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Microbiome of drinks from sweet whey

Abstrakt

Tato prace se zabyva sloZzenim mikrobiomu a zdravotni
mikrobiologickou bezpecnosti neochucenych i ochu-
cenych nédpoji ze sladké syrovatky. Metagenomickd
analyza byla zaméfena na stanoveni diverzity mikrobio-
mu syrovatkovych ndpoji. Mikrobiom byl analyzovan
nekultivaéni metodou sekvenovani celkové DNA extra-
hované ze vzorkl. Tento pristup umoziuje detekci DNA
Sirokého spektra bakterii, ale i dal§ich mikroorganismi,
neposkytuje vSak informaci o Zivotaschopnych bak-
teriich. Metagenomicka analyza je vhodnym néstrojem
umoziujicim také sledovani zmén mikrobiomu v pribéhu
technologického zpracovéni a skladovani potravin a sta-
noveni jejich optimédlni doby tdrznosti. V této pilotni
studii bylo prokazano, Ze pfirodni a ochucené syrovat-
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kové néapoje oSetfené pasteraci nejsou vyznamnym zdro-
jem bakterii Celedi Lactobacillaceae, Streptococcaceae
a Enterococcaceae. Mikrobiologicka kritéria pro syrovat-
kové napoje nejsou stanovena, vySetfované vzorky vSak
spliiovaly obecné legislativni limity pro mikrobiologic-
kou bezpecnost potravin.

Klicova slova: syrovitka; syrovatkové napoje; mikro-
biom; zdravotni mikrobiologickd bezpecnost; technolo-
gickd nezavadnost; metagenomicka analyza

Abstract

This work deals with the composition of the microbi-
ome and the health microbiological safety of unflavoured
and flavoured sweet whey drinks. Metagenomic analysis
of whey beverages was focused on the determination of
the microbiome diversity. The microbiome was analyzed
by a non-culture method by sequencing the total DNA
extracted from the samples. This approach allows to de-
tect DNA from a wide range of bacteria as well as other
microorganisms, but does not provide information on the
bacterial viability. Metagenomic analysis is a suitable
tool allowing monitoring of microbiome changes du-
ring the technological processing and food storage inclu-
ding determination of the optimal shelf life. In this pilot
study, it was shown that natural and flavored whey drinks
treated with pasteurization are not a significant source of
bacteria of the Lactobacillaceae, Streptococcaceae and
Enterococcaceae families. Microbiological criteria for
whey beverages are not set, but the examined samples
met the general legislative limits of microbiological food
safety.

Key words: whey; whey beverages; microbiome;
health microbiological safety; technological harmless-
ness; metagenomic analysis

Uvod

Syrovatka je vedlejSim produktem pfi vyrobé syru,
tvarohu a kaseinu. Syrovatky se déli na sladké a kyselé
v zévislosti natechnologickych postupech pouzivanych pti
koagulaci mléka. V potravinarstvi je vyuZivana predevsim
syrovatka sladka, ktera vznika po enzymatickém zasyreni
mléka pfi vyrobé syra syridlem; u sladké syrovatky se
pH obvykle pohybuje v rozmezi 6,0-6,5 (Jelen, 2011).
Kysela syrovétka (pH niZsi nez 5,0) vzniké pti koagulaci
mléka zejména fermentaci bakteriemi mlécného kvaseni,
pfipadné pfidanim anorganickych nebo organickych
kyselin. Rozdily mezi témito dvéma typy syrovatky
jsou nejen v hodnotich pH, ale také v obsahu popelovin
a syrovatkovych bilkovin (Yadav a kol., 2015). Dale
sladka syrovatka obsahuje vice laktozy, kyseld syrovatka
ma vys$i obsah popelovin a vapniku. Syrovatka obsahuje
fadu vitamint skupiny B, C, A, E, kyselinu pantoteno-
vou, kyselinu listovou, biotin, kobalamin a dale mnozstvi
mineralnich latek, napt. fosforecnych a vapenatych soli,
Zeleza, siry, horciku a drasliku. Nejdualezitéjsi slozkou

syrovatky jsou bilkoviny. Mezi hlavni slozky syrovat-
kovych bilkovin patfi: B-laktoglobulin, o-laktalbumin,
imunoglobuliny, glykomakropeptidy, sérovy albumin
a prote6zo-peptonové frakce (tj. fragmenty [B-kaseinu).
K minoritnim, nicméné vyznamnym, slozkdm syrovatko-
vych bilkovin se radi: laktoperoxidaza, lysozym a lak-
toferin (Kolarfova-Raskova a kol., 2015). Syrovatkové
bilkoviny jsou snadno stravitelné a velmi dobie nutri¢né
vyuzitelné, ve vyvazeném poméru obsahuji vSechny
esencidlni aminokyseliny. Vyznamnou slozkou syrovatek
je laktoza, ktera prirozenou cestou napomaha pri traveni
a ma pozitivni vliv na stfevni mikrobiom (prebiotikum)
(Smithers, 2015).

V poslednich letech je syrovatka stale astéji vyuzivana
nejen pro krmné ucely, ale také k dalSimu zpracovani za
ucelem ziskani vyrobkd s vysokou nutricni hodnotou.
V ramci biotechnologického zpracovani se syrovatka
pouziva jako substrat pro rizné mikrobidlni/enzymatické
procesy za ucelem ziskdni cennych findlnich vyrobki,
jako jsou bio proteiny, probiotika, organické kyseliny,
enzymy, karotenové oleje, biologické konzervacni latky,
biologické gumy, exopolysacharidy a bioplasty (Yadav
akol., 2015). Zpracovani syrovatky susenim ma rozsahlé
vyuziti v potravinarském primyslu napf. u pekarskych
vyrobkl, specidlni vyZivy pro sportovce ¢i rekonvales-
centy. Primyslova vyroba napojit na bazi syrovatky se
datuje do 70. let 20. stoleti a doposud byly vyvinuty
razné vyrobky (napf. nefermentované i fermentované,
alkoholické i nealkoholické, sycené i nesycené, ochucené
i neochucené) (Zotta a kol., 2020).

Konzumace syrovatky ma pozitivni vliv na zdravi
clovéka; vykazuje detoxikacni G€inky, pfiznive ovliviiuje
metabolismus a ¢innost stfev. Je nizkokaloricka, pozi-
tivné ovliviiuje hladinu cholesterolu v krvi, reguluje
hmotnost a vysoky krevni tlak, zvySuje imunitu, je vhod-
nd i pro diabetiky. Sladka syrovatka obvykle obsahuje
nizké pocty bakterii mlééného kvaSeni, pfesto je z hle-
diska nutri¢niho velmi zdravym ndpojem. Ve Svycarsku
se napoj, vyrabény z prirodni syrovatky pod niazvem
Rivella, dostal mezi narodni kulturni dédictvi. V pos-
lednich letech se velké oblibé tési syrovatkové napoje
i v Ceské republice, a to neochucené i ochucené. Sleduje
se také moznost vyroby nové generace syrovatkovych
napoju, do kterych jsou pridavany probiotické kultury.

Cilem této pilotni studie bylo ziskani novych poznatk
o slozeni mikrobiomu a zdravotni mikrobiologické
bezpecnosti neochucenych i ochucenych napoju ze slad-
ké syrovatky.

Material a metody

Charakteristika syrovdtky a technologie vyroby
syrovdtkovych ndpojit

Pro vyrobu syrovatkovych napojli, vySetfovanych
v této studii, byla pouzita syrovatka z vyroby pfirodnich
polotvrdych syrd z lisované syfeniny od ceského
primyslového vyrobce. Mezi zdkladni technologické
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kroky vyroby patfi ziskdni syrovatky, jeji pasterace
achlazeni, michéni nipoje (u ochucenych syrovatek), lah-
vovani, znaceni a uskladnéni. Pro vyrobu syru, ze kterych
byla syrovatka ziskana, je pouzivano plnotu¢né mléko od
krav chovanych na pastvé. Syrovatka je tepelné oSetfena
pasteraci na teplotu minimalné 80 °C po dobu 15 min.
Po pasteraci se syrovatka chladi na teplotu 4-7 °C. Doba
spotteby prirodni syrovatky byla vyrobcem stanovena na
Ctyri dny od data vyroby, u ochucené syrovatky na 14 dni
od data vyroby. Divodem delSi doby spotieby u ochu-
cené syrovatky je pridavek ovocného sirupu, kterym se
snizi pH syrovatkového napoje na hodnotu v rozmezi
3,8-4,4.

VysSetrované vzorky

V ramci této pilotni studie byly vySetfeny Ctyfi vzorky
dvou druhfi napoji ze sladké syrovatky, riznych Sarzi,
od jednoho vyrobce. Jednalo se o dva vzorky prirodnich
napoju a dva vzorky ochucenych népoji (prichut mango).
Prvni vzorek prirodniho syrovatkového napoje, ziskany
pfimo od vyrobce, byl vySetfen 1. a4. den po vyrobé (konec
doby spotieby). Druhy vzorek pfirodniho syrovatkového
ndpoje, zakoupeny v trzni siti, byl vySetfen jen 4. den po
vyrobé. Jeden vzorek ochuceného népoje byl vysetien 4.
a 14. den po vyrobé (tj. na konci doby spotfeby), a dile
19. den po vyrobé. Posledni vzorek ochuceného syrovat-
kového nédpoje byl vySetfen pouze 19. den (cca tyden po
konci doby spotieby). Pred vysetfenim byly vzorky ucho-
vavany v chladnicce pfi teploté 6 °C.

Mikrobiologickd kultivacni stanoveni
Priukaz bakterii Salmonella spp. byl proveden dle
CSN EN ISO 6579-1 (2020).
Prikaz a stanoveni poétu Listeria monocytogenes
byl proveden dle CSN EN ISO 11290-1, 2 (2018).
Stanoveni poctu bakterii celedi Enterobacteriaceae
bylo provedeno dle CSN EN ISO 21528-2 (2021).
Stanoveni poc¢tu koagulazo-

typu Eppendorf a vzorek byl odstfedén (10 min/8 000 g).
a odstfedéna za stejnych podminek. Po odstranéni super-
natantu byla peleta resuspendovana ve 180 ul komer¢niho
pufru ATL (Qiagen, DEU), a pfi extrakci celkové DNA
bylo pokracovano dle instrukci vyrobce s vyuzitim kitu
DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, DEU).

Sekvenace byla provedena na platformé Oxford Nano-
pore Technologies (ONT, GB). Knihovny pro MinION
byly pripraveny pomoci Rapid PCR Barcoding Kit
a sekvenovany na #FLO-MIN106 flow cell. Hruba
sekvenacni data ve formatu fastS byla pomoci softwa-
ru Guppy v 4.5.4+66cl1a775 (ONT, GB) prevedena do
formatu fastq. V programu EPI2ME byla data rozdélena
pomoci barcodil po jednotlivych vzorcich. Po kontrole
kvality sekvenacnich dat byly dale analyzovany pouze
vzorky s ready se skére > 7, pocet readi na vzorek
byl minimaln€ 100 000. Pro sekvenacni data spliujici
pozadavky kontroly kvality byla provedena taxonomicka
klasifikace mikrobiomu pomoci Kaiju (http://kaiju.binf.
ku.dk/server) s vyuzitim databdze NCBI BLAST nr +euk
(dle prednastavenych parametrt), kterd obsahuje non-
redundantni proteinovou databazi bakterii, archei, virt,
hub a mikrobialnich eukaryot.

Vysledky a diskuse

Studie zabyvajici se slozenim mikrobiomu a bakteril-
ni diverzitou syrovatek jsou vzacné. Bertani a kol. (2020)
popsal bakteridlni sloZeni pfirodni sladké syrovatky
z vyroby syrti Parmigiano Reggiano, Wang a kol. (2018)
sloZeni kyselé syrovatky a Hayes a kol. (2012) sloZeni
suSené syrovatky. Pfi studiu byly pouZity rtizné meto-
dické piistupy a k ziskéni syrovatky byly pouZity rizné
technologické postupy. V naSi studii byly syrovatky
ziskéany pfi vyrobé prirodniho polotvrdého syra z paste-
rovaného kravského mléka. Mikrobiom vzorkl syrovat-

pozitivnich stafylokoku (Staphy-

lococcus aureus a dalSich druht)
bylo provedeno dle CSN EN ISO
6888-1 (2000).

Metagenomickd analyza
Metagenomicka analyza byla
zaméfena na stanoveni sloZeni
mikrobiomu pfirodnitho a ochu-
ceného syrovatkového népoje.
Z kazdého vzorku bylo sterilné
odebrano 50 ml syrovatky do zku-
mavky asyrovétkabylaodstfedéna
(30 min/12 000 g/10 °C). Po sliti
supernatantu byla peleta resus-
pendovana v 5 ml pufru PBS
(Phosphate  Buffered  Saline,
Oxoid, GB). Ze vzniklé suspenze
byl odebran 1 ml do zkumavky

20921 _ochuceni_14> |
so921_naivni_o> |
10921+ |
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Obr. 1 Podil neklasifikovanych organismd, eukaryot, bakterii a vird ve vySetfovanych
vzorcich syrovatek
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kovych napoji byl vySetfovan
nekultivacni metodou sekveno-
vani celkové DNA extrahované ze
vzorku. Tento pfistup umoziuje
detekci DNA Sirokého spek-
tra bakterii, ale i dalSich mik-
roorganismi ve vzorku, ovSem
neposkytuje informaci o Zivota-
schopnych bakteriich. Bakterialni
sekvence zastupovaly v priméru
46,0 % (35,0-48,0 %) sekven-
ci mikrobiomu vySetfovanych

vzorki. Rozmezi 2,0-13,0 %
ziskanych sekvenci bylo klasi-
fikovano jako eukaryota,

rozmezi 0,8-3,0 % tvortily virové
sekvence. Na zakladé pouzitych

0% 20% 40% 60% 80%

100%

B Lactobacillales B Bacillales Clostridiales # Corynebacteriales

™ Rickeltsiales = Enterobacterales W Pseudomonadales

« Spirochaetes

Obr. 2 Zastoupeni bakteridlnich radu detekovanych ve vzorku ochucené syrovatky
béhem a na konci doby spotreby (4. den, 14. den a 19. den) z celkového

mnoZstvi bakteridlnich sekvenci, fddy Lactobacillaes, Bacillales, Clostridiales,

analytickych  nastroji  nebylo
klasifikovano v praméru 41,0 %
(30,0-52,0 %) ziskanych sekvenci
(Obr. 1).

Dominantni skupinu bakterii ve vzorcich prirodni
i ochucené syrovatky tvoril kmen Terrabacteria, ktery
predstavoval v priméru 62,0 % ze vsSech identifiko-
vanych zastupcii bakterii (rozmezi 40,0-85,0 %). Druhym
nejcastéjSim bakteridlnim kmenem byly Proteobacteria,
jejichZ zastupci byli identifikovéni v priméru u 24,0 %
(rozmezi 6,0-48,0 %) detekovanych bakteridlnich sek-
venci. Metagenomicka analyza je vhodnym nastrojem
umoziujicim sledovani zmén mikrobiomu v pribéhu
zpracovani a skladovani potravin a stanoveni jejich
optimalni doby udrZnosti. Porovnéni identifikovanych
bakteridlnich tada (predstavujicich minimalné 1,0 %
bakteridlnich sekvenci) ve vzorku ochuceného syrovat-
kového nédpoje od vyroby az do konce doby spotieby
zobrazuje Obr. 2. Mezi vzorky vySetfenymi ve tfech
ruznych terminech po vyrobé byly u vétSiny bakteridlnich
rada zjistény jen minimalni rozdily v jejich zastoupeni,
a to v rozmezi 1,0-4,0 %. Vyhodnoceni zmén mikrobi-
omu béhem doby tdrznosti syrovatkovych napoji vsak
vyzaduje vétsi soubor vzorka, protoze jednotlivé vyrobni
SarZe se mohou lisit v bakteridlnim slozeni.

Z bakterii mlééného kvaseni prevazovaly ve vzorcich
prirodnich a ochucenych syrovitkovych néapoji bak-
terie Celedi Lactobacillaceae (2,0-48,0 %), Streptococ-
caceae (16,0-24,0 %) a Enterococcaceae (2,0-7,0 %).
Zatimco ve vzorcich ptirodni syrovatky
byl podil bakterii ¢eledi Lactobacillace-
ae v pruméru 3,0 %, ve vzorcich ochu-
cené syrovatky tvorily v praméru 25 %

Oznaceni VySetfeno

Corynebacteriales se radi mezi Terrabacteria, rady Enterobacterales,
Pseudomonadales a Rickettsiales patfi do kmene Protebacteria, rad
Spirochaetes patfi do kmene Spirochaetae

pfirodni syrovétce ziskané pifi vyrobé syrti Parmigiano
Reggiano (Bertani a kol., 2020) byl na zdkladé metody
16S rRNA sekvenovani prokdzdn dominantni vyskyt
bakterialnich druht Lactobacillus helveticus (50,0 %)
a L. delbrueckii (34,0 %). Streptokoky byly detekovany
v rozmezi 3,6-18,7 % (Bertani a kol., 2020). V jiné studii
byl v kyselé syrovatce detekovan podil laktobacilil jesté
vyssi, a to 63,1 % (Wang a kol., 2018). Rozdily v za-
stoupeni laktobacila a streptokoktl zjiSténé v nasi studii
mohou byt dany jednak technologii vyroby syra, zejména
vSak pasteraci syrovatkového napoje a odliSnou metodou
ziskani a analyzy sekvenacnich dat.

Zajimavym ndlezem byla detekce DNA bakterii
Celedi Anaplasmataceae, obligitné intraceluldrnich
bakterii prendSenych klistaty, které tvorily v praméru
12,0 % (5,0-17,0 %) bakterii. Vysvétlenim pfitomnosti
téchto bakterii mize byt ptivod mléka pouzivaného pfi
vyrobé syrt od pastevné chovanych krav. Studie prove-
dené u klistat v Ceské republice prokazaly, Ze zastupci
celedi Anaplasmataceae se bézné vyskytuji u klistat
na nasem uzemi (Vaclavik a kol., 2021). Jiny zptsob
prenosu nez prostiednictvim klistat nebyl doposud
u zastupcl Anaplasmataceae pospan a jejich vyskyt
v mléce a mléénych vyrobcich tak neni povazovan za
riziko pro spotiebitele.

Tab. 1 Zastoupeni ¢eledi bakterii mléEného kvaseni v pfirodni a ochucené
syrovdtce mezi detekovanymi bakteriemi

> , h Vzorek . ° . Lactobacillaceae Streptococcaceae Enterococcaceae
bakterii (Tab. 1). Ochucené syrovatky vzorku  po vyrobé
maji v disledku piidavku ovocného siru- | g | 10921 | 1-9en 2102/° 2410:4 6,0:4)
pu nizsi pH v rozmezi 3.8-4.4. Kyselé | syovita | ., j‘ gg; gg ;’ fg*g ;’ 4718 ;’
U L . U 7% ,U 7 U7
prostredi tak vytvari vhodnéjsi podminky
. . o e 4. den 17,0 % 22,0 % 5,0 %
pro mnoZeni laktobacild ve srovnani | gonicena | 40921 | 14 den 17.0 % 21.0% 50%
s prirodni sladkou syrovatkou s pH v roz- | syrovétka 19. den 19,0 % 20,0 % 4,0 %
mezi hodnot 6,0-6,5. V nepasterované 260/21 | 19.den 48,0 % 20,0 % 2,0 %
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Z pohledu zdravotni mikrobiologické bezpecnosti byla
u vySetfovanych vzorkt pfirodnich i ochucenych syrovat-
kovych napoji sledovana pritomnost salmonel, L. mono-
cytogenes, pocet bakterii celedi Enterobacteriaceae
a koagulazopozitivnich stafylokokd. Legislativni poZa-
davky pro syrovatkové napoje nejsou stanoveny. Nafizeni
Komise (ES) ¢. 2073/2005 o mikrobiologickych krité-
riich pro potraviny uvadi v ramci kritérii vyrobniho pro-
cesu pozadavky pouze na susenou syrovatku, a to pocty
Enterobacteriaceae (limit 10 KTJ/g) a koaguldzopozi-
tivnich stafylokokd (10-100 KTJ/g) ve vyrobku na konci
vyrobniho procesu. V trzni siti je pro susené syrovatky
z bakterii stanoven limit nulové pfitomnosti salmonel.
Vysetfované vzorky syrovitkovych napoji uvedenym
pozadavkiim pro susenou syrovatku vyhovovaly. V Zad-
ném z vySetfovanych vzorki nebyly prokazény salmonely.
Pocty bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae a koagulazopo-
zitivnich stafylokokt byly nizsi nez 10 KTJ/ml. Syrovat-
kové napoje patii mezi potraviny k pfimé spotiebé, takze
se na né v trzni siti vztahuje pozadavek na pocty L. mono-
cytogenes do 100 KTJ/ml, kterému vySetfované vzorky
vyhovély. V zddném ze vzorkl nebyla L. monocytogenes
prokazana.

Zaver

Tato pilotni studie jako prvni predkladd informace
o slozeni mikrobiomu syrovatkovych nipoji vyrobenych
ze sladké syrovéitky. Metagenomickou analyzou bylo
prokazano, ze pfirodni a ochucené syrovatkové napoje
osetfené pasteraci nejsou vyznamnym zdrojem bakterii
celedi Lactobacillaceae, Streptococcaceae a Enterococ-
caceae. Aby syrovatkové napoje vykazovaly kromé vy-
soké nutriéni hodnoty soucasné také probiotické ucinky,
je potieba jejich obohaceni o vhodné probiotické kultu-
ry. Metagenomicka analyza vzorkl syrovitek umoZznila
kromé pritomnosti DNA bakterii mlécného kvaSeni
odhalit pfitomnost dalSich zastupct bakterii, napt. DNA
plvodctl anaplazmézy prenasené kliStaty, dostavajicich
se do syrovatky pravdépodobné z mléka pastevné cho-
vanych krav. PrestoZe mikrobiologicka kritéria pro
syrovatkové napoje nejsou stanovena, vysetfované vzorky
spliiovaly legislativni limity na nepfitomnost salmonel,
L. monocytogenes, bakterii Celedi Enterobacteriaceae
a koagulazopozitivnich stafylokokt definovanych pro
suSenou syrovatku.
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