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VYBER VHODNE MATRICE
VZORKU PRO STANOVENI
MIKROBIOLOGICKYCH
PARAMETRU INSTRUMENTALNIMI
METODAMI

Peroutkova Jitka, Elich Ondrej, Pechacova Marta,
Roubal Petr
MILCOM a.s., Praha

Selection of suitable sample matrix
for determination of microbial parameters
using instrumental methods

Abstrakt

Vzorky pro kontrolu pfistrojii, kterymi jsou sledovany
mikrobiologické parametry v syrovém mléce, jsou skladovany
pii teplot¢ -40 °C. Pfi takové teplot¢ dochdzi k poklesu
mikroorganismu, které jsou pak pod mezi detekce pfi
stanoveni klasickou plotnovou metodou, ale detekovatelné
instrumentalnimi metodami, které jsou zaloZeny na principu
méfeni fluoro-opto-elektronického pocitani obarvenych nuk-
leovych kyselin v buiikdch zZivych i odumfelych. Prace byla
jednak zaméfena na vybér vhodného kmene a zaroven na
vybér vhodného kryoprotekéniho média pro vzorky slouZzici

na kontrolu pfistrojti, aby bylo zamezeno ziskani rozdilnych
vysledku prfi pouziti klasickych a instrumentalnich metod.

Abstract

Samples for instrument control used for monitoring micro-
bial parameters in raw milk are conserved at -40 °C. Density
of microorganisms decreases at this very low temperature
and count of microorganisms are below of detection limit
using classic plate method. However, microorganisms are
detectable by instrumental methods based on the principle
fluoro-opto-electronic measuring and count of stained nu-
cleic acids in viable and dead cells. We focused on selection
of suitable microbial strain and also on selection of suitable
cryoprotective medium for samples in order to avoid diffe-
rent results using classic and instrumental method.

Uvod

Pro kontrolu pfistroji, pouzivanych pro zji§téni mikro-
bidlnich parametri u syrového mléka, jsou ve VUM
pripravovany pilotni vzorky o dvou riiznych koncentracich
mikroorganism v fddech 10" a 10° KTJ/1 ml. Tyto hodno-
ty byly zvoleny zamérné tak, aby odpovidaly mléktim lepsi
i hor§i mikrobidlni kvality. Pfipravené vzorky jsou
zamrazeny pii -40 °C po dobu i né€kolik mésicl, proto
béhem skladovani dochézi k poklesu poctu Zivych mikroor-
ganismu. Pro zamezeni poskozeni bunék béhem zmrazovani
a skladovani a tim sniZeni denzity mikroorganismil pomaha-
ji rzné latky, které se pridavaji jako kryoprotekcni média.

K ochrannym latkdm patii jednoduché anorganické
slouceniny i velmi komplikované organické latky. VétSina
téchto latek pisobi extracelularné, ale nékteré pronikaji do
buriky jako je tomu u glycerolu. Vyborné kryoprotekéni
vlastnosti ma pridavek mléka a jeho slozky déle bilkovinné
hydrolyzaty, pepton, Zelatina, aminokyseliny, soli napf. fos-
fore¢nany, cukry aj.

Teploty nizs§i neZ je minimalni teplota rlstu preZiva
vétsina mikroorganismi pomérné dlouhou dobu. JestliZe se
vSak intenzivné mnoZici buriky nékterych bakterii v expo-
nencialni fazi ristu pfenesou z optimalni teploty na teploty
blizké nule ¢i nizsi, dochézi k tzv. chladovému Soku, ktery
se projevuje ztratou zivotnosti velkého podilu populace.
Chladovy Sok byl pozorovan u gramnegativnich bakterii,
u grampozitivnich sporulujicich bakterii a dokonce i u psy-
chrofilt. Citlivost raznych bakterii k chladovému Soku je
velmi odlisSnd. Jako pomérné rezistentni se uvadi
Staphylococcus aureus (Silhankovd, 1995) Odolnost
mikroorganismi vici nizkym teplotdm je ovlivnéna jednak
propustnosti bunéénych stén a také chemickym slozenim
protoplazmy (Hylmar a kol., 1989).

Material a metody
Pro pokus bylo vybriano né€kolik zastupci bakterii

s rozdilnymi vlastnostmi (grampozitivni x gramnegativni,
koky x ty¢inky) a jeden zdstupce kvasinek. VSechny
vybrané mikroorganismy se v syrovém mléce béZné vysky-
tuji. Kmeny byly ziskdny z Ceské sbirky mikroorganism
v Brné (Tab. C. 1).
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Tab. 1 PouZité kmeny ze sbirky mikroorganismd v Brné

shirkové oznaceni

CCM 3954 Escherichia coli
CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa
CCM 4516 Staphylococcus aureus
CCM 8215 Candida albicans

U mikroorganismd, které byly dodany ve formé Zelati-
novych diskl, byla nejprve stanovena jejich denzita
klasickou plotnovou metodou. Disk byl vlozen do 100 ml
fyziologického roztoku, takto bylo pfipraveno 0. fedéni.
Kultivace byla provedena na GTK agaru pri 30 °C/72 hodin
(CSN EN ISO 4833).

Tab. 2 Stanoveni denzity disku

poéty KTJ/1 ml

CCM 3954 5,6 x10°
CCM 3955 8,6x10°
CCM 4516 1,5x10°
CCM 8215 9,1x10°

Tab. 3 Denzita kmend v jednotlivych substratech (A, B, C)
stanovena vypocétem dle denzity Zelatinovych disku

pocty KTJ/1 ml

CCM 3954 56x10°
CCM 3955 8,6 x10°
CCM 4516 1,5x10°
CCM 8215 9,1x10°

Tab. 4 Rozbor po pfipravé

Byly pripraveny tfi substraty pro uchovani mikroorganis-
mi ozn. A az C

A. destilovand voda jako substrdt bez ochrannych vlast-

nosti

B. destilovana voda s prfidavkem lakt6zy 4,5 %, mnoZstvi lak-

tozy bylo zvoleno tak, aby simulovalo jeji obsah v mléce

C. mléko (pasterované), které ma diky svému sloZeni

(laktéza, bilkoviny, soli) ochranné vlastnosti

Do pripravenych substratu (A-C) byly jednotlivé pridany
kmeny bakterii a kvasinek metodou standardniho pridavku
tak, aby se denzita pohybovala fadové 10°-10* viz tab. &. 3,
jako je tomu u syrového mléka a zaroven je to rozmezi
vhodné pro pouziti pfistroju.

Celkem byly pfipraveny 4 sady pro sledovani v riiznych
Casovych intervalech a to ihned po pfipravé a u vzorkl
skladovanych po dobu 1, 2 a 3 mésict pfi teploté -40 °C.

Rozbory byly provadény ve VUM klasickou plotnovou
metodou (CSN ISO 4833) a soudasné instrumentalni
metodou (CSN 57 0539) ve 3 laboratoiich v Ceské repub-
lice celkem na 5 pfistrojich oznacenych P1 az P5:

- Bactocount IBC 50 (Bentley) ozn. P1 az P4

- Bactoscan FC50H ozn. P5 (FOSS), na kterém lze méfit

pouze vzorky mléka

Vysledky
Vysledky rozborti jsou uvedeny v tabulkach ¢&. 4 az 7.
Jako nejvice odolny viéi skladovani pfi teploté -40 °C se ze

substrat VUM P1 P2 P3 P4 P5
KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml KTJ/mi

A 1,0x 10 2,0x10° 40x10° 1,0x10° 1,0x10° -

E. coli B <10 1,0x 10° 1,0x10° 1,0x10° 1,0x 10° -
C 5,0 x 10° 1,9x 10° 2,3x10° 2,2 x10° 2,3x10° 9,7 x 10

A <10 5,0 x 10 50x10° < 1000 < 1000 -

Ps. aeruginosa B <10 1,0 x 10° 2,0 x 10° 1,0x 10° 2,0x10° -
C 1,4 x 10 1,9x 10° 2,5x 10° 2,2 x10° 2,2 x10° 9,7 x 10

A 3,6 x 10 1,2 x10¢ 1,8 x 10 2,8 x10° 2,5x 10 -

St. aureus B 6,1x10° 2,2x10° 41x10° 3,5x10° 3,0x10° -
C 2,0x10° 1,8 x 10° 2,4 x10° 2,1 x10° 2,1 x10° 9,6 x 10

A 2,0x10' 2,0x10° 4,0x10° < 1000 1,0x10° -

C. albicans B <10 1,0 x 10° 3,0x10° 1,0x10° 3,0x10° -
C 53 x10° 1,9x10° 2,7 x10° 2,1 x10° 2,2 x10° 9,7 x 10

Tab. 5 Rozbor 1 mésic skladované vzorky pfi -40 °C

kmen substrat VUM P1 P2 P3 P4 P5
KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml

A neg. 5,0 x 102 1,0x10° 2,0 x10° < 1000 -

E. coli B neg. 1,0 x 10° 1,0x 10° 2,0 x 10° 2,0 x 10° -
C 8,4 x10° 1,7 x10° 1,1 x10° 2,5x10° 2,4 x10° 1,0x10°

A neg. 5,0 x 102 50x10? 1,0x10° < 1000 -

Ps. aeruginosa B neg. 1,5x10° 5,0 x 10 1,0x 10° 2,0x10° -
C 1,5x 10 1,8 x10° 1,1 x10° 2,6 x10° 2,3x10° 1,1x10°

A 1KTJ 1,1x 10 8,0x10° 3,7 x10° 3,0x10° -

St. aureus B 2,9x10° 3,5x 10 2,4 x10° 3,3x10° 3,0x 10 -
C 1,8x10° 1,7 x10° 1,1 x10° 2,5x10° 2,3x10° 1,1x10°

A neg 1,0 x 10° 1,5x10° 1,0x 10° 1,0 x 10° -

C. albicans B 2 KTJ 1,0 x 10° 1,5x10° 1,0x 10° 2,0x10° -
C 6,6 x 10° 1,8 x10° 1,2x10° 2,3x10° 2,3x10° 1,3x10°
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Tab. 6 Rozbor 2 mésice zmraZené vzorky pfi -40 °C

substrat VUM P1 P2 P3 P4 P5
KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml
A neg. 1,0 x 10° 1,0x10° 1,0x 10° 1,0x 10° -
E. coli B neg. 1,0 x 10° 1,0x10° 1,0x10° 2,0x10° -
C 6,9x10° 1,8x10° 8,3x10° 2,2x10° 2,4x10° 1,5x10°
A neg. 1,5x 10° 2,0 x 10° <1000 2,0x10° -
Ps. aeruginosa B neg. 5,0 x 102 2,0x 10° 1,0x 10° 3,0x10° -
C 1,3x 10 1,7 x10° 8,1 x10° 2,2 x10° 2,3x10° 1,5x10°
A neg. 1,5x 10 1,1x10 2,8 x10° 4,0x10°
St. aureus B 2,0x 10 4,0x10° 3,3x10° 3,5x10° 3,0x 10 -
C 8,5x10° 1,7 x10° 8,7 x10° 2,5x10° 2,1 x10° 1,3x10°
A neg. 1,0 x 10° 3,0x10° <1000 1,0 x 10° -
C. albicans B neg. 1,5x 10° 40x10° 1,0 x 10° 2,0x10° -
C 1,5x 10 1,8 x10° 7,6 x 10 2,1 x10° 2,1 x10° 1,5x10°
Tab. 7 Rozbor 3 mésice skladované vzorky pfi -40 °C
kmen substrat VUM P1 P2 P3 P4 P5
KTJ/mi KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml
A neg. 1,0x 10° 1,5x10° 7,0x10° 1,0 x 10° -
E. coli B neg. 2,0 x 10° 2,0 x 10° 3,0x10° 5,0 x 10° -
C 7,5x10° 1,8 x10° 8,6 x 10° 2,0x10° 2,4x10° 9,8 x 10
A neg. 2,0x10° 5,0 x 10 40x10° 1,0 x 10° -
Ps. aeruginosa B 1 KTJ 1,5x 10° 1,0x10° 1,0 x 10° 1,0 x 10° -
C 1,7 x 10 1,7 x10° 8,2 x 10 2,0x10° 2,4 x10° 9,8 x 10
A 2 KTJ 1,2x 10 1,0x10° 3,9x10° 2,8x10° -
St. aureus B 2,3x10° 3,1x10° 2,0 x 10 45x10° 3,1x10 -
C 1,1 x10° 1,7 x10° 8,3 x 10 1,9x10° 2,2 x10° 9,9x 10
A neg. 1,0 x 10° 1,5x10° 3,0x10° 2,0x10° -
C. albicans B neg. 1,0 x 10° 2,0 x 10° 2,0x10° 2,0x10° -
C 7,6 x10° 1,6 x 10° 8,1x10° 2,0x10° 2,3x10° 9,8 x10°

4 zkouSenych kment zdil kmen CCM 4516 St. aureus,
jeho denzita (log KTJ/1 ml) v jednotlivych substratech
béhem skladovani je zndzornéna v grafech ¢. 1 az 3.

- substrat A (destilovana voda) a B (destilované voda se
4.5 % laktozy)
U vSech testovanych kmend mikroorganismi (CCM
3954, CCM 3955, CCM 4516, CCM 8215) byly

Zaver stanoveny pocty na srovnatelné denzité tj. 10° az

Z vysledku tohoto modelového pokusu 1ze konstatovat:
Porovnani denzity po¢tu mikroorganismt v zavislosti na
pouZitém kmenu

U kmene Staphylococcus aureus (CCM 4516) bylo
potvrzeno, Ze denzita poctu mikroorganismil je stabilni
v pribéhu celého pokusu a srovnatelna ve vSech 4 labo-
ratofich pfi pouziti klasické i instrumentalni metody.
Proto se tento kmen ze 4 testovanych sbirkovych kment
zda jako nejvhodnéjSi pro dlouhodobé skladovani pfi
-40 °C.

Porovnani denzity po¢tu mikroorganismi v jednotlivych
substratech stanovenych instrumentalni technikou
v pribéhu celého pokusu (skladovani 3 mésice pii -40 °C)

10* KTJ/1 ml. Denzita neni ovlivnéna dobou skladovani
ani pouzitym kmenem.

e Porovnani denzity po¢tu mikroorganismut v jednotlivych

substratech stanovenych klasickou metodou v pribéhu
celého pokusu (skladovani 3 mésice pii -40 °C)

Graf 1 Denzita kmene CCM 4516 St. aureus v substratu A

(destilovand voda) ve vzorku skladovaném pfi -40 °C

51, awreus - subsirat A

i —'——'

- substrat C - mléko T :‘:
Vsechny testované kmeny mikroorganismi (CCM & 1w
3954, CCM 3955, CCM 4516, CCM 8215) byly Elm
stanoveny na vyssi denzité (10° KTJ/1 ml), coZ je o 1 az 13 i
2 tady vice neZ je hodnota ziskand vypoctem (Tab. &. 3). 1 ==
Je to pravdépodobné zpiisobeno pouzitym substratem L e
(tepelné ofetfené mléko pasteraénim zdhfevem) £m ~_—h
I o 1 i 1 | mbax —

a detekci mrtvych bunék. Délka skladovani pocty
mikroorganismi neovliviiuje.
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Graf 2 Denzita kmene CCM 4516 St. aureus v substrdtu B
(destilovand voda + 4,5 % laktdzy) ve vzorku
skladovaném pfi -40 °C

- Vliv substrati je vyznamny zejména pro klasicky
mikrobiologicky rozbor, pfi kterém se zjisti denzita
Zivotaschopnych mikroorganismi. Z tohoto hlediska je

S5 sureus - subsinit B nevyhovujici substrat A (destilovani voda prosta kry-
i oprotekénich latek) i substrat B (destilovana voda obo-
b hacena 4,5 % lakt6zy), kde vSechny kmeny testovanych
in mikroorganismu byly pod mezi detekce uz po pripravé
4 s vyjimkou kmene St. aureus. U substratu A a prekva-
Eﬂﬂ pivé i u substritu B se projevilo silné isotonické
;HJ prostiedi, které mélo pro mikroorganismy letdlni
im =i ucinek, proto nebyly zjistény klasickou plotnovou
Lk =m=H metodou ihned po pfipravé vzorku.
N =i e Z vysledkli méfeni instrumentalni technikou a klasickou
i == plotnovou metodou je zifejmé, Ze jako nejvhodné&jsi
i mha | b lmim Limha ! vychdzi substrat B (destilovand voda se 4,5 % laktozy)

Graf 3 Denzita kmene CCM 4516 St. aureus v substratu C
(pasterované mléko) ve vzorku skladovaném pri

v kombinaci s kmenem CCM 4516 S. aureus.

Podékovdni
Tato prace vznikla s finanéni podporou Ministerstva

-40 °C
$kolstvi, mladeZe a t&lovychovy Ceské republiky v ramci
St gurems -substrat © grantu 2B08072.
5: Literatura:
3 Hylmar B., Havlova J., Erban V. (1989): Koncentraty Cistych mlékarskych
o Pt Kultur, STIPP, 72-73.

i :‘E =N Silhénkovd L. (1995): Mikrobiologie pro potravinafe a biotechnology,

E " ——=F . Victroria Publishing Praha, 171-172.

g fm ——F CSN EN IS0 4833 (56 0083) Mikrobiologie potravin a krmiv - HorizontdIni
L metoda pro stanoveni celkového poctu mikroorganismi - Technika
L "M . pocitani koloni vykultivovanych pi 30 °C (listopad 2003).

i ] CSN 57 0539 Automatické stanoveni bakterii v syrovém mléce pfimym
T pocitdnim bakteridinich bunék (leden 1999).
. 1. J. it i Prijato do tisku 3. 1. 2010

Lektorovdno 31. 1. 2010

INFORMACE —

NOVE SLOZKY NA BAZI MLEKA NA VELETRHU FI EUROPE

Na veletrhu funkcnich potravindrskych ingredienci ve Frankfurtu v listopadu 2009 se rada firem zaméfila na produkty ze
syrovatky.

Biocatalysts vyrabi mj. prostfedky na zlepseni priibéhu syfeni a zlepSeni chuti syrli pfi nahradé tradiéniho syfidla mikrobidlni-
mi enzymy. Nabizi pfipravek Promod™ 775P pro urychleni proteolyzy pri vyrobé mozarely a zlepSeni tavnych vlastnosti syra.
Rada pripravkli Promod™ mé za cil zlep$eni aroma typického pro riizné druhy syrd.

Lactosan nabizi portfolio prakovych prisad na bazi syri (i v bio-kvalité) vhodnych k zlepSeni chuti a barvy pfi vyrobé syri,
predevsim pfi sniZeném obsahu soli nebo tuku.

Carbery Food Ingredients predstavil syrovatkovy bilkovinny koncentrat resp. izolat "Carbelac Low Lactose 80", resp. "Isolac
Clear". Cilem vyuZiti hydrolyzované syrovatkové bilkoviny Optipep DH5A je rychlejsi pfijem organismem neZ u nehydrolyzované,
a neutralni chutovy profil.

Friesland Campina DMV prichdzi se tfemi inovacemi. Silné Zelirujici koncentrat syrovétkoveé bilkoviny PROGEL 800 disponuje
vynikajicimi texturacnimi schopnostmi a vysokou vaznosti vody. Prebiotikum Vivinal GOS je bohaté na galaktooligosacharidy
a pridava se jako bifidogenni sirup pro zlepSeni pfijmu vépniku. Modifikovany koncentrat syrovétkové bilkoviny Hiprotal 60MP
je urcen jako nahrada tuku do jogurtli, miécnych ndpojd a tavenych syrd.
Volac nabizi syrovatkovy permedt Volactose jako nahradu sodiku a cukru. Jedna se o krystalicky, nehygroskopicky, sypky pro-
dukt pridavany kvili zhnédnuti povrhu, zlep$eni textury a chuti peciva a udrZeni vihkosti.
Pridavek syrovatkové bilkoviny ProCrip je vhodny k nutriénimu obohacovéni fady produktdl a napi. umozZiiuje vytvoreni kfu-
pavéjsi textury cokolady.
Agronavigator, 3.12. 2009
Food Design, 2009, ¢. 4, s. 18-19, 22, 24, 26-30
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