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S a d r ž a j 

Ispi t ivan je uticaj raznih spoljnih fak tora na određivanje broja bakter i ja u 
mleku. Ustanovljeno je da podloga predv iđena domaćim propis ima nije podesna 
za određivanje broja bakter i ja u mleku jer na njoj izras ta znatno manji broj 
bakter i ja nego n a podlogama koje se u iste sv rhe kor is te u drugim zemljama. 
Najveći broj bakter i ja izrasta na podlozi predloženoj od s t rane Međunarodne 
mlekarske federacije (F. I. L.) i podlozi p redviđenoj amer ičkim s t andardn im 
metodama za ispit ivanje mleka. 

Međunarodna mlekarska federacija predlaže više nač ina za p r i p r emu mleka 
za zasejavanje. Ukoliko se pr ipremanje vrš i tačno p r e m a t im uputs tv ima nema 
značajnih razl ika u broju bakter i ja u mleku p r ip reml jenom po različi t im po
stupcima. Naši propisi nedovoljno preciziraju pos tupak p r ip reme uzorka za 
zasejavanje pa b i to t rebalo učiniti . 

Razlika u t empera tu r i inkubi ran ja zasejanih podloga na 30°C i 35°C ne 
uslovljava značajne razl ike u dobijenom bro ju bakte r i ja . 

Razlike u rezul ta t ima ispit ivanja razn ih labotaror i ja izvedenim na ist im 
uzorcima, mogu se izbeći s t r ik tn im pr id ržavan jem metod ike u radu , jer je doka
zano da razl ika u rezul ta t ima brojanja bak te r i j a u mleku izvršenom od s t rane 
dva s t ručnjaka na istim uzorcima nije bi la značajna. 

Broj bakter i ja u mleku, određen n a is t im uzorc ima pod različi t im uslovima, 
često se međusobno razlikuje. Uzrok tome su n e k i faktor i spoljne sredine od 
kojih su najbi tni j i : način uzimanja i dopreman ja uzo raka na analizu, p r i p r ema 
uzoraka za ispit ivanje u laboratori j i , nač in zasejavanja , v rs ta upot rebl jene pod
loge, v reme i t empe ra tu r a inkubiranja zasejanih Pe t r i j ev ih šolja, način brojanja 
izraslih kolonija i individualne razl ike u r a d u pojedinih s t ručnjaka . P r e m a 
K e l l e r m a n n - u (7), K e l l e r - u (6) i B r a n d 1 - u (2), poreklo pojedinih 

* Referat sa IX Seminara za mljekarsku industriju, veljača 1971, Tehnološki fakultet, 
Zagreb. 



sastojaka u podlozi (pepton, šećer), način sterilizacije i pH podloge ut iču na broj 
izrasl ih kolonija. F r a n k i B u c h m a у e r (4) su ispi t ivanjem uticaja agara 
različitog porekla u sas tavu s t anda rd laktoza agara u tv rd i l i da nema značajnih 
razl ika u dobijenim rezul ta t ima. Povećanje koncentraci je k ina plavog u istoj 
podlozi od 375 m g do 800 mg/ l p r e m a B r a n d l - u t akođe ne izaziva značajne 
razl ike. 

Grupa s t ručn jaka koja se u SR Nemačkoj bavila ispi t ivanjem uticaja fak
tora na broj bak te r i j a u mleku ustanovila je da je na opt imalnoj podlozi v reme 
inkubaci je od dva d a n a dovoljno za porast svih kolonija. Ras t bakter i ja posle 
ovog te rmina zapaža se samo kod upotrebe nepodesnih podloga, pa je to uzrok 
zahteva izvesnih s t ručn jaka da se v reme inkubiranja produži ( K e l l e r m a n n ) . 

P r e m a ispi t ivanj ima g rupe s t ručnjaka Nacionalnog cent ra za naučna ispiti
vanja u Pa r i zu broj bak te r i j a u mleku dobijen na oficijelnoj francuskoj i s tan
dardnoj američkoj podlozi je ekviva lentan (3). 

U cilju dobijanja što pribl ižnij ih rezul ta ta ispit ivanja mleka i drugih život
n ih namirnica , u većini zemalja se propisuje način bakter ioloških analiza. Odre
đivanje broja bak te r i j a u mleku, definisano naš im propis ima u »Pravi lniku o 
bakter iološkim uslovima koj ima moraju da odgovaraju životne namirnice u p ro 
metu« razl ikuje se od mnogih metoda u svetu, a p rvens tveno od pos tupka p red
viđenog od s t r ane Međuna rodne mlekarske federacije (F. I. L.). Osnovna razl ika 
je u hranl j ivoj podlozi. Način pr ipremanja uzoraka, pravl jenje razblaženja, za
sejavanje, t e m p e r a t u r a i v r e m e inkubiranja zasejanih podloga takođe se m e đ u 
sobno razl ikuju u pojedin im propisima. 

Da bi u tv rd i l i u kolikoj mer i razl ike u metodici r a d a u t iču n a određivanje 
broja bakter i ja u m l e k u na hrani j iv im podlogama, odlučili smo da ispi tamo 
neke faktore za koje smo smat ra l i da bi mogli da imaju veći uticaj na rezul ta t 
rada . Obuhvat i l i smo određivanje uticaja podloge, načina p r i p r eme razblaženja, 
t empera tu re inkubaci je , raz l ike pr i zasejavanju ti dva pa ra le lna niza kao i 
uticaj r ada pojedinih s t ručn jaka na dobijeni broj bakter i ja . 

Materijal i metode rada 

Mleko za ispi t ivanje je dobijeno od Gradskog mlekars tva u Beogradu ili je 
uzeto iz p rometa u Beogradu . Uzorke smo podelili u 4 g rupe . P r v u je činilo 
sirovo mleko s m a l i m b ro jem bakter i ja (u 1 ml mleka), d rugu sirovo mleko s 
vel ikim bro jem bakter i ja , t reću paster izovano s mal im b ro jem bakter i ja i če tvr 
tu paster izovano s ve l ik im bro jem bakter i ja . U svim uzorcima p re ispi t ivanja 
vršeno je dokazivanje fosfataze. Neposredno pre ispi t ivanja mleko je zagrejano 
na 20°C i dobro izmešano. 

Od podloga koje su uporedno ispit ivane odabral i smo sledeće: 
1. s t anda rd laktoza aga r (9) (u dal jem tekstu označena s b ro jem 1) 
2. s t anda rdnu podlogu koju preporučuje FIL (5) (označena s b ro jem 2) 
3. amer ičku s t a n d a r d u (1) (označena s brojem 3) 
4. agar za određivanje u k u p n o g broja bakter i ja p redviđen domaćim propis ima 

(10), (označena s b ro j em 4). 



Sve podloge su p r ip remane u laborator i j i našeg ins t i tu ta a zasejavanja su 
uporedno vrši la uvek dva ista lica pod is t im uslovima. Tako je s tvorena moguć
nost za rea lno procenjivanje uticaja r a d a razl iči t ih lica na rezul ta t ispit ivanja. 

P r ip reman je i zasejavanje uzoraka vršil i smo p r e m a s t anda rdu FIL-a na 
dva nač ina : 

1. dodavanjem 1 ml mleka u 9 ml razblaženog Ringerovog ras tvora ; 
2. dodavanjem 10 ml mleka u 90 m l razblaženog Ringerovog ras tvora . 
Razblaženi Ringerov ras tvor se p r a v i p r e m a međuna rodnom s t anda rdu s 

dest i lovanom vodom u odnosu 1:3. 
Za razblaženje 1:10, koje se p r i p r e m a p r v i m postupkom, sipa se u epruve te 

p re steril izacije razblaženi Ringerov ras tvor toliko da posle sterilizacije ostane 
9 ml. P r e m a uputs tvu u navedenom s t anda rdu ovu količinu t reba empiri jski od
rediti , p a smo to pre thodno učinili i u tv rd i l i da p r e sterilizacije t reba sipati u 
epruvete 9,2 ml . Pr i uzimanju mleka za razblaženje 1:10 v r h pipete se zaroni 
u mleko za 1—2 cm, usisa do oznake 1 ml i p renese u epruve tu sa 9 ml razbla
ženog Ringerovog rastvora, gde se pus t i da lagano iskaplje, ne dotičući nivo 
Ringerovog ras tvora . Tečnost iz epruve te se za t im usisa do oznake 1 ml i pust i 
da iskaplje. Ovo se ponovi 10 puta , pa se novom s ter i lnom pipetom prenese 1 ml 
u sledećih 9 ml Ringerovog ras tvora da bi se p r ip remi lo razblaženje 1:100. Dalji 
pos tupak je isti kao u pre thodnom razblaženju. Sva ostala razblaženja spremaju 
se na isti način. Za zasejavanje po d rugom pos tupku pre thodno se razlije raz 
blaženi Ringerov ras tvor u bočice od 150 ml toliko da posle sterilizacije ostane 
90 ml. Empir i j sk i određena količina p r e steril izacije iznosila je 92 ml. Za p r ip r e 
manje razblaženja 1:10 uzme se s ter i lnom p ipe tom 10 ml mleka i prenese u 
bočicu sa 90 ml rastvora. Bočica se dobro za tvor i gumen im za tvaračem pa se 
zat im 25 p u t a okrene radi ravnomernog mešan ja sadržaja. Za svako novo raz
blaženje uzima se 10 ml prethodnog i pos tupak ponovi kao kod p r ip reme prvog 
razblaženja. 

Zasejavanje Petr i jevih šolja se vrš i uz imanjem 1 m l iz svakog razblaženja 
koji se p renese u Pe t r i jevu solju p r i čemu se v r h napunjene pipete drži na 
oko 1 sm iznad dna Petr i jeve šolje. Za t im se sadržaj izduva,, pust i 3 sekunde da 
isteče, v r h pipete stavi na suvo mesto Pe t r i j eve šolje i poslednje kapi izduvaju. 
Zasejavanje pojedinačnih razblaženja vrš i se posebnim ster i lnim pipetama. Na 
odmerenu količinu razblaženja u Petr i jevoj šolji, sipa se 10 ml otopljene podloge 
čija t e m p e r a t u r a ne srne da bude veća od 45°C. Neposredno posle razl ivanja 
podloge sadržaj u Petr i jevoj šolji se izmeša k r e t a n j e m Pet r i jeve šolje pet pu ta 
u pravoj ravni , zatim pet pu ta k ružn im pokre t ima u p r a v c u kazal jke n a časov-
niku, pe t pu ta u pravoj ravni koja j e pod p r a v i m uglom p r e m a prvobi tno oda
b r a n o m pravcu i najzad pet pu ta k ružn im okre t an jem suprotno od pravca k r e 
tanja kazal jke na časovniku. Ovako zasejane Pe t r i j eve šolje inkubira l i smo na 
30°C i 35 a C 48 časova, Za brojanje odabra l i smo one čiji se broj kolonija nalazio 
između 30 i 500. 

Rezul ta t i i diskusi ja 

P r i p rosuđivanju uticaja pojedinih fak to ra na broj bak te r i j a u mleku uzi
mal i smo srednje vrednost i dobijenog bro ja kolonija odnosno bak te r i j a kao 
meri lo za međusobno upoređivanje . Po red toga anal izom var i jensa statistički 
smo obradi l i dobijene podatke u svim s lučajevima gde je broj bak te r i j a u mleku 
bio pr ibl ižan, t j . gde j e brojna homogenost izras l ih kolonija dozvoljavala s ta t i -



stičku obradu. Upoređivanjem pojedinačnih i srednjih vrednost i broja bakter i ja 
dobijenih n a 4 podloge zapažaju se razl ike (Tablica 1). Najveći broj kolonija 
izrasta na podlozi 2 i 3 a "najmanji na podlozi 4. Analizom vari janse u tv rđene 
su značajne razl ike među pojedinim podlogama. Kod paster izovanog mleka s 
vel ikim brojem bakte r i j a s tat is t ički nije u tv rđena razl ika je r je broj bakter i ja 
u pojedinim uzorcima mnogo otstupao od srednje vrednost i pa statist ička obrada 
nije mogućna. 

Tablica 1 

SREDNJE VREDNOSTI B R O J A BAKTERIJA NA RAZNIM PODLOGAMA 

Vrsta Vrsta podloge Statistička 
mleka 1 2 3 4 ocena 

sirovo mleko s malim brojem 
bakterija u .0000/ml 131 143,1 115,62 65,5 vrlo značajna 

sirovo mleko s velikim brojem 
bakterija u .000.000Л ml 148,2 150,62 173,0 43,87 vrlo značajna 

pasterizovano mleko s malim 
brojem bakterija u .000/1 ml 110,8 284,5 253,7 81,1 vrlo značajna 

pasterizovano mleko s velikim 
brojem bakterija u .0000/1 ml 565,7 1023,2 844,5 518,5 nije značajna 

Kod upoređivanja s rednj ih vrednost i na osnovu Тикеу tes ta u tv rđena je 
razl ika između podloge 2 i podloge 1 i 4. Isto tako ovaj tes t pokazuje značajne 
razl ike i između podloge 3 i podloge 1 i 4, dok između podloge 2 i 3 nema zna
čajnih razl ika (Tablica 2). 

Tablica 2 , , 

POJEDINAČNO OOENJIVANJE RAZLIKE BROJA B A K T E R I J A 
NA PODLOGAMA 

DO.oi = 190,08 K = 4 
D0.05 = 142,0 StSl = 28 

Podloge X х — 81,1 х —110,8 х —253,7 

2. 284,5 203,4** 173,7* 30,8 

3. 253,7 172,6* 142,9* — 

1. 110,8 29,5 

4. 81,1 — _ _ 
Na osnovu ovako dobi jenih rezul ta ta se vidi da podloge 2 i 3 kod određiva

nja broj a. bak te r i j a u mleku imaju sličnu vrednost . Podloga 4 daje osetno manj i 
broj izraslih kolonija, ,a zapaž.a se i visoka signifikantnost u razlici između nje 
i podloge 2 i 3 u, svim s lučajevima a u odnosu na podlogu 1 u većem bro ju 
slučajeva. 

P r i određivanju ut icaja nač ina p r ip reme razblaženja uzoraka ustanovi l i 
smo da se s rednje vrednos t i dobijenih bakter i ja na dva opisana načina m e đ u -



sobno razl ikuju. Iz tablice 2 se vidi da se k o d p r ip reme razblaženja u epruve
tama dobija veći broj kolonija na hranl j ivoj podlozi, među t im stat is t ičkim test i 
ranjem dobijenih rezul ta ta nisu us tanovl jene značajne razlike. 

Tablica 3 

SREDNJE VREDNOSTI BROJA B A K T E R I J A DOBIJENE KOD RAZLIČITE 
PRIPREME RAZBLAŽENJA UZORAKA 

Vrsta mleka Epruvete Bočice Statistička 
ocena razlike 

sirovo mleko s malim brojem bakterija u 
.0000/1 ml 87,16 76,66 nije značajna 
sirovo mleko s velikim brojem bakterija u 
.000.000/1 ml 145,25 119,58 nije značajna 
pasterizovano mleko s malim brojem bakte
rija u 000 / 1 ml 320,6 248,7 nije značajna 

pasterizovano mleko s velikim brojem bak
terija u .0000/1 ml 844,5 687 nije značajna 

Srednje vrednost i broja bak te r i j a dobi jene na t empera tu r i od 30 i 35°C 
pokazuju male razlike, pa j e to i s ta t i s t ičkom obradom potvrđeno. 

Tablica 4 

SREDNJE VREDNOSTI B R O J A B A K T E R I J A DOBIJENE 
NA RAZNIM T E M P E R A T U R A M A 

Vrsta mleka 30°C 35°C Statistička 
ocena razlike 

sirovo mleko s malim brojem bakterija u 
.0000/1 ml 69 87,16 nije značajna 

sirovo mleko s velikim brojem bakterija u 
.000.000 / 1 ml 119,58 137,08 nije značajna 
pasterizovano mleko s malim brojem bakte
rija u 000/1 ml 248,5 248,7 nije značajna 

pasterizovano mleko e velikim brojem bak
terija u .0000/1 ml 611,1 687,0 nije značajna 

Broj bak te r i j a u ispi t ivanim uzorc ima dobijen odvojenim radom dvaju 
s t ručn jaka kao i kod parale lnog zasejavanja u dva niza ne pokazuje veće razl ike 
(Tablice 5 i 6). Stat ist ičkom analizom ova raz l ika j e t akođe ocenjena kao nezna-
čajna. 



Tablica 5 

S R E D N J E VREDNOSTI BROJA BAKTERIJA DOBIJENE RADOM 
DVAJU STRUČNJAKA 

Vrsta mleka 
I II 

Statistička 
ocena razlike 

sirovo mleko s malim brojem bakterija u 
.0000/1 ml 81,16 93,16 nije značajna 

sirovo mleko s velikim brojem bakterija u 
.000.000/1 ml 123,16 167,33 nije značajna 

pasterizovano mleko s malim brojem bakte
rija u 000 / 1 ml 361,33 393,66 nije značajna 
pasterizovano mleko s velikim brojem bak
terija u .0000 / 1 ml 963,25 725,74 nije značajna 

Tablica 6 

SREDNJE VREDNOSTI BROJA BAKTERIJA DOBIJENE Z A S E J A V A N J E M 
U DVA PARALELNA NIZA 

Vrsta mleka 
I II 

Statistička 
ocena razlike 

sirovo mleko s malim brojem bakterija u 
.0000/1 ml 82,66 91,66 nije značajna 

sirovo mleko s velikim brojem bakterija u 
.000.000 / 1 ml 127,66 143,33 nije značajna 

pasterizovano mleko s malim brojem bakte
rija u 000/1 ml 270,25 237,25 nije značajna 

pasterizovano mleko s velikim brojem bak
terija u .0000/1 ml 836,5 832,5 nije značajna 

Dobijeni rezu l ta t i jasno pokazuju da podloga predviđena našim propis ima 
nije podesna za određivanje b ro ja bakter i ja u mleku. Is tovremeno se vidi da 
ц а с т p r ip reme uzorka za zasejavanje ne uslovljava značajne razl ike u b ro ju 
bakter i ja mleka, ukol iko se p r ip reman je izvrši tačno p r e m a uputs tvu M e đ u n a 
rodne mlekar ske federacije. U naš im propisima p r ip rema uzorka nije dovoljno 
precizirana, pa b i to t r eba lo učinit i . 

Činjenica da u r a d u dvaju s t ručnjaka, kao i kod zasejavanja u dva niza, n isu 
u tv rđene značajne razl ike, ukazuje da se pr idržavanjem upu t s tava u r a d u r az 
l ike u rezu l ta t ima mogu svesti n a na jmanju meru . Stoga sma t ramo da zaseja
vanje u dva niza t j . dve ili t r i Pe t r i j eve šolje iz istog razblaženja nije neophodno 
iako F I L t akav pos tupak pred laže u cilju povećavanja tačnost i rezul ta ta . 



Z a k l j u č a k 

1. P r i određivanju broja bakter i ja u mleku najbolje rezul ta te daju podloge 
predviđene od s t rane Međunarodne mlekar ske federacije i amer ičkim"standard
n im metodama; 

2. podloga predviđena našim propis ima za određivanje broja bakter i ja u 
mleku pokazuje značajnu razl iku p r e m a ostal im podlogama, jer na njoj izrasta 
zna tno manj i broj bakter i ja , pa stoga nije podesna za određivanje broja bak t e 
rija u mleku; 

3. način p r ip reme razblaženja mleka za zasejavanje i razl ike u t empera tu r i 
inkubi ranja između 30 i 35°C ne uslovljavaju značajne razl ike kod određivanja 
broja bakter i ja ; 

4. zasejavanje u dva niza t j . po dve Pe t r i j eve šolje iz istog razblaženja 
nije neophodno, jer razlike u broju bak te r i j a kod para le ln ih nizova nisu bile 
značajne; 

5. tačnim pr idržavanjem uputs tava u r a d u mogu se izbeći razl ike koje 
nasta ju p r i ispi t ivanjima u raznim laborator i j ama. 
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I S P I T I V A N J E K V A L I T E T A M L I J E K A K R A V A H R A N J E N I H 

S A I B E Z UREJE * 

• Natal i ja DOZET 
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Sve š i ra upot reba sintetskih, azotnih sups tanca u ishrani k r a v a muzara , 
dovodi do neophodnost i ispi t ivanja nj ihovog djelovanja na sastav, kval i te t i 
tehnološko svojstvo mlijeka. Sve je više au tora koji se bave ispi t ivanjem u t i 
caja i sh rane k r a v a s ure jom koja ulazi u sas tav obroka. Rezul tat i ispit ivanja 
pokazuju da kod ishrane k r a v a m u z a r a sa s in te t sk im azotnim mate r i j ama r a s -
tvörl j ivim u vodi one lako prod i ru u k rv , a iz k r v i u mli jeko. > 
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