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NEZADOUCI ENZYMOVE AKTIVITY
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V MLECE
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Undesirable enzymatic activities of B. cereus
and B. licheniformis in milk

Souhrn

S vyuzitim kultivaénich plotnovych metod byly
testovany nezddouci enzymové aktivity (proteolyza,
lipolyza, dekarboxylasova aktivita) B. cereus a B. licheni-
Sformis pti 6, 12, 25 a 30 °C. 72 % kment B. cereus tvofilo
tyto enzymy po kultivaci 12 °C/6 dni, avSak Zadny z testo-
vanych kment nerostl za podminek 6 °C/21 dni. Navic den-
zita spor B. cereus okolo 10" KTJ/ml stacila k tomu, aby se
mléko skladované pri 12°C zkazilo. Aby tedy nedoslo
k tvorbé termorezistentnich enzymti zpusobujicich kazeni
mléka a mléénych vyrobkt, lze doporuéit dodrzZovani
chladiciho fetézce a prevenci kontaminace mléka bakterie-
mi druhu B. cereus. Na druhou stranu B. licheniformis
nepredstavuje vyznamné riziko kazeni pfi chladirenskych
teplotdch. Vytvofené biogenni aminy, které byly
detekovany orientacni plotnovou metodou, byly ve vzor-
cich mléka pod mezi detekce iontové-vyménné chro-
matografické metody, a tedy pravdépodobné pro mlécné
vyrobky nepredstavuji riziko. Plotnovd metoda totiZ signa-
lizuje zvyseni pH pudy, ke kterému muze dochazet také
pusobenim dalSich metabolitt.

Klicova slova: Bacillus cereus, Bacillus licheniformis,
mléko, proteolysa, lipolysa, biogenni aminy, kazeni

Summary

Undesirable enzymatic activities (proteolysis, lipolysis,
decarboxylase activity) of B. cereus and B. licheniformis at

6, 12, 25 and 30 °C were tested by means of cultivation
plate methods. 72 % of B. cereus strains produced these
enzymes after cultivation 12 °C/6 days, but none of tested
strains grew after 6 °C/21 days. Moreover, B. cereus spore
density about 10" cfu/ml was sufficient to spoil milk stored
at 12 °C. To prevent of heat-resistant spoilage enzymes,
keeping of chilling chain and exerting the steps to prevent
B. cereus species from milk contamination can be recom-
mended. On the other hand B. licheniformis does not signi-
fy risk of spoilage under the chilling conditions. Formed
biogenic amines, as detected by the screening plate
method, were below the detection level of the ion-exchange
chromatographic method in the milk samples, so they seem
not to be a risk for dairy products. The plate method name-
ly signs an increase in pH which can happen due to the
action of other metabolites, as well.

Keywords: Bacillus cereus, Bacillus licheniformis, milk,
proteolysis, lipolysis, biogenic amines, spoilage

Uvod

Zastupci rodu Bacillus jsou grampozitivni, aerobni nebo
fakultativné anaerobni bakterie tvofici vysoce rezistentni
spory schopné prezit pasteracni zahfev. V ramci rodu
vykazuji zna¢nou diverzitu fyziologickych vlastnosti
a vynikajici schopnost adaptovat se svym enzymovym
vybavenim na podminky prostiedi (Farrar a Reboli, 2006).

V mléénych vyrobcich se vyskytuji nejcastéji B. cereus,
B. coagulans, B. mycoides (psychrotrofni), B. subtilis, B. liche-
niformis, B. pumilus (mezofilni) a Geobacillus stearother-
mophilus (termofilni) (Cosentino a kol., 1997). Nejsilngji
proteolytické kmeny patii k druhtim B. subtilis, B. cereus,
B. polymyxa, B. amyloliquefaciens, méné proteolytické jsou
B. licheniformis a B. pumilus. K lipolytickym bacilim patfi
zejména B. subtilis, B. pumilus a B. amyloliquefaciens, leciti-
nasovou aktivitou je zndmy B. cereus, av§ak vyznamna je také
pro B. polymyxa (De Jonghe a kol., 2010). Mnozstvi a pomér
jednotlivych enzymti se kmen od kmene 1isi. Proto mezi
poctem sporotvornych aerobnich bakterii a rizikem kaZeni
neexistuje vyznamna korelace (Chen a kol., 2004).

Pokud jsou enzymy v mléce jednou vytvoreny, je obtizné
jejich aktivitu zcela zastavit, nebot jsou relativné rezistent-
ni vaci zdhtevu. Napt. po oSetfeni 70 °C/10 min zUstava
v zavislosti na kmenu zachovdno 42 - 99 % lipolytické
aktivity, po zahtevu 90 °C/10 min 15 - 97 %. Bacilarni pro-
teasy vykazuji niz$i tepelnou stabilitu neZ lipasy, presto si
po zahtevu 72 °C/2 min zachovavaji 50 % pivodni aktivity
(Chen a kol., 2004).

Proteolytické enzymy bacili jsou castou pri¢inou
hotknuti, houstnuti, srazeni a gelovaténi tekutych mléénych
vyrobku a sniZeni termostability a vzniku hotké pachuti
v rekonstituovaném suSeném mléce. Aktivita lipolytickych
enzymi se veétSinou projevuje vznikem zluklé pachuti
(Hayes a Boor, 2001).

Cilem této prace je zjistit, za jakych podminek bacily
vykazuji nezadouci enzymové aktivity, a doporucit pod-
minky skladovani mléka tak, aby byla tvorba téchto enzymi
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minimalizovana. Vybrany k tomu byly druhy B. cereus
(Casty puvodce kazeni mléénych vyrobktl) a B. licheniformis
(kvantitativné vyznamny zastupce termorezistentnich
mikroorganismi v mléce a mléénych vyrobcich)
(Némeckova a kol., 2006). Protoze soucasti metabolismu
bilkovin je také vznik volnych aminokyselin, které mohou
byt dekarboxylovany na zdravotné rizikové biogenni aminy
(Silla Santos, 1996), byla rovnéz zjiStovana dekarboxylasova
aktivita testovanych kment. Aby bylo mozné posoudit, zda
studované druhy bacilii v denzité bézné pro syrové mléko
a findlni mlécné vyrobky predstavuji redlné riziko kazeni,
byly pfipraveny modelové kontaminované vzorky mléka.

Material a metody

Mikroorganismy

Testovano bylo 9 kment B. cereus a 11 kmenu B. licheni-
formis, které byly izolovany na pracovisti MILCOM a.s.:

* B. cereus SPA 12 (stér z prvovyroby mléka)

* B. cereus 1867-C (eidam po soleni)

* B. cereus SPA 10 (syrové kozi mléko - individudlni

vzorek)
* B. cereus SPA 4 (syrové kravské mléko - individudlni
vzorek od mastitidni dojnice)

* B. cereus SPA 6 (stér z prvovyroby mléka)

* B. cereus SPA 11 (stér z prvovyroby mléka)

* B. cereus 1659-A (eidam po baleni)

* B. cereus 1656-B (eidam po lisovani)

* B. cereus 1410-A (eidam po baleni)

* B. licheniformis SPA 9 (syrové kravské mléko)

* B. licheniformis 1646-B (mléko po pasteraci)

* B. licheniformis 1044-B (eidam na konci zrani)

* B. licheniformis 1405-B (syfenina)

* B. licheniformis 1870-A (smetana pred stloukanim)

* B. licheniformis 1860-C (mléko po standardizaci)

* B. licheniformis 1398-A (syrové kravské mléko)

* B. licheniformis 1868-C (eidam po dvou tydnech zrani)

* B. licheniformis 1402-A (syrova smetana)

* B. licheniformis 1645-B (syrové mléko)

* B. licheniformiss 1642-B (syrova smetana)

Hodnocent proteolytické a lipolytické aktivity

Jedna ockovaci klicka testovaného kmene bacilii (na GTK
po kultivaci 30 °C/24 h) byla suspendovana do 9 ml fyzio-
logického roztoku. Nésledovalo desitkové fedéni suspenze
a ockovani na plotny tak, aby narostlo 10 - 100 kolonii.
Plotny byly zality GTK agarem s pfidavkem 10 % obyj. steril-
niho odstfedéného mléka do rozehraté ptidy (hodnoceni pro-
teolytické aktivity), popf. tributyrin agarem (hodnoceni
lipolytické aktivity). Inkubace ploten probihala prfi testované
teploté€ (30, 25, 12 a 6 + 1 °C). Ve zvolenych ¢asovych inter-
valech bylo hodnoceno, zda byly vytvoreny kolonie, popf.
1 vyjasnéné proteolytické nebo lipolytické zony.

Detekce a stanoveni biogennich amini
Screening na tvorbu histaminu a tyraminu byl proveden
na pudé, kterou popisuji Bover-Cid a Holzapfel (1999). Na

povrch predsusené pudy byly klickou naockovany testované
kmeny bacilt. Nésledovala kultivace 30 °C/18 h a 12 °C/
6 dnt. Vznik amint se projevuje zménou barvy acidoba-
zického indikatoru (bromkresol purpur) na syté fialovou.

Pro chromatografické stanoveni biogennich aminu (his-
tamin, tyramin, 2-fenyletylamin, putrescin, kadaverin,
agmatin, spermidin, spermin) byly pfipraveny vzorky
sterilniho mléka naoc¢kovaného testovanymi kmeny bacilt
(1 klicka z GTK agaru po kultivaci 30 °C/24 h byla sus-
pendovana do 100 ml mléka). Nésledovala kultivace
30 °C/18 h, popt. 12 °C/14 dnt. Analyza probihala podle
postupu, ktery popisuje Buikova a kol. (2009). Vzorky
byly odstedény pii 20 000 g 4 °C/60 min, zfiltrovany (pory
0,45 pm) a separovany iontové-vyménnou kapalinovou
chromatografii. Provedena byla post-kolonova derivatizace
ninhydrinem a detekce pfi 570 nm.

Urceni kritické denzity B. cereus a B. licheniformis
B. cereus SPA 12 a B. licheniformis SPA 9 byly po-
mnoZeny na agaru podle Kim-Goepferta (1971) 30 °C/48 h,
aby vytvorily spory. Celd plocha misky byla setfena do
90 ml fyziologického roztoku. V takto pfipravené suspenzi
byly stanoveny spory (jako termorezistentni mikroorganis-
my po inaktivaci vzorku 85 °C/10 min na GTK,
30 °C/3 dny) a suma vegetativnich bunék a spor (jako
celkovy pocet mikroorganismt na GTK, 30 °C/3 dny).
Suspenze byla desitkovym fedénim davkovana do steril-
nitho odstfedéného mléka tak, aby vznikly vzorky
s pozadovanou denzitou spor (10° - 10° KTJ/ml). Vzorky byly
pasterovany na vodni lazni 75 °C/1 min, a skladovény 2 tydny
paralelné pti 6 a 12 °C. Poté byly vySe uvedenym postupem
stanoveny spory a suma vegetativnich bun€k a spor a sen-
zoricky byla hodnocena konzistence a vznik zapachu.

Vysledky a diskuze

V tab. 1 jsou shrnuty vysledky testovani proteolytické
a lipolytické aktivity bacilt. B. cereus pii 25 a 30 °C tvoril
diive proteasy (u 89 % kment béhem 24 h) nez lipasy
(u 72 % kment mezi 2. a 3. dnem kultivace). Potencialni
riziko kazeni B. cereus predstavuje, pokud neni mléko
dostate¢né chlazeno (kaZeni - napf. Cerstvého konzumniho
mléka - mohlo zplsobit 72 % kmeni uz po 6 dnech
skladovani pti 12 °C). Zvyseni ristové rychlosti B. cereus pri
10 °C oproti 7 °C uvadéji také Sorhang a Stepaniak (1997).

B. licheniformis byl méné aktivni - proteolytické a lipoly-
tické enzymy pri 25 a 30 °C tvofil az mezi 2. a 3. dnem kul-
tivace, pficemz k tvorbé lipas doslo ponékud dfive, nez
k tvorbé proteas. Pfi 6 ani pii 12 °C B. licheniformis
neroste, a tedy riziko kazeni mléénych vyrobka prakticky
nepfedstavuje. Jak uvadi Sneath a kol. (1986), vice nez
90 % kment B. cereus a B. licheniformis je schopno
hydrolyzovat kasein, ¢emuZ odpovidaji i vysledky ziskané
pri detekci proteas.

Plotnovou metodou byla za podminek 30 °C/18 h u vSech
testovanych kment B. cereus a B. licheniformis zjiSténa
zména pH, kterd by mohla indikovat pozitivni reakci na
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Tab. 1 Enzymové aktivity riznych kmend bacild (N - neroste, kolonie nevytvorfeny, R - roste, avSak enzymové aktivity nebyly
detekovany, P - roste a tvoii vyjasnéné proteolytické zony, L - roste a tvofi vyjasnéné lipolytické zdny)

B. cereus 30 °C 25°C 12 °C 6 °C
24 h 48 h 24 h 48 h 72 h 6 dnu 8 dni 12dnd  12dni 21 dnu

SPA 12 P L P P P L P P L P L P N N
1410-A R P R P L, P L, P L, P L, P N N
1659-A P P P L P L P R R R N N
SPA 11 P P P P L, P L, P L, P L, P N N
SPA 4 P P P P L, P L L L N N
SPA 10 P P P P P L L L N N
SPA 6 P P P P P R R R N N
1867-C P P P P P L, P L, P L, P N N
1656-B P P P P L P R R R N N

B. licheniformis

12 °C 6°C

4 8 4 8 dnii 12dni  12dni 21 dnii
SPA9 R L N R L P N N N N N
1044-B N L N R L P N N N N N
1646-B N L N R LP N N N N N
1868-C R R N R LP N N N N N
1860-C N L N R L P N N N N N
1645-B N L N R L P N N N N N
1870-A R L N R L P N N N N N
1398-A R L R R L N N N N N
1405-B R L N R L P N N N N N
1642-B R L N R LP N N N N N
1402-A R L N R L P N N N N N

dekarboxylaci histidinu a tyrosinu. Po kultivaci 12 °C/
6 dnt byla tato zména pozorovana na pudé obsahujici his-
tidin, a to u téch kmend, které za stejnych podminek vyka-
zovaly proteolytickou aktivitu, a dale na obou pudéach
u kmene SPA 6.

ProtoZe je vSak znamo, Ze pouZzitd plotnova metoda mize
poskytovat falesné pozitivni vysledky (Buikova a kol.,
2009), byla tvorba biogennich aminii ovéfovadna chro-
matograficky. Po kultivaci vSech testovanych kment bacila
v mléce (30 °C/18 h a 12 °C/14 dnu) byla koncentrace his-
taminu, tyraminu, 2-fenyletylaminu, putrescinu, kadave-
rinu, agmatinu, spermidinu a sperminu pod mezi detekce
(0,5 - 2,5 mg/l).

V modelovych vzorcich pasterovaného mléka, které obsa-
hovaly spory bacili, kazeni zaviselo na podminkach
skladovani. Béhem dvou tydnti skladovani mléka obsahu-
jictho B. cereus nebo B. licheniformis pii 6 °C, pfipadné
B. licheniformis pii 12 °C se sledované mikrobiologické

parametry v ramci chyby stanoveni neménily (tab. 2 a 3).
Naopak pii 12 °C doslo k néarastu B. cereus na denzitu
10° - 10" KTJ/ml nezavisle na po¢atecni mife kontaminace.
Data o rustu bacili v mléce (tab. 2 a 3) tedy dobre korespon-
duji s vysledky ziskanymi plotnovymi metodami (tab. 1).

K senzoricky detekovatelnym zménam konzistence
v zZadném vzorku nedoslo, nezadouci aktivity bacilli, popft.
jejich enzymd, se vSak projevily vznikem zéapachu. B. licheni-
formis zpusobil vznik zapachu pfi 6 a 12 °C az pfi pocatecni
denzit& spor v fadu 10° KTJ/ml, coZ je o nékolik #add vice, nez
je pro mléko a mlééné vyrobky bézné (denzita celé skupiny
termorezistentnich mikroorganismi se pohybuje vétSinou
v fadu 10” az 10’ KTJ/ml (Némeckovi a kol., 2006)).

Naproti tomu ve vzorcich obsahujicich B. cereus zapach
vznikl pfi denzité spor v fadu 10* KTJ/ml (skladovani pfi
6 °C), popt. 10" KTJ/ml (skladovani pfi 12 °C). PiestoZe se
spory B. cereus v syrovém mléce vyskytuji obecné ve velmi

cvvs

nizkych koncentracich, ¢asto nizSich nez 1 spora na mililitr

Tab. 2 Zmény v modelovych vzorcich pasterovaného miéka obsahujiciho spory B. cereus SPA 12

denzita pred pasteraci

po skladovani 6 °C/14 dni

po skladovani 12 °C/14 dni

(vypoctem)

CPM spory CPM spory zapach CPM spory zapach
(KTJ/ml) (KTJ/ml) (KTJ/ml) (KTJ/ml) (ano/ne) (KTJ/ml) (KTJ/ml) (ano/ne)
1,8x10° 50x10° 71x10° 1,5x10° ano 1,3x 107 1,4x10° ano
1,8x10° 5,0 x 10* 7,4 x 10* 6,9 x 10° ano 18x10 8,4x10° ano
1,8x 10 5,0 x 10° 50x 10° 7,4 x10? ne 19x10 12x10° ano
1,8x10° 5,0 x 10 6,7 x 10 1,0x10° ne 5,8 x 10° 3,0x 10’ ano
1,6 x 10° 1.9x10° 1,2 x 10 54x10' ne 5,6 x 10° 1,0x 10’ ano
1,6 x 10’ 1,9x 10’ 8,5x 10" 8,0x 10 ne 48x10° < 4x10° ano
1,6 x10° 1,9x10° 1,5 102 50x10' ne 58x10° <1x10° ne

CPM - celkovy pocet mikroorganismil (vegetativni buriky a spory)

Xl
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Tab. 3 Zmény v modelovych vzorcich pasterovaného miéka obsahujiciho spory B. licheniformis SPA 9

denzita pred pasteraci

po skladovani 6 °G/14 dni

po skladovani 12 °C/14 dni

(vypoctem)

CPM spory CPM spory
(KTJ/ml) (KTJ/ml) (KTJ/ml) (KTJ/ml)
1,0x 108 2,0x10° 2,3x10° 14x10°
1,0x10° 2,0 x 10° 2,7x10° 8,5x10*
1,0x 10 2,0 x 10* 17 x10* 9,6 x 10°
1,0x 10° 2,0x10° 51x10° 2,0x10°

zapach CPM spory zapach
(ano/ne) (KTJ/ml) (KTJ/ml) (ano/ne)
ano 2,5x 10 4,0x10° ano
ne 1,0 x 108 8,7 x 10 ne
ne 10x10° 12x 10 ne
ne 7,3x10° 11x10° ne

CPM - celkovy pocet mikroorganismii (vegetativni buriky a spory)

mléka (Bartoszewicz a kol., 2008), denzita v fadu
10" KTJ/ml mbZe byt dosaZena napf. pii pouZiti syrového
mléka Spatné mikrobiologické kvality, kontaminaci
z biofilma, apod.

Zaver

B. cereus je schopen rust i pfi relativné nizkych teplotach
(okolo 12 °C) a tvofit proteolytické a lipolytické enzymy.
KaZeni pasterovaného mléka mliZe zpUsobit uz pfi denzité
spor v fadu 10" KTJ/ml. DileZité proto je zabranit konta-
minaci syrového mléka, meziproduktd i findlnich vyrobki
a ‘dusledné dodrzovat chladirensky fetézec s teplotami
4 - 8 °C. Naproti tomu B. licheniformis pri 6 °C ani pfi
12 °C neroste a redlné riziko kazeni mlécnych vyrobkt
nepredstavuje.

Prestoze vysledky screeningové plotnové metody nazna-
¢uji, Ze by testované druhy bacili mohly byt schopny tvofit
biogenni aminy, chromatografické stanoveni v modelovych
vzorcich mléka tuto hypotézu nepotvrdilo.

Z metodického hlediska je dilezité zjiSténi, Ze v zavis-
losti na druhu a kmenu bacil se vyjasnéné proteolytické
a lipolytické zony pfi 30 °C objevuji v intervalu mezi méné
nez 24 h a tfemi dny. Zkraceni doby inkubace ploten pfi
stanoveni proteolytickych a lipolytickych mikroorganismli
s cilem zamezit prertistani plazivymi koloniemi bacil
proto nedoporucujeme.

Podékovdni

Tato prace vznikla za finan¢ni podpory MSMT, pfi feeni
vyzkumného zdméru MSM 2672286101 MIéko - vyznam-
na soucast zdravé a bezpecné vyzivy.
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The use of active and passive methods for
monitoring of microbial air-contamination

Abstrakt

V potravinarském primyslu je monitoring mikrobialni
kvality ovzdusi dileZity zejména kvili detekci sporulujicich
mikroorganismi a plisni, které predstavuji zdravotni a tech-
nologické riziko. V prostfedi mikrobiologické laboratore
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