E13 38,64 8,21 10,32 | 3,54 ND 33,62 ND 42,88 | 137,22
El4 41,75 5,85 12,03 6,15 3,08 | 27,35 ND 47,60 | 143,81
El5 50,36 | 7,02 14,35 | 85,28 | 4,54 | 27,85 ND 37,03 | 226,42
El6 26,80 | 7,14 13,05 7,70 4,62 | 30,34 ND 39,17 | 128,83
E17 26,60 8,25 | 38,05 | 43,18 8,57 | 22,22 ND 33,60 | 180,47
E18 39,80 | 14,10 | 307,90 | 42,42 | 12,74 | 570,54 | ND 29,94 | 10174
E19 14,93 7,04 14,77 | 7,12 3,89 | 20,94 ND 47,07 | 115,75
E20 38,03 6,25 4,65 ND ND 27,55 ND 39,72 | 116,19
E21 27,44 | 5,13 | 20,10 | 24,13 4,07 | 30,26 ND 61,83 | 172,97
E22 45,80 | 4,52 17,71 | 39,25 ND 18,57 ND 38,73 | 164,58

Poznamka: TPA tryptamin; PEA fenylethylamin; PUT putrescin; CAD kadaverin; HIA

histamin; TRA tyramin; SPD spermidin; SPM spermin; ND nedetekovano




PRILOHA 16: STANOVENI PRODUKCE BA METODOU HPLC —
UV/VIS (PODZIMNIi ODBER)

Vzorek | TPA PEA PUT | CAD HIA TRA SPD SPM Y BA
F1 101,25 | 36,46 | 13,27 | 15,32 | 28,52 | 40,84 | 0,03 55,80 | 291,47
F2 ND 16,78 | 7,20 4,75 3,55 | 28,03 0,14 | 69,85 | 130,31
F3 ND 3,61 6,66 1,85 ND 21,43 0,15 55,89 | 89,59
F4 299,73 |1 101,96 | 32,63 | 34,38 | 30,89 | 76,89 | 0,09 | 52,44 | 629,00
F5 ND 10,64 | 4,72 3,58 2,01 27,42 | 0,11 55,46 | 103,94
F6 ND 11,79 | 2,80 2,66 1,97 | 2494 | 0,05 56,63 | 100,84
F7 16,75 8,05 4,81 4,78 2,59 14,66 | 0,10 | 30,63 | 82,37
F8 8,02 14,48 | 3,24 3,67 2,19 17,76 | 0,08 | 30,73 | 80,18
F9 ND 5,08 4,25 2,40 ND 15,43 0,11 38,20 | 65,47
F10 ND 4,63 2,83 1,62 ND 19,91 0,07 | 44,98 | 74,03
F11 ND 3,90 2,89 1,68 ND 20,76 | 0,07 | 57,68 | 86,97
F12 ND 6,75 53,35 | 2,10 1,58 | 20,04 | 0,02 | 61,25 | 145,09
F13 ND 2,10 3,41 ND ND 15,59 | 0,04 | 32,85 | 53,98
F14 ND 4,46 7,58 2,64 1,96 19,17 | 0,10 | 42,90 | 78,81
F15 ND 2,63 3,16 2,41 ND 16,90 | 0,02 | 45,78 | 70,90
F16 ND 1,93 3,99 1,61 ND 11,20 | 0,09 | 26,60 | 45,41

Vzorek | TPA PEA PUT | CAD HIA TRA SPD SPM Y BA
Gl ND 5,41 4,14 2,63 1,56 | 22,59 | 0,03 | 28,05 | 64,41
G2 ND 7,73 5,50 4,57 2,86 | 33,01 0,22 | 36,39 | 90,27
G3 ND 6,94 5,17 | 434,59 | ND 18,08 | 0,11 38,86 | 503,74
G4 ND 5,19 3,85 67,29 | 3,93 17,62 | 0,09 | 35,82 | 133,79

Vzorek | TPA PEA PUT | CAD HIA TRA SPD SPM Y BA
HI 84,17 | 39,27 | 11,65 | 12,96 | 21,41 | 39,71 0,09 | 46,76 | 256,02
H2 ND 4,26 3,10 2,45 ND 25,11 0,05 | 47,59 | 82,56
H3 80,71 | 23,75 | 20,24 | 15,98 | 25,88 | 58,46 | 0,05 52,24 | 277,30
H4 45,14 | 16,76 | 6,43 9,94 9,20 16,69 | 0,04 13,96 | 118,17
HS5 ND 8,51 8,01 3,54 1,99 | 30,12 | 0,16 | 52,15 | 104,48
H6 ND 2,03 4,38 16,95 ND 10,19 | 0,08 | 26,84 | 60,47
H7 14,15 | 17,16 | 30,68 | 12,51 7,69 | 31,66 | 0,06 | 50,29 | 164,21
H8 9,50 3,91 8,69 5,65 4,20 | 24,69 | 0,26 | 42,05 | 98,94
H9 ND 2,50 5,38 3,40 2,30 | 20,84 | 0,14 | 46,99 | 81,54

Vzorek | TPA PEA PUT | CAD HIA TRA SPD SPM D BA
I1 ND 344 | 52,76 | 9,63 6,38 | 99,69 | 0,01 21,64 | 193,55
12 ND 3,48 | 47,28 | 2,53 ND 17,71 0,01 51,50 | 122,51
I3 462,37 | 205,16 | 112,61 | 103,95 | 107,75 | 215,81 | 0,17 | 52,75 | 1260,5
14 34,84 8,50 16,20 | 5,94 4,75 78,54 | 0,02 | 27,73 | 176,54




I5 ND 13,01 3,16 3,45 1,95 | 28,55 0,06 | 51,64 | 101,82
I6 ND 1,99 2,47 7,06 ND 18,79 | 0,06 | 4537 | 75,74
17 ND 14,85 3,10 3,21 1,80 | 24,21 0,05 | 45,44 | 92,64
I8 ND ND ND 1,27 ND 16,28 | 0,08 | 35,34 | 52,96
9 20,85 | 14,62 | 5,14 5,08 7,09 18,37 | 0,12 | 26,14 | 97,42
110 ND 1,67 ND 1,36 ND 11,04 | 0,06 | 24,91 | 39,04
11 ND 10,98 8,06 5,70 1,93 | 23,92 | 0,09 | 42,36 | 93,03
112 ND 12,59 | 6,48 3,78 1,97 | 23,80 | 0,04 | 33,00 | 81,66
I13 8,94 5,27 6,53 7,24 5,41 21,99 | 0,03 39,59 | 95,01
114 5,77 8,73 9,02 4,30 3,27 | 25,66 | 0,08 | 41,94 | 98,78
115 9,57 7,80 | 42,35 5,77 6,51 19,24 ND 27,40 | 118,63
116 25,52 | 15,51 | 68,71 | 32,25 | 10,41 | 28,13 0,09 | 29,93 | 210,56
117 ND 9,95 | 38,24 | 3,10 2,60 | 23,31 ND 34,74 | 111,94
118 148,36 | 127,32 | 26,85 | 37,87 | 34,50 | 69,50 | 0,07 | 36,51 | 480,98
119 127,08 | 37,61 | 13,50 | 28,20 | 31,61 | 43,47 | 0,05 | 26,98 | 308,50
120 ND ND 2,38 ND ND 12,23 0,06 | 30,22 | 44,89
Vzorek | TPA PEA PUT | CAD HIA TRA SPD SPM D BA
I ND 2,46 | 51,52 | 15,20 ND 19,07 ND 29,38 | 117,63
J2 97,37 | 24,81 | 31,87 | 21,15 | 15,73 | 43,88 | 0,11 53,12 | 288,05
J3 ND 2,85 4,45 3,29 2,16 17,58 | 0,06 | 33,43 | 63,82
J4 ND 4,30 | 20,42 | 3,09 ND 48,49 ND 31,61 | 107,91
J5 ND 6,06 10,92 | 6,34 3,16 13,09 | 0,10 | 24,90 | 64,56
J6 16,82 8,85 8,57 4,40 6,64 | 28,98 | 0,04 | 41,90 | 116,20
I7 351,00 | 130,73 | 26,87 | 38,77 | 24,61 | 80,60 ND 40,75 | 693,34
J8 ND 4,44 4,75 19,67 | 2,33 18,60 | 0,07 | 48,95 | 98,80
J9 17,88 | 11,88 | 4,95 6,17 4,76 | 23,85 ND 50,60 | 120,09

Poznamka: TPA tryptamin; PEA fenylethylamin; PUT putrescin; CAD kadaverin; HIA

histamin; TRA tyramin; SPD spermidin; SPM spermin; ND nedetekovano




