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KARAKTERISTIKE RASTA I AKTIVNOSTI
LAKTOBACILA U UF MLEKU

Zorica T Radulovic, Dragojlo B. Obradovic, Dorde Fira

Primena ultrajiltracije ima sve veci znaca] II proizvodnji mlecnin proizvoda, II prvom redu
mekih sireva, dokje II proizvodnjipolutvrdili i Ivrdih sireva zastupljena II manjem obimu. S obzirom
da se UF mleko karakterise povecanim puferskim kapacitetom, bakterije mlecne kiseline koje bi se
mogle koristiti kao starter kulture, moraju se odlikovati izraienom acidogenom sposobnoscu.
Takodje, praksaje pokazala da sirevi dobijeni iz UF mleka sporije sazrevaju, zbogcega je neophodno
da starter kulture poseduju izraiena i proteoliticka svojstva. U radu je prikazan puierski kapacitel
UF mleka razlicitogstepena koncentrovanja ito mlecnog ekvivalenta (CF= 1) i retentata CF=3 i
CF=4. Zatim je ispitivan uticaj UF mleka navedenih koncentracija na aktivnost i rast dva soja
bakierija mlecne kiseline i to : Lactobacillus helveticus HD-SO i Lactobacillus acidophilus Me.
Rast i acidogenasposobnost ispitivanihsojevaje pracena tokom osam sati[ermcntacije u mlecnom
ekvivalentu i retentatima. Proteoliticka aktivnost ispitivanih sojeva je determinisana odrediivanjem
tirozinske vrednosti i elektroforetskom detekcijom prt: sojeva koji hidrolizuju ~ kazein. Ispitivanja
su pokazala da soj Lactobacillus helveticus HD-SOima bolju acidogenu sposobnost, a soj Lacto­
bacillus acidophilus MCje pokazao bolju proteoliticku aktivnost.

KLJUCNE REC~I: bakterije mlecne kiseline, UF mleko, acidogena sposobnost,
proteolitickaaktivnost

UVOD

Uvodjenjem ultrafiltracije mleka u mlekarsku industriju ostvaren je znacajan naprcdak u
proizvodnji mlecnih proizvoda, cirne je postignuto bolje iskorisccnjc mleka kao sirovine. Ovaj
tehnoloski postupak se primenjuje u proizvodnji mckih sireva, visokog sadrzaja vlage i nizc
pH vrednosti, cije osobinc nc zavise od proteolitickih promena kazeina. Sa ohzirom da
ultrafiltracija nije znacajno zastupljena u proizvodnji polutvrdih i tvrdih sireva, istrazivanja na
ovom polju su veorna aktuelna (1,2).

Sirevi koji bi sc dobili primenom ovog postupka bi imali specificnu konzistenciju, strukturu,
ukus i miris, sto bi uslovilo nastajanjc novih tipova sircva. Ultrafiltrirano mleko se karakterise
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izmcnjenim sastavom, sto preelstavlja jednu novu sreelinu za rast bakterija rnlecnc kiseline. Ta
specificnost se oglcda pre svcga u povecanom pufcrskom kapacitetu UF mleka, koji nastaje
uslcd povecanog sadzaja proteina i nerastvorljivih soli kalcijuma i fosfora. Ova pojava elovodi
do usporenog opadanja pH vreelnosti i predstavlja dodatni zahtev za kulturu u pogledu
acidogcne sposobnosti (3,4).

Bez obzira na prisustvo vclikog broja aktivnih celija startcra ciji broj nakon nekoliko casova
inkubacijc moze da se poveca, opadanjc pH vrednosti u UF mlcku jc usporcno (5,6). Puferska
svojstva UF mlcka omogucavaju da celije startcra irnaju produzenu logaritamsku Iazu rasta,
odnosno njihova aktivnost je znatno produzena (7).

Pored povecanog puferskog kapacitcta UF mleka, povccan je i sadrzaj proteina surutke
slo predstavlja jos jednu specificnost ove mlccnc sredine u oelnosu na starter kulture. Takoelje
je znacajna i smanjena koncentracija para-kapa-kazeina, koja nastaje kao posledica sporije
aktivnosti himozina i brzcg stvaranja grusa (8). Poznato jc ela se osnovni protein surutke,
B-Iaktoglobulin, slabo hidrolizuje enzimima prisutnim u siru, kako enzimima startera, tako i
himozinom, plazminom i ostalim proteinazama prisutnirn u siru (9,10). Ovako izmenjcn
proteinski sastav mleka prouzrokuje znatno sporijc sazrevanje sircva dobijenih iz UF mleka.
Celijama startera je dostupna manja kolicina rastvorljivih azotnih materija, sto prouzrokuje
usporeno odvijanjc proteolitickih promena tokom zrcnja sira.

Dakle, kada se radi 0 selekciji starter kuItura za proizvodnju sireva iz UF mIcka, akccnat
se stavlja u prvom redu na izrazenu acidogcnu sposobnost, a zatim i na njihovu proteoliticku
aktivnost.sto doprinosi praviInoj fermcntaciji svezeg sira i ubrzanju proteolitickih procesa
tokom zrcnja sireva,

U tom smisIu, ciIj ovog rada je da pokaze kakve Sll karaktcristikc rasta i aktivnosti nekih
laktobacila, koji bi se mogli primcnjivati u proizvodnji pomenutih sireva.

EKSPERIMENTALNIOEO

Za ispitivanje su korisccna dva soja laktobaciIa i to: Lactobacillus helveticus HD-50 i Lacto­
bacillus acidophilus Me. Ispitivani sojevi su odrzavani u 10% rekonstituisanom obranom lakmus
mIeku sa dodatkom CaC0

1
i pripadaju koIekciji cistih kultura Katedre za Tchnolosku

mikrobiologiju Poljoprivrcdnog fakuIteta u Zernunu.
UItrafiItrirano mIeko koncentracije CF=5 jc dobijeno na industrijskorn postrojenju za

ultrafiltraciju mIckarc Dzersi u Knjazevcu, a potom je standardizovano pcrmeatom na stepene
konccntrovanja CF=4, CF=3 i CF= 1 (rnlecni ckvivalent). Ove tri konccntracije UF mIeka su
koriscene za rast ispitivanih sojcva. Pre inokulacije u ispitivanim koncentracijama UF mleka
(CF=4, CF=3 i CF= 1) jc odredjcn puferski kapacitet modifikovanom metodom po Suther­
land and Jameson-u (11). Nakon toga je izvcdena rcpastcrizacija mlecnog ekvivalenta i
pomenutih retentata na 75°C II toku 10 minuta, a potom i inokuIacija sa 1% kulture ispitivanih
sojeva.

Rast ispitivanih sojeva jc praccn inkubacijom uzoraka na 37°C II toku 8 casova. Za
utvrdjivanje promene broja cclija primenjena je metoda razredjcnja na MRS poellozi i to na
svaka elva sata II toku osmocasovne fermentacije. Promenc pH vrednosti u mlecnorn ckvivalentu
i rctentatima su praccnc na pH-metru "Iskra", takodjc na svaka elva sata ferrnentacijc.
Protcoliticka aktivnost ispitivanih sojevaje utvrdjena spektrofotornetrijski metodom po Juffs­
II (12) i clcktroforetskom detekcijom prt ' sojeva koji hidrolizuju p-kazein, metodom po Hill i
Gasson-u (13). Ovo je modifikovana metoda za ekstracelularne protcinaze u kojoj jc koriscena
SDS poliakrilamidna gel-clektroforeza, a za standard jc upotrebljen cist 13-kazcin.
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REZULTATI I DISKUSIJA

Na osnovu promene pH vreclnosti u mlecnorn ekvivaIentu i retentatima priIikom
cloclavanja poznate kolicine mlecne kiseline, utvrcljen je puferski kapacitet sva tri mlccna
medijuma, sto je prikazano na slici 1.
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Slika 1. Puferski kapacitet retentata CF=4, CF=3 i mlecnog ekvivaIenta

Sa grafikona se vicli cia pri pH vrednosti 5,5 puferski kapacitet u retentatima CF=4 i
CF=3 iznosi 88 i 74, au mlecnorn ekvivaIentu 38 mmoI mlecne kiseIine IpH jedinici. Zapaza
se da puferski kapacitct rastc sa povecanjern stepena konccntrovanja retcntata, pa je u retentatu
CF=3 dva puta veci, a u CF=4 dva i po puta veci u odnosu na mlecni ekvivaIent, pri pomenutoj
pH vrednosti. Ova pojava ornogucava celijama startera duze odrzavanje pH vreclnosti izmedju
5,5 i 6,0 u retentatima veceg stepena konccntrovanja, sto je znacajno za duzu aktivnost starter
kultura.

Na slikama 2 i 3 su dati rezultati 0 promcni broja celija i pH vreclnosti u retentatima i
mlccnorn ckvivalcntu za ispitivanc sojcvc.
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Stika 2. Promcne pH vrednosti i ukupnog broja celija soja
Lactobacillus helveticus HD-50 u UF mleku
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Slika 3, Promene pH vrednosti i ukupnog broja celija soja
Lactobacillus acidophilus MC u UF mlcku
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Evidentno je da je snizavanje pH vrednosti u mlecnom ekvivalentu najbrze, potom u
retentatu CF=3, a najsporije u retentatu CF=4. Ova pojava jc i ocekivana, obzirom da sa
porastom stepena koncentrovanja UF mleka, kulture pokazuju usporen porast aktivne
kiselosti. Ova pojava je posledica povecanog puferskog kapaciteta u retentatima vece
koncentracije, sto znaci da kultura mora ostvariti vecu produkciju mlecne kiseline da bi
savladala ponudjeni puferski kapacitet.

Naravno, da je za savladjivanje pufcrskog kapacitcta u mlecnom ckvivalentu potrcbna
manja kolicina mlecne kiseline, a srazmerno stepenu koncentrovanja UF mlcka i neophodna
kolicina mlecne kiseline se povecava (14, 15, 16).

Uporcdnom analizom grafikona promcnc broja celija, zapaza se da je ukupan broj celija
ispitivanih sojeva veci u retentatu CF=4, nego u retentatu CF=3, a ovaj opet veci nego u
mlecnom ekvivalentu. S obzirom da je UF mleko vece koncentracije pogodnija i bogatije sredina
za rast starter kultura, da je u ovoj sredini usporen porast aktivne kiselosti, celijama jc
omogucena bolja aktivnost i rast (17,18). Na kraju osmog sata fermentacije, soj Lactobacillus
helveticus HD-SO je postigao pH vrednost u mlecnom ekvivalentu 5,26, u retentatima CF=3
5,31 i u CF=4 5,39. Ispitivani soj Lactobacillus acidophilus MC je za isti vremenski period
postigao u mlecnom ekvivalentu pH vrednost 5,25, a u retentatima CF=3 i CF=4 : 5,49, 5,60.
Evidentno je da su oba soja u mlecnom ekvivalentu postigla priblizne pH vrednosti, dok je u
retentatima soj Lactobacillus helveticus HD-SO postigao znatno nize pH vrednosti. Istovremenom
analizom promene broja celija, utvrdjuje se da su pomenute pH vrednosti ispitivani sojevi
postigli sa prilicno ujednacenim ukupnim brojem celija. Broj aktivnih celija oba ispitivana soja
u mlecnom ekvivalentu se kretao oko 108

, au retentatima 10'1 - 10 10 elm\.Takodje su oba soja
pokazala da se posle osam sati fermentacije njihova aktivnost u mlecnom ekvivalentu smanjuje
i celije ulaze u stacionarnu fazu rasta, dok je u retentatima njihova aktivnost vcoma izrazena i
celije se nalaze jos uvek u eksponencijalnoj fazi rasta, gde se i dalje moze occkivati snizavanje
pH vrednosti.

Da bi se stekla jasnija slika 0 aktivnosti i acidogenoj sposobnosti ispitivanih sojcva, utvrdjcno
je povecanje broja celija tokom fermentacije i prikazano kao odnos broja celija na pocetku i
na kraju fermentacije, sto je dato na tabeli 1.
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Tabela 1. Odnos ukupnog broja celija na pocetku i na kraju fermentacije

SOJ MLECNI EKYIYAL. RETENTAT CF=3 RETENTAT CF=4

Lactobacillus L9xlO2 6,7x102 7,9xlO2

helveticus HD-50
Lactobacillus 4,lx10 2,6x I02 3,9x102

acidophllus Me

Jasno je da je soj Lactobacillus helveticus HD-50 pokazao bolju aktivnost i vece uvccanje
broja cclija i to u sva tri mlecna medijuma, pa je razumljivo sto su i pH vrednosti koje je
postigao ovaj soj znatno nize.

U cilju utvrdjivanja proteoliticke aktivnosti ispitivanih sojeva, uradjena je detekcija prt '
sojcva za ckstracelularne proteinaze. S obzirom da su ovo prvi enzimi koji zapocinju razgradnju
protcina, kao kontrolaje uzet cis: ~-kazein, kao najzastupljeniji protein mleka (19). Sposobnost
ispitivanih sojeva da svojim ekstracclularnim proteinazama zapocinju hidrolizu 0-kazeina je
prikazana elektroforetski na slici 4.

.......
• 11)1

Slika 4. Razgradnja ~-kazeina pod uticajcm ekstracelularnih
proteinaza ispitivanih sojeva

Na gel je sa leve strane nanesen najprc cist ~-kazein kao kontrola, a zatim sojevi Lactobacillus
helveticus HD-50 pa Lactobacillus acidophilus Me. Sa slike je evidentno da je soj Lactobacil­
lus acidophilus Me jace hidrolizovao ~-kazein u odnosu na soj Lactobacillus helveticus HD­
50. Do slicnih rczuItata se doslo i utvrdivanjem tirozinske vrednosti, sto je dato u tabeli 2.

Tabela 2. Proteoliticka aktivnost ispitivanih sojeva

SO.J TIROZINSKA YREDNOST

Lactobacillus lielvetlcus HD-50 123

Lactobacillus acidophilus Me 136
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Soj Lactobacillus acidophilus MC je postigao vecu tirozivsku vrednost. Naime, i
elektroforctskom dctckcijom prt ' sojcva i utvrdjivanjcm tirozinskc vrcdnosti je utvrdjcno da
oba ispitivana soja pokazuju dobru proteoliticku aktivnost, ali je kod soja Lactobacillus
acidophilus MC ona znatno izrazenija.

ZAKLJUCAK

Na osnovu izvrscnih ispitivanja mogu sc izvcsti slcdcci zakljucci:
Najnizi pufeski kapacitet je utvrdjcn u mlccnorn ekvivalcntu, a sa povecanjcrn stepena

konccntrovanja rctentata i puferski kapacitet se povccava.
Shodno ovoj cinjenici, snizavanjc pH vrednosti u mlecnom ckvivalentu je brze u odnosu

na rctentatc vecih koncentracija, gde se sa povecanjern stepena konccntrovanja retcntata
snizavanje pH vrednosti usporava.

Tokom osmocasovne inkubacije, broj celija za oba ispitivana soja se povccavao sa
povccanjern stepena koncentrovanja UF mleka, pa je ovaj broj najvcci u retentatu CF=4,
zatim u retcntatu CF=3, a najrnanji u mlccnom ekvivalentu.

Utvrdjeno je da sa priblizno istim brojem celija na kraju osmog sata rasta, ispitivani sojcvi
postizu razlicitc pH vrednosti, pri cernu je soj Lactobacillus helveticus HD-SO pokazao jacu
acidogenu sposobnost.

Odredjivanjem tirozinske vrcdnosti i clektroforetskom detekcijom prt ' sojcva koji
hidrolizuju ~-kazein, pokazala su slaganja u pogledu inteziteta proteolize za oba ispitivana
soja. Nesto izrazeniju proteoliticku aktivnost je pokazao soj Lactobacillus acidophilus Me.
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CHARACTERISTICS OF LACTOBACILLI GROWfH AND ACTIVITY
INUFMILK

Zorica T. Radulovic, Dragojlo B. Obradovic, DjordjeFira

The application of ultrafiltration has an increasing importance in the manufacture of
dairy products, primarily of soft cheeses. However, in semi-hard and hard cheeses, manufac­
ture ultrafiltration has not been applied at industrial level yet. Considering that UF milk is
characterised by increased buffer capacity, lactic acid bacteria, that could be used as starter
cultures, must have an expressed acidogenic ability.

Also, practice has shown that cheeses manufactured of UF milk ripen slowly, because it is
necessary that starter cultures have an expressed and proteolytic activity.The buffer capacity
of milk equivalent (CF= 1) and retentates (CF=3 and CF=4) were studied. Furthermore, the
influence of milk equivalent and these retentates on the growth and activity of two strains of
lactic acid bacteria: Lactobacillus helveticus HD-SO and Lactobacillus acidophilus Me. The growth
and production of lactic acid of the tested strains in UF milk were being observed during
eight hours of fermentation.
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Proteolytic activity of these strains was examined by determination of tyrosine value and
electrophoretic detection prt ' strains which were capable to hydrolyse (3 casein. In strain
Lactobacillus helveticus HD-SO was detected better acidogenic ability, but in strain Lactobacillus
acidophilus Me was detected better proteolytic activity.

Prispeo 31. januara 2000.
Prihvacen 3. jula 2000.
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