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STIMULACIJA RASTA PROBIOTICKE ABT-5 KULTURE
DODATKOM RAZLICITIH SECERA

Sazetak

Pracenjem parametara kinetike fermentacije istrazen je utjecaj dodatka saharoze,
glukoze, fruktoze i smjese glukoze i fruktoze na tijek fermentacije kravljeg, kozjeg i
sojinog mlijeka mjeSovitom ABT-5 kulturom. MijeSovita kultura sastojala se od
bakterija Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium sp. i Streptococcus thermophilus,
a Seceri su dodavani u udjelima od 3 i 5%.

Fermentacija je vodena na 37 °C u trajanju od 6 sati, a svaki sat utvrdene su
promjene aktivne Kkiselosti, elektrokemijskog potencijala, titracijske kiselosti i
vodljivosti.

Utvrdene su znacajne razlike trajanja i tijeka procesa fermentacije izmedu tri vrste
mlijeka, te razliCit utjecaj dodatka Secera na tijek fermentacije svih ispitivanih
uzoraka. Razliite vrste Secera imale su razli€it utjecaj ne fermentaciju pojedine vrste
mlijeka s ABT-5 kulturom, $to je rezultiralo i razlikama u konzistenciji fermentiranih
napitaka.

Kljuéne rijeci: kravlje, kozje i sojino mlijeko, razne vrste Secera, fermentacija,

stimulacija rasta, ABT-5 kultura



STIMULATION OF THE GROWTH OF PROBIOTIC BACTERIA FROM ABT-5
CULTURE BY ADDITION OF DIFFERENT TYPES OF SUGAR

Summary

In this work, influence of addition of sucrose, glucose, fructose, as well glucose-
fructose mixture on fermentation of cow, goat and soy milk with ABT-5 culture
(Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium spp. and Streptococcus thermophilus)
was examined. All sugars were added in contents of 3 and 5 per cent. Fermentation
was conducted on 37 °C for 6 hours. Changes of pH values, titration acidity and
electrochemical potential during fermentation were determined. Obtained results
proved significant differences in duration and occurence of fermentation depending
on type of milk, as well as on sugar addition. Different types of sugar differently
influenced on fermentation of all types of milk with ABT-5 culture. Furthermore,
differences in fermentation velocity influenced on differences in consistency between

produced fermented beverages.

Keywords: cow milk, goat milk, sugars, fermentation, growth stimulation,
ABT-5 culture
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Diplomski rad — Maja Logozar 1. Uvod

Tijekom posljednjin desetljeca, fermentirani mlijeCni napitci su najpopularniji
komercijalni industrijski proizvodi. Dobivaju se kontroliranim procesom mlijeéno-kisele
fermentacije koju provode mlije¢no-kisele bakterije. Fermentirani mlijecni proizvodi su
karakteristicnog osvjezavaju¢eg okusa, arome, izgleda i konzistencije, te visoko
vrijednih nutritivnih  svojstava. Za potroSace, posebno su popularni i zbog
terapeutskih svojstava. Ta svojstva potje€u od probioti¢kih mikrobiolo$kih kultura.
Probioticki fermentirani proizvodi, osim od kravljeg mlijeka, mogu se proizvoditi i od
drugih vrsta mlijeka, kozjeg ili sojinog. Ovisno o vrsti mlijeka od kojeg se proizvode,
fermentirani napici mogu imati razliCita svojstva. Kozje mlijeko fermentacijom
djelomiéno gubi svojstven okus i intenzivhu aromu, koja je neprihvatljiva mnogim
potroSacima, pa fermentacija kozjeg mlijeka probiotiCkim bakterijskim kulturama uz
dodatak prebiotika moze dati proizvod velike nutritivno-zdravstvene vrijednosti.
Populaciji koja ne moze konzumirati mlijeko, unos probioti¢kih bakterija omogucava
se probiotickim fermentiranim napitkom od sojinog mlijeka. Dodatkom aroma ili
voc¢nih preradevina, okus ovog proizvoda moze postati prihvatljiv i Sirem krugu
potroSaca.

Probiotici su kulture Zivih mikroorganizama koji pozitivno djeluju na domacina.
Probiotici pomazu o€uvanju mikroflore u crijevima, zasti¢uju organizam od bolesti i
pospjesuju rad imunolo$kog sustava.

Fermentiranim mlijeCnim proizvodima dodaju se i prebiotici, da bi se osiguralo
dovoljno nutrijenata probiotickim kulturama. Vecdina prebiotika su ugljikohidrati
bazirani na oligosaharidima. Bakterije mlije€ne kiseline proizvode egzopolisaharide
koji mogu djelovati kao prebiotici.

Cilj ovog rada bio je ispitati na koji nacin razli€iti Seceri u niskim razli¢itim dodanim
udjelima 3% i 5%, stimuliraju rast probioticke ABT-5 kulture u kravljem, kozjem i
sojinom mlijeku. Tijekom cjelokupnog trajanja fermentacije prac¢ene su promjene

pH-vrijednost, elektrokemijskog potencijala, titracijske kiselosti i vodljivosti.
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2.1. KRAVLJE MLIJEKO

Mlijeko je bioloSka tekucina sloZena sastava, karakteristitnog okusa i mirisa,
Zuckasto-bijele boje, koju izlu€uje mlije¢na Zlijezda zenki sisavaca.

Pod pojmom mlijeko uvijek se podrazumijeva kravlje mlijeko, dok se za sve ostale
vrste mlijeka, kao i za proizvode mora deklarirati na ambalazi [1].

Prema Pravilniku, sirovo mlijeko je prirodni sekret mlijeCne Zlijezde, dobiveno
redovitom i neprekidnom muznjom jedne ili viSe zdravih muznih Zivotinja, pravilno
hranjenih i drzanih, kojem nije niSta dodano niti oduzeto i nije zagrijavano na

temperaturu viSu od 40 °C [2].

2.1.1. Kemijski sastav kravljeg mlijeka

Mlijeko se moze smatrati emulzijom ili suspenzijom mlije¢ne masti u vodi, u kojoj se
nalazi niz otopljenih tvari kao &to su laktoza i topljive mineralne tvari u obliku soli, te
tvari u koloidnom obliku, proteini.

Sastav mlijeka moze biti vrlo promjenjiv, a ovisi o velikom broju ¢imbenika: pasmini i
zdravstvenom stanju Zzivotinja, stadiju laktacije, nacinu i vrsti hranidbe, sezoni, vrsti
muznje (ruéna, strojna), o dobi i broju muznje, te naposlietku o samoj jedinki

(tielesna masa, kretanje) [1].

Tablica 1 Udio glavnih sastojaka u svijezem mlijeku [1]

Sastojak Maseni udio [%)]
Voda 86,0-89,0
Suha tvar 11,0-14,0
Mast 3,2-5,5
Proteini 2,6-4,2
Laktoza 4,6-4,9
Mineralne tvari 0,6-0,8




Diplomski rad — Maja Logozar 2. Teorijski dio

Mlije€na mast je sastojak najpromjenjivijeg udjela od 2,5 do 6,0%. Utje€e na okus,
aromu, konzistenciju i teksturu mlije¢nih proizvoda. Od Secera, laktoza je prisutna u
udjelu od 4,6-4,9%. Potpomaze peristaltiku crijeva, lako je probavljiva. Od ukupnih
dusi¢nih tvari u mlijeku se nalazi oko 95% proteina i 5% neproteinskih tvari s dusikom
(mali peptidi, slobodne aminokiseline, kreatin, aminoSeceri, kreatinin, urea, uri¢na
kiselina, amonijak). Proteine mlijeka ¢ine dva glavna tipa potpuno razli¢itih proteina
(kazein i proteini sirutke) u omjeru 80:20%. Koagulacija kazeina provodi se
djelovanjem kiseline ili enzima, a koagulacija proteina sirutke djelovanjem topline. U
mlijeku su prisutni endogeni enzimi koji potje€u iz mlijeéne Zlijezde i egzogeni koji
potie€u od mikroorganizama i ne smatraju se normalnim sastojkom mlijeka.
Najzastupljeniji enzimi su: lipaze, fosfataze, peroksidaza, katalaza, reduktaza,
proteinaza. Mineralne tvari (oko 40 razli¢itih) dolaze u mlijeku kao mikroelementi i
makroelementi. Mikroelementi (Zn, Br, Al, Se, Fe, Cu, F, Mo i dr.) su prisutni u
tragovima, te imaju fizioloSku, biokemijsku i hranjivu vaznost. Makroelementi se
nalaze u obliku organskih i anorganskih soli, najvaznije su kalcijeve i fosforne soli.
Bitan je odnos mineralnih tvari u mlijeku, posebno Ca i P budué¢i da ih ljudski
organizam moze dobro iskoristiti [1].

2.2. KOZJE MLIJEKO

SvjeZe kozje mlijeko, proizvedeno od zdravih, pravilno uzgojenih i hranjenih Zivotinja,
tekucina je bijele boje, slatkastog okusa i karakteristicnog (kozjeg) mirisa [3].

Kozje mlijeko je od davnina smatrano proizvodom koji blagotvorno djeluje na zdravlje
ljudi, a u novije vrijeme istrazivaci ukazuju i na proizvodnju fermentiranih mlije¢nih
napitaka od kozjeg mlijeka koji su u usporedbi s kravljim vece nutritivne vrijednosti
[4,5,6].

Kozje mlijeko pridonosi lijecenju pluénih bolesti, raznih zelu€anih i crijevnih tegoba.
Pored toga, smatra se da kozje mlijeko ima izraZzen utjecaj na sprje€avanje nastanka

karcinoma [7,8].
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2.2.1. Usporedba sastava kozjeg i kravljeg mlijeka

Kozje mlijeko je probavljivije od kravljeg, stoga se preporuc¢a u ishrani mladih i starijih
osoba, a posebno osoba koje su alergi¢ne na proteine kravljeg mlijeka [1]. Masne
kapljice u kozjem mlijeku su manjeg promjera i bolje rasprSene od masnih kapljica u
kravljem mlijeku, Sto €ini emulziju masti u kozjem mlijeku stabilnijom [9]. Uslijed toga,
veca kontaktna povrSina masnih kapljica kozjeg mlijeka omogucava laksi kontakt s
enzimima probavnog sustava, $to povecéava probavljivost kozjeg u usporedbi s
kravljim mlijekom [10].

Usporedujuéi nutritivnu vrijednost kozjeg i kravljeg mlijeka, najznacajnija je razlika u
sastavu masnih kiselina. Kozje mlijeko sadrzi znatno viSe nisko i srednje lan¢anih
masnih kiselina koje su probavljivije u usporedbi s dugo lan¢anima [11].

Kozje mlijeko sadrzi i veci udio (20%) hlapivih masnih kiselina (kapronska, kaprilna i
kaprinska), u usporedbi s 12% u kravljem mlijeku, a karakteristiCan “kozji okus”

kozjem mlijeku daje frakcija slobodnih masnih kiselina unutar lipida.

lako nema znacajnije razlike u energijskoj vrijednosti izmedu kozjeg i kravljeg mlijeka,
kozje mlijeko je bioloSki vrijednije. BioloSku vrijednost kozjeg mlijeka povecavaju

nezasi¢ene masne kiseline (linolna, linolenska i arahidonska) [7].

Za razliku od kravljeg mlijeka, kozje mlijeko ima znatno veci udio bioloski najvrjednijih
proteina sirutke (osobito albumina). Kozji a—laktoalbumin je siromasniji metioninom u
odnosu na kravlji. U kozjem mlijeku k-kazein ima dva kiselinska ostatka vise
(171:169) nego u kravljem. Za razliku od kravljeg, u kozjem mlijeku B-kazein je
kvantitativno najzastupljeniji [10].

Kozje mlijeko sadrZi veci udio esencijalnih aminokiselina (za priblizno 9%); Vedi udio
topljivog Ca, Mg, anorganskog P, kao i Fe, koji se nalazi u obliku bolje bio
iskoristivosti nego u kravliem mlijeku [1]. Sadrzi velik udio vitamina A, jer se u
mlije¢noj zlijezdi koza sav B-karoten iz hrane transformira u vitamin A. U usporedbi s
kravljim, kozje mlijeko sadrzi vide nikotinske kiseline, a nedostaje folne kiseline [11].
Pored bolje probavljivosti i nutritivne vrijednosti, kozje mlijeko ima bolje izrazene i
terapeutske vrijednosti u usporedbi s kravljim mlijekom [11, 12].
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Tablica 2 Usporedba sastava kozjeg i kravljeg mlijeka [13]

Parametar Kozje mlijeko Kravlje mlijeko
Ukupna suha tvar 11,94% 12,89%
Mlije¢na mast 3,60% 4,10%
Proteini 3,10% 3,38%
Laktoza 4,60% 4,60%
Mineralne tvari 0,77% 0,79%
Kolesterol 10,00 mg/100 g 13,00 mg/100 g
Energijska vrijednost 293,10 kd/100 ml 288,90 kJ/100 ml
S'Obi?'”e. masne 8,10 mg/! 7,50 mg/|
iseline

2.3. SOJINO MLIJEKO

2.3.1. Definicija i svojstva sojinog mlijeka

Sojino mlijeko je vodeni ekstrakt sojinog zrna ili fina emulzija sojinog brasna,
odnosno izoliranih sojinih proteina u vodi, s dodatkom vitamina, mineralnih tvari i
arome [14].

Postoji jo§ mnogo definicija sojinog mlijeka, kao $to postoji mnogo nacina na koje se
ono moze proizvesti. Ipak, svi se slazu u tome da je sojino mlijeko, u uzem smislu,
vodeni ekstrakt sojinog zrna. To je bjelkasta emulzija/suspenzija koja sadrzi u vodi
topljive proteine i ugljikohidrate i vecinu ulja sadrzanog u sojinom zrnu. Gra8ast, sirov
okus najveci je nedostatak tradicionalnog sojinog mlijeka. Taj nepozeljni okus potjece
od nekih aldehida i ketona, osobito heksanala i heptanala nastalih oksidacijom
viSenezasic¢enih masnih kiselina koju katalizira lipoksigenaza [15].

Tih sastojaka nema u neoste¢enom, suhom sojinom zrnu, ali nastaju trenutacno kad

se zrnje smoci i melje [16].
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2.3.2. Kemijski sastav sojinog mlijeka

Sojino mlijeko bez dodataka izvrstan je izvor visokovrijednih proteina, vitamina i
minerala, izvor kalcija, vitamina D i B12. Nema kolesterola niti laktoze i ima vrlo niski
udio zasic¢enih masti (0,34%) [17].

Tablica 3 Sastav sojinog mlijeka [17]

Sastojak Udio (%)
Voda 90,0-93,0
Proteini 3,4-4,0
Masti 1,5-2,5
Ugljikohidrati 1,4-3,0
Mineralne tvari 0,4

2.3.3. Razlike u sastavu kravljeg i sojinog mlijeka

Sojino i kravlje mlijeko imaju vrlo malo zajedni¢kih osobina, osim velikog udjela
visokovrijednih proteina. Sojino mlijeko obi¢no sadrZi vise vode od kravljeg mlijeka, a
i ostali sastojci se znatno razlikuju [18].

Proteine kravljeg mlijeka c&ini pretezno kazein, a proteine sojinog mlijeka Ccini
pretezno glicinin i u manjoj mjeri neke druge proteinske frakcije. Poznata mana
proteina sojinog mlijeka je nedostatak aminokiselina koje sadrze sumpor, kao $to su
metionin i cistin.

Ugljikohidrati u kravljem mlijeku isklju€ivo su u obliku laktoze, dok su u sojinom
mlijeku oligosaharidi stahioza i rafinoza. lako kravlje mlijeko sadrzi znatno vece
koli¢ine kalcija i fosfora, ono je vrlo siromasno zeljezom (oko 1 mg/l). Sojino mlijeko
sadrzi oko 10 puta vecCu koli¢inu Zeljeza u odnosu na kravlje, ali je njegova
bioiskoristivost manja zbog prisutnih fitata koji veZzu mineralne tvari [17].

Kravlje mlijeko sadrzi kolesterol, laktozu i ne sadrzZi dijetalna viakna, dok sojino
mlijeko sadrzi 1,3 % vlakana, a nema kolesterola niti laktoze. Oba mlijeka sadrze
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puno proteina s kompletnim rasponom potrebnih aminokiselina, ali sojino mlijeko
sadrZi vece udjele arginina, alanina, glicina i asparaginske kiseline.

Arginin usporava rast tumornih stanica jacanjem imunoloSkog sustava, alanin
pomaze metabolizmu Secera, asparaginska kiselina povec¢ava izdrZljivost organizma i
kao antioksidans ima vitalnu ulogu u metabolizmu, a glicin je neophodan za
Procesima prerade i pasterizacije uniStava se gotovo sav vitamin C u kravljem
mlijeku. Isto mozemo redéi i za sojino, ali zato ono sadrzi preko Cetiri puta viSe tiamina
(vitamin B+) i skoro dva puta viSe niacina od kravljeg mlijeka. Sojino mlijeko, osim
toga, sadrzi i 12 puta viSe bakra te 42 puta viSe mangana i magnezija nego kravlje
mlijeko. Tako visok udio vrijednih nutrijenata daje sojinom mlijeku, u zdravstvenom

smislu, neke prednosti nad kravljim mlijekom [19].

Tablica 4 Usporedba sastava kravljeg i sojinog mlijeka [19]

Kravlje mlijeko

__Nutritivna quino
vrijednost 100 g pUNOMasno dj?;,rr::f;no mlijeko
Proteini 3,49 3,59 3,69
Masti 3,59 1,5¢ 2,39
Ugljikohidrati 469 549 3,49
kJ 269 208 204
kcal 64 49 49
Kolesterol 10 mg 5mg 0
Sastav masnih kiselina
Zasi¢ene 63,5% 63,5% 14,0%
Polinezasi¢ene 3,0% 3,0% 63,5%
Mononezasic¢ene 33,5% 33,5% 21,6%

Danas je velik broj djece alergiCan na kravlje mlijeko, te se sojino mlijeko
prvenstveno koristi kao zamjena za kravlje [17]. Smatra se da proizvodi od soje imaju
potencijalnu ulogu u sprjeCavanju kroni¢nih bolesti kao $to je ateroskleroza, rak,

osteoporoza i poremecaji u menopauzi [20].
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Zbog toga je sojino mlijeko fermentirano probiotiCkim bakterijama mlijene kiseline

viSestruko funkcionalna hrana.

2.4. PROBIOTICKI MIKROORGANIZMI

Probiotici potje€u uglavnom iz grupa bakterija koje se zovu bakterije mlijeéne kiseline

i bifidobakterije koje inaCe €ine normalnu, uobi¢ajenu intestinalnu mikrofloru ljudi [21].

ProbiotiCke kulture za proizvodnju fermentiranih napitaka sastavljene su od pojedinih
vrsta bakterija iz rodova Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus i

Propionbacterium, izoliranih iz probavnog sustava ljudi [1].

Tablica 5 Vrste rodova Lactobacillus i Bifidobacterium
izolirane iz ljudskog organizma [22]

Lactobacillus

Bifidobacterium

L. acidophilus

B. adolescentis

L. brevis B. angulatum
L. buchneri B. bifidum
L. casei subs.casei B. breve

L. crispatus

B. catenulatum

L. fermentum B. dentium
L. gasseri B. globosum
L. jensenii B. infantis

L. oris B. longum

L. parabuchneri

B. pseudocatenulatum

L. paracasei

L. plantarum

L. reuteri

L. rhamnosus

L. salivarius

L. vaginalis

Probiotici su: "Zivi mikroorganizmi koji konzumirani u odredenom broju (najmanje 10°

CFU po danu) uzrokuju zdravstveni boljitak iznad granica normalne prehrane" [23].
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2.4.1. Svojstva probiotic¢kih bakterija

Kao najceS¢e koristeni probiotici su joS uvijek Lactobacillus acidophilus i bakterije
roda Bifidobacterium [24] .

Probioti¢ki mikroorganizmi moraju podnositi djelovanje Zelu€ane kiseline i Zu¢nih soli

u probavnom sustavu ljudi za razliku od "tradicionalnih" mlijeénih starter kultura, te

kolonizirati debelo crijevo [23]. Oni moraju zadovoljiti vrlo kompleksne opce,

tehnoloske i funkcionalne zahtjeve, prije unoSenja u humani organizam.

Tablica 6 Zahtjevi za izbor probioti¢kih sojeva [25]

Op¢i
zahtjevi

Tocna taksonomska identifikacija

Humano podrijetlo za humane probiotike

Netoksicnost i nepatogenost

Geneticka stabilnost (nema prijenosa plazmida)

Otpornost prema Zuénim kiselinama

Otpornost prema niskim pH vrijednostima

Tehnoloski
zahtjevi

Stabilnost poZeljnih karakteristika tijekom priprave kulture,
skladistenja i isporuke

Visoka razina broja zivih bakterija u probiotiCkom proizvodu
(10%-10® mI™" ili g"), npr. 100 g proizvoda osigurava 108 — 10"
Zivih stanica

Brzo i lako razmnozavanje, izdvajanje, koncentriranje,
zamrzavanije i liofiliziranje tijekom procesa priprave probioti¢kih
kultura, te visok stupanj prezivljavanja za vrijeme Cuvanja i
distribucije

Dobivanje zeljenih organoleptic¢kih svojstava kad su uklju¢eni u
fermentacijske procese

Funkcionalni
zahtjevi

Sposobnost prezivljavanja, razmnozavanja i metabolicka
aktivnost u "ciljanom" podrucju primjene u organizmu

Sposobnost adhezije i kolonizacije crijevnog epitela

Produkcija antimikrobnih supstanci, uklju€ujuéi bakteriocine,
vodikov peroksid i organske kiseline

Antagonisti¢ka aktivnost prema patogenim i kriogenim
bakterijama

11
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lako je doslo do prave poplave znanstvenih studija o ljekovitoj djelotvornosti bakterija
mlije€ne kiseline iz fermentiranih mlijeka, sve do prve polovice pros$log stolje¢a nije
se znalo da Lactobacillus acidophilus bolje kolonizira ljudski probavni trakt i tamo se
razmnozava za razliku od bakterija standardnih jogurtnih kultura Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus i Streptococcus thermophilus [23].

2.4.2. Laktobacili

Vrsta Lactobacillus acidophilus smatra se jednom od najznacajnijin probiotickih
bakterija roda Lactobacillus [22].
Lactobacillus acidophilus:
e jzolirana iz probavnog trakta
e striktno homofermentativna
e mikroaerofilna (niska koncentracija kisika)
e pojedinacni Stapici, oblik Stapi¢a: 0,6 do 0,9 um x 1,5 do 6,0 um
e tvori dugacke lance
¢ Dbolje iskoriStava saharozu u odnosu na laktozu
e dobro podnosi kiselu sredinu
e dobro raste kod pH > 4

e proizvodi mlije€nu kiselinu, vitamine, folnu kiselinu te antibiotike

Slika 1 Lactobacillus acidophilus [26]

12
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Lactobacillus acidophilus i Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus se koriste u
proizvodnji acidofilnog mlijeka, inokuliraju se u sterilno mlijeko, a fermentacija se
odvija kod 37 °C i traje sve dok se mlijeko ne zgrusa [27].
Laktobacili su G +, nesporogeni, neflagelirani Stapici ili kokobacili. Mogu biti
aerotoleranti ili anaerobi, sa strikinim fermentativnim metabolizmom [22]. Klasi¢na
podjela laktobacila zasniva se na njihovim fermentacijskim karakteristikama:

1. obvezno homofermentativnim

2. fakultativno heterofermentativnim

3. obvezno heterofermentativnim [28]

lako su probioti¢ka svojstva bakterija Lactobacillus acidophilus i Bifidobacterium spp.
dobro poznata zbog prilicno sporog rasta tih bakterijskin kultura u mlijeku ove
bakterije nisu pozeljne u mljekarskoj industriji, osobito zbog nedostatka okusa
nastalog proizvoda. Da bi to izbjegli, u praksi se vrlo ¢esto te probiotiCke bakterije
kombiniraju s tipi€nim mljekarskim bakterijama, najceSée s bakterijama jogurtne
kulture, kako bi se skratilo vrijeme fermentacije i poboljSao okus proizvoda. Najcesc¢e
se koristi mjeSovita kultura s bakterijom Streptococcus thermophilus kao $to je ABT-5
kultura [29].

Streptoccocus thermophilus — homofermentativna bakterija

Naj¢eSc¢e se koriste vrste: thermophilus, lactis, diacetylactis. One uglavnom stvaraju
mlije¢nu kiselinu. Njihovo jako kiseljenje i razlaganje proteina najéeS¢e omogucuje
rast bakterija koje tvore aromu [30].

5 e N .7/

Slika 2 Streptococcus thermophilus i Lactobacillus delbrueckii [31]

13
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Popularnost fermentiranih mlije€nih napitaka raste, ne samo zbog njihovog mirisa i
okusa, ve¢ zbog njihovog zdravstvenog ucinka. On je povezan sa probiotiCkim
bakterijama i istrazivanja na tom podrucju pridonijela su komercijalnoj proizvodnji
startera s probioti¢kim bakterijama i proizvodnju Siroke palete razli¢itih fermentiranih
mlije¢nih proizvoda koji sadrze probiotiCke bakterije [27].

2.4.3. Bifidobakterije

Bifidobakterije su Stapicaste, fakultativno anaerobne, termofilne, G+, nepokretne,
nesporogene bakterije, od kojih je iz ljudskog organizma (usne Supljine, fecesa i
vagine) izolirano deset vrsta prikazanih tablicom 5 [22,1].

Bifidobakterije su osobito dominantan bakterijski rod prisutan u debelom crijevu
zdravih ljudi [32].

&M- —

Slika 3 Bifidobacterium longum i Bifidobacterium bifidum [33]

Optimalno rastu pri pH 6 do 7. A optimalna temperatura za rast je 37 do 41 °C,
maksimalna 43 do 45 °C, a pri nizim temperaturama od 25 do 28 °C ne rastu [22].
Zbog povoljnog u€inka na crijevnu populaciju, vrste B. longum, B. bifidum i B. lactis,
koriste se u fermentaciji mlije¢nih proizvoda i farmaceutskih pripravaka [34].

Potrebno je napomenuti kako svaka vrsta (ali i soj) bifidobakterija posjeduje
jedinstvena tehnoloSka svojstva: brzinu rasta, proizvode metabolizma, proteolitiCku
aktivnost i aromu fermentiranog proizvoda [22].

14
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2.4.4. Probioticko i terapijsko djelovanje probiotickih bakterija

Smatra se da fermentirani proizvod mora sadrzavati minimalno 10° zivih stanica u
1 ml da bi imao terapijska svojstva. Ako se dulje vrijeme unosi u ljudski organizam
dovoljno velik broj zivih bakterija mlije¢ne kiseline, osobito onih izoliranih iz

probavnog sustava, moze se ocekivati pozitivan u€inak na zdravlje [1].

Tablica 7 Probioticka i terapijska svojstva fermentiranih mlijeka s bakterijama
mlijecne kiseline probavnog sustava [1]

Svojstva Mehanizam djelovanja

-proizvodnja inhibitora za nepozeljnu
mikrofloru

-stimulacija imunosustava

Odrzavanje normalne mikroflore
probavnog sustava

-smanjenje udjela laktoze u proizvodu

PoboljSanje probave laktoze -razgradnja laktoze pomocu bakterijske
B-galaktozidaze

-uklanjanje prokarcinogena

Antikancerogena aktivnost . L
-stimulacija imunosustava

Smanjenje koli¢ine kolesterola -jo$ nedovoljno istraZzeni uzorci

-sinteza vitamina B-kompleksa

Nutritivno poboljSanje . . .
-povecanje apsorpcije kalcija

PoboljSanje bubrezne funkcije -uklanjanje toksi¢nih amina

2.5. PREBIOTICI

Za povecanje broja probiotickih bakterija u probavnom sustavu, stimulaciju rasta i
metabolicku aktivnost probioti¢kih bakterija, jogurtu se dodaju i prebiotici [35,36].
Jedan od najpopularnijin prebiotika je inulin. Pomaze olakSavanju zacepljenosti,
boljoj apsorpciji kalcija i magnezija, stimulaciji imunosustava, sprjecavanju
intestinalnih infekcija, a moguc¢a je i prevencija karcinoma. U prebiotike se jo$
ubrajaju i fruktooligosaharidi i galaktooligosaharidi [37].

15
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Prebiotici se definiraju kao neprobavljivi sastojci hrane, koji u nepromijenjenom obliku
dospijevaju u debelo crijevo, i povoljino djeluju na rast i/ili aktivnost jedne ili vise
bakterijskih vrsta i time imaju povoljan zdravstveni ucinak [38]. Jednostavno receno,

oni su hrana za probiotike [39].

2.5.1. Djelovanje prebiotika

Prebiotici prolaze kroz Zeludac i tanko crijevo nepromijenjeni i tek u debelom crijevu
podlijezu potpunoj fermentaciji od strane to€no odredenih bakterija (bifidobakterije,
laktobacili). Anaerobnom fermentacijom prebiotika nastaju kratkolanane masne
kiseline (octena, propionska i masla¢na) koje snizavaju pH u debelom crijevu i time
onemogucuju rast nepozeljnih bakterija, a pospjesuju rast svih pozitivnih bakterija, od
kojih se izdvajaju bifidobakterije kao najvaznije. Osim toga kratkolan¢ane masne
kiseline imaju vaznu, pozitivnu ulogu za optimalan rad epitelnih stanica kolona i
apsorpciju iona kalcija, magnezija i Zzeljeza. Osim ovog jedinstvenog ucinka
prebiotika, prebiotici poti€u rast svih pozitivnih bakterija. Bifidobakterije (dominantna
mikroflora probavnog trakta u novorodencadi) su nepobitno vazne za razvoj
imunolosSkog sustava u djece, a time i vrlo vazne u prevenciji i/ili lije€enju mnogih

bolesti (akutni proljev u djece, crijevne infekcije) [38].

Kombinacija probioti¢kin mikroorganizama i prebiotiCkih sastojaka hrane poznata je
pod imenom sinbiotik [23]. Ta kombinacija moze stabilizirati i/ili poboljSati probioticki
uCinak pa su sinbiotici koristan bioloSki pripravak u prevenciji gastrointestinalnih
bolesti ljudi ili Zivotinja [40].

Prikladno formulirani sinbiotiCki pripravci su prehrambeni proizvodi visokog
potencijala, koji na razliCite nacine pozitivno utje€u na zdravlje Covjeka, i temelj su

funkcionalne hrane [41].
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Terapija hepatiéke
encefalopatije

Smanjenje crijevnih infekcija izazvanih
egzogenim patogenim mikroarganizmima

T Otpornost prema naseljavanju

T — patogenih mikroorganizma Smanjenje
Smanjenje — — oportunistiékih
koncentracije Poticanje rasta korisnin |~ komensalnih
amonijaka u «— bakterija crijevnih infekcija
crijevima
selektivri \ T
T izvori ugljika i Natjecanje
energije
Smanjenje rasta
Smanjen bakterijski PROBIOTIEKI putrefaktivnih i
metabolizam proteinai | €+—— patogenih
aminokiselina SUPSTRATI mikroorganizama
¥ Razgradnja pomotu / L
— korisnih bakterija
Smanjenje
nastajanja Nastajanje kratkolancanih masnih kiselina Smanjenje nastajanja
genotoksiénih genotoksicnih enzima i
metabolita (amina, metabolita
indola, skatola itd.)
Maslatna kiselina l
Energija za SniZzavanje intestinalne pH vrijednosti Regulacija
obnavljanje lipogeneze u jetri
stanica debelog
crieva l

Smanjenje

Smanjenje nastajanja
enterohepaticke
cirkulacije Zuénih soli

sekundarnih Zuénih
Poveéana '/ i

kiselina
apsorpcija

Povecanje topljivosti
kalcija i magnezija

kalcijai Smanijenje razine lipida i
magnezija kolesterola u krvi

Smanjenje uéestalosti
pojave raka debelog
crijeva

v

F Y

Y

Slika 4 Predlozeni mehanizmi korisnog djelovanja prebiotika na zdravlje [32]
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3.1. ZADATAK RADA

Zadatak istrazivanja u ovom radu bio je:

= Proizvesti fermentirani probioti¢ki napitak od kravljeg, kozjeg i sojinog mlijeka uz
dodatak Secera: saharoze, glukoze i fruktoze i smjese glukoze i fruktoze

= Tijekom fermentacije svakih sat vremena utvrditi pH vrijednost, elektrokemijski
potencijal, titracijsku kiselost i vodljivost.

3.2. MATERIJAL | METODE

3.2.1. Priprava uzoraka

Za pripremu uzoraka jogurta koristeno je tri vrste UHT steriliziranog mlijeka. Kravlje
mlijeko, homogenizirano i djelomi€no obrano s udjelom mlije¢ne masti od 2,8%
(proizvoda¢ "Vindija", Varazdin), kozje mlijeko s 3,2% mlije€ne masti (proizvodac
"Vindija", Varazdin) i sojino mlijeko s 2,2% mlije€ne masti (proizvodac "Alpro Soya",
Austrija).

U ¢ase od 300 ml odvagano je 10,5 g i 17,5 g Secera saharoze, glukoze, fruktoze te
smjesa glukoze i fruktoze u omjeru 50:50, dodano je mlijeko i zagrijano na 37 °C.
Poslije zagrijavanja mlijeko je inokulirano ABT-5 kulturom (bakterije Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium sp. i Streptococcus thermophilus), (CHR. HANSEN,
Danska).

Inokulirani uzorci fermentirani su u termostatu na 37 °C u trajanju od 6 sati. Od svih
vrsta mlijeka fermentirane su i "slijepe probe“ (mlijeko bez dodataka).

3.2.2. Odredivanje aktivne kiselosti i elektrokemijskog potencijala

Za odredivanje aktivne kiselosti i elektrokemijskog potencijala, koristio se pH-metar
(METTLER TOLEDO, MA 235 pH/lon Analyzer), elektrodom Inlab 413 istog
proizvodaca. Prije mjerenja pH metar je bazdaren puferima poznate pH-vrijednosti.
Nakon uranjanja elektrode u uzorak, na uredaju su ocitane vrijednosti pH i
elektrokemjskog potencijala. pH i elektrokemijski potencijal fermentiranih mlijeka

odredivan je svakih sat vremena tijekom fermentacije.
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3.2.3. Odredivanje vodljivosti

Za odredivanje vodljivosti koristio se uredaj Seven Multi (METTLER TOLEDO),
elektrodom Inlab 720 istog proizvodaCa. Prije mjerenja uredaj je bazdaren
standardima. Vodljivost je odredivana na pocetku, te svakih sat vremena tijekom

fermentacije sve do zavrSetka fermentacije.

3.2.4. Odredivanje titracijske kiselosti

Za odredivanje titracijske kiselosti koristila se metoda po Soxhlet—-Henkelu. 10 ml
uzorka fermentiranog mlijeka preneseno je u Erlenmeyerovu tikvicu i razrijedeno sa
10 ml destilirane vode. Dodano je nekoliko kapi fenolftaleina i titrirano sa 0,1 mol/dm3
otopinom NaOH uz stalno mijeSanje, do pojave ruziCaste boje. Iz utroSka luzine
izraCunava se °SH.

Kiselost je prema ovoj metodi izracunata po formuli:
SH=axFx2
gdje je:
°SH = stupanj kiselosti po Soxhlet-Henkelu

a =ml 0,1 M otopine NaOH utrodenih za neutralizaciju 10 ml uzorka
F = faktor molariteta 0,1 mol/dm?® otopine NaOH

Koncentracija mlije¢ne kiseline (MK) odredena je prema formuli:

%MK = 0,0225 x °SH
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4.1. UTJECAJ DODATKA SECERA NA TIJEK FERMENTACIJE
KRAVLJEG MLIJEKA INOKULIRANG ABT-5 KULTUROM

7,4
—e—bezSecera
7,01 —e—saharoza 3 %
6.6 saharoza 5 %
—»— pH=4,6
6,2 1
5,8 A
@
2 54
°
2
‘?- 5,0 - \
b o
Qo
0 e
4,2 4
3,8 A
3,4
3,0 T T T T T
0 1 2 3 4 5 6
sati fermentacije

Slika 5 Promjena pH vrijednosti tijekom fermentacije kravljeg mlijeka inokuliranog
ABT-5 kulturom bez i uz dodatak saharoze

—e—bezSecera
—e—glukoza 3 %
glukoza 5 %)
—»— pH=4,6
@
o
[=
°
2
3
o
Qo
\j’
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3,8 A
3,4
3,0 . . . . |
0 1 2 3 4 5 6
sati fermentacije

Slika 6 Promjena pH vrijednosti tijekom fermentacije kravljeg mlijeka inokuliranog
ABT-5 kulturom bez i uz dodatak glukoze
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Slika 7 Promjena pH vrijednosti tijekom fermentacije kravljeg mlijeka inokuliranog

ABT-5 kulturom bez i uz dodatak fruktoze
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Slika 8 Promjena pH vrijednosti tijekom fermentacije kravljeg mlijeka inokuliranog
ABT-5 kulturom bez i uz dodatak smjese glukoze i fruktoze
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Slika 9 Promjena vrijednosti elektrokemijskog potencijala tijekom fermentacije
kravljeg mlijeka inokuliranog ABT-5 kulturom bez i uz dodatak saharoze
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Slika 10 Promjena vrijednosti elektrokemijskog potencijala tijekom fermentacije
kravljeg mlijeka inokuliranog ABT-5 kulturom bez i uz dodatak glukoze
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elektrokemijski potencijal [mV]
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Slika 11 Promjena vrijednosti elektrokemijskog potencijala tijekom fermentacije
kravljeg mlijeka inokuliranog ABT-5 kulturom bez i uz dodatak fruktoze
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Slika 12 Promjena vrijednosti elektrokemijskog potencijala tijekom fermentacije
kravljeg mlijeka inokuliranog ABT-5 kulturom bez i uz dodatak smjese
glukoze i fruktoze
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Slika 13 Promjena titracijske kiselosti tijekom fermentacije kravljeg mlijeka
inokuliranog ABT-5 kulturom bez i uz dodatak saharoze
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Slika 14 Promjena titracijske kiselosti tijekom fermentacije kravljeg mlijeka
inokuliranog ABT-5 kulturom bez i uz dodatak glukoze
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Slika 15 Promjena titracijske kiselosti tijekom fermentacije kravljeg mlijeka
inokuliranog ABT-5 kulturom bez i uz dodatak fruktoze
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Slika 16 Promjena titracijske kiselosti tijekom fermentacije kravljeg mlijeka
inokuliranog ABT-5 kulturom bez i uz dodatak
smjese glukoze i fruktoze
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Slika 17 Promjena vodljivosti tijekom fermentacije kravljeg mlijeka inokuliranog
ABT-5 kulturom bez i uz dodatak saharoze
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Slika 18 Promjena vodljivosti tijekom fermentacije kravljeg mlijeka inokuliranog
ABT-5 kulturom bez i uz dodatak glukoze
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Slika 19 Promjena vodljivosti tijekom fermentacije kravljeg mlijeka inokuliranog
ABT-5 kulturom bez i uz dodatak fruktoze
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Slika 20 Promjena vodljivosti tijekom fermentacije kravljeg mlijeka inokuliranog

ABT-5 kulturom bez i uz dodatak smjese glukoze i fruktoze

29



Diplomski rad — Maja Logozar 4. Rezultati

4.2. UTJECAJ DODATKA SECERA NA TIJEK FERMENTACIJE
KOZJEG MLIJEKA INOKULIRANOG ABT-5 KULTUROM
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Slika 21 Promjena pH vrijednost tijekom fermentacije kozjeg mlijeka inokuliranog
ABT-5 kulturom bez i uz dodatak saharoze
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Slika 22 Promjena pH vrijednost tijekom fermentacije kozjeg mlijeka inokuliranog
ABT-5 kulturom bez i uz dodatak glukoze
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Slika 23 Promjena pH vrijednost tijekom fermentacije kozjeg mlijeka inokuliranog

ABT-5 kulturom bez i uz dodatak fruktoze
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Slika 24 Promjena pH vrijednost tijekom fermentacije kozjeg mlijeka inokuliranog

ABT-5 kulturom bez i uz dodatak smjese glukoze i fruktoze
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Slika 25 Promjena vrijednosti elektrokemijskog potencijala tijekom fermentacije
kozjeg mlijeka inokuliranog ABT-5 kulturom bez i uz dodatak saharoze
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Slika 26 Promjena vrijednosti elektrokemijskog potencijala tijekom fermentacije
kozjeg mlijeka inokuliranog ABT-5 kulturom bez i uz dodatak glukoze
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Slika 27 Promjena vrijednosti elektrokemijskog potencijala tijekom fermentacije
kozjeg mlijeka inokuliranog ABT-5 kulturom bez i uz dodatak fruktoze
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Slika 28 Promjena vrijednosti elektrokemijskog potencijala tijekom fermentacije
kozjeg mlijeka inokuliranog ABT-5 kulturom bez i uz dodatak
smjese glukoze i fruktoze
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Slika 29 Promjena titracijske kiselosti tijekom fermentacije kozjeg mlijeka
inokuliranog ABT-5 kulturom bez i uz dodatak saharoze
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Slika 30 Promjena titracijske kiselosti tijekom fermentacije kozjeg mlijeka
inokuliranog ABT-5 kulturom bez i uz dodatak glukoze
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Slika 31 Promjena titracijske kiselosti tijekom fermentacije kozjeg mlijeka
inokuliranog ABT-5 kulturom bez i uz dodatak fruktoze
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Slika 32 Promjena titracijske kiselosti tijekom fermentacije kozjeg mlijeka
inokuliranog ABT-5 kulturom bez i uz dodatak
smjese glukoze i fruktoze
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Slika 33 Promjena vodljivosti tijekom fermentacije kozjeg mlijeka inokuliranog
ABT-5 kulturom bez i uz dodatak saharoze
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Slika 34 Promjena vodljivosti tijekom fermentacije kozjeg mlijeka inokuliranog

ABT-5 kulturom bez i uz dodatak glukoze
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Slika 35 Promjena vodljivosti tijekom fermentacije kozjeg mlijeka inokuliranog
ABT-5 kulturom bez i uz dodatak fruktoze

12

10 A

vodljivost [mS/cm]
(2]

4 4
2 | —e—bezSecera
—e—smjesa 3 %
smjesa 5 %
0 . . . . .
0 1 2 3 4 5 6|

sati fermentacije

Slika 36 Promjena vodljivosti tijekom fermentacije kozjeg mlijeka inokuliranog
ABT-5 kulturom bez i uz dodatak smjese glukoze i fruktoze
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4.3. UTJECAJ DODATKA SECERA NA TIJEK FERMENTACIJE
SOJINOG MLIJEKA INOKULIRANOG ABT-5 KULTUROM
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Slika 37 Promjena pH vrijednosti tijekom fermentacije sojinog mlijeka inokuliranog
ABT-5 kulturom bez i uz dodatak saharoze
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Slika 38 Promjena pH vrijednosti tijekom fermentacije sojinog mlijeka inokuliranog
ABT-5 kulturom bez i uz dodatak glukoze
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Slika 39 Promjena pH vrijednosti tijekom fermentacije sojinog mlijeka inokuliranog

ABT-5 kulturom bez i uz dodatak fruktoze
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Slika 40 Promjena pH vrijednosti tijekom fermentacije sojinog mlijeka inokuliranog
ABT-5 kulturom bez i uz dodatak smjese glukoze i fruktoze
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Slika 41 Promjena vrijednosti elektrokemijskog potencijala tijekom
fermentacije sojinog mlijeka inokuliranog ABT-5 kulturom
bez i uz dodatak saharoze
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Slika 42 Promjena vrijednosti elektrokemijskog potencijala tijekom
fermentacije sojinog mlijeka inokuliranog ABT-5 kulturom
bez i uz dodatak glukoze
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Slika 43 Promjena vrijednosti elektrokemijskog potencijala tijekom
fermentacije sojinog mlijeka inokuliranog ABT-5 kulturom
bez i uz dodatak fruktoze
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Slika 44 Promjena vrijednosti elektrokemijskog potencijala tijekom
fermentacije sojinog mlijeka inokuliranog ABT-5 kulturom
bez i uz dodatak smjese glukoze i fruktoze

41



Diplomski rad — Maja Logozar 4. Rezultati

titracijska kiselost [ °SH]

50

—e—bez3Seéera
45 |

—e—saharoza 3 %
40 | saharoza 5 %

35 4

30

25 4

20

0 1 2 3 4 5 6|

sati fermentacije

Slika 45 Promjena titracijske kiselosti tijekom fermentacije sojinog mlijeka
inokuliranog ABT-5 kulturom bez i uz dodatak saharoze
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Slika 46 Promjena titracijske kiselosti tijekom fermentacije sojinog mlijeka
inokuliranog ABT-5 kulturom bez i uz dodatak glukoze
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Slika 47 Promjena titracijske kiselosti tijekom fermentacije sojinog mlijeka
inokuliranog ABT-5 kulturom bez i uz dodatak fruktoze
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Slika 48 Promjena titracijske kiselosti tijekom fermentacije sojinog mlijeka
inokuliranog ABT-5 kulturom bez i uz dodatak
smjese glukoze i fruktoze
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Slika 49 Promjena vodljivosti tijekom fermentacije sojinog mlijeka inokuliranog
ABT-5 kulturom bez i uz dodatak saharoze
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Slika 50 Promjena vodljivosti tijekom fermentacije sojinog mlijeka inokuliranog
ABT-5 kulturom bez i uz dodatak glukoze
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Slika 51 Promjena vodljivosti tijekom fermentacije sojinog mlijeka inokuliranog
ABT-5 kulturom bez i uz dodatak fruktoze
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Slika 52 Promjena vodljivosti tijekom fermentacije sojinog mlijeka inokuliranog

ABT-5 kulturom bez i uz dodatak smjese glukoze i

fruktoze
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5.1. PROMJENE pH VRIJEDNOSTI TIJEKOM FERMENTACIJE

Pracenjem promjene pH vrijednosti tijekom Sest sati fermentacije kravljeg, kozjeg i
sojinog mlijeka inokuliranog ABT-5 kulturom, uz dodatak tri vrste Sec¢era, dobiveni su

razliciti rezultati.

Dodatak saharoze u kravlje mlijeko inokulirano ABT-5 kulturom ubrzao je pad pH
vrijednosti u prvom satu fermentacije u odnosu na trend opadanja pH vrijednosti pri
fermentaciji kravljeg mlijeka bez dodatka Secera (slika 5). U drugom satu
fermentacije nisu utvrdene znacajnije promjene. Nakon tre¢eg sata fermentacije pa
sve do kraja, dodatak saharoze (5%) usporavao je pad pH u odnosu na nulti uzorak.
Nakon treceg sata fermentacije dodatak saharoze (3%) nije znacajnije odstupao od
nultog uzorka da bi naposlijetku u Sestom satu fermentacije fermentacije zavrSio na
istoj razini uzorka kojemu nije dodana saharoza. OCito je da saharoza u fermentaciji

kravljeg mlijeka nema znacajniji utjecaj na pad pH vrijednosti.

Utjecaj glukoze na brzinu opadanja pH vrijednosti ne razlikuje se znacajnije od
utjecaja saharoze. Do tre¢eg sata fermentacije dodatak glukoze je znacajnije ubrzao
pad pH u odnosu na nulti uzorak. Od tre¢eg sata fermentacije nema znacajnijih
promjena nultog uzorka i uzoraka s dodatkom glukoze. Tijek Sestosatne fermentacije
uzoraka kojima je dodano 3% i 5% glukoze gotovo je identiCan s obzirom na trend
opadanja pH vrijednosti. 1z prikaza se vidi (slika 6) da glukoza nema prebioticki
ucinak na ABT-5 kulturu.

Dodatak fruktoze pokazao je vrlo slican ucinak na tijek fermentacije kao i dodatak
glukoze. U prva tri sata pH vrijednost uzorka sa fruktozom je padala nesto brze od
kontrolnog uzorka (kravlje mlijeko sa ABT-5 kulturom). Nakon treéeg sata
fermentacije u uzorcima sa 3% i 5% fruktoze sporije se snizavala pH vrijednost i to
medusobno vrlo slozno, te gotovo identi€éno nultom uzorku, sve do kraja fermentacije.
Nakon Sest sati fermentacije uzorci s dodatkom Secéera imali su jednaku pH vrijednost
i nesto nizu od kontrolnog uzorka bez Secera. Prema tome, ni fruktoza se ne moze
preporuciti kao dobar prebioticki stimulator fermentacije kravljeg mlijeka ABT-5
kulturom.
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Smjesa Secera glukoze i fruktoze ne pokazuje velika odstupanja u odnosu na
prethodne Secere. Pocetna pH vrijednost bila je jednaka kod oba uzorka (3% i 5%
smjese). Do tre¢eg sata fermentacije dodatak smjese Secera od 3% znacajnije je
snizavao pH vrijednost u odnosu na nulti uzorak i nesSto manje u odnosu na dodatak
smjese od 5% (slika 8). Do kraja fermentacije tijek opadanja pH vrijednosti kod
dodatka smjese i bez je vrlo sliCan. Kao prije spomenuti $eceri tako i smjesa glukoze

i fruktoze nije pokazala pozeljan prebioti¢ki u€inak na ABT-5 kulturu.

Tijekom fermentacije kozjeg mlijeka inokuliranog ABT-5 kulturom, uz dodatak
Secera u udjelima 3% i 5% utvrdeni su potpuno drugaciji utjecaji u usporedbi s
fermentacijom kravljeg mlijeka. Dodatak veceg udjela fruktoze (5%) brze je snizavao
pH vrijednost od niZzeg udjela dodavane fruktoze (3%). Slika 23.

Dodatak saharoze pokazao je vrlo zanimljiv u€inak na tijek fermentacije kozjeg
mlijeka ABT-5 kulturom. Od pocetka do kraja fermentacije vrlo je izrazen pad pH
vrijednosti uzoraka sa saharozom u usporedbi s nultim uzorkom. Do tre¢eg sata
fermentacije pad pH vrijednosti kod uzoraka sa 3% i 5% saharoze bio je identi¢no
izrazen (slika 21). 1zoelektricna to¢ka kod dodatka saharoze od 3% postignuta je vrlo

brzo, prije Cetiri sata dok je 5%-tni uzorak postize u Cetvrtom satu.

Uzorci kojima je dodano 3% i 5% glukoze pokazuju tijek fermentacije vrlo sli¢an kao
kod dodatka saharoze. Krivulje promjene pH vrijednosti su gotovo jednake (slika 22).
Pad pH vrijednosti u odnosu na nulti uzorak je puno brzi. 1zoelektri¢na to¢ka kazeina
(pH=4,6) je postignuta nesto prije Cetvrtog sata, kod uzoraka sa dodatkom glukoze,
dok kod kontrolnog uzorka se nije dostigla.

Sli¢an tijek promjena utvrden je i kod uzoraka sa dodatkom fruktoze, te dodatkom
smjese glukoze i fruktoze. Uzorci s dodatkom fruktoze te smjese glukoze i fruktoze
brze su snizavali pH vrijednost u odnosu na nulti uzorak tijekom cijele fermentacije.
Moze se uociti da i nakon S§to su postignute izoelektricne tocke, trend opadanja pH
vrijednosti se nastavlja, vezano za uzorke s dodatkom (slike 23 i 24). Kontrolni
uzorak ni u jednom slucaju, tijekom fermentacije kozjeg mlijeka inokuliranog ABT-5
kulturom, nije postigao vrijednost izoelektri¢ne tocke.
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Prema tome, navedeni Seéeri mogu se preporuciti kao dobar prebioticki stimulator
fermentacije kozjeg mlijeka inokuliranog ABT-5 kulturom (slike 21 do 24).

Pracenjem promjena pH vrijednosti tijekom fermentacije sojinog mlijeka ABT-5
kulturom, utvrdeni su razliciti utjecaji (slike 37 do 39) pojedinih Secéera, u usporedbi s
kravljim i kozjim mlijekom. Zanimljivo je da niti jedan kontrolni uzorak za Sest sati
fermentacije sojinog mlijeka nije postigao izoelektricnu to¢ku kazeina. Dodatkom
razliGitin vrsta Seéera postignut je nagli pad pH vrijednosti i kod svih vrsta Secera
izoelektricna tocka je postignuta do Sestog sata fermentacije (slike 37 do 40).

Dodatak saharoze u udjelu od 3% izmedu drugog i tre¢eg sata fermentacije djeluje
inhibitorno, ali se ipak u tom uzorku nakon 5,5 sati fermentacije postize izoelektri¢na
toCka kazeina (pH=4,6). Kod uzorka sa 5% saharoze pH naglo opada nakon prvog
sata fermentacije pa sve do Cetvrtog sata te postize izoelektricnhu toCke prije nego
uzorak s dodatkom saharoze od 3%. |z tijeka krivulje (slika 37) se moze zakljuciti da
dodatak saharoze od 5% moze imati povoljniji promotorno prebioti¢ki ucinak u
odnosu na dodatak od 3%.

Dodatak glukoze u sojino mlijeko inokulirano ABT-5 kulturom intenzivno je smanjivao
pH vrijednost. U Cetvrtom satu fermentacije dodatak glukoze od 3% imao je potpuno
istu pH vrijednost kao i napitak sa 5% glukoze (slika 38).

Potpuno obrnuto od utjecaja fruktoze na fermentaciju kozjeg mlijeka, kod sojinog
mlijeka udio fruktoze od 5% snizavao je pH vrijednost za 2,5 sati fermentacije ali je
nakon Cetvrtog sata izoelektriCnu to€ku postigao uzorak sa 3% fruktoze (slika 39).

Smjesa glukoze i fruktoze od 5% intenzivnije je snizavala pH vrijednost do treceg
sata fermentacije. Nakon treceg sata pa do kraja fermentacije uzorci 3% i 5% smjese
sporije su snizavali pH vrijednost, i to gotovo identi¢no, sa istom pH-vrijedno$¢u u
Sestom satu fermentacije (slika 40).

49



Diplomski rad — Maja Logozar 5. Rasprava

5.2. PROMJENE VRIJEDNOSTI ELEKTROKEMIJSKOG POTENCIJALA
TIJEKOM FERMENTACIJE

Kako prema vrsti, tako i prema udjelima dodatka Secera, utvrden je utjecaj na
promjenu elekirokemijskog potencijala tijekom fermentacije razli€itih vrsta mlijeka

inokulirano ABT-5 kulturom.

Najpovoljniji utjecaj na porast elektrokemijskog potencijala pri fermentaciji kravljeg
mlijeka utvrden je kod dodatka saharoze u udjelu od 3%. Nepovoljan utjecaj
pokazala je saharoza u udjelu od 5%, koja je nakon treceg sata pa do kraja
fermentacije, snizila vrijednost elektrokemijskog potencijala do vrijednosti kontrolnog
uzorka (slika 9). Glukoza i fruktoza u oba udjela (3% i 5%) pokazale su vrlo sli¢an
ucinak na promjenu elektrokemijskog potencijala tijekom fermentacije. Utvrdeno je da
u Sestom satu fermentacije vrijednost ovih uzoraka je u istoj tocki (slika 10 i 11). U
odnosu na dodatak ostalih Secera, smjesa glukoze i fruktoze pokazuje nepovoljan
utjecaj na porast elektrokemijskog potencijala.

Pri fermentaciji kozjeg mlijeka inokuliranog ABT-5 kulturom nepovoljan utjecaj na
porast elektrokemijskom potencijala imala je smjesa glukoze i fruktoze u udjelu od
5%, u nes§to manjoj mjeri smjesa u udjelu od 3%. Gotovo do kraja drugog sata
fermentacije, vrijednost elektrokemijskog potencijala uzorka sa 5% smjese je niza od
vrijednosti uzorka bez dodatka Secera (slika 28). UoCena je zanimljivost da je do
treCeg sata fermentacije rasla vrijednost elektrokemijskog potencijala uzorka sa
ve¢im udjelom saharoze (5%). Nakon tre¢eg sata pa do kraja fermentacije vecu
vrijednost postigao je uzorak sa manjim udjelom saharoze (3%). Dok je kod uzorka
sa dodatkom fruktoze, obrnuto (slika 25 i 27). Dodatak glukoze u udjelima 3 i 5 %
djeluje pozitivho na porast elektrokemijskog potencijala u odnosu na kontrolni uzorak,

ali znac¢ajnije medusobne razlike nisu izrazene (slika 26).
Pracenjem fermentacije sojinog mlijeka inokuliranog ABT-5 kulturom utvrdeno je da

su svi Seceri u svim udjelima, tijekom cijele fermentacije, djelovali pozitivno na porast

elektrokemijskog potencijala (slike 42 do 44). lzuzetak je saharoza u udjelu od 3%
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koja je u pocetnom dijelu fermentacije sojinog mlijeka pokazala pad vrijednosti
elektrokemijskog potencijala u odnosu na uzorak bez Secera (slika 41).

5.3. PROMJENE TITRACIJSKE KISELOSTI TIJEKOM FERMENTACIJE

Pri fermentaciji kravljeg mlijeka ABT-5 kulturom titracijska kiselost kontrolnog
uzorka rasla je progresivno nakon drugog sata fermentacije, te je nakon Sest sati
fermentacije dostigla vrijednost od 27,6 °SH. Kod uzoraka sa dodatkom saharoze i
glukoze u udjelima od 3% i 5% titracijska kiselost je u prvom satu fermentacije pala u
odnosu na kontrolni uzorak. U treCem satu fermentacije utvrdena je ista vrijednost
titracijske kiselosti kod uzoraka s nizim dodatkom (3%) glukoze, fruktoze i smjese
glukoze i fruktoze. Nakon Cetvrtog sata, pa sve do kraja fermentacije, titracijska
kiselost svih vrsta Secera u oba udijela je rasla. Vrlo je izrazeno titracijska kiselost
rasla kod uzorka sa dodatkom smjese u udjelu od 3%, te je na kraju fermentacije
porasla za 5,2 °SH u odnosu na kontrolni uzorak ( slike 13 do 16 ). Iz toga se moze
zakljuciti da bi se sve vrste Se¢era mogle koristiti kao prebiotici za stimulaciju rasta
ABT-5 kulture u kravljem mlijeku.

Dodatak raznih vrsta i udjela Secera pri fermentaciji kozjeg mlijeka inokuliranog
ABT-5 kulturom rezultirao je znacajno razli€itim utjecajem na tijek fermentacije u
odnosu na kravlje i kozje mlijeko. Kod svih uzoraka sa dodatkom Secera, titracijska
kiselost je od pocetka, pa do kraja fermentacije imala nizu vrijednost od kontrolnog
uzorka. Iz dijagrama na slikama 29 do 32 vidljivo je da se ni jedan Seéer ne moze
koristiti kao prebiotik.

Sojino mlijeko kao specifi€an supstrat, u najvecoj je mjeri stimuliralo rast ABT-5
kulture dodatkom razli¢itih Secera za razliku od kravljeg i kozjeg mlijeka. Titracijska
kiselost kontrolnog uzorka rasla je do kraja fermentacije i u Sestom satu fermentacije
postigla je vrijednost od 13,2 °SH (slike 45 do 48). Kod uzoraka sa dodatkom
razliCitin vrsta Secera u oba udjela, u po€ecima fermentacije titracijska kiselost je

imala nizu vrijednost u odnosu na kontrolni uzorak, te je do kraja fermentacije
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titracijska kiselost znac¢ajno porasla u odnosu na uzorak bez dodatka Secéera. Uzorci
sa dodatkom saharoze, te smjese glukoze i fruktoze u udjelu od 5% u Sestom satu
fermentacije postigli su viSu vrijednost titracijske kiselosti od uzoraka sa nizim
udjelom (3%). Kod dodatka fruktoze u udjelu od 3% titracijska kiselost je na kraju
fermentacije porasla za 6,8 u odnosu na kontrolni uzorak te za 0,8 u odnosu na
uzorak sa viSim udjelom fruktoze dok je kod dodatka glukoze postigla istu vrijednost
u udjelu od 3 i 5%. Iz toga se moze zaklju€iti bi se sve vrste Secera mogle Koristiti
kao prebiotici za stimulaciju rasta ABT-5 kulture u sojinom mlijeku, te da je
najpovoljniji Seéer fruktoza u 3%-tnom udjelu.

5.4. PROMJENE VODLJIVOSTI TIJEKOM FERMENTACIJE

Dodatak svih vrsta Secera pri fermentaciji kravljeg mlijeka ABT-5 kulturom
usporavao je porast vodljivosti supstrata tijekom cijelog tijeka fermentacije (slike 17
do 20). Udjeli Secera od 5% znacajnije su utjecali na smanjenje vodljivosti od udjela
Secera od 3%, usporedujuéi s uzorkom bez dodatka Secera.

Kod fermentacije kozjeg mlijeka ABT-5 kulturom, sve vrste Secera usporavale su
porast vodljivosti (slike 33 do 36 ) neSto znacajnije nego kod kravljeg mlijeka.
Usporavanije porasta vodljivosti bio je jae izrazeno kod dodatka $ecera sa udjelom
od 5%.

Dodatak Secera pri fermentaciji sojinog mlijeka ABT-5 kulturom djelovao je na
sasvim drugi nacin na vodljivost. Fermentacijom sojinog mlijeka vodljivost je vrlo
sporo rasla svih Sest sati fermentacije. Krivulje fermentacije kontrolnog uzorka i
uzoraka sa dodatkom Secera gotovo su paralelne svih Sest sati fermentacije (slike 49
do 52). Usporedujuci fermentaciju sojinog mlijeka sa fermentacijom kravljeg i kozjeg
mlijeka, vidljivo je da su pri fermentaciji sojinog mlijeka utvrdene puno nize vrijednosti

vodljivosti, te da se tijekom fermentacije samo neznatno povecava.
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Na osnovi rezultata istraZivanja provedenih u ovom radu moze se zakljuciti sliedece:

» Fermentacije kravljeg, kozjeg i sojinog mlijeka ABT-5 kulturom, uz dodatak
razli€itin vrsta Secera u udjelima od 3 i 5%, tekle su razli¢ito.

> Kod fermentacije kravljeg mlijeka ABT-5 kulturom saharoza nije skracivala
vrileme fermentacije pa se ne moze preporuciti kao prebioti¢ki promotor rasta
ABT-5 kulture.

» Glukoza, fruktoza i smjesa glukoze i fruktoze, neznacajno su skracivali vrijeme
fermentacije kravljeg mlijeka. Ovi $eceri se ne mogu preporuciti kao stimulatori
rasta ABT-5 kulture.

» Dodatkom razli¢itih vrsta Sec¢era u udjelima od 3 i 5% u kozje mlijeko
znacajno je skrac¢eno vrileme fermentacije kozjeg mlijeka, pa se mogu koristiti

kao prebiotiCki promotor rasta ABT-5 kulture.

> Dodatak veceg udijela fruktoze (5%) brze je snizavao pH vrijednost od nizeg
udjela dodavane fruktoze (3%), kod fermentacije kozjeg mlijeka.

> Kod fermentacije sojinog mlijeka ABT-5 kulturom na kinetiku fermentacije
pozitivno su utjecali Seceri glukoza i fruktoza, te u manjoj mjeri saharoza i

smijesa glukoze i fruktoze.

» Dodatak saharoze od 5% ima povoljniji promotorno prebioti¢ki u€inak u
odnosu na dodatak u udjelu od 3%.

» Na osnovi rezultata istrazivanja, oc€ito je da na ovom podrucju ima prostora za
dodatna istrazivanja, kojima bi se proSirile spoznaje o utjecaju Seéera kao
prebiotickog dodatka.
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