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OSETLJIVOST SOJEVA LACTOBACILLUS CASEI | LB. LACTIS
NA AFLATOKSIN Bi*

Prof. dr Marija SUTIC, Vukosava DEVIC, dipl. in%, mr Dragojlo OBRADO-
VIC i mr Ana BANINA, Poljoprivredni fakultet, Katedra za mikrobiologiju,
Beograd

SazZetak

Iz sireva gauda, trapist, podravac i i la belpaese izdvajane su 3tapilaste
bakterije mleéne kiseline. Identifikacijom 25 izolata utvrdeno je da 3 pripadaju
vrsti Lactobacillus lactis, a 22 izolata vrsti Lectobacillus casei var. casei.

Aflatoksin Bi1 deluje inhibitorno na évrstoj podlozi na sve ispitane sojeve,
dok u lakmus mleku svi sojevi proizvode kiselinu i gru§, brZe nego u kontrol-
nom mleku bez aflatoksina, Pored toga, svi sojevvi Lb. casei i jedan soj Lb.
lactis . lakmus mleku sa aflatoksinom izdvajaju surutku i gas, a dva soja
Lb. lactis ne izdvajaju. Prema tome, veliki broj izolata homofermentativnih
bakterija mleéne kiseline u prisustvu aflatoksina Bi postaju heterofermenta-
tivni.

Uvod

Prethodna ispitivanja dejstva aflatoksina B: na bakterije mlefne kiseline
pokazuju da aflatoksin deluje kako na morfolodka tako i na fiziolo¥ka svojstva
ovih bakterija (Sutié¢ i Banina, 1978, 1979; Sutié i dr., 1978). Promene
¢elija bakterija mleéne kiseline zavise od koncentracije aflatoksina Bi i duZine
njegovog dejstva i te promene su uglavnom nepovoljne za industrijsku preradu
mleka u razli¢ite proizvode od mleka. U prisustvu aflatoksina produzava se vre-
me zgruSavanja mleka i dolazi do izdvajanja seruma u proizvodnji jogurta
(Sutié i Banina, 1978), zatim, homofermentativne bakterije mle¢ne kise-
line izdvajaju gas, pa, prema tome, postaju heterofermativne, 5to ima velikog
znataja u proizvodnji sireva, jer i na ovaj na¢in moZe doé¢i do nadimanja sireva
(Sutié i Banina, 1979).

Aflatoksin Bi ne deluje jednako na razlidite vrste bakterija mleéne kiseli-
ne, pa ¢ak ni na razli¢ite sojeve iste vrste. Ispitivanja su do sada vriena na ma-
lom broju vrsta i sojeva laboratorijskih kultura, pa je potrebno ova ispitivanja
prodiriti na veéi broj izolata bakterija mleéne kiseline, §to je u ovom radu uéi-
njeno.

Materijal i metodika
Bakterije mle¢ne kiseline izdvajane su iz nekoliko vrsta sireva: a la bel-
paese, podravec, trapist i gauda. Za izdvajanje Stapi¢astih bakterija koriS¢ena
je Rogoza podloga (Rogosa et al, 1951), a za razvoj i umnoZavanje ¢istih
kultura MRS buljon (De Man et al, 1960). Izdvojene Ciste kulture odrza-
vane su na kvaitevom dekstroznom agaru — YDA (Naylor and Sharpe,
1958).

* Referat odrZan na XXI Seminaru za mljekarsku industriju Zagreb, 1983.
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Identifikacija izdvojenih laktobakterija vriena je po Semi Sharpe et
al. (1966) i priruénika Bergeya (1974).

Utjecaj aflatoksina B: na izdvojene laktobakterije ispitivan je auksono-
grafskim metodom na évrstoj 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 m]
aflatoksina B: koncentracije 107® g/ml. Obrano sterilno lakmus mleko koridc¢eno
je u epruvetama po 10 ml mleka sa 1 ml aflatoksina Bi iste konceniracije.
Razvoj zasejanih kultura praéen je posle 24, 48 i 72 ¢asa na 30° C (303,15 K).

Aflatoksin koris¢en u ovim ispitivanjima dobijen je iz Laboratorije za mi-
kotoksine iz Bilthoven-a (Holandija), od dr Egmond-a, na ¢emu se autori
najlepie zahvaljuju.

Rezultati ispitivanja

Kako je u metodici navedeno bakterije mle&ne kiseline izdvajane su iz 4
vrste sira. Rezultati dobijeni na Rogoza podlozi pokazuju da je zastupljenost
Stapic¢astih bakterija u ispitivanim sirevima razlidita, §to je prikazano u tabeli 1.
Tabela 1

Zastupljenost Stapicéastih bakterija mlecne kiseline na Rogoza podlozi

Vrsta Ukupan broj bakterija 9/y Stapidastih
sira na Rogoza podlozi oblika
Podravec 77 000 000 70
Gauda 70 000 000 80
Trapist 95 000 000 50
A la belpaese 23 700 000 50

Iz svake vrste sira sa Rogoza podloge izdvojeno je po 10 kolonija. Posle
mikroskopiranja i pre¢iSéavanja 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-
skim metodama utvrdeno je da su svi izolati osetljivi na ovaj mikotoksin i kod
svih je dobijena zona inhibicije. Ta zona je uglavnom iznosila 2 mm u pretniku
(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 11 izolata u toku 24 &asa uop$te ne menja mleko, a 5 sojeva ni posle
48 &asova, veé su promene izrazite tek za 72 ¢asa (tabela 6).

U tabeli 7 prikazani su rezultati utjecaja aflatoksina na ispitivane sojeve
u lakmus mleku. Razlike u odnosu na kontrolno mleko su veoma uoéljive. Svi
ispitivani izolati veé u toku 24 Zasa od zasejavanja stvaraju kiselinu i zgruSa-
vaju mleko. Pored toga, izdvaja se veéa koli¢ina surutke i gas. Izuzetak su dva
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Slika 1. Utjecaj aflatoksina B; na Lb. casei soj K-5, izdvojen iz sira podravec

Tabela br 2 — Identifikacija laktobakterija izdvojenih iz sira podraveca
| o
-~ < Fermentacija
S ¥ b :(\ g
SIFRA 2 g oW B g g
3 n ] ; 14
KULTURE S g s | 89 §5 & HEIEIFIRIE LR
¥ 2 se| ey 2§ 3|85 ElE|5|¢
¢ | & | & 2 ¥l @ |3|8|8|2 &8
22| 2id 72 il el
Lb coser "
var. casei * * * - * + + - + - -
K-3 nepokret | - I " [ = " = \ . | " " + | + =y | -
K-1 nepokret - | . . - » | - * | - + * + - -
K-2 nepokret l . + + | = + | . ‘ . } . . - -
K-4 nepokref | - ‘ . " l - @ # . . " . - - I -
K-5 nepakret - \ + . . s & 2 . . . . - I -
K-6 nepokret - l + + . | - - . . . . - I >
Lb. lactis - I » - . - - - " - -
K-7 nepomerl 3 ‘ ’ [ = & [ .. - ! ' 5 || % [ . ’ 4 | 2 s

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

Diskusija
U ranijim ispitivanjima vrlo &esto su iz sireva izdvajane bakterije mleéne

kiseline Stapicastog oblika iako nisu koriSéene kao starter kulture. Prikazani
rezultati pokazuju da se ove bakterije u znatnom broju nalaze i u ispitivanim
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Tabela br 3 — Identitikacijo lakiobakterijo izdvojenih iz sira goude

~ g Fermentacije
I

g R ‘Gﬁ g * & § 3 -
SIFRA £ 8 H e 3 88 § = 181 &l ol 8 &
KULTURE S 3 o8 5y s > |25 B[R] &2
g 5 g3 TS o x | x|.8|2|2|E&|E
5} e = =] ] =] o o
& € |8 |wuat|adad| 3 ¢ | 35|38

Lo casei & P + -

var. casei - = * * * * - -
K-2 nepokret. - . | - -- - - + | + - + | . = =
K-8 lnepokref - - - | - - * - . - - + | - = H
K-9 I nepokret - . . g Z . . | i . . - ¥
k-1 Inepakrer. - . + -+ * - = - | + " - = [ =
K-& I nepokret - . - -+ * - + . | + - . = =
K-3 l nepokret. - | - . FUNPU N | " " | - + + = =
K-7 ' nepokret ‘ - | + * ‘e - [ . . - + . = %
Lb. lactis - | . - . - l - . . . " - -
K-5 mpakrpf| - | + | - - - | - s+ [ - | - | + [ + + | + | = =

Tabela br i — Identifikacija laktobakterijo izdvojenih iz sira trapisto

Fermen'tacija
P % | 3 .9 & ‘
“Fn o
g <) [$] a
SIFRA : o 5y wo % 35 9 § = A - 2| 8
KULTURE 3 o =& g g N 2 sl e8| 8]2)|¢
| ¢ | 88 [ SR E S £ | o |3|5|%8[8|8|¢
i 2l ' 72" | 2 id 72 o 2 =
Lb. casei _ " . + - & " e . b N _
var. casef
K-1 nepokret. - . - @ e + - . - . * . | - -
K-3 nepokret. - + - % » . - . . " | . . - =
K-4 n'epokrer, - - - -+ + - - - " | . I * = -
Lb. laclis - - - . - - . . I . * = =
K-2 lnepakrer_ - . e -+ @ - - . ] . | + + = -
K-5 l nepokre!_| - I * - = = .. - - | . | + | . + - -

sirevima, a identifikacijama 25 izolata utvrdeno je da 3 soja pripadaju vrsti Lac-
tobacillus lactis, a 22 vrsti Lb. casei var. casei. Ispitivanja Perry 1 Shar-
pe (1960), Naylor i Sharpe (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 fedar sir. Ove bakterije se u veéem broju nalaze u sire-
vima u kasnijim fazama zrenja i ufestvuju u zrenju sireva.
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Tabefo br. 5 — fdentifikacija loktobakterija izdvojenih iz sira o  fo Belpoese

Fermentacija
3 . g o ¢ 2
- : ol s | Loy el ® S TREREE
SIFRA = o w E W th win N o - 4 N ™ N ol o
KULTURE 2 5 ce £= 8 .E"& N 2 gl E|2l2tE]s
$ o §° | =83 <<nl 2 w [3[ 5] ¥|3|5]|s
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20 7F 2 ud 771 = o e el
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K-1 lnemkrer[ - | - ' . ‘ - + . I - -
K-2 Inepakmf | - ] . I . - - e - . . . v ‘ . | - -
K-3 nepokret ‘ - - . . 1 .
K-& nepokret | I .o 4 | - . . . . * - -
K-7 Inepokret - I l PR | - - . . + - & I a

Ispitivanja utjecaja aflatoksina B:i na ove bakterije pokazuju da su i one
osetljive na dejstvo ovog mikotoksina, kao i &iste laboratorijske Lb. casei. Me-
dutim, kod ¢istih kultura aflatoksin Bi delovao je u praveu smanjenja produk-
cije kiseline (Sutié et al, 1978), a ovi izolati stvarali su brZe kiselinu nego
u kontrolnom mleku bez aflatoksina. Ovo se, svakako, moze pripisati razli¢itim
koncentracijama upotrebljenog aflatoksina, Sto se tide proizvodnje gasa nema
razlike, jer su i sa &istim kulturama dobijeni isti rezultati (Sutié i Banina,
1979).

Tabela br. © — Promene u lakmus mleku

20 'M’ Y oromena 24" 48" 72"
2o AlICIR|AICIR | AJCIR

Lb. casei var.

casei

K-1 | = 1=l -01=1=1=T«¢1%13=

K-3 | = -1 -0-1-1+1+1 1
o K-4 L o el [P > [aleols
< K-5 | = 1 =1 =0-1+1T«l1+«1+1s3+
g K-2 | =+ L+ b =1 ¢+ + 0«1 + 1 «
&3 K-6 | = L+l sl el + | « ]+ | |+

Lb. lactis

k-2 | -1+ 1 -1-1+]-1+1]-+71¢+*
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Lb. casei var.
casei
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+
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+
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[
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+
+
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+
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+ |+
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Znac¢ajan je podatak, dobijen u ovim ispitivanjima, da jedan soj Lb. lactis
u prisustvu aflatoksina stvara surutku i gas u lakmus mleku, dok 2 soja ne
stvaraju. Ovi rezultati potvrduju ranija istrazivanja da svi sojevi u okviru vr-
ste nisu u istoj meri osetljivi na dejstvo aflatoksina.

Rezultati ovih istraZivanja imaju znacaja za tehnologiju izrade proizvoda
od mleka, kada je u mleku prisutan aflatoksin Mi, kao derivat aflatoksina
B1 sa istim toksi¢nim svojstvima. Aflatoksin se u mleku pojavljuje posle 12—24

¢asa od ishrane krava plesnivim hranivima koja sadrze aflatoksin (Van der
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Linde et al, 1965); Allcroft and Roberts, 1968). Aflatoksin je termo-
stabilan i ne dolazi do bitne promene njegove koncentracije u toku pasterizacije
i sterilizacije (Stoloff et al, 1975; Egmond et al., 1976), pa neposrednim
djestvom na bakterije mleéne kiseline utjede na kvalitet proizvoda i ekonomié-
nost proizvodnje.

Tabela br. 7 — Promena lakmus mleka sa aflatoksinom

2010 2"
oS ||sifra
cu kulture A | ¢ | R | § | G
Lb. casei var
casei
K-3 l O T S IS B
K-1 | + | + | + | | ¢
Q K-2 | e 1 e T & |+ 1
- K-4 |+ 1+« |1 + | |+
% K-5 [ + | + | + [ + I +
o K-6 [ s 1w e e e
Lb. lactis
K-7 + ] + + 1 + | +
Lb. casei var.
casei
K-2 I + | + ‘ + I + I +
= K-8 |+ o« 1 e | e |+
K-g l + | + l + | + I +
Q
= K -1 | + + | + | + | +
K-4 [« | e | ¢« | « |
=t K-3 | + | + | P O B
9 K-7 [ + |+ | |+ |+
Lb. lactis
K-5 | + + | + + | 4
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Lb. casei var.

casei
~
“wl K-1 | + |+ + |+ +
a K-3 | + | + | + | + +
< K-4 | + |+ | + | + +
@
ks Lb. lactis

K-2 | e | e | # | = [ =

K-5 |+ |+« | + | -1 =
o Lb. casei var.
Etl:l casei
GJJ K-1 | + | + | + ] + +
@ K-2 l i | + | + | + | +
3 K-3 | + il + | + | ¢ |+
P K-4 | & ] & ] « | | s

K7 1 s | =+ | o« 1 =+ T =

Summary

The lactic acid bacteria were isolated from cheeses Gauda, Trapist, Podra-
vec na A 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 B: 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 sirains 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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