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Ruckstellproben der Milch fur die spatere Analyse

Inhaltsverzeichnis

1. Einleitung

2. Aussagekraft von Analysen gefrorener Ruckstellproben
3. Ruckstellproben fassen

4, Vorgehen fur die Laboruntersuchung der Proben

5. Analysenkosten optimieren

6. Zusammenfassung

10

12

ALP forum Nr. 99 | 2013



Ruckstellproben der Milch fur die spatere Analyse

1. Einleitung

Die Rohmilch kann Ursprung diverser Kasefehler sein. Aus
verschiedenen Grinden ist es leider nicht moglich, die
Milch vor der Verarbeitung auf alle moéglichen Mangel zu
prtufen. Laboranalysen sind teuer, erfordern bestimmte
Gerate und Einrichtungen und liefern das Resultat oft erst,
wenn die Milch bereits verarbeitet ist. Ruckstellproben
bieten die Mdglichkeit, den Verursacher eines rohstoffbe-
dingten Kasefehlers auch spater noch zu identifizieren.

Das tagliche Fassen und Einfrieren von Milchproben der
einzelnen Lieferanten hat sich in vielen Kasereien einge-
burgert. Damit spatere Analysen aber auch brauchbare
Ergebnisse liefern, missen die Proben korrekt gefasst, ein-
gefroren und gelagert werden. Der vorliegende Diskussi-
onsgruppenstoff zeigt auf, was alles zu beachten ist.
Ausserdem gehen wir der Frage nach, welche Prifparame-
ter in gefrorenen Ruckstellproben noch untersucht wer-
den kénnen und wie es um die Aussagekraft der Prifer-
gebnisse bestellt ist.
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Ruckstellproben der Milch fur die spatere Analyse

Aussagekraft von
Analysen gefrorener
Ruckstellproben

2.1 Veranderung der Probe durch das Einfrieren

Das Einfrieren der Milch kann zu verschiedenen
Veranderungen in der Milch fuhren, die die Brauchbarkeit
einer gefrorenen Milchprobe fur spatere Analysen
einschranken. Der Grund:

e Beim Einfrieren bilden sich Wasserkristalle, welche die
Membranen von biologischen Zellen schadigen.

* Gel6ste Stoffe wie die Milchsalze reichern sich im noch
nicht gefrorenen Wasseranteil an und der pH-Wert
verschiebt sich. Das fuhrt zur Denaturierung
empfindlicher Enzyme und anderer Eiweisse.

¢ In den Fettktgelchen bilden sich Fettkristalle, welche
die Fettkligelchenmembran schadigen.

Die Folgen davon sind:

¢ Reduktion der Keimzahl vegetativer Mikroorganismen
e Anstieg der Menge von lipolysierbarem, bzw. freiem
Fett

Ruckgang der Aktivitat bestimmter Enzyme

Im Extremfall kommt es zur Ausfallung des Caseins.

Die negativen Auswirkungen des Einfrierens sind umso
gravierender, je langsamer die Milch eingefroren wird, je
hoher die Temperatur im Tiefkiihler ist und je starker die
Temperaturschwankungen wahrend der Gefrierlagerung
sind (siehe Tab. 1).

Tiefkthltruhen sind fur die Lagerung von Ruckstellproben

besser geeignet als TiefkUhlschranke, da sie temperatur-
stabiler sind.

1200

2.2  Aussagekraft der Ergebnisse

Die Auswirkung des Einfrierens der Proben auf Mikro-
organismen ist je nach Keimgruppe recht unterschiedlich.
Anaerobe Sporen werden, wie Versuche von ALP gezeigt
haben, nicht beeinflusst. Auch Propionsdurebakterien
Uberleben in Milch eine Gefrierlagerung bei -24°C recht
gut (Abb. 1).

Problematisch ist dagegen die Untersuchung sehr hetero-
gener Keimgruppen wie der aeroben mesophilen Keime
oder der psychrotrophen Keime in gefrorenen Proben.
Innerhalb solcher Gruppen gibt es recht empfindliche
Keime. Wie die Arbeit von Wendorff und Rauschendorf
(siehe Tab. 1) an der Universitat Wisconsin zeigt, nimmt
die aerobe mesophile Keimzahl in Schafmilch durch das
Einfrieren um rund 50% ab, die Keimzahl der coliformen
Keime sogar noch starker. Nach sechs Monaten zeigt sich
zudem ein deutlicher Einfluss der Lagertemperatur. Bei
-15°C leiden die Keime sichtbar starker als bei -27°C. Bei
unterschiedlicher Zusammensetzung der Keimflora in den
Proben, kann es durchaus sein, dass sich das Einfrieren von
Probe zu Probe verschieden auf die aerobe mesophile
Keimzahl oder eine andere heterogene Keimgruppe aus-
wirkt. Dadurch ist auch die Vergleichbarkeit der Prufer-
gebnisse infrage gestellt.
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Abb. 1: Auswirkungen der Gefrierlagerung auf die Keimzahl der Propionsaurebakterien
in ktinstlich kontaminierter Rohmilch (Versuch ALP).
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Ruckstellproben der Milch fur die spatere Analyse

Tab. 1: Einfluss der Gefrierlagerung bei-15°und bei-27°Cauf die Keimzahlen in Schafmilch (nach Wendorff & Rauschenberger,

2001)
Lagerdauer Aerobe mesophile Keime Coliforme Keime

Monate -15°C -27°C -15°C -27°C

0 (frisch) 8200 8200 44 44
1 4100 4100 26 10
2 2500 3200 21 9
3 3400 3700 12 12
6 2200 2800 <1 8
9 340 2700 <1 8
12 610 1800 <1 5

Wie sich das Einfrieren der Proben auf verschiedene kase-
reispezifische Prifparameter der Milch auswirkt, ist in
Tabelle 2 zusammengefasst.

Untersuchungsresultate von gefrorenen Proben, die nicht
die genau gleiche Behandlung erfahren haben, kénnen in

der Regel nicht miteinander verglichen werden. Gleich-
wohl: Werden in einer gefrorenen Milchprobe z.B. 5000
koagulasepositive Staphylokokken pro ml gezahlt, so wird
sie natlrlich zu Recht beanstandet, denn tiefer war der
Wert in der frischen Milch bestimmt nicht, vorausgesetzt
die Probe wurde korrekt behandelt.

Tab. 2: Eignung tiefgekUhlter Milchproben fir ausgewéahlte Laboruntersuchungen

Priifparameter Einfluss des Einfrierens Bemerkung

Anaerobe Sporen (MPN) keiner

Sporen sind gefrierresistent

Anaerobe Sporen (Filtration) Kein Einfluss auf die Sporenzahl, aber
ev. verschlechterte Filtrierbarkeit

Aerobe mesophile Keime Deutlich reduzierte Keimzahl Zusammensetzung der Keimflora der

Milchprobe beeinflusst den Effekt.
Nicht empfohlen!

Lipolytische Keime Deutlich reduzierte Keimzahl Zusammensetzung der Keimflora der

Milchprobe beeinflusst den Effekt.
Nicht empfohlen!

Propionsaurebakterien etwas reduzierte Keimzahl Relativ gute Uberlebensrate

Vergleich gleich behandelter Proben
untereinander zuldssig

Psychrotrophe Keime Deutlich reduzierte Keimzahl Zusammensetzung der Keimflora der

Milchprobe beeinflusst den Effekt.
Nicht empfohlen!

Salztolerante Keime Reduzierte Keimzahl Zusammensetzung der Keimflora der
Milchprobe beeinflusst den Effekt.
Nicht empfohlen!

Freie Buttersaure (GC) Einfrieren wird empfohlen! Einfrieren verhindert die Vermehrung

lipolytischer Keime und eine Fettscha-
digung beim Transport der Proben.
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3. Riickstellproben fassen

3.1 Einzelgemelke oder Mischproben

Die spatere Untersuchung einer eingefrorenen Ruckstell-
probe soll naturlich ein Ergebnis liefern, das den Zustand
der frischen Milch moglichst gut wiedergibt. Dies ist am
besten gewahrleistet, wenn die Probe sofort kalt gestellt
und spéatestens nach 2 h eingefroren wird.

Bei zweimal taglicher Milchanlieferung werden also idea-
lerweise zwei separate Proben gefasst. Bei der spateren
Untersuchung kann dann die Probe der Abendmilch im
Labor mit der Probe des folgenden Morgens vereint wer-
den, um gentigend Probenmaterial fir einen Sporennach-
weis zu haben (vgl. Tab. 3) bzw. um Untersuchungskosten
zu sparen. Es gibt aber auch Betriebe, welche die Proben
der Abendmilch in den nur zur Halfte gefullten Proben-
réohrchen Uber Nacht kalt stellen und am folgenden Tag
ein gleiches Volumen der Morgenmilch des jeweiligen Lie-
feranten hinzuftigen. Dieses Vorgehen ist vertretbar,
sofern die Proben sofort gekuhlt werden und die Proben-
réhrchen nach dem Hinzufiigen des Anteils vom Morgen
sofort eingefroren werden.

Keinesfalls sollen die Abendproben eingefroren und die
Morgenmilch dann hinzugefugt werden. Denn fiur die
Probe des Abendgemelks lauft dies auf ein zweimaliges
Einfrieren hinaus, was unbedingt zu vermeiden ist.

Fir die meisten Untersuchungen unbrauchbar sind Misch-
proben von vier oder mehr Lieferungen eines Lieferanten.

3.2  Wabhl der Probengefasse

Die Probengefasse sollten folgende Anforderungen erful-

len:

e Ausreichende Robustheit bei -18°C

e Ausreichendes Volumen (minimales Probenvolumen
plus gentigend Kopfraum)

e Dichter Schraubverschluss

Gut bewahrt habe sich Réhrchen aus Polypropylen, das im
Unterschied zu Polystyrol auch bei tiefen Temperaturen
nicht spréde wird. Da sich Milch beim Gefrieren um ca.
8% ausdehnt, durfen die Rohrchen nicht zu stark gefullt
sein und sollten einen Schraubdeckel haben. Die Grosse
der Réhrchen richtet sich im Ubrigen danach, ob Morgen-
und Abendmilch getrennt eingefroren werden oder nicht
und nach der fur die vorgesehene Methode der Sporen-
analyse notwendigen Milchmenge (vgl. Tab. 3).

In der Romandie, wo es sich eingebtirgert hat, Morgen-
und Abendmilch getrennt einzufrieren und die Milch im
Bedarfsfall mit der MPN-Methode zu untersuchen, wer-
den vorwiegend Probenréhrchen mit einem Volumen von
13 ml verwendet, die mit ca. 11 ml Milch gefullt werden
(siehe Abb. 2). Die R6hrchen sind bei den milchwirtschaftli-
chen Laboratorien in Moudon und Grangeneuve erhaltlich.

Tab. 3: Minimales Probenvolumen fur eine Auswahl von
Untersuchungskriterien

Prifparameter Minimales Probenvolumen
Hemmstoffe 5 ml

Freie Buttersaure (GC) 10 ml
Propionsaurebakterien 10 ml

Enterokokken 10 ml

Anaerobe Sporen (MPN) 20 ml (Methode Romandie)

30 ml (Methode ALP)
40 ml

Anaerobe Sporen
(Filtration)

In der Deutschschweiz, wo fur die Sporenanalysen in der
Regel die Filtrationsmethode zum Einsatz kommt, sind
Réhrchen von 25 ml oder 50 ml Volumen zweckmassig.
Ungeeignet sind die in der Milchprifung verwendeten
Probengefasse. Die Klappdeckel dieser Gefasse springen
beim Einfrieren der Proben auf.

Abb. 2: In der Romandie oft verwende-
te 13 ml PP-R6hrchen mit Lagerschach-
tel (hinten) und Kuhlblock zur Sofort-
kthlung (vorne)

Abb. 3: Univer-
saltuben 50 ml
aus Polypropylen
kosten ca. 30-40
Rappen pro Stlick

Abb. 4: Unverzichtbare Hilfs-
mittel fur eine korrekte Pro-
benahme
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3.3 Vorgehen bei der Probenahme

Bei der Probenahme ist grundsatzlich gleich vorzugehen
wie bei der Probenahme fur die Milchpriufung (siehe
+Arbeitsanweisung fur die Durchflihrung der manuellen
Probenahme der Milchpriufung (MP)” von Suisselab).

Milch vor der Probenahme gut aufrithren. Dies ist beson-
ders wichtig, weil sich Bakterien gerne an Fettkigelchen
anheften und sich daher im Rahm anreichern. Die Fettge-
halte, die in MP-Proben manchmal beobachtet werden,
lassen vermuten, dass hier nicht allzu selten Fehler gemacht
werden.

Reprasentative Probe sicherstellen. Wird Milch in Kannen
angeliefert, muss jeder Kanne so viel Milch enthommen

_ | |

Abb. 5: Ein grundliches Aufrihren der Milch unmittelbar
vor der Probenahme ist sehr wichtig

und in das Probengefass Uberfuhrt werden, dass die
Zusammensetzung der Probe so ist, als hatte man den
Inhalt der Kannen als Ganzes gemischt (siehe Abb. 6). Bei
fanf oder mehr Kannen ist es unumganglich, aus jeder
Kanne eine volle Kelle zu entnehmen und erst in einem
Mischbehalter zu mischen. Danach werden 45 ml der
Mischung ins Probengefass abgefullt.

Nach jedem Lieferanten mussen Schopfkelle, Kannenrih-
rer und gegebenenfalls das Mischgefass mit heissem Was-
ser gespult werden (z.B. in Kanne mit heissem Wasser). Vor
der nachsten Probenahme die Schopfkelle und Mischbe-
héalter gut abtropfen lassen.

Unmittelbar nach der Entnahme sind die einzelnen Proben
mit Eiswasser zu kUhlen.

-
L

Abb. 6: Probenahme aus zwei bis max. vier Kannen.
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3.4 Richtig einfrieren und lagern

Fur die Qualitat der Probe ist es umso besser, je schneller
der Gefrierprozess ablauft. Kleine 13 ml Réhrchen sind
diesbezlglich im Vorteil. Bei 50 ml Gefassen dauert das
Einfrieren mindestens viermal langer. Die Warmemenge,
die einer bestimmten Menge Wasser von 0°C entzogen
werden muss, um sie komplett in Eis von 0°C zu Uberfuh-
ren, reicht aus, um dieselbe Wassermenge von 81°C auf 0°C
abzukihlen! Die grosse Menge Kristallisationswarme kann
nur dann effizient abgefliihrt werden, wenn die kalte Luft
im Tiefkthler zwischen den Réhrchen zirkulieren kann.
Das heisst: Grosse Probengefasse sollten in einem Gestell
stehend eingefroren werden (siehe Abb. 7) und erst spa-
ter in Schachteln oder Beutel gepackt werden.

Es ist von Vorteil, die Proben geordnet zu lagern, so dass
man spater die altesten, nicht mehr bendétigten Proben,
oder die fur Analysen bendtigte Proben einfach findet.

Abb. 7: Ein Gestell stellt sicher, dass die Luft beim Einfrie-
ren zwischen den Probengefassen zirkulieren kann und die
Proben nicht umkippen.

Abb. 8: Fir Ordnung im Tiefkthler sorgen. Vorher eingefrorene Proben lassen sich in Vacuumbeutel platzsparend lagern.
Auch Kulturenversandschachteln eignen sich.
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4. Vorgehen fiir die Labor-
untersuchung der Proben

4.1 Transport der Proben ins Labor

e Sprechen Sie sich mit ihrem Labor ab, bevor Sie die
Proben aus ihrem Tiefkthler holen.

e Die Proben sollten gefroren im Labor eintreffen, so dass
das Labor sie unter kontrollierten Bedingungen
auftauchen kann.

¢ Ist ein Postversand der Proben unumganglich, missen
die Proben in einer Styroporbox vorzugsweise mit
Trockeneis gekihlt versandt werden, und zwar als
Express-Paket (z.B. mit dem Service Swiss-Express
~Mond” der Post).

e Steht kein Trockeneis zur Verfligung, mehrere dicke
Kuhlpakete direkt aus dem TiefkUhler dazu packen.
Styroporbox zukleben. Das Paket moglichst knapp vor
Annahmeschluss der Post vorbereiten und aufgeben.

4.2 Annahme im Labor

Das Labor muss bei Probeneingang kontrollieren, ob die
Proben noch gefroren sind. Sind sie das nicht, muss gepruft
werden, ob die Analyse noch Sinn macht. Eine Analyse auf
freie Fettsduren macht z.B. keinen Sinn mehr, wenn die
Proben wahrend des Versandes Proben ganz oder teilweise
aufgetaut sind. Eine Untersuchung auf anaerobe Sporen ist
aber noch méglich, wenn die Proben nicht schon aus-
geflockt sind.

5. Analysenkosten
optimieren

5.1 Grosse Schwankungen erfordern mehrfache
Messungen

Wenn im Schadenfall die Ruckstellproben der Milch der
einzelnen Lieferanten untersucht werden muissen, kommt
oft eine betrachtliche Anzahl von Proben zusammen.
Natdrlich bekdme man das genauesten Ergebnisse bezlg-
lich der durchschnittlichen Qualitat der Milch eines
bestimmten Lieferanten, wenn man z.B. von einer vier-
zehntagigen Schadenperiode jede Milchlieferung untersu-
chen wirde.

Wie das Beispiel in Tab. 4 zeigt, kdnnen die Resultate eines
Lieferanten von Tag zu Tag enorm streuen. Lieferant B hat
offensichtlich ein Problem mit Sporenkontaminationen in
der Milch. Trotzdem sind 9 von 14 Resultaten einwandfrei.
Kann daraus geschlossen werden, dass die Milch von Liefe-
rant B an diesen Tagen nicht fur die Buttersauregarung ver-
antwortlich war? Nein!

Gross sind die durch die Probenahme und durch die Unge-
nauigkeit der mikrobiologischen Keimzahlmethoden nahe
der Nachweisgrenze bedingten Schwankungen. Darum gilt
der Grundsatz ,einmal ist keinmal”. Nur Durchschnitts-
werte mehrerer Messungen sind aussagekraftig genug
(siehe dazu auch Tab. 6)

Tab. 4: Ergebnisse der Sporenanalyse der Milch zweier
Lieferanten im Zusammenhang mit Buttersauregarungen
im Kase (Sporenl/Liter).

Tag Lieferant A Lieferant B
1 <25 500

2 <25 25

3 <25 <25

4 <25 <25

5 <25 <25

6 <25 <25

7 <25 >1250
8 <25 <25

9 <25 <25
10 125 <25
1 <25 100
12 <25 <25
13 <25 1250
14 <25 <25
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5.2  Mischproben untersuchen

Um die Analysenkosten auf ein vertretbares Mass zu
begrenzen, kénnen im Labor die verschiedenen Tagespro-
ben eines bestimmten Milchlieferanten zu einer Misch-
probe vereinigt werden. Mit der Mischprobe wird dann die
Analyse durchgefiihrt und zwar als Doppel- oder Dreifach-
bestimmung (siehe Tab. 5). Allerdings lohnt sich das
Mischen der Proben erst ab vier oder mehr Tagesproben,
zumal dies mit einem gewissen Aufwand verbunden ist.

Wie Tabelle 6 zeigt, ist eine Einzelbestimmung relativ unzu-
verlassig. Mit einer Wahrscheinlichkeit von rund 45%
weicht ein einzelnes Sporenergebnis um 50 Sporen/L oder
mehr vom erwarteten Wert (im Beispiel 100 Sporen/L) ab.
Mit zwei oder drei Analysen verbessert sich die Zuverlassig-
keit des Mittelwertes deutlich. Aber mit jeder weiteren
Analyse wird der Zuwachs an Genauigkeit kleiner. Die
Maximalzahl von drei Analysen gemass Tab. 5 ist ein ver-
ninftiger Kompromiss zwischen Analysenaufwand und
Genauigkeit.

Als Ergebnis ausgewiesen wird — sofern méglich - der Mit-
telwert der Messungen. Wir empfehlen aus oben genann-
ten Grinden nicht, Einzelwerte zu kommunizieren.

Die dargestellte Problematik der grossen Messunsicherheit
und der begrenzten Aussagekraft von Einzelergebnissen
von Keimzadhlmethoden im tiefen Konzentrationsbereich
gilt nicht nur fur die Sporen. Die dadurch bedingte Not-
wendigkeit von Mehrfachmessungen ergibt sich z.B. auch
fur die Propionsdurebakterien, wo die Beanstandungs-
grenze ebenfalls im Bereich der Nachweisgrenze liegt.

Tab. 5: Vorgehen beim Herstellen und Untersuchen von Mischproben.

Lange der Schadenperiode

Anzahl Messungen

Verbindliches Ergebnis

1 Tag 1-2 (je nach vorhandener Einzelwert bzw. Mittelwert aus
Milchmenge) 2 Messungen
2 Tage 2 Messungen an der Mischprobe der Mittelwert der 2 Messungen

Proben von 2 Tagen oder Analyse der
2 Einzelproben

3 oder mehr Tage

3 Messungen an der Mischprobe aller
Proben der Schadenperiode

Mittelwert aller Messungen

Tab. 6: Vertrauenswurdigkeit des Mittelwertes von Sporenanalysen (Filtrationsmethode) in Abhangigkeit von der Anzahl
Wiederholungen berechnet fur eine Milch mit einem wahren Sporengehalt von 100 Sporen pro Liter.

Anzahl Wiederholungen

Wahrscheinlichkeit fur ein
Jrichtiges” Ergebnis
(100 = 25 Sporen/L)

90% der Ergebnisse liegen im Bereich
von ...

1 55.6% 25 - 175 Sporen/L
2 64.4% 50 - 150 Sporen/L
3 72.0% 58 - 142 Sporen/L
4 78.2% 63 - 131 Sporen/L
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6. Zusammenfassung

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eingefrorene Ruick-
stellproben bei der Rickverfolgung von Buttersaure- und
Propionsduregédrungen gute Dienste leisten kénnen. Auch
in Fallen von Ranzigkeit im Kase konnte die Ursache anhand
von Ruckstellproben identifiziert werden. Wichtig ist, dass
die Proben korrekt gefasst und eingefroren wurden und
wahrend der Lagerung nicht grossen Temperaturschwan-
kungen ausgesetzt werden. Bevor die Proben im Schaden-
fall aus dem TiefkUhler geholt werden, die Instruktionen
des untersuchenden Labors einholen.

Bei Buttersauregarungen oder Propionsauregarungen im
Kase sollte die Verantwortung der Milchlieferanten anhand
von Mehrfachanalysen der Milch beurteilt werden. Bei
Schadenperioden von mehr als drei Tagen ist es sinnvoll,
Mischproben herzustellen und den Mittelwert aus drei
Messungen je Mischprobe fur die Lieferantenbeurteilung
zu verwenden.
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