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DOKAZIVANJE BAKTERIJSKIH METABOLITA U HIGIJENSKOJ
KONTROLI HLADENOG MLEKA

I PIRUVAT
Mr. Zora MIJACEVIC, Veterinarski fakultet, Beograd

SazZetak

Broj mikroorganizama u hladenom mlijeku ustanovljen je indirektno odre-
divanjem piruvata. Rezultati kontinuirane i manuelne analize pokazali su
praktiénost i brzinu opisane metode.

Uvod

U savremenim uslovima otkupa mleka hladenje je postalo osnovni postu-
pak kojim se privremeno odlaZe kvarenje mleka. Medutim, uskladiStenje mle-
ka na niZim temperaturama uslovljava zastupljenost psihrotrofnih bakterija,
koje se oznatavaju kao lipolititke i proteoliti¢ke, a potpuno su potisnute
streptokoke i ostale bakterije koje spadaju u grupu glikolititkih.

Mleko u kojem su veéinom zastupljene psihrotrofne bakterije ima produ-
Zeno redukciono vreme jer se aktivno$¢u ovih mikroorganizama neznatno
menja redoks potencijal mleka. Kiselinski stepen ovog mleka takode duze vre-
mena ostaje nepromenjen. Na osnovu ovoga mogao bi se doneti pogreSan za-
kljuéak da je mleko higijenski ispravno i sa malim brojem mikroorganizama.
Prou¢avanjem psihrotrofnih bakterija utvrdeno je da se njihova aktivnost za-
sniva na razlaganju proteina i masti. Stoga koli¢ina piruvata, slobodnih ami-
no i masnih kiselina daje podatak o higijenskoj ispravnosti i samom kvalite-
tu mleka éuvanom na nizim temperaturama.

Pojam psihrotrofnih mikroorganizama obuhvata mikroorganizme koji mo-
gu da se razmnoZavaju pri razli¢itim temperaturama. Zavisnost brzine rasta
mikroorganizama od temperature a s tim u vezi njihova podela date su na
dijagramu 1. (Beek 1971).

Psihrofilni mikroorganizmi nisu predstavljeni odredenom familijom ili
rodom, nego ih saéinjavaju razne vrste bakterija i gljivica. U zavisnosti od
uslova ¢uvanja i vrste namirnica (mleka i mleénih proizvoda) psihrotrofni
mikroorganizmi ispoljavaju biohemijske procese glikolize, proteolize i lipoli-
ze. Ovi biohemijski procesi dovode do umanjivanja hranljive vrednosti na-
mirnica, i organolepti¢kih promena (promene mirisa i ukusa), a biogeni amini
nastali razlaganjem proteina, mogu dovesti do nespecifi¢nih trovanja namirni-
cama.

Dokazivanje psihrotrofnih bakterija
Postoji viSe moguénosti za dokazivanje psihrotrofnih bakterija u mleku

i milefnim proizvodima ali se najéefée koriste: odredivanje ukupnog broja
psihrotrofnih bakterija i odredivanje produkta bakterijskog metabolizma.

Mliekarstvo 30 (8) 1980. 243



Ezc,.-iil.i mezofili Jger-fili

porast

™

5 10 5 20 25 30 35 40 45 temp.
+—| -

Dijagram 1
Dokazivanje ukupnog broja psihotrofnih bakterija u mleku

Psihrotrofne bakterije dokazuju se na hranljivim podlogama postupkon
za odredivanje ukupnog broja bakterija. Zasejana hranljiva podloga se inku
bira 10 dana pri temperaturi 7°C. Nakon ovog vremena odreduje se broj psi-
hrotrofnih bakterija brojanjem izraslih kolonija.

Odredivanje produkta bakterijskog metabolizma

Za razumevanje mikrobioloSkih procesa razlaganja organskih materije
potrebno je poznavanje bakterijskog metabolizma. Metabolizam je niz hemij-
skih reakcija koje protiéu u Zivoj ¢eliji. Izvor energije su materije iz okoline
(ugljeni hidrati, belantevine i masti) koje ¢elija zahvaljujuéi svojim mnogo-
brojnim encimskim aktivnostima razlaze, od makromolekula do mono i dime.
ra koji se mogu uneti u ¢éelije (Suhren 1973). Metabolizam pojedinih hranjivil
materija mleka dat je na priloZenoj slici 1.

Na slici 1 je lako uoéljivo da je u centru metaboli¢kih aktivnosti mikroor-
ganizama piruvat, koji predstavlja centralni produkt metabolitkog razla-
ganja tri osnovne grupe hranljivih materija u mleku (ugljeni hidrati, belan-
tevine i masti). Iz ovoga proizlazi, da je moguée merenjem promena koncen-
tracije piruvata, dati odgovor na metaboli¢ku aktivnost mikrooganizama 1
namirnica, kao i indirektno govoriti o tome koliki je broj bakterija u ispitiva-
nom uzorku.
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Metoda odredivanja piruvata
Princip

Piruvat ¢e biti redukovan u laktat kod istovremene oksidacije NADH: u
prisustvu laktodehidrogenaze (LDH). Za vreme reakcije potrebna koli¢ina
NADH: je ekvivalentna koli¢ini piruvata. Opadanje NADH: u rastvoru odre-
duje se kolorimetrijski.

LDH
Piruvat + NADH + H* —— Laktat =+ NAD*

Uzimanje uzoraka za ispitivanje

Iz celokupnog mleka nakon dobrog meSanja uzima se reprezentativni
uozorak koji moze da se konzerviSe hladenjem na 0°C za vreme od 4—5 sati.
Za konzervisanje do 24 ¢asa korisati se formaldehid (0,2 ml 3,5%0 formaldehida
na 10 ml mleka).

Automatski postupak kontinuirane protot¢ne analize

Za ovaj postupak potrebno je 0,42 ml uzorka koji se razblazuje sa 0,80
ml natrijumcitrata, a uzorei su medusobno odvojeni (segmentirani) sa 0,32
ml vazduha. Dijaliza nastaje ‘u analiti¢kom kanalu sa 1,20 ml tris pufe-
ra-NADH:-LDH rastvora, koji se segmentira sa 0,42 ml vazduha. Reakcija
proti¢e u vodenom kupatilu na 37°C. Merenje se vrii u protoénoj kiveti od 15
mm kod 340 nm. Sema postupka odredivanja piruvata data je na slici 2.

Manuelni postupak dokazivanja piruvata
Postupak dokazivanja piruvata
Priprema proba mleka

10 ml mleka izmeSa se sa 5 ml trihlorsiréetne kiseline i centrifugira 10
minuta na 3.000 Upm. Na 5 ml supernatanta doda se 2 ml pufera (0,7 M trie
tanolaminhidrohlorida) i promesa. Pre ispitivanja filirat se zagreje na 20°C.

Merenje

Merenje se vrsi pri temperaturi 25°C u staklenoj kiveti od 1 ecm debljine
pri talasnoj duZini od 360 nm prema vazduhu. U kivetu se odpipetira 2 ml
filtrata i 0,2 ml NADH: i odredi ekstinkcija Ei. Potom se doda 0,02 ml LDH
izmeSa staklenim Stapi¢éem i nakon zavrSetka reakcije (oko 5 min.) meri
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ekstinkcija Ee. Oduzimanjem od E: ekstinkcije E: dobija se diferencijalna
ekstinkcija (E).

Odredivanje vrednosti piruvata
Standardna kriva

Vrednost piruvata je odredena pomo¢u standardne krive. Pri tome se
rastvor piruvata poznate koncentracije priprema u 1% NaHCOs a postupak je
kao i kod proba s mlekom. Dobijene odgovarajuée ekstinkcije zavise i od

koncentracije.

Reagensi

10%0 trihlorsiréetna kiselina
Trihlorsiréetna kiselina 100 g
Destilovana voda ad 1000 ml

0,7 N trietanolaminhidrohlorid pufer
Trietanolaminhidrohlorid 13,0 g
Destilovana voda 90,0 ml

sa 30%0 NaOH doterati pH na 8,6
NADH:2 — rastvor

NADH: (natrijumova so) 60,0 mg
NaHCOs 1,0 g

Destilovana voda ad 110,0 ml
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LDH — rastvor

LDH (iz muskulature kuniéa) 5,0 mg/ml 0,4 ml
Destilovana voda 0,6 ml

Piruvat rastvor (za standardnu krivu)

Na — piruvat 0,128 g

Destilovana voda ad 100,0 ml

Standardni rastvor za standardnu krivu

Rastvor piruvata 10%0 NaHCOs Koncentracija piruvata
(ml) (ml) (ppm)
0,0 10 0,0
2,5 10 dopuniti 2,5
5,0 10 s destilo- 5,0
7,0 10 vanom vo- 7,0
10,0 10 dom do 100 ml 10,0

Standardni rastvor moZe da stoji nedelju dana na temperaturi friZidera.

Materijal za ispitivanje

Kao materijal za ispitivanje koriséeno je sirovo mleko.

Rezultati i diskusija

Hladenje mleka posle muZe, kao obavezni postupak primarne obrade
mleka, isklju¢uje redukcioni test kao verodostojnu metodu za odredivanje
ukupnog broja bakterija u mleku. U toku éuvanja mleka na niskim tempera-
turama dominantnu mikrofloru &ine psihrofilni mikroorganizmi, od kojih su
najéete zastupljene vrste roda Pseudomonas, Flavobacterium, Achromobac-
ter, Alcaligenes, Enterobacter, Aeromonas, Micrococcus. Izvori kontaminacije
mleka ovim mikroorganizmima su (Miljkovi¢é 1977) cisterne za transport i
silosi za lagerovanje mleka. Ovi mikroorganizmi se festo pominju kao izraziti
predstavnici lipoliti¢kih i proteolitickih bakterija (Heeschen 1971, Suhren
1973) pa je njihovo dokazivanje tim znatajnije.

Dokazivanje ovih mikroorganizama zasejavanjem na podlogama je dug
proces i zbog toga su trazene brze i jednostavnije metode. Metode dokazivanja
piruvata je brza i jednostavna, daje tadne rezultate u veoma Kkratkom vre-
menskom intervalu. Ova metoda mozZe s uspehom da se koristi u ohladenom
i u neohladenom mleku. Postoje 2 postupka za dokazivanje piruvata jedan
je potpuno automatski, kontinuirani postupak na aparatu Auto-Analyzer IIL

Ako se primenjuje ovaj postupak kontinuirane protofne analize tad se u
toku jednog ¢asa moZe pregledati od 60—130 uzoraka mleka.
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U toku naSeg rada uporedili smo rezultate koli¢ine piruvata dobijene u
postupku protoéne analize i manuelno, da bi utvrdili da 1i manuelna metoda
moZe posluziti za dokazivanje piruvata u laboratorijama koje nemaju odgo-

varajuéu aparaturu za prvi postupak. Slaganje rezultata dato je na grafi-
konu 1.
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Grafikon 1
Iz grafikona se vidi da je korelacija izmedu metoda vrlo visoka r = 0,99
a linija regresije je y = 1,0 x + 0,12. Ta¢nost metode manuelnog odredivanja

piruvata odreduje se koeficijentom varijacije (VK) pri razliéitim nivoima pi-
ruvata. Dobijeni rezultati prikazani su u tablici 1.
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Tablica 1

Taénost metode u zavisnosti od nivoa piruvata u mleku odredenog manuelnom
metodom (Suhren i dr. 1976)

Nivo piruvata

(ppm) n £ Sa VK

1,0 4 0,8 0,13 15,3
1,01—2,0 15 1,6 0,10 5,3
2,01—3,0 13 2.7 0,15 5,7
3,01—4,0 5 3,6 0,15 44
5,01 11 6,6 0,14 2,1
Ukupno 56 3,4 0,13 5,4

Iz prilozenih rezultata se vidi da su odstupanja od srednjih vrednosti
razli¢itog nivoa piruvata iznosila 0,13 ppm (0,10 do 0,15). Koeficijent varijacije
u proseku bio je 5,4% a koeficijent varijacije 15,3%0, nalazi se kod nivoa pi-
ruvata do 1,0 ppm.

Zakljucak

Za indirektno dokazivanje broja mikroorganizama u hladenom mleku
preporucuje se dokazivanje piruvata.
Uporednim ispitivanjem koli¢ine piruvata u mleku protoénom analizom
i manuelno utvrdena je vrlo visoka korelacija r = 0,99 a linija regresije
= 1,0x + 0,1.

PROVING OF THE BACTERIAL METABOLITES IN HYGIENICAL
CONTROL OF THE COOLED MILK — I PIRUVATE

Summary

Number of microorganisms in the cooled milk was estimated indirectly
by determination of pyruvate. Practicality and rapidity of described methods
were of continues and manual analyses.

Literatura

BEEK, G. (1972): Psychrotrophe Organismen in Milch. Archiw fiir Lebensmittelhy-
giene 12, 278—281.

HEESCHEN, W. (1971): Untersuchungen zur quantitativen Analyse und Lebensmit-
telhygienischen Bedeutung bakterieller Kataboler Reaktionen in Milch. Hab. dok-
torski rad, Berlin.

HEESCHEN, W., SUHREN, G. TOLLE, A. (1977): Pyrovatmessung in Milch und
konzept eines Systems zur Erfassung der bakteriologische Beschriffenheit Die Molk.
Zeit., Welt der Milch 31, 16, 489—494.

MILJKOVIC, V. (1977): Higijena i tehnologija mleka, Nau¢na knjiga, Beograd.
SUHREN, G. (1973): Zur Eignung der enzimatischen Pyruvatbestimmung fiir die
Messung der bakteriellen Belastung von Milch. Doktorski rad, Bon.

SUHREN, G., HEESCHEN, W., TOLLE, A. (1976): Automatische und manuelle enzy-
matische Pyruvatbestimmung in der Milch. Milch wissenschaft 31, 5, 257—260.
TOLLE, A., HEESCHEN, W., WERNERA, H., REICHMUTH, J., SUHREN, G. (1972):
Die Pyruvatbestimmung ein neuer Weg zur Messung der bakteriologischen Vertig-
keit von Milch. Milchwissenschaft 27, 6, 343—352.

250 Mliekarstvo 30 (8) 1989.



