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Kyslomliedna termorezistentnf, mikrofl6ra tepelne o5etrondho
mlieka

JARMILA PIiEKOPPOVA - MAR,CELA KONTOVA

SLrhrn. V prodloZonej prrici sa uviidzajd r'1i-slodli;r zistovania obsahu termorezis-
tontnoj mikrofl6ry vo dvoch rnlioki,rskych zrivodoch, ako aj vfsledky izokicie a iclen-
tifikri,cie termorozistentn;ich kyslomliednych mikroorganizmov. Priemernf podet
rnikroorganizmov preZivaj{rcich pasieriz{,ciu (72'C, 20 s) bol 40.103 a 45.I03
KTJ.ml-1.

Identifikrieiou vybran;ioh kmeiro'r- kyslomliednych termorezistentnfch mikroor-
ganizmov sa zistili dtrr}ny Streptococcua th.ermophi,hts, Streptococctts faecalis, Lacto-
baci,llus lactis a, Lactobacilltcs heluetticus. Pri jt'dr-Lotliv;fch krneioch toho ist6ho druhu
sa zistila rozdielna biochemickri aktivita.

Pasterizd,cia alio sp6sob o5etrenia mlieka je ui diivno prepracovani, ale pri-
bom st6,le aktur{lna. Hlar,-n;im cielom past'erizd,cie mlieka je zabezpedenie jeho
zdravotnej nezdvadnosti a Btandardnej krality mlieka a mliednych qirobkov.
Neqfhoclou tepeln6ho odetrenia mlieka je inaktivovanie niektorlfch enz1y'mov,
ktor6 mdZu priaznivo ypll1?vat na tvorbu chuti.

Obsah zvy5kovej mikrofl6ry mlieka po pasterizicii je dasto dost vysok)?.
Oim vyBBi je podet inikroorganizmov lr surovorn mlieku, tlim vy3$i ostiva i ich
podet v pasterizovanom mlieku.

Obsah termorezistentnlf'ch mikroorganizmov ako jeden z ukazovatelov kya-
lity nakupovan6ho mlieka zistujri vo viacerych krajin6ch. V Dinsku napr.
mlieko zaraden6 do I. triedy m6Ze obsahoyaf, maximS,lne 5. 103 termorezistent-
n;fch z6,rodkov r- I ml. Mlieko s obsahom 105. ml-l t;ichto zi,rodkov sa ui, zara-
duje do 4. triedl'. V USA je podet tennorezistentnfch mikroorganizmov pre
nakupovan6 mlieko limitovanj, a to od 3 . I03 do 5. 103. mla [1j.

V nriwhu novelizovanej normy na suroy6 kravsk6 mlieko sa aj u n6s vyZa-
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duje stilno\-enie obsaltu terrnotezistentnfch zdrodkov pre mlieko vSibe'rov6,
prii.onr rrrarimtilna hranica je 2.103.m1-1. Mnoistvo termorezistentnj,ch 26,-

rodkor- zisten6 r sruoyom mlieku [2] sa pohybovalo od 10 do 36. 103. ml-r, teda
r lrrn,''irvth priprrcloch vyi5ie, ako stanovuje n6r,vrh novelizovanej nolmy.

Z .r-'-eclen6ho r-yplfva d6leZitost tohto probl6mu a aktud,lnost jeho Stridia.
\- 1,reclloZenej pr6ci sa uv6,dzajri v5;sledky zistovania obsahu termorezistent-

nr-ch nikroorganizmol-, ako aj vfsleclky izol6cie a identifikdcie termorezistent-
n1-ch k1'slomiiednych bakt6rii a ich biochemicki aktivita.

]Iateriil a metdda

V dvocli mliehd,rskych zSvodoch sme uskutodnili odber vzoriek z mlieka
ihned po pasteriz6,cii (72 oC podas 20 s) v mesiacoch janudr aZ marec, a to cel-
kom osemkr{,t (A-krftt v zrivode I a 4-kr'5,t v zit"vode 2). Vzorky mlieka sme na-
odkovali na tieto Zir-n6 p6dy: IIPAL (celkov;f podet z6rodkov), p6da podla
Pikeho (streptokoky'), p6da podla Rogosa (laktobacily), nlPA (mikrokoky spo-
rulujrice aer6bne bakt6rie ).

Znarastenjtch hol6nii, ktor6 sa nachticlzali v dostatoinej vzdialenosti od seba,
sme robili izol6cie oclpichnutim koldnie do steriln6ho mlieka. fnkub6cia sa

uskutodiovala pri teplote 37 'C. Po zrazeni sme mliednu kultriru predistili
opatovnfm naobkovanim na Pikeho pddu a Rogosov agat z prislu5nfch riedenl
(10-6 aZ r0-e).

fzolovan6 kmene mikroorganizmoy sme udrZiavali v sterilnom kravskom
mlieku, raztlLdenne preodkov6,r'ali a uskutodnili u nich mikroskopickri kontro-
lu. Pri vyizolovanlfch kmeiioch sme sledovah Eas zr6,i,ania, vzhlad ztazeniray,
kysaciu aktivitu a mikroskopickj obraz. Mr{,lo aktivne kmene sme postupne
vyradbvali. Po trojmesadnom preoiko'i'6,vani sme na iclentifiki,siu yyforali 22

l<meiov mikroorganizmov.
I(v6li zaradeniu mikroorganizruov do syst6mu podla klasifikadn6ho klirda

srne u nich sledovali morfologick6 znaky (tvar a velkost buniek, tvorba sp6r,
pohybli'uost, farbenie podla Grama), kultivadn6 znaky (tvar kol6nii, charakte-
ristika rastu na Sikmom agare, r'o vpichu a v mlieku) a fyziologick6 znaky (skva-
sorairie C-l6,tok, t'rrorba pll-nu, stekucovanie Zelatiny, zr1,ilanie a ledukcia lak-
urrrsov6ho mlieka, r-ztah k 0,f ]d a 0,3 o/o metSzl{1et"j inodrej, hemolS?za na
kl'rnom egare, vztah k tepiote, telinorezistencia, r'ztah liu kysliku, tvorba
iirnoniaku z pcpt6nu, redukcia nitr'6tov, itiepenie eshulinu, tr-orba aromat'ic-
hr ch l/rtoli).
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Yysleilky a iliskusia

1. V$skyt a ,izold,cia termorezistentnljch m'i,lroorgani,zmou. Y odobranych vzor-
k6,ch mlieka sme zistili pomerne vysok6 celkor.6 mnoZstvo z6,rodkov, ktor6
preZili pasterizd,ciu pri pasterizalnom efekte od 96,0 do gg,g o/o. Priemernl;?
ceikovy podet closahoval 40000 I(TJ.rnl-l r'z6,.i.ode L a 45000 K'lJ.ml-l
v z6,vocle 2. easto sa vdak vyskytio mnoZstvo r6clovo aL I05 KTJ. ml-1 pasteri-
zovan6ho mlieka.

IlnoZstvo streptokokov zistenfch po pasterizricii bolo tieZ vvsok6 a tvorilo
podstatnri dast celkovdho podtu zr{rodkov. V zd,vode 2 streptokoky dosairovali
priemerne ui;93o/o celkov6ho podtu termorezistentnfch mikroorganizmov av zit -

vode I 75 o/o.Ovela niZiie bolo mnoZstvo laktobacilov, ktor6 sme y niektorr?ch
v zork6"ch ani nezisti li.

Okrem klislsrnlit6rych bakt6rii sme sled.ovali vyskyt sportriujricic'ir anaer6b-
nvch bakidrii a rnikrokokov. Podet mikrokokov bol vy5Bi v mlieku zo zh,vodu l,
a to v priemere aZ desatnSsobne.Vfskyt sp6r sporulujricich anaer6bn;'ch bak-
t6rii bol v obidvoch z6,vodochtakmerrcvnak.lr.Z celkov6ho podtu telmorezistent-
nfch zA,rodkov tvorili sporulujrice aer6by 0,35 o/o v zrivode 2 a 0,30 l/o v ztlvode
1.

Dalej sme sa zarnerali na podrobnejSie Striclium vlastnosti kyslomliednej
termorezistentnej mikrofi6ry. Vvizolovali sme 220 kmerior', z toho 120 kmeiiov
zo vzoriek mlieka zo zir.odu 1 (80 kmeriov streptokokov a 40 kmeiov lakto-
bacilov) a 100 kmer'rov zo r-zoliek nrlielia zo ziivodu 2 (80 krneriov streptokokov
a 20 kmeiov laktobacilov). Z nich sme na iclentifik6ciu vybrali 20 kmeiov
streptokokov a 2 kmene laktobacilov. Vybran6 kmene podas trojmesadn6ho
preodkovtivania boli najitandardrrej5ie v tvorbe kyseliny mliednej a v daso

zr6,i,ania.

2. Iclentifikacia ugbran{clt krneitou a ich biochemiclci, ulastnosii. Podrobn;im
sledovanim sme chceli zistit, ii uredzi zvy5kovou termorezistentnou kyslo-
mliednou mikrofl6rou m6Zu byt mikroorganizmy, ktori by mohli priaznivo,
pripadne nepriaznivo o'l'plyvnit vlast'nosti syrov pri ich pripaclnorn pomnoZeni.

V zvyEko'r'ej termorezistentnej kvslomlieinej mikrofl6re sme identifikd,ciou
zistili drulr;r Btreptococc'us therntopkilus, B. faecalis, Lactobaci,llus lactis a L. hel-
ueticus.

NaSe vjslecllil' potvrtizujfi zistcnie llartina [3], ktolf vo zv5'ikor-ej tenno-
rezisterrtnej miin'oii6lc zistii cb.rlr-v S.fLtecalis a S. thernrclthiltLs a z laktoj.iai'ilor.
cinth L. lcictis.

Do akej mierv m6Zu tei'rnorczistentn6 limene ovplyr,rrit senzorick6 r'lastnosti
svlo\,, sme zistovali pomocou sleclovania kysacej schopnosti (celkov6, a ahtivna
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Obr'. 2A. Trryrr:ba kyselirry mliednej krneimi StreptococcttsJaecalis zo zdvodw l. a 
- kn-reir

175, b - kmeii l7l, c - kmer'r 170, cl - kmeir 163, e 
- kmci liz, f - kmcri 167, g -kmci 164.

Fig. 2A. Lactic acid produccd by the strains of Strep:tococcusJaecalis at, thc dairv plant l.
rr - rii'iiinNo. 175,b-strainNo. l7l,c-strainNo. l?0, d-strainNo. 163,e - strain

No. 172, f - strain No. 107, g - strain No. 164.
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viac kyseliny mliednej ako kmene zo z6,vodla l. Priebeh tvorby kyseliny mlied-
nej graficky znirzoriwj$, obrdzky lA, B a 2A,8.

MnoZstvo vytvorenej kyseliny mliebnej po sedemdilovej inkubr{,cii pri kme-
rioch B. thermophi,l,us vyizolovanfch v zilvode 2 bolo vy55ie priemerne o 0,10 o/o

z6,vod:a l. Pritom treba zddraznit, Le z 5 kmei.ov druhu B. thermaphilus vSizolo-
vanlfch z mlieka zo zitvoda I iba tri produkovali percento kyseliny mliednej
v mnoZstve typickom pre tento druh (0,7-0,8 oh), dva produkovali menej
(0,6 o/;, k5?m v5etky kmene vyizolovan6 z mlieka zo z6"vodtt 2 produkovali
kyselinu mliednu v mnoZstve typickom pre tento druh.

Uveden6 zistenia moZno potwdit rozdielnym mnoZstvom vytvorenej kyse-
liny mliednej podas inkubdcie. Pri streptokokovlfch kmerioch vyizolovanlfch
z mlieka zo z6,vodu 2 sme nezistili tak6 velk6 rozdiely medzi minimr4,lnou a ma-
xim6,lnou tvorbou kyseliny mliednej, ako to potvrdzujri vfsledky zisten6 pri
kmeioch vyizolovan}?ch z mlieka zo z6,vodu l. Pri kmeioch druhu S. thermo-
phi,lus vyizolovan;ich z mlieka v z6,vode 2 po prvom dni inkub6,cie sme zistili
rozdiel 13,7 o/o a po sied.mom dni 27,5 o/o medzi kmeiom vytvd,rajricim mini-
mrilne a maxim6,lne mnoZstvo kyseliny mliednej. Pritom zvfienie percenta ky-
seliny mliednej pri kmeni s nizkou produkciou bolo 4,54 o/o medzi prvl1?m a sied-
mym diom a pri kmeni s v'ysokou produkciou I9,8 oA. VndBiu rozclielnost sme
zistili pri kmefioch toho ist6ho druhu vyizolovan;ich z mlieka zo z6,vodu t;
rozdiel medzi kmeflom vytvd,rajricim najvS,d5ie a najmenlie mnoZstvo kyseliny
mliednej bol ai,44,6 o/o po prvom dni inkub6cie a 25,9 o/o po siedmom dni in-
kub6cie, pridom prirastok kyseliny mliednej medzi prvfm a siedmym diom pri
kmeni s nizkou tvorbou kyseliny bol 40,0 o/o a pri kmeni s vysokou tvorbou
kyseliny bol19,7 o/o.

Podobn6 rozdiely sme zistili pri kmerioch druhu S. faecali,s. V prvom dni
inkubri,cie pri kmeiloch vyizolovanfch v z6,vode 2 boli rozdiely lg,6 o/o a po
siedmom dni 28,8 o/o medzi kmeimi s minimr{,lnou a maximr{lnou produkciou
kyseliny mliebnej. Pri kmefioch B. faecali,s vyizolovanfch z mlieka zo z6,vodu I
boli hodnoty takmer v;rrovnan6: 29,2 oA a 26,3 o/o.Pri kmefioch vyizolovanlich
v zdvode 2 bol prirastok kyseliny mliednej medzi pnrfm a siedmym dilom pri
kmefroch s nlzkou tvorbou kyseliny I0,l oA a pri kmef,och s vysokou tvorbou
kyseliny mliednej 22,7 o/o. Pri kmefioch vyizolovanlch z mlieka zo z6,vodu I
boli koreHpondujfrce hodnoty 17,8 oA a I4,5 o/o.

Pokial ide o intenzitu tvorby kyseliny mlie6nej kmefimi S. therm,oph,i,lu,s, na
zabiatkru inkubr{cie boli aktivnejEie kmene vyizolovan6 v zivocle 2, kt'or6 po
prvom dni inkubd,cie vytv6,rali v priemere o 2I,7 o/o viac kysliny mliednej ako
kmene z mlieka zo zfi"vodu l, pri ktorlfch intenzivnej5ia tvorba li,vseliny mlied-
nej bola medzi prvfm a druhl;?m diom, ked prirastok dinil 14,3 o/o, iilfm pri
kmeioch zo z6,vodu 2 Lba 6,7 o/o, tieto kmene produkovali najvd,diie rnnoZstvo
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i r ' ,." i,r'ielrtlr ir'()ilJ.! i<1,-,.1i11.,- ,ri,r'iirr,.i stL zi*til ,.] :rli i.r,lr:iroi.lr rllrilirr
ii,. ."i t- tt;ittto 1r,i1rir'i,: lroli irri rrli'iritl'.ir irriiriitrilir aii.|ir ricjiie lilneir,,

1, ,/, ' lrL :1. i.,li)r'r1 li) :.ti i)ni rirri ir; rijl;ir'ir. r'r-r''.'ill]i r-rl'iernl'rtir,' o 22.{J 'i i, ;i,ir.
,i,'-,-',',., , rir"irioi. ill,ilzi lrriir;r r: illuhitttr rliioirr rloilc; li interrzivnejicj tr-orbc
t,r i lit:rcl'rr,r'i, zo z:i','orllt I. liiit' \'r.r'ltril l)r'('rlslirr-oval l;.{) ('; ol)r'oti 

.llrncrioin 
zo

zrir-orl't J litlc prtit'tlstoli lrol iba,6.s ",,. lili'rlzi cli'uhvnr n iietinr ilircrn bol rr;-s1

taknt , r'ovnaky pli 1(meilo('h v.r'izolov'ilrVcil v obiclvoch zir,r-odoch. Pcrcento
]ivselill rn[icirnt'j lto sierlritt'r'h rltioi'h lrolo r'.i'iiir. pli lirrii'rioclr.:lo iriir':.rilu 3

., rrlir,ntcie0 l(i.7 (to.

Ia ztiiilarle rr',-edt'rri'clr vi-slec.iliol ilro.)il{) liirrrltrr.to.,'rtt. lc v ll s:r.,cj r:litir.ite
r- rrrlit'ltrr sa stri'rrtrtl.:oJicli'6 littterr, rtrikroorganizrrroy r'.t-izolortrrri, z lra,stcrizo-
virtt6lttr rnliel<it v,o zi\t'<tdu 2llrejtr,r'ili.ic-:rlrrrrirrririno rLlrtii'ircjiic il rlosahor.li.li pric,
lncl'i)(' r-r-iiir: Itorlrrot.i- t'elliovc,i rl rrlilii'nr',j lrr-slosti. rtit: rr,i r- 1',-9r'lte li.r-selini-
irtlicr:nej, oilloii llrl'tioni r-\,izolr.i','ri,;irn z nii,,tt-'r'iz,rr':u-,ilto ,iiliclia zo zi'lt-odu I.

Nil zltiilarlr' t.yiclrto vi.rlcrllio'; it)oitno 1rli,,i;r,,1:l;rlir{. ll rlorl'tlriti pril'lri.i; llc
j..,r'ttilaliir" sir l)tejtrvi i iloi'irs :jl.)I'iti rj\.'iLniiL ir lisor ir,ri:r, si lr)r- r Plt'r-lLrlzkolf<.lt
I rt-r ' 

i t tt icnliar'1t .

{,r-r sri 1-i-l;rL tio,ir.\'1<i-sc}irrr mlicircj llneitrni r.lrullti !,. ltrlt:r,lir',,.: t 1,. l,tttis.
zisterr(' r.jslelll;'t' Irlli 1r'l;ir l.:ir 1-lre rlirlf rllnir nrilil'oorgrLr:i:rinor.

Plit'ineln'y t.,i.rr,ir.it rlti.:il..,L rt,tttittozliii'eirirr itri stlcptoJiolior-.iclr ilnreiroch bol
r.viii ltli lltrcii;,'-'h zt, zi7',1'lrt | ,t 1).+ (' ). l:iovrraiig sa zisiili iezrlit.ii' rncdzi ol;irl
r-crtuir tlltrlrrrri. Iirrtr'ttt' "\. lltu tni.t?liilit; n-izt-'lovat16 z rni,t,iiir zo z,ivorltr I i-r.-
tr-iirtr,li viat' rltrsilli r,,tnirrozlirigrirr o l(i,l f f, oploii f .i'nt is1.j'nt hrnliir.ri'rr vvii,,oio-
t-atri'ttt v zrivoile :?. Nrr.olla[i. ktilurt, ,\. fuerrtlis i'r"iz.olovrrrrii z rn]it'ii:r. zo ziii-otlrt
i r.vtr iilirli viircr ilir,.ik:r iirrrirrozl{t:r,rrin oIr'oti tiirr isti'rrt iu:'norioltr zo zil,i'{J(llt
loi1ll'-

l,iIclirtilr'"

- t I ilO :ii ii 1,.\1.',-1. I ). : llilr.lrl i.r.i'rrrllr r I i,'j;, i 9ll],
' ,)... tJ,t.

-' i'lii', lioI'l){)\r-i,,J. I;{)l'.()\. \-.: iilr r.liri)lr.,ri,r nirrlilolirii iriijr:iii.\1clr Iii'rrlii,l,ivrrf i.li
'.:tiL,ilii Irrtlirli)()\'atri'lli) i]Il;{}liir rt c.,lrjlro ..i.st,ilit r lr,r,irrciicrri:r. \'!slirrnuiii ,r'r..i\-.r.1,il;rr.r,
1 . - [, r r; ii L! irsl rlv rrrli',1.:rii'siry i 1)d l.
'.''li'i lli..l ll.: J. J)tri11'Sri.. 6-1. l1r'ii,.,. l-11).

-'. ,; ".lllt r:rri, r'lt). Srr1or," l 'jl\.-l ,: r,rii,.li,,.
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Iirre.rouo.rrorruafl Teptrocroilrian inuripotlr;ropa Tepur!rrecnrr o6pa6oraHnoro
IIOJIOIdA

P e g rotre

Itl liru,t.'rrlt'ircl,t..rii paiioro n1)urJLli(rITctr l)c;l\'.rr,Tari,T BrnrB.rcfirrfl co;(cpi+{ilrrir:r r( lr.\lu\'(ruii(llr-
e,,ii rtuxpod,lopr,t lia.llJvr LIo.-rorII{r,l\ i}rtBol(iL,\, a rilrixie pcB}'.rbrarlr rr30,'rnrtrirr ri u:ieHrrrr},u-
Harrrrr'r repNr{.rvt rofi.Ilnr'r-r r{ilripoopl'arll3r{oB. Cpc.quee rio,llr{eorBo Mnripooplilfiu:i\roB,
rcpeE(r{Baur\lxraorcp"rrairquro(72o(,,2{lccril'u,1),(:ocraB;lr;ro4t) .103rr45.itlr.[iT,I .rr.-t*1.

,llyteu uilentrrrlr'rriaqurr rla6plnitt,t-x lilTrtllr\lol] rillc.rlor\'ro;rorIrJ,r-\ Topt{ovcTtrii,rrrsr,rr rrrr}iTlu-
U]rIaHI13rrror] Lli,1,:rlr Br,rrrB.iretrr,r Brl;tbr tstreptococcus thernollt,ilus, streptococcr.rs ftteca.l.is ,

Luctobcr,cillus iactis tr .f'actobacillu,s helt,et'icus. V or;1e,'ruurr-r rilraMNroB rolo me Bu;tir riLr.-l;l

BLi gB.rIeEa pil3,-rlrrHir rr 6rro-rrr ttrr,lecxl il ilI{TllBrrocrb.

Aciilophilous nilk thennortsistant microflora in pasteurized milk

lii tr rnrnarv

Irr t,ho plesrlnt n'orli rcsult's of irrvost'igatiorrs are givcn that havc bccu crlrried out iu
two tiairy plants in order to cstaLrlish arnount' of tirelmoresistant microflora as well as
isoloto and idontify tho thsrmoresistiurt acidophilous milli bacteria. On avorage, 40 X I03
antl 45 x 103 colonies-forming units ml-l microorganisrns huve boen found to survi-.-e
pastourization (72 'C, 20 s).

The identification of selectod strains of acidophilous rnilk thermoresistant microorga-
nisms proved tho presence of following lxrcteria species: Streptococcus thermopltilu,s, Strep-
tococcrls Jaecali,s, Lactobaci,llus lactis anul. Lactobacillus lr,elt,eticu,s. Different biochernical
rt.ctivity was observed rvit'h t'he strains o['thc sirmc species.
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