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JEDAN OD FAKTORA KOJI UTICU NA KVARENIE
STERILIZOVANOG MLEKA*

Stoya:nka MITIC, Ivana SPASIC, Ivanka OTENHAJMER
i Desanka MILENKOVIC
Institut za milekarstvo Jugoslavije,
Novi Beograd

Uveod

Termitki tretmani koji se upotrebljavaju za sterilizaciju mleka ne uni-
Stavaju uvek sve mikroorganizme, narodito ne izvesne forme spora termo-
rezistentnih bakterija iz familije Bacillaceae i to rodova Bacillus i Clostridium.
Ova rezistencija moZe biti vezana za jednu vrstu ili jedan soj, ili za neke
telije jednog soja. Za kvarenje sterilizovanog mleka medu termofilnim bak-
terijama narodito su znacajne spore Bacillus stearothermophilus, a medu mezo-
filnim spore B. subtilisa, B. licheniformisa i B. circulansa. PreZivele spore ovih
bakterija mogu vrlo brzo da stvaraju vegetativne oblike, te s toga brzo dovode
i do kvarenja mleka. Medutim, mnogo su opasnije tzv. »uspavane« spore
(B. coagulans), koje posle nekoliko nedelja ili meseci mogu da izazovu kva-
renje mleka.

Kod »biologki sterilnog mleka« uniStene su sve forme mikroorganizama i
encima, bez vidljivih promena u fizitko-hemijskom i organcleptitkom pogledu.
Medutim, u »komercijalno sterilnom mleku« moZe biti prisutan mali broj
»¥nertnih« spora, koje misu u stanju da pokvare mleko. Zbog toga se u zem-~
ljama s umerenom %klimom toleni$e prisustvo malog broja termofilnih spora
u sterilizovanom mleku.

Medutim, poznato je da do kvarenja sterilizovanog mleka, prvih dana posle
sterilizacije, moZe doéi ili usled medovoljnog dejstva toplote ili usled neisprav-
mnosti uredaja, koje omogucavaju meSanje sterilizovanog mleka sa sirovim mie-
kom, ili usled naknadne kontaminacije mikroorganizmima po'sle ispravno spro-
vedene sterilizacije.

Usled nedovoljnog dejstva toplote pri sterilizaciji mleka dolazi do pre-
Zivljavanja spora prisutnih w sirovom mileku. Po navodima iz literature, a
i naSem sopstvenom iskustvu, do kvarenja sterilizovanog mleka najéed¢e do-
lazi usled prisustva sledeéih spcrogenih bakterija: B. coagulansa, koji daje
gorak ukus mleku, B. circulansa, koji izaziva njegovu uZeglost, zatim B. ce-
reusa, B. stearothermophilusa, B. subtilisa, prouzrokovaéa slatkog zgrulavanja
mleka i klostridija — C1. perfringensa odnosno Cl. sporogenesa.

# Referat sa Vill Semindara za mljekarsku industriju od 2. do 4. Il — 1970, Tehnolcéki fakultet, Zagreb
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Problem zgruSavanja sterilizovanog mleka danas je vrlo aktuelan u poje-
dinim na&im mlekarama i dovodi do velikih materijalnih gubitaka. Ovakvi
problemi javljaju se i u mnogim milekarama s majsavremenijim uredajima za
sterilizaciju mleka. . '

U cilju ustanovljavanja uzroka zgruSavanja sterilizovanog mileka u jednoj
takvoj mlekari sproveli smo:

— dokazivanje prisustva i identifikaciju karakteristitnih mikroorgamizama

prisutnih u zgrufanim uzorcima sterilizovanog i €okoladnog mleka i

— bakteriolo§ko snimanje vazduha u cilju iznalaZenja bakterija sposobnih

da izazovu zgrufavanje sterilizovamog mleka i njihovu identifikaciju.

Materijal i metode

Materijal za ova ispitivanja &inilo je 288 uzoraka sterilizovanog mleka u
tetra - paku od /2 litra, proizvodnih partija od 6. i 7. septembra 1969. i 54 uzor-
ka tokoladnog mleka takode u tetra -paku od !/2 litra, proizvodnih partija od
9. i 15. septembra 1969, Ispitivani uzorci mleka bili su proizvedeni na »Steri-
plak« uredajima (proizvod firme Sondi iz Lodia, Italija) u toku rada prve i
druge smene.

Odmah po prispeéu uzoraka u laboratoriju otvoreno je, pod aseptitnim
uslovima, 26 %o uzoraka sterilizovanog mleka i 33 %o uzoraka fokoladnog mleka.
Kod otvaranja uzoraka rukovodili smo se da iz svake kutije uzmemo odmah
na ispitivanje isti broj slutajno odabramih uzoraka. Svaka kutija je bila obe-
leZena posebnim znakom, a svaki uzorak odgovarajuéim rednim brojem.

Od zgruSanih uzoraka pripremani su odmah mikroskopski preparati i svi
ovi uzorei su radi daljeg postupka presejavani u obrano sterilno mleko i inku-
birani na 37°C u toku 18" Radi izolovanja bakterija vr¥eno je presejavanje
u duboki surutkin agar. Iz pogodnog razredenja, gde su bile dobro odbrojene
kolonije, vr§eno je pikiranje istih i njihovo zasejavanje u bujon za streptokoke.
Kulture bakterija u ovom bujonu koriSéene su za bichemijsku determinaciju.
Determinisanje sojeva je vrSeno prema Bergey-u (Bergey’s Manual of Deter-
minative Bacteriology, 1957.).

Da bi pratili vizuelno pojavu zgruSavanja mleka izvestan broj uzoraka je
prebaten u sterilne boce i inkubiran na temperaturi od 30°C i 55° C.

Uzorei koji kod otvaranja nisu pokazivali mikakvih vizuelnih prcmena
ispitivani su po metodi koja se primenjuje u Pasterovom institutu u Lilu.

U cilju otkrivanja aerobnih i anaerobnih mikroorganizama zasejavanje je
vrieno u podloge za obogaéivanje: hranljivi bujon za aerobe, bujon sa tiogli-
kolatom i Rosenovu podlogu za anaerobe. Zasejane podloge su inkubirane na
30°C i 55°C u toku 4 dana. Subkultivisanje je vr3eno na hranljivom agaru,
povrdinski s pomoéu eze i ubodom u tioglikolatni agar. Inkubacija je sprovo-
dena na istim temperaturama i za isto vreme. Posle makroskopskog posma-
tranja iz svake epruvete i Petri Jolje u kojima je bilo porasta pripremani su
mikroskopski preparati.

Ostali uzorci su klasirani u dve pribliZno jednake grupe, a njthova inku-
bacija je vrSena mna temperaturama:

30° C u periodu od 21 dam, radi razviéa mezofilnih bakterija,
55°C u periodu od 10 dana, radi razvoja termofilnih bakterija.

Posle odredenog vremena inkubacije uzorci bez pojave zgrulavanja zase-
javani su na isti na&in kao i nezgruSani uzorci koji su odmah otvarani.
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Bakteriolodko snimanje vazduha vrsili smo na sledeéi nadin:

— eksponiranjem surutkinog hranljivog agara, razlivenog u Petri Solje i

— eksponiranjem sterilnog mleka razlivemog po 20 ml u otvorene duboke

Petri 3olje.

Posle odredenog vremena eksponiranja materijal je inkubiran na 30°C u
toku 24P, Sve karakteristi®éne kolonije su mikroskopski pregledane, a strepto-
kokne grupacije koje su zgrugavale mileko determinisane su dalje na isti naéin

" kao i streptokoke izolovame iz uzoraka sterilizovanog mleka.

Bakteriologko snimanje vazduha izvr§eno je mesec i po dana po proizvod-

mnji uzoraka sterilizovamog mleka dostavljenih na bakterioloSko ispitivanje.

Rezultati ispitivanja

Sprovedena ispitivanja su pokazala da je odmah kod pripremanja uzoraka
sterilizovamog i ¢okeladnog mleka za bakterioloSku kontrolu konstatovano 29 %
zgrnufanih uzoraka. Pretpostavljamo, da bi ovaj procenat bio znatno veéi da je
izvrSema opservacija pri otvaranju svih prispelih uzoraka.

Rezultati zgruSavanja sterilizovanog mleka pre i posle inkubacije na 30°C
(21 dan) i na 55°C (10 dama) jprikazani su u marednoj tabeli.

Analizom dobivenih rezultata mofe se zakljuditi, da je procenat zgruSanih
uzoraka sterilizovanog mleka iz »steriplaka« II (28,1 /o) bio veéi nego iz »steri-
plaka« I (14,9%0). Medutim, kao §to se iz tablice vidi izmedu uzoraka sprove-
denih za vreme rada smene I 1 smene II nije postojalo bitnih razlika u pogledu
zgru§anih uzoraka.

Mikroskopski preparati odmah otvorenih zgruSanih uzoraka sterilizovanog
mleka pokazali su da izrazito dominira streptokokna mikroflora. Prisustvo
grampozitivnih Stapicastih bakterija bilo je veoma retko, 2—3 Stapi¢a na
30 pregledamnih vidnih polja.

Veé ove prve naSe konstatacije dale su indikacije da dalja ispitivanja
usmerimo u praveu izolovanja u &istoj kulturi bakterija roda Streptococcus.

Izolovanje navedemih sojeva vrSeno je bez potefkoca, buduéi da je upo-
trebljena podloga — surutkin agar omoguéivala optimalan rast ovih bakterija.

Determinisano je 47 izolovamih sojeva roda Streptococcus. Svi ovi sojevi
pokazivali su veliku biohemijsku aktivnost u pogledu stvaranja kiselosti, te
su samim tim za kratko vreme zgruSavali mleko. Ova karakteristika bila je
narocito znacajna za otkrivanje uzroka kvarenja (zgruSavanja) sterilizovanog
mleka. ' w A

Determinisani sojevi su imali karakteristike Viridans grupe:

— rasli su na 45°C;

— nisu proizvodili amonijak iz arginina;

— nisu bili beta hemolitidni;

— nisu rasli u bujonu sa 6,5 %, matrijumhlorida;

— misu rasli u bujonu &iji je pH iznosio 9,6, mi 1 mleku sa 0,1 %6 meti-

lenskog plavila.

Unutar Viridans grupe dominirali su sojevi koii su determinisani kao
Streptococcus thermophilus. Bilo je izvesnih sojeva koji su po jednoj ili po
dve osobine odstupali od klasifikacione $eme po Bergey-u. Ovi varieteti su
ili fermentirali maltozu ili su rasli u 29 koncentraciii natrijumhlorida ili
su ispoljavali obe ove osobine. Medutim, neki autori (E.Scharpe) i pored ovih
osobina svrstavaju takve sojeve u vrstu Str. thermophilus.

Oko 109%s sojeva je determinisano kao Streptococcus bowvis, a samo je
jedan soj determinisan kao Strepiococcus acidominimus.

Mljekarstvo 20 (10) 1970 229



Rezultati kontrole bakterioloike sterilnosti neinkubiranih uzoraka steri-
lizovanog i ¢okoladnog mleka, kod kojih nije bilo nikakvih vizuelnih pro-
mena, pokazali su da su ovi uzorci bili sterilni u komercijalnom smislu. Od
aerobnih bakterija kulturom su izolovani grampozitivni $tapicasti oblici roda
Bacillus i to samo iz malog broja uzoraka. Nije konstatovano prisustvo anae-
robnih bakterija roda Clostridium.

Tablica

Zgru$ani uzorci sterilizovanog mleka pre i posle inkubacije

Broj uzoraka ZgruSani uzorei
Magina i smena Ll’;;lg 7 inkubi- otvoreno 300 C 55° C Po prispeéu Ulkupno
uzoraka _Tanih po

300 C 55 ¢ Prispeu proj o broj W broj %  broj Y
Steriplak I 87 35 34 18 4 114 7T 20,5 2 11,1 13 149
Steriplak II 192 62 67 63 13 209 16 238 25 39,6 54 281
Smena 1 139 56 54 29 13 23,2 13 24,0 5 172 31 223
Smena II 140 41 47 52 4 99 11 234 22 423 37 264

Ovakvu bakteriolo§ku sliku dobili smo i kod nezgruSanih uzoraka koji su
bili inkubirani na temperaturama od 30°C i 55°C.

Rezultati mikroskopskih posmatranja zgrusSanih uzoraka posle inkubacije
pruzali su istu mikroskopsku sliku u pogledu dominantnosti streptokoknih gru-
pacija kao i zgruSani uzorei mleka pre inkubacije.

Iz ovih uzoraka mnije mogao biti izolovan ni jedan soj, 3to je i razumljivo
kada se zna da viSak stvorene mletne kiseline $tetno utite na vitalnost srepto-
koka, koja [postepenc inaktivira sojeve i dovodi do njihovog izumiranja.

ZgruSavanje ovih uzoraka ne dovodimo u vezu ni s temperaturom inku-
bacije ni s duZinom njenog trajanja, nego smatramo da su ovi uzorci ve¢ bili
zgruSani prilikom klasiranja, $to mi naravno nismo mogli da uotimo zbog
natina pakovanja.

Dobiveni rezultati su pokazali da su izvesna pakovanja, i ako su poticala
iz istih kutija u kojima je bilo i zgruSanih uzoraka, bila sterilna u kormerm—
jalnom smislu.

Vizuelno praéenje zgruSavanja mleka u laboratorijskim bocama pokazalo
je, da samo prva dva dana inkubacije predstavljaju kritican period za zgruSa-
vanje. Posle ovog perioda uops$te nije bilo pojave zgruSavanja mleka.

Makroskopsko i mikroskopsko opserviranje kolonija izraslih na surutki-
nom agaru, eksponiranom vazduhu u prostoriji sa »steriplak« uredajima, po-
kazalo je prisustvo mikroorganizama iz rodova: Bacillus, Micrococcus, Sta-
phylococcus, Streptococcus, Sacharomyces i Penicillium, §to je potvrdeno i
pregledom mikroskopskih preparata. Od mikroorganizama izolovanih iz vaz-
duha sprovodili smo determinaciju samo kod bakterija iz roda Streptococcus,
budut¢i da smo kao prouzrokovate zgruSavanja sterilizovanog mleka utvrdili
bakterije koje pripadaju ovom rodu.

Sterilizovano mleko koje je bilo izloZeno kontaminaciji iz vazduha bilo je
potpuno zgrufano posle 16" inkubiranja na 30° C. Mikroskopski preparati su
pokazali izrazitu dominaciju streptokokne mikroflore kao i u zgrufanim uzor-
cima dostavljenog sterilizovanog mleka.
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Ukupno smo determinisali 38 sojeva streptokoka, izolovanih, s pomoéu
navedenih podloga, iz vazduha.

Determinisani sojevi pripadali su vrstama: Str. dyctis, Str. thermophilus,
Str. bowis, Str. dysgalactiae, Str. acidominimus i Str. faecalis. Medu njima
najzastupljeniji su bili sojevi vrste Str. lactis.

Iz iznetih rezultata se vidi da je iz vazduha prostorije sa »Steriplak«
uredajima izolovan veé¢i broj vrsta streptokoka nego iz uzoraka sterilizovanog
mleka. Rezultati determinacije streptokoka su pokazali da je najveti broj
sojeva izolovanih i zgruBanih uzoraka sterilizovanog mleka pripadao vrsti
Str. thermophilus, dok je najveéi broj sojeva izolovanih iz vazduha pripadao
vrsti Str. lactis.

S obzirom na duZinu vremena ekspozicije podloga vazduhu (15 minuta
do 2 &asa) 1 na ¢injenicu da ova ispitivanja nisu vr§ena u vreme proizvodnje
ispitivanog sterilizovanog mleka, ve¢ znatno kasnije, razumljivo je da je do-
bivena i drugadija bakiteriologka slika u pogledu broja zastupljenih vrsta strep-
tokoka, kao 1 m pogledu njihovog medusobnog brojnog odnosa.

Medutim, znatajno je da su i iz zgruSanog sterilizovanog mleka i iz vaz-
duha izolovane ne samio iste vrste streptokoka, veé i unutar jedne iste vrste
potpuno identitni sojevi.

Poznato je, da su streptokoke sposobne da u spoljnoj sredini satuvaju
svoju vitalnost izvesno duZe ili kraée vreme (pojedine i do 5 meseci), zavisno
od wslova sredine u kojoj se malaze: materijala u kome se nalaze (gnoj, mleko,
feces, itd.), temperature, vlaznosti vazduha, uticaja svetlosti i dr.

Napred izneti rezultati bakteriologkog ispitivanja uzoraka sterilizovanog
i éokoladnog mleka jasno pokazuju da do zgruSavanja mleka nije doSlo usled
nedovoljne temperature sterilizacije. U ispitivanim uzorcima zgrufanim i ko-
mercijalno sterilnim, bilo je veoma retko prisustve grampozitivnih §tapicastih
bakterija. Cinjenica da su se u istim kutijama malazili i zgruSani i komerci-
jalno sterilni uzorci takode iskljutuje moguénost nedovoljne temperature ste-
rilizacije. :

S obzirom na to, da su u svim zgruSanim uzorcima mileka izrazito domi-
nantnu floru &nile streptokoke i da su streptokoke bez ikakvih teskota izo-
lovane iz vazduha prostorije u kojoj se proizvodi sterilizovano mleko, moZe se
zakljugiti — da je izvor kontaminacije sterilizovanog mileka bio vazduh i da
je do nje doflo usled neke neispravnosti uredaja koja je omoguéila wulazak
vazduha u inate zatvoreni sistem wredaja za sterilizaciju.

ZAKLJUCAK

Na osnovu eksperimenata koje smo sproveli, dobivenih rezultata identi-
fikacije mikroflore odgovorne za zgruSavanje mleka i stefenih zapaZanja izno-
simo sledeée zakljudke:

— da je do zgruavanja sterilizovanog mleka doSlo usled prisustva veli-

kog broja bakterija iz grupe Viridans roda Streptococcus. Najzastup-
Ijeniji su bili sojevi vrste Str. thermophilus i Str. bovis;

— da je mikroflora vazduha, takofe pokazivala prisustvoe velikog broja
bakterija iz roda Streptococcus i to uglavnom iz grupa Viridans i Lac-
tis. Najveéi broj izolovanih sojeva pripadao je vrstama: Str. lactis,
Str. thermophilus i Str. bowvis;
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— da su svi sojevi izolovani iz sterilizovanog mleka i iz vazduha bili vrlo
aktivni u pogledu stvaranja kiselosti odnosno zgruSavanja mleka;
— da je bilo potpuno identiénih sojeva medu sojevima izolovanim iz steri-

lizovanog mleka i iz vazduha.

Na osnovu dobivenih rezultata moZe se konstatovati da je glavni uzrok
masovnog zgruavanja sterilizovanog mleka bic u nekoj meispravnosti uredaja
koja je omoguéila kontaminaciju sterilizovanog mleka bakterijama iz vazduha.

PRINCIP RADA STROJEVA TIPA »HASSIA«
U MLIEKARSKOJ INDUSTRIJI

Dipl. inZ. Nebojga ZIVIC
Mljekara, Banja Luka

U periodu od 1967. do 1970., gotovo sve mljekare u Jugoslaviji, provodile
su veée ili manje rekonstrukcije, uvodeéi savremeniju tehnologiju obrade i
prerade, ukljuéivo i pakovanje mlijeka i enljeénih proizveda u nepovratnu
ambalaZzu. '

U mnasSoj mijekarskoj industriji zastupljeno je viSe oblika pakovanja mli-
jeka i miljefmih proizvoda u nepovratnu ambalaZu, i to:

a) TETRA - PAK (¢vrsti oblik pakovanja), zastupljen je kod vetih mlje-

kara kao: Beograd, Zagreb, Ljubljana, Novi Sad itd.

b) PREPAK (pakovanje mu polietilenskim vreéicama) zastupljen je kod
miljekara srednjeg kapaciteta, kao $to su: Banja Luka, Sremska Mitro-
vica, Rijeka, Subotica i dr.

¢) POLI-PAK (pakovanje u polietilenskim vreéicama) zastupljeno je ta-
koder kod nekih mijekara, i to: Novi Sad, Alibunar itd.

Sli¢na situacija je i sa strojevima za pakovanje jogurta, kojih ima viSe
tipova, i to: TETRA - PAK (za pakovanje teénog jogurta), »Hamba«, »Benhil«
i »Vexsina« za pakovanje évrstog jogurta u gotove ¢adice i »Hassia« koja sama
formira ¢a¥ice za pakovanje jogurta.

Namjera mi je, da iznesem dvogodidnje iskustvo s primjenom novih stro-
jeva tipa sHassia« iz Zapesdne Njemadke, Rastand, Hessen, koje su kod mnas
zastupljene u procesu proizvodnje.

Mljekara Banja Luka zamijenila je prvom fazom rekonstrukeije stare stro-
jeve manjeg kapaciteta novim savremenijima, a samim tim rijeSila je i pako-
vanje mlijeka i mljeénih proizvoda u nepovratnu ambalaZu.

STROJ ZA PAKOVANJE MLIJEKA

U liniji pakovanja pasteriziranog milijeka mljekara u Banja Luci ima dva
stroja tipa »Hassia« TA - MP. '

Tehnitki podaci: 1/s4 1. dimenzija vretice 140 X 110 mm

Velitina kalupa: 1/z 1 » » 140 X 160 mm
11 » » 140 X 250 mm
Kapacitet: 4 1, = 25— 30 vreéica u minuti
Y2 1. = 25— 30 » »
11 =25—30 » »
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