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SaZetak

U ovom radu istraZen je utjecaj dodatka koncentrata proteina sirutke
(KPS) u mlijeko (v omjeru 20:80) na rast bakterijskih kultura (jogurtne
kulture: Streptococcus salivarius subsp. thermophilus i Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, te kulture za proizvodnju acidofila:
Lactobacillus acidophilus) tijekom fermentacije, te na svojstva proizvoda
tijekom cuvanja. Dodatkom KPS u mlijeko povecan je udio proteina na
prosjecno 4,63%, a suhe tvari na prosjecno 13,02%. Fermentacija mlijeka
do pH-vrijednosti oko 4,6 je dodatkom KPS produZena pri proizvodnji jogurta
za prosjecno 30 minuta, a pri proizvodnji acidofila za prosjecno 44 minute.
Istovremeno porast bakterija u proizvodima s KPS bio je veci (jogurta za
prosjecno 5,84%, a acidofila za prosjecno 16,50%). Nisu uocene znacajne
razlike pri ocjeni senzorskih svojstava izmedu uzoraka fermentiranih napitaka,
iako je izmjerena viskoznost fermentiranih napitaka s KPS bila nesto manja,
a pH-vrijednost nesto visa.

Rijeci natuknice: koncentrat proteina sirutke, jogurt, acidofil,
fermentacija, skladistenje

Uvod

Osim sadrZaja nutrijenata u namirnici vrlo je vaZna probavljivost
namirnice te mogucnost resorpcije hranjivih tvari.

Jogurt i acidofil su znac¢ajni izvor proteina, esencijalnih mineralnih tvari
ivitamina (Lee i sur, 1988; Rossi, 1994). VaZno ih je ukljuéiti u dnevnu
prehranu jer povecavaju iskoriStenje Ca, Mg, Zn i P iona, kao i apsorpciju
laktoze, a pored toga hidrolizu pomaZe prisutna bakterijska B-galaktozidaza

* Rad je iznesen na 1. hrvatskom kongresu mikrobiologa s medunarodnim sudjelovanjem,
travanj, 1996., Opatija.
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(Perdigon i sur., 1995.). Dodatkom koncentrata proteina sirutke (KPS)
u mlijeko moZe se povecati bioloSka vrijednost fermentiranih napitaka, osobito
zbog povoljnog sastava esencijalnih amino kiselina (Moor i Foege-
ding, 1990). KPS dobiveni ultrafiltracijom potpuno su probavljivi (Porter,
1978), a zbog vece hidrofilnosti od kazeina, teZe otpustaju sirutku (“sinereza”)
pa utjeCu na stvaranje homogenog koaguluma njeZnije strukture (Tratnik
i Kr§ev, 1988; 1991). Osim toga, KPS u mlijeku poti¢u rast nekih bakterija
mlije¢ne kiseline te proizvodnju metabolita (Broome i sur., 1982; Hull
i sur, 1984; Kr§ev i sur., 1994.). To je posebno vazno za intestinalne
bakterije mlije¢ne kiseline kao $to je Lactobacillus acidophilus koja sporije
raste u mlijeku, ali bolje preZivljava u probavnom traktu te povedava
zdravstvenu vrijednost fermentiranog napitka (Kr$ev, 1989; Nahaisi i
Robinson, 1985; Bouhnik, 1993.). Brojna istraZivanja navode zapaZena
dietetska i terapeutska svojstva fermentiranih napitaka: regulacija probave
(Shah, 1994) i bubreZne funkcije (Varnam i Sutherland, 1994)
inhibicija patogena u probavnom traktu (npr. Salmonella typhimurium),
inhibicija razli¢itih mutagenih supstanci (Perdigan i sur., 1995; Kili¢
i sur., 1996), znatna redukcija razine kolesterola u krvnom serumu
(Khedkar i sur, 1994;Gilliland, 1985;Buck i Gilliland, 1994)
i smanjenje rizika od karcinoma (Shahani i sur, 1983; Goldin i
Gorbach, 1984).

Brojni su radovi tako dokazali davnu predpostavku Meénikova
(1908) o ulozi mlije¢nih laktobacila na humano zdravlje. Posebno se isti¢e
uloga Zivih stanica fermentiranog napitka na stimulaciju imunog sustava
(S-Iga) (Perdigan i sur., 1995) i poboljSanje probave laktoze (Shah,
1994; Ass che 1994; Rao i sur., 1991). IDF standard nalaze da
fermentirano mlijeko mora sadrZavati Zive stanice bakterija mlije¢ne kiseline
odredenog tipa (Puhan, 1994).

U ovom je radu proucavan utjecaj dodatka KPS u mlijeku na tijek
fermentacije i svojstva jogurta i acidofila tijekom ¢uvanja.

Materijal i metode rada

Za proizvodnju jogurta (J) i acidofila (A) uzeto je mlijeko tipizirano za
proizvodnju fermentiranih napitaka, homogenizirano i pasterizirano pri 90°C/
10 minuta.

Za pripravu koncentrata proteina sirutke (KPS) koristena je slatka sirutka
ultrafiltrirana na modulu DDS-20-1,8 Lab. (De Danske Sukkerfabrikker,
Denmark), membranama GR60-PP, pri temperaturi okoline. Dibiveni KPS
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pasteriziran je pri 70°C/5 minuta, te pomijeSan s toplim pasteriziranim
mlijekom u omjeru 20:80. Od mjeSavine mlijeka + KPS proizvedeni su i jogurt
(J+KPS) i acidofil (A+KPS).

Za proizvodnju jogurta uzeto je 3% bakterijske jogurtne kulture:
Streptococcus salivarius spp. thermophilus i Lactobacillus delbrueckii spp.
bulgaricus), a za proizvodnju acidofila 3% kulture bakterije Lactobacillus
acidophilus. Kori$tene sirovine i radne kulture dobivene su iz d.d. “Dukat”,
Mljekara Zagreb. Nakon inokulacije, pripravljeni uzorci mlijeka (sa i bez
KPS) inkubirani su pri 40°C do pojave koaguluma, pH-vrijednosti oko 4,6.
Tijekom fermentacije praceni su promjena pH-vrijednosti, porast broja Zivih
stanica laktobacila i streptokoka u ml napitaka jogurta te porast broja Zivih
stanica laktobacila u ml napitaka acidofila.

Proizvedeni uzorci fermentiranih napitaka ¢uvani su 6 dana u hladnjaku
(+8°C). Tijekom ¢uvanja pracene su promjene senzorskih svojstava, pH-
vrijednosti, titracijske kiselosti (% mlije¢ne kiseline) i viskoznosti
fermentiranih napitaka. Senzorska svojstva ocijenjena su sustavom bodovanja
sa skalom od ukupno 20 bodova na bazi faktora vaganja (ISO, 1985).

Ocjenjivanje je provela panel skupina od pet senzorskih analiti¢ara.
Viskoznost fermentiranih napitaka izmjerena je prvi i $esti dan uz pomoc¢
rotacijskog viskozimetra (HAAKE VT500) pri temperaturi od 20°C i brzini
smicanja od 300 s’1.

Kemijski sastav sirovina koriStenih za proizvodnju fermentiranih
mlije¢nih napitaka odreden je standardnim analitickim metodama: suha tvar
su$enjem pri 105°C do konstantne mase; bjelancevine Kjeldahl metodom
(faktor za proteine = 6,38); laktoza Schoorl-Luff metodom; mlije¢na mast
Gerber metodom; pepeo Zarenjem pri 550°C, pH vrijednost pH-metrom
“Knick” tip 646; titracijska kiselost Soxhlet-Henkel (°SH) i preracunata u %
mlije¢ne kiseline (°SH x 0,00225).

Broj Zivih stanica laktobacila odredivan je na MRS-Agaru (MRS-Agar-
Lactobacillus agar DE, MAN, ROGOSA i SHARPE (pH=5,710,1 pri 25°C))
u uvjetima anaerobne inkubacije tri dana pri 37°C. Broj Zivih stanica
streptokoka odredivan je na M17-Agar TERZAGHI (pH-7,210,1 pri 25°C))
nakon dva dana inkubacije pri 30°C. Podloge tvrtke “Merck” pripremljene
su prema naputku proizvodaca.

Rezultati rada i rasprava

Sastav sirovina uzetih za proizvodnju jogurta i acidofila (s i bez KPS)
prikazuje tablica 1. Rezultati predstavljaju prosjecne vrijednosti pet uzastopnih
pokusa.
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Tablica 1.: Prosjecan kemijski sastav i kiselost sirovina za proizvodnju fermentivanih
napitaka
Table 1: Average chemical composition and acidity of raw material used in
production of fermented beverages

Sastav (%) i kiselost Miijeko + KPS
Compostition (%) and Miijeko KPS Milk + WPC
acidity Milk WPC (80:210)
Suha tvar (%)

Total solids (%) 12,20 16,30 13,02
Proteini (%)

Proteins (%) 3,24 10,20 4,63
Miije¢na mast (%)

Milk fat (%) 3,20 0,65 2,69
Laktoza (%)

Lactose (%) 4,70 4,38 4,64

Pepeo (%)

Ash (%) 0,72 1,09 0,80

pH vrijednost

pH value 6,61 6,49 6,59
Milijeéna kiselina (%)

Lactic acid (%) 0,015 0,030 0,018

Koristeno je mlijeko standardizirano na 3,2% mlije¢ne masti. Dodatkom
KPS u mlijeko (20:80) smanjena je relativna koli¢ina mlije¢ne masti i kazeina,
a znatno povecana koli¢ina proteina sirutke. Takoder je neSto povecana
koli¢ina pepela i ukupne suhe tvari te kiselost mjeSavine koja je zbog dodatka
sirutkinih proteina sadrZavala u prosjeku 4,63% ukupnih proteina.

Tijekom pokusa mjereno je trajanje fermentacije uzoraka mlijeka do
postizanja koaguluma pH-vrijednosti oko 4,6 (slika 1). U svim je pokusima
bila najkraca fermentacija jogurta (J) (prosje¢no 2,66 sati). Pri proizvodmnji
acidofila (A) fermentacija mlijeka trajala je znatno dulje, prosje¢no 3,86 sati.
Razlog tome je intestinalna bakterija mlije¢ne kiseline Lactobaciilus
acidophilus koju treba prilagoditi novim uvjetima rasta; ona sporije zakiseljava
mlijeko od jogurtne kulture kojoj je mlijeko prirodno staniste (K r§ e v, 1989).
Dodatak KPS u mlijeko produzio je trajanje fermentacije jogurta za prosje¢no
30 minuta (J+KPS), a acidofila za prosje¢no 44 minute (A+KPS). Razlog tome
je sporiji pad pH-vrijednosti zbog povecanog pufer kapaciteta mje$avine
mlijeka s vecom koli¢inom proteina sirutke (Moodler, 1983; Tratnik i
KrS$ev, 1991). Porast broja Zivih stanica bakterija tijekom fermentacije: prati
pad pH-vrijednosti (slike 2-5).
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Slika 1.: Prosjecno trajanje fermentacije uzoraka mlijeka pri proizvodnji

fermentiranih napitaka

Figure 1: Average duration of fermentation during the production of fermented

beverages
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Slika 2.:  Krivulje rasta laktobacila (L) i streptokoka (S) te promjena pH vrijednosti
tijekom fermentacije jogurta

Figure 2: Growth curves of lactobacili (L) and streptococci (S), and pH value
changes during the yoghurt fermentation
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Slika 3.: Krivulje rasta laktobacila (L) i streptokoka (S) te promjena pH vrijednosti
tijekom fermentacije jogurta s KPS

Figure 3: Growth curves of lactobacilli (L) and streptococci (S), and pH value

changes during the fermentation of yoghurt with WPC
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Slika 4.: Krivulja rasta laktobacila (L) i promjena pH vrijednosti tijekom
fermentacije acidofila

Figure 4: Growth curve of lactobacilli (L) and pH value changes during the

fermentation of acidophilus milk
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Slika 5:  Krivulja rasta laktobacila (L) i promjena pH vrijednosti tijekom
fermentacije acidofila s KPS

Figure 5: Growth curve of lactobacilli (L) and pH value changes during the

fermentation of acidophilus with WPC
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Na kraju fermentacije uzoraka fermentiranih napitaka s KPS u svim je
pokusima porast broja Zivih stanica bakterija bio veci u usporedbi s istim
napicima bez KPS (slika 6) (u jogurtu za prosje¢no 5,84%, a acidofilu za
prosje¢no 16,50%). 1z toga proizlazi da KPS poti¢u rast bakterija jogurtne
kulture (i laktobacila i streptokoka), a osobito rast bakterije Lactobacillus
acidophilus. Manji broj bakterijskih stanica na po€etku fermentacije (nakon
inokulacije) odreden u napicima s KPS potvrduje stimulirajuci utjecaj KPS
na porast koriStenih bakterija na kraju fermentacije (slika 7).

S obzirom na to da je omjer laktobacila i streptokoka od 1:1 s pocetka
fermentacije promijenjen na kraju fermentacije jogurta na 2:1, a na kraju
fermentacije jogurta s KPS na 1,2:1, moZe se pretpostaviti da KPS jace
stimulira rast streptokoka nego laktobacila, §to navodei Broome i sur.
(1982).

Tijekom 6 dana ¢uvanja fermentiranih napitaka u hladnjaku (+8°C)
pracene su promjene pH-vrijednosti, titracijske kiseline, viskoznosti i
senzorskih svojstava. Tijekom ¢uvanja pad pH-vrijednosti fermentiranih
napitaka s KPS bio je nesto sporiji, pa su pH-vrijednosti ovih napitaka bile
nesto vise tijekom ukupnog razdoblja ¢uvanja (osobito J+KPS). Znatniji pad
pH-vrijednosti (najvide J) zapaZen je tijekom 3 dana Cuvanja, ali od treceg
do Sestog dana ¢uvanja pH-vrijednost se ustalila u svim uzorcima
fermentiranih napitaka (slika 8).
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Slika 6.: Porast broja bakterija (In N/No) u fermentiranim napicima sa i bez KPS
nakon fermentacije

Figure 6: Viable count (In N/No) in fermented beverages with and without WPC
after fermentation
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Slika 7.: Broj Zivih bakterija (In N) u uzorcima na pocetku (1) i na kraju
fermentacije (2)

Figure 7: Viable count (In N) in samples on beginning (1) and on the end (2) of
Sfermentation
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Slika 8.: Prosjecne pH vrijednosti fermentiranih napitaka tijekm 6 dana cuvanja
(+8°C)
Figure 8: Average pH values of fermented beverages during 6 day'’s storage (+8°C)
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Viskoznost fermentiranih napitaka odredena je nakon prvog i $estog dana
¢uvanja. Izmjerena vrijednost viskoznosti (slika 9) bila je veca za jogurt nego
za acidofil, §to navode Kim i sur (1994), dok je dodatak KPS u mlijeko
utjecao na smanjenje viskoznosti i jogurta i acidofila za sli¢nu vrijednost.
Medutim, nakon $est dana ¢uvanja viskoznost fermentiranih napitaka je nesto
smanjena, ali manje napitaka s KPS.

Pri senzorskoj ocjeni proizvoda, sa i bez dodatka KPS, svojstva : boja,
miris i op¢i izgled postigla su maksimalan broj bodova, pa nisu posebno
prikazana. Vidljive su senzorske razlike svojstava okusa i konzistencije
fermentiranih napitaka (tablica 2). Uo¢ena je neznatno mekSa konzistencija
fermentiranih napitaka s KPS $to potvrduje i izmjerena viskoznost (slika 9),
a sli¢no zapaZaju i drugi autori Jelen i sur, 1987; Mari¢ i sur., 1996).
Takoder je bio slabije izraZzen okus kiselosti fermentiranih napitaka s KPS,
iako je u vecini ovih uzoraka zabiljeZena nesto veca titracijska kiselost zbog
vece koli¢ine proteina sirutke, osobito za acidofil s KPS (tablica 3), u kome
je zabiljeZen i veci porast Zivih stanica bakterija (slika 6).
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Slika 9.: Viskoznost proizvedenih fermentiranih mlijecnih napitaka (1) i ¢uvanih 6
dana u hladnjaku pri +8°C (2)
Figure 9: The viscosity of produced fermented milk beverages (1) and after 6 day’s

storage at
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Tablica 2.: Senzorska ocjena okusa i konzistencije fermentiranih napitaka tijekom
¢uvanja (+8°C)
Table 2: Sensory scores for consistency and flavour of fermented beverages during

storage (+8°C)

Bodovi
Points
Uzorci 1. Dan 3. Dan 6. Dan
Samples | 1t Day 3™ Day 6" Day
Okus | Konzistencija | Okus | Konzistencija | Okus | Konzistencija
Flavour | Consistency | Flavour | Consistency | Flavor | Consistency
J 12,00 4,00 11,80 4,00 11,00 3,70
Y
J+KPC 12,00 3,70 11,80 3,70 11,40 3,80
Y+WPC
A 11,98 4,00 11,76 4,00 11,30 3,95
A
| A+KPC | 11,90 3,60 11,50 3,64 11,37 3,68
A_+WPC B
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Tablica 3.: Titracijska kiselost (% mlijecne kiseline) fermentiranih napitaka tijekom
¢uvanja (+8°C)

Table 3: Titratable acidity (% lactic acid) of fermented beverages during storage

(+8°C)

Titracijska kiselost
Titratable acidity
Uzorak 1. Dan 3. Dan 6. Dan
Sample 18 Day 3% Day 6 Day
J
Y 0,89 1,03 1,08
J+KPC
Y+WPC 0,90 0,98 1,05
A
A 0,86 0,97 1,02
A+KPC
A+WPC 0,93 1,04 1,09
Zakljuéci

1. Dodatkom KPS koncentrata proteina sirutke u mlijeko smanjena je
koli¢ina kazeina, a znatno povecana koli¢ina proteina sirutke.

2. Fermentacija mlijeka je s dodatkom KPS produZena pri proizvodnji
jogurta za oko 30 minuta, a pri proizvodnji acidofila za oko 44 minute.

3. Dodatak KPS u mlijeko utjecao je na sporiji pad pH-vrijednosti
tijekom fermentacije, dok je porast Zivih stanica bakterija u proizvodima s
KPS bio veci (jogurta za prosje¢no 5,84%, a acidofila za prosje¢no 16,50%).

4. Nisu uocene vece razlike senzorskih svojstava izmedu proizvedenih
fermentiranih napitaka, iako je viskoznost fermentiranih napitaka s KPS bila
nesto manja, a pH-vrijednost nesto visa.

5. Pad pH-vrijednosti i viskoznosti tijekom ¢uvanja fermentiranih
napitaka s KPS bio je nesto manji nego proizvoda bez KPS.

THE INFLUENCE OF ADDED WHEY PROTEINS CONCENTRATE ON
GROWTH AND ACTIVITY OF LACTOBACILLI AND STREPTOCOCCI
DURING FERMENTATION AND STORAGE OF YOGHURT AND
ACIDOPHILUS MILK

Summary

In this work the influence of addition the whey protein concentrate
(WPC) in milk (in proportion 20 : 80) on the growth of bacterial culture
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(yoghurt culture: Streptococcus salivarius subs. thermophilus and
Lactobacillus delbrueckii subs. bulgaricus, and the culture for production of
acidophilus milk: Lactobacillus acidophilus) during fermentation, and on
characteristics of products during storage, are investigated. By addition of
WPC in milk, the quantity of proteins is increased to 4.63%, and total solids
to 13.02%. The fermentation of milk to pH-value about 4.6 by addition of
WPC is prolonged (at production of yoghurt on average 30 minutes, and at
production of acidophilus milk on average 44 minutes). Simultaneously,
increase of bacteria number in products with WPC was bigger (in yoghurt
on the average 5.84%, and in acidophilus milk on the average 16.50%). The
significant differences of sensory properties between fermented milk beverages
were not observed although the viscosity of fermented milk beverages with
WPC was slightly smaller but pH-value was slightly higher.

Key words: whey protein concentrates, yoghurt, acidophilus milk,
fermentation, storage
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