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Dr. Stojanka MITIČ, Institut za mlekarstvo, Novi Beograd, dipl. ing. 
Stanimirka VIDENOVIČ i dipl. ing. Ranko JOViC, IMPAZ — Z A J E C A R 

Za proizvodnju fermentisanih proizvoda upotrebljava se asocijacija 
sojeva Lactobacillus bulgaricus i Streptococcus thermophilus, kod kojih nisu 
dovoljno definisane metabolitske sposobnosti pojedinih sojeva. Danas se ko­
riste čisti sojevi bakterija mlečne kiseline sa poznatim biohemijskim karak­
teristikama naročito u pogledu brzine stvaranja aciditeta, acetilaldehida, vi-
skoziteta, evolucije aciditeta na niskim temperaturama (Boullanne et Desma-
zeaud, 1980). Pette je (1964) utvrdio da postoje interesantne karakteristike sa 
tehnološkog aspekta koje variraju u zavisnosti od soja u okviru iste vrste. 
Novija istraživanja Hemme i sar. (1980) su usmerena u cilju selekcije sojeva 
sa izraženim enzima'tskim 'osobinama fcoji proizvodu daje blažu ulkus i aromu, 
te gušću ii hoimogenu (konzistenciju. 

Međutim, sve se više oseća potreba da se primenjuju čisti sojevi bakterija 
sa antimikrobnim svojstvima prema patogenim i uslovno patogenim bakte­
rijama. Napredak bakteriologije je omogućio uvid u fenomen antagonizma 
pojedinih bakterija. Antagonizam o kome je reč zasniva se na sposobnosti 
određenih bakterija da stvore brojne supstancije biološkog porekla koje ome­
taju životnu aktivnost drugih bakterija. Ovaj biološki fenomen je nazvan 
antibioza, a za ove supstancije Waksman je predložio naziv antibiotik. Već 
je davno poznato da tenmofilni lakftobacili stvaraju antimilfcrobne metaboiifte 
in vitro prema većem broju patogenih i saprofitnih bakterija (Vincent i sar. 
1959, Deklerk li sar. 1961, Tacquet i sar. 1961, Katrandžiev, 1962, Mitić i sar. 
1973, Shahami i sar. 1976, Sing i sar. 1979, Rubin i Venghan 1979, Amster 
i Jonst 1980. i dr.) i time potvrđeno postojanje antibiotičkih materija širokog 
spektra. Pojedinačno saznanje o elementima biološkog fenomena da pojedini 
sojevi laktobacila ometaju životnu aktivnost drugih nepoželjenih bakterija 
postepeno se uobličava u ćelo vito shvatanje o razmerama ovog fenomena i 
mogućnostima da se veliki biološki prirodni potencijal koristi na nivou prak­
tične industrijske proizvodnje fermentisanih proizvoda. Na osnovu ovih sa­
znanja bilo je od interesa da ispitamo mogućnost dobij an ja sinhronizovane 
kulture Lactobacillus bulgaricus sa izraženim antimikrobnim karakteristikama 
i Streptococcus thermophilus i utvrdimo njihovu tehnološku vrednost uz isto­
vremeno praćenje toka tehnoloških operacija i ocenjivanje kvaliteta dobijenog 
proizvoda. 

Materijal i metodika 

Tehnološka provera kulture L. bulgaricus i S. theirmophilus za izradu 
fermentativnih proizvoda vršena je u mlekari IMPAZ u Zaječaru. Sojevi su 
poticali iz autohtone mikroflore kiselog mleka sa područja Cetinja. Za otkri­
vanje antimikrobnog spektra L. bulgaricus korišten je postupak dilucije u 
agaru Mueller-Hinton, primenjujuči pri tome 50,75 i 100 mcg nativne aktivmi 
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supstancije filtera kulture gajene u sterilno obrano mleko 48 sati na 44^C. 
Analizirana je osetljivost in vitro 138 patogenih sojeva izolovanih iz različitoj^ 
bolesničkog materijala i iz životnih namirnica, (25 sojeva Staphylococcus 
aureus, 75 sojeva vrsta Escherichia coli, 17 sojeva vrsta Pseudomonas, 10 
sojeva vrsta Proteus, 5 sojeva Shigella, 3 soja Salmonella i 3 soja Klebsiella). 
Kao standardni sojevi uključeni su tri soja američke kolekcije bakterijskih 
kultura: Staphilococcus aureus ATCC 2592^, Escherichia coli ATCC 25922 i 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Priprema inokuluma za zasejavanje 
test bakterija izvodila se u Mueller-Hinton bujonu, prema postupku WHO 
(RS) 76—1129. Inkubacija zasejanog materijala izvodila se na 37°C u vremenu 
od 3 isata. Iz zamućenog fbujiona ezom se iprenosio imaterijal na ipripremljen 
Mueller-Hinton agar sa određenom koncentracijom filtrata laktobacila. Posle 
18 časova inkubacije na 37°C vršeno je čitanje baktericidnog delovanja. Inter­
pretacija rezultata je vršena na osnovu određivanja submaksimalne i mini­
malne inhibitorne koncentracije. 

Soj sa izraženim antimikrobnim karakteristikama poslužio je u asocijaciji 
sa S. thermophilus za dobijanje (laboratorijske kulture. 

Pošto je u prethodnim ispitivanjima laboratorijska kultura pokazala do­
bre rezultate, proučili smo je u proizvodnim uslovima. U ovim istraživanjima 
korišćenio je mleko 'tipizirano na 3,2 /̂0 mašiti i pas'terlizirano na 90"—95"C — 
30 minuta. Obogaćenje mleka je vršeno olbraniim mlečnim prahom ii to sa P/o. 
Kiselinski stepen je bio 7,0 *̂ SH, a procenat suve materije bez masti je iznosio 
8,6. Mleko je poticalo od individualnih proizvođača u kome se broj somatskih 
ćelija kretao ispod 500.000/ml. Za oglede korišćeno je mleko bez prisustva 
rezidua antibiotika, koji su detektovani metodom Delvo-testa. Svežim kultu­
rama, u kojima je odnos pojedinih sojeva iznosio oko 1:1, vršeno je inoku-
lisanje mleka temperiranog na 44^0. Inokulum je iznosio 2*/o. Tokom inku­
bacije fermentacija mle^ka je ipraćena promenom stepena 'kiselosfti, da bi se 
u datom momentu mogla prekinuti fermentacija i dobiti napitak željenog 
kvaliteta. Poäle završene linkubacije koagulum je homogenizovan, ohlađen 
do + 12**C, ipunjen u plalstične čašice, a zatim držan u hladnjači pri tempe­
raturnom režimu od 4°C. 

Kod gotovog proizvoda ispitali smo pojedine elemente prema Pravilniku 
o kvalitetu nilska i Pravilniku miikrobidloske ispravnos'fci kao i iproizvode od 
mleka. Mikroskopskim putem je utvrđen odnos laktobacila i streptokoka, kao 
važnog parametra međusobnog uticaja sojeva. Prosuđivanje organoleptičkih 
svojstava vršeno je na bazi izgleda koagulata, konzistencije po »filmu«, ukusa 
i mirisa. Ocena kvaliteta svih karakterističnih svojstava industrijskog napitka 
vršena je komisijskim putem na sajmu Maribor 80. 

Rezultati i diskusija 

Analizom podataka antimikrobnog spektra positupkom metode disk-
-difuzije u agaru izvršena je selekcija sojeva roda Lactobacillus prema stepenu 
baktericidnog dejstva na patogene bakterije. Jasne zone inhibicije selekcioni­
ranih sojeva L. bulgaricus vide se na priloženom fotosu 1. Interpretacija se 
zasnivala na poređenju jasnih i oštrih zona inhibicije. U radu je prikazano 
delovanje in vitro L. bulgaricus sa oznakom C. Uočava se velika efikasnost 
delovanja laktobacila na Salmonellae. 
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Slika 1. Zone inhibicije kod selekcioniranog soja vrste Laktobacillus bulgaricus 

Nakon ove prve selekcije soj L. bulgaricus (c) retestirali smo na osetlji-
vost 138 sojeva patogenih bakterija. Da bi se dobio celovit uvid inhibitornog 
delovanja nativnih metobolita L. bulgaricus dajemo pregled stupnja osetlji-
vosti pojedinih vrsta patogenih i uslovno patogenih bakterija (tab. 1.) 

Tabela 1 
Osetljivost grupnih bakterijskih populacija u koncentracijama kultura 

L. bulgaricus 

Test L. bu lga r i cus 
o r g a n i z a m Broj so jeva k o n c e n t r a c i j e u mcg 

100 75 

S taphy lococcus a u r e u s 
S T C C 25923 1 1 — 

S taphy lococcus a u r e u s 24 24 — 
Shige l la f l exne r i 5 5 5 
P r o t e u s v r s t e 10 10 5 
Sa lmone l l a v r s t e 3 3 — 
Klebs ie l la v r s t e 3 3 — 
P s e u d o m o n a s A T C C 2' 7853 1 1 1 
P s e u d o m o n a s v r s t e 16 16 6 
Escher i ch ia coli 

A T C C 25922 1 1 — 
Escher i ch ia coli 
(iz m l e k a i p r o i z v o d a od m l e k a ) 66 66 6 

U K U P N O : 138 138 23 
100"/« 16,6«/o 
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Iz tabele je veoma vidljivo da su nativne biološke komponente L. bulga-
ricus inhibirale lOO /̂o sojeva pri koncentraciji od 100 mcg, a 16,6¼ pri kon­
centraciji od 75 mcg. Antimikrobna komponenta je izrazito superiornija kad 
se radli o gram-negativnim bakterijama nego kad se raidi o gram^pozitivniim 
bakterijama Staphylococcus aureus. Izgleda da su sojevi Shigella, Proteus 
i Pseudomonas pokazali najveći stupanj osetljivosti. Zapaženo je da ne postoji 
rezistencija bez obzira na poreklo sojeva patogenih bakterija, ali je osetljivost 
varirala u zavisnosti od sojeva u okviru vrste. 

Slika 2. Kompletna inhibicija gram-negativnih bakterija 

Na priloženom fotosu br. 2 zapaža se kompletna inhibicija gram-negativ­
nih bakterija (12 sojeva), kada su filtrati kultura L. bulgaricus sadržavali 100 
mcg. prirodnih antibiotičkih materija. Na fotosu br. 3 pri korišćenju 75 mcg 
dolazilo je do slabog porasta nekih patogenih bakterija, što tumačimo razli­
čitom osetljivošću pojedinih sojeva, čak i u okviru iste vrste. 

Ova naša ispitivanja su u skladu sa rezultatima Shahania i sar. (1976) 
koji zaključuju da L. acidophilus i L. bulgaricus proizvode antibiotičke mate­
rije inhibitornog delovanja na veliki broj patogenih bakterija. Međutim, ove 
osobine su bile ispoljene kad su laktobacili kultivisani u mleku, dok u sinte­
tičkim i semi-sintetičkim podlogama nisu konstatovane antibiotičke supstan­
cije. 

Dobijena realna slika ukupne osetljivosti gram-negativnih bakterija 
uzročnika raznih infekcija i oboljenja, dozvoljava da se učine veliki napori 
za dobijanje novih nativnih antibiotika biohemijskom transformacijom lakto-
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Slika 3. Slab porast nekih patogenih bakterija 

bacila. Ovo tim pre što je rasprostranjena upotreba antibiotika, ambulantno 
i u bolničkim ustanovama često neracionalna, pa su mnoge bakterije postale 
rezistentne prema antibioticima. 

Tehnološka pro vera kultura za fermentativni proizvod pokazala je dobre 
rezultate. Gotov proizvod je odgovarao kriterijumima Pravilnika. Mikroskop­
ska slika je pokazala, da ne postoji antagonizam odnosno negativni međusobni 
uticaj između združenih kombinacija identifikovanih sojeva termofilnih bak­
terija. Za praksu je veoma važno da se stvorene asocijacije u određenom 
odnosu ne poremete kod finalnog proizvoda, što bi se negativno odrazilo na 
brzinu stvaranja koagulizma i kiselosti, konzistenciju, aromu, a verovatno 
i na antibiotički efekat. Organoleptička ocena je pokazala da je dobijen pro­
izvod koji je zadovoljavao u pogledu izgleda koagulata, konzistencije po 
»filmu« kulture, ukusa i mirisa. Maksimalna kvaliteta svih karakterističnih 
svojstava ovog fermentivnog proizvoda je potvrđena od strane stručne komi­
sije u Mariboru — Mleko 80., kada je ocenjen kao ekstra kvalitet. 

Zaključak 

Ova naša saznanja ukazuju na kratak zaključak da se u industrijskim 
uslovima za proizvodnju fermentovanih proizvoda koriste odgovarajući sojevi 
bakterija mlečne kiseline sa poznatim antimikrobnim karakteristikama. Na 
taj način bi se hranljiva vrednost ovih proizvoda povezala sa inhibitornim 
delovanjem prema patogenim i uslovno patogenim bakterijama u organima 
za varenje. 
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MLJEKARSKI SEMINAR 

u Ins t i tu tu za ml jekars tvo u Beogradu održan je 4. i 5. l ipnja 1981. godine 
ml jekarsk i seminar n a kojemu je učestvovalo šezdesetak učesnika iz jugosla­
venskih ml jekara . Seminarom su rukovodi l i d i r ek to r ins t i tu ta dr. S to janka 
Mitić i vodeći su radn ik ins t i tu ta dipl. ing. Vel imir Jovanović . 

Seminar je obrađivao područje kont ro le kva l i t e te kod pr i jema mli jeka. 
Dr. J . Buchberger iz Južnonjemačkog pokusnog i i s t raživačkog zavoda za ml je ­
kars tvo u Weihens tephanu održao je re fera t pod nas lovom: »Problemi uzimanja 
uzoraka i određivanje količine mli jeka kod p r i j ema ml i jeka pomoću sab i rn ih 
tankova«. O istoj temi govorio je i Alfred Weigt iz Wiesbadena. V. Jovanović 
je refer i rao o rezu l ta t ima ispi t ivanja jednog u r e đ a j a za određivanje p H v r i ­
jednost i i t e m p e r a t u r e mlijeka, poznatog pod naz ivom MAK 2001, a koji je 
p redv iđen za postavl janje na sabi rn i kamion ili s tac ionarno preuz imanje ml i ­
j eka u ml j eka rama ili sabiral iš t ima. Opsežna ispi t ivanja pod razn im uvje t ima 
pokazala su da ovaj a p a r a t odgovara namjen i . Ing . S. Schuber t , p reds tavn ik 
f irme Ul t rakus t , Ruhmannsfe lden , koja proizvodi ove apara te , pr ikazao je 
njegovu p rak t i čnu upot rebu . 

Na završe tku semina ra učesnici su razgledal i p r i j em i kont ro lu mli jeka 
pomoću apa ra t a MAK 2001 u ml jekar i P a d i n s k a Skela . 

M. M. 
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