M. BLAZIC i sur.: Probioti¢ke kulture i svojstva polutvrdog ov¢jeq sira, Mljekarstvo 61 (4), 291-300 (2011)

2901

Izvorni znanstveni rad - Original scientific paper

UDK: 637.35

Utjecaj dodatka probiotickih kultura na svojstva
polutvrdog ov¢jeg sira

Marijana BlaZi¢' | BlaZenka Kos**, Carlos A. Zalazar’,

Susana Bernal’, Carlos Meinardi’, Bojan Matijevic'

Weleuciliste u Karloveu, Trg J.J.Strossmayera 9, Karlovac, Hrvatska
2Prehrambeno- biotehnoloski fakultet Sveuilista u Zagrebu, Pierottijeva 6, Zagreb, Hrvatska
SInstituto de Lactologia Industrial (INLAIN) (UNL-CONICET), Santa Fe, Argentina

Received - Prispjelo: 9.8.2011.
Accepted - Prihvaceno: 18.11.2011.

Sazetak

Dodatak probiotickih bakterija u fermentirane mlije¢ne napitke bio je predmet mnogih istraZivanja,
medutim dodatak tih bakterija u sireve, posebno one proizvedene od ov¢jeg mlijeka, nije do sada detalj-
no istrazen. Stoga su u ovom radu proizvedeni probioticki polutvrdi ov¢ji sirevi s dodatkom probiotika
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 i Lactobacillus acidophilus LA-5. Zrenje sireva se odvijalo
45 dana pri 13 °C i 85 % relativne vlaznosti. Tijekom tog razdoblja odredivani su kemijski parametri i
provedene su mikrobioloske analize proizvedenih probiotickih sireva. Dodatak probiotickih kultura nije
znalajno utjecao na kemijska i mikrobioloska svojstva proizvedenih sireva u usporedbi s kontrolnim sire-
vima bez dodatka probiotic¢kih kultura. Broj zivih probioti¢kih bakterija odrzao se na ca 105107 CFU/g
probiotickih sireva tijekom 45 dana zrenja, $to je potvrdeno RAPD metodom. Probioticki polutvrdi
ovd¢ji sirevi s bakterijom Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 su imali sli¢na senzorska svojstva
sirevima proizvedenim bez dodatka probiotika, dok je dodatak bakterije Lactobacillus acidophilus LA-5
doveo do poboljsanja okusa polutvrdog ov¢jeg sira. Dobiveni rezultati pokazuju da je polutvrdi ovcji
sir pogodan matriks za primjenu probioti¢kih kultura Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 i

Lactobacillus acidophilus LA-5.

Kljucne rijeci: probiotik, polutvrdi ovdiji sir, Bifidobacterium animalis subsp. lactis,

Lactobacillus acidophilus, bakterije mlije¢ne kiseline

Uvod

Funkcionalnalnom hranom smatra se hrana koja
sadrzi sastojke koji pozitivno djeluju na jednu ili vise
ciljanih funkcija u tijelu. Stoga je sve vise potrosaca
zainteresirano za potencijalna svojstva funkcionalne
hrane radi poboliganja zdravlja (Suskovié¢ i sur.,
2009).

Medu funkcionalne dodatke hrani ubrajaju se i
probiotici koji, ako se upotrebljavaju u dovoljnoj ko-
li¢ini, pozitivno utjetu na ravnoteZu crijevne mikro-
flore, a mogu se koristiti i kao bioterapeutici (Lebo3
Pavunc i sur., 2009; Sugkovi¢ i sur., 2010; Bega-
novié i sur., 2011a i 2011b). Na temelju znanstve-
nih i klini¢kih istraZivanja moze se re¢i da probiotici
mogu biti vrlo ucinkoviti u sprijecavanju razli¢itih

vrsta crijevnih i urogenitalnih infekcija, te posebice
za uspostavljanje normalne crijevne mikroflore na-
kon antibioticke terapije (Suskovi¢ i sur., 2009).
Danasnja istrazivanja upozoravaju na sve veci ucinak
probioti¢kih mikroorganizama u suzbijanju razli¢itih
bolesti, a posebice u suzbijanju kancerogenih procesa
u probavnom sustavu (Sugkovi¢ i sur., 2010).

Mlije¢ni proizvodi, posebice fermentirani mli-
jecni proizvodi, Cesto se koriste kao matriks za probi-
oti¢ke bakterije. U novije vrijeme sve je viSe proizve-
denih probiotickih kravljih sireva koji zbog svoje vise
pH vrijednosti, te veceg udjela masti i zatvorenije
teksture od fermentiranih mlijeka mogu efikasnije
zadtititi bakterije, no problem moZe biti puno dulji
vijek trajanja, u kojem je potrebno otuvati visok broj
zivih probioti¢kih bakterija u proizvodu (Bergamini
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i sur., 2006; Bergamini i sur., 2009). Medutim, u
odnosu na kravlje sireve, dodatak probioti¢kih bak-
terija ov¢jim sirevima do sada je slabo proucavan
(Kourkoutas i sur., 2006; Candioti i sur. 2010).
Stoga je cilj ovog rada bio istraziti utjecaj dodatka
probioti¢kih kultura Bifidobacterium animalis su-
bsp. lactis BB-12 i Lactobacillus acidophilus LA-5 na
kemijska i mikrobiologka svojstva polutvrdih ov¢jih
sireva.

Materijal i metode

Starter kulture i probiotici

Za proizvodnju polutvrdih  ov¢jih  sireva
koristena je komercijalna liofilizirana starter kultura
koja se izravno dodaje u mlijeko za proizvodnju sira
(DVS - “direct vat set”), a koju ¢ine sojevi: Strepro-
coccus thermophilus (60 %), Lactobacillus delbruecki
subsp. bulgaricus (20 %) i Lactobacillus helveticus
(20 %) (Chr. Hansen, Danska). Za proizvodnju
probiotickih polutvrdih ov¢jih sireva koristena su, uz
starter kulturu, dva komercijalna soja probioti¢kih
bakterija: Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-
12 i Lactobacillus acidophilus LA-5 (Chr. Hansen,
Danska).

Proizvodnja polutvrdih ovéjih sireva

Za proizvodnju polutvrdih ov¢jih sireva koriste-
no je ov¢je mlijeko, dobiveno od ovaca uzgajanih pri
srednjoj poljoprivrednoj koli “Escuela de Agricultu-
ra, Ganaderia y Granja of Universidad Nacional del
Litoral”. Tehnologija proizvodnje polutvrdih ov¢jih
sireva razvijena je na Institutu za mljekarstvo (Insti-
tuto de lactologia industrial-INLAIN, Facultad de
ingeneria quimica), Santa Fe, Argentina (Candioti i
sur., 2010). Proizvedena su dva eksperimentalna sira
sa svakom od kori$tenih probiotickih bakterija: polu-
tvrdi ovdji sir s probioti¢kom bakterijom Lactobaci-
llus acidophilus LA-5 (uzorak QLA) i polutvrdi ov¢ji
sir s s probioti¢ckom bakterijom Bifidobacterium ani-
malis subsp. lactis BB-12 (uzorak QLB). Polutvrdi
ovdji sir bez dodatka probioticke kulture sluzio je
kao kontrola (QLT). Sva tri uzorka ov¢jih polutvrdih
sireva proizvedena su tri puta.

Ov¢je mlijeko je nakon muZnje ohladeno i
dopremljeno na institute te rashladeno na 4 °C.
Toplinska obrada je provedena pri 65 °C/20 min.
Nakon hladenja na 37 °C u mlijeko je dodano 0,2

g L' CaCl, (Merck, Njemacka) te starter kultura u
koncentraciji od 10° CFU/mL mlijeka. Probioti¢ka
kultura dodana je samo u mlijeko za proizvodnju
probioti¢kih polutvrdih ov¢jih sireva u koncentraciji
105-10” CFU mL". Kimozin (Maxiren® 150, DSM
Food Specialities, Francuska) je dodan 15 min na-
kon dodatka bakterijskih kultura, u koncentraciji od
0,014 g L''. Kada je formiran gru$ potrebne ¢vrstoce,
usitnjen je do veli¢ine zrna kukuruza (oko 1 cm?).
Smjesa usitnjenog grusa i sirutke lagano je mijeSana i
zagrijavana vodenom parom, brzinom od 1 °C min’!,
sve do postizanja temperature od 45 °C jer je kori-
$tena termofilna starter kultura. Grus§ je nakon toga
prenesen u okrugle kalupe (9 cm visine, promjera 10
cm) uz optereéenje od 0,2-0,3 kg cm? tijekom 24 h.
Soljenje sira provedeno je u vodenoj otopini soli (sa-
lamuri) koncentracije 200 g L' NaCl (pH 5,4) pri 12
°C tijekom 7 h (svaki sir teZio je oko 700 g). Zrenje
sira odvijalo se pri 13 °C i 85 % relativne vlaznosti
tijekom 45 dana.

Kemijske, mikrobioloske i senzorske analize sireva

Tijekom zrenja sireva praene su promjene pH
vrijednosti (pH metar MPC 227 Mettler Toledo) i
kemijskog sastava sira: odredivanje masenog udjela
vode, mlije¢ne masti po Grossfeldu, proteina i to-
pivog dusika pri pH 4,6 u trikloroctenoj kiselini po
Kjeldahlu (International Dairy Federation (IDF)
1988). Mikrobioloske analize provedene su na selek-
tivnim hranjivim podlogama (Wienerlab, Rosario, Ar-
gentina) prema standardnim IDF metodama (1988).
Broj enterokoka odredivan je na KF - Streptococcus
agaru, broj laktobacila na MRS agaru kojemu je pH
vrijednost pode$ena na pH 5,5, a broj laktokoka na
M17 agaru. Broj probiotickih bakterija odredivan
je na selektivnoj podlozi za probioticke laktobacile
(MRS-maltoza agar uz dodatak 0,3% (w/v) Zu¢nih
soli), odnosno bifidobakterije (MRS-NPNL agar).
Dodatno je provedena identifikacija probioti¢kih
sojeva izoliranih iz proizvedenih probioti¢kih polu-
tvrdih sireva na selektivnim hranjivim podlogama,
primjenom RAPD metode (Lebo§ Pavunc i sur.,
2009) sa specifi¢nim pocetnicama za bakterije mli-
je¢ne kiseline 5°-ACG AGG CAC -3 i 5°-ACG
CGC CCT -3” (Gardiner i sur., 2002).

Senzorska svojstva proizvedenih uzoraka po-
lutvrdih ov¢jih sireva odredivana su nakon 45 dana
Zrenja. svojstava sireva
provela je panel skupina od 5 senzorskih analiticara

Ocjenjivanje senzorskih
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Tablica 1. Maseni udio vode, masti i proteina odredivan tijekom zrenja u probioti¢kim polutvrdim ov¢jim
sirevima proizvedenim uz dodatak probioticke kulture L. acidophilus LA-5 (uzorak QLA) i
probiotitke kulture Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 (uzorak QLB). Kontrola je po-
lutvrdi ov¢ji sir bez dodatka probiotika (uzorak QLT)

Udio vode (%) Mast (%) Proteini (%)
Uzorak
o 2. dan 20. dan 45. dan 45. dan 45. dan
QLT 48,3+0,6 39,8+0,9 34,3x0,1 30,0+0,5 28,2+0,7
QLA 48,7+0,9 39,3+0,2 34,2+0,2 29,3+0,5 28,2+0,5
QLB 48,0=0,9 38,6+0,6 34,0=0,1 30,0+0,5 27,8+0,3

Tablica 2. Maseni udio topivog dusika i stupanj zrenja probiotic¢kih polutvrdih ov¢jih sireva proizvedenih uz
dodatak probiotitke kulture L. acidophilus LA-5 (uzorak QLA) i probioti¢ke kulture Bifidobac-
terium animalis subsp. lactis BB-12 (uzorak QLB). Kontrola je polutvrdi ov¢ji sir bez dodatka

probiotika (uzorak QLT)

Topivi dusik

Stupanj zrenja sira

(g N/100 g)
Uzorak 2. dan 45. dan 2. dan 45. dan
QLT 0,060+0,00057 0,076+0,09979 4,633+0,0577 8,0330,0577
QLA 0,065+0,00057 0,225+0,00057 4,7+0 9,033+0,0577
QLB 0,054+0,00011 0,126+0,093821 3,566+0,0577 8,433+0,0577

sustavom bodovanja po tablici s maksimalno mogu¢ih
20 bodova (FIL-IDF, 1997).

Rezultati i rasprava

Sirevi Cheddar, Gouda i Cottage su samo neki
od primjera kravljih sireva u koje su uspjesno dodane
probioti¢ke bakterije (Ong i sur., 2009, Ibrahim i
sur., 2010; Heller, 2001). Medutim, za razliku od
kravljih sireva, vrlo je malo literature o ov¢jim sirevi-
ma s probioti¢kim bakterijama (Kourkoutas i sur.,
2006; Candioti i sur.,, 2010). Osim toga, kao ma-
triks za dodatak probioti¢kih bakterija odabrano je
ov¢je mlijeko jer ono za razliku od kravljeg mlijeka, u
svom sastavu ima vi$u koncentraciju srednjelancanih
triacilglicerola i konjugiranu linolnu kiselinu, &ji su
pozitivni ucinci na zdravlje ljudi znanstveno doka-
zani (Carloni i sur.,, 2010). Stoga su u ovom radu
proizvedeni polutvrdi ov¢ji sirevi s dodatkom pro-
bioti¢kih bakterija Bifidobacterium animalis subsp.
lactis BB-12 (uzorak QLB) i Lactobacillus acidop-

hilus LA-5 (uzorak QLA). Tehnologija proizvodnje
ovog sira ne uklju¢uje tretmane sirnog grusa kao §to
su npr. stalno mijeSanje, visoka temperatura dogrija-
vanja, izravan dodatak soli i ispiranje grusa $to bi mo-
glo imati negativan utjecaj na prezivljavanje probio-
tickih bakterija tijekom proizvodnje sira. Iskustveno
je takoder ustanovljeno da je za postizanje najbolje
kakvoce sira dovoljno provesti pasterizaciju ovjeg
mlijeka pri 65 °C tijekom 20 min (Bergamini i sur.,
2006). Svojstva proizvedenih probioti¢kih polutvr-
dih ov¢jih sireva usporedivana su sa svojstvima polu-
tvrdih ov¢jih sireva bez dodatka probioti¢kih kultura
koji su sluzili kao kontrola (uzorak QLT). Najprije su
odredivani i usporedivani maseni udjeli vode, masti i
proteina tijekom 45 dana zrenja proizvedenih sireva

(tablica 1).

Iz tablice je vidljivo da nije bilo znacajne razlike
u masenim udjelima vode, masti i proteina izmedu
tri vrste proizvedenih sireva tijekom zrenja. Rezul-
tati su u skladu s dosadasnjim istrazivanjima koja su
pokazala da dodatak probioti¢kih bakterija ne utjete
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Slika 1. DNA profili dobiveni nasumi¢nim umnaZanjem sa specifi¢nim poletnicama za bakterije mlije¢ne
kiseline; M - standardi A-Hind III i GeneRuler 100bpb; 1 - B. animalis subsp. lactis BB-12; 2 - L.
acidophilus LA-5; 3 - izolat iz sira proizvedenog sa B. animalis subsp. lactis BB-12, 4 - izolat iz sira

proizvedenog sa L. acidophilus LA-5

na glavna kemijska svojstva sireva (Ong i sur., 2006;
Ong i sur., 2009; Kilig i sur., 2009). U proizvede-
nim sirevima pradena je proteoliza preko topivog
dusika i stupnja zrenja sireva u 2. i 45. danu zrenja
(tablica 2). Na pocetku zrenja nije bilo veéih razlika
u koncentraciji topivog dusika medu proizvedenim
uzorcima sireva, no nakon 45 dana zrenja najbolja
je proteoliza postignuta u polutvrdim ov¢jim sirevi-
ma s dodatkom probioticke kulture L. acidophilus
LA-5.

U literaturi se navodi da dodatak probioti¢kih
kultura iz roda Bifidobacterium ne povedava proteo-
lizu u siru jer vrste iz roda Lactobacilius, koje i inace
¢ine uobicajenu mikrofloru sirovog mlijeka, posje-
duju slozeniji proteoliticki sustav od Bifidobacteri-
um vrsta koje su podrijetlom iz intestinalnog sustava
(Boylston i sur., 2004). Na proteoliticku aktivnost
prisutnih sojeva bakterija mlije¢ne kiseline u pro-
izvedenim sirevima utjec¢u nepovoljni uvijeti u siru
kao matriksu, kao $to su: niska pH vrijednost, po-
vecana koncentracija soli, niski aktivitet vode, ni-
ska temperatura skladiStenja i kompeticija unutar
prisutne mje3ovite kulture mikroorganizama tije-
kom zrenja. Svojstvo primijenjenih sojeva bakterija
mlijec¢ne kiseline da se prilagode i budu aktivni u
takvim stresnim industrijskim uvjetima proizvodnje

sira je presudno za dobivanje kvalitetnog finalnog
proizvoda. Na osnovu poznatih sekvencija genoma
razli¢itih vrsta bakterija mlije¢ne kiseline uskoro ¢e
biti razvijeni modeli kojima ¢e se modi predvidjeti,
izmedu ostalog, i njihova proteoliti¢ka aktivnost u
matriksu gdje ¢e ti sojevi biti primijenjeni (Smit
i sur., 2005; Goh i sur., 2011). Rezultati istraziva-
nja proteoliticke aktivnosti sojeva S. thermophilus,
L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. acidophilus i
Bifidobacterium vrsta u mlijeku su takoder pokazali
slabiju aktivnost Bifidobacterium vrsta u odnosu na
preostale ispitivane sojeve (Shihata i Shah, 2000).

Dodatak probioti¢kih kultura u razli¢ite vrste
kravljih sireva te u kozji sir, prema rezultatima do-
sadasnjih istrazivanja nije znacajno doprinosio prote-
olizi (Bergamini i sur., 2009; Gomes da Cruz i
sur., 2009). Medutim, prema rezultatima dobivenim
u ovom radu, dodatak probioticke kulture L. acidop-
hilus LA-5 je ipak potaknuo proteolizu u polutvrdom
ov&jem siru §to bi se moglo pripisati njegovoj siner-
gijskoj aktivnosti s autohtonim sojevima bakterija
mlije¢ne kiseline, zaostalim nakon procesa pasteriza-
cije ov¢jeg mlijeka, a koji mogu biti zasluzni za otpu-
Stanje slobodnih aminokiselina u siru kao najvaznijih
prekursora okusa i arome gotovog proizvoda (Yvon,
2006). Na to upuéuju i rezultati mikrobioloskih ana-
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Tablica 3. Broj bakterija mlije¢ne kiseline (CFU/g) tijekom zrenja u probioti¢kim polutvrdim ov¢jim sirevi-
ma proizvedenim uz dodatak probioticke kulture L. acidophilus LA-5 (uzorak QLA) i probioticke
kulture Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 (uzorak QLB). Kontrola je polutvrdi ov¢ji

sir bez dodatka probiotika (uzorak QLT)

log CFU/g
Mikroorganizmi Uzorak 2. dan 20. dan 45. dan
QLT 3,98+1,72 3,52+2,59 4,19+1,31
Enterokoki QLB 4,51+0,80 3,45+0,44 4,04=0,42
QLA 4,44+0,57 4,56+0,45 4,26=0,37
QLT 7,34+1,34 7,57+0,51 7,95+0,33
Laktobacili (mezofilni) QLB 7,06+2,05 7,90+0,33 7,08+1,17
QLA 7,84+0,63 7,88+0,95 7,72+0,34
QLT 7,25+1,05 7,07+1,08 7,02+1,49
Laktobacili (termofilni) QLB 7,20x1,47 7,02+1,63 6,06:2,06
QLA 7,44+1,35 7,19+1,53 6,82+1,84
QLT 8,61+0,15 8,19+0,93 8,22+0,48
Laktokoki (mezofilni) QLB 8,73+0,28 8,47+0,73 8,35+0,32
QLA 8,66+0,49 8,63+0,17 8,47+0,22
QLT 7,89+1,42 7,78+1,40 8,22+0,36
Laktokoki (termofilni) QLB 7,83+1,46 8,05+1,12 8,22+0,36
QLA 8,04+1,50 8,51+0,31 8,22+0,47
QLT - - -
Probioti¢ki mikroorganizmi QLB 6,12+1,84 5,58+1,80 6,32+0,92
QLA 7,89+1,17 8,18+0,75 7,12+0,50

liza proizvodenih uzoraka sireva prema kojima je u
probiotickom polutvrdom ov¢jem siru s dodatkom
kulture L. acidophilus LA-5 odreden i najveéi broj
bakterija iz roda Enterococcus (tablica 3), a koje su
mogle zaostati u mlijeku nakon pasterizacije kao
autohtoni sojevi bakterija mlije¢ne kiseline (eng.
NSLAB - non-starter lactic acid bacteria) (Wouters
i sur., 2002). Enterokoki su skupina mikroorganiza-
ma koji mogu bitno utjecati na proces zrenja zbog
njihove lipoliti¢ke i proteoliticke aktivnosti, te njiho-
ve sposobnosti da stimuliraju proizvodnju mlije¢ne
kiseline od strane laktokoka te proizvodnju CO, od
strane Leuconostoc vrsta (Sarantiopoulos, 2001).
Broj mezofilnih i termofilnih laktokoka i laktobacila
se tijekom 45 dana zrenja nije bitno razlikovao u pro-
bioti¢kim sirevima i u kontrolnom siru (tablica 3).
Laktobacili, uz enterokoke i laktokoke, ¢ine vedinu
autohtonih bakterija mlije¢ne kiseline koje zaostaju
u siru nakon pasterizacije mlijeka (Wouters i sur.,
2002). Rezultati proteoliticke aktivnosti laktobacila
u sirevima tijekom zrenja ovise o pocetnom broju i

vrsti prisutnih laktobacila, tipu sira te natinu proi-
zvodnje. Opcenito je prihvaceno da autohtoni sojevi
laktobacila mogu znacajno doprinijeti proteolizi i li-
polizi sira i u prisutnosti starter kultura (Di Cagno i
sur., 2006). Autohtoni sojevi bakterija mlije¢ne kise-
line (NSLAB) su obi¢no na pocetku zrenja polutvr-
dih sireva prisutni u malom broju (<1 log jedinice),
da bi se njihov broj tijekom 60 dana zrenja povecao
na oko 10° CFU/g, a nakon 7 mjeseci zrenja do ¢ak
oko 107 CFU/g (Sheehan i sur., 2007; Van Hoor-
de i sur., 2008).

U svrhu potvrde prisutnosti primijenjenih pro-
bioti¢kih sojeva Lactobacillus acidophilus LA-5 i
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 u pro-
izvedenim uzorcima probioti¢kih polutvrdih ové&jih
sireva, osim njihove identifikacije na selektivnim
hranjivim podlogama s dodatkom Zzu¢nih soli, prove-
dena je i RAPD metoda s pocetnicama za bakterije
mlije¢ne kiseline (tablica 3, slika 1). Fragmenti DNA
dobiveni RAPD metodom za bakterijske kolonije
izolirane iz probiotickih sireva odgovaraju fragmenti-



296

M. BLAZIC i sur.: Probioti¢ke kulture i svojstva polutvrdog ovéjeq sira, Mljekarstvo 61 (4), 291-300 (2011)

Tablica 4. Broj enterobakterija, koliformnih bakterija, kvasacai plijesni (CFU/g) tijekom zrenja u probioti¢kim
polutvrdim ov¢jim sirevima proizvedenim uz dodatak probiotitke kulture L. acidophilus LA-5
(uzorak QLA) i probioti¢ke kulture Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 (uzorak QLB).
Kontrola je polutvrdi ov¢ji sir bez dodatka probiotika (uzorak QLT)

log CFU/g
Mikroorganizmi
Uzorak 2. dan 20. dan 45. dan
QLT 2,67+1,06 2,12+0,96 1,59+0,71
Enterobakterije QLB 2,45+0,70 1,53+0,38 1,26+0,61
QLA 2,17+0,42 1,39+0,39 1,14=0,25
QLT 2,68+0,24 1,92+1,11 0,85+1,11
Koliformne bakterije QLB 2,32+0,43 1,41+0,40 1,09+0,38
QLA 2,17+0,59 1,17+0,28 0,85+0,82
QLT 0,58+1,15 1,62+0,92 1,59+0,74
Kvasci i plijesni QLB - 1,08+0,49 1,09+0,57
QLA - 1,06+0,47 1,03+0,63

ma DNA za Lactobacillus acidophilus LA-5 i Bifido-
bacterium animalis subsp. lactis BB-12. Na temelju
dobivenih rezultata u tablici 3 i rezultata RAPD me-
tode moze se zakljuditi da je broj probioti¢kih mikro-
organizama u oba proizvedena probioti¢ka polutvrda
ov¢ja sira nakon 45 dana zrenja bio iznad propisanog
minimuma (10° CFU/g) potrebnog da bi se proizvod
mogao definirati kao probioti¢ki (Shah, 2007). Veci
broj probioti¢kih bakterija na pocetku zrenja u siru
proizvedenom s Lactobacillus acidophilus LA-5 u
odnosu na sir proizveden s Bifidobacterium animalis
subsp. lactis BB-12 posljedica je boljeg prezivljava-
nja ove bakterije tijekom procesa proizvodnje sira,
jer soj Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12
treba anaerobne uvjete za rast i preZivljavanje. Me-
dutim, tijekom zrenja se broj probiotickih bakterija
u sirevima nije znacajno mijenjao i odrZzao se ve¢im
od 10° CFU/g sira (tablica 3). Prema tome, prepo-
rucena dnevna doza probiotitkih bakterija od najma-
nje 108-10° Zivih stanica moze se dostiéi sa dnevnom
konzumacijom od najmanje 100 g proizvoda koji
sadrzi 10°-107 Zivih stanica/g, §to je predloZeno kao
minimum da bi se postigao terapijski u¢inak dodanih

probiotika (Shah, 2007).

Broj mikroorganizama indikatora mikrobioloske
sigurnosti (enterobakterije i koliformne bakterije) u
proizvedenim sirevima sugerira da tijekom procesa
toplinske obrade ov¢jeg mlijeka nisu unistene sve
prisutne bakterije te se njihov broj mogao i poveca-
ti tijekom samog procesa proizvodnje sireva (tabli-

ca 4). U svim uzorcima sireva broj enterobakterija
i koliformnih bakterija je bio podjednak na pocetku
procesa zrenja, dok je na kraju procesa zrenja pao za
oko jednu logaritamsku jedinicu $to znaci da su uvje-
ti tijekom zrenja sireva uzrokovali inhibiciju njihovog
rasta.

Broj kvasaca i plijesni, na poletku procesa
zrenja (2. dan) u kontrolnom siru bio je vrlo nizak
(0,58+1,15 log CFU/g) dok u probioti¢kim sirevima
nisu pronadeni. Medutim, tijekom zrenja sireva, broj
kvasaca i plijesni bio je podjednak i u kontrolnom i u
probioti¢kim sirevima. Relativno visok broj kvasaca i
plijesni pojavljuje se u mnogim mekim, polutvrdim i
tvrdim sirevima, tijekom proizvodnje i zrenja, a po-
tjecu vjerojatno iz okoli3a i procesne opreme koriste-
ne pri proizvodnji. Svakako treba imati na umu da
relativno visok broj kvasaca u uzorcima sireva moze
biti i posljedica neucinkovite pasterizacije (Viljoen,
2001).

U tablici 5 prikazane su promjene pH vrijedno-
sti tijekom zrenja sireva kroz 45 dana. Pocetne pH
vrijednosti kod svih sireva bile su gotovo iste s vrlo
malim odstupanjima. Nakon 45 dana zrenja kontrol-
nog i probiotickih sireva pH vrijednosti su se malo
povecale u odnosu na pocetne. Prema McSweeney
i Fox (2004) vedi dio laktoze se izdvoji iz sira kroz
sirutku, a ostatak je na raspolaganju probiotickim i
starter kulturama za fermentaciju do organskih ki-
selina. Medutim, kako nije doslo do pada pH vrijed-
nosti tijekom zrenja sireva, to bi se moglo pripisati
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Tablica 5. Promjene pH vrijednosti tijekom zrenja u probioti¢kim polutvrdim ov¢jim sirevima proizvedenim
uz dodatak probioticke kulture L. acidophilus LA-5 (uzorak QLA) i probioticke kulture Bifido-
bacterium animalis subsp. lactis BB-12 (uzorak QLB). Kontrola je polutvrdi ov¢iji sir bez dodatka

probiotika (uzorak QLT)

pH vrijednost

Uzorak

2. dan 45. dan
QLT 5,31+0,01 5,53+0,02
QLA 5,26%0,01 5,51=0,01
QLB 5,250 5,510

Tablica 6. Senzorske procjene probiotickih polutvrdih ov¢jih sireva proizvedenih uz dodatak probioticke
kulture L. acidophilus LA-5 (uzorak QLA) i probioticke kulture Bifidobacterium animalis subsp.
lactis BB-12 (uzorak QLB) nakon 45 dana zrenja. Kontrola je polutvrdi ov¢ji sir bez dodatka pro-

biotika (uzorak QLT)

Ponderirani bodovi/ Weighted points

Senzorsko svojstvo

Max. QLT QLA QLB
Opdi izgled 2 2+0 2+0 2+0
Boja 2 2+0 2+0 2+0
Miris 2 2+0 2+0 2+0
Konzistencija 4 3,6x0,11 3,8+0,11 3,6£0,11
Okus 8 7,0£0,2 7,4+0,11 7,0x0,2
Tijesto 2 1,6+0,11 1,8+0,11 1,6+0,2
Ukupno 20 18,2 19 18,2

puferskom kapacitetu prisutnih peptida i proteina u
sirevima. Osim toga, bakterijski rast moze biti inhi-
biran prisutno$¢u organskih kiselina, prije svega mli-
je¢ne i octene kiseline, i ostalim proizvodima meta-
bolizma bakterija mlije¢ne kiseline nastalih tijekom
proizvodnje i zrenja sireva (Suskovi¢ i sur., 2010).
Tako je ustanovljeno da probioticki soj L. acidophi-
lus LA-5 proizvodi bakteriocin laktacin B te da pri-
sutnost starter kultura Streprococcus thermophilus i
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus stimulira
njegovu proizvodnju, a antimikrobna aktivnost tog
bakteriocina usmjerena je prvenstveno na srodne
bakterijske vrste, kao $to su NSLAB prisutne u siru,
§to i jest glavno obiljezje bakteriocinskog djelovanja
(Tabasco i sur., 2009).

Senzorska svojstva probioti¢kih  polutvrdih
ov¢jih sireva proizvedenih uz dodatak probioticke
kulture L. acidophilus LA-5 i Bifidobacterium ani-
malis subsp. lactis BB-12 usporedena su sa senzor-
skim svojstvima polutvrdog ov¢jeg sira bez dodatka

probiotika. Prema dobivenim rezultatima, dodatak

bakterije Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-
12 nije imao utjecaja na senzorska svojstva, dok je
probioticka kultura L. acidophilus LA-5 potaknula
proteolizu i pozitivno djelovala na okus proizvedenog
polutvrdog ov¢jeg sira. Medutim, prema rezultatima
Gomes isur. (2011) prisutnost probioticke kulture
L. acidophilus moze imati i negativan utjecaj na sen-
zorska svojstva sira ako je prisutna u koncentraciji
>10° CFU/g §to rezultira snizavanjem pH vrijednosti
i ve¢om koncentracijom mlije¢ne kiseline u siru. U
ovom radu to nije bio slu¢aj jer se broj probioti¢-
kih bakterija kretao u rasponu od 10¢ do 10® CFU/g,
a nije bilo niti ve¢ih odstupanja od uobicajene pH
vrijednosti u sirevima (4,8-5,6) (Boylston i sur,

2004).

Zakljucak

Rezultati kemijskih i mikrobiologkih analiza
proizvedenih probioti¢kih ovejih polutvrdih sireva
pokazuju da su primijenjeni probioticki sojevi Lacto-
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bacillus acidophilus LA-5 i Bifidobacterium animalis
subsp. lactis BB-12 prezivjeli tijekom tehnologkog
procesa proizvodnje sira i to u vrlo visokom broju, te
da se taj broj odrzao i tijekom 45 dana zrenja. Primi-
jenjena tehnologija proizvodnje pogodovala je preziv-
ljavanju probiotickih kultura iako je odabrana tem-
peratura zagrijavanja grusa od 45 °C, zbog termofilne
starter kulture, bila visa od uobicajene (35-40 °C).
Odabrane probiotictke kulture prezivljavale su u bro-
ju ve¢em od 10° CFU/g, kako tijekom proizvodnje,
tako i tijekom 45 dana zrenja, koje je provedeno u
kontroliranim uvjetima vlaznosti i temperature, kako
bi se iskljutio utjecaj promjene tih ¢imbenika na
preZivljavanje probiotika u sirevima tijekom zrenja.
Dodatak probioti¢kih bakterija nije utjecao na ke-
mijski sastav proizvedenih sireva (maseni udio vode,
masti i proteina), ali je dodatak probioticke kultu-
re L. acidophilus LA-5 potaknuo proteolizu tijekom
zrenja sireva. Sukladno tome, probioti¢ki polutvrdi
ov¢ji sirevi s bakterijom Bifidobacterium animalis
subsp. lactis BB-12 nisu se po senzorskim svojstvima
razlikovali od sireva proizvedenih bez dodatka pro-
biotika, dok je s dodatakom bakterije Lactobacillus
acidophilus LA-5 postignuto pobolj$anje okusa pol-
utvrdog ov¢jeg sira. Iz dobivenih rezultata moze se
zakljutiti da je polutvrdi ov¢ji sir pogodan matriks za
odabrane probioticke sojeve.
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Influence of probiotic cultures
addition on the properties of semi-hard
ewe’s cheese

Summary

Addition of probiotic bacteria into fermented
milk beverages has been the subject of many stud-
ies, however, addition of these bacteria into cheeses,
especially the ones made from ewe’s milk, has not
been thoroughly investigated. Therefore, the aim of
this study was to produce probiotic semi-hard ewe’s
cheese with addition of probiotic strain Bifidobacte-
rium animalis subsp. lactis BB-12 and Lactobacillus
acidophilus LA-5. Cheese ripening occurred during 45
days at 13 °C and 85 % of relative humidity. During
that period, chemical parameters were determined
and microbiological analysis of manufactured probi-
otic cheeses was performed. Addition of probiotic
cultures did not significantly influence the chemical
properties and microbiological quality of produced
cheeses in comparison with the control cheeses with-
out addition of probiotic cultures. Number of live
probiotic bacteria remained at about 10°-10” CFU/g
of probiotic cheeses during 45 days of ripening, which
was confirmed by RAPD method. Sensory properties
of probiotic semi-hard ewe’s cheese with Bifidobac-
terium animalis subsp. lactis BB-12 were similar to
those obtained for cheeses without addition of pro-
biotic, while addition of Lactobacillus acidophilus
LA-5 improved the taste of cheeses. Obtained re-
sults demonstrated that semi-hard ewe’s cheese can
be an effective matrix for addition of probiotic cul-
tures Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12
and Lactobacillus acidophilus LA-5.

Key words: probiotic, semi-hard ewe’s cheese,
Bifidobacterium animalis subsp.
lactis, Lactobacillus acidophilus,
lactic acid bacteria
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