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VLIV pH A TEPLOTY SKLADOVANI
NA MIKROBIOLOGICKOU KVALITU
ACIDOFILNICH MLEK

Némedékovd, I.", Martinkova, S.?, Roubal, P’
" Vyzkumny Ustav miékdrensky S.r.o.
2 MILCOM a.s.

Effect of pH and storage temperature on the
microbiological quality of acidophilic milks

Souhrn

Byl testovan vliv pH a teploty skladovani (4 a 10 °C) na
kulturni a kontaminujici mikrofléru acidofilnich mlék.
Riaznych hodnot pH (okolo 4,2 a 3,8) bylo dosaZzeno
pouzitim rdznych ockovacich davek laktobacilové kultury
(0,05 a2 % obj.). Zatimco se denzita laktobacili béhem ctyt
tydnt skladovani drZela na hodnoté vys3i nez 1 x 10° KTJ.g",
denzita mezofilnich mlécnych kokd a kontaminujicich

mikroorganismi vyznamné klesala, a to tim vice, ¢im niZzsi
bylo pH. Prekysavani se projevilo zejména u vzorkd
skladovanych pfi vyssi teploté anebo s vyssi ockovaci dav-
kou laktobacilové kultury. Déle bylo zjisténo, Ze v prabéhu
fermentace dochazelo k vyznamnému pomnoZeni kontami-
nujicich mikroorganismd, a to z denzity fddové 10° KTJ.ml"
v pasterovaném mléce na denzitu 10° KTJ.g" ve vyrobku po
fermentaci.

Klicova slova: pH a teplota skladovéni, kontaminujici
mikroflora, acidofilni mléko, prevence mikrobiologickych
vad

Summary

The influences of pH and storage temperatures (4 and
10 °C) on cultural and contaminating microflora of aci-
dophilic milks were tested. Various pH-values (about 4.2
and 3.8) were reached by means of various inocula of
lactobacilli culture (0.05 and 2 % v/v). While the density of
lactobacilli during four weeks storage remained at the value
1 x 10° CFU g'', density of mesophilic lactic cocci and con-
taminating microorganisms decreased significantly, and the
more so the lower the pH. Over-acidification manifested
especially in samples stored at higher temperature or with
higher inoculum of lactobacilli culture. Moreover, it was
found out that the significant growth of contaminating
microorganisms took place during fermentation. It was
found a five decimal growth from the density orderly
10° CFU ml! in pasteurized milk to the density 10° CFU.g"!
in the final fermented product.

Key words: pH and storage temperature, contaminating
microflora, acidophilic milk, prevention of microbial
defects

Uvod

Diky svému nizkému pH jsou fermentované mlécné
vyrobky pfirozené chranény proti vétsSiné vad zpisobenych
kontaminujicimi mikroorganismy. Nicméné i presto se
mohou urcité vady objevit (Mistry, 2001).

Nejbéznéjsi vadou je prekysavani pouzité zakysové kul-
tury a s tim spojend nadmérna tvorba aroma jako dusledek
nevhodnych podminek pfi vyrobé a skladovani vyrobku.
Déle se jedna o vady konzistence, tj. o oddélovani
syrovatky ¢i nevhodnou viskozitu. Naopak k oslabeni kul-
tury (nedostate¢nd tvorba aroma, necistd chut, pomalé
prokysavani) dochazi pfi kontaminaci zdkysové kultury
napf. koliformnimi bakteriemi nebo pseudomonadami
(Mistry, 2001).

Jestlize jsou fermentované mlécné vyrobky vyrobeny
z mléka obsahujiciho vysoky pocet psychrotrofnich
mikroorganismil, mohou mit hotkou, necistou nebo ovoc-
nou pachut (McPhee a Griffiths, 2003).

Hotka chut miZe vzniknout mimo jiné také ptisobenim
sporotvornych aerobnich bakterii (B. cereus, B. subtilis),
jejichz spory prezivaji pasteraci (Mistry, 2001). Vykliceni
spor a rust vegetativnich bun¢k zavisi zejména na pocatecni
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rychlosti prokysavani. Pfi pocatecni kontaminaci
10* KTT.ml"' nemusi byt B. cereus po 24 h detekovatelny,
jestlize uz po 7 h fermentace bylo pH nizsi nez 5,3. Naopak,
pri fermentaci pomalu prokysavajicimi kulturami muze
Cerstvy fermentovany vyrobek obsahovat 10* - 10° KTJ.ml™"
bacila (Rgssland a kol., 2003).

Zejména v ovocnych jogurtech s mélo kvalitni ovocnou
slozkou predstavuji problém acidotolerantni kvasinky
a plisné (Mistry, 2001). Kvasinky rodu Saccharomyces,
nefermentujici laktosu, tvoii v ovocnych jogurtech plyn.
Kvasinky Candida sp. zptsobuji kvasni¢nou a horkou chut
a produkei plynu ovliviiuji texturu (Frank a Hassan, 2003).
Kromé toho metabolickd aktivita kvasinek miZze vést
k nartistu pH vyrobku, coZ umoZni rdst kontaminujicich
psychotrofnich mikroorganismu a dalsi kazeni (Salih a kol.,
1990). V neporusenych obalech mohou plisné rist na
rozhrani povrchu vyrobku a vzduchu a tvofit okem viditel-
né kolonie. Jedna plisiiova spora tak miZe znehodnotit cely
vyrobek (Frank a Hassan, 2003).

Tato prace je zamétfena na testovani acidofilnich mlék
neochucenych a jejim hlavnim cilem je posoudit vliv pH
vyrobku a teploty skladovani na zédkysové a kontaminujici
mikroorganismy.

Material a metody
Mikrobiologicky rozbor

Ve vzorcich bylo stanovovano nasledujici:

e mezofilni mlééné koky: médium M17, 30 °C/3 dny
(mezinarodni standard IDF 149A, 1997)

* laktobacily: médium MRS (pH 5,7), 37 °C/3 dny (mezi-
néarodni standard IDF 149A,1997)

* kontaminujici mikroorganismy: médium obsahujici 7,5 g
peptonu z kaseinu, 7,5 g peptonu z Zelatiny, 5,0 g NaCl,
10-15 g agaru a 1000 ml vody (pH 8,0), 30 °C/3 dny
(CSN ISO 13559, 2007)

» aktivni kyselost na laboratornim pH metru

Modelovy pokus - vliv teploty a pH na mikrobiolo-
gickou kvalitu acidofilnich mlék

Vychozi surovinou byly tfi vzorky polotu¢ného cCers-
tvého mléka zakoupeného v trzni siti. Mléko bylo rozlito
po 100 ml do sterilnich lahvi¢ek a pasterovano na vodni
lazni pfi 80 °C po dobu 5 min. Nasledné byl stanoven
celkovy pocet mikroorganismii (CPM) na agaru GTK pfi
30 °C za 72 h (CSN EN ISO 4833, 2003).

Pro kazdou surovinu byly pfipraveny dvé varianty acido-
filniho mléka s riznym pomérem mezofilnich kokt a lak-
tobacili ze Sbirky cistych mlékarskych mikroorganismd,
Laktoflora®, aby bylo dosaZeno dvou riznych hodnot
pocatecniho pH:

* 1 % (obj.) mezofilni kultura CCDM 17 + 0,05 % (obj.)
laktobacilova kultura CCDM 92 (Lb. acidophilus, re-iden-
tifikovan jako Lb. helveticus; Rittich a kol., 2008), kulti-
vace pii 30 °C béhem 16 h.

* 1 % (obj.) mezofilni kultura CCDM 17 + 2 % (obj.) lakto-
bacilova kultura CCDM 92; kultivace pti 30 °C béhem 16 h.
Rozbory byly provedeny po ukonceni fermentace a také

po jednom tydnu a po 4 tydnech skladovani prfi 4

a 10 £ 1 °C. Vysledky byly vyjadfeny jako pramér z dat

namétenych ve tfech riznych substratech.

Modelovy pokus - pomnoZeni kontaminujici
mikroflory v pritbéhu fermentace

Pouzity byly nésledujici kmeny:
 Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 (Ceskd sbirka

mikroorganismi, Brno)

* Bacillus cereus SPA 12 (izolat VUM, stér z prvovyroby
mléka)

e Bacillus licheniformis SPA 9 (izolat VUM, syrové
kravské mléko)

Mikroorganismy byly pomnoZeny na agaru GTK
(30 °C/24 h), odkud byly preneseny klickou do fyziolo-
gického roztoku. Ve vzniklé suspenzi byl stanoven celkovy
pocet mikroorganismii (CSN EN ISO 4833, 2003) a 1 ml ze
3. a 4. fedéni této suspenze byl naockovan do 100 ml steril-
niho odstfedéného mléka, ze kterého byl ihned proveden
kontrolni rozbor na kontaminujici mikroorganismy (CSN
ISO 13559, 2007). Nasledovala inokulace 1 % (obj.)
mezofilni kultury CCDM 17 a 0,05 % (obj.) laktobacilové
kultury CCDM 92; fermentace probihala pti 30 °C po dobu
16 h. Hodnocena byla mikrobiologicka kvalita acidofilniho
mléka po fermentaci. Vysledky jsou vyjadreny jako pramér
ze dvou opakovani.

Rozbor acidofilnich mlék z trini sité

V trzni siti bylo zakoupeno 7 vzorku acidofilnich mlék
od riznych vyrobct a rizného stafi, u kterych byl proveden
mikrobiologicky rozbor.

Vysledky a diskuse

Hodnoty aktivni kyselosti acidofilnich mlék ziskané
v modelovém experimentu jsou uvedeny v Tab. L. Je zfej-
mé, Ze vyssi ockovaci davka laktobacilové kultury vede po
stejné dobé fermentace k dosaZzeni nizStho pH, a dale
k vyraznéjsimu poklesu pH v pribéhu skladovéani pri dané
teploté. K prekysavani dochédzi v prvnich dnech skladovani
fermentovanych vyrobki, po tydnu se pH jiz prakticky
neméni. S rostouci teplotou se zvySuje riziko prekysavani
spojené se zmeénami senzorickych vlastnosti i mikrobiolog-
ické kvality fermentovanych vyrobku (viz Tab. II).

Tab. | Aktivni kyselost v pribéhu skladovani modelovych
acidofilnich mlék (n = 3)

Teplota skladovani
Inokulum laktobacilové kultury (obj.)

005% 2% [005% | 2%

Skladovani 0 dni 42 3,9 42 3,9
Skladovéni 7 dni 42 3,8 4.0 3,6
Skladovani 28 dni 42 3,8 40 3,6

Xvi
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Tab. Il Mikrofldra acidofilnich miék v zavislosti na o¢kovaci
davce laktobacilové kultury a teploté skladovani
(n=3)

Inokulum laktobacilové kultury 0,05 % (obj.),
skladovani pfi 4 °C
Doba Mezofilni mlééné  Laktobacily

skladovani koky (log KTJ.g)
(dny) (log KTJ. g)

Kontaminujici
mikroorganismy
(log KTJ.g")

Inokulum laktobacilové kultury 2 % (obj.),
skladovani pri 4 °C

Laktobacily

(log KTJ.g)

Doba Mezofilni mlééné
skladovani koky
(dny) (log KTJ. g")

Kontaminujici
mikroorganismy
(log KTJ.g")

Inokulum laktobacilové kultury 0,05 % (obj.),
skladovani pii 10 °C
Doba Mezofilni mlééné  Laktobacily
skladovani koky (log KTJ.g)
(dny) (log KTJ. g)

Kontaminujici
mikroorganismy
(log KTJ.g")

Inokulum laktobacilové kultury 2 % (obj.),
skladovani pfi 10 °C

Doba Mezofilni mlééné  Laktobacily  Kontaminujici
skladovani koky (log KTJ.g") mikroorganismy
(dny) (log KTJ. g) (log KTJ.g")

0 81+0/1 71+08 52+ 0,1
7 40=09 72 =01 43 +11
28 1,7 +0,8 74 +03 1,4 +05

Nejvyssi (a prakticky beze zmén) aktivni kyselost byla
naméfena ve vzorcich skladovanych pii 4 °C, které byly
naockovény 0,05 % (obj.) laktobacilové kultury CCDM 92.
Tyto vzorky byly jediné, ve kterych v pribéhu skladovéani
doslo k nértstu kontaminujici mikroflory, a to aZ na denzi-
tu v fadu 10" KTJ g' b&hem prvniho tydne skladovani.
U ostatnich vzorkl a v ostatnich Casech skladovani pocty
kontaminujicich mikroorganismu klesaly, a to aZ na denzi-
tu v fidu 10' - 10> KTJ.g" na konci 4. tydne skladovani.
Odumirdni kontaminujicich mikroorganismi (napf.
Pseudomonas spp., Klebsiella spp., Escherichia coli,
Citrobacter spp., Staphylococcus aureus a v omezené mife

také Enterococcus spp.v prubéhu skladovani jogurtu zjistili
také Birollo a kol. (2001).

Laktobacily se po celou dobu skladovani vSech vzorkt
udrZovaly na denzit¢ vy$§i nez 1 x 10° KTJ/g, aviak
mezofilni mlécné koky spliiovaly tento limit pouze na
pocatku skladovani. Po Ctyfech tydnech denzita mezofil-
nich mléénych kokd vyznamné poklesla, fadové na
10" - 10° KTJ.g" u vzorkt zaockovanych 0,05 % (obj.) lak-
tobacilové kultury nebo az na 10' - 10> KTJ.g"' u vzorki
naockovanych 2 % (obj.).

Zatimco Birollo a kol. (2000) zjistili, Ze jogurtové bak-
terie prezivaji v jogurtu lépe, pokud je skladovéan pfi 6 °C
nez pii 12 °C, ziskané vysledky naznacuji, Ze aktivni
kyselost je pro zajiSténi legislativnich pozadavki na kul-
turni mikrofloru vyznamnéjsi, nez teplota skladovani. Jak
bylo zjisténo (data neuvedena), zakysové kultury
CCDM 92 a CCDM 17 nevykazovaly antimikrobidlni
aktivitu vic¢i mikroorganismim pifitomnym ve vzorcich
pasterovaného mléka, které poslouzilo jako vychozi suro-
vina pro modelovy pokus. VySe popsané zmény lze proto
piisuzovat pouze vlivu teploty, a zejména pH.

Vychozi vzorky mléka po pasteraci (tj. pred inokulaci)
obsahovaly CPM o denzit¢ < 0,6 log KTJ.ml'. Pfi
porovnani této hodnoty s denzitou kontaminujicich
mikroorganismil po fermentaci (viz Tab. II) je zfejmé, Ze
béhem fermentace doslo k vyznamnému pomnoZeni konta-
minujici mikroflory, ktera prezila pasteraci. Tento zavér byl
jesté oveérovan v modelovém pokuse s vyuzitim kmeni
P. aeruginosa, B. cereus a B. licheniformis (viz Tab. III).

Z vysledku presentovanych v Tab. III 1ze odvodit, Ze
nizk4 kontaminace mléka (10" KTJ.ml"' a méng) zpiisobena
béznymi technologicky nezadoucimi mikroorganismy pred
inokulaci nema vliv na rist inokulovanych zakysovych kul-
tur. A naopak, dfive nezZ pH mléka dosdhne bakteriostatické
hodnoty, mohou kontaminujici mikroorganismy rast
a dosdhnout denzit v fadu az 10°® KTJ.ml"'. Napf. posouzeni
rizika tvorby toxind a technologicky nezadoucich enzymu
béhem fermentace jsou ndmétem pro dalsi studium.

V Tab. IV jsou uvedeny vysledky hodnoceni acidofilnich
mlék z trzni sité. Z hlediska pH byl komerénim vyrobkim
podle ocekavani nejblize modelovy vzorek skladovany pfi
4 °C a inokulovany 0,05 % (obj.) laktobacilové kultury,
ktery byl nejméné kysely. Relativné vyssi pH vede k lepsi-

Tab. lll PomnoZeni kontaminujicich mikroorganismi béhem fermentace modelovych vzorkd (n=2)

Vypoétena denzita* Kontaminujici

Mezofilni

nezadoucich mikroorganismy mlécné koky
mikroorganismu pred fermentaci (log KTJ.ml")
pred fermentaci  (log KTJ.ml")
(log KTJ.ml")
P aeruginosa 1,2 <16 8,5
-0,8 neg. 8,3
B. cereus 0,1 <16 9,0
0.9 neg 9,0
B. licheniformis -0,1 <16 8,6
-2,1 neg. 9,5
kontrola - <16 8,5

Laktobacily Kontaminujici pH
(log KTJ.ml") mikroorganismy

po fermentaci

(log KTJ.ml")
8,2 79 43
8,0 8,1 43
7,3 8,2 43
7,6 8,3 43
7,4 8,2 42
74 8,3 4,2
8,2 7,8 4,3

Denzita vypoctena na zékladé stanoveni CPM v suspenzi nezadoucich mikroorganismii a pri konkrétnim zpisobu dévkovani této suspenze do miéka.
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Tab. IV Mikrobiologicka kvalita acidofilnich mlék z trzni sité

(n=1)
Vyrobce Pocet = Mezofilni Laktobacily Kontami- pH
dni pred  mlééné  log KTJ.g" nujici

koncem koky mikroor-

doby  log KTJ.g"' ganismy

spotieby log KTJ.g"
A 19 8,0 6,9 4,7 4,2
A 12 8,0 6,0 44 41
B 3 6,7 < 6,0 2,8 43
C 8 7,3 7,3 54 42
C 16 8,1 79 7,2 43
D 19 <6,0 743 4.6 42
D 19 <6,0 6,9 4,0 4.4

mu prezivani zakysovych kultur (a tim i ke splnéni legisla-
tivnich pozadavka na fermentované mlécné vyrobky) a je
pro mnoho spotiebiteli senzoricky prijatelnéjsi. Na druhou
stranu umoziuje pomnozovani kontaminujicich mikroor-
ganismu 1 ve fazi po vyrobé. Pfi porovnani vysledkti mo-
delovych vzorkti a komercnich vyrobku je patrné, Ze se
Ceskym vyrobcum dafi zajistit si pred fermentaci mikro-
biologicky kvalitni surovinu a zabranit tak nadmérnému
pomnoZeni kontaminujicich mikroorganisma pii vlastni
fermentaci a kratce po ni.

Zaver

Zajistit dobrou mikrobiologickou kvalitu fermento-
vanych mléénych vyrobkll po celou dobu trvanlivosti je
problém vyzadujici optimalizaci faktort, které maji vazbu
na aktivni kyselost (tj. na mikrobidlni sloZeni a inokulum
zakysovych kultur), rychlost chlazeni po fermentaci
a teplota skladovani. Prilis nizké pH vede ke snizZovani den-
zity zakysovych bakterii (v nékterych pfipadech az pod
legislativou dané minimum), a naopak pfi relativné
vysokém pH se mohou pomnoZovat kontaminujici
mikroorganismy.

Prvnim krokem pfi prevenci prekysavani je vybér vhod-
nych kmenti, kombinace s kulturami, které neprekysavaji,
a optimalizace ockovaci davky. Prekysavani Ize vyznamné
omezit dostate¢nym chlazenim fermentovanych vyrobkd,
rozhodujici je zejména rychlé zchlazeni po fermentaci.

Prestoze jsou fermentované mlééné vyrobky vnimany
z hlediska patogennich a technologicky nezddoucich
mikroorganismu jako maélo rizikové, je potfeba vénovat
pozornost i kontaminujici mikrofléfe. Dulezité je zajistit
dostate¢né ucinné tepelné oSetfeni vychozi suroviny
a zabranit rekontaminaci, protoze i velmi nizkd pocatecni
kontaminace se miZe béhem fermentace pomnoZzit na
vysokou denzitu (a7 10° KTJ.g') a piipadné i tvofit
nezadouci metabolity (napf. toxiny, enzymy, apod.).
V priabéhu skladovani findlnich vyrobkd kontaminujici
mikrofléra odumird v zavislosti na mire kyselosti a jeji
nezadouci aktivity jsou jiz mélo pravdépodobné.

Na ceském trhu jsou k dispozici acidofilni mléka,
u kterych se vyrobctim dafi udrzet mikrobialni kontaminaci
pod kontrolou. V nékterych pfipadech by vSak mélo byt
zajiSténo lepsi prezivani zakysovych kultur.

Podékovdni

Tato prace vznikla s finan¢ni podporou MSMT pfi feseni
vyzkumného zdméru MSM 2672286101 MIéko - vyznam-
nd soucast zdravé a bezpecné vyzivy.
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MOZNOSTI PRODLOUZENI
STABILITY MLECNE MATRICE
PRO UCELY IR MERENI

Elich O.", Hejtmédnkova A.?, Hejtmankova K.2,
Svejcarové M.%, Zikén V.", Mo$nové R'.
1-MILCOM a.s.,

2 - CZU Praha

3- VUM s.r.o.

Possibilities of extending milk matrix stahility
for IR measurements

Abstrakt

Kalibrace a kontrola MIR analyzéatorti mléka je v soucas-
nosti realizovana zejména pomoci vzorktl konzervovaného
syrového mléka s trvanlivosti v fadech dni. Cilem prace
bylo ovéfit moznosti vyuZiti Sokoveé hluboko zmrazenych
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