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PSYCHROTROFNI MIKRO-
ORGANISMY JAKO PRODUCENTI
NEZADOUCICH ENZYMU

V SYROVATCE PRO DALSI
POTRAVINARSKE ZPRACOVANI

Irena Némeékovd, Sérka Havlikovd, Jana Smolova
VWzkumny Ustav mlékdrensky s.r.o.

Psychrotrophic microorganisms as producers
of undesirable enzymes in whey for further
food processing

Abstrakt

Psychrotrofni mikroorganismy, jako napf. pfisluSnici
rodu Pseudomonas, jsou vyznamnymi piavodci tech-
nologickych problému pfi zpracovani mléka a kazeni
findlnich mlécnych vyrobkl diky jejich schopnosti rist
pri chladirenskych teplotiach a produkovat vysoce ter-
mostabilni proteolytické a lipolytické enzymy. Otazkou
vsak je, zda k podobnym problémim muze dochézet
také v syrovatce urené pro dalSi potravinarské zpra-
covani. V této praci jsme ze syrovatky vyizolovali Sest
potencidlné rizikovych kment a otestovali jejich rist za
podminek modelujicich skladovéani syrovatky pii 5; 10
a 15 °C pred pasteraci a naslednym zahustovanim. Dy-
namika ristu jednotlivych kment byla rozdilna, presto
Ize formulovat doporuceni, aby byla syrovatka postupné
sbirand z jednotlivych Sarzi vyroby syrd zpasterovana
nejpozdéji béhem 48 h, 1épe v§ak béhem 24 h.

Klicova slova: zpracovani sladké syrovatky, Pseu-
domonas spp., proteolyza, lipolyza, mikrobidlni riist

Abstract

Psychrotrophic microorganisms, as e.g. strains of ge-
nus Pseudomonas, are important causes of technological
problems during milk processing and spoilage of final
dairy products due to their ability to grow at refrigerating
temperatures and produce highly heat-stable proteolytic
and lipolytic enzymes. Our question is whether similar
problems can also set in whey for further food processing.
In this work, we isolated six potentially hazardous strains
and tested their growth under the conditions simulating
whey storage at 5; 10 and 15 °C before pasteurization
and subsequent concentration. The growth dynamics of
particular strains differed. Nevertheless, it can be recom-
mended to pasteurize succesivelly collected whey from
particular cheesemaking batches utmost within 48 hrs,
optimally within 24 hrs.

Keywords: sweet whey processing, Pseudomonas
spp., proteolysis, lipolysis, microbial growth

MLEKARSKE LISTY 179, VOL. 31, No. 2



VEDA, VYZKUM

Uvod

Psychrotrofni mikroorganismy jsou mikroorganismy
schopné rust za chladirenskych teplot, prestoze opti-
malni teplota pro jejich rast je vySS$i. Mezi psychro-
trofni mikroorganismy byvaji zafazovany napr. nékteré
druhy rod@ Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacte-
rium, Aeromonas, Alcaligenes, Achromobacter, Bacil-
lus, ne€kteti zastupci Celedi Enterobacteriaceae, a dalsi
(Hayes a Boor, 2001). Pokud se o psychrotrofnich mikro-
organismech mluvi v souvislosti s kvalitou syrového
mléka a rizikem technologickych problémi ¢i kaZeni
finalnich vyrobkd, obvykle ma mluvéi na mysli jen pseu-
domonddy. Jak uvadi Chen a kol. (2003), pseudomonady
tvori 70-90 % psychrotrofnich mikroorganismi syrového
mléka. S rozvojem modernich identifikacnich metod se
vSak jevi, Ze je zastoupeni rodu Pseudomonas v psy-
chrotrofni mikrofléfe syrového mléka nizsi (Némeckova
a kol., 2012). Nicméné vyznam pravé tohoto rodu je
v mlékarenstvi znacny, a to nejen diky jeho schopnosti
rast za chladirenskych teplot, ale také kvili jeho vysoké
enzymoveé aktivite.

Pseudomonéady totiz obvykle maji schopnost tvorit vy-
soce termostabilni proteolytické a lipolytické enzymy,
které mohou urcitou mérou pretrvat vSechna v mléka-
renstvi pouZzivana tepelnd oSetfeni a ovliviiovat tak
pribéh vyroby i senzorickou, konzisten¢ni ¢i funkcni
kvalitu prakticky vSech typt mléénych vyrobkii. Kon-
krétni priklady detailnéji rozepisuje Némeckovd a kol.
(2012). Souvislost mezi zastoupenim psychrotrofnich
mikroorganismu, resp. pseudomonid v syrovém mléce
a podminkami jeho skladovani v navaznosti na kvalitu
findlnich vyrobkd je jiz zndma (Chramostovd a kol.,
2014), avSak mélo se vi o dopadu téchto mikroorganismu
na kvalitu syrovatky. Syrovatka totiz byla dlouhou dobu
povazovéana za odpadni produkt z vyroby syri a teprve
nedavno zacala byt ocefiovana jako hodnotna surovina
pro dalsi potravinarskou vyrobu (mlécné vyroby, pecivo,
VyZiva pro sportovce, aj.).

Nase tuvaha je takovato: Psychrotrofni mikroorga-
nismy, resp. pseudomonady ze syrového mléka jsou pri
vyrobé syrii inaktivovany pasteraci, technologii vyroby
syrli mohou prochazet jen jejich enzymy. Tyto enzymy
jsou vSak pritomny v nizké koncentraci, kterd je v redl-
nych vzorcich mimo detekéni schopnost dostupnych
metod (Némeckova a kol., 2009). Pro ucely této prace
tento zdroj enzymd v syrovatce zanedbejme. Syrovatka
z jednotlivych Sarzi vyroby syrQ je postupné sbirana
a za chladirenskych teplot skladovana aZ do doby, kdy
je zpasterovana. Pokud by v obdobi mezi pasteraci
mléka a pasteraci syrovatky dochédzelo ke kontami-
naci syrovatky psychrotrofnimi mikroorganismy, resp.
pseudomonadami, mohly by se tyto mikroorganismy
pomnozovat a produkovat své enzymy, které by opét
mohly prochazet pasteraci. Je to tedy situace obdobna
skladovéni syrového mléka. Uskali pak miZe spocivat
v dalSim zpracovani syrovatky, ktera je zakoncentrovava-

na, popt. jsou z ni vyrabény koncentraty ¢i izolaty bil-
kovin. Se suSinou syrovatky, resp. bilkovinami syrovatky
by se tak mohly zakoncentrovavat i nezadouci enzymy.
Dokonce i mikrobiologicky kvalitni syrovatkovy produkt
by tak s sebou do dal§iho zpracovani vnasel riziko vad
a problému zptisobovanych enzymy.

Cilem této prace je zjistit, zda se psychrotrofni produ-
centi nezadoucich enzymi v syrovatce opravdu vyskytuji
a zda za podminek skladovani syrovatky pred pasteraci
mohou tyto enzymy produkovat. Pokud ano, tak podnitit
dalsi vyzkum kvality syrovatky v tomto sméru.

Material a metody

Izolace, identifikace a vybér kmenii

Na provoze, kde se vyrabéji syry a nasledné se zpra-
covava syrovatka, byly provedeny dva fazové odbéry
syrovatky. Ve vzorcich byly stanoveny psychrotrofni
proteolytické mikroorganismy, a to na zivné pudé GTK
(MILCOM azs., CZ) s 10 % obj. sterilniho mléka. Kulti-
vace byla provedena pfi 6,5 °C po dobu 10 dni. Pocitany
byly kolonie s vyjasnénou proteolytickou zénou. Vy-
brané kolonie byly nasledné vyizolovany, preciStény na
BHI agaru (Merck, G) a prfeddny na identifikaci metodou
MALDI-TOF MS na Stétni veterinarni ustav v Jihlavé.

Charakteristika kmenti byla doplnéna posouzenim
jejich lipolytické aktivity. Kultivace byla provedena na
Tributyrin agaru (Sigma-Aldrich, CZ) pfi 30 °C po dobu
3 dna a pfi 10 °C po dobu 10 dnti a sledovano bylo, zda
doslo k vytvoreni vyjasnénych lipolytickych zon.

MeéFent rustu v syrovdtce

Vzorek dodané jedné Sarze nezahuSténé syrovatky
z vyroby syrua byl do doby pouZiti uchovan pfi -18 °C. Pro
modelové pokusy byla vzdy cast syrovatky rozmrazena
a tepelné oSetrena pii 108 °C po dobu 7 min, aby doslo
k vysrazeni bilkovin. Nasledné byla syrovatka vychlazena
a zfiltrovéana (filtra¢ni papir KA4, Papirna Pernstejn, CZ),
¢imz bylo ziskéno ciré syrovatkové médium umoZziujici
spektrofotometrické méreni. Mikrobiologickd Cistota
média byla zajiSténa néslednym tepelnym oSetfenim pfi
110 °C po dobu 15 min.

Kmeny pro modelové pokusy byly pripraveny kultivaci
v syrovatkovém médiu pti 25 °C po dobu 16-18 h. Nasledné
byl testovany kmen v oc¢kovaci ddvce 1 % obj. zaockovén
do 70 ml syrovatkového média. Médium bylo diikladné
promichano a rozplnéno po 20 ml do tfi 50ml falkonek
pro vlastni méteni ristu, S ml ve zkumavce bylo na 72 h
vloZeno do termostatu nastaveného na 10 °C a zbytek byl
pouZit pro stanoveni poctu log KTJ/ml na zac¢atku pokusu.

Me¢éfeni rustu probihalo v laboratornim kontinudlnim
bioreaktoru RTS-1C (BioSan, LotySsko), ktery pracuje
na principu optické spektrofotometrie a v redlném cCase
méfi optickou denzitu pti 850 nm. Nastaven byl méd kon-
tinualniho michani, jenz omezuje vznik klkl, sedimentt
a jinych defektt zkreslujicich mérené hodnoty. Konkrétni
nastaveni pfistroje je specifikovano v tab. 1.
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Po 72 h kultivace byly stanoveny dosazené pocty log
KTJ/ml, a to jak ve falkonkéach, v kterych byl za dyna-
mickych podminek méfen rast, tak ve zkumavce staticky
kultivované v termostatu. Pocty KTJ/ml testovanych
kment byly stanoveny na GTK agaru (MILCOM a.s.,
CZ) po kultivaci pti 25 °C po dobu 3 dnd.

Tab. 1 Nastaveni kontinudiniho reaktoru RTS-1C pro méreni
rdstu testovanych kmend v syrovatkovém médiu

Parametr Nastaveni

Teplota kultivace 5;10a15°C
Typ kultivace Aerobni

Typ michani Dynamicky
Otacky rotujici falkonky 100 rpm
Zména sméru rotace falkonky 60 s

Odecet optické denzity (OD) 60 min
Kultivaéni objem suspenze 20 ml

Doba kultivace 72h

Objem inokula 1%

Vysledky a diskuze

Provedeny byly dva fazové odbéry syrovatky, ve které
byly stanoveny psychrotrofni mikroorganismy vykazu-
jici za chladirenskych teplot (zde 6,5 °C) proteolytic-
kou aktivitu. Vysledky jsou shrnuty v tab. 2. Zatimco
v prvnim odbéru byly nékteré z fazovych vzorka pozi-
tivni, ve druhém odbéru byly vSechny vzorky negativni.
Nepravidelné zachyty cilovych mikroorganismii v dané
fazi v pribéhu ¢asu mohou znamenat, ze ke kontaminaci
dochazi uvoliiovanim téchto mikroorganismu z biofilmu.
A napftiklad o pseudomonadach je zndmo, Ze schopnost
tvorit biofilmy nékteré kmeny nejenze maji, ale dokonce
je tato schopnost pfitomnosti mezofilni laktokokové kul-
tury stimulovana (Kives a kol., 2005). Ve zde sledovaném
provoze psychrotrofni proteolytické mikroorganismy
syrovatku kontaminovaly jiz pfi lisovani, nasledné se az
do pasterace pomnozovaly a pasteraci byly inaktivovany.

Ze syrovatky bylo vyizolovano Sest kment, které
vSechny nédlezely do rodu Pseudomonas. Detailn€jsi
charakteristika téchto kmenu je uvedena v tab. 3. VSechny
kmeny byly schopné rist a tvorit proteolytické enzymy
pri chladirenskych teplotach. Lipolytické enzymy pfi
chladirenskych teplotach tvorily jen Ctyfi ze Sesti kment,
avsak pri 30 °C jiz byly vSechny kmeny lipolyticky ak-
tivni. Na vétSim souboru (82 kmenid) pseudomonad
izolovanych z mléka a mléénych vyrobk Scatamburlo
a kol. (2015) dosli k podobnym zavéram. Pti 7 °C pro-
teolytickou aktivitu vykazovalo 69,5 % kmend, pfi 25 °C
100 % kmeni.

Proteolytické a lipolytické enzymy jsou za optimdlni
teploty tvoreny aZz na konci exponencidlni a béhem sta-
cionarni faze ristu, kdy pocty pseudomonad dosahuji
fadoveé 7-8 log KTJ/ml (Grieve a Kitchen, 1985). Avsak
pri chladirenskych teplotich (2 °C) byly tyto enzymy

Tab. 2 Vysledky stanoveni psychrotrofnich proteolytickych
mikroorganismd (log KTJ/ml) ve fazovych vzorcich

syrovatky
Viyrobnik syreniny neg. neg.
Predlisovaci vana neg. neg.
Dolis <1 neg.
Skladovaci tank na smésnou syrovatku 2,15 neg.
NddrZka pfed pasteraci 2,56 neg.
Po pasteraci neg. neg.
Nédrzka pred zahust'ovanim neg. neg.
Po zahu$t ovani neg. neg.
Skladovaci tank na zahusténou syrovétku neg. neg.

Tab. 3 Charakterizace izolovanych kmeni pseudomonad

Oznaceni ldentifikace  Proteolyticka Lipolyticka Lipolyticka

kmene aktivita aktivita aktivita
(6,5 °C/10 dnii) (10 °C/10 dnii) (30 °C/3 dny)

Ps1 P libanensis

Ps2 P fragi + + +

Ps3 P, fragi + + +

Ps4 P, fragi + + +

Ps5 P fulva + - +

Ps6 P monteilii + - +

+ pozitivni reakce, - negativni reakce

v modelovych vzorcich detekovéany uZz pti dosazeni poctl
pseudomondd v fadu 4-5 log KTJ/ml a jejich koncen-
trace byla vysSi neZ za optimalni teploty pro rist. Jedna
se o adaptacni mechanismus pseudomonad, jak si zajistit
dostatek Zivin a zvysit svou ristovou rychlost pfi chladi-
renskych teplotach (Braun a Sutherland, 2003).

Z tab. 4 je patrné, Ze za podminek naSeho experimentu
doslo béhem 72 h k naristu poctu pseudomonad fadoveé
0 2-3 log KTJ/ml, a to pfi vSech experimentélnich teplo-
tach (5; 10 a 15 °C). Lze se tedy domnivat, Ze jsme se
tim pfiblizili nejvySsimu dosazitelnému nardstu a tedy
i rastové fazi, pri které jsou jiz nezadouci enzymy produ-
kovany. Alespon zpomaleni rdstu, popt. dokonce prechod
z exponencialni do stacionarni faze na konci 72 h kulti-
vace je vidét rovnéZ na obr. 1 az 6.

Kromé toho z porovnéni tab. 4 a obr. 1 az 6 vyplyva,
Ze nelze pro vSechny kmeny pouZzit jeden univerzalni
prepocet mezi pocty log KTJ/ml a optickou denzitou.
Obrazky by proto mély byt interpretovany pouze na
zakladé tvaru naméfenych kiivek, a nikoliv porovndnim
nejvyssich optickych denzit dosazenych pro jednotlivé
kmeny. Kromé toho méfeni pii nizkych teplotach, zej-
ména pii 5 °C, v nékterych vzorcich vykazovalo urcité
nestability, a tak by se mohlo zdat, Ze zde mikroorganis-
my prakticky nerostly, prestoZe mikrobiologicky rozbor
ukézal opak.

V tab. 4 za pozornost dale stoji, Ze pri stejné teploté
bylo vysSich pocti pseudomonad dosazeno pti dyna-
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Tab. 4 Vysledky stanoveni poc¢td (log KTJ/ml) Sesti kment pseudomonad

po 72 h kultivace v syrovatkovém médiu

Kmen Ps1 Ps2 Ps3 Ps4
Pred kultivaci 6,61 6,95 5,98 6,63
Po kultivaci v RTS pri 5 °C 8,82 9,08 8,65 8,59
Po kultivaci v RTS pfi 10 °C 8,66 8,94 8,72 8,69
Po kultivaci v RTS pri 15 °C 8,40 9,04 8,60 8,67
Po kultivaci v termostatu pfi 10 °C 8,58 8,65 7,86 8,04

a zahuSténa. Tvary kfivek na obr. 1 az 6
naznacuji, Zze pfi skladovani syrovatky po
dobu 24 h vznik nezadoucich proteolytic-

-~ . kych a lipolytickych enzymi vyznamné
626 | 857 | iJiko nepiedstavuje. Pfi skladovéni 48 h
834 | 849 se jiz tyto enzymy mohou zacit tvorit.
840 | 856 A skladovéni 72 h se z tohoto pohledu jevi
8,48 | 861 jako rizikové.

7.71 8,26 Riziko tvorby nezadoucich enzymi

RTS — dynamickad kultivace v kontinudlnim bioreaktru RTS-1C

mické nez pfi staciondrni kultivaci. Dlivodem miiZe byt
zlepSeni dostupnosti kysliku diky promichavani.

V realném provoze daného vyrobce je syrovatka z jed-
notlivych Sarzi vyroby syrd postupné sbirdna a uchovana
po dobu maximalné 3 dnl pfi primérné teploté 10 °C
(nadrz je chlazena, avSak dalsi tepld syrovatka pritéka).
Po nasbirani ur¢itého mnozstvi je syrovatka zpasterovana

v syrovatce vSak muze byt relativné nizsi
nez v syrovém mléce skladovaném za stej-
nych podminek, protoZe tvorba téchto enzymi je indu-
kovéana pfitomnosti vhodnych substrati. Proteolytické
enzymy pseudomondd $tépi kaseiny prednostné pred bil-
kovinami syrovatky (Shamsuzzaman a McKellar, 1987).
Navic je tvorba nejen lipolytickych, ale i proteolytic-
kych enzymi pseudomonad stimulovdna piitomnosti
mlécného tuku (Zhang a kol., 2020).
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Obr. 1 Rdstova aktivita kmene P libanensis Ps1
v syrovdtkovém médiu

Obr. 4 Ristova aktivita kmene P. fragi Ps4 v syrovétkovém
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Obr. 2 Rdstova aktivita kmene P fragi Ps2 v syrovétkovém
médiu

Obr. 5 Rstova aktivita kmene P fulva Ps5 v syrovatkovém
médiu
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Obr. 6 Rdstova aktivita kmene P monteilii Ps6
v syrovdtkovém médiu
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Zaver

Diskutovany byly rtizné aspekty analyticky obtiZné
priukazné problematiky — rizika tvorby termostabilnich
proteolytickych a lipolytickych enzyma v syrovatce
urcené pro dal$i potravinarské zpracovani. Zjisténo bylo,
Ze syrovatka sbirand z vyroby syri muze obsahovat
bakterie rodu Pseudomonas, jakozto producenty téchto
enzymil. Pseudomonddy se v syrovétce za redlnych pod-
minek skladovani pomnoZovat mohou a teoreticky exis-
tuje i riziko, Ze nezadouci enzymy tvoti. Doporudit 1ze
proto, aby byla syrovatka zpasterovana nejpozd¢ji béhem
48 h, 1épe vsak do 24 h. Dalsi opatfeni by mohla byt
napf. v souvislosti s mikrobiologickou kvalitou syrového
mléka ¢i s vyskytem biofilmi pseudomonad na provoze.
Uvézena by méla byt, pokud by pridavek syrovatky ¢i
koncentratu/izolatu syrovéitkovych bilkovin do findlniho
potravinarského vyrobku pusobil ,,nevysvétlitelné* prob-
lémy se zpracovanim, senzorickymi, konzistenénimi ¢i
funk&nimi vlastnostmi.
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SLEDOVANI TVORBY BIOFILMU

A TERMOREZISTENCE U RAS
PROTOTHECA SPP. IZOLOVANYCH
Z BAZENOVYCH VZORKU MLEKA
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Monitoring of biofilm production and
thermoresistance of Prototheca spp. isolated
from bulk milk

Abstrakt

V bazénovych vzorcich mléka (n = 266) byl sledovin
vyskyt Prototheca spp. Z 26 ziskanych izolatl Protothe-
ca spp. byla vétSina izolatd identifikovdna pomoci mul-
tiplexni PCR jako P. zopfii genotyp 2 a jeden kmen jako
P. blaschkeae. Z téchto izolati bylo nasledné vybrano pét
izolath P. zopfii genotyp 2 a jeden izolat P. blaschkeae
pro nasledné studium tvorby biofilmu a termorezistence.
Pro testovani byly zvoleny teploty 47, 50, 55, 57 a 60 °C
po dobu 1 az 90 minut. VSechny kmeny produkovaly bio-
film. Nejvyraznéji tvotily biofilm dva kmeny P. zopfii, kde
u jednoho kmene byla stanovena hodnota 8 a u druhého
kmene hodnota 12, nasledoval kmen P. blaschkeae s hod-
nocenim 4 a ostatni kmeny P. zopfii s tvorbou biofilmu
1-1,5. Rezistence k testovanym teplotdm byla u vSech
kment témér shodna. Vsechny kmeny prezivaly teplo-
tu 50 °C po dobu 90 minut, kdy byl pozorovian pokles
viability bunék o 99,5 %. Negativni rdst byl zjiStén
pri teploté 55 °C po 15 minutich a teploté 60 °C jiZ po
1 minuté. D-hodnoty se pro vSechny kmeny P. zopfii po-
hybovaly v rozmezi pro Dy; 72-83 min, Dsp 52-54 min
a Dss 3 min. D-hodnota pro P. blaschkeae byla Dy
59 min, D5 54 min a Dss 3 min. Z-hodnoty se pohybovaly
v rozmezi 5,3 az 5,5 °C pro P. zopfii a pro P. blaschkeae
byla 5,9 °C.

Klic¢ova slova: kravské mléko, fasy, biofilm, termore-
zistence
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