Bulletin potravinarskeho vyskumu (Bulletin of Food Research) Ro¢. 38, 1999, ¢. 4, s. 243-250

Predikcia trvanlivosti pasterizovaného mlieka
z hladiska rastu Bacillus cereus pri (5*1) °C

MARIA GREIFOVA - LUBOMIR VALIK
- FRIDRICH GORNER - JANA PETRIKOVA

SUHRN. Bacillus cereus je ubikvitarny mikroorganizmus. Niektoré kmene vSak mozu
sposobit alimentdrne otravy, ak si pritomné v pasterizovanom mlieku v mnozstvach
nad 105 KTJ.ml-l. V ¢erstvom pasterizovanom mlieku (74 °C, 20 s) boli v jarnych mesia-
coch stanovené koncentrdcie 0,5 az 1,0 KTJ.ml-l. Z jednej vyroby pasterizovaného mlieka
sa izolovali psychrotréfne kmene B. cereus, ktoré dobre rastli pri (5+1) °C s generacnymi
Casmi v log-faze rastu 26 az 28 dni. Metddou predikcie sa vypocitalo, Ze tieto kmene
v mlieku pri teplote (5+1) °C dosiahnu limity 104 KTJ.ml! alebo 105 KTJ.ml! za 15,3 az
20,7 dni. Pasterizované mlieko uchovavané pri tejto teplote nebolo z pohladu psychro-
tréfnych B. cereus rizikové.

KIUCOVE SLOVA: Bacillus cereus; pasterizované mlieko; generacny cas; prediktivna mikro-
bioldgia

Bacillus cereus je mikroorganizmus, ktory sa v dosledku svojej aerébnosti
a schopnosti tvorit spory nachddza v pode, v prachu, vo vode a v surovych,
alebo aj v poZivatinich upravenych teplotne pasterizdciou, ¢i varenim.
Za vhodnych podmienok moézu jeho urcité kmene v poZivatinach tvorit dva
druhy toxickych metabolitov. Toxin sposobujuci prevazne hnacku je protein
s vysokou molekulovou hmotnostou a toxin spOsobujuci prevazne zvracanie
je nizkomolekulovy termorezistentny peptid [1-3].

B. cereus v suchych pozivatindch vyrobenych na bédze Skrobu, v suSenych
vajciach, na lipanej ryzi, v suSenych mliekach, v mletych a v celych koreni-
ndch u nds nachddzali Pieckovd a Tomanova [4]. Stanoveny obsah B. cereus
v tychto pozivatindch sa pohyboval v rozmedzi 102 az 103 KTJ.g'L.

Technologickym vyznamom B. cereus v mliekarenskej technoldgii sa u nds
zaoberali Greifova a kol. [5]. Zistili, Ze ked sa pri vyrobe mieSanych jogurtov
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dostalo do mlieka viac ako 4 mg kyslika na kg a vychodzie mlieko obsahova-

lo nadmerné mnozstvo aerdbnych spor B. cereus, sposobil tento mikroorga-

nizmus v jogurte poruchy konzistencie a jeho chutovych vlastnosti.

Na schopnosti B. cereus tvorit toxiny a na sicasnu psychrotréfnost prislus-
nych kmenov upozornila u nds Ku$nierova [6]. Popisala alimentarnu otravu
sposobenu B. cereus v pasterizovanom a prevarenom mlieku, pri ktorej
ochorelo 247 stravnikov jedného stredoSkolského interndtu, ¢o sa prejavilo
hnackami a Zalido¢nymi kfémi trvajucimi do dvoch dni. Ochoreli iba ti
stravnici, ktori po hlavnych jedlach pili mlieko. Epidemiologickym vySetre-
nim bolo zistené, Ze otrava bola spOsobend pasterizovanym mliekom, do
ktorého bol pridany zvySok prevareného pasterizovaného mlieka ucho-
véavaného tri dni v chladnicke (zo soboty do pondelka). Toto zmieSané mlie-
ko obsahovalo B. cereus vo vysokom mnozstve 1,4.107 az 1,9.107 KTJ.ml-L.
Vyznamnu ulohu tu zohrali s najvda¢Sou pravdepodobnostou toxinogénne
psychrotréfne kmene B. cereus.

V suvislosti s psychrotrofnostou a toxinogenitou niektorych kmemov
B. cereus sa v sucasnosti vyndra podobny problém, ktory suvisi so snahou
predlZovat trvanlivost pasterizovaného konzumného mlieka z povodnych
troch dni na pét aZ sedem a v buducnosti snad aj na viac dni [7].

V tejto suvislosti sme si poloZili nasledovné otdzky, resp. ciele:

1. Aké mnozZstvo psychrotréfnych kmenov B. cereus sa nachddza v urcitom
priemyselne vyrabanom pasterizovanom mlieku?

2. Ci a ako sa psychrotréfne kmene B. cereus rozmnozujui v komeréne pas-
terizovanom mlieku pri teplote uchovdvania (5+1) °C?

3. Pomocou metdd prediktivnej mikrobioldgie bolo nasim cielom predpo-
vedat rozmnozenie B. cereus v pasterizovanom mlieku pri (5%1)°C
za pat dnf a predpovedat, za aky Cas by sa v tomto pasterizovanom mlie-
ku za rovnakych podmienok rozmnozili psychrotréfne kmene B. cereus
na medzindrodne uzndvand rizikovd hranicu 104 az 105 KTJ.ml-l.
Zamerne sme pritom zvolili konStantnd teplotu uchovdvania pasterizo-
vaného mlieka (5*1) °C, aby sme ziskali porovndvacie hodnoty
s ohladom na nedodrzanie tejto teploty uchovavania.

Material a metddy
Surové mlieko zvezené z polnohospoddrskych zavodov v mesiacoch fe-
bruar a marec bolo v mliekarenskom zdvode prietokovo pasterizované

pri 74 °C pocas 20 s, vychladené na 4 az 2 °C a prechodne uchovdvané
v zdsobnom tanku. Z neho bolo precerpavané do plniaceho a baliaceho stro-
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ja a v nom balené po 1 litri do obalov Tetrabrik. Zabalené pasterizované
mlieko bolo ihned prenesené do laboratdria, kde bolo uchovdavané v chla-
diacom boxe pri konStantnej teplote (5+1) °C 24 dni.

Vzorky na mikrobiologické vySetrenia boli z tohto mlieka odoberané
z troch paralelnych obalov asepticky pomocou sterilnej injek¢nej striekacky
v trojdiiovych intervaloch v mnozstve naraz asi 20 ml.

Pasterizované mlieko bolo mikrobiologicky vySetrované na obsah B. ce-
reus podla STN 56 0092 (ISO 7932) ,,VSeobecné pokyny na stanovenie poctu
baktérif Bacillus cereus“ na zltkovom agare s manitolom a polymyxinom [8].

VSetky vySetrenia sa vykonali z pasterizovaného mlieka uchovdvaného
pri (5%1) °C, preto ziskané vysledky uddvaji pocty B. cereus rasticich v pas-
terizovanom mlieku pri teplote (5%1) °C za viac dni, ¢ize psychrotréfnych.

Pre pocetne maly vyskyt B. cereus v Cerstvom pasterizovanom mlieku,
ktory sa pohyboval v jednotkach KTJ v 10 ml mlieka sme nemohli pokraco-
vat zriedovacou metddou. Ockovali sme preto na selektivne kultivacné
médium [8] v Petriho miskdch (PM) 25-krdt po 0,4 ml na jednu PM. Na tych-
to PM so selektivnym agarom sme spocitali vyrastené typické kolonie
a uddvali ako n KTJ/10 ml alebo po prepocitani ako n KTJ.ml-1. Na kazdej
PM sme u typickych kol6nii (v poéte Yn) kontrolovali ich schopnost anae-
robne rdst a fermentovat glukdzu, tvorit acetoin vo Voges-Proskauerovom
médiu a redukovat dusi¢nan v dusi¢cnanovom médiu [8§].

Pre ziskanie hodnovernych vysledkov boli vySetrovaniu podrobené tri
odlisné vyroby pasterizovaného mlieka v dvoj- a trojdiiovom odstupe (A, B
a C). Z jednej vyroby boli odobrané vzdy tri jednolitrové balenia vychddza-
juce za sebou z baliaceho stroja. Takto boli ziskané z kazdej vyroby tri para-
lelné vzorky, ktoré sme oznacili: A1, A2, Az, Bi, B2, B3, C1, C2 a Cs.

Ziskané mikrobiologické vysledky sme usporiadali do tabuliek, graficky
znazornili a podrobili matematickej analyze podla programu D-model
[9-11]. Na konci vySetrovania sme v kazdej vzorke pasterizovaného mlieka
stanovili hodnotu pH potenciometricky.

Vysledky a diskusia

B. cereus v pasterizovanom mlieku a jeho rast pri (5x1) °C

Obsah a rast B. cereus v pasterizovanom mlieku (74 °C, 20 s), ktoré bolo
uchovdvané 24 dni pri (5%1) °C, je zndzorneny na obr. 1. Z tohoto vyobra-
zenia je vidiet, Ze pociato¢ny obsah tohoto mikroorganizmu v pasterizova-
nom mlieku sa pohyboval v rozmedzi 0,5 az 1,0 KTJ.ml-1. Dalej je vidiet, ze
vo vzorkdch z jednotlivych vyrob, ba ani vo vzorkdch z totoZnej vyroby, nebol
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OBR. 1. Dynamika obsahu B. cereus v pasterizovanom mlieku (74 °C, 20 s),
uchovdvanom pri (5+1) °C pocas 24 dni (os x = ¢as [d], os y = [log KTJ.ml1]).

FIG. 1. Dynamics of the B. cereus content in pasteurized milk (74 °C, 20 s)
stored at (5%1) °C for 24 days (axis x = time [d], axis y = [log CFU.ml1]).
1 - production, 2 - sample.
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kvalitativny obraz rastu kmenov B. cereus rovnaky. Poskytovali sice rovnaku
odpoved pri skimani charakteristickych biochemickych znakov podla
STN 56 0092 (ISO 7932), ale neboli rovnaké z hladiska ich psychrotréfnosti.
Pravé psychrotréfne kmene sa nachddzali prevazne vo vzorkdch vyroby B
(B1, B2 a B3). Rozmnozovali sa prakticky bez lag-fazy, exponencidlna fdza
rastu mala velmi podobnd smernicu a ich staciondrna fiza zapocala asi
pri 104 KTJ.ml-! a dosahovala az 105> KTJ.ml'L, a to za 18 az 24 dni.

Tento pokus dokdzal, Ze psychrotréfne kmene B. cereus sa nenachadzaju
rovnako v kaZzdom pasterizovanom mlieku. Je to aj z matematicko-Statis-
tického pohladu pravdepodobné, lebo ¢im menej je urcitych mikroorganiz-
movov v prostredi pritomnych, tym je homogenita ich vyskytu mensia [12].
Podla Mayra a kol. [13] bolo v pasterizovanom mlieku 0,005 % az 0,075 %
psychrotréfnych kmenov B. cereus, vzhladom na celkovy pocet mikroorga-
nizmov v nom.

Analyza rastovych parametrov psychrotrofnych kmeriov B. cereus pri (5*1) °C

Z. troch vyrob pasterizovaného mlieka bola vybrand vyroba B, z ktorej
boli izolované psychrotréfne kmene B. cereus. V tab. 1 su zhrnuté charakte-
ristické parametre tychto kmenov. Zaujimavé je, Ze tieto kmene mali pri tep-
lote (5%1) °C velmi kréatku lag-fazu. Jej hodnoty bud neboli v intervale 3 dnf
vobec zaznamenané (B a B3), alebo bola iba naznacend v trvani 1,4 d (B).
Kmene B. cereus z ostatnych vyrob vykazovali lag-fazu vyznamne dlhsiu,

TABUIKA 1. Rastové parametre psychrotréfnych kmefiov B. cereus z pasterizovaného
mlieka (74 °C, 20 s), uchovavaného 24 d pri (5=1) °C a predikcia poctu dni na dosiahnutie
kritickych hodn6t 104 KTJ.ml-! a 105 KTJ.ml-1.

TABLE 1. Growth parameters of psychrotrophic strains of B. cereus from pasteurized
milk (74 °C, 20 s) stored at (5+1) °C for 24 d and prediction of number of days to reach
critical limits 10 CFU.ml! and 105 CFU.ml"1.

. - P - P < | Pocet dnf potrebnvch
Vyroba Vzorka Trvafne Prlen}erny Prlen}erny Gerieracny oce nl.PO re .Ilsyc
. . lag-fazy3 pocet pocet Cas’ na dosiahnutie
pasterizov. | pasterizov. 4 % d
mlickal mlicka? vlag-faze4 | za 5 dni B. cereus [d]
(dl | [KTJ.ml1} | [KT].ml] [hl 104 KTJ.mI1105 KTJ.ml!
Bi1 neg. 0,40 9,54 26 16,0 19,6
B B2 14 0,51 6,45 23 15,3 18,5
B3 neg. 0,54 10,16 28 16,7 20,7

neg. - lag-fdza nebola vykonanymi meraniami zaznamenana.

neg. - lag-phase was not observed by the measurements carried out.

1 - production of pasteurized milk, 2 - sample of pasteurized milk, 3 - persistance of lag-phase, 4 - average
number within lag-phase, 5 - CFU.ml"L, 6 - average number in 5 days, 7 - generation period, 8 - number
of days to reach.
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vyroba A: 6,1; 6,0 a 5,1 d a vyroba C: neg.; 2,6 a 11,6 d. Aj tato skutocnost
naznacuje, Zze u kmenov z vyroby B sa jednalo skuto¢ne o psychrotréfne
kmene B. cereus (obr. 1).

Priemerné pociato¢né obsahy kmenov B. cereus v pasterizovanom mlieku
z vyroby B, pri nepretrzitej teplote uchovavania (5%1) °C, boli 0,40; 0,51
a 0,54 KTJ.ml-l. Za 5 dni, ¢o je legdlna trvanlivost pasterizovaného mlieka
s predizenou trvanlivostou, bol v tomto pripade dosiahnuty pocet B. cereus
[KTJ.ml-1]: 9,5; 6,5 a 10,2. Tieto hodnoty boli hlboko pod limitom pre B. ce-
reus v pasterizovanom mlieku. Anderssonovd a kol. [1] uddvaju limity
103 KTJ.ml1, ¢o by bolo mozné povazovat za opera¢nu limitnd hodnotu
pre zavody. Vo vicSine Statov Eurdpskej unie sa za hrani¢nd hodnotu pova-
7uje podla Notermansa [14] 104 KTJ.ml-! B. cereus, ¢o by bolo mozné pova-
Zovat za kriticky hygienicky limit.

Vypocitané generacné Casy B. cereus pre konkrétne merania u vyroby B
(v log-faze ich rastu) boli 26; 23 a 28 h, pri¢om pred staciondrnou fézou,
ktora zacala za 15 aZ 18 dni, boli dosiahnuté skuto¢né denzity psychrotrof-
nych kmenov B. cereus 51 000 az 600 000 KTJ.ml-1. Vypoétom sa potvrdilo,
zZe limit 104 KTJ.ml-1 by mal byt dosiahnuty za 15,3 az 16,7 dni, ¢o bolo v dob-
rej zhode so skuto¢nostou (15 az 18 dnf; obr. 1). Anderssonovd [1] udala
generacné Casy psychrotrofnych B. cereus pri teplote 8 °C, teda o 3 °C vySSej
teplote, 10 az 12 h. Pritom poznamenadva, ze predlZzovanie generacného Casu
tohoto mikroorganizmu medzi teplotami 8 az 6 °C, teda o 2 °C, je 1,5 az
1,7-nasobné.

Tieto experimentdlne ziskané a vypocitané udaje z konkrétnej vyroby pas-
terizovaného mlieka, uchovavaného nepretrzite pri (5=1) °C, su z hladiska
rizikovosti B. cereus v pasterizovanom mlieku uspokojujice. V praxi vSak
teplota uchovdvania takéhoto mlieka mozZe znac¢ne kolisat. Pocas uchovava-
nia vo velkoobchodnych skladoch si z ekonomickych pri¢in bezné teploty
do 8 °C. Samotny konzument Casto vystavuje pasterizované mlieko vySSim
teplotam, napr. v zle nastavenej chladnicke, pocas ranajok a pod. Tito sku-
to¢nost vSak vyZzaduje dalsi vyskum predovSetkym pri teplotach 8; 10 az 12 °C
a nasledné porovnanie s udajmi ziskanymi pri (5+1) °C, prezentovanymi
v tejto praci.

V nasej experimentdlnej praci sme dokdzali, Ze psychrotréfnost nie je
vSeobecnou vlastnostou B. cereus, ale Ze je vlastnostou iba niektorych kme-
fov. Tiito skutocnost si v poslednom ¢ase vSimli aj inf pracovnici, ¢o viedlo
k tomu, Ze v r. 1998 navrhli, aby definované psychrotréfne kmene B. cereus
dobre rastice pri teplotiach 4 az 7 °C a nerastuce pri teplote 43 °C, boli
uznané za samostatny bakteriologicky druh s pomenovanim taxénu Baci-
llus weihenstephanensis (WSBC 10204T) [15]. Sucasne sa prikrocilo k vysku-
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mu rozliSenia a dokazu tohto druhu metédou polymerdzovej retazovej reak-
cie (PCR) spocivajicej na urceni cielenej sekvencie nukleovych kyselin zod-
povedajucich za vznik $pecifickej bielkoviny v dosledku chladového Soku.
Tato nova metdda poskytuje moznost rychlej analyzy a predpovede trvanli-
vosti pasterizovaného mlieka uchovdvaného v chlade [16]. S metédou PCR
pracovali aj Mayr a kol. [13] pri skimani vyskytu psychrotréfnych kmenov B.
cereus tolerujucich 7 °C v nemeckom vysokopasterizovanom mlieku (HTST).
N4djdené a identifikované psychrotréfne kmene B. cereus pomenovali taxo-
nom Bacillus weihenstephanensis.

10.

11.

12.

13.
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Shelf-life prediction of pasteurized milk considering growth of Bacillus cereus at (5x1) °C

GREIFOVA, M. - VALIK, L.. - GORNER, F. - PETRIKOVA, J.:
Bulletin potrav. Vysk., 38, 1999, p. 243-250.

SUMMARY. Bacillus cereus represents an ubiquitous microorganism. Some strains, however,
can cause food-borne diseases if present in pasteurized milk in higher numbers than
105 CFU.ml-L. The content 0,5 to 1,5 CFU.ml-! was determined in pasteurized fresh milk
(74°C, 20 s) during spring months. The psychrotrophic strains of B. cereus that grew
at (5+1) °C with the generation time 26 to 28 days were isolated within one of three produc-
tions. Applying a prediction method, the growth maximum limits at (5+1) °C were defined as
104 or 105 CFU.ml"! in 15,3 to 20,7 days. Considering psychrotrophic B. cereus, pasteurized
milk stored at the mentioned temperature did not represent any hazard.
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