Prema rezultatima drugih autora i prema na$im ispitivanjima energetska
vrijednost trZnog mlijeka je nisa od svjezeg mlijeka. Ovo ukazuje na €injenicu
da standardizacijom mlijeka oduzimamo dio energetske materije, a postupkom
sa mlijekom snizujemo i procenat bjelanéevina 5to narodito uti¢e kod ocjenjiva-
nja hranljive vrijednosti konzumnog mlijeka.
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PROMENE BAKTERIJA MLECNE KISELINE POD UTICAJEM
AFLATOKSINA B1 | ZNACAJ ZA PROIZVODNJU*

Prof, dr Marija SUTIC, mr. Ana BANINA, Poljoprivredni fakultet, Beograd

Uvod

U proizvodnji kiselo-mle¢nih proizvoda postoji problem sporijeg zgrusava-
nja mleka ili ono potpuno izostaje. Najée§¢i uzroci ove pojave su slab kvalitet
bakterija mleéne kiseline, kontaminacija drugim bakterijama, kontaminacija
virusima, prisustvo penicilina u mleku i drugih agenasa koji deluju na bakterije
mleéne kiseline (Galesloot, 1956., Baugham and Nelson, 1958., Liska, 1969., Rasi¢
i Kurmann, 1978.).

Medutim, deSava se da mleko ne sadrzi nikakve poznate strane agense i da
su bakterije mleéne kiseline dobrog kvaliteta, pa ipak ne dolazi do normalnog
zgruSavanja. Nesumnjivo je dokazano da se u mleku moze naéi aflatoksin Mi,
koji predstavlja hidroksilni derivat aflatoksina Bi, sa istim toksiénim svojstvi-
ma (Alleroft and Carnagham, 1963., Allcroft et al., 1966., Alleroft and Roberts,
1968., Iong et al., 1964., Masri et al., 1967., Kiermeier, 1973. i dr.). S obzirom da
je aflatoksin termostabilan ne razgraduje se prilikom termitke obrade, pa se
moze na¢i i u mleku za kiselo-mle¢ne proizvode, Aflatoksin B:1 ne samo da
Stetno deluje na organizam ¢éoveka i Zivotinje, ve¢ i na mikroorganizme (Ciegler
and Lillehoj, 1968., Burmeister and Hesseltine, 1966. i dr.), pa smo smatrali da
¢e biti korisno da proverimo dejstvo aflatoksina na bakterije mle¢ne kiseline.

* Referat odrZan na XVII Seminaru za mljekarsku industriju, Zagreb 1979.
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U na$em prvom radu iz ove problematike (Sutié¢, 1972.) utvrdili smo, aukso-
nografskom metodom na évrstoj podlozi, da aflatoksin B: zaustavlja razvoj nekih
bakterija mle¢ne kiseline i da zona inhibicije zavisi od koncentracije aflatoksina
i vrste bakterija. Ovi rezultati su pokazali da se ovim eksperimentima treba
nastaviti, pa smo ispitivali utjecaj aflatoksina Bi na morfoloska i acidogena
svojstva nekih bakterija mle¢ne kiseline, Bilo bi mozda bolje da smo koristili
aflatoksin Mi, ali njega je teSko dobiti, a kako je to derivat aflatoksina B
sa istim toksi¢nim svojstvima, to smo konistili aflatoksin Bi.

Aflatoksin B1 smo proizvodili u Laboratoriji za mikrobiologiju sa kulturom
Aspergillus flavus soj MP: (izolovan u SAD sa $unke, Suti¢ et al,
1972.) koji je proveren spektrofotometrijski i biologkim testom.

Ova ispitivanja su veé saop§tena na drugim kongresima (Sutié¢ i dr. 1976a,
1976b, 1978), pa ¢emo ovde prikazati izvode iz tih radova.

Uticaj aflatoksina Bi1 na morfoloSka svojstva bakterija mleéne kiseline

U jednom ogledu ispitivan je uticaj aflatoksina B1 u koncentraciji 0,11, 0,22
i 0,44 ug/10 ml obranog mleka, na dva soja Lactobacillus helveticus,
jedan soj L. casei i jedansoj Streptococcus lactis. Mikroskopski
preparati iz kontrolnog mleka i sa dodatim koli¢inama aflatoksina, posle 24, 48
i 72 ¢asa od zasejavanja, pokazuju da aflatoksin deluje na izgled ¢elija ispitiva-
nih bakterija mleéne kiseline. Kod $tapic¢astih bakterija dolazi do promene u
§irini ¢elija, a kod S. lactis do promena u broju ¢elija u lancu. Ovi rezultati
prikazani su u tabeli 1.

Tabela 1
Proseéne vrednosti Sirine éelija laktobakterija i broja éelija u nizu 8. lactis pod
dejstvom aflatoksina B

Aflatoksin Bi

Kulture Vreme u Kontrola bez
cas. aflatoksina 0,11 ug 0,22 ug 0,44 ug/loml
I. helveticus 24 0,52 0,65 0,63 0,75
No 1. 48 0,46 0,80 0,91 0,85
72 0,52 0,57 0,65 0,58
L. helveticus 24 1,0 1,43 1,48 1,18
No 2. 48 1,4 1,53 1,47 1,46
72 1,38 1,40 1,47 1,21
L. casei 24 1,48 1,51 1,52 1,41
48 1,35 1,43 1,68 1,28
72 0,90 1,02 1L138 0,91
S. lactis 24 5,06 7,06 7,35 7
broj celija 48 4,53 5,10 6,10 6,57
u lancu 72 4,53 6,33 6,55 7.9

Sirina ¢elija u .

Rezultati u tabeli 1. pokazuju da aflatoksin Bi ima uticaja na ispitivane
bakterije i kod Stapicéastih bakterija povetava se Sirina céelija, a kod S.
lactis povetava se broj ¢elija u nizu. Isto tako moZe se zapaziti da dejstvo
zavisi od koncentracije aflatoksina i vrsta mikroorganizama. U ovom slu¢aju L.
helveticus je osetljiviji i u veéoj meri dolazi do poveéanja §irine ¢elije nego
kod L. casei. Oba soja L. helveticus nisu podjednako osetljiva na
prisustvo aflatoksina, pa prema tome ni svi sojevi jedne vrste ne reaguju
istovetno na dejstvo aflatoksina.
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U drugom ogledu koristili smo neSto ve¢e koncentracije aflatoksina i druge
vrste bakterija mle¢ne kiseline, odnosno 2 soja L. bulgaricus i 2 soja
S. thermophilus. Uticaj dejstva aflatoksina B1 prac¢en je u obranom mle-
ku i MRS buljonu, a rezultati prikazani u tabeli 2.

Tabela 2

Uticaj aflatoksina B; na duZinu €elija kod L. bulgaricus u p i broj éelija u
nizu kod S. thermophilus

Kulture Vreme u Kontrola bez Aflatoksin Bt
tas. aflatoksina 15 ng 30 vg 50 png/ml

1. bulgaricus

No 1. 24 36,1 43,0 88,5 60,6

48 31,5 99,5 67,3 65,9

72 30,2 73,1 85,2 63,1

L. bulgaricus 24 11,5 13,0 27,5 46,3
No 2. 48 10,1 10,2 14,6 25,5

72 11,1 8,4 41,2 77,3

S. thermophilus 24 2,2 20 233 29,1
No 1 48 1.8 18,5 20,5 28,9

72 LT 31,5 36,5 41,3

S. lhermophilus 24 2,0 23,5 27,5 28,9
No 2 48 1,7 29,2 31,0 32,4

72 1,9 32,3 30,3 40,6

Prikazani rezultati u tabeli 2 takode pokazuju dejstvo aflatoksina na pove-
¢anje duzine ¢elija laktobakterija, a kod streptokoka povecanje broja celija u
nizu. Medutim, i ovde se zapaZa da svi sojevi nisu jednako osetljivi na dejstvo
aflatoksina, kao ni na iste koncentracije ovog toksina. U tabeli su prikazane
proseéne vrednosti, a u nekim slu¢ajevima kod L. bulgaricus No 1, duzi-
na ¢elija je bila i 170 « pri koncentraciji aflatoksina od 15 ug, posle 48
¢asova.

Pored promene duZine ¢elija menja se i izgled ¢elija, Sto se bolje zapaZa u
preparatima iz mleka bojenim metilenskim plavilom. Celije na pojedinim
mestima zadebljavaju i u $tapiéu su granulozna zrnca jate izrazena. Pri ve¢im
koncentracijama aflatoksina i ¢elije S. thermophilus zadebljavaju i kod
takvih éelija preénik mozZe biti i dva puta ve¢i od kontrolnih.

Uticaj aflatoksina B: na acidogena svojstva bakterija mlefne kiseline

Promene u morfologiji éelija mogu se odraziti i na stvaranje kiseline, pa je
odredivan stepen kiselosti obranog mleka u prisustvu razli¢itih koncentracija
aflatoksina. Rezultati prvog ogleda pokazuju da se koli¢ina mle¢ne kiseline kod
[L. helveticus povetava, akod L. casei smanjuje u prisustvu aflatok-
sina Bi, a kod S. lactis takode, smanjuje. Promene nisu jako velike, jer
su korigéene male koncentracije aflatoksina. Medutim, ove promene zavise isto
tako od koncentracije aflatoksina i vrsta bakterija, kao i duZine dejstva afla-
toksina.

U drugom ogledu kada su kori§éene veée koncentracije aflatoksina ne zapa-
7a se i veéi uticaj na stvaranje kiseline pri gajenju pojedina¢nih kultura, dok
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je taj uticaj jati u zdruZenom gajenju ispitivanih kultura. Tako L. bulg a-
ricus u prisustvu aflatoksina stvara nesto vise kiseline i to kod svih koncen-
tracija, dok S. thermophilus stvara nesto manje kiseline. ZgruSavanje
mleka kod svih ispitivanih kultura sa 15 ug/ml aflatoksina bilo je za 10 minuta
kasnije od kontrolnog mleka, a kod 30 i 50 ug/ml aflatoksina za 15 minuta.
Cvrstina gru$a kod L. bulgaricus No2 i S. thermophilus No 1.
u toku 24 ¢asa je bila neSto manja u prisustvu aflatoksina, nego u kontrolnom
mleku.

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

U zdruzenom gajenju L. bulgaricus i S. thermophilus afla-
toksin jate deluje na vreme zgru$avanja, nego u pojedinaénim kulturama, sto se
moze videti u tabeli 3.

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

U toku ovih ispitivanja zapazeno je produZeno zgruSavanje mleka bez
aflatoksina, ako se zaseje sa kultrom iz mleka sa aflatoksinom. Tako je kod
svih ispitivanih pojedinaénih kultura kontrolno mleko zgruSano za 4 &asa i 45
min., a mleko zasejano sa kulturom iz mleka sa aflatoksinom za 8 éas. i 30
min, Pri ponovljenom presejavanju iz ovog mleka do3lo je do zgruSavanja za
5 ¢as. i 30 min, Ova zapaZanja su veoma znadéajna za praksu i treba ih komplek-
snije izuéiti.

Tabela 3

Uticaj aflatoksina B: na zgruSavanje mleka u zdruZenom gajenju bakterija mleéne
kiseline (u ¢asevima)

Kontrola bez Aflatoksin B

Kuiture aflatoksina 15 ng 30 g 50 pg/ml
L. bulgaricus No 1. + 355 4 405 330

S. tnermophilus No 1.

L. bulgaricus No 2. + 415 5% 550 50

5. thermophilus No 2.

i. bulgaricus No 1. + 4 545 5% 545

S. thermophilus No 2. )

L. bulgaricus No 2. + 4 513 545 5

S. thermophilus No 1.

Maja za jogurt#® 3 41 430 430

*L. bulgaricus i S. thermophilus odrzavaju se u zdruZenom gajenju u
mleku.

Na kraju treba da napomenemo, da ne dolazi do gubljenja aflatoksina u
mleku sa bakterijama mlene kiseline, jer je iz svih uzoraka posle 48 i 72 Casa
gajenja izdvojen aflatoksin. Koncentracije su neSto niZze nego prilikom doda-
vanja u mleko, ali se to moze pripisati metodici izolacije,
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Diskusija

Morfoloska promenljivost bakterija mle¢ne kiseline, u zavisnosti od ekolo-
skih faktora ili razli¢itih agenasa koji mogu biti prisutni u mleku, je dobro
poznata. Tako je Stewi¢ (1948) utvrdio da se c¢elije L. bulgaricus na
niskim temperaturama (20°C) izduzuju i stvaraju dugacke niti, a mogu stvarati
i kapsule, dok u kiseloj sredini postaju jako granulirane.

Galesloot (1956) je utvrdio sliéne promene kod bakterija mle¢ne kiseline
pod dejstvom penicilinai L. bulgaricus stvara dugacke niti jako granuli-
rane, a ¢elije S. thermophilus zadebljavaju i stvaraju dugacke lance.
Ovakve promene zapazene su u kod S. lactis pod dejstvom penicilina
(Baughman and Nelson, 1958., Liska, 1969). Morfoloike promene bakterija mle-
¢ne kiseline mogu izazvati i male koncentracije drugih jedinjenja, kao Sto su
preparati za pranje vimena, sredstva za dezinfekciju, hlorni preparati, neki
deterdzenti i dr. (Ra$i¢ and Kurmann, 1978),

NaSa ispitivanja pokazuju da i aflatoksin B: izaziva morfoloske promene
bakterija mleéne kiseline skoro identi¢ne sa promenama, koje izazivaju napred
izneti faktori. Kako smo u rezultatima naveli, L. bulgaricus pod dejstvom
aflatoksina B: se izduZuje, na pojedinim delovima lanca zadebljava i stvara
izrazite granule. Sliéne promene smo utvrdili i kod L. helveticus i L.
casei, koji zadebljavaju, ali su u ispitivanjima upotrebljene manje koncentra-
cije aflatoksina, pa su i promene slabije.

S. lactis i S. thermophilus stvaraju duze nizove u prisustvu
aflatoksina Bi i takode, pojedine ¢elije u lancu zadebljavaju. Iste morfoloske
promene kod S, bovis zabelezili su Mathur i dr. (1976) sa aflatoksinom u
koncentraciji od 50 ug/ml. Aflatoksin B1 deluje i na morfoloske promene dru-
gih bakterija, pa se tako ¢elije Bacillus megaterium (Beuchat and
Lechowich, 1971) i E. coli (Curry and Greenberg, 1962), izduzuju i stvaraju
dugacéke filamente,

Suprotno podacima o morfologkim promenama baktenija, prema nama do-
stupnoj literaturi, nema zapaZanja o dejstvu aflatoksina Bi na fizioloSke pro-
mene bakterija mlefne kiseline, a posebno na stvaranje kiseline u mleku.
Nasi rezultati su pokazali da je ova fiziolo$ka odlika, takode znaéajno izmenjena.
Ona je narotito evidentna, kako je to napred refeno, u primeni zdruzenih kul-
tura, koje se obi¢no koriste u praksi prerade mleka. Zbog toga uticaj aflatoksi-
na na fizioloSke osobine bakterija mle¢ne kiseline zasluZuje posebnu paznju u
daljim istrazivanjima.

Zakljucak

Ispitivanja dejstva aflatoksina Bi na neke bakterije mleéne kiseline poka-
zuju da aflatoksin deluje na morfolosku i fizioloSku promenljivost bakterija i
te promene zavise od vrste i sojeva bakterija i koncentracije aflatoksina i duzi-
ne njegovog dejstva.

Kod L. helveticus u prisustvu aflatoksina Bi Sirina ¢elija se poveca-
va, a kod L. casei, u nekim sludajevima, neznatno smanjuje. Celije L.
bulgaricus se pod dejstvom aflatoksina B: izduzuju i na pojedinim delo-
vima lanca zadebljavaju i stvaraju izrazite granule. S. lactis i S. ther-
mophilus poveéavaju broj ¢elija u lancu, a pojedine ¢elije u lancu za-
debljavaju.
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Uticaj aflatoksina na acidogena svojstva zavisi, takoder, od vrste bakterija
i koncentracije aflatoksina. Kod L. helveticus koli¢ina mleéne kiseline
se povec¢ava, a kod L. casei smanjuje. Koli¢cina mle¢ne kiseline se smanjuje
i kod streptokoka u prisustvu aflatoksina Bi.

U zdruzenom razviéu baterija mleéne kiseline za proizvodnju jogurta do-
lazi do izrazitog usporavanja zgruSavanja mleka za 90—105 minuta u odnosu
na kontrolu,

Dobijeni rezultati pokazuju da aflatoksin znaé¢ajno deluje na bakterije mle-
¢ne kiseline §to dovodi i do ekonomskih $teta u proizvodnji, pa se ovim proble-
mima u daljim istrazivanjima mora posvetiti ve¢a paznja.
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OIS U nes

Za zgruSavanje mleka u proizvodnji sireva se tradicionalno koristi sirilo
u kome od proteolitickih fermenata prevladuje siri$ni ferment — himozin.

Posljednjih godina u svetu se sve viSe osjeca nestaSica sirila, koja nastaje
zbog ograni¢enog klanja teladi uslijed slabe ekonomic¢nosti i zbog stalnog
porasta proizvodnje sireva. Zato se danas ozbiljno ispituju moguénosti izna-
proizvodnji sireva.

* Referat odrZan na XVII Seminaru za miljekarsku industriju, Zagreb 1979,
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