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INFLUENCE OF NON-BACTERAL MASTITIS
PATHOGENES ON TECHNOLOGICAL PROPERTIES
OF MILK - PRODUCTION OF LYTIC ENZYMES

Abstrakt

Byla sledovéna tvorba lytickych enzymi u nebakteridl-
nich mikroorganismt Candida spp., Pichia spp., Kluvero-
myces marxianus, Yarrowia lipolytica a Prototheca spp.
Testované kmeny byly ockovany na povrch Tributyrin
Agaru a GTK agaru s pfidavkem suseného mléka a kul-
tivovany pii 25 °C po dobu 1 az 5 dnu. Intenzita lytické
z6ny byla hodnocena pomoci stupnové skaly. VSechny tes-
tované kmeny vykazovaly tvorbu lipolytickych enzymd,
vyjma C. famata a 50 % kment P. kudriavzevii. Produkce
proteolytickych enzymt byla detekovana jen u kment
Y. lipolytica, C. famata, C. albicans a K. marxianus.

Klic¢ova slova: kravské mléko; mikrorasy; kvasinky;
proteolyza; lipolyza

Abstract

The formation of lytic enzymes in non-bacterial mi-
croorganisms Candida spp., Pichia spp., Kluveromyces
marxianus, Yarrowia lipolytica and Prototheca spp. was
monitored. The tested strains were inoculated on the sur-
face of Tributyrin Agar and GTK agar with the addition
of milk powder and cultivated at 25 ° C for 1 to 5 days.
The intensity of the lytic zone was evaluated using
a scale. All tested strains showed production of lipoly-
tic enzymes, except C. famata and 50% P. kudriavzevii
strains. Production of proteolytic enzymes was detected
only in strains of Y. lipolytica, C. famata, C. albicans and
K. marxianus.

Keywords: cow milk; microalgae; yeast; proteolysis;
lipolysis

Uvod

Proteolyza a lipolyza v syrovém mléce jsou dllezitymi
faktory senzorické kvality a idrZnosti mléénych vyrobki
i bezpecnosti mlécného potravinového tetézce. Syrové
kravské mléko prijima z epitelu mlécéné Zlazy, krve
a somatickych bunék mens$i mnoZzstvi enzymul (nativni
enzymy), které mohou negativné ovliviiovat pribch
technologickych procest. Vedle téchto enzymi jsou
v mléce pfitomné i enzymy mikrobidlniho ptvodu,
které se vyznacuji vétsi odolnosti viici vyssim teplotim
a mnohem vyssi aktivitou i pfi nizSim pH (Pijanowski
akol., 1977; Driesen 1989; Fox a Stepaniak 1993; Hanus$
a kol., 2016). Enzymy mtzeme rozdélit do skupin podle
enzymu v mléce pak patii hydrolazy, kam se radi lipazy,
proteézy, fosfatazy, amylazy a dalsi.

V technologické praxi maji nejvyznamnéjsi vliv na
kvalitu mléka psychrotrofni mikroorganismy s tvorbou
lytickych enzymi. Prevdznou vétSinu tvoii rod Pseu-
domonas a Alcaligenes (Muir a kol., 1979; Vyletélova
akol., 1999; Vyletélova a kol., 2000a; Baur a kol., 2015).
Vedle vysSe zminénych bakterii byly popsany i dalsi druhy
s lytickou aktivitou, jako napt. Bacillus cereus, B. liche-
niformis, B. weihenstephanensis, B. subtilis, Serratia
marcescens, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus
(Vyletélova a kol., 2001; Parkash a kol., 2007). Vychozi
koncentrace mikroorganismit s lytickymi vlastnostmi
a teplota skladovaného mléka ma zasadni vliv na stabilitu
mlécného tuku. Vyletélova a kol. (2000b) determinovali
pro Pseudomonas fluorescens hranici lipolytickych zmén
chutovych vlastnosti mléka pti prekroceni kritické hodno-
ty obsahu volnych mastnych kyselin (VMK) 49 mmol/kg.
Vychozi koncentrace P. fluorescens v testovanych vzor-
cich byla 1,5x10% a 2,8x10° KTJ/ml a vzorky byly ucho-
vavany pri teploté 6,5 a 14 °C. Vzorky pfi teploté 14 °C
dosahovaly této hranice po 56 a 64 hodinéch (pfi srovnani
niz$i a vyssi vychozi koncentrace) a vzorky s nizsi skla-
dovaci teplotou 6,5 °C az po 90 a 140,5 hodinich (niZsi
a vyssi koncentrace).
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Mezi producenty lytickych enzymit mikrobidlniho
puvodu se tadi také kvasinky rodu Candida, Kluvero-
myces, Pichia a Yarrowia. Enzymaticka aktivita byla
zjiSténa i u kment mikrotasy Prototheca zopfii izolo-
vanych z mastitidniho mléka dojnic. Pfedpoklada se, ze
tato enzymatickd aktivita je moznym faktorem virulence
a faktorem podporujicim invazi prototék (Krukowski
akol., 2012). Pozitivni tvorba protedzy a fosfolipazy byla
u kvasinek potvrzena u rodu Candida a druhu Y. lipo-
Iytica (Roostita a Fleet, 1996; Lanciotti a kol., 2005;
de Souza-Ramos a kol., 2015; Elsharawy a kol., 2019).

Cilem této studie bylo sledovani tvorby lytickych
enzymil nebakteridlnich plvodci mastitid (kvasinky
a fasy), izolovanych z bazénovych vzorkii syrového
kravského mléka.

Material a metoda

Vybér kultivacnich pud
a) Lipolytické enzymy

Pro potvrzeni schopnosti tvorby lipolytickych enzymu

byly testovany nasledujici kultivacni ptdy:

- Tributyrin Agar (Oxoid)

- GKCH agar s ptidavkem tributyrinu do vysledné 1%
obj. koncentrace (Milcom Tabor + tributyrin Sigma
Aldrich)

- GTK agar s ptidavkem tributyrinu do vysledné 1%
obj. koncentrace (Milcom Tabor + tributyrin Sigma
Aldrich)

Pro naslednou analyzu byl vybran jako nejvhodnéjsi

Tributyrin Agar.

b) Proteolytické enzymy

Pro potvrzeni schopnosti tvorby proteolytickych
enzymul byly testovany nasledujici kultivacni
pudy:

- SkimMilk Agar (HiMedia)

- GTK (Milcom, Tabor) + MilkPowder

] kmen

(n = 2), Yarrowia lipolytica (n = 10), Prototheca bovis
(dfive P. zopfii gen. 2; n =5) a P. blaschkeae (n = 1).

Vybrané kmeny byly pomnozeny v BHI bujonu pfi
teploté 25 °C/24 hodin. Poté byly ockovany na povrch
GKCH media a opét kultivovany pri teploté 25 °C po
dobu 1-3 dni (Prototheca) a max. 5 dnt (kvasinky). Jako
kontrolni kmeny byly pouzity P. fluorescens (vlastni sbir-
kovy kmen LM 23) a Pseudomonas aeruginosa (CCM
3955). Kmeny byly nésledné ockovény klickou (kiizovy
roztér) na povrch vybranych pid (Tributyrin Agar a GTK
agar s pfidavkem suSeného mléka) a opét kultivovany pfi
25 °C po dobu 1 aZ 5 dnd. Intenzita projasnéni (lyticka
zona) byla hodnocena pomoci stupriové skaly (+), +,
++ a +++. Kmeny bez tvorby lytickych enzymii byly
oznaceny jako negativni.

Vysledky a diskuse

Vysledky produkce a intenzity tvorby lytickych
enzymi jsou uvedeny v Tabulce 1. VSechny testované
kmeny vykazovaly tvorbu lipolytickych enzymi, vyjma
C. famata. V ptipadé P. kudriavzevii bylo 50 % nega-
tivnich a 50 % slabé pozitivnich kmend. Nejintenzivnéjsi
tvorba byla potvrzena u kment Y. lipolytica, dile pak
polovi¢ni intenzitu (ve srovnani s kmeny Y. lipolytica)
vykazovaly kmeny P. bovis i P. blaschkeae, C. rugosa,
C. tropicalis a C. albicans. Pozitivni tvorba proteolytic-
kych enzymi byla detekovana jen u kmena Y. lipo-
lytica (80 %), C. famata (100 %), dale pak u 1 kmene
C. albicans (16,6 %) a 16 kmenu K. marxianus (61,5 %).
Nejintenzivnéjsi tvorba byla potvrzena opét u kment
Y. lipolytica (Tabulka 1).

Produkce lytickych enzymi u kvasinek byla potvrzena
jiz v dfivéjsich studiich. De Souza-Ramos a kol. (2015)

Tab. 1 Visledky testovani lytickych enzymu

lipolyza proteolyza
neg. (+) + ++ +++ neg (+) + ++ +++

(Oxoid). GTK agar byl nejdrive sterilizovan K marxianus
pii teploté 105 °C/10 minut, vychlazen na | 26 | ¢ keryn) 26 019752
55 °C a pak bylo ptidano susené mléko tak, 10 | C. inconspicua 6| 3 1 10
aby jeho vysledna koncentrace byla 2,8 % o0 | P kudriavzevii 10 110 20
(dle ptedpisu pro SkimMilk Agar). (C. krusei)
helrflr)iié\{(};s'ledky vykazoval agar GTK s obsa- 11 '? 'Cfelgr’;z%,}g)]s 1 1
20 | C. parapsilosis 2 |18 20
Postup zkousky ; g ‘:Z;s:gs 3 g 2 1
Celkem boyl? test.ovéno 13’6 kment k’vasn}ek 4 | ¢, quitisrmondii 4
a 7 kmenQ fas, izolovanych z bazénovych 1| C. tropicalis 1 110 11
vzorkl syrového kravského mléka: Kluyvero- 3 | C famata 3 1111
myces marxianus (dfive C. kefyr; n =26), C. in- 4 | C lusitaniae 4
conspicua (n =10), Pichia kudriavzevii (dfive 2 | ¢ ghabrata 9 9
C. krusei; n = 20), Pichia fermentans (dfive 10| Y lipolytica 10 ' ERE 6
C. lambica (n = 11), C. parapsilosis (n = 20), B i
C. albicans (n=17), C. rugosa (n = 8), C. guilli- 3 (P zopfii gen. 2) E 5
ermondii (n=4), C. tropicalis (n=11), C. fama- 1 | P blaschkeae 1 1

ta (n = 3), C. lusitaniae (n = 4), C. glabrata

Vysvétlivky: n = pocet kmenli; neg. = negativni tvorba enzymii
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detekovali ve shodé¢ s naSim sledovanim pritomnost
proteolytickych enzymd u kment C. albicans (100 %)
a C. famata (63,6 %). Na rozdil od naSich vysledkt byla
vsak pozitivni tvorba identifikovdna i u kment C. tropi-
calis (66,7 %) a C. parapsilosis (93,8 %). Shodna lipo-
lyticka aktivita s nasi studii byla jen u kment C. albicans
a C. famata (v obou ptipadech 100 %). Seydlova a kol.
(2009) potvrdili nartist volnych mastnych kyselin (VMK)
a aminokyselin (AMK) u vzorkdi mléka v zavislosti na
koncentraci C. lusitaniae ve vzorcich syrového kravského
mléka. Nejvyssi rozdily mezi vychozi a nejvyssi kon-
centraci C. lusitaniae byly zjistény v piipadé AMK u fe-
nylalaninu, leucinu a isoleucinu. V pfipadé VMK doslo
také k jejich mirnému narastu, ale rozdil mezi vychozi
a nejvyssi koncentraci C. [usitaniae nebyl tak vyrazny.

Technologicky vyznam maji kvasinky Y. [lipolyti-
ca, které se osveédCily i jako vyznamny kmen pfi zrani
syrd. Potencidl tohoto druhu jako zdroje protedz nebo
jako Cinidla pro zrychlené zrani syri popsali napt.
v roce 1998 Guerzoni a kol. Ve své studii potvrdili, Ze
zrani syrGi naockovanych Y. lipolytica bylo hodnoceno
priznivé i z hlediska senzorickych vlastnosti. Lanciotti
a kol. (2005) testovali vliv kment Y. lipolytica na mikro-
biologické a biochemické vlastnosti syrti a zjistili, Ze
kmeny byly schopné pfekonat i pfirozené se vyskytujici
jiné kvasinky a byly kompatibilni s bakteriemi mlé¢ného
kvaSeni. Pozitivni vliv mély i testované kmeny Y. lipo-
Iytica pii zrani syru holandského typu. Szoltysik a kol.
(2013) potvrdili, zZe pfitomnost Y. lipolytica urychlila je-
jich proces zrani.

Seydlova a kol. (2009) ve své praci sledovali lytické
schopnosti P. zopfii a potvrdili, Ze svoji enzymatickou
¢innosti, tj. sniZovanim obsahu tuku, bilkovin a nariistem
obsahu volnych AMK a VMK, poskozuji plivodni sloZeni
syrového kravského mléka. Prototéky se nedavno ukédzaly
také jako vyznamny pivodce bovinni mastitidy. Jagielski
a kol. (2019) analyzovali 400 vzorkl kravského mléka.
Nejcastéjsimi mastitidnimi patogeny byly bakterie rodu
Streptococcus spp. a Staphylococcus spp., na tretim
misté pak Prototheca spp. Celkovd prevalence proto-
tékové mastitidy byla 8,3 %, pricemz vétsina (75,8 %)
pripadi méla subklinicky prabéh a vSechny kromé jed-
noho vysledku byly identifikovany jako P. zopfii genotyp
2 (P. bovis). Krukowski a kol. (2012) uvadéji ve své praci
seznam lytickych enzymi produkovanych P. zopfii (fos-
fatazy, leucin arylamidazy, naftol-AS-BI-fosfohydrolazy,
esterazy, lipazy esterazy, valin arylamidazy, alkalické fos-
fatazy a lipazy C 14). Shodné s nasimi vysledky identi-
fikovali lipolytické enzymy. Na rozdil od negativni tvorby
proteolytickych enzymu v nasi studii, potvrdili i vyskyt
nékterych enzymd, podilejicich se na rozkladu ami-
nokyselin, coz nebylo v nasi studii pfedmétem sledovani.

Zaver

Pritomnost mikroorganismi s lytickymi vlastnostmi
nebo jejich termostabilnich enzyma v mléce ma zasadni

vliv na senzorickou kvalitu a idrznost mlécnych vyrobku.
Kromé bakterii mohou produkovat vySe zminéné enzy-
my i kvasinky ¢i fasy. Na zakladé nasi studie, lipolyticka
aktivita byla u sledovanych kmenti kvasinek a fasy Pro-
totheca spp. vyrazng€jsi nez proteolytickd. Nejvyssi lipo-
lytickou i proteolytickou aktivitu jsme podle ocekavani
sledovali u Y. lipolitica. Tyto nebakteridlni agens jsou
téZ zdrojem kontaminace mlécné 7lazy a lze je izolovat
i z rznych zdroji prostredi prvovyroby mléka. Kvasinky
se dobfe pomnozuji v mlécnych produktech a ovliviiuji
senzorické vlastnosti prevazné fermentovanych a sla-
zenych produktd. Z toho divodu je pfi vyrobé mlécnych
produktd duleZitd kontrola zdrojového mléka nejen na
pritomnost mikroorganismi s lytickymi vlastnostmi, ale
i na aktivitu enzymi po tepelném oSetfeni mléka.

Podékovdni:
Pfispévek vznikl za podpory projekti MZe ZEME
QK1910092 a MZe RO1421.
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DRUHOVE ZASTOUPENI
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MICROBIAL SPECIES COMPOSITION
OF THE SOURDOUGHS

Abstrakt

Kvasy predstavuji heterogenni a zivné prostiedi
pro tfadu mikroorganismi. Druhové slozeni bakterii
a kvasinek kolonizujicich kvasy je ovlivhéno mnoha
faktory. U souboru 13 kvasi jsme sledovali zakladni
vlastnosti jako je pH, typ pouZivané mouky ci prostredi,
ve kterém je kvas zpracovavan. Z kvast jsme ziskali
priblizné 500 izolath, které byly zatazeny do 17 druhti
bakterii mlé¢ného ¢i octového kvaseni a 11 druht

kvasinek. V analyzovanych vzorcich se spolecné vy-
skytovaly nejcastéji tfi druhy bakterii spolu s jednim az
dvéma druhy kvasinek. Nejcasteji zastoupenym bakterial-
nim druhem byl Lactiplantibacillus plantarum, v ptipadé
kvasinek to pak byla kvasinka Saccharomyces cerevisiae.
Statisticka analyza ziskanych vysledki pak ukéazala, ze
dalezitym faktorem ovliviiujicim druhovou rozmanitost
naSeho souboru kvast je pouze druh pouZivané mouky.

Klicova slova: kvas, bakterie mlé¢ného kvaSeni, kva-
sinky

Abstract

The sourdough comprise heterogenic and nutritive
environment for many microorganisms such as bacteria
and yeasts. The microbial composition of the sourdough
is affected by many factors. In our study we evaluated
13 sourdoughs, which varied in pH, the type of flour, and
their origin. Totally, 500 isolates of 17 lactic or acetic
acid bacteria species and 11 yeast species were isolat-
ed, cultured and identified by phenotypic and molecular
methods. Lactiplantibacillus plantarum and Saccharo-
myces cerevisiae were identified as the most abundant
bacteria and yeast species, respectively. Statistical ana-
lysis revealed the type of flour is the main factor deter-
mining the microbial variability in obtained sourdough
samples.

Keywords: sourdough, lactic acid bacteria, yeasts

1. Uvod

Pekatské vyrobky, predevS§im pak chléb, patii mezi
zakladni lidské potraviny. PouZiti kvasné technologie pro
vyrobu chleba se traduje od doby pred vice nez Sesti ti-
sici lety. Dodnes patii kvaskovy chléb k vyhledavanym
pekarskym produktim, u nas i v zahranici, predevsim pro
své nutricni a organoleptické vlastnosti a v neposledni
fadé pro svoji chut (De Vuyst a Neysens, 2005; Poutanen,
Flander a Katina, 2009; Galle a Arendt, 2014; Ginzle,
2014; Landis et al., 2021). Kvas ¢i kvasek predstavuje
heterogenni a Zivné prostfedi pro fadu mikroorganismu
jako jsou bakterie a kvasinky.

Druhové sloZeni bakterii a kvasinek v kvasu je
ovlivnéno mnoha faktory, jako jsou napfiklad druh
pouzivané mouky, pH, teplota a technologicky postup
zpracovani kvasu (Meroth, Hammes a Hertel, 2003;
Vogelmann et al., 2009; Vrancken et al., 2010, 2011;
Minervini et al., 2012; Lin a Ginzle, 2014). Dale ale také
faktory, které jsou kontrolovatelné pouze do urcité miry.
Mezi né patfi napriklad kontaminace mikroorganismy
z prostfedi, ve kterém je kvas zpracovavan (De Vuyst
et al., 2009; Di Cagno et al., 2014).

NejcastéjSimi mikroorganismy, které se v kvasech
vyskytuji, jsou bakterie mlécného kvaseni (BMK),
nejcastéji druhy Fructilactobacillus sanfranciscensis
a Lactiplantibacillus plantarum. Velmi castymi jsou také
bakterie z roda Leuconostoc, Weissella a Pediococcus,
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