Da bi se problem zaostataka antibiotika u mlijeku s obzirom na zastitu
zdravlja potro3ada i otuvanja mljekara od daljnjih Steta stavio pod odgova-
raju¢i nadzor — potrebno je poduzeti ove mjere:

1. osigurati uspjeSan nadzor provodenja postojeceg zakonskog propisa o
zabrani stavljanja mlijeka u promet prije isteka roka od 5 dana po davanju
posljednje doze antibiotika lije€enoj Zivetinji;

2. razmotriti prihvat zakonske cbveze oznafivanja antibiotika za i/mm
primjenu dopuStenim bojilima za namirnice;

3. zakonskim propisima o prometu lijekova onemoguéiti kupnju antibi-
otika mimo veterinarskog recepta i izravmo u ruke proizvedafa mlijeka. Li-
jefenje upala vimena antibioticima smije poduzeti samo veterinar i onoc se
moZe provoditi samo pod njegovim nadzorom;

4. uvesti jednu od najprikladnijih mikrobicloskih metoda za otkrivanje
zaostataka antibiotika kao preporufenu metodu za rutinska ispitivanja u ve-
¢im mljskarama;

5. proizvodate mlijeka koji stavljaju w promet mlijeko kontaminirano
antibioticima onemoguéiti ekonomskim mjerama od strane mljekare.

ZajedniCkim naporima veterinarske i zdravstvene sluzbe uz aktivno su-
djelovanje predstavnika na§ih mljekara moéi éemo i mi, poput ostalih zemalja
u svijetu, barem smanjiti, ako ne potpuno iskljuéiti koli¢inu mlijeka kontami-
niranog antibioticima u prometu sustavnom primjenom i provodenjem pred-
loZenih mjera.
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PRILOG POZNAVANJU STANJA MIKROBIOLOSKOG KVALITETA
TOPLJENIH SIREVA*

Stojanka MITIC, Ivanka OTENHAJMER i Milka BOROTA
Institut za mlekarstvo Jugoslavije, Beograd

Poslednjih godina doslo je do naglog uspona proizvodnje i prometa toplje-
nih sireva dejstvom tehnologko-tehni¢kih, ekonomskih i komercijalnih faktora.

Primenom tehni¢kih dostignuéa i savremene tehnologjie proizvode se kva-
litetni topljeni sirevi u bakterioloskom pogledu, koji su po svojoj hranljivosti,
sastavu, ukusu i mirisu bliski originalnim sirevima od kojih su dobijeni.

* Referat sa XIII Nau¢nog sastanka mikrobiologa, Pula, 1971.
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Primenjuju se razni termiéki tretmani pasterizacije sira koji, naZalost, ne
uni$tavaju sve mikroorganizme, narodito izvesne forme termorezistentnih bak-
terija rodova Bacillus i Clostridium. Ova rezistencija moZe biti ve-
zana za jednu vrstu ili jedan soj, ili za neke ¢elije jednoga soja.

Sposobnost preZivljavanja bakterija zavisi od femperature tretmana, vrste
bakterija i faze u kojoj se nalaze, pH sredine, sadrZaja masti i belantevina itd.

Bakterije, izloZene dejstvu temperatura znatno vi§ih od njihove optimalne,
gube naglo Zivotne aktivnosti. Spore su mnogo manje osetljive na dejstvo
visokih temperatura, a mnogobrojna ispitivanja pokazuju da se medu sporama
¢esto nalaze pojedine ultrarezistentne prema zagrevanju.

PreZivele spore bakterija mogu vrlo brzo da kliju i da se zbog toga lako
otkrivaju u zavisnosti od temperature skladiftenja. Medutim, mnogo su opa-
snije tzv. »uspavane spore« (Bacillus coagulans), koje posle nekoliko
nedelja ili meseci mogu da izazovu kvarenje sireva. .

. Predstavnici roda Bacillus, mada ih nalazimo &e$ée nego Clostri-
dium, po pravilu ne izazivaju kvarenje, ukoliko su u malom broju prisutni,
i ako se proizvodnja i skladiStenje obavlja na zadovoljavajuéi nac¢in. Medutim,
izvesni predstavnici iz grupe Bacillus suptilus — Bacillus myco-
ides, mogu da izazovu nadimanje sira kao i vrste Bacillus polymyxa
i Bacillus macerans.

Utvrdeno je da se anaerobni sporogeni mikroorganizmi razmnoZavaju samo
onda, ako aerobni zavrSe prvi stadijum razlaganja belanfevina uz minimalne
kolitine vazduha u limenki. Stepen destrukcije zavisi od supstrata, sadrZaja
vode, pH sredine, konzervansa itd. Kiirsteiner (1958.) navodi da 3—4 spore klo~-
stridija u 1 g sveZeg sira mogu da izazovu kasno nadimanje kod ementalca.

U mnogim vrstama topljenog sira, naroéito onim, koje su termiki obra-
dene pri niZim temperaturama, mogu se naéi termorezistentni nesporogem
mikroorganizmi, naroéito mikrokoke.

Prisustvo termofila nema veteg znadaja, jer posle dejstva visih tempera—
tura, preZiveli gube delom ili sasvim svoja bioloSka svojstva: sposobnost pro-
teolize i stvaranja toksina. Oluski (1963.) je dokazala da postoji saprofitna vrsta
Micrococcus candidus i Micrococcus aurantiacus s izu-
zetnom otpornoséu, tako da ih temperatura od 100°C ne unistava.

U nekim prehrambenim proizvodima postoje elementi koji Stite vegetativne
oblike i spore bakterija od dejstva toplote. U savremeno; hteratun se narodito
istite dejstvo masnih materija.

Preziveli proteoliti¢ni mikroorganizmi (aerobni i anaerobni) poéinju da
deluju na povoljnoj temperaturi, izazivajuéi kvarenje produktima metabo-
lizma uz povoljno stvaranje gasa. S

Mikroflora topljenih sireva u limenkama zavisi od temperaturnog reZima
sterilizacije (od 115—120°C), jer je moguénost preZivljavanja bakterija razlicita.
Prema Buttiauxu i Mosselu (1957.) moZe se tolerisati preZivljavanje najvise do
10 nepatogenih i netoksinogenih spora vrsta Bacillus i Clostridium
ul g sira.

U novije vreme postoje postupci nazvani »Sok-sterilizacija«, kojima se
uniSte sve forme mikroorganizama (vegetativne i sporogene), -bez vidljivih
fizicko—hemijskih i organolepti¢kih promena. Pri ovoj sterilizaciji sir se topi na
140°—150°C u trajanju od 5—10 sekundi, a zatim se naglo hladi do 80°C, kon-
fekcionira i pakuje.
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S obzirom na sve napred izneto ipak treba imati na umu da na kvalitet
toplotom tretiranog proizvoda veliki uticaj ima stepen infekcije (broj mikro-
organizama) sirovine. Samo od dobre sirovine, pravilno odabrane, mogu se
dobiti kvalitetni sirevi. Otuda proizlazi, da proces toplotnog tretmana (pasteri-
zacije i sterilizacije) ne treba posmatrati odvojeno od sirovine i higijenskog
rezima proizvodnje.

Ako se konfekcioniranje topljenih sireva vrsi pod nepovoljnim higijenskim
uslovima moZe doéi do rekontaminacije koliformnih bakterlja kvasnicama 1
plesnima (Buttiaux).

Ovaj kratki pregled ukazuje na mogucnostl ispitivanja razne problematike
s pomoéu bakterioclo§kih parametara u otkrivanju i otklanjanju tehnoloskih
greSaka u toku proizvodnje topljenih sireva.

U cilju procenjivanja bakterloloskog kvaliteta topljenih sireva, kako sa
teorljskog, tako i sa prakti¢nog aspekta preduzeta su slede¢a ispitivanja:

‘1. procena sterilnosti topljenih sireva u limenkama proizvedenih za potrebe
Armije i prodajne mreZe; ‘

2. procena trajnosti segmenata topljemh sireva u alu—fohJama u zavisnosti
od procenta vlage i temperature ¢uvanja. .

MATERIJAL I METODIKA RADA

1. Materijal za ispitivanje sterilnosti topljenih sireva u limenkama ¢inilo
je 1500 uzoraka, koji su poticali iz raznih proizvodnih pogona mlekara, a obra-
deni su na njihov zahtev.

Topljeni sirevi u, limenoj ambalazi bili su podvrgnuti rezimu ster111zac13e
na temperaturi od 117°—119°C,

Sve limenke topljenog sira su ispitane pre bakterioloske obraae na herme-
tiénost metodom potapan;ja u. toplu vodu oko 90°C (vakuumsk1m 51stemom u
eksikatoru). : . S »

U cilju kvantltatlvnog dlokazwanJa preZivelih aerobmh i anaerobmh bak-
terija zasejavanje uzoraka je vrSeno pre termostatiranja, a paralelno su vrSena
zasejavanja uzoraka llmenk1 istih proizvodnih pal‘f,l]a posle termostatlran]a na
37%C za 10 dana. - : -

" Da bi se izbegla kontammacua, otvaranJe limenki je vrSeno u ster11n03'
komori primenjujuéi asepti¢ne uslove.

Kultivisanje je izvodeno na raznim selektivnim podlogama u cilju otkri-
vanja vrsta bakterija slede¢ih rodova:
— Staphylococcus
" — Streptococcus
— Escherichia coli
— Proteus
— Clostridium
— Bacillus
- — Micrococcus
— Saccharomyces 1i.
— . plesni. ’
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Procena sterilnosti je vr§ena prema Buttiauxu i Mosselu (1957.).

2. Materijal koji je obradivan u drugom delu ispitivanja ¢inilo je-90
uzoraka topljenog sira u segmentima. Topljenje sireva je izvodeno na 93°C
u trajanju od 12 minuta. Uzorkovanje je izvrSeno 12. X, 29. X i 11. XI 1970.
Uzorci su grupisani u 3 ogleda prema procentu vlage (54, 59 i 64) koji je va-
rirao u toku ogleda. Za svaki ogled je uzeto po 30 uzoraka topljenog sira, od
kojih su 6 odmah analizirani. U cilju dokazivanja trajnosti sireva u zavisnosti
od procenta vlage sirevi su inkubirani na odredenim temperaturama za raz-
licite vremenske intervale i posle inkubacije analizirani. Vreme inkubacije je
iznosilo:

— za temperaturu 209C 2,5 meseca radi razviéa pmhrofﬂmh i mezofilnih

bakterija;

— za temperaturu 30°C 1,5 meseca radi razviéa aerobnih mezofilnih

bakterija;

— za temperaturu 37°C 21 dan radi razviéa mezofilnih i termorezistent-

nih bakterija i

— za temperaturu 55°C 7 dana radi razviéa termofilnih bakterija.

Prosetan uzorak za analiziranje je formiran od segmenata iz 2 kutije.
Zasejavanje je vrSeno prema metodama koje propisuje Pravilnik o bakterio-
loskim uslovima kojima moraju odgovaratl 7ivotne namirnice u prometu.
(1966).

U cilju otkrivanja bakterija ¢ije dokazivanje nije predvideno Pravilni-
kom, a koje mogu da izazovu tehnoloske greSke u pogledu nadimanja sireva
vriene su i sledete dopunske analize za dokazivanje:

— termorezistentnih bakterija

— butiriénih bakterija

— kvasnica i

— plesni
prema metodama koje propisuje Pasterov Institut u Lilu (1969.).

Identifikacija izolovanih mikroorganizama vrSena je prema Bergeyu (1957.).

REZULTATI I DISKUSIJA

1. Rezultati ispitivanja topljenih sireva u hmenkama

Broj pregledanih (od 1964—1971. godine) uzoraka topljenih sireva u li-
menkama izraZen u procentima, u zavisnosti od broja Zivih bakterija, prika-
zan je u sledecoj tabeli:

Ukupno Broj bakterija ul g

pregle-

danih preko
uzoraka ) 10 10—30 30—100 100—300 300—1000 1000

83,93% 1,46% 1,660 54%  3,46% 1,86% 2,19

Kao $to se iz tabele vidi 83,93%¢ topljenog sira u limenki bilo je potpuno
sterilno i posle inkubacionog perioda na 37°C za 10 dana.

Rukovodeéi se kriterijumima Buttiauxa i Mossela i uzorci sireva (1,46%0)
u kojima se broj spora bacilusa ili klostridija kretao oko 10 u 1 g proglaSeni
su komercijalno sterilnim i pogodnim za duZe ¢uvanje.

Posto kod uzoraka topljenih sireva u limenkama kod kojih se broj bak-
terija kretao od 10—30 u 1 g nije konstatovano prisustvo patogenih, uslovno
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patogenih bakterija i toksikogenih vrsta, proglafeni su pogodnim za duZe
Suvanje. Izolovane bakterije pripadale su vrstama roda Bacillus. ZapaZa
se tolerancija delimidnog preZivljavanja sporogenih bakterija. Ona se s naSe
strane motiviSe postojano$¢u jedne zaostale flore posle sterilizacije, ali ne-
sposobne za aktivno razmnoZavanje u proizvodima tokom inkubacionog pe-
rioda.

Ostali uzorci, gde su se brojevi bakterija kretali od 30—300 u 1 g pro-
glaSeni su pogodnim za ljudsku ishranu, ali ne i za duZe rokove ¢uvanja.

Kod 1,86%0 topljenog sira konstatovan je broj bakterija preko 1000 u 1 g.
Najveéi broj identifikovanih bakterija pripadao je vrstama: Bacillus sup-
tilis, Bacillus coagulans, Bacillus polymyxa. Takode su
izolovani sojevi koji su pripadali vrstama roda Micrococcus. Saprofitne
plesni su retko izolovane. Kod jednog uzorka je izolovana Escherichia
coli, a kod 9 uzoraka izolovan je Staphylococcus pyogenes var.
aureus.

Veliki broj bakterija dovodi se u vezu sa slabom hermeti¢nos$éu limenki
nastalom usled kvara na mas$ini — zatvaraici u jednom od pogona mlekare.

Ovde je vazno istaknuti apsolutno odsustvo anaercbnih sporogenih bak-
terija, saharoliti¢kih i proteolitikih vrsta roda Clostridium.

2. Rezultati ispitivanja topljenih sireva u segmentima

Svi sirevi, odmah analizirani posle proizvodnje, bili su u bakterioloskom
pogledu ispravni, jer ni u jednom uzorku nije konstatovano prisustvo:

— Staphylococcus pyogenes var. aureus

— sulfitoredukujuéih klostridija

— Proteus vrste

— Streptococcus faecalis

— Escherichia coli

Ukupan broj bakterija se kretao od 20—900, a broj termorezistentnih od
20—300 u 1 g sira. Kontaminacije ovih sireva mikroorganizmima iz roda S a-~
charomyces su bile minimalne. Prisustvo butiriénih bakterija nije bilo
dokazano.

Posto kod svih inkubiranih uzoraka topljenih sireva nije konstatovano
prisustvo patogenih i uslovno patogenih bakterija, to iznosimo samo tabelarne
prikaze proseénih vrednosti ukupnog broja aerobnih bakterija. Da bi se ispi-
tala moguénost umnoZavanja poetnog hroja bakterija, sirevi su inkubirani
na razli¢itim temperaturama. '

1 uzorkovanje

Tabela 1
Vlaga I nk ubir anije
u % . bez . 200C. . 30°C . 370C 550C
57,10 50 14.000 14.800 16.000 64.000
60,66 ’ © 50 . 5.000 . 22.000 320.000 64.000
63,73 20 92.000 294.000 810.000 70.000

» 11 uiorkdvanje

Tabela 2
Vlaga In k ubiramnje
u % bez 200C 300C 370C 550C
55,74 50 2.400 720 315.000 _ 30
60,45 - 90 1.500 20.600 © 460.000 - 30
61,78 100 2.500 350.000 ~ . 4,300.000 2.200
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III uzorkovanje

Tabela 3
Vlaga I nk ubdiramnje
u % bez 200C 30°C 370C 550C
54,50 400 5.000 1.600 5.000 400
59,55 900 3.000 7.000 170.000 20.000
62,88 400 3.000 396.000 214.000 17.000

Inkubacija na 30°C je pokazala vrlo intenzivno razmnoZavanje bakterija
samo kod uzoraka topljenih sireva s najveéim procentom vlage. Medutim, ni
kod uzoraka termostatiranih na 30 i 37°C nisu konstatovane pojave nadimanja,
i pored prisutnosti velikog broja bakterija saprofita iz rodova Micrococcus
i Bacillus.

S obzirom da se u topljenim sirevima, koji se podvrgavaju termickoj ob-
radi, moZe oc¢ekivati i nalaz mikroorganizama s niZom optimalnom tempera-
turom razmnoZavanja, poZeljno je vrsiti inkubaciju ovih proizvoda pri 20°C,
Ova temperatura nije isprovocirala veéi porast bakterija ni kod sireva s veéim
sadrZajem vlage.

Mikrobiolosko kvarenje u pogledu nadimanja sireva konstatovali smo
samo kod uzoraka inkubiranih na 55°C, kao rezultat biohemijskog delovanja,
termofilnih gazogenih bakterija iz roda Bacillus (Bacillus polymyxa).

ZAKLJUCAK

Ispitivanja procene sterilnosti topljenih sireva u limenkama pokazala su
da je primenom temperaturnog rezima sterilizacije dobijeno 83,93%¢ sterilnih
uzoraka, a 3,1%¢ komercijalno sterilnih.

Samo 2, 19“/0 odnosi se na topljene sireve u limenkama, koji su usled sla-
be hermetiénosti ili drugih tehnoloskih propusta, sadrZavali preko 1000 bak-
terija u 1 gramu.

Na osnovu sprovedenih ispitivanja topljenih sireva u segmentima, mo-
Zemo da zaklju¢imo:

— da su svi uzorci sireva, koji su odmah analizirani bez inkubacije, po-
kazali vanrednu bakteriolo§ku.sliku u pogledu ukupnog broja bakterija;

— da je odrZivost ovih sireva u bakteriolofkom pogledu dokazana posle
inkubacije na 20°C za 2,5 meseca kod svih ogleda s razli¢itim procentom vlage;

— da je odrZivost sireva, inkubiranih na 30°C za 1,5 meseca, dokazana i
kod uzoraka koji su sadrZavali od 54,506 do 60,66% ¢ vliage. Medutim, kod sireva
sa sadrZajem vlage od 61,79 do 63,73%s dokazana je baktermIOSka neisprav-
nost zbog nalaza velikog broja bakterija.

Odsustvo klostridija u svim topljenim sirevima dobijenim jednim ili dru-
gim postupkom govori da su naSe mlekare bile oprezne pri izboru sirovine za
proizvodnju topljenih sireva.
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Pravilnik o bakteriolo§kim uslovima kojima moraju odgovarati Zivotne nam1rn1ce
u prometu (»SluZbeni list« br. 4 od 26. I 1966.)
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