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Prodaja mleka prek mlekomatov se je v slovenskem prostoru ze dodobra uveljavila. Ker pa
gre za prodajo surovega mleka lahko, Kkljub upoStevanju predpisanih meril za varno in
pravilno rokovanje s surovim mlekom, pride do nepravilnosti, ki neposredno ogrozijo zdravje
potroSnika. Zato je dosledno izvajanje nadzora kakovosti in zdravstvene ustreznosti surovega
mleka iz mlekomatov s strani pristojnih sluzb nujno. Kljub urejeni zakonodaji pa je samo
izvajanje nadzora pri nas Se precej nedoreCeno, zato smo se v nalogi odloCili preveriti
dolo¢ene parametre kakovosti in zdravstvene ustreznosti vzorcev mleka, odvzetih iz petih
razlicnih mlekomatov, pet tednov zapored. Eno serijo pettedenskega vzorcenja smo izvedli v
zgodnje spomladanskem in eno v poletno-jesenskem obdobju. V vzorcih mleka smo
preverjali prisotnost zaviralnih snovi, vsebnost maS¢obe, kislinsko stopnjo, Stevilo somatskih
celic, skupno Stevilo mikroorganizmov ter prisotnost koliformnih bakterij in koagulaza
pozitivnih stafilokokov. Vsebnost mascobe je bila v obeh obdobjih primerno visoka in sicer
so bile povpre¢ne vrednosti rahlo vecje spomladi, od 4,07-4,22 %, ter poleti od 3,90-4,14 %.
Tudi povpreéne vrednosti kislinske stopnje so bile spomladi rahlo veéje, od 6,25-6,50 SH, in
poleti od 5,58-6,26. Stevilo somatskih celic (SSC) je vedinoma ustrezalo, razen pri nekaj
vzorcih mleka iz enega mlekomata, ki so vsebovali tudi do 541.000 SSC/ml. Skupno Stevilo
mikroorganizmov je bilo v spomladanskem obdobju manjSe kot v poletno-jesenskem, saj je
bila najve¢ja vrednost v pomladanskem obdobju 48 x 10° KE/ml, v poletno-jesenskem pa
2,1 x 10" KE/ml. Stevilo koliformnih bakterij se je gibalo v spomladanskem obdobju od 10-
9,500 KE/ml, v poletno-jesenskem pa od 20-7,700 KE/ml. Stevilo koagulaza pozitivnih
stafilokokov je bilo pri 56 % vzorcev mleka vec¢je od 500 KE/ml. Pri nobenem od
preiskovanih vzorcev mleka nismo potrdili prisotnost zaviralnih snovi.
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AB Sale of raw milk via milk vending machines in Slovenian area is already well established. Since

the raw milk is sold, strict implementation of measures for safe and proper handling of raw milk is
necessary to avoid incorrectness which can directly threaten the consumer’s health. Therefore,
consistent implementation of quality control and health adequacy of raw milk from milk vending
machines by the relevant competent services is required. Despite governed legislation, actual
implementation of control is still rather vague, so we decided to evaluate some quality parameters
and health adequacy of milk samples from five different milk vending machines, sampled once a
week five weeks in a row. One series of five-week sampling was conducted in early spring and
one in late summer-early autumn. Milk samples were tested for the presence of inhibitory
substances, fat content, titratable acidity, somatic cell count, total plate count, as well as the
presence of coliforms and coagulase positive staphylococci. The fat content was adequate in both
periods, although average values were slightly higher in spring, from 4.07 to 4.22 %, and in late
summer-early autumn from 3.90 to 4.14 %. Similarly, average values of titratable acidity were
slightly higher in spring, from 6.25 to 6.50 SH, and in late summer-early autumn from 5.58 to
6.26. Somatic cell counts generally corresponded, except for milk samples from one milk vending
machine, which contained up to 541.000 SCC/ml. Total plate counts were lower during the spring
with the highest counts of 480.000 cfu/ml, while in late summer-early autumn one sample of milk
revealed even 21.500.000 cfu/ml. In spring counts of coliform bacteria ranged from 10-9.500
cfu/ml of milk, while in late summer-early autumn counts ranged from 20-7.700 cfu/ml.
Fifty-six % of milk samples exceeded 500 cfu of coagulase-positive staphylococci per 1 ml of
milk. None of the tested milk samples was positive for the presence of inhibitory substances.
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1 UvOoD

Pred priblizno Sestimi leti so se v Sloveniji zaceli pojavljati prvi mlekomati, ki pa so se ze
dodobra uveljavili. Kmetije, ki se ukvarjajo s prirejo mleka, so v tem prepoznale novo trzno
niso, ker pa je danes registriranih ze skoraj 100 mlekomatov lahko re¢emo, da jih je slovenski
potrosnik dobro sprejel.

Mlekomati so neke vrste polnilni avtomati, kjer v steklenico ali plastenko nato¢imo sveze
surovo mleko. Torej mora stranka v mlekomat vstaviti prazno steklenico in ko vstavi Se denar,
ji avtomat steklenico napolni z mlekom. Lastniki mlekomatov so kmetje. Kmet kupi
avtomatski toCilni aparat za mleko in ga postavi na mesto, kjer je na voljo potrosnikom in je

odgovoren za njegovo delovanje.

Mlekomat je sistem z velikim racunalnikom, Ki:

na zaslonu prikazuje temperaturo mleka ter datum in uro polnjenja,

— preko mobilnega telefona sproti obvesca lastnika mlekomata (kmeta) o temperaturi

in koli¢ini mleka v mlekomatu,

ne dovoljuje tocenja mleka, starejSega od 24 ur,
— ustavi tocenje mleka, ¢e se temperatura mleka nenadzorovano dvigne.

Surovo mleko je zaradi svoje bogate sestave izvrsten medij za rast in razvoj razli¢nih vrst
mikroorganizmov. Nacin pridobivanja mleka je takSen, da prakticno ne moremo prepreciti
okuzbe mleka, zato je dobro poznavanje mikrobiote mleka izjemnega pomena. Poznavanje
fizioloskih in genetskih lastnosti, ter biokemijskih aktivnosti mikroorganizmov, s katerimi
spreminjajo fizikalne, kemijske in senzori¢ne lastnosti mleka, omogoca strokovnjakom, da

ugotovijo vir okuzbe mleka in kontrolirajo pogoje njihovega razmnozevanja (Rogelj, 2003).

Govoriti o kakovosti mleka je precej zapleteno, ker je njegova predelovalna veriga dolga,
vsak cClen te verige pa kakovost razume na svojem podro¢ju. Preden zacnemo govoriti o
kakovosti mleka se moramo torej opredeliti, kaj si pod tem pojmom predstavljamo. Kakovost
mleka lahko opredelimo le tako, da jo opiSemo s pomocjo razli¢nih parametrov, Ki upostevajo

kemijsko, fizikalno, higiensko in mikrobiolosko kakovost.
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1.1 NAMEN DELA

Namen nase naloge je bil dolociti kemijsko in mikrobiolosko kakovost mleka, odvzetega iz
petih naklju¢no izbranih mlekomatov, kjer smo vzoréenje opravili v zgodnje spomladanskem
in ga nato ponovili Se v poletno-jesenskem obdobju leta 2010. Lahko se namre¢ zgodi, da tudi
ob upostevanju vseh predpisanih meril za varno in pravilno rokovanje s surovim mlekom
pride do nepravilnosti, ki lahko neposredno ogrozijo zdravje potroSnika. Zato je uradni nadzor
nad zdravstveno ustreznostjo in varnostjo mleka nujen in ga je s 15. aprilom 2010 prevzela
Veterinarska uprava RS, a ga Se ne opravlja v obsegu, predpisanem z zakonodajo. Menili

smo, da bodo nasi rezultati koristen podatek o kakovosti mleka izbranih mlekomatov.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

1. Pri¢akovali smo, da bodo vzorci surovega mleka iz mlekomatov ustrezne kakovosti.

2. Predvidevali smo, da bo mikrobioloSka slika mleka slabSa v poletno-jesenskem
obdobju.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 MLEKOMATI

Sistem mlekomatov so razvili v Svici, izpopolnili v Italiji, uporaba mlekomatov pa je danes
razSirjena po celotni Evropi. Mlekomate bi lahko preprosto imenovali tudi avtomatski to¢ilni
sistem za prodajo svezega, surovega mleka. Mlekomat zagotavlja varnost potrosSniku z
ohranjanjem kakovosti mleka, vendar samo v primeru korektnega delovanja in vzdrzevanja
dobre higiene aparata. Programska oprema in nadzorni sistem mlekomata ne dovoljujeta
tocenja mleka starejSega od 24 ur. V primeru, da lastnik mlekomata mleka ne zamenja s
svezim, se delovanje mlekomata samodejno ustavi. Prav tako se ustavi delovanje, ¢e pride do
nenadzorovanega dviga temperature mleka. Lastnik je o stanju mleka in mlekomata sproti
obvescan preko modula GSM (Mlekomati, 2012).

V sklopu mlekomata je navadno postavljen tudi avtomat za izdajo embalaze, ki je v obliki
litrskih steklenic oz. plastenk. Tako lahko poleg mleka, na istem mestu, kupimo tudi
embalazo. 1z ekoloskih razlogov je priporoceno, da v ta namen kupimo le eno enoto
embalaze, najbolje stekleno, ki jo ob primerni higieni lahko veckrat uporabimo, poleg tega pa
se plastenka navadno hitro navzame vonja po mleku. Po polnjenju moramo steklenico zapreti
sami (Mlekomati, 2012).

Pristojne inSpekcijske sluzbe imajo na voljo posebne kontrolne Kartice, ki jim omogocajo
vpogled v stanje aparata za mesec dni nazaj, kar jim omogoca kontrolo mleka. Temperatura se
evidentira vsakih 20 minut, kmetje pa tudi sami mleko redno dajejo v analize
(Mlekomati, 2012).

Za dobro obvescenost potrosnikov so nekateri mlekomati opremljeni z ekranom, na katerem
je izpisana trenutna temperatura mleka ter datum in ¢as zadnjega polnjenja mleka. Mlekomati
so opremljeni tudi z mehanizmi, ki po kon¢anem tocenju mleka v embalazo poskrbijo za
higieno mlekomata. Tocilni prostor se po vsakem tocenju mleka samodejno ocisti s curkom
vroc¢e pare, posebne UV-svetilke pa poskrbijo Se za dodatno protimikrobno delovanje.
Zunanjost mlekomata je opremljena s posebnim ventilatorjem, ki odganja morebitni mrces, ki

bi se sicer lahko nahajal v blizini mlekomata (Mlekomati, 2012).


http://www.mlekomati.com/mlekomati1.html
http://www.mlekomati.com/mlekomati1.html
http://www.mlekomati.com/mlekomati1.html

Spalir B. Kakovost mleka iz mlekomatov. 4
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za zootehniko, 2013

1200 _

2000

Slika 1: Zgradba mlekomata (Pensilina, 2011)

Slika 1 prikazuje glavne sestavne dele mlekomata, ki so:
— hladilnik s kompresorjem, rezervoarjem in dozirno enoto (1),
— krmilni in programski sistem s procesnim krmilnikom (2),
— placilni del s prikazovalniki in tipkami, ki je osvetljen (3),
— avtomat za plastenke in steklenice (4).

2.2 MLEKO

Z izrazom mleko navadno oznacujemo kravje mleko, medtem ko je potrebno druge vrste
mleka posebej poimenovati kot na primer kozje mleko, ov¢je mleko, kobilje mleko, humano

mleko. Mleko je nespremenjen proizvod mlecne Zleze, pridobljen s popolno, redno in
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neprekinjeno molzo zdrave in pravilno krmljene ene ali vecih krav, namenjeno neposredni
porabi v obliki konzumnega mleka ali nadaljnji predelavi v mle¢ne izdelke. lzraz mleko
uporabljamo za surovo mleko in tudi za predpakirano mleko za pitje, ki je toplotno obdelano
(Bajt in Golc-Teger, 2002; Pravilnik o uporabi izraza..., 2001).

Surovo mleko je izlo¢ek mle¢nih zlez mle¢nih zivali na primer krav, ovc, koz ali bivolic, ki ni
bilo segreto na ve¢ kot 40 °C (Pravilnik o uporabi izraza..., 2001). Mleko je kompleksna
bioloska tekocina, ki nudi odliéne razmere za rast razli¢nih mikroorganizmov, njegova
vrednost pH je blizu nevtralne toc¢ke, ima pestro biokemijsko sestavo in visoko vsebnost vode.
Nacin pridobivanja mleka je takSen, da okuzbe mleka z mikroorganizmi prakti¢no ne moremo
prepreciti, zato je Stevilo mikroorganizmov v mleku pomemben dejavnik, ki vpliva na
njegovo kakovost. Stevilo in vrsta mikroorganizmov, ki se nahajajo v mleku takoj po molZi so
odvisni od razlicnih dejavnikov kot so higiena zivali in mlekarske opreme, sezona, krma in

zdravstveno stanje zivali (Rogelj, 2003).
2.2.1 Sestava mleka

Mleko sestavlja okoli 87 % vode in 13 % suhe snovi. Suha snov so vse sestavine mleka brez

vode in plinov in so porazdeljene v treh oblikah (Mavrin in Ostir, 2002):
1. emulzija: voda in mascoba
2. koloidna raztopina: voda in kazeinske micele

3. prava raztopina: voda in laktoza, minerali, v vodi topni vitamini, serumske beljakovine

Preglednica 1: Kemijska sestava mleka (Mavrin in Ostir, 2002: 30)

Sestavina Delez (%)

Mascoba 3,2-55
Beljakovine 2,6-4,2
Laktoza 46-49
Minerali 0,6-0,9
Suha snov 11-14
Voda 86 — 89

S pomocjo sodobnih kemijskih postopkov je danes v mleku dolocenih ve¢ kot 200 razli¢nih
sestavin, katerih delezi lahko zelo variirajo, saj so odvisni od mnogih dejavnikov: starosti in
pasme zivali, sestave in koli¢ine krme, laktacijskega obdobja in zdravstvene kondicije zivali.

Vse to pa mo¢no otezuje proucevanje mleka in Sele z analiziranjem velikega Stevila vzorcev
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dobimo osnovno sliko kemijske sestave mleka (Preglednica 1). Poleg navedenih glavnih
sestavin vsebuje mleko tudi majhne koli¢ine vitaminov, encimov, prostih kislin, plinov, barvil

in aromati¢nih spojin (Mavrin in Ostir, 2002).
2.2.2 Dejavniki oblikovanja mikrobiote surovega mleka

Prireja mleka poteka v razli¢nih podnebnih, higienskih in tehnoloskih pogojih, kar neposredno
vpliva tako na zacetno Stevilo mikroorganizmov Kot na sestavo mikrobne populacije. Ne glede
na razliCne pogoje prireje pa so glavni dejavniki, ki najve¢ doprinesejo k oblikovanju
mikrobiote surovega mleka, vedno trije: notranjost mle¢ne Zleze in seskov, zunanjost vimena
in seskov, ter molzni stroj in vsa mlekarska oprema. Poleg nastetih glavnih virov okuzbe so
lahko vir okuzbe tudi insekti, voda, zrak, krma ter ljudje, ki rokujejo z mlekom (Rogelj,
2003).

Mikrobioto mleka lo¢imo na primarno in sekundarno. Primarno ali zacetno mikrobioto mleka
predstavlja vrsta in Stevilo mikroorganizmov, ki so prisotni v mleku neposredno po molzi.
Sekundarno mikrobioto pa imenujemo mikrobioto, ki je prisotna v mleku pri prevzemu mleka
s farme, torej po potovanju mleka skozi molzni sistem v bazen in skladi§¢enju v njem. Sestava
in velikost sekundarne mikrobiote sta odvisni od higiene molznih strojev, mlekovodov in
hladilnega bazena, od hitrosti in temperature hlajenja po molzi, dolzine skladis¢enja ter od
Stevila in vrste primarne mikrobiote mleka. Da prepre¢imo hitro razmnozevanje primarne
mikrobiote, mleko ¢im hitreje ohladimo na kon¢no temperaturo hlajenja. Za optimizacijo
postopka moramo takoj po molzi, v dveh urah, ohladiti mleko na temperaturo 4 °C ali nizjo in

ga nato pri tej temperaturi skladis¢imo (Rogelj, 2003).

Mleko bi moralo biti, v trenutku ko pride iz vimena, sterilno, vendar pa temu ni tako. Kljub
temu, da vzdrzujemo najvi$jo mozno stopnjo higiene, ni mogoce proizvesti mleka brez
mikroorganizmov. Mleko je namrec, zaradi svoje sestave, odli¢no gojis¢e za razvoj Stevilnih
vrst mikroorganizmov. Mikroorganizmi prispejo v vime skozi odprtine v seskih, se
razmnoZujejo v mle¢ni Zlezi in tako postanejo primarna mikrobiota mleka. Ze v sveze
namolzenem mleku zdravih krav lahko najdemo nekaj sto ali ve¢ tiso¢ mikroorganizmov v ml

mleka (Mihovec, 2006).

2.3 KEMISKA KAKOVOST MLEKA

Kemijsko kakovost v€asih povezujemo s prehransko vrednostjo, razumemo pa jo kot sestavo

mleka v najSirSem smislu in zajema vsebnost vseh glavnih sestavin mleka: mascobe,
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beljakovine, minerali in laktoza. Poleg glavnih sestavin spadajo v to kategorijo tudi

posamezni vitamini, tezke kovine in ostale sestavine mleka (Canzek Majhenié in sod., 2007).
2.3.1 Mle¢na mascoba

Mle¢na mascoba vpliva na konsistenco mleka in je nosilec vonja in okusa mleka. Takoj po
molzi, ko je mleko Se toplo (ima okoli 37 °C), so mas¢obne kapljice v njem v obliki emulzije.
Med hlajenjem se kapljice spreminjajo v mascobne kroglice, iz emulzije pa nastaja
suspenzija. Kroglice so obdane z ovojnico iz razli¢nih sestavin, tudi iz beljakovin. Ker imajo
kroglice manjSo gostoto, se med mirovanjem mleka dvigujejo na povrsino mleka in tvorijo

plast smetane (Bajt in Golc-Teger, 2002).

Tudi energijsko najbogatejsa sestavina v mleku je mlecna mascoba, ki jo strokovno
imenujemo lipidi. Sestavljajo jo trigliceridi (estri glicerola in maScobnih kislin), fosfolipidi,
steroli, karotenoidi in lipofilni vitamini A, D, E in K. Poleg teh pa najdemo v mleku tudi

proste mascobne kisline in glicerol (Mavrin in Ostir, 2002).

V svezem mleku je povprecno 3,8 % mleéne mascobe, njen delez pa niha od 2,5 do 6 %.
Koli¢ino mas¢obe v konzumnem mleku lahko uravnavamo s postopkom tipizacije skladno z
zeljami potroSnikov oziroma trga, pri proizvodnji sira pa glede na delez beljakovin v mleku in

vrsto sira, ki ga zelimo izdelati (Mavrin in Ostir, 2002).

Za rutinsko doloc¢anje vsebnosti mas¢obe v mleku uporabljamo metodo po Gerberju. Metoda
je uporabna za vse vrste surovega ali pasteriziranega mleka, z modifikacijo pa je uporabna
tudi za konzervirano, homogenizirano, delno sterilizirano in UHT mileko ter za posneto
mleko. Metoda po Gerberju deluje na principu separacije mas¢obe mleka v butirometru s
centrifugiranjem po raztopitvi beljakovin z Zvepleno kislino, separacija pa lazje potece ob
dodatku majhne koli¢ine amilnega alkohola. Sama metoda je empiri¢ni postopek, za oceno
vsebnosti mascobe v 100 g ali 100 ml mleka, odvisno od uporabljenega volumna pipete za
mleko (Caniek Majheni¢ in sod., 2007).

2.4  FIZIKALNA KAKOVOST MLEKA

Fizikalna kakovost mleka zdruzuje fizikalne lastnosti mleka, kot so gostota, kislinska stopnja,

zmrzi$éna tocka in vrednost pH (Canzek Majheni¢ in sod., 2007).
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2.4.1 Kislinska stopnja mleka

Mileko je zivilo, ki ima rahlo kisel znac¢aj zaradi sestavin mleka in mikrobioloskega delovanja.
Poznamo dve vrsti Kkislosti in sicer naravno kislost svezega mleka ter naknadno kislost mleka.
K naravni kislosti mleka prispevajo predvsem njegove sestavine kot so kazeini, fosfati, citrati,
albumini, globulini in CO; (Cari¢ in sod., 2000), medtem ko je razvoj naknadne kislosti mleka
posledica mikrobioloSke razgradnje laktoze predvsem v mle¢no in druge kisline (Mavrin in
Ostir, 2002).

Splosno uveljavljena in rutinska metoda za ugotavljanje kislosti mleka je titracijska metoda
po Soxhlet-Henklu (Methodenbuch, 2000). Pod Kkislinsko stopnjo razumemo Stevilo
porabljenih mililitrov 0,25-molarne raztopine NaOH, ki so potrebni, da pri titraciji 100 ml
mleka in dodatku barvnega indikatorja fenolftaleina, dosezemo standardno barvo
primerjalnega vzorca. Enoto kislinske stopnje po Soxhlet-Henklu (1 ml 0,25 M NaOH)
oznacujemo kot SH. Titracijska kislost svezega mleka se obicajno giblje od 6,2 do 7,5 SH,
odvisna pa je od sestave in puferske kapacitete mleka (Mavrin in Ostir, 2002).

2.5 HIGIENSKA KAKOVOST MLEKA
V sklopu higienske kakovosti mleka pa opisujemo mikrobiolosko kakovost, Stevilo somatskih
celic in zaviralnih snovi.

2.5.1 Zaviralne snovi v mleku

Zaviralne ali inhibitorne snovi so snovi, ki v mleku zavirajo ali upocasnjujejo delovanje
mikroorganizmov. Imenujemo jih tudi protimikrobne snovi. V mleku lo¢imo naravne ali

nativne protimikrobne snovi ter tuje protimikrobne snovi (Mavrin in Ostir, 2002).

Od zaviralnih snovi v mleku nas predvsem zanima prisotnost tujih zaviralnih snovi, ki v
sodobnem mlekarstvu predstavljajo velik problem, saj povzrocajo tezave pri proizvodnji
mle¢nih izdelkov, kjer ovirajo normalen potek mle¢nokislinske fermentacije, na primer pri
fermentiranem mleku in smetani ter sirih. NajpogostejSe tuje zaviralne snovi, ki jih najdemo v
mleku, so (Mavrin in Ostir, 2002):

— antibiotiki, ki jih uporabljajo za zdravljenje krav molznic,

— detergenti, ki ostanejo pri nezadostnem spiranju molzne in strojne opreme,
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— dezinfekcijska sredstva, ki ji uporabljajo za dezinfekcijo molzne in strojne opreme in jih

ne sperejo dovolj,
— fungicidi in herbicidi, ki ostanejo v krmi,
— insekticidi, ki jih uporabljajo v hlevu in pri krmi za zatiranje mrcéesa.
2.5.2 Mikrobioloska kakovost mleka

Pri opisovanju mikrobioloske kakovosti mleka razlikujemo dve kategoriji in sicer skupno
Stevilo mikroorganizmov, kjer dolocamo vse mikroorganizme, ki so prisotni v mleku ter
prisotnost oziroma odsotnost razlicnih patogenih mikroorganizmov. Skupno Stevilo
mikroorganizmov nam pokaze, kakSna je higiena pri prireji, pri rokovanju z mlekom,
skladis¢enju in transportu mleka, ter ucinkovitost hlajenja. Prisotnost patogenih
mikroorganizmov pa odraza higieno in zdravstveno stanje zivali in ljudi, ki so z mlekom v
kontaktu (Canzek Majhenié in sod., 2007).

2.5.2.1 Skupno Stevilo mikroorganizmov

Skupno 3tevilo mikroorganizmov (SSMO) v surovem mleku se lahko giblje od manj kot
1.000 v mililitru, ko je okuZba med mol7o minimalna, pa do ve¢ kot 10° KE/ml ob moéni

okuzbi. Od skupnega Stevila mikroorganizmov predstavljajo ve¢ino bakterije (Rogelj, 2003).

2.5.2.1.1 Standardna metoda dolocanja skupnega Stevila mikroorganizmov

Standardna metoda dolo¢anja SSMO sloni na cepljenju mleka na hranljivo gojis¢e in po
inkubaciji, Stetju izraslih kolonij, ki jih izrazamo kot Stevilo kolonijskih enot v ml mleka
(KE/ml). SSMO Ze nekaj ¢asa dolo¢a higiensko kakovost surovega mleka, saj je zelo dober
indikator bakterioloske okuzbe med pridobivanjem mleka. Majhno Stevilo mikroorganizmov
v surovem mleku je znak dobre prireje, veliko skupno Stevilo mikroorganizmov, ki presega
100.000 KE v ml mleka, pa je znak zelo slabe higiene. V mlekarsko razvitin dezelah je

zgornja meja higiensko sprejemljivega mleka 100.000 KE/ml (Rogelj, 2003).

2.5.2.1.2 Avtomatizirana metoda dolo¢anja SSMO z BactoScan-om

BactoScan je naprava za avtomatsko, direktno Stetje posameznih bakterijskih celic v vzorcu
mleka in temelji na epifluorescencni mikroskopiji. Avtomatizirana metoda ima pred klasi¢no

kar nekaj prednosti in sicer dobimo rezultat skupnega Stevila bakterij ze v nekaj minutah,
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poleg tega pa analiza ne zahteva priprave hranljivih gojis¢ ter 72-urne inkubacije. Zelo
pomembna razlika med metodama je tudi v nainu Stetja: pri metodi dolo¢anja skupnega
Stevila bakterij s Stetjem na petrijevih ploscah Stejemo vse tiste bakterije, ki na predpisanem
gojis¢u v predpisanem c¢asu in pri predpisani temperaturi inkubacije, v aerobnih pogojih,
tvorijo vidne kolonije. Tako imajo bakterijske vrste, ki v predpisanih pogojih uspesno zrastejo
prednost pred tistimi vrstami bakterij, ki jim taki pogoji rasti ne ustrezajo oziroma je njihova
rast izredno Sibka in so izrasle kolonije premajhne, da bi jih lahko presSteli. Poleg tega se
pogosto zgodi, da zraste ena kolonija iz veCih bakterij, ki se nahajajo v skupkih oziroma
kratkih verizicah. Posledica tega je, da tako kolonijo na petrijevi plosc¢i prestejemo kot eno
bakterijo, medtem ko BactoScan tak skupek bakterij razbije na posamezne bakterije in tako
presteje vse bakterije skupka oziroma verizice. Zato je metoda ugotavljanja skupnega Stevila
bakterij z BactoScan-om naceloma bolj natan¢na analiza kot metoda Stetja na petrijevih

ploscah.

Bactoscan dela na principu kontinuirane epifluorescentne mikroskopije, kjer genski material
bakterijskih celic obarvamo s fluorescentnim barvilom akridin oranznim in jih prenesemo v
tankem sloju na rotirajo¢i disk, ki je nameScen pod objektivom mikroskopa. Naneseni vzorec
je obsevan z modro svetlobo ksenonove zarnice, kar vzbudi obarvane bakterije, da
fluorescirajo rdece-oranzno svetlobo. Fotometer zazna in pretvori fluorescenco v elektri¢ni
signal, ki ga belezi elektronski Stevec. Vsak svetlobni signal pomeni eno bakterijo (Mihovec,
2006). Po slovenski zakonodaji v surovem mleku, ki je namenjeno neposredno prehrani ljudi,
ne sme biti ve¢ kot 50.000 mikroorganizmov v ml mleka (Rogelj, 2003).

Dolocanje skupnega Stevila bakterij v mleku je pomemben parameter, saj je bakterioloSka

kakovost mleka eden od osnovnih parametrov za placevanje mleka.

Preglednica 2: Kakovostni razredi mleka (Mavrin in Ostir, 2002: 56)

Razred SSMO v 1 ml mleka Opombe
E (ekstra) do 50.000 odli¢no
1. 50.001 do 100.000 ustrezno
2. 100.001 do 400.000  Se sprejmejo v mlekarno
3. 400.001 do 800.000 pogojno sprejmejo
4, nad 800.000 ne sprejmejo

Glede na skupno Stevilo mikroorganizmov v 1 ml mleka, razdelimo mleko na pet kakovostnih
razredov (Preglednica 2). V najboljSem, E razredu, je mleko odlicne kakovosti in vsebuje
manj kot 50.000 KE/ml mleka, v najslabsem, 4. kakovostnem razredu, pa mleka ne sprejmejo
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v mlekarno, zaradi prevelikega Stevila mikroorganizmov, nad 800.000 KE/ml.
2.5.2.2 Koliformne bakterije

Najboljsi pokazatelj higienskih pogojev v celotni proizvodni verigi je Stevilo koliformnih
mikroorganizmov. Surovo mleko vsebuje manj kot 100 koliformnih bakterij na ml mleka, ce
so higienski pogoji pridobivanja, transporta in skladis¢enja mleka dobri. Ob velikem
zacetnem S$tevilu mikroorganizmov, ob temperaturi nad 5 °C in podaljsanem ¢asu skladis¢enja
pa se stopnja njihovega razmnozevanja zelo poveca. Prisotnost koliformnih mikroorganizmov
v mleku ni nujno znak fekalne okuzbe ali posledica neustrezne higiene vimena in seska med
molzo, zelo radi se razmnozujejo v vlagi in ostankih mleka v molznem stroju in na mlekarski

opremi (Rogelj, 2003).

Koliformne bakterije so gram negativne, nesporogene palcke, ki so aerobi ali fakultativni
anaerobi. Dobro rastejo ob prisotnosti zol¢nih soli ali drugih, povrSinsko aktivnih snovi s
podobnimi inhibitornimi lastnostmi, pri temperaturi 37 °C. Za njih pa je znacilno, da

fermentirajo laktozo do kisline in plina (Rogelj, 2003).

Najpogosteje uporabljeno gojis¢e za dolocanje koliformnih mikroorganizmov je Vvijoli¢no
rdeci Zol¢ni laktozni agar (gojis¢e VRBL). VRBL je selektivno in diferencialno gojisce,
zasnovano za izolacijo in Stetje koliformnih mikroorganizmov v mleku. V gojis¢u so prisotne
zol¢ne soli in barvilo kristal vijoli¢no, ki zavirata rast po Gramu pozitivnih bakterij. Gojisce
vsebuje tudi barvilo nevtral rdece, ki omogoca razlikovanje med organizmi, ki fermentirajo in
ne fermentirajo laktoze. Mikroorganizmi, ki fermentirajo laktozo, tvorijo kislino, kar pa

povzroci spremembo barve indikatorja in precipitacijo zolénih soli (Bajt in sod., 1998).
2.5.2.3 Bakterijska vrsta Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je eden najpogostejSih povzroliteljev bovinega mastitisa oziroma
vnetja mlecne Zleze, spada pa med tiste mikroorganizme, ki so patogeni za ¢loveka. Je mocno
razsirjena bakterija v mle¢nih ¢redah, njen izvor pa je okuzena in vneta mlecna zleza. Med
molzo se hitro prenasa med vimenskimi cetrtmi in tudi med kravami. Kot posledica
mastiticnih obolenj je kar 20 do 40 % surovega mleka okuzenega s to bakterijo. Mleko
okuZene &etrti lahko vsebuje tudi do 10° KE Sta. aureus v mililitru mleka (Rogelj, 2003).

Dolocanje prisotnosti vrste Sta. aureus in drugih koagulaza pozitivnih stafilokokov temelji na

osamitvi mikroorganizmov s pomocjo gojisc¢a Baird Parker (BP), obogatenim z dodatkom
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kuncje plazme in fibrinogena (RPF). Po inkubaciji zrastejo na gojisc¢u kolonije koagulaza
pozitivnih stafilokokov, ki so obdane s cono precipitacije (Bajt in sod., 1998).

Najpomembnejsi povzrocitelji mastitisa SO predstavniki vrste Sta. aureus. V Zivila
najpogosteje zaidejo s koze ali sluznice zivali, lahko tudi z molznika ob slabi osebni higieni,
uc¢inkovito rast pa jim omogoca neprimerno hlajenje. So po Gramu pozitivni, fakultativno
anaerobni koki, ki reducirajo nitrite v nitrate. Optimalni pogoji za njihovo razmnozevanje so
pri temperaturi 30 °C do 37 °C in vrednosti pH od 4,2 do 9,3 (Rogelj, 2003).

V smernicah, ki so jih pripravili na Institutu za varovanje zdravja republike Slovenije, za
koagulaza pozitivne stafilokoke in Staphylococcus aureus velja, da je v surovem mieku,
namenjenem uzivanju brez predhodne toplotne obdelave, mejna vrednost, pod katero se vsi
rezultati $tejejo kot zadovoljivi 10 KE/ml. Mejna dopustna vrednost, nad katero se rezultati
ne §tejejo ved za zadovoljive, pa je 5x10* KE/ml (Smernice ..., 2009).

2.5.2.4 Somatske celice

Stevilo somatskih celic (SSC) je eden osnovnih parametrov ocenjevanja kakovosti mleka, Ki
ga upostevamo pri oblikovanju odkupne cene mleka, poleg tega pa je doloCevanje somatskih
celic metoda za odkrivanje mastitisa. Telesne ali somatske celice so osnovni elementi vseh
telesnih tkiv in organov, ki se redno obnavljajo in so mikroskopsko majhne. V mleku
predstavljajo izrabljene epitelne celice tkiv vimena in levkocite (Bajt in sod., 1998).

V enem mililitru mleka ne sme biti ve¢ kakor 400.000 somatskih celic, da lahko mleko
uvrstimo v prvi ali ekstra (E) kakovostni razred. Mleko, ki vsebuje od 400.000 do 600.000
somatskih celic v enem mililitru mleka je drugi kakovostni razred, medtem ko mleko z veé
kot 600.000 somatskih celic ne more biti razvrs¢eno visje kot v tretji kakovostni razred
(Mavrin in Ostir, 2002).

Avtomatsko Stetje somatskih celic v mleku poteka na principu fluoro-opto-elektronskega
Stetja. Somatske celice so definirane kot vse tiste celice, ki po obarvanju jedrne DNK s
fluorescenénim barvilom in pod vplivom obsevanja s ksenonovo Zarnico, oddajajo svetlobo.
Svetlobni signali se pretvorijo v elektronske signale, ki jih foto-diodni sistem v instrumentu
Steje avtomatsko. Rezultat na zaslonu je Stevilo somatskih celic v tiso¢ih na mililiter mleka
(Bajt in sod., 1998).
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2.6 NADZOR KAKOVOSTI MLEKA V MLEKOMATIH

Nadzor kakovosti mleka v mlekomatih je vzpostavljen na dveh nivojih. Za prvi nivo mora
poskrbeti lastnik mlekomata oz. nosilec dejavnosti sam. VVzpostaviti mora notranji nadzor, Ki
temelji na nacelih sistema HACCP. HACCP je preventivni sistem, ki omogoca nadzor nad
dejavniki, ki bi lahko ogrozali zdravje ljudi, v vseh fazah pridelave, predelave in prodaje zivil.
Za drugi nivo, uradni nadzor nad kakovostjo mleka in ustreznost upravljanja mlekomata, pa
skrbi veterinarska uprava. Nadzor vkljucuje nenapovedane odvzeme vzorcev mleka ter
pregled kontrolnih kartic, ki jim omogocajo vpogled v stanje mlekomata za mesec dni nazaj
(Mlekomat, 2010).

Lastnik mora redno nositi vzorce mleka iz mlekomata v pooblascen laboratorij na analize,
kjer preverjajo Stevilo somatskih celic, SSMO ter vsebnost mag¢ob in beljakovin. V Sloveniji
je registriranih skoraj 100 mlekomatov. Veterinarska uprava je od aprila 2010, ko je prevzela
nadzor nad mlekomati, opravila analize vzorcev mleka iz 61-ih mlekomatov. Ker je pri

nekaterih od teh vzorcev odkrila nepravilnosti, je izdala opozorila.

Mleko ni le pomembno Zivilo ter sestavni del zdrave in uravnotezene prehrane ljudi, ampak je
zaradi svoje bogate sestave tudi izvrsten rastni medij za razlicne mikroorganizme, tako
tehnolosko pozitivne kot tudi kvarljivce ali celo patogene bakterije. Slednje, med katere
pristevamo tudi stafilokoke, listerije, salmonele in druge, so zdravju Skodljive, zato uzivanje
surovega mleka odsvetujejo predvsem bolj obcutljivim skupinam ljudi, med katere sodijo

nosecnice, novorojencki, starejsi ljudje in ljudje z zmanjSano imunsko odpornostjo.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 OPIS POSKUSA IN NACRT DELA

V poskusu smo analizirali mleko, odvzeto iz petih, naklju¢no izbranih mlekomatov. Mleko
smo vzorcili enkrat tedensko, pet tednov zapored in sicer v dveh razli¢nih obdobjih leta 2010,
zgodaj spomladi in v poletno-jesenskem obdobju (Slika 2). Odvzetim vzorcem mleka smo v
okviru kemijske kakovosti dolocevali vsebnost mascobe, v okviru fizikalne kakovosti
kislinsko stopnjo, medtem ko smo v okviru higienske kakovosti dolocali skupno Stevilo
mikroorganizmov, Stevilo somatskih celic ter morebitno prisotnost koliformnih

mikroorganizmov, stafilokokov in zaviralnih snovi.

SPOMLADANSKO OBDOBJE POLETNO-JESENSKO

OBDOBJE
25 wvzorcev iz petih razlicnih

mlekomatov (odvzem dne: 25.3; 25 vzorcev iz petih  razli¢nih

31.2.:7.4.: 12.4. in 19.4.2010) mlekomatov (odvzem dne: 10.8.;

16.8.; 23.8.; 29.9. in 6.10.2010)

Analize mleka: Analize mleka:
Dolocanje  vsebnosti  mascobe, Dolocanje  vsebnosti  mascobe,
kislinske stopnje, SSMO, SSC, kislinske stopnje, SSMO, SSC,
prisotnosti zaviralnih  snovi, ter prisotnosti zaviralnih  snovi, ter
koliformnih bakterij in koliformnih bakterij in
stafilokokov. stafilokokov.

\ /

Primerjava rezultatov analiz vzorcev mleka, vzorcenih

zgodaj spomladi in v poletno-jesenskem obdobju.

Slika 2: Nacrt dela diplomske naloge
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3.2 MATERIAL

3.2.1 Vzorci mleka iz mlekomatov

Mleko iz mlekomatov smo vzor¢ili v plastenke, ki smo jih kupili na avtomatu za embalazo pri
mlekomatu (Slika 3). Tako odvzeto mleko smo v hladilni torbi ¢im hitreje prenesli do Instituta
za mlekarstvo in probiotike na Biotehniski fakulteti v Domzalah, kjer smo takoj zaceli z

analizami.

s

& rEn T

Slika 3: Vzor&eno mleko v plastenkah (Foto B. Spalir)

3.2.2 Reagenti za dolo¢anje vsebnosti mascobe

e Zveplena kislina H,SO, (Merck, Darmstadt, Nem¢ija, kat. §t. 112080)

e Amilni alkohol (Merck, kat. §t. 1.00978.1000)

3.2.3 Reagenti za dolocanje kislinske stopnje

e Raztopina 0,25 M NaOH (Merck, kat. §t. 1.06498)

e 2 % alkoholna raztopina fenolftaleina v 96 % etanolu (Merck, kat. §t. 7754)

¢ 5% vodna raztopina kobaltovega sulfata (CoSO4x7H,0) (Merck, kat. §t. 1.02556)
3.2.4 Komplet za dolo¢anje zaviralnih snovi

Za dolo&anje zaviralnih snovi v mleku smo uporabili komercialen komplet Delvotest®SP-NT/
SP MINI-NT (DSM Food Specialties, Delft, Nizozemska, kat. St. 8609.0409.3). Komplet
vsebuje ampule s trdnim gojis¢em, ki vsebuje spore bakterij Bacillus stearothermophilus var.

calidolactis in hranila za rast ter barvni indikator bromkrezol skrlatno.
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3.2.5 Gojisca, raztopine za razredcevanje in dodatki
3.2.5.1 Trdno gojis¢e VRBL

Trdno gojisce Violet Red Bile Lactose (VRBL; Merck, kat. st. 1.01406.05000) smo uporabili
za doloc¢anje Stevila koliformnih mikroorganizmov. Po navodilih proizvajalca (Merck) smo
zatehtali 39,5 g gojisca, ga raztopili v 1000 ml destilirane vode ter segrevali toliko Casa, da se

je popolnoma raztopilo.
3.2.5.2 Trdno gojis¢e PCA

Trdno gojis¢e Plate-Count-Agar (PCA) smo uporabili za dolocanje skupnega Stevila
mikroorganizmov v vzorcih mleka. 22,5 g gojiséa (Merck, kat. $t. 1.05463.0500) smo
raztopili v 1000 ml destilirane vode in mu dodali 0,1 % posnetega mleka v prahu (Merck, Kkat.
St. 1.15363.0500). Tako pripravljeno gojisc¢e smo avtoklavirali 15 minut pri 121 °C.

3.2.5.3 Trdno gojis¢e BP z dodatkom kuncje plazme in fibrinogena

Trdno gojisce Baird Parker (BP) smo uporabili za dolocanje Stevila koagulaza pozitivnih
stafilokokov (Sta. aureus in sorodnih vrst). V 1000 ml destilirane vode smo odtehtali in
raztopili 58 g gojis¢a BP (Biolife, Italija, Milano, kat. St. 4011162) ter ga 15 minut
avtoklavirali pri 121 °C.

3.2.5.4 Kuncja plazma in fibrinogen (Rabbit Plasma Fibrinogen = RPF)

Suplement RPF je sestavljen iz fibrinogena (380 mg), tripsin inhibitorja (1,5 mg) in kuncje
plazme (3,0 ml). RPF (Biolife, kat. §t. 423101) smo v asepti¢nih pogojih raztopili v 50 ml
sterilne destilirane vode in ga primesSali k 150 ml avtoklaviranega in na 45-50 °C ohlajenega
gojis¢a BP. Tako pripravljeno gojis¢e smo dobro premesali in takoj uporabili za analizo, da ne

bi prislo do precipitacije fibrinogena.
3.2.5.5 Ringerjeva raztopina ¥ jakosti

Za razredCevanje vzorcev mleka smo pri mikrobioloskih metodah (razredéevanje po Kochu)
uporabili Ringerjevo raztopino % jakosti, ki smo jo pripravili skladno z navodili proizvajalca
(Merck) s pomoc¢jo Ringerjevih tablet (Merck, kat. s§t. 1.5525.0001). Po 9,3 ml Ringerjeve

raztopine smo prenesli v epruvete in avtoklavirali 15 minut pri 121 °C,
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3.2.6 Laboratorijska oprema

avtoklav (Kambi¢, Slovenija),

e mikrovalovna pecica (Bosch, Nemc¢ija),

e tehtnica (EB 300 M Mettler Toledo, Svica),
e magnetno meSalo (Tehtnica, Slovenija),

e centrifuga (Gerber, Funke) za doloc¢anje vsebnosti mascobe, 350 + 50 g ogrevana na
temperaturo 50 do 60 °C,

e umerjeni butirometri (mednarodni standard 1SO 488) z ustreznimi zamaski,
e pipeta za mleko, posamezno graduirana, trebusasta, oznacen volumen v ml,
e avtomatska pipeta, sterilni nastavki,

e vodna kopel za butirometre, naravnana na 65 + 2 °C,

e termometer,

e stojalo za butirometre,

e Direta,

e pipete 50 ml, 2 mlin 1 ml,

e erlenmajerice,

e plinski gorilnik,

e mehanski stresalnik (Tehtnica, Slovenija),

e sterilne petrijeve plosce,

e sterilne epruvete z zamaski,

e 3tevec kolonij ESKO (Labo, Slovenija),
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e Direte za titracijo,
e hladilnik (LTH, Slovenija),

e inkubatorji (Labo, Slovenija).

3.3 METODE

3.3.1 Doloc¢anje vsebnosti mleéne mascobe

Vsebnost mleéne masc¢obe sSmo dolocali z butirometricno metodo po Gerberju (1SO 2446).
Metoda temelji na obdelavi mleka z Zvepleno kislino, pri ¢emer razgradimo beljakovinski
ovoj, ki obdaja mascobne kroglice. Spros¢eno mascobo v butirometrih centrifugiramo,
dodatek amilnega alkohola pa olajsa izloCanje mas¢obe in vzpostavi ostro mejo med masc¢obo
ter kislino in preostankom mleka. Koli¢ino izlo¢ene mascobe od¢itamo na skali butirometra,

ki je umerjena za direkten od¢itek vrednosti mas¢obe v masnih odstotkih.

Vzorce mleka smo s poCasnim obracanjem plastenk najprej previdno premesali, da ni prislo
do penjenja, a da smo dosegli enakomerno porazdelitev mascobe. V ¢ist in suh butirometer
smo nato nalili 10 ml Zveplove (V1) kisline, dodali 11 ml mleka, ki smo ga pocasi, pod kotom
45°, spustili v butirometer in pri tem pazili, da se ni zmeSalo z Zveplovo kislino. Pazljivo smo
dodali Se 1 ml amilnega alkohola, butirometre zamasili, jih stresali do ucinkovitega
premeSanja sestavin ter centrifugirali. Po 5-minutnem centrifugiranju pri 1100 obratih na

minuto smo vsebnost mascobe direktno od¢itali na skali butirometra (Slika 4).

a) b)
Slika 4: a) vzorci mleka v butirometrih; b) centrifuga; c) odcitavanje vsebnosti mascobe s
skale butirometra (Foto A. CanZek Majhenic)
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3.3.2 Dolocanje kislinske stopnje mleka

Za doloc¢anje kislinske stopnje mleka uporabljamo titracijsko metodo po Soxhlet-Henklu
(Methodenbuch, 2000). Kislinska stopnja nam pove porabo 0,25 M NaOH, ki jih potrebujemo
za titracijo 100 ml mleka, da ob dodatku barvnega indikatorja fenolftaleina kot indikatorja
dosezemo standardno barvo primerjalnega vzorca. Primerjalni vzorec pripravimo z dodatkom
kobaltovega sulfata v mleko. Pri titraciji z 0,25 M NaOH, ki predstavlja premik vrednosti pH,
zajamemo proste kisline kot tudi kisle oziroma puferske soli in kisle skupine beljakovin. Pri
analizi smo najprej pripravili standardno barvo tako, da smo v ¢aso odpipetirali 50 ml mleka
in mu dodali 1 ml kobaltovega sulfata. Za titracijo smo odpipetirali 50 ml mleka in mu dodali
2 ml barvnega indikatorja fenolftaleina (Slika 5). Med stalnim meSanjem smo vzorec titrirali z
0,25 M NaOH do roznate barve standarda. Kislinsko stopnjo posameznega vzorca mleka smo
izracunali iz Stevila porabljenih ml 0,25 M NaOH, ki smo jih pomnozili z 2, ter rezultat
izrazili v enotah SH. Po pravilniku (Pravilnik o kakovosti mleka..., 1993) je dovoljena
kislinska stopnja za sveze surovo mleko do 7,2 SH.

SN

ot

Slika 5: Priprava vzorcev mleka za doloevanje kislinske stopnje (Foto A. Canzek Majhenic)

3.3.3 Dolocanje stevila somatskih celic

Za doloc¢anje Stevila somatskih celic v vzorcih mleka iz mlekomatov smo uporabili referen¢no
avtomatizirano metodo, ki deluje na principu fluorescenéne mikroskopije (ISO 13366-2).
PremeSane vzorce mleka postavimo na tekoci trak aparata fossomatic. Aparat avtomatsko
odpipetira vzorec mleka in ga zmeSa z raztopino pufra in raztopino barvila (etidijev bromid).
Pripravljeno meSanico mleka in reagentov nato aparatura v obliki tankega filma nanese na
rotirajoCi disk, ki predstavlja objektno steklo za mikroskopiranje. Jedra somatskih celic se
obarvajo s fluorescen¢nim barvilom etidijevim bromidom in nastane fluorescenc¢en kompleks,
ki ob obsevanju s ksenonovo zarnico oddaja svetlobo. Vsaka obarvana celica, ki jo mikroskop
zazna, povzrodi elektriéni impulz, ki se ojadi in avtomatsko zabelezi. Stevilo somatskih celic

je direkten odc¢itek v tiso¢ih na mililiter mleka.
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3.3.4 Dolocanje posameznih skupin mikroorganizmov s Stetjem na petrijevih plos¢ah

Vzorce mleka iz mlekomatov smo za mikrobioloske analize pripravili v asepti¢nih pogojih,

skladno s standardom ISO 6887-5.

Slika 6: Razred¢itve vzorcev mleka in petrijeve plosce, prelite z gojiséem (Foto B. Spalir)

Mleko smo najprej premeSali in po 1 ml prenesli v 9 ml Ringerjeve raztopine ¥4 jakosti ter
tako dobili razredgitev 10™. Z metodo po Kochu smo nadaljevali z razredevanjem in vzorce
razredCili do primernih razredcitev (Slika 6). Izhodis¢ni vzorec mleka iz mlekomatov in
izbrane razred¢itve smo cepili na trdna gojis¢a VRBL, BP+RPF in PCA ter inkubirali v

pogojih, ustreznih za posamezno skupino mikroorganizmov (Preglednica 3).

Preglednica 3: Pogoji inkubacije, uporabljeni za posamezno skupino mikroorganizmov

Mikroorganizmi Gojisce Temperatura Cas

SSMO PCA 30+£1°C  72ur+3ure
Koliformne bakterije VRBL 30+1°C 24 ur £ 2 uri
Staphylococcus ssp. BP+RPF 37 °C 24 ur + 2 uri

Skupno Stevilo mikroorganizmov, s Stetjem na petrijevih plos¢ah, smo v vzorcih mleka
dolocali skladno s standardom ISO 4833. Po 1 ml izbranih razredCitev smo prenesli na
petrijeve plosce, ter jih prelili z raztopljenim in primerno ohlajenim (45 + 2 °C) gojis¢em

PCA z dodatkom mleka v prahu. Po inkubaciji smo presteli vse kolonije na $tevnih plosc¢ah.

Koliformne mikroorganizme smo v vzorcih mleka dolocali po navodilih standarda 1SO 4832.
Po 1 ml izbranih razredCitev smo prenesli na petrijeve plosce, ter jih prelili z raztopljenim in
primerno ohlajenim (45 + 2 °C) gojis¢em VRBL (Slika 7). Ko se je gojise z vmeSanim
vzorcem strdilo, smo ¢ez prelili Se tanek sloj istega gojisca in pustili da se strdi. Po inkubaciji
smo presteli koliformne mikroorganizme, Ki tvorijo znaéilne temno rdece kolonije, premera 1

- 2 mm in so obdani z rdeckasto precipitacijsko cono.
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Slika 7: Razredéitv vzorcev mlea V'p'_etr-ijg-lvihv ploééh in plosce prelite z gojis¢em VRBL
(Foto B. Spalir)
Skladno s standardom ISO 6888-2 smo v vzorcih mleka dolocali Stevilo koagulaza pozitivnih
stafilokokov. Po 1 ml izbranih razred¢itev smo prenesli na petrijeve plosce, ter jih prelili z
raztopljenim in primerno ohlajenim (45 £ 2 °C) gojis¢em BP z dodanim RPF. Po inkubaciji so
koagulaza pozitivni stafilokoki zrasli kot znacilne, ¢rne oziroma sive (lahko tudi bele)
kolonije obdane s cono precipitacije. Ker gojis¢e BP z RPF temelji na koagulazni aktivnosti

precipitacije fibrina, potrditveni testi niso potrebni.

Po inkubaciji smo kolonije na posameznih gojis¢ih presteli na Stevcu kolonij. Presteli smo
plosce, na katerih je zraslo od 10 do 300 kolonij, razen pri dolo¢anju Stevila koliformnih
mikroorganizmov, Kjer smo za Stevne plosc¢e upostevali tiste, na katerih je zraslo od 10 — 150

kolonij. Za izracun Stevila mikroorganizmov (N) v ml mleka pa smo uporabili naslednjo

formulo (1SO 7218):

3 YKE *
(n, +01*n,)

N — Stevilo mikroorganizmov

YKE - vsota kolonij, preStetih na vseh plos¢ah

n; — Stevilo Stevnih petrijevih plos¢ (10-300 0z. 10-150 kolonij) prve razred¢itve
N, — Stevilo Stevnih petrijevih plos¢ (10-300 0z. 10-150 kolonij) druge razredcitve

R — razredcitveni faktor prve razred¢itve
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3.3.5 Dolocanje prisotnosti zaviralnih snovi v mleku

Prisotnost zaviralnih snovi v mleku smo ugotavljali s standardno difuzijsko metodo, z
uporabo kompleta Delvotest®SP-NT / SP MINI-NT (DSM Food Specialties). Test je zelo
obcutljiv za prisotnost razlicnih antibiotikov. Indikatorska bakterija pri tej metodi je za
zaviralne snovi izredno obcutljiv Bacillus stearothermophilus var. calidolactis, katerega spore
so dodane trdnemu gojiscu, ki je nalito v ampule. V tako predpripravljeno ampulo smo dodali
0,1 ml mleka in priceli s 3—urno inkubacijo ampul pri temperaturi 64 = 0,5 °C. Med
inkubacijo spore vzklijejo in preidejo v vegetativno obliko, vegetativne celice pa zaradi
metabolne aktivnosti kmalu proizvedejo toliko kisline, da barva indikatorja, dodanega gojiscu,
preide iz vijolicne v rumeno. Sprememba barve gojis¢a iz vijoliCne v rumeno pomeni
odsotnost zaviralnih snovi v koncentraciji enaki ali nad mejo detekcije testa. Nasprotno pa, ce
so v analiziranem vzorcu mleka prisotne zaviralne snovi, delujejo zaviralno na bakterijske
celice in ni metabolne aktivnosti, ter ne pride do spremembe barve gojis¢a. Na sliki 8 je

prikazan termostat za inkubacijo vzorcev.

L1780 C10

Slika 8: Termostat za inkubacijo vzorcev pri doloéanju prisotnosti zaviralnih snovi
(Foto B. Spalir)
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4 REZULTATI

Mleko za analize smo odvzeli s petih naklju¢no izbranih mlekomatov. Vzorcenje je potekalo
enkrat tedensko, pet tednov zapored, izvedli pa smo ga v dveh letnih Casih in sicer v zgodnje

spomladanskem in poletno-jesenskem obdobju.

4.1 VSEBNOST MLECNE MASCOBE

V okviru kemijske kakovosti smo v vzorcih mleka iz mlekomatov dolocali vsebnost mle¢ne
mascobe, dobljene povprecne vrednosti mle¢ne mascobe pa so prikazane v preglednici 4 oz.

na sliki 9. Kot vidimo, so razlike povpre¢nih vrednosti med obdobjema majhne.

Preglednica 4: Povpreéne vsebnosti mle¢ne mascobe (%) v vzorcih mleka v spomladanskem
(n =5) in poletno-jesenskem obdobju (n = 5)

1. mlekomat 2. mlekomat 3. mlekomat 4. mlekomat 5. mlekomat

Spomladansko obdobje 4,22 +0,16 4,14+0,04 4,10+0,08 4,07 +0,07 4,13+0,07
Poletno-jesensko 4,07+014 410+025 4,14+0,12 3,90+0,18 3,94+0,11
obdobje

Najvecja razlika je bila pri vzorcih mleka iz petega mlekomata, kjer je v spomladanskem
obdobju povpre¢na vsebnost mle¢ne masc¢obe vecja za 0,19 %. Najmanjsa razlika povprecnih
vrednosti vsebnosti mle¢ne masobe pa je bila pri vzorcih iz mlekomata 2 in 3, in sicer
0,04 %.
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Slika 9: Povprecna vsebnost mle¢ne mascobe v spomladanskem in poletno-jesenskem
obdobju
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Kot Ze receno, so bile razlike vsebnosti mle¢ne mas¢obe v vzorcih mleka med spomladanskim
in poletno-jesenskim obdobjem majhne, pa vendar se je pri vzorcih mleka kar Stirih
mlekomatov pokazalo, da je povprecna vsebnost mleéne mascobe v poletno-jesenskem
obdobju nizja v primerjavi s spomladanskem obdobjem. Lahko pa recemo, da je pri vseh

analiziranih vzorcih surovega mleka vsebnost mle¢ne masc¢obe primerno visoka in ustrezna.

4.2 KISLINSKA STOPNJA MLEKA

Od parametrov fizikalne kakovosti smo pri vzorcih mleka dolocali kislinsko stopnjo. Tudi pri
kislinski stopnji mleka smo opazili razlike med spomladanskim in poletno-jesenskim
obdobjem (Preglednica 5). V spomladanskem obdobju so bile povpre¢ne vrednosti nekoliko

vecje kot v poletno-jesenskem obdobju.

Preglednica 5: Povpre¢ne vrednosti kislinske stopnje (SH) mleka v spomladanskem (n = 5) in
poletno-jesenskem obdobju (n = 5)

1. mlekomat 2. mlekomat 3. mlekomat 4. mlekomat 5. mlekomat

Spomladansko obdobje 6,26 +0,18 6,25+0,15 6,42 +0,14 6,50+0,18 6,44 +0,14
Poletno-jesensko obdobje 558+ 0,12 6,08+0,13 6,20+0,16 6,09+0,19 6,26 +0,11

Najvecja razlika povpreénih vrednosti kislinske stopnje se je pokazala pri vzorcih mleka
mlekomata 1, kjer je razlika znaSala kar 0,68 SH, najmanjSa pa pri vzorcih mleka mlekomata
2, kjer je bila 0,17 SH. Najve¢jo povprecno vrednost kislinske stopnje so imeli vzorci iz
mlekomata 4 v spomladanskem obdobju (6,50 + 0,18 SH), najmajSo vrednost pa vzorci mleka

mlekomata 1 v poletno-jesenskem obdobju (5,58 + 0,12 SH).
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Slika 10: Povpre¢ne vrednosti Kislinske stopnje vzorcev mleka v spomladanskem in
poletno-jesenskem obdobju
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Kljub nihanjem povpreénih vrednosti kislinske stopnje med obdobjema (Slika 10) pa so vse
vrednosti ustrezne, saj ne presegajo dovoljene vrednosti 7,2 SH, ki jo za surovo mleko

predpisuje Pravilnik o kakovosti mleka, mle¢nih izdelkov, siril in Cistih cepiv (1993).

4.3 STEVILO SOMATSKIH CELIC

V sklopu ugotavljanja higienske kakovosti mleka smo dolocali tudi Stevilo somatskih celic, Ki
je pomemben indikator zdravstvenega stanja molzne zivali oz. mlecne zleze in hkrati eden od
parametrov oblikovanja odkupne cene mleka. Stevilo somatskih celic, dolodeno v posameznih
vzorcih mleka petih mlekomatov, je prikazano v preglednicah 6a (spomladansko obdobje) in
6b (poletno-jesensko obdobje).

Preglednica 6: Stevilo somatskih celic v vzorcih mleka (SSC/ml), vzoréenih v
spomladanskem obdobju (6a) in v poletno-jesenskem obdobju (6b)

a) spomladansko obdobje (SSC/ml)

vzorcenje | MLEKOMAT

1 2 3 4 5

239.000 |219.000 |291.000 |479.000 |231.000
303.000 |470.000 |216.000 |541.000 |112.000
296.000 |282.000 |251.000 |538.000 |271.000
374.000 |275.000 |281.000 |400.000 |243.000
278.000 |223.000 | 206.000 |345.000 |470.000

arwbdnE

b) poletno-jesensko obdobje (SSC/ml)

vzorcenje | MLEKOMAT

1 2 3 4 5

176.000 |221.000 |472.000 {311.000 |306.000
192.000 |210.000 |260.000 {231.000 | 90.000

830.000 |187.000 |342.000 |297.000 |310.000
163.000 |139.000 |285.000 |353.000 |228.000

1
2.
3. 171.000 |238.000 |390.000 {481.000 |243.000
4
5
L

egenda: odebeljene so vrednosti somatskih celic, ki presegajo mejno vrednost 400.000 celic/ml

Kot vidimo iz rezultatov je pri vzorcih mleka mlekomatov 1, 2, 3 in 5 Stevilo somatskih celic,
ne glede na obdobje vzorcenja, preseglo dovoljeno mejo 400.000 SC/ml (Uredba o
dolo¢itvi..., 2001) le pri enem vzoréenju, medtem ko je bila pri mlekomatu 4 v
spomladanskem obdobju ta vrednost presezena kar pri treh vzorcenjih, pri enem vzorcenju pa
je bila ravno na meji. Mleko iz mlekomata 4 je tudi v poletno-jesenskem obdobju pri enem
vzoréenju vsebovalo ve¢ kot 400.000 SC/ml. Velika Stevila SC v ml mleka opozarjajo na
slabo zdravstveno stanje zivali, katerih mleko so prodajali v mlekomatu 4.
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4.4 SKUPNO STEVILO MIKROORGANIZMOV

Skupno stevilo mikroorganizmov smo v vzorcih mleka doloc¢ali s standardno metodo Stetja na
petrijevih ploscah (Slika 11).

Slika 11: Zrasle kolonije na gojiscu za dolocanje skupnega Stevila mikroorganizmov (Foto A.
Canzek Majhenic)

V preglednici 7 so prikazani rezultati SSMO v vzorcih mleka petih mlekomatov, odvzetih v

spomladanskem (7a) oz. poletno-jesenskem obdobju (7b).

Preglednica 7: Skupno Stevilo mikroorganizmov v vzorcih mleka (KE/ml), vzor¢enih v
spomladanskem (7a) in poletno-jesenskem obdobju (7b)

a) SSMO (KE/ml) v spomladanskem obdobju

vzorcenje | MLEKOMAT

1 2 3 4 5

47.000 {10.000 |12.000 |200.000 |350.000
480.000 |11.000 |81.000 | 83.000 | 62.000
100.000 |33.000 | 5.000 | 75.000 | 49.000
94.000 |19.000 | 10.000 | 43.000 | 46.000
100.000 |17.000 |81.000 | 53.000 | 44.000

arwdE

b) SSMO (KE/ml) v poletno-jesenskem obdobju

vzorcenje | MLEKOMAT

1 2 3 4 5

87.000 46.000 [170.000 | 35.000 | 27.000
36.000 55.000 | 30.000 |350.000 | 10.000

350.000 110.000 | 53.000 | 54.000 | 35.000
83.000 |21.500.000 | 29.000 |180.000 | 34.000

1
2.
3. 130.000 53.000 |140.000 |450.000 |190.000
4
5
L

egenda: odebeljene so vrednosti SSMO, ki presegajo zgornjo mejo 100.000 KE/ml mleka

Iz primerjave rezultatov SSMO v vzorcih mleka, odvzetin v spomladanskem in
poletno-jesenskem obdobju vidimo, da so bili vzorci mleka v spomladanskem obdobju boljSe
mikrobioloSke kakovosti. Pri vzorcih mleka v spomladanskem obdobju iz mlekomatov 2 in 3
se je izkazalo, da SSMO pri nobenem od vzorcev mleka ni preseglo mejne vrednosti 100.000
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KE/ml, medtem ko je bila ta vrednost pri vzorcih mleka mlekomatov 1, 4 in 5 presezena le pri
enem vzoréenju. Nasprotno pa je v poletno-jesenskem obdobju SSMO pogosteje preseglo
mejno vrednost 100.000 KE/ml in sicer pri vzorcih mleka mlekomatov 1, 2 in 3 pri dveh
vzor&enjih, medtem ko so pri mlekomatu 4 mejno vrednost SSMO presegli Kar trije vzorci
mleka. Pri mlekomatu 5 je bila mejna vrednost tudi v poletno-jesenskem obdobju presezena le
pri enem vzorcenju. Zanimiv je rezultat 5. vzorca mleka mlekomata 2, kjer smo pri dolocanju
SSMO nasteli kar 21.500.000 KE/ml. Ker je Stevilo zelo visoko domnevamo, da najverjetneje
ni posledica samo neustrezne higiene in rokovanja z mlekom, temve¢ tudi vpliva dodatnega
faktorja, na primer prisotnosti biofilma, ki se je v vzorec mleka odlus¢il med tocenjem mleka

iz mlekomata.

4.5 PRISOTNOST KOAGULAZA POZITIVNIH STAFILOKOOV

Po nacepljanju vzorcev mleka na gojis¢ée BP+RPF in koncani inkubaciji, smo presteli samo
kolonije, obdane s precipitacijsko cono fibrinogena, ki so znadilne za koagulaza pozitivne
stafilokoke (Slika 12).

Slika 12: Kolonije koagulaza pozitivnih stafilokokov, obdane s precipitacijsko cono
fibrinogena (Foto A. Canzek Majhenic)

V preglednici 8 so prikazani rezultati Stevila koagulaza pozitivnih stafilokokov, prisotnih v
vzorcih mleka petih mlekomatov, ki smo jih vzor¢ili v spomladanskem (8a) in

poletno-jesenskem obdobju (8b).
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Preglednica 8: Stevilo koagulaza pozitivnih stafilokokov v vzorcih mleka (KE/ml), vzoréenih
v spomladanskem (8a) in poletno-jesenskem (8b) obdobju

a) spomladansko obdobje (KE/ml)

vzorcenje | MLEKOMAT

1 2 3 4 5

7.000 |1.700 | 600 |1.500| O
4.200 [1.000 | 800 |3.300| O
3.800| 820 | 550 | 900| O
3.100 |7.300 | 360 | 200 |100
3.100 |1.900 |1.000 |2.000 | O

abrwn e

b) poletno-jesensko obdobje (KE/ml)

vzorcenje | MLEKOMAT

1 2 3 |4 5

1.300 | 800|600 | 100 |2.200
700 | 320 [180 |1.200 0
1.000 | 360|270 | 400 0
1.400 |6.000 | 0| 500 0
2.000 | 640 /200 0 0

arwdE

Spremljali smo prisotnost in Stevilo koagulaza pozitivnih stafilokokov (Preglednica 8) v
vzorcih mleka petih mlekomatov v dveh letnih obdobjih. Glede na priporo¢ila Smernic za
mikrobiolosko varnost zivil, ki so namenjene konénemu potrosniku (2009), Stevilo koagulaza
pozitivnih stafilokokov v vzorcih surovega mleka, ki je namenjeno uzivanju brez predhodne
toplotne obdelave, ne sme preseéi 500 KE/ml. Ce naSe rezultate primerjamo s priporogili
smernic lahko vidimo, da so se najslabSe odrezali vzorci mleka mlekomatov 1 in 2, saj je,
razen pri drugem in tretjem vzorcenju mlekomata 2 v poletno-jesenskem obdobju, Stevilo
koagulaza pozitivnih stafilokokov vedno preseglo priporoceno vrednost. Najboljse rezultate
smo zasledili pri vzorcih mlekomata 5, saj razen presezene vrednosti pri prvem vzoréenju v
poletno-jesenskem obdobju, v vzorcih mleka koagulaza pozitivnih stafilokokov nismo
zasledili oz. je bilo njihovo Stevilo pod priporoc¢eno mejo. Tudi za vzorce mlekomatov 3 in 4
lahko recemo, da je Stevilo, posebej v spomladanskem obdobju, previsoko, precej boljSe pa je
bilo stanje v poletno-jesenskem obdobju, ko je bilo, razen prvega vzor¢enja mlekomata 3 in
drugega vzorCenja mlekomata 4, Stevilo koagulaza pozitivnih stafilokokov vedno pod
priporoceno mejo. Rezultati kazejo, da je precej pregledanih vzorcev mleka neustreznih z
vidika Stevila koagulaza pozitivnih stafilokokov. Kljub temu pa je potrebno poudariti, da
noben od pregledanih vzorcev mleka ni dosegal oz. presegel vrednosti 10* KE/ml nad katero
je potrjena tvorba stafilokoknega enterotoksina.
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4.6 PRISOTNOST KOLIFORMNIH BAKTERIJ

V vzorcih mleka smo ugotavljali tudi prisotnost koliformnih bakterij, katerih Stevilo je
pokazatelj higienskih pogojev v proizvodni verigi. Gojis¢e VRBL je selektivno in
diferencialno, na njem pa po inkubaciji zrastejo koliformne bakterije kot temno rdece

kolonije, premera 1-2 mm, obdane z rdeckasto precipitacijsko cono zol¢nih soli (Slika 13).

Slika 13: Znacilne kolonije koliformnih bakter;j na gojis¢u VRBL (Foto A. Canzek Majhenic)

V preglednici 9 so predstavljeni rezultati Stevila koliformnih bakterij v vzorcih mleka,
odvzetih v spomladanskem (9a) in poletno-jesenskem obdobju (9b).

Preglednica 9: Stevilo koliformnih bakterij v vzorcih mleka (KE/ml), vzoréenih v
spomladanskem (9a) in poletno-jesenskem obdobju (9b)

5) spomladansko obdobje (KE/ml)

vzorcenje | MLEKOMAT

1 2 3 |4 5

3.400 |1.200 180 |6.300 {100
1.300 | 200 | 60 |7.400 | 30
100 | 110 | 54 |3.500 | 10
9.500 |2.500 | 80 |1.100 | 20
630 | 330|370 | 480 | 10

abrwn e

b) poletno-jesensko obdobje (KE/ml)

vzorcenje | MLEKOMAT

1 2 |3 4 5

350 {600 75| 380 | 200
1.000 |400 |5.000 |7.700 |1.800
1.900 |250 20 |2.000 | 300
6.400 |330 [2.300 | 340 72

570|380 | 550 |5.500 | 100

arwdE

Ceprav se sami prisotnosti koliformnih bakterij v surovem mleku skoraj ne moremo izogniti,

pa je njihovo Stevilo dober pokazatelj higienskih pogojev rokovanja z mlekom. Pri dobri
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higieni pridobivanja, transporta in skladis¢enja ter ustreznemu hlajenju, stevilo koliformnih
bakterij v mililitru surovega mleka naj ne bi preseglo 100 KE (Rogelj, 2003). Iz naSih
rezultatov je razvidno, da se je temu kriteriju najbolj priblizala ve¢ina vzorcev mleka iz
mlekomatov 3 in 5. Precej slabsi pa so bili po Stevilu koliformnih bakterij vzorci mleka iz
mlekomatov 1 in 4. Stevilo koliformnih bakterij je bilo, ne glede na obdobje vzor&enja,
presezeno tudi v vseh vzorcih mlekomata 2, vendar pa so bile vrednosti, razen pri dveh

vzorcih v spomladanskem obdobju, nizje od 1000 KE/ml.

4.7 PRISOTNOST ANTIBIOTIKOV

V vseh odvzetih vzorcih mleka smo ugotavljali tudi morebitno prisotnost zaviralnih snovi, ki
so v mleku lahko posledica malomarnosti ali neznanja. Ugotovili smo, da je bil pri vseh

vzorcih rezultat na prisotnost zaviralnih snovi negativen.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Mleko je kot najbolj popolna naravna hrana tudi idealen medij za rast in razvoj
mikroorganizmov, zato smo se odlo¢ili analizirati mleko iz nekaj slovenskih mlekomatov. Pri
tem smo pregledovali nekatere parametre kemijske, fizikalne, higienske in mikrobioloske
kakovosti mleka, zanimalo pa nas je tudi ali obstajajo kaksne razlike analiziranih parametrov,
¢e mleko vzor¢imo spomladi ali poleti. Mlekomati so pri nas Zze dodobra uveljavljeni, nadzor
nad mlekom pa le nakljucen in redek, zato nas je zanimalo ali mleko iz mlekomatov ustreza

nekaterim kakovostnim merilom.
5.1.1 Fizikalno - kemijska kakovost

Od fizikalno—kemijskih parametrov smo preverjali Kislinsko stopnjo mleka in vsebnost
mascobe. Pri kemijski kakovosti smo analizirali vsebnost mascobe v mleku. V surovem
mleku je delez mle¢ne maséobe povprecno 3,8 %, lahko pa niha v obmoc¢ju od 2,5 do 6 %
(Mavrin in Ostir, 2002). V preiskovanih vzorcih mleka je bila vsebnost mle¢ne mascobe
primerno velika, saj so povpre¢ne vrednosti vsebnosti mle¢ne mascobe petih vzorcev mleka
posameznega mlekomata v spomladanskem obdobju znaSale od 4,07 do 4,22 %, medtem ko
so bile povpre¢ne vrednosti v poletno-jesenskem obdobju, razen pri vzorcih mleka iz
mlekomata 3, rahlo manjse in sicer od 3,90 do 4,14 %. Ce primerjamo rezultate nasih vzorcev
mleka z podatki o vsebnosti mle¢ne mascobe odkupljenega mleka leta 2010, ki se gibajo od
3,99 do 4,24 %, v povprecju pa je 4,11 % (Odkupljeno kravje mleko..., 2012), vidimo da so

nase vsebnosti mle¢ne mascobe manjse.

Dolocanje kislinske stopnje, je najpogostejSa metoda za ugotavljanje svezosti mleka.
Kislinska stopnja surovega svezega mleka se giblje od 6,2 do 7,5 SH (Mavrin in Ostir, 2002).
Kislinska stopnja mleka iz kontroliranih mlekomatov je bila od 5,58 do 6,5 SH, kar kaze na
sveze mleko. Opazili pa sSmo manjSo razliko v povpre¢nih vrednostih kislinske stopnje med
obdobjema, v poletno-jesenskem obdobju so bile povpreéne vrednosti kislinske stopnje
vzorcev mleka posameznega mlekomata nekoliko manjSe in sicer od 5,58 do 6,26 SH, v
spomladanskem obdobju pa so bile povprecne vrednosti kislinske stopnje vecje, od 6,25 do

6,50 SH.
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5.1.2 Higienska kakovost

Najve¢ pozornosti smo posvetili higienski kakovosti mleka iz mlekomatov. Doloc¢ali smo
morebitno prisotnost antibiotikov, mikrobioloSko kakovost in Stevilo somatskih celic, ki
odraza zdravstveno stanje molznih zivali, od katerih je bilo mleko pridobljeno.

Ugotovili smo, da pri nobenem od preiskovanih vzorcev mleka ni bilo prisotnih zaviralnih
snovi v mleku. Vsi testi so bili negativni, tako da ni nikakrsnih razlik med vzorci, niti med
obdobjema. Protimikrobne oz. zaviralne snovi so v mleku nezazelene, saj povzrocajo velike
tezave pri kasnejSi predelavi mleka v fermentirane mle¢ne izdelke, prepovedane pa so tudi

zaradi varovanja zdravja potrosnikov.

Somatske celice so naravno prisotne v mleku, saj se odmrle epitelne celice stalno izlo¢ajo v
mleko, njihovo povecano $tevilo pa je veCinoma pokazatelj bolezni v ¢redi. Dovoljena
vrednost je 400.000 SC/ml (Uredba o dolo¢itvi..., 2001). Na podlagi nasih rezultatov lahko
ugotovimo, da v ¢redah na splosno vlada dobro zdravstveno stanje, razen v ¢redi, katere

mleko so prodajali v mlekomatu 4.
5.1.3 Mikrobioloska kakovost

Znotraj mikrobioloske kakovosti smo dolo¢ali skupno 3tevilo mikroorganizmov (SSMO) ter

prisotnost koliformnih bakterij in koagulaza pozitivnih stafilokokov.

SSMO smo v mleku dologali s standardno metodo §tetja na petrijevih plog¢ah. Njihovo Stevilo
doloca higiensko kakovost surovega mleka, ki je odraz bakterioloske okuzbe med
pridobivanjem mleka. Majhno skupno Stevilo mikroorganizmov je znak dobre higiene oz.
dobre proizvodne prakse, medtem ko je veliko Stevilo, nad 100.000 KE/ml znak slabe higiene.
V mlekarsko razvitih dezelah, kot tudi v Sloveniji, velja za higiensko sprejemljivo mleko
tisto, ki ne preseze 100.000 KE/ml (Rogelj, 2003). 1z nasih rezultatov smo ugotovili, da je bila
v sploSnem higienska o0z. mikrobioloska slika vzorcev mleka boljsa v spomladanskem
obdobju. V spomladanskem obdobju je bila mejna vrednost pri naSih vzorcih skupno

presezena pri treh vzorcenjih, v poletno-jesenskem obdobju pa kar pri 10-ih vzorcenjih.

Koliformne bakterije so v surovem mleku vedno prisotne, njihova $tevilc¢nost pa je odli¢en
pokazatelj higiene hleva in molzne opreme ter pogojev transporta in skladis¢enja mleka. Ob
dobri praksi in hitremu ohlajanju v mililitru surovega mleka ni ve¢ kot 100 KE koliformnih
bakterij (Rogelj, 2003). 1z naSih rezultatov vidimo, da temu pogoju zadostijo samo vzorci
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mlekomata 5, medtem ko imajo ostali veCinoma vec¢je vrednosti, ne glede na ¢as vzorcenja,
bodisi v spomladanskem ali v poletno-jesenskem obdobju. Vseeno pa po $tevilénosti izstopajo
vzorci mleka mlekomatov 1 in 4, kar je najverjetneje znak slabih higienskih pogojev

pridobivanja mleka.

Bakterije rodu Staphylococcus pridejo v mleko zaradi okuzbe vimena ali pa jih prenaSa
molznik. V nalogi smo preverjali prisotnost koagulaza pozitivnih stafilokokov, ki so znadilni
povzrocitelj vnetja mle¢ne Zleze, poleg tega pa zaradi sposobnosti tvorbe stafilokoknega
enterotoksina predstavljajo zdravstveno tveganje za potrosnika. Po priporocilih Smernic za
mikrobiolosko varnost zivil, ki so namenjene kon¢nemu potrosniku (2009) sme biti v
surovem mleku, namenjenem uzivanju brez predhodne toplotne obdelave do 500 KE
koagulaza pozitivnih stafilokokov na ml mleka. Med analizo pa se je izkazalo, da je vecina
nasih preiskovanih vzorcev mleka neustreznih. Znano pa je, da je veliko zivil, ki v manjSem
Stevilu vsebujejo koagulaza pozitivne stafilokoke in Sta. aureus in jih vseeno lahko zauzijemo
brez nevarnosti za zdravje. Poudariti moramo, da je po veljavnih ocenah potrebno zauziti 100
— 200 ng stafilokoknega enterotoksina, da pride do stafilokokne zastrupitve. Toliksno koli¢ino
enterotoksina lahko proizvede 10° — 10° KE/ml Zivila (Rajkovic, 2012). Vidimo torej, da z
varnostnega vidika tudi vzorci mleka s povisanim Stevilom koagulaza pozitivnih stafilokokov
ne pomenijo neposredne nevarnosti za zdravje potrosnika, seveda pa moramo ob tem izkljuciti
obcutljivejse skupine ljudi kot so otroci, nosecnice, starejsi in bolni. Tudi ¢e uposStevamo
oceno varnosti zivila, ki ga v prilogi 3 podajajo Smernice za mikrobiolosko varnost Zivil, ki so
namenjene konénemu potro$niku (2009), da je pri vrednosti >10* KE koagulaza pozitivnih
stafilokokov in Sta. aureus v enem ml oz. g Zivila potrjena sposobnost tvorbe stafilokoknega

enterotoksina vidimo, da nobeden od pregledanih vzorcev mleka ni presegel te vrednosti.

5.2 SKLEPI

— Vsebnost mlecne mascobe je bila pri vseh vzorcih primerna, povpre¢na vsebnost je v
spomladanskem obdobju znasSala od 4,07 do 4,22 % in v poletno-jesenskem od 3,90 do
4,14 %.

— Kislinska stopnja vzorcev mleka je bila primerna in ni presegla predpisane vrednosti
7,2 SH.

— Stevilo somatskih celic je bilo, ne glede na obdobje vzoréenja, pri vzorcih mleka

mlekomatov ve¢inoma zadovoljivo, razen pri mlekomatu 4, kjer predvidevamo, da je bilo,
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vsaj v spomladanskem obdobju, zdravstveno stanje v ¢redi slabo.

— Mikrobioloska slika vzorcev mleka je bila boljsa v spomladanskem obdobju. Od skupno
vzetih 25 vzorcev so v spomladanskem obdobju trije (12 %) presegli mejno vrednost
100.000 KE/ml, v poletno-jesenskem obdobju pa kar 10 vzorcev mleka (40 %).

— Kiljub prisotnosti koagulaza pozitivnih stafilokokov v vecini preiskovanih vzorcih mleka,
smo na podlagi ocen varnosti zivil z vidika prisotnosti/Stevila stafilokokov, ter z vidika
potencialnega tveganja prisotnosti toksina ocenili, da koagulaza pozitivni stafilokoki v
mleku iz vzoréenih mlekomatov ne predstavljajo zdravstvenega tveganja za potrosnika,

kar pa ne velja za obcutljivejse skupine ljudi.

— Vzorci mleka iz mlekomatov so vsebovali od 10 pa do 9.500 koliformnih bakterij na mi.
Kar 36 % vzorcev je za ve¢ kot 10x preseglo 100 KE/ml, ki je zgornja meja, ki kaze na

dobro higieno pri pridobivanju, transportu in skladis¢enju ter ustreznega hlajenja mleka.

— 'V nobenem preiskovanem vzorcu mleka nismo nasli zaviralnih snovi.
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6 POVZETEK

Mlekomati so aparati za tocenje surovega mleka, lastniki so kmetje in so odgovorni za
njihovo pravilno delovanje. Mlekomati so izdelani tako, da ne izdajajo mleka, ki je starejSe od
24 ur in ni primerne temperature. Za kakovost mleka v mlekomatu in za higieno mlekomata

pa je odgovoren kmet sam.

Mleko je zaradi svoje sestave idealen medij za razvoj najrazli¢nej$ih mikroorganizmov, tako
tehnolosko koristnih, kot tudi zdravju Skodljivih, ki se ob neprimernem rokovanju z mlekom
lahko prekomerno namnozijo. Ce so se mlekomati v Sloveniji Z¢ dodobra uveljavili, pa sta
urejenost zakonodaje o mlekomatih in nadzor nad njimi e vedno nedorecena. Zato smo se
odlo¢ili, da bomo pregledali nekatere kakovostne parametre vzorcev mleka iz petih, naklju¢no

izbranih mlekomatov, da bi ugotovili ali ustrezajo predpisani kakovosti.

V hipotezah smo predpostavili, da bodo analizirani vzorci mleka ustrezne kakovosti in da bo v
poletno-jesenskem obdobju mikrobioloska slika nekoliko slabsa. V vzorcih mleka, ki smo jih
vzor¢ili iz petih mlekomatov v spomladanskem in poletno-jesenskem obdobju, smo dolocali
vsebnost mascobe, kislinsko stopnjo, prisotnost zaviralnih snovi, skupno Stevilo
mikroorganizmov, Stevilo somatskih celic ter prisotnost koagulaza pozitivnih stafilokokov in

koliformnih bakterij.

Mleko iz mlekomatov je v povpreCju vsebovalo od 3,9 — 4,22 % mleéne mascobe, Vv
povpre¢ju pa je bila vsebnost v poletno-jesenskem obdobju nekoliko manjsa kot v
spomladanskem. Kislinska stopnja vzorcev mleka je bila primerna, saj v nobenem od vzorcev
mleka vrednost ni presegla vrednosti 7,2 SH. V nobenem od vzorcev mleka iz mlekomatov,
vkljuéenith v naSo raziskavo, ni bilo prisotnih zaviralnih snovi. Skupno Stevilo
mikroorganizmov je bilo v poletno-jesenskem obdobju visje kot v spomladanskem, ko je bila
tudi vecCkrat presezena predpisana vrednost mikrobioloSke ustreznosti 100.000 KE/ml. Ob
upostevanju priporocCila Smernic za mikrobiolosko varnost zivil, ki so namenjene konénemu
potrosniku (2009), o Stevilu koagulaza pozitivnih stafilokokov in Sta. aureus v surovem
mleku, je veCina vzorcev presegla priporoceno vrednost. Kljub prisotnosti koagulaza
pozitivnih stafilokokov pa lahko recemo, da njihova Stevilénost v nobenem vzorcu mleka ni
presegla 10* KE/ml, ki je tista koncentracija, pri kateri je potrjena sposobnost tvorbe
stafilokoknega toksina. Razen obcutljivejsih skupin potrosnikov, kamor sodijo nosecnice,

otroci, starejsSi in ljudje s slabSo imunsko odpornostjo, majhno Stevilo koagulaza pozitivnih
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stafilokokov v mleku naj ne bi predstavljalo tveganje za zdravje. Stevilo somatskih celic je
bilo v ve&ini vzorcev zadovoljivo, razen pri vzorcih mleka mlekomata 4. Stevilo koliformnih
bakterij je bilo samo pri vzorcih enega mlekomata zadovoljivo, medtem ko so imeli ostali
veCinoma vecje vrednosti, ne glede na obdobje vzorcenja, vendar pa je bila vecina vrednosti
manjsa od 1000 KE/ml.

Z dobljenimi rezultati smo potrdili postavljene hipoteze. MikrobioloSka slika preiskovanih
vzorcev mleka je bila na splosno slabsa v poletno-jesenskem obdobju, medtem ko so po
preostalih preiskovanih kakovostnih parametrih vzorci mleka v vecini ustrezali predpisanim

normativom.
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