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Streszczenie

W pracy okre$lono najbardziej prawdopodobna liczbg (NPL) przetrwalnikéw (a) Clostridium reduku-
jacych siarczany(IV), (b) gazujacych (RCM), (¢) Cl. tyrobutyricum (RCM-mleczan) i (d) przypuszczalne-
go CL. perfringens. W wigkszo§ci probek mleka surowego NPL (a, b, ¢, d) zawierala si¢ w granicach
1,010' - 1,0-10* w 1 dm®. W serach podpuszczkowych dojrzewajacych (produkty rynkowe I klasy) NPL
(a, d) wynosila ponizej 2,0-10* w 1 g, (d) ponizej 1 w 1 g (obecny w 21% prébek). W mleku w proszku
klasy Ekstra i I NPL (a) wynosita ponizej 2,0-10> w 1 g (obecne odpowiednio w 65% i 70% probek).

Wstep

Beztlenowe bakterie przetrwalnikujace z rodzaju Clostridium stanowia grupg mi-
kroflory szczegblnie niepozadana, zar6wno w surowcu, jak i w przetworach mleczar-
skich. Do mleka surowego bakterie te dostaja si¢ gléwnie podczas doju, a ich liczeb-
nos¢ zalezy od takich czynnikéw, jak pora roku, jako$¢ kiszonek, ktérymi karmione sg
krowy, poziom higieny doju [5, 6, 13, 14, 15, 16].

Przetrwalniki Clostridium przechodza z surowca do mleka pasteryzowanego oraz
otrzymywanych z niego produktéw i w pewnych warunkach moga by¢ przyczyna ich
wad. Najczesciej wystgpuja wady serOw podpuszczkowych dojrzewajacych, okreslane
jako tzw. p6zne wzdgcia [4, 5, 6]. Sprawcami wymienionych wad sg gléwnie bakterie
fermentacji mastowej Cl. tyrobutyricum i Cl. butyricum (rzadziej inne gatunki). Rézne
gatunki Clostridium moga powodowaé wady zageszczonego mleka. Bakterie te sg
réwnieZ niepozadane w mleku w proszku [3]. Zwiekszona, ponad dopuszczalna, liczba
przetrwalnikéw obniza jako$§¢ tego produktu.
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Sposréd chorobotwoérczych gatunkéw Clostridium, zarbwno w mleku surowym,
jak 1 w przetworach mleczarskich, imoze wystgpowaé Cl. perfringens [2, 3].

Publikacje krajowe dotyczace wystgpowania Clostridium w mleku surowym i w
przetworach mleczarskich, szczegdlnie w ostatnich latach, nie sa liczne. Zagadnienie to
jednak wydaje sig interesujace i aktualne, przede wszystkim ze wzgledu na koniecz-
no$¢ coraz petniejszej charakterystyki mikrobiologicznej surowca, jak tez oceny jako-
$ci mikrobiologicznej produktéw przemystu mleczarskiego.

W zwiazku z powyzszym za cel niniejszej pracy przyjeto okreslenie liczebnosci
przetrwalnikow Clostridium w mleku surowym, pochodzacym od réznych dostawcow
oraz w wybranych przetworach mleczarskich (sery podpuszczkowe dojrzewajace, mle-
ko w proszku). Uznano takze za celowe okre§lenie liczebno$ci przetrwalnikdéw szcze-
golnie niepozadanych (gazujace, CI. tyrobutyricum, Cl. perfringens).

Material badawczy

Mieko surowe

Mleko pobierano w sposéb jalowy z konwi od indywidualnych dostawcow z
okolic Warszawy (47 probek), z tanku chlodniczego w oborze wielkostadnej jednego
gospodarstwa z okolic Warszawy (6 probek) oraz z cystern dostawczych jednego za-
kiadu mleczarskiego na terenie Warszawy (3 probki). W chwili pobierania probek
temperatura mleka wynosila ponizej 10°C i po przywiezieniu go do laboratorium ba-
dawczego, w termotorbach zawierajacych wode z lodem, nie przekraczata 10°C. Czas
transportu wynosit 20-40 minut. Wszystkie probki pobierane byly w miesigcach paz-
dziernik-kwiecien.

Sery podpuszczkowe

Sery podpuszczkowe dojrzewajace 1 klasy, réznych producentéw krajowych i za-
granicznych, kupowano w sklepach warszawskich. Sery krajowe pochodzity od kilku-
dziesieciu producentéw, sery importowane za$§ — z Holandii, Niemiec, Szwajcarii,
Francji i Szwecji. W sumie zakupiono 134 prébki seréw produkcji krajowej, w tym co
najmniej 50% stanowily sery typu holenderskiego, okoto 25% — sery typu szwajcarsko
— holenderskiego, okoto 10% — sery typu szwajcarskiego, resztg¢ — sery pleSniowe i
inne, ktérych nie udato si¢ zakwalifikowa¢ do Zadnego ze znanych typow. Wsrod 36
seréw z importu ponad 55% stanowily sery typu holenderskiego, okoto 33% — sery
plesniowe i okoto 12% — sery typu szwajcarskiego.

Mieko w proszku

Produkt ten kupowano réwniez w sklepach warszawskich. Pochodzit on z 11 za-
ktadow mleczarskich. W sumie zakupiono 30 prébek, przy czym od jednego produ-
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centa kupowano 25 prébek (po jednym opakowaniu z réznych partii produkcyjnych),
w tym: mleko w proszku pelne klasy ekstra — 10 probek, mleko w proszku petne klasy
I -9 probek, mleko w proszku pelne instant klasy 1 — 6. probek, mleko w proszku gra-
nulowane odttuszczone klasy I - 5 prébek.

Prébki przewozono do laboratorium badawczego w temperaturze otoczenia.

Metody badan

Oznaczanie najbardziej prawdopodobnej liczby (NPL) przetrwalnikow Clostri-
dium redukujacych siarczany(IV) wykonywano metoda 5-probéwkowa wedlug PN-
93/A-86034/12. NPL przetrwalnikow Clostridium gazujacych oznaczano réwniez me-
toda 5-probéwkowa, lecz zastosowano pozywke RCM (Reinforced Clostridial Medium
z glukoza [10 s. 178]), ktora przygotowywano o stgzeniu podwdjnym i podstawowym.
Sposdb przygotowania probek, parametry ich ogrzewania byly takie same, jak przy
oznaczaniu przetrwalnikow Clostridium redukujacych siarczany(IV). Za wynik dodatni
uznawano gazowanie. NPL obliczano wedtug wymienionej'wy‘Zej normy.

NPL przetrwalnikéw CL. tyrobutyricum oznaczano po ogrzewaniu probek w temp.
75°C przez 10 minut. Stosowano pozywke RCM — mleczan (Tyrobutyricum Broth
Base [10 s. 232]), ktéra przygotowywano o stezeniu podwéjnym i podstawowym. Spo-
sOb postgpowania, parametry inkubacji i obliczanie wynikéw stosowano wedhug wy-
mienionej wyzej normy. Za wynik dodatni uznawano gazowanie. NPL przetrwalnikow
Cl. perfringens oznaczano metoda 5-probowkowa stosujac pozywke TSN (Tryptone,
Sulfite, Neomycin [10 s. 231]) o stezeniu podwoéjnym i podstawowym. Prébki przy-
gotowywano, ogrzewano oraz obliczano wyniki wedlug wymienionej wyzej normy.
Inkubacje prowadzono w 46°C przez 48 godzin. Za wynik dodatni uznawano obecnosé
czarnych kolonii lub zaczernienie pozywki.

Wiyniki i dyskusja

Wystgpowanie Clostridium w mleku surowym

Wyniki oznaczen przetrwalnikéw Clostridium w mleku surowym przedstawiono
w tabelach 1. i 2. Dane tabeli 1. §wiadczg o zrdéznicowanej liczbie przetrwalnikow Clo-
stridium redukujacych siarczany(IV). Na 56 przebadanych probek mleka tylko w jed-
nej nie stwierdzono obecnosci tych form. W okoto 30% prébek ich NPL miescita sig¢ w
granicach 2,0-10' — 1,0-10%, a w okolo 43% ponad 10* do 10° w 1dm®. W tej ostatniej
grupie znalazty sie wszystkie probki mleka pobierane z tanku chtodniczego w gospo-
darstwie wielkostadnym. Znaczny odsetek (okoto 23%) probek zawierat nawet >10°
przetrwalnikéw Clostridium w 1 dm’.
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Tabela 2

Najbardziej prawdopodobna liczba Clostridium tyrobutyricum i Clostridium perfringens w mleku suro-
wym od réznych dostawcow.

The most probable number of Clostridium tyrobutyricum and Clostridium perfringens spores in milk from
various deliverers.

Zakres liczebnosci w 1 dm®
Liczba (procent) Range in 1 dm?
. badanych probek - )
Gatunk b
: . : Number (percent) of eo ecr:)e 20-100 101-1000 1001-10 000
Species . absent
the examined
samples Liczba (procent) probek
Number (percent) of samples

Cl. tyrobutyricum 29 (100) 2 (6,9) 6(20,7) 17 (58,6) 4 (13,8)
Cl. perfringens
(przypuszczalny) 35 (100) 11 (31,4) 18 (51,4) 5(14,3) 12,9
(presumptive)

b ponizej wykrywalnosci metody / below detectability.

Brak aktualnych publikacji krajowych dotyczacych poziomu zanieczyszczenia su-
rowca mleczarskiego przetrwalnikami Clostridium {redukujacych siarczany(IV)}
utrudnia interpretacjg uzyskanych wynikéw. Wiadomo, ze do mleka formy te dostaja
sig¢ glownie z powierzchni strzykéw zanieczyszczonych odchodami zwierzat. Stad tez
w mleku z okresu zimowego, kiedy strzyki sa silniej zanieczyszczone, liczba prze-
trwalnikow Clostridium jest wieksza niz w mleku z okresu letniego. Jak podaja, za
innymi autorami, Stadhouders i Spoelstra [16], w sezonie letnim przy pastwiskowym
zywieniu kréw, liczba przetrwalnikéw Clostridium w mleku nie przekracza 5-10° w 1
dm®. W mleku z okresu zimowego wystepuje najczesciej 10°~10* przetrwalnikéw w 1
dm’.

Stadhouders i wsp. [14], w holenderskim mleku z okresu letniego stwierdzili
2,0-10% — 1,0-10%, a w mleku z okresu zimowego 2,0-10° — 2,0-10* przetrwalnikéw Clo-
stridium w 1 dm’. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy sa wiec zblizone do cytowa-
nych wyzej danych. Z kolei w Norwegii, Oterholm i Engan-Skei [12] wykazali obec-
no$¢ przetrwalnikéw Clostridium $rednio w 12% préobek mleka badanego w ciagu roku
1w 50% — mleka z okresu zimowego (nie podano liczb przetrwalnikéw).

W niniejszej pracy NPL przetrwalnikow beztlenowych bakterii gazujacych (po-
zywka RCM z glukoza) oznaczono w 35 probkach surowego mleka. Stwierdzono zbli-
zone warto$ci NPL tej grupy do NPL przetrwalnikéw Clostridium redukujacych siar-

czany(IV).
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Jakubczyk [7] analizujac 74 prébki mleka surowego zbiorczego, przeznaczonego
do wyrobu sera typu ementalskiego, wykazala NPL przetrwalnikéw Clostridium ga-
zujacych oznaczonych réwniez na pozywce RCM z glukoza w granicach 4,4-10° —
2,1-10° w 1dm’. Roznice te mozna tlumaczy¢ rzeczywiscie wigksza liczba przetrwalni-
kow Clostridium w mleku badz tez zastosowanym przez Jakubczyk, tagodniejszym niz
w niniejszej pracy, ogrzewaniem mleka (75°C/10 min), sprzyjajacym wickszej prze-
zywalnoS$ci niektorych gatunkéw Clostridium (w tym CI. tyrobutyricum) oraz diuz-
szym czasem inkubacji przed odczytaniem wynikéw (7 dni).

Jak wynika z danych literatury [1], w réznych krajach proponowane sa rézne
metody 1 réZne temperatury ogrzewania mleka przed oznaczeniami przetrwalnikéw
Clostridium. Brak jest zalecen Migdzynarodowej Federacji Mleczarskiej w sprawie
ujednolicenia tych metod.

Wyniki oznaczen CI. tyrobutyricum przedstawiono w tab. 2. Sposérod 29 bada-
nych probek mleka tylko w okoto 7 % nie wykryto tego gatunku. W pozostatych prob-
kach NPL jego przetrwalnikéw zawierata si¢ w granicach 2,0-10" ~ 1,0-10* w 1 dm’,
przy czym w najwiekszym odsetku prébek - w granicach 10> — 10° w 1dm°.

W poréwnaniu z wynikami uzyskanymi przez Jakubczyk [7], ktéra przy zastoso-
waniu takiej samej metody badan stwierdzita NPL Cl tyrobutyricum na poziomie
1,9-10° — 1,0-10* w 1 dm’, nasze dane §wiadcza o nieco mniejszym zanieczyszczeniu
badanego mleka, poniewaz tylko w okoto 14% probek NPL przetrwalnikéw przekra-
czata 10° w 1 dm’.

Clostridia tworzace gaz, w tym Cl. tyrobutyricum sa szczeg6lnie niepozadane w
mleku przeznaczonym do wyrobu ser6w podpuszczkowych dojrzewajacych. W niekto-
rych krajach liczbe przetrwalnikéw Clostridium w mleku uwzglednia sie przy ustalaniu
zaplaty za ten surowiec. Jak podaje Jakubczyk [5], w niektorych rejonach Francji
(Normandia), mleko o liczbie przetrwalnikéw do 4,0-10* w 1 dm® jest uwazane za su-
rowiec doskonaly, a zawierajace 4,0-10* — 1,0-10° - za surowiec dobry. Takie mleko
jest tam premiowane. Gdy liczba przetrwalnikéw wynosi ponad 1,0-10° cena mleka jest
obnizana.

Oceniajac w $wietle tych danych mleko analizowane w niniejszej pracy nalezy
stwierdzié, ze wiekszo$é badanych probek spetniala wymienione wymagania dla mleka
doskonalego 1 dobrego do wyrobu serow.

W 35 probkach mleka surowego (tab. 2) oznaczono NPL przetrwalnikow przy-
puszczalnego Cl. perfringens (nie przeprowadzono badaf potwierdzajacych). W okoto
31% probek nie stwierdzono, zastosowana metoda, obecnosci tego chorobotworczego
gatunku. W pozostalych prébkach NPL wynosita 2,0-10" — 1,0-10* w 1 dm?, przy czym
w okoto 66% probek nie przekraczata 10° w 1 dm®. Brak w literaturze krajowej, jak tez
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w dostepnej literaturze zagranicznej danych co do wystgpowania w mleku surowym
Cl. perfringens uniemozliwia przedyskutowanie otrzymanych przez nas wynikow.

Stwierdzony poziom zanieczyszczenia mleka nalezy jednak okresli¢ jako wysoki.
Zdaniem Stadhouders’a i wsp. [14] Cl perfringens pochodzi gléwnie z odchodéw
zwierzat dostajacych sie do mleka z brudnych strzykdéw. Duza liczba przetrwalnikow
tego gatunku wskazuje na niski poziom higieny doju.

Wystepowanie Clostridium w serach podpuszczkowych i mleku w proszku

Ze wzgledu na to, iz nie stwierdzono r6znic w poziomie skazenia przetrwalnikami
Clostridium, redukujacymi siarczany(IV), seréw roznych typow, nie uwzglgdniono
tych typéw w tab. 3, lecz wyniki ujeto sumarycznie. Jak $wiadcza dane zawarte w
wymicenionej tabeli, w wigkszo$ci probek, zaréwno seréw krajowych jak i z importu,
wystgpowaty przetrwalniki Clostridium, przy czym ich NPL nie przekraczala 2,010 w
1 g. Okoto 11% badanych seroéw krajowych i okoto 17% seréw z importu nie zawieralo
omawianych przetrwalnikéw w ogéle, a w okoto 19% i 31% odpowiednio, ich NPL nie
przekraczata 1 w 1 g. Te dane wskazuja na fakt, iz surowiec uzyty do wyrobu seréw
byl w wigkszosci zanieczyszczony bakteriami z rodzaju Clostridium.

Gatunek CL tyrobutyricum wystepowal we wszystkich 24 badanych serach (pro-
dukcji krajowej), a poziom zanieczyszczenia byl nieco wyzszy niz przetrwalnikami
Clostridium redukujacych siarczany(IV). Az w 40% badanych seréw NPL przetrwalni-
kow tego gatunku wynosita 11-2-10* w 1 g, co moze by¢ zwiazane ze wspomnianym
juz tagodniejszym ogrzewaniem probek serow przy oznaczeniach tego gatunku. Jak
wynika z badan Dasgupty i Hull’a [4], w serach typu szwajcarskiego wykazujacych
wady tzw. poznych wzdeé (szczeliny), liczba przetrwalnikéw bakterii fermentacji ma-
stowej (gtéwnie CI. tyrobutyricum) wahata si¢ w granicach 2,5-10' — 1,0-10° w 1 g.
Byla wigc tylko okoto pigciokrotnie wigksza niz w serach krajowych analizowanych w
niniejszej pracy (nie wykazujacych wad). Korhonen i Ali-Yrkkd [9], analizujac w Fin-
landii sery ementalskie z objawami fermentacji mastowej, nie zaobserwowali zalezno-
§ci pomiedzy liczba przetrwalnikéw Clostridium, a nasileniem wad.

Cl. perfringens (przypuszczalny) oznaczano w 28 probkach seréw produkcji kra-
jowej (tab. 3) i w okolo 79 % prébek nie stwierdzono obecnosci przetrwalnikéw tego
gatunku w 1 g, a w pozostalych probkach NPL nie przekraczata 1 w 1 g. Rowniez
Burbianka [2] stwierdzita wystgpowanie CL. perfringens w serach. Autorka ta zasuge-
rowata ustalenie wymagan co do dopuszczalnej liczby tego chorobotwoérczego gatunku
w omawianych produktach. Wymagan takich dotychczas nie ustalono.

Spoéréd badanych przez nas 30 probek mleka w proszku, 10 nalezato do klasy
Ekstra, a 20 — do klasy I. Otrzymane wyniki wskazuja na podobny poziom zanieczysz-
czenia tego produktu przetrwalnikami Clostridium redukujacych siarczany(IV) nieza-
leznie od klasy. W odpowiednio 40 % i35 % mleka w proszku ich NPL nie przekra-
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czala 1 w 1 g. Zaréwno wyniki niniejszej pracy, jak i weze$niejsze publikacje krajowe

B3,

8, 11] wskazuja na do$é niski poziom zanieczyszczenia wigkszosci probek mleka w

proszku przetrwalnikami Clostridium. Nalezy jednakze podkreslié, ze biorac pod uwa-

ge

wymagania krajowej normy na mleko w proszku, dopuszczajacej w klasie Ekstra

nie wiecej niz 49, a w klasie I nie wiecej niz 90 przetrwalnikow tego rodzaju w 10 g,
co najmniej 4 probki nie spetnialy tych wymagan.

Whnioski

1.

(1]

[2]
(31

[4]
(51

W ponad 90% spoérdd 56 badanych probek mleka surowego wystgpowaly prze-
trwalniki Clostridium redukujacych siarczany(IV), gazujacych i CI. tyrobutyricum,
a w okoto 69% probek — przetrwalniki CI. perfringens. Wskazuje to na niezbyt hi-
gieniczne warunki pozyskiwania mleka. W wiekszo$ci probek mleka NPL omawia-
nych przetrwalnikéw wahala si¢ w granicach 2,0-10' - 1,010 w 1 dm’, a w nie-
licznych probkach siegata do 1,0-10* w 1 dm’.

. W wigkszosci badanych ser6w podpuszczkowych (produkty rynkowe I klasy pro-
“dukcji krajowej i z importu) wystgpowaty przetrwalniki Clostridium redukujacych

siarczany(IV) i CL tyrobutyricum. Ich NPL wynosila od ponizej 1 do 1,0 x 10* w 1
g. Przetrwalniki przypuszczalnego Cl. perfringens wystgpowaty w okoto 21% pro-
bek seréw (produkcji krajowe;j), a ich NPL nie przekraczata 1 w 1 g.

. W 30 prébach mleka w proszku, pochodzacego z 11 zakladéw produkcyjnych, wy-

stgpowaly przetrwalniki Clostridium redukujacych siarczany(IV), przy czym 60%
prob zanieczyszczonych stanowito mleko klasy Ekstra, a 65% prob — mleko klasy 1.
NPL wynosita od ponizej 1 do 1,010 w 1 g.

Ze wzgledu na to, iz przetrwalniki Clostridium obecne w przetworach mleczarskich
pochodza gtéwnie z mleka surowego, zmniejszenie ich liczebnosci lub eliminacja z
tych przetwordw jest uzalezniona od poprawy jakosci surowca.

LITERATURA

Bergere 1.L., Sivela S.: Detection and enumeration of clostridial spores related to cheese quality-
classical and new methods, Bulletin FIL/IDF, 251, 1990, 18.

Burbianka M.: Gatunki Clostridium wystepujace w serach twardych, Roczniki PZH, X VI, 1965, 309.
Burbianka M.: Bakterie przetrwalnikujace beztlenowe w mleku w proszku, Roczniki PZH, XVHI,
1967, 701.

Dasgupta A.P., Hull R.R.: Late blowing of Swiss cheese: incidence of Clostridium tyrobutyricum in
manufacturing milk, Austr. J. Dairy Techn., 44, 1989, 82.

Jakubczyk E.: Jako$¢ seréw dojrzewajacych a przetrwalnikujace bakterie beztlenowe. Czgsé 1,
Przegl. Mlecz., 5, 1996, 137.



102 Irena Molska, Anna Berthold, Renata Pakula, Renata Nowosielska, Anna Kamola

[6] Jakubczyk E.: Jako$¢ seréw dojrzewajacych a przetrwalnikujace bakterie beztlenowe. Czesc II,
Przegl. Mlecz., 6, 1996, 173.

[7] Jakubczyk E.: Zanieczyszczenie mleka serowarskiego przetrwalnxkujqcyml bakteriami beztlenowy-
mi. VII Sesja Naukowa: Postgp w technologii, technice i organizacji mleczarstwa, Olsztyn 1999,
256.

[8] Kisza J., Zbikowski Z., Rotkiewicz W., Rybka I.: Ksztaltowanie sig jakoSciowych cech mleka w
proszku zaleznie od stosowanego procesu technologicznego, Roczniki Inst. Przem. Mlecz., 2 (63),
1979, 51.

[91 Korhonen H., Ali-Yrkkd S.: Uber den Clostrldlengehalt des Finnischen Emmentalerkéses, Finnish J.
Dairy Sci., XXXV, 1977, 43.

[10] Microbiology Manual. Merck, Darmstadt 1994.

f11] Molska I., Lipka-Chudzik H.: Badania nad jakoScia mikrobiologiczng peinego mleka w proszku
produkowanego przez rézne wytwornie, Zesz. Nauk. Akademii Rolniczej w Warszawie, Technologia
Rolno-Spozywecza, 10, 1975, 55.

[12] Oterholm Bg. Bp., Engan-Skei L: Anaerobic sporeformers and the milking environment, Kieler
Milchwirtsch. Forschungsber., 33, 1981, 337. '

[13] Stadhouders J.: The quality of milk in relation to the number of spores of anaerobic bacteria, Neth.
Milk Dairy J., 37, 1983, 233.

[14] Stadhouders J., Hup G., Nieuvenhof F.F.J.: Silage and cheese quality. Mededeling M., 19a, 1985,
Nederlands Institut vor Zuivelonderzoek. V

[15] Stadhouders J., Jorgensen K.: Prevention of the contammatlon of raw milk by a hygienic milk pro-
duction, Bulletin FIL/IDF, 251, 1990, 32.

[16] Stadhouders J. Spoelstra S.F.: Prevention of the contamination of raw milk by making a good silage,
Bulletin FIL/IDF, 251, 1990, 24.

THE PRESENCE OF CLOST. RfDI UM IN MILK AND SOME DAIRY PRODUCTS
Summary

In the work the most probable number (MPN) of spores of (a) sulphate (IV) reducing Clostridia, (b)
gas forming (RCM), (¢} CI. tyrobutyricum (RCM-lactate) and (d) presumptive Cl. perfringens has been
determined. In most samples of raw milk MPN (a, b, ¢, d) was in the range 1,0-10' — 1,0-10° in 1 1. In
rennet ripening cheeses (market products class I) MPN (a,.d) was below 2,0-10%in 1 g, (d) below 1in 1 g
(present in 21% of samples). In milk powder (class Extra and I) MPN (a) was below 2,0-10% in 1 g (pres-
ent in 65% and 70% of samples).



