VEDA, VYZKUM

chromatografie s vysledky RID. Metoda vyZaduje mini-
malni mnozstvi vzorku, je pomérné rychld a umoziuje
analyzovat vétsi série vzorkd. Nevyhodou je nezbytna
investice do pfistrojového vybaveni.

Zaver

V praci bylo ovéfeno nékolik metod pro stanoveni
imunoglobulind. Standardni metodou je radidlni imunodi-
fuze, je vSak casové i z hlediska néklad naro¢na. Z metod
zaloZenych na méfeni fyzikalnich vlastnosti se jevi jako
perspektivni méfeni indexu lomu po odstranéni tuku
a kaseinu, po ovéreni na vétSim mnozstvi vzorkd by mohla
byt vhodna pro rutinni kontrolu mleziva s kratkou dobou
analyzy i minimalnimi ndklady. Pro detailn&jsi kontrolu
mleziva lze doporucit metodu SEC.

Podeékovdni:
Prace vznikla s podporou MZe, projekt ¢. OJ1210376.
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Influence of low temperature on the growth
and proteolysis of microorganisms isolated
from raw milk

Abstrakt

V této studii byl sledovan vliv nizkych teplot skladovéani na
rist mikroorganismil a nasledné vliv tohoto skladovani na
kvalitu trvanlivého mléka. U vzorkd byl sledovan celkovy
pocet mikroorganismii a v druhé fazi i obsah primarnich
aminoskupin. Pro nizky pocet testovanych mikroorganismi
a z hlediska proteolyzy je nejlepsi teplota skladovani do 4 °C
spolecné s dobou skladovani 1 den. Naopak nejhorsi teplo-
tou je teplota nad 10 °C, pfi které celkové pocty mikroor-
ganismu v prub&hu skladovani rostou.

Klicova slova: syrové mléko, chladirenské teploty, rust
mikroorganismil, proteolyza, sterilizace

Abstract

The influence of low temperature storage on the growth
of microorganisms and the influence of this storage on
quality heat treated milk were monitored in this study. Total
bacterial count and the content of primary amino groups
were determined. The best temperature for storage of raw
milk is 2 - 4 °C for 1 day. The number of microorganisms
and the content of amino groups are low. The worst tem-
perature is temperature above 10 °C, because total content
of microorganisms is growing.

Key words: raw milk, low temperature, growth of
microorganisms, proteolysis, sterilization

Uvod

Syrové mléko je po nadojeni ihned zchlazeno na cca
4 °C. Nasledné je prevezeno do mlékarny, kde vSak mtzZe
byt pfed samotnym zpracovanim nékdy i nékolik dni
skladovano. Pfi tomto skladovani vSak mohou v syrovém
mléce rust pocty specifickych mikroorganismi, napf. psy-
chrotrofni bakterie (bakterie rodu Pseudomonas,
Acinetobacter, Bacillus aj.), které predstavuji pro potra-
vinarsky prumysl problém. Béhem jejich rustu dochazi
k tvorbé tepelné stabilnich enzymdi, jako jsou proteasy
a lipasy, které nésledné zpUsobuji degradaci bilkovin
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Tab. 1 Prehled pouZitych izolatu

mikroorganismus oznaceni mikroorganismus  oznaceni
031 09
040* Acinetobacter spp. M0o2*
041 64z*
044 PM13
047 PM3
048 Chryseobacter spp. E10
Pseudomonas spp. 24PR 03*
61z* 011
PM20 Serratia spp. N26*
PM22 N28
PM24 022
PM28 Enterobacter spp. PM16*
E14 E6
Candida parapsilosis ZNM1 Bacillus spp. 17s
Debaryomyces hansenii N1 Bacillus spp. 20s*

*- izoldty pouZité pro dalsi pokus

a lipidi. Ackoliv samotné bakterie jsou tepelné labilni,
jejich enzymy jsou schopné piezivat pasteracni ¢i sterilacni
zahtevy (Ozer, 2000). Tyto bakterie jsou schopny rdstu
v rozmezi teplot O - 30 °C, pficemZ generacni doba se pfi
4 - 5 °C pohybuje v rozmezi 5 - 20 h (Stepaniak, 2002).
Rizné teploty skladovani vSak ovliviiuji jednotlivé Casti
rustové kiivky. Nizsi teploty prodluzuji lag fazi i exponen-
cialni fazi rastu mikroorganismi. Problémem u téchto bak-

Tab. 2 Visledky stanoveni CPM po skladovani mlék v chladu

terii jsou vSak chemické ¢i technologické zmény, které
mohou zpusobit jejich extraceluldrni enzymy (Greene
a Jezeski, 1953).

Cilem této studie bylo sledovat zmény v kvalité mléka pri
skladovani za chladirenskych teplot a nasledné ovlivnéni
kvality trvanlivého mléka.

Material a metody

Jako vychozi médium bylo u vSech pokust pouzito UHT
odstfedéné mléko. PouZité izolaty ze syrového mléka
pochézely ze sbirky VUM (Tab. 1). Kmeny byly oZiveny
v BHI bujénu a kultivovany pfi optimalnich teplotach pro
dany mikroorganismus po dobu 24 h.

Vliv skladovdni na mikroorganismy syrového mléka

Miléko bylo rozplnéno po 10 ml do zkumavek a vyste-
rilovano (121 °C/15 min). Poté bylo zaockovano prislus-
nym izolatem a skladovano pfi 2 -4 +£1°C,6-8 =1 °C
al0-12 = 1 °C. U vzorku byl ihned po zaoc¢kovani a poté
po skladovani po dobu 1, 2 a 3 dnt stanoven celkovy pocet
mikroorganismil (CSN EN ISO 4833).

Vliv skladovdni a ndsledného tepelného osetieni na
kvalitu mleka

Pro nasledujici pokus byly vybrany dvé krajni teploty
skladovani mléka, ato2-4+1°Cal0-12+1 °C. UHT

6-8°C 10-12°C

1. den 1. den 2. den 3. den 1. den 2. den 3. den

KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml

08 7,3x107 <1x10° 3,9x10° 1,1x107 8,8x107 3,6x107 8,3x10° 5,3x10° 5,2x10° 6,8x107

031 1,1x10° 4,0x10° 1,2x107 1,9x107 1,3x107 7,0x107 8,2x10° 1,1x107 2,4x107 5,1x107
040 1,3x10° 3,0x10° 1,5x107 1,8x107 2,4x107 1,9x107 7,1x10° 3,7x10° 1,0x107 1,4x107
041 1,7x10° 1,8x107 2,4x107 3,7x107 1,8x107 3,9x107 4,3x10° 5,0x10° 1,9x107 2,8x107
044 2,3x10° 2,6x107 2,6x10 3,1x107 5,9x10° 7,6x10° 5,4x10° 1,1x10° 5,5x10° 7,7x10°
047 1,6x10° 6,1x10° 1,7x107 2,1x107 3,4x10° 6,1x10° 1,1x10° 1,5x10° 4,5x10° 1,3x10°
048 2,2x10° 6,8x10° 1,9x107 3,0x107 1,010’ 2,9x10° 41x10° 1,2x10° 5,0x10° 1,2x10°
Z4PR 1,3x10° 5,1x10” 1,0x10° 1,3x10° 3,2x107 4,7x107 9,5x106 2,2x10° 4,9x10° 4,4x10°
61z 3,3x10° 3,0x107 2,3x107 3,8x107 4,2x10° 6,1x10° 4,3x10° 1,7x10° 5,7x10° 1,3x10°

PM20 2,2x10° 1,4x107 1,4x107 1,8x107 1,0x10° 2,6x10° 5,9x10° 7,5x107 3,7x10° 1,0x10°
PM22 1,9x10° 2,9x10° 1,4x107 6,1x10 4,3x107 7,6x107 2,5x107 1,2x107 2,2x107 7,0x10°
PM24 2,4x10° 1,1x107 2,4x107 6,5x107 2,0x10° 6,6x10° 5,3x10° 5,0x107 3,5x10° 1,2x10°
PM28 1,3x10° 7,0x10° 1,9x107 1,9x107 2,7x107 7,1x107 1,1x10° 1,6x107 1,6x10° 5,3x10°
E14 7,4x10° 1,3x10° 1,0x10° 1,2x10° 2,3x10° 3,0x10° 1,4x10° 2,8x10° 6,1x10° 7,7x10°
05 2,1x10° 1,8x107 1,9x107 1,6x107 2,3x10° 1,6x10° <1x10° 3,3x10’ 2,8x107 9,5x107

09 5,0x107 <1x10° 1,4x107 1,3x10° 3,5x10° 3,6x10° 2,3x10° 1,6x10° 8,0x10° 3,5x107

M02 2,4x10° 3,7x107 3,5x107 4,0x10 5,1x107 3,8x107 2,1x10° 4,7x107 3,5x107 5,7x107
64z 3,0x10° 6,8x107 8,5x107 1,5x10° 1,6x10° 3,2x10° 6,0x10° 1,3x10° 5,1x10° 3,5x10°

PM13 1,4x10° 1,5x107 1,7x107 1.4x107 1,1x107 1,5x107 1,6x107 4,9x106 1,1x107 2,9x107
PM3 3,2x10° 3,7x10° 1,3x10° 1,3x10° 9,7x107 1,7x10° 5,3x10° 3,2x107 5,0x10° 6,0x10°
E10 1,5x10" 6,3x107 6,3x10 5,7x107 9,7x107 6,9x107 8,6x106 1,5x107 3,4x10° 8,3x10°
03 9,4x10° 8,9x10 7,3x107 5,7x107 8,9x107 1,1x10° 2,6x10° 1,7x10° 3,9x10° 5,7x10°

M 1,9x10° 9,5x107 9,6x107 2,4x107 1,2x10° 3,9x107 3,7x10° 1,9x10° 1,1x10° 6,6x107
N1 1,0x10° 7,6x107 4,4x107 1,5x107 7,9x107 3,1x107 3,2x10° 2,7x10° 4,0x10° 4,3x10’

17s 1,4x107 2,0x10° <1x10° <1x10° 1,0x10° 2,0x10° <1x10° 3x10° 1,6x10° 1,8x10°

20s 5,5x107 3,0x10° <1x10° <1x10° 1,0x10° 3,0x10° <1x10° <1x10° 5,0x10° 1,7x10°
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mléko bylo rozplnéno po 10 ml do zkumavek a vysteri-
lovano. Nasledné bylo zaockovano prisluSnym izolatem
(61z, 040, 64z, MO2, O3, 20s, N26, PM16), a to ve dvou
variantach inokula (0,1 % a 0,0001 %), a skladovano pfi
danych teplotach. Thned po zaockovani a poté po 1 a 2 dnech
skladovani byl stanoven celkovy pocet mikroorganismt
(CSN EN ISO 4833) a obsah primarnich aminoskupin
pomoci OPA metody dle metody modifikované
Prokopovou (2008). Déle bylo ze vzorku odebrdno vzdy
2,5 ml do sterilnich zkumavek na simulaci UHT tepelného
osetfeni. Mléko bylo ve zkumavkéch déano do autoklavu, ve
kterém bylo v co nejkratsi dobé dosazeno 130 °C. Poté byl
autoklav vypnut a vypustén, pfi¢emzZ proces vypousténi
pary trval priblizné 10 - 15 min. Po vyndéani z autoklavu
(cca 95 °C) byly zkumavky ihned zchlazeny. U vzorka byl
po zaockovani a skladovani v chladu stanoven celkovy
pocet mikroorganismti a obsah primarnich aminoskupin.
Tyto parametry byly stanoveny rovnéZz i po 2 mésicich
skladovani tepelné oSetfeného trvanlivého mléka.

Vysledky a diskuze

Z vysledkll (Tab. 2) je moZzné vycist 3 rGzné trendy.
37 % izolath vykazovalo v pribéhu skladovani zaocko-
vanych mlék pfi teploté 2 - 4 + 1 °C pokles celkového poctu
zivotaschopnych bunék, pocty 16 % izolati po prvnim dni
klesly, ale nasledné se béhem skladovani za téchto teplot
neménily. 47 % studovanych kment vykazovalo taktéz po
jednom dni skladovani pokles, ale po delsi dobé opétovny
rust. Pokles poctu MO po prvnim dni skladovani je mozné
vysvétlit zménou podminek rastu, kdy doslo nejprve
k adaptaci na nové podminky. U teploty 6 - 8 + 1 °C byly
trendy podobné. Naproti tomu po skladovani pfi teploté
10 - 12 = 1 °C rostly pocty vétSiny testovanych kment. Pri
skladovéani syrového mléka, je tedy velice dilezité dodrZet
teploty nejlépe 2 - 4 = 1 °C, jelikoZ pfi vysSich dochazi
k nardstu nezadouci mikrofléry, pricemz teplota nad 10 °C
je zcela nevhodna. Zadny z testovanych vzorki viak nebyl
po této dobé skladovani viditelné srazeny.

Pro dalsi pokus byly vybrany pouze dvé krajni teploty.
V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny vysledky stanoveni
primarnich aminoskupin a mikrobiologického rozboru pred
a po tepelném oSetfeni a to pred skladovanim (Tab. 3) a po
skladovani 1 den (Tab. 4) a 2 dny (Tab. 5) pfi danych
teplotich (2 - 4 = 1 °C, 10 - 12 £ 1 °C). Po tepelném
oSetfeni nésledujicim po skladovani za chladu doSlo
u vSech vzorkll ke sniZeni poctu mikroorganismi az
0 6 fadl. V pfipadé obsahu primarnich aminoskupin nebyl
prokdzan jednoznacny vliv tepelného osetfeni. U vSech
vzorkll po sterilaci byla hodnocena moznd pfitomnost
zapachu a zména konzistence vzorku. VSechny vzorky byly
rozdélené na dvé faze, avSak pouze u vybranych vzorku byl
detekovan mirny necisty zapach (v tabulkach oznacené
hvézdickou). Vysledky stanoveni celkovych pocti MO
a obsahu primarnich aminoskupin vSak naznacuji, Ze za
toto rozdéleni nemize ¢innost mikroorganismu. Pravdé-
podobné doslo pfi sterilaci k poSkozeni mléka jako

Tab. 3 Vysledky stanoveni CPM a prim. aminoskupin pro
0. den skladovani suroviny

vzorek po zaockovani trvanlivé miéko po
2 mésicich skladovani

izolat inokulum rozbor prim.NH, rozhor  prim.NH,

(KTJ/ml) (mmol.I") (KTJ/ml) (mmol.I")
61z 0,1% 2,0x10° 1,93 <1x10° 2,67
0,0001% | 1,2x10° 1,64 <1x10° 2,33
040 0,1% 1,4x10° 2,13 <1x10° 3,04
0,0001% 1,1x10° 2,43 <4x10'™ 2,24
64z 0,1% 4,7x10° 2,51 <1x10° 2,62
0,0001% | 5,2x10° 1,64 <1x10° 2,95
M02 0,1% 2,8x10* 2,37 <4x10"™ 2,88
0,0001% | 9,0x10' 2,08 <1x10° 2,48
03 0,1% 2,6x10° 3,07 <1x10° 2,51
0,0001% | 4,4x10° 3,07 <4x10'™ 3,21
20s 0,1% 9,0x10° 2,83 <1x10° 2,97
0,0001% | 3,0x10' 2,80 <4x10'™ 3,02
N26 0,1% 1,0x10° 2,81 <1x10° 2,84
0,0001% 3,9x10? 2,75 <1x10"™ 2,87
PM16 0,1% 1,1x10° 2,89 <1x10"™ 3,15
0,0001% | 5,4x10° 2,95 <4x10' 2,35

* - po skladovani mirny zapach

takového. Dlivodem muiZe byt jiz ¢astecné narusSeni mléka,
jelikoz bylo k pokusiim pouzito UHT mléko.

Vysledky mikrobiologického rozboru z tohoto pokusu
(Tab. 4 a 5) vykazovaly odlisny trend nez pfi pokusu pred-
chozim. Pii teploté¢ 2 - 4 °C dochazelo po jednom dni
skladovani u 43,8 % vzorkt k nartistu poctu mikroorganis-
mu vysSimu nez 1 fad a pri teplotach 10 - 12 °C u 56,3 %
testovanych vzorkti. Po dvou dnech skladovéni rostli jiz
pocty mikroorganismii u vsech vzorku, avsak pfi teploté
10 - 12 °C vyraznégji. Pti skladovani vzorkud pfi teplotach
2 - 4 °C dochazelo po jednom dni ke zvySeni primarnich
NH, skupin u 43,7 % vzorkl a po 2 dnech u 75 % vzorkd.
Naopak po skladovani vzorkd 1 den dosSlo u 37 % ke
snizeni poctu primarnich aminoskupin. K tomu miZe
dochézet pfi degradaci aminokyselin, napf. pomoci deami-
nace (Velisek, Hajslovd, 2009). Naopak zvysujici se pocet
primarnich aminoskupin naznacuje moznou proteolyzu, ke
které dochazi pfi skladovani suroviny za nizkych teplot.

Zaver

V této studii byl sledovan vliv teplot skladovani na rlist
mikroorganismi a nasledné vliv tohoto skladovani na
tepelné oSetfeni mléka. Pro nizké pocty mikroorganismu je
nejlepsi teplota skladovani do 4 °C spolecné s dobou
skladovani 1 den. Toto doporuceni plati i z hlediska co
nejnizsiho obsahu primarnich aminoskupin a tedy i proteo-
Iytického poskozeni bilkovin. V tomto pfipadé je vSak
skladovani za chladirenskych teplot po dobu 1 dne
hrani¢ni. Po druhém dni skladovani dochazi ke zvyseni
poctu priméarnich aminoskupin u vétSiny vzorkd. Je tedy
zadouci co nejvice zkratit dobu skladovani syrového mléka,
aby nedochazelo k posSkozeni mléka proteolytickymi
enzymy psychrotrofnich bakterii.

Xl
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Tab. 4 Vysledky stanoveni CPM a prim. aminoskupin u vzorkd pro 1. den skladovani suroviny

2-4°G/1 den

po skladovani

izolat inokulum rozhor prim.NH, rozhor
(KTJ/ml) (mmol.I"") (KTJ/ml)
61z 0,1% 2,0x107 2,74 <4x10™*
0,0001% 3,9x10* 3,47 <4x10™*
040 0,1% 8,5x10° 2,11 <4x10'
0,0001% 4.4x10° 3,50 <1x10"™
64z 0,1% 1,1x10° 2,89 <4x10"™
0,0001% 2,3x10? 3,63 <1x10'
M02 0,1% 4.0x17° 3,05 <1x10°
0,0001% 3,5x10° 3,51 <1x10°
03 0,1% 4,4x10° 2,05 <1x10°
0,0001% 3,5x10? ND <1x10°
20s 0,1% 1,1x10* 2,54 <1x10°
0,0001% <1x10 1,54 <4x10™*
N26 0,1% 1,2x10° 2,64 <1x10°
0,0001% 8,4x10? 1,37 <4x10"™
PM16 0,1% 1,2x10° 1,53 <1x10"™
0,0001% 2,5x10° ND <1x10°

trvanlivé miéko po
2 mésicich skladovani

10-12°C/1 den

po skladovani trvanlivé miéko po
2 mésicich skladovani

prim.NH, rozhor prim.NH, rozhor prim.NH,

(mmol.I"") (KTJ/ml)  (mmol.I")  (KTJ/ml)  (mmol.l")
1,75 1,4x10° 2,29 <1x10"™ 0,89
2,10 2,4x10° 2,33 <4x10"™ 1,33
BAlS) 7,2x10° 2,59 <4x10'* 1,67
2,96 3,6x10° 2,66 <1ix10™* 3,16
3,10 1,3x10° 2,10 <1x10™ 3,09
2,64 1,7x10? 3,02 <1x10™ 2,98
1,47 6,7x10° 2,51 <1ix10™* 2,90
3,10 8,2x10° 3,04 <4x10'™ 3,04
2,97 2,0x107 ND <4x10'™ 2,53
3,54 7,8x10° 2,07 <1x10° 2,21
2,26 5,0x10° 1,43 <1x10° 2,32
2,48 <4x10' 1,56 <4x10'™ 2,95
2,34 2,7x107 2,39 <1x10° 2,23
2,43 8,0x10° 1,46 <4x10"™ 2,50
2,26 2,8x10° 0,00 <1x10° 2,25
2,42 4,1x10* 0,84 <1x10° 2,36

* - po skladovani mirny zapach

Tab. 5 Vysledky stanoveni CPM a prim. aminoskupin u vzorkd pro 2. den skladovani suroviny

vzorek 2-4°C/2 den

po skladovani

izolat inokulum rozhor prim.NH, rozhor
(KTJ/ml) (mmol.I") (KTJ/ml)
61z 0,1% 3,4x107 2,43 <1x10™
0,0001% 1,3x10° 2,24 <1x10°
040 0,1% 6,7x10° 2,44 <1x10™
0,0001% 4,4x10° 2,21 <1x10™
64z 0,1% 8,8x10° 2,86 <1x10°
0,0001% 1,2x10° 2,17 <1x10°
M02 0,1% 1,9x10° 2,32 <4x10'™
0,0001% 1,9x10? 2,27 <1x10"™
03 0,1% 1,7x10° 3,20 <1x10°
0,0001% 6,8x10? 2,91 <1x10°
20s 0,1% ND 3,31 <1x10°
0,0001% 1,1x10° 3,40 <1x10°
N26 0,1% 1,7x10° 2,73 <4x10'™
0,0001% 7,4x10° 2,73 <1x10°
PM16 0,1% 5,7x107 3,10 <1x10"™
0,0001% 7,2x10° 3,27 <4x10'™

trvanlivé miéko po
2 meésicich skladovani

10-12°C/2 den

po skladovani trvanlivé miéko po
2 mésicich skladovani

prim.NH, rozhor prim.NH, rozhor prim.NH,

(mmol.I"") (KTJ/ml)  (mmol.I")  (KTJ/ml)  (mmol.l")
2,62 7,6x10 2,01 <1x10° ND
3,16 5,0x10° 2,61 <1x10° 2,68
2,53 1,8x10° 2,37 <1x10° 2,73
3,36 2,4x10° 2,32 <4x10'™ 3,05
3,36 8,1x10° 2,32 <1x10° 1,28
3,59 6,3x10* 2,22 <1x10° 2,16
2,86 2,5x107 2,64 <1x10™ 2,73
3,77 1,7x10° 2,74 <4x10'™ 2,92
2,21 2,2x10° 3,04 <4x10"™ 0,81
2,41 1,9x10° 3,02 <1x10° 2,07
2,34 ND 3,69 <1x10° 2,32
2,26 2,2x10* 3,23 <1x10° 2,28
2,11 2,7x107 3,57 <4x10'™ 1,65
2,34 1,3x10° 2,84 <1x10"™ 3,27
3,22 4,3x10° 2,56 <4x10'™ 4,73
3,18 1,2x10° 2,78 <1x10° 2,02

ND - nestanoveno; * - po skladovani mirny zapach

Podékovdni
Tato prace vznikla s finan¢ni podporou NAZV pii feSeni
projektu QJ1230044 v programu KUS.
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