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Uvod

Za proizvodnju fermentisanih mleénih napitaka koriste se Ciste ili meSane
kulture Streptococcus i Lactobaccillus. Navedene bakterije transformis$u pod
anaerobnim uslovima laktozu u mleénu kiselinu kao glavni proizvod ovog
biohemijskog procesa. Nastala mle¢na kiselina reaguje sa kalcijumom iz kal-
cijum-kazeinatno-kalcijum-fosfatnog kompleksa stvarajué¢i laktate, &me pro-
uzrokuje destabilizaciju kazeina pri pH = 5.3 1 nastajanje gela (pri
pH = 2.3—4.6). U svetu postoji veliki broj razli¢itih vrsta fermentisanih mleé&-
nih proizvoda: jogurt, acidofilno mleko, kefir, kumis, Taette, Y-mer,
Cultured Buttermilk, Bugarska mlaéenica, leben, macun i drugi- Jogurt se
u novije vreme (Puhan et al., 1973) proizvodi i kao trajan proizvod, pasteri-
zovan ili sterilizovan, pri ¢éemu su osnovne razlike u odnosu na klasi¢an jogurt:
aseptiéni uslovi procesa i dodavanje hidrokoloida u cilju boljeg vezivanja
vode.

U naSoj zemlji se od svih pomenutih fermentisanih proizvoda najviSe
proizvodi jogurt, u tefnom ili &évrstom stanju, uz upotrebu mesane kulture
bakterija Lactobacillus bulgaricus i Streptococcus thermophilus u odnosu
1:1. U mnogim naSim mlekarama povremeno, a nekad veoma uporno, dolazi
do inhibiranja kiselomle¢ne fermentacije, $to prouzrokuje neZeljene gubitke
u proizvodnji. Inhibiciju prouzrokuju razli¢ite inhibitorne materije bakterio-
statskog ili baktericidnog dejstva, koje potitu iz tela Zivotinje (i izluéuju se
zajedno sa mlekom) ili iz spoljaSnje sredine. Osnovni inhibitori poreklom iz
organizma Zzivotinje su: prirodni baktericidi, lekovi (antibiotici, sulfopreparati,
i dr.) pesticidi, mikotoksini i dr. Inhibitorne materije koje poti¢u iz spoljne
sredine su: deterdZenti i dezinficijensi, konzervansi i bakteriofagi (Bach.
1968). U ispitivanom slu¢aju je eksperimentima navedenim u radu ustanov-
ljena inhibicija bakteriofagom te ¢emo posebno razmotriti ovaj vid inhibicije.

Postoje dva osnovna tipa bakteriofaga, virusa koji napada Zivu bakte-
rijsku ¢eliju: liti¢ni i lizogeni. U slucaju litiénog odnosa faga i bakterijske
telije dolazi do brzog umnoZavanja faga u napadnutoj ¢eliji (zato se naziva
virulentni fag) i do oslobadanja velikog broja novih faga prilikom lize bak-
terijske ¢elije. Lizogeni odnos faga i bakterije ne dovodi do lize ¢elije, fag
zivi u celiji i prenosi se njenom deobom na nove generacije, te se naziva
aviruletni ili umereni fag (Pelczar et. al. 1977).

Virulentni fag se umnoZava na bakterijama kroz sledete cetiri faze:
absorbacija faga na povrSini bakterijske éelije, intenzivno umnoZavanje,
latentni period i liza ¢elije (Collins, 1962). Stepen adsorpcije zavisi od stanja
mikroorganizama, sastava sredine i temperature. Znatno veéi broj faga se
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adsorbuje na c¢elije koje se razmnoZavaju, nego na celije stare bakterijske
kulture. Stvaranje sluzi i kapsula kod nekih vrsta bakterija ometa adsorpciju.
Odredene koncentracije nekih jona (Na*, Mg?+, Zn®t, Lit, K*, NHi") i
izvesni organski kofaktori (napr: L-triptofan) potpomazu adsorpciju. Adsorpcija
i ceo proces umnozavanja faga usporava se sniZzenjem temperature (Radojéevié,
1975). Absorbcija faga je uslovljena afinitetom receptora u omota¢u bakterijske
¢elije sastavljenih najéesée iz lipopolisaharida, prema odredenim hemijskim
grupama smeStenim na kraju repa ili u fibrilama faga. Afinitet bakteriofaga
je strogo specifi¢an: ispoljava se samo za odredenu vrstuy, ili ¢ak soj bakterija.
Neposredno posle adsorbeije u bakterijsku ¢eliju fag nestaje kao infektivna
¢estica (ova pojava se naziva eklipsa). Kratko vreme nakon toga u bakteriji
se mogu videti oblici, nezreli prethodnici faga, koji se razlikuju od zrelog
faga. Eksperimentalno je ustanovljeno da ovi prethodnici faga nisu infektivni:
posle ve$tatkog oslobadanja iz éelije ne mogu da se adsorbuju na novu éeliju.
Profagi u bakterijskoj ¢eliji dalje sazrevaju, da bi se sa izvrSenim hemijskim
promenama i pojavom repa zavrSio njihov intracelularni razvoj. Lizom ¢elije
oslobadaju se zreli fagi, sposobni da napadaju druge bakterijske celije.

Mehanizam delovanja faga sastoji se u tome da fagi ubacuju svoju nukle-
insku kiselinu kroz centralni cilindar repa zahvaljujuéi kontrakcijama prote-
inskih prstenova. Koli¢ina bakterijske DNK potinje da se smanjuje, dok se
koli¢cina DNK faga povecava. Posto DNK bakterijske celije izgubi i svoju
funkciju, DNK faga odmah stimulife sintezu nove RNK (messenger RNK)
koja ima informacionu ulogu u sintezi novih belanéevina. Ove belanéevine,
nastale u poéetku, ne ulaze u sastav faga, nego su uglavnom enzimi koji
ucestvuju u sintezi nove DNK faga. Kada se zavrsi sinteza nove DNK faga,
vrSi se sinteza belané¢evina koje ulaze u sastav faga, a preostaje aktivnost
novosintetisanih enzima koji su uCestvovali u nastajanju DNK faga (Radoj-
¢evi¢, 1975). Sintetisana nukleinska kiselina mnogobrojnih novonastalih faga
oslobodenih zatim lizom ¢elije vodi poreklo od one koja je dospela u bakte-
rijsku ¢eliju kroz rep faga, i u znatno vetoj meri od komponenata razgradenih
bakterijskih nukleinskih kiselina. Poslednja etapa u razvoju i delovanju
faga je liza Ccelije, gde enzim lizocim, sintetisan zahvaljujué¢i genetskoj
informaciji faga, razlaze mukopeptide bakterijskog ¢elijskog zida.

Pojava da bakterijsku ¢eliju napadne dva ili vise faga istovremeno,
razli¢itih po morfoloSkim, antigenskim i drugim osobinama, naziva se meSana
infekcija. U takvim slucajevima moZe da dode do »uzajamnog iskljuenjac,
gde jedan fag potiskuje drugog, ili ako se radi o meSanoj infekeciji srodnim
fagima mozZe do¢i do uporednog razvoja obe vrste faga, ili do rekombinacije
gena dvaju faga. Bakteriofagi mogu da vrSe i kondukeciju gena sa jedne bakte-
rijske vrste na drugu ukoliko ih uzastopno napadnu, i druga bakterijska vrsta
prezivi napad faga.

Delovanje bakteriofaga na jednolanc¢anu kulturu S. lactis je upravo
drasti¢no: bakterije se umnozavanjem udvostruée po broju za oko 45 min.,
a fagi se za isti vremenski period 100-struko umnoZe. Kultura inficirana
aktivnim fagom posle 2—3 c¢asa (Sto zavisi od aktivnosti kulture, kolitine
inokuluma, temperature inkubacije, itd.) podleze masovnoj lizi, te se kiselost
vife ne povec¢ava. Koagulacija moze da se pojavi nastankom mutanata otpornih
na fage, $to zahteva produzenu inkubaciju (15—25h) (Collins, 1962). Delovanje
bakteriofaga na kulturu mesanog lanca zavisi pre svega od udela osetljivih
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bakterija, tako da kada je broj osetljivih bakterija manji od polovine ukupnog
broja uticaj faga ¢e biti jedva primetan (Collins, 1955). Spektar dejstva faga
(Evans, 1934) S. lactis varira dakle od: bez aktivnosti, preko »nascent«
efekta i wvarijacija koje zavise od domac¢ina, do pune aktivnosti. Prema
najnovijim podacima dimenzije faga kulture S. lactis C2 su: preénik glave
58 nm, duZina repa 225 nm, a Sirina 10 nm, i vidljivi su u polju elektronskog
mikroskopa (Huggins, Sandine, 1977). Bakteriofage su uopS$te uzev otpornije
na delovanje hemijskih i fiziéko-hemijskih agenasa od njihovih domadéina.

Izvori infekcije faga u mlekari mogu biti razli¢iti (Svigir—Krgev, 1977):
mleko, lizogena kultura, inficirana kultura, nedezinfikovani uredaji u procesu,
vazduh, odelenje za proizvodnju sira, itd. U svrhu za$tite proizvodnje od
bakteriofaga preporuc¢uje se preduzimanje strogih sanitarnih mera, kako bi
se izbegla kontaminacija, a rotacija kulture i primena fagorezistentnih kultura
u sluéaju pojave faga.

Metodika istraZivanja

Snimanje tehnoloskog procesa. Snimljen je tehnolo$ki proces proizvodnje
teénog i évrstog jogurta u mlekari.

Ispitivanje inhibicije fermentacije. Ispitivanje inhibicije fermentacije
vrieno je biotestom (Kotterer, Miinch, 1972) a kiselost je odredivana metodom
po Thoérner-u (Peji¢, Dordevié, 1972).

U ispitivanjima delovanja uzroénika inhibicije kori$¢ene su komercijalne
kulture: S.thermophilusiL.bulgaricus, 1:1 INSTITUT PO MLECNA
PROMISLENOST. VIDIN; S. thermophilus i L. bulgaricus, 1:1,
FLORA DANICA, ODENSE;kao i mikrobiolo§ka kultura. S. thermophilus
L. bulgaricus, 1:1 CHR. HANSEN'S LABORATORIUM A/S, koja se u
pogonu upotrebljava za industrijsku proizvodnju kiselomle¢nih proizvoda.

Kontrola inhibitora u pogonu sprovedena je uzimanjem briseva (Zakula,
Todorovié, 1969) sa duplikatora, zida pored duplikatora i ispitivanjem inhibi-
tornog delovanja otpadne vode sa poda mlekare.

Dokazivanje prisustva bakteriofaga: Prisustvo bakteriofaga dokazano je
na tri slede¢a jednostavna naéina:

1) Dodavanje mleka u kome je inhibirana fermentacija. Mleku koje je
prethodno provereno biotestom dodato je 1% mleka iz duplikatora kod koga
je fermentacija inhibirana, i 2% kulture S. thermophilus: L. bulgari-
cus = 1:1 Hansen. Tokom inkubiranja od 4 ¢asa na t = 43"C pracéena je
promena kiselosti merenjem po Thorner-u svakog sata (Eksperiment V). U
novom eksperimentu (VI) dodato je 1% mleka iz prethodnog eksperimenta
(razblazenje 100x100 u odnosu na poéetno inhibitorno mleko), i 2% kulture.
S.thermophilus: L. Bulgaricus, CHR. HANSEN'S LABORATORIUM
A/S, COPENHAGEN. Navedena kultura je u daljem tekstu oznatena slovom D
(Danska). Inkubirano je takode 4 ¢asa na t = 43'C tokom kog vremena je
ispitivana kiselost po Thorner-u svakog ¢&asa.

U ogledu VII, mleku koje je prethodno provereno biotestom dodato je
0.0, 0.5, 1.0 i 1.5°¢ mleka kod koga je fermentacija inhibirana iz duplikatora
i 2% kulture S. thermophilus: L. bulgaricus 1:1. D. Zatim je
vrieno inkubiranje na temperaturi 43°C, pri ¢emu je ispitivana kiselost po
Thérner-u svakog sata.
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2) Primena razli¢itih sojeva mikrobiolo§kih kultura. U eksperimentu VII1
je uzorcima mleka koje je prethodno provereno biotestom, dodato 1%
inhibiranog mleka iz duplikatora i 2.5% komercijalne tehni¢ke kulture raznih
sojeva S. thermophilus i L. bulgaricus: (a) S. thermophilus: L. bul-
garicus = 1:1, CHR. HANSEN'S LABORATORIUM A/S, COPENHAGEN;
(b) S. thermophilus: L, bulgaricus = 1:1; INSTITUT PO MLECNA
PROMISLENOST, VIDIN; (¢) S. thermophilus: L. bulgaricus=1:1,
FLORA DANICA, ODENSE. Prvu kulturu oznadili smo u daljem tekstu
slovom D (Danska), drugu slovom B (Bugarska), a tre¢u slovom F (Flora-Dan.).
Sva tri uzorka i odgovarajuéi kontrolni (bez 1% inhibitora) inkubirana su
na t = 43°C, 4 ¢asa, tokom kog vremena je ispitivana kiselost po Thorner-u
svakog sata.

3) Eliminacija rastvorljivog kalcijuma dodatkom fosfata. Rastvorljivi
kalcijum je eliminisan iz uzoraka mleka prevodenjem u nerastvoran oblik na
slede¢i naéin: uzorcima je dodata smesa rastvora primarnog i sekundarnog
fosfata (NaH:POs - H2O:Na:HPOs+—3:2, pH = 6.5) u koncentracijama od 0.5,
1.0, i 2.0%, posle ¢ega su podvrgnuti delovanju poviSene temperature
(t = 90—95°C) tokom 20—25 min. Uzorci su inokulisani kulturom osetljivom
na bakteriofag: S. thermophilus: L. bulgaricus 1:1 (D), 2%, i
mlekom kod koga je ustanovljena inhibicija (1%) i inkubirani na t = 43°C
tokom 3.5 h. Posle inkubacije pravljeni su mikroskopski preparati bojeni
metilenskim plavilom (Zakula, Todorovié, 1969), koji su snimljeni pod mi-
kroskopom pri uveéanju od 15x100.

Rezultati i diskusija

Prikaz postrojenja za proizvodnju kiselomle¢nih proizvoda nalazi se na
Semi 1. Mleko se dovodi u cisternama (1) na prijemnu rampu, gde se uzima
uzorak za odredivanje kiselosti, temperature, specificne teZine, masti, antibi-
otika i za biotest., Mleko se pomoc¢u centrifugalne pumpe (4) transportuje
preko grubog (3) i finog filtra (5), deaeratora (6) i meraéa protoka (7) u tank
za skladiStenje svezeg mleka (8). Ono se zatim pumpom (10) preko balansnog
tanka (9) i sekecije za regeneraciju toplote pasterizatora (11), potiskuje u
separator (12) gde se vrsi standardizacija mleéne masti na 3.2%, i u homo-
genizator (13), gde se homogenizuje pri pritisku od 180—200 ata. Pasterizacija
se izvodi na t = 76°C, u trajanju od 40 sec, sa hladenjem na 5—8°C. Pasteri-
zovano mleko se potom transportuje najc¢eSte direktno u duplikator (15), gde
se dodaje 1° obranog mleka u prahu, i vrSi termi¢ka obrada na t = 95°C
tokom 20—30 min. Sledi hladenje na temperaturu inokulacije (43°C) i ino-
kulacija pripremljenom tehni¢kom kulturom S. thermophilus: L. bulgaricus =
= 1:1 (D) 2.5%. Kod proizvodnje te¢nog jogurta inkubacija se izvodi u pome-
nutom duplikatoru (15) na 43°C do kiselosti od 37—389SH, transportuje se
monopumpom (17) preko hladnjaka (18) gde se ohladi na t = 8°C, do rezervoara
za jogurt (19). Monopumpa (20) potiskuje jogurt u masinu za punjenje u ¢éase
(21), koje se slazu i skladiSte (23) na t = 2—5°C do distribucije. U proizvodnji
¢vrstog jogurta, razlivanje u caSe se vr3i odmah posle inokulacije (15), tako
da se inkubacija obavlja u termokomori (22).
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Fermentacija je u navedenom tehnoloSkom procesu bila povremeno
inhibirana u periodu od februara do juna 1977 g. Imajuc¢i u vidu sve uzroke
koji mogu inhibirati kiselomlednu fermentaciju izvrsili smo eksperimente koji
treba da potvrde ili odbace pojedine uzroke inhibicije u konkretnom sluéaju

Prva grupa eksperimenata imala je za cilj da ustanovi da li se inhibitorna
materija nalazi u mleku pri njegovom prijemu u mlekaru. Rezultati jednog
od ovih ogleda navedeni su u Tabeli 1. (Eksperimenat I). Kod ogleda iz ove
grupe kiselost je u laboratorijskim uslovima rasla prema oéekivanju, (od
18—104"T) dok u pogonu nije do8lo do koagulacije mleka u razumnom vremen-
skom periodu (>5 h). Na ovaj naéin su eliminisani svi uzro¢nici inhibicije
koji mogu poticati iz organizma Zivotinje (prirodni baktericidi, antibiotici,
sulfopreparati, pesticidi, mikotoksini i drugi inhibitori), odnosno pokazano je
da u mleku prilikom ulaska u mlekaru nije bilo inhibitornih materija.

Obzirom da je mleko moglo da se inficira u mlekari za vreme prolaska
kroz cevovode, pasterizator, separator, homogenizator i dr. druga grupa
eksperimenata izvedena je sa ciljem da se proveri eventualno postojanje iz-
vora infekcije u tehnoloskoj liniji pre inokulacije. Rezultati jednog ogleda
iz ove grupe prikazani su takode u Tabeli 1. (Eksperimenat IL.). I ovdje je
u laboratorijskim uslovima kiselost rasla prema oéekivanju, (20—106°T) kako
se vidi iz Tabele 1., dok je fermentacija u pogonu bila inhibirana. Ovi
rezultati su pokazali da se izvor infekcije inhibitorom ne nalazi u zatvorenom
delu tehnoloSke linije za proizvodnju kiselomle¢nih proizvoda.

Imajuci u vidu da i tehni¢ka kultura moZe biti nosilac inhibitorne materije
izvedena je sledeca grupa eksperimenata, gde su uzorci mleka proverenog
biotestom podvrgnuti delovanju tehni¢ke kulture, koja je u pogonu koriStena
kada je dolazilo do inhibicije. Rezultati ovih eksperimenata pokazali su da
je tehni¢ka kultura u svim ispitivanim slu¢ajevima u laboratorijskim uslovima
dala Zeljeni rezultat (Tabela 1. eksperiment III).

Brisevi uzeti sa duplikatora i zidova pogona nisu sadrzavali inhibitorne
materije.

Da bi ispitali postojanje inhibitornih materija u otpadnoj vodi na podu
mlekare u sledetem eksperimentu (IV) uzorku mleka je pored kori§¢ene
tehni¢ke kulture, dodato 1% vode sa poda. Rezultati, prikazani u Tabeli 2.
ukazuju na intenzivnu inhibiciju kiselomle¢ne fermentacije otpadnom vodom
sa poda, koja u koncentraciji od samo 1% spre¢ava koagulaciju u oéekivanom
vremenskom periodu. Iz dobijenih podataka (Tabela 2.) se vidi da je inhibi-
cija naro¢ito izrazena posle 2—3 ¢asa, (kiselost iznosi 46°T) 3to ukazuje na
moguénost prisustva aktivnog bakteriofaga, koji prema literaturi u nave-
denom vremenskom periodu izaziva masovnu lizu bakterijskih ¢elija (Collins,
1962), sa zaustavljanjem porasta kiselosti.

Slede rezultati ispitivanja koji su imali za cilj da dokazu prisustvo
bakteriofaga, kao inhibitora u mleku.

U eksperimentu V (Tabela 3.) mleku koje je prethodno provereno biotestom
dodato je 1% mleka iz duplikatora kod koga je fermentacija inhibirana. Inten-
zivno inhibitorno dejstvo primeéeno je i ovde posle 2—3 &asa (maksimalna
kiselost 61°T). U novom eksperimentu (VI) (Tabela 3.) 1° mleka uzetog iz
prethodnog eksperimenta izazvao je ponovo inhibiciju (maksimalna kiselost
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je u ovom ogledu é&ak niza i iznosi 43°T). Obzirom da je inhibiciju prouzro-
kovalo i razblaZenje od 10.000 puta u odnosu na izvor inhibitora, na osnovu
ovih rezultata moZe se sa sigurno$cu zakljuciti da se ne radi o hemijskom
agensu kao inhibitoru, nego o Zivoj materiji koja se veoma brzo umnozava
tj. o bakteriofagu.

Sledeéi ogledi, (VII) izvr3eni uz dodatak 0.0, 0.5, 1.0 i 1.5%0 inhibiranog
mleka iz duplikatora dali su iste rezultate: jednostruka, dvostruka i trostruka
koncentracija inhibitora dovodila je do priblizno iste inhibicije tokom 4
¢asa: 55—>57°T (Tabela 4).

Posto bakteriofag moZe da bude specifitan ne samo za odredene vrste,
nego i za sojeve mikroorganizama, u sledecoj grupi eksperimenata je kiselo-
mle¢na fermentacija izazivana raznim sojevima tehni¢ke kulture S. thermo-
philus i L. bulgaricus u prisustvu inhibitora. Rezultati ovih eksperimenata
(VIII) prikazani su u Tabeli 5. i pokazuju da se inhibitorno dejstvo ispoljava
samo u sluéaju primene S. thermophilus: L. bulgaricus, 1:1, D, koja se do sada
upotrebljavala u mlekari za proizvodnju kiselomleénih proizvoda. Cinjenica

Slika br. 1

Mikroskopski snimak uzorka inokulisanog kulturom osjetljivom na bakteriofag:
S. thermophilus, L. bulgaricus 1:1, D (2%0) i mlekom kod koga je ustanovljena
inhibicija (1°/0), inkubiranog bez fosfata na 43°C, 3.5 h (uveéanje je 15x100)
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Slika br. 2

Mikroskopski snimak uzorka inokulisanog kulturom osjetljivom na bakteriofag:
S. thermophilus, L. bulgaricus 1:1, D (2%) i mlekom kod koga je ustanovljena
inhibicija (1%/v), inkubiranog sa 0,5 fosfata na 43°C, 3.5 h (uvecanje je 15x100)

da na druge ispitivane sojeve iste kulture inhibitor ne deluje, takode potvr-
duje predpostavku da je u pitanju inhibicija bakteriofagom.

U sledeéoj grupi eksperimenata (IX) dokazali smo na jo§ jedan jednosta-
van natin prisustvo bakteriofaga, koristec¢i literaturni podatak (Hargrove et.
al, 1961) da je fagu za umnoZavanje neophodno prisustvo kalcijuma, u
takvom obliku da ga moZe koristiti. Na¢in kako je kaleijum iz mleka pomotu
fosfata (0.0, 0.5 i 1.0%) preveden u nerastvoran oblik, objainjen je u metodici
rada. Mikroskopski preparati navedene serije uzoraka, koji su napravljeni i
fotografisani posle inkubacije (Slika 1, 2 i 3.) ctigledno predstavljaju strepto-
koke u poznatim fazama razvoja bakteriofaga. U uzorcima u kojima je
kalcijum eliminisan (Sl. 2 i Sl. 3) vezivanjem u nerastvornu so sa fosfatima
streptokoke su se nesmetano razvijale i ostale ofuvane. Koncentracija fosfata
od 0.5% izgleda nije dovoljna da potpuno ukloni kalcijum i onemoguéi
delovanje faga obzirom da se primeé¢uje izvestan broj deformisanih streptokoka
(Sl. 2). Uzorak bez fosfata sadrzi tipiéne oblike koji nastaju delovanjem
lizozima faga: posle bubrenja i transformacije u loptaste oblike ¢celije strep-
tokoka bivaju lizirane i gube vidljive konture (Sl. 1.).
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Slika br. 3

Mikroskopski snimak uzorka inokulisanog kulturom osjetljivom na bakteriofag:
S. thermophilus, L. bulgaricus 1:1, D (2%) i mlekom kod koga je ustanovljena
inhibicija (1°/v), inkubiranog sa 1%/ fosfata, na 43°C, 3.5 h (uvecanje je 15x100)

Zakjucéak

Na osnovu konkretnog sluéaja koji je u ovom radu tretiran, posle elimi-
nacije drugih uzroénika inhibicije kiselomleéne fermentacije doSlo se do tri
jednostavna nacéina za dokazivanje prisustva bakteriofaga u mleku:

— Dodavanje mleka u kome je inhibirana kiselomletna fermentacija (u
koli¢ini od 1%) mleku proverenom biotestom, i pracenje fermentacije posle
inokulacije kulturom. Ponavljanje ovog postupka pri ¢emu je razblaZenje u
odnosu na izvor inhibicije 10.000 puta.

— Primena raznih sojeva mikrobioloskih kultura za kiselomleénu fermen-
taciju u prisustvu izvora inhibicije (1° mleka u kome je inhibirana fer-
mentacija) i pracenje fermentacije.

— Eliminacija rastvorljivog kalcijuma dodatkom fosfata i praéenje kise-
lomle¢ne fermentacije u prisustvu izvora inhibicije (1% mleka u kome je
inhibirana fermentacija).
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Tabela 1.

Promena kiselosti mleka u zavisnosti od vremena inkubacije sa kulturom. S
thermophilus i L. bulgaricus, 1:1, D, 2%,.

I. uzorak mleka uzet na prijemnoj rampi; II. uzorak termidki tretiranog mleka

uzet iz duplikatora pre inokulacije; III uzorak mleka proverenog biotestorn i

tehnidka lultura S. thermophilus: L. bulgaricus, 1:1, D, Mieko iz eksperimenta I.
nije podleglo fermentaciji u pogonu.

Eksperiment Kiselost (°T)
(N*) Vreme inkubacije (h)
0 T 2 3 4
I 18 31 58 88 104
II 20 29 63 87 106
III 19 24 50 75 94

Tabela 2.

Promena kiselosti mleka u zavisnosti od vremena inkubacije sa kulturom S.
thermophilus i L. bulgaricus 1:1, D, 2%, sa 1% otpadne vode sa poda mlekare.
K-kontrola (bez 1% otpadne wvode).

Eksperiment ) Kiselost ("T)
(N%) ___Vreme inkubacije (h)
0 1 2 3 4
v 19 24 34 41 46
K 19 25 50 83 92

Tabela 3.

Promena Kkiselosti mleka u zavisnosti od vremena inkubacije sa kulturom 8.
thermophilus: L. bulgaricus 1:1, D, 2%. V. sa 1% inhibitermog mileka; VI. sa 1%
uzorka iz prethodne probe; K-kontrola.

Eksperiment Kiselost ("T)
(N©) Vreme inkubacije (h)
0 I 2 3 4
v 19 26 35 61 61
K 19 27 44 68 97
VI 18 23 27 30 43
K 18 25 34 7 91

Tabela 4.

Promena kiselosti u zavisnosti od vremena inkubacije sa kulturom S. thermophilus
i L. bulgaricus 1:1, D, 2%, u prisustvu razli¢itih koncentracija izvora inhibicije.
(Eksperiment VII).

Koncentracija ) Kiselos (°T)
izvora inhibicije Vreme inkubacije (h)
(°/0) 0 1 2 3 +
0.0 18 25 34 7 91
0.5 18 25 33 47 57
1.0 18 26 31 36 55
1.5 18 27 30 35 56
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Tabela 5.

Promena kiselosti mleka u zavisnosti od vremena inkubacije raznim sojevima u
prisustvu 1% inhibitora: S. thermophilus: L. bulgaricus 1:1, D, 2.5%; S. thermophilus:

[

10.

11.

12.

L. bulgaricus 1:1, B, 2.5%; S. thermopihus: L. bulgaricus 1:1, F, 2.50;
K — odgovarajué¢i kontrolni uzorci. (Eksperimenat VIII).

Kultura ~_ Kiselost (°T) -
__ Vreme inkubacije (h)
0 1 2 3 4
S thermophilus,
L. bulgaricus (D) 18 28 34 37 39
K 18 31 58 88 104
S. thermophilus,
L. bulgaricus (B) 18 30 55 89 107
K 18 29 55 89 106
S. thermophilus,
L. bulgaricus (F) 19 25 43 72 90
K 19 25 44 76 92
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SUMMARY

In the investigated case the lactic acid fermentation was inhibited in

fermented milks production. After the experiments which have eliminated
other possible reasons, it was proved in three simple ways that the bacter-
iophages caused the inhibition:
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1) By adding milk where the lactic acid fermentation was inhibited
(1%0) to the milk first checked using bio-test, and controlling its fermentation
after inoculation with the culture. This procedure was repeated, so that
dilution of the inhibitory source was 10.000 times.

2) By using the three different strains of mixed microbiological culture
S thermophilus and L. bulgaricus) for the lactic acid fermenta-
tion in the presence of the inhibitory source (1°/0 milk where the fermentation
was inhibited) and controlling the fermentation.

3) By elimination of Ca®* from the solution bounding it with added
phosphate and controlling the lactic acid fermentation in the presence of
the inhibitory source (1% milk where the fermentation was inhibited).

VARIJACIJE ENERGETSKE VRIJEDNOSTI
PASTERIZIRANOG MLIJEKA

Prof. Silvija MILETIC, Poljoprivredni fakultet, Zagreb

Bioloska, hranjiva i energetska vrijednost mlijeka osiguravaju tom speci-
fitnom proizvodu mlje¢ne Zlijezde izuzetan poloZaj u prehrani ljudi, narotito

djece.

NaSa struéna literatura ne obiluje podacima o energetskoj vrijednosti
mlijeka, posebno o energetskoj vrijednosti sastojaka mlijeka — bjelanéevina
i Secera.

Nastojeé¢i da doprinesemo poznavanju energetske vrijednosti pasterizira-
nog mlijeka kojim se snabdijeva zagrebalko trZidte izra¢unavali smo te vri-
jednosti na temelju nasih podataka o sastavu pasteriziranog mlijeka iz godine
1974., 1975. i 1976. Osim toga izra¢unali smo i energetske vrijednosti uzoraka
sirovog mlijeka koje se proizvodilo u PIK Dakovo godine 1974/75.

Istrazivanja pasteriziranog mlijeka financiraju Savjet za nauéni rad, od-
nosno SIZ-IV za znanstvena istrazivanja SR Hrvatske i Sveuéiliste u Zagrebu.

Metode rada

Koli¢ine bjelanéevina u mlijeku odredivali smo metodom Kjeldahl (Milch-
wissenschaft, 1963), koli¢ine masti metodom Gerber, i koli¢ine laktoze metodom
Marier Boulet (Inihov i Brio, 1971), a energetske vrijednosti pojedinih
sastojaka pomocu faktora koje su predlozili Atwater i Bryant (Lam-
pert, 1975), te faktora koje su za kravlje mlijeko predlozili Southgate i
Barrett (1966).

Rezultati analiza
Rezultate analiza i izraéunavanja energetske vrijednosti mlijeka prika-
zuju tabele 1. i 2.
Diskusija i zakljutak

Podaci koje navode autori za energetske vrijednosti mlijeka kreéu se unu-
tar granica 61,2 do 68,3 cal/100 ml mlijeka. Kao vrijednosti (energetske) bje-
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