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Sazetak

Clanak obraduje mikrobiolo¥ku kontaminaciju sirovog mlijeka kod mnas
i probleme sa kojima smo se suodili uvodenjem higijenske kakvoée mlijeka za
odredivanje njegove vrijednosti. IstraZivanje obuhvaéa primjenu reduktazne
probe kao testa za ocjenu higijenske kakvode sirovog mlijeka u na¥im uvjetima.

Summary

The paper deals with the microbiological quality of raw milk in Slovenia.
The problems associated with system of payment based on the hygienic quality
of milk are discussed. The methilen blue reduction test as indicator of hygienic
quality of milk under the system of milk collection in our country was
evaluated.

Uvod

Poznato je pravilo u prehrambenoj industriji da iz slabe sirovine ne mo-
Zemo napraviti kvalitetan proizvod. Kakvoéu mlijeka kod nas zanemarujemo
viSe godina, a posljedice su poznate. Skromnom sastavu mlijeka pridruzuje se
i slaba higijenska kakvoé¢a, koja mlijeku dodatno smanjuje tehnolofku vri-
jednost.

Rezultati istraZivanja posljednjih godina pokazali su da je higijenska ka-
kvoéa sirovog mlijeka zabrinjavajuéa (Arsov, 1985; Majié¢, et al, 1984;
Miljkovié, et al, 1984; Rogelj, 1983). Mlijeko veé u sabirnim stani-
cama (pojedini proizvodadi) sadrzi &esto iznad 3 X 10° mikroorganizama u
1 ml i zato nije éudno da u mlijeku sakupljenom u mljekari utvrdimo i neko-
liko desetina milijuna mikroorganizama u 1 ml

Poznato je da je visoki ukupni broj mikroorganizama posljedica jake kon-
taminacije za vrijeme muZnje i slabog ¢&iféenja mljekarske opreme. Granica
izmedu higijensko zadovoljive kakvoée u vecini mljekarsko razvijenih zemalja
je 200.000 mikroorganizama u 1 ml.

U tablici 1 prikazani su standardi za ukupan broj mikroorganizama u
nekim evropskim zemljama.

* Referat odr¥an na XXIV Seminaru za mljekarsku industriju, Opatija, 1986.
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Tablica 1. Standardi za ukupan broj mikroorganizama (U.B.m.o.) u ml mlijeka (1983)
(u 1000/ml)

Table 1. Total Bacterial Count (TBC) Standard in Europe (1983)
(TBC in thousands per ml)

Velika SHPACON
Cijena mlijeka Britanija Danska Svedska Nizozemska Njemadka
Payment of milk UK Denmark Sweden Netherlands West

Germany

Nagradivanje < 20 30 100 — —
Bonus
Normalna 21—100 30—100 100— 500 100 300
Normal
KaZnjavanje 1 101—250 100—300 500—1000 100—250 300—1000
Penalty 1
KazZnjavanje 2 250 300—800 1000 250 1000—3000
Penalty 2
KazZnjavanje 3 — 800 —_ — > 3000
Penalty 3

(Izvor: LONGSTAFF, 1985)

Ocjenjivali smo mlijeko samo po koli¢ini mljeéne masti 5to je jedan
od uzroka vrlo slabe higijenske kakvoée mlijeka. Mljekarska industrije se zbog
toga iz dana u dan susreée sa velikim problemima i nije éudno da je bila jedna
od inicijatora za plaéanje mlijeka i po higijenskoj kakvoéi. Pri tom smo se suoé&ili
sa novim problemima: uzimanje uzoraka, izbor metode, vrienje analiza itd.

Zbog usitnjenosti terena, velikog broja proizvodada, slabe opremljenosti
laboratorija (bez aparata) i nedostatka financijskih sredstava, u sadadnjoj si-
tuaciji prakti¢ki je nemoguée prijeéi na utvrdivanje broja mikroorganizama.
Zbog toga je prijelazno razdoblje za ocjenu higijenske kakvoée mlijeka iza-
brana reduktazna proba koja je bila prethodnica brojanja mikroorganizama
u mnogim zemljama. Varijabilnost odnosa izmedu ukupnog broja mikroorga-
nizama (U.B.) u mlijeku, utjecajem razliditih faktora i trajanja redukcije me-
tilenskog plavila istraZivali su brojni autori (Beyer, 1968; Foster, et al,
1957, Pedraza, 1978; Robinson, 1981), Odito je da rezultati jako ovise
o specifiénim uvjetima u proizvodnji mlijeka. Stoga je cilj nasih istraZivanja
bio utvrditi da 1i je u naSim uvjetima proizvodnje mlijeka reduktazna proba
pogodna metoda koja bi u vremenu pripreme za metodu brojanja mikroorga-
nizama dala pozitivne rezultate u podizanju higijenske kakvocée mlijeka.

Materijal i metodika rada

U ljetnom periodu (srpanj) uzeli smo 100 uzoraka hladenog i 100 uzoraka
nehladenog mlijeka, a u zimskom periodu (studeni) 72 uzorka hladenog i 108
nehladenog mlijeka, zna# ukupno 380 uzoraka. Uzorci nehladenog mlijeka bili
su uzorei jutarnje muiZnje, uzeti od privatnih proizvodaéa kod jutarnjeg pri-
kupljanja mlijeka u sabirnim stanicama. Uzorci hladenog mlijeka bili su uzorci
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vedernje muZnje uzeti od privatnih proizvodaéa kod jutarnjeg prikupljanja mli-
jeka. Ovim naginom uzimanja uzoraka najviSe smo se pribliZili stvarnom stanju
sabiranja uzoraka na terenu.

Uzorcima smo po standardnim metodama (Marth, 1978) odredili:
— ukupan broj mikroorganizama (U.B.m.o.): TGYMA-iryptone glucose yeast

agar + 1%, obranog mlijeka u prahu, inkubacija 48 * 3 sata kod 32 = 1°C,
— vrijeme redukcije metilenskog plavila (tRMP) sa reduktaznom probom.

Kod statisti®ke analize broj mikroorganizama u uzorcima mlijeka pretvoren
je u log,, vrijednosti, izradunate su srednje vrijednosti i korelacijski koefi-
cijenti.

Rezultati i diskusija

U tablici 2 prikazane su prosjeéne (X) i graniéne (Xpip, Xpnax) vrijednosti
za U.B.m.o. i tRMP za svih 380 uzoraka i posebno za uzorke hladenog (172) i
nehladenog mlijeka (208).

Tablica 2. Prosjefne (X) i granine (Xmin, Xmax) vrijednosti za U.B.m.o./ml i tRMP
Table 2, Mean (X) and Extremes Values (Xnin, Xmax) for TBC/ml and tMBR

Uzorak n U.B.m.o./ml (logyp) tRMP (h)
Sample n TBC/ml (ogyo) tMBR (h)
X Xmin Xmax X Xmin Xmax

A 380 6,0952 4,0000 8,3500 4,1053 1 >5
B 172 6,1634 4,3010 7,6800 3,8953 1 >5
C 208 6.0388 4,0000 8,3500 4,2788 1 >5

A = uzorcl hladenog i nehladenog mlijeka

B = uzorel hladenog mlijeka

C = uzorcl nehladenog milijeka

A = samples of refrigerated raw milk and fresh raw milk

B = samples of refrigerated raw milk

C = samples of fresh raw milk

TBC = total bacterial count
tMBR = time of methilen blue reduction

Prosjeéne i graniéne vrijednosti za U.B.m.o. u uzorcima potvrduju nam u
uvodu postavljenu tvrdnju da je higijenska kakvoéa mlijeka slaba. U pro-
sjeku uzorci sirovog mlijeka sadrZe 1,2 X 10° m.o./ml. Me&u njima je i uzorak
koji je imao 2,2 X 108 m.o./ml. Higijenska kakvoéa hladenog mlijeka (£ = 1,5 X
X 10° m.o./ml) bila je slabija od nehladenog (X = 1,1 X 10¢ m.o./ml), $to je s
jedne strane logi¢éna posljedica vremenske razlike od muZnje do uzimanja uzorka
(nehladeno mlijeko oko 3 sata, hladeno mlijeko oko 12 sati), a s druge strane
pokazuje visoku primarnu kontaminaciju kod proizvodnje mlijeka. Uz to mo-
Zemo zakljuditi da je vrijeme hladenja mlijeka prekratko da bi bitno utjecalo
na rezultat reduktazne probe. U prosjeku je vrijeme redukcije metilenskog
plavila kod hladenog mlijeka (3,89 h) kraée nego kod nehladenog (4,28 m), Sto
govori, u odnosu na mikrobioloSku kontaminaciju, na pravilne rezultate.
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Za bolji prikaz rezultata istraZivanja uvrstili smo u razrede po obadva
korelirana znaka istovremeno. PoloZaj frekvencije u korelacijskim tablicama
izmedu U.B.m.o. i tRMP pokazuje nam negativnu korelaciju (tablice 3, 4 i 5).

Tablica 3. Korelacijska tablica izmedu U.B. i tRMP za 380 uzoraka sirovog mlijeka
(hladeno i nehladeno)

Table 3. Correlation Table for TBC and tMBR for 380 Samples of Raw Milk
(Refrigerated and Fresh)

U.B. (10° m.o./ml) Broj uzoraka sa tRMP (h)
TBC (10%/m1l) Number of samples with tMBR (h)
1 2 3 2 5 >5
< 0,99 —_ 1 6 20 36 112 175 (46,1%0)
1.00—1,99 — —_ 14 17 14 10 55 (14,5%)
2.00—2,99 —_ 4 5 7 5 4 25 ( 6,8%0)
3,00—4,99 2 8 8 T 3 — 26 ( 6,8%)
5,00—9,99 6 26 14 2 1 — 49 (12,9%)
> 10,00 32 15 2 1 — — 50 (13,2%%0)
b 40 52 49 54 59 126 380
10,5% 13,7 12,9% 14,2% 15,5% 33,2%

Tablica 4. Korelacijska tablica izmedu U.B. i tRMP za 208 uzoraka nehladenog mlijeka
Table 4. Correlation Table for TBC and tMBR for 208 Samples of Fresh Raw Milk

U.B. (10° m.o./ml) Broj uzoraka sa tRMP (h)
TBC (10%/ml) Number of samples with tMBR (h)
1 2 3 4 5 >5
< 0,99 - e 2 12 21 68 103 (49,5%0)
1,00—1,99 - — 7 10 9 6 32 (15,4%)
2,00—2,99 — 4 4 8 4 3 21 (10,1%)
3,00—4,99 — 2 4 2 2 — 10 ( 4,8%0)
5,00—9,99 2 10 5 - — —_ 17 ( 8,2%)
> 10,00 22 3 - - - e 25 (12,0%0)
= 24 19 22 30 36 M 208
11,5%  9,1% 10,6 14,4% 17,3%  37,0°%

Iz tablica se vide slijedeéi zakljulci:

1. Higijenska kakvoéa sirovog mlijeka pojedinih proizvodaéa je vrlo razliéita,
ito se vidi iz tablice 3: 46,1% uzoraka imalo je << 10% m.o./ml, 67,2 uzoraka
imalo je <<3 X 106 m.o./ml i 32,8%% uzoraka imalo je >3 X 10° m.o./ml
13,2°/ uzoraka (svih) imalo je => 107 m.o./ml.

2. Kod nehladenog mlijeka (tablica 4) u jednom satu izbojilo se 11,5% uzoraka,
svi su bili slabe higijenske kakvoée (> 5 X 10°® m.o./ml), Poslije 4 sata izbo-
jilo se 45,6% uzoraka i medu njima ne nalazimo takvih koji bi imali vife od
5 X 10% m.o./ml. Vi%e od 4 sata izdrZalo je 24,3% uzoraka, svi osim 2 imali
su << 3 X 10° m.o0./ml mlijeka.
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Tablica 5. Korelacijska tablica izmedu U.B. i tRMP (h) za 172 uzorka hladenog mlijeka
Table 5. Correlation Table for TBC and tMBR for 172 Samples of Refrigerated

Raw Milk
U.B. (105 m.o./ml) Broj uzoraka sa tRMP (h)
TBC (10%/ml) Number of samples with tMBR (h)
1 2 3 4 5 >5

< 0,99 — 1 4 8 15 44 72 (41,9%0)
1,00—1,99 —_ —_ 7 7 4 4 23 (13,4%0)
2,00—2,99 — —_ 1 1 1 1 4 ( 2,3%0)
3,00—4,99 2 4 4 5 1 — 16 ( 9,3%0)
5,00—9,99 4 16 9 2 1 — 32 (18,6%0)

> 10,00 10 12 2 1 —_ —_ 25 (14,5%)

s 16 33 27 24 23 49 172

9,3% 19,2%% 15,7% 14,0°% 13,4%  28,5%

3. Kod hladenog mlijeka (tablica 5) razlika rezultata je veéa. Poslije 1 sata
izbojilo se 9,3%0 uzoraka, poslije 2 sata veé 28,5%0 uzoraka i svi su bili slabe
higijenske kakvoée (3 X 10® m.g./ml). Kod 3 i 4 sata razlika je najveéa.
Te dvije grupe sadrZavale su uzorke i dobre i slabe higijenske kakvote. Tek
poslije 4 sata dobiva se bolji odabir, jer higijensko kvalitetniji uzorci izdrZe
inkubacijsko vrijeme od 4 sata.

Korelacijske tablice pokazuju da je 4 sata minimalno vrijeme redukcije
koje izlu¢uje veéinu (97%) po nafem Pravilniku (<< 3 X 10® m.g./ml). higijen-
sko nezadovoljavajuéih uzoraka. Poslije 4 sata inkubacije opada i 29% uzoraka
imaju 3 X 10* m.o./ml. Medutim, ako Zelimo pobolj¥ati higijensku kakvoéu
sirovog mlijeka potrebno je podignuti inkubacijsko vrijeme od sadasnja 2 sata
na 4 sata.

Za ocjenu veze izmedu U.B.m.o. i tRMP izra&unali smo koeficijente kore-
lacije (tablica 6).

Tablica 6. Koeficijenti korelacije (r) za sve uzorke mlijeka (A), uzorke nehladenog (B)
i uzorke hladenog (C) mlijeka

Table 6. Correlation Coefficients for All Samples of Raw Milk (A), Samples of Fresh
Raw Milk (B) and Samples of Refrigerated Milk (C)

Uzorci i
Samples r
A 380 —0,8129***
g 208 —0,8267%**
C 172 —0,7928***
L et P ; 99’999

Vrijednosti koeficijenata korelacije pokazuju da je za sve uzorke mlijeka
(za uzorke nehladenog i uzorke hladenog mlijeka) povezanost izmedu log,,
U.B.m.o. i tRMP statisti¢ki zna¢ajna i usporediva sa rezultatima navedenim u
literaturi (Pedraza, et al, 1978; Teixeira, et al, 1981).
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IstraZivanje je pokazalo da kod hladenog mlijeka nema slabije korelacije
izmedu U.B. i tRMP kao kod nehladenog mlijeka, $to je u suprotnosti sa nekim
literaturnim podacima (Beyer, 1968; Robinson, 1981; Teixeira, el
al.,, 1981),

Kako smo naglasili, takvi su rezultati vjerojatno posljedica kratkog vre-
mena hladenja mlijeka (najviSe 12 sati), zbog nadina sabiranja mlijeka kod nas
(svakodnevno). Uz to je mlijeko manjih proizvodaca u veéini slu¢ajeva hladeno
tekuéom vodom na razmjerno vifim temperaturama nego Sto ih preporutuje
literatura (4 — 6 °C).

Zakljuéci

Izjednalene visoke vrijednosti korelacijskog koeficijenta za sve grupe
mlijeka ukazuju na Siru upotrebljivost reduktaznog testa kod nas. Primjerno
vrijeme inkubacije mlijeka u reduktaznom testu, kod kojeg se utvrduje veéina
higijensko neprimjernih uzoraka sa = 3 X 10® m.o./ml mlijeka, je 4 sata.

Hladenje mlijeka u nadim uvjetima nema bitnog utjecaja na reduktazni
test, jer je vrijeme hladenja kratko, a temperature hladenja relativno su
visoke.

Smatramo da je u trenutnoj situaciji mjesedni reduktazni test individualnih
uzoraka pogodan test koji ¢e pridonijeti boljoj higijenskoj kakvoéi sirovog
mlijeka kod nas. U prijelaznom periodu moramo pripremiti sve potrebno {opre-
ma laboratorija, organizacija sabiranja uzoraka itd.) za prelazak na brojenje
mikroorganizama. Ta je motoda to¢nija za ocjenu higijenske kakvoce sirovog
mlijeka.
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