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SaZetak

Mikroorganizmi - uzrocnici kvaremja svojim prisustvom u mlijeku i
mlijecnim proizvodima mijenjaju njihova primarna svojstva i osobine. Nastale
promjene, koje se dogadaju prije i nakon tehnoloske obrade, uvjetovane su
brojem i vrstom mikrobnih uzrocnika. Najcesce se te promjene odnose na
samo jednu pogresku okusa, mirisa, arome ili konzistencije mlijecnog
proizvoda. Medutim, u slucajevima vecih mikrobnih kontaminacija, sve te
pogreske mogu se dogoditi istovremeno. Osim toga, svaka i najmanja
promjena, uvjetovana prisutnos¢u mikrobnih uzrocnika kvarenja, umanjuje
prehrambenu vrijednost proizvoda. Usprkos znacenju koje ima za ukupnu
kvalitetu, kontrola mikroorganizama wuzrocnika kvarenja za mljekarsku
industriju nije obvezna, te ih u proizvodima kontrolira zanemariv broj
proizvodaca. U radu je opisan nezeljeni ucinak mikroorganizama uzrocnika
kvarenja na kvalitetu sirovog, pasteriziranog i steriliziranog mlijeka,
fermentiranih mlijeka, vrhnja, maslaca i sira s namjerom da se potakne
vaznost i znacenje njihove kontrole u mljekarskoj industriji.

Kljucne rijeci: mikroorganizmi - uzrocnici kvarenja, mlijeko,
mlijecni proizvodi

Uvod

U vedini slucajeva, mikroorganizmi - uzro¢nici kvarenja mlijeka 1
mlije¢nih proizvoda za ljude su neSkodljiva skupina mikroorganizama
(Bergey 's Manual, 1986.; Magan i sur., 2001.). Medutim, prisustvo te
skupine mikroorganizama u vecoj ili manjoj mjeri uvijek umanjuje kvalitetu
tih proizvoda te je uzrokom znaCajnih ekonomskih gubitaka (Varnam i
Sutherland, 1996.a; Garbutt, 1997.; Randolph, 2006.). Umanjena
kvaliteta posljedica je prisutnosti razli¢itih kemijskih 1 biokemijskih spojeva
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koji mijenjaju izgled, miris, teksturu, okus i aromu proizvoda. Tvorba tih
spojeva uvjetovana je metabolickom razgradnjom pojedinih sastojaka
proizvoda djelovanjem samih mikroorganizma uzro¢nika kvarenja, ili
djelovanjem njihovih enzima (Sorhaung i Stepainak, 1997.; Walstra i
sur., 1999.). Vecina mikrobnih vrsta - uzro¢nika kvarenja je prilagodljive
prirode, a posto su kontaminaciji podjednako podlozni sirovo mlijeko kao i
mlijecni proizvodi, kriticka procjena i kontrola mikrobnih uzro¢nika kvarenja
sirovog mlijeka i mlije¢nih proizvoda jedini su nacin kojim osiguravamo
njihovu kvalitetu (White, 1998.; Braun i sur., 1999.; Mostert i Jooste,
2002.; Delacroix-Buchnet, 2004.). Iz mlijeka i mlijecnih proizvoda
naj¢eS¢e izolirani uzrocnici kvarenja su Gram-negativne bakterije
Pseudomomonas spp. 1 koliformni organizmi. Gram-pozitivne sporotvorne
bakterije, Bacillus 1 Clostridium spp., bakterije mlije¢ne kiseline,
korinebakterije te kvasci i plijesni, po znacenju za ukupnu kvalitetu mlije¢nih
proizvoda, druga su izolirana skupina mikroorganizama koja moZe biti
uzro¢nikom njihovog kvarenja (Marth, 1998.; Frank i Hassan, 2002.).

Svrha ovog rada bila je opisati promjene osobina i svojstava mlijeka i
mlije¢nih proizvoda uzrokovane mikroorganizmima - uzro¢nicima kvarenja u
cilju poticanja opravdanosti njihove stalne kontrole u mljekarskoj industriji.

Sirovo mlijeko

Broj 1 vrsta mikroorganizama prisutnih u sirovom mlijeku odredena je
sezonom, higijenskim uvjetima proizvodnje, hranidbom i sustavom hladenja.
Tako, ovisno o cimbenicima, ukupan broj mikroorganizama u svjeze
pomuzenom mlijeku moZe biti od svega nekoliko tisu¢a, do vise od 10%/mL
(Frenk 1 Hassan, 2002.). Sirovo mlijeko, neposredno nakon higijenski
provedene muznje, uvijek sadrzi manje od 5 000 mikroorganizama/mL.
Dominantnu populaciju tako proizvedenog mlijeka wuglavnom ¢ine
Micrococcus, Streptococcus, Lactococcus 1 Corynebacterium spp. te
zanemariv broj ostalih Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija (Causin 1
Bremley, 1985.). Medutim, hladenje mlijeka odmah nakon muzZnje mijenja
prirodno prisutnu mikrobnu populaciju, dok se istovremeno u neohladenom
mlijeku mijenja jedino njihova razina kontaminacije. Neohladeno mlijeko i/ili
ohladeno na sobnu temperaturu (> 13°C) sadrzi uglavnom Gram-pozitivhe
bakterije mlijecne kiseline, Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus 1
Streptococcus spp. Suprotno, u ohladenom mlijeku (4 - 6 °C) dominantne
Gram-pozitivne bakterije zamjenjuju se Gram-negativnim i Gram-pozitivhim
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psihrotrofnim bakterijama (Causin 1 Bremley, 1985.; Lafarge 1 sur.,
2004.). Psihrotrofna mikrobna populacija potjece uglavnom iz okoline gdje se
mlijeko proizvodi, od higijenski neispravne vode i nedovoljno ¢istih muznih
uredaja, opreme za transport i pohranu mlijeka (Gaunot, 1986.; Suhren,
1989.; Munsch-Alatossava i sur., 2005.). Brzina kojom ¢e te bakterije
doseéi razinu kontaminiranosti od >10°/mL i uzrokovati zna¢ajne promjene
sirovog mlijeka, ovisna je o njihovu pocetnom (inicijalnom) broju neposredno
nakon muznje. Medutim, ¢ak i niska pocetna razina kontaminiranosti tim
bakterijama (<50 000/mL) prije pasterizacije bit ¢e >10"/mL, ukoliko je
mlijeko 3 - 4 dana pohranjeno na temperaturi od 4 - 5 °C (Causin, 1982.;
Sorhaug 1 Stepaniak, 1997.). 1z razloga §to ta mikrobna skupina tvori
termostabilne hidroliticke enzime, fosfolipaze, proteinaze i lecitinaze, od kojih
su neki stabilni 1 nakon zagrijavanja na 100 °C/30 minuta, i pasterizirano
mlijeko kvalitetom postaje neprihvatljivo za potro$nju, kao i za proizvodnju
mlijecnih proizvoda visoke kvalitete (Fox, 1981.; McKellar, 1989.; Dogan i
Boor, 2003.; Hantsis-Zacharov i Halpern, 2007.). Posljedica njihove
enzimatske aktivnosti u ohladenom sirovom mlijeku su nezeljene promjene
mlijeCne masti, bjelancevina i lecitina (Fox i1 Stepainak, 1983.; Braun i
sur., 1999.; Koka 1 Weimer, 2001.). Strani okus sirovog mlijeka, koji se
opisuje kao gorak, okus po vocu, kvascima ili kao metalan okus, posljedica je
rasta nesporogenih proteolitickih bakterija, Proteus, Pseudomonas (posebice
Pseudomonas  fluorescens), Acinetobacter, Flavobacterium, Serratia 1
Alcaligenes spp. (Marshall, 1982.; Muir, 1996.; Magan i sur., 2001.). Iz
sirovog mlijeka, Bacillus spp. su najceS¢e izolirane Gram-pozitivne
sporotvorne psihrotrofne bakterije (Suhren, 1989.; McGuiggan 1 sur.,
1994.). Spore tih bakterijskih vrsta prezivljavaju temperature pasterizacije i
sterilizacije 1 na taj nacCin smanjuju odrzivost mlijeka pohranjenog na
temperaturi > 6 °C (Svensson i sur., 2004). Medutim, pogreska okusa
dogodit ¢e se tek kada broj tih bakterija u sirovom mlijeku dosegne razinu od
> 10’. Kontaminacija sirovog mlijeka psihrotrofnim bakterijama, zbog njihove
prilagodljive prirode, niti uz najbolju proizvodacku praksu ne moze se u
potpunosti izbje¢i. Medutim, hladenjem mlijeka na temperaturi od 2 °C,
umjesto na temperaturama izmedu 4 1 7 °C koje su u praksi najcesce koriStene
temperature hladenja, statisti¢ki se znac¢ajno usporava njihov rast, proteoliticka
te lipoliticka aktivnost (Kumarsan i sur., 2007.). Koliformne bakterije,
premda neke od tih vrsta pripadaju skupini psihrotrofnih bakterija, druga su
skupina Gram-negativnih bakterija koja vrlo ¢esto kontaminira sirovo mlijeko.
Njihovo prisustvo u mlijeku indicira na fekalnu kontaminaciju te

253



D. Samarzija i sur.: Mikroorganizmi... Mljekarstvo 57 (4) 251-273, 2007.

kontaminaciju zemljom i vodom. Kada su koliformne bakterije prisute u
velikom broju uzrokuju pogresku izgleda i okusa mlijeka radi tvorbe plina i
povecanja kiselosti. Tipi¢ni predstavnici te skupine bakterija su Escherichia,
Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella, Proteus 1 Serratia spp. (Walker, 1988.;
Ledford, 1998.). Kako neke vrste koliformnih bakterija pripadaju skupini
enteropatogenih bakterija, njihovo prisustvo u sirovom mlijeku je potencijalno
opasno i za zdravlje ¢ovjeka (Desmarcheller i Fegan, 2002.).

Vrste Gram-negativnih psihrotrofnih bakterija u sirom mlijeku i njihova
proteoliticka i lipoliti¢ka aktivnost navedene su u tablici 1.

Tablica 1: Gram-negativne psihrotrofne bakterije u sirovom mlijeku i njihova
proteoliticka i lipoliticka aktivnost (modificirano prema Muir,
1996.)

Table 1: Psychrotropic Gram negative bacteria in raw milk and their
proteolitic and lipolitic activity (modify according to Muir, 1996)

Izolirani rodovi % Enzimatska aktivnost %
Isolates genus % Enzyme activity %
Sirovo . o eeen
Rod - Slflovo L1p011t1.c.lsa 1
mlijeko T . proteoliticka
Genus farma . Lipoliticka | Proteoliticka . .
Raw e Lipolytic Proteolytic oLty
milk Raw milk and
farm creamery proteolytic
Pseudomonas
(fluorescentni) 50,5 33,5 5 2 71
(fluorescing)
Pseudomonas
(ne-fluorescentni) 31,5 441 32 1 11
(non-fluorescing)
Enterobacteriaceae 15.8 8.5 2 ) 31
Aeromonas
Acinetobacter 0,0 6,2 5 9 36
Flavobacterium 1,3 4,0 6 6 24
Alcaligenes 0,9 1,5 0 0 92

Ukupan n uzoraka = 840 / Total n samples = 840
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Pasterizirano i sterilizirano mlijeko

Ispravno provedena pasterizacija i sterilizacija eliminira Gram-negativne
psihrotrofne bakterije koje su najceS¢i uzroCnici kvarenja sirovog,
pasteriziranog i steriliziranog mlijeka (Rogelj i Bogovi¢, 1990.; Elmher,
1998.; Eneroth i sur., 2000.). Izmedu psihrotrofne mikrobne populacije
Pseudomonas spp. najcesce su izolirane vrste njihovog kvarenja (Muir, 1996.;
Eneroth i sur., 2000.; Dogan i Boor, 2003.). Kvarenje pasteriziranog i
steriliziranog mlijeka uvjetovano je rastom tih bakterija u sirovom mlijeku
prije toplinske obrade i/ili aktivacijom njihovih termorezistentnih enzima
nakon toplinske obrade (Nelson, 1985.; Craven i sur. 1994.; Eneroth i
sur., 2000.). Takoder, kvarenje toplinski obradenog mlijeka psihrotrofnim
mikroorganizmima moze biti i posljedica naknadne kontaminacije (Rogelj i
Bogovié¢, 1990.; Eneroth i sur., 1998.; Eneroth i sur. 2000.). U
slucajevima vece kontaminacije sirovog mlijeka psihrotrofnim bakterijama
(~10°mL), vrijeme odrzivosti pasteriziranog mlijeka moze biti krade i do 14
dana od ocekivanog (Sorhaug i Stepainak, 1997.; Aaku i sur., 2004.).
Suprotno,  psihrotrofne  termorezistentne = Gram-pozitivne  bakterije
prezivljavaju toplinsku obradu mlijeka 1 nastavljaju svoj rast u ohladenom
mlijeku (Larsen i Jorgensen, 1997.; Huck i sur., 2007.). Za tri vrste,
Bacillus cereus, Bacillus circulans 1 Bacillus mycoides utvrdeno je da su
sposobne brzo rasti i razmnozavati se na temperaturama hladionika te tako
mogu postati glavni uzrocnici kvarenja mlijeka (Meer 1 sur. 1991.; Muir,
1996.; Lin i sur., 1998.). B. cereus u pasteriziranom mlijeku je dominantna
vrsta kada je temperatura hladenja visa od 7 °C, a vrijeme pohrane mlijeka
duze McGuiggan i sur., 1994.; TeGiffel i sur., 1997.; Eneroth i sur.,
2000.). Povecanje temperature pohrane ima znacajan utjecaj na povecanje
broja B. cereus bakterije u pasteriziranom mlijeku (tablica 2). Obi¢no je
prisutnost te bakterijske vrste u pasteriziranom mlijeku ¢esca tijekom ljetnog
(svibanj - listopad), u odnosu na zimski period, a prosjecno utvrdeni broj spora
je 2,6 - 3,0 logjo/mL (Larsen i sur., 1997.; Lopez-Pedemonte i sur.,
2003.). Broj B. cereus veéi od 10°/mL uzrokuje promjenu okusa pasteriziranog
mlijeka u necisti, voéni, gorki, uzegli okus te okus po kvascima, a moze biti i
uzro¢nikom njegovog slatkog zgrusavanja (Meer i sur., 1991.; Rukure i
sur., 2001.). Osim toga, B. cereus tvori nekoliko enterotoksina koji mogu
izazvati diareju 1 visoku temperaturu kod ljudi nakon konzumacije
pasteriziranog mlijeka (Christiansson, 2002.; Svenson i sur., 2005.).
Bacillus  coagulans 1 Bacillus stearothermdurans su najtolerantnije
sporotvorne vrste na temperaturno-vremenski rezim sterilizacije, mogu
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uzrokovati kiselu koagulaciju i siru slican okus i1 miris steriliziranog mlijeka.
Slatka koagulacija steriliziranog mlijeka posljedica je rasta Bacillus subtilis.
Medutim, ukoliko se ne radi o izuzetno velikom broju, Bacillus spp. nemaju
utjecaj na odrzivost pasteriziranog i steriliziranog mlijeka, kao niti na
promjenu okusa (Collins, 1981.; Grififiths i sur., 1988.; IDF Bulletin,
2000.) U steriliziranom mlijeku termostabilne proteinaze psifrotrofnih Gram-
negativnih bakterija hidrolizom kazeina izazivaju destabilizaciju micela
kazeina i1 koagulaciju sliénu koagulaciji himozinom (Law i sur., 1977,
Mitchel i Marshall, 1989.; Humamoto isur., 1993.). Na osnovu utvrdenih
rezultata istrazivanja kvalitete mlijeka, opcenito, moze se s velikom
vjerojatnosti zakljuciti da su gotovo sve neZeljene promjene okusa, mirisa i
prehrambene vrijednosti pasteriziranog i steriliziranog mlijeka uvjetovane
psihrotrofnim bakterijama. Te pogreSke nastaju zbog specifiéne enzimatske
ekstracelularne razgradnje proteina i masti koja se dogada zbog rasta
psihrotrofne Gram-negativne i1 Gram-pozitivne mikrobne populacije u sirovom
mlijeku, a koja se nastavlja i nakon njegove toplinske obrade (Law, 1979.;
McGuiggan isur., 1994.; Braun isur., 1999.; Boor i Murphy, 2002.).

Tablica 2: Rast B. cereus (log cfu mL™) u pasteriziranom mlijeku

pohranjenom na razlicitim temperaturama (izvor: Christiansson,
2002.)

Table 2: Growth of B. cereus (log cfu mL") in pasteurized milk at various
storage temperatures (sources: Christiansson, 2002)

Dani pohrane Temperatura pohrane / Storage temperature
Day of storage
6°C 7°C 8°C 9°C

1 - - - -
2 - - - -
3 - - - -
4 - - 0,0 1,0
5 - - 1,0 2,4
6 - 0,5 2,0 3,7
7 0,2 1,3 3,0 5,0
8 0,6 2,0 4,0 nd*
9 1,0 2,8 5,0 nd*
10 1,4 3,5 nd* nd*

nd* - nije utvrdeno / nd* - not determined
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Fermentirana mlijeka

Fermentirana mlijeka radi niske pH vrijednosti medija (~ 4,2 - 4,6) nisu
pogodna sredina za veéinu bakterija uzro¢nika kvarenja (Rossland i sur.,
2005.; Robinson i sur., 2002., 2006.). Kisela sredina u fermentiranom
mlijeku, medutim, moze favorizirati rast kvasaca i plijesni koji mijenjaju
izgled i okus proizvodu (Fleet, 1990.; Jordano i sur., 1991.; Robinson i
sur., 2002.). Plijesni Alternaria spp. ili Aspergillus spp. uzro€nici su promjene
izgleda ¢vrstog jogurta pojavom bijelih ili plavih kolonija u formi filma ili
prerastaju cijelu povrSinu proizvoda. Promjene okusa koji se opisuju kao
uzegli 1 okus po siru ili gorak okus, posljedica su hidrolitickog djelovanja
njihovih enzima na mlijecnu mast i protein (Rasi¢ i Kurman, 1978
Robinson 1 sur., 2006.). Suprotno, te plijesni rijetko su uzro€nici kvarenja
tekuceg jogurta zbog nedovoljno aerobne sredine tekuceg jogurta. Nepozeljnu
promjenu mirisa i okusa te smanjenje kvalitete u fermentiranom mlijeku mogu
uzrokovati i plijesni, Rhisopus, Penicillium, Candida te Geotrichum spp.
(Jordano 1 sur., 1991.; Gilliland, 1998.; Magan i sur., 2001.). Kvasci
Saccharomyces spp., Debaromyces hansenii, Kluyveromyces marxianus mogu
rasti u ¢vrstom i teku¢em fermentiranom mlijeku, neovisno imaju li ili nemaju
sposobnost fermentacije laktoze (Walker, 1988.; Tamime i Robinson,
2007.). Kvarenje fermentiranog mlijeka postaje vidljivo kad populacija
kvasaca dosegne razinu od 10° - 10° organizama/g (Seiler, 2002.). Prvi
vidljivi znak kontaminacije fermentiranog mlijeka je bubrenje pakovine
uzrokovano prekomjernom tvorbom plina. Na povrsini proizvoda pojavljuju se
prozirne, vlazne kolonije kvasaca, a okus i1 miris proizvoda ima izrazito
obiljezje po kvascima. Kod ¢vrstih proizvoda dolazi i do pojacane sinereze
(Rasi¢ 1 Kurman, 1978.; Magan 1 sur., 2001.; Viljoen 1 sur., 2003.). U
slucajevima znatne kontaminacije kvascima moze se dogoditi i pucanje
pakovine fermentiranog mlijeka. Prisutnost kvasaca i plijesni u fermentiranom
mlijeku uglavnom je posljedica naknadne infekcije proizvoda preko
nedovoljno Cistih uredaja te kontaminiranog zraka mljekare. Uzrok
kontaminaciji kvascima i plijesnima vrlo ¢esto su i kontaminirani dodaci,
prvenstveno voce, koji se koriste u proizvodnji voénih varijanti fermentiranog
mlijeka (Robinson isur., 2002.; Robinson isur., 2006.).

Vrhnje i maslac

Mikrobna populacija uzroc¢nika kvarenja vrhnja i maslaca prvenstveno je
ovisna o mikrobnoj populaciji sirovog mlijeka (Spreer, 1998.a, 1998.b;
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Wilbey, 2002.). Zato je osnovni preduvjet za uspjesnu proizvodnju vrhnja i
maslaca dobra bakterioloska kvaliteta sirovog mlijeka i §to krace vrijeme
njegove pohrane na niskim temperaturama (2 - 6 °C). Naime, zbog visokog
postotka mlije¢ne masti koju ti proizvodi sadrze, bilo koja mikrobna pogreska
sadrzana u mlijecnoj masti postaje u vrhnju i maslacu visestruko izrazena
(Varnam i Sutherland, 1996.a; Varnam i Sutherland, 1996.b). Osim
toga, neovisno koji nacin proizvodnje vrhnja i maslaca se koristi, tehnologija
proizvodnje u usporedbi s proizvodnjom pasteriziranog i/ili steriliziranog
mlijeka je viSestruko kompleksnija. Razlog kompleksnije proizvodnje su
odvojene tehnoloske operacije koje se koriste u proizvodnji tih proizvoda te je
moguénost mikrobne kontaminacije znatno veca (Spreer, 1998.a; Spreer,
1998.b). Za najkriticnije toCke u proizvodnji smatraju se vrijeme nakon
toplinske obrade 1 promjene temperatura tijekom njihove pohrane i distribucije
(Wilbey, 2002.). Kako se danas u proizvodnji vrhnja i maslaca koristi gotovo
isklju¢ivo ohladeno mlijeko, dominantni uzro¢nici kvarenja i smanjene
odrzivosti tih proizvoda su takoder psihrotrofni mikroorganizmi.
Pseudomonas spp. radi tvorbe termostabilnih enzima lipaza i proteinaza
uzrokuju kvarenje vrhnja i maslaca hidrolitickom razgradnjom proteina i
mlijecne masti (Causin, 1982.; Cox, 1993.; Spreer, 1998.; Marth, 1998.;
McPhee i1 Grffiths, 2002.). Pseudomonas fragi ili rjede Pseudomonas
fluorescens uzrocnici su vrlo Ceste pogreske uzeglog okusa tih proizvoda zbog
svoje lipoliticke sposobnosti razgradnje masti do slobodnih masnih kiselina.
Pseudomonas putrefaciens moze rasti na povrSini maslaca na temperaturi od 4
- 7 °C i nakon 7 - 10 dana uzrokovati miris po trulezi zbog oslobadanja
odredenih organskih kiselina, posebice izovaleri¢ne kiseline te povrSinske
pjegavosti na maslacu (Jay, 1992.; Koka i sur., 2001.; Munsch-
Alatossava i sur., 2005.). U¢inak naknadne kontaminacije psihrotrofnim
mikroorganizama na odrzivost pasteriziranog vrhnja prikazuje tablica 3.
Nezeljeni okus vrhnja i maslaca koji se opisuje kao uzegao, po sladu ili
atipican te crnu diskoloraciju maslaca uzrokuju plijesni Rhisopus, Geotrichum,
Penicillium 1 Cladosporium (Varnam 1 Sutherland, 1996.a, 1996.b;
Kornacki 1 Flowers, 1998.; Angelidis i sur., 2005.). Gorak okus vrhnja
moze biti uzrokom prisutnosti brojnih vrsta mikroorganizama. Medutim, zna
se da je taj okus rezultat mikrobne proteolize koja podize razinu hidrofobnih
peptida i/ili odredenih glicerida nastalih lipolitickom razgradnjom masti
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Tablica 3: Utjecaj naknadne kontaminacije psihrotrofnim bakterijama na

odrzZivost pasteriziranog vrhnja (modificirano prema McPhee i
Grffiths, 2002.)

Table 3: Effect of postpasteurization contamination by psycrotrophic bacteria
on shelf-life of cream (modify according to McPhee i Grffiths,

2002)
Odrzivost vrhnja / Shelf-life of cream
Nekontaminirano / No contamination Kontaminirano / Contaminated
Dani i
°C BP/ PC*/cfu mL" °C Dani | pp) pes/efy mp!
Days Days
3-5 49 - 28 4x10° 3-5 11-6 7x10°
7-10 35-20 7x10° 7-10 7-5 5x 107

BP/ PC* - Broj psihrotrofnih bakterija / Psychrotroph count

Tablica 4: Usporedba mikrobnog rasta u vrhnju bakterioloski dobre i lose
kvalitete, pohranjenom na 5 °C (modificirano prema Wilbey,
2002.)

Table 4: Comparison of microbial growth in good and poor cream held at
5 °C (modify according to Wilbey, 2002)

Kvalitetno vrhnje / Good cream Nekvalitetno vrhnje / Poor cream
Dani 5°C 5°C
Days
UB/TC* K/C** UB/TC* K/C**

0 1,9 - 20,0 -

1 2,1 - 20,0 -

2 32 - 25,0 +

3 2,9 - 25,0 ++

4 2,1 - 67,0 +++

6 2,5 - 560,0 +++

prihvatljivo neprihvatljivo

UB/TC* - Ukupan broj bakterija / Total bacterial count
K/C** - Koliformne bakterije / Coliforms
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(Wilbey, 2002.). Uzrocnici te pogreske, osim Proteus spp. i drugih Gram-
negativnih bakterijskih vrsta, mogu biti 1 neke vrste kvasaca 1 plijesni (Seiler,
2002.; Boer i sur., 2003.) Suprotno, mikrobne pogreske vrhnja i maslaca,
neovisno o sloZenosti tehnoloSkog procesa, su zanemarive kada su ti proizvodi
proizvedeni od sirovog mlijeka koje je sadrzavalo manje 20 000 bakterija/mL
(Kornacki 1 Flowers, 1998.). Usporedba mikrobnog rasta u vrhnju
proizvedenom od kvalitetnog mlijeka i mlijeka slabe bakterioloske kvalitete
prikazana je u tablici 4. Pocetno slabija mikrobna kvaliteta vrhnja (velik broj
bakterija), nakon 5 - 6 dana pohrane uzrokom je prekiselog i ne€istog mirisa i
okusa finalnog proizvoda.
Sir

Vidljive mikrobne pogreske sira dogadaju se u momentu kada je u siru,
zbog dominantnosti mikroorganizama uzro¢nika kvarenja, umanjena i/ili u
potpunosti zaustavljena aktivnost mikroorganizama iz sastava mikrobnih
kultura (autohtone, nedefinirane, definirane). U praksi, proces kvarenja sira
nastaje zbog samo nekoliko, a najceS¢e zbog samo jedne mikrobne vrste.
Ovisno o vrsti 1 broju mikroorganizama, pogreska sira moze se odnositi samo
na pogresku mirisa, okusa ili teksture tijesta sira, ili na sve pogreske
istovremeno (Walstra i1 sur., 1999.a; Cogan, 2002.; Bintis i Papademas,
2002.). Opseg bilo koje pojedinacne, ili svih pogreSaka istovremeno, moze biti
jace 1ili slabije izrazen, ali sir je uvijek slabije kvalitete. Razlog tome je
¢injenica da svaki sir u svakom momentu sadrzi veliki broj enzima razli¢itih
mikrobnih vrsta, ali dominantnost odredene vrste, osim trenutnih uvjeta u
mediju, odreduju metabolicki fenomeni, koji za neke mikrobne vrste znace
stimulaciju, a za druge inhibiciju rasta (Garbutt, 1997.; Fox 1 sur., 2000.;
Choisy isur., 2000.; Makalar i sur., 2003.). Obzirom na brojnost razlicitih
vrsta sira (> 2000) koje se medusobno mogu i1 znacajno razlikovati, vrlo je
tesko jednoznacno opisati mikrobne pogreske koje se odnose na sve sireve
(Spreer, 1998.c; Walstra, 1999.; Walstra, 1999.b; Corsetti i sur., 2001.).
Tako su jedino mikrobne pogreske zgruSavanja mlijeka zajedniCke svim
vrstama, a manifestiraju se produzenim vremenom zgrusavanja i umanjenom
kvalitetom sirnog gruSa. UzroCnici te pogreske uglavnom su psihrotrofne
Gram-negativne bakterije, najceS¢e Pseudomonas spp. i/ili njihovi
termostabilni proteoliticki enzimi (Fox, 1981.; McSweeney, 1997,
McPhee 1 Griffiths, 2003.). Enzimi tih bakterija ostaju u sirnom grusu te
kasnije uzrokuju atipi¢an okus, posebice polutvrdih i tvrdih sireva koji dugo
zriju (Fox, 1981.). Medutim, mikrobne lipaze, u odnosu na proteinaze,
odgovornije su za nezeljeni okus sira budu¢i se adsorbiraju na masne globule u

260



D. Samarzija i sur.: Mikroorganizmi... Mljekarstvo 57 (4) 251-273, 2007.

siru pa se neZeljena lipoliza odvija do kraja zrenja sira, dok se proteinaze
velikim dijelom izluéuju sirutkom (Fox i Stepaniak, 1983.; Stead, 1986.;
Cox, 1993.). Sporije stvaranje mlijeCne kiseline i zbog toga produZeno
vrijeme koagulacije proteina pripisuje se i kontaminaciji mlijeka koliformnim
bakterijama. Bacillus, Microccocus, Microbacterium 1 Enterococcus spp.
bakterije koje prezivljavaju uobicajenu temperaturu pasterizacije (72 °C/15
sekundi), druga su sljedec¢a skupina mikroorganizama koja moze uzrokovati
pogresku produzenog zgruSavanja mlijeka te umanjiti kvalitetu grusa
(Johnson, 1998.; Caceres isur., 1997.; Rukure i Bester, 2001.; Giraffa,
2003.; Canzek Majhenié, 2006.). Kako ta skupina bakterija vrlo slabo raste
u mlijeku, uzrocnici kvarenja postaju jedino u sluc¢ajevima kada je njihov broj
u mlijeku > 10%mL. Izgled mikrobne pogreske teksture tijesta sira ovisi o
skupini kojoj sir pripada. Tako je Zelatinozna i/ili sluzava tekstura svjezih
sireva (55 - 80 % vlage) direktna posljedica kontaminiranosti sira Gram-
negativnim  psihrotrofnim  mikroorganizmima, najceS¢e Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas fragi 1 Pseudomonas putida bakterijama
(Brocklehurst i Lund, 1985.; Fox 1 sur., 2000.). Indirektno, slaba/losa
tekstura svjezih sireva posljedica je djelovanja termostabilnih proteolitickih
enzima tih bakterija. Rastresitu (nepovezanu) teksturu svjezih sireva uzrokuju
mikroorganizmi koji stvaraju plin (uglavnom CO; i H;). Najcesce izolirani
uzroCnici su: Enterobacter aerogenes, Enterobacter agglomerans, Escherichia
coli, Alcaligenes, Achromobacter i1 Flavobacterium (Scott, 1998.; Fox isur.,
2000.). Rano nadimanje sireva je mikrobna pogreska teksture tijesta polutvrdih
i tvrdih sireva (Walker, 1988.). Takav sir na prerezu ima manji ili ve¢i broj
malih do srednje velikih okruglih rupica, ili se pogreska vidi u obliku uskih
dugoljastih otvora, pukotina, zareza (Kosikovski i Mistry, 1997.). Pogreska
ranog nadimanja potom lancano izaziva druge mikrobne pogreske teksture,
okusa 1 mirisa sira. Koliformne bakterije, Escherichia, Enterobacter,
Aerobacter, Citrobacter, Klebsiella, Proteus, Serratia spp. najcesée su
izolirani uzro¢nici ranog nadimanja sira. Uzro¢nici pogreske ranog nadimanja
sira mogu biti 1 kvasci koji imaju sposobnost hidrolize laktoze (Fleet, 1990.;
Westall i Filtenborg, 1998.; Desmarcheller i Fegan, 2002.). U odnosu
na tvrde sireve, rano nadimanje ¢eS¢a je pogreSka polutvrdih sireva (Fox i
sur., 2000.). Mikrobna pogreska teksture tijesta - kasno nadimanje,
karakteristi¢na je za polutvrde i tvrde sireve i dogada se na kraju perioda
zrenja sira. Uzrocnici su anaerobni, ili fakultativno anaerobni mikroorganizmi
koji obilno stvaraju plinove CO, i H, (Choisy i sur., 2000.; Rukure 1
Bester, 2001.; Cogan i Befesford, 2002.). Ovisno o koli¢ini stvorenog
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plina i stupnju elasti¢nosti/¢vrstoci tijesta, kasno nadimanje sira prepoznaje se
po nekoliko malih atipi¢nih o€iju (rupica), ili ¢es¢e po vec¢em broju velikih
o€iju (rupa) razasutih u tijestu sira. Vrlo Cesto tu pogresku karakteriziraju 1
napukline i/ili pukotine u tijestu sira (Kosikovski i Mistry, 1997.; Fox i
sur., 2000.; Cogan i Befesford, 2002.). Izmedu razli¢itih mikrobnih vrsta
koje uzrokuju kasno nadimanje sira, Clostridium spp. su najéesce izolirani
uzro¢nici (Ingham i sur., 1998.; Aureli i Franciosa, 2002.). Za razliku od
uzro¢nika pogreske ranog nadimanja sira, koji moraju biti prisutni u velikom
broju (> 10%g), potreban broj Clostridium spp. bakterija u mlijeku za pogresku
kasnog nadimanja izrazito je mali (Aureli i Franciosa, 2002.). Na primjer,
dovoljno je samo 5 - 10 spora C. tyrobutyricum u litri mlijeka za kasno
nadimanje sira Gaude. Medutim, ovisno o vrsti, izolirani broj spora iz
pokvarenog sira je izmedu 10* do 107/g za C. tyrobutirycum te izmedu 10° do
10%g za C. sporogenes (Yi-Cheng i Ingham, 2000.). Osim Clostridium spp.
bakterija, kasno nadimanje sira mogu izazvati i ostali anaerobni i fakultativno
anaerobni mikroorganizmi, odnosno oni mikroorganizmi koji su sposobni
stvarati plin razgradnjom laktoze, laktata, citrata i1 uree prisutne u siru te
katabolizmom aminokiselina. Medutim, kasno nadimanje sira koje nastaje
dekarboksilacijom glutaminske kiseline u CO; i 4-aminomasla¢nu kiselinu
odnosi se jedino na sireve za Ciju se proizvodnju koristi termofilna mikrobna
kultura sastavljena od sojeva Streptococcus thermophilus 1 Lactobacillus
helveticus (Chapman i Sharpe, 1985.; Johnson, 1998.; Scott, 1998.).
Otvori/pukotine/rupice u tijestu sira, koji nastaju kao posljedica kasnog
nadimanja tako mogu biti uzrokovani obligatnim heterofermentativnim
laktobacilima te fakultativno anaerobnim laktobacilima sekundarne mikrobne
populacije koja uvijek kontaminira sir. Za vidljivi oblik pogreske ti
mikroorganizmi moraju biti prisutni u broju > 10%g sira. Premda mnogo rjede,
izgledom isti oblik pogreske kasnog nadimanja sira, mogu uzrokovati Bacillus
spp., koliformni organizmi, kvasci, laktokoki, streptokoki, propionske
bakterije 1 Leuconostoc spp. (Johnson, 1998.; Scott, 1998.; Rukure i
Bester, 2001.; Stepaniak, 2002.; Boer i sur., 2003.). Pogreska okusa sira
nedjeljiva je od pogreske mirisa, arome i teksture sira. Ona se moze opisati
kao zbir svih tehnoloskih i1 mikrobnih pogreSaka tijekom proizvodnje
(McSweeney, 1997.; Urbach, 1997.; Spreer, 1998.c). Mikrobne pogreske
okusa, nastale isklju¢ivim djelovanjem mikroorganizama uzro¢nika kvarenja
(Pseudomonas spp., koliformni mikroorganizam, kvasci i plijesni) opisuju se
jednom rijeci - strani okus. Poblizi opis pogreske uvjetovan je mikrobnom
vrstom koja je pogresku izazvala. Tako su mikroorganizmi koji uzrokuju rano
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nadimanje sira razlogom pogreske okusa i mirisa koje se opisno izrazavaju kao
strani miris i okus, po trulom, po amonijaku, po gnoju (fekalijama), pokvaren i
sli¢no. Promijenjeni okus i miris sireva, uzrokovan uzro¢nicima kasnog
nadimanja, opisuje se kao izrazito gorak, miris i okus po maslac¢noj kiselini
(Cocolin 1 sur., 2004.). Osim za sireve koji zriju s plijesnima ili mazom na
povrsini sira, kontaminacija sira kvascima i plijesnima nepozeljna je i smatra
se pogreskom za sve ostale sireve (Addis isur., 2001.) Pogreske se ocituju u
promjeni mirisa, okusa i teksture tijesta te promjenama na kori (vanjskoj
povrsini) sira. Heterofermentativna priroda kvasaca uvjetuje stvaranje
alkohola i CO, u siru, tako da se pogreska vrlo jednostavno moze pripisati
kvascima 1 u slucajevima kada kolonije kvasaca nisu vidljive (Westall 1
Filtenborg, 1998.; Boer i sur., 2003.; Masoud i1 Jakobsen, 2003.). Okus
sira se mijenja, a opisuje se pojmom - okus po kvascima. Lipoliti¢ka aktivnost
kvasaca moze izazvati uzegao, gorak okus, a slobodne masne kiseline u
kombinaciji s alkoholom uvjetuju okus po vocu (Seiler, 2002.). Rjede, kvasci
uzrokuju uske otvore ili male okrugle rupice u tijestu sira. Kvasci su i
uzroCnici sluzave kore, djelomicne diskoloracije ili ruzicaste boje vanjskog
izgleda sira (Farkye i Vadamuthu, 2002.; Johnson, 1998.). Medu inim
pogreSkama vanjskog izgleda sira pojava smede boje (pigmentacije) smatra se
ozbiljnom pogreskom vanjskog izgleda (Carreira i sur., 1998.). Smedenje
kore je pogreska koja se moze javiti kod svih polutvrdih i tvrdih sireva
(Ementalac, Tilzit, Provalone, Grana Padano, Pekorino Romano, Parmesan
itd). Proces moZze =zahvatiti cijelu povrSinu sira 1 poprimiti potpuno
tamnosmedu boju. Ponekad, ta smeda boja moze penetrirati od 1 - 3 cm ispod
kore u wunutraSnjost sira (Walstra 1 sur., 1999.a). Smedeljubicasta
pigmentacija na prerezu te na povrSini sira pogreska je i sireva koji zriju
djelovanjem plemenitih plijesni (npr. Brie, Gorgonzola). Smedenje kore 1/ili
povrSine kao i unutra$njosti sira, vrlo Cesto zapocinje u prvoj fazi zrenja
izmedu 8 1 12 dana (Johnson, 1998.; van den Tempel i Nielsen, 2000.). U
tom razdoblju obi¢no se najprije javlja viskozni crvenkasti film (maz) koji
potom postepeno poprima smedu boju. Pranje 1 premjestanje sira u uvjete visih
temperatura i nize relativne vlage ne eliminira zapoceti proces, ve¢ se proces
nastavlja, a kora sira je na kraju zrenja potpuno tamnosmede boje.
Identificirani mikrobni uzro¢nici te pojave bakterijske su vrste Pseudomonas i
Brevibacterium te kvasci 1 plijesni, a posebice Yarrowia lipolitica 1 Candida
catenulata. Pogreska sluzavosti kore polutvrdih i tvrdih sireva pripisuje se
istovremenom djelovanju kvasaca 1 proteolitickom djelovanju Pseudomonas
spp. bakterija (Carreira i sur., 1998.). Neke vrste mekih sireva, npr.
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Romadur, Limburger, Tilzit, Camembert zriju djelovanjem mikrobne
populacije na povrSini sira. Specifi¢nost tih vrsta sireva je u izuzetno
kompleksnoj interakciji razli¢itih mikrobnih vrsta koje sudjeluju u formiranju
izgleda, okusa i teksture tih sireva (Scott, 1998.; Corsetti i sur., 2001.).
Zbog tih posebnosti bilo koja promjena mikrobnih interakcija nuzno negativno
utjece na sve ostale karakteristike sira. Iz tih razloga nemoguce je definirati
to¢an uzrok pogreske povrSine mekih sireva (Addis 1 sur., 2001.; Cogan,
2002.). Za meke sireve koji zriju djelovanjem bakterija na povrSini sira, a
jednim se imenom nazivaju bakterije crvenog maza («coryneform bakterije»),
najozbiljnijom pogreskom smatra se kontaminacija plijesnima. Rastom plijesni
onemogucen je rast tih bakterija koje presudno utjecu na formiranje
karakteristicnog okusa tih vrsta sireva (Johnson, 1998.; Farkye i
Vadamuthu, 2002.). Kontaminacija povrSine sireva plijesnima, u smislu
negativnog djelovanja na okus, posebno je znacajna za meke sireve koji zriju
duze od 4 tjedna (npr. Tilzit). Pljesniv sir - opis je te pogreske. PovrSina takvih
sireva obicno je prekrivena bijelim, plavim, zelenim, ili sivim kolonijama koje
mogu pripadati vrstama Cladosporium, Penicillium, Aspergillus, ali 1 mnogim
drugim vrstama plijesni (Gripon, 1997.) Oku nevidljiva kontaminacija
plijesnima, uglavnom je vezana na vrste Fusarium plijesni (Farkye 1
Vadamuth, 2002.). Cestom pogreskom vanjskog izgleda mekih sireva, za
koje je karakteristicna fermentacija djelovanjem bakterija mlije¢ne kiseline,
smatra se pojava narancastih mrlja (Masoud i Jakobsen, 2003.). Uz
Brevibacterium linens, uzro€nici te pogreSke mogu biti 1 Staphylococcus
saprophyticus i Staphylococcus equorum bakterije.

Zakljucak

Mikroorganizmi - uzro¢nici kvarenja mlijeka i mlije¢nih proizvoda
umanjuju kvalitetu i smanjuju vijek trajanja proizvoda te znacajno poskupljuju
proizvodnju. Svrha ovog rada bila je ukratko opisati neZeljene promjene
sirovog, pasteriziranog, steriliziranog mlijeka, fermentiranih mlijeka, vrhnja,
maslaca 1 sira 1 istaknuti najceS¢e izolirane mikrobne uzro¢nike tih promjena.
Redovita kontrola i identifikacija mikroorganizama uzro¢nika kvarenja u
mljekarskoj industriji znacajno doprinosi poboljSanju kvalitete proizvoda i
povecanju dobiti.
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SPOILAGE MICROORGANISMS IN MILK AND DAIRY
PRODUCTS

Summary

Spoilage microorganisms cause changes of primary characteristics and
properties of milk and dairy products. The product defects depends on the
specific species and number of microorganisms involved in pre- and post-
technological processing. Most often, these changes are related to single
undesirable sensory characteristic, smell, flavour or conistency. However, in
the case of heavier microbial contamination all these undesirable
characteristics can occur simultaneously. Besides, even small changes caused
by presence of spoilage microorganisms lead to decreased quality of milk and
various dairy products. Despite of the importance for the overall quality, the
control of spoilage microorganisms for dairy industry is not obligated and
therefore, only a few producers control them. Therefore, the present study
describes the undesirable effect of spoilage microorganisms on quality of raw,
pasteurized and sterilized milk, fermented milk, butter, sour cream and
cheeses with the intention to emphasize the importance and significance of
their control in the dairy industry.

Key words: spoilage microorganisms, milk, dairy products
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