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The growth of spore-forming bacteria

in processed cheese with different fat content
and in the presence of monoacylglycerol

of undecanoic acid

Abstrakt

Sporulujici bakterie rodu Bacillus a Clostridium patii
mezi nejvyznamnéjsi kontaminanty tavenych syrii. Cilem
této studie bylo sledovat vliv nékterych faktort na mnoZeni
téchto mikroorganizmi pfimo v tavenych syrech. Byly
vyrobeny modelové vzorky tavenych syrti o rizném obsahu
tuku v susiné, v dalsi fazi experimentu byl sledovan vliv
pridavku latky s emulgacnim a antibakteridlnim téinkem -
monoacylgycerolu kyseliny undekanové. Z vysledki
vyplyvé, Ze obsah tuku ovliviiuje rist a mnozeni sporulu-
jicich bakterii v tavenych syrech a syry s niz§im obsahem
tuku jsou pro bakterie méné priznivym prostiedim.
Monoacylglycerol kyseliny undekanové v koncentraci
0,15 % w/w zabranil ristu obou kment bacili a mirné po-
tlacil rast studovanych klostridii.

Klicova slova: taveny syr, Bacillus, Clostridium, obsah
tuku, monoacylglycerol kyseliny undekanové

Abstract

Spore-forming bacteria of the genus Bacillus and
Clostridium are the most important contaminants of
processed cheese. The aim of this study was to examine the
influence of some factors on the proliferation of these
microorganisms in processed cheese. Model cheese sam-
ples with different fat content were prepared for the first
part of the experiment, in the next phase emulsifying and
antibacterial agent monoacylglycerol of undecanoic acid
was added to cheese samples. The results showed that the
fat content affects the growth and multiplication of spore-
forming bacteria in processed cheese and cheese with lower
fat content is less favorable environment for bacteria.
Monoacylglycerol of undecanoic acid at a concentration of
0.15% w/w prevented the growth of both strains of bacilli
and slightly suppressed the growth of clostridia studied.

Key words: processed cheese, Bacillus, Clostridium, fat,
monoacylglycerol of undecanoid acid

Uvod

Mikrobiologickd nezavadnost tavenych syru je zajiSténa
fyzikdlnim procesem v podobé tepelného oSeteni. Pri
diskontinudlnim procesu vyroby je na surovinovou smeés
pusobeno teplotou 75 az 90 °C, coz vede k usmrceni vege-
tativnich forem mikroorganizmd, tyto teploty vSak nezajisti
usmrceni bakterii se schopnosti tvorby endospor.
Bakteridlni spory takové teploty preZivaji a teplotni zahtev
navic miize podpofit proces jejich germinace '. Sporulujici
bakterie tedy pfedstavuji velmi vyznamnou skupinu konta-
minant tavenych syra a je proto nutné jim vénovat znacnou
pozornost.

NejcastéjSimi rody izolovanymi v souvislosti s tavenymi
syry jsou grampozitivni rody Clostridium a Bacillus.
Z tavenych syrd bylo izolovano nékolik zastupct rodu
Clostridium, ptedevSim C. sporogenes, C. butyricum,
C. tyrobutyricum a C. cochlearium?®. Typickym dusledkem
mnoZeni téchto mikroorganizmil v tavenych syrech je pro-
dukce plynt vedouci k tzv. pozdnimu dufeni syrQ a pro-
dukce organickych kyselin, zejména kyseliny maselné
a octové, jejichz pfitomnost ma negativni vliv na
organoleptické vlastnosti produktu **. Organoleptické
defekty, jako je napriklad hotka, zatuchla ¢i trpka pfichut,
byvaji ¢asto diisledkem produkce proteolytickych a lipoly-
tickych enzymi nékterymi kmeny bacild. V souvislosti
s mlé¢nymi vyrobky jde hlavné o druhy Bacillus subtilis,
B. cereus, B. sphaericus, B. mycoides a B. coagulans.
Z hlediska spotiebitele nelze zanedbat ani potencidlni
zdravotni rizika plynouci z pfitomnosti téchto mikroorga-
nizmi vzhledem k tomu, Ze nékteré druhy bacili
(B. cereus, B. subtilis, B. licheniformis nebo B. pumilus)
mohou byt ptivodci potravinovych otrav *.

Snaha potlacit ¢i pfedejit mnoZeni neZadoucich mikroor-
ganizmll v potravinich je logickym disledkem potieby
zvySovani udrznosti a bezpecnosti potravin a potravi-
novych surovin. Za timto ucelem jsou hledany latky
pusobici inhibiéné na mikroorganizmy, které by soucasné
nemély negativni vliv na lidsky organizmus ani na vlast-
nosti potravinového produktu, v idealnim pfipadé by mohly
nékteré jeho vlastnosti dokonce zlepSovat. MozZnou ochra-
nou pred nezadouci mikroflérou by mohla byt aplikace
latek acylglycerolového typu, které maji antimikrobidlni
ucinek a navic by se mohl uplatnit i jejich emulgacni
ucinek pfi samotném technologickém zpracovani.

Monoacylglyceroly (MAG) jsou parcidlni estery glyce-
rolu s vyS$§imi mastnymi kyselinami majici povahu povr-
chové aktivnich latek. Aplikaci monoacylglyceroli
v potravinich umoziuje i dobra snasenlivost téchto latek.
V lidském organizmu MAG vznikaji jako pfirozeny pro-
dukt lipazou katalyzované hydrolyzy tukd, béZné se vysky-
tuji v ZivocéiSnych produktech, napf. v mléce, a jsou tedy
obecné povazovany za bezpecné, bez nezadoucich ucinki
a toxicity vidi sliznicim >°.
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Antimikrobnimu piisobeni téchto latek byla v posledni
dobé vénovana rada studii, které prisuzuji monoacylgly-
cerolim schopnost potlacit rst Sirokého spektra mikroor-
ganizmi. MAG pusobi inhibiéné na vegetativni formy
grampozitivnich i gramnegativnich bakterii *’, kvasinky *°
i n&které plisné *'°. Nékteré MAG dokazou potlacit nebo
alespon zpomalit proces sporulace a germinace, nebo sniZit
odolnost bakteridlnich endospor '"'>.  Schopnost MAG
ovlivnit rast mikroorganizmt vychazi z lipofilniho charak-
teru téchto latek, diky ¢emuz dochazi k interakcim s cyto-
plazmatickou membrénou bunék *',

Cilem této studie bylo sledovat dynamiku ristu sporulu-
jicich bakterii rodu Bacillus a Clostridium v modelovych
vzorcich tavenych syri a ovéfit pouzitelnost monoacyl-
glycerolu kyseliny undekanové pro potlaceni rtstu téchto
mikroorganizmti. Vzhledem k tomu, Ze rfst nezadouci
mikrofléry v potravinach je ovlivnén fadou faktort, byl sle-
dovan i vliv obsahu tuku v tavenych syrech.

Material a metody

Mikroorganizmy

Pro sledovani ristu mikroorganizmi v tavenych syrech
s riznym obsahem tuku v su$iné a s pridavkem monoacyl-
glycerolu kyseliny undekanové byly zvoleny nésledujici
kmeny bakterii: Bacillus cereus CCM 2010, Bacillus sub-
tilis subsp. spizizenii CCM 4062, Clostridium butyricum
CAPM 6342, Clostridium sporogenes CAPM 6329.
Bakterie rodu Clostridium byly ziskany ze Sbirky zoopato-
gennich mikroorganizmd pifi Vyzkumném ustavu veteri-
narniho 1ékarstvi, v.v.i. v Brné.

Priprava suspenze bakterii

Inokulum bylo pfipraveno zaockovanim 20 ml kulti-
vacéniho média bakteriemi rodu Clostridium a Bacillus.
Buriky byly kultivovany pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin.
Zaockovanim 10 ml kultivaéniho média pfipravenym
inokulem o objemu 25 ul byla pfipravena bakteridlni sus-
penze, ktera byla kultivovana dalSich 48 hodin.

Vyroba tavenych syrii

Vzorky syra byly taveny na pristroji Vorwerk
Thermomix TM 31-1 (Vorwerk & Co. Thermomix; GmbH,
Wuppertal, Némecko). PouZita byla tavici teplota 80 - 85 °C
po dobu 1 minuty, 4000 otacek/min. Tavenina byla nésled-
né nalita do 100 g polystyrenovych vanicek, uzaviena,
zchlazena a skladovana v lednici pfi teploté 6 + 2 °C. Pro
vyrobu modelovych vzorkid tavenych syrii byly pouzity
nasledujici suroviny: Eidamska cihla (Kromilk s.r.o, 30 %
(w/w) tuku v susing), Cerstvé maslo, pitna voda, tavici soli
(difosforecnany Na H,P-O7, (SAPP) a NasP,O7, (TSPP)
a monofosforenan Na,HPO, (DSP); vSe Fosfa Bieclav)
v celkovém mnozstvi 2,7 % (w/w). Thned po vyrobé byly
syry zaoCkovany suspenzi bakterii v objemu 5 ml. Poté
byla tavenina rozlita do plastovych kelimkd, které byly
ihned uzavieny pfivafitelnym vickem. Vyrobené vzorky
byly zchlazeny a skladovany pfi teploté 6 = 2 °C.

Vyroba byla rozdélena do nékolika fazi. V prvni fazi byly
vyrobeny vzorky tavenych syrd s obsahem tuku v suSiné
30, 40 a 50% (w/w). Ve druhé fazi byly vyrobeny vzorky
s pridavkem monoacylglycerolu kyseliny undekanové
v koncentraci 0,01; 0,05 a 0,15 % (w/w) a s obsahem tuku
v susiné 50 % (w/w). Kazda tavba byla opakovana dvakrat.

Mikrobiologickd analyza

Modelové vzorky tavenych syri byly skladovany po
dobu péti mésica s odbéry po 2., 7., 14., 29., 43., 64., 92.,
a 140. dnu skladovéni. Vzorek taveného syru byl asepticky
odebran, nasledné byl k nému pfidan fyziologicky roztok
v poméru 1:9 a vSe bylo dikladné homogenizovano ve
stomacheru po dobu 2 minut. VySetfovdno bylo vzdy
1000 ul vzorku pfislusného fedéni, ktery byl prelit sterilni
kultiva¢ni pidou temperovanou na 50 °C. Kultivace
probihala pii 37 °C po dobu 48 hodin, klostridia byla
inkubovédna v termostatu s fizenou atmosférou (10 % CO,).
Pro kultivaci B. cereus CCM 2010 a B. subtilis CCM 4062
byla pouzita kultivacni pada PCA (Plate Count Agar,
HiMedia). Pro C. butyricum CAPM 6342 a C. sporogenes
CAPM 6329 byla zvolena puda RCA (Reinforced
Clostridial Agar, HiMedia). Po uplynuti 48 hodin kultivace
byl proveden odecet poctu narostlych kolonii a vypoctena
hodnota CFU (colony-forming units, kolonie tvorici jed-
notky) na gram vyrobku.

Vysledky a diskuze

Mikrobialni jakost tavenych syrad je ovlivnéna fadou fak-
torti mezi které lze tadit kvalitu pouZzitych surovin, hodno-
tu vodni aktivity, pH, mnoZzstvi tuku ve vyrobku a ptitom-
nost pridatnych latek '°. Pro studium vlivu vybranych fak-
torl na rozvoj nezadouci mikrofléry v tavenych syrech
byly zvoleny 4 kmeny sporulujicich bakterii rodu Bacillus
a Clostridium, jejichZ spory nejsou eliminovany teplotou
pouZivanou pfi vyrobé tavenych syrti diskontinudlnim zpt-
sobem. V prvni fazi experimentu byl sledovan rist téchto
mikroorganizmt v tavenych syrech o rizném obsahu tuku,
déle byl sledovan vliv pfidatnych latek, a to monoacylgly-
cerolu kyseliny undekanové (MAG C11:0). Ve vzorcich syri
byla také sledovana hodnota vodni aktivity a pH v prabéhu
celého skladovaciho pokusu, tedy po dobu péti mésicu.

Riist bakterii v tavenych syrech s riiznym
ohsahem tuku v susiné

Pro sledovéani vlivu obsahu tuku na rtst sporulujicich
mikroorganizmti v tavenych syrech byly vyrobeny syry
s obsahem tuku v susin€ 30, 40 a 50 % (w/w). Na obrazku 1
je znazornén rust testovanych mikroorganizmi v tavenych
syrech vyjadfeny jako log CFU/g v zévislosti na délce
skladovani.

Obecné lze fici, Ze tavené syry s obsahem tuku v susiné
30 % (w/w) jsou pro rust sporulujicich bakterii méné vhod-
nym prostfedim ve srovnani se syry o vyssi tucnosti. Vyssi
obsah lipidu v prostiedi pravdépodobné poskytuje bakteriim
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ochranu vi¢i inhibicné pisobicim latkdm rozpustnym ve
vodné fazi produktu '°. Bylo prokdzéno, Ze inhibi¢ni efekt
kyseliny sorbové, sorbanu draselného a polyfosforecnant je
negativné ovlivnén piitomnosti lipidéi 7. SniZeny rst
C. botulinum v prostedi s niz§im obsahem tuku uvadi napt.
studie Ter Steega a kol. '®. Nizky obsah tuku vede také ke
zpozdéni produkce botulotoxinu . Obdobn& i Mehta
a Tatini ** uvadgji, e méné& tucné syry jsou méné priznivym
prostfedim pro rust bakterii Listeria monocytogenes
a Salmonella sp. Pon€kud v rozporu s timto tvrzenim jsou
vysledky ziskané pro B. cereus béhem prvnich 40-ti dnl
skladovani, kdy byl pozorovan nejvyssi nartist poctu bunék
prave v tavenych syrech s 30 % tuku v suSiné. Vyssi obsah
tuku zde zfejmé zapficinil prodlouzeni lag-faze. Po delSi
dobé skladovani vsak jiz doslo k poklesu poctu téchto bak-
terii a po 140 dnech skladovani byl pravé u tohoto mode-
lového vzorku pocet testovanych bakterii nejnizsi (obr. 1).
U zadného z testovanych vzorkt této etapy nebyly
v prubéhu skladovani zaznamenany zmény hodnot vodni
aktivity a pH, které zlstavaly v rozmezi hodnot pfiznivych
pro rust studovanych bakterii.

Riist bakterii v tavenych syrech s pfidavkem
monoacylglycerolu kyseliny undekanové

V poslednich letech byly publikoviany cetné studie
zaméfené na inhibiéni dc¢inky monoacylglyceroli.
Antibakteridlni aktivita téchto latek se lisi v zavislosti na
charakteru mastné kyseliny vdzané na glycerol, tedy na
délce uhlikového fetézce mastné kyseliny, poctu a poloze
dvojnych vazeb?'. VétSina studii je zaméfena na monoacyl-

glyceroly kyselin se stfedné dlouhym fetézcem a sudym
poctem uhlikti. Butikova a kol. ® ale prokdzali znac¢nou
ucinnost monoacylglycerold s lichym poétem uhlikil v pod-
minkach in vitro, zejména monoacylglycerolu kyseliny
undekanové (MAG C11:0). Pro sledovani vlivu pridavku
MAG C11:0 na rust studovanych mikroorganizmt byly
vyrobeny tavené syry s obsahem tuku v susiné 50 % (w/w).
Béhem taveni, spole¢né s tavicimi solemi byla pfiddana
vypoctena navazka MAG, tak aby bylo dosaZeno testo-
vanych koncentraci 0,01, 0,05 a 0,15 % w/w. Dynamika
ristu sporulujicich bakterii v pfitomnosti MAG C11:0 je
znazornéna na obrazku 2.

V piipadé B. cereus a B. subtilis nebyly pozorovany vy-
znamné rozdily mezi ristem v kontrolnich vzorcich
tavenych syrt bez pfidavku MAG C11:0 a vzorcich
s monoacylglycerolem v nejnizsi testované koncentraci
0,01 %. V téchto vzorcich se zvySoval pocet mikroorga-
nizmi béhem prvnich 30-ti dnt skladovéani, poté pocet
bunék klesal az do 90. dne, kdy se ustalil na hodnotach
neprevysujicich 3,5 log CFU/g. U vzorkai obsahujicich
MAG C11:0 v koncentraci 0,05 % lze hovorit o ¢aste¢né
inhibici rastu se snizenim hodnot log CFU/g o jeden az dva
logaritmické fady béhem prvnich 80-ti dni skladovani. Ve
vzorcich syri s pfidavkem 0,15 % MAG C11:0 nedoslo
k vyraznéjSim zméndm v poctu bakterii béhem celého
skladovaciho pokusu a hodnoty celkového poctu mikroor-
ganizmu kolisaly kolem pocate¢ni hodnoty. Nejvyssi testo-
vana koncentrace 0,15 % w/w MAG C11:0 tedy zabranila
rastu obou kment testovanych bacili. Kompletni inhibici
rastu B. cereus a B. subtilis uvadi ve své praci i Bunkova
a kol. ®, kdy béhem 24 hodinové kultivace v Zivném médiu

Obr. 1 Viiv obsahu tuku na rdst sporulujicich bakterii v tavenych syrech
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Obr. 2 Viiv pfidavku MAG C11:0 na rist sporulujicich bakterii v tavenych syrech

Bacillus cereus CCM 2010
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se 100 ug/ml MAG C11:0 nebyl zaznamenan rust zadné
z testovanych bakterii rodu Bacillus. U¢inek MAG C11:0
na rust klostridii byl odli$ny, nejnizsi testovand koncentrace
0,01 % dokonce mirn¢ stimulovala rast C. sporogenes,
zejména v prvni poloviné doby skladovéani. Podle Altieri
a kol.” miize byt zvySeny ndrtist bakteridlnich bungk v pii-
tomnosti MAG dusledkem zvySeni permeability cytoplaz-
matické membrany a nésledné rychlejsi vymény latek
a 7Zivin mezi bakteridlni bunikou s okolnim prostfedim.
Prbéh ristové kiivky C. sporogenes v pritomnosti 0,05 %
MAG C11:0 je téméf shodny s ristovou kiivkou kontrol-
niho vzorku a tato koncentrace nema tedy témét zadny vliv
na dynamiku rastu klostridii v tavenych syrech. Nejvyssi
testovana koncentrace 0,15 % vykazovala ¢aste¢nou inhibi-
ci rastu a na konci skladovaciho pokusu byl rozdil v poétu
bunék mezi timto vzorkem a vzorkem bez pridavku MAG
C11:0 1,36 log CFU/g. U C. butyricum byla situace podob-
nd, niz§i koncentrace MAG C11:0 mély mirny stimula¢ni
ucinek a ani pfi nejvyssi pouZité koncentraci nebyl zazna-
menan vyrazngjsi pokles poctu bunék ve vzorcich tavenych
syri. Béhem 140-ti dni skladovani nedosSlo k vyraznéjsi
zméné pH a vodni aktivity vzorki, jejichZ hodnoty odpovi-
daly pfijatelnému rozmezi pro rist bakterii rodu Bacillus
a Clostridium. RovnéZz nebyla zpozorovana zadnd zména
barvy, viiné ¢i konzistence tavenych syrt.

Zaver

Z vysledki experimenti vyplyva, Ze obsah tuku ovliviiu-
je rist a mnoZeni sporulujicich bakterii v tavenych syrech.
Syry s niz§im obsahem tuku jsou pro bakterie méné
pfiznivym prostfedim ve srovnani se syry o vySsi tu¢nosti.
Pridavek monoacylglycerolu kyseliny undekanové v kon-
centraci 0,01 % w/w nema inhibi¢ni G¢inky na studované
sporulujici bakterie, vyssi koncentrace 0,05 % w/w vedla
k castecné inhibici rdstu B. cereus a B. subtilis. MAG
C11:0 v koncentraci 0,15 % w/w zabranil rustu obou
kment bacilt a mirné potlacil rist studovanych klostridii.
Hodnoty pH a vodni aktivity modelovych tavenych syri
nebyly ovlivnény pridavkem monoacylglycerolu a po celou

dobu skladovani zustaly prakticky nezménény.
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