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Sazetak

Osobine i svojstva mikrobnih populacija sirovog mlijeka u momentu prerade presudne su za
pojavu kvarenja, vrijeme odrZivosti, organolepti¢ku kvalitetu i randman mlijeka i mlije¢nih proiz-
voda. Hladenje i vremenski duZa pohrana sirovog mlijeka na niskim temperaturama, uobicajena u
danagnjim uvjetima proizvodnje, pogoduje rastu psihrotrofnih bakterija. Zbog toga, broj tih bakterija
u ohladenom sirovom mlijeku u odnosu na broj mezofilnih aerobnih bakterija znacajno je visi od
njihovog idealnog omjera od 10 %. Vecinu psihrotrofnih bakterija karakterizira sposobnost tvorbe
ekstracelularnih i/ili intracelularnih termostabilnih enzima (proteaze, lipaze, fosfolipaze) koji mogu
uzrokovati kvarenje mlijeka i mlije¢nih proizvoda. Odredene vrste psihrotrofnih bakterija pokazuju i
prirodnu otpornost na antibiotike i/ili mogu stvarati toksine te se istovremeno smatraju i uvjetno pa-
togenim bakterijama. U smislu kvalitete sirovog mlijeka i mlije¢nih proizvoda psihrotrofne bakterije
postale su ozbiljan problem s kojim se suocava danasnja mljekarska industrija. Svrha ovog preglednog
rada bila je opisati negativan utjecaj koji psihrotrofne bakterije imaju na kvalitetu sirovog mlijeka i go-
tovih mlije¢nih proizvoda. Takoder, u radu su opisane najznalajnije vrste, te znacenje kontrole kojom
se moZe umanjiti kontaminacija mlijeka i mlije¢nih proizvoda psihrotrofnim bakterijama.

Kljucne rijeci: psihrotrofne bakterije, kontaminacija, biofilm, kvaliteta mlijeka
i mlije¢nih proizvoda, kontrola

Uvod mijenja sastav prisutnih mikrobnih populacija. U ohla-
denom sirovom mlijeku pocetno dominantne Gram-

Nakon §to je pedesetih godina 20. stoljeca uve- pozitivne mezofilne aerobne bakterije zamijenjene su

deno obvezno hladenje sirovog mlijeka njegova bak- Gram-negativnim i Gram-pozitivnim psihrotrofnim
terioloska kvaliteta u odnosu na ranije razdoblje zna-
¢ajno se poboljsala (Causin i Bramley, 1985). Od
tada, acidifikacija sirovog mlijeka uzrokovana bakte-
rijama mlije¢ne kiseline i drugim mezofilnim bakte-

rijama je gotovo u potpunosti zaustavljena. Takoder,

bakterijama (Causin i Bremley, 1985; Lafarge i
sur., 2004). Dominantnost psihrotrofnih bakterija u
ukupnoj mikrobnoj populaciji jo$ je naglagenija kada
se mlijeko proizvodi u higijenski loijim uvjetima i/ili
sadrzi povecani broj somatskih stanica (Walstra i sur.,

prema sluzbenim podacima Hrvatske poljoprivredne 1999a; Barbano i sur., 2006). Iz tih razloga, od uku-

agencije (interno izvjes¢e HPA, 2011), od ukupno
isporucenih koli¢ina, 93 % sirovog mlijeka u 2011.
godini dostiglo je EU standard za ukupan broj aerob-
nih mezofilnih bakterija (£100.000 cfu mL") i broj
somatskih stanica (<400.000 mL™).

Medutim, duZe vrijeme hladne pohrane sirovog
mlijeka na niskim temperaturama (2-6 °C) znacajno

pno prisutne mikrobne populacije u ohladenom siro-
vom mlijeku psihrotrofne bakterije u pravilu ¢ine vise
0d 90 % (Magan i sur., 2001). Takoder, Cempirkova
(2002) je na osnovu analiza dvogodi$njeg pokusa (tri
stada) utvrdila visoku korelaciju (r=0,69) izmedu bro-
ja psihrotrofnih bakterija i ukupnog broja bakterija u
uzorcima skupnog sirovog mlijeka.

*Dopisni autor/Corresponding author: Tel./Phone: +385 1 2393 926; E-mail: samarzija@agr.hr
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Osim sposobnosti rasta i razmnoZavanja na ni-
skim temperaturama, veliki broj tih bakterijskih
vrsta ima sposobnost tvorbe ekstracelularnih i/ili
intracelularnih hidroliti¢kih termostabilnih enzima
(Causin, 1982; Chen i sur., 2003). Svoju aktivnost
ti enzimi zadrZzavaju i nakon uobicajene konvencio-
nalne toplinske obrade mlijeka. Takoder, iz toplinski
obradenog mlijeka i mlije¢nih proizvoda psihrotrofne
bakterije su najce$Ce izolirani uzrotnici kvarenja
u slucajevima naknadne mikrobne kontaminacije
proizvoda (Larsen i Jorgensen, 1997; Eneroth i
sur., 2000; Santana i sur., 2004). Upravo zbog tih
osobina i svojstava psihrotrofnih bakterija kvarenje
i umanjena kvaliteta mlije¢nih proizvoda mogu biti
posljedica ili prisutnosti Zivih organizama i/ili njiho-
vih termostabilnih enzima (Grosskopf i Harper,
1969; Fox i Stepaniak, 1983; Braun i sur., 1999;
Koka i Weimer, 2001). Kvarenje se ocituje u pro-
mjeni okusa, neZeljenoj koagulaciji proteina mlijeka,
povecanju koncentracije slobodnih masnih kiselina,
te ovisno o vrsti mlije¢nog proizvoda u promjeni
teksture i udjelu pojedinih nepozeljnih organskih
spojeva (Cox, 1993; Boor i Murphy, 2002; McP-
hee i Griffiths, 2002; Cempirkova i Mikulovj,
2009). U odnosu na druge parametre kvalitete, ne-
gativan utjecaj psihrotrofnih bakterija ocituje se i
kroz umanjenu pogodnost mlijeka za preradu, manji
prinos, te krace vrijeme odrZivosti proizvoda na poli-
cama (Causin, 1982).

Veéina psihrotrofnih bakterija koje uzrokuju
kvarenje mlijeka i mlije¢nih proizvoda nije patogena.
Medutim, odredene vrste tih bakterija imaju spo-
sobnost tvorbe toksina i/ili pokazuju rezistentnost
na antibiotike te se moraju smatrati i uvjetno pato-
genim bakterijama (Netten i sur., 1990; Beattie i
Wiliams, 2002; Finlay i sur., 2002; Munsch-Ala-
tossava i Alatossava, 2006; Hemalatha i Banu,

2010; Senesi i Ghelardi, 2010).

Gotovo sve vrste psihrotrofnih bakterija imaju
sposobnost adhezije na &vrstu povrsinu te na unutras-
njoj povrini mljekarske opreme mogu stvoriti bio-
film. U odnosu na slobodne stanice iste bakterijske
vrste, biofilm se te$ko odstranjuje antibakterijskim
sredstvima. Zbog toga, biofilm u mljekarskoj indu-
striji moze biti tvrdokoran izvor permanentne konta-
minacije proizvoda psihrotrofnim bakterijama uzro¢-

nicima kvarenja i/ili uvjetno patogenim bakterijama
(Sillankorva i sur., 2008; Simdes i sur., 2010).

EU standard za vrhunsku kvalitetu sirovog mli-
jeka zahtijeva da ukupan broj mezofilnih aerobnih
bakterija nije veéi od 30.000 cfu mL"', a broj psi-
hrotrofnih bakterija nije ve¢i od 5000 cfu mL'. U
tom smislu, svako povecanje udjela psihrotrofnih
bakterija u mikrobnoj populaciji sirovog mlijeka u
odredenoj ¢e mjeri negativno utjecati na kvalitetu
proizvoda i indirektno na smanjenje prihoda. Tako se
procijenjuje da dana$nja mljekarska industrija zbog
kvarenja i umanjene kvalitete proizvoda uzrokovane
psihrotrofnim bakterijama ima gubitke i do 30 %
(Varnam i Sutherland, 1996a; 1996b; Garbutt,
1997; Randolph, 2006).

U kontekstu negativnih utjecaja psihrotrofnih
bakterija na kvalitetu mlijeka i mlije¢nih proizvoda
ovaj pregledni rad ima za cilj opisati osobine i svoj-
stva najvaznijih vrsta psihrotrofnih bakterija poveza-
nih s mlijekom i mlije¢nim proizvodima i njihov po-
tencijal za pojavu kvarenja sirovog mlijeka, toplinski
obradenog mlijeka, vrhnja, maslaca i sira. Takoder,
opisani su najce$¢i izvori kontaminacije i znalenje
kontrole psihrotrofnih bakterija u mljekarskoj indu-
striji.

Psihrotrofne bakterije

Psihrotrofne bakterije nisu specifi¢na taksonom-
ska skupina mikroorganizama, ve¢ one ¢ine skupinu
razli¢itih bakterijskih vrsta koje mogu rasti na tem-
peraturama nizim od 7 °C bez obzira na optimalnu
temperaturu rasta (IDF Buletin, 1976). Psihrotrofne
bakterije Siroko su rasprostranjene u prirodi, prven-
stveno u vodi i tlu ukljuujuéi i raslinje. Mali broj
psihrotrofnih bakterija moZe biti prisutan i u zraku.
Svoju optimalnu metaboli¢ku aktivnost iskazuju na
temperaturama izmedu 20 i 30 °C. Medutim, one
mogu rasti i razmnoZavati se na niskim tempera-
turama zbog adaptacijom uvjetovanog obogacenja
membranskih lipida poluzasi¢enim masnim kiselina-
ma. Na taj nacin, promijenjena stani¢na membrana
ima dovoljnu propusnost za aktivni transport meta-
bolita potrebnih za rast i razmnoZavanje na niskim
temperaturama (Schinik, 1999). Osim toga, u mi-
krobioloskom smislu psihrotrofni rod Pseudomonas
nedvojbeno obuhvaca ekologki najraznolikiju skupinu
bakterija na Zemlji. Njegova univerzalna rasprostra-
njenost upuduje na zapanjujudi stupanj fizioloske i
genetske prilagodljivosti (Spier i sur., 2000).
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Psihrotrofne bakterije izolirane iz mlijeka pripa-
daju Gram-negativnim i Gram-pozitivnim rodovima
taksonomski klasificiranih u sedam razreda. Gam-
maprotobacteria, Bacilli i Actinobacteria su domi-
nanti razredi koji pojedinac¢no sadrze izmedu 18 i 21
vrsta, dok su Alphaproteobacteria, Betaproteobac-
teria, Flavobacteria i Sphingobacteria Cetiri manje
znalajna razreda (Hantsis-Zacharov i Halpern,
2007). Osim toga, Hantsis-Zacharov i Halpern
(2007) iz sirovog ohladenog mlijeka izolirali su oko
20 % izolata za koje pretpostavljaju da su nove vrste
psihrotrofnih bakterija.

Znacajan broj bakterijskih sojeva izoliranih iz
mlijeka, koji pripadaju rodovima: Bacillus, Steno-
trophomonas, Acinetobacter, Pseudomonas te vrsti
Burkholderia cepacia (prije Pseudomonas cepacia)
smatraju se uvjetno patogenim bakterijama. Naime,
te bakterijske vrste su povezane s infekcijama ljudi i
Zivotinja, posebice u slu¢ajevima imuno-represije, te
pokazuju znacajnu rezistentnost na antibiotike (Fo-
ght i sur,, 1996; Svensson i sur., 2006; Munsch-
Alatossava and Alatossava, 2005; Beena i sur.,

2011).

Rodovi Pseudomonas, Aeromonas, Serratia,
Acinetobacter, Alcaligenes, Achromobacter, Entero-
bacter i Flavobacterium uz izrazitu dominaciju roda
Pseudomonas spominju se kao najces$éi predstavnici
Gram-negativne populacije izolirane iz sirovog mli-
jeka (Liick, 1972; Murray i Stewart, 1978; Zall,
1985; Serhaung i Stepaniak, 1997; Stepaniak,
2002). Vrste roda Pseudomonas pokazuju osobitu
fiziolosku i genetsku prilagodljivost. Mnogobrojne
molekularne studije potvrdile su zapanjujuéi stupanj
polimorfizma duljine restrikcijskih fragmenata izme-
du sojeva iste vrste, a Cak i izmedu sojeva koji su
fenotipski vrlo bliski (Spiers i sur., 2000; Martins i
sur., 2006). Takoder, Pseudomonas spp. karakterizira
veca genetska varijabilnost unutar sojeva iste vrste
od genetske varijabilnosti utvrdene izmedu razlici-
tih vrsta Gram-negativnih psihrotrofnih bakterija
(Martines i sur., 2006).

Pseudomonas spp. s izrazitom dominacijom P
fluorescens naje$ce su izolirani uzro¢nici kvarenja
sirovog i pasteriziranog mlijeka. Naime, veéina tih
bakterija (58-91 %) iskazuje izrazitu enzimatsku ek-
stracelularnu proteoliticku, lipoliticku i fosfolipoli-
ticku aktivnost (Law, 1979; Stead, 1986; Wang i
Jayarao, 1999; Wiedmann i sur., 2000). Utvrdene
razlike u ekstracelularnoj enzimatskoj aktivnosti Pse-

udomonas spp. pripisuju se njihovoj pripadnosti to¢-
no odredenoj genetskoj skupini (Wiedmann i sur.,
2000; Dogan i Boor, 2003).

U odnosu na ostale psihrotrofne organizme Pse-
udomonas spp. karakterizira kratko generacijsko vri-
jeme (<4 h), $to implicira da kontaminacija samo
jednom mikrobnom stanicom moze dovesti do nji-
hovog broja veceg od 10° cfu mL! nakon osmodnev-
ne pohrane mlijeka na temperaturi od 4 °C (Lange-
veld i Cuperus, 1976). Ova tvrdnja podudara se s
koeficijentom razmnoZavanja 1x10" mL"!, §to znaci
da ¢ée se broj bakterija unutar 48 sati povecati za pri-
blizno 4x10°*3mL"! kada im je generacijsko vrijeme
4 sata. Istovremeno, povecanje broja bakterija bit ¢e
samo 1,6 x 10"*! mL' ako je njihovo generacijsko
vrijeme 12 sati (Suhren, 1989).

Gram-pozitivne psihrotrofne bakterije izolirane
iz sirovog mlijeka pripadaju rodovima: Bacillus, Clo-
stridium, Corynebacterium, Microbacterium, Micro-
coccus, Arthobacter, Streptococcus, Staphylococcus i
Lactobacillus. Osim Arthobacter i Lactobacillus svi
ostali rodovi pripadaju skupini termorezistentnih
psihrotrofnih bakterija (Washam i sur., 1977).

[zmedu mikrobnih vrsta koje preZivljavaju uobi-
¢ajenu toplinsku obradu mlijeka, Bacillus spp. najce-
$¢e su izolirane Gram-pozitivne bakterije. Prema fizi-
ologkim karakteristikama one pripadaju mezofilnim
i termofilnim psihrotrofnim vrstama (Grosskopf i
Harper, 1969; Thomas i Druce, 1969; Collins,
1981; Serhaung i Stepaniak, 1997; Kumarsan i
sur., 2007). Bacillus spp. su vrlo heterogena skupina
bakterija koju karakteriziraju razli¢iti nutritivni za-
htjevi, sposobnost rasta u Sirokom temperaturnom
i pH rasponu, te otpornost na osmotski tlak. Zbog
razlititih fiziologkih svojstava koja iskazuju, standar-
dizacija same procedure izolacije tih bakterija iz mli-
jeka i mlije¢nih proizvoda kao i definiranje uvjeta za
njihovu inaktivaciju je otezana (McGuiggan i sur.,
1994; Francis i sur., 1998).

[z sirovog, toplinski obradenog mlijeka i mlije¢-
nih proizvoda najéesce izolirane Bacillus vrste su: B.
stearothermophilus, B. licheniformis, B. coagulans, B.
cereus, B. subtilis i B. circulans. Spore tih termorezi-
stentnih psihrotrofnih aerobnih ili fakultativno anae-
robnih bakterija aktiviraju se odmah nakon toplinske
obrade mlijeka prelaskom u svoj vegetativni oblik.
U odnosu na Pseudomonas spp., vegetativne stanice
Bacillus spp. imaju vecu sposobnost tvorbe razlici-
tih termostabilnih ekstracelularnih i intracelularnih
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hidrolitickih enzima (Chen i sur., 2003; 2004). Iz
mlijeka izolirane vrste roda Bacillus (uz izrazitu do-
minaciju vrste B.cereus) u 40-84 % slucajeva istovre-
meno iskazuje proteoliticku i lipoliti¢ku aktivnost, a
priblizno u 80 % slucajeva i fosfolipolititku aktivnost
(Muir, 1996; Matta i Punj, 1999). Takoder, odre-
dene vrste roda Bacillus mogu istovremeno tvoriti i
viSe od jedne vrste proteinaza. Medutim, prema svo-
jim karakteristikama hidroliticki enzimi koje tvore
Bacillus spp. usporedivi su s hidrolitickim enzimima
bakterija Pseudomonas spp.

Osim hidroliti¢kih termostabilnih enzima, Ba-
cillus vrste poput B. cereus, B. licheniformis i B. su-
btilis sposobne su tvoriti i razlitite vrste toksina koji
mogu uzrokovati bolest ili trovanje ljudskog organiz-
ma (Griffiths, 1990; Salkinoja-Salonen i sur.,
1999; Svensson i sur., 2006). Posebno je zanimljivo
da Bacillus cereus, koji vrlo ¢esto kontaminira mlije-
ko i mlije¢ne proizvode, moze tvoriti nekoliko razlici-
tih enterotoksina odgovornih za humanu infekciju ili
intoksikaciju organizma. Tako se na primjer hemoli-
ticki BL (HBL) i ne-hemoliticki enterotoksin (Nhe),
te citotoksin K (CytK) povezuju s gastrointestinal-
nim bolestima i/ili drugim sistemskim infekcijama
humanog organizma. Ti enterotoksini oslobadaju se
u tankom crijevu tek nakon konzumacije kontami-
niranog proizvoda. Medutim, emeti¢ki enterotoksini
poput cereulida koje B. cereus izlu¢uje direktno u
hranu odgovorni su za intoksikaciju organizma koja
se manifestira pojavom mucnine i povracanja unutar
1-6 sati od konzumacije proizvoda (Brown, 2000;

Senesi i Ghelardi, 2010).

Gram-pozitivne sporotvorne bakterije u siro-
vom mlijeku su prisutne u znacajno manjem broju u
usporedbi s Gram-negativnim psihrotrofnim bakte-
rijama (Suhren, 1898). Najvjerojatniji razlog za pri-
sutnost manjeg broja tih bakterija u sirovom mlijeku
je njihovo duze generacijsko vrijeme (~8,5 sati) i
duZa lag faza na temperaturama izmedu 2-7 °C. Me-
dutim, te bakterije u mlijeku postaju dominantne u
slutajevima kada se ono duZe vrijeme pohranjuje na
temperaturi od 10 °C (§to je Cesti slucaj u trgovina-
ma), ili se ono proizvodi u pobolj$anim proizvodnim
i tehnoloskim uvjetima. Tako je na primjer, u istra-
Zivanjima Wong i sur. (1988a) prisutnost B. cereus
potvrdena u: 52 % uzoraka sladoleda, 29 % uzoraka
mlije¢nog praha, 17 % uzoraka fermentiranog mlije-
ka i u 2 % uzoraka pasteriziranog mlijeka. Takoder,
prema istrazivanjima Griffiths i Phillips (1990)

oko 50 % iz mlijeka izoliranih sojeva Bacillus spp.
sposobno je rasti na temperaturi od 2 °C. Stoga se
Bacillus spp. danas s pravom smatraju glavnim mi-
krobnim uzro¢nicima kvarenja mlijeka i mlije¢nih
proizvoda, te glavnim razlogom znacajnih ekonom-
skih gubitaka u mljekarskoj industriji (Meer i sur.,
1991; Brown, 2000).

Hidroliti¢ki enzimi

Vecina psihrotrofnih bakterija ima sposobnost
tvorbe hidroliti¢kih termostabilnih enzima koji hidro-
liziraju termostabilne sastojke mlijeka, mlije¢nu mast,
bjelan¢evine i lecitin (Fox, 1981; McKellar, 1982;
Rowe isur., 1990; Dogan i Boor, 2003). Ti enzimi
zadrZavaju od 30-100 % svoje aktivnosti nakon kon-
vencionalne toplinske obrade mlijeka (pasterizacije:
72 °C/15 s; sterilizacije 138 °C/2 s; 149 °C/10 s). S
kvalitativnog i ekonomskog stanovista hidroliticki ter-
mostabilni enzimi: proteaze, lipaze i fosfolipaze koje
tvore bakterije Pseudomonas spp. i Bacillus spp., ima-
ju najvece znacenje za mljekarsku industriju.

Opcenito, proteinaze psihrotrofnih bakterija
hidrolizom kazeina uvjetuju njegovu destabilizaciju,
&ija je posljedica formiranje gel strukture, ili koagu-
lacije steriliziranog mlijeka tijekom pohrane. U proi-
zvodnji sireva proteinaze (koje se ne izlu¢e sirutkom)
uzrokuju znacajan gubitak prinosa (Adams i sur.,
1976; Law i sur., 1977; Cousin, 1982; Cousin i
Marth, 1977; Mitchell i Marshall, 1989). Tako-
der, proteoliza uvjetovana psihrotrofnim bakterijama
ima negativan ucinak na okus proizvoda koji se opi-
suje kao gorak, strani, necisti, okus po vocu, kvas-
cima ili kao metalan okus (Marshall, 1982; Ren i
sur., 1988).

Hidrolizom mlije¢ne masti djelovanjem bak-
terijskih lipaza psihrotrofnih bakterija oslobadaju
se slobodne masne kiseline koje su primarni uzrok
promjene okusa proizvoda koji se opisuje kao uze-
gnut, nedisti, sapunast ili gorak okus. Lipoliti¢ka po-
greSka okusa posebno je naglaSena u vrhnju, maslacu,
siru i steriliziranom (UHT) mlijeku (Stead, 1986;
Champagne isur., 1994).

Lecitinaze i druge fosfolipaze znaajna su skupi-
na lipaza psihrotrofnih bakterija koja narusava struk-
turu membrane masnih globula te mlije¢na mast
postaje dostupna nativnim lipazama mlijeka (Shah,
1994). Lipaze Gram-negativnih i Gram-pozitivnih
psihrotrofnih bakterija imaju molekularnu masu iz-
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medu 30 i 50 kDa i pH optimum izmedu 7 i 9, te
pokazuju odredene specifi¢nosti u odnosu na mjesta
cijepanja i brzinu hidrolize triacilglicerola, diacilgli-
cerola, te monoacilglicerola (Chen i sur., 2003).

Aktivnost hidrolitickih enzima Pseudomonas
spp. u sirovom ohladenom mlijeku je 100 %, nakon
pasterizacije izmedu 60-70 %, a nakon sterilizacije
ti enzimi u mlijeku zadrzavaju 30-40 % od svoje ak-
tivnosti. Iz tih razloga, upravo su ti bakterijski en-
zimi najceS¢e proucavani i najbolje opisani enzimi
(Fox i Stepainak, 1983; Serhaung i Stepaniak,
1997; Braun i sur., 1999; Koka i Weimer, 2001).
Odredeni sojevi Pseudomonas spp. sposobni su isto-
vremeno stvarati sve tri vrste hidroliti¢kih enzima
(proteinaze, lipaze i fosfolipaze), a neki samo lipaze
ili samo proteinaze (Matta i Punj, 1999). Razlike
u ekstracelularnoj enzimatskoj aktivnosti pojedinih
sojeva najvjerojatnije su povezane su pripadno$cu
odredenoj genetskoj skupini (Ercolini i sur., 2009).
Tako na primjer, sojevi Pseudomonas spp. koji imaju
55-S-6 ribotip pokazuju vecu proteoliticku aktivnost
od onih koji pripadaju 50-S-8 ribotipu, dok je najjaca
lipoliticka aktivnost povezana s pripadnosti tih bak-
terija 72-S-3 ribotipu (Dogan i Boor, 2003).

Proteinaze Pseudomonas spp. su uglavnom en-
zimi molekularne mase izmedu 40-50 kDa, koji po
molekuli sadrze najmanje jedan atom Zn i do 16
atoma Ca. Prema optimalnom pH proteinaze Pse-
udomonas spp. su neutralne (~7) ili alkalne (7-9).
Vedina tih proteinaza su ekstremno termostabilne,
a neke su stabilne i nakon zagrijavanja mlijeka na
100 °C/30 minuta (Fox, 1981; McKellar, 1982;
Kumura i sur., 1993). Takoder, u usporedbi sa spo-
rama B. stearothermophilus proteinaze P. fluorescens
iskazale su priblizno 4000 puta ve¢u termostabilnost
(Adam i sur., 1976). Usprkos izrazitoj termostabil-
nosti koju iskazuju, interesantan je podatak da je ve-
¢ina tih proteinaza nestabilna na temperaturama od
55-60 °C (McPhee i Griffiths, 2002). Medutim,
na tim temperaturama gubitak aktivnosti proteinaza
nije posljedica autoproteolize (koja se cesto dogada
u odsutnosti proteina) ve¢ je rezultat formiranja en-
zim-kazeinskog kompleksa u mlijeku (Chen i sur.,
2003).

Proteinaze Pseudomonas spp. imaju sposobnost
razgradnje x, o, i B- kazeina mlijeka Cije su poslje-
dice fizikalna destrukcija koloidnog sustava koji se
manifestira uglavnom u formi zgrusavanja i razvitaka
intenzivnog gorkog okusa proizvoda (Muir, 1996).

Lipaze i fosfolipaze Gram-negativnih psihro-
trofnih bakterija hidroliziraju mlije¢nu mast i leci-
tin pri ¢emu se oslobadaju masne kiseline. Povec¢ana
razina slobodnih masnih kiselina kratkog ugljikovog
lanca (C4-C8) uzrokuje uglavnhom uZegnuti okus
proizvoda. Masne kiseline srednjeg ugljikovog lanca
(C10-C12) su najces¢i uzrok sapunastog, necistog
ili gorkog okusa proizvoda. Slobodne masne kiseline
dugog ugljikivog lanca (C14-C18), smatra se, gotovo
nemaju utjecaj na promjenu okusa mlijeka i mlije¢nih
proizvoda (Al-Shabibi i sur., 1964; Champagne i
sur., 1994). Potrebna koncentracija slobodnih ma-
snih kiselina u proizvodu za uo¢ljivu promjenu okusa
je pribli¢no 8,0 g/kg (C8) do 27,5 mg/kg (C4).

Bacillus spp. u odnosu na Pseudomonas spp. po-
kazuju raznovrsniju proteoliticku aktivnost, a mnoge
su vrste sposobne tvoriti vise od jedne vrste ekstra-
celularnih i intracelularnih proteinaza (Nabrdalik
i sur., 2010). Izmedu kazeinskih frakcija proteinaze
Bacillus spp. na temperaturama visim od 4 °C naj-
brze razgraduju k-kazein, a posljedica je formira-
nje para-k-kazeinskog kompleksa. Razgradnja a- i
B-kazeina na istim temperaturama je nesto slabija i
opcenito se ne uotava na temperaturi od 4 °C (Jan-
$tova isur., 2004).

Posljedica proteolitickih promjena uzrokovanih
Bacillus spp. znalajno je povecanje koncentracije
slobodnog tirozina (Nabrdalik i sur., 2010), a ono u
mlijeku moze biti i do 2,13 mg mL"! kada se usporedi
s njegovom pocetnom (~0,65 mg mL!) vrijednosti
(Janstova i sur., 2006).

Lipoliticka aktivnost Bacillus spp. takoder je
znacajna na temperaturama vi$im od 4 °C, a lipaze
gotovo svih vrsta izoliranih iz mlijeka pokazuju odre-
deni stupanj specifi¢nosti za razgradnju mono- i di-
acilglicerola. Znac&ajne lipoliticke promjene u smislu
povecanja koncentracije slobodnih masnih kiselina

utvrdene su za prisutnost B. lihemiformis i B. cereus
(Chen isur., 2004; Jan3tova i sur., 2006).

Za razliku od bakterija Pseudomonas spp. koje
imaju sposobnost tvorbe divergentnih lipaza koje
pripadaju u Sest razli¢itih biokemijskih skupina, bak-
terije roda Bacillus tvore blisko srodne ekstracelu-
larne i intracelularne lipaze svrstane u dvije skupine
(Chen i sur., 2004). U udnosu na proteinaze, lipaze
Bacillus spp. imaju vecu termostabilnost. Medutim,
obje vrste enzima dovoljno su termostabilne na svim
temperaturama toplinske obrade mlijeka i zbog toga
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ostaju aktivne u gotovim mlije¢nim proizvodima
ukljutujudi i mlije¢ni prah (Chen i sur., 2004).

Usprkos brojnim radovima vezanim na sposob-
nost tvorbe termostabilnih enzima i njihovog utje-
caja na najvaznije sastojke mlijeka, sama regulacija
sinteze ekstracelularnih i intracelularnih enzima tih
bakterijskih vrsta jo$ uvijek nije u potpunosti objas-
njena. Ta Cinjenica s jedne strane potvrduje njihovu
sloZzenost, a s druge strane onemogucava postavljanje
cilja za njihovu kontrolu (Serhaug i Stepaniak,
1997; McPhee i Griffiths, 2002; Némeckovi i
sur., 2009).

Biofilm

Vazna karakteristika psihrotrofnih bakterija po-
vezanih s mlijekom i mlije¢nim proizvodima je njiho-
va sposobnost tvorbe egzopolisaharida i/ili lipopepti-
da. Oni ¢ine strukturalno razli¢ite grupe metabolita
koji im omogucavaju adheziju na &vrstu povr$inu na
kojoj formiraju biofilm (Watnick i Kolter, 2000;
Raaijmakers i sur., 2010). Biofilm moze formirati
samo jedna bakterijska vrsta, ali ¢e§¢e ga istovreme-
no formira viSe bakterijskih vrsta. Zbog toga, biofilm
se opcenito definira kao kompleksna strukturno he-
terogena, genetski divergentna zajednica mikroorga-
nizama koja egzistira na &vrstoj povrsini u formi ek-
stracelularnog matriksa sastavljenog od polimeri¢nih
spojeva. Priroda ekstracelularnog trodimenzionalnog
matriksa, omjera razmnoZavanja i interakcije izme-
du stanica unutar biofilma odredena je raspoloZivim
uvjetima rasta, medijem i supstratom (Watnik i

Kolter, 2000; Constantin, 2009).

Fizioloski blisko povezane stanice unutar biofil-
ma pokazuju znacajno razli¢ita svojstva i promjene u
bakterijskoj fiziologiji u usoredbi sa slobodnom bak-
terijskom stanicom (O’Toole i sur., 2000; Vlkov4
i sur., 2008). Zbog nastalih promjena, zajednica bak-
terija unutar biofilma pokazuje znatniju otpornost na
okoli3ni stres, poput djelovanja antibakterijskih sred-
stava ili rezistentnosti na ve¢inu antibiotika (Lépez i
sur., 2010). Znacajna je i Cinjenica da su bakterijske
vrste B. subtilis, B.cereus (fakultativno anaerobne
bakterije) i P. fluorescens (aerobna bakterija) sposob-
ne zajedno formirati biofilm. U biofilmu te bakteri-
je razvijaju fizioloski drugadija svojstva i osobine od
svojih slobodnih stanica (Constantin, 2009). Tako
je na primjer u binarnom biofilmu preZivljavanje
bakterije P. fluorescens nakon izlaganja klor dioksidu

(CIO,) vece u prisutnosti vrste B.cereus (Lindsay i
sur., 2002). Osim toga, Bester i sur. (2005) utvdili
su da biofilm ima funkciju izvora slobodnih bakte-
rijskih stanica razli¢itih karakteristika u odnosu na
slobodne bakterijske stanice i stanice iste vrste po-
vezane u biofilm. Naime, bakterijske stanice unu-
tar biofilma razvijaju ve¢u biomasu stanica i imaju
mogucénost povremenog izdvajanja iz stvorenog bio-
filma. Iz tih razloga, biofilm u mljekarskoj industriji
moze biti tvrdokoran i dugotrajan izvor permanentne
kontaminacije proizvoda psihrotrofnim bakterijama
uzro¢nicima kvarenja i/ili uvjetno patogenim bakte-
rijama (Mosteller i Bishop, 1993; Sillankorva i
sur., 2008; Simdes i sur., 2010).

Izvori kontaminacije

Psihrotrofne bakterije nisu prirodna mikrobna
populacija vimena i zbog toga je njihova prisutnost
u sirovom mlijeku isklju¢iva posljedica kontaminaci-
je mlijeka nakon muZnje (Gaunot, 1986; Suhren,
1989; Munsch-Alatossava i sur., 2005). Najcesce
spominjani izvori Gram-negativnih psihrotrofnih
bakterija su: rezidualna voda u muzlicima, mljekovo-
dima ili hladionicima, nediste sise i vime, neadekvat-
no ocis¢ene povrsine mljekarske opreme za prihvat,
transport i pohranu mlijeka, te biofilm (Santana i
sur., 2004; Simdes i sur., 2010).

U pogledu izvora psihrotrofnih sporotvornih
bakterija poput onih iz roda Bacillus ne postoji je-
dinstveno prihvaceno misljenje. Opcenito, pojava
bakterija Bacillus spp. u sirovom mlijeku pripisu-
je se sezonskom utjecaju (Sutherland i Murdoch,
1994). Sijeno i praSina smatraju se njihovim izvorom
u zimskim mjesecima, a sise uprljane zemljom tje-
kom vlaznih ljetnih mjeseci. Tako su Christiansson
isur. (1999) utvrdili da je broj spora u mlijeku u zna-
¢ajnoj korelaciji sa stupnjem kontaminacije sisa ze-
mljom. Suprotno, Lukageva i sur. (2001) i Foltys
i Kirchenerovéd (2006) na osnovi jednomjesenih
analiza uzoraka sirovog mlijeka prikupljenih tijekom
godine dana s razli¢itih farmi, nisu utvrdili znacajan
sezonski utjecaj na prisutnost bakterija Bacillus spp.
u sirovom mlijeku. Visoku korelaciju izmedu pojav-
nosti bakterija Bacillus spp. u sirovom mlijeku koja
je utvrdena u kolovozu i listopadu, Lukaseva i sur.
(2001) objasnjavaju promjenom obroka i losom higi-
jenom vimena prije muZnje, a ne sezonskim utjeca-
jem.
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Spremnici za mlijeko, mljekovodi i punilice zna-
ajan su izvor kontaminacije mlijeka i mlije¢nih proi-
zvoda vrstama Bacillus (Mosteller i Bishop, 1993;
Eneroth i sur., 1998; Sillankorva i sur.,, 2008;
Simoes i sur., 2010). Naime, istrazivanja Wijman i
sur. (2007) potvrdila su da B. cereus unutar 24 sata
razvija biofilm u svim sistemima koji se tijekom teh-
nologkih operacija djelomi¢no pune ili gdje zaostaje
rezidualna tekuéina nakon zavr§enog procesa. Ovisno
o uvjetima, biofilm sadrzi i do 90 % spora, te najvje-
rojatnije predstavlja dobro mjesto za formiranje spo-
ra. Nakon toga spore B. cereus mogu se iz biofilma
oslobadati u proizvodno okruzenje. Zbog toga, prisu-
stnost spora Bacillus spp. u pasteriziranom mlijeku
u vedini slucajeva nije rezultat post-pasterizacijske
kontaminacije, kako se ranije smatralo (Griffiths i

Phillips, 1990).

Sirovo mlijeko

Sirovo mlijeko, neposredno nakon higijenski
provedene muZnje, uvijek sadrZi manje bakterija od
5000 cfu mL!. Dominantnu populaciju tako proizve-
denog mlijeka uglavnom ¢&ine bakterije rodova Mi-
crococcus, Streptococcus, Lactococcus i Corynebac-
terium, te zanemariv broj ostalih Gram-pozitivnih
i Gram-negativnih bakterija (Causin i Bremley,
1985). U usporedbi s ukupnim brojem prisutnih
bakterija, udio psihrotrofnih bakterija u mlijeku je
nizi od 10 % (Gehringer, 1980). U praksi to zna-
¢, da mlijeko proizvedeno u uvjetima &iste muZnje
sadrzi izmedu 5000-20.000 cfu mL ! psihrotrofnih
bakterija. Medutim, hladenje i duza hladna pohrana
sirovog mlijeka (~4 °C) mijenjaju prirodno prisutne
mikrobne populacije. U tim uvjetima, dominantne
Gram-pozitivne bakterije zamjenjuju se Gram-nega-
tivnim i Gram-pozitivnim psihrotrofnim bakterijama
(Causin i Bremley, 1985; Lafarge i sur., 2004;
Samarzija i sur., 2009). Izmedu tih mikroorganiza-
ma, Pseudomonas spp. i Bacillus spp. su najcesce izo-
lirane bakterijske vrste u trenutku kvarenja mlijeka

(Mc Phee i Griffiths, 2002).

U istrazivanjima provedenim na 7 gospodarsta-
va u trajanju od 1,5 godinu, Cempirikova (2002;
2007) je utvrdila visoku korelaciju (p<0,001) izme-
du psihrotrofnih Gram-negativnih bakterija (PB) i
ukupnog broja mezofilnih aerobnih bakterija (UB)
s proporcionalnim indeksom PB/UB od 0,18. U
mikrobioloskoj procijeni kvalitete sirovog mlijeka u

Danskoj kada je UB prelazio 30.000 cfu mL"! (re-
lativno niska razina kontaminiranosti) Holm i sur.
(2004) utvrdili su dominantnost psihrotrofnih bak-
terija u 28 % slucajeva. Suprotno, u uvjetima nediste
muZnje broj psihrotrofnih Gram-negativnih bakteri-
ja u sirovom mlijeku ¢ini izmedu 75-99 % ukupne
mikrobne populacije uz izrazitu dominaciju bakterije
P. fluorescens (Marshall, 1982; Cox, 1993; Muir,
1996; Magan i sur., 2006).

U usporedbi s Gram-negativnim, sporotvorne
Gram-pozitivne psihrotrofne bakterije u sirovom
mlijeku su prisutne u zanemarivom broju <1 mL"!
(Boor i Murphy, 2002). Medutim, upravo zbog nji-
hovih psihrotrofilnih svojstava, hladenjem i duzom
hladnom pohranom sirovog mlijeka one su u sirovom
mlijeku prisutne u 27-58 % slu¢ajeva (Johnston i
Bruce 1982; Griffiths i Phillips, 1990). Od uku-
pnog broja sporotvornih bakterija, pojavnost bakteri-
ja Bacillus spp. u sirovom mlijeku je priblizno 95 %
(Marth i Steele, 2001). Prisutnost bakterija Baci-
llus spp. od 10° cfu mL"! utvrdili su Griffiths i Phi-
Ilips (1990) nakon 7 dana pohrane sirovog mlijeka
na temperaturi od 6 °C. Takoder, isti autori su za 50
% sojeva Bacillus spp. potvrdili njihovu sposobnost
preZivljavanja i na temperaturi od 2 °C. Analizom
294 uzorka skupnog sirovog mlijeka, prikupljenih sa
14 farmi u Slovackoj tijekom godine dana, Foltys i
Kirchenerovd (2006) su utvrdili da je prisutnost
mezofilnih aerobnih psihrotrofnih sporotvornih bak-
terija u sirovom ohladenom mlijeku izmedu 2,5- 340
cfu mL".

Potencijalne izvore bakterije B. cereus u sirovom
mlijeku istrazivali su Christiansson i sur. (1999)
tijekom dvije godine u vrijeme pasnog perioda. Ovi-
sno u stupnju kontaminacije sisa zemljom utvrdili
su da broj spora B. cereus u sirovom mlijeku moZe
biti izmedu <10 i 880 L. U sirovom mlijeku pri-
kupljenom na podrudju zapadne Skotske (1040 far-
mi) Johnston i Bruce (1982) utvrdili su prisutnost
Bacillus spp. u 27,2 % uzoraka. B. cereus je izoliran
u 65,7 %, B. licheniformis u 19,9 %, a B. coagulan u
10,1 % slucajeva, dok su ostale vrste roda Bacillus
u mlijeku bile prisutne u zanemarivom broju. Od
100 uzoraka sirovog mlijeka Matta i Punj (1999)
prisutnost Bacillus spp. utvrdili su u 48 % uzoraka.
Relativhom usporedbom pojavnosti pojedinih vrsta
ovog roda u sirovom mlijeku, ta su istraZivanja po-
tvrdila da se B.cereus moze smatrati njegovom naju-
Cestalijom vrstom (32,2 %). Suprotno, Lukageva i
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sur. (2001) u jednogodisnjem istrazivanju kvalitete
sirovog mlijeka koje je provedeno u Ceskoj na 276
uzoraka, utvrdili su apsolutnu dominantnost B. [i-
cheniformis (85%), dok su ostale vrste roda Bacillus
ukljucujudi i B. cereus u sirovom mlijeku bile rjede
prisutne. Na osnovi rezultata ovih i istraZivanja dru-
gih autora moZe se pretpostaviti da je dominantnost
odredene vrste roda Bacillus u velikoj mjeri regional-
no specifi¢na.

Brzina kojom ée psihrotrofne bakterije dosedi
razinu kontaminiranosti od >10° cfu mL", a koja je u
najces¢em broju slucajeva potrebna za uocljivu poja-
vu kvarenja, uvjetovana je njihovim pocetnim (inici-
jalnim) brojem neposredno nakon muZnje i duzinom
hladne pohrane sirovog mlijeka. Tako ¢e primjerice
broj psihrotrofnih bakterija prije pasterizacije mlije-
ka biti >107 cfu mL"' i u slu¢ajevima niske pocetne
razine kontaminiranosti (<50.000 cfu mL") kada je
ono 3-4 dana pohranjeno na temperaturi od 4-5 °C
(Causin, 1982; Serhaug i Stepaniak, 1997). Me-
dutim, prac¢enjem dinamike rasta mikrobne popula-
cije sirovog ohladenog mlijeka (4 °C) molekularnim
metodama temeljenim na analizi DNA, Lafarge i
sur. (2004) utvrdili su da psihrotrofna mikrobna
populacija postaje u mlijeku dominantnom popula-
cijom neovisno o razini kontaminiranosti ve¢ za 24
sata.

Posljedice enzimatske aktivnosti psihrotrofnih
bakterija u ohladenom sirovom mlijeku su nezelje-
ne promjene mlije¢ne masti, bjelancevina i lecitina
koje negativno utje¢u na njegovu organolepticku i
preradbenu kvalitetu (Fox i Stepainak, 1983; Bra-
un isur., 1999; Koka i Weimer, 2001). Osim toga,
termostabilnost tih enzima, od kojih su neki termo-
stabilni i nakon zagrijavanja na temperaturi od 100
°C/30 minuta, moze biti razlogom da je i toplinski
obradeno mlijeko neprihvatljivo za potro$nju i/ili
proizvodnju visoko kvalitetnih mlije¢nih proizvo-
da (Fox, 1981; McKellar, 1982; Dogan i Boor,
2003; Hantsis-Zacharov i Halpern, 2007).

Strani okus sirovog mlijeka koji se opisuje kao
gorak, vo¢ni, po kvascima ili metalni, rezultat je rasta
nesporogenih psihrotrofnih bakterija rodova Proteus,
Pseudomonas (uz izrazitu dominaciju vrste P. flou-
rescens), Acinetobacter, Flavobacterium, Alcaligenes
i Seratia (Marshall, 1982; Muir, 1996; Magan i
sur., 2001).

Za razliku od Gram-negativnih bakterija spore
Gram-pozitivnih psihrotrofnih bakterija prisutne u

sirovom mlijeku prezivljavaju temperature paste-
rizacije i sterilizacije. Zbog toga, vrijeme odrzivosti
toplinski obradenog mlijeka se smanjuje, nastaju po-
greske okusa, te dolazi do pojave slatkog zgrusavanja
toplinski obradenog mlijeka (Johnston i Bruce,
1982; Svensson i sur.,, 2004). Osim toga, u uspo-
redbi s Gram-negativnim psihrotrofnim bakterijama
pojavnost Bacillus spp. znalajno je veca u higijenski
proizvedenom sirovom i toplinski obradenom mlijeku
(Ledford, 1998; Eneroth i sur., 2001). Naime, u
odsutnosti kompetitivne mikrobne populacije, prezi-
vjele spore u povoljnim uvjetima stvorit ¢e vegetativ-
ne stanice koje ¢e se u mlijeku brzo razmnoziti. Zbog
toga, za kvalitetu mlijeka i mlije¢nih proizvoda spore
predstavljaju puno veéi problem od njihovih vegeta-
tivnih stanica (Brown, 2000; Barbano i sur., 2006).

Utjecaj kontaminiranosti sirovog mlijeka psi-
hrotrofnim bakterijama prije toplinske obrade na
kvalitetu mlije¢nih proizvoda prikazuje tablica 1.

Pasterizirano i sterilizirano mlijeko

Pogreske sirovog mlijeka uzrokovane poveca-
nim brojem psihrotrofnih bakterija imaju negativan
ucinak na kvalitetu pasteriziranog (HTST) i sterili-
ziranog mlijeka (UHT). Ispravno provedenim po-
stupcima toplinske obrade mlijeka, eliminiraju se
Gram-negativne psihrotrofne bakterije (najucestaliji
kontaminenti sirovog ohladenog mlijeka). Medu-
tim, na tim temperaturama ne inaktiviraju se njihovi
termostabilni hidroliti¢ki enzimi, niti se unitavaju
spore Gram-pozitivnih psihrotrofnih bakterija (Ro-
gelj i Bogovi¢, 1990; Elmher, 1998; Eneroth i
sur., 2000). Tako je kvarenje HTST i UHT mlijeka
posljedica rasta tih bakterija u sirovom mlijeku prije
toplinske obrade i/ili aktivacije njihovih termorezi-
stentnih enzima nakon toplinske obrade (Nelson,
1985; Craven i sur., 1994; Eneroth i sur., 2000;
Budovi i sur., 2002). Gram-negativne bakterije u
pasteriziranom mlijeku vrlo su ¢esto i posljedica na-
knadne kontaminacije.

Izmedu Gram-negativnih psihrotrofnih bakteri-
ja, vrste Pseudomonas u 15-33 % slucajeva su uzro¢-
nici kvarenja pasteriziranog mlijeka, te je utvrdena
njihova visoka korelacija (r=0,857) s prisutnim uku-
pnim brojem bakterija (Samarzija, 2003; Kumare-
san i Annalvilli, 2008). Takoder, Pseudomonas spp.
¢e i u slu¢ajevima pocetno niske razine kontaminira-
nosti unutar 10 dana njegove hladne pohrane, dose-
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Tablica 1. Utjecaj rasta psihrotrofne mikrobne populacije u sirovom mlijeku na kvalitetu mlije¢nih proizvoda

Proizvod Vrsta pogreske Uzrok
Precipitacija kada se mlijeko doda )
P J,, ' 5¢ T Aktivnost fosfolipaza i proteinaza Bacillus spp.
u vrudi napitak i gorak e . .
L . (destabilizacija mlije¢ne masti)
okus mlije¢ne masti
y . Termostabilne proteinaze [Gram-pozitivnih i Gram-nega-
Zgru$avanje . . . .. 6 118 a
tivnih psihrotrofnih bakterija (~10°-10% cfu mL")]
Pasterizirano Voéni okus Sinteza estera; P. fragi
mlijeko
Krace vrijeme odrZivosti Stimulirano prisutnim etanolom
Slatko zgrusavanje Hidroliza proteina
Prihvacanje mlijeka za ploce Smanjenje toplinske stabilnosti mlijeka uzrokovanih
pasterizatora termostabilnim proteinazama
. . Veca koncentracija slobodnih masnih kiselina zbog
Okus: uzegnut, atipi¢ni okus, i . 1o . . .
i aktivnosti termostabilnih lipaza; proteoliza zbog aktivnosti
gorak, sapunasti o )
termostabilnih proteinaza
Sterilizirano
Koagulacija nakon tjedan dana Termostabilne proteinaze [Gram-pozitivnih i Gram-nega-
mlijeko pohrane tivnih psihrotrofnih bakterija (~10° cfu mL")]
Gelarasta struktura Termostabilne proteinaze [Gram-pozitivnih i Gram-nega-
nakon ~1-2 mjeseca tivnih psihrotrofnih bakterija (~10*cfu mL")]
Visoka koncentracija lipaza i proteinaza u mlijeku (vrh-
. nju) prije pasterizacije; naknadna kontaminacija
Vrhnje : 7 .
1% Okus: go‘rak, uzegnut, (Pseudomonas spp. Bacillus spp)
Maslac voéni, sapunast ) N _ _
Visoka koncentracija slobodnih masnih
kiselina (C,-C; C1,,C,,)
. Aktivnost lipaza i proteinaza koje ostaju u gruu i nastavlja-
Okus: strani, uzegnut . e o1 o . oo .
ju svoje lipolit¢ko i proteoliti¢ko djelovanje tijekom zrenja
L Proteoliza izazvana proteinazama
Manji prinos
uglavnom Pseudomonas spp.
Sir

Krace vrijeme zgrusavanja

Veca koncetracija slobodnih aminokiselina (bakterijske
proteinaze) koje stimuliraju rast bakterija iz sastava kultura

DuZe vrijeme zgruSavanja

Veca koncentracija slobodnih masnih kisalina (bakterijske
lipaze) koje inhibiraju rast bakterija iz sastava kultura

(modificirano prema: Champagne i sur. 1994)

gnuti kriti¢nu razinu od 10°-107 c¢fu mL! (Eneroth
i sur., 1998). Razina kontaminiranosti od 10°-107 cfu
mL"! uvjetuje kvarenje pasteriziranog mlijeka koje se
manifestira stvaranjem gorkih komponenti i necistim
okusom mlijeka, te skra¢enjem vijeka odrzivosti pro-
izvoda. Za HTST mlijeko o¢ekivano vrijeme odrZivo-
sti moZe biti krace i do 14 dana (Serhaug i Stepai-
nak, 1997; Aaku isur., 2004). U usporedbi s HTST

mlijekom, atipi¢ni okus i zgruSavanje mlijeka koje se
moZe dogoditi i nakon 5. dana pohrane naglaseniji
su za UHT mlijeko (Nérnberg i sur., 2010). Nai-
me, zbog znatnijih promjena proteinskih molekula,
koje nastaju koriStenjem visih temperatura toplin-
ske obrade mlijeka, izgleda da proteinske molekule
postaju boljim supstratom za enzimatsku razgradnju

(McKeller, 1982).
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Za razliku od Gram-negativnih, Gram-pozitivne
sporotvorne psihrotrofne bakterije preZivljavaju to-
plinsku obradu mlijeka i nastavljaju svoj rast u ohla-
denom mlijeku (Larsen i Jorgensen, 1997, Huck
isur., 2007). Od Gram-pozitivnih psihrotrofnih bak-
terija, Bacillus spp. uz izrazenu dominantnost vrsta,
B. cereus, B. subtilis i B. licheniformis najcesce su iz
HTST i UHT mlijeka izolirane bakterije. Opcenito,
zbog njihovih istovremenih termorezistentnih i psi-
hrotrofnih svojstava, rast svih triju vrsta favoriziran je
temperaturom toplinske obrade (fizikalna aktivacija
spora) te hladnom pohranom proizvoda (Brown,
2000). Vrste B. cereus, B. subtilis i B. licheniformis
brzo rastu i razmnoZavaju se na temperaturama hla-
denja toplinski obradenog mlijeka. Zbog toga te bak-
terije u uvjetima kada nema kontaminacije drugim
mikroorganizmima postaju njegovim glavnim uzro¢-
nicima kvarenja (Meer isur. 1991; Muir, 1996; Lin
isur., 1998; Matta i Punj, 1999).

Sli¢no kao i veéina Gram-negativnih psihro-
trofnih bakterija, vegetativne stanice Bacillus spp.
sposobne su tvoriti termorezistentne enzime koje
se prema stupnju rezistentnosti na toplinsku obradu
mlijeka mogu usporediti s enzimima bakterija Pseu-
domonas spp. Tako, na primjer, Bacillus spp. sli¢no
kao i Pseudomonas spp. uzrokuje biokemijske reak-
cije odgovorne za kvarenje mlijeka poput hidrolize
kazeina u 84 % slucajeva, lecitina u 77 %, masti u
52 % a laktoze u 8 % slucajeva (Johanton i Bruce,

1982).

Za 108 bakterijskih vrsta roda Bacillus izolira-
nih iz mlijeka i mlije¢nih proizvoda Murugan i Villi
(2009) analizirali su njihovu sposobnost induciranja
proteolize u steriliziranom mlijeku. Mjereno na uku-
pni protein, autori su utvrdili smanjenje udjela kazein-
skog dusika u mlijeku od 4,82 % kada je kontaminaci-
ja bila uzrokovana bakterijom B. subtilis, 4,15 % kada
se radilo o vrsti B. cereus , a 4,08 % kada je uzro¢nik
bila bakterija B. licheniformis. Sve tri vrste uzrokovale
su strani okus i zgru3avanje mlijeka nakon 30 sati in-
kubacije na temperaturi od 37 °C. U smislu proteoli-
tickih i lipoliti¢kih promjena uzrokovanih zbog pojav-
nosti bakterija Bacillus spp. u steriliziranom mlijeku,
Janstovd i sur. (2004) utvrdili su smanjenje udjela
ukupnog proteina sa 34,60 g/L na 29,46-32,86 g/L, a
kazeina za 7,3 %. Istovremeno, udio B-kazeina unutar
kazeinske micele se smanjio za 27,53 %, a a-kazeina
za 43,95 %.

Znalajno povecanje slobodnih masnih kiseli-
na u steriliziranom mlijeku, kao posljedicu lipolize
uzrokovane Bacillus spp., utvrdili su Jan§tov4 i sur.
(2006). Naime, nakon 3. tjedna pohrane UHT mli-
jeka na temperaturi od 24 °C, pocetna koncentracija
slobodnih masnih kiselina od 41,97 mmol kg po-
vecala se na 1617,22 mmol kg!. Najvece povecanje
koncetracije slobodnih masnih kiselina utvrdeno je
u slu¢ajevima istovremene kontaminacije UHT mli-
jeka bakterijama B. licheniformis i B. cereus. Osim
toga, zbog sposobnosti ekstenzivne lipolize i prote-
olize smatra se da bakterije Bacillus spp. skracuju
vrijeme odrzivosti UHT mlijeka za 25 %. Takoder,
Bacillus subtilis i/ili termostabilni proteoliticki en-
zimi Gram-negativnih bakterija hidrolizom kazeina
izazivaju destabilizaciju kazeinskog micela i koagula-
ciju sli¢nu koagulaciji himozinom (Law i sur., 1977,
Mitchell i Marshall, 1989; Meer i sur.,, 1991;
Hamamoto isur, 1993; Rukure i Bester, 2001).

Pojavnost bakterije B. cereus u pasteriziranom
mlijeku proizvedenom u tri mljekare u Danskoj pra-
tili su Larsen i Jorgensen (1997) tijekom godine
dana. Od ukupno 458 analiziranih uzoraka, B. cereus
izoliran je iz 257 (56 %) uzoraka a njegova pojav-
nost u pasteriziranom mlijeku bila je znacajno vecau
ljetnim (72 %) u odnosu na zimske (28 %) mjesece.
Utvrdeni broj B. cereus u pasteriziranom mlijeku bio
je izmedu 10%i 3x10° cfu mL", a signifikantna razlika
u njegovoj pojavnosti izmedu mljekara nije utvrdena.
Takoder, ve¢u prisutnost te bakterijske vrste u paste-
riziranom mlijeku tijekom ljetnog (svibanj-listopad)
u odnosu na zimski period utvrdili sui Lépez-Pede-
monte isur. (2003).

B. cereus u pasteriziranom je mlijeku dominan-
tna mikrobna vrsta u slucajevima kada je temperatu-
ra njegovog hladenja visa od 7 °C, a vrijeme pohrane
mlijeka duze (McGuiggan isur., 1994; TeGiffel i
sur., 1997; Larsen i Jorgensen, 1999; Eneroth i
sur., 2000). Naime, 53 % sojeva B. cereus sposobno
je rasti na tim temperaturama uz generacijsko vri-
jeme od priblizno 8-9 sati (Dufrenne i sur., 1994;
TeGiffel isur., 1997). U prirodno kontaminiranom
pasteriziranom mlijeku na kraju njegovog vijeka odr-
zivosti Larsen i Jorrgensen (1999) pojavnosti B.
cereus utvrdili su u 24 od ukupno 27 uzoraka. Istrazi-
vanja su provedena u tri razli¢ite mljekare u Danskoj,
a uzeti uzorci tijekom pokusa bili su pohranjeni na
temperaturi od 70,5 °C i analizirani svaki dan kroz
9 dana. Odmah nakon pasterizacije B. cereus utvrden
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jejedinou 2 od 27 uzoraka, ali se nakon 5 dana pohra-
ne mlijeka njegov broj znacajno poceo povecavati. Od
ukupno 24 pozitivna uzorka nakon 9 dana pohrane,
11 ih je sadrzavalo vise od 10° mikroorganizama mL'.
Premda ta razina kontaminacije ne uvjetuje kvarenje
HTST niti UHT mlijeka, ona predstavlja opasnost za
ljudsko zdravlje ukoliko se radi o patogenim sojevima
B. cereus (IDF Bulletin, 2000; Christinsson, 2002;
Svenson i sur., 2005). Pojavnost B. cereus u pasteri-
ziranom mlijeku veéa od 10° cfu mL! uzrokuje pro-
mjenu karakteristi¢nog okusa u nedisti, vo¢ni, gorki,
uzegli te okus po kvascima.

Na temperaturno-vremenske uvjete sterilizacije
mlijeka unutar Bacillus spp., B. sporothermodurans i
B. stearothermophilus najtolerantnije su sporotvorne
ne-patogene bakterije (Huemer i sur., 1998). Pri-
sutne u dovoljnom broju te bakterije za razliku od B.
cereus, B. subtilis i B. licheniformis uzrokuju kiselu ko-
agulaciju i siru sli¢an okus i miris steriliziranog mlijeka.

Fermentirana mlijeka

Opéenito, fermentirana mlijeka radi niske pH
vrijednosti medija (~4,2-4,6) nisu pogodna sredina
za veéinu bakterija uzro¢nika kvarenja (Rasic¢ i Kur-
man, 1978; Robinson i sur.,, 2002, 2006). Medu-
tim, u proizvodnji fermentiranih mlijeka problem
je sirovo mlijeko koje se prije prerade duze vrijeme
pohranjuje na niskim temperaturama (Rossland i
sur., 2005). U tim uvjetima psihrotrofnim bakteri-
jama omogucena je hidroliticka razgradnja proteina
i masti mlijeka. Posljedice tih hidrolitickih promjena
na kvalitetu fermentiranih mlijeka manifestiraju se u
promjeni teksture i okusu. Na primjer, jogurt zbog hi-
drolize k-kazeina u sirovom mlijeku ima &vric¢i gel i
vecu viskoznost, ali je istovremeno sinereza izraZenija
(Gassem i Frank, 1991). Interesantno je istaknuti
da proteoliticke promjene pogoduju rastu mikrob-
ne kulture kroz povecanje koncentracije slobodnih
aminokiselina. Medutim, istovremeno tipi¢na aroma
izostaje, a zbog naglaSenih lipoliti¢kih promjena uzro-
kovanih lipazama psihrotrofnih bakterija proizvod ima
atipi¢an okus koji se opisuje kao gorak, uzegnut, ne-
Cist i okus po vocu (Serhaug i Stepaniak, 1997).

Vrhnje i maslac

Kako se u proizvodnji vrhnja i maslaca danas ko-
risti gotovo iskljucivo ohladeno mlijeko, psihrotrofne
bakterije su u priblizno 25 % slutajeva glavni uzro¢ni-

ci kvarenja i smanjene odrZivosti tih proizvoda (Cox,
1993; Larsen i Jorgensen, 1997; Spreer, 1998b).
Pogreske mogu biti uzrokovane direktnom mikrob-
nom kontaminacijom proizvoda ili su one posljedica
prethodnog rasta psihrotrofnih bakterija u sirovom
mlijeku (Causin, 1982; Cox, 1993; Marth, 1998;
Spreer, 1998a; McPhee i Grffiths, 2002).

S obzirom da su vrhnje i maslac proizvodi koji
sadrze veliki udjel mlije¢ne masti, znatnije su pod-
lozniji lipolitickim u usporedbi s proteolitickim
promjenama uvjetovanim termostabilnim enzimi-
ma psihrotrofnih bakterija (Kornacki i Flowers,
1998). Gorak ili strani okus tih proizvoda takoder
moze biti i posljedica hidrolize proteina proteazama
psihrotrofnih bakterija (Causin, 1982; McPhee i
Grffiths, 2002).

P, fragi ili rjede P. fluorescens zbog svoje lipolitic-
ke sposobnosti razgradnje masti do slobodnih masnih
kiselina vrlo Cesto su uzro¢nici pogreske uZegnutog
okusa vrhnja i maslaca (Stead, 1986). Osim toga,
ukoliko distribucija vode u maslacu nije ravnomjerno
rasporedena te bakterije mogu rasti i u samom proi-
zvodu. Vrsta P, fragi ¢e u tim slucajevima potaknuti
tvorbu estera okusom sli¢nom jabuci, a potom ¢e se
javiti uzegnuti okus, dok vrsta P. putrefaciens moze
rasti na povr§ini maslaca na temperaturi njegove
pohrane od 4-7 °C. Nakon 7-10 dana bakterijskog
rasta dolazi do oslobadanja organskih kiselina, pose-
bice izovaleri¢ne kiseline, a maslac tada ima izraziti
miris po trulezi. Takoder, bakterija P. putrefaciens
uzro¢nik je i povrSinske pjegavosti na maslacu. Crna
diskoloracija povrsine maslaca uz izrazito neugodan
okus znatno je rjedi oblik kvarenja a naj¢esce izolira-
ni uzro¢nici su bakterije P. mephitica i P. nigrifaciens
(Jay, 1992; Koka i sur., 2001; Munsch-Alatossa-
va isur., 2005).

Sir

Svako povecanje broja psihrotrofnih bakterija u
mlijeku za proizvodnju sira iznad ~10° cfu mL! uvjek
u manjoj ili ve¢oj mjeri ima negativan utjecaj na uku-
pnu kvalitetu sira. Prisutnost psihrotrofnih bakterija,
¢ak i u relativno malom broju nakon dva dana hladne
pohrane mlijeka, vrlo ¢e se brzo povecati do razine
kontaminiranosti od 10°-10% cfu mL". Ta razina bak-
terijske kontaminacije zna¢ajno umanjuje sposobnost
mlijeka za preradu u sir. Prva negativna posljedica je
destabilizacija prirodnog plazminskog sustava mlijeka.
Naime, proteinaze psihrotrofnih bakterija stimulira-
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ju oslobadanje plazmina i plazminogena iz kazeinske
micele. U proizvodnji sira to znati da ¢e se plazmin i
plazminogen velikim dijelom izluditi sirutkom, a po-
znato je da upravo te nativne proteinaze imaju zna-
¢ajnu ulogu u formiranju okusa, teksture i prinosa
sira (Fajardo-Lira i Nielsen, 1998). Posljedi¢no,
vrijeme koagulacije dodatkom kimozina sirovom mli-
jeku znacajno se skracuje, a pasteriziranom produzuje.
Krace vrijeme koagulacije sirovog mlijeka objasnjava
se vijerojatnim interakcijama izmedu psihrotrofnih
i drugih prirodno prisutnih bakterija u mlijeku koje
imaju utjecaj na kimozin. Osim toga, kako su o i B
kazein supstrat proteazama psihrotrofnih bakteri-
ja, k-kazein postaje dostupniji kimozinu te se vrije-
me koagulacije mlijeka skrac¢uje (Cousin i Marth,
1977). Suprotno, produZenje vremena koagulacije
toplinski obradenog mlijeka pripisuje se sporijem
djelovanju kimozina zbog modificiranih ili irever-
zibilnih proteolitickih promjena proteina mlijeka.
Tako na primjer, proteini mlijeka koji su osjetljivi na
temperature toplinske obrade mogu formirati razli-
Cite proteinske komplekse poput kompleksa izmedu
B-laktoglobulina i kazeina. Neovisno o razlogu, vrije-
me zgru$avanja mlijeka i kvaliteta grusa znacajno su
promijenjeni.

Problemi ispravnog zgruSavanja mlijeka najcesce
su povezani s djelomi¢nom razgradnjom B-kazeina i
njegovom tendencijom napustanja kazeinske micele,
$to dovodi do smanjenja veli¢ine i povecanja hidrati-
zacije micele. Rezultat izazvanih promjena kazeinskih
micela, kao posljedice rasta psihrotrofnih bakterija u
sirovom mlijeku, povecanje je stabilnosti micela, ali je
koagulum lomljiv (krhak) i manje kompaktan. Pogres-
ka sirnog koaguluma jo§ je naglasenija u proizvodniji
sireva iz ov¢jeg mlijeka koje sadrzi veéi udjel B-kazeina
(~1/2 CN) u usporedbi s kravljim mlijekom, gdje je
udjel B-kazeina u kazeinskoj miceli ~1/3 (Manfre-
dini i Massari, 1989; Tavaria i sur., 2006). Tako-
der, vazno je naglasiti da ¢e i kontaminacija mlijeka
psihrotrofnim bakterijama od ~103 cfu mL!, koje je
na niskim temperaturama pohranjeno 48 sati, sma-
njiti prinos grusa za ~4 % (Leitner i sur., 2008).
Bakterije Pseudomonas spp. i/ili njihovi termosta-
bilni proteoliti¢ki enzimimi najc¢e$ce su povezani s
ovom vrstom pogreske (Fox, 1981; McSweeney,
1997, McPhee i Griffiths, 2002.). Osim toga, ti
hidroliti¢ki enzimi ostaju u sirnom grudu te kasnije
tijekom zrenja posebice u polutvrdim i tvrdim sirevi-
ma uzrokuju atipi¢ni okus (Fox, 1981).

Djelovanje proteinaza Pseudomonas spp., a po-
sebice P. fluorescens dovodi do pojave sluzavosti i
pigmentiranosti svjezih sireva, ve¢i su gubici u proi-
zvodnji polutvrdih i tvrdih sireva, te dolazi do pogre-
Saka okusa, teksture i stabilnosti sira (Walker, 1988;
Mitchell i Marshall, 1989). Tako je na primjer po-
tvrdeno da je Zelatinozna i/ili sluzava tekstura svjezih
sireva (55-80 % vlage) direktna posljedica kontami-
niranosti sira Gram-negativnim psihrotrofnim bak-
terijama, najc¢esce vrstama P. flourescens, P fragi i
P. putida (Brocklehurst i Lund, 1985; Fox i sur.,
2000). Indirektno, slaba/losa tekstura svjezih sireva
posljedica je djelovanja termostabilnih proteolitickih
enzima tih bakterija.

U usporedbi s proteinazama koje se u znacajnoj
koncentraciji izlu¢uju sirutkom, lipaze psihrotrofnih
bakterija adsorbiraju se na masne globule i ostaju u
siru (Fox i Stepaniak, 1983; Stead, 1986; Cox,
1993). Zbog toga se neZeljena lipoliza nastavlja do
kraja zrenja, te su one uglavnom odgovorne za neZze-
ljeni okus sira. Ukoliko se radi o lipazi bakterije P. flu-
orescens, uzegnutost tvrdih sireva nastaje nakon dva
mjeseca zrenja. Odnosno, u tim sirevima u usporedbi
sa sirevima kod kojih se ne dogada negativna lipoli-
za, koncentracija slobodnih masnih kiselina veca je za
3-10 puta (Law, 1979; Corsetti i sur., 2001).

Bacillus spp. su bakterije koje prezivljavaju
uobitajenu temperaturu pasterizacije mlijeka (72
°C/15 sekundi) koja se koristi u proizvodnji velikog
broja razli¢itih vrsta sireva. Zbog toga se te bakte-
rije smatraju sljede¢om mikrobnom skupinom koja
moZe utjecati na produzavanje vremena koagulacije
i imati negativan utjecaj na kvalitetu grusa (John-
son, 1998; Caceres isur., 1997; Rukure i Bester,
2001). Iz razloga $to te bakterije slabo rastu u mlije-
ku, one su uzro¢nici kvarenja sira u sluc¢ajevima kada
njihov broj u mlijeku dostigne razinu kontaminirano-
sti od >10° cfu mL!. Najcesce te bakterije uzrokuju
pogreske teksture sira, a sam izgled pogreske odre-
den je vrstom sira.

Zbog Cinjenice da postoje brojne vrste sira, od
kojih se svaka znacajno razlikuje od drugih vrsta,
izgled i vrsta pogreske uvjetovane psihrotrofnim bak-
terijama ne mogu se primijeniti za sve vrste (Spreer,
1998c ; Walstra, 1999b; Walstra, 1999¢c; Cor-
setti i sur., 2001.). Medutim, pogreska koja je ipak
zajedni¢ka svim vrstama je neispravno zgru$avanje i
umanjena kvaliteta sirnog grusa.
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Kontrola

Negativni utjecaj psihrotrofnih bakterija na
kvalitetu mlijeka i mlije¢nih proizvoda je neospo-
ran. Njihova prilagodljiva priroda u proizvodnom
okruzenju i sposobnost brzog rasta na niskim tem-
peraturama uvjetovali su da je ta skupina bakterija
postala glavnim direktnim i/ili indirektnim uzro¢-
nikom kvarenja mlijeka i svih mlije¢nih proizvoda.
Kontaminacija sirovog mlijeka psihrotrofnim bakte-
rijama, niti uz najbolju proizvodacku praksu ne moze
se u potpunosti izbje¢i. Medutim, hladenje mlijeka
na temperaturi od 2 °C, umjesto na temperaturama
izmedu 4 i 6 °C (koje su u praksi najcesce koriste-
ne temperature hladenja), znacajno se moze usporiti
njihov rast, te proteoliticko i lipoliticko djelovanje
(Kumarsan i sur.,, 2007). Medutim, usporavanje
rasta psihrotrofnih bakterija nizim temperaturma
pohrane sirovog mlijeka ima u&inak jedino u slucaje-
vima kada je njihov pocetni broj <10° cfu mL". Ter-
mizacija sirovog mlijeka (65-69 °C/15 s) u pogonu
prije pasterizacije moze smanjiti broj Gram-negativ-
nih psihrotrofnih bakterija za 77-97 %, ali ona nema
ucinka na sporotvorne Gram-pozitivne psihrotrofne
bakterije (Champagne i sur., 1994).

Punilice u mljekarskoj industriji predstavljaju
najc¢e$ce mijesto za rekontaminaciju proizvoda psi-
hrotrofnim Gram-negativnim bakterijama. Stoga se
preporuca permanentna kontrola ¢istoce punilica.

Suprotno, za Gram-pozitivne sporotvorne psi-
hrotrofne bakterije pretpostavlja se da kontaminira-
ju toplinski obradeno mlijeko i mlije¢ne proizvode
tijekom cijelog proizvodnog procesa preko “mrtvih”
kuteva u proizvodnom sustavu i preko biofilma na
povrsini mljekarske opreme (Eneroth i sur., 1998;
Poulsen, 1999). Kako sporotvorne bakterije, pose-
bice Bacillus spp. ¢ine vrlo heterogenu skupinu bak-
terija koju karakteriziraju razli¢ita fiziologka svojstva,
oteZana je standardizacija same procedure izolacije
tih bakterija iz mlijeka i mlije¢nih proizvoda, kao i
definiranje uvjeta za njihovu inaktivaciju (McGuig-
gan isur., 1994; Francis i sur., 1998). U tom smi-
slu, kombinacija temperatura hladenja i toplinske
obrade mlijeka uz njegovu baktofugaciju mogu biti
od znacajnije koristi. Medutim, problem naknadne
kontaminacije gotovih proizvoda tim bakterijama
nije jednostavno kontrolirati. Ipak, smatra se da do-
bro dizajnirana mljekarska oprema koja se lagano
Cisti moZe u velikoj mjeri smanjiti pojavnost sporo-

tvornih psihrotrofnih bakterija u proizvodu. Takoder,
na osnovi dosada3njih istrazivanja moZe se pretpo-
staviti da je dominantnost odredene Bacillus vrste
u velikoj mjeri regionalno specifi¢na. Stoga je vazno
za vlastitu proizvodnju utvrditi koja od tih vrsta ima
najvecu predispoziciju za kontaminaciju to¢no odre-
denog mlije¢nog proizvoda.

Neovisno da i se radi o Gram-negativnim ili
Gram-pozitivnim psihrotrofnim bakterijama, kon-
trola proizvodnog procesa preko HACCP ili sli¢nog
sustava kontrole jo$ uvijek se smatra najucinkoviti-
jim vidom kontrole. Medutim, ovisno o vrsti mlije¢-
nog proizvoda za kontrolu rasta psihrotrofnih bakte-
rija moze se dodatno preporuciti kontrola aktiviteta
vode, pH, te koristenje odredenih dozvoljenih an-
timikrobnih spojeva, kao i osiguranje uvjeta za brzo
hladenje gotovih proizvoda na temperaturu <2 °C.

Umjesto zakljutaka

U proteklih pedesetak godina objavljeni su broj-
ni radovi o psihrotrofnim bakterijama, ali su mnoga
pitanja vezana na psihrotrofnu populaciju povezanu s
mlijekom i mlije¢nim proizvodima ostala neodgovo-
renima (Hantsis-Zacharov i Halpern, 2007). S
druge strane, za mljekarsku industriju psihrotrofne
bakterije su i ozbiljan ekonomski problem (Varnam
i Sutherland, 1996; Garbutt, 1997; Randolph,
2006). Te Cinjenice upuéuju da ¢e identifikacija i
kontrola psihrotrofnih bakterije povezanih s mlije-
kom i mlije¢nim proizvodima biti i dalje predmetom
mnogih znanstvenih i stru¢nih istrazivanja.

Zbog ¢injenice da su psihrotrofne bakterije glav-
ni mikrobni uzro¢nici kvarenja mlijeka i mlije¢nih
proizvoda i Cinjenice da se odredene vrste moraju
smatrati patogenim bakterijama, kontrola prisutno-
sti psihrotrofnih bakterija treba u mljekarskoj indu-
striji postati obveznom. Redovita i obvezna kontrola
pojavnosti psihrotrofnih bakterija znacajno ¢e dopri-
nijeti poboljanju kvalitete mlijeka i mlije¢nih proi-
zvoda i povecanju dobiti.

Temeljeno na dosada$njim rezultatima istraziva-
nja u smislu preventivnih mjera, &ni se kako je naj-
ucinkovitije prihvatiti standard za kvalitetu sirovog
mlijeka od <30.000 cfu mL ' za ukupni broj aerob-
nih mezofilnih bakterija i <5000 cfu mL"' za broj
psihrotrofnih bakterija.
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Psychrotrophic bacteria and their
negative effects on milk and dairy
products quality

Summary

The characteristics of bacterial populations in
raw milk at the time of processing has a significant
influence on shelf-life, organoleptic quality, spoilage
and yields of raw milk, processed milk as well as on
the other dairy products. Unfortunately, cold and
extended storage of raw milk, as a common practice
in dairy sector today, favour the growth of psychro-
trophic bacteria. Therefore, their count in the re-
frigerated milk is more than the ideal limit of 10 %
of the mesophilic count. Psychrotrophic bacteria are
generally able to form extracellular or intracellular
thermo-resistant enzymes (proteases, lipases, phos-
polipases) which can contribute to milk and dairy
products spoilage. In addition, besides exhibiting
spoilage features, some species belonging to the psy-
chrotrops are considered as emerging pathogens that
carry innate resistance to antibiotics or produce tox-
ins. In sense of quality, psychrotrophic bacteria have
become major problem for today’s dairy industry as
leading cause in spoilage of cold-storage milk and
dairy products. This review article focuses on the im-
pact of psychrotrops on quality problems associated
with raw milk as well as on th final dairy products.
Means of controlling the dominant psychrotrophic
species responsible for undesirable activities in milk
and dairy products were also discussed.

Key words: psychrotrophic bacteria, contamina-
tion, biofilm, milk and dairy products quality, con-
trol
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