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Sazetak

U ovom radu odredivana je kolic¢ina kolesterola u maslacu, mlijechom
proizvodu poznatom po velikoj koli¢ini mlijeche masti. Rezultati istraZivanja
su pokazali da je progecna kolicina mlijeche masti u uzorcima maslaca
podrijetiom iz seoskih domacinstava (n = 17) iznosila 83,9 %, a onog iz
industrijske proizvodnje (n = 5) 85,2 %. Progecne koli¢ine kolesterola u
spomenutim uzorcima bile su 227 mg/100 g odnosno 220 mg kolesterola u 100
g uzorka. Rezultati istrazivanja pokazuju da s povecanjem kolicine mlijecne
masti ne dolazi nuzno do povecanja kolicine kolesterola u pojedinom uzorku
maslaca.

Kljucnerijeci: kolesterol, maslac

Uvod

Razina kolesterola u krvi ovisi 0 viSe ¢imbenika, a ngjvise o dobi, spolu,
prehrani i genetickim karakteristikama (Connor i Coonor, 1986.). PoviSena
razina kolesterola u krvi moze dovesti do zdravstvenih problema (Zucni
kamenci, ateroskleroza; Guyton, 1990.).

Zazdravlje ljudi nije beznacajna koli¢ina kolesterolai njegovih produkata
u namirnicama. Racuna se da na 100 g mlijeka ima 13 mg kolesterola, sto
odgovara koncentraciji u mlijecnoj masti oko 3 mg/g. Prehranom se dnevno
unosi 10600 kJ (2500 kcal), a kolesterol je jedan od 37 faktora rizika
koronarnih oboljenja (Renner, 1983.).

|z istrazivanja koja su proveli Aii i sur. (1989.) ocito je da utvrdena
koli¢ina kolesterola u pojedinom uzorku mlijeka ne ovisi o koli¢ini mlijecne
masti, ani o razini kolesterola u krvnom serumu Zivotinje u laktaciji.
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lako je kolesterol esencijalni metabolit, nije neophodan u prehrani ljudi.
Dapace, zbog ¢injenice da povisena razina kol esterola doprinosi razvoju nekih
bolesti, potrebno je kontrolirati dnevni unos kolesterola u organizam.
Organizam ga moze sintetizirati dovoljno brzo i u koli¢inama dostatnim za
odrZzavanje metabolizma. (Kai¢-Rak i Antonié-Degac, 1998.). Nacionalni
obrazovni program za kolesterol u SAD, u okviru Nacionalnog instituta za
srce, pluéai krv preporuca ograni¢en unos kolesterola, ngjvise do 300 mg na
dan (Recommended daily allowances; RDA).

Zbog toga je 1985. godine u Codex Alimentariusu donesen propis koji od
proizvodaca hrane u svijetu zahtijeva da na etiketama svojih proizvodaistaknu
vrijednosti koli¢ine kolesterola kako bi potroSa¢ imao uvid koliko se,
konzumiranjem odredene koli¢ine namirnica, priblizio prihvatljivom dnevnom
unosu. Tu su preporuku Codex Alimentariusa prihvatile zemlje Europske unije
1990. godine, a SAD 1994. godine (Berner i Lofgren, 1991.; Bazuli¢ i
sur., 1998.).

Svrha ovog rada bila je odrediti koli¢inu kolesterola i mlijecne masti u
uzorcima maslaca iz razlicitih seoskih domadinstava i iz industrijske
proizvodnje, te utvrditi postoje i razlike u kolicini kolesterola u maslacu s
obzirom na njegovo podrijetlo i odnos sadrZaja masti u maslacu na koli¢inu
kolesterola.

Materijal i metode

Odredivanje kolicine mlijecne masti i kolesterola provedeno je na
uzorcima maslaca podrijetlom iz seoskih domadinstava (n = 17) i maslaca
proizvedenog na industrijski nacin (n = 5), te kontrolnom uzorku ulja
deklariranom kao "ulje bez kolesterola® (n = 1).

Koli¢inu mlijene masti odredili smo standardnim postupkom za
maslac s Gerberovim butirometrima (Sabados, 1996.), a koli¢ina kolesterola
odredivana je pomocu enzimskospektrofotometrijske metode koristenjem
testova tvrtke Boehringer iz Mannheima zgotovljenim za odredivanje koli¢ine
kolesterola u razli¢itim namirnicama zivotinjskog podrijetla (Grossmann i
sur., 1976.).
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Rezultati

Rezultati odredivanja kolicine mlijeéne masti uzoraka maslaca iz seoskih
domadinstava ("domaéi maslac"; n = 17) i maslaca industrijske proizvodnje (n
= 5) prikazani su u 1. i 2. tablici. Klasiranje uzoraka maslaca podrijetlom iz
industrijske proizvodnje ucinjeno je prema Pravilniku o kakvoéi mlijeka,
mlijecnih proizvoda, sirilai ¢istih kultura (S. list 51/82; NN RH 53/91). Na
istim uzorcima maslaca odredivana je koli¢ina kolesterola, a ti su rezultati
prikazani u 3.1 4. tablici.

Tablica 1: Rezultati odredivanja kolicine mlijecne masti u uzorcima maslaca
podrijetlom iz seoskih domacinstava
Table1l: Resultsof determination of the milk fat for the butter samples from

domestic production n=17
Broj uzorka Koali¢inamlije¢ne masti [%]
Sample number Milk fat content [%6]

1 84,9

84,0

3 86,7

4 86,1

5. 85,1

6. 85,6

7 82,6

8 84,4

0. 85,1

10. 82,6

11. 84,4

12. 84,6

13. 84,3

14. 80,3

15. 81,9

16. 82,0

17. 81,9

X 83,9
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Iz rezultata utvrdenih postupkom odredivanja koli¢ine mlijecne masti
vidno je da su svi istrazeni uzorci maslaca ujednacene kakvoce u odnosu na
sadrZzaj mlijecne masti i udovoljavgu odredbama Pravilnika o kakvodi
mlijeka, mlijecnih proizvoda, sirila i ¢istih kultura (SI. list 51/82; NN RH
53/91).

Tablica 2: Rezultati odredivanja kolic¢ine mlijeche masti u uzorcima maslaca
industrijske proizvodnje
Table2:  Results of determination of the milk fat for the butter samples from

industrial production n=>5
Broj uzorka Koli¢inamlije¢ne masti Klasa
Sample number . [%] Class
Milk fat content [%)]
1 88,7 |
2. 84,3 |
3. 84,4 |
4, 84,3 |
5. 84,1 |
X 85,2

Koli¢ina kolesterola u maslacu (tablice 3. i 4.) nije ujednacena. Znatgjne
razlike rezultata dobivenih postupkom odredivanja koli¢ine kolesterola
(29 — 383 mg/100 g) izmedu pojedinih uzoraka “domaceg maslaca” mogu se
objasniti ¢injenicom da svaki od istrazenih uzoraka maslaca potjece iz
zasebnog seoskog domadinstva unutar kojega su muzna goveda bila pod
sasvim specificnim uvjetima drzanja i prehrane (Vujicié i sur., 1992.). U
kontrolnom uzorku ulja deklariranom kao “ulje bez kolesterola’ analizom je
utvrdena koli¢ina kolesterola od 44 mg/100 g. Pri analizi dobivenog rezultata
treba imati na umu da enzimskospektrof otometrijska metoda, s obzirom na
svoju selektivnost, po kolesterolu odreduje i druge sterole (Bazulié i sur.,
1998.).

Na razini znacajnosti od P < 0,05 dokazano je da su razlike kolesterola u
odnosu na mlijecnu mast suéagine. Slicna istrazivanja provedena su i na
uzorcima mlijeka, pa je takoder utvrdeno da kolicina kolesterola ne ovisi 0
koli¢ini mlije¢ne masti (Aii i sur., 1989.).
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Prema podacima iz literature ovi rezultati upucuju na cinjenicu da je
maslac, doista, namirnica s povecanom koli¢cinom kolesterola u odnosu na
druge mlijecne proizvode. Medutim, ako se unos maslaca u organizam
ograni¢i na 5 - 10 g dnevno (oko 22 mg kolesterola; 7 % RDA) ne utjece na
razinu kolesterola u krvi, pogotovo ako se istodobno u organizam unosi i
dovoljna koli¢ina namirnica biljnog podrijetla. Na tg) se natin maslac moze
iskljuciti iz skupine rizicnih namirnica, te se mogu iskoristiti sve druge
nutritivne vrijednosti ovoga trazenoga mlije¢nog proizvoda.

Tablica 3: Rezultati odredivanja kolic¢ine kolesterola u uzorcima maslaca

podrijetlom iz seoskih domacinstava
Table3: Results of determination of cholesterol quantity for the butter

samples from domestic production n=17
Koli¢ina
Koali¢ina Koncentracija koleterolau
Broj uzorka uzorka kolesterola uzorku maslaca
Cholesterol
Sample amount AA Cholesterol o
Sample number P [d] concentration qugntlty n
[mg/ml] utter

[mg/100g]
1. 1,015 0,168 0,01817 227
2. 1,022 0,188 0,02033 248
3. 1,184 0,269 0,02909 306
4, 0,993 0,490 0,05298 266
5. 0,987 0,256 0,02768 350
6. 1,169 0,173 0,01871 199
7. 0,979 0,236 0,02552 327
8. 1,021 0,521 0,05633 276
9. 0,975 0,183 0,01979 254
10. 0,956 0,021 0,00227 29
11. 1,106 0,218 0,02357 277
12. 1,126 0,319 0,03449 383
13. 1,096 0,158 0,01708 194
14. 1,121 0,133 0,01438 160
15. 0,996 0,036 0,00389 49
16. 1,059 0,045 0,00486 57
17. 1,075 0,213 0,02303 268
18.* 1,268 0,041 0,00443 44
X 227

* kontrolni uzorak ulja deklariranog kao "ulje bez kolesterola’
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Tablica 4: Rezultati odredivanja kolic¢ine kolesterola u uzorcima maslaca

industrijske proizvodnje

Table4: Results of determination of cholesterol quantity for the butter

samples fromindustrial production n=>5
Koali¢ina
Koali¢ina . kolesterola u
Koncentracija
uzorka uzorku maslaca
. kolesterola
Broj uzorka
Sample Cholesterol
Sample number amount AA Chol esterp I quantity in butter
[q] concentration [mg/100g]
[mg/ml]
1 1,058 0,441 0,04768 225
2. 1,085 0,450 0,04866 224
3. 0,998 0,176 0,01903 238
4. 1,010 0,168 0,01815 227
5. 1,190 0,163 0,01762 185
6.* 1,268 0,041 0,00443 44
X 220

* kontrolni uzorak ulja deklariranog kao "ulje bez kolesterola"

Zaklju¢ak

Sadrza) mlije¢ne masti u uzorcima domaceg maslaca iznosio je 83,9 %, a
maslaca industrijske proizvodnje 85,2 %. Svi analizirani uzorci udovoljavali
su odredbama Pravilnika o kakvoci mlijeka, mlijecnih proizvoda, sirilai ¢istih
kultura (Sl. list 51/82; NN RH 53/91).

Kalic¢ina kolesterola u maslacu iz seoskih domacinstava iznosila je 227
mg/100 g, a u uzorcima maslaca industrijske proizvodnje prosecna kolicina

kolesterolaiznosilaje 220 mg/100 g.
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QUANTITY OF CHOLESTEROL IN BUTTER FROM ZAGREB MARKET

Summary

In this article the quantity of cholesterol in butter - a representative of
dairy products with known high quantity of milk fat, is determined. The results
show that the quantity of milk fats for the butter samples from domestic
production (n=17) was 83.9 %, and from the industrial production (n=5) 85.2
%. Average cholesterol quantities, in before mentioned samples, were 227
mg/100g or 22 mg of cholesterol per 100 g of sample. The results show that
the increase of milk fats does not strictly influence cholesterol increase in the
individual butter sample.

Key words:. cholesterol, butter
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Taxonomy, physiology and growth of Lactococcus lactis: areview

Dubravka Samarzija, Neven Antunac, Jasmina Luka¢ Havranek

Review - Revijani prikaz UCD: 637.146.35

Summary

Lactococcus lactis species is one of the most important groups of lactic
acid bacteria that are used in the dairy industry. The major functions of this
species in dairy fermentation are the production of lactic acid from lactose,
hydrolysis of casein and citric acid fermentation. Thus their metabolic end
products and enzymes directly or indirectly have significant influence in
determining the texture and flavour of the final products. In recent years,
genetics and physiological properties of lactococci have considerable
changed. Therefore, both for basic research and for application purposes in
this paper the general view of the new taxonomic classification of
Lactococcus lactis, the role of their plasmids and the physiology and
nutritional requirements during growth are discussed.

Key words:. Lc. lactis, taxonomy, physiology and growth

I ntroduction

Strains belonging to the species Lactococcus lactis, are the most important
organisms in the manufacture of fermented dairy products such as sour milk,
cream, butter, fresh cheeses and many varieties of semi-hard cheeses.
Research on the genetic and physiological properties of these bacteria has
expanded rapidly in the last decade. Therefore, for the better understanding of
Lactococcus lactis species this paper discusses some of theirs most important
characteristics.

Lactococcus lactis

The majority of the microorganisms from the Lancefield group of N
streptococci have been transferred to the Lactococcus genus. The mobile
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group of N streptococci has been integrated into the Vagococcus genus. The
genus includes five species. Lc. garvieae, Lc. piscium, Lc. plantarum, Lc.
raffinolactis and Lc. lactis. But, anong species of this genus only Lc. lactisis
used in dairy technology.

This species have two subspecies and a biovar: Lc. lactis subsp. lactis; Lc.
lactis subsp. cremoris; Lc. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis (Schleifer
et al., 1985; Stiles and Holzapfel, 1997.). The literature, according to
Salama et al., (1995.), on the basis of evidence gathered, identifies green
plants as the natural habitat for lactococci, particularly for Lc. lactis subsp.
lactis, and Lc. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis. The natural source of
the Lc. lactis subsp. cremoris, has still not been confirmed and is the subject
of numerous controversies.

Due to the phosphoenol pyruvate-phosphotransferase system (PEP-PTS),
which ensure their efficient uptake and fermentation of lactose, some of these
organisms have been adapted well to growth in milk and today the most
recognised habitat for lactococci are dairy products (Axelsson, 1998.).

Lactococci are homofermentative microaerophilic Gram-positive bacteria
which grow at a temperature of 10 °C, but not at 45 °C, and produce L(+)
lactic acid from glucose. They are characterised by ovoid cells which appear
individually, in pairs, or in chains. It often happens that cells of lactococci
themselves extend into a chain, which makes them difficult to differentiate
from lactobacilli. The group consisting of Streptococcus, Enterococcus and
Leuconostoc also forms cocci that occur as chains or pairs, so it is difficult to
distinguish these genera from Lactococcus genera on a morphological basis.
(Wijtzes et al., 1997.). Among the lactococci, Lactococcus lactis subsp.
lactis biovar diacetylactis differs from Lc.lactis subsp. lactis and cremorisin
theirs ability to utilise citrate with production of diacetyl. These strains possess
citrate permease that enables them, without modification, to transport citrate
into a cell (Kempler and McKay, 1981). However, as citrate utilisation is
plasmid mediated it is an unstable characteristic of these bacteria, which
resulting in them being classified as avariety of Lc. lactis subsp. lactis (Stiles
and Holzapfel, 1997.). Lactococcus lactis do not posses flagella and do not
create endospores, while some of its strains are capable of excreting
extracellular polysaccharide substances (M arshall and Tamime, 1997.).

Lc.lactis is aso characterised by numerous phenotype variations, and it is
sometimes difficult to recognize the differences among them. Thus, according
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to Bergeys Manua (1994.), Lc. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
produces ammonia from arginine. Collins (1977.), on the other hand, lists
strains that do not possess that property, but are the diacetylactis strains
nevertheless. Lc. lactis subsp. lactis is usualy differentiated from the
subspecies cremoris on the basis of the maximum growth temperature and
inability to produce ammonium from arginine (Petterson, 1988.). Davey
and Heap (1993.), however, established the existence of Lc. lactis subsp.
cremoris strains that manifest the arginine metabolism. Although research on
genetic of lactic acid bacteria including genus Lactococcus began in the early
1970s there are till discrepancy in their fully characterization, especially
between phenotypic and genotypic characteristics (Godon, et al. 1992,
Salama et al. 1995).

Plasmids

One of the characteristics of the Lc. lactis strains is that theirs most
industrially important traits are plasmid encoded. This means that plasmids
carry genes for properties such as lactose catabolism and proteinase
production as well as bacteriophage resistance (Gasson, 1993). The other
important metabolic plasmid and theirs functions in lactococcal strains have
also been described. Thus, we today know the plasmid genes controlling the
metabolism of sucrose, galactose, mannose, xylose, glucose, citrate utilization,
phage resistance and DNA restriction and modification, cell aggregation,
production of bacteriocines, mucoidness and resistance to inorganic ions
(McKay et al., 1976; McKay and Baldwin 1978; Larsen and McKay,
1978; Kempler and McKay, 1979a; Kempler and McKay, 1979b;
Walsh and McKay, 1981; Crow et al., 1983; Davey, 1984; Thompson
and Collins, 1989; Smith et al., 1992; von Wright and Sibakov,
1998; Mikli¢-Anderli¢ et. al. 2000.). In addition, lactococci usualy
contain many apparently cryptic plasmides (Thompson and Collins,
1989.) ranging in size from 1 to > 100 kilobase pairs (kbp). Bearing in mind
that aplasmid DNA is replicated independently of the chromosome (Cords et
al., 1974.), any mutation or rearrangements could cause the loss of plasmidin
daughter cells. As they are not necessary for cell survival, the bacterial cell
may have lost one or more plasmids spontaneously, by protoplast
regeneration, transduction, conjugation and transformation, as a consequence
of the function encoded by this plasmid (Kempler and McKay, 1981;
Davies and Gasson, 1981; Chopin, 1993). It was also found that
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frequently repeated cultivations in milk or changed culture conditions lead to
the loss of plasmid (McKay et al., 1976; Gasson and Davies, 1984;
Foucaud et. al., 1990; Davidson and Hillier, 1995.).

The plasmids size for the technologically useful traits varies from 17 to
more than 50 kbp for lactose fermentation and proteinase activity and is
relatively large (Otto et al., 1982; Thompson and Collins, 1989;
Foucaud et al., 1990.). The average size of very important citrat plasmid
which encoded production of diacetyl is 8,7 kbp (Thompson and Collins,
1989; Bandell et al., 1998.). Plasmids-encoded bacteriocines are aso large
and their size is from 81-133 kbp (von Wright and Sibakov, 1998).
Strains of Lc. lactis usually possess from 2 to 11 DNA plasmids, while the
most common are between 4 and 7 (McK ay, 1983.).

Physiology and Growth of Lactococci

Protein metabolism

Like all other lactic acid bacteria, lactococci are highly fastidious with
regard to the medium in which they grow. Their growth requires proteins,
peptides, specific amino acids, derivates of nucleic acids and vitamins, all of
which serve as building units in the synthesis of their own cell compounds. In
milk, the concentration of isoleucine, leucine, valine, histidine and methionine,
which are essential to the mgority of lactococci, is less than 1 mg/L. This
content of free amino acids, that isinitially present in milk, provides sufficient
nitrogen for only 2% of the final cell density (Juillard et al., 1996.). Thus,
for their optimal growth in milk, lactococci depends on their own proteolytic
system to obtain the amino acids needed for growth to high cell densities.
Casein, which composes 80% of al proteins present in milk, becomes the
primary nitrogen source after nonprotein nitrogen is depleted (Steele, 1998.).
The enzymes that form proteolytic system of lactococci and that are active in
hydrolysis of casein are a cell wall-associated proteinase, an extracellular
peptidase (s), amino acid transport system, peptide transport system and
intracellular peptidases (Smid et al., 1991; Tjwan Tan et al., 1993,
Juillard et a. 1998). But the key enzyme in proteolysis is a cell-wall
associated proteinase (Pl- or Pl11- type proteinase [PrtP]) which cleavage more
than 40% of the peptide bonds into more than 100 different oligopeptides
(Juillard et al. 1995.). Then, for the uptake of nitrogenous compounds by
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the cell, lactococci utilise three distinct transport systems di- and tripeptide
and an oligopeptide transport system. The intracellular located peptidases then
hydrolyse peptides into amino acids required for growth (Poolman et al.,
1995; Meijer and Hugenholtz, 1997; Wang et al., 1998.). It is worth
emphasising that both proteinase and the oligopeptide transport systems play a
crucial role in amino acids, peptides and casein utilisation by lactococci when
they grow in milk.

However, it has been established that the enzymatic system present within
the Lc. lactis strains varies both biochemical and genetically (Exterkate et
al., 1991; 1993; Bruinenberg and Limsowtin, 1995.). Thus, the activity
level of cell proteinase and lysilaminopeptidase in the Lc. lactis subsp.
cremoris strains, with a faster milk coagulation effect, has been found to be
twice as high as Lc.lactis subsp. lactis with a faster milk curdling ratio.
Although both strains, those with a faster coagulation effect and those with a
slower coagulation effect, have significant level of caseolytic activity (Crow
et al., 1994.). Electrophoretic study of proteolytic enzymes has established
that significant differences also exist between the proteolytic, lactococci and
lactobacilli systems (Sasaki et al., 1995.).

Recently, it was estimated that wild strains of lactococci required only
between 1 and 4 amino acids for growth. So, in comparison with strains used
in dairy industry these strains probably possess more active amino acid
convertase (Ayad et al., 1999.). Since, several aminotransferases have been
detected this may be suggested that lactococi have aso enzymatic potential
required for degradations of aromatic and branched-chain amino acids into
volatile aroma compounds (Roudot-Algaron and Y von, 1998.).

Lactose metabolism

The lactose metabolism of the Lactococcus lactis species differs from the
lactose metabolism of other lactic acid bacteria. The difference is in the
simultaneous catabolism of glucose and galactose. The gene responsible for
lactose breakdown is carried by plasmid (Lac plasmid), and encodes the
enzymes that transport lactose to a cell (McKay et al., 1976; McKay and
Baldwin, 1978; Crow et al., 1983.).

Lactose is phosphorylated by phosphoenolpyruvate (PEP) during
tranglocation by PEP-dependant phosphotransferase system (PEP: PTS). The
intracellular lactose phosphate is subsequently hydrolysed to glucose and
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galactose by different enzyme 3-D-phosphogalactosidase. The galactose is
then catabolized via the Tagatose pathway at the same time as the glucose is
catabolised via Embden-Mayerhof-Parnas pathway (Marshall and
Tamime, 1997.). In both pathways, an adolase cleaves a diphosphate
intermediate compound to produce the triose phosphate-dihydroxyacetone
phosphate and glyceraldehyde phosphate. These triose pathways are converted
to pyruvate and then to lactate by enzyme L-lactate dehydrogenase (Steel e,
1998.). The function of that pathways for the lactococci is to generate energy
and lactic acid is by product. On the other hand thus organism eliminate
pyruvate that is toxic for a cell, particularly when the medium pH is low
(Tsau et al., 1992.). The utilisation of pyruvate in a cell is fourfold:
reductive (lactate dehydrogenase), oxidative (by means of the pyruvate
dehydrogenase complex), non-oxidative transfer (pyruvate formatelyase) and
through o-acetolactate synthesis (Verhue and Tjan, 1991; Starrenburg
and Hugenholtz, 1991; Hugenholtz and Starrenburg, 1992.).

Citrate metabolism

Among lactococci only Lc. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis has the
ability to metabolise the citrate present in milk. The metabolic end products of
citrate metabolism are diacetyl, acetoin, 2,3 butanediol, acetic acid and carbon
dioxide (Harvey and Collins, 1961; Cogan, 1995; Steele, 1998.) which
contribute to the flavour development in fermented dairy products. Citrate is
transported without modification into the cell. In Lc. lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis this reaction is catalysed by the citrat permease (CitP), which is
encoded by the plasmid citP gene that is induced into the citQRP operon. The
induction is not, however, conditioned by the presence of citrate in the
medium, as was previously believed, but by the lactic acid produced through
co-metabolism of glucose and citrate when the pH value of the medium is low
(Garcia-Quintans et al., 1998; Bandell et al., 1998.).

The presence of CitP is essential for citrate utilization, since in its absence
no citrate metabolism is observed athough all enzimes involved in conversion
of citrate are present inside the cells (Lopez et al., 1998.). During citrate
metabolism three decarboxylation reactions occur: oxalacetate to pyruvate,
pyruvate to acetal dehyde-thiaminopyrophosphate (TPP) and o-acetolactate to
acetoin. Quantitatively, acetoin is the most important product of citrate
metabolism and occurs as a mechanism of preventing accumulation of
pyruvate Diacetyl and CO, are produced in small quantities, but their
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commercia value is significant since they are responsible for both the texture
and flavour of fermented products (Cogan, 1995.). Diacetyl is produced by
chemical decomposition of o-acetolacete (nonenzymatic) and this reaction
occurs at the intracellular level. This reaction is favoured by aeration and low
pH (Cogan, 1995; Axelsson, 1998; Rondags et al., 1998.).

The ability to metabolised citrate also has the strains of Leuconostoc spp.
However, significant differences in enzyme activities exist in the production of
acetoin and diacetyl, and the use of citrate, between them. Leuconostoc spp.
produce little or no acetoin in the presence of citrate while the Lc. and. lactis
subsp. lactis biovar diacetylactis produce large quantity of acetoin when
citrate is present and a small quantity of acetoin when there is no citrate
(Cogan, 1975; Drinan et al., 1976; Hugenholtz and Starrenburg,
1992.). Leuconostoc spp. from Lc. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis is
also distinguished by the inducible nature of citrate lyase and o-acetol acetate
synthase. While both these enzymes are constitutively present in citrate
metabolism of Lc. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis in Leuconostoc spp
enzymes are induced in the presence of citrate (Cogan, 1981; Hugenholtz
and Starrenburg, 1992.). This explains the differences in the mechanism
and regulation of citrate utilization and diacetyl production in these two
species. However, the process of diacetyl formation by both species is still
poorly understood and therefore difficult to control during the manufacture of
dairy products. Recently much work has been done on citrate metabolism by
lactococci and leuconostocs, but many questions remainsto be answered that
will enable better understanding of many interesting genetic phenomena which
are specific for those bacteria. (Starrenberg and Hugenholtz, 1991;
Hugenholtz and Starrenberg, 1992; Hugenholtz et al., 1993; Bassit
et al., 1995.).

Bacteriocin production

Certain strains of the species Lc. lactis produce a multitude of different
antagonistic compounds, including antimicrobic proteins or bacteriocins.
These compounds occur as a final products of the metabolism process. The
ability of some strains to produce bacteriocins is significant from
technological scientific aspects (Klaenhammer, 1993; Rogelj and
Bogovic¢- MatijaSi¢, 1994; De Vuyst and Vandamme, 1994.).
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Bacteriocins are proteins or protein complexes containing bacteriocidal
properties. Lactococcal bacteriocins are small thermostable proteins that
destroy closely related bacteria. The exception is the nisine molecule which
activity is directed towards the wide range of gram-positive bacteria, including
Listeria monocytogenes (Harris et al., 1991.). Nisine, which is produced by
some strains of Lc. lactis subsp. lactis, is the best-known bacteriocin and it is
now well established that nisin production and immunity are coded by a
transmissible chromosomal gene block (von Wright and Sibakov, 1998.).
It consists of 34 amino acids, has a molecular mass of 3354 (De Vuyst,
1995; Kuipers et al., 1995.), belongs to the group of lantibiotics, and has a
practical use in food preservation. It is successfully used in the production of
cheeses, melted cheeses, milk desserts, fermented drinks and canned
vegetables (Fowler and Gasson, 1991; Rodrigez et al., 1995.). In 1988
the US Food and Drug Administration (FDA) accepted it as a preservative for
prevention of delayed clostridial bloating in cheeses.

In addition to Lc. lactis subsp. lactis, the certain strains of Lc. lactis subsp.
cremoris and Lc. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis possess an ability to
produce different bacteriocins with a range of inhibition. However, their
possible value in the growth control of microorganisms causing decay, and of
pathogenic microorganisms, remains to be investigated (Cogan et al. 1997.).

Conclusion

The metabolic properties of the strains within the Lc. lactis species have a
direct or indirect influence on the organoleptic, nutritional and hygienic
quality of fermented dairy products, which makes knowledge of their
characteristics extremely important from an economic aspect. However, thisis
no easy task because, as this paper has shown, the bacteria in question possess
quite unique morphological and phylogenetic properties. The three genes
responsible for lactic acid synthesis and organised into a single transcription
unit or operon, which have been established in the chromosome, have not been
found in any other bacterium (Griffin and Gasson, 1993; Davidson and
Hillier, 1995.). A number of genes important for their industrial use are
carried on plasmids. While those genes have been characterised the study of
chromosomal genes, which provide more than 95% of genetic information of
the cell for lactococci is still limited (Chopin, 1993.). Considering that
lactococci are more than just lactic acid producer, those bacteriawill excite the
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interest of both scientists and dairy experts, as well as presenting a challenge
in numerous genetic, physiological and technological research projects.

TAKSONOMIJA, FIZIOLOGIJA | RAST SOJEVA
LACTOCOCCUS LACTIS

Sazetak

Sojevi  Lactococcus lactis wvrste pripadaju najznacajnijoj  grupi
organizama koji se koristi u mljekarskoj industriji. Vaznost tih bakterija je u
njihovoj sposobnosti hidrolize laktoze, kazeina i citrata iz mlijeka. Razgradni
produkti i oslobodeni bakterijski enzimi direktno ili indirektno utjecu na
teksturu i okus finalnog proizvoda. Saznanja o genetickim i fizioloskim
svojstvima sojeva Lactococcus lactis vrste zadnjih godina znatho su se
izmijenila. Na osnovi tih saznanja, koja nisu samo znacajnha za znanstvena
istrazivanja vec imaju i prakticnu primenu, u radu je prikazana nova
taksonomska klasifikacija sojeva Lactococcus lactis vrste. Objasnjena je
uloga plazmida za najvaznija svojstva u mlijecnim fermentacijama, te
fizioloski i nutritivni zahtjevi u vrijeme rasta sojeva Lactococcus lactisvrste u
mlijeku.

Kljucnerijeci: Lc.lactis, taksonomija, fiziologijai rast.
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Higijenska kakvoca sirovog mlijeka u svjetlu zakonskih propisa
Slavko Kirin

Struéni rad - Professional paper UDK: 637.112

Sazetak

Higijenska kakvoca sirovog mlijeka temeljni je pokazatelj higijenskih
uvjeta u proizvodnji i postupanju s mlijekom i odlucujuci ¢imbenik njegove
gospodarske valorizacije stocarskog proizvoda i sirovine za proizvodnju
mlijecnih proizvoda. Sioga je ona, izrazena ukupnim brojem mikroorganizama
u 1 ml sirovog mlijeka, ukljucena u suvremeno mljekarsko zakonodavstvo i
sustave placanja mlijeka po kakvoci. Osim gospodarskih i tehnoloskih
razloga, higijenska kakvoca sirovog mlijeka vazna je i zbog njegove
zdravstvene pouzdanosti, osobito u uvjetima prodaje i prometa sirovog
mlijeka.

U radu su prikazane norme kakvoce sirovog mlijeka u zakonskim
propisima EU i Hrvatske. Navedene su i norme broja somatskih stanica u
sirovom mlijeku koje se, kao pokazatelj kakvoce, uvijek navode uz ukupni broj
mikroorganizama. Prikazani sui sustavi placanja sirovog mlijeka s obzirom
na njegovu higijensku kakvocu, kao i nasa postojeca zakonska regulativa u
svjetlu novog Pravilnika o kakvoci sirovog mlijeka. PredloZeni su i nacini §to
brzeg uskladivanja i ukljucivanja u naprednu mljekarsku regulativu i
mljekarsku praksu.

Kljucne rijeci: higijenska kakvoca, ukupni broj mikroorganizama, broj
somatskih stanica, pravilnici

Uvod

Pored fizikalno-kemijskih svojstava i prisutnosti inhibitornih tvari,
higijenska svojstva sirovog mlijeka temeljni su pokazatel] njegove kakvode,
prikladnosti za preradu i zdravstvene ispravnosti. Kao mjera higijenske
kakvoce sirovog mlijeka, u mljekarskoj se praksi i u zakonskim propisima
uzima ukupan broj mikroorganizama u 1 ml sirovog mlijeka. Higijenska
kakvoca sirovog mlijeka i njezina valorizacija imaju viSestruku vaznost u
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mljekarstvu. S gospodarskog gledista, ona predstavlja ekonomski interes koji
ostvaruje proizvodac i preradivac mlijeka - mljekara. Proizvoda¢ mlijekato
ostvaruje kroz cijenu mlijeka. Preradivacu — mljekari, higijenska kakvoca
sirovog mlijeka vaznaje zbog sigurnosti i troSkova proizvodnje, iskoristivo-
sti mlijeka (prinos proizvoda) i postignute kakvoée gotovih proizvoda
Tehnoloska vaznost higijenske kakvoée sirovog mlijeka proizlazi iz njegove
prikladnosti za preradu. Broj i vrste mikroorganizama u sirovom mlijeku i
proizvodi njihovog metabolizma imaju veliku ulogu u oblikovanju organo-
leptickih svojstava i kakvocée gotovih proizvoda.

Higijenska kakvoca sirovog mlijeka odreduje i njegov zdravstveni status i
sigurnost, posebice u uvjetima upotrebe i konzumacije sirovog mlijeka i
proizvoda dobivenih njegovom preradom. To je narocito vazno u suvremenim
trendovima zdrave prehrane jer sve educiraniji potroSaci traze upravo sirovo
mlijeko i njegove proizvode (“bio”, “eko” i dl.).

Zbog ove viSestruke vaznosti, higijenska kakvoéa sirovog mlijeka
uvrstena je kao norma u zakonske propise pojedinih zemalja. Zemlje ¢lanice
EU obvezuju propisi iz Uredbe vijeca 92/46/EEZ od 16. VI 1992. g.
Slijededi europsko zakonodavstvo, novim Pravilnikom o kakvodi sirovog
mlijeka i Hrvatska uvodi njegova higijenska svojstva kao kriterij kakvoce i
razvrstavanja.

Ukljucenje higijenske kakvocée sirovog mlijeka u sustav placanja mlijeka
predstavlja djelotvoran nacin unapredenja njegove kakvode, a time i uvjeta
proizvodnje koji tu kakvoéu omoguéuju i osiguravaju. Stoga ona ima svoju
razvojnu i odgojnu ulogu u suvremenom mljekarstvu. Sustavi placanja mlijeka
po kakvodi razlikuju se od zemlje do zemlje. U naSim domaéim prilikama,
mlijeko se joS ne placa po higijenskoj kakvoci. No, kao nuznost u uvjetima
aktualnih integracijskih procesa, mora se raunati i ha uvodenje ovog elementa
u sustav plaéanja sirovog mlijeka, bez obzira na poteskoce kojih ¢e biti u
praksi.

Higijenska kakvoca sirovog mlijeka i zakonski propisi

U zakonskoj regulativi higijenska kakvoca sirovog mlijeka propisana je
pravilnicima koji se odnose na higijenske propise u proizvodnji i prometu
sirovog mlijeka, toplinski obradenog mlijekai mlijecnih proizvoda. Za zemlje
¢lanice EU temeljni takav dokumenat predstavlja Uredba Vijeca EU
92/46/EEZ prema kojoj su ¢lanice uskladile svoje nacionalne zakonske
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propise. Norme kakvocée sirovog mlijeka propisane tom uredbom, prihvatilaje
vedina zemaljate ih ugradila u svoje pravilnike. Hrvatska je to ucinila 17. X.
2000. g. U nastavku je detaljnije prikazana spomenuta Uredba.

Uredba Vijeda EU 92/46/EEZ

Ovu uredbu Vijece EU donijelo je 16. lipnja 1992. g., a odnosi se na
higijenske propise u proizvodnji i prometu sirovog mlijeka, toplinski
obradenog mlijekai proizvoda na bazi mlijeka. Cilj Uredbe je objedinjavanje i
ujednacivanje zakonskih propisa iz ovog podruc¢ja unutar zemalja ¢lanica EU
koje su morale svoju nacionalnu zakonsku regulativu do 1. sije¢nja 1994. g.
uskladiti s propisima Unije.

Krajnji pak cilj ove Uredbe je razvoj mljekarstva kao vazne gospodarske
grane i zastita zdravlja gradana. Mlijeko i mlijecni proizvodi, koji se uvoze iz
tre¢ih zemalja, moraju udovoljavati vazecim propisima EU.

Ovom Uredbom prosiruju se higijenski propisi prijasnje Uredbe Vijeca
85/397/EEZ (1. sijec¢nja 1994. g. prestala vaziti), dok Uredba 89/362/EEZ o
op¢im higijenskim propissima u proizvodnji mlijeka i dalje postoji. Prva
promjena, odnosno dopuna Uredbe 92/46/EEZ donesena je 13. XII. 1994.
godine Uredbom 94/71/EEZ. O zahtjevima higijenske kakvoce sirovog
mlijeka, Uredba 92/46 govori u ¢lanku 3., stavku 1., tocki b. Premda
neizravno, i tocke c, d, e ovog stavka propisivanjem zdravstvenih i higijenskih
uvjeta za muzne Zivotinje te proizvodnju i postupak s mlijekom, usko su
vezane uz postizanje mikrobioloske kakvoce sirovog mlijeka. Tocka b, stavka
1., ¢lanka 3 vazece Uredbe propisuje da se sirovo mlijeko smije koristiti kao
tzv. “tvornicko mlijeko”, ili za proizvodnju toplinski obradenog mlijeka samo
onda, ako pored ¢lanka 10., stavka 2. i ¢lanaka 14. i 15., udovoljava normama
Priloga A, Poglavlja IV. Spomenuto V. poglavlje Priloga A, u odjeljku A,
tocki 1. propisuje i norme broja mikroorganizamai broja somatskih stanica u
1 ml sirovog kravljeg mlijeka koje sluzi za proizvodnju toplinski obradenog
konzumnog mlijeka, fermentiranih mlijeka, modificiranih mlijeka i vrhnja
Oneglase:

Broj mikroor ganizama/ml < 100.000
Broj somatskih stanica < 400.000
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U tocki 2. istog odjeljka propisane su vrijednosti ukupnog broja
mikroorganizama i broja somatskih stanica koje smije sadrzavati sirovo
kravlje mlijeko namijenjeno proizvodnji ostalih mlijecnih proizvoda. To su:

od 1.1 1994. od 1.1 1998.

Broj mikroor ganizama/ml <400.000 < 100.000
Broj somatskih stanica/ml < 500.000 < 400.000

Dakle, izjednaceni su zahtjevi za sirovo mlijeko namijenjeno proizvodnji
svih mlijecnih proizvoda, odnosno proizvoda na bazi mlijeka.

Pod brojem mikroorganizama u 1 ml sirovog mlijeka, podrazumijeva se
geometrijska sredina njihovog broja u 2 uzastopna mjeseca, od ngjmanje 2
mjesecno uzeta uzorka mlijeka.

Broj somatskih stanica izrazava geometrijsku sredinu njihovog brojau 3
uzastopna mjeseca, od ngjmanje jednom mjesecno uzetog uzorka mlijeka.

U odjeljku C, 1V. poglavlja, propisan je ukupan broj mikroorganizama
za sirovo ov¢je i kozje mlijeko namijenjeno proizvodnji toplinski obradenog
konzumnog ov¢jeg i kozjeg mlijeka, te proizvoda na bazi ovih mlijeka. Od 1.
| 1994. g. on iznosi: < 1.000.000 u 1 ml mlijeka. To je geometrijska sredina
broja mikroorganizama u 2 uzastopna mjeseca, od namanje 2 mjesecno
uzeta uzorka.

Kravlje sirovo mlijeko koje se bez toplinske obrade preraduje u mlijecne
proizvode, mora udovoljavati svim zahtjevima kao i kravlje sirovo mlijeko
koje se toplinski obraduje kako je propisano u IV. poglavlju, Priloga A, u tocki
3., odjeljka A. Pored tih zahtjeva, takvo mlijeko mora udovoljavati dljedecoj
normi glede prisutnosti bakterije Staphylococcus aureus u 1 ml mlijeka: n =5,
m =500, M =2.000, c=2.

Ov¢je i kozje mlijeko, koje bez toplinske obrade sluzi za proizvodnju
mlijecnih proizvoda prema tocki 2., odjeljka C, IV. poglavlja Priloga A, ne
smije sadrzavati vise od 500.000 mikroorganizama u 1 ml, a glede prisutnosti
bakterije Staphyl ococcus aureus vaZi isti propis kao i za kravlje mlijeko.

Inace, Uredba 92/46 ne propisuje norme za sirovo mlijeko koje proizvodac
izravno prodaje krajnjem korisniku ili iz njega proizvodi mlijecne proizvode u
vlastitom gospodarstvu. To je ostavljeno zakonskoj regulativi zemalja ¢lanica
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EU. Tako se u vazeéem njemackom Pravilniku o mlijeku
(Milchverordnung) u ¢lanku 7. propisuju zahtjevi za konzumno mlijeko,
koje se prodsje sirovo, pod nazivom “prednosno mlijeko”. Sto se tice
mikrobioloske kakvoée, ono mora udovoljavati zahtjevima Priloga 9,
navedenim u tocki 3., aprikazani su u tablici 1.

Tablica1l: Zahtjevi za* prednosno” mlijeko
Tablel: Legidations set down for the row milk

m M n c
Broj mikroorganizama/ml 30.000 50.000 5 2
Koliformne bakterije 20 100 5 1
Saphyl ococcus aureus/ml 100 500 5 2
Sreptococcus agalactiae/0,1 ml 0 10 5 2
Broj somatskih stanica/ml 300.000 400.000 5 2
Salmonella/25 ml 0 0 5 0
Patogeni mikroorganizmi ili njihovi toksini ne smiju biti u koli¢inama koje mogu
utjecati na zdravlje potrosaca.
Senzornasvojstva:  bez odstupanja
Nalaz fosfataze: pozitivan

(Werner, G.(2000), Milchverordnung, Handbuch Milch, Behr's...Verlag, Hamburg)
Hrvatski zakonski propisi o higijenskoj kakvoéi sirovog mlijeka

U danasnjim vazecim zakonskim propisima o mlijeku, ne nalazi se norma
njegove higijenske kakvoce, niti je zakonski uredeno razvrstavanje i placanje
mlijeka. Naime, do 21. VI. 1994. g. vaZila je odredba da sirovo mlijeko ne
smije sadrzavati vise od 3.000.000 mikroorganizama u 1 ml (Pravilnik o
uvjetima u pogledu mikrobioloske ispravnosti kojima morgu udovoljavati
Zivezne namirnice u prometu, Sl. list SFRJ, br. 45/83, ¢l. 18). Od 21. V1. 1994.
g. vaZzi Pravilnik o mikrobioloskim standardima za namirnice (N. N. br.
46/94) koji ne propisuje normu za ukupan broj mikroorganizama u 1 ml
sirovog mlijeka. Tako se u ovih podjednjih Sest godina higijenska kakvoéa
sirovog mlijeka naslaizvan bilo kakvih zakonskih propisa.

Novim Pravilnikom o kakvoéi svjezeg sirovog mlijeka (N.N., br.
102/2000.), objavljenim 17. X. 2000. g., a pocinje se primjenjivati od 1. I.
2001. g., utvrdene su norme ukupnog broja mikroorganizama i broja
somatskih stanica u 1 ml sirovog kravljeg, te ovcjeg i kozjeg mlijeka. One
iznose:
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. o : Broj somatskih
Vrstamlijeka Broj mikroorganizama/ml stanicaml
Kravlje < 100.000 <400.000
Ov¢jei kozje < 1.500.000 -

Higijenska kakvoca, razvrstavanjei cijena sirovog mlijeka

Osim vaznosti sa zdravstvenog stanovista sto je glavni smisao drzavnih
propisa, higijenska kakvoca sirovog mlijeka vazna je i u izratunu njegove
cijene, ato se neposredno tice proizvodacai preradivaca mlijeka(mljekara).

U pojedinim zemljama postoje razliciti sustavi i modeli placanja mlijeka
proizvodacima. Uzimau se razliciti parametri kakvoce za obracun cijene
mlijeka. Ipak se u podjednje vrijeme, posebice u zemljama EU, nastoje
ujednaciti zakonski propisi koji obuhvaéaju ovu vaznu problematiku.

Svrhajesvih sustava:

* kakvocamlijeka

* pravednost

* motivacija proizvodaca

U razvijenijim zemljama parametri za placanje mlijeka grupirani su u
dljedece pokazatelje kakvoce:

* sadrZza] madti

* sadrzg] bjelancevina

» ukupan broj mikroorganizamau 1 ml
* broj somatskih stanicau 1 ml

* prisustvo inhibitornih tvari

* tocka ledista

U nastavku su prikazani modeli obracuna otkupne cijene mlijeka prema
mikrobioloskoj kakvodi i broju somatskih stanica u zemljama s kojima se
najcesCe usporedujemo. To su Njemackai Slovenija.
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Njemacka

U Njemackoj je na snazi Pravilnik o kakvoci mlijeka, donesen joS 1980.
g.. On je do danas doZivio pet promjena. Posljednja je bila 1. 1. 1998. g., au
skladu je s Uredbom 92/46/EEZ. U tablici 2. prikazan je razvoj] razvrstavanja
mlijeka u Njemackoj prema broju mikroorganizama od 1980. g. do danas.

Tablica 2: Razredi mikrobioloSke kakvoce sirovog mlijeka u Njemackoj

Table2:  Classes of microbiological quality of raw milk in Germany
Razdoblje — Broj mikroorganizama (u tisu¢ama)
Razred Period - Number of microorganisms (thousands)
Class do3L XI.1992. | T Lkﬁ?%g‘;’l 1 "Xll??%;?_ 3L od 1.1.1998.
S < 75 < 50
| < 300 <100 <100 <100
I >300 - 1.000 >100 - 300 >100 - 400 > 100
[l >1.000 — 3.000 >300 - 800 >400
v > 3.000 > 800

(Kirst, E.(1999.): Lebensmittelhygienische Untersuchungen, Qualitétsprifung der Anliferungsmilch, DMZ, 12/99,
Miinchen)

Iz gornje tablice vidljiv je vremenski dlijed poostravanje kriterija o
kakvoci mlijeka, a Pravilnik je uskladen s Uredbom 92/46/EEZ. Pod ukupnim
brojem mikroorganizama podrazumijeva se geometrijska sredina  najmanje 2
mjesecno analizirana uzorka mlijeka u posljednja 2 mjeseca. 1znimno se moze
uzeti geometrijska sredina 1 mjeseca, ako su u njemu analizirana ngjmanje 3
uzorka. Kriteriji broja somatskih stanica u navedenom Pravilniku, prikazani su
utablici 3.

Broj somatskih stanica predstavlja geometrijsku sredinu podljednja 3
mjeseca u kojimaje mjesacno analiziran ngimanje 1 uzorak mlijeka

Njemacki Pravilnik o kakvodi mlijeka propisuje, dase u slu¢gu ll. razreda
mikrobioloske kakvoce (>100.000 mikroorganizama/ml) obracunata cijena
sirovog mlijeka umanjuje za 4 Pf/kg, dok se za postignuti S razred, uz
ispunjene i druge uvjete, moze dodati odredena poviSica.

Kod prekoracenja broja somatskih stanica preko 400.000/ml, prema ovom
Pravilniku, obracunata cijena se umanjuje ngimanje za 2 Pf/kg mlijeka.

Tablica 3: Njemacke norme za broj somatskih stanica u sirovom mlijeku
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Table3:  Number of somatic cellsin raw milk according to German's

standard
Razdoblje — Broj somatskih stanica(u tisu¢ama)
Period - Number of microorganisms (thousands)
Razred S 1.1.1994.-31. X11. 1997. od 1. 1. 1998.
Class S

< 350 < 300

Sirovo mlijeko za proizvodnju
toplinski obradenog
konzumnog mlijeka, < 400 < 400

fermentiranih mlijekai dr.
Sirovo mlijeko za ostale
proizvode na bazi mlijeka

< 500 <400

(Kirst, E. (1999): Lebensmittelhygienische Untersuchungen, Qualitétsprifung der Anliferungsmilch,
DMZ, 12/99, Miinchen)

Slovenija

Otkupna cijena kravljeg mlijeka u Sloveniji od 1. VII. do 31. XII. 2000. g.
izratunava se na temelju viadine Uredbe o utvrdivanju elemenata otkupne
cijene kravljeg mlijeka (Ur. list R. S. br. 59/30. 6. 2000.). U formuli za
obracun nalazi sei parametar higijenske kakvocée, odnosno razred kakvocée. U
tablici 4 prikazano je razvrstavanje mlijeka u razrede kakvocée prema ukupnom
broju mikroorganizamau 1 ml sirovog mlijeka.

Tablica 4: Razredi mikrobioloSke kakvoce sirovog mlijeka u Soveniji
Table4:  Classes of microbiological quality of raw milkin Sovenia

Razred Broj mikroorganizama (u tisucama)
Class Number of microorganisms (thousands)
E < 50.000

I 50.001 - 100.000
I 100.001 - 400.000

[l 400.001 - 800.000
(Uredbo o dolocitvi elementov odkupne cene kravjeg mleka, Uradni |. R.S., br. 59/2000)

S obzirom na postignuti razred kakvoce, osnovna cijena mlijeka povisi se
ili smanji prema sljedecem modelu:
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Erazred - poviSenjeza5%
I.razred - bez poviSenjaili smanjenja
Il.razred - smanjenjeza5 %
[1l.razred - smanjenjezal5 %

Prema broju somatskih stanica u E i | razredu kakvoce sirovog mlijeka,
osnovna se cijena povisi za 5 %, ako njihov broj ne prelazi 400.000 u 1 ml.
Ako je broj somatskih stanica vedi od 600.000 u 1 ml, takvo se mlijeko
razvrstavai placakao Il. razred kakvodée (- 15 %).

Hrvatska

Novi Pravilnik prema broju mikroorganizama razvrstava mlijeko i u
razrede kakvoce. Pod brojem mikroorganizama podrazumijeva se
geometrijska sredina 2 posljednja mjeseca, od namanje jednog mjesecno
analiziranog uzorka. Kod somatskih stanica uzima se geometrijska sredina 3
posijednja mjeseca, s jednom mjesecnom analizom mlijeka Razredi
higijenske kakvoce sirovog mlijeka prikazani su u tablici 5.

Tablica5: Razredi mikrobioloSke kakvoce sirovog mlijeka u Hrvatskoj
Table5:  Classes of microbiological quality of raw milkin Croatia

Broj mikroorganizama/ml
Razred Number of microorganisms/ ml
Class Kravlje mlijeko Ovgjei kozje mlijeko
Cow's milk Sheep's and goat's milks
E <50.000 -
I 50.001 - 100.000 <1.000.000
Il 100.001 — 400.000 1.000.001 — 1.500.000
i >400.000 > 1.500.000

(Pravilnik o kakvodi svjezeg sirovog mlijeka, Narodne novine, br. 102/2000)

Za razliku od drugih istovjetnih pravilnika, nas Pravilnik ne propisuje
nacin obracuna cijene sirovog mlijeka. Cijenu sirovog mlijeka nase mljekare
odreduju prema vlastitim modelima koji se ngj¢esée temelje na sadrZzaju masti
u mlijeku kao kriteriju kakvoce.
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Zakljuéak

Higijenska kakvoca sirovog mlijeka vazna je komponenta suvremenog
mljekarstva. To sevidi iz ¢injenice daje ona ugradena u zakonske propise svih
mljekarski naprednih zemalja, a oni se stalno usavrSavaju. Ako se nase
mijekarstvo Zeli ukljuciti u suvremene trendove, najprije treba donijeti
zakonske propise istovjetne onima koji vaze u svijetu. Stoga ¢e i ova novi
Pravilnik, koji predstavlja napredak u naSoj zakonskoj praznini, tijekom
vremena dozivjeti odredene promjene i dopune. U prvom redu morat ée se
izdvojiti kao posebni pravilnik ongj dio koji govori o higijenskim zahtjevimau
proizvodnji, preradi i prometu mlijeka i mlijecnih proizvoda. Isto tako treba
donijeti uredbu ili pravilnik o placanju mlijeka prema kakvoci. On treba
propisivati kriterije za razvrstavanje mlijeka u razrede kakvoce kao i nacin
utvrdivanja cijene sirovog mlijeka. Pravilnikom treba odrediti metode analiza
mlijeka, i sve one elemente koje sadrze istovjetni europski pravilnici.

Kod izrade i donoSenja novih propisa treba uvaZavati naSu aktualnu
situaciju u mljekarstvu i dosadasnje nepostojanje bilo kakve regulative. Ovo
upucuje na odredeni oprez i potrebu postupnosti, kako to pokazuju i inozemna
iskustva. Ta se postupnost moze posti¢i vremenskim uvjetovanjem ili blazim
kriterijima vrednovanja parametara kakvoce mlijeka.

Prije donosenja zakonskih propisa o kakvodi i placanju mlijeka, potrebno
je kvalitetno i promisljeno obaviti sve tehnicke poslove koji ¢e osigurati
njihovu ucinkovitu provedbu. Tu se misli prvenstveno na organizaciju i oblik
ustanove za utvrdivanje kakvoce, nacin i sustav uzorkovanja, obradu i
koristenje dobivenih rezultata te sve one poslove koje ta slozena problematika
iziskuje.
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HYGIENIC QUALITY OF RAW MILK WITH REGARD TO LEGISLATION

Summary

Hygienic quality of raw milk is basic indicator of hygienic condition
during processing and handling of milk as well as economical valorisation of
animal product as a raw material in dairy products manufacture. Thus, total
bacterial count in 1 mL of raw milk is used in modern legislation in milk
pricing system. Apart from the economical and technological reasons hygienic
quality of raw milk is also important from the health safety issue.

In this paper microbiological quality legislation, set down by the EU and
Croatian directives, are presented.

Apart form the total microorganisms number the normative on the somatic
cell number in row milk, as one of the quality indicators, are also presented.

Pricing system of raw milk with regard to hygienic quality, current
legislation especially from the point of view of a new legislation on row milk
quality as well as suggestions to faster association into progressive dairy
legislation are listed.

Key words. hygienic quality, total microorganism number, somatic cell
number, legislations
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Prikaz iz struéne literature

Pripremio: Mr. sc. Samir Kalit

Mikrobioloske karakteristike Parmigiano Reggiano sira tijekom
proizvodnje i prvih mjeseci zrenja - Coppola, R., Nanni, M.,
lorizzo, M., Sorrentino, A., Sorrentino, E., Chiavari, C.,
Grazia, L. (2000.): Microbiological charanteristics of Parmigiano
Reggiano cheese during the cheesemaking and first months of the
ripening. Lait, 80: 479-490.

Cilj je ovog rada bio pruziti logi¢an pregled mikrobiolodkih karakteristika
mlijeka, prirodne ciste kulture sirutke i sira tijekom prvih mjeseci zrenja
Parmigiano Reggiano sira. Znatgno prisustvo inicijalnog broja razlic¢itih
grupa mikroorganizama u sirovom mlijeku brzo se zamijenilo s razli¢itim
bakterijama mlijecne kiseline. Sirutka sadrzi veliki broj termofilnih mlije¢no-
kiselinskih bakterija (Lactobacillus helveticus, L. delbrueckii ss. lactis, L.
delbrueckii ssp. bulgaricus) i nekih fakultativno heterofermentativnih
mlijecno-kiselinskih bakterija u koje spada i L. rhamnosus. Termofilne
mlije¢no-kiselinske bakterije nestaju nakon 30 dana. Stapicasti mezofili i
fakultativno heterofermentativna mlijecno-kiselinska mikroflora, koja se
sastoji od L. casal, L. paracasei ssp. paracasei, L. paracasel ssp. tolerans, L.
rhamnosus i pediococca se progresivno povecavala do Sestog mjeseca zrenja.
Rezultati su pokazali da termofilni laktobacili potjecu iz srutke, a
Streptococcus thermophilus potjece iz sirovog mlijeka. Druge prirodne ciste
kulture sirutke bile su izvorom L. rhamnosus koji je prisutan sve vrijeme
zrenja sSira. lzdvojeni su i drugi sastojci nestarterske mlijecno-kiselinske
mikroflore iz sirovog mlijeka.

Koagulacija obranog mlijeka sirilom i suSenje sirnog zrna: utjecaj pH,
koncentracije kazeina, ionske jakosti i termi¢ke obrade - Daviau, C.,
Famelart, M. H., Pierre, A., Goudedranche, H., Maubois, J.
L. (2000): Rennet coagulation of skim milk and cur drainage: Effect of
pH, casein concentration, ionic strength and heat treatment. Lait, XXX.
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IstraZen je utjeca) pH obranog mlijeka (6,4 do 6,0), sadrZaj kazeina (27 do
36 g/kg) i smanjenje ionske snage (na 0,6) nepromjenjenog mlijeka, te utjeca
termi¢ke obrade na koagulaciju sirilom, sinerezu i suSenje. Koagulacija je
mjerenje formagrafom i visokoelasticimetrom, dok je sinereza ispitana
primjenom testa centrifugiranja. SuSenje je izvedeno u uvjetima di¢nim u
proizvodnji sira, koristeci bilo mezofilni ili termofilni postupak. Utjecaj pH i
koncentracije kazeina na koagulaciju sirilom, sinerezu i suSenje je bio u skladu
sa literaturnim podacima. Smanjenje u ionskoj jakosti dovodi do skraéenja
trajanja koagulacije i vremena za postizanje ¢vstoce grusa. To takoder uvjetuje
povedanje ¢vrstode grusa, sinereze, omjera susenja, konacne kolicine izlucene
sirutke, sadrZaja suhe tvari i ¢vstoée osuSenog gruda. Cini se da ionska snaga
ima interakcijski ucinak s pH na koagulaciju, a koncentracijom kazeina i na
sinerezu i suSenje. Utjeca smanjenjaionske snage je objadnjen.

Utjecaj tretiranja mlijeka i uvjeta zrenja na kakvoéu Raclette sira -
Klantschitsch, T., Bechmann, H. P., Puhan, Z. (2000): Influence
of milk treatment and ripening conditions on quality of Raclette cheese.
Lait, 80: 51-67.

Istrazen je utjecq razlic¢itih temperatura (11, 14, 17, 20 °C) i trgjanja (60,
90 dana) zrenja na senzorske karakteristike i kakvodu topljenja Raclette sireva
proizvedenih iz sirovog, pasteriziranog i mikrofiltriranog mlijeka primjenom
experimentalog dizajna “specijalne kubi¢ne metode’. Postignuto je ubrzanje
Zrenja sireva s povecanjem temeprature zrenja. ViSe temperature zrenja dovele
su do povecanja broja propionskih bakterija u siru proizvedenom iz sirovog
mlijeka, do povecanja koncentracije slobodnih kratkolanc¢anih masnih kiselina
neovisno o tretiranju mlijeka, povecanja proteolize, izraZenije arome,
smanjenja sadrZzaja vode i povecanja ¢vrstoéa. Raclette iz sirovog mlijeka
morao bi zrijeti na<11 °C kroz 90 dana, dok Raclette iz pasteriziranog moze
zrijeti na <14 kroz 90 dana, a Reclette iz mikrofiltriranog mlijeka na 17 °C
kroz 60 dana kako bi postigli podjednake senzorske karakteristike i kakvocu
topljenja.

Koagulacija sirilom zagrijanog koncentrata mlijeka - Schreiber, R.,
Hinrichs, J. (2000): Rennet coagulation of heated milk concentrates.
Lait, 80: 33-42.
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Visoko dogrijavanje mlijeka za sirenje je korisna metoda za sprecavanje
kasne fermentacije tijekom zrenja sireva ukoliko karakteristike sirenja ostaju
nepromjenjene. Cilj je istraZzivanja bio utvrditi uvjete dogrijavanja koji
osiguravgju inaktivaciju klostridijalnih spora, ai joS uvijek omogucéuju
koagulaciju sirilom zagrijanog koncentrata mlijeka. Cvrstoéa gela sirnog grusa
se povecava s povecanjem sadrzaja kazeina. Prirodni proteini sirutke nisu
utjecali na ¢vstocu gela. Nasuprot tome denaturirani proteini sirutke prijece
koagulaciju sirilom, a gel postaje meksi. Gornja granica kolicine denaturiranih
sirutkinih proteina ovisi 0 koncentraciji kazeina kojeg je u retentatu bilo
potrebno odrediti kako bi postigli zadovoljavgjuéu ¢vstoéu grusa
pasteriziranog mlijeka. Gotovo “od sirutkinih proteina slobodna’ otopina
kazeina (3,8%) je dobivena diafiltracijom. Uvjeti zagrijavanja od 100 °C/280 s
i 110 °C/24 s su bili dovoljni da uniste spore Clostridium tyrobutyricum za 4
log jedinice, dok se koagulacija sirilom neznatno promijenila.

Otapanje kazeinskih micela i fraktalna struktura agregata mlijeka i gela
- Vetier, N., Banon, S., Ramet, J. P., Hardi, J. (2000): Casein
micelle solvation and fractal structure of milk aggregates and gels. Lait,
80: 237-246.

Koagulacija mlijeka kombiniranim djelovanjem zakiseljavanja i sirila je
prvi korak u proizvodnji sira. Utjecaj pH na koagulaciju mlijeka istrazen je u
prirodnom mlijeku, pH 6,58 (pocetni pH) do pH 5,60. Primjenjena
metodologija u istrazivanju strukture agregata i gelova je bazirana na
fraktalnoj teoriji. Utvrdena je povezanost izmedu hidratacije kazeinskih
cestica, strukture agregata mlijekai gela, te reoloskih karakteristika gela.

Utjecaj izvora krmiva na odredivanje masti i proteina u mlijeku pomocéu
blizu - infracrvene spektroskopije - Purnomoadi, A., Batajoo, K.
K., Ueda, K., Terada, F. (1999): Influene of feed source on
determination of fat and protein in milk by near — infrafed spectoscopy.
Internationl Dairy Journal, 9: 447-452.

Uzorci mlijeka iz dva izvora (n=506) su analizirani mjerenjem blizu -
infracrvenog spektra (NIR) kako bi ispitali utjecaj razlicitih obroka na sastav
masti i proteina mlijeka. Uzorci mlijeka iz prvog pokusa (N=300) iskoristeni
su za razvijanje kalibracijske jednadzbe i utvrdivanja njene prikladnosti.
Kalibracijska jednadZba razvijena u prvom pokusu je zatim koristena u
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drugom pokusu kako bi se istraZila primjena NIR mjerenja. U svim je
pokusnim grupama koristen isti osnovni obrok, a koji se sastojao od
kukuruzne silaze, Talijanskog ljulja, Alfalfa sijena, kukuruza i komercijalnog
koncentrata. Prvi je pokus obuhvacao tri obroka: (1) osnovni obrok, (2)
osnovni obrok s dodatkom soje (48% ukupnog sirovog proteina (CP)) i (3)
onovni obrok s dodatkom soje (19% ukupnog CP) i riblje brasno (25%
ukupnog CP). Drugi je pokus ukljucio pet mogucih dodataka u obrok: (1) bez
dodatka (NS), (2) kukuruzni gluten (CGM, 26% ukupnog CP), (3) riblje
brasno (FM, 26% ukupnog CP), (4) obezmasiena soja (SBM, 28% ukupnog
CP) i (5) przena soja (RSBM, 26% ukupnog CP). Hranidbeni rezim u oba je
pokusa postavljen kako bi zadovoljio uzdrzne i proizvodne potrebe.
Istrazivanja su pokazala da primjena NIR mjerenja na sadrzaj mlijecne masti u
predvidanju koli¢ine mlijecne masti nije bio pod utjecajem hranidbe Zivotinja,
dok se toc¢nost predvidanja proizvodnje proteina signifikantno mijenjala s
razli¢itim vrstama obroka. Tako je Siroki raspon uzoraka mlijeka krava kod
kojih je poznat rezim hranidbe nuzan kako bi se razvila zadovoljavajuéa
kalibracija NIR sistema.

Utjecaj vremena, temperature i metode ekstrakcije na dusik iz sira
topivog u trikloroctenoj kiselini - Polychroniadou, A.,
Michaelidou, A., Paschaloudis, N. (1999): Effect of time,
temperature and extraction method on the trichloroacetic acid-soluble
nitrogen of cheese. International Dairy Journal, 9: 559-568.

IstraZen je utjecg vremena, temperature i metode ekstrakcije sira na nivo
spojevatopivin u 12% trikloroctenoj kiselini (TCA-SN). Analiza varijance je
pokazala signifikantnu razliku (P<0,05) pod utjecajem glavnih efekata, ali
utvrdene razlike udjed razli¢itih temperatura i vremena bile su male i bez
praktickog znacgja. Nasuprot tome metoda ekstrakcije bitno utjece na TCA-
SN. Sastav i koli¢ina sirnog ekstrakta signifikantno se mijenja; omjer Sir :
voda, pH ekstrakta, priroda ekstrakta (voda ili pufer citrata pH 7,0), i sadrZzaj
NaCl utjecao je, ne samo na koli¢inu ekstrakta, ve¢ i na vrstu ekstrahiranih
peptida, $to je pokazano reverzno faznom visoko rezoluthom tekuéom
kromatografijom. Medutim, peptidi otopljeni u vise od 30%-tnom acetonitrilu
nisu imali utjecgja nanivo TCA-SN. Utvrdena je vaznost specifikacije metode
ekstrakcije sira kad seiznose podaci o TCA-SN.
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IstraZivanje utjecaja temperature, pH i NaCl na aktivnost peptidaza
bakterije nestarterske mlije¢no-kiselinske mikroflore (NSLAB)
kvadrathnom metodom povrsinske reakcije - Gobbetti, M., Lanciotti,
R., De Angelis, M., Corbo, M. R., Massini, R., Fox, P. F.
(1999): Study of the effects of temperature, pH and NaCl on the peptidase
activities of non-starter lactic acid bacteria (NSLAB) by quadratic
response surface methodology. International Dairy Journal, 9: 865-875.

IstraZen je pojedinacni i interakcijski ucinak temperature, pH i NaCl na
aktivnost aminopeptidaze tipaN i A, te prolin iminopeptidaze nekoliko sojeva
nestarterskih mlijeéno-kiselinskih bakterija (NSLAB) primjenom kvadratne
metode povrsinske reakcije. Enzimska aktivnost je ovisila o interakciji izmedu
neovisnih varijabli, vrsti, soju unutar vrste i tipu aktivnsti. Uz nekoliko
iznimka, aktivnost aminopeptidaze N i A i prolin iminopeptidaze
Lactobacillus casel ssp. pseudoplantarumi Lb. curvatus je znac¢ajno inhibirana
uvjetima slicnim onim u siru, dok su peptidaza Lb. casei ssp. casei i narocito
Lb. plantarum tolerantne i nisu pod utjecaem varijacija pH vrijednosti, te
pokazuju ngimanju ogjetljivost na NaCl, ili ¢ak zahtjevaju NaCl za optimalnu
aktivnost. Sojevi koji su zadrZali relativno visoku aktivnost u uvjetima sli¢nim
u Siru su selektirani unutar vrste. Prolin iminopeptidaza Lb. casel ssp. casel
2107 kao i Lb. plantarum 2788 i 2789 naviSe su tolerirale na interakcije
izmedu neovisnih varijabli. Pri 10 °C i kod 3,75% NaCl, te neovisno o pH
vrijednosti, PepN aktivnost Lb. plantarum 2788 i 2789 bila je najmanje 33%
maksimalno utvrdene aktivnosti kod pH 7,5 i 35 °C. Aktivnost prolin
iminopeptidaze  je bila ngogetljivija na pojedine varijacije i njihove
interakcije temperture, pH i NaCl. S druge strane aktivnost aminopeptidaze
tipa A ¢ini se daje najmanje ogetljivanauvjete slicne onimau siru.

Promjene zbog zagrijavanja na ogetljivost kazeina na kalcij -
O’"Connell, J. E., Fox, P. F. (1999): Heat-induced changes in the
calcium sensitivity of caseins. International Dairy Journal, 9:839-847.

Na kalcij ogetljivi Na kazeinat je pripremljen iz otopine kazeinskih
micela oslobodenih od serumskih proteina u sintetskom ultrafiltriranom
mlijeku, koje je sadrzavalo 4,8% w/v, laktoze i 5 mmol/l uree, te je zagrijano
na 130 °C kroz od 0 na 25 min povecenja tijekom zagrijavanja. Pretpostavlja
se da je povecanje u neto negativhom naboju kazeina, kao posjedica
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razgradnje lizinai arginina zagrijavanjem odgovorno za ubrzanje stabilnosti na
kalcij zagrijanog kazeina. Milardova reakcijai protein-urea reakcije ¢ini se da
igraju vaznu ulogu u povecanoj stabilnosti zagrijanog kazeinata prema kalcijul.
Istrazen je utjecaj promjena na proteinu s obzirom na stabilnost prema
zagrijavanju proteinskog sistema mlijeka (Na kazeinat 2,5%, w/v, proteina u
ultrafiltriranom mlijeku) na 140 °C kemijskim modifikacijama kazeinata prije
procjene termicke stabilnosti. Povedda se termicka stabilnost s
modifikacijama lizina, arginina i ostataka karboksila. Povecana termicka
stabilnst Na kazeintata s modificiranim lizinom i argininom moZze biti kao
posljedica povecanja neto negativhog naboja na kazeinatu, dok je povecana
stabilnost kazeinata s modificiranim karboksilnim ostacima vjerojatno
povezano s redukcijom izazvanom viSim temperaturama pri ¢emu dolazi do
poprecnih veza u proteinu.

Nova motoda za odredivanje ostatka aktivnosti sirila u siru - Hurley,
M. J., O'Driscoll, B. M., Kelly, A. L., McSweeney, P. L. H.
(1999): Novel assay for the determination of residual coagulat activity in
cheese. International Dairy Journal, 9: 553-558.

Razvijena je nova metoda odredivanja ostataka aktivnosti sirila u siru.
Uzorak siraje otopljen u 0,1 M trinatrijevog citrata. U tim je uvjetimakimozin
stabilan barem 5 sati. Inkubacijom takve otopine sa sintetskim substratom
heptapeptida (Pro-Thr-Glu-Phe-[NO,-Phe]-Arg-Leu) na 37 °C i pH 3,2,
nastgje jednostavan peptid ([NO.-Phe]-Arg-Leu) iz substrata djelovanjem
grila iz sira Spoj se kvantificirao primjenom reverzno fazne HPLC s
odredivanjem kod 300 nm. Ovg se peptid producirao u konstantom omjeru.
Koncentracija je ovog enzima bila proporcionalna kolic¢ini prisutnog enzima, a
metoda je pogodna za mjerenje aktivnosti kimozina u puferu kako dlijedi
3,66x10* jedinica srila (RU)/ml. Metoda ima visoku ponovljivost s
koeficijentom varijacije od 4,3%, te je primjenjena na vedi broj komercijalnih
sireva kod kojih je utvrdena aktivnost ostataka sirila unutar raspona od 11,1 do
20,1 RU/kg. Razvijena metoda u ovom istrazivanju je jednostavna, brza,
ogetljivai ponovljiva za odredivanje ostataka aktivnosti sirila u siru i drugim
mlijecnim proizvodima.
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Pripremila: Dr. sc. Rajka Bozani¢

Proteolitic¢ki profil jogurtai probiotic¢kih bakterija- A.Shihata, N. P.
S h a h (2000): Proteolytic profiles of yoghurt and probiotic bacteria
(nagendra.shah@vu.edu.au School of Life Sciences and Technology,
Victoria University of Technology, PO Box 14428, Melbourne City Mail
Centre, Victoria 8001, Australia) International Dairy Journal 10, 401-
408.

Devet sojeva Streptococcus thermophilus, 6 sojeva Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus, 14 sojeva Lactobacillus acidophilus i 13 sojeva
Bifidobacterium spp. su testirani na proteoliticku, amino-, di-, tri- i
endopeptidaznu aktivnost pomocu spektofotometrijske metode. Kod sojeva
koji su pokazali ngjvecu i ngjmanju proteoliticku aktivnost dalje je proucavana
peptidazna aktivnost na ekstracelularnom i intracelularnom nivou. Kolic¢ina
slobodnih amino grupa kod sojeva S thermophilus, L. delbrueckii ssp.
bulgaricus, i L. acidophilus bila je veca nego kod soja Bifidobacterium.
Aminopeptidazna aktivnost je detektirana za sve bakterijske sojeve i na
ekstracelularnom i na intracelularnom nivou. Specifi¢na aktivnost 6 studiranih
substrata bila je viSa na intracelularnom nivou za sve sojeve. Visoka
depeptidazna aktivnost je demonstrirana kod svih bakterijskih sojeva za L.
delbrueckii ssp. bulgaricus, L. i Bifidobacterium dok S. thermophilus ima vecu
dipeptidaznu aktivnost na ekstracelularnom nivou. Sve testirane bakterijske
kulture bile su sposobne hidrolizirati velike bioloski aktivne peptide,
bradikinin, Ala-Ala-Ala-Ala-Ala i tripeptid substrat Gly-Ala-Tyr na oba,
ekstracelularnom i intracelularnom nivou. Sa substratima koji zavrSavaju s C-
treminalnim fenilalaninom, hidroliza se samo pojavljuje na intracelularnom
nivou.

Optimiranje proizvodnje i kakvoée zrnatog svjezeg mekog sira - Lj.
Tratnik, R.Bozanié¢, G.Miokovié D.Subari¢ (2000):
Optimisation of Manufacture and Quality of Cottage Cheese
(Ijtrat@pbf.hr) Prehrambeno-biotehnoloski fakultet Sveucilista u Zagrebu,
p.p. 625 HR-10001 Zagreb, Hrvatska) Food Technology and
Biotechnology 39 (1), 43-48.
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“Cottage cheese” je izvorni naziv za tip svjezeg mekog sira zrnate
konzistencije. Istrazena je proizvodnja sira od: (A) kontrolnog obranog
mlijeka s 0,05 % masti; (B) obranog mlijeka obogacenog s 1,5 % (m/v)
obranog mlijeka u prahu; (C) ultrafiltriranog obranog mlijeka s progecno
5,3% proteing; (D) ultrafiltriranog obranog mlijeka s progecno 7,4 % proteina
te (E) rekonstituiranog obranog mlijeka s otprilike 11 % suhe tvari.
Fermentacija 2L upotrijebljenih uzoraka mlijeka provedena je pri 22 °C s
0,5% (v/v) mezofilne tehnicke kulture tipa “O”, bez dodatka sirila. Promjena
sastava obranog mlijeka bitno je utjecala na trgjanje fermentacije (16,5-20,5
h), na pH-vrijednost sirnog grusa u trenutku rezanja (pH=4,45-4,82) te na
veliku promjenjivost prinosa sira (14,6-34,3 %; w/v). Kontrolni zrnati svjeZi
sir (A) dobiven od kontrolnog obranog mlijeka (oko 8,5% suhe tvari),
sadrZzavao je vedi udjel vode od predvidene (maks. 80 %) medunarodnim
standardom za tg tip sira. Zbog povecanog udjela suhe tvari i proteina u
ostalim uzorcima mlijeka, povecao sei udjel proteinai pepela u uzorcimasira,
paje stoga manji i udjel vode. Sirni grus, dobiven od ultrafiltriranog obranog
mlijeka (C i D), bio je u usporedbi s gruSsevima A, B i E ne&to veci i ¢vr&i,
ujednacenije velicine, te porculanskog saa Umak za pripravu slatkih ili
slanih uzoraka kremastog zrnatog sira (creamed cottage cheese) nacinjen je od
komercijalnog kiselog vrhnja (12 % masti) uz dodatak soli (3 %) ili Secera (25
%). Sirni grus pomjeSan u slanom umaku (omjer 1:1) ubrzo je postao meksi, a
pomjeSan u datkom umaku (omjer 3:2) sve ¢vr&i tijekom cuvanja pri
temperaturi hladnjaka od 8 °C. Najbolje senzorske osobine, tijekom ukupnog
vremena cuvanja (14 dana), imao je kremasti zrnati sir (C) pripravljen od
ultrafiltriranog obranog mlijeka.

Utjecaj imobilizacije Lactobacillus acidophilus i Bifidobacterium lactis u
alginat na njihovu toleranciju gastrointestinalnih sekreta - C. S
Favaro Trindade C.R.F. Gr osso (2000): The effect of the
immobilisation of Bifidobacterium lactis and Lactobacillus acidophilus in
alginate on their tolerance to gastrointestinal secretions (Faculty of Food
Engineering, State University of CampinassUNICAMP, Brazil)
Milchwissenschaft 55 (9), 496-499.

Cilj radabio jeistraziti “in vitro” toleranciju sojeva Bifidobacterium lactis
i Lactobacillus acidophilus, oba u slobodnom obliku te imobilizirana u kalcij
alginatu, na niske pH-vrijednosti te nivo zucnih soli slicnih onima u ljudskom
Zelucu i probavnom traktu. Slobodne i imobilizirane bakterijske kulture su

68



Z. Cvrtila et al: Kolicina koleserola u maslacu ... Mljekarstvo 51 (1) 27-34, 2001.

inokulirane u koli¢ini 10 % u otopinu HCl-a s pH vrijednostima 1 i 2, te
inkubirane anaerobno pri 37 °C. Koncentracija zu¢nih soli bilaje 0, 2 i 4 %.
Broj zZivih stanica odredivan je metodom nacjepljivanja, koristenjem MRS
bujona, nakon O i 12 sati anaerobne inkubacije. Morfoloska istrazivanja
imobiliziranih stanica u alginatnom gelu su napravlijena koridtenjem
elektronskog mikroskopa. Stanice bakterijskih kultura imobiliziranih u
alginatu predhodno su otopljene u 2% natrij citratu koristeéi Stomacher
homogenizator. Pri pH-vrijednosti 2 broj zivih mikroorganizama neznatno je
opao. Dok je pH-vrijednost 1 bilo vrlo smrtna za oba bakterijska soja, B. lactis
i L. acidophilus. Jednako djelovanje bilo je i kod stanica imobiliziranih u
alginatu. Inokulacija u otopinu Zu¢nih soli nije utjecala na sabilnost B. lactis i
L. acidophilus. Osim toga B. lactis i L. acidophilus pokazali su netoleranciju
napH 1, a imobilizacijau alginat nije djelotvorno zastitila njihove stanice.

Rast bifidobakterija u sojinom mlijeku i njihovo prezvijavanje u
fermentiranom napitku od sojinog mlijeka tijekom ¢uvanja - C. C.
Chou,JW.Hou(2000): Growth of bifidobacteria in soymilk and
their survival in the fermented soymilk drink during storage (Graduate
Institute of Food Science and Technology, National Taiwan University
59, Lane 144, Keelung Rd., Sec. 4, Taipei, Taiwan) International Journal
of Food Microbiology 56, 113-121.

U ovom radu je istraZivan rast Bifidobactrium infantis CCRC 14633 i B.
longum B6 u sojinom mlijeku. Pokazalo se da sojino mlijeko moze podrzati
rast oba testirana mikroorganizma. B. infantis je u sojinom mlijeku rastao bolje
nego B. longum. Suplementacija bifitozom (izomaltooligosaharid), glukozom,
laktozom ili galaktozom sojinog mlijeka poticala je rast B. infantisi B. longum
to je odredeno nakon 48 sati fermentacije. S druge strane, dodatak kvascevog
ekstrakta, peptona, triptona, kasitona ili N-Z-Case plus u sojino mlijeko
onemogudilo je B. infantis da dostigne maksimum populacije u kratkom
vremenu kultivacije od 24 sata. Proizvodnja kiseline od B. longumi B. infantis
u sojinom mlijeku uglavnom nije vezana uz bakterijski rast. Populacija soja B.
longum jace je reducirana u odnosu na soj B. infantis pri proizvodnji
fermentiranog sojinog mlijeka te tijekom perioda cuvanja. Ziva populacija oba
testirana mikroorganizma manje je reducirana u fermentiranom napitku
¢uvanom pri 5 °C nego pri 25 °C. Nakon 10 dana c¢uvanja pri 5 °C, broj zivih
stanica B. infantis i B. longum reduciran je za 0,44 i 3,18 log CFU / ml u
fermentiranom napitku. Dodatak saharoze u fermentirano mlijeko rezultirao je
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povecanjem redukcije Zivih bakterija tijekom perioda ¢uvanja. Tgj fenomen je
bio istaknut s B. infantis u fermentiranom napitku ¢uvanom pri 25 °C.

Antimikrobna ogjetljivost bifidobakterija- A. M. Y azid, A. M. A li,
M.Shuhalmi,V.Kalaivaani,M.Y.Rokiah, A.Reezal
(2000): Antimicrobial susceptibility of bifidobacteria (Departments of
Food Technology, Biotechnology, Nutrition and Community Health and
Food Science, University Putra Malaysia, Serdang, Selangor, Malaysia)
Lettersin Applied Microbiology 31 57-62.

Ogjetljivost na antimikrobne agense je testirana kod osamnaest sojeva
Bifidobacterium. Svi testirani sojevi, ukljucivd 1 referentnu kulturu
Lactobacillus acidophilus CH2, bili su ogetljivi na nekoliko grupa
antimikrobnih agenasa, | to su cefaosporin (cefamandol, cefazolin,
cefaperazon, cefoksitin), polipeptide (bacitracin), makrolide (eritromicin),
penicilin (amoksicilin), fenikol (kloramfenikol) i PB-laktam (imipenem).
Cetrnaest sojeva je bilo rezistentno na vise od 10 antibiotika. Referentna
kultura je bila rezistentna na samo tri antibiotika. Rezultati pokazuju da su
bifidobakterije rezistentne na Sirok spektar antimikrobnih agenasa.

Aspekti kvalitete Feta sira proizvedenog iz mjeSavine kravljeg i kozeg
mlijeka - S. Pitso, B. H. B ester (2000): Quality aspects of Feta
cheese manufactured from mixtures of cow’'s and goat's milk
(Departement of Food Science, University of Pretoria, Pretoria, 0002,
South Africa) Milchwissenschaft 55 (8) 454-458.

Sir tipa Feta je proizveden iz 100 % kravljeg mlijeka (postupak 1), 65 %
kravljeg + 35 % kozjeg mlijeka (postupak 2), 35 % kravljeg + 65 % kozjeg
mlijeka (postupak 3) i 100 % kozjeg mlijeka (postupak 4). Sirevi iz postupaka
proizvodnje 3 i 4 imali su vedi broj mikroorganizama, slobodnih masnih
kiselina te vodotopivog dusSika nego sirevi proizvedeni postupcima 1 i 2.
Vrijednosti su rasle u poredku 1<2<3<4. Suprotno, srednja pH vrijednost
sistematski je opadala od postupka 1 do 4. Srednji sadrZzaj masti sireva tipa
Fetarastao je u direktnoj proporciji s postotkom kravljeg mlijeka, ali prosjecan
sadrZaj ukupnih proteina dlijedio je obrnuti put. Svi sirevi tipa Feta su imali
jednaku senzorsku ocjenu. Statisticka analiza je pokazala da se sirevi tipa Feta
proizvedeni postupkom 4 znacajno razlikuju (p<0,05) u sadrZaju masti, suhe
tvari, ukupnog broja zivih mikroorganizama, teksturi, pH-vrijednosti, te
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sadrZzaju proteina i slobodnih masnih kiselina. Dok kod sadrZaja topivih
proteina, NaCl-a te senzorske ocjene nije zamijecena znacajna razlika (p<0,05)
izmedu uzoraka sireva.

Otpustanje f-galaktozidaze iz laktobacila — M ontanari, G;
Zambonelli,C;GraziaL.;Benevelli,M.;Chiavari,V.
(2000): Release of B-galactosidase from Lactobacilli (c.zambonelli @
stpa.unibo.it; Dipartimento do Proteozine e Vaorizzazione
Agroaimentare (DIPROVAL) Universitadi Bologna, Villa Levi, ViaF.
[li Rosselli, 107, 42100 Reggio Emilia, Italy) Food Technology and
Biotechnology 38 (2), 129-133.

Stanice Lactobacillus brevis na kraju rasta otpudtaju intracelularnu -
galaktozidazu u podlogu. Otpustanje enzima zapocinje neposredno nakon
zavrSetka stanicnog razmnoZavanja, a povezano je s autolizom stanica i
oStecenjem stani¢nog zida. Stanice Lactobacillus plantarum nisu otpustale 3-
galaktozidazu jer se autoliza drukcije provodila. Na pocetku su se stanice
urusile ne pokazujuéi znakove oStecenja stani¢nog zida, $to se vidjelo tek
nakon 30 i viSe dana od zavrsetka rasta.

Mogucénosti tehnoloske primjene funkcionalnih starter kultura — D e
V uy st, L. (2000): Technology Aspects Related to the Application of
Functional Starter Cultures (lduvuystevub.ac.be; Research Group of
Industrial Microbiology, Fermentation Technology and Downstream
Processing Departement of Applied Biologica Sciences, Vrije
Universiteit Brussel, Pleinlaan 2, B-1050 Brussels, Belgium) Food
Technology and Biotechnology 38 (2), 105-112.

U cijelom je svijetu sve rasprostranjenije trziste prebiotika i probiotika u
napitcima od fermentiranog mlijeka. Sve je viSe potroSata zainteresirano za
potencijalna svojstva funkcionalne hrane radi unapredivanja zdravlja. Stoga
proizvodaci hrane trebaju prilagoditi proizvodne procese i tehnologije ako zele
korigtiti probiotike u raznim namirnicama. Na Zivot probiotickih bakterija
bitno utjecu osnovni sastav namirnice, interakcija sastojaka i stabilnost
kulture, razina inokuluma, uvjeti tehnoloskog procesa itd. U radu su
razmatrani neki problemi vezani uz primjenu probiotika u mljekarstvu.

U podrucju prehrane nadalje je tendencija da budu obuhvateni &to
prirodniji proizvodi, $to zahtjevaju ne samo potroSati nego i ovlastene
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ustanove. U radu su iznesena dva primjera: uporaba prirodnih sredstava protiv
kvarenja hrane (antimikrobni proteini i bakteriocini) i primjena prirodnih
sredstava za poboljSanje konzistencije (mikrobni egzopolisaharidi), oboje
primjenom funkcionalnih starter kultura bakterija mlijecne kiseline. Takoder
treba uzeti u obzir utjecg nekih sastojaka iz namirnica i primijenjenog
tehnol oskog procesa na funkcional nost upotrijebljenih sojeva.

Lactobacillus K7 — Novi kandidat za probioticki soj —Bogovi ¢ —
MatijasSi¢ B, Rogelj, I, (2000): Lactobacillus K7 — A New
Candidate for a Probiotic Strain (bojana.bogovic@bfro.uni-lj.si;
University of Ljubljana, Biotehnical Faculty, Zootehnical Department,
Institute for Dairying, Groblje 3, SI-1230 DomZae, Slovenija) Food
Technology and Biotechnology 38 (2), 113-119.

Lactobacillus K7 izolat je fecesa jednotjednog dojenceta za kojega je
predhodno utvrdena aktivnost slicna bakteriocinu prema raznim sojevima
mlijecnokiselih bakterija u Clostridium sp. U radu je djelomi¢no identificiran
soj K7 te su ispitana neka probioticka svojstva kao sto su otpornost na niski
pH, Zu¢ i proizvodnja bakteriocina. Ujedno je ispitan i utjeca bakteriocinaiz
soja K7 na vegetativne stanice C. perfingens i C. difficile te na vegetativne
stanice i spore C. tyrobutrycum. Na osnovi morfoloskih osobina APl 50 CHL
(BioMeireux) tijeka fermentacije i analize S-soja, soj K7 utvrden je kao ¢lan
L. acidophilus DNA homologne skupine B. Tri sata prezivljavanja 43%
stanica soja K7 u prisutnosti 0,3 % Zuci. Broj Zivih stanica tijekom trosatne
inkubacije pri pH=3 smanjuje se na 51 %. Bakteriocini se proizvode najvise
tijekom eksponencijalne faze rasta. Maksimalna aktivnost u supernatantu
MRS-uzgoja (32.000 AU/mL) utvrdena je 8 sati nakon uzgoja. Minimalna je
inhibitorska koncentracija bakteriocina iz soja K7 za vegetativne stanice C.
tyrobutyricum iznosila 640-2560 AU/mL, ovisno o ispitivanom soju, te 12280
AU/ml za sve sojeve C. difficile i C. perfringens. Ogetljivost spora C.
tyrobutyricum bila je veca nego kod vegetativnih stanica, a mijenjala se i
minimalna koncentracijaizmedu bakterijskih sojeva (1280->5120 AU/mL).
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UPUTE AUTORIMA

Mole se autori da paZljivo procitaju dijedeca uputstva prilikom priprave radova za
objavljivanje u ¢asopisu MLJEKARSTVO.

So se objavljuje?

U MLJIEKARSTVU se objavijuju: izvorni znanstveni radovi, prethodna priopcenja,
nanstvene hiljeske, strucni radovi, autorski pregledi, te izZlaganja sa znanstvenih
skupova, na hrvatskomi engleskom jeziku.

Navedene kategorije radova podlijezu recenziji.

Razlucivanje znanstvenog i stru¢hog rada je u originalnosti rezultata istraZivanja i
zakljucaka, te prikazanih znanstvenih metoda rada. Srucni rad moZe biti korisniji u
primjeni, ali time nije i novi doprinos znanstvenim spoznajama.

lzvorni znanstveni radovi sadrZze neobjavijene rezultate izvornih istrazivanja.
Eksperimentalni podaci moraju biti tako izneseni da se mogu reproducirati i da se
moZe provjeriti tochost analiza i dedukcija na kojima se temelje zakljucci. Rad treba
biti podijeljen na dlijedeca poglavija: Sazetak (na hrvatskom i engleskom); Uvod;
Materijal i metode rada: Rezultati i rasprava; Zakljucci; Literatura.

Prethodna priopcéenja sadrze krac¢e obavijesti 0 novim znanstvenim spoznajama, ¢iji
karakter zahtijeva hitno objavljivanje. Rad se objavljuje samo uz obvezu autora da
nakon zavr Setka istraZivanja objavi izvorni znanstveni rad.

Znanstvene biljeske (kratke obavijesti) su kraci, zavrSeni izvorni znanstveni radovi ili
opisi originalnih laboratorijskih tehnika (metoda, aparaturaitd.).

Sruchi radovi predstavijaju nove mogucénosti razvoja struke na podrucju mljekarstva.
Naglasak je na primjeni poznatih metoda i ¢injenica, na Sirenju znanja u pojedinom
podrucju. U radu se koriste ve¢ stecena znanja primjenjena na objekt ispitivanja.

Autorski pregledi su cjeloviti pregled nekog problema ili podrucja na kojem je autor
objavio odreden broj znanstvenih radova.

IZlaganja sa znanstvenih i strucnih skupova, iznesena na kongresima i simpozjima,
bit ¢e tiskana samo onda ako nisu vec¢ objavljena u zbornicima.

SadrZaj i opseq rukopisa
Naslov rada treba biti nesto kracdi. Ispod naslova navode se imena i prezimena
autora. Titule autora i adrese navode se na posebnom listu papira.

SaZetak treba sadrZavati jezgrovit prikaz, metodiku, rezultate i zakljucak. SaZetak ne
treba biti dulji od jedne strojem pisane stranice sa dvostrukim proredom. U sazetku
se ne smiju pojavijivati skracenice, niti literatura. Neposredno ispod sazetka autori
trebaju navesti tri do pet kljucnih rijeci. SaZetak je potrebno pisati na hrvatskom i
engleskom jeziku.
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Uvod mora ukratko sadrzavati rezultate ranijih istrazivanja i svrhu vlastitih
istrazivanja.

Materijale i metode treba kratko iZloZiti, a opSirnije samo ako odstupaju od veé
objavijenih u literaturi. Za poznate metode i tehniku istrazivanja navodi se samo
autor i literatura.

Rezultati i rasprava - U rezultatima i raspravi ne ponavljaju se podaci izneseni u
tablicama i slikama nego seisti¢u najbitniji rezultati.

Zakljucci trebaju kratko i jasno sadrZavati znacaj rezultata istrazivanja.

Literatura mora biti selektivna, a ne opSirna (osim u iznimno preglednim ¢lancima).
Ako originalna navedena literatura nije dostupna, autor mora navesti izvor koji je
koristio. Autori odabrane (selektivne) literature navedeni u tekstu moraju biti na
popisu literature. Autorima citiranim u tekstu navodi se prezime i godina
objavljivanja (u zagradama). Ako je navedeni rad napisalo viSe od tri autora, navodi
Se prezime prvog autora uz oznaku i sur., i godina objavijivanja. U popisu literature
autori se navode abecednim redom: prezime i inicijali imena autora, naslov djela,
naziv izdavaca, mjesto i godina izdavanja, te stranice (od - do).

Tablicei dijagrami moraju biti razumljivi i bez citanja teksta. Isti podaci ne mogu biti
u tablicama i dijagramima. Legenda slika, opis koordinata i tablica moraju biti
pisani na hrvatskom i engleskom jeziku. Fotografije (crno-bijele) moraju biti
besprijekorno izradene. Na poledini fotografije treba navesti prezimena autora i
redni broj slike.

Original rada (10-15 strojem pisanih stranica) treba imati sve dike, crteze i
dijagrame. Rad se podnosi urednidtvu u tri primjerka (original i dvije kopije), a Salje
se na adresu: Urednistvo ¢asopisa MLIEKARSTVO, llica 3V/111, HR-10000 Zagreb.

ar ati

Prvom autoru rada dostavit ¢e se 5 primjeraka casopisa MLIJEKARSTVO. Na zahtjev
autora dostavit ¢e sei vecdi broj primjeraka.

Predaja rukopisa na disketama:

Rukopis s prilozima (tablice, dijagrami) mogu se UredniStvu dostaviti i na disketi.
Preporuca se pisanje rada u Word (Word for Windows) programu. Disketi takoder
treba priloziti i jedan otisnuti primjerak rada.

Urednistvo
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AUTHOR INSTRUCTIONS

Authors are kindly asked to read following instructions while preparing the
manuscript for publishing in DAIRY journal.

DAIRY journal publishes papers not being published elsewhere.

The acceptance of the paper obliges the authors not to publish same material
elsewhere.

What is to be published?

DAIRY publishes: original scientific papers, preliminary communications, scientific
notes, professional papers, author reviews, and conference papers, all written in both
Croatian and English. All contributing manuscripts will be subjected to critical
review by the referee’s.

Difference between scientific and professional papersisin theirs original results and
conclusions as well as method used. Although professional paper may be more useful
for the application it is not considered as a new scientific contribution.

Original scientific papers report results of original research. It should be presented
in a way that enables reproduction and verification of analysis and deductions on
which the conclusions are based. The paper should be divided into the following
sections: Summary (in Croatian and English); Introduction; Materials and methods,
Results and discussion; Conclusions; References.

Preliminary communications are brief accounts of work still undergoing evaluation
and development which require immediate publication. Publication of this paper
obliges author for submitting an original scientific paper after the research is
compl eted.

Scientific notes (short communications) include reports on shorter but completed
research or descriptions of an original laboratory technique (methods, apparatus
etc.).

Professional papers present new possibilities of development within areas of dairy
science. The emphasisis on the application of known methods and facts as well as on
broadening the knowledge in the particular area. The acquired knowledge is applied
to the object of research.

Author reviews provide an up-to-date survey of particular problem or an area in
which, preferably, the author himself is active.

Conference papers previously reported at a congress, symposium etc. will be
published only if they have not previously been published in proceedings.

Manuscript preparation

The Title of the paper must be concise. The names of the authors should follow the
title. Titles and addresses of the authors are to be submitted on the separate sheet of
paper.

Summary must state the objective of the study, give a concise description of
experiments, results and conclusions. Summary should not be longer than one double-
spaced typewritten page. No abbreviations or references should be included. Below
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the summary, authors should provide three to five key words. Summary should be
written in both Croatian and English.

Introduction should contain review pertinent previous work and the purpose of the
investigations.

Materials and Methods should indicate apparatus, instruments etc., giving sufficient
details only if newly methods are used. For the well-known methods and techniques
an adequate reference(s) citation will be sufficient.

Results and Discussion - It is not important not to present the same information given
in tables and figures. The most important results should be emphasi sed.

Conclusions should point out the significance of the findings.

References should be selective rather than extensive (with the exception of review
articles). If the original literature cited has not been available, the authors should
guote the source used. Complete citations should appear at the end of the text under
the headings References. Literature citations in the text should be referred by
author’s name and year, in brackets. If there are more than two authors, mention the
first author and add et al., followed by the year: A list of References should be
arranged alphabetically: author(s) surname and name initial(s), title, editor place
and year of publishing aswell as pages (from - to).

Tables and Figures should be constructed so as to be completely intelligible without
reference to the text. The same data should not be reproduced in both tables and
figures.

Figure legends, co-ordinate axis and table headings should be written in both
Croatian and English.

Photographs submitted as clear black-and-white prints will only be accepted. Each
photograph must be clearly numbered and name(s) of the author(s) written on the
reverse side.

The original (10-15 double-spaced typewritten pages) should contain all tables,
figures and illustrations.

The manuscript is to be submitted in triplicate (original and two copies) to the
following address: DAIRY journal, Editorial Board, Ilica 31/111, HR-10000 Zagreb,
Croatia

Reprints

First author will receive 5 copies of DAIRY journal. Additional copies will be sent on
request.

Electronic manuscripts:

The recommended word processing software package is Word for Windows. One

print out of the paper (including tables and figures) should be enclosed together with
the diskette.

Editorial Board
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