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UTJECA] ANTIBIOTIKA NA MIKROFLORU KISELOG MLIEKA

Bugarsko kiselo mlijeko je prehrambeni proizvod, &ja hranjiva, dijetetska,
te — kiod mekih bolesti — &ak i ljekovita svojstva zavise ne samo o njegovom
kemijskom sastavu i fizikalnim svojstvima, nego i o kolidini & aktivnosti mlijed-
no-kisele mikroflore, napose Lactobacterium bulgaricum.

Mlijeko dobiveno od zdravih Zivotinja, obradeno po poznatoj tehnologiji,
daje povoljne uslove za razvitak Str. thermophilus ¢ Lbc. bulgaricum i za nor-
malan tok fermentativnog procesa za grufanje mlijeka do 3-eg sata.

Zbog masovne upotrebe penicilina 1 drugih antibiotika u veterinarskoj
praksi lije¢enja, kod proizvodnje kiselog mlijeka zapaZeni su sludajevi produlji-
vanja fermentativnog procesa za 1—2 i vife sati, pri ¢emu se dobiva kiselo
mlijekio s mekom, labilnom konzstencijom, slabo kiselo, ponekad nagorkog
okusa i neugodnog mirisa.

U potetku zapaZanja tih pojava razlog se je traZio prvenstveno u upotrebi
cijepiva sa slabom aktivnoSéu, te pogre$kama u tehnologiji.

Antibiotski preparati imaju dwvostruki efekat — korisni su zbog ljekovitog
djelovanja i Stetmi zbog inhibitornog djelovanja ma korisnu mlijeéno-kiselu
mikrofloru, koja udestvuje pri fermentaciji i zrenju mlijedno-kiselih proizvoda,
vrhnja i sira. Sposobnost unijetih antibiotika da se lude kroz mlijeko opisuju
mnogi:autori; Edwards i Hoochins (9) ustanovili su penicilin u mlijeku 12 sati
nakon injektiranja, streptomicin nakon 24 sata i aureomicin nakon 48 sati.
Cannon i R. Y. i saradnici (6) ustanovili su — da se penicilin, unijet u obliku
vodene otopine, izluduje do 72-og sata, nakon posljednjeg unofenja, a u
obliku. uljne emulzije aluminijskog monostearata do 96-og sata., Stojanov St.
(4) je ustanovio da se penicilin unesen parenteralno izlu¢uje do 72-og sata nakon
posljednjeg unofenja. Nikolov N. i saradnici (3) kod parenteralnog i intrauteri-
nog tretiranja krava s velikim dozama antibiotika — penicilin 1,000.000 1. J. te
aureomicin i oksitetraciklin po 4 gama — ustanovili su n]1h0V0 prisustvo u
mlijeku veé 6 sati nakon unoenja u tijelo Zivotinje na oba nadina. Sekrecija
antibiotika u mlijeko nastavija se do 72-og sata poslije fretiranja. Kod unoSe-
nja u tijelo Zivotinje infuzijom intrauterino malih koli¢ina penicilina — 500.000
I. J. izluéivanje ovoga podinje od 18-og sata i traje do 30-og sata.

U publikacijama Aliprandi L (5), Georginov T. (2), Dopter P. (7), Leali L.
i saradnici (11), Ienistea C. (10) i dr. saopéuju da minimalne koli¢ine penicilina
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od 0,06-—0,2 I.J. i 1 gama aureomicina djeluju inhibitorno na mlijeéno-kisele
bakterije, koje udestvuju u fermentativnsim procesima kod proizvodnje mlijed-
no-kiselih produkata, sireva i maslaca.

Pokusi &imoke prakse su pokazali da tophnska obrada kod pasterizacije
mlijeka i vrhnja na 90—95° C nije u stamju razoriti antibiotike, ukljudivo i peni-
cilin, za koji se zna da nije stalan u vodenoj otopini. U velikom broju uzoraka
mlijeka, uzetom od raznih preradbenih poduzeéa i nakon toplinske obrade kod
90—95° C po na$im ispitivanjima ustanovljena je sadrZina penicilina od 0,1 do
11 J. u ml (1) Diemaier W. i Rédder W. (8), smatraju da je to zbog mlije¢nih
bjelaméevina, koje ¢uvaju antibiotike od razgradnje.

Da bi razjasnili neke od pojava povezanih s utjecajem antibiotika koje mli-
jeko sadrZava na mikrofloru i svojstva kiselog mlijeka, postavili smo kao
svrhu proudavanja: ustanoviti ovisnost izmedu koli¢ine nekih antibiotika u mli-
jeku te promjena morfolodkih osobina mikroflore kiselog mlijeka — Str.
thermophilus i Lbe. bulgaricum i njihove bickemijske aktivnosti.

Materijal i metoda rada

Za naSe pokuse koristili smo punomasno kravlje mlijeko, proizvedeno na
gospodarstvima od garantirano zdravih Zivotinja koje nisu bile tretirane antibi-
oticima ni drugim ljekovitim preparatima. Upotrebljavali smo antibiotike koji
se koriste u veterinarskoj praksi: penicilin, streptomicin, aureomicin i oksitetra-
ciklin. Standardizirane antibiotske supstancije, dobivene od Kontrolnog institu-
ta za lijetnitke preparate upofrebljavali smo u obliku vodenih otopina, dobi-
venih otapanjem preparata u sterilnoj destiliranoj wvodi, u kojoj se najbolje
otapaju. U pokusima smo se sluZli uzorcima mlijeka sa slijedetom sadrzinom
antibiotika u mililitru mlijeka:

penicilin: 0,0001 I.J., 0,001 1.J., 0,01 I.J, 0,02 I.J, 0,03 I.J, 0,06 LJ,
0,075 1.J,011J.4i11L1J.

streptomicin: 0,01, 0,1, 1, 3, 5, 7,5, 10, 15, 20 1 50 gama

aureomicin: 0,0001, 0,001, 0,01, 0,05, 0,075, 0,1, 0,3, 0,5, 0,75, 1,2 i 5 gama

oksitetraciklin: 0,0001, 0,001, 0,01, 0,05, 0,075, 0,1, 0,3, 0,5, 0,75, 1, 2 i 5
gama

Za ispitivanje utjecaja antibiotika na mikrofloru kiselog mlijeka priprem-
ljenog s distim kulturama sojeva razli¢itog porijekla upotrebljena je ne samo
¢ista standardna muzejska kultura, ve¢ i kultura F-kiselo mlijeko ,i kultura za
kiselo mlijeko »Lakatnik 65«.

Koristili smo u na%oj zemlji uvedenu tehnologiju za proizvodnju kiselog
mlijeka — termitka obrada mlijeka kod 90—85° C kroz 30 min. i cijepljenje kiod
43°C s 1% — 20 sati starom kulturom za kiselo mlijeko, te inkubacija kod lste
temperature do grusanja mlijeka ili do trajanja pokusa.

'~ Ugzorci se analiziraju poslije 3 sata ili slijedeéeg sata kod gruSanja uzoraka

Ispitivanja obuhvacaju:

1. odredivanje morfoloikih osobina mikroorganizama i njihov pribliZni
omjer, s pomodéu fiksiranog preparata, pripremljenog od namaza 0,01 ml uzorka
na povr$ini 1cm? predmetnog stakalca, obojenog metilenskim modrilom po
Lofler-u;
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Slika 1.

2. odredivanje titrabilne kiselosti u Thornerovim stupnjevima i aktivne
kiselosti;

3. organolepti¢ka ocjena uzoraka — konzistencija, okus i miris.

Analiza rezultata

Inhibitorno djelovanje pojedinih antibiotika na mikrofloru kiselog mlijeka
manifestira se na rame, za svaki antibiotik specifitne madine.

Uszorci, koji sadrzavaju 0,0001 do 0,01 I.J. u ml mlijeka, cijepljeni s 1%
kulture gruSaju se za isto vrijeme kao i kontrolni uzorak mlijeka, koji ne sa-
drZzava antibiotik, tj. nakon 2,30—3 sata. Mikroskopska im je slika normalna za
mikrofloru kiselog mlijeka. Na vidnom polju se primjeéuju diplokoki i kratki
Stapiéi duZine 4—6 mikrona po jedan ili po 2—3 u lan&iéu. Zgrulani uzorci mli-
jeka imaju karakteristiétnu konzistenciju kiselog mlijeka, ugodan specifi¢an
mlije¢no-kiseli okus i miris, kiselost uzoraka je 656—75° T i pH 4.6—4.7.

Uzorci milijeka, koji sadrzavaju 0,015—0,05 I.J. penicilina, zgruSavaju se
poslije 3 sata. Ukoliko se poveéava koli¢ina penicilina i vrijeme grufanja se pro-
duljuje. Uzorci s 0,015 1. J. penicilina grufaju se oko 4-og sata. U mikroskopsko]j
slici preparata, pripremljenog u fasu gruSanja mlijeka vidi se smanjene kolidi-
ne Str. thermophilus. Osim karakteristiénog oblika diplokoka opaZa se razlidita
duZina lanaca od kojih neki imaju koke razlidite veli¢ine. Morfolofke osobine
Lbe. bulgaricum se bitmo ne mijenjaju. On se nalazi u obliku kratkog &tapiéa
duZine 4—86 mikrona pojedinadno, ili kao streptobacterium od 2—3 stapiéa. Do-
bivene kiselo mlijeko ima labilnu konzistenciju, kiselost oko 65°T i pH 4,6—
—4.8.
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Slika 2.

Uzorei mlijeka, koji sadrZavaju 0,02—0,05 I.J. penicilina gru$aju se 1—3
i viSe sati poslije kontrolnog uzorka. Mikroskopiranjem se opaZa znatno sma-
njenje Str. thermophilusa. Na vidnom polju se zapaZa 5-10 pojedinaénih stanica
s bitnio promijenjemim morfologkim osobinama. Rijetko se nalaze kao diploko-
ki, a éedée kao nejednako dugi lanei duljine 10—15 mikrona s kokima razlidite
veli¢ine i oblika. Lbe. bulgaricum se nalazi — u usporedbi s kontrolnim uzor-
cima — u malim koli¢inama. U vidnom polju se opaZa 20-—30 Stapica s vrlo
izraZzenim degenerativnim promjenama. Ima Stapiéa duZine 10—15 mikrona, a
takoder i duzine 30—50 mikrona. Izvjesni broj Stapiéa dostiZe debljinu do 1,2
mikrona s vidljivim iskrivljenjima. Na S$tapiédima se slabo ili jasno zapaZaju
volutinova zrnca. ZgruSano mlijeko ima meki, labilni grus, slabo kiseli okus i
neizraZen miris. Kiselost mu se kreée od 50—55°T i pH oko 5 (slika 1).

Uzorei mlijeka, koji sadrZzavaju od 0,05—0,075 I.J. penicilina gruSaju se
poslije 10-og sata, ii se uopée ne grufaju. Kod mikroskopiranja se opaZaju
malobrojne degenerirane stanice Str. thermophilus i Lbe. bulgaricum (slika
2).

: Uzorcei mlijeka, koji sadrzavaju 0,1 I. J. penicilina uopcée se ne gruSaju. Kod

mikroskopiranja se zapaZa na jednom ili na mnekoliko vidnih polja pojedine
stanice Str. thermophilus i Lbec. bulgaricum sa slabije i jasnije izraZenim
degenerativnim promjenama (slika 3 i graf. 1).

Aureomicin i oksitetraciklin imaju penicilinu sli¢no djelovanje na mikro-
floru kiselog mlijeka i fermentativne procese u njemu (graf. 2).
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Graf, 2.
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Uzorci mlijeka, koji sadrzavaju 0,01, 0,05 i 0,075 gama/mil mlijeka aureomi-
cina i oksitetraciklina, grufaju se do 3-eg sata s normalnom konzistencijom
bez promjene mirisa i okusa u odnosu na kontrolni uzorak kiselog mlijeka.
Kiod mikroskopiranja uzoraka ne opaZaju se nikakve promjene u usporedbi s
mikroflorom kontrolnog uzorka kako u kvantitativmom odnosu Str. thermophi-
lus i Lbc. bulgaricum, tako ni u njihovim morfolodkim znagajkama.

Uzorci miijeka, koji sadrZzavaju 0,1 gama/ml aureomicina ili oksitetracikli-
na, grudaju se otprilike 30 min. nakon kontrolne probe. U konzistenciji, okusu
i mirisu dobivenog kiselog miijeka ne mogu se ustanoviti nikakve razlike
od kontrolnog. Kiselost mlijeka u momentu grusanja je 65—T70°T i pH 4,6. Kod
mikroskopiranja se zapaZa kvantitativno smanjenje Str. thermophilus, koje je
popradeno promjenama morfolo§kih osobina. Osim normalnih stamica diplokoka
nailazimo mna stanice koka spojene u kratke lance s kokima razlitite velidine.
Lbe. bulgaricum po kolidini osjetljivio premaSuje Str. thermophilus. Osim karak-
teristiénih stanica oblika kratkih §tapicéa opaZaju se 1 §tapiéi duljine 10—15 mi-
krona sa slabo ili jasno izraZenim volutinovim zrncima.

Uzorei mlijeka, koji sadrzavaju 0,3—0,5 aureomicina i oksitetraciklina, gru-
Saju se 2—4 sata poslje grufanja kontrolnog uzorka. Uzorci gruSa imaju
meku, labilnu konzistenciju, slabo kiseli okus i neizraeni miris. Kiselost uzorka
je oko 556—60° T i pH pribliZno 5. Kod mikroskopiranja se opazaju malobrojne
stanice Str. thermophilus (slika 4) s jako izraZenim degenerativnim promje-
nama. Koki nekih stanica su krupniji i poprimili oblik Stapiéa. Lanci imaju
koke razlidite veli¢ine. Lbe. bulgaricum se sreée u obliku Stapiéa duljine 4—38
mikrona, a takoder i duljine 20—30 mikrona s velikim iskrivljenjima i jasno
izrazenim wvolutinovim zrncima.
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Slika 5.

Uzord mlijeka koji sadrZzavaju 0,75—1 gama/ml aureomicina i oksitetraci-
klina, grufaju se oko 10-og sata, meke i labilne su konzistencije, sa slabo kise-
lim okusom i nespecifiénim mirisom. Kiselost uzorka je oko 50—55°T i pH
priblizno 5,3. Kod mikroskopiranja se opaZa u vidnom polju malobrojne stanice
Str. Thermophilus i Lbe. bulgaricum, s izrazenim degenerativnim promjemama.

Uzorci mlijeka, koji sadrzavaju 3 i 5 gama aureomicina i oksitetraciklina,
grugaju se oko 24-og sata ili se uopée ne grusaju. Kiselost se krece od 28—45° T
i pH 5,3—5,9. Kod mikroskopiranja se opaza na jednom ili nekoliko vidnih
polja pojedinadne stanice Str. thermophilus i Lbe. bulgaricum sa slabije i jasni-
je izraZenim degenerativnim promjenama mnjihovih morfoloskih znadajki.

Streptomicin ima nedto drugadije djelovanje na mikrofloru kiselog milijeka
od ostalih ispitanih antibiotika.

Uzord, koji sadrZavaju 0,01—1 gama streptomicina na ml mlijeka, grusaju
se za isto vrijeme kao i kontrolno mlijeko., Kionzistencija, okus 1 miris uzorka
ne razlikuje se od kontrolnog kiselog mlijeka. Koli¢inski odnos i morfologke
osobine Str. thermophilus i Lbe. bulgaricum u uzorku ne razlikuju se od
kontrolnog kiselog mlijeka.

Uzorci koji, sadrfavaju 1,3 i b gama streptomicina u ml mlijeka, gruSaju se
za isto vrijeme kao i kontrolno mlijeko. Bitne razlike u okusu, aromi i konzi-
stetemciji izmedu uzorka i kontrolnog kiselog mlijeka ne primjeéuju se. Kod
mikroskopiranja uzoraka ustanovljeno je bitno smanjenje broja stamica Lbe.
bulgaricum. Na vidnom polju se opaZa wveliki broj stanica Str. thermophilus u
obliku diplokoka ili razli¢ito dugih lanaca vrlo slitnih Str. cremoris (slika 5).
Mikroskopska slika pokazuje mali broj $tapi¢a duljine 2—5 1 8—10 mikrona sa
i bez izraZenih volutinovih zrnaca.
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Uzorci mlijeka, koji su sadrZavali 7,5 gama streptomicina u ml mlijeka, gru-
Saju se 1-—2 sata poslije kontrolnog uzorka, s mekom konzistencijom i slabo
kiselim okusom. Kiselost uzorka je oko 50—55° T i pH priblizno 5. Kod mikro-
skopiranja se vide na vidnom polju diplokoki i lanci medu kojima ima i takovih
s kokima razlidite velitine u lancu. U vidnom polju je vidljivo po 4—5 poje-
dina¢nih stanica Lbe. bulgaricum i lako izduZene do 10—20 mikrona sa slabije
ili jade izraZenim degenerativnim promjenama.

Uzorci mlijeka, koji su sadrZavali 10, 20 i 50 gama streptomicina u ml
mlijeka, gru$aju se poslije 10—24 sata ili se uopce ne grusaju. Zgrufano mlijeko
ima mek i labilan gru$ kiselosti 40—55° T i pH 5,3—35,8. Kod mikroskopiranja se
opaZaju pojedinadni kratki lanci Str. thermophilus i pojedinadne stanice Lbc.
bulgaricum sve s izraZenim degenerativnim promjenama (graf. 3).

Djelovanje razli¢itih amtibiotika na mikrofloru wzoraka kiselog mlijeka
postignuto pri paralelnom ispitivanju muzejske kulture, F-kiselo mlijeko
i kulture »Lakatnik 65« izraZene nakon promjene konzistencije mlijeka 3 sata
poslije dodatka éistih kultura, prikazano je u tabeli 1. Iz podataka u tabeli se
vidi da kod malih koncentracija razli¢itih antibiotika, mikroflora ispitivanih
uzoraka reagira razlid¢ito. Viscke koncentracije antibiotika djeluju mhlbltormo
na mikrofloru svih ispitivanih kultura.

Prosudivanje dobivenih rezultata

Rezultati ispitivanja pokazuju da male koli¢ine penicilina 0,015—0,05 I.J.,
aurecmicina i oksitetraciklina 0,3—1 gama i 5—7 gama streptomicina u ml mli-
jeka usporava razvitak mikroflore kiselog mlijeka — Str. thermophilus i Lbe.
bulgaricum. U njihovu razvitku su jasno izraZene degeneracije, vidljive kao
promjene morfologkih osobina Str. thermophilus i Lbec. bulgaricum, te smanje-
nje njthove bickemijske aktivnosti. Kao rezultat toga je usporavanje fermenta-
tivnog procesa, sporo stvaranje mlijeéne kiseline i kasnije grusanje mlijeka.

Kvantitativna sadrZina penicilina iznad 0,05 1. J., aureomicina i oksitetra~
cikling iznmad 1 gama 1 streptomicina iznad 10 gama u ml. mlijeka pokazuje jako
izmraZen bakteriostatski efekat. U takvom mlijeku, koje se kisa i poslije 10 sati,
nalaze se pojedinadne stanice Str. thermophilus i Lbe. bulgaricum, sa slabo ili
jasno izrazenim degenerativnim znafajkama. Obitno ovo mlijeko saluva te-
kucu konzistenciju, dok mu je kiselost malo povisena: od 22-—30° T.

Rezultati ispitivanja pokazuju da penicilin, aureomicin i oksitetraciklin
imaju jace inhibitorno djelovanje na Str. thermophilus, radi ¢ega se ovaj ubrzo
smanjuje u mikroflori mlijeka koje sadrZava spomenute antibiotike. Streptormi-
cin, obratno, aktivnije potiskuje razvoj Lbe. bulgaricum, a slabije razvoj Str.
thermophilus. Zbog toga se Lbc. bulgaricum jako smanjuje i gotovo iS¢ezava
iz mikroflore cijepljenog mlijeka. Slicne su pojave nekoliko puta zapaZene
kod proizvodnje kiselog mlijeka u mekim poduzeéima koja preraduju mlijeko,
kao &to su: Mlekocentrala: »Serdika«, Sofija i mljekarska poduzeéa gradova
Pernik i Tolbuhin.

Rezultati ispitivanja utjecaja antibiotika na mikrofloru raznih kultura
kiselog mlijeka govore da je rezistentnost sojeva, koji ulaze u sastav kultura,
razli¢ita na niske koncentracije dspitivanih amntibiotika. :
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Dobiveni rezultati omoguéuju da se stvore slijedeé zakljudei:

1. Male koncentracije antibiotika u mlijeku, a posebno: peniecilin ispod
0,05 I.J. u ml, aureomicin i oksitetraciklin igpod 1 gama u ml i 5—7 gama
strepfomicina u ml djeluju degenerativno na mikroorganizme kiselog mlijeka,
pri ¢emu dolazi do promjene oblika, i smanjenja njihove fermentativne aktiv-
nosti; gruSanje mlijeka kasni, a kiselo mlijeko ima niske kvalitativhe po-
kazatelje s niskim hranjivim i dijetetskim svojstvima,

2. Antibiotici u veéim kolidinama imaju snazno inhibitorno djelovanje
na mikrofloru kiselog mlijeka, uslijed ¢ega se mlijeko grusa s velikim zaka-
#njenjem — iznad 10 sati — ili se uopée ne grusa.

3. Upotrdba cjepiva za kiselo mlijeko pripravljenog od sojeva rezistentnih
na antibiotike, omoguéuje da se dobije kvalitetno kiselo mlijeko od mlijeka
koje sadrZave mniske koncentracije antibiotika. To se narodito lako postiZze u
odnosu na streptomicin.

4. Po morfoloSkim osobinama Str. thermophilus i Lbec. bulgaricum tredl
sat nakon dodatka kulture mogu se odrediti razlozi za meku i labilnu
konzistenciju i druga odstupanja u pokazateljima kwvalitete dobivenog kiselog
mlijeka, te za usporavanje ili odsustvo grudanja.

Tabela 1

Utjecaj antibiotika na mikrofloru kultura pripremljenih od razlitih
sejeva Str. thermophilus i Lbe. bulgaricum

Sastav mlijeka 3 sata nakon dodatka kulture

Naziv Vrste i kolitina antibiotika u ml mlijeka
kulture Penicilin 1. J  Aureomicin gama Strepg;’n”im
. 0,015 0,05 0,1 01 105 1 5 75 10
Muzejska kultura -+ + — + + — + - —
F-kiselo milijeko* -+ — — + 4+ — + 4+ -
Lakatnik 65 + — -+ - -  + —

Legenda o oznakama:
+ grusfanje mlijeka do 3 sata
+ moment gruanja u treéem satu
- odsustvo grusanja 3-eg sata

Literatura:

1. Brdarov L. Sv.,, N. M. Nikolov: Brz mikrobiologi¢en metod za dokaz-
vane penicilina v mljakoto, za pedat;

2. Georginov T.: Mikrobiologija na mljakoto i mlednite produkti;
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Tehnolofki fakultet

PROJEKTIRANJE KONZUMNIH MLIEKARA

Uvod

Projektiranje bilo kojeg mljekarskog objekta je sloZen posaoc u kojem
udestvuju strudénjaci razliditih specijalniosti: tehnolozi, gradevmam elektn—
Cari, strojari, strudnjaci za wvodu i paru, ekonomisti i dr.

Zbog toga je prije pristupanja zadatku projektiranja potrebno formirati
radnu grupu, wvadni team. Ova grupa ¢e u toku godine, dvije ili viSe,
grupno raditi na rje$avanju odredenog projekinog zadatka, a pri tome dée
svaki specijalista primjenjivati najbolja rjefenja sa svojeg podrudja.

I. Neke karakteristike mljekarske industrije

Prije prijelaza na samo priojektiranje potrebno je ukratko se osvrnut
na neke karakteristike mljekarske industrije. Njih treba imati na umu kod
projektiranja i gradnje mljekarskog objekta.

Relativno visoka cijena sirovine — U nekim industrijama
cijena sirovine &imi malu stavku u odnosu na cijenu gotovog proizvoda, koja
je nekoliko puta veda (npr. kod proizvoda ko#ne i staklene galanterije, pre-
ciznih strojeva i dr.). U mljekarskoj industriji kod ve&ne proizvoda gotovo
je obratno. Npr. kod konzumnog mlijeka cijena sirovine iznosi 65 do T0%
djene gotovog proizvioda, kod sireva oko 70—75%, kod sladoleda i jogurta
odnos je znatno povoljniji, tj. cijene sirovine &ne ralativoo nidu stavku.
Iz tih razloga je dobit, koju mljekara moZe ofekivati, ogranidena (osim kod
slodoleda) i zbog toga se kod projektiranja objekta mora voditi mhnogo
raduna o Stednji, kako u pogledu izbora i iskori§tenja strojeva, tako i u po-
gledu projektiranja prostorija, 'izboru tehnolo$kog procesa, koristenja radne
snage 1 dr,
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