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Vplyv pritomnosti Bacillus cereus
na konzistenciu miesaného jogurtu

MARIA GREIFOVA - LUBOMIR VALIK
- MARIA MECIAROVA - FRIDRICH GORNER

SUHRN. Bacillus cereus je aerdbny a sporulujici mikroorganizmus. Niektoré jeho kmene
su psychrotréfne a toxinogénne. MieSanim mlieka s pridanou jogurtovou kultirou vnikd
do neho vzduch, ktory vytvdra aerébne prostredie a podporuje rast B. cereus. Nadmerné
mnozstvo B. cereus pritomného v mlieku mdze sposobit poruchy konzistencie a ostatnych
senzorickych vlastnosti mieSaného jogurtu.

KIUCOVE SLOVA: Bacillus cereus, mieSany jogurt, sladké zraZanie

V letnych mesiacoch pri vyrobe mieSanych jogurtov moze obcas docha-
dzat k chybdm, ktoré sa prejavuju pomalym kysnutim mlieka a vyskytom
mensSieho alebo vicSieho mnozstva srvatky na povrchu zrazeniny pred jej
mieSanim. Takdto zrazenina ma ¢asto aj odliSnu netypicku vonu. Po mieSani
zrazeniny mava jogurt kasovitd Struktiru, obsahuje pocetné vlocky zrazeni-
ny a vyznacuje sa mélo vyraznou jogurtovou chutou. Pri kontrole pod mikro-
skopom sa zastipenie mikrobidlnych kokov a paliciek v klasickej jogurtove;j
kultire neodchyluje od normalu.

Z literatury je znamy podobny jav, v ktorom md vyznamnu ulohu konta-
mindcia vychodiskového mlieka va¢$im poctom mikroorganizmov B. cereus
[1-3]. Existuje rad starSich, ale i novSich prac pojedndvajucich o réznych
aspektoch vyskytu a vyznamu B. cereus v potravindch, menovite v mlieku.

U nés sa otdzkou vyskytu B. cereus v pozivatindch zaoberali Pieckova
a Tomanova [4] a zistili, Ze v 22 vzorkach vyrobkov obsahujucich prevazne
Skrob, v suSenych vajciach, v mletych koreninach a v suSenom mlieku celko-
vy pocet B. cereus neprekrocil limit 1.104 KTJ.g-1. Vo vzorkach korenin bol
stanoveny obsah 90 az 4,4.103 KTJ.g'L, v suSenych vajecnych zmesiach maxi-
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maélne 4,8.102 KTJ.g1, v suSenom mlieku najviac 1,1.103 KTJ.g1. Giffel a kol.
[5] stanovili v 229 vzorkach mlieka, kvasnic, muky, cestovin, kakaa, ¢okolady,
peciva, vo vyrobkoch z misa a v korenindch B. cereus v mnozstve 102 az 100
KTJ na ml, resp. na g.

B. cereus nie je v§ak iba kontaminantom pozivatin, ale je aj vyznamnym
toxinogénnym mikroorganizmom. Niektoré jeho kmene sposobuji tvorbou
hnackového a ddviaceho toxinu alimentdrne otravy. Tieto byvaju spdsobené,
ked pozivatina obsahuje B. cereus v mnozstve 100 az 108 KTJ na g, resp.
na ml. Hnackovy toxin je produkovany bunkami B. cereus v tenkom creve
a ddviaci toxin je tvoreny bunkami B. cereus uz v poZzivatine pri vhodnych
podmienkach. Konkrétny pripad alimentdrnej otravy spOsobeny B. cereus
v mlieku popisala u nas Ku$nierova [6]. V tomto pripade ochorelo 374 strav-
nikov istého stredoSkolského internétu, ¢o sa prejavilo hnackami a zaludoc-
nymi ki¢mi, ktoré trvali do dvoch dni. Ochoreli iba ti stravnici, ktori konzu-
movali mlieko. Alimentédrna otrava bola sposobend pridavkom zvysku pre-
vareného pasterizovaného mlieka uchovdavaného v chladnicke zo soboty
do pondelka do cerstvého prevareného pasterizovaného mlieka v pondelok.
Prvé priznaky ochorenia sa prejavili u stravnikov, ktori pili toto mlieko
v pondelok na obed a vecer. V inkriminovanom mlieku bolo stanovené
mnozstvo 1,4 az 1,9.107 KTJ.g'! B. cereus. Vyznamnu tulohu tu mali zrejme
psychrotréfne kmene B. cereus.

Na moznu psychrotréfnost niektorych kmenov B. cereus uz poukdzali
Johnston a Bruce [7]. V mlieku z 1040 vySetrovanych vzoriek nasli 27,2 %
psychrotréfnych kmenov z rodu Bacillus. Medzi nimi prevladal B. cereus,
v menSom mnozstve sa vyskytovali B. licheniformis a B. coagulans. Tato sku-
to¢nost je pre mliekarensky priemysel zdvaznd, lebo pri ziskavani surového
mlieka a pri uchovdvani pasterizovaného mlieka sa vZdy pouZiva chladenie,
najmenej pod 10 °C. Giffel a kol. [8] vysetrili rad vzoriek prostredia a surové-
ho mlieka na pritomnost psychrotréfnych B. cereus. 766 t. j. 90 % izolova-
nych koldnif bolo identifikovanych ako B. cereus a z nich 40 % rastlo pri 7 °C
a bolo preto psychrotréfnych. Problémom je, Ze sporulujice psychrotréfne
bunky B. cereus v surovom mlieku prezivaju jeho pasterizaciu. Zahriatie spor
pri pasterizicii aktivuje ich schopnost kli¢enia na vegetativne bunky, ktoré
sa mozu v mlieku, aj v chladenom, dalej rozmnozovat. Maximadlne urychle-
nie kli¢ivosti spor B. cereus dosiahli Rajarathinam a kol. [9,10] zdhrevom
mlieka na 90 °C trvajicom 10 minut. Podla Myllykangasa [11] pasterizdcia
mlieka podporovala kli¢enie spdr B. cereus a jej vplyv sa zintenziviioval
s vySkou pasterizacnej teploty. Takto nadobudaji psychrotrofne kmene
B. cereus mimoriadny vyznam pri uréovani, ale aj pri posudzovani trvanli-
vosti pasterizovaného mlieka, aj s predizenou trvanlivostou.
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V tomto smere sa vyuzivaju moderné postupy prediktivnej mikrobioldgie.
Zwieterling a kol. [12] poukdzal na moznost pouzZit metédu predpovednej
mikrobioldgie na stanovenie trvanlivosti pasterizovaného mlieka z hladiska
pritomnosti B. cereus v iom pri roznych teplotdch jeho uchovdvania a ¢asu
potrebného na jeho distribuciu. Sutherlandovda a kol. [13], pouzijuc
Baranyiov model, zistila metédou prediktivnej mikrobioldgie lag-fazu, cas
zdvojenia buniek a ¢as 1000-ndsobného ndrastu poc¢tu buniek B. cereus, pri-
¢om experimentovala s teplotou produktov, s obsahom NaCl, ¢ize s ay—hod-
notou, s pH-hodnotou a s obsahom CO». Vysledky s uspechom aplikovala
na miso, mlieko a hydinu.

Po uvedeni stru¢ného prehladu problémov vyskytujucich sa v potravindch
vSeobecne a v mlieku zvl4st v spojitosti s B. cereus sa vratime k problému,
ktory nds podnietil zaoberat sa s touto tématikou.

Cielom nasSich pokusov bolo vysvetlit vplyv B. cereus na konzistenciu mie-
Sanych jogurtov.

Material a metddy

Na pokusy sa pouzilo trvanlivé mlieko, v ktorom su pripadne pritomné
bunky B. cereus devitalizované. Pri kazdom pokuse sa pouzité trvanlivé
mlieko subezne mikrobiologicky kontrolovalo.

Na zistenie a stanovenie B. cereus v pokusnych vzorkdch bolo pouZité
diagnostické médium na identifikdciu lecitindzo-pozitivnych kmenov B. ce-
reus podla predpisu CSN 56 0092 [14].

Zakladné médium obsahovalo: 3,0 g médsového extraktu; 8,0 g peptonu;
5,0 g NaCl a 20,0 g agaru v 1000 ml destilovanej vody. pH-hodnota rozva-
reného média bola po ochladeni na 45 az 55 °C upravena tak, aby po sterili-
zdcii a ochladeni mala hodnotu 7,1 * 0,1. Médium bolo sterilizované pri
121 = 2 °C 15 mindt a uchované pri 4 * 2 °C najviac 30 dni.

K tomuto zdkladnému médiu sa pridalo 10 ml Zitkovej emulzie
na 1000 ml a médium sa rozlialo do Petriho misiek. Takto pripravené mé-
dium bolo uchovévané v chladnic¢ke pri 4 + 2 °C najviac 7 dni. Samotn4 Zt-
kova emulzia bola uchovavand v chladnicke najviac 72 hodin.

Kolénie B. cereus na zltkovom agare, ktoré boli pévodne izolované
zo vzoriek suSeného mlieka, boli bledé s priemerom 7 a viac mm, ploché
s nizkym nepravidelnym okrajom. Povrch koldnii bol zrnity, matny alebo
mierne leskly, ich konzistencia bola kaSovitd. Okolo koldnii vznikali
za 24 hodin, v dosledku silnej tvorby enzymu lecitindza, rozne Siroké dvorce
precipitdcie a niekedy v ich tesnom susedstve aj zona vyjasnenia. Identita
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charakteristickych kolonii B. cereus na polotuhom médiu bola dalej overend
skimanim ich pohyblivosti (prevazne pozitivna), morfologickych vlastnosti
po zafarbeni podla Grama. Na odliSenie od B. thuringiensis bola mikrosko-
picky skumana intraceluldrna nepritomnost krystalikov proteinového toxinu,
ktory je pre B. thuringiensis charakteristicky. Baktérie, ktorych koldnie boli
posudené makroskopicky i mikroskopicky pozitivne ako B. cereus, fermen-
tovali glukdzu, sacharézu a maltézu za tvorby kyseliny; netvorili kyselinu
z laktézy, nefermentovali manitol, arabindzu a neprodukovali uredzu.

Na ockovanie pokusnych sérif s B. cereus boli pouzité jeho spory ziskané
na sporulacnom médiu podla Johnsona [15]. K 1000 ml sterilnej destilovane;j
vody bolo pridané 1,0 g monohydratu siranu manganatého (MnSO4.H20);
4,0 g siranu horecnatého (MgSOs); 0,1 g pentahydratu siranu mednatého
(CuS04.5H20); 0,1 g heptahydratu siranu zino¢natého (ZnSO4.7H20)
a 0,1 g heptahydratu siranu Zeleznatého (FeSO4.7H20). pH-hodnota toho-
to roztoku bola upravend na 7,0 = 0,1. 50 ml tohoto zneutralizovaného roz-
toku bolo doplnené na 1000 ml sterilnou destilovanou vodou. K zriedenému
roztoku bolo pridané 50,0 g peptonu; 3,0 g hovadzieho méasového extraktu;
8,0 g NaCl; 20,0 g agaru a 0,1 g glukdzy. Roztok sa rozplnil do skimaviek
a sterilizoval 30 min pri 121 * 2 °C.

Na povrch sporulatného média v skiumavkach, ktoré bolo stuhnuté
vo zvislej polohe, bola klu¢kou naockovana cistd kultira B. cereus.
Po 24-hodinovej kultivdcii pri 37 °C boli bunky vysporulované. KonStantné
mnozstvo buniek, ktoré nardstlo a vysporulovalo na ploche povrchu aga-
rového sporulacného média, bolo splachnuté 5 ml sterilného fyziologického
roztoku. Takto sa ziskalo vidy priblizne rovnaké mnozstvo spor, ktoré sa
podla potreby riedilo a pouZilo v nasledovnych pokusoch ako inokulum.

K 1 litru trvanlivého mlieka bola pridand v rovhakom mlieku rozmieSana
prevadzkova jogurtova kultira pouZzivand na vyrobu bieleho jogurtu v mlie-
karenskom zdavode. Celkove bolo do 1 litra trvanlivého mlieka pridané
0,05 ml jogurtovej kultury, t.j. 0,005 %. Pouzitd jogurtova kultira obsaho-
vala baktérie mlie¢neho kysnutia Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
(.Streptococcus thermophilus“) a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
(,,Lactobacillus bulgaricus*) v pomere koky : palicky 1: 1 az 1: 2.

Na pokusy bola tato zmes rozliata po 100 ml do 250 ml Erlenmeyerovych
baniek. Vrstva mlieka dosahovala v nich hribku priblizne 2,5 cm.

Podla podmienok pokusu bolo do mlieka pridané eSte po 1 ml suspenzie
spor B. cereus riedenia 10-6. Po dokladnom premiesani mlieka s kultirou
a s inokulom alebo bez neho, boli banky s obsahom ulozené na 48 hodin
do termostatu pri teplote 37 °C. Podla podmienok pokusu boli mlieka
s obsahom cez den pri otvarani termostatu premieSavané.

240



Roc¢. 37,1998, ¢. 4, s. 237-245

Vysledky a diskusia

Ako je zo senzorickej analyzy mlieka fermentovaného samotnym mikro-
organizmom B. cereus vidiet (tab. 1), vzniknutd zrazenina sa vyznacovala
vlockovitostou, nad zrazeninu vystipilo vicSie mnozstvo srvéatky a produkt
mal po 48 h slaby hnilobny pach.

Mlieko naockované jogurtovou kultirou so sucasnym pridavkom B. ce-
reus sa vyznacovalo kompaktnou zrazeninou s malym mnozstvom vystipene;j
srvatky a typickou vonou po jogurte (tab. 1).

Z tejto porovnavacej senzorickej analyzy je mozné dedukovat, Ze jogur-
tové mlieko alebo jogurt s pritomnostou B. cereus, ktory moze byt uz
vo vychodiskovom mlieku, bez mieSania, ¢ize bez zvySeného mnozstva kys-
lika, nejavi zndmky prevladania vplyvu B. cereus.

PodTa priebehu kysnutia jogurtového mlieka s pridanim inokula B. cereus
alebo bez neho, je vidiet (tab. 2), Ze samotny pridavok B. cereus do mlieka
pred jeho fermentdciou a bez mieSania produktu, nemal na priebeh kysnu-
tia vplyv. Tento vysledok je v silade s vysledkami senzorickej analyzy zhrnu-
tej v tab. 1.

Ahmed a kol. [16] izolovali B. cereus z rdznych mlie¢nych produktov.
Izolovali ho v mnozstve 9 %, 33 %, 14 % a 48 % zo vzoriek surového mlie-

TABUIKA 1. Senzorické vlastnosti mlieka sposobené rastom Bacillus cereus
a jogurtovej kultiry v ilom, bez miesania.
TABLE 1. Sensory properties of milk caused by growth of Bacillus cereus
and yoghurt starter, without stirring.

Cas fermentdcie!

(h]

Mlieko
+ B. cereus 2

Mlieko a jogurtova kulttra
+ B. cereus 3

0

konzistencia nezmenend, voOna

sladkomlie¢na

konzistencia mlieka nezmenen4,
vona sladkomlie¢na az slabo kysld

mlieko zrazené, vona sladkomliec-
na

mlieko zrazené, vona vyrazne kysla

24

mlieko zrazené, nad zrazeninou
vécSie mnozstvo srvatky, na stenach
nddoby roztrhany film s velkymi
vloc¢kami

mlieko husto zrazené, vona typicka
pre jogurt, srvatka nevystupila,
na stendch banky kompaktny film
bez hrubych vlociek

48

mlieko zrazené, nad zrazeninou
mnozstvo srvatky, film hruby,
vlockovity, slaby hnilobny pach

zrazenina kompaktnd s malym
mnozstvom vystipenej srvatky,
vona typickd pre jogurt

1 - fermentation time, 2 - milk + B. cereus, 3 - milk and yoghurt starter + B. cereus.
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TABUIKA 2. Vplyv Bacillus cereus na priebeh kysnutia jogurtového mlieka
pri 37 °C za 48 h bez mieSania.
TABLE 2. Influence of Bacillus cereus on fermentation of yoghurt milk
at 37 °C during 48 h without stirring.

Cas inkubdcie! | Kyslost mlieka s pridavkom jogur- | Kyslost mlieka s pridavkom jogur-
[h] tovej kultiry, bez B. cereus 2 [°SH] | tovej kultiry + B. cereus 3 [°SH]
0 8,4 8,6
6 24,0 22,0
24 52,6 51,0
48 67,0 67,4

1 - time of incubation, 2 - acidity of milk with addition of yoghurt starter, without B. cereus,
3 - acidity of milk with addition of yoghurt starter + B. cereus.

ka, pasterizovaného mlieka, syra ¢edar a z mrazenych smotanovych krémov.
Neizolovali ho zo Ziadnej vzorky jogurtu. Autori vyslovili ndzor, Ze negativ-
ne vysledky izoldcie z jogurtov boli spdsobené aktivitou baktérii mlie¢neho
kysnutia vo¢i B. cereus. Tento ndzor potvrdili Wong a kol [17]. Dokézali, Ze
vo fermentovanych mliekach boli vegetativne bunky B. cereus inaktivované
baktériami mlie¢neho kysnutia pri 30 °C za 40 min, zatial ¢o 31 % spdr toho-
to mikroorganizmu prezivalo pri rovnakych experimentalnych podmienkach
7 a viac dni.

Podla priebehu kysnutia jogurtového mlieka s pridavkom inokula B. ce-
reus a mieSania alebo nemiesSania produktu je vidiet (tab. 3), Ze na priebeh
kysnutia negativne vplyval B. cereus, ked sa do produktu dostal mieSanim

TaBUIKA 3. Vplyv Bacillus cereus a mieSania produktu na priebeh
kysnutia jogurtového mlieka pri 37 °C pocas 48 h.
TABLE 3. Influence of Bacillus cereus and stirring of product on fermentation
of yoghurt milk at 37 °C during 48 h.

Kyslost mlieka s pridavkom jogur- | Kyslost mlieka s pridavkom jogur-
Cas inkubdcie! |tovej kultiiry a B. cereus, nemiesané? tovej kultiry a B. cereus, mieSané3
[h] [*SH] [*SH]
0 9.8 9,6
6 32,4 16,6
24 54,0 33,6
48 65,0 43,0

1 - time of incubation, 2 - acidity of milk with addition of yoghurt starter and B. cereus non-
stirred, 3 - acidity of milk with addition of yoghurt starter and B. cereus, stirred.
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kyslik. Vplyv vzdusného kyslika na prevlddnutie rastu a metabolizmu B. ce-
reus nad jogurtovou kultirou v mlieku potvrdzuju aj Driessen a Stadhouders
[1]. Baktérie mliecneho kysnutia, teda aj jogurtova kultura, su fakultativne
anaerdbne a B. cereus je aerdbny. Baktérie mliecneho kysnutia sa v dosled-
ku obsahu kyslika v prostredi vy$§om ako 4 mg.kg-1 vyvijaju a rastd pomalsie,
k ¢omu prispieva aj nizSia kultiva¢nd teplota mieSanych jogurtov (37 °C
oproti 43 °C). Vtedy prevlddne v prostredi rast a metabolizmus B. cereus.
Okrem toho, podla vysSie uvedenych autorov, Streptococcus thermophilus,
zlozka jogurtovej kultiry, neprodukuje pri zvySenom obsahu kyslika v pros-
tredi ziadnu kyselinu mravciu, ktord by podporovala rast a metabolizmus
Lactobacillus bulgaricus - druhej zlozky tejto kultiry. Mlieko md pridlho
neutrdlnu reakciu, o tieZ podporuje rast a metabolizmus B. cereus.

Z priebehu rastu B. cereus v jogurtovom mlieku je vidiet (tab. 4), Ze mie-
Sanie, Cize pritomnost vzduSného kyslika, malo na rast aerébneho organizmu
B. cereus vyznamny pozitivny uc¢inok. Samotnd jogurtova kultira, bez mieSa-
nia, mala na jeho rast negativny vplyv. Naopak, zda sa, Ze jogurtova kultira
podporovala sporuldciu B. cereus. Samotny B. cereus rastol v nefermentova-
nom mlieku dobre aj bez mieSania a v pokusnom ¢ase nesporuloval.

TABUIKA 4. Rast Bacillus cereus v mieSanom a nemieSanom jogurtovom mlieku
pri 37 °C za 48 h a v kontrole bez jogurtovej kultiry a mieSania.
TABLE 4. Growth of Bacillus cereus in stirred and unstirred yoghurt milk
at 37 °C during 48 h and in a control sample without yoghurt starter and stirring.

Jogurtové mlieko Jogurtové mlieko | Kontrola bez jogurtovej
+ B. cereus, nemie$ané2| + B. cereus, mie$ané3 | kultdry, nemieSané4
Cas inkubdcie! |pocet veget. . |pocet veget.| . . |pocet veget.| ‘
[h] p buniel% pocet spor P buniel% pocet spor p buniel% pocet spor
B. cereus © B. cereus B. cereus
B. cereus 5 B. cereus B. cereus
[KTJ.ml-1]7 [KTJ.ml1] [KTJ.ml-1]
po pridani jogurt.
kult. a B. cereus 8|  mneg.? neg. neg. neg. 3 neg.
6 neg. 2 16 neg. 303 neg.
24 neg. 1 n.m.10 neg. n.m. neg.
48 neg. 2 n.m. neg. n.m. neg.

n. m. - nespocitatelné mnozstvo.

1 - time of incubation, 2 - yoghurt milk + B. cereus, non stirred, 3 - yoghurt milk + B. cereus,
stirred, 4 - control sample without yoghurt starter, non stirred, 5 - number of vegetative cells
of B. cereus, 6 - number of B. cereus spores, 7 - CFU.ml'L, 8 - after addition of yoghurt starter
and B. cereus, 9 - negative, 10 - countless number.
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Podla vysledkov analyzy kyslosti mlieka s prevladajucim posobenim
B. cereus je mozné konstatovat, ze tento mikroorganizmus sposobuje v mlie-
ku tzv. sladké zrdzanie (tab. 3). Tento ndzor potvrdzuju aj Choudhery
a Mikolajcik [18], podla ktorych sladké zraZanie mlieka posobenim B. cereus
prebieha v spojitosti s exponencidlnou fazou rastu tohoto organizmu. Toto
zrazanie kazeinu v mlieku je podobné jeho zrdzaniu enzymami syridla (chy-
mozin). Autori dokdzali tento ndzor podobnym poklesom obsahu k—kazeinu
a vznikom adekvatneho mnozstva para—k—kazeinu. Polyfosfaty spomalovali
vznik zrazeniny v dosledku vézby ionizovaného vdpnika na komplexnu neio-
nizovanud formu. Overcast a Atmaram [2] dokdzali, Ze ndchylnost na sladké
Zrdzanie mlieka s B. cereus stuipa s vy$Sou teplotou pasterizacie mlieka. Tento
jav ddvaju do suvislosti s aktivdciou klicenia spor B. cereus so stupajicou,
eSte nedevitalizacnou, teplotou. Vegetativne bunky, ktorych spdry boli za-
hriate na 80 °C na 15 min boli aktivnejSie ako bunky, ktorych spory boli
zahriate iba na 71,5 °C na 15 sekund.

Zhrnutim prezentovanych vysledkov, ako aj na zdklade preStudovania
odbornych priac, moZzeme dedukovat, Ze pomalé kysnutie mieSanych jogur-
tov, vystupovanie neprimeraného mnozstva srvdtky a kasovita Struktira mie-
Sanej zrazeniny mlieka, je pravdepodobne spOsobené nadmernym mnoz-
stvom B. cereus pritomného vo vychodiskovom mlieku a obohatenim pros-
tredia vzduSnym kyslikom v dosledku mieSania. Tieto skuto¢nosti vedu
k vzniku sladkého zrdZania mlieka, ktoré sa prejavuje skor ako kyslé zraza-
nie spdsobené baktériami mlie¢neho kysnutia jogurtovej kultury.
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Influence of Bacillus cereus on consistency of stirred yoghurt

GREIFOVA, M. - VALIK, .. - MECIAROVA, M. - GORNER, F.
Bull. potrav. Vysk., 37, 1998, p. 237-245.

SUMMARY. Bacillus cereus is an aerobic sporulating microorganism. Some of its strains are
psychrotrophic and toxigenic. Addition of yoghurt starter into milk followed by stirring causes
entrance of air into the yogurt, creating aerobic environment and enabling the growth of
B. cereus. Excessive amount of B. cereus can cause damage of consistency and other sensory
properties of the stirred yoghurt.

KEYWORDS: Bacillus cereus, stirred yoghurt, rennet coagulation
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