
P r e m a rezul ta t ima drugih autora i p r e m a naš im ispi t ivanj ima energetska 
vri jednost t ržnog mlijeka je niša od svježeg mli jeka. Ovo ukazuje na činjenicu 
da s tandardizaci jom mli jeka oduzimamo dio energe t ske mater i je , a pos tupkom 
sa mli jekom snizujemo i procenat bje lančevina što naroči to utiče kod ocjenjiva­
nja hrani j ive vri jednosti konzumnog mli jeka. 
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PROMENE BAKTERIJA MLEČNE KISELINE POD UTICAJEM 
AFLATOKSINA Bi I ZNAČAJ ZA PROIZVODNJU* 

Prof, dr Mari ja SUTiC, mr . Ana BANINA, Po l jopr iv redn i fakultet , Beograd 

Uvod 

U proizvodnji kiselo-mlečnih proizvoda postoji p rob lem sporijeg zgrušava-
nja mleka ili ono potpuno izostaje. Najčešći uzroci ove pojave su slab kval i te t 
bakter i ja mlečne kiseline, kontaminaci ja d r u g i m bak te r i j ama , kontaminaci ja 
virusima, pr isus tvo penicil ina u mleku i d rug ih agenasa koji deluju na bakter i je 
mlečne kiseline (Galesloot, 1956., Baugham and Nelson, 1958., Liska, 1969., Rašić 
i K u r m a n n , 1978.). 

Međut im, dešava se da mleko ne sadrži n i k a k v e poznate s t rane agense i da 
su bakter i je mlečne kiseline dobrog kval i te ta , p a ipak ne dolazi do normalnog 
zgrušavanja . Nesumnjivo je dokazano d a se u mleku može naći aflatoksin Mi, 
koji preds tavl ja hidroksi lni der ivat af latoksina Bi, sa ist im toksičnim svojstvi­
ma (Allcroft and Carnagham, 1963., Allcroft et al., 1966., Allcroft and Roberts , 
1968., long et al., 1964., Masr i et al., 1967., Kiermeier , 1973. i dr.). S obzirom da 
je aflatoksin te rmostabi lan ne razgrađuje se p r i l ikom te rmičke obrade, pa se 
može naći i u mleku za kiselo-mlečne proizvode. Aflatoksin Bi ne samo da 
štetno deluje na organizam čoveka i životiinje, već i na mikroorganizme (Ciegler 
and Lil lehoj, 1968., Burmeis te r and Hesselt ine, 1966. i dr.), pa smo smat ra l i da 
će biti korisno da prover imo dejstvo af la toksina n a bakter i je mlečne kiseline. 

* Referat održan na XVII Seminaru za mljekarsku industriju, Zagreb 1979. 
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u našem p rvom r a d u iz ove problemat ike (Šutić, 1972.) u tvrdi l i smo, aukso-
nografskom metodom na čvrstoj podlozi, da aflatoksin Bi zaustavl ja razvoj nekih 
bakter i ja mlečne kisel ine i da zona inhibicije zavisi od koncentraci je aflatoksina 
i v rs te bakter i ja . Ovi rezul ta t i su pokazali da se ovim eksper iment ima t r eba 
nastavi t i , pa smo ispit ivali utjecaj aflatoksina Bi na morfološka i acidogena 
svojstva nekih bak te r i j a mlečne kiseline. Bilo bi možda bolje da smo koristili 
aflatoksin Mi, ali njega je teško do'biti, a kako je to de r iva t aflatoksina Bi 
sa is t im toksičnim svojstvima, to smo konistili aflatoksin Bi. 

Aflatoksin Bi smo proizvodil i u Laboratori j i za mikrobiologiju sa ku l tu rom 
A s p e r g i l l u s f l a v u s soj MPi (izolovan u SAD sa šunke, Sutić et al., 
1972.) koji je p rove ren spektrofotometr i jski i biološkim testom. 

Ova ispi t ivanja su već saopštena na drugim kongres ima (Šutić i dr. 1976a, 
1976b, 1978), pa ćemo ovde pr ikaza t i izvode iz tih radova. 

Uticaj af la toksina Bi na morfološka svojstva bakter i ja mlečne kiseline 
U jednom ogledu Ispi t ivan je uticaj aflatoksina Bi u koncentraci j i 0,11, 0,22 

i 0,44 [ig/10 ml obranog mleka, na dva soja L a c t o b a c i l l u s h e l v e t i c u s , 
j edan soj L. c a s e i i j edan soj S t r e p t o c o c c u s l a c t i s . Mikroskopski 
p repa ra t i iz kont ro lnog mleka i sa dodat im količinama aflatoksina, posle 24, 48 
i 72 časa od zasejavanja, pokazuju da aflatoksin deluje na izgled ćelija ispit iva­
nih bakter i ja mlečne kiseline. Kod štapićastih bakter i ja dolazi do p romene u 
širini ćelija, a kod S. l a c t i s do p romena u broju ćelija u lancu. Ovi rezul tat i 
pr ikazani su u tabel i 1. 

Tabela 1 
Prosečne vređnosti širine ćelija laktobakterija i broja ćelija u nizu S. l a c t i s pod 

dejstvom aflatoksina Bi 

K u l t u r e V r e m e u 
čas . 

Kon t ro l a bez 
af la toks ina 

Af la toks in Bi V r e m e u 
čas . 

Kon t ro l a bez 
af la toks ina 0,11 ug 0,22 ug 0,44 ng/loml 

L. h e 1 v e t 
No 1. 

i c u s 24 
48 
72 

0,52 
0,46 
0,52 

0,65 
0,80 
0,57 

0,63 
0,91 
0,65 

0,75 
0,85 
0,58 

L. h e 1 v e t 
No 2. 

i c u s 24 
48 
72 

1,0 
1,4 
1,38 

1,43 
1,53 
1,40 

1,48 
1,47 
1,47 

1,18 
1,46 
1,21 

L. c a s e i 24 
48 
72 

1,48 
1,35 
0,90 

1,51 
1,43 
1,02 

1,52 
1,68 
1,13 

1,41 
1,28 
0,91 

S. i a c t is 
bi oj ćelija 
u l ancu 

24 
48 
72 

5,06 
4,53 
4,53 

7,06 
5,10 
6,33 

7,35 
6,10 
6,55 

7,7 
6,57 
7,9 

Širina ćelija u jx. 

Rezul tat i u tabel i 1. pokazuju da aflatoksin Bi ima uticaj a na ispi t ivane 
bakter i je i kod š tapićas t ih bakter i ja povećava se š ir ina ćelija, a kod S. 
l a c t i s povećava se broj ćelija u nizu. Isto tako može se zapaziti da dejstvo 
zavisi od koncent rac i je af latoksina i vrs ta mikroorganizama. U ovom slučaju L. 
h e l v e t i c u s je osetljiviji li u većoj meri dolazi do povećanja šir ine ćelije nego 
kod L. c a s e i . Oba soja L. h e l v e t i c u s nisu podjednako osetljiva na 
pr isustvo aflatoksina, pa p r e m a tome ni svi sojevi j edne vrs te ne reaguju 
istovetno na dejstvo aflatoksina. 
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u drugom ogledu koristili smo nešto veće koncentracije aflatoksina i druge 
vrste bakterija mlečne kiseline, odnosno 2 soja L. b u l g a r i c u s i 2 soja 
S. t h e r m o p h i l u s . Uticaj dejstva aflatoksina Bi praćen je u obranom mle-
ku i MRS buljonu, a rezultati prikazani u tabeli 2. 

Tabela 2 
Uticaj aflatoksina Bi na dužinu ćelija kod L. b u l g a r i c u s uf^ii broj ćelija u 

nizu kod S. t h e r m o p h i l u s 

K u l t u r e V r e m e u 
čas. 

K o n t r o l a bez 
a f l a toks ina 

Af la toks in Bi V r e m e u 
čas. 

K o n t r o l a bez 
a f l a toks ina 15 i.ig 30 ng 50 !.ig/ml 

L. b u l g a r i c u s 
No 1. 24 

48 
72 

36,1 
31,5 
30,2 

43,0 
99,5 
73,1 

88,5 
67,3 
85,2 

60,6 
65,9 
63,1 

L. b u l g a r i c u s 
No 2. 

24 
48 
72 

11,5 
10,1 
11,1 

13,0 
10,2 
8.4 

27,5 
14,6 
41,2 

46,3 
25,5 
77,3 

S. t h e r m o p h i l 
No 1 

u s 24 
48 
72 

2,2 
1,8 
1,7 

20 
18,5 
31,5 

23,3 
20,5 
36,5 

29,1 
28,9 
41,3 

S. L h e r m o p h i l 
No 2 

u s 24 
48 
72 

2,0 
1,7 
1,9 

23,5 
29,2 
32,3 

27,5 
31,0 
30,3 

28,9 
32,4 
40,6 

Prikazani rezultati u tabeli 2 takođe pokazuju dejstvo aflatoksina na pove­
ćanje dužine ćelija laktobakterija, a kod streptokoka povećanje broja ćelija u 
nizu. Međutim, i ovde se zapaža da svi sojevi nisu jednako osetljivi na dejstvo 
aflatoksina, kao ni na iste koncentracije ovog toksina. U tabeli su prikazane 
prosečne vrednosti, a u nekim slučajevima kod L. b u l g a r i c u s No 1. duži­
na ćelija je bila i 170 î pri koncentraciji aflatoksina od 15 //g, posle 48 
časova. 

Pored promene dužine ćelija menja se i izgled ćelija, što se bolje zapaža u 
preparatima iz mleka bojenim metilenskim plavilom. Ćelije na pojedinim 
mestima zadebljavaju i u štapiću su granulozna zrnca jače izražena. Pri većim 
koncentracijama aflatoksina li ćelije S. t h e r m o p h i l u s zadebljavaju i kod 
takvih ćelija prečnik može biti i dva puta veći od kontrolnih. 

Uticaj aflatoksina Bi na acidogena svojstva bakterija mlečne kiseline 
Promene u morfologiji ćelija mogu se odraziti i na stvaranje kiseline, pa je 

određivan stepen kiselosti obranog mleka u prisustvu različitih koncentracija 
aflatoksina. Rezultati prvog ogleda pokazuju da se količina mlečne kiseline kod 
|L. h e l v e t i c u s povećava, a kod L. c a s e i smanjuje u prisustvu aflatok­
sina Bi, a kod S. 1 a c t i s takođe, smanjuje. Promene nisu jako velike, jer 
su korišćene male koncentracije aflatoksina. Međutim, ove promene zavise isto 
tako od koncentracije aflatoksina i vrsta bakterija, kao i dužine dejstva afla­
toksina. 

U drugom ogledu kada su korišćene veće koncentracije aflatoksina ne zapa­
ža se i veći uticaj na stvaranje kiseline pri gajenju pojedinačnih kultura, dok 
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je taj uticaj jači u združenom gajenju ispitivanih kultura. Tako L. b u 1 g a-
r i c u s u prisustvu aflatoksina stvara nešto više kiseline i to kod svih koncen­
tracija, dok S. t h e r m o p h i l u s stvara nešto manje kiseline. Zgrušavanje 
mleka kod svih ispitivanih kultura sa 15 fig/ml aflatoksina bilo je za 10 minuta 
kasnije od kontrolnog mleka, a kod 30 i 50 /ig/ml aflatoksina za 15 minuta. 
Čvrstina gruša kod L. b u 1 g a r i c u s No 2. i S. t h e r m o p h i l u s N o l . 
u toku 24 časa je bila nešto manja u prisustvu aflatoksina, nego u kontrolnom 
mleku. 

Na površini gruša u prisustvu ispitivanih koncentracija aflatoksina javlja 
se serum od 1—5 mm, dok kod kontrolnog mleka nema seruma. 

U združenom gajenju L. b u l g a r i c u s i S. t h e r m o p h i l u s afla-
toksin jače deluje na vreme zgrusavanja, nego u pojedinačnim kulturama, što se 
može videti u tabeli 3. 

Iz rezultata u tabeli 3 vidi se da su ispitivane bakterije osetljivije na afla-
toksin Bi u združenom gajenju nego kod pojedinačnih kultura, jer se u svim 
kombinacijama, izuzev prve, vreme zgrusavanja mleka produžava za 90—105 
minuta u odnosu na kontrolu. 

U toku ovih ispitivanja zapaženo je produženo zgrušavanje mleka bez 
aflatoksina, ako se zaseje sa kultro^m iz mleka sa aflatoksinom. Tako je kod 
svih ispitivanih pojedinačnih kultura kontrolno mleko zgrušano za 4 časa i 45 
min., a mleko zasejano sa kulturom iz mleka sa aflatoksinom za 8 čas. i 30 
min. Pri ponovljenom presejavanju iz ovog mleka došlo je do zgrusavanja za 
5 čas. i 30 min. Ova zapažanja su veoma značajna za praksu i treba ih komplek-
snije izučiti. 

Tabela 3 
Uticaj aflatoksina Bi na zgrušavanje mleka u združenom gajenju bakterija mlečne 

kiseline (u časovima) 

K u l t u r e 
Kontrola bez 

na 
Aflatoksin Bi 

aflatoksi 
bez 

na 15 fig 30 ^,g 50 i-ig/ml 

335 4 405 330 

415 550 550 550 

4 54r, 5^5 545 

4 515 540 5«5 

3 4.-S0 4:50 430 

L. bulgaricus No 1. + 
S. thermophilus No 1. 
L. bulgaricus No 2. + 
S. thermophilus No 2. 
L. bulgaricus No 1. -I-
S. Ihermophilus No 2. 
L. bulgaricus No 2. + 
S. thermophilus No 1. 
Maja za jogurt* 

L. b u l g a r i c u s i S. t h e r m o p h i l u s održavaju se u združenom gajenju u 

Na kraju treba da napomenemo, da ne dolazi do gubljenja aflatoksina u 
mleku sa bakterijama mlečne kiseline, jer je iz svih uzoraka posle 48 i 72 časa 
gajenja izdvojen aflatoksin. Koncentracije su nešto niže nego prilikom doda­
vanja u mleko, ali se to može pripisati metodici izolacije. 
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Diskusija 

Morfološka promenljivost bakterija mlečne kiseline, u zavisnosti od ekolo­
ških faktora ili različitih agenasa koji mogu biti prisutni u mleku, je dobro 
poznata. Tako je Stević (1948) utvrdio da se ćelije L. b u l g a r i c u s na 
niskim temperaturama (20^0) izdužuju i stvaraju dugačke niti, a mogu stvarati 
i kapsule, dok u kiseloj sredini postaju jako granulirane. 

Galesloot (1956) je utvrdio slične promene kod bakterija mlečne kiseline 
pod dejstvom penicilina i L. b u l g a r d c u s stvara dugačke niti jako granuli­
rane, a ćelije S. t h e r m o p h i l u s zadebljavaju i stvaraju dugačke lance. 
Ovakve promene zapažene su u kod S. l a c t i s pod dejstvom penicilina 
(Baughman and Nelson, 1958., Liska, 1969). Morfološke promene bakterija mle­
čne kiseline mogu izazvati i male koncentracije drugih jedinjenja, kao što su 
preparati za pranje vimena, sredstva za dezinfekciju, hlorni preparati, neki 
deterdženti i dr. (Rašić and Kurmann, 1978). 

Naša ispitivanja pokazuju da i aflatoksin Bi izaziva morfološke promene 
bakterija mlečne kiseline skoro identične sa promenama, koje izazivaju napred 
izneti faktori. Kako smo u rezultatima naveli, L. b u l g a r i c u s pod dejstvom 
aflatoksina Bi se izdužuje, na pojedinim delovima lanca zadebljava i stvara 
izrazite granule. Slične promene smo utvrdili i kod L. h e l v e t i c u s i L. 
c a s e i, koji zadebljavaju, ali su u ispitivanjima upotrebljene manje koncentra­
cije aflatoksina, pa su i promene slabije. 

S. l a c t i s i S. t h e r m o p h i l u s stvaraju duže nizove u prisustvu 
aflatoksina Bi i takođe, pojedine ćelije u lancu zadebljavaju. Iste morfološke 
promene kod S. b o v i s zabeležili su Mathur i dr. (1976) sa aflatoksinom u 
koncentraciji od 50 //g/ml. Aflatoksin Bi deluje i na morfološke promene dru­
gih bakterija, pa se tako ćelije B a c i l l u s m e g a t e r i u m (Beuchat and 
Lechowich, 1971) i E. c o l i (Curry and Greenberg, 1962), izdužuju i stvaraju 
dugačke filamente. 

Suprotno podacima o morfološkim promenama bakterija, prema nama do­
stupnoj literaturi, nema zapažanja o dejstvu aflatoksina Bi na fiziološke pro­
mene bakterija mlečne kiseline, a posebno na stvaranje kiseline u mleku. 
Naši rezultati su pokazali da je ova fiziološka odlika, takođe značajno izmenjena. 
Ona je naročito evidentna, kako je to napred rečeno, u primeni združenih kul­
tura, koje se obično koriste u praksi prerade mleka. Zbog toga uticaj aflatoksi­
na na fiziološke osobine bakterija mlečne kiseline zaslužuje posebnu pažnju u 
daljim istraživanjima. 

Zaključak 
Ispitivanja dejstva aflatoksina Bi na neke bakterije mlečne kiseline poka­

zuju da aflatoksin deluje na morfološku i fiziološku promenljivost bakterija i 
te promene zavise od vrste i sojeva bakterija i koncentracije aflatoksina i duži­
ne njegovog dejstva. 

Kod L. h e l v e t i c u s u prisustvu aflatoksina Bi širina ćelija se poveća­
va, a kod L. c a s e i, u nekim slučajevima, neznatno smanjuje. Ćelije L. 
b u l g a r i c u s se pod dejstvom aflatoksina Bi izdužuju i na pojedinim delo­
vima lanca zadebljavaju i stvaraju izrazite granule. S. l a c t i s i S. t h e r ­
m o p h i l u s povećavaju broj ćelija u lancu, a pojedine ćelije u lancu za­
debljavaju. 
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Uticaj af latoksina na acidogena svojstva zavisi, također , od vrs te bak te r i j a 
i koncentrac i je af latoksina. Kod L. h e l v e t i c u s količina mlečne kiseline 
se povećava, a kod L. c a s e i smanjuje. Količina mlečne kiseline se smanju je 
i kod s t rep tokoka u pr i sus tvu aflatoksina Bi. 

U združenom razviću bater i ja mlečne kiseline za proizvodnju jogur t a do­
lazi do izrazitog usporavan ja zgrušavanja mleka za 90—105 minu ta u odnosu 
na kontrolu. 

Dobijeni rezul ta t i pokazuju da aflatoksin značajno deluje na bak te r i j e m l e ­
čne kiseline što dovodi i do ekonomskih š teta u proizvodnji , pa se ovim prob le ­
mima u dal j im is t raž ivanj ima mora posvetit i veća pažnja. 
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UTICAJ NEKIH ČINILACA NA AKTIVNOST SIRILA, 
RENILAZE I PEPSINA'' 

Mr. Abdu lah Al RUBAI, prof, d r J o v a n DORDEVIĆ, dr Dragos lava MIŠIĆ, 
d r Dušica PETROVIĆ, Pol jopr ivredni fakul tet , Zemun 

Za zgrušavan je mleka u proizvodnji s i reva se t radic ionalno koris t i sirilo 
u kome od proteol i t ičkih fe rmena ta prevlađuje sirišni fe rment — himozin. 

Posl jednj ih godina u svetu se sve više osjeća nestašica sirila, koja nas ta je 
zbog ograničenog k lanja teladi uslijed slabe ekonomičnost i i zbog s talnog 
poras ta pro izvodnje s ireva. Zato se danas ozbiljno ispituju mogućnost i izna­
laženja i p r i m e n e i d rug ih proteoli t ičkih fe rmenata za koagulaci ju mleka u 
proizvodnji s i reva. 
* Referat održan na XVII Seminaru za mljekarsku industriju, Zagreb 1979. 
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