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ABSTRAKT

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni dusikaté latky, které vznikaji phsobenim
mikroorganismii s dekarboxyldzovou aktivitou. Takovéto mikroorganismy obsahuji
dekarboxylacni enzymy, které katalyzuji dekarboxylaci volnych aminokyselin. Pro
organismus jsou biogenni aminy nepostradatelné, protoZze zastavaji mnoho dileZzitych
funkci napf. rast bunék, regulace ¢innosti srdce atd. OvSem pii vySSich koncentracich ( >
100 mg/kg'l) muze dochazet k bolestem hlavy, hypotenzi, nevolnosti, zdvratim a skotu
muze dochédzet k laminitiddm coZ jsou zanéty paznehtni Skary. Cilem této prace bylo
vytvoftit uceleny ptehled o vzniku, eliminaci a stanoveni biogennich amina v bilkovinnych
skladovani. Zkrmovani takto znehodnocené silaze je pro skot zdravotné zavadné a muze
dochdzet k prechodu biogennich amind do zivociSnych produkti a tak ohrozit i
konzumenty. Vznik biogennich aminii mtzeme eliminovat dodrzovanim spravnych
podminek sildZzovani a skladovani a pfidanim spravnych inokulantti. Stanoveni biogennich

amint je poté provadén chromatografickymi metodami.

Klicova slova: Biogenni aminy, histamin, putrescin, tyramin, kadaverin, polyaminy,

inokulanty, klostridie, sildze, proteolyza, chromatografie



ABSTRACT

Biogenic amines are low-molecular weight nitrogenic substances, which made by
microorganisms with decarboxylic activity. These microrganisms contain decarboxylic
enzymes, which catalyze decarboxylation of free amino acids. Biogenic amines are
essential for organism, because they have their part in metabolism of celullar growth,
regulativ of cardiac activity and so on. However, with higher concentrations ( > 100
mg/kg-1) they cause headache, hypotensia, nauzea, dizziness, and laminitiss with cattle.
Laminitis is an inflammation of hooves. Goal of this work was so create an overview of
origin, elimination and detection of biogenic amines in protein silages. The creation of
biogenic amines is mainly caused by bad condition of silage making and its storage.
Feeding of this silage can cause serious health issues to cattle and biogenic amines can be
transferred to the animal products that could be potentionally harmfull for customers.
Creation of these substances could be eliminated by adhering to the correct terms of silage
making and its storage and by adding a correct inoculants. Detection of biogenic amides
could be achived by chromatography.

Keywords: Biogenic amines, histamine, putrescine, tyramine, cadaverine, polyamines,

inoculants, clostridia, silages, proteolyses, chromatography



1 UVOD

Vyroba kvalitni a zdravotn¢ nezavadné silaze je hlavnim kritériem pro dobry zdravotni
stav a uzitkovost skotu, jelikoz sildz tvofi podstatnou cast celoroni krmné davky v
konvenénim zeméd¢lstvi. Nespravnym vyrobnim postupem a nedodrzenim hygienickych
podminek se mutze silaz kontaminovat nezadoucimi mikroorganismy a vytvofit tak
nezaddouci produkty a zménit zivinové slozeni silaze. Pfi  kontaminaci silaze
mikroorganismy s dekarboxylazovou aktivitou, které katalyzuji dekarboxylaci volnych
aminokyselin a vznikaji biogenni aminy. Jejich vznik zapfic¢inuji hlavné bakterie rodu
Clostridia, které se do silaze dostavaji prevazné z pudy. Tyto bakterie nejenze znehodnocuji
silaz, ale také jejich spory pusobi na zdravi zvifat a mohou pifechdzet do zivocisSnych

produktt stejné jako biogenni aminy, které tvoii.

Cilem této prace bylo podat uceleny pohled na vznik biogennich amint v silazich, na jejich
plusobeni na zdravotni stav zvifat a na pfechod do zivoc¢iSnych produktid. Zhodnotit

moznosti jejich eliminace a jejich stanoveni v silaZich.

Soucasti prace je také vliv skladovaci teploty na vznik biogennich amini v jiz hotové
silazi. Tomuto tématu bych se chtéla vénovat 1 v dalSich letech a to zejména z hlediska

zpiisobu odbéru silaze ze sildzni stény krmnymi vozy.

Hlavnim zdrojem informaci pro tuto praci byly krom¢ doporucené literatury odborné
¢lanky prednich ceskych vyzivaiskych specialistli zabyvajicich se touto problematikou.
Zdrojem nékterych informaci byli také odbornici na technologie pouZivané v procesu

vyroby a skladovani silaze.



2 SILAZ

Krmivo uréené pro zkrmovani hospodaiskym zvifatim vzniklé fermentaci Cerstvé nebo
castecn¢ zavadlé pice s ptfidanim biologickych a chemickych latek pro udrzeni Zivin a

stability silaze.

2.1 Charakteristika

Silaz fadime mezi konzervovand objemna krmiva, ktera se vyznacuji nizkou hodnotou pH
(3,6 — 5,0), na coz maji vliv organické kyseliny, pfedev§im kyselina mlécna. Vyzivna
hodnota byvé zpravidla nizsi nez u ptivodnich plodin. Rozsah ztrat v§ak zavisi na celé fad¢
technicko-technologickych postuptl. SilaZzovani je zpusob, jak dlouhodob¢ udrzet krmivo s
nizkou su$inou. SildZovani probihd bez pfistupu vzduchu, kdy bakterie mlééného kvaSeni
fermentuji ve vodé rozpustné cukry na organické kyseliny. Nasledkem toho je snizeni pH a

dlouhodoba konzervace sildzované hmoty. (TYROLOVA 2013; ZEMAN 2006).

SilaZzovani je velmi slozity biochemicky proces, pfi kterém se fezanka pice uchovava v
anaerobnim kyselém prosttedi. Po navezeni fezanky do sildzniho Zlabu musi byt z hmoty
vytlaten vzduch, €ehoz docilime udusanim a vytvofime tak podminky potfebné pro
mnozeni bakterii mlécného kvaseni. Tyto bakterie produkuji ze sacharidi rozpustnych ve
vodé, které jsou v hmoté volné dostupné, kyselinu mlé¢nou, oxid uhlicity a vodu

(TYROLOVA 2013).

Pro ptipravu kvalitni silaZe je také dillezité délka fezanky sildzované pice. V dneSni dobé
se o tomto tématu vede spousty spekulaci, ale obecné se doporucuji nasledujici hodnoty
délky tfezanky: U viceletych picnin pfi obsahu susiny do 30% by méla byt délka fezanky
30 — 40 mm, pfi susin¢ do 35% pak 20 — 30mm a pfi obsahu susiny nad 35 — 45% se
doporucuje délka fezanky 10 — 20mm. Existuji ovSem rozdily v délce fezanky u pouZitych
technologii. Samojizdné fezaCky maji délku fezanky v podstaté¢ danou, ale u sbéracich
vozll s fezacim ustrojim zavisi délka fezanky zejména na rozte€i nozii a jejich ostfi.
Teoreticka délka pii pouziti této technologie byva zpravidla vyssi. U sildzni kukufice pii
susiné do 30% je doporucena délka fezanky v priméru 15 mm, pii susin€ 30 — 34% potom
10 — 15 mm a u sildZni hmoty s obsahem suSiny nad 35% musi byt hmota upracovana na

teoretickou délku pod 10 mm (zpravidla 6 — 8 mm), (DOLEZAL, ZEMAN, 2011).

Krom¢ bakterii mlécného kvaSeni vznikaji pii nespravném postupu silaZovani i bakterie

nezadouci, a to predevSim bakterie maslového kvaSeni — produktem téchto bakterii je
9



kyselina maslova, ktera ma neptijemny zapach, zhorSuje kvalitu silaze a je zvifaty Spatné
pfijimana; bakterie octového kvaSeni — vytvareji kyselinu octovou za piistupu vzduchu,
proto je dulezité fadné udusani silazované hmoty; hnilobné bakterie — zptsobuji hnilobny

rozklad bilkovin, témto pochodfim zabranime okyselenim silaze (KABRT 1963).

Podle obsahu zivin pak délime silaze na bilkovinné, polobilkovinné a glycidové. Silaze
pfedstavuji zdsadni ¢ast krmné davky skotu 59 — 90% proto je jeji kvalita velmi dulezita,
protoze ovlivituje nejen uzitkovost, ale i zdravotni stav a reprodukci zvifat a také
ekonomiku chovu. Podle obsahu susiny v silaZované pici a pouzité technologie délime

sildZe na:
o Silaz z Cerstvé pice — obsah suSiny 22-26%
e Silaz z ¢astecné zavadlé pice — obsah susiny 26 — 35%
e Silaz ze zavadlé pice — obsah suSiny 35 — 50%

Plodiny s niz§im obsahem sacharidi jsou hlfe sildZovatelné, a proto se sildzuji vzdy po
pfedchozim zavadani. Zavadani probihd intenzivné ovSem ne déle nez 24 — 36 hodin, pii
dlouhodobé;jsim zavadani dochézi k vysSim ztratam Zivin coz je pro kvalitu silaZe neZadouci.
SilaZze ze zavadlych picnin maji nizs$i obsah kvasnych kyselin a mensi kyselost nez silaze
pfipravované z cCerstvych picnin. Tyto sildZe jsou také nachylngj$i na tepelné poSkozeni
vlivem aerobnich zmén. Pro vyrobu kvalitni silaZe je potfeba dodrzovat zékladni

technologické pozadavky:

e Optimalni vegetacni stadium sklizené pice

Optimalni délka fezanky a obsah suSiny

Dodrzovani zasad technologickych a hygienickych postupt

Vhodné silazni sklady

Aplikace konzervacnich prostfedkt (ZEMAN 2006).

2.2 Charakteristika vojtéSkovych a jetelovych silazi

Vojtéskoveé a jetelové sildze patii mezi bilkovinna krmiva, kterd se vyznacuji vysokou
pufracni kapacitou a nizkym obsahem zkvasitelnych sacharidi, a proto jsou velmi obtizné
silazovatelna. Podil dusikatych latek v téchto silazich je vice nez 180 g/1 kg suSiny, ale

maji niz§i koncentraci energie, obvykle méné¢ nez 5,5 MJ NEL/kg suSiny. Také se
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vyznacuji pomérné uzkym pomérem zivin NL:NEL. Jetel patii mezi stfedné silazovatelné
picniny, zatimco vojtéska se fadi mezi picniny téZzce silaZovatelné. Pro tuspéSnou
konzervaci téchto plodin je dulezitou intenzivni zavadani na vyssi obsah susiny, a to 35 —

45% (VELECHOVSKA, 2008).

Velmi dilezitym faktorem pro sildzovani je obsah vodorozpustnych sacharida (WSC =
water soluble carbohydrate). Podle obsahu WSC urcujeme vhodné druhy a kmeny bakterii
do inokulantti. Silazovana krmiva musi mit spravny pomér WSC a pufracni kapacity (PK),
ktera vyjadiuje schopnost udrzovat stabilni pH 1 pfidanim silné kyseliny ¢i zdsady do

systému. Dilezitd je také minimalni susina, kterou mizeme urcit vzorcem:
DMmin (%) = 45 -8 WSC / PK,

kde cislo 45 oznacuje fermentacni koeficient. Pokud je koeficient niz§i nez 45 lze
predpokladat vyssi obsah klostridii a kyseliny maselné¢ v silazi. Silazovanou hmotu
ovlivituje také koncentrace dusi¢nan. U piehnojenych porostd, které maji témét vzdy
vysoky obsah nitrati, jsou obtizné sildZovatelné. Na druhé strané pokud obsah nitratii
klesne pod dané minimum, je ptedpoklad, Ze se bude v sildZovaném materialu vice dafit
klostridiim a bude zde vys$i obsah kyseliny maselné. Proto, aby fermentani proces
prob&hl spravng, musi bilkovinné a polobilkovinné picniny obsahovat tzv. dusitanové

minimum (LOUCKA, 2013).

Bilkovinné silaZe predstavuji hlavni a nejlevnéjsi zdroj rostlinnych bilkovin v krmné dévce
hospodatskych zvitat. Vysledna kvalita a vyzivna hodnota krmiva je zavisla na vegetatnim
stadiu, botanickém slozeni picnin a technologickém postupu pii sklizni a nasledném
konzervovani. U vojtésky a jetele je nejvhodnéjsi stadium sklizné v obdobi tvoteni poupat,
tzv. butonizace, ale ani na zacatku kveteni neni pfili§ pozd¢. Pti sklizni v ranéjSim obdobi
vyvoje lze ziskat silaz s lep$i stravitelnosti a produkéni G¢innosti (vyssi obsah NL a nizsi
obsah vlakniny), takto sklizend sildZ je ovSem podminéna vyS$i naro€nosti na dodrZeni
technologickych podminek pii sklizni i skladovani a je dilezité podpofit fermentacni
proces piidavkem vhodnych konzervaénich ptipravka. ZvySenim suSiny na 35 — 45%
zajistime lepsi podminky pro fermentaci, ale zvySime také pfijem suSiny zvifaty, a tim 1
zvySeni uzitkovosti. OvSem u hmoty s vysSim obsahem suSiny je potieba s ni zachazet
velmi Setrné, o to vic u jetelovin, které maji listecky a dochazi zde k velkym odrolim a

ztratdm. Pi1 obraceni, postupujeme pomaleji s nizSimi otdCkami a Sikmo natocenymi
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pérovymi hrabicemi. Dal§im pozadavkem je shrnovat bez zbytkli zavadlé hmoty na louce

(ZEMAN, 2006).

Musime dbat na mnozstvi suSiny v sildzované hmot¢, protoze spravny podil suSiny je
pfirozenym konzervantem. Cim déle nechavame hmotu na poli, tim vice dochazi k aktivit&
nezadoucich mikroorganismi a je tim ohrozovan cely fermentaéni proces. Pokud je hmota
pieschla zvysSuje se riziko ztrat na poli 1 pii fermentaCnim procesu a muze dojit k
zaplisnéni. Pokud pici presusime tak, Ze zacnou odpadat z rostlin listeCky, pfichazime tak o
nejcennéjsi Casti, které jsme pro sklizen vypéstovali. Pro nejefektivnéjsi sildzovani
pouzivame zavadlou pici o susin¢ 32 — 36% s vyuzitim vhodnym biologickych inokulanti

(DOLEZAL a ZEMAN, 2011).

DalSim diilezitym faktorem pro kvalitu bilkovinnych silaZi je délka fezanky. Obecné plati,
ze ¢im je vyssi suSina, tim je potfeba kratsi fezanka, aby se rostlina co nejvice porusila a
doslo tak k rychlejsimu zavadani a tim k eliminaci ztrat na louce. Je vSak potfeba brat v
uvahu druh pice, protoZze na jeji druh mechanického naruseni plati jiné pozadavky.
Rezanka vojtésky by mohla byt pii susing 32% o 10 — 20 mm krat§i neZ u trav, coZ
znamena, ze idealni délka fezanky u vojtésky je asi 25 — 30 mm pfi jiz zminé€né suSiné

(LOUCKA, 2012).

Snizeny ptijem silaZovanych bilkovinnych krmiv je ¢asto znakem vzniku neZadoucich
kvasnych produkti rozkladem bilkovin az na amoniak nebo biogenni aminy. Kvalitni
silaze musi byt vyrabény z mladé zavadlé pice s vysokou stravitelnosti organickych zivin a
nizkym obsahem vlakniny. Kvalitni sildZ by méla byt zkrmovéna zpravidla v davce 2-3
kg/100 kg zivé hmotnosti zvifete. Problémovymi slozkami mohou také byt pfirozené
antinutriéni latky s fytoestrogenni aktivitou, které snizuji kvalitu vyrabéné silaZze. Mohou
to byt naptiklad: kumestrol, lucernol a estradiol, ale také vyskyt plisni, klostridii a jejich
metabolith. Jejich druhy a pocCet na rostlindch 1 jejich mnozeni, béhem zavadani,
fermentacniho procesu a v sildzované pici, je zavislé na vyvoji pocasi, stanovisti a zpisobu
pouzivané technologie. V dnes$ni dobé je pomér vhodnych epifytnich mikroorganisma
podstatné nizs§i nez tomu bylo dfive, to je také diivod, pro¢ se dnes do silazované hmoty

pridava vice biologickych ptipravki nez diive JEZKOVA, 2010).
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2.3 Klostridie

Klostridie patii mezi bakterie maselného kvaSeni a jsou nejvétSimi producenty kyseliny
maselné v sildzich a jsou zdrojem ptidniho znecisténi. Jsou rezistentni vici zafeni, relativné
pH, teploté, travicim Stavam, dezinfekci a kysliku. Vedle kyseliny maselné dale vznikaji i
kyselina octova, propionova, acetony a alkohol. Jejich specifickou vlastnosti je také tvorba
laktozy a plynt. Jsou to sporulujici, G pozitivni a pfisn¢ anaerobni ptidni mikroorganismy,
proto se vyskytuji i v dobfe uzavienych silazich. Jsou velmi citlivé na nizké hodnoty pH a
pii hodnotach pod 4,2 vcetné, dochazi k jejich inhibici. Pfitomnost kyselin maselné ve
veétsSim mnozstvi v silazi je privodnim znakem hlubokého rozkladu bilkovin, pii kterém

vznikaji nezadouci a zdravotné zavadné produkty napt. biogenni aminy (DOLEZAL a kol.,

2009).

Také dochazi v pribéhu fermentace k vysokym ztratdm zivin, zvysuje se pH a silaz se
stdva nestabilni a velmi Casto dochazi k jejimu znehodnoceni. Proto je dilezité¢ dbat na
Cistotu sklizené hmoty, optimalni suSinu a rychlé okyseleni hmoty. Rychlost okyseleni
silazované hmoty na hodnotu pH, kdy je sildzované krmivo stabilni je jednim z
nejvyznamnéjSich kritérii pro ptipravu kvalitniho krmiva. Pro sviij riist a rozmnozovani
potiebuji klostridie urcitou vlhkost. Uvadi se, Ze vyskyt klostridii v silaZich s obsahem

susiny nad 35% je velmi ojedinély (JAMBOR, 2010).
Klostridie rozliSujeme na dva druhy:

Sacharolytické — rozkladaji sacharidy, ale i1 jiz vytvofenou kyselinu mlé¢nou ¢imz

zpusobuji odkyselovani silazi.

Proteolytické — rozkladaji bilkoviny a aminokyseliny, ¢innosti téchto enzym mohou v
napadenych sildzich vznikat jiz zminéné zdravotné zavadné biogenni aminy a také
amoniak, ktery se poté v silaZich vyskytuje ve vétS§im mnoZstvi. Spory téchto klostridii
pronikaji do traviciho traktu zvifat, kde mohou pfes mlé¢nou 7l1dzu, vzduchem nebo piimo
krmivem infikovat mléko, které neni poté vhodné pro syraiské zpracovani (MLEJNKOVA

a kol., 2012).

Vliv ¢innosti klostridii na zdravi zvifat a lidi je ovS§em mén¢ patrny nez vliv na kvalitu a
slozeni krmiv. Ve fermenta¢nim procesu poznamenanym klostrididlni ¢innosti mizeme
indikovat vyrazné ztraty suSiny az 50%, energie az 18,5% a zmény kvality a slozeni

krmiva. Relativné velky efekt je na ztraty stravitelné energie béhem druhotné fermentace

13



kyseliny mlécné na kyselinu maselnou, ktery je jeste doprovazen velkou redukci pfijmu
krmiva zvitaty, popf. se mize u vysokoprodukénich dojnic vyskytnout acetonemie
(ptitomnost acetonu v krvi) na poc¢atku laktace. U takto napadenych silazi poukazujeme na
zvysSenou hladinu amoniaku v krvi coz je vysledek absorpce amoniaku z bachoru, ten
pochazi ze silazi s vysokym obsahem dusiku a amoniaku nebo mohou byt oba faktory

pfi¢inou zvyseni detoxikaéni schopnosti jater pro amoniak (HORKY a kol., 2014).

Obsah susiny u bilkovinnych silazi je velmi duleZity, protoZze nizky obsah suSiny klesajici
pod 30% predpovida proteolyticky rozklad, vyvolany klostridiemi, kdy se tvoii tékavé
mastné kyseliny a aminokyseliny se pfeméiuji na toxické mono a diaminy. Degradace
bilkovin ma také vliv na tvorbu amoniaku, ktery atakuje jaterni parenchym pokud nema
zvite dostatecny podil pohotovostni energie na jeho odbourani. ZvySeni amoniaku v téle
dojnice mé za nasledek zvySujici se podil amoniaku v mléce véetné¢ mozného zvyseni
obsahu somatickych bun¢k. Riziko vyskytu klostridii se také zvySuje s naristajicim
podilem obsahu popelovin v silazované hmoté¢ (nad 10%). U dojnic klostridie negativné
ovliviiyji tvorbu imunoglobulini v mlezivu coz ma za nasledek zvySenou umrtnost telat a
zvySeni virovych a bakteridlnich infekci zaZivaciho traktu, respiracnich onemocnéni apod.
Ale 1 samotna hlina, zapocitdvana do popelovin, je pro dojnice negativnim faktorem,

protoZe se usazuje ve spodni ¢asti bachoru a snizuje jeho aktivitu (PRIKRYL, 2014).

V sildzi se nejCastéji setkavame s témito druhy: C. butyricum, C. sporogenes a C.
tyrobutyricum. Posledni zminény druh ma zpravidla nizky podil z celé populace klostridii
v sildzi, ale ma vliv na kvalitu zrajiciho syru pokud se dostane pies travici trakt do mléka.
V takto napadenych syrech v béhem dlouhé doby zrani dojde k vykli¢eni spor a rozvoji
plynotvornych bakterii, které zplisobuji tzv. pozdni plynatost syru a jeho ¢ichové a chutové
vady. VétSinou prochézi klostridie travicim traktem bez jmy a jsou vylouceny vykaly, ale
za urcitych podminek muze dojit ke zmnozeni spor v travicim traktu a potom se spory

dostavaji do mléka (WEISSBACH, 2006).

2.4 Technologie — vznik amini a podminky vzniku

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni bazické dusikaté latky, které vykazuji biologickou
aktivitu. Jsou to toxicky vyznamné latky, které vznikaji z aminokyselin pfi hlubokém
rozkladu bilkovin. Vyznamnym pifedpokladem pro vznik biogennich amind je tedy
proteolyza, at’ uz bakterialni nebo autolyticka. Proteolyza muze probihat piisobenim

bakterialnich enzymua obsahujici kofaktor pyridoxal-5-fosfait a maji dekarboxylacni
14



aktivitu. Touto aktivitou se vyznacuji predevSim bakterie rodu Lactobacillus,
Streptococcus, Bacillus, Pediococcus, Pseudomonas, Citrobacter, Clostridium, Escherichia,
Klebsiella, Proteus, Salmonella, Shigella. Dale mohou vznikat puisobenim nativnich
enzymul nebo aminaci a transaminaci aldehydi a ketonii. Hlavnimi pfedpoklady pro vznik
biogennich amini mikroorganismy jsou: dostupnost volnych aminokyselin, pfitomnost
mikroorganismi s dekarboxyla¢ni aktivitou a vhodné podminky pro rist bakterii a

produkeci jejich enzymti (MATOUS a kol, 2010).

V dnesni dobé jsou nejvyznamnéj$imi producenty biogennich amint klostridie, které se do
silazované hmoty dostavaji hlinou, pii $patnych technologickych postupech pii sklizni.
Dulezitymi faktory je vySka strni§té¢ a uprava luk pfed seCenim — rozhrnovani krtinci,

hnojeni apod. Pti dekarboxylaci aminokyselin vznikd samotny amin a oxid uhlicity.

Dekarboxylace

PROTEINY — PEPTIDY — R - CH — COOH R N CH, +CO,
|
N H2 N H2
Silaz Silaz
Cisty protein
Chybna
fermentace
Proteolyza Volné o Volné
; ; pfevazné ; ;
aminokyseliny ) aminokyseliny
proteolyticka
Neaminokyselinovy Aminy, NHs,
-N apod.
Obrazek ¢. 1 Vznik biogennich aminii droj: Richardt a Steinhofel, 2008

Biogenni aminy délime na alifatické — putrescin, kadaverin, spermidin, spermin, agmatin;

aromatické — tyramin, fenyletylamin; heterocyklické — histamin a tryptamin.
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Tabulka €. 1 — Rozdéleni biogennich amini

AMINOKYSELINY BIOGENNi AMINY KLASIFIKACE
ALIFATICKE

Arginin Putrescin Diamin/Polyamin

Lysin Cadaverin Diamin/Polyamin

Arginin Spermidin Polyamin

Arginin Spermin Polyamin
AROMATICKE

Tyrosin Tyramin Monoamin

Fenylalanin Fenylethylamin Monoamin
HETEROCYKLICKE

Tryptofan Tryptamin Monoamin

Histidin Histamin Monoamin

Biogenni aminy jsou vSak latky, které jsou pro organismus nepostradatelné. Jsou
nezbytnou soucasti zivych bunék, kde plni rtizné biologické funkce. Jsou vyznamnym
zdrojem dusiku potfebnym pro syntézu hormond, alkaloidt, nukleovych kyselin a proteinti.
Nebezpecnymi se zainaji stavat az v momenté kdy, se nadmérné mnoZzstvi dostdva do
krevniho ob¢hu. Tehdy se zacinaji stavat zdravi Skodlivé, protoze jsou to prekurzory
potencialn¢ karcinogennich N-nitroso sloucenin. Dale mohou zpusobit otravy organismu

jednotlivymi BA. Mezi nejtoxi¢téjsi patii histamin (ZORNIKOVA, 2002).

Kromé toxickych biogennich amini se v organismu vyskytuji i biogenni aminy, které jsou
prekurzory pro tvorbu riznych hormoni. Mezi tyto BA fadime napiiklad Dopamin, ktery
fadime mezi katecholaminy a vznikd z tyrosinu nebo fenylalaninu. Dopamin je
prekurzorem adrenalinu a noradrenalinu, které jsou nepostradatelné pro ftizeni celého
organismu. Dal§im takovym to BA je kyselina gama-aminomaseln4 neboli GABA, ktera
vznikd s kyseliny glutamové a je inhibi¢nim neurotransmiterem v nervové soustave savet.
Dekarboxylaci serinu vznikd ethanolamin, ktery se fadi mezi fosfolipidy a je soucasti

bunénych membran. Jako doplné€k stravy pro rist svalii se vyuziva B-alanin, ktery se fadi
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mezi B-aminokyseliny a vznika dekarboxylaci kyseliny asparagové (STRAKOVA a kol.,
2006).

Predispozicnim faktorem pro tvorbu biogennich amint jsou, kromé silazi naruSenych
Klostridiemi, také acidozy. Vlivem nizkého pH dochazi k odumfeni bakterii a tvorbé
endoxinti (POSTULKA, 2011).

17



3 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni dusikaté latky, které maji znacnou biologickou
aktivitu. Uplatiiuji se v metabolismu zvitat, lidi a rostlin. Ve fermentovanych potravinach
jsou piirozenou soucasti, ale naopak u nefermentovanych jsou ukazatelem nezadouci

mikrobialmi aktivity STANDAROVA, 2008).

3.1 Histamin

Histamin je amin bazického charakteru, ktery vznikd dekarboxylaci aminokyseliny
histidinu za pomoci histidindekarboxylazy. Patii mezi heterocyklické monoaminy a je
hlavnim medidtorem zanctu. V téle se nejcastéji vyskytuje v granulech Zirnych bunék a
bazofill, ale také v plicich, kiizi nebo gastrointestindlnim traktu. Pfi vysoké koncentraci
histaminu v téle maze vznikat alergicka reakce a intolerance histaminu. (MARTINKOVA,

2007; MALONE a METCALFE, 1986).

Co,

/:K-CHz—(fH—COO' f
+
histidindekarboxylasa
N\/NH NH; ¥
histidin
Obrazek ¢. 2 Dekarboxylace histidinu na histamin Zdroj: Anonym 1
V tele dochazi k piirozené degradaci histaminu coz muze probihat dvéma zplsoby a to

bud’ methylaci pomoci histamin-N-methyltransferasy a kofaktoru S-adenosininmethioninu
nebo oxidaci pomoci diaminoxidazy (DAO), (MARTINKOVA, 2007).
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CH,—CH,—NH3;  histamir

HN N

S

diaminooxidasa
Histamin-N-
methyltransferasa

/:vCHZ_CHZ_—NH; - CHz—
HN

H3C—N S

N i
\/ tele-methylhistamin Ir

l MAO

———CH,—COO"

H3;C—N N
3 S

tele-methylimidazolacetat
Obrazek ¢.3 Degradace histaminu Zdroj: Anonym 2

3.2 Putrescin

Putrescin neboli butan-1,4-diamin se fadi mezi alifatické polyaminy a jeho prekurzorem je
aminokyselina Arginin. Nasledné je putrescin prekurzorem dalSich polyamind, a to
sperminu a spermidinu. Vysoké koncentrace polyaminli mohou byt pro organismus
toxické. Pro biosyntézu putrescinu jsou popsany dvé alternativni cesty, a to ptes ornithin,
ktery je produkovan z argininu pomoci enzymu arginasa a ornithin je nasledné
dekarboxylovan za pomoci ornithindekarboxylazi na putrescin. Druhd cesta je syntéza
putrescinu z agmatinu, ktery vznikd z argininu pomoci enzymu arginindekarboxylaza.
Agmatin je nasledné hydrolyzovan za pomoci enzymu agmatiniminohydrolasa na N-
karbamoylputrescin a nasledné pomoci N-karbamoylpustrescin-amidohydrolasa pfeménén
na putrescin (ADAMKOVA a PETRIVALSKY, 2012).

NH, COOH HsN*
| / arginasa | ornithindekarboxylaza
H-C-CH,-CH,-CH,-NH-C ——> HsN-CH,-CH,-CH,-CH-COO" ——————
| \
NH, NH
arginin ornithin

E—— H3N+‘CH2'CH2‘CH2'CH2‘NH3+
putrescin

Obrazek ¢.4 Syntéza putrescinu Zdroj: Anonym 3
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3.3 Tyramin

Tyramin neboli p-hydroxyfenylethylamin se fadi mezi aromatické biogenni monoaminy.
Ve vyzivé je dillezitym zdrojem dusiku a prekurzorem pro syntézu hormont, nukleovych
kyselin a bilkovin. Tyramin je dekarboxylovan z tyrosinu za pomoci mikrobialniho
enzymu tyrosindekarboxylasa a nésledné miize byt degradovan methylaci na alkaloidy

(BURDYCHOVA a DOHNAL, 2007).

CO,H

-CO,
e

NH, NH,

HO HO
Tyrosin Tyramin

Obrazek ¢. 5 Syntéza tyraminu Zdroj: Anonym 4

3.4 Kadaverin

Kadaverin neboli pentan-1,4-diamin se fadi mezi alifatické diaminy. Je vSak zatazovan do
skupiny polyaminti soucasné s putrescinem, sperminem a spermidinem. Byva oznacovan
za mrtvolny jed a jeho toxické ucinky lze pfifadit G¢inkiim aminiaku. Kadaverin je
syntetizovan z lysinu a enzymatické reakce se zde ucastni lysindekarboxylasa

(ADAMKOVA a PETRIVALSKY, 2012).

COOH
/ lysindekarboxylasa
H;N-CHp-CH,-CHy-CHp-CH-NH, H,N-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-NH;
lysin kadaverin
Obrazek ¢. 6 Syntéza kadaverinu Zdroj: Anonym 5
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3.5 Spermidin

Spermidin neboli [N-(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin] fadime mezi alifatické polyaminy.
Nachazi se v rybozomech a zivych tkanich a podili se na riznych metabolickych funkcich.
Podili se na rustu bun¢k a vaze se na DNA a RNA. Spermidin je prekurzorem pro vznik
sperminu. Sam vznika syntézou z putrescinu za pomoci enzymu spermidinsyntaza, kdy
putrescin reaguje s dekarboxylovanym S-adenosylmethioninem za vzniku spermidinu a

methylthioadenosinu. Polyaminu jsou obecné oxidovany polyaminoxidazou az na CO, a

NH;" (ADAMKOVA a PETRIVALSKY, 2012).

HsN-CH,—CH,~CH,~CH,-NH;  purtescin
+/\/>2 + "
H3N S o_ @denin

Dekarboxylovany OH OH
S-adenosylmethionin spermidinsynthasa

+
H;C—S 0 adenin

methylthioadenosin OH OH Y

* +
H3N
3 \/\/NWNH; spermidin

Obrazek ¢. 7 Syntéza spermidinu Zdroj: Anonym 6

3.6 Spermin

Spermin neboli [N,N’-bis(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin] se fadi stejné jako spermidin
mezi alifatické polyaminy. Nachazi se v eukaryotickych buinikach a ucastni se bunééného
metabolismu. Je spojen s nukleovymi kyselinami a je hlavnim faktorem rtistu nékterych
bakterii. Tvofi pfedevsim charakteristickou viini spermatu. Je syntetizovan ze spermidinu
pomoci sperminsyntdzy, kdy spermidin reaguje s dekarboxylovanym = S-
adenosylmethioninem za vzniku methylthioadenosinu a sperminu. Spermin je oxidovan

polyaminoxidazou az na CO, a NH;* (ADAMKOVA a PETRIVALSKY, 2012).
21



- +
HaN
3 \/\/Nlig/\/\NH; spermidin

dekarboxylovany
S-adenosylmethwnﬂ sperminsynthasa

methylthioadenosin

&+ +
H3N\/\/NH + +
NP NG N/h}/\NH:; ——

Obrazek ¢. 8 Syntéza sperminu Zdroj: Anonym 7

+ +
HaN NH ﬁ(\/\
N TN TN TN NH

Oy
(e} 5
k/\ polyaminoxidasa
NH3

f-aminopropionataldehyd

H3N+\/\S(NH;\/\/\ M
NHS

O, spermidin
D polyaminoxidasa
f-aminopropionétaldehy

H3N+\/\/\NH;
'
y

CO,+NH,

spermin

putrescin

Obrazek ¢.9 Oxidace polyaminii Zdroj: Anonym 8

3.7 Skodlivost biogennich amini

Jak jiz bylo uvedeno vySe biogenni aminy (BA) jsou pro organismu nepostradatelné a
zastavaji mnoho vyznamnych metabolickych a biologickych funkci v organismu, ale pii
konzumaci nadmérného mnozstvi téchto latek se miize u citlivych jedinci projevit
alimentarni intoxikace. Obsah biogennich aminll jiz v desetindch procent potlacuje
bachorovou faunu a podili se na tvorbé predispozic vzniku zanétu paznehti a mize dojit k

ohrozeni fyziologického vyvoje plodu v poslednim trimestru gravidity (MRAZ, 2010)

Jako metabolicky velmi G¢inné latky mohou biogenni aminy negativné ovliviiovat ¢innost

ledvin, jater, pohlavniho aparatu, stfevni sliznice a konéetin (POSTULKA, 2011).
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V disledku pfijmu narusené silaZze dochézi k jednoduché indigesci v predzaludku, ktera ma
za nasledek snizenou aktivitu bachorové mikroflory. V nékterych piipadech muize dojit az
k subklinické alkaloze bachorového obsahu, coz ma za nasledek sniZzenou produkci mléka
a vznik syndromu sniZené koncentrace bilkovin v mléce, a také byva v mléce zvysSeny
obsah somatickych bun€k coz ma za nésledek zvySenou predispozici pro vznik mastitid.
Biogenni aminy maji vazoaktivni a prozanétlivé ucinky a podporuji vznik laminitidy, coz

je zénét na skare paznehtni a tim se zhorSuje zdravotni stav paznehti (ILLEK, 2008).

Normalni pfijem biogennich aminl je metabolizovan v travicim traktu velmi vykonnych
detoxikaénim systémem za pomoci aktivity enzymli monoaminooxidizy (MAO),
diaminoxidazy (DAO) a histidinmethyltransferazy (HMT). Avsak pii nadmérném piijmu
BA nemusi detoxikacni kapacita systému stacit a tyto latky se stavaji pro organismus

toxické. BA mohou byt prekurzory karcinogennich N-nitroso sloucenin.

Tyramin je nejvyznamnéj$im vazoaktivnhim biogennim aminem, jeho nadmérny piijem
muze zpusobovat zvySeni krevniho tlaku s moznym disledkem hypertenzni krize, migrény

a v krajnich ptipadech az krvaceni do mozku poptipadé selhani srdce.

Histamin a jeho negativni uc¢inek na organismus je pomérn¢ rtuznorody. Jeho vazba na
receptory cévni stény vyvolava dilataci hladké svaloviny perifernich krevnich cév
disledkem toho, dochazi k poklesu tlaku. Na druhé stran€ v interakci s receptory stfevni
stény dochdzi ke kontrakcim hladké svaloviny stfeva, coZ se projevuje kieCemi v bfiSe,
prijmy popiipadé¢ zvraceni. Na histamin vSak muze také vzniknout intolerance a k
typickym projeviim patii koptivka, zrudnuti o¢i, dechové potize a svalovy tfes. Toxicky
ucinek histaminu zavisi na pfijatém mnoZstvi ostatnich biogennich aminl a na aktivité

aminooxidaz.

Polyaminy jsou velmi fyziologicky vyznamné pfi rlstu a diferenciaci bunégk, jak jiz bylo
uvedeno. Na jedné strané€ se toho déa vyuzit k urychleni hojeni ran, ale na druhé strané jsou
v poslednim desetileti polyaminy intenzivné studovany z hlediska karcinogenese

(KOMPRDA, 2005; STANDAROVA a kol., 2008).

3.7.1 Laminitida

Laminitida neboli zanét Skary paznehtni mizeme rozdelit do dvou velkych skupin a to:
infekéni zanéty klze prstenu, a nebo onemocnéni rohového pouzdra. Laminitida byla

popsana u mnoha zivocisnych druhi, ale nejcastéji se vyskytuje u skotu a koni. Ackoliv se
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nejcastéji popisuje u dojnic, byla zaznamenana u vSech v€kovych kategorii u samciho a
samiciho pohlavi. Za nej€astéjsi pricinu laminitidy je dnes povazovana bachorova acidoza
(miize vznikat pfi zkrmovani nekvalitni silaze). Za ptiCinu se, ale také povazuje histamin,
ktery se uvoliluje z proteinti krmné davky. Na tomto se podili také bakterie E. coli, ktera je

schopna dekarboxylovat aminokyselinu histidin na histamin (NOVAK, 2010).

3.8 Limity a méreni

Limity pro toxické davky biogennich amini je obtizné stanovit. Velice zavisi na
individudlnich rozdilech mezi jedinci, zastoupeni jednotlivych biogennich amind v dané
potraviné, zkonzumované mnozstvi a pfitomnost jinych potenciondlnich slozek, jako je
naptiklad alkohol. Pro histamin by méla byt toxicka davka asi 70 — 100 mg/kg potraviny,
pro tyramin asi 20 — 80mg/kg. Uvadi se, ze celkovy obsah tyraminu + histaminu +
putrescinu + kadaverinu v dané potraviné by nemél prekrocit 900 mg/kg. S touto hodnotou
souvisi i legislativni omezeni nejvyssiho ptipustného mnozstvi. V soucasné dobé je ovsem
vyvijen tlak na Evropskou komisu, aby byly limity pro biogenni aminy zavedeny rovnéz

pro krmiva ur¢end ke krmeni hospodaiskych zvitat.

Do roku 2004 obsahovala Ceské legislativa limity pro vybrané biogenni aminy v rybach,
syrech, pivu a vinu, ale dnes jiz toto nafizeni neplati a je v Ceské Republice platny jen
hygienicky limit pro histamin v rybéach a vyrobcich z nich uvadény v natizeni Komise (ES)
¢. 2073/2005 ve vysi 100 mg/kg. Tyto legislativni limity nejsou stejné pro vSechny zemé
(KOMPRDA, 2005; STANDAROVA a kol., 2008).

Legislativa také ukladd provozovatelim krmivaiskych podnikil vyrabét bezpecna krmiva,
to jsou takova, ktera po zkrmeni zvifatim neSkodi zejména zvifatim ani lidem (pfes
produkty zvitat). Statni veterinarni sprava nedisponuje Zadnou limitni hodnotou pro
hodnoceni fermenta¢niho procesu silazi. Takze pokud by se jednalo o podezieni na vadnou
silaz, je dle veterinarniho zdkonu kompetentni pfisluSny veterindrni orgén posoudit
nezavadnost silaze naptiklad odebranim vzorku, senzorickym posouzenim nebo na zaklade
vysledkt laboratorniho vySetfeni, ale neni Zadny zdvazny interni pfedpis na hodnoceni

zdravotni zavadnosti silazi (ZEMAN a kol., 2010).

Jako nelegislativni jsou limity pro hodnoceni siliZe uvedeny v CSN 46 7092, ve které je
uvedeno hodnoceni jakosti fermentacniho procesu silaze, kde se kromé¢ smyslového

posouzeni hodnoti sildaz podle poméri obsahu sildznich kyselin a také podle stupné
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proteolyzy. Vysledna silaZ je potom zafazena do péti jakostnich tfid, a to: vyborna, zdaftila,
mén¢ zdafrila, nezdatila a nevhodna ke krmeni. V zavéru nam vyplyva, ze v soucasné dobé
nejsou zadné zavazné legislativni limity pro hodnoceni fermenta¢niho procesu silazi, ale
mimo jiné Ize doporucit bezpecnostni hodnoceni silazi podle stupné proteolyzy, a to podle
nafizeni Komise €. 429/2008, kde jednim z povinné testovanych kritérii je koncentrace

¢pavku z celkového obsahu dusiku (ZEMAN a kol., 2010).

Mg¢feni biogennich amint v silazi je velmi obtizny a nakladny proces, a proto se velmi
Casto uvadi jako vyznamny indikator kvality sildze obsah amoniaku z obsahu celkového

dusiku (NAVRATIL, 2010).

Je moZzné orientacné stanovit dekarboxyldzovou aktivitu a tvorbu aminil za pouziti MDA
bujonu a MDA agaru. Tato plotnova metoda ukazuje dobrou korelaci s chemickym
rozborem a diky jeji jednoduchosti je vhodna jako citlivd metoda pro zkouseni produkce
biogennich amint kmeny bakterii mlé&ného kvaseni i dalsimi mikroorganismy (CERNY a

kol., 2009).

3.9 Pirechod do Zivo¢iSnych produkti

Prekurzory pro vznik aminl jsou klostridie, ty vytvafi spory, které snadno prechazi do
mléka. Jejich pfimy vliv na zdravi zvifat a lidi je v§ak méné patrny neZ kvalitativni zmény
a slozeni krmiv (DOLEZAL a kol., 2009). Nékteré druhy klostridii jsou tedy vyznamné i
pro potravinaistvi zejména syrafstvi. Béhem dlouhé doby zrani syru se muize vlivem
klostridii projevit pozdni dufeni syru, které je zptisobeno vyvojem a ristem spor a pozdéji
také aktivitou vegetativnich buné€k klostridii. Vznikaji plyny, které zptsobuji dufeni syru, v
extrémnich ptipadech mlze nastat puknuti syru. Toto pozdni dufeni se projevuje predev§im
u syrit s dlouhou dobou zrani. V syrech s vadou pozdniho dufeni se nejcastéji vyskytuji

Clostridium butyricum a Clostridium tyrobutyricum (RITTICH a kol., 2011).

Pozornost musi byt také vénovana tomu, Ze aminokyseliny (AMK) jsou prekurzory
biogennich amind, které jsou na rozdil od AMK zdravi §kodlivé a mohou byt tvotfeny také
laktobacily. Takovéto laktobacily musi byt ze skupiny obligatné 1 fakultativné
heterofermentativnich a musi byt vybaveni dekarboxylazou. Biogenni aminy produkuji za
ruznych podminek v rizném mnozstvi. Uvadi se, Ze tvorba dekarboxyléz je indukovéana v
prostiedi bohatém na prekurzory biogennich aminti jako jsou AMK a jejich kofaktory.

Takovym to vhodnym prostiedim je napiiklad zrajici syr (HAVLIKOVA a kol., 2013).
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Obsah biogennich aminti v syrovém mléce je velmi nizky, nasledné zvySovani je
spojovano predevsim se zracim procesem pii vyrobé syrd, v nichz se ze vSech mlécnych
vyrobkli nachazeji nejcastéji. Uvadi se, ze az 1g/kg syra. Tvorba biogennich amini v
syrech zavisi na mnoha faktorech. Muze to byt naptiklad obsah aminokyselin a peptid v
mléce, na pfitomnosti bakterii s dekarboxyldzovou aktivitou, na pH, pouzité technologii,
dobé zrani a skladovdni, mnozstvi mikroorganismii a pfitomnosti kofaktorQ
(pyridoxalfosfat). Vznik toxického mnozstvi biogennich amini je podminénou
syra pii zrani. Na proteolyze mlécnych bilkovin se podileji nativni protedzy mléka,
syfidlové enzymy, protedzy zakysovych kultur a protedzy kontaminujici mikroflory.
Vysoké hodnoty obsahu biogennich aminti mohou slouzit jako indikator zhorSeni procesu

nebo nedodrzeni predepsaného procesu vyroby (CERNY a kol., 2009).

Bylo prokazano, ze obsah biogennich amintl je vyznamné vyssi ve vnéjSich Castech syra,
pfi zrani pod folii nez v jadru syra. Byl prokdzan vliv doby zrani na obsah biogennich
amind, po 18 tydnech zrani byl v syrech holandského typu vyrazné piekrocen stanoveny
toxikologicky limit pro tyramin, proto jednotlivci trpici potravinovou intoleranci nebo
uzivaji inhibitory monoaminooxidaz, by se méli vyhnout konzumaci takovychto zrajicich

syrit (KOMPRDA a kol., 2007).
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4 ELIMINACE BIOGENNICH AMINU

Z ekonomického hlediska je v naSem z4jmu dodrzovat spravné technologické postupy pii
silazovani, abychom docilili dobré kvality silaze. Pti Spatné kvalité sildze dochazi nejen ke
ztratdm vyzivové hodnoty krmiva, ale i k poklesu produkce a zhorSeni zdravotniho stavu
dojnic. Je tedy v nasem z4jmu dbat na cely proces silazovani, vcetné pouziti spravnych
inokulantl a zasad skladovéni. A je potfeba zohlednit i technologii krmnych vozt kvili

kvalité silazni stény.
4.1 Konzervace — pH, inokulanty

Vlastni proces konzervace je velmi slozity biochemicko-mikrobidlni proces, ktery je
ovlivitovan celou fadou interakci. Pii kvasném procesu dochazi k uvolnéni cukernatého
bunééného obsahu, ktery slouzi jako zdroj vyzivy pro bakterie mlécného kvaseni. Pro
proces rychlého okyseleni se predpokladd dostate¢ny obsah lehce rozpustnych cukri, z
nich bakterie mlé¢ného kvaseni vytvaii kyselinu mlécnou, kterd méa hlavni konzervaéni
ucinky. Proces okyseleni silaZované hmoty by mél byt velmi rychly, aby nemély ptitomné
nezadouci skupiny konkuren¢nich mikroorganismt mnoho ¢asu na $tépeni zivin a produkci
nezadoucich produktd. Proto je hodnota pH hlavnim ukazatelem stupné prokvaseni,
stability a kvality sildze. U zavadlych picnin se suSinou 35 — 40% by se méla hodnota pH
pohybovat pod 4,5. Pro silaZe ze siln¢ zavadlych picnin, kde je suSina 45 — 50% je typicka
hodnota pH 5 (DOLEZEL a kol., 2001).

Slozeni mikroflory v sildZované hmoté neni nikdy naprosto stejné, a proto vznikl zamér
aktivné ovliviiovat priitbéh fermentace a také aerobni stability. Od 80. let se rozviji postup
fizeni fermenta¢niho procesu masivnim piidavkem vhodnych kultur mléénych bakterii.
Coz znamena podstatné zvysit pocet zddoucich mikroorganismi, kterych je v sildZované
hmot¢ nedostatek. Tento postup oznacujeme jako ockovani neboli inokulace. Takto ptidané
bakterie mléEného kvaSeni by méli spliiovat nékolik podminek, a to naptiklad: rychly rtist a
prosazeni oproti konkurenci, stat se brzo dominantnimi, homofermentativnost, musi dobie
snaset kyselé prostiedi a co nejdiive dosdhnout pH 4,0, musi zkvaSovat sacharid, ale nesmi
zkvaSovat organické kyseliny a musi byt zivotaschopné v Sirokém rozsahu teplot, nesmi
Stépit bilkoviny ani volné AMK. Do nékterych inokulantll jsou ptidavany také bakterie
propionového kvaSeni, které maji za ukol vytvorit ur¢ité mnozstvi kyseliny propionové pro

potladeni kvasinek a plisni (KALAC, 2009).
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Inokulanty neboli probiotika jsou biologické sildzni konzervanty, které mohou byt
bakteridlni nebo bakteridlné-enzymatické s ptidavkem enzymii hydrolytickych nebo
oxidoreduk¢nich. Mohou obsahovat i prebiotika, které maji za kol podpofit rozvoj
zadoucich mikroorganismti dodanim dobfe dostupné startovaci energie. Déale se mohou
ptidavat antioxidanty, které maji za ukol tvofit ptiznivé prostiedi pro mikroorganismy v
prvnich minutach az hodinach sildzniho procesu. Také rizné adsorbenty a lubrifikanty,
které zlepSuji rovnomémou aplikaci piipravku. Kvalita silaZnich ptipravku se v Ceské
republice nestanovuje, hodnoti se jen vyslednd vyzivna hodnota a kvalita fermenta¢niho

procesu (LOUCKA, 2010).

Bakterie mlé¢ného kvaSeni rozdélujeme na homofermentativni a heterofermentativni, které
maji za kol pfipravit prostfedi pro homofermentativni bakterie mlééného kvaSeni, které se
déle mnozi a maji vyssi intenzitu mnozeni, az pti kyselosti pod 4,5 pH. Na rozdil od
chemickych konzervantti jsou inokulanty levnéj$i, neplati pro né tak ptisné pozadavky, do
silizované hmoty pfiddvame menSi mnozstvi, nepodporuji korozi stroju, sildze lze

zkrmovat minimalné o dva tydny diive neZ u chemickych konzervantii (LOUCKA, 2010).

Pro dosaZeni kvalitni a rychlé fermentace je zadsadni, aby mély bakterie mlécného kvaSeni
dostatek fermentovatelnych substratl, coz muize byt problém u stfedné a obtizné
silaZovatelnych materialt s vysokym obsahem dusikatych latek a nizkym obsahem
energetickych slozek. V tomto piipadé je moZné pouzit inokulanty s pifimési
celulolytickych enzymt, které Stépi slozité polysacharidy na jednodussi frakce, ¢imz
zpiistupiiuji ziviny pro c¢innost bakterii mlécného kvaSeni, a ty jsou pak schopny
produkovat dostatecné mnozstvi kyseliny mlécné. Tyto enzymy by také mély zajiStovat
zvySeny piijem suSiny a vysokou produkéni ucinnost takto konzervovanych krmiv.
Abychom byli schopni sildzovanou hmotu spravné osettit sledujeme celkovou inokula¢ni
davku bakterii na 1g hmoty, ktera se vétsinou uvadi v CFU/g (NOVOTNY a PLEYER,
2012).

Ptidani inokulantt je dilezité pro zajiSténi rychlé fermentace coZ vede ke sniZeni tvorby
vedlejSich produktli a ke snizeni mnozstvi prokvasenych cukrli, cozZ ma za nasledek snizeni
ztrat susiny. Ve srovnani s neosSetfenou sildzi je mozné snizit ztraty suSiny o 10 — 15 %.
Neosetfené silaze umoznuji proteolytickym bakteriim degradovat fetézce proteind na
aminokyseliny a déle na amoniak a biogenni aminy. ZajiSténim rychlé fermentace

zajistujeme 1 snizeni proteolyzy (BERKA, 2009).
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4.2 Podil suSina v silazované hmoté

Vyse uvedena hodnota pH je v relaci s obsahem susSiny, protoze plati zasada, Ze s rostouci
susinou klesa kyselost, a tudiz se zvysuje i hodnota pH (DOLEZAL a kol., 2001). Obsah
ovlivitovat prib¢h fermentace, ale i vyslednou kvalitu sildze. U bilkovinnych silazi je
nezbytné rychlé zavadani na optimalni obsah suSiny, kdy se redukuje ¢innost nezadouci
konkurencni mikroflory. Pokud mame nizky obsah suSiny je tfeba k hmoté piidavat
biologicka aditiva, ktera se ne vzdy setkavaji s pozadovanym ucinkem. Picniny, které maji
nizky obsah suSiny jsou vétSinou velmi tézce silaZzovatelné a pribéh fermentace byva
vétSinou bouflivy s vysokou koncentraci kvasnych kyselin, véetné kyseliny maselné. Také
dochazi k velkym ztratdm suSiny, energie a Zivin v disledku ztraty silaznich $t4v. Naopak
picniny s extrémnim obsahem susiny vys$im nez 50 — 60% byvaji také velkym problémem.
Takové silaze byvaji nestabilni s vysokou hodnotou pH. Snadno se zahtivaji a maji
zpravidla nizkou koncentraci kyseliny mlécné a snadno podléhaji plesnivéni. Z téchto
divodii se za normélnich podminek doporucuje zavadani viceletych picnin nasledovné: u
vojtésky nad 35% suSiny (mtze byt v rozmezi 35 — 45%) a jetelovin nad 30% (taktéz se
toleruje rozmezi do 45%). U trav by mé&l byt obsah suSiny 30% (tolerance v rozmezi 28 —

40%), (DOLEZAL a ZEMAN, 2011).

Obsah suSiny je vyznamng&jsi pravé pro bilkovinna krmiva, kterd obsahuji vysoky podil
dusikatych latek a nizky obsah cukrid, proto je potfeba pro ziskani pfijatelné kvality
fermentac¢niho procesu vyssi obsah susiny, kde dochazi ke zvySeni koncentrace sacharidd,
pottebnych pro spravny rozvoj bakterii mlééného kvaseni. V nedostatecné zavadlé hmote
nejsou vhodné podminky pro aktivitu bakterii mlééného kvaseni. Pti zvySeni obsahu suSiny
na 40 — 42% vznikali pfiznivéj§i osmotické podminky pro tyto bakterie. Proto zavadani
vojtésky na vyssi obsah suSiny, coz je 35% je vyznamnéjsi z hlediska vyskytu bakterii

mlééného kvaseni (MLEJNKOVA a kol., 2012).

29



Graf 1 - Epyfitni mikrofléra u vojtésky seté s obsahem susiny 31%
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Graf ¢. 1 Epifytni mikroflora u vojtesky seté s obsahem susiny 31%

Zdroj: Mlejnkova a kol., 2012
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Graf¢. 2 Epifytni mikroflora u vojtesky seté s obsahem susiny 35%



4.3 Proteolyza — ztrata Zivin

Proteolyza je rozklad bilkovin pies aminokyseliny az na amoniak a biogenni aminy.
Hlavnimi ptivodci tohoto procesu jsou klostridie, které se vyskytuji ptedevsim v silazich s
obsahem susiny pod 30%. Pfi obsahu suSiny nad 35% je vyskyt aktivnich klostridii
minimalni (MIKYSKA, 2007).

Podle stupné proteolyzy se v dnesni dob¢ hodnoti kvalita fermentacniho procesu pievazné
bilkovinnych a polobilkovinnych silaze. Stupen proteolyzy se udava jako pomér mezi

obsahem amoniakélniho dusiku a celkového dusiku (LOUCKA, 2010).

Zvlastni pozornost by se meéla vénovat jetelu cervenému, ktery obsahuje enzym
polyfenoloxydaza, ktery redukuje miru degradace bilkovin v priubehu sildzniho procesu. V
tom ma jetel v porovnani s vojtéskou a trdvami pii podobné Urovni vyzivy a fazi
vegetatniho vyvoje, vyssi podil nedegradovatelnych bilkovin. A proto by se mél jetel
zafazovat jako plodina pii vyrobé jetelovych a jetelotravnich silazi (MITRIK a VAJDA,
2010).

Mrve

také pokud je pH vyssi nez 4,5 jsou neustale dostate¢né podminky pro pribéh proteolyzy.
Pokud sniZzime pH v silaZi pod 4,5 proteolyza ustava. Pro zajiSténi rychlejSiho okyseleni
pouzivame inokulanty, jak jiz bylo uvedeno vySe. A pro zajisténi stability sildze v silaznim
Zlabu, bychom m¢éli zajistit rychly odbér materidlu, aby nedochéazelo k aerobni degradaci
silaze a nebo pouzit spravnou technologie odbéru hmoty ze sildZzni stény. Pokud
ocekavame pomaly odbér hmoty ze silaZniho zlabu, je moZzné pouzit chemicky konzervant

(DOUSA, 2010).

Jak jiz bylo zminéno stupen proteolyzy je hodnoticim kritériem fermenta¢niho procesu pfi
silizovani. Proto by nemél u vojtéskovych silazi prekrocit hranici 8%. U silazi, kde
piekrocil rozklad bilkovin 20%, je nutné na né€ pohlizet jako na zdravotné€ zdvadné krmivo

a nemélo by byt zkrmovano zadnym kategoriim skotu (POSTULKA, 2011).

4.4 Technologie odbéru krmiva ze silaZni jamy

Dalsi fazi, kde miize dojit k znehodnoceni silaze rozkladem bilkovin je skladovani v silazni
jamé. Zde tvorbu biogennich amint jiz nepodminuji klostridie, jak tomu bylo v piedchozi
vyrobni ¢asti, ale jsou to predevs§im mikroorganismy rodu Enterobacter, Pseudomonas a

Klebsiella (SCHERER a kol., 2015).
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Bylo zjisténo, Ze aktivita téchto mikroorganismii klesa se snizujici se okolni teplotou
(SANTOS, 1996). Toho 1ze dosahnout spravnou technologii odbéru sildze ze silazni jamy.
Momentalné nejrozsifenéjsi technologii v ramci krmnych vozi je systém vybirani frézou.
Coz ma za nasledek vytrhdvani materialu ze sildzni stény. Ponékud viditelnéjsi je to prave
u bilkovinnych silazi, které maji delsi fezanku nez u silaze kukufi¢né. Fréza jednoznacné
narusi silazni sténu, ktera je poté méné stabilni, mekka a rozpada se. Hlavnim problémem
je ovSem pronikdni vzduchu do mezer, které vznikaji vytrzenim materidlu a tim 1
zvySovani teploty v silazni sténé, kde dale mohou probihat druhotné fermentacni procesy a
dochdzi tak k degradaci kvality sildze. K jeSté markantnéjSimu poSkozeni sildzni stény
dochazi, pokud je pouzito vybirani hmoty z jamy nakladacem, kde dochéazi k
nerovnomérnému odebirani hmoty a naruSeni struktury stény. Sténa je stejné jako u vybéru

frézou nesoudrzna a rozpadajici se.

Oproti tomu se na trhu objevuje krmny viiz od znacky Trioliet, ktery mé oproti ostatni
konkurenci systém vybirani v podob¢ vytezavaciho ustroji. Systém aktivnim a pasivnich
nozi, je schopny sefiznout sténu od shora dolii a diky konstrukénimu feSeni vozu pada
veskery materidl dovnitf a nezlstavaji tak necistoty v jamé. Po sefiznuti zlstava sildzni
sténa pevnd a tvrda, bez mezer a viditelnych zndmek vytrZzeni materialu ze stény. CozZ je
patrné na prvni pohled. Dale je zde vSak velky rozdil teplot v silaZni st€né oproti vybirdni
frézou, coZz by mohlo vést k eliminaci vzniku biogennich amini jiz u skladované hmoty. Je
to ovS§em pouze domnénka, protoze rozdily v téchto dvou systémech vybirani, nebyli dosud

testovany.

Z dostupnych materialu Ize této tivaze piikladat vahu, i pfesto Ze nejsou Zadné laboratorni
vystupy a zkuSenosti jsou pouze teoretické. Piesto by se neméla tato skute¢nost zanedbavat
a méla by se ji v€novat vétsi pozornost, protoze jak uz bylo zminéno vyse biogenni aminy

mohou byt tvofeny i bakteriemi mlééného kvaseni, které jsou v silazi zadouci.
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Obrazek ¢.11 Silazni sténa vojtéskové silaze pri vybirani vykusovacem, Foto: Nela Jandekova

ZD Krasna Hora nad Vitavou, a.s.
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Graf'¢. 3 Porovnani teplot 20 cm v silazni stené v pritbehu 20 hodin
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Zdroj: Dr. Olaf Steinhdfel, 2012

pri vybirani frézou a vykusovacem

Tabulka ¢. 2 Produkce biogennich amini v zavislosti na teploté okoli

Biogenni Bakterie Cas (h) Teplota Vysledek
amin (°C)
Klebsiella pneumoniae UH-2 0-24 37
Klebsiella pneumoniae UH-2 0-24 25
Klebsiella pneumoniae UH-2 12-72 10
Klebsiella pneumoniae UH-2 24 - 144 2
Putrescin Enterobacter cloacae 24 20
Putrescin Enterobacter cloacae 24 10
Klebsiella pneumoniae 24 20
Klebsiella pneumoniae 24 10
Pseudomonas marganis 1 mésic 1
Pseudomonas vulgaris 1 mésic 1
Hafnia spp. 1 mésic 1

Zdroj: Scherer a kol., 2015
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5. ANALYZA

Analyza biogennich aminl je velmi ndro¢nd coz je déno jejich slozitou strukturou. Pro
stanoveni biogennich aminii se nejcastéji pouzivaji chromatografické metody jako je
tenkovrstvda chromatografie (TLC), iontové-vyménnd chromatografie, kapalinova
chromatografie (HPLC) a plynova chromatografie (GC). Mohou byt také pouzity metody
na zaklad¢ elektromigracnich pochodu, jako je napfiklad kapilarni elektroforéza a nebo

metody imunoenzymatické (ZITKA a kol., 2015).

5.1 Chromatografie

Termin chromatografie vznikl sloZzenim dvou feckych slov: chroma — barva a graphein —
psani. Prvni zminky o separacni technice zvané chromatografie pfinesl rusky botanik
Michal Semjonovi¢ Cvét. Jeho prace vSak zlistala po dlouha 1éta bez pov§imnuti. Teprve v
30. letech minulého stoleti doslo ke znovuobjeveni této metody. Zaslouzili se o to Martin a
Synge, kteti byli za svoji praci v roce 1952 odménéni Nobelovou cenou, a tim zapocala éra

moderni plynové a kapalinové chromatografie (SVEC, 2009).

Utelem chromatografie je co nejdokonaleji rozdélit jednotlivé slozky v uréité smési a v
roce 1993 byla [IUPACem definovano jako: ,,Chromatografie je fyzikalni separa¢ni metoda,
pii niZ jsou separované slozky distribuovany mezi dvéma fdzemi, z nichZ jedna je
stacionarni, zatimco druhé se pohybuje v daném sméru.“ Pomoci chromatografie 1ze tedy
analyzovat nebo preparovat latky od nejleh¢ich plynt az po homologické polymery, buiiky,
biomolekuly, viry, a nebo ¢astice, Casto i s pfihlédnutim na isotopovou, isomerni, i0ntovou
nebo chirdlni povahu, také 1 k velikosti a tvar. Objeveni chromatografie vyvolalo 1 vznik

pramyslové vyroby novych védeckych a méficich strojit (JANAK, 2011).

V roce 1952 doslo k prosazeni plynové chromatografie, coz otevielo cestu k rozvoji
teoretickych postupt dily idedln¢jSimu chovani molekul v plynném stavu. Vyvoj
chromatografie, ale samoziejmée neni izolovany proces. Zaroven s nim probiha soucasné 1
vyvoj dalSich separacnich a spektralnich metod, mezi nejhlavngjsi patii elektroforéza a
hmotnostni spektrometrie. Proces chromatografie v podstaté¢ charakterizuje nékolik
hlavnich procesti a to: sorpce, distribuce alespont mezi dvéma fazemi, difuze, ptenos hmoty

a tyto procesy jsou porusovany pohybem faze nebo fazi (JANAK 2011).
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5.2 Stanoveni biogennich amini

Jak jiz bylo zminéno vySe stanoveni biogennich amind je velmi naro¢ny proces, kvili
slozité struktufe biogennich amini. Jednim ze zptsobu jak stanovit biogenni aminy ve
fermentovanych vyrobcich je metoda vysokotlaké kapalinové chromatografie, kdy bylo
pouzita extrakce 0,1 M HCI a ptfedkolonova derivatizace dansylchloridem, tato metoda se
ukazala vhodna pro stanoveni toxikologicky vyznamnych biogennich aminii. Derivatizace

mohla byt provadéna také ftalaldehydem (KOMPRDA a kol.,2014).

Pro stanoveni muze byt pouzit kapalinovy chromatograf HP 1100. Odebrané vzorky se
homogenizuji v mixeru a poté jsou 2 minuty extrahovany v 15 ml 5% kyseliny
trichloroctové (TCA) ponornym mixérem pii rychlosti 3. Suspenze se nasledné odstiedi pii
3000 rpm 10 min pfi 4°C v centrifuze. Supernatant je poté filtrovan ptes papirovy filtr a
tuhy zbytek znovu 2x extrahovan stejnym zpusobem. Spojené extrakty doplnime 50 ml
vody. A tento extrakt pfed derivatizaci pfrefiltruyjeme pfes jednordzovy nylonovy
membranovy filtr. Poté jsou vzorky derivatizovany ftalaldehydem (OPA) nebo
dansylchloridem (DCI). K identifikaci separovanych latek ve vzorcich pouZzijeme
porovnani reten¢nich ¢ast standardii a latek ve vzorku. Béhem analyzy snimadme UV
spektra latek eluovanych v maximu piku, které pak srovname se spektry standardnich latek
na zakladé tzv. faktoru shodnosti, byla potvrzena nebo vyvracena identita latek. OvSem
spermin a spermidin nereaguji s ftalaldehydem, a proto je jejich stanoveni mozné pouze po
derivatizaci dansylchloridem. Na druhou stranu pfiprava vzorkli pro derivatizaci
ftalaldehydem je vyrazné jednodussi, vyzaduje podstatné méné cCasu a dovoluje plnou

automatizaci pfi vyuziti inteligentnich automatickych davkovaéti (SMELA a kol., 2004).

Dalsi metoda, kterou mizeme pouzit pro stanoveni biogennich amind, je metoda iontove-
vyménné chromatografie, kterd pracuje na principu vymény iontl mezi mobilni a
stacionarni fazi na zéklad¢ rozdilnych ndbojli. Vzorky rozdrtime v tfeci misce za pomoci
pusobeni tekutého dusiku a nésledné je homogenizujeme s 2 ml deionizované vody.
Nasledné vzorky inkubujeme pii 25°C po dobu 60 minut na termomixu. Po inkubaci
vzorek centrifugujeme pii 4°C po dobu 10 minut. Odebereme supernatant a takto
pfipraveny vzorek analyzujeme na iontové-kapalinové chromatografii s VIS detekci.
Metoda pievzata z navodu k pfistroji neni dostatecnd a tak doSlo k optimalizaci této
metody a to optimalizaci koncentrace soli. V této metod¢ se ukazuje jako nejvhodnéjsi

pridavek 15 g NaCl, kde dochéazi k dostatecné rozseparaci vSech testovanych analyti.
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Detekce biogennich aminii provddime na Automatickém analyzatoru aminokyselin

(ZITKA akol., 2015).

Obrazek ¢.12 Chromatogramy zndazornujici viliv pridavku NaCl Zdroj: Zitka a kol., 2015
(A) 5g NaCl, (B) 7,59 NaCl, (C) 15g NaCl
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6 ZAVER
Vznik biogennich amint v sildzich je zapficinén pievazné lidskym faktorem. Cely kolob&h
je uzavien a zacind a kon¢i hnojenim. Pokud hnojime kejdou z vlastniho podniku,
dostavaji se spory klostridii pfitomné ve vykalech, na louku do ptidy, kterd je domovskym
stanoviStém klostridii. Pfi nespravném technologickém postupu seCeni a shrnovani pice
dochazi ke znecisténi silazované hmoty kontaminovanou hlinou. Déle se hlina dostava na
kola ptevozniho prostiedku, a tim 1 do sildzniho Zlabu, kde dochdzi k dalSimu kontaktu
silazované hmoty s hlinou. Pii nezajisténi dostatecné rychlého pribéhu fermentace
pfidanim spravnych inokulantii dochazi ke zmnozeni klostridii, které zanechévaji v silazi
spory a tvofi jiz zminéné biogenni aminy. Zkrmovanim takto znehodnocené silaze dochézi
ke zhorSeni zdravotniho stavu zvitat a spory, které projdou travicim traktem, odchdzi z téla

ve vykalech, které jsou znovu aplikovany na louku, a kolob¢h se opakuje.

Proto by se pii vyrobé silaze mélo dbat zejména na dodrzovani spravnych technologickych
a hygienickych postupi. DneSnim trendem je ptfidavat do silaZi vice biologickych a
chemickych konzervantd, pfitom v diivéjSich dobach bylo mnozstvi pridavanych
konzervantd niz$i. V soucasnosti je udavan diraz zejména na ekonomiku, coz znamena
zkrmit vSe 1 za cenu niz§i vyzivové kvality. I pfesto, Ze silaZ obsahujici biogenni aminy
muze pusobit rizné zdravotni problémy vcetné zanétl paznehtl aZz po vznik riznych
nadort.

Odvétvi biologickych a chemickych konzervanti je dle mého nazoru dostateéné
prozkoumano, ale prdvé moznéa eliminace vzniku biogennich aminii z pohledu riznych
technologii pouzitych pifi vyrobé sildZe neni dostate¢né zmapovana. Stejné jako

stanovovani jiz vzniklych biogennich amint v silézich.
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