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

Abstrakt

Byla sledována tvorba lytických enzymů u nebakteriál-
ních mikroorganismů Candida spp., Pichia spp., Kluvero­
myces marxianus, Yarrowia lipolytica a Prototheca spp. 
Testované kmeny byly očkovány na povrch Tributyrin 
Agaru a GTK agaru s přídavkem sušeného mléka a kul-
tivovány při 25 °C po dobu 1 až 5 dnů. Intenzita lytické 
zóny byla hodnocena pomocí stupňové škály. Všechny tes-
tované kmeny vykazovaly tvorbu lipolytických enzymů, 
vyjma C. famata a 50 % kmenů P. kudriavzevii. Produkce 
proteolytických enzymů byla detekována jen u kmenů 
Y. lipolytica, C. famata, C. albicans a K. marxianus. 

Klíčová slova: kravské mléko; mikrořasy; kvasinky; 
proteolýza; lipolýza 

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

Úvod

Proteolýza a lipolýza v syrovém mléce jsou důležitými 
faktory senzorické kvality a údržnosti mléčných výrobků 
i bezpečnosti mléčného potravinového řetězce. Syrové 
kravské mléko přijímá z epitelu mléčné žlázy, krve 
a  somatických buněk menší množství enzymů (nativní 
enzymy), které mohou negativně ovlivňovat průběh 
technologických procesů. Vedle těchto enzymů jsou 
v  mléce přítomné i enzymy mikrobiálního původu, 
které se vyznačují větší odolností vůči vyšším teplotám 
a  mnohem vyšší aktivitou i při nižším pH (Pijanowski 
a kol., 1977; Driesen 1989; Fox a Stepaniak 1993; Hanuš 
a kol., 2016). Enzymy můžeme rozdělit do skupin podle 
typu katalyzované reakce. K nejdůležitějším skupinám 
enzymů v mléce pak patří hydrolázy, kam se řadí lipázy, 
proteázy, fosfatázy, amylázy a další. 

V technologické praxi mají nejvýznamnější vliv na 
kvalitu mléka psychrotrofní mikroorganismy s tvorbou 
lytických enzymů. Převážnou většinu tvoří rod Pseu­
domonas a Alcaligenes (Muir a kol., 1979; Vyletělová 
a kol., 1999; Vyletělová a kol., 2000a; Baur a kol., 2015). 
Vedle výše zmíněných bakterií byly popsány i další druhy 
s lytickou aktivitou, jako např. Bacillus cereus, B. liche­
niformis, B. weihenstephanensis, B. subtilis, Serratia 
marcescens, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus 
(Vyletělová a kol., 2001; Parkash a kol., 2007). Výchozí 
koncentrace mikroorganismů s lytickými vlastnostmi 
a teplota skladovaného mléka má zásadní vliv na stabilitu 
mléčného tuku. Vyletělová a kol. (2000b) determinovali 
pro Pseudomonas fluorescens hranici lipolytických změn 
chuťových vlastností mléka při překročení kritické hodno-
ty obsahu volných mastných kyselin (VMK) 49 mmol/kg.  
Výchozí koncentrace P. fluorescens v testovaných vzor
cích byla 1,5x105 a 2,8x106 KTJ/ml a vzorky byly ucho-
vávány při teplotě 6,5 a 14 °C. Vzorky při teplotě 14 ºC 
dosahovaly této hranice po 56 a 64 hodinách (při srovnání 
nižší a vyšší výchozí koncentrace) a vzorky s nižší skla-
dovací teplotou 6,5 °C až po 90 a 140,5 hodinách (nižší 
a vyšší koncentrace).
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Mezi producenty lytických enzymů mikrobiálního 
původu se řadí také kvasinky rodu Candida, Kluvero­
myces, Pichia a Yarrowia. Enzymatická aktivita byla 
zjištěna i u kmenů mikrořasy Prototheca zopfii izolo-
vaných z mastitidního mléka dojnic. Předpokládá se, že 
tato enzymatická aktivita je možným faktorem virulence 
a faktorem podporujícím invazi prototék (Krukowski 
a kol., 2012). Pozitivní tvorba proteázy a fosfolipázy byla 
u kvasinek potvrzena u rodu Candida a druhu Y.  lipo­
lytica (Roostita a Fleet, 1996; Lanciotti a kol., 2005; 
de Souza-Ramos a kol., 2015; Elsharawy a kol., 2019). 

Cílem této studie bylo sledování tvorby lytických 
enzymů nebakteriálních původců mastitid (kvasinky 
a  řasy), izolovaných z bazénových vzorků syrového 
kravského mléka. 

Materiál a metoda

Výběr kultivačních půd
a) Lipolytické enzymy

Pro potvrzení schopnosti tvorby lipolytických enzymů 
byly testovány následující kultivační půdy:

- Tributyrin Agar (Oxoid)
- �GKCH agar s přídavkem tributyrinu do výsledné 1% 

obj. koncentrace (Milcom Tábor + tributyrin Sigma 
Aldrich) 

- �GTK agar s přídavkem tributyrinu do výsledné 1% 
obj. koncentrace (Milcom Tábor + tributyrin Sigma 
Aldrich) 

Pro následnou analýzu byl vybrán jako nejvhodnější 
Tributyrin Agar.

b) Proteolytické enzymy
Pro potvrzení schopnosti tvorby proteolytických 

enzymů byly testovány následující kultivační 
půdy:

- SkimMilk Agar (HiMedia)
- �GTK (Milcom, Tábor) + MilkPowder 

(Oxoid). GTK agar byl nejdříve sterilizován 
při teplotě 105 °C/10 minut, vychlazen na 
55 °C a pak bylo přidáno sušené mléko tak, 
aby jeho výsledná koncentrace byla 2,8 % 
(dle předpisu pro SkimMilk Agar).

Lepší výsledky vykazoval agar GTK s obsa-
hem mléka.

Postup zkoušky
Celkem bylo testováno 136 kmenů kvasinek 

a  7 kmenů řas, izolovaných z bazénových 
vzorků syrového kravského mléka: Kluyvero­
myces marxianus (dříve C. kefyr; n = 26), C. in­
conspicua (n =10), Pichia kudriavzevii (dříve 
C. krusei; n = 20), Pichia fermentans (dříve 
C. lambica (n = 11), C. parapsilosis (n = 20), 
C. albicans (n = 7), C. rugosa (n = 8), C. guilli­
ermondii (n = 4), C. tropicalis (n = 11), C. fama­
ta (n = 3), C. lusitaniae (n = 4), C.  glabrata 

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

Vybrané kmeny byly pomnoženy v BHI bujonu při 
teplotě 25 °C/24 hodin. Poté byly očkovány na povrch 
GKCH media a opět kultivovány při teplotě 25 °C po 
dobu 1-3 dnů (Prototheca) a max. 5 dnů (kvasinky). Jako 
kontrolní kmeny byly použity P. fluorescens (vlastní sbír
kový kmen LM 23) a Pseudomonas aeruginosa (CCM 
3955). Kmeny byly následně očkovány kličkou (křížový 
roztěr) na povrch vybraných půd (Tributyrin Agar a GTK 
agar s přídavkem sušeného mléka) a opět kultivovány při 
25 °C po dobu 1 až 5 dnů. Intenzita projasnění (lytická 
zóna) byla hodnocena pomocí stupňové škály (+), +, 
++ a  +++. Kmeny bez tvorby lytických enzymů byly 
označeny jako negativní.

Výsledky a diskuse

Výsledky produkce a intenzity tvorby lytických 
enzymů jsou uvedeny v Tabulce 1. Všechny testované 
kmeny vykazovaly tvorbu lipolytických enzymů, vyjma 
C. famata. V případě P. kudriavzevii bylo 50 % nega-
tivních a 50 % slabě pozitivních kmenů. Nejintenzivnější 
tvorba byla potvrzena u kmenů Y. lipolytica, dále pak 
poloviční intenzitu (ve srovnání s kmeny Y. lipolytica) 
vykazovaly kmeny P. bovis i P. blaschkeae, C. rugosa, 
C. tropicalis a C. albicans. Pozitivní tvorba proteolytic
kých enzymů byla detekována jen u kmenů Y. lipo­
lytica (80 %), C.  famata (100 %), dále pak u 1 kmene  
C. albicans (16,6 %) a 16 kmenů K. marxianus (61,5 %). 
Nejintenzivnější tvorba byla potvrzena opět u kmenů 
Y. lipolytica (Tabulka 1). 

Produkce lytických enzymů u kvasinek byla potvrzena 
již v dřívějších studiích. De Souza-Ramos a kol. (2015) 

Tab. 1  �Výsledky testování lytických enzymů

n kmen
lipolýza proteolýza

neg. (+) + ++ +++ neg (+) + ++ +++

26 K. marxianus  
(C. kefyr) 26 10 9 5 2

10 C. inconspicua 6 3 1 10

20 P. kudriavzevii  
(C. krusei) 10 10 20

11 P. fermentans  
(C. lambica) 11 11

20 C. parapsilosis 2 18 20
7 C. albicans 3 4 6 1
8 C. rugosa 8 8
4 C. guilliermondii 4 4

11 C. tropicalis 1 10 11
3 C. famata 3 1 1 1
4 C. lusitaniae 4 4
2 C. glabrata 2 2

10 Y. lipolytica 10 2 1 1 6

5 P. bovis  
(P. zopfii gen. 2) 5 5

1 P. blaschkeae 1 1

Vysvětlivky: n = počet kmenů; neg. = negativní tvorba enzymů
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detekovali ve shodě s naším sledováním přítomnost 
proteolytických enzymů u kmenů C. albicans (100 %) 
a C. famata (63,6 %). Na rozdíl od našich výsledků byla 
však pozitivní tvorba identifikována i u kmenů C. tropi­
calis (66,7 %) a C. parapsilosis (93,8 %). Shodná lipo
lytická aktivita s naší studií byla jen u kmenů C. albicans 
a C. famata (v obou případech 100 %). Seydlová a kol. 
(2009) potvrdili nárůst volných mastných kyselin (VMK) 
a aminokyselin (AMK) u vzorků mléka v závislosti na 
koncentraci C. lusitaniae ve vzorcích syrového kravského 
mléka. Nejvyšší rozdíly mezi výchozí a nejvyšší kon-
centrací C. lusitaniae byly zjištěny v případě AMK u fe-
nylalaninu, leucinu a isoleucinu. V případě VMK došlo 
také k jejich mírnému nárůstu, ale rozdíl mezi výchozí 
a nejvyšší koncentrací C. lusitaniae nebyl tak výrazný.  

Technologický význam mají kvasinky Y. lipolyti­
ca, které se osvědčily i jako významný kmen při zrání 
sýrů. Potenciál tohoto druhu jako zdroje proteáz nebo 
jako činidla pro zrychlené zrání sýrů popsali např. 
v  roce 1998 Guerzoni a kol. Ve své studii potvrdili, že 
zrání sýrů naočkovaných Y. lipolytica bylo hodnoceno 
příznivě i  z  hlediska senzorických vlastností. Lanciotti 
a kol. (2005) testovali vliv kmenů Y. lipolytica na mikro
biologické a biochemické vlastnosti sýrů a zjistili, že 
kmeny byly schopné překonat i přirozeně se vyskytující 
jiné kvasinky a byly kompatibilní s bakteriemi mléčného 
kvašení. Pozitivní vliv měly i testované kmeny Y. lipo­
lytica při zrání sýru holandského typu. Szoltysik a kol. 
(2013) potvrdili, že přítomnost Y. lipolytica urychlila je-
jich proces zrání. 

Seydlová a kol. (2009) ve své práci sledovali lytické 
schopnosti P. zopfii a potvrdili, že svojí enzymatickou 
činností, tj. snižováním obsahu tuku, bílkovin a nárůstem 
obsahu volných AMK a VMK, poškozují původní složení 
syrového kravského mléka. Prototéky se nedávno ukázaly 
také jako významný původce bovinní mastitidy. Jagielski 
a kol. (2019) analyzovali 400 vzorků kravského mléka. 
Nejčastějšími mastitidními patogeny byly bakterie rodu 
Streptococcus spp. a Staphylococcus spp., na třetím 
místě pak Prototheca spp. Celková prevalence proto-
tékové mastitidy byla 8,3 %, přičemž většina (75,8 %) 
případů měla subklinický průběh a všechny kromě jed-
noho výsledku byly identifikovány jako P. zopfii genotyp 
2 (P. bovis). Krukowski a kol. (2012) uvádějí ve své práci 
seznam lytických enzymů produkovaných P. zopfii (fos-
fatázy, leucin arylamidázy, naftol-AS-BI-fosfohydrolázy, 
esterázy, lipázy esterázy, valin arylamidázy, alkalické fos-
fatázy a lipázy C 14). Shodně s našimi výsledky identi-
fikovali lipolytické enzymy. Na rozdíl od negativní tvorby 
proteolytických enzymů v naší studii, potvrdili i výskyt 
některých enzymů, podílejících se na rozkladu ami-
nokyselin, což nebylo v naší studii předmětem sledování. 

Závěr

Přítomnost mikroorganismů s lytickými vlastnostmi 
nebo jejich termostabilních enzymů v mléce má zásadní 

vliv na senzorickou kvalitu a údržnost mléčných výrobků. 
Kromě bakterií mohou produkovat výše zmíněné enzy-
my i kvasinky či řasy. Na základě naší studie, lipolytická 
aktivita byla u sledovaných kmenů kvasinek a řasy Pro­
totheca spp. výraznější než proteolytická. Nejvyšší lipo-
lytickou i proteolytickou aktivitu jsme podle očekávání 
sledovali u Y. lipolitica. Tyto nebakteriální agens jsou 
též zdrojem kontaminace mléčné žlázy a lze je izolovat 
i z různých zdrojů prostředí prvovýroby mléka. Kvasinky 
se dobře pomnožují v mléčných produktech a ovlivňují 
senzorické vlastnosti převážně fermentovaných a sla-
zených produktů. Z toho důvodu je při výrobě mléčných 
produktů důležitá kontrola zdrojového mléka nejen na 
přítomnost mikroorganismů s lytickými vlastnostmi, ale 
i na aktivitu enzymů po tepelném ošetření mléka. 

Poděkování: 
Příspěvek vznikl za podpory projektů MZe ZEMĚ 

QK1910092 a MZe RO1421.
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kvasinek. V analyzovaných vzorcích se společně vy-
skytovaly nejčastěji tři druhy bakterií spolu s jedním až 
dvěma druhy kvasinek. Nejčastěji zastoupeným bakteriál-
ním druhem byl Lactiplantibacillus plantarum, v případě 
kvasinek to pak byla kvasinka Saccharomyces cerevisiae. 
Statistická analýza získaných výsledků pak ukázala, že 
důležitým faktorem ovlivňujícím druhovou rozmanitost 
našeho souboru kvasů je pouze druh používané mouky.

Klíčová slova: kvas, bakterie mléčného kvašení, 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. Úvod

Pekařské výrobky, především pak chléb, patří mezi 
základní lidské potraviny. Použití kvasné technologie pro 
výrobu chleba se traduje od doby před více než šesti ti-
síci lety. Dodnes patří kváskový chléb k vyhledávaným 
pekařským produktům, u nás i v zahraničí, především pro 
své nutriční a organoleptické vlastnosti a v neposlední 
řadě pro svoji chuť (De Vuyst a Neysens, 2005; Poutanen, 
Flander a Katina, 2009; Galle a Arendt, 2014; Gänzle, 
2014; Landis et al., 2021). Kvas či kvásek představuje 
heterogenní a živné prostředí pro řadu mikroorganismů 
jako jsou bakterie a kvasinky. 

Druhové složení bakterií a kvasinek v kvasu je 
ovlivněno mnoha faktory, jako jsou například druh 
používané mouky, pH, teplota a technologický postup 
zpracování kvasu (Meroth, Hammes a Hertel, 2003; 
Vogelmann et  al., 2009; Vrancken et al., 2010, 2011; 
Minervini et al., 2012; Lin a Gänzle, 2014). Dále ale také 
faktory, které jsou kontrolovatelné pouze do určité míry. 
Mezi ně patří například kontaminace mikroorganismy 
z  prostředí, ve kterém je kvas zpracováván (De Vuyst 
et al., 2009; Di Cagno et al., 2014). 

Nejčastějšími mikroorganismy, které se v kvasech 
vyskytují, jsou bakterie mléčného kvašení (BMK), 
nejčastěji druhy Fructilactobacillus sanfranciscensis 
a Lactiplantibacillus plantarum. Velmi častými jsou také 
bakterie z rodů Leuconostoc, Weissella a Pediococcus,  
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Abstrakt

Kvasy představují heterogenní a živné prostředí 
pro řadu mikroorganismů. Druhové složení bakterií 
a  kvasinek kolonizujících kvasy je ovlivněno mnoha 
faktory. U souboru 13 kvasů jsme sledovali základní 
vlastnosti jako je pH, typ používané mouky či prostředí, 
ve kterém je kvas zpracováván. Z kvasů jsme získali 
přibližně 500 izolátů, které byly zařazeny do 17 druhů 
bakterií mléčného či octového kvašení a 11 druhů 


