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The influence of yeasts and Prototheca algae
on chemical composition of milk and its
technological properties

Abstrakt

Kvasinky a prototéky jsou organismy s ubikvitarnim
vyskytem, ale také pivodci mykotickych mastitid, které
jsou v poslednich letech na vzestupu. Cilem této prace
bylo posoudit vliv pfitomnosti kvasinek a prototék na
zmény ve slozeni syrového kravského mléka (obsah tuku,
bilkovin, laktosy, tukuprosté suSiny, mocoviny) a vliv
na jeho technologické vlastnosti (pH, titracni kyselost,
kysaci schopnost a syfitelnost) po inokulaci kulturami
téchto mikroorganismu a nasledné uchové mléka 48 ho-
din pti 6 °C. PrestoZe izolaty kvasinek a prototék pouzité
k testovani disponovaly lipolytickou nebo proteolytickou
aktivitou, pfipadné obéma typy lytické aktivity, nebyla
zaznamenana vyraznd zmeéna mezi sloZenim mléka
a technologickymi vlastnostmi u pivodniho vzorku
mléka a jeho alikvoty inokulovanymi rznymi izolaty
kvasinek (n=7) nebo prototék (n=7). Taktéz dalsi tes-
tovani sloZzeni a technologickych vlastnosti neukédzalo
vyznamny rozdil (P > 0,05) mezi riznymi vzorky mléka
v pivodnim stavu (n=6) a totoznymi vzorky po inokulaci
izolatem Yarrowia lipolytica (Y. lipolytica) nebo Candida
famata (C. famata). Rovnéz nebyly zjiStény vyznamné
rozdily (P > 0,05) pfi inokulaci Prototheca bovis (P. bo-

vis). Skladovani mléka inokulovaného rozdilnymi izolaty
kvasinek a prototék nevedlo ani po 48 hodindch tdcho-
vy pii 6 °C k vyznamné zméné jejich poctu (P > 0,05),
stejné tak nedoslo k navySeni (P > 0,05) poctu kvasinek
ani prototék po zaoCkovani Y. lipolytica, C. famata nebo
P. bovis do raznych vzorktl mléka. Lze predpokladat, ze
poskozeni mléka se spiSe nez pouhou pritomnosti téchto
mikroorganismit v mléce projevi vlivem kvasinkové ¢i
prototékové mastitidy, pripadné az u mlécného vyrob-
ku v priibehu jeho delsiho skladovani nebo nedodrZeni
chladirenského rezimu tichovy.

Klicova slova: kvasinky, prototéky, mastitida, proteo-
lyza, lipolyza, chemické sloZeni, technologické vlastnosti.

Abstract

Yeasts and Prototheca are ubiquitous organisms, but
also the causative agents of mycotic mastitis, which has
been on the rise in recent years. The aim of this work
was to assess the influence of the presence of yeasts and
Prototheca on the composition of raw cow’s milk (fat,
protein, lactose, non-fat solids and urea content) and its
technological properties (pH, titratable acidity, yoghurt
test and rennetability) after inoculation by cultures of
these microorganisms and subsequent storage of milk
for 48 hours at 6 °C. Yeast and Prototheca isolates used
for the testing showed lipolytic or proteolytic activity,
or both types of the lytic activity. Nevertheless, no dis-
tinct change was noted between milk composition and
technological properties in the original milk sample and
its aliquots inoculated with different yeast (n=7) or Pro-
totheca isolates (n=7). Also, further composition and
technological properties testing did not show a signifi-
cant difference (P > 0.05) between different milk sam-
ples in their original state (n=6) and these samples after
inoculation with Yarrowia lipolytica (Y. lipolytica) or
Candida famata (C. famata). Non-significant differen-
ces (P > 0.05) were also found with Prototheca bovis
(P. bovis) inoculation. Storage of milk inoculated with
different yeast and Prototheca isolates did not lead to
a significant change in colony count for either organism
after 48 hours at 6 °C (P > 0.05). Likewise, there was
no increase (P > 0.05) in the yeast or Prototheca count
after inoculation with Y. lipolytica, C. famata or P. bovis
into different milk samples. It can be assumed, that the
deterioration of milk may be caused by mycotic mastitis
rather than by the mere presence of yeasts or Prototheca,
or will occur in dairy product during its longer storage
or non-compliance with the refrigeration storage regime.

Key words: yeasts, Prototheca, mastitis, proteolysis, li-
polysis, chemical composition, technological properties.

Uvod
Kvasinky a rasy jsou organismy s ubikvitarnim vys-

kytem. Vyskytuji se mezi nimi i oportunni patogeny lidi
a zvirat, pricemz u kvasinek se jedna zejména o zastupce
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rodu Candida (Sautour a kol., 2021) a u fas rodu Proto-
theca (Shave a kol., 2021). Do mléka se tyto mikroor-
ganismy mohou dostat kontaminaci z vnéjsiho prostredi
nebo pfimo z mlécné Zlazy postiZzené mykotickou masti-
tidou. Pravé mykotickym mastitidam zacala byt v posled-
ni dobé vénovéna zvysSend pozornost souvisejici s jejich
vyskytem jako piivodcem mastitid s prevalenci srovnatel-
nou s ,tradicnimi*“ bakteridlnimi patogeny (Jagielski
a kol. 2019a, b; Lavaee a kol. 2019; Zecconi a kol. 2020).

Kvasinky jsou obvykle zodpovédné za alespon 10 %
pfipadii mastitid ve stadé (Krukowski a kol., 2001;
Dworecka-Kaszak a kol., 2012). V bazénovych vzorcich
mléka se kvasinky vétSinou vyskytuji v fadech 10' az
10 KTJ/ml (Torkar a Vengust, 2008; Lavoie a kol.,
2012). Kvasinky disponuji bohatou enzymatickou vyba-
vou, kterd je vyuzivana pro biotechnologické aplikace,
muze vsak byt také pricinou kazeni potravin. KaZeni
mlécnych vyrobkl v disledku pomnozeni kvasinek se
projevuje typickym kvasinkovym a fermentacnim aro-
matem, které je patrné, pokud pocet kvasinek dosahne
10° az 10° KTJ/g. Vzhledem k tomu, Ze kvasinky jsou
za chladovych podminek obvykle rychle prertistany psy-
chrotrofnimi mikroorganismy a pasteraci jsou devita-
lizovény, je kaZeni vyrobkd v souvislosti s pfitomnosti
kvasinek zpravidla zptsobeno sekundarni kontaminaci
(Garnier a kol., 2017).

Prototékové mastitidy byly v minulosti popisovany
predevsim jako problém tropickych a subtropickych
oblasti, v soucasné dobé se jevi jako zavazny problém
chovill dojnic 1 v mirném klimatu (Jagielski a kol. 2019a,
b). Costa a kol. (1998) zaznamenali na Sesti farmach
s vyskytem Prototheca spp. jako mastitidniho ptivodce
pocet kolonii Prototheca spp. v bazénovych vzorcich
mléka v rozmezi 1 x 10 az 3 x 10* KTJ/ml. Zatimco
vliv kvasinek na kvalitu mléka a mlécnych vyrobki byl
podrobné popsan, v pripadé prototék, kterym doneddvna
nebyla vénovana vétsi pozornost, jsou tyto informace
nedostateCné. U kmena Prototheca bovis (P. bovis) izolo-
vanych z mastitidniho mléka byla zjiSténa enzymatickd
aktivita fosfatazy, leucin arylamydézy, naftol-AS-BI-fos-
fohydrolazy, esterazy, lipazy esterazy, valin arylamidazy,
alkalické fosfatazy alipazy C 14 (Krukowski a kol. 2012).
Seydlova a kol. (2009) popsali vyrazné zmény ve sloZeni
mléka po jeho masivné€jsi inokulaci kulturou P. bovis
v disledku lytické ¢innosti enzymil. [zolaty prototék vy-
kazuji znacnou variabilitu v odolnosti vici pasteracnim
teplotdm. Marques a kol. (2010) zaznamenali Gplnou de-
vitalizaci P. blaschkeae az pti ohfevu infikovaného mléka
na 100 °C po dobu 1 sekundy. Melville a kol. (1999)
popsali u izolatd P. bovis pri aplikaci tepelného ucinku
72-75 °C/15 s, 72-75 °C/20 s a 62—65 °C/30 minut re-
zistenci k zahfevu u kazdého izolatu alespon k jedné
kombinaci teploty a Casu.

Cilem této prace bylo sledovat vliv izolati kvasinek
a prototék izolovanych z bazénovych vzorkti mléka na
chemické sloZeni a technologické vlastnosti mléka po
jeho umélé inokulaci kulturami téchto izolata.

Metodika

Izoldty kvasinek a prototék

Izolaty kvasinek a prototék vybrané k testovani (tabulka
1 a 2) byly ziskany ze sbirky kvasinek a prototék izolo-
vanych z bazénovych vzorka syrového kravského mléka
a uchovavanych ve zmrazeném stavu. Vybrané kmeny
byly rozmrazeny, pomnoZeny v BHI bujonu (Oxoid,
Basingstoke, UK) pfi teploté 25 °C po dobu 24 hodin,
vyockoviny na povrch GKCH agaru (Milcom, Tabor,
CZ) a kultivovany pri teploté 25 °C po dobu 72 hodin.
Lyticka aktivita izolatl byla stanovena dle KlimeSové
a kol. (2021).

Priprava suspenzi pro inokulaci mléka

Z izolath kvasinek a prototék vyrostlych na GKCH
agaru byly pfipraveny suspenze o zakalu 4,5 (kvasinky)
a 2,5 (prototéky) stupné¢ McFarlanda, které byly nasledné
inkubovany (30 °C, 24 hodin) a poté pouZzity k zaoCkovani
mléka. Jako fedici medium byl pouzit bujon s glukosou
5 g/L (Lach-Ner, Neratovice, CZ) a kvasni¢nym extrak-
tem 20 g/L (HiMedia, Mumbai, IND). Jako médium pro
zaockovani izolaty slouZily bazénové vzorky syrového
kravského mléka. Pro ovéreni kvality byl u tohoto mlé-
ka stanoven pocet somatickych bunék, celkovy pocet
mikroorganismi, pocet kvasinek a pfitomnost prototék.

Testovdni vlivu kvasinek a prototék na sloZeni
a technologické vlastnosti mléka

Kazdy ze 2 rtznych bazénovych vzorkd mléka byl
rozdélen na 8 alikvot. Jeden alikvot byl ponechan ve svém
nativnim stavu (kontrola) a kazdy ze zbyvajicich 7 alikvot
byl pak inokulovéan 0,1 ml (kvasinky) nebo 2,5 ml (pro-
totéky) kultury rozdilnych izolath kvasinek (n=7) nebo
prototék (n=7). Kontrolni a inokulované vzorky byly
uloZeny do lednice (6 °C) a po 48 hodinach pfipraveny ke
stanoveni chemického sloZeni, aktivni kyselosti, titracni
kyselosti, kysaci schopnosti mléka a syfitelnosti.

Dale bylo provedeno testovani s izolaty, které vykéazaly
vys$i produkei lytickych enzymd, a to Yarrowia lipolytica
(Y. lipolytica) 3-1-MS; Candida famata (C. famata) 3-6-
MI10; P. bovis 3-11-M). Témito izolaty bylo jednotlivé
inokulovano (0,1 ml kultury kvasinek; 2,5 ml kultury pro-
totéky) vzdy 6 riznych bazénovych vzorkid mléka. Neino-
kulované alikvoty kazdého vzorku byly ponechany jako
kontrola. Dalsi postup byl shodny s postupem piedchozim.

Po inokulaci a poté po 48 hodinach od inokulace mléka
bylo vzdy provedeno stanoveni poctu kvasinek a prototék.

Mikrobiologické analyzy

Pro stanoveni pfitomnosti Prototheca spp. v nativnich
vzorcich byl proveden kfiZzovy roztér na GKCH agar.
Plotny s GKCH agarem byly néasledné inkubovany 5 dnti
pri 25 °C. Konfirmace byla provedena makroskopicky
posouzenim morfologie vyrostlych kolonii a mikrosko-
picky po obarveni methylenovou modri. Pocet kvasinek
byl stanoven dle CSN ISO 6611:2009. Pocet prototék byl
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stanoven po inokulaci Petriho misek desetindsobnymi
fedénimi vzorkul, zaliti GKCH agarem, inkubaci 5 dna
pri 25 °C a konfirmaci (viz vyse). Pritomnost celkového
poc¢tu mikroorganismil byla stanovena dle ISO 4833-1:
2014.

Mlécéné analyzy

Tuk (%), hrubé bilkoviny (%), laktosa (monohy-
drat, %), tukuprosta suSina (%) a mocovina (mg/l) byly
stanoveny infracervenym spektrometrem s Fourierovou
transformaci DairySpec FT (Bentley Instruments, Chas-
ka, MN, USA) pravidelné kalibrovanym dle vysledka
referencnich metod.

Aktivni kyselost byla stanovena pH-metrem 1100L
(VWR, Darmstadt, DE) kalibrovanym na roztoky stan-
dardnich pufrt (pH 4,0 a 7,0) pri 20 °C. Titracni kyselost
byla stanovena alkalimetrickou titraci 100 ml mléka
roztokem NaOH 0,25 N na indikator fenolftalein ve stup-
nich podle Soxhlet-Henkela (°SH = v ml X 2,5 mmol.l"!
NaOH). Kysaci schopnost mléka (jogurtovy test) byla
stanovena alkalimetrickou titraci mléka roztokem NaOH
0,25 N na indikator fenolftalein ve stupnich podle Sox-
hlet-Henkela. Stanoveni bylo provedeno s termofilni
jogurtovou kulturou YC-180, 50U (Chr. Hansen, DK),
kterd byla pouzita jako 1% pridavek k inokulaci 25 ml
pasterovaného mléka o teploté¢ 43 °C, inkubace Cinila
3,5 hodiny pri 43 °C. Syfitelnost byla stanovena jako cas
enzymatické koagulace mléka (v sekundach) po ptidavku

Tab. 1 Testované izolaty kvasinek a jejich Iyticka aktivita

Oznaceni izolatu  Druh kvasinky Proteolyza Lipolyza
3-1-M5 Y. lipolytica ++++ ++++
1-26-M C. rugosa - ++
3-3 M3 Y. lipolytica +4+++ +4+++
1-6-M C. kefyr ++ +
1-53-M2 C. inconspicua - +++
20-1-8-M1 C. lusitaniae - +
3-6-M10 C. famata ++ -

Y. = Yarrowia; C. = Candida; — = negativni proteolyza; + = intenzita pozitivni lipolyzy

Tab. 2 Testované izolaty prototék a jejich lyticka aktivita

Oznaceni izolatu  Druh prototéky Proteolyza Lipolyza
3-10-M3 P blaschkeae - ++
3-11-M P bovis - ++
3-20-M5 P bovis - ++
21-1-16-M2 P bovis - +
21-1-16-M3 P bovis - ++
21-2-31-M2 P bovis - +
21-1-30-M5 P bovis - ++

P = Prototheca; — = negativni proteolyza; + = intenzita pozitivni lipolyzy

Tab. 3 Ukazatele nativniho mléka pouZitého k testovani

Pfitomnost Profotheca spp. negativni

Celkovy poget mikroorganismti (KTJxml) 6,3x10%az 2,1x10*
Pocet kvasinek (KTJxml-1) 9,1x10"az 2,2x10?
Pocet somatickych bunék (103xml) 192 a7 205

bakteridlniho syfidla Fromase 220 TL BF (Royal DSM,
Heerlen, NL) do 50 ml mléka a inkubaci pfi teploté 32 °C
ve vodni 14zni, pevnost syfeniny jako propad (v cm)
téliska kola¢em syreniny za konstantnich podminek (¢im
méné cm, tim kvalitnéjsi syfenina) a jako objem syrovat-
ky vypuzené kold¢em syteniny z 50 ml mléka v procesu
synereze (ml).

Pocet somatickych bunék byl stanoven pratokovou
cytometrii na pristroji Somacount 300 (Bentley Instru-
ments, Chaska, MN, USA).

Statistické postupy

Pro vysledky chemického sloZeni mléka, technologic-
kych vlastnosti a poctu kvasinek a prototék byly vypoc-
teny zékladni statistické charakteristiky (aritmeticky
pramér x, smérodatna odchylka sx, variaéni koeficient
vx). Pro testovani rozdild v priamérnych hodnotach
chemického slozeni a technologickych vlastnosti pu-
vodniho mléka bez inokulace a inokulovaného mléka
a rozdilti v primérnych hodnotach poctu kvasinek a pro-
toték v Case inokulace a po 48 hodindch od inokulace
byl pouZit parovy ¢-test. Vysledky casu enzymatické koa-
gulace a poctu kvasinek a prototék byly pro provedeni
t-testu logaritmicky transformovany (loglO). VSechny
vypocty byly provedeny v programu MS Excel (Micro-
soft, Redmond, Washington, USA).

Vysledky

Testovani lytické aktivity ukézalo lipolytickou aktivitu
u 6 izolatd kvasinek, pfic¢emz nejintenzivnéjsi lipolyza
byla patrna u obou izolatd Y. lipolytica. Proteolytickou
aktivitu vykdzaly 4 izolaty kvasinek, nejintenzivnéjsi
proteolyza se vyskytovala rovnéz u Y. lipolytica (tabul-
ka 1). Kazdy izolat kvasinek vykazal alespon jeden typ
lytické aktivity. Kazdy ze 7 izolatl prototék vykazal lipo-
Iytickou aktivitu a naopak zadny nevykéazal proteolytic-
kou aktivitu (tabulka 2).

Parametry mléka pouZzitého jako médium k zaoCkovani
izolaty kvasinek a prototék jsou uvedeny v tabulce 3.
Obsah slozek mléka inokulovaného rGznymi izolaty
kvasinek (n=7) a kontrolniho vzorku po 48 hodinach
skladovani pfi 6 °C se liSily pouze v ramci relevantnich
smérodatnych odchylek métfeni. Smérodatnd odchylka
opakovatelnosti métfeni zakladnich slozek inokulova-
nych vzork mléka a kontroly se pohybovala v rozmezi
0d 0,01 do 0,02 %, smérodatna odchylka opakovatelnosti
pro mocovinu ¢inila 4,4 mg/l. RovnéZz technologické
vlastnosti inokulovanych vzorki a kontrolniho vzorku se
liSily pouze minimdlné (tabulka 4).

Podobné se obsah sloZek mléka inokulovaného riznymi
izolaty prototék (n=7) a kontrolniho vzorku po 48 hodi-
nach skladovani pfi 6 °C liSil pouze v rdmci relevant-
nich smérodatnych odchylek opakovatelnosti (od 0,01
do 0,02% pro zékladni slozky, 8,70 mg/l pro mocovinu).
Technologické vlastnosti inokulovanych vzorkt a kon-
trolniho vzorku se taktéz vyrazné nelisily (tabulka 5).
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Tab. 4 SloZeni a technologické viastnosti mléka inokulovaného riznymi izoldty kvasinek a ptvodniho vzorku miéka
po skladovani 48 hodin pfi 6 °C

Izolat T B L PS M pH TK kS ¢ P 0
% % % % mg/I °SH °SH s cm ml
3-1-M5 4,27 3,45 4,86 9,05 269,2 6,73 9,01 25,16 123 1,9 27
1-26-M 4,27 3,46 4,88 9,09 266,2 6,76 9,33 23,74 124 1,9 23
3-3 M3 4,27 3,47 4,88 9,09 261,5 6,76 8,89 23,29 100 1,9 23
1-6-M 4,27 3,47 4,88 9,10 265,0 6,76 8,93 24,15 96 1,9 26
1-53-M2 4,26 3,47 4,88 9,10 263,8 6,76 9,01 25,40 107 1,9 24
20-1-8-M1 4,25 3,47 4,87 9,09 275,6 6,76 9,05 22,36 98 1,9 25
3-6-M10 4,26 3,47 4,88 9,10 267,9 6,76 9,17 24,23 92 1,9 25
KO 4,25 3,47 4,88 9,10 263,8 6,76 9,25 24,96 104 1,9 25
X 4,26 3,46 4,87 9,09 266,6 6,76 9,08 24,16 106 1,9 25
SX 0,01 0,01 0,01 0,02 4,39 0,01 0,16 1,03 12,02 0,00 1,39
VX 0,2 0,2 0,2 0,2 1,6 0,2 1,7 42 11,4 0,0 5,6

X = aritmeticky primér; sx = smérodatnd odchylka; vx = variacni koeficient; KO = kontrolni (nativni vzorek) miéka bez inokulace; T = obsah tuku; B = obsah hrubych bilkovin;
L = obsah monohydratu laktdzy; TPS = obsah tukuprosté susiny; M = koncentrace **oviny; pH = aktivni kyselost mléka; TK = titracni kyselost mléka; KS = kysaci schopnost migka;

C = syritelnost jako ¢as enzymatické koagulace mléka, P = pevnost syreniny; O = objem syreniny.

Tab. 5 SloZeni a technologické vlastnosti mléka inokulovaného riznymi izolaty prototék a plvodniho vzorku mléka
po skladovani 48 hodin pri 6 °C

Izolat T B L TPS M pH TK KS ( P (1]

% % % % mg/I °SH °SH s cm ml
3-10-M3 3,91 3,06 5,03 8,73 175,2 6,72 7,91 28,61 148 2,1 14
3-11-M 3,92 3,05 5,03 8,72 191,6 6,73 7,91 28,53 150 2,1 16
3-20-M5 3,91 3,06 5,03 8,73 196,8 6,72 7,87 28,53 158 2,0 15
21-1-16-M2 3,91 3,06 5,03 8,73 179,8 6,72 7,83 28,61 159 2,0 17
21-1-16-M3 3,90 3,06 5,03 8,73 175,0 6,72 7,63 28,61 137 2,1 16
21-2-31-M2 3,90 3,06 5,03 8,73 172,6 6,72 7,75 28,73 149 2,1 14
21-1-30-M5 3,91 3,06 5,03 8,73 185,0 6,72 7,91 28,08 147 2,1 12
KO 3,90 3,06 5,03 8,74 177,3 6,73 8,12 29 160 2,1 14
X 3,91 3,06 5,03 8,73 181,6 6,72 7,87 28,65 151 2,1 15
SX 0,01 0,00 0,00 0,01 8,70 0,00 0,14 0,38 7,75 0,05 1,58
VX 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05 0,00 0,02 0,01 0,05 0,02 0,11

Vlysvétlivky jsou uvedeny pod tab. 4.

Tab. 6 SloZeni a technologické vlastnosti vzorki miéka v puvodnim stavu a inokulovanych Y. lipolytica a C. famata
po 48 hodindch skladovani pfi 6 °C, (n=6)

X 408 | 331 | 491 | 894 | 2487 | 670 | 963 | 3063 | 77 | 188 | 19 29
KO s 053 | 018 | 003 | 016 | 7462 | 003 | 033 | 323 | 1794 | 010 | 009 | 255
v 130 | 55 07 18 | 300 | 05 34 | 106 | 234 | 52 46 8,8

X 409 | 331 | 491 | 894 | 2538 | 670 | 964 | 3100 | 72 | 185 | 19 30
o s 054 | 018 | 003 | 016 | 7709 | 004 | 029 | 38 | 1601 | 010 | 000 | 308
X lpoiica |y, 132 | 55 | 07 | 18 | 304 | 05 | 30 | 124 | 21 | 54 | 00 | 103
ty 078 | 089 | 000 | 141 | 167 | 037 | 013 | 092 | 161 | 173 | 089 | 141

vyzn. ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

X 409 | 331 | 491 | 894 | 2520 | 670 | 959 | 3064 | 76 | 187 | 19 29
sx 053 | 019 | 004 | 016 | 7638 | 003 | 037 | 471 | 1518 | 009 | 009 | 277

g;gf’,(/l"féa v 13,1 5,6 07 18 | 303 | 05 38 | 154 | 20,1 45 4,6 9,5
te 050 | 037 | 048 | 037 | 08 | 000 | 031 | 001 | 069 | 051 | 000 | 048

szn. ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Vysvétlivky jsou uvedeny pod tab. 1 a 4. Poget stupiid volnosti 5. &, = hodnota kritéria parového t-testu mezi kontrolnimi vzorky a vzorky inokulovanymi Y. /ipolytica; t== hodnota kritéria
parového t-testu mezi kontrolnimi vzorky a vzorky inokulovanymi C. famata; vyzn. = statistickd vyznamnost: ns = P > 0,05.

Rizné vzorky mléka (n=6) inokulované izolatem Y.  neliSily (P > 0,05) v obsahu sloZek ani technologickych
lipolytica a vzorky inokulované izolatem C. famata  vlastnostech od neinokulovanych vzorki, a to v obou
se po skladovani po dobu 48 hodin pfi 6 °C vyznamné  pripadech (tabulka 6). Za stejnych podminek skladovani

-]
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Tab. 7 SloZeni a technologické vlastnosti vzorki mléka v plvodnim stavu a inokulovanych P bovis po 48 hodinégch
Skladovani pfi 6 °C, (n=6)

X 407 | 331 | 495 | 893 | 2369 | 669 | 958 | 3014 | 8550 | 191 | 198 | 2517
KO s 049 | 025 | 005 | 020 | 7290 | 004 | 08 | 087 | 3731 | 015 | 010 | 588
W 121 | 75 0,9 23 | 308 | 06 8,9 29 | 436 | 81 50 | 234
X 407 | 330 | 494 | 892 | 2443 | 668 | 964 | 3012 | 8325 | 190 | 195 | 2583
, s 049 | 025 | 005 | 020 | 7326 | 004 | 091 | 094 | 3454 | 015 | 012 | 542
’;’1"1"’{\; v 12,1 75 1,0 22 | 300 | 06 9.4 3.1 a5 | 81 63 | 210
t 036 | 177 | 190 | 198 | 198 | 09 | 057 | 005 | 046 | 036 | 134 | 183

vyzn. ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Vlysvétlivky jsou uvedeny pod tab. 2, 4 a 6. Pocet stupiidl volnosti 5. t = hodnota kritéria parového t-testu mezi kontrolnimi vzorky a vzorky inokulovanymi P bovis.

Tab. 8 Pocet kvasinek a prototék v mléce po inokulaci
mléka riznymi izoldty a po 48 hodinach pri 6 °C
(log KTJ/ml), (n=7)

Tab. 10 Pocet prototék po inokulaci riznych vzorki mléka
mléka P bovis a po 48 hodinach pfi 6 °C
(log KTJ/ml), (n=6)

Pocet kvasinek Pocet prototék
0 hod 48 hod 0 hod 48 hod
X 4,53 4,52 4,36 4,41
SX 0,15 0,19 0,20 0,21
VX 3,4 41 0,05 0,05
t 0,30 1,65
vyzn. ns ns

P bovis
X 4,80 4,82
SX 0,03 0,02
VX 0,6 0,4
t 0,91
vyzn. ns

Vlysvétlivky jsou uvedeny pod tab. 4 a 6. Pocet stupiil volnosti 6. t = hodnota kritéria
parového t-testu mezi poctem kolonii v ¢ase 0 hodin a 48 hodin.

Tab. 9 Pocet kvasinek po inokulaci riznych vzorki miéka
Y. lipolytica, C. famata a po 48 hodindch pfi 6 °C
(log KTJ/ml), (n=6)

Y lipolytica C. famata
0 hod 48 hod 0 hod 48 hod
X 4,54 4,51 4,33 4,38
SX 0,03 0,06 0,03 0,05
VX 0,7 1,4 0,7 1,2
t 1,59 1,58
vyzn. ns ns

Vlysvétlivky jsou uvedeny pod tab. 4 a 6. Pocet stupiil volnosti 6. t = hodnota kritéria
parového t-testu mezi poctem kolonii v ¢ase 0 hodin a 48 hodin.

nebyl zaznamenan vyznamny rozdil (P > 0,05) v obsahu
zadné ze sledovanych slozek ani v zadné z technologic-
kych vlastnosti ve vzorcich mléka (n=6) inokulovanych
izolatem P. bovis a neinokulovanych vzorki (tabulka 7).

Skladovani vzorkti mléka inokulovanych rozdilnymi
izolaty kvasinek a prototék nevedlo po 48 hodindch
skladovani pri 6 °C k navySeni (P > 0,05) poctu kvasinek
ani prototék (tabulka 8), stejné tak za té€chto podminek
nedoslo k navyseni (P> 0,05) poctu kolonii po zaoCkovani
Y. lipolytica, C. famata ani P. bovis do riznych vzorkl
mléka (tabulka 9 a 10).

Diskuze
Produkce lytickych enzymu je vyznamnou vlastnosti

kvasinek a rovnéz byla zaznamendna u prototék (Kru-
kowski a kol., 2012). PrestozZe i v ramci naseho testovani

Vlysvétlivky jsou uvedeny pod tab. 2, 4 a 6. Pocet stupriti volnosti 5. t = hodnota kritéria
parového t-testu mezi poctem kolonii v ¢ase 0 hodin a 48 hodin.

byla potvrzena lyticka aktivita kvasinek i prototék (testo-
vani na agarovych plotnach, 25 °C, 5 dnit), za zvolenych
podminek skladovani mléka (6 °C, 48 hodin) nedoslo
k naruseni chemického slozeni, ani technologickych vlast-
nosti vzorkd mléka zaockovanych izolaty kvasinek nebo
prototék. Tato absence poskozeni kvality mléka korespon-
duje se skutecnosti, Ze uvedeny zpisob tchovy mléka
nevedl k navySeni poctu téchto mikroorganismil v mléce.
Teplota 6 °C tak pravdépodobné nebyla dostatecnd pro
rist a rozvoj metabolické ¢innosti a produkei lytickych
enzymi. Béhem piedpomnoZeni v bujonu pii 30 °C
rovnéz ziejmé nedoslo k dostatecné produkci lytickych
enzymu. Pokud vSak enzymy vytvoreny byly, neuplatnily
se nejspise v disledku nasledné nizké teploty skladovani
mléka.

K odlisnym vysledktim dospéla Seydlova a kol. (2009),
kterda udava vyrazné zmény slozeni mléka po jeho
zaoCkovani kulturami C. lusitaniae 1 P. bovis a nasled-
ném skladovani pri chladnickové teploté (priblizné 8 °C),
a to jiz po 24 hodinach, kdy doslo k poklesu obsahu tuku,
bilkovin, laktosy a TPS a k naristu obsahu mocoviny
a volnych mastnych kyselin. Zmény v obsahu sloZek sle-
dovali ve vzorku mléka inokulovaném izoldtem C. lusita-
niae a vzorku inokulovaném izolatem P. bovis o postupné
se zvySujici koncentraci. Pfi inokulaci mléka C. lusita-
niae obsah tuku poklesl z 3,41 % (9,4 x 10> KTJ/ml)
na 1,9 % (1,9 x 10° KTJ/ml). Pfi inokulaci mléka P. bo-
vis doslo k poklesu tuku z 3,51 % (1,0 x 10° KTJ/ml)
na 2,26 % (1,2 x 10* KTJ/ml). Vysledky Seydlové a kol.
(2009) tak poukazuji na lytickou cinnost enzyma C.
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lusitaniae a P. bovis probihajici i pri ichové mléka za
chladovych podminek. Rozdilnost vysledki Seydlové
a kol. (2009) a naSich vysledkii mohla byt zptisobena
pouzitim odlisnych kment, koexistenci doprovodné
mikroflory syrového kravského mléka a testovanych
mikroorganismii ¢i mirné vyssi teplotou skladovani
mléka. Posledni se jevi jako méné pravdépodobné, nebot
se obecné uvadi, Ze kvasinky v chlazenych mlécnych
produktech Spatné rostou (Fleet a kol., 1990; Viljoen
a kol. 2003; Garnier a kol. 2017), pfipadné k nértstu
jejich poctu dochazi az po delSi dobé skladovani, niko-
liv za 24 hodin. Viljoen a kol. (2003) testovanim scho-
pnosti ristu kvasinek v jogurtu zjistili, Ze jejich celkovy
pocet v prvnich 10 dnech skladovani pti 5 °C ani 10 °C
nenarustal.

Nase vysledky spiSe poukazuji na to, ze ke zménam
slozeni mléka a zhorSeni jeho technologické kvality
pri dodrzeni chladovych podminek skladovani muze
dochézet spisSe v dusledku kvasinkové Ci prototéko-
vé mastitidy nezZ pouhou pfitomnosti téchto mikro-
organismil v mléce. Obecné v souvislosti s mastitidou
dochazi ke sniZeni syntézy tuku, kaseinu a laktosy
a naopak ke zvySeni koncentrace sérovych bilkovin
(Le Maréchal a kol. 2011; Bobbo a kol. 2017). Kva-
lita mléka je poruSovana nativnimi enzymy, které jsou
v disledku infekci aktivovaného imunitniho systému
pritomny ve zvySené mife, coZ souvisi s narlistem
poctu somatickych bunék, a extracelularnimi enzymy
produkovanymi pfimo puvodci mastitid (Leitner a kol.
2006).

Dale lze predpokladat, Ze negativni vliv kvasinek ¢i
prototék na mléény produkt se projevi spiSe v pribéhu
delsiho skladovani hotového mlécného vyrobku, ktery
z diivodu nedostatecné pasterace ¢i kontaminace z vyro-
by (napf. z biofilmu na vyrobnim zatizeni, ovocné slozky
jogurtu) obsahoval vysoky pocet kvasinek ¢i prototék,
pfipadné pokud by nebyly dodrZeny skladovaci pod-
minky mlééného produktu. Viljoen a kol. (2003) uvadi,
Ze zatimco v prubéhu 30denni inkubace 6 jogurtd pfi
5 °C nebyly ani z jednoho jogurtu izolovéany kvasinky
Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces cerevisiae
a Yarrowia lipolytica, v prubéhu inkubace pti 10 °C byly
kvasinky Kluyveromyces marxianus identifikovany ve
4 jogurtech a Saccharomyces cerevisiae ve 3 jogurtech.
Kvasinky Yarrowia lipolytica byly potom izolovany az
v prubéhu inkubace pfi 15 °C.

Zaver

Kvasinky a prototéky jsou enzymaticky aktivni mik-
roorganismy. Pfi kontaminaci mléka vSak pfi kratkodobé
uchové a dodrzeni chladirenskych podminek skladovani
nemaji potencial narusit kvalitu mléka. PoSkozeni mléka
nastane spiSe vlivem kvasinkové i prototékové masti-
tidy, pripadné u kontaminovanych mlécnych vyrobku
v prabehu delsiho skladovani nebo nedodrzeni chladiren-
ského rezimu uchovy.

Podékovdni:
Piispévek vznikl za podpory projekti MZe ZEME
QK1910092 a MZe RO1423.

Literatura

BOBBO T.,, RUEGG P L., STOCCO G., FIORE E., GIANESELLA M., MOR-
GANTE M., PASOTTO D., BITTANTE G., CECCHINATO A. (2017): Asso-
ciations between pathogen-specific cases of subclinical mastitis and
milk yield, quality, protein composition, and cheese-making traits in
dairy cows. Journal of Dairy Science, 100, (6), s. 4868-4883.

COSTAE. 0., MELVILLE P A., RIBEIRO A. R., WATANABE E. (1998): Evalu-
ation of the Occurrence of Algae of the Genus Prototheca in Cheese and
Milk from Brazilian Dairy Herds. Toxic Plants and Other Natural Toxicants
(pp. 373-376). Wallingford, UK, CABI Publishing.

CSN EN IS0 4833-1 (2014). Mikrobiologie potravinového retézce — Hori-
zontdIni metoda pro stanoveni poGtu mikroorganismi — Cast 1: Technika
prelivem a pocitani kolonii vykultivovanych pfi 30 °C.

CSN IS0 6611 (2009): Miéko a mlééné vyrobky — Stanoveni poctu jed-
notek vytvarejicich kolonie kvasinek a/nebo plisni — Technika pocitani
kolonii vykultivovanych pfi 25 °C.

DWORECKA-KASZAK B., KRUTKIEWICZ A., SZOPA D., KLECZKOWSKI
M., BIEGANSKA M. (2012): High prevalence of Candida yeast in milk
samples from cows suffering from mastitis in Poland. Scientific World
Journal, 2012, (196347), s. 1-5.

FLEET, G.H. (1990): Yeasts in dairy products. Journal of Applied Bacterio-
logy, 68, (3), s. 199-211.

GARNIER L., VALENCE F., MOUNIER J. (2017): Diversity and control of
spoilage fungi in dairy products: An update. Microorganisms, 5, (3),
s. 1-33.

JAGIELSKI T., KRUKOWSKI H., BOCHNIARZ M., PIECH T., ROESKE K.,
BAKULA Z., WLAZLO L., WOCH P (2019a): Prevalence of Prototheca
spp. on dairy farms in Poland — a cross-country study. Microbial Bio-
technology, 12, (3), s. 556-566.

JAGIELSKI T., ROESKE K., BAKULA Z., PIECH T., WLAZtO ., BOCHNIARZ
M., WOCH P, KRUKOWSKI H. (2019b): A survey on the incidence of
Prototheca mastitis in dairy herds in Lublin province, Poland. Journal of
Dairy Science, 102, (1), s. 619-628.

KLIMESOVA M., HANUS 0., NEJESCHLEBOVA H., MORAVKOVA
M., KUCHAROVICOVA I., BACOVA R., ROUBAL P, SEYDLOVA R.,
NEJESCHLEBOVA L. (2021): Vliv nebakteridlnich ptivodcti mastitid na
technologické vlastnosti mléka — produkce lytickych enzymii, Mlékar'ské
listy — zpravodaj, 189, 32, (6), s. 7-10.

KRUKOWSKI H., LISOWSKI A., NOWAKOWICZ-DEBEK B., WLAZtO &.
(2012): Enzymatic activity of Prototheca zopfii strains isolated from
cows with mastitis. Polish Journal of Microbiology, 61, (3), s. 217-218.

KRUKOWSKI H., TIETZE M., MAJEWSKI T., ROZANSKI P (2001): Survey
of yeast mastitis in dairy herds of small-type farms in the Lublin region,
Poland. Mycopathologia, 150, (1), s. 5-7.

LAVAEE M., EIDI S., KHORAMIAN B. (2019): High prevalence of Proto-
theca spp. and isolation of fungal species in milk samples from cows
suffering from mastitis in Mashhad city, northeast. lran Iranian Journal
of Veterinary Science and Technology, 2, (21), s. 21-26.

LAVOIE K., TOUCHETTE M., ST-GELAIS D., LABRIE S. (2012): Characte-
rization of the fungal microflora in raw milk and specialty cheeses of
the province of Quebec. Dairy Science and Technology, 92, (5), S. 455—
468.

LE MARECHAL, C., THIERY, R., VAUTOR, E., LE LOIR, Y. (2011): Mastitis
impact on technological properties of milk and quality of milk products
— areview. Dairy Science & Technology, 91, s. 247-282.

LEITNER G., KRIFUCKS 0., MERIN U., LAVI Y., SILANIKOVE N. (2006):
Interactions between bacteria type, proteolysis of casein and physico-
chemical properties of bovine milk. International Dairy Journal, 16, (6),
S. 648-654.

MARQUES S., SILVA E., CARVALHEIRA J., THOMPSON G. (2010): Short
communication: Temperature sensibility of Prototheca blaschkeae
strains isolated from bovine mastitic milk. Journal of Dairy Science, 93,
(11), s. 5110-5113.

10

MLEKARSKE LISTY 200, VOL. 34, No. 5



VEDA, VYZKUM

MELVILLE P. A., WATANABE E. T., BENITES N. R., RIBEIRO A. R., SILVA J.
A., GARINO JUNIOR F, COSTA E. 0. (1999): Evaluation of the suscep-
tibility of Prototheca zopfii to milk pasteurization. Mycopathologia, 146,
(2), s. 79-82.

SAUTOUR M., LEMAITRE J. P, RANJARD L., TRUNTZER C., BASMACIYAN
L., DEPRET G., HARTMANN A., DALLE F. (2021): Detection and survival
of Candida albicans in soils. Environmental DNA, 3, (6), s. 1093-1101.

SEYDLOVA R., SNASELOVA J., SOUKUPOVA A. (2009): Vliv obsahu Proto-
theca zopfii a Candiaa lusitaniae na kvalitu syrového mléka. Mlgkarske
listy — zpravodaj, 112, s. 15-22.

SHAVE C. D, MILLYARD L., MAY R. C. (2021): Now for something comple-
tely different: Profotheca, pathogenic algae. PLoS Pathogens, 17, (4),
s. 1-7.

TORKAR K. G., VENGUST A. (2008): The presence of yeasts, moulds and
aflatoxin M1 in raw milk and cheese in Slovenia. Food Control, 19, (6),
s. 570-577.

VILJOEN B., LOURENS-HATTINGH A., IKALAFENG B., PETER G. (2003):
Temperature abuse initiated yeast growth in yoghurt. Food Research
International, 36, (2), s. 193—-197.

ZECCONI A., DELLORCO F, RIZZI N., VAIRANI D., CIPOLLA M., POZZI P,
ZANINIL. (2020): Cross-sectional study on the prevalence of contagious
pathogens in bulk tank milk and their effects on somatic cell counts and
milk yield. /talian Journal of Animal Science, 19, (1), s. 66-74.

Korespondujici autor: Mgr. Hana Nejeschlebova,
Vyzkumny dstav mlékarensky s.r.o.,

Ke Dvoru 12a, 160 00 Praha 6,

email: hana.nejeschlebova@seznam.cz

Prijato do tisku: 5. 9. 2023
Lektorovdno: 22. 9. 2023

HYDROGELY NA BAZI KARBOXY-
METHYLCELULOZY A KYSELE
SYROVATKY S PRIDAVKEM
ZEMEDELSKYCH HNOJIV

Markéta Borkova’; Jitka Peroutkova’;

Alexandra Salakova'; Jan Drbohlav’; Silvie Dufpekové?;
Jarmila Gechméankova?; Ladislav Bar'

" Vyzkumny ustav mlékdrensky s.r.o.,

2 Univerzita Tomase Bati ve Zliné, Fakulta technologickd,

8 \lyzkumny ustav melioraci a ochrany pidy, v.v.i.

Hydrogels based on carboxymethyl cellulose
and acid whey with the addition of agricultural
fertilizers

Abstrakt

Hydrogely na bazi kyselé syrovatky mohou byt vyznam-
nym zdrojem nejenom vlahy, ale i vyZivy pro zemédélské
plodiny v obdobi klimatické zmény. Zamérem této prace
bylo vyzkouSet moznost obohaceni zakladni receptury
biodegradovatelnych hydrogeld na bazi karboxymethyl-
celulézy a kyselé syrovatky pridavkem komercné dostup-
nych hnojiv. Testovan byl pridavek 7 rliznych hnojiv.

Nejperspektivnéjsi se jevil hydrogel s pridavkem krys-
talického hnojiva na plodovou zeleninu (Forestina s.1.0.).
Pridavkem 1 g tohoto hnojiva na 100 g hydrogelu se
podaftilo ve vyluhu xerogelu (tj. vysuSené formé hydro-
gelu) v porovnani se zakladni recepturou zvysit mnozstvi
fosforu ve formé kys. fosfore¢né o 49,3 % a iontl dras-
liku o 118,6 %, vapniku o 43,8 % a hotciku o 116,2 %.
Kromé zakladni receptury byl hydrogel s hnojivem po-
rovnan i s variantou ze zahusténé kys. syrovatky.
Klicova slova: hydrogel, xerogel, kysela syrovatka,
zahu$ténd kyseld syrovatka, karboxymethylcelul6za

Abstract

Acid whey-based hydrogels can be an important source
of not only moisture, but also nutrition for agricultural
crops in the period of climate change. The aim of this
work is to test the possibility of enriching the basic recipe
of biodegradable hydrogels based on carboxymethylcel-
lulose and acid whey by adding commercially available
fertilizers. The addition of 7 different fertilizers was tes-
ted. The hydrogel with the addition of crystalline fertiliz-
er for fruit vegetables (Forestina s.r.0.) appeared to be the
most promising. By adding 1 g of this fertilizer to 100 g
of hydrogel, it was possible to increase the amount of
phosphorus in the form of phosphoric acid by 49.3% and
potassium ions by 118.6%, calcium by 43.8% and mag-
nesium by 116.2%. In addition to the basic formula, the
hydrogel with fertilizer was also compared to the variant
made from concentrated acid whey.

Key words: hydrogel, xerogel, acid whey, concentra-
ted acid whey, carboxymethycellulose

Uvod

Globélni zmény klimatu pfinasSeji fadu vyzev, mezi
které patii i zajiSténi dostatku vlahy v padé pro péstovani
plodin. Refenim tohoto problému mize byt aplikace
hydrogeld, tj. zesifovanych hydrofilnich polymert scho-
pnych absorbovat a zadrzet velké mnozstvi vody, které
jsou tyto materialy schopny v pfipadé potieby desorbovat
(Durpekova a kol., 2020). Aplikace zminénych hydrogela
umoziuje zvysit vynos plodin tim, Ze zlepSuje pudni pro-
pustnost, strukturu a hustotu. Déle pozitivné ovliviiuje
rychlost odparovani a infiltraci vody, snizuje odtok vody
a erozi (Abobatta, 2018; Narjary a kol., 2013). V naSem
probihajicim vyzkumu v rdmci projektu QK 1910392
Ekologicky Setrné materidly pro intenzifikaci rostlinné
vyroby s pudoochrannymi vilastnostmi na bdzi obnovitel-
nych zdrojii jsme jiz publikovali fadu vysledki (Borkova
a kol., 2022; Peroutkova a kol., 2021) zabyvajicich se
vlastnostmi hydrogell na bazi karboxymethylcelulézy a
vedlejsich produkti mlékdrenského pramyslu jako kysela
syrovatka, permeat z ultrafiltrace syrovatky a koncentrat
z elektrodialyzy syrovatky. Vyhodou zvoleného zaklad-
niho materidlu pro vyrobu hydrogeld, tj. sodné soli kar-
boxymethylceluldzy, je to, Ze se jedna o rozpustny biolog-
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