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ABSTRACT

Counts of lactic acid bacteria (LAB), total anaersland enterococci were determined in the
course of ripening in the edge part (E) and the @art (C) of Dutch-type semi-hard cheese
produced with different fat content (30 and 45 % )wo different producers (H and R) using
two different starter cultures (L and Y). CountsL&B at the beginning of ripening (day 0)
in H producer’s samples were higher (P<0,01) inpamson with the R producer’s ones.
Count of enterococci was the highest (P<0,05)aetid of the ripening (17&lay) in sample
R30YE. Higher (P<0,01) enterococci counts were iprBducer’s cheeses (in comparison
with the H producer’s ones). Enterococci contanonatvas higher (P<0,05) in E-samples
than C-samples. Content of the sum of all BA inedgewas negatively correlated (P<0,05)
with counts of lactic acid bacteria (r = -0,24) arwlnts of total anaerobes (r = -0,23). No
correlation between the sum of BA content and eeteci counts was found.
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UvoD

Biogenni aminy jsou skupinou alifatickych, aromifich nebo heterocyklickych bazi
odvozenych od aminokyselin, kterd mézmé biologické &inky. N¢které z nich jsou
tkdhovymi hormony, stavebnimi latkami pro syntézu dddSihormord, fytohormoni,
alkaloidi a dalSich sekundarnich metahblitostlin. Biogenni aminy jsou Vv nizkych
koncentracichifirozenou sotastirady potravin (VelisSek, 2002). V potravinacttdina z nich
vznika dekarboxylaci volnych aminokyseliagpbenim bakterialnich enzynfdekarboxylas)
(Kiizek, Kal&, 1998). Nejastji se dekarboxylasy aminokyselin vyskytuji u @oBacillus,
Citrobacter, Clostridium, Escherichia, Proteus, Pseudomonas, Lactobacillus, Pediococcus a
Streptococcus. Kromé fyziologickych funkci mohou BA ifp nadmérném gijmu potravou
vyvolavat v organismu projevy otravy.¢ékteré BA, jako histamin a tyramin, vykazuji
vasoaktivni a psychoaktivnicimky, a proto niZe jejich gitomnost v potravinach ohrozit
zdravi konzumenta (Roig-Sagués et al., 2002). ®yojatoxikace organismu seéld na
nervové a kozni. Jde zejména o nuceni ke zvradswhaci potize, buSeni srdce, bolesti
hlavy, zrudnuti v obéieji, paleni v Ustech &rvenou vyrazku natii (Ktizek, Kal&, 1998).

V syrech byvaji hlavnimi BA histamin, kadaverin tigscin a tyramin (Novella-Rodriguez et
al., 2003). K tvorb téchto amiri dochazi u syr zejména fi zrani vlivem kontaminujici
mikroflory, a to v provozech s nedost&ieu Uurovni hygieny. Neéasgji jsou v této
souvislosti zmiovany enterokoky,Enterobacteriaceae a laktobacily (Martuscelli et al.,
2005). Redpoklada se, Ze na vzniku a hroRrdBA v syrech maji podil i bakterie ndlgeho
kvaSeni (LAB) ze startovacich kultur. Peptidazypolavné rozpadem buwk startovacich
LAB, mohou byt pro vznik aminokyselin, které jsorekurzory BA, nezbytné (Martuscelli et
al., 2005). Vysoka koncentrace BAage byt pouzita jako indikator hygienické kvalityrgy
(Novella-Rodrigues et al., 2003). Mezi faktory eilijici vyskyt a hromaghi BA v syrech
pati druh syru (Martuscelli et al., 2005), teplotaresyiny, pasterace mléka, doba zrani,
startovaci kultury (Schneller et al., 1997; Kal&rausova, 2005), hygiendigpracovani a
cast syru (Novella-Rodriguez et al., 2004). Cilerkysw bylo posoudit vliv vyrobce a dalSich
faktoni na p@ty mikroorganisni v prabéhu zrani syru eidamského typu a zjistit, zda ejastu
vztah mezi obsahem biogennich am{BA) a patem bakterii mléného kvaSeni, enterokik
a anaerot.

MATERIAL A METODIKA

Vzorky syii eidamského typu byly odebirany ¥si¢nich intervalech a pochazely od
dvou vyrob@ (H, R). Kazdy z vyrobit vyprodukoval syry o dvou tmostech (30 a 45 %ip
pouziti dvou startovacich kultur, ozmmych jako ,L* a ,Y". Fi kazdém odb&ru byly
odebirany od dané vyrobyi tvzorky — bloky 1, 2 a 3. Od kazdého vzorku byhgmovan
okraj a sted syru. Vzorky byly dopraveny do laborgov chladicim boxu a sterdn
rozporcovany.

Z kazdého vzorku bylo odvazeno do plastovéehtkisd 0 g syru, ke kterému bylo
piidano 90 ml Ringerova roztoku (Noack, Rakousktgdeltatého na 45 °C. S byla
homogenizovana, dokud nebyl syr dokonale dispemgoaato po dobu 90-120 s (max. 3



min.). Z primarnihoredéni byla gipravenarada dekadickychiedéni. U kazdého vzorku byl
stanovovan celkovy @et mikroorganisa (CPM), pd&et enterokok, bakterii mléného
kvaSeni (LAB), koliformnich mikroorganisinMO), plisni a kvasinek a anaetob

Stanoveni CPM, pau koliformnich MO a plisni a kvasinek bylo provade
v laboratdi kazdého z vyrobicdle pislusnychCSN.

Bakterie mléného kvadeni byly stanoveny plotnovou metod66N ISO 15214).
Objem vzorku (1ml) nebo jehdedini bylo zalto MRS agarem (Biokar, Francie).
Inokulované Petriho misky se nechaly zatuhnoutté pgly zality druhou vrstvou MRS agaru
pro dosazeni mikroaerofilniho préedi. Ridy byly inkubovany fi 30 °C po dobu 72 hodin.

K izolaci a stanoveni ftu enterokolt bylo pouzito médium Slanetz—Bartley (Noack)
obohacené suplementem TTC (trifenyltetrazoliumdt)orktery udili koloniim ¢ervenou
barvu. Misky byly inkubovényip 37 °C po dobu 48 hoditt SN EN 1SO 7899).

Anaerobni mikroorganismy byly stanovovany na P@dent Agaru (Biokar) § 30 °C
a odeitany za 72 hodin. Anaerobnich podminek bylo dasazekubaci v anaerostatu AG 25
A (Oxoid, VB) za pouZziti vyvijée a indikatoru anaerobniho priesti (Oxoid).

Pro stanoveni pidu bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae byl pouZzit agar ENDO
(Noack), kultivace pro¥hla i 37 °C po dobu 24 hodin.

Obsah histaminu, tryptaminu, tyraminu, putrescipbenyletylaminu, kadaverinu,
spermidinu a sperminu byl stanoven vysokotlakouakapvou chromatografii s UV detekci
po derivatizaci dansylchloridem (Komprda et al.0@0

Namgifené hodnoty byly zpracovany statistickym programemistat, verzi 4,53
(Londyn, VB). Byla pouZzita metoda jednoduchéhioéhi analyzy rozptylu, vicenasobného
tiidéni analyzy rozptylu a regresni a kokglaanalyzy.

VYSLEDKY A DISKUSE

Pcatet bakterii mléného kvaSeni (LAB) byl na gatku zrani (den 0) u vzoikod
vyrobce H vyraz# vyssi (P<0,01) nez u vzarkod vyrobce R a pokles pim LAB 3,5krat
rychlejsi (snérnice 0,49, resp. 0,14 wipact vyrobce H, resp. R). MoZznymidodem vySSiho
poctu LAB u vyrobce H byla kontaminace synestartujicimi bakteriemi miéého kvaseni
razného fivodu, a to jiz pi vyrobe.
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1: Zavislost poctu kolonii tvoficich jednotek (KTJ) bakterii miééného kvaSeni (LAB) na dobé
zrani syru eidamského typu
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2: Zavislost poctu anaerobnich MO (KTJ) na dobé zrani syri eidamského typu

Patet anaerobnich mikroorganifinklesal v piibéhu zrani obdobh jako u bakterii
mléného kvaseni (sénnice 0,43, resp. 0,12 vipadt vyrobce H, resp. R ). Tento fakt Ize
vyswtlit tim, Ze LAB pati z hlediska naroku na kyslik mezi mikroorganisrakuitativre
anaerobni, anaerobni nebo mikroaerofilni. To karedpje s vysledky experimentu Bover-
Cida a Holzapfela (1999), kdyigstanoveni p&tu LAB nebyly zjiseny rozdily v kultivaci za
aerobnich a anaerobnich podminek (Obr. 2).

Co se tyka enterokdk vysSi paty byly zjiStny u vzorki od vyrobce R (P<0,01) nez
u vzorki od vyrobce H (vzorky z celého obdobi zrani bylgryr jako jeden soubor).

Pri porovnani, kdy vSechny okraje (E), respiedy (C) syru byly uvazovany jako
jeden soubor (oba vyrobci, ®lucnosti, olg kultury), byly v E vzorcich zjigny prikazre
vys8i pdty enterokok (P<0,05) ve srovnani s C vzorky (13,7 resp. 2,30% KTJ/g).
Distribuce enterokak v syru mize byt podle Schnellera et al., (1997) nehomogddami



zjistény vySSi poet enterokok v okrajovécasti syfi ukazuje na sekundarni kontaminaci v
pribéhu vyroby.

Patet enteroko v jednotlivych vzorcich syru na konci zrani (po6ldnech) je
znazorgn na obr. 3. Z obrazku je patrno, Zze nejvyS&epenterokok (P<0,05) byl u vzornk
od vyrobce R, a to u vzorku okraje (E) syru s 3Qmosti i pouziti startovaci kultury Y
(4,2x10 KTJ/g). To je mnohem ménne? uvadi Schneller et al., (1997). Ten zjistil
v polotvrdych syrech vyrobenych z pasterovanéhdkanf® dvou nssicich zrani hodnotu 8,7
x 10° KTJ/g.
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3: Pocet enterokokd u jednotlivych vzorkd syru na konci zrani (po 176 dnech) v okrajové (E)
a stfedové (C) casti syru vyrobeného dvéma vyrobci (H, R) p/i dvou rdznych tuénostech (30
a 45 %) za pouZiti dvou startovacich kultur (L, Y). Praméry oznacené rdznymi pismeny se
li5i pA P<0,05

Obsah sumy biogennich aniirpo 176 dnech zrani byl u vyrobce R ve srovnani
s vyrobcem H vyssi vifpadt vzorki E s 30 % tuku, s pouzitim kultury L (338 vs. 79/kay
a u vzork E s 45 % tuku, kulturou Y (360 vs. 109 mg/kgji porovnani ostatnich vzoikk
nebyly rozdily mezi obma vyrobci statisticky gikazné. VysSi hodnotu udava Martuscelli et
al., (2005), ktery stanovil v @ich syrech vyrobenych z pasterovaného mléké&dapkem
startovacich LAB po 60ti dnech zrani celkovy obB&h1086 mg/kg. Naproti tomu Schneller
et al., (1997) zjistil v polotvrdych syrech Egavkem kBZn¢ pouzivané startovaci kultury po 5
meésicich zrani celkovy obsah BA 51 mg/kg.

Pfi posouzeni vSech analyzovanych vZojkko jednoho souboru, koreloval obsah
sumy biogennich amin s pa@tem LAB (r = -0,24, P<0,05) a ptem anaerobnich
mikroorganisni (r = -0,23, P<0,05). Negativni vztah mezigouvedenych MO a obsahem
sumy BA lIze vysiitlit tim, Ze tvorba BA neni zalezitosti nba drutii MO, ale pouze uitych
kmeni v ramci druhu (Bover-Cid et al., 2000). Mezi¢gam enterokok a obsahem sumy BA
nebyl vzajemny vztah zji& (r= 0,04, P = 0,23).
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4: Suma BA (mg/kg) u jednotlivych vzorkd syru po 176 dnech zrani

ZAVER

Cilem pokusu bylo posoudit vliv vyrobce a dalSiaktbri na p@ty mikroorganisni
v pribéhu zrani syru eidamského typu a zjistit, zda ejestatah mezi obsahem biogennich
amini (BA) a paitem bakterii mléného kvaSeni, enterokbla anaeroin.

Pcatet bakterii mléného kvaSeni (LAB) byl na gatku zrani (den 0) u vzoikod
vyrobce H vyraz# vyssi (P<0,01) nez u vzarkod vyrobce R a pokles pim LAB 3,5krat
rychlejsi (snérnice 0,49, resp. 0,14 vipact vyrobce H, resp. R ). Ret anaerobnich
mikroorganisni klesal v ptibéhu zrani obdobhjako u bakterii mléného kvaseni (sémnice
0,43, resp. 0,12 vifpack vyrobce H, resp. R).

Co se tyka enterokdk vysSi paty byly zjiStny u vzorki od vyrobce R (P<0,01) nez
u vzorki od vyrobce H, kdy hodnoty z celého obdobi zrarl {6 dni), byly brany jako jeden
soubor. B porovnani, kdy vSechny okraje (E), resgedy (C) syru byly uvaZzovany jako
jeden soubor (oba vyrobci, ®lucnosti, olg kultury), byly v E vzorcich zjigny prikazre
vy8i pa@ty enterokok (P<0,05) ve srovnani s C vzorky (13,7 resp. 2,B0XKTJ/g). Na
konci zrani (176. den) byl nejvysSSidab enterokok (P<0,05) zjistn u vzorki R30YE.

Pfi posouzeni vSech analyzovanych vZpileko jednoho souboru koreloval obsah sumy
biogennich amif s patem LAB (r = -0,24, P<0,05) a ptem anaerobnich mikroorganiém

(r = -0,23, P<0,05). Mezi gtem enterokok a obsahem sumy BA nebyl vzajemny vztah
zjistén (r = 0,04, P = 0,23).
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