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1. Uvod

Fermentirana mlijeka smatraju se jednim od najstarijih oblika fermentiranih namirnica. U odnosu
na svjeze mlijeko, fermentirani proizvodi imaju poboljSana senzoricka svojstva kao §to su okus i
tekstura, povecanu nutritivnu i ekonomsku vrijednost, te produljenu odrzivost. Postoji mnogo
vrsta fermentiranih mlije¢nih proizvoda, a kod nas su najpoznatiji sir, jogurt, vrhnje, kefir,
kumis, viili i mnogi drugi. Naj¢esca sirovina za njihovo dobivanje je toplinski obradeno kravlje
mlijeko, a osnovu tehnolo§kog procesa proizvodnje ¢ini dodavanje starter kulture u mlijeko te
posljedi¢na fermentacija. Od svih fermentiranih mlije¢nih proizvoda, u nasoj zemlji Su
najpopularniji jogurt i vrhnje. Jogurt se na trziStu moze pronaci kao obican ili kao voéni jogurt, a
s obzirom na konzistenciju kao ¢vrsti, tekuci te kao jogurt napitak (eng. ,.drink®). Vrhnje je
proizvod koji se najéesc¢e koristi u kulinarstvu, kao sastojak u pripremi raznih slanih i slatkih

jela, dok se sirovo najcesce konzumira uz svjezi kravlji sir.

Povijesno, primarna svrha fermentacije mlijeka bila je moguénost da mlijeko koristimo kao
hranu puno dulje no $to bismo ga mogli kao neobradeno, odnosno sirovo mlijeko. Medutim, bez
obzira na dulji rok trajanja, postoje mnogi drugi faktori koji mogu dovesti do kvarenja
fermentiranih  mlijeka. Najces¢i uzrok njihovog kvarenja je kontaminacija raznim
mikroorganizmima, odnosno bakterijama, kvascima i/ili plijesnima te neadekvatan nacin

pohrane.

Cilj ovoga rada bio je opisati tehnologiju proizvodnje fermentiranih mlije¢nih proizvoda (vrhnja,
jogurta i vocénog jogurta) na obiteljskom poljoprivrednom gospodarstvu, utvrditi njihovu
odrzivost tijekom pohrane u razli¢itim temperaturnim uvjetima (+4 °C i +12 °C) te ocijeniti

njihova senzoricka svojstva 1 mikrobiolosku kakvocu.



2. Pregled rezultata dosada$njih istrazivanja

2.1. Mlijeko

Mlijeko je tekucina bijele boje, proizvod mlijecne Zlijezde Zenki sisavaca kojim one hrane svoju
mladuncad (VISAKH i sur., 2013.), no sa stajaliSta higijene hrane i Cinjenice da ljudi koriste
mlijeko odredenih vrsta sisavaca kao izvor hrane, primjerenija definicija mlijeka je ona prema
kojoj je mlijeko sekret mlije¢ne zlijezde dobiven redovitom i neprekinutom muznjom zdravih
muznih zivotinja, pravilno hranjenih i drzanih, kojem nije nista niti dodano niti oduzeto,
namijenjeno za konzumaciju kao tekuéi proizvod ili pak za daljnju preradu (ANONIM., 2018.).
Mlijeko se smatra kompletnom hranom jer ima visoku nutritivnu vrijednost, a osim
makronutrijenata (bjelancevine, ugljikohidrati i masti) sadrzi i razne mikronutrijente (vitamini i
minerali) koji pridonose ljudskom zdravlju (WIDYASTUTI i FEBRISIANTOSA, 2013.) (Shema
1).
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Shema 1: Sastav mlijeka (prema ROBINSON i TAMIME, 1999.)

Primarnu mikrofloru mlijeka ¢ine bakterije koje pri muznji budu isprane mlijekom iz sisnog
kanala zdravog vimena u broju koji ne utje¢e znacajno na sigurnost i kvalitetu mlijeka. Ujedno,
one su i dominantni mikroorganizmi, a najve¢i dio njih su bakterije mlijecne kiseline i to rodovi
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus te Enterococcus. Od psihrotrofnih
bakterija prevladavaju rodovi Pseudomonas i Acinobacter, a osim bakterijskih kultura
pronalazimo i kvasce i plijesni (QUIGLEY i sur., 2013.). Sekundarna mikroflora potjece iz
okoline s kojom mlijeko dolazi u doticaj i predstavlja onecis¢enje mlijeka tijekom ili nakon
muznje. Glavni izvori onecis¢enja su hrana i stelja (izvor bakterija iz roda Bacillus i
Clostridium), feces stoke i prljave ruke muzaca (izvor bakterija iz roda Salmonella i

Campylobacter), voda (izvor bakterija iz roda Aeromonas, Campylobacter i Salmonella) te



sto¢na hrana koja je Cesto inficirana bakterijom L. monocytogenes. OneciS¢enje sekundarnom
mikroflorom uzrokuje metaboli¢ke procese i promjene kemijskog sastava mlijeka pa mlijeko ima
lose tehnoloske osobine, losu kakvocu a proizvodi dobiveni od takvog mlijeka potencijalni su
izvor alimentarnih infekcija ili intoksikacija ljudi (ROZIC, 2014.; SALOPEK, 2016.). Stoga je
iznimno vazno, a u svrhu o¢uvanja zdravlja potrosaca redovito kontrolirati higijensku ispravnost
mlijeka i mlije¢nih proizvoda (ANONIM., 2009.). Kao najbolji kriteriji za utvrdivanje higijenske
ispravnosti sirovog mlijeka usvojeni su pokazatelji - ukupan broj aerobnih mezofilnih bakterija i
broj somatskih stanica (SAMARZIJA, 2021.), a Uredbom (EZ) br. 853/2004 o utvrdivanju
odredenih higijenskih pravila za hranu Zivotinjskog podrijetla propisano je da higijenski ispravno
mlijeko ne smije sadrzavati vise od 10 000 CFU/mL bakterija te 400 000 somatskih stanica
(ANONIM., 2004.).

2.2. Fermentacija i starter kulture

Za neku hranu ili pi¢e kazemo da su fermentirani kada su proizvod kontroliranog rasta mikroba
(bakterija, gljivica ili plijesni) koji za posljedicu ima enzimatski posredovanu organolepticku,
nutritivnu i funkcionalnu promjenu hrane (CAPOZZI i sur., 2021.). Fermentacija je jedan od
najstarijih postupaka kojima se produljuje rok trajanja mlijeka, pa iako se ne moze sa sigurno$éu
potvrditi kada se ovaj postupak tocno po€eo primjenjivati smatra se da su ljudi poceli koristiti

fermentaciju prije 10 000 - 15 000 godina (ROBINSON i TAMIME, 1999.).

Kod proizvodnje fermentiranih mlije€nih proizvoda, najzastupljenije mikrobne kulture koje
sudjeluju u procesu fermentacije su bakterije mlije¢ne kiseline jer im mlijeko pruza idealne
uvjete za rast. Bakterije mlijeCne kiseline na tri nacina sudjeluju u formiranju gotovog
fermentiranog proizvoda: glikolizom, lipolizom i proteolizom. Laktat je glavni proizvod
metabolizma laktoze, no dio piruvata moze biti pretvoren u diacetil, acetoin, acetaldehid 1 druge
spojeve zasluzne za specifiCan okus fermentiranih mlije¢nih proizvoda. Proteolitickom
aktivnoS¢u bakterijskih enzima stvaraju se slobodne aminokiseline iz kojih nastaju razni
alkoholi, aldehidi, esteri i sulfidi koji su takoder vazni za posebne arome pojedinih fermentiranih
mlijeka, dok je lipoliticko djelovanje bakterija mlije¢ne kiseline ograni¢eno i ne igra veliku

ulogu u kvaliteti krajnjeg proizvoda (BINTSIS, 2018.). S obzirom na sve navedeno, bakterije



mlije¢ne kiseline dijele se na nekoliko na¢ina - s obzirom na optimalnu temperaturu potrebnu za
njihov rast: mezofilne koje rastu najbolje na 20 - 30 °C te su najzastupljenije u mlije¢nim
proizvodima zapadne i isto¢ne Europe; i termofilne koje dostizu svoj optimum na 30 - 45 °C te
ih nalazimo ¢esée U proizvodima suptropskih drzava. Nadalje se bakterije mlije¢ne kiseline dijele
na homofermentativne (rodovi Pediococcus, Lactococcus i Streptococcus) - odnosno one Ciji je
jedini proizvod fermentacije mlije¢na kiselina; i heterofermentativne (rodovi Leuconostoc i
Weissella) — one koje uz mlije¢nu kiselinu proizvode i CO; i etanol (RAKHMANOVA i sur.,
2018.). Opisanom metabolickom aktivnos¢u, odnosno potrosnjom laktoze i posljedi¢nim
zakiseljavanjem mlijeka, bakterije mlijene kiseline stvaraju okoli§ nepovoljan za rast drugih
potencijalno patogenih mikroorganizama koji bi mogli dovesti do kvarenja proizvoda i rizika po
ljudsko zdravlje (ROBINSON i TAMIME, 1999.; HUTKINS, 2006.; OWUSU-KWARTENG i

sur., 2020.).

Prisutnost bakterija mlijecne kiseline u mlijeku moze biti spontana ili one mogu biti naknadno
dodane kao starter kulture (GEMCHU, 2015.). Tradicionalno se mlijeko inokuliralo s vec¢
fermentiranim proizvodom, no takvi su proizvodi ¢esto varirali u kvaliteti, stoga je ta metoda u
modernoj, industrijaliziranoj proizvodnji potpuno napustena, iako se jo§ uvijek koristi u nekim
domacinstvima (BINTSIS, 2018.), a danas se pretezno koriste poznate liofilizirane starter kulture
specificne za proizvod koji se zeli proizvesti (Tablica 1). Djelovanje starter kultura moze se
predvidjeti i kontrolirati te se proizvodni proces njihovom primjenom ubrzava (PETROVICKY,
2016.), a one imaju velik utjecaj na okus, teksturu, izgled i na sveukupnu kvalitetu konacnog
proizvoda (ROBINSON i TAMIME, 1999.).

Tablica 1: Starter kulture u tehnologiji mlijeka (SUMIC, 2008.)

Rod Vrsta Uc¢inak

Streptococcus thermophilus, lactis, diacetylactis | - stvaranje mlije¢ne kiseline

- proteoliticki u¢inak

Leuconostoc mesenteroides, lactis - heterofermentativni
- stvaranje diacetila i

acetona (arome)

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, | - proteoliticki uc¢inak

acidophilus, casei - daje specifi¢nu aromu




jogurtu

Bifidobacterium

bifidum, longum, infants, brevis

- probioticki u¢inak

Fermentirana mlijeka su mlije¢ni proizvodi pripremljeni od punomasnog, djelomicno obranog ili

potpuno obranog mlijeka, koncentriranog mlijeka ili mlijeka supstituiranog iz djelomicno ili

potpuno obranog mlijeka u prahu, nehomogeniziranog ili homogeniziranog pasteriziranog ili

steriliziranog mlijeka

djelovanjem

specificnih  mikroorganizama (ANONIM., 2018.).

ROBINSON i TAMIME (1999.) predlozili su podjelu fermentiranih mlijeka na temelju

dominantne mikrobne populacije u procesu fermentacije, odnosno na temelju toga sudjeluju li u

fermentaciji kvasci (kefir, kumis), plijesni (viili) ili pak bakterije mlijecne kiseline (jogurt,

acidofil).




2.2.1. Jogurt

Jogurt je vrsta fermentiranog mlijeka koja nastaje dodatkom specifi¢nih mikrobioloskih kultura u
neki od osnovnih mlijecnih proizvoda (mlijeko, obrano mlijeko, djelomi¢no obrano mlijeko,
vrhnje ili rekonstituirane verzije tih proizvoda) (SAMARZIJA, 2021.), a proizvodi u tipu jogurta
spominju se prvi put 8000 - 9000 godina prije Krista na podru¢ju Mezopotamije te se smatra da
su se od tamo prosirili na Bliski Istok, SrediSnju Aziju te balkanski poluotok (SINGH i sur.,
2021.).

Mikrobioloske starter kulture koje se dodaju u osnovni proizvod su Streptococcus termophilus i
Lactobacillus delbruecki subsp.bulgaricus. Simbioza tih starter kultura vrlo je bitna za postizanje
tipiénih senzorickih svojstava jogurta. Lactobacillus delbruecki koristi folnu kiselinu koju
proizvodi Streptococcus za svoj rast, dok Streptococcus koristi aminokiseline i peptide Koji
nastaju posredstvom Lactobacillus delbruecki (SURONO, 2011.). Bakterije pretvaraju laktozu u
galaktozu (koju ne metaboliziraju) i glukozu, koju fermentiraju u mlije¢nu kiselinu, §to znaci da
se radi 0 homofermentativnom metabolizmu. Rast bakterija mlije¢ne kiseline dovodi do nastanka
raznih metabolita kao §to su mlijecna kiselina, egzopolisaharidi te razne aromati¢ne supstance od
kojih je acetilaldehid najvazniji jer jogurtu daje specifican, svjezi okus (SINGH i sur., 2021.).
Kao finalni proizvod jogurt mora sadrzavati najmanje 2,7 % proteina i 0,6 % mlije¢ne kiseline i
manje od 15 % mlije¢ne masti (ANONIM., 2018.). ROBINSON i TAMIME (1999.) podijelili su
jogurte s obzirom na konzistenciju (¢vrst, tekuci i ,,drink®), postotak mlijeCne masti (sa

smanjenim udjelom masnoce i punomasni) te prema okusu (obic¢an, voéni, s okusom).

Kod tradicionalne pripreme jogurta cijeli postupak zapocinje zagrijavanjem mlijeka u prikladnoj
posudi, dok se ono ne zgusne. Nakon hladenja na oko 45 °C u mlijeko se dodaje jogurt od dana
prije. Slijedi inkubacija za koju je kljutno odrzavanje konstantne temperature §to se U
domacinstvu postize omatanjem lonca debelom dekom ili pak prebacivanjem smjese jogurta u
termos bocu. Ovisno o aktivnosti mikroorganizama prisutnih u dodanom jogurtu i temperaturnim
uvjetima proces inkubacije moZe trajati od tri do 18 sati. Cim se formira koagulum, jogurt se

stavlja u hladnjak gdje se drzi sve do konzumacije (ROBINSON i TAMIME, 1999.).

Industrijska proizvodnja jogurta obuhvaca sljedece faze (ROBINSON i TAMIME, 1999.;
SAMARZIJA, 2021.):



Standardizacija masti — separiranjem masti iz punomasnog mlijeka, mijeSanjem vrhnja s
obranim mlijekom, dodatkom vrhnja mlijeku ili obranom mlijeku ili bilo kojom
kombinacijom od navedenih metoda;

Standardizacija proteina, laktoze i minerala (bezmasne suhe tvari) — mlijeko u prahu
(punomasno ili obrano) dodaje se kako bi se povecao udio krutih Cesti;

Homogenizacija mlijeka — mlijeko kao sirovina za proizvodnju jogurta je emulzija ulja u
vodi pa je sklono separaciji. U homogenizatoru mlijeko bude istisnuto pod visokim
tlakom kroz veoma mali otvor, §to mehanicki trga veze masnih globula te takve Cestice
masti postaju manje i bolje rasprsene, zbog ¢ega se ne separiraju iz tekuce faze mlijeka.
Pasterizacija mlijeka — ima nekoliko bitnih funkcija (1. unistava nepozeljne i patogene
mikroorganizme; 2. pasterizacijom nastaju stimulatorne i inhibitorne tvari starter kultura
koje ¢e naknadno biti dodane inokulacijom; 3. dovodi do bitnih fizikalno-kemijskih
promjena (npr. mijenja se struktura nativnih kazeina i proteina sirutke radi povecanja
viskoziteta mlijeka, razgradnjom proteina sirutke povezuju se za kazeinske micele itd.).
Pasterizacija se naj¢eS¢e obavlja na temperaturi od 90-95 °C kroz 5-10 minuta ili na
80-85 °C kroz 20-30 minuta. Najvaznija toplinom inducirana reakcija je povezivanje
proteina mlijeka u novi proteinski kompleks, Sto uvelike pridonosi formiranju gel
strukture jogurta.

Fermentacija — pasterizirano se mlijeko hladi na temperaturu inkubacije, odnosno na 40 -
45 °C prije inokulacije starter kulture u mlijeko. Vrijeme trajanja inkubacije tijekom
fermentacije moze trajati 2 1 pol sata, pa €ak 1 18 sati ako inokuliramo mikrobne kulture
na nizoj temperaturi (oko 30 °C). Sam proces fermentacije (hidroliza laktoze do mlije¢ne
kiseline) dovodi do pada pH. Acidifikacija mlijeka dovodi do destabilizacije kazeinskih
micela, a s jo$ ve¢im padom Ph vrijednosti dogada se i njihova precipitacija. Kazeinske
micele povezuju se u agregate te se formira gel.

Hladenje — pocinje odmah nakon $to proizvod postigne zeljeni pH (oko 4,6) te je
primarna svrha hladenja prestanak fermentacije, odnosno dodatnog pada pH. Kako su
mikrobi starter kulture aktivni iznad 10 °C, cilj je hladenja Sto prije spustiti temperaturu
proizvoda na manje od 10 °C (idealna temperatura je manja od 5 °C).

Dodatak voc¢a/boja/okusa — dodaju se u koli¢ini izmedu 6 1 35 %. Svjeze voée moze biti

dodano u jogurte, no zbog sezonalne dostupnosti, mogu¢e mikrobne kontaminacije te



varijabilne kvalitete puno CesS¢e se koristi preradeno voce (pire, sirup, voce iz konzerve,
pekmezi 1 sl.). Svrha voc¢a u jogurtu primarno je poboljSanje senzoricke kvalitete jogurta,
dok u nutritivnom smislu povecava udio ugljikohidrata (Secera) u proizvodu.

e Pakiranje — jogurt je lako pokvarljiva namirnica, stoga je bitno da ga pakiranje §titi od
vanjskih utjecaja (mikroorganizmi, plinovi, prasina/prljavstina, svjetlo).

e Hladna pohrana — veoma bitan korak koji osigurava nepromijenjenu kvalitetu jogurta i
optimalna senzoric¢ka svojstva. Kod pakiranja, transporta i na mjestu prodaje bitno je da
se odrzava hladni lanac (idealna je temperatura manja od 10 °C) bez prevelikih
fluktuacija. Hladan rezim pomaze usporiti bioloske i biokemijske promjene posredovane
mikroorganizmima koji su dospjeli u proizvod nakon pasterizacije ili su prezivjeli proces
fermentacije i pasterizacije. Takvi bioloski kontaminanti mogu uzrokovati nepozeljne
senzoricke promjene. Osim za mikrobiolosku ispravnost, hladenje proizvoda, posebice u

prvih 48 sati, bitno je za pravilno formiranje koaguluma i stabilnost gela.

2.2.2. Kiselo vrhnje

Kiselo vrhnje je fermentirani proizvod koji se smatra tradicionalnim u mnogim zemljama
Europe, Sjeverne i Juzne Amerike, no koristi se kao hrana u cijelom svijetu. Vrhnje je prvotno
nastalo spontanom fermentacijom mlijeka na sobnoj temperaturi, odnosno mlije¢ne masti koja se
zbog izostanka homogenizacije istalozila na povrSini mlijeka (NARVHUS i sur., 2019).
Tradicionalna proizvodnja vrhnja vrlo je sli¢na tradicionalnoj pripremi jogurta te se bazira na

dodatku vrhnja od dana prije u pasterizirano mlijeko (HUTKINS, 2006.).

Vrhnje je definirano kao tekuc¢i mlije¢ni proizvod u formi emulzije masti u obranom mlijeku
(emulzija ulja u vodi). Sastoji se od frakcije mlijeka bogate mlijenom masti, koja je iz mlijeka
izdvojena obiranjem. Masne globule u vrhnju zaSti¢ene su lipoproteinskom membranom
SAMARZIJA, 2012., 2021.). Vrhnje se najéesée definira prema udjelu mlije¢ne masti (vrhnje >
18 % mlijecne masti; polumasno vrhnje 10-18 % mlije¢ne masti; masno vrhnje >45 % mlijecne

masti; vrhnje za tucenje > 35 % mlije¢ne masti; vrhnje za kavu >10 % mlije¢ne masti; vrhnje za



kuhanje >20 % mlije¢ne masti), ali i prema nacinu njegove toplinske obrade (pasterizirano ili

sterilizirano vrhnje) ili prema namjeni (vrhnje za kuhanje, tu¢eno vrhnje, vrhnje za kavu, kiselo

vrhnje i kiselo ili slatko vrhnje za izradu maslaca).

U tehnoloskom postupku proizvodnje svih vrsta vrhnja zajednicka je faza obiranje i

standardizacija udjela mlije¢ne masti. Homogenizacija i ostali tehnoloski procesi koji slijede

nakon obiranja ili separacije mlijecne masti iz mlijeka koriste se radi dobivanja vrhnja s

razli¢itim svojstvima.

Tehnoloski procesi proizvodnje kiselog vrhnja obuhvacaju sljedece faze (BORN, 2013,
SAMARZIJA 2012.; 2021.):

Obiranje i standardizacija mlijeéne masti - mlijena mast iz mlijeka izdvaja se
mehani¢kim centrifugalnim separatorom. Pri tome se iz mlijeka odstranjuju necistoce,
somatske stanice i strane tvari. Nakon obiranja standardizira se udio mlije¢ne masti u
vrhnju (%). Vrhnje koje se koristi za pripremu kiselog vrhnja trebalo bi sadrzavati
minimalno 18 % m.m. te 9-9,5 % bezmasne suhe tvari, odnosno sveukupno vise od 27,5
% ukupne suhe tvari.

Predgrijavanje - smjesa se prije homogenizacije zagrije na temperaturu od oko 65 °C
Homogenizacija - vrhnje se homogenizira na temperaturi od 60-70 °C kako bi se
poboljsala njegova konzistencija. Homogenizacija prije pasterizacije smanjuje moguénost
kvarenja uslijed mikrobne kontaminacije, dok se homogenizacijom nakon pasterizacije
inaktiviraju prirodne lipaze prisutne u mlijeku koje kasnije mogu uzrokovati uzegli okus
vrhnja.

Pasterizacija — vrhnje se pasterizira na temperaturi od 73,9-79,4 °C kroz 30 minuta ili pri
temperaturi od 82,2-85 °C kroz 3-4 minute, §to ovisi o postupku homogenizacije
(dvofazna ili jednofazna). Bitno je da temperatura ne bude manja od 65 °C jer ¢e vrhnje
nastalo pri takvoj temperaturi biti podlozno grusanju. Cilj pasterizacije je uniStenje
patogenih bakterija, produzenje odrzivosti vrhnja i razgradnja prirodnih enzima mlijeka
(lipaze),.

Hladenje - prethodno homogenizirano i pasterizirano vrhnje, ohladi se na temperaturu
inokulacije od 18-20 °C ili 28-30 °C, ovisno o mikrobnoj kulturi

Inokulacija vrhnja - vrhnje se inokulira s 1-3 % odabrane mikrobne kulture
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e Fermentacija — fermentacija traje 12-20 sati u fermentorima ili u casicama. Punjenje
inokuliranog vrhnja u casice smatra se boljim postupkom u usporedbi s fermentacijom
vrhnja u fermentorima, jer se zadrzava viskoznost vrhnja. Fermentacijom u ¢aSicama
onemoguceno je ostecenje masnih globula koje moze nastati tijekom faze mehanickog
prebacivanja ve¢ fermentiranog vrhnja iz fermentora u ambalazu. Na kraju fermentacije,
vrhnje postigne pH manji od 5,2.

e Hladenje — fermentacija se prekida hladenjem. Kiselo vrhnje se mora brzo ohladiti na
temperaturu od 4-5 °C u trajanju 0 24 sata da se izbjegne daljnja acidifikacija i omoguci
potrebna kristalizacije mlijeCne masti.

e Pohrana — kiselo vrhnje u prodajnoj ambalazi pohranjuje se na temperaturi od 4 °C.

Kao starter kultura u proizvodnji kiselog vrhnja koristi se mjeSovita kultura razlicitih
sojeva bakterija mlije¢ne kiseline iz rodova Lactococcus te rjede Leuconostoc. Dio tih bakterija
ima ulogu acidifikacije, odnosno snizavanja pH proizvoda (homofermentativne bakterije) dok je
dio zaduzen za stvaranje specificne arome vrhnja (heterofermentativne bakterije) U pocetku
fermentacije, prvo se stvara mlije¢na kiselina, a potom aromatske komponente okusa
(prvenstveno diacetil) koje se mogu sintetizirati tek kada pH vrhnja dosegne vrijednost nizu od

5,2 (GODDIK, 2012.; SAMARZIJA, 2021.).

2.3. Kakvoc¢a i senzori¢ka svojstva jogurta i kiselog vrhnja

Kakvoc¢a mlijeka i mlije¢nih proizvoda regulirana je zakonskim propisima, a zahtjevi kakvoce
provjeravaju se fizikalnim, kemijskim, fizikalno-kemijskim, mikrobiolo$kim, enzimatskim te
senzori¢kim metodama. Iako poprili¢no subjektivna, senzori¢ka analiza metoda je koja ne moze
biti zamijenjena, barem ne u potpunosti, primjenom mjernih instrumenata. U Europi se najcesce
koriste metode bodovanja, kao npr. ponderirani sustavi bodovanja (FILAJDIC i sur., 1988.). U
senzori¢koj analizi definiraju se promatrana svojstva (naj¢eSc¢e okus, miris, izgled, konzistencija i
sl.), pa se za svako svojstvo daje ocjena od 1 do 5 s obzirom na kvalitetu pojedinog svojstva. U
slu¢aju uocavanja gresaka ili mana na pojedinom svojstvu, broj bodova se umanjuje, ovisno o

stupnju izrazenosti te mane ili greSke. Za svako svojstvo racuna se srednja ocjena koja se zatim
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mnozi s faktorom za to svojstvo, te se tako dobiju ponderirani bodovi. Zbroj svih bodova
pomnozenih s odgovaraju¢im faktorom uzimaju se kao ocjena senzoricke analize, a maksimalan

broj iznosi 20 (MARASOVIC, 2017.).

Jogurt je Cistog i blago kiselog okusa, dok voéni/aromatizirani jogurt ima okus/aromu svojstvenu
dodanom vocu ili aromi. Dodaci jogurtu, bilo voce ili arome, moraju biti uniformno distribuirani
po cijelom proizvodu. Okus jogurta ne smije biti jak i neprirodan. Teksturom i izgledom, jogurt
ima gladak i homogen gel bez grudica ili izdvojene sirutke. Kada se zlicom jogurt uzima iz
pakiranja, sa zlice ne smije kapati (prerijetka konzistencija), ali ne smije imati ni ostre rubove
(previse Cvrst gel). Pozeljna boja jogurta bijele je do blijedozute boje (osim jogurta s dodacima),
dok bi povrsina trebala bi biti glatka i sjajna bez diskoloracija (KARAGUL-YUCEER i DRAKE,
2013.).

Senzoricka svojstva, kemijski sastav i kiselost domaceg vrhnja variraju ovisno o sezoni
proizvodnje, dok njegova mikrobioloska ispravnost ovisi 0 mikrobioloskoj Kkvaliteti sirovog
mlijeka, higijeni pri proizvodnji te uvjetima pohrane i prodaje. U svojim istrazivanjima KIRIN
(2009.) je utvrdio veliku varijabilnost rezultata pa je vanjski izgled vrhnja bio svojstven u 66,7 %
ispitivanih uzoraka, dok mu je konzistencija varirala od svojstvene do zgusnute s krupnim
grudicama. Takoder, neujednaceni su bili miris 1 okus, pri ¢emu je U viSe od 40 % pretrazenih
uzoraka bila istaknuta kiselost i gor¢ina te u nekim uzorcima miris i okus po kvascima.

Posljedi¢no, u svim je uzorcima utvrden i veliki broj kvasaca i plijesni.

2.4. Mikrobioloska ispravnost i kakvoc¢a jogurta i kiselog vrhnja

Najvece znacenje za mljekarsku industriju, u pozitivnom i negativnom smislu, imaju bakterije,
kvasci 1 plijesni, dok su virusi mnogo manje vazni te stoga nisu toliko proucavani kao ostali
mikrobi. Mikroorganizmi uzro¢nici kvarenja mogu umanjiti kvalitetu mlijeka i mlijecnih
proizvoda, a izrazito su vazni patogeni mikroorganizmi, uzrocnici zoonoza i bolesti koje se
prenose mlijekom i proizvodima (SAMARZIJA, 2021.). Stoga su Uredbom komisije (EZ)
2073/2005 o mikrobioloskim kriterijima za hranu propisani kriteriji sigurnosti hrane (za mlijecne

proizvode proizvedene od sirovog mlijeka je to Listeria monocytogenes i Salmonella spp.) i
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kriteriji higijene procesa (za vrhnje od sirovog mlijeka je to E. coli, za pasterizirane tekuce

mlije¢ne proizvode Enterobacteriaceae) (Tablica 2.). Vodi¢ za mikrobioloske kriterije za hranu

(ANONIM., 2011.) donosi i dodatne preporucene kriterije pa su to za fermentirane proizvode i

za vrhnje od sirovog mlijeka uz salmonele i enterobakterije jos 1 koagulaza pozitivni stafiokoki te

kvasci i plijesni (Tablica 3.).

Tablica 2: Uredba (EZ) 2073/2005 o mikrobioloskim kriterijima za hranu (ANONIM., 2005.)

Hrana Mikroorganizmi/ R

L L - Kriteriji
njihovi toksini i metaboliti

1.2. Gotova hrana koja pogoduje rastu

bakterije Listeria monocytogenes, osim Listeria monocytogenes Odsutnost u 25 g

hrane za dojencad i za posebne med. potrebe

1.11. Sirevi, maslac i vrhnje nacinjeni od

sirovog mlijeka .1}1 mlijeka koje je obradeno Salmonella spp. Odsutnost u 25 g

temperaturom nizom od temperature

pasterizacije

2.2.1.Pasterizirano mlijeko i drugi . m=<1 CFU/ml

L ,- Yoy . . . Enterobacteriaceae _

pasterizirani tekué¢i mlijecni proizvodi M = 5/ml

2.2.6. Maslac i vrhnje napravljeni od sirovog

mlijeka ili mlijeka koje je termicki obradeno E coli m=10 CFU/g

na temperaturi nizoj od temperature ' M=100 CFU/g

pasterizacije
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Tablica 3: Mikrobioloski kriteriji za kiselo mlije¢ne fermentirane proizvode, Kiselo vrhnje te

vrhnje od sirovog mlijeka (ANONIM., 2011.)

Mikroorganizmi/ njihovi | Plan uzorkovanja Kriteriji
Hrana LS .
toksini i metaboliti n C
3.3.1L Kiselo Preporudeni
mlijecni Salmonella spp. 5 0 n.n. u 25g
fermentirani | Koagulaza pozitivni stafilokoki 5 1 m=10 cfu/g
proizvodi, / Staphylococcus aureus M=10?cfulg
kiselo vrhnje Enterobacteriaceae 5 1 m=10 cfu/g
M=107 cfulg
Kvasci i plijesni 5 1 m=10 cfu/g
M=102 cfu/g
Obvezni
Uredba komisije (EZ) 2073/2005 Kriterij 1.2.
3.3.2. Vrhnjeod [ Preporudeni
sirovog Koagulaza pozitivni stafilokoki 5 1 m=10° cfulg
mlijeka / Staphylococcus aureus M=10° cfu/g
Enterobacteriaceae 5 1 m=10° cfu/g
M=10° cfulg
Kvasci i plijesni 5 1 m=10 cfu/g
M=10 cfulg
Obvezni
Uredba komisije (EZ) 2073/2005 Kriterij 2.2.6.
Kriterij 1.2.
Kriterij 1.11.

n = broj elementarnih jedinica koje sac¢injavaju uzorak; ¢ = dozvoljeni broj elementarnih jedinica uzorka koje

daju vrijednosti izmedu m i M.

U Zakonu o hrani (NN 81/13) navodi se da se “hranom §tetnom za zdravlje ljudi smatra se hrana

koja je zdravstveno neispravna jer:

ne udovoljava mikrobioloskim kriterijima sigurnosti hrane prema posebnim propisima o

mikrobioloskim kriterijima za hranu;

sadrzi patogene mikroorganizme, mikroorganizme koji nisu patogeni i parazite za koje je

procjenom rizika utvrden rizik za zdravlje ljudi”.
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2.4.1. Patogeni i mikroorganizmi uzro¢nici kvarenja mlijeka i mlije¢nih proizvoda

Patogeni mikroorganizmi koji se prenose hranom dijele se na one koji se mogu u ljudskom ili
zivotinjskom tijelu umnazati, odnosno mogu izazvati infekciju, te na one koji se hranom samo
prenose te izazivaju intoksikaciju toksinima oslobodenima u hrani tijekom rasta mikroba ili
tijekom pasaze kroz gastrointestinalni trakt, neovisno o tome je li mikroorganizam koji proizvodi
te toksine ziv ili ne. Kod infekcije se bolest javlja kasnije nego kod intoksikacije zbog
inkubacijskog perioda (BINTSIS, 2017.). U godi$njem izvjes¢u EFSA/ECDC-a za 2020. godinu
(ANONIM., 2021.) navodi se pet zoonoza s najve¢om prevalencijom, i to salmoneloza,
kampilobakterioza, infekcija STEC, listerioza te jersinioza. Svaka od ovih pet bakterijskih bolesti
moze biti uzrokovana mikrobioloSki neispravnim mlije¢nim proizvodima. Najce$¢e izolirani
patogeni mikroorganizmi u mlijeku i proizvodima su Salmonella spp. (TESFAW, 2013.), E. coli
(SAMARZIJA, 2021.), L. monocytogenes, Y. enterocolitica i bakterije roda Campylobacter,
najces¢e C. jejuni (BINTSIS, 2017.). U Hrvatskoj je posljednjih desetljeca sli¢an nalaz
mikrobiologkih rizika pa su tako KOZACINSKI i sur. (2003.) utvrdili pozitivni nalaz E. coli
(17,69 %) i S. aureus (1,36 %) u uzorcima mlijeka i mlije¢nih proizvoda s krizevackog trzista. U
istrazivanju mikrobioloske ispravnosti domaceg vrhnja KIRIN (2009.) je utvrdio E. coli u 41,7 %
pretrazenih uzoraka a S. aureus u 25 % uzoraka. MARKOV i sur. (2009) utvrdili su da je 37 %
pretrazenih uzoraka vrhnja sadrzavalo patogene bakterije, i to S. aureus u 41,55 % uzoraka a L.
monocytogenes u 10 %. ZDOLEC i sur. (2016.) su utvrdili da je od 184 analiziranih uzoraka
sirovog mlijeka iz mljekomata njih 6,52 % bilo pozitivno na prisutnost bakterije L.
monocytogenes. JAKI TKALEC i sur. (2020.) upozoravaju na ¢injenicu da su sirovo mlijeko i
vrhnje od sirovog mlijeka su moguci izvor patogene bakterijske vrste Y. enterocolitica i
potencijalni rizik za zdravlje ljudi, a u svojem su istrazivanju utvrdili njezinu prisutnost u 1,8 %

uzoraka sirovog mlijeka.

Pokvarenom se smatra svaka hrana koja je zbog promijenjenog mirisa, okusa, izgleda, teksture ili
prisutnosti stranog tijela potrosacu neprihvatljiva (SAMARZIJA, 2021.). Kvarenje hrane
ugrozava ljudsko zdravlje te dovodi do velikih ekonomskih gubitaka. Uzroc¢nici kvarenja, iako
vrlo Cesto potpuno neopasni za ljudsko zdravlje, dovode do opadanja kvalitete te promjena
primarnih svojstava mlijeka i mlije¢nih proizvoda. Procijenjeno je da 15-25 % ukupne svjetske

hrane podlegne kvarenju te viSe nije prihvatljivo za konzumaciju (LASLO i GYORGY, 2018.).
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Mikrobna kontaminacija jedan je od vode¢ih uzroka kvarenja hrane a do kontaminacije moze
do¢i u bilo kojem dijelu proizvodnog lanca (PAL i sur., 2016.). Opseg samih promjena ovisi 0
broju i vrsti mikroba (SAMARZIJA i sur., 2007.). Takvi su mikroorganizmi najées¢e ubikvitarni
te iz tog razloga mogu do¢i iz mnogo izvora kao $to su okruzenje na farmi (stelja, hrana),
mljekarska oprema (muzna oprema, oprema za pohranu mlijeka), osoblje u kontaktu s mlijekom
i mlijecnim proizvodima te zrak. NajceS¢e izolirani uzrocnici kvarenja su bakterije roda
Pseudomonas (P. fluorescens, P. gessardii, P. fragi, P. lundensis; MENG i sur., 2017.), iz
porodice Enterobacteriacea (Escherichia, Shigella, Salmonella, Enterobacter, Klebsiella,
Serratia i Proteus; SOBEIH i sur., 2020.), potom Bacillus spp., Clostridium spp., najcesce C.
perfringens, rijede C. botulinum i C. tetani. Takoder to su i bakterije mlije¢ne kiseline (rodovi
Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc i Enterococcus) te kvasci i plijesni Geotrichum
candidum (Galactomyces geotrichum), Yersinia lipolytica, Saccharomyces spp., Debaromyces
hansenii te Kluyveromyces marxianus. Najce$¢e izolirane plijesni su iz rodova Penicillium,
Aspergillus, Mucor, Rhizopus, Cladosporium i Fusarium. Kvarenje fermentiranih mlije¢nih
proizvoda postaje vidljivo kada populacija kvasaca dosegne razinu od 10°-10° organizama/g
proizvoda (SAMARZIJA, 2012., 2021.).

2.5. Cimbenici koji utjetu na odrZivost fermentiranih mlije¢nih proizvoda

Osobine i svojstva mikrobnih populacija sirovog mlijeka u trenutku prerade od iznimnog su
znacaja za pojavu kvarenja, vrijeme odrzivosti i organolepti¢ku kvalitetu mlije¢nih proizvoda.
Uvodenjem obaveznog hladenja mlijeka u tehnoloSku obradu, njegova bakterioloska kvaliteta
dramati¢no se poboljsala, te je gotovo u potpunosti zaustavljen rast mezofilnih bakterija kao §to
su bakterije mlijecne kiseline. No, s duljom pohranom kvaliteta proizvoda ipak opada, §to se
dogada zbog rasta psihrotrofnih mikroorganizama kao S$to su bakterije roda Pseudomonas
(SAMARZIJA, 2012.), ali i rodova Acinetobacter, Aeromonas, Serratia, Bacillus, Lactococcus,
Microbacterium i Staphylococcus, koji su od posebne vaznosti za mljekarsku industriju jer mogu
proizvoditi termostabilne enzime (YUAN i sur., 2019.). Rok trajanja fermentiranih mlije¢nih
proizvoda drzanih na temperaturi hladnjaka prosje¢no iznosi oko dva tjedna. Istrazivanja su

pokazala da taj vremenski period ovisi osim o temperaturi i vremenu pohrane o higijensko
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sanitarnim uvjetima u kojima se mlijeko proizvodi i pakira. Primjena tehnoloskih procesa kao Sto
su aseptiCko pakiranje, termizacija proizvoda i pasterizacija mogu dodatno produljiti odrzivost

proizvoda (FOLEY i MULCAHY, 1989.).

Rok trajanja jogurta ovisi o vrsti proizvoda, uvjetima proizvodnje i temperaturi skladiStenja.
Bakterijska razgradnja jogurta je ograni¢ena ali kvasci, gljivice i neke bakterije mlije¢ne kiseline
mogu ga pokvariti stvaraju¢i neugodan okus. Osim toga, kada se tijekom skladiStenja dogodi
postacidifikacija, visak kiselosti rezultira sinerezom, pa se posljedi¢no izdvaja serum na povrsini
proizvoda, $to utjeCe na njegovu senzoricku kvalitetu. Stovise, kada se fermentacija nastavi
nakon procesa fermentacije, proizvode se derivati organske kiseline i spojevi s neugodnim
okusom zbog proteolize. Potonji problem obi¢no se rjeSava koriStenjem starter kultura koje

prestaju rasti pri pH 4,4 (MOSCHOPOULOU i sur., 2019.).

Rok trajanja kiselog vrhnja ovisi o0 vrsti proizvoda pa na konstantnoj temperaturi pohrane od 4
°C moze iznositi 25-45 dana (MEUNIER-GODDIK, 2004.). FOLKENBERG i SKRIVER
(2001.) istrazivali su promjenu senzorickih svojstava kiselog vrhnja tijekom skladistenja. Kako
se vrijeme skladistenja priblizavalo 28 dana, pojacavao se intenzitet peckanja u ustima, kiselog
mirisa i gorkog okusa. Kako su uzorci bili pohranjeni u idealnim laboratorijskim uvjetima,
autori smatraju da bi u stvarnim uvjetima maloprodaje rok trajanja ovog proizvoda bio ispod 28
dana. MEUNIER-GODDIK (2004.) navodi da je najvazniji ¢cimbenik koji odreduje rok trajanja
kiselog vrhnja u stvari kvaliteta vrhnja. Ukoliko vrhnje nije izvrsne kvalitete, kiselo vrhnje brzo
razvija neugodne okuse. Dva parametra koja utjeCu na kvalitetu vrhnja su kvaliteta sirovog
mlijeka (mali ukupni broj bakterija i somatskih stanica) i postupak s mlijekom (brzo hladenje
nakon muznje, toplinska obrada). Vremenski interval izmedu muznje i pasterizacije trebao bi biti
Sto krac¢i kako bi se ograni¢io rast psihotropnih mikroorganizama. Ukoliko se koristi vrhnje
visoke kvalitete, na rok trajanja kiselog vrhnja mogu utjecati povrsinski rast kvasaca i plijesni te
nedostaci okusa. Kvasci i plijesni kontroliraju se pobolj$anjem sanitarnih uvjeta tijekom

proizvodnje.
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3. Materijali i metode

3.1. Proizvodnja fermentiranih mlije¢nih proizvoda na OPG-u

Svi uzorci proizvedeni su na istom obiteljskom poljoprivrednom gospodarstvu s podrucja
Zagrebacke Zupanije. OPG se bavi proizvodnjom mlijeka i mlijecnih proizvoda (svjezeg sira i
raznih vrsta kuhanih sireva, kiselog vrhnja, jogurta i vo¢nih jogurta) dugi niz godina.

Kao osnovnu sirovinu za svoje proizvode OPG koristi sirovo mlijeko krava simentalske pasmine.
Nakon muznje mlijeko se odmah pohranjuje u laktofriz gdje se hladi na 4 °C uz stalno mijesanje,
a u proizvodnji fermentiranih proizvoda koristi se mlijeko koje nikada nije starije od 24 h.
Mlijeko se za pripremu jogurta pasterizira, dok se za proizvodnju kiselog vrhnja Kkoristi sirovo,
termicki neobradeno mlijeko.

Za proizvodnju kiselog vrhnja mlijeko se to¢i u gastro posude iz mlije¢nih pumpi. Nakon toga
slijedi nacjepljivanje kiselog mlijeka od dana ranije te se ostavi da fermentira 24 h na 22 °C.
Potom se s vrha gastro posude obire vrhnje, pakira i hladi.

Mlijeko za jogurt se mlijeénom pumpom toci u sirarski kotao. Pasterizira se na temperaturi od
92 °C u trajanju od dvije minute uz stalno mijeSnje. Nakon pasterizacije slijedi hladenje do
temperature od 40 °C kada se u takvo ohladeno mlijeko dodaje jogurtna kultura. Smjesa se
mijesa 10 minuta, a zatim se rasto¢i u kante te slijedi fermentacija na 40 °C u trajanju od Sest
sati. Nakon fermentacije jogurt se hladi do 4 °C i pohranjuje kroz 48 h, nakon Cega se
homogenizira i pakira. Za dobivanje voénog jogurta postupak je identi¢an, samo se tijekom

postupka homogenizacije umijesa voéni pekmez.

3.2. Uzorci

Istrazivanje odrzivosti fermentiranih mlijecnih proizvoda (jogurt, voéni jogurt i kiselo vrhnje)
obuhvatilo je senzoricku, fizikalno kemijsku 1 mikrobiolosku pretragu. Pretrazeno je po sedam
uzoraka jogurta, vo¢nih jogurta i Kiselog vrhnja; n=21. Uzorci su dostavljeni u laboratorij

Zavoda za higijenu, tehnologiju i sigurnost hrane Veterinarskog fakulteta 7. ozujka 2022. godine.
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Proizvodi su bili u svom originalnom pakiranju, potjecali su iz iste proizvodne serije te su bili

pravilno oznaceni i deklarirani.

Ovisno o vrsti proizvoda njihov je rok upotrebljivosti bio razli¢it. Najkraci rok upotrebljivosti

imalo je kiselo vrhnje.

Uzorci su podijeljeni u dvije skupine s obzirom na temperaturu pohrane u pokusu. Prvu skupinu
¢inili su proizvodi koji su pohranjeni su na +4 °C , a drugu skupinu proizvodi koji su bili

pohranjeni na temperaturi od +12 °C .

Senzoricka pretraga uzoraka obavljena je prvi dan, po dostavi uzoraka u laboratorij. Odredivanje
pH uzoraka i mikrobioloske pretrage obavljene su 1., 3., 4. i 14. dana pohrane na razli¢itim
temperaturama. Odabrani 14. dan analize uzoraka voénog jogurta i jogurta pratio je deklarirani

rok upotrebljivosti, dok je kod kiselog vrhnja bio kra¢i (7. dana).

3.3. Senzoricka pretraga

Senzoricku je pretragu proveo panel od 5 ocjenjivaca prvog dana po dopremanju uzoraka.
Ocjenjivanje je provedeno metodom bodovanja sustavom od 20 ponderiranih bodova. Ocjenom

od 1 do 5 ocjenjivala su se sljedeca svojstva :

- okus
- miris
- Kkonzistencija

- naknadni okus u ustima

Pojedini su pokazatelji korigirani ¢imbenikom znacajnosti proporcionalni njihovoj vaznosti. Za
okus ¢imbenik znacajnost iznosi 1,5, za miris 0,5 dok za svojstva konzistencija i naknadni okus u

ustima on iznosi 1. Maksimalan broj bodova za pojedini proizvod iznosi 20.
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3.4. Fizikalna pretraga - odredivanje pH

Za mjerenje pH koristili smo se digitalnim pH-metrom (WTW ProfiLine). Izmedu svakog

proizvoda sondu smo ispirali i uranjali u pufersku otopinu.

3.5. Mikrobioloska pretraga

Mikrobioloskim pretragama uzoraka voénog jogurta, jogurta, i kiselog vrhnja obuhvaceni su

sljede¢i mikroorganizmi:

- Listeria monocytogenes
- Salmonella spp.
- Enterobacteriaceae

- kvasci i plijesni

Kako je cilj rada bio utvrditi odrzivost fermentiranih mlijecnih proizvoda od pasteriziranog
(voéni jogurt i jogurt) i nepasteriziranog mlijeka (kiselo vrhnje) uzorci su analizirani na
prisutnost enterobakterija te kvasaca i plijesni. Dodatno, kao kriterij sigurnosti, uzorci su
pretrazeni na prisutnost L. monocytogenes i Salmonella spp. (0/25 g/ml). Pratili smo porast
enterobakterija te kvasaca i plijesni tijekom vremena pohrane uzoraka, a vrste poraslih kvasaca i

plijesni u fermentiranim mlije¢nim proizvodima utvrdili smo lan¢anom reakcijom polimeraze.

U mikrobioloskoj pretrazi koristili smo se HRN ISO metodama (Tablica 4), te API potvrdnim

testovima proizvodaca bioMérieux.
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Tablica 4: KoriStene propisane metode u mikrobioloskoj pretrazi

Pokazatelj ISO norma

HRN EN ISO 11290-1:2017
Mikrobiologija u lancu hrane -- Horizontalna metoda za dokazivanje
prisutnosti i odredivanje broja Listeria monocytogenes i drugih Listeria
spp. -- 1. dio: Metoda dokazivanja prisutnosti

L. monocytogenes

HRN EN ISO 6579: 6579-1:2017
Salmonella spp. Mikrobiologija hrane i hrane za Zivotinje -- Horizontalna metoda za
dokazivanje prisutnosti Salmonella spp.

HRN EN ISO 21528-1:2017
Mikrobiologija u lancu hrane -- Horizontalna metoda za dokazivanje
prisutnosti i odredivanje broja Enterobacteriaceae -- 1. dio:
Dokazivanje prisutnosti Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

HRN ISO 21527- 1:2012
Mikrobiologija hrane i hrane za zivotinje — Horizontalna metoda za
brojenje kvasaca i plijesni — 1. dio: Tehnika brojanja kolonija u
proizvodima s aktivitetom vode veé¢im od 0,95

Kvasci i plijesni

Postupak izolacije navedenih bakterija te kvasaca i plijesni prikazan je shemama 2 do 5.
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uzorak (25 g/225ml) + pola
Fraser bujon (1:10)

[ inkubiratina30°C+1°C24h+3h ]

e

0,1 ml kulture + 10 ml
Fraser bujona
inkubacija48 h+3 h na

37°C+x1°C )

\ Aloa agar i Palcam agar
24-48h+3hna37°C+t1°C

iz svake petrijeve zdjelice identificirati )
karakteristi¢nu koloniju

Palcam agar
inkubacija24h+3hna37°C+1°C )

potvrdivanje (API)

Shema 2: Postupak izolacije bakterije Listeria monocytogenes
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25 g uzorka + 225 g puferirane peptonske vode

L

inkubacija pri37°C/18h+2h

0,1 ml kulture + 10
ml Rappaport-
Vasiliadis bujona
inkubacija24 h+3h
na4l°C+1°C
\_

\

\/

\_

A

1 ml kulture + 10 ml

MKTTn bujona*
inkubacija24 £3 h
na37°Cz1°C

J

L

[

nacjepljivanje na XLD agar** ili drugi agar po
izboru, inkubacija24+3hna37°C+1°C

N

J

iz svake petrijeve zdjelice identificirati
karakteristi¢nu koloniju

ako je negativno,
uzeti druge 4
oznacene kolonije

e

hranjivi agar
inkubaciia24h+t3hna37°C+t1°C

biokemijska identifikacija i seroloSka tipizacija

* MKTTn bujon - MULLER-KAUFFMANN Tetrathionate Novobiocin) broth

** XLD agar Xylose Lysi

Shema 3: Postupak iz

ne Deoxycholate agar

olacije bakterija Salmonella spp.
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priprema uzorka, osnovnog i serijskih decimalnih razrjedenja

1 ml svakog razrjedenja u po 2 petrijeve zdjelice

zaljevanje s 12 — 15 ml Violet Red Bile Glucose agarom
(44 - 47 °C)

v

mijesanje inokuluma s podlogom
inkubacija 24 2 hna37°Ct1°C

!

brojanje

Shema 4: Postupak izolacije enterobakterija

Nakon izolacije enterobakterija iz uzorka, slijedilo je odredivanje njihovog broja prema normi

koriste¢i se formulom : N = ﬁ gdje N oznacava ukupan broj mikroorganizama, XC zbroj

prebrojanih kolonija na dvije petrijeve ploce od dva uzastopna razrjedenja, od kojih najmanje
jedna sadrzi 10 kolonija, V predstavlja volumen inokoluma u mililitrima a d je faktor razrjedenja

koji odgovara prvom zadrzanom razrjedenju.
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f N

priprema uzoraka, osnovnog te serijskih decimalnih razrjedenja

\ S

v

f N

na YGC agar* staviti 0,1 ml osnovnog ili svih sljedecih razrjedenja

\ v

%

4 N

razmazati L-Stapicem po povrsini agara

\ J

( )
inkubirati petrijeve zdjelice u otvorenoj plasti¢noj vredici ili

kutiji, okrenute poklopcem prema gore

inkubacija120hna25°C+1°C
. J

* YGC agar - Yeast Glucose Chloramphenicol

Shema 5: Postupak izolacije kvasaca i plijesni

Nakon nacjepljivanja uzorka na YGC (Yeast Glucose Chloramphenicol) agar i inkubacije
(shema 5) petrijeve ploc¢e s poraslim kolonijama kvasaca i plijesni dostavili smo u Hrvatski
veterinarski institut, Laboratorij za mikrobiologiju hrane za zZivotinje na Odjelu za veterinarsko
javno zdravstvo radi daljnje identifikacije. Postupak molekularne identifikacije kvasaca obavljen
je prema ZADRAVEC i sur. (2020.) na sljedeci nacin:

Morfoloski razlicite kolonije precijepljene su na Malt Extract Agar (MEA) kao bi se dobile
njihove Ciste kulture. Nakon inkubacije na MEA od 3 dana na 25+1 °C iz svake je kultura
kvasaca izolirana DNK (komercijalnim kitom NucleoSpinMicrobial DNK, MachereyNagel,
Diiren, Njemacka) prema uputama proizvodafa. Lananom reakcijom polimerazom (PCR)
umnozena je  DI/D2  regija 28S  rRNK gena  pocetnicama NI (5
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 3°) 1 N2 (5 GGTCCGTGTTTCAAGACGG 3’°). PCR
mjesavina volumena 25 pL sadrzavala je: 12.5 pL 2x PCR buffer (HotStarTaq Plus MasterMix
Kit, Qiagen, Germany), 2,5 uL 10 x Coral Load, 0,4 uM svake pocetnice, vode za molekularne
reakcije i 1 pL izolirane DNK. PCR reakcija se odvijala prema temperaturnom protokolu -
pocetna denaturacija na 95 °C kroz 5 min, nakon koje je slijedilo 40 ciklusa: 94 °C kroz 30 s, 56
°C kroz 30 s, 72 °C kroz 60 s te zavr$no produljenje na 72 °C kroz 10 min. Dobiveni produkti
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provjereni su elektroforezom na 1,5 % agaroza gelu i vizualizirani UV transiluminatorom. PCR
produkti adekvatne veli¢ine prije slanja na sekvenciranje u Macrogen Inc. (Amsterdam,
Nizozemska) proc¢is¢eni su ExoSAP-IT PCR clean up reagensom (Affymetrix, California, SAD).
Dobivene sekvence uredene su LasergeneSeqManPro DNASTAR 13 (Madison, Wisconsin,
SAD) ra¢unalnim programom, a dobivene sekvence usporedene su sa sekvencama u GeneBank i

MycoBank koriste¢i BLAST algoritme.
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4. Rezultati

Rezultati senzoricke, fizikalne i mikrobioloske pretrage fermentiranih mlije¢nih proizvoda iz

istrazivanja, prikazani su u tablicama 5 do 8.

4.1. Senzori¢ka pretraga

Tablica 5: Ocjena senzoricke pretrage fermentiranih mlije¢nih proizvoda

Pokazatelj Proizvod
(¢imbenik
znacajnosti Voéni jogurt Jogurt Kiselo vrhnje
korekcije rezultata)
Ukupna | Prosje¢na Ukupna | Prosjecna | Ukupna | Prosje¢na
ocjena (5 | korigirana | ocjena (5 | korigirana | ocjena (5 | korigirana
ocjenitelja) ocjena ocjenitelja) | ocjena | ocjenitelja) | ocjena
Okus (1,5) 24 7,2 24 7,2 24 7,2
Miris (0,5) 25 2,5 24 2,4 25 2,5
Konzistencija (1) 25 50 25 50 25 50
Nal_<nadn| okus u 24 48 25 5.0 o4 48
ustima (1)
Ukupna 19,5 19,6 19,5
korigirana ocjena
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4.2. Odredivanje pH fermentiranih mlije¢nih proizvoda

Tablica 6: Kretanje pH fermentiranih mlije¢nih proizvoda tijekom pohrane na razli¢itim

temperaturama
Proizvod 1. dan 3.dan 7. dan 14. dan
4°C 12°C 4°C 12 °C 4°C 12 °C
Vo¢éni jogurt 4,39 4,35 4,34 4,34 4,30 4,40 4,37
Jogurt 4,49 4,43 4,41 4,44 4,39 4,47 4,43
Kiselo vrhnje 4,61 4,51 4,48 4,65 4,61 4,75 r*

* Uzorak kiselog vrhnja je odbacen zbog senzorickih promjena i kvarenja

4.3. Mikrobioloska pretraga

Mikrobioloskom pretragom je utvrdeno da niti jedan pretrazeni uzorak nije sadrzavao bakteriju

L. monocytogenes niti bakterije roda Salmonella. Stoga ih u daljnjim pretragama nismo

utvrdivali. Porast enterobakterija zabiljeZen je u u svim pretraZenim uzorcima (Tablica 7., Slike 1

i2).

Tablica 7: Nalaz bakterija roda Enterobacteriaceae u uzorcima fermentiranih mlijeénih

proizvoda tijekom pohrane na razli¢itim temperaturama

Proizvod 1. dan 3.dan 7. dan 14. dan
4°C 12 °C 4°C 12 °C 4°C 12 °C
Enterobacteriaceae (cfu/ml)
Vocéni jogurt | 4,8x10° 0 0 0 0 0 0
Jogurt 7,3 x10° 0 0 0 0 0 0
Kiselo vrhnje | Preraslo* | 2,6x10° | 2,2x10° | 2x10° |[1,0x10° |2.1x10° | Uzorak
odbacen

*Preraslo — koristeno je premalo razrjedenje
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Istrazivanjem je obuhvacena i pretraga uzoraka na nalaz kvasaca i plijesni tijekom pohrane.

Utvrdeni su u svim uzorcima (Slika 3), u uzorcima kiselog vrhnja ve¢ prvog dana, a u vo¢nom

jogurtu i jogurtu njihov je porast zabiljezen od tre¢eg dana pohrane.

Lancanom reakcijom polimeraze (PCR) odabrane kolonije kvasaca i1 plijesni porasle na

selektivnom agaru potvrdene su do vrste (Tablica 8).

Tablica 8: Rezultati molekularne identifikacije kvasaca i plijesni

Vrsta

Vocni
jogurt

Jogurt

Kiselo
vrhnje

Vocni
jogurt

Jogurt

Kiselo
vrhnje

Pohrana na temperaturi 4 °C

Pohrana na temperaturi 12 °C

Tularospora

+ + + + + +
quercuum
Pichia + + + + + +
fermentans
Galactomyces
. - + + - - +
geotrichum*
Galactomyces
. - - + - - +
geotrichum**
Galactomyces
. - - - + + +
geotrichum***
_ Candlda_t i i i N N +
intermedia
Aspergilus sp. - - - - + -

“ dlakava kolonija s ,,pupkom*
** dlakava kolonija bez ,,pupka“
*** glatka kolonija s ,,pupkom* i uzvisenom sredinom
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Slika 2: Prikaz uzgojenih enterobakterija iz uzorka kiselog vrhnja drzanog na +4 °C, 7. dan (C) i
14. dan (D) pohrane
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Slika 3: Prikaz uzgojenih kvasaca u jogurtu drzanom na +12 °C u uzorcima 3. (B), 7. (C) i 14.
(D) dan
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Slika 4: Promjene na kiselom vrhnju (nabubrena ambalaza, izdvojena sirutka, pjenusavost,

promjena boje i konzistencije) drzanom na +12 °C.
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5. Rasprava

U senzori¢koj pretrazi jogurta i vrhnja (Tablica 5) nisu utvrdena znacajnija odstupanja u
ocjenjivanim parametrima. Jogurt je bio bijele do svijetloZzute boje, homogen, ugodnog i blago
kiselog okusa i mirisa. Voéni jogurt je takoder bio homogen, bez grudica, te je imao okus i miris
po dodanom vocu. Vrhnje je bilo bijele do svijetlozuc¢kaste boje, homogeno i bez grudica te
blago kiselog okusa i specifi¢nog blagog mirisa. Jedan ¢lan panela pozalio se na mastan i tezak
okus vrhnja i naknadni okus u ustima. CLARK i sur. (2009.) objasnjavaju kako je mastan
naknadni okus u ustima cesto posljedica koriStenja previse stabilizatora ili odabir pogresnog
stabilizatora u proizvodniji kiselog vrhnja. S obzirom da u tehnologiji proizvodnje kiselog vrhnja
ovaj OPG ne koristi stabilizatore, postoji moguénost da je mastan okus u ustima posljedica
prevelike koli¢ine mlije¢ne masti u vrhnju. Na deklaraciji navode kako vrhnje sadrzi minimalno
20 % m.m. u suhoj tvari, no posto ne standardiziraju vrhnje prije fermentacije, ne znaju to¢no

koliki je to postotak.

Pocetna pH vrijednost jogurta prvog dana iznosila je 4,49. Postepeno se spustala sve do 14. dana
pohrane kada je doslo do porasta pH na oba temperaturna rezima (Tablica 6). Kona¢ni izmjereni
pH jogurta drzanog na +4 °C bio je 4,47, dok je kod jogurta drzanog na +12 °C bio je nesto nizi i
iznosio 4,43. Voc¢ni je jogurt prvog dana imao pH vrijednost 4,39. Nakon postepenog pada, 14.
dana pohrane uocen je blagi rast pH na obje temperature pohrane. Konaéni pH voénog jogurta
drzanog na +4 °C iznosio je 4,40, a onoga drzanog na 12 °C bio je 4,37. BOZANIC i sur. (2000.)
U svom su istrazivanju tijekom ¢uvanja jogurta od kravljeg i kozjeg mlijeka kroz 9 dana na
temperaturi od 8 °C, zabiljezili postepeni pad pH koji je za jogurt od kravljeg mlijeka bio nizi
od vrijednosti u naSem istrazivanju i iznosio je 4,03. Nasi rezultati su sli¢ni rezultatima
istrazivanja koje su objavili RANASINGHE i PERERA (2016.) koji su kod svih uzoraka jogurta
kroz period od 21 dan zabiljezili pad pH vrijednosti do 7. dana, no kod nekih uzoraka je pH
nastavio padati i nakon 14. dana, te se nakon tog perioda ponovno blago povisio, kao i u naSem

istrazivanju.

Rezultati naseg istrazivanja pokazuju da je pad pH vrijednosti bio ve¢i u proizvodima drzanima
na +12 °C. Ti su rezultati u skladu sa zaklju¢cima nekih autora (ROBINSON i TAMIME; 1999.;
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RANASINGHE i PERERA, 2016.) koji pojasnjavaju da je brzo hladenje jogurta na temperaturu
manju od 10 °C tehnoloski proces kojim se smanjuje bioloSka aktivnost bakterija mlijecne
kiseline i sprjecava prekomjerna acidifikacija. Medutim, pri drzanju proizvoda na +12 °C
bakterije su bile aktivnije, §to zna¢i da su nastavljale s fermentacijom i posljedicnom
proizvodnjom mlije¢ne kiseline, $to je dovelo i do veéeg pada pH proizvoda drzanih na +12 °C u

odnosu na proizvode drzane na +4 °C.

Nizi pH voénog jogurta u usporedbi s ,,obi¢nim* jogurtom koji je utvrden u nasem istrazivanju,
zabiljezili su u svom radu KAMBER i HARMANKAYA (2019.) te BOZANIC i sur. (2000.).
KAMBER i HARMANKAYA (2019.) navode kako je pad pH voénog jogurta bio za 2-3 puta
ve¢i nego kod ,,0bi¢nog™ jogurta. Objasnjavaju to Cinjenicom da bakterije mlije¢ne kiseline
koriste ugljikohidrate za proizvodnju mlije¢ne kiseline, §to bi znacilo da vise ugljikohidrata znaci

vecu koli¢inu mlijecne kiseline, odnosno nizi pH.

SAMARZIJA (2021.) isti¢e kako su neke vrste kvasaca sposobne koristiti mlijeénu kiselinu i/ili
laktat za svoj metabolizam, $to bi moglo objasniti na$ porast pH jer su u svim uzorcima jogurta i

vocnog jogurta utvrdeni kvasci i plijesni (Tablice 61 8).

Rezultati mikrobioloske pretrage pokazali su da u uzorcima jogurta, voénog jogurta i Kiselog
vrhnja bakterija L. monocytogenes i bakterije roda Salmonella nisu utvrdene. L. monocytogenes u
mlije¢nim proizvodima preZivi zbog greSaka u pasterizaciji sirovog mlijeka ili ¢e biti unijeta u
proizvode naknadnom kontaminacijom (MAGDALENIC, 1993.). Iako mi nismo dokazali
prisustvo ove bakterije u nasim uzorcima, proizvodi OPG-a potencijalno mogu predstavljati
opasnost, posebice kiselo vrhnje, zbog tehnologije proizvodnje prema kojoj se mlijeko kao
sirovina ne pasterizira. TAHOUN i sur. (2017.) istrazili su 300 uzoraka sirovog mlijeka,
mljekarske opreme te brisova ruku radnika na farmi. Listeria spp. izolirana je iz 79 od 300
uzoraka (26,3 %), dok je od tih 79 pozitivnih uzoraka L. monocytogenes ¢inila 87,3 % svih
pronadenih vrsta. NeSto vecu zastupljenost bakterija roda Listeria navode YOUSEF i sur.
(2020.) u cijem je istrazivanju od 150 prikupljenih uzoraka sirovog mlijeka Listeria spp. bila
izolirana iz Cak 36 % uzoraka, dok je zastupljenost L. monocytogenes u uzorcima iznosila 14 %.
U uzorcima jogurta su izolirali bakterije roda Listeria, no nisu dokazali prisutnost L.

monocytogenes.
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Nasi uzorci takoder su bili negativni na bakterije iz roda Salmonela. TESFAW i sur. (2013.)
utvrdili su prevalenciju Salmonela spp. u tradicionalnim etiopijskim proizvodima od 1,6 %, no
kao ni mi u jogurtu nisu dokazali prisutnost ovih bakterija. Nasi se rezultati podudaraju i s
rezultatima JAKI TKALEC i sur. (2020.) koji su pretrazili 159 uzoraka mlije¢nih proizvoda
(sirovog kravljeg mlijeka n=109 i svjezeg kravljeg sira i vrhnja, n=50), u kojima nisu detektirali
bakterije Salmonella spp. i L. monocytogenes, ali su zato u 15 (13,8 %) uzoraka sirovog mlijeka i
24 (48 %) uzoraka svjezeg sira i vrhnja izdvojili enterobakterije. Jednako kao i MLADENOVIC
I sur. (2021.) smatraju da je nalaz enterobakterija indikator mikrobioloske kvalitete proizvoda i

procesa proizvodnje.

Rezultati naseg istrazivanja broja enterobakterija u voénom jogurtu i jogurtu pokazali su da je
prvog dana pokusa njihov broj iznosio 4,8x10° CFU/mL (voéni jogurt), odnosno 7,3x10*
CFU/mL (jogurt). Ve¢ nakon tre¢eg dana pa sve do kraja pokusa iz jogurta i voénog jogurta
enterobakterije nisu izolirane (Tablica 7).

Za razliku od voénog jogurta i jogurta, broj enterobakterija u kiselom vrhnju pokazao je izraziti
rast do 7. dana pokusa (2,0x10° CFU/mL kod kiselog vrhnja drzanog na +4 °C te 1,0x10°
CFU/mL kod vrhnja pohranjenog na +12 °C), a potom je broj enterobakterija pao za jedan log i
14. dana je bio 2,1 x10° CFU/mL kod kiselog vrhnja drzanog na 4 °C. Kiselo vrhnje drzano na
12 °C morali smo odbaciti jer je uzorak pokazivao znakove kvarenja. Ambalaza je bila

deformirana, a sadrzaj je bio pjenusav i bile su vidljive promjene konzistencije (Slika 4).

U literaturi se navode odredeni razlozi naglog opadanja broja enterobakterija, koje je zabiljezeno
i u nasem istrazivanju. Tako HERVET i sur. (2017.) naglo opadanje broja enterobakterija
pripisuju niskom pH jogurta, ali 1 inhibitornim faktorima inherentnima jogurtu, kao $to su starter
kulture. U odnosu na broj enterobakterija koje su vecinom eliminirane iz mlijeka tijekom
pasterizacijom, bakterije starter kultura prisutne su u komparativno velikim brojkama. Kako one
koriste laktozu u svom metabolizmu, aktivno otimaju hranu ostalim mikroorganizmima, $to ima
za posljedicu njihovo odumiranje. Bakterije mlijecne kiseline koje Cine starter kulture su
mezofilne ili termofilne, stoga ¢e na viSoj temperaturi prerasti enterobakterije koje ionako

preferiraju niZe temperature, iako nisu psihrofilne (MRAZOVIC, 2017.; SAMARZIJA, 2021.).
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Situacija je posve drugacija s kiselim vrhnjem. No prethodno navedena teorija takoder
objasnjava razliku u naglom porastu broja enterobakterija u nasem istrazivanju u uzorcima
kiselog vrhnja drzanog na razli¢itim temperaturama. Tako je u kiselom vrhnju sedmog dana
pohrane broj enterobakterija bio veéi za oko 4 log (+4 °C), odnosno 3 log (+12 °C) u odnosu na
broj zabiljezen tre¢eg dana. S druge strane, SERIO i sur. (2006.) su u svom radu o siru Pecorino
Abruzzese &ak i 60. dana zrenja dokazali enterobakterije u broju 10 CFU/g. Poveznica izmedu

njihovog sira i naseg vrhnja je koristenje sirovog mlijeka umjesto pasteriziranog.

Uzorci voénog jogurta, jogurta i Kiselog vrhnja pretrazivani su i na prisustvo kvasaca i plijesni.
Mikrobiolo§skom pretragom porast kvasaca u kiselom vrhnju utvrden je ve¢ od prvog, a u jogurtu
od tre¢eg dana pokusa. U obje vrste uzoraka na +4 °C utvrdene su vrste Torulaspora quercuum,
Pichia fermentans, Galactomyces candidus (Geotrichum), dok su na +12 °C utvrdeni jo§ i
Candida intermedia, Galactomyces geotrichum, te plijesan Aspergillus sp. (Tablica 8). Navedeni
nalaz sugerira kako su uzorci kontaminirani tijekom proizvodnje, te samim time im je narusena
odrzivost, ali i sigurnost. Ovakav nalaz u suglasju je s tvrdnjom da fermentirani proizvodi radi
niskog pH favoriziraju rast kvasaca i plijesni u odnosu na bakterije. Puno je veéa pojavnost
kvasaca koji mogu rasti i bez prisutnosti Kisika nego plijesni koje su aerobne i rastu na samoj
povrsini proizvoda (SAMARZIJA, 2007., 2021.).

Nas nalaz kvasaca i plijesni potvrduje SAMARZIJA (2007., 2021.) koja takoder navodi najéesée
izdvojene vrste 1 rodove kvasaca 1 plijesni izdvojenih iz mlijeka 1 mlije¢nih proizvoda
(Geotrichum candidum, Pichia fermentans, Candida spp., Aspergillus spp.). Plijesni roda
Aspergillus spp. izolirali su u svojim istrazivanjima JORDANO i sur. (1991.), OYELEKE
(2009.), EL-ANSARY (2014.), ZADRAVEC i sur. (2020.). BAI i sur. (2010.) te YANG i sur.
(2014.) izolirali su iz fermentiranog mlijeka kvasac Pichia fermentans i druge kvasce iz roda
Pichia te kvasce iz roda Torulaspora spp. Za razliku od naseg istrazivanja, JORDANO i sur.
(1991.), OYELEKE (2009.) i EL-ANSARY (2014.) izolirali su plijesni roda Penicillium spp.,
dok su GOLIC i sur. (2013.), YANG i sur. (2014.) te ZADRAVEC i sur. (2020.) izolirali kvasac

Debaryomyces hansenii.

Galactomyces geotrichum (Galactomyces candidus, Geotrichum candidus) kojeg smo izolirali iz
jogurta i vrhnja koristi se u proizvodnji nekih sireva i fermentiranih mlijeka (viili) u sastavu

starter kultura (WOUTERS i sur., 2002.). S obzirom na to da OPG iz kojega potjecu nasi uzorci
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na svome gospodarstvu u istoj kuhinji te s istom opremom proizvodi i sireve, to bi mogao biti
potencijalni izvor kontaminacije ispitivanih uzoraka. Galactomyces candidus izoliran je iz tri
morfoloski razli¢ite kolonije. U svome radu PERKINS i sur. (2020.) makroskopski i1
mikroskopski opisali su tri morfotipa koje ¢ini 11 sojeva vrste G. geotrichum koji opisima

odgovaraju izgledu kolonija u nasem istrazivanju.

Takoder, uzorci kiselog vrhnja pokazivali su senzoricke promjene (neravna, izbrazdana povrsina
proizvoda) koje se mogu dovesti u vezu s kontaminacijom kvascima, prije svega Geotrichum
candidum. SAMARZIJA (2021.) navodi da su zrak i stona hrana potencijalni izvori
kontaminacije mlijeka kvascima i plijesnima, a potom se mlije¢ni proizvodi mogu kontaminirati
kvascima i plijesnima tijekom njihove proizvodnje. Smatra se da kvasci povezani s mlijekom i
mlije¢nim proizvodima nisu patogeni za ljude, no postoji opasnost za imunokompromitirane
osobe ukoliko se radi o kontaminaciji s vrstama Candida spp. koje smo izolirali iz uzoraka
jogurta, voénog jogurta i kiselog vrhnja pohranjenih na temperaturi od +12 °C. Osim Penicillium
spp., Cesti uzroénici kvarenja mlije¢nih proizvoda su i plijesni Aspergillus spp. koje smo utvrdili

u naSim uzorcima jogurta i kiselog vrhnja.

Ovakvi nalazi sugeriraju da su mlije¢ni proizvodi kontaminirani enterobakterijama te kvascima i
plijesnima tijekom pojedinih faza njihove proizvodnje. Naknadna kontaminacija mlije¢nih
proizvoda enterobakterijama ocituje se njihovim kvarenjem, no jednako tako njima moze biti
kontaminirano sirovo mlijeko, $to je mozda jedan od razloga njihovog nalaza u kiselom vrhnju.

To su razlozi zbog kojih je narusena njihova odrzivost ali i sigurnost.
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6. Zakljucci

Fermentirani mlije¢ni proizvodi definirani su specificnom mikrobnom kulturom koja se koristi
za njihovu fermentaciju i daje im prepoznatljivu teksturu i okus. Niska pH vrijednost
fermentiranih mlije¢nih proizvoda te bakterije iz mikrobnih kultura inhibiraju rast nepozeljnih
mikroorganizama, S$to pozitivno utjeCe na njihov rok odrzivosti. Oshovna razlika izmedu
industrijske i tradicionalne proizvodnje fermentiranih mlije¢nih proizvoda je u odabiru sirovine.
Sirovo mlijeko sa sobom nosi odredene rizike u smislu povecanog broja nepozeljnih
mikroorganizama koji mogu utjecati na njihova senzoric¢ka svojstva ali i na mikrobiolosku sliku.
Tijekom proizvodnje, u bilo kojoj fazi, moguca je i naknadna kontaminacija koja ¢e dodatno
naru$iti higijensku ispravnost, odnosno sigurnost proizvoda. Najbolji dokaz tome su rezultati
mikrobioloske pretrage uzoraka pasteriziranih proizvoda, jogurta i voénog jogurta, u kojima
enterobakterije nisu utvrdene tijekom pohrane na +4 °C, ali i na povi$enoj temperaturi pohrane
od +12 °C. Nasuprot tome, u uzorcima kiselog vrhnja, proizvedenog iz sirovog mlijeka, broj
enterobakterija se povecavao tijekom oba rezima pohrane. Kvasci i plijesni, utvrdeni u svim
uzorcima ukazuju na kontaminaciju tijekom proizvodnje, posebno s obzirom na ¢injenicu da se
lako Sire zrakom a na gospodarstvu iz kojega potjecu uzorci proizvode se i razne vrste sireva za
koje su pojedini kvasci i plijesni karakteristi¢ni. KoriStenje istih prostora u proizvodnji sireva i
mlije¢nih proizvoda ukazuje na potrebu primjene postulata dobre higijenske prakse kako ne bi

bila naruSena njihova odrZivost 1 sigurnost.
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8. Sazetak

Odrzivost fermentiranih mlije¢nih proizvoda

Josipa Biljan

Cilj rada bio je istraziti odrzivost fermentiranih mlije¢nih proizvoda od pasteriziranog (jogurt i
voéni jogurt) i nepasteriziranog mlijeka (kiselo vrhnje) u uvjetima pohrane u hladnjaku na
razli¢itim temperaturnim uvjetima (+4 °C i +12 °C). Svi su proizvodi proizvedeni u OPG-u, od
mlijeka koje se dobiva iz vlastite proizvodnje. Provedene su senzoricka, fizikalno-kemijska (pH),
te mikrobioloska pretraga (Salmonella spp., Listeria monocytogenes, kvasci i plijesni).
Proizvodi su uzorkovani 1., 3., 7. i 14. dan pohrane. U senzori¢koj pretrazi voénog jogurta,
jogurta i kiselog vrhnja prvog dana pohrane nisu utvrdena znacajnija odstupanja u ocjenjivanim
parametrima pa su miris 1 okus bili svojstveni vrsti proizvoda a konzistencija gusta, tekuca.
Pracenjem pH utvrdeno je da su vrijednosti u jogurtu (4,49-4,47; 4,49-4,43) i vo¢nom jogurtu
(4,39-4.40; 4,39-4,37) ostale gotovo identi¢ne na obje temperature pohrane dok su vrijednosti u
kiselom vrhnju rasle na +4 °C (4,61-4,75), a na +12 °C je mjerenje zaustavljeno zbog kvarenja
posljednjeg dana. U mikrobioloskoj pretrazi baterije Salmonella spp. i L. monocytogenes nisu
utvrdene. Enterobakterije u voénom jogurtu i jogurtu nisu utvrdene od tre¢eg dana pohrane na
obje temperature, dok je u kiselom vrhnju njihov broj rastao do 2,1x10° CFU/mL na temperaturi
od +4 °C. Mikrobioloskom pretragom porast kvasaca u vrhnju utvrden je ve¢ od prvog, a u
jogurtu od tre¢eg dana pokusa. U obje vrste uzoraka na +4 °C utvrdene su vrste Torulaspora
quercuum, Pichia fermentans, Galactomyces candidus (Geotrichum), dok su na +12 °C utvrdeni
jos i Candida intermedia, Galactomyces geotrichum, te plijesan Aspergillus sp. Navedeni nalaz
sugerira kako su uzorci kontaminirani tijekom proizvodnje, te im je time naruSena odrzivost, ali i
sigurnost.

Kljuéne rije¢i: mlijecni proizvodi, odrzivost, pohrana, kontaminacija, kvasci
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9. Summary

Sustainability of fermented milk products

Josipa Biljan

The aim of this study was to investigate the viability of fermented dairy products from
pasteurised (yoghurt and fruit yogurt) and unpasteurised milk (sour cream) at different storage
conditions (+4 °C and +12 °C). All products are produced at the family farm, from milk obtained
from their own production. Sensory, physio-chemical (pH), and microbiological testing for
Salmonella spp., Listeria monocytogenes, and yeasts and moulds were performed. Products were
sampled on the 1%, 3" 7™ and 14" day of storage. The sensory examination of fruit yogurt,
yoghurt and sour cream did not reveal significant deviations in the evaluated parameters during
storage, so the smell and taste were characteristic for the type of the product, and consistency
was thick, liquid. Monitoring of pH showed that the values in yogurt remained almost identical
at both storage temperatures (4.49-4.47; 4.49-4.43), and fruit yogurt (4,39-4.40; 4,39-4,37),
while the values in sour cream increased to + 4 °C (4.61-4.75), and at +12 °C the measurement
was stopped due to spoilage on the last day. Salmonella spp. and L. monocytogenes were not
detected in the microbiological examination. Enterobacteria in fruit yogurt and yogurt were not
detected from the third day of storage at both temperatures, while in sour cream their number
increased to 2.1x10° CFU/mL at a temperature of +4 °C. Microbiological examination showed
yeast growth in cream from the 1% day, and in yogurt from the 3™ day of the experiment. In both
types of samples at + 4 °C yeasts Torulaspora quercuum, Pichia fermentans, Galactomyces
candidus (Geotrichum) were found. Additionaly at +12 °C Candida intermedia, Galactomyces
geotrichum and the mold Aspergillus sp. were determined. This finding suggests that the samples

were contaminated during production, and thus their sustainability and safety were impaired.

Key words: dairy products, sustainability, storage, contamination, yeasts
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