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Occurrence of microorganisms with
decarboxylase activity in cheeses

Souhrn

Zdravotni nezavadnost a jakost potravin muZe byt
ovlivnéna i biogennimi aminy, produkty nékterych mikroor-
ganismu pritomnych v syrech. Tato prace byla zaméfena na
vytvoreni souboru izolatlh mikroorganismi ze syri schop-
nych tvorfit biogenni aminy. Na izolace byla pouzita fada
vzorkil riznych druht syri doméci i zahrani¢ni vyroby. Pro
orientacni stanoveni dekarboxylazové aktivity u jednotlivé
ziskanych izolatl byla pouZita plotnova a zkumavkova kul-
tivatni metoda za pouziti MDA bujénu a MDA agaru.

U obou uvedenych Zivnych medii se dekarboxylazova
aktivita projevuje barevnou reakci provazejici zménu pH.
Celkem bylo ziskano vice jak 70 izolatd s pozitivni reakci.
Soubor izolatd byl dile ziZen na 48 izolatl, u kterych
budou provedena dal$i stanoveni a pfipadné pouZita pro
dalsi prace.

Summary

Health safety and food quality can be affected by bio-
genic amines, the products of some microorganisms in
cheeses. This work was oriented on creating of isolates col-
lection of microorganisms from cheeses able to produce
biogenic amines. The range of various kinds cheeses sam-
ples of national or foreign production were used for isola-
tion. Determination of decarboxylase activity by separated
isolates plated method and tube cultivated method using
MDA bujon and MDA agar were used for orientation.
Decarboxylated activity of both mentioned cultivated
media demonstrates in color reaction accompanying pH
changes. More than 70 isolates with positive reaction were
obtained in total. The collection of isolates was further
reduced on 48 isolates, for next determinations and study.

Klicova slova: biogenni aminy, dekarboxylace, syry,
dekarboxylazopozitivni  mikroorganismy, kultivaéni
metody

Uvod

Zamérem nasi prace bylo prozkoumat vyskyt bakterial-
nich kontaminantl syrti riznych typd ohledné tvorby bio-
gennich aminfi, pivodu téchto kontaminanti a jejich
schopnosti prezivat vyrobni proces a ohroZovat kvalitu
zralych syrd. V minulém roce jsme se zaméfili na to, aby-
chom mikrobiologickymi rozbory mlékarenskych vyrobka,
predevsim syru, ziskali soubor izoldti mikroorganisml
schopnych tvofit biogenni aminy, které bude mozno nésled-
né vyuZit pfi feSeni dalSich planovanych dil¢ich cilti tohoto
projektu.

Biogenni aminy pfedstavuji skupinu amind, které maji
vyznamné fyziologické a farmakologické Gc€inky. Vznikaji
v buiikdch enzymovou dekarboxylaci aminokyselin (fada
enzymi ze skupiny EC 4.1.1.). Tyto enzymy jsou rozdilné
pro rizné druhy mikroorganismi. Mezi mlécné bakterie,
které mohou produkovat dekarboxylazy a podilet se tak na
jejich vzniku, patfi v mléce napt. druhy rodu Enterococcus,
Bacillus, Clostridium, Escherichia, Klebsiella, Photo-
bacterium, Proteus, Pseudomonas, Salmonela, Shigella
a nckteré bakterie mlééného kvaSeni Lactobacillus,
Pediococcus a Streptococcus nebo i probiotické a startovaci
kultury (SLADKOVA a kol., 2007). Biogenni aminy, z nich
nejznaméjsi histamin, tyramin, putrescin a kadaverin, byly
studovany zejména pro svou toxicitu. V soucasné dobé se
vSak biogenni aminy dostdvaji do popiedi zdjmu i co se
tyCe hygieny potravin, jelikoZ relativné vysoké hodnoty
obsahu nékterych biogennich aminti mohou slouzit i jako

16

MLEKARSKE LISTY &. 116



VEDA - VYZKUM

indikator zhorSeni procesu ¢i nedodrZeni predepsaného
technologického postupu vyroby (VIDAL-CAROU
a kol.,1990). Zdkladni schéma tvorby vybranych biogen-
nich aminfl (KRIZEK,1998) je uvedeno na obrazku ¢&.1.
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Obr. 1 Zakladni schéma tvorby vybranych biogennich
amind

Vyskyt biogennich amini v syrovém mléce je velmi
sporadicky (NOVELLA-RODRIGUEZ a kol., 2002;
BARDOCZ, 1993). Nasledné zvySeni jejich obsahu je
spojeno predevsim se zracim procesem pfi vyrobé syri,
v nichz se z mlécnych vyrobkii nachédzeji nejcastéji.
Udéva se az 1g/kg. V syrech z kravského, koziho i ov¢iho
mléka se vyskytuji hlavné histamin, tyramin, putrescin,
kadaverin, spermin, spermidin a tryptamin (KOMPRDA
a kol., 2007; BURDYCHOVA a KOMPRDA, 2007;
KOMPRDA a kol.,, 2005; NOVELLA-RODRIGUEZ
a kol., 2002). Pro histamin je toxickd davka 70 az
100 mg/kg, pro tyramin 20 aZ 80 mg/kg. Celkovy obsah
tyraminu, putrescinu, kadaverinu a histaminu by nemél
prekrocit v dané potraviné 900 mg/kg (KOMPRDA,
2005). V soucasné dobé vsak neni legislativné stanoven
limit pro obsah biogennich aminti v syrech, kromé tyra-
minu, kde je pro syry stanoven limit zakonem o potra-
vinach 200 mg/kg syra.Tvorba biogennich aminii v syrech
zavisi na obsahu aminokyselin a peptidd v mléce, na
pfitomnosti bakterii schopnych dekarboxylace, na pH,
koncentraci soli (napf. nad 3,5%), aktivité vody, pouZité
technologii (napf. zatfazeni pasterace), dobé zrani a skla-
dovani, mnoZstvi mikroorganismd a pfitomnosti kofak-
tort jako napf. pyridoxalfosfat. Podminkou vzniku
toxického mnozstvi biogennich aminl v syrech je pro-
teolyza, kterd je pfi zrdni syr povazovana za jeden
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proteolyze mlé¢nych bilkovin se podileji nativni protedzy
z mléka, protedzy zdkysovych kultur, syfidlové enzymy
a protedzy kontaminujici mikroflory.

Material a metody

- vzorky domécich i zahrani¢nich syrti téchto druhl -
emental, eidam, gouda, moravsky blok, syry s bilou plis-
ni na povrchu, syry zrajici pod mazem

- zivné pudy: MRS 5,7( MERCK 1.10660)

MRS 5,2 (MERCK 1.10660)- tprava pH 1,0
M HCI

KEA (Oxoid ¢. CM591)

STA (Milcom a.s.)

GTK-M (Milcom a.s.)

FHN (Milcom a.s.) + ptidavek 0,5 ml vanco-
mycinu (10mg/ml) a 0,5 ml kyseliny
nalidixové (8mg/ml 1% NaOH)

MDA (Milcom a.s.) - trypton 0,5%, kvasnic-
ny extrakt 0,5%, masovy extrakt (Lab
lemco) 0,5%, NaCl 0,25%, glukosa
0,05%, tween 80 0,1%, MgS0O4 0,02%,
MnSO4 0,005%, FeSO4 0,004%, citrat
amonny 0,2%, thiamin 0,001%, K2PO4
0,2%, CaCO3 0,01%, pyridoxal-5-phos-
phate 0,005%, suma AK jako prekurzora
BA 1%, bromcresol purple 0,006%, agar
2%

- MDA bujén (Milcom a.s.)

Metodicky postup izolace, identifikace a vybéru
mikroorganismi schopnych produkovat biogenni aminy
pouZity na pracoviiti VUM v Tabote lze definovat jako
soubor osmi na sebe navazujicich krokd:

1. vybér surovin, ze kterych budou dekarboxylazopozitivni

kmeny izolovany

2. predkultivace a ziskani jednotlivych izolatd vybranych

skupin mikroorganismil rostoucich na ptidich MRS(5,7),

GTK-M, STA, KEA, MRS(5,2) a FHN s jejich nasled-

nym pieci§ténim

3. kultivace a hodnoceni jednotlivych izolatl s pouZitim

MDA bujénu ¢i MDA agaru
4. vybér izolath pro dalsi prace
5. stanoveni dekarboxyldzovych aktivit
6. stanoveni produkce biogennich aminti v modelovych

podminkach

7. identifikace izolatt do rodu a druhu

8. sestaveni souboru izolath uréenych k dalsi praci v rdmci

feSeni dalSich dil¢ich cild projektu

Pro izolace dekarboxylazopozitivnich mikroorganismi
byla pouzita fada ruznych druhd syri od tuzemskych
i zahrani¢nich vyrobcu. Ze syra byly vzorky k mikrobio-
logickym rozborim odebirany ze stfedové, krajové a dle
moznosti i z povrchové mazové vrstvy syra. K mikrobio-
logickym kultivacim byly pouZity Zivné pidy MRS(5,7)
a MRS(5,2) (MERCK), KEA (OXOID) a GTK-M, STA
a FHN (Milcom a.s.). Z nakultivovanych misek s jed-
notlivymi Zivnymi pidami byly odebirany typické kolonie
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a dal§$im pfeockovanim a preciSténim byly ziskany jed-
notlivé izolaty z hmoty testovanych syrt i z povrchovych
vrstev téchto syrii. U jednotlivych izolati byla pro orien-
taéni stanoveni dekarboxyldzové aktivity a tvorbu amind
pouZzita jedna z v literatufe popisovanych zivnych pad
(MDA agar) podle Bover-Cid et al. Plotnova kultiva¢ni
metoda je zde zaloZena na barevné reakci provazejici
zménu pH a pfipadné i tvorbé Ciré zény kolem kolonie
v zivné pudé zakalené v disledku prebytku smési aminoky-
selin. Zkumavkovou metodou za pouziti MDA bujénu se
dekarboxylazova aktivita projevuje stejné barevnou reakci
a pfipadné ubytkem ¢i Uplnym vymizenim sedimentu zpi-
sobeného dekarboxylaci nadbytku aminokyselin obsa-
Zenych v bujonu.

Soubor izolatd s pozitivni dekarboxylazovou aktivitou
byl nasledné ziiZzen a vytvofen soubor izolatd, které by byly
identifikovany do rodu a druhu, u kterych by mohla byt
byla ur€ena piitomnost genli odpovédnych za produkci
nékterych vyznamnych dekarboxyldz a také stanovena
schopnost skute¢né tvorby biogennich aminti za optimal-
nich kultiva¢nich podminek.

Vysledky a diskuze

Celkem bylo ziskdno vice jak 100 jednotlivych izolath
z téchto druhti tuzemskych i zahrani¢nich syri: Luzerner
Rahmkise, emental Kaltbach, Gruyer Kaltbach, Gouda
Winzer, Swiss Alp panorama, Weiss Alp belevue, Fuego,
Blatacké zlato, Romadur, JaroSovsky pivni syr, moravsky
blok, eidamska cihla, Hermelin, Archivni syr, olomoucké
tvartizky, syr Danisgold zrajici pod mazem a Danisch
Weichkiése Blauschimmel.

Nasledné byla u celé skupiny ziskanych izolatd orien-
tacné stanovena dekarboxyldzova aktivita a tvorba amind
za pouziti MDA bujénu a MDA agaru. Tato plotnova meto-
da ukézala dobrou korelaci s chemickym rozborem a kvili
jeji jednoduchosti je v literatufe uvadéna jako vhodna
a citlivd metoda pro zkouSeni produkce biogennich amint
kmeny LAB i dal§imi mikroorganismy. Celkem bylo
v predchézejicim roce ziskano vice jak 70 izolatd ze syrd,
které vykazaly pozitivni reakci vytvorenim barevné zony
kolem kolonii. Izoldty byly uloZeny k dalSimu testovéni.

Poslednim krokem provedenym v této etapé feSeni byl
dalsi vybér a vytvoreni souboru 48 izolati, ktery byl odeslan
na identifikaci do CSM Brno, na MZLU k identifikaci gend
odpovédnych za produkci dekarboxyldz a na SVU Jihlava ke
stanoveni obsahu jednotlivych biogennich amin.

Vysledky téchto rozbort byly ziskany v pribéhu prvniho
Ctvrtleti 2009 a v soucasné dobé jsou podrobné vyhodno-
covany. Na zdkladé vyhodnoceni ziskanych vysledka bude
vytvofen pracovni soubor izolatl, ktery bude mozno dale
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cilti projektu.
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Control and monitoring the level
and effectiveness of sanitation in dairy
industries

Abstrakt

V ramci kontroly trovné a Gcinnosti sanitace vyrobnich
celkt byly vybrany nékteré rizikové technologie, kde byly
testovany rtzné metody detekce mikroorganismli na
povrsich a odzkouSeny nékteré z tzv. nepfimych rychlych
kontrolnich metod dostupnych na naSem trhu, a to: pfi-
stroj HY-LITE® na méfeni adenosintrifosfatu (ATP); test
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