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Jadwiga ZAWADZKA

Badanie mleka rynkowego w Lublinie na zawarto§¢ drobnoustrojow

HccnenoBanus Haj KOJMYECTBOM MUKPOOPTAHM3MOE B MOJIOKE
npoxaBaeMoMm Ha Oazapax JIoOiamua

Bacteriological Examination of Milk Put on the Market in Lublin

Mleko dzieki swemu skladowi chemicznemu stanowi dobre podloze dla roz-
woju drobnoustrojow (bakterii, plesni). Zakazenie mleka zalezy w duzej mierze
od sanitarno-higienicznych warunkéw produkcji; przewaznie nie otrzymuje sig
mleka zupeinic wolnegc od drcbnousirojow (1). Juz w wymieniu krowy mleko zo-
staje zakazone bakteriami saprofitycznymi, totez nawet przy aseptycznym udoju
zdrowych krow 1 ml mleka moze zawiera¢ do 3 000 bakterii (2). Mleko ulega wigk-
szemu zakazeniu w czasie niehigienicznego udoju oraz w obrocie handlowym, tj.
w okresie do chwili spozycia, zaleznie od transportu i przechowywania (2). Pewien
wplyw na zakazenie mleka maja sezonowe wahania klimatyczne, jak temperatura,
naslonecznienie, ci$nienie powietrza, diugotrwale opady i burze. Najwigksze ilosci
bakterii w mleku zanotowano latem, mniejsze jesienig i wiosng; w zimie nastg-
puje spadek ilosci drobnoustrojéow w mleku (2, 3, 4). Suche burze i wiatry sprzy-
jaja zanieczyszczeniu mleka, w zwigzku z czym wzrasta ilo§¢ bakterii (3).

W poszczegdlnych krajach sg ustalone normy bakteriologiczne, okreslajgce do-
puszczalng ilosé drobnoustrojéw w 1 ml mleka. W Anglii uznaje sie jako pierwszej
kategorii mleko, zawierajace w 1 ml nie wigcej niz 30000 drobnoustrojow, mleko
drugiej kategorii — 200 000. W Stanach Zjednoczonych ustalono skale norm w gra-
nicach od 10 000—2G0 000 drobnoustrojéw w 1 ml mleka, w Niemczech 150000,
w Meksyku — 50 006. W Polsce ustawa o dozorze nad mlekiem i jego przetworami
z ©XII1932 r. przyjmuje za gbrng granice ilosci bakterii w jednym ml 250 000 (3).

O ujemnym wplywie transportu i przechowywania w warunkach nie zawsze
zgodnych z wymogami higieny, swiadczy mleko rynkowe i dostarczane przez rol-
nikéw do zlewni zaréwno w miesigcach letnich, jak i zimowych, ktére zawiera
o wiele mnie¢j drobnoustrojow, niz mleko przywozone ze zlewni do spoidzielni mle~
czarskich (2).

Badania mleka dostarczanego przez poszczegélne zlewnie do okregowej spoi-
dzielni mleczarskiej w Lublinie wykazaly w wiekszo$ci przypadkéw bardzo wy-
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sokg liczbe drobnoustrojéw, szczegélnie w miesigcach letnich i jesiennych, docho-
dzgcg nawet do 3 miliardow w 1 ml mleka. Stan ten spowodowany jest wieloma
czynnikami, jak niehigieniczne utrzymanie inwentarza, nieodpowiednie warunki
udoju i transportu mleka, brak urzgdzen chlodniczych w zlewniach, w wyniku
czego mleko dostarczane przez zlewnie nis odpowiada normom polskim ani tez
riedzynarodowym (4). W braku urzadzen chlodniczych, mozna mleko zakazone
bakteriami w nieznacznym stopniu przechowywsaé w temperaturze pokojowej (+ 15
do + 20°C) przez okolo 7 godzin, mleko znacznie zakazone nadaje sie do natych-
miastowego spozycia po uprzedniej pasteryzacji (6).

Do ilosciowego oznaczania drobnoustrojow w mleku stuzg liczne metody.
W mleczarstwie stosuje sie przewaznie metode reduktazowsg, polegajgcg na czasie
odbarwienia bl¢kitu metylenowego przez zawarte w mlexu droknoustroje. W mleku
jako doskonalym srodowisku dla rozwoju drobnoustrojéw, nastepuje szereg pro-
cesé6w pozwalajgcych na okreflenie za pomocg odpowiedniego odczynnika w przy-
blizeniu liczby zawartych drobnoustrojow (2). Chodzi szczegélnie o rozwdj bakterii
fermentacji mlekowej, ktére powodujg obnizenie potencjalu redukcyjno-oksyda-
cyjnego w mleku, Wraz z intensywnym rozwojem bakterii wzrasta zapotrzebo-
wanie na akceptory wytworzonego wodoru. Normalnie wodér jest wigzany przez
tlen czasteczkowy rozpuszczony w mleku. Jako sztuczny akceptor najcze$ciej sto-
sowany jest biekit metylenowy, ktory po zuzyciu przez bakterie tlenu zawartego
w mleku, wigze wodor i przechodzi w zredukowang forme bezbarwng (1). Proces
odbarwiania blekitu metylenowego pozostaje w zwigzku z iloScig drobnoustro-
jow i intensywnos$cig ich rozwoju: im wigksza jest ilo§¢é drobnoustrojéw i ich
aktywnos¢, tym szybciej nastepuje odbarwienie.

Oprécz blekitu metylenowege w probie reduktazowej moga hyé uzyte rowniez
inne barwniki., W r. 1929 Paesch i Simmert wprowadzili do mleczarstwa
barwnik resazuryne (1), ktérej poczatkowa barwa pastelowoniebieska przechodzi
w trakcie redukcji przez rozmaite stadia barw poérednich w rézowg i w koicu
znika.

Wobec lego, ze poziom potencjailu redukcyjno-oksydacyjnego, przy ktérym za-
chodzi radukcja barwnika, nie zawsze jest zgodny z potencjalem wia$ciwym dla
btekitu metylenowego, rowniez interpretacja czasé6w odbarwienia w odniesieniu
do wartosci higienicznej mleka musi byé odpowiednio zmodyfikowana (1). Przy
uzyciu do proby reduktazowej resazuryny, w warunkach laboratoryjnych, bada
si¢ zmiane zabarwienia po upiywie jednej godziny, a w praktyce mleczarskiej
czas trwania proby skraca si¢ nawet do 10 minut (5). Pomimo jednak, ze préba
ta ze wzgledu na szybkos¢ jest dogodniejsza do celéw mleczarskich, nie jest zu-
pelnie miarodajna, daje bowiem z bardzo dobrymi prébami mleka wyniki mniej
dokladne, niz proba z blekitem metylenowym RownieZ temperastura mleka, nie
majgca wielkiego wplywu na prébe z blegkitem metylenowym, wplywa znacznie na
probe z resazuryngy.

Inng, klasyczng metoda oznaczania ilosci drobnoustrojéw w mleku jest proba
piytowa, polegajgca na wysiewaniu na podloze agarowe, o odpowiednim skladzie,
roztworéw mleka i obliczaniu wyrostych kolonii.

Obliczanie drobnoustrojé6w w mleku umozliwia takze metoda bezpos$redniego
mikroskopowania, ktoérg wykonuje sie nastepujgco: do 5 ml mleka dodaje sig
0,18 ml 2% roztworu karbolowego blekitu metylenowego oraz 0,02 ml 30% roz-
tworu lugu sodowego. Calo$¢ wstrzgsa sie i ogrzewa przez kilkanascie sekund
w temperaturze +70°C, po czym pobiera jalowa, kalibrowang pipeta 20 mm?® oirzy-
manego roztworu, wylewa na szkietko przedmiotowe z oznaczong powierzchnia
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500 mm? i dokladnie rozciera ezg. Pod mikroskopem oblicza sie ilo§é drobnoustro-
jow zawsartych na pewnej okreslonej powierzchni, nastepnie przelicza sie¢ na 1 ml
mleka (3). Przy uzyciu tej metody otrzymuje sie¢ wyniki lepsze niz przy metodzic
ptytowej.

BADANIA WLASNE

Celem niniejszej pracy bylo badanie mleka dostarczanego przez rol-
nikéw na rynki lubelskie. Proby (kazdorazowo 10 réznych) pobierano
do wyjalowionych, szczelnie zamknigtych probéwek ze wszystkich miejsc
sprzedazy na terenie miasta Lublina. Badania przeprowadzano bezpo-
$§rednio po pobraniu préb. W celu uwzglednienia wplywu sezonowych
wahan temperatury na stopien zakazenia mleka, wykonano badania réw-
nocze$nie metodg reduktazows i plytowg ze 100 prébami mleka w okre-
sie od 15 lutego do 25 marca oraz z ta samg ilcsciag préb w okresie od
15 kwietnia do 10 czerweca.

W metodzie reduktazowej jako odczynnika uzywalam roztworu ble-
kitu metylenowego (195 ml wody destylowanej +5 ml nasyconego, alko-
holowego roztworu blekitu metylenowego), przygotowywanego co ty-
dzien s$wiezo. Spos6éb wykonania préby: do 10 jalowych probéwek wle-
wano po 10 ml badanego mleka (do kazdej probéwki mleko z innej pré-
by), po czym dodawano po 9,5 ml rcztworu blekitu metylenowego (przy-
gotowanego jak wyzej) i natychmiast zamykano wyjalowionym, gumo-
wym korkiem oraz dokladnie mieszano przez kilkakrotne przewracanie
probowki. Nastepnie bezposrednio sprawdzano co kilkanascie minut
wystapienie odbarwienia oraz umieszczano réwnoczesnie probéwki z mle-
kiem i blekitem metylowym na 30 minut w ciemnym miejscu w fazni
wodnej w temperaturze +37°C, przy czym odbarwienie blekitu mety-
lenowego nastepowatlo szybciej i uzyskiwano wyniki wyzsze w porow-
naniu z wynikami metody plytowej.

Ze wzgledu na dlugos$¢ ckresu, po jakim bickit metylenowy ulegatl
odbarwieniu podzielono mleko na 4 klasy:

I — mleko dobre, odbarwiajace btekit metylenowy po 5 godzinach,
co odpowiadato zawartosci ok. 500 tysiecy drobnoustrojow w 1 ml mleka.

II — mleko $rednie, odbarwiajgce blekit metylerowy w ciggu 2—
5 godzin; zawarto$¢ bakterii wynosita od 500 tysiecy do 4 milionow
w 1 ml mleka.

III — mleko miernej jakosci, w ktorym odbarwienie blekitu metyle-
nowego nastgpowalo w ciggu 20 minut do 2 godzin, zawieralo 4 miliony
do 20 milionéw bakterii w 1 ml mleka.

IV — mleko bardzo zle, odbarwiajgce blekit metylenowy w okresie
krotszym niz 20 minut, zawieralo ponad 20 milionéw drobnoustrojow
w 1 m! mleka (2).
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Mleko wyjatkowo dobrej jakosci, zawierajgce mniej niz 100 tysiecy
bakterii w 1 ml, odbarwia sig po czasie dluzszym niz 7 godzin.

Dla dokladniejszego ustalenia czasu odbarwienia préb mleka wyko-
nywano jednoczesnie, w warunkach jak wyzej, préby kontrolne z 10 ml
mleka w jalowej probdéwce bez dodatku roztworu blekitu metylerowe-
go. Mleko uwazano za odbarwione, gdy ono odbarwilo sie w calosci, lub
gdy niebieskie zabarwienie utrzymywato sie jedynie w cienkiej, wierz-
chniej warstwie.

Kazdg probe mleka badalam jednoczesnie metodsg plytowa, polega--
jaca na bezpos$rednim posiewie odpowiednich roztworéw mleka na pod-
lozu agarowym o nastepujgcym skladzie' bulion odzywezy — 92,0 ml,
agar — 2,0 g, pepton — 5,0 g, glukoza — 1,0 g.

W celu obliczenia ilosci drobnoustrojéw w 1 ml mleka przygotowy-
wano z kazdej proby mleka rozcienczenia 1/1000, 1/10 000, 1/100 000
i 1/200 000, z ktorych pobierano jalowg pipetg po 1 ml, przenoszono do
9 ml 2% podloza agarowego rozpuszczonego w proboéwce i ogrzanego
do temperatury ok. +40°C i po zmieszaniu wylewano do ptytek Petrie-
go, ktore po zestaleniu podloza umieszczano w cieplarce w temperatu-
rze +37°C na 48 godzin, po czym obliczano ilos¢ wyrostych kolenii
i poréwnywano z wynikami préby reduktazowej.

Procentowsg ilosé prob zaliczonych na podstawie otrzymanych wy-
nikow do poszczegblnych czterech kategorii, podanvch wyzej, uwzgled-
nia ponizsze zestawienie:

. 2 1511 — 25111 |151V — 10VI Srednia
Kategoria Tlos¢ Okres | (10s¢ prob | (ilos¢ préb | ilosé prob
mleka bakterii redukcji w %) w %) w9
|
[
do 500 tys. ponad 0 o o
1 ‘ w 1 ml 5h30’ 67% 20%s 43,5%0
500 tys. h__shap’ 0 0 0
II do 4 milion. 2h—5h30 25% 51%0 38 %
4 miliony '__oh o o o
111 do 20 milion, 20°—2 6%0 20%0 13 %
v ponad do 20 2/o 9% 5,5%
20 milion,

Wyniki otrzymane przy badaniu préb mleka rynkowego w Lubli-
nie okazaly sie w do$¢ duzej mierze zgodne co do ilodciowej zawartosci
drobnoustrojéw, oznaczonej metoda plytowg i metodsg reduktazowa.

Wyroste na podlozu agarowym kolonie bakterii oznaczono w prze-
wazajgcej ilosci prob jako gronkowce biale i zlociste (Staphylococcus



Badanie mleka rynkowego w Lublinie na zawarto$§¢ drobnoustrojow 411

albus et aureus), laseczki sienne (B. subtilis) i ziemniaczane (B. mesen-
tericus) oraz w dwu prébach paleczki krwiste (Chromobacterum pro-
digiosum), nadtc laseczki zarodnikujgce, Gram dodatnie, Drobnoustro-
jow chorobotworczych nie wyosobniono.

Préby mleka pobrane w okresie wiosennym {od 15IV do 10VI)
wyksazuja wiekszg zawartos¢ drobnoustrejéw niz proby pobrane pory
zimowg (od 1511 do 251Il), co jest spowodowane wzrostem tempe-
ratury.

Zgodnos¢ wynikéw otrzymanych podczas badania metodami reduk-
tazowa i plytowa wskazuje, ze obydwie metody sg dcéé miarodajne.
Metoda reduktazowa iest bardziej prakiyczna ze wzgledu na krotszy
czas badania. Na 200 wykonanych préb mleko zawieralo: w 1 ml 43,5%
do 500 tys., 38% do 4 milionoéw, 13% do 2C milionéw i 5,5% ponad
20 milionéw hakterii.
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PE3IOME

ABTOpOM )i Ka4YeCTBEHHOTO M KOJWYECTBEHHOTO OIpefejieHuUsa MU-
KpoOprauusmMos Opaynce mpobpl MoJioKa Ha Oasapax B paiioHe r. Jlro-
6nuHa, MVcenemoBaHMsa IPOBOAMIINCHL PEAYKTA3HBIM METOAOM IIpM MC-
TNOJb30BaHMM B KadecTBe pPEaKTMBA COOTBETCTBYIOILETO PpacTBOpa Me-
TUeHOMay, a TakXKe MJIACTMHOYHBIM METOAOM, 3aKJIOYUaloIleMcs B BBI-
CeMBaHMM Ha arapoBbIil cy0GCcTpaT pa3BelNeHHOTO MOJIOKa. B obuieit cymme
obciaegosano 200 mpob6 mosoka, npuuem 100 nmpo6 3a Bpemsa c¢ 15.I1 mo
25.111, a ocrampuerx 100 mpo6 — c¢ 15.IV mo 10.VI. U3 obiuero umcia
200 mpo6 43,5%, comepxaso B 1 ma mosoka g0 500.000 Gaxrepuii,
38% — mo 4.000.000; 13°% — gnmo 20.000.000 m 5,59/¢ — cBBILE
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20.000.000 bakrepuit. B mpobax MoJsi0Ka, B3ATBIX 3MMOIl [IJIA MCClIeOBa-
HMI, OakTepmil OKa3aJoCh MeHblllee KOJMYECTBO, 4eM B npobax, KOTo-
pble Opasmce BecHoit. Bosie3sHeTBOpHBIe GakTepmu He OBl OOHAPYKEHBI.

SUMMARY

Samples of market milk collected in the town of Lublin were exam-
ined bacteriologically. The examination was conducted by the reduc-
tase method with the use oi a suitable solution of methylene blue as
reagent, and by the plate method, consisting in inoculating diluted
samples of milk into agar medium. Altogether 200 samples were exam-
ined; 100 samples were collected in the period from 15.II. to 25.IIL,
the remaining 100 from 15.IV. to 10.VI. Out of these 200 samples, 43.5
per cent contained up to 500.006 bacteria, 38 per cent — up to
4.000.000, 13 per cent — up to 20.000.000, and 5.5 per cent — more
than 20.000.000 bacteria. Samples collected in the winter season con-
tained less microorganisms than those collected in spring. No patho-
genic microorganisms were found.
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