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1. UVOD

Mlijeko je najkompletnija prirodna tekucina jer sadrzi sve tvari neophodne za ocuvanje
zdravlja i normalnu funkciju ljudskog organizma. Slozenog je i promjenjivog sastava, bijele do
zuckastobijele boje, karakteristicnog okusa i mirisa. Luci se iz mlijecne Zlijezde Zenki sisavaca
odredeno vrijeme nakon poroda, prvenstveno radi prehrane mladunc¢adi. Naziv mlijeka ovisi o
njegovom podrijetlu (mlijeko Zene, kravlje mlijeko, kozje, ov¢je, bivolje, kobilje i dr.), no pod
pojmom ,,mlijeko* podrazumijeva se iskljuc¢ivo kravlje mlijeko, a druge vrste navode se
isticanjem podrijetla. Sve vrste mlijeka sadrze iste sastojke, medutim udjeli i medusobni odnosi

sastojaka, pa i njihova struktura, mogu biti vrlo razli¢iti (Tratnik i Bozani¢, 2012).

U Republici Hrvatskoj kao i u zemljama Europe i svijeta, unazad nekoliko godina povecava
se trend svakodnevne kupovine i konzumacije sirovog mlijeka iz mljekomata. Premda je taj
proces kod nas nesto sporiji jer u cijeloj zemlji imamo tek oko 40 mljekomata. Mlijeko koje se
prodaje na taj nacin je sirovo kravlje mlijeko, dakle mlijeko koje nije podvrgnuto termi¢kom
postupku, tj. nije zagrijavano na temperaturu iznad 40 °C. Medutim, sirovo mlijeko je vrlo
osjetljiva namirnica koja podlijeze brzim promjenama ako se njome ne rukuje na pravilan i
higijenski nacin. Pritom je potrebno osigurati ¢istocu svih uredaja, aparature i opreme s kojima
mlijeko dolazi u doticaj pa tako i mljekomata. Sirovo mlijeko osim mikrobne kontaminacije
moze biti one¢iséeno i mehani¢kim necistocama te patvoreno razvodnjavanjem. 1z tog razloga
je ispitivanje kvalitete i ispravnosti mlijeka vrlo vazno podruc¢je mljekarstva kojim se jamci
njegova sigurnost za konzumaciju (Sabados, 1996). Opcenito, sirovo mlijeko namijenjeno za
konzumaciju ljudi mora udovoljiti zahtjevima navedenim u Zakonu o hrani (NN 81/13) i biti

slobodno od patogena.

Ovo istrazivanje imalo je za cilj utvrditi mikrobiolosku i kemijsku sliku sirovog mlijeka iz
mljekomata na podrucju grada Zagreba i blize okolice, te ukazati na razlike u sastavu mlijeka
tijekom dva godisnja doba. U tu svrhu odrediti ¢e se kemijski parametri mlijeka (mlije¢na mast,
proteini, laktoza, suha tvar, titracijska kiselost) klasi¢nim metodama te primjenom uredaja
MilkoScan™ FT 1. Takoder ispitati ¢e se ukupan broj mikroorganizama u mlijeku, te broj
somatskih stanica (BSS) pomoc¢u Fossomatic™ Minor-a. Ujedno je i cilj rada utvrditi
udovoljava li kemijska i higijenska kvaliteta mlijeka s mljekomata uvjetima propisanim

Pravilnikom o utvrdivanju sastava sirovog mlijeka (NN 27/17).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. VazZnost analize mlijeka

Na koli¢inu i kvalitetu proizvedenoga mlijeka utjecu sljedeci Cimbenici:
e genetski (pasmina, odnosno genotip),
« fizioloski (dob, stadij i redoslijed laktacije, zdravstveno stanje i tjelesna masa krave), te
e okolidni (nacin drzanja, mikroklima, hranidba, muznja, postupak s mlijekom nakon

muznje) (Rajcevic 1 sur., 2003).

Mlijeko, kao vrlo slozena namirnica, bioloska je tekuéina promjenjivog sastava. Odnos
pojedinih sastojaka u mlijeku nije stalan i varira ovisno o spomenutim ¢imbenicima, pri cemu
kemijski sastav mlijeka pojedinih krava znatnije varira nego sastav skupnog mlijeka odredenog
podru¢ja (Tratnik, 1998). Zbog svoje visoke nutritivne vrijednosti, neutralnog pH i visokog
aktiviteta vode, sirovo mlijeko predstavlja dobar medij za rast mikroorganizama (Claeys i sur.,
2013). Uvjeti u kojima se Cuva svjeze sirovo mlijeko a posebice drzanje na visokim
temperaturama, mogu uzrokovati niz promjena na mlijeku. Kada se u obzir uzme i moguénost
patvorenja mlijeka, jasna je vaznost ispitivanja sastava i svojstava mlijeka kako bismo mogli
odrediti njegovu kakvocu. Mlijeko sadrzi niz fizikalno kemijskih sastojaka, te se u praksi
koriste uobicajeni podaci o sadrzaju vode, mlije¢ne masti, proteina, laktoze i sadrzaju pepela te
ukupnoj bezmasnoj suhoj tvari (Bosni¢, 2003). Prosje¢ne grani¢ne vrijednosti kemijskog

sastava mlijeka prikazane su u tablici 1.

Tablica 1. Prosje¢ni sastav svjezeg mlijeka (Tratnik i Bozanic¢, 2012)

Sastojci Udio sastojaka (%)
Voda 86,0 — 89,0
Suha tvar 11,0-14,0
Mast 3,2-55
Proteini 2,6-4.2
Laktoza 46-49
Mineralne tvari (pepeo) 06-08

Razlozi ispitivanja mlijeka su raznovrsni, a mogu biti ekonomski, sanitarni, tehnoloski,

znanstveni, selekcijski i savjetodavni (Sabados, 1996).



Prilikom donosSenja zakljucaka o kvaliteti u trenutku analize, treba racunati s odredenim

zajednickim svojstvima razli¢itih metoda i postupaka ispitivanja mlijeka:

e Svaka pojedina analiza moze dati odgovor na samo jedan, sasvim odredeni dio cijelog
kompleksa svojstava koja ¢ine ukupnu kvalitetu.

e Iz rezultata samo jedne analize moze se samo u izuzetnim sluc¢ajevima zakljuciti o
kvaliteti konacnog proizvoda.

e Rezultat svake pojedine analize bit ¢e tim vrijedniji, $to ga je moguce vise i bolje
usporediti s rezultatima drugih kontrolnih metoda i na temelju toga procijeniti njegovu
vrijednost (Bozani¢ i sur., 2010).

Analize i kontrole mlijeka mogu biti kemijske (udio masti, proteina, laktoze i vode),

bioloske (prisustvo specifiénih enzima), fizikalne (gustoca, lediste), senzorske (okus, miris,

izgled) i mikrobioloske (broj i vrsta mikroorganizma).

2.2. Kontrola kvalitete mlijeka u RH

Kvaliteta mlijeka ovisi o mnogo ¢imbenika koji uvjetuju vece ili manje razlike u sastavu.
Ve¢ pri muznji jedne zivotinje, u istom danu, ne dobiva se mlijeko jednakog sastava a jos je
veca neujednacenost u uzorcima mlijeka tijekom razdoblja laktacija u razli¢itim danima
muznje. Prema tome kontrola kvalitete mlijeka iznimno je bitno podruc¢je mljekarstva. Iako je
to vrlo delikatan 1 tezak zadatak, vrlo je vazan za proizvodace mlijeka, mljekare, prodavace i
kontrolnu sluzbu koji svojim odgovornim radom moraju potrosa¢ima jamciti kvalitetu mlijeka
(Sabados, 1996). Odluka o uklju¢ivanju Hrvatske u medunarodne integracije, posebice u
Europsku uniju, uvjetovala je prilagodavanje i izmjene niza zakonskih odredbi koje su imale
utjecaja i na sektor proizvodnje i prerade mlijeka. Trenutno su vazeci sljedeci Pravilnici vezani
za analizu svjezeg mlijeka i prodaju putem mljekomata:

e Pravilnik o utvrdivanju sastava sirovog mlijeka (Pravilnik, 2017a)
e Pravilnik o mlijeku i mlije¢nim proizvodima (Pravilnik, 2017b)
e Pravilnik o pregledu sirovog mlijeka namijenjenog javnoj potrosnji (Pravilnik, 2016)
e Pravilnik o registraciji subjekata te registraciji i odobravanju objekata u poslovanju s
hranom (Pravilnik, 2015)
Ministarstvo poljoprivrede je 2001. godine donijelo odluku o uspostavi Sredi$njeg
laboratorija za kontrolu kvalitete mlijeka (SLKM) u Krizevcima. Referentni laboratorij je

uspostavljen u okviru Zavoda za mljekarstvo Agronomskog fakulteta u Zagrebu (Struci¢,
2015).



2.2.1. Zahtjevi kojima mora udovoljavati svjeZe sirovo mlijeko pri otkupu

Pravilnikom o kakvoéi svjezeg sirovog mlijeka propisani su zahtjevi kojima mora
udovoljavati svjeze sirovo mlijeko pri otkupu. Kravlje mlijeko mora udovoljavati sljede¢im
zahtjevima kvalitete (Pravilnik, 2017a):

e da sadrzi najmanje 3,2 % mlije¢ne masti

e da sadrzi najmanje 3,0 % proteina

e da sadrzi najmanje 8,5 % suhe tvari bez masti

e damu je gustoéa od 1,028 do 1,034 g/cm? na temperaturi od 20°C

e da mu je kiselinski stupanj od 6,6 do 6,8°SH, a pH vrijednost od 6,5 do 6,7

e da mu tocka ledista nije visa od -0,517°C

e da mu je rezultat alkoholne probe sa 72 % etilnim alkoholom negativan.

Sirovo mlijeko mora potjecati od muznih zivotinja kod kojih je do poroda najmanje 30
dana, ili je od poroda proslo vise od osam dana. Sirovo mlijeko mora imati svojstven izgled,
boju, miris i okus (Pravilnik, 2017a).

Sirovo mlijeko ne smije sadrzavati rezidue iznad dozvoljene koli¢ine koje imaju
farmakolosko ili hormonalno djelovanje te antibiotike, pesticide, deterdzente i druge Stetne tvari
koje mijenjaju organolepticka svojstva mlijeka. Sirovo mlijeko ne smije sadrzavati mehanicke
necistoce i ne smije sadrzavati dodane koli¢ine vode (Pravilnik, 2017a).

Kvaliteta sirovog mlijeka mora odgovarati Zakonu o higijeni hrane i mikrobioloskim
kriterijima za hranu (NN 81/13) i biti uskladena s kriterijima iz Uredbe komisije (EZ) br.
2073/2005 od 15. studenoga 2005. o mikrobioloskim kriterijima za hranu

Sirovo mlijeko moze maksimalno sadrzavati 400.000 somatskih stanica po mL, a prema
nacionalnim propisima i standardima EU-a maksimalno dopusteni broj zivih stanica bakterija
u 1 mL sirovog mlijeka moze biti 100.000 (10° CFU/mL). Prema prosje¢nom broju

mikroorganizama mlijeko se razvrstava u dva razreda kako je prikazano u tablici 2.

Tablica 2. Razvrstavanje sirovog mlijeka u razrede (Pravilnik, 2017a)

Klasa Broj mikroorganizama/mL Broj somatskih stanica
| <100.000 <400.000
1 >100.000 > 400.000




2.3. Sirovo mlijeko namijenjeno prodaji putem mljekomata

Mljekomat je automatizirani sustav za tocenje i prodaju rashladenih prehrambenih
tekuc¢ina. Mljekomat ima vlastito hladenje, mijeSalicu i sustav za ispiranje. U mljekomat se
mogu postaviti hermeticki zatvoreni tankovi od 200, 250 i 300 litara. Naplata se vrsi
kovanicama, uz mogucnost naplate nov€anicama. lako je primarno namijenjen za prodaju
mlijeka, ovaj sustav se moze koristiti 1 za prodaju sokova 1 sliénih prehrambenih tekuc¢ina
(Anonymous 1, 2014). Slika 1. prikazuje dva tipa mljekomata s kojih su uzimani uzorci za
potrebe ovog istrazivanja. Na mljekomatu koji se na slici nalazi lijevo moguca je kupnja samo
svjezeg sirovog mlijeka, dok je na mljekomatu desno, uz mlijeko moguce kupiti 1 druge

mlije¢ne proizvode.

1Z ZELINSKOG

KRAJA

Slika 1. Prikaz dva tipa mljekomata (vlastita fotografija)

Prema Pravilniku o pregledu sirovog mlijeka namijenjenog javnoj potrosnji (NN 84/16)
prodaju sirovog mlijeka na jednom automatu moze obavljati samo jedan proizvodac¢ mlijeka i
to od Zivotinja iz vlastitog uzgoja. Mlijeko koje se prodaje putem mljekomata je sirovo mlijeko,
dakle ono koje nije podvrgnuto termickom postupku, tj. nije zagrijavano na temperaturu visu
od 40 °C. Europska agencija za sigurnost hrane (EFSA) izdala je Znanstveno misljenje o javno
- zdravstvenom riziku vezanom za konzumacijom mlijeka za pic¢e gdje je obavezno upozoriti
potroSace da je preporucena toplinska obrada mlijeka prije konzumacije (EFSA, 2015). Stoga
se unazad dvije godine preporuka nalazi na mljekomatima $to prikazuje slika 2.
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Slika 2. Preporuka prokuhavanja za osobe slabijeg imuniteta (vlastita fotografija)

Ovakav nacin prodaje temelji se na zakonskoj osnovi navedenoj u:
e Pravilniku o pregledu sirovog mlijeka namijenjenog javnoj potrosnji (Pravilnik, 2016),
¢l. 10. Sirovo mlijeko namijenjeno prodaji putem automata (mljekomati), i
e Pravilniku o registraciji subjekata te registraciji i odobravanju objekata u poslovanju s
hranom (Pravilnik, 2015).
Proizvodaci sirovog mlijeka moraju osigurati ispunjavanje sljede¢ih zahtjeva:
Mlijeko namijenjeno za javnu potro$nju mora potjecati od zivotinja (Pravilnik, 2016):
e koje ne pokazuju simptome zaraznih bolesti prenosivih na ljude putem mlijeka koje su
dobrog opceg zdravstvenog stanja i ne pokazuju znakove bolesti
e koje bi mogle dovesti do kontaminacije mlijeka; nemaju vidljive upale vimena koje
nemaju nikakve ozljede vimena
¢ kojima nisu davane nedopustene tvari ili proizvodi
¢ kod kojih su se postivale propisane karence ako su im davani odobreni veterinarsko-
medicinski proizvodi.
Proizvoda¢ mlijeka u skladu s posebnim propisima treba ispunjavati zahtjeve za brucelozu
i tuberkulozu. Opremu za muznju i prostor za skladiStenje mlijeka mora se zastititi od $teto¢ina,
odvojiti od prostora u kojem se drze krave te ih redovito odrzavati u ¢istom i ispravnom stanju
na nacin da odrzavanje higijene olaksa koristenjem glatkih, lako perivih povrsina koje se mogu
Cistiti i po potrebi dezinficirati. Kod same muznje moraju se osigurati higijenski uvjeti kako bi
se mlijeko zastitilo od kontaminacije. Osoba koja obavlja muznju nosi odgovarajucu €istu radnu
odjecu, odrzava osobnu higijenu i ne smije bolovati od bolesti koja se moze prenijeti hranom
(niti je kliconosa) te ne posjeduje kozne infekcije, rane ili inficirane ozljede kao ni dijareju

(Pravilnik, 2016).



Mlijeko se odmah nakon muznje obavljene u higijenskim uvjetima hladi na odgovarajucu
propisanu temperaturu (<8°C kod svakodnevne otpreme mlijeka ili <6°C ako nije svakodnevna
otprema). U tu svrhu proizvoda¢ mlijeka treba imati instaliranu odgovaraju¢u opremu za

hladenje (Pravilnik, 2016).

2.4. Ispitivanje kvalitete mlijeka

Svrha ispitivanja mlijeka je dokazivanje njegove ispravnosti odnosno kvalitete. Ono ne smije
promijeniti svoja osnovna svojstva, odnosno ne smije biti pokvareno niti patvoreno ve¢ mora
odgovarati smislu definicije mlijeka, neovisno koristi li se za izravnu potroSnju ili kao sirovina
za daljnju preradu (Sabados, 1996).

SrediSnji laboratorij za kontrolu kvalitete mlijeka (SLKM) zapoceo je s radom 2002.
godine s ciljem osiguranja jedinstvenog, neovisnog utvrdivanja kvalitete mlijeka za sve
isporucitelje i mljekare u RH kao i radi prilagodbe zahtjevima EU-a i postizanja visoke kvalitete
mlijeka. Osim uzoraka mlijeka koji se analiziraju radi pune provedbe Pravilnika o utvrdivanju
sastava sirovog mlijeka, u Laboratoriju se ispituju i uzorci mlijeka uzeti u sklopu kontrole
mlije¢nosti pojedinih grla, koja se obavlja kao sastavni dio provedbe uzgojnih programa.
Temeljem rezultata laboratorijskih ispitivanja, proizvodacima mlijeka definira se cijena
isporucenog mlijeka (HPA, 2012).

Ispitivanje kvalitete mlijeka provodi se raznim metodama. Razvojem tehnologije u
podrucju laboratorijske analize mlijeka pojavili su se brojni uredaji poput MilkoScan-a i
Fossomatic-a koji su znacajno olaksali i skratili vrijeme provedbe analiza. Medutim, u Sirokom
opsegu tih uredaja potrebno je uzeti u obzir njihovu ispravnost, to¢nost i preciznost. U SLKM-
u utvrdivanje kemijskog sastava mlijeka provodi se infracrvenom spektrofotometrijom.
Ispitivanje se provodi na MilkoScan analizatorima u sklopu Comby sustava zajedno s
analizatorima Fossomatic za utvrdivanje broja somatskih stanica.

Broj somatskih stanica u mlijeku utvrduje se fluoro-opto-elektronskom metodom te je
jedan od parametara za ocjenu higijenske ispravnosti mlijeka. Mlijeko koje ima prosje¢an broj
somatskih stanica manje od 400 000 BSS/mL razvrstava se u |. razred mlijeka, dok mlijeko
koje ima vise od 400 000 somatskih stanica po mililitru razvrstava se mlijeko Il. razreda (HPA,
2012).



Slika 3 prikazuje prosjecne vrijednosti broja somatskih stanica isporu¢enog kravljeg
mlijeka u SLKM. Vidljivo je smanjenje koli¢ine mlijeka koje sadrzi broj somatskih stanica vise
0d 400 000 BSS/mL, sto govori o poveéanju kvalitete mlijeka u periodu od 2003.-2015. godine,

premda je unazad 3 godine broj somatskih stanica u mlijeku porastao.

250000
=
= 200000
E
£ 150000
& § 100000
= w
«
2 50000
g
[-» 0

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
Godina

Slika 3. Prosjecne vrijednosti broja somatskih stanica isporucenog kravljeg mlijeka (HPA,
2015)

Od ulaska Hrvatske u EU broj proizvodaca mlijeka se nazalost smanjuje §to prikazuje slika
4. 2015. godinu obiljezilo je ukidanje mlije¢nih kvota u EU, ¢ime je povecana proizvodnja
mlijeka u zemljama Unije te je stvoren dodatni pritisak na smanjivanje cijena sirovog mlijeka i
gotovih mlije¢nih proizvoda u RH. Osim toga deflacija cijena, generirana lokalnim i globalnim
makroekonomskim promjenama, velika je opasnost s kojom se suo¢ava mljekarska industrija

zadnjih godina. Unatoc¢ tome raste kvaliteta mlijeka I. kategorije $§to mozemo vidjeti na slici 5.
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Slika 4. Broj isporucitelja i isporucenih koli¢ina kravljeg mlijeka u razdoblju od 2002. do
2016. (HPA, 2016)
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Slika 5. Omjer mlijeka I razreda (mlijeko EU kvalitete) i ostalog mlijeka po godinama (HPA,
2016)

2.4.1. Mastitis

Upale mlijecne Zlijezde muznih krava na samom su vrhu medu uzrocima $teta u mlijecnom
govedarstvu (Beni¢, 2011). Broj somatskih stanica u mlijeku predstavlja danas medunarodno
priznati pokazatelj zdravstvenog stanja vimena pa ih u mlijeku odredujemo radi kontrole
zdravstvenog stanja mlijeCne Zzlijezde, spreCavanja pojave mastitisa 1 poboljSanja kvalitete
mlijeka. Njihov se broj u mlijeku zdravih krava krec¢e od 50.000 stanica/mL do 200.000
stanica/mL (Kalit i sur., 2000).

Mlijjecna Zlijezda moZe se inficirati ulaskom mikroorganizama kroz sisni kanal
upale su: Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus spp. i koliformni
mikroorganizmi. Upalu mogu uzrokovati i mikoplazme, kvasci, plijesni, ¢ak i alge (Prototheca)
(Naglic¢ i sur., 2005).

Povecan broj somatskih stanica posljedica je upale vimena, a odrazava se promjenama u
sekreciji i kemijskom sastavu mlijeka, fizikalnim, bakterioloskim i tehnoloskim osobinama
mlijeka (Antunac i sur., 1997). Promjene u kemijskom sastavu mlijeka mogu biti mnogostruke.
Cesto veéi broj somatskih stanica uvjetuje smanjenje koli¢ine laktoze za 10-20% ¢ija je
prosjecna koli¢ina u mlijeku zdravog vimena oko 4,8%. Ukupan sadrzaj proteina mlijeka ne
mijenja se znatno, osim u medusobnom odnosu nekih frakcija. Enzimi iz somatskih stanica
razgraduju proteine pa se iz tog razloga javlja gorak okus mlijeka, greske u kiseljenju i

smanjenje prinosa sira zbog otezanog zgrusavanja.
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Jedan od uzroka slabe fermentacijske sposobnosti mlijeka u proizvodnji sira je povecanje
pH vrijednosti i smanjenje titracijske kiselosti mlijeka krava s upalom vimena. Mlijeko
mastiticnih krava pokazuje promjene i u sadrzaju minerala. Koli¢ina natrija i klora raste s
porastom BSS, a kolicina kalija se smanjuje. Smanjuje se ukupna koli¢ina kalcija i magnezija,
Sto uzrokuje poteSkoce u koagulaciji pri proizvodnji sira. Smanjenje koli¢ine masti u mlijeku
poveéanjem broja somatskih stanica iznosi od 5-12% ili od 2-5g masti/kg mlijeka. Promjene
sadrzaja i sastava mlije¢ne masti u mastiticnom mlijeku u pocetku su relativno male, ali u
sluéaju duzeg trajanja infekcije vimena su znatne (Zdolec, 2011, Antunac i sur., 1997).

Promjene fizikalnih osobina mlijeka odnosne se na promjene pH vrijednosti i titracijske
kiselosti. Kiselost mastiticnog mlijeka krece se u rasponu od 4,8 do 5,6°SH (laksi oblik upale)
odnosno 3,2 do 4,0°SH (tezi oblik upale). Odredivanje pH vrijednosti mlijeka pomaze u
dijagnosticiranju mastitisa. U mastiticnom mlijeku pH vrijednost je povecéana i iznosi od 6,8 do
6,9, a kod tezih oboljenja i iznad 7,0 (Bor¢i¢, 2016, Harmon, 1994). U tablici 3 prikaz je
promjene udjela sastojaka u mlijeku mastiti¢nih krava.

Istrazivanja su pokazala da je nepravilna upotreba lijekova u kontroli mastitisa glavni izvor
pojave rezidua u mlijeku (Pinti¢ i sur., 2006). Ukoliko se proizvodaci ne pridrzavaju vremena
karence, rezidue antimikrobnih lijekova mogu dospjeti do potrosaca. Manji broj somatskih
stanica znaci bolju kvalitetu mlijeka za preradu i vecu proizvodnju, §to predstavlja korist za

proizvodace, preradivace i potrosace mlijeka (Hadziosmanovié, 2001., Basi¢ i sur., 2012).

Tablica 3. Promjene udjela sastojaka mlijeka povezane s povecanim BSS (Harmon, 1994)

Sastojak Normalno mlijeko (%) | Mlijeko s visokim BSS (%)

Suha tvar bez masti 8,9 8,8
Milijec¢na mast 3,5 3,2
Laktoza 4,9 4,4
Ukupni proteini 3,61 3,56

Natrij 0,057 0,105

Kloridi 0,091 0,147

Kalij 0,173 0,157

Kalcij 0,12 0,04
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL

3.1.1. Uzorci mlijeka

Za istrazivanje je koriSteno 11 uzoraka svjezeg sirovog mlijeka sakupljenih iz 11 razli¢itih
mljekomata pozicioniranih u Zagrebu i njegovoj okolici. Sirovo mlijeko uzorkovano je tijekom
zime/proljeca 2017. (od 14.2. do 7.3.) i u proljece/ljeto 2017. (od 23.5. do 31.5.). Ukupno je
prikupljeno 53 uzoraka mlijeka, 33 u prvom uzorkovanju te 20 uzoraka u drugom. Tijekom
drugog obilaska, uzorak 6 nije prikupljen jer mljekomat vise nije bio postavljen na toj lokaciji.
Prilikom analize sirovo mlijeko je uzorkovano iz svakog pojedinog mljekomata u razli¢itim
vremenskim razmacima. Mlijeko je skladisteno u sterilne staklene boce s poklopcem od 1 L i
dostavljeno na analizu najkasnije 1h od uzorkovanja. Tablica 4 prikazuje uzorke sirovog

mlijeka te lokacije mljekomata i datum uzorkovanja.

Tablica 4. Uzorci svjezeg mlijeka s mljekomata

Razdoblje uzorkovanja

Uzorak Lokacija mljekomata Zima/proljece Proljece/ljeto
1 Dubrava - Ulica Vile Velebita, Zagreb | 14.2.17. | 21.2.17. | 1.3.17. | 23.5.17. | 29.5.17.
2 Dubrava - Mrzlopoljska ulica, Zagreb | 14.2.17. | 21.2.17. | 1.3.17. | 23.5.17. | 29.5.17.
3 Srednjaci, Zagreb 15.2.17. | 22.2.17. | 2.3.17. | 24.5.17. | 30.5.17.
4 Savica, Zagreb 14.2.17. | 21.2.17. | 1.3.17. | 23.5.17. | 29.5.17.
5 Nehajska ulica, Zagreb 15.2.17. | 22.2.17. | 2.3.17. | 24.5.17. | 29.5.17.
6 Vlaska ulica, Zagreb 15.2.17. | 22.2.17. | 2.3.17. -* -*
7 Trznica Vrapce, Zagreb 16.2.17. | 23.2.17. | 3.3.17. | 25.5.17. | 30.5.17.
8 Trznica Spansko, Zagreb 16.2.17. | 23.2.17. | 3.3.17. | 25.5.17. | 30.5.17.
9 Trznica Gajnice, Zagreb 16.2.17. | 23.2.17. | 7.3.17. | 25.5.17. | 31.5.17.
10 Trznica Samobor 16.2.17. | 23.2.17. | 7.3.17. | 25.5.17. | 31.5.17.
11 Zapresic¢ 16.2.17. | 23.2.17. | 7.3.17. | 25.5.17. | 31.5.17.

*mljekomat se vise ne nalazi na toj lokaciji
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3.2. METODE RADA

3.2.1. Priprema uzoraka mlijeka za analizu

Bez obzira na analize koje se provode, mlijeko treba potpuno promijesati odnosno
homogenizirati kako ne bi doslo do izdvajanja mlije¢ne masti na povrSinu. U suprotnom
rezultati mogu biti pogreSni. Uzorak treba uzeti odmah nakon mijesanja, dok se mlijeko jos
giba. Uz mijesanje mlijeko se zagrijava na 38-40°C te potom hladi do 20°C. Za potrebe
odredivanja udjela suhe tvari i mineralnih tvari, uzorci mlijeka mogu se zamrznuti. Postupak
odmrzavanja provodi se u toploj vodi (40-50°C) uz mijesanje. Uzorci svjezeg sirovog mlijeka
namijenjeni za mikrobiolosku analizu konzerviraju se na niskim temperaturama (1-4°C) ako se
analizi ne pristupa odmah. Obavezno je koristiti sterilno posude i pribor a postupak provoditi u

asepti¢nim uvjetima (Bozani¢ i sur., 2010).

3.2.2. Odredivanje kiselosti

Kiselost mlijeka i mlije¢nih preradevina najcesée se odreduje pH-metrom te titracijskim
metodama (Sabados, 1998).

3.2.2.1. Odredivanje Kiselosti mlijeka pH-metrom

Potreban pribor:
e pH-metar
e destilirana voda
e staklena ¢asa od 100 mL

e stanievina

Potrebni reagensi:
- otopina KClI

- puferi za kalibraciju elektrode pH-metra
Postupak rada:

Elektrodu pH-metra potrebno je isprati destiliranom vodom i posusiti stani¢evinom. Prije

pocetka provodenja analize potrebno je provesti kalibraciju elektrode pH-metra prema uputama
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proizvodaca. Kada je kalibracija provedena, pristupa se daljnjem provodenju analize. Elektroda
se lagano uroni u ¢aSu s mlijekom.

Ocitanje se vrsi u trenutku ustaljenja pH vrijednosti na zaslonu. Izmedu dva mjerenja
elektrodu je potrebno isprati destiliranom vodom 1 posusiti stanicevinom. Nakon obavljenih
ocitanja, elektroda pH-metra se ispire destiliranom vodom, pobriSe stanicevinom, uroni u

otopinu KCl-a te tako ¢uva do iduée uporabe (Bozani¢ i sur., 2010).

3.2.2.2. Titracijska metoda po Soxhlet-Henkelu

Princip:

Metoda po Soxhlet-Henkelu je sluzbena titracijska metoda za odredivanje stupnja kiselosti
mlijeka i mlijenih proizvoda. Princip metode bazira se na titraciji mlijeka 0,25 M natrijevom
luZinom, a rezultati se izraZzavaju u stupnjevima po Soxhlet-Henkelu ("SH) koji odgovaraju
broju mililitara NaOH utro$enih za neutralizaciju 100 mL mlijeka uz indikator fenolftalein.
Medutim, prema nasem Pravilniku postoji modifikacija te metode i to: smjesa 20 mL mlijeka +
1 mL fenolftaleina se titrira s 0,1 mL NaOH do crvenkaste boje koja je stabilna 1 minutu.

Kiselost se izracuna prema formuli:

[1] mL NaOH x 2 x f="SH

gdje je a = mL 0,1 M NaOH utroSenih za neutralizaciju 20 mL mlijeka, a f = faktor otopine
natrijeve luzine (NaOH) = 0,1 mol/L = 1.
Potrebni pribor:

e Bireta za luzinu od 50 ml (s podjelom na 0,1 ili na 0,05 mL)

e 2 Erlenmeyerove tikvice od 100 mL

e 2 pipete od 20 mL

e 2pipeteod 1 mL

e Termometar

e Plamenik

Potrebni reagensi:
e 0,1 M otopina NaOH
e 2%-tna alkoholna otopina fenolftaleina

e 5%-tna otopina kobaltovog sulfata (CoSO4 x 7H20)
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Priprema otopine kobaltovog sulfata:
U odmjernoj tikvici od 100 mL se otopi 5 g CoSO4x7H20 u destiliranoj vodi i nadopuni

do oznake.

Postupak rada:

U jednu Erlenmeyerovu tikvicu otpipetira se 20 mL analiziranog mlijeka i doda 0,4 mL
5%-tne otopine kobaltovog sulfata. Time se dobiva standardna boja koja predstavlja nijansu do
koje je mlijeko potrebno titrirati natrijevom luzinom. U drugu Erlenmeyerovu tikvicu otpipetira
se 20 mL mlijeka prethodno temperiranog na 20°C i 1 mL 2%-tne otopine fenolftaleina. Smjesa
se promijesa 1 titrira 0,1 M natrijevom luzinom do postizanja blijedo ruZicaste boje koja se

usporeduje sa standardnom bojom i mora trajati 1 minutu (Bozanic i sur., 2010).

3.2.3. Odredivanje udjela mlije¢ne masti u mlijeku butirometrijskom metodom prema
Gerberu

Princip:

Metoda se zasniva na kemijskom otapanju proteina mlijeka (kazeina) i zaStitne opne
globula mlije¢ne masti sumpornom kiselinom. Radi lak$eg izdvajanja masti dodaje se izoamilni
alkohol koji snizuje povrSinsku napetost mlijeka. Mast se odvoji centrifugiranjem i koli¢ina se

ocita pri to¢no odredenoj temperaturi (65°C).

Potreban pribor:
e umjereni butirometar za mlijeko
e Cep za butirometar
e nastavak za umetanje ¢epa u butirometar
e stalak za butirometre
e centrifuga po Gerberu, Nova Safety, proizvoda¢ Funke-Gerber (Slika 6)
e vodena kupelj podesena na 65°C (ukoliko centrifuga nije temperirana)
e pipetaod 11 mL za mlijeko
e pipeta od 10 mL za sumpornu kiselinu

e pipeta od 1 mL za izoamilni alkohol
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Potrebni reagensi:
- koncentrirana sumporna kiselina (Gerberova; ¢ = 1,815-1,820)

- izoamilni alkohol (za analize mlijeka i mlije¢nih proizvoda)

Postupak rada:

U butirometar se prvo otpipetira sumporna kiselina, zatim mlijeko i na kraju izoamilni
alkohol. Mlijeko se u butirometar pusta tako da mlaz mlijeka ne udara izravno u sumpornu
kiselinu, nego u stjenku butirometra iznad sloja sumporne kiseline jer bi u protivnom doslo do
karbonizacije mlijeCnog Secera i proteina te stvaranja tamnog prstena koji bi oteZavao ocitanje
butirometra i mogao dati netocan rezultat. Mlijeko se u dodiru sa sumpornom kiselinom grusa
i tako nacini ¢vrs¢i sloj na koji se zatim moze brze pustiti ostala koli¢ina mlijeka. Nakon vadenja
pipete u njezinom vrhu ostaje neznatna koli¢ina mlijeka koja se ne smije ispuhivati u
butirometar jer je uzeta u obzir prilikom njegovog bazdarenja. U pravilno napunjenom
butirometru raspoznaju se tri ostro odijeljena sloja reagensa i mlijeka koji su ocuvali svoju
izvornu boju. Butirometar se zatvori ¢epom i promucka. Tijekom muckanja svijetlosmeda boja
sadrzaja butirometra postupno prelazi u tamnosmedu, $to je znak zavrSetka reakcije i muckanja.
Zatim slijedi postupak centrifugiranja 5-10 minuta pri brzini od 1100-1200 o/min. Udio
mlije¢ne masti u mlijeku ocitava se nakon sigurnog zagrijavanja sadrzaja butirometra na
65+2°C. U tu svrhu, ukoliko centrifuga nije temperirana na 65°C, butirometri se nakon
centrifugiranja uranjaju u vodenu kupelj te se rezultati analiza oc¢itavaju nakon 5-10 minuta.
DuZina stupca masti u kapilari odgovara udjelu masti u mlijeku izraZenom u masenim
postocima. Tijekom ocitavanja butirometar se okrene prema svjetlu, strogo okomito, tako da

prvo donji, pa zatim gornji menisk stupca masti bude to¢no u visini oka (Sabados, 1996).

Slika 6. Centrifuga po Gerberu, Nova Safety, proizvoda¢ Funke-Gerber (Anonymous 2, 2017)
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3.2.4. Odredivanje udjela suhe tvari u mlijeku

Ukupna suha tvar mlijeka je definirana kao masa koja ostane po zavrSetku odredenog
postupka susenja na konstantnoj temperaturi do konstantne mase, a izrazava se kao maseni udio.
Suhu tvar Cine svi sastojci mlijeka osim vode i plinova. Suha tvar varira kod raznih vrsta 1
pasmina, ali i kod iste Zivotinje te za kravlje mlijeko iznosi od 11 do 14%. Mlijeko mora

sadrzavati minimalno 8,5% suhe tvari bez masti (Bozani¢ i sur., 2010).

3.2.4.1. Direktna metoda za odredivanje ukupne suhe tvari

Potreban pribor:

> Analiti¢ka vaga Tehtnica, Zelezniki tip 2615

» Eksikator s u¢inkovitim sredstvom za izvlacenje vlage

» Posudice s ravnim dnom, visine 20 do 25 mm, promjera 50 do 75 mm, od
odgovaraju¢eg materijala, s poklopcima koji dobro prianjaju i lako se uklanjaju
(obi¢no Al-posudice)

» Kvarcni pijesak, Grammol, Zagreb

A\

Hvataljka za posudice
» Susionik s temperaturom odrzavanom na 102 =+ 2°C na cijelom radnom prostoru,

Instrumentaria Zagreb, ST-01/02

Postupak rada:
U aluminijsku posudicu stavi se kvarcnog pijeska (tako da prekriva dno) i zajedno s

poklopcem stavi se u suSionik jedno pokraj drugog na suSenje barem 30 min. Staviti poklopac
na posudicu i odmah je premjestiti u eksikator te pustiti da se ohladi do sobne temperature
(odnosno oko 30 min) i odvagati s to¢nosc¢u od 0,1 mg. Odmah otpipetirati 10 mL uzorka, koji
je prethodno temperiran na temperaturu 20-25°C te homogeniziran mijeSanjem, u pripremljenu
posudicu. Zagrijavati posudicu, s poklopcem pored nje, u suSioniku 2 sata na konstantnoj
temperaturi od 10242 °C. Staviti poklopac na posudu, izvaditi je iz suSionika i ostaviti u
eksikatoru da se ohladi do sobne temperature te ju izvagati s tocnos¢u od 0,1 mg. Ponoviti
postupak suSenja dok razlika u masi izmedu dva uzastopna mjerenja ne prelazi 0,5 mg.
Zabiljeziti najnizu masu (Bozanic¢ i sur., 2010). Potom se vr$i izraun udjela suhe tvari prema

formuli:

x100 = % suhe tvari

[2] zadnja odvaga—prazna posudica
odvaga uzorka
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Slika 7. Odredivanje udjela suhe tvari u suSioniku, Instrumentaria Zagreb, ST-01/02 (vlastita
fotografija)

3.2.5. Odredivanje pepela (udjela mineralnih tvari)

Princip metode je uparivanje mlijeka i mineralizacija na 550°C. Dodatkom octene kiseline

olakSava se mineralizacija i vezivanje hlapivih sastojaka poput klora, fosfora i sumpora.

Potreban pribor:

» Pec za zarenje (Mufolna pe¢), Iskraterm, tip IP-08
Susionik (105°C)

Porculanski lonci¢i za zarenje

Eksikator

Plamenik

Hvataljka

Termometar

Pipeta od 10 mL

YV V.V V V V V

Postupak rada:
IZareni porculanski lon¢i¢i u Mufovoj peéi (Slika 8) pri temperaturi 650°C, ohlade se u

eksikatoru, i u ohladene lon¢ice vaze se 10 mL mlijeka. Zatim se lon¢iéi stave na Zarenje u
Mufolnoj pe¢ na temperaturu 550°C dok sadrzaj ne pobijeli. Potom se lonc¢i¢i hlade u
eksikatoru, vazu i ponovo Zare do konstantne mase te se izracuna postotak pepela u uzorku
(Bozani¢ i sur., 2010).

Racun:

zadnja odvaga—prazan long¢i¢
[3] ] il x100 = % pepela

odvaga uzorka
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Slika 8. Mufolna pe¢ za zarenje, Iskraterm, tip IP-08 (vlastita fotografija)

3.2.6. MikrobioloSke analize mlijeka

S obzirom na to da mlijeko i mlije¢ni proizvodi pripadaju grupi lako kvarljivih namirnica
potrebno je provoditi mikrobioloske kontrole. Prvenstveno je potrebno osigurati kvalitetu i
zdravstvenu ispravnost mlijecnih proizvoda, a to je zakonski regulirano mikrobioloskim
standardima za pojedinu grupu mlije¢nih proizvoda. Mikrobioloski standardi izrazavaju broj
mikroorganizama u 1 g ili 1 mL proizvoda. Pod brojem mikroorganizama podrazumijeva se

broj kolonija na krutoj podlozi ili broj dobiven postupkom najvjerojatnijih brojeva.

Mikrobioloska analiza provodila se standardnom metodom, neizravno, odredivanjem broja
zivih bakterija. Ovom metodom odreduje se broj zivih bakterija u mlije¢nim proizvodima, uz
pretpostavku da se iz pojedine stanice na (ili u) ¢vrstom hranjivom supstratu u Petrijevim
zdjelicama razvila po jedna odvojena kolonija. Ona se sastoji od mnostva potomaka i ishodis$ne

stanice ili skupine stanica.
U ovom istrazivanju provodile su se mikrobioloske analize za sirovo mlijeko uzorkovano

iz mljekomata kod kojeg se odredivala prisutnost enterobakterija, kvasaca i plijesni te ukupnog

broja bakterija.
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3.2.6.1. Priprema hranjivih podloga

U danasnje vrijeme najce$ce se za mikrobioloske analize koriste dehidrirane podloge u
prahu uz koje su prilozene upute vezane uz pripremu i sterilizaciju istih.
Potrebni pribor:

e Laboratorijska vaga Techtnica, Zelezniki, Slovenija EB-1200C

e Erlenmeyerova tikvica za pripremu podloge (2000 mL)

e Elektri¢ni grija¢ sa magnetskom mijesalicom (Rotamix SHP-10, Mehtnica, Zelezniki,

Slovenija)

e Magnet

e Boce (500 mL)

e Autoklav, Inako 1935 Zagreb, AV 300 ART

Priprema hranjive podloge za odredivanje ukupnod broja mikroorganizama u mlijeku

Potrebni materijali:
e Dehidrirana hranjiva podloga za odredivanje ukupnog broja mikroorganizama Trypetic
glucose yeast agar, Biolife, Italija

e Destilirana voda, PBF, Zagreb

Postupak:

Hranjiva podloga za odredivanje ukupnog broja mikroorganizama pripremi se prema
uputama proizvodaca i to tako da se 23,5 g dehidrirane podloge u prahu otopi u 1000 mL hladne
destilirane vode. Dehidrirana podloga se prvo pomijesa s otprilike polovicom volumena vode
i snazno mijesa kako bi se dobila homogena suspenzija, a potom se dodaje ostatak vode ispiruéi
pritom ostatke podloge na stjenkama posude. Otopina se potom zagrijava na magnetskoj
mijesalici uz mijeSanje dok u potpunosti nestane sitnih Cestica podloge. Prije sterilizacije
pripremljena podloga se prelije u manje boce koje ¢e se kasnije koristiti u analizama.
Sterilizacija se odvija u autoklavu pri temperaturi od 121°C u trajanju 15-20 minuta, §to ne

ukljucuje vrijeme potrebno za zagrijavanje na radnu temperaturu.

Priprema hranjive podloge za odredivanje prisutnosti kvasaca i plijesni

Potrebni materijali:

e Dehidrirana hranjiva podloga za odredivanje kvasaca i plijesni Sabouraud dextrose agar
CAF 50, Biolife, Italija
e Destilirana voda, PBF, Zagreb
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Postupak:

Izvaze se 65 g dehidrirane hranjive podloge te se otopi u 1000 mL hladne destilirane vode.
Daljnji postupak isti je kao i kod pripreme podloge za odredivanje ukupnog broja
mikroorganizama.

Priprema hranjive podloge za odredivanje prisutnosti enterobakterija

Potrebni materijali:
e Dehidrirana hranjiva podloga za odredivanje prisutnosti enterobakterija Violet red bile
agar, Biolife, Italija

e Destilirana voda, PBF, Zagreb

Postupak:

41,5 g dehidrirane hranjive podloge otopi se u 1000 mL hladne destilirane vode.
Pripremljena podloga zagrijava se na magnetskoj mijesalici dok se u potpunosti ne suspendiraju
sitne Cestice podloge. Tako pripremljena podloga se ne autoklavira ve¢ se ohladi na 45-50°C

nakon ¢ega se u sterilnim uvjetima razlijeva u sterilne Petrijeve posudice (Bozani¢ i sur., 2010).

3.2.6.2. Priprema fizioloske otopine za decimalna razrjedenja

Potrebni pribor:
e Laboratorijska vaga Techtnica, Zelezniki, Slovenija EB-1200C
e Erlenmeyerova tikvica (1000 mL ili 2000 ml) za pripremu fizioloSke otopine
e Epruvete
o Cepovi za epruvete
e Akupenser
e Autoklav Inako 1935 Zagreb, AV 300 ART

Potrebni reagensi:
e NaCl
e Destilirana voda, PBF Zagreb

Pripremi se 0,9 %-tna otopina NaCl tako da se 9 g natrijevog klorida otopi u 1000 mL
destilirane vode. Pripremljena fizioloSka otopina pomoc¢u akupensera se raspodijeli u epruvete
tako da se u svaku epruvetu stavi 9 mL otopine. Epruvete se zacepi 1 stavi u koSaru za
sterilizaciju te se sterilizira u autoklavu (Inako 1935 Zagreb, AV 300 ART) pri 121°C, 20

minuta (Bozani¢ i sur., 2010).
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3.2.6.3. Sterilizacija posuda

Posude koje se koristi (pipete, Petrijeve ploce, Erlenmeyerove tikvice i sl.) sterilizira se
postupkom suhe sterilizacije u suSioniku (Uniblok 3Ul, Inko, Zagreb). Posude i1 pribor
prethodno se zamota u papir kako bi se sprijecila rekontaminacija nakon zavrSetka sterilizacije.
Za kontrolu uspjesnosti sterilizacije koriste se indikatorske trake koje promijene boju tijekom

sterilizacije 1 na taj naCin ukazuju na zavrSetak sterilizacije.

3.2.6.4. Priprema decimalnih razrjedenja

Potrebni pribor:
e Mikropipeta (10-1000 pL)
e Sterilni nastavci za mikropipetu

e Vorteks mjesac

Iz homogeniziranog uzorka mlijeka sterilnom mikropipetom 1 mL uzorka prenese se u
epruvetu s 9 mL sterilne fizioloske otopine. Nastalo razrjedenje dobro se homogenizira na
vorteks mjeSaCu te se iz te epruvete, Cistim sterilnim nastavkom za mikropipetu 1 mL
homogeniziranog razrjedenja prenese u epruvetu s 9 mL sterilne fizioloSke otopine. Postupak

se ponavlja dok se ne dobije Zeljeni broj decimalnih razrjedenja (Slika 9).

Slika 9. Priprema decimalnih razrjedenja (vlastita fotografija)
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3.2.6.5. Nacjepljivanje i inkubacija zdjelica

Potrebni pribor:
e Mikropipteta (10-1000 uL)
e Sterilni nastavci za mikropipetu
e Plamenik
e Petrijeve ploce
e Stapié po Drygalskom
e Vorteks mjesac

e Vodena kupelj
Potrebni reagensi:

1. Alkohol (96-98%)

Mikropipetom se uzme 1 mL decimalnog razrjedenja uzorka i otpusti u prethodno
oznacenu, sterilnu Petrijevu plocu. Od svakog razrjedenja pripremaju se dvije paralele. Nakon
pipetiranja razrjedenja na Petrijeve plo¢e, u svaku ploc¢u dolijeva se 10-12 mL hranjivog
supstrata (agara), prethodno rastopljenog u vodenoj kupelji zagrijanoj na 100°C te zatim
ohladenog i1 drzanog u vodenoj kupelji na 43-45°C. Odmah nakon nalijevanja agara on se
jednoli¢no promijesa blagim, kruznim kretanjem i slabim nagibanjem zatvorene ploce. Sve se
radi u sterilnim uvjetima uz dva plamenika kako ne bi doslo do kontaminacija zdjelica.

Za odredivanje enterobakterija u mlijeku, nacjepljuje se 100 uL uzorka na Petrijevu plocu te se
Stapi¢em po Drygalskom kruznim pokretima razmaze po povriini podloge. Stapi¢ po
Drygalskom prethodno se sterilizira u alkoholu i na plameniku.

Petrijeve ploce poloZe se na vodoravnu podlogu i puste da stoje otprilike 15 minuta dok se
podloga potpuno ne skrutne. Zatim se plo¢e okrenu dnom prema gore, a poklopcem prema dolje
kako bi se sprijecila kondenzacija isparene vode na agaru. Ploce se stavljaju u termostat,
pojedinacno ili jednu na drugu. Uobicajeno, inkubacija pri stalnoj temperaturi od 30°C traje 72
sata dok je za razmnoZzavanje kvasaca i plijesni optimalna niza temperatura pa se inkubacija

nacjepljenih podloga provodi na sobnoj temperaturi u trajanju od 3 do 5 dana.
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3.2.6.6. Ocitavanje rezultata

Potrebni pribor:

1. Brojac kolonija s povecalom

Nakon inkubacije u termostatu, treba izbrojati narasle kolonije. Tijekom brojanja ploce se
drZe na tamnoj podlozi ili na brojacu kolonija (Slika 10). Za brojanje se odabiru plo¢e na kojima
je naraslo izmedu 30 i 300 kolonija pri ¢emu se broj kolonija na paralelnim zdjelicama (isti
uzorak, isto razrjedenje) ne smije razlikovati za viSe od £10%. Na kraju se izracuna aritmeticka
sredina broja naraslih kolonija i pomnozi s faktorom razrjedenja te se na taj nacin dobije broj

mikroorganizama u 1 mL mlijeka.

broj poraslih kolonija

[4] CFU=

- X recipro¢na vrijednost decimalnog razrjedenja
volumen upotrebljenog uzorka

Slika 10. Brojac kolonija, Funke Gerber — Colonystar bacteria counter (Anonymus 3, 2016)

3.2.7. Instrumentalna metoda analize — MilkoScan FT1

Ispitivanje kemijskog sastava provodi se infracrvenom spektrofotometrijom (IR) sukladno
normi HRN ISO 9622:2001 na uredaju MilkoScan™ FT1 (HPA, 2016). Analiza je provedena
u Dukat d.d. mljekarskoj industriji. Uredaj pruza do 120 pouzdanih mjerenja po satu.
MilkoScan omogucuje brzu analizu kemijskih parametara poput mlije¢ne masti, proteina,
laktoze, suhe tvari i suhe tvari bez masti. Rezultati su vrlo precizni i odmah se pohranjuju u
radunalo radi sljedivosti. Uredaj ima funkciju samo odrzavanja/¢i§¢éenja nakon analize. Siroki
radni raspon temperatura (5-55°C) omogucuje izravnu analizu ¢ak i hladnih, ali homogenih

uzoraka.
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3.2.8. Instrumentalna metoda analize — Fossomatic Minor

Brojanje somatskih stanica provodi se Fluoro-opto-elektronskom metodom sukladno HRN
ISO 13366-2:2007 (HPA, 2016). Za potrebe ovog istrazivanja koriSten je Fossomatic ™ Minor
(Slika 11), proizvodata FOSS, Danska. Analiza je provedena u Dukat d.d. mljekarskoj
industriji. Ovaj uredaj dizajniran je za potrebe manjih laboratorija pa i za mljekare koji zele
provoditi vlastita testiranja. Uredaj je dizajniran kako bi se smanjila upotreba reagensa pa tako
i uzoraka. Za potrebe analize dovoljan je 1 mL uzorka temperiran na 30 - 42°C. Fossomatic
Minor obraduje prosje¢no 50 uzoraka/h a u moguénosti je izmjeriti do 5 000 000 somatskih

stanica/mL. Jednostavan je za koriStenje, postavljanje i odrzavanje.

Slika 11. Uredaji MilkoScan™ FT1 (lijevo) i Fossomatic™ Minor (desno) za instrumentalne

metode analiza, proizvoda¢a FOSS, Danska (Anonymous 4)

3.2.9. Statisti¢ka analiza

Matematicko-statisticka analiza podataka (parametri deskriptivne statistike) provedena je
u statistickom programu SPSS (v20) te u MS Excel-u 2013. Izra¢unata je srednja vrijednost (X)
za sve uzorke koji su kao takvi prikazani u rezultatima. Standardna devijacija (5), te minimalna
(Min.) i maksimalna (Max.) vrijednost izracunate su za odredene kemijske parametre.
Vrijednosti broja mikroorganizama u mlijeku izrazene su kao logaritamske vrijednosti log
CFU/mL.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Unazad nekoliko godina u RH se mlijeko uspjesno prodaje putem mljekomata. Opéenito
je poznato da je mlijeko lako kvarljiva namirnica, zato je vrlo bitno provoditi redovne analize
kako bi potro§aci bili sigurni da kupuju zdravstveno ispravno mlijeko, odnosno da ne kupuju.
Stoga je cilj ovog istrazivanja bio ispitati mikrobiolosku te fizikalno-kemijsku kvalitetu sirovog
mlijeka s mljekomata te uvidjeti razlike u sastavu mlijeka tijekom zimskog i ljetnog razdoblja.
U konacnici na temelju dobivenih rezultata, moze se zakljuciti odgovara li kemijska i higijenska
kvaliteta mlijeka s mljekomata uvjetima propisanim Pravilnikom o utvrdivanju sastava sirovog
mlijeka (NN 27/17).

Ovo poglavlje podijeljeno je u dva podpoglavlja u kojima su prikazani rezultati fizikalno -
kemijskih te mikrobioloskih analiza svjezeg sirovog mlijeka s 11 razli¢itih mljekomata. Svi
rezultati izrazeni su kao srednje vrijednosti.

Rezultati odredivanja kiselosti sirovog mlijeka iz mljekomata mjerenjem pH i titracijskom
metodom po Soxhlet-Henkelu prikazani su u tablici 5.

Tablica 6 prikazuje rezultate analiza kemijskih parametara mlijeka prikupljenih u zimskom
i ljetnom periodu. Tablica 7 prikaz je rezultata odredivanja udjela proteina i laktoze na uredaju
MilkoScan uz navedena odstupanja. Na slici 12 graficki je prikaz prosje¢nog udjela suhe tvari
u uzorcima mlijeka s mljekomata prikupljenih u zimskom i ljetnom razdoblju. Slika 13 graficki
prikazuje prosjecan udio mlijecne masti odredene na uredaju MilkoScan u uzorcima mlijeka s
mljekomata.

U tablici 8 prikazane su prosjecne vrijednosti dobivene nakon mikrobioloskog ispitivanja
sirovog mlijeka. Na slici 14 nalazi se pivot grafikon rezultata mikrobioloskog ispitivanja
sirovog mlijeka. Vrijednosti su logaritmirane i prikazane kao log CFU/mL radi ravhomjerne
raspodjele vrijednosti.

Tablica 9 prikazuje prosjecne vrijednosti odredivanja broja somatskih stanica u sirovom
mlijeku koji su graficki prikazani na slikama 15 i 16. Slika 17 prikazuje promjenu udjela
mlije¢ne masti, proteina i laktoze ovisno o BSS u uzorcima sirovog mlijeka prikupljenih u

zimskom razdoblju.
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4.1. Fizikalno - kemijske analize mlijeka

Odmah nakon dopremanja uzoraka sirovog mlijeka u laboratorij provedene su kemijske
analize, odnosno prvenstveno je odredena svjezina mlijeka, odredivanjem aktivne i titracijske

kiselosti.

Tablica 5. pH-vrijednost i titracijska kiselost (°SH) mlijeka

oH-vrijednost titracij(s()l;%iselost
Uzorak zima ljeto zima ljeto
X X X X
1 6,67 6,66 8,5 8,5
2 6,67 6,67 9,3 9,3
3 6,81 6,80 10,83 10,25
4 6,67 6,77 8,65 9,05
5 6,79 6,79 9,43 8,95
6 6,78 - 10,23 -
7 6,80 6,80 9,6 9,05
8 6,78 6,76 10,6 10,0
9 6,77 6,77 10,83 10,9
10 6,77 6,78 9,9 9,75
11 6,75 6,73 10,65 10,75

X - aritmeticka sredina

Kao $to je vidljivo u tablici 5, pH vrijednost kretala se u rasponu od 6,66 do 6,81. Najveca
pH vrijednost odredena je u uzorku 3, a najmanja u uzorku 1. Dobivene vrijednosti malo su
izvan granica koje propisuje Pravilnik (6,5 - 6,7) medutim one su i dalje u rasponu definiranom
za normalnu, prihvatljivu, nativnu ili primarnu kiselost sirovog mlijeka. Ona potjece od kiselih
svojstava kazeina, fosfata, citrata, askorbinske kiseline, nesto CO2 te slobodnih aminokiselina
i masnih kiselina (Tratnik i Bozani¢, 2012). Tremonte i sur. (2014) u svom istraZivanju
provedenom u Italiji zabiljezili su pH vrijednost sirovog mlijeka koja se kretala oko 6,72 + 0,06,

dakle sli¢no kao 1 u ovom radu.
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Odredena odstupanja su zabiljeZena kod odredivanja titracijske kiselosti sirovog mlijeka za
koju su dopustene granice od 6,6, do 6,8°SH.

U ovom istrazivanju stupanj kiselosti mlijeka krece se od 8,50 do 10,83°SH, gdje najvecu
kiselost imaju uzorci 3 i 9, a najmanju uzorak 1. Sli¢ne rezultate pokazuje i istrazivanje HAH
(2016) gdje je prosjecna titracijska kiselost iznosila 8,62°SH uz maksimalnu izmjerenu
vrijednost od ¢ak 15,00°SH, dok je minimalna izmjerena vrijednost bila 8,25°SH. Razlog nesto
vecih vrijednosti titracijske kiselosti vjerojatno lezi u puferskom kapacitetu samog mlijeka koji
potjeCe od proteina kazeina te topljivih fosfata 1 citrata. U prilog tome ide neSto veci udio
proteina u uzorku 3, odnosno nesto manji udio u uzorku 1. Naime, za neutralizaciju tih sastojaka
mlijeka potrebno je utrositi vise luzine NaOH. 1z tog razloga aktivna kiselost ne moze biti u
korelaciji s titracijskom kiselosti. pH vrijednost mlijeka je kiselost uzrokovana koncentracijom
vodikovih iona i naziva se aktivnom kiselo$¢u, za razliku od potencijalne kiselosti uvjetovane
od svih drugih sastojaka koji se tretiraju luzinom. Medutim i mikroorganizmi su ti koji mogu
uzrokovati poviSenu titracijsku kiselost sirovog mlijeka. Djelovanjem mikroorganizama dolazi
do fermentacije laktoze u mlije¢nu i druge kiseline te nastaje tzv. stvorena ili sekundarna
kiselost. Samim time koli¢ina nastale mlije¢ne kiseline indirektno ukazuje na broj
mikroorganizama u mlijeku te se povecanje stupnja kiselosti iznad normalnih vrijednosti za
sirovo mlijeko smatra posljedicom razmnoZavanja mikroorganizama u mlijeku. Obzirom da je
svim uzorcima mlijeka odreden visoki ukupni broj mikroorganizama, a vrijednosti titracijske
kiselosti su iznad prosjeka, moze se pretpostaviti da su ova dva c¢imbenika medusobno
povezana. U pravilu ne bi trebala postojati razlika u kiselosti u uzorcima prikupljenim zimi i
ljeti. pH vrijednost je konstantna tijekom uzorkovanja i ne mijenja se u odnosu na godiSnje
doba. Premda vrijednosti titracijske kiselosti odredene u ljetnom uzorkovanju ipak malo
odstupaju od onih zimskih. Medutim u literaturi ne postoji opravdani razlog kojim bi se ta
¢injenica mogla potkrijepiti, stoga ta odstupanja moZemo pripisati eventualnim pogreSkama pri

uzorkovanju ili samoj provedbi metode odredivanja kiselosti.

Mlijecna mast

U tablici 6 prikazane su prosjecne vrijednosti analize kemijskih parametara uz prosje¢nu
sastojak mlijeka, najveCe energetske vrijednosti te o postotku masti ovisi energetska i
hranidbena vrijednost mlijeka. Posebice je mlijecna mast znacajna za ljudsku prehranu radi
sadrzaja esencijalnih masnih kiselina (linolne, linolenske i arahidonske), kao i sadrzaja vitamina

topivih u mastima (A, D, i E) koji su u mlijeku ¢e$¢e nazocni kao provitamini (Jensen, 2002).
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Tablica 6. Rezultati odredivanja kemijskih parametara mlijeka u zimskom (n=3) i ljetnom periodu (n=2)

Mlije¢na mast

Bezmasna suha tvar

Uzorak Proteini (g/100g) Laktoza (g/100g) (9/100g) (/100g) Suha tvar (g/1009) Pepeo (g/1009)
Zima Ljeto Zima Ljeto Zima Ljeto Zima Ljeto Zima Ljeto Zima Ljeto
1 3,27 3,37 4,52 4,60 5,51 4,48 8,61 8,97 13,60 13,03 0,71 0,71
2 2,98 3,24 4,27 4,52 5,28 4,17 8,21 8,74 11,84 12,22 0,69 0,68
3 3,83 3,58 4,53 4,63 4,71 4,37 9,34 9,20 13,64 12,87 0,74 0,73
4 3,61 3,57 4,55 4,60 4,26 3,88 9,17 9,16 13,04 11,79 0,74 0,73
5 3,57 3,31 4,37 4,40 4,72 3,75 8,55 8,70 12,53 11,99 0,69 0,71
6 3,49 - 4,61 - 3,76 - 9,06 - 12,49 - 0,73 -
7 4,01 3,32 4,35 4,41 4,23 3,79 8,61 8,72 12,66 12,14 0,71 0,70
8 3,44 3,22 4,74 4,66 4,39 3,80 9,16 8,80 13,23 12,37 0,71 0,71
g 3,31 3,21 4,66 4,70 4,74 4,06 8,93 8,89 13,25 12,62 0,72 0,71
10 3,30 3,16 4,25 4,34 4,31 3,79 8,61 8,49 12,54 11,95 0,71 0,70
11 3,55 3,45 4,54 4,59 4,82 3,65 8,72 9,03 13,21 12,29 0,74 0,74
X 3,49 3,34 4,49 4,54 4,61 3,97 8,82 8,87 12,91 12,32 0,72 0,71

X - aritmeticka sredina
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Rizik od Stetnog utjecaja mlije¢ne masti na zdravlje postoji samo kod pretjeranog unosa
zivotinjskih masti (HAH, 2016). Stoga je mlijecna mast prvi pokazatelj kakvoce 1 cijene
mlijeka. Rezim hranidbe krava i vrste krmiva imaju veliki utjecaj na masno¢u mlijeka
(Feldhofer i sur., 1999). Moze se reci kako na koli¢inu i sastav mlije¢ne masti u mlijeku utjecu:
genetika odnosno pasmina krave, njen stupanj laktacije, eventualne infekcije vimena, prehrana
(sezonski i regionalni uéinci, vrsta zitarica, lijekovi, suplementacija) te sezona. Minimalna
vrijednost mlijecne masti koju proizvodaci prema Pravilniku moraju zadovoljiti iznosi 3,2%.
Najveci prosjecni udio mlije¢ne masti odreden je za vrijeme zimskog uzorkovanja u uzorku 1 i
iznosio je 5,51%. Najmanji prosje¢ni udio dobiven je kod uzorka 5 u ljetnom uzorkovanju te je
iznosio 3,75%. Svi uzorci prikupljeni zimi pokazuju ve¢i udio mlijeéne masti od onih

uzorkovanih ljeti Sto se najbolje vidi graficki prikazano na slici 12.

B Zima
H Ljeto
1 2 3 4 5 7 8 9 10 11

Uzorci mlijeka

6,00

5,00

4,0

o

o

3,0

2,0

Mlije¢na mast (%)
o

1,0

o

0,0

o

Slika 12. Prosjecan udio mlije¢ne masti odreden MilkoScanom (%) u uzorcima sirovog mlijeka

s mljekomata zimi i ljeti

Prosje¢no je udio mlije¢ne masti zimi iznosio 4,61% a ljeti 3,97%. Claeys i sur. (2013) u
preglednom radu navode raspon kretanja mlijene masti 3,3 - 5,4% Sto se poklapa s ovim
istrazivanjem, osim $to je kod njih zabiljeZena ekstremno niska minimalna vrijednost (1,20%).
Naime, povisene temperature okoliSa (>24°C) pogotovo ako su povezane s visokom vlazno$éu
zraka (>90%) utjecu na pojavu stresa u mlije¢nih krava. Posljedi€no tome krave unose manje

suhe tvari $to se negativno odrazava na proizvodne pokazatelje.
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Prema tome, udio mlije¢ne masti i proteina u pravilu je najveéi u zimskom i jesenskom periodu

buduci da krave imaju povecani apetit u hladnijim razdobljima (Konjaci¢ i sur., 2015).

Bezmasna suha tvar

Bezmasna suha tvar je kemijski parametar koji ovisi o sadrzaju proteina, laktoze i
mineralnih tvari. U normalnim uvjetima koli¢ina suhe tvari bez masti rijetko pada ispod 8,5%.
Na koli¢inu najvise utjeCe koli¢ina proteina u mlijeku. Suha tvar bez masti smanjuje se i
patvorenjem mlijeka - dodavanjem vode. Ovim na¢inom patvorenja sadrzaj se suhe tvari spusta
ispod 8,5%, §to je minimum propisan Pravilnikom o utvrdivanju sastava sirovog mlijeka (NN
27/17). Mlijeko koje sadrzi vise od 10% suhe tvari bez masti takoder je sumnjivo na patvorenje
(HPA, 2008). Patvorenje razvodnjavanjem proizvodac¢ima je vrlo privlacan nacin ostvarenja
materijalne dobiti jer i minimalnim dodavanjem vode u mlijeko, njihov je profit ve¢i. Danas je
taj na¢in prevare reguliran ve¢ na ulazu mlijeka u mljekaru, gdje se u laboratoriju kontrolira
tocka ledista te se provodi tzv. test alkoholne probe, s 72%-tnim alkoholom. Mlijeko koje ne
zadovoljava kriterije propisane Pravilnikom, ne zaprima se. U sluc¢aju da je mlijeko patvoreno
razvodnjavanjem, udio bezmasne suhe tvari bio bi manji od propisanog. Najmanja prosjec¢na
vrijednost bezmasne suhe tvari odredena je u uzorku 2 u zimskom uzorkovanju i iznosila je
8,21%. U uzorku 3 odredena je najveca prosjecna vrijednost 1 to u ljetnom uzorkovanju.
Prosje¢no je vrijednost bezmasne suhe tvar iznosila 8,82% za zimski period te 8,87% za ljetni.
Sli¢ne vrijednosti Konjaci¢ i sur. (2015) navode u svom radu, gdje prosjec¢na vrijednost suhe

tvari bez masti iznosi 8,87%.

Suha tvar

Suhu tvar mlijeka ¢ine svi sastojci mlijeka osim vode i plinova (Bozani¢ i sur., 2010). Doda
li se bezmasnoj suhoj tvari mlije¢nu mast, otprilike se dobije vrijednost suhe tvari koja se nalazi
u mlijeku u udjelu od 11% do 14%. Suha tvar u mlijeku varira zbog razli¢itih ¢imbenika kao
Sto su pasmina i zdravstveno stanje zivotinja, nacin i vrsta hranidbe, stadij laktacije, sezona,
nacin muznje (rucno ili strojno), i broj muznje, a ponajvise o samom induviduumu (tjelesna
masa, kretanje, dob i slicno). Ona u mlijeku oznacava skupni naziv vaznih hranjivih sastojaka
potreban za rast i razvoj ljudskog organizma. Ti sastojci su laktoza, mlije¢na mast, proteini i
neproteinski dusik (mali peptidi, slobodne aminokiseline, aminoSeceri, kreatin, urea, ureinska

kiselina i druge) (Havranek i Rupi¢, 2003).
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Maksimalna prosje¢na odredena vrijednost suhe tvari iznosila je u uzorku 1 - 13,60% za
vrijeme zimskog uzorkovanja. Najmanji udio suhe tvari odreden je u uzorku 4, za vrijeme
ljetnog uzorkovanja i iznosio je 11,79%. Basi¢ i sur. (2012) odredivali su kemijsku i higijensku
kvalitetu mlijeka na farmama mlije¢nih krava u tri hrvatske regije. U svom radu su za sredi$nju
regiju odredili udio suhe tvari koji je iznosio 12,91+0,04 za mala gospodarstva te 13,09+0,09
za velika gospodarstva. Obje vrijednosti potkrjepljuju rezultate ovog istraZivanja. Basi¢ i sur.
(2012) takoder navode kako su mnogi autori istrazivali prosjecne vrijednosti suhe tvari u
mlijeku pojedinih pasmina goveda. Tako su Dozet i sur. (1976) utvrdili u mlijeku Sest pasmina
slijedec¢i udio suhe tvari: busa (13,30%), simentalac (13,07%), holstein (12,98%), sivo tirolsko
(12,69%), pincgavac (12,64%) i smede alpsko (12,62%). Godi$nja proizvodnja mlijeka, kao i
udio suhe tvari, ovisi o pasminama krava. Visoku godi$nju laktaciju imaju specijalizirane
mlijecne pasmine holstein frisien (Bosni¢, 2003). Na podrucju sredisnje Hrvatske ali i na razini
cijele drzave, najvise se uzgaja simentalac (oko 70%) koja je najpoznatija kombinirana pasmina
na svijetu te holstein (isto¢no - frizijska), najmlje¢nija pasmina goveda. Prema Dozet i sur.
(1976) upravo simentalac daje mlijeko koje sadrzi u prosjeku 13,07% suhe tvari §to je slicho
rezultatima ovog istrazivanja. Bobi¢ i sur. (2014) u svom istrazivanju zakljucili su kako holstein
pasmine daju znatno vecu koli¢inu mlijeka po muznji u odnosu na simentalac dok muznja kod
simentalske pasmine traje duze. Udio suhe tvari ljeti u svim je uzorcima mlijeka niZi od onog

zimi §to odli¢no prikazuje slika 13.
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Slika 13. Prosjecan udio suhe tvari (%) u uzorcima sirovog mlijeka s mljekomata zimi i ljeti
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Pepeo

Udio mineralnih tvari u mlijeku je od 0,6 do 0,8%. Mlijeko sadrzi oko 40 razli¢itih
mineralnih tvari i to mikroelemenata, koji se nalaze u tragovima poput Zn, Fe, Cu, Si, | i drugi,
te makroelemenata koji su organske i anorganske soli. Najve¢i udio mineralnih tvari u mlijeku
Cine soli kalcija i fosfora. Vitamini se u mlijeku nalaze u obliku topljivih u mastima (A, D, E,
K) i topljivih u vodi (B kompleks, C) (Pavi¢i¢, 2006). Najmanja vrijednost pepela odredena je
u uzorku 2 i iznosila je 0,68%. Najveci udio pepela iznosio je 0,73%, a odreden je u uzorku 5.
Sezonski su razlike gotovo nikakve (0,72%/0,71%). Pepeo je uz laktozu najmanje varijabilan

sastojak mlijeka.

Proteini

Tablica 7 prikazuje rezultate odredivanja proteina i laktoze na uredaju MilkoScan.
Najmanji prosje¢ni udio proteina odreden je u uzorku 2 i iznosio je 2,98% uz minimalno
prosjecno odstupanje. Najveci prosjecni udio odreden je u uzorku 7 i iznosio je 4,01% uz nesto

vec¢e odstupanje od 0,53%. Dakle, udio proteina u mlijeku kretao se izmedu 2,98 i 4,01%,

odnosno u prosjeku od 3,49%.

Tablica 7. Rezultati odredivanja udjela proteina i laktoze na MilkoScan-u

Proteini (g/100g) Laktoza (g/100g)
Uzorak Zima Ljeto Zima Ljeto
X£9d X+9d X+9d X+d
n=3 n=2 n=3 n=2
1 3,27+ 0,07 3,37+ 0,04 4,52 £0,01 4,60+ 0,01
2 2,98 +£0,05 3,24+0,18 4,27 +0,09 4,52+0,16
3 3,83 +£0,01 3,58+ 0,04 4,53 £0,03 4,63 + 0,05
4 3,61 +0,02 3,57 +0,01 4,55+0,02 4,60 +0,01
) 3,57+0,58 3,31+ 0,01 4,37 +0,07 4,40 + 0,04
6 3,49 £ 0,03 - 4,61 +0,01 -
7 4,01 +0,53 3,32+ 0,03 4,35+ 0,05 4,41+ 0,06
8 3,44 +0,11 3,22 +£0,01 4,74 + 0,03 4,66 + 0,03
9 3,31 +0,03 3,21+0,01 4,66 £ 0,05 4,70 £ 0,03
10 3,30+ 0,10 3,16 + 0,00 4,25+ 0,02 434 + 0,01
11 3,55+0,02 3,45+ 0,00 4,54 +£0,03 4,59 + 0,04

¢ - standardna devijacija, X - aritmeticka sredina
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Ovakvi rezultati u okviru su Pravilnika koji propisuje minimalnu vrijednost od 3,0%.
Stetca i sur. (2014) dobili su prosje¢nu vrijednost proteina u mlijeku 3,10% (2,82-3,30%), a
prema Bendelja i sur. (2011) prosjecna koli¢ina proteina u mlijeku iznosila je 3,5%, $to je
slicnije rezultatima ovog istrazivanja. Uremovi¢ 1 sur. (2002) ustanovili su kako na udio
proteina u mlijeku utjeCe i dodatak koncentrata u obroku krava. Uglavnom su vece vrijednosti
proteina, (osim u uzorcima 1 i 2) izmjerene u zimskom uzorkovanju sto se kao i kod mlije¢ne
masti moze pripisati prehrani krava koja je u korelaciji sa sezonom. Medutim, za razliku od
udjela mlije¢ne masti koja je varijabilna i relativno brzo se moze povecati, udio proteina raste
sporije. Tome je vjerojatno uzrok Cinjenica da na udio proteina utjeCe genotip, odnosno
pasmina i da se sporije mijenja pod utjecajem negenetskih ¢imbenika kao $to je sezona (Basi¢

i sur., 2012).

Laktoza

Prosjecan udio laktoze se u uzorcima kretao u rasponu od 4,25% do 4,70% uz minimalna
odstupanja od 0,03% gdje je najveca vrijednost utvrdena u uzorku 9, a najmanja u uzorku 10.
Naime, radi se o sastojku mlijeka koji u svjezem sirovom kravljem mlijeku najmanje varira
osim ako se radi o kraju razdoblja laktacije ili 0 mlijeku mastiticne Zivotinje. Tada moze doc¢i
do smanjenja koli¢ine laktoze za 10-20%. Smatra se da mlijeko koje sadrzi manje od 4,5%
laktoze potjece iz bolesnog vimena, zahvacenog upalnim procesom. Na taj nac¢in kroz mlije¢nu
zlijezdu protje¢e manja koli¢ina krvi, a s njom i manja koli¢ina glukoze koja je jedan od
prekursora u sintezi laktoze (Antunac i sur., 1997). Obzirom da je najveci broj somatskih
stanica/mL utvrden u uzorku 10 (932.916 BSS/mL) a najmanji udio laktoze (4,25%) takoder u
tom uzorku, vrlo je vjerojatno kako to mlijeko potjece iz vimena mastiti¢ne krave. Prosje¢na
vrijednost udjela laktoze u ovom istrazivanju iznosi 4,54% $to je nesto nize od vrijednosti koju
je dobila HAH (2016) i u prosjeku iznosi 4,73%. Udio laktoze u prosjeku je za 0,5% veci u
ljetnom razdoblju u odnosu na zimsko. Guetouache i sur. (2014) zakljucuju kako koncentracija
laktoze vrlo malo varira u mlijeku i krece se u rasponu od 4,5-5,2%, te da na nju slabo utjece

hranidba pa prema tome i1 godiSnje doba te uvjeti drzanja krava.
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4.2. Mikrobioloske analize mlijeka

Osim fizikalno-kemijskih i higijenska svojstva sirovog mlijeka temeljni su pokazatelj
njegove kakvoce, prikladnosti za preradu i1 zdravstvene ispravnosti. Stoga su mikrobioloske
analize sastavni dio ispitivanja mlijeka i mlijecnih preradevina. Na rast i razvoj raznih patogena
u sirovom mlijeku utjece velik broj ¢imbenika, poput veli¢ine stada, higijene tijekom muznje,
zemljopisno podrucje i sezona ali i nacin uzorkovanja mlijeka (Kirin, 2001).

Bez obzira na sve ove utjecaje mlijeko moze biti izvor patogena koji se prenose hranom i
koji su znacajni za ljudsko zdravlje (Oliver i sur., 2009). Osim $§to je veoma bitno proizvoditi
higijenski ispravno mlijeko radi zdravlja ljudi, higijenska kakvoca sirovog mlijeka vazna je i u
izracunu njegove cijene, a to se neposredno ti¢e proizvodaca i preradivaca mlijeka odnosno
mljekara. Sirovo mlijeko, neposredno nakon dobro provedene muZnje nazivamo jo§ i
,»asepticno® mlijeko te ono uvijek sadrzi manje od 5000 mikroorganizama/mL ¢iji broj moze
biti povec¢an uzro¢nicima mastitisa. Medutim, hladenje mlijeka odmah nakon muznje mijenja
prirodno prisutnu mikrobnu populaciju, odnosno u neohladenom mlijeku povecava se razina
kontaminacije (Samarzija i sur., 2007., Tratnik i Bozani¢, 2012).

lako, potencijalno patogeno, sirovo mlijeko s mljekomata zadrzava sve karakteristike
mlijeka kakvo jedna skupina potrosaca zeli kupovati. Takvo mlijeko je neobrano,
nepasterizirano te prema opisima konzumenta zdravije, punijeg okusa te kvalitetnije. Ovi
potonji €esto su 1 navedeni na mljekomatima (,,100% prirodno®; ,,Svjeze, domace, zdravo®).
Motivi za kupovinu sirovog mlijeka su raznoliki ali jedan od najznacajnijih je da se kupovinom
takvog mlijeka direktno podupire proizvodaca (HAH, 2016).

Osim konzumenta proizvodace mlijeka podupire i1 drzava, ali na nacin da cijenu otkupa
mlijeka odreduje prema mikrobioloSkom i kemijskom kriteriju. Ako mlijeko sadrzi manje od
3,2% mlije¢ne masti i 3,0% proteina, cijena mlijeku se umanjuje za 0,2363 kn/kg, a ako sadrzi
vise od 4,3% mlijec¢ne masti i 4,0% proteina, obracunava se kao da ima 4,3% mlijene masti i
4,0% proteina. Prema tome, vrlo je bitno voditi raCuna o svim ¢imbenicima kvalitete mlijeka

(kemijski sastav mlijeka, broj somatskih stanica i broj mikroorganizama) (HPA, 2008).
U tablici 8 prikazan je broj mikroorganizama u uzorcima sirovog mlijeka s mljekomata.

Kao mjera higijenske kakvoce sirovog mlijeka, u mljekarskoj se praksi i u zakonskim propisima

uzima ukupan broj mikroorganizama u 1 mL sirovog mlijeka (Kirin, 2001).
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Tablica 8. Rezultati odredivanja broja mikroorganizama (CFU/mL) u mlijeku

Uzorak

10

11

ukupan broj MO

kvasci i plijesni

enterobakterije

(CFU/mL) (CFU/mL) (CFU/mL)

zima ljeto zima ljeto zima ljeto
9,64 x10° 2,82x10" 6,3x10° 1,71x10° 3,47x10® 4,26 x 10
796x10° 2,75x10" 1,29x10° 4,1x10° 9,77x10* 52x10
1,46 x 10° 3x 107 2,8 x 10° 1,8x10% 1,33x10* 217x10°
1,23x10° 3,95x10" 9,34x10° 6,56x10° 1,14x10° 2,68x10°
1,40 x 10° 2,09 x 108 1x10° 1,75 x 10° 1x 102 115
4,1 x 106 - 4,94 x 10° - 2,09 x 10* -
2,92x10® 285x10° 6,8x10° 35x10> 3,05x10° 1,05x 10
1,23x 108 2,85x10%8 3,76x10° 45x10>° 6,99x10* 2,2x10°
796x10° 4,33x10® 1,35x10* 225x10* 1,52x10° 2,11x10%
1,28x 108 2,34x10" 158x10* 525x10° 248x10* 247x10°
9,7 x 106 2,1x10" 6,33x10° 3,35x10* 4,72x10* 7,85x10%

Prema trenutno vaZe¢em Pravilniku o utvrdivanju sastava sirovog mlijeka (NN 27/17)
mlijeko se razvrstava u dva razreda (I, I1). Mikrobioloskom analizom sirovog mlijeka utvrden

je povecani broj mikroorganizama u svim uzorcima mlijeka. Odnosno niti jedan uzorak mlijeka

ne odgovara nacionalnim propisima i standardima EU-a gdje je maksimalno dopusteni broj

zivih stanica bakterija u 1 mL sirovog mlijeka 100.000 (10° CFU/mL). Najve¢i prosjecni broj

mikroorganizama sadrzavao je uzorak 9 (4,33 x 108 CFU/mL), prikupljen u ljetnom razdoblju

a najmanji uzorak 3 (1,46 x 10° CFU/mL) prikupljen u zimskom razdoblju. Prema tome, svi

uzorci mlijeka mogu se svrstati u Il razred (> od 400 000 CFU/mL). Ovako veliki ukupni broj

mikroorganizama upucuje na losu kvalitetu sirovog mlijeka, tj. upucuje na veliku kontaminaciju

sirovog mlijeka. Do povec¢anja broja mikroorganizama dolazi ponajprije nakon muznje, uslijed

neadekvatnog ¢uvanja mlijeka te neadekvatnog odrzavanja muzne opreme i mljekomata.
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U procesu muznje i skladiStenja mlijeka postoji nekoliko kriti¢nih to¢aka, potencijalnih izvora
mikroorganizama, koje je potrebno uociti i na njih pravovremeno i primjereno djelovati
(Petrovi¢ i sur., 20006).

Ocekivano, gotovo svi uzorci prikupljeni u ljetnom razdoblju (osim uzorka 7) sadrze veci
broj mikroorganizama od onih prikupljenih u zimskom razdoblju. Razlog tomu su vece
temperature koje pogoduju rastu i razmnozavanju raznih mikroorganizama pa su prema tome i
vece vjerojatnosti za kontaminaciju mlijeka nakon muznje ili putem mljekomata. Povec¢ani broj
bakterija u mlijeku ne mora nuzno znaciti da su one patogene, isto kao $to ni mali broj bakterija
ne mora znaciti da one ne mogu djelovati Stetno. Opcenito je prihvaceno misljenje medu
strucnjacima da mlijeko s velikim brojem bakterija potjece iz oboljelog vimena ili da tijekom
muznje 1 rukovanja nisu poStivana pravila higijene. Medutim, kada se raspravlja o
bakterioloskoj kvaliteti sirovog mlijeka, bitno je naglasiti da se pojam bakterioloske kvalitete
ne smije promatrati u strogim okvirima odredenog rezultata. Toc¢nost rezultata odredena je
brojnim ¢imbenicima koji u veéoj ili manjoj mjeri mogu utjecati na rezultat. Saznanja o
karakteristikama pojedinih bakterijskih vrsta, njihovim medusobnim antagonisti¢kim ili
sinergistiCkim odnosima, djelovanju na mlijeko ili pojedine sastojke mlijeka, stalno se
nadopunjuju, a ponekad i mijenjaju (Samarzija i sur., 2004).

Kalmus i sur. (2015) u svom istrazivanju na sirovom mlijeku provedenom u Estoniji na 14
nasumicno odabranih farmi, pronasli su $iroki raspon raznih mikroorganizama. 10 uzoraka, §to
¢ini 70% od ukupnog broja, sadrzavalo je > 100.000 CFU/mL. Godi¢ i sur., (2017) su tijekom
svibnja, srpnja i rujna 2016. prikupljali uzorke mlijeka sa 17 razli¢itih mljekomata diljem
Slovenije. Ukupno su prikupili i analizirali 51 uzorak. Lokacija svih 17 mljekomata nije bila
zadovoljavajuca, odnosno bila je olak$ana kontaminacija okolinom buduc¢i da su se mnogi od
njih nalazili na neprikladnim mjestima. To je bio sluc¢aj i ovom istrazivanju, gdje se vecina
mljekomata nalazila u blizini prometnica ili drugih izvora oneciS¢enja poput kontejnera,
vocarni, drugih $tandova. U ukupno 20 od 51 uzoraka pronadene su aerobne bakterije. Opéenito
nezadovoljstvo iskazuju zbog loSe higijenske prakse proizvodaca i nedovoljne edukacije
potrosaca o svjezem sirovom mlijeku s mljekomata. U istrazivanju Mikulec i sur., (2016)
provedenom na uzorcima sirovog mlijeka s 28 mljekomata u RH, samo 29,1% analiziranih
uzoraka sadrzavalo je manje od 100.000 mikroorganizama/mL.

Odredene vrijednosti za broj stanica kvasaca i plijesni bile su najvece u uzorku 4 (9,34 x
10° CFU/mL) u zimskom i u ljetnom razdoblju (6,56 x 10° CFU/mL) uzorkovanja. Dvije
najmanje prosje¢ne vrijednost odredene su u uzorku 5 (1 x 10® CFU/mL - zimska vrijednost,
1,75 x 10° CFU/mL - ljetna vrijednost).
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Prema tome uzorak 4 sadrzi najveci broj stanica kvasaca i plijesni, a uzorak 5 najmanji.
Podjednak broj kvasaca i plijesni odreden je u zimskom uzorkovanju u odnosu na ljetno,
odnosno moze se re¢i kako godisnje doba nije to koje diktira koli¢inu istih u mlijeku. U sirovom
mlijeku ispitivala se prisutnost kvasaca i plijesni zato jer je njihova prisutnost u direktnoj vezi
s hladenjem sirovog mlijeka obzirom da kvasci i plijesni rastu na temperaturama iznad 18°C
(Habes, 2002). Svjeze sirovo mlijeko s mljekomata nije pogodno za rast i razmnozavanje
kvasaca i plijesni jer oni optimalno rastu pri nizim pH vrijednostima (pH 4-5). Stoga kvasci i
plijesni ¢ine sekundarnu mikrofloru mlijeka, a do kontaminacije moze doc¢i putem zagadenog
zraka 1 nedovoljno Cistih uredaja prilikom rukovanja tijekom muznje. Takoder, sirovo mlijeko
se tijekom analize moglo zagrijati na temperature od 20 do 30°C koje pogoduju rastu i
razmnozavanju kvasaca i plijesni (Tratnik i Bozani¢, 2012).

Najveéa prosjecna vrijednost enterobakterija odredena je u uzorku 4 (2,68 x 10° CFU/mL)
u zimskom i u ljetnom (1,14 x 10° CFU/mL). Najmanja prosje¢na vrijednost enterobakterija
utvrdena je u uzorku 5 (1 x 102> CFU/mL) u zimskom i ljetnom (115 CFU/mL) razdoblju
uzorkovanja. Prisustvo enterobakterija u namirnicama je indikator fekalnog zagadenja, tj.
nedovoljne higijene tijekom muznje, ¢uvanja i tretiranja mlijeka te u konacnici loSe higijene
prilikom prodaje putem mljekomata. Osim fekalnog zagadenja prisustvo enterobakterija moze
znaciti kontaminaciju zemljom i vodom (Samarzija i sur., 2007).

Namirnice u kojima se utvrdi prisustvo enterobakterija se smatraju zdravstveno
neispravnim. U znanstvenom misljenju o javno zdravstvenom riziku vezanom za konzumaciju
sirovog mlijeka (HAH, 2006) opisano je istrazivanje u kojem je ispitana kvaliteta mlijeka sa
svih tada dostupnih mljekomata u RH. Istrazivanje je trajalo godinu dana, ukupno je prikupljeno
87 uzoraka. E. coli 0175 (VTEC ili STEC) te Salmonella spp. nisu utvrdene u uzorcima sirovog
mlijeka. Davis i sur. (2014) u svom radu navode kako je u Engleskoj i Walesu u razdoblju
1992.-2002. od 27 epidemija ¢ak 15 bilo uzrokovano konzumacijom nepasteriziranog mlijeka,

uglavnom zbog nalaza Salmonella spp., E. coli VTEC 0157.

Kompletan graficki prikaz mikrobioloske analize u uzorcima sirovog mlijeka s mljekomata
nalazi se na slici 14. U konacnici se moze zakljuciti kako niti jedan uzorak sirovog mlijeka
mikrobioloski nije ispravan, odnosno kako uzorak 4 pokazuje najve¢u kontaminaciju

mikroorganizmima.
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Slika 14. Rezultati mikrobioloske analize! sirovog mlijeka s mljekomata u zimskom i ljetnom razdoblju

1 UB zima, UB ljeto - ukupan broj mikroorganizama., KIP zima, KIP ljeto - kvasci i plijesni., EB zima, EB ljeto - enterobakterije
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Tablica 9. Rezultati odredivanja broja somatskih stanica u mlijeku

Somatske stanice — BSS / mL
Uzorak Zima (X) Ljeto (X)
min - max min - max
1 522.833 369.000
445.250 - 648.250 161.500 - 577.000
9 832.166 732.000
605.000 - 1.265.000 504.000 - 960.000
3 242.333 229.000
218.000 - 287.000 183.000 - 275.000
4 238.333 301.500
223.000 - 250.000 280.000 - 332.000
5 367.333 303.500
231.000 - 599.000 270.000 - 337.000
6 317.583 ]
120.000 - 516.000
7 305.933 321.500
202.250 - 455.500 303.000 - 340.000
8 148.000 140.500
63.000 - 276.000 120.000 - 161.000
9 295.666 140.500
151.000 - 567.000 120.000 - 161.000
10 932.916 605.500
760.000 - 1.232.500 520.000 - 691.000
11 321.750 118.000
264.750 - 375.500 100.000 - 136.000
23% BSS = < 400.000

|

Slika 15. Higijenska kvaliteta svjezeg sirovog mlijeka na osnovu somatskih stanica
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U tablici 9 prikazani su rezultati odredivanja broja somatskih stanica (BSS) u sirovom
mlijeku s mljekomata. Mlijeko s visokim brojem somatskih stanica nije higijenski ispravno za
preradu i uporabu. Stoga Pravilnik o utvrdivanju sastava sirovog mlijeka (NN 27/17) nalaze da
mlijeko ne smije imati broj somatskih stanica ve¢i od 400.000/mL. Veliki dio uzoraka
zadovoljava Pravilnik, odnosno samo uzorci 1, 2 1 10 ne zadovoljavaju. Daleko najveci
prosjeéni broj somatskih stanica u mililitru utvrden je u uzorku 10 i iznosio je 932.916 BSS/mL
u zimskom razdoblju. Maksimalna odredena vrijednost BSS bila je u uzorku 10 (1.232.500
BSS/mL). U istrazivanju Mikulec i sur., (2016) kod 67,3% uzoraka utvrdeno je manje od

400.000 somatskih stanica/mL §to je neSto manji postotak nego u ovom radu (77%).
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Slika 16. Prosjecan broj somatskih stanica/mL u uzorcima sirovog mlijeka s mljekomata zimi

i ljeti

Na slici 16 graficki se moze vidjeti kako 5 uzoraka od ukupno 22, prikupljenih tijekom dva
godis$nja doba, ne zadovoljava Pravilnik. Broj somatskih stanica (BSS) pokazatelj je higijenske
kvalitete mlijeka 1 op¢i je indikator zdravstvenog stanja mlijecne Zlijezde. Okolisni ¢imbenici
imaju najznacajniji utjecaj na promjenu broja somatskih stanica, a na mnoge od njih utjece 1

proizvodac osobno.
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Najvazniji ¢imbenici su: status infekcije vimena, dob muzare, stadij laktacije, redoslijed
laktacije, pasmina, nac¢in drZanja, geografsko podrucje i godiSnje doba, veli¢ina stada, stresni
¢imbenici, pretjerana fizicka aktivnost, muznja i edukacija proizvodaca (Cagié i sur., 2003).
Stres od velike vlage u kombinaciji s hladno¢om te stres od velikih vruéina povecava
mogucnost infekcije a posljedica je povec¢an BSS i1 slabija kvaliteta mlijeka (Daki¢ i sur., 2006).
Medutim isti autori uocili su vrlo veliku varijabilnost u svom radu, u prosjeku 25%.
Zemljopisno podrucje i godi$nje doba su usko povezani s hranidbom. U ljetnom razdoblju hrana
je kvalitetnija nego u zimskom, kada je ona Cesto deficitarna s pojedinim hranjivim tvarima, §to
dovodi do smanjene imunoloske otpornosti, dok su ljeti krave u boljoj kondiciji te otpornije, a
BSS u mlijeku najnizi. Veli¢ina stada takoder ima utjecaj na povec¢an BSS iz razloga §to se
povecanje stada povezuje s uvodenjem muznih uredaja, a time se i povecava moguénost
infekcije (Kalit i Havranek, 1999). Prema tome u ovom istrazivanju vrijednosti somatskih
stanica po mililitru prosje¢no su uglavnom nize u ljetnom uzorkovanju, odnosno samo Su u
uzorcima 4 1 7 vise.

Naime na grafickom prikazu slike 17 vidi se da postotni udio sadrZaja laktoze konstantno
opada kako raste BSS u mlijeku s tim da je najostriji pad kod uzorka 2 i 10. Uzorci 2 i 10

takoder imaju najnize vrijednosti laktoze u ovom istrazivanju.
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Slika 17. Kretanje udjela mlije¢ne masti, proteina i laktoze ovisno o BSS u uzorcima sirovog

mlijeka prikupljenih u zimskom razdoblju
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Udio laktoze u mlijeku indikator je zdravstvenog stanja mlijecne Zzlijezde te je usko
povezan s povecanjem broja somatskih stanica (Konjaci¢ i sur., 2015). Sadrzaj mlije¢ne masti
teSko je povezivati s brojem somatskih stanica obzirom da je mlije¢na mast parametar koji se
najvise mijenja tijekom godine a i BSS je takoder varijabilan parametar higijenske ispravnosti
mlijeka. Prema tome, ne moze se sa sigurno$¢u potvrditi tvrdnja Antunac i sur. (1997) kako
udio mlijeéne masti opada povec¢anjem broja somatskih stanica po mililitru, premda uzorci 1,
2, 10 imaju nesto manji udio mlije¢ne masti a prosje¢no najveci BSS. Prema Rajcevi¢ 1 sur.
(2003) udio proteina ne mijenja se znac¢ajno, barem ne u ovisnosti o0 BSS osim u medusobnom
odnosu nekih frakcija.

Zbog povecanog broja somatskih stanica u mlijeku dolazi do gubitaka u proizvodnji i
preradi mlijeka. S povecanjem broja somatskih stanica proizvodnja mlijeka se smanjuje, a
povecavaju se troskovi lijeCenja i obnove stada. Manji broj somatskih stanica znac¢i bolju
kvalitetu mlijeka za preradu i vecu proizvodnju, Sto predstavlja korist za proizvodace,
preradivade i potrosace mlijeka (Cagié¢ i sur., 2003). Iz vodi¢a dobre higijenske prakse HPA

(2008) moze se zakljuciti sljedece:

e Krave koje su imale <200.000 somatskih stanica/mL i broj bakterija <100.000 CFU/mL
su dobrog zdravlja, a mlijeko je s malo mikroorganizama. Kod tih se proizvodaca
provode principi dobre higijenske prakse, a mlijeko koje se proizvodi je kvalitetno.

e Krave koje su imale <200.000 somatskih stanica/mL, a >100.000 CFU/mL su krave
dobrog zdravlja, ali je mlijeko puno mikroorganizama, Sto znaci da se na gospodarstvu
ne provode principi dobre higijenske prakse.

e Krave koje su imale >200.000 somatskih stanica/mL, a <100.000 CFU/mL su krave
loSeg zdravlja, a u mlijeku ima malo mikroorganizama. Prisutan je mastitis, potrebno je
utvrditi uzrok (najvjerojatnije je prisutan problem s muznim uredajem).

e Krave koje imaju >200.000 somatskih stanica/mL i >100.000 CFU/mL su krave loseg
zdravlja, a mlijeko je puno mikroorganizama, §to znaéi da je prisutan problem s
mastitisom, muznim uredejem i1 da se na gospodarstvu ne primjenjuju principi dobre

higijenske prakse.
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5. ZAKLJUCCI

Nakon provedenih kemijskih i mikrobioloskih analiza na uzorcima svjezeg mlijeka s

mljekomata, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1. Uzorci mlijeka kemijskim sastavom udovoljavaju odredbama Pravilnika o utvrdivanju

sastava sirovog mlijeka (NN 27/17).

2. Utvrdene su razlike u kemijskom sastavu mlijeka uzorkovanog zimi u odnosu na ono
uzorkovano ljeti. Najvarijabilnijim parametrom mlijeka pokazala se mlije¢na mast.
Prosjecne vrijednosti mlije¢ne masti, proteina i suhe tvari veée su zimi nego ljeti.
Laktoza i bezmasna suha tvar u prosjeku su jednake ili malo vece ljeti nego zimi. Sadrzaj

pepela ostao je gotovo nepromijenjen.

3. Rezultati provedenog mikrobioloskog ispitivanja prikazuju kako je kvaliteta svjezeg
sirovog mlijeka iz mljekomata losa, jer niti jedan uzorak nije udovoljavao odredbama

u Pravilniku.

4. Broj somatskih stanica po mililitru u sirovom mlijeku na zadovoljavaju¢em je nivou,
obzirom da samo tri uzorka (uzorci 1, 2 i 10 ) od ukupno 11 analiziranih u prosjeku
imaju broj somatskih stanica ve¢i od zakonskog kriterija od 400.000/mL. Veé¢i BSS/mL

rezultirao je manjim vrijednostima laktoze u uzorcima 2 i 10.

5. Kako bi se smanjila mikrobioloSka kontaminacija mlijeka potrebno je provoditi dobru
higijensku praksu tijekom muznje, transporta mlijeka do mljekomata, punjenja kao i
rukovanja istim. Takoder bitno je odrzavanje sterilnih uvjeta u mljekomatima i oko njih

te provodenje temeljitog pranja i ¢iS¢enja.
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