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

Abstrakt

Psychrotrofní mikroorganismy, jako např. příslušníci 
rodu Pseudomonas, jsou významnými původci tech-
nologických problémů při zpracování mléka a kažení 
finálních mléčných výrobků díky jejich schopnosti růst 
při chladírenských teplotách a produkovat vysoce ter-
mostabilní proteolytické a lipolytické enzymy. Otázkou 
však je, zda k podobným problémům může docházet 
také v  syrovátce určené pro další potravinářské zpra-
cování. V  této práci jsme ze syrovátky vyizolovali šest 
potenciálně rizikových kmenů a otestovali jejich růst za 
podmínek modelujících skladování syrovátky při 5; 10 
a 15 °C před pasterací a následným zahušťováním. Dy-
namika růstu jednotlivých kmenů byla rozdílná, přesto 
lze formulovat doporučení, aby byla syrovátka postupně 
sbíraná z jednotlivých šarží výroby sýrů zpasterována 
nejpozději během 48 h, lépe však během 24 h. 

Klíčová slova: zpracování sladké syrovátky, Pseu-
domonas spp., proteolýza, lipolýza, mikrobiální růst 

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
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na, popř. jsou z ní vyráběny koncentráty či izoláty bíl-
kovin. Se sušinou syrovátky, resp. bílkovinami syrovátky 
by se tak mohly zakoncentrovávat i nežádoucí enzymy. 
Dokonce i mikrobiologicky kvalitní syrovátkový produkt 
by tak s sebou do dalšího zpracování vnášel riziko vad 
a problémů způsobovaných enzymy. 

Cílem této práce je zjistit, zda se psychrotrofní produ-
centi nežádoucích enzymů v syrovátce opravdu vyskytují 
a zda za podmínek skladování syrovátky před pasterací 
mohou tyto enzymy produkovat. Pokud ano, tak podnítit 
další výzkum kvality syrovátky v tomto směru. 

Materiál a metody

Izolace, identifikace a výběr kmenů
Na provoze, kde se vyrábějí sýry a následně se zpra-

covává syrovátka, byly provedeny dva fázové odběry 
syrovátky. Ve vzorcích byly stanoveny psychrotrofní 
proteolytické mikroorganismy, a to na živné půdě GTK 
(MILCOM a.s., CZ) s 10 % obj. sterilního mléka. Kulti-
vace byla provedena při 6,5 °C po dobu 10 dnů. Počítány 
byly kolonie s vyjasněnou proteolytickou zónou. Vy-
brané kolonie byly následně vyizolovány, přečištěny na 
BHI agaru (Merck, G) a předány na identifikaci metodou 
MALDI-TOF MS na Státní veterinární ústav v Jihlavě. 

Charakteristika kmenů byla doplněna posouzením 
jejich lipolytické aktivity. Kultivace byla provedena na 
Tributyrin agaru (Sigma-Aldrich, CZ) při 30 °C po dobu 
3 dnů a při 10 °C po dobu 10 dnů a sledováno bylo, zda 
došlo k vytvoření vyjasněných lipolytických zón.

Měření růstu v syrovátce 
Vzorek dodané jedné šarže nezahuštěné syrovátky 

z výroby sýrů byl do doby použití uchován při -18 °C. Pro 
modelové pokusy byla vždy část syrovátky rozmražena 
a tepelně ošetřena při 108 °C po dobu 7 min, aby došlo 
k vysrážení bílkovin. Následně byla syrovátka vychlazena 
a zfiltrována (filtrační papír KA4, Papírna Pernštejn, CZ), 
čímž bylo získáno čiré syrovátkové médium umožňující 
spektrofotometrické měření. Mikrobiologická čistota 
média byla zajištěna následným tepelným ošetřením při 
110 °C po dobu 15 min.

Kmeny pro modelové pokusy byly připraveny kultivací 
v syrovátkovém médiu při 25 °C po dobu 16-18 h. Následně 
byl testovaný kmen v očkovací dávce 1 % obj. zaočkován 
do 70 ml syrovátkového média. Médium bylo důkladně 
promícháno a rozplněno po 20 ml do tří 50ml falkonek 
pro vlastní měření růstu, 5 ml ve zkumavce bylo na 72 h 
vloženo do termostatu nastaveného na 10 °C a zbytek byl 
použit pro stanovení počtu log KTJ/ml na začátku pokusu. 

Měření růstu probíhalo v laboratorním kontinuálním 
bioreaktoru RTS-1C (BioSan, Lotyšsko), který pracuje 
na principu optické spektrofotometrie a v reálném čase 
měří optickou denzitu při 850 nm. Nastaven byl mód kon-
tinuálního míchání, jenž omezuje vznik klků, sedimentů 
a jiných defektů zkreslujících měřené hodnoty. Konkrétní 
nastavení přístroje je specifikováno v tab. 1. 

Úvod 
	
Psychrotrofní mikroorganismy jsou mikroorganismy 

schopné růst za chladírenských teplot, přestože opti-
mální teplota pro jejich růst je vyšší. Mezi psychro-
trofní mikroorganismy bývají zařazovány např. některé 
druhy rodů Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacte-
rium, Aeromonas, Alcaligenes, Achromobacter, Bacil-
lus, někteří zástupci čeledi Enterobacteriaceae, a další 
(Hayes a Boor, 2001). Pokud se o psychrotrofních mikro
organismech mluví v souvislosti s kvalitou syrového 
mléka a rizikem technologických problémů či kažení 
finálních výrobků, obvykle má mluvčí na mysli jen pseu-
domonády. Jak uvádí Chen a kol. (2003), pseudomonády 
tvoří 70-90 % psychrotrofních mikroorganismů syrového 
mléka. S rozvojem moderních identifikačních metod se 
však jeví, že je zastoupení rodu Pseudomonas v psy-
chrotrofní mikroflóře syrového mléka nižší (Němečková 
a kol., 2012). Nicméně význam právě tohoto rodu je 
v mlékárenství značný, a to nejen díky jeho schopnosti 
růst za chladírenských teplot, ale také kvůli jeho vysoké 
enzymové aktivitě. 

Pseudomonády totiž obvykle mají schopnost tvořit vy-
soce termostabilní proteolytické a lipolytické enzymy, 
které mohou určitou měrou přetrvat všechna v mléká
renství používaná tepelná ošetření a ovlivňovat tak 
průběh výroby i senzorickou, konzistenční či funkční 
kvalitu prakticky všech typů mléčných výrobků. Kon
krétní příklady detailněji rozepisuje Němečková a kol. 
(2012). Souvislost mezi zastoupením psychrotrofních 
mikroorganismů, resp. pseudomonád v syrovém mléce 
a podmínkami jeho skladování v návaznosti na kvalitu 
finálních výrobků je již známa (Chramostová a kol., 
2014), avšak málo se ví o dopadu těchto mikroorganismů 
na kvalitu syrovátky. Syrovátka totiž byla dlouhou dobu 
považována za odpadní produkt z výroby sýrů a teprve 
nedávno začala být oceňována jako hodnotná surovina 
pro další potravinářskou výrobu (mléčné výroby, pečivo, 
výživa pro sportovce, aj.). 

Naše úvaha je takováto: Psychrotrofní mikroorga
nismy, resp. pseudomonády ze syrového mléka jsou při 
výrobě sýrů inaktivovány pasterací, technologií výroby 
sýrů mohou procházet jen jejich enzymy. Tyto enzymy 
jsou však přítomny v nízké koncentraci, která je v reál-
ných vzorcích mimo detekční schopnost dostupných 
metod (Němečková a kol., 2009). Pro účely této práce 
tento zdroj enzymů v syrovátce zanedbejme. Syrovátka 
z jednotlivých šarží výroby sýrů je postupně sbírána 
a  za chladírenských teplot skladována až do doby, kdy 
je zpasterována. Pokud by v období mezi pasterací 
mléka a  pasterací syrovátky docházelo ke kontami-
naci syrovátky psychrotrofními mikroorganismy, resp. 
pseudomonádami, mohly by se tyto mikroorganismy 
pomnožovat a produkovat své enzymy, které by opět 
mohly procházet pasterací. Je to tedy situace obdobná 
skladování syrového mléka. Úskalí pak může spočívat 
v dalším zpracování syrovátky, která je zakoncentrovává-
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Po 72 h kultivace byly stanoveny dosažené počty log 
KTJ/ml, a to jak ve falkonkách, v kterých byl za dyna
mických podmínek měřen růst, tak ve zkumavce staticky 
kultivované v termostatu. Počty KTJ/ml testovaných 
kmenů byly stanoveny na GTK agaru (MILCOM a.s., 
CZ) po kultivaci při 25 °C po dobu 3 dnů. 

Tab. 1 �Nastavení kontinuálního reaktoru RTS-1C pro měření 
růstu testovaných kmenů v syrovátkovém médiu

Parametr Nastavení

Teplota kultivace 5; 10 a 15 °C

Typ kultivace Aerobní

Typ míchání Dynamický

Otáčky rotující falkonky 100 rpm

Změna směru rotace falkonky 60 s

Odečet optické denzity (OD) 60 min

Kultivační objem suspenze 20 ml

Doba kultivace 72 h

Objem inokula 1 %

Výsledky a diskuze 
	
Provedeny byly dva fázové odběry syrovátky, ve které 

byly stanoveny psychrotrofní mikroorganismy vykazu-
jící za chladírenských teplot (zde 6,5 °C) proteolytic
kou aktivitu. Výsledky jsou shrnuty v tab. 2. Zatímco 
v prvním odběru byly některé z fázových vzorků pozi-
tivní, ve druhém odběru byly všechny vzorky negativní. 
Nepravidelné záchyty cílových mikroorganismů v dané 
fázi v průběhu času mohou znamenat, že ke kontaminaci 
dochází uvolňováním těchto mikroorganismů z biofilmů. 
A například o pseudomonádách je známo, že schopnost 
tvořit biofilmy některé kmeny nejenže mají, ale dokonce 
je tato schopnost přítomností mezofilní laktokokové kul-
tury stimulována (Kives a kol., 2005). Ve zde sledovaném 
provoze psychrotrofní proteolytické mikroorganismy 
syrovátku kontaminovaly již při lisování, následně se až 
do pasterace pomnožovaly a pasterací byly inaktivovány. 

Ze syrovátky bylo vyizolováno šest kmenů, které 
všechny náležely do rodu Pseudomonas. Detailnější 
charakteristika těchto kmenů je uvedena v tab. 3. Všechny 
kmeny byly schopné růst a tvořit proteolytické enzymy 
při chladírenských teplotách. Lipolytické enzymy při 
chladírenských teplotách tvořily jen čtyři ze šesti kmenů, 
avšak při 30 °C již byly všechny kmeny lipolyticky ak-
tivní. Na větším souboru (82 kmenů) pseudomonád 
izolovaných z mléka a mléčných výrobků Scatamburlo 
a kol. (2015) došli k podobným závěrům. Při 7 °C pro-
teolytickou aktivitu vykazovalo 69,5 % kmenů, při 25 °C 
100 % kmenů. 

Proteolytické a lipolytické enzymy jsou za optimální 
teploty tvořeny až na konci exponenciální a během sta-
cionární fáze růstu, kdy počty pseudomonád dosahují 
řádově 7-8 log KTJ/ml (Grieve a Kitchen, 1985). Avšak 
při chladírenských teplotách (2 °C) byly tyto enzymy 

v modelových vzorcích detekovány už při dosažení počtů 
pseudomonád v řádu 4-5 log KTJ/ml a jejich koncen-
trace byla vyšší než za optimální teploty pro růst. Jedná 
se o adaptační mechanismus pseudomonád, jak si zajistit 
dostatek živin a zvýšit svou růstovou rychlost při chladí-
renských teplotách (Braun a Sutherland, 2003). 

Z tab. 4 je patrné, že za podmínek našeho experimentu 
došlo během 72 h k nárůstu počtu pseudomonád řádově 
o 2-3 log KTJ/ml, a to při všech experimentálních teplo-
tách (5; 10 a 15 °C). Lze se tedy domnívat, že jsme se 
tím přiblížili nejvyššímu dosažitelnému nárůstu a tedy 
i růstové fázi, při které jsou již nežádoucí enzymy produ-
kovány. Alespoň zpomalení růstu, popř. dokonce přechod 
z exponenciální do stacionární fáze na konci 72 h kulti-
vace je vidět rovněž na obr. 1 až 6. 

Kromě toho z porovnání tab. 4 a obr. 1 až 6 vyplývá, 
že nelze pro všechny kmeny použít jeden univerzální 
přepočet mezi počty log KTJ/ml a optickou denzitou. 
Obrázky by proto měly být interpretovány pouze na 
základě tvaru naměřených křivek, a nikoliv porovnáním 
nejvyšších optických denzit dosažených pro jednotlivé 
kmeny. Kromě toho měření při nízkých teplotách, zej
ména při 5 °C, v některých vzorcích vykazovalo určité 
nestability, a tak by se mohlo zdát, že zde mikroorganis-
my prakticky nerostly, přestože mikrobiologický rozbor 
ukázal opak. 

V tab. 4 za pozornost dále stojí, že při stejné teplotě 
bylo vyšších počtů pseudomonád dosaženo při dyna‑ 

Tab. 2  �Výsledky stanovení psychrotrofních proteolytických 
mikroorganismů (log KTJ/ml) ve fázových vzorcích 
syrovátky 

Odběr 1 Odběr 2

Výrobník sýřeniny neg. neg. 

Předlisovací vana neg. neg. 

Dolis < 1 neg. 

Skladovací tank na směsnou syrovátku 2,15 neg. 

Nádržka před pasterací 2,56 neg. 

Po pasteraci neg. neg. 

Nádržka před zahušt’ováním neg. neg. 

Po zahušt’ování neg. neg. 

Skladovací tank na zahuštěnou syrovátku neg. neg.

Tab. 3  Charakterizace izolovaných kmenů pseudomonád

Označení 
kmene

Identifikace Proteolytická 
aktivita  

(6,5 °C/10 dnů) 

Lipolytická 
aktivita  

(10 °C/10 dnů)

Lipolytická 
aktivita  

(30 °C/3 dny)

Ps1 P. libanensis + + +

Ps2 P. fragi + + +

Ps3 P. fragi + + +

Ps4 P. fragi + + +

Ps5 P. fulva + - +

Ps6 P. monteilii + - +

+ pozitivní reakce, - negativní reakce 
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a zahuštěna. Tvary křivek na obr. 1 až 6 
naznačují, že při skladování syrovátky po 
dobu 24 h vznik nežádoucích proteolytic
kých a lipolytických enzymů významné 
riziko nepředstavuje. Při skladování 48  h 
se již tyto enzymy mohou začít tvořit. 
A skladování 72 h se z tohoto pohledu jeví 
jako rizikové. 

Riziko tvorby nežádoucích enzymů 
v syrovátce však může být relativně nižší 
než v syrovém mléce skladovaném za stej

ných podmínek, protože tvorba těchto enzymů je indu-
kována přítomností vhodných substrátů. Proteolytické 
enzymy pseudomonád štěpí kaseiny přednostně před bíl-
kovinami syrovátky (Shamsuzzaman a McKellar, 1987). 
Navíc je tvorba nejen lipolytických, ale i proteolytic
kých enzymů pseudomonád stimulována přítomností 
mléčného tuku (Zhang a kol., 2020). 

mické než při stacionární kultivaci. Důvodem může být 
zlepšení dostupnosti kyslíku díky promíchávání. 

V reálném provoze daného výrobce je syrovátka z jed-
notlivých šarží výroby sýrů postupně sbírána a uchována 
po dobu maximálně 3 dnů při průměrné teplotě 10 °C 
(nádrž je chlazena, avšak další teplá syrovátka přitéká). 
Po nasbírání určitého množství je syrovátka zpasterována 

Tab. 4  Výsledky stanovení počtů (log KTJ/ml) šesti kmenů pseudomonád 
po 72 h kultivace v syrovátkovém médiu

Kmen Ps1 Ps2 Ps3 Ps4 Ps5 Ps6

Před kultivací 6,61 6,95 5,98 6,63 6,26 6,57

Po kultivaci v RTS při 5 °C 8,82 9,08 8,65 8,59 8,34 8,49

Po kultivaci v RTS při 10 °C 8,66 8,94 8,72 8,69 8,40 8,56

Po kultivaci v RTS při 15 °C 8,40 9,04 8,60 8,67 8,48 8,61

Po kultivaci v termostatu při 10 °C 8,58 8,65 7,86 8,04 7,71 8,26

RTS – dynamická kultivace v kontinuálním bioreaktru RTS-1C

Obr. 1  �Růstová aktivita kmene P. libanensis Ps1 
v syrovátkovém médiu

Obr. 4  �Růstová aktivita kmene P. fragi Ps4 v syrovátkovém 
médiu

Obr. 2  �Růstová aktivita kmene P. fragi Ps2 v syrovátkovém 
médiu

Obr. 5  �Růstová aktivita kmene P. fulva Ps5 v syrovátkovém 
médiu

Obr. 3  �Růstová aktivita kmene P. fragi Ps3 v syrovátkovém 
médiu

Obr. 6  �Růstová aktivita kmene P. monteilii Ps6 
v syrovátkovém médiu
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Závěr 

Diskutovány byly různé aspekty analyticky obtížně 
průkazné problematiky – rizika tvorby termostabilních 
proteolytických a lipolytických enzymů v syrovátce 
určené pro další potravinářské zpracování. Zjištěno bylo, 
že syrovátka sbíraná z výroby sýrů může obsahovat 
bakterie rodu Pseudomonas, jakožto producenty těchto 
enzymů. Pseudomonády se v syrovátce za reálných pod-
mínek skladování pomnožovat mohou a teoreticky exis-
tuje i riziko, že nežádoucí enzymy tvoří. Doporučit lze 
proto, aby byla syrovátka zpasterována nejpozději během 
48 h, lépe však do 24 h. Další opatření by mohla být 
např. v souvislosti s mikrobiologickou kvalitou syrového 
mléka či s výskytem biofilmů pseudomonád na provoze. 
Uvážena by měla být, pokud by přídavek syrovátky či 
koncentrátu/izolátu syrovátkových bílkovin do finálního 
potravinářského výrobku působil „nevysvětlitelné“ prob-
lémy se zpracováním, senzorickými, konzistenčními či 
funkčními vlastnostmi. 
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Monitoring of biofilm production and 
thermoresistance of Prototheca spp. isolated 
from bulk milk

Abstrakt

V bazénových vzorcích mléka (n = 266) byl sledován 
výskyt Prototheca spp. Z 26 získaných izolátů Protothe-
ca spp. byla většina izolátů identifikována pomocí mul-
tiplexní PCR jako P. zopfii genotyp 2 a jeden kmen jako 
P. blaschkeae. Z těchto izolátů bylo následně vybráno pět 
izolátů P. zopfii genotyp 2 a jeden izolát P. blaschkeae 
pro následné studium tvorby biofilmu a termorezistence. 
Pro testování byly zvoleny teploty 47, 50, 55, 57 a 60 ºC 
po dobu 1 až 90 minut. Všechny kmeny produkovaly bio-
film. Nejvýrazněji tvořily biofilm dva kmeny P. zopfii, kde 
u jednoho kmene byla stanovena hodnota 8 a u druhého 
kmene hodnota 12, následoval kmen P. blaschkeae s hod-
nocením 4 a ostatní kmeny P. zopfii s tvorbou biofilmu 
1-1,5. Rezistence k testovaným teplotám byla u všech 
kmenů téměř shodná. Všechny kmeny přežívaly teplo-
tu 50  ºC po dobu 90 minut, kdy byl pozorován pokles  
viability buněk o 99,5 %. Negativní růst byl zjištěn 
při teplotě 55 ºC po 15 minutách a teplotě 60 ºC již po 
1 minutě. D-hodnoty se pro všechny kmeny P. zopfii po-
hybovaly v  rozmezí pro D47 72-83 min, D50 52-54 min  
a  D55 3  min. D-hodnota pro P. blaschkeae byla D47 
59 min, D50 54 min a D55 3 min. Z-hodnoty se pohybovaly 
v rozmezí 5,3 až 5,5 °C pro P. zopfii a pro P. blaschkeae 
byla 5,9 °C.

Klíčová slova: kravské mléko, řasy, biofilm, termore
zistence


