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FIZIOLOSKE KARAKTERISTIKE PSTHROTROFNIH BACILA
IZOLOVANIH IZ SIROVOG MLEKA

Zora M. Mijalevi¢, SneZana B. Bulaji¢

Predstavnici roda Bacillus Cesto su prisutni kao kontaminenti u sirovom mleku. Njihova
ubtkvitarnost, stvaranje termorezistentnih spora, sposobnost rasta i biohemijska aktivnost pri niskim
temperaturama kao i patogenost pojedinih sojeva aktueliziraju njihov znacaj u industriji hrane.
Izolacija psihrotrofnih bacila je izvedena posle inkubacije sirovog mieka od 10 dana na 7+1°C.
Psihrotrofni bacili su izolovani samo iz uzoraka koji su pokazivali promenu broja bacila na pocetku
inkubacije I posle 10 dana inkubacije na 74:1°C. Testirana su 56 psihrotrofna soja bacila izolovana
iz sirovog mleka. Broj bacila se tokom inkubacije od 10 dana na 7+:1°C u 50 uzoraka sirovog mleka
povecao sa log 0.8110.78 na 1.73+0.86, a u 6 uzoraka sa log 0.10£0.10 na 2.07+0.47. Statisticki je
utvrdeno da je promena broja bacila u uslovima niskih temperatura za period od 10 dana visoko
znacajna. Izolovani psihrotrofni bacili su u 30,35 % hemoliticni, 64,28% lecitinaza pozitivni, 5,35%
sojeva razlaZe Zelatin, a 78,57% sojeva razlazu kazein. Sposobnost rasta u medijumu sa pH 5,7
pokazuje 97.07% sojeva, a 78,57% raste u prisustvu 7% NaCl.

KLJUCNERECL:  Psihrotrofni bacili, sirovo mleko, fizioloske karakteristike

UvOoD

Predstavnici roda Bacillus Cesto su prisutni kao kontaminenti u sirovom mleku. Njihova
ubikvitarnost, stvaranje termorezistentnih spora, sposobnost rasta i biohemijska aktivnost pri
niskim tempcraturama kao i patogenost pojedinih sojeva aktueliziraju njihov znaéaj u industriji
hrane.

Garcia-Armesto i sar. (1) su ocenjivali rast 50 izolata Bacillus spp. pri razli¢itim
temperaturnim uslovima (6,5 °C/10 dana; 30 °C/3 dana i 40 °C/2 dana). Diferenciranje
psihrotrofnih bacila je izvedeno na osnovu njihove sposobnosti rasta na 6,5°C tokom 10 dana
i izostanka rasta na 40°C za 2 dana. Kriterijum za izu¢avanje psihrotrofnih bacila je i njihova
sposobnost da rastu na niskim temperaturama. Inkubacijom sirovog mleka 10 dana na
temperaturi 7+1°C prema Mijacevi¢ i sar. (2) broj bacila se poveca za dva log/ml. Za higijenu
namirnica je veoma znacajna ¢injenica da pojedini sojevi iz Bacillus cereus grupe mogu rasti na
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temperaturama od 7°C (3). Prisustvo psihrotrofnih bacila ima znacaja jer se i u uslovima
cuvanja namirnica na niskim temperaturama mogu stvoriti uslovi za nastajanje dovoljnih koli¢ina
toksina, koji mogu izazvati trovanja ljudi.

Poslednjih godina se posveéuje znacajna paznja ispitivanjima produkcije toksina B. cereus
pri razli¢itim temperaturama. Utvrdena su i generacijska vremena ispitivanih sojeva bacila i
dokazano je da na temperaturama >12°C generacijsko vreme iznosi 8,71h, a na temperaturama
>10°C 18,9h. Sojevi su produkovali toksin u eksponencijalnoj fazi rasta pri 32°C, dok je kod
pojedinih sojeva bacila toksin dokazan u stacionarnoj fazi rasta pri 10°C(4). Ispitivanja koja su
izveli Dafrenne i sar (5) su pokazala da su gencracijska vremena psihrotrofnih sojeva B. cereus
na temperaturama <7°C od 9,4-75h, da jc lag faza vegetativnih ¢elija znacajno pod uticajem
temperature inkubacije, a da su svi ispitivani sojevi produkovali dijarei¢ni tip toksina.

Chung i sar (7) su utvrdili da se u sirovom mlcku psihrotrofne sporogenc bakterije mogu
dokazati na nivou od 0,8-120x10*ml. Sporogene bakterije su identifikovane kao B. firmus u
46,3%, B. megaterium u 23%, B. brevis u 15,7%, a ostatak su ¢inili B. coagulans, B. polymyxa, B.
mascerans, B. circulans i B. cereus. Vise od 85% spora B. firmus i B. brevis inokulisanih u mleko
je germiniralo u toku 2 dana na 7°C, a sporulacija se javila posle 10 dana. Baker i Griffits (8)
su izvestili 0 nalazu psihrotrofnih sojeva B. cereus u sirovom i pasterizovanom mleku. Takode
su utvrdili da je sirovo mleko glavni izvor psihrotrofnih sojeva B. cereus-a u pasterizovanom
mleku

Coghill i Juffs (9) su iz 160 uzoraka pasterizovanog mleka u 31% izolovali psihrotrofne
bacile, s tim da je B. cereus dominantna vrsta. Van Netten i sar (10) su u 8% od 483 uzorka
pasterizovanog mleka dokazali B. cereus, s tim da je pribliZzno polovina izolata bila sposobna
da raste na temperaturi od 7°C.

Cristiansson i sar (3) su dokazali da psihrotrofni sojevi Bacillus cereus mogu stvarati
toksin na temperaturi od 8°C u agitiranom mikrobiolo§kom mediju i mleku.

Griffits (6) je dokazao da 85% psihrotrofnih izolata Bacillus spp. produkuje dijarcicni
enterotoksin pri 25°C. Vedina ovih sojeva je identifikovana kao B. cereus i B. cereus-u bliski
sojevi. Cetiri psihrotrofna izolata bacila su produkovala toksin tokom rasta u mlcku na
temperaturama od 6-21°C. Znacajne koli¢ine enterotoksina se sintetiSu tek pri broju bacila
> 107cfu/ml.

Cilj ovog rada je da utvrdi prisustvo psihrotrofnih bacila u sirovom mleku, njihove fizioloSke
karakteristike i sposobnost razmnozavanja u uslovima niskih temperatura tokom 10 dana
¢uvanja mleka.

EKSPERIMENTALNI DEO

1zolacija psihrotrofnih bacila je izvedena posle inkubacije od 10 dana na 7+ 1°C. Psihrotrofni
bacili su izolovani samo iz uzoraka koji su pokazivali promenu broja bacila na poc¢etku inkubacije
i posle 10 dana inkubacije na 7+1°C. Testirana su 56 psihrotrofna soja bacila izolovanih iz
sirovog mleka. Ispitivana je sposobnost rasta pri temperaturama 44° i 56°C, u prisustvu 7%
NaCli u medijumu pH vrednosti 5,7. Enzimatska aktivnost znacajna za tchnoloske procesc u
mlekarstva utvrdivana je ispitivanjem sposobnosti bacila da razlazu kazein, skrob i Zelatin.
Ispitivanjem hemolize na krvnom agaru i aktivnosti lecitinaze dokazivana je njihova potencijalna
patogenost.
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REZULTATI 1 DISKUSUJA

Sirovo mleko je posle muze ohladeno i u periodu od 2h kontrolisano na broj bacila.
Pocetan nivo bacila u mleku je bio veoma razli¢it a utvrdene vrednosti su iznosile manje od 1
bacila / ml do 1,5x10%/ml. Mleko je inkubirano na temperaturi 7+1°C 10 dana i ponovo je
odredivan broj bacila. Promena log broja bacila posle 10 dana inkubacije na temperaturi od
7£1°C prikazana je u tabeli 1.

Tabela 1. Promene log broja bacila u sirovom mleku posle 10 dana na temperaturi 7+1°C
Table 1. The changes of log number of bacilli in raw milk after 10 days of incubation at
temperature of 7£1°C

Srednja vrednost log Bacillus spp u mleku
The mean value of log number of Bacillus spp. in milk
Grupa 1 dan 10 dan
1* day 10th day
Group n Xts Kv n X+s Ky
I 50 0,81+0,78 96 50 1,73+0,86 49
11 6 0,10+0.01 ! 6 2.07+0,47 22

Prvu grupu uzoraka sirovog mleka ¢ine bacili €iji se broj udvostruéio za period od 10 dana
na 7£1°C. Ova grupa je veoma heterogeno rasla i pokazivala velike varijacije u promeni broja
bacila tokom perioda inkubacije, §to potvrduje veoma visok koeficijent varijacije. Druga grupa
sirovog mleka je imala nisku kontaminaciju razli¢itim sojevima Bacillus spp. na pocetku
eksperimenta, ali sc tokom stajanja broj Bacillus spp. 100 puta povec¢ao. Ovakav rast bacila u
uslovima niskih temperatura ukazuje na prisustvo striktnih psihrofilnih sojeva Bacillus spp. u
sirovom mleku. Rast psihrofilnih sojeva Bacillus spp je ujednacen §to potvrduje I koeficijent
varijacije.

U prvoj grupi log broja Bacillus spp. sc tokom 10 dana povecao sa 0,81+ 0,78 na 1,73+0,86,
dok se log broja Bacillus spp. u drugoj grupi tokom istog perioda ¢uvanja na niskim
lemperaturama povecao sa pocetnog <1/ml na log 2,07+0,47/ml.

Statistickom obradom podataka utvrdena je statisticki znacajna razlika u broju Bacillus
spp. prvog i desetog dana. Dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 2.

Tabela 2. Statisti¢ka znac¢ajnost promene logaritamskog broja Bacillus spp. 11 10 dana
Cuvanja sirovog mleka na niskim temperaturama
Table 2. The statistical significanse of changes of log number of Bacillus spp. 1 and 10 days
of storage of raw milk at low temperatures

Cuvanje mleka Statisti¢ka znacajnost
Statistical significanse
The storage of milk 1 grupa 11 grupa
I group 11 group
1/10 dan 5,02%** 10,62 *H*x*
t-testom je utvrdena visoka statisticka znacajnost promena srednjih vrednosti log broja

Bacillus spp. prvog 1 desctog dana kako za prvu tako i za drugu grupu bacila.
FizioloSke karakteristike psihrotrofnih Bacillus spp. prikazane su u tabeli 3. Zapaza se da
psihrotrofni bacili pokazuju znacajnu aktivnost prema kazeinu, §to uti¢e na odrzivost termic¢ki
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tretiranih proizvoda. Ispitivani sojevi Bacillus spp. takode rastu u uslovima visokih temperatura,
u prisustvu 7% NaCl i pH 5,7 §to potvrduje sposobnost prilagodavanja bacila na razlicite
uslove sredine. Kod ispitivanih sojeva psihrotrofnih bacila, u visokom procentu su zastupljeni
sojevi koji daju hemolizu na krvnom agaru, zatim sojevi koji poseduju lecitinazu, i imaju
sposobnost razlaganja skroba. Ove fiziolo3ke karakteristike su oznaka patogenosti, pa namirnice
koje sadrzc ovakve sojeve bacila u odredenom broju mogu biti Stetne po zdravlje ljudi.

Tabela 3. FizioloSke karakteristike psihrotrofnih bacila (n56)
Table 3. The physiological characteristics of psychrotrophic bacilli (n56 )

Fizioloske Pozitivni sojevi psihrotrofnih bacila

The positive strains of psychrotrophic bacilli
Karakteristike Broj Y%
The physiological characteristics Number
Hemoliza 17 30,35
Haemolysis I _
Lecitinaza 36 64.28
Lecithinase o B
Razgradnja skroba 21 37.50

Hydrolysis of starch

Razgradnja Zelatina 3 5.35
Degradation of gelatin

Razgraduju kazein 44 78,57
Degradation of casein

Rast na 44°C 56 100.0
Growth on 44°C } o
Rast na 56°C 30 53.57
Growth on 56°C o

Rast pri pH 5.7 51 97.07
Growth at pH 5.7

Rast u medijumu sa 7% NaCl 44 78.57

Growth in medium with 7%NaCl

Iz tabele 3 se vidi da je 30,35% sojeva Bacillus spp. hemoliti¢no, a 64,289 sojeva razlaze
lecitin. Prema Mijacevi€ i sar (11) lecitinaza pozitivni sojevi daju citotoksi¢ni efekat na Vero
¢elijama od 47-74% tokom inkubacije do 96h. Ispitivani psihrotrofni sojevi Bacillus spp. su u
64% lecitinaza pozitivni, §to ukazuje na vrlo visok broj sojeva koji imaju sposobnost da stvaraju
toksine i time predstavljaju opasnost po zdravlje ljudi koji konzumiraju kontaminiranu
namirnicu. Utvrdeno je da 5,35% sojeva razlaZe Zelatin, ali zato dve tredine psihrotrofnih
sojeva Bacillus spp. degradira kazein. Cesta karakteristika psihrotrolnih sojeva da hidrolizuju
kazein ukazuje na smanjenu odrzivost konzumnog mlcka. Svi ispitivani sojevi su rasli na 44°C,
§to je u suprotnosti sa rezultatima Garcia-Armesto i sar (1) koji su na osnovu sposobnosti
bacila da ne rastu na 40°C, razlikovali psihrotrofne bacile od mezofilnih. U nasem radu je
zapazeno da 53,57% ispitivanih sojeva Bacillus spp. raste i u uslovima visokih temperatura
(56°C), a ¢ak 97,075% raste u medijumu sa pH 5,7 1 78,57% u medijumu sa 7% NaCl.
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ZAKLIJUCAK

Sirovo mleko je izvor psihrotrolnih sojeva Bacillus spp. Tokom ¢uvanja mleka 10 dana na

7+1°C broj bacila se moze povecati i do 100 puta. Polazeci od poznate Einjenice da je Bacillus
spp. veoma rasprostranjen u prirodi, da za rast i razmnoZavanje ne zahteva poscbne uslove, da
je rezistentan i da prezivljava termicke tretmanc pasterizacije, a pored toga pojedini sojevi
bacila imaju termorezistentne spore koje ne uni$tavaju ni temperature kratkotrajne sterilizacije,
lako se moze doéi do zakljucka da su bacili mikroorganizmi znacajni za kvalitet proizvoda od
mleka. Sposobnost pojedinih sojeva Bacillus spp. da se prilagode na niske temperature, povecava
znacaj ovih mikroorganizama u higijeni hranc. Psihrotrofni sojevi Bacillus spp. izolovani iz
sirovog mleka su u 64,28% slucajeva lecitinaza pozitivni §to ukazuje na znacajan broj
potencijalno toksogenih psihrotrofnih sojeva. Dve treéine ispitivanih psihrotrofnih sojeva
Bacillus spp. razlaze kazein I direktno uti¢e na odrzivost namirnica u prometu.

o
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PHYSIOLOGICAL CHARACTERISTIC OF PSYCHROTROPHIC
BACILLI ISOLATED FROM RAW MILK

Zora M. Mijacevié, Snezana B. Bulaji¢

The strains of genus Bacillus are often present as contaminents in raw milk, Their
ubiquitous nature, potentiality to produce thermoresistent spores, ability to grow and bio-
chemical activity at low temperatures, so as pathogenicity of some strains have actualized
their significance in food industry.

The isolation of psychrotrophic bacilli was conducted after incubation of 10} days at 7+1°C
(isolation is achieved only from milk samples which demonstrate the changes of Bacillus number
at the start and after 10 days of incubation at 7£1°C).

It was examined 56 psychrotrophic strains of bacilli isolated from raw milk. During incu-
bation of 10 days at 7x[°C, in 50 samples of raw milk the number of bacilli increased from log
0.81+0.78 to 1.73+£0.86, whereas in 6 samples the Bacillus number ranged from log 0.10+0.01
to 2.07+0.47. The differences between mean values of Bacillus number on the first and tenth
days of incubation at low temperatures (psychrotrophic condition) were subjested to the
t-test. It was noticed a highly significant difference. It was also found that 30.35% of isolated
strains were heamolytic, 64.28% degraded lechitin, 5.35% broke down gelatin, 78.57% de-
graded casein. A high percentage of isolated bacilli (97.07%) grew at pH 5.7 and 78.57%
multiplied in the presence of 7% NaCl.
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