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Konserveringsmiddel med en pH-felsom farveindikator
anvendes til behandling af malkeprover inden disses
laboratorieunaersegelse. farveindikatoren er felsom
inden for et specielt pH-omride og har relation til
den bakterielle nedbrydning af preven. Inden labora-
torieundersegelsen ksn nedbrudte prever frasorteres

ud fra deres farve.
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Den foreliggende opfindelse angdr et konserveringsmiddel
beregnet til at sattes til en malkepr¢ve, medens den er
frisk, inden den sendes til unders¢gelse pd et laborato-
rium, idet konserveringsmidlet omfatter en forbindelse
der hazmmer bakteriel nedbrydning af melken. Herudover an-
gar opfindelsen en fremgangsmadde til laboratorieunderse-
gelse af malkeprgver for bakteriel nedbrydning under an-
vendelse af konserveringsmidlet. Et konserveringsmiddel
af denne type er bl.a. beskrevet i Milchwissenschaft 36

(2) 1981 side 65-68.

Det er almindeligt inden for mejeribruget at sende pr¢ver
af forskellige mejeriprodukter til centrallaboratorier
for undersg¢gelse. Typiske undersggelser omfatter bestem-
melse af fedtindhold, proteinindhold, indhold af lactose,
tprstofbestemmelse og bestemmelse af tilsat vand. Yder-
ligere kan pre¢verne underkastes direkte mikroskopisk so-
matisk celletzlling (DMSCC), der mdler indholdet af epi-
thelceller fra kvag, og som tjener som indikation pa

yverinfektion.

Forsggspr¢verne kan vare undervejs i en eller flere dage
mellem garden med malkebesztningen og det centrale under-
spgelseslaboratorium, og selv om de er afkelet, sker der

forskellige former for bakteriel nedbrydning.

Den mest almindelige form for bakteriel nedbrydning skyl-
des vaksten af malkesyrebakterier, specielt streptococcer
og lactobaciller. Disse bakterier findes i rda maelk og
bruger lactose til at frembringe mzlkesyre. Deres evne
til at frembringe syre og formere sig ved lave pH-vaerdier
favoriserer deres overlevelse i forhold til andre almin-
delige organismer i malk og andre mejeriprodukter. Efter-
handen som malkens pH sankes, begynder caseinet, der er
det vigtigste melkeprotein med et isoelektrisk punkt pa
pH 4,6, at udfzlde. Udfzldningen ses f¢rst som en meget
fin kornethed ved pH pa ca. 5,2 (frisk melk har en pH pa
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6,7). Mzlken danner en fast gel ved en pH-vardi pa ca.
4,6 - 4,7.

En anden form for bakteriel nedbrydning forarsages af
proteolytiske mikroorganismer, der enzymatisk denaturerer
mazlkeproteinet. Proteolysen er ledsaget af syreproduk-
tion, ndr den er forarsaget af visse arter af mikrococcer
og (i mindre udstrzkning) af arter af Bacillus og andre
grupper. Denne proteolytiske nedbrydning vil vere domine-
rende under betingelser, der er uheldige for wvaksten af

maelkesyrebakterier.

Den bakterielle nedbrydning af en .mejeripr¢ve inden un-
dersgpgelse er ug¢gnsket af to afgg¢rende grunde. For det
forste kan en sadan nedbrydning direkte pavirke pre¢vens
sammensatning. F.eks. kan mazlkesyreomdannelsen reducere
lactosebestemmelsen, medens proteinudfaldningen kan sanke
det malte proteinindhold. Kraftig vakst af proteolytiske
og lipolytiske bakterier kan ogsé sanke protein- og fedt-
bestemmelserne ved at denaturere disse komponenter.

For det andet og maske vigtigere kan tilstedevarelsen af
selv sma mengder udfzldet protein tilstoppe méleudstyret.
Et sddant mdleudstyr er typisk automatiseret og bygger pa
overfgrsel af selve maelkeprgverne i snavre kapillarre¢r.
Udfeldet protein vil hurtigt tilstoppe disse r¢r, hvilket
kraver, at mdleudstyret slukkes, medens transportvejene
renses. Da dette udstyr yderligere sadvanligvis mdler
lysabsorption gennem prgven, vil udfzldet protein forgge
den observerede 1ysabsorptidn, hvilket giver gale aflas-

ninger.

For at l¢se disse problemer i forbindelse med bakteriel
nedbrydning af malkepr¢gver, sattes Kkonserveringsmidler
(antibakterielle midler) sadvanligvis til pr¢verne pa me-
jeriet. En hel razkke konserveringsmidler anvendes szdvan-

ligvis herunder kaliumdichromat, borsyre og 2-brom-2-ni-
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tropropan-1,3-diol. Selv om de sadvanligvis er effektive,
kan de enkelte mazlkepr¢ver stadig blive ¢delagt af bak-
teriel nedbrydning, specielt dersom de har henstdet en
lengere tid uden afke¢ling. Under sddanne omstandigheder
er det svart for forsggslaboratoriet at undgd, at ned-
brudte prgver kommer i deres maleudstyr. Det er serdeles
vanskeligt at afslgre tidlige stadier af nedbrydning, nar
kun en ringe del af proteinet er udfazldet. En sadan be-
gyndende udfzldning kan imidlertid have indvirkning pa
malingerne og tilstoppe maleudstyret som beskrevet oven-

for.

Af ovennavnte grunde vil det vare en fordel at have en
unders¢gelsesmetode, der vil muligggre at laboratorieper-
sonalet let kan bestemme, om de enkelte mazlkeprgver er
nedbrudt, og om de er velegnede til undersggelse pd selve

centrallaboratoriet.

Den foreliggende opfindelse tilvejebringer derfor et hid-
til ukendt konserveringsmiddel, der er ejendommeligt ved
det i krav 1's kendetegnende del angivne. Herudover til-
vejebringer opfindelsen en fremgangsmade til undersggelse
af mazlkepr¢ver pa et laboratorium, der er ejendommelig
ved det i krav 6's kendetegnende del angivne.

Den foreliggende opfindelse er saledes bl.a. baseret pa
den erkendelse, at selv malkepr¢ver, der er behandlet med
konserveringsmidler for at forhindre bakterienedbrydning,
kan blive udsat for bakteriel kontamination. Yderligere
erkendes det, at sadanne pre¢ver bliver uegnede til under-
spgelse, nadr bakterier opbruger de bestanddele, der skal
analyseres som f.eks. lactose og protein, og nadr de pa-
virker melkeproteinet ved at forandre dettes oplgselig-
hedsgrad. Hoveddelen af de mikroorganismer, der er i
stand til at nedbryde malk, udviser en eller anden grad
af syreproduktion, og den foreliggende opfindelse bygger
pad afsl¢ringen af begyndende syreproduktion som indika-
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tion pé&, om den pagaldende malkeprgve er uacceptabelt
nedbrudt. ’

Farveindikatoren er kombineret med et konserveringsmiddel
der samtidigt sattes til malkepr¢ven, medens den stadig
er frisk, sadvanligvis pa mejeriet.

Det omhandlede konserveringsmiddel med en farveindikator
kan anvendes til alle flydende (ikke-fermenterede) malke-
produkter, der antages at vare uden mazlkesyre. Disse pro-
dukter er typisk rd fuldmzlk; homogeniseret maelk, her-
under s¢dmzlk, delvist skummetmzlk og skummetmalk, flgde
og lignende. Det omhandlede konserveringsmiddel kan ikke
anvendes til mejeriprodukter, som f.eks. ost, hytteost og
yoghurt, der er fermenteret, og hvor malkesyre naturligt

vil vere til stede.

Konserveringsmidlet ifg¢lge opfindelsen muligggr afsle¢ring
af bakteriel nedbrydning'af en hvilken som helst bak- -
terieart, der er i stand til at producere syre i malk og
maelkeprodukter. Som angivet ovenfor er de mest alminde-
lige mikroorganismer streptococcer og lactobaciller, der
omdanner lactose til melkesyre. Visse Bacillus arter, der
danner koagel, frembringer imidlertid ogséd malkesyre i
tilstrakkelige mangder til at kunne afsl¢gres ved hjzlp af
det omhandlede konserveringsmiddel. Andre almindelige mi-
kroorganismer, der er ansvarlige for nedbrydningen af
melk, og som frembringer malelige mengder af syre, omfat-
ter visse stammer af mikrococcer, mikrobakterier, pseudo-
monas arter og tarmbakterier. Visse af disse stammer er
ogsd proteolytiske og/eller lipolytiske.

Farveindikatoren, der udvalges til konserveringsmidlet er
fplsomt over for smd mengder produceret syre i malk, og
det er muligt tidligt at afslgre potentielt nedbrydende
mikroorganismer. Farveindikatoren b¢r udvise en synlig

farveforandring inden for pH-omradet af frisk malk og
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melk, der er ved at proteinudfzlde. Yderligere bgr farve-
indikatoren virke ved alle typer af syreproducerende ned-
brydning, specielt den nedbrydning, der forarsages af
mezlkesyrebakterier og bakterier, der danner koagel. Me-
dens det specielle farverespons pa hver af disse ¢deleg-
gelsesformer kan variere, bo¢r farveomslaget vaere reprodu-
cerbart for hver slags nedbrydning. P& denne made er det
muligt for laboranten ud fra den observerede farveforan-
dring at unders¢ge visuelt, om den pagzldende prg¢ve er
velegnet til laboratorieundersggelse. Pr¢ver, der har et
uvacceptabelt bakterieniveau, der bevirker nedbrydning af
proven, kan sdledes identificeres og fraskilles inden

selve unders¢gelsen.

Velegnede farveindikatorer vil udvise farveomslag inden
for et pH-omrdde fra ca. 6,7 (pH af frisk malk) til ca.
4,6 (det isoelektriske punkt af casein). Farveomslaget
bpr vare mest synligt inden for pH-omradet fra 6,1 til
5,1, hvor proteinudfzldningen mest sandsynligt vil begyn-
de. Proteinudfzldning, som et resultat af melkesyredan-
nelse af malkesyrebakterier, begynder sadvanligvis ved en
pH-verdi inden for ca. 5,1 til 5,2, medens udfazldningen
pa grund af koageldannende bakterier er mere variabel og

kan forekomme ved en pH-vaerdi sd he¢j som ca. 5,9 til 6,7.

Farveindikatoren wvil bekvemt give en stark farvning af
det friske melkeprodukt som en indikation pa, at konser-
veringsmidlet er tilsat. P& denne made kan tilfeldig ind-
tagelse af den konserverede malkepr¢ve ved et uheld und-

gas.

Der findes velegnede indikatorforbindelser, der tidligere
er blevet anvendt i forbindelse med undersg¢gelse af mal-
keprover som sadan. Der skal her henvises til engelsk pa-
tentskrift nr. 360 360, fransk patentskrift nr. 1 084 995
samt side 340-348 i "Hydrogen Ions - Their Determination

and Importance in Pure and Industrial Chemistry" udgivet
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1956 af Hubert T.S. Britton. Det engelske patentskrift
omhandler kolorimetriske metoder, der foreslas til diag-
nosticering af yverlidelser, hvor m&lken fra de enkelte
patter behandles med en indikator, hvorved man ved en
farveandring kan konstatere @ndring fra den normale til-
stand (side 1, linie 56-62), og der foreslas en testvas-
ke, der omfatter en indikator med farveomslag mellem pH =
6 og pH = 8 (side 1, linie 90 til side 2, linie 32), idet
man fremhazver bromthymolbldt som en speciel velegnet in-
dikator.

Fransk patentskrift nr. 1 084 995 omhandler et reagens,
der muligge¢r pavisning af melkesyremengden ved kolorime-
tri med bromthymolblat (a) og bromcresolpurpur (b) (side
1, venstre kolonne) og accept af normal mzlk i l¢bet af

fa sekunder.

I Hubert T.S. Brittons bog beskrives anvendelsen bromcre-
solpurpur til undersggelse af melk. Dersom 1 drabe af en
mattet vandig oplgsning sattes til 3 cm3 maelk, bliver
normal frisk melk gra-bladlig. Mere alkalisk mzlk f.eks.
fra syge yvere eller fra mazlk tilsat vand eller skummet-
mzlk frembringer en mgrkere farve og krever derfor en
nezrmere unders¢gelse. Mere sur malk, enten p& grund af
udviklet surhed eller som er blevet opvarmet for meget

ved pasteuriseringen, giver en lysere farve.

Cocledge (Michigan Agr. Exp. Station, Tech. Bull, 52
1921) anvender bromthymolblat til unders¢gelse af malke-
préover og adskillelse af disse.

Passende indikatorforbindelser +til anvendelse ved den
foreliggende opfindelse omfatter bromcresolpurpur, chlor-
phenolrgdt, nitrazingult og bromthymolblat, der kan £3as
fra J.T. Baker Chemical Co. Phillipsburgh, N.J., som pro-
dukter med numrene henholdsvis C950, F334, R778 og D470.

Kombinationer af farveindikatorer er ogsa velegnede og
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kan give forgget farveomslag inden for en bestemt del af

pH-omradet.

Det omhandlede konserveringsmiddel er udvalgt til at vare
foreneligt med farveindikatorforbindelsen. Specielt be¢r
konserveringsmidlet ikke gribe ind i farvningen eller
farveomslaget frembragt med farveindikatorforbindelsen.
Velegnede konserveringsmidler, der udviser ringe eller
ingen farvning omfatter borsyre, natriumomadin og 2-brom-
2-nitropropan-1,3-diol (BND). Denne forbindelse kan fas

under handelsnavnet "Bronopol" fra Boots Chemical Compa-

ny, Ltd., London, UK.

En foretrukken udf¢relsesform for opfindelsen anvender
bromcresolpurpur som farveindikator sammen med 2-brom-1-
nitropropan-1,3-diol (BND) som den konserverende forbin-
delse. BND er farvele¢s, nar forbindelsen sattes til melk.
Tilsatningen af bromcresolpurpur fordrsager imidlertid en
mork bla farvning af melken ved pH 6,7, nar malken er
frisk. Denne farve antyder over for de personer, der
handterer mazlkepr¢verne, at der er tilsat konserverings-

middel, og at mazlken ikke Kkan anvendes til konsum.

Konserveringsmidlerne, der anvender bromcresolpurpur gi-

ver fglgende farveomslag:
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Farveskift af bromcresolpurpur i malk

pH Farve Aktion

6,7 - 6,3 bla til blagra pr¢$ven normal;
undersgpgelsen kan
fortsatte

6,3 - 5,3 gragr¢n med spor underse¢g pre¢ven for om

af gul til gulgro¢n den er kornet, koagu-
leret og/eller for
valledannelse; hvis
ingen, unders¢g pr¢ven
5,3 - 4,6 gul med intet spor kassér pre¢ven
af gr¢nt

S S > . St Y " T —— T G —— T — . —————— - ————— ——— — "> " - ———— - >

Under anvendelse af det omhandlede bromcresolpurpurprapa-
rat kan fors¢ggspersonalet, der skal unders¢ge mzlkepro-
ven, afg¢re ud fra pre¢vens farve, om denne er velegnet.
Dersom pr¢ven er bla eller blagrd, er pH-vardien sdledes,
at der ikke med nogen sandsynlighed er sket nogen vasent-
lig nedbrydning af pr¢ven. Dersom farven udviser spor af
gult sammen med gr¢nt, er pH-vardien inden for det omra-

de, hvor koagelnedbrydning eller syreproteolyse kan fore-

komme, afhangig af den tilstedevarende mikroorganisme.
Det er ngdvendigt at unders¢ge prgverne for tegn pad pro-
teinudfaldning, dvs. kornethed, koageldannelse eller val-
leudskillelse. Dersom nogen af disse tegn forekommer, ber
prgven bortkastes. Dersom de ikke forekommer, kan pre¢ven
unders¢ges. Hvis pr¢ven endelig er gul uden noget spor'af
grgnt, er pH séledes, at melkesyreudfazldning nasten sik-
kert vil have foregdet, og proven bgr bortkastes.

Det omhandlede indikator- og konserveringsmiddel kan nor-
malt kombineres med et inert fast eller flydende bazrer-
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stof. Bekvemt er de forenet med et fast barerstof til
dannelse af tabletter af passende st¢rrelse til behand-
ling af de pagzldende maelkeprgver. De relative og abso-
lutte forhold mellem konserveringsmiddel, farveindikator
og vehikel afhaznger af den malkeproves storrelse, der
skal behandles, samt af de effektive koncentrationer af
de aktive ingredienser og tablettens stgrrelse. Bromcre-
solpurpur b¢r sattes til tabletten i en mangde, der er
tilstrakkelig til at give en koncentration pa mindst 0,01
mg/ml, nar den er sat til malkepro¢ven sedvanligvis i om-
radet fra 0,015 til 0,05 mg/ml. De effektive omrader for
de forskellige konserveringsmidler er velkendte af fag-

manden.

Som det inerte barerstof kan typisk anvendes et oplgse-
ligt salt som f.eks. natriumchlorid eller kaliumchlorid,
udvalgt afhazngigt af, hvad der er tilgangeligt, og hvad
der er billigt. Andre bestanddele kan sattes til tablet-
ten herunder antiklumpemidler og glittemidler, der vil
lette tabletdannelsen i tabletpressen, og dispergerings-
midler, der forbedrer tabletternes opl¢sning i melken.
Eksempler pa& antiklumpemidler, glittemidler og disper-

sionsmidler er angivet nedenfor.

Et eksempel pd en tablet til behandling af en malkepr¢ve

pd 50 ml er angivet nedenfor:

Eksempel pd tabletsammensaztning 1

Komponent Effektivt6 Foretrukken6
omrade sammensatning

Bromcresolpurpur 0,50-1,0% 0,75%

BND 5,00-10% 10,0%

Vehikel? 0,00-95% 47,25%

Antiklumpemiddel3 0,25-2,0% 1,00%

Glittemiddel? 0,25-2,0% 1,00%

Dispergeringsmiddel5 0,25-50% 40,00%
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1. Baseret pa behandling af 50 ml mazlkepr¢ve.

2. Sadvanligvis KCl og/eller NaCl.

3. Siliciumoxid, siliciumdioxid og kombinationer heraf.

4. Stearinsyre, laurinsyre, oleinsyre, borsyre og kombi-
nationer heraf.

5. Glucono-s6-lacton.

6. Procent baseret pa 120 mg-tabletter.

Ovennavnte eksempel pd en tablet kan fremstilles pd f¢l-
gende made. De krystallinske bestanddele, f.eks. BND,
KCl, NaCl og glucono-s-lacton blandes med halvdelen af
borsyren og sigtes gennem en 20 maskevidde (Tyler
standard) sigte. De pulveriserede bestanddele, f.eks. si-
liciumdioxid og stearinsyre blandes med resten af borsy-
ren og sigtes gennem en 40 maskevidde (Tyler standard)
sigte. Bromcresolpurpurforbindelsen formales, typisk i en
morter, idet en lille del af den krystallinske blanding
er tilsat. De ¢vrige krystallinske bestanddele, bromcre-
solpurpurforbindelsen og de pulveriserede komponenter
blandes herefter og blandes endelig i en tromleblander,
indtil midlet er ensartet, hvilket sadvanligvis tager fra
20~40 minutter. Midlet kan herefter slas til tabletter af

passende ste¢rrelse.

Fors¢g

Prover (50 ml) af frisk ra melk og frisk homogeniseret
melk med tilsat bromcresolpurpur (18 mg/liter) blev podet
med en frisk melkekultur af Streptoccocus cremoris (4
rumfangs-%). Pr¢verne dyrkedes herefter ved ca. 30 °C
gennem forskellige tidsrum, hvorefter de hurtigt neddyk-
kedes i isbad. Konsistens, farve, pH, procent titrerbar
syre (%TA) og celletzthed (kolonidannende enheder/ml) be-
stemtes i hver pr¢ve. Resultaterne er angivet i tabel 1

nedenfor.
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Prover (50 ml) frisk ra melk og frisk homogeniseret malk
med tilsat bromcresolpurpur (18 mg/liter) behandledes med
melkesyre for at efterligne syreudvikling fordrsaget af
bakterievakst. Konsistens, farve, pH og %TA bestemtes i

hver pr¢ve. Resultaterne er angivet i tabel 2.



DK 166289 B

13

18pI=2ipn axsan
usab

nb -1nb

L%7°0 0v7‘0
T1‘s 94
1spIipn X S8N
usib

nB sAT -1nb
9r‘0 ov‘o
Lz‘s 666
0°s 0y

s axsaen  |sen a¥san asen
usaib usab usab
-Tnb -6 -eab B1q e1q
v<o Lz‘c 120 8T¢0 ST0
LL*S 90¢9  w¢t9 617°9 89°¢9
>{sEA aXsan wxm8> I¥SeNn a|sen
usab uaab usab
~-Tnb -6 -eab B1q B1q
‘o 8z‘0c zZ‘0 6T°0 91‘0
Z8¢g 60°9  wg9 sw¢9 96¢¢9
0°¢ 0°z 0°T ¢‘o 0

(TW®%DT) QIAsaiay

Z 10qel

SU93STSUO|

aniey NTEW
V1% jadsestu
Hd -abouwoyH

SU83STSUOY

anae}
V1%
Hd ATaew ey

buttel snsay



10

15

20

25

30

35

DK 166289 B

14

Resultaterne viser, at den omhandlede farveindikator gi-
ver en god indikation pa begyndende bakteriel nedbrydning
af mazlk. Denne indikation muligge¢r, at laboratorieperso-
nale, der skal undersgge malk, kan unders¢pge de enkelte
pr¢gver og fjerne de pr¢ver, der ikke kan anvendes til la-

boratorieunderso¢gelse.
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Patentkrav:

- ——— - - O - - -

1. Konserveringsmiddel, der sattes til en malkepr¢ve, me-
dens den er frisk, inden den sendes til et laboratorium
for at unders¢ge mzlkens sammensatning, idet konserve-
ringsmidlet omfatter en forbindelse, der hezmmer bakteriel
nedbrydning af melken, kende tegmne t wved, at en
indikatorforbindelse eller en kombination af indikator-
forbindelser, der er kompatibel/kompatible med den ned-
brydningshammende forbindelse, er indarbejdet i konserve-
ringsmidlet ved pr¢veundersggelse inden undersg¢gelse af
sammensatningen heraf, idet indikatorforbindelsen, nar
den er sat til melken, @ndrer farve over et pH-omrade fra
6,6 til 4,6, idet bakteriel nedbrydning resulterer i en

registrerbar @ndring af mzlkens farve.

2. Konserveringsmiddel ifglge krav 1, kende teg -
n e t ved, at indikatorforbindelsen er valgt blandt
bromcresolpurpur, chlorphenolre¢dt, nitrazingult og brom-

thymolblat.

3. Konserveringsmiddel ifglge krav 1, kendeteg-

net ved, at midlet er formuleret som en tablet inde-
holdende en tilstrzkkelig mzngde bromcresolpurpur som in-
dikatorforbindelse til at give en Koncentration pd mindst
0,01 mg/liter, dersom det oplgses i en pr¢ve mzlk med

forudbestemt rumfang.

4. Konserveringsmiddel ifglge krav 1, kende teg -
net ved, at det omfatter

5 til 20 vegt-% 2-brom-l-nitropropan-1,3-diol, der udger

den nedbrydningshzmmende forbindelse;

0-95 vagt-% vandople¢selig vehikel; og
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0,5 til 1,0 vegt-% bromcresolpurpur, der udge¢r indikator-

forbindelsen;

idet konserveringsmidlet er i form af en tablet, der ve-
jer passende til behandling af en forud afmalt malkepr¢-

ve.

5. Konserveringsmiddel if¢lge krav 1, kende teg -
n e t ved, at tabletten ogsa omfatter fra 0,25 til 2
vegt-% antiklumpemiddel, fra 0,25 til 2 vagt-% glittemid-

del og fra 0,25 til 50 vegt-% dispergeringsmiddel.

6. Fremgangsmade til unders¢gelse af malkepr¢ver i et la-
boratorium for bakteriel nedbrydning inden unders¢gelse
af sammensztningen heraf, ved hvilken fremgangsmade der
anvendes et konserveringsmiddel indeholdende en nedbryd-
ningshammende forbindelse og en indikatorforbindelse, el-
ler en kombination af indikatorforbindelser, der er kom-
patible hermed, der andrer farve i vandig opl¢sning over
pH~omrddet fra ca. 4,6 til 6,6, ke nd e tegnet
ved, at man satter en forud bestemt mzngde af konserve-
ringsmidlet til malkepr¢ver, medens pre¢verne er i det va-

sentlige friske;

at man undersgger farven af hver melkepr¢ve umiddelbart

inden unders¢gelse af mezlkens sammensatning; og

at man sammenligner den observerede farve med farvestan-
darder, der er indikative for graden af bakteriel ned-

brydning.

7. Fremgangsmade ifglge krav 6, ke nd e t e gne t

ved, at indikatorforbindelsen er bromcresolpurpur.
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