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Abstract

CWIKOVA, 0., DOHNAL, V., KOMPRDA, T.: Microbiological aspects of biogenic amines formation
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Counts of lactic acid bacteria (LAB), total anaerobes and enterococci were determined in the course of
ripening in the edge part (E) and the core part (C) of Dutch-type semi-hard cheese produced with dift-
erent fat content (30 and 45 %) by two different producers (H and R) using two different starter cultu-
res (L and Y). Counts of LAB at the beginning of ripening (day 0) in H producer’s samples were higher
(P <0,01) in comparison with the R producer’s ones. Count of enterococci was the highest (P < 0,05)
at the end of the ripening (176" day) in sample R30YE. Higher (P < 0,01) enterococci counts were in R
producer’s cheeses (in comparison with the H producer’s ones). Enterococci contamination was higher
(P <0,05) in E-samples than C-samples. Content of the sum of all BA in cheese was negatively corre-
lated (P < 0,05) with counts of lactic acid bacteria (r =—0,24) and counts of total anaerobes (r =—0,23).
No correlation between the sum of BA content and enterococci counts was found.

biogenic amines, cheese, enterococci, lactic acid bacteria, total anaerobic microorganisms

Biogenni aminy jsou skupinou alifatickych, aro-
matickych nebo heterocyklickych bazi odvozenych
od aminokyselin, které maji rizné biologické ucinky.
Nekteré z nich jsou tkanovymi hormony, stavebnimi
latkami pro syntézu dalSich hormont, fytohormond,
alkaloidd a dalSich sekundarnich metabolitii rostlin.
Biogenni aminy jsou v nizkych koncentracich pfiro-
zenou soucasti fady potravin (Velisek, 2002). V potra-
vinach vétsina z nich vznika dekarboxylaci volnych
aminokyselin piisobenim bakterialnich enzymu (dekar-
boxylas) (Kiizek, Kala¢; 1998). Nejcastéji se dekar-
boxylasy aminokyselin vyskytuji u rodd Bacillus,
Citrobacter, Clostridium, Escherichia, Proteus, Pseu-
domonas, Lactobacillus, Pediococcus a Streptococcus.
Kromé fyziologickych funkci mohou BA pii nadmér-
ném piijmu potravou vyvolavat v organismu projevy
otravy. Nékteré BA, jako histamin a tyramin, vyka-
zuji vasoaktivni a psychoaktivni G¢inky, a proto mize
jejich ptitomnost v potravinach ohrozit zdravi konzu-
menta (Roig-Sagués et al., 2002). Projevy intoxikace
organismu se déli na nervové a kozni. Jde zejména
o nuceni ke zvraceni, dychaci potize, buseni srdce,
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bolesti hlavy, zrudnuti v oblieji, paleni v ustech a ¢er-
venou vyrazku na kuzi (Ktizek, Kala¢; 1998). V sy-
rech byvaji hlavnimi BA histamin, kadaverin, putrescin
a tyramin (Novella-Rodriguez et al., 2003). K tvorbé
téchto amini dochazi u syrt zejména pii zrani vlivem
kontaminujici mikroflory, a to v provozech s nedosta-
tecnou trovni hygieny. Nejcastéji jsou v této souvislosti
zminovany enterokoky, Enterobacteriaceae a laktoba-
cily (Martuscelli et al., 2005). Predpoklada se, ze na
vzniku a hromadéni BA v syrech maji podil i bakterie
mlééného kvaseni (LAB) ze startovacich kultur. Pep-
tidazy, uvolnéné rozpadem bunék startovacich LAB,
mohou byt pro vznik aminokyselin, které jsou prekur-
zory BA, nezbytné (Martuscelli et al., 2005). Vysoka
koncentrace BA miiZe byt pouzita jako indikator hygie-
nické kvality syrt (Novella-Rodrigues et al., 2003).
Mezi faktory ovliviiyjici vyskyt a hromadéni BA v sy-
rech patii druh syru (Martuscelli et al., 2005), teplota
syfeniny, pasterace mléka, doba zrani, startovaci kul-
tury (Schneller et al., 1997; Kala¢, Krausova; 2005),
hygiena pfi zpracovani a ¢ast syru (Novella-Rodriguez
et al., 2004). Cilem pokusu bylo posoudit vliv vyrobce
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a dalSich faktor na po¢ty mikroorganismti v pribéhu
zrani syru eidamského typu a zjistit, zda existuje vztah
mezi obsahem biogennich aminti (BA) a po¢tem bakte-
rii mlé¢ného kvaseni, enterokokt a anaerobu.

MATERIAL A METODY

Vzorky syri eidamského typu byly odebirany
v obdobi od listopadu 2005 do kvétna 2006 v mésic-
nich intervalech a pochazely od dvou vyrobet (H, R).
Kazdy z vyrobct vyprodukoval syry o dvou tuc¢nos-
tech (30 % a 45 %) pfi pouziti dvou startovacich kul-
tur, oznacenych jako ,,.L“ a ,,Y*. Pfi kazdém odbéru
byly odebirany od dané vyroby tii vzorky — bloky 1, 2
a 3. Od kazdého vzorku byl analyzovan okraj a stfed
syru. Vzorky byly dopraveny do laboratote v chladi-
cim boxu a sterilné rozporcovany.

Z kazdého vzorku bylo odvazeno do plastového
sacku 10 g syru, ke kterému bylo pfidano 90 ml Rin-
gerova roztoku (Noack, Rakousko) predehratého na
45 °C. Smés byla homogenizovana, dokud nebyl syr
dokonale dispergovan, a to po dobu 90-120 s (max.
3 min.). Z primarniho fedéni byla pfipravena fada
dekadickych fedéni. U kazdého vzorku byl stano-
vovan celkovy pocet mikroorganismti (CPM), pocet
enterokokd, bakterii mlécného kvaseni (LAB), koli-
formnich mikroorganismti (MO), plisni a kvasinek
a anaerobtl.

Stanoveni CPM, poctu koliformnich MO a plisni
a kvasinek bylo provedeno v laboratofi kazdého
z vyrobeii dle piislusnych CSN.

Bakterie mlééného kvaSeni byly stanoveny plot-
novou metodou (CSN ISO 15214). Objem vzorku
(1 ml) nebo jeho fedéni bylo zalito MRS agarem (Bio-
kar, Francie). Inokulované Petriho misky se nechaly
zatuhnout a poté byly zality druhou vrstvou MRS

agaru pro dosazeni mikroaerofilniho prostredi. Pudy
byly inkubovany pii 30 °C po dobu 72 hodin.

K izolaci a stanoveni po¢tu enterokokd bylo pouzito
médium Slanetz—Bartley (Noack) obohacené suple-
mentem TTC (trifenyltetrazoliumchlorid), ktery udili
koloniim ¢ervenou barvu. Misky byly inkubovany pfi
37 °C po dobu 48 hodin (CSN EN ISO 7899).

Anaerobni mikroorganismy byly stanovovany na
Plate Count Agaru (Biokar) pti 30 °C a odecitany za
72 hodin. Anaerobnich podminek bylo dosazeno inku-
baci v anaerostatu AG 25 A (Oxoid, VB) za pouziti
vyvije€e a indikatoru anaerobniho prostiedi (Oxoid).

Pro stanoveni poctu bakterii ¢eledi Enterobacteria-
ceae byl pouzit agar ENDO (Noack), kultivace pro-
behla pii 37 °C po dobu 24 hodin.

Obsah histaminu, tryptaminu, tyraminu, putrescinu,
phenyletylaminu, kadaverinu, spermidinu a sperminu
byl stanoven vysokotlakou kapalinovou chromato-
grafii s UV detekei po derivatizaci dansylchloridem
(Komprda et al., 2006).

Namétené hodnoty byly zpracovany statistic-
kym programem Unistat, verzi 4,53 (Londyn, VB).
Byla pouzita metoda jednoduchého tfidéni analyzy
rozptylu, vicenasobného tiidéni analyzy rozptylu
a regresni a korelacni analyzy.

VYSLEDKY A DISKUSE

Pocet bakterii mlééného kvaseni (LAB) byl na
pocatku zrani (den 0) u vzorkd od vyrobce H vyrazné
vyssi (P < 0,01) nez u vzorkti od vyrobce R a pokles
po¢tu LAB 3,5krat rychlejsi (smérnice 0,49, resp.
0,14 v ptipad¢ vyrobce H, resp. R). Moznym dtvo-
dem vyssiho poctu LAB u vyrobce H byla kontami-
nace syra nestartujicimi bakteriemi mlécného kvaseni
riazného piivodu, a to jiz pfi vyrobé.
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1: Zavislost poctu kolonii tvoricich jednotek (KTJ) bakterii mlécného kvaseni
(LAB) na dobé zrani syrit eidamského typu



Mikrobiologické aspekty tvorby biogennich amintl ve zrajicich syrech

25

80
g 60
x wyrobce H : y=73.5-0.43x
(@]
> R2=0.26, P <0.001
X 40
s
o
Q
g \
S 20
wrobce R:y= 29.6 — 0.12x
R%=0.08,P <0.001
0 T T T
0 50 100 150
doba zrani (dny)

2: Zavislost poctu anaerobnich MO (KTJ) na dobé zrani syrii eidamského typu

Pocet anaerobnich mikroorganismt klesal v pri-
béhu zrani obdobné jako u bakterii mlééného kva-
Seni (smérnice 0,43, resp. 0,12 v piipadé vyrobce H,
resp. R). Tento fakt lze vysvétlit tim, ze LAB patii
z hlediska naroku na kyslik mezi mikroorganismy
fakultativné anaerobni, anaerobni nebo mikroaero-
filni. To koresponduje s vysledky experimentu Bover-
Cida a Holzapfela (1999), kdy pfi stanoveni poctu
LAB nebyly zjistény rozdily v kultivaci za aerobnich
a anaerobnich podminek (Obr. 2).

Co se tyka enterokokt, vyssi pocty byly zjistény
u vzorkd od vyrobce R (P < 0,01) nez u vzorkd od
vyrobce H (vzorky z celého obdobi zrani byly brany
jako jeden soubor).

Pfi porovnani, kdy v§echny okraje (E), resp. stiedy
(C) syru byly uvazovany jako jeden soubor (oba

vyrobcei, obé tuénosti, obé kultury), byly v E vzorcich
zjistény priukazné vys$si pocty enterokoku (P < 0,05)
ve srovnani s C vzorky (13,7 resp. 2,3 x 10?> KTJ/g).
Distribuce enterokokt v syru muze byt podle Schnel-
lera et al., (1997) nehomogenni. Nami zjistény vyssi
pocet enterokokti v okrajové ¢asti syri ukazuje na
sekundarni kontaminaci v prub&hu vyroby.

Pocet enterokokt v jednotlivych vzorcich syru na
konci zrani (po 176 dnech) je znazornén na obr. 3.
Z obrazku je patrno, ze nejvysS$i pocet enterokokt
(P < 0,05) byl u vzorkid od vyrobce R, a to u vzorku
okraje (E) syru s 30% tucnosti pfi pouZiti startovaci
kultury Y (4,2 x 10°* KTJ/g). To je mnohem méné nez
uvadi Schneller et al. (1997). Ten zjistil v polotvrdych
syrech vyrobenych z pasterovaného mléka po dvou
meésicich zrani hodnotu 8,7 x 10° KTJ/g.
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3: Pocet enterokokii u jednotlivych vzorkii syru na konci zrani (po 176 dnech) v okrajové (E) a stiedo-
vé (C) casti syru vyrobeného dvema vyrobci (H, R) pri dvou riiznych tucnostech (30 a 45 %) za pouziti
dvou startovacich kultur (L, Y). Priimeéry oznacené ruznymi pismeny se lisi pri P < 0,05.
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Obsah sumy biogennich amind po 176 dnech zrani
byl u vyrobce R ve srovnani s vyrobcem H vyssi v pfi-
padé vzorku E s 30 % tuku, s pouzitim kultury L (338
vs. 79 mg/kg) a u vzorkd E s 45 % tuku, kulturou Y
(360 vs. 109 mg/kg). Pfi porovnani ostatnich vzorkl
nebyly rozdily mezi obéma vyrobci statisticky pra-
kazné. Vyss$i hodnotu udava Martuscelli et al., (2005),

ktery stanovil v ovéich syrech vyrobenych z pastero-
vaného mléka s pfidavkem startovacich LAB po 60ti
dnech zrani celkovy obsah BA 1086 mg/kg. Naproti
tomu Schneller et al. (1997) zjistil v polotvrdych sy-
rech s pridavkem bézné pouzivané startovaci kultury
po péti mésicich zrani celkovy obsah BA 51 mg/kg.
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4: Suma BA (mg/kg) u jednotlivych vzorkil syru po 176 dnech zrani

Pii posouzeni vSech analyzovanych vzorki jako
jednoho souboru koreloval obsah sumy biogennich
aminu s po¢tem LAB (r = -0,24, P < 0,05) a poétem
anaerobnich mikroorganismu (r = —-0,23, P < 0,05).
Negativni vztah mezi poéty uvedenych MO a obsa-

hem sumy BA lze vysvétlit tim, ze tvorba BA neni
zalezitosti rod a druhi MO, ale pouze urcitych
kment v ramci druhu (Bover-Cid et al., 2000). Mezi
poctem enterokoktl a obsahem sumy BA nebyl vza-
jemny vztah zjistén (r= 0,04, P =0,23).

SOUHRN

Cilem pokusu bylo posoudit vliv vyrobce a dalSich faktor na po¢ty mikroorganismii v pribéhu zrani
syru eidamského typu a zjistit, zda existuje vztah mezi obsahem biogennich amini (BA) a po¢tem bak-
terii mlé¢ného kvaseni, enterokokti a anaerobui.

Vzorky syrt eidamského typu byly odebirany v obdobi od listopadu 2005 do kvétna 2006 v mési¢nich
intervalech a pochazely od dvou vyrobct (H, R). Kazdy z vyrobcl vyprodukoval syry o dvou tuénos-
tech (30 a 45 %) pri pouziti dvou startovacich kultur oznacenych jako ,,L“ a ,,Y*. Pii kazdém odbéru
byly odebirany od dané vyroby tfi vzorky — bloky 1, 2 a 3. Od kazdého vzorku byl analyzovan okraj
(E) a stfed syru (C). U kazdého vzorku byl stanovovan celkovy pocet mikroorganismt (CPM), pocet
enterokokd, bakterii mlé¢ného kvaseni (LAB), koliformnich mikroorganismt (MO), plisni a kvasinek
a anaerobu.

Pocet bakterii mlééného kvaseni (LAB) byl na pocatku zrani (den 0) u vzorki od vyrobce H vyrazné
vys$si (P < 0,01) nez u vzorkd od vyrobce R a pokles poctu LAB 3,5krat rychlejsi (smérnice 0,49, resp.
0,14 v ptipadé vyrobce H, resp. R). Pocet anaerobnich mikroorganism klesal v pribéhu zrani obdobné
jako u bakterii mlé¢ného kvaseni (smérnice 0,43, resp. 0,12 v piipadé vyrobce H, resp. R).

Co se tyka enterokoktl, vyssi pocty byly zjistény u vzork od vyrobce R (P < 0,01) nez u vzorki
od vyrobce H, kdy hodnoty z celého obdobi zrani (0—176 dni) byly brany jako jeden soubor. Pti porov-
nani, kdy vSechny okraje (E), resp. sttedy (C) syru byly uvazovany jako jeden soubor (oba vyrobci, obé
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tucnosti, ob¢ kultury), byly v E vzorcich zjistény prikazné vyssi poéty enterokokt (P < 0,05) ve srov-
nani s C vzorky (13,7 resp. 2,3 x 10> KTJ/g). Na konci zrani (176. den) byl nejvyssi pocet enterokokt

(P <0,05) zjistén u vzorkd R30YE.

Pfi posouzeni vSech analyzovanych vzorkt jako jednoho souboru koreloval obsah sumy biogennich
aminl s po¢tem LAB (r=-0,24, P <0,05) a po¢tem anaerobnich mikroorganismu (r =—0,23, P <0,05).
Mezi poctem enterokokii a obsahem sumy BA nebyl vzajemny vztah zjistén (r = 0,04, P = 0,23).

biogenni aminy, syr, enterokoky, bakterie mlé¢ného kvaseni, anaerobni MO
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