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ABSTRAKT

Cilem této bakalaiské prace bylo identifikovat mikrobidlni pivodce biogennich
amina ve Ctyfech vrstvach holandského syra typu (Eidamska cihla). Pro identifikaci izolo-
vanych bakterii byla pouzita fenotypova metoda a PCR metoda. Jako hlavni ptvodci testo-
vanych biogennich aminl v analyzovanych syrech byli detekovani non-startertérové bakte-
rie mlé¢ného kvaSeni Lactobacillus curvatus subsp. curvatus, komplex Lactobacillus ca-
sei/paracasei a Lactobacillus plantarum. U starterovych bakterii Lactococcus lactis subsp.

lactis a Lactococcus lactis subsp. cremoris nebyla dekarboxylazova aktivita detekovana.

Kli¢ova slova: syr, biogenni aminy, bakterie mlé¢né¢ho kvaseni, non-startérové bakterie

mlécného kvaseni, fenotypova charakteriestika

ABSTRACT

The aim of this work was to identify a microbial sources od biogenic amines in 4
layers of Dutch-type cheese (Edam cheese). For identification precursors of biogenic
amines were used fenotyping analysis and the PCR fingerprinting. Within the cheeses ana-
lysed, non-starter lactic acid bacteria Lactobacillus curvatus, Lactobacillus casei/paracasei
and Lactobacillus plantarum were detected as the main producers of the biogenic amines
tested. In starter bacteria Lactococcus lactis subsp. lactis and Lactococcus lactis subsp.

cremoris the decarboxylase activity tested was not detected.

Keywords:cheese, biogenic amines, lacid acid bakteria, non-starter lacid acid bakteria,

phenotype characterization
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UvVOD

Mikroorganismy svou ¢innosti ovliviiuji mimo jiné i zdravotni nezavadnost potra-
vin. Jejich ¢innosti mohou ve fermentovanych potravinach vznikat biogenni aminy. Bio-
genni aminy jsou nizkomolekularni dusikaté latky s biologickou aktivitou, ktera se uplat-

nuje Vv lidském metabolismu.

Pfirozené se biogenni aminy vyskytuji ve fermentovanych potravinach, kde k jejich

produkci ptispivaji startérové i non-startérové bakterie.

Biogenni aminy maji v metabolismu ¢loveéka vyznamné fyziologické funkce, ale pfi
pfijmu potravin s nadmérnou koncentraci téchto latek mulze u citlivych jedinct dojit
Kk alimentarni intoxikaci. Stanoveni hranice toxicity biogennich amintd pro lidsky organis-
mus je tézké, protoZze zavisi na mnoha faktorech jako je naptiklad schopnost organismu

tyto latky detoxikovat.

Pro vznik biogennich amini je nutny obsah volnych aminokyselin, pfitomnost bak-
terii tvoficich enzym dekarboxylasu a vhodné podminky pro rozvoj téchto bakterii. Syry
eidamského typu, na které je tato prace zameétena, vSechny vySe zminéné podminky spliiu-
ji.

Syry mohou obsahovat fadové jednotky az stovky miligraml biogennich amind.
MnozZstvi je mimo jiné zavislé také na pouziti startérovych bakterii mlééného kvaSeni

a mozné piitomnosti non-startérovych bakterii mlé¢ného kvaseni.
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1 SYRY

Syry predstavuji tradicni produkty, které cloveék poznal jiz pred 8000 lety [1]. Syr je
mlécny vyrobek vyrobeny srazenim mlécné bilkoviny z mléka puasobenim syfidla nebo
jinych koagulacnich c¢inidel, prokysdnim a oddélenim podilu syrovatky. Patfi
k nejhodnotnéjsim potravinam z pohledu svého slozeni. Z nutri¢niho hlediska jsou syry
plnohodnotné vyrobky obsahujici vS§echny esencialni aminokyseliny [2]. Syry tedy v sobé

koncentruji zakladni slozky susiny mléka, pfedev§im kasein a mléény tuk [1].

Pti zrani syri se tcastni vhodné bakterie, plisn¢ a kvasinky a slozky sytidla, které zptisobu-
ji pro ten ktery druh syra charakteristické mikrobiologické, chemické a fyzikalni zmény

jejich slozek [3].

1.1 Vyroba tvrdych syra s nizkodohfivanou syreninou

Mezi syry s nizkodohfivanou syfeninou patii syry eidamského typu, které jsou pii-
vodem z Holandska [1]. Pro pomérn¢ jednoduché technologie jsou vyrabéné na celém své-
t¢ [3]. Typické pro tuto skupinu syri je dohifivani a dosuSeni syfeniny pii teploté

34 —42°C[1].

Vyroba syrl je pomérné slozity proces, ktery zahrnuje fadu krokii a biochemickych
premén. Ke koagulaci dochazi piisobenim enzymového preparatu nebo v diisledku zmény
pH do oblasti blizké izoelektrickému bodu kaseinu, ¢asto jde o kombinaci obou postupii
[1].

Syry jsou vyrabény ve tvaru bochniku, cihly, koule, salamu nebo bloku, obvykle
S obsahem susiny 43 — 60 %, obsahem tuku v susin¢ 20 — 60 % a obsahem soli 1,5 — 3,5 %.
Konzistence syrii je m&k¢i, pruzna, celistva a soudrznd. Zrani probihd po dobu 4 — 8 tydnt
pii teplotach 6 — 12 °C a pfi relativni vlhkosti vzduchu kolem 80 %. Pokud syry zraji
v obalech z plastickych hmot, neni nutné syry oSetfovat ani obracet, kontroluje se pouze

pribéh zrani jejich zrani [2].
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Obr. 1: Schéma vyroby syru eidamského typu [1]
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1.2 Vyuzivané bakterialni kultury K vyrobé syri holandského typu

Pti vyrob¢ syrt holandského typu se uplatiuji zejména kultury mezofilnich bakterii
mlééného kvaSeni Lactococcus lactis ssp. lactis, Lc. lactis ssp. cremoris a Leuconostoc
mesenteroides ssp. cremoris. Posledni dva druhy fermentuji i citran za vzniku kyseliny
octové, diacetylu a CO,. V nékterych syrarnach ptidavaji do mléka i kulturu mezofilniho
laktobacila Lactobacillus casei, ktery ma svou vyraznéjsi proteolytickou aktivitou urychlit
jejich zrani [3].

Rozmnozovani a primarni metabolismus bakterii mlééného kvaseni je velmi rychly
a je ukonceny za 5 az 6 hodin po piidani zakysové kultury do syraiského mléka. Za tu do-
bu se uskute¢ni 4 az 5 déleni bunék a zfermentuje se asi 50 % laktosy pfitomné v mléce,
dalsi fermentace probiha i po dobu soleni zformované syfeniny. Aromatvorné bakterie
zfermentuji za 24 hodin asi 80 % citranu, coz pfispiva k optimalni tvorbé ok. Na fezu syru

holandské cihly byva optimalné 5 az 6 ok velikosti hrasku [3, 43].

Zréani probiha 6 az § tydnl. Na zacatku zrani probihd sou€asné i soleni syrti. Po ném
mladé syry zraji asi tyden pfi asi 12 °C a dalsi 2 az 3 tydny pii vyssi teploté 18 °C a zbytek
Casu dozréavaji pii nizsi teploté. Jednotlivy syrafi si tyto Casy a teploty podle nabytych zku-

Senosti upravuji do jisté miry individualné [3, 43].

1.2.1 Fermentace sacharida

Fermentacni aktivita zdkysovych bakteridlnich kultur mlééného kvaSeni se uplatiiu-

je zejména ve dvou smérech: fermentace laktosy a citranu a fermentace bilkovin [3].

Fermentace sacharidi mezofilnimi zakysovymi bakteriemi mlééného kvaSeni ukazuje
tabulka 1. Fermentace laktosy a produkty jeji latkové pfemény maji vliv na chut, konzis-
tenci, trvanlivost, barvu, obsah vody a tvorbu kiiry syrd. Fermentace citranu na kyselinu
octovou a diacetyl plisobi na tvorbu chuti, a je soucasn¢ jednim z faktort tvorby ok

Vv syrovém tésté produkci CO; [3].

Fermentace sacharidt se uskutec¢iiuje bakteriemi mezofilnich zakysu, zejména jejich
kyselinotvornymi a aromatvornymi druhy a kmeny Lactococcus lactis a
Lc. lactis ssp. cremoris. Jde o homofermentativni bakterie, a proto tvoii z laktosy prakticky
jen kyselinu mlé¢nou. Lc. lactis biovar diacetylactis je také homofermentativni bakterie
mlééného kvaseni, ale ma navic vlastnost, ze fermentuje citran na kyselinu octovou a dia-

cetyl, ktery ve vyznamné mife urcuje chut’ mladych syrit holandského typu. Aromatvorny
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Leuconostoc mesenteriodes ssp. cremoris je heterofermentativni a produkuje z laktosy
vedle kyseliny mlé¢né i malé mnozstvi etanolu a oxidu uhli¢itého a z citranu tvoii taktéz

CO,, kyselinu octovou a diacetyl [3, 42, 43].

Tab. 1: Fermentace sacharidi mléka bakteriemi mezofilnich zakyst pfi vyrobé syru s niz-

kodohtivanou syfeninou [3]

Mezofilni zakysové bakterie Pribéh fermentace
Lactococcus lactis

Lactococcus lactis ssp. cremoris Laktéza — kyselina mlééna

Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis

Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis | Citran — CO, + kyselina octova + diacetyl

Citran — CO; + kyselina octova + diacetyl

Leuconostoc ssp.

Lakt6za — CO, + kyselina mlé¢na + ethanol

Lc. lactis biovar diacetylactis tvoii nékdy z aminokyseliny treoninu acetaldehyd.
V zadkysech mezofilnich bakterii mlééného kvaseni neni acetaldehyd vitany, protoze zpl-
sobuje jim nepfirozenou jogurtovou chut’. Ln. mesenteroides ssp. cremoris, ktery je sloz-
kou aromatvorné skupiny bakterii mezofilniho zakysu pro vyrobu syrti holandského typu,
ma 1 tu pfirozenou vlastnost, ze vznikly acetaldehyd rozklada, ¢im tuto chybu zékysu

eliminuje [3].

1.2.2 Fermentace bilkovin

Stépeni bilkovin a dalsi pfemény $tépnych produktil probihaji po dobu zrani syri.
Fermentace bilkovin mé& vyznamny vliv na tvorbu chutnosti syra, na jejich konzistenci,

na snizeni vodni aktivity, jako i na barvu starsich syra [3, 43].

P4

Bilkoviny jsou §tépené proteolytickymi enzymy bakterii mlé¢ného kvaseni, ale také

proteolytickymi enzymy sytidla [3].

Primérni proteolyza probihd plisobenim syfidlového enzymu chymozinu, pfi¢emz
z molekuly as;-kaseinu vznikaji velké peptidy os1-SN. Sekundarni proteolyza na malé pep-
tidy probihé ptisobenim proteindz bunécné stény laktokokt. Malé peptidy jsou dale Stépené
na aminokyseliny peptidazami a spolu s aminokyselinami urcuji ve vyznamné mife chut’

syréi [3].
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Cely proces lze zndzornit rovnici:

as1-kasein — (chymozin) — a5-SN — (proteindzy bunécnych stén) — o5-SN —

(peptidazy) — aminokyseliny [3].

1.3 Faktory ovliviiujici vysledné vlastnosti syru

Na trvanlivost syri piisobi pozitivné snizena hodnota pH, obsah kyseliny mlé¢né a
tvorba bakteriocinii. Rychlost kvaseni syfeniny musi byt vzhledem k pribéhu zrani a na
jakost vyrobenych syrti optimalni. Urc¢uje dosaZeni nejvhodnéjsi hodnoty pH, od které
zavisi optimalni obsah vody v mladém syru a tento urCuje spolu s teplotou dohiivani
a dosusSovani syfeniny, obsahem soli v syru a s proteolytickou aktivitou zakysu kone¢né

vlastnosti syrt. Tyto faktory neptisobi izolované, ale navzajem se ovliviuji [3].

Rychlost kvaseni syfeniny se reguluje aktivitou a mnozstvim zakysu ptidaného
do mléka. V optimalnim ptipadé ma kyselost syfeniny dosdhnout za 4 hodiny hodnotu
pH = 5,8. V této fazi probihd kvaSeni nejintenzivngji. Podle aktivity zakysu se ptidava
0,4 az 0,75 % zakysu. Pro urychleni proteolyzy se muze ptidat i 0,01 az 0,02 % kultury

Lactobacillus casei [3].

Pfi optimalni rychlosti kvaseni se dosahne hodnota pH 5,8 za 4 hodiny a obsah vol-
né vody v syfeniné ma za 5,5 hodiny dosdhnout asi 46 %. Pti zvySeném obsahu vody
Vv syfening je syr nachylny na vznik chyb, jako jsou kyseld, hotkd nebo slana chut’ a meékka
az lepkava konzistence, vznik trhlin v tésté¢ a nehladky povrch. Naopak syr se snizenym
obsahem vody pted jeho solenim je nachylny na vznik nevyrazné az nasladlé chuti, vazké

az suché konzistence a suché kiry [3].

Aktivitu zakysovych bakterii velmi ovliviiuje teplota dohfivani a dosouseni syfeni-
ny. Optimalni rstova teplota mezofilnich bakterii je mezi 28 az 32 °C. Teplota dohiivani
a dosouseni zrna vSak byva 36 az 40 °C a puisobi podle rychlosti vytuzovani zrna ptl az
jednu hodinu. Rust mezofilnich zakysovych bakterii je uz pii 35 °C zpomalen. Teplota
tobacily. Pokud v holandskych syrech probihd zrani pievazné pusobenim laktobacilti
a ne mezofilnich streptokokuti, nedosahne syr typickou chut’ a konzistenci. Aktivita mezo-
filnich zakysovych bakterii, ¢ili maximalni tvorba kyselosti syfeniny se dosahuje pfi teplo-

tach 36 az 40 °C. Tato skutecnost kvaSeni pti dosouseni zrna vyznamné neovliviiuje nebo
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koliduje s omezenym riustem zakysovych bakterii, a proto je mozné ocekavat, ze kvaseni

se pti 36 °C a vyssich teplotach zpomaluje [3].

Mezofilni zakysové bakteriec mlé¢ného kvaseni nesnasi v prostredi vyssi koncentra-
ce soli, a tim vyS$8i hodnoty a,,. Pfitom umérné s difuzi soli ze slané koupele do zformova-

ného syra klesa aktivita zakysovych bakterii [3].

V mistech syrt s docasné vys$sim obsahem soli (v povrchovych vrstvach syra styka-
jicich se s slanou koupeli) se fermentace zastavi Gplné. Proto je dulezité, aby se syry ne-
vkladaly do solné koupele pied¢asné¢, dokud je v nich jesté¢ vyznamnéj$i mnozstvi laktosy.

Zbytkovy obsah laktosy v kiife syra mtize zpusobit jejich chyby [3].

Faktory jako teplota a obsah soli, maji vliv i na proteolytickou ¢innost zakysovych
bakterii. ZvySena teplota, zvySena hodnota pH a nizky obsah soli stimuluji zraci pochody.
U téchto faktorGi vSak neni mozné vétsi variabilita, protoze maji vliv 1 na konzistenci

a mozné pozdni nadouvani vlivem klostridii [3].

1.4 Chyby syru zpiisobené mikroorganismy

Pti vyrobé syrit se miZe vyskytnout fada chyb. Tyto chyby mohou byt technologic-
ké, fyzikalni (mechanické) a nebo biologické, presnéji mikrobialni pticiny [3].
Chyby syrtt mohou byt zptisobené:
e plisnémi,
e kvasinkami,
e nezadouci tvorbou plynu,
e nezadouci barvou syra [3].

uplatiiovat nasledujici opatieni:

e Vyloucit nezadouci mikroorganismy z mléka dodrzovanim hygienickych podminek
a hygienického prostiedi pii jeho ziskavani, rychlym a u¢innym chlazenim mléka
po jeho nadojeni nebo zkracenim Casu mezi nadojenim mléka a jeho zpracovanim
na syry.

e Pokud se neptedpoklada vyroba syrit ze syrového mléka, zabezpecit jeho ucinnou

pasteraci.
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e Zabranit dekontaminaci pasterovaného mléka a vytvofit hygienické podminky
a stav pfi vyrob¢ syrii podle pozadavki spravné vyrobni a hygienické praxe.

e Pii vyrobé¢ syrii zabezpecit také podminky, které zaruci optimalni mnozeni a meta-
bolismus pozadovanych kultur a zabranit rozmnozovéani a metabolismu nezadou-
cich mikroorganismi dodrzovanim pfimétenych teplot, pozadovanych hodnot pH,
spravného obsahu soli, zabezpeCeni fermentace veskeré laktosy v mladych syrech
za vhodnou dobu.

e Realizovat U¢inné sanitac¢ni opatfeni vyrobniho nafadi a zafizeni a uc¢inné preven-

tivni ovladani nebezpeci syst¢ému HACCP [3].

Mnohé bakterie mohou tvofit biofilm. Jde o bakterie se schopnosti pfilnout na vlh-
kém a hydrofobnim povrchu nafadi a zafizeni. Pfitomnost biofilmi na kontaktnim povrchu
technologickych celkii v zeméd¢lské prvovyrobé i mlékarenském primyslu piedstavuje
prokazatelné zdravotni riziko. Divodem je skuteénost, ze vedle zdravotné nevyznamnych
mohou obsahovat i patogenni mikroorganismy, které mohou sekundarn¢ kontaminovat
produkované vyrobky [38]. Svou biochemickou ¢innosti vytvareji organické polymery,
ve kterych mohou vegetovat dalsi zadouci nebo nezadouci mikroorganismy. Pfi sanitaci
se musi dbat predevs$im na G¢inné rozruseni a odstranéni biofilmu z ptislusného povrchu

mechanickymi a chemickymi procesy [3].

r wrwe

1.4.1 Plisné jako mozné pric¢iny chyb syru

Vzdusné plisné ¢i jejich spory jsou na prachovych casticich vzduchu vSudyptitom-
né. Na kliceni a rist ma vliv krom¢ vlhkosti 1 vzdusny kyslik a dostupné ziviny.
S prachovymi ¢ésticemi a s vodnymi kapi¢kami, které jim slouzi jako vektor pienosu,
se §ifi v prostfedi. Ve vlhkych mistech a na vlhkych sténach, kterych je v mlékarné dosta-
tek, se usazuji. Pokud se zav¢as vhodnymi postupy neodstrani, jejich spory se dostavaji na
syry a za neptiznivych podminek mohou zpusobit plesnivéni jejich povrchu. V soucasnosti
syry, které pro své zrani nepotiebuji kyslik, se po soleni a osuseni bali do folii a nebo se
potahuji latkami, které na nich vytvofi Caste¢né nepropustny povlak. Tyto folie nebo
povlaky zabranuji plesnivéni nebo je rist plisni limitovan pfistupem vzduSného kysliku.
Panuje nazor, Ze nejcastéji se na povrchu syri vyskytuji kontaminujici plisné Penicillium.
Penicillium comunae ma byt vtomto sméru nejrozsitenéjsi mikromycetou. Z ovzdusi

syrarny se nejéastéji izolovali a identifikovali Penicillium sp. a Aspergillus sp [3, 37].
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Na oSetfeni povrchu syra se jako konzervaéni latky pouzivaji sorban draselny
a natamycin. Rezistentni kmeny rodu Penicillium metabolizuji natamycin za vniku

1,3-pentadienu, ktery u syru zpiisobuje petrolejovy zapach [3].

1.4.2 Kbvasinky jako mozné pri¢iny mikrobialnich chyb

Zjisténi nezadoucich kvasinek na povrchu zrajicich syrti je pomérné jednoduché.
Prispiva k tomu jejich vyrazna metabolicka aktivita typicka tvorbou CO, a alkoholu. Kva-
sinky maji i lipolytické vlastnosti, hydrolyzou tuku uvoliiuji mastné kyseliny a mohou zpii-
sobit zluklou chut. Vyskyt kontaminujicich kvasinek na povrchu syra byva provazen
osliznutim. K této chybé se muze pridruzit hniloba zpsobena proteolytickymi bakteriemi

z rodu Pseudomonas [3].

Hlavni pticinou vyskytu kontaminujicich kvasinek a jinych mikroorganismi na po-
vrchu syru je nepfimefend vlhkost jejich povrchu. Tento zpisob miiZze nastat z vice pficin.
Pfi zrani syrd probiha proteolysa bilkovin, pfi¢emz se mize ze syra uvolnit voda puvod-
nich bilkovin. Z teplotnich pfi¢in mize dochazet u syrt i k jejich poceni. Na povrchu vzni-
ka vlhkost, ktera neni ¢istou vodou, ale obsahuje fadu zivin pro mikroorganismy rozpustné
peptidy, aminokyseliny, mineralni latky. Pokud se toto nahromadi mezi povrch syra a jeho
obalovy material, vznika idealni prostfedi pro rist kontaminujicich mikroorganismi, mezi
jinymi i kvasinek [3].

Vyznamnym zdrojem kontaminujicich kvasinek jsou solné koupele. Nejcastéji
byvaji izolované kvasinky Candida spp., Yarrovia lipolytica, Kluyveromyces marxianus,

Geotrichum candidum, Debaromyces hansenii a Pichia spp. [3].

1.4.3 Nezadouci tvorba plynu v syrech

U tvrdych a polotvrdych syru s tvorbou ok v tésté¢ se zamérné vytvareji podminky
na jejich vznik pomoci bakteridlnich kultur propionového kvaSeni a heterofermentativnich
mezofilnich bakterii mlééného kvaseni. Naproti tomu nékdy vznikaji u tvrdych a polotvr-
dych syrti nezadouci oka nebo trhliny zptsobené kontaminujicimi aerobnimi bakteriemi.

V tomto ptipad¢€ se rozeznava nejéastéji tzv. véasné a pozdni nadouvani syra [3].

V¢asné nadouvani syri s nizkodohfivanou syfeninou zpusobuji nejcastéji fakulta-
tivn€ anaerobni bakterie ze skupiny koliformnich, Enterobacter aerogenes a Escherichia
coli. Jde o bakterie, které se sekundarné nachazeji ve vnéj$im prostiedi a povazuji se mezi

jinymi za indikatory spravné vykonané sanitace potravinaiského nafadi a zafizeni [3, 37].
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Tyto bakterie se v mléce dobfe rozmnozuji za fermentace laktosy jako dostupného
zdroje energie a uhliku na kyselinu mlécnou, plyny, oxid uhlicity a vodik. Pokud pouzity
zakys nebyl dostateéné aktivni a v mléce bylo vétsi pocate¢ni mnozstvi plynotvornych bak-
terii ze skupiny koliformnich a mlady syr pomalu kysne, mohou se v ném mnozit plyno-

tvorné bakterie a zpasobit v ném vcasné nadouvani [3].

Vyznamnym podporujicim faktorem vzniku v¢asného nadouvani syrii aerobnimi
bakteriemi ze skupiny koliformnich je skute¢nost, Ze syfenina se pii vyrobé téchto syri
ohfiva na teploty 36 az 40 °C, coz jsou optimalni teploty ristu téchto plynotvornych bakte-
rif. Vznik v€asného nadouvani je takovym rizikem, Ze je oficialné povoleno proti nému
pouzivat i chemikalie. Do mléka na vyrobu syra je povoleno piidat 20 az 25 g dusi¢nanu
draselné¢ho na 100 litri mléka. Koliformni bakterie redukuji dusi¢nanovy ion na dusitanovy
(NO3" —NOy), ktery ma byt pro koliformni bakterie toxicky, a proto znemoziuje jejich
plynotvorbu [3].

Pozdni nadouvani se vyskytuje nejvice u téch syrt, kde se syfenina pii jejich vyrobé
dohtiva na vyssi teploty 52 az 56 °C, coz trva asi 45 min. Pfedpoklada se, Ze pfi téchto
teplotach a ¢asech plynotvorné bakterie ze skupiny koliformnich jsou devitalizované nebo
natolik oslabené, Ze nejsou schopné metabolismu. Laktosa je zpravidla uZ zfermentovana
zakysovymi bakteriemi. Vznikld kyselina mlécna je pfitomna v pfevazné mire ve formé
laktatu vapenatého. Nezadoucimi plynotvornymi bakteriemi jsou v tomto ptipadé plyno-
tvorné anaerobni sporotvorné bakterie Clostridium tyrobutyricum, které maji schopnost

fermentovat laktaty za vzniku oxidu uhli¢itého a vodiku [3].

Dalsi chyba zptisobena klostridiemi je tzv. bila hniloba. Tu v syrech zptsobuji pre-
vazné proteolytické klostridie C. sporogenes a C. putrefaciens. Zptsobuji intenzivni prote-
olyzu, ktery se v syrech vyznacuje tvorbou bilych, dobie ohrani¢enych hnilobnych lozisek
s tmavsim stfedem. Pfi fermentaci hmoty syrt t€émito bakteriemi vznika i kyselina maselna,

ktera se vyznacuje intenzivnim zapachem [3, 37].

Kromé¢ v¢asného a pozdniho nadouvani syrtt miize nezddouci plynotvorbu zptisobit
i jiné mikroorganismy a faktory. Rozeznavaji se pfitom formy plynotvorby jako trhliny,
drobné okrouhlé oka, tzv. sitovitost a vlastni nadouvani pozorovatelné kromé velkych

nepravidelnych ok i na zakladé vyklenuti povrchu nebo bok syra [3].

Dal§imi méné vyznamnymi organismy pfispivajicimi k nezadouci plynotvorné

v syrech je katabolismus aminokyselin nezdkysovymi laktobacily a propionibakteriemi.
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Udava se ze i dekarboxylace aminokyseliny glutamové za vzniku CO; a 4-aminomaselné
kyseliny miize byt vyznamnym zdrojem tvorby ok a trhlin v syrech vyrabénych obzvlast
za pomoci termofilnich zdkysovych bakterii obsahujicich Streptococcus thermophilus

a Lactobacillus helveticus [3].

1.4.4 Chyby barvy syri

Barva syra je jednim z vyznamnych senzorickych znakidi. Zména barvy je mozna
slune¢nim svétlem nebo oxidaci projevujici se vznikem ruznych skvrn. Barva syra mlze
i blednout vlivem kyselého prostiedi, pfic¢emz se opét navrati, pokud hodnota pH se vlivem
zrani syra zvys$i. Hnédé nebo Cervené skvrny mohou byt zptisobeny ,,divokymi* propioni-
bakteriemi Propionibacterium thoenii a P. jensenii. Bil¢ skvrny a zméknuti syfeniny

vV mistech skvrn byly zjisténé v souvislosti s nadmérnym vyskytem enterokoki a kvasinek

[3].
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2 MLECNE KVASENI
MIlécné kvaSeni zahrnuje metabolismus sacharidti bakteriemi mlé¢ného kvaseni,
kter¢ muze byt charakterizovano jako homofermentativni nebo hetoerofermentativni.
Nemtizeme ale o kazdém organismu fici, ze metabolizuje sacharidy na kyselinu mlé¢nou
s vyloucenim vSech ostatnich produktt [7].
MIlécné kvaseni probiha anaerobné. Pii mléEném kvaseni je pyruvat vznikly glykol-
sou redukovan v laktat, tj. anion kyseliny mlééné (a-hydroperoxypropionové)

CH3-CHOH-COO' puisobenim laktatdehydrogenasy s NADH [6].

Fru-1.6P Fru-6P Glc-6P
Acetyl-P + Erythrosa-4P 6P-Gluconate
© Fru-6P
@
| 5
T Heplosa-P Xylulosa-5P + CO,
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2
5]
\J L
1’2
o
e

Triosa-3P (Acetyl-P + Triosa-3P Triosa-3P + Acetyl-P
ADP ADP ADP
ATP C:ATF' ATP
Pyruvat Pyruvat Pyruvat
l \ l l
Laktat Acetat Laktat Laktat Acetat (Ethanol)
Glykolysa Bifidus pathway 6P-Gluconale pathway

Cesta fosfoketolasy

(Homofermentace) (Heterofermentace)

Obr. 2: Mozné cesty metabolismu glukosy [6]

V diagramu je glukosa znazornéna jako startovaci bod, ackoli se do téchto cest
s ptisluSnymi modifikacemi miiZze promitnout jakakoli metabolizovand hexosa. EMP cesta
glykolytické fermentace je charakterizovana klicovou roli aldolasy V porovnani
s fosfoketolasou jako kliCovym enzymem v ostatnich dvou cestach. Produktem glykolysy
je CO,, laktat, acetat a v n€kterych piipadech i etanol. Vyuzivaji ji heterofermentativni

mikroorganismy, krom¢ bifidobakterii, které vyuzivaji vlastni cesty [7].
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2.1 KvaSeni homofermentativni

Pfi tomto kvaSeni vznika jako konecny produkt pouze kyselina mlécna. Jako
substrat se zde uplatnuji hlavné hexosy, jejichz fermentace probiha po draze znamé jako
glykolysa. Sled reakci této drahy je az do vzniku kyseliny pyrohroznové stejny jako pii
etanolovém kvaseni. Konecnou fazi tohoto procesu ptedstavuje pfeména kyseliny pyro-
hroznové na kyselinu mlé¢nou. Reakce je katalyzovana NAD-laktatdehydrogenasou, ktera

pienasi vodik odnimany pii dehydrogenaci triosofosfatu na kyselinu pyrohroznovou [8].

Energeticky vytézek tohoto kvaseni tvoii 2 ATP a jeho tcinnost je kolem 32 %.
Muze vznikat D (—) nebo L (+) kyselina mlécna [8].

Sumarni rovnice. C¢H1,05 — 2 CH;CHOHCOOH

2 NAD" 2 NADH + H"
2 CH;CHOHCOOH - T l

Obr. 3: Vznik kyseliny mlé¢né z hexosy [8]

2.2 KvaSeni heterofermentativni

Heterofermentativni kvaSeni je charakterizovano tim, Ze vedle kyseliny mlécné pii
ném vznikaji jesté dal§i konecné produkty. Nejcastéji to byva kyselina octova, etanol,
vodik, a oxid uhli¢ity. U vétSiny piivodcl toho kvaSeni chybéji zakladni enzymy glykoly-
tické drahy. Stépeni hexos u nich proto probih4 po tzv. fosfoketolasové draze. Tato driha
vychazi z hexosomonofosfatového cyklu, vnémz je glukosa-6-fosfat preménovana
na kyselinu fosfoglukonovou. Jeji dekarboxylaci vznika ribulosa-5-fosfat, ktery prechazi
na Xylulosu-5-fosfat. Tento sacharid je ucinkem fosfoketolasy S$tépen na
3-fosfoglyceraldehyd a acetylfosfat. Glyceraldehydfosfat vstupuje do dalSich fazi
glykolytické drahy, kde je pfeménovan az na kyselinu mléénou, kdezto acetylfosfat je ptes

acetaldehyd redukovan na etanol [8].
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Jsou li substratem pentosy, jsou zkvaSovany za tvorby kyseliny mlécné a octové.

Sumadrni rovnice: CsH1005 — CH3CHOHCOOH + CH3;COOH

H—C=0 H—C=0 Hz—C—OH
H—é—OH ATP  ADP H—(.]‘,—OH é=0
H—(|:—-OH H-(I:-OH :’H—(I:—OH
H—cl—OH H—(IZ—OH H—(I:—OH
H;—(IZ—OH H2—<I:—o—® Hz—tl:—o—®
riboza ribszo - 5 - (P) ribul6zo - 5 - (P)

CHs ATP ADP

—Cc= |
H <’: o) Hz—? OH Hz—C OH N A B —coon

H—(l;—-oH CI: OATP ADP ® kys. octova
HoO—C—H m—— Ho—G—H —>-H spo— c H
| |

H—(i“,—OH H— (.IT OH H— C OH H—C=0
| CH;—CH—COOH
Hz—C —OH Hy—C —OH Hz—C—O—® H=C—0H %» |
| réha OH
xyloza xyluléza xylulézo — 5 - ® H—C—0—
kys. mlééna

glyceraldehyd - 3 - (P)

H—C=0 Hy~C—0OH Hz—C —OH
H—cl:—OH (|:=o ATP  ADP <|3=0
HO—(ll—H -_— HO—(IZ—H HO—(li—H
HO—(.l‘,—H HO—(!‘,—H HO—(II—H
—cl:—OH Hy—(':—OH HT—(IJ~O—®
arabinoza ribuléza ribulézo - 5 — ®

Obr. 4: Heterofermentativni zkvaSovani pentos [8]
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Jsou li substratem hexosy, jsou zkvaSovany za tvorby kyseliny mlécné, etanol a
oxid uhlicity.

glukéza
ATP
ADP
gluk6zo -6 —
% NADH+H"
kys. 6 - ® glukonova
4\7 NADH+H"
CH;—OH
CHz—OH p
C=0
C o} |
| epimeraza HO —C—H
H—C—0OH |
| H—C—OH
' H,C— 0 —
HC— 0 —(F) c—0-®
i xylulézo — 6 —®
ribulézo - 5 ~
® |
fosfoketolaza
glyceraldehyd — 3 — acetyl - ®
2ADP D HSkoA
2ATP NADH+H
kys.pyrohroznova acetyl — koA
NADH+H NADH+H"
HSkoA NAD’
- CH — COOH ACETALDEHYD
OH
NADH+H"*
‘ NAD'
KYS. MLECNA

ETANOL

Obr. 5: Heterofermentativni zkvasovani hexos [8]

Sumarni rovnice: CgH120 — CH3CHOHCOOH + CH3;CH>,0OH + CO»

Energeticka bilance u fosfoketolasové drahy je obdobna jako u glykolysy.
Energeticky vytézek ¢ini 2 ATP na 1 mol hexosy nebo pentosy [8].
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2.3 MIlééné kvaseni uskuteéniované druhem Bifidobacterium bifidum

Bakterie rodu Bifidobacterium maji odliSny mechanismus heterofermentativniho
zkvaSovani glukosy, rovné€Zz po fosfoketolasové draze. Tato bakterie postrada aldolasu
I glukosu-6-fosfodehydrogenasu, obsahuje vSak dvé aktivni fosfoketolasy. Prvni katalyzuje
Stépeni  fruktos-6-fosfatu na  erytroso-4-fosfat a druhd vznik  acetylfosfatu
z xyluloso-5-fosfatu. Gylceraldehyd je cestou glykolysy pieménén pies Kkyselinu
pyrohroznovou na kyselinu mléénou, kdezto acetyl-fosfat pfechazi na kyselinu octovou

podle schématu na obrazku 6 [8].

Sumadrni rovnice:

2 CgHi2 + 5Py +5 ADP — 2 CH3CHOHCOOH + 3 CH3COOH + 5 ATP + 5 H;O

Energeticky je tento proces vyhodné&jsi nez vySe zminéné moznosti mlécného kva-

Seni, nebot’ ze dvou molekul hexosy vznika 5 molekul ATP [8].

2 GLUKOZA

2 ATP
2 ADP

2 GLUKOZO -6 — ®

2 FRUKTOZO - 6 — ®

,

fosfoketolaza

\l v
ERYTROZO - 4 - (P) 3 ACETYL - (P)
/ ADP
3ATP

2XYLULOZO -5 - (P) 2 ACETYL —
‘
fosfoketolaza 3— COO
| KYS. OCTOVA

.

2 GLYCERALDEHYD - 3 - (P)

4 ADP NAD’
4 ATP NADH+H"

2 KYS. PYROHROZNOVA

NADH+H"
NAD'

2CH3 —?H — COOH

OH

KYS.MLECNA

Obr. 6: Heterofermentativni kvaSeni uskute¢iiované Bifidobakteriemi [8]
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3 BAKTERIE MLECNEHO KVASENI

Tradi¢né jsou baterie mlééného kvaseni (BMK) definovany jako bakterie, u nichz
vV metabolismu sacharid vznika kyselina mlé¢na jako jediny nebo hlavni kone¢ny produkt
metabolismu. Dlouhou dobu se rozliSovalo, které bakterie spliiuji toto kritérium a maji byt

zatazeny do této skupiny [7].

3.1 Taxonomie

Taxonomické revize téchto rodt a popis rodii novych znamena, ze BMK mohou,

V jejich 8irsi fyziologické definici, zahrnovat piiblizné 20 rodu [9].

Nicméné z praktického, technologicko-potravinarského tihlu pohledu, jsou za hlavni
BMK povazovany nasledujici rody Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,

Tetragenococcus, Vagococcus a Weissella [9].

Rod Bifidobacterium je v nékterych textech ¢asto povazovan za pravou BMK a sdili
nékteré jejich typické vlastnosti, ale je fylogeneticky nepiibuzny a ma jedine¢ny zptsob

fermentace cukri [9].

3.2 Rad Lactobacillales

Rad obsahuje grampozitivni bakterie kmene Firmicutes zatazené do sedmi &eledi.
Jejich charakteristickym znakem je produkce kyseliny mlé¢né jako hlavniho metabolitu pii
fermentaci cukri. Rada zastupcli se vyuZiva pii vyrobé nejrizngjsich fermentovanych

potravin. Naproti tomu ne¢které druhy mohou byt podminéné ¢i striktné patogenni [4].

3.2.1 Celed Lactobacillaceae

Jde o pravidelné, nesporulujici grampozitivni tyCinky nebo koky. Nepigmentujici,

mezofilni, chemoorganotrofni, rostou pouze na kompletnim médiu [4].

3.2.1.1 Rod Lactobacillus

Buiikky maji tvar pravidelnych tyc¢inek. Jsou obvykle delsi, obc¢as také kokovite,
uspoiadané v palisadach nebo kratkych fetizcich. Jsou pouze ziidka pohyblivé peritrichal-
nimi biciky. Fakultativné anaerobni, obcas mikroaerofilni (slaby rist na vzduchu, ale lepsi
rust pii redukované koncentraci kysliku), néktefi zastupci vyzaduji pii izolaci anaerobni

podminky. Obecné plati, ze pfitomnost 5 % CO, podporuje riist laktobacili. Neredukuji
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nitraty, ani nehydroxyluji zelatinu a jsou katalaza negativni. Optimalni riistova teplota
je 30 az 40 °C a optimum pH obvykle mezi 5,4 az 6,4. Byvaji naro¢né na ptitomnost vita-
mind v prostiedi. Jsou Siroce rozsifené v prostiedi, obzvlasté v nejruznéjSich potravinach
zivoc¢iSného nebo rostlinného piivodu (i startovaci kultury), v napojich, v Cisté 1 znecisténé
vodg, kysaném zeli, silazich. Bézn¢ osidluji gastrointestinalni trakt ptakd a savcl a vaginu
savcl. Tvofi ¢ast normdlni ustni flory mnoha teplokrevnych Zivocich vcetné clovéka.
Pouze vzacné jsou patogenni. Maji pomérn¢ termorezistentni vegetativni buiiky. Na zakla-

dé koneénych produktti fermentace cukrii je mozno d¢lit laktobacily do tii skupin [4, 11]:

e [ skupina jsou obligatné¢ homofermentativni. Hexosy fermentuji vyhradné na kyse-

linu mlé¢nou a pentosy ani glukonat nefermentuji.

o Lb. delbruckii subsp. delbruckii — vyskytuji se ve fermentovaném rostlinném

materialu,

o Lb. delbruckii subsp.lactis — byva izolovan z mléka, syru, granulovaného

krmiva,
o Lb. delbruckii subsp. bulgaricus — pouziva se k vyrob¢ jogurtt (startér) a syru,

o Lb. acidophilus — vyskytuje se ve stfevnim trakt ¢loveéka a zvitat, v tstech
a vaging ¢loveka,
o Lb. helveticus — byva izolovan ze syrového mléka, pouziva se jako startér pti
vyrobé¢ syr.
e |l. skupina jsou fakultativné heterofermentativni laktobacily. Hexosy fermentuji na

kyselinu mlé¢nou, ¢i na smés kyseliny mlécné, octové, mravenci a etanolu. Pentosy

fermentuji na kyselinu mlé¢nou a octovou.

o Lb. casei — nachazi se v mléce, syrech, potravinach, prostiedi a i klinickém

materialu,

o Lb. plantarum — je bézné ptitomny v potravinach, prostiedi, fermentovaném

rostlinném materialu, klinickém materialu,

o Lb. sake — ptivodné izolovan jsou startér pro sake, dale zjistén v kyselém zeli

a v jinych fermentovanych rostlinnych materialech a v potravinach.
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e Il skupina zahrnuje obligatné heterofermentativni laktobacily. Hexosy fermentuji
na kyselinu mlécnou, octovou (etanol) a CO,. Pentosy fermentuji na kyselinu

mléénou a octovou.

o Lb. buchneri — ptitomen v mléce, syrech, fermentovaném rostlinném materialu,

v lidskych ustech,

o Lb. fermentum — vyskyt v mlécnych vyrobcich, fermentovaném rostlinném

materialu, sto¢nim kalu, ustech a stolici ¢lovéka,

o Lb. kefir —izolovan z kefiru [4, 11].

3.2.1.2 Rod Pediococcus

Stérické bunky, které nikdy nejsou prodlouZené, tvorici tetrady, vzacné jednotlivé
nebo ve dvojicich (nikdy ne v fetizcich). Jsou nepohyblivé, fakultativné anaerobni (nékteré
kmeny jsou inhibovany pfi aerobni kultivaci). Vyzaduji nutriéné¢ bohatd média a fermento-
vatelné cukry — mono- a disacharidy. Glukosa je fermentovana za soucasné produkce kyse-
liny, ale ne plynu; hlavnim produktem je laktat. Jsou pfirozené rezistentni k vankomycinu.
Jsou katalasa negativni a neredukuji nitraty. Optimalni ristova teplota je 25 az 40 °C.
Vyskytuji se hojn€ na rostlinném materialu a v potravinach i napojich. Obecné jsou chapa-
ny jako nepatogenni pro rostliny ¢i zivo€ichy, i kdyZ ojedinéle jsou izolovany z klinického

materialu. Nékdy souhrnné oznac¢ovany jakou ,,mlécné koky* [4, 11].

o P. damnousus — vyskytuje se v prostfedi pivovart, v napojich (pivo, vino,

most),

o P. dextrinicus — bézn¢ izolovan ve fermentovanych potravinach jako je silaz,

okurky nebo olivy,

o P. acidilactici — nachazi se v rostlinném materialu, mléce, mlécnych vyrobcich,
humannim klinickém materialu, byva také izolovan jako non-startérova bakterie

v syru &edar [4, 12, 19].

3.2.2 Celed Aerococcaceae

Vétsina rodd této Celedi byla popsana v poslednich letech. Rada zastupcti se nachazi

v klinickém materialu jako infekéni agens [4].
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3.2.2.1 Rod Aerococcus

Sférické bunky tvofici tetrady, nepohyblivé, fakultativné anaerobni (lepsi rust je pii
niz§i koncentraci kysliku — mikroaerofilni), slabé rostou anaerobné¢ nebo na vzduchu.
Vykazuji slabou biochemickou aktivitu. Za anaerobnich podminek produkuji HO,.
Na krevnim agaru tvoii viridaci (hemolyza s nazelenalym nadechem). Maji respiratorni
metabolismus. Katalasa je negativni nebo slaba. Tvofti kyselinu z riznych cukri, nereduku-
ji nitraty a maji pozitivni hippuratovy test. Rostou pti 10 °C, ale ne pii 45 °C; optimalni
rustova teplota je 30 °C. Jsou schopné rast v 10% NaCl a ve 40% Zlu¢i, ¢i pti pH 9,6. Patii

mezi bézné vzduchem roznasené organismy v nemocnicich.

o A.viridans — je bézny piivodce humannich infekci (endokarditida, meningitida),

saprofyt, patogenni pro moiské Zivocichy,

o A.urinae — izolovan z infekci moc¢ovych cest [4, 6].

3.2.3 Celed’ Carnobacteriaceae

Jde o pravidelné, nesporulujici bakterie. Buniky jsou tvaru koku (i ovoidnich) a tyc¢i-
nek. Nepigmentuji, mezofilni, chemoorganotrofni, rostou pouze na kompletnim médiu [4].
3.2.3.1 Rod Carnobacterium

Tvoti rovné §tihlé drobné tyCinky vyskytujici se jednotlivé nebo po dvou, obcas
v kratkych fetizcich. Buiiky mohou byt pohyblivé. Jsou heterofermentativni a anaerobné
fermentuji z glukosy kyselinu mléénou a dalsi mastné kyseliny. Bunky rostou pii 10 °C,

ale ne pii 45 °C, optimalni teplota je 30 °C. Je katalasa negativni a neredukuje nitraty.
o C. divergens — vyskytuje se ve vakuové baleném mase skladované pfi chladnic-
kové teploté [4, 13].
3.2.4 Celed Enterococcaceae

Obsahuje koky 1 kratké tyCinky, jsou zde fazeny druhy vyskytujici se pfirozené

Vv prostedi i podminéné patogenni bakterie [4, 20].
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3.2.4.1 Rod Enterococcus

Enterokoky jsou sférické nebo ovoidni bunky vyskytuji se po dvou, ve shlucich ne-
bo kratkych fetizcich. Netvoii endospory ani pouzdra. Jsou fakultativné aerobni, chemoor-
ganotrofni (vyzaduji nutriéné bohata média). Hlavnim produktem fermentace je kyselina
mlééna bez tvorby plynu. Jsou katalasa negativni, na krevnim agaru Casto viridujici
(o- hemolyza). VéEtsinou rostou jak pii 10 °C, tak i pii 45 °C. Rostou také v ptitomnosti
6,5 % NaCl nebo 40% zluce v médiu a pii pH 9,6. Enterokoky jsou pomérné odolné orga-
nismy vyskytujici se v Sirokém rozmezi v Zivotnim prostfedi jako je ptida, voda, rostliny,
a travici trakt horkokrevnych zvifat a v klinickém materialti. Obcas zplisobuji pyogenni

infekce. N¢kdy byvaji souhrnné oznacovany jako ,,mlééné koky*.
o E. durans —nachazi se v prostiedi, potravinach majici za zaklad mléko (syr),

o E. faecalis a E. faecium — pfirozené se vyskytuji ve stfevech ¢lovéka a zvitat

a jsou indikatory fekalniho znecisténi vod [4, 17].

3.2.4.2 Rod Tetragenococcus

Tvoti sférické koky v tetradach, ob¢as ovoidni tvar, jsou nepohyblivé. Jsou chemo-
organotrofni, fakultativné anaerobni, fermentujici glukosu (bez tvorby plynu) a nckteré
dal$i monosacharidy. Hlavnim kone¢nym produktem metabolismu glukosy je L (+)-laktat.
Jsou katalasa a oxidasa negativni, nerostou pii 10 °C ani pti 45 °C. Jsou nepatogenni,
halotolerantni (5 az 10 % NaCl), vyskytuji se v prostiedi se zvySenou salinitou (potraviny,

solné roztoky), ojedin€le 1 v humannim klinickém materialu.

o T.halophilus — vyuziva se pti kvasném procesu vyroby sojové omacky [4, 14].

3.2.4.3 Rod Vagococcus

Buriky tohoto rodu jsou kulaté, ovalné, nebo tvaru kratkych tycinek; vyskytuji se
jednotlive, po dvojicich poptipadé v fetizcich. Nesporulujici, nékteré druhy jsou pohyblivé
pomoci peritrichdlnich bi¢ikl. Fakultativné anaerobni, chemoorganotrofni s fermentornim
metabolismem. Z mnoha cukrt produkuji kyselinu, ale bez tvorby plynu. Katalasa negativ-
ni, neredukuji nitraty. Optimalni rastova teplota je 25 az 35 °C. Izolovany predevsim

z vody, dale z lososovitych ryb.

o V. fluvialis — vyskytuje se v kufecim feces a ve vodé [4, 15].
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3.25 Celed’ Leuconostocaceae

Ty¢inky 1 koky, které netvoti spory. Zastupci jsou anaerobni nebo aerotolerantni.

Charakteristicky je heterofermentativni metabolismus [4, 5].

3.25.1 Rod Leuconostoc

Jedna se o heterofermentativni koky, které jsou nékdy ovalné nebo mohou tvofit
kratké tyCinky vyskytujici se v parech nebo fetizcich. Jsou nepohyblivé a nesporulujici.
Rist je pomaly a vytvaii malé kolonie, které mohou byt na médiich obsahujici sacharosu
mukozni. Jsou fakultativné anaerobni, chemoorganotrofni. Jsou pfirozené rezistentni
k vankomycinu. Optimalni ristova teplota je 20 az 30 °C. Rostou pii 10 °C, ale ne pfi
45 °C. Glukosu fermentuji za produkce kyseliny i plynu. Jsou Katalasa negativni, nehydro-
lyzuji arginin, jsou indol negativni, nehemolytické a neredukuji nitraty. Jsou Siroce rozsi-
feny na rostlinach a v mlé¢nych produktech, bézné ptitomni i v jinych potravinach. Obecné
jsou povazovany za nepatogenni pro rostliny ¢i zivoc¢ichy, ale nékteré druhy byly izolova-

ny z humannich zdroji. Nékdy souhrnné oznacovany jako ,,mlé¢né koky*.

o Ln. mesenteroides subsp. mesenteroides — vyskytuje se na fermentovanych

rostlinach, obcas byva izolovan z klinického materialu,

o Ln. mesenteroides subsp. dextranicum — byva izolovan z mléka a mlécnych

vyrobk,

o Ln. mesenteroides subsp. cremoris — vyskytuje se v mléce a mléénych
vyrobcich [4, 12].

3.2.5.2 Rod Oenococcus

Elipsoidni az sférické koky vyskytuji se obvykle po dvou a v fetizcich, jsou nepo-
hyblivé a nesporulujici. Jsou chemoorganotrofni, fakultativn€ anaerobni, katalasa a oxidasa
negativni, neproteolytické, nehemolytické a acidofilni. Rostou pti pH 3,5 az 4,8; rostou
Vv pfitomnosti 10% etanolu v médiu. Rust v tekutém médiu je pomaly, rist na agaru je pod-
poten atmosférou s 10 % CO,. Rustova teplota je 20 az 30 °C s optimem 22 °C. Glukosa
je fermentovana na D-kyselinu mlé¢nou, CO;, a etanol nebo acetat. Mohou produkovat

extracelularni polysacharidy.

o O. oeni — jde o acidofilni bakterii, je hlavni bakterii pouzivanou k indukci

jableéno-mlé¢ného kvaseni pti vyrobé vina [4, 16].
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3.2.5.3 Rod Weissella

Kratké tyCinky se zakulacenymi ¢i zGizenymi konci nebo mohou mit kokovity tvar
(¢ockovity); vyskytuji se jednotlivé, po dvou nebo v kratkych fetizcich. Jsou nepohyblivé,
nesporulujici. Jsou chemoorganotrofni, heterofermentativni s malou produkci plynu. Jsou
acidobutyrické (schopné piezivat za kyselych podminek), pomalu rostouci. Katalasa a oxi-
dasa negativni, rostou pii 15 °C, ale ne pii 45 °C. Nachazeji se ve fermentovanych potravi-

nach, v pid¢ a také klinickém materialu.

o W. viridescens — vyskytuje se v masnych vyrobcich a pasterovaném mléce
[4, 31].

3.2.6 Celed Streptococaceae

Buiky jsou sférické nebo ovoidni, vyskytujici se po dvou nebo v fetizcich rozmani-
té délky. Jsou nepohyblivé a netvoii endospory. Jsou chemoorganotrofni a metabolismus
je fermentorni, z cukri tvofi kyselinu mléénou, octovou, mravenci, etanol a CO,. Metabo-
lismus je fakultativné anaerobni, katalasa negativni. Mohou byt nutri¢né€ naro¢né, vyzaduji
komplexni médium. Celed’ zahrnuje patogenni, saprofytické i biotechnologicky vyuzivané
druhy [4].

3.2.6.1 Rod Streptococcus

Buriky jsou sférické nebo ovoidni, vyskytujici se ve dvojicich nebo fetizcich. Pokud
rostou v tekutém médiu, mohou byt prodlouzeny v ose fetizku do protahlého tvaru. Nejsou
pohyblivé, jsou fakultativné anaerobni, nesporulujici. Nékteré druhy tvoii pouzdra. Jsou
chemoorganotrofni, vyzaduji nutricné¢ bohatd média a n¢kdy i 5% CO,. Metabolismus
je fermentorni, produkuji pfevazné laktat, ale ne plyn. Jsou katalasa negativni,
a i B-hemolytické. Rostou v rozmezi teplot 25 az 45 °C s optimem 37 °C. Nerostou pfi
10 °C. Streptokoky jsou komenzaly nebo parazity obratlovci. Nékteré druhy jsou patogen-
ni. Rada druhi se b&zné vyskytuje v prostiedi jako saprofyt. Velmi &asto jsou déleny

do ¢tyt skupin [4, 18]:
e [ skupina jsou pyogenni -hemolytické streptokoky.
o S. pyogenes — je patogenni pro ¢lovéka, nejcastéjsi pii¢ina angin,

o S.agalactiae — nachazi se v humannim a veterinarnim klinickém materialu.
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e [I. skupina jsou oralni streptokoky (druhové nejpocetnéjsi).
o S. pneumoniae — pneumokok, jde o lidsky patogen,

o S.salivarius — ptirozen¢ osidluje usta cloveéka i zvifat, vyskytuje se v klinickém

materialu,
o S. mutans — na povrch zubt, v Gstni dutiné a Klinickém materialu.

e [II. skupina jsou ostatni anaerobni streptokoky — skupina streptokokti vyzadujici

striktné anaerobni podminky, rostou pti 37 °C az 45 °C, ale ne piti 20 °C.
o S. hansenii — koky po dvou a v fetizcich, izolovany ze stolice ¢lovéka.
e V. skupina jsou ostatni streptokoky.

o S. acidominimus — piedevs§im se nachazi ve veterinarnim materialu,

o S. bovis — vyskytuje se v travicim traktu domestikovanych bylozravci,

o S. thermophilus — vyuziti jako startovaci kultury pti vyrob¢ celé fady fermento-

vanych mléénych vyrobki jako naptiklad jogurt [4, 18].
3.2.6.2 Rod Lactococcus

Buriky jsou sférické nebo ovoidni, vyskytujici se po dvou nebo v kratkych fetizcich.
Netvoti spory, jsou nepohyblivé a bez pouzder. Jsou fakultativné anaerobni a chemoorga-
notrofni. Vyzaduji mnozstvi cukrl. Pfi fermentaci nevznika plyn. Je katalasa a oxidasa
negativni, optimalni rastova teplota je 37 °C, rostou pti 10 °C, ale ne pii 45 °C a také
nerostou pii 6,5% NaCl. Mohou byt a-hemolytické. Vyskytuji se v mléénych vyrobcich,
rostlinném materialu a potravinach obecné. Souhrnné jsou oznacCovany jako ,,mlécné

koky*.

o Lc. lactis subsp. lactis — pfirozené se nachazi v mléce, mléénych vyrobcich,

potravinach,

o Lc. lactis subsp. cremoris — ptirozené se nachazi v mléce, mléénych vyrobceich,

potravinach [4, 6].
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3.3 Rad Actinomycetales

Patii do kmene Actinobacteria. Jde o bakterie — aktinomycety, zahrnujici Sirokou
skupinu bakterii ¢asto tvoficich vlakna, které mohou setrvavat jako stabilni mycelium nebo

se rozpadat [4].

3.3.1 Celed Bifidobacteriaceae

Zahrnuje gramnegativni, gramvariabilni, grampozitivni pleomorfni ty¢inky, které
jsou fakultativné az striktn¢ anaerobni. Je to morfologicky i ekologicky zna¢né rozmanita

skupina. Nachazi se v stni duting, travicim traktu a v klinickém materialu [4].

3.3.1.1 Rod Bifidobacterium

Bifidobakterie tvofi ty¢inky s velmi rozmanitym tvarem, obvykle mirné zakiivené
a kyjovité a casto ztlustené ¢i s ndznaky vétveni. Mohou byt uspofddany jednotlivé,
po dvou, ve ,,V* seskupeni, nebo ,,Y*, obcCas v fetizcich, palisadach nebo rizicich. Jsou
grampozitivni, ¢asto nepravidelné¢ obarvené, nepohyblivé, nesporulujici, neacidorezistent-
ni, anaerobni (nékteré druhy mohou rust na vzduchu s doplitkem 10% CO). Nerostou pod
hodnotou pH 4,5 ani nad pH 8,5. Jsou chemoorganotrofni a aktivné fermentuji fadu cukri
za produkce pievazné kyseliny octové a mlé¢né. Kyselinu octovou ani propionovou netvo-
fi. Katalasa je negativni, vzacné muize byt pozitivni (pfi rastu na vzduchu s doplitkem
10 % CO,). Obvykle vyzaduji rizné vitaminy. Optimalni ristova teplota je Vv rozmezi
37 az 41°C. Charakteristickym enzymem rodu je fruktoso-6-fosfat-fosfoketolasa.
Bifidobakterie jsou prospé$nou soucasti stfevni mikroflory (u kojenci predstavuji az
90 %), kde pomahaji udrzovat rovnovahu a znesnadiuji jinym patogennim mikroorganis-
mim pomnoZeni ve stfevech. Tyto bakterie jsou navic vybaveny mechanismy, kterymi
detoxikuji

Skodlivé slozky traveniny [4, 6].
o B. bifidum — nachazi se v potravinach a v klinickém materialu,

o B. adolescentis — vyskyt u cloveka [4].
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4 CISTE MLEKARSKE KULTURY

Cist¢ mlékaiské kultury jsou (CMK) vybrané a vyslechténé mikroorganismy
zameérn¢ pridavané do mléka nebo smetany s cilem vyvolat urcité specifické zmény

ve vzhledu, konzistenci, obsahu, chuti i dalich vlastnosti daného mlééného vyrobku [10].

Pojem ,,Cisté mlékarské kultury je vSak nutno si vykladat pouze technicky. Nejde
totiz o ¢isté kultury v pravém slova smyslu tohoto pojmu, ani o absolutni druhovou ¢istotu
kultur, ale o jejich pojmové odliSeni od diive pouzivanych ptirodnich kySek nezndmého
mikrobiologického slozeni. CMK jsou sloZeny ze znamych a Zadoucich mikroorganisma.
V jednom typu smésné CMK byva obsaZeno i nékolik druhii mikroorganismi. Vétsinou
riznych druhti bakterii mlééného kvaseni nebo jinych uzitecnych bakterii, kvasinek ¢i plis-

ni [10].

4.1 Vyznam Cistych mlékarskych kultur

Cisté mlékatské kultury hraji vyznamnou roli pfi vyrobé fermentovanych mléénych

vyrobkti. Vyznam je zejména [37]:

e Zdravotni — je prokazano ze CMK zpisobuji dieteticko-1é¢ebné u¢inky mlékaren-
skych vyrobkl. Jde o zvySeni vyzivové hodnoty téch vyrobkl, u nichz dochazi
k ptemén¢ bilkovin mléka na stravitelnéjsi formy. Bakterie mlé¢ného kvaseni
obsazené v CMK tvoii kyselinu mléénou, ktera tlumi rozvoj nezadouci hnilobné
mikroflory. Zvlasté jsou vyznamné ty mikroby, které maji schopnost implantace

V lidském stievnim traktu.

e Technologicky — zavadénim vybranych druhli mikroorganismt do pasterovaného
mléka se zajisti Zadané biochemické procesy nutné k dosazeni specifickych vlast-

nosti jednotlivych vyrobkd.

e Ekonomicky — pouzivani CMK dava piedpoklad k dosazeni dobré, standardni
jakosti vyrobkli. Snizuje se zmetkovitost ve vyrobé a zvySuje se hospodarnost

vyroby. CMK umoziuji také rozsifovani sortimentu vyroby [37].

4.2 Startérové bakterie

Startérové bakterie jsou predevsim bakterie mlééného kvaseni ptiddvané do mléka

pro vyrobu syrt. Jejich primérnim ukolem je zkvasovanim laktosy produkovat kyselinu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

mlécnou. Dale se mohou piidavat bakterie kvili produkci antimikrobialnich latek (bakteri-

ocinu), které inhibuji jiné, nezadouci organismy, které mohou byt obsazeny v syru [15].

BMK pouzity jako startérové jsou klasifikovany do dvou skupin — mezofilni a ter-

mofilni — v zavislosti na jejich schopnosti produkovat kyselinu za riznych teplot [15].

Primérni funkci startérovych bakterii je vyrabét dostatené mnozstvi kyseliny
Vv pribéhu vyroby syra pro snizeni pH mléka na pozadovanou uroven. Také prispivaji ke
zrani syrl, jejich enzymy se podili na proteolyze, lipolyze a konverzi aminokyselin

a senzoricky aktivnich latek [19].

4.3 Non-startéry

V syru mohou byt piitomné také tzv. non-startérové mlééné bakterie (NSLAB).
Jedna se o mikroorganismy, které jsou pfirozené pifitomny v syrovém mléce a piezivaji
pasterizaci nebo se do mléka dostavaji sekundarni kontaminaci (post-pasterizacni kontami-
nace). Nemusi vSak zpusobovat kazeni mlécnych vyrobkt. Naopak tyto bakterie mohou
pomoci zlepsit organoleptické vlastnosti vysledného produktu a z tohoto diivodu se jesté na
nékterych mistech vyuziva v urcité mife K vyrob¢ syrii spontanni mikrofléra z prostiedi

[15].

Pievladajici non-startérové bakterie mlééného kvaseni v syrech jsou nejcastéji lak-
tobacily (Lactobacillus casei subsp. casei, subsp. pseudoplantarum nebo subsp. rhamno-
sus, Lb. brevis) a Pediococcus (napt. Pediococcus pentosaceus). Non-startérové mikroor-
ganismy se mohou nachazet také na povrchu, ptikladem mohou byt kvasinky Geotrichum
candidum, nebo bakteie Brevibacterim linens a druhy bakterie Micrococcus [15].

NSLAB jsou vyznamnou soucasti mikrobiadlni populace pfi zrani vSech variant
zrajicich syrd. S vyjimkou leukonostokt nejsou NSLAB zamérné ptidavany jako soucast
startovaci kultury nebo jako sekundarni doplné€k kultury, ale jsou nahodnou kontaminaci,
kterd nasledné roste béhem dozravani. V pribéhu vyroby syrli vétSinou nepfispivaji
k produkci kyseliny, ale maji vliv na rozvoj chuti pfi zrani syri. Hlavnimi bakterialnimi

skupinami non-startérti jsou laktobacily, leukonostoky, pediokoky a enterokoky [19].

Je v8ak nutno zajistit zdravotni nezavadnost vysledného produktu, protoze tyto kul-
tury nejsou mnohdy provéreny a mohou se podilet napi. na tvorbé biogennich aminii nebo

jinych latek, které mohou mit na lidsky organizmus nezadouci u¢inky [20, 21, 22].
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5 DEKARBOXYLAZOVA AKTIVITA MIKROORGANISMU

Dekarboxylace je reakce, pii které se odstépuje oxid uhli¢ity ze substratu. Proces
je katalyzovany enzymy ze tfidy lyas (dekarboxylasa). Pisobenim dekarboxylas aminoky-
selin vznikaji aminy, které maji obvykle vyznamné fyziologické ucinky, a proto se také

oznacuji jako biogenni aminy [24, 25].

Biogenni aminy jsou dusikaté nizkomolekularni organické baze, které jsou tvoreny
v pribe¢hu metabolickych procest, zejména ve fermentovanych potravindch. Vyskytuji
se Vv riznych potravinach jako jsou: rybi produkty, maso, masné vyrobky, syry, suché sa-
lamy, nealkoholické i alkoholické (vino, pivo) ndpoje a jiné fermentované potraviny

[23, 27, 28, 29].

Hlavnimi biogennimi aminy vyskytujici se v potravinach jsou histamin, tyramin,
putrescin, kadaverin. Spotfeba potravin s vysokymi koncentracemi téchto biogennich
aminti mohou mit toxické ucinky pro ty spottebitele, jejichz organismus ma snizenou
schopnost tvofit enzymy (monoaminooxidasy a diaminooxidasy) odpovédné za detoxikaci
biogennich amint. Alkohol zvySuje nezadouci G¢inky biogennich amint. Histamin miZze
zpusobovat bolesti hlavy, nizky krevni tlak, krvaceni, otoky, prijem. Tyramin zplsobuje

hypertenze. Kadaverin a putrescin mohou zhorSovat ucinky histaminu a tyraminu [28, 29].

V syrech se nejvice vyskytuje histamin a tyramin. Schopnost riznych mikroorga-
nismi produkovat biogenni aminy se zna¢né 1i8i. Schopnost tvofit biogenni aminy maji

rody Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc [30].

K urychleni zrani syrti jsou pfiddvany proteolytické enzymy nebo proteolytické
startovaci kultury. Degrada¢ni produkty proteolysy navysuji koncentraci peptidii a amino-
kyselin. Peptidy a aminokyseliny slouzi jako prekurzory pro tvorbu aminli v pfitomnosti

dekarboxylasa pozitivnich mikroorganismu [31].
K pfitomnosti a akumulaci biogennich amint ptispivaji faktory [32, 33]:

* dostupnost volnych aminokyselin,
* vhodné pH,

+ aktivita vody,

* koncentrace soli,

» teplota a ¢as zréni,

» vyskyt bakteridlni mikroflory a jeji hustota,
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» synergické efekty mezi jednotlivymi mikroorganismy,
+ ptitomnost dekarboxylasa pozitivnich mikroorganismi [32, 33].

Schopnost tvorby biogennich amint byl popsan u nékolika skupin mikroorganismd,
zejména Enterobacteriaceae, Pseudomonas ssp., Enterococcus a nékolik dalSich bakterii

mlécného kvaseni [26, 34].

5.1 Vznik histaminu

Dekarboxylace histidinu na histamin je z nejvétsi pravdépodobnosti zptisobena mik-
roorganismem Lactobacillus buchneri. Tento mikroorganismus zptsobuje kazeni potravin
a jeho pfitomnost tedy neni zadouci [28, 31]. V mensich mnozZstvich je tento biogenni
amin produkovan také mikroorganismy Lb. fermentum, Lb. helveticus, Lactococcus lactis

a Enterococcus faecium. Tyto mikroorganismy byly izolovany z $vycarského syra [35].

Kromé¢ bakterii mlécného kvaseni mohou byt producenty histaminu i dalsi bakterie.
Z gramnegativnich bakterii to jsou napt. Morganella morganiie, Photobacterium phospho-
reum, Enterobacter aerogenes, Raoultella planticola. Tyto mikroorganismy se vyskytuji
pii kazeni ryb [28]. Mezi grampozitivni bakterie schopné pfeménovat histitin na histamin
1ze zaradit bakterie mlé¢ného kvaseni nebo bakterie ptisobici kazeni potravin. Clostridium
perfringens, Oenococcus oeni, Lb. buchneri, Lb. hilgardii, Tetragenococcus muriaticus
a dalsi [28].

Produkce histaminu se po 24 hodinové inkubaci pii 10 °C zpomalovala a tplné
se zastavila pif1 5 °C. Pfi 1 °C nebyla zaznamenana produkce histaminu mikroorganismy

Hafnia, Proteus vulgaris, Pseudomonas sp. [34].

5.2 Vznik tyraminu

Mezi bakterie produkujici tyramin Ize zafadit Lactobacillus, Enterococcus,
Cornobacterium. V laboratornich podminkach byla dokazana produkce tyraminu témito

rody bakterii Pseudomonas, Proteus, Enterococcus, Lactococcus [34].

5.3 Vznik kadaverinu

Biogenni amin kadaverin vznika dekarboxylaci lysinu. Mikroorganismy uskutecnu-
jici tuto proménu jsou napf. zastupci ¢eledi Enterobacteriaceae (Escherichia. coli, Hafnia
alvei, Salmonella enterica, S. typhinurium, Shigella flexneri), Vibrio vulnificus,V. cholerae,

V. parahaemolyticus, Bacillus halodurans, B. subtilis, Clostirdium perfringens,
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Cl. acetobutylicum, Listeria monocytogenes, L. innocua, Stabphylococcus epidermidis,
S. aureus [28].

Klebsiella pneumoniae po 24 hodinové kultivaci produkovala vice kadaverinu pii
20 °C nez pfi 10 °C [34].

5.4 Vznik putrescinu

Biogenni amin putrescin vznika dekarboxylaci ornitinu. Jeho produkce byla zazna-
menana u mnohych bakterii, mezi které 1ze uvést Escherichea coli, Haemophilus influen-
zae, Salmonella typhimurium, Yersinia pestis, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemoliticus,
Shigella flexneri [36]. V holandském syru identifikovali tyto grampozitivni producenty
tyraminu: Lactobacillus curvatus subsp. curvatus, Lb. helveticus, Enterococcus durans,

E. faecalis, E. casseliflavus.

Produkce putrescinu mikroorganismem Enterobacter cloacae byla zjisténa pii

20 °C po 24 hodinach inkubace. Pti 10 °C produkce putrescinu nebyla zaznamenana [34].
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II. PRAKTICKA CAST
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6 CILE PRACE

Cilem této bakalaiské prace bylo identifikovat bakterie ve vzorcich syra a detekovat
jejich dekarboxylazovou aktivitu (vznik biogennich amint). Vzorkem byly syry holand-

ského typu — eidamska cihla.
Cilem teoretické Casti bylo vypracovat literarni resersi na téma:
e technologie vyroby syri holandského typu,
e vyuziti bakterialnich kultur pro vyrobu syra,
e biochemickych pfemén a procesi zrani syrd,
e bakterie mlé¢ného kvaseni — Cisté mlékaiské kultury i non-startérové bakterie,
e dekarboxylazova aktivita bakterii vyskytujicich se v syrech.
Cilem praktické casti bylo:
e zachytit mikroorganismy ve ¢tyfech vrstvach pfirodnich syrti holandského typu,
e oznacit potencidlni producenty biogennich amini a tyto identifikovat,
e detekovat mnozstvi vyprodukovanych biogennich amint izolovanymi bakteriemi,

e na zaklad¢ teoretické casti a vysledkt praktické casti formulovat zavéry

a doporuceni.
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7 MATERIAL A METODIKA

7.1 Vzorky

Vzorkem byly cihly eidamského syra se slozenim 50 % w/w susiny a 30 % w/w
tuku v susiné. Velikost cihly byla 1,2 — 1,4 kg s rozméry 9 x 9 x 14 cm. Syry byly ziskany
od producenta z Ceské republiky. Vzorky syrti byly rozdéleny do 3 skupin. Cast vzorkd
byla ze zraciho sklepa a pfemisténa do lednice (5 = 1 °C) po 3 tydnech (23. den; dale ozna-
¢eno 3W). Po 34 dnech (od pocatku vyroby) byla dalsi skupina syri odebrana ze zraciho
sklepa do lednice (5 £ 1 °C), kde prob¢hlo dalsi skladovani (dale oznaceno jako SW).

Celou dobu pokusu zlstala ve zracim sklepé zbyvajici ¢ast cihel (oznaceno jako C).

Dalsim analyzovanym vzorkem byla startérova kultura v podob¢ provozniho zakysu

pro vyrobu tohoto syru.

7.2 Kultivacni pidy

M17 agar

M17 (OXid) ..o, 67,25 ¢
Glukoza (Lach-Ner)........ccccoevevennnne. 5,009
Laktoza (Lach-Ner).......cccoovvevennn. 5,009
AGAN i 14259

R o - F 1000,00 ml

Ptiprava: Pfislusna navazka pidy a ostatnich slozek, byla rozpusténa ve stanoveném
mnozstvi destilované vody a po sterilaci v autoklavu (121 °C, 20 min) rozlita na Petriho

misky.

Slanetz & Bartley Medium

TIYPLOSA ..o 20,009
Kvasnicny extrakt ..........ccocceevvernnene 5,009
DeXtrosa......cccccccevvviiiiiiiiiieieeeeeeeeeee 2,009
Hydrogenuhli¢itan (di)draselny ........ 4,00¢g
Azid SOANY .vvvvviiiiii 0,40 g
Trifenyltetrazolium chlorid............... 0,109
AGAr i 15,00 g
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Ptiprava: Ptislusna navazka pidy byla opatrné zahfata ve stanoveném mnozstvi destilova-
né vody az do uplného rozpusténi.. Poté byla zchlazena ve vodni lazni na 50 °C a nalita

na Petriho misky.

Plate Count Agar
Enzymaticky hydrolyzat kaseinu......5,00 g

Kvasni¢ny extrakt .........ccccoeviverinnnnn. 2,509

€[] 01T 1,009
AGAr i 15,00 g

A o - F R 1000,00 ml

Ptiprava: Prislusna navazka pady byla rozpusténa ve stanoveném mnozstvi destilované

vody a po sterilaci v autoklavu (121 °C, 20 min) rozlita na Petriho misky.

Anaerobic agar

Enzymaticky hydrolyzat kaseinu.......20,00 ¢

Chlorid sodny........ccccevvviiiiiiiiiiiene. 5,009
DeXtrosa......ccccccceveveviiieeeiieeeeeeeeeeeee 10,00 g
Tioglykolan sodny .........cccoevevvinnnne. 2,009
Hydroxymethansulfinan sodny......... 1,009
Methylenova modf...........cccocvereennn. 0,002 g
AGAr .o 20,00 g
VOO, 1000,00 ml

Ptiprava: PfisluSnd navazka pludy byla rozpusténa ve stanoveném mnozstvi destilované

vody a po sterilaci v autoklavu (121 °C, 20 min) rozlita na Petriho misky.

Violet Red Bile Agar

Masovy pepton.........cccecverveereernenne. 7,009
Kvasni¢ny extrakt ........ccccooeviieinnnnn. 3,00 g
Smés Zluovych soli.........coervrrnee. 1,509
LaKoSa.......coovevieiiec i, 10,00 g
Chlorid sodny.......ccccovvveeiiieiniinnnnnnn. 5,009
Neutralni Cern ....ocoovvvvviiieeiiieeiieeene 0,03 g

Krystalova violet .........cccoccevviinnnnnnen. 00,002 g



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 40

Ptiprava: Pfislusna navazka pidy byla rozpusténa ve stanoveném mnozstvi destilované

vody a po sterilaci v autoklavu (121 °C, 20 min) rozlita na Petriho misky.

MRS agar

Masovy pepton........cccccvererrineeneennne. 10,00 g
Hoveézi extrakt.......oovveevvviiiiieeeienenns 8,00 g
Kvasnicny extrakt ........cccoovvvervnnene 5,009
GIUKOSA ..o 20,00 g
Polysorbat 80 ........c.ccovcveviiiiiciee 1,00 g
Citran amonny.........ccccceeveerneeneennne. 2,009
Octan sodNy .....ccovvevveiviiecnieieneee 5,009

Piiprava: Pfislusnd navazka plidy byla rozpusténa ve stanoveném mnozstvi destilované

vody a po sterilaci v autoklavu (121 °C, 20 min) rozlita na Petriho misky.

7.3 Vlastni stanoveni — mikrobiologicka analyza

Mikrobiologické analyza vzorku syriit byla provedena po 49 a 98 dnech (od zacatku
vyroby) zréani/skladovani eidamskych syrt. Analyzovany byly vzdy vzorky vSech tfi
rezimu zrani/skladovani (tj. C, 3W i SW).

Z analyzovanych cihel byl asepticky vykrojen stfedovy pas (9 x 9 x 2 cm)
a byl rozdelen na 4 vrstvy (I, 11, III, IV). Vrstva [ byla 7 mm od okraje, dalSich 14 mm byla

vrstva Il, dalsich 14 mm vrstva III a zbyly sted tvofil vrstvu IV.

Z takto pfipravenych syra byl asepticky odebran vzorek. 10 g syra do 90 mi
sterilniho fyziologického roztoku a byla provedena patnactiminutova homogenizace ve
stomacheru. Z takto pripravené suspenze bylo pro rutinni kontrolu ockovano na pfislusné
pidy (VCZL pro stanoveni mozné piitomnosti koliformnich bakterii , MRS pro stanoveni

bakterii mlé¢ného kvaSeni, Slanetz-Bartley pro stanoveni enterokokt, Anaerobic Agar
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pro anaerobni sporuldty a Plate Count Agar pro celkové pocty mikroorganismil) ockovéano

vzdy 100 pl suspenze zvoleného fedéni.

Inkubace pro koliformni bakterie a enterokoky probéhla v termostatu s teplotou
37 £ 1 °C po dobu 48 hodin. Bakterie mlécného kvaseni, anaerobni sporulaty a celkové

pocty mikroorganismu byly inkubovany pfi teploté 30 = 1 °C po dobu 48 — 72 hodin.

Stejnym zptsobem byla provedena mikrobiologicka startérové kultury. Na zakladé
informaci od vyrobce obsahovala bakterie Lactococcus lactis subsp. lactis

a Lactococcus lactis subsp. cremoris (Chr. Hansen, Nienburg/Weser, SRN).

Po kultivaci a narustu kolonii byly z Petriho misek vybrany odlisné kolonie bakterii
pro dalsi testy. Celkem bylo vyizolovano 8 riznych kolonii ze zakysu, z vrstvy | prvni cih-
ly 5 kolonii, z vrstvy IV celkem 8 kolonii. Z druh¢ cihly z | vrstvy bylo vybrano 13 kolonii

a ze IV vrstvy 9 kolonii.

7.3.1 Barveni podle Grama

Teplem fixovany natér inokula byl na podloznim sklicku prevrstven krystalovou
violeti a po 60 sekundach bylo barvivo slito a sklicko kratce oplachnuto vodou. Nésledova-
lo moteni Lugolovym roztokem po dobu 30 s a nasledné bylo barvivo opét slilo a preparat
byl kratce oplachnut vodou. Nasledné byl preparat po dobu 30 s odbarvovan etanolem a na
zavér byl dobarvovan karbolfuchsinem po dobu 30 — 60 s.

Preparat byl oplachnut vodou a sklicko osuSeno filtracnim papirem a ponechdn
na vzduchu doschnout. Takto pfipravené preparaty byly pozorovany mikroskopem

V imerznim oleji.

7.3.2 Tvorba katalasy

Nékteré bakterie maji schopnost produkovat enzym katalasu, ktera rozklada H,O;
na vodu a molekularni kyslik. Na podlozni sklo byl kapnut 3 % H0,, do kterého byla
pomoci ockovaci klicky vnesena z agarové plotny testovana kolonie 24 hodinové kultury.

Pozitivni vysledek se projevil uvoliiovanim bublinek O, bezprostiedné po ptidani kultury.

7.3.3 Detekce produkce biogennich amini

Z vyizolovanych a purifikovanych bakterii byla zjiStovana produkce biogennich
aminQ (histaminu, tyraminu, putrescinu a kadaverinu), nejprve pomoci skriningové kulti-

vaéni metody za pouziti dekarboxylaéniho média podle Bover-Cid & Holzapfel [40].
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Dekarboxylacniho médium obsahovalo odpovidajici aminokyseliny (histidin,
tyrosin, lysin, arginin nebo ornitin) o koncentraci 1 % (w/w) a indikator pH (bromkresol
purpur).

SloZeni kultivaéniho média pro detekci biogennich aminu: hodnoty v g/100 ml média
TrtON v 0,5

Kvasnicny extrakt ........cccovvvervnnenne 0,5
Masovy extrakt ........ccccceviveeriinennnnnn. 0,5
NACH ..o, 0,25
gIuKOSa.....ceecveccccee 0,05
TWEEN 80 0,1
MOSO4 oo 0,02
MNSO4 .o 0,005
FESO4 it 0,004
Citrat amonny .........cceevrverververeenn 0,2
Thiamin ..o, 0,001
K3PO4 it 0,2
CaACO3 i 0,01
Pyridoxal-5-fosfat..........ccccccovriennn. 0,005
Ptislusnd aminokyselina ................... 1,0
Bromkresol purpur...........ccoceeveeennee. 0,006
PH oo 53

Vsechny chemikalie pouzité pii ptipravé dekarboxyldzového média byly dodany

spole€nosti Sigma Aldrich.

Testované bakterie byly kultivovany dvakrat v piislusnych médiich (v souladu
s médiem, ze kterého byly izolovany), které obsahovaly 0,1 % (w/w) odpovidajici amino-
kyseliny a 0,005 % (w/w) pyridoxal-5-fosfatu. V dekarboxylazovém médiu byly izolované
bakterie kultivované soubézné pfi teploté¢ 37 + 1 °C a 30 = 1 °C a vysledky byly posouzeny
po 24, 48 a 72 hodinach. Pozitivni reakce se projevila v dusledku ptitomnosti pH indikato-

ru zménou zbarveni ze zluté na fialovou.

7.3.4 Biochemické testy API 50 CH

Bakterie izolované z provozniho zakysu a dale bakterie, které byly pomoci skrinin-
gové kultivaéni metody oznaleny za potencialni producenty biogennich amint, byly dale

identifikovany pomoci biochemickych testi API 50 CH a pomoci dalSich dopliikovych
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testd, které jsou uvedeny nize. Identifikace byla provedena dle navodu vyrobce

ve spolupraci s Ceskou sbirkou mikroorganismu.

APl 50 CH je standardizovany systém 50 biochemickych testdi pro uréovani

sacharidového metabolismu mikroorganismii.

API 50 CH a nékteré dopliujici testy:

GLY - glycerol

ERY — erythritol

DARA — D-arabinosa

LARA — L-arabinosa

RIB — D-ribosa

DXYL — D-xylosa

LXYL — L-xylosa

ADO — D-adonitol

MDX — methyl-B-D-xylopyranosa
GAL - D-galaktosa

GLU - D-glukosa

FRU — D-fruktosa

MNE — D-manosa

SBE — L-sorbosa

RHA — L-rhamnosa

DUL - dulcitol

INO — inositol

MAN — D-manitol

SOR - D-sorbitol

MDM — methyl-a-D-mannopyranosid
MDG — methyl-a-D-glukopyranosid
NAG — N-acetylglukosamin
AMY —amygdalin

ARB — arbutin

ESC — eskulin

SAL —salicin

CEL — D-cellobiosa

7.3.5 Identifikace metodou rep-PCR

MAL — D-maltosa

LAC — D-laktosa

MEL — D-melibiosa

SAC — D-sacharosa

TRE — D-trehalosa

INU —inulin

MLZ — D-melesitosa

RAF — D-rafinosa

AMD — amidon

GLYG — glykogen

XLT — xylitol

GEN - gentiobinosa

TUR — D-turanosa

LY X — D-lyxosa

TAG — D-tagatosa

DFUC — D-fukosa

LFUC — L-fukosa

DARL — D-arabitol

LARL — L-arabitol

GNT — glukonat draselny

2KG — 2-ketoglukonat draselny
5KG — 5-ketoglukonat draselny
GLG - produkce plynu z glukosy
NH; — produkce amoniaku

C15 — rast pfi teploté 15 °C
C45 — rust pfti teploté 45 °C

Metoda rep-PCR fingerpriting byla opét provedena ve spolupraci s Ceskou sbirkou

mikroorganism, a to v souladu s metodikou Svec et al. [41]. Amplikony byly syntetizova-
ny za pomoci primeru (GTG)s (5-GTG GTG GTG GTG GTG- 3").

Bakterialni DNA byla izolovana metodou alkalické extrakce. PCR smés (v celko-

vém objemu 25 pl) obsahovala 1ul bunétného lyzatu, 1 pmol/l primeru (GTG)s,
200 umol/l kazdého dNTP, 2 U Taq DNA polymerasy a 2,5 ul TermoPol reakéniho pufru
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(10 x koncentrovaného). PCR byla provedena v termocykleru T-personal (Biometra, SRN),
na kterém byl nastaven nasledujici program: pocate¢ni denaturace pii 94 °C po dobu
7 minut; nasledovalo 30 cyklu denaturace pii 94 °C po dobu 1 minuty, nasednuti primera
(annealing) pii 40 °C po dobu 1 minuty, a vlastni polymera¢ni reakce pii 65 °C 8 min.

Posledni cyklus byl nasledovan finalni elongaci pti 65°C po 16 min.

Ziskané PCR produkty byly rozdéleny horizontdlni elektroforézou pomoci 1,5%
agarosového gelu (200 x 250 mm) v 0,5 x TBE pufru skonstatnim napétim
60 V (=1,7 Vem™) po dobu cca 16 hodin. Vysledné fingerpriny byly digitalizovany
a zpracovany pomoci softwaru BioNumerics v.4.601. Obdrzené rep-PCR profily byly
porovnany s (GTG)s-PCR databézi Ceské sbirky mikroorganismii zahrnujici zastupce
kment Lactobacillus. Dendrogramy byly vypoéteny pomoci Pearsonovych korelaénich

koeficientu za pouziti metody numerické shlukové analyzy (UPGMA).

7.4 Chromatograficka detekce biogennich amint

Médium po kultivaci bakterii bylo centrifugovano pii 10 000 otakach za minutu po dobu
10 minut. Nasledné byla smés zfiltrovana pies 0,45 pum filtr 100 pl takto pfipravené smeési
bylo nastiiknuto do analyzatoru aminokyselin AAA400 (Ingos, Praha, Ceska republika),
jehoz soucasti je kolona naplnéna ionexem Ostion LG ANG (55 x 3,7 mm; Ingos, Praha,
Ceska republika). Detekce probihala po postkolonové ninhydrinové derivatizaci spektrofo-
tometrickym detektorem pii 570 nm. Standardy biogennich aminti byly zakoupeny od
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Kazda smés byla analyzovana minimalné dvakrat. Pokud
byla koncentrace biogennich aminti ve smési ptili§ vysoka, byl pro fedéni pouzit ddvkovaci

pufr. Stanoveni probihalo metodou dle Burikova a kol. (2009) a Hlobilova (2009) [44, 45].
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Stanoveni poc¢tu bakterii

Pocty bakterii mlééného kvaSeni se v syrech, které byly 49 dnti uloZeny ve sklepé
(C), pohybovaly v fadech 10’ CFU/g, pii¢emz nejvice jich bylo zjisténo v L. vrstvé, nasled-
né ve II. a mén¢ ve IV. vrstvé (tabulka 2). V syrech, které byly po 23 dnech pfemistény
ze sklepa do lednice (3W), se poéty pohybovaly v mnoZstvi o jeden ¥4d mén& (10° CFU/q)
nez V syrech uloZenych po celou dobu experimentu ve zracim sklepé, coz bylo zptisobeno
snizenim teploty. Pocty se opét smérem dovniti syra zmensovaly. Syry, které byly ze
sklepa do lednice piemistény po 38 dnech, obsahovaly pocty bakterii fadové stejné
(1 kdyZ o néco nizsi) jako syry zrajici po celou dobu ve sklep&. Opét se pocty smérem

dovnitf syra zmensovaly.

Tab. 2: Pocty bakterii mlééného kvaSeni v jednotlivych vrstvach v zavislosti na zrani/ skla-

dovani testovanych syrii

Den odbéru Rezim vrstva Bakterie mlééného
vzorku zrani/skladovani kvaSeni
(log CFU/qg)

49 C I 7.93 +0.47
I 7.61+0.38

v 7.48 £0.32

3w I 6.78 £0.42

I 6.57 +£0.39

AV 6.21 +0.28

SW I 7.65+0.24

I 7.42 +0.36

\Y/ 7.31+0.22

98 C I 6.91 +0.39
I 6.65 + 0.27

v 6.05 + 0.49

3W I 5.98 +£0.48

I 5.56 + 0.59

v 5.28+0.21

SW I 6.22 + 0.42

I 5.84+£0.33

\Y/ 557 +0.31

Stejné stanoveni probéhlo i po 98 dnech zrani/skladovani syri. V tomto obdobi
pocty bakterii mlééného kvaSeni ve vSech testovanych syrech i vrstvach poklesly oproti

pfedchozimu stanoveni zhruba o jeden tad. Pocty bakterii mlécného kvaseni byly opét



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 46

nejvyssi v syrech ulozenych po celou dobu experimentu ve zracim sklepé (tabulka 2)
a pohybovaly se v fadech 10° CFU/g. U syri, které byly po 3 tydnech premistny ze sklepa
do lednice (3W) byly zjiitény poéty BMK fadové 10°. MnoZstvi bakterii mlé¢ného kvaseni
v syrech uloZenych 5 tydnu ve sklepé (5W) bylo na rozmezi pocti zjisténych u syra uloze-
nych po celou dobu pokusu ve sklepé a syrti premisténych po 3 tydnech do lednice. Pocty
bakterii ze vzorkt 3W byly vzdy o tad nizsi nez pocty BMK u syri oznacenych C.

Syry 5SW mély pro svou delsi dobu skladovani ve zracim sklepé pocty vice se blizici ke

cw w7

Béhem celého experimentu nebyly v Zddném z analyzovanych vzorki syri na pii-
slusnych selektivnich kultiva¢nich pudach zachyceny koliformni bakterie, enterokoky ani

anaerobni sporulujici bakterie.

8.2 Identifikace bakterii

Vsechny vybrané kolonie pro tyto testy (viz. kapitola 7.3.) byly oznaceny jako

grampozitivni a katalasovy test byl hodnocen jako negativni.

Ve spolupraci s Ceskou sbirkou mikroorganismii byla provedena identifikace bakte-
rii, které byly pomoci kultivaéni metody v dekarboxylaénim médiu (viz kapitola 7.3.3.)
oznaceny za potencialni producenty biogennich amint. Identifikace pomoci rep-PCR a na
zakladé fenotypovych znaki uréila analyzované kmeny jako Lactobacillus curvatus subsp.
curvatus (3 kmeny), Lactobacillus plantarum (1 kmen), Lactobacillus casei/paracasei

(6 kment1) a Lactococcus lactis subsp. lactis (4 kmeny).

Na zaklad¢ biochemickych charakteristik bylo zjisténo ze kmeny Z-2 a AIV-9 jsou
naprosto identické. Dalsi blizka podobnost byla zjisténa u kmenti z provozniho zakysu
Z-3 a Z-6, a to zhruba na urovni 96 %. Kmeny Z-2, Z-3, Z-6 a AIV-9 si byly podobny
z cca 94 %. Podobné charakteristiky vykazoval i kmen Z-1. Téchto 5 kmenl vykazovalo
odliSnost zhruba na trovni 22 % a vSechny byly identifikovany jako laktokoky. Dalsi
blizka podobnost byla zjisténa u kmend oznacenych AI-5 a AIV-13, stejné tak i u kmenti
AIV-3 a AIV-11, jejichZ podobnost byla pfiblizné¢ na urovni 97 %. Kmeny AI-5, Al-7,
AlV-1, AIV-3, AIV-11, AIV-13 a AlV-18, tvorily skupinu laktobacild s podobnosti 72 %.

Vsechny tii izolaty Lb. curvatus (Al-2, Al-3, AIV-15) mély identicky bioprofil
a pravdépodobné¢ se jedna o tentyz kmen. Naproti tomu izolaty komplexu
Lb. casei/paracasei (Al-5, AIV-1, AIV-3, AIV-11, AIV-13, AlIV-18) vykazovaly urcité
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rozdily v biochemickych charakteristikach, coz pravdépodobné ukazuje na pfitomnost roz-

dilnych kmend.

Tab. 3: Vysledky testu API 50 CH

Cislo |GLY [ERY |DARA|LARA |RIB |DXYL [LXYL [ADO |MDX [GAL |GLU |FRU |[MNE [SBE |RHA [DUL [INO |MAN

Z-1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0
Z-2 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1
Z3 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1
Z-6 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0
Al-5 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1
Al-7 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1
AlV-1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1
AlV-3 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1
AlV-9 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1
AIV-11 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1
AIV-13 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1
AlV-18 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1

Cislo [SOR [MDM |MDG |[NAG |AMY |ARB [ESC [SAL |CEL [MAL [LAC |MEL [SAC [TRE |INU [MLZ [RAF |AMD
Z1
Z2
Z-3
Z-6
Al-5
Al-7
AlV-1
AlV-3
AlV-9
AlV-11
AIV-13
AlV-18

alalafolala|a]a]ololo]o
~lolololo|o|=|olo|ofo]o
o|=|olo|o|o|o|=|o|olo]o
alalalalalala]alalala]a
N NN NN N =N
N NN NN NN NN
N NN NN NN
NN NN NN
NN NN NN NN
N NN NN NN
alalalalalolalalalala]—
alololololof=|o|o|ofo]o
alalafolalala]alololo]o
alalalalalalalalalala]o
olo|olo|o|=|o|o|o|o|o]o
alalalolalalo]lalololo]o
~|ol|ololo|of=|o|o|ofo]o
olololalololololalaias]o

Cislo [GLYG|XLT |GEN |TUR [LYX |TAG [DFUC |LFUC |DARL [LARL [GNT |2KG [5KG [GLG [NH3 [C15 [C45

Z-1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Z-2 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Z-3 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0
7Z-6 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0
Al-5 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
Al-7 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0
AlV-1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0
AlV-3 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
AIV-9 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AIV-11 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1
AlV-13 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0
AlV-18 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1
Znaceni:

Z - provozni zakys;Al - vzorek odebrany z prvni vrstvy; AlV - vzorek odebrany ze ctvrté
vrstvy; Cisla za poml¢kou ukazuji oznaceni kmene; 1 - test prokazoval pozitivni vysledek;
0 - test prokazoval negativni vysledek.

Z4adny zkmeni neutilizoval glycerol, L-xylosu, methyl-p-D-xylopyranosu,
L-rhamnosu, erythritol, glykogen, xylitol, D- a L-fucosu, methyl-a-D-mannonpyranosid,
dulcitol, methyl-a-D-glukopyranosid (tabulka 3). RovnéZz tak zadny z identifikovanych
kment neprodukoval plyn z glukosy. Naopak vsechny analyzované kmeny izolovanych
bakterii, které byly oznafeny za potencidlni producenty biogennich aminti, zkvasovaly

D-galaktosu, D-glukosu, D-fruktosu a D-mannosu. D-laktosu uklizovaly vsechny
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stanovované kmeny s vyjimkou kmene AIV-1. Tento kmen mé¢l také u dalSich testt odlisné
vysledky. Pii teploté 15 °C byl pozorovan rust vétSiny kmentl, na rozdil od ristu pii teploté
45 °C.

Kromé biochemickych a ristovych charakteristik byly bakterie rovnéZ identifikova-
ny metodou rep-PCR. Na zakladé¢ ziskanych fingerprinti byla zjistovana jejich podobnost
metodou UPGMA zalozenou na shlukové analyze (obrazek 7).

Similarity (%)

LIv-1 Lb. casei/ paracasei
LI-5 Lb. casei/ paracasei
LIV-3 Lb. casei/ paracasei
LIv-11 Lb. casei/ paracasei
LIV-18 Lb. casei/ paracasei
CCM 1753 Lb. paracasei subsp. paracasei
CCM 7089 Lb. casei subsp. casei
LIV-13 Lb. casei/ paracasei
BS-3 Lc. lactis subsp. lactis
BS-6 Lc. lactis subsp. lactis
LIV-9 Lc. lactis subsp. lactis
BS-2 Lc. lactis subsp. lactis
CCM 1877 Lc. lactis subsp. lactis
CCM 7039 Lb. plantarum

LI-7 Lb. plantarum

ORTE! Lb. curvatus

LIV-15 Lb. curvatus

LI-2 Lb. curvatus

CCM 7558 Lb. curvatus

Molecular Size Marker

Obr. 7: Dendrogram vychazejici ze shlukové analyzy rep-PCR fingerprinti kment

izolovanych ze syrt a provozniho zakysu a referen¢nich kment

Fingerprinty ziskané metodou rep-PCR rozdé€lily analyzované izolaty do nékolika
Klustert odpovidajicich Lb. curvatus subsp. curvatus, Lb. plantarum a Lb. casei/paracasei
a L. lactis subsp. lactis (obrazek 7). Tyto vysledky tak potvrdily vysledky identifikace

ziskané pomoci biochemickych a rustovych charakteristik.

8.3 Detekce produkce biogennich aminu

Tvorba biogennich amint bakteriemi, které¢ byly identifikovany, a které skriningova

metoda oznalila jako potencialn¢ producenty biogennich amind, byla kvantifikovana
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pomoci iontové-vyménné chromatografie v dekarboxylacnim médiu. Obsah biogennich

amind byl zhodnocen a rozdélen do 4 skupin (tabulka 4):

1.

2.

3.

4.

bez produkce biogennich amin,

slaba produkce (< 10 mg.l'l),

stiedni produkce (10 — 100 mg.l'l),

silna produkce (> 100 mg.1™"1) biogennich aminiL.

Tab. 4: Produkce biogennich amint identifikovanymi mikroorganismy

Zdroj izolace Kmen  Druh Produkce biogennich aminti
Tyramin  Putrescin  Kadaverin
Provozni zékys BS-2 Lc. lactis subsp. lactis - - -
BS-3 Lc. lactis subsp. lactis - - -
BS-6 Lc. lactis subsp. lactis - - -
Povrchova LI-2 Lb. curvatus +++ ++ +
vrstva | LI-3 Lb. curvatus +++ +++ -
LI-5 Lb. casei/paracaseli - - -
LI-7 Lb. plantarum ++ - -
Povrchova LIV-1  Lb. casei/paracasei - - -
vrstva IV LIV-3  Lb. casei/paracasei - - -
LIV-9 Lc. lactis subsp. lactis - - -
LIV-11 Lb. casei/paracasei ++ - +
LIV-13 Lb. casei/paracasei ++ - +
LIV-15 Lb. curvatus +++ +++ -
LIV-18 Lb. casei/paracasei - - -

VSechny kmeny byly negativni na produkci histaminu. Z testovanych mikroorga-

nisma Lb. curvatus (LI-2) byl silnym producentem tyraminu, stfedné produkoval také

putrescin a slabé kadaverin. Lb. curvatus LI-3 byl silnym producentem tyraminu

a putrescinu. Lb. plantarum LI-7 produkoval pouze tyramin, produkce byla oznaéena jako

stiedni. Lb. casei/paracasei (LIV-11 a stejné tak LIV-13) produkoval tyramin stfedné silné

a kadaverin slabé. Naproti tomu Lb. curvatus LIV-15 byl silnym producentem dvou

biogennich amind, a sice tyraminu a putrescinu.

U zadného ze tfi kment izolovanych z provozniho zakysu nebyla zjisténa produkce

zadného z biogennich amind.
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9 SOUHRNNA DISKUZE

Jako producenti biogennich amina byly identifikovany kmeny Lb. curvatus, jehoz
tvorba biogennich amina pfevazovala ve vrchni i stfedni vrstvé. Burdychova & Komprda
[30] také izolovali tuto bakterii z ptirodnich syr holandského typu. V této studii byl
Lb. curvatus stanoven jako vyhradni producent putrescinu. Kromé putrescinu Pereira et al.
[46] a Bover-Cid et al. [47] uvadi i produkci tyraminu. Jeden kmen této bakterie také

produkoval kadaverin, cozZ ale neni podle dostupné literatury obvykle popisovano.

Lactobacillus plantarum byl jako ptivodce biogennich amint identifikovan ve vrch-
ni vrstvé, produkoval putrescin. Stejné tak uvadi ve své praci i Arena et al. [48]

a Arena et al. [49] uvadi i produkci putrescinu.

Lb. casei/paracasei byl identifikovan jako producent biogennich amint ve stiedni
vrstveé. U dvou z Sesti izolovanych a identifikovanych kment byla zaznamenéana produkce
tyraminu a kadaverinu. Podle Wouters et al. [50] a Oner et al. [51] jsou Lb. casei/paracasei
Castymi zastupci non-startérovych bakterii mlééného kvaSeni v pfirodnich syrech, ale podle

Landete & Pardo [52] nepatii k obvyklym producentim biogennich amind.

Histamin nebyl u zadnych z bakterii detekovan, piestoze Komprda et al. [26, 36]

uvadi vysokou produkci histaminu v pfirodnich syrech.

Nejvyssi obsah biogennich aminl byl stanoveny v syrech, které zraly celou dobu
ve sklepé. Mensi pokles produkce byl zaznamenany v syrech které se po 38 dnech pfemis-
tily ze zracich sklept do lednice s nizsi teplotou. A nejmensi produkce byla zaznamenana
u syru, které se do lednice premistili uz po 23 dnech. Z toho lze soudit, ze se snizenou
teplotou skladovani se zpomaluje tvorba biogennich aminii. Stejné tak uvadi 1
Gardini et al. [53] pfi kultivaci modelovych bakterii mlé¢ného kvaseni, Ze rist koncentrace

biogennich amint se zpomaluje pii poklesu teploty.

Na zakladé ziskanych vysledku lze vyslovit urcitd doporuceni pro minimalizaci
vyskytu biogennich amint v eidamskych syrech. Mnohé studie ukazuji na to, ze se zvySu-
jicim se mnozstvim prekurzord biogennich amind se jejich produkce zvySuje. Z tohoto
divodu je vhodné pii vyrobé fermentovanych potravin provéfovat nejen kmeny
mikroorganismu, ale sledovat také koncentraci prekurzori (tj. kratkych peptidi a volnych

aminokyselin) pro dekarboxylazové reakce.
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Jak ukazaly vysledky, byly ptvodci biogennich amint v syrech holandského typu
non-starterové bakterie a/nebo spontanni mikroflora. Proto 1ze z diivodu prevence produk-
ce biogennich amind v potravinach a zvySeni bezpe€nosti potravin doporuéit disledné
dodrzovani hygienickych pfedpist a podminek spravné vyrobni praxe. Z hlediska vn¢jSich
faktori a podminek vyroby a uchovavani eidamskych syri volit takové urovné téchto
faktori a podminek, které minimalizuji produkci biogennich aminli v potravindch
a surovinach. Na druhou stranu je nutno tyto Grovné volit kompromisné tak, aby byly

zachovany funkéni a organoleptické vlastnosti vyslednych produkt.
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ZAVER
V bakalatské praci byla provedena mikrobiologicka analyza piirodnich syri holandského

typu a nasledn¢ identifikace mikroorganizmii a detekce produkce biogennich amint.

e Nejveétsi pocty mikroorganismu byla stanovena ve vnéjsich vrstvach syrt, smérem

dovnitf pocty klesaly.

e [zolované mikroorganismy byly pfevazné non-starterové bakterie mlécného kvase-

ni, které byly identifikovany jako Lb. curvatus, Lb. plantarum a Lb.casei/paracasei.

e Nejvyssi produkce biogennich amint byla stanovena v syrech, které byly po celou

dobu zrani umistény ve zracich sklepech.

e Tyramin byl produkovan tfemi kmeny Lb. curvatus,jednim kmenem Lb. plantarum

a dvéma kmeny Lb.casei/paracasei.
e Putrescin byl produkovan tfemi kmeny Lb. curvatus.

e Kadaverin byl produkovan jednim kmenem Lb.curvatus a dvéma kmeny

Lb. casei/paracasei.
e Produkce histaminu nebyla zjisténa u zadného kmene.

e Ze startérové kultury nebyla izolovana zadna bakterie produkujici biogenni aminy.
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Diogenic amines were detected in cheeses which were moved into 2 cold siorage device (5 *0) after i3
days of storagein a nipening cellar {10 ) Duning the S8-day period, histamine was not detected m amy
of the regimes. Within the cheeses analysed, non-starter Lotc acid bactenia Lociobaoilbes cunvaius,
Laciobacilbes cosiparacass and Lociobacilius plonimrum were detected a5 the main producers of the
biogenic ammes tesied. In starter hacteria lecioosarns laodls subsp beotls and Lacdocoors dactis subsp.
cramaris the decarbooylise aoimaty tesied was not dedecied.
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L Introsduction

Biogenic amines are low-molsculsr nitragenous compounds
that are formed in foadstulk mainly by microbisl decarhasy Lation
of the precursor amino acids Above all the importance of
olgerving Wogenic amines cantent lies in patertial Esddty ©
humans, mainly il the conenirationis =100 mglkg (or =100 mgfl)
Thus, the presence of biogenic amines significamly influenes the
Tood quality and safety | Christensen ot al, 1999, Halbr et al 1954
Silla Santas, 1996; Smit ot sl 2005 ) Fermanted dairy producs. and
especially chestes belang to the mast commaon sources of liogenic
amines, mainly histamine tyramine, putrescine and cadaverine
The excesive intake of histamine could cruse eg. dilvation of
peripheral blood vesssls hypatension unicaria, fhishing and
hesdache High amount of tyramine in food could also induce
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hesdache and hypertensian. ln himan bady imder normal andi-
tian, exogenous histamine and tyramine sbsorbed fram food are
detoxified by action of relevant enrymes. Putrescine and cadav-
arine have been identified & potentisiors of taxic ellea of other
amines due to inhibition of detaxilying enrymes |Shalaby, 1996;
Vabamaki et al, 20000

Decarbaxylme procucers |cantaining anrymes decrboxyliting
oartainaming acids while biogenic amines are lormed ) canbe lfownd
amang starter lactic add baderia, non-starter Lacic acid bacernia
(NSLAR) andjar ather sportanesis microflors (Bamardesu et al,
2008 Clristengen &t 4l 1999 de Ll Rivas ot al, 2006 de Llana
etal 1998, Galgano et al, 2001 ; Halde et al, 1954; Marambal et al,
2005; Raig-Seguds ot al, 2002) Fom a qualitative and quantitative
point of view, microarganisms in the indivicual layers of ripening
chessecan vary, which can cagea di Ferent concentration of liogenic
amines in different parts of cheese [Komprda et al, 2007 ; Novella-
Rodrigues et al, 2003; Pinho et al, 2001). Studying the distributian
of biogenic amines in the individual layers of chesses x well x5
screening their sowces (microorganisms) can contrilute to the
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The effect of ripening and storage conditions on the distribution
of tyramine, putrescine and cadaverine in Edam-cheese
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The amod the work was to desmibe the developmentof selected hiogemic amines (histamine, tyramine,
putrescme and cadaverme) in 4 Lyers of Duich-type cheese { Edamecheese| depending on 3 nipening)
storage regimes dunng 3 98-day period Biogenic amines were analysed by means of lon-exchange
chromatography. & further goal was to idenedy micosil sources of Hogemc amines i the material
analysed. Phenotype characterization and repetitive sequence-tased PR fingerprinting were used o
identify the olated hacteria. The highest comtent of tyramine, putresone and cadaverine was defer
mined in cheeses stonad in 3 mipening cellar at a emperature of W0 °C duning the whole obsarvation
penod Lower biogenic amines content was determined in samples which were moved o a cold
siorage device (5 °C) after 38 days of slomge in 2 ripening cellar (10 °C). The lowest concentratons of
biogenic amines were detected in chesses which were moved into 2 cold slorage device (5 “C) after 23
days of storagein a nipening cellar { 10 ) Duning the S8-day period, histamine was not detected m amy
of the regimes. Within the cheeses analysed, non-starter betic acid hacteria Lochobacils curvatus,
Locobadlus axrsiparacand and Lociobacillue plonimrum were dedected a5 the main producers of the
biogenic amimes tesied. In starter hacteria leciosocws baodls subsp el and Laciococrus lactis subsp.
cremaris the decarboacylase acinety tesied was not defecied.
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L lotrosduction

Biagenic amines are low-molecular nitragenous campounds
that are formed in foodstulk mainly by microbisl decarbaxy lation
of the precursor amino acids Above all the importance of
olserving bogenic amines cantent lies in potertial paddy ©
humans, mainly il the conentrationis >100mglkg (or =100 mgflLL
Thus, the presence of biogenic amines significamly influenes the
Food quality and safety {Cheistensen ot al | 1995, Halksr et al 1954,
Silla Santas, 1996, Smit ot al, 2005 ) Fermented dairy product and
edpecially chestes belang to the mast commaon sources of liogenic
amines, mainly histamine, tyramine, putrescine and cadaverine
The excestive intake ol histamine could cause eg. dilstation of
peripheral blood vesssls lypatension unicaria, fhighing and
hesdasche High amount af tyramine in food could also induce
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hesdadhe and hypertension in haman body umder normal andi-
tian, exogenous histamine and tyramine sbsorbed fram food are
detaxified by sction of relevant enzymes Putrescine and cadav-
erine have been identified 28 potentiaiors of taxic ellea of other
amines due to inhibition of detaxilying enrymes | Shalaby, 1996;
Vabiamaki et al, 200070

Decarboxyl®e procucers {cantaining eneymes decarbaxylasing
oartainaming acids while biogenic amines are frmed ) canbe lownd
amang starter lectic add baderia, nan-starter lactic acid bacernia
(MSLAR) andjar other spordanems microllora (Bemardesu et al,
2008 Clristengan &t 4l 1999 de g Rivas ot sl 2006 de Llang
etal 1958, Galgano et al, 2001 ; Haldsr et al, 1954 Marmbal et al,
2005; Roig-Saxgués et al, 2002) Fom aqualitative and quantitative
point of view, microargamsms in the indivicual layers of ripening
chessecanvary, which can canpe a di Ferent concentration ol liogenic
amines in different parss of chesse (Komprda et al, 2007; Novells-
Radrigues &t al, 2003; Pinho et al, 2001) Studying the distribution
of biogenic amines in the individual byers of cheeses a6 well o
soreening their sowmces [microorganisms) can contrilute to the
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|preventian af hiogenic amines aniem and thus incressa the wafetyol
lood | Buikovd et sl 20051

A wide range of cheetes made by different technologies can be
baught an the market. Acmeding toFox et al_ {2000, Blam-cheese
{Dutch-type cheese) & one of the most widespresd groups of
cheeses. Optimum ripening Gme of these producs is 610 weels,
wsually ata temperature of 10—14°C However nowadays, young
cheeses [ 2—4 weels ald) are deliverad toretsil by many produers
for econamic rexsans. Regarding the globalization af distribution
channels and anexe s of supply over demand onthe dairy produa
market, this process can last several weels. Further cald starage can
be expactad at the consumer's place till the moment of consump-
tian {Al-Otaibi and Wilbey, 200d; Forde and Fitzgerald, 2000
McSwesney et al, 2006) The question remaing whether and to
what exerg the mntent of biogenic amines in cheeses changes
churing the distribution process at cold Sorage tem peratures.

The development of biogenic amines contént in Dutch-type
cdheese during ripening was also studied by Burdychovd and
Komyprda (2007 ) and Komprda et sl {2007, 20081 However, their
wark dealt with cheeses producsd in large blods (12-13 kgL
ripening at aptimum temperature ~ 10 “C, which are mainly used
lor Further indistrial procesting (grating, slicing, Wlodks, processed
cheese) and only then lor sale. On the ather hand, also smaller
blocks weighing 1-3 kg are stored and saldinretail Theyare sither
5okl in one pésce ar cut into partions aaording to the astamers
nesds However, svailshle litersture does not provide enough
infvrmation about the coment and distribagion of biogenic amines
in small hlocks at cold sorage temperstures in retail Furthermare,
the shell life of cheese blocks could sko be affected by ripaning
andfor storing condition (Fox et al, 2000) There are nat many
warks which deal with the determination of biogenic amines
mntent and at the same time with the solation and identification
af the sources.

The principal aim of this work was to deseribe the devel apment
af biogenic amines cantent {histamine, tyramine, putrescine and
cadavering) in 4 layers of small Edam-chesse blocks during the
ripening and sorage period. The distribution of hogenic amines
mntent wat olserved in relation to 3 different ripening/storage
regimes in arder to Smulste curment canditions in manufacturning
and retil Another sim of the study was identificstion of Balaed
Lactic aid bactera (LAB) as a presumplive source of biogenic
amines and determination of their dearboxylase activity.

2 Materials andd methaods

21 (heess sampling

Eddam-chesse samples {30 % wiw dry matter and 30 Twiw bt in
dry matter; Dutch-type cheese variety similar toGowla with alew
small eyes) were oltained from 3 batches x5 part of the standard
jproductian fram a mamifscturer making products from pasteurized
milk within the Crech Republic (brielly, standardized milk was
inoculsted using bulk starter, precipitated using rennet and the
eoagulum was trested; then & whey pant was drained off and hot
vater was xlded to abtain temperature of aboat 40 °C; the amrd
vas drained, pressed and brined) All 3 batches were made
acmrding to the same technalogical process on the same day.
Severty Rour blodks were taken Ffrom esch batch. Oryovac wrapped
Eclam-chesse blocks {12—14 kg apprax. 9 cm height, 9 om width
and 14 em depth]) were put into a ripening cellar with atempera-
tire of 10=2°C After 23 days (Fam the beginning of the
productian ), 20 blacks fram esch batch were maved Fram the cellar
into the Fdge (3=1°CL where the storage perod comtinued
(marked 2 W) Alter 38 days of rpening (fom the beginning of
the praduction), snather 14 blades from aadh batch were maved

into the ltdge (marked a2 SW) The remaining pant of the blods
Fram esch batch (marked 22 C) stayed in the ripening cellar far the
whale time of the experiment (38 days in total) Samples were
takenfrom the ozl lar {and later also from the fridge) onthe 151, 2nd,
3rd, 4th, Teh 10th 13th, 16th, 20th, 23rd, 27th, 34th, 38th, 43rd,
45th, 55th, G3rd, 70th, 84th and 38th day From the begiming of the
production {an the 15t day the dheeses wene made, pressed and
brine-zaled on the 2nd day the chesses were remaved lrom the
brine bath, wrapped and stored in 2 ripening o llar )L On each day of
the analysis, 2 paralle]l blocks Fom each batch and each ripening)
Storage regime were taken,

Fram esch sample of block. a central strip (apprac 9 om height,
Som width and 2eom depth) was meptically o out transversely.
This cerdral strip was aseptical ly divided into 4 layers: 7 mm fram
the barder {adge, layer I}, anather 14 mm {layer I, snother 14 mm
{layer I} and the remaining middle part (care, layer VL Each of
these layers was analysed within the individual days when the
samples were taken. Firstly, the samples for microbial ogical anal-
iis were abtained {ifitwas peformed — see below] and subse-
quently. the samples far the analysis of Wogenic amines @ntent
were taken. On aach day ol the analysis, dry matter coment and pH
of tested lapers were mexsured The dry matter coniEnt was
determined by gravimetric method sccording to 150 5534 (2004 )
The values of pH were obtainsd uging WP pH-meter Speam
Oakton (Eutech Instruments, Malxysia) Each type ol sample and
aach Laper was analysed in six replicates for dry matter canteant and
in triplicates for pHL

22, Migrobialagical analysic and serening of decarhaxplace
activity of the isolaged sraing by means of cultivaSon method

Ten grams of the dheese sample (each layer) was weighed out
aeptically and pat into 90 ml of stedle physiological solution that
wirs subsequently hamogenised b 10min (psing stamacher) The
samples af chesse were then sulljected to routine micrabiological
analysis simed ot alifoms (Vioket Red Bile Agar; HiMedia, Bambai
lInelia ) and lactic scid bacteria (De Man-Rogma-Shampe medium;
Oxaid, Ragingstodke, UK)L Lactic acid bacteria were incubated lar
T2h st 30°C and califorms were incubated for 48 h st 3750
Micrabiological analysis was parfarmed on the 49th and S8th day
of the experiment. Microbiological results were statistially evalu-
ated by nosgparametic Kouskall- Wallis and Mann—Whitney tests
using statistical programme Unistat™® 55 Unistat Lal, Londan, UKL

Apart fram the cheese samples, bulk starter (B5) amntaining
Larpmens o subsp. baonis and Loctomaus botis subsp onemanis
st zins | Che. Hansen, Nienlnrg Wesern, Germany ) was also analysed
on the day of chesse production. However, the propartanal
representation of the individual strain i subjed to trade secret
The same 05w used forall 3 batches.

A countable number of bacterial colonies | rom each ailtivation
medium) selected randomly from a Petr dish was purifisd by
spre xding single colanies. Balation and purilication ol bacteriawas
perfarmed anly in B5 and the cheeses at the end of the rpening/
storsge periad (98th day of the exparmeant, |ayers | and IVL

alated and purilied Lecticacid bacteria {LAR) wene subljected ta
sereening cul tivation method detacting the production of bhogenic
amines (histamine, tyramine, putrescine and cadaverine], for the
purpaie of which decarbosxylation medium (agar) sccording to
Bover-Cid and Holzaplsl {1599) was used. The agar comdained
& carrespanding amino acid { histidine, tyrogine, lysine, arnithine ar
arginine) at a concentration of 1% (wi) and a pH indicator
{brameresal parple) The soresmng ailtivation test is & qualitative
method [the change of colowr in the agaris abserved) Firstly, the
Straing tested were suboultured twice inrelevant broths (ascoarding
o the madium they wers isalsted Fram ) containing 01 (wiv) af

e Micrabioksgy (2010, doi: 101015 j fn 201004014
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the caresponding aming add and 00055 (wiv) of pyridoxal-5-
phasphate. In the decarbaxylation agar, the Bolsted baderia were
cultured parallelly at 37 =1 °C and 30 1°C and the results were
evaluated after 24, 48 and 72 h Al chemicalh wmed for the prepa-
ratian af decarbaxy lation medium were supplied by Sigma—Aldrich
{50 Louis, USAL

23. Identfication

LAR which revealed pasitive produdion of biogenic amines
{tyramine, putrescine ar cadaverine; see saction 2.2) in the culti-
vatian st a5 well 28 the bactenia galated from BS were identified
an the basis of phenotype charscterization and rep-PCR finger-
[peri et g method.

231 Flenatyping

The catalase test was done by dispersing bactenial cells in 3%
M0y The tests for growth ot 15 and 45 °0 were pedformed in MRS
brath {Merdk, Darmstadt, Germanyl Gas production fram gliome
anil NHy production fram arginine were performed amording ©
Svec &t al (2005 2009 Further biochemical charactenzation vwas
dane by APl 530 OH kit (boMérieux Margy |Etodle, France)
sccarding to the mamfacturers instructions. Evaluation of the
biochemical testresults and spedes identificatiaon were achievad by
uging the Intemet identification ool Apiweb | biaM@Enianx; hitps:f
apiweb iomerieusoam ) and identification software BactSelect v
8.0 (LMD, Dellt, The Netherlands)

23.2 Repaitive ssgquence-hased PE fingerprindng

The rep-PCR lingerprinting using the (GTG)s primer (5°-GTG
GTG GTG GTG GTG-37) was peformed amonding to Svec et al
(2005, 2009) Drielly, baderisl DNA was Bolated by alkaline
exitraction procedune Intotal, 1 pl of csll lysate and 24 yl. of 3 PCR
mixture containing 1 pmolL of {GTG)y primer, 200 pmol/L of aach
dANTF, 2 U af Tag DNA polymerase (New England Biolabs, County
Roacd US&)and 25 gl of 10x ThermaPal Resction Buller supplisd
with the Ty DNA palymerase (100 mmalfl. KOL 100mmolil
{NH 50, 200 mmalil Trs—HOL 20 mmalil Mg30, Q1% Trtan
H-100; pH 88) were :i:l.dwred into PCR readtions performed in
Tpersonal ThermaCycler (Riometra, Coettingen, Germany] The
initial denaturation at 54 *C for 7 min was Bllowed by 30 oy cles af
denaturation at 94 °C far 1 min, primer annealing st 40 °C for
1 min, and extengionat §5 “C for 8 min. The Istopcle vwas ollowed
by the final elongation at 65 C for 16 min. The PCR produas
oltainsd were separated in 1.5 X agarose gak (200 = 250mm) for
16h at G0V {=17Vjem) in 05« TBE buffer (Fluka Buchs
Switperland L The resulting fingerprints were digitised and pro-
cesged wming RioMumernics version 4801 soltvere | A pplisd-Maths,
Sint-Marens-Latem, Belgium) The rep-PCR profliles  wers
campared to the in-house (GTGs-PR database of the Crach
Callection of Microorganisms comprising multiple type and
reesentative LAR strains. The dendrogram was caloulaed with
Pearsan’s correlstion coeflicients by means of unweighted pair
group methad wming arithmetic averages (UPGMA) distening
methad.

24, Biogenic amines analyiis

One gram of a grated chesese sample was weighed, put into
S0ml vest tubes and poured by 4 ml of sodiuvm-dtrate ufler {pH
2.2) The mixture was homogenisad far 15 min, mixed for 1 h at
radanm tempe rature (22 = 2°C) and then centrifuged (15000« g Tor
30min at 4°C) in arder to separate the (st The supernatant vwas
filtered and the salid residue was extracted for the semnd time by
the above-mentionad method. Combined extracts wene poured by

sadivm-citrate nller {pH 22 )6l 10 mL in 2 volumetric flask. Then
the mixere was liltersd through a 0,45 pm filter and loxded into
the Aming Add gnalyser (injedion volume of 100pl was applisd
anto the calimn). Exch sample was exitracted twice

LAB isolstes which proved positive in the cultivation methad
{qualitative test, see sedion 22 were tested for the production of
biogenic amines Biogenic amines contend was analysed in broth
after the inoculstion and incubatian by the comesponding bacte-
riwm. De Man— Rogo<s—5harpe broth contained praper precursars
of the Wiogenic amines sted (the lallowing amino adds: hsine,
i stidine, tyrogine, omithine, arginine) at a concentratian of 3.0g/L
jof each amino acid) and. The same coneemdration of biogenic
amine precursars was used by Buikov et al (2000 )or Pircher &t al
{2007 & The pere pared. miadium (50 ml) was soclsved in cap glass
tubes (121°C, 15 min). Each strain (11 isolstes Fom chesse and 3
isolates from BS ) was inocul sted in three sutoclsved tubes con-
taining the alfvation broth. The bacteria were incubated at
30=1*Clar 72 h Afer the incubation, the broth was cantrifuged
{10,000 g lfar 30 minat 4 «C) in arder to remove @l The mixture
wad filtered through 2 045 pm filter and losded into the Amino
Adid Analyser (the injection valume was also 100 ml) far quanti-
Lative FEay.

Four biogenic amines. {histamine, tyramine, putrescine, cadav-
ernine) were determined by means of ion-exchange chromatog-
raphy (AAANDD Amino Add Analyser; Ingas. Prague, Crech
Republic) a5 was described by Buikovi et al {2009 ) Exch brath was
analysed fur times and each extract twice In preliminary study
using also Dugch-type cheese, the limit of detactionwas 0L74; 0L89;
0.72 and 050 mgflkg che ése Far his tami ne, ty ramine, patnesdneand
cadavering, respectively. The repastability of the whole analytical
proces (expressad a3 relstive standard devistion of peak area
determined far four extraas of the same chesse ) rangad betwean
28 and 57% far individual biogenic amines tested. The racovery
wad ol 91; 85; 81 and 88% for histamine, tyramine, putrescine and
cadaverine, respectively (a cheese sample spiked using the stan-
dard mixture of tested biogenic amines at the concentrafan of
5 mgilL

Biogenic amines results were statistically evaluated by nonpara-
metric Knskall-Wallis and Mann—Whitney tests Speanman come-
lation eoslfidients betwean the biogenic amines @t and the
values af chemical analyses (the dry matter @ntent and pH yahoes)
woere also applied. The amisical programme Unistm® 55 (Unisat
Ltel, Lemchon, K] wens usecl.

3. Resulis
1.1, Bogenic amines anfent in the individual byers

Within the 93-day ripening ktarage period of the Bdam-type
cheeses pested, the presence of tyramine, putrescine and cadav-
erine was olerved. On the other hand, during the whole experi-
ment, histamine was not detacted in any of the 3 ripening [stor xge
regimes tested. At the beginmng of experiment (2nd day — chesses
afer remaving am the brine bath) the dry matter contént in the
Tayer 1IN aned IV s 5489 <0 20 (wiw) SLA2 = 01T (wjw)
4853 = 0279 {wiw) and 4543 = 020 {wiw] respactively. From
the 30th day an, the dry mater content in the layer | was sgnifi-
cantly higher (530953 52% wiw, P<0.01) than the dry matter
conent in the other byers (1), which was in the range of
SLIT-5184% {wiw L At the second day of analysis, the pH Wk
similar in all pested chesse layers and ranged between 538 and
545 At the fourth day, the -]:Il values decresxsed significantly
[P -\:_EI.I:I 1) to5.21-528 in the Layers tested. From the burth day, the
pH values shawed appatite trend and increxsed continuosly up to

Faad Micrabialogy (2010), dai: 10.1015/] frn 201004014
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A3rd day. Fom the kyy third day, the pl values were ranging
between 553 gned 5.64 in all samples and Layers.

The develapment af tyr amine, putrescine and cadaverine in the
4 layers of Edam-cheese blodk tested during the 3 ripening/storage
regimes i illustrated in Figs. 13 (pans A—C) In all ripening/
storage régimes e sted. the highest content ol tyraminée, padrescine
and cadaverine was found in the edge On the other hand, the
lowest content was detected in the chesse mee This significant
differance (P L01) in the content of tyramine putresdne and
cadverine betwean the edge and core i evident mainly from the
30th day an, regardless af the rpening/storage regime. Fram the
beginning of ripening Storage. the cantent of tyramine, padre scine
and el averine inthe Layers 1] and 1 was very similar (P> 0005 ) and
therefare, from the 56th day on, these two layers were jained
and analysed &5 one layer. The values of tyramine, putrescine and
cadavering antent in the Layers I and Il were ahvays between the
vahpes af these biogenicamines in the adge and mre. In mastcases,
the difference batweean the layers |1 and 11 and the sdge and care
was signilicant (P < 001 L

Abo, x5 it fallows Fom Figs. 1-3, there is dependence of tyra-
mine, pidrescine and cadaverine content in the Edam-cheeses
tested an the ripening/sorage regime The deeses kept lfor the
whole ripening period in the rpening cellar 3t 2 temperature of
10 C{Fige 1—3, parts C) had, inall lyyers tested, the highest conient
af tyramine, pagréscine and cadavering in @mparisan with the
ather two ripeningfstorage regimes (hmparison of the content of
the above-mentionad biogenic amines in the chesse adge within
the 3 ripening/storage regimes tested i illwstrated in Figs. 1-3,
parts D. The lowest values of tyramine, putréesdne and cxdaverine
ntent were found in all layers of the products kept far the first 23

days in the ripening cellar and subssquently kept at mld siorage
temperature (W) (P 0,01 ) The content of tyramine, putresdne
and exdaverine in the samples kept for the first 38 days in the
ripering cellar and then at cold Storage tempersture [5W) were
between the values ol biogenic amines testedin the @mespanding
layers in chesses C and 3W. In most cases, the diference was
significant (P< 0051

32, Lactic acid badera and colifarm counts in the individual lapers

The micrabiological analysis focused ondetermining LABcoumts
in the inelivichual Lavers of dhesses were artied out after 49 and 58
days af ripening/storage The results of LAR countsin the lyers LI
and IV are illustrated in Table 1. Alter 49 days, the highest LAR
omnts acourred in the layer | and the lowest onesin the Lyer IV in
all three ripening Btar xge regime s However these dilferences were
nat signilicant in any ripening/starage regime (P> 005) Afer 58
days, the situstion changed and the LAB coumts in the layer | were
signilicantly higher compared with the Layer IV (P< 005)inall 3
ripering/sorkge regimes tesed.

After 49 days. the LAR oounts in the individual Livers of 3W
samples were significantly lower (P« 0U05) in comparisan with
the comesponding layers of C and 5W produds. On the ather
hamd, o sgnificant differences in LAR cowmts (P> 005) were
Found between Cand 5W samples (in the carrespanding layersL
After 98 days, LAR counts in the comesponding layers proved to
be the highest in cheases O followead by SW samples and the
lowest munts were determined in W products. On the bai of
statistical analysis these differenes were evaluated x5 signifi-
cant (P L0S)L

Tyramine content {mg'kg)

i l’l an " ™ T " o w 100
Ripening period (days)

Fig L The depende s of fymmiae conte o (mglg) s Glas- duee e on S sigesing period daw] & — omosge el an 00 20 fr ke whale perbad | B - afe 3wesls of
e b el pemmarand oo e B and snoedan 5 4000 Al 5 weeis of s g b el emevad 1o SeBidge and anwed an 5o 100 W e e L, O - e senond
e a - onhe find Gy o o S b L, ln Do paet, ey of e fpmamine content B Se Tt by oS Sorage modes. w - Se whale pedod e oellae an 00 200,
[0 e 3 vee el o anage be cellar pemoned o ohe Badge and somed an 50070, @ - aften Swasls of e (e cellar emoved e Bidge and ameed an 5 40 =0 The ymesiae
comienl v expeised i mean, bas regeient A0 (= M)

Plexsecite this antide inpres & Bufikovd, L et a1, The effect of ripening and storage conditions an the distribution of tyramine, putrescine .
Toad Micrabiolagy (20100, doi: 101015 fr 2010.04 014

443

RRRARRLRRLRARARALARERAS90SR



31
512
313
514

316
517
B
519

HE

EEEEEEEEEEEFEEEE T R R R R oL ]

WFMECI410 procd m 7 May 2010 m 55

L Burgeowd ol | Food Miroldalagy e (2000 19 5

Putrescine comtent (mg/kg)

" 0 o P P 10

Ripening period (daysh

Fig. 2. The degendence of pumeciee conment (mgfly) i Blas-ches e on Se dpening pedad (dag ] A - e s cellae an 000 20 foe e whale pedad | B - afie 3 wela of

b el e o e g e and snwed An5 o4 100 O alter 5 weee e ol o ge be ool pemoand no e g and smeed a1 5 o000 W nhe e Lges, O Sedecand
Lager, & — Dhe died e # — Befwd byes [a D - pary, sememary ofSe pulnecine contentinthe Ber Liyer in e siage modes 5 — Se whale pedod o odllaran 1002 O,
[0 — e 3 wosies of @orage i ol meaved mnhe Sidge and swesd a5 000 @ - afer 5 wess of @orage (e cellae e msved noshe Sidgeand saomd a1 54 1 0 The pumendas

conlem wen expeesed as mean, bari regee e s 30, (e 241

The LAR counts found afer 49 days of ripening Btarage were
significantly higher (P<0035) in comparison with the couns
determined after 58 days of fpening/storage (comparing the cor-
respanding layers and ripeningfstorage regimes |

During the whale micrabiological analysis, no lilem micra-
organisms were detectad in any of the chesses or 1S tested

33, Idengfication of the Bolaged LAR and determinafion
af their biogenic amines producdon

The ialation of microarganisms rom cheeses (with the aim of
determining the production of selected biogenic amines — hista-
mine, tyramine, putrescine or adaverine) was performed anly
after 98 days of ripeningfstorzge. In total, 58 microorg anisms were
olated by means of De Man—Rogosa- Sharpe medium and their
decarbaxylation activity was tested by serésning, using the culti-
vation methad aconding to Bover-Cid and Holeaplel {15551 The
cultivation method revealed that 11 Bolstes muld be patential
prochucers of tyramine, putresdne or cadaverine Four of the
strains came from the lyer | and 7 strains fram the layer IV,
Phenatypic idenification and rep-PCR analysis uniformly classified
straing 6 Lacfobacilbis curvatis (3 straing), lodoabacillus plantanim
{1 strain), [adacorms lacfs subsp badis (1 strain) and Ladobadllus
cagsifparacasei (G strains) (Table 2] All thres [h crvass isolates
(L2 L1-3, LIV-15) rom diferer lavers showed identical biogralile
% well &5 rep-POR fingerprints and probahly represent isolstes af
one strain, while isolstes from L, casei paracass (L5, LV-1,L1V-3,
=11, LV-13, LW-18) showed moderately dilferent phenotype
which indicates the presence of nan-identical strains. The rep-PCR
fingerprinting separated the swrains analysed into a kw dusbers
carrespanding to Lb curvams (L2, L1-3, L= 15), D planfarum L= 7L

Lh, cassijparacassi {LI-5 LW-1 WW-3, LW-11, LW-135, LIV-18) amd
Le. bactis subsp. baatis (LIV-9) (Fig 41 These results were confimmed
by the ident fication results achieved by phenaty pe charsce rization

In addition to the analysis of deeeses, the BS used lar the inac-
ulationol milk during the production af the chestes tested was akio
analysed the same way. Intoal 15 microanganisms were isolated
from the B3 and by means of cultivation method accarding to
Bover-Cid and Holeaplel {1599) 3 straing were proved to be
potential producers of Wogenic amines The identification results
ohtained by biotyping & weall a8 rep-POR assigned these thres
isolates (B5-2, BS-3, B5-6) 2% members of Lo lacSs subsp. lachis
species (Table 2 and Fig 4) aach with slightly dillerent iochemical
propenties However, one strain {B5-2 ) fram BS was phenotypically
identical toLIV-9 strain Fam the dueese

Production of Wogenic amines by the Balated and identified
bacter ai potedial producers of tyramine, putresdneor cadaverine |
asiesed by the screening methad ) wias quantified in dearboxyl-
atian lroth (e saction 24 Biogenic amines analysis) The content
of biogenic amines was evalusted and divided into 4 groups:
(i) production of a Hogenic amine was not detected; (ii) low
produdion { <10 mgiL); (i) medum producion {10100 mg/L;
and {iv]) high production (=100 mgil) of a biogenic amine. The
results aré shawn in Table 2

By means of chromatographic methad, no production of the
biogenic amines olgerved (listamine, tyramine, putrescine or
cadavering) was detected in any af the thres strains of Lo lacis
sulmsp. bacds (B5-2, B5-3, B53-5) Balaed Fom DS In ane isolate from
the lyer | identified a8 Lb. cassijparacassi (L1-5), the dromatb-
graphic method did not reveal any production of the biogenic
amines tesied Two straing ol Db, curvatus (L1-2, LI-3) oldained from
the layer | af the dheeses tested showed 2 medium fhigh productian

Faad Micrabialogy (2010), dai: 101016/ fr 201004014

Please cite this article in press 45 Duikovi L et a1 The effect af ripeing and starage canditions an the distrbution al tyramine, puirescne.

&l
Gz
Gl
GM
a5
Gla
a7
618
aBl
axg
al
a2
ar3

a5
GG

Gara
arg
a3




pangpagage

BRREEREE

g

BEER

TEMICI410 proad m 7 May 2010 m &%

L] L Buridared o0l | Food Mecrodiadgy e { X000 -9

Cadaverine content (mg'kg)

b 0 " ) W
Ripening period {(davs)

m M w0 ™ 1

Fig 1 The dependence of calae fae oo | oy g | Edis-che e on e dgening pead (daa] A - dnwage s cellae ot 104 2 0 G e whade period, B afer 3wesiaal

W i ool pemoved B e Bhdge and stomed At 3 00 00 O aler 5w of smomge i ol removed o SeBidge and sawed st 51 100 W

e e L, O o decond

T a e s L e Bose b L [ O ot sy of nhe Codaves e comtentie fe e L b feee tomge moden T e vl g ol s cellie ar 0004200,
[0~ afer 3 wesks of Sorage B cellar mmoved m ot Bdpe aed aored a 50000, @ - a5 weels of snomge be ool removed oo e Bidge amd smesd a5 000 The

ol eine Conent was ex paesad i me s s eEeet A0 (n e M1

af tyramine and putresdne. Moreover, ane of these strains (L1-2)
abio showsd a bow production of cxlaverine. The production of
tyramine in the layer | was alio enhanced by Lh planfanom (L1-7 )

Five isalates orginating from the Lyer IV (LW-1, V-3, LIV-11,
L-13, LW-18) were ientified 25 [h axeijporamssd In three of
them {LV-1, V-3, LIV-13) the dwomabgraphic methal did not
reve sl any production of the biogenic amines tested The rem aining
v Bolates (LV-11, LV-13) showsd 3 meadivm production of

Tal 1
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tyramine and akso a low produdion of caxdsverine. Mareaver, one
strain af b, curvane (UV-15) with 2 kigh production of tyramine
and padréscine wars Balated in the above-mentionsd Layer. The Lt
strain (LIV-9) isalated Fam the Layer 1V and described by means of
cultivation method as patentially positive lar the production of
biogenic amines was identilied 28 L. lacnis subsp bactis and prob-
ably orginated from BS This msumption & also confirmed by
& visual idemity of rep-PCR lingemprints revealed by Le. ladtis subsp.
lacris strains. However, in the lst-mentionsd #alate (LIV-9) no
praduction of biogenic amines was detectad by meaans of chro-
matographic method.

4. Discussion

The conterd of Wiogenic amines (fyramine, putresdne and
cadaverine) varied in different parts of the Blam-type cheeses
tested during the 38-day ripeningfsinrage period Withinthe whale
98-day observation period the highest content of the abave-
merdianed ogemc amines was detactad in 20.7 mm widle upper
Layer —edge in all rpening/sorageregimes | The samecond usion,
iie that the edge shaws higher mncentrations of Wogemc amines
than the care, ward also resched by Komprda et al_ (2007, 20081 On
the ather hand, Novella-Radrigues et al (2003 ) have reported the
edge part of s2mi-soft ripened goat cheste to contain les amount
of caclaverine then the care part; ut they did nat find a plaugible
explanation. A% it lollows Fom the comparison of the wark by
Komprda &t al {2007, 2008) and our stucly, the distrbution of
biagenic amines in big blodks (>10 kg) of Edam-type chesses i
equivalent to the smaller mnsumer packages (<15 kg T, the

Plextecite this antide in prew = Bufkovi, Lt 2l The sfectofl ripening and storage conditions an the distribution of tyramine, pulreicine .
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distribrution of biogenic amines is probably nat dependent an the
siee of cheese blacks.

In the inedividusl layers, b, curvatus, b, plastaren snd Lh s
paracassi straing were identified x5 the producers of Wogenic
amines (Table 21 The main rexon for different biogenic amines
cantent in the individual layers must be searched far in different
comditions ol the emviromment inlluending the gowth and
metabolism af microarganisms. Thess conditians inchide mainly
different water activity, Oy @ntent and proteolytic activity
(Komprda et sl 2008; Movells-Rodsigues et sl 2003) The sug-
gested explanation can also be supponted by different LAB courts in
the inlividusl layers of the cheeses tested (Table 1), where the core
showed lower bacteria coimts than the layers claser to the sdge.

i i d ¢ %

Fif. 4 Demdmgram kisd an ((TGRFUR MSgepdatiag rels of LA3 Boand Som Edem-cese Relemace svans comepondng fo he destfiad speces e inchaded

(lamaborihis — L8, lamacoactes — L]

The correlstions between the Wogenic amines conterd and the
watues of the dry matercontentor pH values were detenminsd. The
changes of the Wogenic amines contents (far tyramine, putrescine
and cadsvering) comelated paarly with changes of the dry matter
content [carrelstion @ellicients 01135—0.2357; P> Q05L The
comelation cosfficients between the tyramine, putrsscine and
eadaverine contents and the i values ranged between 06075 23
07264 (P QO1L It is hence olniow that the gH values could
signilicantly influence the sctivity of enzymes of LAR (Smit et 3l
20051

The highest agemic amines content was found in the samples
ripening lar the whale olnervation periad in the ripening cellar 21
10°C Lower concentrations of bisgenic amines were detscted in

L1 Lh casl paracasm)
L5 Lh. cass| paracass
'_ Lne-3 Lh coms | pacacasmi
LnEAt Lh case| pacacis
L-1& Lh casal paraoasel
CCM 1753 [h porameysubsp pascss
CCM 709 Lh cosysuben i
Liv-13% Lh el s
BE2 Le faciis subsp. factis
BEE Lo lacissubep. fatis
Liv-g Lo facissubep. fndis
B&2 L. faciesubep. faclie
CEM BT Lt fecismubep. (ool
COM 70307 L plarilanrs
[TES Lh plantanr
TR} Lh cures
L5 Lh cures
L2 Lb cardis
COM TH5T Lh premius
P11 sesiecun sie Manar

[
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the chesses which were stored at cald storage temperature of 5°C
after38 days of ripening at 10 *C During the whale éxpetiment, the
lowveest content of tyramine, putrescine and caxdaverine was detec-
tedd in the samples which were stared at cold starage & mperature
af 5°C after 23 days of ripening at 10 °C. However, during all
ripening [star xpe regimes, there was 2 gradual increase in tyramine,
putresgine and calrverine. The above-mentionsd lindings corne-
spond with the works by Gardini et al. {2001) and Santos et al.
{2003, who claim that the increxse in concentration of biogemc
amines slows down when there & a decresse of cultivation
temperature of the model LAR. Moreover, the sbove-mentioned
studies present that ako pH vahees and Nal concentration have
a significang influence on the produdion of biogenic amines

ARter 98 days storage, the tyramine content in same pants of
tested chesse (especially the edge) sxeads the concentration of
100 mgikg. which i sccording to Silla Santas | 1996) considerad to
e the wafety limit. Even cald storage temperatures of aroumd 5°C
camaot prévent the biogenic amines content in chesses Fam
increxing above this taxicalogically significant level On the ather
hand, the estimation af the total oxic dose of individual biogemc
amines is very difficult (Halise et al, 15954) Shalaly (19596) and
Valamalki et al (2000) stated that the “safe” sum of histamine,
tyramine, putréesdne and cadaverine should not exeeed Sgnifi-
cardly higher dose of 900mgiks. Latter mentionsd suthars have
also noted, that for sensitive peaple andfar patients on nan-sensi-
tive mandamine oxidase inhibitors the taxic dose can be much
loveer.

Microlialogical analysis of the chesses and BS a5 well a5 the
batic soreening of iSalsed bacteria revealed, by means of ailtiva-
tian method, that 14 hacteria are potential producers of biogemc
amines Rurther tests proved that in 8 cases the cultivation test
showed lake-pasitive results The sk of fake-posiive results
when determining the production of biogenic amines has alrexdy
besnmentioned by &g Actis et al_{1999) and Bunkovd et al (20091
Busikovd &t al (2009) explain this phenomenon by the Dt that
aultired bacteria can produce sulstances with alkaline reaction
jather than logenic amines ) and thus afect the test results based
an the change in calowr of the pH indicator.

Ih carvams L2 and L3 (2 the main producer ) amd Lh plan-
i Ll-Twere identified & the producers of hiogenic amines in
the sdge Lh arvatus LIV-15 (2 strong producer) and [, case|
paramzsi LV-11 and LV-13 were determined & the praducers of
iagenic amines in the care. Accarding to Wouters &t al (2002 ), all
the above-mentionsd speacies ooour regul arly and are galsted Fam
cheeses. They could get into the cheese fram the milk or the
environment. In aomed with our study, Burdychovd and Komprda
(2007) also Balated the strain of [b. cunahe fram Dutch-type
cheeses and desoribed itas one of the producers of bioge mcamines.
Apart Fam lacobadlli, the representatives of the Lactocorus and
Engrromecis genera ane also identified a8 the produe s ol biogemc
amines in chesses {Burdychovi and Kamprda, 2007; Delgado et al .,
2002,

Apording to Arena ot 3l (2007), same straing of [b. plangarum
belang to tyramine produders, which i in accard with our results.
Maoreover, Anena and Manca de Madra (2001 ) desonibed that certsin
straing of [b. plantarwn are ko sble to produce putrescine. On the
ather hand, pudrescine production was not deemined in our
isalate of Lh, plantanm {L1-T) In liver sture, the straing of b, curvaiis
are ko desoribead 23 tyramine and putrescine producers {Bover-Gd
etal 2008; Pereirs &t al 2001 ), whidch carrespands with the results
af our study. The straing of b, curvane {Bolated and identifisd in
this study) were Bund to be the sale producers of putrescine in
the cheeses observed. One strain of [b. cunvahie isolsted in our
study also produced cadaverine, which was not desoribed in the
liter ature svailsbile [b, curvatus ocouns & spontaneous microflora

nat anly in dairy products b alio in fermented meat produds,
wihere it shows a strong decarboxylation activity (Aymerich et al,
2006; Bover-0d et al, 2001 ) Dearbasxylation sctivity lexding to
the production aof tyramine and caxlaverine was determined in
two af six Bolated and identified strair of Lh cossi paracass
(LV=11, LV-13} Acmrding to Oner et 2l {2004) and Wouters et al
(2002, the straing of [h o and Lb. paracassi are lrequent
representatives of NSLAR in cheeses. On the other hand, accarding
o Landete et al (2007 they do nat belong to comman producers
of biogenic amines.

Same publications (&g Burdychovd and Kompeda, 2007;
Komprda et al, 2007, 2008) describe histamine a5 a2 liogenic
amine with a kigh indidence in chesses However, in our study,
histamine vaxs detected neither in the chesses nor in lmoths where
isalated bacteria were ailtivated.

In conclugion, it can be sxid that all tyramine, putresdne and
cxdaverine producers were desaribed a8 NSLABR belonging to the
genus [actabacillus Strains isolsted fram the bulk stanter did not
produce kiagenic amines tested. The mid storage of cheeses amaot
prevent the content of tyramine, padréscine and cadaverine fram
increxsing. These temperatires also pose 2 seriows hazand vo food
safety. Distribagion of biogenic amines in chesses of Edam-type i
nat wniform, 28 the edge shows signilicam]y higher contentrati ans
than the care. This distribution i prabably independent of the sze
of the cheese blodk.
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