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Abstrakt

V této praci bylo zjiStovano, zda mikroorganismy izolo-
vané ze zkazenych mlékarenskych vyrobkd mohly zptsobit
kazeni. U 48 kmenu (psychrotrofni mikroorganismy,
Enterobacteriaceae, termorezistentni mikroorganismy,
kvasinky aj.) izolovanych ze syrového mléka ¢i mlékaren-
skych produktii byla testovana jejich proteolyticka ¢i lipoly-
ticka aktivita, tvorba plynu, rezistence k vysokym obsahiim
NaCl a nizkym pH, schopnost fermentovat sacharidy a rizné
dalsi biochemické a mikrobiologické parametry. Izolaty byly
téZ identifikovany pomoci MALDI-TOF. U vsech izolatd byl
prokazan potencial kazit mlékarenské vyrobky, a to zejména
z hlediska tvorby plynu, fermentacnich schopnosti ¢i jejich
prezivani za nepriznivych podminek.

Klicova slova: mlékarenské produkty, mikroorganismy
zpusobujici kazeni

Abstract

The aim of this work was to evaluate strains isolated from
spoiled dairy products whether they could cause spoilage.
The proteolytic and lipolytic activity, production of gas,
resistance to high content of NaCl and low pH, ability to
ferment carbohydrates and various other microbiology and
biochemical parameters were tested in 48 isolates (psy-
chrotrophs, Enterobacteriaceae, thermoresistant microorga-
nisms, yeasts and others) from raw milk and dairy products.
The isolates were identified by MALDI-TOF. The potential to
cause spoilage of dairy product was proved in all isolates, par-
ticularly from the point of view of the production of gas, fer-
mentation abilities or growth under adverse conditions.
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Uvod

Miléko je vhodnym médiem pro rdst riznych mikroor-
ganismi, a to jak zadoucich a tak i kontaminujicich.
Nekontrolovatelny rdst nezadouci mikrofléry mize
v mléce ¢i mlékarenskych vyrobcich zptisobovat problémy
s vytéznosti, skladovatelnosti nebo senzorickymi charak-
teristikami (Boor a Fromm, 2006). Mezi rizikové skupiny

mikroorganismi patii napf. psychrotrofni mikroorganismy,
které jsou schopné prezivat ¢i dokonce rlst za nizkych
teplot. Nékteré z téchto bakterii jsou schopné tvofit ter-
morezistentni enzymy, které preZivaji pasteracni i sterilacni
zahfevy a zpusobovat problémy pii zpracovani mléka ¢i
dokonce vady hotovych vyrobka (Champagne a kol., 1994;
Ozer, 2000). Mezi mikroorganismy kontaminujici nefer-
mentované mlékarenské vyrobky patii napt. sporotvorné
bakterie rodu Bacillus, dale bakterie cCeledi Entero-
bacteriaceae, nékteré bakterie mlécného kvaSeni Ci
kvasinky a plisné (Walstra a kol., 2006). Na kazeni fer-
mentovanych mlékarenskych vyrobku se podileji koliform-
ni, bakterie rodu Clostridium, ¢i ne€které rody kvasinek
(Candida, Kluyveromyces, Debaryomyces aj.) a plisni
(Boor a Fromm, 2006). Cilem prace bylo zhodnotit, zda
mikroorganismy izolované ze zkazenych mlékarenskych
vyrobkt mohly zptisobit kazeni a vady.

Material a metody

K pokusim byly pouzity izolaty ze syrového mléka
(vSechny izolaty s ozna¢enim O, dile MO2), pasterovaného
mléka (2T, 4T), z polotvrdych syri (vSechny izolaty
s oznacenim z, A, N, dale 5T), cerstvych syra (1T, 10S,
16S) a zahusSténych mlék (ZM1, ZM?2), které pochazely
z pracovni sbirky VUM. Pokud neni uvedeno jinak, byly
kmeny oZiveny v BHI bujénu a kultivovany pfi optimalnich
teplotach pro dany mikroorganismus po dobu 24 h.

Proteolytickd aktivita byla zkoumana pomoci plotnové
metody na GTK agaru s prfidavkem10 % obj. sterilniho
odstfedéného mléka a lipolyticka aktivita na tributyrin
agaru (TBA). V obou ptipadech byla na ptedsuSeny povrch
agaru rozetiena 1 klicka kultury predem narostlého kmenu
na GTK (bakterie) ¢i GKCH (kvasinky) agaru. Misky byly
poté kultivovany aerobné pfi optimalni teploté a pii 12 °C
po dobu 24 hodin a 1 tydne. Detekovan byl vznik vyjas-
nénych zon v pribéhu casu.

Pro sledovani vlivu obsahu NaCl a pH na rtist kment byl
pripraven BHI bujon o pH 4,3; 4,6; 5; 5,5 a 7,4. Soucasné
byl pfipraven bujon o pH 7,4 a koncentraci NaCl 2 %;
4.5 % a 6,5 %. Dany izolat byl zaockovan (inokulum 1 %),
kultivovan pfi optimélni teploté po dobu 24 h a nésledné
byl vizualné sledovan vznik zakalu.

Schopnost tvorby plynu jednotlivych izolati byla sle-
dovana pomoci pfistroje RABIT. Izolaty byly zaockovany
(inokulum 1 %) do BHI média, nasledné se v méficich
tubdach zachycoval vytvoreny oxid uhli¢ity do KOH
mustku, jehoZ zména vodivosti byla zaznamenana pfistro-
jem. Izolaty v RABITu byly kultivovany pfi optimélni
teplot¢ a v aerobnim nebo anaerobnim prostfedi, podle
potreby jednotlivych kmend.

U jednotlivych izol4tt byla zkoumana schopnost fermen-
tace glukosy na glukosovém agaru s bromkresolpurpurem
a fermentace vybranych sacharidd s vyuzitim sachari-
dovych diski (Carbohydrates Differentitation Discs,
Sigma-Aldrich) pomoci agaru s fenolovou ¢erveni (Phenol
Red Agar, Sigma-Aldrich). RozliSeni, zda se jednd o gram-
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pozitivni, gramnegativni bakterii nebo o kvasinku bylo
provadéno na zdkladé barveni mikroskopického preparatu
podle Grama a izolaty byly také identifikovany pomoci
MALDI-TOF na VSCHT Praha.

Vysledky a diskuse

Vysledky stanoveni aktivity enzymu (Tab. 1) u jednotli-
vych izolatd ukazuji (Tab. 4), Ze 27 % procent testovanych
kment nevykazovalo proteolytickou ani lipolytickou akti-
vitu. Proteolytickou aktivitu mé&lo 37,5 % izolatu, pricemz
vétSina kmenti vykazovala proteolytickou cinnost pfi
skladovani ve 12 °C. Vyjimku tvofily nékteré kmeny bak-
terii Staphylococcus epidermidis (4T, O2, N11) a Bacillus
licheniformis (Al, A7, A12), které vykazovaly proteolyt-
ickou aktivitu pouze pfi kultivaci za optimalnich podminek.
Lipolytickou aktivitu vykazovalo 54 % izolatd. I v tomto
pripadé byla tato aktivita detekovana prevazné pii 12 °C
a pouze 3 izolaty (4T, Al, A7) vykazovaly lipolyzu pouze
za optimalnich podminek rtstu.

Vsechny izolované mikroorganismy byly schopné rast
pii neutrdlnim pH (Tab. 2). Stavaji se tak potencialni kazici
mikrofléorou tekutych nefermentovanych vyrobki,
zahuSténych neslazenych mlék aj. (US FDA, 2008). VétSina
testovanych kment byla také schopna rist i za nizkych
hodnot pH, pouze 9 kment bylo inhibovano pH niZ§im nez

Tab. 1 Vlysledky stanoveni proteolytické a lipolytické aktivity u jednotlivych izolatd

GTK+mléko
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1z ND ND ND N N L 013 R R
4z P P P R N R 015 R R
6z R R N N R 016 R R
7z R N R R N R 017 P N
9z R N R R N N 018 P N
10z ND ND ND L R L 019 P N
11z ND ND ND R N L MO02 R N
12z ND P R R R R M ND ND
13z R P p R N L M2 R R
14z R R R R N R Al P N
15z R N R R N R A2 R N
1T R N R R N R A7 P N
2T P P p R N R A10 ND ND
47 P N N L N N Al N N
5T N N N N N N A12 P N
10S ND ND ND L R L NG R N
165 P N p R N R N9 R N
02 P N N L N L N11 P N
03 P N p R N L N12 N N
04 P N P R N L N13 N N
05 R R R L N L N14 ND ND
08 R R R R R R N18 R N
011 P P P L R L N26 P P
012 R R R L R L N31 R N

GTK+mléko

5 (Tab. 2). Tyto kmeny by nepfedstavovaly riziko pro fer-
mentované vyrobky a pro vétSinu druhti syrd, s vyjimkou
plisfiovych syrt a syrt zrajicich pod mazem, které maji pH
vy$$i (Guinee a Kilcawley, 2004). Jednalo se hlavné o né-
které kmeny stafylokokt, streptokoku, laktobacilt C¢i
kvasinek rodu Candida nebo Debaryomyces na zakladé
jejich enzymové vybavy (Tab. 2, Tab. 4). Mezi mikroor-
ganismy, které by pravdépodobné nepusobily vady pri
kontaminaci findlnich fermentovanych mlékarenskych
vyrobki, na zakladé jejich enzymové vybavy a jejich
inhibice pH niz§im nez 4,6, patii nékteré kmeny bakterii
rodu Staphylococcus, Bacillus, Kocuria, Acinetobacter,
Pseudomonas ¢i Kluyvera (Tab. 2, Tab. 4). Jednalo se
celkem o 9 kment z testovaného souboru izolatd.

Z testovanych kment nejrizikovejSimi mikroorganismy
pro mléko a mlékarenské vyrobky jsou nékteré kmeny
Yarrowia lipolytica ¢i Serratia liquefaciens (Tab. 2, Tab. 4),
jez vykazovaly silny nardst za kazdého testovaného pH.
Vsechny testované kmeny izolatl jsou schopny rast pfi
obsahu NaCl 2 % v roztoku a vétsi ¢ast izolatl je schopna
rust i pri vyssi koncentraci soli. Pouze 14 kmenti neroste pfi
koncentraci 4,5 %, z toho 50 % pfi koncentraci 6,5 % NaCl
v roztoku. VSechny testované izoldty jsou schopny tvofit
plyn. Pfi dostatku substratu a za pfiznivych podminek
mohou tedy byt potencidlnimi plvodci kazeni vSech
mlékarenskych vyrobkd, kde mohou zpisobovat dufeni
syrti, bombazovani obali ¢i dalsi
vady (Walstra a kol.,, 20060).
Z vysledku v tab. 3 je patrné, zZe
89 % testovanych izolatd je schopno

-
(-
=

= =

~§- : E {§. fermentovat glukosu, 44 % laktosu,
e S ORETE 62 % fruktosu a 71 % sacharosu.

= 8 = = Vsechny izolaty byly identi-
R L R L fikovany pomoci MALDI-TOF
R R N N (Tab. 4). 10 testovanych izolatt bylo
R L N L identifikovano jako kvasinky. Ty
i i N N byly izolovany prevazné z riznych
P R N R druhti fermentovanych vyrobki, pfi-
P R N R padné i ze slazeného zahusténého
R L R L mléka (Boor a Fromm, 2006;
NRD E : i Walstra a kol., 2006).

N L " N Velkou skupinou kontaminujicich
R R N L mikroorganismti jsou psychrotrofni
R L N N bakterie. Z testovaného souboru
| R N L mikroorganismit spada do této
R N N L skupiny 58 % izolatt. Nékteré z téch-
N N N N to bakterii jsou dulezité predevsim
R N N L z hlediska tvorby termorezistentnich
R N N R enzymd, které nasledné mohou zpi-
R R N L sobit rizné vady mlékarenskych pro-
R N N R duktti, jako napf. hotkou, necistou ¢i
R N N R ovocnou chut, zmény konzistence aj.
ND | N N L (Boor a Fromm, 2006; Champagne
P R N L a kol., 1994). Mezi bakterie konta-
P R L L minujici syry patii napi. bakterie
R R N R Celedi Enterobacteriaceae (4 testo-

o.t. - optimalni teplota; ND - nestanoveno; N - neroste; R - roste bez testované reakce; P - proteolytickd zona; L - lipolytickd zéna

vané izolaty), které zplsobuji tzv.

XVl
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Tab. 2 Vysledky stanoveni tvorby plynu a tolerance k NaCl a pH u jednotlivych izolat(

m o o mw = &
< - 0 0 ~ N

1z + + + + + + - +

4z + + +F + |+ | ++ |+ + | +++
6z | ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND |+++
7z + + + + 3 3 - - ND

9z - - - - + + + + | +++
10z | + + + | A+ | |+t 3 + | +++
Mz | + + + + | ++ | + + + ++
122 | + -+ -+ o[ [ S £ [t
13z | + + + + + + + + | +++
14z - - - - + + + + [+++
152 - + + + | | |+ I s
1T + + 3 + + + - - ++
2T + + + + | ++ |+ + + | +++
4T 3 s + | 4+ | ++ |+ s s ND

5T | ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND |+++
10S | ++ | ++ | ++ | ++ | ++ | ++ 3 + ++
16S - + + + + + - - +++
02 4 s + | ++ | ++ | + -+ + [t
03 + + + + ++ | ++ + - ++
04 - + + + ++ | ++ + + ++
05 - + + + + + + -+t
08 - S et B o S o R B S - |ttt
011 | ++ | ++ | ++ | ++ | ++ | ++ + + | +++
012 - - - + + - - - | +++

R
2 ®mw = X 1
0 0 ~ N - o
013 - - + + + + + + | +++
015 | ++ | ++ | ++ | ++ | ++ | ++ | + + | 4+
016 + + + + ++ |+ - - +++
017 + + + + ++ | + + - ++
018 - - - - + + + + | +++
019 - < A A +4+ | 4+ | |+ |
mMo2 |+ + + o+ | | |+ - +++
M - - - -+ + + - - ++
m |+ + + + + | ++ |+ - +++
Al - - + | ++ + + + + | +++
A2 + + + + + + + + ++
A7 + + S B B o o B S B S B S B o o
A10 + S S T S S - ++
A1 - - - A 3 - - - A
A12 - - + + + + + + | +++
N6 + + + | ++ | ++ | + + 3 ++
N9 + + + + + + + + | ++4+
N11 + + -+ -+ -+ -+ + + [ £t
N12 - - + + ++ | 4+ |+ + | 44+
N13 - - - 3 + + + + ND
N14 + + + + ++ | ++ - - +++
N18 - - - e s i I o o O o ND
N26 + + + + ++ | + + + | +++
N31 - - - - s Sis + s ND

ND - nestanoveno; "+" - pozitivni reakce (poctem znakii vyjadrena intenzita); "-" - negativni reakce

casné dureni syrd, nebo bakterie Clostridium tyrobutyricum
(1 izolat), zpusobujici tzv. pozdni dufeni syrt (Boor
a Fromm, 2006). Nékteré izolaty patii mezi bakterie
mlécného kvaSeni, které se béZzné pouzivaji do zdkysovych
kultur. Tyto vSak byly izolovany i ze syrového mléka, kde
vsak vétSinou nepusobi zdvazné problémy, jelikoz jsou vét-
Sinou zni¢eny pri pastera¢nim zdhrevu (Walstra a kol., 2006).

Zaver

V souboru 48 izolatti byl zkoumén potencial jednotlivych
kment zpisobovat kazeni mléka a mlékarenskych vyrobki.
Vysledky ukézaly, Ze schopnost kazit mlékarenské vyrobky je
spiSe kmenové specifickd, nez druhové specificka, a Ze je
odvisla od enzymového potencidlu testovanych izolatl. Veét-

Tab. 3 Vysledky stanoveni schopnosti fermentace sacharid(i u jednotlivych izolatd

fermentace sacharidu

fermentace sacharidu

fermentace sacharidu fermentace sacharidu

()] ()3 ()] ()3
g £ g £ g g £ g £
e = e = g e = e s
E 8 E 8 £ E 8 E 8
e - w — U ) - w - U
1z - - - 013 | ND | ND | ND | ND 2T + - + + |[AI0 | ND | ND | ND | ND
4z s + 3 + | 015 | + - - - 4T 3 + 3 + | A1 | ND | ND | ND | ND
6z + + + + [ 016 | + - - - 5T | 4/ | + + + | M2 | +/- - - +
7z A A A + [ 017 | + + A A 10S = - - = NG - + A A
9z + + + + [ 018 | + + + + 16S | + - - + N9 + - + +
10z | + - - - | 019 | + & - & 02 & - + + | N1 | +/- - - >
11z - - - Mo2 | + - - - 03 + - + + | N12 | +/- | + + +
122 | + 3 3 + | IM1 3 - 3 3 04 3 - - + | N13 | + - 3 3
13z | + + + + [ IM2 | + - + + 05 + + + + | N4 | + - - -
14z | + + + + | A + - + + 08 + - - - | N18 | +/- - = -
152 | + + + + | A2 + + + - o011 | + - - + | N26 | + - + +
T |+~ + + + | A7 + - + + 012 | + - - - | N3t - + + +
ND - nestanoveno; "+" - pozitivni reakce; "-" - negativni reakce
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Tab. 4 Vysledky identifikace jednotlivych izolatt

izolat mikroskop identifikace
1z ND Debaryomyces hansenii
4z G+ koky Rothia mucilaginosa
6z ND Lactococcus lactis subsp. lactis
7z G+ tyCinky Lactobacillus sp.
9z G+ tyCinky Lactobacillus curvatus
10z G- tyCinky Serratia liquefaciens
11z kvasinky Debaryomyces hansenii
12z G- tyCinky Klebsiella oxytoca
13z G+ koky Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus
14z G+ tyCinky Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
15z G+ koky Staphylococcus hominis
1T G+ tycinky Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
2T G+ koky Staphylococcus sp.
47 G+ koky Staphylococcus epidermidis
5T ND Clostridium tyrobutyricum
10S kvasinky Yarrowia lipolytica
16S G+ tyCinky Bacillus cereus
02 G+ koky Staphylococcus epidermidis
03 G- tyCinky Chryseobacterium indologenes
04 G+ koky Kocuria rhizophila
05 G-ty€inky Acinetobacter sp.
08 G- tyCinky Pseudomonas putida
011 G- tyCinky Serratia liquefaciens
012 G- tyCinky ND

izolat  mikroskop identifikace
013 G- tyCinky Kluyvera intermedia
015 G+ koky Lactococcus lactis subsp. lactis
016 G- tyCinky Acinetobacter sp.
017 G+ koky Staphylococcus epidermidis
018 G+ koky Streptococcus uberis
019 ND Kocuria varians
M02 G- tyCinky Acinetobacter baumannii
ZMA kvasinky Candida parapsilosis
M2 kvasinky Candida parapsilosis
Al G+ tyCinky Bacillus licheniformis
A2 ND Debaryomyces hansenii
A7 G+ tyCinky Bacillus licheniformis
A10 kvasinky Debaryomyces hansenii
A1l ND Debaryomyces hansenii
A12 ND Bacillus licheniformis
N6 ND Debaryomyces hansenii
N9 ND Staphylococcus epidermidis
N11 ND Staphylococcus epidermidis
N12 ND Staphylococcus equorum
N13 ND Staphylococcus sp.
N14 kvasinky Debaryomyces hansenii
N18 G+ koky ND
N26 G- tyCinky Serratia marcescens
N31 ND Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus

ND - nestanoveno

Sina testovanych izolatl vykazuje proteolytickou ¢i lipolytic-
kou aktivitu, ¢imz je schopna znehodnocovat mlékarenské
vyrobky, ¢i ztéZovat jejich vyrobu. VSechny testované izolaty
byly schopné rist za neutralniho pH, ¢imz mohou byt poten-
cialné kontaminujici pro nefermentované mlékarenské
vyrobky. VetSina izolatt je rovnéZ schopna rist za nizkych pH
a i vyssich obsahtt NaCl. Jedna se o dilezité parametry zejmé-
na pii vyrobé syru. Z hlediska tvorby plynu mohou byt vSech-
ny testované izolaty potencidlnimi piivodci kazeni mlékaren-
skych vyrobkli, protoZze mohou za pfiznivych podminek
zpusobovat dufeni syrd ¢i bombazovani obali. VétSina izolo-
vanych kment je schopna fermentovat Sirsi Skalu sacharidd.
Vice nez 58 % izolath patii do skupiny psychrotrofnich
mikroorganismu, z nichZ n¢které jsou rizikové diky tvorbé
termorezistentnich enzymi, které nasledné zptisobuji problé-
my pri vyrobé mlékarenskych vyrobkii ¢i primo jejich vady.
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Milk as a source of iodine in human
nutrition

Abstrakt

Prace se zabyva vyznamem mléka jako pfirozeného
zdroje jodu ve vyzivé lidi. Cilem bylo zjistit spotfebu
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