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Вступ

Одним із найважливіших завдань агропромислового комплексу України є круглорічне постачання населення безпечними і якісними харчовими продуктами. Проте, в умовах клімату України, для збереження якості і безпечності більшості м’ясних продуктів необхідно використовувати холодильне оброблення за різних температур [1, 2]. Під час зберігання м’ясо і м’ясопродукти піддаються впливу чинників навколишнього середовища, що приводить до небажаних для споживача змін, які проходять у хімічному складі продукту. Найчастіше зміни відбуваються за дії ферментів мікроорганізмів [3, 4]. Відповідні температурні режими для зберігання м’яса і м’ясопродуктів можуть загальмувати або сповільнити діяльність мікрофлори. В неохолодженому м’ясі та продуктах переважають мезофільна аеробна і факультативно анаеробна мікрофлора (МАФАнМ). За їхнього зберігання в охолодженому стані домінує холодолюбива мікрофлора, яка спричиняє технологічні вади та впливає на санітарно-гігієнічні показники [4].
Нині актуальною у м’ясній промисловості залишається проблема нормування вмісту психротрофної мікрофлори та методи її визначення в свіжому та охолодженому м’ясі і готових м’ясних продуктах, які зберігаються в умовах холодильника. Під час зберігання охолодженого м’яса та м’ясних продуктів кількісний і якісний склад мікрофлори поступово змінюється і мезофільна група мікроорганізмів втрачає своє значення, як показник гігієнічної безпечності продукції. Психротрофна мікрофлора в охолоджному м’ясі та м’ясних продуктах продовжує активно розвиватися і стає домінантною та розмножується на поверхні і в середині м’ясного продукту [5].
У Регламенті комісії ЄС №2073/2005 та ДСТУ 6030:2008 м’ясо яловичини та телятина в тушах, півтушах і четвертинах [6, 7] наведені параметри і терміни холодильного зберігання яловичини та телятини, мікробіологічні нормативи безпечності м’яса. Перевищення нормативів вказує на необхідність удосконалення гігієни забою худоби та перегляду заходів з контрою технологічного процесу. Відомо, що у межах стандартних температур холодильного зберігання м’яса відбувається різне за інтенсивністю розмноження певних груп мікроорганізмів. На початку процесу охолодження, приморожування чи заморожування м’яса мікробіологічні показники відповідають стандартним вимогам, а в кінці терміну зберігання можуть їм не відповідати.

Розроблення нормативів з визначення показників контамінації яловичини психротрофною мікрофлорою перед постановкою на охолодження, приморожування чи заморожування, дозволить обґрунтовано вибрати оптимальні терміни її зберігання без порушення органолептичних, фізико-хімічних і мікробіологічних норм. 

1. Терміни та визначення понять
У рекомендаціях вжиті терміни і поняття, які наведені в ДСТУ ISO 6887-2:2005 Мікробіологія харчових продуктів та кормів для тварин. Готування досліджуваних проб, вихідної суспензії та десятикратних розведень для мікробіологічного дослідження. Частина 2. Специфічні правила готування м’яса та м’ясних виробів [8, 9] та у Наказі МОЗ України № 548 «Про затвердження мікробіологічних критеріїв для встановлення показників безпечності харчових продуктів» [10].

Лабораторна проба – це проба, яка підготовлена для відправлення у лабораторію і призначена для експертизи і дослідження.

Досліджувана проба – це відміряна кількість (за об’ємом або вагою) репрезентативної проби, яка відібрана з лабораторної проби для підготовки вихідної суспензії.

Вихідна суспензія, первинне розведення (initial suspension, primary dilution) – це суспензія, розчин, які отримані шляхом змішуванням визначеного об’єму або ваги досліджуваного продукту (або досліджуваної проби відібраної від продукту) з дев’ятикратним об’ємом розчинника. Примітка: для змивів відібраних з поверхні туші первинне розведення повинно бути фіксованим. Наприклад, змив відібраний тампоном або іншим матеріалом (губкою) з 25 см2 поверхні, вносять у розчинник об’ємом 25 см3. У цьому випадку результати дослідження 1 см3 цього вихідного розведення прирівнюються з результатами дослідження 1 см2 поверхні.
Ряд десятикратних розведень – це суспензії або розчини, отримані шляхом змішування визначеного об’єму первинної суспензії з дев’ятикратним об’ємом розчинника і повторенням цієї процедури з кожним наступним розведенням, приготовленого цим методом, до отримання необхідного розведення для внесення в живильне середовище. 
Блок, шматок – це одиниця продукції, склад і розміри якої (площа і товщина) дозволяють відібрати пробу з глибоких шарів у стерильних умовах. 

Стружка – це проба замороженого м’яса, яка отримана глибоким зрізом з поверхні зразка або взята з глибоких шарів за допомогою дрилі і свердла для дерева. 

Мікробіологічний критерій – комплекс показників, які встановлюють мікробіологічну безпечність харчових продуктів, що ґрунтується на наукових даних оцінки ризику та використовуються для забезпечення захисту здоров’я споживачів харчових продуктів.
Репрезентативна проба – означає загальну (об’єднану) пробу, що складається з точкових проб ”n”, в якій зберігаються всі характеристики партії харчового продукту.

Точкова проба – проба відібрана від певної партії харчового продукту, продовольчої сировини чи об’єкту технологічного процесу за методологією визначеною у відповідному нормативному документі на конкретний вид продукту, сировини, чи об’єкту технологічного процесу шляхом випадкової вибірки. Точкова проба входить до складу об’єднаної проби. 

2. Готування розчинників та поживних середовищ

2.1 Готування розчинника натрію хлориду (для приготування розведень)

Склад:

натрію хлорид (NaCl)                                              − 8,5 г

вода дистильована                                                   − до 1000 см3 

У колбі розчиняють 8,5 г натрію хлориду в (1000±0,05) см3 дистильованої води, підігрівають до повного розчинення солі та встановлюють рН на рівні 7,0±0,1. 
2.2 Готування розчинника забуферної пептонної води (для змочування губки і тампонів) 

Склад:

Пептон                                                                            – 10,0 г

Хлорид натрію                                                               – 5,0 г
Натрій фосфорнокислий одно заміщений                  – 9,0 г

Калій фосфорнокислий двозаміщений                       – 1,5 г

Вода                                                                               – до 1000 см3
У колбі в 1000±0,05 см3 дистильованої води розчиняють компоненти, кип’ятять до повного розчинення компонентів та  встановлюють рН на рівні 7,0±0,1. Розливають у пробірки по10 см3, стерилізують за температури 121±1 °С протягом 15 хв. До постановки досліду зберігають у темному місці за температури 0 °С − 5 °С не 1 міс. в належних умовах.
2.3 Готування м’ясопептонного агару (МПА)
У колбу вносять порошку м’ясопептонного агару згідно інструкції відваженого з точністю до 0,1 г, додають дистильовану воду 1000 см3. Перемішують, кип’ятять на слабкому вогні до повного розчинення агару, фільтрують через ватно-марлевий фільтр, доводять до рівня рН до 7,2±0,2 за допомогою розчину натрію гідроксиду або соляної кислоти, розливають у стерильні пробірки або колби. Стерилізують в актоклаві за температури 121±1 °С протягом 20 хв.

3. Відбирання проб 

Метою відбирання проб для мікробіологічного контролю є: оцінка санітарного стану в забійних цехах або підприємствах, де відбувається переробка туш великої рогатої худоби; визначення рівня безпечності продукції; попередження поширення патогенних мікроорганізмів.
Місця для відбирання проб з туш великої рогатої худоби в забійному цеху вибирають, залежно від технології забою та первинної переробки забійних тварин. Вони повинні бути вибранні відповідно до принципів управління ризиками і мають характеризувати проблемні місця на виробництві. У забійному цеху для великої рогатої худоби проблемним є місця після зняття шкур, нутрування і розділення туш. У холодильній камері – це туші тварин упродовж 12 год. після забою.  
Відбирання проб при виробничому контролі бажано проводити з одних і тих же ділянках туші протягом певного періоду часу. Згідно з ISO 17604-11 найбільш контамінованими ділянками туші великої рогатої худоби є зовнішня частина грудного відрубу (2); зовнішня частина підлопаткового відрубу (3); зовнішня частина пахви (4); бічна частина тазостегнового відрубу (6); нижня частина тазостегнового відрубу (8), як показано на рис. 1. Відбирання проб необхідно здійснювати з найбільшої кількості туш.  
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	а) Латеральна частина 
	б) Медіальна частина 


Рис. 1. Схематичне зображення туші великої рогатої худоби та ділянок відбору проб

Проби з туш відбирають за допомогою деструктивних (руйнівних) і недеструктивних (неруйнівних) методів. Основним обмеженням для використання деструктивних методів є псування товарного вигляду туші. Недеструктивні методи дають змогу дослідити великі площі туші. При підозрі на контамінацію туш сторонньою мікрофлорою для контролювання виконують за допомогою обох методів.
Переваги деструктивних методів полягають у тому, що відібраний поверхневий зріз тканин туші дає можливість визначити всі бактерії, які контамінують цю ділянку. Не деструктивні методи такої можливості не дають. Повторюваність і відтворюваність деструктивнх методів дослідження туш більш висока, порівняно з неруйнівними методами, оскільки вони залежать від людського фактору. Встановлено [11], що підчас дослідження яловичих туш, контамінованих коліформними бактеріями, чутливість недеструкивних методів була на 50 % нижчою, порівняно з результатами, одержаних за допомогою деструктивних методів.
Недоліком деструктивних методів є обмежена кількість ділянок туш великої рогатої худоби, які можна використовувати для відбирання, оскільки поверхневі зрізи тканин туші порушують її цілісність і втрачання товарного вигляду. За низької контамінації туші мікроорганізмами можливі не достовірні результати. 

За викоистання деструктивного методу відбір проб здійснюють після первинної переробки туш, перед початком процесу їхнього охолодження. Проби відбирають за допомогою стерильного буру з площею ріжучої поверхні 5 см2. Отримані диски м’язової тканини близько 2 мм товщиною відрізують від туші за допомогою стерильного скальпеля і пінцетом розміщують у стерильному поліетиленовому пакеті. Бур, скальпель і пінцет простерилізовують після кожної відібраної проби в 70 % або 96 % етиловому спирті.
Деструктивний метод з використанням рамки-трафарета площею 10 або 20 см2. Проби товщиною близько 2 мм вирізають з поверхні визначених ділянок туші за допомогою рамки-трафарета з використанням стерильних скальпеля і пінцета. Проби розміщують у стерильних контейнерах чи в поліетиленових пакетах і доставляють в сумці-холодильнику за температури + 6±2 °С у лабораторію, де їх гомогенізують і висівають на поживні середовища. Кожну пробу досліджують не пізніше однієї години після відбирання або зберігають у холодильнику за температури + 2±2 °С не довше 24 год. 
Неруйнівний метод включає три різні методи: метод із застосуванням вологого та сухого тампонів; метод відбору проб із застосуванням губки; метод із застосуванням марлевого тампону. Площа кожної ділянки відбору проби становить мінімум 100 см2 за загальної площі відбору проби від однієї туші 400 см2.

У випадку застосування методу вологого та сухого тампонів, стерильний ватний тампон великого розміру з дерев’яною ручкою змочують у 10 см3 стерильного забуферного пептонного розчинника (п. 2.2). Стерильний трафарет розміром 10х10 см накладають на визначену ділянку туші, міцно притискають і протирають поверхню тампоном в горизонтальному напрямі. Тампон поміщають у розчинник, що використовувався для його зволоження відламавши дерев’яну ручку. Так, щоб у контейнері залишалася лише головка тампону. В описаному вище порядку описану ділянку знову протирають сухим тампоном, який опускають у ту ж саму колбу з розчинником. 
Для відбору проб із застосуванням губки використовують стерильну губку (в поліетиленовому пакеті) (рис. 2). 
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Рис. 2. Метод відбирання проб із туш яловичини за методом застосуванням губки

Використовують набір Kit Muestreo Canales – Esponіa (Іспанія), який включає стерильний пептонний сольовий розріджувач для загального використання, стерильну губку для відбору зразків у стерильному поліетиленовому пакеті, стерильний квадратний трафарет, площею 100 см2 (10 см х 10 см) (рис. 3).

В стерильних рукавичках змочують губку в достатній кількості пептонного розчинника, уникаючи при цьому надмірної кількості рідини, обережно виймаючи губку з пакету. Стерильний трафарет накладають на визначену ділянку поверхні туші, протирають губкою по 10 разів у вертикальному і горизонтальному напрямках і поміщають губку у пакет.

Під час використання методу із застосуванням марлевого тампону відкривають поліетиленовий пакет із тампоном і додають 10 см3 пептонного розчинника. Для повного зволоження марлевого тампону масажними рухами його стискають через пакет. На визначену ділянку туші накладають трафарет. Пакет вивертають використовують як рукавичку (дозволяється використовувати стерильні рукавички). На ділянці туші, обмеженій трафаретом, марлевим тампоном її протирають по 10 разів у горизонтальному та вертикальному напрямках. Тампон розміщують у поліетиленовому пакеті та додають розчинник до загального об’єму 25 см3.
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Рис. 3. Набір для відбору проб з туші яловичини за застосування методу з використанням губки

До початку проведення досліджень проби повинні зберігатися і транспортуватися за температури, не вище + 6±2 °С. Підмороження проб не допускається.

Заморожені півтуші, блоки, куски розморожують до стану, який дає змогу провести відбір проб, за кімнатної температури 18 − 27 °С упродовж 3 год.; за температури + 2±2 °С − упродовж 24 год. Якщо при відбиранні проб продукт ще не розморозився, то для прискорення процесу розмороження необхідно використовувати розчинник кімнатної температури. Після розморожування проби повинні бути дослідженні упродовж 1 однієї год.  

Відбирання проб із великих заморожених кусків або блоків без попереднього розмороження проводять за допомогою стерильних свердел і стамесок трьома методами: 
1) Одночасно з поверхневих і глибоких шарів туші за допомогою електричної дрилі з свердлом (стерильним) для дерева діаметром 14 або 16 мм, просвердлюючи отвори у товщу туші. Для недопущення перегрівання проби і розкидання утвореної стружки, швидкість дрилі не повинна перевищувати 900 об/хв. Отриману стружку збирають стерильним пінцетом, шпателем в поліетиленовий пакет для гомогенізації. В кількості 50 г перемішуючи до однорідної консистенції.
 2) Відбір з товщі за допомогою стерильної стамески для дерева шириною 20 мм і молотка. Відбирають з поверхні туші шар товщиною близько 3 мм на площі близько 60х60 мм2. За допомогою газового пальника та обпалюють підготовлену поверхню до обвуглення. Обвуглення зачищають, за допомогою стерильної стамески відбирають проби на глибині, як описано в першому випадку.  

3) Відбір з поверхні туші проводять використовуючи дротяну рамку-трафарет і стамеску, які ретельно фламбують. Розкалену рамку-трафарет прикладають до поверхні замороженої туші (блоку). Стерильною стамескою і молотком відбирають верхній шар м’язової тканини в ділянці трафарету, знімаючи її на глибину близькоя 2 мм. Дотримуючись правил асептики, збирають шматки м’язової тканини в колбу або пакет для гомогенізації. До зваженої проби додають дев’ять частин розчинника, відповідно. 
4. Маркування, транспортування та зберігання проб  

Проби, які відправляють на дослідження в лабораторію, повинні мати акт про відбирання проб з наступною інформацією:

- назва проби;

- назва виробника;

- обсяг партії;

- день і година відбору проби;

- місце відбирання проби;

- фактори, які могли вплинути на пробу під час доставляння її в дослідну лабораторію;
- посада і підпис особи, яка відібрала пробу.
5. Підготовка проб до досліджень
Готування вихідного (первинного розведення). У стерильну чашку Петрі або стерильний пластиковий пакет роблять наважку проби 10 г з похибкою ±5 %, або відміряють об’єм проби 10 см3 з похибкою ±5 %. Додають десятикратну кількість (за масою, або об’ємом) розчинника (пептонно-сольового розчину).
Готування десятикратних розведень. Із первинного розведення стерильною піпеткою відбирають 1 см3 і вносять у 9 см3 стерильного розчинника (розчин натрію хлориду). Одержують розведення 1:100 або 10-2. 

З розведення 1:100 (10-2) готують наступні 1:1000 (10-3) і т. д. Для цього переносять 1 см3 розведення 10-2 в наступну пробірку з 9 см3 розчину натрію хлориду, уникаючи контакту між піпеткою і розчином. Суміш перемішують іншою стерильною піпеткою та одержують десятикратне розведення продукту 10-3. 

Аналогічним чином одержують розведення 10-4, 10-5 і наступні, використовуючи для кожного нового розведенням нову стерильну піпетку. 

Для уникнення негативного впливу на фізіологічні процеси мікроорганізмів під час приготування розведень, температура розчинника і проби не повинна відрізнятися.
Інформація про виготовлені розведення продукту перед посівом на поживні середовища заноситься в робочий журнал або протокол. 

6. Вибирання розведень для посівів 

Кількість зразків та їхні розведення, які використовують для посіву, визначають за ступенем найвірогіднішого мікробного забруднення відповідно до чинних нормативних документів. Для того, щоб отримати достовірні результати, розведення має бути таке, щоб забезпечити ріст від 30 до 300 колоній на одній чашці Петрі.
7. Висівання в середовище та вирощування психротрофних мікроорганізмів 

Перед початком мікробіологічного контролювання розтоплюють потрібну кількість МПА й охолоджують його до температури 45±1 °С.

Чашки Петрі перед висіванням маркують, указуючи номер проби та розведення. В одну чашку засівають одне розведення проби. Відповідне розведення в об’ємі 1 см3 вносять в чашку Петрі та заливають по 12−15 см3 розплавленого і охолодженого до температури + 45 ºС МПА. Після затвердіння поживних середовищ із засіяними пробами, чашки Петрі ставлять для інкубації в термостат (накривками донизу) за температури + 19±1 °С на 72 год.
Для контролю стерильності виготовленого МПА чашку Петрі з 12−15 см3 МПА без посівного матеріалу інкубують разом із пробами. 

Для отримання достовірних результатів виготовляють по дві паралельні проби з посівами не менше трьохи послідовних розведень. 

Проміжок часу між виготовленням вихідного (первинного) розведення і засіванням в середовище не повинен перевищувати 45 хв [12, 13, 14].

8. Опрацювання результатів досліджень
Через 72 год інкубації здійснюють облік результатів. Враховують чашки Петрі, на яких виросло від 30 до 300 колоній (колоніє утворюючих одиниць). Злиті колонії розглядають, як одну колонію. Якщо такий характер росту спостерігають менше ніж на одній чверті чашки то підраховують колонії на вільній частині чашки й обчислюють їх відповідну кількість для всієї чашки. Якщо злиті колонії займають більше однієї чверті чашки, то таку чашку бракують. 
Підраховують кількість колоній мікроорганізмів у кожному з паралельних посівів одного розведення. За результатами визначають середньоарифметичне значення кількості колоній у посівах одного розведення або вихідної проби. Під час обліку враховують кратність розведення проб. Результат виражають у колонієутворювальних одиницях (КУО) в 1 г досліджуваної проби або на 1 см2 площі поверхні та заносять до протоколу. 
Остаточним результатом є кількість колоній в одній чашці, якщо по-іншому підрахувати неможливо (у разі повзучого або злитого росту мікрофлори, який покриває всю поверхню чашки). Якщо на всіх чашках наявний ріст розпливчастих колоній, який спостерігають частково на поверхні середовища чи виросло більше 300 колоній і аналіз не можна повторити, підраховують сектор чашки з наступним перерахунком на всю поверхню, у таких випадках у протоколі відмічають «кількість КУО в 1 г чи на 1 см2 площі – орієнтована». Якщо підрахувати колонії на поверхні чашок неможливо, то в протоколі відмічають «суцільний ріст». 

9. Обчислення та вираження результатів досліджень
Кількість КУО в 1 г досліджуваної проби або на 1 см2 площі поверхні Х , вираховують за формулою:


[image: image5.wmf](

)

10

1

,

0

1

0

´

+

=

å

d

n

n

C

Х


де:      
[image: image6.wmf]å

C

− сума колоній;
             n0 – кількість чашок первинного розведення;

             n1 – кількість чашок з розведенням 10-2;
             d – коефіцієнт найменшого розведення.

Приклад:

Підрахунок кількості колоній бактерій на трьох чашках показав такий результат:

– для первинного дослідного матеріалу: 21; 32; 27;

· у розведені 1:10 (10-2):  5; 3 і 7
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Отже, в 1 г дослідної проби або на 1 см2 площі поверхні виявили в середньому 287 колоній мікроорганізмів.
Якщо на чашці підраховано менше, ніж 30 колоній, то остаточну кількість мікроорганізмів у 1 г або на 1 см2 площі поверхні подають як «менше» 30.

За результатами визначають середньоарифметичне значення кількості колоній у посівах одного розведення або вихідної проби, перераховуючи його на 1 г або на 1 см2 площі поверхні та оцінюють безпечність за  критеріями, які наведено в додатку.
– до 103 КУО/см3 змиву психротрофних мікроорганізмів – яловичина задовільної безпечності; 

– від 103 до 104 КУО/см3 змиву – прийнятної безпечності; 

– більше 104 КУО /см3 змиву – сумнівної безпечності.
Отже, запропоновані критерії оцінки яловичини перед постановкою на зберігання та під час зберігання в замороженому стані дозволяють науково обґрунтовано вибрати температуру охолодження, приморожування чи заморожування з метою, щоб за закінчення терміну зберігання отримати м’ясо із задовільними мікробіологічними і органолептичними показниками. 
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Додаток 
Мікробіологічні критерії безпечності яловичини за вмістом психротрофних мікроорганізмів
	Категорія харчових продуктів
	Мікро-організми 
	План відбору зразків
	Допустимі межі
	Стадія, де застосовує-

ться показник
	Дії у випадку незадовільних результатів

	
	
	n1
	c2
	m3
	M4
	
	

	М'ясо яловичини 
	Психротрофні  
	5
	3
	1 000 КУО/г
	10 000 КУО/г
	Перед постановкою на зберігання в охолодженому стані 
	Удосконалення гігієни забою худоби та перегляд заходів з контролю технологічного процесу


1n – кількість проб, що відбирається від однієї туші.

2c – кількість проб, параметричні значення яких знаходяться між m і М.  

3m – нормативне значення вмісту мікроорганізмів в 1 г продукту або на 1 см2 площі поверхні.

4M – максимальне значення вмісту мікроорганізмів в 1 г продукту або на 1 см2 площі поверхні.
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