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Sadriaj

Ispitivan je uticaj raznih spoljnih faktora na odredivanje broja bakterija u
mileku. Ustanovijeno je da podloga predvidena domaéim propisima nije podesna
za odredivanje broja bakterija u mleku jer na njoj izrasta znatno manji broj
bakterija nego na podlogama koje se u iste svrhe koriste u drugim zemljama.
Najveéi broj bakterija izrasta na podlozi predloZenoj od strane Medunarodne
mlekarske federacije (F. I. L.) i podlozi predvidenoj ameri¢kim standardnim
metodama za ispitivanje mleka. i

Medunarodna mlekarska federacija predlaZe vife nadina za pripremu mleka
za zasejavanje. Ukoliko se pripremanje vrdi taéno prema tim uputstvima nema
znacajnih razlika u broju bakterija u mleku pripremljenom po razli¢itim po-
stupcima. Na§i propisi nedovoljno preciziraju postupak pripreme uzorka za
zasejavanje pa bi to trebalo udiniti.

Razlika u temperaturi inkubiranja zasejanih podloga na 30°C i 35°C ne
uslovljava znagajne razlike u dobijenom broju bakterija.

Razlike u rezultatima ispitivanja raznih labotarorija izvedenim na istim
uzorcima, mogu se izbeéi striktnim pridrZavanjem metodike u radu, jer je doka~
zano da razlika u rezultatima brojanja bakterija u mleku izvrSenom od strane
dva struénjaka na istim uzorcima nije bila znaéajna.

Broj bakterija u mleku, odreden na istim uzorcima pod razli¢itim uslovima,
testo se medusobno razlikuje. Uzrok tome su neki faktori spoljne sredine od
kojih su najbitniji: na&in uzimanja i dopremanja uzoraka na analizu, priprema
uzoraka za ispitivanje u laboratoriji, natin zasejavanja, vrsta upotrebljene pod-
loge, vreme i temperatura inkubiranja zasejanih Petrijevih Solja, naéin brojanja
izraslih kolonija i individualne razlike u radu pojedinih struénjaka. Prema
Kellermann-u (7), Keller-u (6y'i Brandl-u (2), poreklo pojedinih

* Referat sa IX Seminara za rnl,]ekarsku industriju, veljada 1971, TehnoloSki tfakultet,
Zagreb.
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sastojaka u podlozi (pepton, Seéer), nadin sterilizacije i pH podloge utidu na broj
izraslih kolonija. Frank i Buchmayer (4) su ispitivanjem uticaja agara
razliitog porekla u sastavu standard laktoza agara utvrdili da nema znadajnih
razlika u dobijenim rezultatima. Poveéanje koncentracije kina plavog u istoj
podlozi od 375 mg do 800 mg/l prema Brandl-u takode ne izaziva znaajne
razlike.

Grupa struénjaka koja se u SR Nematkoj bavila ispitivanjem uticaja fak-
tora na broj bakterija u mieku ustanovila je da je na optimalnoj podlozi vreme
inkubacije od dva dana dovoljno za porast svih kolonija. Rast bakterija posle
ovog termina zapaZa se samo kod upotrebe nepodesnih podloga, pa je to uzrok
zahteva izvesnih stru¢njaka da se vreme inkubiranja produzi (Kellermann).

Prema ispitivanjima grupe struénjaka Nacionalnog centra za naulna ispiti-
vanja u Parizu broj bakterija u mleku dobijen na oficijelnoj francuskoj i stan-
dardnoj ameri¢koj podlozi je ekvivalentan (3).

U cilju dobijanja §to pribliZnijih rezultata ispitivanja mleka i drugih Zivot-
nih namirnica, u veéini zemalja se propisuje naéin bakteriolofkih analiza. Odre-
divanje broja bakterija u mleku, definisano nadim propisima u »Pravilniku o
bakteriologkim uslovima kojima moraju da odgovaraju Zivotne namirnice u pro-
metu« razlikuje se od mnogih metoda u svetu, a prvenstveno od postupka pred-
videnog od strane Medunarodne milekarske federacije (F. I. 1..). Osnovna razlika
je u hranljivoj podlozi. Nadin pripremanja uzoraka, pravljenje razblaZenja, za-
sejavanje, temperatura i vreme inkubiranja zasejanih pbdloga takode se medu-
sobno razlikuju u pojedinim propisima.

Da bi utvrdili u kolikoj meri razlike u metodici rada uti¢u na odredivanje
broja bakterija u mleku na hranljivim podlogama, odlu&ili smo da ispitamo
neke faktore za koje smo smatrali da bi mogli da imaju veéi uticaj na rezultat
rada. Obuhvatili smo odredivanje uticaja podloge, nad¢ina pripreme razblaZenja,
temperature inkubacije, razlike pri zasejavanju u dva paralelna niza kao i
uticaj rada pojedinih struénjaka na dobijeni broj bakterija.

Materijal i metode rada

Mleko za ispitivanje je dobijeno od Gradskog mlekarstva u Beogradu il je
uzeto iz prometa u Beogradu. Uzorke smo podelili u 4 grupe. Prvu je &inilo
sirovo mleko s malim brojem bakterija (u 1 ml mleka), drugu sirovo mleko s
velikim brojem bakterija, treéu pasterizovano s malim brojem bakterija i ¢etvr-
tu pasterizovano s velikim brojem bakterija. U svim uzorcima pre ispitivanja
vr3eno je dokazivanje fosfataze. Neposredno pre ispitivanja mleko je zagrejano
na 20°C i dobro izmeSano.

Od podloga koje su uporedno ispitivane odabrali smo sledeée:
standard laktoza agar (9) (u daljem tekstu oznatena s brojem 1)
standérdnu podlogu koju preporuduje FIL (5) (oznadena s brojem 2)
ameri¢ku standardu (1) (oznadena s brojem 3)
agar za odredivanje ukupnog broja bakterija predviden domaéim prop1suna
- (10), {oznagena s brOJem 4).

t“?’.l\’,!“
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Sve podloge su pripremane u laboratoriji nadeg instituta a zasejavanja su
uporedno vriila uvek dva ista lica pod istim uslovima. Tako. je stvorena mogué-
nost za realno procenjivanje uticaja rada razli¢itih lica na rezultat ispitivanja.

Pripremanje i zasejavanje uzoraka vr$ili smo prema standardu FIL-a na
dva nacina:

1. dodavanjem 1 ml mleka u 9 ml razblaZenog Ringerovog rastvora;
* 2. dodavanjem 10 ml mleka u 90 ml razblazenog Ringerovog rastvora.

RazblaZeni Ringerov rastvor se pravi prema medunarodnom standardu s
destilovanom vodom u odnosu 1:3. :

Za razblaZenje 1:10, koje se priprema prvim postupkom, sipa se u epruvete
pre sterilizacije razblazem Ringerov rastvor toliko da posle sterilizacije ostane
9 ml. Prema uputstvu u navedenom standardu ovu koli¢inu treba empirijski od-
rediti, pa smo to prethodno uginili i utvrdili da pre sterilizacije treba sipati u
epruvete 9,2 ml. Pri uzimanju mleka za razblaZenje 1:10 vrh pipete se zaroni
u mleko za 1—2 cm, usisa do oznake 1 ml i prenese u epruvetu sa 9 ml razbla-
Zenog Ringerovog rastvora, gde se pusti da lagano iskaplje, ne dotituéi nivo
Ringerovog rastvora. Tefnost iz epruvete se zatim usisa do oznake 1 ml i pusti
da iskaplje. Ovo se ponovi 10 puta, pa se novom sterilnom pipetom prenese 1 ml
u slede¢ih 9 ml Ringerovog rastvora da bi se pripremilo razblaZenje 1:100. Dalji
postupak je isti kao u prethodnom razbla%enju. Sva ostala razblaZenja spremaju
se na isti naéin. Za zasejavanje po drugom postupku prethodno se razlije raz-
blaZeni Ringerov rastvor u bogice od 150 ml toliko da posle sterilizacije ostane
90 ml. Empirijski odredena koli¢ina pre sterilizacije iznosila je 92 ml. Za pripre-
manje razblaZenja 1:10 uzme se sterilnom pipetom 10 ml mleka i prenese u
boticu sa 90 ml rastvora. Boéica se dobro zatvori gumenim zatvaralem pa se
zatim 25 puta okrene radi ravnomernog me$anja sadrZaja. Za svako novo raz-
blaZenje uzima se 10 ml prethodnog i postupak ponovi kao kod pripreme prvog
razblaZenja.

) ZaseJavan]e Petrijevih 3olja se vrii ummanJem 1 ml iz svakog razblazen]a
koji se prenese u Petrijevu $olju pri &emu se vrh napunjene pipete drZi na
oko 1 sm iznad dna Petrijeve Solje. Zatim se sadr#aj izduva,, pusti 3 sekunde da
istete, vrh pipete stavi na suvo mesto Petrijeve Solje i poslednje kapi izduvaju.
Zasejavanje pojedinaénih razblaZenja vrii se posebnim sterilnim pipetama. Na
odmerenu koli¢inu razblaZenja u Petrijevoj %olji, sipa se 10 ml otopljene podloge
¢ija temperatura ne sme da bude veta od 45°C. Neposredno posle razlivanja
podlogé sadrzaj u Petrijevoj $olji se izme3a kretanjem Petrijeve Solje pet puta
u pravoj ravni, zatim pet puta kruznim pokretlma u praveu kazaljke ra dasov-
niku, pet puta u pravoj ravni koja je pod pravim uglom prema prvobitno oda-
branorn pravcu i najzad pet puta kruZnim okretanjem suprotno od pravca kre-
tanja kazaljke na Casovniku. Ovako zasejane Petrijeve 3olje inkubirali smo na
30°C i 35°C 48 dasova, Za brOJan]e odabrah smo one &iji se broj kolonija nalazio
izmedu 30 i 500.

Rezultati i diskusija

Pri prosudivanju uticaja pojedinih faktora na broj bakterija u mleku uzi-
mali smo srednje vrednosti dobijenog broja kolonija odnosno bakterija kao
merilo za medusobno uporedivanje. Pored toga analizom varijensa statisti¢ki
smo obradili dobijene podatke u svim sluéaJewma gde je broj bakterija u mleku
bio pribliZan, tj. gde je brojna homogenost izraslih kolonija ‘dozvoljavala stati-
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sti¢ku obradu. Uporedivanjem pojedina&nih i srednjih vrednosti broja bakterija
dobijenih na 4 podloge zapaZaju se razlike (Tablica 1). Najveéi broj kolonija
izrasta na podlozi 2 i 3 a najmanji na podlozi 4. Analizom varijanse utvrdene
su znafajne razlike medu pojedinim podlogama. Kod pasterizovanog mleka s
velikim brojem bakterija statisti¢ki nije utvrdena razlika jer je broj bakterija
u pojedinim uzorcima mnogo otstupao od srednje vrednosti pa statisti¢ka obrada
nije moguéna.

Tablica 1

SREDNJE VREDNOSTI BROJA BAKTERIJA NA RAZNIM PODLOGAMA

Vrsta Vrsta podloge Statistitka
mleka 1 L2 -3 - 4 - ocena

sirovo mleko s malim brojem
bakterija u .0000/ml 131 - 1431 115,62 . 65,5 vrlo znadajna

sirovo mleko s velikim brojem
bakterija u .000.000/1 ml 148,2 .150,62 1730 43,87 vrlo znatajna

pasterizovano mleko s malim
brojem bakterija u .000/1 ml 110,8 2845 253,7 81,1 vrlo znadajna

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

Kod uporedivanja srednjih vrednosti na osnovu Tukey festa utvrdena je
razlika izmedu podloge 2 i podloge 1 i 4. Isto tako ovaj test pokazuje znalajne
razlike i izmedu podloge 3 i podloge 1 i 4, dok izmedu podloge 2 i 3 nema zna-
¢ajnih razlika (Tablica 2).

Tablica 2 -

POJEDINACNO OCENJ IVANJE RAZLIKE ‘BROJA BAKTERIJ A
NA PODLOGAMA

D001 = 190,08 K

D00 = 1420  StSI = 2?3
Podloge ¥ % —8L,1 X—110,8 ¥ — 2537
2. 2845 203,4%* 173,7* 308
3 253,7 172,6% © 142,9% T
1. 110,8 295. - =
4 81,1 — — —_—

" Na osnovu ovako dobijenih rezultata se vidi da podloge 2.i 3 kod odrediva-
nja broja bakterija u mleku imaju sliénu vrednost. Podloga 4 daje osetno manji
broj izraslih kolonija, a zapaZa se i visoka signifikantnost u razlici izmedu nje
i podloge 2 i3 u svim slucajevnna a u odnosu na podlogu 1 u veéem broju
slucaJeva

Pri ‘odrédivanju uticdja nadina pripreme razblaZenja uzoraka ustanovili
smo da se srednje vrednosti dobijenih bakterija na dva opisana naéina medu-
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sobno razlikuju. Iz tablice 2 se vidi da se kod pripreme razblaZenja u epruve-
tama dobija veéi broj kolonija na hranljivoj podlozi, medutim statistitkim testi-
ranjem dobijenih rezultata nisu ustanovljene znadajne razlike.

Tablica 3

SREDNJE VREDNOSTI BROJA BAKTERIJA DOBIJENE KOD RAZLICITE
PRIPREME RAZBLAZENJA UZORAKA

Vrsta mleka Epruvete Bodtice Statistic¢ka
ocena razlike

sirovo mleko s malim brojem bakterija u
0000/ 1 ml 87,16 76,66 nije znaéajna

sirovo mleko s velikim brojem bakterija u
.000.000/1 ml 145,25 119,58 nije znadajna

pasterizovano mleko s malim brojem bakte-
rija u 000/1 ml 320,6 2487 nije znacajna

pasterizovano mleko s velikim brojem bak-
terija u .0000/1 ml 8445 687 nije znadajna

Srednje vrednosti broja bakterija dobijene na temperaturi od 30 i 35°C
pokazuju male razlike, pa je to i statistit¢kom obradom potvrdena.

Tablica 4

SREDNJE VREDNOSTI BROJA BAKTERIJA DOBIJENE
NA RAZNIM TEMPERATURAMA

Vrsta mleka 30°C 350C Statisticka
ocena razlike

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

sirovo mleko s velikim brojem bakterija u
.000.000/1 ml 119,58 137,08 nije znadajna

pasterizovano mleko s malim brojem bakte-
rijaun 000/1 ml 248,5 248,7 nije znatajna

pasterizovano mleko s velikim brojem bak-
terija u .0000/1 ml : 611,1° 687,0 nije znatajna

Broj bakterija u ispitivanim .uzorcima dobijen odvojenim radom dvaju
struénjaka kao i kod paralelnog zasejavanja u dva niza ne pokazuje veée razlike
(Tablice 5 i 6}. Statistitkom analizom ova razlika je takode ocenjena kao nezna-
$ajna.
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Tablica 5

SREDNJE VREDNOSTI BROJA BAKTERIJA DOBILJ ENE RADOM
DVAJU STRUCNJAKA

Vrsta mleka Statistiéka -
I II ocena razlike

sirovo mleko s malim  brojem bakterija u

.0000/1 ml 81,16 93,16 nije znadajna
sirovo mleko s velikim» brojem bakterija u

.000.000/1 ml 123,16 167,33 nije znatajna
pasterizovano mleko s malim brojem bakte-

rija w 000/1 ml 361,33 393,66 nije znacajna
pasterizovano mleko s velikim brojem bak- '
terija u .0000/1 mil 963,25 725,74 nije znatajna
Tablica 6

SREDNJE VREDNOSTI BROJA BAKTERIJA DOBIJENE ZASEJAVANJEM
U DVA PARALELNA NIZA

Vrsta mileka ' Statisti¢ka
I II ocena razlike

sirovo mleko s malim brojem bakterija u

.0000/1 mi 82,66 91,66 nije znatajna
sirovo mleko s velikim brojem bakterija u
.000.000/1 ml 127,66 143,33 nije znacajna
pasterizovano mleko s malim brojem bakte-

rija u 000/1 ml 270,25 237,25 nije znaéajna

pasterizovano mleko s velikim brojem bak-—
terija u .0000/1 mil 836,5 832,5 nije znatajna

Dobijeni rezultati jasno pokazuju da podloga predvidena nafim propisima
nije podesna za odredivanje broja bakterija u mleku. Istovremeno se vidi da
natin pripreme uzorka za zasejavanje ne uslovljava znatajne razlike u broju
bakterija mleka, ukoliko se pripremanje izvr#i taéno prema uputstvu Meduna-
rodne mlekarske federacije. U na§im propisima priprema uzorka nije dovoljno
precizirana, pa bi to trebalo uéiniti. .

- Cinjenica da u radu dvaju struénjaka, kao i kod zasejavanja u dva niza, nisu
utvrdene znadajne razlike, ukazuje da se pridriavanjem uputstava u radu raz-
like u rezultatima mogu svesti na najmanju meru. Stoga smatramo da zaseja-
vanje u dva niza tj. dve ili tri Petrijeve ¥olje iz istog razblaZenja nije neophodno
iako FIL takav postupak predlaZe u cilju poveéavanja tadnosti rezultata.
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Zakljuéak

1. Pri odredivanju broja bakterija u mleku najbolje rezultate daju podloge
predvidene od strane Medunarodne mlekarske federacue i’ameritkim standard-
nim metodama; :

2. podloga predvidena naSim propisima za odredlvanje broja bakterija u
mieku pokazuje znadajnu razliku prema ostalim podlogama, jer na njoj izrasta
ztiatno manji broj bakterija, pa stoga nije podesna za odredivanje broja bakte-
rija u mleku;

3. natin pripreme razblaZenja mleka za zasejavanje i razlike u temperatun
inkubiranja izmedu-30 i 35°C ne uslovljavaju znadajne razlike kod odredivanja
‘broja bakterija;

4. zasejavanje -u dva niza tj. po dve Petm]eve solje iz istog razblazen]a
nije neophodno, jer razlike u broju bakterija kod paralelmh nizova nisu bile
znalajne;

‘ 5. taénim prldrzavan]em uputstava u radu mogu se izbeéi razlike ko;le
nastaju pri 15’p1t1van11ma u raznim laboratorijama.: :
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ISP!TIVANJE KVAI.ITETA MLIJEKA KRAVA HRANJENIH
’ "SA | BEZ UREJE*

Natalija DOZET -
PolJoprlvredm fakultet Sarajevo

Sve Sira . upotreba sintetskih azotmh supstanca u 1shran1 krava muzara,
,dovodl do neophodnosti 1sp1t1van3a nthovog d;]elovan]a na sastav, ‘kvalitet i
tehnolodko svojstvo mlijeka. Sve jé vi#e autora koji se bave ispitivanjem uti-
caja ishrane krava s urejom koja ulazi u sastav obroka. Rezultati 1sp1t1van]a
pokazuju da kod ishrane krava muzara sa sintetskim azotnim matenJama ras-
tvor131v1m u vodi one lako prodlru u krv, a iz krvi'umlijeko. :

* Zadatak ﬁnansn‘a Saveznl fond za. namém rad Nosllac zadarbka pm)f dr Du§an Mak-
simovié.
Referat sa IX Semmara za mlaekarsku mdustrqu velJaéa 19’71 Tehnoloékl fakultet
Zagreb. "
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