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Sazetak

IstraZivano je stvaranje bioamina u mleku kontaminiranom s E. coli.
U sirovom mleku merljive kolidine histamina i tiramina stvorene su pri
temperaturi od 21° ili 30°C za 24 &asa. Ukupan broj mikroorganizama do-
stigne pri tome nivo od 10*/ml. U pasterizovanom mleku stvaranje histamina
nastaje na nivou 10%/ml éelija E. coli. Taj nivo E. coli ne postife se u siro-
vom mleku ni posle éuvanja mleka pri temperaturama od 7°, 21° ili 30°C
za 48 &asova. Bioamini su dokazani metodom tankoslojne hromatografije.

Summary

Bioamine development in milk contaminated with E.coli was investigated.
Measurable quantities of histamine and thiramine were developed in raw
milk after 24 hours at temperatures from 21°C to 30 °C when total microbial
population amounted to 10°/ml. Histamine development induced by E.coli in
pasteurized milk was provoked at 10%/ml level. This E.coli level was not
reached in milk after preservation of milk for 48 hours at temperatures 7°,
21° and 30 °C. Bioamines were established by the thin layer chromatography
method.

Uvod

Mikroorganizmi, uobitajena mikroflora sirovog mleka, poseduju fer-
mente koji vrie dekarboksilaciju aminokiselina, i fermente koji oksiduju
nastale amine. Pojava amina u namirnicama, prema tome, rezultat je meta-
boli¢ke aktivnosti nekih mikroorganizama, ali i medusobnog odnosa (siner-
gizam i antagonizam) pri razmnoZavanju. Prema Gale (1940), temperatura
i pH sredine presudno utiéu na aktivnost tirozin dekarboksilaze, a optimalne
vrijednosti su pH 5,0 i temperatura 27—37°C., Terplan i sar. (1973) nalaze
u meSanoj kulturi Ps.aeruginosa i Sc.faecalis povec¢ano stvaranje bioamina.
Autori veruju da na prisustvo bioamina u mleku najvide uti¢u mikroorganizmi
koji su oznaleni kao kontaminenti. Histamin stvaraju Streptococcus faecalis,
Sc.faecium, Sc.durans, Staphylococcus epidermidis, Salmonella dublin, Salmo-
nellg typhi, E.coli, Enterobacter spp., Serratia marcescens, Proteus vulgaris,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus i B. subtilis, a tiramin samo Sc. faecalis
i B.cereus.

Pediococcus cerevisiae, prema Lembke (1978), je mikroorganizam koji
produkuje velike koli¢ine histamina. Prema Mosselu (1968), tipiéni pred-
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stavnici stvaranja histamina su Betabacterium spp., Clostridium perfringens,
Eenterobacter aerogenes, Proteus morganii, Salmonella spp., Shigella spp. i
E.coli, dok E. coli, Cl. sporogenes, Proteus mirabilis, a prema Voigt i sar.
(1977) i Micrococcus luteus, stvaraju tiramin.

Tirozindekarboksilazu stvaraju jo§ Sc.lactis (Kdessler i sar. 1928), Lb.
casei (Lagerborg i sar. 1952), Lb. bulgaricus i Lb.plantarum (Edwards
i sar.,, 1981), a izuavanja Silvermann i Kosikowski (1956) pokazuju
da bioamine stvaraju jo§ enterokoke i sporogene vrste anaerobnih bakterija.

Bioamini se dokazuju na nivou kontaminacije mleka mikroorganizama
koji mora biti vi%i od 10%/ml (Mossel, 1970) do 10%/ml (Terplan i sar,
1973). Grove i sar. (1975) su u sveZem sirovom mleku dokazali 0,2—0,6
pg/ml histamina i 1,1 pg/g tiramina, a posle drZanja mleka 2 dana na 25 °C,
mleko je sadrzavalo 2,8 pg histamina i 94 pg tiramina/g mleka. Razlitite vrste
mikroorganizama stvaraju razli¢ite koli¢ine bioamina (Terplan i sar,
1973). Dokazano je da Sc.faecalis, Staph. epidermidis, Enterobacter cloaceae,
Serratia marcescens, Ps.aeruginosa i B.cereus proizvode histamina 2,3—3,6
ug/g u mleku. E.coli posle 24 &asa inkubacije mleka na 30 °C stvara 0,9 ug/g
histamina, a B.cerus i Sc.faecalis za isti period na temperaturi 21 °C stvara
3,1 i 26,0 pg/g tiramina. Prema Rice i sar. (1976) finalna koncentracija
bioamina u hrani zavisi od sposobnosti sojeva mikroorganizama kao i od
duzine inkubacije. Izvor mono i diaminooksidaza bakterijskog porekla su
Sarcina lutea, Ps.eruginosa, E.coli (Buffoni, 1966 i Ienistea, 1971).

E.coli je u naSim uslovima proizvodnje mleka ¢esto oznaten kao mikro-
organizam koji se nalazi u sirovom mleku, pa je cilj ovog rada bio da utvrdi
uslove stvaranja bioamina u sirovom mleku dejstvom E.coli.

Materijal i metode rada

Sposobnost stvaranja histamina i tiramina istraZena je na 26 sojeva E.coli
izolovanih iz mleka i sireva. Za stvaranje bioamina eksperimentalno je inoku-
lisano sirovo mleko s E.coli i inkubisano pri temperaturama 7 4 0,5;
21 4 0.05°C i 30 4 0,5 °C u trajanju od 24 i 48 ¢asova. Da bismo utvrdili nivo
E.coli neophodan za detekciju bioamina u sirovom ili pasterizovanom mleku,
izvodili smo oglede s histamin pozitivnim (563, 55, 111) i histamin negativnim
(43, 19) sojevima E.coli. Prisustvo amina odredivali smo posle inkubacije pri
temperaturama od 30 °C za 24 &asa.

Bioamini su dokazivani tankoslojnom hromatografijom metodom po
Langner i Kellinghusenu (1979), koja je modifikovana za mleko.
Kao standardi su koris¢eni histamin dihidrohlorid i tiramin HCI (Sigma, USA).

Rezultati i diskusija

Sposobnost stvaranja histamina i tiramina razmnoZavanjem razli¢itih
sojeva E.coli u pasterizovanom mleku odredivano je posle 24 tasa inkubisanja
pri 30 °C. Dobijeni rezultati prikazani su u tablici 1.
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Tablica 1. Rezultati stvaranja histamina ili tiramina od razliéitih sojeva E. coli
Table 1. Ability of Histamine and Thyramine Development of Escherichia

Coli Strains
Amini Broj istraZenih Sposobnost stvaranja amina
sojeva E. coli broj 0y
Amines Tested E. Coli Ability Amine Development
Strain Count No. %
Histamin 26 20 76,92
Tiramin 26 — —

Istrazivani sojevi E.coli stvarali su samo histamin i to u 76,92% sluéajeva,
a nijedan soj nije stvarao tiramin.

Uticaj nivoa kontaminacije i temperature na brzinu razmnoZavanja
E.coli u sirovom mleku tokom inkubisanja prikazan je u tablici 2.

Tablica 2. Rezultati umnoZavanja E. coli u sirovom mleku tokom 48h pri razii¢itim
temperaturama

Table 2. Conditions for Multiplication of E. Coli in Raw Milk

Nivo konta-

: i Uslovi Promene nivoa E, coli tokom éuvanja mleka
gmégfi”a 5a duvanja 0 ] 24 48h
E. Coli Conta- Storage E. Coli Contamination Variations During Milk
mination Level Conditions Storage — Hours
0 6 24 48"
105 7—10°C 3,1 X 10° 4,2 X 104 3,4 X 10° 9,8 X 10°
18 —200C 2.3 X 108 2,1 X 105 3,5 X 10° 1.0 > 10°
104 7—10°C 1,9 X 10¢ 74 X IOf 6,7 X 10f 2,5 X 10:‘
18 —20°C 1,9 X 10% 3,5 X 10° 52 X 10° 3,1 X 10%
10! 7T—10°C 1,0 > 10! — — —_
18 —20°C 1,0 X 10! 1,3 X 10¢ 3,9 X 100 1,6 X 10°

Iz rezultata prikazanih u tablici zapaZamo da je razvijanje populacije
E.coli u mleku zavisno o temperaturi i nivou inicijalne kontaminacije. Kod
visokih nivoa kontaminacije (10% 10%) uticaj razli¢itih temperatura ispoljava
se tako Sto niZe temperature neznatno inhibiraju porast, a na visim tempe-
raturama populacija E.coli se poveéa za 0—2 potencije. Razvijanje popula-
cije niZe poéetne kontaminacije mleka s E.coli u direktnoj je zavisnosti o
temperaturi fuvanja. Na temperaturi od 7—10°C nivo E.coli je manji od 10
posle 6 &asova, a na temperaturi od 18—20 °C u istom periodu populacija se
dvostruko uvecava i dostiZe maksimalan porast tokom 24 ¢asa.

Da bismo utvrdili da li u sirovom mleku ima uslova za nastajanje bio-
amina, mleku smo dodavali soj E.coli kojem je u prethodnom postupku utvr-
dena sposobnost stvaranja histamina. Mleko je ¢uvano 48 2asova na tempe-
raturi od 7, 21, 30 4 0,5 °C. Dobijeni rezultati prikazani su u tablici 3.

Iz iznetih rezultata zapaZamo da E.coli koja je naknadno dodata u mleko,
u toku 48 ¢asova ne dostiZe ve¢i nivo od 10%/ml mleka. Porast ukupne konta-
minacije je izrazito visok tokom prvih 24 %asa i u tom periodu nalazimo i
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histamin na svim temperaturama é&éuvanja, a tiramin na temperaturama 21
i 30 °C. ProduZenim ¢uvanjem mleka na odabranim temperaturama nalaz bio-
amina je nepromenjen kao i posle 24 &asa.

Tablica 3. Uticaj uslova fuvanja sirovog mleka koniaminiranog sa E. coli na
nastajanje bioamina

Table 3. Effect of Storage Conditions of Milk Contaminated With E. Coli
on Bioamine Development

A
Vreme Parametri
¢uvanja Tempgéature E. coli UBB Amini
mileka . Histamin Tiramin
. Parameters
Period of Tempeorcatura & G Total Bac- Amines
! terial Count Histamine Thyramine
0 7+05 7,0 X 10! 1,2 X 106 =
21 405 7,0 X 10! 1.2 X 10° - —
30 + 0,5 7,0 X 10! 1,2 X 106 — —
24 T4+05 7,0 X 10! 1,4 X 107 e _
21405 2,3 X 10¢ 1,5 X 109 + +
30405 2,4 X 109 1,6 X< 10Y + +
48 7405 3,7 X 10?2 6,1 X 109 + —
21405 3,0 X 10* 9,2 > 10% 4+ +
30405 1,0 X 102 1,2 X 108 F= I

Nivo E.coli u sirovom mleku ostao je na 10%/ml pa je na$ sledeé¢i zada-
tak bio da utvrdimo na kojem nivou E.coli u mleku nastaje merljiva koli-
¢ina histamina. Da bi se ovo utvrdilo zasejali smo pet sojeva E.coli u paste-
rizovano mleko i pratili pojavu histamina. Dobijeni rezultati prikazani su u
tablici 4.

Tablica 4. Uslovi za nastajanje histamina u pasterizovanom mleku tokom ¢&uvanja
24h na temperaturi 30 °C

Table 4. Conditions for Histamine Development on Pasteurized Milk During
24 Hours at 30°C

Vreme ¢uvanja Sposobnost sojeva E, Coli Proseéan Pozitivan nalaz
mileka za stvaranje histamina broj E. Coli histamina
Milk Storage Properties of E. Coli Average E. Histamine
Period Strains Coli Count Finding
0 histamin (+) 2,9 %X 102 (N —_
histamin (—) 4,0 X 102 (D —
24 histamin (+) 3,25 X 10'? —
histamin (—) 6,50 X 10¢ -
48 histamin (+) 9,63 X 108 +
histamin (—) 1,1 x 10% —

(1) — 1ri soja, (2) — dva soja
Legend: 1. 53,55,111 Strains
2. 43,19 Strains
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Od sojeva oznalenih kao histamin pozitivni, stvaranje bioamina zapaZeno
je pri nivou 108 E.coli/ml mleka. Histamin nije dokazan ni kod nivoa 10°%/ml
mleka kod sojeva koji su ranije oznaceni kao histamin negativni.

Nastanak bioamina u sirovom mleku posle inkubacije od 24 ¢asa vero-
vatno je rezultat metaboli¢ke aktivnosti drugih mikroorganizama koji su deo
ukupne populacije u mleku. Nastanak tiramina moZe se objasniti samo aktiv-
no¥éu nekih mikroorganizama iz ukupne populacije, jer su dodati sojevi
E.coli pokazivali samo histidin dekarboksilaznu aktivnost.

Zakljuéei

1. Stvaranje histamina u pasterizovanom mleku nastaje na nivou 10°
E.coli/ml mleka posle 24 &asa inkubiranog na 30 °C. Za isti vremenski period
i u istim uslovima éuvanja E.coli u sirovom mleku dostize nivo od 10°ml

2. Histamin i tiramin u sirovom mleku rezultat su aktivnosti ukupne
mikroflore.

3. Amini su dokazani u sirovom mleku posle 24 ¢asa. Prisustvo hista-
mina moglo se utvrditi u mleku ¢éuvanom na sve tri odabrane temperature
(7, 21 ili 30 °C), a prisustvo tiramina na 2 odabrane temperature (21 i 30 °C).
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