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Cil metodiky

Cilem metodiky je zavést a vyuzivat novy zakladni parametr pro hodnoceni kvality
syrového mléka. Jednd se o Gram-negativni aerobni bakterie, jakozto producenty
proteolytickych a lipolytickych enzymt, které patii mezi nejCastéjsi pficiny vzniku
technologickych problémi a senzorickych vad mléénych vyrobkii.



Vlastni popis metodiky

Uvod

Koncentrace prvovyroby a zpracovani mléka a s tim spojené naroky na jeho stabilitu
Vv poslednich desetiletich vyustily ve zlepSeni technologii pro udrzeni chladirenského fetézce.
Tyto zmény se promitly i do legislativnich ptedpist tykajicich se syrového mléka (Natizeni
853/2004, ve znéni pozd&jsich piedpisit), které jeho teplotu béhem tchovy a piepravy limituji.
Ptijeti téchto opatfeni nejenze zabranilo nezddoucimu kyselému srdzeni syrového mléka, ale
zejména zabranilo pomnozovani vétSiny patogennich mikroorganismi kontaminujicich syrové
mléko a tim vyznamné pfispélo ke zlepSeni jeho mikrobiologické bezpecnosti. Na druhou
stranu se vSak zacaly objevovat mikrobiologické problémy jiného typu, se kterymi se
mlékarensky primysl dosud nevyrovnal.

Konkrétné se jedna o ptisobeni vysoce termostabilnich proteolytickych a lipolytickych
enzymu produkovanych psychrotrofnimi mikroorganismy schopnymi rast za podminek
ptepravy a skladovéani syrového mléka. PfestoZe jsou tyto mikroorganismy naslednou pasteraci
mléka ucinné usmrceny, jejich enzymy urcitou mérou prochézeji vSemi v mlékarenstvi
pouzivanymi technologiemi, a mohou tak negativné ovliviiovat prubeh vyrobniho procesu i
kvalitu finalnich mlé¢nych vyrobki (Serhung a Stepaniak, 1997).

Mezi nejvyznamnéj§i problémy zplsobované témito enzymy patii zhorSeni
termostability mléka a zvySena tvorba usazenin v tepelnych vymeénicich (Gaucher a kol. 2008),
gelovaténi, hotknuti, vznik zluklé chuti a dalSich pachuti v pasterovanych (McKellar, 1981) a
UHT zahievem oSetfenych mlé¢nych vyrobeich (Valero a kol., 2001, Zhang a kol., 2018, Alves
a kol., 2016), zhorsené funkéni a senzorické vlastnosti suSenych mléénych vyrobkd (Chen a
kol., 2003), Zluknuti smetan a masla (Santos a kol., 2003, Singhal a Kulkami, 1999), zpomalené
prokysavani a hotka, necista nebo ovocna pachut’ fermentovanych mléénych vyrobkt (McPhee
a Griffiths, 2003) a syrd, stejné jako sniZeni vytéznosti pii jejich vyrobé (Johnson, 2001).
Z uvedeného vyplyva, Ze se tyto problémy dotykaji prakticky vSech typti mlécnych vyrobk.
vyrobce syrt, nebot nestandardni kvalita vstupni suroviny vede k nestandardnimu priubéhu
vyroby téchto technologicky narocnych produktii. Nasledujici odstavce stru¢né shrnuji cestu,
kterou jsme se dostali — v ramci naseho vyzkumu a ve snaze pomoci mlékarenské praxi
s fizenim uvedeného rizika — az k definici nového mikrobiologického kritéria pro syrové mléko
— Gram-negativni aerobni bakterie.

Piestoze termostabilni proteolytické a lipolytické enzymy v mléce piedstavuji
vyznamné riziko technologickych problému a kazeni finalnich vyrobkd, jejich stanoveni, popf.
stanoveni projevl jejich aktivity v mléce je v soucCasné dobé pro mlékarenskou praxi
nedostupné. Metody stanoveni téchto enzymu ¢i projevi jejich aktivity sice existuji, avSak
funguji spolehlivé pouze na modelové ptipravenych vzorcich s vyloucenou pfirozenou
variabilitou suroviny a s vysokou denzitou enzymy-produkujicich mikroorganismii. Hlavni
pfic¢iny nevhodnosti téchto metod pro mlékarenskou praxi jsou zejména:

e vysoké naroky na piistrojové vybaveni a laboratorni personal,

e relativné nizkd koncentrace enzymi v mléce (které vSak v mléce a mléénych
vyrobcich mohou ptisobit po relativné dlouhou dobu, a tak detekovatelné zmény
zpusobit),

e variabilita stanovovanych enzyml (existuje vice druhii rizikovych
mikroorganismu, z nichz kazdy muze tvofit vice rizikovych enzyml — navic
vyskyt téchto mikroorganismu v syrovém mléce je variabilni),

e pfirozena variabilita sloZzeni syrového mléka (kolisani obsahu bilkovin a tuku je
vy$§i nez jejich enzymaticky zplisobené zmény).
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Jestlize jsou metody pro stanoveni termostabilnich proteolytickych a lipolytickych
enzymu jako takovych v syrovém mléce nedostupné, nabizi se stanoveni jejich producent.
K dispozici jsou jednoduché kultiva¢ni metody pro stanoveni proteolytickych, lipolytickych ¢i
psychrotrofnich mikroorganismii. Vyznamnou nevyhodou téchto metod je, Ze neumoziuji
rozlisit mezi skute¢né hledanymi psychrotrofnimi producenty termostabilnich enzymi a
mikroorganismy ze §ifeji definované skupiny danych vlastnosti. Patrné to je zejména na skupiné
psychrotrofnich mikroorganismii. Nejen nase vyzkumy (data nepublikovana), ale napt. i prace
Munsch-Alatossavy a Alatossavy (2006) naznacuji, Zze vétSina mikroorganismi (88 % izolati)
vyskytujicich se vsyrovém mléce ma schopnost ristu za chladirenskych teplot.
Pravdépodobnym diivodem toho je adaptace kontaminujicich mikroorganismti na nizké teploty
V podminkach prvovyroby mléka.

Podrobné;jsi vhled na druhové zastoupeni psychrotrofnich mikroorganismi v syrovém

vvvvv

Ribeira jr. a kol. (2018) ¢i obsahla studie (2906 izolatt) von Neubecka a kol. (2015). Jako
nejrizikovéjsi se jevi rody Pseudomonas (kmeny proteolytické nebo proteolytické a lipolytické
zaroven) a Acinetobacter (kmeny lipolytické).

Pro stanoveni bakterii rodu Pseudomonas existuje nékolik kultiva¢nich metod, véetné
normovaného postupu podle CSN P ISO/TS 11059 (2009). Za podminek metody vak rostou i
dal$i mikroorganismy (rod Acinetobacter a dal$i Gram-negativni aerobni bakterie, néktefi
zastupci Celedi Enterobacetriaceae, rodu Bacillus, kvasinek a jinych mikroorganismi). Pro
jejich odliseni od pseudomonad je nutné provést konfirmaci vykultivovanych kolonii, aby
nebyly ziskany faleSné pozitivni vysledky. Obnasi to vSak navazujici kultivacni kroky spojené
S pomnozovanim rizikovych mikroorganismtl, coZ je zejména pro provozni laboratoie mlékaren
nevhodné.

A z opacného thlu pohledu: Existuji rovnéz kultivaéni metody pro stanoveni bakterii
rodu Acinetobacter. Za podminek metody v$ak na nich rostou i dalsi mikroorganismy syrového
mléka, zejména rod Pseudomonas a dalsi Gram-negativni aerobni bakterie, néktefi zastupci
Celedi Enterobacetriaceae, rodu Bacillus, kvasinek a jinych mikroorganismt, tedy spektrum
mikroorganismti rostoucich za podminek metody je srovnatelné jako na pudach pro
pseudomonady.

Proto jsme vybrané metody pro pseudomonady a acinetobaktery porovnali. Konkrétné
se jednalo tyto metody:

e podle CSN P ISO/TS 11059 (2009) — Pseudomonas selective agar base (Merck)
s penicilinem G (100 000 1U/I) a pimaricinem (0,01 g/l) (MILCOM a.s., zavod
Tabor), kultivace pii 25 °C/48 h,

e podle ISO 13720 (2000) — Pseudomonas selective agar base (Merck)
s glycerolem (10 ml/l) a CFC supplementem na finalni koncentraci cetrimidu 10
mg/l, fucidinu 10 mg/l a cefalotinu 50 mg/l (Merck), kultivace pii 25 °C/48 h,

e podle DIN/EN 12780 (2002) — Pseudomonas selective agar base (Merck)
s glycerolem (10 ml/l) a CN supplementem, na finalni koncentraci cetrimidu 200
mg/l a kyseliny nalidixové 15 mg/l, kultivace pii 37 °C/48 h,

e GSP puda (MILCOM a.s., zavod Tabor) s penicilinem G (100 000 1U/l) a
pimaricinem (0,01 g/1), kultivace pti 25 °C/48 h,

e Sellers Differential HiVeg agar (HiMedia Laboratories), na povrch pudy rozetfit
0,2 ml 50% roztoku dextrosy, kultivace pti 30 °C/24 h,

e Leeds Acinetobacter agar base (HiMedia Laboratories) bez ptidavku
supplementu, kultivace pii 30 °C/24-48 h,

e Leeds Acinetobacter agar base s MDR (Multi-Drug-Resistance) supplementem,
na finalni koncentraci sodné soli ampicillinul0 mg/l a ceftazidimu 10 mg/I
(HiMedia Laboratories), kultivace pii 30 °C/24-48 h.
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Z porovnani vysla nejlépe metoda s vyuzitim Leeds Acinetobacter agaru bez ptidavku
supplementu, na které lze v jednom kultivaénim kroku a bez nutnosti konfirmace stanovit
souhrnné Gram-negativni aerobni bakterie a odliSit je od ostatnich vySe jmenovanych
mikroorganismil rostoucich za podminek metody. V syrovém mléce mezi Gram-negativnimi
aerobnimi bakteriemi jednoznacné pievazuji rody Pseudomonas a Acinetobacter (vice nez
89 % izolatl), a zbytek tvoti dalsi rody z této skupiny mikroorganismu, napi. Chryseobacterium
¢i Rhizobium. Tato metodika popisuje, jak vyuzit stanoveni Gram-negativnich aerobnich
bakterii pti kontrole kvality syrového mléka.

SloZeni a postup pripravy Zivné pudy

Slozeni zivné pidy Leeds Acinetobacter agar base je uvedeno v tab. I. Pidu je mozné
piipravit navazeni jednotlivych slozek anebo z komercéné dostupné dehydratované smeési. Sypké
slozky se v mnozstvi 53,42 g rozptyli v 1 litru demineralizované vody a kompletné rozpusti
povarenim. Hodnota pH se upravina 7,0 £ 0,2 (pii 25 °C). Pida se neautoklavuje. Po zchladnuti
na 45-50 °C se puda rozlije po 12-15 ml na Petriho misky o priméru 90 mm.

Takto piipravené plotny Ize uchovat v chladni¢ce pii 4-8 °C po dobu 1 tydne. V tom
pfipadé je nutné ptred pouzitim povrch zivné plidy predsusSit v lamindrnim boxu nebo
V termostatu nastaveném na 42-44 °C a odstranit tak zkondenzovanou vihkost. Z hlediska
zachovani spravné funkce acidobazického indikatoru je vSak Setrnéjsi plotny spotiebovat pfimo
v den jejich piipravy a vyvarovat se tak tepelného namahani pii skladovani a piesouseni.

Ptfi nakladani stouto pidou je nutné postupovat co nejSetrnéji, aby nedoslo
k nezadoucim zménam acidobazického indikatoru. Zejména se jedna o tato opatieni:

e Pudu rozvatrovat pouze po dobu nezbytnou k Gplnému rozpusténi vsech slozek.

Pti rozvatovani pidy vyuzit vodni lazen.

DodrZet spravné pH pfipravované pudy.

Pidu neutoklavovat.

Po vyndéni ploten z chladnicky ¢i ztermostatu je nechat pfirozené¢ ohfat na
laboratorni teplotu.

Tabulka I: Slozeni pidy Leeds Acientobacter agar base

Slozka Mnozstvi
Kysely hydrolyzat kaseinu 159
So6jovy pepton 50
Chlorid sodny 59
Fruktéza 5¢
Sachar6za 50
Mannitol 59
Fenylalanin 1g
Citrat Zelezito-amonny 0,49
Fenolova erven 0,02 g
Agar 12 ¢
Demineralizovana voda 1 litr

Analyticky postup a odecet vysledku

Na plotny s zivnou pudou Leeds Acinetobacter agar base se vzorek ockuje roztérem po
0,1 ml piislusnych desetindsobnych fedéni vzorku. Pro aktualni stav v CR lze doporugit
inokulaci 1., 2. a 3. desetinasobného fedéni syrového mléka.
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Nasledné se plotny inkubuji pti 37 °C/24-48 h. Delsi inkubace po dobu 48 h umoznuje
vykultivovanym mikroorganismum intenzivnéji projevit svou metabolickou aktivitu a tedy se
hodi zejména V ptipadech, kdy byly po 24 h ziskany dubidzni vysledky. Nicméné€ pokud je
mozné plotny po 24 h inkubace bez obtizi odecist, jevi se prodlouzeni doby inkubace a
opakovany odecet druhy den jako zbytecny.

Jako Gram-negativni aerobni bakterie se pocitaji kolonie, které neméni barvu
acidobazického indikéatoru z rizové na zlutou, tedy kolonie, které nejsou bilé ¢i zIuté a zaroven
nemaji nazloutlou ¢i zlutou zénu. Znamena to, ze se pocitaji kolonie rtiznych odstinti od bilé
po rizovou a kolonie homogenné Zluté az oranzové pigmentované, které jsou vSechny bez
barevné zony v okolnim agaru.

Pigment-produkujici mikroorganismy rostouci za podminek metody typicky nalezeji
k druhu Chryseobacterium, ktery se v syrovém mléce obvykle vyskytuje v nizké denzité
(odhadem 1 KTJ v 0,01 az >10 ml vzorku). Patii do skupiny Gram-negativnich aerobnich
bakterii a typicky vykazuje silnou proteolytickou aktivitu, avSak obvykle neni schopen riistu
pfi chladirenskych teplotach. Pro ziskani vysledkd, které budou vhodnym zpiisobem reflektovat
kvalitu syrového mléka, tedy neni interpretace téchto pigment-produkujicich kolonii nikterak
rozhodujici.

Pro odecet vysledkll se vybiraji pfednostné plotny, na kterych narostlo 15-150 kolonii.
Vypocet denzity Gram-negativnich aerobnich bakterii probiha standardnimi postupy. Pokud
jsou z daného vzorku vykultivovany pievazné kolonie tvofici zluté zony, které zhorSuji ¢i
znemoznuji spolehlivé rozpoznani kolonii Gram-negativnich aerobnich bakterii, pro odecet se
vyuzije nejvyssi dostupné desitkové fedéni, na kterém byly kolonie zachyceny. Tyto obtize pfi
vyhodnoceni vysledkti nemuseji, avsak — vzhledem k variabilité mikroflory syrového mléka —
mohou nastat. Pokud se tak stane, indikuje to zhorSenou mikrobiologickou kvalitu syrového
mléka z hlediska jiného parametru (koliformni bakterie, kvasinky, sporulujici aerobni bakterie,
aj.). Pfitom je nutné vzit v Givahu, Ze vyhodnoceni mikroorganismu jinych nez Gram-negativni
aerobni bakterie, které rostou za podminek metody, nenahrazuje kvantitativni stanoveni zadné
jiné skupiny mikroorganismd.

Vyhodnoceni vysledkl této metody je srovnateln¢ naroéné jako pii pouziti jinych
kultiva¢nich metod na pudach s riznymi indikatory. Aby vSak byl popis metody kompletni,
jsou vySe popsany 1 specialni ptipady, které pii analyze tak mikrobiologicky pestré matrice,
jako je syrové mléko, mohou nastat. Interpretaci ziskanych vysledkl se zabyva nasledujici
kapitola.

Interpretace ziskanych vysledki

Nasledujici doporuceni pro interpretaci ziskanych vysledkii vychézeji z analyzy 134
cisternovych vzorkii syrového kravského mléka odebranych v CR. Stanoveny v nich byly
Gram-negativni aerobni bakterie podle této metodiky, psychrotrofni mikroorganismy podle
CSN ISO 6730 (2007) a celkovy podet mikroorganismi (CPM) podle CSN EN ISO 4833-1
(2014). Vyhodnoceny byly jak absolutni hodnoty téchto parametrd (KTJ/ml), tak procentualni
zastoupeni Gram-negativnich aerobnich bakterii vii¢i psychrotrofnim mikroorganismim a
CPM.

V testovaném souboru vzorkl syrového mléka se denzita Gram-negativnich aerobnich
bakterii pohybovala v rozpéti od <100 do 6,7 x 10° KTJ/ml, pfi¢emz priimérna denzita byla 1,7
x10% KTJ/ml. Gram-negativni aerobni bakterie tvotily v priméru 52 % z CPM, nicméné tato
hodnota byla vyznamné ovlivnéna vzorky, ve kterych doslo k pomnozeni Gram-negativnich
aerobnich bakterii aZ na Groven prakticky stejnou jako CPM. Gram-negativni aerobni bakterie
tvotily nanejvys 20 % z psychrotrofnich mikroorganismti u 41 % vzorki a z CPM u 40 %



vzorkd. Toto zjisténi podporuje tvrzeni, Ze stanoveni psychrotrofnich mikroorganismu
v syrovém mléce dostatecné nereflektuje jeho mikrobiologickou kvalitu.

S vyuzitim tohoto souboru dat byla navrzena obecna kritéria pro Gram-negativni
aerobni bakterie v syrovém mléce na 2 x 10* KTJ/ml a zdrovein maximalné 20 % z CPM. Pokud
jsou obé tato kritéria splnéna, syrové mléko se jevi z pohledu rizik spojenych s Gram-
negativnimi aerobnimi bakteriemi jako kvalitni — viz tab. Il. Tato kritéria mohou byt dale
zptesnéna dle potieb konkrétnich mlékarenskych provozi na zaklad¢ porovnani parametrii
syrového mléka ve vztahu s jeho zpracovatelnosti a kvalitou findlnich produkta.

Ziskané vysledky lze rovnéz interpretovat kvalitativné, napf. s vyuzitim tab. III. Podle
tohoto postupu se urci desetinasobné fedéni vzorku, pro které byly na plotné inokulované 0,1
ml daného fedéni zachyceny ftadoveé jednotky kolonii. Poté se posoudi, zda mezi
mikroorganismy zachycenymi na v§ech odecitatelnych fedénich vzorku pievazuji spiSe Gram-
negativni aerobni bakterie, anebo jiné mikroorganismy rostouci za podminek metody.

Tabulka II: Kvantitativni interpretace vysledkd stanoveni Gram-negativnich aerobnich bakterii
V syrovém mléce

Vysledek stanoveni Gram-
negativnich aerobnich
bakterii

<2 x 10*KTJ/ml

<20 % z CPM >20 % z CPM

Ptiméfend mikrobiologickd | ZhorSend mikrobiologicka

kvalita kvalita
>2 x 10* KTJ/ml Zhorsena mikrobiologicka Zvysené riziko
kvalita technologickych problémi ¢i

vad finalnich vyrobku

Tabulka I1l: Kvalitativni interpretace vysledkid stanoveni Gram-negativnich aerobnich bakterii
V syrovém mléce

1 2 3
Jednotky kolonii | Jednotky kolonii na 2. | Jednotky a vice
na 1. fedéni fedéni kolonii na 3.
redéni
A | Kolonie barvi agar Nejvyssi Standardni Jiny
pfevazné do zluta mikrobiologicka | mikrobiologicka mikrobiologicky
kvalita kvalita problém
B | Kolonie barvici agar | Vynikajici Standardni ZhorSena
do Zluta a kolonie mikrobiologickd | mikrobiologicka mikrobiologicka
barvici agar do rizova | kvalita kvalita kvalita
zastoupeny
srovnatelné
C | Kolonie barvi agar Velmi dobra Standardni Zvysené riziko
prevazné do rizova mikrobiologicka | mikrobiologicka technologickych
kvalita kvalita problémi ¢i vad
finalnich vyrobkt

Srovnani novosti postupu
Leeds Acinetobacter agar je jiz znamou zivnou pudou, kterd se pouziva predevsim

v klinické praxi a v souvislosti s detekci a stanovenim bakterii rodu Acinetobacter, jak popisuji
napi. Jawad a kol. (1994). Tato metodika popisuje novy zplsob vyuziti uvedené zivné pudy.
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Pfi analyze syrového mléka lze na ni totiz kvantitativné stanovit sumu Gram-negativnich
aerobnich bakterii. V kontextu analyzy syrového mléka tato skupina zahrnuje predevsim rody
Acinetobacter a Pseudomonas a dale i minoritné zastoupené rody.

Jak bylo podrobné popsano v Uvodu, tato metodika predstavuje novy nastroj k ¥izeni
rizika vzniku technologickych problém ¢i senzorickych vad mléénych vyrobkl zptisobenych
proteolytickymi a lipolytickymi enzymy Gram-negativnich acrobnich bakterii. Vzhledem
k zavaznosti tohoto problému i dosavadni absenci jinych, ve vyrobni praxi vyuzitelnych
nastroju, se jedna o metodiku nejen novou, ale i svym zpiisobem pralomovou.

Popis uplatnéni metodiky

Tato metodika je ur¢ena pro laboratote provadéjici mikrobiologickou analyzu syrového
mléka, predevsim pro ucely mlékarenského zpracovani a zpenézovani syrového mléka. Jsou to
zejména piijmové a provozni laboratofe mlékaren, centralni laboratoie (CL) a laboratote pro
rozbor mléka (LRM). Metodika mize byt vyuzita rovnéz v laboratotfich dozorovych organti a
statni spravy, poradenskych a vyzkumnych organizaci.

Metodika se zabyva problematikou, ktera se tyka prakticky vSech zpracovateli mléka.
Proto je podlozena Smlouvou o vyuziti vysledki uzavienou s Ceskomoravskym svazem
mlékarenskym, z.s. Metodika je k dispozici zdarma v§em zajemciim o jeji vyuziti.

Ekonomické aspekty

Zavedeni této metodiky do standardné vybavené laboratofe klasické kultivacni
mikrobiologie obnasi naklady na pofizeni zivné pudy, které se pohybuji okolo 1,5 tis. K¢ za
jedno baleni obsahujici 500 g dehydratované ptidy. Toto mnozstvi pudy vystaéi na analyzu
minimaln¢ 100 vzorkd.

Ptinosy metodiky spocivaji ve sniZeni rizika vzniku technologickych problémi a
senzorickych vad finalnich mléénych vyrobku diky efektivnéj§imu fizeni vybéru a nakladani se
syrovym mlékem, jakozto s hlavni vstupni surovinou. Znamena to sniZeni vyrobnich nékladi i
ztrat v dasledku nutnosti piepracovat ¢i zlikvidovat neshodné Sarze produktt. Pouziti syrového
mléka nevyhovujici kvality totiZ pfinaSi zpomalené prokysavani (prodlouZeni doby vyroby),
zvysenou tvorbu usazenin v tepelnych vymeénicich (vyssi ndklady na sanitaci téchto zafizeni),
sniZzeni vytéznosti pfi vyrob& syrt (vyssi naklady na surovinu) a fadu dalSich probléml
popsanych v Uvodu. Vyuziti této metodiky u jednotlivého zpracovatele mléka mtize odhadem
pfinést uspory v fadu stovek tisic korun ro¢né.
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zatéze zivotniho prostfedi odpadnimi vodami®.
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