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Введение
Русский академик И.Павлов говорил, что молоко – «это изумительная пища, приготовленная самой природой», а С. Боткин называл молоко «драгоценным средством при лечении болезней сердца и почек» [3].

Вологодская область занимает 12 место среди всех регионов России по производству молока. Сельхозорганизации Вологодской области за первые шесть месяцев 2018 года произвели 248,5 тыс. тонн молока – на 5% больше, чем год назад [7]. 

В последнее время в СМИ стали появляться новости об участившихся случаях фальсификации молока и молочных продуктов [8, 10], поэтому актуальным является определение качества покупаемого молока.
Цель: оценка качества некоторых видов молока жирностью 2,5%, производимых на территории Вологодской области.

Задачи: 
· провести органолептическую оценку и физико-химический анализ молока; 
· провести микробиологическую оценку качества молока.

Объект исследования: молоко. 
Предмет исследования: показатели качества молока. 
Новизна исследования заключается в том, что впервые проводился микробиологический анализ покупаемого молока. 
Гипотеза: все молоко, поступающее в продажу должно соответствовать нормам ГОСТ.

Практическая значимость: большинство проведенных анализов можно использовать для домашнего определения качества покупаемого молока. 
Глава 1. Обзор литературы
1.1. Состав молока
В натуральном молоке содержится довольно большое количество витаминов водо- и жирорастворимых. Это витамины группы В: тиамин (В1), рибофлавин (В2), пиридоксин (В6), цианкобаламин (В12). Витамин А и каротин (провитамин А) растворены в молочном жире. Также в молоке содержится большое количество микроэлементов. Это цинк, медь, кобальт, марганец, сера, бром, алюминий, олово, фтор, титан, ванадий, серебро и другие. Также в нем есть никотиновая кислота (витамин РР); биотин (витамин Н); фолиевая кислота, участвующая в процессе кроветворения; пантотеновая, нормализующая функции нервной и кровеносной систем, а также кожного покрова. Кальций также является важным элементом, содержащимся в молоке. Он необходим для людей, которые страдают дефицитом данного минерального соединения в организме. Кальций укрепляет костную ткань, зубы, эмаль и ногти [9].
1.2. Микробиология молока
Количественный и качественный состав микрофлоры свежего сырого молока очень разнообразен. Он зависит от многих факторов, например, от степени чистоты шкуры животного и доильных аппаратов; воды, используемой для мойки; воздуха доильных помещений и многих других причин. Дальнейшее изменение микробной обсемененности молока определяется режимами его охлаждения и продолжительностью выдержки до переработки [5]. 

Молоко, даже полученное при соблюдении всех санитарных норм, не является стерильным продуктом, т. к. в момент выдаивания оно подвергается бактериальному обсеменению микроорганизмами, которые находятся в сосковом канале вымени. Количество таких микроорганизмов в момент выдаивания незначительно – от 1 до нескольких тысяч в 1 мл. В основном это сапрофитные микроорганизмы, относящиеся к молочнокислым бактериям и коккам: молочнокислый стрептококк (Lactococcus lactis), сливочный стрептококк (Lactococcus cremoris), термофильный стрептококк (Streptococcus thermophilus). Они представляют собой нормальную микрофлору молока. В процессе хранения молока происходит размножение микроорганизмов, поэтому очень важно соблюдать правила хранения сырого молока [4].

Температурный диапазон жизнедеятельности лактобактерий довольно широк: мезофильные виды растут при оптимальной температуре 25–32°С; минимальной температурой для них является 10 °С. Для термофильных видов оптимальная температура роста колеблется в пределах 38–45 °С, а минимальная – 20–22 °С. Имеются сведения, что некоторые молочнокислые бактерии способны расти при температуре 3–5 °С [5]. 

Погибают при пастеризации в основном мезофильные молочнокислые бактерии (S. lactis, S. cremoris и др.), тогда как термофильные молочнокислые стрептококки и энтерококки, используемые для получения кисломолочных продуктов, снижают активность. Эффективность пастеризации (характер микрофлоры в молоке после пастеризации) во многом определяется условиями хранения молока до пастеризации (в частности, температурой его охлаждения после доения) [3].
Глава 2. Материалы и методы исследования
Для определения качества молока жирностью 2,5 % нами были исследованы пробы следующих торговых марок «Вологжанка» (г. Вологда), «Благодатная ферма» (г. Череповец), «Молоко с родины Деда Мороза» ООО МЗ «Устюгмолоко», «Вологодское» ОАО «Северное молоко» (г. Грязовец), Шекснинского маслозавода, купленных в торговых точках г. Череповца.

В настоящее время качество молока устанавливается согласно ГОСТ [1,2]. 
2.1. Органолептическое исследование молока
Свежее сырое молоко характеризуется определёнными органолептическими или сенсорными показателями: внешним видом, консистенцией, цветом, вкусом и запахом. Согласно нормативной документации закупаемое молоко должно быть однородной жидкостью без осадка и хлопьев, от белого до слабо-кремового цвета, без посторонних, несвойственных ему привкусов и запахов.

Внешний вид и цвет молока оценивается при осмотре в прозрачном цилиндре (объем молока 50-60 мл). Отмечается однородность, наличие осадка и примесей. Натуральное цельное молоко должно иметь белый цвет с желтоватым оттенком. Голубой оттенок может быть у обезжиренного или разбавленного водой молока. 

Консистенцию молока определяют по следу, остающемуся на стенках прозрачного сосуда после встряхивания. При нормальной консистенции должен остаться белый след. Если молоко разбавлено водой, следа не остается. Если молоко имеет вязкую консистенцию (в случае размножения в молоке слизистых бактерий или присутствия крахмала), то след слизистый и тягучий.

Запах определяют после встряхивания молока в закрытой пробирке. Натуральное свежее молоко имеет приятный молочный запах; кислый запах свидетельствует о скисании молока; запах аммиака или сероводорода – о развитии гнилостных бактерий. 

Вкус молока определяют, ополоснув рот небольшим количеством молока (5-10 мл). Вкус цельного доброкачественного молока приятный, сладковатый. Привкус соленого, горького, вяжущего может свидетельствовать о болезни животного. Состав кормов дойного животного также может изменить вкус молока [6].
2.2. Физико-химическая оценка
Физико-химическая оценка проводилась в лабораторных условиях. Определялось наличие посторонних чужеродных примесей: мела, крахмала, пальмового масла. 
Разбавление молока водой определяют по плотности, которая должна быть в пределах 1,027-1,032 г/см3. Испытуемую жидкость помещают в цилиндр емкостью не менее 0,5 л и при температуре жидкости 20℃ осторожно опускают в нее чистый сухой ареометр. Погружать ареометр в жидкость следует осторожно, не выпуская его из рук до тех пор, пока не станет очевидным, что он плавает. При этом ареометр должен находиться в центре цилиндра и ни в коем случае не касаться стенок и дна сосуда. Отсчет производят по делениям шкалы ареометра через 3-4 мин после погружения по нижнему мениску жидкости. 
Молочный белок казеин имеет свойство сворачиваться под воздействием спирта. Если продукт качественный, то жидкость почти мгновенно (в течение 3–7 секунд) превратится в хлопья. Чем больше воды добавлено в продукт, тем дольше этот белок будет сворачиваться — больше требуется времени для появления хлопьев. В пробирку наливают 1 часть молока и 2 части этилового спирта. Полученную смесь взбалтывают 30 секунд, после чего выливают в чашку Петри и на темном фоне отмечают появление хлопьев. Молоко разбавлено на 20% – хлопья появляются через 30 секунд; на 40% –- 30 минут; на 50% – спустя 40 минут.

 Определение посторонних примесей.

а) Измерение кислотности 

Чтобы молоко долго не портилось, производители добавляют в него карбонат кальция (мел) или гидрокарбонат натрия (сода). Выявить эти примеси в молоке (если только производитель не нормализовал уровень рН молока после их добавки) можно добавлением уксусной кислоты — молоко мгновенно скиснет (створожится), а появление пены будет свидетельствовать о наличии мела или соды в молоке. Нормой рН молока считается 6–7 единиц.
б) Крахмал или муку добавляют в молоко, чтобы придать ему более густую консистенцию после разбавления водой. В пробы молока добавить раствор йода. Если молоко окрашивается в фиолетовый цвет, то в нём есть крахмал. 

в) Проба на пальмовое масло. Обмакнуть стеклянную палочку в разные пробы и вывести на чистом листке бумаги какой-нибудь рисунок. Затем листок держат над огнем свечи. Если в молоке есть пальмовое масло, то проявится жирный след, а если нет – проявится рисунок коричневого цвета.
2.3. Микробиологический анализ молока
Для микробиологического исследования использовались стандартные методики: посев на плотную питательную среду, окрашивание по Граму, микроскопирование.
Для определения бактериальной обсемененности проводилась редуктазная проба. Метод основан на восстановлении индикатора окислительновосстановительными ферментами микроорганизмов, выделяемыми в молоко. По продолжительности изменения окраски молока оценивают степень его контаминации посторонними микроорганизмами. 
В стерильную большую пробирку наливают 1 см3 рабочего раствора метиленового синего и 20 см3 исследуемого молока. Пробирку закрывают резиновой пробкой, и ее содержимое смешивают путем медленного трехкратного переворачивания пробирки. Пробирку помещают в редуктазник или водяную баню с температурой воды (37 ± 1) °С. Наблюдение за изменением окраски ведут через 40 мин; 2,5 и 3,5 ч с начала проведения анализа. Окончанием анализа считают момент обесцвечивания окраски молока, при этом остающийся небольшой кольцеобразный окрашенный слой вверху (шириной не более 1 см) или небольшая окрашенная часть внизу пробирки (высотой не более 1 см) в расчет не принимаются. Появление окрашивания молока в этих пробирках при встряхивании не учитывают (табл. 1). При этом, чем быстрее обесцвечивается молоко, тем больше в нем бактерий. Так, если молоко обесцвечивается менее чем за 20 мин, считают, что в 1 мл его содержится более 20 млн. бактерий. Такое молоко относят по качеству к очень плохому и устанавливают на него IV класс. Если для обесцвечивания молока требуется более 5,5 ч времени, значит, в 1 мл содержится менее 0,5 млн. бактерий. Молоко это считается очень хорошим и его относят к I классу. Второму и третьему классам, соответственно, присваивается качество «удовлетворительное» и «плохое» (количество бактерий в 1 мл молока до 4 и до 20 млн.) [5,6].
Таблица 1 

Оценка степени обсемененности молока микроорганизмами по продолжительности изменения окраски молока с метиленовым синим

	Класс
	Качество молока
	Проба с метиленовым синим
	Ориентировочное количество бактерий в 1 см3 молока, КО

	I
	хорошее 
	Более 3,5 ч
	до 300 тыс.

	II
	удовлетворительное 
	3,5 ч
	от 300 до 500 тыс.

	III
	плохое
	2,5 ч
	от 500 тыс. до 4 млн.

	IV
	очень плохое
	40 мин
	от 4 млн до 20 млн.


Глава 3. Результаты исследования и их обсуждение
Во всех пробах молока внешний вид, цвет, вкус и запах соответствовали нормам ГОСТ. Все исследуемые пробы имели одинаковую консистенцию, свойственную молоку. Осадка и каких-либо хлопьев в молоке не обнаружили. Цвет проб был белым с чуть желтоватым оттенком. Вкус и запах образцов был свойственен молоку, кроме пробы производства ОАО «Череповецкий молочный комбинат». На вкус молоко было кисловатым с ощутимым запахом сероводорода (таб. 2). Мы полагаем, что это может, связано с нарушением правил хранения товара, так как срок годности был в норме.
Таблица 2

Органолептическая оценка молока

	Марка молока
	Внешний вид
	Консистенция
	Запах
	Вкус

	«Вологжанка»
	Беловатый с желтым оттенком без  осадка
	Нормальная 
	Приятный молочный запах 
	Сладковатый без привкусов

	«Благодатная ферма»
	Беловатый с желтым оттенком без  осадка
	Нормальная
	Неприятный запах
	Кисловатый

	Молоко с родины Деда Мороза» ООО МЗ «Устюгмолоко», 
	Беловатый с желтым оттенком без  осадка
	Нормальная
	Приятный молочный запах
	Сладковатый без привкусов

	ОАО «Северное молоко» (г. Грязовец)
	Беловатый с желтым оттенком без  осадка
	Нормальная
	Приятный молочный запах
	Сладковатый без привкусов

	Молоко Шекснинского маслозавода
	Беловатый с желтым оттенком без  осадка
	Нормальная
	Приятный молочный запах
	Сладковатый без привкусов

	«Благодатная ферма», повторная проба
	Беловатый с желтым оттенком без  осадка
	Нормальная
	Приятный молочный запах
	Сладковатый без привкусов


Во всех образцах не отмечалось синего окрашивания, следовательно, ни один из производителей не добавил в молоко крахмал или муку, чтобы скрыть разбавление продукта водой. Об этом же свидетельствовало то, что плотность молока колебалась в пределах 1,029 – 1,030 г/см3, в среднем она составляла 1,030 г/см3.  Этаноловая проба показала, что молоко образовывало хлопья за 5 – 7 секунд, однако проба молока производства ООО МЗ «Устюгмолоко» образовала хлопья за 40 секунд, что свидетельствует о разбавлении водой на 20 %. При повторном эксперименте с молоком этого производителя реакция произошла за 10 секунд.
Отмечено, что в исследуемых пробах отсутствует гидрокарбонат натрия, все образцы при добавлении уксусной кислоты свернулись, рН соответствует норме. В пробе Шекснинского маслозавода и ОАО «Северное молоко» 6,5 единиц, остальные пробы – 6,0 (таб.3).
Таблица 3

Физико-химический анализ исследуемых проб

	Марка молока
	рН
	Плотность, г/см3
	Крахмал/мука
	Степень разбавленности водой
	Сода 
	Пальмовое масло 

	«Вологжанка»
	6,5
	1,030
	нет
	не разбавлено
	нет
	нет

	«Благодатная ферма»
	6,5
	1,030
	нет
	не разбавлено
	нет
	нет

	Молоко с родины Деда Мороза» ООО МЗ «Устюгмолоко», 
	6,5
	1, 029
	нет
	20 %

повторный анализ отрицательный
	нет
	нет

	ОАО «Северное молоко» (г. Грязовец)
	6,0
	1,030
	нет
	не разбавлено
	нет
	нет

	Молоко Шекснинского маслозавода
	6,0
	1,030
	нет
	не разбавлено
	нет
	нет


 Таким образом, все исследуемые пробы молоко по качеству соответствуют нормативным документам – ГОСТ 31450 – 2013. 
Молоко, поступающее для продажи в торговые точки города, является пастеризованным. Для определения бактериальной обсемененности проводилась редуктазная проба. По результатам исследования, молоко «Благодатная ферма» относится к 3 классу качества, «Молоко с родины Деда Мороза» ООО МЗ «Устюгмолоко» и «Вологодское» ОАО «Северное молоко» (г. Грязовец) – 2 класс; молоко Шекснинского маслозавода и «Вологжанка» (г. Вологда) – 1 класс. Предполагаем, что этот также связано с нарушением правил хранения молока в торговой точке. 

Нужно отметить, что проба на редуктазу считается ориентировочной и ни в коем случае не заменяет бактериологического анализа. Для культивирования использовали стандартную элективную среду (мясопептонный агар) путем глубинного посева в разведении 10-4. 
После термостатировании при 35 °С в течение 48 часов, мы проводили определение основных типов выросших колоний по культуральным признакам. Во всех чашках Петри, кроме образца марки «Благодатная ферма» выросли колонии молочнокислых бактерии каплевидной формы с ровным краем, блестящие беловатого цвета, размером от 1 до 2 мм (рис. 1).
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Рис. 1. Результаты культивирования микроорганизмов на МПА

В пробе из молока «Благодатная ферма» выросла колония предположительно сенной палочки (Bacillus subtilis) (рис. 2), что подтверждает нашу версию о несоблюдении правил хранения. 
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а) колония сенной палочки                      б) окраска мазка по Граму (+) (1000х)

Рис.2. Сенная палочка
В повторном эксперименте молока марки «Благодатная ферма» выросли характерные колонии молочнокислых бактерий.

 Для изучения морфологии микроорганизмов готовили препараты для микроскопирования. Для этого микробиологической петлей брали часть колонии и наносили на предметное стекло, высушивали, фиксировали, красили по методу Грама и микроскопировали с иммерсией.

В препаратах из исследуемых проб молока микрофлора, представлена грамположительными кокками (рис.3).  В поле зрения видны единичные клетки лактобактерий. Молочнокислые стрептококки не отмечались, поскольку для их выделения используют другие элективные среды.

[image: image4.jpg]



Рис. 3. Грамположительные бактерии в пробе молока (увеличение 1000х).
Таким образом, можно сделать вывод, что практически все пробы исследуемого молока соответствуют нормативным документам. 

Выводы
1. Согласно органолептической оценке и физико-химическому анализу исследуемого молока выявлено, что показатели (цвет, аромат, вкус и консистенция) соответствуют нормам. Механических примесей и иных веществ, используемых для фальсификации молока, не обнаружено.

2. В исследуемых пробах обнаружена нормальная микрофлора, характерная для молока и молочных продуктов. Молоко «Благодатная ферма», «Молоко с родины Деда Мороза» ООО МЗ «Устюгмолоко» и «Вологодское» ОАО «Северное молоко» (г. Грязовец) относятся ко 2 классу качества; молоко Шекснинского маслозавода и «Вологжанка» (г. Вологда) – 1 класс.
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