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Dr Ljerka KRSEV, Prehrambeno-biotehnoloski fakultet, Zagreb
1.5. MLJEKARSKE KULTURE

15.1. Fermentacija mlijeka

Mlijeko je veoma dobra podloga za razvoj mikroorganizama. U povoljnim
uvjetima mikroorganizmi, uvijek prisutni u mlijeku u manjem ili veéem bro-
ju, koriste njegove kompleksne sastojke za hranu i razgraduju ih na jedno-
stavnije. Kod povoljnih temperatura (oko 25—35 °C) razvoj mikroorganizama
je veoma brz, generacijsko vrijeme traje oko pola sata (Alais, 1974). Izmedu
1856. do 1875. god. Luis Pasteur je svojim radovima dokazao da fermentacije
nastaju radom mikroorganizama i da svakoj vrsti fermentacije odgovara od-
redeni tip mikroorganizama. U mlijeku dolazi najéei¢e do fermentacije uglji-
kohidrata i stvaranja mljeéne kiseline djelovanjem streptokoka i laktobacila
mljeéno-kiselog vrenja (Kosikowski, 1966). Fermentacija je proces koji dovo-
di do ogranitenih biokemijskih promjena pomoéu enzima proizvedenih od
mikroorganizama bez ufestvovanja kisika uz oslobadanje energije. Pored
mljeéno-kisele, u mlijeku se u manjem opsegu odvijaju i propionsko-kisela,
alkoholna i koliformno-plinotvorna fermentacija.

Mljeéno-kisela fermentacija

U mlijeku ima 4,4—5,2% laktoze (Webb and Johnson, 1974). Ostali Seceri,
poput glukoze i galaktoze, nalaze se u mlijeku samo u tragovima (Harper
i Hall, 1976.). Uz laktozu je vezana proizvodnja fermentiranih mlijeka i
sireva. Mljeénu kiselinu stvaraju bakterije mljeéno-kiselog vrenja, preko svo-
jih enzima.

Proces fermentacije laktoze u mljeénu kiselinu je veoma sloZen i odvija
se postepenom razgradnjom, uz stvaranje brojnih meduprodukata i energije.

Organizmi ne koriste laktozu izravno, veé je najprije cijepaju pomoéu
enzima laktoze u glukozu i galaktozu.

Mikroorganizmi, koji fermentiraju laktozu, sadrie enzim koji pretvara
galaktoze-1-fosfat u glukoze-1-fosfat i tako skreéu daljnji proces u pravecu
fermentacije glukoze.

Homofermentativni mikroorganizmi mlje¢no-kiselog vrenja stvaraju u toku
mljeéno-kisele fermentacije pretezno 75—95%0 od ukupne kiseline — mljetnu
kiselinu, te neSto diacetila, acetoina, acetona, acetaldehida, maslaéne, pro-
pionske, ocetene i mravlje kiseline.

Heterofermentativne bakterije mlje¢no-kiselog vrenja proizvode manje
mlje¢ne Kkiseline, a uz to i znatne koli¢ine ostalih produkata kao: hlapive ki-
seline, ocetenu kiselinu, alkohol, CO,. U toku mlje¢no-kisele fermentacije stva-

* Izvodi iz doktorske disertacije mr Lj. Kr3ev, Zagreb, 1981,
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ra se D i L oblik mlje¢éne kiseline ili mjeSavine ove dvije. S. lactis proizvodi
pretezno D oblike, a drugi mikroorganizmi, medu njima i L. cremoris i L.
dexstranicum preteino L. oblik (Orla-Jensen, 1931; Hammer, 1948; Prevot,
1861; Kosikowski, 1966; Bergey, 1974; Leclerc, 1975; Shahani i sur., 1962). Po-
jedini mikroorganizmi, uzro¢nici mljeéno-kiselog vrenja podnose razli¢ite ko-
li¢ine mlje¢tne kiseline, Tako streptokoki, prema Jennessu i Pattonu (1959),
prosjeéno podnose 0,8—1%, a ponekad i do 1,2%, laktobacili prema Jennesu
i Pattonu 1,5—2%0, a prema Hammeru i Babelu (1948) do 4% mljeéne kiseline.

Ovako visoki sadrZaj mljeéne kiseline uglavnom je nepoZeljan u mljed-
nim proizvodima, te se stoga i primjenjuju mje3ovite mljekarske kulture, ili
se podeSavaju temperature koje poti¢u ili usporavaju rast nekih mikroorga-
nizama (Brekeny i sur., 1975; Chazand, 1977; Dutta, 1971).

152. Primjena mljekarskih kultura

Prouéavanje i upoznavanje mikrobioloSkih procesa i njihovo nauéno obja-
Snjenje omogutili su da se praksa u mljekarskoj industriji obogati primjenom
¢istih kultura, bakterija, kvasaca i plijesni. Bakterije mljeéno-kiselog vrenja
u ¢iste kulture prvi je izdvojio Lister (1878). Oko 1890. Stock je primijenio kul-
ture u maslarstvu u Danskoj, a Weigman za kiseljenje vrhnja u Njemadckoj.
U Svicarskoj je 1891. Freudenreich poteo primjenjivati kulture u sirarstvu, a
Kasé u Francuskoj plijesni kod proizvodnje kamambera. ViSe je razloga za-
Sto su se u mljekarskoj industriji poéele koristiti mljekarske tj. ¢iste kulture.
Zapazilo se da uz mikroorganizme, koje Zelimo i koji sluze stvaranju arome,
razgraduju masti, bjelanéevine, te daju Zeljeni okus, miris, boju i konzisten-
ciju mljeénom proizvodu, dolaze i drugi, nepozeljni. Nepozeljni mikroorga-
nizmi izazivaju pljesnivost, nadimanje, kvarenje. Da bismo dobili jednoli¢ne
karakteristike proizvoda moramo koristiti one, koji su za neki proizvod ko-
risni (Kosikowski, 1966).

Kvas i éiste kulture

Za proizvodnju fermentiranih proizvoda u domacinstvu se koristi kvas,
a u industrijskoj proizvodnji &iste kulture, koje nazivamo »mljekarske kul-
ture«. »Domaca kultura — kvas« je bakterijska asocijacija koja sluZi za kise-
ljenje (mlijeka, krusSnog tijesta). Pored bakterija mlje¢ne kiseline-streptokoka
i laktobacila-kvas sadrzi jo§ i kvasce, plijesni, a ponekad i druge nepoZeljne
(patogene) mikroorganizme koji su dospjeli iz okoline. Kvas se u domadéin-
stvu prireduje tako da se éisto, zdravo, sirovo mlijeko, stavlja u ¢istu posudu
i ostavi da se zakiseli na toplom mjestu. Od tako zakiseljenog mlijeka uzima
se mala koli¢ina i stavlja u prokuhano i ohladeno mlijeko, koje se drzi na
toplom mjestu. ViSekratnim prenoSenjem s mlijeka na mlijeko moZe se do-
biti sve bolji i bolji kvas. Takav kvas sluzi za kiseljenje vetih koli¢ina mli-
jeka u pripravi kiselo-mlje¢nih proizvoda (Teply, 1962, 1972).

Kako upotreba kvasa ne daje uvijek dobre, vet¢ &esto i loSe i neujedna-
tene proizvode, struénjaci su otkrili da je korisno i mogute mlijeko cijepiti
Gistim kulturama mikroorganizama koji odgovaraju za pojedine proizvode.

Pod nazivom »starter« obiéno se razumije kultura bakterija mlje&no-ki-
selog vrenja. Medutim, u praksi, taj se naziv ¢esto upotrebljava i za mljekar-
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ske kulture koje sadrze i druge mikroorganizme, a ne samo bakterije mljeé-

no-kiselog vrenja (Petri¢i¢c, 1980).

U Danskoj je 1890. godine Hansenov laboratorij pofeo proizvoditi éiste

kulture za mljekarsku industriju.

Mljekarske kulture mogu sadrzavati samo jednu vrst mikroorganizama;
to su pojedinaéne ili monokulture. Ako imaju dvije ili viSe vrsta mikroorga-
nizama, odnosno razli¢ite sojeve jedne vrste, to su mjeSovite ili polivalentne

kulture (Kosikowski, 1966).

U slijedec¢eoj tabeli ma usporednom prikazu date su karakteristike kvasa

i mljekarskih kultura.

Tabela 2.

Osnovne karakteristike kvasa i mljekarskih kultura

Kvas

Mljekarske kulture

Sadrzi tipi¢ne i netipiéne, a ponekad
oatogene mikroorganizme

Temperature inkubacije nisu strogo
rdredene

Trajnost ograni¢ena uslijed heteroge-
aosti mikroflore

Kvasen, ali ne uvijek tipi¢an okus

Daje neujednadenu kvalitetu proizvoda
Proizvodnja i primjena jednostavne

Sadrzi jedan ili viSe tipitnih mikroor-
Janizama

Za optimalni razvoj traze odredenu
temperaturu inkubacije

Moze se koristiti uz pravilan rad dulje
vrijeme

Daje proizvode karakteristitnog okusa,
arome, konzistencije

Daje ujedna¢enu kvalitetu proizvodu
Proizvodnja i primjena zahtijevaju

struéno znanje

(Petri¢i¢, 1980).

Vidljivo je da je za industrijsku proizvodnju autohtonih fermentiranih
mljeénih proizvoda moguce koristiti samo mljekarske kulture, 3to naravno
otvara $iroko polje rada na iznalazenju adekvatnih kultura za razne autohtone
proizvode.

2. EKSPERIMENTALNI DIO
2.1. Podruéje, materijal i metode rada

21.1. Podrué¢je ispitivanja

Snimanje tehnoloskog procesa i uzorkovanje, u svrhu fizikalno-kemijskih
ispitivanja i odvajanje prirodne mikroflore, izvrSeno je na dosta velikom po-
drué¢ju Like, u selima oko Vrhovina, Otoéca i Titove Korenice, zatim u Li¢-
kom Osiku, Ribniku, Poéitelju, Lovincu, malenom selu Rit¢ica, Stikadi i Va-
ganu, podno Vaganskog vrha.

Ispitivanje tehnoloSkog procesa base izvrSeno je u 10 domadéinstava. U
Otoécu obradena su dva domacdinstva, a u ostalim mjestima po jedno doma-
¢instvo. Uzorci su uzimani u veljadi i oZujku i to po 2 uzorka po domaéinstvu
u veljadi, a 3 uzorka po domaéinstvu u ozujku.
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2.1.2. Materijal
Uzimanje uzoraka mlijeka

Sa obradenog podruéja uzeto je 55 uzoraka mijeSanog jutarnjeg i veder-
njeg kravljeg mlijeka. Uzorci mlijeka stavljeni su prije termitke obrade u
sterilne boce. Nakon termit¢ke obrade ponovo su sterlino uzeti uzorci mlijeka.
Nakon zavr3ene fermentacije, uzeti su, sterilno, uzorci kiselog mlijeka, kao
meduprodukta base.

Uzimanje uzoraka li¢ke base

Nakon proizvodnje base, tj. nakon dodatka soli i skorupa, stavljeni su u
sterilne posude uzorci svjeZe pripremljene base. Uzeto je ukupno 55 uzoraka.
Odredene su fizikalno-kemijske osobine, te napravljene mikrobioloSske pre-
trage. Isti uzorci base analizirani su nakon 3 i 5 dana ¢uvanja na temperaturi
hladionika (kao i u domacinstvu).

2.1.3. Metode rada
Kemijska ispitivanja

Gustoéa mlijeka odredena je na terenu laktodenzimetrom, a kiselog mli-
jeka, takoder laktodenzimetrom, ali u laboratoriju.

Kiselost mlijeka i kiselog mlijeka odredena je na terenu titrimetrijski, a
izrazena u °SH, po metodi Soxhlet-Henkel.

SadrZaj masti za mlijeko i kiselo mlijeko odreden je u laboratoriju meto-
dom po Gerberu (Sipka i sur., 1975).

Sadrzaj suhe tvari odreden je raéunski po Fleischmanovoj formuli, a ko-
li¢ina bjelan¢evina dobivena je pribliZno prema ?/o masti, a prema formuli:

koli¢ina bjelan¢evina = 0,445%0 masti + 1,72

(Peji¢ i sur. 1963)

Sadrzaj vode u basi odreden je suSenjem u suSioniku kod 105 °C do kon-
stantne teZine.

Sadrzaj masti u basi odreden je metodom po Gerberu.

Kuhinjska sol u basi odredena je na slijede¢i naéin: u porculansku zdje-
licu za Zarenje odvagne se 2—3 g base i paZljivo zagrijava na plameniku do
pougljenjenja sira. Kada se zdjelica ohladi nalije se mala kolitina destilirane
vode, pomijeSa se i sadrZaj filtrira kroz filter papir bez mineralnih tvari. Fil-
trat se hvata u Erlenmayerovoj tikvici. Pougljenjena masa se ispere jo$ neko-
liko puta na filtru toplom destiliranom vodom. Na svakih 50 ml filtrata, doda

se 1 ml otopine kalijevog bikromata kao indikatora, pa se titrira s 0,1 N AgNO;
do pojave boje cigle. Koli¢ina soli u % izraéuna se po formuli:

b - 0,00585
— — - 100, gdje je:

X =

x = postotak NaCl
b = koli¢ina utrofenog n/10 AgNO;u ml
a =

odvagnuta koli¢ina base u g
(Sipka, 1975)
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Stupanj kiselosti odreden je titrimetrijski u °SH

Mast u suhoj tvari za uzorke base dobivena je raéunski.

Izra¢unat je randman base, tj. podatak o koli¢ini base u kilogramima iz
100 kilograma mlijeka.

Mikrobioloska ispitivanja

Mikrobiolo§ke analize svih uzoraka obuhvatile su odredivanje ukupnog
broja mikroorganizama, prisustva koliformnih mikroorganizama, broja lakto-
bacila i streptokoka mljeéno-kiselog vrenja, broja kvasaca i plijesni, zatim
broja mikrokoka i stafilokoka u 1 ml sirovog mlijeka, obradenog mlijeka i
kiselog mlijeka, te u 1 gramu svjeZe base, kao i base stare 3 i 5 dana.

Odredivanje ukupnog broja mikroorganizama

Ukupni broj mikroorganizama odreden je po metodi agar plota na Plate-
-Count Agar podlozi pH 7,0 (Oxoid, 1977).

Uzorci za ispitivanje ukupnog broja mikroorganizama pripremaju se pre-
ma propisu u Pravilniku o najmanjim uvjetima bakteriolodke ispravnosti, ko-
jima moraju odgovarati ZiveZne namirnice u prometu.

Petrijeve zdjelice sa ispitivanim materijalom inkubiraju se 48 sati na
300,

Odredivanje prisustva koliformnih mikroorganizama

Za odredivanje koliformnih mikroorganizama koristena je hranjiva pod-
loga Endo-agar, gotova podloga iz proizvodnog programa »Torlak«.

Odredivanje broja laktobacila
Upotrebljena je hranjiva podloga MRS (Oxoid, 1977).
Odredivanje broja streptokoka
Za odredivanje broja streptokoka mljeéno-kiselog vrenja upotrebljena je
podloga: mlijeko-papain-razgradeno-agar.
(Masek, 1960).
Odredivanje broja kvasaca i plijesni

Primijenjena je hranjiva podloga krumpir-dekstroza agar, pH 5,6, (Oxoid,
1977).
Odredivanje broja mikrokoka i stafilokoka

Za odredivanje broja ovih mikroorganizama upotrebljen je manitol —
slani agar, pH 7,5
Organolepti¢ka ispitivanja

Autohtona li¢ka basa

Organolepti¢ki je ocijenjeno 55 uzoraka autohtone base stare 3 dana, pre-
ma osnovnoj tabeli za ocjenu svjeZih sireva, prilagodenoj za basu (Ljuboje-
vié, 1975).

Ocjenjivanje je izvrSeno komisijski, a svrstavanje base u kvalitetne klase
uradeno je prema tablici:
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Kvalitetna klasa Broj bodova

ekstra 18,1—20,0
I 16,1—18,0
II 13,0—16,0
II1 10,0—12,9
ostalo ispod 10
(Sabados, 1979)
Tabela za ocjenjivanje base
Najvise

Broj postignut

S 1 . -
vojstvo Karakteristika bodova broj to- OPaska
éaka
a
E 1) Povriina sira jednolitno bijele do
3] svjetloZu¢kaste boje i posve &ista 3
N Na povrdini sira jedva primjetna ne-
— distoca 2
M Primjetna neéistota i pojava plijesni
E na povrsini sira 1
g Greske u jakoj mjeri vidljive 0
q:;_:, 2.a) U presjeku posve jednoliéno do svje-
8% tloZu¢kaste boje i bez neéistoéa 1
o] ] Ne potpuno jednoliéne bijele do svje-
ﬁ H tloZutkaste boje i primjetne neéistoce 0
g
— % i 2.b) Tijesto bez grudica 4
=) EE“: Tijesto s vrlo malo grudica 3
Z N B Tijesto s malo grudica 2
E Z5 Tijesto s viSe grudica 1
E gU Tijesto s mnogo grudica razne velifine 1]
= 2.¢) Tijesto dobro mazivo 2
N v s i :
<0 Tijesto manje mazivo 1
= Tijesto mrvicasto 0
2} 3.a) Bez stranih mirisa 2
ﬁ Sa stranim mirisima (po krmi, staji) 1
= GreSke u jadoj mjeri izraZene 0
3.b) Ugodno kiselkastog okusa 8
Nesto oitar kiselkast olkus 7
) Kiseo i neSto neéist, preslan i neod-
o} redeni priokusi 6—5
% Nagorak, po kvascima, po loju, po sta-
ji, krmi 4—5
Gorak, metalan, po sudu i plijesni 3—2
GreSke u jatoj mjeri vidne 1—0
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Sir tipa licka basa proizveden poluindustrijski s predloZenim starterima

Uzorci sira tipa litka basa proizvedeni poluindustrijski sa predlozenim
starterima, kemijski ispitanim, ocijenjeni su i svrstani u kvalitetne klase na
isti naéin i po istim tabelama, kao i autohtoni proizvod.

Proizvod tipa licka basa iz UF mlijeka

Uzorci sira tipa licka basa proizvedeni su poluindustrijski iz UF mlijeka
sa predloZenim starterima, kemijski ispitani i ocijenjeni, te svrstani u kvali-
tetne klase na isti naéin i po istim tabelama kao i uzorci autohtonog proiz-
voda i proizvoda kod kojeg nije koriSteno UF mlijeko za proizvodnju.

Svi poluindustrijski proizvedeni uzorci sira tipa li¢ka basa ocjenjivala je
komisija od tri €lana (suradnici u R. O. Dukat).

Metoda izolacije mikroorganizama

Za izolaciju sojeva laktobacila i streptokoka mlje¢no-kiselog vrenja pri-
mijenjena je metoda po Knezu i sur. (1960), koja se modificirala prema potre-
bama rada za koji je koristena.

Metoda ukljuéuje slijedeéi redoslijed rada:

a) izbor mlje¢no-kiselog proizvoda: basa

b) izbor temperatura inkubacije, radi favoriziranja rasta grupe mikroorgani-
nizama, koji se Zele izolirati, te izbor hranjivih podloga i red veli¢ine raz-
redenja

c) tehnika izolacije

d) identifikacija

e) vrijednost identificiranih sojeva za sastavljanje startera.

a) Izbor mljeéno-kiselog proizvoda — base

Uzorci licke base koji su se kod pracenja tehnoloskog procesa jako razli-
kovali od osnovnog tehnoloSkog procesa, ili su bili proizvedeni u loS$im higi-
jenskim uvjetima, ili iz mlijeka koje je bilo ocijenjeno kao loSa sirovina, nisu
analizirani. Od 70 uzoraka analizirano je 55.

b) Izbor temperatura inkubacije, radi favoriziranja rasta grupe mikroorga-
nizama, koji Zelimo izolirati, te izbor hranjivih podloga i reda veli¢ine raz-
redenja

1. Za izolaciju 'laktobacila primijenjena je temperatura 43 °C, a podloga
MRS-agar. Razradenja: 1: 105, 105, 107,

2. Za izolaciju streptokoka primijenjena je temperatura 20, 30, 40 °C, a
podloga papain — razgradeno mlijeko-agar. Razradenja: 1: 10°, 108, 107.

c¢) Tehnika izolacije

Materijal u razradenju 1: 10%, 10%, 107, nacijepi se na izabrane krute podloge
na Petrijeve zdjelice, inkubira kod izabrane temperature. Sa svake Petrijeve
zdjelice izdvoji se do 10 karakteristiénih kolonija za pojedinu grupu mikroorga-
nizama. Svaka kolonija precijepi se na obrano sterilno mlijeko (10 ml) i inku-
bira na odgovarajucoj temperaturi.
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Prvi koagulum svake kolonije ako se koagulirao najduZe za 48 sati pre-
cjepljuje se na 100 ml sterilnog obranog mlijeka (1% cjepiva) i ponovo inku-
bira uz uvjet da je grud ocijenjen kao dobar. Nakon koagulacije biljeZi se
vrijeme potrebno za koagulaciju, ispita kiselost grusa (°SH) i vrsi mikroskop-
ski pregled.

U daljnjem postupku, grui se precjepljuje na sterilno obrano mlijeko
(1% cjepiva), prati se vrijeme gru$anja, kiselost i mikroskopska slika, sve do
konstantne kiselosti, konstantnog vremena koagulacije i zadovoljavajuée mi-
kroskopske slike. Precjepljuje se najvise do 60-te generacije.

Nakon toga grud u razredenju 1: 10° nacijepimo na krute podloge, inkubi-
ramo na temperaturi optimalnoj za sojeve, koje izoliramo. Sa krute podloge
uzimamo do 3 kolonije za identifikaciju.

d) Identifikacija

Sojevi laktobacila i streptokoka mljefno-kiselog vrenja identificirani su
pomoéu API — sistema po uputama proizvodafa Vixolab; La Balme les gro-
tes, Francuska.

Sojevi laktobacila precijepljeni su tri puta uzastopno na MRS tekuéu pod-
logu. Zadnje precjepljivanje vrii se na kivete za centrifugiranje. Nakon cen-
trifugiranja talog se ispere fizioloSkom otopinom, a centrifugat se prenese u
MRS tekuéu podlogu za identifikaciju (bez glukoze i mesnog ekstrakta). So-
jevi streptokoka precjepljuju se na isti na¢in na tekucoj podlozi papain-raz-
gradeno mlijeko.

Inokulacija se vr$i Pasterovom pipetom. Interpretacija rezultata identifi-
kacije sojeva vrsi se prema profilima karakteristi¢nim za pojedine sojeve, koji
su uz potrebne tabele priloZeni.

e) Vrijednost identificiranih sojeva za sastavljanje startera

Identificirani sojevi precjepljuju se kroz 10 generacija u obrano sterilno
mlijeko (1% cjepiva) te se prati njihova stabilnost na mlijeku. Prati se vri-
jeme koagulacije, kiselost koaguluma, mikroskopska slika i ocjenjuje kvalitet
koaguluma organoleptitki: izgled gru$a, miris i okus.

Sastavljanje startera

Kod sastavljanja startera potrebno je bilo prethodno provjeriti postoje
li antagonisti¢ki odnosi sojeva koji se kombiniraju.

Za to ispitivanje primijenjena je metoda uzgoja soja na mlijeku uz do-
datak filtrata soja, koji bi mogao biti antagonist (Devoyd, 1969). Nakon in-
kubacije na optimalnoj temperaturi kontrolira se zakiseljavanje (°SH) i rast
mikroorganizama mikroskopski.

Kod sastavljanja kombiniranih kultura vazno je bilo odrediti optimalne
temperature, ve¢ prema tome, koje mikroorganizme Zelimo potaknuti u rastu
u kombiniranoj kulturi. Za to je potrebno odrediti optimalne temperature ra-
sta za svaki mikroorganizam koji se Zeli uvrstiti u kombinaciju.

Primijenjena je metoda: u 100 ml sterilnog obranog mlijeka cijepi se soj
i inkubira na razlid¢itim temperaturama, te se prati brzina zakiseljavanja (Knez
i sur., 1960).

Nastavak u broju 6/83.
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