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Streszczenie

W unijnych rozporzadzeniach okre$lono ogdlne wymagania mikrobiologiczne dotyczace mleka suro-
wego, nie sprecyzowano jednak, jaki ma by¢ sktad jakosciowy mikroflory. Przy braku higieny doju mleko
zostaje zanieczyszczone mikroflora, ktéra pomimo chlodniczego przechowywania namnaza si¢ i produku-
je rownoczesnie zewnatrzkomorkowe enzymy (glownie proteinazy i lipazy), przyczyniajace si¢ do obni-
zenia jakos$ci mleka i produktow mlecznych. Ze wzgledu na termooporno$¢ enzymy pochodzenia bakte-
ryjnego stanowig powazny problem dla przemystu mleczarskiego. W niniejszej pracy scharakteryzowano
zrodla zanieczyszczenia mleka surowego mikroflorg psychrotrofowa, omowiono sktad jakosciowy drob-
noustrojow psychrotrofowych i wlasciwosci ich enzymoéw oraz skutki dziatania proteaz i lipaz podczas
magazynowania mleka i jego produktow.
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Wprowadzenie

Mleko, jako produkt zroznicowany pod wzgledem zawartosci sktadnikow pokar-
mowych, stanowi dobrg pozywke dla rozwoju bakterii. Ze wzgledu na specyfike jego
pozyskiwania nie jest mozliwe uniknigcie zanieczyszczenia mleka mikroorganizmami.
Dlatego ogolna liczba drobnoustrojow jest waznym wskaznikiem przy okreslaniu jego
jakos$ci higienicznej [4, 38]. Zgodnie z rozporzadzenia Komisji (WE) nr 1662/2006
z dnia 6 listopada 2006 r. [39] mleko surowe nie powinno zawiera¢ wigcej niz 100 tys.
drobnoustrojéw w 1 ml. Dobra jakos$¢ mleka surowego warunkuje jego przydatnosé
technologiczng oraz odpowiednig jako$¢ i1 trwato$¢ przetwordéw mleczarskich. Zanie-
czyszczenie mikrobiologiczne surowego mleka zalezy m.in. od takich czynnikéw, jak:
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stan zdrowotny krow, warunki higieniczne gospodarstwa, higiena doju oraz temperatu-
ra przechowywania mleka [27, 50]. Obowiazek niezwlocznego schtadzania mleka bez-
posrednio po udoju przyczynit si¢ do znacznej poprawy jakos$ci mleka surowego i prze-
tworow mleczarskich. Rownocze$nie powstaly dobre warunki do rozwoju bakterii
zimnolubnych [39]. Dominujgcg mikroflor¢ schtodzonego mleka surowego stanowia
bakterie psychrotrofowe, zdolne do wydzielania zewnatrzkomorkowych enzymoéw,
szczegblnie proteolitycznych 1 lipolitycznych, warunkujacych psucie si¢ gotowych
wyrobow mleczarskich [8, 9, 22].

W niniejszej pracy przedstawiono charakterystyke bakterii psychrotrofowych wy-
stepujacych w mleku surowym i jego produktach oraz skutki ich dziatania.

Zrédla zanieczyszczenia mikrobiologicznego mleka surowego

Bakterie psychrotrofowe sa powszechne w przyrodzie, wystepuja w wodzie, gle-
bie, na roslinach i w powietrzu. Moga gromadzi¢ si¢ w rurociagach, paszy (w tym
w kiszonkach niskiej jakosci), trawie, Scidlce, kale, na powierzchni strzykdéw oraz
sprzetu mleczarskiego. Nie sg jednak naturalng mikroflorg znajdujaca si¢ w wymio-
nach krow, dlatego ich obecnos¢ jest wylacznie wynikiem zanieczyszczenia mleka
surowego w trakcie doju Iub po nim [3, 14, 20, 40].

Wsrod zrodel zanieczyszczenia Gram-ujemnymi bakteriami psychrotrofowymi
nalezy wymieni¢ pozostatosci wody w dojarkach i rurociggach podajacych mleko oraz
w zbiornikach chtodzacych, brudne wymiona i strzyki, nieodpowiednio czyszczone
powierzchnie majace kontakt z mlekiem w trakcie jego transportu i dalszego magazy-
nowania w mleczarni. Z kolei obecno$¢ przetrwalnikujacych bakterii psychrotrofo-
wych z rodzaju Bacillus spp. zwykle tlumaczona jest tzw. efektem sezonowosci.
Gléwnymi Zrodtami zanieczyszczenia mleka tymi bakteriami w okresie zimowym sa
siano i pyl, a w lecie — zabrudzone ziemig wymiona i strzyki [40, 41]. Christiansson
i wsp. [13] potwierdzili w badaniach, ze liczba zarodnikow w mleku surowym jest
skorelowana ze stopniem zanieczyszczenia strzykoéw gleba. Z kolei Lukaseva 1 wsp.
[31] oraz Foltys i Kirchenerova [16] nie potwierdzili wptywu ,,efektu sezonowosci” na
obecnos¢ Bacillus spp. w mleku surowym. Lukaseva i wsp. [31] thumaczyli duze za-
nieczyszczenie mleka bakteriami z rodzaju Bacillus spp. w sierpniu i pazdzierniku
brakiem higieny podczas doju i przechowywania mleka. Berthold i Molska [3] stwier-
dzity
w 1 g gleby obecnosé 10° = 10 jtk komorek wegetatywnych Bacillus cereus i 10° = 10
jego przetrwalnikow, natomiast w 1 g katu pobranego z otoczenia krow bylo 10* =+
10° jtk przetrwalnikow Bacillus cereus. Wigkszo$¢ analizowanych pasz zawierala prze-
trwalniki Bacillus cereus, a ich liczba miescita sie w granicach 10 + 10* w 1 g. Kat
i gleba, ze wzgledu na tatwo$¢ zanieczyszczenia powierzchni strzykow krow, stanowig
znaczne zagrozenie dla mleka. Zajac i Brzozowska [49] wykazaly, Zze ocenione wzro-
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kowo jako czyste strzyki krow utrzymywanych w pomieszczeniach zamknigtych byty
przyczyna wzrostu zanieczyszczenia mleka $rednio o 10* jtk/ml. Udzial komoérek bak-
terii z powierzchni strzykow ocenionych wzrokowo jako brudne w ogoélnym zanie-
czyszczeniu mleka byt wigkszy i osiagnat 10 jtk/ml, natomiast zanieczyszczenie mle-
ka pozyskanego po umyciu i dezynfekcji strzykow bylo mniejsze niz 10° jtk/ml. Jak
podaje Ziarno [50], w przypadku zdrowej krowy i czysto przeprowadzonego doju po-
zyskane mleko zanieczyszczone jest jedynie nieliczng mikroflorg saprofityczng na
poziomie do kilku tysigcy komorek w 1 ml. Natomiast nichigieniczny doj i nieprawi-
dtowe przechowywanie surowca skutkujg zwigkszeniem liczby komorek bakterii do
poziomu od kilkuset tysiecy do kilkudziesigciu milionéw w 1 ml.

Bakterie psychrotrofowe w mleku

Bakterie psychrotrofowe nie sg jedng grupa taksonomiczng, okreslenie to charak-
teryzuje drobnoustroje réznego gatunku zdolne do wzrostu w temp. 7 °C lub nizszej,
niezaleznie od ich optymalnej temperatury wzrostu [40], ktéra wynosi 20 + 30 °C.
Zdolno$¢ bakterii psychrotrofowych do wzrostu i aktywno$ci metabolicznej w niskiej
temperaturze zwigzana jest z budowa btony komorkowe;j, ktora, wzbogacona w wielo-
nienasycone kwasy ttuszczowe, chroni i zapewnia prawidtowa przepuszczalno$¢ oraz
aktywny transport metabolitow niezb¢dnych do wzrostu [40].

Kukula [27] stwierdzita wicksza liczbg bakterii psychrotrofowych w mleku
w cieplejszych porach roku, co uzasadnia warunkami korzystnymi do namnazania
mikroorganizméw w wyzszej temperaturze. Wykazata ona, ze przy ogodlnej liczbie
bakterii w mleku na poziomie 10° jtk/ml udzial komérek bakterii psychrotrofowych
pozostawat na poziomie nizszym o 1 do 2 rzedéw wielkos$ci. Przy zwigkszeniu ogodlne-
go zanieczyszczenia mleka, zwigkszala si¢ rowniez liczba komorek bakterii psychro-
trofowych. Z kolei w badaniach prowadzonych od wielu lat w Zaktadzie Biotechnolo-
gii Mleka SGGW wykazano, ze w mleku pozyskanym z doju mechanicznego,
przechowywanym w warunkach chtodniczych, udziat bakterii psychrotrofowych
w ogo6lnej liczbie drobnoustrojow wynosit 30 + 60,7 %, ale analizy przeprowadzone
w warunkach przemystowych wskazuja, ze udzial ten moze przewyzsza¢ 90 % [50].
Cempirkova [6] potwierdzita wysoka korelacje pomiedzy ogdlng liczbg drobnoustro-
jow mleka surowego i liczbg komorek bakterii psychrotrofowych (r = 0,69, p < 0,01).
Ponadto wykazata znaczacy wptyw systemu utrzymania krow i techniki doju na ogdlng
liczbg drobnoustrojow i liczbe bakterii psychrotrofowych mleka. Ogoélna liczba bakterii
w mleku pochodzacym od krow utrzymywanych w oborach wolnostanowiskowych
i dojonych w hali udojowej wyniosta 5x10° = 370x10° jtk/ml, w tym liczba bakterii
psychrotrofowych 0,9x10° + 39,7x10° jtk/ml, a od krow utrzymywanych w systemie
uwiezionym i dojonych dojarka przewodowa odpowiednio 5x10° + 4 239x10° jtk/ml
i1,4x10° + 64,8x10° jtk/ml.
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Hantsis-Zacharov 1 wsp. [22] stwierdzili, ze ok. 20 % bakterii wyizolowanych
z mleka surowego stanowily bakterie psychrotrofowe, ktore zaklasyfikowali do sied-
miu klas: Gammaprotobacteria, Bacilli, Acinobacteria, Alphaproteobacteria, Betapro-
teobacteria, Flavobacteria i Sphingobacteria. Trzy pierwsze klasy zawieraly po 18 +
21 gatunkoéw bakterii i dominowaty w zalezno$ci od pory roku. Klasa Gammaproteo-
bacteria dominowata w sezonie jesiennym i1 zimowym, Bacilli — w sezonie letnim,
a Acinobacteria — w jesiennym. Dominujgcym rodzajem w obrebie wyzej wymienio-
nych klas byly: Pseudomonas i Acinetobacter (Gammaprotobacteria), Microbacterium
(Acinobacteria) oraz bakterie fermentacji mlekowej Leuconostoc i Lactococcus (Bacil-
[7). Wigkszo$¢ autorow zajmujacych si¢ badaniem jakosciowym flory bakteryjnej mle-
ka surowego podaje, ze drobnoustroje psychrotrofowe zdolne do wzrostu w mleku
surowym w temp. bliskiej 0 °C reprezentowane sg przez Gram-ujemne bakterie, takie
jak: Pseudomonas, Achromobacter, Aeromonas, Serratia, Alcaligenes, Chromobacte-
rium 1 Flavobacterium oraz Gram-dodatnie bakterie z rodzajow: Bacillus, Clostridium,
Corynebacterium, Streptococcus, Lactobacillus i Microbacterium [6, 7,27, 40, 44, 46].

Wsrod psychrotrofowej mikroflory mleka najwigksze zainteresowanie mikrobio-
logow 1 technologdw mleczarstwa wzbudzaja gatunki reprezentowane przez Pseudo-
monas ssp. oraz Bacillus ssp. [42, 43]. Bakterie z rodzaju Pseudomonas, oporne w
lekko alkalicznym $rodowisku, moga rozmnaza¢ si¢ w urzadzeniach mytych tylko
srodkami alkalicznymi, niestarannie wyptukanych i niezdezynfekowanych [1, 35].
Adams 1 wsp. [2] wykazali, ze 70 + 90 % bakterii psychrotrofowych wyizolowanych
z surowego mleka przechowywanego przez tydzien w temp. 4 °C nalezato do Pseudo-
monas spp. Podobne wyniki uzyskali Craven i Macauley [15], ktorzy potwierdzili
obecno$¢ wymienionych bakterii w 87 % probek pasteryzowanego mleka przechowy-
wanego w temperaturze 4 °C. Natomiast Moussa i wsp. [35] wykazali, ze ponad 50 %
ogoblnej liczby bakterii psychrotrofowych w mleku nalezato do rodzaju Pseudomonas.
Wyizolowali oni z prébek surowego mleka pie¢ dominujacych gatunkow, tj. Pseudo-
monas fluorescens (20 %), Aeromonas hydrophila (16 %), Pseudomonas cepacia
(13 %), Pseudomonas putida (6 %) i Chryseomonas luteola (5 %). Wickszos¢ tych
bakterii (58 + 91 %) produkuje zewnatrzkomoérkowe enzymy: proteazy, lipazy i fosfo-
lipazy. W pordéwnaniu z innymi bakteriami psychrotrofowymi Pseudomonas ssp. cha-
rakteryzuje si¢ krotkim czasem generacji (<4 h), co oznacza, ze zanieczyszczenie jedng
komorka wyzej wymienione]j bakterii moze prowadzi¢ do zwigkszenia ich liczby do
wartosci 10° jtk/ml w mleku przechowywanym przez 8 dni w temp. 4 °C [40].

Wsréd cieptoodpornej, psychrotrofowej i przetrwalnikujacej mikroflory mleka
dominuje Bacillus spp. [45]. Phillips 1 Griffiths stwierdzili [37], ze 86 % cieptoopor-
nych bakterii psychrotrofowych wyizolowanych z mleka surowego stanowity bakterie
z tego rodzaju. Bacillus spp. sg bardziej niejednorodng grupg anizeli Pseudomonas
spp., charakteryzujaca si¢ w obrgbie grupy réznymi wymaganiami zywieniowymi,
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zdolno$cig do wzrostu w szerokim przedziale temperatur 1 pH oraz wykazujaca inng
oporno$¢ na cisnienie osmotyczne. Wsrod bakterii nalezacych do rodzaju Bacillus
najczesciej izolowanymi gatunkami w mleku surowym i pasteryzowanym oraz w pro-
duktach mleczarskich sg: B. stearothermophilus, B. licheniformis, B. coagulans, B.
cereus, B. subtilis 1 B. circulans. W stosunku do Pseudomonas spp. wegetatywne ko-
morki Bacillus spp. maja wigksza zdolnos¢ do wydzielania zewnatrz- i wewnatrzko-
moérkowych enzymow hydrolitycznych [10, 11, 19, 23, 40]. W 40 + 84 % przypadkow
stwierdzono, ze Bacillus spp., a w szczegdlnosci gatunek B. cereus wyizolowany
z mleka, produkowat enzymy lipolityczne i proteolityczne, a w ok. 80 % takze fosfoli-
paze [33, 40]. Czas trwania jednej generacji (ok. 8,5 h) i okres fazy przygotowawczej
(lag fazy) psychrotrofowych laseczek z rodzaju Bacillus w temp. 2 + 7 °C sg znacznie
dtuzsze anizeli Pseudomonas spp. Mimo tego zarodnikujace formy Bacillus spp. moga
sta¢ si¢ dominujgcym zanieczyszczeniem mleka przechowywanego w temp. 10 °C [45,
46]. Sorhoug i Stepaniak [46] podaja, ze ok. 25 % wszystkich problemow zwigzanych
z trwaloscig konwencjonalnie pasteryzowanego mleka i $mietanki w USA moze by¢
powiazana z cieptoopornymi bakteriami psychrotrofowymi.

Enzymy bakterii psychrotrofowych oraz ich wplyw na jako$¢ mleka i jego
przetworow

Bakterie psychrotrofowe mleka surowego powoduja stopniowe niekorzystne
i nieodwracalne zmiany jego sktadu chemicznego oraz cech sensorycznych, a natgze-
nie tych zmian zalezy od poczatkowej liczby i charakteru drobnoustroju. Prawidtowo
przeprowadzony proces pasteryzacji mleka surowego zredukuje liczbe bakterii Gram-
ujemnych, wegetatywne formy cieptoopornych bakterii Gram-dodatnich, jednak ich
przetrwalniki przetrwajg. Takze enzymy proteolityczne i lipolityczne oraz inne meta-
bolity wydzielane do mleka przez bakterie psychrotrofowe przetrzymuja pasteryzacje,
a nawet sterylizacje [6, 8, 9, 26].

Drobnoustroje z rodzaju Pseudomonas wydzielaja do $srodowiska dwa lub trzy
immunologicznie niepowigzane enzymy proteolityczne i jeden lipolityczny. Enzymy te
wydzielane sg do mleka pod koniec fazy intensywnego wzrostu komorek lub w fazie
stacjonarnej [10, 11, 25]. Proteinaza wydzielana przez Pseudomonas spp. zachowuje
55 + 60 % aktywnosci po obrobcee termicznej w 77 °C przez 17 s i 20 + 49 % aktywno-
$ci po obrébee termicznej w 140 °C przez 10 s, a proteinazy produkowane przez dzie-
sie¢ roznych gatunkéw z rodzaju Pseudomonas przetrwaty obrobke cieplng w 149 °C
przez 10 s [2, 21, 34].

Wigkszos¢ enzymow proteolitycznych wytwarzanych przez Pseudomonas spp.
zawiera jeden atom cynku i do o$miu atomow wapnia w czasteczce (metaloenzymy).
Optimum ich dziatania znajduje si¢ w zakresie pH 6,5 + 8. Rozw0j ten moze nastgpic
w mleku pozbawionym aktywnos$ci bakterii kwaszgcych, ktore zostang zahamowane na
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skutek schtodzenia mleka. Proteinazy wydzielane sg przez Pseudomonas spp. rOwniez
w mleku rozcienczonym do 5000 razy, tym samym mogg gromadzi¢ si¢ w zle wyptu-
kanych i zdezynfekowanych zbiornikach i rurociggach [10, 46].

W pordéwnaniu z Pseudomonas spp. gatunki z rodzaju Bacillus zdolne sg do pro-
dukcji bardziej zroznicowanych enzymow proteolitycznych, a wiele z nich moze takze
produkowa¢ wigcej niz jeden rodzaj proteinazy. Chopra i Mathur [12] stwierdzili, ze
Bacillus stearothermophilus wyizolowany z surowego mleka produkuje dwie proteina-
zy: metaloproteinaze RM-67 I o masie czasteczkowej ok. 67,6:10° Da i proteinaze se-
rynowa RM-67 II o masie czasteczkowej ok. 20-10° Da. Obie proteinazy wykazuja
optimum dziatania przy pH 8. Wykazano takze, ze enzymy proteolityczne pochodzace
od Bacillus stearothermophilus 1 Bacillus licheniformis nie tracg aktywnosci po obrob-
ce cieplnej w temp. 70 °C przez 10 min [10, 12, 46].

Wsrod Gram-ujemnych bakterii psychrotrofowych Pseudomonas ssp. jest przy-
czyng niekorzystnych zmian jakosciowych mleka pasteryzowanego w 15 + 33 %. Na-
wet bardzo niska poczatkowa liczba ich komorek podczas diuzszego przechowywania
mleka pasteryzowanego moze osiggnaé poziom 10° + 10 jtk/ml w ciagu 10 dni i po-
wodowac zmiany smaku, zapachu a tym samym skraca¢ dtugo$¢ terminu przydatnosci
do spozycia mleka pasteryzowanego [5, 28, 48].

Przy wysokich standardach higienicznych, jakie wdrozono w zaktadach mleczar-
skich, to wlasnie wzrost 1 aktywnos$¢ Pseudomonas spp. 1 Bacillus spp., pochodzacych
z tzw. reinfekcji, jest jednym z najczestszych szkodliwych czynnikow decydujacych
o jakosci mleka pasteryzowanego (w temp. 72 °C przez 12 + 15 s) przechowywanego
w temp. 4 + 7 °C. Zaktadajac, ze poziom reinfekcji Pseudomonas spp. w pierwszych
dniach przechowywania wynosi 1 jtk/ml, uwzgledniajac czas generacji 9,4 h w temp.
4°C, w ciagu 10 dni liczba komorek bakterii wzrosnie do 3x10 jtk/ml [46]. Popastery-
zacyjny wzrost komorek bakterii potwierdzaja Smietana i wsp. [48], ktérzy po pastery-
zacji mleka surowego, o poczatkowej wartosci og6lnej liczby drobnoustrojow
2,9x10° jtk/ml, uzyskali redukcje OLD do poziomu 8,2x10 jtk/ml. W czasie przecho-
wywania zaobserwowano jednak zwigkszenie wartosci tego wskaznika do
6,0x10° jtk/ml w ostatnim dniu przechowywania (9. dzien). Liczba komoérek bakterii
psychrotrofowych po obrdbce termicznej byta nizsza niz 10 jtk/ml. Jednak juz pierw-
szego dnia przechowywania wynosita 1,0x10° jtk/ml i nieznacznie zmieniala sig
w trakcie przechowywania. Pasteryzacja zmniejszyta populacj¢ bakterii cieptoopor-
nych o dwa rzedy wielkoS$ci 1 nie zaobserwowano wzrostu komoérek tych drobnoustro-
jow w trakcie przechowywania. Liczba komoérek bakterii tlenowych przetrwalnikuja-
cych (Bacillus) zostala natomiast zredukowana z 4,0x10 do 3,0x10" jtk/ml. Jednak juz
po pierwszym dniu przechowywania stwierdzono jej zwigkszenie o jeden rzad wielko-
$ci, zas§ w ostatnim dniu przechowywania populacja tych bakterii byla rowna liczbie
oznaczonej w mleku surowym.
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W przypadku, gdy wyizolowany czysty szczep Pseudomonas fluorescens dodano
do mleka UHT, kolejne etapy w ocenie smaku okreslono jako: §wiezy, nieSwiezy, nie-
co przestarzaly, nieczysty lub o tagodnym posmaku, lekko gorzki i gorzki [45, 46].
Z kolei przechowywane mleko UHT w warunkach doswiadczalnych (temp. 37 °C),
zanieczyszczone szczepami Bacillus subtilis, B. cereus, B. licheniformis po 30 dniach
charakteryzowato si¢ obcym smakiem i galaretowatg konsystencjg [29, 36, 40].

Wzmozony wzrost i aktywnos$¢ metaboliczna drobnoustrojow z rodzaju Pseudo-
monas 1 Bacillus w mleku przechowywanym w temp. 4 °C prowadzi do nagromadzenia
enzymoéw proteolitycznych — proteinaz, ktore hydrolizujg kazeing do rozpuszczalnych
peptydow. Roztozone biatko traci swoje wilasciwosci 1 przydatnos¢ technologiczna,
szczegolnie w serowarstwie. Goryczka w mleku, galaretowacenie mleka UHT
i zmniejszona produkcja migkkiego sera sg efektem obecno$ci proteinaz produkowa-
nych przez bakterie psychrotrofowe. Wigkszo$¢ proteinaz jest zdolna do rozktadu
przede wszystkim kazeiny, a w tym jej frakcji 3, a nastepnie oy 1 k. Biatka serwatkowe
sg rozktadane na ogot wolniej 1 nie przez wszystkie bakterie [45, 46].

Sorhaug i wsp. [46] stwierdzili rozw6] nieswoistego zapachu, a takze smaku
gorzkiego oraz problemy z tekstura sera, spowodowane psychrotrofowymi enzymami
proteolitycznymi, gdy ogoélna liczba bakterii psychrotrofowych w mleku wynosita
2,0x10° = 5,0x10°® jtk/ml. Enzymy proteolityczne bakterii psychrotrofowych stymuluja
uwalnianie plazminy i plazminogenu z miceli kazeinowych w mleku surowym. W
praktyce oznacza to, ze wysoka aktywno$¢ plazminy juz w mleku przerabianym na
sery powoduje zmniejszenie zdolnosci do tworzenia skrzepu serowarskiego i straty
biatek z serwatkg na skutek wyplukiwania plazminy i plazminogenu z masy serowej do
serwatki, a tym samym zmniejszenie wydajno$ci produkcji. Zanieczyszczenie mleka
surowego na poziomie 10° jtk/ml bakteriami psychrotrofowymi, przechowywanego
przez 48 h, zmniejsza wydajnosc¢ o ok. 4 % [10, 30, 40]. Ponadto pozostajace w skrze-
pie serowym enzymy proteolityczne przy zmniejszonym stezeniu plazminy powoduja
nietypowy zapach podczas dojrzewania, szczegolnie serow pottwardych, ktore dhugo
dojrzewaja [17, 18, 40].

Smak twarogu wyprodukowanego z mleka zawierajacego 5 ng/ml proteinazy P1
z P. fluorescens, po uptywie 3 tygodni przechowywania w temp. 7 °C, byt znaczaco
nizej oceniany ze wzgledu na smak gorzki [46].

Interesujaca konsekwencjg aktywnosci enzymoéw proteolitycznych jest stymulacja
rozwoju w mleku komérek bakterii kwasu mlekowego. Dzieje si¢ tak prawdopodobnie
dlatego, ze bakterie te moga korzysta¢ z peptydéw, aminokwaséw i amoniaku produ-
kowanych przez psychrotrofy. Z drugiej strony, wolne kwasy thuszczowe uwalniane
przez Pseudomonas spp. moga hamowac¢ wzrost bakterii kwasu mlekowego. Podobnie
enzymy proteolityczne wytwarzane przez P. fluorescens, ktore przyczyniaja si¢ do
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posmaku goryczy w mleku, byly stosowane z dobrym skutkiem do przyspieszenia doj-
rzewania serow Cheddar [46].

Bakterie z rodzaju Pseudomonas wykazuja takze silne wtasciwosci lipolityczne,
a wydzielane przez nie do srodowiska lipazy wchodza w kontakt z thuszczem mlecz-
nym. Lipazy wytwarzane przez P. fluorescens i P. fragi wykazujg optimum dziatania
odpowiednio przy pH 6,51 7,5, ale znaczng cz¢$¢ aktywnosci zachowujg jeszcze przy
pH 5,0 + 5,5. Wickszos¢ bakterii psychrotrofowych produkuje lipazy w péznej fazie
logarytmicznej oraz we wczesnej stacjonarnej fazie wzrostu. Bakterie wytwarzajg tak-
ze fosfolipazy uszkadzajace otoczki kuleczek thuszczu mlecznego, co znacznie utatwia
dziatanie lipazom [10, 46]. Produkcje lipaz stwierdzono zaré6wno w przypadku Gram-
ujemnych, jak i Gram-dodatnich bakterii psychrotrofowych. Jednak w przeciwienstwie
do Pseudomonas spp., ktorych enzymy lipolityczne zakwalifikowano do szesciu bio-
chemicznych grup, enzymy lipolityczne wydzielane przez rodzaj Bacillus sa $cisle
zwigzane z zewnatrzkomorkowymi i wewnatrzkomorkowymi lipazami, ktore naleza
tylko do dwodch grup [11]. Bakteryjne enzymy lipolityczne sa zréznicowane pod
wzgledem wiasciwosci i specyfikacji podtoza. Na ogdt maja mase czasteczkows 30-10°
+50-10° Da, a optimum dziatania w zakresie pH 7 + 9. Wigkszo$¢ z nich jest specy-
ficzna w pozycji sn-1 i sn-3 triacylogliceroli, a niektore hydrolizujg diacyloglicerole
i monoacyloglicerole, szybciej niz triacyloglicerole [35]. W przeciwienstwie do lipazy
lipoproteinowej (LPL) mleka, lipazy bakteryjne sg zdolne do hydrolizy nienaruszonych
kuleczek ttuszczu mleka, ale tryb dostepu 1 mechanizm tego dziatania nie sg jeszcze
poznane [12, 32].

Podobnie jak proteinazy, rowniez lipazy wytwarzane przez Pseudomonas spp.
1 Bacillus spp. sa wzglednie stabilne termicznie, np. wyizolowana z surowego mleka
lipaza produkowana przez Pseudomonas spp. zachowata 55 + 100 % aktywnosci pod-
czas obrobki termicznej w temp. 63 °C przez 30 min. Natomiast wigkszo$¢ lipaz pro-
dukowanych przez Bacillus spp. wykazywata najwyzsza aktywno$¢ w temp. 60 +
75 °C [11]. Lipazy sa bardziej stabilne termicznie niz proteinazy. Prawdopodobnie
dlatego wykazuja wyzszg aktywno$¢ podczas przechowywania mleka w proszku [45,
46, 47].

Gorzki smak $mietanki i pltywajace grudki tluszczu, wystepujace w produktach
mleczarskich, zwiazane sa z obecnoscia komorek Bacillus spp. w liczbie ok. 10° jtk/ml
lub wigkszej i1 sugeruja wyjatkowa zdolno$¢ bakteryjnej fosfolipazy do uszkadzania
bton kuleczek tluszczowych [45, 46, 47]. Matta i Punji [33] wykazali, ze 48 probek
surowego mleka byto zanieczyszczone bakteriami psychrotrofowymi o whasciwosciach
lipolitycznych, takimi jak: Bacillus cereus, B. polymyxa, B. licheniformis, B. circulans,
B. subtilis, B. laterosporus i B. coagulans.

Janstova i wsp. [24] badali zmiang stezenia wolnych kwasow thuszczowych (FFA)
w mleku sterylizowanym zanieczyszczonym Bacillis spp. Po trzech tygodniach prze-
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chowywania mleka UHT w temp. 24 °C poczatkowe stezenia FFA — 41,97 mmol/kg
zwigkszyto si¢ do 1617,22 mmol/kg. Najwigkszy wzrost stezenia FFA w mleku UHT
zaobserwowano przy zanieczyszczeniu mleka jednoczesnie dwoma gatunkami: B. [i-
cheniformis i1 B. cereus. Ze wzglgdu na intensywng lipolizg 1 proteolize nastgpito skro-
cenie terminu przydatnosci do spozycia mleka UHT o 25 %.

Jak podajg Smarzija i wsp. [40], mikroflora psychrotrofowa w 25 % jest przyczy-
ng skrdécenia terminu przydatnosci do spozycia $mietany i masta produkowanych wy-
lacznie ze schtodzonego mleka surowego. Produkty te ze wzgledu na duzg zawarto$¢
thuszczu sg bardziej podatne na zepsucie spowodowane lipolizg anizeli proteoliza. Ko-
ka i wsp. [26] stwierdzili, ze gléwne drobnoustroje psychrotrofowe zwigzane z jetcze-
niem masta i $mietany to P. fragi i P. fluorescens. Gatunki te namnazaja si¢ przy
zwigkszonej wilgotnosci masta i wowczas P. fragi uwalnia estry kwasu jabtkowego,
w konsekwencji czego pojawia si¢ jetki smak. Z kolei P. putrefaciens rosnie na po-
wierzchni masta, uwalniajgc kwasy organiczne, a w szczego6lnosci kwas izowaleriano-
wy, ktory jest rozpoznawalny po 7 + 10 dniach jako zgnily zapach masta. Oba gatunki
moga wydziela¢ zielonkawy barwnik, ktoéry odpowiedzialny jest za nieprzyjemne
przebarwienia masta. P. mephitica oraz P. nigrifaciens odpowiedzialne sg za rzadziej
opisywane wady masta, jak nieprzyjemny smak i czarne przebarwienia [26, 40].

W serach dojrzewajgcych aktywno$¢ lipolityczna bakterii psychrotrofowych roz-
poczyna sie w koncowej fazie dojrzewania sera i odpowiedzialna jest za obcy smak
spowodowany uwalnianiem przez lipazy FFA z kuleczek ttuszczowych. W przypadku
zanieczyszczenia sera lipazg pochodzaca od P. fluorescens jetczenie serow twardych
rozpocznie si¢ po ok. 2 miesigcach dojrzewania [40, 46].

Mleko fermentowane z powodu niskiego pH 4,2 + 4,6 nie jest odpowiednim $ro-
dowiskiem dla wigkszos$ci bakterii. Jednak uzycie do jego produkcji mleka surowego,
wysoko zanieczyszczonego mikrobiologicznie, stwarza problemy technologiczne. Mi-
kroflora psychrotrofowa hydrolizujaca biatko i tluszcz w mleku surowym powoduje
niekorzystne zmiany tekstury i zapachu wyrobu gotowego. Na przyktad zhydrolizowa-
na k-kazeina z mleka surowego w jogurcie ma zelowa konsystencje, zwickszong lep-
kos$¢ i ulega szybciej synerezie [40].

Inaktywacja zewnatrzkomorkowych, stabilnych w wysokich temperaturach hy-
drolaz, pochodzacych od bakterii psychrotrofowych, wymagataby takich zabiegow
termicznych, ktore sg niedopuszczalne w przemysle mleczarskim. Moglyby one do-
prowadzi¢ cho¢by do zmiany barwy mleka na skutek reakcji Maillarda [46]. Pomimo
badan nad termoopornoscig enzymdéw pochodzacych od bakterii psychrotrofowych
oraz ich wptywu na podstawowe sktadniki mleka, mechanizmy ich syntezy nie sg jesz-
cze wyjasnione. Potwierdza to z jednej strony ich ztozonos¢ i réznorodno$¢, z drugiej —
utrudnia ustalenie metod i celow ich kontroli [2, 10, 12, 17, 21, 25, 26, 32, 33, 35, 46].
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Podsumowanie

Na jako$¢ produktow mleczarskich moga mie¢ wplyw enzymy termostabilne, kto-
re wydzielane sg do mleka przez bakterie psychrotrofowe przed obrobkg termiczng
surowego mleka lub enzymy i inne metabolity, ktore sa produkowane przez bakterie
psychrotrofowe podczas chtodniczego magazynowania produktow mleczarskich. Usu-
nigcie zarowno bakterii psychrotrofowych, jak i1 skutkow ich dziatania jest trudne, dla-
tego na wszystkich etapach pozyskiwania i przetwarzania mleka nalezy stosowa¢ takie
zabiegi, ktore w znacznym stopniu ogranicza udziat tego typu mikroflory w mleku
surowym. Najwigksze znaczenie w tym wzgledzie majg prawidlowe warunki higie-
niczne doju oraz szybkie schlodzenie pozyskanego mleka. Obnizenie jakosci mleka
i produktow mleczarskich powodowane przez bakterie psychrotrofowe i ich metabolity
oraz potencjalna chorobotworczos¢ wymienionych bakterii wymagaja dalszych badan.
Szczegodlnie wazne s prace zmierzajace do opracowania szybkich i skutecznych metod
pomiaru aktywnosci enzymow mleka i jego produktow, bowiem dostgpne testy sg cza-
sochtonne i skomplikowane technicznie.
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PSYCHROTROPHIC BACTERIA IN RAW MILK AND DAIRY PRODUCTS

Summary

In the EU regulations, general microbiological requirements for raw milk are laid down; however, the
qualitative composition of microflora is not defined. In the absence of hygiene during milking, milk be-
comes contaminated with microflora that, despite the cold storage, can multiply and, at the same time,
produces extracellular enzymes (mainly proteases and lipases), which contribute to the quality deteriora-
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tion of milk and dairy products. Owing to their heat resistance, the enzymes of bacterial origin are a seri-
ous problem for the dairy industry. In the paper, there are characterized the contamination sources of raw
milk with psychrotrophic microflora and the qualitative composition of psychrotrophic microorganisms as
are the properties of their enzymes and the effects of the activity of proteases and lipases while storing
milk and its products.

Key words: raw milk, psychrotrophic bacteria, proteolytic enzymes, lipolytic enzymes
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