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Kyslomlieéna termorezistentnd mikroflora tepelne ofetreného
mlieka

JARMILA PREKOPPOVA — MARCELA KONTOVA

Stuhrn. V predlozenej praci sa uvddzaja vysledky zistovania obsahu termorezis-
tentnej mikrofléry vo dvoch mliekdrskych zdvodoch, ako aj vysledky izoldcie a iden-
tifikdcie termorezistentnych kyslomlieénych mikroorganizmov. Priemerny podet
mikroorganizmov prezivajucich pasterizdciu (72 °C, 20 s) bol 40.103 a 45.103
KTJ.ml-.

Identifikdciou vybranych kmeriov kyslomlieénych termorezistentnych mikroor-
ganizmov sa zistili druhy Streptococcus thermophilus, Streptococcus faecalis, Lacto-
bacillus lactis a Lactobacillus helveticus. Pri jednotlivyech kmerioch toho istého druhu
=a zistila rozdielna biochemicka aktivita.

Pasterizacia ako sposob oSetrenia mlieka je uz davno prepracovand, ale pri-
tom stéle aktuilna. Hlavnym cielom pasterizacie mlieka je zabezpetenie jeho
zdravotnej nezdvadnosti a standardnej kvality mlieka a mlieénych vyrobkov.
Nevyhodou tepelného osetrenia mlieka je inaktivovanie niektorych enzymov,
ktoré moézu priaznivo vplyvat na tvorbu chuti.

Obsah zvyskovej mikrofléry mlieka po pasterizdcii je Casto dost vysoky.
Cim vy#i je potet mikroorganizmov v surovom mlieku, tym vys$ii ostava i ich
potet v pasterizovanom mlieku.

Obsah termorezistentnych mikroorganizmov ako jeden z ukazovatelov kva-
lity nakupovaného mlieka zistuji vo viacerych krajindch. V Dénsku napr.
mlieko zaradené do I. triedy mé6ze obsahovat maximélne 5.10° termorezistent-
nych zarodkov v 1 ml. Mlieko s obsahom 105.ml-! tychto zarodkov sa uz zara-
duje do 4. triedy. V USA je pocet termorezistentnych mikroorganizmov pre
nakupované mlieko limitovany, a to od 3.10%3do 5.103. ml-1[1].

V néavrhu novelizovanej normy na surové kravské mlieko sa aj u nis vyza-
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duje stanovenie obsahu termorezistentnych zirodkov pre mlieko vyberové,
pricom maximélna hranica je 2.103.ml-'. MnoZstvo termorezistentnych za-
rodkov zistené v surovom mlieku [2] sa pohybovalo od 10 do 36.103. ml-}, teda
v mnohyvch pripadoch vyssie, ako stanovuje nadvrh novelizovanej normy.

7 uvedeného vyplyva délezitost tohto problému a aktudlnost jeho Studia.

V predlozenej praci sa uvadzaja vysledky zistovania obsahu termorezistent-
nyvch mikroorganizmov, ako aj vysledky izolacie a identifikdcie termorezistent-
nyeh kyslomlieénych baktérii a ich biochemicka aktivita.

Material a metoda

V dvoch mliekérskych zdvodoch sme uskuto¢nili odber vzoriek z mlieka
ihned po pasterizacii (72 °C pocas 20 s) v mesiacoch janudr az marec, a to cel-
kom osemkrat (4-krat v zavode 1 a 4-krat v zavode 2). Vzorky mlieka sme na-
o¢kovali na tieto zivné pdédy: MPAL (celkovy pocet zarodkov), poda podla
Pikeho (streptokoky), péda podla Rogosa (laktobacily), MPA (mikrokoky spo-
rulujice aerébne baktérie).

Z narastenych kolénii, ktoré sa nachiadzali v dostato¢nej vzdialenosti od seba,
sme robili izolidcie odpichnutim kolénie do sterilného mlieka. Inkubédcia sa
uskutoctiovala pri teplote 37 °C. Po zrazeni sme mlieénu kultiru preéistili
opatovnym naotkovanim na Pikeho pddu a Rogosov agar z prislusnych riedeni
(10-6 a 10-8).

Izolované kmene mikroorganizmov sme udrziavali v sterilnom kravskom
mlieku, raz tyzdenne preotkovéavali a uskutoénili u nich mikroskopickd kontro-
lu. Pri vyizolovanych kmenoch sme sledovali ¢as zrézania, vzhlad zrazeniny,
kysaciu aktivitu a mikroskopicky obraz. Malo aktivne kmene sme postupne
vyradovali. Po trojmesa¢nom preo¢kovavani sme na identifikiciu vybrali 22
kmeriov mikroorganizmov.

Kvoli zaradeniu mikroorganizmov do systému podla klasifika¢ného kluca
sme u nich sledovali morfologické znaky (tvar a velkost buniek, tvorba spdr,
pohyblivost, farbenie podla Grama), kultivaéné znaky (tvar kolénii, charakte-
ristika rastu na Sikmom agare, vo vpichu a v mlieku) a fyziologické znaky (skva-
sovanie C-latok, tvorba plynu, stekucovanie Zeletiny, zrazanie a redukeia lak-
musového mlieka, vztah k 0,1 %, a 0,3 9, metylénovej modrej, hemolyza na
krvnom agare, vztah k teplote, termorezistencia, vztah ku kysliku, tvorba
amoniaku z pepténu, redukcia nitratov, Stiepenie eskulinu, tvorba aromatic-
kvch litok).
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Vysledky a diskusia

1. Vyskyt a izoldcia termorezistentnyjch mikroorganizmov. V odobranych vzor-
kich mlieka sme zistili pomerne vysoké celkové mmozstvo zirodkov, ktoré
prezili pasterizdciu pri pasterizatnom efekte od 96,0 do 99,9 9%,. Priemerny
celkovy podet dosahoval 40 000 KTJ.ml-! v zdvode 1 a 45000 KTJ.ml-?
v zévode 2. Casto sa viak vyskytlo mnozstvo radovo az 105 KT.J . ml- pasteri-
zovaného mlieka.

Mnozstvo streptokokov zistenych po pasterizécii bolo tiez vysoké a tvorilo
podstatni ¢ast celkového poétu zarodkov. V zdvode 2 streptokoky dosahovali
priemerne az 93%, celkového poctu termorezistentnych mikroorganizmov av zé-
vode 1 75 9,. Ovela niZgie bolo mnoZstvo laktobacilov, ktoré sme v niektorych
vzorkéch ani nezistili.

Okrem kyslomlietnych baktérii sme sledovali vyskyt sporulujicich anaeréb-
nych baktérii a mikrokokov. Pocet mikrokokov bol vyssi v mlieku zo zdvodu 1,
a to v priemere az desatndsobne.Vyskyt spér sporulujicich anaerébnych bak-
térii bol v obidvoch zdvodoch takmer rovnaky. Z celkového poétu termorezistent-
nych zarodkov tvorili sporulujiice aeréby 0,35 9, v zdvode 2 a 0,30 % v zivode
1.

Dalej sme sa zamerali na podrobnejsie $tidium vlastnosti kyslomliedne;
termorezistentnej mikrofldéry. Vyizolovali sme 220 kmeriov, z toho 120 kmetov
zo vzoriek mlieka zo zavodu 1 (80 kmenov streptokokov a 40 kmetiov lakto-
bacilov) a 100 kmetiov zo vzoriek mlieka zo zdvodu 2 (80 kmeriov streptokokov
a 20 kmenov laktobacilov). Z nich sme na identifikdciu vybrali 20 kmetiov
streptokokov a 2 kmene laktobacilov. Vybrané kmene pocas trojmesaéného
preockovéivania boli najstandardnejSie v tvorbe kyseliny mlieénej a v dase
zrazania.

2. Identifikdcia vybranych kmeiiov a ich biochemické vlastnosti. Podrobnym
sledovanim sme cheeli zistit, ¢i medzi zvySkovou termorezistentnou kyslo-
mlie¢nou mikroflérou mézu byt mikroorganizmy, ktoré by mohli priaznivo,
pripadne nepriaznivo ovplyvnit vlastnosti syrov pri ich pripadnom pomnozeni.

V zvyskovej termorezistentnej kyslomlietnej mikroflére sme identifikéciou
zistili druhy Streptococcus thermophilus, S. faecalis, Lactobacillus lactis a L. hel-
veticus.

Nasge vysledky potvrdzuju zistenie Martina [3], ktory vo zvyskovej termo-
rezistentnej mikrofiére zistil druhy 8. faecalis a S. thermophilus a z laktobacilov
druh L. lactis.

Do akej miery mo6zu termorezistentné kmene ovplyvnit senzorické vlastnosti
syrov, sme zistovali pomocou sledovania kysacej schopnosti (celkové a aktivna

219



kyslost, mnozstvo vytvorenej kyseliny mlie¢nej), fermentécie niektorych
cukrov (laktdza, glukéza) a podla schopnosti Stiepenia bielkovin (dusik amino-
zlicenin). Zistené vysledky uvadza tabulka 1.

Tabulka 1. Sledovanie kysacich a zrecich vlastnosti identifikovanych kmeinov
Table 1. Acidifying and ripening properties of the identified strains

% Byelast’ Dusik amino-
Cislo Druh? au
kmenat rub s i U zlicenin
aktivna (pH) celkova (SH) [9%]1
|
{ 163 S. thermophilus 4,380 32,2 0,035
i 164 S. faecalis 4,345 32,4 0,033
165 L. lactis 4,000 45,0 0,021
167 S. faecalis 4,525 30,0 0,026
169 S. faecalis 4,890 29,2 0,035
170 S. faecalis 4,950 27,6 0,040
171 S. faecalis 4,885 27,8 0,035
172 S.faecalis 4,500 30,0 0,044
174 S.thermophilus 4,300 32,8 0,035
175 S. faecalis 4,880 26,2 0,023
177 S.thermophilus 5,705 28,4 0,031
178 S. thermophilus 5,175 24,6 0,019
179 S. thermophilus 4,825 26,8 0,035
200 S. faecalis 4,490 30,2 0,037
201 8. faecalis 4,180 40,2 0,039
202 S. thermophilus 4.390 39,0 0,030
205 S. thermophilus 5,000 28,0 0,021
207 S. thermophilus 4,315 37,2 0,017
213 S. faecalis 4,555 30,2 0,028
216 S. faecalis 4,585 32,4 0,026
14 L. helveticus 3,365 94,0 0,042
53 S. thermophilus 4,300 38,4 0.038

SH — spotreba ml 0,25 mol.171 NaOH na 100 ml.

Kmene 163—179 boli vyizolované v zdvode 1, kmene 200—53 v zavode 2.

SH — ml 0.25 mol 17! NaOH consumption per 100 ml.

Strains Nos 163—179 were isolated at the dairy plant I, strains Nos 200—53 at the dairy plant II.
!Strain No.; 2Species; *Acidity, %active (pH), “overall (SH); $Nitrogen in amino compounds.

Celkova kyslost kmenov S. thermophilus sa pohybovala od 24,6 do 32,8 ml
0,25 mol.1-* NaOH na 100 ml pri kmerioch vyizolovanych z mlieka v zavode
1 a od 28,0 do 39,0 ml 0,25 mol.l-! NaOH na 100 ml z mlieka v zdvode 2. Pri
kmenoch 8. faecalis to boli koreSpondujice hodnoty od 26,2 do 32,4 a od 30,2
do 40,2 ml 0,25 mol.1-! NaOH na 100 ml kultiry.

Priemerné hodnoty aktivnej kyslosti pri kmetioch S. thermophilus z mlieka
zo zavodu 1 boli pH 4,68 a zo zédvodu 2 pH 4,50. Pri kmerioch S. faecalis sa
zistili rozdielnejsie korespondujtice hodnoty, a to pH 4,71 a 4,45.

Este vacsi rozdiel medzi streptokokovymi kmetimi mozno pozorovat pri
tvorbe kyseliny mlie¢nej. Kmene vyizolované z mlieka zo zavodu 2 produkovali

no
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Obr. 1A. Tvorba kyseliny mlietnej kmenmi Streptococcus thermophilus zo zdvodu 1.
Fig. 1A, Lactic acid produced by the strains of Streptococcus thermophilus at the dairy
plant 1.
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Obr. 1B. Tvorba kyseliny mlie¢nej kmenimi Streptococcus thermophilus zo zévodu 2.
Fig. 1B. Lactic acid produced by the strains of Streptococcus thermophilus at the dairy
plant IL.
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Obr. 2A. Tvorba kyseliny mlie¢nej kmenimi Streptococcus faecalis zo zévodu 1. a — kmen
175, b — kmen 171, ¢ — kmen 170, d — kmen 163, e — kmen 172, f — kmen 167, g —
kmen 164.

Fig. 2A. Lactic acid produced by the strains of Streptococcus faecalis at the dairy plant 1.
a — strain No. 175, b — strain No. 171, ¢ — strain No. 170, d — strain No. 163, e — strain

No. 172, f — strain No. 167, g — strain No. 164.
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Obr. 2B. Tvorba kyseliny mlie¢nej kmenmi Streptococcus faecalis zo zévodu 2.
Fig. 2B. Lactic acid produced by the strains of Streptococcus faecalis at the dairy plant II.
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viac kyseliny mlie¢nej ako kmene zo zavodu 1. Priebeh tvorby kyseliny mlie¢-
nej graficky zndzoriuji obrazky 1A, B a 2A, B.

Mnozstvo vytvorenej kyseliny mlietnej po sedemdnovej inkubécii pri kme-
nioch 8. thermophilus vyizolovanych v zdvode 2 bolo vyssie priemerne o 0,10 %,
a pri kmenoch S. faecalis o 0,14 9, oproti kmeniom vyizolovanym z mlieka zo
zavodu 1. Pritom treba zdoraznit, Ze z 5 kmenov druhu 8. thermophilus vyizolo-
vanych z mlieka zo zévodu 1 iba tri produkovali percento kyseliny mlie¢nej
v mnozstve typickom pre tento druh (0,7—0,8 9%,), dva produkovali menej
(0,6 %), kym vsetky kmene vyizolované z mlieka zo zdvodu 2 produkovali
kyselinu mlieénu v mnozstve typickom pre tento druh.

Uvedené zistenia mozno potvrdif rozdielnym mnozstvom vytvorenej kyse-
liny mlie¢nej pocas inkubécie. Pri streptokokovych kmenoch vyizolovanych
z mlieka zo zadvodu 2 sme nezistili také velké rozdiely medzi minimalnou a ma-
ximélnou tvorbou kyseliny mlie¢nej, ako to potvrdzuji vysledky zistené pri
kmenoch vyizolovanych z mlieka zo zavodu 1. Pri kmetioch druhu 8. thermo-
philus vyizolovanych z mlieka v zdvode 2 po prvom dni inkubécie sme zistili
rozdiel 13,7 9, a po siedmom dni 27,5 9, medzi kmeniom vytvarajicim mini-
malne a maximélne mnozstvo kyseliny mlie¢nej. Pritom zvysenie percenta ky-
seliny mlieénej pri kmeni s nizkou produkciou bolo 4,54 9, medzi prvym a sied-
mym diiom a pri kmeni s vysokou produkeciou 19,8 9. Vacsiu rozdielnost sme
zistili pri kmenoch toho istého druhu vyizolovanych z mlieka zo zdvodu 1;
rozdiel medzi kmenom vytvarajicim najvacsie a najmensie mnozstvo kyseliny
mlieénej bol az 44,6 %, po prvom dni inkubacie a 25,9 9%, po siedmom dni in-
kubécie, pricom prirastok kyseliny mlietnej medzi prvym a siedmym driom pri
kmeni s nizkou tvorbou kyseliny bol 40,0 9, a pri kmeni s vysokou tvorbou
kyseliny bol 19,7 9%,.

Podobné rozdiely sme zistili pri kmenioch druhu S. faecalis. V prvom dni
inkubécie pri kmenoch vyizolovanych v zdvode 2 boli rozdiely 19,6 %, a po
siedmom dni 28,8 9, medzi kmerimi s minimélnou a maximéalnou produkciou
kyseliny mlieénej. Pri kmenoch S. faecalis vyizolovanych z mlieka zo zdvodu 1
boli hodnoty takmer vyrovnané: 29,2 9, a 26,3 9,. Pri kmenoch vyizolovanych
v zévode 2 bol prirastok kyseliny mlieénej medzi prvym a siedmym diiom pri
kmenoch s nfzkou tvorbou kyseliny 10,1 9, a pri kmenoch s vysokou tvorbou
kyseliny mlieénej 22,7 %,. Pri kmenoch vyizolovanych z mlieka zo zavodu 1
boli koreSpondujtice hodnoty 17,8 9%, a 14,5 9.

Pokial ide o intenzitu tvorby kyseliny mlieénej kmenimi S. thermophilus, na
zadiatku inkubécie boli aktivnejsie kmene vyizolované v zavode 2, ktoré po
prvom dni inkubécie vytvarali v priemere o 21,7 9, viac kysliny mlie¢nej ako
kmene z mlieka zo zavodu 1, pri ktorych intenzivnejsia tvorba kyseliny mlie¢-
nej bola medzi prvym a druhym dnom, ked prirastok ¢inil 14,3 9, kym pri
kmenoch zo zavodu 2 iba 6,7 9, tieto kmene produkovali najvacsie mnozstvo
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kyseliny mlie¢nej do tretieho diia inkubécie, potom sa jej uz vytvaralo mensie
mnozstvo. Naproti tomu kmene zo zdvodu 1 mali vadsi prirastok kyseliny
mlietnej medzi prvym a druhym diiom a, i ked niZ&i, medzi tretim a siedmym
dnom. Najmensi vzrast pri tychto kmenoch sa zistil medzi druhym a tretim
dnom inkubdcie. Vytvorené percento kyseliny mlie¢nej po 7 ditoch bolo vyssie
v priemere o 14,8 9%, pri kmenoch zo zavodu 2.

Podobny priebeh tvorby kyseliny mlieénej sa zistil aj pri kmetioch druhu
S. faecalis. Aj v tomto pripade boli na zatiatku inkubacie aktivnejsie kmene
zo zévodu 2, ktoré po prvom dni inkubécie vytvarali priemerne o 22,0 9, viac
kyseliny mlie¢nej. Medzi prvym a druhym diiom doslo k intenzivnejSej tvorbe
pri kmenoch zo zavodu 1, kde vzrast predstavoval 15,9 9, oproti kmetiom zo
zavodu 2, kde prirastok bol iba 6,8 9,. Medzi druhym a tretim diiom bol rast
takmer rovnaky pri kmenoch vyizolovanych v obidvoch zdvodoch. Percento
kyseliny mlie¢nej po siedmych diioch bolo vyssie pri kmetioch zo zdvodu 2
v priemere 0 16,7 %,.

Na zéklade uvedenych vysledkov mozno konstatovat, ze v kysacej aktivite
v mlieku sa streptokokové kmene mikroorganizmov vyizolované z pasterizo-
vaného mlieka zo zdvodu 2 prejavili jednoznacne aktivnejsie a dosahovali prie-
merne vysSie hodnoty celkovej a aktivnej kyslosti, ale aj v tvorbe kyseliny
mlie¢nej, oproti kmenlom vyizolovanym z pasterizovaného mlieka zo zdvodu 1.

Na zéklade tychto vysledkov mozno predpokladat, ze podobny priebeh pre-
kysévania sa prejavi i pocas spracovania a lisovania syrov v prevadzkovych
podmienkach.

Co sa tyka tvorby kyseliny mlietnej kmetnimi druhu L. helveticus a L. lactis,
zistené vysledky boli typické pre dany druh mikroorganizmov.

Priemerny obsah dusika aminozlidenin pri streptokokovych kmetioch bol
vyssi pri kmeiioch zo zdvodu 1 0 9.4 9,. Rovnako sa zistili rozdiely medzi obid-
voma druhmi. Kmene S. thermoplhilus vyizolované z mlieka zo zavodu 1 vy-
tvarali viac dusika aminozlic¢enin o 16,1 9, oproti tym istym kmetiom vyizolo-
vanym v zavode 2. Naopak, kmene S. faecalis vyizolované z mlieka zo zavodu
2 vytvarali viac dusika aminozlic¢enin oproti tym istym kmetiom zo zdvodu
105,9 %,.
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HieomMolounast TepMocToiikas MIRpogIopa repyMiveckn o0padoTaHHoro
MOTOKA

Pesome

B npenaraesoli padore npuBOAHATCA Pe3V.ILTATH BHIABICHI COCPAAM I TCPMOYCTOH Y-
BOIL MUKPO(IIOPLE HA JIBYX MOJIOYHBLIX 3aBO/LIX, & TARMAKE Pe3YILTATLHI MB0IIALIL 1 IIeHTH( -
RalIil  TEPMOYCTOHYMBLIX  MHKpPoOpramnsMoB. CpejHee KOMIUECTBO MIEKPOOPTraHii3MOB,
nepesRuBaionTux macrepusanuio (72 °C, 20 ceryuy), cocrasiso 40 . 1031w 45 . 103 KT a1,

Hyrem mpenruduranmn m30pamHbIX ITAMMOB RICIOMOIOUILIX TEPMOYCTOHUYIBLIX MITKDO-
OpragmsMoB Oninf  BRIABIEHLI Biginl Streptococcus thermophilus, Streptococcus faecalis,
Lactobacillus lactis w Lactobacillus helveticus. Y OTHeIbHBIX INTAMMOB TOIO ;K€ Bla ObLIla
BLIAIBIIEHA PAZIHUHAS OHOXHAMIUECKAN aKTHUBHOCTD.

Acidophilous milk thermoresistant mieroflora in pasteurized milk

Summary

In the present work results of investigations are given that have been carried out in
two dairy plants in order to establish amount of thermoresistant microflora as well as
1solate and identify the thermoresistant acidophilous milk bacteria. On average, 40 x 102
and 45 x 10° colonies-forming units ml-! microorganisms have been found to survive
pasteurization (72 °C, 20s).

The identification of selected strains of acidophilous milk thermoresistant microorga-
nisms proved the presence of following bacteria species: Streptococcus thermoplilus, Strep-
tococcus faecalis, Lactobacillus lactis and Lactobacillus helveticus. Different biochemical
activity was observed with the strains of the same species.



