koji je izolovan u svim slucajevima gde smo imali utvrdenu pojavu inhibi-
cije.

Ogledima u laboratoriji pokazali smo da se A. fumigatus intenzivno raz-
vija na teénim podlogama koje sadrZe Seter na temperaturi preko 30°C i da
moZe da razvije spore za 24 sata.

U radu je istaknuto da problem ishrane krava sa sirovim rezancem, koji
ima plesni A. fumigatus, ima ekonomski zna¢aj za proizvodnju mleka, i higi-
jenski u pogledu konzumiranja ovoga mleka i za3tite radnika koji rade sa
ovom hranom, jer je A. fumigatus patogen za ljude i Zivotinje.
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MIKROFLORA PLAVIH SIREVA »ZAGREBACKE MLJEKARE«
OOUR »VINDUA«
| LIPOLITICKA AKTIVNOST IZOLIRANIH SOJEVA
PLEMENITIH PLIJESNI

Ljerka KRSEV
»Zagrebatka mljekara« OOUR T M P »DUKAT«, Zagreb

I UVOD

1. 1. Tehnoloski tok industrijske proizvodnje plavih sireva »Zagrebatke mlje-
kare« — OOUR »Vindija«.

Mlijeko (kravlje) pasterizirali smo na 72—74°C kratkotrajno. Hladili smo
ga od 30—31°C te dodali (jedan) 1—1/2% »startera« i sirini ferment. Sirenje
je bilo gotovo u vremenu od pola sata, nakon &ega smo sirno zrno su$ili pri
30—32°C. Sirnu masu kalupili smo i ocijedili u vremenu do 30 sati u toploj
prostoriji (18—20°C), a zatim ostavili u hladnoj. Slijedilo je soljenje u sala-
muri sa 18°B u toku dva dana. Nakon soljenja sir smo ocijedili u hladnoj pro-
storiji (9—10°C). Tada je slijedilo »pikiranje« sa sporama plemenitih plijesni
P. Roqueforti. Ostavili smo ga da zrije uz potrebnu njegu na niskoj temperaturi
(9—10°C) i u prostoriji sa visokim postotkom relativne vlage i propisanoj
aeraciji oko 45 dana. Sir se smatralo spremnim za prodaju nakon 50-og dana
nakon dana podsirivanja, kada smo ga umatali u metalnu foliju i pripremili
za prodaju.
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II METODE RADA

2. 1. Podjela tehnoloskog toka proizvodnje na viSe faza i uzimanje uzoraka.
Tehnoloski tok proizvodnje podijelili smo u nekoliko faza, te analizirali
broj pripadaju¢e mikroflore, odnosno izolirali i identificirali nadene mikro-
organizme.
Faze su bile ove:

a) sirna masa stavljena u kalup;
b) uzorak uzet nakon 24 sata cijedenja;

(&y broyg m.o. [ gram s/ra)

PR - | 1 1
4 b 10 d 20 ¢ z0) 50 dana

Dijagram 1

Razvoj ukupnog broja mikroorganizama, streptokoka mljeéno-kiselog
vrenja, laktobacila i kvasaca na povrSini sira.

¢) uzorak uzet neposredno pred soljenje sira;

d) uzorak nakon soljenja sira;

e) uzorak uzet dva dana nakon zavr$enog soljenja sira;

f) 50. dan nakon podsirivanja.

Uzorei su uzimani sondom, dakle u sredini sira, te sa povrsine sira.

Uvijek smo odvagali jedan gram sira, te dispergirali u 9 mililitara steril-
ne fizioloke otopine, pa tako dobivali razredenje 10'. Daljnja razredenja
radili smo takoder prema propisima za bakteriolo§ke analize.
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2. 2. Primijenjene podloge za izolaciju pojedinih grupa mikroorganizama.
U ovom dijelu rada odredili smo:
a) ukupan broj organizama,
b) broj streptokoka mljeéno-kiselog vrenja;
c) broj laktobacila;
d) broj kvasaca;
e) izoliramo sojeve P. Roqueforti.

')
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2 (ukuron O
Mﬁ
~ 3 o o= streptoko ke
g /p” T g s S L T
S o
6 _,o’- ‘“ﬂ
E " eakt? ‘)
o~ 5 - {Kfﬂ&o'
®
c 4
§ A
?F 3 4
)
>
[
o
A1
- _f' (O it 51._
& ' d P
a b Ao 20 50 S0 darna
Dijagram 2

Razvoj ukupnog broja mikroorganizama, streptokoka mljetno-kiselog
vrenja, laktobacila i kvasaca u sredistu sira.

a) Ukupni broj mikroorganizama odredili smo na podlozi Plate Count
Agar;

b) streptokoke mljetno-kiselog vrenja izolirali smo na podlozi mlijeko-
-papain-agar, dok smo sojeve Leukonostok izdvojili s pomoéu M.R.S. — pod-
loge;

¢) laktobacile izolirali smo na M.R.S. — podlozi;

d) kvasce izolirali smo na podlezi — krumpir dexstrose-agar (uz narav-
navanje pH 3,5 s vinskom kiselinom);

Izolirane sojeve identificirali smo s pomoéu pripadajuéih biokemijskih
nizova,
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2. 3. Pripremanje kulture i enzimskog ekstrakta sojeva P. Roqueforti za ispi-
tivanje enzimske aktivnosti.

2. 4. Metoda mjerenja lipoliti¢ke aktivnosti izoliranih sojeva Penicillium Ro-
queforti.

Dva mililitra pripremljenog enzimskog ekstrakta dodali smo u 5 ml. sup-
strata i inkubirali pri 40°C kroz dva sata. Supstrat je sastavljen od mlje&ne
masti i polivinil alkohola u fosfatnom puferu (odnosi 3°/0:1%).

Nakon inkubacije oslobodene masne kiseline odvojili smo kromatograf-
ski na silika-gel koloni, te istitrirali luZinom.

PH |
3
2 . 0“
q'f-‘str‘ o
6 W,
\ o Tt
5 ﬂ\“'& L T
N ,/l/
: o= — -"_-.-—--:37’
4 =
c l 5
+—t } t { 4
* a b 10 d 20 ¢ % 50 Sany
Dijagram 3

Razvoj pH vrijednosti na povrsini i u sredistu sira.

III REZULTATI RADA UZ DISKUSIJU

3. 1. Osvrt na frekvenciju izoliranih grupa mikroorganizama u svim fazama
proizvodnje.

U prvih 10 dana od prvog dana podsirivanja frekvencija ukupnog broja
mikroorganizama ne varira mnogo ni u sredistu, ni na povr3ini sira. U dru-
gom dijelu tog razdoblja, oko 4-og dana, izolirali smo i kvasce, &iji broj do
10-og dana previse uoéljivo nije rastao.

U ovom razdoblju je uoéljiv jaki razvoj streptokoka mljeéno-kiselog
vrenja, narotito na povrsini sira, dok je razvoj laktobacila ne$to slabiji, ali
takoder progresivan.
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Mikroflora sira je nakon soljenja pretrpjela znatne promjene u broju
pojedinih grupa mikroorganizama kao i u njihovim pripadajuéim vrstama.
Ukupni broj mikroorganizama vidno se smanjio ako pratimo analize sira n&
njegovoj povrsini. To se takoder moglo konstatirati i za broj kvasaca. Broj
streptokoka mlje¢no-kiselog vrenja se znatno smanjio, dok kod laktobacila
nije bilo na povrsini uoé¢ljivo smanjenje njihovog broja. Sve promjene koje
smo uoéili na povrdini sira odigravaju se i u unutrasnjosti, s tim da nisu
toliko ostre i upadljive.

U daljnjem razdoblju zrenja sira (od 20. dana pa nadalje) na povrsini sira
naglo je rastao ukupni broj mikroorganizama. Kvasci su takoder naglo pove-
¢ali svoj broj, dok se broj laktobacila i streptokoka mljeéno-kiselog vrenja
samo lagano povefavao. U srediStu sira se ukupni broj takoder povecéavao,
dok je broj laktobacila rastao nesto brie.

3. 2. Osvrt na prisutne grupe mikroorganizama u toku tehnoloskog procesa
dobivanja plavih sireva i njihova uloga u toku zrenja.

a) Streptokoki mlje¢no-kiselog vrenja

U toj grupi izolirani su sojevi Str. lactis i Str. eremoris. Iako ovi mikro-
organizmi ne podnose visoke koncentracije soli, ipak su izolirani i nakon so-
ljenja sira. Prema istraZivanju viSe autora ¢ini se, da se u toku zrenja sira
stvaraju takovi uvjeti koji favoriziraju razvoj ovih sojeva. U pravilu su svi
izolirani sojevi stvarali male koli¢ine mlje¢ne kiseline i to veoma sporo. Ta-
kova rgarnitura« streptokoka mlje¢no-kiselog vrenja je u pravilu veoma po-
zeljna za razvoj P. Roqueforti, jer se cijedenje sira odvija sporo i ne dobiva
»tvrdo« tijesto sira veé rahlo §to pogoduje razvoju plijesni.

-~ )

S

oktiviet ('l 01N Kow )
%
/
!

s§ & ¥ & 9

Soj P. Roqueforti 1

Od petero fermentativnih streptokoka mljeéno-kiselog vrenja izoliran je
Leukonostok i to uglavnom L. dexstranicum, dok L. lactis nismo na3li. Uloga
Leukonostoka je veoma vaZna, jer stvara tzv. »otvoreno« tijesto s obzirom
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da je dosta jak stvaralac plina. Takovo tijesto vrlo pogoduje rastu P. Roque-
forti. Vazno je stoga proutiti uvjete u kojima Leukonostok stvara najvece
koli¢ine plina. Tako je npr. vazno da homofermentativni streptokoki s kojima
dolazi u »garnituri« u ovoj proizvodnji, budu slabi stvaraoci kiseline. Tako-
der je prema nekim autorima vazZno da populacija Leukonostoka ne bude i
suviSe velika, jer i tada sojevi stvaraju manje plina. Takoder je poznato da
u prisustvu kvasaca, kao Sto je Saccharomyces lactis, stvara viSe plina.

b) Laktobacili

U prvim fazama tehnoloskog toka uglavnom je zastupljen L. casei, dok je
nakon soljenja naden L. plantarum, koji je otporan na wveéi postotak soli.

c¢) Kvasci

Prije soljenja iz sredista sira izolirali smo kvasce koji previru laktozu
kao 5to je npr. Saccharomyces lactis, dok nakon soljenja kvasce koji pripa-
daju rodu Torulopsis, koji takoder previru laktozu. Prema nekim radovima

kvasci iz roda Torulopsis igraju veoma vaznu ulogu u stvaranju arome plavih
sireva.

Opcenito se za kvasce treba re¢i da je njihova akcija i akecija plijesni
komplementarna u stvaranju aromatskih proizvoda plavog sira.

Zorno se mogu vidjeti u dijagramima 1—3:

3]
1

o
ﬁ

aktivitet (mé.of N KOH)

g (¢4 } 8 9 P 1

Soj P. Roqueforti 2

3. 3. Lipoliticka aktivnost izoliranih sojeva P. Roqueforti iz plavih sireva
»Zagrebatke mljekare« — OOUR »Vindija«.

U toku pokusa izolirali smo tri soja P. Roqueforti ¢iju smo lipoliticku
aktivnost ispitali.
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Lipoliticka aktivnost je sposobnost nekih mikroba da s pomoéu enzima
lipaze kataliziraju hidrolizu mljeéne masti u glicerin i masne kiseline, a koje
su odgovorne za stvaranje specifiénih okusa plavih sireva. Kod stvaranja ke-
tonskih aromatskih spojeva naroéitu ulogu igraju: razgradnja maslaéne kise-
line i visokomolekularnih masnih kiselina ¢ijom razgradnjom nastaje aro-
matski keton:

Ct+ — masla¢na kiselina
Cs — kapronska kiselina
Cs — kapriona kiselina
C'o — kaprinska kiselina
Ci2 — laurinska kiselina

G

akﬁ'{gfef/mfﬁ" N Kok )
/=

pH
Soj Roqueforti 3

— aceton

— methyl-n-propylketon
— methyl-n-amylketon

— methyl-n-heptylketon
— methyl-n-nonylketon

P. Roqueforti ima jaku lipoliticku aktivnost, ali taj aktivitet varira ovis-
no o sojevima P. Roqueforti i ona se krece od slabe, srednje do jake lipoliticke
aktivnosti.

VaZno je proucavati lipoliticku aktivnost sojeva P. Roqueforti-a, jer nam
to daje moguénost kombinacije sojeva u procesu zrenja sira. Kod proucavanja
proteoliti¢ke i lipoliti¢ke aktivnosti uo¢ena je korelacija kod izoliranih sojeva.

Kod izoliranih sojeva Pi, P: i Ps izmjerili smo lipoliticke aktivnosti, koje
smo unijeli u dijagrame u odnosu na pH vrijednosti.

Uoéeno je da je optimum pH vrijednosti na mljeénoj masti za lipazu kod
pH 6,0 i 7,5.

Tablice 1 i 2 prikazuju za svaki od izoliranih sojeva lipoliticku aktivnost
za razne pocetne vrijednosti pH supstrata za uzgoj mikroorganizama.
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TABLICA 1

Djelovanje pofetne pH vrijednosti sirutkine podloge na stvaranje lipaze
P. Roqueforti P 1.

aktivnost lipaze

pH sirutkina podloga
ml 01-N NaOH

kod pH 6,0 kod pH 7,5
3.5 0,50 0,85
4,0 3,16 2,48
5,0 3,25 3,08
6,0 3,71 3,57
7,0 7,42 10,00
8,0 9,11 15,85

TABLICA 2

Djelovanje poéetne pH vrijednosti sirutkine podloge na stvaranje lipaze
P. Roqueforti P 2.

pH sirutkina podloga aktivnost lipaze

ml 0,1 — N NaOH
kod pH 6,0 kod pH 7,5
3,5 0,32 0,70
4,0 2,87 2,1
5,0 3,0 2,81
6,0 3,10 3,0
7,0 6,75 9,58
8,0 8,11 14,12

IV ZAKLJUCAK

Vidljivo je, da kompletno ispitivanje mikroflore i njenih osobina, te nje-
nog medusobnog djelovanja u plavim sirevima, moZe omoguéiti proizvodadu
da upotrebom najbolje odabranog startera i dobre kombinacije sojeva P.
Roqueforti dobije veoma dobar plavi sir 4 la »Roquefort«.
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