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Dynam ika rastu mikroorganizmov
v su5enom mlieku v zdvislosti od vlhkosti

MARIA GREIFOVA - FRIDRICH GORT.IER

Sf hrn. Vtrvzorkdchodstredendhosu5endhomliekasodstuptiovanouvllrkosfou l5,2Vo,
20,6a/o,24,1%, a27,4(ft, sa sledovala dyrnmika rastu mikroorganizmovv riom prirodzene
pr(tomnyclr stauovenfm: celkovdho podtu baktdrii podtu enterokokov, podtu termore-
zistentnych baktdrif a podtu koliformrrych baktdrif po umelej kontamin6cii vzoriek.
('elliovy podet baktdrif vo vzorkdclr sttipal od vlhliosti 20,6 Vo avyi;i;ie;2a24 hodfn dosiahol
priemeirie l0l ICfJ.g. ' a za 48 h 108 KTJ.g'l . Sridasne bol viztr6lue pozorovanj rast plesnf.

Vyznamne rr{stol aj podet enterokokov, ktory dosiahol za 24 l't hodnoty lfr KTJ.g'
a za 48 h l0) KTJ.g''. Podet temorezistentnych baktdrif (ich sp6r) merarry po devitalizicii
termolabilnych vegetativnych foriem s dasom klesol, io stivisf s klfdenfm sp6r. Podet

koliformnych baktdrif trmelo do srrKendho mlieka pridanych s dasom klesal.

Jednym z ridinnych thktorovpredlZovania trvanlivosti poZfvatfn je ich
dehydratricia. Pravdepodobne ide o najstar5iu met6du cielenej ochrany
poZfvatfn. Dehydratdcia sa deje procesom, ktory vylfuazrvSenri teplotu
na odstrdnenie vlhkosti z produktu. Jej hlavnym cielbm je zachovanie
stabilig potraviny z mikrohiologickdho hladiska. Dal5fm cielbm iezni-
Zenie objemu produktu, do zvyluje etekt(vnosf pri jeho transporte
a skladovanf [41.

Sortiment suienych vyrobkov z mlieka sa delf na tri skupiny. Pnni
skupinu, najniirodnej5iu vt-r v5etkych fyzik6lnych, chemickych a mikro-
biologickych parametroch, Noria ryrobky detskej ,!Liry. Druhri skupi-
nu tvoria vyrobky kttnzumndho charakteru na z6sobovanie
spotrebitel.sk6ho trhu a vyZivu Siriej skupiny obyvatel,stva. Ti'etou sku-
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pinou sri vyrobky priemyselndho charakteru. V posl ednej dobe m6 velm i

progresfvne postavenie v podobe krmnych zmesi [1.0].' iltitrot iot6 g(( su(en jchprodrrktsr san errru\eru rr{rsznaLn6, !ozo\\Os\,
ajked sa Lasto stret6vame s n6zorom, 2e mikrobiol6gia su5enych potra-
vin nie je probldmom.

Obsah vlhkosti su5endho odstredendho mlieka (SOM) je v rozmedzf
2 - 4 %; CSN 57 0820 [3] povoluje mar(. 6 Vo a celkovy podet baktdrif
(CPB) 50 000 KTJ.g-t. V kontrolnej praxi sa objavujri aj vzorky svy55fm
obsahorir vlhkosti a CPB. Prfdinou m6Zu byt nedostatodn6 sanitiicia
a lokiilne zvlhnutie prri5ku v samotnom su5iarenskom zariadenf [8].
Mimoriadne zfvalnou skutodnosfou je nillez plesni ako na to u nds

upozornila Jesenskd [17]. Ulohou tejto priice bolo zistif vplyv nadlimit-
nfch vlhkostf SOM na rast baktdrif v iom.

Materidl a met6dy

Na zriklade orientadnych predpokusov boli pripravend 'aorky SOM
s odstupiovanou vlhkost'ou: 15,2 Vo,20,6 Vo,24,l Vo,27 ,4 Vo. Pri vypodte
mnoZstva pridanej vody sa zohladfiovalo mnoZstvo potrebnd na vykryS-
talizovanie lakt6zy prftomnej v su5enom mlieku. Vyslednr{ vlhkosi
sa overila vdZkovou metcidou podla eSN SZ 0105 [2] suienfm do kon-
Stantnej hmotnosti pri teplote 87 "C. Thkto pripraven€ vzorky s defino-
vanou vlhkostou sa uchovali v tesne uzavretych vzorkovniciach
v termostate pri 30 'C. V pokuse pouZitr{ vzorka su5endho mlieka neob-
sahcrvala vo vy5etrovanom mnoZstve 2 x 0,1 g zistitelhd koliformne
baktdrie. Pre moZnosf sledovania ich dynamiky v ziivislosti od dasu

a vlhkosti prikrodili sme k umelej kontamini{ciiodstredendho suSeniho
mlieka kolitormnymi baktdriami tak, Ze sme diastku vody pouZitei
na zvy5enie vlhkosti nahradili suspenziou Escheichia coli.

Bakteriologicky sa takto pripravend vzorky SOM vy5etrovali na ce.-

kovy podet baktdrif (CPB), podet kolitbrmnych baktdrif (KFB), poie:
enterokokov (ENT) a podet termorezistentnych baktdrif (TRB) podL
eSN SZ 0101 [1] v urdenych dasovych intervaloch.

Na stanovenie CPB sa ako 2ivn6 pdda pouZil miisopeptonovy aga:.
vyrobok n. p. Imuna Sali5skd Michalany,zlolenia: pept6n 10 g, NaC.
5 g, destilovand voda 1000 ml, pH po rozplnenf 7,2.Polet KFB sn.
stanovili na Klimmerovej p6de, zloilenia: 500 ml mdsopeptonovih -
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buj6nu, 500 ml destilovanej vody, 2,5 g NaCl, 10g lakt6zy,20 g agaru,
10 ml 7 Vo- n6ho etanolov6ho roztoku bromtymolovej modrej,5 mll Vo

vodn6ho roztoku trypaflavfnu, pH po rozplneni 6,8 - 7,0.
Podet ENT sme stanovili na Slanetz-Bartleyovej p6de, zlolenia;

peptdn 20 g, kvasnidny autolyzdt 5 g, NazHPO+ 4 g, glukdza 2 g, azid
sodny 0,6 g, TTC 0,15 g, agar 12,5 g, destilovanii voda 1000 ml,
pH = 7,4.

Podet TRB sme stanovili na mdsopept6novom agare, po devitaliziicif
vegetatfvnych foriem baktdrif rzorky pri 80 oC podas 15 minrit. KaZda
vzorka sa v urdenom dase skladovania (hnedpo prfdavku vody a d6klad-
nom premie5ani za24 h a za 48 h) bakteriologicky rySetrila paralelne
6 aZ 8 kr6t na zfskanie spolhhlivych vysledkov . Zo ziskanlich ridajov sme
pre uvedend hodnoty vlhkostivypodftali geometrickd priemery vysled-
kov mikrobiologickych vy5etrenf x*. Vysledky a ich dynamika v zdvislosti
od vlhkosti a dasu srdzndzornend na obr.1 - 4.

Pri sledovanf kvalitatfvneho zastripenia bakt6rif bol primerany podet
charakteristickych kol6nif z kaidej Zivnej p6dy (pri stanovenf podtu
KTJ.g-r CPB, ENl TRB) popfsany a preodkovany na Sikmy agar.Zis-
kan6 kol6nie boli farbenfm podl'a Grama rozdelen6 na koky a tydinky.
G+ sporulujrice tydinky boli identifikovand podla Bergeyovho manuiilu

[121. G+ nesporulujrice tydinky neboli dhlej bliZlie urdovan6. Koky
(viidlinou izolovand zoLivnejp6dy pre ENT) boli podrobend sktimaniu
na Shermanove krit6ria a dhlej identifikovan6 ako je uveden6 v Bergey-
ovom manuiili [12] s prihliadnutfm k priicam Scheifera a kol. [15], ako
aj Gornera aZemanovida [9].

Vfsledky a diskusia

Posrtdenie dynamilcy CPB (celkovdho poitu baktdit) a s nfm srtviiacich
zmien suiendho odstredendho mlieka vzhlhdom na vlhkosf a ias.

Vysledky tychto rySetrenf sri zhrnutd na nasledovnych obriizkoch.
Na obr.1. je vidno, Ze CPB sa pri vlhkosti 15,2 Vo za24 h a za 48 h
vyznamne nezmenil. Rozdiely je moZnd pripfsaf na vmb presnosti me-
t6dy. Pri dal5ej vyS5ej vlhkosti 20,6Vo za24h nebol taktieZ zaznamenany
rast, ale za4ShCPBvzrristol asi o 1,5 logporiadku avovyznamnej miere
prekrodil limit 50 000 KTJ.g-r. Pri dvoch dhlSfch vlhkostiach 24,7 Vo
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Obr. l. Dynamika rasttr celkovdho podtu balitdrif v suienom odstredenom mlieku
v zivislosti od vlhkosti a dasu.

Fig. I. A dynamics of the growth of "total number of bacteria" in a dried centrifuged milk
in dependence upon humidity and time.

I - Humidity.

a 27,4 % bol ulznamnf rast zaznamenany uZ po 24 h a markantn\
za 48 h. Denzity CPB dosahovali 107 ai 708 KTf.t-t.

Vzorky su5endho mlieka hned po pridanf odmerandho mnoZsn.a
sterilnej vody zmenili svoju konzistenciu. Pri niZ5fch vlhkostiach (15,2l(
a20,6 Vo)bolo pozorovand len spekanie, ktord e5te nevplyvalo na roz-
pustnosf su5endho mlieka. Pri vy5Sfch vlhkostiach (24,1 Vo a 27,4 Vt
p6vodne sypky prd5ok sa premenil po pridanf vody na faZSie rozdrvitelni
agregiity, ktord bolivo vode uZ len diastodne rozpustnd. U tychto rzoriek
sa farba mlieka zmenila na tretf dei na tmavoZltri a neskor5ie boli
pozorovand aj sivozelen6 Skvrny plesnf.

Pri mikrohiologickom vy5etrenf jednotlivych rzoriek na CPB, okrem
podftania koldnii bol sledovany aj ich vzhlad. Zastripenie druhov kold-
nif bakt6rif zo'uoriek suSendho mlieka bolo prijednotlivych vlhkostiach
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na zadiatku ich rastu podobn6. So stripajfcou vlhkosfou a dasom sa po-
zoroval na Petriho miskrich okrem rozstrapatenych arozliezavlch kol6-
nif, typickych pre sporulujfce baktdrie, doraz v?id5f podet tzv.
SoSovicovitych kol6nif, typickfch pre baktdrie mliedneho kysnutia, preto
bola sridasne stanovenri kyslosf jednotlivych 'aoriek mlieka, v kaZdom
vy5etrovanom dase titradne, odmernym roztokom NaOH o koncentriicii
c(NaOH) = 0,25 mol.l- I na fenolftalein a bola vypodftanri titradnri kyslosf
v oSH. Zkkanf hodnoty sri uvedend v tab.l.

Titradnd kyslost' jednotlivych vzoriek su5en6ho mlieka z p6vodnej
hodnoty v nultej hodine klesla za24 h u v5etkych vlhkostf. Za dalSfch
24 h opaf. mierne stripla u vlhkostf 75,2 Vo a 20,6 Vo a pri vy55fch
vlhkosti ach sa n ezm e nila (24,7 %) alebo dalej kl esala (27,4 % ). Klesani e

kyslosti vzoriek su5endho mlieka mohlo byf sp6sobend prevl6dajricim
rastom a metabolizmorn oxidadnych kvasiniek, ktor6 sme nestanovovali.
Niirast kyslosti do 48 h pri niZ5fch vlhkostiach poukazuje s najviid5ou
pravdepodobnosfou na prevliidajrici rast a metabolizmus baktdrif mlied-
ndho kysnutia - enterokokov.

Posrtdenie dynamilcy poitu ENT vzhlbdom na vlhkosf a ias.
Podet enterokokov (obr.2.) stanoveny na Slanetz - Bartleyovej m6diu,

bol v su5enom mlieku v rdmci limitu a pri vlhkosti pr65ku 75,2 Vo sa

za24haza48 h vyznamne nemenil. Privlhkosti20,6Vo stnpolut za24h

Tabulka 1. Titradnri lryslosf vzoriek mliekav"SH
v zdvislosti od vlhkosti a dasu pri stanovenf CPB.

Table l. Titration sourness of milk samples in iSH
in dependence upon humidity and time during CPB determination.
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VLHKOSf2 [%]

15,20 20,60 a,r0 n,40

TrRAeNArffsLosT3 [isHl

0 4,21 3,55 3,88 2,95

24 3,03 z0 2,n 1,68

48 3,20 4% 2,n t,32

I - Time, 2 - Humidity, 3 - Titration sourness.
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Obr.2. Dynamika rastu enterokokov v suSenom odstredenom mlieku
v z{vislosti od vlhkosti a dasu.

Fig.2. A dynamics of the growth of "enterococ0i" in dried centrifuged milk
in dependence upon humidity and time.

I - Humidity.

nad limit 600 KTJ.g't.Za 48 h pri tejto vlhkosti, ako aj vyS5fch (24,1 rt
a27,4 7o) stripol vyznamne na denzity 

^t 
Lff KTJ.g-t.

Pri porovnanf CPB a podtu enterokokov je vidno ,Le ich podet n'oril
iba isty diel z CPB, v percentuiilnom porovnanf asi 10 aZ 1 %, s)
znamen|menej o7 ai,2 log poriadky. V CPB sri aj d'alSie bakt6rie, ktord
dobre rastri vo zvlhnutom su5enom mlieku, ako aj na mddiu pouZitour
na stanovenie CPB.

Enterokoky alebo prfslu5nfci rodu Enterococcus [9, 15 | sri chemc'-
a termorezistentn6 kokovitd baktdrie mliedndho kysnutia. V mikrobic>
l6gii su5enych mliek sri indik:itormi sanitiicie technologick6ho zariade-
nia. Ich rastom a metabolizmom vo zvlhnutom su5enom mlieku sa m6Ze
vysvetlif rast kyslosti 'aoriek zhrnuty v tab.1. Na trito skutodnost v pf-
somnfctve okrem inych upozoriuje aj Stadhouders [16].

1,04



e.:
FI

E

drE:
rhr--

ldstre:e rrcm m_lieku

=ntrifuged milk

L at-- ai rr'S5fch (24,1Vo
fJ._e'
iln:. Ze ich podet tvoril
rarx' 3-ii 10 ai, 7 Vo, Eo
aj Ja.iie bakt6rie, ktord
) aj :a mddiu pouZitom

sus [9, 15 ] sri chemo-
r krsnutia. V mikrobio-
ctrn.-'I ogick6ho zariade-
o3enom mlieku sam6Ze
h nito skutodnosf v pf-
lers 1.161.

o b r. 3 . Dvna m ika ""ir)"iil",lil:i"ffi Jin:::m 
od stred enom mrieku

Fig.3. A dynamics of content of "aerobic spores" in dried centrifuged milk
in dependence upon humidity and time.

l - Humidity.

Posfidenie dynamilcy poitu termorezistentnfch baktdit vzhhdom na vlh-
kosf a ias.

Na obr.3. je zn6zornenii dynamika podtu sp6r vzdu5nych sporulujri-
cich bakt6rif. Tieto sme stanovovali po inaktivricii vegetatfvnych baktdrif
ziihrevom prv6ho riedenia na 80 "C, trvajdcom 15 minrit. S najviid5ou
pravdepodobnosfou pritom preZfvali iba sp6ry sporulujfcich baktdrif.

Poder sp6r s dasom a so stfpajricou vlhkosfou klesal. Je to pochopi-
telh6, lebo sp6ry klfdili a menili sa na termolabilnd formy tychto bakt6rif.
Tieto sa zridastnili na tvorbe s dasom a vlhkosfou narastajricom celko-
vom podte baktdrif. Je vhodnd si pov5imni(., Le podiatodny podet sp6r
sporulujricich baktdrif bol vo rySetrovanom su5enom odstredenom
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Obr.4. Dynamika rastu koliformnych baktdrif v suSenom odstredenom mlieku
v zivislosti od vlhkosti a dasu.

Fig.4. A dynamics of the growtb of "coliform bacteria" in dried centrifuged milk
in dependence upon humidity and time.

I - Humidity.

mlieku v priemere vy55f ako podet enterokokov. Pohyboval sa blzko
okolo 1. 103KTJ.g-r, pokialpodet enterokokov len okolo 2,6.1,021{fJ.g'

Posrtdenie dynamtl<y poitu KFB vzhhdom na vlhkosf a ias.
Dynamika podtu koliformnych baktdrif stanovenych na Klimmerc,-

vom mddiu jezndzornend na obr.4. Pripokuse sme museli do mikrofldry
su5endho odstredendho mlieka zasiahnut umelo, lebo neobsahovala
merateln6 mnozstvo koliformnych baktdrif. Pri prfprave vzoriek na po-
sfdenie podtu KFB pri r6znych vlhkostiach, bola preto spolu s vypocf-
tanfm mnozstvom vody pridan6 aj ich suspenzia, diZe vzorky boli tymto
druhom baktdrif umelo kontaminovand na denzitu 7.1d KTJ.g-t.

Do suien6ho odstredendho mlieka pridand KFB museli prekonaf
znatni zmenu prostredia. P6vodne boli v mdsopept6novom buj6ne.
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r':- r:s:.edenom mlieku
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[.' : :::;: centrifuged milk

v prostredf, ktor6 je pre tieto baktdrie optimrilne. Po prenesenf do su-
5en6ho odstredendho mlieka so z{Senou vlhkosfou 16,6 Vo, Eile
do prostredia s koncentrovanym roztokom lakt6zy, utrpeli osmoticky
5ok. Nrisledok sa prejavil znii.enim podtu pristanovenf pouZitou met6-
dou za 24h o 2,7logporiadku a o 48 h o 3).log poriadku. Podobny, aj
ked menej vyrazn'! jav bol pozorovany aj v su5enom odstredenom
mlieku s vlhkosfou zvy5enou na 20,8 Vo. Aj v su5enom odstredenom
mlieku s vlhkosfou 27,4 Vo saza24 h prejavilo znfLenie podtu KFB, ale
za48 h uZ bol zaznamenany isty rast.

Jezndme,Ze gramnegativne baktdrie horlie znriSajri z\iLenie au -hod-
noty prostredia. Obydajne sa to pri raste prejavuje predlZenimlagfdzy.
AZ ked sa osmoreguladnymi procesmi buniek osmoticky tlak v nich
vyrovnil s prostredfm, zadnri rrist. Tento jav je moZnd demon5trovaf
porovnanfm s chovanfm sa enterokokov (obr.2.). Enterokoky, ktord
dobre rastri pri znfi,enych au -hodnotrich (n65ajri v buj6ne 6,5 7o NaCl)
sa v su5enom odstredenom mlieku rozmnoZovali uZ za 24 h, kdeZto
pouZitou metddou stanovitelh6 KFB za 24 h ako aj za 48 h v podte
klesali.

Celkovy podet baktdri( dosahoval za 48 h v suienom odstredenom
mlieku pri vlhkosti 24,1, Vo a 27 ,4 Vo denzity 707 ai,108 KTJ.g-t. Druhd
najvy55ie denzity vo zvlhdenych ,aork6ch 105 KTJ.g-l vykazovali v tomto
su5enom mlieku za rovnaky das enterokoky alebo presnejSie kol6nie,
ktor6 riistli na Slanetz-Bartleyovej mddiu. Rozdiel medzi tymito skupi-
nami baktdrif v navlhdenych vzorkrich tvorili podla na5fch vy5etrenf
sp6ry aer6bnych sporulujricich bakt6rii.Za 48 h ale, ako sme uZ sk6r
uviedli, iste r6stli aj vegetatfvne formy bakt6rif tvoriacich tieto sp6ry.
ZvySok do celkov6ho podtu 107 a2108KTJ.g-t Norili samozrejme aj in6
termorezistentnd baktdrie. Podla vzhladu kol6nif a kyslosti 'vzoriek
su5en6ho odstredendho mlieka to boli aj acidogdnne baktdrie. V pfsom-
nfctve [16] sa vedla acidog6nnych enterokokov tv{dza aj Streptococcus
thermophilus, menovite jeho niektor6 zvl65t' termorezistentnd kmene.
Tieto m6Zu dobre r6st' v poslednom stupni odparky, v ktorom bfra
teplota blfzko okolo 45'C, do je optimdlna teplota pre tento organiz-
mus.

Uvodom tejto priice bola vyslovend domnienka, Ze nadlimitny podet
mikroorganizmov v su5enom mlieku m6Ze byt' sp6sobeny strh6vanfm
jeho lokrilnych usadenfn v su5iarenskom zariadeni, ktor6 sa mohlizvlh-
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dit kondenz{ciottpary z odchridzajfceho suiiaceho rzduchu. Vysled$-
tu uvedenych pokusov trito te6riu potvrdili. Ajzakr:itky pozorovacf das
24 a 48 h bolo dok6zan€, 2e od vlhkosti 20 7o a vySSfch, ktor6 sa
v usadenindch rerilne dosahujri, mikroorganizmy stanovitelh6 za pod-
mienok "celkov6ho podtu bakt6rif " v susenom mlieku dobr6 rastti
a dosahujf denzity 108 KTJ.g-I. Gramnegatfvne baktdrie na Klimmerc>
vom m6diu, stanoven6 ako koliformnd baktdrie, rastri aZ pri vyisfch
vlhkostiach. Vyznamnf diastku "celkovdho podtu baktdrif " tvorili kolG
nie na Slanetz-Bartleyovej mddiu, povaZovand za enterokoky.

V tejto Stfdii sme sa nezaoberali chovanfm sa plesnf pri zvy5enfcr
vlhkostiach. Gorner a kol. [7] upozornili, Ze Aspergillus flavus dobr.
rastie v prostredf pri vyS5fch teplotiich a na vyklfdenie jeho sp6r v suse-
nom mlieku bola dostatodnd uZ jeho vlhkost 13,1, Vo, do si vSak vyzadc"
valo das 27 ai 35 dnf a pri vlhkosti 17 ,4 7o das 20 a1,27 dni. Tieto dasy su
v kritickych miestach suiiarenskdho zariadenia, ktord sa dokonale djsr:
aLpri tzv. rodnej odstdvke lahko dosiahnutelnd.

Pre susiarenskri prax z dchto poznatkovwplifua potreba zamedzenja
yzniku lokr{lnych usadenfn a ich zvlhnutie. Toto spodfva v kaZdodennom
suchom distenf a tiei, po kaZdom ukondenf vyrobn6ho cyklu, podla
n:ivodu dod:{vatela susiaceho agregiitu. Neustiilou kontrolou kritickych
miest sa musf zamedzit neprimeran6 ochladenie potrubia vedricehc
vlhky, zo suiiarne vystupujrici suSiarensky wzduch.
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Dependrnce of dynrmics of the growth
of microorgenisms in dried milk upon bumidity

Su mmary

In the samples of centrifuged dried milk artificially contaminated , a dynamics of the growth
of microorgarrisms naturally presellt in it at the gradual humidity of 15.2Vo,20.6Vo,24.1Vo and
27.4Vohasbeen investigated Idetermining: a total numberof bacteria, numberof enterococci,
number of thermo-resistant bacteria and number of coliform bacteria. A total number of bac-
teria in samples increased when humidity wa;20.6Vo, and higher. Within 24 and 48 hours time
this numbei reached an averdge figures of td Ktl.g-l anO td kff.g-I, respectively. At the same
time, a growth of yeasts^has been visually observed. Significant increase in a number of entero-
coccus amounting to l0r KTS.gr and ld Kru.g'r in 24 and 48 hours time, respectively, has been
observed. A number of tlrermo-resistant bacteria (its spores) measured after devitalization
of thermolabile vegetative forms decreased with time. This is attributable to a germination
of spores. A number of coliform bacteria artif.icially added to a dried milk decreased with time.
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