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Hodnotenie mikrobiologickej kvality nakupovaného mlieka

JARMILA PREKOPPOVA — ZDENDBEK KRCAL

Suhrn. Porevndva sa resazurinovy test pouzivany na hodnotenie mikrobiologickej
kvality nakupovaného mlieka s inymi redukénymi testami a s klasickymi plathovymi
metddaini stanovenia po¢tov mikroorganizimoy.

Z porovnavanych testov bol najpresnejsi a najobjektivnejsi resazurinovy test s pred-
inkubdeciou 3 h pri 30 °C a s naslednou inkubdciou 2 h pri 37 °C.

Zo sledovanych redukénych testov bol najmeuncj vhodny bezne pouzivany resazuri-
novy test, napriek tomu. Ze vyhodnocovanie sa uskutotnovalo po predizenom tase
inkubdeie (120 min).

Mikrobiologicka kvalita mlieka je jednym z hlavnych ukazovatelov, podla
ktorych sa mlieko zatrieduje do kvalitativnych tried. Tento ukazovatel sa
berie do tvahy aj pri novelizicii normy pre surové mlicko a jeho hodnotenie.

Na sledovanie a hodnotenie tohto kritéria (mikrobiologickej kvality) sa
stale hladaji nové metédy, ktoré by objektivnejdie, najma zo strinky techno-
logickej, vyjadrili kvalitativne znaky nakupovaného mlicka.

Okrem platiovych metdd sa na hodnotenie mikrobiologickej kvality mlicka
pouzivaji aj redukéné testy. Z najednoduchsich testov sa vyuzivaji redukeéné
testy s metylénovou modrou, resazurinom a nitratovym redukénym testom.
Inkubacna teplota 30 °C, ako ju odporicaji niektori autori, namiesto 37 ¢
pre tieto metabolické testy, sa zakladd na tom, ze psychrotrofné baktérie,
dominujica zlozka mikrofléry vychladeného surového mlieka horsej kvality,
st neschopné rozmnozovat sa alebo vyvinit reduként aktivitu pri 37 °C.

Ako ukézali pozorovania mnohych domécich [1—3] i zahrani¢nych autorov
[4], resazurinovy test, pouzivany u nas na hodnotenie mikrohiologickej kvality
surového mlieka, nie je dostatotne objektivny a mlieko vieobecne nadhodno-
cuje, a to aj vtedy, ak sa hodnotenie uskutoéiiuje po predizenom ¢ase inkuba-
cic na 120 minat, aj ked sa v tomto pripade pocet vzorick zaradenych do
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I. kvalitativnej triedy znizuje priblizne o 25 9, [3], ¢ize hodnotenie sa viae
priblizuje skutotnej mikrobiologickej kvalite.

V predlozenej praci sa zaoberdme porovnanim doteraz poudivaného resa-
zurinového testu s inymi redukénymi testami, ako aj s platnovymi metédami
stanovenia poctov mikroorganizmov.

Experimentalna éasf

Material a metody

Vo vietkych pripadoch sa porovndval resazurinovy test s predlzenym ¢agom
inkubicie (2 /37 °C), pretoze pri predchadzajicich pozorovania [3] sa zisti-
li ohjektivnejsie vysledky pri zavadeni mlicka do jednotlivych kvalitativnych
tried pri predizenom Case inkubdeie, v porovnani s celkovym podtom zarodkov
zistovanym platnovou metodou. Celd praca sa rozdelila na tri etapy.

Porovnavane redukcené testy

V prvej etape sa porovinaval resazurinovy test s redukénym testom s me-
tylénovou modrou (inkubdcia pri 30 a 37 °C) a s nitratovym redukinym testom
za pouzitia kvasniénej vody (inkubacia 2 h/37 °C) alebo zjednodusenym testom
za pouzitial KNOj (inkubdcia 2 h/37 °C') a s resazurinovym testom s predin-
kubdciou 16 hodin pri 15 °C (inkubdcia 2 h/27 °C).

V drihej etape sa porovnidval resazurinovy test s nitrdtovym redukénym
testom & kvasnitnon vodou, ktory sa javil citlivejsi ako test s KNOg, o & resa-
zurinovym testom s predinkubdciou I a 3 h pri teplote 30 °C bez predbezného
zahriatia na uvedent teplotu. Vlastnd inkubacia sa uskutocéiovala pri teplote
30 a 37 °C 1 a 2 hodiny.

V tretej etape sa do pozorovania zahrnul resazurinovy test s predinkubdcion
a2 h pri 37 °C, s ndaslednou inkubdciou 1 a 2 h pri teplote 30 a 37 °C. Pritom
sa vzorky mlicka rozdelili na dve casti, z ktorych jedna sa zahrievala na 30 °C
a az potom predinkubovala pri uvedenej teplote, aby sa zistilo, k akym roz-
dielom déjde pri zatriedovani mlieka do jednotlivych tried, ked sa mlieko
predhreje, resp. nepredhreje na teplotu predinkubdcie. Porovnanie sa usku-
tocnilo s resazurinovym testom, pri¢om sa odpocet robil po 90 a 120 minitach
inkubéacie pri 37 °C. Celkove sa vo vsetkych troch etapich vysetrilo 268 vzo-
viel mlicka.
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Pouzité platiiové metddy

Pre objektivnost sa mikrobiologickd kvalita mlicka vo vsetkych troch
otapich zistovala aj klasickymi platiovymi metédami, pritom sa zistoval
celkovy pocet zarodkov na MPAT, 30 °C, 72 hodin (SN 56 0100), koliformné
zarodky na MPAL s brémtymolovou modrou a trypaflavinom, 37 °C, 48 hodin
(CSN 56 0100). SGéasne sa wréoval aj podet psychrotrofnyceh zirodkov na
MPAL, 7°C, 7 dni, ktoré sa v stcasnosti dostavaji do popredia v sivislosti
s chladenim wmlieka v prvovyrobe.

Zatriedovanie vzoriek mlieka do tried podla vysledkov
redukénych testov a platnovych metdd

Na ziéklade vysledkov redukinych testov i podla vysledkov platiiovych
poctov sa mlieka zaradovali do troch tried.

Pri resazurinovom teste:

I. trieda — zafarbenie modré, modré s fialovym nadychom,

IT. trieda — fialové aZ ruzovonacervenald,
IT1. trieda — ruzové az biele.

Pri teste s metylénovou modrou — 1. trieda po 4 hodindch odfarbenia, 11,
trieda 1 —4 hodiny a III. trieda menej ako 1 hodina.

Pri nitratovom redukénom teste s kvasnitnou vodou sa vzorky hodnotili
takto: v 1. triede nezmenené, bezfarebné mlieko, v 11. triede zac¢inajice ruzové
zafarbenie az zretelné ruzové zafarbenie (0,5—1,5 ug dusitanov), v 111. triede
intenzivna ruzovi az Gerveni farba (viac ako 2 pg dusitanov, intenzivne Cer-
vend 50 pg dusitanov).

Pri nitratovom redukénom teste s KNOs - 1. trieda — nezmenend biela
farba, II. trieda — slaby az zretelny ruzovy odtien, I11. trieda — sytoruzovy
az ferveny odtien.

Rovnako sa mlieka zaradovali do troch tried podla celkového poctu zdrod-
kov a podla poctu koliformnyech zdrodkov takto: 1. trieda 500 000 ml-1 do
30 000 ml-1, II. trieda do 2.5 mil a do 406 000 ml-! a [11. trieda nad 2,5 mil
a nad 40 000 ml-1. Podla podtu psychrotrofnych zdrodkov sa mlicka do tried
nezaradovali.

Vvhodnotenie vysledkov

Zistené vysledky sa vyhodnotili matematickodtatisticky. Vztah medzi log
celkového poctu zérodkov, log pottu koliformnych ziarodkov a log podtu psy-
chrotrofnych zirodkov a medzi triedou, do ktorej bola prislugné vzorka mlieka
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zaradend podla vysledkov redukénych testov, zistoval sa pomocou korelac-
ného koeficienta.

Rozdiely medzi triedou, do ktorej bolo mlieko zaradené na zildade platno-
vého poctu (celkovy pocet zirodkov, pocet koliformnych zirodkov, ako aj
podla obidvoch tychto skupin mikroorganizmov spolu), a medzi triedou vy-
hodnotenou na ziklade vysledkov redukénych testov sa vyhodnotli (-tes-
tom pre parované hodnoty [5].

Vysledky a diskusia

Vo vietkych troch etapich sledovania sa zistil vysoky celkovy pocet zi-
rodkov, a tonajnizsi v tretej etape 5 585 000 ml-ta najvyssiv prvej etape
8 557 000 ml-1. Mozno teda povedat, Ze vo védsine pripadov islo o mlieka
Lorsej mikrobiologickej kvality. Svedéio tom aj to, ze iba jedna vzorka (0,379%,)
s poc¢tom 500 000 ml-1 bola zaradend do I. triedy. Do 11. triedy bolo zaradenych
18 vzoriek, t. j. 6,72 9. Vsetky ostatné vzorky boli zaradené do TII.
triedy.

Korelicia medzi log celkového poctu zirodkov a jednotlivymi redukénymi
testami bola rozna (tab. 1). Najuzsia korelacia (0,995) sa zistila medzi log
celkového poctu zarodkov a medzi redukénym testom s predinkubdciou
3 h/30 °C' a s naslednou inkubéciou 2 h/37 °C. Statisticky nevyznamnd kore-
lacia sa zistila iba pri sledovani resazurinovym testom s predinkubéciou
1 h/30 °C'. Korela¢ny koeficient (0,379) zisteny pri pouziti bezného resazuri-
nového testu, aj ked bol statisticky vyznamny, bol podstatne nizsi.

Najvyssie zistené pocty koliformnych zérodkov boli v 1. etape, ked sa
v priemere zistilo az 77 260 zarodkov v 1 ml. Lepsie vysledky v pocte koliform-
nych zirodkov sa dosiahli v druhyeh dvoch etapach, ked priemerné pocty boli
pod 30 000, ¢ize dosahovali hodnoty pre zaradenie do I. triedy. I v tomto
pripade sa najlepsia koreldcia dosiahla pri resazurinovom teste s predinkuba-
ciou 3 h/30 “C* a s naslednou inkubdciou 2 h/37 °C.

Tretou skupinou mikroorganizmov, ktortt sme sledovali, aj ked sa jej
stanovenie nevyzaduje pri Standardnom mlieku, boli psychrotrofné zarodky.
I v tomto pripade sa najuzsi koreladny koeficient (0,987) zistil pri porovnani
s resazurinovym testom g predinkubdciou 3 h/30 °C, s ndslednou inkubdciou
2 h{37 °C.

Pocty psychrotrofnych zirodkov, ktoré sme zistili, boli vysoké a dosahovali
hodnoty 105—107 K'TJ . ml-t. Takéto vysoké pocty psychrotoéfnych zérod-
kov st v mlieku nezelatelné a produkty vyrobené z takéhoto mlicka mézu
mat nevitané senzorické vlastnosti.
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Pocty psychrotrofnych zdrocdkov sa neuvadzaji v poziadavkich na hodno-
tenic Standardného mlicka. V ndvrhu normy pre surové mlieko sa viak sta-
novenie poctov psychrotrofnych zirodkov vyzaduje pri hodnoteni vybero-
vého mlieka, lide i zvySené poiziadavky na mikrobiologickt kvalitu, Pri
vyberovom mlieku sa vyzaduje pocet psychrotrofnych zarodkov max. 50 GO0
ml-'. Ani jedna zo sledovanych vzoriek mlieka nezodpovedala poziadavkim
na vyberové mlicko a pod I mil psychrotrothych zirodkov malo iba 30 9
vietkych vySetrovanych vzoriek. To znamend, ze az 70 9, sledovanych vzo-
riekk malo hodnoty 106 ml-! o vysiie, ¢o poukazuje na nedostatotné Cistenie
a dekontamindciv v prvovyrobe, pretoze pri ziskavani a ofciveni mlieka za
dobrych: hygienickych podmienok sa do neho nedostane viae ako okolo desiat-
ley psychrotrofnych mikroorganizmov na 1 ml

Vhodnost souzityeh redukénych testov a skutotnost, ¢ si lepsie alebo hor-
sie ako doteraz pouzivany resazurinovy test, zhodnotila sa na ziklade vzoriek
zaradenycli do jednotlivych tried, pritom rozdiely medzi zaradenim do tried
na zdklade platiiovych metdd a redulkdénych testov sa vyhodnotili matematic-
ko statisticky (tab. 2).

Na zéklade zistenych vysledkov sa ako najpresnejsi javi resazurinovy test
s predinkubdciou 3 h/30 °C a s ndaslednou inkubdciou 2 h/37 °C. Vysledky
tohto testu najlepsie korelovali s vysledkami zistenymi platiiovymi metdda-
mi. Rovnako zaradenie mlick do kvalitativiych tried na zaklade tohto testu
a vysledkov platnovych pocétov holo najpresnejsie. Zistené rozdiely boli gta-
tisticky nevyznamné.

7 dalsich testov sa ako dostatofne citlivy javil test s predinkubdciou
2 h/30 “C spredhriatim a bez predhriatia a s ndslednou inkubiciou 2 h/37 °C. Aj
ked koreldcia s platiiovymi po¢tami bola nizsia, zaradenie mliek do kvalita-
tivnych tried na zdklade tychto testov sa priblizovalo zaradeniu podla plat-
novych pocttov. Zistené rozdiely medzi zaradenim vzoriek do tried na ziklade
platiiovych poctov a uvedenych redukénych testov holo Statisticky nevyznam-
né,

7 inych porovnavanych redukinych testov sa javil vhodnejsi nitritovy
redukény test s kvasnitnou vodou ako test s KNO;3 a ako test s metylénovou
modrou. Aj ked korelicia zistend nitrétovym redukinym estom s kvasni‘nou
vodou nebola vysSia ako dal¥imi uvedenymi dvoma testami, rozdiely pri za-
radeni vzoriek mlick do kvalitativaych tried na ziklade tohto testu boli
podstatne nizsie ako pri zaradeni spominanymi dvoma testami. Zistené roz-
diely boli Statisticky vyznamné pri vietkych tychto testoch.

Najvacsie rozdiely sa zistili pri zaradeni vzoriek mliek do kvalitativnych
tried medzi bezne pouzivanym resazurinovym testom a platiiovymi metéda-
mi, i napriek tomu, ze vyhodnocovanie sa uskutoiovalo po 120 mindtach
inkubiicie, ked sa vieobecne dosahuji objektivnejdie vysledky.
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Tabulka 2. Matematickostatistické  vyhodnotenie rozdielov medzi triedou podla plathove) metédy a medzi triedami zisteny'-
mi redukénymi testami
Table 2. A mathematic-statistical evaluation of differences hetween a class acording to the plate method and classes obtained
by reduction tests

1 — - -
1 | Htadnoty (-teste(™
i ! — e e — SR,
Skupiva ! Podcet NET-test Besazurin. test | . Tabutlkovid
rikroorganizmnoy 1) | merani® | Resazur. | 8 kvasnic- s predinkub, i Resazurinovy test s predinkubiieicon hodnota®)
B | st¢9 | nou vo- 1 h/30 “C®) | Sh/36°C % = 0,01
tou®) : = = g - : =
| U] srec | s0cc | 37°CAR | 5T°Ci2h | 30 °C/Eh | R0 °Ci2h
- [

Celkovy pocet ;
zéradkov(®) 108 16.532 12,353 | 12,071 | 15,283 4.479
Koliformné J |

¢ 7 2.810 8.966 11,672 7,599 | 10,249 2.61%

zarodky(1v) 108 1.501 3,386 7.044
Celkovy pocet zirod- '
kov -+ koliformné

i
I
|
1,069 | 6,638 6.806 2,617
|
|
zirodky (D) 108 16,513 | 12,571 7.574 ;

1215 | 6,614 | 3.473 2617

11,678 | 4,462

) Number of measurements; 3)Values of ¢-test; @ Resazurin test; GINRT-test with yeast water;
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Ako sme zistili pri nasich predchédzajiacich pozorovaniach [3] a ako zistili
aj inf autori [2]. nedostatkom resazurinového testu st velké rozdiely medzi
minimalnym a maximalnym poctom zarodkov v jednotlivyeh triedach, takze
sa stava, Ze v nizsej kvalitativie] triede st mlieka s vy$&im poctom zarodkov
ako vo vyssej triede. Okrem toho resazurinovy test mlieko vieobecne nad-
hodnocuje a zaradenie do kvalitativnych tried na zaklade vysledkov tohto
testu je podstatne lepsie ako na ziklade vysledkov platiiovych metdéd.

Pretoze v mikroflére surového mlieka sa vo velkom pocte nachadzaji psy-
chrotrofmé zarodky, ktoré pri niektoryeh vzorkach dosahuji viac ako 70 9.
maji slabé redukené schopnosti a pri teplote 37 °C sa iba slabo rozmnozuja,
pripadne nicktoré druhy sa nerozmnozuju vébee, neodrdza resazurinovy test
bez predinkubdcie dostatocne mikrobiologicktt kvalitu mlicka. Preto na
objektivnejsie zistenie mikrobiologickej kvality odporatame pouzivat resa-
zurinovy test s predinkubdciou pri teplote 30 °C!, ktord umoziiuje rozmnoze-
nie psychrotrofnej i ostatnej mikrofléry nachadzajteej sa v mlieku, a tym
aj zvydenie redukénej aktivity a rychlejsiu redukeiu farbiva, ¢im sa vysledky
redukénych testov priblizia vysledkom klasickych platinovych metdd, a tak
sa dosiahne objektivnejsie zaradenie mliek do kvalitativnych tried.

V pripade hodnotenia mikrobiologickej kvality nakupovaného mlieka plat-
lovymi metdédami perspektivine odportcame hodnotit Standardné mlicko iba
na zéklade vysledkov celkového poctu zirodkov, pretoze vieobecne zistované
potty zarodkov st hordie ako pocty koliformnych zirodkov, v dosledku ¢oho
je celkovy pocet zirodkov rozhodujici pre zaradenie mlieka do kvalitativayeh
tried.
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Openka MMKpOGMOJXOl‘m{eCKOI‘O Ka4veciBa 3aKynaemMoro MoJaoKa
PesziwomMe

CpasHMBAETCA PE3A3YPHHOBRIT  TCCT, TPUMCHACMBIT JJ8 OLEHKNM MHMKPOOMOIOrMUEC-
KOro KauccTsa 3aKynmacMoro MOJOKAa, € APYFMMHM TECTAMM BOCCTAHOBJICHMUS 11 € KIaccu-
YCCKIMIT METOJAMI ONPEACIACHI KOMMYECTEA MHKPOIIEMCHTOB HA IUIACTUHKAX.

ITanBoace TOUHBIM M OOBEKTHBHLIM M3 CPABHMBACMLIX TECTOB OBLT PE3a3YPMHOBBIT TECT
¢ IpeaBapHTebHoi MukyGarmest B TetueHne 3 vacor npu 30 °C M ¢ TOCHEAYIOIIE MHKY-
ganiert B reueune 2 4acos npu 37 °C.

IanmMence MNOAXOAAIINM M3 PACCMATPIBACMBIX  BOCCTAHOBNTCILHBIX TECTOB OKA3AJICHA
O0BIYKO MCIONB3YEMBIIT PE3a3yPHHOBBINT TECT, HECMOTPS Ha TO 4YTO OI€HKA NPOM3BOJII-
J1ACh TIOCJE YBECIIMYCHHOTO Teproja uHKYOaummnu (120 A,

An evaluation of microhinlogical quality of commereial milk

Nummary

A resazurin test used for evaluation of the mierobiological quality of commercial milk
was compared with other reduection tests and with standard plates’ methods for deter-
mining counts of microorganisms.

From among the compared tests the resazurin test with a preincubation of
3 L at 30 °C and a following incubation of 2 h at 37 °C appeared the most accurate and

objective.

The least suitable among the investigated reduction tests there was found the currently
used resazurin test, despite the fact that the evaluation was done after prolon-
gated incubation time — 120 min.
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