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Anotace / Annotation:

The objective of the study was to analyze the relationship of psychrotrophic
lipolytic bacteria in bulk samples of cow’s raw milk and their metabolic activity based
on the content of free fatty acids and identifying the factors that may influence their
levels. The contents of free fatty acids (FFA) and counts of total bacteria,
psychrotrophic lipolytic bacteria (PLiBC) and somatic cells were determined in 150
samples of cow’s bulk raw milk on 20 farms with three different milking technologies
in South Bohemia during 2008—10. FFA were determined using an extraction-titration
method. Within the compared technologies, the highest mean values of FFA
(38,8 mmol'kg"; P<0,001) and PLiBC (696 CFU-ml") were observed on farms with
pipeline milking in stalls. The lowest mean FFA level (15,4 mmol-kg™) was determined
on farms with an automatic milking system. Medium values were determined on farms
with parlour milking.

From the aspect of the inhibition of an increase in psychrotrophic bacteria, and
mainly in psychrotrophic lipolytic bacteria in conditions of cold storage of raw milk
the temperature of 4°C seems optimum as it markedly inhibits the growth of mesophilic
and psychrotrophic bacteria and at the same time the increase in the values of free fatty

acids is slower at this temperature compared to the temperatures of 6,5 and 10°C.
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1. UVOD

Psychrotrofni mikrofléra (s teplotnim rozpétim 3-7 °C) syrového kravského mléka
je povazovana za dopliikovy ukazatel hygieny vyroby mléka (CSN 57 0529). Je mozné
predpokladat, ze faremni chladové uskladnéni mléka omezuje rist mezofilni mikroflory
(s teplotnim optimem 37 °C) na minimum, av$ak nizké teploty umoziuji rist psychrotrofni
mikrofléory mléka (BURDOVA a kol., 2002). Psychrotrofni bakterie produkuji
termorezistentni extracelularni proteolytické a lipolytické enzymy, které predstavuji riziko
kvalitativnich probléma pfi zpracovani mléka a kazeni findlnich vyrobkii b&hem
uskladnéni. Vyznamnou kontaminaci syrového kravského mléka =z hygienického
a technologického hlediska predstavuji bakterie rodt Bacillus a Pseudomonas. Vyskytuji
se bézn¢ ve stajovém prostredi. Nékteré druhy rodu Bacillus se vyznacuji vysokou
lipolytickou a proteolytickou aktivitou. Po vykli¢eni spor v mléce a mlécnych vyrobcich
pusobi lipolytické enzymy (lipadzy) produkované bakteriemi hydrolyzu tuku a produkci
volnych mastnych kyselin. Lipazy jsou vétSinou produkovany mikroorganismy v pozdni
lag fazi a Casné stacionarni fazi rdstu, proto mezi poctem mikroorganismi a aktivitou
enzyml neni pfimy proporcionalni vztah. Plisobeni lipdz napomadhaji fyzikdlni jevy
uplatiiujici se pfi zpracovani mléka jako homogenizace, nahlé zmény teplot, intenzivni
michéni, ¢i turbulence mléka v potrubi, které mohou poskozovat lipoproteinovou
membranu tukovych kuli¢ek a tim zptistupnit tuk vic¢i ptsobeni lipaz (JANSTOVA a kol.,
2004).

V disledku lipolyzy se také zvySuje obsah volnych MK (mastnych kyselin)
v mléce. (BURDOVA a kol., 2002; VYLETELOVA a kol., 1999; CHEN a kol., 2003). Zmény
v koncentraci volnych mastnych kyselin v mléce mohou slouzit jako nepfimy ukazatel
lipolytické aktivity (CHEN a kol., 2003). Obvykly obsah volnych MK v mlééném tuku
jemezi 5 a 12 mmolkg” (PETERKOVA, 2002). Povolené maximum obsahu volnych MK
je 13,0 mmol-kg" pro metodu stlukem, nebo 32,0 mmolkg™” pro extrakéné titraéni metodu
(CSN 57 0529). Jako hranici rizika lipolytickych zmén chutovych vlastnosti mléka uvadi
KRATOCHVIL (1992) obsah volnych MK 49 mmol-kg™ pfi stanoveni extrak&né-titratni
metodou.

PETERKOVA (2002) uvadi, ze pro mlékarenskou praxi jsou vyznamné t7i typy
lipolyzy. Jako prvni uvadi Spontdnni lipolyzu, kterd je vyvoland nativnhimi mlénymi
lipdzami a probihd i v mléce s neporusenymi tukovymi kulickami. Faktory, oznacované

jako ptivodni pfic¢ina vzniku spontanni lipolyzy, jsou pozdni stadium laktace, sloZeni



krmné davky, nizkd mlécna uzitkovost, hormondlni 1éCba, mastitidy a zvySeny pocet
somatickych bunck v mléce. Indukovana lipolyza je vyvoldna rovnéz nativnimi lipdzami
adochazi kni pfi vystaveni mléka mechanickému pisobeni a soucasnému pisobeni
zvysujici se teploty, které vedou k poskozeni membran tukovych kuli¢ek, ¢imz se usnadni
¢innost lipdz a uvoliuji se volné mastné kyseliny. Tretim typem je mikrobialni lipolyza
vyvoland mikrobidlnimi termorezistentnimi lipdzami psychrotrofnich bakterii, které se
uplatiiuji po pasteraci.

Na rozdil od nativnich lipdz jsou bakteridlni lipdzy termorezistentni a zUstavaji
aktivni i po zahtevu vcéetné UHT oSetfeni mléka, kde zptisobuji rozvoj zluklé chuti a viing
a podileji se tak na znehodnoceni vyrobku. Nezadouci chut’ mléka zplisobuji zejména
volné mastné kyseliny s kratkym a stfedné dlouhym fetézcem, jejichZz aroma je vyrazné.
Tyto volné MK mohou zapfi€init naptiklad zluklou, hotkou, ¢i mydlovou chut (DEETH,
2006; CHAMPAGNE a kol., 1994).

2. CIL PRACE

Cilem feSeni bylo stanoveni mnoZstvi psychrotrofnich bakterii v bazénovych
vzorcich syrového kravského mléka a jejich metabolické aktivity na zdkladé¢ obsahu
volnych mastnych kyselin a urceni faktorti, které mohou jejich mnozstvi ovliviiovat.

Prace zahrnuje tyto dil¢i cile:

- zhodnoceni vyskytu psychrotrofnich bakterii v syrovém kravském mléce u vybranych

chovt z rtiznych krajt,
- kvantitativni zastoupeni jednotlivych druhti psychrotrofnich bakterii a jejich dynamika,

- vyjadieni zavislosti mezi zastoupenim psychrotrofnich bakterii a jejich lipolytickou
aktivitou na zéklad¢ koncentrace volnych mastnych kyselin,
- stanoveni koncentrace volnych mastnych kyselin (zakladni metodou- extrakéné titracni

a infracervenou spektrofotometrii nebo plynovou chromatografii) pii rizném zastoupeni

psychrotrofnich bakterii v souvislosti s aktivitou a dynamikou,

- urceni souvislosti mezi teplotou uchovani mléka a vyskytem psychrotrofnich bakterii.



3. LITERARNI PREHLED

Mikrobiologie mléka

Hipokrates jako otec mediciny povazoval mléko podle jeho nutri¢ni hodnoty za
»témei dokonalou potravinu®“. U novorozenych mlad’at savc jsou veSkeré zivinové
pozadavky kryty mlékem. Pokud je mléko nutricné nekompletni, piezivani mlad’at savcii
je obtizné (ENSMINGER  1993),

MIéko je sekret mlécné Zlazy samic savcu (pies 4000 druht), a je Casto jedinym
zdrojem potravy pro mlad’ata savcii. Funkce mléka je poskytovat ziviny a imunologickou
ochranu. Nejvétsi mnozstvi zpracovavaného mléka pro lidskou spotiebu tvoii u velké ¢asti
svétové populace mléko kravské. Mléko je komplexni biologicka tekutina obsahujici asi
100 000 raznych sloucenin. Hlavni slozky mléka byly dikladné prozkoumany a zakladni
charakteristiky jednotlivych slozek jsou dobfe znamé. Mléko ve svém piirozeném stavu
je vysoce neudrzny material, protoZe je nadchylné k rychlému kazeni plisobenim pfirozené
se vyskytujicich enzymi a kontaminujicich mikroorganismt. Béhem posledniho stoleti
bylo vyvinuto mnoho procesit k prodlouzeni trvanlivosti mléka na dlouhou dobu
a ke zvySeni jeho vyuziti a bezpe¢nosti. Mléko se zpracovava na Sirokou Skalu mléénych
vyrobkli pomoci fady pokrocilych technologii. V mnoha zemich je mléko a mlécné
vyrobky nepostradatelnou soucasti potravinového dodavatelského fetézce. Neméné
dilezitad je skute¢nost, Zze mléko je vybornym zdrojem zivin pro ¢lovéka, avSak v jiné
souvislosti tytéz ziviny poskytuji velmi vhodné médium pro rist mikroorganismu a jejich
metabolismus. Mikrobiologie mléka a mléénych vyrobki proto zlstava prioritnim zajmem

mlékarenského pramyslu (CHAMBERS 2005).



Mikroorganismy syrového kravského mléka

V syrovém kravském mléce se mohou vyskytovat tyto rody bakterii: Pseudomonas,
Acinetobacter, Moraxella, Flavobacterium, Micrococcus, Streptococcus,
Corynebacterium, Lactobacillus a koliformni bakterie (COUSIN, 1982). Mezi bakterie
vyskytujici se v mléce, které mohou zpisobit onemocnéni, patii napt. Salmonella
(GREENWOOD a HOOPER, 1983; HALPIN-DOHNALCK a MARTH, 1989; D’AouUsT, 1991),
Staphylococcus a Escherichia coli (LECHEVALLIER a kol., 1996; SHINODA a kol., 1979;
STARK, 2000). Ostatni psychrotrofni bakterie pfitomné v chlazeném syrovém mléce patii

k rodtim Alcaligenes, Aeromonas, Bacillus, Listeria, Arthrobacter (DESMASURES, 1995).

Faktory prispivajici ke kontaminaci mléka

Nedodrzeni hygienickych zasad tykajicich se veskeré manipulace s mlékem,
zkraceni doby skladovani, pouziti ¢innych chladicich teplot, dostupnost metody pro
snizeni patogenni mikrofléry a efektivni vyuziti systémi Hazard Analysis Critical
Control Point (HACCP) jsou hlavni problémy postihujici useky, které musi fesit
mlékarensky primysl (SoRHAUG A STEPANIAK, 1997).

Na kontaminaci mléka bakteriemi se podileji tyto zdroje: okolni prostfedi, bézna
mikrofléra vemene a mikroorganismy Ucastnici se infekce vemene (VAN SCHAIKA a kol.,
2005). Pocet a typ mikroorganismi v mléce bezprostfedné¢ po nadojeni (tj. poCatecni
mikroflora) pfimo odrazi mikrobidlni kontaminaci b&hem vyroby a zpracovani.
Po opusténi hospodarstvi je mikrofléra mléka vyznamné ovlivnéna skladovaci teplotou
a dobou, kterd uplynula od nadojeni. Pokud je mléko uloZeno pii teplotach nizsich nez
4°C, dochézi k omezeni bakteridlniho ristu. Pokud nejsou dojici zafizeni nebo mlécné
tanky udrzovany v pozadovanych hygienickych podminkach, mohou nizké teploty tento
fakt maskovat (CHAMBERS, 2005). Zdravotni stav zvifat, druh krmiv (zelena pice, silaz
atd.) a podminky skladovani syrového mléka jsou také dilezité faktory, které¢ urcuji
slozeni mikroflory mléka (THOMAS, 1973).

Riziko bakteridlni kontaminace mléka zacind na urovni zemédélského podniku
a stoupa s poctem zpracovatelii mléka (OMORE a kol., 2004). Nedostatecna hygiena
mléka jako jedna z hlavnich pficin jeho $patné mikrobiologické kvality ma za nasledek

ztratu piijmu pro zemédélského prvovyrobce (BONFOH a kol., 2003).



Zdroje mikroorganismui

U zdravych krav je mléko uvniti mlécné zlazy sterilni a bakterialni kontaminace
zacind az s dojenim. Ke kritickym mistim, kde mtze dojit ke kontaminaci mléka, patii
prostory, kde se mléko po nadojeni skladuje, svozové cisterny a v neposledni fad¢ také
pfimo mlékarenské zavody (BONFOH a kol., 2003; GRAN a kol., 2002; SRAIRI a kol., 2009).
Zdroje kontaminace mléka jsou rozmanité, bakterie mohou pochéazet napiiklad z vody,
pudy, ovzdusi, vykald, vemene, dojiciho zafizeni a rukou pracovnikii (ANDERSSON a kol.,
1995). Voda pouzivana v procesu produkce mléka by méla byt kvalitni, pitnad. To znamena,
ze ptivod vody musi byt ze schvéaleného zdroje, bez patogenli a fekalniho znecisténi.
V mnoha pfipadech farmy ziskavaji vodu z neupravenych vodnich zdroji (vrty, studny,
jezera, prameny a feky), které mohou byt kontaminovany mikroorganismy fekalniho
ptvodu. Jedna se zejména o koliformni bakterie, fekalni streptokoky a klostridie. Mohou
byt pfitomny 1 dalsi druhy pochazejici z ptidy nebo vegetace: Pseudomonas sp., koliformni
bakterie, spory rodu Bacillus, koryneformni bakterie a bakterie mlééného kvaseni. Obsahy
téchto mikroorganismii ve vod¢ se mohou znac¢né liSit. Zasobovani pitnou vodou
v hospodafstvi je tfeba fadné chranit pied hlodavci, ptdky a hmyzem (CHAMBERS, 2005).
Pokud zvifata konzumuji krmivo kontaminované sporotvornymi bakteriemi, miize byt
velké mnozstvi spor pfitomno v jejich vykalech, které¢ mohou kontaminovat struky vemene
(TE GIFFEL a kol., 2002). Silaz mtze byt také zdrojem kontaminace syrového mléka.
Nedostatecné vycisténé dojici zafizeni, potrubi a mlécné tanky jsou taktéz neméné

dilezitymi zdroji kontaminace (GRIFFITHS A PHILLIPS, 1990).

Psychrotrofni mikroorganismy

Psychrotrofni bakterie jsou mikroorganismy, které mohou prospivat pii nizkych
teplotach (3-7 °C). Co do cetnosti, rod Pseudomonas sp. ptredstavuje kolem 50 %
zastoupeni, prevlada Pseudomonas fluorescens a ostatni druhy jako Pseudomonas putida,
Pseudomonas fragi, Pseudomonas aeruginosa a dale druhy rodt Flavobacterium,
Acinetobacter-Moraxella, Achromobacter, Alcaligenes, Chromobacteriurn, Aeromonas
a Klebsiella. VétSinu ze zbyvajicich psychrotrofnich bakterii tvoii koliformni skupiny.

Nekteré z téchto psychrotrofnich mikroorganismu rostoucich ve zchlazeném mléce
produkuji extracelularni, termostabilni lipazy, které pfispivaji k rozvoji zluklé chuti

mléka, stejné jako proteinazy, které posSkozuji kasein. Gram-negativni psychrotrofni



bakterie jsou zniCeny pasteraci, ale jejich enzymy zlstavaji aktivni. V dasledku toho tyto
bakterie maji znany vyznam pro mlééné vyrobky a jsou €asto spojované s postpasteracni
kontaminaci mléka (COUSIN, 1982). Arthrobacter a dal$si gram-pozitivni druhy
(napt. streptokoky), byly také pozorovany ve spojitosti se syrovym mlékem.
Nedostatecné cCisténi a desinfekce dojiciho zafizeni ziistava i nadale hlavnim divodem
vyskytu psychrotrofnich bakterii v syrovém mléce. V priméru tvoii psychrotrofni
mikrofléra syrového bazénového mléka néco mezi 10 a 50 % z celkového poctu
mikroorganismt (CHAMBERS, 2005).

Tyto bakterie nezpasobuji v souvislosti s kazenim syrového mléka zavazné
problémy, vétSina z nich jsou termolabilni gram-negativni koky, které jsou inaktivovany
pasteracni teplotou, ale enzymy produkované témito bakteriemi jsou termostabilni
a mohou degradovat dilezit¢ slozky mléka s vlivem na technologické a senzorické
vlastnosti mléka, zptisobuji srazeni mléka a jeho necistou ¢i hotkou chut’ (COUSIN, 1976).
Vedouci ulohu hraji pfi kazeni chlazeného mléka a mlénych vyrobkil. Jejich mnozstvi
zavisi na teplot€¢ skladovani a dobé uchovani mléka. V dobrych hygienickych
podminkach je jejich hodnota zastoupeni 10 % z celkové mikroflory, zatimco pfi
nedodrzeni spravnych hygienickych zasad se jejich podil zvySuje az na 75 % (COUSIN,
1982).

Ke znehodnoceni mléka bez bakteridlniho ristu dochéazi pti akumulaci a ¢innosti
extracelularnich lipolytickych a proteolytickych enzymu. Bakterie ptfezivajici pasteraci
jsou zastoupeny zejména rodem Bacillus sp., dale se Casto vyskytuji rody Arthrobacter,
Clostridium sp., které jsou zaroven sporotvorné a anaerobni (SORHAUG A STEPANIAK,
1997).

Termostabilni a sporotvorné mikroorganismy

Rody ptezivajici laboratorni pasteraci (minimaln€ 71,7 °C po dobu alespont 15 s)
jsou uvedeny v tabulce 1. Microbacterium lacticum a bakterialni spory bézné vykazuji
100% pteziti. Nékteré druhy Micrococcus sp. jsou o néco méné tepelné odolné, u kment
Alcaligenes tolerans muze ptezit pouze 1-10 %. Ne&které druhy streptokokil
(napt. Enterobacter faecalis), laktobacily, a n€které korynebakterie jsou tepelné odolné,
ptezivaji 60 °C pfiblizn¢ po dobu 20 min, ale jen malé procento (<1 %) obvykle ptfeziva

63 °C po dobu 30 min. Vyskyt vétSiny koliformnich bakterii a Escherichia coli



nalezenych v mléce po pasteraci lze obvykle pfisuzovat postpasteratni kontaminaci pii
skladovéani nebo ve vyrobnim fetézci (GOUDKOV A SHARPE, 1965).

Sporotvorné bakterie jsou bud’ striktné anaerobni (SPAN) - rod Clostridium, casto
C. butyricum, C. sporogenes a C. botulinum, které se vyskytuji jen ziidka. Nebo jsou
fakultativné anaerobni, coZ znamena, ze jsou schopny rastu za aerobnich i1 anaerobnich
podminek, zejména rod Bacillus, nejCastéji B. cereus, B. licheniformis,
B. subtilis (LUKASOVA a kol., 2001; PACOVA a kol., 1996). Bacillus cereus je nejcastéjsi
predstavitel psychrotolerantniho druhu (SUTHERLAND A MURDOCH, 1994), zatimco
Geobacillus stearothermophilus a termotolerantni B. [licheniformis jsou primarné
termofilni nebo termotolerantni druhy (PHILLIPS A GRIFFITHS, 1986).

Gram-pozitivni bakterie Bacillus sp. ptedstavuji dilezitou kontaminujici sloZku
syrového mléka, a to predevsim z hygienického a technologického pohledu, nékteré z nich
dokonce z hlediska lidského zdravi. Spory Bacillus sp. se objevuji pravidelné a obycejné
predstavuji sekundarni kontaminaci mléka béhem procesu dojeni (JANSTOVA, 2004).
Bacillus cereus je znadm jako potravinovy patogen, ktery zplsobuje dva druhy
potravinovych intoxikaci: emeticky a prijmovy typ. Prvni z nich je zplisoben piitomnosti
termostabilniho peptidu zvaného cereulid a druhy termolabilnimi enterotoxiny
(GRAN, 2002). T zhlediska kvality vyrobkt ptedstavuji Bacillus sp. v mlékarenském
primyslu komplikace kviili schopnosti produkce extracelularnich enzym jako jsou lipazy,
protedzy a lecitindzy, které mohou zpusobit kazeni pasterovaného mléka (MEER a kol.,
1991).

Spory rodu Bacillus v syrovém mléce ziidka prekro¢i Eetnost 5000-ml™a vyskytuji
se ve vysSich hodnotach v zimnim obdobi. Dlivodem je, Ze tyto bakterie dominujici
v mléce v zim¢ prevazné pochazeji z povrchu struki, které byly v kontaktu s podestylkou.
Bacillus licheniformis je Casty druh vyskytujici se v cisternovém mléce. Bacillus cereus
se nachazi v cisternovém mléce jen sporadicky. Byly také popsany nové zjisténé druhy:
psychrofilni: B. weihenstephanensis, jehoz optimalni teplota pro rist je 4-7 °C
(PACOVA a kol., 2003) a ultra termostabilni B. sporotermodurans, které jsou schopny prezit
1 vysokotepelné osetieni mléka 147 °C po dobu 5 sekund (GUILLAUME-GENTIL a kol.,
2002; HAMMER A WALTE, 1996). VSudypfitomny charakter fakultativné aerobnich bakterii
tvoticich spory vede k mnoha moznostem jejich potencialniho vstupu do syrového mléka
rizikovych faktori pro kontaminaci syrového mléka sporami (WAES, 1976).

Vysoké mnozstvi aerobnich spor, v rozmezi od 10 do 10° CFU g, byla nalezena v travni
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silazi (SLAGHUIS, 1997), obsahy 10° az 10° CFU-g' byly zjidtény v koncentrovanych
krmivech (VAEREWICK a kol., 2001). Spory rodu Micrococcus a Microbacterium sp.
pochazeji téméf vyhradné z dojiciho zafizeni, které je n¢kdy siln¢ kontaminovéano témito
bakteriemi (s nejvétsi pravdépodobnosti v duisledku ptitomnosti biofilmu), pocet
termostabilnich mikroorganismi v mléce &asto piekracuje hodnoty 50 000-ml™.

Spory rodu Clostridium sp. vykazuji tepelnou odolnost a oby¢ejné jsou detekovany
v pasterovaném mléce, kde doSlo ke zniCeni bakterii ve vegetativnim stavu. Izolace a
detekce rodu Clostridium sp. vyzaduje pouziti vhodnych médii a anaerobniho kultiva¢niho
prostiedi. Pocet spor rodu Clostridium nariistd zejména v zimnim obdobi, jelikoz mezi
jejich zdroj patii hlavné silaz pouzivana ke krmeni a stelivo. Pfi zvySeném vyskytu spor
druhu Clostridium tyrobutyricum, ktery je spjaty s nekvalitnimi silaZemi, neni mléko
vhodné pro vyrobu tvrdych syrti, napt. ementalu, které jsou znehodnocovany tzv. dufenim.

(GOUDKOV A SHARPE, 1965).

Tabulka 1. Termostabilni a psychrotrofni rody bakterii v syrovém kravském mléce
(CHAMBERS, 2005)

Termostabilni rody * Psychrotrofni rody °
Microbacterium Acinetobacter- Moraxella
Micrococcus Flavobacterium
Bacillus (spory) Enterobacter
Clostridium (spory) Alcaligenes
Alcaligenes Bacillus

Arthrobacter

? Prezivaji zahtati 63 °C po dobu 30 minut.
® Viditelny rist pii 5-7 °C po 7-10 dnech

Koliformni mikroorganismy

Vyskyt koliformnich bakterii, které pati do rodu Enterobacter a E. coli, v syrovém
mléce ziskal znacnou pozornost. Tato pozornost je zplsobena casteéné kvuli jejich
spojeni s kontaminaci fekalniho pivodu a naslednym rizikem vyskytu dalSich pfitomnych
patogennich mikroorganismui, které mohou rast pfi pokojovych teplotdch. Koliformni

bakterie se mohou rychle mnozit ve vlhkém prostiedi (mlééné zbytky - biofilm)



na dojicim zafizeni a poté se stavaji hlavnim zdrojem kontaminace mléka.
Nicméné, relativné nizké pocty koliformnich bakterii v mléce nemusi nutné¢ znamenat
efektivni Cisténi a dezinfekci dojiciho zafizeni. Sporadicky vysoky pocet koliformnich
bakterii by mohl souviset s koliformnimi mastitidami u stdda dojnic. Nékteré druhy rodt
tvoticich koliformni skupiny bakterii jsou psychrotrofni a tvoii 10-30 % mikroflory
veskerého syrového mléka. VétSina téchto koliformnich bakterii jsou Aerobacter sp.

(DRUCE A THOMAS 1972).

Patogenni mikroorganismy v mléce

Syrové mléko mlize obsahovat mikroorganismy, které jsou patogenni pro cloveka
a jejich zdroj mtize spocivat uvnitf nebo vn¢ vemene. Historicky bylo nejvice zavaznych
lidskych onemocnéni Sifeno spotfebou kontaminovaného syrového mléka, které
obsahovalo piivodce tuberkulézy a bruceléozy. U obou onemocnéni mohou byt
vyvolavajici bakterie vyluCovany do mléka z infikovanych zvifat. Jednd se o tyto
puvodce: Mycobacterium bovis nebo M. tuberculosis a Brucella abortus, B. melitensis
nebo B. suis. Pti infekci druhy rodu Brucella nejsou znamky na vemeni ¢i v mléce témet
patrné, mastitida neni pfitomna. V pifipad¢ tuberkulézy vsSak byva sledovdna zjevna
charakteristickd zména mlécné zlazy a mléka. V mnoha castech svéta byly tyto nemoci
skotu vymyceny a jiz neptedstavuji riziko pro lidské zdravi (WEIR A BARBOUR, 1950).

Patogenni bakterie mohou byt rovnéz piitomny v syrovém mléce piimo jako
disledek onemocnéni vemene. Mezi bakterie béZzné zplsobujici mastitidy se fadi
Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus a Escherichia coli, kterd je znama jako
patogenni i pro ¢lovéka. Streptococcus agalactiae mize iniciovat fadu klinickych stavi,
znichz nejvaznéj$i jsou bakteriémie a meningitida novorozencl, které jsou
u infikovanych déti potencialné fatalni. Stafylokokové mastitidy u dojnic predstavuji
pfimou hrozbu, protoZe nékteré kmeny produkuji enterotoxin (OLSEN, 1975). Konzumace
potravin obsahujicich enterotoxin vede k symptomatickému onemocnéni trvajicimu
ptiblizné 24 hodin, které se vyznacuje nevolnosti, prijmem a bolestmi bficha. Produkce
enterotoxinu je obvykle spojena s rozmnozenim stafylokokl za ptiznivych rastovych
podminek pfi skladovani mléka. Vzhledem k tomu, Ze enterotoxin je relativné tepelné
stabilni, naslednd pasterace kontaminovaného mléka nezaru¢i bezpe€nost potraviny
ke konzumaci. Vysoké poéty E. coli mohou byt pfitomny v mléce jako disledek

mastitidy, tato bakterie zpisobuje u Clovéka nékolik onemocnéni rizné zavaznosti.
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Zatimco piimé spojeni mezi E. coli infekcemi vemene a lidskymi chorobami nebylo
hlaSeno, byla izolovdna Sirokd Skala E. coli sérotyplt z kravského mléka,
a je pravdépodobné, ze nékteré z nich jsou patogenni pro cloveéka. Zajimavé je,
ze bakterie, které maji vétsi patogenitu pro Clovéka jen zfidka vyvolavaji u skotu
mastitidy a pfesto mohou byt pfitomny v syrovém mléce. Patii mezi né Leptospira sp.,
Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Pasteurella multocida, Clostridium perfringens,
Nocardia sp., Cryptococcus neoformans, a Actinomyces sp. Dal§i onemocnéni u lidi
vyvolané Coxiellou burnetii zpasobuje Q horecku. Do vemene se dostava pravdépodobné
hematogenni cestou a lidé se pii konzumaci infikovaného mléka mohou nakazit. VSechny
tyto patogeny jsou znieny pasteraci, s vyjimkou Clostridium perfringens a Bacillus
cereus, které mohou prezit pasteraci, protoze jsou schopny sporulace. Nicméné nakazy,
které zplsobuje Bacillus cereus nejsou Casto spojovany s pitim kontaminovaného
pasterizovaného mléka, protoze rust B. cereus vede k rozvoji nezadoucich pfichuti

a vzhledu mléka, coz spotiebitele odrazuje od konzumace (DAVIES A WILKINSON, 1973).

r wyr

Imunita mlécné zlazy

Dobry zdravotni stav vemene ma zasadni vyznam pro kvalitu mlééné produkce.
Somatické bunky (SB) jsou nejcastéjSim kritériem pro hodnoceni zdravotniho stavu
vemene a kvality mléka ve vSech hlavnich zemich produkujicich mléko (RYSANEK a kol.,
2007).

V mléce je mozné nalézt nckolik antimikrobidlnich systéma. Funguji bud’

k ochran¢ mlécné zlazy pred infekci, nebo zajistuji obranyschopnost sajicich telat.
Vlastni obrana vemene pied infekci je zajistovana bariérami kiize, sliznice a strukového
kanalku. Primarni funkci téchto protildtek je chranit novorozenad telata pasivnim
pfenosem imunity. Protilatky také mohou slouzit ke sniZzeni zévaZnosti onemocnéni
vemene napiiklad tim, Ze neutralizuji toxiny uvolnéné béhem procesu infekce.

Kuze a sliznice vemene se zbavuji bakteridlni kolonizace olupovanim epitelu

a svou obnovou. Podstatnou obrannou funkci ma i vyplavovani bakterii sekretem mlécné
zlazy pii jeho ziskavani. Dal§im faktorem je uzaviratelnost strukového kanalku.
V jeho vnéjsim uGsti je produkovén keratin, ktery chrani mlécnou zldzu proti infekci nejen
mechanicky, ale také svym chemismem. Vytvafi mazovou zatku zvanou laktosebum.

Zvyseny obsah néckterych mastnych kyselin (kys. laurové a myristové) je znakem
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rezistence mlécné zlazy vici infekci. Laktoferin je glykoprotein aktivné vazici ionty
zeleza. V piitomnosti bikarbonatu inhibuje bakterie, které jsou metabolicky narocné
naionty zeleza (E. coli). Laktoperoxiddza-thiokyanat-hydrogen peroxidovy systém
je vyznamnym obrannym mechanismem zvlast¢ v laktaci, inhibuje rist stafylokok,
streptokokti 1 koliformnich bakterii. Myeloperoxidaza produkovana neutrofily katalyzuje
obdobnou reakci jako laktoperoxiddza. Lysozym ni¢i bakterie lyzou peptidoglykanu
jejich bunétné stény. Pochazi zejména zlyzovanych neutrofili. Defenziny jsou
baktericidnim produktem neutrofilii a plisobi na vSechny béZzné plvodce mastitid.
Komplement piechdzi do mléka z krevniho séra, uplatituje se jako opsonin a ptisobi
1 bakteriolyticky (TOMAN a kol., 2000) Neutrofily, makrofagy a cytotoxické NK (natural

killer) buniky zajist'uji nespecifickou bunéénou obranu mlécné zlazy (CHAMBERS, 2005).

Mastitidy a jejich ptuvodci

Mastitidy jsou povazovany za hlavni onemocnéni mléného skotu vzhledem
ke snizené produkci a kvality mléka, ndkladli na 1éCeni, veterindrnich poplatki, a poklesu
stavu poctu dojnic zdivodu predCasného umrti (SANTOS A FONSEcA, 2007).
Infekce vemene u krav byvaji pievazné zplisobené bakteriemi a méné ¢asto viry a houbami
(RIBEIRO, 2008).

I chovatelé zdravych krav se potykaji s problémem mastitid ve stadé. Mastitidy
mohou byt pfitomny v klinické formé, ve které jsou makroskopické zmény mléka nebo
mlécné zlazy snadno zjistitelné v dobé dojeni, ale Castéji se vyskytuji jako subklinicka
onemocnéni, pii kterych se mléko 1 mlécna zlaza jevi jako normalni. Subklinické mastitidy
lze diagnostikovat pomoci zkuSebniho vzorku mléka, jehoz vysledky mohou ukazovat
na pritomnost patogennich bakterii, zvySeny pocet somatickych bunék (PSB) a na celou
fadu biochemickych zmén, které jsou znaky onemocnéni vemene (WHEELOCK a kol., 1966;
SCHALM a kol., 1971). Tyto zmény ve sloZzeni mikroflory do zna¢né miry odrazZeji zvyseni
pohybu krevnich slozek do matetského mléka v prubéhu zanétu. Mléko z infikovanych
¢tvrti obsahuje zvysSené koncentrace anti-trypsinu, albuminu, imunoglobulinu, sodiku
a chloridovych iontli, avSak sniZzené koncentrace laktdzy a drasliku. Proces infekce zacina
na koncich strukli, kde dojde k penetraci obvykle béhem dojeni, nasleduje mikrobialni
osidleni tkané struku. Mikroorganismy prostupuji do vemene pies kanalek na hrotu struku.
Délka strukového kanalku se pohybuje od 5 mm do 14 mm a jeho povrch je silné

keratinizovan. Tato zrohovatéla vrstva zadrzuje zbytky mléka a vykazuje antibakteridlni
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ucinnost. Konce strukti poskozené nasledkem zranéni ztraceji funkci ochranné bariéry,
kterou strukovy kanalek poskytuje. Nékteré druhy bakterii, nejvice Staphylococcus aureus,
snadno kolonizuji struk, zejména v oblasti strukového otvoru. Kolonizace strukovych
otvorii muze trvat mnoho tydnti, aniz by bakterie pronikly do struku. Poté, co dojde
k priiniku, nasleduje rast a uvolilovani toxini. Staphylococcus aureus je nejcastéjSim
pivodcem bovinnich mastitid. I pfes aplikaci preventivnich opatieni, jako jsou
optimalizace dojicich technik, desinfekce struku po dojeni a antibiotickd terapie
je prevalence subklinické a chronické mastitidy stdle vysokd (ZECCONI a kol., 2003;
VOLLING A KROMKER, 2008).

Infekce  bakteriemi  Staphylococcus  aureus,  Streptococcus  agalactiae,
Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, nebo Escherichia coli zpisobuji nejvetsi
ekonomické ztraty. Vyznamnym z hlediska infekce vemene byl prokazan Streptococcus
agalactiae, ktery lze vymytit ze stdda po jeho odstranéni z infikovanych vemen.
Streptococcus agalactiae a Staphylococcus aureus mtihou byt pienaSeny i z lidi na skot.
Mezi patogeny, jejichZ Sifeni ve stdd¢ je méné zavislé na procesu dojeni, se fadi napiiklad
Streptococcus uberis, Escherichia coli a Mycoplasma sp. Streptococcus uberis byl
izolovan z dutiny ustni, strukii, bachoru, bficha, vulvy a kone¢niku kravy (BRAMLEY a kol.,
1979). Podestylka a vykaly jsou primarnimi zdroji kontaminace E. coli (BRAMLEY
A NEAVE, 1975). Spravna hygiena a desinfekce strukii pfed a po dojeni ptispiva ke snizeni
rizika infekce. Nové infekce vemene vznikaji nejCastéji na zacatku laktace a v obdobi
bezprostiedné po zasuseni. Urcité patogeny, zejména E. coli a Corynebacteriurn pyogenes,
vykazuji vyrazné sezonni trendy.

Mastitida zplisobena bakterii Pasteurella multocida je povazovéana za neobvyklou.
Postizend zvifata maji zdvazné klinické mastitidy, perakutni nebo akutni, nékdy
prechazejici do agalakcie ve vSech ctvrtich vemene, fibrozy a atrofie mlécné zlazy.
Obcas zvifata vykazuji systémové priznaky vcetné horecky, tachykardie a respiracnich
potizi. Vemeno je oteklé a mléko z postizenych ctvrti méd neobvyklé zbarveni,
s pfitomnosti hrudek, vlocek a je vodnatého charakteru. Navic u telat, kterd saji mléko
kontaminované P. multocida, se muze vyvinout zapal plic (RADOSTIS a kol., 2007).
Hlavnimi cestami ndkazy patogenem P. multocida u skotu je orofaryngealni mikroflora
telat infikujici strukovy kandlek vzestupné béhem sani telete, hematogenni Sifeni nebo

kontaminovanym dojicim zafizenim (RADOSTITS a kol., 2007, SALERNO a kol., 2008).
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Pi'ehled vyznamnych patogent mlééné Zlazy (WENDT a kol., 1998)

1)  Grampozitivni KOKY- pitvodci streptokokovych a stafylokokovych mastitid

Streptococcus — S. agalactiae, S. dysgalactiae, S. uberis, S. thermophilus
Staphylococcus — S. aureus S. epidermidis — koaguldza negativni

stafylokoky

Enterococcus — E. faecalis, E. bovis, E. durans, E. faecium
Micrococcus — M. indolicus

2)  Gramnegativni TYCINKY- ptivodci enterobakterialnich (Coli) mastitid, deled’
Enterobacteriaceae

Escherichia — E. coli

Citrobacter — C. diversus

Enterobacter — E. cloacae, E. aglomerans
Proteus — P.vulgaris

Serratia — S. marcescens

Klebsiella — K. pneumoniae

3)  OSTATNI PATOGENY MLECNE ZLAZY—- piivodci pyogennich mastitid

Arcanobacterium — A. pyogenes
Peptococcus — P. indolicus
Fusobacterium — F. necroforum
Bacteroides — B. melanogenocus

4)  DALSI PATOGENY MLECNE ZLAZY

Bacillus — B. cereus
Pseudomonas —P. aeruginosa
Mycoplasma — M. bovis

Chlamidophilla — Ch. abortus
Nocardia — N. aeroides

Prototheca — P. zopfii
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Pozadavky na jakost syrového kravského mléka

V Ceské republice byly pozadavky na syrové kravské mléko harmonizovany s
uvedenymi piedpisy EU: Smérnice 92/46/EHS vymezila zikladni jakostni znaky
syrového kravského mléka. Hygienicky bali¢ek je vysledkem snahy Evropské komise
(EK) po zjednoduseni evropské legislativy. Navazuje na natizeni Evropského parlamentu
a rady €. 178/2002 ze dne 28. ledna 2002, jimz se stanovi obecné zasady a pozadavky
potravinového prava. Toto nafizeni se oznacuje jako zlomové. Zavadi poprvé filosofii od
farmy po stiil. Za nezavadnost potravin totiz ¢ini odpovédnym kazdy ¢lanek vyrobniho
fetézce, na jehoz konci stoji potraviny na stole spotiebitele.

Kritéria hodnoceni jakosti mléka jsou obsaZena i v nezavazné CSN 57 0529 Syrové
kravské mléko pro mlékarenské oSetfeni a zpracovéani: norma plati pro syrové kravské
mléko ur¢ené k mlékarenskému oSetfeni a zpracovani a stanovuje zakladni zdravotni
a hygienické pozadavky a znaky jakosti. Mléko je ziskavano od dojnic, které:

- jsou z chovt prostych tuberkul6zy a bruceldzy,

- nevykazuji zjevné piiznaky onemocnéni prenosnych na lidi,

- nevykazuji zjevné ptiznaky poruch celkového zdravotniho stavu a zjevné ptiznaky
zanétl a poranéni mlécné zlazy a kize mlécné Zlazy,

- doji nejméné dva litry denn¢ a nebyla u nich ménéna frekvence dojeni pro zahéjeni

procesu zaprahovani,

- mléko musi byt Cerstvé, z jednoho nebo vice nadoju, ziskané uplnym vydojenim, pti
svozu by mléko nemélo byt star§i nez 20 hodin, pfi obdennim svozu by nemélo byt

mléko starsi nez 45 hodin,

- mléko nesmi byt ziskdno od dojnic, kterym byla podana krmiva obsahujici latky
nepiiznivé ovlivitujici normalni sloZeni a jakost mléka, které mély pfistup
k cizorodym latkam nebo byly vystaveny silné expozici téchto latek, u kterych jsou
stanovena ochrannd a zdolavaci opatieni pii vyskytu ndkazy nebo jiného hromadného

onemocnéni a dale od dojnic do 5 dni po oteleni,

- z dodéavek pro mlékarenské oSetfeni a zpracovani musi byt vylou¢eno mléko
s obsahem cizorodych latek (latky nebo rezidua s farmakologickymi a hormonalnimi
ucinky, antibiotiky, Cistici a dezinfek¢éni prostfedky apod. nebo latky, které zpisobuji
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technologické a organoleptické vady mléka), které mohou ohrozovat zdravi lidi, a to
ve vyS$§im mnoZstvi, nez piipousti smérnice ministerstva zdravotnictvi. Dale musi byt
vylouceno mléko od dojnic 1é€enych nebo osetiovanych antibiotiky a dalSimi
ptipravky a latkami, které se vylucuji mlékem, a to po dobu 1éCby a stanovenych

ochrannych lhit pro jednotlivé ptipravky.

Znaky jakosti:

Smyslové znaky — barva bild, popf. lehce nazloutld, konzistence a vzhled: stejnoroda
tekutina bez usazenin, vlocek a hrubych necistot, chut’ a viin€ Cist€é mlécna bez jinych
prichuti a pachii. Fyzikalni a chemické znaky jakosti — obsah tuku nejméng 33,0 g1,
obsah bilkovin nejméng 28,0 g-1", bod mrznuti nejvyse -0,515 °C v&etng, kyselost mléka
stanovena metodou Soxhlet-Henkela 6,2-7,8.

Teplota mléka — s chlazenim mléka musi byt zapocato od zacatku dojeni; jestlize mléko
neni svezeno do dvou hodin po nadojeni, musi byt zchlazeno na teplotu 4-8 °C a pfi

téchto teplotach uchovano az do svozu k mlékatskému oSetfeni a zpracovani.

Mikrobiologické znaky jakosti:

- Pocet somatickych bun¢k — hygienicky limit do 400 tis. v 1 ml.
- Celkovy pocet mikroorganismti — hygienicky limit do 100 tis. v 1 ml.
- Inhibi¢ni latky (RIL) — stanoveni latek inhibujicich rist mlékarenskych kultur musi

byt negativni.

Dopliikkové znaky jakosti:

- Pocet psychrotrofnich mikroorganismu do 50 tis. v 1 ml.
- Pocet termorezistentnich mikroorganismi do 2 tis. v 1 ml.
- Pocet koliformnich bakterii nejvyse 1000 v 1 ml.

- Sporotvorné anaerobni bakterie v 0,1 ml — negativni.
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Obsahové slozky:

- latkovy obsah volnych mastnych kyselin u mlééného tuku 13 mmolkg”, metodou
stlukem a nebo 32,0 rnmol-kg'1 metodou extrak¢né titracéni,

- obsah nutriéné vyznamnych slozek — vapnik 1,2 g-1", vitamin B1 0,32 mg-1", vitamin
B2 1,4 mgl™,

- mechanické neéistoty max. II. stupeii dle CSN 57 0530,

- kysaci schopnost jogurtovou kulturou vyjadfena metodou Soxhlet-Henkela nejméné 25,

- obsah tukuprosté suSiny nejmén¢ 8,5 % hmotnosti.

Lipolytické zmény mléka

Organoleptické vlastnosti mléka a mlécnych vyrobki mohou byt lipolyzou
auvolnénim mastnych kyselin nepiiznivé ovlivnény. Chut zpisobena lipolyzou je
obvykle popisovéna terminy jako Zlukla nebo mydlova. JelikoZ je chut’ a konzistence
mléénych vyrobkl zdkladnim poZadavkem spotiebiteldi, lipolyza se tak stdva pro
zpracovatele mléka z hlediska finan¢niho i praktického nezddouci (DEETH A FITZ-
GERALD, 1995).

K lipolyze dochdzi enzymatickou hydrolyzou mlééného tuku, coz zpusobuje
hromadéni volnych mastnych kyselin v mléce (WALSTRA a kol., 1999). Lipazy jsou
enzymy, které katalyzuji hydrolyzu triacylglyceroli- hlavni lipidové slozky mléka. Tato
hydrolyza je obvykle wuvadéna jako lipolyza. Produktem reakce jsou volné
(neesterifikované) mastné kyseliny, parcialni estery glycerolu (monoacylglyceroly,
diacylglyceroly) a v nékterych ptfipadech az glycerol (DEETH, 2006). Vysledky
soucasné¢ho vyzkumu naznacuji, ze za téméf veskerou lipolytickou ¢innost v syrovém
kravském mléce je odpovédny lipolyticky enzym LPL (lipoproteinova lipaza)
(OLIVECRONA a kol., 2003). Lipoproteinové lipadzy se v mléce vyskytuji v hojném poctu,
ale vétSina z nich je v neaktivnim stavu. Aktivatory lipdz se vyskytuji pfirozené v krvi
a do mléka vstupuji ve vysSich koncentracich napftiklad pii infekci vemene, v prub&hu
involuce mlé¢né zlazy na konci laktace a béhem obdobi, kdy je dojnice vystavena stresu
nebo Spatné¢ vyzivé (THOMSON, 2005). Pasterace mléka redukuje pocateCni mnozstvi
bakterii 1 aktivitu pivodni mlécné lipazy (LPL). Proto se stdvaji termostabilni lipolytické

a proteolytické enzymy psychrotrofnich bakterii limitujicim faktorem pro zachovani
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chutové kvality tekut¢ho mléka a mlé¢nych vyrobki (HANTIS-ZACHAROV A HALPERN,
2007).

Extracelularni lipdzy produkované psychrotrofnimi bakteriemi maji znacny
potencial pro vyvolani hydrolytického zluknuti mléka a mlécnych vyrobklt. Mezi
bakterie, které jsou odpovédné za produkci téchto lipaz patfi zejména Pseudomonas
fluorescens, P. fragi, zcCeledi Enterobacteriaceae Serratia a Acinetobacter sp.
Ostatnimi vyznamnymi producenty jsou Achromobacter, Aeromonas, Alcaligenes,
Bacillus, Flavobacterium, Micrococcus a Moraxella (STEWART a kol., 1975; MUIR a kol.,
1979; SHELLEY a kol., 1987; ABDOU, 2003). Lipazy jsou produkovany psychrotrofnimi
bakteriemi béhem pozdni a ¢asné stacionarni faze ristu (STEAD, 1987; STEPANIAK a kol.,
1987; GRIFFITHS, 1989; ROWE a kol., 1990). Minimum lipaz je produkovéano nez buiiky
dosahnou po¢tu 10°- 10"-ml". Tempo réistu nekoreluje s produkei lipaz. Mnoho z téchto
lipaz vykazuji aktivitu i za nizkych teplot uzivanych pro skladovani (TE WHAITI A FRYER,
(STEPANIAK a kol., 1995). Ta se 1isi podle druhu a kmene (FITZ-GERALD a kol., 1982).
Mnohé z nich jsou natolik odolné, Ze jejich Cinnost je zachovéna i po pasteraci (LAW
a kol., 1976; FITz-GERALD a kol., 1982; KALOGRIDOU-VASSILIADOU, 1984), a dokonce
ipo zahfevu UHT- teplota 135 °C po dobu 1s (KISHONTI, 1975; MOTTAR, 1981;
CHRISTEN a kol., 1986).

Lipolyticka aktivita v mléce se da neptimo vyjadfit jako zmény v trovni volnych
MK po jejich extrakci vhodnym rozpoustédlem. Nasleduje stanoveni bud’ titraci
alkalickym roztokem (CASTBERG a kol., 1975; DEETH a kol., 1975) nebo plynovou
chromatografii (DEETH a kol., 1983; DE JONG A BADINGSE, 1990). Celkov¢ lze fici,
ze zpusoby detekce aktivity lipaz v mléce a mlécnych produktech jsou velmi rozmanité
a tézko srovnatelné. Idedlni testovaci metoda, kterd by mohla byt bézné pouzivana
v mlékarenském primyslu pro odhad kvality vyrobkll je stile nedostupnd (DEETH
A ToucH, 2000). Hlavnim problémem vSech metod je rusivé pisobeni mlécnych lipidi
(STEAD, 1983; MCKELLAR A CHOLETTE, 1986; BLAKE a kol., 1996; DEETH A TOUCH,
2000).
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Spontanni lipolyza

Muze byt definovana jako mnozstvi volnych mastnych kyselin v syrovém chladové
uskladnéném mléce bez jiného zasahu (SLAGHUIS, 2005). Je vyvolana nativnimi
mléénymi lipazami a probihda 1 vmléce sneporusenymi tukovymi kuli¢kami.
Jako piivodni pfi¢ina vzniku mohou byt oznaceny tyto faktory: pozdni stadium laktace,
slozeni krmné davky, nizk4 dojivost, hormondlni lécba, zvySeny pocet somatickych
bunck v mléce a mastitida (PETERKOVA, 2002). Nizsi lipolyza mléka byla zjisténa u krav
krmenych dietami na bazi jadrnych krmiv nebo kukuti¢né sildze, nez u dojnic pasoucich
se, krmenych travni sildzi anebo senem (CHILLIARD a kol., 2003).

Néchylnost mléka ke spontdnni lipolyze je do znaéné miry déna témito
biochemickymi faktory: mirou aktivity lipaz, celistvosti membran kuli¢ek mlééného tuku
a vyvazenosti inhibi¢nich a aktivac¢nich faktort lipolyzy (CARTIER a kol., 1990). Mléko
vétSiny krav s nizkou urovni vyzivy ma zvySenou citlivost ke spontanni lipolyze
(GHOLSON a kol., 1966; ASTRUP a kol., 1980), také krmeni silaze mize mit za nasledek
vazné problémy se spontanni lipolyzou (JOHNSON A VON GUNTEN, 1961; CHAZAL a kol.,
1987).

Mléko obsahuje lipoproteinové lipdzy (LPL) a lipdzy stimulované zluCovymi
solemi (BSSL), tento enzym je také pifitomny v pankreatické S$tavé. LPL je dobfie
charakterizovana u skotu (OLIVECRONA a kol., 2003). Hlavnimi substraty pro LPL v krvi
jsou triacylglyceroly s velmi nizkou hustotou lipoproteinii a chylomikront.
Hydrolyza fosfolipidii je méné zavisla na aktivatorech nez hydrolyza triacylglycerold.
Spontanni lipolyza chlazeného mléka vznikd v disledku plisobeni lipoproteinové lipazy,
ktera mize byt stimulovdna michdnim, pénénim a ptedevSim rychlou zménou teploty

(CHILLIARD a kol., 2003).

Indukovana lipolyza

Vsechny faktory, které mohou ovliviiovat indukovanou lipolyzu jsou zalozeny
na poskozeni membrany kulicky mlééného tuku (SLAGHUIS, 2005). K indukované
lipolyze dochazi nejCastéji pii transportu a vyrobé mléka. Mezi hlavni pficiny patii
michani, ¢erpani mléka zejména s ptimési vzduchu, zmrazovani a rozmrazovani mléka
a homogenizace (DEETH A FITZ-GERALD, 1977). Na farmach byva vyznamnou pfi¢inou
této formy lipolyzy nadmérny pfivod vzduchu do strukovych nasadcii

(EVERS A PALFREYMAN, 2001). Cim déle trva mechanicky stres mléka, tim vétsiho
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rozsahu je naruSeni membrany tukovych kuli¢ek a plocha vystavena ucinku lipaz (DEETH,
2006). Membrany tukovych kuli¢ek v mléce obycejné chrani lipidy pied aktivitou lipaz,
jejich naruSeni rozviji lipolyzu (CARTIER A CHILLIARD, 1990). Rychlost a intenzita
michani mléka mtze ovlivnit mlécny tuk dvéma zplisoby. Za relativné nizké intenzity a
pii nizké rychlosti kapénky tuku splyvaji (vyskytuje se pfi vyrobé masla), naopak pii
silné¢ intenzit€¢ michani jsou kapénky tuku rozptyleny a tvoifi mnohem mensi kulicky
(procesy podobné homogenizaci). Zatimco rozsah poskozeni membrany tukové kulicky
je podobny v obou piipadech, rozsah lipolyzy vyplyvajici z druhého typu michani je
mnohem vyrazngjsi, protoze povrch vystaveny plsobeni lipaz je mnohem vétsi (DEETH A
Fi1T1z-GERALD, 1977). Vzhledem k tomu, Ze pasterace nasleduje pii primyslové vyrobé
mléka bezprosttedn¢ po homogenizaci a inaktivuje lipdzy, k lipolyze v

homogenizovaném pasterizovaném mléce jiz nedochazi (MULDER A WALSTRA, 1974).

Mikrobialni lipolyza

Je vyvolana mikrobidlnimi lipdzami, které jsou produkovany psychrotrofnimi
bakteriemi. Na rozdil od lipaz nativnich jsou termorezistentni pii pasteratnich a UHT
teplotach (ANTONELLI a kol., 2002; CHEN a kol., 2003; 2004). Porovnani vlastnosti téchto
dvou lipadz je patrné z Tabulky 2. Bakterialni lipazy jsou schopné hydrolyzovat
neporusen¢ tukové kulicky (FITZ-GERALD A DEETH, 1983; DEETH A FITZ-GERALD, 1995).
Pti dobré mikrobiologické kvalité mléka a jeho fadném skladovéni se stavaji bakterialni
lipazy dulezitym faktorem pro lipolyzu az po nékolika dnech skladovéani (WIKING, 2005).
Mnoho mikroorganismti miize produkovat vice nez jeden typ extracelularnich lipaz, které
jsou schopny hydrolyzovat mastné kyseliny s riznou délkou fetézce, zejména ty
s kratkym fetézcem. (SHELLEY a kol., 1987). Produkce lipdz je ovlivnéna nékterymi
podminkami jako je teplota, pH, obsah dusikatych latek a lipid, koncentrace
anorganickych soli, dostupnost kysliku a pomér extracelularnich lipaz k intracelularnim
(SUGIURA, 1984; AIRES-BARROS, 1994).

Lipolytické aktivity bakterie druhu Pseudomonas fluorescens a Pseudomonas fragi
probihaji za relativné termostabilnich podminek. Napftiklad surové lipazy produkované
psychrotrofnim druhem Pseudomonas fluorescens izolovanym ze syrového mléka

si zachovavaji svou aktivitu od 55 do 100 % po tepelném oSetfeni pii 63 °C po dobu
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30 minut (LAW a kol., 1976) a 75-100 % aktivity po tepelném zpracovani pii 100 °C po

30 sekund v odtuénéném mléce (FITZ-GERALD a kol., 1982).

Tabulka 2. Porovnani nékterych vlastnosti lipoproteinovych a bakteridlnich lipaz

(DEETH, 2006)

T Lipazy psychrotrofnich
Mlééné lipazy pazy psy e o

mikroorganismu

Niceny kratkodobou pasteraci pfi vysoké teploté Termostabilni - odolavaji i UHT zéhievu

Aktivovany sérovymi lipoproteiny VéEtsina neni aktivovana sérovymi lipoproteiny

Pusobi Casto na Cerstvé mléko a smetanu Vliv ¢asto u skladovanych produktt

Béhem skladovani ke zménam nedochazi (maslo, Nezadouci efekt se u masla a syrti projevuje pouze po

syry) skladovani

Vysoké mnozstvi v syrovém mléce V syrovém mléce jen stopova mnozstvi

Proteolytické zmény mléka

Proteolytické enzymy v mléce lze rozdélit podle jejich pivodu na pfirozené nebo
mikrobidlni (extracelularni, intracelularni nebo periplasmatické¢) (SHAMSUZZAMAN
A MCKELLAR, 1987). Mléko obsahuje fadu pivodnich proteindz, plazmin je
nejvyznamnéjsi. Optimalni podminky pro ¢innost plazminu jsou teplota 37 °C a pH 7,5;
ale je schopen vyvolat proteolytické zmény v pribéhu skladovéani syrového mléka i pii
teploté 4 °C (MA a kol., 2003). V mléce od mastitidnich krav dochazi ke zvySeni poctu
somatickych bunék, které obsahuji mnoho aktivnich proteindz (UPADHYAY, 2004).

Mezi hlavni bakterialni rody, které produkuji proteolytické enzymy patii napt.
Pseudomonas,  Bacillus,  Clostridium,  Proteus,  Escherichia, =~ Micrococcus,
Microbacterium, Flavobacterium, Chryseobacterium, atd., pticemz prvni dva rody
se fadi mezi nejvyznamnéjsi (CHEN a kol., 2004). Vétsina z extracelularnich proteinaz
se syntetizuje na konci exponencialni, stacionarni faze a pii sporulaci. Proteolytické
zmény se manifestuji zvySenim koncentrace nebilkovinného dusiku a para-k-kaseinu,
jsou doprovazeny destabilizaci kaseinovych micel a koagulaci mléka (CHEN a kol.,
2003). Kazeni mléka zpusobené protedzami ma negativni vliv na trvanlivost
a senzorickou kvalitu mléka. Senzorické vlastnosti pasterovaného mléka se zhorSuji jiz

pii obsahu psychrotrofnich bakterii od 10° do 10° CFU-ml", mtze dojit ke sniZeni
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trvanlivosti a zvySené pénivosti mléka (SORHANG A STEPANIAK, 1997). Postpasteracni
kontaminaci nejcastéji zpusobuje rod Pseudomonas (MCPHEE A GRIFFITHS, 2003).
Bacillus cereus vyznamné omezuje trvanlivost pasterizovaného mléka (TE GIFFEL
a kol., 2000). Proteolytické enzymy pfitomné v syrovém mléce mohou zcasti prezit
tepelné zpracovani a zpiisobit poruchy trvanlivého mléka, napt. nezddouci ptichuté -
hotkou, trpkou nebo zatuchlou (SANTOS a kol., 2003) a vady konzistence jako
je zahustovani, koagulace nebo gelovaténi (CELESTINO a kol., 1997). Tyto enzymy
mohou pfezit i pfi vyrobé suSeného mléka. Pfestoze nizkéd aktivita vody jejich rast
z velké casti inhibuje, enzymatické aktivity pretrvavaji a zptisobuji senzorické a funkéni

vady (CHEN a kol., 2004).

Lipidy mléka

Syntéza a sloZeni lipida

Hlavni slozkou mlé¢ného tuku jsou triacylglyceroly, které tvoii asi 98 % mlécného
tuku. Dalsi 2 % mlécného tuku se skladaji z diacylglyceroli, monoacylglycerold,
cholesterolu, fosfolipidi, volnych mastnych kyselin, cerebrosidii a gangliosidi.
Dalsi soucasti mléénych lipida jsou steroly nebo jejich estery, z nichz nejrozsitengjsi je
cholesterol (prekurzor vitaminu D3) a ergosterol (prekurzor vitaminu D2).
Mlécny tuk ma pomérné vysoky obsah nasycenych mastnych kyselin s kratkym
fetézcem jako je maselnd (Cs4,) a kaprinova (Cjp). V mléce je skoro vSechen tuk
pfitomen ve formé tukovych kulic¢ek o velikosti od 0,1 do 15 pm v priméru.
Priblizné 90 % tuku je v kuli¢kach o priméru 1,0 - 6,0 um. Mléko obsahuje také malé
tukové kapénky (4.0 pm), ty ale tvoii jen 2-3 % =z celkového mnoZstvi tuku
v mléce. Kazda kulicka je obklopena tenkou membrénou o tloustce 8-10 nm, kterd je
obvykle nazyvdna membrana tukové kulicky (MFGM- milk fat globule membrane).
Jeji slozeni a vlastnosti jsou zcela odlisné od membran v mlécném tuku nebo v plazmé.
MFGM je odvozena od apikélni bunééné membrany Golgiho vakuol. Membrany piisobi
jako pfirodni emulgator umoziujici, aby tuk zlstal rozptylen v celé¢ vodné fazi mléka.
Piedchéazeji tak do jisté miry sraZeni a koalescenci. Odhaduje se, Ze hmotnost
membrany je 2-6 % z celkové hmotnosti tukové kapénky. Proteiny a fosfolipidy spolu
tvofi pfes 90 % suSiny membrany, ale relativni podil tukl a bilkovin se mize znaéné

lisit. Lipidové slozky MFGM tvoii pfiblizn€ 62 % triacylglycerolli s vysokymi

21



teplotami tani, 22 % fosfolipida, 9 % diacylglycerolii, 7 % volnych mastnych kyselin a
malé mnozstvi nezmydelnitelnych lipidi a monoacylglyceroli (GAJDUSEK, 2003;
CHAMBERS, 2005).

Membranové proteiny jsou velmi specifické a jejich slozeni a struktury nejsou
dobfe znamy. Existuje nejméné¢ 10 riznych druh bilkovin, jsou to pfevazné
glykoproteiny jako je naptiklad sialoglykoprotein. Obecné plati, ze membranové
glykoproteiny maji, kromé vysoce glykosylované oblasti, siln¢ hydrofobni oblasti, které
jsou potiebné pro vazbu na lipidovou membranu. Butyrofilin je hlavni glykoprotein
v MFGM, tvoii asi 40 % hmotnosti membranovych proteinti. Xantinoxidaza tvoii
dalSich asi 20 % hmotnosti bilkovinné membrany. MFGM obsahuje nejméné 25
riznych enzymdi, vicenez polovina znich se fadi mezi hydroldzy, dal$i mezi
oxidoreduktazy a transferdzy. Nejhojnj$i jsou enzymy alkalickd fosfataza
a xantinoxiddza (KEENAN A DYLEWSKI, 1995).

U pfezvykavcl (na rozdil od zivoCichi s jednokomorovym zaludkem)
se na syntéze tuku podileji hlavné tékavé mastné kyseliny plvodem z bachoru.
Hlavnimi prekurzory mléného tuku jsou predevsim kyseliny octovd a maselna.
Ty maji rozhodujici vliv na vysledné mnozstvi tuku v mléku (u zvifat s jednoduchym
zaludkem maji t€kavé mastné kyseliny z hlediska laktace podiadnou tulohu a jejich
funkeci piebird glukoza). Z energetického hlediska je vyznamné, Ze v bachoru se za den
vyprodukuje az 6 kg teékavych mastnych kyselin, coz predstavuje az 80 % potieby

energie vysokoproduk¢ni dojnice (CHURCH, 1974).

Mastné kyseliny

Mastné kyseliny z mlééného tuku mohou vznikat ze dvou zdroju: syntézou
v mlécné zlaze ,,de novo* z nizkomolekularnich prekurzorti mastnych kyselin pomoci
enzyml acetyl-CoA-karboxylazy (ACC) a syntetdzy a plazmatickych lipidi
pochézejicich z krmiv. De novo vznika ptiblizné 45 % z celkového obsahu mastnych
kyselin v mlééném tuku, zatimco mastné kyseliny piivodem z potravy ¢ini zbytek
(MOORE A CHRISTIE, 1979). Lipidy pochazejici z krmiva jsou ptrevazné fosfolipidy,
glykolipidy, triacylglyceroly. V  bachoru jsou tyto lipidy hydrolyzovany
na neesterifikované mastné kyseliny, které jsou pak podrobeny rozsdhlym

biohydrogenacim bachorovymi mikroorganismy (JENKINS, 1993).
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Profil mastnych kyselin se d& ménit v podstaté tim, ze manipulujeme se stravou
zvitat (GAYNOR a kol., 1994; KENNELLY A FENTON, 1982; KENNELLY A KHORASANI,
1992; KHORASANI a kol., 1991). KEYS a HEGSTED se jiz v roce 1965 zabyvali obsahem
mastnych kyselin z hlediska vlivu na obsah cholesterolu. Mastné kyseliny se stfedné
dlouhym fetézcem (MCFA — medium-chain fatty acids) kyselina laurova (12:0)", kyselina
myristova (14:0) a kyselina palmitova (16:0) jsou obecné povazovany za hlavni faktory,
které zvysuji mnozstvi celkového LDL cholesterolu v séru (KEYS a kol., 1965; HEGSTED
a kol., 1965).

Nenasycené mastné kyseliny (UFA — unsaturated fatty acids), zejména cis-kyseliny
olejova (18:1), linolova (18:2) a linolenova (18:3), se povazuji za cholesterol snizujici
mastné kyseliny. Mlécny tuk je kritizovan kvili jeho relativné vysokému obsahu MCFA
a nizkému obsahu UFA a proto se vyzkum zaméfuje na zménu profilu mastnych kyselin
v mléce (BERNER, 1993; JENSEN a kol., 1991). Lidé, ktefi konzumovali mléko a mlécné
vyrobky s vys§im mnozstvim UFA a niz§im obsahem nasycenych MK, méli nizsi
plazmatické obsahy celkového cholesterolu ve srovnani s témi, ktefi konzumovali
konven¢ni mléko (NOAKES a kol., 1996).

ZvySeni zastoupeni kyselin olejové a linolové na ukor laurové, myristové
a palmitové kyseliny je povazovano za zadouci z hlediska lidského zdravi a nabizi 1 dalsi
vyhody, jako je naptiklad mékci maslo. Vysledky studii také uvadéji, Ze zkrmovani oleja
obsahujicich 80 % nebo vice kyseliny olejové mlze mit vysoky potencidl pro zlepSeni
profilu mastnych kyselin v kravském mléce s ohledem na prevenci hypercholesterolémie
u lidi. Nejptiznivejsi vysledky s ohledem na zlepseni profilu mastnych kyselin v mlééném

tuku byly ziskany zkrmovanim olivového a sezamového oleje (BANDARA, 1998).

* Zékladni Gdaje o struktuie mastnych kyselin se uvadgji jako pomeér X:Y, kde X je pocet atomii uhliku
v fetézci a Y pocet dvojnych vazeb.
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Struktura a nazvoslovi mastnych kyselin

V pfirodé¢ a v potravindch se vyskytuji v lipidech tyto skupiny jednosytnych
mastnych kyselin (angl. fatty acids — FA):

- nasycené mastné kyseliny (SFA, saturated fatty acids) maselna, kapronova, kaprylova,

kaprinova, laurova, myristovd, palmitovd, stearova, arachova, behenova, lignocerova,
cerotova, montanova, melissova, lakcerova,

- nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou (monoenové; MUFA,

monounsaturated fatty acids) olejova, erukova, palmitolejova, myristolejova, kaprolejova,

- nasycené mastné kyseliny s nékolika dvojnymi vazbami (polyenové; PUFA,

polyunsaturated fatty acids) linolova, linolelaidova, linolenové, arachidonovd, EPA
(eikosapentaenova), DHA (dokosahexaenova),

- mastné kyseliny s trojnymi vazbami a s riznymi substituenty - rozvétvené, cyklické,

s kyslikatymi, sirnymi nebo dusikatymi skupinami, které se vyskytuji jen velmi

omezene.

Nasycené mastné kyseliny

Nasycené mastné kyseliny, které jsou pfitomny v mlééném tuku, maji vesmes
nerozvétveny piimy fetézec se sudym poctem atomil uhliku. Obsahuji 4 - 60 atomu
uhliku. V lipidech potravin jsou hlavnimi kyselinami vétSinou palmitova a stearova
(VELISEK, 2002).

Tato skupina mastnych kyselin pfedstavuje v mlécném tuku pfiblizné 70 az 75 %
z kvantitativniho hlediska je palmitova (16:0), pfedstavujici asi 25 az 30 % z celkového
mnozstvi, zatimco dal$i dvé mastné kyseliny, myristova (14:0) a stearova (18:0) jsou
vmnozstvi 10 az 13 %. Mastné kyseliny s kratkym a stfedné¢ dlouhym fetézcem
v mlécném tuku maji urcité zajimavé vlastnosti, které mohou vysvétlit nékteré divody
jejich pfitomnosti. Na rozdil od MK sdlouhym fetézcem, jsou absorbovany jako
neesterifikované mastné¢ kyseliny do krevniho ftecist¢ a jsou v jatrech rychle
metabolizovany. Proto jsou schopny pifimo a rychle pfispivat k energetickému

metabolismu novorozenych telat (NOBLE, 1978).
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Nenasycené mastné Kkyseliny s jednou dvojnou vazbou

Struénéji se nazyvaji monoenové, lisi se navzdjem podle poctu atomt uhliku,
polohy dvojné vazby a jeji prostorové konfigurace. VétSina prirozené se vyskytujicich
nenasycenych mastnych kyselin ma na dvojnych vazbach cis-uspotadani. U cis (¢i Z)
konfigurace jsou ob¢ Casti fetézce umistény na stejné strané roviny prolozené dvojnou
vazbou. Trans (€1 E) konfigurace: obé Casti fetézce jsou lokalizovany na opacnych
stranach  roviny prolozené¢ dvojnou vazbou - fetézec je  napiimeny.
Ptirozen¢ se vyskytujici nenasycené mastné kyseliny s dlouhym fetézcem jsou téméf
vSechny konfigurace cis (tzv. all-cis), uhel v misté ohnuti je 120° (ohnuti fetézce do tvaru
L) obréazek 1.

Kyselina olejova ma tvar L, zatimco isomerni kyselina elaidova s trans-konfiguraci
zachovava rovné uspotadani. Zvyseni poctu cis-dvojnych vazeb u mastnych kyselin vede
k fadé¢ mozZnych prostorovych uspotadani molekuly. U prezvykavel vznikaji trans-
isomery mastnych kyselin transformaci (biohydrogenaci) nenasycenych MK vlivem

¢innosti mikroorganismi v bachoru (MURRAY a kol. 2003; VELISEK, 2002).

Obr. 1 Geometrickd izomerie mastnych kyselin olejové (cis-18:1) a elaidové (trans-18:1)
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Nenasycené mastné kyseliny se dvéma a vice dvojnymi vazbami

Mastné kyseliny se dvéma dvojnymi vazbami (dienové) jsou velmi dilezité
ve vyziveé Cloveéka. Nejvyznamnéjsi z nich je linolova kyselina.

Zvlastni vyznam maji mastné kyseliny s konjugovanymi dvojnymi vazbami
(. oddélené jen jednou jednoduchou vazbou), které se svou reaktivitou podstatné lisi od
mastnych kyselin s izolovanymi dvojnymi vazbami (oddélenymi obvykle dvéma vazbami
jednoduchymi) a maji také odlisné fyziologické ti¢inky (VELISEK, 2002).

Terminem konjugovana kyselina linolovda (CLA, conjugated linoleic acid)
se rozumi rtizné polohové a geometrické (tedy cis-trans) isomery kyseliny linolové
s konjugovanou dvojnou vazbou. Mlécny tuk muze obsahovat vice nez 20 riznych
isomert CLA. CLA isomery jsou tvofeny jako piechodné meziprodukty v bachoru
biohydrogenaci nenasycenych mastnych kyselin pfijatych krmivem. Kyselina cis-9,
trans-11-CLA znama pod trividlnim nazvem bachorova kyselina (rumenic acid)
je prevladajici isomer (az 90 % z celkového obsahu vSech CLA), ktery vznikd prfedevsim
endogenni syntézou z vakcenové kyseliny (pfesnéji trans-vakcenové, coz je kyselina s
18 atomy uhliku a dvojnou vazbou mezi uhliky 11 a 12). Druhym nejc¢astéjSim je isomer
trans-7, cis-9-CLA, ktery ptedstavuje asi 10 % z celkové CLA.

Pritomnost CLA v mléce skotu je zndma jiz vice nez 70 let. Biomedicinské studie
na zvifecich modelech prokazaly, ze bachorova kyselina stejné¢ jako vakcenova maji
antikarcinogenni a antiaterogenni vlastnosti. Antikarcinogenni ucinky byly pozorovéany
pro Sirokou Skéalu typli rakoviny, ale nejvice prokazatelné vysledky byly zjistény

u rakoviny prsu (KRAMER a kol. 1998; FOX A MCSWEENEY, 2006).
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Volné mastné kyseliny

Jako volné MK se oznacuje mala ¢ast mastnych kyselin, které nejsou esterifikovany
v triglyceridech a jsou volné€ rozptyleny prevazné v tukové a mirn€ ve vodné fazi mléka.
Neékteré mastné kyseliny maji silné bakteriostatické vlastnosti, které jsou piirozené
vyuzZivany v obranném systému mlécné zlazy (protimastitidni imunita vemene je
zajiSténa  keratinovou zatkou strukového kanalku sobsahem volnych MK).
Zvyseny obsah volnych MK muze poukazovat na Spatny zdravotni stav dojnic nebo
rozklad tuku v disledku kontaminace mléka psychrotrofnimi bakteriemi pii nedodrzeni
vhodnych podminek skladovani mléka nebo pii jeho nadmémém mechanickém
namdhani. Proto je v posledni dobé vyuzivano obsahu volnych mastnych kyselin jako
ukazatele kvality mléka s vlivem na jeho zpenézovani. Zvyseni znamena negativni vlivy
typu lipolyzy nebo tvorby nekompletnich tukovych kuli¢ek, obvykle z davodiu
metabolickych problémi dojnice. Vede ke zhorSenym technologickym vlastnostem mléka
(napt. zhorSend Slehatelnost smetany) ale zejména ke zhorSeni senzorickych vlastnosti
mléka, zejména zménu chuti a viin€, coz se projevuje nahotklou pachuti, ktera muze
negativné ovlivnit kvalitu mléénych vyrobki (HANUS a kol., 2004; ANTONELLI a kol.,
2002). Koncentrace volnych mastnych kyselin v mléce je ukazatelem vyzivy dojnice,
jeho bakteridlni kontaminace a kvality skladovéani. Vysoka koncentrace volnych MK
zptisobena lipolyzou zhorSuje technologické vlastnosti mlécnych vyrobkti (HANUS a kol.,
2008). Zmény obsahu volnych MK v mléce mohou byt povazovany za nepiimy ukazatel

lipolytické aktivity (CHEN a kol., 2003).

Metody stanoveni obsahu volnych MK v syrovém kravském mléce

Z metodologického pohledu existuji pro stanoveni volnych mastnych kyselin
v mléce tyto metody: titraéni — vizudlni, kolorimetrické a potenciometrické (ANTONELLI a
kol., 2002), plynové chromatografie (GONZALEZ-CORDOVA a VALLEJO-CORDOBA, 2001)
a elektroforéza (VALLEJO-CORDOBA a kol., 1998).

Metody stanoveni obsahu volnych MK (extrakéné titra¢ni, BDI a stlukova) jsou
standardizované podle normy a relativné jednoduché, ale cCasto maji omezenou
spolehlivost (YUE a kol., 2008). Tyto metody se podstatné li§i rozpousténim a izolaci

mlécného tuku, ale u vSech nasleduje titrace volnych MK odmérnym roztokem hydroxidu
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draselného. Vétsina téchto metod nepokryva plné spektrum volnych MK, pfesto jsou stale
vhodné jako analyticky néstroj k méteni miry lipolyzy.

Metoda stlukem (CSN 570533) je zaloZena na izolaci tuku odstfedénim
anaslednym stlukem ziskané smetany na maselné zrno. Ziskany cisty mléény tuk
se rozpusti ve smési etanolu a dietyleteru a titruje se odmérnym roztokem hydroxidu
draselné¢ho. Pfi titraci se stanovi volné mastné kyseliny, vzniklé pocinajici lipolyzou
maselného tuku, které jsou nerozpostné ve vodé (PETERKOVA, 2002)

Metoda oznaCovana BDI (Bureau of Dairy Industries) stanovi jen asi 50 — 70 %
volnych MK piitomnych v mléce (IDF, 1991). Tato metoda byla shledana vhodnou pro
stanoveni stupné lipolyzy v homogenizovaném mléce (SURENDRA a kol., 1994).
Metoda je zaloZena na izolaci mlééného tuku pomoci specidlniho roztoku BDI za vyssi
teploty. Ziskany mlécny tuk se rozpusti ve smési etanolu a dietyleteru a titruje se
odmérnym roztokem hydroxidu draselného. Vysledky jsou niz$i nez u metody stlukem,
jelikoz urcita ¢ast volnych mastnych kyselin pfechazi do vodné faze (PETERKOVA, 2002).
V literature byly popsany rtizné verze této metody, existuje vSak standardizovana verze
(IDF, 1991).

NISHIMURA a kol. (2002) wuvadi metodu vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC, high performance liquid chromatography) s fluorescen¢ni detekci
jako vysoce citlivou, jednoduchou a pfesnou pro stanoveni volnych mastnych kyselin
v mléce a mlé¢nych vyrobcich. Byla prokazana také dobra shoda s vysledky ziskanymi
konven¢ni titracni metodou.

Sériové stanoveni volnych MK umoziiuje instrumentalni technika infracervené
spektrofotometrie za vyuziti celého IR spektra snaslednym vyhodnocenim signalu
pomoci Fourierovych transformaci (IR-FT). Tuto metodu lze pouzivat pro rutinni
monitoring velkych sérii vzorkd mléka. Vzorky mléka musi byt zpracovany
u referen¢nich metod do 24 hodin nebo u rutinnich metod do 48 hodin pii chladovém
uskladnéni do 5 °C (HANUS a kol., 2004). Kratk4a doba analyzy a pfesnost rozboru jsou
klicovymi parametry pro chovatele. Za posledni desetileti se metoda FT-IR spektroskopie
zafadila mezi nejrozsifenéjSi metody pouzivané pro analyzy slozeni mléka
v mlékarenském primyslu. Moznost méfeni sloZzek nebo vlastnosti mléka a mlécnych
vyrobkl umoziiuje v mlékarenském primyslu zaplatit zemédé€lci za dodavku mléka na
spravedlivém zakladé¢ a udrZzovat vyrobu mléénych produktd ve stalé kvalité

(PEDERSEN, 2003).
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4. SHRNUTI VYSLEDKU DISERTACNI PRACE

Predlozena disertatni prace navazuje a rozSifuje piedchozi vyzkum, ktery byl
provadén na katedfe veterinarnich disciplin a kvality produkt. Pfed rokem 2007 byla
pozornost vénovana psychrotrofnim mikroorganismiim v bazénovych vzorcich syrového
kravského mléka. Jednalo se pfedevsim o stanoveni téchto druhli bakterii: psychrotrofni,
lipolytické a proteolytické. Mimo jiné byly v mléce stanovovany také zékladni obsahové
slozky. M¢ doktorské studium zacalo fijnu v roce 2007. Celkem bylo vySetfeno 300
vzorkli mléka. Tyto vzorky byly rozdéleny na soubor ¢. 1 (n=150) a soubor ¢. 2 (n=150).

Soubory se od sebe odliSovaly zejména metodou stanoveni volnych MK.

Vzorky souboru €. 1 pochazely z farem lokalizovanych v horskych a podhorskych
oblastech jiznich a zapadnich Cech, byly odebirany z mléénych bazéni farem. U souboru
¢. 1 vétSina terénnich praci probihala formou sbéru bazénovych vzorkii mléka na
jednotlivych farmach. Chovy se lisily technologii ustdjeni a dojeni (17 farem volné
boxové stelivové ustajeni s dojenim v dojirng, 3 farmy volné roStové bezstelivové s
dojenim v dojirn¢, 3 farmy vazné stelivové s dojenim na stani do potrubi). Vzorky mléka
byly u odebirany sterilni nabérackou do sterilni vzorkovnice pfimo z mlécnych bazéna
jednotlivych farem. UloZeny byly do termoboxi s chladici vloZkou a ihned po ptepraveé
pfedany do laboratofe k dalSimu zpracovani. V laboratofich Zemédé¢lské fakulty
probihalo kultivacni stanoveni téchto parametrti: CPM- celkovy pocet mikroorganismi,
PTM- pocet psychrotrofnich bakterii, PLM- psychrotrofni lipolytické bakterie, PPM-
psychrotrofni proteolytické bakterie. K fedéni vzorkl byl pouzit sterilni fyziologicky
roztok s peptonem. 1 ml inokula pfislusného fedéni byl zalit médiem vytemperovanym na
45 °C. Vzorky byly ockovany vzdy po tfech po sobé jdoucich fedénich, ve dvou
opakovanich. Pro stanoveni celkového poctu mezofilnich (CPM) a psychrotrofnich
(PTM) mikroorganismi byl pouzit, Plate count skin milk agar (MERCK). Inkubace
prob&hla u CPM pii 30 °C po dobu 72 hodin a u PTM pii 6,5 °C po dobu deseti dnt.
Odecitaly se plotny spoctem kolonii 10 az 300. Pro kultivaci psychrotrofnich
proteolytickych bakterii (PPM) byl pouzit Milk agar (OXOID), pro kultivaci
psychrotrofnich  lipolytickych  bakterii  (PLM)  Tributyrin agar (MERCK).
Inkubace probéhla pfi 6,5 °C po dobu deseti dnti. Odecitaly se kolonie s jasnou lytickou
zonou. Obsahové slozky mléka byly stanoveny v centrdlni laboratofi Madeta,
kam se vzorky svazely bezprostiedné po jejich odbéru na farmach. Stanovované slozky

mléka: PSB, tuk, bilkoviny, kasein, laktéza, moCovina a suSina. Pocet somatickych bunék
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(PSB) v bazénovych vzorcich syrového mléka byl stanoven podle CSN EN ISO 13366 —
3 (1997) Mléko — Stanoveni poétu somatickych bung&k Cast 3: Fluoro — opto —
elektronickd metoda, prostfednictvim pfistroje Fossomatic 5000. Ostatni ukazatele byly
stanoveny metodou FTIR (Fourier Transform Infra Red) technologii na pfistroji
Miloscan FT 6000 podle CSN 57 0536 (1999). U nékterych vzorkti mléka (n=43) byly
vybrané kolonie lipolytickych mikroorganismti druhové =zatazeny. Tyto kultivace
a nasledné druhové zatazeni byla provedena na SVU v Ceskych Budgjovicich. Soub&zné
byl sledovan u bazénovych vzorkii mléka i obsah volnych MK v mléce. Stanoveni
latkového obsahu volnych mastnych kyselin bylo provedeno extrakéné titracni metodou
podle CSN 57 0533 jejiz predmétem je ureni latkového obsahu volnych mastnych
kyselin, obsazenych ve stluceném mlééném tuku. Latkovy obsah volnych MK= mnozZstvi
volnych mastnych kyselin stanovené za podminek metody, vyjadiuje se v mml/ kg tuku.
Metoda je uicena pro stanoveni veskerych volnych MK a pouziva se rovnéz pro vybeér
syrového mléka nebo mlékarensky oSetieného mléka s kyselosti zjiSténou metodou podle
Soxhlet-Henkela (SH) do 9 (2,5 mmoll") a smetany uréené¢ pro vyrobu masla.
Tato metoda dava systematicky zvySené vysledky, napf. pro syrové mléko
32, 0 mmol-kg™” misto 13 mmol'kg™ tuku. Podstata zkougky: Mlé¢ny tuk se vyextrahuje
ve smesi izopropylalkoholu (propanolu) a petroléteru v kyselém prostiedi. Pii extrakci
ptechazeji do nevodné faze volné mastné kyseliny, vzniklé lipolyzou maselné¢ho tuku a
rovnéz Cast pritomné kyseliny mlécné. V alikvotnim podilu nevodné faze se titruji
odmérnym roztokem hydroxidu veskeré pfitomné kyseliny. ZkuSebni vzorek se dukladné
promichd a ohfeje na teplotu 30 °C. Z ptipravené¢ho vzorku se odpipetuji 3 ml mléka do
zkumavky. Pipetou se pfidd 10 ml smésného extrakéniho cinidla (izopropylalkohol,
petroléter a kyselina sirova se smichaji v poméru objemt 40 + 10 + 1), 6 ml petroléteru a
4 ml vody, uzavie se zatkou a obsah se intenzivné protiepava po dobu 15 az 30 s. Po
deseti minutach stani - oddéleni vodné a nevodné vrstvy, se z horni nevodné vrstvy
odpipetuje 5 ml do malé titraéni baiiky, pfidd se asi 6 kapek indikatoru a titruje se
odmémym roztokem hydroxidu draselného do pravé vzniklého rtzového zbarveni

stejného jako pii slepém pokusu a za stejného osvétleni.

Druhy soubor pochazel ze 4 riznych kraji Ceské republiky: pardubicky,
jihomoravsky, stfedocesky a VysoCina- tyto vzorky byly ziskdvany piimo pii svozu

mléka a jejich rozbor byl proveden v LRM Bustéhrad. VSechny analyzy byly provedeny
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metodou FTIR (Fourier Transform Infra Red) technologii na ptistroji Milkoscan FT 6000
podle CSN 57 0536 (1999).

Prvni ¢asti vyzkumu (soubor ¢.1) bylo stanoveni mnozstvi psychrotrofnich
(lipolytickych, proteolytickych) a mezofilnich bakterii. V publikaci I. CEMPIRKOVA R.,
MIKULOVA M. (2009) jsme analyzovali jsme vzajemné vtahy mezi témito skupinami
bakterii, pficemz vysoké korela¢ni zavislost byla zjisténa mezi obsahem psychrotrofnich
a psychrotrofnich lipolytickych bakterii. Mezi dalsi faktor, u kterého jsme ptredpokladali
vliv na obsah téchto bakterii v mléce byl zatazen i vliv sezonni, kdy byly zjiStény
statisticky vyznamné vyssi hodnoty celkového poctu mikroorganismii v letnich mésicich.
Dals$im cilem vyzkumu bylo experimentalni sledovani narGstu obsahu volnych mastnych
kyselin a psychrotrofnich bakterii, kdy u tfech riznych vzorkii mléka byl experimentalné
sledovan nartst psychrotrofnich mikroorganismi a obsah volnych mastnych kyselin,
mléko se uchovavalo pfi tfech teplotach: 4 °C; 6,5 °C a 10 °C. Na konci pokusu byly
vyhodnoceny souvislosti obsahu psychrotrofnich mikroorganismi a volnych mastnych
kyselin s teplotou uchovani mléka a dobou jeho skladovéani. Analyzy byly provedeny
v den odbéru a nasledovné po 24 hodindch az do 96 h. Teplota 4 °C byla vyhodnocena
jako vyrazné inhibi¢ni pro narist mezofilnich i psychrotrofnich bakterii. Nartst volnych

mastnych kyselin byl pfi této teploté také pozvolnéjsi.

Vyznamny vliv na obsah volnych MK a psychrotrofnich lipolytickych bakterii
v mléce méla také technologie ustajeni a dojeni NejvysSi hodnoty psychrotrofnich
lipolytickych bakterii a volnych MK byly zjistény u vazné stelivové technologie ustajeni
(Publikace II. CEMPIRKOVA R., MIKULOVA M., TRAVNICEK J. 2009). Naproti tomu volné
boxové ustajeni vykazovalo tyto hodnoty vyznamné niZ§i. Obsah volnych mastnych
kyselin u bazénovych vzorkli syrového kravského mléka byl ovlivnén predevsim
aktivitou nativnich mléénych lipdz v procesu indukované lipolyzy, coz dokumentuji
vysoké hodnoty volnych MK, které byly zjistény u systému dojeni na stani do potrubi,

kde 1ze predpokladat vyssi miru mechanického stresu mléka oproti dojeni v dojirné.

Publikace III. Mikulova M. (2011) analyzuje mnozstvi volnych mastnych kyselin,
obsah celkového poctu mikroorganismt, a psychrotrofnich lipolytickych bakterii
v bazénovych vzorcich syrového kravského miléka u chovii s odlisnou technologii dojenti,
kdy byl soubor vzorkli oproti pfedchozim vyzkumim navySen také o chovy
s automatickym zplsobem dojeni. Sledovan byl i1 vztah obsahu psychrotrofnich

lipolytickych bakterii a somatickych bun€k shodnotami volnych mastnych kyselin.

31



Pti vyhodnoceni vzajemné souvislosti téchto ukazateli mezi nimi nebyl prokazan
tésnéjSi vztah. U chovil s dojenim na stdni do potrubi byly prokazany statisticky
vyznamné nejvyssi prumérné hodnoty volnych mastnych kyselin a psychrotrofnich
lipolytickych bakterii. V chovech se systémem automatického dojeni byly zjistény
Koneénou fazi vyzkumu bylo stanoveni mnozstvi volnych MK metodou infracervené
spektrofotometrie za vyuziti celého IR spektra s naslednym vyhodnocenim signalu
pomoci Fourierovych transformaci (FT-MIR). Tato metoda stanoveni volnych MK se
ukazala jako vhodngjs$i analyticky nastroj k méfeni lipolyzy oproti extrakéné-titracni
metodé, ktera je standardizovana podle normy a relativné jednoducha, ale jeji pouziti se
pro sériové stanoveni jevilo jako mén¢ vhodné zejména z téchto divodl: casova
naroc¢nost, pracnost, spotfeba velkych mnozstvi rozpoustédel a pouzivani ekologicky

problematickych ¢inidel.

5. ZAVER

Jelikoz mléko a mlécné vyrobky predstavuji vhodné prostifedi pro narist riznych
mikroorganismi a tim i potencidlni nebezpeci pro vznik onemocnéni zpiisobenych
potravinami, uvadim jako doporuceni pro zajisténi spravné trovné ochrany spotiebitele
skladovaci teplotu 4 °C. Tato teplota je nejméné rizikovd a vhodna pro uchovani
a skladovéni syrového kravského mléka. Z hlediska omezeni nartstu obsahu volnych MK
v kravském mléce a z dlivodu mozného zhorSeni technologickych vlastnosti mléka neni
vhodné proudéni nadojeného mléka pfilisS dlouhym potrubim, kde dochazi
k mechanickému stresu mléka a tim k naslednému zvySeni obsahu volnych MK nad
rizikovou hranici lipolytickych zmén a ke vzniku nezadoucich chtovych vlastnosti mléka.
Chovy s vaznou technologii ustdjeni a dojenim na stani vyhodnocuji proto jako nejméné
vhodné. Pro sériové stanoveni obsahu volnych mastnych kyselin je z hlediska casové
uspornosti a moznosti stanovit mnohem vétsi pocet vzorkili najednou, vhodna metoda
infraervené spektrofotometrie. Z hlediska kontaminace syrového kravského mléka byly
do soucasné doby vySetieny vzorky pochdzejivi z20 chovii. Pouze u 4,6 %
analyzovanych vzorkl byla kontaminace mléka celkovym poctem mikroorganismi velmi
rizikova a to pfevazné z chovu, ktery byl jiz zruSen. Zavérem mohu konstatovat, ze

sledované chovy jsou na takové rovni, zZe je mozno kontaminaci mléka predchazet.
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Incidence of psychrotrophic lipolytic bacteria
in cow’s raw milk

R. CEMPIRKOVA, M. MIKULOVA

Faculty of Agriculture, University of South Bohemia in Ceské Budgjovice, Ceské

Budégjovice, Czech Republic

Abstract: The contamination of bulk samples of cow’s raw milk (n=491) by
psychrotrophic lipolytic bacteria (PLiBC), total count of psychrotrophic bacteria
(PBC) and mesophilic bacteria (TBC) was monitored for two years on eight dairy
farms and the correlations among these groups of bacteria were analysed. An increase
in TBC, PBC and PLiBC and in the values of free fatty acids (FFA) was tested
experimentally in three milk samples in relation to time (analyses were done in 24-
hour intervals until 96 hours) and storage temperature of milk samples (4; 6.5 and
10°C). Bacterial contamination of milk was determined by culture methods
in accordance with IDF standards, the values of FFA were determined by an
extraction-titration method. These mean values were determined in the set of samples
(n=491): PLiBC 659 CFU-ml”, PBC 2 932 CFU'ml”" and TBC 18 932 CFU'ml™". A
high correlation was proved between values of PBC and PliBC (»=0.87; P<0.001)
while the correlation between TBC and PBC (=0.65; P<0.001) and between PliBC
and TBC (7=0.59; P<0.001) was on a medium level. The proportional index pi for
PLiBC/PBC was 0.20, for PLiBC/TBC 0.03 and for PBC/TBC 0.16. In seasonal
dynamics a statistically significant difference (P<0.001; P<0.05) between the
increased values of TBC in the summer season was proved compared to the winter and
spring season.The differences in the seasonal variation of PBC and PLiBC values were
not significant. Experimental investigation of an increase in the values of tested
parameters showed that at temperatures of milk sample storage 4 and 6.5°C TBC did
not exceed the permissible hygienic value (100 000 CFU-ml") even after 96 hours
while at 10°C it amounted to 90 000 CFU'ml™ after 48 hours and the limit for TBC
was exceeded several times after 96 hours. PBC, which is not inhibited by cold storage
tosuch a large extent, did not exceed the hygienic limit value for PBC

(50 000 CFU-ml") even after 96 hours when milk samples were stored at 4°C,
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but at 6.5°C after 72 hours and at 10°C already after 48 hours the values 6 and 20
times higher, respectively, than the hygienic limit were recorded. A similar trend was
observed in PLiBC, which exceeded the hazardous limit (43 000 CFU'ml™) at 6.5°C
after 96 hours and at 10°C already after 48 hours whereas at 4°C the limit value was
not exceeded even after 96 hours. The content of FFA also increased in relation to the
storage time and temperature of milk samples but in comparison with the increase in
the tested groups of microorganisms the increase in FFA showed a higher correlation
with storage time compared to storage temperature. A medium correlation was
calculated between PLiBC and/or PBC and FFA content (=0.52; »=0.57; P<0.001).

Keywords: cow; raw milk; psychrotrophic lipolytic bacteria; psychrotrophic bacteria;

total bacteria count; free fatty acids; lipolysis

Abstrakt: Kontaminace bazénovych vzorkl syrového kravského mléka (n=491)
psychrotrofnimi lipolytickymi bakteriemi (PLM), celkovym poctem psychrotrofnich
(PTM) a mezofilnich (CPM) bakterii byla sledovana po dva roky u osmi farem dojnic
a analyzovany byly vzdjemné vztahy téchto skupin bakterii. Experimentalné byl na
ttech vzorcich mléka ovéfen narast CPM, PTM, PLM a hodnot volnych mastnych
kyselin (VMK) v zavislosti na ¢ase (analyzy provadény ve 24 hod. intervalech do 96
hod.) a tichovné teploté vzorka mléka (4; 6,5; 10 °C). Bakteridlni kontaminace mléka
byla stanovena kultiva¢nimi metodami dle norem IDF, hodnoty VMK byly stanoveny
extrakéné-titracni metodou. U souboru vzorkt (n=491) byly zjiStény primérné
hodnoty PLM 659 CFU-ml', PTM 2932 CFUml' a CPM 18932 CFU'ml™.
Byla prokédzéana vysoka korela¢ni zavislost mezi zastoupenim PTM a PLM (r=0,87;
P<0,001) a stfedni korelacni zavislost mezi CPM a PTM (+=0,65; P<0,001) a PLM
aCPM (=0,59; P<0,001). Pomérny index p; pro PLM/PTM byl 0,20, pro PLM/CPM
0,03 a pro PTM/CPM 0,16. U sezonni dynamiky byl prokazan statisticky vyznamny
rozdil (P<0,001; P<0,05) mezi zvySenymi hodnotami CPM v letnim obdobi
v porovnani se zimnim a s jarnim obdobim. Rozdily v sezonnim kolisani hodnot PTM
a PLM nebyly signifikantni. Pfi experimentadlnim sledovani nartstu hodnot
testovanych ukazateli bylo zjisténo, ze CPM pfi teplot¢ uchovani vzorku mléka
4 a6,5 °C nepiekrotil povoleny hygienicky limit (100 tis. CFU'ml") ani v 96
hodinach, zatimco pii 10 °C uz ve 48 hodinach dosahoval 90 tis. CFU-ml™” a v 96
hodinach byl limit pro CPM nékolikanasobné¢ piekrocen. PTM, které nejsou
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chladovym uskladnénim tak omezovany, pii uchovani vzorkii mlé¢ka ve 4 °C
nepiekrogily povoleny hygienicky limit pro PTM (50 tis. CFU-ml™) ani v 96 hodinach,
avsak pfi 6,5 °C v 72 hodinach a pii 10 °C jiz ve 48 hodinach byly zjistény hodnoty
6 a 20 nasobn¢ vyssi nezli hygienicky limit. Obdobny trend vykazovaly i PLM, které
prekroéily rizikovou hranici (43 tis. CFU-ml™, Vylet&lova a kol., 2000) pii 6,5 °C v 96
hodinach a pii 10 °C jiz ve 48 hodinach, zatimco pii 4 °C nedoSlo ani v 96 hodinach
k jejimu ptekroceni. Latkovy obsah VMK se rovnéz zvySoval v zadvislosti na Case a
teplot¢ uchovani vzorkli mléka, avSak v porovnani s ndristem testovanych skupin
mikroorganismi nartist VMK vykazoval vyssi zavislost na case, nezli na uchovné
teploté. Mezi PLM, respektive PTM a obsahem VMK byla zjisténa stfedni korelacni
zavislost (=0,52; r=0,57; P<0,001).

Klic¢ova slova: krava, syrové mléko, psychrotrofni lipolytické bakterie, psychrotrofni

bakterie, celkovy pocet mikrorganismi, volné mastné kyseliny, lipolyza
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Journal of Agrobiology, 26 (2): 113-121, 2009

Counts of psychrotrophic lipolytic bacteria in cow’s raw milk
samples from the aspect of technological quality

Riizena CEMPIRKOVA, Magda MIKULOVA, Jan TRAVNICEK

University of South Bohemia in Ceské Budg&jovice, Faculty of Agriculture,
Studentska 13, 370 05 Ceské Budgjovice, Czech Republic, e-mail: cempir@zf.jcu.cz,

travnic@zf.jcu.cz, mikulm00@zf.jcu.cz

Abstract: The objective of the study was to analyze the relationship
of psychrotrophic lipolytic bacteria in milk with the level of free fatty acids as an
indicator of technological quality of milk on dairy farms with different management
technology. The contamination of bulk samples of cow’s raw milk (n=110)
by psychrotrophic lipolytic bacteria (PLiBC) and total counts of psychrotrophic
bacteria (PBC) and mesophilic bacteria (TBC) were determined by a culture method
in accordance with IDF standards. The content of free fatty acids (FFA) was
determined by an extraction-titration method and somatic cell count (SCC) was
determined by flow cytometry with fluorescence detection. The study was conducted
throughout 2008 on 11 farms with different management technology (5 farms with
loose littered cubicle housing with milking in a milking parlour; 3 farms with loose
litterless slatted-floor housing with milking in a milking parlour; 3 farms with
stanchion littered housing with an in-stall milking pipeline system). The correlation
of PLiBC with FFA content was low (r=0.03; NS) and the correlation of SCC with
FFA was similar (r=0.047; NS). The average FFA value of 32 mmolkg' fat was
on the limit of the permissible maximum content for FFA for the extraction-titration
method. However, a statistically significant relationship of FFA content (P<0.001)
with the technology of stanchion housing with the in-stall milking pipeline system
was proved where the highest average values of FFA and PLiBC were determined
(42 mmol'kg™" fat and 1,935 CFU-ml”" — log 2.86; respectively) compared to loose
littered cubicles (23 mmol-kg™ fat and 598 CFU-ml" — log 2.58; respectively) and

loose litterless slatted-floor housing with milking in a milking parlour (30 mmol-kg™
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fat and 1,339 CFU-ml" — log 2.84; respectively). The technology of milking in the
in-stall milking pipeline system causes a higher mechanical stress of milk that results
in physical damage of milk fat globule membranes and subsequent release of FFA
from fat esters by lipases.

Keywords: cow; raw milk; psychrotrophic lipolytic bacteria count; free fatty acids;

lipolysis; somatic cell count

Abstrakt: Cilem prace bylo analyzovat vztah psychrotrofnich lipolytickych bakterii
v mléce s obsahem volnych mastnych kyselin, jako ukazatelem technologické jakosti
mléka, u chovii dojnic s odliSnou technologii. Kontaminace bazénovych vzorki
syrového kravského mléka (n=110) psychrotrofnimi lipolytickymi bakteriemi (PLM)
a celkovy pocet psychrotrofnich bakterii (PTM) a mezofilnich bakterii (CPM) byl
stanoven kultivacni metodou podle norem IDF. Obsah volnych mastnych kyselin
(VMK) byl urcen extrakéné titraéni metodou a pocet somatickych bunék (PSB) byl
stanoven metodou priitokové cytometrie s fluorescencni detekci. Sledovani probéhlo
v prubéhu jednoho roku na 11 farméch dojnic s odlisSnou technologii (5 farem volné
boxové stelivové s dojenim v dojirn€; 3 farmy volné roStové bezstelivové s dojenim
v dojirng; 3 farmy vazné stelivové s dojenim na stani do potrubi). Korelace PLM
s latkovym obsahem VMK byla na nizké urovni (»=0,03; NS) a obdobn¢ tomu bylo
u vztahu PSB a VMK (r=0,047; NS). Primérna hodnota VMK 32 mmol-kg'1 tuku
se pohybovala na hranici povoleného maximalniho obsahu pro VMK pro extrakéné
titracni metodu. Byla vSak prokazana statisticky vyznamna zavislost obsahu VMK
(P<0,001) a PLM (P<0,05) na technologii vazného ustijeni s dojenim na stani
do potrubi, kde byly zjistény nejvyssi primémé hodnoty VMK a PLM (42 mmol-kg™
tuku; 1 935 CFU'ml™") v porovnani s volnym boxovym stelivovym (23 mmolkg”
tuku; 598 CFU-ml") a volnym rostovym bezstelivovym ustjenim (30 mmol-kg™
tuku;

1 339 CFUml") sdojenim v dojirng. Technologie dojeni na stani do potrubi
predstavuje vyssi mechanicky stres mléka, ktery vede k fyzikadlnimu poskozeni
membran tukovych kulicek a néslednému uvolnovani VMK z tukovych esterti
lipazami.

Klic¢ova slova: krava; syrové mléko; psychrotrofni lipolytické bakterie, volné mastné

kyseliny, lipolyza, somatické bunky
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Content of free fatty acids, lipolytic bacteria and somatic cells in
relation to milking technology

Magda MIKULOVA

University of South Bohemia, Faculty of Agriculture, Ceské Budéjovice, Czech
Republic

Abstract: The contents of free fatty acids (FFA) and counts of total bacteria,
psychrotrophic lipolytic bacteria (PLiBC) and somatic cells were determined in 150
samples of cow’s bulk raw milk on 20 farms with three different milking technologies
in South Bohemia during 2008—10. FFA were determined using an extraction-titration
method. Within the compared technologies, the highest mean values of FFA (3.88
mmol-lOOg'l; P<0.001) and PLiBC (696 CFU-ml") were observed on farms with
pipeline milking in stalls. The lowest mean FFA level (1.54 mmol-100g™") was
determined on farms with an automatic milking system. Medium values were
determined on farms with parlour milking.

Key words: free fatty acids; psychrotrophic lipolytic bacteria; somatic cells; lipolysis;

milking technology; mechanical stress of milk

Abstrakt: Cilem prace bylo analyzovat mnoZzstvi volnych mastnych kyselin, obsah
celkového poctu  mikroorganismli, psychrotrofnich  lipolytickych  bakterii
a somatickych bunék v bazénovych vzorcich syrového kravského mléka u chovi
s odliSnou technologii dojeni. Sledovani prob&hlo v pribehu let 2008-2010 na dvaceti
farmach pochazejicich z riiznych krajii Ceské republiky s odlignou technologii dojeni.
Pro stanoveni obsahu volnych mastnych kyselin byla pouzita metoda Extrakéné
titraéni. U chovll s dojenim na stani do potrubi byly prokazany statisticky vyznamné
nejvy$si promdmé hodnoty volnych mastnych kyselin (3,88 mmol-100g™;
P<0.001) a psychrotrofnich lipolytickych bakterii (PLM) (696 CFU-ml™).

(1,54 mmol-100g™), stfedni hodnoty byly zjistény u farem s dojirnou.

Klidova slova: volné mastné kyseliny; psychrotrofni lipolytické bakterie; somatické

buiiky; lipolyza; technologie dojeni; mechanicky stres mléka
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