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Uved

U savremenoj proizvodnji mleka, primarnoj manipulaciji mleka posve-
¢uje se velika paZnja. Ova faza obrade mleka ima naroéiti znataj za snabdeva-
nje velikih gradova mlekom i fabrika za preradu mleka. Cesto je podrudje sa
koga se mleko sabire veoma veliko, pa udaljenost od mesta proizvodnje one-
mogucéava dvokratno prihvatanje mleka. Stoga se bez moguénosti za odrZava-

nje niskih temperatura mleka ne moZe ni zamisliti snabdevanje vetih mlekara
mlekom.

Natin dobijanja mleka (muZa, sabiranje, transport i hladenje) utice na
higijenski kvalitet mleka, a prisustvo psihrofilnih bakterija je od presudnog
znadaja.

U radu Schmidi-Nielsen (1902) je opisana grupa bakterija koje rastu na
temperaturi bliskoj 0°C i prvi put upotrebljen termin »psihrofilan«. Ovi mikro-
organizmi mogu da se razvijaju sporo na niskoj temperaturi, niZoj od 5°C, ali
je njihovo razviée mnogo brZe na 20—30°C te je dalo povoda da se nazovu
hladnotolerantni ili psihrotolerantni. Eddy (1960) je dao predlog koji je akcep-
tiran od vige autora i daje logitan i odgovarajuéi termin »psihrotrofan« koji je
predloZio Mossel (1960) te njime oznaio sve bakterije koje rastu na 5°C ili
niZoj, ne ulazeéi u to koja im je optimalna i maksimalna temperatura rasta.
Termin »psihrofilan« je zadrZan, i dalje se koristi samo za sojeve s niZim tem-
peraturnim optimumom, odnosno za sojeve koji mogu da se razmnoZavaju ha
3°C, a optimalna temperatura za njihovo razviée lezi ispod 20°C.

Ovaj termin je sada opste prihvaten u mikrobiolo§koj literaturi.

Osim psihrofilnih mikreoorganizama u uZem smislu te reéi i mnogi mezo-
filni mikroorganizmi se mogu razvijati na temperaturama hladenja mleka.

Davis (1951.) iznosi niz podataka o selektivnom dejstvu temperature na
mikrofloru mleka i navodi da u mleku drZanom na temperaturi ispod 5°C ug-
lavnom preovliaduju Pseudomon as vrste, na temperaturi od 5—10°C P r o-
teus, Micrococcus i Alcaligenes, a od 10—159 Aerobacter
i mleéne streptokoke.

+ Referat sa IX seminara za mljekapsku industriju, odrZzanog 10—12. IX 1971., Tehnolodki
fakultet, Zagreb.
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S obzirom na ¢injenicu da su psihrofilni mikroorganizmi $iroko rasprostra-
njeni u prirodi i da se nalaze u vodi, zemlji§tu, mulju i na biljnoj hrani, po~
stoje mnogobrojne i vrlo razlidite moguénosti za kontaminaciju mleka ovim
mikroorganizmima. Jones i Thomas su zabeleZzili interesantan slu¢aj razvoja
jedne vrste Flavobacterium u ledenoj vodi rashladivada buckalice. Vo-
da je bila zagadena prljav§tinom sa spoljne strane kante dok su niska tempe-
ratura i konstantno provetravanje vode dejstvovali selektivno na bakterijsku
floru.

U mleku sa farme koje se hladi u rezervoarima i dr#i na 3—4°C ne vidi se
razviée mikroorganizama za vreme od 48 &asova. Posle trodnevnog lagerovanja
desto se zapaZa razviée manje ili viSe vaZnih psihrofilnih bakterija. To zavisi
od broja i prirode bakterija, od vremena trajanja muZe i hladenja.

Ako temperatura lagerovanja dostigne 7—=8°C, mogu se razviti psihrofilne
bakterije ¢ak i pre 48 &asova lagerovanja, a na 10°C razmnoZavanje moZe biti
obimmo.

Pgihrofilni mikroorganizmi u mleku prvenstveno razlaZu belanevine i
masti, dok mleéni Seer gotovo uopite ne transformi$u. Zbog toga se reakcija
mleka ne menja ili jedva primetno postaje alkalna. Medutim, usled nastalih
proteolititkih i lipoliti¢kih promena &esto dolazi do promene ukusa mleka.

Nashif i Nelson (1953) dokazali su da vife sojeva psihrofilnih bakterija
koje nisu specijalno termorezistentne, proizvode fermorezistentne lipaze koje
se samo parcijalno inaktivi§u temperaturom od 99°C za vife minuta.

Ovi encimi su sasvim sposobni da preZive pasterizaciju pavlake na naéin
koji se obavlja u mlekarskoj industriji. Proizvodnja lipaze je varijabilna i za-
visi od vrste i soja bakterija, optimalne temperature i pH.

Isti autori su ispitali lipazu koju proizvodi Pseudomonas fragi.
Proizvodnja encima je aktivnija kada se bakterije kultivi¥u na niZim tem-
peraturama. Maslac menja izgled primetno za vreme lagerovanja na niskim
temperaturama. Ove promene su izraZenije na 5°C nego na —10°C,

Proteoliti¢ki cncimi su najaktivniji na relativno visokim temperaturama,
dok izvesni mogu biti aktivni i na niZim. Ekstracelularni proteolititki encimi
koje proizvodi Pseudomonas fluorescens, oslobadaju se na 0° brie
nego na visim temperaturama. Medutim, aktivnost ovih encima se povetava
s temperaturom.

Usled nastalih proteoliti¢kih i lipoliti¢kih promena, &esto dolazi do pro-
mene ukusa mleka. Ljunggren i Stergards (1959) navode da se usled dejstva
psihrofila najée$ée javlja gorak ukus koji moZe biti manje ili vife izraZen.
Ovi autori smatraju da do gorkog ukusa dolazi usled prisustva tributirina, a
da nastaje djestvom lipoliti¢kih fermenata psihrofilnih bakterija na fosfoli-
pidnu membranu masnih kapljica. y

Usled dejstva psihrofilnih mikroorganizama u mleku dolazi do pojave lo-
javog i uZeglog ukusa kao i mirisa na ribu i drugih stranih mirisa. Tako su
Pseudomonas fluorescens i Pseudomonas fragi izolovani
iz uZeglog maslaca i pavlake. Pseudomonas fragi proizvodi karak-
teristi¢an miris na majske jabuke. Miris se otkriva pre nego $to se primeti
uZeglost. Izolovan je iz mleka, pavlake, maslaca i sitnog sira. Pseudomo-
nas nigricans stvara tamnu skramu na blago soljenu maslacu, dok P s e u-
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domonas viscosum stvara Zuékastu sluzavu skramu na sitnom siru koji
- postaje bljutavo gorak. Pored navedenih promena, psihrofili mogu da dovedu
i do promene konzistencije mleka u ¢emu se narodito istiéu neke vrste Pseu-
domonas.

Mleko podleZe promenama za vreme Cuvanja na niskim temperaturama
u pogledu ravnoteZe soli kalcijuma, rastvorljivih fosfata i koloida, koje se
izrazavaju naroéito u produZenju koagulacije mleka sirilom.

Zbog svoje slabe termorezistentnosti psihrofilne mikroorganizme uni3ta-
va temperatura pasterizacije. Mali broj fakultativnih psihrofila odnosno
psihrotrofa moZ%e da preZivi temperaturu pasterizacije i da kasnije u
mleénim proizvodima dovede do neZeljenih promena. Promenjen ukus (gorak,
zagoreo, uzegao) ne nestaje pasterizacijom.

Macaylas i sar. (1963) su ispitali efekat pasterizacije (73°C 15”) na pre-
Zivljavanje izvesnih sojeva Pseudomonas i Alcaligenes i sup-
rotno mi§ljenju mnogih autora, dokazali da preZivljavaju pasterizaciju.

Promene koje psihrofili izazivaju u mleku do njegove pasterizacije odra-
Zavaju se na kvalitet namirnica proizvedenih od takvog mleka koje mogu da
dovedu kod osetljivih osoba i dece do poremeéaja zdravlja, koje se uglavnom
manifestuje simptomima od strane gastrointestinalnog trakta.

S obzirom na ¢&injenicu da se u naSo] zemlji sve viSe prelazi na jedno-
dnevno i dvodnevno sakupljanje mleka uporedo s hladenjem na mestu pro-
izvodnje, utvrdivanju psihrofilnih mikroorganizama u mleku obraéa se sve
veta paZnja. U naZoj zemlji nije dovoljno proudena ova problematika pa smo
odludili da

— ispitamo zastupljenost psihrofilnih bakterija u ukupnoj mikroflori mle-

ka i

— izvrsimo identifikaciju karakteristi¢nih sojeva psihrofilnih bakterija.

Materijal i metodika rada

Rad se odnosio na ispitivanje bakterioloS8kog kvaliteta sirovog mleka s
posebnim osvrtom na prisustvo i dokazivanje psihrofilnih bakterija. Ispiti-
vanja su obavljena na podrudju Zupanje tokom juna i oktobra meseca 1969.
Uzorci mleka od velernje i jutarnje muZe su uzimani pod sterilnim uslovima
na farmama i sabirali§tu, na rampi mlekare kao i iz prijemnog bazena mle-
kare, a transportovani i duvani u prirudnim friziderima. Farme i sabirali§ta
su snabdeveni rashladnim uredajima.

Analizirano je ukupno 32 uzorka mleka., Ispitivanje je usmereno na
odredivanje broja mezofilnih i psihrofilnih bakterija kao i na izolovanje
pojedinih sojeva psihrofilnih bakterija i njihovu determinaciju. Radi utvr-
divanja ukupnog broja mezofilnih bakterija zasejavanje je vrSeno metodom
pé Koch-u, na Petri ¥olji koriste¢i kao podlogu hranljivi agar proizvodnje
»Torlak«. Inkubacija je izvodenha na 32°C u toku 48 Zasova. Ista metoda je
koriSéena i za odredivanje ukupnog broja psihrofilnih mikroorganizama s
tim 8to je inkubacija trajala 21 dan na 4°C. Posle odredene. vremenske in-
kubacije vrSeno je pikiranje karakteristitnih kolonija sa Petri Solja i pre-
noSenje u lakmus mleko. Izabrani sojevi su nekoliko puta pasaZirani radi
aktiviranja za zasejavanje na biohemijske serije.
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Za determinaciju psihrofilnih gramnegativnih $tapiéastih bakterija i
izdvajanje ovih bakferija iz porodice Enterobacteriaceae, koriite-
na je metoda po Bittiaux-u koja se primenjuje u Pasterovom institutu u
Lilu, a sastoji se iz sledetih ispitivanja:

morfologija bakterija,

pokretljivost,

ispitivanje cilijarnog sistemas,

izgled kolonija,

sposobnost stvaranja pigmenata,

oksidacija i fermentacija ugljenih hidrata,
razlaganje manita,

stvaranje indola i H=S

ispitivanje oksidaze kao i

koriséenje kiseonika.

Determinacija bakterija iz porodice Enterobacteriaceae izvr-
fena je po Kauffmann-u, koriste¢i pored navedenih analiza i IMVi C. Bak-
terije iz rodova Micrococcus 1 Streptococcus su determinisane
po Bergey-u.

Rezultati ispitivanja i diskusija

Bakterioloska kontaminacija sirovog mleka u pogledu broja aerobnih
mezofilnih bakterija i broja psihrofilnih bakterija je prikazana u sledeto]
tabeli.

Datum uzimanja Ukupan broj Ukupan broj Zastupljenost

uzorka mezofilnih psihrofilnih psihrofilnih
bakterija bakterija bakterijau e
17. VI 1969, 4,74 X108 1,92X 108 40,5
17. VI 3,8 X10° 1,6 X108 39,47
18. VI 1,45X108 1,3 X108 89,65
18. VI 2,52X10° 2,02 X108 80,16
18. VI 1,7 X108 1,68X10® 98,82
18. VI 3,6 X10° 2,45X108 68,05
18. VI 7,0 X10° 4.3 X108 61,43
18. VI 8,6 X10° 5,2 X10° 78,79
19. VI 6,1 X10¢ 5,0 X108 81,98
19. VI 7,5 X108 2,3 X108 30,67
19. VI 5,9 X108 2,715 X108 46,61
19. VI 4,0 X108 2,03X108 50,75
18. VI 2,1 X107 1,1 X107 52,38
18. VI 1,2 X107 5,5 X108 ' 45,83
19. VI 1,05X107 4,2 X108 40,00
19. VI 6,8 X10° 2,77 X108 40,73
9. X 9,0 X10° 7,0 X10° 77,78
9 X 6,1 X108 5,0 X108 81,96
9. X 9,5 X10° ‘ 7,5 X108 78,95
9. X 3,6 X108 1,5 X10° 42.86
9. X 50 X108 1,2 X108 24,00
10. X 4,2 X10°® 1,0 X108 23,81
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Datum uzi}nanjaw Ukupan br})i, Ukupan broj Zastupljenost

uzorka mezofilnih psihrofilnih psihrofilnih
bakterija bakterija bakterija u %

10. X 3,8 X108 1,45 X108 38,16
10. X 6,5 X10° 1,62X 168 23,38
10. X 5,5 X108 2,25X 108 40,91
10. X 3,2 X10® 2,29 X108 71,56

9. X 3,0 X103 9,0 X10% 30,00

9. X 4,0 X10° 6,0 X10* 15,00

9. X 1,0 X108 2,0 X10* 20,00

9. X 1,7 X108 5,0 X102 29,41

9. X 1,62X10° 7,5 X108 46,30

9. X 1,3 X10°® 1,24 X108 9,54

Kao §to se iz tabele vidi procenat zastupljenosti psihrofilnih bakterija
u ukupnoj mikroflori mleka je varirao od 9,5 do 98,82. U 13 slufajeva pro-
cenat psihrofilnih bakterija iznosio je preko 50, a u 19 ispod 50.

Takode se iz tabele uofava da je 90,6° ¢ uzoraka sirovog mleka bilo bak-
teriolo$ki ispravno u pogledu broja mezofilnih bakterija kontaminenata.
Ovakva bakteriolofka slika je rezultat pravilno primenjenih postupaka hla-
denja. Konstatovanje velikog broja psihrofilnih bakterija u sirovom mleku
ukazuje da su higijenski uslovi na mestu proizvodnje i primarne obrade
mleka lo$i ili da je voda koja se koristi za sanitizaciju opreme i uredaja na
ovim mestima zagadena psihrofilnim mikroorganizmima.

Rezultati na8ih ispitivanja u pogledu wvelike zastupljenosti psihrofilnih
bakterija otkrivaju zabrinjavajuée stanje hladenog mileka, jer su poznate
neZeljene posledice njihove biochemijske aktivnosti. Smatramo, da je za kva-
litet mleka mnogo vaZnije prisustvo specifiénih vrsta bakterija od ukupnog
broja kontaminenata koji slabo razgraduju komponente mleka.

Iz materijala je izolovano 128 sojeva psihrofilnih bakterija. Njithova
grupna determinacija je pokazala sledeféu procentualnu zastupljenost:

gramnegativne §tapicaste bakterije 69,5%0
grampozitivne koke 28,8%
kvasnice 1,7%¢

Pojedinaéni identifikovani sojevi pripadali su vrstama u okviru slede-
¢ih rodova:

Genus Flavobacterium Flavobacterium spp. 21,9%%
Genus Escherichia Escherichia coli 16,4%,
Genus Achromobacter Achromobacter spp. 11,7%0
Genus Citrobacter Citrobacter intermedium 8,6%/n
Genus Alcaligenes Alcaligenes spp. : 4,6%
Genus Aeromonas Aeromonas spp. 3,1%0
Genus Pseudomonas Pseudomonas spp. 3,1%0
Genus Micrococcus Micrococcus caseolyticum 14,100

Micrococcus candidus 10,9%

Micrococcus roseus 0,8%%

Micrococecus luteus 0,8%
Genus Streptococcus Streptococcus lactis 2,3%
Genus Saccharomyces Saccharomyces spp. 1,7%/4
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Kao §to se vidi iz ovog pregleda procentualno su najviSe bili zastuplje-
nisojevi Flavobacterium, Achromobacter, predstavnici roda Mi-
crococcus i Escherichia. Do slitnih rezultata u pogledu zastuplje-
nosti pojedinih vrsta dofao je Andrey (1959.) analizirajuéi 220 sojeva psihro-
filnih bakterija izolovanih iz mleka. Najzastupljenije vrste su bile:

Achromobacter 37%
Flavobacterium 29%/q
Pseudomonas 17%/

dok su ostali sojevi pripadali rodovima: Micrococcus i Aerobacter.

Mossel (1964.) je ispitujuéi 42 uzorka hladenih namirnica izolovao:
58%/y gramnegativnih Stapiéastih bakterija

28% grampozitivnih koka

7% kvasnica i

7%y grampozitivnih Stapic¢astih bakterija.

Nasi podaci koji se odnose na prisustve grampozitivnih koka se u pot-
punosti slaZu sa gore navedenim rezultatom. U odnosu na ostale ispitivane
grupe mikroorganizama uofena su izvesna odstupanja.

Zakljuéak

Na osnovu sprovedenih ispitivanja moZe se konstatovati sledece:

— da su postojale vidljive razlike u procentualnoj zastupljenosti psihrofil-
nih bakterija u ukupnoj mikroflori mleka. Ove varijacije su iznosile od
9,5 do 98,82%; :

— da veliki brojevi psihrofilnih bakterija hladenog mleka ukazuju na ne-
dovoljne higijenske mere kod primarnih manipulacija s mlekom;

— da su gramnegativne Stapiéaste bakterije predstavljale dominantnu mi-
krofloru u istraZivanom materijalu;
— da je identifikovano 128 sojeva psihrofilnih bakterija.

Najveéi procenat identifikovanih sojeva je pripadao sledeé¢im vrstama:

Flavobacterium spp. Escherichia coli, Micrococcus ca-
seolyticus i Achromobacter spp.
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