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Sažetak 

Iz sireva gauda, trapist, podravac i u la helpaese izdvajane su štapićaste 
bakterije mlečne kiseline. Identifikacijom 25 izolata utvrđeno je da 3 pripadaju 
vrsti Lactobacillus lactis, a 22 izolata vrsti Lectobacillus casei var. casei. 

Aflatoksin Bi deluje inhibitorno na čvrstoj podlozi na sve ispitane sojeve, 
dok u lakm-us mleku svi sojevi proizvode kiselinu i gruš, brže nego u kontrol­
nom mleku bez aflatoksina. Pored toga, svi sojevvi Lb. casei i jedan soj Lb. 
lactis u lakmus mleku sa ajlatoksinom izdvajaju surutku i gas, a dva soja 
Lb. lactis ne izdvajaju. Prema tome, veliki broj izolata homofermentativnih 
bakterija mlečne kiseline u prisustvu aflatoksina Bt postaju heterofermenta-
tivni. 

Uvod 

Prethodna ispitivanja dejstva aflatoksina Bi na bakterije mlečne kiseline 
pokazuju da aflatoksin deluje kako na morfološka tako i na fiziološka svojstva 
ovih bakterija (Š u t i ć i B a n i n a, 1978, 1979; Š u t i ć i dr., 1978). Promene 
ćelija bakterija mlečne kiseline zavise od koncentracije aflatoksina Bi i dužine 
njegovog dejstva i te promene su uglavnom nepovoljne za industrijsku preradu 
mleka u različite proizvode od mleka. U prisustvu aflatoksina produžava se vre-
me zgrušavanja mleka i dolazi do izdvajanja seruma u proizvodnji jogurta 
( Š u t i ć i B a n i na, 1978), zatim, homofermentativne bakterije mlečne kise­
line izdvajaju gas, pa, prema tome, postaju heterofermativne, što ima velikog 
značaja u proizvodnji sireva, jer i na ovaj način može doći do nadimanja sireva 
( Š u t i ć i B a n i n a, 1979). 

Aflatoksin Bi ne deluje jednako na različite vrste bakterija mlečne kiseli­
ne, pa čak ni na različite sojeve iste vrste. Ispitivanja su do sada vršena na ma­
lom broju vrsta i sojeva laboratorijskih kultura, pa je potrebno ova ispitivanja 
proširiti na veći broj izolata bakterija mlečne kiseMne, što je u ovom radu uči­
njeno. 

Materijal i metodika 
Bakterije mlečne kiseline izdvajane su iz nekoliko vrsta sireva: a la bel-

paese, podravec, trapist i gauda. Za izdvajanje štapićastih bakterija korišćena 
je Rogoza podloga ( R o g os a et al., 1951), a za razvoj i umnožavanje čistih 
kultura MRS buljon (D e M a n e t al., 1960). Izdvojene čiste kulture održa­
vane su na kvaščevom dekstroznom agaru — YDA (N a y 1 o r and S h a r p e, 
1958). 

* Referat održan na XXI Seminaru za mljekarsku industriju Zagreb, 1983. 
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Identifikacija izdvojenih laktobakterija vršena je po šemi S h a r p e et 
al. (1966) i priručnika B e r g e y a {1974). 

Utjecaj aflatoksina Bi na izdvojene laktobakterija (ispitivan je auksono-
grafskim metodom na čvrstoj podlozi — YDA agaru i u obranom lakmus mle-
ku. U zasejanom agaru pravljena su udubljenja i stavljano je 0,05; 0,1 i 0,2 m3 
aflatoksina Bi koncentracije 10~̂  g/ml. Obrano sterilno lakmus mleko korišćeno 
je u epruvetama po 10 ml mleka sa 1 ml aflatoksina Bi iste koncentracije. 
Razvoj zasejanih kultura praćen je posle 24, 48 i 72 časa na 30" C (303,15 K). 

Aflatoksin korišćen u ovim ispitivanjima dobijen je iz Laboratorije za mi-
kotoksine iz Bilthoven-a (Holandija), od dr E g m o n d - a, na čemu se autori 
najlepše zahvaljuju. 

Rezultati ispitivanja 

Kako je u metodici navedeno bakterije mlečne kiseline izdvajane su iz 4 
vrste sira. Rezultati! dobijeni na Rogoza podlozi pokazuju da je zastupljenost 
štapićastih bakterija u ispitivanim sirevima različita, što je prikazano u tabeli 1. 

Tabela 1 
Zastupljenost štapićastih bakterija mlečne kiseline na Rogoza podlozi 

Vrsta 
sira 

Podravec 
Gauda 
Trapist 
A la belpaese 

Iz svake vrste sira sa Rogoza podloge izdvojeno je po 10 kolonija. Posle 
mikroskopiranja i prečišćavanja za identifikaciju je ostalo 25 izolata. Od ovog 
broja 7 izolata je idzvojeno iz sira podravec, 5 iz trapista, 8 iz gaude i 5 iz a 
la belpaese. Rezultati identifikacije prikazani su u tabelama 2, 3, 4 i 5. Iden-
tifikovani sojevi uglavnom pripadaju vrsti Lactobacillus casei var. casei, a sa­
mo tri soja vrsti Lactobacillus lactis. 

Utjecaj aflatoksina Bi ispitan je na sve identifikovane sojeve. Auksongraf-
skdm metodama utvrđeno je da su svi izolati osetljivi na ovaj mikotoksin i kod 
•svih je dobijena zona inhibicije. Ta zona je uglavnom iznosila 2 mm u preeniku 
(slika 1), a kod soja K-5 izdvojenog iz sira gaude 3 mm. 

Svi izolati u kontrolnom lakmus mleku bez aflatoksina sporije stvaraju 
kiselinu i l i izolata u toku 24 časa uopšte ne menja mleko, a 5 sojeva ni posle 
48 časova, već su promene izrazite tek za 72 časa (tabela 6). 

U tabeli 7 prikazani su rezultati utjecaja aflatoksina na ispitivane sojeve 
u lakmus mleku. Razlike u odnosu na kontrolno mleko su veoma uočljive. Svi 
ispitivani izolati već u toku 24 časa od zasejavanja stvaraju kiselinu i zgruša-
vaju mleko. Pored toga, izdvaja se veća količina surutke i gas. Izuzetak su dva 
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Ukupan broj bakterija o/oi štapićastih 
na Rogoza podlozi oblika 

77 000 000 70 
70 000 000 80 
95 000 000 50 
23 700 000 50 



Slika 1. Utjecaj aflatoksina B, na Lb. casei soj K-5, izdvojen iz sira podravec 

Tabela br 2 — Identifikacija laktobakferija izdvojenih iz sira podraveca 

ŠIFRA 
KULTURE 
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Je 1 
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CL c 5 ; 
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Fermentacija 
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0 
01 
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0 N 0 
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0 
N 0 
c 
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cg 

Lb casei 
var. casei. 

1 
' * * - * * • • f ^ - -

K-3 nepokret - * * - - * - * * * * * - -
K-1 nepokret - * * - . . - * * * * * - -
K-2 nepokret - * * - , . 1 - * ' * • * - -
K-U nepokret - ^ - . , - * <• * * * - -
K-5 nepokret - * * . , * - - * * * * - -
K-6 nepokret - * * . . . - - * * * * -, -

Lb. lactis - * - , * - - * * * * - -
K-7 nepokret - ' . . , - - ' * _ * - -

izolata iz sira trapista vrste hactdbacillus lactis, kod kojih ne dolazi do izdva­
janja surutke i gasa. 

Diskusija 

U ranijim ispitivanjima vrlo često su iz sireva izdvajane bakterije mlečne 
kiseline štapićastog oblika iako nisu koriščene kao starter kulture. Prikazani 
rezultati pokazuju da se ove bakterije u znatnom broju nalaze i u ispitivanim 
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Tabela br '} — Identifikacija laktobakterija izdvojenih iz sira gaude 

ŠIFRA 
KULTURE 1 0 
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to 
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O 
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Lb. casei 
var. casei - ^ • * • t - * * * * * - -

K-2 1 nepokret. - * * - • - - - + * - * * - -
K-a nepokret * * - - . - * * * •f * -
K-9 1 nepokret - * • * - - * - * * * * + - -
K-1 1 nepokret - * * - •* + - - * * * * - -
K-L 1 nepokret - * 1 ' - + + - * - * * * - -
K-3 1 nepokret. - * * * ,* * - * .* * * + - -
K-7 nepokret * * - * * * • * • * - -

Lb. lactis - * - * - - * * * •f - -
K-5 nepokret - * - . . - - * * + * - -

Tabela br If — Identifikacija laktobakterija izdvojenit) iz sira trapista 
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Lb. casei 
var casei - * * -* - * + * * * - -

K-1 nepokret. - * - . * * - * 1 ' * 1 * - -
K- 3 nepokret. - * - * , - * * * * * - -
K-i. nepokret. - * - - . * - * - * * * - -

Lb. lactis - * - ' - - • • •f • - -

K-2 1 nepokret - * - . . - - * ' - * - -
K-5 nepokret. - * . , . - - * * * * - -

sirevima, a identifikacijama 25 izolata utvrđeno je da 3 soja pripadaju vrsti Lac­
tobacillus lactis, a 22 vrsti Lb, casei var. casei. Ispitivanja P e r r y i S h a r-
p e (1960), N a y l o r i S h a r p e (1958a, 1958b) pokazuju da su ove vrste pri­
sutne i u mleku i u drugim izvorima iz kojih dospevaju u mleko, pa prema tome 
i u sireve, odnosno u cedar sir. Ove bakterije se u većem broju nalaze u sire­
vima u kasnijim fazama zrenja i učestvuju u zrenju sireva. 
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Tabela br. 5 — Identifikacija laktobakterija izdvojenih iz sira a' la Belpaese 
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Lb casei 
var casei - * * -* - * * * * * - -

K-1 nepokret - * * - - - - 4- * * * * - -
K-2 nepokret - * * - - . - * * * * * - -
K-3 nepokret - - * - . . * * * * * - -
K-i nepokret - - * . . . - * * * * * - -
K-7 nepokret. - - * . . . - - * * + * - -

Ispitivanja utjecaja aflatoksina Bi na ove bakterije pokazuju da su i one 
osetljive na dejstvo ovog mikotoksina, kao i čiste laboratorijske Lb. casei. Me­
đutim, kod čistih kultura aflatoksin Bi delovao je u pravcu smanjenja produk­
cije kiseline ( S u t i ć et al., 1978), a ovi izdati stvarali su brže kiselinu nego 
u kontrolnom mleku bez aflatoksina. Ovo se, svakako, može pripisati različitim 
koncentracijama upotrebijenog aflatoksina. Što se tiče proizvodnje gasa nema 
razlike, jer su i sa čistim kulturama dobij eni isti rezultati ( S u t i ć i B a n i n a , 
1979). 

Tabela br S — Promene u lakmus mleku 

'•'•̂ ^̂ :̂̂ ;;;;̂  vreme 
šifra ^^^^=:::::-.^ 

kulture ^ ^ = : ^ 
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šifra ^^^^=:::::-.^ 

kulture ^ ^ = : ^ A c R A c R A c R 
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K-7 1 - * - 1 - * - II * * + 
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Lb. casei var. 
case i 

K-3 1 - 1 - - II - * i * * 
/(--4 1 - 1 - - II - ^ * II * ^ • 

K-7 1 - ! - - II - * * II . . * 
K-2 1 - 1 * * II - * + II * * + 
K-8 1 - I * * II - * + II . * + 

K-1 1 - 1 * * II * * • II * * • 

K-9 1 - 1 * . II * * • II * . •f 

Lb. fact is 

K-5 1 - i - 1 * II - 1 - • II * * . + 

to 

Lb. casei var. 
casei 

to K-1 1 - ! - ! ^ II - - •f 11 ^ * + to 
K-3 1 - 1 * I . II - . y- 11 . * • * • 

to 

/(--4 I - 1 * 1 * II > . + !l * •f . * 

to 

Lb. lactis 

to 

K-2 I - ! - • 1 * II - - + II * * + 

to 

K-5 1 - 1 * 1 * II - 1 ^ 1 + II * * + j 

1̂  Lb. casei var. 
casei 

1 
1̂  

K-1 1 - I - I - |i - 1 - 1 • II . 1 - 1 •f 

1̂  

K-2 1 . - 1 * ! . II - * 1 • II * 1 *. 1 * 

1̂  

K-3 1 - 1 * 1 * I - 1 * 1 + II - 1 * 1 + 

1̂  

/(--4 1 - i + 1 . II - 1 . 1 + II . I ^ 1 •f 

1̂  

/<-7 1 - 1 * 1 * II - 1 * \ + II * 1 - 1 • 

Značajan je podatak, dobijen u ovim ispitivanjima, da jedan soj Lh. lactis 
u prisustvu aflatoksina stvara surutku i gas u lakmus mleku, dok 2 soja ne 
stvaraju. Ovi rezultati potvrđuju ranija istraživanja da svi sojevi u okviru vr­
ste nisu u istoj meri osetljivi na dejstvo aflatoksina. 

Rezultati ovih istraživanja imaju značaja za tehnologiju izrade proizvoda 
od mleka, kada je u mleku prisutan aflatoksin Mi, kao derivat aflatoksdna 
Bi sa istim toksičnim svojstvima. Aflatoksin se u mleku pojavljuje posle 12—24 
časa od ishrane krava plesnivim hranivima koja sadrže aflatoksiin ( V a n d e r 
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L i n d e et al., 1965); A l l c r o f t and R o b e r t s , 1968). Aflatoksin je termo-
stabilan d ne dolazi dio bitne promene njegove koncentracije u toku pasterizacije 
i sterilizacije ( S t o l o f f et al., 1975; E g m o n d et al., 1976), pa neposrednim 
djestvom na bakterije mlečne kiseline utječe na kvalitet proizvoda i ekonomič­
nost proizvodnje. 

Tabela br. 7 ~^ Pramena lakmus mleka sa aflatoksinom 

1° 
"•̂ ^̂ =̂ 5:::̂ ^ vreme 
Šifra ^ ^ ^ ^ ^ « ^ 

kulture ^^^^=:^ 

24" 

g«. 

"•̂ ^̂ =̂ 5:::̂ ^ vreme 
Šifra ^ ^ ^ ^ ^ « ^ 

kulture ^^^^=:^ A \ C \ R \ S \ Q 

Lb. casei var 
case/ 

K-3 1 * i ^ 1 ^ 1̂  * 
K-1 1 ^ 1 ^ I ^ 1 ^ 1 ^ 

Ö K-2 1 ^ 1 4 1 * 1 + i * 
:^ 
-^ /r-4 1 ^ 1 ^ 1 + 1 1̂  1 ^ 
Q K-5 * 1 * 1 * * 1 ^ 
s K-6 ^ 1 ^ 1 ^ + • 

Lb. lactis 

i K-7 1 ^ 1 ^ 1 * 1 .̂ 

Lb. casei var. 
casei 
K-2 1 ^ 1 ^ 1 ^ 1 ^ i * 
K-6 * 1 ^ 1 ^ 1 ^ 1 * 
K^9 1 * 1 ^ 1 * 1 .̂ 1 * 
K-1 1 * 1 * 1 ^ * 1 * 
/C-4 ^ 1 * . i * * 1 ^ 

"^ K-3 1 ^ 1 ^ 1 ^ ^ ^ 
0 K-7 1 ^ 1 ^ 1 * 1 * 1 * 

Lb. lactis 

K-5 1 ^ 1 ^ 1 ^ 1 ^ 1 i 
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to 
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Lb. cQsei var. 
case i 
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ct 
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K-3 * * 1 • 1 + + 
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ct 
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ct 
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ct 
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•-J 
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K-1 1 * * 1 + 1 * * 

UJ 
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CO K-2 + * 1 • * - * • •f 
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UJ 

•-J 
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CO 
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UJ 
CO 

K-7 -f * 1 * * * 

SuTnmary 

The lactic acid bacteria were isolated from cheeses Gauda, Trapist, Podra­
vce na Ä la Belpaese. There were determinated 25 isolates. Among them 22 
belong to species of Lactobacillus casei var and 3 to Lb. lactis. 

The aflatoxin Bi inhibition of growth all isolates of lactic acid bacteria on 
the agar medium. On the other hand, all strains formed more acid and faster 
milk curdling in ".he aflatoxin Bi presence, than in control milk. In the same 
time on the surface of the curd occured the milk serum and gas was detected, 
except in the case -with two strains of Lb. lactis. 

The data suggests that isolated homofermentative lactic acid bacteria be­
come heterofermentative due to the influence of aflatoxin. 
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