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Abstract

BURDYCHOVA, R., HOFERKOVA, P:: Monitoring of psychrotrophic microorganisms in raw milk. Acta univ.
agric. et silvic. Mendel. Brun., 2008, LVT, No. 4, pp. 21-28

The group of psychrotrophic microorganisms belongs to the microorganisms representing a risk for
human health as well as a risk of milk and milk products spoilage. Some genus are considered to be
significant producers of proteolytic and lipolytic enzymes. In this work, we analysed raw milk sam-
ples (n = 109) originated from 26 different suppliers from the area of North and Middle Moravia. The
screening was performed from March 2007 to February 2008. The total bacterial counts (TBC) ranged
between 3.2 x 10° to 8.3 x 10 CFU/ml. The psychrotrophic bacterial counts (PBC) ranged between
1.0 x 10° to 8.2 x 10° CFU/ml. Total of 48.62 % and 48.62 % of samples exceeded the hygienic limit in
raw milk for TBC and PBC, respectively. The correlation between TBC and PBC was highly significant
(r=0.87).

Significantly higher (P < 0.05) numbers of psychrotrophic microorganisms were detected in summer
months. The identification of isolates was carried out and all strains were sreened for ability to pro-
duce proteolytic and lipolytic enzymes. The most commonly identified genus in raw milk was of the
genus Pseudomonas. The ability to produce proteases or lipases was found at 76 % identified bacterial
strains.

raw milk, psychrotrophic microorganisms, proteolytic activity, lipolytic activity, total bacterial count

V soucasné dob€ je v potravinafstvi kladen velky
dtiraz na hygienu a ddrznost potravin. Mezi nejvy-
znamng&jsi zemé&dé€lskou a potravindfskou komoditu
patii mléko, které hraje vyznamnou roli ve vyzive
lidi. Zaroven je to v3ak vyborné médium pro riist
a pomnozovani bakterii.

Kvalita mléka a mléénych vyrobka se odviji od hy-
gienickych podminek a technologického vybaveni
zem&délské prvovyroby, pies svoz mléka, p¥ijem
mléka v mlékdrenském zdvod€ az po samotny tech-
nologicky proces zpracovani na sortiment mléka
a mléénych vyrobktt (BURDOVA a BARANOVA,
2005a).

Mezi mikroorganismy pfedstavujici zdravotni ri-
ziko a/nebo zpusobujici vady mléka a mléénych
vyrobkd patii i skupina psychrotrofnich mikroor-
ganism (MARTH a STEELE, 2001). Nejcast€jsimi
zastupci psychrotrofnich mikroorganismt v syro-
vém mléce jsou gramnegativni bakterie roda Pseu-
domonas, Alcaligenes, Achromobacter, Aeromonas, Serratia,
Chromobacterium a grampozitivni bakterie rodd Ba-
cillus, Clostridium, Corynebacterium, Streptococcus, Lacto-
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bacillus a Microbacterium (SORHAUG a STEPANIAK,
1997).

Pocet psychrotrofnich mikroorganisma v mléce
je ovlivnén hygienou pfi jeho ziskavani, o3etfeni
a tichové (LUKASOVA, 1997). Psychrotrofni mikro-
organismy se dostavaji do mléka primarné z krmiy,
prachu a z kontaminované vody. Nejvyznamnéjsim
sekundarnim zdrojem psychrotrofnich bakterif jsou
nedostate¢né ¢isténé a dekontaminované plochy,
které se stykaji s chlazenym mlékem, potrubi a chla-
dici nadrze, ve kterych se mléko sou¢asn& chladi
(GORNER a VALIK, 2004).

Koncentrace vyroby v zem&dé&lstvi a v potravinai-
ském pramyslu zptsobila, ze cesta potraviny od pr-
vovyrobce ke spotfebiteli se prodlouzila. Suroviny
i hotové potraviny je tfeba dlouhodobé uchovavat.
Aby nedochézelo k jejich znehodnocovani, skladuji
se pii nizkych teplotach, které zamezuji ptisobeni
bézné mezofilni mikrofléry. BEhem delsi doby skla-
dovéni se viak mize projevit pfitomnost psychrot-
rofni mikrofléry, jejiz ¢innost na rozdil od mezofil-
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nich bakterii neni zastavena, ale pouze zpomalena
(ZIZKA a KORBELOVA, 1992).

Psychrotrofni mikroorganismy jsou schopnériistu
ametabolickych projev i p¥i nizkych teplotach, ko-
lem4°C. P¥itéto teplotéje mléko uchovavano vmléé-
nicich, pfi pFepravé ke zpracovateli i v dob& skla-
dovéni a distribuce hotovych vyrobka. Vzhledem
k tomu, ze nizké teploty neinhibuji tvorbu a &innost
enzymatickych systémt proteas a lipas, miize do-
jit ke zmé&nam struktur bilkovin a tuka, zvlasté pak
po deldi dobg skladovani surovin a produktt (VY-
LETELOVA a HANUS, 2000). Proteolytické enzymy
psychrotrofnich bakterii maji podle druhu odlizny
charakter (GORNER a VALIK, 2004). Proteasy jsou
vyznamné, protoze jsou termostabilni a podileji se
na kazeni mléka. Proteolyticka aktivita je spojena
s cizimi pachy a pFichut&€mi, s niz3i vytéznosti syrii
a s gelovaténim UHT mléka. Nésledkem toho se sni-
Zuje udrznost mléka a akceptovatenost téchto vy-
robki spotiebitelem (KOKA a WEIMER, 2000).

Plisobeni lipas m4 za nésledek rozklad mlééného
tuku a vznik zatuchlého a mydlovitého zédpachu,
pfipadné nahotklé chuti (uvolnénymi nizkomole-
kuldrnimi mastnymi kyselinami zptsobuje senzo-
rické a dietetické vady mléénych vyrobkt). Paso-
benim proteolytickych enzymii dochézi k rozkladu
kaseinu a vzniku ho¥ké chuti mléka (VYLETELOVA
a HANUS, 2000).

Rozsah proteolyzy a lipolyzy je tmérny kvantité
téchto enzymu a délce jejich ptisobeni za ostatnich
danych podminek (LUKASOVA a kol., 1999).

Cilem této prace bylo sledovani vyskytu psychrot-
rofnich mikroorganismil v syrovém mléce a jejich
identifikace pomoci kultiva¢nich, biochemickych
amolekuldrn&-biologickych metod.

MATERIAL A METODY

V této préci byly analyzovany vzorky syrového
mléka, které pochdzely od 26 riznych dodavatelt
z oblasti severni a stfedni Moravy. Vzorky syrového
mléka byly odebirany podle normy CSN ISO 707.
Zikladni zpracovani vzork@l bylo provedeno dle
normy CSN ISO 7218. Celkovy pocet mikroorga-
nismt (CPM) byl stanoven podle normy CSN ISO
6610. Pro izolaci a zjisténi poc¢tu psychrotrofnich
bakterii (CPP) byla pouzita kultivaéni metoda, po-
psandnormou CSN ISO 6730, kultivace probihalana
zivné ptidé PCA se susenym mlékem (NOACK, CR)
pfi teploté 6,5 °C po dobu 10 dnti. Izolované kmeny
byly vyockovany na krevni agar, mikroskopicky hod-
noceny (Gramovo barveni) a identifikovany pomoci
biochemickych testii (kataldza test, ENTEROtest 16,
NEFERMtest 24, ONP a OXI test (Lachema, CR). Pro
stanoveni proteolytické aktivity byl pouzit Nutrient
Gelatin agar (HiMedia, Indie). Lipolyticka aktivita
byla stanovena na Spirit Blue agaru (HiMedia, Indie)
a Tributyrin agaru (HiMedia, Indie).

U statisticky vyznamného po¢tu izolatt (P < 0,05)
byla provedena molekuldrng biologickd identifi-
kace zastoupenych rodt psychrotrofnich mikroor-
ganismu. Z dobfe narostlych mikrobidlnich kultur

vybranych psychrotrofnich bakterii byla izolovina
DNA. Standardni manipulace s DNA byla prove-
dena podle SAMBROOKA a RUSSELLA (2001)
a AUSUBELA a kol (1994). Kvalita DNA byla ovéfena
pomoci gelové elektroforézy v agar6zovém gelu, po
obarveni fluorescenénim barvivem ethidium bro-
midem byla DNA detekovana zafenim v UV svétle.

Druhove specifickd PCR pro rod Pseudomonas byla
provedena podle metody, kterou uvadéji GUNASE-
KERA a kol. (2003).

Pro statistickou analyzu byla p¥i vypo¢tu kore-
laéni a regresni analyzy podle VYLETELOVE a kol.
(2000) pouzita logaritmickad transformace dat. Jako
stfedni hodnoty soubort byly uréeny geometrické
prameéry.

VYSLEDKY A DISKUSE

V pritb¢hu 12 mésictt bylo zanalyzovino 109
vzorkt syrového mléka. Celkovy pocet mikroorga-
nismu stanoveny ve vzorcich syrového mléka se po-
hyboval od 3,2.10°do 8,3. 10°CFU/ml. Hygienicky li-
mit (CPM £ 100 000 CFU/ml) byl piekroéen u 48,62 %
vzorkt. Je to vice nez ve své studii uvadé&ji PRAKASH
a kol. (2007), kde hygienicky limit pfekrocilo 26,7 %
vzorkt. Celkovy pocet psychrotrofnich mikroor-
ganism detckovanych v této studii se pohyboval
vrozmezi od 1,0. 10*do 8,2. 10°CFU/ml. Hygienicky
limit (CPP < 50 000 CFU/ml) byl rovnéz piekro¢en
u 48,62 % vzorkt. CEMPIRKOVA (2002) zazname-
nala pfekro€eni CPP ve vzorcich syrového mléka
pouze u 0,02 % vzorkd. Z vysledkt (Tab. T a II) vy-
plyva, Ze CPM a CPP vyznamné p¥eckracovaly poza-
davky normy (CSN 57 0529), a to v mnoha pripadech
i nékolikanasobné. Uzky vztah mezi vyskytem cel-
kové a psychrotrofni mikrofléry mléka je vieobecné
znamy. Pocet psychrotrofnich mikroorganismt a je-
jich podil na celkové mikrofl6¥e v syrovém mléce
znalné kolisal. Procentudlni podil psychrotrofni
mikrofléry na celkové mikrofl6¥e syrového mléka
se pohyboval mezi 0,83-100 % (priimé&rnd hodnota
66,27 %). Nepiimé&Fené zvysené polty psychrotrof-
nich mikroorganismt mohou byt spojeny s nedo-
stateCnou hygienou pfi dojeni, ¢isténi a dezinfekei
dojici a ichovné techniky na mléko, jak ve své studii
uvadéji PRAKASH a kol. (2007). Podle BURDOVE
a BARANOVE (2005b) mléko ziskané za hygienicky
uspokojivych podminek oby¢ejné obsahuje méné
nez 10 % psychrotrofnich mikroorganismu z celko-
vého poc¢tu mikroorganismi, ktery nepfesahuje 10*
v 1 ml. Vice nez 75 % psychrotrofnich mikroorga-
nismt z CPM se vyskytuje v mléce ziskaném za Spat-
nych hygienickych podminek (DUCKOVA a CANI-
GOVA, 2004).

Jednim z dtvodi, pro¢ byly ve vzorcich syrového
mléka zjistovany pomérné vysoké poéty CPM a CPP,
mohl byt i fakt, ze vzorky mléka dodédvané do labo-
ratofe byly minimaln¢ 24 hodin staré. I kdyz byly
uchovévany pii teploté 6-7 °C, mohlo dojit k po-
mnozeni psychrotrofnich mikroorganism?u. Teplota
mléka p¥i odbé&ru a ¢asova prodleva pii svozu hraji
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dualezitou roli jak pro prvovyrobce, tak pro zpraco-
vatele (VYLETELOVA a kol., 2000).

Vzhledem k tomu, Ze se mléko jevi jako vhodna
zivna ptda pro rozvoj rozli¢né bakteridlni mikro-
fléry, mtize dochédzet v diisledku nedodrzeni niz-
kych skladovacich teplot k pomnozeni psychrotro-
fnich bakterii — z celkového po¢tu mikroorganismu
(CPM) mohou psychrotrofni bakterie tvofit z pt-
vodnich 24 % az témé&F 100 %. Pfi sledovani dyna-
miky zmén stavu psychrotrofni mikrofléry syrového
mléka BURDOVA a BARANOVA (2005b) zjistily,
Ze ke statisticky vyznamnému rozvoji psychrotro-
fnich mikroorganismt, a tim i CPM dochédzi uz po
24 hodindch uchovévani vzorkd syrového mléka
pii 6-7 °C. Toto zjisténi odpovidd vysledkiim, které
uvadéji ve své studii VYLETELOVA a kol. (2000),
ktefi sledovali vliv teploty na prabéh ristu jednotli-
vych skupin mikroorganismu ve vzorcich syrového

mléka. Zjistili, Ze pro nejstabilngjsi zachovani mik-
robiologického sloZzeni syrového kravského mléka
a omezeni riistu mikroorganismii k uchovani mléka
se teplota 4 °C ukazuje jako mnohem spolehlivéjsi
neZ teplota 6,5 °C, pfi které doslo jiz po 24 hodinach
téméfF k dvojndsobnému nartistu CPM a CPP.

Ke statistickému vyhodnoceni byla pouzita li-
nedrni regrese, jejiz vysledkem je rovnice regresni
piimky y = 1,154x - 1,1608 (Obr. 1). Vzdjemny vztah
mezi CPP a CPM je vyznamny (r = 0,87; P < 0,001).
Vysledky potvrdily, ze vyskyt psychrotrofnich bakte-
rii viznamné koreluje s vyskytem mezofilnich bak-
terif. Také VYLETELOVA a kol. (1999) uvadéji, Ze
vztah mezi CPP a CPM je vyznamny a piekvapive
vysoké korelace mezi CPP a CPM (r = 0,96) u vzorku
ze svozové oblasti nazna&uje, ze pro hodnoceni hy-
gienické kvality syrového mléka by s uspokojivou
spolehlivosti postatoval jediny ukazatel, a to CPM.

y=1,154x - 1,1608
r=0,87
n=109

log CPP (CFU/ml)

0 1 T \
0 1 2 3

log CPM (CFU/ml)

\ \ \ \ \
4 5 6 7 8

1: Zndzornéni vzdjemné korelace mezi hodnotami CPM a CPP (r - korelacni koeficient, n — pocet vzorkii)

Vlivnym, i kdyZz nepfimym faktorem na zvy3e-
ném nartstu hodnot CPM a CPP mtZe byt sezonni
vliv. Nejvy33i pramérné potty CPM i CPP byly za-
znamenany v letnim obdobi. Nejmen3i hodnoty
pro CPM a CPP byly zaznamenany v listopadu, pro-
sinci a lednu. Uvedené vysledky potvrzuje KAD-
LEC (2003), ktery uvadi, Ze v letnim obdobi, kdy
jsou zachovany vy33i hodnoty CPM, jsou zachovany
i vy33i hodnoty psychrotrofnich mikroorganismi.
Také BURDOVA a BARANOVA (2005a) se ve své
préci zmifiuji, Ze po¢ty psychrotrofnich mikroorga-
nismil jsou podstatné vy33i v letnim obdobf, ¢asto az
desetindsobné.

Termorezistentni proteolytické a lipolytické en-
zymy mohou p¥i vysoké koncentraci znehodnotit
mléko jako surovinu nebo meziprodukt. Ovliviiuji
kvalitu, nutri¢ni a senzorické vlastnosti a dobu skla-
dovéani mlékaamléeénych vyrobka. Proteolytickd a li-
polyticka aktivita byla posuzovina u statisticky vy-

znamného poctu kolonii psychrotrofnich bakterii.
Z celkového poé¢tu 50 kolonii produkovalo 64 % pro-
teolytické enzymy a 66 % kolonii tvofilo lipolytické
enzymy. Proteolytické i lipolytické enzymy produ-
kovalo souc¢asné& 54 % kolonii. 76 % kolonii produko-
valo alespori jeden z enzymt. Vzhledem k tomu, Ze
detekce proteolytické a lipolytické aktivity probihala
pii 6,5 °C, lze konstatovat, Ze vét3ina z izolovanych
psychrotrofnich bakterii produkovala lytické en-
zymy i pfi chladirenskych teplotach. Tvorba t&chto
enzymt je vyznamnd tehdy, jestlize po¢ty psych-
rotrofnich bakterii dosahuji hodnoty vy33i nez 10°
CFU/ml. Z nasich vysledkil vyplyvd, Ze v n&kolika
pfipadech byla hodnota CPP dokonce vy33i nez 10°
CFU/ml, coz mohlo mit za nasledek vznik senzoric-
kych vad u mléka a nasledn€ i u mlé&nych vyrobki.
Pri detekci technologicky vyznamnych druht
psychrotrofnich bakterii byl nej¢ast&ji zastoupen
rod Pseudomonas (76 %). Pievaznou vétsinu (55 %)
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té&chto bakteridlnich kment tvofil typicky pfedstavi-  biologické kontaminace v prvovyrobé€ i p¥i zpraco-
tel technologickych problémti Pseudomonas fuorescens.  vani mléka technologicky nejvyznamnéjsim poten-
Podle mnoha autorti je rod Pseudomonas z hlediska  cidlnim kontaminantem, coz je v kontrastu s USA,
mlékarenské praxe a produkce enzymu nejvyzna-  kde byva na prvni misto fazen spory tvofici druh Ba-
méj3i. VYLETELOVA a HANUS (2000) uvadéji, ze cillus(STEVENSON a kol., 2003).

Pseudomonas fluorescens je z hlediska moznosti mikro-

SOUHRN

Koncentrace vyroby v zem&d&lstvi a v potravinaiském primyslu zptisobila, Ze cesta potraviny od pr-
vovyrobce ke spotfebiteli se prodlouzila. Suroviny i hotové potraviny je tfeba dlouhodobé uchova-
vat. Aby nedochazelo kjejich znehodnocovani, skladuji se p¥i nizkych teplotdch, které zamezuji pt-
sobeni b&zné mezofilni mikrofléry. BEhem delsi doby skladovani se viak mtze projevit pFitomnost
psychrotrofni mikrofléry, jejiz ¢innost na rozdil od mezofilnich bakterii neni zastavena, ale pouze
zpomalena. Tato mikrofléra zptisobuje rozklad bilkovin a tuk? a je p¥i¢inou nepfijemnych pachi
avad chuti.

Z uvedenych divodi se stéle ve vE€t3i mife posuzuje pozadavek zjistovat pfi mikrobiologické kontro-
le surovin a hotovych vyrobkut vedle celkového po¢tu mikroorganismii také obsah psychrotrofnich
bakterii. Mikrobidlni kontaminace syrového mléka ma zasadni vyznam pro kvalitu mléka jako suro-
viny pro vyrobu mlé&nych potravin a v této souvislosti je jeji redukee i jednim z faktorti ochrany zdra-
vi konzumentdl. Cilem této prace bylo sledovani vyskytu psychrotrofnich mikroorganismu v syrovém
mléce ajejich identifikace pomoci kultiva¢nich, biochemickych a molekularné-biologickych metod.
Celkovy pocet mikroorganismt (CPM) byl stanoven podle normy CSN ISO 6610. Pro izolaci a zjisté-
ni po&tu psychrotrofnich bakterii (CPP) byla pouZita kultivaéni metoda popsana normou CSN 1SO
6730. Izolované kmeny byly vyotkoviny na krevni agar, mikroskopicky hodnoceny (Gramovo bar-
veni) a identifikovany pomoci biochemickych testt (kataldza test, ENTEROtest 16, NEFERMtest 24,
ONP a OXI test (Lachema, CR) a pomoci rodové - specifickych PCR. Pro stanoveni proteolytické ak-
tivity byl pouzit Nutrient Gelatin agar (HiMedia, Indie). Lipolyticka aktivita byla stanovena na Spirit
Blue agaru (HiMedia, Indie) a Tributyrin agaru (HiMedia, Indie).

Celkovy po&et mikroorganismt stanoveny ve vzorcich syrového mléka se pohyboval od 3,2 x 10°
do 8,3 x 10° CFU/ml. Celkovy pocet psychrotrofnich mikroorganismt se pohyboval v rozmezi od
1,0 x 10°do 8,2 x 10° CFU/ml. Nejvy33i pramé&rné pocty CPM i CPP byly zaznamenény v letnim obdo-
bi. Vzdjemny vztah mezi CPP a CPM je vyznamny (r =0,87). Vysledky potvrdily, ze vyskyt psychrotrof-
nich bakterii viznamné koreluje s vyskytem mezofilnich bakterii. Nejmensi hodnoty pro CPM a CPP
byly zaznamenany v listopadu, prosinci a lednu. Proteolyticka a lipolyticka aktivita byla posuzovéna
u statisticky vyznamného po¢tu kolonif psychrotrofnich bakterii. Z celkového po&tu 50 kolonii pro-

vy

dukovalo 76 % kolonii alespon jeden z enzymu. Nej¢ast&jsi zastoupeni mél rod Pseudomonas (76 %).

syrové mléko, psychrotrofni mikroorganismy, celkovy po¢et mikroorganism, biochemické testy

SUMMARY

The group of psychrotrophic microorganisms belongs to the microorganisms representing a risk for
hygienic quality of raw milk. Some genus are considered to be significant producers of proteolytic
and lipolytic enzymes.

The aim of this work was the determination of total count of psychrotrophic microorganisms and
total count of mesophilic bacteria in raw and pasteurized milk samples (n = 109) originated from 26
different suppliers from the area of North and Middle Moravia. The screening was performed from
March 2007 to February 2008. Samples were cultivated by the plate method under standard condi-
tions (6.5 °C/10 days for psychrotrophic bacteria; 30 °C/3 days for mesophilic bacteria). Total count of
psychrotrophic bacteria and total count of mesophilic bacteria varied from 1.0 x 10° to 8.2 x 106 CFU/
ml and from 3.2 x 10° to 8.3 x 10 CFU/ml, respectively.

Total of 48.62 % and 48.62 % of samples exceeded the hygienic limit in raw milk for total count of
mesophilic bacteria and total count of psychrotrophic bacteria, respectively. The correlation between
these counts was highly significant (r = 0.87). Significantly higher (P < 0.05) numbers of psychrotro-
phic microorganisms were detected in summer months.

Subsequently, the determination of proteolytic and lipolytic activity of psychrotrophic bacteria and
their identification was carried out. For the determination of proteolytic activity, Nutrient Gelatin was
used. Single isolates of psychrotrophic microorganisms were cultivated at 6.5 °C for 10 days. Tribu-
tyrin Agar Base and Spirit Blue Agar were applied in the case of lipolytic activity determination. Tno-
culated plates were incubated at 6.5 °C for 10 days. The ability to produce proteases or lipases was
found at 76 % identified bacterial strains.
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For the identification of psychrotrophic bacteria isolates having proteolytic and lypolytic activity,
Gram staining, biochemical tests (catalase test, NEFERMtest 24) and genus specific PCR were used.
The most commonly identified genus in milk samples was of the genus Pseudomonas.
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