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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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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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Abstract

The occurrence of Prototheca spp. in bulk milk sam-
ples was monitored (n = 266). Using multiplex PCR,
the most isolates out of 26 isolated were identified as
P. zopfii genotype 2 and one isolate was identified as
P. blaschkeae. Five isolates of P. zopfii genotype 2 and
one isolate of P. blaschkeae were subsequently selected
from these isolates for subsequent study of biofilm for-
mation and thermoresistance. Temperatures of 47, 50,
55, 57 and 60 °C for 1-90 minutes were selected for tes-
ting. All strains produced biofilm. Most notably formed
biofilm two strains of P. zopfii where the values in the
range 8 to a maximum value of 12, followed by a strain
of P. blaschkeae rated 4 and other strains of P. zopfii with
biofilm formation 1-1.5. Resistance to the tested tem-
peratures was almost identical in all strains. All strains
survived at 50 °C for 90 minutes, when 99.5% decrease
in cell viability was observed. Negative growth was
observed at 55 °C after 15 minutes and 60 °C already
after 1 minute. D-values varied from D4; 72-83 min, Dsg
52-54 min and Dss 3 min for all P. zopfii strains. D-value
for P. blaschkeae was Dy; 59 min, Dsy 54 min and Dss
3 min. Z-values varied from 5.3 to 5.5°C for P. zopfii
strains and 5.9 °C for P. blaschkeae.

Keywords: cow milk, algae, biofilm, thermoresistance

Uvod

Obecné jsou biofilmy charakterizovany jako spole-
¢enstvi jednoho a vice mikrobidlnich druht. Po prilnuti
na povrch produkuji mikroorganismy tzv. extracelularni
polymerni latky (EPS), které mohou, vedle DNA a jinych
proteint, tvofit az 90 % celé hmoty biofilmu. EPS pak
poskytuje burikdm stabilitu, zprostiedkovava povrcho-
vou adhezi a slouZi jako podpora pro pfipojeni bungk,
enzymu a antibiotik. S tvorbou biofilmu je spojovano az
80 % patogennich mikroorganismi (Flemming a kol.,
2007; Algburi a kol., 2017).

V prostfedi prvovyroby mléka jsou vaZnym zdra-
votnim problémem mastitidni patogeny s produkci
biofilmf, kde jsou mezi nejcastéjsi pivodce tohoto
onemocnéni oznacovany Staphylococcus aureus a déle
environmentalni mikroorganismy (Escherichia coli,
Klebsiella spp., Citrobacter spp., Enterobacter spp.),
koaguldza-negativni stafylokoky (CNS), streptokoky
(Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae) a en-
terokoky (Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium),
stejné jako nebakteridlni mikroorganismy, jako Can-
dida spp. a Prototheca spp. (Zadoks a Fitzpatrick, 2009;
Vyletélova a kol., 2010; Contreras a Rodriguez, 2011;
Jagielski a kol., 2019).

Jako Prototheca spp. jsou oznaCovany druhy patfici
do rodu zelenych tas z celedi Chlorellaceae. Byvaji
izolovany z raznych vzorka, hlavné z vlhkého prostredi
(hntj, puda, voda) a n€ktefi zastupci zpusobuji vzacné
infekce u lidi (prototekodza), ale i u zvitat (prototékova

mastitida). P. zopfii genotyp 2 je oznacovan za hlavniho
ptvodce nebakteridlni bovinni mastitidy (Roesler a kol.,
2006; Osumi a kol., 2008; Onozaki a kol., 2013). Vedle
tohoto druhu byla, i kdyZ v menS$i mife, z mastitidniho
mléka izolovana i P. blaschkae a P. wickerhamii (Roesler
a kol., 2006; Marques a kol., 2006; Marques a kol., 2008;
Thompson a kol., 2009). Prototékové mastitidy a jejich
vyskyt v prostfedi prvovyroby mléka mohou zptisobovat
velké poskozeni mlécné zlazy s nasledkem brakace zvirat
a znacnych ekonomickych ztrat (Salerno a kol., 2010).
Biofilmy vytvorené P. zopfii jsou navic spojené s per-
zistenci mikroorganismil v mlécné Zlaze, odolnosti proti
dezinfekci a s antimikrobidlnimi rezistencemi (Bridier
a kol., 2011; Morandi a kol., 2016).

Prace byla zamérena na potvrzeni tvorby biofilmu
kmend Prototheca spp. izolovanych z bazénovych
vzorkil kravského mléka a stanoveni termorezistence pri
ruznych teplotach.

Material a metody

Piivod vzorkii a druhovd identifikace

V roce 2019 byl zahdjen ploSny monitoring nebakterial-
nich ptivodct mastitid v bazénovych vzorcich syrového
kravského mléka. Bazénové vzorky syrového mléka
(celkem 266) byly v chladovém rezimu dovezeny ze
¢tyf mlékaren do laboratofe SVU Jihlava. V den odbéru
byla provedena kultivace na Sabouradové agaru (SOP
var. 19, SVU Jihlava) pfi teploté 25 + 1 °C a 37 = 1 °C
po dobu 3-5 dnt, pficemz vySSi teplota umoZznila
predbézny odecet jiz po 3 dnech. Mikroskopicky suspek-
tni kmeny Prototheca spp. pochazejici z 26 vzorkl bazé-
novych mlék, byly nasledné identifikovany molekularni
metodou na bazi multiplexni PCR. Nejprve probihala
izolace DNA pomoci fenol-chloroformové metody.
Navazky 50 mg jednotlivych kultur byly suspendovany
v roztoku, obsahujicim 50 mM EDTA a 2% SDS-EB pufr.
Extrakce probihala ve dvou krocich: nejprve roztokem
fenol-chloroform v poméru 1:1 a poté chloroform-
isoamyl alkohol v poméru 24:1. DNA byla nasledovné
vysrazena a precisténa pomoci 100% a 70% ethanolu.
Nésledovala multiplexni PCR s gelovou elektroforé-
zou. Sekvence primerd (Tabulka 1) byly prevzaty dle
Capra a kol. (2014) a jsou schopné urcit, zda izolat patii
do rodu Prototheca spp. a také rozlisit konkrétni druhy
P. zopfii genotyp 2, P. blaschkeae a P. wickerhamii. Do
PCR reakce o celkovém objemu 40 pl bylo pouzito
1,6 ul zasobni koncentrace primertt 10 pmol/ul, pricemz
dalsi komponenty reak¢ni smési byly soucasti kitu
EliZymeTM HS Robust. Denaturace probihala v termo-
cycleru firmy BioRad pti 95 °C po dobu 2 min; amplifikace
pri 95 °C 155,60 °C 15 s a 72 °C 40 s (30 cykli); a elon-
gace pfi 72 °C po dobu 5 min. Vizualizace amplikont
probihala v 1,2% agarézovém gelu s ethidium bromidem.
Pro studium tvorby biofilmu a sledovani rezistence bylo
nasledné vybrano celkem 5 kment P. zopfii genotyp 2
a jeden kmen P. blaschkeae.
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Tvorba biofilmu

Postup zkousky byl proveden dle Djordevic a kol.
(2002). Vykultivované kmeny Prototheca spp. byly
naockovany jednou ockovaci klickou do 9 ml BHI bu-
jonu. Nasledovalo pomnozeni 24 hodin pfi teploté 25 °C.
Takto pripravena kultura byla nafedéna v poméru 0,3 ml
do 10 ml sterilniho BHI buj6nu a v objemu 100 ul davko-
vana na mikrotitra¢ni desticky prfedem vyplachnuté 70%
ethanolem a usuSené na vzduchu.

Od kazdého testovaného kmene byly napipetovany
4 jamky na mikrotitracni desticce a dalsi 4 jamky byly pou-
zity jako kontrola pouze se sterilnim BHI bujonem. Pfipra-
vené mikrotitracni desticky byly inkubovéany pri teploté
25 °C po dobu 72 hodin. Poté byl z jamek vylit BHI bujon,
nasledovalo 5 x promyti destilovanou vodou a bylo napipe-
tovano 150 pl 0,1% roztoku krystalové violeti, ktera se ne-
chala ptsobit po dobu 45 min. Nasledovalo vyliti barviciho
roztoku a 5 x promyti destilovanou vodou. Vizudlné byla
hodnocena intenzita zbarveni pomoci stupnice 0 nezbarve-
no, (+) velmi slabé zbarveni, + slabé zbarveni, ++ stfedné
intenzivni zbarveni, +++ velmi intenzivni zbarveni a vy-
sledek byl vyjadfen jako soucet ziskanych bodii ve vSech
Ctyfech jamkach (vysledna stupnice 0-12). Jako pozitivni
kontrola byl soucasné testovan kmen Acinetobacter schind-
leri, silné biofilmujici izolat S24-AB-1B (plvod - stér po
sanitaci, uloZen ve sbirce pracovnich kmenii VUM, Praha).

Termorezistence

Termorezistence byla testovana pri teploté 47, 50, 55,
57 a 60 °C po dobu 1 az 90 minut. Erlenmeyerova barka
s 50 ml plnotu¢ného sterilniho mléka byla ponotfena do
vodni 14zné (kadinka s magnetickym michadlem) na vyhii-
vanou plotynku s teplotni regulaci pomoci sondy. Po usta-
leni kontrolované teploty bylo mléko zaockovano kmeny
P. zopfii a P. blaschkeae. Vstupni koncentrace jsou uvede-
ny v tabulce 3, 4 a 5. Po uplynuti testované doby zahtevu
byl z Erlenmeyerovy bariky odebran 1 ml mléka, které
predstavovalo nulté fedéni pro stanoveni celkového poctu
mikroorganismu. Vzorek mléka byl dile nafedén ve sterilni
destilované vodé a vyockovan o objemu 0,1 ml na povrch
vysuSeného media (GKCH, Milcom Tabor) a rozetien.
Petriho misky byly kultivovany pfi teploté 25 °C po dobu
3 az 5 dni a poté byly hodnoceny misky s poctem kolonii
100 az 300 KTJ/ml. Testovani bylo provadéno duplicitné.

K porovnani termorezistence jednotlivych kment byla
vycislena D-hodnota, kterd vyjadfuje potiebnou dobu ke
sniZeni poctu mikroorganismill o jeden decimalni fad pfi
zkoumané teploté, a z-hodnota (°C), kterd charakterizuje
zménu teploty potfebnou ke sniZzeni D-hodnoty o jeden
rad (Harrigan, 1998). Tyto hodnoty byly stanoveny pro
kazdy kmen individualné podle postupu, uvedeného vyse.

Vysledky a diskuse
Vyskyt Prototheca spp.

Mastitida zplisobend Prototheca spp. je Casto subkli-
nickd, cozZ komplikuje v€asné rozeznani infekce v chovu.

Tabulka 1 Pfehled primert pro identifikaci izolat dle Capri

a kol., 2014
Primer  Primer sequence (5°- 3) Specificity
name
N476-F | TCGGAGTTAGCTGGTTCTCC All Prototheca spp.
N476-R | ATTTTGGGGCCTTAACTGGT All Prototheca spp.

N2-F TGTAATAGATATTAGAAACGCAACAAA | P zopfii genotyp 2

N2-R | GCAGCAGTAGGGAATTTTGG P, zopfi genotyp 2,

P, blashkeae
B13-F AAGTTTACATTAAGATCATTCGATTCT P blashkeae
Wk3-F CGGGAATCTTCGGATCATTA P, wickerhamii
WK5-R GGTCAAATGCTTAAAGGCGTA P wickerhamii

Postupem cCasu fasa nendvratné méni a poskozuje
tkan mlécné zlazy, klesa tak produkce i kvalita mléka
a vyznamné roste pocet somatickych bunék v mléce,
ktery dosahuje az nékolik milioni v jenom mililitru
mléka. Diagnostika je zaloZena na izolaci a identifikaci
Prototheca spp. v mléce. V nasi praci byla potvrzena
kultivacné pfitomnost Profotheca spp. ve 26 vzorcich
z 266 vySetrenych bazénovych mlék vzorki. Izolaty byly
néasledné podrobnéji identifikovany pomoci multiplexni
PCR, kdy byly potvrzeny 2 druhy této rasy. Ve vétSiné
pripadl se jednalo o P. zopfii genotyp 2 a v jednom
pripadé byl izoldt urcen jako P. blaschkeae. Podobné
Onozaki a kol. (2013) identifikovali rovnéz vSechny
izolaty z mléka dojnic (n = 92) jako P. zopfii genotyp 2.
Jagielski a kol. (2019) vySettfovali 441 ctvrtovych vzorka
krav, podezielych na mastitidni onemocnéni. Prototheca
spp- byla potvrzena v 65 piipadech (14,7 %). VSechny
izolaty patfily k P. zopfii genotyp 2, pouze jeden izolat
byl identifikovan jako P. blaschkeae. Prototheca spp. se
tak radila na tfeti misto nejcastéjSich pivodci bovinni
mastitidy po Streptococcus spp. a Staphylococcus spp.
Hodges a kol. (1985) diagnostikovali P. zopfii u 17 ze
120 mlécnych krav. Podobné Marques a kol. (2008),
Roesler a Hensel (2003) potvrdili pomoci PCR me-
tody vyskyt mastitidnich infekci zptisobenych P. zopfii
a P. blaschkeae. Pro nésledné studium tvorby biofilmu
a termorezistence bylo vybrano 5 kment P. zopfii geno-
typ 2 a 1 kmen P. blaschkeae.

Tvorba biofilmu

Tvorba biofilmu je jednim z nejdileZitéjSich faktori
perzistence v prostfedi jak v prvovyrobé, tak ve zpraco-
vatelskych zavodech (Simdes a kol. 2010). Nejvyraznéji
tvorily biofilm 2 kmeny P zopfii, naméfend hodnota
u téchto kment byla 8 a 12 (Tabulka 2). Nésledovala
P. blaschkeae s hodnocenim 4. Ostatni kmeny P. zopfii
byly také pozitivni, nicméné s méné intenzivni tvorbou
biofilmu (1-1,5). Shodné vysledky pozitivni tvorby bio-
filmu u prototék potvrdili také Ely a kol. (2019). VSech
32 kmenu P. zopfii, izolovanych ze subklinicky a klinicky
mastitidnich krav, vSak klasifikovali jako producenty
vyrazného biofilmu. Morandi a kol. (2016) potvrdili
tvorbu biofilmu u vSech izolovanych kmena P. zopfii
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Tabulka 2 Prototheca spp. - vysledky tvorby biofilmu a testovani Termorezistence a D-hodnota

termorezistence Vysledky termorezistence jsou podrobné uve-
5 o deny v Tabulce 3 az 5. Rast testovanych kment
Gislo 0. naceni k Hod i biofil Biofilm - DS A .
kmene UZhaceni kmene odnoceni biotilmu WG| byl pii vSech teplotich téméi shodny. Pfi teploté
1 1- 81-M P zopfii genotyp 2 (+) (+) 0 0 1 47 °C po dobu 90 minut bylo schopné prezit

= = N Auggryn
2 | 2-7 M2 P zopii genotyp 2 ) | &) | =) 0 15 1-3 %.bunek a pri teploté 59 C [\)}'CZI\VI?’IO teplotu
3 |3-10 M3 P blaschkeae N N N N 4 Z’a stejnou dobu 0,5}% bunel'(. F"I‘l nySlfh teplo:
T 2 m e tach byl zaznamendn negativni rist pfi teploté
11 M zopfir genotyp )| () : 55 °C po 15 minutich, pfi 57 °C po 5 — 10 mi-
5 |320M5Pzopfiigenotyp2 | ++ | 4+ |+ | 4+ 8 nutdch a pii teploté 60 °C jiz po 1 minuté.
6 [3-21M5F zopfiigenotyp2 | +++ | +++ | +4+ | +++ ] 12 Marques a kol. (2010) zkouSeli vys$si teploty

u 34 kment P. zopfii a 28 kmenua P. blaschkae.
genotyp 2, avSak, podobné jako v nasi studii, detekovali  Zjistili, Ze 100% ucinnost inhibice vSech kment byla pti
velkou variabilitu uvnit tohoto druhu. teploté 100 °C za 1 sekundu. Uginnost pfi teploté 62 °C

Tabulka 3 Vysledky termorezistence pri teploté 47 °C po dobu 1 aZz 90 minut (log KTJ/ml)

Kmen  Pog. hod 1 5 10 15 20 25 30 40 50 60 70 80 90
1 5,32 4,95 4,81 4,73 4,60 4,51 4,40 4,36 4,32 4,30 4,28 4,23 3,95 3,48
2 5,30 4,98 4,81 477 4,68 4,65 4,58 4,49 4,45 4,40 4,28 4,18 4,15 3,78
3 5,28 4,75 4,68 4,61 4,51 4,48 4,38 4,24 415 4,08 3,85 3,74 3,60 3,26
4 5,34 4,95 4,83 4,73 4,61 4,52 4,43 4,40 4,36 4,32 4,30 4,26 4,00 3,48
5 5,38 4,96 4,84 474 4,64 4,54 4,43 441 4,38 4,34 4,32 4,28 3,98 3,49
6 5,36 4,96 4,88 4,76 4,63 4,53 4,41 4,38 4,36 4,32 4,28 4,26 3,95 3,48

Tabulka 4 Vysledky termorezistence pri teploté 50 °C po dobu 1 aZz 90 minut (log KTJ/ml)

Kmen Po¢. hod 1 5 10 15 20 25 30 40 50 60 70 80 90

1 5,32 4,88 4,71 4,59 4,42 4,38 4,28 4,23 4,04 3,95 3,86 3,80 3,48 3,00
2 5,30 4,83 4,63 4,57 4,45 4,34 4,24 4,23 411 3,93 3,81 3,74 3,53 2,95
3 5,28 4,75 4,62 4,54 4,46 4,35 4,26 4,20 4,04 3,90 3,83 3,70 3,51 2,95
4 5,34 4,93 4,75 4,61 4,48 4,43 4,32 4,28 4,23 4,00 3,95 3,85 3,59 3,00
5 5,38 4,94 4,76 472 4,51 4,46 4,32 4,30 4,26 4,04 4,00 3,93 3,51 3,04
6 5,36 4,96 4,91 477 4,49 4,45 4,30 427 4,24 4,02 4,00 3,86 3,58 3,00

Tabulka 5 Vysledky termorezistence pri teploté 55, 57 a 60 °C (log KTJ/ml)

Pog. hod.

5 1
1 5,32 4,36 3,90 2,70 0 2,30 0 0 0
2 5,30 4,32 3,85 2,60 0 2,78 1,70 0 0
3 5,28 4,26 3,75 2,60 0 2,00 0 0 0
4 5,34 4,34 3,93 2,48 0 2,00 0 0 0
5 5,38 4,37 3,90 2,78 0 1,95 0 0 0
6 5,36 4,40 3,86 2,60 0 2,30 0 0 0

Tabulka 6 D-hodnota (min) pfi teploté 47 a 50 °C

Rovnice regresni primky D-hodnota Rovnice regresni primky D-hodnota Rovnice regresni primky D-hodnota

47°C 50 °C 55°C
1 y = -0,0135x + 4,9235 74 y = -0,0188x + 4,8764 53 y = -0,3155x + 5,2135 3
2 y = -0,0120x + 4,9602 83 y = -0,0185x + 4,8481 54 y = -0,3153x + 5,1689 3
3 y = -0,0169x + 4,8557 59 y = -0,0184x + 4,8240 54 y = -0,3115x + 5,1081 3
4 y = -0,0133x + 4,9388 75 y = -0,0184x + 4,9214 54 y = -0,3212x + 5,2097 3
5 y = -0,0135x + 4,9591 74 y = -0,0187x + 4,9590 53 y = -0,3163x + 5,2477 3
6 y = -0,0138x + 4,9593 72 y =-0,0192x + 4,9820 52 y = -0,3202x + 5,2293 3

y = -0,3155x + 5,2135
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V préci byla potvrzena pritomnost Prototheca
spp- celkem ve 26 vzorcich z 266 vysetfenych
bazénovych mlék vzorkd (9,8 %), z nichz
25 izolathd bylo identifikovano jako P. zopfii
genotyp 2 a v jednom pripad€ byl izolat urcen
jako P. blaschkeae. U vSech vybranych kmeni
byla potvrzena schopnost tvorby biofilmu, coz
miZe mit negativni dopad na jeho preZzivani
v prostfedi prvovyroby mléka a s tim spojenou
rezistenci na antimikrobidlni latky a vyssi odol-
nost na dezinfekéni prostfedky. Toto zjiSténi
podporuje dulezitost sledovani i nebakterial-

Graf 1 Vlyvoj termorezistence Prototheca spp. pri teploté 47, 50, 55,

57 a60°C

Tabulka 7 Z-hodnota (°C) pro teploty 47, 50 a 55 °C

Kmen Teplota log [:'-:it;(;nuly Roancf? n:ﬁgresm’ z-hl(J‘%l;ota

47 1,8692

1 50 1,7243 y =-0,1817x + 10,563 55
55 0,4771
47 1,9191

2 50 1,7324 y = -0,1875x + 10,875 53
55 0,4771
47 1,7709

3 50 1,7324 y =-0,1708x + 9,9823 59
55 0,4771
47 1,8751

4 50 1,7324 y = -0,1825x + 10,61 515
55 0,4771
47 1,8692

5 50 1,7243 y =-0,1817x + 10,563 55
55 0,4771
47 1,8573

6 50 1,7160 y = -0,1802x + 10,481 55
93 0,4771

po 15 minutich byla 76 % (P. zopfii) a 79 % (P. blasch-
keae), na rozdil od naSich vysledkd, kdy jsme zjis-
tili 100% ucinnost po 15 minutich jiz pfi nizsi teploté
55°C.

Vypoctené D-hodnoty se pro vSechny kmeny P. zop-
fii pohybovaly v rozmezi pro D4; 72-83 min, Dso 52-54
min a Dss 3 min. D-hodnota pro P. blaschkeae byla D4y
59 min, Dsyp 54 min a Dss 3 min. (Tabulka 6). Z-hodnoty
vypoctené na zdkladé D-hodnot byly naméfeny pro kmen
¢.1-55°C,¢.2-53°C,¢.3-59°C,¢.4-5,5°C,¢.5-
5,5°Cac.6-5,5°C (Tabulka 7). Vzhledem k vysledkiim
D-hodnoty a k tomu, Ze pocet kolonii byl v prabéhu sle-
dovanych teplot u vSech kment témér shodny, je v Grafu
1 znazornén vyvoj termorezistence pro vSechny kmeny,
tedy rod Prototheca spp. Pocet kolonii je vyjadren jako
medidn log KTJ/ml.

nich pavodct mastitidnich infekei vedle bézné
sledovanych bakteridlnich patogent. AvSak
vzhledem k tomu, Ze Zadny kmen neprezival
teplotu 60 °C po jedné minuté pisobeni, 1ze predpokladat,
7Ze pasteracni teplota 72 °C po dobu 15 — 20 sekund, ktera
se bézn€ vyuziva pri vyrobé mlécnych vyrobki, eliminu-
je vyskyt Prototheca spp. v syrovém mléce a zdravotni
bezpecnost mlécné suroviny tak nedochdzi Gjmy.

Podékovani:
Piispévek vznikl za podpory projektt MZe ZEME
QK1910092 a MZe RO1420.
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REFORMULACE CERSTVYCH
NETERMIZOVANYCH SYRU
SNIZOVANIM OBSAHU SOLI

Irena Némeckovd, Sérka Havlikovd, Jan Forejt,
Zdenék Svandrlik
Wzkumny Ustav mlékdrensky s.r.o.

Reformulation of fresh non-thermized cheeses
by the lowering of salt content

Abstrakt

Nadmeérny piijem chloridu sodného je jednim z hlav-
nich zdravotnich rizik tzv. zapadni stravy, existuje proto
snaha obsah NaCl v potravinach redukovat. V této praci
jsme se zaméfili na reformulaci obsahu soli v Cerstvych
netermizovanych syrech s cilem posoudit, jaka pro
to existuji technologickd a mikrobiologickd omezeni.
Pokusné rady syrti byly ziskany solenim v solné lazni
o koncentraci 10; 15 a 20 % po dobu 5 a 15 min, pficemz
vznikla koncentracni fada syrii obsahujici 0,5 az 1,0 %
NaCl. V pribéhu 14 dni skladovani pfi 4-8 °C byla
hodnocena susina, pH, SH, profily organickych kyse-
lin, mikrobiologické a senzorické vlastnosti. V suSiné
ani kyselostech se vzorky navzajem vyznamné neliSily.
Rozdily vSak byly zjiStény v zastoupeni halotolerantnich
mikroorganismu a kvasinek a také v intenzité vnimani
hotké chuti u série s neoptimalizovanou davkou syridla
a téz v konzistenci. Ziskané vysledky naznacuji, zZe je
snizovani obsahu soli v Cerstvych netermizovanych sy-
rech mozné, avsak je nutné uvazit konkrétni hygienické
a technologické podminky vyroby.

Klicova slova: soleni syri; solna lazen; senzorické
vady; trvanlivost; mikrobiologické parametry syri

Abstract

Excessive intake of sodium chloride is one of the main
health risks of western diet. Thus, an effort to reduce the
content of NaCl in foods exists. In this work, we focused
on the reduction of salt content in fresh non-thermized
cheeses with the aim to appreciate its technological and
microbiological limits. Experimental cheese series were
obtained by brining in a brine with 10; 15 and 20 %
of NaCl for 5 and 15 min while the concentration raw
of cheeses contained from 0.5 to 1.0 % NaCl. During
14-day-storage at 4-8 °C, dry matter, pH, SH, organic
acid profile, microbiological and sensory properties were
evaluated. The samples did not significantly differ in dry
matter and acidity. However, the differences were found
out in the number of halotolerant microorganisms and
yeasts as well as in the perception intensity of bitterness
in the series with nonoptimized rennet ration and also in
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