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SAZETAK

Rad razmatra upotrebu smrznutih kultura bakterija mlecéne kiseline u
mlekarskoj industriji. IstraZivanje je pokazalo da procenat preZivelih bakte-
rija posle smrzavanja zavisi od vrste bakterija, koncentracije u jedinici, za-
premine i volumena sredine u kojoj se smrzavaju. Uticaj navedenih Cinilaca
je mnogo manji pri smrzavanju na —196°C nego pri vifim temperaturama.

Bakterije mle¢ne kiseline imaju Siroku primenu u prehrambenoj industri-
ji, naroéito mlekarskoj. Aktivnost, odrzivost karakteristi¢nih osobina i ¢istoéa u
bakterioloSkom smislu su osnovni uslovi za njihovu pravilnu upotrebu. Medu-
tim, mnogobrojni uticaji spoljne sredine u svakodnevnoj praksi pripremanja
kultura za upotrebu menjaju osobine kultura. U nizu ¢&inilaca, koji odreduju
uticaj spoljne sredine na kvalitet bakterijskih kultura, znacajno mesto ima
mleko koji je upotrebljeno za presejavanje, odrzavanje i neposrednu upotrebu.
Ono, kao proizvod zZivog organizma, sadrzi razne materije u promenljivom sa-
stavu i koli¢inama. Pod odredenim uslovima to se odraZzava na osobine bakteri-
ja mle¢ne kiseline. Izmenjene osobine bakterija se pri daljem odrzavanju u
laboratorijskim uslovima &esto jo§ vise ispoljavaju, te se u vezi s tim javljaju
problemi pri preradi mleka.

Promene osobina bakterija mle¢ne kiseline koje su nastale mutacijom i de-
generacijom i koje su izrazene variranjem bioloskih karakteristika, nisu jedini
problemi $to prate pripremu kultura za upotrebu u mlekarskoj industriji. Ci-
stoéa kultura, u bakteriolo§kom smislu, jedan je od problema jer kontaminacija
drugim bakterijama, gljivicama i fagima nije redak sluéaj. Teskoéu u refavanju
tog problema predstavlja i metodika redovne kontrole bakteriolo$ke &istoée ko-
ja mora da se sprovodi standardnim postupcima zasejavanja odgovarajuéih
hranljivih podloga i proveravanjem biohemijskih i drugih osobina bakterija
pri takvoj kontroli. U praksi se kontrola kultura najée$ée provodi mikroskop-
skim pregledom razmaza iz kultura, $to je nedovoljno.

Prema mnogobrojnim iskustvima, iznetim u literaturi, problemi sa kultu-
rama mikroorganizama mleéne kiseline i drugih koji sluZe u prehrambenoj in-
dustriji mogu se re$iti upotrebom liofiliziranih kultura. U novije vreme se pri-
menjuje smrzavanje kultura, kao metod konzervisanja bakterija, sposobnih za
direktnu upotrebu u mlekarskoj industriji, laboratorijskoj tehnici itd. Ispitiva-
nja smrzavanja bakterija mle¢ne kiseline potvrdila su prednost smrzavanja na
—196°C u te¢nom azotu, u odnosu na smrzavanje pri vi§im temperaturama. Ra-
di boljeg razumevanja naSeg iskustva i sliénih iskustava drugih autora u vezi
sa razlikama u podnoSenju niskih temperatura od strane bakterija, izloZi¢emo
promene koje se odvijaju pri smrzavanju bioloSkog materijala.
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Mikroorganizmi se smrzavanjem dovode u privremeno sianje anaploze.
Smrzavanje je u osnovi sloZzen proces, pri kome dolazi do stvaranja kristala
leda, ¢ija veli¢ina i broj varira ovisno o brzini i temperaturi smrzavanja. Smr-
zavanje vode i rastvora poéinje stvaranjem brojnih jedara ili »Zarista«, koja
se dalje Sire. Pri brzom smrzavanju obrazuju se mnogobrojni fini, sitni kristali,
a pri sporom su kristali leda malobrojni, veliki i grubi. Do razlike u veli¢ini
kristala dolazi usled stvaranja razli¢itog broja »Zarista« od kojih poéinje rast
kristala. Pri naglom padu temperature broj »ZariSta« je veéi, pa je moguénost
Sirenja kristala manja. Nasuprot tome pri sporom smrzavanju broj stvorenih
»ZariSta« manji je pa je moguénost rasta kristala veéa. Pri sporom smrzavanju
bioloSke materije stvaraju se kristalna »Zari§ta« u ekstracelularnoj teénosti.
Rast kristala se odvija na raéun ekstracelularne te¢nosti, a zatim i vode iz unu-
trasnjih éelija, sve dok sva slobodna voda ne bude pretvorena u led. Voda iz
unutrasnjosti ¢elija prelazi usled manjeg pritiska pare na kristale leda u eks-
tracelularnom prostoru nego na vodu u unutrasnjosti ¢elija.

Prilikom rasta kristala leda, ¢ija je zapremina ve¢a od zapremine vode za
jednu jedanaestinu, oni dolaze u dodir sa ¢elijskom membranom i vrSe pritisak
na nju. Voda iz éelija prelazi u ekstracelularni prostor, prema tome, i zbog
oStecenja ¢elijske membrane.

Ako se smrzavanje izvodi brzo na vrlo niskim temperaturama, stvaranje
intracelularnih kristala nastaje manje-viSe istovremeno sa obrazovanjem eks-
tracelularnih kristala. Pri veoma naglom smrzavanju (—196°C i —252°C) mo-
zemo reti da i ne nastaju kristali leda, ve¢ oni prelaze u amorfno, évrsto, stak-
lasto stanje (vitrifikacija).

Pri smrzavanju mikroorganizama nastaju i promene éelijske protoplaz-
me, jer se stvaranjem kristala leda oduzima voda od proteina, a poveéana kon-
centracija elektrolita, kao posledica izdvajanja vode iz rastvora, dovodi do
sturkturnih promena u proteinima. Koncentrisanje sastojaka pri smrzavanju
uzrokuje poveéanje viskoznosti celularne te¢nosti. Smanjuje se pritisak O, u ci-
toplazmi, ¢ime se aerobnim ¢elijama smanjuje respiratorna aktivnost. Zabele-
Zene su i druge promene c¢elijskog sadrzaja, kao pH, aktivnost vode ijtd.

Vitalnost smrznutih kultura zivisi od mnogih ¢inilaca, koji bi se mogli po-
deliti u tri grupe:

1. Uloga samog mikroorganizma, tj. vrste mikroorganizama, faza rasta, kon-
entracija ¢celija i dr.

2. Uloga temperature smrzavanja, uklju¢ujuc¢i na¢in smrzavanja i oaimni-
zavanja, vreme ¢uvanja mikroorganizama pri temperaturi smrzavanja i dr.

3. Uticaj sredine u kojoj su mikroorganizmi rasli pre smrzavanja, tj. pH
hemijski sastav sredine i uticaj sredine u kojoj se vrsi smrzavanje (prisustvc
zaStitnih materija) i utvrduje rast posle odmrzavanja.

Istrazujuéi znaéaj smrzavanja za reSavanje problema kultura u mlekar
skoj industriji, obavili smo ova ispitivanja:

1. ponaSanje razli¢itih bakterijskih vrsta pri istim uslovima smrzavanja,

2. ponaSanje razli¢itih sojeva iste bakterijske vrste pri istim uslovima smr-
zavanja i
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3. uticaj koncentracije bakterija i volumena, u kome se vrsi smrzavanje,
na prezivljavanje smrznutih bakteriia.

Nacin rada: PonaSanje razli¢itih vrsta bakterija pri istim uslovima smrza-
vanja pratili smo na kulturama bakterija Staphilococcus aureus, Escherichia coli
i Proteus vulgaris. Kulture su suspendovane u obranom mleku i kiseloj pavla-
ci, zamrznuti na —27°C i posle 10 dana odmrznute na sobnoj temperaturi. Pre-
zivljavanje je provereno zasejavanjem na Baird-Parkerovu agaru, ljubiéastocr-
venom agaru i briljantnozelenom laktoznom Zuénom agaru.

PonaSanje iste bakterijske vrste pri smrzavanju provereno je na dva
soja bakterije Lactobacillus acidophilus. Suspenzija bakterija dobijena iz sedi-
menta kulture u MRS bujonu smrznuta je na —196°C. Posle odmrzavanja ispi-
tivan je procenat prezivelih bakterija na osnovu broja bakterija na MRS agaru,
pre i nakon smrzavanja, i stepen kiselosti mleka zasejanog istom koli¢inom
suspenzije Lb. acidoplilus pre i posle smrzavanja. Na osnovu stepena kiseiosti
meka (SH") izratunat je gubitak aktivnosti pomoéu ovog obrasca:

SH' pre smrzavanja — SH’ posle smrzavanja

Gubitak aktivnosti = = . x 100
u Y% SH? pre smrzavanja

Uticaj koncentracije kultura i volumena ispitivan je zamrzavanjem 1,2 i §
ml suspenzije Lb. acidophilus u 10%» rastvoru laktoze. Kultura je dobijena iz
sedimenta u MRS bujonu.

RazblaZena kultura imala je 4 puta manju koncentraciju ¢elija Lb. acidop-
hilus od koncentrovane.

Rezultati i diskusija

U tablici 1. dati su rezultati ispitivanja odrzivosti razli¢itih bakteriloskih
vrsta pri smrzavanju pod istim uslovima. Kod sve tri vrste bakterija procenat
preZivelih bakterija je veé¢i u mleku nego u kiseloj pavlaci. To pokazuje zna-
¢aj sredine za otpornost mikroorganizama pri smrzavanju. Ti rezultati su poka-
zali da je pH sredine verovatno bitni ¢inilac, jer prema nalazima vi$e autora
(6,9 i 10) procenat prezivljavanja bakterija posle smrzavanja veéi je u sredina-
ma sa pH blizu neutralne reakcije.

Tabela 1
Oidrzivest razlic¢itih bakterijskih vrsta pri smirzavanju na —27" C u toku 10 dana

Obrano mleko Kisela pasterizovana pavlaka
. -
o 3 @ 1)
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o] e £ ‘n e e =
Vrsta o= eg = Jo8- eg =
mikroorganizama = g = E £y = g = E =X
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- 0= — < i B — o . [ (= =
S¢S B®ES E&E F,E BE: 8%
= o o @® L~ = i~ s ®
Moo Mmaxs =0 Moo me s = 0
Staphilococus aureus 1,45 1,34 92,41 1,35 0,895 6,62
E. coli 1,40 0,201 14,35 1,06 0,21 1,88
Proteus wvulgaris 1,13 0,45 39,82 1,02 0,366 3,58

Mliekarstvo 30 (7) 1980. 209



U tablici 2. prikazani su rezultati ispitivanja otpornosti dva soja Lb. aci-
dophilus na —196°C. Procenat preZivelih ¢elija kod soja oznatenog sa MI nesto
je nizi nego kod soja oznatenog sa PK. Gubitak aktivnosti zabelezen je kod oba
soja, 5to je karakteristitno narolito za soj PK, kod kojega su sve celije pre-
zivele smrzavanje. To pokazuje da kod nekih sojeva dolazi do delimi¢nog pro-
padanja bakterija i gubljenja aktivnosti kulture, a kod nekih sojeva se samo
smanjuje aktivnost. O smanjenju biolodke aktivnosti bakterija posle smrzava-
nja govore i drugi autori (7 i 12). Po izvesnim misljenjima mikroorganizmi po-
sle odmrzavanja imaju povetane zahteve za nekim hranljivim materijama, a
po nekima oStetenje mikroorganizama niskim temperaturama produzuje fazu
laganog rasta u reprodukciji mikroorganizama, zbog ¢ega se smanjuje aktivnost
odmrznutih mikroorganizama. (4).

Tabela 2

Prikaz preZivljavanja i gubitka bioloSke aklivnosti dva soja Lb. acidophilus ¢uvana
10 dana na —196"C

Oznaka soja %y prezivljavanja Gubitak aktivnsti %
Lb. acidophilus MI 92,50 1,31
Lb. acidophilus PK 100,00 0,75

Ovi rezultati potvrduju podatke Smittlea i saradnika (11) iznetih u tablici 3.

Tabela 3

Prikaz prezivljavanja i bioloske aktivnosti triju sojeva Lb. bulgaricus ¢éuvana
na — 196" C

Vreme éuvanja

1 dan 2 dana
Oznaka soja

] /s prezi- gubitak /o prezi- gubitak
velih aktivno- velih aktivno-
sti u % sti u %

Lb. bulgaricus NCS 1 5 73 1 69

Lb. bulgaricus NCS 3 46 31 28 32

Lb. bulgaricus NCS 4 100 8 100 8

Uticaj koncentracije bakterija na procenat prezivelih ¢elija prikazan na
grafikonu 1. i 2.

Iz grafikona 1. i 2. vidi se da je procenat prezivelih ¢elija bakterije Lb.
acidophilus veéi u koncentrovanim kulturama. Te razlike su viSe ispoljene pri
temperaturama smrzavanja od —15°C i —27°C nego pri —196°C, Sto potvr-
duje prednost smrzavanja na —196°C, utvrdenu ranijim ispitivanjem (8). Iz
grafikona se takode vidi da temperatura odmrzavanja ima izvesni uticaj, te
da pri sporom odmrzavanju (+4°C) propada veé¢i broj bakterija.
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Grafikon 1. Grafi¢ki prikaz odrZivosti koncentrovane kulture Lb. acidophilus
pri razliéitim temperaturama smrzavanja i odmrzavanja
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Grafikon 2. Grafi¢ki prikaz odrzivosti razblazene kulture Lb. acidophilus pri
razli¢itim temperaturama smrzavanja i odmrzavanja
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Smrzavanjem kultura u razli¢itom volumenu utrdeno je da veéi procenat
bakterija propada pri smrzavanju volumena veé¢ih od 1 ml. Taj podatak je
veoma znatajan za praksu, jer obavezuje na pripremu malih zapremina
smrznutih kultura.

Podaci iz literature i na$i rezultati pokazuju da pri smrzavanju kultura
ima nekih problema. Medutim, rad na tome svrsishodan je jer se postize upo-
treba kultura sa taéno utvrdenim osobinama, $to omoguéava bolje planiranje
proizvodnje i sigurniji ishod te proizvodnje. Sama priprema takvih kultura
u razradenom sistemu manje je teSka i moze da se odvija bez nepredvidenih
problema koji su u uobi¢ajenim uslovima priprema kultura uvek moguéni.

Zakljucak

1. Upotreba smrznutih kultura bakterija mle¢ne kiseline za mlekarsku
industriju omoguéava proizvodnju sa bioloski aktivnim starterima.

2. Procenat prezivelih bakterija posle smrzavanja zavisi od vrste bakte-
rija, koncentracije bakterija u jedinici zapremine i volumena sredine u kojoj
se bakterije smrzavaju. Uticaj navedenih ¢inilaca mnogo se manje ispoljava
pri smrzavanju na —196°C nego pri smrzavanju na vi$im temperaturama.

3. Smrzavanje kultura mora da se zasniva na prethodno utvrdenim oso-
binama bakterija i uslovima smrzavanja.

THE QUALITY OF BACTERIAL CULTURES AND CONDITIONS OF
PRESERVING THEIR ACTIVITY
SUMMARY

Data indicate that the quality of lactic acid bacteria is an important factor
in the production of yoghourt and other fermenting products. It was proved that
the quality of the culture can be preserved when frozen at —196°C. The con-
centration of bacteria, the volume of bactertal suspension, individual resistan-
ce of the strain and other factors, affect the activity of the cultures after fre-
ezing. Therefore all these factors must be considered before freezing. Frozen
cultures can be used directly in the production. Their use ensures the standar-
dization of production as avell as its planning, which is of great importance fo
the dairy industry.
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