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Tab. 1 Uginnost desinfekénich prostiedkd na vitalitu bunék biofilmu

Nariist po 22 hodinach (% A As20)
Dezinfekéni prostiedek Zpusob aplikace 1 5 10 30
Merades Alco aplikace do suspenze 100,0% 1,3% 0,4% 0,4% 0,2%
aplikace na biofilm 100,0% 0,0% 0,2% 0,1% 0,1%
50% ethanol aplikace do suspenze 100,0% 1,0% 2,4% 4,4% 2,2%
aplikace na biofilm 100,0% 0,6% 0,8% 0,5% 0,4%

jev byl zfejmé zptisoben vazbou Merades Alco na strukturu
biofilmu. V pfipadé aplikace pfimo na biofilm dochazelo
k jeho ¢asteCnému odstranéni, ale azZ po 30 minutich piso-
beni. U 50% ethanolu dochazelo k podobné situaci.

Zajimalo nés, zda biofilm oSetfeny desinfekénim
prostiedkem je vitalni. Proto jsme po obou zpiisobech
aplikace testovany prostfedek odstranili a do jamek vnesli
stejné medium, které tam bylo pfedtim. Po 22 h inkubace
pri 25 °C jsme méfili kvantitu nartstu bunék. Vysledky,
které jsou shrnuty v tab. 1., ukazuji vyS$§i Gc¢innost
pripravku Merades Alco pfed 50% ethanolem. Mira nérQ-
stu AAesxo pii neoSetfeni desinfekénim prostfedkem byla
primérné rovna 1,383. K této hodnoté byly poté pro-
centuelné vztaZeny miry narGstu AAg prfi oSetfeni jed-
notlivymi desinfekénimi prostfedky. Technika méfeni
mnozstvi biofilmu pomoci krystalové violeti, kterou jsme
pouZili, neumoZiiuje rozliSeni mrtvé a Zivé biomasy. Pouze
postupy, kde je moZno méfit vitalitu bunék naslednou kul-
tivaci, prokdzaly vysokou tucinnost pouZitych desin-
fekénich prostiedkd.

Zavér

Potvrdili jsme, Ze zvolend metoda podle Djordjevice je
vhodna pro kvantitativni hodnoceni tvorby biofilmu
u Listeria monocytogenes. Primyslovy izolat za testo-
vanych podminek tvofil biofilm Iépe. Proto byl pouzit jako
modelovy kmen pro hodnoceni i¢inku dvou desinfekénich
prostfedkil. Jako vhodnd metoda pro hodnoceni ucinku
desinfekcnich prostiedkil na odstranéni biofilmu se jevila
technika barveni biofilmu krystalovou violeti. Pro prikaz
inaktivace (devitalizace) Listeria monocytogenes v biofil-
mu je tfeba pouZit kultivaénich metod.
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Abstrakt

Studie z obdobi 2004-2007 shrnuje vysledky negativniho
pusobeni dvou mastitidnich patogenti kvasinky Candida
lusitaniae a tasy Prototheca zopfii na biochemické zmény
v syrovém mléce. Pfitomnost téchto patogent v mléce mize
byt disledkem probihajicich mykotickych mastitid u dojnic.
Pfidavek takového mléka k mlékarensky zpracovdvané
suroviné navzdory pasteraénimu efektu md vyznamny vliv
na zmény bilkovin, tuku, obsahu mocoviny a laktézy vzhle-
dem k enzymatické vybavé mikroorganizmd. Zejména
v koncentracich 10° - 10* citovanych pategent vznikaji vy-
znamné biochemické zmény slozeni mléka, kdy dochazi
i k negativnimu ovlivnéni jeho skladovatelnosti a techno-
logické pouzitelnosti.

Effect of Prototheca zopfii and Candida
lusitaniae level on raw milk quality

Abstract

The study from 2004-2007 of two mastitis pathogens, yeast
Candida lusitaniae and algae Prototheca zophii summarizes
the results of negative action on biochemical changes in raw
milk. The presence of these pathogens in milk can be caused
by mycotic mastitis of milk cows. The addition of such milk
to dairy treatment raw milk in spite of pasteurization effect
has significant influence on proteins, fat, urea content and lac-
tose changes. This is affected by enzymatic equipment of
microorganisms. The significant biochemical changes of milk
composition and negatively influences its shelf life and tech-
nological applicability was given especially in concentration
10° - 10* above mentioned pathogens.

Uvod

Kontrola hygienické kvality mléka je principidlné
zaloZzena na prevenci potencidlniho poSkozeni zdravi
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konzumenta a jistoté bezpecnosti potravin. Zaméteni pred-
loZené prace je prispét ke zlepSeni jakostnich kriterii
hygienické kvality syrového mléka, které timto ovliviiuji
bezpecnost potravinového fetézce a poukazat na nékteré
patogeny, které mohou vyznamné ovlivnit bezpecnost
potravinového fetézce.

Mikrobiologickd kvalita syrového mléka a mlécnych
potravin patii k zdkladnim znakim jakosti. Jednim
z nejCastéji pouzivanych parametrti pfi hodnoceni jakosti
syrového mléka i mlécnych potravin je celkovy pocet
mezofilnich mikroorganizmti vyjadfeny v hodnoté cfu.
Pochopitelnou snahou prvovyrobct, z titulu maximalniho
zpenéZeni, i zpracovateld mléka, z titulu kvality finalnich
vyrobkl, je dosahnout v tomto ohledu co nejlepsich
vysledki.

U nékterych dodavateli syrového mléka se objevil pro-
blém zhorSené mikrobiologické kvality a provozni kontro-
la nepfinesla Zadné vysvétleni problému.

Pfi porovnani vysledkd hodnot cfu provedenych klasic-
kou kultiva¢ni metodou a vysledkt z pfistroje BactoScan
(BSc) se zjistilo, ze pristrojové hodnoty jsou nékolikana-
sobné vyssi nez kultivacni. Pfi podrobnych rozborech za-
stoupeni mikroflory syrového mléka v téchto pripadech
byla zjisténa pritomnost kvasinek a tas, které v nékterych
vzorcich tvofily az 100 % mikrobiologické vybavy mléka.
Bylo zjiSténo, Ze se nejednalo o ndslednou kontaminaci
mléka z vnéjsiho prostiedi, ale o pfirozeny zdroj z mlécné
zlazy dojnice z davodu probihajiciho zanétlivého
onemocnéni. Proto bylo dilezité znat presnou diagnos-
tiku, identifikaci a moZnost ovlivnéni biochemickych
reakci v mléce, ale prednostné i cesty Sifeni a moznosti
likvidace kvasinek a fas jako zdroje nezadouci kontami-
nace syrového mléka.

Kvasinky a fasy jsou skupinou mikroorganizmi Siroce
rozsifenou v pfirodé. Vyskytuji se mezi nimi i patogenni
rody, pficemz vétSinou jde pouze o potencionalni patogeny
vyvolavajici onemocnéni oslabeného organismu (Costa et
al., 1993).

Hlavnim problémem onemocnéni vyvolanych kvasinka-
mi a fasami je to, Ze jsou velmi Spatné 1éCitelna - béZna
antibiotika plisobici na prokaryotni buiiky jsou nepouZitel-
na (Chuang Shih Te et al. 2002; Brito M. A. et al. 1997).
Pouzivaji se proto antimykotické latky jako kyselina borita
a antibiotika piisobici na trovni plasmatické membrany
nebo bunécné stény, ale to jen v humanni populaci.

V soucasné dobé je hmatatelny zietelny narist onemoc-
néni zplsobenych kvasinkami, a to jak v humanni, tak
zvifeci populaci. K rodim z této kategorie patii napf.
Candida, Exophilia, Hansenula, Pichia, Rhodotorula,
Trichosporon, Cryptococcus a organizmy, které kvasinkdm
pouze podobaji - fasa Prototheca sp.

Nariast mykotickych infekei 1ze pfipisovat celé fadé fak-
tord jako jsou vytvoreni imunosupresivnich podminek jak
v lidském, tak zvifecim organizmu, dlouhodoba katetrizace
pacientl, dlouhodobé uZivani Sirokospektrych antibiotik.
Drive kvasinky a fasy pusobily patogenné jen za urcitych
specifickych podminek. ZvySeni odolnosti c¢lovéka

(zvitete) je tedy jedinou cestou ochrany pfed mykotickou
infekci. Né&které patogenni kvasinky a fasy mohou byt
pfi¢inou vzniku zénétlivého onemocnéni mlécné Zlazy
dojnic, mastitid (Jensen et al., 1998; McDonald et al., 1984;
Kirk et al., 1986). Mastitidy obecné patii ke zdravotné
velice zadvaznym a ekonomicky zatéZujicim onemocnénim,
které snizuji chovnou hodnotu, welfare zvifat a zejména
pak kvalitu ziskdvaného mléka (Nappert, G. and Godkin,
A., 2001; Gonzales, R. N., 2003). Maji vliv nejenom na
snizeni kvality drovné mlécné produkce, ale i na hygie-
nické jakostni znaky nutné ke kvalitnimu zpenéZeni mléc-
né suroviny (Chuang_Shih Te et al. 2002). Dojnice
s mykotickou mastitidou nevytvireji jenom problém
zdravotni, ale pfidavek takového mléka do dodavky muze
znamenat 1 vyznamné zhorSeni hygienickych znaki jakosti
jako celkovy pocet mikroorganizmil a pocet somatickych
bunék (Nappert, G. and Godkin, A., 2001, Roesler, U. and
Hensel, A., 2003). Incidence zanétlivého onemocnéni
mlécné Zl4azy, mastitid, ovliviiuje pocet somatickych bunék
v bazénovém vzorku mléka, mikrobiologickou kvalitu
mléka a v neposledni fadé i latkové slozZeni, kdy dochazi ke
sniZzeni obsahu lakt6zy a kaseinu, zvySuje se obsah proteo-
Iytickych enzymi a imunoglobulint, dochazi ke zménam
kvality tuku. Mykotické mastitidy, zptisobované zejména
kvasinkami a plisnémi, postihujici zhruba 2-5 % dojnic.
Lze vSak predpoklddat, Ze skute¢né procentické zastoupeni
bude prokazatelné¢ vysSi, protoZe identifikace patogenil
u mastitidnich mlék se u nas provadi vSeobecné omezené,
a jiz vliibec neni cilend vici zmilovanym zastupciim.

Citlivost in vitro izolatl kment Prototheca zopfii ke kon-
vencnim fungicidnim pfipravkim a k t€kavym olejim byla
zkoumdna pfi vyskytu mastitidy zplsobené P. zopfii ve
stadé laktujicich krav (Piccinini, R., 2008). Zajimavou
aktivitu proti sledovanému mikroorganizmu, kromé né-
kterych fungicidnich pfipravkd, vykazovaly tékavé oleje
pouzité pti vyzkumu, zejména bergamot a olej z ¢ajovniku
australského. Ziskané poznatky vyvolavaji zdjem o dalsi
vyzkum terapeutického vyuZiti t€chto nekonvencnich
preparati. Zasadnim dkolem vyzkumu v prvovyrobé by
vSak mélo byt vyznamné zvySeni hygieny ziskavani mléka,
optimalizace chovu dojnic tak, aby cesty Sifeni jakychkoli
patogent do mlécéné Zlazy byly minimalizovany, aby se
zabranilo nejenom vzniku onemocnéni, ale i kvalitativnim
zménam mléka.

Pro tcely této studie byly ze syrového kravského mléka
izolovany a identifikovany dva patogenni mikroorganizmy
a to: kvasinka Candida lusitaniae a bezbarva fasa
Prototheca zopfii.

C. lusitaniae byla poprvé popsana van Udenem a do
Carno-Sousem jako béZny organizmus gastrointestindlniho
traktu teplokrevnych Zivocichi (Blinkhorn, R. J. et al.,
2001). Ve vné&jSim prostiedi byla nalezena v kukufi¢nych
vyrobcich, na klfe citrust, ovocnych dZusech a mléce od
dojnic s mastitidami (Gadaga, T. H et al., 2001). Candida
lusitaniae je obtizné odlisSitelnd od Candidy tropicalis
vzhledem k tomu, Ze maji spole¢ny identifikacni systém.
Na zékladé dostupné literatury je popisovana jako oportun-
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ni patogen zejména v huméanni mediciné u pacientd
s rakovinovym onemocnénim, ktefi podstoupili chemote-
rapii a nebo u pacientil, ktefi byli dlouhodobé 1éCeni anti-
biotiky. Intravaskularni katétr miZe byt rovnéZ zdrojem
Candidy lusitaniae.

Bezbarva tasa rodu Prototheca z Celedi Chlorellaceae je
jedinym zndmym rostlinnym patogenem v humanni
a zvifeci populaci. Taxonomické zarfazeni se vyvijelo
v poslednich letech a v soucasné dobé jsou urceny tyto
druhy: P. zopfii, P. wickermamii, P. stagnora, P. ulnea
(Moller A. et al., 2005). Pét zatim nepfijatych druhti bylo
oznaceno jako P. moriformis.

V roce 1952 byla Prototheca zopfii poprvé identifikova-
na jako patogen v souvislosti s mastitidou, kterd vede ke
znaénym ekonomickym ztrdtim v nemocném stad¢.
Mastitidy, jejichZ urcujicim patogenem je P. zopfii, jsou
typickym onemocnénim vysokoprodukcnich dojnic stro-
jové dojenych (Janosi, S. et al., 1998). Biochemické
zkousky izolatd pochazejicich z mléka mastitidnich dojnic
prokézaly zpozdénou produkci galaktézy a zvySenou pro-
dukci aminokyselin (Moller A. et al., 2005). Na zakladé
biochemické klasifikace byla Prototheca zptsobujici mas-
titidy reklasifikovana na poddruh Prototheca zopfii ssp.
bovinomastitogenes (Moller A. et al., 2005). U dojnic je
tento typ mastitidy charakterizovan jednak vznikem gra-
nulomat6zni tkané a jednak oslabenou vodnatou sekreci
s vlockami hnisu. Pribéh takovéto mastitidy znamena pro
chovatele omezeni aZ absolutni ztratu produkce mléka
u dané dojnice. Zanétlivé onemocnéni probiha jak v akut-
ni, tak i chronické formé (Roesler U. and Hensel A., 2003).
Nalez specifického imunoglobulinu (IgA, IgG) v mléce
laktujicich dojnic je dikazem mastitidniho onemocnéni
P. zopfii. Tyto protilatky pfetrvavaji u infikovanych zvirat
i v obdobi stani nasucho, tzn., bez produkce mléka,
a mohou byt detekovany i v pfisti laktaci. Je potvrzeno, Ze
prevazna ¢ast nemocnych zvirat neni schopna eliminovat
patogeny z mlécné Zlazy (Roesler U. and Hensel A.,
2003). Testovanim vzorku granulomat6zni tkané technika-
mi elektronové mikroskopie bylo zjiSt€no, Ze tato fasa
se prevazné vyskytovala uvnitf makrofagli (Jensen et al.,
1998).

Mikroorganizmus nereaguje na rutinni 1é¢bu a jediny
zpusob feseni je vyfazeni dojnice s pozitivnim nalezem ze
stdda. Prototheca zopfii muize byt rozSifovina mlékem
i vykaly, ale i kontaminovanym krmivem a vodou. Diky
svym vné&jsim morfologickym strukturdm pfeziva i pruchod
zaZivacim traktem. Rasy rodu Prototheca mohou byt
nalezeny i v pudé zejména pak ve vlhkych lokalitich
(Costa E. O. et al., 1997). Nékteti zastupci jsou rezistentni
nejenom vuci antibiotické 1é¢bé, ale i tepelnému oSetieni
(Melville P. A. et al., 1999). Vyskyt zastupcti rodu Pro-
totheca v syrovém mléce za urcitych podminek reprezentu-
je i problém pro mlékarenské vyrobky.

Studiem vyskytu Prototheca spp. v 147 mastitidnich
vzorcich mléka se zabyvali Rapuntean S. et al., 2007. Jejich
zjisténi provedené v roce 2007 stile poukazuje na
nebezpeci tohoto mikroorganizmu.

Kromé toho oba sledované mikroorganizmy jsou vybave-
ny metabolicky aktivnimi enzymy, které se vyznamné
podileji na destrukénich procesech ve skladovaném mléce.

Lipolyticka aktivita P. zopfii je sledovana v praci Rossi
(1996). V souvislosti s metabolickou Cinnosti P. zopfii
v mléce dochdzi ke sniZzovani pH. Bylo prokazéano, Ze
aminokyseliny, aminy a mocovina jsou prakticky pro
vSechny kvasinky a fasy vhodnym zdrojem dusiku stejné
jako anorganické amonné soli.

Cilem této studie je prokazat kvalitativni i kvantitativni
vliv negativniho ptisobeni zvyseného zastoupeni kvasinek
na jakostni znaky syrového mléka a zhorSeni jeho techno-
logické vyuZitelnosti. Biochemické zmény mléka byly sle-
dovany na dvou vybranych kmenech, a to kvasinky
Candida lusitaniae a tasy Prototheca zopfii.

Material a metody

Koncentracni tady sledovanych mikroorganizmi, ve
skute¢nosti obracené fedici fady, byly vytvoreny linedrnim
zvySovanim koncentrace patogenil obsazenych v suspenzi
do mléka. K této metodé bylo pristoupeno na zakladé rela-
tivné velkych objemt kontaminovanych vzorkt mléka pro
biochemické analyzy. V pripadé metodiky naseho sle-
dovani patogeny v koncentracni fadé¢ zvySuji postupné
svoji koncentraci. Proto obricena fedici fada byla oznace-
na indexy nardstu koncentrace patogent (10' je nejniZsi
koncentrace, 10° je nejvysSi koncentrace patogenu).
Pfiprava uméle kontaminovanych vzorkil syrového mléka
byla provedena v pribéhu vyzkumu ctyfikrat pro kazdy ze
sledovanych mikroorganizmd.

Jako zakladni médium pro vSechna Setfeni bylo pouZito
syrové kravské mléko ziskané z konvencniho stida dojnic
jako smésny vzorek nadoje z velkokapacitni staje, zchlazeny
na 6°C az 8°C a nasledné kontaminovany. Pro kontrolu byl
proveden mikrobiologicky a bakteriologicky rozbor
pouzitého mlééného media, aby byla vylouc¢ena pravdé-
podobnost kontaminace zkouSenymi mikroorganizmy.
Syrové mléko tyto poZzadavky ve vSech piipadech spliovalo.
Suspenze kvasinek a fas byla ziskana z kultur uchovavanych
na Zivném agaru a pomnozenych v Zivném bujénu.

Metody na mikrohiologické a chemickeé
analyzy kontaminovanych vzorkii mléka

Mikrobiologické metody

Stanoveni celkového poctu mikroorganizmi (CSN EN
ISO 4833, 2003)

Stanoveni kvasinek a plisni (CSN ISO 7954, 1994)

Prototheca zopfii dobfe roste na pudé pro stanoveni
kvasinek a vytvéii drobné matné Sedobilé kolonie, které se
diferencuji od kvasinek testem pod obchodnim niazvem
API-Test 20CAUX od firmy BIOMERIEUX

Chemické a biochemické metody
Slozeni kontaminovanych vzorki (obsah tuku, bilkovin,
laktézy, tukuprosté suSiny, mocoviny, kaseinu, volnych
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mastnych kyselin) na pristroji MilkoScan FT 120 (vyrobce
Foss Electric Dansko).

Meéfeni aktivity lipdz ve vzorcich mléka bylo provadéno
rutinni metodou firmy Merck, kterd sestava z pfistroje RQflex
(mobilni reflektometr) a testovaciho kytu. (Merck Némecko)

Stanoveni volnych aminokyselin AccQ.TAG metodou
HPLC. Metodika AccQ.TAG stanoveni aminokyselin na
reverzni koloné s fluorimetrickou detekci je dodavana
pfimo vyrobcem pristroje WATERS, USA.

Zastoupeni mastnych kyselin tuku ve vzorcich mléka bylo
zjistovano metodou stanoveni methylesterti mastnych kyselin
v mléce a mlécnych vyrobcich na plynovém chromatografu.
Metodika je dodéna pfimo dovozcem piistroje AMEDIS, CR.

Stanoveni kyseliny méselné bylo provddéno metodou na
izotachoforetickém analyzatoru IONOSEP 2003 (dale jen
ITP). Metodika je doddvdna pfimo vyrobcem pfistroje
Recman Laboratorni technika, CR.

Analyzy byly provadény po 24 hodinich skladovani pii
chladnickové teploté od pfipravy fedicich fad mléka.
Vzorky skladované 48 hodin za stejnych podminek byly
pro analyzy jiz nevhodné (vysrazeni vzorki).

Vysledky jsou primérem ze dvou opakovanych
stanoveni pocitacové vyhodnocené.

Experimentalni ¢ast uvadi tabelované a grafické udaje
ziskané v prubéhu experimenta.

V tabulkach a grafech jsou pouZzity nasledujici zkratky:
TPS - tukuprosté suSina
VMK - volné mastné kyseliny
cfu - colony form unit (kolonie tvofici jednotky) v 1 ml mléka
BSc - automatizovany pfistroj na stanoveni celkového

poctu mikroorganizmii BactoScan
CPM - celkovy pocet mikroorganizmut
AMK - obsah volnych aminokyselin

Tab. 3 Candida lusitaniae primérné hodnoty analytd

Vysledky

Koncentrace sledovanych mikroorganizmu

Redici fady kvasinky C. lusitaniea a fasy P. zopfii byly
opakované ispésné piipravovany v laboratornich podmin-
kéach veterinarni laboratofe.

Narastu koncentrace obou mikroorganismi odpovidaji
odecty klasickou plotnovou metodou, v ojedinélém piipadé
v ramci pripustné chyby rozboru laboratore (tab. 1 a 2).

Tab. 1 Celkovy pocet mikroorganizmii v miéce a pocet
kolonii Candida lusitaniae

koncentracni cfu/ klasicka plotnova metoda
fada kontaminované mléko  Candida lusitaniae
10 1,6x10* 9,4x10?
102 1,6x10° 1,4x10¢
10° 1,0x10° 1,0x10°
10° 2,2x10° 1,2x10°
10° 3,6x10° 1,5x10°
10° 2,6x10° 1,9x10°
K 3,0x10° <10

Poznamka: uvedené hodnoty jsou priimérem ze dvou stanoveni

Tab. 2 Celkovy pocet mikroorganizmi v mléce a pocet
kolonif Prototheca zopfii

koncentracni cfu/ klasicka plotnova metoda
fada kontaminované miéko Prototheca zopfii
10" 3,1x10° 1,0x10°
102 1,6x10° 1,5x10°
10° 6,9x10* 9,7x10?
10¢ 2,0x10¢ 2,1x10°
10° 9,8x10* 9,8x10°
10° 1,5x10° 1,2x10°
K 3,8x10° <10

Poznamka: uvedené hodnoty jsou priimérem ze dvou stanoveni

koncentraéni fada Mocovina Bilkoviny

my/l %

10 172,5 3,41 3,29

107 202 3,38 3,27

10° 298 3,16 3,17

10¢ 416 2,96 3,03

10° 539 2,62 2,84

10° 860,5 1,9 2,45
tendence T l d

Laktoza Kasein VMK
% % mmol/l
8,8 4,88 2,62 0,35 310,61
8,77 4,82 2,6 0,35 313,28
8,41 4,58 2,46 0,7 151,3
8,05 43 2,3 1,06 115,7
7,48 3,87 2,07 1,61 110,49
6,32 2,98 1,58 2,87 81,88
d 3 d i) d

Poznémka: uvedené hodnoty jsou priimérem ze dvou stanoveni

Tab. 3 Prototheca zopfii pridmérné hodnoty analytu

koncentraéni fada Mocovina Bilkoviny

mg/Il %

10 215 3,51 3,36

10? 237 3,48 3,35

10° 343 3,25 3,22

10 444 3,04 3,09

10° 610 2,63 2,84

10° 787 2,26 2,64
tendence T d d

Laktoza Kasein VMK
% % mmol/Il
8,89 4,91 2,67 0,52 351,55
8,85 4,85 2,65 0,47 289,25
8,5 4,59 2,5 0,97 227,84
8,12 4,31 2,35 1,22 167,32
7,42 3,78 2,05 1,85 110,36
6,8 3,32 1,79 2,49 80,99
d d d i) d

Poznamka: uvedené hodnoty jsou priimérem ze dvou stanoveni
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Tab. 5 Zastoupeni volnych aminokyselin v zavislosti na koncentraci rasy Prototheca zopfii

aminokyselina kontrola koncentracni fada rozdil pomeér
10’ 102 10° 10* 10° 10° 10°-10" 10°: 10"
nmol/g nmol/g nmol/g nmol/g nmol/g nmol/g nmol/g nmol/g nmol/g
Asp 54 59 82 92 103 119 154 95 3
Ser 42 4 102 94 169 252 406 365 10
Glu 198 249 269 339 404 522 675 426 3
Gly 74 93 169 382 641 1078 1798 1705 24
His 14 18 27 36 55 109 107 89 8
Arg 118 118 153 339 377 560 627 509 5
Thr 464 463 521 550 523 493 556 94 1
Ala 56 62 116 266 419 710 1088 1026 19
Pro 18 19 35 124 207 316 459 440 25
Cys 0 0 7 268 584 1108 1238 1238 0
Tyr 18 19 25 67 98 160 263 243 15
Val 68 75 92 81 130 214 317 242 5
Met 0 0 6 46 82 150 225 225 0
Lys 26 30 54 185 266 454 572 542 22
lleu 4 6 19 63 103 178 316 309 79
Leu 10 13 36 136 237 428 685 672 69
Phe 2 3 12 40 72 140 240 237 120

Poznamka: uvedené hodnoty jsou priimérem ze dvou stanoveni

Tab. 6 Zastoupeni volnych aminokyselin v zavislosti na koncentraci kvasinky Candida lusitaniae.

aminokyselina kontrola koncentracni fada rozdil pomeér
10' 102 10° 10¢ 10° 10° 10°-10' 10°: 10
nmol/g nmol/g nmol/g nmol/g nmol/g nmol/g nmol/g nmol/g nmol/g

Asp 76 72 80 121 140 199 348 276 5
Ser 143 74 69 94 79 118 159 85 1

Glu 199 239 234 358 432 599 829 590 4
Gly 156 134 188 531 810 1338 2618 2484 17
His 28 20 21 44 60 100 200 180 7
Arg 112 114 148 222 294 488 778 663 7
Thr 426 414 494 531 547 675 641 227 2
Ala 93 73 118 378 592 990 1895 1822 20
Pro 28 22 30 102 159 266 556 535 20
Cys 0 0 3 138 281 541 1080 1080 -

Tyr 25 20 26 66 105 170 355 334 14
Val 70 66 87 170 247 305 573 507 8
Met 0 0 6 49 89 155 337 337 -

Lys 32 31 46 136 220 363 757 726 24
lleu 11 7 15 67 122 208 455 449 41
Leu 18 15 31 137 248 423 920 906 51
Phe 6 4 9 54 92 157 380 376 63

Poznamka: uvedené hodnoty jsou primérem ze dvou stanoveni
Dalsim dikazem kvalitni pripravy fedicich ftad Diskuze

jsou chemické rozbory, které jsou zaloZeny na enzy-
matickém piasobeni zkoumanych kvasinek a fas
(tab. 3 a 4).

V tabulkéch 5 a 6 je uveden piehled zastoupeni volnych
aminokyselin v zavislosti na koncentraci obou sledovanych
mikroorganizmi. V jednotlivych fedénich bylo sledovano
i zastoupeni mastnych kyselin tuku v mléce, z nichz jsou
v tab. 7 vybrany hodnoty nejvyssi a nejnizsi dosaZené kon-
centrace.

Grafy 1, 2, 3, 4 a 5 popisuji zavislosti zmén obsahtl jed-
notlivych analyti na koncentraci sledovanych mikroorga-
nizmd.

a) Skladovatelnost mléka se zvySenou koncentraci

mikroorganizmii a vliv teploty

Vzorky s definovanymi obsahy mikroorganizmt byly
k analyzam pfipraveny po 24 hodinach skladovani.
Vzorky byly uchovavany pfi chladnickové teploté (cca
8 °C). Vzorky skladované po delsi dobu (48 hod) pfi
teplotach 8 °C nebo pfi pokojové teploté (cca 20 °C) byly
jiz pro analyzy nevhodné vzhledem k nevratnym bio-
chemickym zménam. Tento vliv I1ze pricist pisobeni i pfi-
tomnych mikroorganizmi a zejména pak jejich enzymi
a 1ze ho dokumentovat experimentdlné zjiSténymi ddaji
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Tab. 7 Zastoupeni mastnych kyselin tuku v miléce v %

Mastna kyselina Candida lusitaniae Prototheca zopfii kontrola
zkratka 10' 10° 10’ 10°

C4 Mdselnd 2,67 2,56 2,75 2,56 2,85
C6 Kapronova 1,69 1,84 2,16 2,00 2,20
C8 Kaprlova 1,04 1,03 1,32 1,20 1,31
C10 Kaprinovd 2,79 2,88 3,21 2,94 3,21
C11 Undekanova 0,26 0,28 0,32 0,28 0,30
C12 Laurovd 3,24 3,34 3,52 3,36 3,57
C13 Tridekanova 0,16 0,17 0,15 0,16 0,16
C14 Myristova 10,49 10,78 11,35 11,51 11,69
C14:1 trans trans tetradecenova 0,31 0,33 0,38 0,38 0,37
C14:1 Myristolejovd 0,72 0,75 0,84 0,85 0,82
C15 Pentadekanova 1,34 1,38 1,28 1,29 1,28
C15r rozvétvena pentadekanova 0,14 0,16 0,17 0,15 0,18
C16 Palmitova 30,08 30,52 30,24 30,65 29,83
C16:1 trans trans hexadecenova 0,75 0,81 0,83 0,77 0,66
C16:1 Palmitolejové 1,97 2,01 2,00 2,08 1,96
C17 Heptadekanovd 0,77 0,74 0,70 0,72 0,63
C17:1 Heptadecenovd 0,14 0,15 0,13 0,13 0,14
C18 Stearova 9,81 9,58 9,28 9,18 9,52
C18:1 trans trans oktadecenové kyseliny 1,54 1,57 1,71 1,75 1,72
C18:1 Olejovd 24,25 24,21 22,66 23,15 23,11
C18:1cis izomery ostatni ¢is izomery oktadecenové kyseliny 0,96 0,89 0,82 0,92 0,79
(18:2 trans trans izomery oktadekadienové kyseliny 0,57 0,59 0,50 0,62 0,62
C18:2 Linolova 2,02 1,97 1,86 1,91 1,90
C20 Eikosanovd 0,31 0,14 0,18 0,15 0,09
(183 Linoleova 0,36 0,36 0,38 0,40 0,43

Poznamka: uvedené hodnoty jsou priimérem ze dvou stanoveni

Graf 1 Zavislost obsahu mocoviny na koncentraci Graf 3 Zavislost zmén obsahu tuku a volnych mastnych
mikroorganizmd kyselin na koncentraci P zopfii
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Graf 2 Zavislost zmén obsahu tuku a volnych mastnych

kyselin na koncentraci C. lusitaniae o rozsdhlych zménach slozeni mléka, poklesu obsahu

tuku, bilkovin i laktézy, vzrastu obsahu mocoviny, vol-

4 ) 3 nych aminokyselin a volnych mastnych kyselin za soucas-

35 25% ného ubytku mnozstvi lipaz (viz grafy 1-5). Z naSich
§2: ) é“ zkuSenosti plyne, Ze mikrobiologicky kvalitni syrové
2 '2 e 3 mléko takov.ému rozkladu nepodléha a je moZné ho ucho-
g < vat v chladnickové teploté po prvotnim zchlazeni po dobu
s '1 ! § cca 48 hodin od nadojeni bez chemické konzervace.
05 4 05 2 Modelovy experiment byl v obou ptipadech sledovanych

0 0 mikroorganizmd vykonstruovany z hlediska moZného

1 2 3 4 5 6 zachytu mikroorganizmd, ale jiZ i ty nejniz$i zachyty

log koncentrace kvasinek il o a jejich enzymy mély vliv na litkové sloZeni mléka.

V soucasné dobé se vyskyt mikroorganizmi této kate-
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Graf 4 Zavislost obsahu volnych aminokyselin
na koncentraci P zopfii

Graf 5 Zavislost obsahu volnych aminokyselin
na koncentraci C. lusitaniae.

P. zopfii - obsah AMK

5

g 8

cbsah AMK amel { g
g 8 8§ 8
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gorie neustdle zvySuje. Divodu je cela fada. V této sou-
vislosti se nelze nezminit 0 moZném negativnim vlivu
zvySené Cetnosti aplikace intramamadrnich antibiotik
a stejné tak pouzivani antibiotik o stdle vyssi tcinnosti pfi
1é¢bé zanétu mlécné Zlazy. I kdyz pasteracni ucinnost je
vysokd, enzymatické bilkovinné slozky sledovanych pato-
genll jsou termostabilni a mohou pfechazet do mlécné

suroviny a tam negativné pasobit na mlécné komponenty.

b) Zmény probihajici v mléce se zvySenou

koncentraci mikroorganizmui

Obsah obou sledovanych mikroorganizmi ma vyznamny
vliv na kvalitu syrového mléka a moZnosti dal$i technolo-
gické zpracovatelnosti. Prokédzalo se, Ze jiZ koncentrace
v rozmezi 10° - 10* zplsobuje rozsdhlé zmény plivodniho
slozeni mléka, evidentni pokles obsahu tuku, lakt6zy
i bilkovin (viz tab. 3 a 4 - nejvyssi poklesy byly u C. lusi-
taniae tuk a lakt6za) a narfist metabolitd jako je mocovina,
nékteré volné aminokyseliny a volné mastné kyseliny (viz
grafy 1-5).

¢) Vliv koncentrace sledovanych mikroorganizmii
na zmeény obsahu volnych aminokyselin

Podle literatury (Roostita R. et al., 1996) dochazi
v pribéhu ristu mikroorganizmt ke zvySovani mnozstvi
volnych aminokyselin vlivem rozkladu bilkovin. U rodu
kvasinek Candida je to napt leucin, fenylalanin, lysin,
arginin, glutamin. MZe dojit i k vyraznému zvySeni
obsahu i jinych aminokyselin. Toto bylo potvrzeno i nasim
Setfenim, coz ilustrativné dokumentuji vySe uvedené grafy
4aS5atab5a6.

Vyznamné zvyseni obsahu aminokyselin bylo u P. zopfii
zaznamenano u isoleucinu, leucinu a fenylalaninu (az 50ti
nasobné zvyseni proti kontrole) a u C. lusitaniae u stejnym
aminokyselin dokonce az 70ti nasobné zvySeni proti
kontrole.

K nejvyssimu naristu obsahu aminokyselin doSlo mezi
koncentraci kvasinek 10° a 10*.

d) Vliv koncentrace sledovanych mikroorganizmii
na obsah volnych mastnych kyselin
Analyzy vzorkd mléka s definovanym obsahem mikro-
organizmt potvrdily produkci lipolytickych enzymu, které

vy,

S$tépi tuk, ubytek u nejvyssi koncentrace Cinil 1,25 % tuku,

C.lusitaniae - ohsah AMK

za enormniho nérlstu obsahu volnych mastnych kyselin
(viz tab 3 a 4). Stejn€ jako v predchozim piipadé k nej-
vyS$§imu nartistu doslo mezi koncentracemi 10° a 10*.

Podle literatury (Buchvaldkova T. et al., 2006) nativni
i bakteridlni lipdza zptsobuje uvolfiovani volnych mast-
nych kyselin z mlééného tuku. K nejintenzivnéjSimu
Stépeni tukovych kuli¢ek dochdzi v prabéhu prvnich
6 hodin pisobeni a vysledné mnoZstvi volnych mastnych
kyselin je odvislé od kvality tukovych kulicek. Vysledky
modelové lipolyzy s komeréné dodavanou lipdzou bakterii
rodu Pseudomonas ukazuji ptimou zavislost mezi vzristem
obsahu volnych mastnych kyselin a poklesem obsahu tuku
a poklesem koncentrace lipdz. Po pocite¢nim rychlém
ristu obsahu volnych mastnych kyselin a ubytku aktivity
lipdzy dochazi k postupné inhibici lipdzy pfimo volnymi
mastnymi kyselinami.

Z provedené analyzy sloZeni triglyceridd mastnych
kyselin plyne, Ze ani u C. lusitaniae ani u P. zopfii nebyla
zjisténa vyraznéj$i zména v zastoupeni mastnych kyselin
mlééného tuku (viz tab. 7). Provedené analyzy mastnych
kyselin (v mlécném tuku, ktery nebyl ¢innosti mikroorga-
nizmi rozloZen, u vzorkll s pfipravenymi koncentracemi
mikroorganizmtl), neprokazala ani u C. [lusitaniea ani
u P. zopfii vyraznéjsi zménu. VySe uvedené mikroorga-
nizmy tuk pravdépodobné rozkladaji rovhomérné a nejsou
specifické na urcité typy mastnych kyselin.

Obsah kyseliny maselné (%) v kontaminovanych vzorcich
mléka stanoveny na ITP analyzatoru vykazuje zietelny
vzrist, nejvyssi hodnota byla zaznamenéna u C. lusitaniae
(koncentra¢ni fada 106 - 0,6142 %), kontrola 0,0021 %.

Zaver

Pric¢in zhorSovdni mikrobiologické kvality mléka
a mlé¢nych potravin je cela fada. Je skute€nosti, Ze syrové
mléko, které mé vysokou hodnotu cfu, miize mit i vysokou
hodnotu poctu somatickych bunék. Pfi podrobnych roz-
borech zastoupeni mikroflory syrového mléka v téchto pii-
padech byla zjiSténa pfitomnost konkrétné kvasinek a fas,
které v nékterych ptipadech tvorily az 100% mikrobiolo-
gické vybavy mléka. Zasadné se pfitom nejednalo o né-
slednou kontaminaci mléka z vnéjsiho prostiedi, ale zdro-
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jem mikroorganizmti byly zanétlivé procesy probihajici
v mlééné Zlaze. A proto vzhledem ke specificnosti dané
problematiky je ddleZité znét presnou diagnostiku, identi-
fikaci a moZnost ovlivnéni biochemickych reakci v mléce,
cesty Sifeni a moznosti likvidace kvasinek jako zdroje
nezadouci kontaminace syrového mléka.

Pro modelové laboratorni experimenty byly ze syrového
mléka izolovany a identifikovany 2 patogenni kmeny, a to kva-
sinka Candida lusitaniae a bezbarva tasa Prototheca zoplfii,
ktera je jedinym zndmym rostlinnym patogenem v humanni
a zviteci populaci. Prototheca zopfii byla identifikovana jako
patogen, ktery zapricinuje mykotické mastitidy, coz zpl-
sobuje znacné ekonomické ztraty v nemocném stadé. Tito
zastupci jsou rezistentni nejenom vuaci antibiotické 16¢bé, ale
i tepelnému oSetfeni. Vyskyt zastupcii rodu Prototheca v sy-
rovém mléce mize tedy za urcitych podminek reprezentovat
problém pfi finalizaci mléka.

PredloZena prace se zabyvala biochemickymi vlastnost-
mi syrového mléka s vysokymi koncentracemi kvasinek
a fas zpusobujicimi nevratné negativni zmény mléka a na-
sledné poskozuji technologickou zpracovatelnost mléka.

Analyzami vzorkd mléka uméle kontaminovanych vyse
uvedenymi mikroorganizmy byly kvantifikovany prob&hlé
zmény v mléce. Bylo konstatovano, v souladu s pracemi
jinych autord, Ze oba kmeny a to Candida lusitaniea
(kvasinka) a Prototheca zopfii (jednobunécna fasa) svou
enzymatickou ¢innosti poSkozuji piivodni sloZeni syrového
mléka (snizovani obsahu tuku, bilkovin a nartist obsahu
mocoviny, volnych aminokyselin, volnych mastnych
kyselin a kyseliny méselné) a to zejména v piipadech, kdy
se vyskytuji v mléce ve vysSich koncentracich.

Podékovdni
Tato priace byla podporena Ministerstvem Skolstvi,
mladeZe a t&lovychovy Ceské republiky (vyzkumny zamér
MSM2672286101).
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INFORMACE —

MLEKARSKE KONFERENCE A VELETRHY

13" AUSTRALIAN FOOD MICROBIOLOGY CONFERENCE

Ve dnech 24. - 26. biezna 2009 se kond v Melbourne 13. australskd konference potravinarskych mikrobiologd. Prvni den
bude zaméren na praktické workshopy na odbér vzorkU, testovani hygieny, rychlometody a primyslové studie. Dal$i program
bude vénovan poznatklim z priimyslu - vyrobni hygieng, laboratornim metoddm, kvalité vody, kvalitativni analyze ve vyrobg,
interpretaci mikrobiologickych vysledk, déle pak poznatklim z vyzkumu - pfezivani mikroorganismti v potravinovém fetézci,
novym vyrobkim, procestim a technologii pro kontrolu potravin a detekci a identifikaci mikroorganismd.

Agronavigator 8. 1. 2009 (ben)
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