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Použití luminometru pøi stanovení celkového poètu
mikroorganismù v syrovém mléce

JARMILA VYTØASOVÁ − MARTINA LENÏÁKOVÁ

SOUHRN. Bylo sledováno celkové množství mikroorganismù v syrovém mléce pomocí
luminometrické metody mìøením intenzity svìtla, které je úmìrné koncentraci intracelu−
lárního ATP. Po odstranìní ATP nemikrobiálního pùvodu bylo množství ATP uvolnìné
z bakteriálních bunìk indikováno enzymovým komplexem luciferin−luciferáza, jehož
 pøídavek vyvolal luminiscenci. Získané výsledky byly porovnávány s výsledky soubìžnì zís−
kanými na pøístroji Bactoscan a klasickou kultivaèní metodou. Pro daný typ luminometru
byla provedena optimalizace stanovení ATP a eliminovány vlivy nepøíznivì pùsobící
na stanovení. Ve výsledcích všech tøí metod nebyly zjištìny výrazné rozdíly.

KLÍÈOVÁ SLOVA: celkový poèet mikroorganismù, mléko, luminometrie, optimalizace,
Bactoscan, ATP

Sledování mikrobiologické jakosti syrového mléka je jedním ze základ−
ních kritérií jeho hodnocení i finanèního ocenìní. Klasické kultivaèní meto−
dy však poskytují výsledky až za 24 − 48 h, použití pøístrojových metod typu
Bactoscan je zas ekonomicky pøíliš nároèné. Proto byly hledány další rychlé
metody stanovení mikroorganismù, k nimž patøí i metody luminometrické.
Biochemie luminiscenèní reakce byla poprvé popsána McElroyem [1]
a podrobný mechanismus této rychlé reakce byl detailnì rozpracován v pøe −
hledové práci De Lucy a McElroye [2]. V podstatì jde o reakci ATP s enzy−
movým komplexem luciferin−luciferáza, pøi nìmž se uvolòuje svìtlo, jehož
intenzita je pøímo úmìrná množství ATP. Tato lineární závislost existuje
v širokém rozmezí koncentrací ATP [3] a stanovení celulárního ATP se tak
stává vhodným indikátorem množství bunìk.

Pøi stanovení poètu mikroorganismù v syrovém mléce je jedním z hlav−
ních problémù fakt, že mléko obsahuje vždy velké množství nemikrobiálního
ATP a to v rùzných formách − jako volný ATP, ATP asociovaný s mice lami
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kaseinu a jako ATP v somatických buòkách pocházejících z vemene [4].
První metody vyvinuté na principu ATP bioluminiscence [5] využívající
k odstranìní ATP nemikrobiálního pùvodu slabých detergentù a následnì
hydrolytického enzymu apyrázy nebyly dostateènì citlivé a navíc byly i
pracné. Dùležitý krok ke zvýšení citlivosti stanovení byl uèinìn Pettipherem
[6], který navrhl enzymové pøedzpracování vzorku s použitím epifluorescen −
èní filtraèní techniky, aby se usnadnila filtrace mléka. Tuto metodu zdoko−
nalili Webster a kol. [7] a na stejném principu byl zkonstruován pøístroj
Lumac BV s komerènì dostupným ATP−F testem. Waes a kol. [8] popsali
vynikající korelaci mezi touto ATP metodou a standardní plotnovou meto−
dou (korelaèní faktor r = 0,865, poèet stanovení n = 247) s detekèním limi−
tem 2.104 KTJ.ml−1. Podobné výsledky byly dosaženy i na jiných pracovištích,
avšak s použitím širších filtrù a dalšího nezbytného pøíslušenství [9], což bylo
pro laboratorní praxi málo použitelné.

Pozoruhodný ATP bioluminiscenèní systém pro zjiš�ování poètu bakterií
v syrovém mléce vyvinuli Griffith a spol. [10]. Tento systém byl následnì
modifikován a vylepšen jako Milk Microbial ATP Kit (Biotrace Ltd.).

Místo filtrace lze ke koncentraci mikroorganismù použít i centrifugaci
[11], kde autoøi dosáhli stejné citlivosti jako u metod s filtrací a korelaèního
faktoru r = 0,9 pøi n = 80, avšak tento postup nenašel zatím v laboratorní
praxi širší uplatnìní.

Metody využívající luminiscenèních technik ke stanovení poètu mikroor−
ganismù v potravinách vèetnì dalších aplikací jsou podrobnì diskutovány
v pøehledovém pøíspìvku Kyriakidese a Patela [12].

Cílem této práce bylo ovìøit funkci daného typu luminometru pøi kontro−
le jakosti syrového mléka, optimalizovat stanovení ATP pøi zjiš�ování mikro−
biální kontaminace a zjistit pøípadné rozdíly ve výsledcích mezi ostatními
používanými metodami.

Materiál  a  metody

Ke stanovení celkového poètu mezofilních aerobních a fakultativnì
anaerobních mikroorganismù klasickou plotnovou metodou dle ÈSN ISO 4833
[13] byla použita živná pùda GTK (glukóza, trypton, kvasnièný extrakt),
výrobce Milcom a. s. Laktoflóra, Praha 6 − Vokovice, Èeská republika.

Automatizované stanovení poètu mikroorganismù bylo provedeno na pøí−
stroji Bactoscan 8000 typ 27000 firmy Foss Electric (Dánsko) se sadou
komerènì pøipravených roztokù.
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Pro luminometrické stanovení byl použit pøístroj Luminometr 1250
(BioOrbit, Finsko), zapisovaè Line recorder TZ 4620 (Laboratorní pøístroje
Praha, Èeská republika) a sada komerènì pøipravených roztokù:

− extrakèní roztok Somalyse,
− BioOrbit 1243−208 ATP Releasing Reagent (ARR) − detergentový roz−

tok pro extrakci ATP z mikrobiálních bunìk, obsahuje inhibitory
ATPas, které by po uvolnìní hydrolyzovaly ATP,

− BioOrbit ATP Monitoring Kit (AMK) obsahující: ATP Monitoring
Reagent (AMR) s komplexem luciferin−luciferáza, ATP standard a ace−
tátový pufr.

Promývací roztok byl pøipraven rozpuštìním 2,125 g NaCl (Lachema
Brno, Èeská republika) v 1000 ml redestilované vody, sterilován pøi 121 °C
po dobu 15 min a uchováván pøi 5 °C.

Byl použit membránový filtr Sartorius Germany o prùmìru 0,8 cm
a porozitì 0,65 μm.

Jako materiál bylo použito syrové kravské mléko a vzorky byly dodávané
ve sterilních vzorkovnicích s Heschenovým konzervaèním èinidlem (100 g
kyseliny borité, 1,5 g glycerolu a 2 ml 1 % vodného roztoku methylenové
modøi na 1 l èinidla).

Jednotlivé vzorky mléka byly  analyzovány  všemi tøemi uvedenými  meto−
dami souèasnì. Po analýze vzorku na pøístroji Bactoscan bylo z lahvièky
se vzorkem odebíráno inokulum v množství 1 ml pro klasické kultivaèní vyše−
tøení  a následnì bylo provedeno mìøení na luminometru. Toto stanovení
využívá zkoncentrování pøítomného ATP filtrem, na nìmž se zachytí bakte−
riální i somatické buòky. Aby byl somatický ATP odstranìn, byl pøidán ex −
trakèní roztok, který rozrušil pouze somatické buòky, nikoliv však bakteriál−
ní. Poté byl filtr promýván, aby se odstranil zbývající ATP v roztoku. Pomocí
úèinnìjšího extrakèního èinidla byly bakteriální buòky rozrušeny a uvolnìný
ATP byl stanoven po reakci s komplexem luciferin−luciferáza bezprostøed−
ním mìøením emise svìtla. Obsah ATP byl vypoèten z kalibraèní køivky.

Vlastní provedení
K 0,5 ml vzorku mléka bylo pøidáno 0,5 ml roztoku Somalyse a smìs byla

inkubována ve vodní lázni 10 min pøi 40 °C.  Poté bylo odebráno 100 μl
a zfiltrováno pøes membránový filtr vakuovou filtrací. Po následném promy−
tí 100 μl promývacího roztoku byl filtr umístìn na dno zkumavky lumino−
metru a bylo pøidáno 200 μl roztoku ARR. Následovala krátká inkubace
(2 min) pøi laboratorní teplotì, dále bylo pøidáno 100 μl roztoku AMR
a ihned byl odeèten signál luminometru.
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Výsledky a diskuse

Pro optimalizaci stanovení ATP bylo nutno zjistit správnou dobu a te −
plotu inkubace. Na základì odezvy luminometru zaznamenané na zapisova−
èi pøi citlivosti 10 mV byla stanovena optimální doba inkubace 10 min
pøi 40 °C. 

Následným krokem  bylo ovìøování optimálního množství vzorku pro filt−
raci. Jako filtraèní zaøízení byla nejprve použita sklenìná nálevka se zatave−
nou fritou o pórovitosti è. 1, na kterou byl pøikládán membránový filtr.
Namìøené hodnoty ATP však byly nízké a vypoètené množství bunìk ne −
souhlasilo s výsledky získané Bactoscanem. Hlavní pøíèinou bylo nedostate−
èné pøilnutí  filtru k fritì, což mìlo za následek podtékání vzorku a defor−
maci filtru vlivem podtlaku. Proto byla použita modifikovaná metoda filtra−
ce pøes nálevku vyrobenou ze sklenìné trubice s vloženým kroužkem a zata−
venou fritou (obr. 1). Vložením kroužku do filtraèní nálevky bylo zabránìno
pøílišnému pøilnutí filtru k fritì. Toto øešení však lze považovat pouze za pro−
vizorní, pro rutinní používání luminometru v praxi by bylo vhodnìjší vyøešit
tento problém stabilním zabudováním filtru. 

V obou pøípadech filtrace byly použity membránové filtry o velikosti pórù
0,65 μm. U nìkterých vzorkù syrového mléka však docházelo k zanášení
pórù filtru èásticemi tukù a bílkovin, což vedlo k nežádoucímu prodlužování
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OBR. 1. Filtraèní zaøízení.

FIG. 1. Filtering device.
a) original arrangement, b) modification. 1 − porous frit, 2 − o−ring, 3 − perforated glass disc.



doby filtrace. Pokud by byl použit filtr s vìtší porozitou, byl by zøejmì pro−
blém zanášení filtru èásteènì zmírnìn, avšak získaná odezva luminometru
by byla nižší.

Co se týèe objemu vzorku mléka urèeného k filtraci, bylo zjištìno, že opti−
mální odezva luminometru (ve srovnání s výsledky stanovení poètu bunìk
na Bactoscanu) je ještì pøi použití 100 μl vzorku. Vyšší objemy už nelze
doporuèit pro urèité obtíže pøi filtraci.

Bylo též vyzkoušeno použití jak vodní, tak olejové vývìvy. Použití vodní
vývìvy se neosvìdèilo, nebo� kolísavý tlak vody mìl opìt nepøíznivý vliv
na filtraci.

Znaèný vliv na stanovení má taky míchání, proto je vždy nutno každý vzo−
rek øádnì rozmíchat, aby došlo k homogenizaci tuku a zabránilo se tak shlu−
kování bakterií.

K ovìøení vlivu konzervace vzorku na luminometrické stanovení byly
použity vzorky syrového mléka ve vzorkovnicích s konzervaèním èinidlem
mikrobiálním (Heschenovo èinidlo), chemickým (dichroman draselný)
a vzorky bez konzervace. Ze shodných hodnot odezvy luminometru vyply−
nulo, že konzervace nemìla na stanovení žádný vliv.

Pro ovìøení správnosti chodu pøístroje a kvality použitých reagencií byla
jedenkrát mìsíènì provádìna kalibrace (tab. 1). Funkènost pøístroje byla
ovìøována až do rozsahu 400 mV. Jak vyplývá z odhadù smìrodatných
odchylek v tabulce, jsou tyto kalibrace témìø identické a lišily se jen v rámci
náhodných chyb. Pøíklad kalibraèního grafu je uveden na obr. 2.
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TABULKA 1. Reprodukovatelnost kalibraèních køivek
na pøístroji Luminometr 1250 v rùzných èasových obdobích.

TABLE 1. Reproducibility of the calibration curves
using Luminometer 1250 apparatus in different time periods.

Pro všechny kalibrace n = 4, parametry regresní pøímky y = bx + a, kde b − smìrnice,
sb − smìrodatná odchylka smìrnice, a − posunutí regresní pøímky, sa − smìrodatná odchylka
posunutí, r − korelaèní koeficient.

For all calibrations, n = 4 ; regression line, y = bx + a ; the parameters of which are b − slope,
sb − slope deviation, a − shift of the regression line, sa − shift deviation, r − correlation coeffi−
cient. 1 − date.

datum1 b sb a sa r

25.3.1997 3,17 0,15 3,67 0,97 0,998

7.4.1997 3,08 0,29 2,36 1,84 0,991

21.4.1997 3,26 0,11 3,10 0,69 0,999

6.5.1997 3,18 0,15 3,16 0,95 0,998



Celkem bylo zpracováno 109 vzorkù a to jak luminometricky, tak pomo−
cí pøístroje Bactoscan. Pøibližnì polovina vzorkù byla vyšetøena klasickou
kultivaèní plotnovou metodou. Úèinnost všech tøí metod byla vyjádøena
grafy a rovnicemi s nenulovými úseky a smìrnicemi (obr. 3 a 4). Jak vyplývá
z uvedených výsledkù, jednotlivé metody se významnì neliší. Vezmeme−li
v úvahu ještì jednoduchost a rychlost luminometrické metody, lze ji dopo−
ruèit jako vhodnou metodu pro stanovení mikrobiální kontaminace syrové−
ho mléka.

Seznam zkratek
KTJ − poèet kolonie tvoøících jednotek (CFU − Colony Forming Unit)
ATP − adenosin−5’−trifosfát
ARR − ATP Releasing Reagent 
AMR − ATP Monitoring Reagent 
AMK − ATP Monitoring Kit

Podìkování
Veškerá mìøení byla provádìna v Centrální laboratoøi na syrové mléko v Èerné za Bory
a ve spolupráci s VÚM Praha 6 − Vokovice.
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OBR. 2. Kalibraèní køivka pro bioluminiscenèní stanovení ATP ze dne 21.4.1997.
Statistické parametry: y = 3,26x + 3,10, r = 0,999, n = 4.

FIG. 2. Calibration curve for the bioluminescent determination of ATP (April 21, 1997).
Statistical parameters: y = 3.26x + 3.10, r = 0.999, n = 4.
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OBR. 3. Porovnání odezvy luminometru v mV s KTJ stanovenými pomocí Bactoscanu.
Statistické parametry: y = 0,01x − 0,33, r = 0,915, n = 109.

FIG. 3. Luminometer response in mV compared with CFU determined by Bactoscan.
Statistical parameters: y = 0.01x − 0.33, r = 0.915, n = 109.

1 − [1000 CFU.ml−1].

OBR. 4. Korelace mezi KTJ stanovenými klasickou metodou a KTJ stanovenými
Bactoscanem. Statistické parametry: y = 0,932x − 5,41, r = 0,888, n = 47.

FIG. 4. Comparison between CFU determined by the standard plating method and CFU
determined by Bactoscan. Statistical parameters: y = 0.932x − 5.41, r = 0.888, n = 47.

1 − standard plating method [1000 CFU.ml−1], 2 − Bactoscan [1000 CFU.ml−1].
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Bioluminescence assay in determination of total number of microorganisms in raw milk

VYTØASOVÁ, J. − LENÏÁKOVÁ, M.: Bull. potrav. Výsk., 37, 1998, p. 219−227.

SUMMARY. Total number of microorganisms in raw milk was followed by means of the lumi−
nescent method by measuring of the light emission, proportional to the concentration
of intracellular ATP. Having removed non−microbial ATP, the amount of ATP released from
bacterial cells was indicated using the enzyme/co−enzyme complex, luciferase−luciferin,
the addition of which initiated the luminescence. The results obtained were compared
with those measured simultaneously using both the automatic method (Bactoscan) and
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the standard plating method. For the given type of the luminometer, the ATP determination
was optimized and interferences were eliminated. The differences in results of these three
methods were statistically insignificant.

KEYWORDS: total number of microorganisms, milk, luminometry, optimization, Bactoscan,
ATP
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