Bulletin PV (Bratislava) Roc¢. 33(13), 1994, ¢.1-2,5.99-109

Dynamika rastu mikroorganizmov
v susenom mlieku v zavislosti od vlhkosti

MARIA GREIFOVA - FRIDRICH GORNER

Suhrn. Vo vzorkdch odstredeného suseného mlieka s odstupiiovanou vlihkostou 15,2 %,
20,6 %, 24,1 % a 27,4 % sa sledovala dynamika rastu mikroorganizmov v fiom prirodzene
pritomnygh stanovenim: celkového poctu baktérii, pottu enterokokov, poétu termore-
zistentnych baktérii a poctu koliformnych baktérii po umelej kontamindcii vzoriek.
Celkovy pot,el bakieru vovzorkdch stupal od vlhkosti 20,6 % a vysSie; za 24 hodin dosiahol
priemerne 10°KTJ.g b 'a za 48 h 10°KTJ. g Siicasne bol vizudlne pozorovany rast plesm
Vyznamne rastol a} pocet enterokokov, ktory dosiahol za 24 h hodnoty 10° KTJ. g!
aza 48 h 10°KTJ.g . Potet temorezistentnych baktérif (ich spor) merany po devitalizdcii
termolabilnych vegetativnych foriem s ¢asom Kklesol, ¢o stvisi s kli¢enim spdr. Pocet
koliformnych baktérif umelo do suSeného mlieka pridanych s ¢asom klesal.

Jednym z uc¢innych faktorov predlZzovania trvanlivosti poZivatin je ich
dehydratécia. Pravdepodobne ide o najstarSiu metddu cielenej ochrany
pozivatin. Dehydratdcia sa deje procesom, ktory vyuziva zvﬁemi teplotu
na odstrdanenie vlhkosti z produktu. Jej hlavnym cielom je zachovanie
stablllty potraviny z mlkroblologlckeho hladiska. Dal$im cielom je zni-
zenie objemu produktu, ¢o zvySuje efektivnost pri jeho transporte
a skladovani [4].

Sortiment suSenych vyrobkov z mlieka sa deli na tri skupiny. Prvi
skupinu, najndro¢nejsiu vo vietkych fyzikédlnych, chemickych a mikro-
biologickych parametroch, tvoria vyrobky detskej vyZivy. Druhu skupi-
nu tvoria vyrobky konzumného charakteru na zasobovanie
spotrebitelského trhu a vyzivu SirSej skupiny obyvatelstva. Trefou sku-
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pinou st vyrobky priemyseln¢ho charakteru. V poslednej dobe ma velmi
progresivne postavenie v podobe krmnych zmesi [10].
Mikrobioldgi{ sugenych produkion TAVTINR N NAS 7NACHA POZOTNON,
a) ked sa tasto stretdvame s ndzorom, Ze mikrobioldgia suSenych potra-
vin nie je problémom.
Obsah vlhkosti suSeného odstredeného mlieka (SOM) je v rozmedzi
2 -4 % ; CSN 57 0820 [3] povoluje max. 6 % a celkovy pocet baktérii
(CPB) 50 000 KTJ.g!. V kontrolnej praxi sa objavuju aj vzorky s vy$§im
obsahom vlhkosti a CPB. Pri¢inou mézu byt nedostato¢nda sanitacia
a lokdlne zvlhnutie prasku v samotnom suSiarenskom zariadeni [8].
Mimoriadne zdvaznou skutocnostou je ndlez plesni, ako na to u nds
upozornila Jesenskd [17]. Ulohou tejto préce bolo zistit vplyv nadlimit-
nych vlhkosti SOM na rast baktérii v nom.

Material a metody

Na zédklade orientaénych predpokusov boli pripravené vzorky SOM
s odstupnovanou vlhkostou: 15,2 %, 20,6 %, 24,1 %, 27,4 %. Privypocte
mnozstva pridanej vody sa zohladfiovalo mnoZzstvo potrebné na vykrys-
talizovanie laktozy pritomnej v suSenom mlieku. Vysledna vlhkost
sa overila vazkovou metédou podla CSN 57 0105 [2] susenim do kon-
Stantnej hmotnosti pri teplote 87 °C. Takto pripravené vzorky s defino-
vanou vlhkostou sa uchovali v tesne uzavretych vzorkovniciach
v termostate pri 30 °C. V pokuse pouzitd vzorka suseného mlieka neob-
sahovala vo vySetrovanom mnozstve 2 x 0,1 g zistiteIné koliformné
baktérie. Pre moznost sledovania ich dynamiky v zdvislosti od c¢asu
a vlhkosti prikrocili sme k umelej kontamindcii odstredeného suseného
mlieka koliformnymi baktériami tak, Ze sme Ciastku vody pouzite;
na zvy$enie vlhkosti nahradili suspenziou Escherichia coli.

Bakteriologicky sa takto pripravené vzorky SOM vysetrovali na cel-
kovy pocet baktérii (CPB), pocet koliformnych baktérii (KFB), poce:
enterokokov (ENT) a pocet termorezistentnych baktérii (TRB) podlz
CSN 57 0101 [1] v uréenych &asovych intervaloch.

Na stanovenie CPB sa ako zivna p6da pouZil masopeptonovy agar.
vyrobok n. p. Imuna Sarigské Michalany, zloZenia: peptén 10 g, NaCl
5 g, destilovana voda 1000 ml, pH po rozplneni 7,2. Pocet KFB sme
stanovili na Klimmerovej pode, zlozenia: 500 ml mésopeptonovéhe
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bujénu, 500 ml destilovanej vody, 2,5 g NaCl, 10g laktézy, 20 g agaru,
10 ml 1 %- ného etanolového roztoku bromtymolovej modrej, S ml 1 %
vodného roztoku trypaflavinu, pH po rozplneni 6,8 - 7,0.

Pocet ENT sme stanovili na Slanetz-Bartleyovej pdde, zloZenia:
peptdn 20 g, kvasnicny autolyzat 5 g, Na,HPOq 4 g, glukdza 2 g, azid
sodny 0,6 g, TTC 0,15 g, agar 12,5 g, destilovand voda 1000 ml,
pH =74.

Pocet TRB sme stanovili na masopepténovom agare, po devitalizacii
vegetativnych foriem baktérii vzorky pri 80 °C pocas 15 mimit. Kazda
vzorka sa v ur¢enom Case skladovania (hned po pridavku vody a d6klad-
nom premiesani, za 24 h a za 48 h) bakteriologicky vysetrila paralelne
6 az 8 krét na ziskanie spolahlivych vysledkov. Zo ziskanych udajov sme
pre uvedené hodnoty vihkosti vypocitali geometrické priemery vysled-
kov mikrobiologickych vySetreni x,. Vysledky a ich dynamika v zavislosti
od vlhkosti a ¢asu su zndzornené na obr.1 - 4.

Pri sledovani kvalitativneho zastupenia baktérii bol primerany pocet
charakteristickych kolénii z kazdej Zivnej pody (pri stanoveni poctu
KTJ.g' CPB, ENT, TRB) popisany a preockovany na sikmy agar. Zis-
kané koldnie boli farbenim podla Grama rozdelené na koky a tycinky.
G* sporulujice ty¢inky boli identifikované podla Bergeyovho manudlu
[12]. G* nesporulujiice tyCinky neboli dalej blizsie urcované. Koky
(vagsinou izolované zo Zivnej pody pre ENT) boli podrobené skiimaniu
na Shermanove kritéria a dalej identifikované ako je uvedené v Bergey-
ovom manudli [12] s prihliadnutim k prdcam Scheifera a kol. [15], ako
aj Gornera a Zemanovica [9].

Vysledky a diskusia

Posiidenie dynamiky CPB (celkového poctu baktérii) a s nim sivisiacich
zmien suSeného odstredeného mlieka vzhladom na vihkost a cas.
Vysledky tychto vySetreni su zhrnuté na nasledovnych obrédzkoch.
Na obr.1. je vidno, Ze CPB sa pri vlhkosti 15,2 % za 24 haza 48 h
vyznamne nezmenil. Rozdiely je moZzné pripisat na vrub presnosti me-
tGdy. Pri dalsej vyssej vihkosti 20,6 % za 24 h nebol taktieZ zaznamenany
rast, ale za 48 h CPB vzrastol asi 0 1,5 log poriadku a vo vyznamnej miere
prekro¢il limit 50 000 KTJ.g". Pri dvoch dalsich vlhkostiach 24,1 %
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Obr. 1. Dynamika rastu celkového poétu baktérii v suSenom odstredenom mlieku
v z4vislosti od vlhkosti a ¢asu.
Fig.1. A dynamics of the growth of "total number of bacteria" in a dried centrifuged milk
in dependence upon humidity and time.
1 - Humidity.

a 27,4 % bol vyznamny rast zaznamenany uZ po 24 h a markantny
za 48 h. Denzity CPB dosahovali 107 az 108 KTJ.g"!.

Vzorky suSeného mlieka hned po pridani odmeraného mnoZstva
sterilnej vody zmenili svoju konzistenciu. Pri nizsich vlhkostiach (15,2 %
a 20,6 %) bolo pozorované€ len spekanie, ktoré este nevplyvalo na roz-
pustnost suseného mlieka. Pri vysSich vihkostiach (24,1 % a 27,4 %
povodne sypky prasok sa premenil po pridanivody na tazsie rozdrvitelné
agregaty, ktoré boli vo vode uZ len Ciasto¢ne rozpustné. U tychto vzoriek
sa farba mlieka zmenila na treti defi na tmavozlti a neskorsie boli
pozorované aj sivozelené Skvrny plesni.

Pri mikrobiologickom vySetreni jednotlivych vzoriek na CPB, okrem
pocitania koldnii, bol sledovany aj ich vzhlad. Zastipenie druhov kolé-
nii baktérii zo vzoriek suseného mlieka bolo pri jednotlivych vihkostiach
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na zaciatku ich rastu podobné. So stipajicou vihkostou a ¢asom sa po-
zoroval na Petriho miskdch okrem rozstrapatenych a rozliezavych kolé-
nii, typickych pre sporulujice baktérie, ¢oraz vacsi pocet tzv.
SoSovicovitych koldnif, typickych pre baktérie mlie¢neho kysnutia, preto
bola sicasne stanovend Kyslost jednotlivych vzoriek mlieka, v kazdom
vySetrovanom case titratne, odmernym roztokom NaOH o koncentrécii
c(NaOH) = 0,25 mol.I"' na fenolftalein a bola vypoéitand titradnd kyslost
v °SH. Ziskané hodnoty si uvedené€ v tab.1.

Titra¢nd kyslost jednotlivych vzoriek suSeného mlieka z povodne;j
hodnoty v nultej hodine klesla za 24 h u vSetkych vlhkosti. Za dalsich
24 h opat mierne stipla u vlhkosti 15,2 % a 20,6 % a pri vysSich
vlhkostiach sa nezmenila (24,1 %) alebo dalejklesala (27,4 %). Klesanie
kyslosti vzoriek suseného mlieka mohlo byt sposobené prevlddajicim
rastom a metabolizmom oxida¢nych kvasiniek, ktoré sme nestanovovali.
Narast kyslosti do 48 h pri nizsich vlhkostiach poukazuje s najva¢sou
pravdepodobnostou na prevlddajuci rast a metabolizmus baktérii mliec-
ného kysnutia - enterokokov.

Posiidenie dynamiky poctu ENT vzhladom na vihkost a cas.

Pocet enterokokov (obr.2.) stanoveny na Slanetz - Bartleyovej médiu,
bol v suS§enom mlieku v rdmci limitu a pri vlhkosti prasku 15,2 % sa
za 24h aza 48 h vyznamne nemenil. Pri vihkosti 20,6 % stipol uzza 24 h

Tabulka 1. Titra¢nd kyslost vzoriek mlieka v °SH
v z4vislosti od vlhkosti a ¢asu pri stanoveni CPB.
Table 1. Titration sourness of milk samples in °SH
in dependence upon humidity and time during CPB determination.

VLHKOST? [%)]
CAs!
[h] 15,20 20,60 24,10 27,40
TITRACNA KYSLOST? [*SH]
0 421 3,55 3,88 2,95
24 3,03 2,09 2,00 1,68
48 3,20 2,26 2,00 1,32

1 - Time, 2 - Humidity, 3 - Titration sourness.
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Obr.2. Dynamika rastu enterokokov v suSenom odstredenom mlieku
v zdvislosti od vlhkosti a ¢asu.
Fig.2. A dynamics of the growth of "enterococei” in dried centrifuged milk
in dependence upon humidity and time.
1 - Humidity.

nad limit 600 KTJ.g!. Za 48 h pri tejto vlhkosti, ako aj vyssich (24,1 =
a 27,4 %) stipol vyjznamne na denzity az 10° KTJ.g.

Pri porovnani CPB a poctu enterokokov je vidno, Ze ich pocet tvori!
iba isty diel z CPB, v percentudlnom porovnani asi 10 az 1 %, &
znamend menejo 1 az 2 log poriadky. V CPB su aj dalSie baktérie, ktore
dobre rastui vo zvlhnutom susenom mlieku, ako aj na médiu pouzitom
na stanovenie CPB.

Enterokoky alebo prislusnici rodu Enterococcus [9, 15 ] si chemo-
a termorezistentné kokovité baktérie mlieéného kysnutia. V mikrobio-
16gii susenych mliek su indikdtormi sanitdcie technologického zariade-
nia. Ich rastom a metabolizmom vo zvlhnutom susenom mlieku sa méze
vysvetlit rast kyslosti vzoriek zhrnuty v tab.1. Na tito skuto¢nost v pi-
somnictve okrem inych upozornuje aj Stadhouders [16].
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Obr.3. Dynamika obsahu aerébnych spér v susenom odstredenom mlieku
v zdvislosti od vlhkosti a ¢asu.
Fig.3. A dynamics of content of "aerobic spores" in dried centrifuged milk
in dependence upon humidity and time.
1 - Humidity.

Posiidenie dynamiky poctu termorezistentnych baktérii vzhladom na vih-
kost a cas.

Na obr.3. je zndzornena dynamika poctu spor vzdusnych sporuluju-
cich baktérii. Tieto sme stanovovali po inaktivdacii vegetativnych baktérii
zéhrevom prvého riedenia na 80 °C, trvajicom 15 minit. S najvacsou
pravdepodobnostou pritom prezivali iba spdry sporulujicich baktérii.

Pocer sp6r s ¢asom a so stiipajicou vihkostou klesal. Je to pochopi-
telné, lebo spSry klicili a menili sa na termolabilné formy tychto baktérii.
Tieto sa zucastnili na tvorbe s ¢asom a vlhkostou narastajicom celko-
vom pocte baktérii. Je vhodné si povSimnut, Ze poCiatocny pocet spor
sporulujicich baktérii bol vo vySetrovanom susenom odstredenom
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Obr.4. Dynamika rastu koliformnych baktérif v suSenom odstredenom mlieku
v z4vislosti od vlhkosti a ¢asu.
Fig.4. A dynamics of the growth of "coliform bacteria" in dried centrifuged milk
in dependence upon humidity and time.
1 - Humidity.

mlieku v priemere vyssi ako pocet enterokokov. Pokyboval sa blizko
okolo 1. 103KTJ.g", pokial pocet enterokokov len okolo 2,6.10°KTJ .g*

Posiidenie dynamiky poctu KFB vzhladom na vihkost a cas.

Dynamika poc¢tu koliformnych baktérii stanovenych na Klimmero-
vom médiu je zndzornend na obr.4. Pri pokuse sme museli do mikrofléry
suseného odstredeného mlieka zasiahnut umelo, lebo neobsahovalz
meratelné mnozZstvo koliformnych baktérii. Pri priprave vzoriek na po-
stiidenie poc¢tu KFB pri r6znych vihkostiach, bola preto spolu s vypoci-
tanym mnoZstvom vody pridand aj ich suspenzia, CiZe vzorky boli tymto
druhom baktérii umelo kontaminované na denzitu 7.10° KTJ.g.

Do suseného odstredeného mlieka pridané KFB museli prekonat
znaénd zmenu prostredia. Povodne boli v médsopepténovom bujdne,
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v prostredi, ktoré je pre tieto baktérie optimdlne. Po preneseni do su-
seného odstredeného mlieka so zvySenou vlhkostou 16,6 %, Cize
do prostredia s koncentrovanym roztokom laktézy, utrpeli osmoticky
Sok. Nasledok sa prejavil zniZzenim poCtu pri stanoveni pouZitou metd-
douza24ho2,1 log poriadku ao48ho3.2log poriadku Podobny, aj
ked menej vyrazny Jav bol pozorovany aj v suSenom odstredenom
mlieku s vlhkostou zvysenou na 20,8 %. Aj v suSenom odstredenom
mlieku s vihkostou 27,4 % sa za 24 h prejavilo zniZenie poctu KFB, ale
za 48 h uz bol zaznamenany isty rast.

Je zndme, Ze gramnegativne baktérie horsie znasaju zniZenie a, -hod-
noty prostredia. Obycajne sa to pri raste prejavuje predizenim lag fazy.
AZ ked sa osmoregulaénymi procesmi buniek osmoticky tlak v nich
vyrovnd s prostredim, zaémi rést. Tento jav je mozné demonstrovat
porovnanim s chovanim sa enterokokov (obr.2.). Enterokoky, ktoré
dobre rastd pri zniZenych a, -hodnotdch (nésaji v bujéne 6,5 % NaCl)
sa v suSenom odstredenom mlieku rozmnozovali uz za 24 h, kdezto
pouzitou metddou stanovitelné KFB za 24 h ako aj za 48 h v pocte
klesali.

Celkovy pocet baktérii dosahoval za 48 h v suSenom odstredenom
mlieku pri vihkosti 24,1 % a 27,4 % denzity 10" az 108 KTJ.g!. Druhé
najvyssie denzity vo zvlhéenych vzorkéch 10° KTJ.g ! vykazovali v tomto
suSenom mlieku za rovnaky ¢as enterokoky alebo presnejsie kolonie,
ktoré rastli na Slanetz-Bartleyovej médiu. Rozdiel medzi tymito skupi-
nami baktérii v navlhéenych vzorkédch tvorili podla nasich vysetreni
spdry aerébnych sporulujicich baktérii. Za 48 h ale, ako sme uZ skor
uviedli, iste réstli aj vegetativne formy baktérif tvoriacich tieto spory.
Zvysok do celkového poctu 107 az 108 KTJ.g! tvorili samozrejme aj iné
termorezistentné baktérie. Podla vzhladu koldnii a kyslosti vzoriek
su$eného odstredeného mlieka to boli aj acidogénne baktérie. V pisom-
nictve [16] sa vedla acidogénnych enterokokov uvadza aj Streptococcus
thermophilus, menovite jeho niektoré zvlast termorezistentné kmene.
Tieto m6zu dobre rdst v poslednom stupni odparky, v ktorom byva
teplota blizko okolo 45 °C, ¢o je optimdlna teplota pre tento organiz-
mus.

Uvodom tejto préce bola vyslovend domnienka, Ze nadlimitny pocet

mikroorganizmov v suSenom mlieku méZe byt spésobeny strhdvanim
jeho lokélnych usadenin v suSiarenskom zariadent, ktoré sa mohli zvlh-
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¢it kondenzéciou pary z odchddzajiceho susiaceho vzduchu. Vysledky
tu uvedenych pokusov tiito tedriu potvrdili. Aj za krdtky pozorovaci ¢as
24 a 48 h bolo dokazané, Ze od vlhkosti 20 % a vyssich, ktoré sz
v usadeninéch redlne dosahuju, mikroorganizmy stanovitelné za pod-
mienok "celkového poctu baktérii" v susenom mlieku dobré rastu
a dosahuju denzity 108 KTJ.g"!. Gramnegativne baktérie na Klimmero-
vom médiu, stanovené ako koliformné baktérie, rastd az pri vyssich
vlhkostiach. Vyznamnu Ciastku "celkového poétu baktérii " tvorili kolé-
nie na Slanetz-Bartleyovej médiu, povaZované za enterokoky.

V tejto Stidii sme sa nezaoberali chovanim sa plesni pri zvySenych
vlhkostiach. Gérner a kol. [7] upozornili, ze Aspergillus flavus dobre
rastie v prostredi pri vysSich teplotdch a na vykli¢enie jeho spdr v suse-
nom mlieku bola dostato¢nd uz jeho vihkost 13,1 %, ¢o si viak vyzado-
valo ¢as 27 az 35 dni a pri vlhkosti 17,4 % ¢as 20 a7 27 dnf. Tieto casy su
v kritickych miestach susiarenského zariadenia, ktoré sa dokonale ¢isti
az pri tzv. rocnej odstavke Tahko dosxahnutelnc

Pre suSiarensku prax z tychto poznatkov vyplyva potreba zamedzenia
vzniku lokalnych usadenin a ich zvlhnutie. Toto spoéiva v kazdodennom
suchom Cisteni a tieZ po kazdom ukonceni vyrobného cyklu, podlz
navodu dodévatela susiaceho agregatu. Neustdlou kontrolou kritickych
miest sa musi zamedzi{ neprimerané ochladenie potrubia vedicehc
vlhky, zo suSiarne vystupujuci susiarensky vzduch.
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Dependance of dynamics of the growth
of microorganisms in dried milk upon humidity

Summary

In the samples of centrifuged dried milk artificially contaminated , a dynamics of the growth
of microorganisms naturally present in it at the gradual humidity of 15.2 %, 20.6 %, 24.1 % and
27.4 % has been investigated by determining : a total number of bacteria, number of enterococci,
number of thermo-resistant bacteria and number of coliform bacteria. A total number of bac-
teria insamples increased when humidity was20.6 % and higher. Within 24 and 48 hours time
this number reached an average figures of 10° K’l‘J.g'l and 108KTJ gl respectively. At the same
time, a growth of yeasts has been visually observed. Significant increase in a number of entero-
coccus amounting to 10°KTS.g 'and 10?' KTJ.g!in 24 and 48 hours time, respectively, has been
observed. A number of thermo-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 artificially added to a dried milk decreased with time.
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