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Sažetak 

Istraživano je stvaranje bioamina u mleku kontaminiranom s E. coli. 
U sirovom m.leku merljive količine histamina i tiramina stvorene su pri 
temperaturi od 21° ili 30 °C za 24 časa. Ukupan broj TnifcroorganizaTna do
stigne pri tome nivo od 10^/ml. U pasterizovanom mleku stvaranje histamina 
nastaje na nivou 10^/ml ćelija E. coli. Taj nivo E. coli ne postiže se u siro
vom, mleku ni posle čuvanja mleka pri temperaturama od 7°, 21° ili 30 °C 
za 48 časova. Bioamini su dokazani metodom tankoslojne hrom,atograjije. 

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, uobičajena mikroflora sirovog mleka, poseduju fer-

mente koji vrše dekarboksilaciju aminokiselina, i fermente koji oksidu ju 
nastale amine. Pojava amina u namirnicama, prema tome, rezultat je meta
boličke aktivnosti nekih mikroorganizama, ali i međusobnog odnosa (siner-
gizam i antagonizam) pri razmnožavanju. Prema G a l e (1940), temperatura 
i pH sredine presudno utiču na aktivnost tirozin dekarboksilaze, a optimalne 
vrijednosti su pH 5,0 i temperatura 27—37 "C. T e r p l a n i sar. (1973) nalaze 
u mešanoj kulturi Ps.aeruginosa i Sc.faecalis povećano stvaranje bioamina. 
Autori veruju da na prisustvo bioamina u mleku najviše utiču mikroorganizmi 
koji su označeni kao kontaminenti. Histamin stvaraju Streptococcus faecalis, 
Sc.faecium, Sc.durans, Staphylococcus epidermidis, Salmonella dublin, Salm.o-
nella typhis E.coli^ Enterobacter spp., Serratia marcescens, Proteus vulgaris, 
Pseudomonas aerugiaosa, Bacillus cereus i B. subtilis, a tiramin samo Sc. faecalis 
i B.cereus. 

Pediococcus cerevisiae, prema L e m b k e (1978), je mikroorganizam koji 
produkuje velike količine histamina. Prema M o s s e 1 u (1968), tipični pred-
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stavnici stvaranja histamina su Betahacterium spp., Clostridium perfringens, 
Eenterobacter aerogenes, Proteus morganii, Salmonella spp., Shigella spp. i 
E.coli, dok E. coli, Cl. sporogenes, Proteus mirahilis, a prema V o i g t i sar. 
(1977) i Micrococcus luteus, stvaraju tiramin. 

Tirozindekarboksilazu stvaraju još Sc.lactis ( K ö e s s l e r i sar. 1928), Lh. 
casei ( L a g e r b o r g i sar. 1952), Lb. hulgaricus i Lh.plantarum ( E d w a r d s 
i sar., 1981), a izučavanja S i l v e r m a n n i K o s i k o w s k i (1956) pokazuju 
da bioamine stvaraju još enterokoke i sporogene vrste anaerobnih bakterija. 

Bioamini se dokazuju na nivou kontaminacije mleka mikroorganizama 
koji mora biti viši od lOVml (M o s s e 1, 1970) do 10^/ml ( T e r p l a n i sar., 
1973). G r o v e i sar. (1975) su u svežem sirovom mleku dokazali 0,2—0,6 
P-g/ml histamina i 1,1 [J.g/g tiramina, a posle držanja mleka 2 dana na 25 "C, 
mleko je sadržavalo 2,8 p.g histamina i 94 p-g tiramina/g mleka. Različite vrste 
mikroorganizama stvaraju različite količine bioamina ( T e r p l a n i sar., 
1973). Dokazano je da Sc.faecalis, Staph, epidermidis, Enterohacter cloaceae, 
Serratia marceacens, Ps.aeruginosa i B.cereus proizvode histamina 2,3—3,6 
[Jtg/g u mleku. E.coli posle 24 časa inkubacije mleka na 30 °C stvara 0,9 M-g/g 
histamina, a B.cerus i Sc.faecalis za isti period na temperaturi 21 °C stvara 
3,1 i 26,0 [J-g/g tiramina. Prema R i c e i sar. (1976) finalna koncentracija 
bioamina u hrani zavisi od sposobnosti sojeva mikroorganizama kao i od 
dužine inkubacije. Izvor mono i diaminooksidaza bakterijskog porekla su 
Sarcina lutea, Ps.eruginosa, E.coli (B u f f o n i, 1966 i l e n i s t e a , 1971). 

E.coli je u našim uslovima proizvodnje mleka često označen kao mikro
organizam koji se nalazi u sirovom mleku, pa je cilj ovog rada bio da utvrdi 
uslove stvaranja bioamina u sirovomi mleku dejstvom E.coli. 

Materijal i metode rada 

Sposobnost stvaranja histamina i tiramina istražena 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 + 0,5; 
21 + 0.05 °C i 30 + 0,5 °C u trajanju od 24 i 48 časova. Da bismo utvrdili nivo 
E.coli neophodan za detel^ciju bioamina u sirovom ili pasterizovanom mleku, 
izvodili smo oglede s histamin pozitivnim (53, 55, 111) i histamin negativnim 
(43, 19) sojevima E.coli. Prisustvo amina određivali smo posle inkubacije pri 
temperaturama od 30 °C za 24 časa. 

Bioamini su dokazivani tankoslojnom hromatografijom metodom po 
L a n g n e r i K e l l i n g h u s e n u (1979), koja je modifikovana za mleko. 
Kao standardi su korišćeni histamin dihidrohlorid i tiramin HCl (Sigma, USA). 

Rezultati i diskusija 
Sposobnost stvaranja histamina i tiramina razmnožavanjem različitih 

sojeva E.coli u pasterizovanom mleku određivano je posle 24 časa inkubisanja 
pri 30 °C. Dobijeni rezultati prikazani su u tablici 1. 
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Tablica 1. Rezultati stvaranja histamina ili tiramina od različitih sojeva E. coli 
Table 1. Ability of Histamine and Thyramine Development of Escherichia 

Coll Strains 

A m i n i 

Amines 

Broj istraženih 
sojeva E. coli 
Tested E. Coli 
Strain Count 

Sposobnost stvaranja amina 
broj "/o 

Ability Amine Development 
No. "/0 

Histamin 
Tiramin 

26 
26 

20 76,92 

Is t raž ivani sojevi E.coU s tvara l i su samo his tamin i to u 76,92'Vo slučajeva, 
a n i jedan soj ni je s tva rao t i ramin . 

Uticaj nivoa kontaminac i je i t empera tu re na brz inu razmnožavan ja 
E.coZi u s i rovom mleku tokom inkubisanja pr ikazan je u tablici 2. 

Tablica 2. Rezultati umnožavanja E. coli u sirovom mleku tokom 48^ pri različitim 
temperaturama 

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

Nivo konta
minacija sa 
E. coli 
E. Coli Conta
mination Level 

Uslovi 
čuvanja 

Storage 
Conditions 

Promene nivoa E. coli tokom čuvanja mleka 
0 6 24 48h 

E. Coli Contamination Variations During Milk 
Storage — Hours 

0 6 24 48" 
105 7 — 10 »C 

18 — 20 OC 
3,1 X 10^ 
2,3 X 105 

4,2 X 10'-
2,1 X 105 

3.4 X 10'' 
3.5 X 10"' 

9,8 X 10' 
1,0 X 105 

10« 7 — 10 f'C 
18 — 2 0 0C 

1,9 X 10' 
1,9 X 10'' 

7.4 X 10'' 
3.5 X 10"' 

6,7 X 10'' 
5,2 X 105 

2,5 X 10-
3,1 X 10'' 

lOi 7 — 10 «C 
18 — 20 OC 

1,0 X 101 
1,0 X 10' 1,3 X 102 3,9 X 10'' 1,6 X 10' 

Iz rezu l ta ta p r ikazan ih u tablici zapažamo da je razvi janje populaci je 
E.coli u mleku zavisno o t e m p e r a t u r i i nivou inicijalne kontaminac i je . Kod 
visokih n ivoa kon taminac i je (10^, 10*) uticaj različit ih t e m p e r a t u r a ispoljava 
se tako što niže t e m p e r a t u r e nezna tno inhibiraju porast , a n a viš im t empe
r a t u r a m a populaci ja E.coli se poveća za 0—2 potencije. Razvi janje popula
cije niže početne kontaminac i je mleka s E.coli u d i rektnoj j e zavisnost i o 
t e m p e r a t u r i čuvanja . Na t e m p e r a t u r i od 7—10 °C nivo E.coli j e man j i od 10^ 
posle 6 časova, a na t e m p e r a t u r i od 18—20 °C u is tom per iodu populaci ja se 
dvos t ruko uvećava i dostiže maks ima lan porast tokom 24 časa. 

Da b ismo u tv rd i l i da li u s irovom mleku ima uslova za nas ta jan je b io
amina, mleku smo dodaval i soj E.coli kojem je u p r e t h o d n o m p o s t u p k u u t v r 
đena sposobnost s tva ran ja h is tamina . Mleko je čuvano 48 časova n a t empe
r a t u r i od 7, 21, 30 + 0,5 °C. Dobijeni rezul ta t i p r ikazan i su u tabl ic i 3. 

Iz iznet ih rezu l t a ta zapažamo da E.coli koja je n a k n a d n o doda ta u mleko, 
u toku 48 časova ne dostiže veći nivo od lO^/ml mleka. Po ras t u k u p n e kon ta 
minaci je j e izrazi to visok tokom prv ih 24 časa i u tom per iodu na laz imo i 
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histamin na sv im temperaturama čuvanja, a t iramin na temperaturama 21 
i 30 °C. Produženim čuvanjem mleka n a odabran im temperaturama nalaz bio
amina je nepromenjen kao i posle 24 časa. 

Tablica 3. Uticaj uslova čuvanja sirovog mleka kontaminiranog sa E. coli na 
nastajanje bioamina 

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

Vreme 
čuvanja 
mleka 

Period of 

Temperature 

Temperatura 
"C 

E. coli 

E. Cell 

P a r a m e t r i 
UBB A m i n i 

Histamin Tiramin 
P a r a m e t e r s 

Total Bac- Amines 
terial Count Histamine Thyramine 

0 7 + 0,5 
21 + 0,5 
30 + 0,5 

7,0 X 101 
7,0 X lot 
7,0 X IQi 

1,2 X 106 
1.2 X lO''' 
1,2 X 10'' 

— 
— 

24 7 + 0,5 
21 + 0,5 
30 + 0,5 

7,0 X 101 
2.3 X 10'' 
2.4 X 10 '̂ 

1.4 X 10» 
1.5 X 10» 
1.6 X 10« 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

48 7 + 0,5 
21 + 0,5 
30 + 0,5 

3,7 X 10^ 
3,0 X lO'' 
1,0 X 102 

6.1 X 10'' 
9.2 X 10» 
1.3 X 10« 

+ 
+ + 
+ + + 

Nivo E.coli u sirovom mleku ostao je na lOVml pa je naš sledeći zada
tak bio da utvrdimo na kojem nivou E.coli u mleku nas ta je merljiva koli
čina histamina . Da b i se ovo utvrdilo zaseja l i smo pet sojeva E.coli u paste-
r izovano mleko i pratili pojavu histamina . Dob i jeni rezultati prikazan i su u 
tab l ici 4. 

Tablica 4. Uslovi za nastajanje histamina u pasteri/ovanom mleku tokom čuvanja 
2i^ na temperaturi 30 "C 

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

Vreme čuvanja 
mleka 

Milk Storage 
Period 

Sposobnost sojeva E. Coli 
za stvaranje his'tamina 
Properties of E. Coli 

Strains 

Prosečan 
broj E. Coli 
Average E. 
Coll Count 

Pozitivan nalaz 
histamina 
Histamine 

Finding 
0 h i s t a m i n ( + ) 

h i s t a m i n (—) 
2,9 X 10^ 0) 
4,0 X 10- (2) 

— 

24 h i s t a m i n ( + ) 
h i s t a m i n (—) 

3,25 X 10'= 
6,50 X 10« 

— 

48 h i s t a m i n ( + ) 
h i s t a m i n (—) 

9,63 X 10« 
1,1 X lO'-» 

+ 

(1) — tri soja, (2) — dva soja 
Legend: 1. 53,55,111 Strains 

2. 43,19 Strains 
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Od sojeva označenih kao h is tamin pozitivni, s tvaran je b ioamina zapaženo 
je p r i n ivou 10^ E.coli/ml mleka. His tamin nije dokazan ni kod n ivoa 10^/ml 
mleka kod sojeva koji su rani je označeni kao h is tamin negat ivni . 

Nas t anak b ioamina u sirovom mleku posle inkubaci je od 24 časa vero-
vatno je r ezu l t a t metabol ičke akt ivnost i d rug ih mikroorgan izama koji su deo 
ukupne populaci je u mleku . Nas tanak t i ramina može se objasnit i samo akt iv
nošću nek ih mikroorgan izama iz u k u p n e populacije, je r su dodat i sojevi 
E.coli pokazival i samo his t idin dekarboksi laznu akt ivnost . 

Zaključci 

1. S tva ran j e h i s t amina u pas ter izovanom mleku nasta je na n ivou 10^ 
E.coli/ml m leka posle 24 časa inkubi ranog na 30 °C. Za isti v r emensk i period 
i u istim us lovima čuvanja E.coli u s irovom mleku dostiže nivo od 10*ml. 

2. His tamin i t i r amin u sirovom mleku rezul ta t su akt ivnos t i u k u p n e 
mikroflore. 

3. Amin i su dokazani u sirovom mleku posle 24 časa. P r i sus tvo his ta
mina moglo se u tv rd i t i u mleku čuvanom na sve t r i odabrane t e m p e r a t u r e 
(7, 21 ili 30 °C), a pr i sus tvo t i r amina na 2 odabrane t e m p e r a t u r e (21 i 30 °C). 
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