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Influence of storage conditions
on microbiological quality of pasteurized milk

Souhrn

Sledovan byl vliv podminek skladovani na mikrobiolo-
gickou kvalitu pasterovaného mléka jako meziproduktu
v mlékarenskych technologiich. Stanovovan byl celkovy
pocet mikroorganismti, psychrotrofni mikroorganismy,
pseudomonady,  termorezistentni  mikroorganismy
a Bacillus cereus. Pfi pouziti mikrobiologicky kvalitniho
syrového mléka, dosaZeni poZadovaného pastera¢niho
efektu a pfi ucinné prevenci rekontaminace by mohlo byt
pasterované mléko skladovano nejdéle 2 - 3 dny pfi teploté
do 12 °C, aby spliiovalo legislativni poZadavky na mikro-
biologické parametry. Z hlediska rizika vzniku vad zpu-
sobenych psychrotrofnimi mikroorganismy a jejich
enzymy lze vSak doporucit skladovani nejdéle 2 dny pfi
6 °C, popt. jen nékolik hodin pti 12 °C.

Summary

Influence of storage conditions on microbiological qua-
lity of pasteurized milk as semi-product in dairy technolo-
gies was studied. Total bacteria count, psychrotrophic
micro-organisms, pseudomonades, heat-resistant micro-
organisms and Bacillus cereus were determined. If raw
milk of high microbiological quality is used, desired pas-
teurization effect is achieved and re-contamination is effec-
tively prevented, pasteurized milk could be stored up to
2 - 3 days at 12 °C to fulfill legislative demands on micro-
biological parameters. In terms of risk of undesirable
changes by spoilage psychrotrophic micro-organisms and
their enzymes it can be recommended to store pasteurized
milk no longer than 2 days at 6 °C or only a few hours at
12 °C.

Uvod

Podminky skladovani syrového mléka jsou limitovany
legislativnimi pfedpisy. Nafizeni ES €. 853/2004 ve znéni
pozdéjsich predpisti (Natizeni (ES) €. 1020/2008) udava, ze
mléko musi byt po pfijeti ve zpracovatelském zavodé rych-
le zchlazeno na teplotu nepiekracujici 6 °C a tato teplota se
musi udrZet aZ do doby zpracovani. Provozovatelé potra-
vinarskych podnikii vSak mohou uchovavat mléko i pfi

vyssi teploté, pokud ke zpracovani dojde ihned po nadojeni
nebo do 4 hodin od pfijeti ve zpracovatelském zavodé.

Naftizeni dale udava, Ze provozovatelé potravinarskych
podniklt museji zajistit, aby bezprostiedné pted zpraco-
vanim byl v syrovém kravském mléce pouzivaném pro
vyrobu mlécnych vyrobkd obsah mikroorganismil pfi
teplot¢ 30 °C nizsi nez 300 000 na mililitr, v tepelné
oSetfeném kravském mléce pouzivaném na vyrobu
mléénych vyrobkt nizsi nez 100 000 na mililitr.

Pokud tedy bude syrové mléko s celkovym poctem
mikroorganismti (CPM) 3,0 x 105 JTK/ml podrobeno Setrné
pasteraci (72 - 75 °C/15 - 20 s, béZzny pasteracni efekt
99,9 %), bude CPM po pasteraci 3,0 x 10* JTK/ml. Po
vysoké pasteraci (80 - 85 °C/4 - 5 s, béZny pasteracni efekt
99,99 %) bude CPM 3,0 x 10' JTK/ml. Tyto hodnoty jsou
v porovnani se syrovym mlékem nizké, avSak ne zanedbatel-
né. Cilem této prace je zjistit, za jakych podminek by mélo
byt mléko po pasteraci (meziprodukt pii vyrobé mléénych
vyrobkil) skladovano, aby nedoslo k nezadoucimu opétovné-
mu nértistu technologicky nezadouci mikroflory.

Postup prace

Pokus byl proveden s deseti vzorky syrového
odstfedéného mléka (odbér pfed pastérem), u kterych byly
stanoveny pocate¢ni mikrobiologické parametry. Vzorky
byly rozplnény po 150 ml do sklenénych lahvicek a na
vodni 14zni podrobeny zéhfevu 72 °C/30 s. Timto zpuso-
bem sice neni mozné dosdhnout tak vysokého pasteracniho
efektu, jako ma deskovy vyménik, ale cilem provedeného
tepelného oSetfeni bylo pouze pozménit pomér ptitomnych
mikroorganismi ve prospéch termorezistentni mikroflory.
Aby bylo mozné pokus vyhodnotit, bylo zapotiebi, aby i na
pocatku skladovani byla ve vyznamné mife pfitomna
mikrofléra méné rezistentni k teploté, kterd se v realnych
podminkach muZe dostat do pasterovaného mléka jako
popasteracni kontaminace, napf. z biofilmi na povrsich
technologickych zafizeni.

Vysledky z rozboru po zdhfevu byly pfifazeny dobé
skladovani O hodin. Poté byly vzorky rozdé€leny na dvé
skupiny po péti kusech a uchovavany v termostatech na-
stavenych na 6 = 1 °C (simulace vhodnych podminek
skladovani) a na 12 = 1 °C (simulace nedostate¢ného
chlazeni). Ve zvolenych casovych intervalech bylo ode-
birano pro rozbor po 10 ml z kazdého vzorku.

Provadény byly tyto mikrobiologické rozbory:

* celkovy pocet mikroorganismti (CPM) - GTK, pfelivem,
30 °C/3 dny, podle CSN EN ISO 4833 (2003)

e psychrotrofni mikroorganismy - GTK, pfelivem,
21 °C/25 h, podle CSN ISO 8552 (2005)

* termorezistentni mikroorganismy (TRM) - GTK, pfeli-
vem, 30 °C/3 dny, po inaktivaci vzorkd 85 °C/10 min,
podle CSN 56 0100 (1994)

* B. cereus - MYPA, 0,1 ml roztérem, 30 °C/24 - 48 h, po inak-
tivaci vzorkti 85 °C/10 min, podle CSN ISO 7932 (2005)

e pseudomonady - Pseudomonas agar s C-F-C Supple-
mentem (Oxoid), 0,1 ml roztérem, 30 °C/48 h
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Pouzité metody byly déle testovany na Cistych kmenech
mikroorganismi s cilem zjistit, jak jsou vysledky ovlivnény
vnéj§imi podminkami, kterym jsou mikroorganismy vy-
staveny. U pseudomonad byly navic plotny inokulovany jak
prelivem, tak roztérem, aby byl ovéfen také vliv teploty agaru.

Kmeny Pseudomonas aeruginosa CCM 3955,
Pseudomonas fluorescens CCM 2826 a Bacillus cereus
SPA12 (izolat VUM) byly jednotlivé nao¢kovany do steril-
niho mléka (0,5 % tuku) na pocatecni denzitu
107 - 10® JTK/ml a proveden byl rozbor. Poté byly vzorky
podrobeny zahfevu na vodni 1azni 72 °C/30 s, analyzovény,
skladovany 24 h pfi 6 °C a znovu analyzovany.

U vzorkG mléka s pseudomonidami byly stanovovany
podle vyse uvedenych postupii celkové pocty mikroorganis-
mu (pfelivem i roztérem), psychrotrofni mikroorganismy
(ptelivem i roztérem) a pseudomonddy (roztérem), u vzorka
s bacily celkové pocty mikroorganismi (pielivem), ter-
morezistentni mikroorganismy (pfelivem), B. cereus
(roztérem, po inaktivaci a bez provedené inaktivace).

Vysledky a diskuse

Mikrobiologicka kvalita vychoziho syrového mléka je
popsana v tab. 1. Z divodl popsanych vyse byl primérny
pasteracni efekt, tj. procento mikroorganismd usmrcenych
pii pasteraci, relativné nizky (99,2 %).

Tab. 1 Mikrobiologicka kvalita vychoziho syrového
odstredéného mléka

CPM psychro-

termorezis- B. cereus pseudo-
(JTK/ml)  trofni MO tentni MO (JTK/ml) monady
(JTK/ml) (JTK/mi)

1] 72x10* | 14x10* | 20x10 <10 5x10°
2 | 13x10° | 15x10* | 3,0x10 <10 5x10°
3 | 15x10° | 1,9x10 5,0 x 10° <10 5x10°
4 | 13x10° | 1,7x10* | 9,0x10' <10 <10
5 | 71x10* | 1,0x10* 6,4 x 10' <10 3x10°
6 | 27x10° | 18x10° 2.1x10' <10 1.9x 10
71 20x10° | 1,1x10° 3,4x10' <10 1,1 x 10*
8 | 27x10° | 24x10° 6,9 10' <10 8,2 x10*
9 | 50x10° | 50x10° 2,1x10' <10 3,6 x 10
10 | 32x10° | 2,6x10° 6x 10’ <10 1,0 x 10*

Sorhang a Stepaniak (1997) uvadéji, ze pii 2 - 7 °C je
generacni doba psychrotrofnich bacild mnohem delsi nez
generacni doba béZznd pro pseudomonddy, avSak uz pri
10 °C se rustova rychlost téchto bacilli zvySuje. Nejvyz-
namnéj§im psychrotrofnim bacilem v mléce je B. cereus
(Chen a kol., 2003), avSak v analyzovanych vzorcich nebyl
B. cereus ve vyznamné mife detekovén ani pii 6 °C ani pfi
12 °C, a to ani po cileném prodlouZeni doby skladovani na
5 dnt. Ristu B. cereus ve vSech vzorcich skladovanych
5 dnd pfi 12 °C vS8ak nasvédcuje vznik sraZeniny, kterd
svym charakterem odpovidd pravé aktivit¢ tohoto bakte-
ridlntho druhu. Vysvétlenim muze byt, Ze vegetativni
buriky termorezistentd adaptované na nizkou teplotu jsou
citlivé k zahtevu v disledku zmén cytoplazmatické mem-
brany. Aby mohla membréna plnit svou funkci, nesmi ztuh-

nout. Toho lze pfi nizkych teplotich dosdhnout sniZenim
bodu tini pritomnych lipidl, tedy zvySenim podilu
nenasycenych a kritkych mastnych kyselin. Na druhou
stranu pfi zahievu se tato cytoplazmatickd membréana snad-
no roztece, a tak dojde k usmrceni adaptovanych mikroor-
ganismi (Adams a Moss, 2000).

Vysledky dalSich rozbort v pribéhu skladovani jsou zné-
zornény na obr. 1 a 2. Béhem tfidenniho skladovani pii
6 °C nedoslo k vyznamnému nartistu CPM v pasterovaném
mléce. Prvni dva dny se psychrotrofni mikroorganismy
postupné adaptovaly na nizkou teplotu, mezi druhym
a tfetim dnem se denzita psychrotrofti zvysila aZ na troven
CPM a predpokladat lze vyrazny narist CPM a psy-
chrotrofii po tfech dnech skladovani pti 6 °C. K obdobnym
vysledkim dospél i Guinot-Thomas a kol. (1995) pro
syrové mléko - béhem skladovani pti 4 °C byly pfitomné
mikroorganismy asi 2 dny v lag-fazi a za 4 - 6 dnd se
dostaly na pocatek staciondrni faze rastu, kde dosahly
10° - 107 JTK/ml. V této prici nedoslo ke zhor§eni mikro-
biologickych parametrti mléka skladovaného pti 6 °C kvili
narastu pseudomondd (obr. 1), ale psychrotrofnich
mikroorganismi tvoficich oranzovo-Zluty pigment (identi-
fikace nebyla provedena).

Naproti tomu pifi skladovani pfi 12 °C rostly psy-
chrotrofni mikroorganismy i jejich zastupci pseudomonady
jen s kratkou lag-fazi a tdrovné CPM dosdhly béhem

Obr. 1 Mikrobiologicka kvalita pasterovaného miéka
béhem skladovani pri 6 °C (n = 5)
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Obr. 2 Mikrobiologicka kvalita pasterovaného miéka
béhem skladovani pfi 12 °C (n = 5)
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Tab. 2 Mikrobiologicka kvalita vychoziho syrového
odstfedéného miéka

CPM CPM  psychro- psychro- pseudo-

prelivem roztérem trni MO trofni MO monady

(JTK/ml) (JTK/ml) prelivem roztérem roztérem
(JTK/ml) (JTK/ml) (JTK/ml)

Pseudomonas aeroginosa CCM 3955

po naockovani | 9,3x 10 | 40x10% | 12x10° | 21x10% | 1,3x10°

po zahrevu 15x10° | 29x10° | 1,0x10° | 1,6x10° | 25x10°

po skladovdni | 6,0x 10 | 7,1x10*| 4,4x10* | 1,5x10° | 1,4x10°
Pseudomonas fluorescens CCM2826

po naodkovani | 82x 107 | 47x10% | 1,7x10° | 19x10° | 1,6x 10°

po zéhrevu 2,5x10° = 56x10% | 1,0x10° | 5,8x10*

po skladovani | 3,9x10° | 3,6x10°| 6,9x10° | 43x10° | 2,0x10°

Tab. 3 Rozbor kultury Bacillus cereus SPA 12 riznymi
metodami

CPM TRM B. cereus B. cereus
(JTK/ml) po inaktivaci bez inaktivace

) (JTK/ml)

(JTK/ml)

po naotkovani | 1,2x107 | 4,1 x10* 45x10* 2,4x10°
po zéhtevu 24x10° | 27x10° 9,4 x10* 2,5x10°
po skladovani | 9,1x10° | 58x10° 3,9x10* 3,1x 107

prvniho dne. Poté tyto tfi parametry nardstaly stejnym tem-
pem. Predpokladat proto lze, Ze pseudomonddy tvofily
vétSinu pfitomnych psychrotrofnich i celkovych mikroor-
ganismi. Po tfech dnech se CPM zvysilo v praméru
0 3,5 fadu, pocty psychrotrofii o 5 adu.

Denzita termorezistentnich mikroorganismi se béhem tfi
dnd pfi 6 °C ani pii 12 °C vyznamné neménila -
pravdépodobné pfitomné spory (s vyjimkou B. cereus - viz
vyse) za danych podminek neklicily.

V tab. 2 a 3 jsou vysledky rozbort kultur technologicky
nezadoucich mikroorganismi po naockovani do sterilniho
mléka, po zdhfevu 72 °C/30 s a po skladovani 6 °C/24 h.
Z tab. 2 je patrné, Ze vysledky ziskané prelivem a roztérem
jsou srovnatelné, popf. roztérem velmi mirné vyssi. Proto
Ize soudit, Ze sledovani zmén mikrofléry v prabéhu
skladovani pasterovaného mléka nebylo vyznamné
ovlivnéno citlivosti psychrotrofnich mikroorganisma vici
teploté rozehtatého agaru pfi inokulaci prelivem.

Metody pro stanoveni celkového poc¢tu mikroorganismit
a psychrotrofnich mikroorganismt poskytly pro oba druhy
pseudomondd srovnatelné vysledky. Kultura P. fluorescens
byla ale po zahfevu (a také po skladovani) citliva
k cefalosporinovému antibiotiku v Pseudomonas agaru,
a tak stanoveni pseudomondd poskytlo o 1 - 2 fady nizsi
vysledky. Urcit, jak casty je tento jev u pseudomonad
vyskytujicich se v mléce, neni cilem této prace. AvSak ani
za predpokladu, Ze by vétSina pseudomondd byla srov-
natelné citlivych s P. fluorescens CCM 2826, nestacilo by
to k vyvraceni tvrzeni, Ze maji na nardstu psychrotrof po
3 dnech pfi 6 °C dominantni podil jiné mikroorganismy.

Pokud jde o testovanou kulturu B. cereus, je vliv antibio-
tika polymyxinu v MYPA agaru zanedbatelny. Celkové
pocty mikroorganismu jsou srovnatelné s pocty zjiSt€nymi
na MYPA agaru bez inaktivace vzorku a poCty termorezis-
tentd srovnatelné s pocty na MYPA agaru po inaktivaci.

Nizka zachytnost B. cereus pti skladovani pasterovaného
mléka nebyla tedy zplisobena nevhodnym sloZenim pudy,
ale citlivosti vegetativnich bunék psychrotrofnich kmeni
B. cereus k pouZzitému inaktivacnimu zdhfevu.

Zaver

Za predpokladu, Ze mléko bude po pasteraci obsahovat
CPM 3,0 x 10" az 3,0 x 10> JTK/ml (viz Uvod), znamena
dosazeni horniho limitu béhem skladovani pasterovaného
meziproduktu 1,0 x 10° JTK/ml dle Nafizeni ¢. 1020/2008
nardst o 3 - 4 fady. Pokud nedojde k popasteracni kontami-
naci, lze za uvedenych podminek pasterované mléko
skladovat maximalné tfi dny pri 12 °C, pii 6 °C déle. Pokud
vSak nebude mit mléko za pastérem vyse uvedenou kvalitu
nebo dojde k rekontaminaci, bude nutné dobu (teplotu)
skladovani zkratit (sniZit). Toto se vztahuje na splnéni legi-
slativnich pozadavkd, avSak z hlediska sniZeni rizika vzniku
vad zpisobenych psychrotrofnimi mikroorganismy a jejich
enzymy lze doporucit skladovani pasterovaného mléka
nejdéle dva dny pii 6 °C, popt. pouze nékolik hodin pfi 12 °C.

Mikrobiologicka kvalita pasterovaného mléka je dana
zejména vyS$i kontaminace a druhovym zastoupenim
v ramci skupiny psychrotrof. Pfi dikladném chlazeni se
uplatiiuji zejména pseudomonady a dalSi bakterie, které
nevykazuji vyznamnou rezistenci k teploté (do mléka se
mohou dostat jako popastera¢ni kontaminace), pfi
teplotach nad 10 °C mohou navic rust (i kdyZ pomaleji nez
pseudomonddy) také psychrotrofni bacily, které ve formé
spor piezily pasteracni zahiev.

Podékovdni

Tato prace vznikla s finan¢ni podporou Ministerstva
Skolstvi, mladeZe a t&lovychovy Ceské republiky pfi feseni
vyzkumného zdméru 2672286101 Mléko - vyznamna
soucast zdravé a bezpecné vyZivy.
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