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Predikcia trvanlivosti pasterizovaného mlieka
z h¾adiska rastu Bacillus cereus pri (5±1) °C

MÁRIA GREIFOVÁ − ¼UBOMÍR VALÍK
− FRIDRICH GÖRNER − JANA PETRÍKOVÁ

SÚHRN. Bacillus cereus je ubikvitárny mikroorganizmus. Niektoré kmene však môžu
 spôsobi� alimentárne otravy, ak sú prítomné v pasterizovanom mlieku v množstvách
nad 105 KTJ.ml−1. V èerstvom pasterizovanom mlieku (74 °C, 20 s) boli v jarných mesia−
coch stanovené koncentrácie 0,5 až 1,0 KTJ.ml−1. Z jednej výroby pasterizovaného mlieka
sa izolovali psychrotrófne kmene B. cereus, ktoré dobre rástli pri (5±1) °C s generaènými
èasmi v log−fáze rastu 26 až 28 dní. Metódou predikcie sa vypoèítalo, že tieto kmene
v mlie ku pri teplote (5±1) °C dosiahnu limity 104 KTJ.ml−1 alebo 105 KTJ.ml−1 za 15,3 až
20,7 dní. Pasterizované mlieko uchovávané pri tejto teplote nebolo z poh¾adu psychro −
trófnych B. cereus rizikové.

K¾ÚÈOVÉ SLOVÁ: Bacillus cereus; pasterizované mlieko; generaèný èas; prediktívna mikro−
biológia

Bacillus cereus je mikroorganizmus, ktorý sa v dôsledku svojej aeróbnosti
a schopnosti tvori� spóry nachádza v pôde, v prachu, vo vode a v surových,
alebo aj v požívatinách upravených teplotne pasterizáciou, èi varením.
Za vhodných podmienok môžu jeho urèité kmene v požívatinách tvori� dva
druhy toxických metabolitov. Toxín spôsobujúci prevažne hnaèku je proteín
s vysokou molekulovou hmotnos�ou a toxín spôsobujúci prevažne zvracanie
je nízkomolekulový termorezistentný peptid [1−3].

B. cereus v suchých požívatinách vyrobených na báze škrobu, v sušených
vajciach, na lúpanej ryži, v sušených mliekach, v mletých a v celých koreni−
nách u nás nachádzali Piecková a Tomanová [4]. Stanovený obsah B. cereus
v týchto požívatinách sa pohyboval v rozmedzí 102 až 103 KTJ.g−1.

Technologickým významom B. cereus v mliekarenskej technológii sa u nás
zaoberali Greifová a kol. [5]. Zistili, že keï sa pri výrobe miešaných jogurtov
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dostalo do mlieka viac ako 4 mg kyslíka na kg a východzie mlieko obsahova−
lo nadmerné množstvo aeróbnych spór B. cereus, spôsobil tento mikroorga−
nizmus v jogurte poruchy konzistencie a jeho chu�ových vlastností.

Na schopnosti B. cereus tvori� toxíny a na súèasnú psychrotrófnos� prísluš −
ných kmeòov upozornila u nás Kušnierová [6]. Popísala alimentárnu otravu
spôsobenú B. cereus v pasterizovanom a prevarenom mlieku, pri ktorej
ochorelo 247 stravníkov jedného stredoškolského internátu, èo sa prejavilo
hnaèkami a žalúdoènými kàèmi trvajúcimi do dvoch dní. Ochoreli iba tí
stravníci, ktorí po hlavných jedlách pili mlieko. Epidemiologickým vyšetre−
ním bolo zistené, že otrava bola spôsobená pasterizovaným mliekom, do
ktorého bol pridaný zvyšok prevareného pasterizovaného mlieka ucho−
vávaného tri dni v chladnièke (zo soboty do pondelka). Toto zmiešané mlie−
ko obsahovalo B. cereus vo vysokom množstve 1,4.107 až 1,9.107 KTJ.ml−1.
Významnú úlohu tu zohrali s najväèšou pravdepodobnos�ou toxinogénne
psychrotrófne kmene B. cereus.

V súvislosti s psychrotrófnos�ou a toxinogenitou niektorých kmeòov
B. cereus sa v súèasnosti vynára podobný problém, ktorý súvisí so snahou
predlžova� trvanlivos� pasterizovaného konzumného mlieka z pôvodných
troch dní na pä� až sedem a v budúcnosti snáï aj na viac dní [7].

V tejto súvislosti sme si položili nasledovné otázky, resp. ciele:
1. Aké množstvo psychrotrófnych kmeòov B. cereus sa nachádza v urèitom

priemyselne vyrábanom pasterizovanom mlieku?
2. Èi a ako sa psychrotrófne kmene B. cereus rozmnožujú v komerène pas−

terizovanom mlieku pri teplote uchovávania (5±1) °C?
3. Pomocou metód prediktívnej mikrobiológie bolo naším cie¾om predpo−

veda� rozmnoženie B. cereus v pasterizovanom mlieku pri (5±1) °C
za pä� dní a predpoveda�, za aký èas by sa v tomto pasterizovanom mlie−
ku za rovnakých podmienok rozmnožili psychrotrófne kmene B. cereus
na medzinárodne uznávanú rizikovú hranicu 104 až 105 KTJ.ml−1.
Zámerne sme pritom zvolili konštantnú teplotu uchovávania pasterizo−
vaného mlieka (5±1) °C, aby sme získali porovnávacie hodnoty
s oh¾adom na nedodržanie tejto teploty uchovávania.

Materiál  a  metódy

Surové mlieko zvezené z po¾nohospodárskych závodov v mesiacoch fe −
bruár a marec bolo v mliekarenskom závode prietokovo pasterizované
pri 74 °C poèas 20 s, vychladené na 4 až 2 °C a prechodne uchovávané
v zásobnom tanku. Z neho bolo preèerpávané do plniaceho a baliaceho stro−

Bulletin potravinárskeho výskumu (Bulletin of Food Research)

244



ja a v òom balené po 1 litri do obalov Tetrabrik. Zabalené pasterizované
mlie ko bolo ihneï prenesené do laboratória, kde bolo uchovávané v chla −
diacom boxe pri konštantnej teplote (5±1) °C 24 dní.

Vzorky na mikrobiologické vyšetrenia boli z tohto mlieka odoberané
z troch paralelných obalov asepticky pomocou sterilnej injekènej striekaèky
v trojdòových intervaloch v množstve naraz asi 20 ml.

Pasterizované mlieko bolo mikrobiologicky vyšetrované na obsah B. ce −
reus pod¾a STN 56 0092 (ISO 7932) „Všeobecné pokyny na stanovenie poètu
baktérií Bacillus cereus“ na žåtkovom agare s manitolom a polymyxínom [8].

Všetky vyšetrenia sa vykonali z pasterizovaného mlieka uchovávaného
pri (5±1) °C, preto získané výsledky udávajú poèty B. cereus rastúcich v pas−
terizovanom mlieku pri teplote (5±1) °C za viac dní, èiže psychrotrófnych.

Pre poèetne malý výskyt B. cereus v èerstvom pasterizovanom mlieku,
ktorý sa pohyboval v jednotkách KTJ v 10 ml mlieka sme nemohli pokraèo−
va� zrieïovacou metódou. Oèkovali sme preto na selektívne kultivaèné
médium [8] v Petriho miskách (PM) 25−krát po 0,4 ml na jednu PM. Na tých−
to PM so selektívnym agarom sme spoèítali vyrastené typické kolónie
a udávali ako n KTJ/10 ml alebo po prepoèítaní ako n KTJ.ml−1. Na každej
PM sme u typických kolónií (v poète √n) kontrolovali ich schopnos� anae−
róbne rás� a fermentova� glukózu, tvori� acetoín vo Voges−Proskauerovom
médiu a redukova� dusiènan v dusiènanovom médiu [8].

Pre získanie hodnoverných výsledkov boli vyšetrovaniu podrobené tri
odlišné výroby pasterizovaného mlieka v dvoj− a trojdòovom odstupe (A, B
a C). Z jednej výroby boli odobrané vždy tri jednolitrové balenia vychádza−
júce za sebou z baliaceho stroja. Takto boli získané z každej výroby tri para−
lelné vzorky, ktoré sme oznaèili: A1, A2, A3, B1, B2, B3, C1, C2 a C3.

Získané mikrobiologické výsledky sme usporiadali do tabuliek, graficky
znázornili a podrobili matematickej analýze pod¾a programu D−model
[9−11]. Na konci vyšetrovania sme v každej vzorke pasterizovaného mlieka
stanovili hodnotu pH potenciometricky.

Výsledky a diskusia

B. cereus v pasterizovanom mlieku a jeho rast pri (5±1) °C
Obsah a rast B. cereus v pasterizovanom mlieku (74 °C, 20 s), ktoré bolo

uchovávané 24 dní pri (5±1) °C, je znázornený na obr. 1. Z tohoto vyobra−
zenia je vidie�, že poèiatoèný obsah tohoto mikroorganizmu v pasterizova−
nom mlieku sa pohyboval v rozmedzí 0,5 až 1,0 KTJ.ml−1. Ïalej je vidie�, že
vo vzorkách z jednotlivých výrob, ba ani vo vzorkách z totožnej výroby, nebol
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OBR. 1. Dynamika obsahu B. cereus v pasterizovanom mlieku (74 °C, 20 s),
uchovávanom pri (5±1) °C poèas 24 dní (os x = èas [d], os y = [log KTJ.ml−1]).

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.ml−1]).

1 − production, 2 − sample.



kvalitatívny obraz rastu kmeòov B. cereus rovnaký. Poskytovali síce rovnakú
odpoveï pri skúmaní charakteristických biochemických znakov pod¾a
STN 56 0092 (ISO 7932), ale neboli rovnaké z h¾adiska ich psychrotrófnosti.
Pravé psychrotrófne kmene sa nachádzali prevažne vo vzorkách výroby B
(B1, B2 a B3). Rozmnožovali sa prakticky bez lag−fázy, exponenciálna fáza
rastu mala ve¾mi podobnú smernicu a ich stacionárna fáza zapoèala asi
pri 104 KTJ.ml−1 a dosahovala až 105,5 KTJ.ml−1, a to za 18 až 24 dní.

Tento pokus dokázal, že psychrotrófne kmene B. cereus sa nenachádzajú
rovnako v každom pasterizovanom mlieku. Je to aj z matematicko−štatis−
tického poh¾adu pravdepodobné, lebo èím menej je urèitých mikroorganiz−
movov v prostredí prítomných, tým je homogenita ich výskytu menšia [12].
Pod¾a Mayra a kol. [13] bolo v pasterizovanom mlieku 0,005 % až 0,075 %
psychrotrófnych kmeòov B. cereus, vzh¾adom na celkový poèet mikroorga−
nizmov v òom.

Analýza rastových parametrov psychrotrófnych kmeòov B. cereus pri (5±1) °C 
Z troch výrob pasterizovaného mlieka bola vybraná výroba B, z ktorej

boli izolované psychrotrófne kmene B. cereus. V tab. 1 sú zhrnuté charakte−
ristické parametre týchto kmeòov. Zaujímavé je, že tieto kmene mali pri tep−
lote (5±1) °C ve¾mi krátku lag−fázu. Jej hodnoty buï neboli v intervale 3 dní
vôbec zaznamenané (B1 a B3), alebo bola iba naznaèená v trvaní 1,4 d (B2).
Kmene B. cereus z ostatných výrob vykazovali lag−fázu významne dlhšiu,
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TABU¾KA 1. Rastové parametre psychrotrófnych kmeòov B. cereus z pasterizovaného
mlieka (74 °C, 20 s), uchovávaného 24 d pri (5±1) °C a predikcia poètu dní na dosiahnutie

kritických hodnôt 104 KTJ.ml−1 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 104 CFU.ml−1 and 105 CFU.ml−1.

neg. − lag−fáza nebola vykonanými meraniami zaznamenaná.

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−1, 6 − average number in 5 days, 7 − generation period, 8 − number
of days to reach.

Výroba
pasterizov.

mlieka1

Vzorka
pasterizov.

mlieka2

Trvanie
lag−fázy3

[d]

Priemerný
poèet

v lag−fáze4

[KTJ.ml−1]5

Priemerný
poèet

za 5 dní6

[KTJ.ml−1]

Generaèný
èas7

B. cereus
[h]

Poèet dní potrebných
na dosiahnutie8

[d]

104 KTJ.ml−1 105 KTJ.ml−1

B
B1 neg. 0,40 9,54 26 16,0 19,6
B2 1,4 0,51 6,45 23 15,3 18,5
B3 neg. 0,54 10,16 28 16,7 20,7



výroba A: 6,1; 6,0 a 5,1 d a výroba C: neg.; 2,6 a 11,6 d. Aj táto skutoènos�
naznaèuje, že u kmeòov z výroby B sa jednalo skutoène o psychrotrófne
kmene B. cereus (obr. 1).

Priemerné poèiatoèné obsahy kmeòov B. cereus v pasterizovanom mlieku
z výroby B, pri nepretržitej teplote uchovávania (5±1) °C, boli 0,40; 0,51
a 0,54 KTJ.ml−1. Za 5 dní, èo je legálna trvanlivos� pasterizovaného mlieka
s predåženou trvanlivos�ou, bol v tomto prípade dosiahnutý poèet 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. Anderssonová a kol. [1] udávajú limity
103 KTJ.ml−1, èo by bolo možné považova� za operaènú limitnú hodnotu
pre závody. Vo väèšine štátov Európskej únie sa za hraniènú hodnotu pova−
žuje pod¾a Notermansa [14] 104 KTJ.ml−1 B. cereus, èo by bolo možné pova−
žova� za kritický hygienický limit.

Vypoèítané generaèné èasy B. cereus pre konkrétne merania u výroby B
(v log−fáze ich rastu) boli 26; 23 a 28 h, prièom pred stacionárnou fázou,
ktorá zaèala za 15 až 18 dní, boli dosiahnuté skutoèné denzity psychrotróf−
nych kmeòov B. cereus 51 000 až 600 000 KTJ.ml−1. Výpoètom sa potvrdilo,
že limit 104 KTJ.ml−1 by mal by� dosiahnutý za 15,3 až 16,7 dní, èo bolo v dob−
rej zhode so skutoènos�ou (15 až 18 dní; obr. 1). Anderssonová [1] udala
generaèné èasy psychrotrófnych B. cereus pri teplote 8 °C, teda o 3 °C vyššej
teplote, 10 až 12 h. Pritom poznamenáva, že predlžovanie generaèného èasu
tohoto mikro organizmu medzi teplotami 8 až 6 °C, teda o 2 °C, je 1,5 až
1,7−násobné.

Tieto experimentálne získané a vypoèítané údaje z konkrétnej výroby pas−
terizovaného mlieka, uchovávaného nepretržite pri (5±1) °C, sú z h¾adiska
rizikovosti B. cereus v pasterizovanom mlieku uspokojujúce. V praxi však
teplota uchovávania takéhoto mlieka môže znaène kolísa�. Poèas uchováva−
nia vo ve¾koobchodných skladoch sú z ekonomických príèin bežné teploty
do 8 °C. Samotný konzument èasto vystavuje pasterizované mlieko vyšším
teplotám, napr. v zle nastavenej chladnièke, poèas raòajok a pod. Táto sku−
toènos� však vyžaduje ïalší výskum predovšetkým pri teplotách 8; 10 až 12 °C
a následné porovnanie s údajmi získanými pri (5±1) °C, prezentovanými
v tejto práci.

V našej experimentálnej práci sme dokázali, že psychrotrófnos� nie je
 všeobecnou vlastnos�ou B. cereus, ale že je vlastnos�ou iba niektorých kme−
òov. Túto skutoènos� si v poslednom èase všimli aj iní pracovníci, èo viedlo
k tomu, že v r. 1998 navrhli, aby definované psychrotrófne kmene B. ce reus
dobre rastúce pri teplotách 4 až 7 °C a nerastúce pri teplote 43 °C, boli
uznané za samostatný bakteriologický druh s pomenovaním taxónu Ba ci −
llus weihenstephanensis (WSBC 10204T) [15]. Súèasne sa prikroèilo k výsku−
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mu rozlíšenia a dôkazu tohto druhu metódou polymerázovej re�azovej reak−
cie (PCR) spoèívajúcej na urèení cielenej sekvencie nukleových kyselín zod−
povedajúcich za vznik špecifickej bielkoviny v dôsledku chladového šoku.
Táto nová metóda poskytuje možnos� rýchlej analýzy a predpovede trvanli−
vosti pasterizovaného mlieka uchovávaného v chlade [16]. S metódou PCR
pracovali aj Mayr a kol. [13] pri skúmaní výskytu psychro trófnych kmeòov B.
cereus tolerujúcich 7 °C v nemeckom vysokopasterizovanom mlieku (HTST).
Nájdené a identifikované psychrotrófne kmene B. cereus pomenovali taxó−
nom Bacillus weihenstephanensis.
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Shelf−life prediction of pasteurized milk considering growth of Bacillus cereus at (5±1) °C

GREIFOVÁ, M. − VALÍK, ¼. − GÖRNER, F. − PETRÍKOVÁ, J.:
Bulletin potrav. Výsk., 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−1. The content 0,5 to 1,5 CFU.ml−1 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−1 in 15,3 to 20,7 days. Considering psychrotrophic B. cereus, pas teurized
milk stored at the mentioned temperature did not represent any hazard.

KEYWORDS: Bacillus cereus; pasteurized milk; generation time; predictive microbiology
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