N. M. Nikolov, Sofia
Centralna laboratorija na »Mletna promiSlenost«

UTJECAJ ANTIBIOTIKA NA MIKROFLORU I KVALITETNE POKAZATELJE
SIRARSKE KULTURE

III dio

Okus, aromu i hranidbenu vrijednost raznih vrsti sireva odreduju bio-
kemijske promjene sastava mladih sireva pod uticajem mlje¢no-kiselinskih
i drugih mikroorganizama koji ufestvuju u fermentativnim procesima i pro-
cesima zrenja.

Mikroflora sirovog mlijeka — koja je uniStena pasterizacijom — kod pro-
izvodnje raznih vrsti sireva mekih, polutvrdih i tvrdih nadoknaduje se pret-
hodno selekcioniranom i istraZenom mljeéno-kiselom mikroflorom. U mikro~
flori sirarske kulture, osim &to se kod mnogih sireva upotrebljava kultura
za maslac, upotrebljavaju se &iste kulture Str. lactis i Lb. casei pojedinaéno
ili kombinirano kao kod bijelih salamurenih sireva.

Faktori, koji utjeéu na wazvitak mikroflore u kulturama razli€itih vrsti
sireva a time i na fermentativne i encimatske procese zrenja sireva, su i anti-
biotici koji se nalaze u mlijeku namijenjenom za pripremu kultura i sireva.
Antibiotici gotovo podjednako ko&e razvoj Str. lactis i Lb. casei, koji uce-
stvuju u sastavu sirarske kulture. Razli¢iti antibiotici, prema koli¢ini koju
sadrzi mlijeko, smanjuju broj mikrobnih stanica u kulturi, izazivaju promjene
morfoloSkih karakteristika i smanjuju im fermentativnu sposobnost. Rezultat
toga jest, da grulanje mlijeka nastupa sa zaka3njenjem ili uopée ne nastupa.
Sposobnost nekih antibiotika, kao §to je penicilin, da kodi samo gram pozi-
tivne — medu koje spadaju mljedno-kiselinske bakterije — a da ne kote
razvitak gram negativnih, kao $to su bakterije grupe coli-aerogenes, dovodi
do njihova nesmetanog razvoja i proizvodnje sireva s napuhnutom konzisten-
cijom, nagorkim, slatkastim okusom i nespecifiénim okusom kao i u slua-
jevima, kad se upotrebljava velika kolid¢ina vrlo aktivne kulture.

Ispitan je utjecaj slijedeéih vrsti i kolidina antibiotika: penicilina od 0,0001
I.J. do 1 I J./ml; aureomicina od 0,0001 do 5 gama/ml; i streptomicina od 0,01
do 50 gama/ml.

Ispitan je utjecaj antibiotika na pojedine vrste mljetno-kiselinskih bak-
terija, koje uéestvuju u mikroflori kultuwa Str. lactis i Lb. casei i u kulturama
dobivenim njihovom kombinacijom. Kontrolni uzorci mlijeka i uzorci mlijeka,
koji su sadrzavali razli¢ite vrste i koli¢ine antibiotika cijepljeni su svjeZom
kulturom starom 20 sati.

Utjecaj antibiotika na Str. lactis bio je ispitivan nakon cijepljenja razli-
¢itih uzoraka mlijeka s 19 é&iste kulture i inkubiranih pri 30°9C u trajanju
od 10 sati.

Uzorei mlijeka koji su sadrfavali penicilin od 0,0001 I1.J. do 0,025 I.J./ml
nisu pokazivali kotenje razvitka Str. lactis. Nakon 10 sati cijepljeno mlijeko,
kao i kontrolno, ima gustu konzistenciju, mljetno-kiseo okus i miris te kiselost
80—85° T i pH 4,5. Kod mikroskopiranja opa¥aju se dobro oblikovani diplokoki
Str. lactis (sl. 1). Mlijeko, koje sadrzi od 0,05 1. J. do 0,1 I. J. penicilina, takoder
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Sl. 1 — Str. lactis Sl. 2 — Str. lactis pri koli¢ini pe-
nicilina od 0,025 LJ./ml mlijeka

Sl. 3 — Str. lactis pri koli¢ini aureo- Sl. 4 — Lb. casei
micina veéoj od 1 gama/ml mlijeka

se gru8a nakon 10 sati. Gru§ je meke labilne konzistencije, sa slabo izraZenim
mljetno-kiselim okusom i mirisom, te kiselo$éu 60—70°T, i pH 4,8—5. Kod
mikroskopiranja opaZaju se stanice s veéim kokima, malo elipti¢no izduZenim.
Kod nekih stanica koki su skupljeni, a diplokoki slite kratkim debelim Stapi-
¢ima. U mlijeku, koje sadrzi 0,15, 0,2, 0,3, 0,6 i 1 1. J./ml penicilina u velikoj
mijeri ko¢i se razvitak Str. lactis. Uzcrei 10 sati nakon cijepljenja ostaju tekuéi
s odgovarajutom kiselo§éu 389, 35° 289, 24° i 23% T. Kod mikroskopiranja
zapaZaju se pojedinaéni diplokoki odebljali ili skupljeni kao kratki S$tapiéi
i pojedina¢ni kratki lanci s kokima razli¢itih velid¢ina (sl. 2).
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Aureomicin u mlijeku u kolid¢ini manjoj od 0,5 gama/ml ne koéi djelo-
vanje Str. lactis. Kod koli¢ine od 0,5 i 1 gama/ml mlijeko se gruSa sa zaka-
$njenjem. Cijepljeno mlijeko ima slab gru$ i slabo izraZeni mljeéno-kiseo okus
i miris. Kiselost uzoraka je oko 60°T i pH oko 5. Kod mikroskopiranja opaZa
se mali broj diplokoka s morfoloskim promjenama. Aureomicin u mlijeku
u koli¢ini veéoj od 1 gama/ml uvelike ko&i razvitak Str. lactis i mlijeko se
uopée ne grula. Xod mikroskopiranja se opaZaju stanice Str. lactis sa znatno
izmijenjenim morfolo3kim karakteristikama (sl. 3).

Sl. 5 — Lb. casei pri koli¢ini peni- Sl. 6 — Lb. casei pri koligini aureo-
cilina veéoj od 0,1 I J./m]l mlijeka miecina veéoj od 1 gama/ml mlijeka
Streptomicin u mlijeku takoder — veé prema kolid¢ini — ko¢i razvitak

Str. lactis. Male koli¢ine streptomicina u mlijeku 0,01—1 gama/ml ne kode
razvitak mikroorganizama. SadrZi 1i mlijeko viSe od 5 gama/ml streptomicina
koti se razvitak Str. lactis. Mlijeko 10 sati nakon dodatka kulture jo§ ima
tekuéu konzistenciju i kiselost od 21—40°T i pH 5,5—86,2. Mlijeko se grusa
izmedu 20-—48 sati. Kod mikroskopiranja opaZza se mali broj diplokoka s nor-
malnim i takovih s izmijenjenim morfolo§kim karakteristikama.

Utjecaj antibiotika na razvitak Lb. casei ispituje se cijepljenjem mlijeka
— koje sadrzi razlitite antibiotike, i kontrolnog mlijeka bez antibiotika —
s 19 kulture uz inkubaciju pri 40°C. Uzorci se analiziraju nakon 8 sati,
za koje vrijeme kontrolni uzorci, napravljeni iz mlijeka koje ne sadrzi anti-
biotike, gruSaju se s gustim grufem i imaju kiselost 90°T i pH 4,3 te nor-
malno razvijenu mikrofloru (sl. 4). Mlijeko koje sadrzi do 0,025 I.J./ml peni-
cilina cijepljeno s Lb. casei gruSa se za 8 sati kao i kontrolno, bez promjene
kvalitetnih pokazatelja i morfoloskih karakteristika. Kod mlijeka s viSe od
0,025—0,05 I.J./ml grufanje nastupa u gotovo isto vrijeme. U mikroskopskoj
slici osim po obliku i veli®¢ini normalnih $tapiéa susrecu se izduZene i iskriv-
ljene stanice. Zgru$ano mljeko ima meki gru$ i kiselost 60—70°T i pH 4,8.
Mlijeko, koje sadrZi viSe od 0,1 1.J./ml penicilina uopée se ne grufa, a kod
mikroskopiranja opaZaju se na vidnom polju malobrojni ili pojedinaéni Stapiéi
sa znatno izmijenjenim morfoloskim karakteristikama (si. 5).
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Aureomicin u milijeku u koli¢ini manjoj od 0,5 gama/ml ne pokazuje da
koti razvitak Lb. casei. Uzorci mlijeka zgrufavaju se u isto vrijeme i imaju
iste kvalitetne pokazatelje kao i kontrolno mlijeko. U morfoloSkim karakte-
ristikama Lb. casei nisu se ustanovila odstupanja. Aureomicin u mlijeku u
koli¢ini veéoj od 1 gama/ml koti djelovanje Lb. casel. Takva mlijeka ne gru-
faju se. Kod mikroskopiranja opaZaju se na vidnom polju malobrojne ili poje-
dinatne stanice Lb. casei sa znatno izmijenjenim morfoloSkim karakteristi-
kama (sl. 6). )

Streptomicin u mlijeku u manjoj koli¢ini od 0,1 gama/ml ne koéi razvitak
Lb. casei. SadrZi li u mlijeku 1—5 gama/ml pokazuje se koenje razvoja. Na-
kon 8 sati mlijeko ostaje tekuée. Kod mikroskopiranja opaZa se mali broj
Stapita oblika streptobakterija ili oblika izduZenih i iskrivlijenih Stapiéa (sl. 7).

Utjecaj antibiotika na mikrofloru kombinirane kulture s mikrobiolo$kim
sastavom Str. lactis i Lb. casei, (koja se upotrebljava i kao kultura za bijele
salamurene sireve) ispituje se nakon cijepljenja kontrolnog mlijeka i uzoraka
mlijeka koje sadrZi razli¢ite antibiotike s 19 kombinirane kulture i inku-
bacije kod 32°C u trajanju od 10 sati.

Sl. 7 — Lb. casei pri koli¢ini strep- Sl. 8 — Mikroflora sirarske kulture
tomocina od 1—5 gama/ml mlijeka

Mlijeko, koje sadrzi penicilina manje od 0,05 1. J./ml, cijepljeno s kombi-
niranom sirarskom kulturom, gru$a se za isto vrijeme kao i kontrolni uzorak
mlijeka, koji ne sadrZi antibiotike. Dobiveno cijepljeno mlijeko ima gustu
konzistenciju, mlje¢no-kiseo okus i miris. Kiselost mu je kao i kod kontrolnog
80—85°T i pH 4,5. U mikroskopskoj slici opaZaju se po obliku i velid¢ini nor-
malni diplokcki St. lactis i 3tapi¢i Lb. casei (sl. 8). Penicilin u koli¢ini od
0,1 I.J./ml malo koli razvitak mikroflore cijepljenog mlijeka. Gru§ mu je
nesto malo labilan, a kiselost mu je nedto niZa 65—70°T i pH 4,8. Kod mikro-
skopiranja opaZaju se diplokoki normalnog oblika i veli€ine i oni izmijenjenih
oblika. Nekoji §tapi¢i Lb. casei su malo izduZeni. Penicilin u mlijeku u kolig¢ini
vetoj od 0,2 I.J./ml uvelike koli razvitak mikroflore sirarske kulture. Takva
mlijeka ne gruSaju se nakon 1§ sati. Kod mikroskopiranja opaZaju se pojedi-
naéni diplokeki i tapiéi s izmijenjenim morfologkim karakteristikama (sl. 9).
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Aureomicin u mlijeku u koli¢ini manjoj od 0,5 gama/ml ne usporava raz-
vitak mikroflore. Uzorci mlijeka s takovim sadrZajem aureomicina gruSaju se
u isto vrijeme kao i kontrolnj i imaju iste kvalitativne pokazatelje i morfo-
lodke karakteristike Str. lactis i Lb. casei. Aureomicin u mlijeku u koli¢ini
vetoj od 1 gama/ml koéi razvitak kombinirane sirarske kulture. Takova mli-
jeka se uopée ne grufaju. Kod mikroskopiranja opaZaju se na vidnom polju
diplokoki i pojedinacni Stapié¢i s izmijenjenim morfolofkim karakteristikama
(sL. 10).

Streptomicin u kolidini manjoj od 1 gama/ml ne koéi mikrofloru i ne
djeluje na fermentacione procese i kvalitativne pokazatelje sirarske kulture.
Streptomicin u mlijeku u kolidini vetoj od 5 gama/ml ko¢i razvitak mikroflore

S}. 9 — Utjecaj penieilina u kolidi- Sl. 10 — Utjecaj aureomicina u ko-
ni veéoj od 0,2 LJ. ml/mlijeka na lidini vedoj od 1 gama/ml mlijeka na
mikrofloru sirarske kulture mikrofloru sirarske kulture

Sl. 11 — Utjecaj streptomicina u
kolicini veéoj od 5 gama/ml mlijeka
na mikrofloru sirarske kulture
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sireva. Nakon 10 sati cijepljeno mlijeko ima tekuéu konzistenciju. Kod mikro-
skopiranja opaZa se mali broj diplokoka bez znatnih izmjena morfoloskih
karakteristika i pojedinadni §tapiéi Lb. casei (sl 11).

I drugi faktori mogu utjecati na aktivnost fermentativnih procesa i kvali-
tetne pokazatelje cijepljenog mlijeka sa &istim kulturama Str. lactis i Lb. casei
i kombiniranom sirarskom kulturom mikrobiolo§kog sastava Str. lactis i Lb.
casei. Kultiviranjem Str. lactis kod temperature niZe od optimalne 25—30° C,
npr. kod 20° C, ili kod viSe od optimalne, npr. kod 40° C, dovodi do usporavanja
fermentativnog procesa te dobivanja kulture s mek$im gruSem i s kiselosti
oko 65°T i pH 4,8. Ne opaZaju se promjene u morfoloskim karakteristikama.
Mlijeko cijepljeno s Lb. casei kod temperature 25-—30° C gruSa se sa zakaSnje-
njem. Kod mikroskopiranja opaZaju se malo izduZeni $tapi¢i od 4—6 mikrona
na oko 10 mikrona i malo odebljani. Osim pojedinaénih susreéu se Stapiéi
i oblika diplobakterija ili kratkih streptobakterija. Kod temperature iznad
48—500 C stanice Lb. casei su izduljene i tanje. Kombinirana kultura za sireve
napravljena kod temperature niZe od 32°C je siroma$nija na Lb. casel. Pri
mikroskopiranju, osim malo izduljenih i malo odebljanih Lb. casel ne opaZzaju
se druge promjene. Kombinirana kultura pri temperaturi veéoj od 32° C ima
malo Str. lactis, a cijepljeno mlijeko dobiva rastezljivu konzistenciju zbog
znatne kolitine Lb. casel. Ne opaZaju se druge promjene u morfoloSkim karak-
teristikama dvaju mikroorganizama.

Promjene u aktivnosti i morfolofkim karakteristikama dobivene pod utje-
cajem odstupanja od optimalnih temperatura kod pripremanja kulture, bitno
se razlikuju od utjecaja antibiotika, kako na dinamiku fermentativnih procesa,
tako i na kvalitetu kulture i morfolo§ke karakteristike Str. lactis i Lb. casei.

Iz rezultata tih istraZivanja mogu se izvesti slijedeéi zakljuéci:

1. antibiotici u mlijeku koje sadrzi: penicilina viSe od 0,05 I. J./ml, aureo-
micina vide od 0,5 gama/ml i streptomicina viSe od 5 gama/ml djeluju inhi-
bitorno na razvitak Str. lactis uz degenerativhe promjene stanica i sniZenje
fermentativne aktivnosti;

2. antibiotici u mlijeku koje sadrZi: penicilina vife od 0,025—0,05 I.J./ml,
aureomicina vife od 1 gama/ml i streptomicina vife od 1—5 gama/ml djeluju
inhibitorno na razvitak Lb. casei uz degenerativne promjene §tapiéa i sniZenje
fermentativne aktivnosti;

3. Antibiotici u mlijeku, koje sadrZi: penicilina vife od 0,1 I.J./ml, aureo~
micina vife od 1 gama/ml i streptomicina vife od 5 gama/ml djeluju inhi-
bitorno na mikrofloru kombinirane sirarske kulture, izazivajuti degenerativne
promjene morfoloSkih karakteristika Str. lactis i Lb. casel i smanjujuéi fer-
mentativhu aktivnost;

4. Promjene morfologkih karakteristika i fermentativne aktivnosti Str.
lactis i Lb. casei pod utjecajem antibiotika bitno se razlikuju od onih pro-
uzrokovanih utjecajem temperature kod pripreme i Suvanja kultura.
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