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Uvod 

U savremenoj proizvodnji mleka, p r imarno j manipulaci j i mleka posve
ćuje se vel ika pažnja. Ova faza obrade mleka ima naroči t i značaj za snabdeva-
nje vel ikih gradova mlekom i fabr ika za p r e r a d u mleka . Često je područje sa 
koga se mleko sabire veoma veliko, pa udal jenost od mesta proizvodnje one
mogućava dvokra tno pr ihvatanje mleka . Stoga se bez mogućnost i za održava
nje niskih t empera tu ra mleka ne može ni zamisli t i snabdevanje većih mlekara 
mlekom. 

Način dobijanja mleka (muža, sabiranje, t r anspor t i hlađenje) ut iče na 
higi jenski kval i te t mleka, a prisustvo psihrofi lnih bak te r i j a je od presudnog 
značaja. 

U r a d u Schmidt-Nielsen (1902) je opisana g rupa bakter i ja koje ras tu na 
t empera tu r i bliskoj 0°C i prv i pu t upotrebi] en t e r m i n »psihrofilan«. Ovi mik ro 
organizmi mogu da se razvijaju sporo na niskoj t empera tu r i , nižoj od 5°C, ali 
je njihovo razviće mnogo brže n a 20—30°C te je dalo povoda da se nazovu 
h ladnoto le ran tn i ili ps ihrotolerantni . Eddy (1960) je dao predlog koji je akcep-
t i ran od više autora i daje logičan i odgovarajući t e r m i n »psihrotrofan« koji je 
predložio Mossel (1960) te nj ime označio sve bak te r i j e koje ras tu na 5°C ili 
nižoj, ne ulazeći u to koja im je opt imalna i maks ima lna t e m p e r a t u r a rasta . 
Te rmin »psihrofilan« je zadržan, i dal je se kor is t i samo za sojeve s nižim tem
p e r a t u r n i m opt imumom, odnosno za sojeve koji mogu da se razmnožavaju na 
3°C, a opt imalna t empera tu ra za njihovo razviće leži ispod 20°C. 

Ovaj t e rmin je sada opšte p r ihvaćen u mikrobiološkoj l i te ra tur i . 
Osim psihrofilnih mikroorganizama u užem smislu te reči i mnogi mezo-

filni mikroorganizmi se mogu razvijat i na t e m p e r a t u r a m a hlađenja mleka . 

Davis (1951.) iznosi niz poda taka o se lekt ivnom dejstvu t e m p e r a t u r e na 
mikrof loru mleka i navodi da u mleku d ržanom na t empe ra tu r i ispod 5°C ug
lavnom preovlađuju P s e u d o m o n a s vrs te , n a t empe ra tu r i od 5—10°C P r o 
t e u s , M i c r o c o c c u s ! A l c a l i g e n e s, a od 10—15° A e r o b a c t e r 
i mlečne s t reptokoke. 

* Beferat sa IX seminara za mljelkansiku industriju, održanog 10—12. II 1971., Tehnološki 
fakultet, Zagreb. 



S obzirom n a činjenicu da su psihrofilni mikroorganizmi široko raspros t ra
njeni u pr i rodi i da se na laze u vodi, zemljištu, mul ju i n a biljnoj hrani , po
stoje mnogobrojne i vr lo različite mogućnosti za kontaminaci ju mleka ovim 
mikroorganizmima. Jones i Thomas su zabeležili in te resan tan slučaj razvoja 
j edne vrs te F l a v o b a c t e r i u m u ledenoj vodi rashlađivača bućkalice. Vo
da je bi la zagađena pr l javš t inom sa spoljne s t rane kan t e dok su niska t empe
r a t u r a i kons tan tno p rove t ravan je vode dejstvovali selekt ivno na bakter i j sku 
floru. 

U mleku sa fa rme koje se hladi u rezervoar ima i drži na 3—4°C ne vidi se 
razviće mikroorgan izama za v reme od 48 časova. Posle t rodnevnog lagerovanja 
često se zapaža razviće man je ili više važnih psihrofilnih bakteri ja . To zavisi 
od broja i p r i rode bakter i ja , od v remena t ra janja muže i hlađenja. 

Ako t e m p e r a t u r a lagerovanja dostigne 7—8°C, mogu se razvi t i psihrofilne 
bakter i je čak i p r e 48 časova lagerovanja, a na 10°C razmnožavanje može bi t i 
obimno. 

Psihrofi lni mikroorgan izmi u mleku prvenstveno razlazu belančevine i 
masti , dok mlečni šećer gotovo uopšte ne transformišu. Zbog toga se reakci ja 
mleka ne menja ili j edva p r imetno postaje alkalna. Međut im, usled nas ta l ih 
proteoli t ičkih i l ipoli t ičkih p romena često dolazi do p romene ukusa mleka. 

Nashif i Nelson (1953) dokazali su da više sojeva psihrofilnih bakter i ja 
koje nisu specijalno termorezis tentne , proizvode termorezis tentne lipaze koje 
se samo parc i ja lno inakt iv išu t empera tu rom od 99°C za više minuta . 

Ovi encimi su sasvim sposobni da prežive pasterizaciju pavlake na način 
koji se obavlja u mlekarsko j industr i j i . Proizvodnja l ipaze je var i jabi lna i za
visi od vrs te i soja bakter i ja , opt imalne t empera tu re i pH. 

Isti au tor i su ispital i l ipazu koju proizvodi P s e u d o m o n a s f r a g i. 
Proizvodnja encima je akt ivni ja kada se bakter i je kul t iv išu n a nižim t e m 
pe ra tu rama . Maslac men ja izgled pr imetno za v reme lagerovanja na niskim 
t empera tu rama . Ove p romene su izraženije na 5°C nego n a —10°C. 

Proteol i t ički encimi su najakt ivni j i na relat ivno visokim tempera tu rama , 
dok izvesni mogu bi t i ak t ivni i na nižim. Eks t race lu larn i proteoli t ički encimi 
koje proizvodi P s e u d o m o n a s f l u o r e s c e n s , oslobađaju se na 0° brže 
nego na višim t e m p e r a t u r a m a . Međutim, akt ivnost ovih encima se povećava 
s t empera tu rom. 

Usled nas ta l ih proteol i t ičkih i lipolitičkih promena, često dolazi do p r o 
mene ukusa mleka . L junggren i Storgards (1959) navode da se usled dejstva 
psihrofila najčešće javl ja gorak ukus koji može biti man je ili više izražen. 
Ovi autor i sma t ra ju da do gorkog ukusa dolazi usled pr i sus tva t r ibut i r ina , a 
da nastaje djestvom lipoli t ičkih fe rmenata psihrofilnih bakter i ja na fosfoli-
p idnu m e m b r a n u masn ih kaplj ica. 

Usled dejs tva psihrofi lnih mikroorganizama u mleku dolazi do pojave lo-
javog i užeglog ukusa kao i mir i sa na r ibu i drugih s t ran ih mirisa. Tako su 
P s e u d o m o n a s f l u o r e s c e n s i P s e u d o m o n a s f r a g i izolovani 
iz užeglog mas laca i pav lake . P s e u d o m o n a s f r a g i proizvodi k a r a k 
ter is t ičan mir is n a majske j abuke . Miris se o tkr iva p r e nego što se pr imet i 
užeglost. Izolovan je iz mleka , pavlake, maslaca i sitnog sira. P s e u d o m o 
n a s n i g r i c a n s s tva ra t a m n u sk ramu na blago soljenu maslacu, dok P s e u -



d o m o n a s v i s c o s u m s tvara žućkastu s luzavu s k r a m u n a s i tnom siru koji 
postaje bl jutavo gorak. Pored navedenih promena , psihrofili mogu da dovedu 
i do p romene konzistencije mleka u čemu se naroči to ističu neke vrs te P s e u 
d o m o n a s . 

Mleko podleže p romenama za v r e m e čuvanja n a n isk im t e m p e r a t u r a m a 
u pogledu ravnoteže soli kalcijuma, ras tvor l j iv ih fosfata i koloida, koje se 
izražavaju naročito u produženju koagulaci je mleka sirilom. 

Zbog svoje slabe termorezis tentnost i psihrofi lne mikroorganizme uniš ta 
va t e m p e r a t u r a pasterizacije. Mali broj faku l ta t ivn ih p s i h r o f i l a odnosno 
p s i h r o t r o f a može da preživi t e m p e r a t u r u pasterizaci je i da kasni je u 
mlečnim proizvodima dovede do nežel jenih p romena . Promenjen u k u s (gorak, 
zagoreo, užegao) ne nestaje pasterizacijom. 

Macaylas i sar. (1963) su ispitali efekat paster izaci je (73°C 15") na p r e 
življavanje izvesnih sojeva P s e u d o m o n a s i A l c a l i g e n e s i sup
rotno mišl jenju mnogih autora, dokazali da preživl javaju pasterizaciju. 

P romene koje psihrofili izazivaju u mleku do njegove pasterizacije odra
žavaju se na kval i te t namirnica proizvedenih od t akvog mleka koje mogu da 
dovedu kod osetljivih osoba i dece do poremećaja zdravlja , koje se ug lavnom 
manifestuje s imptomima od s t rane gas t ro in tes t ina lnog t r ak ta . 

S obzirom na činjenicu da se u našoj zemlji sve više prelazi na jedno
dnevno i dvodnevno sakupljanje mleka uporedo s h lađenjem n a mes tu p r o 
izvodnje, u tvrđ ivan ju psihrofilnih mikroorgan izama u mleku obraća se sve 
veća pažnja. U nažoj zemlji ni je dovoljno p roučena ova prob lemat ika pa smo 
odlučili da 

—• ispi tamo zastupljenost psihrofi lnih bak te r i j a u ukupnoj mikroflori mle
k a i 

— izvršimo identifikaciju karak te r i s t i čn ih sojeva psihrofilnih bakter i ja . 

Mater i ja l i me tod ika r a d a 

Rad se odnosio na ispit ivanje bakter io loškog kva l i te ta sirovog mleka s 
posebnim osvrtom na pr isustvo i dokazivanje psihrofi lnih bakter i ja . Ispi t i 
vanja su obavljena na području Županje tokom j u n a i oktobra meseca 1969. 
Uzorci mleka od večernje i ju ta rn je muže su uz iman i pod s ter i lnim uslovima 
na f a rmama i sabiralištu, na r ampi m l e k a r e kao i iz pr i jemnog bazena mle 
kare , a t ranspor tovan i i čuvani u p r i ručn im fr ižiderima. F a r m e i sabiral iš ta 
su snabdeveni rash ladnim uređaj ima. 

Anal iz i rano je ukupno 32 uzorka mleka . Ispi t ivanje je usmereno na 
određivanje broja mezofilnih i psihrofi lnih bak t e r i j a kao i n a izolovanje 
pojedinih sojeva psihrofilnih bak te r i j a i n j ihovu determinaci ju . Radi u tv r 
đivanja ukupnog broja mezofilnih bak te r i j a zasejavanje je vršeno metodom 
рб Koch-u, n a Pe t r i šolji koristeći kao podlogu hran l j iv i agar proizvodnje 
»Torlak«. Inkubaci ja je izvođena na 32°C u toku 48 časova. Ista metoda je 
korišćena i za određivanje ukupnog bro ja psihrofi lnih mikroorganizama s 
t im što j e inkubaci ja t ra ja la 21 dan n a 4°C. Posle određene v remenske in
kubaci je vršeno je p iki ranje karak te r i s t i čn ih koloni ja sa Pe t r i šolja i p r e 
nošenje u l akmus mleko. Izabrani sojevi su nekol iko p u t a pasaži rani radi 
akt iv i ranja za zasejavanje n a biohemijske serije. 



Za de terminaci ju psihrofi lnih gramnegat ivnih š tapićast ih bakter i ja i 
izdvajanje ovih bak te r i j a iz porodice E n t e r o b a c t e r i a c e a e , korišće-
na je metoda po Bitt iaux-u koja se primenjuje u Pas te rovom inst i tutu u 
Lilu, a sastoji se iz sledećih ispit ivanja: 

morfologija bakter i ja , 
pokret l j ivost , 
ispit ivanje cil i jarnog sistema, 
izgled kolonija, 
sposobnost s tva ran ja p igmenata , 
oksidacija i fermentaci ja ugljenih hidrata , 
raz laganje mani ta , 
s tvaran je indola i H 2 S 
ispit ivanje oksidaze kao i 
korišćenje kiseonika. 

Determinaci ja bak te r i j a iz porodice E n t e r o b a c t e r i a c e a e izvr
šena je po Kau££mann-u, koristeći pored navedenih analiza i IMVi C. Bak
ter i je iz rodova M i c r o c o c c u s i S t r e p t o c o c c u s su determinisane 
po Bergey-u. 

Bakter io loška kontaminac i ja sirovog mleka u pogledu bro ja aerobnih 
mezofilnih bak te r i j a i b ro ja psihrofilnih bakter i ja j e p r ikazana u sledećoj 
tabeli . 

Rezultati ispitivanja i diskusija 

Datum uzimanja 
uzorka 

Ukupan broj 
mezofilnih 
bakterija 

Ukupan broj 
psihrofilnih 

bakterija 

Zastupljenost 
psihrofilnih 

bakterija u %» 

17. VI 
18. VI 
18. VI 
18. VI 
18. VI 
18. VI 
18. VI 
19. VI 
19. VI 
19. VI 
19. VI 
18. VI 
18. VI 
19. VI 
19. VI 

9. X 
9. X 
9. X 
9. X 
9. X 

10. X 

17. VI 1969. 4,74 X10 6 

3.8 X10 6 

1,45 X IO 6 

2,52X10 6 

1.7 X 1 0 6 

3,6 X10 6 

7.0 X 1 0 6 

6,6 X 1 0 e 

6.1 X 1 0 6 

7,5 X 1 0 6 

5.9 X 1 0 6 

4.0 X 1 0 e 

2.1 X 1 0 7 

1.2 X10 7 

1.05X10 7 

6.8 X10 f i 

9.0 X 1 0 5 

6.1 X 1 0 6 

9,5 X 1 0 6 

3,5 X 1 0 6 

5,0 X 1 0 6 

4.2 X 1 0 e 

1,92X10 8 

1,5 X 1 0 e 

1,3 X10 6 

2,02X10 6 

1,68X10" 
2,45X10« 
4,3 X10 e 

5.2 X10 6 

5.0 X 1 0 e 

2.3 X10 6 

2,75 X 1 0 e 

2,03 X10 e 

1.1 X10 7 

5,5 X10 6 

4.2 X10 6 

2,77X10 6 

7,0 X10 5 

5,0 X 1 0 e 

7,5 X10 6 

1,5 X10 8 

1,2 X10 6 

1,0 X10 6 

40,5 
39,47 
89,65 
80,16 
98,82 
68,05 
61,43 
78,79 
81,96 
30,67 
46,61 
50,75 
52,38 
45,83 
40,00 
40,73 
77,78 
81,96 
78,95 
42,86 
24,00 
23,81 



Datum uzimanja 
uzorka 

Ukupan broj 
mezofilnih 
bakterija 

Ukupan broj 
psihrofilnih 

bakterija 

Zastupljenost 
psihrofilnih 

bakterija u %> 

10. X 3,8 X10 8 1,45 X IO6 38,16 
10. X 6,5 X10 6 1,52X10 6 23,38 
10. X 5,5 X10 e 2,25 X 1 0 6 40,91 
10. X 3,2 X 1 0 e 2,29 X 10 e 71,56 
9. X 3,0 Х10 б 9,0 X 1 0 4 30,00 
9. X 4,0 X10 5 6,0 X 1 0 4 15,00 
9. X 1,0 X10 5 2,0 X 1 0 4 20,00 
9. X 1,7 X10 5 5,0 X 1 0 4 29,41 
9. X 1,62X10 6 7,5 Х 1 0 б 46,30 
9. X 1,3 X10 6 1,24Х10 б 9,54 

Kao što se iz tabele vidi p rocena t zastupl jenost i psihrofi lnih bakter i ja 
u ukupnoj mikroflori mleka je va r i rao od 9,5 do 98,82. U 13 slučajeva p ro 
cenat psihrofi lnih bakter i ja iznosio je p reko 50, a u 19 ispod 50. 

Takođe se iz tabele uočava da je 90,6'°/o uzoraka sirovog mleka bilo bak 
teriološki ispravno u pogledu broja mezofi lnih bak te r i j a kontaminena ta . 
Ovakva bakter iološka slika je rezul ta t p rav i lno pr imenjen ih pos tupaka h la 
đenja. Konsta tovanje velikog bro ja psihrofi lnih bak te r i j a u sirovom mleku 
ukazuje da su higijenski uslovi n a mes tu proizvodnje i p r i m a r n e obrade 
mleka loši ili da je voda koja se koris t i za sanit izaciju opreme i uređa ja na 
ovim mes t ima zagađena psihrofi lnim mikroorganizmima. 

Rezul ta t i naš ih ispit ivanja u pogledu ve l ike zastupljenosti psihrofilnih 
bak te r i j a otkr ivaju zabrinjavajuće s tanje h lađenog mleka, jer s u poznate 
neželjene posledice njihove biohemijske akt ivnost i . Smat ramo, da je za kva
l i tet mleka mnogo važnije pr isustvo specifičnih v r s t a bakter i ja ođ ukupnog 
broja kon taminena ta koji slabo razgrađu ju komponen te mleka . 

Iz mater i ja la j e izolovano 128 sojeva psihrofi lnih bakter i ja . Njihova 
g rupna determinaci ja je pokazala sledeću p rocen tua lnu zastupljenost: 

g ramnega t ivne štapićaste bakter i je 69,5°/o 
grampozi t ivne koke 28,8% 
kvasnice 1,7% 

Pojedinačni identifikovani sojevi p r ipada l i su v r s t a m a u okviru slede-
ćih rodova: 
Genus Flavobacter ium Flavobac te r ium spp. 21,9% 
Genus Escherichia Escherichia coli 16,4% 
Genus Achromobacter Achromobac te r spp. 11,7% 
Genus Citrobacter Ci t robacter i n t e r m e d i u m 8,6% 
Genus Alcaligenes Alcaligenes spp. 4,6% 
Genus Aeromonas Aeromonas spp. 3 , 1 % 
Genus Pseudomonas Pseudomonas spp. 3 , 1 % 
Genus Micrococcus Micrococcus caseolyt icum 14 ,1% 

Micrococcus Candidus 10,9% 
Micrococcus roseus 0,8% 
Micrococcus lu teus 0,8% 

Genus Streptococcus Streptococcus lact is 2 ,3% 
Genus Saccharomyces Saccharomyces spp. 1,7% 



Kao što se vidi iz ovog pregleda procentualno su najviše bili zastupl je
ni sojevi F l a v o b a c t e r i u m , A c h r o m o b a c t e r , predstavnici roda M i -
c r o c o c c u s i E s c h e r i c h i a . Do sličnih rezul ta ta u pogledu zastuplje
nosti pojedinih v r s ta došao je Andrey (1959.) analizirajući 220 sojeva ps ihro
filnih bakter i ja izolovanih iz mleka. Na j zastupljeni je v r s t e su bile: 

dok su ostali sojevi p r ipada l i rodovima: Micrococcus i Aerobacter . 

Mossel (1964.) je ispitujući 42 uzorka hlađenih namirn ica izolovao: 
5 8 % g ramnega t ivn ih štapićast ih bakter i ja 
2 8 % grampozi t ivn ih koka 

7 % kvasnica i 
7 % grampozi t ivn ih š tapićast ih bakter i ja . 

Naši podaci koji se odnose na pr isustvo grampozi t ivnih koka se u pot
punost i slažu sa gore naveden im rezul ta tom. U odnosu na ostale ispi t ivane 
g rupe mikroorgan izama uočena su izvesna odstupanja. 

Na osnovu sprovedenih ispi t ivanja može se konstatovat i s ledeće: 
— da su postojale vidl j ive raz l ike u procentualnoj zastupljenosti psihrofi l 

n ih bak te r i j a u ukupno j mikroflori mleka. Ove vari jaci je su iznosile od 
9,5 do 98,82%; 

— da veliki brojevi psihrofi lnih bakter i ja hlađenog mleka ukazuju n a n e 
dovoljne higi jenske m e r e kod p r imarn ih manipulaci ja s mlekom; 

— da su g r a m n e g a t i v n e š tapićaste bakter i je predstavl ja le dominan tnu m i -
krofloru u i s t raž ivanom mater i ja lu ; 

— da je ident i f ikovano 128 sojeva psihrofilnih bakter i ja . 

Najveći p rocena t ident i f ikovanih sojeva je pr ipadao sledećim v r s t a m a : 
F l a v o b a c t e r i u m s p p . E s c h e r i c h i a c o l i , M i c r o c o c c u s c a -
s e o l y t i c u s i A c h r o m o b a c t e r s p p . 
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Achromobac te r 
F lavobac te r ium 
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37% 
290/0 
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