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SaZetak

U ovom radu istraZivane su karakteristike rasta i biohemijska svojstva
tri soja Lactobacillus acidophilus. Sojevi su bili stabilni i fermentisali su
mleko u periodu od 17 do 24 sata, U pogledu fermentacije Seéera, proteoliticke
aktivnosti, brzine rasta i rezistencije na Zuéne soli, utvrdena je odredena
varijabilnost medu sojevima. Na osnovu dobijenih rezultata, odabran je soj
L. acidophilus (L.a.C) za pravijenje meSanog startera sa Streptococcus lactis
diacetylactis. Acidofilno mleko dobijeno tim starterom imalo je znatno bolja
organoleptitka svojstva u poredenju s kontrolom. Utvrdeno je takode, da
nakon 3 dano soj L. acidophilus (L.a.C) postaje dominantan soj u populaciji.

Summary

In this paper growth and biochemical characteristics of 3. L. acidophilus
strains were tested. The strains were stable and fermented milk between
17—24 hours. There was a certain variability between the strains in carbo-
hydrate fermentaiion, proteolytic activity, growth rcte and bile salts tolerance.
On the basis of these tests the strain L. acidophilus (L.a.C) in combination with
S. lactis. ssp. diacetylactis 2100 was selected. Acidophilus milk produced with
this culture, showed much better organoleptic properties compared to control.
It was also found that after 3 days, strain L. acidophilus become dominant
in population.

Uvod

Medu postojeéim fermentisanim napicima od mleka, sve veéi interes se
javlja za proizvodnjom acidofilnog mleka. Razlog tome jeste saznanje da so-
jevi vrste Lactobacillus acidophilus, koji se koriste u proizvodnji acidofilnog
mleka, poseduju antimikrobnu aktivnost (Metha et. all, 1984), smanjuju
nivo holesterola u krvnom serumu (Thompson, et. all, 1982), a posebno
je interesantno da ove bakterije odredenim mehanizmima utiéu na smanjenje
potencijalnog rizika od pojave odredenih vrsta tumora (Goldin and Gor-
bach, 1984). Zbog ovih kao i nekih drugih osobina sojeva L. acidophilus, da-
nas vlada miSljenje da te bakterije, odnosno fermentisani mleéni proizvodi s
tim bakterijama, utiéu na poveéanje otpornosti organizma i povoljno deluju
na zdravlje ljudi. Nedostatak acidofilnog mleka je u neposedovanju prijatnih
organolepti¢kih svojstava, 8to je svojstvo ostalih fermentisanih napitaka, zbog
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¢ega je ovaj proizvod jo§ uvek nedovoljno konzumiran. Da bi se na neki naéin
eliminisao nedostatak okusa, u svetu se proizvodi veliki broj fermentisanih
napitaka u kojima se pored sojeva L. ucidophilus nalaze i druge vrste bakte-
rija mleéne kiseline.

Cilj ovog rada bio je istraZivanje biohemijskih i fiziolo$kih karakteristika
L. acidophilus u cilju selekcije najpovoljnijih sojeva za primenu u meSanim
starter kulturama,

Materijal i metode

Sojevi

Za ova istraZivanja upotrebljeni su: L. acidophilus (L.a.C), Institut za
imunologiju i virusologiju Torlak; L. acidophilus (L.a.A), Katedra za mikro-
biologiju, Poljoprivredni fakultet, Beograd; L. acidophilus 1748 kao i soj Stre-
ptococcus lactis ssp. diacetylactis (SH 176).

Hranljivi medijumi

Ciste kulture su odrzavane u 10% rekonstituisanom obranom mleku i
presejavane u intervalu od 7 do 10 dana. T7 toku rada su koris¢ene standardne
kranljive podloge; obrano mleko. MRS agar i MRS te¢na podloga, citratni agar
(Kempler and MeKay, 1980), Rogoza podloga (Rogosa and Wise-
man, 1951).

Za testiranje sposobnosti kultura da fermentiSu Secere kori§éena je And-
rade peptonska voda i MRS te¢na podloga. Proteoliti¢ka aktivnost sojeva od-
redivana je metodom po Juffsu (1975), a kiselost grupa je merena stan-
dardnim pH metrom (Iskra).

Bakteriocinska aktivnost

Na osudenu ¢vrstu MRS podlogu iskapavaju se po 0,1 ul istrazivanih kultu-
ra. Kad se kapi osufe, po povrsini se izliva 2,5 ml MRS top agara koji sadrZi
0.5 ml test kulture senzitivne na bakteriocine. (S. Cremoris NS 5).

Odredivanje krive rasta sojeva

Kulture su inokulisane u 100 ml MRS te&ne podloge (inokulum 0,5 do 1%/y)
i inkubirane na 37 °C. Rast kulture praéen je periodié¢no, merenjem ekstinkcije
na Klett kolorimetru (660 nm).

Specifi¢na brzina rasta odredivana je prema formuli Lee i Collins
(1975).
k = 2,203 (log;,x, — log,x,) / (t. —t,)
t. i t,, vremena koja odgovaraju ekstinkeiji x, i x,.

Generaciono vreme je izratunato iz specifiéne brzine rasta pomocu je-
dnacine

g = 0,693/k
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Rezistencija na Zuéne soli

10 ml te¢ne podloge MRS i bez 0,3%s Zuéne soli inokulisano je s po 0,1 ml
sveZe kulture L. acidophilus i inkubirano na 37°C. Rast kulture praéen je
merenjem ekstinkcije na Klett kolorimetru na talasnoj duZini 660 nm.

Rezultati

Na osnovu izvrSenih istraZivanja pokazalo se da svi testirani sojevi L.
acidopkilus zgruSavaju obrano mleko u periodu od 17 do 24 sata na 37°C, a
£0j S. lactis diacetylactis za 8 sati na 30°C. Takode, u pogledu proteoliti¢ke
aktivnosti utvrdena je odredena varijabilnost medu istraZivanim sojevima. Ti
sojevi laktobacila su slabiji proteoliti u poredenju sa S. lactis diacetylactis,
s tim $§to je soj L. acidophilus A bic najaktivniji (tablica 1).

Tablica 1. Acidogena i preteoliticka aktivnost sojeva L. acidophilus, i S. lactis
diacetylactis

Table 1. Acidogenic and Proteolytic Activity of L. Acidophilus and S. Lactis
Diacetylactis Strains

Soj Vreme zgruSavanja (h) Kiselost (pH) Tirozinska vrednost
Strain Curdling Time (h) Acidity (pH) Tyrosine Values
S. lactis ssp.

diacetylactis 8,0 1,31 119,97

L. acidophilus A 17,0 3,35 106,85

L. acidophilus C 18,0 3,35 98,73

L. acidophilus 1748 24.0 3,75 78,73

Kod sva tri soja L. acidophilus testirana je sposobnost sinteze bakterio-
cina. Rezultati tog testa pokazali su da medu sojevima, testiranim pri ovim
uslovima, nema producenata antibiotika.

Sposobnost fermentacije, u cilju identifikacije sojeva, istraZivana je na
17 razli€itih Seéera. Dobijeni rezultati pokazuju da, takode, postoji odredena
varijabilnost medu istraZivanim sojevima laktobacila. Soj L. acidophilus 1748
ne fermentiSe galaktozu; soj L. acidophilus A fermentife manitol, ramnozu i
ribozu, dok soj L. acidophilus C fermentife manitol i sorbitol, a ne fermentise
saharozu. Fermentacija ostalih Setera podudarala se s fermentacionom aktiv-
nos¢u vrste L. acidophilus po Bergey-u 1974 (tablica 2).

Dobijeni rezultati o nadinu rasta kultura pokazuju da ti sojevi imaju
karakteristi¢ne krive rasta kao i vrednosti specifi¢nih brzina rasta. Vreme po-
trebno da se poletni broj éelija u kulturi udvostruéi (generaciono vreme) je
najkra¢e kod soja L.a.C (109 minuta), a najduze kod soja L.a.A (258 minuta).
Za razliku od tih laktobacila, generaciono vreme S. lactis diccetylactis je zna-
tno krace, samo 60 minuta (dijagrami 1, 2, 3 i 4).
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Tablica 2. Sposobnost fermentacije Seéera sojeva L. acidophilus
Table 2. Sugar Fermentation by L. Acidophilus Sirains

Seéer Po Bergey-u
Sugar Bergey's manual R A Lh.€ 1748
Arabinoza — i —t —
Fruktoza + + 4= -+
Galaktoza -+ + + —
Glukoza + - + -+
Laktoza + + X +
Maltoza -+ - + -
Eskulin =+ + + -+
Manitol — + + —
Manoza -+ + -+ +
Melibioza d _ —
Rafinoza d —_ — —_
Rammnoza — 4 — —
Riboza — + — —
Sorbitol — = == =
Saharcza + + e +
Trehaloza d — — —
Ksiloza — —_— — —
L
=
L = -
" ] 1.8
- 1
=g =108 min - Rty
L 1o vé'gt- = £ 47 . i) i0 20 v""h n 40 40
Dijagram 1. Kriva rasta soja L. Dijagram 2. Kriva rasta soja L.
acidophilus C acidophilus A
Figure 1. Growth curve of L. acidophilus Figure 2. Growth curve of L. acidophilus
C strain A strain

Jedna od vaznih karakteristika sojeva L. acidophilus koja im, izmedu
ostalog, omoguéava prezivljavanje u intestinalnom traktu ljudi i Zivotinja,
jeste i sposobnost rasta u prisustvu odredenih koncentracija Zuénih soli. Istra-
Zivanja su pokazala da ti sojevi pokazuju odredene nivoe rezistencije na 0,3%0
Zuéne soli u medijumu. Zavisnost porasta ekstinkcije istraZivanih kultura u
podlozi sa i bez 0,3% Zuéne soli data je u dijagramima 5, € i 7.
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Dijagram 3. Kriva rasta soja L.
acidophilus 1748

Figure 3. Growth curve of L. acidophilus
1748 strain
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Dijagram 5. Rezistencija soja L.
acidophilus C na Zuéne soli

Figure 5. Bile salts tolerance of L.
acidophilus C strain
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Dijagram 4. Kriva rasta soja S. lactis
diacetyl. 2100

Figure 4. Growth curve of S. lactis
diacetyl. 2100 strain
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Dijagram 6. Rezistencija soja L.
acidophilus A na Zuéne soli

Figure 6. Bile salts tolerance of L.
acidophilus A strain

Dijagram 7. Rezistencija soja L.
acidophilus 1748 na Zuéne soli

Figure 7. Bile salts tolerance of L.
acidophilus 1748 strain
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S obzirom da su u pogledu svih istraZivanih karakteristika sojevi L. aci-
dophilus pokazivali odredenu varijabilnost, izabran je soj L. acidophilus C
za konstrukciju meSanog startera sa S. lactis diacetylactis. Pored organolepti-
¢kih svojstava acidofilnog mleka fermentisanog tom meSanom kulturom, istra-
Zivano je i preZivljavanje pojedinaénih sojeva u toj meSanoj kulturi. Rezultati
pokazuju da prisustvo laktobacila u starteru kao i razli¢ite temperature inku-
bacije uti¢u na nestanak soja S. lactis diacetylactis iz startera. S. lactis dia-
cetylactis nestaje iz starter kulure nakon 72 sata (30 °C), odnosno nakon 48
sati ukoliko se fermentacija odvija na viSoj temperaturi (37 °C). Fermentacija
mleka meSanom kulturom na 30 °C trajala je 18 sati, grus je bio dobre konzi-
stencije, prijatnog okusa uz slabo izdvajanje surutke. Nakon éetvrtog dana
u tako fermentisanom mleku konstatovano je samo prisustvo éelija L. acido-
philus C. U sluéaju fermentacije na viSoj temperaturi (37°C), uoden je brzi
nestanak ¢elija S. lactis diacetylactis iz populacije (tablica 3).

Tablica 3. PreZivljavanje celija S. lactis diacetylactis i L. acidophilus n meSanoj
kulturi

Table 3. Survival of 8. lactis diacetylactis and Lactobacillus acidophilus strains
in mixture culture

Temperature inkubacije
Incubation Temperature

30°C 370C
Broj bakterija Broj bakterija
Vreme (dani) Number of Bacteria Number of Bacteria
Time (days) % aaelis L. acidophilus & dest® L. acidophilus
0 1.0 X 107 4,0 X 107 1.1 % 107 1.1 X 10°
1 1.6 X 108 1.4 > 108 1.6 X 104 6.2 X 107
2 5.4 X 108 1.4 X 109 — 9.3 X 108
3 1.2 X 104 7.4 X 108 —_ 3.3 X 108
4 — 1.7 X 108 —_ 8.6 X 107
5 —_ 1.7 X 107 — 6.0 X 107

Diskusija

Na osnovu istraZzivanja acidogenih i proteoliti¢kih svojstava tri soja L.
acidophilus, utvrdeno je da oni zgruSavaju mleko u periodu od 17 do 24 sata,
a kiselost grusa kretala se od 3,35 do 4,31, 5to ukazuje da je acidogena spo-
sobnost karakteristika svakog soja. Poredenjem rezultata proteoliti¢ke aktiv-
nosti istrazivanih kultura, s proteolitickom aktivnoséu S. lactis diacetylactis
moZe se konstatovati da su, izuzev soja 1748, koji slabije razlaZe proteine mle-
ka, ostala dva soja dobri proteoliti.

Rezultati dobijeni za nadin rasta sojeva pokazuju da istrazivani sojevi
lactobacila nakon 2 do 3 sata lag faze ulaze u logaritamsku fazu rasta. Izuzetak
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¢ini soj 1748 kod koga lag faza traje skoro 4 sata. Prema tome, medu istraZi-
vanim sojevima postoje razlike i u brzini rasta, §to moZe biti veoma znaéajno
ukoliko ti sojevi rastu u zajednici s drugim vrstama bakterija mletne kiseline.
Na znatnu varijabilnost sojeva L. acidophilus ukazuje i razlika u specifiénim
brzinama rasta, odnosno generacionim vremenima. Najkrate generaciono vre-
me utvrdeno je za L. acidophilus C (109 minuta), znatno sporije raste soj 1748
(139 minuta), a najsporije L. acidophilus A (258 minuta). Za razliku od tih
laktobacila, éelijama soja S. lactis diocetylactis vreme potrebno da udvostruce
pocetni broj ¢elija iznosi samo 60 minuta,

Pored brzine rasta, jedan od vainih parametara u selekciji sojeva lakto-
bacila za proizvodnju acidofilnog mleka jeste i rezistencija sojeva na Zuéne
soli. Otpornost na odredene koncentracije soli je od velikog znadaja za rast i
opstanak tih sojeva u intestinalnom traktu ljudi i Zivotinja (Gilliland, et
all, 1984). Dobijeni rezultati pokazuju da Zune soli u koncentraciji od 0,3%
u znatnoj meri inhibiraju rast istrazivanih sojeva, s tim, $to takode postoje
razlike medu testiranim sojevima. Soj L. acidophilus C pokazuje nesto veéu
rezistenciju u odnosu na druga dva soja.

Na osnovu brzine rasta, acidogene sposobnosti, protesliticke aktivnosti kao
i rezistencije na Zué¢ne soli odabran je soj L. acidophilus C za pravljenje me-
Sane starter kulture sa S. lactis diacetylactis. Optimalna temperatura inku-
bacije verovatno sprefava izrazitiju dominaciju L. acidophilusa, §to je sluéaj
na viSoj temperaturi (37 °C). Prisustvo S. lactis diacetylactis uti¢e povoljno
na organolepti¢ka svojstva acidofilnog mleka. Nakon dva do tri dana soj
S. lactis diacetylactis nestaje iz populacije, a bakterije L. acidophilus postaju
dominantne u populaciji. Ti rezultati su znafajni zato Sto je poznato da u
sastav mnogih startera ulaze razliéiti sojevi, vrste pa ¢ak i rodovi bakterija
mle¢ne kiseline, a da usled mnogih faktora dolazi do populacionog efekta, od-
nosno usled razliéitih faktora jedna kultura postaje dominantna u populaciji.
Faktorj koji doptinose dominantnosti jednog soja ili vrste u meSovitoj kulturi
ukljuéuju, pored razlika u generacionom vremenu, proizvodnju antibiotika,
toleranciju na kiselost, razlike u oplimalnoj temperaturi rasta (Hugen-
holtz 1986). Dobijeni rezultati pokazuju da postoji znatna varijabilnost
medu sojevima L. acidophilus u pogledu acidogene, proteoliticke aktivnosti, u
pogledu rezistencije na Zufne soli, odnosno brzine rasta i sposobnosti fermen-
tacije Sectera. Takode je utvrdeno da se zbog svojih karakteristika soj L. aci-
dophilus C moze upotrebiti za pravljenje meSane kulture sa S. lactis diacety-
lactis. Acidofilno mleko tako dobijeno imalo je pcboljSan okus, a u takvom
mleku je takode detektovan znatan broj Zivih ¢elija L. acidophilus.

Zakljuéak

Ispitivani sojevi L. acidophilus pokazuju sledece karakteristike:
— stabilnost u pogledu brzine stvaranja mle¢ne kiseline; zgruSavaju mleko u
intervalu od 17 do 24 sata;
— ne produkuju bakteriocine;

— varijabilnost u pogledu proteoliti¢ke aktivnosti, rezinstencije na Zuéne soli
i brzine rasta.
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Soj L. acidophilus C pokazuje najbolje karakteristike za rast u meSanoj
kulturi sa S. lactis diacetylactis.

Acidofilno mleko dobijeno ovakvom me$anom kulturom imalo je znatno
bolji okus u odnosu na mleko sa L. acidophilus C; taj soj je nakon tri dana
postao dominantan soj u me$anoj kulturi.

Za proizvodnju kvalitetnog acidofilnog mleka potrebna su dalja istra-
Zivanja sojeva L. acidophilus, naro&ito u pogledu selekcije sojeva s poveéanom
rezistencijom na Zuéne soli, sa sposobno3éu sinteze bakteriocina kao i istraZi-
vanja u pogledu problema vezanih za populacioni efekat.
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