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SazZetak

Fermentirani mlijecni napitci su najpopularniji komercijalni industrijski
proizvodi zbog unosa probiotickih mikroba u ljudski probavni sustav. Stoga
je u ovom radu dan pregled novijih spoznaja o probiotickim fermentiranim
mlijecnim proizvodima. Obuhvacen je povijesni pregled, komercijalni
probioticki mikroorganizmi te proizvodi, njihova terapijska svojstva,
mogucnosti poboljsanja kvalitete razlicitih tipova novorazvijenih mlijecnih
proizvoda kao i probioticki fermentirani proizvodi od kozjeg mlijeka.

Kljucne rijeci: probiotici, fermentirana mlijeka

Povijesni osvrt na probioticka fermentirana mlijeka

Osnovni kemijski sastav fermentiranih mlije¢nih proizvoda velike je
nutritivne vrijednosti. Glavni sastojci su proteini, mast, ugljikohidrati,
mineralne tvari 1 vitamini. No ne smije se zaboraviti 1 blagotvorni zdravstveni
utjecaj bioaktivnih peptida (npr. kazomorfini, a- i [3-laktorfini, imunopeptidi,
laktoferin ili fosfopeptidi) (Meisel & Bockelmann, 1999.). Konzumiranje
takvih proizvoda zbog blagotvornog zdravstvenog utjecaja datira unazad
nekoliko tisu¢a godina; spomenuti su u Bibliji, a znanstvenici su ih od davnine
opisivali kao lijekove za metabolicke poremecaje probavnog sustava
(Oberman & Libudzisz, 1998.). Tako je u 76. godini prije Krista, rimski
povjesnicar Plinius preporuc¢io konzumiranje fermentiranih mlijeka za
tretiranje probavnih poremecaja (Bottazzi, 1983.). Od davnine je
najproucavaniji fermentirani napitak jogurt koji postaje popularan krajem 19.
i pocetkom 20. stoljeca. Njegova se popularnost djelomicno moze objasniti
znanstvenim otkri¢ima Tissiera 1 Moroa (Rasi¢ & Kurman, 1983.) te
Mecnikova (1910.). Tissier je izolirao Bacillus bifidus communis (danas
poznat kao Bifidobacterium bifidum), mikroorganizam koji je dominantan u
fecesu dojencadi hranjene maj¢inim mlijekom, dok je Moro, otprilike u istom
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periodu, iz stolice dojencadi hranjene maj¢inim mlijekom izolirao Bacillus
acidophilus (danas poznat kao Lactobacillus acidophilus). Otkri¢e Tissiera
da bifidobakterije imaju klju¢nu ulogu u djece hranjene maj¢inim mlijekom
utemeljilo je hipotezu da su takve specificne bakterije vazne u ocuvanju
zdravlja. 1906. godine Tissier je ukazao na klinicke prednosti modificirane
mikrobne populacije u dojencadi s probavnim infekcijama. On je tvrdio da u
dojencadi, koja pate od dijareje, uzimanjem Bacillus bifidus bifidobakterije
dolazi do kompetativne ekskluzije patogenih bakterija (Shortt, 1999.).
Mecnikov (1910.) je naveo blagotvorno djelovanje bakterija mlijecne
kiseline Bulgarian bacillus (kasnije preimenovan u Lactobacillus bulgaricus, a
danas u Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus) prisutnih u jogurtu. Blagotvorno
djelovanje jogurta na dugovjecnost bez starenja potvrdena je kod Kavkazana
koji takve proizvode konzumiraju u velikoj mjeri. U Japanu, u ranim 1930.
godinama lijecnik Shirota je fokusirao svoja istrazivanja na selekcionirani soj
intestinalne bakterije koja prezivljava prolaz kroz probavni sustav i na
koristenje takvog soja u pripravljanju fermentiranih mlijeka za koriStenje u
njegovoj klinici. Ti proizvodi, koji sadrze Lactobacillus casei Shirota, jo$
uvijek su na trziStu pod imenom Yakult (Shortt, 1999.).

Istrazivanja Tissera, Moroa i Mec¢nikova pobudila su velik interes
znanstvenika 1 lijeCnika o korisnom djelovanja odredenih mikroorganizama
(npr. Bifidobacterium spp. 1 bakterija jogurtne kulture) koji mogu kolonizirati
ljudski probavni trakt i eventualno u njemu inhibirati mikrorganizme koji
proizvode toksine. lako je doSlo do prave poplave znanstvenih studija o
ljekovitoj djelotvornosti bakterija mlijecne kiseline iz fermentiranih mlijeka,
sve do prve polovice proslog stoljeca nije se znalo da Lb. acidophilus bolje
kolonizira ljudski probavni trakt i tamo se razmnozava za razliku od bakterija
standardnih  jogurtnih kultura Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus 1
Streptococcus thermophilus (Rettger & Cheplin, 1921.; Rettger i sur.
1935.). Brojne istrazivacke studije u tom podrucju, te spoznaje vezane uz
zdravstveni boljitak ljudi uzrokovan konzumiranjem fermentiranih mlijeka
djelomi¢no su utjecale na povecanje potroSnje takvih proizvoda u mnogim
zemljama. Ipak, tko je mogao zamisliti 1950. godine da ¢e se takvi proizvodi
uspjesno koristiti u terapiji nekih ljudskih bolesti tijekom 80-tih ili 90-tih
godina 20. stoljec¢a. (Shortt, 1999.; Canzi i sur., 2002.).
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Probioticki mikroorganizmi

Definicija probiotickih sojeva bakterija mijenjana je nekoliko puta.
Posljednju je definiciju probiotika dao Europski odbor stru¢njaka (European
Expert Committee): «Zivi mikroorganizmi koji konzumirani u odredenom
broju (najmanje 10° CFU po danu) uzrokuju zdravstveni boljitak iznad granica
normalne prehrane» (Guarner &chaafsma, 1998.). Moguce je da ¢e se
definicija probiotika ponovo promijeniti u buduénosti, ako neka znanstvena
zajednica ustanovi da 1 inaktivirani probioticki mikroorganizmi mogu imati
blagotvorno djelovanje na ljudsko zdravlje (Ouwehand & Salminen,1998;
Salminen 1 sur., 1999.). Zdravstveni boljitak uzrokovan djelovanjem
probiotickih bakterija mora biti znanstveno utvrden klinickim studijama i
ispitan na ljudima, a mora ih provesti nekoliko neovisnih istrazivackih timova
(Ouwehand i sur, 2002.).

Mikrobna populacija probavnog sustava djece i1 odraslih vrlo je sloZena te
su identificirane brojne bakterijske vrste. Kolonizacija probavnog sustava
novorodencadi zapocinje odmah nakon rodenja. Sam nacin rodenja (prolaz
kroz porodajni kanal odnosno carski rez) te nacin hranjenja (dojenje odnosno
hranjenje rehidriranim bebi formulama) moze utjecati na vrstu bakterijske
kolonizacije probavnog sustava. Svaka pojedina osoba ima nekoliko stotina
bakterijskih vrsta, s odredenim kombinacijama dominantnih sojeva koje je
razlikuju od drugih jedinki. Sastav individualne mikrobne populacije mijenja
se pod odredenim uvjetima (na primjer kod akutne dijareje, tretmana
antibioticima), a manje promjene mogu biti izazvane utjecajem prehrane
(Guarner & Malagelada, 2003.). Ta je tema intenzivno istrazivana i brojne
revije donose informacije sa specificnim osvrtom na probioticke
mikroorganizme 1 njihovu zdravstvenu primjenu (Robinson, 1991.; Fuller,
1992.; 1997.; Sanders, 1994.; Salminen i sur., 1996a, 1998b, c; Marshall
& Tamime, 1997a; Holzapfel i sur., 1998.; Salminen & von Wright,
1998.; Dunne i sur., 1999.; Hirayama & Rafter,1999.; Lee i sur., 1999.;
Tannock, 1999.; Fuller & Perdigon, 2000.; Salminen, 2001.). Danone
Vitapole Recherche periodi¢no publicira monografije (Malagelada i sur.,
1999.; Denariaz i sur., 1999.; Gibson 1 sur., 2000.; Hartley 1 sur., 2001.) 1
World Newsletter (publicirana su 23 izdanja) daju nove informacije
zdravstvenih aspekata vezanih uz fermentirana mlijeka.

Bakterije mlije¢ne kiseline (BMK), kvasci, plijesni ili njihove
kombinacije se u Sirokom spektru koriste u proizvodnji fermentiranih mlijeka i
sireva. Ipak, samo neki od sojeva imaju probioticka svojstva. Probioticki
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mikroorganizmi moraju podnositi djelovanje Zelucane kiseline i Zu¢nih soli u
probavnom sustavu ljudi za razliku od «tradicionalnih» mlije¢nih starter
kultura, te kolonizirati debelo crijevo. U razli¢itim zemljama identificirani su
razli¢iti probioti¢ki mikroorganizmi, a u tablici 1 su prikazani neki primjeri
koriSteni u mlije¢nim proizvodima.

Tablica 1: Komercijalni probioticki mikroorganizmi u fermentiranim

mlijecnim proizvodima ukljucivsi napitke, sireve i pasterizirana
mlijeka (prema Reid, 2001.)

Table 1: List of probiotic organisms sold in fermented dairy products
including drinks, cheese and pasteurised milk (adapted from Reid,

2001)

Bakterijski sojevi Tvrtka, drzava

Bacterial strains Company, Country
Lactobacillus acidophilus NCFM Rhodia, Madison, SAD
Lb. acidophilus DDS-1 Nebraska Cultures, Lincoln, SAD
Lb. rhamnosus GG Valio, Finska
Lb. reuteri SD2112 McNeil Consumers, SAD
Lb. casei Shirota Yakult, Tokyo, Japan
Lb. casei DN114001 Dannon, Paris, Francuska
Lb. johnsonii LA1 Nestle, Lausanne, Svicarska
Lb. acidophilus SBT-2062 Snow Brand, Tokyo, Japan
Lb. acidophilus La-5 Chr. Hansen, Copenhagen, Danska
Lb. paracasei CRL 431 Chr. Hansen, Milwaukee, SAD
Lb. plantarum 299V Probi, Lund, Svedska
Lb. rhamnosus 1L.B21 Essum, Umea, Svedska
Lb. salivarius UCC118 University College Cork, Cork, Irska
Bifidobacterium bifidum Bb-12 Chr. Hansen, Copenhagen, Danska
B. longum BB536 Morinaga, Zama-City, Japan
B. longum SBT-2928 Snow Brand, Tokyo, Japan
Lb. rhamnosus DR20 New Zealand Dairy Board,

Palmerston North, N.Z.

Klein 1 suradnici (1998.) dali su noviju taksonomiju i fiziologiju
probiotickih sojeva laktobacila. Oni probioticke sojeve laktobacila svrstavaju u
tri grupe: (a) Lb. acidophilus grupa; (b) Lb. casei grupa; i (c) Lb. reuteri / Lb.
fermentum grupa. Vecina sojeva Lb. acidophilus koriStenih u proizvodnji
probiotickih fermentiranih mlijeka bila je identificirana kao Lb. johnsonii ili
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Lb. gasseri; oba soja su pripadnici Lb. acidophilus grupe. Stoga zdravstveno
promoviraju¢a svojstva takvih proizvoda postaju dvojbena, te se ne moze
pretpostavljati da svi sojevi Lb. acidophilus imaju zeljena probioti¢ka svojstva
(Salminen 1 sur., 1996b; Hamilton-Miller & Gibson, 1999.; Ouwehand
i sur., 1999.). Osim toga, svi komercijalni probioticki fermentirani proizvodi
nemaju deklariran broj zivih stanica kao ni toCan naziv koriStenog
probiotickog soja (Hamilton-Miller, 1999.; Sanders & Huis in't Veld,
1999.). U nekim primjerima, istrazivaci govore o Lb. rhamnosus GG kao o Lb.
acidophilus, Lb. casei subsp. casei ili Lb. paracasei subsp. paracasei.

Sve do sredine 80-tih godina 20. st. bifidobakterije su taksonomski
svrstavane u rod Lactobacillus. Prema posljednjoj taksonomskoj klasifikaciji
rod Bifidobacterium ukljucuje 29 vrsta. Sojevi bifidobakterija, koji se koriste
u mlijecnim proizvodima prikazani su u tablici 1. Prema Klein i suradnicima
(1998.) vecina tih sojeva je B. animalis, iako su deklarirani na nekim
proizvodima kao B. longum. B. animalis bio je preimenovan u B. lactis kasnih
90-tih (Meile 1isur., 1997.), a danas je opet klasificiran kao B. animalis (C a1
i sur., 2000.). Mozda termin 'bifidus' nije najsretnije rjeSenje zbog stare
terminologije (Lactobacillus bifidus) pa moze izazvati konfuziju.

Malo je dostupnih podataka o koriStenju probiotickih kvasaca
(Saccharomyces boullardii) u fermentiranom mlijeku (Lourens — Hatting &
Viljoen, 2001a). Oni se uglavnom koriste u proizvodnji kefira i kumisa.
Najcesce (ostale) bakterije koje se koriste u probiotickim proizvodima Sirom
svijeta ukljucuju Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Pediococcus
acidilactici, Bacillus cereus, Escherichia coli 1 Clostridium butyricum
(Tamime i sur., 1995.; Tamime & Marshall, 1997.; Short, 1997.; Lee i
sur., 1999.; Sanders & Huis in't Veld, 1999.; Shortt, 1999.).

Terapijska svojstva biofermentiranih mlijeka

Teorijski, bakterije mlijeCne kiseline 1 bifidobakterije mogu blagotvorno
djelovati na «domacina» putem dva mehanizma: neposrednog djelovanja zivih
mikrobnih stanica ili posrednog djelovanja putem metabolita tih stanica. U
prvom slucaju govori se o probiotickim mikroorganizmima, a za mikrobne
metabolite Mitsouka (2000.) predlaze termin «biogeni». «Biogeni» su
definirani kao sastojci hrane nastali mikrobnom aktivnos¢éu koji omogucuju
zdravstveni boljitak bez uplitanja probavne mikrobne populacije. Tijekom
fermentacije sastojci mlijeka se modificiraju Sto rezultira nastajanjem razlicitih
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funkcionalnih supstancija kao Sto su mlije¢na kiselina, maslacna kiselina,
bioaktivni peptidi, B-galaktozidaza te egzopolisaharidi. Ustanovljeno je, da
probioticki mikroorganizmi zadrzavaju terapijska svojstva i kada se dodaju
zajedno s «tradicionalnim» starter kulturama tijekom proizvodnje
fermentiranih mlijeka (tablica 2).

Uspjesna primjena probiotickih fermentiranih mlijeka u terapiji odredenih
humanih bolesti, ukljucuju sljedece: (a) adheziju probiotickih mikroorganiza-
ma na humane intestinalne stanice; (b) opadanje fekalne mutagenosti; (c)
poboljsanje konstipacije; (d) proizvodnju bakteriocina; (e) utjecaj na
povrsinski karcinom mjehura; (f) utjecaj na mikrobnu populaciju sline.
Rezultati ekstenzivnih istrazivanja potvrdili su blagotvorno djelovanje
fermentiranih mlijecnih proizvoda u slucajevima netolerancije laktoze,
infekcija probavnog sustava, viralne dijareje, dijareje uzrokovane
antibioticima, u prevenciji 1 tretmanu putnicke dijareje te gastritisa
uzrokovanog bakterijom Helicobacter pylori. Manje konzistentni rezultati
dobiveni su proucavanjem djelovanja fermentiranih mlijeka pri utjecaju
radioterapije, konstipacije i1 prevencije karcinoma (Mattila — Sandholm &
Salminen, 1998.; Salminen i sur., 1998b; Mattila — Sandholm 1 sur.,
1999a, b; Ouwehand i sur., 1999.; Fondén 1 sur., 2000.; Petti i sur., 2001.).
Postoje 1 brojne studije nutritivnih aspekata primjene probiotickih bakterija
(Oberhelman 1 sur., 1999.; Alander 1 sur., 1999.; Lee i sur., 1999.; Kar,
1999.; Ashar & Prajpati, 1999.; Arunachalam, 1999.; Barone i sur.,
2000.; Heyman, 2000.; Arunachalam i sur., 2000.; Ahn 1 sur., 2000.;
Chiang 1 sur., 2000.; Meydani & Ha, 2000.; Armuzi i sur.,, 2001.;
Collins, 2001.; Volpe i sur., 2001.; Kawase 1isur., 2001.; Perdigon 1isur.,
2001.; Reid i sur., 2001.; Madsen (2001.); MacFarlane & Cummings
(2002.); Gil & Rueda (2002.); Mastretta i sur., (2002.); Locascio 1 sur.,
(2002.); Ouwehand i sur., (2002.)).

Drugi aspekti, vezani za poboljSanje zdravlja, ukljuc¢uju prebiotike koji su
definirani kao «neprobavljivi sastojci hrane koji povoljno utje¢u na domacina
selektivno stimuliraju¢i rast 1/ili aktivnost jedne bakterijske vrste ili
ograni¢enog broja bakterijskih vrsta u debelom crijevu, §to poboljSava zdravlje
domac¢ina» (Gibson & Roberfroid, 1995.). Vecina potencijalnih
prebiotickih sastojaka hrane su ugljikohidrati bazirani na oligosaharidima
(Hartemink, 1999.; Gibson & Angus, 2000.). Kombinacija probiotickih
mikroorganizama 1 prebiotickih sastojaka hrane poznata je pod imenom
sinbiotik.
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Tablica 2: Primjeri korisnog djelovanja probiotickih fermentiranih mlijeka na
ljudsko zdravlje (Ouwehand et al., 1999.)

Table 2: A summary of some health-promoting activities in humans
associated with probiotic fermented milks (Ouwehand et al., 1999.

Blagotvorni u¢inak
Beneficial effect

Mogucéi mehanizam djelovanja
Possible mechanism of action

Poboljsanje tolerancije laktoze

Improved lactose tolerance

laktoze u
BMK,

Smanjena  koncentracija
proizvodu, laktazna  aktivnost
aktivna laktaza prisutna u proizvodu
Lower lactose concentration in product,
lactase activity of LAB, active lactase
present in product

Suzbijanje dijareje uzrokovane
antibioticima te putnicke dijareje

Suppression of antibiotic associated
diarrhoea and travellers' diarrhoea

Suzbijanje patogena probiotickim
bakterijama 1 «biogenima» (mlijeCna
kiselina, laktoferin, laktoperoksidaze),
kompetitivna  inhibicija, normalizacija
intestinalne mikrobne populacije
Suppression of pathogens by probiotic
bacteria and “biogenics” (lactic acid,
lactoferrin, lactoperoksidase), competitive
exclusion, normalisation of intestinal
microflora

Suzbijanje gastroenteritickog rotavirusa

Suppression of rotavirus gastroenteritis

Modulacija sastava intestinalne mikrobne
populacije, indukcija ekspresije intesti-
nalnog mucin gena, obnavljanje oStecene
permeabilnosti epitela, imunomodulacija
Modulation of intestinal microflora compo-
sition, induction of intestinal mucin gene
expression, restoration of disturbed epitheli-
um permeability, immunomodulation

Kontrola upalnih bolesti crijeva

Control of inflammatory bowel diseases

Normalizacija intestinalne mikrobne
populacije, imunomodulacija koja dovodi
do uravnotezenog imuno odgovora, opskrba
epitelnih stanica debelog crijeva kratko-
lan¢anim masnim kiselinama i vitaminima
(folati)

Normalisation of intestinal microflora,
immunomodulation which leads to balanced
immune response, supply of short chain
fatty acids and vitamins (folate) to the
colonic epithelium

117




A. Tamime i sur.: Probioticki fermentirani ... Mijekarstvo 53 (2) 111-134, 2003.

Redukecija faktora rizika za nastajanje Redukcija toksi¢nih/mutagenih reakcija u
karcinoma debelog crijeva crijevima (redukcija aktivnosti fekalnih
enzima ukljuenih u mutagenu aktivaciju i
proizvodnju genotoksi¢nih tvari, opskrba
epitelnih stanica debelog crijeva
kratkolanCanim masnim  kiselinama i
vitaminima (folati), smanjenje dekonjuga-
cije zuénih soli i njihove sekrecije,
poboljsanje nutritivne bioraspolozivosti te
antikarcinogena aktivnost sastojaka mlijeka
(konjugirana linolna kiselina, bioaktivni
peptidi, glutation)

Reduction in risk factors for colon cancer Reduction of toxigenic/mutagenic reactions
in the gut (reduction of faecal enzymatic
activities involved in mutagen activation
and production of genotoxic compounds),
supply of SCFA and vitamins (folate) to the
colonic epithelium, bile salt deconjugation
and secretion, improved nutrient bioavaila-
bility and anticarcinogenic activity of milk
components (CLA, bioactive peptides,
glutation)

Komercijalni probioticki fermentirani mlijecni proizvodi

Kriterije izbora probiotickih mikroorganizama za komercijalnu proizvod-
nju fermentiranih mlije¢nih proizvoda detaljno su opisali Marshal i Tamime
(1997b), a neki aspekti mogu ukljuciti: (a) otpornost na Zelucanu kiselinu 1
proteolitiCke enzime, (b) stabilnost na prilicno brzu promjenu pH-vrijednosti
tijekom proizvodnje i tijekom perioda ¢uvanja, (¢) otpornost prema zucnim
kiselinama, i (d) da ne utjecu negativno na okus i teksturu proizvoda. S
obzirom da potjeCu iz probavnog sustava, probiotickim bakterijama mlijeko
Cesto nije pogodan supstrat rasta, pa su brzina rasta i proizvodnja kiseline
prespori te se javlja suokus, kao na primjer u proizvodnji velike koli¢ine
octene kiseline (Saxelin 1 sur., 1999.; Saarela i sur., 2000.; Mattila —
Sandholm 1 sur., 2002.). Da bi se to izbjeglo, probioticke bakterije u
komercijalnoj upotrebi Cesto se kombiniraju s tradicionalnim kulturama kao
Sto je jogurtna kultura ili kulturama za proizvodnju sireva.
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Vecina komercijalnih probiotickih fermentiranih mlijeka na trziStu Sirom
svijeta (oko 80 — 100) proizvedena je kombinacijom netradicionalnih i
tradicionalnih starter kultura o ¢emu detaljno govore brojni autori (Hoier,
1992.; Tamime 1 sur., 1995.; Tamime & Marshall, 1997.; Holzapfel 1
sur., 1997.; Tamime, 1998.) (tablica 3). Stoga se probioti¢ki mikroorganizmi
koriste 1 kao terapijski dodatak u fermentiranim mlije¢nim proizvodima (vidi
reviju Lourens — Hattingh & Viljoen, 2001b).

Za poboljsanje teksture 1 senzorskih svojstava probiotickih fermentiranih
mlijeka Cesto se koriste bakterije koje proizvode egzopolisaharide (EPS).
Poznato je nekoliko bakterija mlijecne kiseline koje proizvode EPS. Njihova
tocna funkcija je jo$ uvijek nejasna, iako se smatra da djeluju na adhezijska
svojstva stanice te njenu zastitu u razli¢itim eko sistemima. Bakterije mlijeCne
kiseline koje proizvode EPS imaju vaznu ulogu u mljekarskoj industriji zbog
njihovog utjecaja na teksturu, osjet u ustima i stabilnost fermentiranih mlijeka.
Osim tehnoloske funkcionalnosti, za neke se EPS, koje te bakterije proizvode,
smatra da imaju blagotvorno fiziolosko djelovanje.

Pretpostavlja se, da poveéanje viskoznosti uzrokovano EPS moze povecati
vrijeme prezivljavanja mikrobne populacije fermentiranih mlijeka u
probavnom sustavu i na taj nacin omoguciti kolonizaciju probiotickim
bakterijama.

Zbog specificnog sastava i male razgradivosti EPS mogu djelovati kao
prebiotici 1 tako blagotvorno utjecati na domacina selektivno stimulirajuci rast
1 aktivnost korisnih intestinalnih bakterija u debelom crijevu. Neki od tih EPS
spojeva sadrze gluko- i/ili frukto-oligosaharide te mogu hidrolizom proizvesti
kratkolan¢ane masne kiseline u probavnom sustavu, i tako blagotvorno
zdravstveno 1 nutritivno djelovati poput prebiotika. Neki od korisnih
zdravstvenih djelovanja pojedinih EPS su antitumorna i imunomodulacijska
aktivnost te snizavanje kolesterola. Ova je tema ekstenzivno proucavana
(IDF, 1998.; Cerning & Marshall, 1999.; De Vuyst i sur., 2001.; Ruas —
Madiedo 1 sur., 2002.; Jolly 1 sur., 2002.) pa je dan prikaz mikrostrukture
mezofilnih i termofilnih fermentiranih mlijeka (Tamime & Marshall, 1997.;
Tamime & Robinson, 1999.).

Na kvantitativna 1 kvalitatina svojstva EPS spojeva utjeCu sljedecih
aspekti: (a) soj mikroorganizma; (b) sastav podloge za uzgoj i/ili faktora rasta;
i (c) procesni uvjeti koji ukljucuju temperaturu i vrijeme fermentacije.
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Tijekom 2001. godine, znanstvenim radovima prezentiranim na prvom
Simpoziju EPS bakterija mlijecne kiseline iznesena su najnovija dostignuca na
tom podrucju, uklju¢iv§i i njihovu strukturu te primjenu u mljekarskoj
industriji (Monsan i sur., 2001.; de Vuyst i sur., 2001.; Boels 1 sur., 2001.;
Jolly & Stingele, 2001.; Degeest i sur., 2001.; Duboc & Mollet, 2001.;
Marshall i sur., 2001.).

Tablica 3: Neki primjeri probiotickih fermentiranih mlijeka proizvedeni u
razlicitim zemljama (prema Tamime i sur., 1995.; Tamime,
1998.; Sanders & Huis in't Veld, 1999.; Lee i sur., 1999.;
Gomes&avier Malcata, 1999.)

Table 3: Some examples of probiotic fermented milk products available in
different countries (according Tamime et al, 1995, Tamime, 1998,
Sanders & Huis in't Veld, 1999; Lee et al, 1999, Gomes &

Xavier Malcata, 1999)

Proizvod Drzava Mikroorganizmi®
Product Country Microorganisms®
I. Fermentirana mlijeka
I. Fermented milks
ABT, Biogarde, Njemacka Lb.acidophilus+B.lactis® ili bifidum+S.thermophilus
Philus, LC ProBio*, Velika Britanija
Bifidus* Danska
Svedska
Slovenija*
ACT4 Austrija kao ABT + Lb.casei
LCA* Slovenija*
Vifit, Gefilus Njemacka jogurt®+B.bifidum+Lb.acidophilus+Lb.rhamnosusGG
Velika Britanija
Nizozemska
Belgija
Finska
Bioaktiv* Hrvatska* jogurt® +Lb.rhamnosusGG
Vivis* Hrvatska* jogurt®+B.longum
SymBalance Svedska Lb.casei+Lb.reuterix+Lb.acidophilus+Bifidobacteria®
Actimel Francuska
Biola Norveska jogurt® + Lb.casei soj imunitass®
Gaio Danska B.lactis + Lb.rhamnosus + Lb.acidophilus
Velika Britanija S.thermophilus + E.faecium
Njemacka
Finska
BRA Svedska B.infantis + Lb.reuteri + Lb.acidophilus
Meiji Bulgaria Japan Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus 2038 + S. thermophilus 1131
Yoghurt LB81
Bifidus Yoghurt Japan B. longum BB536
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1. Fermentirani mlije¢ni napitci
II. Fermented dairy beverages

Onaka He GG Japan jogurt + Lb.rhamnosus GG
Yakult Japan Lb.casei soj Shirota

Brazil

neke azijske zemlje
Caldus Japan B.longum + Lb.acidophilus
Vitagen Malezija Lb.acidophilus

Singapur
Aktifit Svicarska kao ABT + Lb.rhamnosus GG
LCl ili LC1 GO mnoge europske Lb.acidophilus® ili Lb.helveticus

zemlje

‘Lb.=Lactobacillus; S.=Streptococcus; B.=Bifidobacterium; E.=Enterococcus

"trenutno preklasificiran kao B. animalis / Currently it is reclassified as B. animalis (Cai i sur., 2000.)
“jogurt=Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus + S. thermophilus

d%esce su nadene jogurtne starter kulture nego bifidobakterije (Sanders & Huis in't Veld, 1999.)
Yogurt starter cultures have been found in the product rather than bifidobacteria

°Lb. caseit+Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus su jedini nadeni u proizvodu (Sanders & Huis in't Veld, 1999.)
Lb. casei + Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus were the only organisms identified in the product

'Lb. rhamnosus je jedini mikroorganizam u proizvodu (Sanders & Huis in't Veld, 1999.)

Lb. rhamnosus was the only organism present in the product

ELb. johnsonii+S.thermophilus su nadeni u proizvodu (Sanders & Huis in't Veld, 1999.)

Lb. johnsonii + S. thermophilus were found in the product

* usmeno priopéenje / personal communication

Djelomicna karakterizacija kakvoée probiotickih fermentiranih mlijeka

Na velikom broju trzista trenutno su potroSac¢ima dostupni brojni razliciti
probioticki mlijecni proizvodi: pasterizirano mlijeko, sirevi, sladoledi, mlijeko
u prahu za dojencad i fermentirana mlijeka (Tamime & Marshall, 1997.).
Fermentirani mlije¢ni proizvodi su najpopularniji proizvodi koji se koriste u
industriji za unos probioticke mikrobne populacije u ljudski probavni sustav.
Sredinom 90-tih godina uspostavljen je suradnicki istrazivacki program
izmedu SAC (Scottish Agricultural College) i HRI (the Hannah Research
Institute) radi poboljsanja kvalitete (kemijskog sastava, mikrobioloSke analize,
reoloskih svojstava 1 senzorike) razliCitih tipova novorazvijenih mlijecnih
proizvoda (npr. jogurt s biljnim uljem, kishk, jogurt proizveden sa
zamjenicama masti, kefir 1 probioticka fermentirana mlijeka). U tim radovima
prikazani su neki aspekti kakvoce probioti¢kih fermentiranih mlijeka (La
Torre, 1997.; Hartley i sur., 2001.; La Torre 1 sur., 2002.).

U prvim pokusima proizvodnje fermentiranih mlijeka koriStene su
monokulture Bifidobacterium spp.: B. adolescentis NCFB 2230, B. bifidum
NCFB 2715, B. breve NCFB 2205 i B. longum NCFB 2259 (National
Collection of Food Bacteria); B. longum BB 46 1 B. bifidum BB11 (Chr.
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Hansen); B. longum BBL 1 BL i B. infantis 410 (Rhodia); B. longum 2 i 913
(Visby). Kakvoca proizvoda proizvedenih NCFB sojevima nije zadovoljila ni
minimalne zahtjeve; pH vrijednosti bile su grani¢ne (npr. izmedu 4,8 i 5,4),
doslo je do velikog izdvajanja sirutke, koagulum je bio vrlo slab, a u nekim
slu¢ajevima ni miris ni okus nisu bili zadovoljavajuéi. Zapazeno je lagano
poboljsanje kakvoce proizvoda kada je mlijeko bilo obogaceno prebiotiCkim
dodatkom Raftaline®. Ipak, prosje¢ni pH bio je u granicama 4,79 — 5,91
nakon 24 sata inkubacije (s izuzetkom B. longum BBL 1 2; gdje je pH[#,6). S
obzirom da rezultati nisu bili zadovoljavajuc¢i, odluceno je u daljnjim
pokusima koristiti mjesovitu starter kulturu koja ¢e sadrzavati BMK 1 razlicite
sojeve bifidobakterija (tablica 4).

Tablica 4: Mikroorganizmi u komercijalnim mjesovitim starter kulturama
Table 4: The microorganisms used in commercial mixed starter cultures

Kod Proizvoa Tip® Bifidobacterivm spp. Lacrobacillis spp. Streptocaoccus
Cade Supplicr Iype” bifidun__ lactis  longum_afantis | acidophiilus  buloavicus® thermophilus
AB Chr.Hansen SO ' 4 v
AC/IL. Rhod SO " N v
DVB-100 spr S0 v v v
MSK 2 Visby DS v v v
AIFT 10| Chillansen SO v v v
ABT 2 Chr.Hansen R{O) v v 4 v
MSKIS 2% Vishy S0 v v v 2
MY 0877 Rhod S0 v v

*SO=smrznuto i osuseno / freeze dried, DS=duboko smrznuto / deep frozen
"trenutno preklasificiran kao B. animalis / Currently it is reclassified as B. animalis (C ai i sur., 2000.)
°Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
SBI= Systems Bio-Industries Ltd.
“starter kulture koje proizvode egzopolisaharide / The starter cultures produces exopolysaccharide (EPS) material
fjogurtna starter kultura koristena kao kontrolna / This is a yoghurt starter culture, which is used as a control.
simbol (v') oznacava prisustvo mikroorganizma u starter kulturi
The symbol (v') denotes the presence of the microorganism in the starter culture
Kakvoca fermentiranih mlijeka proizvedenih mjeSovitim bakterijskim
kulturama bila je puno bolja od kakvoée napitaka proizvedenih

monokulturama i rezultati se mogu sumirati:

* Acidifikacija mlijeka (suha tvar 14,5 g/100g, proteini 5,5 g/100g, mast 1,5
2/100g) do pH vrijednosti [14,4 trajala je izmedu 6 i 10 odnosno 13 i 22 sata.

* Analiza organskih kiselina pokazala je da starter kulture proizvode znatne
kolic¢ine mlije¢ne kiseline, a samo dvije kulture (AB 1 AC/BL) proizvode
velike koli¢ine octene kiseline (3229 ug/g kultura AB i 2794 pg/g kultura
AC/BL).
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* Broj zivih stanica u svjeze proizvedenim i skladiStenim proizvodima nije bio
jednak. U dvije kulture (AB i AC/BL) pokazivao je porast, u tri kulture
(DVB-100, ABT 3 i MSKB 2) ostao je konstantan, a u dvije kulture ( ABT 1
1 MSK 2) je opadao. Broj zivih stanica Lb. acidophilus tijekom proizvodnje
je rastao, ali u nekim se proizvodima (DVB-100, MSK 2, ABT1 i 3 te
MSKB) nakon cuvanja broj stanica smanjio. Broj zivih stanica S.
thermophilus u svim starter kulturama dobro je rastao tijekom proizvodnje 1
dobro prezivljavao tijekom Cuvanja. Sli¢ne su rezultate prezentirali Rogel;j 1
suradnici (1998.) koji su proucavali bakterijski rast i prezivljavanje sojeva
Str. thermophilus, Lb. acidophilus 1 Bifidobacterium spp. tijekom Cuvanja
komercijalnih fermentiranih mlijeka. Jedini soj koji je tijekom ukupnog
perioda ¢uvanja zadrzao jednak nivo prezivljavanja bio je Str. thermophilus
koji je prezivljavao u broju veéem od 10° cfu/mL tijekom &etiri tjedna
cuvanja. Broj zivih bakterijskih stanica Lb. acidophilus ostao je u skladu s
preporuéenim limitom od 10° cfu/mL tijekom perioda &uvanja, dok je
ovih bakterija tijekom Cuvanja, nivo prezivljavanja je u vecini slucajeva bio
ispod preporuke od 10° cfu/mL, jer su prosjene vrijednosti broja Zivih
bakterija nakon proizvodnje bile u granicama od 4,6 x 10” do 2,3 x 10°/mL.

La Torre 1 sur. (2002.) su posebnu paznju posvetili proucavanju
reoloskih i senzorskih osobina fermentiranih mlijeka proizvedenih s razli¢itim
komercijalnim probiotickim i jogurtnim kulturama (Tablica 4) i ustanovili da
organolepticki rezultati pokazuju znacajne razlike, vezano za koriStenu starter
kulturu, kod svih parametara (aroma, okus, paokus, sinereza), s izuzetkom
viskoznosti. Bilo je ocigledno da kiseli karakter jako utjeCe na profil okusa
nezasladenih 1 prirodnih fermentiranih mlijeka te da koli¢ina proizvedene
octene kiseline ima najveci utjecaj na senzorska svojstva proizvoda.

Probioticki napitci od kozjeg mlijeka

Probioticki fermentirani napitci mogu se proizvoditi i od drugih vrsta
mlijeka pa tako i1 od kozjeg. Kozje mlijeko ima neke nutritivne i1 zdravstvene
prednosti pred kravljim mlijekom (Bozani¢ i sur, 2002.), prije svega bolju
probavljivost 1 antialergijska svojstva. Ono fermentacijom djelomicno gubi
svojstven okus, neprihvatljiv mnogim potroSacima, pa fermentacija kozjeg
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mlijeka probiotickim bakterijskim kulturama, uz eventualni dodatak
prebiotika, moZe rezultirati proizvodom velike nutritivno-zdravstvene vrijed-
nosti.

Na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu, SveuciliSta u Zagrebu istra-
zivana je fermentacija kozjeg mlijeka pa je proizveden jogurt, probioticki
jogurt, fermentirano acidofilno i fermentirano bifido mlijeko te kefir od kozjeg
mlijeka s dodatkom mlijeka u prahu, koncentrata proteina sirutke i inulina i
usporeden s kravljim mlijekom. U pokusima su koriStene DVS kulture:
jogurtna kultura YC 180, mjeSovita kultura Lactobacillus acidophilus,
Streptococcus thermophilus 1 Bifidobacterium spp. ABT 4, Lactobacillus
acidophilus La 5 1 Bifidobacterium bifidum Bb 12 (Chr. Hansen) te zamrznuta
kefirna kultura KC 1 (Visby) odnosno kefirna zrnca iz domacinstva.

Rast bakterija jogurtne kulture YC 180 u proizvodima od kravljeg i kozjeg
mlijeka bio je podjednak. Odnos broja laktobacila i streptokoka mijenjao se
tijekom fermentacije. Streptokoki su rasli puno brze bez obzira na vrstu
mlijeka te dodatke u mlijeko (mlijeko u prahu i koncentrat proteina sirutke), a
broj zivih stanica bio je u prosjeku za 1,3 logaritamskih jedinica ve¢i od broja
laktobacila. Dodatci su stimulirali rast laktobacila tijekom fermentacije obje
vrste mlijeka. Viskoznost svih proizvedenih jogurta od kozjeg mlijeka bila je
niza u odnosu na viskoznost jogurta od kravljeg mlijeka, a senzorska ocjena
jogurta od kozjeg mlijeka bila je slabija (Bozani¢ i sur, 2003a).

Sli¢ni su rezultati dobiveni 1 kod probiotickog jogurta. Rast bakterija
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus 1 Bifidobacterium spp.
u kozjem mlijeku bio je vrlo dobar i1 usporediv s rastom u kravljem mlijeku, a
odnos Str : Bif : Lb na kraju fermentacije u svim je proizvodima bio
podjednak: 40:33:27. Tijekom Cuvanja broj streptokoka 1 bifidobakterija nije
opadao, a u proizvodima s dodatkom inulina doSlo je ¢ak i do laganog
povecanja broja bifidobakterija tijekom cuvanja (Alog N=0,6). Prezivljavanje
laktobacila bilo je loSije u fermentiranom kozjem mlijeku u odnosu na kravlje
mlijeko. Senzorska svojstva jogurta od kozjeg mlijeka su tijekom ukupnog
perioda cuvanja bolje ocijenjena u odnosu na jogurte od kravljeg mlijeka
(Bozani¢ i sur, 2002a).

Fermentacija kozjeg mlijeka sojem Lactobacillus acidophilus La 5 bila je
brza, i broj laktobacila na kraju fermentacije bio je veci (u prosjeku za oko 0,5
logaritamskih jedinica) u odnosu na kravlje mlijeko. Prema Hebert i1
suradnicima (1998.) bakterija Lactobacillus acidophilus usprkos svojoj [3-
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galaktozidaznoj aktivnosti slabo raste u mlijeku. Razlog tome moze biti vezan
uz nisku koncentraciju slobodnih aminokiselina i malih peptida u mlijeku. S
obzirom da kozje mlijeko sadrzi viSe manjih peptida od kravljeg, to bi mogao
biti razlog boljeg rasta te bakterije u kozjem mlijeku. Najbolji utjecaj na
bakterijski rast imao je dodatak koncentrata proteina sirutke. Broj Zivih stanica
laktobacila tijekom Cuvanja u proizvodu od kozjeg mlijeka je rastao i bio je
veci nego u proizvodu od kravljeg mlijeka. Senzorska svojstva proizvoda od
kozjeg mlijeka, s izuzetkom kontrolnog, su tijekom cuvanja dobivala bolje
ocjene u odnosu na proizvode od kravljeg mlijeka (Bozani¢ i sur, 2003b).

Na kraju fermentacije provedene bifidobakterijama kao i tijekom Cuvanja,
broj bifidobakterija bio je veéi u proizvodima od kozjeg mlijeka. U obje vrste
mlijeka bifidobakterije su bolje rasle u proizvodima s dodacima. Senzorska
svojstva svih bifido proizvoda od kozjeg mlijeka tijekom ukupnog perioda
c¢uvanja bolje su ocjenjena u odnosu na proizvode od kravljeg mlijeka
(Bozani¢ i Tratnik, 2001.).

Kefir od kozjeg mlijeka imao je loSija senzorska svojstva u odnosu na
kefir od kravljeg mlijeka, bez obzira na dodatke i koriStenu kulturu odnosno
zrnca (Bozani¢ 1 sur, 2002¢ 1 2002d).

Opcenito, u ovim istrazivanjima svi fermentirani proizvodi od kozjeg
mlijeka imali su mekSu konzistenciju u odnosu na iste od kravljeg mlijeka.
Konzistencija kontrolnih proizvoda od kozjeg mlijeka (bez dodataka) bila je
gotovo tekuca.

Zakljucak

Fermentirana mlijeka mogu se uspjesno proizvoditi koriStenjem razli¢itih
vrsta mlijeka 1 mjeSovitih kultura bakterija mlijecne kiseline i probiotickih
mikroorganizama. Premda je u proteklom razdoblju tijekom brojnih
istrazivanja odgovoreno na mnoga pitanja vezana uz tehnoloske osobine
fermentiranih mlijeka, fizioloska svojstva kultura i1 probiotickih organizama,
jos§ uvijek se o mehanizmima djelovanja tih bakterija na zdravstveni boljitak
ljudi malo zna. Zato bi buduca istrazivanja mogla ukljuciti:

* odgovarajucu internacionalnu definiciju jogurta i drugih fermentiranih
mlijeka ukljucivsi probioti¢ke proizvode;
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* viSe pravilno dizajniranih klinickih studija utemeljenih na zdravstvenom
boljitku ljudi; in vitro rezultati ne mogu uvijek biti potvrdeni in vivo, a
rezultati istrazivanja provedenih na Zivotinjama ne mogu se izravno prevesti
na ljude; problem je i u generaliziranju rezultata dobivenih od velikog broja
vrsta koriStenih mikroorganizama, a u nekim slucajevima broj probiotickih
mikroorganizama u klini¢kim studijama nije prikazan. Klinicke studije bi
trebalo provoditi na ljudima razli¢itih rasa i u razli¢itim drzavama kako bi se
moglo govoriti 0 mogucem zdravstvenom boljitku ljudske populacije
opcenito.

» kako starter kulture polimeriziraju laktozu u mlijeku za proizvodnju
egzopolisaharidnih materijala;

» Sto poti¢e mikroorganizme da proizvode bakteriocine 1 koji su njihovi
mehanizmi kontrole patogena u crijevima;

* patogenost odredenih kultura zahtijeva daljnja razjaSnjenja.

PROBIOTIC FERMENTED DAIRY PRODUCTS

Summary

Fermented dairy products are the most popular vehicle used in the
industry for the implantation of the probiotic microflora in humans. Therefore
this paper provides an overview of new knowledge on probiotic fermented
dairy products. It involves historical developments, commercial probiotic
microorganisms and products, and their therapeutic properties, possibilities of
quality improvement of different types of newly developed fermented dairy
products together with fermented goat’s milk products.

Key words: probiotics, fermented milk
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