
— dulj im čuvanjem i zrenjem sireva pa togena mikrof lora ugiba, a broj p r e 
ostalih mikroorgan izama osjetljivo opada. 

— radi nut r ic iono-sani ta rne sigurnosti bilo bi nužno u tv rd i t i d inamiku k r e 
tanja svih, a napose patogenih mikroorgan izama u paškom siru, te na osnovu 
toga propisat i ili normira t i t ra janje zrenja paškog sira, proizvedenog iz si
rovog mlijeka, a u interesu zaštite pot rošača i unap ređen j a proizvodnje ovog 
poznatog autohtonog sira. 
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KONZERVISANJE KULTURA MLEČNOKiSELINSKIH BAKTERIJA 
SMRZAVANJEM 

Prof, d r MILJKOVIC Višeslava i M. BALTIC, Ve te r ina r sk i fakultet , Beograd 

Kval i te t ku l tu re je j edan od osnovnih činilaca za p rav i l an tehnološki proces 
pri p re rad i mleka . Ku l tu re koje se kor is te u ove sv rhe mora ju p r e svega da 
budu čiste t j . da ne sadrže mikroorganizme. Tokom pr ip reman ja ku l t u r e de 
šava se da nas t ane kontaminaci ja mik roorgan izmima iz spoljne sredine. Posebni 
problem u tome čine bakteriofagi, j e r se nj ihovo pr i sus tvo teže dokazuje nego 
drugih mikroorgan izama t j . bakter i ja i gljivica. 

Teškoće u p re rad i mleka se umanju ju u p o t r e b o m konzervisanja ku l tu ra , jer 
se mogu neposredno pred p re radu da dodaju u mleko, g ruš ili pav laku . Kon-
zervisanje k u l t u r a se ug lavnom obavlja liofilizacijom i smrzavanjem (4,5 i 6). 
Upotreba t akv ih ku l tu ra zavisi od bro ja m ik roo rgan i zama koji prežive odgo
varajući pos tupak konzervisanja. P rocena t prež ivel ih mikroorgan izama i nj i 
hova akt ivnost koja takođe preds tavl ja značajan činilac za upo t rebu konzer-
visanih ku l tu ra , zavisi od tehnologije konzerv isan ja i nač ina upot rebe konzer-
visanih k u l t u r a (1, 2, 3). 

Ispi t ivanja u ovom radu se odnose n a konzervisanje mlečnokisel inskih 
bakter i ja t e m p e r a t u r a m a mržnjenja. Kao tes t mik roorgan izam odabra l i smo 
L. acidophilus, je r se on primjenjuje u medic in i za sprečavanje i lečenje r az 
ličitih obolenja. Zbog toga postoji vel iko in te resovanje i za proizvodnju aci
dofilnog mleka . Poznato je da proizvodnja acidofilnog mleka zahteva isključi
vanje p r i sus tva ostalih mikroorganizama u mleku kome se dodaje ku l tu r a L. 
acidophilusa. Zbog toga i p r ip rema k u l t u r a za proizvodnju acidofilnog mleka 
preds tavl ja problem koji otežava indus t r i j sku proizvodnju acidofilnog mleka 
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Materijal i način rada 

K u l t u r e L. aoidophilus-a smo smrzaval i u ras tvor ima različitih mater i ja 
uzet ih kao zašti ta od ut icaja niskih t empera tu ra . Tako smo upotrebi l i : 
1. _ Sed imen t k u l t u r e L. acidophilus-a iz MRS bujona (2 ml) i 20 ml lOVo 

ra s tvo ra laktoze (suspenzija 1) 
2. — Suspenzi ju pod 1. i ob rano mleko u odnosu 1:4 (suspenzija 2) 
3. — 2,5 ml suspenzije pod 1. i 7,5 ml ras tvora 10"/o laktoze (suspenzija 3) 
4. — 10 ml suspenzije pod 1.; 8 ml obranog mleka i 2 ml glicerola (suspenzija 4) 

Suspenzije su zamrznu t e na —15 «C, —27 '̂ C i —196 "C. Odmrzavanje je 
izvršeno na + 4 '^C, na sobnoj t empe ra tu r i pr i oko +20^^0, i u t e rmos ta tu na 37*^0. 
Zbog različi t ih načina odmrzavan ja za svaku grupu je p r ip reml jeno po 9 epru
veta od kojih je po t r i s tavl jeno na navedene t r i t e m p e r a t u r e smrzavanja (—15 "̂ , 
—27 » i —196 f̂ C). 

Vitalnost k u l t u r a posle dejs tva niskih t empera tu ra je ispi t ivana na osnovu 
ras ta na h ran l j iv im podlogama. Uspoređivanjem broja kolonija pre smrzavanja 
i posle smrzavan ja i z računa t je procent , preživl javanja ćelija L. aoidophilus-a. 
Uzet je u obzir i izgled kolonija posle 24, 48 i 72 časa inkubaci je zasejanih 
podloga. 

Rezultati ispitivanja i diskusija 

Rezul ta t i ispi t ivanja održivosti L. acidophilus-a p r i smrzavanju su pr ika
zani u tab l icama od 1 do 4 i graf ikonima 1 do 4. 

Tablica 1 
Ođrživost L. acidophilus-a pri smrzavanju na različitim temperaturama u 10*/o 

rastvoru laktoze 

T e m p e r a t u r a s m r z a v a n j a 
Broj bak
terija pre 
smrzavanja 

Tempe
ratura 
odmr

zavanja 

15»C — 27»C —196»C 
"/o pre
življa
vanja 

"/o pre
življa
vanja 

"/o pre
življa
vanja 

1,465 X lO"̂  
1,465 X W 
1,465 X 10« 

+ 370c 
+ 20^0 
+ 40c 

1,10 X 10* 
1,17 X 10» 
3,90 X 10* 

0,0075 
0,0079 
0,026 

0,503 X 10« 
0,48216 X 10̂ ^ 
0,4725 X 10̂ ^ 

34,33 
32,91 
32,25 

1,44 X 108 
1,48 X 108 
1,42 X 108 

98,29 
100,00 
96,92 

Legenda: a, b, c = broj bakterija posle odmrzavanja (odnosi se na tablice od 1—4) 

Tablica 2 
Ođrživost L. aciđophilus-a pri smrzavanju na različitim temperaturama u obranom 

mleku sa dodatkom 2,5<*/o laktoze 
T e m p e r a t u r a s m r z a v a n j a 

Broj bak
terija pre 
smrzavanja 

Tempe
ratura 
odmr

zavanja 

15"C — 27«C —196"C 
"/0 pre
življa
vanja 

"/0 p r e  c "/0 pre
ž iv l j a  ž ivl ja
v a n j a v a n j a 

0,3435 X 10« 
0,3435 X 108 
0,3435 X 108 

+ 37nC 
+ 20"C 
+ 40c 

0,264 X 10« 
0,258 X 10« 
0,273 X 108 

76,85 
75,10 
79,47 

0,34 X 108 
0,331 X 10« 
0,329 X 108 

98,98 
96,36 
95,77 

0,35 X 108 
0,341 X 108 
0,338 X 108 

100,00 
99,27 
98,39 
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Tabl i ca 3 
Održ i i 'os t 

Broj b a k 
ter i ja p r e 
s m r z a v a n j a 

r azb lažene k u l t u r e L. a c i đ o p h i l u s - a p r i s m r z a v a n j u n a raz l ič i t im 
t e m p e r a t u r a m a u 10"/o r a s t v o r u l ak toze 

T e m p e r a t u r a s m r z a v a n j a 
T e m p e 
r a t u r a 
o d m r 

zavan ja 

— 15»C 270c —196»C 

"/0 p r e 
ž iv l j a 
v a n j a 

"/0 p r e 
ž iv l j a 
v a n j a 

"/0 p r e 
ž iv l j a 
v a n j a 

0,383 X 10» + 370c 0,21 X 105 0,056 0,184 X 10« 0,48 0,338 X 10» 88,25 
0,383 X 108 + 200C 0,20 X 10^ 0,052 0,458 X 10« 1,19 0,323 X 10« 84,33 
0,383 X 10« + 4"C 0,22 X 10^ 0,057 0,435 X 10« 1,13 0,268 X 10« 69,97 

Tab l i ca 4 
Ođrž ivos t L. ac idoph i lus -a p r i s m r z a v a n j u n a raz l i č i t im t e m p e r a t u r a m a u o b r a n o m 

m l e k u sa d o d a t k o m gl icerola 

Bro j b a k 
ter i ja p r e 
s m r z a v a n j a 

T e m p e r a t u r a s m r z a v a n j a 
T e m p e 
r a t u r a 
o d m r 

zavan ja 

— 15»C 27»C —1960C 

°/() p r e 
ž iv l j a 
v a n j a 

% p r e 
ž iv l j a 
v a n j a 

"/0 p r e -
v a n j a 
van j a 

0,8335 X 10» + 370c 0,6445 X 10» 77,32 0,811 X 10« 97,30 0,84 X 10» 100,00 
0,8335 X 108 + 20»C 0,601 X 10« 72,10 0,783 X 10« 94,66 0,82 X 10« 98,38 
0,8335 X 10» + 4»C 0,613 X 10« 73,54 0,80 X 10» 95,98 0,83 X 10« 99,58 

G r a f i k o n 1 uz t a b l i c u 1 

/ 

, • i. 

.9 » 

Z7V, 

-/96V 

^ 

•<5r 

^J7'C * 20'C 
t^ -m /o e r a. •i u. -r <x »c/ rrit~i a. V a YIJ a. 
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Grafikon 2 uz tablicu 2 
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Grafikon 4 uz tablicu 4 
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Iz dobijenih rezultata se vidi da je pri smrzavanju L. acidophilus-a na 
—196 °C postignuta najbolja održivost. Temperatura odmrzavanja u ovom slu
čaju uglavnom nije imala bitni uticaj na broj preživelih ćelija. Izuzetak čini 
smrzavanje razblažene kulture L. acidophilus-a u lO /̂o rastvoru laktoze, gdje je 
najniži procenat preživelih ćelija dobijen posle odmrzavanja na +4'^C. Zavis
nost sredine smrzavanja i održivosti L. acidophiluis-a pri smrzavanju na — 196 ̂ C 
nije zapažena. Međutim pri smrzavanju na —15 i —27 "̂C utvrđene su velike 
razlike u procentu preživelih ćelija zavisno od sredine. Najviši procenat pre
živelih ćelija je zapažen pri korišćenju obranog mleka i rastvora laktoze (sus
penzija 2) i obranog mleka i glicerola (supenzija 4). Upoređivanjem uticaja tem
perature —15 i —27 "C vidi se da je veći broj preživelih ćelija zapažen pri 
smrzavanju na —27 "C, nego na —15 •'C. Izrazito nepovoljan uticaj smrzavanja 
kultura L. acidophilus-a utvrđen je na —15 "C u lO '̂/o rastvoru laktoze. 

Ispitivanja održivosti posle odmrzavanja su pokazala veliki uticaj sredine 
u kojoj je smrzavanje izvršeno na broj preživelih ćelija. Iz podataka ovih ogleda 
koji su prikazani u tablici 5 se vidi da se broj preživelih ćelija posle odmrza
vanja i držanja 15 dana pri temperaturi +4°C nije bitno promenio u kulturi 
suspendovanoj u obranom mleku i obranom mleku sa dodatkom glicerola, dok 
je u rastvoru laktoze znatno opao. Potpuno propadanje L. acidopMlus-a je utvr
đeno u odmrznutim kulturama koje su prethodno bile razblažene rastvorom 
laktoze (suspenzija 3). 
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Tablica 5 
Ođrživost smrznutih kultura na — Ise'C posle odmrzavanja i čuvanja na + 4"C 

B r o j b a k t e r i j a 

Suspenz i ja p r e z a m r z a v a n j a pos le o d m r z a v a n j a pos le 15 d a n a 
o d m r z a v a n j a 

suspenzi ja 1 
suspenzi ja 2 
suspenzi ja 3 
suspenzi ja 4 

120.000.000 
47.200.000 
21.900.000 
25.900.000 

120.000.000 
46.100.000 
20.200.000 
24.800.000 

2.610.000 
45.000.000 

23.000.000 

Iz dobij enih rezultata proizlazi da obrano mleko pruža dobru zaštitu L. acido-
philus-u pri smrzavanju. 

Karakterističan podatak dobijen u ovom radu je da procenat L. acido
philus-a koji prežive smrzavanje zavisi od koncentracije bakterija u suspenziji. 
O značaju koncentracije bakterija pri smrzavanju kultura govore i drugi istra
živači. Tako Accolas i Auclair (1967) opisuju metode dobijanja kultura sa viso
kim koncentracijama bakterija kojima je postignuto smanjivanje oštećenja 
mlečnokiselinskih bakterija pri smrzavanju. Pored činilaca za koje je u ovom 
radu utvrđeno da utiču na ođrživost kultura pri smrzavanju, ima i drugih koji 
ovde nisu obuhvaćeni. Prema Bergereu (1968) bakterije su u eksponencijalnoj 
fazi razvoja osetljivije na smrzavanje nego u stacionarnoj. Naši rezultati su 
pokazali da se uticaj svih ispitivanih činilaca najmanje ispoljio pri smrzavanju 
kultura na —196 •'C. Ovo potvrđuje opravdanost sve češćih preporuka takvog 
načina konzervisanja kultura za mlekarsku industriju. Reddy i saradnici (1974) 
ističu prednost ovog postupka uopšte, a posebno pri smrzavanju mešanih 
kultura, navodeći da za izbor metode konzervisanja kultura za mlekarsku te
hnologiju nije važna samo vitalnost kultura i mlečnokiselinska aktivnost već i 
održavanje međusobnog odnosa pojedinih vrsta mikroorganizama u mešanoj 
kulturi. Ovo se, navode isti autori, daleko bolje postiže smrzavanjem na —196 "C 
nego liofilizacijom ili smrzavanjem na —20 "C. 

Zaključak 
1. Upoređivanjem uticaj a smrzavanja na kulturu L. acidophilus-a utvrđeno 

je da najveći procenat bakterija preživi smrzavanje na —196 "C. Procenat pre-
živelih L. acidophilus-a se kretao od 69,97 /̂0 do lOO /̂o u zavisnosti od sredine, 
(krioprotektivnog sredstva) koncentracije bakterija i načina odmrzavanja. Pri 
smrzavanju na —27 "C procenat preživelih se kretao od 0,48Vo do 98,98^/0 a pri 
smrzavanju na —15 «C od 0,0075 do 79,74o/o. 

2. Od svih ispitivanih činilaca (sredina, koncentracija bakterija i način od
mrzavanja) najnepovoljniji uticaj na L. acidophilus pri smrzavanju je imalo 
sniženje koncentracije bakterija u suspenziji. 

3. Posle odmrzavanja kultura L. acidophilus-a smrznutih na —196 "C naj
duža ođrživost je dokazana u obranom mleku sa dodatkom laktoze ili glicerola, 
a najslabija kod kultura u niskim koncentracijama suspendovanih u lOVo ras
tvoru laktoze. 
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