IZBOR HRANIIVIH PODLOGA NA OSNOVI MLUJEKA
ZA UZGOJ | ODRZAVANIJE PROIZVODNIH KULTURA
BAKTERIJA MLIECNO-KISELOG VRENJA*

Ljerka KRSEV
Zagrebatka mljekara, Zagreb

Uvod

Poznato je da infekeija bakterija mljeéno-kiselog vrenja bakteriofagima,
izmedu ostalog, ¢esto uzrokuje zakasnjelo gruSanje, a ponekad i potpun izo-
stanak gru$a pri proizvodnji proizvodnih kultura i fermentiranih mljeénih
proizvoda. Zbog toga je u mljekarskoj industriji uvedeno nekoliko naéina rada
s mljekarskim kulturama da ih se za¥titi od infekcije i nepoZeljnog djelovanja
bakteriofagd. Metoda aseptitnog rukovanja kulturama ili metoda svakodnevne
rotacije kulturd u proizvodnji — &esto su upotrebljavane metode s manje ili
viSe uspjeha. Kao vrlo uspjeSno sredstvo s pomocu kojeg se moZe sprijeciti
umnoZzavanje bakteriofagd pokazali su se specifitni anti-fag elementi, 5to se
stavljaju u hranjive podloge za uzgoj mljekarskih kultura. U praksi se sve ove
metode mogu primjenjivati odvojeno ili kombinirano.

Nedavno se na francuskom trZistu pojavila specijalna hranjiva podloga
»Marstar« za uzgoj mljekarskih kultura (Carlin, Vinay, Francuska), a zna-
tajka joj je da istovremeno djeluje inhibitorno na bakteriofage. Prema poda-
cima proizvodada, podloga inhibira rast bakteriofagd putem fosfatd koji
blokiraju djelovanje kalcija u toku fermentativnog procesa. Podloga je sastav-
ljena od obranog mlijeka u prahu, &istih soli fosfatd, demineraliziranog mljeé-
nog seruma i dehidratiranog ekstrakta guSterate.

S obzirom da je moguénost za$tite mljekarskih kultura, a napose onih
mezofilnih, od $tetnog djelovanja bakteriofaga putem hranjive podloge za uzgoj
tih kulturd veoma interesantna i privlaéna metoda, smatrala sam korisnim
zadatkom da ispitam djelovanje i moguénosti takve specijalne podloge.

Eksperimentalni rad

U ispitivanje su uzeti sojevi bakterija mljeéno-kiselog vrenja iz Zbirke
mljekarskih kultura Zagrebatke mljekare, i to: Streptococcus lactis,
Str. cremoris, Str. diacetilactis i Leuconostoc citrovo-
rum, izdvojeni iz mjefovitih mljekarskih kultura $to se upotrebljavaju u re-
dovnoj proizvodnji i oni iz mjeSovitih mljekarskih kultura nabavljenih iz Fran-

Referat s XIII, nau¢nog sastanka mikrobicloga i epidemiologa Jugoslavije, odrZanog 8—I12. 6.
1971, Pula.
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cuske, Bugarske, Poljske, SR Njemadke i SSSR. Uz njih su ispitani i bakterio-
fagi iz naSe zbirke kao i oni pribavljeni iz Francuske i Bugarske.

Kulture bakterija mlje¢no-kiselog vrenja uzgajane su paralelno u specijal-
noj hranjivoj podlozi »Marstar« (ili, kraée, SHP), odnosno u prirodnoj hranjivoj
podlozi (PHP), tj. 10%.-tnoj otopini obranog mlijeka u prahu steriliziranoj
pri 121°® C/45 minuta.

Hranjiva podloga »Marstar« priprema se prema uputi proizvodaca na ovaj
nad¢in: 1 kg podloge otopi se u 7,5 litara mlake vodovodne vode i, kada se
podloga posve otopila, naglo ugrije do 88—81° C. Pri toj se temperaturi drzi
45 min. i nakon toga se naglo ohladi do temperature cijepljenja, tj. 21—23° C.
Tada se aseptid¢ki prenese po 100 ml hranjive podloge u tikvice od 250 ml
zapremine., Netom pripremljena podloga »Marstar« ima ova svojstva: boje je
svijetlo smede; kratko vrijeme nakon §to je pripremljena (2—3 min.) javlja
se na dnu posude neznatan talog §to se smatra normalnom pojavom; a kiselost
ohladene podloge kreée se u granicama od 35—400 SH.

Prvog dana ispitivanja precijepljene su odabrane &iste kulture bakterija
mljetno-kiselog vrenja u koli¢ini od 1%/ u podloge PHP i SHP. Istodobno je
jedan niz kultura inficiran poznatom koli¢inom homolognog bakteriofaga.
Tako inficirane kao i neinficirane kulture inkubirane su pri 21—23% C/18 sati
(za streptokoke), odnosno pri 30° C/48 sati (za I. citrovorum), i nakon
zavr8ene inkubacije ponovno su precijepljene u svjeZe podloge PHP i SHP.
Tom je prilikom odreden u svakoj kulturi broj Zivih bakterija po metodi
agar-plota, a kao podloga za nearomotvorne sireptokoke i L. citrovorum
upotrijebljeno je hidrolizirano mlijeko s 2,5%¢ agara, a za aromotvorne strep-
tokoke ista podloga uz dodatak od 1% kalcijevog citrata. Svakog dana tijekom
iduéih 11 dana izvr8ena su, na opisani naédin, precjepljivanja inficiranih kultura
i odredivanja broja %ivih bakterija u njima.

Osim praéenja stupnja rasta inficiranih kultura bakterija mljetno-~kiselog
vrenja u podlogama PHP i SHP, ispitivan je i razvoj homolognog bakteriofaga
u kulturi vrste Str. cremoris u odnosu na upotrijebljene hranjive pod-
loge. Broj bakteriofagd u kulturi streptokoks odreden je metodom titracije.

U svrhu ispitivanja odrzljivosti bakteriofagom inficiranih kulturd pri
niskim temperaturama tuvanja, odabrana su tri soja streptokokd mljeéno-kise-
log vrenja, i to: Str. lactis 905, Str. cremoris SLiStr. diaceti-
lactis 228, i dva soja vrste L. citrovorum (SL i 5/12). Nakon zavriene
inkubacije pri 21—23° C/20 sati u PHP i SHP, kulture su odmah prenijete
u hladionik pri + 2° C i tamo €uvane 1—3 dana. Pri tome je u njima svakog
dana odredivan broj Zivih bakterija metodom agar-plofa na isti nadin kako je
to naprijed navedeno.

Da bi se ispitao utjecaj tvrde vode na rast bakterija mlje¢no-kiselog vrenja.
pripremljena je posebna kalcinirana specijalna hranjiva podloga (KSHP), i to
tako da je podloga »Marstar« otopljena u kalciniranoj vodi (500 mg/l) umjesto
u obi¢noj vodovodno] vodi. Odabrane tri kulture streptokoka mljeéno-kiselog
vrenja uzgajane su istovremeno u svim trima podlogama, tj. u PHP, SHP i
KSHP. Nakon inkubacije pri 21—23% C/18 sati precijepljene su u iste svjeZe
podloge u koli¢ini od 1%, inficirane poznatom kolid¢inom bakteriofagd 1 inku-
birane pri 21—23° C/18 sati. Nakon toga odreden je u njima broj ¥ivih bakterija
po metodi agar-ploda (21-—23° C/48 sati).
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Rezultati
Tablica 1

Djelovanje bakieriofaga na Ciste kulfure streptokoka mljeéno-kiselog vrenja
razlititog perijekla

Ciste kulture streptokoks mljeéno-kiselog vrenja

Bakteriofag Str. diacetilactis Str. cremoris
Cl C2 B2 D1 D2
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Napomena: 1) Ciste kulture streptokd mljeténo-kiselog vrenja sastavni su dijelovi
mijeSovitih kultura razlititih proizvodada, npr. ¢iste kulture oznake
Al i A2 sastavni su dijelovi dviju razli¢itih mjeSovitih kultura proiz-
vodada A;

2) znak -+ zna&i da jedna kap poznate otopine bakteriofaga kapnuta na
razvijenu koloniju kulture streptokoki ma agar-ploli dezintegrira do-
tidnu koloniju (hestanak jasnih obrisa i prvobitnog izgleda); znak —
znati da bakteriofag nije destruktivno djelovao na koloniju nakon
ponovljene inkubacije. Kao podloga za uzgo] vrste Str. diaceti-
lactis posluZilo je hidrolizirano mlijeko s 2,5% agara, a za Str.
cremoris ista podloga uz dodatak 1% Ca citrata.

U tab. 1 pregledno je prikazano djelovanje bakteriofagd na streptokoke
mljeéno-kiselog vrenja razliditog porijekla. Tako npr. bakteriofag d2, izdvojen
iz mjeSovite mljekarske kulture D2 §to je nabavljena od proizvodata D, lizira
kulture izdvojene iz mjefovitih kultura D1 istog proizvodafa. Nadalje, taj
bakteriofag lizira i kulture izdvojene iz drugih mjefovitih kultura nabavljenih
od razliitih proizvodada. Na osnovi toga moZe se zakljuditi da mnoge mjedovite
kulture razliditog porijekla imaju u svom sastavu iste sojeve streptokoka
mljetno-kiselog vrenja.

U tab. 2 iznijeti su podaci o razvoju &istih kultura streptokokd mljeéno-
-kiselog vrenja u dvjema razli¢itim hranjivim podlogama, tj. u PHP i SHP.
Vidi se tu da rast streptokoka varira, odnosno da se neke kulture bolje razvi-
jaju u SHP a druge u PHP. Takav razlidit stupanj rasta streptokokéd u tim
podlogama moZe se iskoristiti za razlikovanje soja od soja iste Ciste kulture.
Prate¢i podatke u tab. 2 nakon treéeg precjepljivanja kultura vidi se da: 4
¢iste kulture (60, 70, 7962 i 7963) od ukupno 9 ispitanih kultura vrste Str.
lactis, 2 kulture (24V i VT5) od ukupno 12 kultura vrste Str. cremoris
i jedna (22S) od ukupno 12 kultura vrste Str. diacetilactis bolje rastu
u SHP. Nasuprot tome, 4 kulture (27, 56, 75 i 502) od ukupno 9 ispitanih kultura
vrste Str. lactis, 4 kulture (C5, MQ@3, SL i VT3) od ukupno 12 vrsta Str.
cremoris i 6 kultura (33F, 100-BS, B6, ST3, STD i STD3) od ukupno 12
ispitanih kultura vrste Str. diacetilactis pokazuju bolji rast u PHP.
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Tablica 2

Utjecaj sastava hranjivih podloga na uzgoj &istih kultura streptokoki miljecns-
-kiselog vrenja tijekom 11 precjepliivanja. Kulture su uzgajane u 16%s-tnej otopini
obranog mlijeka u prahu (PHP) i u specijalnoj hranjivoj podlozi »Marstar« (SHF)
pri 21—23° C/18 sati, a broj Zivih bakterija u kulturama odreden je metodom agar-
-ploca nakon inkubacije pri 21—23° C/48 sati.

Broj Zivih bakterija x 10%/ml

Cista kultura nakon nakon nakon Ly
streptokoka 1-og 2-0g 3-eg brosj eza_wiﬁezultat
mljeéno-kiselog precjep- precjep- precjep- e e .
vrenja ljivanja ljivanja ljivanja precjepljivanja
PHP SHP PHP SHP PHP SHP
Str. lactis
27 118 60 105 41 100 49 —
56 58 43 85 39 72 40 0
60 199 318 210 341 288 435 0
70 123 171 49 195 18 148 -+
75 74 55 90 37 99 40 —_
502 115 60 87 31 69 29 —
905 268 251 239 375 200 410 +
7962 58 121 129 115 111 130 0
7963 115 28 285 459 226 420 +
Str, cremoris
54 35 28 52 17 100 18 —
24V 141 13 151 154 50 175 +
44A 112 100 129 75 120 160 0
44B 142 114 108 75 125 99 0
C5 59 9 81 21 53 25 0
LD 31 25 LN 50 69 65 0
MQ 40 21 29 99 15 10 0
MQ3 81 29 79 40 6 34 —
MRD 70 139 170 60 71 17 —
SL 92 35 101 41 81 55 0
VT3 92 55 102 31 65 49 0
VT5 158 141 131 165 171 429 (]
Str. diacetilactis
228 421 458 320 512 359 392 0
33F 130 66 174 42 175 59 —
100-BS 105 61 158 60 169 56 —
253 99 85 75 63 94 LN 0
299 113 91 91 42 87 45 0
300-BS 140 93 86 63 114 78 0
B1 71 77 82 51 84 56 0
B6 170 68 99 64 119 44 —
F8 131 134 91 128 93 24 —
ST3 125 43 115 52 105 60 0
STD 149 65 112 99 118 59 —
STD3 141 58 82 50 105 60 4]

Napomena: 1) Znak + zna&i da se u SHP razvio pribliZno dvaput veéi broj stanica
nego u PHP tijekom 4. do 11. precjepljivanja;

2) znak 0 oznaCuje da se broj stanica u SHP kretao pribliZno unutar gra-
nica prvih triju precjepljivanja; a znak — znati da je broj Zivih bak-
terija u SHP wu odnosu na onaj u PHP bio pribliZno mpola manji tije-
kom 4.—11. precjepljivanja kultura, LH = laboratorijska nezgoda (bez
rezultata).
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Jedna kultura vrste Str. lactis (7962), 6 kultura vrste Str. cremoris
(54, 44A, 44B, LD, MQ i MRD) i 5 kultura vrste Str. diacetilactis (253,
299, 300-BS, Bl i F8) ne pokazuju neku vidljivu razliku u stupnju rasta u
imenovanim podlogama.

Tablica 3

Utjecaj sastava hranjivih podloga za uzgoj Cistih kultura vrste Leuconostoe
citrovorum tijekom 11 precjepljivanja. Kulture su uzgajane u 10%¢-tnoj ctopini
obranog mlijeka u prahu (PHP) i u specijalnoj hranjivej podlozi »Marstarg (SHP)
pri 30° C/48 sati, a broj Zivih bakterija u kulturama odreden je metodom agar-ploda
nakon inkubacije pri 30" C/48 sati.

Broj Zzivih bakterija x 10%ml

Cista kultura nakon nakon -
bakterija 1-o0g 2-0g pipejelan rezultat
mljeéno-kiselog precjep- precjep- O
vrenja ljivanja ljiivanja precjepljivanja
SHP PHP SHP PHP
L. citrovorum SL 165 475 0,39 368 0
L. citrovorum Da3 109 558 5,80 370 0
L. citrovorum 5/12 22,8 335 0,00017 298 0

Napomena: znak 0 zna¢i da je broj Zivih bakterija u SHP opadao svakim iduéim
precjepljivanjem tako, da nakon 1l-og precjepljivanja na kontrolnoj agar-ploéi nije
viSe porasla nijedna kolonija.

U tab. 3 mogu se vidjeti razlike u rastu sojeva vrste L. citrovorum
u podlogama PHP i SHP. Ti se sojevi slabo razvijaju u SHP, pa nakon 1l-og
precjepljivanja u SHP uopée vife nisu razvijali kolonije na kontrolnim agar-
-plo¢ama.

Tablica 4

Utjecaj sastava hranjivih podloga na razvej homolognog bakteriofaga u kulturi
vrste Str. cremoris uzgajane u 10%4-tnoj ofopini obranog mlijeka u prahu
(PHP) i u specijainoj hranjivoj podiozi »Marstar« (SHP) tijekom tri precjepljivanja
bakteriofagom inficiranih kultura.

Homq- Broj bakieriofagd u 1 ml bakterijske kulture
_..};ﬁg_ nakon l-og precjepljivanja nakon 3-eg precjepljivanja
riofag PHP SHP PHP SHP*
6 60 x 107 100 x 102 100 x 108 0
10 100 x 107 40 x 108 50 x 10* 0
27 120 x 107 82 x 104 250 x 104 0
40 40 x 107 26 x 103 40 x 10° 0

* bakteriofag; odsutni u 0,1 ml bakterijske kulture

Tablica 4 sadrzi podatke o razvoju homolognog bakteriofaga za vrstu Str.
cremoris uzgajanu u PHP i SHP. UmnoZavanje bakteriofagé je znatno sla-
bije veé¢ poslije prvog precjepljivanja bakterijske kulture u SHP, a poslije
ireteg precjepljivanja bakteriofagi su se nalazili jo§ samo ponekad. Inhibitorne
sposobnosti SHP »Marstar« u sprefavanju razvoja bakteriofagd ne mijenjaju
se ni u podlozi pripremljenoj s kaleiniranom vodom (500 mg/1).
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lablica 5 : T T T S B

Utjecaj sastava hranjive podloge na odrZavanje kultura bakterije mljeéno-kiselog
vrenja inficiranih homolognim bakteriofagima i ¢uvanih pri + 2° C, Broj Zivikh bak-
terija odreden je metodom agar-plefa nakon inkubacije pri 21—23° C/48 sati za
strepiokoke, a pri 30%48 sati za L. cifrovorum.

Cista kultura Broj Zivih bakterija x 10%/ml
bakterija Hranjiva nakon nakon nakon
mljecno-kiselog podloga 1-0g dana 2-0g dana 3-eg dana
vrenja ¢uvanja tuvanja ¢uvanja
Str. lactis 905 SHP 330,00 450,00 58,00
PHP 280,00 250,00 14,00
Str. cremoris SL SHP 120,00 95,00 0,20
PHP 150,00 120,00 0,00189
Str.diaceti- SHP 57,00 0,014 0,00159
lactis 228 PHP . 120,00 59,00 0,0107
L. citrovorum SL SHP 0,68 0,27 0,65
PHP 3,30 3,10 3,50
L. citrovorum 5/12 SHP 0,63 1,10 1,21
PHP 3,90 5,10 3,90

Napomena: SHP oznaduje specijalnu hranjiva podlogu »Marstar«; a PHP prirodnu
hranjive podlogu, tj. 10%e-tnu oftopinu obranog mlijeka u prahu.

U tab. 5 moZe se pratiti utjecaj podloga na odrZavanje kulturd éuvanih
pri + 2° C. Kulture bakteriofagom inficiranih sojeva vrste L. citrovorum
dobro se odrZavaju u SHP, a kulture streptokoki mlje#no-kiselog vrenja
ubrzano propadaju.

Diskusija

Na osnovi provedenih pokusa moZe se razabrati da SHP »Marstar« spre-
¢ava razvoj bakteriofagd u kulturama bakterija mljetno-kiselog vrenja. Oda-
beremo li SHP kao podlogu za uzgo] mati¢nih kultura streptokokd mljedno-
-kiselog vrenja, tada smo osigurali rast streptokoka u hranjivoj sredini stalnog
sastava i s anti-fagnim svojstvom. Primjena takve podloge pruZa znatnu pomoé
u odrzavanju ovih veoma osjetljivih vrsta proizvodnih bakterija, odnosno nji-
hovih sojeva. Rezultati ispitivanja pokazuju znatno variranje rasta streptokoka
mljeéno-kiselog vrenja medu pojedinim sojevima, §to ujedno ukazuje na veé
dobro poznatu sloZencst prehrane tih bakterija. Pojava da se neke kulture
sojeva vrste Str. diacetilactis slabije razvijaju u SHP znadi da SHP
ne pogoduje fermentaciji citrata. Otigledan dokaz za ovu pretpostavku nazire
se u &injenici da se veéina kultura vrste L. citrovorum ne razvija u SHP.

Zelimo li uzgajati neku mjesovitu kulturu bakterija mljeéno-kiselog vrenja
u SHP, potrebno je eksperimentalno odrediti kako se koji od &lanova kulture
razvija u SHP, pa tek tada odlutiti o uzgoju mjeSovite kulture u toj podlozi.
Mjesovite kulture uzgajane u PHP ili u steriliziranom obranom mlijeku neée
zadrzati iste odnose ako se uzgajaju u SHP pa se, tako, nameée vrlo zanimljiv
rad oko kombipiranja mjeSovitih kultura od &istih kultura $to su sposobne
da se barem priblizno podjednako razvijaju u SHP. Samo takvim kombinira-
njem mozZzemo uz poZeljni sastav proizvodne kulture zadrZati njen sastav stal-
nim ako je Zelimo odrZavati u SHP »Marstar«.
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Zakljudak

Specijalna hranjiva podloga (SHP) »Marstar« za uzgoj bakterija mlje¢no~
-kiselog vrenja, koja ima prema navodima proizvodata inhibitorna svojstva
prema bakteriofagima, ispitana je na njene moguénosti inhibicije bakteriofagé
u razlititim uvjetima. Takoder je ispitan i njen utjecaj na sposobnost odrzava-
nja kulturl kada se one ¢uvaju u hladioniku pri temp. od + 2° C.

Ispitivanja su pokazala da SHP, pripremljena prema uputama proizvodada,
kodi razvoj bakteriofaga i moZe posve ukloniti infekeiju proizvodnih mljekar-
skih kultura bakteriofagom veé nakon treteg precjepljivanja. Ako se podloga
pripremi s kalciniranom vodom (500 mg/l), ni tada ne mijenja svoja inhibitorna
svojstva prema bakteriofagima.

Ciste kulture vrsta Str. lactis, Str. cremoris i Str. diaceti-
lactis dobro se razvijaju u SHP, uz razlike u stupnju rasta sto se javljaju
od soja do soja. Kulture sojeva vrste L. citrovorum ne rastu dobro u toj
specijalnoj podlozi.

Odrzljivost kultura u SHP u toku ¢uvanja u hladioniku pri + 2° C znatno
varira unutar pojedinih éistih kultura bakterija mljeéno-kiselog vrenja.
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MOGUCNOSTI PRIMJENE REVERZNE OSMOZE
U MLIEKARSKOJ INDUSTRUI*

Petar BRNETIC

»PLIVA« tvornica farmaceutskih i kem. proizvoda, Zagreb

Kad se dvije otopine razlit¢itih koncentracija, a koje se nalaze pod istim
tlakom, odijele semipermeabilnom membranom, otapalo ¢e kroz semipermea-
bilnu membranu prodirati iz dijela s niZom koncentracijom u dio u kojoj je
koncentracija otopljene tvari viSa. Takav proces nazivamo osmozom.

Zbog prisutnosti otopljenih molekula snizuje se energetski potencijal ota-
pala, te je on ni%i u dijelu s viSom koncentracijom. Ta smanjena aktivnosti
uvjetovana je brojem otopljenih molekula.

Referat sa IX. Seminara za mljekarsku industriju, februar 1971, TehnoloSki fakultet, Zagreb.
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