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Sažetak 

Na tri izolata vrste Pseudomonas fluorescens izolirana iz pasterizira­
nog mlijeka proučavali smo utjecaj veličine populacije na kinetiku odumira­
nja za trajanje pasterizacije mlijeka (63P C/30 min). Bez obzira na veličinu po­
pulacije i pojedine izolate, do najveće redukcije broja stanica došlo je u vrije­
me dogrijavanja uzroka do 63P C (4 min.). Ako je početna populacija bila < 10* 
BK/ml ustanovili smo sto postotnu letalnost. Nakon 48 sati skladištenja (7°C) i 
u tim uzorcima pasteriziranog mlijeka zapazili smo prisustvo živih stanica. 
Riječe natuknice: Pseudomonas fluorescens, pasterizacija, redukcija popula­

cije. 

1. Uvod 

Hlađenje mlijeka odmah nakon mužnje te skladištenje mlijeka i mliječ­
nih proizvoda do niskih tempera tura sprečava njihovo kvarenje, povezano s 
rastom mezofilnih bakterija. Pritom postaju potencijalni uzročnici kvarenja 
psihrotrofne bakterije, budući da su temperature hlađenja selektivni faktor, 
koji kočenjem ras ta mezofilne mikroflore pospješuje njihov razvoj. Sve je ra­
širenije mišljenje da su uvođenjem hlađenja psihrotrofi postali najznačajnija 
skupina bakterija pr isutna u mlijeku, budući da proizvode eks t race lu lame 
enzime, sposobne za razgradnju pojedinih sastojaka mlijeka, kao što su bje­
lančevine i masti. 

Psihrotrofne bakterije su u prirodi vrlo raširene i raznovrsne. U mlijeku 
i mliječnim proizvodima prevladavaju Gram-negativni, nesporotvomi, kata-
laza-pozitivni štapići najčešće roda Pseudomonas. Zaključci nekadašnjih is­
traživanja su navodili da psihrotrofi ne preživljuju laboratorijsku ili komeri-
cijalnu pasterizaciju ( W i t t e r , 1961; T h o m a s i D r u c e , 1969). Kasnija istraži­
vanja su pokazala da postoje dvije skupine psihrotrofa, koje preživljuju zagri­
javanje do tempera ture pasterizacije, i to sporotvome 1 nesporotvome Gram-
-pozitivne bakterije. W a s h a m i sur. (1977) izolirani su iz pasteriziranog, hla­
đenog mlijeka termostabilne bakterije i označili ih kao termorezistentne psih-
rotrofe. Termorezistentne psihrotrofe opisuju i brojni drugi autori ( M i k o l a j -
c ik i S i m o n , 1978; C o g h i l l , 1982; S h a r m a i sur. 1964). Od termorezisten-
tnih su u svježem mlijeku najčešće prisutne vrste iz rodova Micrococcus i Ba 
cillus. 

Dugo se smatralo da u pasteriziranom mlijeku psihrotrofne Gram-ne-
gativne bakterije nisu prisutne, već da je njihovo prisustvo znak postpasteri-
zacijske infekcije. Kasnija istraživanja su opovrgla takva mišljenja, budući da 
* Referat održan na 9. jugoslavenskom međunarodnom simpoziju »Suvremena proizvodnja i prerade, mlijeka«. Po­

rtorož, 1990. 
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su različiti autori utvrdili da i neke Gram-negativne bakterije preživljuju pas­
terizaciju. Veckbach i Langlois (1977) su iz svježeg mlijeka izolirali psih-
rotrofe iz roda Psudomonas i zaključili da izolati vrste P. fluorescens preživ­
ljuju termičke postupke različitog trajanja (72° C/15 sek, 79° C/15 sek, 88° C/lO 
sek i 95° C/<5 sek), ako je početni broj bio je dovoljno velik (> 10® stanica koje 
tvore kolonije/ml, odnosno broj kolonija BK/ml). Te je rezultate potvrdido 
Coghl l l (1982), koji je između ostalih termorezistentnih psihrotrofa izolirao 
fluorescentne, kao i nefluorescente vrste roda Pseudomonas. 

Prisustvo gram-negativnih psihrotrofnih bakterija u pasteriziranom 
mlijeku, koje nije posljedica rekontaminacije nakon pasterizacije, spominju i 
neki drugi autori ( Janzen i sur. 1982; C r o m e i sur. 1989). Očito je da njihovo 
preživljavanje u toku pasterizacije ne zavisi samo o vrsti prisutnih bakterija 
nego i o veličini populacije prije pasterizacije. Utjecaj veličine populacije 
Gram-negativnlh psihrotrofa prije pasterizacije na njihovo preživljavanje za 
vrijeme termičke obrade je malo istraživan. U našim istraživanjima prouča­
vali smo tri izolata P. fluorescens koja smo izolirali iz pasteriziranog mlijeka. 

2. Materijal i metode rada 
2.1. Testni mikroorganizmi 

Psihrotrofne Gram-negativne bakterije koje smo upotrijebili pri istraži­
vanju izolirali smo iz pasteriziranog mlijeka te ih identificirali po API 20 NE 
sistemu (firme API-System, France). 

2.2. Priprema, pasterizacija inokuUranih uzoraka i bakteriološke analize 
Testne bakterije smo razmnožili u hranjivom bujonu (Difcobacto Nutri­

ent broth — pH 6,8) pri 26°C. Kulture, stare 18 sati, cijepili smo u različitim 
koncentracijama u sterilno obrano mlijeko. Uzorke inokuliranog mlijeka smo 
razdijelili u sterilne epruvete (po lOO ml) i laboratorijski pasterizirali u vode­
noj kupelji (63°C). Prvu epruvetu smo uzeli Iz vodene kupelji kad su uzorci do­
segli temperaturu 63°C, a svaku narednu u razmacima do 5 minuta u toku 40 
minuta. Epruvete s uzorcima smo ohladili u ledenoj vodi, zatim ustanovljivali 
prisustvo stanica koje tvore kolonije (BK/ml) u ml uzorka na TGYMA podlozi 
nakon inkubacije 48±3 sata na 3l±l°C (Standard Methods for Examination 
of Dairy Products, 1978). Jednu epruvetu s uzorkom smo nakon 30 minuta 
pasterizacije ohladili, čuvali dva dana pri temperaturi 7°C i određivali prisus­
tvo BK/ml. 

2.3. Izračunavanje kinetičkih parametara preživljavanja populacije mikroor­
ganizama pri pasterizaciji 

Na temelju teorijskih krivulja odumiranja populacije, koje smo izraču­
nali pomoću eksperimentalnih vrijednosti, odredili smo decimalno redukcij-
sko vrijeme (DT) (Lewis, 1986), zatim smo još izračunali postotak maksimal­
no ostvarene letalnosti pri pasterizaciji (63° C/3O min) {Ki^%) i najvjerojatnije 
efektivno vrijeme potrebno za uništenje čitave populacije (MPETtot = most 
probably effective time) (Pokoren, 1990) po formulama 
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D T = A , ( A y = l ) (1) 

n = broj decimalnih redukcija (2) 

_ vrijeme termizacije 
^ ~ DT 

MPETtot = W 7 ^^7° . ,. . (3) 
"" X%/vremensku jedinicu ^ ' 

3. Rezultati s diskusijom 

Utjecaj veličine popularnije na kinetiku odumiranja pri pasterizaciji pro­
učavali smo n a tri psihrotrofne, Gram-negativne, ka ta laza i oksidaza pozitiv­
ne bakterije, koje smo izolirali iz pasteriziranog mlijeka. Identifikacija s API 
NE sistemima je pokazala da pripadaju vrsti Pseudomonas fluorescens. Sve 
su bile proteolitički i lipolitički aktivne, a međusobno su se razlikovale brzi­
nom hidrolize želatine i arginina. Izolate smo označili kao P. fluorescens 6, P. 
fluorescens 26 i P. fluorescens 33. 

Ustanovili smo d a sva tri izolata postižu najveću redukciju broja koloni­
ja u vremenu koje je potrebno da uzorci postignu tempera turu 63° Ć (4 min.), 
bez obzira n a veličinu populacije. Brzina odumiranja svih izolata bila je ob­
rnuto proporcionalna s početnom veličinom populacije. 

Tabela 1. Parametri kinetike odumiranja izolata P. fluorescens 6,26 i 33 za pasterizacije 
(63° C/30 min) 

Table 1. Destruction kinetic data for isolates of P. fluorescens 6,26 and 33 during paste­
urization (63° C/30 min) 

Izolat 
Iso late A r Dxlmin) n X max (%) MPETto,(mm) B 

6 1,30x10^ - 0 , 9 6 23,26 1,29 31,08 96,51 -1-
1,1 X 10^ - 0 , 9 5 12,20 2,46 95,35 31,46 -1-
5,3 X 10^ - 0 , 9 8 14,08 2,13 185,22 16,20 -1-

26 9,6 X 10« - 0 , 9 3 33,56 0,89 23,67 126,74 -»-
1,0x10' - 0 , 9 8 22,52 1,33 66,83 44,89 -1-

1,03x10" - 0 , 9 1 15,38 1,95 180,55 16,62 -1-
33 7,1 X 10« - 0 , 9 2 58,49 0,44 14,33 209,32 + 

7,10x10* - 0 , 8 5 30,30 0,99 66,89 44,85 + 
9,4 X 10^ - 0 , 9 5 16,66 1,80 214,28 14,00 + 

početna veličina populacije u 1 ml mlijeka 
Initial size of population in 1 ml of milk 
broj decimalnih redukcija u 30 min 
number of decimal reductions in 30 min 
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r = koeficijent korelacije medu eksperimentalnom i teorijskom krivuljom preživljava­
nja 
coefficient of correlation for experimental and theoretical line of microbial des­
truction 

B = prisutnost BK/ml u pasteriziranim uzorcima skladištenim 2 dana (7°C) 
CFU/ml of pasteurized milk after 2 days storage at 7°C 

log 
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Slika 1. Tok odumiranja populacije izolata P. fluorescens 6,26 i 33 u toku pasterizacije 
pri različitim početnim veličinama populacija: A ~ 10' BK/ml, 
C ~ 10* BK/ml 

Figure 1. Destruction kinetics of isolates P. fluorescens 6,26 and 33 during pasteurizati­
on, at different initial size of population: A ^ 10' CFU/ml, C -- 10* CFU/ml 

Proračun kinetičkih parameta ra odumiranja (Tabela 1) je pokazao da je 
pasterizacija bila uspješna uz početnu veličinu populacije < 10* BK/ml, što se 
slaže s rezul tat ima koje navode M a c a u l a y i sur. (Yan i sur. 1983). MPETtot je 
bio u populaciji < 10* BK/ml od 14—16 min., a u p o p u l a c i j a m a 10̂  BK/ml izme­
đu 32—45 min. Ponešto neočekivan je bio rezultat da su u uzrocima s relativ­
no mal im početnim veličinama populacije (<10* BK/ml) u pasteriziranim 
uzorcima skladištenim 2 dana (7°C) bile pr isutne žive stanice. Populacije dak­
le nisu potpuno uništene, ali su bile tako male da u 1 ml nismo utvrdili prisus­
tvo BK. Moguće je također da su neke stanice bile samo privremeno inaktivi-
rane, ali da su u toku dvodnevnog skladištenja (7°C) postale ponovno aktivne. 
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Slika 2. Eksperimentalne i teoretske krivulje odumiranja izolata P. fluorescens 6, za 
različite početne veličine populacija: A — 1,3 x 10̂  BK/ml, B - 1,1 x IO'' BK-
/ml, C - 5,3 X 10̂  BK/ml 

Figure 2. Eksperimental and theoretical line for the destruction of isolate P. fluores­
cens 6 at different initial population size: A - 1,3 x 10' CFU/ml, B — 1,1 x 10' 
CFU/ml, C - 5,3 X 10» CFU/ml 

Prisustvo prishrotrofnih Gram-negativnib bakterija u paster iz i ranom 
mlijeku ustanovio je i C r o m i e sa suradnicima (1989). Pojava je bila slična na­
šoj budući da je i u mlijeku koje su oni analizirali početna populacija u svje-
žem mlijeku mala, a rekontaminacija isključena zbog sterilnog nač ina opre­
manja. 

Rezultati su pokazali da učinak pasterizacije govori vrlo malo o kvaliteti 
pasteriziranog mlijeka. Prisustvo Gram-negativnih psihrotrofnih bakterija u 
pasteriziranom mlijeku nije uvijek posljedica rekontaminacije nakon pasteri­
zacije. 
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Slika 3. Eksperimentalne i teoretske krivulje odumiranja izolata P. fluorescens 26 za 
različite početne veličine populadjat A — 9,6 x 10' BK/ml, B — 1,0 x 10* BK-
/ml, C — 1,0 * 10* BK/ml 

Figure 3. Experimental and theoretical line for destruction of isolate P. fluorescens 26 
at different initial population sizet A — 9,6 x 10" CFU/ml, B — 1,0 x 10" CFU-
/ml, C — 1,0 X 10* CFU/ml 

THE INFLUENCE OF POPULATION SIZE OF GRAM-NEGATIVE 
PSYCHROTROPHS ON SURVIVAL DURING PASTEURIZATION 

Summary 

The influence of initial population size on destruction kinetics during 
milk pasteurization (63P C/30 min) was studied relative to three Pseudomonas 
fluorescens isolates from pasteurized milk. The greatest reduction of viable 
cells was observed during first stage of milk pasteurization to reaching final 
temperature (63P C/4 min) for all isolates and every starting population size. 
When inital population size attained < 10* CFU/ml lethality determined im­
mediately after pasteurization was 100%. Despite this fact viable cells were 
observed in all samples of pasteurized milk stored 48 hours at 7°C. 
Additional index words-. Psejadomonas fluorescens, pasteurization, populati­

on reduction 
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Slika 4. Eksperimentalne i teoretske krivulje odumiranja izolata P. fluorescens 33 za 
različite veUčine populacijei A — 7,1 x 10« BK/ml, B — 7,1 x 10̂  BK/ml, C — 
9,4 X 10̂  BK/ml 

Figure 4. Experimental and theoretical line for the destruction of isolate P. fluorescens 
33 at different initial population sizei A — 7,1 x 10« CFU/ml, B — 7,1 x 10* 
CFU/ml, C — 0,4 X 10 /̂ml 
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