— duljim éuvanjem i zrenjem sireva patogena mikroflora ugiba, a broj pre-
ostalih mikroorganizama osjetljivo opada.

— radi nutriciono-sanitarne sigurnosti bilo bi nuino utvrditi dinamiku kre-
tanja svih, a napose patogenih mikroorganizama u paSkom siru, te na osnovu
toga propisati ili normirati trajanje zrenja paSkog sira, proizvedenog iz si-
rovog mlijeka, a u interesu zastite potrosac¢a i unapredenja proizvodnje ovog
poznatog autohtonog sira.
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KONZERVISANJE KULTURA MLECNOKISELINSKIH BAKTERIJA
SMRZAVANJEM

Prof. dr MILJKOVIC Vigeslava i M. BALTIC, Veterinarski fakultet, Beograd
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Kvalitet kulture je jedan od osnovnih ¢éinilaca za pravilan tehnoloski proces
pri preradi mleka. Kulture koje se koriste u ove svrhe moraju pre svega da
budu ¢iste tj. da ne sadrZe mikroorganizme. Tokom pripremanja kulture de-
Sava se da nastane kontaminacija mikroorganizmima iz spoljne sredine. Posebni
problem u tome &ine bakteriofagi, jer se njihovo prisustvo teze dokazuje nego
drugih mikroorganizama tj. bakterija i gljivica.

Teskoc¢e u preradi mleka se umanjuju upotrebom konzervisanja kultura, jer
se mogu neposredno pred preradu da dodaju u mleko, gru$ ili pavlaku. Kon-
zervisanje kultura se uglavnom obavlja liofilizacijom i smrzavanjem (4,5 i 6).
Upotreba takvih kultura zavisi od broja mikroorganizama koji prezive odgo-
varajuéi postupak konzervisanja. Procenat preZivelih mikroorganizama i nji-
hova aktivnost koja takode predstavlja zna¢ajan ¢Cinilac za upotrebu konzer-
visanih kultura, zavisi od tehnologije konzervisanja i na¢ina upotrebe konzer-
visanih kultura (1, 2, 3).

Ispitivanja u ovom radu se odnose na konzervisanje mle¢nokiselinskih
bakterija temperaturama mrZnjenja. Kao test mikroorganizam odabrali smo
L. acidophilus, jer se on primjenjuje u medicini za sprefavanje i leenje raz-
licitih obolenja. Zbog toga postoji veliko interesovanje i za proizvodnju aci-
dofilnog mleka. Poznato je da proizvodnja acidofilnog mleka zahteva iskljuéi-
vanje prisustva ostalih mikroorganizama u mleku kome se dodaje kultura L.
acidophilusa. Zbog toga i priprema kultura za proizvodnju acidofilnog mleka
predstavlja problem koji oteZava industrijsku proizvodnju acidofilnog mleka

30 Mljekarstvo 29/2 1979.



Materijal i naéin rada

Kulture L. acidophilus-a smo smrzavali u rastvorima razli¢itth materija
uzetih kao zaStita od uticaja niskih temperatura. Tako smo upotrebili:

1. — Sediment kulture L. acidophilus-a iz MRS bujona (2 ml) i 20 ml 10%
rastvora laktoze (suspenzija 1)

2. — Suspenziju pod 1. i obrano mleko u odnosu 1:4 (suspenzija 2)

3. — 2,5 ml suspenzije pod 1. i 7,5 ml rastvora 10% laktoze (suspenzija 3)

a

. — 10 ml suspenzije pod 1.; 8 ml obranog mleka i 2 ml glicerola (suspenzija 4)

Suspenzije su zamrznute na —15°C, —27°C i —196 °C. Odmrzavanje je
izvrSeno na 14 °C, na sobnoj temperaturi pri oko +20°C, i u termostatu na 37°C.
Zbog razli¢itih natina odmrzavanja za svaku grupu je pripremljeno po 9 epru-
veta od kojih je po tri stavljeno na navedene tri temperature smrzavanja (—15°9,
—27° 1 —196 °C).

Vitalnost kultura posle dejstva niskih temperatura je ispitivana na osnovu
rasta na hranljivim podlogama. Usporedivanjem broja kolonija pre smrzavanja
i posle smrzavanja izradunat je procent, prezivljavanja ¢elija L. acidophilus-a.
Uzet je u obzir i izgled kolonija posle 24, 48 i 72 ¢asa inkubacije zasejanih
podloga.

Rezultati ispitivanja i diskusija

Rezultati ispitivanja odrzivosti L. acidophilus-a pri smrzavanju su prika-
zani u tablicama od 1 do 4 i grafikonima 1 do 4.

Tablica 1

Qdrzivost L. acidophilus-a pri smrzavanju na razlicitim temperaturama u 10%
rastvoru laktoze

Temperatura smrzavanja

Broj bak- 1;3‘&‘:3' —15°C —27°C —196°C
terija pre odmr- [} 0 0
smrzavanja % a /o pre- b /o pre- c /o pre-
zavanja zivlja- zivlja- zivlja-
vanja vanja vanja
1,465 % 10% +37°C 1,10 X 10* 0,0075 0,503 X 10° 34,33 144 X 10° 98,29
1,465 » 10° 4+20°C 1,17 X 10 0,0079 0,48216 X 10° 32,91 1,48 X 10° 100,00
1,465 % 10° + 4°C 3,90 X 10° 0,026 04725 X 10° 32,25 1,42 X 10° 96,92
Legenda: a, b, ¢ = broj bakterija posle odmrzavanja (odnosi se na tablice od 1—4)
Tablica 2
Odrzivest L, acidophilus-a pri smrzavanju na razli¢itim temperaturama u obranom
mleku sa dodatkom 2,5% laktoze
Temperatura smrzavanija
Broj bak- 1;3‘3}:;' —15'C —27C — 196°C
terija pre Sdrne 5
smrzavanja = a /o pre- b % pre- c %o pre-
Zavanja zivlja- zivlja- zivlja-
vanja vanja vanja
0,3435 X 10° +37°C 0,264 X 10° 76,85 0,3¢ X 10° 98,98 0,35 X 10° 100,00
0,3435 X 10% +20°C 0,258 X 10° 75,10 0,331 X 10° 96,36 0,341 < 10% 99,27
0,3435 X 10° + 4/C 0,273 X 10° 79,47 0,329 X 10° 95,77 0,338 X 10° 98,39
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Tablica 3

OdrZivost razblaZene kulture L. acidophilus-a pri smrzavanju na razli¢itim
temperaturama u 10%s rastvoru laktoze

Temperatura smrzavanja

Broj bak- ~ embe- —15C —27%C —196°C
terija pre
Smrzavpanja Odmr‘- a %o pre- b /o pre- c %o pre-
Zavanja zivlja- zivlja- zivlja-
E—— vanja ___ vanja vanja
0,383 X 108 -+ 370 0,21 X 10% 0,056 0,184 < 10° 0,48 0,338 X 10° 88,25
0,383 X 108 + 200C 0,20 X 10° 0,052 0,458 X 10° 1,19 0,323 X 105 84,33
0,383 » 108 4+ 40C 0,22 X 10° 0,057 0,435 X 10° 1,13 0,268 X 10° 69,97

Tablica 4

OdrZivest L. acidophilus-a pri smrzavanju na razliéitim temperaturama u obranom
~mleku sa dodatkom glicerola

Temperatura smrzavanja

Broj bak- 'I;Zrt':ﬂ‘;’ —15°C —2m¢C — 196°C
peria pre odmr- a 9y pre b Yo pre c /o pre
smrzavanja s - a -
] zavanja zivlja- zivlja- vanja
] vanja - vanja vanja _
0,8335 X 10° +37C  0,6445 X 10° 77,32 0,811 X 10° 97,30 0,84 X 10° 100,00
0,8335 X 108 +20°C 0,601 X 10% 72,10 0,783 < 10° 94,66 0,82 > 10% 98,38
0,8335 X 108 + 4C 0613 X10° 73,54 080 X 10° 9598 0,83 X10° 99,58
Grafikon 1 uz tablicu 1
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Iz dobijenih rezultata se vidi da je pri smrzavanju L. acidophilus-a na
—196 °C postignuta najbolja odrzivost. Temperatura odmrzavanja u ovom slu-
¢aju uglavnom nije imala bitni uticaj na broj prezivelih ¢elija. Izuzetak ¢&ini
smrzavanje razblaZene kulture L. acidophilus-a u 10% rastvoru laktoze, gdje je
najnizi procenat prezivelih éelija dobijen posle odmrzavanja na +4°C. Zavis-
nost sredine smrzavanja i odrzivosti L. acidophilus-a pri smrzavanju na — 196 °C
nije zapazena. Medutim pri smrzavanju na —15 i —27 °C utvrdene su velike
razlike u procentu prezivelih éelija zavisno od sredine. Najvi$i procenat pre-
zivelih celija je zapaZen pri koriSéenju obranog mleka i rastvora laktoze (sus-
penzija 2) i obranog mleka i glicerola (supenzija 4). Uporedivanjem uticaja tem-
perature —15 i —27°C vidi se da je veéi broj preZivelih ¢elija zapaZen pri
smrzavanju na —27 °C, nego na —15 °C. Izrazito nepovoljan uticaj smrzavanja
kultura L. acidophilus-a utvrden je na —15 °C u 10% rastvoru laktoze.

Ispitivanja odrzivosti posle odmrzavanja su pokazala veliki uticaj sredine
u kojoj je smrzavanje izvrieno na broj prezivelih éelija. Iz podataka ovih ogleda
koji su prikazani u tablici 5 se vidi da se broj preZivelih ¢elija posle odmrza-
vanja i drzanja 15 dana pri temperaturi +4 °C nije bitno promenio u kulturi
suspendovanoj u obranom mleku i obranom mleku sa dodatkom glicerola, dok
je u rastvoru laktoze znatno opao. Potpuno propadanje L. acidophilus-a je utvr-
deno u odmrznutim kulturama koje su prethodno bile razblaZzene rastvorom
laktoze (suspenzija 3).
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Tablica 5
Odrzivost smrznutih kultura na —196°C posle odmrzavanja i ¢uvanja na + 4°C

Broj bakterija

Suspenzija pre zamrzavanja posle odmrzavanja posle 15 dana
odmrzavanja
suspenzija 1 120.000.000 120.000.000 2.610.000
suspenzija 2 47.200.000 46.100.000 45.000.000
suspenzija 3 21.900.000 20.200.000 —
suspenzija 4 25.900.000 24.800.000 23.000.000

Iz dobijenih rezultata proizlazi da obrano mleko pruza dobru zastitu L. acido-
philus-u pri smrzavanju.

Karakteristitan podatak dobijen u ovom radu je da procenat L. acido-
philus-a koji prezive smrzavanje zavisi od koncentracije bakterija u suspenziji.
O znacaju koncentracije bakterija pri smrzavanju kultura govore i drugi istra-~
zivati. Tako Accolas i Auclair (1967) opisuju metode dobijanja kultura sa viso-
kim Kkoncentracijama bakterija kojima je postignuto smanjivanje oSte¢enja
mle¢nokiselinskih bakterija pri smrzavanju. Pored ¢inilaca za koje je u ovom
radu utvrdeno da uti¢u na odrzivost kultura pri smrzavanju, ima i drugih koji
ovde nisu obuhvaceni. Prema Bergéreu (1968) bakterije su u eksponencijalnoj
fazi razvoja osetljivije na smrzavanje nego u stacionarnoj. Na$i rezultati su
pokazali da se uticaj svih ispitivanih ¢inilaca najmanje ispoljio pri smrzavanju
kultura na —196 °C. Ovo potvrduje opravdanost sve ¢eS¢ih preporuka takvog
nac¢ina konzervisanja kultura za mlekarsku industriju. Reddy i saradnici (1974)
isticu prednost ovog postupka uopste, a posebno pri smrzavanju meSanih
kultura, navodeé¢i da za izbor metode konzervisanja kultura za mlekarsku te-
hnologiju nije vazna samo vitalnost kultura i mle¢nokiselinska aktivnost veé i
odrzavanje medusobnog odnosa pojedinih vrsta mikroorganizama u mesanoj
kulturi. Ovo se, navode isti autori, daleko bolje postiZe smrzavanjem na —196 °C
nego liofilizacijom ili smrzavanjem na —20 °C.

Zakljucak

1. Uporedivanjem uticaja smrzavanja na kulturu L. acidophilus-a utvrdeno
je da najveci procenat bakterija prezivi smrzavanje na —196 °C. Procenat pre-
zivelih L. acidophilus-a se kretao od 69,97% do 100%0 u zavisnosti od sredine,
(krioprotektivnog sredstva) koncentracije bakterija i na¢ina odmrzavanja. Pri
smrzavanju na —27 °C procenat prezivelih se kretao od 0,48%0 do 98,98%0 a pri
smrzavanju na —15°C od 0,0075 do 79,74%.

2. Od svih ispitivanih ¢inilaca (sredina, koncentracija bakterija i na&n od-
mrzavanja) najnepovoljniji uticaj na L. acidophilus pri smrzavanju je imalo
sniZzenje koncentracije bakterija u suspenziji.

3. Posle odmrzavanja kultura L. acidophilus-a smrznutih na — 196 °C naj-
duza odrzivost je dokazana u obranom mleku sa dodatkom laktoze ili glicerola,
a najslabija kod kultura u niskim koncentracijama suspendovanih u 10° ras-
tvoru laktoze.
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